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1 Einleitung

1.1 Problembehandlung

Meningeome sind meist langsam wachsende gutartige Tumore. Ein Teil von ihnen hat eine
erhohte Rezidivwahrscheinlichkeit. Bis heute gibt es keinen eindeutigen klinischen oder
histologischen Marker, der eine Aussage Uber die Rezidivwahrscheinlichkeit ermaglicht.
Die aktuelle WHO-Einteilung zeigt zwar Tendenzen auf, dennoch zeigen auch Subgruppen
gutartiger ~ Meningeome  ein  aggressives  Verhalten  mit einer  erhdhten

Rezidivwahrscheinlichkeit.

Fur wiederkehrende oder nicht vollstandig entfernte Meningeome bleibt als einzige
therapeutische MaRnahme die Strahlentherapie. Eine hormonelle oder zytostatische
Therapie kann im Allgemeinen nicht empfohlen werden, weil fir diese Therapieansétze

keine Daten aus kontrollierten und randomisierten Studien vorliegen.!

Vor diesem Hintergrund sollte flr die weitere Nachsorge ein besseres Kontrollsystem
entwickelt werden, welches aus neuropathologischer Sicht bei einer besseren

Rezidivvorraussagewahrscheinlichkeit mittels Biomarkern seinen Ursprung finden koénnte.

1.2 Grundlagen zu Meningeomen

Meningeome entstehen aus arachnoidalen Zellen der Leptomeningen, die zweli
unterschiedliche embryonale Urspriinge haben. Die telencephalen Meningen entstehen aus
Zellen der Neuralleiste, wohingegen die rostral gelegenen Meningen einen mesodermalen

Ursprung aufweisen. Zwischen beiden sind phenotypisch keine Unterschiede bekannt.?

Meningeome machen zwischen 13% und 26% aller primdren intrakranialen Tumore mit
einer jahrlichen Inzidenz von 6/100.000 Einwohnern aus.® Sie treten hauptsachlich
zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr auf. Frauen sind im Verhéltnis von 2: 1 haufiger

betroffen als Manner.® 15% aller Meningeome sind im Spinalkanal gelegen; bei diesen liegt
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das Verhaltnis sogar bei 8: 1. Im Gegensatz dazu scheinen boésartige Meningeome ein
erhohtes Auftreten beim ménnlichen Geschlecht zu haben.

Meningeome sind vor allem im Bereich der Granulationes arachnoidales, in der N&he der
vendsen Sinus und der in diese drainierenden kortikalen Venen aufzufinden.® Sie wachsen
meist als glatt begrenzte, intradurale Raumforderung oder mit einer breiten Anheftung an
der Dura, z. B. der Falx oder der Konvexitat und dehnen sich langsam vorwachsend
sekundar zum Hirnparenchym aus. Neben den intracranialen R&umen wachsen
Meningeome auch in dem Spinal-Kanal und in der Orbita.® Des Weiteren wurden
Meningeome in seltenen Einzelféallen auch auerhalb durabedeckter Strukturen beobachtet.

Das allgemeine Konzept der Entwicklung von Tumoren geht von der klonalen Entwicklung
einer Zelle aus, die eine Mutation inne hat, die ihr einen Wachstumsvorteil bringt. Zellen,
die aus diesem Klon entstehen, kénnen weitere genetische Veranderungen ansammeln und
somit Subklone bilden, die sowohl schneller als auch aggressiver wachsen kdénnen. Somit
ist die Tumorentwicklung ein Prozess, der haufig von genetischen Veranderungen begleitet

wird.®

Es wird davon ausgegangen, dass das Wachstum von Meningeomen durch exogene und
endogene Faktoren ausgelost bzw. verstarkt wird. Als exogene Faktoren stehen Virus-
Erkrankungen und Kopftraumata neben der Strahlentherapie zur Diskussion. Hierbei ist
Strahlung als einziger exogener Faktor, der die Tumorentstehung begiinstigt, bewiesen.’
Eine Vielzahl an hormonellen und genetischen Faktoren bildet den Teil an endogenen
Einflussen auf das Meningeomwachstum. Vor allem durch klinische Beobachtungen
erscheinen weibliche Geschlechtshormone, wie z.B. Ostrogen, die Tumorprogression
positiv zu beeinflussen. Diese herausstehende Rolle der weiblichen Geschlechtshormone
wird an einigen Fakten deutlich. Am augenscheinlichsten ist, dass Meningeome bei Frauen
haufiger auftreten als bei Mannern.® AuBerdem tritt ein erhdhtes Risiko bei einem relativ
erhohten Progesteronspiegel auf, z.B. wéhrend einer Schwangerschaft oder der lutealen
Phase der Periode.® Zusitzlich steht ein Zusammenhang zwischen Meningeomen und

Brustkrebs zur Diskussion.®
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Auf molekularer Ebene unterscheidet man zwischen einem Tumor-Supressor-Gen und
einem Onco-Gen.'® Unter dem Begriff Tumor-Supressor-Gen versteht man ein Gen,
welches durch eine Inaktivierung die Tumorentwicklung begunstigt. Hier ist vor allem die
Mutation des NF2-Gens zu nennen, das sich in der chromosomalen Region 22q12.2
befindet. Mutationen im NF2-Gen werden bei bis zu 60% aller sporadischen Meningeome
gefunden. ' * Meningeome mit einer solchen Mutation weisen eine verminderte
Expression von Merlin (Schwannomin) auf.* Diese Art von Mutation ist in Meningeomen
aller Malignitatsgrade zu finden, was darauf hinweist, dass die Inaktivierung dieses Gens

einen frilhen Schritt in der Pathogenese des Meningeoms darstellt.”

Die Tumorentstehung kann auch durch Uberexpression eines Genes ausgeldst werden. In
einem solchen Falle spricht man von einem Onco-Gen. Die Uberexpression des so
genannten Onco-Gens kann durch eine aktivierende Mutation oder eine genetische
Amplifikation ausgeldst sein. Es trifft z.B. auf das EGFR-Gen (epidermal growth factor
receptor) in Glioblastomen zu. Dieser Faktor steht ebenso wie die Faktoren IGF (insulin
like growth factor) und PDGF (platelet-derived growth factor receptor) unter Verdacht das

Wachstum von Meningeomen zu begiinstigen.?

Zytogenetische Studien deuten darauf hin, dass in Meningeomen der WHO Grade 11 und 111
mehr numerische und strukturelle chromosomale Abnormitaten auftreten als in WHO Grad
I Meningeomen. Durch diese Analysen wurden Gen-Regionen gefunden, die selten bei
WHO Grad | Meningeomen aber haufig bei WHO Grad Il und Il Meningeomen
Veranderungen aufweisen. Hierzu zéhlen die Anwesenheit von dizentrischen oder Ring-
Chromosomen, der Verlust der chromosomalen Arme von 1p, 6q, 9p, 10, 14q und 18q

genau so wie Gewinn oder Amplifikationen von 1q, 99, 12q, 15q, 17q und 20q.*® 17 18 19 20

Weber et al.?® entwickelten ein Modell, das bestimmte Zugewinne und Verluste von
Chromosomabschnitten mit der Entstehung und Progression von Meningeomen in
Verbindung bringt (siehe Abb. 1).
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Arachnoidal Cell
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Benign Recurring Atypical Anaplastic

Meningioma Meningioma Meningioma Meningioma
-22q -l4q -1p, -6q, -10, -14q, amplification
NF2 mutation/loss -18q 17q23 (PS6K)

4.1B loss +1q, +9q, +12q, -9p (CDKN2A/B,
4.1R loss +15q, +17q, +20q pl4'% loss)
PR gain Dicentric/ring chr. PR loss
Telomerase (+)
VEGF (+)
PR loss

Abbildung 1: Weber-Modell. Das aktuelle Modell zur Meningeomentstehung und Progression aus: Perry A,
Gutmann DH, Reifenberger G.
J Neurooncol. 2004 Nov;70(2):183-202.

Molecular pathogenesis of meningiomas.

1.3 WHO-Klassifizierung und Prognose

Die beiden wichtigsten Faktoren mit denen die VVorhersage der Rezidivwahrscheinlichkeit
maoglich erscheint sind zum einen ihre histologisches Gradierung und zum anderen der
Grad der Tumorresektion. Der Grad der Tumorresektion wird nach der Simpson-
Gradierung aus dem Jahr 1957 eingeteilt. Diese Einteilung der Tumorresektion reicht vom
Grad 1 (komplette Resektion) bis zum Grad 5 (nur Dekompression).**

Die Meningeom-Klassifizierung beruht auf der WHO-Klassifikation aus dem Jahr 2000.%?
Die vorangegangene WHO-KIassifizierung zog keine klaren Grenzen zwischen gutartigen,
atypischen und anaplastischen Meningeomen, wohingegen die neue Klassifizierung diese
Unterschiede deutlicher hervorhebt.


https://access.uke.de/f5-w-H687474703a2f2f7777772e6e6362692e6e6c6d2e6e69682e676f76$$/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=15674477&ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
https://access.uke.de/f5-w-H687474703a2f2f7777772e6e6362692e6e6c6d2e6e69682e676f76$$/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=15674477&ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
https://access.uke.de/f5-w-H687474703a2f2f7777772e6e6362692e6e6c6d2e6e69682e676f76$$/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=15674477&ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
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Die Mehrheit der Meningeome ist gutartig und wird als WHO-Grad | eingeteilt. Der relativ
groRe prozentuale Anteil (80-90%) umfasst eine groBe Anzahl histologischer Subtypen.® %
Die drei héufigsten Subtypen der WHO-Klasse | sind die meningotheliomatdsen, die
fibroblastischen und die transitionalen Meningeome. Weniger héaufige Subtypen der
gleichen WHO-Klasse sind psammomatdse, angiomatdse, mikrozystische, sekretorische,
lymphoplasmazellen-reiche und metaplastische Meningeome. Meningeome des WHO-
Grades | haben eine geringe Rezidivwahrscheinlichkeit, welche zwischen 7 und 20% liegt.
Zudem zeigen sie in ihrem Wachstum kein aggressives Verhalten.

Etwa zwischen 5 und 15% der Meningeome werden dem WHO-Grad Il zugeteilt.®
Atypische Meningeome zeigen eine erhdhte mitotische Aktivitdt und drei oder mehr der
folgenden Kennzeichen:

1. erhohte Zellularitét,

2. kleine Zellen mit einer hohen Nukleus-Plasma-Relation,

3. Fokus einer spontanen und geographischen Nekrose,

4. vier oder mehr Mitosen pro 10 ,high power fields* (definiert als 0.16 mm:
Gesichtsfelder).

