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1. Einleitung

1.1. Padiatrische Tumore des zentralen Nervensystems

Bei Kindern machen Tumore des zentralen Nervensystems (ZNS), wovon sich ca. 40%
benigne und 60% maligne darstellen, nach Leukdmien den groften Anteil an
Krebserkrankungen im Alter von 0 - 14 Jahren aus und sind fur die hochste
krebsbedingte Sterblichkeitsrate im Kindesalter verantwortlich (1, 4). Die hohe
Sterblichkeit ist insbesondere auf Resistenzen und Nebenwirkungen der angewandten
Therapieoptionen  zurlckzufihren (5). Die ZNS-Tumor-Diagnostik sowie -
Therapiemoglichkeiten nehmen somit einen groflen und wichtigen Teil in der
medizinischen Versorgung von Kindern ein. Um die bestmdgliche Behandlung
betroffener Kinder zu ermaoglichen, ist es wichtig die richtige Diagnose zu stellen und
eine mdglichst effektive Therapie einzuleiten. Die Diagnostik von Hirntumoren folgt in
der Regel dem Klassifikationsschema der World Health Organization (WHO), welches
regelmaldig Uberarbeitet und aktualisiert wird. Im Allgemeinen werden die Tumore in
Low-Grade-Gliome (Grad | und IlI) und High-Grade-Gliome (Grad Il und 1V)
kategorisiert, wobei die Grade aufsteigend mit ihrer jeweiligen Malignitat korrelieren
(5). Wahrend fruher vor allem histologische und immunhistochemische Kriterien zur
Diagnosestellung herangezogen wurden, treten seit der Uberarbeitung von 2016
molekularbiologische Untersuchungen immer starker in den Vordergrund. Dieser
Trend verdeutlicht sich auch in der aktuellen Neuerung der WHO-KIassifikation von
2021 (6, 7). Diese molekulargenetischen Erkenntnisse ermdglichen genauere
Zuordnungen der einzelnen Tumorentitaten in Subgruppen und erdéffnen neue und
Zielgerichtete Therapieansatze. AufRerdem konnen Tumorverhaltensweisen, wie
beispielsweise Resistenzmechanismen oder Metastasierungsprozesse besser
verstanden werden und Aussagen Uber prognostische sowie pradiktive Marker getatigt

werden (8).
Abbildung 1 (aus der Arbeit von Ward et. Al, 2014) zeigt eine Ubersicht der 2006 -

2010 diagnostizierten Hirntumore einzelner Staaten Amerikas, wobei in dieser

Darstellung nicht zwischen malignen und benignen Tumoren differenziert wird.
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Abbildung 1: Ubersicht der 2006 - 2010 in den vereinigten Staaten und Washington D.C. (exkI.
Arkansas, Minnesota, Nevada, Ohio, Virginia) diagnostizierten Hirntumore. Quelle: North American
Association of Central Cancer Registries. (1)

Ubernommen mit freundlicher Genehmigung des Verlages (25.07.2023, Order-Nr. 5596011045783)

1.2.Medulloblastome

Medulloblastome (MB) machen etwa 15 - 20% und damit den gré3ten Anteil kindlicher
maligner Hirntumore aus (5, 9, 10). Sie gehdéren zu den neuronalen und in dieser
Gruppe zu den embryonalen Hirntumoren. Die Erkrankung tritt vor allem bei Kindern
im Alter von drei bis zehn Jahren mit einem Altersgipfel von neun Jahren auf. Jungen
sind etwas haufiger betroffen als Madchen (11, 12). Wahrend der Primartumor fast
ausschlieBlich in der hinteren Schadelgrube vorkommt, kann eine leptomeningeale
Metastasierung entlang der gesamten Neuroachse zu finden sein (9, 12). Bei
Metastasierung und histologisch schlecht differenzierten und grol3en Tumoren ist die
Prognose und das Langzeitiberleben schlechter als bei kleinen, gut differenzierten
Tumoren ohne Metastasierung. Im Allgemeinen hat sich das 5-Jahres-Uberleben in
den vergangenen Jahren durch den stetigen Fortschritt der Forschung, bessere
Diagnostik und Therapiemdoglichkeiten, von ca. 30% auf bis zu 70 - 80% verbessert
(13). Durch die Lokalisation des Tumors in der hinteren Schadelgrube und die hohe
Toleranz von Kindern sowie deren eingeschrankter Selbstwahrnehmung und
Kommunikationsfahigkeit (insbesondere kleinerer Kinder) aulRert sich die Erkrankung
klinisch oft erst in einem spaten Stadium bei Infiltration des 4. Ventrikels und dadurch

