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1. Fragestellung und Arbeitshypothese

Schwannome sind benigne, typischerweise gekapselte Nervenscheidentumore,
welche von den Schwannzellen der peripheren Nerven ausgehen.
Schwannome konnen sporadisch vorkommen oder im Rahmen hereditarer
Erkrankungen entstehen. Beim Auftreten von multiplen Schwannomen kann in
der Regel von einer hereditaren Pathogenese ausgegangen werden. Multiple
Schwannome sind haufig assoziiert mit Neurofibromatose Typ 2 (NF2) oder
Schwannomatose. Obwohl beide Erkrankungen mit der Ausbildung von
Schwannomen einhergehen, ist das klinische Erscheinungsbild stark
unterschiedlich. Wahrend die Schwannomatose durch das Leitsymptom
Schmerz gekennzeichnet ist (Merker et al. 2012), ist bei der NF2 ein bilaterales
Akustikusneurinom das Hauptkennzeichen (Evans et al. 1992).

Die Therapie besteht in der Regel in der chirurgischen Intervention sowie in den
letzten Jahren auch in der Behandlung von den Akustikusneurinomen mit
Angiogenesehemmern, wie z.B. Bevacizumab (Farschtschi et al. 2016).

Fur die Wirkung von Angiogenesehemmern spielen die vaskularen endothelialen
Wachstumsfaktoren (vascular endothelial growth factor, VEGF) eine
entscheidende Rolle.

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob morphologische und
immunhistochemische Unterschiede in der Vaskularisation sporadischer
Schwannome und syndromal bedingter Schwannome zu finden sind. Es wird die
Frage diskutiert, ob sich aufgrund der Ergebnisse Optionen flir eine Therapie mit
VEGF-Antagonisten ableiten lassen.

Hypothese: Periphere Schwannome mit unterschiedlichem genetischen
Hintergrund unterscheiden sich bezuglich morphometrischer

Kriterien und der Antigenexpression in ihrer Vaskularisation.



2 Einleitung

Schwannome zahlen zu den haufigsten benignen Tumoren, die von den
Schwannschen Zellen der peripheren Nerven ausgehen (Adani et al. 2008). Sie
sind charakterisiert durch ein langsames und nicht infiltrierendes Wachstum.
Sie konnen bei ausreichender Grolle z.B. eine Dysasthesie und
Ausfallerscheinungen hervorrufen (Adani et al. 2008).

Schwannome werden meist sporadisch als solitare Tumoren beobachtet. Das
Auftreten von multiplen Schwannomen spricht meistens fur eine syndromale
Grunderkrankung wie Schwannomatose oder Neurofibromatose 2. Diese
Erkrankungen werden im Folgenden beschrieben.

2.1 Neurofibromatose 2

2.1.1 Epidemiologie

Neurofibromatose 2 (NF2) wird autosomal-dominant vererbt und gehdrt zu der
Gruppe der neurokutanen Syndrome (friher: Phakomatosen). Erstmals wurde
NF2 1822 von dem schottischen Chirurgen James Wishart dokumentiert (Wishart
1822) .

Die Inzidenz wurde lange Zeit mit 1:40.000 angegeben (Evans et al. 1992).
Aufgrund der Entwicklung in der Diagnostik und der Einbeziehung von u.a.
Mosaikformen einer Neurofibromatose wurde die Inzidenz auf 1:25.000 (Evans
et al. 2005) korrigiert.

Ungefahr 50% der Falle entstehen durch Neumutationen ohne einen familiaren
genetischen Hintergrund (Evans 1995).



2.1.2 Krankheitsbild und Diagnostische Kriterien

Die haufigste Manifestation ist das bilaterale Akustikusneurinom (Evans et al.
1992), welches zu Gehdrverlust und Gleichgewichtsstérungen flihren kann.
Zusatzlich zu multiplen Schwannomen (Halliday, Sobel und Martuza 1991) treten
haufig Meningeome sowie Ependymome auf. Unter Meningeomen versteht man
Tumore, welche von den arachnoidalen Deckzellen der Hirnhaute ausgehen.
Ependymome sind Neoplasien, deren Ursprung Ependymzellen bilden.
Meningeome treten in 54% der Falle intrakranial und in 42% der Falle intraspinal
auf (Rodriguez und Berthrong 1966). Auch die Ependymome treten im zentralen
Nervensystem auf und zeigen sich haufig als multiple Lasionen (Rodriguez und
Berthrong 1966). NF2-assoziierte Gliome sind den Ependymomen zuzuordnen,
welche in 88% im Hirn und in 12% im Spinalkanal auftreten (Hagel et al. 2012).
Die Diagonstik ist bei Kindern sowie bei milderen Verlaufsformen, wie z.B. der
Mosaikbildung, erschwert (Kluwe et al. 2003).

Neben den bereits beschriebenen Manifestationen gibt es folgende Kriterien, die
laut des National Institutes of Health (NIH) auf eine NF2 schlieBen lassen. Diese
Kriterien wurden 1987 erstmals definiert und seitdem fortlaufend modifiziert (NIH
1988). Die Modifikationen und Aktualisierungen der Manchester Kriterien hatte
zur Folge, dass Patienten ohne familaren Hintergrund und ohne bilaterales
Aktustikusneurinom identifiziert und erfasst werden kénnen (Baser et al. 2003).
Laut des NIH ist das Vorhandensein von mindestens einem der folgenden
Merkmale ein Kriterium fiir NF2 (siehe Tabelle 1).



Tabelle 1 — Manchester Kriterien modifiziert nach Baser et al. 2003

Kriterien NF2 laut National Institutes of Health (Manchester Kriterien)

Bilaterales Aktustikusneurinom

e Ein Verwandter 1. Grades mit NF2 und ein unilaterales
Aktustikusneurinom oder mindestens zwei der folgenden Kriterien:
Meningeom, Schwannom, Gliom, Neurofibrom, Katarakt

e Unilaterales Aktustikusneurinom und zwei der folgenden Kriterien:
Meningeom, Schwannom, Gliom, Neurofibrom, Katarakt

e Multiple Meningeom und ein unilaterales Aktustikusneurinom oder zwei

der folgenden Kriterien: Schwannom, Gliom, Neurofibrom, Katarakt

NF2 kann aullerdem abhangig vom Schweregrad der Erkrankung in zwei
unterschiedliche Typen eingeteilt werden. Es wird der Gardner- und der Wishart
Typ unterschieden.

Die Gardner-Variante wird typischerweise erst im Erwachsenenalter
diagnostiziert und umfasst bilaterale Akustikusneurinome und tritt in einer
milderen Verlaufsform auf. Der Wishart-Typ ist die schwere Form und prasentiert
sich meist schon im Jugendalter. Wie in 2.1.3 beschrieben, geht eine schwerere
klinische Auspragung in der Regel mit Non-Sense- und Frameshift- Mutationen
einher (Baser et al. 2004).

Die apparative Diagnostik umfasst MRT-Untersuchungen, molekulare Diagnostik

und ophthalmologische Untersuchungen.

2.1.3 Genetik

Das NF2 Gen liegt auf dem Chromosom 22q12. Es konnen 2 Isoformen des
Proteins identifiziert werden (Rouleau et al. 1989).

Das Protein, welches von dem NF2 Gen kodiert wird, ist Merlin (kurz fur moesin-
ezrin-radixin-like-protein) (Gusella et al. 1999, Trofatter et al. 1993). Es zeigt
einen ahnlichen Aufbau zum Protein 4.1, welches fur die Verknupfung von

Bestandteilen des Zytoskelettes verantwortlich ist. Studien zeigen, dass Merlin
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sich ahnlich zu den Proteinen der Ezrin-Radixin-Moesin-Gruppe (ERM) verhalt,
allerdings zeigt sich ein Unterschied in der intramolekularen Interaktion bei der
Isoform 2, welche von Exon 1-16 codiert wird.

Mehrere Keimbahnmutationen und somatische Mutationen des NF2 Gens
sprechen fur die Hypothese, dass das Gen zu den Tumorsuppressorgenen
gezahlt werden kann (Gusella et al. 1999). Obwohl der genaue Prozess noch
nicht bekannt ist, geht man nach heutiger Studienlage davon aus, dass Merlin
eine Verknupfung zwischen den Proteinen und dem Zytoskelett bewirkt und die
Tumorsuppressoreigenschaft durch die Regulierung der Signallbertragung in die
Zelle ausgeubt wird. Des Weiteren ist nach heutiger Studienlage bekannt, dass
Merlin Prozesse der Wachstumsfaktoren koordinieren kann (McClatchey und
Giovannini 2005) (Abbildung 1).
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Abbildung 1 - links: Regulation von Merlin in der Zelladhé&sion durch PAK
Inhibition. Durch MYP-1 vermittelte Dephosphorylierung kann Merlin aktiviert
werden, rechts: Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) stimulieren Rac, welches PAK
aktiviert. In der Folge wird Merlin phosphoryliert und liegt inaktiv vor. Durch
einen hohen cAMP Spiegel phosphoryliert PAK Merlin, wodurch es ebenfalls
inaktiviert wird (Cooper und Giancotti 2014)

FUr den Auspragungsgrad der NF2-Erkrankung ist die Art der Mutation
verantwortlich. Non-Sense- und Frameshift-Mutationen sind mit einer starkeren
klinischen Auspragung assoziiert (Baser et al. 2004). Im Gegensatz dazu zeigt
sich bei einer Miss-Sense- oder Large-Deletion-Mutation ein milderes klinisches
Bild. Die Art der Mutation spielt eine wichtige Rolle fur die Anzahl der Tumore
und intrakraniellen Meningeome (Baser et al. 2004).
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2.1.4 Therapie

Die Therapie der NF2 umfasst regelmaliige Kontrollen durch einen erfahrenen
Spezialisten sowie regelmallige ophthalmologische Untersuchungen und
Hortests, um bei neurologischen Ausfallen bzw. beginnendem Horverlust

rechtzeitig intervenieren zu kdnnen.

Eine kausale medikamentdse Therapie ist derzeit nicht bekannt, allerdings
zeigen Studien, dass eine Therapie mit anti-VEGF, z.B. Bevacizumab
(Handelsname: Avastin), einen positiven Effekt haben kann (Linda und Recht
2016, Farschtschi et al. 2016). Bei Patienten mit einem Akustikusneurinom
konnte in einigen Fallen eine Verbesserung des Horvermogens erreicht werden
(Mautner et al. 2010). Entzindungshemmende Medikamente kénnen nach einer
Studie von Dilwali et al. ebenfalls das Wachstum von Schwannomen hemmen
(Dilwali et al. 2015).

Unterstltzend kann Physiotherapie dazu beitragen, die Mobilitat zu erhalten und
einer Muskelatrophie entgegen zu wirken (Schulz et al. 2017), die bei NF2 im
Rahmen einer Polyneuropathie auftreten kann.
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2.2 Schwannomatose

2.2.1 Epidemiologie

Die Schwannomatose gehort ebenfalls zu der Gruppe der neurokutanen
Syndrome.

Erstmals wurde das Krankheitsbild in den 70er Jahren von dem Japaner Phalen
beschrieben (Phalen 1976), allerdings pragte MacCollin in 1996 erstmals den
Begriff der Schwannomatose und definierte es als eigenstandiges Krankheitsbild
(MacCollin et al. 1996).

