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1. Einleitung 

In der Einleitung wird zunächst eine Einführung in die Erkrankung der 

Neurofibromatose Typ 1 gegeben und insbesondere auf die peripheren 

Nervenscheidentumore (PNST), die gehäuft bei dieser Erkrankung auftreten, 

eingegangen. Im Anschluss wird die Genetik und Pathogenese der NF1 erläutert. 

Zudem werden die Antigene und besonders das Desert Hedgehog Protein 

aufgeführt, welche in der vorliegenden Studie genauer untersucht wurden. 

1.1 Neurofibromatose Typ 1 

Das Krankheitsbild der Neurofibromatose Typ 1 (NF1) wurde, lange bevor der 

Begriff ‚Neurofibrom‘ erstmals verwendete wurde, in Illustrationen und 

Fallberichten beschrieben, welche bis ins 13. Jahrhundert zurückreichen (Zanca 

und Zanca 1980). Doch dabei handelte es sich zunächst um klinische 

Fallbeschreibungen ohne Kenntnisse über die pathologischen Grundlagen der 

Erkrankung. Erst im Jahre 1882 beschrieb der Pathologe Daniel Friedrich von 

Recklinghausen gutartige Tumore, welche aus dem Endoneurium peripherer 

Nerven entstehen und bezeichnete sie als Neurofibrome. Seither wurde die 

Erkrankung als Neurofibromatose oder Morbus Recklinghausen bezeichnet (von 

Recklinghausen 1882). Die heutige Nomenklatur der NF1 und somit die 

Abgrenzung zu weiteren Formen der Neurofibromatose sowie ähnlichen 

Krankheitsbildern wurde 1987 auf der ‚National Institutes of Health (NIH) 

Consesus Development Conference‘ festgelegt (Stumpf et al. 1988). Heutzutage 

unterscheidet man drei Formen der Neurofibromatosen, die NF1, die 

Neurofibromatose Typ 2 und die Schwannomatose (Korf 2013). Diese 

Krankheiten werden auch zu den neurokutanen Syndromen gezählt, einer 

heterogenen Gruppe verschiedener multisystemischer Erkrankungen, welche 

sich überwiegend an der Haut und im Nervensystem manifestieren (Rosser 

2018). 

Bei der NF1 handelt es sich mit einer Inzidenz von 1:2500 - 1:4300 (Clementi et 

al. 1990, Littler und Morton 1990, Lammert et al. 2005) um die häufigste der 

bekannten hereditären neurokutanen Erkrankungen (Rosser 2018). 
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1.1.1 Merkmale der NF1 

Die NF1 ist eine multisystemische Erkrankung, die in erster Linie die Haut, die 

Augen, das muskuloskelettale System und das Nervensystem betrifft (Rosser 

2018). Die Beeinträchtigung verschiedener Körpersysteme führt zu einer Vielfalt 

von möglichen Krankheitsmanifestationen (Carey und Viskochil 1999). Es 

besteht nicht nur intraindividuell, sondern auch innerhalb betroffener Familien 

eine große Variabilität im Erscheinungsbild (Easton et al. 1993, Huson und Korf 

2013). Dies führt meist zu einem unvorhersehbaren und variablen 

Krankheitsverlauf (Evans et al. 2017).  

 

Bereits 1987 wurden auf der NIH Consensus Development Conference, die in 

Tabelle 1 (S. 2) aufgelisteten, klinischen Diagnosekriterien für NF1 festgelegt 

(Stumpf et al. 1988), welche sich für erwachsene NF1-Patienten als hoch 

spezifisch und sensitiv erwiesen haben (Boyd et al. 2009).  

 

Tabelle 1: Diagnosekriterien der NF1 
Zwei oder mehr der untenstehenden Kriterien sind für die klinische Diagnose einer 
NF1 notwendig (Stumpf et al. 1988, Gutmann 1997). 

Diagnosekriterien der Neurofibromatose Typ 1 

(NIH consensus development conference 1987) 

1. 

≥ 6 Café-au-lait Flecken 

> 1,5 cm im Erwachsenenalter (postpubertär) 

> 0,5 cm im Kindesalter (präpubertär) 

2. 
≥ 2 Neurofibrome jeden Typs oder 

1 Plexiformes Neurofibrom 

3. Freckling im axillären oder inguinalen Bereich 

4. Optikusgliom 

5. ≥ 2 Lisch-Knötchen 

6. 

Eine charakteristische Knochenläsion  

(wie Keilbeinflügeldysplasie, Dysplasie des Kortex der langen Röhrenknochen mit 
oder ohne Pseudarthrose) 

7. Betroffener Verwandter 1. Grades 

 

Anhand dieser klinischen Merkmale erfolgt auch heute noch überwiegend die 

Diagnosestellung der NF1 (Rosser 2018). Auf Grund einer altersabhängigen 

Ausprägung einiger der NF1-Merkmale (Korf 1992), kann man jedoch erst ab 

dem 8. Lebensjahr den Großteil der Patienten (etwa 95 %) mit Hilfe dieser 

Kriterien diagnostizieren (DeBella et al. 2000). Ergänzend wurde ein Gentest zur 

Detektion von Keimbahnmutationen im NF1 verursachenden Gen (NF1-Gen; 
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vergleiche (vgl.) Unterkapitel „Tumorsuppressor-Gen NF1“, S. 16) entwickelt 

(Messiaen et al. 2000). Dieser kann bei jungen Kindern mit nur einem der in 

Tabelle 1 (S. 2) genannten Merkmale, in atypischen Fällen, oder zur Abgrenzung 

von verschiedenen Syndromen mit ähnlichen Symptomen eingesetzt werden 

(Evans et al. 2017). 

 

Wie in Tabelle 1 (S. 2) sichtbar, gehören zu den Kardinalsymptomen der NF1 

einige Pigmentanomalien. Hierzu zählen die Café-au-lait Flecken (CALs), wobei 

es sich um scharf begrenzte, hyperpigmentierte Flecken der Haut handelt, deren 

Farbe an Milchkaffee erinnert (Rassner und Steinert 2009). Diese können in 99 % 

der NF1-Patienten gefunden werden und treten in der Regel bereits bei Geburt, 

bzw. in den ersten Lebensjahren auf (DeBella et al. 2000). Die Anzahl der CALs 

nimmt meist während der Kindheit noch zu (Boyd et al. 2009) und mit 

zunehmendem Alter verblassen sie häufig (Huson et al. 1988, Duong et al. 2011). 

Es besteht kein Zusammenhang zwischen Anzahl, Größe, sowie Lokalisation der 

CALs und dem Schweregrad der NF1-Erkrankung (Korf 2013) und in der Regel 

verursachen sie keine Komplikationen (Ferner et al. 2007).  

In etwa 80-90 % der Fälle tritt ein Freckling auf (Obringer et al. 1989, Friedman 

und Birch 1997, DeBella et al. 2000). Hierbei handelt es sich um 

sommersprossenartige Pigmentierungen in Hautregionen, welche der Sonne 

üblicherweise nicht ausgesetzt sind, meist in den Achselregionen und inguinal 

(Evans et al. 2017). Freckling tritt in der Regel bei Kleinkindern auf (Korf 1992, 

DeBella et al. 2000) und ist ein sehr spezifisches Zeichen für die NF1 (Boyd et 

al. 2009). Diese Hauterscheinung verursacht in der Regel ebenfalls keine 

Komplikationen (Ferner et al. 2007). 

Eine weitere Pigmentveränderung bei NF1 findet sich in den Augen. Diese 

gutartigen Hamartome der Iris werden nach Ihrem Entdecker als ‚Lisch-

Knötchen‘ bezeichnet (Lisch 1937). Es handelt sich um kuppelförmige, 

pigmentierte Läsionen, die eine Größe von bis zu 2 mm erreichen können (Ragge 

et al. 1993). Die Lisch-Knötchen sind ein spezifisches Merkmal der NF1 (Kinori 

et al. 2018) und können bei mehr als 90 % der erwachsenen NF1-Patienten 

gefunden werden (Lubs et al. 1991, Huson et al. 1988). Sie verursachen weder 

Symptome noch Komplikationen (Hirbe und Gutmann 2014). 
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Weiterhin sind Tumoren des peripheren und zentralen Nervensystems mit der 

NF1 assoziiert (Rubin und Gutmann 2005). Hierzu gehören die initial von D.F. 

von Recklinghausen beschriebenen Neurofibrome, welche der Erkrankung Ihren 

Namen gaben (vgl. Kapitel 1.1.2, S. 7) (von Recklinghausen 1882). 

Eine weitere häufige Tumormanifestation ist das Optikusgliom, welches man 

auch als „optic pathway glioma“ (OPG) bezeichnet, wobei bei letzterem in die 

Begrifflichkeit - neben dem Sehnerv - auch die Beteiligung anderer Regionen des 

optischen Systems einbezogen wird (Listernick et al. 1997). Hierbei handelt es 

sich um einen benignen Tumor, in der Regel um ein pilozytisches Astrozytom, 

graduiert als WHO Grad I (Louis et al. 2016). Ein OPG tritt bei 15-20 % der NF1-

Patienten auf, bleibt jedoch in einer Vielzahl der Fälle asymptomatisch (Listernick 

et al. 1989, Listernick et al. 1994). Es entwickeln sich jedoch bei etwa 34–47 % 

der Fälle teils behandlungsbedürftige Symptome wie verminderte Sehschärfe, 

Papillenatrophie oder eine frühzeitige Pubertät durch 

Hypothalamusbeeinträchtigung (Blanchard et al. 2016, Balcer et al. 2001). Das 

größte Risiko für NF1-Patienten ein OPG zu entwickeln liegt in den ersten 

6 Lebensjahren (Listernick et al. 1994, Prada et al. 2015), doch auch bei älteren 

Kindern oder Erwachsenen wurde gelegentlich die Entwicklung von OPGs und 

deren Symptome beobachtet  (Listernick et al. 2004). Optimale therapeutische 

Maßnahmen mit suffizienter Verbesserung der Symptome wurden bislang nicht 

gefunden. In der Regel erfolgt bei symptomatischen OPGs eine Chemotherapie, 

vereinzelt wurden und werden auch eine operative oder radiologische Therapie 

angewandt (Listernick et al. 2007, Campen und Gutmann 2018). 

 

Auch das Skelettsystem ist bei NF1-Patienten häufig betroffen (Crawford und 

Schorry 1999). Grundsätzlich kann man hier zwischen generalisierten 

(Osteoporose, Kleinwuchs usw.) und lokalisierten Skelettveränderungen 

(Tibiadysplasie, Keilbeinflügeldyspasie, Skoliose usw.) unterscheiden, wobei 

letztere zwar seltener auftreten, aber mit einer erhöhten Morbidität assoziiert sind 

(Elefteriou et al. 2009). Als charakteristische Knochenläsionen bei NF1 werden 

in den Diagnosekriterien von 1987 die Keilbeinflügeldysplasie und die Dysplasie 

der Kortikalis der langen Röhrenknochen mit oder ohne Pseudarthrose gezählt, 

zu den Hauptmerkmalen gehört auch die Skoliose (Stumpf et al. 1988).  
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Eine Keilbeinflügeldysplasie wurde bei 4-11 % der NF1-Patienten gefunden 

(White et al. 1986, Friedman und Birch 1997). Häufig handelt es sich hierbei um 

einen asymptomatischen Befund, doch teils kann es zu einer Herniation von 

Hirngewebe durch den Knochendefekt kommen (Karwacki und Wozniak 2012). 

Eine Dysplasie der langen Röhrenknochen betrifft meist die Tibia und tritt bei 

3-6 % der NF1-Patienten, in der Regel im ersten Lebensjahr, auf (Friedman und 

Birch 1997, Obringer et al. 1989). Häufig kommt es zu pathologischen Frakturen 

mit anschließender unzureichender Heilung und folgender Ausbildung einer 

Pseudarthrose (Stevenson et al. 1999, Elefteriou et al. 2009).  

Der häufigste knöcherne Defekt bei NF1-Patienten ist mit 10-20 % die Skoliose, 

die in ihrer Ausprägung stark variieren kann. Bei NF1-Patienten treten 

verschiedene Formen der Skoliose auf. So liegt meist eine milde Form ähnlich 

der idiopathischen Adoleszentenskoliose vor, während die häufig schwere Form 

der dystrophen Skoliose rasch fortschreitend und schwierig zu therapieren ist 

(Crawford und Herrera-Soto 2007). 

 

Diese Diagnosekriterien und weitere mögliche Krankheitsmanifestationen sind 

nach ihrer Häufigkeit in Tabelle 2 (S. 6) zusammengefasst. 
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Tabelle 2: Häufigkeit der klinischen Merkmale bei NF1 in absteigender 
Häufigkeit. 
Wenn nicht anders bezeichnet: nach Huson et al. 1988, Obringer et al. 1989, 
DeBella et al. 2000 und/oder McGaughran et al. 1999. 

Klinisches Merkmal Frequenz (in %) 

Café-au-lait Flecken 95 - > 99 

Dermale Neurofibrome 94 - > 99¹ 

Lisch-Knötchen 90 – 99² 

Choroidale Anomalien 82 – 97³ 

Freckling (axillär und/oder inguinal) 80 - 90 

Lernbehinderung 30 – 65⁴ 

Plexiforme Neurofibrome (klinisch/mit MRT 
diagnostiziert) 

30⁵/50 - 60⁶ 

Osteoporose / Osteopenie 20 - 25⁷ / 47 - 48⁷ 

Makrozephalie 45 

Aufmerksamkeitsdefizit - Hyperaktivitätsstörung 30 - 38⁸ 

Kleinwuchs (Körperhöhe unterhalb der 3. Perzentile) 15 – 34⁹ 

Gastrointestinaler Stromatumor 5 – 25¹⁰ 

Optikusgliom (symptomatisch) 15 – 20 (4) ¹¹ 

MPNST (Lebenszeitrisiko) 8-13¹² 

Keilbeinflügeldysplasie (symptomatisch) 4 - 11¹³ (<1) 

Fortgeschrittene Skoliose 10 

Kognitive Beeinträchtigung (Intelligenzquotient <70) 4,8 – 8³ 

Epilepsie 5,6 – 7,4 

Kongenitale Herzfehler 0,4 – 6,4¹⁴ 

Brustkrebs bei Frauen im 20.-50. LJ 3,2 – 4,6¹⁵  

Tibiadysplasie (mit Ausbildung einer Pseudarthrose) 0,7 – 3,8 (2,2 – 3,0)¹⁶ 

Weitere seltene Krankheitsmanifestationen:  

Zerebrovaskuläre Störung (2,5 %)¹⁷ Zerebrales Gliom (1,5-2,2 %), 
Gastrointestinales Karzinoid (1,5-2 %), Aquäduktstenose (1,2-1,5 %), 

Phäochromozytom (0,7-1,5 %), Nierenarterienstenose (0,6-1,5%), Embryonales 
Rhabdomyosarkom (0,2-1,5 %), Glomustumor (<1 %), Multiple Sklerose (<1 %), 

Juvenile myelomonozytäre Leukämie (<1 %)¹⁸, Xanthogranulom (0,7 %), 
Kongenitales Glaukom (0,6-0,7 %) 

¹aus: North 1993 und Huson et al. 1988; ²aus: Lubs et al. 1991 und Huson et al. 1988; ³aus: Viola 
et al. 2012 und Moramarco et al. 2018; ⁴aus: North et al. 1997; ⁵aus: Darrigo et al. 2007 und 
Huson et al. 1988; ⁶aus: Mautner et al. 2008 und Plotkin et al. 2012; ⁷aus: Brunetti-Pierri et al. 
2008 und Tucker et al. 2009b; ⁸aus: Hyman et al. 2005 und Payne et al. 2011; ⁹aus: Clementi et 
al. 1999 und Huson et al. 1988; ¹⁰aus: Garrouche et al. 2018; ¹¹aus: Listernick et al. 1989 und 
Listernick et al. 1994; ¹²aus: Evans et al. 2002 und McCaughan et al. 2007; ¹³aus: White et al. 
1986 und Friedman und Birch 1997; ¹⁴aus: Friedman et al. 2002; ¹⁵aus: Sharif et al. 2007 und 
Madanikia et al. 2012; ¹⁶aus: Friedman und Birch 1997 und Huson et al. 1988; ¹⁷aus: Rosser et 
al. 2005 ¹⁸aus: Burgdorf und Zelger 2004. 
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1.1.2 Tumoren der peripheren Nerven bei NF1 

Bei den NF1-assoziierten Tumoren der peripheren Nerven handelt es sich um 

grundsätzlich gutartige Nervenscheidentumore, welche aus den Hüllzellen der 

Nerven entstehen (Paulus und Hasselblatt 2012). Doch Neurofibrome können 

erhebliche Komplikationen verursachen, beispielsweise eine kosmetische 

Entstellung, neurologische Defizite, Schmerzen oder eine maligne Entartung 

(Dombi et al. 2016). Die bösartigen Tumore der Nervenscheiden, die Malignen 

Peripheren Nervenscheidentumore (MPNST), entwickeln sich bei NF1 meist aus 

vorbestehenden plexiformen Neurofibromen (Farid et al. 2014). 

Klassifikation der peripheren Nervenscheidentumore 

Die Neurofibrome kann man entsprechend ihres Erscheinungsbildes und ihres 

Wachstumsverhaltens in verschiedene Subtypen unterteilen (Longo et al. 2018).  

Generell lassen sich dermale und plexiforme Neurofibrome sowie MPNSTs 

unterscheiden (Carroll und Ratner 2008, Miller et al. 2009). Darüber hinaus gibt 

es nach klinischem Erscheinungsbild, Radiologie und Histologie weitere 

Klassifikations-Schemata (Stemmer-Rachamimov und Nielsen 2012). 

Lange Zeit wurde vornehmlich eine klinisch, deskriptive Unterteilung der 

Neurofibrome vorgenommen, wobei in kutane, subkutane, plexiforme oder 

spinale Neurofibrome unterschieden wurde (Huson et al. 1988, Ferner 2011). 

Durch die WHO erfolgte eine Einteilung in fünf verschiedene Subtypen nach dem 

Wachstumsmuster der Tumore: die lokalisierten kutanen Neurofibrome, die 

diffusen kutanen Neurofibrome, die lokalisierten intraneuralen Neurofibrome, 

plexiforme Neurofibrome und ‚massive soft tissue neurofibromas‘ (Perry et al. 

2016). Auf Grund der Vielzahl verschiedener Definitionen bei der Klassifikation 

von Neurofibromen ist eine Verwirrung, beispielsweise bei der Interpretation von 

wissenschaftlichen Studien, möglich (Carroll und Ratner 2008). 

 

Auf dem ‚consesus meeting on Pathology of NF1-associated atypical nerve 

sheath tumors‘ des ‚National Cancer Institute‘ (NCI) wurde 2016 versucht, ein 

verbessertes und allseits akzeptiertes Klassifikationsschema für NF1-assoziierte 

Nervenscheidentumore zu entwickeln, welches auch die malignen Tumore und 

die Entwicklungsstufen dorthin berücksichtigt. Von den Experten dieses 
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‚consensus meetings‘ wurde die in Tabelle 3 (S. 8) dargestellte Nomenklatur 

empfohlen (Miettinen et al. 2017).  

 

Tabelle 3: Vorgeschlagene Nomenklatur für das Spektrum der NF1-
assoziierten Nervenscheidentumore  
(übersetzt aus dem ‚Consensus Overview‘ des NCI (Miettinen et al. 2017)) 

Diagnose Vorgeschlagene Definition 

Neurofibrom 

Benigne Schwannzell-Neoplasie mit dünnen, häufig 
gewellten Zellkernen, zarten Zellfortsätzen und einer 
myxoiden bis kollagenen Matrix. 

Die IHC beinhaltet eine ausgedehnte, aber nicht diffuse 
S100 und SOX10 Positivität und ein rasterartiges CD34+ 
Fibroblasten-Netzwerk 

Plexiformes Neurofibrom 

Neurofibrom, welches einen Nerv diffus aufweitet und 
ersetzt; häufig sind multiple Nervenfaszikel betroffen. 

Abgrenzbar durch EMA+ Perineuralzellen 

Neurofibrom mit Atypie 

Neurofibrom ausschließlich mit Zellkernatypien,  

meist klinisch manifest als vereinzelte bizarr veränderte 
Zellkerne 

Zelluläres Neurofibrom 
Neurofibrom mit Hyperzellularität, aber erhaltener 
Neurofibrom-Architektur und einer Mitoserate <1/50 HPF 

Atypisches Neurofibrom 
mit unklarem malignem 
Potential (ANNUBP) 

Schwannzell-Neoplasie mit ≥ 2 folgender Eigenschaften:  

Zellkeratypie, Verlust der Neurofibrom-Architektur, 
Hyperzellularität, Mitoserate >1/50 HPF und <3/10 HPF 

Low-grade MPNST 
Eigenschaften eines ANNUBP, aber mit einer Mitoserate 
von 3-9/10 HPF, keine Nekrosen 

High-grade MPNST 

MPNST mit: einer Mitoserate von ≥10/10 HPF,  

oder einer Mitoserate von 3-9/10 HPF kombiniert mit 
Nekrosen 

Abkürzungen: IHC = Immunhistochemie; S100 = S100 Calcium-bindendes Protein; 
SOX10 = SRY-box-Transkriptionsfaktor 10; CD = ‚Cluster of Differentiation‘; EMA = Epitheliales 
Membranantigen; HPF = Hauptgesichtsfeld  

 

Hier werden die kutanen und subkutanen Neurofibrome, sowie die diffusen 

kutanen Neurofibrome als Neurofibrome zusammengefasst. Hiervon 

unterschieden werden die Plexiformen Neurofibrome, welche in peripheren 

Nerven/Nervenstämmen entstehen und die low-grade oder high-grade MPNST. 

Zudem werden Neurofibrom-Formen unterschieden, welche sich potenziell zu 

einem MPNST entwickeln könnten, die Neurofibrome mit Atypien, Neurofibrome 

mit Hyperzellularität und die atypischen Neurofibrome mit unklarem malignem 

Potential (ANNUBP) (Miettinen et al. 2017). 
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Histopathologie der peripheren Nervenscheidentumore 

Grundsätzlich werden Neurofibrome histologisch dem WHO Grad I zugeordnet 

(Perry et al. 2016) und mikroskopisch kann man bei allen Neurofibromen, egal 

welchen Subtyps, ein ähnliches Erscheinungsbild erkennen (Longo et al. 2018). 

Sie bestehen aus S100-positiven Schwannzell-artigen Tumorzellen. Diese Zellen 

sind oftmals langgestreckt mit schmalen, ovalen bis spindelförmigen Zellkernen 

(Miettinen 2016). Zudem finden sich in den Tumoren Perineuralzellen, 

Fibroblasten, Endothelzellen, Mastzellen und Makrophagen (Stemmer-

Rachamimov und Nielsen 2012). Diese zelluläre Komponente ist in einer 

kollagenreichen extrazellulären Matrix und mukoider Substanz eingebettet (Perry 

et al. 2016). In plexiformen Neurofibromen finden sich häufig Residuen von teils 

bemarkten Axonen (Paulus und Hasselblatt 2012). 

MPNSTs besitzen ein sehr heterogenes histologisches Erscheinungsbild. In der 

Regel zeigen sich jedoch ebenfalls langestreckte, wellige Tumorzellen mit 

länglichen und spindelförmigen Zellkernen (Reuss et al. 2016). Die Tumorzellen 

weisen hier allerdings in weniger als 50 % der Fälle eine S100-Expression auf 

(Olsen et al. 2006), obwohl sie in der Regel aus plexiformen Neurofibromen 

hervorgehen (Farid et al. 2014). Auch in den malignen Tumoren können sich 

- insbesondere in frühen Wachstumsstadien - nicht-tumoröse Fibroblasten, 

Endothelzellen, Makrophagen usw. finden (Antonescu et al. 2013a). Histologisch 

liegen hier zudem Zeichen der Anaplasie mit erhöhter Mitoserate, wechselnder 

Zelldichte und Nekrotisierungstendez, sowie ein infiltratives destruierendes 

Wachstum vor (Paulus und Hasselblatt 2012). 

1.1.2.1 Dermale Neurofibrome 

Als dermale Neurofibrome (dNF) werden kleine, umschriebene, teils gestielte 

Tumore im Bereich der Kutis oder Subkutis bezeichnet (Fritsch und Schwarz 

2018).  

Sie treten bei 94 % bis > 99 % der erwachsenen NF1-Patienten auf (North 1993, 

Huson et al. 1988) und entwickeln sich meist während bzw. nach der Pubertät 

(North 1993, Ehara et al. 2018). Mit zunehmendem Alter wird in Zusammenhang 

mit der NF1 häufig auch eine Zunahme der dNF beobachtet (Duong et al. 2011, 

Ehara et al. 2018) und die Anzahl der einzelnen Tumoren kann zwischen einigen 

wenigen und tausenden variieren (Miettinen et al. 2017). Zudem kann während 
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einer Schwangerschaft ein deutliches Wachstum der Tumoren auftreten (Dugoff 

und Sujansky 1996), weshalb vielfach ein hormoneller Einfluss auf das 

Wachstum und die Bildung von dNF angenommen wurde (Le et al. 2009). 

Grundsätzlich zeigen die einzelnen dNF jedoch ein langsames und 

normalerweise auf eine Tumorgröße von bis zu 3 cm begrenztes Wachstum 

(Peltonen et al. 2012). 

Die Tumore können jucken oder schmerzen, die größte Belastung für NF1-

Patienten liegt jedoch in der kosmetischen Entstellung durch die teils hohe 

Tumorlast und damit verbundenen psychischen Problemen (Wolkenstein et al. 