Diese Kriterien werden in Verbindung mit einer hoéheren Rezidivwahrscheinlichkeit
gebracht, die bei diesem WHO-Grad zwischen 30 und 40% liegt. Meningeome vom
chordoiden und Klarzelligen Typ z&hlt die WHO ebenfalls zur Klasse Il. lhnen wird
dasselbe aggressive Verhalten mit ahnlicher Rezidivwahrscheinlichkeit zugesprochen.

Meningeome, die dem WHO-Grad Il zugeordnet werden, werden als anaplastisch
bezeichnet. Sie sind selten (1 bis 3% aller Meningeome) und zeichnen sich durch eine hohe
Rezidivwahrscheinlichkeit (zwischen 50 und 80%) aus.®> Anaplastische Meningeome
(WHO-Grad 111) zeigen ein malignes Wachstum mit Kriterien der Malignitat, die weit Gber
die Veranderungen der atypischen Meningeome hinausgehen und Ahnlichkeiten mit
Sarkomen, Karzinomen und Melanomen haben. Ebenso weisen sie einen hohen Mitosen-
Index auf (>19 Mitosen/ 10 high power fields). Die eher seltenen Subtypen, die rhabdoiden
und papillaren Meningeome, werden ebenfalls zum WHO-Grad |11 gezéhlt.
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In die WHO-Klassifizierung werden weder Infiltration des Hirnparenchyms noch ihr
Proliferations-Index mit einbezogen. Meningeome, die das Hirn infiltrieren, zeigen eine
deutlich héhere Rezidivwahrscheinlichkeit und ein Verhalten, das einem Meningeom der
WHO-KIlasse Il entspricht. Aus diesem Grunde teilen einige Autoren diese dem WHO-
Grad Il zu.®> ® Der Proliferations-Index wird als Klassifizierungsmerkmal nicht in die
Gradierung aufgenommen, da dieser hohe interinstitutionale und interindividuelle
Unterschiede birgt. Dessen ungeachtet weisen Infiltration des Hirns und ein hoher
Proliferations-Index auf aggressiveres Verhalten hin.

Wenngleich die WHO-Arbeitsgruppe diese Merkmale nicht einkalkuliert, vervollstandigt
sie die Diagnose durch Zusitze wie: ,,with brain invasion* oder ,,with high proliferative

activity*. 22

1.4 Biomarker bei Meningeomen

Die bisherigen immunhistologischen Meningeomuntersuchungen zeigten nur Marker mit
einem geringen diagnostischen und prognostischen Wert. Hierzu zahlen Vimentin und
EMA. Vimentin zeigt in diesen Untersuchungen eine starke und diffuse Positivitat, so dass
Vimentin nur eine geringe Spezifitat aufweist. Gleiches gilt fur EMA. Trotzdem werden
diese, neben MIB-1, im klinischen Alltag am haufigsten angewendet.

Weitere Kandidaten konnten sich im klinischen Alltag nicht durchsetzen. Hier sind vor

allem E-Cadherin, Claudin, Desmoplakin und Connexin zu nennen.

2 Material und Methoden

2.1 TMA-Technik

Die Gewebearray-Technik (tissue microarray / TMA) macht es mdglich eine groRe Anzahl
von Gewebeproben mit einem geringen Aufwand unter gleichen Bedingungen zu
untersuchen. Dies bedeutet, dass man bis zu 1000 verschiedene Gewebeproben auf einen
einzigen Gewebeschnitt bringen kann und diese gleichzeitig mit in-situ Methoden

(Immunhistochemische Farbung, Immunfluoreszenz in-situ Hybridisierung) untersucht.

6
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Folglich erwirbt man einen deutlichen Zeitgewinn bei der Untersuchung einer grof3en
Anzahl von Tumoren. Dariiber hinaus ist diese Methode fir weitere Untersuchungen von
Vorteil, da nur eine geringe Menge an Gewebe verwertet wird, somit stehen fir
anschlieBende Analysen ausreichende Mengen an Gewebe zur Verfigung. Ein weiterer
Vorteil ist eine erhebliche Kostenersparnis, da die Menge an Reagenzien pro untersuchter
Probe deutlich reduziert ist. Dies fuhrt auBerdem zu einer maximalen Standardisierung der
Methodik, da gleichzeitig samtliche Tumore unter identischen Bedingungen in den gleichen
Reagenzien behandelt werden. Somit wird die Schnitt-zu-Schnitt-Variabilitat, die die

Auswertung erschwert, minimiert.*

2.2 TMA-Herstellung

Das TMA-Verfahren erlaubt das Einbringen von vielen Gewebezylindern (Durchmesser
0,6mm) von histologisch definierten Regionen verschiedener Tumore in einen einzigen
Paraffinblock. Die Funktionsweise des ,,Arrays* ist in Abb. 2 dargestellt.

Zur Herstellung eines solchen Arrays wurden die Paraffinblocke der Tumore und die
dazugehorigen histologischen Schnitte, die bei der Diagnostik Verwendung fanden, aus
dem Archiv der Neuropathologie des Universitatskrankenhauses Eppendorf (UKE)
herausgesucht. Hierbei fand die erste Auslese der nicht geeigneten Meningeome statt.
Keine Verwendung fanden solche Tumore deren Paraffinblocke nur unzureichend Gewebe
enthielt. Nach dieser Auslese wurden von geeigneten Meningeomen neue HE-Schnitte
(Hamatoxilin-Eosin (HE)-Féarbung) hergestellt, um die exakte Schnittebene zu ermitteln.
Auf Basis der HE-Schnitte ist mittels Mikroskop die relevante und beste Stelle ausgewéhlt
worden und diese mit einem Markerstift markiert worden. Anschlielend wurde der
markierte Bereich auf den Paraffinblock Ubertragen und auf diesem ebenfalls mit einem
Markerstift markiert, so dass mit Hilfe des Hohlzylinders der gekennzeichnete Bereich

ausgestanzt werden konnte.
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Abbildung 2: Tumor-Array-Herstellung. Das Instrument besteht aus einem dunnen, an der Spitze
gescharften Hohlzylinder (innerer Durchmesser ca. 600um), welcher in einem X-Y-Achsen-Prézisionsgerat
gehalten wird. Ein genau in den Hohlzylinder passender Stahldraht erméglicht das AusstoRen von
Gewebestlicken in mit einem analogen Instrument (duBerer Durchmesser ca. 600um) vorgefertigte Locher im
Empféangerblock (Tumor-Array). Ein verstellbarer ,,Eindring-Stopper” sichert eine konstante Lange von
Zylindern und vorgefertigten Lochern im Empfangerblock. Bis zu 1000 Gewebezylinder kénnen in einen 20 x
40 mm messenden Empfanger-Paraffinblock eingebracht werden.

Abbildung 3: Gewebe-Array-Stanzgerat
Links: Ubersicht. Rechts: Detailaufnahme der zwei ,,Nadeln“. Erkl&rungen siehe Text.

Abb. 3 zeigt das Array-Stanzgerat. Kernstick der Konstruktion sind zwei an der Spitze
geschirfte Hohlzylinder. Die kleinere ,,Nadel* hat einen du3eren Durchmesser von 0,6 mm.
Diese ,,Nadel”“ wird ausschlieBlich zum Stanzen von Lochern in die Empfangerblocke
gebraucht. Die dickere ,,Nadel” dient dem Ausstanzen von Tumorgewebestiicken aus
Spenderbldcken und das Einbringen dieser Zylinder in den Empfangerblock. Der innere
Durchmesser dieser zweiten ,,Nadel*“ entspricht dem dufleren Durchmesser der diinneren

»Nadel®.
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2.3 Tumorkollektiv

2.3.1 Histologie-Review

Von jedem Tumor wurden alle histologischen Schnitte von erfahrenen Neuropathologen
gemaR der aktuellen WHO-Klassifizierung aus dem Jahr 2000 angepasst.”* An klinischen

Daten wurden das OP-Datum, Alter sowie das Geschlecht der Patienten registriert

2.3.2 Tumorproben

Es wurden Proben von 359 Tumoren untersucht. Samtliche Gewebeproben stammen von
Biopsien, die zwischen den Jahren 1972 und 2006 am Institut fir Neuropathologie des
Universitatskrankenhauses Eppendorf (UKE) untersucht wurden. Es wurden Tumorproben
von insgesamt 229 Patienten entnommen. Von 107 Patienten stammen 107 Meningeome,
die nicht als Rezidiv gefiihrt worden waren. Diese Tumore stammen aus den Jahren 1999
und 2000. Da von diesen Patienten keine Rezidiventfernung am UKE vorgenommen wurde
bzw. keine Anforderungen von Daten, neuropathologischen Befunden oder Gewebeproben
von externen Kliniken oder Instituten vorlagen, wurden diese Patienten als rezidivfrei
angesehen.?® 2 2 Die restlichen 252 Tumore stammen von 122 Patienten. Sie wurden auf

Grund von Rezidiven unterschiedlich haufig operiert.

Eine genaue Ubersicht tiber die Tumortypen ist in den Tabellen 1 und 2 zu entnehmen.