Die Schwannomatose kann grundsatzlich in jedem Alter symptomatisch werden,
sie tritt aber vornehmlich zwischen dem 30.-60. Lebensjahr auf.

Die Studienlage zur Inzidenz der Schwannomatose ist heute noch nicht
ausreichend gesichert, man vermutet, dass sie eine der NF2 vergleichbare
Haufigkeit hat. Eine Vielzahl der Falle (ca. 85%) entstehen sporadisch. Eine
familiare Schwannomatose ist mit 10-15% der Falle selten (MacCollin et al.
1996).

2.2.2 Krankheitsbild und Diagnostische Kriterien

Das Krankheitsbild der Schwannomatose ist wie bei NF2 sehr vielfaltig.

Es bilden sich multiple benigne Schwannome an den peripheren Nerven (89%),
sowie an den Spinalnerven (74%) aus (Merker et al. 2012).

Kutane Schwannome sind in der Regel plexiform, wodurch mehrere
Nervenfaszikel oder Nervenplexus im Wachstum beteiligt sind. AuRerdem klagen
die Patienten Uber starke Schmerzen, welche einen wichtigen Unterschied zur
NF2 darstellen und Schmerz zu einem der Leitsymptome bei Schwannomatose
machen (Merker et al. 2012). Die Schmerzen kénnen lokal oder diffus sein
(MacCollin et al. 2005). Weitere molekulare und genetische Unterschiede fuhren
dazu, dass die Schwannomatose als eigenstandiges Krankheitsbild definiert
wurde (MacCollin et al. 2003). Plotkin et al. erweiterten die Kriterien, indem sie

die molekulare Diagnostik mit einbezogen (Plotkin et al. 2013).
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Ein wichtiger Unterschied zur NF2 besteht im Fehlen von bilateralen
Akustikusneurinomen. Eine Keimbahnmutation des NF2 Gens ist nicht
nachweisbar (Baser, Friedman und Evans 2006).

Die Tabellen 2 und 3 zeigen die aktuellen diagnostischen Kriterien fur die

Schwannomatose:

Tabelle 2 — Diagnostische Kriterien einer Schwannomatose nach MacCollin
et. al. 2003

Kriterien fiir eine definitive Schwannomatose

e 2 oder mehrere Schwannome (nicht dermal, pathologisch bestatigt)
und kein bilaterales Akkustikusneurinom (bestatigt mittels MRT)

e ein Schwannom oder Meningeom (pathologisch bestétigt) und ein
Verwandter ersten Grades mit Schwannomatose

Kriterien fur eine moégliche Schwannomatose

e Alter <30 Jahre und mindestens zwei nicht intraepidermale
Schwannome, davon mind. eines mit histologischem Nachweis und
kein Akustikusneurinom und keine NF2 Keimbahnmutation

e Alter >45 Jahre und mindestens zwei nicht intraepidermale
Schwannome, davon mind. eines mit histologischem Nachweis und
keine Dysfunktion des 8. Hirnnervs und keine NF2 Keimbahnmutation

e Bildmorphologischer Nachweis von Schwannomen und ein

Verwandter 1. Grades, der die 0.g. Kriterien erfullt
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Tabelle 3 — Diagnostische Kriterien nach Plotkin et al. 2013

Kombinierte molekulargenetische und klinische Diagnose
e Zwei oder mehr histopathologisch bestatigte Schwannome oder
Meningeome und mindestens 2 Schwannome mit Nachweis von LOH
von Chromosom 22 und zwei verschiedenen NF2 Mutationen. Beim
Nachweis einer SMARCB1-Mutation besteht eine SMARCB1
assoziierte Schwannomatose.
Klinische Diagnose
e Zwei oder mehr nicht intradermale Schwannome, davon eines mit

histologischem Nachweis und keinem bilateralen Akustikusneurinom
(einige NF2 Patienten mit Mosaikverlaufen werden in jungen Jahren in
der Diagnose miteingeschlossen, einige Schwannomatose Patienten
hingegen besitzen unilaterale Vestibularisschwannome oder multiple
Meningeome) oder ein histologisch gesichertes Schwannom oder
intrakraniales Meningeom und Verwandter 1. Grades, der die o.g.
Kriterien erfullt

Fehlen der diagnostischen Kriterien einer NF2 (Manchester

Kriterien oder NNFF Kriterien)

o Akustikusneurinome

o Subkapsulare Katarakt

o NF2-Mutation in der Blut DNA

o Verwandter 1. Grades mit der Diagnose NF2

o Multiple Meningeome oder Neurofibrome

2.2.3 Genetik

Nach heutigem Wissensstandard sind die wichtigsten Gene in der Entwicklung

der Schwannomatose SMARCB1 und das LZTR1 (Smith et al. 2012).

Das SMARCB1 Gen liegt auf Chromosom 22q11.23 und wird als das

Schwannomatose pradisponierende Gen bei den familiaren Fallen bezeichnet

(Hulsebos et al. 2007).

SMARCB1 wird heute als ein Tumorsuppressorgen angesehen, bei dem beide

Kopien im Tumor inaktiviert sein missen (Boyd et al. 2008). Genetische Studien
14



zeigen, dass Mutationen im SMARCB1-Tumorsuppressor-Gen in 40-50% der
familiaren Falle und in 8-10% der sporadischen Falle von Schwannomatose
auftreten (Plotkin et al. 2013).

Die Tumorgenese und den damit verbundenen Verlust des SMARCB1 Gens
bezeichnet man auch als 4-hit/3-step model. Wie die Abbildung 2 zeigt, ist der
erste Schritt die Keimbahnmutation des SMARCB1 Gens, gefolgt von dem
Verlust des zweiten Allels des SMARCB1 Gens und des NF2 Gens auf
Chromosom 22 (bezeichnet als Hit 2 und 3). AnschlieRend erfolgt eine
somatische Mutation des noch verbliebenen NF2 Gens.

Germline Somatic

/ Hit 2
Hit 1 Loss 22 m NF2 mutation "
\/ g +
™ Hit 3 Hit 4

SMARCB1 m +
+

NF2 +
Loss 22 m NF2 mutation m
_—
+

ml

Abbildung 2 — 4-hit/3-step model

Die Tumorgenese bei der Schwannomatose beginnt mit der Keimbahnmutation
des SMARCB1 Gens (Hit 1), gefolgt vom Verlust des 2. Allels des SMARCB1-

und NF2 Gens (Hit 2 & 3), schlie3lich kommt es zur somatischen Mutation des

verbliebenen NF2 Gens (Hit 4) (Plotkin et al. 2013)

Des Weiteren kann es durch Mutation des SMARC1 Gens zur Ausbildung eines
Rhabdoid Tumors kommen (Smith et al. 2014).
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Das andere bereits beschriebene Gen, welches zur Tumorausbildung fuhren
kann, ist das in 2014 entdeckte Tumorsuppressorgen LZTR1. Es ist ebenfalls auf
dem Chromosom 22q11.21 lokalisiert und liegt proximal des SMARCB1 Gens
(Abbildung 3).

26,346,403-26,346,670

17,859,281-17,859,644 24,488,486-24,488,858 D2251148
B223420 D2251174
+ plll f qll.l ql1.21 q11.23 ql2.1 . ql2.2 ql2.3
LZTR1 SMARCB1 NF2
20,979,462-20,999,038 23,786,963-23,834,516 29,603,556-29,698,598
L J
2.8-Mb ,
8.7-Mb

Abbildung 3 — Aufbau Chromosom22 (Ausschnitt) (Kehrer-Sawatzki et al. 2017)

Auch bei diesem Gen wird eine Keimbahnmutation mit einem 4-hit/3-step model
vermutet (Paganini et al. 2015).

Bei Patienten ohne Keimbahnmutation des SMARCB1 Gens war bei 40% der
familiaren Falle und bei 25% der sporadischen Falle eine Mutation des LZTR1
Gens zu finden (Hutter et al. 2014, Paganini et al. 2015, Smith et al. 2015)

Die Tatsache, dass nicht alle Falle auf eine Mutation des SMARCB1- oder des
LZTR1 Gens zurtckzufuhren sind, deutet darauf hin, dass es noch weitere Gene

gibt, die in der Tumorgenese eine Rolle spielen (Hutter et al. 2014).
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2.2.4 Therapie

Wie bei anderen Schwannomen wird bei Schwannomatose-assoziierten
Tumoren in der Regel symptomatisch behandelt. Bei starken neurologischen
Ausfallen oder Schmerzen besteht die Moglichkeit der operativen Entfernung des
Tumors (Merker et al. 2012).

Allerdings haben ca. 45% der Patienten nach der Operation postoperative
Defizite (Merker et al. 2012). Eine weitere Moglichkeit ist die Gabe von Analgetika
und Opioiden. 62% der Patienten geben an, dass sie eine Medikation wahrend
ihrer Behandlung erhalten haben (Merker et al. 2012).

Eine Radiatio wird aufgrund des moglichen Risikos einer Malignisierung des
Prozesses bei der bereits vorbestehenden Schadigung des Genoms nach
Moglichkeit vermieden.

2.3 Differentialdiagnosen

Zu den Differentialdiagnosen von NF2 und Schwannomatose =zahlt die
Neurofibromatose 1 (NF1). NF1 gehdrt ebenfalls zur Gruppe der neurokutanen
Syndrome und wurde erstmals 1882 durch Friedrich Daniel von Recklinghausen
beschrieben (Recklinghausen 1882). NF1 wird autosomal-dominant vererbt und
kommt mit einer Inzidenz von ca. 1:3000 vor und ist damit eine der haufigsten
genetischen Erkrankungen des Menschen (Evans et al. 2010). NF1 ist durch das
Auftreten von multiplen Neurofibromen im Bereich der Haut, der peripheren
Nerven und Spinalnerven sowie der Ausbildung von Gliomen gekennzeichnet.
Die Betroffenen zeigen auflerdem Pigmentanomalien, die sog. Café-au-lait
Flecken und Lisch-Kndtchen (Seizinger et al. 1987).

Der Gendefekt beruht auf einer Mutation auf dem Chromosom 17q11.2
(Seizinger et al. 1987), die das fir Neurofibromin kodierende Gen betrifft. Zu einer
malignen Entartung kommt es bei den plexiformen Neurofibromen in ca. 10% der
Falle (Hirbe und Gutmann 2014).
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2.4 Histopathologie von Schwannomen

Schwannome (WHO Grad 1) lassen sich histologisch als plexiformes,
konventionelles, zellulares oder melanotisches Schwannom einteilen (Rodriguez
et al. 2012).

Makroskopisch imponieren Schwannome in der Regel als globoide Massen mit
einem Durchmesser von weniger als 10cm und einer gelblichen Schnittflache.
Der Tumor besteht aus Schwannzellen, ist bekapselt und in der Regel benigne.
Die Kapsel besteht aus EMA-reaktiven perineuralen Zellen. Nah der
Tumorkapsel finden sich haufig residuelle Nervenfasern. Histologisch betrachtet
existieren zwei Gewebsbilder, die Antoni A und B Form.