2001, Granström et al. 2012). Eine maligne Transformation tritt in der Regel nicht 

auf (Ferner und Gutmann 2002). 

Entstehung dermaler Neurofibrome 

Die Entstehung der dNFs ist noch nicht vollständig geklärt. So sind bislang weder 

die auslösenden Ereignisse, welche zur Tumorentstehung führen, noch die so 

genannte ‚Cell-of-origin‘ oder Ursprungszelle der Tumore sicher identifiziert 

(Allaway et al. 2018). Da gezeigt wurde, dass die Schwannzellen in dNFs eine 

biallelische Inaktivierung des NF1-Gens aufweisen (Serra et al. 2000), werden 

diese als neoplastisches Element der Tumore angesehen (Carroll 2012). Initial 

wurde analog zur Entstehung der plexiformen Neurofibrome (vgl. Unterkapitel 

„Entstehung plexiformer Neurofibrome“, S. 12) und auf Grund der histologischen 

Zusammensetzung der Tumore, von einem Hervorgehen aus den kleinen 

Nervenästen der Haut ausgegangen (Buchstaller et al. 2012). Da eine 

Assoziation der Tumore mit kleinen Hautnerven und deren Schwannzellen 

jedoch nicht immer nachzuweisen war, wurde nach anderen möglichen 

Ursprungszellen gesucht (Carroll 2012). So wurden Schwannzell-ähnliche 

Vorläuferzellen in der Haut (englisch (engl.): Skin-derived Precursors, SKP’s) 

gefunden, welche von der Neuralleiste abgeleitet sind und in Studien kleine 

dermale Knoten formen konnten (Le et al. 2009). In aktuellen Studien werden 

verschiedene andere Zellen der Schwannzelllinie, zum Beispiel Zellen innerhalb 

der HOXB7 Linie von SKPs (Chen et al. 2019), oder subepidermale Gliazellen 

(Radomska et al. 2019) als die möglichen Ursprungszellen von dNF diskutiert. 

Zudem wurden Einflüsse aus der Tumormikroumgebung (engl: ‚tumor 

microenvironment‘) für die Entstehung der Neurofibrome untersucht. Bezüglich 
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dieser Einflüsse liegen bislang ebenfalls kontroverse Ergebnisse vor (Allaway et 

al. 2018). 

Therapieoptionen bei dermalen Neurofibromen 

Als therapeutische Option bei dNFs stehen nur die chirurgische oder 

interventionelle (Laserablation, Elektrodesikkation usw.) Resektion störender 

Läsionen zur Verfügung (Lutterodt et al. 2016). Effektive wachstumshemmende 

Therapieformen existieren bislang nicht (Allaway et al. 2018).  

1.1.2.2 Plexiforme Neurofibrome 

Die plexiformen Neurofibrome (pNF) treten primär als intraneural wachsende, 

komplett von Endoneurium umschlossene Tumore auf. Dabei können sie 

lokalisiert einen einzelnen Nerv fusiform aufweiten (noduläres Wachstum), oder 

sich über multiple Nervenfaszikel/-äste netzartig ausbreiten (langstreckiges 

Wachstum) (Antonescu et al. 2013b). Zudem gibt es diffuse Neurofibrome mit 

enthaltenen Elementen von pNFs, welche sich als flächige Läsionen ausbreiten 

können (Miettinen 2016). 

Bei der NF1 lassen sich bei etwa 30 % der Patienten pNFs klinisch 

diagnostizieren (Darrigo et al. 2007, Huson et al. 1988). Wenn eine Diagnostik 

mittels MRT erfolgt, können sogar bei etwa 50-60 % der Patienten pNFs 

nachgewiesen werden (Mautner et al. 2008, Plotkin et al. 2012). 

pNFs werden in der Regel als kongenital angesehen (Stemmer-Rachamimov und 

Nielsen 2012). Ihr Wachstum beziehungsweise ihre Entwicklung ist nicht 

vorhersehbar, so können einige der Tumore lange Zeit oder dauerhaft inaktiv 

bleiben, während andere schon frühzeitig ein ausgeprägtes Wachstum zeigen 

(Tucker et al. 2009a). Grundsätzlich zeigt sich vorwiegend im Kinder- und 

Jugendalter ein schnelleres Wachstum (Nguyen et al. 2012). Die Tumore können 

überall am Körper auftreten und Ihre Verteilung variiert in verschiedenen Studien 

je nach Untersuchungsmethode oder verwendeten Diagnosekriterien (Huson et 

al. 1988, Needle et al. 1997, Tucker et al. 2009a, Miettinen 2016).  

Symptome durch die pNFs sind abhängig von ihrer Lokalisation und der 

Tumorgröße (Prada et al. 2012) und sie entstehen insbesondere durch das 

verdrängende Wachstum der Tumore. Aufgrund Ihres Wachstums in enger 

Beziehung zu Nerven treten beispielsweise motorische Dysfunktionen, 

neurologische Defizite oder Schmerzen auf (Nguyen et al. 2011). Oberflächlich 
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wachsende pNFs können auch zu kosmetischer Entstellung führen, während 

große tiefliegende Tumore durch eine Kompression verschiedener Organe starke 

Beschwerden verursachen können (Prada et al. 2012). Zudem besteht bei den 

pNFs das Risiko einer malignen Transformation zu malignen peripheren 

Nervenscheidentumoren (vgl. Kapitel 1.1.2.3, S. 13) (Ferner und Gutmann 2002).  

Entstehung plexiformer Neurofibrome 

Die Entstehung von pNFs ist ähnlich wie die von dNFs noch teilweise ungeklärt. 

Auch hier wurde eine biallelische Inaktivierung des NF1-Gens in Schwannzellen 

nachgewiesen (Rasmussen et al. 2000, Kluwe et al. 1999, Maertens et al. 2006, 

Carrió et al. 2019) und somit der Verlust der Heterozygotie (engl: ‚loss of 

heterocygosity‘, LOH) in Schwannzellen oder Ihren Vorläuferzellen als Tumor-

initiierendes Ereignis angesehen (Zhu et al. 2002, Pemov et al. 2017). Welche 

Zellen der Schwannzelllinie bei pNFs die Ursprungszellen der Tumore sein 

können, wird nach wie vor diskutiert (Buchstaller et al. 2012, Carrió et al. 2019). 

Meist gab es entweder Hinweise auf eine Entstehung aus unreifen 

Schwannzellen bzw. Schwannzell-Vorläuferzellen (Wu et al. 2008, Chen et al. 

2014), oder aus abnorm differenzierten, nicht-myelinisierenden Schwannzellen 

(Zheng et al. 2008). Bei vielen Tumoren wurde zudem ein Einfluss der 

Tumormikroumgebung auf die Tumorgenese entdeckt (Hui und Chen 2015). So 

wird bei pNFs neben der initialen NF1-Gen Inaktivierung in der Ursprungszelle 

eine Folge von Interaktionen mit NF1-heterozygoten (NF1 +/-) nicht-Tumorzellen 

in der Tumorumgebung als essenziell zur Tumorgenese angesehen (Zhu et al. 

2002, Liao et al. 2016). Es gibt jedoch Studien in denen eine Entwicklung von 

pNFs auch unabhängig von der heterozygoten Mikroumgebung gezeigt wurde 

(Wu et al. 2008, Chen et al. 2014). Dies kann am ehesten auf das experimentelle 

Setting der Studien zurück geführt werden (Chen et al. 2014, Brosseau et al. 

2018). Die bislang best-verstandene Zell-Interaktion in der Entstehung von pNFs 

ist die zwischen homozygot NF1-defizienten (NF1 -/-) Schwannzellen und 

NF1 +/- Mastzellen. So konnte gezeigt werden, dass tumoröse Schwannzellen 

das Protein Stammzellfaktor (engl: ‚stem cell factor‘; SCF) exprimieren, welches 

in pNFs eine Mastzellmigration in den Tumor induziert (Liao et al. 2018). Diese 

rekrutierten heterozygoten Mastzellen sollen wichtig für die Tumorgenese sein 

(Yang et al. 2008). Zudem werden die NF1 +/- Mastzellen durch das SCF zur 
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Sekretion des Zytokins ‚Transforming growth factor beta‘ (TGFβ) angeregt, 

welches NF1 +/- Fibroblasten zur gesteigerten Proliferation, Migration und 

Kollagensynthese stimuliert (Yang et al. 2006). Das sezernierte Kollagen ist ein 

Hauptbestandteil der extrazellulären Matrix der Neurofibrome und macht damit 

einen Großteil der Tumormasse aus (Jaakkola et al. 1989). Auch andere bislang 

unentdeckte parakrine Signalwege scheinen die Zellen, welche typischerweise in 

Neurofibromen gefunden werden können, zu vernetzen und damit die 

Pathogenese von Neurofibromen zu beeinflussen (Longo et al. 2018). 

Therapie bei plexiformen Neurofibromen 

Bei pNFs gilt als Standardtherapie seit langem die chirurgische Resektion der 

Tumore (Blakeley und Plotkin 2016, Carrió et al. 2019). Aufgrund ihres 

Wachstums in engem Bezug zu Nerven, gelingt jedoch eine komplette 

Entfernung des veränderten Gewebes nur selten, Rezidive treten daher häufig 

auf (Needle et al. 1997).  

Somit wurden vielfach Versuche unternommen effektive medikamentöse 

Therapieoptionen für pNFs zu finden. Hierbei wurde zumeist versucht in den Ras-

Signalweg einzugreifen, oder auf Elemente in der Tumormikroumgebung 

einzuwirken (Blakeley und Plotkin 2016). Bislang konnte noch kein Medikament 

alle Phasen einer klinischen Studie durchlaufen und hierbei eine signifikante 

Wirksamkeit zeigen (Kraniak et al. 2018). Allerdings zeigte kürzlich der MEK-

Inhibitor Selumetinib in einer Phase I Studie vielversprechende Erfolge (Dombi 

et al. 2016). Viele weitere Studien sind noch nicht abgeschlossen (Blakeley und 

Plotkin 2016, National Library of Medicine 2019). 

1.1.2.3 Maligne periphere Nervenscheidentumore 

Bei MPNSTs handelt es sich um seltene maligne Tumore, mit lokal-invasivem 

Wachstum, weitläufiger Metastasierung und einer schlechten Prognose (Le 

Guellec et al. 2016). 

Die Tumore leiten sich von Zellen der peripheren Nervenscheiden ab und gehen 

somit in der Regel aus einem peripheren Nerven oder dem extraneuralen 

Weichteilgewebe hervor. Zudem weisen sie meist Anzeichen einer Schwannzell- 

oder Perineuralzelldifferenzierung auf (Reuss et al. 2016). MPNSTs können 

histopathologisch bezüglich Ihrer Entwicklung eine ausgeprägte Heterogenität 

aufweisen (Rodriguez et al. 2012). So können neben dem überwiegend 
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vorliegenden ‚spindelzelligen‘ MPNST auch MPNSTs mit andersartiger 

Differenzierung auftreten, beispielsweise epitheloide MPNST, glanduläre 

MPNST, maligne Tritontumore oder MPNSTs mit osteosarkomatöser, 

chondrosarkomatöser oder angiosarkomatöser Differenzierung (Antonescu et al. 

2013a). Ein Grading der Tumore ist auf Grund dieser Divergenz schwierig, man 

spricht jedoch in etwa 85 % der Fälle von ‚high-grade‘ Tumoren (Rodriguez et al. 

2012), welche in der Regel mit einer sehr schlechten Prognose verbunden sind 

(Le Guellec et al. 2016). 

Auch wenn MPNSTs zu den seltenen malignen Tumoren zählen und nur 

etwa 5 % aller Weichteilsarkome ausmachen (Antonescu et al. 2013a), nehmen 

Sie bei NF1-Patienten eine besondere Rolle ein, da etwa 50 % der 

diagnostizierten MPNSTs mit einer NF1-Erkrankung assoziiert sind (Reuss et al. 

2016). MPNSTs entstehen bei NF1-Patienten in der Regel aus vorbestehenden 

plexiformen Neurofibromen (Ferner und Gutmann 2002) und das 

Lebenszeitrisiko liegt hier bei 6-13 % (Evans et al. 2002, McCaughan et al. 2007). 

Damit handelt es sich um das häufigste Malignom bei Patienten, die an einer NF1 

erkrankt sind (Brems et al. 2009). Zudem können sich diese Malignome 

grundsätzlich in jedem Alter ausbilden, bei NF1-Patienten treten sie jedoch 

häufiger in jüngeren Jahren auf (Evans et al. 2002, Widemann 2009). 

Trotz multimodaler Therapie kommt es nach einer chirurgischen Exzision häufig 

zu lokalen Rezidiven und ebenso häufig zu einer Fernmetastasierung (in 

einzelnen Studien in etwa 40 % der Fälle) (Ducatman et al. 1986, Zou et al. 

2009). Metastasen treten meist in der Lunge, aber beispielsweise auch in Leber, 

Gehirn, Knochen oder dem Weichteilgewebe auf (Ducatman et al. 1986). Die 

ermittelte 5-Jahre-Überlebensrate variiert zwischen 16 % und 35 % bei Patienten 

mit NF1 und liegt bei sporadischen MPNSTs etwas höher, bei etwa 50 % 

(Ducatman et al. 1986, Evans et al. 2002, Le Guellec et al. 2016). 

Diagnostik eines MPNSTs 

Eine frühzeitige Diagnose kann helfen, die Prognose eines MPNSTs zu 

verbessern (Mautner et al. 2003). Klinisch präsentiert sich ein MPNST bei NF1-

Patienten meist als eine rasche Größenzunahme eines Neurofibroms, 

dauerhafter Schmerz, Konsistenzänderung des Tumors von weich nach hart oder 

unklaren neurologischen Defiziten (Ferner und Gutmann 2002). Dies können 



Einleitung 

15 

 

jedoch auch Symptome eines aktiven gutartigen pNFs sein (Tovmassian et al. 

2016). Lange galt eine Biopsie-Entnahme aus der suspekten Läsion und eine 

histopathologische Untersuchung der Probe zur definitiven Diagnosefindung als 

notwendig (Mautner et al. 2008). Doch auch diese Diagnostik gestaltet sich bei 

MPNSTs als schwierig, denn bislang gibt es keine pathognomischen 

immunhistochemischen oder molekularen Untersuchungen zur sicheren 

Abgrenzung gegenüber anderen Sarkomen (Farid et al. 2014).  

Aktuellere Studien untersuchten die Rolle der Flour-Desoxy-Glukose Positronen-

Emissions-Tomographie in Kombination mit einer Computertomographie 

(¹⁸FDG-PET/CT) als nicht-invasive Methode zur Differenzierung gutartiger pNFs 

von malignen Veränderungen (Ferner et al. 2000). Verschiedene Studien zeigten 

für diese Methode eine Sensitivität von 90-95 % bei einer Spezifität von 85-95 % 

und einem negativ prädiktiven Wert von 95-100 % (Ferner et al. 2008, Salamon 

et al. 2015). Daraufhin schlussfolgerten Simsek und Kollegen, dass eine Biopsie-

Entnahme in Läsionen, die im FDG-PET/CT als benigne eingestuft werden, zur 

Differenzialdiagnose von pNFs und MPNSTs nicht nötig sei (Simsek et al. 2019). 

Therapie bei MPNSTs 

Der bislang einzige kurative Therapieansatz für Patienten mit einem MPNST ist 

eine radikale Exzision des Tumors mit ausreichendem Sicherheitsabstand (Dunn 

et al. 2013). Eine adjuvante Strahlentherapie wird zudem zur lokalen Kontrolle 

des Tumors empfohlen (Wong et al. 1998, Ferner und Gutmann 2002), ein 

Einfluss auf das Langzeit-Überleben konnte jedoch nicht gefunden werden (Kahn 

et al. 2014). Auch die Chemosensitivität von MPNSTs ist gering, so wurde bislang 

auf verschiedene Chemotherapeutika bestenfalls ein Ansprechen von 20-30 % 

gefunden (Higham et al. 2017, Ferner und Gutmann 2002).  

Auf Grund dieser unbefriedigenden Therapiemöglichkeiten wurde vielfach 

versucht, gezielte Krebstherapien (engl. targeted therapies) zu entwickeln. 

Bisherige klinische Studien erbrachten jedoch keinen signifikanten Erfolg (Farid 

et al. 2014). 
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1.1.3 Genetik und Ätiopathogenese der NF1 und ihrer Merkmale 

Durch Erkenntnisse bezüglich der Mutationen des NF1-Gens und der Funktionen 

des NF1-Genprodukts Neurofibromin konnten bereits große Fortschritte im 

Verständnis der Entstehung der NF1 und deren Merkmale gewonnen werden 

(Gutmann et al. 2017). Somit wird im Folgenden ein kurzer Einblick in die 

Genetik, Ätiologie und die Pathogenese der NF1 und ihrer Merkmale gegeben. 

Allgemeine Genetik 

Die NF1 wird autosomal-dominant (Huson et al. 1988, Rodenhiser et al. 1991, 

Poyhonen et al. 2000) mit vollständiger Penetranz vererbt (Riccardi und Lewis 

1988, Huson et al. 1989, Rodenhiser et al. 1991). Es lässt sich jedoch lediglich 

bei etwa der Hälfte der Patienten eine positive Familienanamnese finden, die 

übrigen 50 % der Fälle beruhen auf einer Neumutation des Gens (Clementi et al. 

1990, Littler und Morton 1990, Poyhonen et al. 2000). Aus dieser hohen Anzahl 

von Spontanmutationen lässt sich eine Mutationsrate von 4,4 - 6,5 * 10-5 

Gameten pro Generation ermitteln (Sergeyev 1975, Clementi et al. 1990, 

Poyhonen et al. 2000), wobei es sich um eine der höchsten bekannten 

Mutationsraten einer hereditären menschlichen Erkrankungen handelt (Huson et 

al. 1989, Lee und Stephenson 2007, Wallis et al. 2018). 

Tumorsuppressor-Gen NF1 

Schon vor drei Jahrzehnten wurde das NF1-Gen, welches bei Mutationen die 

NF1 verursacht, auf Chromosom 17 lokalisiert (Barker et al. 1987, Seizinger et 

al. 1987) und im Laufe der Zeit ließ sich der Genlocus auf die Region 17q11.2 

eingrenzen (Fountain et al. 1989, Goldgar et al. 1989, O'Connell et al. 1989, Shen 

et al. 1996). Daraufhin konnte auch das NF1-Gen identifiziert werden (Cawthon 

et al. 1990, Viskochil et al. 1990, Wallace et al. 1990, Gutmann und Collins 1993). 

Es erstreckt sich über 350 Kilobasen (kb) des Genoms (Marchuk et al. 1991, 

Shen et al. 1996) und codiert für eine 11-13 kb große Botenribonukleinsäure 

(engl.: messenger ribonucleic acid (mRNA)) (Viskochil et al. 1990, Wallace et al. 

1990, Suzuki et al. 1992, Shen et al. 1996). 

Neurofibromin 

Das NF1-Genprodukt, Neurofibromin, ist ein großes Protein, bestehend aus 

2818 Aminosäuren (Marchuk et al. 1991, Viskochil et al. 1993). Es wird ubiquitär 
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exprimiert (Gutmann et al. 1991, Ferner et al. 2007), wurde jedoch in großen 

Mengen im zentralen Nervensystem (ZNS), insbesondere in Neuronen, 

Oligodendrozyten und Astrozyten, sowie im peripheren Nervensystem (PNS) in 

nicht-myelinisierenden Schwann-Zellen und kleinen unmyeliniserten 

Nervenfasern gefunden (Daston et al. 1992, Gottfried et al. 2010).  

 

Wie es bei großen Genen häufig der Fall ist, wurden Isoformen des NF1-

Genprodukts beschrieben, welche durch alternatives Splicing entstehen (Yap et 

al. 2014). Diese unterscheiden sich nicht nur in ihrer Expression in verschiedenen 

Geweben, sondern auch funktionell voneinander (Trovó-Marqui und Tajara 

2006). Bislang sind die Isoform-spezifischen Eigenschaften und deren 

Regulation nur unvollständig erforscht (Cui und Morrison 2019). 

 

Auch die Funktionen von Neurofibromin sind noch nicht vollständig verstanden. 

Es scheint jedoch eine Rolle in verschiedenen Signalwegen menschlicher Zellen 

zu spielen (Trovó-Marqui und Tajara 2006) und nimmt die Funktion eines 

Tumorsuppressors ein (Banerjee und Verma 2007).  

 

So wurde schon bald nach der Identifikation des NF1-Gens herausgefunden, 

dass Teile des Neurofibromins einen hohen Grad an Homologie zur Familie der 

Ras GTPase-aktivierenden Proteine (GAP) aufweisen (Xu et al. 1990b, Buchberg 

et al. 1990). Diese katalysieren die Konversion der Ras Proteine von ihrer 

aktiven, Guanosintriphosphat(GTP)-gebundenen Form in ihre inaktive 

Guanosindiphosphat(GDP)-gebundene Form (Hayes et al. 2014).  

Im Folgenden konnte nachgewiesen werden, dass dieser Anteil des 

Neurofibromins, welcher auch als GAP-related domain (GRD) bezeichnet wird, 

funktionell ebenso wie die GAPs eine Ras GTPase-stimulierende Wirkung besitzt 

(Ballester et al. 1990, Martin et al. 1990, Xu et al. 1990a). Eine Funktion des 

Neurofibromin stellt somit die Herabregulierung der p21-ras Aktivität dar (Trovó-

Marqui und Tajara 2006).  

 

Ras Proteine fungieren als Regulatoren verschiedener zytoplasmatischer 

Signalwege (s. Abbildung 1, S. 18) und beeinflussen eine Vielzahl biologischer 

Prozesse, insbesondere Zellproliferation, -überleben und -differenzierung (Hayes 

et al. 2014). 
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Abbildung 1: Schema der intrazellulären Signalwege welche Neurofibromin 
beeinflusst  
Neurofibromin moduliert zum einen die Adenylatzyklase (engl.: adenylate cyclase, AC)-
zyklisches Adenosinmonophosphat(cAMP)-Signalkaskade durch bislang unbekannte 
Mechanismen (links oben) und fungiert zudem als negativer Regulator der Ras-
vermittelten Signaltransduktion (rechts). Ein wichtiger Effektorweg der Ras Proteine führt 
über die ‚Ras activated factor‘(Raf)/‘mitogen activated extracellular signal regulated 
kinase‘(MEK)/‘extrazellulär signalregulierte Kinase‘(ERK) Signalkaskade, wodurch 
insbesondere die Zellproliferation reguliert wird. Ein anderer Signalweg, den Ras 
Proteine beeinflussen ist der ‚Phosphatidylinositol-3-Kinase(PI3K)/‚mammalian target of 
rapamycin‘(mTOR)-Signalweg, über den die Proliferation, Differenzierung und 
Vermehrung von Zellen reguliert wird.  
ATP = Adenosintriphosphat; PKA = Proteinkinase A; RSK = Ribosomal S6 Kinases; Akt 
= eine Proteinkinase B; TSC1/2 = Tuberous sclerois proteins 1/2; Rheb = Ras homolog 
enriched in brain. 
Vereinfacht nach: Kehrer-Sawatzki und Mautner, S. 526 (Kehrer-Sawatzki und Mautner 
2009). 
 

Doch wie in Abbildung 2 (S. 19) sichtbar, nimmt die GRD nur einen geringen 

Anteil des Neurofibrominmoleküls ein. Die Architektur des NF1-Gens wurde mit 

der Zeit auf andere funktionelle Domänen untersucht (Isakov et al. 2018) und es 

wurden neben der GRD verschiedene andere Domänen (s. Abbildung 2, S. 19) 

identifiziert (Brossier und Carroll 2012). 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der funktionellen Domänen von 
Neurofibromin mit Angabe ihrer Aminosäuren-Position. 
Neurofibromin enthält verschiedene bislang bekannte funktionelle Domänen, dazu 
gehören die Cystein-/Serin-reiche Domäne (CSRD), die Tubulin-bindende Domäne 
(TBD), die GAP-related domain (GRD), die Sec14p-ähnliche Domäne (NF1-Sec), die 
Plextrin-homologe Domäne (NF1-PH) und die Syndecan-bindende Domäne (SBD). 
Quellen: Welti et al. 2008, Ratner und Miller 2015, Brossier und Carroll 2012, Wallis et 
al. 2018. 
 

Es wird vermutet, dass die Tubulin-bindende Domäne (TBD) durch eine Bindung 

an Tubulin (Bollag et al. 1993) und die Cystein-/Serin-reiche Domäne (CSRD) 

durch eine Phosphorylierung durch die Proteinkinase A (PKA) (Izawa et al. 1996) 

bzw. die Proteinkinase C (PKC) (Mangoura et al. 2006) die Fähigkeit der Ras-

Regulation von Neurofibromin beeinflussen (Bollag et al. 1993, Mangoura et al. 

2006, Brossier und Carroll 2012). Des Weiteren wurde herausgefunden, dass die 

Sec14p-ähnliche Domäne (NF1-Sec) Glycerophospholipide bindet (Aravind et al. 

1999, D'Angelo et al. 2006, Welti et al. 2007) und die Plextrin-homologe Domäne 

(NF1-PH) mit NF1-Sec zu interagieren scheint (D'Angelo et al. 2006, Welti et al. 

2007). Die funktionelle Signifikanz dieser Phospholipidbindung und die 

Funktionen der weiteren im Schaubild genannten Domänen sind zum aktuellen 

Zeitpunkt unklar (Brossier und Carroll 2012). 

