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1 Einleitung 

1.1 Das Glioblastoma multiforme 

1.1.1 Gliazellen und Gliome 
Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist der am häufigsten bei Erwachsenen 

diagnostizierte primäre Hirntumor. Er weist eine hohe Malignität auf und ist trotz 

der heutigen Therapiemaßnahmen durch ein medianes Patientenüberleben von 

nur 14,6 Monaten gekennzeichnet (Stupp et al., 2005).  

 

Das GBM wird zu den astrozytären Tumoren gezählt, die aus neuroepithelialen 

Gewebe entstehen (Mattle et al., 2013). Aus dem Neuroepithel wird während der 

Embryogenese die Neuroglia des Zentralnervensystems (ZNS) gebildet. Drei der 

vier Gliazelltypen gehen aus diesem Gewebe hervor: die Oligodendrozyten, die 

Ependymzellen und die Astrozyten, die die größte Gruppe unter ihnen darstellen. 

Die Mikroglia stammt vom Mesoderm ab, zählt aber auch zur Neuroglia des ZNS 

(Sadler et al., 2008, Trepel, 2012). Aufgaben der Gliazellen am Beispiel der 

Astrozyten sind u.a. Ernährungs- und Stützfunktion, Beteiligung an der 

Blut-Hirnschranke sowie Narbenbildung nach Gewebeschäden (Welsch et al., 

2010, Trepel, 2012). 

 

Tumoren, die aus diesem neuronalen Stützgewebe hervorgehen, bezeichnet 

man allgemein als Gliome. Mit 60% stellen die Astrozytome, deren Ursprung 

wahrscheinlich die Astrozyten sind, die größte Gliomgruppe dar (Schlegel et al., 

2003). Sie werden nach den Kriterien der World Health Organization (WHO) für 

ZNS-Tumoren von 2016 in die Subgruppen „Diffuse astrocytic and 

oligodendroglial tumours“ und „other astrocytic tumours“ klassifiziert und in 

WHO-Grade eingeteilt (Tabelle (Tab. 1) (Louis et al., 2016). 

1.1.2 WHO-Klassifikation 2016 
Grundlage der aktuellen Klassifizierung bleiben - wie in der vorhergehenden von 

2007 auch - die histologischen Merkmale, die eine Subtyp- und Gradeinteilung 
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ermöglichen. Dafür wird im Rahmen einer stereotaktischen Biopsie oder 

Operation Gewebematerial aus verdächtigem Gewebe entnommen und zyto- 

bzw. histologisch aufbereitet und untersucht. 

 

Mit steigendem WHO-Grad der Astrozytome erhöht sich der Zellreichtum und 

Mitoseindex, während die Zelldifferenzierung abnimmt und Gefäßproliferate 

sowie Tumorgewebsnekrosen auftauchen. Diffuse Astrozytome °II sind mäßig 

zellreich und gut differenziert. Bei anaplastischen Astrozytomen °III zeigt sich in 

Abgrenzung zu °II-Tumoren eine erhöhte Mitoserate und Zelldichte, sowie eine 

verstärkte nukleäre und zelluläre Polymorphie. Kleine mikrovaskuläre Proliferate 

können vorhanden sein. GBM zeigen - wie der Name „multiforme“ andeutet - eine 

markante zelluläre und nukleäre Pleomorphie, eine noch höhere Zelldichte und 

eine gesteigerte Zahl an oft atypischen Mitosen. Außerdem treten 

girlandenförmige oder glomeruloide Gefäßproliferationen, Nekrosen und 

zystische Tumorzerfallshöhlen auf (Leopardfellstruktur der Gewebeschnitte) 

(Tab. 1) (Schlegel et al., 2003, Louis et al., 2007, Müller, 2010, Louis et al., 2016). 

 

Zusätzlich zu diesen mikroskopischen Beurteilungen können Spezialfärbungen, 

z.B. von Proteinen (z.B. Gliafaserprotein), epithelialen (z.B. Zytokeratinen) oder 

lymphozytären Markern (z.B. cluster of differentiation (CD) 20), zur besseren 

Einteilung genutzt werden (Weller et al., 2014 ). 

 

Die zuvor gültige WHO-Klassifikation von 2007 wird in der aktuellen 

Klassifizierung u.a. in der Subgruppe der diffusen astrozytären und 

oligodendroglialen Tumore um molekulare bzw. genotypische Parameter 

ergänzt. Dadurch soll die diagnostische Zuverlässigkeit erhöht, die Behandlung 

von Patienten spezifiziert und deren Prognose verbessert werden. Wesentlich ist 

dabei die Bestimmung des Isocitrat-Dehydrogenase 1/2 (IDH1/2)-Status (Wildtyp 

oder Mutante). Das GBM als ein °IV-Gliom entsteht als primäres oder  
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Tab. 1: WHO-Klassifikation und Grad-Einteilung der astrozytären Tumoren und deren 
Subtypen sowie allgemeine Charakteristika von Hirntumoren 

modifiziert nach (Kleihues, 2007, Louis et al., 2007, Mattle et al., 2013, Louis et al., 2016) 
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de novo GBM zu 90% spontan und zeigt in der Regel einen IDH-Wildtyp-Status 

(Schlegel, 2003). Es kann sich aber auch als sekundäres GBM aus einem 

niedergradigen Astrozytom °II oder °III über mehrere Jahre hinweg mit einer 

bereits in diesen Vorstufen häufig zu detektierenden IDH1/2-Mutation entwickeln 

(Ohgaki et al., 2013, Louis et al., 2016). Der Methylierungsstatus des 

O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT)-Gens wird für 60-70jährige 

Patienten empfohlen, da er prädiktiv für das Therapieansprechen ist (Weller et 

al., 2014 ). Zur Diagnosestellung von Oligodendrogliomen und anaplastischen 

Oligodendrogliomen wird zusätzlich zur IDH-Mutation eine chromosomale 

1p/19q-Kodeletion und in v.a. bei Kindern vorkommenden, diffusen 

Mittelliniengliomen das Vorhandensein einer K27M-Mutation im Histongen H3 

untersucht. 

In nicht eindeutigen Fällen sind die genotypischen vor den phänotypischen 

Merkmalen für die Klassifizierung ausschlaggebend. Wenn nicht getestet wurde 

oder ein nicht eindeutiges Ergebnis vorliegt, kommt die Zusatzbezeichnung „not 

otherwise specified“ (NOS) hinzu. Auch in Fällen ohne genotypischen Marker, 

wie z.B. den Oligoastrozytomen bzw. anaplastischen Oligoastrozytomen, die 

oligodendrogliale und astrozytäre histologische Merkmale zeigen, wird NOS 

hinzugefügt (Louis et al., 2016). 

 

Weitere genotypischen Veränderungen, die zusätzlich auftreten können, aber 

nicht für die Klassifikation entscheidend sind, werden in Kapitel 1.1.6 aufgeführt. 

1.1.3 Diagnostik 
Bei Verdacht auf einen Hirntumor findet zunächst eine gründliche 

Anamneseerhebung und klinische Untersuchung statt. Dabei ist speziell die 

Ermittlung des neurologischen Status notwendig. Wesentlich für die Diagnostik 

ist die Magnetresonanztomografie (MRT) mit und ohne Kontrastmittel, die u.U. 

um weitere Verfahren wie die Computertomografie (CT), Angiografie oder die 

Positronen-Emissions-Tomographie (PET) ergänzt wird. Zusätzlich kann eine 

Lumbalpunktion, z.B. zur Abgrenzung eines entzündlichen Prozesses, oder eine 
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Elektroenzephalografie (EEG) herangezogen werden. Es folgt eine 

stereotaktische Biopsie oder eine operative Resektion (Weller et al., 2014 ). 

1.1.4 Epidemiologie, Lokalisation und Klinik  
Unter allen Hirntumoren haben GBM einen Anteil von 15%, Astrozytome sind mit 

25% vertreten (Müller, 2010). Männer sind etwas häufiger von Gliomen betroffen. 

Das Verhältnis Männer/Frauen liegt bei diffusen Astrozytomen bei 1,17 und bei 

GBM bei ca. 1,3 (Ohgaki et al., 2013).  

Gliome jeder Gradierung können bereits bei Kindern auftreten, besonders häufig 

findet sich hier das pilozytische Astrozytom. Im Alter zwischen 30-45 Jahren 

findet man diffuse bzw. anaplastische Astrozytome, sowie um das 45. Lebensjahr 

auch sekundäre GBM. Primäre GBM entwickeln sich dagegen erst in höherem 

Alter. Im Median sind die Patienten bei der Diagnosestellung 62 Jahre alt 

(Schlegel et al., 2003, Ohgaki et al., 2013, Louis et al., 2016). 

 

Lokalisiert sind Astrozytome v.a. im Marklager des Frontalhirns, aber auch im 

Temporallappen. Seltener liegen sie im Parietal- oder Okzipitallappen. Das GBM 

findet sich im Marklager der Großhirnhemisphären (frontal, parietal), in den 

Stammganglien oder im Hirnstamm. Von einem Schmetterlingsgliom spricht 

man, wenn es in beide Hemisphären vom Corpus callosum ausgehend 

hineinwächst (Müller, 2010). Es wird diskutiert, ob ein diffus verteiltes Gliom aus 

mehreren Subtypen bestehen könnte (Louis et al., 2016). 

 

Je nach Lokalisation im Gehirn sind die Symptome von GBM vielfältig und 

unspezifisch. Auch ein kleiner Tumor kann bereits große Auswirkungen auf den 

Patienten haben. Zu den möglichen Symptomen zählen fokal-neurologische 

Ausfälle, epileptische Anfälle, kognitive und psychische Auffälligkeiten bis hin zu 

Vigilanzstörungen. Hinzu kommen Zeichen erhöhten Hirndrucks wie Erbrechen, 

Schwindel und/ oder Kopfschmerzen. In Bezug auf die unterschiedlichen 

Wachstumsgeschwindigkeiten wird deutlich, dass die Symptome von 

Astrozytomen sich über Jahre entwickeln können und sich bei frühzeitiger 

Diagnose weniger schwer auf den Patienten auswirken, wohingegen das GBM 
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innerhalb von wenigen Wochen/ Monaten zu einem fulminanten Beschwerdebild 

führen kann (Müller, 2010, Mattle et al., 2013). 

1.1.5 Therapie 
Nach radiologischer und bioptischer Sicherung wäre eine vollständige Resektion 

der einzige kurative Ansatz. Begrenzt wird die Durchführung dieser 

Therapiemaßnahme jedoch durch enge Lagebeziehungen zu wichtigen 

neuronalen Strukturen, die man durch eine radikale Operation zerstören würde 

(Müller, 2010). Dadurch könnte die Lebensqualität verringert oder sogar das 

Leben des Patienten gefährdet werden. Eine Abwägung des 

Resektionsausmaßes muss also stets unter Betrachtung der individuellen 

Patientensituation erfolgen. Je mehr von einem GBM reseziert wird, desto besser 

wird die Prognose (Stummer et al., 2006, Stummer et al., 2008, Stummer et al., 

2012). Um dabei sicherer Tumor von gesundem Hirngewebe trennen und 

resezieren zu können, nutzt man intraoperativ die Fluoreszenz der 

5-Aminolävulinsäure (5-ALA), welche sich intrazellulär in Tumorgewebe 

anreichert (Stummer et al., 2006). 

Ein diffus-wachsendes LGA °II bei Patienten unter 40 Jahren mit einem 

Durchmesser unter 5 cm, welches sich asymptomatisch verhält, kann jedoch 

vorerst mittels regelmäßiger Kontrollen beobachtet werden. Scharf-abgrenzbare, 

symptomatische oder progrediente niedriggradige Gliome hingegen werden 

reseziert oder bestrahlt. LGA °III- und GBM-Patienten werden standardmäßig 

operiert gefolgt von einer Radiatio, wobei bei °III-Tumoren alternativ und bei 

°IV-Tumoren obligat eine adjuvante Chemotherapie gegeben wird. Zur 

Anwendung kommt hier heutzutage v.a. das alkylierende Zytostatikum 

Temozolomid (TMZ). GBM-Patienten profitieren von seinem gleichzeitigen 

Einsatz während der Bestrahlung. Nach einer vier- bis sechswöchigen Pause 

startet die Erhaltungstherapie mit TMZ für sechs Zyklen. Das mediane Überleben 

verlängert sich hierdurch von 12 (alleinige Bestrahlung) auf 14,6 Monate 

(Radiatio und TMZ) (Stupp et al., 2005). In der EF-14 Studie, einer 

randomisierten, klinischen Phase III Studie, die Patienten mit GBM nach 

operativer Resektion und Radiochemotherapie einschloss, konnte durch den 
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Einsatz von alternierenden elektromagnetischen Feldern 

(tumor-treating fields, TTFields) beim fortgeführten, gleichzeitigen Einsatz von 

TMZ ein signifikant verbessertes, medianes Überleben von 20,9 Monaten 

ermittelt werden (Stupp et al., 2017). 

Als weitere Chemotherapeutika wurden v.a. früher auch Nitrosoharnstoffe 

angewendet, z.B. adjuvant durch die intraoperative Einlage von 

1,3-Bis(Chloro-Ethyl)-1-Nitroso-Urea-Wafern (BCNU-Wafern bzw. Carmustin) in 

das Tumorbett (Müller, 2010) oder das PCV-Schema mit dem Alkylanz 

Procarbacin, dem Nitrosoharnstoff Chlorethyl-Cyclohexyl-Nitroso-Urea (CCNU) 

und dem Vinca-Alkaloid Vincristin. Elektromagnetische Nano-, Immun- und 

Suizidgentherapien, der Einsatz von Antikörpern gegen den 

vascular endothelial growth factor (VEGF) oder Kombinationen von CCNU und 

TMZ sind in der klinischen Erprobung (Stupp et al., 2015, Herrlinger et al., 2019). 

In Rezidiv- bzw. Progressionsfällen aller Gliome wird je nach Patientensituation 

eine Reoperation, Radiatio oder Chemotherapie in Erwägung gezogen (Weller et 

al., 2014 ). 

1.1.6 Genetische Veränderungen in Gliomen 
Neben den in der WHO-Klassifikation von 2016 genannten genotypischen 

Veränderungen finden sich in Gliomen zahlreiche weitere Mutationen im Genom 

sowie sehr häufig numerische und strukturelle Aberrationen im 

Chromosomensatz (Aneuploidie) (Tab. 2). Mit höherem WHO-Grad scheint die 

Anzahl dieser genetischen Veränderungen zuzunehmen (Shapiro, 2002, 

Arslantas et al., 2007). Des Weiteren konnten auch Zusammenhänge zwischen 

Aneuploidien und dem Überleben festgestellt werden (Kunwar et al., 2001, 

Shapiro, 2002, Wessels et al., 2002). 

 

Die genetischen Veränderungen könnten ursächlich durch einen fehlgesteuerten 

Zellzyklus, z.B. durch deregulierte Zellzyklusproteine entstanden sein. 

Andererseits wäre umgekehrt auch denkbar, dass diese selbst Einfluss auf den 

Zellzyklus und die Expression seiner Regulatorproteine nehmen könnten. 
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Tab. 2: Genetische Veränderungen in Gliomen 
modifiziert nach (Schröck et al., 1996, Shapiro, 2002, Reifenberger et al., 2004, Ohgaki 
et al., 2013, Appin et al., 2014, Louis et al., 2016)  

 
Astrozytäre Entität 

 
Genetische Veränderungen  
 

 
LGA °II 
 
 
 
 

 
häufiger: 
- Gewinn: 7 (evtl. mit Gonosomverlust) 
                7q 
- Mutation: IDH1/2 
 
seltener: 
- Amplifikation: 8q 
- Deletion: 10, Gonosom 
                  10q, 22q 
                  17p 
- LOH: 3 
            6q, 13q 
            10p 
- strukturelle Veränderung: 1p, 9p 
- Mutation: 17p 
                  TP53 (ca.59% d.F.) 
 
in Oligodendrogliomen: 
- Kodeletionen in 75% d.F.: 1p und 19q  
 

 
LGA °III 
 
 

 
häufiger: 
- Polysomie: 7 
- Deletion: 10 
- Mutation: IDH1/2 
 
seltener: 
- Gewinn: 19, 20,  
                1q, 11q, Xq 
                7p,11p 
- Deletion: 22, Gonosom,  
                 4q, 10q, 11q, 13q, Xq, 22q 
                 1p, 9p, 11p, 12p, 
- strukturelle Veränderungen (Brüche): 6q, 7q, 15q, 19q 
                                                              1p, 3p,5p, 9p,17p 
- Amplifikation: 7q, 12q 
- Translokation: 1p 
- LOH: 13q, 19q 
            1p, 3p, 9p, 11p,  
 
- Mutation: TP53 (ca. 53% d.F.) 
- Überexpression: PDGF 
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Astrozytäre Entität 

 
Genetische Veränderungen 
 

 
GBM 

 
in primären GBM: 
- Deletion: 10q (ca.70% d.F.)  
                  10p (ca. 50% d.F.) 
 
in sekundären GBM: 
- Deletion: 10q (>60% d.F.), 19q (ca. 50% d.F.) 
 
in primären und sekundären GBM: 
- Gewinn: 7, 19, 20,  
                7q, 8q, 20q 
                1p,7p 
- Deletion: 10, 13, 14, 22, Gonosom 
                  4q, 6q, 10q, 13q 
                  9p, 10p 
                  CDKN2A 
 
- Mutation: IDH1/2 (in primären GBM ca.< 5%, 
                             in sekundären ca. 80% d.F.) 
                  TP53 (in primären GBM ca.27%, 
                             in sekundären ca. 81% d.F.) 
                  PTEN 
 
- Amplifikation: 12q  
                         PDGF mit LOH von 17p und Gen des 
                         EGFR 
 

Nummer = ganzes Chromosom oder Chromosomenarm betreffend, 

                  q = langer Chromosomenarm, p = kurzer Chromosomenarm  

d.F. = der Fälle 

LOH = loss of heterozygosity 

TP53 = Tumorsuppressor p53 

PDGF = platelet derived growth factor 

CDKN2A = cyclin dependent kinase inhibitor 2A (Synonym: p16INK4a) 

PTEN = phosphatase and tensin homolog 

EGFR = epidermal growth factor receptor 

1.2 Der Zellzyklus 
Eukaryotische, proliferierende Zellen durchlaufen den Zellzyklus, um ihr Erbgut 

symmetrisch auf die Tochterzellen weiterzugeben. Den Abschluss des Zellzyklus 

bildet die Mitose. Während des Zellzyklus werden verschiedene Phasen 

durchlaufen. Die Zelle wechselt dabei zwischen einer langandauernden 

Interphase und einer kurzen Mitosephase. Beide Phasen werden wiederum in 
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verschiedene Abschnitte eingeteilt. So gliedert sich die Interphase in die G1-, S- 

und G2-Phase. Dabei steht die Abkürzung „G“ bei G1, G2 (und G0) für Englisch 

„gap“, was Abstand oder Lücke bedeutet. „S“ steht für die Synthesephase. Die 

Mitosephase gliedert sich in die Prophase, Prometaphase, Metaphase, 

Anaphase und die Telophase (Lüllmann-Rauch, 2006, Alberts et al., 2011). 

1.2.1 Die Interphase 
Regen Wachstumsfaktoren die Zelle zur Teilung an, tritt diese aus ihrem 

Ruhezustand G0, der Tage bis hin zu Jahren andauern kann, in die G1-Phase, 

den Beginn der Interphase, über. In diesem auch als postmitotische oder 

Präsynthesephase bezeichneten Abschnitt beginnt die Zelle mit ihrem 

Wachstum. Sie bildet wichtige Zellorganellen und vergrößert ihr Zytoplasma. 

Auch werden Desoxyribonukleosid-Triphosphate, messenger ribonucleic acid 

(mRNA) für Replikationsenzyme und andere Proteine, die für eine erfolgreiche 

Teilung wichtig sind, gebildet (Alberts et al., 2011). 

 

In der darauffolgenden S-Phase wird die deoxyribonucleic acid (DNA) repliziert. 