Antoni A ist faserreich mit langlichen Zellen und zeigt stellenweise eine
palisadenartige Anordnung der Zellkerne. Diese nennt man auch Verocay
Bodies. Im Gegensatz dazu hat die Antoni B Form netzartig angeordnete Zellen
und ist eher faserarm. Antoni B zeigt oft regressive Veranderungen, wie z.B.
myxoide Degeneration (Ulrich Welsch 2014). Antoni A dominiert in Tumoren vom
Spinalkanal und in zellularen Schwannomen. Vestibulare Schwannome haben
eine Pradominanz zu Antoni B Arealen mit wenig Verocay Korpern und
Schaumzellnestern (Scheithauer 2007).

Regressive Veranderungen =zeigen sich in Form von Schaumzellen,

Hamorrhagien, Fibrosierung und Zystenbildung.

Schwannome sind S100 Protein immunreaktiv (Jokinen et al. 2008). Eine
Reaktivitat mit Leu-7-AntikOrpern ist ebenfalls moglich, aber nicht so haufig
anzutreffen wie die Reaktivitat auf S100 (Johnson, Glick und Davis 1988),
weswegen S100 als bedeutsamster Marker fur die Identifizierung von
Schwannomen gezahlt werden kann.

Das Ansprechen auf S100 stellt den grof3ten Unterschied zu den MPNST dar, die
meist nicht positiv auf S100 reagieren.

CPI-17, ein spezifischer Myosin Phosphatase Inhibitor, wird exklusiv in
Schwannomzellen exprimiert, nicht jedoch in Neurofiboromen oder malignen

peripheren Nervenscheidentumoren (Hagel et al. 2016).
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Schwannome entarten nur sehr selten zu einem malignen peripheren

Nervenscheidentumor (Woodruff et al. 2003).
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2.5 Aufbau von Gefallen

Die Wand einer Arterie oder Vene zeigt mikroskopisch einen dreischichtigen
Aufbau. Von innen nach aul3en bezeichnet man die Schichten als Tunica intima,
Tunica media und Tunica adventitia/externa (Ulfig 2015). Die Media ist in der
Regel die breiteste Schicht und besteht Uberwiegend aus glatten Muskelzellen.
Die Muskelzellen sind zirkular angeordnet. Sie stehen Uber gap junctions oder
tight junctions miteinander in Verbindung (Ulfig 2015).

In den Arterien existieren zwei zusatzliche Lamellen, die Membrana elastica
interna und die elastica externa. Diese liegen jeweils zwischen der Intima und
Media, bzw. zwischen Media und Adventitia.

Innerviert werden die Gefalle von sympathischen und parasympathischen
Fasern (LUllmann-Rauch 2003). Die marklosen Nervenfasern des vegetativen
Nervensystems innervieren die glatten Muskelzellen der Intima in Form einer
Synpase a distance (Lullmann-Rauch 2003). Es handelt sich hierbei um keine
echte Synapse, da zwischen den Nervenendigungen und der Zielzelle ein relativ

groflRer Abstand besteht und sie keinen synaptischen Spalt aufweist.

Die Angiogenese neuer Gefalle geht von dem Endothel aus. Von hier bildet sich
ein Gewebezapfen, welcher mit weiteren Zapfen fusioniert und so eine Schlinge
bildet (LUllmann-Rauch 2003). In Folge weiterer Verschmelzungen bildet sich ein
neues Lumen aus.

Jegliche Angiogenese geht mit einem Umbau von der Extrazellularmatrix einher,
welche von Faktoren von minderversorgten oder schnellwachsenden Geweben
stimuliert wird (Lullmann-Rauch 2003). Einer der wichtigsten pro-angionetischen
Faktoren hierbei ist der vascular endothelial growth factor (VEGF) (vgl. 2.6.3)
(Lallmann-Rauch 2003).
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2.6 GefaBRassoziierte Antigene

Zum immunhistochemischen Nachweis von Gefalden bieten sich mehrere Marker
bzw. Antikdrper an, die gegen spezifische Strukturproteine gerichtet sind.

2.6.1 CD34

CD34 ist ein Transmembranprotein mit einem Molekulargewicht von 116kDa. Es
ist hoch glykosyliert und wird durch die Proteinkinase C phosphoryliert (Kong et
al. 2016). Das Antigen wird von Endothelzellen exprimiert. Zu den Aufgaben von
CD34 gehort zum einen die Zelldifferenzierung und Proliferation, zum anderen
die Adhasionskontrolle.

CD34 Antikorper eignen sich zur Darstellung von hamatopoetischen und
endothelialen Stammzellen. Die Kapillaren der meisten Gefal’e sind ebenfalls
CD34 positiv (Fina et al. 1990).

2.6.2 Ki-67

Ki-67 ist ein Proliferationsmarker, der eingesetzt wird, um Kerne von Zellen zu
markieren, die sich auflderhalb der GO-Phase des Zellzyklus befinden. (Gerdes et
al. 1983).

Wahrend der Interphase des Zellzyklus befindet sich Ki-67 im Zellkern. Wahrend
der weiteren Zellteilung kommt es zum Auflosen des Zellkerns. In dieser Phase
kann sich das Protein an die Chromosomen anlagern (Scholzen und Gerdes
2000).

Der Anteil auf Ki-67 positiver Zellen wird mit dem sog. Ki-67-Proliferationsindex

angegeben (Scholzen und Gerdes 2000).
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2.6.3 VEGFR 1

Vaskulare Wachstumsfaktoren, darunter der schon erwahnte VEGF, sind eine
Gruppe von Proteinen, die von Zellen wie zum Beispiel Makrophagen oder
Tumorzellen exprimiert werden (Boocock et al. 1995). Erstmals wurde VEGF in
den 80er Jahren von Ferrara et al. beschrieben (Ferrara und Henzel 1989).
Vaskulare Wachstumsfaktoren sind Mediatoren in der physiologischen, aber
auch der pathologischen Angiogenese, z.B. wahrend des Tumorwachstums.
VEGF fordert im Tumor die Regulation der Vaskularisation und der Angiogenese.
VEGF wirkt Uber zwei verschiedene Tyrosinkinase-Rezeptoren, VEGFR-1 und
VEGFR-2, die fast ausschlief3lich in Endothelzellen exprimiert werden (Neufeld
et al. 1999). Sie bestehen aus einer extrazellularen Immunglobulindomane, einer
Transmembrandomane und einer intrazellularen Doméane (Smith et al. 2015).
VEGFR-1 und VEGFR-2 bilden nach Ligandenbindung Homodimere oder
Heterodimere aus (vgl. Abb. 4). Diese Dimere induzieren die Signaltransduktion
(Olsson et al. 2006). Die Hauptaufgabe von VEGFR-1 besteht in der Férderung
und Entwicklung der embryonalen Angiogenese und wird hauptsachlich fur die
Rekrutierung von hamatopoetischen Vorlauferzellen wie den Monozyten
bendtigt.

VEGF-A bindet an VEGFR-1 mit einer sehr hohen Affinitat von Kd=1'1°pmol.
AuRerdem bindet an VEGFR-1 der placenta growth factor (PIGF) und VEGF-B,
welche nicht an VEGFR-2 binden konnen. VEGFR-1 kann, je nach aktivierendem
Ligandentyp, anti- und pro-angiogenetische Signalisierung vermitteln (Zachary
2003). Die negative Regulierung besteht aus der Maskierung von VEGF-A,
wodurch dieser Faktor weniger fur VEGFR-2 verfugbar ist.

22



VEGF-B VEGF-C
PLGF VEGF-A VEGE-D

T

- ———

| \ [ \.\,

NRP-1 NRP-2
Co-receptors VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3 VEGFR-1/-2 VEGFR-2/-3
(FIt-1) (KDR/FIk-1) (Flt-4) heterodimer heterodimer
Angiogenesis  Angiogenesis Lymph-
(developmental) Proliferation  angiogenesis
Migration
Invasion
Survival

Vascular permeability

Abbildung 4 - Interaktion von VEGF mit den VEGF-Rezeptoren und deren
Wirkung, VEGFR: vaskulédrer endothelialer Wachstumsfaktorrezeptor, VEGF:
vaskulédrer endothelialer Wachstumsfaktor, PLGF: placental growth factor, NRP:
Neuropilin (Bae et al. 2015)

2.6.4 VEGFR-2

VEGFR-2 ist fur die vaskularen endothelialen Zellen essentiell (Olsson et al.
2006). VEGF-A bindet an VEGFR-2 und férdert die Angiogenese, Proliferation
und Migration (vgl. Abb. 4). Die Bindung ist ca. 10-mal schwacher als die Bindung
mit VEGFR-1, allerdings ist die Kinaseaktivitat von VEGFR-2 deutlich hoher
(Waltenberger et al. 1994).

Durch die Bindung und anschlieRende Dimerisierung des Rezeptors, kommt es
zur Autophosphorylierung der intrazellularen Tyrosinkinase und zur Aktivierung
von weiteren Kinase-Signalwegen. Dies verursacht eine zellulare Proliferation
(Fontanella et al. 2014).

Bevacizumab, ein humanisierter monoklonaler IgG Antikorper, bindet an VEGFR-
2 und blockiert damit die Bindung von VEGF-A was zu einer anti-
angiogenetischen Aktivitat fihrt (Culy 2005) (Abbildung 5).
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Abbildung 5 - VEGF Bindung sowie anti-VEGF Wirkstoffe mit deren
Angriffspunkt, VEGF: vaskuldrer endothelialer Wachstumsfaktor, VEGFR:
vaskulérer endothelialer Wachstumsfaktorrezeptor (Niu und Chen 2010)
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3 Material

3.1 Selektion des Patientenkollektivs

Alle Patienten, die in dieser Studie eingeschlossen waren, wurden im
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE) untersucht und hatten — sofern
es sich nicht um sporadische Tumoren handelte — entsprechend den Konsensus
Kriterien (Plotkin et al. 2013) eine gesicherte Diagnose der Schwannomatose
oder durch die Manchester Kriterien die Diagnose der NF2 (Baser et al. 2003).

Alle Patientenproben wurden in dem Institut fur Neuropathologie des UKE nach
der Operation untersucht. Fir diese Untersuchung wurden alle Probendaten
mittels ID Nummern anonymisiert. Es wurden drei unterschiedliche
Patientengruppen definiert. Gruppe 1 entsprach den sporadischen
Schwannomen, Gruppe 2 Neurofibromatose 2-assoziierten Schwannomen und
Gruppe 3 den Tumoren von Patienten mit einer Schwannomatose. Es wurde zur

Erhebung der Daten jeweils die Erstoperation des Patienten gewahlt.

Das Patientendurchschnittsalter der Gruppen ist in Tabelle 4 wiedergegeben.

Tabelle 4 — Durchschnittsalter der Patientenkollektive

Gruppe Durchschnittsalter in Jahren
Gruppe 1 (sporadische Schwannome) 46,6
Gruppe 2 (NF2) 27,5
Gruppe 3 (Schwannomatose) 38,3

38 Proben stammten von weiblichen Patienten und 27 von mannlichen. Bei 3
Patienten war das Geschlecht sowie das Alter nicht bekannt. Zunachst wurde
das Tumormaterial von 114 Patienten einbezogen, welches sich bereits in den
Standardfarbungen im Archiv der Neuropathologie befand. Diese Proben wurden
von Prof. Dr. C. Hagel und der Verfasserin der Dissertation daraufhin gepruft, ob

es sich um periphere Schwannome handelte und ob eine ausreichende Menge
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an Tumormaterial fur die weitere Auswertung enthalten war. Am Ende der

Selektion umfasste das Kollektiv 67 Patienten (Tabelle 5).