Patientennummer Subtyp WHO-Grad | Geschlecht Alter
123 atypisch 2 w 29
124 meningotheliomatds 1 w 61
125 fibroblastisch 1 W 84
126 transitional 1 w 61
127 psammomatos 1 W 67
128 atypisch 2 w 75
129 atypisch 2 m 51
130 transitional 1 w 57
131 fibroblastisch 1 w 58
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Patientennummer Subtyp WHO-Grad | Geschlecht Alter
132 meningotheliomatds 1 m 78
133 fibroblastisch 1 w 70
134 atypisch 2 w 59
135 psammomatts 1 W 60
136 fibroblastisch 1 w 68
137 angiomatos 1 w 50
138 meningotheliomatds 1 w 46
139 fibroblastisch 1 w 77
140 meningotheliomatos 1 m 75
141 transitional 1 w 41
142 atypisch 2 W 50
143 atypisch 2 m 56
144 mikrozystisch 1 m 42
145 fibroblastisch 1 w 53
146 meningotheliomatos 1 W 60
147 fibroblastisch 1 w 74
148 psammomatos 1 W 49
149 meningotheliomatds 1 W 74
150 meningotheliomatos 1 W 62
151 sekretorisch 1 w 77
152 mikrozystisch 1 w 66
153 meningotheliomatds 1 w 77
154 transitional 1 W 52
155 atypisch 2 m 49
156 meningotheliomatds 1 W 85
157 transitional 1 W 56
158 psammomatos 1 m 52
159 atypisch 2 m 54
160 meningotheliomatos 1 m 75
161 meningotheliomatos 1 W 56
162 atypisch 2 w 70
163 fibroblastisch 1 w 36
164 fibroblastisch 1 w 62
165 transitional 1 w 67
166 transitional 1 w 77
167 transitional 1 W 41
168 transitional 1 w 55
169 atypisch 2 w 76
170 atypisch 2 m 63
171 meningotheliomatds 1 w 32
172 fibroblastisch 1 m 81
173 transitional 1 W 68
174 meningotheliomatds 1 w 66
175 fibroblastisch 1 w 59
176 klarzellig 2 m 42
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Patientennummer Subtyp WHO-Grad | Geschlecht Alter
177 meningotheliomatds 1 m 31
178 meningotheliomatds 1 m 45
179 meningotheliomatds 1 w 67
180 atypisch 2 w 65
181 atypisch 2 w 54
182 meningotheliomatds 1 m 65
183 meningotheliomatds 1 m 38
184 meningotheliomatds 1 w 59
185 fibroblastisch 1 w 49
186 mikrozystisch 1 W 59
187 meningotheliomatds 1 w 35
188 meningotheliomatds 1 w 47
189 meningotheliomatos 1 W 52
190 meningotheliomatos 1 W 62
191 fibroblastisch 1 w 60
192 transitional 1 W 59
193 meningotheliomatds 1 w 49
194 fibroblastisch 1 w 66
195 meningotheliomatos 1 W 51
196 transitional 1 W 52
197 transitional 1 W 45
198 psammomatos 1 W 57
199 transitional 1 w 67
200 sekretorisch 1 w 65
201 fibroblastisch 1 w 69
202 meningotheliomatds 1 w 78
203 meningotheliomatds 1 w 51
204 fibroblastisch 1 w 51
205 meningotheliomatds 1 m 56
206 sekretorisch 1 m 59
207 atypisch 2 w 75
208 meningotheliomatds 1 W 43
209 fibroblastisch 1 w 65
210 meningotheliomatds 1 w 78
211 meningotheliomatds 1 w 79
212 mikrozystisch 1 w 55
213 atypisch 2 m 29
214 transitional 1 w 69
215 fibroblastisch 1 m 57
216 mikrozystisch 1 w 55
217 transitional 1 m 63
218 fibroblastisch 1 w 43
219 meningotheliomatds 1 w 59
220 fibroblastisch 1 W 48
221 transitional 1 W 46
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Patientennummer Subtyp WHO-Grad | Geschlecht Alter
222 meningotheliomatds 1 w 58
223 transitional 1 m 39
224 transitional 1 W 53
225 atypisch 2 w 38
226 sekretorisch 1 w 63
227 meningotheliomatds 1 w 44
228 transitional 1 W 39
229 meningotheliomatds 1 w 56

Tabelle 1: Patienteniibersicht aller NRM (Nicht-Rezidiv-Meningeome)

Patientennummer Subtyp WHO-Grad | Geschlecht Alter
1 atypisch 2 m 67
1 atypisch 2 m 69
2 mikrozystisch 1 w 59
2 transitional 1 w 60
2 papillar 3 w 60
3 transitional 1 w 40
4 meningotheliomatds 1 w 29
4 meningotheliomatds 1 w 34
5 atypisch 2 m 74
5 atypisch 2 m 84
6 meningotheliomatds 1 w 53
6 meningotheliomatds 1 w 54
6 atypisch 2 w 57
6 atypisch 2 w 59
6 atypisch 2 w 60
7 meningotheliomatds 1 w 41
7 meningotheliomatds 1 w 49
8 fibroblastisch 1 w 22
8 fibroblastisch 1 w 26
8 fibroblastisch 1 w 27
9 meningotheliomatds 1 w 64
9 meningotheliomatds 1 w 63

10 transitional 1 w 47
11 transitional 1 w 78
12 atypisch 2 w 26
12 atypisch 2 w 27
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Patientennummer Subtyp WHO-Grad | Geschlecht Alter
12 atypisch 2 w 28
13 meningotheliomatds 1 m 26
13 transitional 1 m 31
14 meningotheliomatds 1 m 58
15 transitional 1 w 62
15 transitional 1 w 63
16 atypisch 2 w 65
17 anaplastisch 3 w 69
17 atypisch 2 w 71
18 meningotheliomatds 1 w 31
18 meningotheliomatds 1 w 55
19 transitional 1 w 39
20 fibroblastisch 1 w 65
21 meningotheliomatos 1 w 37
22 atypisch 2 m 60
23 atypisch 2 w 20
24 meningotheliomatos 1 m 41
24 meningotheliomatds 1 m 41
25 meningotheliomatds 1 m 65
25 transitional 1 m 67
26 fibroblastisch 1 m 61

122 meningotheliomatds 1 m 82
27 meningotheliomatds 1 w 61
28 mikrozystisch 1 w 51
28 transitional 1 w 54
29 meningotheliomatos 1 m 63
29 meningotheliomatos 1 m 70
30 fibroblastisch 1 w 77
30 meningotheliomatds 1 w 82
31 meningotheliomatds 1 m 54
31 meningotheliomatds 1 m 60
31 atypisch 2 m 64
32 mikrozystisch 1 w 44
32 meningotheliomatds 1 w 49
32 meningotheliomatds 1 w 53
32 atypisch 2 w 58
32 atypisch 2 w 60
33 meningotheliomatds 1 w 48
33 meningotheliomatds 1 w 53
34 mikrozystisch 1 w 30
34 mikrozystisch 1 w 43
35 meningotheliomatds 1 w 58
35 meningotheliomatds 1 w 60
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Patientennummer Subtyp WHO-Grad | Geschlecht Alter
36 fibroblastisch 1 m 30
36 meningotheliomatds 1 m 36
37 meningotheliomatds 1 w 67
37 anaplastisch 3 w 69
38 atypisch 2 m 56
38 meningotheliomatds 1 m 61
39 meningotheliomatds 1 w 41
40 fibroblastisch 1 w 32
40 transitional 1 w 37
40 fibroblastisch 1 w 40
41 atypisch 2 m 43
41 atypisch 2 w 45
41 atypisch 2 w 46
42 meningotheliomatos 1 w 50
43 transitional 1 m 34
44 meningotheliomatos 1 w 56
44 meningotheliomatos 1 w 56
45 atypisch 2 w 37
46 transitional 1 m 62
46 meningotheliomatos 1 m 62
47 transitional 1 w 54
47 psammomatés 1 w 59
48 klarzellig 2 m 69
48 atypisch 2 m 72
49 meningotheliomatds 1 m 66
49 atypisch 2 m 66
49 anaplastisch 3 m 67
50 transitional 1 w 55
51 fibroblastisch 1 w 47
52 fibroblastisch 1 m 14
53 meningotheliomatds 1 w 52
53 meningotheliomatds 1 w 57
54 transitional 1 w 27
54 transitional 1 w 29
55 meningotheliomatds 1 m 69
55 fibroblastisch 1 m 71
55 transitional 1 m 72
55 fibroblastisch 1 m 73
56 meningotheliomatds 1 w 42
56 meningotheliomatds 1 w 45
57 meningotheliomatds 1 w 52
58 mikrozystisch 1 w 70
59 fibroblastisch 1 w 33
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Patientennummer Subtyp WHO-Grad | Geschlecht Alter
59 meningotheliomatds 1 w 33
60 fibroblastisch 1 w 76
61 mikrozystisch 1 w 48
61 meningotheliomatds 1 w 50
61 meningotheliomatds 1 w 52
62 fibroblastisch 1 w 50
62 fibroblastisch 1 w 56
63 fibroblastisch 1 w 54
63 fibroblastisch 1 w 76
64 meningotheliomatds 1 w 65
64 transitional 1 w 70
65 fibroblastisch 1 w 60
65 atypisch 2 w 68
66 transitional 1 w 54
66 fibroblastisch 1 w 56
66 atypisch 2 w 62
67 transitional 1 w 47
68 atypisch 2 m 79
68 atypisch 2 m 81
69 atypisch 2 m 72
69 anaplastisch 3 m 72
70 atypisch 2 w 12
71 meningotheliomatos 1 w 52
72 atypisch 2 m 75
73 atypisch 2 w 33
74 klarzellig 2 w 11
74 fibroblastisch 1 w 11
75 meningotheliomatds 1 w 42
75 meningotheliomatds 1 w 61
76 transitional 1 w 53
76 transitional 1 w 56
76 fibroblastisch 1 w 63
77 fibroblastisch 1 m 46
77 meningotheliomatds 1 m 45
77 transitional 1 m 46
77 meningotheliomatds 1 m 47
78 meningotheliomatds 1 w 46
78 mikrozystisch 1 w 47
79 atypisch 2 w 66
79 atypisch 2 w 70
79 atypisch 2 w 75
80 atypisch 2 m 11
81 atypisch 2 m 51
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Patientennummer Subtyp WHO-Grad | Geschlecht Alter
81 atypisch 2 m 60
82 meningotheliomatds 1 w 45
82 meningotheliomatds 1 w 51
82 meningotheliomatds 1 w 56
83 meningotheliomatds 1 w 52
84 meningotheliomatds 1 w 46
84 meningotheliomatds 1 w 48
84 meningotheliomatds 1 w 48
85 atypisch 2 m 62
85 atypisch 2 m 62
85 atypisch 2 m 63
86 transitional 1 m 58
87 meningotheliomatos 1 m 40
88 meningotheliomatos 1 w 53
88 meningotheliomatds 1 w 53
89 transitional 1 w 57
90 transitional 1 m 52
90 atypisch 2 m 53
91 anaplastisch 3 w 75
91 atypisch 2 w 76
92 meningotheliomatds 1 w 51
92 meningotheliomatds 1 w 64
93 transitional 1 m 56
93 psammomatos 1 m 66
93 transitional 1 m 66
93 atypisch 2 m 67
94 meningotheliomatos 1 m 63
94 meningotheliomatos 1 m 66
94 mikrozystisch 1 m 67
95 meningotheliomatds 1 m 51
95 transitional 1 m 54
96 atypisch 2 m 71
97 meningotheliomatds 1 w 35
97 transitional 1 w 44
98 fibroblastisch 1 w 52
98 atypisch 2 w 52
98 atypisch 2 w 53
98 atypisch 2 w 53
98 atypisch 2 w 53
99 transitional 1 w 49

