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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Pilozytische Astrozytome (PA) sind bei Kindern von 0-19 Jahren mit 19,7% die
haufigsten Tumore des zentralen Nervensystems (ZNS) (Tibbetts et al. 2009). PA
gelten als gutartige Neoplasien, entsprechen dem WHO-Grad | (I°) und Patienten
kénnen durch eine radikale operative Tumorentfernung geheilt werden. Bei subtotal
operierten Tumoren zeigen sich hingegen hdhere Rezidiv- und niedrigere
Uberlebensraten. Bislang existieren fiir die Routinediagnostik keine histologischen
oder immunhistochemischen (IHC) Marker mit prognostischer oder therapeutischer
Relevanz (Collins et al. 2016). Aufgrund der relativen Haufigkeit in ihnrem Auftreten bei
Patienten in den ersten beiden Lebensdekaden (Koeller und Rushing 2004) sowie der
fir einen Low Grade Tumor verschlechterten Prognose bei sehr jungen Patienten
(Gajjar et al. 1997), ergibt sich eine besondere Relevanz, diese ausgemachte Llicke
in der Forschung genauer zu betrachten. In dieser Arbeit wurde sich daher mit der
Antigenexpression der IHC-Marker Matrilin-2, NR2E1 (nuclear receptor subfamily 2,
group E, member 1) und Pax-3 (paired box 3) sowie sechs Histomorphologien befasst.
Dabei wurden PA unterschiedlicher Lokalisationen und von Kindern verschiedenen
Alters hinsichtlich histologischer und immunhistochemischer Merkmale vor dem
Hintergrund folgender drei Fragestellungen verglichen.

1. Inwieweit zeigen PA unterschiedlicher Lokalisationen differenzielle
Auspragungen bezlglich klinischer Faktoren, morphologischer Merkmale

und immunhistochemischer Marker?

Dieser Fragestellung liegt die Annahme zugrunde, dass Tumore verschiedener
Lokalisationen aus unterschiedlichen Ursprungszellen entstehen und dadurch eine
differenzielle Antigenexpression (Sharma et al. 2007) oder Morphologien aufweisen
bzw. sich bezlglich der Rezidivneigung oder auch des Alters, in dem sie auftreten,

unterscheiden.
2. Inwieweit unterscheiden sich PA von Kindern unterschiedlichen Alters?

Méglicherweise haben sich in der Kindheit manifestierende PA andere
Ursprungszellen, als PA Jugendlicher. Dies kénnte ebenfalls mit einer differenziellen
Bildung bestimmter Morphologien und Antigene einhergehen. Auch ein mdglicher



Zusammenhang zwischen dem Rezidivieren und dem Alter, in dem ein PA erstmalig

diagnostiziert wird, kbnnte klinische Entscheidungen beeinflussen.

3. Inwieweit haben die untersuchten morphologischen und immun-

histochemischen Variablen einen prognostischen Wert?

Die dritte Fragestellung bezieht sich auf die Prognose pilozytischer Astrozytome. Viele
bei anderen Tumorentitaten prognostisch aussagekraftige Antikérper, wie z.B. der
Proliferationsindex Ki-67 oder die Mutation im Tumorsuppressorgen p53, haben bei
PA keine Bedeutung (Collins et al. 2016). Im Falle von Ki-67 ist die Farbung aufgrund
der sehr niedrigen Proliferationsrate dieser WHO [° Tumore nur selten positiv und bei
PA ist meist keine p53 Mutation vorhanden. Daher wird in dieser Arbeit untersucht, ob
die im Folgenden betrachteten Histomorphologien oder IHC-Marker eine klinische
Relevanz flr die Prognose haben, sodass diese nicht nur die Therapieentscheidung
beeinflussen kdnnten, sondern auch Zielstruktur fir therapeutische MaBnahmen

waren.



2 Gang der Untersuchung und Aufgabenabgrenzung

Gegenstand der vorliegenden Forschungsarbeit bilden operativ entfernte
Tumorproben von PA padiatrischer Patienten im Alter von 1-18 Jahren, die in der Zeit
von 1984 bis 2012 am Institut fir Neuropathologie des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf (UKE) operiert wurden.

Die verwendeten klinischen Daten stammen aus dem Archiv der Neuropathologie und
der Klinik fir Padiatrische Hamatologie und Onkologie des UKE. Fir das vorliegende
Patientenkollektiv sind keine Angaben fiir die Uberlebenszeitspannen vorhanden, wie
z.B. das Uberleben ohne Auftreten von Events (event free survival, EFS), das
progressionsfreie  Uberleben  (progression free survival, PFS) und das
Gesamtuberleben (overall survival, OS). Als vergleichbare Variable wurden daher das
Auftreten von Events und der Rezidivstatus ausgewertet. In den Rezidivstatus flieBen
nur Rezidive ein, die operiert wurden und von denen Tumormaterial vorhanden war.
Kam es zum Tumorprogress, Auftreten eines Rezidivs, einer Metastase, oder eines
Sekundarmalignoms und erfolgte keine Tumoroperation oder verstarb der Patient,

wurde dieses Ereignis als Event dokumentiert.



3 Pilozytische Astrozytome

Im Folgenden wird eine Einfihrung Uber den verwendeten Gegenstand ,pilozytische
Astrozytome* gegeben. Als Literatur wird, sofern nicht anders vermerkt, Collins et al.
(2016), Kammler et al. (2009), Koeller und Rushing (2004) sowie Scheithauer et al.
(2007) verwendet.

3.1 Definition

PA sind umschriebene, meist verdrdangend wachsende und histologisch gering
proliferative Gliome und entsprechen histologisch dem WHO I°. Diese haufig zellarmen
Tumore haben histopathologisch ein biphasisches Wachstumsmuster und bilden
sowohl makroskopisch als auch histologisch sichtbare Zysten. Eine vollstandige
Resektion dieses zumeist bei Kindern auftretenden Tumors erfolgt in kurativer Absicht
und resultiert meist in einem exzellenten Langzeitliberleben.

PA treten zum GrofBteil im Kleinhirn und den Mittellinienstrukturen des GroBhirns auf
und PA der Sehbahn sind vielfach mit der genetischen Erkrankung
Neurofibromatose 1 (Morbus Recklinghausen, NF1)' assoziiert. Weitere genetische
Veranderungen pilozytischer Astrozytome finden sich in Mutationen unterschiedlicher
Proteine, die mit dem MAPK-Signalweg (mitogen-activating protein kinase) assoziiert
sind.

3.2 Epidemiologie

Das pilozytische Astrozytom ist das haufigste Gliom im Kindes- und Jugendalter und
tritt mit einer Inzidenz von 0,84 pro 100 000 Menschen pro Jahr auf. PA machen Uber
5% aller Gliome aus und entstehen zu etwa 75% in den ersten beiden Lebensdekaden.
Bei der Betrachtung der Altersgruppe 0-14 Jahre machen PA 17,6% aller primaren
Hirntumore, fast ein Drittel aller Gliome und 85% aller zerebellaren Astrozytome aus.
Sie haben, aufgrund ihrer Haufigkeit bei péadiatrischen Patienten mit einer
intrakraniellen Neoplasie, eine hohe klinische Relevanz.

Mit einer 10-Jahres Uberlebensrate von bis zu 94% haben Patienten aller

Altersgruppen mit PA eine sehr gute Prognose und das beste Outcome aller Patienten

T NF1 ist eine autosomal dominant und monogen vererbbare Erkrankung, die zu den neurokutanen
Erkrankungen (Phakomatosen) gez&hlt wird, da sie vor allem die Haut und das Nervensystem betrifft
(Ater et al. 2016).



mit intrakraniellen Tumoren. Durch eine vollstdndige chirurgische Exzision kénnen

Patienten geheilt werden.

PA kénnen im gesamten ZNS auftreten, entstehen dabei meist in der Mittellinie,
vornehmlich im Kleinhirn (45%), in der Sehbahn (22%) und im Hirnstamm (15%).2 Bei
40-70% aller sehbahnassoziierten PA (optic pathway glioma, OPG) liegt die
Grunderkrankung NF1 vor.

3.3 Symptome und klinische Befunde

Die durch PA hervorgerufenen klinischen Symptome sind unspezifisch und ent-
sprechen denen einer zerebralen bzw. spinalen Raumforderung. Sie sind abhangig
vom Alter des Patienten, der Gré3e und Lokalisation der Tumormasse und davon, ob
durch eine mechanische Liquorabflussbehinderung ein Hydrocephalus vorliegt
(Murray et al. 2011). Die soliden Tumoranteile pilozytischer Astrozytome wachsen
langsam, bilden aber Zysten, die schneller gréBenprogredient sind als die solide
Tumormasse und durch eine Verdrangung wichtiger Hirnstrukturen zu einer Verlegung
der Liquorzirkulation fihren kénnen (Rutkowski et al. 2014).

Meist bestehen die Symptome Uber Monate. Bei 80% der Kleinhirntumore treten
aufgrund eines erhdhten intrakraniellen Drucks (ICP, intracranial pressure)
progrediente Kopfschmerzen auf. Ein erhéhter ICP geht bei 84% der Patienten mit PA
mit einem Papillen6dem einher und ist bedingt durch eine ventrikulare Obstruktion, die
Obstruktion des Ligourabflusses oder durch das zunehmende Volumen der
Tumormasse. Weitere Symptome, die haufig bei PA des Kleinhirns auftreten, sind
Ubelkeit und Erbrechen (zu 75%) sowie Gangstérungen (zu 70%). Etwa die Hélfte der
Patienten entwickelt einen Nystagmus, der durch eine hohe Frequenz und niedrige
Amplitude gekennzeichnet ist und mit nickenden Kopfbewegungen einhergehen kann.
Im Sauglingsalter tritt durch einen erhéhten ICP bei noch nicht verkndcherten
Schadelsuturen zu 14% eine Makrozephalie auf. Im Kindesalter kénnen
psychomotorische Entwicklungsverzégerungen ein Warnsignal flr die Erkrankung an
einem Hirntumor sei. Epileptische Anfalle sind dagegen selten und weisen auf einen
Tumorbefall der grauen Substanz der Kortexareale im GroBhirn hin. Auch

endokrinologische Fehlregulationen werden mit zunehmendem Tumorwachstum, vor

2 Der Hypothalamus, der Thalamus, seltener die GroBhirnhemispharen und der Spinalkanal sind
ebenfalls mégliche Ursprungslokalisationen.



allem in hypothalamischer Lokalisation, durch Auswirkungen auf die Adeno- und
Neurohypophyse haufiger. So kann es z.B. zu Stérungen des Natriumhaushalts® mit
entsprechender Symptomatik kommen, auBerdem zu einer Pubertas tarda oder
pracox mit frihzeitigem Epiphysenschluss sowie zu einer primaren oder sekundaren
Amenorrhoe. Fokale Defizite konnen Hinweise auf die Lokalisation der Lasion geben*.

3.4 Bildgebung

Bildgebend stellen sich zu 96% gut umschriebene, runde oder ovale Tumore dar, mit
klarer Begrenzung zum umgebenden Hirnparenchym. Selten zeigt sich bereits
bildmorphologisch ein infiltratives Wachstum, welches aber in 64% der Félle
histologisch nachweisbar ist. In der Magnetresonanztomographie (MRT) erscheinen
PA in der T1-Wichtung meist hypo- bis isodens im Vergleich zu normalem Hirngewebe
und in der T2-Wichtung imponieren zystische Areale hyperdens und solide
Tumoranteile, aufgrund der haufig mikrozystischen Beschaffenheit, meist heterogen.
Aufgrund des langsamen Wachstums manifestiert sich ein vasogenes Odem, das sich
in der T2-Wichtung ebenfalls hyperdens darstellt, im Vergleich zu stark proliferativen
High Grade Gliomen (WHO IlI°-1V°) nur selten. NF1-assoziierte OPG und OPG von
nicht NF1-Patienten weisen Unterschiede in der Bildgebung auf. So betreffen NF1-
assoziierte PA etwa gleich haufig den N. opticus und das Chiasma, beschréanken sich
in ihrer Ausdehnung ausschlieBlich auf die Sehbahn und sind normalerweise nicht
zystisch. Nicht-NF1-assoziierte OPG stellen sich aufgrund der zystischen Anteile in
der MRT-Untersuchung dagegen haufig heterogen dar. Sie betreffen zumeist das
Chiasma und sind nicht auf die Sehbahn begrenzt, sondern infiltrieren haufig das
umgebende Hirngewebe. In der Computertomographie (CT) weisen PA selten
Mineralisate auf und reichern intravends appliziertes Kontrastmittel (KM) aufgrund
der meist starken Vaskularisation zu 94% an. Das gleiche gqilt h&ufig fir die
Zystenwande.

3 Z.B. durch zentralen Diabetes insipidus und ein zerebrales Natriumverlustsyndrom.

4 Beispielsweise kann sich eine intraorbitale Lasion durch eine Proptosis oculi bemerkbar machen und
bei Tumorbefall des Nervus opticus (N. opticus) treten meist monokulare Stérungen auf. Kommt es
dabei zur ipsilateralen Erblindung ist die Diagnose einfacher zu stellen als bei ebenfalls auftretenden
Visusminderungen und Gesichtsfeldausfallen, welche oft Uber einen langen Zeitraum gut kompensiert
werden und schwer messbar sind. Retrochiasmatische und hypothalamische L&sionen verursachen
hingegen kaum Sehstérungen. L&sionen des Thalamus kdnnen durch fokale neurologische Defizite
auffallen, wie z.B. einer Hemiparese bei Kompression der Capsula interna. Spinale L&sionen
verursachen unspezifische Symptome einer lokalen Riickenmarksverdrangung.



Koeller und Rushing (2004) beschreiben vier vorherrschende Darstellungen
pilozytischer Astrozytome in der Bildgebung, die sich z.T. in den MRT-Bildern aus
Abb.1 wiederfinden.

1. Bei 46% stellt sich ein zystisches PA mit KM aufnehmender Zystenwand (vgl.
Abb.1, Bilder e und f) und einem stark KM positiven randstandigen Tumorknoten
dar.

2. Zu 21% bestehen PA aus einem ebenso stark KM positiven, in der Zyste
randstéandigen Tumorknoten, allerdings ohne KM Anreicherung der Zystenwand
(vgl. Abb.1, Bild b).

3. Eine Uberwiegend solide Tumormasse mit multiplen, sehr kleinen zystischen
Anteilen oder ohne zystische Formationen (vgl. Abb.1, Bild c) findet sich in 17%
der Falle.

4. Eine Raumforderung mit einer zentralen, KM-negativen Nekrose zeigt sich in
16% der Félle. Letztere bildgebende Darstellung kann leicht zur Verwechslung

mit High Grade Gliomen fihren.

b \ %8 C e

Abbildung 1 — PA mit charakteristischer Darstellung im MRT

Alle vier Abbildungen zeigen kontrastmittelaufnehmende und histologisch bestétigte PA. Quelle der

Bilder und der Erkldrungen: Collins et al. (2015).

(b) Zystischer Tumor des Kleinhirns mit solidem randstdndigem Tumorknoten;

(c) dorsal-exophytisches PA des Mittelhirns;

(e) ein peripherer solider Tumor des rechten Parietallappens mit zystischem Anteil. Die Zystenwand
ist stark KM positiv;

(f) ein groBer, umschriebener, intramedulldrer, spinaler Tumor mit zystischer Komponente.

3.5 Makroskopie

Die meisten PA imponieren makroskopisch als weiche, grauliche und knotige Tumore
und sind gut vom umgebenden gesunden Gewebe abgrenzbar.



Der makroskopische Aspekt pilozytischer Astrozytome kann mit der Lokalisation
variieren. So sind Tumore des Kleinhirns und der GroBhirnhemispharen meist gut
abgrenzbar, wachsen verdrangend und bestehen zumeist aus einer groBBen Zyste mit
einem kleineren randstandigen Tumorknoten (vgl. Abb.2, links). PA des Hypothalamus
und des Chiasmas dagegen werden haufig spater erkannt, da sie erst bei
fortgeschrittener GréBe symptomatisch werden. Somit sind Tumore dieser
Lokalisationen meist groB3, weich und durchzogen von vielen kleinen, teils nur
mikroskopisch sichtbaren Zysten und chronische Exemplare kénnen makroskopisch
sichtbare Mineralisate bilden. Tritt ein PA im Sehnerv auf, kann es diesen umhdillen
und infiltrieren und so zu einer fusiformen Verbreiterung desselben fiihren (vgl. Abb.2,
rechts). PA der Sehnerven weisen teilweise eine Ausdehnung in die Leptomeningen

auf.

Abbildung 2 - Makroskopie pilozytischer Astrozytome

Links: GroB3es, zystisches PA des Kleinhirns. Das PA ist als typischer solider Randknoten zu erkennen.
Quelle: Greenfield et al. (2002). Rechts: PA des N. opticus mit fusiformer Verbreiterung.
Quelle: PO (2014).

3.6 Histopathologie

Die Diagnosestellung pilozytischer Astrozytome und deren Abgrenzung von anderen
Tumorentitdten obliegt trotz ausgiebiger genetischer Forschung weiterhin der
histopathologischen Beurteilung (Collins et al. 2015).

PA weisen eine niedrige bis moderate Zellzahl mit biphasischem Wachstumsmuster
auf. Dieses zeichnet sich einerseits durch einen retikularen Anteil mit multipolaren
Zellen aus und andererseits durch einen fibrillaren Anteil aus bipolaren Zellen, wobei
im Normalfall eine der beiden Komponenten dominiert. Fibrillare Areale sind kompakt,
faserreich und gepragt von Zellen mit langen bipolaren Auslaufern, die sich Uber ein

8



ganzes mikroskopisches Sichtfeld ausdehnen kénnen (vgl. Abb.3). Diese Bereiche
bilden in den astrozytaren Fortsatzen haufig sogenannte Rosenthalfasern, hell
eosinophile, plumpe langliche Strukturen. Bei den retikularen Anteilen pilozytischer
Astrozytome dominiert ein lockeres, mikrozystisches Gewebe mit multipolaren Zellen,
die einen kleinen Zellkérper und kurze, spinnennetzartige Fortsdtze haben (vgl.
Abb.3). Diese Areale sind fibrillenarm und dadurch nur schwach GFAP positiv und
teilweise assoziiert mit Proteinballen. Das biphasische Wachstumsmuster ist vor allem
bei PA des Kleinhirns ausgepragt. Eine mikroskopische Infiltration Gber mehrere
Millimeter ins angrenzende Hirnparenchym ist am haufigsten bei Tumoren des N.

opticus und Chiasma opticum zu beobachten.

Abbildung 3 — Histopathologie pilozytischer Astrozytome

Links (l.): Retikuldres Wachstumsmuster mit mikrozystischen Anteilen. Mitte: Biphasisches
Wachstumsmuster in benachbarten Arealen, |. oben retikulédres, r. unten fibrilldres Areal. Rechts (r.):
Fibrilldres Wachstumsmuster. Quelle: eigene Bilder.

Hyperchromasie und pleomorphe Nuclei, Endothelproliferate, durch GefaBthrombosen
entstandene, landkartenartige Nekrosen, eine Infiltration der Leptomeningen und
selten auch Mitosen sind mit der Diagnose des PA vereinbar und kein Zeichen far
Malignitat.> Dennoch kénnen diese histologischen Merkmale zu einer Verwechslung
mit einem malignen Glioblastoma multiforme (GBM) fihren. Auch GefafBfibrosen und
perivaskulare Lymphozyteninfilirate sind keine ungewdhnlichen Befunde bei PA.
Selten infiltrieren PA auch gesundes Hirngewebe, sodass Neuronen von der
Tumormasse umschlossen werden. Das Vorhandensein von Neuronen im
Tumorgebiet (dieses kommt v.a. bei zerebellaren Exemplaren vor) kann zu einer

Verwechslung mit Gangliogliomen fUhren.

Wichtig ist die Abgrenzung pilozytischer Astrozytome von dem schneller wachsenden
pilomyxoiden Astrozytom (PMA), einer Unterform des PA mit monomorpher Histologie
und Fehlen von Rosenthalfasern. Das PMA ist meist chiasmatisch-hypothalamisch

5 Diese Histomophologien gelten als Malignitatskriterien, weil sie bei High Grade Gliomen mit einer
verschlechterten Prognose einhergehen.



lokalisiert, geht mit einer schlechteren Prognose und einer h6heren Rezidivrate einher.
Es betrifft v.a. Kinder unter 2 Jahren.

Die groBBe histomorphologische Variabilitat pilozytischer Astrozytome und der Mangel
an spezifischen immunhistochemischen, zytogenetischen oder molekularen Markern
erschweren z.T. die Diagnosestellung.

Um die fr PA typischen, jedoch nicht spezifischen histomorphologischen Strukturen
zu veranschaulichen, werden sie nachfolgend naher beschrieben.