Tabelle 5 — Aufteilung des Kollektivs auf die untersuchten Gruppen

Kohorte Anzahl der Fille
Gruppe 1 (sporadische Schwannome) 27
Gruppe 2 (NF2) 22
Gruppe 3 (Schwannomatose) 19
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3.2 Reagenzien und Antikorper

Im Folgenden werden die in der Studie verwendeten Reagenzien (Tab. 6) und

Antikdrper (Tab. 7) aufgelistet.

Tabelle 6 — Verwendete Reagenzien, alphabetisch sortiert

Reagenz

Hersteller

Bestellnummer

2. LCS (ready-to-use)

2x SSC (Konzentrat)
Ammoniumsulfid
Amplifier A

Amplifier B

Bluing Reagent

CC1 (ready-to-use)

CC2 (ready-to-use)
Eisen-3-Chloridlosung konz.
DABG6

Ethanol 80%, 96%, 100%
EZ Prep Konzentrat

Glas Mounting Medium
Hamatoxylin kristallin
Hematoxylin

Kaliumhexycyanoferrat (l11)

Kernechtrot-Aluminiumsulfatlsg.

Pikrinsaure

Protease 1

Reaction buffer (Konzentrat)
Resorchin-Fuchsin
Salzsaure 25%

Thiazinrot R

Ultraview Universal DAB

Detection Kit

Ventana Roche
Ventana Roche
Merck

Ventana Roche
Ventana Roche
Ventana Roche
Ventana Roche

Ventana Roche
Merck

Apotheke UKE
Ventana Roche
Sakura

Merck

Ventana Roche
Merck

Roth

Waldeck
Vetana Roche
Ventana Roche
Waldeck
Merck
Waldeck

Ventana Roche

650-010 2L
950-110 2L
#1.05442.1000
#253-2122
#253-2123
#760-2037
950-124 2L
950-123 2L

#1.05512.0250

950-120 2L
#1408
#1.04302.0100
#760-2021
#1.04973.1000
#N069.1
#2E086
#760-2018
950-300 2L
#2E030
#1.00316.1000
#1A416

#760500
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— 25ml ultraview Universal DAB
Inhibitor

— 25ml ultraview Universal HRP
Multimer

— 25ml ultraview Universal DAB
Chromogen

— 25ml ultraview Universal DAB
H20,

— 25ml ultraview Universal DAB
Copper

Xylol ChemSolute/Th. Geyer

#326.2500

Tabelle 7 — Antikérper fiir die immunhistochemischen Farbungen

Antikorper CD34 Ki67
Hersteller Dako Neo Markers
Bestellnummer M7165 RM-9106 S
Mikrowelle,
Vorbehandlung Keine
Citratpuffer
Verdiinnung 1:100 1:1000

VEGF1
Santa Cruz
SC316
Citratpuffer,
CC1St
1:00

VEGF2
Santa Cruz
SC504
Citratpuffer
CC1St
1:100
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3.3 Losungen

In der Tabelle 8 und 9 sind alle verwendeten Losungen aufgelistet, die fur die van

Gieson (v.G.) und Turnbull Farbung verwendet wurden. Tabelle 10 zeigt die

verwendeten Losungen fur die immunhistochemischen Farbungen in der

Ventana.

Tabelle 8 — verwendete Lé6sungen fiir van Gieson, alphabetisch sortiert

Bezeichnung

Losungen

Eisenhaematoxylin nach
Weigert

HCL Alkohol

Van Gieson Farbstoff

Lésung A: 475ml Aqua dest. Mit 5ml HC 25%
und 20ml Eisen-3-Chloridlosung mischen

Lésung B: 10g Hamatoxylin in 1000ml 96%
Ethanol 16sen
Lsg. A+B zu gleichen Teilen mischen

6ml HCL 25% in 500ml Ethanol 96% geben

200ml Pikrinsaure (gesattigt) mit 6ml Thiazinrot

1% mischen

Tabelle 9 — verwendete Lésungen fiir Turnbull, alphabetisch sortiert

Bezeichnung

Losung

Ammoniumsulfid

Ferricyankaliumlosung

1:10 mit Aqua

20% Kaliumhexacyanoferrar(lll)lésung (20g
ad. 100ml Aqua dest.) 1+1 mit 1% HCL (5ml
25% HCL auf 125ml Aqua dest) mischen
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Tabelle 10 — Lésungen fiir die immunhistochemischen Farbungen

Bezeichnung Losungen
EZ Prep 18] Aqua dest. + 2| EZ Konzentrat
2xSSC 161 Aqua dest. + 4| 2xSSC Konzentrat
Reaction buffer 18] Aqua dest. + 2| Reaction buffer

3.4 Laborgerate

In der Tabelle 11 werden die verwendeten Laborgerate mit Hersteller aufgelistet.

Tabelle 11 — verwendete Laborgeriéte, alphabetisch sortiert

Gerat Hersteller
Glaseindeckautomat Leica
Heizbad GFL
Hamamatsu Photonics Sanner Hamamatsu
Kahlplatte Leica
Mikrotom Leica
Mikroskop Olympus Corporation
Ventana Systems, Vollautomatisierter
Farbeautomat, Typ: BenchMark XT Roche Tissue Diagnostics
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3.5 Verbrauchsmaterialien

Die Tabelle 12 zeigt eine Ubersicht Giber die verwendeten Verbrauchsmaterialien.

Tabelle 12 — verwendete Verbrauchsmaterialien, alphabetisch sortiert

Material Beschreibung Hersteller
Marienfeld Laboratory
Deckglaser 24x50mm
Glassware
Eppendorf Tubes Pippettenspitzen Eppendorf
Feather Microtome
Klingen Fiar das Mikrotom
Blades R35
. ) SuperFrost Plus _
Objekttrager Hecht Assistent

Objekttrager, Nr. 2409/1
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4 Methoden

Die histologischen Schnitte (4.1), die Farbungen (4.2, 4.3) und die
immunhistochemischen Markierungen (4.4) erfolgten durch die medizinisch-

technischen Assistentinnen des Instituts der Neuropathologie.

4.1 Schnittherstellung

Die in Paraffin eingebetteten Gewebeproben wurden auf 4°C gekuhlt. Danach
wurden mit dem Mikrotom 3 pym dicke Schnitte hergestellt. AnschlieRend wurden
diese in einem Warmwasserbad gestreckt und auf Glas-Objekttrager
aufgezogen. Dabei wurden standardisierte Superfrost Objekttrager verwendet.

4.2 Elastica van Gieson Farbung

Die Ausfuhrung der v.G. Farbung entsprach dem folgenden Arbeitsablauf:
e Entparaffinieren bis 80% Ethanol
e Resorchin-Fuchsin 7min
e Kurz spulen mit Leitungswasser
e Eisenhamatoxylin 7min
e Kurz spulen mit Leitungswasser
e Kurz differenzieren in HCL-Alkohol
e Wassern in flieRendem Wasser Smin
e Van Gieson Farbstoff 5min
e Alkoholreihe 96% und 100% - mdglichst schnell — Xyol

e Eindecken in Mounting Medium

4.3 Turnbull Farbung

Die Ausfuhrung der Turnbull-Farbung entsprach dem folgendem Arbeitsablauf:
o Entparaffinieren bis Aqua dest. (Wiegen mit Bindfaden halten, keine

eisenhaltigen Haltebugel benutzen)
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e  Ammoniumsulfid 15min

e 2x Spulen in Aqua dest.

e Ferricyankaliumlosung 15 min

e 2x Spulen in Aqua dest.

e Gegenfarben mit Kerechtrot Smin
e Spulen in Aqua dest.

e Aufsteigende Alkoholreihe

e Xyol

e Eindecken in Eukitt

4.4 Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Farbungen wurden mit dem Farbeautomaten
,ventana Benchmark XT“ durchgeflhrt. Die Gewebeschnitte bedurften fur die
immunhistochemischen Nachweise der verschiedenen Antigene einer
unterschiedlichen Vorbehandlung. Fir die CD34 Darstellung war keine
Vorbehandlung notwendig (T.oV").

Bei Ki-67, VEGF und VEGF-R1erfolgte eine Vorbehandlung mittels Citratpuffer
(T. CC1Std?).

4.5 Evaluation der Farbungen

Die morphologische Evaluation aller Praparate erfolgte durch die Verfasserin an
einem Olympus Mikroskop und digital mittels der Software NDP.view2. Jeder
Tumor wurde in allen Farbungen untersucht. Die Reihenfolge der Auswertung

der Praparate war zufallig.

! ohne Vorbehandlung
2 Citratpuffer mit einer Stunde Einwirkzeit
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4.5.1 Auswertung von Elastica van Gieson

Die Evaluation der v.G. Praparate erfolgte digital mit der Software NPD.view2.
Hierfir wurden die Praparate mit dem Hamamatsu Photonics Scanner
digitalisiert. Bei jedem Praparat wurde eine Kreisfliche von 20mm? ausgewahlt,
in der alle GefaRe iber 300um? Lumenflache vermessen wurden.

Es wurde jeweils der Umfang, die Flache des GefalRlumens sowie die breiteste

Stelle der Gefallwand gemessen.

4.5.2 Auswertung von CD34

Bei der Auswertung der CD34 Praparate, welche ebenfalls gescannt und
digitalisiert wurden, wurde eine Flache von 10 mm? gemessen. Diese Flache war
aulder in zwei Fallen eine Teilflache von der v.G. Auswertung. In den zwei Fallen
war es aufgrund von Farbeungenauigkeiten nicht mdoglich, die selbe Flache
auszumessen wie bei den v.G. Schnitten. In der 10 mm? Flache wurde die Anzahl

und der Radius aller CD34-positiven Gefalte mittels NDP.view2 erfasst.

4.5.3 Auswertung von Ki-67

Die Auswertung der Ki-67 Farbung erfolgte unter dem Mikroskop. Es wurde ein
Gesichtsfeld mit der 40fachen VergroRerung ausgewertet. Die Flache betrug
0,1mm2. In dieser Flache wurden die positiven und negativen Zellkerne
ausgezahlt und daraus der Ki-67-Index gebildet als Anzahl der Ki-67-positiven
Kerne geteilt durch die Gesamtzahl der ausgezahlten Kerne multipliziert mit 100.
Des Weiteren wurde untersucht, ob Ki-67-positive Endothelzellkerne
nachweisbar waren. Je nach Reaktion des Endothels wurde das Tumorpraparat
eingeteilt nach,

(0)  negativ auf Endothelproliferation
(1)  positivauf Endothelproliferation.
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4.5.4 Auswertung von Turnbull

Die Untersuchung der Turnbull Farbung erfolgte unter dem Mikroskop nominal
(Vorhandensein von Hamosiderinablagerungen/ nicht Vorhandensein von

Hamosiderinablagerungen).