 

Ein weiterer Signalweg, den Neurofibromin beeinflusst, ist die 

Adenylatzyklase (AC) - Cyclische Adenosinmonophosphat (cAMP) – 

Signalkaskade (Yap et al. 2014). Wie genau diese Modulation funktioniert ist 

bislang unklar (Coover et al. 2018). So wurde zunächst eine Regulation der 

AC-Aktivität durch Neurofibromin in Drosophila (Guo et al. 1997) und im Verlauf 

auch bei Säugetieren nachgewiesen (Tong et al. 2002, Dasgupta et al. 2003). In 

aktuelleren Studien wurde zudem gezeigt, dass die cAMP Homöostase im Gehirn 

Ras-abhängig reguliert werden kann. Dies geschieht über Aktivierung der 

Proteinkinase C zeta (PKCζ) und Modulation des Gαs-Protein gekoppelten 

Rezeptors, welcher die AC aktiviert (Anastasaki und Gutmann 2014). 

Verschiedenen Studien zufolge scheint cAMP eine wichtige Rolle für  

Lernprozesse und das Gedächtnis zu spielen (Yap et al. 2014) und ist als Second 
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Messenger an einer Vielzahl intrazellulärer Signalübermittlungen beteiligt 

(Frezza et al. 2018). 

 

Auch durch eine Erforschung der Proteine welche mit Neurofibromin interagieren, 

können die Funktionen dieses komplexen Proteins besser verstanden werden 

(Welti et al. 2008). In den vergangenen Jahren konnten neben den oben 

genannten Proteinen Ras und Tubulin und den Enzymen AC und PKA bzw. PKC 

eine Vielzahl von weiteren Neurofibromin - Interaktionspartnern gefunden werden 

(Scheffzek und Welti 2012). Hierzu gehören beispielsweise das Caveolin-1 

(Boyanapalli et al. 2006), die Syndekane (Hsueh et al. 2001), die Fokale 

Adhäsionskinase (Kweh et al. 2009), das Kinesin-1 (Hakimi et al. 2002) und das 

Amyloid-Precursor-Protein (De Schepper et al. 2006). 

 

Zusammengefasst kann demnach eine Reduktion beziehungsweise der 

komplette Verlust von Neurofibromin zu einer gesteigerten Zellproliferation und 

zu verändertem Zellüberleben führen und somit zur Tumorgenese beitragen. Die 

Ergründung weiterer Funktionen des Neurofibromins ist Bestandteil der aktuellen 

Forschung. 

Mutationen und Verlust der Heterozygotie 

In der Literatur werden zahlreiche verschiedene Mutationen im NF1-Gen 

beschrieben (Cooper et al. 2017), doch es wurde nahezu kein Zusamenhang 

zwischen den jeweiligen Mutation und einer klinischen Ausprägung der 

Erkrankung gefunden (Shen et al. 1996). Es konnte nur in wenigen Einzelfällen 

eine Genotyp-Phänotyp-Korrelation hergestellt werden (Trovó-Marqui und Tajara 

2006). 

Zunächst wurde vermutet, dass die Ausprägung der klinischen Merkmale bei NF1 

ausschließlich der „Two-hit-Hypothese“ nach Knudson folgen würde, nach der 

eine Kombination von genetischen Veränderungen zur Tumorgenese führt 

(Knudson 1971, Eisenbarth et al. 2000, Gottfried et al. 2006). Dieser Vermutung 

lag die Erkenntnis zugrunde, dass die primäre Mutation des NF1-Gens einer 

Keimbahnmutation entspricht, die in allen Zellen des betroffenen Individuums 

vorkommt (Gutmann und Collins 1993). Es konnte gezeigt werden, dass für die 

Ausprägung verschiedener klinischer Merkmale, neben der primären 

Keimbahnmutation, eine somatische Mutation in einer bestimmten Zelle nötig ist, 
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also tatsächlich in einzelnen Zellen eine biallelische Inaktivierung des NF1-Gens 

vorliegt (Yap et al. 2014). Diese konnte beispielsweise bei der Entwicklung von 

Neurofibromen (Colman et al. 1995, Serra et al. 1997, Sawada et al. 1996, Kluwe 

et al. 2007), in Zellen von CALs (De Schepper et al. 2008, Freret et al. 2018) und 

bei der Entstehung von NF1-assoziierten malignen Tumoren gezeigt werden (Xu 

et al. 1992, Legius et al. 1993, Cichowski und Jacks 2001).  

Im Verlauf wurde die initiale Hypothese jedoch erweitert, da gezeigt werden 

konnte, dass einige der Manifestationen der NF1 zwar auf einer biallelischen 

Inaktivierung des NF1-Gens beruhen, andere jedoch eine Haploinsuffizienz für 

NF1 und wieder andere modifizierende Faktoren zur Merkmalsausprägung 

benötigen (Gutmann et al. 2017). 

Ursprungszellen der Merkmalsausprägung 

Wie bereits zu Beginn der Einleitung erwähnt (s. S. 2) betrifft die NF1 

überwiegend die Haut und das Nervensystem, sowie die Augen und das 

Skelettsystem (Rosser 2018). Bei vielen Merkmalen der NF1 wurde eine 

biallelische Inaktivierung des NF1-Gens in einzelnen Zellen nachgewiesen (vgl. 

Unterkapitel „Mutationen und Verlust der Heterozygotie“, S. 20). Bei diesen von 

Mutationen betroffenen Zellen handelt es sich überwiegend um Schwannzellen 

(Buchstaller et al. 2012) und Melanozyten (De Schepper et al. 2008), also Zellen 

die von der Neuralleiste abstammen.  

Abbildung 3: Schematische Darstellung einiger der 
Zellarten, welche aus Neuralleistenzellen hervorgehen. 
Aus dem Englischen übersetzt nach: Butler und Bronner, S.136 
(Butler und Bronner 2015). 
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Die Zellen der Neuralleiste entstehen im Rahmen der Embryonalentwicklung. Sie 

sind in der Lage, sich zu einer Vielzahl verschiedener Zellarten zu entwickeln und 

haben teilweise das Potential zur Selbsterneuerung (Crane und Trainor 2006).  

 

Wie in Abbildung 3 (S. 21) dargestellt, gibt es viele verschiedene 

Entwicklungswege einer Neuralleistenzelle (Butler und Bronner 2015). Sie 

migrieren im Embryo zu spezifischen Regionen und es findet eine 

Differenzierung zu spezialisierten Zellen – beispielsweise den Melanozyten oder 

Schwannzellen – statt (Kipanyula et al. 2014).  

 

Die Entwicklung der Schwannzellen durchläuft dabei, wie in Abbildung 4 (S. 22) 

dargestellt, im Wesentlichen zwei Zwischenstufen: die Schwannzell-Vorläufer 

und die unreifen Schwannzellen (Kipanyula et al. 2014). Schlussendlich 

differenzieren die unreifen Schwannzellen zum Zeitpunkt der Geburt zu 

myelinisierenden oder nicht-myelinisierenden Schwannzellen (Woodhoo und 

Sommer 2008). Doch auch im adulten Organismus bewahren Schwannzellen 

eine Plastizität. So kann eine reife Schwannzelle im Falle einer Nervenverletzung 

zu einer Reparatur-Schwannzelle dedifferenzieren und damit entscheidend zu 

Reparaturprozessen beitragen (Jessen et al. 2015). 

 

 
Abbildung 4: Darstellung der Schwannzell-Entwicklung.  
Schwannzellen stammen von Neuralleistenzellen ab. Bei der Entwicklung zu reifen 
Schwannzellen werden im Rahmen der Embryonalentwicklung im Wesentlichen zwei 
Zwischenstufen durchlaufen. Die Schwannzell-Vorläufer-Zelle, welche sich zudem auch 
zu Melanozyten, endoneurialen Fibroblasten usw. entwickeln kann und die unreife 
Schwannzelle. Die myelinisierende Schwannzelle und die nicht-myelinisierende 
Schwannzelle können sich im Falle einer Nervenverletzung zu Reparatur-Schwanzellen 

dedifferenzieren (→).  
Aus dem Englischen Übersetzt nach: Jessen und Kollegen, S. 2 (Jessen et al. 2015).  
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1.2 Untersuchte Antigene 

Zur pathologischen Diagnostik wird unter anderem die Immunhistologie genutzt. 

Dies ist eine effiziente Methode zur Darstellung von Proteinen oder anderen 

Strukturen in der feingeweblichen Untersuchung von Gewebeproben. Dabei 

erfolgt der immunhistochemische Nachweis dieser Strukturen über Antigen-

Antikörper-Reaktionen, welche mittels farblicher Markierung sichtbar gemacht 

und im Anschluss mit dem morphologischen Bild verglichen werden (Hantschke 

und Palmedo 2015). 

Im Folgenden werden die Zellarten und Proteine aufgeführt, welche in der 

vorliegenden Studie genauer untersucht wurden und mögliche Antikörper zur 

immunhistochemischen Darstellung dieser Antigene erläutert. 

1.2.1 Zelltypspezifische Marker 

Zur Identifikation verschiedener Zellarten im Neurofibrom wurden 

unterschiedliche immunhistochemische Marker verwendet.  

 

Tabelle 4: Übersicht der Zelltypen in Neurofibromen sowie der 
zelltypischen Antigene, die mittels Immunhistochemie nachgewiesen 
werden. 
Die hervorgehobenen Antigene wurden für die vorliegende Untersuchung mittels 
Immunhistochemie nachgewiesen. 

Zellart Zelltypische Antigene 

Schwannzellen 
S100, NGFR, CD57, MBP, (saures 
Gliafaserprotein) 

Perineuralzellen EMA, NGFR, GLUT1, Claudin-1 

Fibroblasten 
CD90, CD73, CD105, CD71, CD91, CD44, 
beta-integrin CD49b usw. 

Mastzellen 
Mastzell-Tryptase, CD43, CD45 (LCA), CD68, 
CD117 (C-KIT) 

Axone NF, NGFR, Synaptophysin 

Myelinisierende Schwannzellen MPZ, MBP, Sox10, S100, Krox20 

Abkürzungen: S100 = S-100 Calcium-bindendes Protein; NGFR = Nerven Wachstumsfaktor 
Rezeptor; CD = ‚Cluster of Differentiation‘; MBP =Myelinprotein, basisches; 
EMA = Epitheliales Membranantigen; GLUT1 = Glukose-Transporter 1; LCA = ‚Leukocyte 
Common Antigen‘; NF = Neurofilament; MPZ = Myelin Protein zero; Sox10 = SRY-box 
Transkriptionsfaktor 10 

Quellen: Hantschke und Palmedo 2015, Lupatov et al. 2015, Nilforoushzadeh et al. 2017, Liu et 
al. 2015 
 

Wie im Unterkapitel „Histopathologie der peripheren Nervenscheidentumore“ 

(S. 9) beschrieben, beinhalten Neurofibrome neben den Schwannzell-artigen 
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Tumorzellen überwiegend nicht tumoröse Perineuralzellen, sowie Fibroblasten, 

Endothelzellen, Mastzellen und residuale - teils bemarkte - Axone (Stemmer-

Rachamimov und Nielsen 2012). 

 

Tabelle 4 (S. 23) gibt eine kurze Übersicht über die Antigene, welche mittels IHC 

zur Darstellung bestimmter Zelltypen genutzt werden können. Die Antigene, die 

für diese Untersuchung ausgewählt wurden, sind in der Tabelle hervorgehoben. 

 

Zur immunhistologischen Darstellung der Schwannzell-artigen Tumorzellen in 

Neurofibromen kann S-100 markiert werden (Stefansson et al. 1982). Der S100B 

Typ wird normalerweise in Astrozyten und Schwannzellen und unter 

pathologischen Bedingungen von fast allen Nervenscheidentumoren exprimiert. 

Allerdings zeigt sich bei MPNSTs (siehe auch Kapitel 1.1.2.3, S. 13) nur in 50 % 

der Fälle eine meist schwache oder fokale Anfärbung (Kuberappa et al. 2016). 

Des Weiteren kann zur Visualisierung von Perineuralzellen das Epitheliale-

Membranantigen (EMA) nachgewiesen werden (Hantschke und Palmedo 2015). 

Neben der Präsenz von EMA in verschiedenen Epithelien, konnte im peripheren 

Nerven eine spezifische Expression in Perineuralzellen gezeigt werden 

(Perentes et al. 1987). 

Fibroblasten lassen sich mit Hilfe des Oberflächenproteins CD90 (engl.: cluster 

of differentiation 90), auch Thy-1 (engl. Thymocyte differentiation antigen 1) 

genannt, darstellen. Dieser Marker wird meist zur Identifikation von 

hämatopoetischen oder stromalen Stammzellen genutzt, wird aber beim 

Menschen zudem beispielsweise in Neuronen, Fibroblasten und glatten 

Muskelzellen exprimiert (Bradley et al. 2009). 

Tryptase, Typ AA1, ist ein vorherrschend in Mastzellen vorkommendes Enzym 

und damit hoch spezifisch für die immunhistochemische Mastzell-Markierung 

(Walls et al. 1990). 

Eine Darstellung residualer Axone in Neurofibromen kann mit Hilfe von 

Antikörpern gegen Neurofilament (NF) erfolgen (Zhu et al. 2015). 

Um zudem myelinisierende von nicht-myelinisierenden Schwannzellen zu 

unterscheiden, können die myelinisierenden Schwannzellen mit Protein zero 

(MPZ) - einem Myelinscheiden-spezifischen Strukturprotein - markiert werden 

(Liu et al. 2015). 
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1.2.2 Desert Hedgehog Signalmolekül 

Desert Hedgehog (DHH) ist ein Gen, welches das gleichnamige Signalmolekül 

Desert Hedgehog Protein codiert (Pereira et al. 2014). Hierbei handelt es sich um 

ein Mitglied der Hedgehog Familie, die bei Säugetieren aus Sonic Hedgehog 

(SHH), Indian Hedgehog (IHH) und DHH besteht (Sauvage 2010). Diese 

Signalmoleküle spielen eine wichtige Rolle in der embryonalen Entwicklung und 

der adulten Gewebehomöostase. So kann eine Dysregulation des Hedgehog-

Signalwegs zu verschiedenen kongenitalen Syndromen oder 

Krebserkrankungen führen (Briscoe und Thérond 2013).  

Der Hedgehog-Signalweg 

Der Hedgehog-Signalweg (s. Abbildung 5, S. 26) ist in seiner Regulation und 

seinen Interaktionen bislang noch nicht vollständig verstanden (Kong et al. 2019).  

Bekannt ist, dass die Hedgehog-Proteine an die Rezeptoren Patched (PTCH) 1 

oder 2 binden und dadurch Smoothened (SMO) aktivieren. Nachfolgend wird die 

Hedgehog-Aktivität durch die Transkriptionsfaktoren Gli-Zinkfingerprotein 1, 2 

und 3 (Gli1, Gli2 und Gli3) vermittelt (Hui und Angers 2011). 

Über 100 Zielgene der Gli-Transkriptionsfaktoren konnten bislang identifiziert und 

ihre Regulation durch den Hedgehog-Signalweg gezeigt werden (Lee et al. 

2010). Einige dieser Zielgene tragen zur Regulation der Zellproliferation, der 

Spezifizierung von Zellen und der Apoptose, sowie der Kontrolle von 

Stammzellen bei. Der Hedgehog-Signalweg spielt dadurch in der Tumorgenese 

einiger maligner Tumore eine wichtige Rolle (Hui und Angers 2011). 
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Abbildung 5: Hedgehog Signalweg  
Die verschiedenen Mitglieder der Hedgehog Familie SHH, IHH und DHH leiten die 
Signalübertragung des Hedgehog/Gli-Signalweges durch Bindung an die Rezeptoren 
Patched 1 oder Patched 2 (PTCH1/PTCH2) ein. In Abwesenheit der Hedgehog-
Signalproteine hemmen PTCH1/PTCH2 das membranständige Protein Smoothened 
(SMO), welches zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gehört, durch 
bislang unbekannte Mechanismen. Durch Bindung von Hedgehog an PTCH1/PTCH2 
erfolgt eine Derepression von SMO und dessen Translokation in die Plasmamembran 
von Zilien. Die Aktivierung von SMO führt durch eine Downstream-Signaltransduktion 
zur Dissoziation der Gli-Zinkfingerproteine (Gli1, Gli2 und Gli3) von dem Hedgehog-
Signalweg Regulator ‚Suppressor of Fused Homolog‘ (SUFU) und dem Zilien-
assoziierten Protein ‚Kinesin Family Member 7‘ (KIF7). Die Proteine SUFU und KIF7 
isolieren in Abwesenheit von Hedgehogs die Gli-Proteine und induzieren deren 
Verarbeitung zu Transkriptionsrepressoren oder markieren sie für den Proteinabbau. Die 
Smo-vermittelte Aktivierung der Gli-Proteine führt nach Translokation in den Zellkern zur 
Transkription der Zielgene des Hedgehog-Signalweges.  
Verschiedene Regulationsmechanismen des Signalweges wurden zur besseren 
Übersicht nicht aufgeführt. Vereinfacht nach: Raju und Kollegen (Raju et al. 2011), 
NetSlim; modifiziert nach: Kong und Kollegen (Kong et al. 2019). 
 

Expression und Funktionen von Desert Hedgehog 

Bei Säugetieren konnte gezeigt werden, dass die drei Mitglieder der Hedgehog 

Familie verschiedene Funktionen im Organismus einnehmen, was sich auch in 

ihrem unterschiedlichen Expressionsmuster zeigt (Pereira et al. 2014). So wurde 

eine Expression von DHH insbesondere in den männlichen Gonaden und im 

peripheren Nerven gezeigt (Bitgood und McMahon 1995), während 
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beispielsweise morphogene Ereignissen im ZNS in erster Linie im 

Zusammenhang mit SHH stehen (Alvarez et al. 2011).  

 

Im PNS zeigt sich eine DHH-Expression insbesondere in myelinisierenden 

Schwannzellen (Parmantier et al. 1999, Sharghi-Namini et al. 2006).  

Funktionell nimmt es zum einen bei der Entwicklung und Organisation der 

peripheren Nervenscheide eine wichtige Rolle ein. So fanden sich in 

DHH -/- Nerven im Mausmodell ein ausgedünntes Perineurium und eine 

Reduktion des Kollagens im Epineurium (Parmantier et al. 1999). Auch eine 

Beteiligung am normalen Myelinisierungsprozess in der Nervenentwicklung 

wurde nachgewiesen (Yoshimura und Takeda 2012). Zudem konnte an murinen 

DHH -/- Nerven die essenzielle Beteiligung von DHH an der strukturellen und 

funktionalen Integrität des gesamten peripheren Nervens gezeigt werden, da hier 

verschiedene Veränderungen, sowohl in myelinisierten, als auch in nicht-

myelinisierten Nervenfasern beobachtet wurden (Sharghi-Namini et al. 2006).  

Zum anderen konnte eine DHH-Expression im reifen Nerven gezeigt werden 

(Bajestan et al. 2006). Hier wurde eine Beteiligung von DHH bei der 

Aufrechterhaltung der Myelinisierung nachgewiesen. So bewirkte in einem in-

vitro-Modell einer chronischen Nerven-Kompressions-Verletzung eine DHH-

Blockade eine gesteigerte Demyelinisierung und die exogene Zufuhr von DHH 

konnte diese aufhalten (Jung et al. 2015). 

Auch wird dem Hedgehog-Signalweg eine besondere Bedeutung zur 

Aufrechterhaltung einer Barriere zum Schutze der im Nerven herrschenden 

Mikroumgebung, die aus endoneuralen Blutgefäßen und dem Perineurium 

besteht (Weerasuriya und Mizisin 2011), zugeschrieben. Zunächst wurde 

gezeigt, dass DHH -/- Nerven eine defekte Gewebe-Nerven-Barriere besitzen 

(Parmantier et al. 1999). Später wurde auch bei der Aufrechterhaltung der Blut-

Nerven-Barriere eine Beteiligung von DHH demonstriert, da in Zellkulturen durch 

eine Hemmung des Hedgehog-Signalweges eine Zerstörung eben dieser 

induziert wurde (Moreau et al. 2016, Chapouly et al. 2016). 

 

 



Einleitung 

28 

 

Desert Hedgehog in peripheren Nervenscheidentumoren 

In Bezug auf PNSTs wurde von Endo und Kollegen die Hypothese aufgestellt, 

dass der Hedgehog-Signalweg in die Tumorgenese von Neurofibromen involviert 

sein könnte (Endo et al. 2002b, Endo et al. 2002a, Endo et al. 2004). Es wurde 

mittels IHC eine PTCH-Expression in Tumorzellen von Neurofibromen und 

Perineuralzellen von pNFs gezeigt (Endo et al. 2002a), zudem konnte in den 

Tumorzellen von pNFs mittels IHC eine Gli1-Expression nachgewiesen werden, 

welche sich im Kontrollnerv nicht darstellen ließ (Endo et al. 2004). Auch in einer 

aus einem MPNST gewonnenen Zelllinie (Mash-1 Zelllinie) konnte mittels 

Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) und IHC eine 

Expression von DHH und seinen Rezeptoren PTCH1 und PTCH2 gezeigt werden 

(Endo et al. 2002b). Analog demonstrierten Levy et al anhand zweier großer RT-

PCR Studien eine Hochregulation von Gli1, DHH und PTCH2 (und SHH) in pNFs, 

die in nachfolgend daraus entstehenden MPNST wieder herabreguliert wurden. 

Hieraus schlossen die Autoren, dass eine Aktivierung des Hedgehog-Gli-

Signalweges sowohl bei der Entstehung von pNFs, als auch bei der malignen 

Transformation zu MPNSTs eine Rolle spielt (Lèvy et al. 2004a, Lèvy et al. 

2004b). 
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2. Arbeitshypothese und Fragestellung 

Ziel der vorliegenden Studie war es, die Ausbreitung primär intraneural 

wachsender plexiformer Neurofibrome bei Neurofibromatose Typ 1 zu 

untersuchen. Dies geschah vor dem Hintergrund der Beobachtung, dass es 

intraneurale Neurofibrome gibt, die im histologischen Schnitt ein invasives, 

kapselübergreifendes Wachstum zu zeigen scheinen. Ein 

kapselüberschreitendes Wachstum stellt bei vielen Tumorentitäten ein Zeichen 

der Dedifferenzierung, teils auch der Malignisierung dar. 

Der Übergang eines primär intraneural wachsenden plexiformen Neurofibroms 

zu einem diffus wachsenden plexiformen Neurofibrom ist so in der Literatur 

bislang noch nicht beschrieben. Es wurde folglich noch nicht untersucht, ob das 

kapselüberschreitende Wachstum von primär intraneural wachsenden 

plexiformen Neurofibromen eine Dedifferenzierung der Zellen und ggf. eine 

Malignisierung bedeutet. Um das Vorliegen einer Dedifferenzierung im Zuge des 

kapselüberschreitenden Wachstums zu überprüfen, sollte in der vorliegenden 

Studie getestet werden, ob bei Kapseldurchbruch ein Abfall eines 

Differenzierungsmarkers gemessen werden kann. 

Als mögliches Differenzierungsantigen wurde das Signalmolekül Desert 

Hedgehog Protein ausgewählt, da seine Expression in peripheren 

Nervenscheidentumoren nachgewiesen wurde (Endo et al. 2002b) und eine 

Beteiligung dieses Proteins an der Aufrechterhaltung der Struktur von 

Perineurium und Myelinscheide berichtet wurde (Parmantier et al. 1999, Jung et 

al. 2015, Sharghi-Namini et al. 2006). Die Darstellung von DHH erfolgte mittels 

Immunhistologie. 

 

Es ergibt sich folgende Fragestellung: 

• Gibt es eine Abnahme der Expression von DHH in invasiv wachsenden 

plexiformen Neurofibromen als Zeichen einer Dedifferenzierung? 

 

Zudem wurde nachfolgende Nebenfragestellung überprüft: 

• Welche Zellen in peripheren Nervenscheidentumoren exprimieren DHH? 
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3. Material und Methoden 

3.1 Material 

Im Folgenden werden die Gewebe, Substanzen und Geräte erläutert, welche in 

dieser Arbeit verwendet wurden. 

3.1.1 Patientenkollektiv 

Alle Patienten, die in dieser Studie eingeschlossen waren, erfüllen die 

diagnostischen Kriterien für NF1, die 1988 vom NIH erarbeitet wurden. Vor 

Beginn der Untersuchungen wurden alle Patienten-bezogenen Daten 

anonymisiert. Der gesamte Datensatz der klinischen Daten des 

Patientenkollektivs findet sich im Anhang in Tabelle A 2 (S. 125). 

Gewebeproben 

Aus dem Archiv des Instituts für Neuropathologie des Universitätskrankenhauses 

Hamburg-Eppendorf (UKE) wurden 151 als plexiform-diffuse Neurofibrome, 56 

als dermale Neurofibrome und 20 als MPNST diagnostizierte Gewebeproben, die 

mit NF1 assoziiert waren, entnommen. 

Die Proben waren zwischen 1997 und 2012 in der Klinik für Mund-Kiefer-

Gesichts-Chirurgie des UKE operativ entfernt und im Institut für Neuropathologie 

untersucht worden. Für die Routinediagnostik war jede paraffin-eingebettete 

Probe bereits histologisch mittels Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE) und 

immunhistochemisch mit Antikörpern gegen EMA, NF und S100 markiert worden. 

Diese Schnitte wurden verwendet und bei der Durchsicht der Fälle wurden die 

teilweise fehlenden Markierungen ergänzt. Zudem wurden die Paraffinblöcke der 

Gewebeproben für die weitere Untersuchung genutzt. 