Die duplizierten Chromosomenpaare sind miteinander verflochten und werden 

fest durch einen speziellen Proteinkomplex zusammengehalten, dem Cohesin 

(Lüllmann-Rauch, 2006, Alberts et al., 2011). Der zentrale Cohesinkomplex 

besteht aus drei Teilen: structural maintenance of chromosomes 1 und 3 (SMC1, 

SMC3) sowie sister chromatid cohesion 1 (SCC1), die zusammen eine ringartige 

Struktur ausbilden. Eine vierte Untereinheit stromal antigen 1/2 (SA1/2, 

STAG1/2) bindet direkt an SCC1 (Abbildung (Abb. 1). An bestimmten Regionen 

der Chromatiden, aber über deren gesamte Länge, wird Cohesin schon am Ende 

der Telophase bzw. am Übergang zur G1-Phase, angelagert (Alberts et al., 2011, 

Peters et al., 2012, Watrin et al., 2016). Verflechtung und Cohesin sorgen 

zusammen für die Schwesterchromatidkohäsion. 
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Abb. 1: Vergrößerung und Aufbau von Cohesin aus den verschiedenen 

Untereinheiten und angelagertem Pds5  
modifiziert nach (Peters et al., 2012) 

 

Die Stärke der Kohäsion während des Zellzyklus, aber auch das Cohesin selbst, 

werden durch Cohesin-regulierende Proteine beeinflusst. Eine Sonderstellung 

nimmt dabei das Protein precocious dissociation of sisters 5 (Pds5) ein, welches 

als positiver und negativer Regulator an der Aufrechterhaltung, Bildung und 

Lösung von Cohesin und der Schwesterchromatidkohäsion beteiligt ist (Losada 

et al., 2005, Peters et al., 2012, Rankin, 2015, Ouyang et al., 2017)  

In Wirbeltieren existieren zwei Orthologe: Pds5A (auch sister chromatid cohesion 

protein 112 (SCC112), PIG54) und Pds5B (auch 

androgen-induced proliferation inhibitor (APRIN), AS3, CG008), die sich zu 65% 

in ihrer Aminosäurestruktur ähneln (NCBI Gene, 20.01.2016, HGNC, 27.04.2016) 

(Hagemann et al., 2011, Brough et al., 2012). Ihre genauen funktionellen 

Unterschiede sind noch nicht abschließend untersucht und der gegenseitige 

funktionelle Ersatz wird diskutiert (Zhang et al., 2009, Rankin, 2015). Es wird 

angenommen, dass Pds5A und B unterschiedlich am Chromatin verteilt sind und 

dadurch verschieden auf die Kohäsion einwirken (Losada et al., 2005, Carretero 

et al., 2013).  
Am besten untersucht sind die Funktionen in der Schwesterchromatidkohäsion 

von Pds5 in Hefezellen wie Saccharomyces cerevisiae und 

Schizosaccharomyces pombe. Pds5 wird eine Art Gerüstfunktion für andere 

Proteine zugesprochen. Es bindet über seine HEAT repeats an SCC1, sobald 

sich der Cohesin-Proteinkomplex am Chromatin aufgebaut hat, ohne jedoch eine 

Untereinheit davon zu sein (Hartman et al., 2000, Panizza et al., 2000, Sumara 
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et al., 2000, Stead et al., 2003, Peters et al., 2012, Rankin, 2015, Muir et al., 

2016).  

 

Das Protein establishment of cohesion 1 (ECO1 in der Hefezelle; establishment 

of sister chromatid cohesion N-acetyltransferase 1 (ESCO1) im Menschen) 

benötigt Pds5 für die Azetylierung von SMC3 und den Erhalt der Kohäsion, 

welche zusätzlich durch das Protein Sororin unterstützt wird (Peters et al., 2012, 

Minamino et al., 2015). Pds5 bewahrt anscheinend die 

Schwesterchromatidkohäsion durch Verhinderung des Abbaus von Cohesin und 

liegt bis zum Beginn der Anaphase an diesem gebunden vor (Panizza et al., 

2000, Tanaka et al., 2001b, D'Ambrosio et al., 2014). 

 

Mit dem Fortschreiten der Interphase wird in der S-Phase aus dem Zentrosom 

mit seinem Zentriolenpaar ein Diplosom, welches für die Ausbildung der 

Mitosespindel verantwortlich ist (Alberts et al., 2011). 

 

Die prämitotische oder Postsynthesephase (G2-Phase) zeichnet sich durch das 

Lösen von Zellkontakten zu Nachbarzellen und die Bereitstellung von Proteinen 

für die Mitose aus, die u.a. zur Destabilisierung der Kernmembran führen 

(Poeggel et al., 2009, Alberts et al., 2011). 

1.2.2 Die Mitosephase 
Den Beginn der Mitosephase, die auch als M-Phase oder nur Mitose bezeichnet 

wird, bildet die Prophase. In dieser kondensieren die duplizierten Chromosomen 

und werden sichtbar. Die Verflechtung wird aufgehoben und die 

Cohesinkomplexe werden über zwei verschiedene Signalwege aufgelöst: In der 

Prophase/ Prometaphase werden zunächst die Cohesinkomplexe, die sich an 

den Chromosomenarmen befinden, entfernt. Der Cohesinring wird geöffnet, 

indem das wings apart like protein (Wapl) mit Pds5 interagiert und die Trennung 

von SCC1 von SMC3 bzw. vom Cohesinkomplex vermittelt. Dadurch kommt es 

zu einer Aufhebung der Schwesterchromatidkohäsion an den 

Chromosomenarmen, während die Cohesinkomplexe an der Zentromerregion 
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zunächst noch intakt bleiben (Hartman et al., 2000, Panizza et al., 2000, 

Waizenegger et al., 2000, Gandhi et al., 2006, Guacci, 2007, Shintomi et al., 

2009, Sutani et al., 2009, Peters et al., 2012, Chan et al., 2013, Tedeschi et al., 

2013, Rankin, 2015, Ouyang et al., 2017).  

Den humanen Formen Pds5A und B wird ebenso die Kontrolle der 

Cohesin-Verteilung am Chromatin und die Interaktion mit Wapl zugesprochen, 

um Cohesin vom Chromatin zu lösen (Kueng et al., 2006, Wutz et al., 2017). 

 

Beim Fortschreiten des Zellzyklus trennt sich nun das Diplosom: jedes Zentrosom 

für sich bildet einen Spindelpol aus und Spindelfasern werden durch 

Mikrotubulipolymerisation ausgebildet (Spindel-Mikrotubuli). Während der 

Prometaphase zerfällt die Kernhülle, die Spindel-Mikrotubuli können sich danach 

mit ihren (+)-Enden an die Kinetochore der Chromosomen anheften und werden 

nun als Kinetochor-Mikrotubuli bezeichnet.  

 

Die Metaphase zeichnet sich durch Anordnung der Chromosomen mithilfe der 

Kinetochor-Mikrotubuli an der Metaphaseplatte in der Äquatorialebene der Zelle 

aus. 

 

Im Meta-Anaphase-Übergang werden nun die übrig gebliebenen 

Cohesinkomplexe an der Zentromerregion entfernt (Alberts et al., 2011). 

Grundlage für diesen Mechanismus ist ein Zellzykluskontrollpunkt. 

1.2.2.1 Zellzykluskontrollpunkte 
Während des Zellzyklus gibt es drei Kontrollpunkte, die der Überprüfung der 

erfolgten Schritte und der Vorbereitung der nachfolgenden Phase 

dienen (Abb. 2) (Lüllmann-Rauch, 2006, Alberts et al., 2011). 

 

Die zwischen der S- und M-Phase liegenden G1- und G2-Phasen sind für zwei 

der Kontrollpunkte wesentlich. Der G1-Kontrollpunkt, der auch als Start- oder 

Restriktionspunkt bezeichnet wird, liegt am Ende der G1-Phase. Hier entscheidet 

sich der Eintritt der Zelle in den Zellzyklus durch Überprüfung der 

Umweltbedingungen. Liegen günstige Bedingungen vor, so initiiert die Zelle den 
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Zellzyklus, der danach auch komplett durchlaufen werden muss (Alberts et al., 

2011). 

 
Abb. 2: Der Zellzyklus und seine Kontrollpunkte  

modifiziert nach (Lüllmann-Rauch, 2006, Alberts et al., 2011)  
 

Am Ende der G2 und vor Beginn der M-Phase liegt der G2-Kontrollpunkt. An 

dieser Stelle wird kontrolliert, ob die DNA in der S-Phase fehlerfrei repliziert 

wurde und ob weiterhin günstige Umweltbedingungen vorliegen. Nur dann erfolgt 

der Eintritt in die M-phase (Alberts et al., 2011). 

 

Der dritte Kontrollpunkt liegt am Übergang der Metaphase zur Anaphase und wird 

als mitotischer Spindelkontrollpunkt bezeichnet. Er ist für die vollständige 

Auflösung der Schwesterchromatidkohäsion wesentlich (Alberts et al., 2011). 
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1.2.2.2 Der mitotische Spindelkontrollpunkt 
Der mitotische Spindelkontrollpunkt, der auch als Metaphasekontrollpunkt 

(Metaphase-Anaphase Kontrollpunkt) oder spindle assembly checkpoint (SAC) 

bezeichnet wird, überprüft die korrekte Anheftung der Kinetochor-Mikrotubuli an 

die Zentromeren bzw. die Kinetochorregion der Schwesterchromatiden in der 

Metaphaseplatte. 

Bei einer fehlerhaften Anlagerung der Spindel-Mikrotubuli, z.B. monotelisch (nur 

ein Chromatid ist gebunden, Abb. 3, rechte Spalte a, b) kommt es zur Aktivierung 

des Kontrollpunktes. Eine Schlüsselkomponente ist dabei das Protein 

mitotic arrest deficient 2A (Mad2A). Es wird auch als Mad2, 

mitotic arrest deficient 2-Like 1 (Mad2L1) oder Homo sapiens MAD (HSMAD) 

bezeichnet (NCBI Gene, 30.06.2016). Ungebundene Kinetochore bewirken über 

eine Signalkaskade eine Phosphorylierung der Aminosäure Serin an 

Position 195 am Carboxy-Terminus von Mad2A (Kim et al., 2010). Es kommt zu 

einem Konformationswandel, der Mad2A aktiviert (Kim et al., 2010). Aktiviertes 

Mad2A bindet an cell division cycle 20 (Cdc20) und inhibiert dessen Funktion. 

Danach binden die Proteine budding uninhibited by benzimidazol (Bub) 3 und 

Bub1 related (BubR1), die die Wirkung von Mad2A zusätzlich verstärken. Alle 

drei zusammen bilden den mitotic checkpoint complex (MCC). Cdc20 kann nun 

nicht mehr eine Ubiquitinligase namens anaphase-promoting-complex/Cyclosom 

(APC/C, APC) aktivieren, die für das Fortschreiten der Metaphase in die 

Anaphase verantwortlich ist. Der Zellzyklusarrest tritt ein (Abb. 3, rechte Spalte, 

a-f) (Hwang et al., 1998, Luo et al., 2000, Sudakin et al., 2001, Chung et al., 2002, 

Luo et al., 2002, Wassmann et al., 2003, Bharadwaj et al., 2004, Luo et al., 2004, 

De Antoni et al., 2005, Nasmyth, 2005, Musacchio et al., 2007, Kim et al., 2010, 

Alberts et al., 2011). 
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Abb. 3: Der mitotische Spindelkontrollpunkt 

modifiziert nach (Bharadwaj et al., 2004)  
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Von Mad2A existiert ein Homolog, dessen Aminosäurestruktur diesem zu 54% 

ähnelt und welches als Mad2B bezeichnet wird (Murakumo et al., 2000). Es ist  

auch als mitotic arrest deficient 2-Like 2 (Mad2L2), PolZ2 oder hRev7 bekannt 

(NCBI Gene, 01.07.2016). Mad2B verändert wie Mad2A bei Bindung von 

Partnerproteinen am C-Terminus seine Konformation und kann ebenso den 

Zellzyklus durch Hemmung von APC/C regulieren, indem es an dessen 

Aktivatoren Cdc20 sowie Cadherin 1 (CDH1) direkt bindet (Chen et al., 2001, 

Hara et al., 2017). CDH1 wird dabei jedoch in höherem Maße gehemmt als 

Cdc20. Als Folge wird der Abbau von Cyclin B und Cdc20, die beide für den 

Mitoseausgang wichtig sind, sowie weiterer typischer APC/C Substrate 

verhindert. Dadurch, dass Mad2B sowohl an Cdc20 als auch CDH1 binden kann, 

die für das Fortschreiten bzw. für den Ausgang der Mitose wichtig sind, hat es 

wahrscheinlich eine Art Überwachungsfunktion inne, ob und wann alle 

Chromosomen korrekt an den Kinetochoren angeheftet sind und könnte so die 

Zytokinese regulieren (Chen et al., 2001). Des Weiteren ist Mad2B in die 

Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen als Bestandteil des 

Shieldin-Proteinkomlex in das Non-homologous end-joining (NHEJ) 

eingebunden und scheint auch in der homologen Rekombination (HR) eine Rolle 

zu spielen (Cheung et al., 2006, Boersma et al., 2015, Gupta et al., 2018). 

 

Die Zelle hat nach Eintritt des Zellzyklusarrests zwei Möglichkeiten: entweder sie 

leitet die Apoptose ein und verhindert dadurch das Fortschreiten der Mitose mit 

einer Fehlsegregation der Chromatiden, oder sie sorgt durch eine amphitelische 

Anbindung der Spindelfasern (beide Chromatiden sind jeweils gebunden, Abb. 3, 

linke Spalte, a, b) für eine Reparatur, die die Aufhebung des Arrests ermöglicht. 

 

Sind alle Kinetochore mit Spindelfasern verbunden, wird die 

Phosphorylierungseinheit von Mad2A entfernt und es findet keine weitere 

Aktivierung mehr statt (Sotillo et al., 2007). An noch aktiviertes Mad2A bindet 

p31comet hochaffin und führt zu einer Dissoziation von Cdc20. Der Kontrollpunkt 

ist inaktiviert und der Zellzyklus kann voranschreiten (Habu et al., 2002, Xia et 

al., 2004, Yang et al., 2007, Hagan et al., 2011, Choi et al., 2015): Cdc20 wird 
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nun nicht länger inhibiert, aktiviert dadurch APC/C, welches in Folge seiner 

Funktion als Ubiquitinligase nachkommt. Securin wird ubiquitiniert und im 

26S Proteasom abgebaut. Dies bewirkt die Freisetzung einer zuvor durch 

Securin inhibierten Protease, der Separase. Die aktivierte Separase spaltet von 

den an der Zentromerregion verbliebenen Cohesin-Proteinkomplexen die SCC1 

Untereinheit ab. Dadurch geht die Kohäsion der Schwesterchromatiden verloren 

und der Zellzyklus kann beendet werden (Abb. 3, linke Spalte, a-g) (Waizenegger 

et al., 2000, Bharadwaj et al., 2004, Musacchio et al., 2007, Alberts et al., 2011, 

Peters et al., 2012). 

1.2.2.3 Abschluss der M-phase und des Zellzyklus 
Durch die Auflösung der Kohäsion ist die Trennung der Schwesterchromatiden 

in der Anaphase möglich. Sie werden durch die sich verkürzenden, 

depolymerisierenden Kinetochor-Mikrotubuli gleichmäßig verteilt zu den 

gegenüberliegenden Spindelpolen gezogen. Zusätzlich wandern auch die 

Spindelpole auseinander und unterstützen so zusätzlich die Trennung der 

Schwesterchromatiden (Alberts et al., 2011). 

 

Nachdem die Chromatiden sich vollständig an dem jeweiligen Spindelpol 

eingefunden haben, wird durch Zerfall der Kinetochor-Mikrotubili und die 

Dekondensierung der Chromatiden die Telophase eingeleitet. Die Kernhülle kann 

sich erneut ausbilden und eine Einschnürung der Zellmembran als Vorbereitung 

zur vollständigen Teilung der Zelle ist zu beobachten, welche das Ende der 

Mitose darstellt (Alberts et al., 2011). 

 

Den Abschluss der M-Phase bildet die vollständige Zytokinese, in der sich die 

Zelle durch kontraktile Aktinfilamente und Myosin II durchschnürt. Jede neu 

entstandene Tochterzelle beinhaltet nun einen Kern mit komplettem 

Chromosomensatz (Alberts et al., 2011). 

 

Nach diesem Abschluss der Zellteilung kann die Zelle nun wieder in die G1-Phase 

übertreten und erneut einen Zellzyklus durchlaufen, oder sie geht in die G0-Phase 

über, in der sie entweder differenziert oder in einen proliferatorischen 
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Ruhezustand eintritt. Ruhende Zellen können durch den Einfluss von 

Wachstumsfaktoren später wieder in den Zellzyklus übergehen (Alberts et al., 

2011). 

1.3 Die Rolle der Cohesinregulatorproteine Pds5A und Pds5B in der 
Karzinogenese 

1.3.1 Pds5A 
Neben seiner Rolle bei der Cohesinregulation ist Pds5A essentiell für eine 

normale Entwicklung und scheint an dem Wachstum der Zelle sowie seiner 

Proliferation beteiligt zu sein (Kumar et al., 2004, Zhang et al., 2007, Zheng et 

al., 2008, Zhang et al., 2009). Mutationen bzw. Knockdown (KD) von Pds5A 

führten zu chromosomaler Fehlverteilung, Aneuploidie und 

DNA-Reparaturdefekten, sowie Fehlern in der embryonalen Entwicklung (Zhang 

et al., 2009). Pds5A könnte zu Tumorinitiierung/-progress beitragen, evtl. selbst 

ein Onkogen sein bzw. onkogene Eigenschaften innehaben (Zheng et al., 2008, 

Hagemann et al., 2011). Es interagiert mit TP63, einem Homolog von TP53, 

(Little, 2002, Orzol, 2015) und besitzt Bindedomänen für zwei häufig mutierte 

Onkogene, Ras und Rho (Little et al., 2002, Kumar et al., 2004, Orzol et al., 2015). 

Zusammenhänge zwischen Pds5A-Expression und programmiertem Zelltod 

werden bei dessen transienter bzw. stabiler Expression beschrieben (Kumar et 

al., 2004). In Pds5A-small interfering RNA (siRNA)-Versuchen mit den 

GBM Zelllinien U251 bzw. GaMG zeigten sich allerdings keinerlei Auswirkungen 

auf den mitotischen Spindelkontrollpunkt, die Proliferation oder das Überleben 

der Zellen (Hagemann et al., 2011). Je nach Gewebe scheint die 

Pds5A-Expression daher unterschiedliche Auswirkungen auf Zellen zu haben. In 

diesen KD-Versuchen wiesen weniger Zellen sowohl eine Trennung der 

Schwesterchromatiden an den jeweiligen Chromosomenarmen als auch an der 

Zentromerregion auf. Die Rolle von Pds5A bei der Schwesterchromatidkohäsion 

und die Interaktion mit dem Cohesinkomplex könnte eine Erklärung für die zu 

beobachtende Aneuploidie bei Gliomen sein. 
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Die Gensequenz von Pds5A ist auf dem Chromosom 4p14 lokalisiert (Kumar et 

al., 2004) (NCBI Gene, 20.01.2016). Im Zusammenhang mit verschiedenen 

Tumoren, z.B. Bronchial- oder Mammakarzinomen sowie hämatoonkologischen 

Erkrankungen wurden Aberrationen von 4p bzw. an 4p14 gefunden (Schouten et 

al., 1990, Wu et al., 1995, Arribas et al., 1999, Feng et al., 2002, Knosel et al., 

2002, Sun et al., 2005, Put et al., 2012, Zhou et al., 2013a, Ravishankar Ram et 

al., 2015, Stoepker et al., 2015, Natrajan et al., 2016, Van Roosbroeck et al., 

2016). In einem Case Report über einen Patienten mit einer akuten myeloischen 

Leukämie (AML) wurde von Pds5A als einem neuen Translokationspartner des 

Gens mixed lineage leukemia (MLL) berichtet (Put et al., 2012). 

Beim Adulten wurde Pds5A in Gewebematerial in Relation zu embryonalen 

Gewebe gleichmäßig niedrig nukleär exprimiert (Zhang et al., 2007). In 

Tumorgeweben ist es dagegen in Bezug zu Normalgeweben variabel exprimiert: 

Eine alleinige Expression fand sich in Tumoren von Ösophagus und Leber im 

Vergleich zu nicht pathologisch-verändertem Gewebe, dagegen eine niedrigere 

in Brust- und Nierentumorgewebe. In Rektum und dem entsprechenden Tumor 

konnte Pds5A hingegen nicht detektiert werden. Eine Überexpression von Pds5A 

zeigte sich in Karzinomen des Magens, Kolons, Uterus und der Lunge (Kumar et 

al., 2004, Zheng et al., 2008). Gliazellen von Normalhirngewebe sind nach dem 

Human Protein Atlas schwach bis moderat angefärbt (Proteinatlas, 16.08.2016a). 