100 atypisch 2 w 25
100 atypisch 2 w 26
100 atypisch 2 w 27
100 anaplastisch 3 w 27
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Patientennummer Subtyp WHO-Grad | Geschlecht Alter
100 anaplastisch 3 w 27
100 anaplastisch 3 w 28
100 anaplastisch 3 w 28
100 anaplastisch 3 w 29
101 fibroblastisch 1 m 71
101 fibroblastisch 1 m 76
101 transitional 1 m 80
102 transitional 1 w 43
102 transitional 1 w 48
103 atypisch 2 w 25
104 meningotheliomatos 1 w 46
104 meningotheliomatos 1 w 52
105 fibroblastisch 1 m 44
105 fibroblastisch 1 m 48
106 meningotheliomatos 1 w 29
107 atypisch 2 w 63
108 meningotheliomatds 1 w 63
109 meningotheliomatos 1 w 22
109 transitional 1 w 22
109 transitional 1 w 23
110 transitional 1 w 73
111 meningotheliomatds 1 w 58
111 transitional 1 w 61
112 meningotheliomatds 1 w 39
112 transitional 1 w 43
112 transitional 1 w 45
112 meningotheliomatds 1 w 45
113 meningotheliomatds 1 w 48
114 meningotheliomatds 1 w 70
115 atypisch 2 w 31
115 meningotheliomatds 1 w 35
115 meningotheliomatos 1 w 37
115 atypisch 2 w 42
115 meningotheliomatds 1 w 45
115 atypisch 2 w 47
116 meningotheliomatds 1 m 35
116 meningotheliomatds 1 m 41
116 meningotheliomatds 1 m 46
116 meningotheliomatds 1 m 49
116 meningotheliomatds 1 m 51
116 atypisch 2 m 52
117 fibroblastisch 1 m 58
117 fibroblastisch 1 m 63
118 transitional 1 w 69
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Patientennummer Subtyp WHO-Grad | Geschlecht Alter
119 fibroblastisch 1 m 55
119 atypisch 2 m 57
119 atypisch 2 m 57
119 atypisch 2 m 59
119 anaplastisch 3 m 60
120 fibroblastisch 1 m 55
120 fibroblastisch 1 m 57
120 atypisch 2 m 58
121 transitional 1 w 75

Tabelle 2: Patienteniibersicht aller RM (Rezidiv-Meningeome)

2.4 TMA-Aufbau

Es wurden zwei identische TMAs hergestellt. Hierdurch konnte sichergestellt werden, dass
von jedem Tumor eine Gewebeprobe zur Untersuchung zur Verfugung steht. Die TMAS
enthalten jeweils 390 Gewebeproben. VVon einigen Tumoren sind zwei Proben auf einem
TMA-Block. Dies ist der Fall, wenn wéhrend des Stanzens Verarbeitungsfehler aufgetreten
sind bzw. die gesetzte Gewebeprobe unvollstandig ist.

Zusétzlich ist nach erstmaligem Durchschauen einer HE-Farbung (Hamatoxilin-Eosin-
Farbung) ein dritter Array-Block hergestellt worden. Dieser enthalt Gewebeproben von
Tumoren, die sich weder auf Schnitten von Array-Block 1 noch auf Schnitten von Array-
Block 2 darstellen.

Auf dem Array-Block 3 sind von dem jeweiligen Tumor zwei weitere Tumorproben
gesetzt. Somit ist gewéhrleistest, dass von allen Tumoren ausreichend Gewebestanzen

auswertbar waren.

2.5 Immunhistochemische Farbung (IHC)

Fur die immunhistochemische Untersuchung des Array-Schnittes ist eine standardisierte,
indirekte Immunoperoxidase-Methode verwendet worden. Hier bindet ein unkonjugierter
Primér-Antikorper (AK) an das Antigen. Anschlielend wird ein 2. enzymgekoppelter AK,

der gegen das Fc-Fragment des Primér-AK (jetzt als Antigen wirkend) gerichtet ist,
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aufgetragen. Es folgt die Substrat-Chromogenreaktion. Es wird ein Enzym eingesetzt, das
farblose Vorstufen von Chromogenen in farbige Enzymprodukte umsetzt. Als Enzym wird
eine Peroxidase verwendet (Meerrettich-Peroxidase (HRP)) als Chromogen 3,3-
Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB).

Die eingesetzten Antikorper, ihre Verdinnungen und die Art der Schnitt-Vorbehandlung
sind in Tabelle 3 dargestellt. Tumore mit bekannter Positivitat fanden als positive Kontrolle
Verwendung. Als negative Kontrolle dienten Praparate, bei denen der primare Antikdrper
weggelassen wurde. Eine Auswertung der Tumor-Array-Gewebeproben erfolgte nur, wenn

mindestens 80 auswertbare Tumorzellen vorlagen.

Antikorper Vorbehandlung Hersteller |Verdinnung
PAN-CK Mikrowelle,
(Cytokeratin) Citratpuffer DAKO 1:50
C-Kit Keine DAKO 1:50
EMA (Epitheliales Mikrowelle,
Membranantigen) Citratpuffer DAKO 1:50
MIB-1 (Ki 67- Mikrowelle, Neo
Antigen) Citratpuffer Markers 1:10
: Mikrowelle,
P53 Protein Citratpuffer DAKO 1:200
Vimentin Mikrowelle,
Citratpuffer DAKO 1:100
Ostrogen- Mikrowelle,
Rezeptor Citratpuffer Novocastra 1:80

Tabelle 3: Verwendete Antikorper, Hersteller und Inkubationsbedingungen fur die immunhistochemische
Farbung, Nachweissystem HRP, Chromogen DAB

Fur jeden Antikorper wurde bei jedem Tumorgewebe die Farbeintensitat (Skala von 0-3)
oder die Zahl der positiven Zellen gezahlt. Auf Grund dieser Ergebnisse wurden die
(Tabelle 4).

Ubersichtsaufnahmen HE gefarbter Tumorarray-Schnitte und Beispiele von positiven

Tumore nach festgelegten Kriterien in  Kategorien eingeteilt

immunhistochemischen Befunden sind in den Abbildungen 4, 5 und 6 dargestellt. Nach

Testen verschiedener Verdinnungen von C-Kit (1:30; 1:50; 1:100) stellte sich die 1:100-

Verdunnung als optimal heraus.
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Antikérper IHC-Resultat Auswg;ung Kriterium
0 negativ F10
EMA 1 g FI1
(Epitheliales > F12
Membranantigen) iti
3 positiv F13
schwach - < 3% aller Zellen positiv
MIB-1 (Ki 67- mittel i 3% <= X < 6% aller Zellen
Antigen) positiv
stark - >= 6% aller Zellen positiv
0 negativ F10
kit 1 g FI 1
2 ositiv Fl2
3 P FI 3
0 negativ F10
1 9 Fl1
Vimentin 2 FI 2
positiv
3 FI 3
(?Qstrog(tan— Verhaltnis von positiv gefarbten Zellkernen zu gesamten Anzahl
ezeptor )
- von ausgewerteten Zellen (mind. 100 Zellen wurden ausgewertet)
p53 Protein
0 negativ FIO
1 Fl 1
PAN-CK N
2 positiv Fl 2
3 FI 3

Tabelle 4: Kriterien fiir die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen (IHC). FI = Férbeintensitat

2.5.1 Antikorper/Gene

In dieser Untersuchung kommen mehrere Antikdrper zum Einsatz, die teilweise in der

Routinediagnostik Verwendung finden:

Epitheliales Membranantigen (EMA):

EMA ist eines von verschiedenen menschlichen Milch-Fett-Globuli-Proteinen (HMFGPs),
die vom Mamma-Epithel abstammen. In erster Linie handelt es sich hierbei um
Glycoproteine, die zum Plasmalemma von Epithelzellen in der Ndhe von tight junctions
gehoren. Die genaue Funktion der HMFGPs, EMA eingeschlossen, ist nicht geklart. Es
wird davon ausgegangen, dass sie eine Schutzfunktion haben oder zur Sekretion der Zellen

beitragen.
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Frihere Untersuchungen haben gezeigt, dass EMA der nitzlichste Marker in der klinischen
Diagnostik von Meningeomen ist. EMA zeigt eine positive immunhistochemische Reaktion

bei 50-100% aller Meningeome.?® %0 3

MIB-1:

Der monoklonale Antikdrper MIB-1 detektiert das nukleére, zellproliferationsassozierte
Antigen Ki 67, welches in allen aktiven Phasen des Zellzyklus exprimiert wird, dass heif3t
in allen Phasen auRer der GO-Phase.*® Mittels einer immunhistochemischen Untersuchung
fur MIB-1 kann die Anzahl an proliferierenden Zellen bezogen auf die Gesamtzellenzahl
ermittelt werden (Proliferationsindex).

MIB-1 soll ein nutzlicher Marker zur Klassifizierung von Meningeomen sein, weil die
WHO-Arbeitsgruppe diesen als richtungweisenden Marker fur die Vorhersage und

Prognose der Rezidivwahrscheinlichkeit ansieht.?

C-Kit:

Die Mutation des Protooncogens C-Kit ist eine der Schllisselmutationen bei der Entstehung
von Gastrointestinalem-Stroma-Tumoren (GISTs). C-KIT-Mutationen wurden bei 90-100%
aller GISTs festgestellt. Diese Mutation hat die Aktivierung des KIT-Proteins, einer
transmembranen  Typ 3  Rezeptor-Tyrosin-Kinase, zur Folge, die mittels
immunhistochemischer Anfarbung mit einem Antikdrper gegen C-Kit nachgewiesen
werden kann. Die KIT-Tyrosinkinase soll eine Rolle bei der Zellproliferation spielen
und/oder die Apoptose verhindern.

C-Kit farbt auBerdem die Cajal-Zellen an. Sie stellen ein komplexes Zellsystem dar, das
eine Vermittlungsfunktion zwischen den autonomen Nerven und den glatten Muskelzellen
des Gastrointestinaltraktes tbernimmt. Sie sind im Auerbach-Plexus des Dickdarms und in
der glatten Muskulatur der Darmwand gelegen.

Cajal-Zellen exprimieren das KIT Protooncogen und sind wahrscheinlich die
Ausgangszellen flr die Entstehung von GISTSs.