Anhand der bereits markierten Gewebeschnitte konnten die Tumore in fünf 

verschiedene Gruppen unterteilt werden. Es wurden dermale Neurofibrome (1), 

von plexiformen Neurofibromen unterschieden, wobei diese noch in drei 

Untergruppen: plexiform-intraneurale (2), plexiform-kapselüberschreitende 

(3) und plexiform-diffuse (4) Neurofibrome unterteilt wurden, zudem wurden 

MPNSTs (5) abgegrenzt. In der Gruppe der dNFs wurde bei Auswahl der Proben 

darauf geachtet, dass der Tumoranteil gut vom gesunden Gewebe abgrenzbar 

ist. Bei den pNFs wurden in Gruppe 2 lediglich Proben mit komplett 
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angeschnittenen Faszikeln und intaktem Perineurium aufgenommen, bei Gruppe 

3 wurde explizit auf Regionen geachtet, in denen sich das Perineurium auflöst 

aber noch durchgehend vorhanden ist und bei Gruppe 4 sollte eine diffuse 

Gewebsinfiltration bestehen. Die MPNST sollten Malignitätskriterien wie 

beispielsweise eine deutlich erhöhte Mitose- und Proliferationsaktivität 

vorweisen. Zusätzlich wurde die Gruppe 2 der pNFs anhand des 

makroskopischen Befundes in nodulär-intraneurale oder langstreckig-plexiforme 

Tumore unterteilt. 

Stichprobe 

Somit wurde aus den gesichteten Gewebeschnitten für die weitere Untersuchung 

die folgende, in Tabelle 5 (S. 31) dargestellte, Stichprobe zusammengestellt.  

 

Tabelle 5: Stichprobe nach Tumortyp mit Unterscheidung zwischen Anzahl 
der untersuchten Proben und der Zahl der Patienten, denen die 
Gewebeproben entnommen wurden.  

Tumortyp 
Anzahl 
untersuchter 
Proben 

Anzahl 
untersuchter 
Patienten 

Dermale Neurofibrome 20 17 

Plexiform-intraneurale Neurofibrome 

- davon noduläres Wachstum 

- davon langstreckiges Wachstum 

14 

7 

7 

12 

5 

7 

Plexiform-kapselüberschreitende Neurofibrome 12 6 

Plexiform-diffuse Neurofibrome 20 17 

MPNST 17 17 

Summe 83 69 
 

Es wurden 20 Gewebeschnitte von dermalen Neurofibromen, 14 plexiform-

intraneurale Neurofibromen, 12 plexiform-kapselüberschreitende 

Neurofibromen, 20 plexiform-diffusen Neurofibromen und 17 MPNSTs 

ausgewählt. Die Untergruppe der plexiform-intraneuralen Neurofibrome konnte 

dabei in je 7 Proben nodulär-intraneuraler, bzw. langstreckig-plexiformer Tumore 

unterschieden werden. Von einigen Patienten wurden mehrere Proben 

entnommen, die einzeln untersucht wurden. 

Insgesamt wurden 83 Gewebeproben von 69 verschiedenen Patienten 

untersucht. Zur Anonymisierung der Patientendaten wurde für jede 

Gewebeprobe eine 4-stellige Proben-Identifikationsnummer (Proben-ID) 

vergeben. 
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Geschlechterverteilung 

In dieser Stichprobe stammten 49 Gewebeproben von 41 weiblichen und 34 

Proben von 28 männlichen Patienten. In die vorliegende Untersuchung 

eingeschlossen waren somit 59 % Frauen und 41 % Männer. Unterteilt nach 

Tumortyp ergibt sich eine Geschlechterverteilung wie in Abbildung 6 (S. 32) 

gezeigt. Es ergibt sich für die dNFs eine Verteilung von 76 % Frauen und 24 % 

Männern, für die plexiform-intraneuralen Neurofibrome waren 58 % Frauen 

und 42 % Männer eingeschlossen, für die plexiform-kapselüberschreitende 

Neurofibrome 33 % Frauen und 67 % Männer, für die plexiform-diffusen 

Neurofibrome 47 % Frauen und 53 % Männer und bei den MPNSTs stammten 

65 % der Proben von Frauen und 35 % von Männern. Für die Gesamtgruppe der 

pNFs ergab sich eine Verteilung von 49 % Frauen und 51 % Männer. 

 

 
Abbildung 6: Balkendiagramm der Geschlechterverteilung des 
Patientenkollektives, aufgelistet nach den verschiedenen Tumortypen. 
Dermal = Dermales Neurofibrom, Plex.-Intraneural = Plexiform-intraneurales 
Neurofibrom, Plex.-Ausbrechend = Plexiform-kapselüberschreitende Neurofibrom, 
Plex.-Diffus = Plexiform-diffuses Neurofibrom; Gesamtzahl der Patienten (n) = 69. 
 

Altersverteilung 

Zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme lag das Patientenalter zwischen 5 und 71 

Jahren. Für das Gesamtkollektiv aller Patienten (n = 69) ergab sich bei Operation 

ein mittleres Alter von 33,28 Jahren. 

Nach Tumortypen aufgelistet setzt sich die Altersverteilung zum Zeitpunkt der 

Operation wie in Abbildung 7 (S. 33) sichtbar zusammen. Es lässt sich für die 

dNFs (n = 17) ein mittleres Alter von 43,9 Jahren ermitteln, für die plexiform-

intraneuralen Neurofibrome (n = 12) von 21,2 Jahren, für die plexiform-

kapselüberschreitenden Neurofibrome (n = 6) von 22,5 Jahren, für die 

plexiform-diffusen Neurofibrome (n = 17) von 32,6 Jahren und in der Gruppe 
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der MPNSTs (n = 17) lag das mittlere Alter bei 35,7 Jahren. Auch hier wird der 

Tumor-Subtyp der plexiformen Neurofibrome in der vorliegenden Studie teils 

zusammen betrachtet, damit zeigte sich für die Gruppe der pNFs (n = 35) ein 

mittleres Alter von 26,9 Jahren. 

 

 
Abbildung 7: Balkendiagramm der Altersverteilung des 
Patientenkollektives nach Dekaden zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme, 
aufgelistet nach Tumortypen.  
Dermal = Dermales Neurofibrom, Plex.-Intraneural = Plexiform-intraneurales 
Neurofibrom, Plex.-Ausbrechend = Plexiform-kapselüberschreitendes Neurofibrom, 
Plex.-Diffus = Plexiform-diffuses Neurofibrom; Gesamtzahl der Patienten n=69. 
 

Tumorlokalisation 

Die untersuchten Gewebeproben wurden den Patienten operativ entfernt, dabei 

erfolgte die Entnahme aus verschiedensten Körperregionen. Zum Zwecke einer 

besseren Übersicht wurden die Lokalisationen als Kopf/Hals, Rumpf und 

Extremitäten zusammengefasst. Von den untersuchten PNSTs (n = 83) konnte 

bei 8 Proben (9,6 %) die Lokalisation anhand der vorhandenen Aufzeichnungen 

nicht ermittelt werden. Insgesamt wurden die meisten Proben mit 44 % aus dem 

Rumpf-Bereich (33/75) entnommen, gefolgt von 30,7 % aus den Extremitäten 

(23/75) und die wenigsten Proben entstammten mit 25,3 % aus dem Kopf/Hals-

Bereich (19/75). 

 

In Abbildung 8 (S. 34) wird die Korrelation zwischen Tumortyp und 

Tumorlokalisation verdeutlicht. Es zeigte sich, dass die in diese Studie 

eingeschlossenen dNF (n = 17) überwiegend aus dem Rumpfbereich und aus 

den Extremitäten entnommen wurden. Die plexiform-intraneuralen 

Neurofibrome (n = 14) stammten zumeist aus dem Kopf/Hals-Bereich und aus 

dem Rumpfbereich; die plexiform-kapselüberschreitenden Neurofibrome 
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(n = 12) vorwiegend aus dem Rumpfbereich und die plexiform-diffusen 

Neurofibrome (n = 19) aus den Extremitäten; während die MPNSTs vor allem 

im Rumpf-Bereich und in den Extremitäten lokalisiert waren. Für den Tumor-

Subtyp der pNF zusammengefasst (n = 45) stammten die Tumore etwa zu 

gleichem Anteil aus den drei Lokalisationen. 

 

 
Abbildung 8: Balkendiagramm der Tumortypen unterteilt nach 
Tumorlokalisation 
Hierbei wurde eine Unterscheidung zwischen verschiedenen Körperregionen (Kopf, 
Rumpf, Extremitäten) getroffen. Dermal = Dermales Neurofibrom, Plex.-Intraneural = 
Plexiform-intraneurales Neurofibrom, Plex.-Ausbrechend = Plexiform-
kapselüberschreitendes Neurofibrom, Plex.-Diffus = Plexiform-diffuses Neurofibrom; 
k.A. = keine Angaben;  
Gesamtzahl der untersuchten Proben n=83. 

3.1.2 Antikörper 

Tabelle 6 (S. 34) gibt einen Überblick über die Antikörper, welche zur 

Immunhistologischen Färbung verwendet wurden. 

 

Tabelle 6: Antikörper zur Immunhistologischen Färbung 

Antikörper Hersteller Bestellnummer Verdünnung 

Anti-Desert Hedgehog protein 
(DHH), Clone 19D7.2 

Millipore 04-967 1:75 

Anti-S100 Dako Z 0311 1:8000 

Epithelial Membrane Antigen 
(EMA) 

Dako M0613 1:200 

Anti-CD90/Thy1 Antibody 

[EPR3132] 
Abcam Ab92574 1:100 

Anti-Human Mast Cell Tryptase 

Clone AA1 
Dako M 7052 1:100 

Neurofilament Antibody (NF) Dako M0762 1:800 

Myelin Protein Zero Antibody Bioss BS-0337R 1:300 
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3.1.3 Reagenzien 

Tabelle 7 (S. 35) gibt einen Überblick über die verwendeten Reagenzien. 

 

Tabelle 7: Reagenzien 

Reagenz Hersteller Bestellnummer 

Aqua destillata (Aqua dest.) UKE, Apotheke  

EZ Prep™ Konzentrat (10x) 
Ventana Medical Systems, 
Roche 

05279771001 

Liquid Coverslip (LCS; predilute) 
Ventana Medical Systems, 
Roche 

05264839001 

Sodium Chloride Sodium Citrate 
buffer (SSC) Konzentrat (10x) 

Ventana Medical Systems, 
Roche 

05353947001 

Reaction Buffer Konzentrat (10x) 
Ventana Medical Systems, 
Roche 

05353955001 

Cell Conditioning 1 (CC1)  

[Puffer auf Tris-Basis] 

Ventana Medical Systems, 
Roche 

05279801001 

ultraView Universal DAB Detection 
Kit 

Ventana Medical Systems, 
Roche 

05269806001 

ultraView Universal Alkaline 
Phosphatase Red Detection Kit 

Ventana Medical Systems, 
Roche 

05269814001 

Bluing Reagent 
Ventana Medical Systems, 
Roche 

05266769001 

Hematoxylin 
Ventana Medical Systems, 
Roche 

05266726001 

Protease 1 
Ventana Medical Systems, 
Roche 

05266688001 

Eukitt Eindeckmedium Sigma 03989 
 

3.1.4 Lösungen und Puffer 

Nachfolgend werden die Lösungen und Puffer aufgelistet, die für die 

immunhistochemischen Markierungen in der Ventana verwendet wurden. 

• EZ-Prep: 18 Liter Aqua dest. + 2 Liter EZ Konzentrat 

• SSC: 10 Liter Aqua dest + 2 Liter SSC Konzentrat 

• Reaction buffer: 18 Liter Aqua dest + 2 Liter Reaction buffer 

 

3.1.5 Laborgeräte und Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 8 (S. 36) und Tabelle 9 (S. 36) geben einen Überblick über die benutzten 

Laborgeräte und Verbrauchsmaterialien. 
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Tabelle 8: Laborgeräte 

Laborgeräte Hersteller 

Kühlplatte Laica, Typ CV5030 

Heizbad GFL 

Mikrotom Jung HN40 

Wärmeschrank Heraeus instruments 

Binokularmirkoskop (Modell BH-2) Olympus 

Vollautomatischer Färbeautomat 

Ventana benchmark xt 

Ventana Medical Systems, 
Roche 

Etikettendrucker EBAR II 
Ventana Medical Systems, 
Roche 

Zoom Kamera Canon 

Slide-Scanner (NanoZoomer 2.0-HAT) Hamamatsu 

 

Tabelle 9: Verbrauchsmaterialien  

Verbrauchsmaterialen Hersteller Bestellnummer 

Hochtransparentes Zeichenpapier  

(Pergamentpapier) 
Hahnemühle 10620602 

Objektträger Superfrost Assistent Hecht Assistent 2409/1 

Deckgläser 
Paul Marienfeld GmbH 
& Co KG 

0107242 

Mikrotomklingen 
Microtom Blade A35, 
Feather Safety Razor 
Co, LTD 

207500011 

Etiketten Label Kit 
Ventana Medical 
Systems, Roche 

1418702 

 

3.1.6 Software 

Die durch die nachfolgend beschriebenen Methoden erfassten Rohdaten wurden 

mit folgenden Programmen erfasst oder bearbeitet. 

• Ventanaprogramm (NexES Version 9.30) 

• Programm zur Bildverarbeitung (ImageJ Version 1.52a) 

• Programm zur Bildbearbeitung (Krita Version 4.1.7) 

• Programm zur Erstellung von Abbildungen (FigureJ; Quelle: Mutterer und 

Zinck 2013) 

• Programm zur Verarbeitung der gescannten Objektträger (NDPview2, 

Version 2.7.39 von Hamamatsu) 

• Programm zur statistischen Auswertung (IBM SPSS Statistics, 

Version 25) 
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3.2 Methoden 

Neben einer mikroskopischen Begutachtung der für die Routinediagnostik bereits 

mit HE, EMA, NF und S100 gefärbten Gewebeschnitte der Stichprobe wurden 

Gewebepräparate hergestellt, an denen eine immunhistochemische Färbung mit 

DHH und den in Kapitel 3.1.2 (S. 34) genannten Antikörpern erfolgte. Im 

Folgenden wird dies genauer erläutert. 

3.2.1 Schnittherstellung 

Nach Vorbereitung der Arbeitsmaterialien und einem Vorkühlen der 

Paraffinblöcke auf der Kühlplatte, wurden mit einem Schlittenmikrotom 4 µm 

dicke Gewebeschnitte hergestellt. Diese Schnitte wurden in einer Schale mit 

kaltem Aqua dest. geglättet und nach Möglichkeit ohne Einschluss von 

Luftblasen auf einem Superfrost Objektträger aufgefangen. Anschließend 

wurden sie im 56 °C warmen Wasserbad - gefüllt mit Aqua dest. - gestreckt, auf 

den Objektträger aufgezogen und zwischen feuchtem Pergamentpapier fest 

angedrückt und glattgestrichen. Danach erfolgte die Trocknung der Präparate in 

einem Brutschrank für 30 min bei 59 °C. 

3.2.2 Automatisierte Immunhistochemische Markierungen 

Die Immunhistochemische Markierung der Gewebeschnitte erfolgte mit Hilfe des 

Ventana benchmark xt-Färbeautomaten nach einem standardisierten Protokoll. 

Antikörperspezifische Vorbehandlungen und Einwirkzeiten können spezifisch 

verändert, spezielle Schritte ggf. per Hand durchgeführt werden. 

Etablierung der DHH-Markierung 

Bevor ein Antikörper in der Immunhistochemie eingesetzt werden kann, muss der 

Immunnachweis etabliert und ein Färbeprotokoll validiert werden. 

Zur Etablierung und Validierung des DHH-Nachweises wurden Gewebeschnitte 

eines normalen Nervens (Biopsie eines Nervus suralis) gemeinsam mit einer 

Positiv-Kontrolle - entsprechend der Angaben im Datasheet des Antikörpers 

wurde hierbei ein malignes Teratom verwendet - ausgewählt. Es wurden 

verschiedene Vorbehandlungen mit einem Puffer (CC1 mit 1 h Einwirkzeit/ CC1 

mit 30 min Einwirkzeit/ ohne Vorbehandlung) mit verschiedenen Verdünnungen 

des DHH-Antikörpers (1:75/1:100/1:300/1:500) kombiniert. Die Behandlung der 
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Gewebeschnitte wurden mit dem Färbeautomat durchgeführt und es erfolgte eine 

Unterbrechung des Programms, damit der DHH-Antikörper in den verschiedenen 

Verdünnungen per Hand aufgetragen werden konnte. 

Im Anschluss wurde die Intensität der Färbung sowohl von der Autorin als auch 

von Ihrem Betreuer unter dem Mikroskop beurteilt. 

Die Kombination von Vorbehandlung und Antikörperverdünnung, welche die 

deutlichste Reaktion (Sensitivität) und die geringste Hintergrundfärbung 

(Spezifität) zeigte, wurde für das Färbeprotokoll ausgewählt. 

Färbeprotokoll der vollautomatischen DHH-Markierung 

Die für die DHH-Markierung verwendeten Antikörper, Reagenzien, Lösungen und 

Puffer sind in Tabelle 6 (S. 34), Tabelle 7 (S. 35) und im Kapitel 3.1.4 (S. 35) 

aufgeführt. 

• Entparaffinierung der Gewebeschnitte: Aufheizen der Objektträger auf 75 °C 

und 76 °C für jeweils 4 min unter Verwendung von EZ Prep zur Minderung 

der Oberflächenspannung 

• Vorbehandlung des Gewebes zur Antigendemaskierung: Auftragen des 

Puffers (CC1) und Aufheizen des Objektträgers auf bis zu 95 °C für 8 min, 

dann erneutes Auftragen von CC1 und Aufheizen auf bis zu 100 °C für 

insgesamt 30 min 

• Blockade der endogenen Peroxidase durch Auftragen von Universal DAB 

Inhibitor und Inkubation für 4 min bei Raumtemperatur (RT) 

• Auftragen des Primär-Antikörpers DHH (Verdünnung 1:75) und Inkubation für 

32 min bei RT 

• Auftragen der Peroxidase Universal HRP Multimer und Inkubation für 8 min 

bei RT 

• Visualisierung durch das Chromogen Universal DAB gemeinsam mit DAB 

H2O2-Lösung zur Aktivierung und Inkubation für 8 min bei RT 

• Auftragen des Universal DAB Copper für 4 min bei RT 

• Gegenfärbung der Zellkerne mit Hämatoxylin (engl.: Hematoxylin); Inkubation 

für 4 min bei RT 

• Nach-Gegenfärbung mit Bluing Reagent zur Intensivierung der blau-Färbung 

der Zellkerne; Inkubation für 4 min bei RT 
 

Die Zwischenschritte, wie beispielsweise Waschen, Spülen oder die Zugabe von 

Coverslip Lösung wurden abgekürzt (s. Tabelle A 1, S. 123 für das ausführliche 

Ventana-Färbeprotokoll der DHH-Markierung). Nach abgeschlossenem 

Färbelauf wurden die Gewebeschnitte mit Eukitt eingedeckt. 
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Immunhistochemische Doppelmarkierungen  
für DHH und S100, DHH und EMA, DHH und CD90/Thy1, DHH und Tryptase, 
DHH und NF sowie DHH und MPZ 

Die immunhistochemischen Doppelmarkierungen wurden lediglich bei einer 

beispielhaften Auswahl verschiedener Gewebeproben durchgeführt. 

Grundsätzlich wurden für die Doppelmarkierungen Proben genutzt, die in der 

DHH-Markierung eine kräftige Anfärbung und eine gute Qualität des 

Gewebeschnittes zeigten. Für die Doppelmarkierungen mit DHH und S100, DHH 

und Tryptase sowie DHH und CD90 wurde jeweils eine Probe je Tumortyp 

ausgewählt. Eine Doppelmarkierung mit DHH und EMA erfolgte für je eine Probe 

jedes Tumortyps, bei denen ein Perineurium vorhanden war (plexiform-

intraneurales und plexiform-kapselüberschreitendes Neurofibrom) sowie 

vergleichend für einen peripheren Nerv. Für eine Probe eines plexiform-

intraneuralen Neurofibroms, in der Zellen residualer Axone vorhanden waren, 

sowie vergleichend in einem peripheren Nerven wurden zudem 

Doppelmarkierungen mit DHH und NF sowie DHH und MPZ angefertigt. 

Die Doppelmarkierungen wurden nach dem gleichen Prinzip wie die DHH-

Markierung (s. oben) mit Hilfe des vollautomatischen Färbeautomaten 

hergestellt. Nach einer Vorbehandlung mit dem Puffer (CC1) für 30 min wurde 

bei den Doppelmarkierungen als erster Primär-Antikörper DHH (Verdünnung 

1:75) aufgetragen und mit dem Chromogen DAB visualisiert. Nach einer 

Antikörper Denaturierung für 12 min bei 95 °C erfolgte das Auftragen des zweiten 

Primär-Antikörpers S100 (Verdünnung 1:8000), EMA (Verdünnung 1:200), 

CD90/Thy1 (Verdünnung 1:100), Tryptase (Verdünnung 1:100), NF (Verdünnung 

1:800) oder MPZ (Verdünnung 1:300). Zur farblichen Darstellung dieser 

Antikörper wurde das Chromogen Fast Red (Alkaline Phosphatase Red 

Detection Kit) benutzt. Im Anschluss erfolgten die Gegenfärbung mit 

Hämatoxylin, sowie eine Nach-Gegenfärbung mit Bluing Reagent zur Darstellung 

von Zellkernen. Lediglich bei der Doppelmarkierung mit DHH und MPZ wurde zur 

besseren Beurteilbarkeit auf eine Gegenfärbung mit Hämatoxylin und Bluing 

Reagent verzichtet. 

Die doppelmarkierten Gewebeschnitte wurden nach Abschluss der Färbung mit 

Eukitt eingedeckt und nach entsprechender Trocknungszeit zur weiteren 

Auswertung und Dokumentation mit Hilfe des Slide Scanners digitalisiert.  
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3.2.3 Evaluation 

Die mit Antikörper markierten Gewebeschnitte wurden von der Autorin und ihrem 

Betreuer unabhängig voneinander unter dem Lichtmikroskop beurteilt. Dabei 

wurde je nach Gewebeprobe unterschieden zwischen Arealen mit Tumorzellen, 

wenn vorhanden Zellen des Perineuriums (bei den plexiform-intraneuralen und 

plexiform-kapselüberschreitendes Neurofibromen) und ggf. Zellen residualer 

Axone (teilweise bei den plexiform-intraneuralen und plexiform-

kapselüberschreitenden Neurofibromen). Hierzu wurden Areale mit Zellen des 

Perineuriums in den EMA-markierten Schnitten und Areale mit Zellen der 

residualen Axone in den NF-gefärbten Proben ermittelt. 

Histomorphologische Begutachtung 

Zur Darstellung des Kapselüberschreitenden Wachstumsmusters von 

intraneuralen Neurofibromen, wurden EMA gefärbte Gewepräparate 

mikroskopisch beurteilt. Regionen, in denen sich das Perineurium dünner 

darstellte oder Tumorzellen es bereits auflösten, wurden markiert und mit Hilfe 

des Fotomikroskopes (Mikroskop in Verbindung mit der Canon zoom Kamera) 

dokumentiert. 

Semiquantitative Auswertung der DHH-Markierung 

Zunächst wurden die mit Anti-DHH markierten Gewebeschnitte semiquantitativ 

nach der Intensität der Färbung beurteilt. Dabei wurde unterschieden in 0 = keine 

Färbung, 1 = schwach angefärbt, 2 = mittelstark angefärbt und 3 = stark angefärbt 

(vgl.: Abbildung 14, S. 49). Bei Vorhandensein von Zellen des Perineuriums oder 

residualer Axone wurde für jeden Bereich einzeln eine Färbeintensität bestimmt. 

Danach wurde für jeden Fall der Median der DHH-Intensität (Mdn) ermittelt. Falls 

also ein Perineurium und ggf. residuale Axone in der Gewebeprobe vorhanden 

waren, wurde aus diesen drei Werten der fallbezogene Median bestimmt. Aus 

diesen fallbezogenen Medianen konnte nun der Median je Tumortyp berechnet 

werden. Diese Werte wurden in den Ergebnissen wie folgt angegeben: Median 

(25 %-Perzentil / 75 %-Perzentil). Zur Darstellung der Verteilung wurde hier 

zudem der prozentuale Anteil der jeweiligen Ausprägung bezogen auf die 

Gesamtzahl der ausgewerteten Proben je Tumortyp berechnet. 
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Quantitative Auswertung der DHH-Markierung 

Im Anschluss an die semiquantitative Auswertung erfolgte zusätzlich eine 

quantitative Auswertung der DHH-gefärbten Tumorzellen. Hierzu wurden von 

zuvor per Lichtmikroskop ausgewählten Ausschnitten der mit Anti-DHH gefärbten 

Gewebeschnitte mit Hilfe einer Canon Zoom Kamera Fotos von Tumorarealen 

angefertigt. Auf diesen 360x270 µm² großen Bildern wurden mit Hilfe des 

Bildbearbeitungsprogramms ImageJ zum einen die gesamte Anzahl der 

Tumorzellen und zum anderen die Zahl der DHH positiven Tumorzellen ermittelt. 

Mit Hilfe dieser Zahlen konnte für jeden Fall der prozentuale Anteil der DHH 

positiven Tumorzellen an der Gesamttumorzellzahl errechnet werden. Aus 

diesem prozentualen Anteil DHH-positiver Zellen je Fall konnte ein Mittelwert (M) 

der DHH-positiven Zellen für jeden Tumortyp berechnet werden. Zu diesen 

Mittelwerten wurde stets die jeweilige Standard-Abweichung (SD) angegeben. 