Eine Überexpression (Hagemann et al., 2011) bzw. eine Steigerung der 

Pds5A-positiven Gesamtzellzahl und Intensität (Proteinatlas, 16.08.2016b) in 

Gliomen sind beschrieben. Mittels dem Gliom-microarray-data-set GSE7696, 

dem GBM dataset des Cancer Genome Atlas und multivariaten 

Überlebensanalysen wurde unter 1785 Genen Pds5A als eins von 

13 Prognosegenen in Gliomen ermittelt (Yang et al., 2019). 

1.3.2 Pds5B 
Wie Pds5A hat auch Pds5B zusätzliche Aufgaben in der Zelle inne, z.B. während 

der Meiose, in der Stammzelldifferenzierung oder bei der Steuerung des 

androgen-induzierten Proliferationsarrestes in Prostatageweben (Geck et al., 

1999, Geck et al., 2000, Maffini et al., 2002, Losada et al., 2005, Denes et al., 
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2010, Fukuda et al., 2010). Außerdem wird Pds5B als Mediator homologer 

Rekombination gewertet und beeinflusst die Korrekturfunktion bei fehlerhafter 

Anlagerung der Spindelfasern, indem es für die Aurora B-Akkumulation an den 

Zentromeren verantwortlich ist (Carretero et al., 2013, Krenn et al., 2015, 

Couturier et al., 2016). 

KD-Versuche von Pds5B führten in verschiedenen Zelllinien zu einem Verlust der 

Biorientierung an der Metaphaseplatte, Veränderungen in der 

Schwesterchromatidtrennung (Losada et al., 2005), chromosomaler 

Fehlverteilung, Aneuploidie (Carretero et al., 2013) und morphologischen 

Ähnlichkeiten zu Krebsinitiationszellen bzw. -stammzellen (Denes et al., 2010). 

Pds5B könnte ein möglicher Tumorsuppressor sein (Denes et al., 2010, Ma et 

al., 2019). Seine Lage im Genom in der Nähe von den Tumorsuppressoren breast 

cancer 2 (BRCA2) und Retinoblastom-1 (Rb-1) sowie die Interaktion mit BRCA2 

unterstützen diese Theorie (Geck et al., 1999, Brough et al., 2012, Couturier et 

al., 2016). 

Es ist wie Pds5A wichtig für die embryonale Entwicklung und Mutationen können 

zu Cohesinopathien bzw. Cornelia de Lange (CdL)-Geburtsdefekten beitragen 

(Zhang et al., 2007, Zhang et al., 2009, Mannini et al., 2010). Pds5B scheint mit 

Gehirnatrophie, mit milder kognitiver Beeinträchtigung und Alzheimerdemenz 

assoziiert zu sein (Furney et al., 2011, Lee et al., 2017). 

Pds5B wird wie Pds5A während der Embryogenese ubiquitär, im Gewebe 

Erwachsener hingegen variabel mit besonders hohen Expressionsanteilen in 

Hirn und Hoden exprimiert. Pds5B scheint v.a. am Nukleolus lokalisiert zu sein 

(Zhang et al., 2007).  

Es wird am Genlokus 13q13.1 kodiert (NCBI Gene, 05.06.2019). Deletionen bzw. 

LOH finden sich von 13q in Gliomen (Tab. 2). Außerdem ist der häufige Verlust 

bzw. LOH von D13S171, welches im Genlokus von Pds5B liegt, in 

verschiedenen, weiteren Karzinomen (Geck et al., 2000) wie den invasiv 

lobulären und duktalen Mamma- (Beckmann et al., 1996), nicht-kleinzelligen 

Lungen- (non-small cell lung cancer (NSCLC)) (Gorgoulis et al., 2000) und 

Prostatakarzinomen (Edwards et al., 1998) bekannt. 
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LOH-Veränderungen von Pds5B bzw. die zusätzliche oder alternative 

Herunterregulation findet man bei einer Vielzahl weiterer Karzinome, wie z.B. 

Schilddrüsen-, Ösophagus-, Zervix-, Kopf- und Halskarzinomen (head and neck 

squamous cell carcinoma (HNSCC)) und auch in Prostatakrebszellen (Harada et 

al., 2001, Reis et al., 2005, Seo et al., 2005, He et al., 2008, Maffini et al., 2008, 

Zhang et al., 2008). Eine biallelische Inaktivierung wurde von Pds5B in der 

Prostatakarzinomzelllinie 22Rv1 (Kunnev et al., 2009) und frameshift-Mutationen 

wurden in gastrischen bzw. kolorektalen Adenokarzinomen (Kim et al., 2013, 

Solomon et al., 2014), in Lymphknotenmetastasen von einem Mammakarzinom 

(Blighe et al., 2014) und in zwei Fällen von familiärem myelodysplastischen 

Syndrom (MDS)/ AML (Churpek et al., 2015) nachgewiesen.  

Im Gegensatz dazu wurde Pds5B in squamösen Zellkarzinomen des Oropharynx 

(oral squamous cell carcinoma (OSCC)) als hoch-exprimiert beschrieben: in allen 

Proben nachweisbar mit meist 25-50%, teilweise sogar über 50% positivem 

Zellanteil (Franca et al., 2017). Eine moderate bis hohe Expression wird im 

Proteinatlas für unterschiedliche Gewebeproben von Tumoren angegeben, u.a. 

gastrointestinale und gynäkologische Karzinome (Proteinatlas, 05.06.2019). In 

Gliazellen menschlichem Normal- als auch Gliomgewebes sind sogar bei meist 

starker Intensität mehr als ¾ der Zellkerne positiv für Pds5B (Proteinatlas, 

16.08.2016c, 16.08.2016d). 

1.4 Die Rolle der mitotischen Spindelkontrollpunktproteine Mad2A 
und Mad2B in der Karzinogenese 

Defekte im Spindelkontrollpunkt können zu genetischer Instabilität in Form von 

strukturellen und numerischen Chromosomenaberrationen beitragen (Rimkus et 

al., 2007). Der Spindelkontrollpunkt ist in seiner Funktion selten in menschlichen 

Tumoren geschwächt oder dysfunktional (Perez de Castro et al., 2007, 

Schvartzman et al., 2010). Häufiger findet man eine Überaktivierung verbunden 

mit der Hemmung von Tumorsuppressoren, die zu chromosomaler Instabilität 

(CIN) führt (Schvartzman et al., 2010, Sotillo et al., 2010). Diese Überaktivierung 

des Spindelkontrollpunktes führt zu einer verlängerten Mitose, einer 
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unnatürlichen Stabilisierung von Cyclin B1 und Securin, einem gehäuften 

Auftreten von merotelischen Bindungen der Kinetochor-Mikrotubuli (von beiden 

Spindelpolen strahlen zwei Kinetochor-Mikrotubuli an einer Chromatide ein) 

sowie Chromosomenverlust (Schvartzman et al., 2010, Sotillo et al., 2010). 

1.4.1 Mad2A 
Mad2A ist zusätzlich zu seiner Rolle am Spindelkontrollpunkt an der 

Kinetochor-Mikrotubuli-Stabilisierung beteiligt (Kabeche et al., 2012). 

Es scheint je nach Expressionsausmaß unterschiedliche Auswirkungen auf 

Zellen zu haben (Sotillo et al., 2007). In bisher veröffentlichten Studien wird in 

Folge eines haploinsuffizienten Mad2A, aber auch bei einer Überexpression die 

Ausbildung von CIN, Aneuploidien und das Auftreten von Tumoren beschrieben 

(Michel et al., 2001, Sotillo et al., 2007, Faisal et al., 2017). Eine 

Mad2A-Überexpression überaktiviert wahrscheinlich den Spindelkontrollpunkt 

mit einer verlängerten Mitose (Hernando et al., 2004, Sotillo et al., 2007). Bei 

einer solchen wurde sogar eine Progression zu einem maligneren Subtyp 

beobachtet (Schvartzman et al., 2011, Li et al., 2017, Shi et al., 2018). Sehr hohe 

Expressionslevel konnten Zelltod bewirken (Sotillo et al., 2007), der aber auch 

bei Verlust beider Mad2A Allele eintrat (Michel et al., 2004). 

Mad2A wird von 4q27 kodiert (NCBI Gene, 30.06.2016). Bei höhergradigen 

Gliomen sind Deletionen des langen Arms von Chromosom 4 bekannt (Tab. 2). 

In einigen Karzinomen, z.B. von Mamma (Percy et al., 2000), Blase (Hernando 

et al., 2001) und Magen (Kim et al., 2005), fand man Mutationen von Mad2A. Die 

GBM-Zellinien U87 und U373 zeigten einen Basenaustausch, der jedoch als 

benigner Polymorphismus eingestuft wurde (Percy et al., 2000). In Gliazellen von 

Normalhirn wurde Mad2A nicht und nur sehr gering in Gliomgewebeproben 

detektiert (Proteinatlas, 16.08.2016e, 16.08.2016f). In einer weiteren 

Expressionsuntersuchung zeigte sich im densitometrischen Vergleich nach einer 

reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR), dass von Normalhirn 

zu °II und °IV-Gliomen, die Variabiltät der Expression bei gleichbleibendem 

Median zunahm (Tannous et al., 2013). In Analysen über das 

REMBRANDT Datenportal des National Cancer Institute konnte eine erhöhte 
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Mad2A-Expression in Gliomen im Vergleich zu Normalgewebe ermittelt werden 

(Wu et al., 2018a).  

In Zelllinien nasopharyngealer Karzinome hingegen wurde neben einer 

reduzierten Mad2A-Expression der Verlust des mitotischen Checkpunktes 

dargestellt (Wang et al., 2000). Thyroid hormone receptor-interacting protein 13 

(TRIP13), welches in multiplen Myelomen hochreguliert und verbunden mit einer 

schlechteren Prognose nachgewiesen wurde, scheint am proteasomalen Abbau 

von Mad2A und der Schwächung des SAC beteiligt zu sein (Zhou et al., 2013b, 

Tao et al., 2017). In Real-time-PCR-Methoden war Mad2A bei Patienten mit 

einem hypoplastischen MDS erniedrigt und verbunden mit chromosomalen 

Alterationen sowie erhöhter Mortalität (Borges et al., 2018). In tubo-ovariellen 

Karzinomen ist eine erniedrigte Expression mit einer schlechteren Prognose 

assoziiert (Furlong et al., 2012, Byrne et al., 2017). 

Das Spindelkontrollpunktprotein ist jedoch in den meisten Tumoren tatsächlich 

häufig überexprimiert. Eine Mad2A-Überexpression wurde auf Proteinebene für 

Lymphome (Schvartzman et al., 2010), Retinoblastome (Hernando et al., 2004), 

das MDS (Genga et al., 2015), Karzinome des Mundes (Rizzardi et al., 2014), 

des Magens (Wang et al., 2009, Wang et al., 2018), des Kolons bzw. Rektums 

(Li et al., 2003), der Leber (Schvartzman et al., 2010, Li et al., 2017), der Lunge 

(Schvartzman et al., 2010) und der Blase (Choi et al., 2013) sowie für Sarkome 

des Weichgewebes (Hisaoka et al., 2008) und des Knochens (Yu et al., 2010, Yu 

et al., 2012) beschrieben. Auf Genebene wurde ebenso eine Hochregulation in 

verschiedenen Tumoren nachgewiesen (Qiu et al., 2015, Zhou et al., 2015, Shi 

et al., 2016, Ding et al., 2017, Peng et al., 2017, Hu et al., 2018, Shi et al., 2018) 

und Mad2A wurde als hub-Gen für hepatozelluläre (Karzinome (HCC)) (Jin et al., 

2015, Yan et al., 2017, Fan et al., 2018, Wen et al., 2018, Chen et al., 2019), 

Prostata- (Xiang et al., 2019), Nasopharynx- (Chen et al., 2017, Ge et al., 2019), 

invasiv-duktale Mamma- (Li et al., 2018a), anaplastische Schilddrüsen- (Hu et 

al., 2018) sowie kleinzellige Lungenkarzinome (small cell lung cancer (SCLC)) 

(Ni et al., 2018) identifiziert. Die Zöliakie, die mit der seltenen Spätkomplikation 

eines T-Zell-Lymphoms einhergehen kann, zeigte in Gewebematerial eine 

Hochregulation von Mad2A (Buoli Comani et al., 2015, Nijeboer et al., 2015). 
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Mad2A wird außerdem als Differenzierungskriterium zwischen SCLC und 

NSCLC sowie als Biomarker für Gestationsdiabetes (Wu et al., 2018b, Zhao et 

al., 2019) diskutiert. 

1.4.2 Mad2B 
Mad2B interagiert mit Mad2A (Murakumo et al., 2000) und scheint an beiden 

Reparaturwegen von DNA-Doppelstrangbrüchen durch NHEJ und HR beteiligt 

zu sein (Cheung et al., 2006, Boersma et al., 2015). Die Mad2B-Expression ist 

von Körpergewicht und Glukosewerten abhängig (Meng et al., 2014, Mongan et 

al., 2016). Hyperglykämie führt zu einem Anstieg der Mad2B-Expression, diese 

bewirkt neuronale Apoptose und könnte in der Entwicklung der diabetischen 

Enzephalopathie eine Rolle spielen. Neuronen sind demgegenüber durch die 

Hemmung von Mad2B, aber auch durch die Förderung seiner Ubiquitinierung 

durch Metforminhydrochlorid vor dem Glucose-induzierten, programmierten 

Zelltod geschützt (Meng et al., 2014, Meng et al., 2017). Mad2B wird als eins der 

disease causing genes in der Fanconi-Anämie und als ein hub-Gen bei der 

akuten Aortendissektion betrachtet (Mamrak et al., 2017, Wang et al., 2017). Es 

wird außerdem als Biomarker einer 

human immunodeficiency virus (HIV)1-Latenz diskutiert und wurde in 

HIV-assoziierten diffusen B-Zell-Lymphomen im Keimzentrum erhöht 

nachgewiesen (Lee et al., 2018, Maguire et al., 2019). 

Mad2B scheint auch je nach Expressionsausmaß wie Mad2A unterschiedliche 

Auswirkungen auf die Zelle zu haben. Homozygoter und heterozygoter KD von 

Mad2B bewirkte verzögertes Wachstum und eine erhöhte Rate an Zelltod von 

Hühner-B-Lymphozyten (Zelllinie DT40), beeinflusste den SAC jedoch nicht 

(Okada et al., 2005). Eine Überexpression von Mad2B führte auch nicht zu einem 

Zellzyklusarrest (Murakumo et al., 2000). Jedoch fand man in Kombination mit 

einer Mad2B-Überexpression in Gewebe kolorektaler bzw. ovarieller Karzinome 

veränderte Mitosefiguren mit Anaphasebrücken, die ein Hinweis für CIN sein 

können, außerdem eine Korrelation zu einem höheren Tumorstadium und einer 

schlechteren Prognose (Rimkus et al., 2007, Niimi et al., 2014). Neuere Daten 

hingegen zeigen, dass eine höhere Expression von Mad2B in kolorektalen 
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Karzinomen und entsprechenden Maus-Xenograft-Versuchen mit einer kleineren 

Tumormasse, verringerter Metastasierungshäufigkeit, besserer Prognose und 

niedrigerem klinischen Stadium korreliert (Li et al., 2018b). 

Interessant ist der Aspekt, dass die Region auf 1p36.22, die für Mad2B kodiert 

(NCBI Gene, 01.07.2016), häufig von LOH in einigen Krebsformen, z.B. 

nasopharyngealen Tumoren (Lo et al., 2000), Keimzelltumoren (Summersgill et 

al., 1998, Bussey et al., 2001), Brust- und Kolonkarzinomen (Ragnarsson et al., 

1999), betroffen ist. Von Gliomen sind Deletionen, Brüche und Translokationen, 

die den Chromosomenabschnitt 1p betreffen, bekannt (Tab. 2). Untersuchungen 

bezüglich der Mad2B-Expression in Tumoren verglichen mit physiologischem 

Normalgewebe zeigten eine geringere Expression in Neuroblastomen (Janoueix-

Lerosey et al., 2004), chromophoben Nierenzellkarzinomen (Pinto et al., 2007) 

und oralen, squamösen Tumoren (Diniz et al., 2015). Eine Überexpression im 

Vergleich zu Normalgeweben konnte hingegen in Brusttumoren (Yuan et al., 

2006), Ösophagus- (Gu et al., 2019), Magen- (Chen et al., 2018), Kolon- 

(Friederichs et al., 2005, Rimkus et al., 2007, Li et al., 2018b), Endometrium- 

(Zhao et al., 2014) und in Ovarialkarzinomen (Niimi et al., 2014) ermittelt werden. 

Auch in Gliomen wurde eine Überexpression von Mad2B beobachtet (Zhao et al., 

2011). Eine weitere Quelle gibt jedoch an, dass es in Gliomen wie auch in 

Normalhirn bei schwacher Intensität nur teilweise von den Gliazellen exprimiert 

wird (Proteinatlas, 16.08.2016g, 16.08.2016h). 

1.5 Zentrale Themen und Ziel der Arbeit 
GBM haben eine hohe Malignität und mit einem medianen Überleben von nur 

14,6 Monaten eine äußerst ungünstige Prognose (Stupp et al., 2005). Eine 

Verbesserung dieser Prognose sowie der Patientensituation und letztendlich eine 

Heilung bleiben vorrangige Ziele der Wissenschaft. Eine Voraussetzung für neue 

Therapiemaßnahmen ist die bessere Kenntnis der molekularbiologischen 

Grundlagen dieser Erkrankung. Mit der neuen WHO-Klassifikation von 2016 wird 

ein deutliches Zeichen für die Bedeutung der Molekularbiologie gesetzt. 



Einleitung 

27 

 

Charakteristika von Tumorzellen, die auch für Gliome kennzeichnend sind, sind 

die CIN und Aneuploidie, die nicht nur als Folge von, sondern auch als Grund für 

die Entstehung von Tumoren betrachtet werden könnten (Tab. 2) (Rimkus et al., 

2007, Schvartzman et al., 2010). Für die Entstehung, die Malignisierung und die 

Rezidivneigung von Gliomen könnte eine Störung der 

Schwesterchromatidkohäsion und des mitotischen Kontrollpunktes ursächlich 

sein. Ein möglicher Ansatzpunkt für neue Therapien wären daher die 

regulatorischen Untereinheiten von Cohesin, z.B. Pds5A und Pds5B, bzw. 

Proteine des mitotischen Spindelkontrollpunktes, wie z.B. Mad2A und Mad2B, 

die jeweils an der korrekten Chromosomenverteilung beteiligt sind. 

Pds5A und Mad2A, das jeweilige Homo- bzw. Orthologon Pds5B und Mad2B, 

sowie der Proliferationsmarker Ki67, wurden in der vorliegenden Arbeit aufgrund 

ihrer wesentlichen Funktion während der Mitose immunhistochemisch in einem 

Panel von Gliomgewebeproben untersucht. Das Expressionsverhalten dieser 

Proteine in verschiedenen Gliomentitäten bzw. WHO-Graden wurde miteinander 

verglichen und statistisch ausgewertet. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 
Belinea PC Windows Professional Belinea, Wittmund 

    Windows ME 

Drahtbügel aus rostfreiem Edelstahl A. Hartenstein, Würzburg 

Färbekammer    Werkstatt des Universitätsklinikums 

          Würzburg 

Färberahmen aus Glas   A. Hartenstein, Würzburg 

Glaskästen mit Deckel   A. Hartenstein, Würzburg 

Glastrichter     A. Hartenstein, Würzburg 

Kamera Olympus Camedia   Olympus, Hamburg  

    C-5060 wide zoom 

    5.1Megapixel,  

    4xwideZoom lens ED 

Gefrierschrank Liebherr   Liebherr, Bulle, CH 

    öko super (-20°C) 

Kühlschrank Liebherr   Liebherr, Bulle, CH 

    profiline   

Mikroskop Olympus BX41   Olympus, Hamburg 

Mikrowelle Grill R-3G17   Sharp Electronics, Wien, A 

Färbetrog (Kunststoff, durchsichtig) Science Services, München 

    mit Färbegestell für Tissue Tek®  

    Objektträger Färbesystem   

Rotamax 120    Heidolph, Schwabach 

Schlittenmikrotom    Produkte für Medizintechnik, Köln 

Trichtergestell    Bürkle, Bad Bellingen  
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2.1.2 Verbrauchsmaterial 
Deckgläser (24×50 mm)   A. Hartenstein, Würzburg 

      Paul Marienfeld, Lauda-Königshofen 

Eppendorf Reaktionsgefäß  Eppendorf, Hamburg 

    (0,5 - 2 ml)  

Papierfilter Grade 595, ½ gefaltet  Schleicher und Schuell BioScience, 

    (240 mm Ø)        Dassel 

Mini PAP-Pen    Zytomed Systems, Berlin 

Objektträger Super Frost®Plus  R. Langenbrinck, Emmendingen 

PCR Soft Tubes (0,2 ml)   Biozym Scientific, Hess.-Oldenburg 

      Biozym Biotech Trading, Wien, A 

Pipettenspitzen, ungestopft  Sarstedt, Nürnbrecht 

Transferpipetten    VWR International, Darmstadt 

2.1.3 PC-Programme 
GraphPad Prism 4    GraphPad Software, La Jolla, CA, USA 

MacBiophotonics Image J   W. Rasband (Entwickler),  

          National Institutes of Health, 

          Bethesda, MD, USA 

Olympus DP-Soft 5.0   Olympus, Hamburg 

2.1.4 Chemikalien 
Aqua destillata    Apotheke des Universitätsklinikums 

          Würzburg 

Einschlußmittel Vitro-Clud   R. Langenbrinck, Emmendingen 

Eindeckmittel DT 500   DiaTec, Hallstadt 

Ethanol, absolut    J.T. Baker, Deventer, NL 

    (vergällt und unvergällt) 

Ethanol, absolut, 70%   Apotheke des Universitätsklinikums  

          Würzburg 

Hämalaun     Carl Roth, Karlsruhe 

Heat Induced Epitope Retrieval   ZYTOMED Systems, Berlin 

    (HIER) Citrate Buffer pH 6,0 (10×)  
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Phosphate buffered saline (PBS)  Biochrom, Berlin  

Peroxide Block    ZYTOMED Systems, Berlin 

Xylol      Sigma Aldrich Chemie, 

          Steinheim 

2.1.5 Kit 
ZytoChem-Plus HRP Kit,   ZYTOMED Systems, Berlin 

    Broad Spectrum, HRP008DAB 

2.1.6 Primärantikörper 

Anti-Mad2L1 antibody (ab87274)  abcam, Cambridge, UK 

Anti-Mad2L2 antibody (ab115622) abcam, Cambridge, UK 

Anti-PDS5B antibody (ab84918)  abcam, Cambridge, UK 

Anti-SCC 112 antibody (ab122352) abcam, Cambridge, UK 

Rabbit Monoclonal Antibody  ZYTOMED Systems, Berlin 

    to Human Ki-67 (RMPD 004) 

2.1.7 Lösungen 
Citratpuffer (1× , pH 6,0) 
Die Herstellung des 1× Puffers erfolgte durch Zugabe von 100 ml 

10× HIER Citrate Puffer zu 900 ml Aqua destillata. Die Mischung war bei 4°C im 

Kühlschrank 1 Monat lang haltbar. 