4.5.5 Auswertung von VEGFR- 1 & VEGFR-2

Die Auswertung der VEGFR-1- und VEGFR-2-Expression in den Tumorzellen
erfolgte ebenfalls semiquantitativ entsprechend der folgenden Graduierung:

(0)  keine Farbung

(1)  geringe Farbung

(2)  mittelstarke Farbung
(3)  starke Farbung

Es wurden die gleichen 20mm? ausgemessen wie bei den v.G. Farbungen.

Zur Bestimmung der Expression von VEGFR in den Endothelien wurde in dem
zu vermessenden Bereich die Gefalle gezahlt, bei denen das Endothel positiv
auf den Antikorper reagiert hat und daraus der prozentuale Anteil an positiven
Gefalden ermittelt.

4.6 Statistische Auswertung

Die Datenauswertung erfolgte mit Microsoft Excel Version fur Mac, Version
15.53.

Die statistische Auswertung erfolgte mit IMB® SPSS® Statistics fur Windows
Version 22 durch Prof. Dr. Hagel und mit Unterstutzung des Instituts fur
Epidemiologie und Biometrie des Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf.

Es wurde die Spearman Korrelation gewahlt, da nicht von einem linearen
Zusammenhang der Daten ausgegangen werden konnte und die Spearman
Korrelation eine Analyse ohne Annahmen uber die Wahrscheinlichkeitsverteilung

der Variablen zulasse. Somit konnten Ausreil3er von Daten besser berucksichtigt
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werden. Zur Darstellung von altersabhangigen Zusammenhangen der einzelnen
Gruppen, wurde die Varianzanalyse ANOVA?® gewihlt. Fiir die Auswertung der
nominal skalierten Daten (Turnbullfarbung) wurde der Kruskal-Wallis Test

gewahlt. Die exakte Signifikanz wurde hierbei nach der Monte-Carlo-Methode
berechnet.

3 engl.: analysis of variance
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5 Ergebnisse

Nachfolgend werden alle Ergebnisse der morphologischen und
immunhistochemischen Auswertung und die Ergebnisse der
Korrelationsanalysen der einzelnen Faktoren aufgefuhrt.

5.1 Auswertung des Patientenkollektivs

Das Patientenkollektiv umfasste 68 Patienten im Alter von 9-77 Jahren. Davon
waren 38 weiblich und 27 mannlich. Bei 2 Patienten war das Geschlecht
unbekannt. Der Altersdurchschnitt variierte in den Gruppen. Die
Durchschnittsalter  bestatigten das in der Literatur beschriebene
Altersaufkommen flr die Grunderkrankung einer Schwannomatose und NF2 (vgl.
Kap. 2.1.1 und 2.2.1). Mit steigendem Alter nahm das Auftreten von
Schwannomen bei Patienten mit einer syndromalen Grunderkrankung ab,
welches auch die Korrelationsanalyse zeigte (p=0,024, r=-0,280).

Das Durchschnittsalter ist in Tabelle 4 auf Seite 25 aufgelistet.

Es wurde deutlich, dass die NF2-Patienten die jungste Gruppe bildeten, die
Schwannomatose-Patienten ein mittleres Alter aufwiesen und die sporadischen
Schwannome uberwiegend bei alteren Patienten auftraten. Daher war die
Berechnung einer alterskorrigierten Statistik erforderlich (alterskorrigierte
ANOVA).

5.2 Auswertung der GefaBmorphologie in der Elastica van

Gieson Farbung

5.2.1 GefaRdichte

Bei den n=67 Praparaten wurde die Anzahl der Gefal3e pro Flache (Gefalkdichte)
sowie die Flache des Lumens und die Wanddicke mittels der van Gieson-
Farbung morphometrisch ausgewertet.

Unter den drei Kohorten gab es wesentliche Unterschiede in allen drei Faktoren.
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Die sporadischen Schwannome waren ausgezeichnet durch wenige Gefalle mit
einer dicken Gefallwand und einem grof3en Lumen. Bei den Patienten mit einer
syndromalen Grunderkrankung verhielten sich die Gefalle gegenteilig. Hier
waren viele, dunnwandige und kleinlumige Gefalie zu finden.

Die durchschnittiche Anzahl an Gefiafen betrug 27,5/20mm? bei den
sporadischen Schwannomen, 43,7/20mm? bei NF2- und 48,5/20mm? bei
Schwannomatose-Patienten. In der alterskorrigierten ANOVA wiesen die
sporadischen Schwannome bezuglich der Anzahl der GefalRe im Vergleich zu
den Schwannomatose-assoziierten Tumoren eine hochsignifikant geringere
Gefalidichte auf (p=0,00002, r=-0,571). Ebenso verhielten sich die sporadischen
Schwannome im Vergleich zu den NF2-assoziierten (p=0,004, r=-0,426).
Abbildung 6 zeigt die Mittelwerte der Gefaldichte +/- einer Standardabweichung.
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Abbildung 6 — Durchschnittliche Anzahl der Gefél3e in 20mm? +/- 1 STD

Den Zusammenhang zwischen Tumorart und Anzahl der Gefal3e bestatigte auch
die Korrelationsanalyse mit einem Korrelationskoeffizienten r=0,496. Der
Unterschied in der Gefalidichte zwischen sporadischen und syndromalen
Tumoren war mit p=0,00002 hochsignifikant. Tabelle 13 zeigt die statistische
Auswertung in allen drei Kohorten.
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Tabelle 13 — Auswertung: Anzahl der Gefifle in 20mm?

Mittelwert N STD Median
Sporadisch 27,5 27 10,0 25
NF2 43,7 22 19,4 36,5
Schwannomatose 48,5 18 20,4 43

5.2.2 GefaBRlumen

Ebenfalls unterschiedlich war das Lumen der Gefale in den drei betrachteten
Gruppen. Wie Abbildung 7 zeigt, verhielt sich das Lumen umgekehrt zu der
Anzahl der Gefalle, sodass die sporadischen Schwannome die grofdten Lumina
(Mittelwert von 4598um?) aufwiesen, wahrend die Gefalte von Patienten mit NF2
oder Schwannomatose nur etwa halb so weit waren (s. Tabelle 14).

Auch bei diesem Parameter war der Unterschied zwischen sporadischen und
syndromalen Tumoren signifikant (p=0,007 und r=-0,372).

Da das Gefalslumen mit dem Alter korrelierte, wurde auch hier eine
alterskorrigierte ANOVA gerechnet, die ein signifikant gréReres Lumen fur die
Gefalde in sporadischen Schwannomen, im Vergleich zu den NF2-assozierten

Schwannomen, ergab (p=0,015).
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Abbildung 7 — Mittelwerte der LumengréRe aller Gruppen in (um?, +/- 1 STD

Tabelle 14 — Auswertung: Lumengréfe

Mittelwert Median
N STD (um?
(um?) 9 ume)
Sporadisch 4598 27 2721 4346
NF2 2268 22 1458 1651
Schwannomatose 2919 18 1638 2640
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5.2.3 GefaBRwanddicke

Die sporadischen Schwannome zeigten in der alterskorrigierten ANOVA eine
signifikant  groBere  GefaRwanddicke  gegenuber den NF2- und
Schwannomatose-assoziierten Tumoren (Sporadisch vs. NF2 p=0,003 und
r=0,238; Sporadisch vs. Schwannomatose p=0,005 und r=0,301; syndromale
Tumore untereinander nicht signifikant unterschiedlich, vgl. Abbildung 8 und
Tabelle 15)

25
20

15 |
o |

Durchschnittiche Wanddicke aller Gruppen +/- 1 STD

Sporadisch NF2 Schwannomatose

Abbildung 8 — Durchschnittliche GefédlBwanddicke aller Gruppen in um, +/- 1
STD

Tabelle 15 — Auswertung: Durchschnittliche GefaBwanddicke

Mittelwert Median
N STD (um
(um) m) " (m)
Sporadisch 17 27 6 17
NF2 12 22 3 11
Schwannomatose 12 18 4 12
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Abbildungen 9-11 zeigen typische Beispiele zu den Unterkapiteln 5.2.1-5.2.3.

Abbildung 9 - links: Deutlich fibrosierte Gefé8e eines sporadischen
Schwannoms, Mal3stab= 1mm, rechts: Ausschnitt aus dem gleichen Préparat

mit den Messungen flir Lumengré8e und Wanddicke, Ma3stab= 500um, Elastica
van Gieson

Abbildung 10 — Beispiel eines NF2-assoziierten Schwannoms, Mal3stab=250
um, Elastica van Gieson
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Abbildung 11 — Beispiel eines Schwannomatose-assoziierten Schwannoms,

Malstab=500 um, Elastica van Gieson

5.3 Morphologische Analyse der GefaRe mittels CD34-

Markierung

5.3.1 GefaBdichte

Bei der CD34 Farbung wurden n=66 Falle untersucht. Die Auswertung ergab eine
durchschnittliche Anzahl an CD34 positiven Gefalden in 10mm? Flache von 89,2
bei den sporadischen Tumoren, 67,8 bei NF2- und 87,7 bei den
Schwannomatose-Patienten. Abbildung 12 zeigt die Mittelwerte aller Gruppen +/-
eine Standardabweichung und dem Median. Die Werte sind Tabelle 16 zu
entnehmen. Insgesamt ergaben sich keine signifikanten Unterschiede bezuglich
der Gefaldichte in der CD34-Markierung.
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Abbildung 12 — Durchschnittliche Anzahl an CD34 positiven Gefél3en in 1 omm?
Flache +/- 1 STD, rot kennzeichnet den Median

Die immunhistochemisch mit der CD34-Markierung ermittelte Anzahl der Gefalle
korrelierte mit der Anzahl der Gefalle in der v.G. Auswertung (r=0,445,
p=0,0001). Zwischen den einzelnen Tumorgruppen ergaben sich in den
alterskorrigierten  Vergleichen fur die CD34-Markierung jedoch keine
Unterschiede.

Tabelle 16 — Auswertung: Anzahl der GefiBe bei CD34 in n/10mm? Fliche

Mittelwert N STD Median
Sporadisch 89,2 27 35,1 82
NF2 67,8 20 35,0 61
Schwannomatose 87,7 18 60,9 63,5
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5.3.2 Gefafliradius

Die Auswertung des durchschnittlichen Radius der vermessenen Gefal’e ergab
fur die sporadischen Schwannome 11um, bei NF2 10um und fur die
Schwannomatose-assoziierten Schwannome 10um (Tabelle 17, Abbildung 14).
In der Korrelationsanalyse zeigte sich die Abhangigkeit von dem Radius der
Gefalle in der CD34-Markierung und dem in der van Gieson Farbung
gemessenen Lumen der Gefale (r=0,393, p=0,001). In der alterskorrigierten

ANOVA ergaben sich keine Unterschiede zwischen den Subgruppen.