Mit Hilfe der statistischen Auswertung (siehe Kapitel 3.2.4, S. 41) wurde nun 

überprüft, ob zwischen den verschiedenen Tumortypen ein signifikanter 

Unterschied im prozentualen Anteil der DHH-positiven Zellen besteht. 

Auswertung der doppelmarkierten Gewebeschnitte 

Um zu prüfen welche der Zellen im Neurofibrom das DHH exprimieren, wurden 

beispielhaft doppelmarkierte Gewebeschnitte mit DHH und den im Kapitel 1.2.1 

(S. 23) beschriebenen Antikörpern angefertigt. Die Scans der 

Doppelmarkierungen wurden mit Hilfe des digitalen Objektträger-Betrachters 

NDPview2 von der Autorin und ihrem Betreuer beurteilt und geeignete 

Tumorareale markiert, in denen beide Primärantikörper eine gute Anfärbung 

zeigten. Es wurde für jeden Beispielschnitt in drei verschiedenen Gesichtsfeldern 

ermittelt, ob das untersuchte Antigen (s. Kapitel 1.2.1, S. 23) eine 

Doppelmarkierung mit dem jeweiligen Antikörper und DHH aufweist oder nicht. 

3.2.4 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit der Statistik- und 

Analyse-Software SPSS (siehe Kapitel 3.1.6, S. 36) unter der Beratung durch A. 

Hot und L. Schmitz aus dem Institut für Medizinische Biometrie und 

Epidemiologie am UKE. Es handelt sich um eine rein explorative statistische 

Analyse. 
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Es wurde untersucht, ob es innerhalb der fünf Tumortypen einen signifikanten 

Unterschied in der DHH-Expression – gemessen an dem prozentualen Anteil 

DHH-positiver Tumorzellen (quantitative Auswertung) – gab.  

Da innerhalb der Tumortypen von einigen Patienten Gewebeproben aus 

verschiedenen Tumoren untersucht wurden, musste die Untersuchung für den 

Clustereffekt bezüglich des Patienten adjustiert werden. 

Somit wurde ein verallgemeinertes lineares gemischtes Modell berechnet. 

Dieses Modell berücksichtigt zum einen den zufälligen Effekt, der durch die 

Verwendung mehrerer Proben einzelner Patienten vorliegen könnte. Zum 

anderen werden in diesem Modell neben dem Einfluss des Tumortyps auf die 

DHH-Expression zusätzlich mögliche Effekte durch das Patientenalter, das 

Patientengeschlecht und die Tumorlokalisation einbezogen.  

Als abhängige Variable wurde der prozentuale Anteil DHH-positiver Tumorzellen 

definiert. Als feste Effekte wurden der Tumortyp, das Patientenalter, das 

Patientengeschlecht und die Tumorlokalisation festgelegt. Als Zufallseffekt wurde 

die Patientennummer gewählt. 

In dem angewandten Modell wurden in der Tabelle ‚Feste Effekte‘ für das 

Gesamtmodell und die einzelnen Modelleffekte die geschätzten Mittelwerte des 

Anteils DHH-positiver Tumorzellen verglichen. Dabei wurde jeweils der F-Test 

(F) angewandt, bei dem es sich um eine Teststatistik handelt, die F-verteilt ist. 

Mit diesem F-Test wurden jeweils als Signifikanzwerte die globalen p-Werte 

berechnet. In den Ergebnissen wurden jeweils die Werte des F-Tests mit ihren 

Freiheitsgraden (df1 und df2) und ihrer Signifikanz (Sig.) angegeben. 

Zusätzlich wurden die paarweisen Kontraste zwischen den einzelnen 

Tumortypen evaluiert. Hier wird jeweils der geschätzte Mittelwert des Anteils 

DHH-positiver Tumorzellen innerhalb der Tumortypen inklusive 

Konfidenzintervall ausgegeben. Bei den paarweisen Vergleichen wird der T-Test 

(T), ein Hypothesentest mit t-Verteilung, gerechnet. Hierbei muss bedacht 

werden, dass die paarweisen Schätzer durch paarweise Tests zustande kommen 

und man damit eventuell den Fehler 1. Art verzerrt. Beim Vergleich zwischen den 

Gruppen der Tumortypen wurde stets der Unterschied zwischen den einzelnen 

Gruppen (Kontrastschätzer) mit zugehörigem 95 %-Konfidenzintervall (95 %-CI) 

angegeben. 
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Zum Vergleich der Mittelwerte des prozentualen Anteils DHH-positiver 

Tumorzellen zwischen intraneural-nodulärem und langstreckig-plexiformen 

Wachstum wurde ebenfalls der T-Test gerechnet. Auch hier kann eine 

Verzerrung des Fehlers 1. Art nicht ausgeschlossen werden. 

  



Ergebnisse 

44 

 

4. Ergebnisse 

In diesem Abschnitt wird zunächst auf das Wachstumsverhalten intraneuraler 

Neurofibrome eingegangen und im zweiten Teil werden die Ergebnisse der DHH-

Markierung dargestellt. 

4.1 Kapselüberschreitendes Wachstum 

Bei Zusammenstellung der Stichprobe wurden, wie in Kapitel 3.1.1 (S. 30) 

beschrieben, unter anderem 151 als plexiform/diffuse Neurofibrome 

gekennzeichnete Gewebeproben gesichtet. Hierbei fiel in ein einigen Fällen ein 

invasiver Charakter der Neurofibrome auf, ohne dass Anzeichen für eine maligne 

Veränderung (z.B. Zellkernatypien oder eine erhöhte Mitoserate) vorgelegen 

hätten. 

 

Wie in Abbildung 9 (S. 44) sichtbar, wird bei einem gesunden Nerv jeder 

Nervenfaszikel von mehreren zirkulär angeordneten Perineuralzell-Schichten - 

dem Perineurium - umgeben. 

 

 
Abbildung 9: Darstellung eines gesunden peripheren Nervens  
Proben ID: 720-0; A: Periphere Nerven werden durch verschiedene 
Bindegewebsschichten organisiert. Das Endoneurium (EN) umhüllt locker einzelne 
Nervenfasern. Mehrere Nervenfasern werden vom Perineurium (PN) zu Faszikeln 
zusammengefasst und das Bindegewebe, das den Gesamtnerv umhüllt, wird als 
Epineurium (EP) bezeichnet. (HE-Färbung) B: Das Perineurium kann mit Antikörpern 
gegen EMA dargestellt werden. Es bildet konzentrische Schichten um die Nervenfaszikel 
und besteht je nach Größe des Nervenfaszikels meist aus mehreren Zellschichten. 
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In einigen Neurofibromen, der im Rahmen dieser Studie gesichteten 

Gewebeproben, zeigten sich nicht nur die normale Architektur des 

Nervenfaszikels, sondern auch die Perineuralzell-Schichten verändert. 

 

Wie in Abbildung 10 (S. 45) gezeigt, wurde bei einigen Neurofibromen in einer 

immunhistochemischen Markierung mit EMA stellenweise eine Ausdünnung des 

Perineuriums bis hin zur fokalen Auflösung deutlich.  

 

 
Abbildung 10: Kapselüberschreitendes Wachstum von Neurofibromen mit 
ausgedünntem Perineurium 
A und B: Verschiedene Areale eines Plexiform-kapselüberschreitenden Neurofibroms 
mit nur noch einer durchgehend darstellbaren Lamelle aus Perineuralzellen um die 
Tumorzellen (Pfeile; Proben-ID: 312-3), C und D: Unterschiedliche Faszikel eines 
Neurofibroms mit fast vollständig unterbrochener Kontinuität der Perineuralzelllamellen 
(Pfeile; Proben-ID: 320-3). 
Braun gefärbte Areale markieren EMA, Gegenfärbung mit Hämatoxylin (blau).  
 

In Abbildung 11 (S. 46) schienen Tumorzellen durch das fokal unterbrochene 

Perineurium aus dem Faszikel hinauszutreten.  

 

In keinem der hier gefundenen Neurofibrome zeigten sich Zellkernatypien oder 

Anzeichen für eine deutlich erhöhte Mitoserate der Tumorzellen. 

Zusammenfassend wurde hiermit das Wachstumsmuster des plexiform-

kapselüberschreitenden Neurofibroms ohne Anhalt für eine Änderung der 

Zytomorphologie oder der proliferativen Aktivität demonstriert. 
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Abbildung 11: Kapselüberschreitendes Wachstum von Neurofibromen mit 
Durchtritt von Tumorzellen durch das Perineuriums 
Verschiedene Beispiele von Plexiform-kapselüberschreitenden Neurofibromen mit 
Heraustreten der Tumorzellen in das den Faszikel umgebende Gewebe (Pfeile). A und 
B: Proben-ID: 352-3; C: Proben-ID: 330-3; D: Proben-ID: 321-3.  
Braun gefärbte Areale markieren EMA, Gegenfärbung mit Hämatoxylin (blau). 
 

4.2 Desert-Hedgehog Markierung  

Untersucht wurde in dieser Studie insbesondere die DHH-Expression in PNSTs. 

Hierzu wurde wie im Kapitel 3.2.2 (S. 37) beschrieben eine 

immunhistochemische Markierung der Gewebeschnitte mit DHH durchgeführt. 

 

Bei der Etablierung der immunhistochemischen Färbung mit Anti-Desert 

Hedgehog Protein Antikörper ließ sich in dem untersuchten Nervengewebe das 

beste Färbeergebnis bei einer Antikörperverdünnung von 1:75 in Kombination 

mit einer Vorbehandlung mit mildem Puffer (CC1 mit einer Einwirkzeit von 

30 min) erzielen. Die mitgeführte Positivkontrolle eines malignen Teratoms zeigte 

wie erwartet eine Markierung der Plasmamembran mit diffuser zytoplasmatischer 

Färbung. 
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Wie in Abbildung 12 (S. 47) sichtbar, zeigte sich in den primär getesteten 

peripheren Nervenbündeln insbesondere eine perinukleäre DHH-Anfärbung der 

Zellen. Eine DHH-Anfärbung von Zellen zeigte sich sowohl im Nervenfaszikel als 

auch im Perineurium und im umgebenen Epineurium. 

 

 
Abbildung 12: Immunhistochemische DHH-Markierung eines peripheren 
Nervenbündels 
Biopsie eines Nervus suralis (Proben-ID: 700-0). Es zeigt sich sowohl im Nervenfaszikel 
als auch im Perineurium und im umgebenden Epineurium eine perinukleäre DHH-
Anfärbung der Zellen. A: 5fache Vergrößerung; B: 20fache Vergrößerung des 
markierten Ausschnittes.  
Braun gefärbte Areale zeigen das Vorliegen von DHH, Gegenfärbung mit Hämatoxylin 
(blau). 
 

Auch in den Gewebeschnitten aus den in Kapitel 3.1.1 (S. 30) genannten 

Tumorgruppen der Neurofibrome zeigte sich, wie in Abbildung 13 (S. 48) 

exemplarisch sichtbar, in allen Proben eine perinukläre Anfärbung der Zellen. Bei 

9 der 17 Proben aus der Gruppe der MPNSTs zeigte sich keine Anfärbung der 

Zellen mit Anti-DHH, obwohl die mitgeführte Positivkontrolle (peripherer Nerv) 

wie erwartet positiv ausfiel. 
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Abbildung 13: Immunhistochemische Färbung mit DHH von 
Gewebeschnitten der verschiedenen Tumorgruppen. 
A: Nerv (Proben-ID: 710-0); B: Dermales Neurofibrom (Proben-ID: 040-1); C: Plexiform-
intraneurales Neurofibrom (Proben-ID: 191-2); D: Plexiform-kapselüberschreitendes 
Neurofibrom (Proben-ID: 353-3); E: Plexiform-diffuses Neurofibrom (Proben-ID: 390-4); 
F: MPNST (Proben-ID: 600-5). Braun gefärbte Areale zeigen das Vorliegen von DHH, 
Gegenfärbung mit Hämatoxylin (blau). 
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4.2.1 Semiquantitative DHH-Auswertung 

In den verschiedenen Schnitten konnte wie in Abbildung 14 (S. 49) sichtbar eine 

unterschiedliche Intensität der Anti-DHH-Färbung gezeigt werden. 

 

 
Abbildung 14: Darstellung der unterschiedlichen Färbeintensitäten der 
DHH-Markierung 
A: Probe eines MPNST (Proben-ID: 640-5) ohne DHH-Anfärbung (Stärke 0). B: Probe 
eines Plexiform-intraneuralen Neurofibroms (Proben-ID: 191-2) mit schwach 
angefärbten Zellen (Stärke 1). C: Probe eines Dermalen Neurofibroms (Proben-ID: 130-
1) mit mittelstark angefärbten Zellen (Stärke 2). D: Probe eines Nervs (Proben-ID: 710-
0) mit stark angefärbten Zellen innerhalb des Faszikels (Stärke 3). Braun gefärbte Areale 
zeigen das Vorliegen von DHH, Gegenfärbung mit Hämatoxylin (blau). 
 

Zur Beurteilung der Intensität der DHH-Markierung und damit dem Ausmaß der 

DHH-Expression in den verschiedenen Tumortypen wurden die mit DHH-

Antikörper markierten Gewebeschnitte, wie in Kapitel 3.2.3 (S. 40) beschrieben, 

nach Färbeintensitäten beurteilt. Die Daten der Färbeintensität jedes einzelnen 

Falles finden sich im Anhang in Tabelle A 2 (S. 125). 
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Die Mediane der DHH-Intensität sind in Abbildung 15 (S. 50) dargestellt. So 

zeigten sich beispielsweise von den 20 untersuchten dNF die Tumorzellen in 6 

der Proben schwach (Stärke 1) und in 14 Fällen mittelstark (Stärke 2) angefärbt. 

Hieraus ergab sich der Median der DHH-Intensität von Mdn = 2,0 (1,0/2,0). Bei 

den plexiform-intraneuralen und den plexiform-kapselüberschreitenden 

Neurofibromen wurde zunächst ein fallbezogener Median der DHH-Intensität 

berechnet (vgl. Tabelle A 2, S. 125 im Anhang), woraus sich für diese 

Tumortypen ein Median der DHH-Intensität von Mdn = 2,0 (2,0/2,0) bzw. 

Mdn = 2,0 (1,625/2,0) ermitteln ließ. Der Median der DHH-Intensität für plexiform-

diffuse Neurofibrome und MPNSTs wurde mit Mdn = 2,0 (2,0/2,0) bzw. 

Mdn = 0,0 (0,0/1,0) berechnet. Um zu untersuchen ob die verschiedenen 

Wachstumsmuster der plexiform-intraneuralen Neurofibrome eine 

unterschiedliche DHH-Expression zeigen, wurden für diese Untergruppen 

separat der Median der DHH-Intensitäten für intraneural-noduläre und 

langstreckig-plexiforme Tumore mit Mdn = 2,0 (1,5/3,0) bzw. Mdn = 2,0 (1,5/3,0) 

berechnet.  

 

 
Abbildung 15: Balkendiagramm des prozentualen Anteils der 
verschiedenen DHH-Intensitäten je Tumortyp 
Es wurde der prozentuale Anteil der verschiedenen DHH-Färbeintensitäten der je 
Tumortyp in einem Balkendiagram dargestellt. Da bei den plexiform-intraneuralen und 
den plexiform-kapselüberschreitenden Neurofibromen bereits zuvor der fallbezogene 
Median der DHH-Intensität berechnet wurde, liegt hier eine Färbeintensität von 1,5 also 
zwischen schwach und mittelstark angefärbt vor. 
Dermal = Dermales Neurofibrom, Plex.-Intraneural = Plexiform-intraneurales 
Neurofibrom, Plex.-Ausbrechend = Plexiform-kapselüberschreitendes Neurofibrom, 
Plex.-Diffus = Plexiform-diffuses Neurofibrom; Gesamtzahl der Proben n = 83. 
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Insgesamt zeigte sich für die benignen Neurofibrome der gleiche Median der 

Färbeintensitäten: eine überwiegend mittelstarke DHH-Intensität. Bei den dNFs, 

welche auch überwiegend eine mittelstarke DHH-Expression zeigten, lag dabei 

- anders als bei den pNFs - in 30 % der Fälle eine schwache Färbeintensität vor. 

Die MPNSTs zeigten mit einem Median von 0 eine deutlich geringere DHH-

Intensität. Bei den nodulär-intraneuralen und den langstreckig-plexiformen 

Tumoren zeigten sich keine Unterschiede im Median der DHH-Intensitäten. 

 

 
Abbildung 16: Balkendiagramm der DHH-Intensitäten einzelner Areale in 
plexiform-intraneuralen und plexiform-kapselüberschreitenden 
Neurofibromen 
Plex.-Intraneural = Plexiform-intraneurales Neurofibrom, Plex.-Ausbrechend = 
Plexiform-kapselüberschreitendes Neurofibrom. Gesamtzahl der Proben n = 26. 
 

Bei Betrachtung der einzelnen Areale (Perineurium, residuale Axone, 

Tumorzellen) innerhalb der plexiform-intraneuralen und der plexiform-

kapselüberschreitenden Neurofibrome (s. Abbildung 16, S. 51) zeigte das 

Tumorgewebe bei den plexiform-intraneuralen Neurofibromen häufiger eine 

schwache Färbeintensität, wogegen die plexiform-kapselüberschreitenden 

Neurofibrome häufiger eine mittlere Färbeintensität zeigten. Das Perineurium 

wies bei den plexiform-intraneuralen Neurofibromen teils eine starke 

Färbeintensität auf, während bei den plexiform-kapselüberschreitenden 

Neurofibromen durchweg eine mittlere Färbeintensität vorlag. Da in den 

plexiform-kapselüberschreitenden Neurofibromen häufig keine residualen Axone 

darstellbar waren, ließ sich über dieses Areal keine Aussage treffen. 
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4.2.2 Quantitative DHH-Auswertung: 

Um in den verschiedenen Tumortypen den Anteil der Tumorzellen zu erfassen, 

welche DHH exprimieren, wurden, wie in Kapitel 3.2.3 (S. 40) beschrieben, die 

Zahl der DHH positiven Tumorzellen und die Gesamt-Tumorzellzahl ermittelt. 

Eine Darstellung von der Auszählung positiver Tumorzellen im Vergleich zur 

Gesamt Tumorzellzahl ist in Abbildung 17 (S. 52) sichtbar. 

Die vollständige Tabelle mit den Daten der quantitativen Auszählung ist im 

Anhang in Tabelle A 2 (S. 125) dargestellt. 

 

 
Abbildung 17: Beispielhafte Darstellung der Auszählung DHH-positiver 
Tumorzellen 
In A-D ist die Probe eines plexiform-diffusen Neurofibroms (Proben-ID: 380-4) 
dargestellt. A: Teil eines 360x270 µm² großen Ausschnittes der Gewebeprobe mit 
Auszählung der DHH-positiven Tumorzellen; B: vergrößertes Areal des in Bild A mittels 
Rahmen markierten Bereiches, deutlich sichtbar werden hier die mit kleinen gelben 
Kreuzen markierten und fortlaufend nummerierten DHH-positiven Tumorzellen. C: 
Gleicher 360x270 µm² großer Ausschnitt, hier mit Auszählung der Gesamttumorzellzahl; 
D: Vergrößerungen des gleichen Areals (in Bild C mittels Rahmen markierter Bereich). 
Hier sind sowohl DHH-positive als auch negative Zellen markiert. Braun gefärbte Areale 
zeigen das Vorliegen von DHH, Gegenfärbung mit Hämatoxylin (blau). 
 

Nun wurden mit Hilfe des Statistikprogrammes SPSS der prozentuale Anteil 

DHH-positiver Tumorzellen an der Gesamttumorzellzahl für jeden Fall errechnet 

(vgl. Tabelle A 2, S. 125 im Anhang) und im nächsten Schritt für jeden Tumortyp 

ein Mittelwert der DHH-positiven Zellen bestimmt. Diese Mittelwerte sind 
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tabellarisch in Tabelle 10 (S. 53) und graphisch in Abbildung 18 (S. 53) 

dargestellt. 

 

Tabelle 10: Durchschnittlicher Anteil DHH-positiver Tumorzellen nach 
Tumortyp  
Dargestellt sind die mit Hilfe von SPSS erhobenen Mittelwerte des prozentualen 
Anteils DHH-positiver Tumorzellen an der Gesamttumorzellzahl für jeden 
Tumortyp (Mittelwert, M) mit Angabe der Standart-Abweichung (SD) und dem 
Standardfehler des Mittelwertes (Std.-Fehler von M). n = Anzahl der Datensätze in 
jeder Gruppe. Dermal = dNF, Plex.-Intraneural = Plexiform-intraneurales 
Neurofibrom, Plex.-Ausbrechend = Plexiform-kapselüberschreitendes 
Neurofibrom, Plex.-Diffus = Plexiform-diffuses Neurofibrom; Gesamtzahl der 
Proben n = 83. 

 

Tumortyp n Mittelwert (M) SD 
Std.-Fehler 
von M 
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n
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n
 Dermal 20 51,22 % 9,14 % 2,04 % 

Plex.-Intraneural 14 37,28 % 11,65 % 3,11 % 

Plex.-Ausbrechend 12 45,49 % 10,70 % 3,09 % 

Plex.-Diffus 20 41,19 % 11,36 % 2,54 % 

MPNST 17 9,63 % 12,37 % 3,00 % 

 

Es zeigte sich, dass der durchschnittliche Anteil DHH-positiver Tumorzellen in 

der Gruppe der dNFs am höchsten war (M = 51,22 %, SD = 9,14 %). Die drei 

pNF-Gruppen unterschieden sich geringgradig voneinander (s. Tabelle 10, 

S. 53). Am wenigsten DHH-positive Tumorzellen zeigten die MPNSTs 

(M = 9,63 %, SD = 12,37%). 

 
Abbildung 18: Durchschnittlicher Anteil DHH-positiver Tumorzellen nach 
Tumortyp 
Darstellung in einem Balkendiagramm mit 95%-CI. Dermal = dNF, Plex.-Intraneural = 
Plexiform-intraneurales Neurofibrom, Plex.-Ausbrechend = Plexiform-
kapselüberschreitendes Neurofibrom, Plex.-Diffus = Plexiform-diffuses Neurofibrom; 
Gesamtzahl der Proben n = 83. 
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Statistische Auswertung 

Mit SPSS (s. Kapitel 3.2.4, S. 41) wurde im Folgenden überprüft, ob es einen 

statistisch signifikanten Unterschied im Anteil der DHH-positiven Zellen in den 

verschiedenen Tumortypen gab und welche der erhobenen Parameter sonst 

möglicherweise einen Einfluss auf den prozentualen Anteil DHH-positiver 

Tumorzellen hatten. 

Hierzu wurde auch für die quantitative DHH-Auswertung ein verallgemeinertes 

lineares gemischtes Modell berechnet. Auf Grund fehlender Werte für die 

Lokalisation wurden bei dieser Analyse 8 Datensätze ausgeschlossen, es ergibt 

sich eine Grundgesamtheit von n = 75. 

In Tabelle 11 (S. 54) ist die Berechnung der F-Tests für das Gesamtmodell und 

die einzelnen Modelleffekte dargestellt. Hier wurde deutlich, dass sich die 

durchschnittliche DHH-Expression (gemessen an dem prozentualen Anteil DHH-

positiver Tumorzellen) statistisch signifikant für die verschiedenen Tumortypen 

unterschied, F(4; 66) = 32,68; p < 0,001. Zudem zeigt das Patientengeschlecht 

hier zunächst einen signifikanten Zusammenhang mit der DHH-Expression, 

F(1; 66) = 6,10; p = 0,016. Im Gegensatz zeigten weder das Patientenalter noch 

die Tumorlokalisation einen signifikanten Einfluss auf den Anteil der DHH-

positiven Tumorzellen. 

 

Tabelle 11: Im Rahmen der statistischen Auswertung des Anteils DHH-
positiver Tumorzellen mit SPSS abgebildete Tabelle der Festen Effekte 
Dargestellt werden hier die F-Tests für das Gesamtmodell und die einzelnen 
Modelleffekte, welche im verallgemeinerten linearen gemischten Modell berechnet 
wurden. F: F-Test; df1/df2: Parameter die die Grenze der Signifikanz beeinflussen; 
Signifikanz: dargestellt als p-Wert. 

Quelle F df1 df2 Signifikanz 

Korrigiertes Modell 17,77 8 66 0,000 

Tumortyp 32,68 4 66 0,000 

Alter 0,07 1 66 0,798 

Geschlecht 6,10 1 66 0,016 

Tumorlokalisation 0,29 2 66 0,748 

Wahrscheinlichkeitsverteilung: Normal 
a. Ziel: Anteil DHH-positiver Zellen 

 

Im Folgenden wurden die einzelnen Tumortypen miteinander verglichen und die 

‚Paarweisen Kontraste‘ wie in Tabelle 12 (S. 55) sichtbar ausgegeben. 
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Tabelle 12: Paarweise Kontraste im verallgemeinert linearen gemischten 
Modell für den Gehalt an DHH-positiven Zellen in verschiedenen NF1-
assoziierten Tumor(sub)typen 
Kontrastschätzer: Differenz zwischen den verglichenen Gruppen; Std.-Fehler: 
Standardfehler des Kontrastschätzers; Korr. Sig.: Der angepasste p-Wert, der 
angibt ob der Kontrast signifikant ist; 95 %-CI: 95 %-Konfidenzintervall. Dermal = 
Dermales Neurofibrom, Plex.-Intraneural = Plexiform-intraneurales Neurofibrom, 
Plex.-Ausbrechend = Plexiform-kapselüberschreitendes Neurofibrom, Plex.-Diffus 
= Plexiform-diffuses Neurofibrom 

Tumortyp 
Kontrast-
schätzer 

Std.-
Fehler 

Korr. 
Sig. 