 

DAB-Färbelösung  
Bei jedem Färbevorgang wurde eine Diaminobenzidin (DAB)-Färbelösung immer 

frisch angesetzt: 4 Tropfen DAB-Konzentrat pro Flasche Substratpuffer, beide im 

Zytochem-Plus HRP Kit enthalten. 

 

96% Ethanol 
Für 1 l 96% Ethanol wurden 960 ml Ethanol mit 40 ml Aqua destillata aufgefüllt. 

 

50% Ethanol 
Für 1 l 50% Ethanol wurden 500 ml Ethanol und 500 ml Aqua destillata gemischt. 
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2.1.8 Untersuchungsmaterial 
Ein aus der Abteilung Neuropathologie im Institut für Pathologie der Universität 

Würzburg freundlicherweise zur Verfügung gestelltes Patientenpanel setzte sich 

aus zehn primären GBM, sieben ruhenden Astrozytomen WHO °II, 

fünf Astrozytomen WHO °II mit ihrem Rezidiv derselben Gradierung, sowie ein 

weiteres Rezidiv (ohne Vorliegen der Gewebeprobe des vorhergehenden 

Astrozytoms) und abschließend aus sechs malignisierenden Astrozytomen 

WHO °II und ihren jeweiligen sekundären GBM zusammen. Diese 

40 Gewebeproben waren in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. 

 

Für die korrekte Durchführung einer immunhistochemischen Färbung (IHC) ist 

bei jedem Durchgang eine Positivkontrolle mitzuführen. Die hier verwendeten 

Positivkontrollen waren bereits in Paraffin eingebettet, geschnitten und auf 

Objektträgern fertig aufgezogen. Dabei diente für die Ki67-IHC Tonsillengewebe 

(aus der Klinik und Poliklinik für Hals-, Nasen- und Ohrenkrankheiten, plastische 

und ästhetische Operationen, Universitätsklinikum Würzburg), für die Pds5A-IHC 

Kolonkarzinomgewebe (aus dem Institut für Pathologie der Universität 

Würzburg), für die Mad2B-IHC Gewebe des Cerebellums (aus der Abteilung für 

Neuropathologie der Universität Würzburg) und für die IHC von Pds5B und 

Mad2A Mammakarzinomgewebe (aus der Frauenklinik und Poliklinik des 

Universitätsklinikums Würzburg) als Kontrolle. 

2.2 Methoden 

2.2.1 Anfertigung histologischer Schnitte 
Von jedem Paraffinblock wurden 3 µm Schnitte mithilfe eines Schlittenmikrotoms 

angefertigt und manuell auf Objektträger gezogen, um diese für die IHC 

verwenden zu können. 
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2.2.2 Immunhistochemie 

2.2.2.1 Hintergrund 
Die IHC dient der „Visualisierung von Gewebe- und Zellantigenen“ mithilfe von 

Antikörpern. Sie ist „eine komplexe Methode, in der histologische sowie 

immunologische Detektionsmethoden kombiniert werden.“ (ZYTOMED Systems, 

2007a, 2007b). 

Das Prinzip beruht auf der Detektion eines Antigenepitops durch einen 

Primärantikörper (Abb. 4). Mithilfe eines Detektionssystems kann diese Bindung 

sichtbar gemacht werden. Dazu wird der Primärantikörper durch einen zweiten 

Antikörper, den Sekundärantikörper, erkannt, der auch als Brückenantikörper 

oder Link bezeichnet wird. 

 

 
Abb. 4: Die Immunhistochemie 

modifiziert nach (Leinco Technologies, 2016) 
 
Nachgewiesen werden die Antikörper dann nach dem Streptavidin-Biotin-Prinzip: 

Der polyvalente biotinylierte Sekundärantikörper bindet Moleküle eines 

Streptavidin-Konjugates. Außer Streptavidin enthält das Konjugat die 

Meerrettichperoxidase (horse radish peroxidase, HRP), welche ein 

hinzugefügtes chromogenes Substrat, hier DAB, umsetzt und einen 

Farbniederschlag am Ort des Zielantigens bewirkt (ZYTOMED Systems, 2007a). 

 
Um kontrollieren zu können, dass die IHC funktioniert hat, ist anzuraten, bei 

jedem Färbedurchgang neben der Positiv- auch eine Negativkontrolle 

mitzuführen. Eine Färbung der Positivkontrolle sollte eintreten, da bekannt ist, 
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dass das Epitop hier vorhanden ist. Sie überprüft damit die korrekte Durchführung 

der Methode (ZYTOMED Systems, 2007a).  
Eine Farbgebung in der Negativkontrolle deutet auf eine fehlerhafte Verarbeitung 

oder auf eine unspezifische Färbung hin, die auch unabhängig von und evtl. 

sogar ohne die Durchführung der IHC auftritt (ZYTOMED Systems, 2007a). Sie 

soll dadurch eine Fehlinterpretation durch Auswertung einer falsch positiven 

Antikörperbindung an dieser Stelle vermeiden. 

2.2.2.2 Durchführung 
Von jedem Paraffinblock wurden jeweils zwei Objektträger für die Durchführung 

der IHC sowie eine vom jeweiligen Hersteller des Antikörpers empfohlene 

Positivkontrolle bereitgelegt. 

Vor Verwendung des ZytoChem-Plus HRP Kits wurden alle Reagenzien, die zur 

Aufbewahrung im Kühlschrank lagerten, mit Ausnahme der Antikörper und des 

DAB-Fläschchens, auf Raumtemperatur gebracht. 

Drei Liter PBS sowie 300 ml des Citratpuffers wurden bereitgestellt. Zu Beginn 

wurden die Gewebeschnitte entparaffiniert und rehydratisiert. Dies erfolgte 

mithilfe von Xylol und Ethanol bei Raumtemperatur: Zuerst wurden die Schnitte 

in einen gläsernen Färberahmen hineingesetzt, dann jeweils zweimal 15 min in 

Xylolbäder getaucht, gefolgt von einer absteigenden Alkoholreihe: zweimal 2 min 

im 100%, zweimal 2 min im 96%, zweimal 2 min im 70% und einmal 2 min im 

50% Ethanolbad. Anschließend wurden die Schnitte wenige Sekunden in Aqua 

destillata und abschließend in den Waschpuffer PBS zum Äquilibrieren getaucht. 

 

Der nächste Schritt stellte die Überführung der Objektträger in ein Färbegestell 

eines mit Citratpuffer gefüllten Färbetrogs aus Kunststoff dar. 

Die Epitope des zu detektierenden Antigens sind oft durch die Konservierung des 

Gewebes mithilfe Formaldehyds quervernetzt bzw. „maskiert“ (ZYTOMED 

Systems, 2007b). Damit der Primärantikörper binden kann, muss diese 

Quervernetzung durch siedenden Citratpuffer aufgehoben werden, eine 

sogenannte „thermische Antigen Demaskierung“ erfolgt (ZYTOMED Systems, 

2007b). 
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Der Citratpuffer wurde mit den Paraffinschnitten in der Mikrowelle 2 min auf 

Stufe 5 bei 750 Watt aufgekocht, und siedete dann für 15 min auf Stufe 3 bei 

375 Watt weiter. 

Bei Bedarf, d.h. wenn der Spiegel des Citratpuffers in der Küvette zu stark durch 

den Siedevorgang abgesunken war, wurde Citratpuffer nachgefüllt, damit die 

Schnitte immer vollständig durch Flüssigkeit bedeckt waren. Erst wenn die 

Flüssigkeit erneut leicht siedete, lief die verbliebene Zeit der 15 min weiter. Im 

Anschluss wurde der Färbetrog samt Inhalt bei Raumtemperatur ohne Deckel 

25 min abgekühlt. 

 

Alle nun folgenden Schritte erfolgten bei Raumtemperatur. Die Inkubation mit den 

unterschiedlichen Reagenzien wurde in einer Färbekammer, die mit 

Aqua destillata besprühten Tüchern ausgelegt war, um ein feuchtes Milieu zu 

schaffen, durchgeführt. 

Vor Auftragen der Reagenzien musste stets von den Objektträgern vorsichtig das 

darauf stehende PBS abgeklopft werden, um eine entsprechende Kontaktfläche 

zur Gewebeprobe zu ermöglichen und Verdünnungseffekte der Reagenzien zu 

vermeiden. Gleichzeitig galt es ein Austrocknen des Gewebes zu verhindern und 

eine vollständige Benetzung mit dem entsprechenden Reagenz zu 

gewährleisten. 

 

Die Schnitte wurden mitsamt des Färbegestells kurz in PBS getaucht. Einzeln 

wurde ein Objektträger nach dem anderen herausgenommen, der Gewebeschnitt 

mit dem PAP-Pen eingekreist und in die Färbekammer gelegt. Für 10 min wurden 

nun die Schnitte mit dem Peroxid-Block inkubiert. Der Peroxid-Block, eine 3%ige 

H₂O₂-Lösung, wird dafür eingesetzt, um die endogene Peroxidase zu hemmen 

(ZYTOMED Systems, 2007c). Die exogen zugeführte Peroxidase im 

Enzymkonjugat setzt am Ende der IHC das Chromogen um. Sollte die 

gewebseigene Peroxidase nicht gehemmt werden, kann dies zu unerwünschten 

Hintergrundfärbungen und dadurch zu Fehlinterpretationen führen (ZYTOMED 

Systems, 2007c). 
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Im Anschluss an den Block wurden die Schnitte in einem weiteren Tauchbecken 

mit PBS für 2 min auf dem Plattformschüttler bei Stufe 2 bis 3 von dem Reagenz 

freigewaschen. 

 

Es folgte ein Abschütteln des PBS und ein erneutes Auflegen der Schnitte in die 

Färbekammer. Dort wurden sie für 5 min mit Blocking solution (Reagenz 1) 

inkubiert. Diese blockiert unspezifischen Bindungsstellen, mit denen der Primär- 

oder auch Sekundärantikörper reagieren könnte (ZYTOMED Systems, 2007a). 

 

Ein weiterer Waschschritt für 2 min in einem Tauchbecken mit PBS wurde auf 

dem Plattformschüttler durchgeführt. Der Primärantikörper konnte nun 

aufgetragen werden. 

 

Fünf verschiedene Primärantikörper der Klasse Immunglobulin G (IgG) wurden 

jeweils für das gesamte Patientenpanel verwendet. Sie waren gegen Ki67, 

Pds5A, Pds5B, Mad2A und Mad2B gerichtet. 

 

Ki67 war ein „ready-to-use“-Antikörper. Bei den vier anderen musste die 

Verdünnung ermittelt werden, mit der das augenscheinlich beste Färbeergebnis 

erzielt wurde, bevor die eigentliche IHC des Patientenpanels durchgeführt 

werden konnte. 

2.2.2.2.1 Ermittlung der Antikörper-Verdünnung 
Abcam gibt für jeden Antikörper Empfehlungen für eine zu verwendende 

Positivkontrolle (Tab. 3) und Verdünnung im beiliegenden Datenblatt an: für 

Pds5A eine Verdünnungsspanne von 1:500 bis 1:1000, für Pds5B 1:100 bis 

1:500, für Mad2A 1:100 bis 1:500 und für Mad2B eine 1:100 Verdünnung. 

Zur Austestung wurde sich an diesen Herstellerangaben orientiert, indem jeweils 

eine Gewebeprobe, die abcam als Positivkontrolle befürwortete, in der niedrigst- 

und eine in der höchst-angegebenen Verdünnung immunhistochemisch 

behandelt wurde. Zusätzlich wurde ein aus dem Patientenpanel stammendes 

Tumorgewebe mit einer der Verdünnungen der IHC behandelt. Das unter dem 

Mikroskop zu beobachtende Färbeergebnis konnte mit dem Bildmaterial einer 
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IHC im beiliegenden Datenblatt von abcam verglichen werden. Es wurde darauf 

geachtet, dass v.a. die Positivkontrolle ein möglichst gleichwertiges 

Färbeergebnis wie das Bildmaterial aufwies. Dabei sollten Zellstrukturen und 

Kerne spezifisch angefärbt sein, ohne dass das Präparat durch 

Hintergrundfärbung überfärbt wirkte, gleichzeitig musste aber auch eine mögliche 

Antigenlokalisation deutlich zu erkennen sein. 

Durch den Vergleich des Färbeergebnisses der hohen gegenüber der 

niedrigeren Verdünnung und weiteres Austesten durch Eingrenzen des 

Verdünnungsbereichs näherte man sich in der von abcam angegebenen Spanne 

einer für Pds5B und Mad2A geeigneten Verdünnung an (Tab. 3). Für Pds5A und 

Mad2B konnte sich nicht an die Empfehlungen von abcam gehalten werden, da 

Pds5A ein zu schwaches Färbesignal zeigte, Mad2B hingegen ein zu starkes und 

unspezifisches. Durch Austestung verschiedener Verdünnungen wurden die in 

Tab. 3 genannten Verdünnungen für Pds5A und Mad2B als spezifisch für die IHC 

bewertet und für das gesamte Patientenpanel angewendet. 

 
Tab. 3: Primärantikörper mit Verdünnung, Inkubationszeiten und verwendeter 

Positivkontrolle 
 
Antikörper 
gegen Antigen 
 

 
 
Ki67  

 
 
Pds5A 

 
 
Pds5B  

 
 
Mad2A  

 
 
Mad2B  

 
Verdünnung 
Primärantikörper 
 

 
gebrauchs-
fertig 

 
1:100 

 
1:250 

 
1:100 

 
1:300 

 
Inkubationszeit  
Primärantikörper 
(min) 
 

 
30 

 
30 

 
30 

 
30 

 
30 

 
Inkubationszeit 
DAB (min) 
 

 
5 

 
5 

 
5 

 
5 

 
5 

 
Inkubationszeit 
Hämalaun (sek) 
 

 
35 

 
40 

 
40 

 
40 

 
45 

 
Positivkontrolle 
 

 
Tonsille 

 
Kolon- 
karzinom 
 

 
Mamma- 
karzinom 

 
Mamma- 
karzinom 

 
Cerebellum  
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Neben der Austestung der Verdünnung wurden Variationen des 

immunhistochemischen Protokolls geprüft: die Inkubationszeiten des 

Primärantikörpers (30 - 60 min), des DAB´s (5 - 15 min) und des Gegenfärbens 

mit Hämalaun. Die letztlich terminierten Zeiten sind in Tab. 3 für jeden Antikörper 

einsehbar. 

Der Antikörper gegen Ki67 wurde erst kurz vor dem Auftragen aus dem 

Kühlschrank geholt. Die anderen Antikörper lagerten unverdünnt 

im -20°C Gefrierschrank in 10 µl Aliquots. Auch hier wurde erst kurz vor dem 

Auftragen der entsprechende Antikörper aufgetaut und in der festgelegten 

Konzentration mit PBS verdünnt. 

Der jeweilige Primärantikörper wirkte 30 min auf die Positivkontrolle und einen 

Schnitt der jeweiligen Gewebeprobe ein. Der zweite Objektträger der gleichen 

Patientenprobe diente als Negativkontrolle und wurde nur mit PBS inkubiert. 

Diese sollte keine Färbung außer einer Gegenfärbung mit Hämalaun zeigen. 

Mit Ablauf der Zeit wurde von den Objektträgern das benetzende Reagenz 

abgeklopft und dreimal 2 min mit PBS auf dem Plattformschüttler gewaschen. 

Insgesamt wurden sechs verschiedene Tauchbecken verwendet, da eine 

Separierung der Objektträger mit und ohne Primärantikörper nötig war. 

In der Färbekammer erfolgte dann für jeweils 15 min zunächst eine Inkubation 

mit dem biotinylierten Sekundärantikörper und im Anschluss mit dem 

Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Konjugat, welches am Biotinrest des 

Brückenantikörpers bindet (ZYTOMED Systems, 2007a). Dazwischen und im 

Anschluss wurde ein Waschschritt mit PBS dreimal für 2 min auf dem Schüttler 

durchgeführt. Eine Trennung der Objektträger war hier nicht notwendig. 

Das Chromogen, eine frisch angesetzte DAB-Färbelösung, wurde im Dunkeln auf 

die Gewebeprobe geträufelt und je nach verwendetem Antikörper für einige 

Minuten inkubiert (Tab. 3). Während dieser Zeit fand die Umsetzung des 

DAB-Farbstoffes durch das Enzymkonjugat statt. Sofern der Primär- und an 

diesen der Sekundärantikörper gebunden hatten, resultierte dies in einer 

dunkelbraunen Färbung. Die Reaktion wurde durch Eintauchen der Objektträger 

für wenige Sekunden in Aqua destillata abgestoppt. 
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Zum Abschluss wurde eine Gegenfärbung mit filtriertem Hämalaun durchgeführt. 

Dadurch wurde an allen Stellen des Gewebes, an denen kein Primärantikörper 

gebunden hatte, eine Kontrastierung zu den übrigen mit DAB dargestellten 

Kontaktflächen hervorgerufen. Die Inkubationszeit differierte bei den fünf 

unterschiedlichen Antikörpern (Tab. 3). 

Nach dieser Inkubationszeit wurden die Objektträger in ein Tauchbecken mit 

Leitungswasser und unter fließendem Wasser gebläut. Die Temperatur des 

Wassers wurde kühl, die Wasserstrahlstärke auf eine mittlere Stufe eingestellt 

und auf den Rand des Tauchbeckens, niemals direkt auf die Objektträger, 

ausgerichtet, um ein Ablösen der Gewebeproben zu vermeiden. 

 

Zur anschließenden Dehydrierung der Gewebeproben wurden sie in eine 

aufsteigende Alkoholreihe getaucht: einmal 2 min in 50%, je zweimal 2 min in 

70%, 96%,100% Ethanol und abschließend zweimal 10 min in Xylol. 

Abschließend wurden die Objektträger mit einem Eindeckmittel und einem 

Deckgläschen unter der Vermeidung von Luftblasen auf dem Präparat 

eingedeckt und zum Trocknen gelagert. 

2.2.3 Ermittlung von Expressionswerten 
Mithilfe des Lichtmikroskops BX41 und der an dieses gekoppelten Kamera 

„Camedia C5060“, fand mit einer 60× Vergrößerung eine Fotodokumentation der 

Gewebeproben statt. Der Helligkeitsregler wurde auf Stufe 6 eingestellt. 

Der Belinea PC mit dem Programm „Olympus DP-Soft 5.0“ löste die Kamera 

durch Anklicken von „SQ“ aus, das Foto erschien auf dem Monitor und konnte in 

seiner Farbhelligkeit mittels „Oper“ nachbearbeitet werden (vorgenommene 

Oper-Anpassungen: Gamma: 1,227; Helligkeit: -73; Kontrast: 610). 