Tabelle 17 — Auswertung: Durchschnittlicher Radius der GefdaBle in der
CD34-Markierung

Mittelwert Median
N STD (um
(um) ) um)
Sporadisch 11 27 52 9
NF2 10 21 2,7 9
Schwannomatose 10 18 4,9 9
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Abbildung 13 — Mittelwerte der Gefé&Rradien in der CD34-Markierung fir alle
Gruppen in um, +/- eine STD

Die Abbildungen 14 und 15 zeigen die Beispiele der GefalRdarstellung fur die

verschiedenen Tumorgruppen in der CD34 Darstellung.
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Abbildung 14 — Beispiel eines sporadischen Schwannoms, links Gefél3darstellung
in der CD34-Markierung, rechts zusétzlich mit morphometrischer Analyse des
Gefélradius, Mal3stab=250um
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2N

Abbildung 15 — Beispiele der Gefél3darstellung mit CD34-Antikbérpern, links: in
einem NFZ2-assoziierten Schwannom und rechts: in einem Schwannomatose-
assoziierten Schwannom, Mal3stab= 250um
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5.4 Auswertung der Ki-67-Markierung

5.4.1 Proliferationsindex der Tumorzellen

Die Auswertung der Ki-67 Farbung mit n=67 Fallen ergab unterschiedliche Ki-67-
Indizes fur die jeweiligen Gruppen. Der kleinste Index war mit 6,5% (STD +/-
3,2%) bei den NF2 Praparaten zu finden. Die sporadischen Tumore wiesen im
Mittel einen Index von 10,0% (STD +/-4,8%) und die Schwannomatose-
Praparate einen Ki-67-Index von 12,2% (STD +/- 7,1%) auf (Tabelle 18). Die
alterskorrigierte ANOVA ergab eine signifikant hohere Proliferation bei den
sporadischen Schwannomen gegenuber den NF2-assoziierten Schwannomen
(p=0,034) und zwischen den NF2-assoziierten gegenuber den
Schwannomatose-assoziierten Tumoren (p= 0,001). Abbildungen 16 und 17

verdeutlichen die Ergebnisse.
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Abbildung 16 — Beispiele fiir Ki-67-markierte Prdparate, oben links: sporadisches
Schwannom, oben rechts: NF2-assoziiertes = Schwannom, unten:
Schwannomatose-assoziiertes Schwannom, Mal3stab=100um

5.4.2 Proliferation der Endothelzellen

Neben der Proliferation der Tumorzellen wurde die Endothelprofileration
untersucht, die erhebliche Unterschiede in den einzelnen Kohorten zeigte
(Tabelle 19). In den sporadischen Schwannomen fanden sich 8/27 (29,6%)
Praparate mit proliferierende Endothelien, bei der NF2-Kohorte nur 2/22 (9,1%)
und bei der Schwannomatose-Kohorte 4/19 (21,053%) positive Praparate. Die
Ergebnisse fur die Endothelproliferation korrelierten mit den Ki-67-Indizes fir die
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Tumorzellen (p= 0,011, r= 0,310), die auch bei der NF2-Kohorte am niedrigsten
waren (Abbildung 17). Abbildung 18 zeigt ein sporadisches Schwannom mit Ki-
67-positiven Endothelzellen.

_ SporadiSCh _

35 30 25 20 15 10 5 0 0 2 4 6 8 10 12
. « . PR
prozentualer Anteil der Praparate mit pos. Endothelien (in %) Ki Index in %

Abbildung 17 — Ki-67-Index im Tumor in % (gemessen in 0,1mm? Flache) im
Vergleich zum prozentualen Anteil an Tumoren mit Ki-67- positiven Endothelien

Abbildung 18 — Sporadisches Schwannom mit proliferierenden Endothelien,
MalRstab=100um
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In der Korrelationsanalyse ergab sich ein positiver Zusammenhang zwischen der

Proliferation der Endothelzellen und der in der van Gieson-Farbung gemessenen

Wanddicke (p=0,05, r= 0,243).

Weiterhin zeigte sich eine Korrelation zwischen Endothelproliferation und dem in
der CD34-Markierung ermittelten Gefafldradius (p=0,018, r=0,289) und Tumore
mit proliferierenden Endothelien zeigten auch eine hohe proliferative Aktivitat im

Tumor (mittlerer Ki-67-Index in Tumoren ohne Endothelproliferation n=53, 8,6%;

mit Endothelproliferation n=14, 12,7%; p = 0,011).

Tabelle 18 — Auswertung: Ki-67-Index in %

Mittelwert o Median
(%) N STD (%) (%)
Sporadisch 10,0 27 4,8 9,3
NF2 6,5 22 3,2 5,8
Schwannomatose 12,2 18 7.1 12,0

Tabelle 19 — Auswertung: Anzahl Praparate mit positiven Endothelien in

Ki67
Anzahl
pos. N
Praparate
Sporadisch 8 27
NF2 2 22
Schwannomatose 4 18
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5.5 Tumorzelldichte

Die verschiedenen Tumorgruppen zeigten keine Unterschiede hinsichtlich der
Zelldichte (Mittelwerte: sporadische Schwannome 1713 Kerne/mm? (STD +/- 380
Kerne/mm?), NF2-assoziierte Schwannome 1664 Kerne/mm? (STD +/- 373
Kerne/mm?), Schwannomatose-assoziierte Schwannome 1635 Kerne/mm? (STD
+/- 357 Kerne/mm?)).

5.6 Auftreten von Tumorblutungen

Die Auswertung der Turnbull-Farbung mit n=67 Fallen ergab fur die sporadischen
Schwannome Hamosiderinablagerungen in 13/27 Fallen, fir die NF2
assoziierten-Schwannome in 6/22 Fallen und in den Schwannomatose-
assoziierten Schwannomen in 2/18 Fallen. Da sich in der Korrelationsanalyse
eine signifikante Korrelation zwischen dem Auftreten von Tumorblutungen und
dem Patientenalter (p=0,0001, r=0,452) zeigte, wurde eine alterskorrigierte
ANOVA durchgefuhrt, die einen schwach signifikanten Unterschied bezuglich
des Auftretens von Blutungen zwischen der NF2- und Schwannomatosekohorte
(p=0,044) ergab.
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Abbildung 19 — Darstellung von Hamosiderin als Residuum alter Blutungen in

Schwannomen mittels der Turnbullfarbung, oben links: Sporadisches
Schwannom, oben rechts: NF2-assoziiertes  Schwannom,  unten:
Schwannomatose-assoziiertes Schwannom, Mal3stab=100um
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5.7 Auswertung der VEGFR-1-Markierung

Die Auswertung der VEGFR-1 Praparate mit n=61 Proben ergab keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen.

Die sporadischen Schwannome enthielten im Mittel 55,9% VEGFR-1 positive
Gefale, die NF2-assoziierten Tumore 55,1% und die Schwannomatose-
assoziierten Tumore 52,2%. Beispiele fur die Immunreaktion der verschiedenen
Tumore zeigt Abbildung 20.

In der Korrelationsanalyse ergaben sich keine signifikanten Korrelationen mit den

anderen Parametern.

Abbildung 20 — Ausschnitte der mit VEGFR-1-Antikérpern markierten Préparate,
oben links: Sporadisches Schwannom, oben rechts: NF2-assoziiertes
Schwannom, unten: Schwannomatose-assoziiertes Schwannom, Mal3stab=100um
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5.8 Auswertung der VEGFR-2-Markierung

Bei der Auswertung der VEGFR-2 Farbung mit n=67 Praparaten ergaben sich
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen.

Sporadische Schwannome wiesen in 24,7% der Falle VEGFR-2-positive
Endothelien auf, fir NF2-assoziierte Tumore in 19,4% und Schwannomatose-
assoziierte Tumore in 22,5%. Beispiele der VEGFR-2 Farbungen zeigt Abbildung
21.Auch hier ergaben sich keine signifikanten Korrelationen zu den anderen

Parametern.

Abbildung 21 — VEGFR-2 markierte Prdparate, oben links: Sporadisches
Schwannom, oben rechts: NF2-assoziiertes Schwannom, unten:
Schwannomatose-assoziiertes Schwannom, Mal3stab=100um
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Bezuglich der VEGFR-2-Expression und dem Ki-67-Proliferationsindex zeigte
sich eine Korrelation der beiden Variablen im Gesamtkollektiv (p = 0,018).
Bezuglich der einzelnen Tumorgruppen erreichten nur die sporadischen
Tumoren eine signifikante Korrelation von Proliferationsindex und VEGFR-2-
Expression (p = 0,049)
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6 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte die Hypothese gepruft werden, ob sich periphere
Schwannome mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund bezuglich der
Vaskularisation unterscheiden. Die Uberwiegend benignen (WHO Grad 1)
Schwannome sind neben Neurofibromen die haufigsten peripheren
Nervenscheidentumoren. Die Tumoren treten sporadisch auf oder in
Zusammenhang mit den Tumordispositions-Syndromen Neurofibromatose Typ 2
und Schwannomatose. Die Vaskularisation der Schwannome ist in den letzten
Jahren zu einem Fokus der Forschung geworden, nachdem gezeigt werden
konnte, dass neben der Ublichen operativen Exzision und/oder Radiatio auch
eine Therapie mit Angiogenesehemmern (Bevacizumab) bei NF2-assoziierten
Tumoren wirksam ist (Plotkin et al. 2009).
Nach heutiger Studienlage sind kaum histomorphologische bzw. histochemische
Unterschiede zwischen Schwannomen unterschiedlicher Herkunft bekannt. Im
Rahmen dieser Untersuchung wurden deshalb 27 sporadische Schwannome, 22
NF2-assoziierte Tumoren und 19 Schwannomatose-assoziierte Schwannome
bezlglich der Gefalldichte, GefalBwanddicke, des Gefallumens und -
Durchmessers sowie der Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 und der
Rezeptoren fur die vasoendothelialen Wachstumsfaktor-Rezeptoren 1 und 2
(VEGFR-1 und -2) analysiert.
Bezlglich der Lokalisation der Tumoren und des Alters der Patienten bei
Operation entsprach die Kohorte den in der Literatur mitgeteilten Altersangaben.
Das mittlere Alter betragt laut der Literatur bei NF2 und bei der Schwannomatose
ca. 30 Jahre. Die sporadischen Schwannome treten in der Regel spater, gehauft
zwischen dem 30. und 60. Lebensjahr auf (Scheithauer BW 1999). Dies konnte
mit einem durchschnittlichen Alter von 46,7 Jahren bei den Patienten mit
sporadischen Schwannomen, 27,5 Jahren bei den NF2-assoziierten
Schwannomen und 39 Jahren bei den Schwannomatose-assoziierten Tumoren
in dieser Studie bestatigt werden.
Ein histomorphologischer Vergleich der GefalRdichte und des Durchmessers
wurde bereits von Plotkin et al. (2009) wie auch in einer Dissertation aus dem
hiesigen Institut fir Neuropathologie (Naber 2012) fir sporadische und NF2-
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assoziierte Schwannome erhoben. Die Ergebnisse der verschiedenen

Untersuchungen sind in Tabelle 20 zusammengefasst.