Frihere immunhistochemische Studien haben gezeigt, dass ca. 2% von 44 getesteten

Meningeomen C-Kit expremieren.*®
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Vimentin:
Vimentin ist ein Intermedidr-Filament-Protein, das hauptsachlich in Zellen mesenchymalen
Ursprungs vorkommt.* weshalb es in vielen anderen Tumoren auftritt. AuRerdem wurde es

in nahezu allen Meningeomen und fetalen Meningealzellen nachgewiesen.*

Ostrogen-Rezeptor:

10% aller Meningeome bilden Ostrogen-Rezeptoren.® Ostrogen-Rezeptoren gehoren zur
Gruppe der Steroid-Rezeptoren und sind somit am Nukleus gelegen.

Neue Daten aus in vitro Studien zeigen, dass Ostrogen weder das Wachstum von
Meningeomen begiinstigt noch stimmuliert,® somit ist der Zusammenhang von Ostrogen-

Rezeptoren und Meningeomen weiterhin ungeklart.

p53:

Der Tumor-Suppressor p53 ist einer der Schliisselregulatoren des Zellzykluses. Eine
Inaktivierung fiihrt zu Zellwachstum und Tumorentwicklung. Sein Genort, TP53, ist auf
dem kurzen Arm des Chromosoms 17. Eine Mutation von TP53 hat eine erhohte Stabilitét
des p53 Proteins zur Folge, welches aus diesem Grunde immunhistochemisch nachweisbar
wird. TP53 ist eines der meist betroffenen Gene in der menschlichen Tumorentwicklung.
Dennoch sind Mutationen in Meningeomen relativ selten. Verschiedene Studien zeigten
entweder keine oder nur in vereinzelten Meningeomen TP53-Mutationen.® 37 38 3° 40 pje
Uberexpression wird zudem im Zusammenhang zum einen mit einem erhéhtem MIB-1-

Index und einer erhohten Rezidivwahrscheinlichkeit** 42

zum anderen mit einer aggressiven
und bosartigen Histologie*® gesehen. Die genaue Rolle von p53 in  der

Meningeomentwicklung ist jedoch nicht abschlieBend geklart.

Cytokeratin (PAN-CK):

Cytokeratin ist ein Intermediér-Filament-Protein welches spezifisch fir alle Epithelien ist.
Der PAN-CK Antikorper KL1 erfaldt aufgrund seines breiten Reaktionsspektrums mit
Cytokeratinen eine Vielzahl von Geweben mit epithelialer Differenzierung. Vor allem
gastrointestinales Epithel und seine Tumore sowie muzidése Tumore des Ovars und Merkel-
Zell-Tumoren exprimieren PAN-CK.* *> AuRerdem gilt es als spezifischer Marker der

Ursprungszellen von Meningeomen, den Arachnoidalzellen. Die Expression dieses
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Intermedidr-Filament-Proteins ist in Meningeomen nicht abschlieend geklart, obwohl
PAN-CK in verschiedenen Studien in Meningeomen nachgewiesen worden ist.*®

3 Ergebnisse

3.1 Patientendaten

Es wurden 359 Tumore von 229 Patienten untersucht. Die untersuchten Patienten weisen
ein Durchschnittsalter von 53,73 +£14,92 Jahren auf. Hierbei wurde beriicksichtigt, dass
durch wiederholte Operationen die Daten von verschiedenen Altersstufen in die
Berechnung eingegangen sind. Das Alter der Patienten mit RM ist zum Zeitpunkt ihrer
ersten Op im Durchschnitt 50,67 +15,96 Jahre. Das Verhaltnis des weiblichen zum
méannlichen Geschlecht belduft sich auf 2,5 zu 1. Die Subtypen der einzelnen Meningeome
sind in Tabelle 1 und 2 dargestellt.

3.2 Ablauf der Auswertungen

Die Zahl der auswertbaren Gewebezylinder variiert sowohl zwischen den Array-Bldocken
als auch zwischen den einzelnen Farbungen. Griinde hierflr sind zum einen Schwankungen
bei der Blockherstellung zum anderen Abldsungen von Gewebezylindern wahrend des
Schneidens. Folglich ist nicht garantiert, dass die Anzahl von Proben in den jeweiligen
Auswertungen und Farbereihen eine Ubereinstimmende GroRe aufweist. Diese
Schwankungen minimierten sich durch die Herstellung von zwei identischen TMA-

Blocken.

Wenn mehrere Gewebeproben ausgewertet wurden, sind jeweils die Mittelwerte aller
Proben in die Endbewertung eingegangen. Somit besteht die Maoglichkeit, dass ein
Endergebnis bis zu vier Einzelergebnisse umfasst. Die Mittelwerte wurden nach gangigen
Regeln gerundet, so dass in der IHC-Auswertung ganze Zahlen Eingang finden.
AnschlieBend wurde eine Einteilung vorgenommen. Proben mit Mittelwerten von 0 oder 1
wurden mit ,,negativ bewertet und Proben mit Mittelwerten von 2 oder 3 wurden mit

,,positiv bewertet (siehe Tabelle 4).
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Bei der Auswertung der Farbungen von Ostrogen und p53 wurden alle positiven Zellen in
100 bis 400 Zellen gezahlt. Die Prozentsatze, die sich aus dem Quotienten Kpos/Kges X 100
ergeben, wurden flr jede Gewebeprobe ermittelt und anschlielend wurde der Mittelwert
der gesamten Proben eines Tumors errechnet.

Der MIB-1 Index wurde nach folgender Methode bestimmt:

Im Bereich des Gebiets mit den meisten MIB-1 positiven Kernen wurden 3 Gesichtsfelder
unter Olimmersion ausgewertet (MIB 3 GF). Ein Gesichtsfeld hat dabei die GroRe von
0,031 mmz2. Der MIB-1 Index ergibt sich aus dem Verhéltnis der MIB-1 positiven Zellkerne
(Kpos) zu der Gesamtheit der Zellkerne pro Gesichtsfeld (Kges). Durch folgende Formel lasst

sich der MIB-1-Index zusammenfassen: Kpos/Kges X 100 = MIB-1 Index.
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3.3 Darstellung der Ergebnisse

negativ positiv

%bbildung 5a: Reprasentative immunhistologische Farbungen fiir EMA, C-KIT und Vimentin mit einem
positiven und einem negativen Farbebeispiel. Balken entspricht 20 pm.
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Abbildung 5b: Reprisentative immunhistologische Farbungen fiir Cytokeratin, p53 und Ostrogen mit einem
positiven und einem negativen Farbebeispiel. Balken entspricht 20 pm.
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Abbildung 6: Dargestellte MIB-Farbungen mit unterschiedlichen Indices.
Balken entspricht 20 um

3.4 Ergebnisse

3.4.1 EMA
Gesamt NRM
Gesamt Alter Geschlecht Gesamt Alter Geschlecht
< % n= DS SA m w % n= DS SA m w
E neg. 13 47 46,28 15,46 9 38 1 1 - - 0 1
pos. 87 302 55,20 14,08 98 204 99 103 57,82 12,92 20 71
> - 349 52,34 15,08 107 242 - 104 57,82 12,64 20 72
RM MIB-1
Gesamt Alter Geschlecht <3% 3% <= X < 6% >= 6%
< % n= DS SA m w % n= % n= % n=
E neg. 19 46 45,01 17,88 9 37 18 42 33 4 11
pos. 81 198 53,84 14,45 77 121 82 187 67 8 89 8
Y - 244 53,85 15,01 86 158 - 229 - 12 - 9

Tabellen 5 und 5a: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse der Farbung EMA

Es wurden 349 Tumorgewebeproben ausgewertet. Die dazugehorigen Patienten hatten ein
Durchschnittsalter von 52,34 +15,01 Jahren. Die Mehrheit der Gewebe ist EMA-positiv
(87%) (siehe Tabellen 5 und 5a). Bei einer Differenzierung zwischen Rezidiv- (RM) und
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Nichtrezidiv-Meningeomen (NRM) fallt auf, dass deutlich mehr Nichtrezidiv-Meningeome
auf EMA positiv reagieren (NRM 99%; RM 81%) (statistisch signifikant, students t-test,
p=5,1446E-13).

3.4.2 MIB-1
Gesamt NRM
Gesam Gesam
. Alter Geschlecht . Alter Geschlecht

Ec: % |n=| DS SA m w % |n=| DS SA m w
=
P ‘\*/’ 90|315|53,83[14,89| 92 | 223 [93| 97 |58,43|12,96| 19 77
2
c
Rt
g g 7| 25 |55,29]15,10( 14 11 | 6| 6 |47,80]|1240| 2 4
E
o

© 3| 10 |48,90]119,99| 1 9 1 1 |46,00 - - 1

> - 1350|52,80(15,40| 107 | 243 | - |104|57,79|13,07| 21 82

RM
Gesam
. Alter Geschlecht

< %|n= DS [ SA | m w
Q
=3
%< ‘\'/’ 891218]51,80|15,26| 73 145
S
£
c
o
© © 8 | 19 |57,26|15/41| 12 7
5 [42]
E
a

© 4 | 9 |49,22121,18| 1 8

> - 1246152,13|15,52| 86 160

Tabellen 6 und 6a: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse der Farbung MIB-1

Die Proliferationsindexergebnisse sind in drei Gruppen unterteilt. Die erste Gruppe umfasst
alle Proben mit einem MIB-1-Index unter 3%, die zweite alle mit einem zwischen 3 und

kleiner 6% und die dritte alle mit einem Wert, der groRer oder gleich 6% ist. Es konnten

28



Untersuchungen von Biomarkern zur Vorhersage der Rezidivwahrscheinlichkeit von Meningeomen

350 Gewebeproben von Patienten mit einem durchschnittlichen Alter von 52,80 +15,40
Jahren ausgewertet werden.

Hierbei fallt vor allem auf, dass der Grof3teil der Proben einen MIB-1-Index unter 3% hat
(9%). Ein Unterschied zwischen RM / NRM ergibt sich nicht. Beide weisen &hnliche
Ergebnisse auf (statistisch nicht signifikant, students t-test, p=0,19227).

Auffallig ist der geringe Anteil von stark positiven Proben (4%) sowohl in
Gesamtbetrachtung als auch im RM-/ NRM-Vergleich.