1 Endothelproliferate

Diese Neovaskularisation ist im Tumorgewebe und in Zystenwanden haufig
nachweisbar. Es wird davon ausgegangen, dass Mediatoren in der Zystenflissigkeit
die Bildung von Endothelproliferaten (EP) anregen. Umgekehrt spielen EP eine Rolle
bei der Zystenbildung (Leung et al. 1997), u.a. durch die ultrastrukturell
nachgewiesene Fenestration des Endothels, die madglicherweise den
Flussigkeitsaustritt aus dem GefaBsystem beglinstigt. Bei PA entstehen EP aufgrund
der Produktion des vaskularen endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF, vascular
endothelial growth factor) durch Astrozyten und sind im Gegensatz zu EP bei GBM

nicht mit Malignitat assoziiert.
2 GefaBfibrosen

GefaBfibrosen werden bei PA als regressive Veranderungen gewertet und VEGF spielt
eine wichtige Rolle bei der Bildung dieser (Leung et al. 1997).6

6 Einer Studie von Leung et al. (1997) nach, hangt das Auftreten von Endothelproliferaten und
GeféaBfibrosen mit einer Zystenbildung zusammen. VEGF wirkt mitogen und chemotaktisch auf
Endothelzellen und induziert eine Hyperpermeabilitdt der GefaBe. Die Autoren nehmen an, dass das
Tumorwachstum zu einem steigenden Gewebedruck und dadurch zu einer Hypoxie des Gewebes fiihrt.
Dieser Prozess flhrt zur partiellen Degeneration der Tumorzellen und zu einem fortschreitenden Ersatz
der Tumormatrix FlUssigkeit und homogenes hyalines, eosinophiles Material, welches entweder zu einer
festen hyalinen Masse wird oder, zusammen mit der Flissigkeit, eine friihzeitige Zystenbildung bewirkt.
Die vitalen Tumorzellen induzieren aufgrund der Hypoxie die Expression von VEGF, wodurch es zu
einer ungerichteten  Proliferation von Endothelien (Endothelproliferate) und zu einer
Permeabilitatssteigerung der GefaBe kommt. Beides bedingt eine Ansammlung von interstitieller
Flissigkeit und die perivaskulare Ablagerung von Fibrin, wodurch es zu einer hyalinen Verdickung von
GeféaBwéanden (GefaBfibrosen) kommt. Diese Hille, die die BlutgefaBe umgibt, erschwert den
Gasaustausch und auch der steigende Gewebedruck aufgrund der Extravasation von Flissigkeit fihrt
zu einer zunehmenden Hypoxie, sodass es in diesem circulus vitiosus wiederum zu einer gesteigerten
Produktion von VEGF kommt. VEGF induziert abermals die Extravasation von Flissigkeit, was bei
langerem Bestehen des Tumors in der Bildung groBer Zysten resultiert (Leung et al. 1997).
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3 Lymphozyteninfiltrate

Perivaskulare Lymphozyteninfiltrate kbnnen ein Zeichen regressiver Veradnderungen

sein und sind haufig in PA anzutreffen.
4 Mineralisate

Mineralisate sind unspezifische und selten auftretende morphologische Korrelate
regressiver Veranderungen. Sie sind bei PA des N. opticus, in hypothalamischen, in
thalamischen Tumoren oder in kortikal gelegenen zerebralen Tumoren zu finden. Die
Tumorzellen pilozytischer Astrozytome produzieren VEGF, ein Wachstumsfaktor der
die ungerichtete Proliferation von Endothelzellen bewirkt, sodass daraus Endothelien
mit unzureichender Funktionsfahigkeit resultieren (Leung et al. 1997). Es wird
angenommen, dass es bei einer Leckage des Endothels zu einer Stérung der Blut-
Hirn-Schranke kommt, die mit der Bildung von Mineralisaten einhergehen kann (Keller
et al. 20137).

Laut einer Publikation von Tibbetts et al. (2009) sind Mineralisate mit einem

erniedrigten EFS assoziiert.
5 Mitosen

Mitosen sind in bis zu 30% der Falle bei PA nachweisbar und nicht mit erhéhter
Malignitat assoziiert. Allerdings ist eine maligne Transformation zu einem
anaplastischen PA moglich, das wu.a. durch einen erhohten Mitoseindex®

gekennzeichnet ist.
6 Landkartenartige Nekrosen

Landkartenartige Nekrosen sind regressive Veranderungen pilozytischer Astrozytome,
die aus der Thrombosierung von GeféB3en resultieren. Im Gegensatz zu Nekrosen mit
Pseudopalisadenformationen, wie sie im GBM anzutreffen sind, sind sie kein Zeichen
erhdhter Malignitat. Einer Studie von Tibbetts et al. (2009) nach sind landkartenartige
Nekrosen mit einem erniedrigten EFS assoziiert.

7 Keller et al. (2013) bezogen ihre Untersuchungen nicht auf Mineralisate in Hirntumoren, sondern
untersuchten u.a. idiopathische Mineralisate der Basalganglien. Vom Grundprinzip ist aber eine
Vergleichbarkeit gegeben.

8 Definiert durch > 4 Mitosen pro zehn hochauflésende Gesichtsfelder.
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7 Pleomorphie

Im Allgemeinen wird die Pleomorphie als Malignitatskriterium angesehen und
beschreibt bei der histologischen Betrachtung ein heterogenes Bild der Zellen und
Zellkerne. Die Pleomorphie beinhaltet die Beurteilung der Form und GréBe der Zellen
und Zellkerne, bei der z.B. eine zugunsten des Zellkerns verschobene Kern-Plasma-
Relation auffallen kann. AuBerdem kdnnen die Zellkerne hyperchrom erscheinen.

8 Proteinballen

Proteinballen sind rundliche Aggregate aus degenerativen Anteilen von Astrozyten.
Sie befinden sich innerhalb astrozytarer Fortsatze, deuten auf ein langsames
Wachstum sowie einen niedrigen WHO Grad hin und sind mit einer guten Prognose
assoziiert. Sie sind charakteristisch, aber nicht spezifisch fir PA, und sind haufig in
anderen glialen oder glioneuronalen Neoplasien sowie in reaktiven nicht tumordsen

Lasionen zu finden.
9 Rosenthalfasern

Rosenthalfasern sind stark eosinophile, amorphe, meist korkenzieherférmige
intrazytoplasmatische Fibrillen, die aus alpha-B-Krystallin bestehen sowie randstandig
GFAP positive Strukturen aufweisen kénnen. Rosenthalfasern kommen vorwiegend in
kompakten, fibrillaren Anteilen der PA vor. Sie gelten nicht als spezifisch fiir PA oder
andere Neoplasien und sind auch kein notwendiges Kriterium zur Diagnosestellung
von PA. Rosenthalfasern werden auch bei anderen langsam fortschreitenden
Prozessen gebildet, wie z.B. bei Gliose, in Gangliogliomen oder bei chronisch reaktiver

Gliose.

3.7 Genetik

PA weisen unterschiedliche genetische Verdnderungen auf, die Teile des MAPK-
Signalwegs aktivierend beeinflussen. Die am haufigsten nachgewiesenen Mutationen
sind Fusionsmutationen mit BRAF und Mutationen des NF1 Gens. Weiterhin umfassen
diese genetischen Veranderungen die zu etwa 5% auftretende V600E Mutation,
auBBerdem die seltenen Mutationen und Fusionen des FGFR1-Gens sowie Fusionen
von Genen der NTRK-Familie, sehr selten KRAS Mutationen und Fusionen des RAF1-
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Gens mit SRGAP3.° Weitere Mutationen, die v.a. bei Tumoren von Jugendlichen und
Erwachsenen nachgewiesen wurden, sind Polysomien der Chromosome 5, 6, 7, 11
und 15.

Die bei PA nachweislich haufigste genetische Veranderung betrifft mit Gber 70% das
BRAF-Gen, wobei die N-terminale regulatorische Einheit des BRAF durch die N-
terminale Doméane eines anderen Gens ersetzt wird. Die BRAF-Kinase-Einheit bleibt
somit erhalten, ist durch den Wegfall der regulatorischen Einheit unkontrolliert und
aktiviert somit fortlaufend den MAP-Kinase-Signalweg. Die N-terminale Fusion mit
KIAA1549 ist die haufigste Fusionsmutation mit BRAF und der Nachweis einer BRAF-
KIAA1549-Fusion unterstitzt in Zusammenschau mit histomorpholgischen Befunden
die Diagnose eines PA. Ist sie jedoch nicht nachweisbar, ist ein PA nicht
auszuschlieBen, da auch andere, den MAPK-Signalweg beeinflussende Mutationen

vorliegen kdénnen.

PA sind zu etwa 8% mit NF1-assoziiert. NF1 ist eine autosomal dominant vererbte
Erkrankung, die bei Neugeborenen mit einer Inzidenz von etwa 1:3.000 auftritt. Etwa
bei der Halfte aller Félle handelt es sich um eine de-novo-Mutation. NF1 geht mit
einfachen oder multiplen Gendefekten im NF1-Gen auf dem Chromosom 17 einher.
Dieses kodiert das Protein Neurofibromin und fungiert im MAPK-Signalweg als GAP
(GTPase-aktivierendes Protein) fliir RAS (Rat sarcoma), sodass ein Verlust von NF1,
wie es bei NF1-assoziierten PA der Fall ist, zu einer Aktivierung des RAS flihrt (Bollag
et al. 1996, Helfferich et al. 2016).

Eine TP53 Mutation kommt bei PA sehr selten vor und hat im Gegensatz zu vielen
anderen Gliomen (z.B. dem diffusen Astrozytom) keinen Einfluss auf die Entwicklung
pilozytischer Astrozytome.

Die Auswirkungen der aufgefihrten Mutationen auf die einzelnen Reaktionsschritte
des MAPK-Signalwegs werden in der schematischen Abbildung (vgl. Abb.4, links) auf
zellularer Ebene dargestellt. Die schematische Darstellung eines Gehirns zeigt die
lokalisationsabh&ngigen Haufigkeiten der unterschiedlichen, den MAPK-Signalweg

von PA betreffenden Mutationen.

% Die wichtigsten Mutationen und deren Inzidenzen sind in tabellarischer Form mit einer Erklarung der
jeweiligen Mutation und der diagnostischen Relevanz in Kap. 17.3 aufgelistet (Quelle: Collins et al.
2015).
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Abbildung 4 — Der MAPK-Signalweg

Links: lllustration der Komponenten des MAPK-Signalwegs auf zelluldrer Ebene mit Angaben der
ungefdhren Inzidenzen (in % der untersuchten PA) der unterschiedlichen Mutationen bei PA. Quelle:
Collins et al. (2015). Rechts: Zusammenfassung der Haufigkeiten der verschiedenen den MAPK-
Signalweg betreffenden Mutationen in Abhdngigkeit von der Lokalisation. Diesen Tortendiagrammen
liegt die von Zhang et al. (2013) durchgefiihrte Untersuchung an einem Kollektiv von 188 Patienten mil
PA zugrunde. Dort ist zu entnehmen, dass die Fusionsmutation KIAA1549:BRAF mit etwa 90% vor
allem bei zerebelldren Tumoren vorkommt. FGFR1 Mutationen sind hauptséchlich in Tumoren der
Mittellinie nachweisbar, wahrend die BRAF Mutation und Fusionsmutationen der NTRK-Familie hdufiger
supratentoriell nachweisbar waren. Quelle: Collins et al. (2015).
*Beschriftung nach der in Collins et al. (2016) verdffentlichten Abbildung durch Meike Kern hinzugefigt.

Die WHO-Klassifikation zentralnervéser Tumore aus dem Jahr 2007 beschreibt das in
der vorliegenden Arbeit untersuchte Matrilin-2-Protein als Unterscheidungsmerkmal
sporadisch auftretender, aggressiverer PA von meist indolenten NF1 assoziierten

Tumoren.

3.8 Immunhistochemie

PA sind gut differenzierte Gliome astrozytdren Ursprungs und zeigen
immunhistochemisch eine starke Expression von GFAP, S100 und OLIG2. Da bei PA
eine aktivierende genetische Veranderung des MAPK-Signalwegs nachweisbar ist
(vgl. Kap. 3.7), zeigt eine IHC Farbung der phosphorylierten MAPK bei PA durchgangig
Positivitat. Weiterhin kann Synaptophysin, welches vor allem bei ganglioneuronalen
Tumoren nachweisbar ist, eine partielle oder schwache Reaktivitat zeigen. In der
Regel werden solide PA von gesunden Axonen des anliegenden und durch das PA
verdrangten ZNS umgeben. Axone exprimieren das immunhistochemisch

nachweisbare Neurofilamentprotein (NFP).
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Zum Ausschluss eines PA kann z.B. die Bestimmung des R132H-mutierten IDH1
Proteins erfolgen, da PA im Gegensatz zu diffusen Gliomen ausnahmslos keine
Reaktivitat bei dieser Farbung zeigen. Die Negativitat eines Tumors flr diese Mutation
ist jedoch nicht gleichbedeutend mit der Diagnose eines PA, da auch padiatrische
diffuse astrozytare Tumore negativ fir die IDH1 Mutation sein kénnen und bisher nicht
alle IDH1-Mutationsvarianten immunhistochemisch nachweisbar sind.

3.9 Metastasierung

PA metastasieren selten. In solchen Fallen sind meist bereits bei Diagnosestellung des
Primartumors, der in solchen Fallen vorwiegend im Hypothalamus lokalisiert ist,
Metastasen nachweisbar. Die Proliferationsrate ist auch im Falle einer Metastasierung
niedrig, sodass die Bestimmung des Ki-67-Index bei PA keinen Hinweis auf das
atypische Verhalten einer Metastasierung gibt. Eine Metastasierung ist bei PA kein
Zeichen aggressiven Wachstums. Sowohl Primartumor als auch Metastasen wachsen
meist langsam, kdnnen asymptomatisch sein und die tumorbedingte Mortalitat ist trotz
Metastasierung meist nicht erhdht. Damit sind auch ohne eine adjuvante Therapie gute
Ergebnisse des Gesamtlberlebens gegeben.

Bei einer z.Z. der Primaroperation bestehenden leptomeningealen Dissemination
haben Patienten ein verschlechtertes Outcome gegenitber Féllen einer lokalisierten
leptomeningealen Infiltration (Collins et al. 2015). Eine liquorigene Metastasierung ins
ZNS ist mit Pravalenz von 2-12% selten, tritt vorrangig innerhalb von drei Jahren nach
Erstdiagnose auf und ist nicht notwendigerweise mit einer verschlechterten Prognose

assoziiert. Drei Faktoren sind mit einer erhdhten Rate von Fernmetastasen assoziiert:

1. PA des Hypothalamus weisen, vermutlich aufgrund der lokalen Proximitat
zum ventrikularen System, am ehesten Fernmetastasen auf. Als weitere
Erklarung wird von Koeller und Rushing angefthrt, dass bei den
entsprechenden Untersuchungen mdéglicherweise keine Unterscheidung
zwischen PA und der aggressiveren pilomyxoiden Unterform (PMA) von PA,
die primar in der Region des Hypothalamus auftritt, durchgefihrt wurde.

2. Eine subtotale Resektion von PA.

3. Das Alter. PA von Kleinkindern unter vier Jahren z.Z. der Erstdiagnose

zeigen haufiger Fernmetastasen als éltere Kinder.
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3.10 Prognose und préadiktive Faktoren

Mit einem 5- und 10-Jahres OS von iiber 95% und einer 20-Jahres Uberlebensrate
von 79% nach chirurgischer Intervention und ohne (neo-)adjuvante Therapie, ist die
Prognose pilozytischer Astrozytome sehr gut. Im Normalfall bleibt der WHO Grad Uber
Jahrzehnte stabil. Die langen Uberlebenszeiten resultieren womdglich aus dem
langsamen und statt infiltrierendem meist verdrangendem Wachstum und auch aus
den verbesserten Techniken und Instrumenten der Neurochirurgie.

Manche PA sind dem Operationsziel einer makroskopisch vollstdndigen Resektion
aufgrund der GréBe und Lokalisation nicht zuganglich. In diesen Fallen wird eine
subtotale Resektion durchgeflihrt. Diese verschlechtert das PFS, u.a. aufgrund von
Lokalrezidiven, um etwa 10 Prozentpunkte. Die meisten Rezidive treten innerhalb der

ersten vier Jahre nach initialer OP auf.

Die Lokalisation und das Ausmal3 der Resektion des Primartumors, der neurologische
Status des Patienten und der NF1-Status haben einen Einfluss auf die Prognose.
Patienten mit einem guten neurologischen Status bei Diagnosestellung, einer
Neurofiboromatose Typ 1 und einem PA, bei dem eine makroskopisch komplette
Resektion durchfiihrbar ist, haben mit einem 5-Jahres OS von 99% eine sehr gute
Prognose (Ater et al. 2016). Die Lokalisation in der Sehbahn ist bei NF1-Patienten mit
sehr guten und bei nicht-NF1-Patienten mit besonders schlechten Uberlebensraten
assoziiert. So leiden insbesondere nicht-NF1-Patienten mit einem PA der Sehbahn
haufiger an rezidivierenden Tumoren, als solche mit Tumoren anderer Lokalisationen
und als NF1-Patienten. Sie haben darlber hinaus mit 86% ein schlechteres 5-Jahres
OS (Ater et al. 2016). Bei zuséatzlicher Infiltration des Hypothalamus haben die
Patienten eine besonders schlechte Prognose. Allerdings gehéren die infiltrierend
wachsenden PA der Sehbahn, die in die Statistiken einbezogen wurden,
moglicherweise zur pilomyxoiden Unterform (vgl. Kap. 3.6) von PA. Ein weiterer die
Prognose beeinflussender Faktor kénnte das Kindesalter sein. Allerdings herrscht Gber
die Richtung und Wirkung des Zusammenhangs Uneinigkeit in der Forschung.
Wahrend Stokland et al. (2010) jingeren Kindern gegenlber alteren ein vermindertes

PFS zuschreiben, kdnnen Fisher et al. (2008) keinen altersspezifischen Unterschied

10 Das 10-Jahres-Uberleben vor 1970 betrug 70% und nach 1970 bereits etwa 90%.

16



feststellen. Gnekow et al. (2012) fanden sogar ein besseres PFS bei Kindern unter elf
Jahren im Vergleich zu elf bis 16-jahrigen.

Eine maligne Transformation mit entsprechender Histologie' wund klinisch
aggressivem Verhalten ist extrem selten. Das PA wird dann als anaplastisches
(malignes) pilozytisches Astrozytom bezeichnet. Es wird angenommen, dass die
Radiotherapie ein Faktor sein kénnte, der eine Entartung der Tumorzellen beglnstigt
und damit auf lange Sicht das Outcome verschlechtert.

Eine Besonderheit von PA ist die selten auftretende spontane Remission (Piccirilli et
al. 2006). Diese betrifft vorrangig NF1-erkrankte Kinder und Patienten mit OPG, mit
PA des Diencephalons und der Tectalregion. Mdgliche Erklarungsansatze flur die
spontane Remission sind eine postoperative Apoptose der Tumorzellen oder eine
Thrombose der den Tumor versorgenden GefaBe und dadurch eine Infarzierung des
Tumorgewebes. AuBerdem kdnnte eine gegen die Tumorzellen gerichtete Reaktion

des kérpereigenen Immunsystems ursachlich sein.

3.11 Therapie

Die Therapie hangt von der Lokalisation und Gr6Be des Tumors sowie vom Alter des
Patienten ab. Eine chirurgische Tumorexstirpation ist die Therapie der Wahl, ggf. wird
sie durch eine Radio- oder Chemotherapie erganzt.

Die leitliniengerechte Therapie zerebellarer PA ist die chirurgische Exstirpation des PA
mit dem Ziel der vollstandigen Entfernung der Tumormasse und mit einer Sicherung
von Tumorgewebe zur histologischen Untersuchung. AuBBerdem, wenn notwendig, mit
einer Wiederherstellung der Liquorpassage durch das Einbringen eines Shunts und
damit symptomatischen Therapie eines Hydrocephalus. Eine weitere Option stellt die

Punktion einer Zyste mit dem Ziel der Druckentlastung dar.

Bezlglich der Resektion von Zysten gibt es unterschiedliche Ansatze. So kann z.B.
die Zystenwand belassen und ausschlieBlich das Tumorgewebe entfernt werden,
Biopsien genommen, oder auch die gesamte Zyste entfernt werden. Die vollstandige

" Histologische Korrelate fiir Malignitdt eines Tumors sind z.B. ein erhbhter Mitoseindex,
Hyperzellularitét, Endothelproliferate oder pseudopalisadenbildende Nekrosen.
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Entfernung der Zystenwand war nicht mit einem verbesserten Uberleben assoziiert
(Palma und Guidetti 1985 in Koeller und Rushing 2004).

Tumorrezidive werden ebenfalls méglichst operativ entfernt. Sind sie aufgrund der
Lokalisation, Ausdehnung oder Dissemination inoperabel, wird eine Radio- oder
Chemotherapie empfohlen.