95 %-CI 

Unterer 
Wert 

Oberer 
Wert 

Dermal – Plex.-Intraneural 16,96 4,83 0,001 7,32 26,60 

Dermal – Plex.-Ausbrechend 7,09 5,35 0,189 -3,58 17,77 

Dermal – Plex.-Diffus 12,70 3,99 0,002 4,74 20,65 

Dermal – MPNST 43,72 4,06 0,000 35,60 51,83 

Plex.-Intraneural – 
Plex.-Ausbrechend 

-9,87 5,23 0,063 -20,30 0,57 

Plex.-Intraneural – 
Plex.-Diffus 

-4,26 4,24 0,319 -12,73 4,21 

Plex.-Intraneural – MPNST 26,76 4,76 0,000 17,26 36,26 

Plex.-Ausbrechend – 
Plex.-Diffus 

5,60 4,87 0,254 -4,13 15,33 

Plex.-Ausbrechend – MPNST 36,62 5,17 0,000 26,30 46,95 

Plex.-Diffus - MPNST 31,02 4,00 0,000 23,03 39,01 

Das anhand der geringsten signifikanten Differenz angepasste Signifikanzniveau ist 0,05. 

 

Der mittlere Unterschied des prozentualen Anteils DHH-positiver Tumorzellen 

zwischen allen Gruppen der benignen Neurofibrome (dermale, plexiform-

intraneurale-, plexiform-kapselüberschreitende- und plexiform-diffuse 

Neurofibrome) und der Gruppe der MPNSTs zeigte sich signifikant (p < 0,001), 

wobei die benignen Tumore eine stärkere DHH-Expression (gemessen an dem 

prozentualen Anteil DHH-positiver Tumorzellen) als die MPNSTs zeigten. Im 

Detail lag der größte mittlere Unterschied beim Vergleich von dNFs und MPNSTs 

von 43,72 % (95%-CI [35,60 %; 51,83 %]) vor, bei plexiform-intraneuralen 

Neurofibromen und MPNSTs wurde ein mittlerer Unterschied von 26,76 % 

(95 %-CI [17,26 %; 36,26 %]) ermittelt, plexiform-kapselüberschreitende 

Neurofibrome und MPNSTs wiesen einen mittleren Unterschied von 36,62 % 

(95 %-CI [26,30 %; 46,95 %]) auf und plexiform-diffuse Neurofibrome und 

MPNSTs zeigten einen mittleren Unterschied von 31,02 % 

(95%-CI [23,03 %; 39,01 %]). 
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Es gab zudem einen statistisch signifikanten Unterschied (p = 0,001) zwischen 

den dNFs und den plexiform-intraneuralen Neurofibromen (16,96 %, 95 %-CI 

[7,32 %, 26,60 %]), sowie einen signifikanten Unterschied (p = 0,002) zwischen 

den dNFs und den plexiform-diffusen Neurofibromen (12,70 %, 95 %-CI 

[4,74 %, 20,65 %]). Es zeigte sich also eine signifikant höhere DHH-Expression 

in den dNFs im Vergleich zu plexiform-intraneuralen und plexiform-diffusen 

Neurofibromen.  

In den drei Gruppen der plexiformen Neurofibrome zeigten sich untereinander 

keine signifikanten Unterschiede.  

 

Zusätzlich wurde überprüft, ob es in der Gruppe der plexiform-intraneuralen 

Neurofibrome einen Zusammenhang zwischen der Form ihrer Ausbreitung 

innerhalb des Nervens und der DHH-Expression gab. Hierzu wurde das 

intraneural-noduläre und das plexiform-langstreckige Wachstum mittels T-Test 

für die Mittelwerte des prozentualen Anteils DHH-positiver Tumorzellen 

verglichen (s. Abbildung 19, S. 56). 

 

 
Abbildung 19: Prozentualer Anteil DHH-positiver Tumorzellen nach den 
Wachstumsmustern plexiform-intraneuraler Neurofibrome 
Darstellung in einem Balkendiagramm mit 95%-CI. Gesamtzahl der untersuchten 
Proben n = 14. 
 

Es ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied (T(12) = 0,687; p = 0,505) 

in der DHH-Intensität dieser beiden Wachstumsmuster. 
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4.3 Doppelmarkierungen 

Da für die bisherigen Auswertungen der DHH-Färbung lediglich eine 

morphologische Differenzierung der verschiedenen Zellarten erfolgt war, wurden 

beispielhaft für die einzelnen Tumortypen Doppelmarkierungen von DHH und 

den in Kapitel 1.2.1 (S. 23) beschriebenen Antigenen angefertigt. Hiermit wurde 

überprüft, ob DHH ausschließlich von den Tumorzellen, oder auch von anderen 

in Neurofibromen enthaltenen Zellen exprimiert wird.  

Zur besseren Übersicht werden hier für jede durchgeführte Doppelmarkierung 

die dokumentierten Gewebeausschnitte von je zwei verschiedenen 

doppelmarkierten Tumortypen dargestellt. Zwischen den einzelnen Tumortypen 

gab es keine wesentlichen Unterschiede in den Ergebnissen der 

Doppelmarkierungen. Wenn eine Koexpression vorlag, zeigte sie sich in allen 

doppelmarkierten Proben der verschiedenen Tumortypen, wenn sich keine 

Koexpression zeigte, konnte sie in keiner der doppelmarkierten Proben 

nachgewiesen werden. 

DHH – S100 

Die Ergebnisse der Doppelmarkierung von DHH und S100 zur Darstellung von 

Schwannzellen und den Schwannzell-artigen Tumorzellen sind in Abbildung 20 

(S. 57) dargestellt.  

 

 
Abbildung 20: Doppelmarkierungen DHH - S100 
DHH-Markierung: braun, S100-Markierung: rot, Gegenfärbung mit Hämatoxylin (blau). 
A: Probe eines plexiform-intraneuralen Neurofibroms (Proben-ID: 270-2), im linken 
Anteil der Probe aufgelockertes Tumorgewebe, rechts Anteile residualer Axone. A.1: 
Insert von A, sichtbar ist hier eine doppelmarkierte Tumor-Schwann-Zelle. B: Probe 
eines dermalen Neurofibroms (Proben-ID: 020-1). B.1: Insert von B, sichtbar eine 
doppelmarkierte Tumorzelle. Mit Sternchen (*) beispielhaft gekennzeichnet: DHH-
positive Mastzellen (morphologisch identifiziert). 
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Es wurde eine Koexpression von DHH und S100 (s. Ausschnitt B.1 in Abbildung 

20, S. 57) in einer Vielzahl der Zellen deutlich. Es gab jedoch auch Zellen, die 

weder eine DHH- noch eine S100-Markierung aufwiesen (fraglich Fibroblasten), 

andere zeigten nur eine der beiden Markierungen. Auch in residualen Axonen 

des plexiform-intraneuralen Neurofibroms zeigte sich eine Doppelmarkierung 

einiger Schwannzellen (s. Ausschnitt A.1 in Abbildung 20, S. 57). 

DHH - EMA 

In Abbildung 21 (S. 58) sichtbar sind mit DHH und EMA doppelmarkierte Proben 

eines plexiform-kapselüberschreitenden Neurofibroms (B) und zum Vergleich 

eines peripheren Nerven (A). Sowohl im gesunden Nerven als auch im pNF 

zeigten sich die Perineuralzellen doppelmarkiert. 

 

 
Abbildung 21: Doppelmarkierungen DHH - EMA 
DHH-Markierung: braun, EMA-Markierung: rot, Gegenfärbung mit Hämatoxylin (blau). 
A: Probe eins peripheren Nervens (Proben-ID: 700-0). A.1: Insert von A, sichtbar ist hier 
eine doppelmarkierte Perineuralzelle. B: Probe eines plexiform-kapselüberschreitenden 
Neurofibroms (Proben-ID: 310-3); im linken-unteren Anteil ist aufgelockertes 
Tumorgewebe sichtbar, durch das Perineurium getrennt vom Epineurium, sichtbar im 
rechten-oberen Bildausschnitt. B.1: Insert von B, sichtbar eine doppelmarkierte 
Perineuralzelle. 
 

DHH – CD90/Thy1 

Die Ergebnisse der Doppelmarkierung von DHH und CD90/Thy1 zur 

Identifikation von Fibroblasten sind in Abbildung 22 (S. 59) dargestellt. Es zeigten 

sich keine DHH-CD90/Thy1-positiven Zellen im Tumorgewebe, lediglich in 

Gefäßwänden und in dem den Tumor umgebenen Epineurium zeigten sich DHH-

CD90/Thy1-positive Zellen. 
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Abbildung 22: Doppelmarkierung DHH - CD90/Thy1 
DHH-Markierung: braun, CD90/Thy1-Markierung: rot, Gegenfärbung mit Hämatoxylin 
(blau). A: Probe eines MPNST (Proben-ID: 530-5), zentral dargestellt ist hier ein Gefäß 
mit CD90/Thy1-positiven Zellen in der Gefäßwand (Pfeil). B: Probe eines plexiform-
intraneuralen Neurofibroms (Proben-ID: 270-2); gezeigt ist eine rote CD90/Thy1-
Markierung außerhalb des Perineuriums im Epineurium (Pfeile). 
 

DHH - Tryptase 

Durch eine Korrelation von morphologischen Kriterien (vgl. Abbildung 20, S. 57) 

und Auswertung der DHH und Tryptase doppelmarkierten Gewebeschnitte, 

zeigte sich wie in Abbildung 23 (S. 59) sichtbar eine Koexpression von DHH und 

Tryptase in Mastzellen. 

 

 
Abbildung 23: Doppelmarkierung DHH - Tryptase 
DHH-Markierung: braun, Tryptase-Markierung: rot, Gegenfärbung mit Hämatoxylin 
(blau). A: Probe eines plexiform-intraneuralen Neurofibroms (Proben-ID: 190-2). A.1: 
Insert von A, sichtbar ist hier eine Doppelmarkierung mit deutlicher Tryptase-Markierung 
und bräunlich-körniger DHH-Markierung. B: Probe eines MPNST (Proben-ID: 530-5). 
B.1: Insert von B, ebenfalls doppelmarkierte Mastzelle sichtbar. 
 

Die höchste Mastzelldichte zeigte sich in dem dermalen Neurofibrom, gefolgt 

vom plexiform-diffusen Neurofibrom. Die geringste Anzahl pro Fläche zeigte sich 

im MPNST. 
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DHH - NF 

In einigen pNFs zeigten sich residuale Axone. Die Doppelmarkierungen von NF 

zur Darstellung von Axonen und DHH sind in Abbildung 24 (S. 60) exemplarisch 

an einem peripheren Nerven und einem plexiform-intraneuralen Neurofibrom 

dargestellt. Einige der rot-markierten Axone lagen in enger Nachbarschaft zu 

einer DHH-positiven Zelle (s. A.1 und B.1 von Abbildung 24, S. 60), während 

andere DHH-positive Zellen ohne sichtbaren Axon-Kontakt vorlagen. Es zeigte 

sich in keiner der Proben eine Doppelmarkierung der residualen Axone. 

 

 
Abbildung 24: Doppelmarkierung DHH - NF 
DHH-Markierung: braun, NF-Markierung: rot, Gegenfärbung mit Hämatoxylin (blau). A: 
Probe eins peripheren Nervens (Proben-ID: 700-0). A.1: Insert von A, sichtbar ist hier 
ein NF-markiertes Axon mit anliegender DHH-markierter myelinisierender Schwannzelle 
(morphologisch identifiziert). Mit Sternchen (*) beispielhaft gekennzeichnet: DHH-
positive Perineuralzellen (morphologisch identifiziert). B: Probe eines plexiform-
intraneuralen Neurofibroms (Proben-ID: 192-2). B.1: Insert von B, sichtbar ist hier eine 
neben dem NF-markierten Axon liegende DHH-markierte myelinisierende 
Schwannzelle. 
 

DHH – Protein zero 

Zur Unterscheidung von myelinisierenden und nicht-myelinisierenden 

Schwannzellen wurde eine Doppelmarkierung mit DHH und Protein zero (MPZ) 

angefertigt. Wie in Abbildung 25 (S. 61) sichtbar waren die hier im Querschnitt 

dargestellten Myelinscheiden selbst nicht doppelmarkiert. Es zeigten sich jedoch 

einige Myelinscheiden, die mit einem DHH-positiven Zellanteil verbunden waren 

(s. A.1 und B.1 in Abbildung 25, S. 61). Viele DHH-positive Zellen zeigten keinen 

direkten Kontakt mit einer Myelinscheide.  

 

Deutlich wurde in der Doppelmarkierung mit DHH/MPZ zudem im direkten 

Vergleich der dargestellten Proben, dass die Myelinscheiden im gesunden 
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Nerven (A) morphologisch dicker und gleichmäßiger wirkte als im 

Tumorgewebe (B). 

 

 
Abbildung 25: Doppelmarkierung DHH - MPZ 
DHH-Markierung: braun, Protein zero: rot. A: Probe eines peripheren Nervens (Proben-
ID: 700-0). A.1: Insert von A, sichtbar ist hier eine doppelmarkierte myelinisierende 
Schwannzelle. Das Protein-zero markiert ausschließlich die Myelinscheide und 
angrenzend markiert DHH am ehesten den perinukleären Bereich. Der Zellkern der 
Schwannzelle ist ohne Gegenfärbung nicht erkennbar. B: Probe eines plexiform-
intraneuralen Neurofibroms (Proben-ID: 180-2); Gewebeausschnitt im Bereich der 
residualen Axone. B1: Insert von B, sichtbar ist hier eine doppelmarkierte 
myelinisierende Schwannzelle mit dem von der Myelinscheide umschlossenen Axon. 
 

Zusammenfassend zeigten sich somit anhand der Doppelmarkierungen in den 

PNSTs eine DHH-Färbung in Schwannzell-artigen Tumorzellen, 

Perineuralzellen, Mastzellen und myelinisierenden Schwannzellen. CD90/Thy1-

positive Fibroblasten waren im Tumorgewebe nicht sichtbar und weder das Axon 

noch die Myelinscheide selbst zeigten eine DHH-Markierung. 
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5. Diskussion 

Mit dieser Studie wurde erstmals die Bedeutung von Desert Hedgehog Protein 

als Differenzierungsmarker in peripheren, NF1-assoziierten 

Nervenscheidentumoren untersucht. Hierzu wurden intraneural wachsende 

plexiforme Neurofibrome mit plexiform-diffusen und dermalen Neurofibromen, 

sowie MPNSTs verglichen. Einen besonderen Fokus bildeten die Tumoren mit 

kapselüberschreitendem Wachstum, die in der Literatur bislang wenig Beachtung 

fanden.  

Im Anschluss wurde in den beispielhaft angefertigten Doppelmarkierungen 

nachgewiesen, dass DHH in peripheren Nerven und Nervenscheidentumoren 

nicht nur in den Schwannzell-artigen Tumorzellen, sondern auch in 

Perineuralzellen, Mastzellen und myelinisierenden Schwannzellen 

nachgewiesen werden kann. Es wurde mit Hilfe der Immunhistologie 

verschiedene Typen peripherer Nervenscheidentumore auf ihre DHH-Expression 

untersucht, um zu ermitteln, ob dieses Protein einen prädiktiven oder 

anzeigenden Wert bezüglich der Malignisierung von plexiformen Neurofibromen 

hat. Außerdem wurde die DHH-Expression in den verschiedenen Tumortypen 

gemessen und sowohl semiquantitativ anhand der Färbeintensität in den 

verschiedenen Proben als auch quantitativ anhand des prozentualen Anteils 

DHH-positiver Tumorzellen je Probe bestimmt. In der semiquantitativen 

Auswertung, bei der neben den Tumorzellen auch ggf. vorhandene Zellen des 

Perineuriums oder der residualen Axone berücksichtigt wurden, wie auch in der 

quantitativen Auswertung zeigte sich eine stärkere DHH-Expression (gemessen 

an der DHH-Intensität bzw. am prozentualen Anteil DHH-positiver Tumorzellen) 

in den benignen Tumoren im Vergleich zu den MPNSTs. In der DHH-Expression 

der verschiedenen pNFs konnte kein signifikanter Unterschied gezeigt werden. 

5.1 Kapselüberschreitendes Wachstum 

In der Literatur werden verschieden Neurofibrom-Subtypen unterschieden 

(Longo et al. 2018), doch ein kapselüberschreitendes Wachstum wurde bislang 

noch nicht dargestellt. 

So werden neben den dNFs und den pNFs häufig auch diffus wachsende 

Neurofibrome als eigener Wachstumstyp betrachtet (Tonsgard 2006, Stemmer-
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Rachamimov und Nielsen 2012). Einige Autoren beschreiben außerdem diffuse 

Neurofibrome mit Anteilen von plexiformen Neurofibromen, die plexiform-diffusen 

Neurofibrome (Miettinen 2016). Meist werden diese Wachstumstypen als eigene 

Neurofibrom-Subtypen betrachtet (Ferner und Gutmann 2002, Huson und Korf 

2013, Antônio et al. 2013).  

Es stellt sich jedoch die Frage, ob es einen Übergang von nodulären (plexiform-

intraneuralen) zu plexiform-diffusen Neurofibromen gibt, oder ob es sich hier um 

einzelne nebeneinanderstehende Wachstumsmuster handelt. Als 

Übergangsform wäre das kapselüberschreitende Wachstum plexiformer 

Neurofibrome denkbar. 

Vor dem Hintergrund der großen Anzahl vorliegender Proben im Archiv des 

Instituts für Neuropathologie des UKE konnte solch ein kapselüberschreitendes 

Wachstumsverhalten tatsächlich bei einigen pNFs beobachtet werden. In 

Kapitel 4.1 (S. 44) wurde mittels immunhistochemischer Markierungen 

beispielhaft ein Auseinanderweichen bzw. Ausdünnen der den Tumor 

umgebenen Lamellen aus Perineuralzellen, sowie ein Überschreiten der 

Hüllschicht durch die Tumorzellen gezeigt (vgl.: Abbildung 10, S. 45 und 

Abbildung 11, S. 46). Diese Wachstumsmuster wurden als plexiform-

kapselüberschreitende Neurofibrome bezeichnet. 

Mögliche Abfolge verschiedener Neurofibrom-Wachstumsmuster 

Das intraneurale, das kapselüberschreitende und das diffuse Wachstum stellen 

somit unterschiedliche Wachstumsmuster der pNFs dar. Es erhebt sich die 

Frage, ob diese Wachstumsmuster einer zeitlichen Abfolge zuzuordnen sind. 

Eine mögliche zeitliche Entwicklung der verschiedenen Tumortypen ist in 

Abbildung 26 (S. 64) dargestellt. Die Auswertung der Altersverteilung in den 

jeweiligen Subtypen plexiformer Neurofibrome unterstützt die These solch einer 

zeitlichen Abfolge der Wachstumsmuster. Wie in Kapitel 5.4.2 (S. 75) 

beschrieben, zeigte sich in der vorliegenden Untersuchung ein Anstieg des 

Altersmittelwerts von plexiform-intraneuralen Neurofibromen (M: 21,2 Jahre) 

über plexiform-kapselüberschreitende Neurofibrome (M: 22,5 Jahre) zu 

plexiform-diffusen Neurofibromen (M: 32,6 Jahre). 
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Abbildung 26: Mögliche zeitliche Abfolge der Wachstumsmuster peripherer 
Nervenscheidentumore bei NF1 
Dargestellt sind die in dieser Studie untersuchten Wachstumsmuster peripherer 
Nervenscheidentumore in ihrer möglichen zeitlichen Abfolge.  
Generell werden dermale und plexiforme Neurofibrome unterschieden. Bekannt ist 
zudem, dass MPNSTs bei NF1-Patienten in der Regel aus vorbestehenden pNFs 
entstehen. In der vorliegenden Studie wurde gezeigt, dass es bei pNFs zudem ein 
kapselüberschreitendes Wachstum gibt. Diese plexiform-kapselüberschreitenden 
Neurofibrome könnten sich im Verlauf zu plexiform-diffusen Neurofibromen 
weiterentwickeln. 
Die gestrichelten-grauen Linien zu Beginn der Pfeile demonstrieren das mittlere Alter der 
verschiedenen Wachstumsmuster zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme. Die Malignität 
der verschiedenen Tumortypen ist farbig dargestellt: grün = benigne, gelb = Risiko einer 
malignen Transformation, rot = maligne. Gestrichelte-schwarze 
Verbindungslinien = Hypothesen. 
 

Analog ließ sich in einer Studie von L. Püschel an mehr als 500 NF1-assoziierten 

Tumoren eine gleichartige Altersverteilung der Tumortypen zeigen (vgl. S. 75). In 

dieser Studie wurden zusätzlich noch rein-diffuse Neurofibrome unterschieden, 

die sich entsprechend der von Ihr ermittelten Werte hinter den plexifrom-diffusen 

Neurofibromen einordneten. Dies könnte ein Hinweis für eine weitergehende 

Auflösung der intraneuralen Anteile sein (Püschel 2017). 

 

Doch sowohl in der vorliegenden Untersuchung als auch in der Studie von L. 

Püschel wurde das Wachstumsmuster der pNFs nur zu einem Zeitpunkt 

begutachtet. Eine zeitliche Abfolge konnte somit lediglich anhand verschiedener 

Beobachtungen postuliert werden. In Nachfolgeuntersuchungen wäre es sinnvoll 
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die Wachstumsmuster der pNFs prospektiv zu ermitteln oder beispielsweise mit 

Hilfe von Mausmodellen im zeitlichen Verlauf zu betrachten. Hierzu wäre es nötig 

Mausmodelle mit spezifischen Subtypen von NF1-assoziierten Tumoren zu 

züchten (Gutmann 2014), so wurde in der Arbeitsgruppe um Chen und Kollegen 

bereits ein Mausmodell speziell zur Untersuchung plexiformer Neurofibrome 

entwickelt (Chen et al. 2014). 

 

Möglicher Mechanismus bei kapselüberschreitendem Wachstum 

Wenn in einem Nerv ein plexiformes Neurofibrom entsteht ist der Nerv initial noch 

intakt und die anfangs gut definierte Läsion von Perineurium umschlossen 

(Miettinen 2016).  

 

Wie in Abbildung 27 (S. 65) 

dargestellt, werden in der Literatur 

zwei Wachstumsbilder plexiformer 

Neurofibrome beschrieben. Das 

noduläre Neurofibrom, bei dem der 

Nerv durch den Tumor zunehmend 

fusiform aufgeweitet wird und das 

langstreckige Wachstum entlang der 

Nervenachse, welches meist multiple 

Nervenfaszikel betrifft (Carroll und 

Ratner 2008).  

 

Es wäre denkbar, dass der Tumor bei 

nodulärem Wachstum zunehmend 

Druck auf das Perineurium und die 

durch den Tumor verlaufenden 

residualen Axone ausübt, sodass 

beide mehr und mehr degenerieren. 

Es kommt zu einem kapselüberschreitenden und nachfolgend diffusen 

Wachstum. Beim Wachstum entlang der Längsachse des Nervens bleiben die 

residualen Axone und das Perineurium hingegen lange erhalten.  

 

Abbildung 27: Noduläres vs. 
langstreckiges Wachstum 
plexiformer Neurofibrome 
A: Entwicklungsschritte eines nodulären 
Neurofibroms mit zunehmend fusiformer 
Aufweitung des Nervens. B: multiple 
Nervenfaszikel netzartig aufgetrieben. 
Geändert nach: Antonescu und Kollegen, 
S. 218 & S. 227 (Antonescu et al. 2013b). 



Diskussion 

66 

 

Invasives Wachstum - eine Eigenschaft plexiformer Neurofibrome 

Ein kapselüberschreitendes und invasives Wachstumsverhalten stellt bei vielen 

Tumoren ein Zeichen der Dedifferenzierung bzw. der Malignisierung dar. Es zeigt 

sich beispielsweise bei Prostatakarzinomen (Cheng et al. 2012) oder 

differenzierten Schilddrüsenkarzinomen (Aiken 2012).  

Doch es gibt auch benigne Tumore, die ein invasives Wachstum ohne Anhalt für 

eine maligne Veränderung zeigen. Hierzu zählen zum Beispiel die invasiven 

Hypophysenadenome, die gutartig sind, teils jedoch in die Dura mater, die 

Keilbeinhöhle, den Knochen oder die Nasenschleimhaut einwachsen (Sav et al. 

2015). Klinisch zeigen diese Tumore trotz ihres aggressiven Wachstums keine 

Metastasierung und ein signifikant besseres Gesamtüberleben im Vergleich zu 

malignen Hypophysenkarzinomen (Hansen et al. 2014). 

 

Wie oben beschrieben, konnte in der vorliegenden Untersuchung (vgl. 

Kapitel 4.1, S. 44) ein kapselüberschreitendes Wachstum plexiformer 

Neurofibrome gezeigt werden. Dabei lagen bei den untersuchten Tumoren keine 

Anzeichen einer malignen Veränderung (bspw. Zellkernatypien oder eine erhöhte 

Mitoserate) vor. In der Literatur wird auch ein invasives Wachstum benigner 

plexiform-diffuser Neurofibrome in Fettgewebe, Muskeln usw. beschrieben 

(Mautner et al. 2006). 

 

Das kapselüberschreitende Wachstum bei plexiformen Neurofibromen ist somit 

ähnlich wie beim invasiven Hypophysenadenom eine Eigenschaft des invasiven 

Wachstums und kann nicht wie bei anderen Tumoren als Zeichen einer 

Dedifferenzierung gewertet werden. 