3.4.3 C-Kit
Gesamt NRM
Gesamt Alter Geschlecht Gesamt Alter Geschlecht
= % n= DS SA m w % | n= DS SA m w
g neg. 16 56 51,00 14,85 10 46 14| 15 63,33 15,66 2 13
pos. 84 290 | 54,30 14,85 95 195 86| 90 56,92 12,38 19 71
> - 346 | 53,67 14,85 105 241 - | 105 | 57,68 12,92 21 84
RM MIB-1
Gesamt Alter Geschlecht <3% 3% <=x <6% >= 6%
= % n= DS SA m w % n= % n= % | n=
E neg. 17 41 46,49 15,87 8 33 14 43 32 8 20 2
pos. | 83 | 200 | 53,52 14,68 76 124 86 | 264 68 17 80 8
> - 241 52,08 15,40 84 157 - 307 - 25 - 10

Tabellen 7 und 8: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse der Farbung C-KIT
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Abbildung 7b: Graphische Darstellung der
Ergebnisse der Farbung C-KIT unter Betrachtung aller
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Gewebeproben und ihrer prozentualen Verteilung auf

negative und positive Farbeergebnisse

Es wurden insgesamt 346 Proben ausgewertet. VVon diesen 346 reagieren 84% positiv auf
C-KIT (siehe Abbildung 7b). Ein Unterschied in der Positivitat ist bei einem Vergleich
zwischen NRM und RM nicht feststellbar: 86% aller NRM reagieren positiv, wohingegen
83% aller RM positiv sind. Die Positivitat ist geschlechtsunabhdngig (statistisch nicht
signifikant, students t-test, p=0,146417).

Gewebeproben, deren MIB-1-Indices unter 3% liegen, zeigen einen &hnlich hohen

Prozentsatz an C-KIT- exprimierenden Tumoren auf (86%) auf. Aufféllig ist der Riickgang
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der Positivitat bei einem erhéhten MIB-1-Wert. Tumorproben mit MIB-1-Indices zwischen
3 und 6% exprimieren deutlich weniger C-KIT. Die Anzahl der positiven Gewebeproben
betrdagt hier lediglich 68%. Bei einem MIB-1-Index von groRer oder gleich 6% ist der
Rickgang der positiven Proben nicht so deutlich. Hier liegt der Anteil der negativen Proben
bei 20%.

WHO-Klasse
WHO 1 | WHO 2 WHO 3

% [n=1% n=\|% n=

Tabelle 9: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse der Férbung C-

Neg. 17| 42]0,09] 7|042] 5

KIT abhéngig von der WHO-Klassifizierung

=
S |Pos.|83|211|001| 72 {058 7
S |- |253]- 79| - 0
C-KIT / WHO
o ﬁ
80% -
OWho 3
60% -
BWho 2
40% S
BWho 1 ° 42 Fl 211
20% -
0% -
0-1 2-3

Abbildung 8: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Farbung C-KIT abhéngig von der WHO-
Klassifizierung

In der Tabelle 9 und Abbildung 8 sind die Ergebnisse der C-KIT-Farbung in Abhéngigkeit
von der WHO-KIassifizierung dargestellt. Insgesamt wurden 253 Gewebeproben von
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Tumoren des WHO-Grades | analysiert. Hierbei reagieren 83% der Proben positiv. Von 79
Tumorproben mit WHO-Grad 1l sind 91% positiv. Ein deutlicher Unterschied ist bei
Tumoren des WHO-Grades 11l zu erkennen. Von den 12 ausgewerteten Proben sind 7
(58%) positiv. Somit ist bei Tumoren mit WHO-Grad Il der Anteil von negativen

Meningeomen signifikant hoher als bei den anderen beiden Klassen.

C-KIT neg. C-KIT pos.
< Gesamt RM Geschlecht Gesamt RM Geschlecht
E Nein Ja Nein Ja
% n= m w % n= m w
% n=| % n= % n=| % n=
neg. 23 12 0 0 31 12 2 10 11 32 1 1 16 31 7 25
pos. 77 | 41| 100 | 14| 69 27 8 33 89 256 99 | 89| 84 167 | 87 169
> - 53 - 14 - 39| 10 43 - 288 - 90 - 198 | 94 194

Tabelle 10: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse der Farbung C-KIT abhéngig von der EMA-Farbung

In Tabelle 10 sind die Ergebnisse der C-KIT Farbereihe in Abhéngigkeit der EMA-Farbung
zu entnehmen. Hierbei wird deutlich, dass Proben, die positiv auf C-KIT reagieren, in der
Regel EMA exprimieren. Der Anteil an C-KIT und EMA exprimierenden Proben betréagt
89%, wohingegen sich der Anteil an C-KIT negativen und EMA positiven Proben auf 77%
belauft. Ahnlich verhalt sich diese Verteilung unter Berticksichtigung des Rezidivs. Der
Anteil an Tumoren, die sowohl C-KIT als auch EMA exprimieren und zuséatzlich
rezidivieren, betrdgt 84%. Bei der gleichen Gruppe, die nicht C-KIT aber EMA

exprimieren und rezidivieren, belduft sich der Anteil auf 69%.
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3.4.4 Vimentin
Gesamt NRM
Gesam Gesam
Vimentin ¢ Alter Geschlecht Alter Geschlecht
% [n=| DS SA m w % |n=| DS SA m w
neg. 3| 11 |52,64]|18,33| 3 8 2 2 |59,00] 4,24
pos. 97 (337(53,90 (14,94 | 103 | 235 (98| 103|58,00(13,13| 21 82
> 348 153,86 | 15,03 | 106 | 243 105(57,82 (13,01 | 21 84
RM
Vimentin | Gesamt Alter Geschlecht
% | n= DS SA m w
neg. 4 9 51,22 | 20,13 3 6
pos. 96 | 234 | 52,23 | 15,38 | 82 153
> 243 | 52,19 | 15,53 | 85 159

Tabellen 11 und 11a: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse der Farbung Vimentin

Es konnten 348 Gewebeproben mit Vimentin untersucht werden. Das durchschnittliche

Alter der Patienten betrégt 53,86 +15,03 Jahre. Die Mehrzahl der untersuchten Proben

exprimiert Vimentin,

Somit sind 337 (97%) der

geschlechtsspezifische Unterscheidung nicht auszumachen ist (statistisch nicht signifikant,

students t-test, p=0,60363).

3.4.5 Ostrogen und p53

Proben positiv, wobei

Ostrogen Gesamt NRM RM Alter Geschlecht
% n= DS SA m w
<1% 99 345 103 242 53,85 15,06 240 105
>= 1% 1 4 2 2 52,75 17,04 4
> 349 105 244 61,82 13,52 244 105

Tabelle 12: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse der Farbung Ostrogen
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p53 Gesamt Alter Geschlecht
NRM RM
% n= DS SA m w
<1% 99 342 103 242 53,79 14,87 240 102
>= 1% 1 4 2 2 53,14 24,46 4
> 346 105 244 53,78 15,06 244 102

Tabelle 13: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse der Farbung p53

In der Farbereihe Ostrogen wurden 349 Proben untersucht. Die entsprechenden Patienten
dieser haben ein durchschnittliches Alter von 61,82 +13,52 Jahren. Die Auswertung zeigt,
dass bei lediglich 4 Proben Ostrogenrezeptor von mehr als 1% der Zellen exprimiert wird
(statistisch nicht signifikant, students t-test, p=0,4504).

Ein ahnliches Ergebnis zeigt die p53-Farbung auf, bei der 346 Proben ausgewertet wurden.
Die Patienten haben ein Durchschnittsalter von 53,78 +15,06 Jahren. In dieser Reihe sind
ebenfalls bei 4 Proben mehr als 0,9% aller Zellen positiv. In beiden Versuchsreihen
verteilen sich die Gewebeproben, die einen Wert <= 1% haben, paarig auf Tumore von
NRM und RM (statistisch nicht signifikant, students t-test, p=0,82724).

3.4.6 Cytokeratin (PAN CK)

PAN-CK Gesamt NRM RM Alter Geschlecht
% n= DS SA m w
neg. 12 43 1 42 47,77 18,58 15 28
pos. 88 306 102 204 59,09 12,56 92 214
> 349 103 246 53,80 15,07 107 242

Tabelle 14: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse der Farbung Cytokeratin

Eine Auswertung von Cytokeratin erfolgte bei 349 Tumorproben. Die Patienten weisen ein

Durchschnittsalter von 53,80 +15,07 Jahren. Bei der Auswertung dieser Farbereihe ist die

Bewertung so, dass die Proben als positiv gezahlt werden, wenn sie einen Mittelwert von 1
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oder 2 haben. Die Proben mit der Bewertung 0 sind negativ. Somit sind 88% der Proben
positiv. Aufféllig ist, dass rund 83% der RM Cytokeratin exprimieren, wohingegen es bei
den NRM rund 99% Cytokeratin exprimieren. Ein geschlechtsspezifischer Unterschied
ergibt sich nicht (statistisch signifikant, students t-test, p=1,3088E-06).
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3.5 Immunhistochemische Farbungen im Zeitverlauf

Ostrogen p53
0,18%
0,11%,
0,13%
0,07%
0,06%
0,03% 0,06% !—__—_‘_\
0,04
0,00
0.0
1 2 3 4 5 1 b 3 4 5
~—4—Ostrogen Mittelwert NRM 0,1% —4—P53 —Mittelwert NRM 0,06%
N EMA
Cytokeratin

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
—=#— Cytokeratin Mittelwert NRM 0,98 —4—EMA —— Mittelwert NRM 2,38
1,49% 150 187
1,82
Ws
1,26
1,05
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 3
—4—MIB-1 ——Mittelwert NRM 0,76% —4—CKIT ——Mittelwert NRM 1,75
Vimentin
2,48

1 2 3 4 5 6

—4—Vimentin  ——Mittelwert NRM 2,38

Abbildung 10: Graphische Darstellung der Expression von Ostrogen-Rezeptor, P53, PAN-CK, EMA, MIB-1,
C-KIT, Vimentin (y-Achse) in Bezug auf die Operationsanzahl (X-Achse)
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In der Abbildung 10 (siehe auch Tabelle 15) sind die einzelnen Farbewerte der RM in
Bezug zur Operationsanzahl gesetzt. AuBerdem ist der Mittelwert aller NRM zur besseren
Vergleichbarkeit angezeigt (rote Linie). Somit sind hier die Mittelwerte der Farbewerte pro
Operation dargestellt. Aufféllig ist, dass bei den immunhistochemischen Farbungen fir
EMA, C-KIT, Vimentin und Cytokeratin mit jedem Rezidiv die Expression der jeweiligen
Proteine abnimmt.

Der MI stellt sich nicht eindeutig dar. Tendenziell steigt der MI aller RM mit jedem
Rezidiv an.