Bei Tumoren der Sehbahn wird in Abhangigkeit von der Ausdehnung des Tumors,
bereits vorhandenen Schaden sowie des NF1-Status’ entschieden, ob eine priméare
Operation, eine adjuvante Strahlentherapie oder eine watch and wait Strategie, die mit
klinischen und bildgebenden Follow-up Untersuchungen einhergeht, indiziert ist.
Aufgrund der radiologisch meist sehr eindeutigen Darstellung von PA ist eine
histologische Verifikation der Diagnose nicht zwingend erforderlich.

Insgesamt ist das postoperative Outcome gut. Selten werden anhaltende, den
Patienten einschrédnkende neurologische Defizite beobachtet und nur in wenigen
Fallen zeigen sich aufgrund tumor- oder operationsbedingter Verletzungen subtile
kongnitive und adaptive Defizite. Der Karnowsky-Index'? liegt postoperativ bei tber
80% der Patienten bei Gber 90 Punkten, d.h. sie sind zu normaler Aktivitat fahig und
haben nur minimale Symptome ihrer Erkrankung. Die Therapieentscheidung bei PA ist
vor allem bei operativ schwer zuganglichen Tumoren und bei NF1-erkrankten Kindern
besonders erschwert, da Patienten mit PA in seltenen Féllen Tumorremissionen

zeigen.

Eine weitere Therapieoption stellt v.a. flr Kinder bis zum flinften Lebensjahr und NF1-
Patienten die Chemotherapie dar. Diese ist bei Tumorprogression, neurologischen
Ausfallen durch einen postoperativ verbliebenen Resttumor und um eine
Radiotherapie hinauszuzdgern indiziert. Die Chemotherapie, z.B. bestehend aus einer
Kombination aus Platinderivaten und Vincristin, kann bei unvollstandiger Resektion
postoperativ oder bei jingeren Kindern mit Tumoren der Mittellinie neoadjuvant
durchgefihrt werden. Vor allem bei NF1-assoziierten PA zeigt die wdchentliche
Verabreichung einer Kombination aus Carboplatin und Vincristin gute Resultate (Ater

et al. 2016). PA sprechen meistens erst nach mehreren Monaten auf die Therapie an.

2 Der Karnowsky-Index dient der Quantifizierung der Beeintrachtigung eines Patienten durch seine
Erkrankung. Er reicht von 0 Punkte = Tod bis 100 Punkte = keinerlei Beschwerden oder Hinweise auf
die Erkrankung (Kumar und Kalra 2008).
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Ursachlich  hierfir  kénnte die far PA  charakteristische langsame
Wachstumsgeschwindigkeit sein.

Auch die Radiotherapie ist eine Option flr Patienten Uber acht Jahren mit einem
klinisch vermuteten oder bildgebend verifizierten inoperablen PA bzw. Tumorrezidiv
oder -progress. Allerdings ist eine Abwagung zwischen Nutzen und Spéatfolgen der
Therapie durchzufihren, da die Strahlentherapie mit maligner Transformation
pilozytischer Astrozytome in Verbindung gebracht wird. Diese Folgeschaden sind
aufgrund der sehr guten Langzeitprognose auch metastasierter PA von groBer
Bedeutung und daher zu vermeiden. Eine NF1-Mutation stellt aufgrund des erhdhten
Risikos vaskuldrer Komplikationen eine relative Kontraindikation fur die
Bestrahlungstherapie dar. Strahlensensible Areale wie das Chiasma und der Pons
limitieren die Strahlendosis auf insgesamt 54 bis 59,4 Gray. Das Ziel der Bestrahlung

ist die lokale Tumorkontrolle sowie den Tumorprogress zu stoppen.
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4 Untersuchte Antigene

Ein Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, Antigene durch immunhistochemische
Detektion auf ihr Vorkommen in PA bei Kindern unterschiedlichen Alters und auf ihre
differenzielle Expression in verschiedenen Tumorlokalisationen zu Uberprifen.
Dariber hinaus war von Interesse ein Antigen zu finden, dessen Bestimmung einen

prognostischen Wert und somit eine mégliche klinische Relevanz hat.

Die hier untersuchten drei Marker zeigten bereits in anderen Studien zu PA in
Abhangigkeit von der Tumorlokalisation eine unterschiedliche Expression (Sharma et
al. 2006 und 2007).

4.1 Das zytoplasmatische Antigen Matrilin-2

Humanes Matrilin-2 ist ein oligomeres Protein, das faserartige Netzwerke in den
extrazellularen Matrizes unterschiedlicher Gewebe bildet. Der humane Matrilin-2
Vorlaufer wird von einer 4,0-Kilobasen (kb) mRNA (messenger ribonucleic acid)
kodiert, besteht aus 956 Aminosauren (Muratoglu et al. 2000) und hat ein molekulares
Gewicht von 107 kDA (SCB 2016). Matrilin-2 beinhaltet flinf von Willebrand Faktor A
Domaénen und es gibt zwei Transkriptvarianten des Matrilin-2-Gens (MATN2), die flr
unterschiedliche Isoformen des Matrilin-2-Proteins kodieren. Das MATN2 wurde via
Fluoreszenz in situ Hybridisierung auf dem langen Arm des Chromosoms 8 (8g22)
lokalisiert (NCBI 2016a).

Eine spezifische Funktion von Matrilin-2 wurde noch nicht festgestellt (NCBI 2016a),
es gibt jedoch Hinweise darauf, dass pramyelinisierende Schwannzellen wahrend der
normalen Entwicklung Matrilin-2 exprimieren, und dass Matrilin-2 einen Einfluss auf
das Verhalten von Gliazellen und Neuronen in vitro hat. Dort dient Matrilin-2 als
Substrat flir axonales Wachstum und Zellmigration und wird fiir die effektive neuronale
Regeneration benétigt. So konnte Matrilin-2 in peripheren Nervenlasionen, in
Spinalganglien, die sich in frihen Entwicklungsstadien befanden, sowie in Dura- und
Pia mater des ZNS nachgewiesen werden. Auch im Endoneurium von sich
entwickelnden Spinalnerven und von Nerven des peripheren Nervensystems (PNS)
wird Matrilin-2 gebildet. Diese Ergebnisse resultierten aus Untersuchungen von
Zellkulturen und Experimenten an Mausen (Malin et al. 2009).
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Sharma et al. (2006) flhrten Untersuchungen an 86 sporadischen und zehn NF1-
assoziierten PA durch. Es wurde eine Assoziation von einer erhdéhten Matrilin-2-
Expression und einem aggressiven Verhalten von PA gefunden sowie eine Korrelation
zwischen hoher Expression und supratentorieller Lokalisation. Die vier rezidivierenden
PA der zitierten Studie zeigten bereits zum Zeitpunkt der ersten Operation eine erhéhte
Matrilin-2-Expression. Aus ihren Ergebnissen schlieBen Sharma et al., dass Matrilin-2
ein spezifischer und klinisch relevanter Biomarker fir die Unterscheidung zwischen
indolenten und klinisch aggressiven PA ist und eine entscheidende Rolle bei der
Pathogenese und Progression von PA spielt (Sharma et al. 2006). In der WHO-
Klassifikation fir Tumore des ZNS findet Matrilin-2 ebenfalls als bei sporadischen PA

Uberexprimiertes Antigen Erwahnung (Scheithauer et al. 2007).
4.2 Nukleédre Antigene

4.2.1 NR2E1

Das NR2E1-Gen'® (nuclear receptor subfamily 2 group E member 1) ist auf dem
langen Arm des Chromosoms 6 (6g21) lokalisiert (NCBI 2016b) und kodiert einen aus
385 Aminosauren bestehenden Orphanrezeptor (orphan nuclear receptor tailless) mit
einer Molekiilmasse von 42589 Da (GC 2016a).

Wahrend der embryonalen Entwicklung wird NR2E1 im sich entwickelnden Vorderhirn
exprimiert und im adulten Gehirn zeigen insbesondere die periventrikularen
neuronalen Stammzellen (neuronal stem cells, NSC) Positivitat fir NR2E1. Der
Neokortex embryonaler Gehirne von NR2E1-Knockout-Mausen weist eine
betrachtliche  Verschmaélerung auf. AuBerdem sind in der Keimzone
(Germinationszone; germinal zone) eine verminderte Expression von Nestin (ein
Marker fur neuronale Vorlauferzellen) und eine verminderte Zellproliferation evident.
Die Zellzyklusanalyse hat verldngerte Zellzyklen und eine haufigere Zellzyklus-
Terminierung, also den Eintritt in die GO Phase, bei embryologischen Gehirnen von
NR2E1-losen Mausen ergeben. Dies weist darauf hin, dass NR2E1 eine wichtige Rolle
fir NSCs des sich entwickelnden Gehirns spielt.

Qu und Shi (2009) verglichen die Gehirne adulter NR2E1-heterozygoter (TLX*")
Mause mit den Gehirnen adulter NR2E1-loser (TLX”) Mé&use. Bei der in vitro

13 Synonyme flir NR2E1 sind TLX, TLL und XTLL.
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Untersuchung der isolierten Neuronen konnte festgestellt werden, dass NSCs von
TLX” Mausen im Gegensatz zu den heterozygoten Tieren keine Fahigkeit zur
Proliferation zeigten. Somit besteht Grund zur Annahme, dass NR2E1 fiir den Erhalt
neuronaler Stammzellen im undifferenzierten und selbst-erneuerbaren Zustand
essentiell ist. Im gesunden adulten Gehirn wird NR2E1 in den beiden Bereichen
exprimiert, in denen die Neurogenese durch NSCs stattfindet: in der subventrikularen
Zone (SVZ) und dem Gyrus dentatus (dentate gyrus, DG) des Hippocampus (Qu und
Shi 2009). Abbildung 5 zeigt immunhistochemische Bilder des DG (Bild a) und der SVZ
(Bild b) adulter Mause mit einer bei TLX-losen Mausen im Vergleich zu den TLX*"
Tieren aufféllig verminderten Nestinexpression (rot). Diese lasst darauf schlieB3en,
dass die Dichte neuronaler Vorlauferzellen in den Arealen adulter Neurogenese bei
TLX’- Mausen vermindert ist. Das Balkendiagramm (c) zeigt die signifikant verminderte
Anzahl Nestin-positiver Zellen im DG (pro 106 pm?3) bei TLX-Knockout-Mausen im
Vergleich zu heterozygoten Tieren. AuBerdem weisen TLX' Tiere eine gesteigerte
Expression des gliazellspezifischen Astrozytenmarkers GFAP (blau) auf. Dies legt die
Vermutung nahe, dass dort eine vermehrte Differenzierung zu Gliazellen stattfindet,
und dass die TLX-Rezeptor-abhangige Unterdriickung der GFAP Transkription fir die
Erhaltung des undifferenzierten Zustandes neuronaler Stammzellen wichtig ist (Shi et
al. 2004).
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Abbildung 5 - Verminderung der Nestinexpression und Erh6hung der GFAP-Expression bei TLX-
Knockout Méusen.

a) Koronal geschnittener DG (dentate gyrus, Gyrus dentatus) von TLX*- und TLX”- Mdusen wurden mit
Nestin (rot), Calbindin (griin) und GFAP (blau) geférbt. b) Koronale Schnitte der subventrikuldren Zone
(SVZ) von TLX*- und TLX"- Mdusen wurden mit Nestin (rot), Calbindin (griin) und GFAP (blau) gefarbt.
¢) Bestimmung Nestin-positiver Zellen im DG von TLX*- und TLX”- Mdusen (*P < 0,01; T-Test). Quelle:
Shi et al. (2004).

NR2E1-Knockout-Mause sind lebensfahig und wirken bei der Geburt auf den ersten
Blick gesund (Qu und Shi 2009). Adulte NR2E1-Knockout-Mause haben signifikant
verschmélerte zerebrale Hemispharen und gravierende Retinopathien. Auch die
Verhaltensmuster dieser Mause sind auffallig. So zeigen TLX”- Mause eine erhohte
Aggressivitéat, ein vermindertes Paarungsverhalten, eine spat manifestierende
Epilepsie und eine eingeschrankte Lernfahigkeit (Qu und Shi 2009).

Die Rolle von NR2E1 in Hirntumoren ist noch nicht endgultig erforscht. Park et al.
(2010) fanden in ihrer Studie eine Uberexpression von NR2E1 in unterschiedlichen
Zelllinien von Gliomen und in Gliom-Stammzellen von GBM und eine Korrelation mit
einer verschlechterten Prognose der Gliompatienten. Eine ektope Expression von
NR2E1 (z.B. durch Ink4a/Arf’- Astrozyten) beschleunigte die Zellproliferation und
Tumorbildung in vitro. Dies deutet darauf hin, dass NR2E1 in die Entstehung von
Gliom-Stammzellen involviert und dadurch eine potenzielle therapeutische Zielstruktur
fir diese Gliome sein kénnte (Park et al. 2010).
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In einer Studie von Sharma et al. aus dem Jahr 2007 wurden 41 PA bezlglich der
Quantitat von NR2E1-positiven Zellen evaluiert. Tumorproben, bei denen weniger als
5% der Zellen mit NR2E1 gefarbt waren, wurden als negativ gewertet. Zeigte sich Uber
75% des Tumorpraparats gefarbt, wurde es als positiv flir NR2E1 gewertet. Alle 41 PA
konnten einer der beiden Einteilungen zugeordnet werden. Sowohl bei den PA als
auch bei den untersuchten Ependymomen konnte supratentoriell eine erhéhte NR2E1-
Expression im Vergleich zu Tumoren der Fossa posterior festgestellt werden. Dieser
Unterschied konnte auch fir andere Antigene nachgewiesen werden. Sharma et al.
(2007) folgern daraus, dass sich gliale Stammzellen nicht nur in Abhangigkeit von der
jeweiligen Hirnregion bezlglich ihres Genexpressionsmusters unterscheiden, sondern
auch je nach Lokalisation spezifische biologische Eigenschaften haben, die
mdglicherweise fir die Tumorentstehung von Bedeutung sind. Ferner kdénne ein
gemeinsames Genexpressionsmuster von Astrozytomen und Ependymomen darauf
hindeuten, dass diese histologisch unterschiedlichen Hirntumore eine gemeinsame

Ursprungszelle haben (Sharma et al. 2007).

4.2.2 Pax-3

Das PAX3-Gen (Paired Box Gene 3) kodiert flir das aus 479 Aminosauren bestehende
Paired box protein (Pax-3), welches eine Molekilmasse von 52968 Da hat (GC
2016b). PAX3 ist auf dem langen Arm des Chromosoms 2 (2935) lokalisiert (NCBI
2016c¢). Es ist eins von neun Entwicklungskontrollgenen der paired box (PAX) Familie,
die flr nukleare Transkriptionsfaktoren kodieren (Chen et al. 2012). Typischerweise
beinhalten PAX-Proteine eine paired box Domane (paired box domain) und eine
paired-type Hombéodomane (paired-type homeodomain) und spielen eine wichtige
Rolle in der fetalen Entwicklung (NCBI 2016c).

Wahrend der friihen Entwicklung ist Pax-3 in die Regionalisierung des Gehirns und die
Ausbildung einer dorso-ventralen Polaritat des Rickenmarks involviert. So zeigt sich
bei sechs Wochen alten humanen Embryos eine starke Pax-3-Expression an der
Grenze zwischen Mesencephalon und Rhombencephalon sowie in den dorsalen
Anteilen der ventrikularen Zone der Medulla oblongata (Terzi¢ und Saraga-Babic
1999). Pax-3 wird im dorsalen Neuralrohr und der Neuralleiste gebildet (Chen et al.
2012). Weiter ist es in den Verschluss des Neuralrohrs, die Entwicklung der

Neuralleiste und die Differenzierung von Neuronen des PNS involviert. AuBerdem
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sorgt Pax-3 fur den Erhalt myogener Vorlduferzellen, die sowohl in
Skelettmuskelzellen als auch in glatte Muskelzellen differenzieren kénnen. Bei adulten
Mausen ist Pax-3 in die regenerative Myogenese involviert (Ichi et al. 2011), im adulten
humanen Gehirn dagegen nicht nachweisbar (Chen et al. 2012).

Eine persistierende Expression von Pax-3 in kranialen Neuralleistenzellen kann zu
okularen Defekten, Gaumenspalten und perinataler Letalitat bei Mausen fihren (Chen
et al 2012). Homozygote PAX3 defiziente Mause (PAX37) haben dagegen
Neuralrohrdefekte und multiple Defizite, die auf eine fehlerhafte Entwicklung der
Neuralleiste hindeuten. So weisen sie u.a. angeborene Herzfehler und defiziente oder
absente periphere Ganglien' auf (Chi und Epstein 2002).

Beim Menschen resultiert eine Mutation des PAX3-Gens im Waardenburg Syndrom
mit  Fehlentwicklungen von Augen und Nase sowie Taubheit und
Pigmentierungsstérungen (Terzi¢ und Saraga-Babi¢ 1999). AuBerdem wurde Pax-3
bereits in verschiedenen Tumoren nachgewiesen. So unterdriickt Pax-3 die Apoptose
von Melanomzellen (Chi und Epstein 2002) und wird auch in Rhabdomyosarkomen
und High Grade Gliomen exprimiert. Aus der Untersuchung von Chen et al. (2012)
resultiert das Pax-3-Protein als ein intrinsischer Regulator flr das progressive
Wachstum von Gliomzellen und ist bei Gliompatienten mit einem erniedrigten
krankheitsbedingten Uberleben assoziiert (Chen et al. 2012). In ihrer in vitro Studie
zeigten Liu et al. (2011), dass Pax-3 an den GFAP Promoter bindet und die Expression
von GFAP sowie die Differenzierung von Astrozyten aus NSC negativ reguliert. D.h.
bei zunehmender Pax-3-Expression differenzieren weniger NSCs zu Astrozyten.
Sharma et al. (2007) konnten in der in Kapitel 4.2.1 beschriebenen Untersuchung
auBBerdem eine erh6hte Expression von PAX3 bei PA der Fossa posterior im Vergleich

zu supratentoriell lokalisierten PA nachweisen.

4 Ein Beispiel fiir fehlende periphere Ganglien bei PAX37- Mausen ist der Morbus Hirschsprung (Chi
und Epstein 2002).
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5 Material

Im folgenden Kapitel werden die in dieser Arbeit verwendeten Gewebe, Materialien,
Chemikalien und Reagenzien sowie Lésungen beschrieben.

5.1 Patientenkollektiv und Tumorgewebe

Im Archiv des Instituts flir Neuropathologie des UKE waren insgesamt Tumorproben
von 179 Fallen pilozytischer Astrozytome vorhanden. Diese verteilten sich auf die
Jahre 1981 bis 2012. Von jedem Fall wurde flr die vorliegende Arbeit eine Tumorprobe
ausgewahlt, davon histologische Schnitte angefertigt (vgl. Kap. 6.1) und diese mit H.E.
gefarbt (vgl. Kap. 6.2), um die Tumorentitat zu Gberprifen. Weiter wurde festgestellt,
ob eine ausreichende Menge des Tumorgewebes flir die weitere Evaluation vorhanden
war. Alle Tumorproben, von denen nicht ausreichend Tumormaterial vorhanden oder
kein Tumorgewebe nachweisbar war bzw. bei denen die Diagnose eines PA nicht
sicher verifiziert werden konnte, wurden von der weiteren Untersuchung

ausgeschlossen.

Zuletzt wurden Tumorproben der Patienten exkludiert, die zur Zeit der Tumoroperation
19 Jahre oder alter waren. Fir die Studie blieben 91 Tumorproben pé&diatrischer
Patienten im Alter von 1-18 Jahren Ubrig. Diese hatten ein mittleres Alter von 9,6
Jahren und mit einem Anteil von 56% waren weibliche Patienten gegenlber
mannlichen etwas Uberreprasentiert. Aufgrund einer Rezidivierung waren 7 Patienten
doppelt im Patientenkollektiv vorhanden, da von beiden Tumoroperationen
Tumormaterial vorhanden war. Die verbliebenen Tumorproben wurden nach

histomorphologischen Kriterien ausgewertet (vgl. Kap. 6.5.1).

FUr die Evaluation einer mdglichen prognostischen Relevanz der untersuchten
Faktoren stellte Herr PD Dr. med. U. Kordes aus der Klinik fir péadiatrische
Hamatologie und Onkologie des UKE klinische Informationen bezliglich des Auftretens
von events (Ereignissen) zur Verflgung. Zu diesen zahlten im vorliegenden
Patientenkollektiv die Tumorprogression, das Auftreten eines Rezidivs, einer
Metastase, eines Sekundarmalignoms oder auch der Tod eines Patienten.
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5.2 Reagenzien und Antikérper

Im Folgenden werden die in der vorliegenden Studie verwendeten Reagenzien in

Tab.1 aufgelistet. Eine Ubersicht zu den Antikérpern findet sich in Tab. 2.