Tabelle 20 - Vergleich verschiedener Studien zur Vaskularisation in
Schwannomen

Untersuchung GefaRdichte (mm? GefaBRdurchmesser (um)
sporadisch NF2 Sporadisch NF2

Diese Studie v.Gieson 1,35 2,2 27* 19*
Diese Studie CD34 9 6,8 11 10
Naber 2012 18 17 25 12
Plotkin et al. 2009 32 22 12 14

* errechnet aus dem Lumen

Es wird deutlich, dass die in dieser Studie in der van Gieson-Farbung erhobenen
Daten etwa um den Faktor 10 niedriger ausfallen, wohingegen die anderen Daten
in der Grof3enordnung vergleichbar sind. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass
nur Gefalle mit einem eindeutigen Lumen erfasst wurden, welches in der
Trichrom-Farbung, insbesondere bei kleinen Gefalden, vielfach nicht sicher
auszumachen war. Die CD34-Markierung liefert fur diese Parameter hingegen
validere Werte. Trotz der Unterschiede zwischen den Studien wird deutlich, dass
die Gefaliddichte in den sporadischen Schwannomen hoher ausfallt als in NF2-
assoziierten Tumoren. Weiterhin wiesen sporadische Schwannome in der Studie
von Naber (2012) ebenso wie in dieser Studie einen gréfleren Durchmesser auf
als NF2-assoziierte Tumore; die Studie von Plotkin et al. (2009) zeigte diesen
Trend allerdings nicht. Die Werte fur die Schwannomatose-assoziierten Tumoren
waren vergleichbar mit denen der NF2-Kohorte.

Bezuglich der Wanddicke und der Hamosiderinablagerungen wurden in der
Literatur keine Daten gefunden. Eine mogliche Erklarung fur die breiteren
Gefallwande der sporadischen Schwannome konnte in dem groferen
Gefalddurchmesser im Vergleich zu den NF2- und Schwannomatose-
assoziierten Tumoren begrindet sein. Eine Erklarung fur die haufiger
beobachteten Hamosiderinablagerungen in  NF2-assoziierten Tumoren

gegenuber Schwannomatose-assoziierten Schwannomen Iasst sich nicht ohne
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weiteres ableiten und musste an grolReren Fallzahlen und nach Ausschluss
anderer Blutungsursachen (Voroperationen) Gberprift werden.

Der im Tumorgewebe mit Ki-67-Antikorpern immunhistochemisch ermittelte
Proliferationsindex unterschied sich nicht signifikant von den in der Literatur
mitgeteilten Werten (Kindblom et al. 1995). Bemerkenswert ist, dass die
sporadischen und insbesondere die Schwannomatose-assoziierten Tumore eine
signifikant hohere Proliferation aufwiesen als die NF2-assoziierten. Diese
erreichte bei den Schwannomatose-assoziierten Schwannomen in Einzelfallen
bis zu 25% (siehe Rohdaten im Anhang). Hohe Proliferationsindizes bei
Schwannomen konnten damit moglicherweise auf eine Schwannomatose
hinweisen.

In allen Tumorgruppen lieen sich Falle mit proliferierenden Endothelien
nachweisen, dabei ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen. Die Korrelation zwischen Proliferation der Endothelzellen und der in
der van Gieson-Farbung gemessenen Wanddicke sowie zwischen
Endothelproliferation und dem in der CD34-Markierung ermittelten Gefal3radius
deuten darauf hin, dass sich die Endothelproliferation in erster Linie auf das
Wachstum der Gefalle und nicht auf eine Zunahme der Gefal3dichte auswirkt. In
der Studie von Naber (2012) zeigten die Schwannome eine mit normalen Nerven
vergleichbare GefaRdichte (18 und 17/mm? vs. 14/mm? im normalen Nerven).

Als einer der Proliferations-Stimuli in Schwannomen wurde der vasoendotheliale
Wachstumsfaktor (VEGF) identifiziert, der in Schwannomen Gberexprimiert wird
(Kilic et al. 2000). Bezlglich der Expression der entsprechenden Rezeptoren
VEGFR-1 und -2 in den Tumoren ist die Datenlage sparlich; in der Literatur
fanden sich nur zwei relevante Arbeiten. Uesaka et al. (2007) konnten in 40
intrakraniellen Schwannomen sowohl VEGF-mRNA als auch VEGFR-2-mRNA
und in geringer Menge VEGFR-1-mRNA nachweisen. Zusatzlich berichteten die
Autoren, dass einige Schwannom-Zellen auch in der Immunhistochemie positiv
fur VEGFR-1 gewesen seien. In der vorliegenden Arbeit wiesen 32 Tumore eine
geringe und 26 eine mittelgradige bis starke VEGFR-1-Expression auf, dagegen
waren 30 Tumore negativ in der Darstellung von VEGFR-2 und 33 gering positiv.
Somit konnten sowohl in der zitierten Arbeit von Uesaka et al. (2007) als auch in
dieser Studie VEGFR-1 und -2 in Schwannomen nachgewiesen werden. Die

59



deutlich hohere Nachweisfrequenz in dieser Arbeit fur VEGFR-1 kdnnte in der
Verwendung eines Farbeautomaten begrindet sein, denn andere wichtige
Parameter der Immunreaktion wie der Antikérper (polyklonal, C-17, Santa Cruz)
und die Art der Vorbehandlung (Mikrowelle, Citratpuffer) stimmten tberein.

In einer weiteren Untersuchung von Cayé-Thomasen et al. (2005) konnte
VEGFR-1 mittels eines Enzym-gekoppelten Immun-Assays (ELISA) in
Schwannomhomogenaten nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich eine
signifikante Korrelation der VEGF- und VEGFR-1-Konzentration mit der
Wachstumsgeschwindigkeit der Tumoren. In der vorliegenden Studie konnte auf
histologischer Ebene eine Korrelation der Proliferationsrate der Tumore mit der
VEGFR-2-Expression nachgewiesen werden, nicht jedoch fur VEGFR-1.
VEGFR-2 wurde leider in der 0.g. Studie nicht untersucht. Besonders interessant
vor dem Hintergrund der Fragestellung dieser Arbeit erscheint, dass die
Korrelation der Proliferation mit der VEGFR-2 Expression sich nur in der Gruppe
der sporadischen Schwannome zeigen lie3, nicht jedoch in den syndromal-
assoziierten Schwannomen (vgl.5.8). Die entscheidenden Proliferationsstimuli
scheinen in syndromal assoziierten Schwannomen damit unabhangig von dem
VEGF-Signalweg, was jedoch nicht bedeutet, dass VEGF-Antagonisten nicht auf
die GefalRe in den Schwannomen wirken.

Bezuglich der Zusammenhange zwischen Merlin, VEGF und der Proliferation
scheint von Bedeutung, dass Merlin normalerweise RAC1 hemmt, was zu einer
Sekretion des anti-angiogenetischen Faktors SEMA3F, einem Semaphorin, fuhrt.
Es konnte gezeigt werden, dass SEMAS3F in Schwannomen verringert ist und
sich damit das Gleichgewicht in Richtung der pro-angiogenetischen VEGF-
Wirkung verschiebt (London und Gurgel 2014). Eine Behandlung mit VEGF-
Antikorpern konnte somit dazu beitragen, das gestorte Gleichgewicht

wiederherzustellen.

Ein weiteres, fur die mdgliche therapeutische Intervention wichtiges Ergebnis
dieser Arbeit ist die erhdhte Proliferation von Tumoren bei denen proliferative
Endothelien nachgewiesen wurden (vgl. 5.4.2). Dies konnte darauf hindeuten,
dass anti-angiogenetische Substanzen besonders effektiv bei hochproliferativen
Lasionen wirken wie sie insbesondere bei der Schwannomatose-Gruppe
beobachtet wurden.
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Abbildung 22 — Behandlung von Schwannomen mit Anti-VEGF, a) unter
Normalbedingungen hemmt Merlin Rac1, wodurch es zu einer Sekretion von
Sema3F kommt. Dieser inhibitorische Faktor steht mit VEGF im Gleichgewicht.
b) bei dem Verlust von Merlin kommt es zu einem Anstieg von Rac1, wodurch
Semad3F abféllt und vermehrt VEGF vorliegt. Dies induziert eine Angiogenese.
¢) Mit Bevacizumab wird durch Blockierung von VEGF das Gleichgewicht
wiederhergestellt, (London und Gurgel 2014)
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7 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollte die Hypothese geprift werden, ob sich periphere
sporadische und syndromal-assoziierte = Schwannome bezlglich der
Vaskularisation unterscheiden. Wie bereits in der Dissertation von Naber (2012)
wurde auch in dieser Studie gezeigt, dass die Gefal3dichte in sporadischen
Schwannomen hoher ausfallt als in den NF2-assoziierten Tumoren. Zusatzlich
zeigten sporadische Schwannome in dieser Studie breitere GefaRwande.

Die syndromalen Schwannome waren durch eine hohere Gefalddichte
gekennzeichnet.

Des Weiteren wiesen sporadische und Schwannomatose-assoziierte Tumore
eine signifikant hohere Proliferation auf als die NF2-assoziierten Schwannome,
die hochsten Werte wurden bei Schwannomatose-assoziierten Tumoren
beobachtet. Eine hohe Prolifertationsrate konnte folglich ein Hinweis auf eine
Schwannomatose sein und einen Unterschied zur NF2 darstellen.

Es zeigte sich, dass die VEGFR-2 Expression nur bei den sporadischen
Schwannomen mit der Proliferation korrelierte, nicht jedoch bei den syndromal-
assoziierten Tumoren.

Besonders bei Tumoren mit hohen Proliferationsindizes wurden proliferierende
Endothelien gefunden, sodass die vermehrt hoch proliferativen Schwannome der
Schwannomatose-Gruppe sich mdoglicherweise besonders fur eine anti-

angiogenetische Therapie eignen konnten.
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8 Summary

In the present work, the hypothesis was to be examined as to whether peripheral
sporadic and syndrome-associated schwannomas differ in terms of
vascularization. As in the PhD thesis of Naber (2012), this study also showed that
the vascular density in sporadic schwannomas is higher than in the NF2-
associated tumors. In addition, sporadic schwannomas in this study showed
broader vascular walls. In contrast, the syndrome-associated schwannomas
were characterized by a higher vascular density.
Furthermore, sporadic and Schwannomatosis-associated tumors showed
significantly higher proliferation than NF2-associated schwannomas, with highest
levels observed in Schwannomatosis-associated tumors. A high rate of
proliferation could therefore be an indication of Schwannomatosis and a
difference to NF2.
It was shown that VEGFR-2 expression only correlates with proliferation in
sporadic schwannomas, but not in syndrome-associated tumors.
Especially in tumors with high proliferation indices proliferating endothelia were
found, so that the increasingly highly proliferative schwannomas of the
Schwannomatosis group might possibly be particularly suitable for anti-

angiogenic therapy.
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13 Anhange

In folgender Tabelle sind die Ergebnisse fur die

Untersuchungen aufgelistet.

Bei dem Geschlecht versteht sich unter
(1) weiblich
(2) mannlich.

Far die Tumorgruppe gilt
(1) sporadisches Schwannom
(2) NF2
(3) Schwannomatose.

Fiar das Endothel aus Ki67-Endothel gilt
(0) Kein positives Endothel
(1) Positives Endothel.