Von den mit dem anti-Ki67-Antiköper gefärbten Objektträgern wurden von jedem 

Präparat des Patientenpanels zuerst fünf Gesichtsfelder „ungezielt“ erfasst. Sie 

sollten einen durchschnittlichen Expressionswert in der gesamten Gewebeprobe 

repräsentieren und wurden als „Ki67-Expression im Gesamt-Tumorgewebe“ 

bezeichnet. 
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In einer zweiten Erfassung von fünf Gesichtsfeldern wurden „gezielt“ die Bereiche 

aufgesucht, die die augenscheinlich stärkste Dichte an Ki67-exprimierenden 

Zellen aufwiesen. Ein hohes Maß an Ki67-Positivität zeigte hohe proliferative 

Aktivität an - ein zellteilungsaktives Zentrum des Tumors. Diese Gesichtsfelder 

sollten die Expression des Antigens in „Proliferationszentren“ des vorliegenden 

Gewebeschnitts wiederspiegeln. 

 

Von den mit den anti-Pds5A-, anti-Pds5B-, anti-Mad2A- und 

anti-Mad2B-Antikörpern immunhistochemisch behandelten Objektträgern 

wurden fünf Gesichtsfelder ausgezählt. Die fotografierten Bereiche sollten sich 

an den bei Ki67-definierten „Proliferationszentren“ orientieren. 

 

Mithilfe des Computerprogramms „Image J“ fand eine Auszählung der 

fotodokumentierten Gesichtsfelder statt. Befehlseingabe: „File“ „open“, dann via 

„Plugins“ zu „Particle Analysis“, Unterpunkt: „Cell Counter“. In dem dann sich 

öffnenden „Counterwindow“ wurde ausgezählt. 

 

In der Auswertung wurde unterschieden, ob sich ein Zellkern braun gefärbt durch 

DAB darstellte, und somit als Antigen-präsentierend (positiv) gewertet werden 

konnte, oder ob eine Blaufärbung gegen eine Antigenexpression sprach 

(negativ). 

 

Bei näherer Betrachtung konnte in der IHC von Pds5A, Pds5B und Mad2A ein 

qualitativer Unterschied in der Farbstärke beobachtet werden, so dass neben der 

Wertung, ob sich ein Zellkern positiv oder negativ zeigte, eine weitere 

Differenzierung zwischen starker und schwacher Färbung erfolgte. Schwach und 

stark gefärbte Zellen zusammengenommen, ergaben die Gesamtzellzahl an 

positiv gefärbten Zellen. Bei einigen Präparaten in der Pds5B-IHC war eine 

„Mischfärbung“ blau-bräunlich auffällig, die als schwach positiv gewertet wurde. 

 

Mad2B zeigte zwar auch teilweise quantitative Unterschiede in der Farbstärke, 

so dass auch hier nach der bisher verwendeten Methode in einem ersten 



Material und Methoden 

40 

 

Durchgang Farbintensitäten der Kerne unterschieden wurden. Es stellte sich bei 

näherer Betrachtung aber heraus, dass zusätzlich zu der Kernfärbung auch eine 

Zytoplasmafärbung vorlag. Daher wurden hier - anstelle von Farbstärken - vier 

Gruppen nach den verschiedenen Lokalisationen von DAB-detektiertem Antigen 

unterschieden: 1. Zytoplasma-positiv, Kern-negativ 

2. Zytoplasma- und Kern-positiv 

3. Zytoplasma-negativ/nicht zu erkennen, Kern-positiv 

4. Zytoplasma- und Kern-negativ 

Durch Addition der ersten drei wurde die Gesamtsumme an 

antigenpräsentierenden Tumorzellen ermittelt. 

 

Tab. 4 zeigt eine Übersicht über die Auswertung aller fünf Antigene. 

 
Tab. 4: Auswertung der einzelnen Antigenexpression in den Gesichtsfeldern mit Hilfe 

von Image J 
 
Antigen 
 

 
Differenzierung der Tumorzellen 

 
Ki67 
 

 
Expression: positiv oder negativ 

 
Pds5A 
 

 
Expression: positiv oder negativ, Expressionsstärke: schwach oder stark 

 
Pds5B 
 

 
Expression: positiv oder negativ, Expressionsstärke: schwach oder stark 

 
Mad2A 
 

 
Expression: positiv oder negativ, Expressionsstärke: schwach oder stark 

 
Mad2B 

 
Expression: positiv oder negativ, 
Lokalisation der Expression: Zellkern, Zytoplasma oder Zellkern und Zytoplasma  
 

 

Das jeweilige Counterwindow sowie die Übersicht über die Resultate wurden 

abgespeichert. In einer Exceltabelle wurden die Zahlenwerte der Zellen 

festgehalten und die Prozentangaben errechnet. Der Begriff „Expressionswert“ 

wird im Folgenden synonym zur Prozentangabe verwendet. 
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2.2.4 Statistik 
Das PC-Programm „GraphPad Prism 4“ wurde für die statistischen 

Auswertungen genutzt. Aufgrund der geringen Probenanzahl konnte nicht von 

einer Normalverteilung ausgegangen werden. Daher wurden parameterfreie 

Tests durchgeführt. Das Signifikanzniveau α wurde auf 5% (0,05) festgelegt. Ein 

signifikantes Ergebnis lag also vor, wenn der Signifikanzwert p < α war, 

d.h. < 0,05.  

2.2.4.1 Mann-Whitney-U-Test und Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test 
Zunächst wurden die Expressionswerte eines Antigens zwischen den 

verschiedenen Tumorentitäten miteinander verglichen. Diese Analyse wurde für 

jedes der fünf Antigene einzeln durchgeführt. Eine Übersicht der durchgeführten 

Vergleiche zeigt Tab. 5. 

 
Tab. 5: Vergleich der Expressionswerte eines Antigens zwischen den einzelnen 

Tumorstadien und der angewandte parameterfreie Test 
 
Tumorgewebe 1 
 

 
Tumorgewebe 2 

 
Parameterfreier Test 

 
Alle LGA °II 
 

 
Alle GBM  

 
Mann-Whitney-U-Test 

 
Primäre GBM 
 

 
Sekundäre GBM 

 
Mann-Whitney-U-Test 

 
Ruhende LGA °II 
 

 
Rezidivierende LGA °II 

 
Mann-Whitney-U-Test 

 
Rezidivierende LGA °II 
 

 
Malignisierende LGA °II 

 
Mann-Whitney-U-Test 

 
Rezidivierende LGA °II  
 

 
Rezidiv-LGA °II 

 
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test 

 
Malignisierende LGA °II 
 

 
Sekundäre GBM 

 
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test 

 

Bei ungepaarten Proben, d.h. bei voneinander unabhängigen Tumorgeweben 

unterschiedlicher Patienten, wurde der Mann-Whitney-U-Test angewendet. 

Gepaarte Proben wurden mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test ausgewertet.  



Material und Methoden 

42 

 

Gepaart bedeutet, dass zwei Tumorbiopsien desselben Patienten miteinander 

verglichen wurden, wobei die erste Probe ein LGA °II darstellte und die folgende 

ein Rezidiv bzw. einen Progress. 

2.2.4.2 Kaplan-Meier-Überlebenskurven 
Die Auswirkungen der Antigenexpression in Bezug auf das Überleben wurden 

mithilfe von Kaplan-Meier-Kurven berechnet. 

Die genauen Überlebensdaten zu den einzelnen Patienten lagen jedoch in nur 

sechs GBM-Fällen vor. Patienten, deren Überleben nicht, jedoch der Termin der 

letzten Vorstellung in der Neurochirurgischen Klinik der Universität Würzburg 

bekannt war, wurden daher mit dem bis dato bekannten Überleben mit in die 

Erfassung genommen. Dies betraf acht GBM-Fälle. Zu allen übrigen Patienten, 

deren Tumorproben im Patientenpanel vorlagen, konnten keine eindeutigen 

Informationen ermittelt werden, so dass diese nicht in die Kaplan-Meier-Analysen 

einflossen. Insgesamt wurden somit 14 Patienten für diese Analyse 

berücksichtigt. Bei allen vorliegenden Daten handelte es sich um primäre und 

sekundäre GBM. 

Für die Gesamtexpression aller fünf Proteine in den Proliferationszentren wurden 

die Kaplan-Meier-Überlebenskurven erstellt, um zu klären, ob es einen 

Überlebensvorteil, der in Zusammenhang mit dem Grad der Expression der 

Proteine steht, gibt. 

 

Der Median der prozentualen Proteinexpression wurde als Grenze zur 

Unterscheidung hoch- und niedrig-exprimierender Patienten gewählt. Diese 

wurden dann miteinander verglichen. 

Von Ki67 wurde neben der Expression in Proliferationszentren auch die 

Expression im Gesamt-Tumorgewebe und von Pds5A, Pds5B sowie Mad2A die 

starke Expression analysiert. Für Mad2B wurden vier verschiedene 

Kaplan-Meier-Überlebenskurven angefertigt: Gesamtexpression (unabhängig 

vom Kompartiment der positiven Signalgebung), positive Zytoplasmafärbung, 

positive Kernfärbung sowie gleichzeitig vorliegende positive Kern- und 

Zytoplasmafärbung. 
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2.2.4.3 Korrelation 
In einem weiteren Schritt wurde mithilfe einer parameterfreien Korrelation, die 

den Spearman Rangkorrelationskoeffizient rs ermittelt, überprüft, ob die 

Expression der fünf Antigene in einem Zusammenhang miteinander stehen 

könnten. 

 

Durch Bildung von Gruppen wurde definiert, welche Expressionen (gesamt, 

stark, Lokalisation) miteinander verglichen werden sollten (Tab. 6).  

 
Tab. 6: Korrelationsgruppen in Bezug auf die Expression der Antigene 

 
Gruppe 
 

 
Expression 

 
Expression 

 
1 
 

 
Gesamtexpression (alle Antigene) 

 
Gesamtexpression (alle Antigene) 

 
2 
 

 
Starke Expression 
(Pds5A, Pds5B, Mad2A) 
 

 
Starke Expression 
(Pds5A, Pds5B, Mad2A) 

 
3 
 

 
Gesamtexpression (alle Antigene) 

 
Starke Expression  
(Pds5A, Pds5B, Mad2A) 
 

 
4 
 

 
Gesamtexpression (alle Antigene) 

 
Mad2B-Expression 
in den verschiedenen Lokalisationen 
 

 
5 
 

 
Starke Expression 
(Pds5A, Pds5B, Mad2A) 
 

 
Mad2B-Expression 
in den verschiedenen Lokalisationen 

 

Da von allen Antigenen mit Ausnahme von Ki67 nur Expressionswerte in 

Proliferationszentren vorlagen, wurde von Ki67 auch nur die Expression in 

Proliferationszentren für die Korrelationen verwendet. 
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In jeder Gruppe wurden hierbei nur die entsprechenden, gleichwertigen 

Unterformen des Tumors (Tab. 7) zwischen den einzelnen Antigenen korreliert, 

so dass sich hinter jeder der fünf aufeinander bezogenen Expressionen acht 

einzelne Korrelationen verbergen. 

Jedes Antigen (Antigen X) wurde mit jedem anderen (Antigen Y) 

verglichen - außer den in Tab. 6 aufgeführten Ausnahmen. 

 
Tab. 7: Auflistung der einzeln durchgeführten Korrelationen in jeder Gruppe (Tab. 6) in 

Bezug auf die Unterform der Tumoren 
 
Antigen X 
 

 
Antigen Y 

 
Alle GBM 
  

 
Alle GBM 

 
Alle LGA °II 
 

 
Alle LGA °II 

 
Primäre GBM 
 

 
Primäre GBM 

 
Sekundäre GBM 
 

 
Sekundäre GBM 

 
Ruhende LGA °II 
 

 
Ruhende LGA °II 

 
Rezidivierende LGA °II 
 

 
Rezidivierende LGA °II 

 
Malignisierende LGA °II 
 

 
Malignisierende LGA °II 

 
Rezidiv-LGA °II 
 

 
Rezidiv-LGA °II 
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Gleichgerichtete Zusammenhänge zwischen Proteinen haben in der 

Spearman-Rangkorrelation ein positives, gegenläufige tragen ein negatives 

Vorzeichen.  

Die Stärke der Spearman-Rangkorrelation bzw. Höhe des Zusammenhangs 

wurde anhand des absoluten Wertes (unabhängig vom Vorzeichen) des rs 

eingeteilt (Tab. 8, Universität Stuttgart, 02.07.2016). 

 
Tab. 8: Rangkorrelationskoeffizient rs und Höhe der Korrelation  

modifiziert nach (Universität Stuttgart, 2016) 
 
Rangkorrelationskoeffizient rs 
 

 
Höhe der Korrelation 

 
0 bis 0,2 
 

 
sehr gering 

 
bis 0,5 
 

 
gering 

 
bis 0,7 
 

 
mittel 

 
bis 0,9 
 

 
hoch 

 
größer als 0,9 
 

 
sehr hoch 
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3 Ergebnisse 

3.1 Ki67 
Mithilfe des Ki67-Antikörpers werden Zellkerne proliferierender Zellen angefärbt. 

 

Expression im Gesamt-Tumorgewebe 
Die Ki67-Expression im Gesamt-Tumorgewebe wurde durch die Auswertung von 

fünf „ungezielt“ erfassten Zählfenstern ermittelt, die den durchschnittlichen Anteil 

des Proteins in der Gewebeprobe darstellen sollten. In Abb. 5 ist diese 

positiv-gefärbte Gesamtzellzahl in Prozent je nach Tumorentität und eine daraus 

abgeleitete Rangordnung aufgeführt. Es zeigte sich für alle GBM eine 

Ki67-Expression im Mittel () von 16,40% und für alle LGA °II von  = 3,29%. 

Der parameterfreie Test zwischen beiden WHO-Graden errechnete einen 

signifikanten Unterschied (p = 0,0013). Außerdem unterschieden sich 

rezidivierende LGA °II signifikant durch eine geringere Proliferation von 

malignisierenden LGA °II (p = 0,0173). Alle anderen Vergleiche waren statistisch 

nicht signifikant verschieden (Daten hier nicht gezeigt). 

 

Expression in den Proliferationszentren 
Als Proliferationszentren wurden jene Bereiche mit besonders großer 

Ki67-Positivität und folglich hoher proliferativer Aktivität definiert. Daher fielen die 

Expressionswerte hier höher aus als bei der „ungezielten“ Erfassung. In Abb. 6 

ist die durchschnittlich positiv-gefärbte Gesamtzellzahl in Prozent je nach 

Tumorentität und eine daraus abgeleitete Rangordnung aufgeführt. Bei GBM 

konnten in  = 28,29% der Zellen Ki67-positive Kerne nachgewiesen werden, bei 

den LGA °II nur in 9,72% der Zellen. Im Mann-Whitney-U-Test zeigte auch hier 

die gesteigerte Ki67-Expression in GBM gegenüber allen LGA °II eine 

Signifikanz (p = 0,0012) (Abb. 7 a). Bei allen anderen Vergleichen gab es keinen 

deutlichen Unterschied in der Expression des Proliferationsmarkers zwischen 

den einzelnen Entitäten (Abb. 7 b - f). 
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Abb. 5: Ki67-IHC, Gesamt-Tumorgewebe 

Gezeigt ist ein repräsentatives Bild des Färbeverhaltens aus jeder Tumorentität. 
Die durchschnittlich positiv-gefärbte Gesamtzellzahl in Prozent und eine sich 
daraus ergebende Rangordnung sind angegeben. 
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Abb. 6: Ki67-IHC, Proliferationszentren  

Gezeigt ist ein repräsentatives Bild des Färbeverhaltens aus jeder Tumorentität. 
Die durchschnittlich positiv-gefärbte Gesamtzellzahl in Prozent und eine sich 
daraus ergebende Rangordnung sind angegeben. 
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Abb. 7: Graphen der parameterfreien Tests mit der Quantifizierung der 

Ki67-exprimierenden Zellen in den Proliferationszentren 
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3.2 Pds5A 
Die mikroskopische Begutachtung der Pds5A-IHC ergab eine Färbung von 

nahezu 100% der Tumorzellkerne. Auch die Kerne einiger physiologischer 

Neurone (Normalhirn) im Cortexbereich, sowie Makroglia (Astrozyten und 

Oligodendrozyten) waren positiv gefärbt. Mikroglia, Endothelzellen, 

Lymphozyten und Monozyten waren negativ. 

 

Gesamtexpression in den Proliferationszentren 
Je nach Entität und WHO-Grad lag die Anzahl an positiven Zellen bei mindestens 

 ≥ 92%. Bis auf einen Vergleich mussten die Nullhypothesen bei der 

Durchführung der parameterfreien Tests angenommen werden. Nur LGA °II, die 

rezidivierten, zeigten einen signifikant höheren Gehalt an Pds5A gegenüber 

LGA °II, die weder eine Progress- noch Rezidivneigung aufwiesen (p = 0,0177) 

(Daten hier nicht gezeigt). 

 

Starke Expression in den Proliferationszentren 
Der Mittelwert der starken Pds5A-Expression in den Proliferationszentren von 

allen LGA °II betrug  = 35,80%, von allen GBM  = 33,26%. In Abb. 8 ist die 

durchschnittlich stark positiv-gefärbte Zellzahl in Prozent je nach Tumorentität 

und eine daraus abgeleitete Rangordnung aufgeführt. Sekundäre GBM wiesen 

im Vergleich zu primären einen signifikant höheren Gehalt an Zellen mit einer 

starken Expression auf (p = 0,0110) (Abb. 9 b). Ebenso zeigten LGA °II von 

Patienten, die im Verlauf ein Rezidiv ausbildeten, einen signifikanten Unterschied 

zu Patienten, die einmalig ein LGA °II entwickelten (p = 0,0480) (Abb. 9 e). Alle 

anderen Vergleiche waren statistisch nicht signifikant (Abb. 9 a, c, d, f). 
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Abb. 8: Pds5A-IHC, Proliferationszentren  

Gezeigt ist ein repräsentatives Bild des Färbeverhaltens aus jeder Tumorentität. 
Die durchschnittlich stark positiv-gefärbte Zellzahl in Prozent und eine sich daraus 
ergebende Rangordnung sind angegeben. 
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Abb. 9: Graphen der parameterfreien Tests mit der Quantifizierung der stark 

Pds5A-exprimierenden Zellen in den Proliferationszentren 
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3.3 Pds5B 
Ähnlich wie bei Pds5A waren nahezu alle Tumorzellkerne für Pds5B positiv. 

Ebenso waren Cortexneuronen und Endothelzellen angefärbt. 

 

Gesamtexpression in den Proliferationszentren 
Der Mittelwert der Pds5B-Gesamtexpression in den Proliferationszentren aller 

LGA °II betrug  = 98,11%, aller GBM  = 99,11%. In Abb. 10 ist die 

durchschnittlich positiv-gefärbte Gesamtzellzahl in Prozent je nach Tumorentität 

und eine daraus abgeleitete Rangordnung aufgeführt. Mann-Whitney-U- und 

Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test ergaben keinen signifikanten Unterschied in der 

Pds5B-Expression (Abb. 11 a-f). 

 

Starke Expression in den Proliferationszentren 
Auch die Vergleiche über die starke Pds5B-Expression zeigten keinen 

signifikanten Unterschied (Daten hier nicht gezeigt). 
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Abb. 10: Pds5B-IHC, Proliferationszentren  

Gezeigt ist ein repräsentatives Bild des Färbeverhaltens aus jeder Tumorentität. 
Die durchschnittlich positiv-gefärbte Gesamtzellzahl in Prozent und eine sich 
daraus ergebende Rangordnung sind angegeben. 
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Abb. 11: Graphen der parameterfreien Tests mit der Quantifizierung der 

Pds5B-Gesamtexpression in den Proliferationszentren 
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3.4 Mad2A 
Mad2A fand sich sowohl in den Kernen von Tumorzellen, als auch bei Neuronen 

in Normalhirnanteilen, Astrozyten, Oligodendrozyten und Arachnoidalzellen. 

Endothelzellen zeigten nur teilweise eine als positiv zu wertende Färbung.  

 

Gesamtexpression in den Proliferationszentren 
Insgesamt war die Gesamtzellzahl in den Proliferationszentren je nach Entität 

und WHO-Grad  ≥ 94%, so dass bei der Durchführung der parameterfreien 

Tests kein signifikanter Unterschied festgestellt werden konnte (Daten hier nicht 

gezeigt). 