Tabelle 1 — Reagenzien in alphabetischer Reihenfolge

Reagenz Hersteller Bestellnummer
Amplifier A (~ 4 pg/mL) Ventana Roche 253-2122
Amplifier B (~ 5 pg/mL) Ventana Roche 253-2123
Antibody Diluent Reagent Solution Invitrogen 00.3218
Bluing Reagent (0,1 M Li=COs, 0,5 M Na-COs) | Ventana Roche 760-2037
CC1 (ready-to-use) Ventana Roche 950-124 2L
CC2 (ready-to-use) Ventana Roche 950-123
DAB (3,3 Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid) | Sigma D5637
Eosin Merck 1.15935.0100
Essigsaure konz. Sigma Aldrich 27225-1L-R
Eukitt Kindler
Ethanol 50%, 70%, 80% Eigene Verdlnnung

von 100% Ethanol

mit Aqua dest.
Ethanol 96%, 100% Apotheke UKE
EZ Prep(tm) Konzentrat Ventana Roche 950-120 2L
Glas Mounting Medium Sakura 1408
Goat Serum (Ziegenserum) DAKO X0907
H20O- (Perhydrol) Merck 1.07209
Hamalaun nach Mayer Merck 1.09249.0500
Hamatoxylin nach Harris Roth x903.1
HCI Merck 1.00316.1000
Hematoxylin (< 48%) Ventana Roche 760-2021
Histofine Simple Stain Max PO Nichirei Bioscience | 414154 F
LCS (ready-to-use) Ventana Roche 650-010 2L
Phloxin B Sigma Aldrich 2759-256
Protease 1 (~ 0,38 mg/ml) Ventana Roche 760-2018
Reaction buffer (Konzentrat) Ventana Roche 950-300 2L
SSC (Konzentrat) Ventana Roche 950-110 2L
Tris ohne Triton Roth
TBS-Pufferfertigmischung DAKO S1968
Triton X100 Serva 37238
Ultraview Universal DAB Detection Kit Ventana Roche 760 500
- 25ml ultraView Universal DAB Chromogen
- 25ml ultraView Universal DAB Copper
- 25ml ultraView Universal DAB H20»
- 25ml ultraView Universal DAB Inhibitor
- 25ml ultraView Universal HRP Multimer
Xylol Th. Geyer 326.2500
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Tabelle 2 — Antikérper fiir die immunhistochemischen Féarbungen

Antikérper Matrilin-2 NR2E1/ TLX PAX3

Hersteller- Matrilin-2 (H-65) | NR2E1 Rabbit anti- | PAX3 Rabbit

bezeichnung rabbit polyclonal IgG | Human Polyclonal (N- | anti-Human Polyclonal

Terminus) Antibody (C-Terminus) Antibody

Hersteller Santa Cruz LifeSpan BioSciences, | LifeSpan BioSciences,
Biotechnology, INC. | Inc. Inc.

Bestellnummer | sc-66959 LS-A2516 LS-B1554

Chargen Nr. LOT A0108 LOT 40596 LOT 22407

Vorbehandlung | Citratpuffer mit 30 Citratpuffer mit 30 min | Citratpuffer mit 30 min
min Einwirkzeit Einwirkzeit Einwirkzeit

Verdinnung 1:50 1:500 1:500

5.3 Laborgerite

In Tabelle 3 findet sich eine Auflistung der verwendeten Laborgerate mit dem

jeweiligen Hersteller und der Funktion in alphabetischer Reihenfolge.

Tabelle 3 — Laborgeréte mit dazugehdérigen Herstellern und Funktionen

Gerat Hersteller Funktion und Typ
Automatische Applikation von Kleber und
Glaseindeckautomat Laica Abdeckung des Praparates mit einem Deckglas.
Typ: CV5030
Heizbad GFL Zum Glatten der histologischen Schnitte
Heizschrank Heraeus Zum Abtropfen des Paraffins von den
Instruments Objekttragern vor der H.E. Farbung. Typ B6
Klingen Feather R 35 | Zur Verwendung im Microtom
Kuhlplatte Laica KUhlung der Paraffinblécke vor dem Schneiden
am Mikrotom. Typ: EG1150C
Microtom Laica Schneiden der Paraffinblécke. Typ: SM2000R
Mehrsichtiges Olympus Zur Beurteilung histologischer Schnitte.
Mikroskop Corporation Model: U-MDO10R3
Pipetten Eppendorf Pipettieren kleiner Mengen unterschiedlicher

Flissigkeiten. Gréen: 20ul, 100pl, 1000ul

Ventana Systems

Roche Tissue
Diagnostics

Vollautomatische immunhistochemische Farbung
der histologischen Schnitte. Typ: BenchMark
XT/LT (Serien-Nr.:714005)
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5.4 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4 gibt eine Ubersicht tiber die verwendeten Verbrauchsmaterialien.

Tabelle 4 — Verbrauchsmaterialien mit dazugehérigen Erkldrungen und Herstellern

Verbrauchsmaterialien

No. 2409/1

Material Beschreibung Hersteller

Deckglaser 24 x 50mm Marienfeld Laboratory Glassware
Eppendorf Tubes Pipettenspitzen Eppendorf

Hochtransparentes | Pergamentpapier Hahnemihle

Zeichenpapier

Tissue Tek Zur Fixation d. Deckglases Sakura

Klingen Far das Microtom Feather Microtome Blades R35
Objekttrager SuperFrost/ Plus Objekttrager; | Hecht Assistent

5.5 Lésungen

Nachfolgend werden die Lésungen aufgefiihrt, die flr die H.E. Farbung (vgl. Tab. 5)

und fir die immunhistochemischen Farbungen in der Ventana verwendet wurden (vgl.

Tab. 6).

Tabelle 5 — Lésungen fiir die H.E. Fdrbung

Bezeichnung

Lésungen

HCL-Wasser-Gemisch

4ml HCL 25%ig in 500m| Aqua destillata
(aqua dest., destilliertes Wasser)

Stammlésungen

39 Eosin in 300ml Aqua dest. (L6sung A)

0,5g Phloxin B in 50ml| Aqua dest. (L6sung B)

Gebrauchslésung

50ml Lésung A + 5ml Lésung B + 390ml 96%
Alkohol + 2ml konzentrierte Essigsaure

Tabelle 6 — Lésungen fiir die Ventana

Bezeichnung Lésung

Diluent 10ml AB Diluent (Antibody Diluent Reagent Solution)
+ 9ml Tris ohne Triton + 1ml Ziegenserum

EZ Prep 18 Liter Aqua dest.+ 2 Liter EZ Konzentrat

Reaction buffer | 18 Liter Aqua dest. + 2 Liter Reaction buffer

2xSSC 10 Liter Aqua dest. + 2 Liter 2 x SSC Konzentrat
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6 Methoden

6.1 Schnittherstellung

Die postoperativ in Formalin fixierten und daraufhin in Paraffin eingebetteten
Tumorproben wurden auf der Kihlplatte auf 4°C gekihlt, um das Paraffin besser
schneiden zu kénnen. Danach wurden mit einem Microtom histologische Schnitte von
3um Dicke angefertigt. AnschlieBend wurden die in kaltem Wasser aufgefangenen
Schnitte in einem Wasserbad bei 56°C gestreckt und auf Superfrost-Objekttrager
aufgezogen. Die Objekttrager mit dem Tumorschnitt wurden mit feuchtem
Pergamentpapier fest angedriickt und geglattet.

6.2 H.E. Farbung (Histochemie)

Tabelle 7 gibt eine Ubersicht Giber die einzelnen Arbeitsschritte der H.E. Farbung und
deren Durchfiihrung.

Tabelle 7 — Ablauf der Hamatoxylin-Eosin-Fédrbung

Arbeitsschritt Durchfihrung Zeit
Deparaffinierung | Heizschrank bei 60°C 30 Min.
Xylol-Bad 30 Sek.
Rehydratation Absteigende Ethanolreihe jeweils
2 x 100%, 2 x 96%, 80%, 70%, 50% 2 Min.
Aqua dest. 2 Min.
H.E. Farbung Hamatoxylin nach Harris (frisch filtriert) 5 Min.
In Wasser abspulen 5 Sek.
Differenzieren in HCL-Wasser-Gemisch
Blduen in flieBendem Leitungswasser 5 Min.
Alkohol 70% 1 Min.
Eosin Gebrauchslésung 1 Min.
Nicht gebundenen Farbstoff in 100%igem | 1 Min.
Alkohol in drei Kiivetten ausspulen
Xylol in drei Kivetten 2 Min.
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6.3 Immunhistochemie
6.3.1 Testung der Vorbehandlungen und Verdiinnungen

Die verwendeten Antikdrper wurden zunachst fir den Farbeautomaten (Ventana)

validiert.

FOr Matrilin-2 ist bekannt, dass es regelhaft in der Basalmembran und im
Hautanhangsgebilde (wie GefaBwanden und Haarfollikeln) vorkommt (Piecha et al.
2002). Es wurde daher als Positivkontrolle far die Validierung des Matrilin-2-
Antikérpers ein Hautpraparat verwendet. Da fur NR2E1 und Pax-3 das Vorkommen in
Tumoren bekannt ist, wurden als Kontrollpraparate flir NR2E1 ein Glioblastom (vgl. Liu
et al. 2010) und flr Pax-3 ein malignes Melanom gewabhlt (vgl. Bartlett et al. 2015).

Far jedes Gewebe wurde der dazugehdrige Antikrper jeweils in den Verdiinnungen
1:50, 1:200 und 1:500 getestet. Hierbei wurde der Antikdrper in Diluent flr die Ventana
verdinnt. FUr jede der drei Verdinnungen wurden finf verschiedene
Vorbehandlungen getestet (T. CC1m, T. CC1mA, T. CC1Std, T. CC1StdA und
T. CC2m)'. Ein sechster Schnitt wurde ohne Vorbehandlung (T. oV) in den

unterschiedlichen Verdinnungen des Antikdrpers gefarbt.

Die besten Resultate fir Matrilin-2, NR2E1 und Pax-3 ergaben sich aus der
Vorbehandlung mit Citratpuffer mit 30 min Einwirkzeit (T. CC1m).

6.4 Fixation der gefdrbten Schnitte

Um das Gewebe nach der H.E. Farbung bzw. nach der Farbung in der Ventana fir die
Fixation wieder zu entwassern, wurden die Objekitradger mit den histologischen
Schnitten fiir jeweils 30 Sekunden sukzessive in Alkohol mit steigender Konzentration
(50%, 70%, 80%, 2x 96%, 2x 100%) getrankt. AnschlieBend wurde der Alkohol durch

5 T. oV = ohne Vorbehandlung

T. CC1m = Citratpuffer mit 30min Einwirkzeit

T. CC1mA = Citratpuffer mit 30min Einwirkzeit mit Amplifizierung

T. CC1Std = Citratpuffer mit einer Stunde Einwirkzeit

T. CC1StdA = Citratpuffer mit einer Stunde Einwirkzeit mit Amplifizierung
T. CC2m = EDTApuffer mit 30min Einwirkzeit
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ein zweiminltiges Xylol-Bad aus dem Gewebe verdrangt und die histologischen
Schnitte getrocknet, bevor sie mit Deckglésern versehen wurden.

6.5 Evaluation und Statistik

Im Folgenden werden die Kriterien der histomorphologischen (vgl. Kap. 6.5.1) und
immunhistochemischen Evaluationen (vgl. Kap. 6.5.2) beschrieben. Weiterhin wird ein
Uberblick (iber die untersuchten klinischen Faktoren (vgl. Kap. 6.5.3) sowie die

verwendeten statistischen Analysen (vgl. Kap. 6.5.4) gegeben.

6.5.1 Histomorphologische Evaluation der H.E. Schnitte

Die morphologische Evaluation der H.E. gefarbten Tumorpréaparate erfolgte durch
Prof. Dr. Christian Hagel (C.H.) und die Verfasserin (Meike Kern, M.K.) parallel an
einem mehrsichtigen Mikroskop. Jedes untersuchte histologische Praparat wurde
nach den im Folgenden angefliihrten Kriterien auf das Vorkommen der jeweiligen
Histomorphologien untersucht. Die Reihenfolge der untersuchten Praparate war
zufallig und unterlag keiner bestimmten Ordnung.

GefaBsystem assoziierte Verdnderungen

Die Untersuchung von Endothelproliferaten wurde semiquantitativ ausgewertet und
entsprechend folgender Graduierung eingeteilt:

(0) keine vorhanden

(1) vereinzelt vorhanden

(2) einige vorhanden

(3) viele vorhanden.

GefaBfibrosen und Lymphozyteninfilirate wurden dichotom nach denselben Kriterien
ausgewertet: je nachdem ob GefaBfiorosen oder Lymphozyteninfiltrate im

Tumorpraparat zu erkennen waren, galt der Tumor als

(0) negativ fur die jeweilige Morphologie
(1) positiv fur die jeweilige Morphologie.
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Tumorassoziierte Morphologien

Je nachdem ob Mineralisate im Tumorpraparat vorhanden waren, galt der
entsprechende Tumor als

(0) negativ fir Mineralisate

(1) positiv fir Mineralisate.
Die drei Parameter Mitosen, Nekrosen und Pleomorphie wurden in der Auswertung als
eine Variable zusammengefasst, da sie bei PA insgesamt sehr selten auftreten und im
Allgemeinen als Malignitatskriterien bei Tumoren angesehen werden. Es musste
demnach nur eines dieser drei Kriterien vorhanden sein, damit der Tumor als positiv
(1) zu codieren war. Waren dagegen weder Mitosen, Nekrosen noch pleomorphe

Veranderungen zu verzeichnen, wurde der Tumor als negativ (0) gewertet.

Das Vorhandensein von Rosenthalfasern wurde semiquantitativ ausgewertet und

entsprechend folgender Graduierung eingeteilt:

(0) keine vorhanden
(1) vereinzelt vorhanden
(2) einige vorhanden
(3) viele vorhanden.

6.5.2 Immunhistochemische Evaluation

Die immunhistochemisch mit Matrilin-2, NR2E1 und Pax-3 gefarbten Schnitte wurden
semiquantitativ nach dem im Folgenden angeflhrten Modus 1 ausgewertet. Matrilin-2
nimmt dabei eine gesonderte Stellung ein, da Sharma et al. (2006) eine Assoziation
von einer erhéhten Matrilin-2-Expression mit einer verschlechterten Prognose der
Patienten fanden. Diese war in der vorliegenden Untersuchung von besonderem
Interesse. Da Sharma et al. (2006) in ihrer Publikation nicht offenlegen, nach welchem
Modus sie Matrilin-2 ausgewertet haben, wurde Matrilin-2 zur Uberpriifung der
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse von Sharma et al. in der vorliegenden Studie

mittels folgender drei Auswertungsmodi durchgefthrt.

1) Auswertungsmodus 1: Durchschnittliche Farbeintensitat, Graduierung 0 bis 3.
Dieser Modus wird standardmafig im Institut fir Neuropathologie des UKE bei
der immunhistochemischen Evaluation angewandt (Hagel et al. 2013). Es wird
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dabei die durchschnittliche Farbung des gesamten Praparats beurteilt. Die

Auswertung wurde semiquantitativ nach folgenden Kriterien unterschieden:

(0) keine Farbung

(1) geringe Farbung des gesamten Praparats oder starke Farbung sehr kleiner
Areale

(2) mittelstarke Farbung des gesamten Praparats oder starke Farbung
mittelgroBer Areale

(3) starke Farbung des gesamten oder eines Grofteils des Praparats.

War bspw. die Halfte des Praparats negativ far Matrilin-2 (0) und die andere

Halfte mittelstark (2) gefarbt, ergab sich eine geringe Farbung (1) des gesamten

Praparats.

Auswertungsmodus 2: Anzahl positiver Zellen, Graduierung 0 und 1.

War weniger als 5% des Praparats angefarbt, so wurde es als 0, war mehr als
75% des Praparats positiv fir den Antikérper, wurde es als 1 bewertet. Lag die
prozentuale Farbung des Tumors in der Mittelkategorie dazwischen, so konnte
das Praparat keinem Wert zugeordnet werden und es wurde von der weiteren
Untersuchung ausgeschlossen. Die Auswertung erfolgte quantitativ und
unabhéangig von der Farbeintensitat. Sie wurde in Anlehnung an den bei Sharma
et al. (2007) angewandte Auswertungsmodus durchgefihrt.

Auswertungsmodus 3: Starkste Faser, Graduierung 0 bis 3.

Bei diesem Auswertungsmodus wurden die am starksten gefarbten Fasern als
Bewertungsgrundlage genommen. Es liegt dabei die Annahme zugrunde, dass
die Proteinexpression eines kleinen Areals eine Auswirkung auf den gesamten
Tumor haben kann. Somit wurde die starkste Intensitat der Antigenexpression
auch sehr kleiner Tumorareale berlcksichtigt. Dies geschah unabhangig von
der Farbung des restlichen Tumorgewebes. Die Auswertung erfolgte
semiquantitativ nach folgendem Modus:

(0) Keine Farbung

(1) am starksten positive Fasern waren gering gefarbt

(2) am starksten gefarbte Fasern waren mittelstark gefarbt
(3) am starksten positive Fasern waren stark gefarbt.

Demnach wurde z.B. ein zum GroBteil Antikbrper-negativer Tumor mit (3)
bewertet, sofern ein sehr stark gefarbtes Areal vorlag.
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Im Gegensatz zu Matrilin-2 wurden die anderen beiden in dieser Studie untersuchten
Marker NR2E1 und Pax-3 ausschlieB3lich nach Modus 1) ausgewertet.

6.5.3 Klinische Variablen

Als Kklinische Variablen wurden fir die Untersuchungen der vorliegenden Studie
folgende Parameter einbezogen: Alter, Geschlecht, Lokalisation der Tumore, Events,

Priméartumore ohne Rezidive, Primartumore mit Rezidiven und Rezidive.

Zur Vereinfachung wurden die sieben detaillierten Lokalisationsangaben der
Datenbank (vgl. Kap. 7.1 Abb. 7) in drei Gruppen zusammengefasst: supratentorielle

PA, PA der Fossa posterior und spinale PA.

In Anlehnung an die Untersuchung von Gnekow et al. (2012) (vgl. Kap. 8.2) wurde die
Variable Alter zuséatzlich auch fir die zwei Altersgruppen 1-10 und 11-18 Jahre
betrachtet. Dies diente der besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse der vorliegenden
Untersuchung mit anderen Studien (vgl. u.a. Gajjar et al. 1997, Gnekow et al. 2012).

6.5.4 Statistische Methoden

Die statistischen Auswertungen wurden unter der Beratung durch Hrn. H. Pinnschmidt
aus dem UKE, Institut fir Medizinische Biometrie und Epidemiologie, durchgefihrt. Sie
haben explorativen Charakter und sind aufgrund der relativ kleinen Stichprobe nicht
als bestatigend anzusehen.

Als orientierende statistische Methode fir ordinalskalierte Daten wurde eine
nichtparametrische Korrelationsanalyse nach Kendall-Tau-b durchgefihrt. Fir das
Alter wurde eine parametrische Rangkorrelation nach Spearman gerechnet. Die
Analyse nach Spearman nutzt die Differenz zwischen den Rangen wahrend Kendall-
Tau-b den Unterschied in den Rangen bei intervallskalierten Daten berechnet.

Die Berechnungen nach Kendall-Tau-b korrelierten alle Wertepaare untereinander und
die Berechnungen nach Spearman korrelierten das Alter mit allen anderen Variablen.
Bei beiden statistischen Verfahren wurden ausschlieBlich Primartumore des
Patientenkollektivs als Grundgesamtheit gerechnet (n=75), um eine Vergleichbarkeit
zu gewabhrleisten. Rezidive wurden entsprechend nicht inkludiert. Alle Berechnungen
zur Lokalisation beinhalteten insgesamt 74 Falle, da zur Lokalisation eines
Primartumors in der Datenbank keine Angabe vorhanden war.
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Fir spezifische Vergleiche zweier Gruppen mit mehreren Variablen und Test der
Homogenitdt der Varianzen wurde eine einfaktorielle ANOVA als parametrische

Methode gerechnet. Dabei wurden folgende drei Analysen durchgeflhrt:

1) Alle Priméartumore, die im Verlauf rezidivierten, wurden gegen die nicht-
rezidivierenden Primartumore ausgewertet und die Auspragungen aller
Variablen verglichen. Dabei wurde sich ausschlieBlich auf Primartumore
bezogen, um festzustellen, ob bestimmte Variablen bei rezidivierenden im
Vergleich zu nicht rezidivierenden Primartumoren eine andere Auspragung
haben.

2) Aufgrund des aktuellen Forschungsstands (vgl. Tibbetts et al. 2009) wurden in
der zweiten Auswertung PA der Sehbahn gegen PA aller anderen
Lokalisationen ausgewertet und bezlglich der Auspragung aller Variablen
verglichen. Hierbei wurden ausschlieB3lich nicht-rezidivierende Primartumore
und Primartumore, die im Verlauf rezidiviert sind, in die Berechnungen
inkludiert, um eine bessere Vergleichbarkeit zu gewahrleisten.