Bei Ostrogen und p53 sind Fluktuationen zu erkennen. Die Werte fir Ostrogen und p53

schwanken zwischen 0 und 0,2%.
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Immunhistochemische Farbungen in %/ Intensitat
OP-
Anzahl .
Ostrogen p53 EMA PAN-CK Vimentin C-KIT MIB-1
DS 0,0% 0,1% 2,0 0,9 2,4 1,9 0,74%
1 SA 0,00030 0,00245 0,70 0,51 0,55 0,42 1,66%
n= 102 102 102 102 101 99 102
DS 0,1% 0,1% 2,12 0,92 2,48 1,82 1,3%
2 SA 0,00 0,00 0,71 0,45 0,55 0,53 0,02
n= 77 79 76 78 77 77 78
DS 0,0% 0,0% 1,97 0,97 2,35 1,87 1,0%
3 SA 0,00174 0,00091 0,66 0,41 0,55 0,50 0,01473
n= 30 31 31 31 31 31 31
DS 0,0% 0,2% 1,94 0,75 2,25 1,75 1,5%
4 SA 0 0,00377 0,68 0,45 0,58 0,68 0,02621
n= 16 16 16 16 16 16 16
DS 0,0% 0,1% 1,75 0,63 2,13 1,75 1,6%
5 SA 0 0,00201 0,71 0,52 0,64 0,46 0,01827
n= 8 8 8 8 8 8 8
DS - - 1,33 0,67 1,67 1,67 -
6 SA - - 0,58 0,58 1,15 0,58 -
n= - - 3 3 3 3 -

Tabelle 15: Tabellarische Darstellung der einzelnen Operationsbefunde (DS: Durchschnitt SA:
Standartabweichung)
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3.6 Immunhistochemische Profile einzelner Patienten

Unsere Untersuchungen konzentrieren sich auf Patienten, deren Tumore sich progredient
entwickelt haben, was bedeutet, dass die Tumore bzw. ihre Rezidive ihre WHO-
Klassifizierung zu einem aggressiveren WHO-Grad hin dnderten. Dies beinhaltet sowohl
eine Anderung von Grad | zum Grad Il als auch direkt zum Grad llI.

In den nachfolgenden Illustrationen sind die Entwicklungen der jeweiligen Tumore und
ihrer Rezidive dargestellt. Die Abbildungen présentieren das Alter zur Zeit der 1. OP, das
Geschlecht und die Patientennummer. Die Kurven zeigen die einzelnen Férbereihen

(ausgenommen die Werte von Ostrogen, MIB-1 und p53).

Patient 31; m; Alter 54 Patient 32; w; Alter 44
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2 2 2 2 2 2 2 2
| | ~] | | |
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J J J J J J
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1 1 2 1 1 1 2 2
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Abbildung 11: Graphische Darstellung einzelner Tumorentwicklungen (Erklarung siehe Text). Auf der

horizontalen Achse ist der WHO-Grad des Tumors bzw. der Rezidive dargestellt.

Die in Abbildung 11 demonstrierten Falle stammen von Patienten, die unterschiedlich
haufig operiert worden sind. Daraus resultiert die unterschiedliche Gewebeprobenanzahl.
Der Fokus wurde auf diese Patienten gelegt, welche eine Progression zu héheren WHO-
Graden aufwiesen.
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4 Diskussion

Bis zum heutigen Zeitpunkt gibt es keinen eindeutigen immunhistochemischen Marker mit
dessen Hilfe Ruckschlusse auf das Rezidivverhalten von Meningeomen mdglich sind,
obwonhl diverse Antikorper in Studien Uber Biomarker bei RM untersucht wurden.

Wir haben uns zum Ziel gesetzt immunhistochemische Marker zur Vorhersage der
Rezidivwahrscheinlichkeit bei Meningeomen zu finden. Wir haben im Vergleich zu
friheren Studien eine deutlich groRere Anzahl von Tumoren verwendet. Somit stellen wir
sicher, dass einzelne fallabhangige Schwankungen nicht zum Tragen kommen wie bei einer
kleinen Anzahl von Proben. So weisen die Studien von Hitchcock und Morris (50
Meningeome) oder Theaker et al. (13 Meningeome) geringere Fallzahlen auf.

Ein weiterer Faktor, der unsere Studie von anderen unterscheidet, ist die groRe Summe von
verwendeten Antikdrpern. Dadurch kénnen wir auch Kombinationen von Farbeergebnissen
verschiedener Antikorper auf gleichem Gewebe prifen. Somit ware beispielsweise eine
hohe Affinitat zum Ostrogenrezeptor mit einem niedrigen EMA-Farbewert eine denkbare
Kombination, die fir eine hohe Rezidivwahrscheinlichkeit sprechen kdnnte. Naturlich sind
auch andere Kombinationen denkbar. Das Ziel dieser Markerkombinationen ist es
eindeutige Ergebnisse bezlglich der Rezidivwahrscheinlichkeit zu treffen.

Weiter nutzen wir den TMA als Mittel zur Standardisierung unserer Ergebnisse. Die dafiir
sprechenden Grinde sind vorrausgehend schon genannt worden. Das Verfahren garantiert
gleichbleibend hohe Qualitat bei hohem Durchsatz.

Somit haben wir in dieser Studie eine grofle Anzahl von Neuerungen bzw. Qualitats- und
Vergleichbarkeitsstandards eingefuhrt mit deren Hilfe wir eine zielsichere und stichhaltige

Voraussage erwarten.

Im Folgenden werden die einzelnen Antikorper isoliert betrachtet.

Unsere Ergebnisse in Hinblick auf die Antikérper gegen Ostrogenrezeptor und p53 zeigen,
dass die Uberwiegende Mehrzahl der Meningeome weder Ostrogenrezeptor exprimieren

noch p53 akkumulieren.
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Dies war in Hinblick auf p53 zu erwarten. Friihere Studien haben gezeigt, dass nur wenige
bzw. gar keine Meningeome auf dem Genort (TP53) von p53 Mutationen aufweisen. % %° 3
*" Dieser Genort befindet sich auf dem kurzen Arm des Chromosoms 17 und ist eines der
meist mutierten Gene in der menschlichen Tumorentwicklung. Wie wir aufzeigen konnten,
scheint dieses flir Meningeome nicht treffend zu sein. Dennoch zeigen einige Studien im
Hinblick auf die Akkumulation von p53 einen substantiellen Unterschied zwischen
einzelnen WHO-Graden.*! Einer solchen Annahme kénnen wir uns nicht anschlieBen. Da
die Anzahl der p53 akkumulierenden Zellen zu gering ist, kdnnen wir p53 nicht sicher im
Zusammenhang zur Malignitat von Meningeomen stellen. Weitere
Kombinationsmoglichkeiten mit anderen Antikérpern, im Hinblick auf die Voraussage der

Rezidivwahrscheinlichkeit, sind somit wenig erfolgversprechend.

Unseren Erwartungen entsprechend haben wir im Hinblick auf Ostrogenrezeptor ein
ahnliches Ergebnis erzielt. Auch hier ist keine Differenzierung zwischen NRM und RM
maoglich.

Vorangegangene  Studien  zeigten, dass lediglich 10% aller Meningeome
Ostrogenrezeptoren exprimieren.? Unser Ergebnis liegt deutlich unter diesem Resultat. Dies
kdnnte zum einem im TMA-Verfahren begriindet sein, da der auswertbare Gewebebereiche
klein ist, zum anderen kénnen Unterschiede in Qualitdat des Markers im Vergleich zu
anderen Studien vorliegen. Von beidem gehen wir nicht aus, da wir das TMA-Verfahren als
geeignet ansehen (siehe unten) und der jeweilige Marker mit addquaten Kontrollreaktionen
uberprift wurde.

Somit folgern wir, dass die Expression des Ostrogenrezeptors per se nur eine limitierte

Relevanz fur die Voraussage der Rezidivwahrscheinlichkeit von Meningeomen hat.

Die Schlisse, die wir bezlglich des Antikdrpers Vimentin ziehen konnten, unterscheiden
sich von denen der vorangegangenen Antikorper. Der GroRteil der Meningeome exprimiert
Vimentin (siehe Tabellen 11a und b). Dieses Ergebnis wurde erwartet. Das 57 Kd
Intermediarfilament Vimentin ist hauptsachlich in mesenchymalen Zellen exprimiert.*®
AuRerdem zeigt es sich in Meningeomen und fetalen meningealen Zellen.*® Somit belegt
die Expression von Vimentin, dass Meningeome aus meningealen Zellen entstehen. Ein

ahnlicher Schluss kann aus unseren Untersuchungen gezogen werden.
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Ein weiterer potentieller Marker ist Cytokeratin. Dieser wird auch als spezifischer Marker
von Arachnoidalzellen verwandt.>® Nagele et al. und Yung et al. fanden in geringer Anzahl
(bei ein und in finf Meningeomen) Cytokeratinexpression in Meningeomen.>* *? Hitchcock
und Morris entdeckten in 28 von 50 Meningeomen eine Expression, Theaker et al. sogar in
13 von 13 Fallen.* > Bei uns waren 88% der untersuchten Meningeome positiv, dadurch
schlielen sich unsere Ergebnisse diesem Gesamtbild an. Es ist ein Unterschied zwischen
NRM und RM feststellbar. Infolgedessen konnen wir die vorangegangenen
Untersuchungen bestatigen, die die Positivitat klar darstellen, sehen diesen Marker des
Weiteren als einen an, der zur Diagnostik beitragen kann.>* Andere Untersuchungen wiesen
allerdings fur malignere Meningeome einen signifikanten héheren Wert nach.® *® Somit
weichen unsere Ergebnisse von diesen Studien ab. Unsere Ergebnisse zeigen eine Abnahme
bei RM (siehe Tab. 14/14a). Weiter zeigt sich, dass die Cytokeratinexpression mit
steigender Rezidivoperationsanzahl abnimmt. Die Diskrepanz der Ergebnisse liegt
mdoglicherweise darin begrindet, dass andere Studien nur hohergradige Meningeome

untersuchten und somit das Rezidiv als solches nicht im Fokus stand.