 

Starke Expression in den Proliferationszentren 
In Abb. 12 ist die durchschnittlich stark positiv-gefärbte Zellzahl in Prozent je nach 

Tumorentität und eine daraus abgeleitete Rangordnung aufgeführt. Alle LGA °II 

zusammen exprimierten mit einem durchschnittlichen Wert von  = 57,88% 

deutlich mehr stark Mad2A-gefärbte Kerne als alle GBM ( = 37,31%). Im 

statistischen Vergleich zwischen beiden WHO-Graden konnte die Nullhypothese 

abgelehnt werden (p = 0,0004) (Abb. 13 a). In allen anderen Tumorentitäten war 

die Mad2A-Expression nicht signifikant unterschiedlich exprimiert (Abb. 13 b-f). 
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Abb. 12: Mad2A-IHC, Proliferationszentren  

Gezeigt ist ein repräsentatives Bild des Färbeverhaltens aus jeder Tumorentität. 
Die durchschnittlich stark positiv-gefärbte Zellzahl in Prozent und eine sich daraus 
ergebende Rangordnung sind angegeben. 
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Abb. 13: Graphen der parameterfreien Tests mit der Quantifizierung der stark 

Mad2A-exprimierenden Zellen in den Proliferationszentren 
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3.5 Mad2B 
In der Mad2B-IHC färbten sich Kerne und/ oder Zytoplasmaräume von 

Tumorzellen an. Außerdem waren auch einige Oligodendrozyten positiv in der 

Mad2B-Expression, während Astrozyten, Lymphozyten und Endothelzellen 

negativ blieben. In der Differenzierung nach Antigenlokalisation (Tab. 4) stellte 

die insgesamt stärkste Gruppe Tumorzellen dar, deren Zytoplasmasäume positiv 

gefärbt waren, deren Kerne aber negativ blieben. 

 

Gesamtexpression in den Proliferationszentren 
Einen Signifikanzwert von p = 0,0034 ergab der Vergleich von allen LGA °II zu 

allen GBM. Die GBM enthielten mehr Mad2B-exprimierende Zellen als alle 

Astrozytome °II. Alle weiteren Vergleiche zeigten keinen signifikanten 

Unterschied. Je nach Entität und WHO-Grad lag die positive Gesamtzellzahl 

zwischen  = 43-78% (Daten hier nicht gezeigt). 

 

Expression in Kern und Zytoplasma in den Proliferationszentren 
Die Nullhypothese konnte in allen durchgeführten Vergleichen nicht abgelehnt 

werden (Daten hier nicht gezeigt). 

 

Expression im Kern bei negativer Zytoplasmafärbung in den 
Proliferationszentren 
Kein signifikanter Unterschied konnte in den Mann-Whitney-U- bzw. 

Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests beobachtet werden (Daten hier nicht gezeigt). 
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Expression im Zytoplasma bei negativer Kernfärbung in den 
Proliferationszentren 

In Abb. 14 ist die durchschnittliche Zahl Zyoplasma-positiv-gefärbter Zellen in 

Prozent je nach Tumorentität und eine daraus abgeleitete Rangordnung 

aufgeführt. Mit einem Mittelwert von  = 66,25% exprimierten alle GBM mehr 

Mad2B im Zytoplasma bei negativer Kernfärbung im Vergleich zu allen 

LGA °II ( = 41,41%). Der parameterfreie Test zeigte einen signifikanten 

Unterschied zwischen beiden WHO-Graden (p = 0,0005) (Abb. 15 a). Bei allen 

weiteren Vergleichen musste die Nullhypothese angenommen 

werden (Abb. 15 b-f). 
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Abb. 14: Mad2B-IHC, Proliferationszentren  

Gezeigt ist ein repräsentatives Bild des Färbeverhaltens aus jeder Tumorentität. 
Die durchschnittliche Zahl Zytoplasma-positiv-gefärbter Zellen 
(Kern-negativ-gefärbte Zellen) in Prozent und eine sich daraus ergebende 
Rangordnung sind angegeben. 
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Abb. 15: Graphen der parameterfreien Tests mit der Quantifizierung der 

zytoplasmatischen Mad2B-Expression in den Proliferationszentren 
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3.6 Kaplan-Meier-Überlebenskurven von GBM-Patienten nach ihrer 
Expression von Ki67, Pds5A, Pds5B, Mad2A und Mad2B 

Das Überleben von GBM-Patientengruppen, die sich in ihrer Expressionsstärke 

von Ki67, Pds5A, Pds5B, Mad2A und Mad2B unterschieden, wurde mit Hilfe von 

Kaplan-Meier-Analysen untersucht. In den meisten Fällen (Ki67, Pds5A, Pds5B 

und Mad2B) verliefen die Kurven nahezu deckungsgleich und zeigten auch 

statistisch keinen signifikanten Unterschied (Abb. 16 a, b, c, d, f). Allerdings 

ergaben sich im medianen Überleben Unterschiede (Tab. 9). 

 
Tab. 9: Medianes Überleben von GBM-Patienten in Monaten bei hoher bzw. niedriger 

Expression 
 
 
Protein bzw. Antigen 
 
 

 
Expression 

 
 

Hoch 
 

 
Niedrig 

 
 
Ki67-Expression im Gesamt-Tumorgewebe 
 

 
13 

 
9 

 
Ki67-Expression in den Proliferationszentren 
 

 
8 

 
13 

 
Pds5A-Gesamtexpression in den Proliferationszentren 
 

 
9 
 

 
13 

 
Pds5B-Gesamtexpression in den Proliferationszentren 
 

 
8 

 
13 

 
Mad2A-Gesamtexpression in den Proliferationszentren 
 

 
6 

 
16 

 
Mad2B-Gesamtexpression in den Proliferationszentren 
 

 
13 

 
9 

 
Mad2B-Expression in Kern und Zytoplasma in den 
Proliferationszentren 
 

 
8 

 
16 

 

Auffällig war die Kaplan-Meier-Analyse für Mad2A. Hier liefen die Kurven deutlich 

auseinander. Im Median hatten Patienten mit niedriger Expression einen 

Überlebensvorteil von 10 Monaten (6 Monate bei hoher Expression gegenüber 

16 Monaten bei niedriger Expression) (Abb. 16 e). 
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Die einzige Kaplan-Meier-Analyse, die ein statistisch signifikantes Ergebnis 

erbrachte, war jene, die zwischen den Lokalisationen der Mad2B-Expression 

differenzierte. Patienten mit positiver Kern- und Zytoplasmafärbung hatten bei 

hoher Expression mit einem medianen Überleben von 8 Monaten eine signifikant 

ungünstigere Prognose im Vergleich zu 16 Monaten bei niedriger Expression 

(p = 0,0122) (Abb. 16 g).  

 

Die Kaplan-Meier-Analysen der starken Expression von Pds5A, Pds5B, Mad2A 

und die der zytoplasmatischen bzw. nukleären Mad2B-Expression waren nicht 

signifikant (Daten hier nicht gezeigt). 
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Abb. 16: Kaplan-Meier-Überlebenskurven von GBM-Patienten nach ihrer 

Gesamtexpression in den Proliferationszentren 
Ausnahmen: * = Ki67-Expression im Gesamt-Tumorgewebe (a),  

** = Mad2B-Expression in Kern und Zytoplasma in den Proliferationszentren (g) 
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3.7 Korrelationen 
Alle analysierten Proteine sind in die Regulation der Zellteilung involviert. Um 

festzustellen, ob zwischen den Expressionen, einschließlich Expressionsstärken 

bzw. -lokalisationen, von Ki67, Mad2A, Mad2B, Pds5A und Pds5B 

Zusammenhänge bestehen könnten, wurden Spearman-Rangkorrelations-

analysen durchgeführt. Im folgenden Abschnitt sind nur die Analysen erwähnt, 

bei denen eine signifikante positive oder negative Korrelation ermittelt werden 

konnte. Alle nicht aufgeführten Korrelationen waren nicht signifikant. 

 

Pds5A - Mad2A 
Eine geringe positive Korrelation wurde für die Gesamtexpression der Proteine 

Pds5A und Mad2A in allen LGA °II errechnet (p = 0,0336 / rs = 0,4351). Des 

Weiteren gab es mittlere bzw. hohe positive Korrelationen in der starken 

Expression dieser Proteine in allen (p = 0,0118 / rs = 0,6118) bzw. in primären 

(p = 0,0268 / rs = 0,7091) GBM (Abb. 17 a - c). 

 

Pds5B - Mad2A 
Positive mittlere bzw. hohe Korrelationen ergaben sich zwischen starker Mad2A- 

und Pds5B-Gesamtexpression für alle (p = 0,0125 / rs = 0,6079) bzw. für primäre 

(p = 0,0306 / rs = 0,6933) GBM, sowie den LGA °II-Rezidiven 

(p = 0,0333 / rs = 0,8452). Negativ korrelierte hingegen die starke Mad2A- mit der 

starken Pds5B-Expression bei allen LGA °II (p = 0,0370 / rs = - 0,4278) mit einem 

niedrigen und bei den ruhenden LGA °II (p = 0,0341 / rs = - 0,8214) mit einem 

hohen Korrelationskoeffizienten (Abb. 17 d - h). 

 

Mad2A - Mad2B 
Für die ruhenden LGA °II ergaben sich sehr hoch positive Korrelationen sowohl 

zwischen der Gesamtexpression von Mad2A und Mad2B 

(p = 0,0028 / rs = 0,9636), als auch zwischen der gesamten Mad2A- und der 

zytoplasmatischen Mad2B-Expression (p = 0,0028 / rs = 0,9636). 

Rezidiv-LGA °II wiesen eine hoch-negative Korrelation zwischen starker 
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Mad2A- und Mad2B-Färbung im Kern auf (p = 0,0333 / rs = - 0,8857) 

(Abb. 17 i - k). 

 

Pds5A - Pds5B 
Die starke Pds5A-Expression korrelierte positiv mit der 

Pds5B-Gesamtexpression bei allen GBM mit einem mittleren 

(p = 0,0086 / rs = 0,6325) und bei den primären GBM mit einem hohen 

(p = 0,0047 / rs = 0,8283) Korrelationskoeffizienten. In der starken Expression 

beider Proteine zeigten sich positive Zusammenhänge bei allen LGA °II 

(p = 0,0303 / rs = 0,4426) sowie allen (p = 0,0108 / rs = 0,6176) und den 

primären GBM (p = 0,0174 / rs = 0,7455) von einem geringen, über ein mittleres 

bis hin zu einem hohen Korrelationsniveau (Abb. 17 l - p). 

 

Mad2B - Ki67 
In primären GBM korrelierte die gesamte Mad2B-Färbung mit der 

Ki67-Expression positiv (p = 0,0072 / rs = 0,8061). Eine positive Korrelation 

zeigte auch die Ki67-Expression mit der zytoplasmatischen Mad2B-Färbung in 

primären GBM (p = 0,0174 / rs = 0,7455). In beiden Fällen mit einem hohen 

Korrelationskoeffizienten (Abb. 17 q, r). 
 

Pds5B - Mad2B 
Die gesamte Pds5B-Expression korrelierte hoch negativ mit der Mad2B-Färbung 

in Kern und Zytoplasma in Rezidiv-LGA °II (p = 0,0333 / rs = - 0,8452). Ein 

positiver Zusammenhang zeigte sich zwischen der starken Pds5B-Expression 

und der Mad2B-Färbung in Kern und Zytoplasma für alle GBM mit einem 

mittleren (p = 0,0172 / rs = 0,5853) und in den primären GBM mit einem hohen 

Korrelationskoeffizienten (p = 0,0172 / rs = 0,7455) (Abb. 17 s - u). 

 

Pds5A - Mad2B 
Die Mad2B-Kernfärbung korrelierte sehr hoch positiv mit der starken 

Pds5A-Expression bei den ruhenden LGA °II (p = 0,0067 / rs = 0,9063) 

(Abb. 17 v). 
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Abb. 17: Statistisch signifikante Korrelationen 
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4 Diskussion 

4.1 Pds5A 
Pds5A ist ein Zellzyklus-reguliertes Protein, welches von der S- bis zur M-Phase 

exprimiert wird und Zellzyklusphasen-abhängig unterschiedliche 

Konzentrationen aufweist (Kumar et al., 2004, Zheng et al., 2008). Ein Anstieg 

der Pds5A-Expression ist v.a. mit der G2/M-Phase assoziiert (Kumar et al., 2004, 

Zheng et al., 2008). Es wird im Organismus ubiquitär, aber je nach Gewebeart 

auf variablem Niveau exprimiert (Zhang et al., 2009, Hagemann et al., 2011, 

Capalbo et al., 2012). Mit Hilfe von Northernblotanalysen konnte im 

Organvergleich gezeigt werden, dass es im Normalhirn von Ratten bzw. Mäusen 

ein mittleres, im Menschen dagegen ein erniedrigtes Pds5A-Expressionsniveau 

aufweist (Zhang et al., 2009, Hagemann et al., 2011, Capalbo et al., 2012). 

Auffällig ist, dass es in C6-GBM Zellen der Ratte auf mRNA-Ebene stark 

überexprimiert wird, was sich auch für menschliche GBM-Zelllinien (U87, U343, 

U251, U373 und GaMG-Zellen) auf Proteinebene bestätigen ließ (Hagemann et 

al., 2011). Eine erhöhte Pds5A-Expression im Vergleich zum Normalgewebe 

wurde auch für humane Tumoren des Magens, Kolon transversums, der Lunge 

und des Uterus nachgewiesen. Dabei fand sich eine von der Dignität des 

Gewebes abhängige, variable mRNA- und Proteinexpression (Kumar et al., 

2004, Zheng et al., 2008). In Vorversuchen unseres Labors konnte eine 

Überexpression von Pds5A sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinlevel für 

astrozytäre Tumoren nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich auch eine 

zunehmende Expressionsstärke von Normalhirngewebe über LGA °II zu GBM 

(Hagemann et al., 2011). Es wurde diskutiert, dass eine solche Überexpression 

zur Entwicklung und Progression von Tumoren im Allgemeinen und astrozytären 

Tumoren im Besonderen beitragen könnte (Zheng et al., 2008, Hagemann et al., 

2011). Obwohl in der hier vorliegenden Arbeit die Expression von Pds5A für 

astrozytäre Tumoren bestätigt werden konnte, konnte ein Anstieg der 

Pds5A-Expression mit höherem WHO-Grad nicht reproduziert werden. In allen 

Gewebeproben der verschiedenen Entitäten wurde eine gleichmäßige 
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Gesamtexpression von Pds5A festgestellt (Daten hier nicht gezeigt). 

Parameterfreie Statistiktests ergaben keinen Unterschied zwischen LGA °II und 

GBM. Signifikante Unterschiede zeigten sich aber zwischen ruhenden und 

rezidivierenden LGA °II (p = 0,0177 bzw. p = 0,0480) sowie einzig in der 

zusätzlich untersuchten starken Pds5A-Expression zwischen primären und 

sekundären GBM (p = 0,0110). Dies lässt vermuten, dass Pds5A eine Rolle in 

der Ausbildung von LGA °II-Rezidiven bzw. von sekundären GBM spielen 

könnte. Daher könnte Pds5A für eine individualisierte Therapie und Diagnostik 

von Nutzen sein, z.B. in der postoperativen Überwachung von LGA °II-Patienten. 

Für die Diagnostik sekundärer GBM wurde der Nachweis spezifischer Mutationen 

der IDH1/2 etabliert (Ohgaki et al., 2013, Appin et al., 2014, Weller et al., 2014 ). 

Weitere molekulare Marker wären hier wünschenswert und Pds5A könnte evtl. 

eine Rolle spielen. Seiner Funktion während des Zellzyklus entsprechend handelt 

es sich bei Pds5A um ein nukleär exprimiertes Protein, was auch für 

nasopharyngeale Karzinome und GBM gezeigt wurde (Kumar et al., 2004, Zheng 

et al., 2008, Hagemann et al., 2011). In Gliomen WHO °IV beobachtete man 

außerdem eine Zunahme in der Pds5A-Expressionstärke je näher man dem 

Tumorzentrum kam (Hagemann et al., 2011). Die hier vorliegende Arbeit 

bestätigte diese Kernfärbung für Astrozytome und Unterschiede in der 

Expressionsstärke, die differierende Pds5A-Konzentrationen in den 

Tumorzellkernen vermuten lassen, noch einmal. Insbesondere wurde sich auf die 

durch die Expression des Proliferationsmarkers Ki67-definierten 

Proliferationszentren der Tumoren konzentriert. Hier fanden sich je nach 

untersuchter Gliom-Entität mindestens 92% der Zellkerne positiv für 

Pds5A-Proteinexpression. Dabei konzentrierte sich Pds5A zwar auf die 

Proliferationszentren, korrelierte aber nicht mit der Ki67-Expression. Dies 

bestätigte Beobachtungen anderer Autoren (Losada et al., 2005, Zhang et al., 

2009, Hagemann et al., 2011). Dennoch kann eine Rolle von Pds5A für die 

Proliferation von Gliomzellen nicht ausgeschlossen werden. Eine 

Pds5A-Überexpression in der menschlichen embryonalen Nierenzelllinie 293T 

und in drei nasopharyngealen Zelllinien regte die Zellproliferation und das 

Kolonienwachstum an (Zheng et al., 2008). Eine transiente bzw. stabile 
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Pds5A-Expression führte in COS-1 bzw. MDA MB 231-Zellen zu einem Anstieg 

von Zellen in der sub-G1-Phase (Kumar et al., 2004). Es wird daher auch 

diskutiert, ob Pds5A eine gewebespezifische Doppelrolle in der Tumorgenese 

einerseits durch eine proliferative, andererseits durch eine apoptoseinduzierende 

Wirkung spielen könnte (Zheng et al., 2008). Auf die Prognose der 

GBM-Patienten scheint die Stärke der Pds5A-Expression keine Auswirkungen zu 

haben. Auch wenn es im medianen Überleben zwischen niedriger und hoher 

Pds5A-Expression einen Unterschied von 4 Monaten zu geben schien, verliefen 

beide Kaplan-Meier-Kurven doch nahezu deckungsgleich, so dass dieser 

Unterschied wohl auf die geringe Probenzahl zurückgeführt werden kann. Es ist 

jedoch bekannt, dass eine Pds5A-Überexpression die TP63-Konzentration 

steigert (Zheng et al., 2008), welches mit einer schlechteren Prognose in HNSCC 

assoziiert ist (Lo Muzio et al., 2005). Aktuell wird Pds5A eine Rolle in der 

Pathogenese von GBM zugesprochen und als eins von 13 GBM-Prognosegenen 

diskutiert (Yang et al., 2019). Die vorliegenden Daten zeigen, dass Pds5A in 

LGA °II und GBM hoch exprimiert wird, und als Überexpression gedeutet werden 

könnte, da in Normalhirngewebe zwischen 25-75% der Gliazellen schwach bis 

moderat angefärbt sind. In Gliomen zeigte sich ein Anstieg der Intensität und bei 

¾ der Proben (14 von 19 Gewebeproben) waren über 75% der Zellen positiv 

gefärbt (Proteinatlas, 16.08.2016a, 16.08.2016b). In dem hier untersuchten 

Gliompanel überschritten 38 von 40 Proben, d.h. 95% des untersuchten 

Materials, die 75%-Grenze an positiven Zellen. Eine solche Überexpression 

könnte evtl. therapeutisch für Gliompatienten nutzbar werden. Depletion oder 

Mutation von Pds5+, dem Pds5A-Homolog der Spalthefe Schizosaccharomyces 

pombe, führte zu einer Sensibilisierung der Zellen gegenüber 

Ultraviolett-Bestrahlung (UV), Methanoesulfonate, Bleomycin und Thiabendazol 

im Vergleich zu Pds5+-exprimierende Zellen (Wang et al., 2002). 

Pds5+-Eso1-Doppelmutanten (Eso-1 entspricht cancer/testis antigen 1 (CTAG1)) 

zeigten eine erhöhte UV-Sensibilität als die Pds5-Einzelmutanten in 

Schizosaccharomyces pombe (Tanaka et al., 2001a). Durch Pds5-ausgelöste 

Chromosomenverluste, Kohäsions- und Kondensationsdefekte konnten u.a. über 

die Kontrolle der Pds5-Expression in verschiedenen Hefe-Spezies verhindert 
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werden (Tanaka et al., 2001a, Stead et al., 2003, Aguilar et al., 2005, Tong et al., 

2014). Es wäre also möglich, dass eine Pds5A-Überexpression zur 

Therapieresistenz von Gliomen beiträgt. Seine Rolle in der Regulation der 

Schwesterchromatidkohäsion könnte es zukünftig auch ermöglichen, 

therapeutisch in die Aneuploidie von Gliomzellen einzugreifen. 