3) Inder dritten Analyse wurden die nicht-rezidivierenden-Primartumore gegen die
Rezidive ausgewertet und die Auspragung aller Variablen verglichen. Die
Analyse diente der Evaluation, ob es einen Unterschied zwischen Rezidiven
und Primartumoren bezliglich der Nachweisbarkeit bestimmter Morphologien
oder Antigene gibt.

Als letzte Auswertung wurde ein T-Test von gepaarten Stichproben durchgefiihrt. Der
Primartumor und sein dazugehdériges Rezidiv wurden bezlglich ihrer Auspragung der
Morphologien und IHC-Marker verglichen. Dabei wurde getestet, ob ein Unterschied
in der Expression bestimmter Antigene bzw. der Bildung einzelner Morphologien

zwischen dem Rezidiv und dem Primartumor desselben Patienten vorliegt.
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7 Ergebnisse

Nachfolgend werden die Resultate der morphologischen und immunhistochemischen
Auswertungen und die Ergebnisse der Korrelationsanalysen dieser in

Zusammenschau mit den korrelierenden klinischen Faktoren aufgefihrt.

Es wurden dabei die Zusammenhange der im Folgenden benannten 17 Variablen
ausgewertet. Es wurden die folgenden acht klinischen Faktoren betrachtet: Alter,
Geschlecht, Lokalisation, OPG als spezifische Lokalisation, Events, Primartumore
ohne Rezidive, Primartumore mit Rezidiven und Rezidive. Die sechs morphologischen
Kriterien Endothelproliferate, GefaBfibrosen, Lymphozyteninfiltrate, Mineralisate,
Mitosen, Nekrosen oder Pleomorphie (die letzten drei als eine Variable'®) und
Rosenthalfasern sowie die drei immunhistochemischen Farbungen von Matrilin-2,
NR2E1 und Pax-3.

Neben den Histogrammen, welche die lokalisationsabhangige Auspragung der
morphologischen und immunhistochemischen Variablen darstellen, wird jeder dieser
Variablen zur Veranschaulichung beispielhaft ein histologisches Bild angeflgt.
Weiterhin findet sich in den Fallen ordinalskalierter Variablen ein Diagramm der
Medianwerte flr die Auswertungsresultate mit dem 95%igen Konfidenzintervall (Cl).
Fir die folgenden Berechnungen der lokalisationsabhangigen Unterschiede wurden
zwei Tumorproben exkludiert, fir die in der Datenbank keine Angabe zur Lokalisation
vorhanden war. Damit ergibt sich flr das betrachtete Patientenkollektiv bei
lokalisationsabhangigen Auswertungen und Ergebnisdarstellungen eine
Grundgesamtheit von 89 Féllen. Lokalisationsunabhéngige Berechnungen inkludieren
mit 91 Fallen das gesamte Patientenkollektiv.

Es wurden insgesamt sechs Korrelationsanalysen durchgefuhrt (vgl. Kap. 6.5.4). Die
Resultate werden nachfolgend den einzelnen Unterpunkten zugeordnet, welche die
morphologischen und immunhistochemischen Auswertungsergebnisse darlegen. Die
Korrelationen klinischer Faktoren untereinander werden am Ende gesondert
betrachtet. Auf weitere bereits zuvor erwahnte Korrelationen wird im FlieBtext ein

6 Vgl. Kap. 6.5.1.
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kurzer Verweis gegeben. Es erfolgt ausschlieBlich eine Darstellung auf dem 95%igen

Konfidenzintervall signifikanter Zusammenhange.
7.1 Ergebnisse der Auswertungen des Patientenkollektivs

Bei der Betrachtung der Altersverteilung im Patientenkollektiv (vgl. Abb. 6) wird
ersichtlich, dass es am oberen und unteren Ende der Skala nur wenig oder auch keine
Falle gab. So wurden keine Tumorproben von Kindern unter einem Jahr untersucht,
und jeweils nur ein Fall im Alter von einem und von 18 Jahren sowie zwei Falle im Alter
von 17 Jahren. In den Altersstufen von zwei bis 16 Jahren fanden sich hingegen jeweils
mindestens zwei und hdchstens neun Patienten desselben Alters, mit Ausnahme des

9. Lebensjahrs. Dort waren nur zwei Patienten im vorliegenden Patientenkollektiv

vorhanden.
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Abbildung 6 — Altersverteilung des untersuchten Patientenkollektivs

Aus Abbildung 7 ist zu entnehmen, dass die Lokalisation in der Fossa posterior bei
dem Patientenkollektiv pradominierte (52,8%) und dort die Aufteilung von mannlichen
Patienten zu weiblichen mit 25:22 nahezu ausgeglichen war. Von den 38,2% der
supratentoriell lokalisierten Tumore waren hingegen 64,7% von weiblichen Patienten
(vgl. Abb. 7 links). Die spinalen Tumore bildeten mit zwei mannlichen und vier
weiblichen Patienten die kleinste Gruppe. Bei der Betrachtung der detaillierten
Lokalisationen féllt auf, dass PA entsprechend der WHO-Klassifikation (Collins et al.
2016) zum GroBteil in den Strukturen der Mittellinie entstanden sind (vgl. Abb. 7
rechts). Mit 37,1% waren die Lokalisationen im Kleinhirn und Kleinhirnbriickenwinkel
die haufigsten. 16,9% der Tumore waren mit der Sehbahn (Chiasma, N. opticus)
assoziiert. Weitere 15,7% der Tumore traten im Hirnstammbereich auf (Fossa cranii
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posterior, Hirnstamm, Pons, Aquaeduct und 4. Ventrikel) und 14,6% der Tumore im
GroBhirn. Von den 15 im Chiasma und N. opticus lokalisierten Tumoren stammten

73,3% von weiblichen Patienten. 80% davon traten bei Kindern unter zehn Jahren auf.
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Abbildung 7 — Tumorlokalisation
Links: Lokalisation gegliedert nach supratentorieller und spinaler Lage, bzw. Lokalisation in der Fossa

posterior. Rechts: Detaillierte Lokalisationsangaben des untersuchten Patientenkollektivs; X-Achse:
Lokalisation.

In dem Patientenkollektiv war ungefahr ein Viertel'” der Tumore rekurrent. Bei 38,5%
aller Tumore war ein Event dokumentiert und bei 9,3% aller Prim&artumore wurde das
dazugehdrige Rezidivpraparat desselben Patienten ebenfalls untersucht. Insgesamt
waren 16 der 91 Tumorpréparate Rezidivtumore. Dies entspricht 17,6% des gesamten
Kollektivs. Weiterhin fallt auf, dass 69,6% aller rezidivierenden Tumore bei weiblichen
Patienten auftraten (vgl. Tab. 8 (1) und (2)).

Tabelle 8 — Rezidivverteilung der Tumorproben

Rezidivstatus Anzahl = ) ahi W | Anzanim | Alter=10 | Alter >10
gesamt Jahre Jahre

(1) Primartumore ohne Rezidiv 68 35 33 30 38

(2) Primartumore mit Rezidiv 7 5 2 6 1

(3) Rezidive ohne Primartumor 16 11 5 11 5

Die Analyse der klinischen Daten zeigt, dass in der Gruppe der Primartumore ohne
Rezidiv (1) ein GroBteil der Patienten (58,8%) zur Zeit der Tumoroperation Gber zehn

7 Darin enthalten sind die in Tab. 8 unter (2) aufgelisteten Primartumore, die im Verlauf rezidivierend
waren sowie die unter (3) aufgelisteten Rezidive.
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Jahre alt war. Im Gegensatz dazu waren die Patienten in der Gruppe der Primartumore
mit Rezidiv (2) zu 85,7% und in der Gruppe der Rezidive ohne Primartumor (3) zu
64,7% zehn Jahre alt oder jinger (vgl. Tab. 8).18

7.2 Ergebnisse der morphologischen Auswertungen und
Korrelationsanalysen

Im Folgenden werden zunachst die drei gefédBassoziierten und dann die drei
tumorassoziierten Morphologien jeweils in alphabetischer Reihenfolge aufgefuhrt.

7.2.1 Endothelproliferate

Abbildung 8 zeigt zwei histologische Bilder von Endothelproliferaten.

Abbildung 8 — Endothelproliferate
Links: Endothelproliferate in H.E. (40-fache VergréfBerung). Quelle: Eigene Bilder.
Rechts: Endothelproliferate in H.E. (100-fache VergréBerung). Quelle: Eigene Bilder.

Abbildung 9 beinhaltet ein Histogramm mit der lokalisationsabhéangigen Darstellung
der Auspragung von Endothelproliferaten (links) und das dazugehérige

Medianwertdiagramm.

Die Uberwiegende Zahl der supratentoriellen und spinalen Félle wies keine
Endothelproliferate auf. Von den acht supratentoriellen Tumoren mit dieser
Morphologie waren bei einem viele und bei sieben Fallen vereinzelt Endothelproliferate

'8 Die Einteilung von Altersgruppen erfolgte in Anlehnung an die von Gnekow et al. (2012) durchgefiihrte
Untersuchung zu LGG, bei der fir Kinder im Alter von elf Jahren und Aalter ein verschlechtertes
Gesamtiberleben festgestellt wurde.
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nachweisbar. Bei den drei spinalen Féllen war bei einem Tumor eine moderate Anzahl
und bei zwei waren vereinzelt Endothelproliferate zu erkennen. Entsprechend der
insgesamt niedrigen Anzahl von Tumorproben, die diese Morphologie aufwiesen,
wurde der Medianwert flir beide Lokalisationen zu null berechnet. Das 95%ige CI
supratentorieller Tumore lag mit 0 im Medianwert, wahrend es bei spinalen Tumoren
einen Wert zwischen 0 und 2 annahm. Somit mussten zum Erreichen des 95%igen Cl

aufgrund der groBen Schwankungsbreite alle spinalen Falle berlicksichtigt werden.

Die Gruppe der Tumore der Fossa posterior stellte mit 47 Tumoren die meisten Falle
im untersuchten Patientenkollektiv. Hier wies ein gr6Berer Anteil der Félle eine
moderate Anzahl (n=10) oder viele (n=2) Endothelproliferate auf, wahrend bei n=11
Tumoren vereinzelt Endothelproliferate vorhanden waren. Damit war hier eine
gleichmaBigere Verteilung gegeben als bei den anderen Lokalisationen (vgl. Abb. 9).
Diesem Histogramm entsprechend wurde ein Medianwert von 0,5 berechnet, mit

einem 95%igen Cl zwischen 0 und 1.
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Abbildung 9 — Histogramm und Medianwertdiagramm der lokalisationsabhédngigen Auswertung
der Endothelproliferate

Tabellen 9 und 10 zeigen alle Ergebnisse der unterschiedlichen Korrelationsanalysen

auf Signifikanzniveau von 5%.

Den in Tab. 9 aufgefihrten Ergebnissen der Korrelationsanalyse von 74 Fallen nach
Kendall-Tau-b ist zu entnehmen, dass zwischen Endothelproliferaten und der

Tumorlokalisation ein signifikanter Zusammenhang besteht (P=0,041). Aus dem
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Korrelationskoeffizienten von r=0,220 ist abzuleiten, dass bei zunehmend kaudaler
Lokalisation die Anzahl nachweisbarer Endothelproliferate anstieg. Dieses Ergebnis

deckt sich mit dem Medianwert von 0,5 bei Tumoren der Fossa posterior.

Tabelle 9 — Korrelation von Endothelproliferaten mit der Lokalisation (Kendall-Tau-b)

Supratentoriell (0), Fossa posterior (1),
spinal (2)
Endothelproliferate | Korrelationskoeffizient 0,220
(0-3) Sig. (2-seitig) 0,041
Anzahl der Félle 74

Weiterhin wurden bei der statistischen Analyse nach ANOVA elf Primartumoren der
Sehbahn (OPG) gegen 63 Falle aller anderen Lokalisationen ausgewertet. Dabei
resultierten die in Tab. 10 aufgeflihrten Ergebnisse. Es ergab sich mit einem Wert von
0,18 fur OPG, im Gegensatz zu einem Wert von 0,63 fiir alle anderen Lokalisationen,
ein verminderter Mittelwert. OPG wiesen demnach im Vergleich zu PA aller anderen
Lokalisationen eine signifikant verminderte Anzahl von Endothelproliferaten auf
(P=0,002).

Tabelle 10 — Korrelation von Endothelproliferaten mit OPG vs. andere Lokalisationen (ANOVA)

Gegenlbergestellte Anzahl der Mittelwert Signifikanz
Variablen Falle
Endothelproliferate | Andere 63 0,63 0,002
(Menge, 0-3) OPG 11 0,18

7.2.2 GefaBfibrosen

Abbildung 10 =zeigt ein Histogramm der lokalisationsabhangig dargestellten
GefaBfibrosen. Daneben befindet sich eine histologische Abbildung dieser in der H.E.
Farbung.

Dem Histogramm ist zu entnehmen, dass die Uberwiegende Anzahl der Tumore keine
GefaBfibrosen aufwies. Bei der Betrachtung aller 91 Falle, konnten insgesamt bei
sieben Gewebeproben GefaBfiborosen nachgewiesen werden. Von den sechs im
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Histogramm aufgefiihrten Tumorproben mit GefaB3fibrosen befanden sich vier in der
Fossa posterior und zwei supratentoriell (vgl. Abb. 10)."°
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Abbildung 10 — Lokalisationsabhédngiges Histogramm und Histologie (40-fache VergréBerung)
von GefédBfibrosen. Quelle: Eigene Bilder.

Es ergab sich weder bei der Analyse nach Kendall-Tau-b, Spearman und beim T-Test,
noch bei den Analysen mit ANOVA eine signifikante Korrelation von den GefaBfibrosen

mit einer der anderen Variablen.

7.2.3 Lymphozyteninfiltrate

Das Histogramm in Abb. 11 zeigt lokalisationsabhangig das Vorhandensein von
Lymphozyteninfiltraten sowie eine histomorphologische Abbildung derselben in der
H.E. Farbung.

19 Zur Verminderung der Fallzahl bei der lokalisationsabhangigen Betrachtung siehe Einleitung der
Ergebnisse, Kap. 7.
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Abbildung 11 — Lokalisationsabhéngiges Histogramm und Histologie (100-fache VergréBerung)
von Lymphozyteninfiltraten.

In der Mitte des Bildes befindet sich ein ldngliches Blutgefd3 mit perivaskuldr infiltrierenden
Lymphozyten. Quelle: Eigene Bilder.

Lymphozyteninfilirate waren bei 35 der 91 untersuchten Gewebeproben vorhanden.

Sie waren damit die am haufigsten auftretende Tumor-assoziierte Veranderung.

In der genaueren Betrachtung lassen sich bei supratentoriellen Tumoren 14 und bei
Tumoren der Fossa posterior 19 Félle mit Lymphozyteninfiltraten nachweisen. Bei

spinalen Tumoren waren es zwei von acht Fallen.

Bei der statistischen Auswertung ergab sich weder bei der Analyse nach Kendall-Tau-
b, Spearman und beim T-Test, noch bei den Analysen mit ANOVA eine signifikante

Korrelation von Lymphozyteninfiltraten mit einer der anderen Variablen.

7.2.4 Mineralisate

Abbildung 12 zeigt in einem Histogramm die lokalisationsabhangige Darstellung der
Auswertungen von Mineralisaten sowie eine histologische Abbildung dieser in der H.E.
Farbung.

Dem Histogramm ist zu entnehmen, dass mit 10 der 91 Gewebeproben die
tberwiegende Anzahl der Tumore keine Mineralisate aufwies. Die meisten fanden sich
supratentoriell (n=5) und in der Fossa posterior (n=4), hingegen waren Mineralisate
nur bei einem spinalen Tumor nachweisbar.

44



Mineralisate

£ 20 42
15 30

Supratentoriell Fossa Posterior
Lokalisation

Okeine
vorhanden

mvorhanden

Spinal

Abbildung 12 — Lokalisation und Histomorphologie (40-fache VergréBerung) der Mineralisate in
pilozytischen Astrozytomen. Quelle: eigene Bilder.

In Tabelle 11 sind alle Ergebnisse der unterschiedlichen Korrelationsanalysen

dargestellt, die auf einem 5%igen Signifikanzniveau signifikant waren. Aus der

Korrelationsanalyse von 74 Fallen nach ANOVA resultierte ein Zusammenhang

zwischen dem Auftreten von Mineralisaten und der Lokalisation. Hierbei wurden elf

OPG gegen 63 Falle aller anderen Lokalisationen ausgewertet. OPG wiesen im

Vergleich zu PA aller anderen Lokalisationen keine und damit signifikant seltener

Mineralisate auf (P=0,002).

Tabelle 11 — Korrelation von Mineralisaten mit OPG vs. andere Lokalisationen (ANOVA)

Gegenibergestellte |  Anzahl Mittelwert | Signifikanz
Variablen der Félle
Mineralisate (O=keine Andere 63 0,14 0,002
vorhanden, 1=vorhanden) OPG 11 0,00
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7.2.5 Mitosen, Nekrosen und Pleomorphie

Abbildung 13 zeigt das histologische Korrelat der drei untersuchten Morphologien
Mitosen (links), Nekrosen (rechts) und Pleomorphie (rechts).

Abbildung 13 - Mitosen, Nekrosen, Pleomorphie
Links: Mitose (Pfeil). Mitte: Nekrose. Rechts: Pleomorphie. Quelle der Bilder: Institut fiir
Neuropathologie, UKE.

Das Histogramm in Abb. 14 stellt die Ergebnisse der Auswertung der in Abb. 13
histologisch dargestellten Morphologien lokalisationsbezogen dar. Finf der 91 PA
wiesen eine der drei Morphologien auf und wurden demnach als positiv bewertet. Vier
davon fanden sich in der Fossa posterior und eine supratentoriell. Keiner der spinalen
Tumore wies eine dieser Morphologien auf.
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Den in Tab. 12 dargestellten Ergebnissen der Korrelationsanalyse von 74 Féllen nach
ANOVA ist zu entnehmen, dass keines der elf OPG Mitosen, Nekrosen oder eine
erhdhte Pleomorphie aufwies, wohingegen dies in den 63 PAs anderer Lokalisationen
beobachtet wurde. OPG wiesen damit im Vergleich zu PA aller anderen Lokalisationen
signifikant seltener Mitosen, Nekrosen und pleomorpe Zellen auf (P=0,039).

Tabelle 12 — Korrelation von Mitosen, Nekrosen und Pleomorphie mit OPG vs. andere
Lokalisationen (ANOVA)

Gegenlbergestellte | Anzahl | Mittel- | Signifikanz
Variablen der Falle | wert
Mitosen, Nekrosen, Pleomorphie Andere 63 0,08 0,039
(0O=keine vorhanden, 1=vorhanden) OPG 11 0,00

Auf dem 5%igen Signifikanzniveau ergaben sich keine weiteren Korrelationen mit den
hier beschriebenen Morphologien.

7.2.6 Rosenthalfasern

Abbildung 15 zeigt ein histologisches Bild von Rosenthalfasern in der H.E. Farbung.

Abbildung 15 - Rosenthalfasern (100-fache VergréBerung). Quelle: Eigene Bilder.

Das Histogramm in Abb. 16 stellt die Auswertungen von Rosenthalfasern
lokalisationsabh&ngig dar (links) und auf der rechten Seite befindet sich das
dazugehorige Medianwertdiagramm mit dem +95%igen CI.

Dem Histogramm ist zu entnehmen, dass die Uberwiegende Anzahl der Tumorproben
keine Rosenthalfasern aufwies. Supratentoriell waren bei 13 Fallen Rosenthalfasern
nachweisbar, davon bei zwei Fallen viele, drei wiesen eine moderate Anzahl auf und
bei acht Fallen waren Rosenthalfasern vereinzelt vorhanden. In der Fossa posterior
konnte diese Morphologie insgesamt bei 19 Tumoren identifiziert werden. Vier davon
hatten viele, sieben eine moderate Anzahl und acht vereinzelte Rosenthalfasern. Drei
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spinale Tumore waren positiv fir Rosenthalfasern. Ein Fall zeigte viele davon,
wahrend zwei Falle diese Morphologie vereinzelt aufwiesen.

Entsprechend der dber alle Tumorproben insgesamt niedrigen Anzahl von
Rosenthalfasern wurde der Medianwert aller Lokalisationen zu null berechnet. Das
95%ige Cl supratentorieller Tumore und der Tumorproben der Fossa posterior lag fir
beide Lokalisationen zwischen 0 und 1. Lediglich das Konfidenzintervall fir spinale
Tumore zeigte eine groBe Schwankungsbreite und lag zwischen 0 und 3.
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Abbildung 16 - Lokalisationsabhdngiges Histogramm und Medianwertdiagramm der

Auswertungen der Rosenthalfasern.