Fiar den Farbegrad bei Turnbull gilt:
(0)  keine Hamosiderinablagerungen vorhanden
(1)  geringe Hamosiderinablagerungen vorhanden

morphologischen

(2)  mittelstarke Hdmosiderinablagerungen vorhanden

(3) viele Hamosiderinablagerungen vorhanden
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Anzahl Lumen- Ki

NurE;ner Tumorart Geschlecht Alter égfz.a?[?é L“Tnezﬁq? e Wa;gd”dr'ane C[i;]34 Durci::r:risser F.?L?ﬁglﬁd Iir:1d°eA,X Enﬁf’?hel
37-98 1 2 70 15 1412,62 11,41 148 9,35 2 19,08 0
208-99 1 2 49 46 3009,53 14,13 133 12,66 1 8,51 0
482-00 1 1 69 25 4519,45 10,33 143 12,40 3 3,64 0
808-01 1 2 34 31 2800,05 9,23 103 14,00 0 11,22 0
180-03 1 2 25 26 8395,96 19,43 106 5,34 0 5,91 0
734-03 1 1 50 45 4346,25 16,89 133 12,57 1 10,75 0
408-04 1 1 30 17 2493,82 24,89 81 6,74 0 417 0
680-05 1 1 77 24 3302,57 25,98 48 7,29 4 9,26 0
28-06 1 1 76 32 582,22 13,93 154 12,79 2 12,57 0
784-06 1 1 62 29 13280.25 22,98 81 9,89 2 6,62 0
1117-08 1 1 68 19 8906,19 19,74 105 21,07 0 9,40 1
520-08 1 1 9 32 1819,04 10,13 35 9,47 0 9,09 0

78



Anzahl Lumen-

, : . Ki
NurE;ner Tumorart Geschlecht Alter égf'a?[?é Lurpnezﬁ? e Wa;rr:d”drlncke C[i;]34 Durci::r:r?]sser F.?L?ﬁglﬁd Ir:]d;)x Enz(())?ﬁel
1389-09 1 1 55 18 3462,26 16,54 60 13,37 0 6,63 0
465-09 1 1 33 17 7230,75 33,82 52 6,64 0 7,43 0
66-10 1 1 39 48 4396,08 10,28 82 21,40 0 12,50 1
923-10 1 1 33 22 4658,78 12,44 104 8,65 0 7,74 0
645-11 1 2 44 21 2086,45 15,01 42 7,70 0 10,67 0
1377-12 1 1 53 25 4865,41 19,93 82 6,93 3 18,39 1
1736-12 1 2 43 22 7655,24 19,40 59 26,18 3 7,11 1
486-12 1 2 36 22 2681,86 17,30 107 8,92 1 2,56 1
1243-13 1 1 31 22 1298,29 23,50 61 4,92 0 13,64 0
1281-13 1 1 48 19 5779,47 29,37 85 9,13 1 20,97 1
1131-14 1 1 50 31 5076,48 12,93 39 8,55 1 6,75 0
2079-14 1 2 28 17 2359,91 11,37 79 5,32 0 9,62 0
31-14 1 1 40 34 3589,05 14,04 133 16,61 0 16,00 0
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NurE;ner Tumorart Geschlecht Alter égf'a?[?é Lurpnezﬁ:? e Wa;rr:d”drincke AniZnahl Dulr_;hnr:‘neens_ser F.?L?ﬁglﬁd I_nglex Enz(())?ﬁel
CD34 in ym n %
927-14 1 1 55 36 2647,66 17,77 60 16,13 0 5,00 1
1623-15 1 2 50 49 6411,47 14,11 93 12,93 1 15,33 1
509-94 2 2 16 27 2459,07 6,51 63 9,26 0 7,05 0
596-96 2 2 23 28 15,21,09 11,81 30 7,68 0 4,29 0
640-96 2 2 34 42 796,61 9,50 56 7,50 0 3,92 0
595-97 2 2 58 85 2558,70 14,64 112 11,12 1 1,26 0
74-97 2 1 26 25 1701,73 8,43 44 7,57 0 3,70 0
750-99 2 1 30 25 1663,43 11,30 27 9,43 0 5,97 0
882-00 2 2 36 35 1222,95 10,91 31 7,61 0 3,29 0
65-02 2 2 34 36 3294,74 11,03 34 9,68 1 4,40 0
742-02 2 1 35 35 1490,67 7,89 63 8,32 2 6,04 0
776-03 2 2 15 61 1449,89 10,87 87 8,28 0 5,32 0
630-04 2 2 14 92 3078,77 9,61 58 11,14 0 10,81 1
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Anzahl

Lumen-

Ki

NurE;ner Tumorart Geschlecht Alter égf'a?[?é Lurpnezﬁ? e Wa;rr:d”drlncke C[i;]34 Durci::r:r?]sser F.?L?ﬁglﬁd Ir:]d;)x Enz(())?ﬁel
21-06 2 1 26 45 3166,96 12,73 93 11,62 3 12,55 0
122-07 2 1 12 29 1296,57 8,52 0 9,56 0
1068-11 2 15 42 6850,38 23,19 83 17,47 3 9,73 0
1301-12 2 2 22 76 2466,99 11,23 169 9,37 0 9,20 0
1715-12 2 2 58 24 3604,49 15,35 28 14,13 0 11,33 0
1815-13 2 2 26 51 924,97 11,278 110 8,74 0 11,35 0
423-13 2 2 30 37 1640,32 14,31 85 7,95 1 5,82 0
890-13 2 1 19 56 1297,87 10,79 86 7,64 0 4,32 0
905-13 2 1 39 35 1284,59 12,48 59 9,85 0 4,85 0
374-15 2 1 9 31 1187,80 13,97 45 6,25 0 2,30 1
399-15 2 1 28 45 4958,14 12,88 61 13,63 0 5,81 0
166-91 3 1 37 65 2347,97 9,99 74 9,05 0 24 47 1
35-99 3 2 41 23 2271,40 11,38 0
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Anzahl

Lumen-

, : . Ki
NurE;ner Tumorart Geschlecht Alter égf'a?[?é Lurpnezﬁ? e Wa;rr:d”drlncke C[i;]34 Durci::r:r?]sser F.?L?ﬁglﬁd Ir:]d;)x Enz(())?ﬁel
5262-03 3 1 41 39 4723,37 10,90 23 21,80 0 8,13 0
829-04 3 91 1249,80 9,13 197 4,95 0 14,89 0
436-05 3 2 38 43 2689,18 24,79 119 9,68 2 20,99 1
6910-05 3 2 47 71 1107,62 7,40 189 10,57 0 11,59 0
46-05 3 1 32 34 1329,38 9,39 37 6,31 0 6,36 0
960-07 3 1 54 26 4607,31 11,06 60 9,42 1 3,36 0
2694-09 3 1 50 36 4,29 0 9,93 0
1029-10 3 2 30 35 2640,26 12,93 34 19,55 0 12,61 0
504-11 3 1 37 30 6429,31 12,55 34 15,98 0 2,68 0
670-13 3 22 4219,42 13,13 37 12,56 0 2,97 1
1355-14 3 2 29 64 2017,07 14,45 65 5,89 0 12,50 0
2275-14 3 1 32 73 1169,03 12,73 205 6,53 0 4,50 0
412-14 3 1 48 45 4810,45 11,76 62 5,58 0 16,88 0
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Anzahl

Lumen-

Ki

e Tamrat Gostecn At ATt Limerae Wendtee " o P inigs P
587-14 3 1 36 43 3338,32 8,18 138 8,74 0 14,21 0
2016-15 3 1 28 63 2279,75 14,45 60 9,47 0 25,71 1
2273-15 3 1 29 32 4345,03 14,95 70 6,28 0 17,65 0
939-15 3 2 42 74 989,35 10,26 139 9,65 0 10,48 0
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Im Folgenden werden die Ergebnisse der VEGFR1- und VEGFR-2 Auswertung

aufgelistet.

Fur den Farbegrad versteht sich bei VEGFR-1 und VEGFR-2:

(0) keine Farbung

(1) geringe Farbung

(2) mittelstarke Farbung
(3) starke Farbung

E-Nummer Farbegrad I(DBOe?‘iéa'tif\slg Farbegrad I(DBOe?‘iéa'tif\slg
VEGFR1  vegFr-1(%)  VECFRZ  vEGFR-2 (%)
37-98 1 43,243 0 0,000
208-99 1 25 1 13,889
482-00 1 55,556 1 17,073
808-01 1 36,842 1 10,000
180-03 1 36,842 1 13,333
734-03 2 63,492 1 30,534
408-04 1 0,000 0 0,000
680-05 1 40,000 2 15,385
28-06 2 78,049 2 23,810
784-06 2 72,727 1 20,690
1117-08 1 75,000 0 7,143
520-08 2 39,286 1 27,273
1389-09 1 66,67 0 0,000
465-09 2 33,333 1 29,412
66-10 2 62,069 1 31,034
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E-Nummer Farbegrad I(DBOe?‘iéa'tif\slg Farbegrad I(DBOe?‘iéa'tif\slg
VEGFRT  veGFR1 (%) VECFRZ  vEGFR-2 (%)
923-10 2 58,621 1 25,000
645-11 2 38,889 0 0,000
1377-12 2 61,905 0 16,667
1736-12 1 42m308 1 11,765
468-12 2 70,968 0 21,053
1243-13 2 81,081 1 65,517
1281-13 2 38,889 1 68,421
1131-14 2 36,842 1 16,667
2079-14 1 77,273 1 40,000
31-14 3 46,667 1 71,429
927-14 1 73,684 1 13,333
1623-15 1 84,615 1 78,261
509-94 1 39,286 1 25,000
640-96 1 10,526
595-97 1 60,870 1 31,818
74-97 1 42,105 1 25,000
750-99 1 8,696 1 33,333
882-00 1 16,667
65-02 1 73,913 1 16,667
742-02 1 61,111 1 18,750
776-03 1 72,000 0 0,000
630-04 1 73,333 1 10,204
21-06 2 48,857 1 36,364
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E-Nummer Farbegrad I(DBOe?‘iéa'tif\slg Farbegrad I(DBOe?‘iéa'tif\slg
VEGFRT  veGFR1 (%) VECFRZ  vEGFR-2 (%)
122-07 2 38,462 1 16,667
1068-11 1 34,783 1 3,704
1301-12 2 40,000 1 36,000
1715-12 1 65,517 1 13,333
1815-13 1 81,132 0 13,636
42313 1 62,500 1 30,000
890-13 1 86,111 0 0,000
6910-05 0 0,000
905-13 2 56,522 1 31,579
399-15 1 52,941 1 16,667
166-91 2 45,455 1 19,231
5262-03 1 17,647
829-04 2 80,000 1 36,842
436-05 2 20,000 1 10,000
46-05 0 0,000
412-14 2 56,098 1 17,241
960-07 0 0,000
2694-09 1 12,500
1029-10 1 76-190 1 16,667
504-11 1 4,545 1 30,435
670-13 1 76,471
1355-14 2 52,632 1 14,286
2275-14 2 62,069 1 17,647
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E-Nummer Farbegrad I(DBOe?‘iéa'tif\slg Farbegrad I(DBOe?‘iéa'tif\slg
VEGFRT  veGFR1 (%) VECFRZ  vEGFR-2 (%)

587-14 1 38,095

2016-15 1 43,750 1 22,222

2273-15 1 65,517 1 57,143

939-15 2 44,118 1 72,222
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