5.2 DHH-Expression in peripheren Nervenscheidentumoren 

Bisher liegen nur wenige Studien vor, die eine DHH-Expression in peripheren 

Nerven oder Nervenscheidentumoren untersucht haben. Eine DHH-Expression 

wurde durch verschiedene Methoden (mittels In-situ-Hybridisierung (ISH) in 

Mäusen oder Immunfluoreszenz(IF)-Doppelmarkierungen an Nerven) bislang 

insbesondere in Schwannzellen gezeigt (Bitgood und McMahon 1995, Bajestan 

et al. 2006). In anderen ISH-Untersuchungen wurde die Expression von DHH auf 

myelinisierende Schwannzellen begrenzt (Parmantier et al. 1999, Sharghi-
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Namini et al. 2006). Durch Endo und Kollegen wurde zudem in einer RT-PCR 

Studie an einer MPNST-Zelllinie, eine ektopische DHH-Expression in MPNST 

Tumorzellen gezeigt (Endo et al. 2002b). 

 

Um die DHH-Expression in PNSTs verschiedenen Zellarten im Tumor 

zuzuordnen, wurde in der vorliegenden Untersuchung mit Hilfe beispielhaft 

angefertigter immunhistochemischer Doppelmarkierungen eine mögliche 

Koexpression von DHH und den in Kapitel 1.2.1 (S. 23) beschriebenen Antigenen 

zur Detektion verschiedener Zellarten im peripheren Nerven, Neurofibrom oder 

MPNST untersucht.  

DHH-Expression in myelinisierenden Schwannzellen 

In der vorliegenden Untersuchung konnte wie auch in den oben genannten 

Studien (Parmantier et al. 1999, Sharghi-Namini et al. 2006) eine DHH 

Expression in myelinisierenden Schwannzellen dargestellt werden (vgl. Kapitel 

4.3, S. 57). Hierbei zeigten die in Abbildung 25 (S. 61) im Querschnitt 

dargestellten Myelinscheiden keine direkte Doppelmarkierung.  

 

Dies erklärt sich dadurch, dass wie in 

Abbildung 28 (S. 67) sichtbar bei einer 

myelinisierenden Schwannzelle der von 

Zytplasma umgebene Zellkern neben der 

Myelinscheide liegt. Die Myelinscheide 

selbst besteht aus mehreren 

Zellmembranschichten der 

Schwannzelle, ohne Einschluss von 

Zytoplasma (Lemke und Axel 1985). Nun 

markiert das Protein zero als 

Myelinscheiden-spezifisches Protein 

ausschließlich die Myelinscheide von 

Schwannzellen (Lemke und Axel 1985). 

Das DHH jedoch lässt sich im 

Zytoplasma nachweisen (Parmantier et 

al. 1999).  

Abbildung 28: Myelinisierende 
Schwannzelle dargestellt mittels 
Elektronenmikroskopie 
Elektronenmikroskopisch 
aufgenommener Querschnitt einer 
myelinisierenden Schwannzelle. Die 
Myelinscheide umgibt hierbei das 
Axon (Ax), angrenzend ist der 
Schwannzellnukleus (S) im 
Zytoplasma der Schwannzelle 
sichtbar.  
Quelle: Corfas und Kollegen, S. 9251 
(Corfas et al. 2004). 
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Die in A.1 von Abbildung 25 (S. 61) gezeigte myelinisierende Schwannzelle kann 

somit als doppelmarkiert betrachtet werden. 

DHH-Expression in Schwannzell-artigen Tumorzellen 

Ähnlich wie von Endo und Kollegen, die eine DHH-Expression in MPNST-

Zelllinien zeigten (Endo et al. 2002b), wurde in der vorliegenden Studie eine 

Expression von DHH in benignen Neurofibromen nachgewiesen (vgl. Abbildung 

20, S. 57). 

Diese ektope DHH-Expression in den Tumorzellen könnte wie von Endo und 

Kollegen postuliert, einen Einfluss auf die Tumorgenese von Neurofibromen 

haben (Endo et al. 2002a). 

DHH-Expression in Perineuralzellen 

In Perineuralzellen wurde von verschiedenen Autoren mit Hilfe verschiedener 

Untersuchungstechniken (ISH / IHC) bislang lediglich der DHH-Rezeptor 

Patched nachgewiesen (Parmantier et al. 1999, Endo et al. 2002a). 

Die in der vorliegenden Studie angefertigten Doppelmarkierungen (vgl. Abbildung 

21, S. 58) weisen auch auf eine DHH-Expression in den Perineuralzellen hin. 

DHH-Expression in Mastzellen 

Zudem wurde eine DHH-Expression in Mastzellen gezeigt (vgl. Abbildung 23, 

S. 59). Sie könnten ebenfalls einen Einfluss auf die Differenzierung der Tumore 

haben. Doch es wurde gezeigt, dass die Mastzelldichte in plexiform-intraneuralen 

Neurofibromen deutlich geringer als in diffusen oder dermalen Neurofibromen ist 

(Tucker et al. 2011, Friedrich et al. 2015). Auch wenn Mastzellen DHH 

exprimieren, spielt dies vermutlich in plexiform-intraneuralen Neurofibromen auf 

Grund der geringen Anzahl von Mastzellen für die Differenzierung des Tumors 

keine Rolle. 

DHH-Expression in Fibroblasten 

Verwunderlich ist zunächst, dass in den untersuchten PNSTs mit dem in der 

vorliegenden Studie verwendeten CD90-Antikörper keine freien Fibroblasten im 

Tumor nachgewiesen wurden, sondern lediglich eine Anfärbung von 

Gefäßwänden und dem den Tumor umgebenen Epineurium erfolgte (vgl. 

Abbildung 22, S. 59). Ein ähnliches Phänomen zeigte sich in einer Studie von L. 

Püschel, in der unter anderem die zelluläre Zusammensetzung von PNSTs 
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untersucht wurde. Hier zeigten sich bei einem Großteil der 457 mit CD90-

Antikörper untersuchten PNSTs eine perivaskuläre oder perineuriale Färbung, 

während nur 30,7 % der Tumore eine Anfärbung des Tumorgewebes zeigte 

(Püschel 2017). Da CD90 ein Oberflächenprotein ist, welches von verschiedenen 

Zelltypen exprimiert wird – unter anderem von Neuronen, Fibroblasten, 

Gefäßperizyten oder Endothelzellen – (Leyton und Hagood 2014), war die 

perivaskuläre und perineurale Expression zu erwarten und zeigte die 

Funktionalität und Spezifität der Immunreaktion an. Einen spezifischen 

Fibroblastenantikörper gibt es bislang nicht. 

 

In der Literatur wird beschrieben, dass Neurofibrome zu 60-85 % aus 

Schwannzell-artigen Tumorzellen bestehen, neben verschiedenen anderen 

Zellarten aber auch Fibroblasten enthalten (Peltonen et al. 1988, Sheela et al. 

1990). Dies wurde in verschiedenen Studien mittels Elektronenmikroskopie 

gezeigt (Kimura et al. 1974). Doch laut Hirose und Kollegen konnten die 

verschiedenen Zellpopulationen in Neurofibromen bislang noch nicht mit Hilfe 

immunhistochemischer Methoden nachgewiesen werden (Hirose et al. 2003) und 

Erlandson und Woodruff fanden in diesen Tumoren in ultrastrukturellen 

Untersuchungen nur selten klassische Fibroblasten (Erlandson und Woodruff 

1982).  

 

Ob und wie viele klassische Fibroblasten in Neurofibromen enthalten sind, gilt es 

somit noch herauszufinden. Es wäre sinnvoll sie mit Hilfe verschiedener 

Fibroblasten-Marker darzustellen, beispielsweise dem Fibroblasten-

Oberflächenprotein-Antikörper oder dem CD34-Antikörper (Hagel et al. 2012, 

Hirose et al. 2003). 
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5.3 Mögliche Beteiligung des DHH an der Malignisierung 

von Neurofibromen 

Als Teil des Hedgehog-Signalweges wurde eine Beteiligung von DHH an der 

Entwicklung und Organisation des Perineuriums (Parmantier et al. 1999), sowie 

an der Myelinisierung im PNS gezeigt (Jung et al. 2015). Es ist an der Intaktheit 

der Nerven beteiligt und könnte somit bei der Entstehung und Malignisierung von 

PNSTs eine wichtige Rolle spielen. 

DHH als Differenzierungsmarker 

DHH gilt insbesondere im Rahmen der Schwannzell-Entwicklung als 

Differenzierungsmarker (Jessen und Mirsky 2005). Als solcher müsste in 

Neurofibromen bei fortschreitender Dedifferenzierung der Tumorzellen die DHH-

Expression abnehmen. Solch ein Prozess wurde beispielsweise für den 

Schwannzell-Differenzierungsmarker S100 beobachtet, welcher in 

Neurofibromen vorhanden ist und in MPNSTs auf Grund einer zunehmenden 

Anaplasie zu großen Teilen verloren geht (Antonescu et al. 2013a). 

 

In der vorliegenden Untersuchung wurde anhand des prozentualen Anteils DHH-

positiver Tumorzellen eine signifikant geringere DHH-Expression in den MPNSTs 

im Vergleich zu den benignen PNSTs ermittelt.  

Das DHH zeigt somit einen ähnlichen Verlauf wie das S100 und kann als 

Differenzierungsmarker zwischen benignen und malignen 

Nervenscheidentumoren herangezogen werden.  

 

Es stellte sich jedoch die Frage, in welchem Stadium der Tumorentwicklung DHH 

verloren geht, ob es gegebenenfalls bereits in einem frühen Stadium der 

malignen Transformation abnimmt und somit einen prädiktiven Wert hat. 

Hierzu sollte geprüft werden, ob ein kapselüberschreitendes Wachstum 

plexiformer Neurofibrome eine Dedifferenzierung und damit eine Malignisierung 

darstellt (vgl. Unterkapitel „Invasives Wachstum - eine Eigenschaft plexiformer 

Neurofibrome“, S. 66). Demnach müsste bei einem invasiven Wachstum der 

plexiformen Neurofibrome die DHH-Expression bereits abnehmen. Bezogen auf 

die oben postulierte mögliche zeitliche Abfolge der Wachstumsmuster müsste sie 

also in der Gruppe der pNFs in plexiform-intraneuralen Neurofibromen hoch, in 
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plexiform-kapselüberschreitenden Neurofibromen niedriger und in plexiform-

diffusen Neurofibromen am niedrigsten sein.  

Diese Vermutung konnte nicht bestätigt werden. Es zeigte sich weder bei der 

Intensität der DHH-Markierung noch im durchschnittlichen Anteil DHH-positiver 

Tumorzellen ein signifikanter Unterschied zwischen den drei Gruppen der pNFs. 

Entsprechend ergab sich kein Unterschied zwischen den nodulär- oder den 

langstreckig-wachsenden plexiformen Neurofibromen. 

Das kapselüberschreitende, invasive Wachstum ist somit kein Zeichen einer 

Dedifferenzierung. Dies deckt sich mit den Angaben in der Fachliteratur, dass 

eine maligne Entartung diffuser Neurofibrome als extrem selten angesehen und 

bislang allenfalls in vereinzelten Fallberichten beschrieben wurde (Evans 2013, 

Inoue et al. 2014, Schaefer und Fletcher 2015). 

 

Zusammenfassend besitzt DHH somit einen anzeigenden Wert als 

Differenzierungsmarker und in Tumoren mit histologisch nicht eindeutiger 

Dignität kann eine fehlende DHH-Expression möglicherweise als Zeichen der 

Malignisierung gewertet werden. Dies sollte in zukünftigen Studien an größeren 

Stichproben noch überprüft werden.  

DHH als Faktor für die hämatogene Metastasierung von MPNSTs 

Da in der Literatur auch bei der Aufrechterhaltung der Blut-Nerven-Barriere eine 

Beteiligung von DHH demonstriert wurde (Moreau et al. 2016, Chapouly et al. 

2016), könnte der Abfall der DHH-Expression in MPNSTs möglicherweise auch 

für die hämatogene Metastasierung dieser Malignome eine Rolle spielen. 

Ähnliche Hinweise fanden Zou und Kollegen in einer Studie an 140 MPNST-

Patienten, für MPNSTs mit fehlender S100-Expression. Hier wurden Prädiktoren 

für das Outcome dieser Tumore gesucht und es wurde gezeigt, dass MPNSTs 

mit einer fehlenden S100-Immunreaktivität mit einem erhöhten Risiko für eine 

Fernmetastasierung verbunden waren (Zou et al. 2009). 

Derartige Untersuchungen an einem großen Patientenkollektiv wären auch für 

die DHH-Immunreaktivität sinnvoll, um die Rolle von DHH bei einer hämatogenen 

Metastasierung von MPNSTs zu klären. 
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5.4 Methodenkritik 

Die Auswahl der Stichprobe in Bezug auf die angewandte Klassifikation der 

PNSTs, die Geschlechter- und Altersverteilung, sowie die Lokalisation der 

untersuchten Tumore sollen im Folgenden hinsichtlich ihrer Vergleichbarkeit 

diskutiert werden. Zudem wird die immunhistochemische DHH-Markierung der 

Gewebeproben, die Auswahl der Antikörper für die Doppelmarkierungen und die 

Anfertigung dieser Färbungen bezüglich Ihrer Vor- und Nachteile erörtert. 

5.4.1 Auswahl der Stichprobe nach Tumortyp 

In dieser Studie wurden Gewebeproben verschiedener peripherer 

Nervenscheidentumore von NF1-Patienten untersucht. Hierbei wurde wie in 

vorherigen Studien (Miller et al. 2009, Carroll 2012) primär eine einfache 

Unterteilung der Neurofibrome in dermale und plexiforme Neurofibrome, sowie 

MPNSTs vorgenommen. Zusätzlich wurden die pNFs in das intraneurale, das 

kapselüberschreitende und das diffuse Wachstum unterteilt. Auf diese Weise 

konnten unterschiedliche Wachstumsmuster der pNFs berücksichtigt werden. 

 

Grundsätzlich birgt die Anwendung verschiedener Klassifikations-Schemata zur 

Einteilung der Neurofibrom-Subtypen Probleme bei der Vergleichbarkeit 

verschiedener Studien (Carroll und Ratner 2008). Es wäre somit für die 

vorliegende Arbeit sinnvoll gewesen, beispielsweise wie von der WHO 

empfohlen, eine Klassifikation in fünf verschiedene Subtypen (Perry et al. 2016), 

vorzunehmen. Oder wie vom NCI auf einem ‚consensus meeting‘ vorgeschlagen, 

ein Klassifikationsschema anzuwenden, welches auch die Entwicklungsstufen zu 

einem malignen Tumor berücksichtigt (Miettinen et al. 2017). Bei keinem dieser 

empfohlenen Schemata werden jedoch plexiform-intraneural wachsende 

Neurofibrome von plexiform-kapselüberschreitenden oder plexiform-diffus 

wachsenden Neurofibromen unterschieden.  

Daher wurde trotz der schlechteren Vergleichbarkeit die beschriebene Einteilung 

in insgesamt fünf Tumortypen verwendet. 
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5.4.2 Analyse der Stichprobenzusammensetzung 

Die in dieser Studie untersuchte Stichprobe, welche 83 Gewebeproben von 69 

verschiedenen Patienten umfasste, zeigte sich in Ihrer Größe vergleichbar mit 

anderen Immunhistologischen Studien an Neurofibromen.  

So untersuchten Zou und Kollegen beispielsweise mit Hilfe der IHC an insgesamt 

93 Proben von benignen Neurofibromen und MPNSTs die Expression 

verschiedener molekularer Marker, um ihren prognostischen Wert als Biomarker 

herauszufinden (Zou et al. 2009). Pongpudpunth und Kollegen ermittelten mit 

Hilfe der IHC an insgesamt 72 dermalen und plexiformen Neurofibromen von 18 

NF1-Patienten den Anteil Nestin-positiver Zellen, um damit Vorläuferzellen 

nachzuweisen (Pongpudpunth et al. 2010). L. Püschel hingegen untersuchte 

unter anderem an 520 Proben humaner peripherer Nervenscheidentumore 

(davon 136 dNF, 126 pNF, 113 plexiform-diffuse Neurofibrome, 123 diffuse 

Neurofibrome und 22 MPNSTs) mittels IHC die zelluläre Zusammensetzung 

dieser Tumore und mögliche Tumorentstehungs- und 

Progressionsmechanismen. In dieser Studie wurde somit eine ausgesprochen 

große Stichprobe untersucht (Püschel 2017).  

Die einzige bislang vorliegende DHH-Expressionsstudie an Neurofibromen von 

Endo und Kollegen hatte mit insgesamt 12 untersuchten Proben einen deutlich 

geringeren Umfang als die vorliegende Studie (Endo et al. 2002a). 

Geschlechts- und Altersverteilung 

In der vorliegenden Untersuchung waren insgesamt 59 % Frauen und 41 % 

Männer eingeschlossen, das Durchschnittsalter des Gesamtkollektivs zum 

Zeitpunkt der Gewebeentnahme lag bei 33,28 Jahren. 

 

In Tabelle 13 (S. 74) sind aufgeteilt nach den Tumor-Subtypen die 

Geschlechtsverteilung und das mediane/mittlere Alter der Patienten 

verschiedener Vergleichsstudien aufgelistet.  
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Tabelle 13: Geschlechts- und Altersverteilung von peripheren 
Nervenscheidentumoren 
Ergebnisse verschiedener Studien unterteilt nach Tumor-Subtypen.  
w = weiblich, m = männlich. † = Medianes Alter, * = mittleres Alter. 

S
ti
c
h

p
ro

b
e
 

Ehara 
et al. 

(2018) 

Tucker 
et al. 

(2009a) 

Needle 
et al. 

(1997) 

Ducatman 
et al. 

(1986) 

Zou et 
al. 

(2009) 

Püschel 
(2017) 

Eigene 
Studie 

57 dNF 44 pNF 168 pNF 
120 

MPNST 
140 

MPNST 

136 dNF 

126 pNF 

22 MPNST 

20 dNF 

35 pNF 

17 MPNST 

d
N

F
 w: 56 %  

m: 44 %  

 

 

 w: 58,4 % 

m: 41,6 % 

w: 76 % 

m: 24 % 

34Jahre† 39,4 Jahre* 43,9 Jahre* 

p
N

F
 

 

w: 44 %  

m: 56 % 

w: 44,6% 

m: 55,4%  

 w: 47,7 % 

m: 52,3 % 

w: 49 % 

m: 51 % 

15 Jahre* 10 Jahre* 24,6 Jahre* 26,9 Jahre* 

M
P

N
S

T
 

  

 w: 57 %  

m: 43 % 

w: 36,4% 

m: 63,6% 

w: 52,9 % 

m: 47,1 % 

w: 65 % 

m: 35 % 

34 Jahre* 35Jahre† 38 Jahre* 35,7 Jahre* 

 

In der Gruppe der dNF waren in der vorliegenden Studie deutlich mehr weibliche 

als männliche Patienten einbezogen. Eine leichte Dominanz weiblicher Patienten 

zeigte sich auch bei Ehara und Kollegen sowie bei L. Püschel und M. Miettinen 

gibt in seiner Abhandlung über die NF1 ebenfalls eine milde weibliche 

Prädominanz an (Ehara et al. 2018, Püschel 2017, Miettinen 2016).  

Bei den pNF zeigte sich durchweg eine leichte männliche Dominanz (s. Tabelle 

13, S. 74). 

Lediglich in der Gruppe der MPNSTs geben die verschiedenen Studien 

unterschiedliche Geschlechterprädominanzen an (s. Tabelle 13, S. 74). Auf 

Grund der in dieser Studie untersuchten relativ kleinen Stichprobe von MPNSTs 

ist die Geschlechterverteilung in der eigenen Studie nicht aussagekräftig. Doch 

M. Miettinen spricht in seinem Buch – passend zu der vorliegenden Stichprobe – 

auch bei den MPNSTs von einer milden weiblichen Prädominanz (Miettinen 

2016) und in der großen Stichprobe von L. Püschel fand sich in der Gruppe der 

MPNSTs ebenfalls ein geringgradig höherer Anteil weiblicher Patienten (Püschel 

2017). 

 

Das mittlere Alter der Patienten mit dermalen oder plexiformen Neurofibrom lag 

in der vorliegenden Studie höher als in den Vergleichsstudien (s. Tabelle 13, 
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S. 74). Dies kann zum Teil darauf zurückzuführen sein, dass in dieser 

Untersuchung das Alter zum Zeitpunkt der operativen Entfernung des Tumors 

angegeben wurde, während die Altersangaben in den übrigen Studien 

unterschiedliche Bezugspunkte hatten, beispielsweise den Zeitpunkt der 

Erstuntersuchung oder einer Behandlung (Tucker et al. 2009a, Ehara et al. 2018). 

Da die Anzahl dNFs mit dem Alter zunimmt (Duong et al. 2011) und sie in der 

Regel aus kosmetischen Gründen entfernt werden (Lutterodt et al. 2016), können 

zwischen der Erstuntersuchung und einer operativen Therapie viele Jahre 

vergehen. Bei pNFs erfolgt ebenfalls zunächst eine Verlaufsbeobachtung der 

Tumore und die operative Entfernung findet meist erst bei Auftreten von 

beeinträchtigenden Symptomen oder Wachstumszunahme statt (Darrigo et al. 

2007). Anders verhält es sich bei den malignen Tumoren, auf Grund der 

schlechten Prognose, ist eine frühzeitige operative Therapie sinnvoll (Widemann 

2009). Die MPNSTs können zwar in jedem Alter auftreten, doch das mediane 

Alter wird meist mit 35-45 Jahren angegeben (Miettinen 2016). Dies passt zu der 

Stichprobe der vorliegenden Untersuchung, in der das mittlere Alter bei 

Entfernung des MPNSTs bei 35,7 Jahren lag. 

 

Eine Betrachtung der Altersverteilung der verschiedenen pNFs zeigte einen 

Anstieg des Alters von plexiform-intraneuralen Neurofibromen 

(Altersmittelwert (M): 21,2 Jahre) über die plexiform-kapselüberschreitenden 

Neurofibrome (M: 22,5 Jahre) zu den plexiform-diffusen Neurofibromen 

(M: 32,6 Jahre). Eine ähnliche Beobachtung zeigte sich in einer Studie von           

L. Püschel, in der Faktoren der Tumorbiologie bei PNSTs untersucht wurden. 

Hier wurde das Wachstumsmuster des kapselüberschreitenden Wachstums 

nicht berücksichtigt, wohl aber diffuse von plexiform-diffusen Neurofibromen 

unterschieden. Es wurde passend zu den vorliegenden Ergebnissen ein Anstieg 

der Altersmittelwerte von pNF über plexiform-diffuse zu diffusen Neurofibromen 

beobachtet (Püschel 2017). 

 

Insgesamt spiegelte die hier verwendete Stichprobe somit eine 

Zusammensetzung wider, die von anderen Stichproben, welche in der Literatur 

beschrieben werden, keine groben Abweichungen zeigt. 
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Tumorlokalisation 

In der vorliegenden Untersuchung waren die Tumoren für die Gesamtstichprobe 

überwiegende aus dem Rumpf-Bereich (44 %), gefolgt von den Extremitäten 

(30,7 %) und dem Kopf/Hals-Bereich (25,3 %) entnommen worden. Hierbei 

wurde auf Grund fehlender Angaben eine Grundgesamtheit von n = 75 

betrachtet. In Tabelle 14 (S. 76) sind aufgeteilt nach den Tumor-Subtypen die 

Ergebnisse verschiedener Vergleichsstudien und der vorliegenden 

Untersuchung bezogen auf die Tumorlokalisation der PNSTs aufgelistet. 

 

Tabelle 14: Tumorlokalisation von peripheren Nervenscheidentumoren 
Ergebnisse verschiedener Studien unterteilt nach Tumor-Subtypen.  

Kopf = Kopf und Hals; Rum. = in- und extern am Rumpf; Extr. = Extremitäten 

S
ti

c
h

p
ro

b
e
 

L
o
k
a

lis
a

ti
o
n
 

Miettinen 
(2016) 

Ehara 
et al. 

(2018) 

Needle 
et al. 

(1997) 

Ducatman 
et al. 

(1986) 

Zou et 
al. 

(2009) 

Püschel 
(2017) 

Eigene 
Studie 

595 dNF 

278 pNF 

65MPNST 

41 dNF 

168 pNF 
120 

MPNST 
140 

MPNST 

136 dNF 

126 pNF 

22MPNST 

17 dNF 

45 pNF 

13 MPNST 

d
N

F
 

K
o
p
f 

H
. 

32 % 9,2 % 

   

19,3 % 17,6 % 

R
u
m

p
. 

31 % 60,2 % 57 % 47,1 % 

E
x
tr

. 

37 % 30,5 % 23,7 % 35,3 % 

p
N

F
 

K
o
p
f 

H
. 

33 % 

 

42,8 % 

  

43,6 % 33,3 % 

R
u
m

p
. 

31 % 29,2 % 32,7 % 37,8 % 

E
x
tr

. 

36 % 28,0 % 23,6 % 28,9 % 

M
P

N
S

T
 K

o
p
f 

H
. 

20 % 

  

19 % 14,3 % 0 % 7,7 % 

R
u
m

p
. 

21 % 46 % 55,0 % 61,5 % 61,5 % 

E
x
tr

. 

59 % 35 % 30,7 % 38,5 % 30,8 % 

 

Die Lokalisationen der hier untersuchten PNSTs zeigten insgesamt eine sehr 

ähnliche Verteilung wie in der umfangreichen Studie von L. Püschel (Püschel 

2017).  
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Im Falle der dNFs lag eine Häufigkeitsverteilung übereinstimmend mit den 

Ergebnissen von Ehara und Kollegen vor. In dieser retrospektiven Studie waren 

verschiedene Charakteristika dermaler Neurofibrome untersucht worden, unter 

anderem die Prädilektionsstelle dieser Tumore, mit dem Ergebnis einer hohen 

Anzahl im Bereich des Rumpfes (s. Tabelle 14, S. 76) (Ehara et al. 2018). 