Die in Tab. 13 dargestellten Ergebnisse der Korrelationsanalyse von 75 Féllen nach
Kendall-Tau-b zeigen die Zusammenhange zwischen Rosenthalfasern und den IHC-
Markern Matrilin-2 und NR2E1.

Nach dem Auswertungsmodus 1 fir Matrilin-2 ergibt sich aus dem Wert des
Korrelationskoeffizienten (r=0,255), dass mit einer hohen Zahl von Rosenthalfasern in
einem Tumorpraparat eine erhéhte immunhistochemische Nachweisbarkeit von
Matrilin-2 einherging (P=0,016). Dieselbe Schlussfolgerung lasst sich auch aus den
Ergebnissen der Untersuchung von Matrilin-2 nach dem Auswertungsmodus 3 ziehen.
Dort lag der Korrelationskoeffizient bei r=0,330 und die Signifikanz P bei 0,001.2°

Bei der Analyse zu NR2E1 und Rosenthalfasern konnte ebenfalls ein Zusammenhang

festgestellt werden. Aus dem Korrelationskoeffizienten von r=—0,233 ist abzuleiten,

20 Auswertungsmodus 2 zeigte keine signifikanten Korrelationen mit der untersuchten Variable.

48



dass NR2E1 bei zunehmender Bildung von Rosenthalfasern weniger stark exprimiert
wurde (P=0,025) (vgl. Tab. 13).

Tabelle 13 — Korrelationen von Rosenthalfasern (Kendall-Tau-b)

Matrilin-2, Matrilin-2, NR2E1
Auswertungs- Auswertungs-
modus 1 modus 3
Rosenthalfasern | Korrelationskoeffizient 0,255 0,330 -0,233
(0-3) Sig. (2-seitig) 0,016 0,001 0,025
Anzahl der Falle 75 75 75

Auf dem 5%igen Signifikanzniveau ergaben sich fir die hier besprochenen Rosenthalfasern

keine weiteren Korrelationen.

7.3 Ergebnisse der immunhistochemischen Auswertungen und

Korrelationsanalysen

7.3.1 Matrilin-2

In Abbildung 17 sind vier histologische Bilder von Matrilin-2 gefarbten pilozytischen
Astrozytomen zu sehen. Diese sind Beispiele fir die unterschiedlichen, von links nach

rechts zunehmenden Farbeintensititen von Matrilin-2 nach den Kriterien des

keine gering mittelstark stark

Abbildung 17 - Matrilin-2 gefdrbte PA als Beispiel fiir die Graduierungen nach
Auswertungsmodus 1. Quelle: eigene Bilder.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der drei Auswertungsmodi jeweils separat
behandelt. Die Histogramme zeigen die lokalisationsabhangige Farbeintensitat von
Matrilin-2. Jedem Histogramm hangt das dazugehérige Medianwertdiagramm an,
welches auch das 95%ige Cl angibt. Die Auswertungsmodi 1 und 3 enthalten dabei
ordinalskalierte Werte, wahrend das Histogramm von Auswertungsmodus 2 dichotome
Auswertungen beinhaltet.
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Aus dem Histogramm in Abb. 18 ist zu entnehmen, dass bei der Auswertung nach
Modus 1 nur wenige Tumorproben keine Farbung mit Matrilin-2 aufwiesen (vgl. Abb.
17). Unabhangig von der Lokalisation wiesen die meisten Praparate eine geringe bis
mittelstarke Farbeintensitat auf. Dabei war nur einer der 34 supratentoriellen Tumore
stark mit Matrilin-2 gefarbt. In 16 Fallen zeigte sich eine mittelstarke und in 12 Fallen
eine geringe Farbung. FiUnf Tumore waren negativ flr Matrilin-2. Auch bei den 47
Tumoren der Fossa posterior war nur ein PA stark positiv fur Matrilin-2, 19 waren
mittelstark und 24 gering gefarbt. Drei Tumore aus der Fossa posterior waren negativ
fur diesen IHC-Marker. Von den insgesamt acht spinalen Tumoren war einer stark, drei
mittelstark und vier gering positiv fir Matrilin-2.

Entsprechend der Haufigkeitsverteilung der Farbung wurde der Medianwert fir die
supratentoriellen PA und PA der Fossa posterior bei 1 berechnet und das 95%ige ClI
der Tumorproben dieser beiden Lokalisationen lag zwischen 1 und 2. Der Medianwert
spinaler Tumore hingegen war mit 1,5 etwas hdher. Das 95%ige Cl lag zwischen 1
und 3 und hatte somit eine gro3e Schwankungsbreite.
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Abbildung 18 — Lokalisationsabhéngiges Histogramm und Medianwertdiagramm von Matrilin-2
(Auswertungsmodus 1)

Nach Auswertungsmodus 2 galten PA mit einer Farbung mit Matrilin-2 von unter 5%
als negativ fir diesen Marker, war das histologische Praparat zu 75% oder mehr
gefarbt, galt der Tumor als positiv. Alle Préparate konnten einem Wert zugeordnet
werden, da kein Wert in die Mittelkategorie fiel. Dem Histogramm (vgl. Abb. 19) ist zu
entnehmen, dass bei supratentorieller Lokalisation zehn Tumore negativ und 24
Tumore positiv flir Matrilin-2 waren. Das Verhaltnis von positiv und negativ deklarierten
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Tumoren in der Fossa posterior und bei spinalen Tumoren war noch deutlicher
zugunsten der positiven Auspragung verschoben. In der Fossa posterior kamen auf elf
fir Matrilin-2 negative Tumore 36 Falle von positiv bewerteten Tumorschnitten. Bei
spinalen Tumoren waren sieben Tumore positiv und nur ein Tumor negativ flr diesen
IHC-Marker.

Da in jeder der drei Gruppen der GroBteil der ausgewerteten Tumorproben zu Uber
75% mit Matrilin-2 gefarbt war, wurden die Medianwerte bei allen Lokalisationen zu 1
berechnet. Das 95%ige Cl lag bei supratentoriellen und spinalen Tumoren zwischen 0
und 1, wahrend es bei Tumoren der Fossa posterior mit einem Wert von 1 im Median

lag.
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Abbildung 19 — Lokalisationsabhédngiges Histogramm und Medianwertdiagramm von Matrilin-2
(Auswertungsmodus 2)

Dem Histogramm zum Auswertungsmodus 3 (Abb. 20) ist zu entnehmen, dass mit
insgesamt drei Féllen sehr wenige Tumore keine Farbung mit Matrilin-2 zeigten. Einer
davon befand sich supratentoriell, die anderen beiden in der Fossa posterior.
Hingegen waren alle acht spinalen Tumore gefarbt. So war ein Tumor gering, drei
waren mittelstark und vier stark mit Matrilin-2 gefarbt. Bei den supratentoriellen
Tumoren zeigte sich dagegen bei den flr Matrilin-2 positiven Fallen eine nahezu
ausgeglichene Verteilung. Es waren 11 Tumorproben gering, 12 mittelstark und 10
stark gefarbt. Im Gegensatz dazu war die Verteilung der Matrilin-2 positiven Falle in

der Fossa posterior zugunsten der Kategorie ,mittelstark gefarbt* verschoben. Dort

51



waren mit 21 mittelstark geféarbten Proben etwa genauso viele Tumore vorhanden, wie

in den Kategorien ,gering“ (n=11) und ,stark” (n=13) zusammen.

Die Medianwerte supratentorieller Tumore und PA der Fossa posterior lagen bei 2.
Das 95%ige ClI lag fur supratentorielle PA zwischen 1 und 2, bei Tumoren der Fossa
posterior lag es mit einem Wert von 2 im Median. FiUr spinale Tumore hingegen

errechnete sich mit einem Wert von 3 ein héherer Median. Das Cl lag zwischen 1 und
3.
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Abbildung 20 — Lokalisationsabhéngiges Histogramm und Medianwertdiagramm von Matrilin-2
(Auswertungsmodus 3)

Die Ergebnisse der drei Auswertungsmodi unterscheiden sich sowohl bezlglich der
Haufigkeitsverteilung der Farbungsintensitaten, als auch bei den Medianwerten und
deren Konfidenzintervallen. So liegen die Medianwerte bei Auswertungsmodus 2 in
der maximalen Auspragung, wahrend sie im Auswertungsmodus 1 und 3 mit den
Werten 2 bis 3 und den Werten 1 bis 1,5 eher in der mittleren Auspragung liegen. Auch
weist der Auswertungsmodus 3 in der Haufigkeitsverteilung der Farbungsintensitaten
haufiger eine starke Farbung mit Matrilin-2 auf, als bspw. Modus 1. Die Unterschiede
in den Ergebnissen der Auswertungsmodi sind unter anderem dadurch zu begrinden,
dass sie einerseits dichotom und andererseits ordinalskaliert ausgewertet wurden.
AuBerdem wiesen die Auswertungsmodi unterschiedliche Kriterien fur die Farbung auf.
Die gréBten Differenzen zeigten sich zwischen Auswertungsmodus 2 und 3. So

mussten bei Modus 2 mindestens 75% des gesamten Tumormaterials angefarbt sein,
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damit der Tumor als positiv gewertet wurde. Im Gegensatz dazu musste bei

Auswertungsmodus 3 nur eine Faser gefarbt sein, um den Tumor als positiv zu werten.

Trotz der unterschiedlichen Kriterien in den drei Auswertungsmodus und der damit
verbundenen Diskrepanz in ihren Ergebnissen, korrelieren sie auf einem
P=0,000 (vgl. Tab. 14). Der
Korrelationskoeffizient bei der Korrelation von Auswertungsmodus 1 und 2 betragt
r=0,433, bei r=0,567 an und bei

Auswertungsmodus 2 und 3 resultiert ein Korrelationskoeffizient von r=0,486. Damit

Signifikanzniveau  von untereinander

Auswertungsmodus 1 und 3 nimmt er

kann angenommen werden, dass die drei Auswertungsmodi allesamt flr weitere
Untersuchungen, trotz unterschiedlicher Vorgehensweisen, gleichermafBen geeignet
sind.

Tabelle 14 — Korrelationen der Auswertungsmodi von Matrilin-2 untereinander (Kendall-Tau-b)

Matrilin-2, Matrilin-2, Matrilin-2,
Auswertungs- | Auswertungs- | Auswertungs-
modus 1 modus 2 modus 3
Matrilin-2, Korrelationskoeffizient 1,000
Auswertungs- | Sig. (2-seitig)
modus 1 Anzahl der Falle 75
Matrilin-2, Korrelationskoeffizient 0,433 1,000
Auswertungs- | Sig. (2-seitig) 0,000
modus 2 Anzahl der Falle 75 75
Matrilin-2, Korrelationskoeffizient 0,567 0,486 1,000
Auswertungs- | Sig. (2-seitig) 0,000 0,000
modus 3 Anzahl der Falle 75 75 75

In Tab. 15 sind der Vollstandigkeit halber alle Ergebnisse der Korrelationsanalysen
aufgefahrt, die nicht signifikanten Ergebnisse werden im Folgenden jedoch nicht
besprochen.

Den in Tab. 15 dargestellten Ergebnissen der Korrelationsanalyse von 75 Féllen nach
Kendall-Tau-b ist zu entnehmen, dass es einen Zusammenhang zwischen der Matrilin-
2-Expression und dem Geschlecht sowie dem Aufkommen von Rosenthalfasern gibt.

durch Wert
Korrelationskoeffizienten (r=-0,265), dass bei weiblichen Patienten eine vermehrte

Aus dem Auswertungsmodus 1 ergibt sich den des

Matrilin-2-Expression nachweisbar war (P=0,018). Auf die Korrelation von Matrilin-2
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(Auswertungsmodus 1 und 3) mit den Rosenthalfasern wird im Kap. 7.2.6 naher

eingegangen.

Bei der Analyse zu Matrilin-2 und Pax-3 von 74 Fallen konnte ebenfalls ein
Zusammenhang festgestellt werden. Aus dem Korrelationskoeffizienten von r=0,226
ist abzuleiten, dass bei einer vermehrten Matrilin-2-Expression auch mehr Pax-3
gebildet wurde (P=0,037). Dieselbe Schlussfolgerung lasst sich auch aus den
Ergebnissen des Auswertungsmodus 2 ziehen. Dort lag der Korrelationskoeffizient bei

r=0,245 auf einem Signifikanzniveau von P=0,029.

Tabelle 15 — Korrelation von Matrilin-2 (Kendall-Tau-b)

Geschlecht | Rosenthalfasern | Pax-32

Matrilin-2, Korrelationskoeffizient -0,265 0,255 0,226

Auswertungsmodus 1 Sig. (2-seitig) 0,018 0,016 0,037
Anzahl der Falle 75 75 74

Matrilin-2, Korrelationskoeffizient -0,196 0,085 0,245

Auswertungsmodus 2 Sig. (2-seitig) 0,092 0,438 0,029
Anzahl der Falle 75 75 74

Matrilin-2, Korrelationskoeffizient -0,192 0,330 0,074

Auswertungsmodus 3 Sig. (2-seitig) 0,080 0,001 0,485
Anzahl der Falle 75 75 74

Weiterhin wurden bei der statistischen Analyse nach ANOVA elf OPG gegen 63 Félle
aller anderen Lokalisationen ausgewertet und die Ergebnisse in Tab. 16 aufgeflihrt. Es
ergab sich mit einem Wert von 0,91 fir OPG ein erhéhter Mittelwert, im Gegensatz zu
dem Wert von 0,75 fir alle anderen Lokalisationen. OPG wiesen im Vergleich zu PA
aller anderen Lokalisationen damit innerhalb des Auswertungsmodus 2 eine signifikant
erhéhte Matrilin-2-Expression auf (P=0,004).

Tabelle 16 — Korrelation von Matrilin-2 (Modus 2) und OPG vs. andere Lokalisationen (ANOVA)

Gegenlbergestellte | Anzahl der Mittelwert Signifikanz
Variablen Falle
Matrilin-2, Andere 63 0,75 0.004
Auswertungsmodus 2 | OPG 11 0,91 ’

Es ergaben sich fir Matrilin-2 keine weiteren signifikanten Korrelationen.

21 Fir einen Fall des Patientenkollektivs fehlt die Auswertung von Pax-3, daher ist hier nur eine
verringerte Fallzahl von 74 Fallen vorhanden.
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7.3.2 NR2E1

Abbildung 21 zeigt vier histologische Bilder von NR2E1-gefarbten PA. Diese sind

Beispiele fir die unterschiedliche Expression von NR2E1.
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Abbildung 21 — Beispiele unterschiedlich starker Expression von NR2E1 in pilozytischen
Astrozytomen. Quelle: Eigene Bilder.

Das Histogramm in Abb. 22 stellt die lokalisationsabhé&ngige Farbeintensitat von
NR2E1 im ausgewerteten Patientenkollektiv dar. Die dazugehdérigen Medianwerte
werden ebenfalls lokalisationsabhangig in einem Balkendiagramm mit dem
dazugehdrigen 95%igen Cl aufgeflihrt.

Dem Histogramm ist zu entnehmen, dass nur wenige Tumorproben negativ fir NR2E1
waren und die meisten unabhangig von der Lokalisation eine mittelstarke bis starke
Farbung aufwiesen. So Uberwogen bei den supratentoriellen Tumoren die 16 stark und
16 mittelstark gefarbten Tumore, wahrend nur zwei Falle NR2E1 gering exprimierten.
Kein Tumor dieser Lokalisation zeigte Negativitat fir NR2E1. Tumore der Fossa
posterior zeigten Uberwiegend eine starke (n=17) und mittelstarke (n=20) Farbung,
allerdings war hier auch bei neun Tumoren eine geringe Farbung nachweisbar. Ein
Tumorschnitt war negativ fir NR2E1. Bei spinal lokalisierten Tumoren Uberwog klar
die starke Farbung mit NR2E1 (n=6), wahrend jeweils ein Fall eine mittelstarke und
keine Farbung mit diesen IHC-Marker zeigte.

Entsprechend der Haufigkeitsverteilung der Farbung der meisten Tumore wurde der
Medianwert flr supratentorielle Tumore bei 2,5 berechnet. Das 95%ige CI lag
zwischen 2 und 3 (vgl. Abb. 22). PA der Fossa posterior wiesen zum gréBten Anteil
eine mittelstarke und viele eine starke Farbung auf, wodurch auf einem 95%igen Cl
von 2 bis 3 ein Medianwert von 2 berechnet wurde. Da spinale PA fast ausschlieBlich
stark mit NR2E1 gefarbt waren, wurde ein Medianwert von 3 berechnet. Das

Konfidenzintervall zeigte mit einem Wert zwischen 0 und 3 eine grof3e
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Schwankungsbreite, es mussten also flr ein 95%iges Cl alle spinalen Félle
bertcksichtigt werden.
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Abbildung 22 — Lokalisationsabhéngiges Histogramm und Medianwertdiagramm von NR2E1

Den Ergebnissen der Korrelationsanalyse nach Kendall-Tau-b ist zu entnehmen, dass
es einen Zusammenhang zwischen den IHC-Markern NR2E1 und Pax-3 gibt. Aus
dem Wert des Korrelationskoeffizienten mit r=0,282 ergibt sich, dass bei einer
erhdhten immunhistochemischen Nachweisbarkeit von NR2E1 ebenfalls eine
vermehrte Expression von Pax-3 nachgewiesen werden konnte (P=0,008). Hierbei
wurden 74 Falle ausgewertet. Auf die Korrelation zwischen NR2E1 und den
Rosenthalfasern wird in Kap. 7.2.6 ndher eingegangen.

Tabelle 17 — Korrelation von NR2E1 (Kendall-Tau-b)

Rosenthalfasern Pax-3
NR2E1 Korrelationskoeffizient -0,233 0,282
Sig. (2-seitig) 0,025 0,008

Anzahl der Falle 75 74

Es ergaben sich bei den statistischen Analysen der Auswertungen von NR2E1 keine

weiteren signifikanten Korrelationen.
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7.3.3 Pax-3

Die vier histologischen Abbildungen (vgl. Abb. 23) von Pax-3 gefarbten PA geben
Beispiele flir die unterschiedlichen Farbeintensitaten dieses IHC-Markers.
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Abbildung 23 — Beispiele unterschiedlich starker Pax-3-Expression in pilozytischen
Astrozytomen. Quelle: Eigene Bilder.

Das Histogramm in Abb. 24 stellt die Auswertungen von Pax-3 im ausgewerteten
Patientenkollektiv lokalisationsabhéngig dar??. Daneben bildet ein Balkendiagramm
die lokalisationsabhangig berechneten Medianwerte mit dem dazugehdrigen 95%igen
Cl ab.

Insgesamt waren nur wenige Tumorproben negativ fir Pax-3, die meisten
Tumorschnitte waren unabhangig von der Lokalisation gering bis mittelstark gefarbt
(vgl. Histogramm in Abb. 24). Bei supratentoriellen Tumoren war die mittelstark
gefarbte Rubrik mit 21 Fallen am haufigsten vertreten. Weiter waren zehn Falle gering
gefarbt, zwei zeigten Negativitat fir Pax-3 und nur ein Fall war stark angefarbt. Bei
Tumoren der Fossa posterior war die Rubrik der gering gefarbten Tumore am gréB3ten
(n=26), etwa halb so viele Tumore waren mittelstark gefarbt (n=14) und die stark
gefarbten Tumore sowie die Tumore, die negativ flir Pax-3 waren, bildeten mit jeweils

drei Tumoren die kleinsten Gruppen.

Mit einem 95%igen Cl von 1 bis 2 wurde der Medianwert fur supratentorielle Tumore
bei 2 berechnet. PA der Fossa posterior wiesen zum GrofB3teil eine geringe Farbung
auf, wodurch sich ein Medianwert von 1 ergab, mit einem CI von 1 bis 2. Der

Medianwert spinaler Tumore errechnete sich bei 2 und spinale Tumore wiesen mit

22 F(ir einen Primartumor des Patientenkollektivs fehlt die Auswertung von Pax-3. Damit verringert sich
hier die Fallzahl auf insgesamt 88 statt 89 PA, von denen die Lokalisationsangabe vorhanden war.
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einem CIl von 1 bis 3 die gréte Schwankungsbreite auf. Entsprechend mussten auch
hier flr ein 95%iges Cl alle spinalen Falle bertcksichtigt werden.

Pax-3
Okeine " =
dgering
B mittelstark O
mstark PN
c® 29 T
8 c
B2
S ©
o
K3
|
3 3
iell F i Spinal 0 , ~— .
Supratentorie LZSISZI?;:;:I)O; pina Supratentoriell Fossa posterior Spinal

Abbildung 24 — Lokalisationsabhéngiges Histogramm und Medianwertdiagramm von Pax-3

Den Ergebnissen der Korrelationsanalyse von 74 Fallen nach Kendall-Tau-b (vgl. Tab.
18) ist zu entnehmen, dass es einen Zusammenhang zwischen Pax-3 und den IHC-
Markern Matrilin-2 sowie NR2E1 gibt (vgl. Kap. 7.3.1 bzw. 7.3.2).