In der EMA-Farbereihe sind ebenfalls die meisten Proben positiv (87%). Dieses Ergebnis
wurde erwartet, denn EMA ist einer der zuverlassigsten Marker zum Nachweis von
Tumoren meningeothelialem Ursprung.>” Diverse Studien haben eine Expression von EMA
in Meningeomen nachgewiesen.?® *° Studien zeigen, dass die Reaktivitat bei atypischen und
anaplastischen Meningeomen abnimmt.® Dieses Ergebnis kann nicht von allen Studien
getragen werden.®® Keine der Studien macht eine Unterscheidung zwischen NRM und RM.
Gerade dieser Gedanke steht bei unserer Untersuchung im Mittelpunkt. Wir kénnen einen
statistischen Unterschied zwischen RM (81% positiv) und NRM (99% positiv) nachweisen.
Somit bietet sich die Expression als moglicher Marker fiir die Untersuchung zwischen RM
und NRM an. Eine Abnahme der EMA-Expression konnte in diesem Zusammenhang auch
Ikeda et al. nachweisen.®

Problematisch ist die groRe Bandbreite der positiven Meningeome, die von 50 bis 100%
reicht. Meis et al. wiesen 50% EMA-positiver Meningeome nach. Deren Untersuchungen
von 50 Meningeomen umfasst sowohl RM als auch NRM. Der Wert der RM aus unserer

Untersuchung liegt deutlich tber dem Wert von Meis et al.. Perry et al. fuhren diese grof3e
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Bandbreite und somit die relativ geringen positiven Werte auf eine zu geringe
Konzentration vom EMA-Antikorper zuriick.®® Diese Uberlegung lésst sich dadurch
bestatigen, dass in heutigen Studien deutlich hohere EMA-positiv-Werte erzielt werden, da
die EMA-Farbung zu einem Standard in der Meningeomforschung geworden ist.
Infolgedessen muss man zu dem Schluss kommen, dass EMA nicht nur als Marker zum
Nachweis eines Meningeoms geeignet ist sondern zusétzlich als Rezidivmarker eingesetzt
werden kann.

Zusétzlich kommen auch wir &hnlich wie Theaker et al. zu dem Ergebnis, dass

Meningeome mit sowohl mesenchymalen als auch epithelialen Markern reagieren.*

Der Antikérper MIB-1 sollte unter mehreren Gesichtspunkten betrachtet werden. Zum
einen sollte er auf seine Vorhersagefahigkeit in Bezug auf die Rezidivwahrscheinlichkeit
von Meningeomen untersucht werden zum anderen sollte zusétzlich eine Aussage zu der
Verwendbarkeit dieses Proliferationsmarkers bei einer TMA-Untersuchung gemacht
werden konnen. Die Verwendung von MIB-1 steht bei einer solchen Analyse zur
Diskussion, weil der in den TMA-Block Ubertragene Gewebeanteil oftmals sehr Kklein ist.
Selbst wenn schon vorab eine Vorauswahl des Areals erfolgte, um ein jenes Gewebe mit
hoher mitotischer Aktivitdt bzw. hohen MIB-1-Werten auszuwéhlen, ist durch das
Stanzverfahren nicht gewéhrleistet, dass auch ein solch bestimmtes Areal getroffen bzw.
Ubertragen wird. Zur Bestimmung eines MIB-1-Indexes (MI) werden zwei Methoden
verwandt. Zum einen das Gezieltverfahren (GV). Hier wird der Teil zum Z&hlen
ausgewahlt, in dem eine grof3e Zahl von positiv reagierenden Zellen vorliegt. Zum anderen
das Zufallsverfahren (ZV). Hier wird das zu zahlende Areal/ die zu zéhlende Areale
zufallig ausgewdhlt. Somit misste das GV hoéhere Mls erzielen als das ZV, da der MI bei

Tumoren heterogen ist.

Wird ein TMA verwendet, so muss eine neue Uberlegung angestellt werden. Durch die
Auswahl der Stanze ist nicht gesichert, dass die Region mit der grofiten Anzahl von
positiven Zellen in den TMA-Block gelangt, falls man das GV anstrebt. Folglich liegt die
Uberlegung nahe, dass das TMA-GV zu einem ZV wird. Deshalb steht die Verwendung
von MIB-1 in Verbindung mit TMA zur Diskussion. Dieses Problem behandeln unter

anderem Ruiz et al.®* Sie untersuchten mittels TMA, ob der MI an Brustkrebs mit
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molekularen und Kklinischen Daten vergleichbar ist. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass dies
der Fall ist. Diese Ergebnisse wurden weiter bestatigt.®?

Untersuchungen haben gezeigt, dass die GroRe eines 0,6mm Gewebezylinders ausreichend
ist.® Ruiz et al. kommen ebenfalls zu dem Schluss, dass ein Gewebezylinder pro Tumor
ausreichend ist. Weitere Autoren® streben die Verwendung von mehreren
Gewebezylindern an. Nocito et al. konnen dies allerdings nicht bestatigen und fanden
heraus, dass ein Zusammenhang zwischen dem MI und den klinisch-pathologischen Daten
bei Blasenkrebs existiert, unabhangig von der verwendeten Anzahl der Gewebezylinder.
Anhnlich wie wir gehen Peters et al. davon aus, dass mit Hilfe des zuvor gefertigten HE-
angefarbten Gewebelberblicks ein zielsicheres Ausstanzen aus dem gewtinschten Gewebe
moglich und die folgende Untersuchung damit auch reprasentativ ist.®> Wir haben uns fiir
das GV entschieden, da wir mit diesem Verfahren, das seit Jahren zum Routineverfahren
gehort, Erfahrungen gesammelt haben. Dennoch missten die Mls durch ein TMA minimal
geringer ausfallen, da die angesprochenen Fehler beim Stanzen nicht zu 100%
ausgeschlossen werden kénnen.

Generell ist der Zusammenhang zwischen einem MI und der Rezidivwahrscheinlichkeit
nicht endgultig geklart. Abramovich und Prayson fanden keinen signifikanten Unterschied
im MI bei 32 RM und 27 NRM.®® Mgller und Breendstrup erzielten ein ahnliches Ergebnis
bei untersuchten 26 RM und 17 NRM.®" Beide Untersuchungen wurden mittels GV
durchgefuhrt. Im Gegensatz dazu fanden Matsuno et al. einen signifikanten Unterschied im
MI bei RM und NRM.®® Sie fanden einen Wert von 3% als Trennwert zwischen RM und
NRM.

AbschlieRend ist nicht definitiv geklart, welche der beiden MI-Analysen die bessere ist. Die
oben genannten Autoren haben ihre Ergebnisse mit Hilfe des GVs erzielt. Nakasu et. al
haben in einer Untersuchung die beiden Methoden miteinander verglichen,®® wobei sie
keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden Methoden entdeckten. Lediglich der Ml
scheint bei der GV hoher zu sein (GV=3%; ZV=2%).

In unseren Ergebnissen kdnnen wir in Hinsicht auf den MI keinen Unterschied zwischen
RM und NRM feststellen, somit kdnnen wir uns den Ergebnissen sowohl von Mgller und
Breendstrup als auch von Abramovich und Prayson anschliefen. Da wir deutlich mehr
Meningeome verwendet haben als in vorangegangenen Untersuchungen, kann man unsere

Untersuchung als Bestétigung der Ergebnisse dieser Autoren ansehen.
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Als letzter Antikorper ist C-KIT zu nennen. In vorherigen Studien haben 2 von 44
Meningeomen C-KIT exprimiert. In unserer Arbeit sind 84% der Meningeome positiv. Da
dennoch keine Differenzierung zwischen RM und NRM mdoglich ist (RM=83%;
NRM=86%), ist dieser Marker isoliert betrachtet nicht zur Vorhersage der
Rezidivwahrscheinlichkeit geeignet.

Madglicherweise liegt bei Meningeomen eine Mutation im C-Kit kodierenden Gen vor, denn
wir konnten eine ahnlich hohe Affinitat nachweisen wie GISTs. Studien zeigen in 80 bis
90% aller GISTs eine KIT-Mutation.”” ™ In transgenen Mausen wurde der Nachweis fir
den Zusammenhang zwischen der GIST-Entstehung und der KIT-Mutation erbracht.”
Insofern liegt der Schluss nahe, dass Meningeome ebenfalls eine KIT-Mutation innehaben.
Die Suche nach KIT-Mutationen bei Meningeomen ist der Schwerpunkt weiterer
Forschungstatigkeit.

Eine durch Mutation aktivierte Typ 3 Rezeptor-Tyrosin-Kinase (KIT) konnte mittels
Imatinib (ST1571, Gleevec) inhibiert werden. Imatinib wurde urspringlich zur Behandlung
von chronisch myeloischer Leukdmie verwendet. Hierbei setzt es an der Funktion des
BCR/ABL Fusionsprotein an.”

AbschlieBend ist festzuhalten, dass das TMA-Verfahren fur die Untersuchung von
Meningeomen geeignet ist. Dadurch konnten wir dieses Verfahren erfolgreich in die

Meningeomforschung einbringen.
Durch diese Technik konnten wir zwei Antikérper (EMA und Pan-Cytokeratin)

hervorheben, die im Hinblick auf eine Rezidivuntersuchung anbieten. Die Kombination aus

EMA als Cytokeratin ist somit fiir die Diagnostik zu empfehlen.
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5 Zusammenfassung

Meningeome sind langsam wachsende gutartige Tumore. Ein Teil weist jedoch eine erhdhte
Rezidivwahrscheinlichkeit auf. Bis heute gibt es keinen eindeutigen histologischen Marker,
der eine Aussage uber die Rezidivwahrscheinlichkeit von Meningeomen ermdglicht.

Ziel der Arbeit war es nach neuen immunhistochemischen Markern oder
Markerkombinationen zu suchen, welche eine Aussage Uber die Rezidivwahrscheinlichkeit
von Meningeomen ermdglichen.

Hierflir haben wir Gewebearray-Blocke von Menigeomen aus zwei Patientenkohorten
angefertigt. Die erste Kohorte bestand aus Patienten, bei denen kein Meningeomrezidiv
aufgetreten ist (n=107). Die zweite Kohorte bestand aus Patienten, bei denen mindestens
ein, in der Mehrzahl der Falle mehrere Meningeomrezidive dokumentiert wurden (n=252).
Durch die standardisierte Auswertung immunhistochemische Farbungen wurde die
Expression von verschiedenen relevanten Proteinen bestimmt

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen konnten fur Pan-
Cytokeratin und fur das epitheliale Membran-Antigen ermittelt werden. Beziglich der
Proliferation der Tumorzellen ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied.

Die Relevanz von Pan-Cytokeratin und des epithelialen Membran-Antigens fur die
Vorhersagekraft von Meningeomrezidiven wurde durch Langsschnittuntersuchungen an
ausgewahlten Patientengruppen bestatigt.

Die Ergebnisse unserer Arbeit weisen darauf hin, dass die Kombination von zwei
immunhistochemischen Markern (Pan-Cytokeratin und das epitheliale Membran-Antigen)

einen wichtigen Beitrag zur VVorhersage von Meningeomrezidiven beitragen kann.
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