4.2 Pds5B 
Pds5B ist ein Ortholog von Pds5A. Ihre funktionellen Unterschiede sind noch 

nicht abschließend untersucht (Rankin, 2015), es wird aber diskutiert, dass 

Pds5B Pds5A funktionell ersetzen kann (Zhang et al., 2009). Daher wäre 

eigentlich eine negative Korrelation der Pds5B-Expression im Vergleich zur 

Pds5A-Expression zu erwarten gewesen. Stattdessen ergaben sich positive 

Korrelationen beider Proteine in allen LGA °II sowie in allen bzw. primären GBM, 

welche durch ihre redundante Funktion der Cohesin-Kontrolle und Interaktion mit 

Wapl bedingt (Kueng et al., 2006, Wutz et al., 2017) oder ein Hinweis auf einen 

noch unbekannten, wechselseitigen Zusammenhang sein könnte. 

Die Pds5B-Expression ist zellzyklusspezifisch reguliert, wobei aber eine 

Überexpression auch Einfluss auf die Verteilung der Zellen in den einzelnen 

Zellzyklusphasen nehmen kann (Geck et al., 1999, Zhou et al., 2013a). Eine 

Pds5B-Überexpression induzierte eine Proliferationshemmung von embryonalen 

Karzinomzellen bzw. ist in Prostatakarzinomzellen miteinander assoziiert (Geck 

et al., 2000, Denes et al., 2010). Bei astrozytären Tumoren ergab sich 

allerdings - wie bei einer IHC von OSCC-Proben (Franca et al., 2017) - keinerlei 

Korrelation mit der Ki67-Expression, so dass ein solcher Zusammenhang hier 

nicht gegeben zu sein scheint. Pds5B wird gewebespezifisch unterschiedlich 

exprimiert, wobei das Gehirngewebe im murinen Organvergleich eine 

Mittelstellung im Expressionslevel einnimmt (Zhang et al., 2007). In 

menschlichen Gliazellen zeigte Pds5B eine hohe Expression mit einem Anteil 

größer als 75% an stark positiv-gefärbten Zellen (Proteinatlas, 16.08.2016c). Sein 

Gen ist auf Chromosom 13q lokalisiert (NCBI Gene, 05.06.2019). In LGA °II findet 

sich häufig ein Verlust bzw. LOH von 13q und für GBM wurde der Verlust des 
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ganzen Chromosom 13 beschrieben (Shapiro, 2002). Für eine Vielzahl weiterer 

Karzinome ist eine LOH und die Herunterregulation der Pds5B-Expression 

bekannt (Harada et al., 2001, Reis et al., 2005, Solomon et al., 2014) und für die 

Tumorgenese von Karzinomen des Verdauungstraktes wurde bereits ein 

Zusammenhang mit frameshift-Mutationen und LOH beschrieben (He et al., 

2008, Zhang et al., 2008, Kim et al., 2013, Solomon et al., 2014). Diese 

Genveränderungen von Pds5B in Ösophaguskarzinomen zeigten einen positiven 

Zusammenhang mit der Ausbildung von Lymphknotenmetastasen sowie einem 

höheren pathologischen bzw. WHO-Grad (Harada et al., 2001, Huang et al., 

2002, Zhang et al., 2008). Bei Mammakarzinomen korrelierte ein niedriges 

Pds5B-Level mit einem höheren histologischen Grad positiv (Brough et al., 

2012). Es wurde daher vermutet, dass Pds5B ein Tumorsuppressor sein könnte 

(Denes et al., 2010, Ma et al., 2019). In der Tat hemmte eine 

Pds5B-Überexpression in P19 embryonalen Karzinomzellen die Differenzierung 

sowie Proliferation und führte zu einem Anstieg der Apoptoserate. Ein KD 

bewirkte eine Phänotypänderung der Zellen mit morphologischen Ähnlichkeiten 

zu Krebsstammzellen, während die normale Expression eine Differenzierung der 

Zellen induzierte (Denes et al., 2010). In Pankreaskarzinomzellen ist das 

Onkogen MicroRNA-223 (miR-223) am Tumorprogress beteiligt und in der Lage 

Pds5B herunterzuregulieren. Eine Pds5B-Überexpression hingegen bewirkte 

eine verzögerte Zellmobilität, -wachstum sowie eine Tumorregression (Ma et al., 

2019). Aus diesen Gründen wurde in den Zellen astrozytärer Tumoren eigentlich 

eine niedrige Pds5B-Expression erwartet. Überraschenderweise war das 

Gegenteil der Fall. Hier wurde nun Pds5B in mindestens 95% der Kerne je nach 

untersuchter Gliomentität exprimiert. Eine solche hohe nukleäre 

Pds5B-Expression wurde meines Wissens für humanes Tumorgewebe bisher 

nicht in der Forschungsliteratur beschrieben. Lediglich in einer IHC von 62 OSCC 

konnte eine mehr als 50%ige Expression in 11 Proben dargestellt werden, in den 

Übrigen nur ein 25-50% positiver Pds5B-Zellanteil (Franca et al., 2017). In 

epithelialen Prostatazellen von Ratten fand sich eine nukleäre Expression von 

über 90% (Maffini et al., 2002) und in Zusammenhang mit Pathologien wurde 

eine weitere Hochregulation in septalen Geweben von Patienten mit einem 
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Ventrikelseptumdefekt beobachtet (Zhang et al., 2006). Allerdings findet sich im 

Proteinatlas eine moderate bis erhöhte Expression bei einer Vielzahl von 

Karzinomen und die Angabe bei Gliomen, dass von 22 untersuchten 

Gewebeproben alle mehr als 75% positive Tumorzellen enthielten und 12 davon 

eine intensive Pds5B-IHC aufwiesen (Proteinatlas, 16.08.2016d, 05.06.2019). 

Eine Expression im Nukleolus - wie von Zhang, et al. beschrieben (Zhang et al., 

2007) - konnte hier bei den Astrozytomen jedoch nicht detektiert werden. 

Es gab keinen Unterschied zwischen den verschiedenen untersuchten Entitäten 

in der Gesamt- als auch starken Expression, so dass Pds5B keinen Einfluss auf 

WHO-Grad, Rezidivausbildung und Malignisierung in Gliomen zu haben scheint. 

Dazu passt auch, dass sich das Überleben von Patienten mit schwächerer nicht 

signifikant von jenen mit stärkerer Pds5B-Expression in Kaplan-Meier-Analysen 

unterschied, auch wenn das mediane Überleben der niedrig-exprimierenden 

Patienten 5 Monate länger war als jenes der Hochexprimierer. Dies könnte auf 

die geringe Probenzahl zurückzuführen sein. Allerdings wurde für Patienten mit 

Östrogenrezeptor-negativen Mammakarzinomen, die mit einer adjuvanten 

Anthrazyklin-basierten Chemotherapie behandelt worden waren, bei niedriger 

Pds5B-Expression sowohl ein längeres brustkrebsspezifisches als auch 

metastasenfreies Überleben ermittelt (Brough et al., 2012). In hochgradig 

serösen Ovarialkarzinomen war die Pds5B-Expression mit einem schlechteren 

Gesamtüberleben assoziiert (Couturier et al., 2016). Ein möglicher Effekt kann 

somit auch für GBM-Patienten nicht ausgeschlossen werden, zumal GBM eine 

höhere Sensitivität gegenüber Inhibitoren der Poly (ADP-Ribose) Polymerase 

(PARP) aufweisen, wenn gleichzeitig SA2 mutiert ist. Beim gleichzeitigen Einsatz 

von TMZ oder Camptothecin zeigten sich synergistische Effekte (Bailey et al., 

2014, Solomon et al., 2014). Die Gen-Stilllegung von Pds5B führte in HeLa-Zellen 

bzw. 293T embryonalen Nierenzellen zu einer erhöhten Empfindlichkeit 

gegenüber PARP-Inhibitoren, Mitomycin C, ionisierender Bestrahlung und die 

Tumorgröße implantierter HeLa-Zellen in Xenograft-Zebrafisch-Versuchen 

verringerte sich (Brough et al., 2012, Couturier et al., 2016). Die 

Pds5B-Expression in GBM-Zellen könnte daher zur Therapieresistenz beitragen 

und das Antibiotikum Tetrazyklin bzw. Casodex, ein 
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Androgenrezeptorantagonist, die Pds5B herunterregulieren können (Geck et al., 

2000, Murthy et al., 2005), könnten das Therapieansprechen der GBM erhöhen. 

4.3 Mad2A  
Mad2A ist eine Schlüsselkomponente des SAC, der die korrekte Verteilung der 

Schwesterchromatiden auf die Tochterzellen während der M-Phase sicherstellt, 

und auch an der Kinetochor-Mikrotubuli-Stabilisierung in Säugerzellen beteiligt 

ist (Alberts et al., 2011, Kabeche et al., 2012). Dadurch wird CIN und Aneuploidie 

von Zellen vorgebeugt. Über eine Mad2A-Überexpression wurde bei 

verschiedenen Tumoren berichtet (Alizadeh et al., 2000, Rizzardi et al., 2014, 

Genga et al., 2015, Li et al., 2017, Wang et al., 2018) und es wird diskutiert, dass 

sie einen Einfluss auf Malignome haben könnte (Sotillo et al., 2007, Sotillo et al., 

2010). So korrelierte eine höhere Mad2A-Expression mit einem höheren 

Tumorgrad in kolorektalen, hepatozellulären, Lungenadeno-, Ovarial-, Zervix- 

und squamösen Karzinomen des Mundbereiches (Choi et al., 2013, Park et al., 

2013, Kim et al., 2014, Rizzardi et al., 2014, Shi et al., 2016, Li et al., 2017, Shi 

et al., 2018), aber nicht in pleuralen Mesotheliomen (Suraokar et al., 2014). Im 

transgenen Tiermodell konnte durch Mad2A-Überexpression das Auftreten von 

HCC, Lungenadenomen, Fibrosarkomen und Lymphomen beobachtet werden 

(Sotillo et al., 2007). Eine direkte Rolle für Mad2A bzw. seine Überexpression in 

der Tumorinitiierung und dem Tumorwachstum wurde bislang nicht angenommen 

(Sotillo et al., 2007, Sotillo et al., 2010), in neueren Studien wird Mad2A jedoch 

immer häufiger in Zusammenhang mit der Onkogenese gesetzt (Peng et al., 

2017, Fukuhisa et al., 2019). 

Obwohl sich die mittlere Gesamtexpression von Mad2A zwischen Normalhirn, 

LGA °II und GBM nicht unterschied, gab es eine deutlich zunehmende Variabilität 

der Mad2A-mRNA-Expression im Tumor (Tannous et al., 2013). Ein signifikanter 

Anstieg der Expression von Gliomen gegenüber Normalhirn wurde in einer 

Proteinanalyse des REMBRANDT Datenportal des National Cancer Institute 

ermittelt (Wu et al., 2018a). Das Protein wird nach dem Proteinatlas nicht von 

Normalhirn-Gliazellen exprimiert, konnte aber in einigen Gliomen - mit einem 
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Anteil positiver Zellen unter 25% - membranös-zytoplasmatisch mittels IHC 

nachgewiesen werden (Proteinatlas, 16.08.2016e, 16.08.2016f). In den 

Proliferationszentren des Gliompanels wurde dagegen eine hohe nukleäre 

Gesamtexpression in mindestens  = 94% der Tumorzellkerne je nach Entität 

und WHO-Grad detektiert. Eine Korrelation zwischen dem Proliferationsmarker 

Ki67 und Mad2A konnte jedoch nicht gefunden werden, so dass die 

Mad2A-Expression in Gliomen in keinem Zusammenhang mit einer erhöhten 

Proliferation zu stehen scheint. Dies ist in Übereinstimmung mit Studien an 

mouse embryonic fibroblasts (MEF)-Zellen und Thymusgewebe (Hernando et al., 

2004, Schvartzman et al., 2011). Mögliche Effekte einer Mad2A-Überexpression 

auf die Proliferation werden jedoch unterschiedlich diskutiert (Sotillo et al., 2007, 

Bargiela-Iparraguirre et al., 2014), zumal sich für squamöse Karzinome des 

Mundbereichs durchaus eine positive Korrelation mit Ki67 ergab (Rizzardi et al., 

2014). Die Herunterregulation von Mad2A konnte in der hepatozellulären 

Karzinomzelllinie HCCLM3 Proliferation, Migration und Invasion unterdrücken (Li 

et al., 2017). In einer Funktionsblockade von Mad2A mittels 

small hairpin RNA (shRNA) in den Gliomzelllinien U87 und U251 wurde ebenso 

eine herabgesetzte Proliferation und klonales Wachstum beobachtet (Wu et al., 

2018a). 

Zwischen den analysierten Tumorentitäten gab es keinen statistischen 

Unterschied in den Mann-Whitney-U und Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests, mit 

Ausnahme einer signifikant, verringerten starken Expression in GBM im 

Vergleich zu LGA °II, was aber nicht bedeutet, dass Mad2A einen Einfluss auf 

die Progression astrozytärer Tumoren hat, wie es auf Proteinebene für gastrische 

und auf Genebene u.a. für kleinzellige Lungen- oder kolorektale Karzinome 

vermutet wird (Bargiela-Iparraguirre et al., 2014, Yan et al., 2016, Ni et al., 2018). 

Es gab keinen signifikanten Unterschied in der Mad2A-Expression zwischen 

LGA °II und den daraus entstandenen sekundären GBM. Die beobachtete 

Herunterregulation bei GBM könnte auf einem Verlust von Chromosom 4q 

beruhen, der hier häufig auftritt und auf dem das Gen von Mad2A lokalisiert ist 

(Shapiro, 2002) (NCBI Gene, 30.06.2016). Patientinnen mit Ovarialkarzinomen 

unterschiedlichen histologischem Subtyps, die niedrige Mad2A-Konzentrationen 
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exprimierten, wiesen ein kürzeres rezidiv- und progressionsfreies Überleben auf 

als jene mit hoher Mad2A-Expression (Furlong et al., 2012, Park et al., 2013, 

McGrogan et al., 2014, Byrne et al., 2017). Ein verbessertes 

krankheitsspezifisches Überleben von der Diagnosestellung bis zum Tod wurde 

andererseits für hochgradig seröse tubo-ovarielle Karzinome bei einer niedrigen 

Expression ermittelt (Byrne et al., 2018). In den meisten anderen bislang 

untersuchten Tumoren war allerdings eine Mad2A-Überexpression mit einer 

ungünstigen Prognose und einer Neigung zur Metastasierung assoziiert (Tanaka 

et al., 2001b, van 't Veer et al., 2002, Li et al., 2003, Hernando et al., 2004, Yu et 

al., 2010, Schvartzman et al., 2011, Choi et al., 2013, Suraokar et al., 2014, 

Genga et al., 2015, Li et al., 2017). So stellte es sich auch für die hier analysierten 

GBM heraus. Die Kurven der Kaplan-Meier-Analysen liefen deutlich auseinander 

und Patienten mit niedriger Mad2A-Expression wiesen einen medianen 

Überlebensvorteil von 10 Monaten auf. Möglicherweise könnte Mad2A daher als 

Biomarker oder Bestandteil eines Scoring-Systems für die Prognose werden, wie 

es auch für NSCLC vorgeschlagen wurde (Gentles et al., 2015, Shi et al., 2016). 

Die Mad2A-Expression wird durch die E2F-Transkriptionsfaktoren kontrolliert 

(Hernando et al., 2004), die wiederum unter der Kontrolle von 

Tumorsuppressoren wie TP53 und Rb stehen (Schvartzman et al., 2011). In 

Gliomen sind diese Tumorsuppressoren häufig mutiert, wodurch es zu einer 

Überexpression von Mad2A kommen kann (Shapiro, 2002, Hernando et al., 

2004, McLendon et al., 2008, Schvartzman et al., 2011, Ohgaki et al., 2013). 

Außerdem ist bekannt, dass ein Anstieg der Mad2A-Expression durch 

Homozygotie der Allele (Schvartzman et al., 2011), aber auch durch 

high mobilty group A1 (HMGA1)-Proteine, die nach Überexpression am 

Tumorprogress beteiligt sein können, bedingt sein kann (Pierantoni et al., 2015). 

Solche Veränderungen könnten auch die Expressionsstärkenunterschiede im 

Panel beeinflusst haben. 

Interessant ist, dass die Mad2A-Expression über die Phosphatase 2A (PP2A) mit 

Pds5A verbunden zu sein scheint. So konnte eine PP2A-Expressionssteigerung 

durch einen Pds5A-KD hervorgerufen werden (Capalbo et al., 2012), 

wohingegen eine Inhibition oder ein KD von PP2A eine Verringerung der 
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Mad2A-Expression bewirkten (Bian et al., 2014). Während sich bei 

Schizosaccharomyces pombe keine Hinweise auf einen direkten 

Zusammenhang zwischen Mad2 und Pds5+ ergaben (Wang et al., 2002), führte 

in Saccharomyces cerevisiae das Fehlen von Pds5-1 zu einem 11-fachen 

Anstieg der Mad2-Expression (Ren et al., 2008). Diese Daten wurden für 

Säugerzellen durch die direkte Interaktion von Mad2A mit Pds5A in einem 

Hefe-Two-Hybrid-Test (unpublizierte Vorarbeiten) und auch durch die positiven 

Korrelationsanalysen der Expressionsdaten des hier untersuchten 

Patientenpanels gestützt. Auch mit Pds5B ergaben sich positive Korrelationen. 

Mad2A und Pds5B spielen beide eine Rolle in der Mikrotubuli-Anbindung 

(Kabeche et al., 2012, Carretero et al., 2013, Krenn et al., 2015), so dass die 

Korrelationen hier einen funktionellen Zusammenhang andeuten könnten. 

Es ist bekannt, dass eine Mad2A-Überexpression einerseits zu einem 

überaktiven Spindelkontrollpunkt führen kann, bei dem es trotz normaler 

Mitosespindel zu einem Arrest am Metaphase-Anaphase-Übergang durch einen 

blockierten APC/C kommt (He et al., 1997, Hernando et al., 2004). Im Verlauf 

führt dies trotz fortbestehender Schwesterchromatidkohäsion zu einem 

Mitoseausgang, welcher mit Chromosomenbrüchen, Anaphasebrücken, 

Fehlsegregationen, Deletionen, Amplifikationen und Aneuploidie einhergehen 

kann (Hernando et al., 2004, Sotillo et al., 2007). Andererseits kommt es zu 

einem Ausfall der Kinase Aurora B und ihrer Funktion, die dann eine fehlerhafte 

Kinetochor-Mikrotubuli-Anheftung nicht mehr reparieren kann, was ebenfalls eine 

Fehlsegregation bewirkt. Die Folge sind CIN und Aneuploidie (Hernando et al., 

2004, Sotillo et al., 2007, Alberts et al., 2011, Kabeche et al., 2012). Diese 

Mechanismen könnten eine Erklärung für die auch bei der Entstehung von 

Gliomen auftretende CIN und Aneuploidie sein. Des Weiteren scheint Mad2A 

zusammen mit anderen Onkogenen die Aggressivität von Tumoren und deren 

Neigung zur Rezidivbildung zu steigern. In transgenen Mausmodellen führte eine 

Überexpression von Mad2A in Verbindung mit dem Onkogen Myc zu einer 

Beschleunigung der Lymphombildung bzw. der Ausbildung eines aggressiven 

Tumors, und zusammen mit dem Onkogen 

Kirsten rat sarcoma viral oncogene (KRAS) kam es zu einer verstärkten 
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Rezidivbildung von Lungentumoren (Sotillo et al., 2007, Sotillo et al., 2010). Aber 

auch bei Doppelmutanten mit Deletion von Mad2A und dem für TP53 

kodierenden Gen transformation related protein 53 (Trp53) konnte in Zell- und 

Mausmodellen akute lymphatische Leukämie der T-Zellreihe (T-ALL) sowie HCC 

mit schnellerem Progress, erhöhter Letalität und rapidem Wachstum beobachtet 

werden (Foijer et al., 2017). Erste therapeutische Ansätze finden sich bereits in 

der Forschung. In Mad2A+/- Mäusen führte eine Normalisierung der 

Mad2A-Expression durch eine TP53-Mutante zu einer signifikant reduzierten 

Zahl an aneuploiden Tumorzellen (Schvartzman et al., 2011). Gegen Mad2A 

gerichtete siRNA´s in EGFR-Chitosan Nanopartikeln ließen 

Lungenadenokarzinomzellen absterben (Nascimento et al., 2014) und konnten 

zusammen mit enthaltenem Cisplatin die Resistenz von NSCLC überwinden, das 

Tumorwachstum hemmen sowie in dosisreduzierter Anwendung von Cisplatin 

Nebenwirkungen reduzieren (Nascimento et al., 2017). Das Unterbinden der 

Interaktion von Mad2A mit HLA-F-adjacent transcript 10 (FAT10), das in 

Tumoren überexprimiert wird, verringerte den Tumorprogress (Theng et al., 

2014). Eine Inhibierung der PP2A durch Cantharidin verhinderte eine 

Dephosphorylierung von Mad2A, wodurch HeLa- und OS-17-Zellen einer 

Osteosarkom-Zelllinie apoptotisch wurden (Peters et al., 2012, Bian et al., 2014) 

und Withaferin A, welches in der ayurvedischen Medizin angewendet und 

antikanzerogene Effekte zu haben scheint, führte Mad2A dem proteasomalen 

Abbau zu, wodurch die kolorekatalen Karzinomzelllinien HCT116 und SW480 in 

die Apoptose gingen (Das et al., 2014). Allerdings ist zu beachten, dass die 

Herunterregulation der Mad2A-Expression durch eine alternativ-gesplicte 

Isoform von Mad2A, Mad2β, in gastrischen Karzinomen bzw. der Zelllinie MKN45 

das Ansprechen auf Paclitaxel reduzierte (Bargiela-Iparraguirre et al., 2014) und 

zu einer Multidrug-Resistenz beitragen könnte (Nelson et al., 1999, Yin et al., 

2004, Yin et al., 2006). Auch der Verlust des Mad2A-Proteins mündete in einer 

erhöhten Resistenz gegenüber Paclitaxel in epithelialen Ovarialkarzinomen 

(Furlong et al., 2012), demgegenüber steigerte eine geringe Expression von 

Mad2A die Chemosensitivität (Byrne et al., 2018). In Zelllinien nasopharyngealer 

Karzinome als auch testikulärer Keimzelltumore war eine erniedrigte 
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Mad2A-Expression mit einer zellulären Resistenz gegenüber Cisplatin 

verbunden, demgegenüber eine erhöhte Sensitivität bei ektoper 

Mad2A-Überexpression stand (Cheung et al., 2005, Fung et al., 2006). In U87 

und U251-Gliomzelllinien beobachtete man durch Depletion von Mad2A 

einerseits eine Migrations- und Invasionshemmung, andererseits jedoch auch 

eine verminderte Sensitivität gegenüber Mitosehemmstoffen wie Paclitaxel und 

Vinblastin (Wu et al., 2018a). Ob diese Mechanismen auch bei Gliomen bzw. 