Tabelle 18 — Korrelation von Pax-3 (Kendall-Tau-b)

Matrilin-2 Matrilin-2 NR2E1
Auswertungsmodus 1 | Auswertungsmodus 2
Pax-3 | Korrelationskoeffizient 0,226 0,282 0,282
Sig. (2-seitig) 0,037 0,008 0,008
Anzahl der Falle 74 74 74

Bei den unterschiedlichen Korrelationsanalysen resultierten keine weiteren
signifikanten Zusammenhange mit Pax-3.

7.4 Statistischer Vergleich der klinischen Parameter untereinander

Far den Vergleich der klinischen Parameter untereinander, erfolgte eine Analyse des
Alters nach Spearman sowie die Korrelation aller Parameter untereinander via
Kendall-Tau-b. Weiterhin wurden drei Berechnungen nach ANOVA und ein T-Test
durchgeflhrt.

Die Analyse nach Spearman bericksichtigte ausschlieBlich die 75 Primartumore des
vorliegenden Patientenkollektivs (vgl. Tab. 19). In dieser Gruppe ergab sich bei einem
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Korrelationskoeffizienten von r=-0,270, dass mit zunehmendem Alter der Kinder
weniger haufig Events auftreten (P=0,019).

Tabelle 19 — Korrelation des Alters (Spearman)

Events

Alter | Korrelationskoeffizient | -0,270
Sig. (2-seitig) 0,019

Anzahl der Falle 75

Bei der Korrelationsanalyse aller klinischen Faktoren nach Kendall-Tau-b resultierten
keine signifikanten Ergebnisse.

Bei der ersten Analyse nach ANOVA (vgl. Tab. 20) erfolgte eine Gegenlberstellung
der Primartumore, die im Verlauf nicht rezidivierten (n=68), und der Primartumoren,

von denen ein Rezidiv im vorliegenden Patientenkollektiv vorhanden war (n=7).

Das mittlere Alter von Patienten mit einem Primartumor mit einem Rezidiv im Verlauf
betrug 4,86 Jahre. Im Gegesatz dazu errechnete sich ein Mittelwert von 10,35 Jahren
bei Patienten, die im Verlauf kein Rezidiv erlitten. Rezidivierende Primartumore sind
demnach haufiger bei jungeren Kindern aufgetreten, hingegen waren Kinder mit nicht-
rezidivierenden Tumoren im Mittel alter (P=0,05).

Weiterhin zeigte sich mit einem Mittelwert von 0,43 bei PA, die im Verlauf rezidivierten,
gegenlber einem Wert von 0,12 bei Primartumoren ohne Rezidiv, dass rezidivierende
Primartumore haufiger in der Sehbahn auftraten als andere. Es ergab sich ein
Signifikanzniveau von P=0,029.

Tabelle 20 — Korrelationen bei der Gegenliberstellung von Primédrtumoren vs. Primértumoren,
die im Verlauf rezidiviert sind (ANOVA)

Variable Gegenubergestellte Variablen Anzahl der | Mittelwert | Signifikanz
Falle
Alter (1-18 | Primartumor 68 10,35 0,05
Jahre) Primartumor mit Rezidiv im Verlauf 7 4,86
OPG (1) vs. | Primartumor 67 0,12 0,029
andere (0) | Primartumor mit Rezidiv im Verlauf 7 0,43

In Tabelle 21 sind die Ergebnisse der zweiten, nach ANOVA durchgefiihrten
statistischen Analyse aufgefiihrt. Sie zeigt die Gegenliberstellung von PA der Sehbahn
und PA aller anderen Lokalisationen. Hierfir wurden erneut ausschlieBlich

Primartumore, die im Verlauf nicht rezidivierten, und Primartumore, die spater
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rezidivierten, untersucht. Bei den Untersuchungen des vorliegenden
Patientenkollektivs unterschieden sich PA der Sehbahn von Tumoren anderer
Lokalisationen. So waren OPG mit einem Mittelwert von 1,36 im Gegensatz zu PA
anderer Lokalisationen (Mittelwert 1,49) vermehrt bei weiblichen Patienten aufgetreten
(P=0,032). Der Vergleich der Mittelwerte von 0,27 bei OPG und 0,06 bei PA aller
anderen Lokalisationen zeigt darlberhinaus ein signifikant haufigeres Rezidivieren
von OPG gegenuber PA anderer Lokalisationen. Dieser Zusammenhang lag auf einem

Signifikanzniveau von P=0,000.

Es wurde eine zusatzliche Auswertung der Variable Alter nach den zwei Altersgruppen
1-10 und 11-18 Jahre durchgeflhrt. Dort zeigte sich fir OPG mit einem Mittelwert von
0,18 gegeniber allen anderen Lokalisationen mit einem Mittelwert von 0,59, dass bei
Kindern der Altersgruppe 1-10 signifikant haufiger OPGs auftraten, wahrend altere
Kinder mit einer hdheren Wahrscheinlichkeit PA anderen Lokalisationen bekamen
(P=0,000).22

Tabelle 21 — Korrelationen bei der Gegeniiberstellung von OPG vs. andere Lokalisationen
(ANOVA)

Variable Gegenubergestellte | Anzahl der | Mittelwert | Signifikanz
Variablen Falle

Alter gruppiert (1 bis 10 = OPG 63 0,59 0,000
0; 11 bis 18 Jahre = 1) Andere 11 0,18

Alter gruppiert (1 bis 10 = OPG 63 1,49 0,032
0; 11 bis 18 Jahre = 1) Andere 11 1,36

Alter gruppiert (1 bis 10 = OPG 63 0,06 0,000
0; 11 bis 18 Jahre = 1) Andere 11 0,27

In der dritten statistischen Analyse nach ANOVA wurden nicht rezidivierende
Primartumore (n=68) und die Rezidive ohne Primértumor (n=16) des
Patientenkollektivs gegenlbergestellt. Hierbei resultierten keine signifikanten

Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen.

Tabelle 22 zeigt die Ergebnisse der letzten statistischen Analyse klinischer Faktoren.
Im untersuchten Patientenkollektiv war bei sieben Patienten sowohl der Primartumor,
als auch das Tumormaterial der Rezidivoperation desselben Patienten vorhanden.
Auch diese Tumorpaare wurden auf alle Morphologien und immunhistochemischen

28 Auf die Korrelationen von OPG mit morphologischen Auswertungen wird in den entsprechenden
Kapiteln der Morphologien eingegangen (vgl. Kap. 7.2). Die Korrelation mit Matrilin-2 wird in Kapitel
7.3.1 erlautert.
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Variablen geprift und dann in einem T-Test gegenlbergestellt. Dies diente der
Evaluation, ob sich bestimmte Variablen bei dem jeweiligen Rezidiv anders als beim
Primartumor auspragen. Abgesehen davon, dass die Patienten bei der
Rezidivoperation &alter waren als z.Z. der Primartumoroperation (P=0,011), waren
keine signifikanten Unterschiede in den untersuchten Auspragungen zwischen der
Gruppe der Primartumore und der Gruppe der Rezidive nachweisbar. Bei der
Operation des Primartumors war der Mittelwert des Alters 4,86, wahrend er bei der
Rezidivoperation bei 6,71 lag.

Tabelle 22 — Primdrtumor-Rezidiv-Paare (T-Test)

Variable | Gepaarte Variablen Anzahl der Falle | Mittelwert | Signifikanz
Alter Primartumor 7 4,86 0,011
Rezidiv des Primartumors 7 6,71
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8 Diskussion

In diesem Abschnitt werden die in Kapitel 7 dargestellten empirischen Ergebnisse vor
dem Hintergrund der eingangs dargelegten Fragestellungen besprochen.

Da in der vorliegenden Untersuchung keine klinischen Angaben zu den Zeitspannen
des EFS, PFS und OS vorhanden waren, konnte eine prognostische Relevanz nur aus
dem Auftreten von Rezidiven und Events hergeleitet werden. Das Auftreten von
Rezidiven oder anderen Events wurde mit einer schlechten Prognose gleichgestellt.

8.1 Inwieweit zeigen PA unterschiedlicher Lokalisationen differenzielle
Ausprdagungen beziiglich klinischer Faktoren, morphologischer

Merkmale und immunhistochemischer Marker?

Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigen, dass PA der Sehbahn sich von PA
anderer Lokalisationen bezuglich klinischer Faktoren, Morphologien und der Matrilin-2
-Expression unterscheiden. Dieser Befund deckt sich gréBtenteils mit
wissenschaftlichen Untersuchungen zu dieser Thematik und die einzelnen
Zusammenhé&nge werden im Folgenden naher erlautert. Nachfolgend werden zentrale

Ergebnisse zur besseren Ubersicht in sieben separaten Unterpunkten diskutiert.

1.) Als erstes Ergebnis der vorliegenden Studie kann herausgestellt werden,
dass Primartumore der Sehbahn im untersuchten padiatrischen Patientenkollektiv

signifikant haufiger rezidivierten als PA anderer Lokalisationen.

Dieses Forschungsergebnis ist deckungsgleich mit den Resultaten anderer
wissenschaftlicher Studien. So resultierte in der Untersuchung von Tibbetts et al.
(2009) zu PA von nicht-NF1-Patienten ebenfalls eine signifikante Korrelation der
Lokalisation in der Sehbahn mit dem EFS. Dabei wiesen OPGs von Patienten im Alter
zwischen 0,4 und 25 Jahren ein schlechteres EFS im Vergleich zu infratentoriellen PA
auf (P=0,0296).

Gnekow et al. (2012) untersuchten ebenfalls das EFS. Sie betrachteten dabei mit 996
LGG der WHO Grade I° und II° ein groBes Patientenkollektiv mit insgesamt 700 PA.
Bei den 996 padiatrischen Patienten im Alter von unter 17 Jahren traten insgesamt
514 Events auf. Auch hier war das Risiko flr das Auftreten eines Events bei
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hypothalamisch-chiasmatischen Tumoren gegentuber Tumoren aller anderen
Lokalisationen um das 2,91-fache erhéht (Hazard ratio (HR); 95%iges Cl: 2,35-3,69).

Auch Fernandez et al. (2003) untersuchten das Uberleben padiatrischer Patienten.
Deren Patientenkollektiv beinhaltete Patienten im Alter von unter 18 Jahren mit 58 PA
und 20 PMA. Sie fanden mit einem in Abhangigkeit von der Lokalisation
verschlechterten PFS der Patienten (P<0,001) ein ahnliches Ergebnis, wie es in der
vorliegenden Arbeit festgestellt werden konnte. Bei beiden Untersuchungen wiesen
Tumore des N. opticus und des Chiasmas dabei die schlechteste Prognose bzw. in
der vorliegenden Studie die hoéchste Rezidivrate auf?*. In der Untersuchung von
Fernandez et al. war bei keinem der OPG eine vollstandige Resektion méglich und es
kam in 11 der 18 Falle zum erneuten Wachstum des Tumorrests (Fernandez et al.
2003).

In der vorliegenden Untersuchung wurden die Ergebnisse von Fernandez et al. (2003),
Tibbetts et al. (2009) und Gnekow et al. (2012) bestatigt. Tibbetts et al. und Gnekow
et al. verwendeten das EFS als ReferenzgréBe, welches weniger spezifisch ist als das

PFS, wie es von Fernandez et al. verwendet wurde.

Dieses Ergebnis ist aber méglicherweise zu relativieren, da PA der Sehbahn aufgrund
der Gefahr der Beschadigung visueller Funktionen nach Kammler et al. (2009)
insbesondere dann operiert werden, wenn eine Infiltration des umgebenden Gewebes
oder eine ipsilaterale Erblindung vorliegt. Entsprechend werden vor allem OPGs mit
einem extensiven Wachstum, welches im Allgemeinen mit einer verschlechterten
Prognose assoziiert ist (Collins et al. 2016), operativ versorgt. Zudem kdnnen sie bei
noch vorhandener Sehfahigkeit unter Schonung der Nervenbahnen mdglicherweise
nicht vollstdndig entfernt werden. Fernandez et al. (2003) beschreiben in ihrer
Untersuchung dieses Problem und flihren die Signifikanz der Zusammenhéange darauf
zurlick, dass bei keinem der 18 von ihnen untersuchten OPG eine vollstandige
operative Entfernung erreicht wurde. Aufgrund der fehlenden klinischen Daten zum
Operationsausmaf konnte fir das Patientenkollektiv der vorliegenden Untersuchung
keine Aussage Uber den Einfluss dieses Effekts getroffen werden.

24 Eine erhdhte Rezidivrate geht meist mit einer Prognoseverschlechterung einher (vgl. Koeller und
Rushing 2004).
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Ein weiterer Faktor von groBer Relevanz ist die Operabilitat eines Tumors. So lagen
im Patientenkollektiv der vorliegenden Arbeit ausschlieBlich operable Prim&rtumore
und Rezidive vor. War ein Rezidiv inoperabel, dann war auch keine Information Uber
das Rezidivieren des Primartumors in der Datenbank vorhanden und es konnte nicht
in der Statistik der vorliegenden Untersuchung bericksichtigt werden. Dass auch die
oben benannten wissenschaftlichen Untersuchungen zu den gleichen Ergebnissen
gekommen sind, spricht allerdings fir eine Bestandigkeit dieses Resultats Uber
verschiedene Studienansatze und Patientenkollektive hinweg und somit flr die
Stabilitat dieses Zusammenhangs.

2.) Als zweites Resultat der vorliegenden Untersuchung kann der
Zusammenhang zwischen der Lokalisation der PA in der Sehbahn und dem
Geschlecht angefliihrt werden. Das signifikant haufigere Vorkommen von OPG bei
Madchen wurde bereits von Koeller und Rushing (2004) beschrieben. lhrer Statistik
zufolge sind weibliche Patienten etwa doppelt so haufig von PA der Sehbahn betroffen
wie mannliche. Allerdings bezog sich dieses Resultat nur auf NF1-assoziierte PA.
Collins et al. 2016 dagegen geben an, dass es keine geschlechtsspezifischen

Unterschiede bei pilozytischen Astrozytomen gibt.2°

3.) Wie bereits das Medianwertdiagramm zu den Endothelproliferaten vermuten
lie, sind diese signifikant haufiger infratentoriell als supratenroriell aufgetreten.
AuBerdem wurden bei OPGs weniger Endothelproliferate, Mineralisate, Mitosen,
Nekrosen und pleomorphe Zellen nachgewiesen als bei PA aller anderen

Lokalisationen.

Das Auftreten von Endothelproliferaten speziell in der Fossa posterior war bisher nicht
wissenschaftlich nachgewiesen. Von der Erkenntnis ausgehend, dass die Bildung von
Endothelproliferaten durch Mediatoren aus der FlUssigkeit von Zysten, wie sie in PA
haufig auftreten, geférdert wird (Leung et al. 1997; Koeller und Rushing 2004;
Scheithauer et al. 2007), ist mdglicherweise die Lokalisation von Zysten der
entscheidende Faktor bei der Bildung von Endothelproliferaten (Leung et al. 1997).
Zum Beispiel wiesen in der Untersuchung von Fernandez et al. (2003) 69% der
zerebellaren PA die typische Darstellung einer Zyste mit randstandigem Tumorknoten
auf, wahrend bei PA der Sehbahn in den meisten Fallen keine Zysten nachweisbar

25 Auf das Ergebnis der Korrelation vom Alter mit OPGs wird in Kapitel 8.2 eingegangen.
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waren (88,9%2%). In dem Patientenkollekitv der vorliegenden Arbeit waren bei 38,2%
der Tumore Endothelproliferate aufgetreten, davon 67,6% in der Fossa posterior, dem
Ort, an dem nach Fernandez et al. (2003) am haufigsten zystische PA auftreten. In der
histomorphologischen Auswertung der in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Tumorproben wurden allerdings ausschlieBlich die soliden Anteile pilozytischer
Astrozytome untersucht, sodass bei diesem padiatrischen Patientenkollektiv keine
Aussage Uber das Vorkommen von Endothelproliferaten in zystischen Tumoren
getroffen werden konnte. Ob es zwischen dem Auftreten von Zysten und der Bildung
von Endothelproliferaten in der Fossa posterior einen Zusammenhang gibt, misste
eine klinische Forschung in Kombination mit einer histomorphologischen

Untersuchung herausstellen.

4.) Als ein weiteres Ergebnis dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass bei
insgesamt 11% der Tumorpréparate des Patientenkollektivs Mineralisate und in 5,5%
der Falle Mitosen, Nekrosen oder Pleomorphien nachweisbar waren. OPG wiesen bei
den Auswertungen signifikant weniger dieser Morphologien auf, als PA anderer
Lokalisationen.

Dieser Zusammenhang steht den Ergebnissen der WHO-Klassifikation
zentralnervoser Tumore (Scheithauer et al. 2007) entgegen. Scheithauer et al.
erklaren darin, dass Mineralisate bei PA nur vereinzelt und vor allem supratentoriell
auftreten. Dies gilt speziell fir Tumore des N. opticus, hypothalamische bzw.
thalamische PA oder fir oberflachlich gelegene PA der GroBhirnhemispharen
(Scheithauer et al. 2007). Die Diskrepanz der Ergebnisse kénnte durch die
unterschiedlichen Patientenkollektive erklart werden. Mdglicherweise wurden bei
Scheithauer et al. auch PA erwachsener Patienten untersucht. Zudem finden die von
Scheithauer et al. (2007) aufgefihrten Zusammenhange in der aktuellen WHO-
Klassifikation (Collins et al. 2016) keine Erwahnung mehr. Aufgrund der niedrigen
Fallzahl der OPGs ist die Aussagekraft der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kritisch

zu sehen.

5.) Ein weiterer lokalisationsabhdngiger Zusammenhang zeigte sich im
Vergleich von OPG und PA anderer Lokalisationen bezlglich der Expression des IHC-

26 Eigene Berechnung. Aus den publizierten Daten geht hervor, dass zwei der 18 im N. opticus und
Chiasma lokalisierten PA zystisch waren.
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Markers Matrilin-2. OPG, die in der vorliegenden Untersuchung zu der
supratentoriellen Lokalisation zahlten, wiesen dabei eine stérkere Expression von
Matrilin-2 auf als PA anderer Lokalisationen. Dieses Ergebnis findet sich tendenziell
auch bei der Studie von Sharma et al. (2006). So fand diese Forschungsgruppe bei
der Untersuchung von Matrilin-2 in Abhangigkeit von der Lokalisation an 96 PA aller
Altersgruppen einen Zusammenhang zwischen der Lokalisation und Matrilin-2. Es
korrelierte die supratentorielle Lokalisation mit einer erhéhten Expression von Matrilin-
2 (P=0,02).%"

6.) Bei den ebenfalls untersuchten IHC-Markern fiir die Proteine NR2E1 und
Pax-3 ergaben sich keine signifikanten Zusammenhange mit der Lokalisation. Im
Gegensatz dazu zeigte die Untersuchung von Sharma et al. (2007) fir die beiden
Proteine lokalisationsabhangige Expressionsunterschiede. Diese Forschungsgruppe
fihrte Genanalysen an 41 PA von Patienten aller Altersgruppen durch und fand eine
erhdhte NR2E1-Expression bei supratentoriellen PA im Vergleich zu Tumoren der
Fossa posterior (P=0,041) und eine erhdhte Pax-3-Expression in der Fossa posterior
im Vergleich zu supratentoriellen Neoplasien (P=0,02). Diese Ergebnisse sind mit der
Tatsache kongruent, dass NR2E1 im sich entwickelnden Vorderhirn und Pax-3 im sich
entwickelnden Hinterhirn eine wichtige Rolle spielen (Sharma et al. 2007). Sie konnten
jedoch in der vorliegenden immunhistochemischen Untersuchung an einem
padiatrischen Patientenkollektiv mit mehr als doppelt so vielen Patienten nicht bestatigt
werden. Auch Chen et al. (2012) fanden in ihrer Untersuchung von Pax-3 an 57
Tumorproben, von denen 22,8%2% PA waren, keinen Zusammenhang zwischen der
Pax-3-Expression und dem Geschlecht, dem Alter und der Tumorlokalisation (Chen et
al. 2012).

7.) Eine Beobachtung, die Raum fur weitere Forschung er6ffnet, betrifft die
durchgehend groBe Schwankungsbreite des Konfidenzintervalls bei den
Medianwerten spinaler Tumore. Um mit 95%iger Sicherheit den wahren Medianwert
zu erhalten, mussten bei den spinalen Fallen alle Auspragungsintensitaten
eingeschlossen werden. Dies galt sowohl fir die Endothelproliferate und

Rosenthalfasern, als auch fiir die drei IHC-Marker. Ursachlich flir die groBe Streuung

27 Die supratentorielle Lokalisation beinhaltete in der Untersuchung von Sharma et al. (2006) im
Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit nur die Lokalisation im Thalamus, dritten Ventrikel, Frontallappen
und Parietallappen.