Die in die vorliegende Untersuchung eingeschlossenen pNFs zeigten ähnlich wie 

bei M. Miettinen eine nahezu ausgeglichene Verteilung (Miettinen 2016). Eine 

mehrfach in der Literatur beschriebene Prädilektion für Kopf und Nacken, die sich 

auch in den Daten von Needle und Kollegen zeigte (s. Tabelle 14, S. 76) (Needle 

et al. 1997, Miettinen 2016), wurde in der vorliegenden Stichprobe lediglich bei 

einer separaten Betrachtung der Untergruppe der plexiform-intraneuralen 

Neurofibrome deutlich (s. Abbildung 8, S. 34). 

Bei den MPNSTs stimmte die vorliegende Verteilung mit den Werten der Studien 

von Ducatman und Kollegen sowie Zou und Kollegen überein. Sie treten 

bevorzugt an Nerven des Rumpfes, gefolgt von Nerven der Extremitäten auf 

(Ducatman et al. 1986, Zou et al. 2009). 

Insgesamt stimmt die Häufigkeitsverteilung der Lokalisation der verschiedenen 

Tumor-Subtypen somit überwiegend mit den Angaben in der Literatur überein. 

5.4.3 DHH-Markierung als immunhistologische Untersuchung 

Die Expression von DHH wurde in PNSTs unseres Wissens nach bislang kaum 

untersucht. In der Literatur findet sich lediglich eine Studie von Endo und 

Kollegen, die mittels IHC die Expression der Hedgehog-Proteine (SHH, DHH und 

IHH) und Ihrer Rezeptoren (PTCH1 und PTCH2) an nur vier dNFs, zwei pNFs 

und 6 Kontrollnerven untersucht haben (Endo et al. 2002a). Hier wurde 

insbesondere eine Patched-Expression in den Tumorzellen der Neurofibrome 

und in den Schwannzellen der Kontrollnerven gezeigt, eine DHH-Expression 

wurde in keiner der Proben nachgewiesen. 

 

Zur Untersuchung der DHH-Expression in den verschiedenen Tumortypen wurde 

in der vorliegenden Studie eine immunhistochemische Markierung mit DHH-

Antikörper im Labor etabliert und eine automatisierte immunhistochemische 

Markierung mit dem Ventana Färbeautomaten durchgeführt. 
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Der verwendete DHH-Antikörper (Anti-DHH, clone 19D7.2 von Millipore) wurde 

ausgewählt, da laut Datasheat eine Reaktivität mit menschlichem Gewebe 

vorliegt und bereits immunhistochemische Untersuchungen mit ihm durchgeführt 

wurden. In einer PhD-Thesis von V. L. Campbell wurde dieser Antikörper 

beispielsweise für eine IHC-Untersuchung an formalin-fixiertem paraffin-

gebettetem Knochenmarksgewebe genutzt, hier wurde jedoch ein anderes 

Färbeprotokoll verwendet (Campbell 2018). In der vorliegenden Untersuchung 

wurde eine Etablierung der DHH-Markierung durchgeführt und dabei wurden, wie 

in Kapitel 4.2 (S. 46) demonstriert, adäquate Färbeergebnisse an 

Gewebeschnitten eines peripheren Nervens und der mitgeführten Positiv-

Kontrolle eines malignen Teratoms erzielt.  

 

Dennoch wäre es, wie Saper und Sawchenko empfehlen, sicherlich sinnvoll in 

zukünftigen Studien mit Hilfe anderer Methoden – beispielsweise der ISH oder 

der RT-PCR - die Ergebnisse der IHC-Untersuchung zu überprüfen (Saper und 

Sawchenko 2003). Diese Untersuchungen sollten jedoch nur ergänzend zu der 

Immunhistochemie angewandt werden, da sie die Antigenexpression auf DNA- 

oder mRNA-Level untersuchen und daher keine Lokalisation des Antigens 

innerhalb der Zelle erlauben. 

5.4.4 Auswertungsmethoden der untersuchten DHH-Markierung 

Wie in Kapitel 3.2.3 (S. 40) beschrieben, wurde eine semiquantitative und eine 

quantitative Auswertung der DHH-Markierung durchgeführt und im Anschluss mit 

Hilfe der Statistik- und Analyse-Software SPSS statistisch ausgewertet. 

Bei der semiquantitativen Auswertung wurde, wie im ‚Handbook of Practical 

Immunohistochemistry‘ zur Standardisierung der diagnostischen IHC empfohlen, 

ein auf der Färbeintensität basierendes Scoring-System genutzt (Lin und Shi 

2015). Wie auch in einer Studie von Zou und Kollegen, in der MPNSTs mittels 

IHC untersucht wurden (Zou et al. 2009), wurde in der vorliegenden Studie die 

Färbeintensität der verschiedenen Schnitte in 4 verschiedene Stufen eingeteilt. 

Zudem wurden bei der semiquantitativen Auswertung die DHH-Expression in 

residualen Axonen und dem Perineurium mitberücksichtigt, da diese beiden 

Strukturen ebenso wie die Tumorzellen einen Einfluss auf das Mikromillieu im 

Nerven bzw. Tumor haben (Mizisin und Weerasuriya 2011).  
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In weiteren Studien zu diesem Thema könnte zusätzlich die Menge an DHH in 

den verschiedenen Arealen der Tumore (beispielsweise mittels Western Blot) 

bestimmt werden. 

 

Während in der semiquantitativen Auswertung der DHH-Markierung eine 

Beurteilung direkt unter dem Mikroskop erfolgte, wurde in der quantitativen 

Auswertung der DHH-markierten Gewebeproben eine Computer-unterstützte 

Bildanalyse durchgeführt. Eine computergestützte Analyse gilt als objektiver im 

Vergleich zu einer direkten Begutachtung unter dem Mikroskop (Prasad und 

Prabhu 2012). Auch Braun und Kollegen betonen die Vorteile digitaler 

Bildanalysemethoden zur Proteinquantifikation, doch es beständen noch 

Probleme in der Identifikation von Proteinen, die nicht ausschließlich in 

Tumorzellen exprimiert werden. Hierbei spielen zur Identifikation der Protein-

exprimierenden Tumorzellen zusätzliche Faktoren wie die Morphologie der 

Zellen und die Tumorarchitektur eine Rolle (Braun et al. 2013). In der 

vorliegenden Studie zeigte sich eine DHH-Expression, wie in Kapitel 4.3 (S. 57) 

beschrieben, auch in nicht-Tumorzellen. Daher wurde keine vollständig 

digitalisierte Quantifizierung durchgeführt, sondern eine Computer-unterstützte 

Auszählung mit Hilfe des Programmes ImageJ. Laut Girish und Vijayalakshmi 

könne man bei Verwendung dieses Bildanalyse-Programms genauere und 

reproduzierbarere Ergebnisse erlangen als mit konventionellem Zählen unter 

dem Mikroskop (Girish und Vijayalakshmi 2004). 

 

Bei der statistischen Auswertung wurde eine rein explorative statistische Analyse 

durchgeführt und ein verallgemeinertes lineares gemischtes Modell berechnet. 

Insgesamt wurde in der vorliegenden Studie eine zu kleine Stichprobe 

untersucht, um die Ergebnisse der statistischen Analyse als bestätigend 

anzusehen. Inhomogenitäten in der relativ kleinen Stichprobe können nicht 

komplett eliminiert, sondern allenfalls reduziert werden. Durch die Verwendung 

eines gemischten Modells konnten jedoch zufällige Effekte, die durch die 

Verwendung mehrerer Proben einzelner Patienten vorliegen könnten, reduziert 

werden. Durch diese Maßnahme konnten die Effekte der Inhomogenität der 

vorliegenden Stichprobe partiell kompensiert werden, wodurch eine statistische 

Auswertung erst möglich wurde.  
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Bei den paarweisen Vergleichen muss zudem bedacht werden, dass der Fehler 

1. Art durch das multiple Testen verzerrt sein könnte (Victor et al. 2010). Wie von 

Victor und Kollegen beschrieben, besteht jedoch die Möglichkeit die 

Irrtumswahrscheinlichkeit zu kontrollieren. Eine der häufig genutzten Methoden 

ist die Bonferroni-Korrektur. Hier wird das adjustierte Signifikanzniveau ermittelt, 

indem das multiple Gesamtniveau durch die Anzahl der durchgeführten Tests 

geteilt wird (Victor et al. 2010). In der vorliegenden Studie wurden in den 

paarweisen Kontrasten zehn mögliche Vergleiche gezogen. Das bedeutet, dass 

das adjustierte Signifikanzniveau nach Anwendung der Bonferroni-Korrekur bei 

kleiner gleich 0,005 liegt. Wenn nun die in Tabelle 12 (S. 55) angegebenen 

p-Werte für die errechneten paarweisen Kontraste mit diesem adjustierten 

Signifikanzniveau verglichen werden, ändert sich die Signifikanz der Ergebnisse 

nicht. Auch wenn die Interpretation der paarweisen Vergleiche dennoch mit 

Zurückhaltung erfolgen sollte, zeigt diese Korrektur, dass die hier erhobenen 

Daten Hinweise für zukünftige Untersuchungen geben können. 

 

In weiterführenden Untersuchungen sollte vor der Datenerhebung eine 

Fallzahlplanung durchgeführt werden, um aussagekräftige Ergebnisse in der 

statistischen Analyse zu erlangen. Zusätzlich ist es in diesem Rahmen sinnvoll, 

ein Studienprotokoll zu erstellen, in dem ein geeigneter statistischer Test schon 

vor der Datenerhebung ausgewählt wird. So kann ausgeschlossen werden, dass 

die Ergebnisse der Studie einen Einfluss auf die Testauswahl haben (Du Prel et 

al. 2010). 

5.4.5 Auswahl der Antikörper für die Doppelmarkierungen 

Damit eine Unterscheidung zwischen DHH-exprimierenden Tumorzellen und 

anderen DHH-exprimierenden Zellen im PNST erleichtert wurde, wurden 

beispielhaft Doppelmarkierungen mit DHH-Antikörper und Markern 

verschiedener Zellarten angefertigt (vgl. Tabelle 4, S. 23). Die markierten 

Zellarten zählen laut Stemmer-Rachamimov und Nielsen zu den 

Hauptbestandteilen von Neurofibromen (Stemmer-Rachamimov und Nielsen 

2012).  

 

Die Doppelmarkierungen wurden teils mit Antikörpern durchgeführt, die in der 

Routinediagnostik des Institutes für Neuropathologie angewandt werden. Hierzu 
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zählen der S100-, der EMA-, der NF- und der MPZ-Antikörper. Die anderen 

Antikörper (CD90/Thy-1 und Tryptase Antibody) wurden in vorherigen Studien im 

Institut für Neuropathologie bereits etabliert und verwendet (Püschel 2017).  

 

In einigen Fällen bereitete eine unterschiedliche Intensität in der Anfärbung von 

DHH und zweitem Primär-Antikörper Probleme in der immunhistochemischen 

Doppelmarkierung eine Koexpression der Antigene zu identifizieren (vgl. 

Abbildung 23, S. 59). Diese Problematik wurde kürzlich von Petersen und 

Kollegen thematisiert und empfohlen Antikörper von zwei verschiedenen Spezies 

zu nutzen, um Kreuzreaktionen zu vermeiden. Zudem sei die Reihenfolge des 

Auftragens der verschiedenen Chromogene entscheidend für das Färbeergebnis 

(Petersen et al. 2018).  

Grundsätzlich wird empfohlen bei immunhistochemischen Färbungen zur 

Befundung auch morphologische Kriterien zu berücksichtigen (Hantschke und 

Palmedo 2015). Beispielsweise war bei der Tryptase-Markierung eine Korrelation 

mit morphologisch identifizierbaren DHH-positiven Mastzellen in einfach-DHH-

markierten Gewebeschnitten hilfreich, um adäquate Aussagen über die DHH-

Expression in Mastzellen zu treffen. 

 

In nachfolgenden Untersuchungen wird darauf zu achten sein, optimale 

Techniken und Antikörper für die Doppelmarkierungen, wie beispielsweise von 

Petersen und Kollegen empfohlen, zu nutzen (Petersen et al. 2018). Zudem 

könnten die Doppelmarkierungen mit Hilfe einer IF-Färbung deutlicher dargestellt 

werden. Hier kann das Signal der Markierung verstärkt und die Färbungen der 

verschiedenen Antigene einzeln sichtbar gemacht werden (Donaldson 2015). Die 

Untersuchung einer größeren Stichprobe verschiedener Neurofibrom-Subtypen 

mittels Doppelmarkierungen zur Identifikation der DHH-exprimierenden Zellen in 

peripheren Nerven bzw. Nervenscheidentumoren kann allgemeingültigere 

Ergebnisse liefern.  
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5.5 Ausblick 

Auch nach mehreren Jahrzehnten der Forschung im Bereich der NF1 sind noch 

viele Fragen ungeklärt. So sind bislang beispielsweise weder die Entstehung 

noch die Auslöser einer malignen Entartung der charakteristischen PNSTs 

vollständig bekannt. MPNSTs - die häufigsten Malignome bei NF1-Patienten 

(Brems et al. 2009) - entstehen meist aus vorbestehenden plexiformen 

Neurofibromen (Ferner und Gutmann 2002). Ihre Prognose ist schlecht (Hirbe 

und Gutmann 2014) und bislang existieren nur unbefriedigende 

Therapiemöglichkeiten (Farid et al. 2014). Daher ist eine Früherkennung der 

malignen Transformation umso wichtiger. Hierbei könnte es helfen, eine zeitliche 

Abfolge verschiedener Wachstumsmuster plexiformer Neurofibrome zu ermitteln 

und Differenzierungsmarker zu finden, die eine Malignisierung frühzeitig 

anzeigen. 

 

Die vorliegende Studie konnte beispielhaft das bislang kaum beachtete 

Wachstumsmuster des kapselüberschreitenden Wachstums plexiformer 

Neurofibrome zeigen (vgl. S. 44 ff.). Doch dieses Wachstumsmuster scheint kein 

Zeichen einer Dedifferenzierung, sondern eine Eigenschaft des invasiven 

Wachstums plexiformer Neurofibrome zu sein (vgl. S. 66). Um bezüglich der 

zeitlichen Abfolge verschiedener Wachstumsmuster plexiformer Neurofibrome 

und ggf. der zunehmenden Dedifferenzierung der Zellen valide Aussagen treffen 

zu können, wäre es notwendig Wachstumsmuster der pNFs prospektiv zu 

ermitteln oder mit Hilfe von Mausmodellen im zeitlichen Verlauf zu betrachten. 

In dieser Studie konnte außerdem gezeigt werden, dass in Neurofibromen das 

Signalmolekül DHH, nicht nur in den Schwannzell-artigen Tumorzellen und 

myelinisierenden Schwannzellen, sondern auch in Perineuralzellen und 

Mastzellen exprimiert wird (vgl. S. 57 ff.). Es stellt sich die Frage, welche Rolle 

die DHH-exprimierenden Perineuralzellen und Mastzellen bei der Malignisierung 

von pNFs spielen, dies gilt es in zukünftigen Studien herauszufinden. 

Zudem scheint DHH als Differenzierungsmarker zwischen benignen und 

malignen PNSTs fungieren zu können, doch einen prädiktiven Wert scheint es 

nicht zu haben (vgl. S. 70 ff.). Eine Validierung des DHH als 

Differenzierungsmarker zwischen benignen und malignen PNSTs war 
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letztendlich in der vorliegenden Studie aufgrund der geringen Stichprobe nicht 

möglich. Um diese zu ermöglichen, sollte die DHH-Expression in PNSTs an 

größeren Stichproben ermittelt werden. Für adäquate Ergebnisse könnten die 

Ergebnisse der IHC zudem durch andere Methoden wie die ISH, die RT-PCR 

oder den Western Blot überprüft bzw. ergänzt werden. 

Schlussendlich gibt es Hinweise, dass ein Abfall der DHH-Expression in MPNSTs 

eine Rolle für die hämatogene Metastasierung der Tumore spielt (vgl. S. 71). Um 

eine Beteiligung von DHH an der hämatogenen Metastasierung von MPNSTs 

nachzuweisen, könnten zukünftige Studien an großen Patientenkollektiven 

überprüfen, ob eine geringe DHH-Expression in MPNSTs mit einem erhöhten 

Risiko für eine Fernmetastasierung einhergeht. 

 

Mit dieser Arbeit wurde nach bestem Wissen die erste Studie zur Bedeutung von 

Desert Hedgehog Protein als Differenzierungsmarker in PNSTs durchgeführt. 

Auch wenn DHH keinen prädiktiven Wert im Rahmen der Malignisierung zu 

haben scheint, wurde seine Rolle als Differenzierungsmarker aufgezeigt. Ob sich 

damit auch Vorteile in der Routineuntersuchung von NF1-Patienten erschließen, 

oder neuartige Therapieoptionen entwickelt werden können, bleibt weiteren 

Studien vorbehalten. 
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6. Zusammenfassung 

Die Neurofibromatose Typ1 ist ein neurokutanes Syndrom, welches sich 

überwiegend an der Haut und im Nervensystem manifestiert. Ein Hauptmerkmal 

ist die Entstehung peripherer Nervenscheidentumore (PNST). Diese können in 

dermale (dNF) und plexiforme Neurofibrome (pNF) unterschieden werden, wobei 

letztere ein 6-13 prozentiges Risiko der malignen Entartung zu einem malignen 

PNST (MPNST) bergen. MPNSTs besitzen eine schlechte Prognose und bislang 

gibt es keine gezielten Therapiemöglichkeiten. Ziel der vorliegenden Studie war 

es, verschiedene Wachstumsmuster von pNFs zu untersuchen, um mögliche 

Zeichen einer Dedifferenzierung der Zellen und damit ggf. eine Malignisierung zu 

detektieren. Hierzu wurde das Signalmolekül Desert Hedgehog Protein (DHH) 

auf seine potenzielle Beteiligung an der Dedifferenzierung untersucht. An 

insgesamt 83 Proben fünf verschiedener Wachstumsmuster der PNSTs 

(dermale, plexiform-intraneurale, plexiform-kapselüberschreitende, plexiform-

diffuse Neurofibrome und MPNSTs) wurde mit Hilfe der Immunhistologie die 

DHH-Expression ermittelt. Dies geschah anhand der Färbeintensität der Proben 

und anhand des prozentualen Anteils DHH-positiver Tumorzellen je Probe. Die 

DHH-Intensität bzw. der Anteil DHH-positiver Zellen für jeden Tumortyp wurden 

verglichen. Zudem wurden doppelmarkierte Gewebeschnitte erstellt, um zu 

überprüfen welche Zellarten in den Tumoren DHH exprimieren.  

Zunächst konnte das in der Literatur bislang kaum beachtete plexiform-

kapselüberschreitende Wachstum dargestellt werden. Dieses ist bei pNFs 

offenbar eine Eigenschaft ihres invasiven Wachstums, nicht wie bei vielen 

anderen Tumoren ein Zeichen der Dedifferenzierung. Wir fanden heraus, dass 

DHH nicht nur in Schwannzell-artigen Tumorzellen und myelinisierenden 

Schwannzellen, sondern auch in Perineuralzellen und Mastzellen exprimiert wird. 

Im Vergleich der DHH-Expression zeigten benigne Tumore eine signifikant 

stärkere DHH-Expression als MPNSTs. Somit scheint DHH als 

Differenzierungsmarker zwischen benignen und malignen PNSTs zu fungieren, 

ein prädiktiver Wert bezüglich der Malignisierung dieser Tumore konnte jedoch 

nicht gezeigt werden. Diese Rolle und den Stellenwert von DHH in der 

hämatogenen Metastasierung von MPNSTs gilt es in Studien mit größeren 

Stichproben noch zu überprüfen. 
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Summary 

Neurofibromatosis type 1 is a neurocutaneous syndrome which involves the 

nervous system and the skin. One of its hallmarks is the development of 

peripheral nerve-sheath tumours. These can generally be subdivided into dermal 

and plexiform neurofibromas. The latter harbour a 6-13 percent risk of a 

malignant degeneration into a MPNST. MPNSTs are associated with a poor 

prognosis and lack targeted therapies. 

The aim of this study was to investigate different growth types of neurofibromas 

in order to detect possible signs of the dedifferentiation of cells and thus potential 

signs of a malignization. Specifically, the role of the signalling protein Desert 

Hedgehog in dedifferentiation was investigated. DHH-expression was 

determined in a total of 83 samples belonging to five different growth types 

(dermal, plexiform-intraneural, plexiform-capsule-exceeding or plexiform-diffuse 

neurofibromas and MPNSTs) using immunohistology. This was done by 

determination of the staining intensity of the samples and of the relative 

abundance of DHH-positive tumour cells in each sample. DHH staining intensity 

and DHH-positive cell abundance were compared between the different tumour 

types. We performed double staining of tissue sections to identify the cell types 

expressing DHH in the tumours.  

As a result, the phenotype of plexiform-capsule-exceeding growth, a currently 

unrecognized type of growth, was described. Unlike in many other tumours, 

capsule-exceeding growth of plexiform neurofibromas does not seem to be a sign 

of dedifferentiation but represents a by-product of their invasive growth. We 

identified DHH expression not only in Schwann cell-like tumour cells and 

myelinating Schwann cells, but also in perineural cells and mast cells. A 

comparison between benign tumours and MPNSTs revealed a significantly 

higher expression of DHH in the former, which might allow the discrimination 

between benign and malignant peripheral neurofibromas using DHH as a 

differentiation marker. However, DHH expression does not seem to exert a 

predictive value in regard of the malignancy of these tumours. 

Further studies with larger sample sizes will be required to clarify the role of DHH 

as a differentiation marker and its possible role in the metastatic spread of 

MPNSTs by hematogenous dissemination.  
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8. Abkürzungsverzeichnis 

-/-  homozygot negativ 

+/- heterozygot 

AC  Adenylatzyklase (engl.: adenylate cyclase) 

ANNUBP Atypisches Neurofibrom mit unklarem malignem Potential 

Aqua dest. Destilliertes Wasser (lat.: Aqua destillata) 

bzw. beziehungsweise 

CAL Café-au-lait-Fleck 

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat 

CC1 Cell Conditioning 1 (Puffer auf Tris-Basis) 

CD  Cluster of Differentiation 

CI  Konfidenzintervall (engl.: confidence interval) 

CSRD Cystein-/Serin-reiche Domäne 

CT  Computertomographie 

df  Freiheitsgrad des F-Tests 

DHH Desert Hedgehog 

dNF Dermales Neurofibrom 

EMA Epitheliales Membranantigen 

engl. englisch 

FDG-PET Flour-Desoxy-Glukose Positronen-Emissions-Tomographie 

F-Test/F Teststatsitik, die F-verteilt ist 

GAP GTPase-aktivierendes Protein 

GDP Guanosindiphosphat 

Gli  Gli-Zinkfingerprotein 

GRD GAP-related domain 

GTP Guanosintriphosphat 

HE  Hämatoxylin-Eosin 

HPF Hauptgesichtsfeld 

IF  Immunfluoreszenz 

IHC Immunhistochemie 

IHH Indian Hedgehog 

ISH In-situ-Hybridisierung 

kb  Kilobase 

KIF7 Kinesin Family Member 7 

LOH Loss of heterocygosity (Verlust der Heterozygotie) 

M  Mittelwert 
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Mdn Median der DHH-Intensität 

MEK mitogen activated extracellular signal regulated kinase 

MPNST Maligner Peripherer Nervenscheidentumor 

MPZ Myelin Protein zero 

mRNA Botenribonukleinsäure (engl.: messenger ribonucleic acid) 

MRT Magnetresonanztomographie 

n  Gesamtzahl der Stichprobe 

NCI National Cancer Institute 

NF  Neurofilament 

NF1 Neurofibromatose Typ 1 

NF1-Gen Neurofibromatose Typ 1 verursachendes Gen 

NF1-PH Plextrin-homologe Domäne bei NF1 

NF1-Sec Sec14p-ähnliche Domäne bei NF1 

NIH National Institutes of Health 

OPG Optikusgliom 

PKA Proteinkinase A 

PKC Proteinkinase C 

pNF Plexiformes Neurofibrom 

PNS Peripheres Nervensystem 

PNST Peripherer Nervenscheidentumor 

Proben-ID Proben-Identifikationsnummer 

PTCH Patched 

p-Wert/p Signifikanzwert 

RT  Raumtemperatur 

RT-PCR Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 

S100 S100 Calcium-bindendes Protein 

SCF Stem cell factor (Stammzellfaktor) 

SD  Standard-Abweichung 

SHH Sonic Hedgehog 

Sig. Signifikanz 

SKP Skin-derived Precursors (Vorläuferzellen der Haut) 

SMO Smoothened 

SOX10 SRY-box Transkriptionsfaktor 10 

SSC Sodium Choride Sodium Citrate buffer 

SUFU Suppressor of Fused Homolog 

TBD Tubulin-bindende Domäne 

TGFβ Transforming growth factor beta 

Thy-1 Thymocyte differentiation antigen 1 (Synonym: CD90) 
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T-Test/T Hypothesentest mit t-Verteilung 

UKE Universitätskrankenhaus Hamburg-Eppendorf 

vgl. vergleiche 

WHO Weltgesundheitsorganisation 

ZNS Zentrales Nervensystem 
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10. Anhang 

Tabelle A 1: Färbeprotokoll der automatisierten DHH-Färbung mittels 
Ventana benchmark xt Färbemodul 
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