Gliompatienten wirken, das müssen zukünftige Forschungen zeigen. Eine 

Normalisierung der Mad2A-Expression könnte aber durchaus auch bei Gliomen 

von therapeutischer Relevanz sein. 

4.4 Mad2B 
Auch Mad2B ist wie sein Homolog Mad2A in die Regulation der Mitosephase 

involviert, spielt allerdings eher eine Rolle bei dem Mitoseausgang und der 

Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen mittels NHEJ und HR (Chen et al., 

2001, Cheung et al., 2006, Boersma et al., 2015, Gupta et al., 2018). Eine direkte 

Interaktion dieser beiden Proteine ist bekannt (Murakumo et al., 2000). Daher 

war es auch nicht überraschend im vorliegenden Panel Expressionskorrelationen 

aufzufinden. Auch zeigten sich Korrelationen zu den Cohesinregulatoren Pds5A 

und Pds5B, was auf eine gemeinsame Funktion hindeuten könnte. 

In einigen Tumoren ist Mad2B im Vergleich zum Normalgewebe überexprimiert 

(Friederichs et al., 2005, Yuan et al., 2006, Rimkus et al., 2007, Zhao et al., 2011, 

Niimi et al., 2014, Zhao et al., 2014, Diniz et al., 2015, Chen et al., 2018, Li et al., 

2018b, Gu et al., 2019). In Gliazellen von Normalhirngewebe und in Gliomen wird 

Mad2B allerdings schwach und nur mit einem Anteil zwischen 25-75% exprimiert 

(Proteinatlas, 16.08.2016g, 16.08.2016h). Zhao et al. konnte in ca. 40% der 

mittels RT-PCR und IHC-analysierten Gliomproben eine Mad2B-Überexpression 

zeigen (Zhao et al., 2011). Diese Daten wurden in der hier vorgestellten Analyse 

bestätigt. 97,5% der Proben (39 von 40) waren positiv für Mad2A, wobei 

14 Proben mehr als 75% positiv-gefärbte Zellen aufwiesen. Dabei hatten die 

GBM im Vergleich zu den LGA °II eine signifikant stärkere Gesamtexpression. 
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Diese erhöhte Expression könnte durch einen Zugewinn von Chromosom 1p 

zustande kommen, auf dem das Mad2B-Gen lokalisiert ist, und welches eine 

Veränderung darstellt, die bei GBM sehr häufig auftritt (Shapiro, 2002) (NCBI 

Gene, 01.07.2016).  

Eine mit dem Tumorgrad ansteigende Mad2B-Expression wurde zwar für Kolon-, 

Endometrium- und klarzellige Ovarialkarzinome beschrieben und wirkte sich bei 

diesen Tumoren negativ auf die Prognose aus (Rimkus et al., 2007, Niimi et al., 

2014, Zhao et al., 2014), ein derartiger Einfluss auf das Überleben wurde aber 

bislang für Gliome nicht gezeigt (Zhao et al., 2011). Auch in dem hier 

untersuchten Panel wirkte sich die generelle Mad2B-Expression nicht signifikant 

auf das Überleben von GBM-Patienten aus. Allerdings waren Unterschiede in der 

subzellulären Lokalisation des Proteins auffällig. Eine nukleäre 

Mad2B-Expression wurde bereits für Gliome, ösophageale Karzinome und auch 

nasopharyngeale Zellen beschrieben (Cheung et al., 2006, Zhao et al., 2011, Gu 

et al., 2019). Diese konnte hier für einen geringen prozentualen Anteil der Zellen 

bestätigt werden. Die weitaus größere Gruppe stellten aber Tumorzellen mit 

ausschließlicher Zytoplasmafärbung dar, was zuvor nicht beobachtet bzw. von 

der Forschungsliteratur beschrieben wurde (Zhao et al., 2011). Der Proteinatlas 

gibt jedoch an, dass das Zytoplasma die Hauptlokalisation von Mad2B und auch 

eine membranös-zytoplasmatische Expression in Gliomen nachweisbar sei 

(Proteinatlas, 16.08.2016g, 16.08.2016h). Auffällig war nun, dass jene Patienten 

mit einer hohen Mad2B-Expression in Zellkernen und Zytoplasma eine im Median 

um 8 Monate signifikant verkürzte Überlebenszeit aufwiesen. Dies deutet auf 

eine wichtige Rolle von Mad2B für die Malignität des Tumors hin, auch wenn 

keine Expressionsunterschiede zwischen den verschiedenen analysierten 

Subgruppen festgestellt werden konnten. 

Verschiedene Proteine regulieren den Kern- und Zytoplasmatransport von 

Mad2B. Zum einem ist die GTPase Ras-related nuclear protein (RAN) daran 

beteiligt, zum anderen interagiert Mad2B mit dem N-terminalen Ende des 

papillary renal cell carcinoma (PRCC) Proteins, wodurch der Übertritt von Mad2B 

aus dem Zytoplasma in den Zellkern bewirkt wird. Unterbleibt dieser Transport 

durch eine Mutation, kommt es zu Defekten im SAC, was zur Tumorgenese 
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beiträgt (Weterman et al., 2001, Medendorp et al., 2009). Mad2B wird daher eine 

regulierende Schlüsselrolle bei der Reparatur von DNA-Schäden in Krebszellen 

zugesprochen, die über eine Inaktivierung therapeutisch nutzbar gemacht 

werden könnte (Cheung et al., 2006, Niimi et al., 2014). Die Depletion von Mad2B 

in HCT116-Kolonkarzinomzellen steigerte die UV-Empfindlichkeit der Zellen 

(Bhat et al., 2017). Eine Mad2B-Überexpression bewirkte hingegen in den 

Zelllinien Eca-109 und TE-1 ösophagealer, squamöser Karzinome eine 

Resistenz der Zellen gegenüber Bestrahlung und schien den oxidativen Stress 

nach Radiatio zu reduzieren (Gu et al., 2019). Eine Suppression der 

Mad2B-Expression in nasopharyngealen Karzinomzellen bzw. eine 

Mad2B(-/-)-Mutante in Hühner-B-Lymphozyten erhöhte z.B. deren Sensitivität für 

DNA-schädigende Agenzien, wie Alkylanzien (Melphalan, Chlorethamin, 

Methyl-Methansulfonate), Platinderivaten (Cisplatin), Mitomycin C oder auch 

Gammabestrahlung (Okada et al., 2005, Cheung et al., 2006). Außerdem 

reduzierte sich in Versuchen mit ovariellen, ösophagealen und 

nasopharyngealen Karzinomzelllinien die Kolonienbildung, die Proliferations- 

bzw. Mutationsrate, und DNA-geschädigte sowie apoptische Zellen stiegen in 

ihrer Anzahl an. Das Tumorvolumen verkleinerte sich in den entsprechenden 

Xenograft-Nacktmausmodellen (Cheung et al., 2006, Niimi et al., 2014, Gu et al., 

2019). Die Bedeutung von Mad2B für die Proliferation von astrozytären Tumoren 

wird auch durch die positiven Korrelationen zu dem Proliferationsmarker Ki67 

unterstrichen. Auch für GBM-Zellen könnten diese Befunde von Relevanz sein, 

da ein Mad2B-KD in U251-GBM-Zellen eine Sensibilisierung gegenüber Radiatio 

und eine Steigerung der Apoptoserate hervorruft (Zhao et al., 2011). Allerdings 

gilt zu beachten, dass in neueren Studien Mad2B den Abbau von 

nuclear receptor coactivator 3 (NCOA3) induziert, welcher in verschiedenen 

Karzinomen erhöht mit Tumorentstehung, einer schlechteren Prognose und 

Metastasierung verbunden ist. Mad2B wird daher als Tumorsuppressor in 

kolorektalen Karzinomen betrachtet und eine Überexpression scheint die 

Prognose zu verbessern (Li et al., 2018b). Es wurde auch beobachtet, dass in 

breast cancer 1 (BRCA1)-defizienten Zellen eine zusätzliche Depletion des 

Shieldin-Bestandteils Mad2B zu einer Resistenz gegenüber PARP-Inhibitoren 
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beitrug (Gupta et al., 2018, Leland et al., 2018). Mad2B und die Regulation seiner 

Expression könnte somit ein weiteres vielversprechendes therapeutisches Ziel 

auch für Gliome sein. 
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4.5 Fazit 
Die vorliegenden Daten des Patientenpanels zeigen eine hohe Expression der 

mitotischen Regulatorproteine Pds5A, Pds5B, Mad2A und Mad2B in 

verschiedenen Entitäten astrozytärer Tumoren. 

Astrozytäre Tumoren sind durch CIN und Aneuploidien gekennzeichnet. Der 

Einfluss oben genannter Proteine auf die korrekte Verteilung der Chromosomen 

während der Mitose ist ausreichend belegt. Hinweise auf Fehlsegregationen 

durch die Überexpression der untersuchten Proteine finden sich in der Literatur. 

Studienergebnisse liefern außerdem Hinweise, dass die Beeinflussung der 

Expression dieser mitotischen Regulatorproteine neue Optionen in der Therapie 

von Karzinompatienten ermöglichen könnte. Dies wird durch die hier 

vorgestellten Daten weiter unterstützt, so dass die Proteine Pds5A, Pds5B, 

Mad2A und Mad2B mögliche neue Angriffspunkte in der Behandlung von 

astrozytären Tumoren darstellen, die es weiterzuverfolgen gilt. 
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5 Zusammenfassung 
Die zunehmende Bedeutung der Molekularbiologie zeigt sich in der neuen 

WHO-Klassifikation von 2016 für ZNS-Tumoren und insbesondere astrozytäre 

Tumoren. Dabei gehört das Glioblastoma multiforme (GBM) mit einer äußerst 

ungünstigen Prognose zu den hoch-malignen Astrozytomen (WHO °IV) und ist 

durch eine ausgeprägte chromosomale Instabilität (CIN) gekennzeichnet. Der 

mitotische Spindelkontrollpunkt (SAC) und die zeitlich korrekte Auflösung der 

Schwesterchromatidkohäsion sorgen normalerweise für den fehlerfreien Ablauf 

der Mitose. Um der Ursache der CIN nachzugehen, wurden die 

Regulatorproteine des SAC Mad2A und Mad2B sowie der 

Schwesterchromatidkohäsion Pds5A und Pds5B in einem Patientenpanel 

immunhistochemisch untersucht. Alle vier Proteine wiesen eine hohe Expression 

in Proliferationszentren auf, die durch Ki67-Expression definiert wurden. 

Zusätzlich wurden Unterschiede in der Expressionsstärke bzw. der subzellulären 

Lokalisation detektiert. Pds5A könnte für die Ausbildung von Rezidiven 

niedriggradiger Astrozytome (low-grade astrozytoma, LGA) °II bzw. von 

sekundären GBM wichtig sein. Sein Ortholog war in allen Tumorentitäten 

gleichmäßig hoch exprimiert. Eine starke Mad2A-Expression war in allen GBM 

im Vergleich zu allen LGA °II signifikant vermindert und könnte durch den in GBM 

häufig vorkommenden Verlust von Chromosomenarm 4q bedingt sein, der das 

Mad2A-Gen enthält. Für sein Homolog Mad2B konnte ein signifikanter Anstieg in 

der Gesamt- bzw. Zytoplasmaexpression mit steigendem WHO-Grad ermittelt 

werden. Eine niedrige Gesamtexpression von Mad2A bzw. von Mad2B in Kern- 

und Zytoplasma könnte mit einem Überlebensvorteil für GBM-Patienten 

verbunden sein. Je nach Entität, Expressionsstärke und Expressionslokalisation 

gab es Korrelationen zwischen der Expression von Ki67, Pds5A, Pds5B, Mad2A 

und Mad2B. 

Die Expressionswerte dieser mitotischen Regulatorproteine könnten einerseits 

der Grund für, andererseits aber auch eine Konsequenz von CIN sein und eine 

Anpassung der Tumorzellen zur Ausbalancierung der Vor- und Nachteile 

genetischer Veränderungen darstellen, die ihr Überleben sichert (Rimkus et al., 

2007).  
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Damit könnten diese Regulatorproteine als neue Angriffspunkte einer noch 

spezifischeren Therapie in der Behandlung von astrozytären Tumoren und für die 

Prognose von Patienten Bedeutung erlangen. 
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7 Abkürzungsverzeichnis 
 

Abb.   Abbildung 

AML   akute myeloische Leukämie 

APC/C  anaphase-promoting complex/Cyclosom 

APRIN  androgen-induced proliferation inhibitor, Synonym: Pds5B 

 

BCNU-Wafern 1,3-Bis(Chloro-Ethyl)-1-Nitroso-Urea-Wafern  

Synonym: Carmustin 

BRCA1  breast cancer 1 

BRCA2  breast cancer 2 

Bub3   budding uninhibited by benzimidazol 3  

BubR1  Bub1 related 

bzw.   beziehungsweise 

 

ca.   circa 

CCNU   Chlorethyl-Cyclohexyl-Nitroso-Urea 

CD20   cluster of differentiation 

Cdc20   cell division cycle 20 

CDH1   Cadherin 1 

CDKN2A  cyclin dependent kinase inhibitor 2A  

Synonym: p16INK4a  

CdL   Cornelia de Lange(-Syndrom) 

CIN   Chromosomale Instabilität 

CT   Computertomografie 

CTAG1  cancer/testis antigen 1 

   Synonym: Eso-1 

 

DAB   Diaminobenzidin 

d.F.   der Fälle 

d.h.   das heißt 

DNA   deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsäure 
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ECO1   establishment of cohesion 1 in der Hefezelle 

EEG   Elektroenzephalografie 

EGFR   epidermal growth factor receptor 

ESCO1  establishment of sister chromatid cohesion 

N-acetyltransferase 1, entspricht ECO1 im Menschen 

Eso-1   Synonym: cancer/testis antigen 1 (CTAG1) 

et al.   et alii (und andere) 

evtl.   eventuell 

 

FAT10  HLA-F-adjacent transcript 10 

 

G(0/1/2)-Phase  Gap(0/1/2)-Phase  

GBM   Glioblastoma multiforme 

 

HCC   hepatozelluläres Karzinom 

HIER   heat induced epitope retrieval (des Citratpuffer) 

HIV   human immunodeficiency virus 

HMGA1  high mobilty group A1  

HNSCC  head and neck squamous cell carcinoma 

HR   homologe Rekombination 

HRP   horse radish peroxidase 

HSMAD  Homo sapiens MAD,  

Synonym: Mad2A, Mad2L1 

 

IDH1/2  Isocitrat-Dehydrogenase ½ 

IgG   Immunglobulin G 

IHC   Immunhistochemie/ immunhistochemische Färbungen 

 

KD   Knockdown 

KRAS   Kirsten rat sarcoma viral oncogene  

 

l   Liter 



Abkürzungsverzeichnis 

118 

 

LGA   low-grade astrozytoma  

(Niedriggradiges Astrozytom, WHO °II) 

LOH   loss of heterozygosity 

 

Mad2A  mitotic arrest deficient 2A,  

Synonym: Mad2L1, HSMAD 

Mad2B  mitotic arrest deficient 2B,  

Synonym: Mad2L2, PolZ2, hRev7 

Mad2L1  mitotic arrest deficient 2-Like 1,  

Synonym: Mad2A, HSMAD 

Mad2L2  mitotic arrest deficient 2-Like 2,  

Synonym: Mad2B 

MCC   mitotic checkpoint complex 

MDS   myelodysplastisches Syndrom 

MEF   mouse embryonic fibroblasts 

MGMT  O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase 

min   Minute 

miR-223  MicroRNA-223  

ml   Milliliter 

MLL   mixed lineage leukemia  

mm   Millimeter 

M-Phase  Mitosephase 

mRNA  messenger RNA 

MRT   Magnetresonanztomografie 

µl   Mikroliter 

µm   Mikrometer 

 

NCOA3  nuclear receptor coactivator 3 
NHEJ   non-homologous end-joining 
NSCLC  non-small cell lung cancer 

NOS   not otherwise specified 
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OSCC   oral squamous cell carcinoma 

squamöse Zellkarzinome des Oropharynx 

 

p   kurzer Arm eines Chromosoms 

p   p-Wert, Signifikanzwert 

p16INK4a  cyclin dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A) 

PARP   Poly(ADP-Ribose) Polymerase 

PBS   Phosphate buffered saline 

PCV-Schema Procarbacin, Chlorethyl-Cyclohexyl-Nitroso-Urea, Vincristin 

PDGF   platelet derived growth factor 

Pds5   precocious dissociation of sisters 5 

Pds5+   Pds5 in Schizosaccharomyces pombe 

Pds5A  precocious dissociation of sisters 5 A,  

Synonym: SCC112, PIG54 

Pds5B  Pds5 cohesin associated factor B,  

Synonym: APRIN, AS3, CG008 

Pds5p   Pds5 in Saccharomyces cerevisiae 
PET   Positronen-Emissions-Tomographie 

PP2A   Phosphatase 2A  

PRCC   papillary renal cell carcinoma  

PTEN   phosphatase and tensin homolog 

 

q   langer Arm eines Chromosoms 

 

RAN   Ras-related nuclear protein  

Rb(-1)   Tumorsuppressor Retinoblastom(-1) 

RNA   ribonucleic acid, Ribonukleinsäure 

rs   Korrelationskoeffizient  

   der Spearman-Rangkorrelationsanalysen 

RT-PCR  reverse transcription-polymerase chain reaction, 

Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 
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SA1/2   stromal antigen 1/2,  

Synonym: STAG1/2 

SAC   spindle assembly checkpoint 

SCC1   sister chromatid cohesion 1 

SCC112  sister chromatid cohesion Protein 112, Synonym: Pds5A 

SCLC   small cell lung cancer 

sek   Sekunden 

shRNA  small hairpin RNA  

siRNA   small interfering RNA 

SMC1(3)  structural maintenance of chromosomes 1(3) 

S-Phase  Synthesephase 

STAG1(2)  stromal antigen 1(2),  

Synonym:SA1(2) 

 

Tab.   Tabelle 

T-ALL   akute lymphatische Leukämie der T-Zellreihe 

TMZ    Temozolomid 

TP53 (63)  Tumorsuppressor p53 (p63) 

TRIP13  Thyroid hormone receptor-interacting protein 13 

Trp53   transformation related protein 53 

TTFields  tumor-treating fields, alternierende  

elektromagnetische Felder 

 

u.a.   unter anderem 

u.U.   unter Umständen 

UV   Ultraviolett-Bestrahlung 

 

v.a.   vor allem 

VEGF   vascular endothelial growth factor 

 

Wapl   wings apart like protein  

WHO   World Health Organization 
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z.B.   zum Beispiel 

ZNS   Zentralnervensystem 

 

5-ALA   5-Aminolävulinsäure 

 

Ø   Durchmesser 

°C   Grad Celsius 

%   Prozent 

×   Multiplikationszeichen bzw. Synonym für„-fache“ 

   im Mittel 
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