28 Eigene Berechnung.
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kénnte die sehr geringe Fallzahl spinaler Tumore (n=7) sein. Ein weiterer
Erklarungsansatz ist, dass sich spinale PA aufgrund ihres Wachstums und der
Expression immunhistochemisch nachweisbarer Marker in eine zervikale, eine
thorakale und eine lumbale Region einteilen lassen. Demnach wird die Einteilung in
supratentorielle PA, PA der Fossa posterior und spinale PA dem Verhaltensmuster
pilozytischer Astrozytome mdglicherweise nicht gerecht. Dies wurde bereits flr die
gesonderte Stellung von PA der Sehbahn gezeigt. Im hier untersuchten
Patientenkollektiv waren die Lokalisationsangaben der spinalen Tumore allerdings
nicht differenziert genug und die Fallzahl zu gering, um diesen Zusammenhang naher

untersuchen zu kénnen.

8.2 Inwieweit unterscheiden sich PA von Kindern unterschiedlichen
Alters?

Bei der altersabhdngigen Untersuchung des vorliegenden padiatrischen
Patientenkollektivs resultierten keine signifikanten Korrelationen zwischen dem Alter
und den immunhistochemischen oder den morphologischen Auswertungen. Dies war
sowohl bei den Primartumoren, als auch in der Gruppe der Rezidive der Fall.
Nachfolgend werden zentrale Ergebnisse zur besseren Ubersicht in drei separaten
Unterpunkten diskutiert.

1.) Das Alter resultierte klar als prognostischer Faktor, da es nicht nur mit dem
Auftreten von Events, sondern auch mit dem Rezidivieren der Primartumore
korrelierte. So rezidivierten die Primartumore bei Patienten mit zunehmendem Alter
signifikant seltener und es traten auch mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit Events

auf.

Die Ergebnisse dieser Arbeit spiegeln das durch andere Studien gezeichnete Bild
wieder. So konnten Gajjar et al. (1997) bei der Untersuchung 76 padiatrischer PA und
66 anderer LGG von Kindern im Alter von 1-19 Jahren ein verschlechtertes 4-jahres-
PFS bei Kindern unter 5 Jahren (53%8%) im Vergleich zu dem PFS éalterer Kinder
(77%x5%) feststellen. Auch Stokland et al. (2010) untersuchten ein péadiatrisches
Patientenkollektiv und setzten die Altersgrenze bei 16 Jahren, wobei mit 63,7% der
639 Tumoren ein GroBteil der untersuchten Tumorproben PA waren. Gemessen am
PFS resultierte ein erhdhtes Risiko flr eine Tumorprogression bei Kindern im Alter von

67



1-5 Jahren (angepasstes HR: 1,74; 95% CI: 1,11-2,73). AuBerdem wiesen in dieser
Studie Patienten unter einem Jahr ein gegentiber anderen Altersgruppen vermindertes
OS auf (P<0,001) (Stokland et al. 2010).

Fernandez et al. (2003) fanden in ihrer Studie mit 80 Patienten, davon 58 PA von
Kindern im Alter von 0-18 Jahren, keinen Zusammenhang zwischen dem Alter und
dem PFS. Auch Fisher et al. (2008) und Tibbetts et al. (2009) fanden bei ihren
Untersuchungen keinen Zusammenhang zwischen den beiden Variablen. Dabei
pruften Fisher et al. das PFS und OS von 278 Patienten im Alter von 0-21 Jahren,
davon 135 PA. Tibbetts et al. untersuchten mit 107 Patienten im Alter von 0-25 Jahren
mit zentralnervésen PA ein &hnliches Patientenkollektiv auf das EFS wie die
vorliegende Studie. Sie fanden wie auch Fernandez et al. und Fisher et al. keinen

Zusammenhang zwischen dem Alter der Tumorpatienten und dem EFS.

Zu einem gegenteiligen Ergebnis kamen Gnekow et al. (2012). Sie sind die erste
Forschungsgruppe, die bei der Untersuchung von padiatrischen Patienten (0-16 Jahre)
das Alter von Uber zehn Jahren als negativen prognostischen Faktor nachweisen
konnten. Bei der GegenUberstellung von Patienten im Alter von 1-4 Jahren mit
Patienten im Alter von tber 10 Jahren resultierte ein verringertes OS der alteren Kinder
(P=0,002). Fur das EFS war dieser Zusammenhang nicht signifikant (Gnekow et al.
2012). Die Untersuchung von Gnekow et al. beinhaltet eine Erprobung von
Chemotherapeutika.

Insgesamt ist in der Wissenschaft umstritten, welchen Einfluss das Alter auf die
Prognose péadiatrischer Patienten mit PA hat, weil verschiedene (u.a. oben benannte)
Studien zu unterschiedlichen Ergebnissen kommen. Fir die Vergleichbarkeit der
Studien und ihrer Ergebnisse untereinander ist allerdings zu beachten, dass es Uber
die verschiedenen Studien hinweg groBe Unterschiede in der untersuchten
Altersspanne, der Einteilung der Patienten in Altersgruppen, der Art und Anzahl der
untersuchten Tumore oder auch in der Wahl des Patientenkollektivs gab. In der
Auswahl der Verlaufsparameter fand sich ebenfalls keine Einheitlichkeit.
Interessanterweise bedeuteten unterschiedliche Studiendesigns hier aber nicht
zwangslaufig auch verschiedene Ergebnisse. So sind Tibbetts et al. (2009) bzgl. der
untersuchten Tumorentitat, der Patientenzahl und des Altersdurchschnitts der

vorliegenden Studie sehr dhnlich, fanden aber keinen Zusammenhang zwischen Alter
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und dem EFS. Auf der anderen Seite unterscheidet sich die Studie von Stokland et al.
(2010) in vielen Punkten von der vorliegenden Studie, weil sie zu 36,3% andere LGG
untersuchten, vier Altersgruppen bildeten und mit einer Altersspanne von 1-16 Jahren
ein jingeres und mit 639 Fallen ein grdBeres Patientenkollektiv untersuchten.
Dennoch weist diese Studie auf einen &hnlichen Zusammenhang zwischen Alter und
OS hin, wie ihn die vorliegende Untersuchung aufzeigt.

2.) Ein weiterer Unterschied zwischen PA jingerer Kinder im Vergleich zu PA
alterer Kinder war im vorliegenden Patientenkollektiv die Lokalisation. So traten OPG
signifikant haufiger in der Altersgruppe von 1-10 Jahren auf, als bei Kindern zwischen
11 und 18 Jahren.

Bei einer Untersuchung von Stokland et al. (2010) resultierten ebenfalls
Altersunterschiede bei den unterschiedlichen anatomischen Lokalisationen. So waren
chiasmatische und hypothalamische Tumore haufiger bei jingeren Kindern
aufgetreten, wahrend Neoplasien der GroBhirnhemispharen vornehmlich bei Kindern
der alteren Altersgruppen auftraten (Altersgruppen: <1, 1 — 5, 5 — 10, und 211 Jahre;
P=0,001). Zerebellare Tumore zeigten eine bimodale Altersverteilung. Auch Koeller
und Rushing (2004) geben in ihrer Studie an, dass bei nicht-NF1-Patienten nahezu

alle PA der Sehbahn vor dem 12. Lebensjahr auftreten.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung bestatigen damit die Resultate der
Studien von Koeller und Rushing (2004) und von Stokland et al. (2010). Die drei
Studien zeigen an péadiatrischen Patientenkollektiven mit ausschlieBlich PA, dass
jungere Patienten haufiger Tumore des Chiasmas und N. opticus aufweisen. Dieses
Resultat fligt sich in den Rahmen, dass jlungere Kinder haufiger im Verlauf
Tumorrezidive entwickeln (vgl. Unterpunkt 1. dieses Kapitels), und dass PA der
Sehbahn ebenfalls haufiger im Verlauf rezidivieren (vgl. Kap. 8.1, Unterpunkt 1.),
sofern sie nicht NF1-assoziiert sind (Koeller und Rushing 2004).

3.) In dem padiatrischen Patientenkollektiv der vorliegenden Untersuchung
konnte kein Zusammenhang zwischen Endothelproliferaten oder anderen
Morphologien mit dem Alter nachgewiesen werden. Malik et al. (2006) wiesen dagegen
in einer Untersuchung von 120 PA von Patienten im Alter von 0-81 Jahren besonders
bei Patienten Uber 12 Jahren eine vermehrte Bildung von Endothelproliferaten nach
(P=0,011). Dass der Vergleich zwischen Tumoren von Kindern einerseits und von
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jugendlichen, erwachsenen und geriatrischen Patienten andererseits erfolgte,
schrankt die Vergleichbarkeit mit der vorliegenden Untersuchung, in der ausschlieBlich
padiatrische Patienten untersucht wurden, ein. Die Betrachtung von unterschiedlichen
Altersspannen kdnnte damit zur Diskrepanz in den Ergebnissen geflhrt haben. Eine
Untersuchung der Endothelproliferate  an einem gréBeren pé&diatrischen
Patientenkollektiv kénnte hier Aufschluss geben.

8.3 Morphologische und immunhistochemische Untersuchung

Im  Folgenden werden die Ergebnisse der morphologischen  und
immunhistochemischen Untersuchungen hinsichtlich ihrer prognostischen Werte und

der Zusammenhange untereinander aufgeflhrt.

8.3.1 Inwieweit haben die untersuchten morphologischen und
immunhistochemischen Variablen einen prognostischen Wert?
Nachfolgend werden zentrale Ergebnisse zur besseren Ubersicht in drei separaten

Unterpunkten diskutiert.

1.) Bei keiner der untersuchten Morphologien resultierte ein prognostischer
Wert bzw. eine Korrelation mit rezidivierenden Primartumoren, mit den Rezidiven oder
den Events. Auch im direkten Vergleich unterschieden sich weder die rezidivierenden
Primartumore von den nicht-rezidivierenden Primartumoren noch die Rezidive von den
Primartumoren in der histochemischen Nachweisbarkeit der untersuchten
Morphologien (vgl. Kap. 6.5.4: Analyse 1 und 3). Auch die Gegenlberstellung der
Ergebnisse der morphologischen Evaluation des Rezidivs und des Primartumors
desselben Patienten ergab keine signifikanten Unterschiede (vgl. Kap. 6.5.4, T-Test).

Zu anderen Ergebnissen kamen Tibbetts et al. (2009). Sie untersuchten PA
padiatrischer Patienten u.a. auf das Vorkommen der in der vorliegenden Studie
ebenfalls untersuchten Morphologien. Bei ihnen waren GefaBfiborosen (P=0,008),
Mineralisate (P=0,016) und Nekrosen (P=0,033) jeweils mit einem verminderten EFS
assoziiert, wahrend Endothelproliferate und Rosenthalfasern keine signifikanten
Korrelationen zeigten. Tibbetts et al. fihrten in ihrer Diskussion an, dass diese drei mit
dem EFS korrelierenden Morphologien Zeichen degenerativen und chronischen
Wachstums sind und fanden fir diese Ergebnisse keine Erklarung (Tibbetts et al.
2009).
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2.) Weiterhin gab es bei den statistischen Analysen der Auswertungen der IHC-
Marker im vorliegenden Patientenkollektiv keinen Anhalt fir die Assoziation von diesen
mit dem als prognoseverschlechternd angesehenen Auftreten von Rezidiven und

Events, bzw. mit den rezidivierenden Primartumoren.

Dagegen war eine erhéhte Matrilin-2-Expression bei der Untersuchung 96
pilozytischer Astrozytome, von denen zehn NF1-assoziiert waren, in einer Studie von
Sharma et al. (2006) mit aggressivem Verhalten assoziiert. Dieses wurde daran
bemessen, dass alle rezidivierenden sporadischen PA und alle PA von Patienten, die
z.Z. der letzten Follow-up-Untersuchung verstorben waren, eine erhéhte Matrilin-2-
Expression aufwiesen. Weiterhin wies dort ein NF1-assoziiertes PA des Chiasma
opticum ein ungewdhnlich aggressives Verhalten sowie eine erhdhte Matrilin-2-
Expression auf. Zudem war die Matrilin-2-Expression bei NF1-assoziierten PA, welche
normalerweise mit einem benignen Verlauf assoziiert werden (vgl. Koeller und Rushing
2004), in der Studie von Sharma et al. (2006) signifikant vermindert (P=0,008). Die
Divergenz der Resultate zwischen der Untersuchung von Sharma et al. (2006) und der
vorliegenden Studie kdnnte in der unterschiedlich hohen Fallzahl rezidivierender
Tumore bzw. der Tumore mit Events begriindet sein. So wurden in der vorliegenden
Untersuchung mit 23 rezidivierenden Tumoren?® eine im Vergleich zu den vier
Tumoren bei Sharma et al. (2006) gréBere Stichprobe untersucht. Weiterhin wies etwa
die Halfte aller Félle der vorliegenden Untersuchung (n=35) Events auf, wohingegen
es bei Sharma et al. insgesamt finf Falle waren. Ein weiterer Grund fir die
divergierenden Ergebnisse kdnnte die Altersverteilung sein. Dies ist allerdings nicht
sicher festzustellen, da Sharma et al. (2006) keine Angaben zum Alter der Patienten
ihres Kollektivs machen. Sharma et al. (2006) folgern, dass Matrilin-2 in die
Pathogenese oder Progression von PA involviert ist. AuBerdem halten sie Matrilin-2
fur den ersten fir sporadische PA spezifischen molekularen Marker und spekulieren,
dass dieses immunhistochemisch nachweisbare Antigen mdéglicherweise der erste
klinisch relevante Biomarker fir PA ist. Matrilin-2 war im vorliegenden
Patientenkollektiv bei PA der Sehbahn vermehrt nachweisbar, die ihrerseits haufiger
rezidivierten als PA aller anderen Lokalisationen. Ein direkter Zusammenhang

2% Zu den 23 rezidivierenden Tumoren zahlten die Primartumore, die im Verlauf rezidiviert sind (n=7)
und die Rezidive (n=16).
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zwischen einer erhdhten Matrilin-2-Expression und dem Auftreten von Rezidiven oder
Events war jedoch nicht vorhanden.

3.) Die nuklearen Antigene NR2E1 und Pax-3 werden nachweislich von High
Grade Gliomen exprimiert und sind dort mit einem verminderten EFS assoziiert (vgl.
Park et al. 2010 fir NR2E1 und Chen et al. 2012 fir Pax-3). Eine ahnliche
Beobachtung konnte an dem vorliegenden péadiatrischen Patientenkollektiv mit PA, bei
denen es sich um Low Grade Gliome handelt, nicht bestéatigt werden.

8.3.2 Korrelationen der morphologischen und immunhistochemischen
Untersuchungsergebnisse untereinander

Nachfolgend werden zentrale Ergebnisse zur besseren Ubersicht in zwei separaten
Unterpunkten diskutiert.

1.) Bei der Korrelationsanalyse der IHC-Marker untereinander zeigte sich
sowohl bei einer erhéhten Matrilin-2-Expression als auch bei einer vermehrten
Nachweisbarkeit von NR2E1 eine erhdhte Expression von Pax-3. Die Koexpression
von Matrilin-2 und Pax-3 wurde bisher von keiner anderen Forschungsgruppe
untersucht. Die gleichzeitige Expression von NR2E1 und Pax-3 bei PA wurde dagegen
von Sharma et al. (2007) untersucht und sie fanden gegenteilige Ergebnisse. Dort war
NR2E1 bei supratentoriellen PA signifikant stérker exprimiert als bei infratentoriell
lokalisierten PA. Und umgekehrt war Pax-3 bei PA der Fossa posterior signifikant
starker exprimiert als supratentoriell. Wie in Kap. 4.2.1 und 4.2.2 dargestellt,
reflektieren die Zusammenhange von Sharma et al. (2007) die embryologische
Entwicklung des ZNS. Dass diese beiden Antigene in der vorliegenden Untersuchung
koexprimiert wurden, kénnte z.B. durch die geringe Fallzahl oder die selektive Auswahl
padiatrischer Patienten bedingt sein.

2.) Es gab keine signifikanten Zusammenhange zwischen den verschiedenen
histomorphologischen  Parametern. Als einzige  Morphologie  korrelierten
Rosenthalfasern mit IHC-Markern. Hier ergab sich, dass Rosenthalfasern bei erhéhter
Matrilin-2-Expression vermehrt zu finden waren, wahrend weniger Rosenthalfasern mit
einer starken Expression von NR2E1 assoziiert waren. Dieser Zusammenhang wurde

bislang in keiner anderen wissenschaftlichen Untersuchung nachgewiesen.
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9 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden pilozytische Astrozytome (PA) von 91 padiatrischen
Patienten im Alter von 1-18 Jahren auf die Expression der immunhistochemischen
Antigene Matrilin-2, NR2E1 und Pax-3 sowie auf sechs fur PA typische
histomorphologische Parameter untersucht. Die Tumorproben waren in Paraffin
eingebettet und stammten aus dem Institut fiir Neuropathologie des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf.

Die Auswertung der immunhistochemischen und histomorphologischen Parameter zeigte
keine prognostische Relevanz. Es resultierten aber lokalisationsabhangige Unterschiede.
So zeigte sich eine unterschiedliche Expression von Endothelproliferaten, Mineralisaten,
Nekrosen, Mitosen und Pleomorphie sowie des immunhistochemisch nachgewiesenen
Matrilin-2 bei PA der Sehbahn (OPG). AuBerdem war eine vermehrte Bildung von
Endothelproliferaten in der Fossa posterior nachweisbar. Lymphozyteninfiltrate waren mit
Positivitat in 38,5% der Félle die haufigste tumorassoziierte Veranderung, wiesen jedoch
keine signifikanten Korrelationen auf.

Bei einem vermehrten Nachweis von Rosenthalfasern zeigte sich auch eine erhdhte
Matrilin-2-Expression sowie eine verringerte Expression von NR2E1. Sowohl eine
Uberexpression von Matrilin-2 als auch von NR2E1 waren mit einer erhdhten Pax-3-

Expression assoziiert.

Die Lokalisation in der Sehbahn und das Alter konnten als einzige prognostisch relevante
Parameter ausgemacht werden. So rezidivierten OPG h&ufiger als Tumore anderer
Lokalisationen und Kinder mit rezidivierenden Tumoren waren im Mittel jinger als Kinder
mit nicht rezidivierenden Tumoren. Fir dieses Ergebnis konnte der Anspruch auf den
Erhalt der Sehfahigkeit die Ursache sein, denn die Schonung des Sehnervs geht

moglicherweise mit einer unvollstdndigen Tumorentfernung einher.

Im Gegensatz zu intrakraniellen PA zeigten die untersuchten Parameter bei der
Medianwertauswertung spinaler Tumore eine aufféllig groBe Streuung. Diese kénnte auf
unterschiedliche Ursprungszellen zervikaler, thorakaler und lumbaler PA hindeuten. Die
Untersuchung einer gréBeren Kohorte spinaler PA kdnnte hier Aufschluss geben.

Zusammenfassend geben die Ergebnisse der immunhistochemischen und
histomorphologischen Auswertungen der vorliegenden Untersuchung keine Hinweise auf
neue Parameter mit prognostischem Wert.
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10 Summary

The aim of the present study was to examine the immunohistochemical expression of
matrilin-2, NR2E1, Pax-3 and six histomorphological parameters in pilocytic
astrocytoma (PA). The cohort comprised a set of 91 PA from paediatric patients (age
1-18 years). The study was performed on paraffin embedded tumour material, which
was drawn from the archive of the department of Neuropathology, University Medical
Center Hamburg-Eppendorf.

Immunohistochemical and histomorphological variables were observed at different
frequencies depending on the tumour location: endothelial proliferation/ glomeruloid
vasculature, calcification, infarct-like necrosis, mitosis, pleomorphic cells and the
matrilin-2 were rarely found in optic pathway glioma (OPG) compared to other
locations. In addition, endothelial proliferation/ glomeruloid vasculature was found to
be more prevalent in posterior fossa lesions. Intra-tumoural lymphocytic infiltrates did
not correlate with any other variable, although this morphology was the most frequently
observed parameter with 38.5% positive cases.

Pilocytic astrocytoma showed a co-expression of Rosenthal fibres and matrilin-2, while
there was a negative correlation between Rosenthal fibres and NR2E1. The two
immunohistochemical markers NR2E1 and matrilin-2 both were associated with an
elevated expression of Pax-3.

Correlating the histomorphological and immunohistochemical parameters with follow-
up data the established prognostic value of localisation in the optic pathway and the
patients’ age was confirmed in the present study. The mean age of children with
recurrent PA was significantly lower than the mean age of children without a relapse.
Furthermore, OPG showed a significantly higher recurrence rate than tumours of all
other locations. This might be explained by the therapeutic concept in OPG, which
implies that if gross total resection cannot be acquired without visual loss, subtotal
resection or a wait and watch strategy should be considered.

Compared to intracranial PA the assessed parameters showed a considerably higher
variation in spinal tumours possibly suggesting differences in the cellular origin of
cervical, thoracic and lumbar PA. This observation may be a subject for further

investigations on larger cohorts of spinal tumours.
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