hervorgerufenen neurologischen Symptomen oder durch Verlegung des 4. Ventrikels.
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Der letztere Fall zeigt sich in Form eines Hydrozephalus und erhdhten Hirndrucks.
Klinisch sind die Patient:innen lethargisch, leiden unter Ubelkeit und morgendlichem
Kopfschmerz mit Nuchternerbrechen. Bei Beteiligung des Kleinhirns kdnnen ebenfalls
Ataxie und Dysmetrie auftreten. Bei kleineren Kindern kann gelegentlich durch den
erhohten intrakraniellen Druck eine KopfvergroRerung beobachtet werden, die
dadurch zustande kommt, dass die teils noch gedffneten Schadelnahte dem erhdéhten
intrakraniellen Druck leichter nachgeben und auseinanderweichen (9). Zu den ersten
Schritten der Diagnostik gehoren die Anamnese und eine klinische Untersuchung. Die
definitive Diagnosesicherung erfolgt anschlieRend durch die Bildgebung in Form einer
Computertomographie (CT) oder Magnetresonanztomographie (MRT) sowie
pathologisch oder molekulargenetisch nach entsprechender Gewebegewinnung (9,
14). Die Behandlung von MB setzt sich im Allgemeinen aus einer moglichst
vollstandigen operativen Tumorentfernung, gefolgt von Chemotherapie und
Bestrahlung der ehemaligen Tumorloge zusammen (9, 10). Bei Kindern unter 3 Jahren
wird eine Bestrahlung aufgrund hoher Risiken fir Langzeitfolgen und maoglicher
Hirnschadigungen bei noch sehr ausgepragter Vulnerabilitdt und Unreife des
kindlichen Gehirns nur zurickhaltend angewandt (15). Durch in den vergangenen
Jahren vermehrt aufkommende molekulargenetische Untersuchungen des
Tumorgewebes werden ausldosende Mutationen, die an der Tumorentstehung und dem
Tumorwachstum beteiligt sind, immer besser verstanden. Dies bietet Raum fur neue
Therapieansatze, die zielgerichtet in die molekularen Signalwege des Tumors
eingreifen und die Therapie von MB und das Langzeitliberleben verbessern kénnen
(10).

1.2.1 Histologische und molekularbiologische Klassifikation der

Medulloblastome

Medulloblastome stellen sich lichtmikroskopisch als zelldichte Tumoren aus kleinen
runden blauen Zellen dar. Nach der WHO-Klassifikation lassen sich MB sowohl
histologisch als auch molekulargenetisch in verschiedene Subgruppen einteilen. Eine

Ubersicht der Subgruppen ist Tabelle 1 zu entnehmen.
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Histologische Einteilung von e Klassisches Medulloblastom
Medulloblastomen e Desmoplastisches/Nodulares
Medulloblastom

e GrolRzelliges/Anaplastisches

Medulloblastom

Molekulargenetische Einteilung von o Wingless (WNT)-aktiviert
Medulloblastomen ¢ Sonic Hedgehog (SHH)-aktiviert
e Non-WNT/non-SHH:
e Gruppe 3
e Gruppe 4

Tabelle 1: Einteilung der Medulloblastome in ihre histologischen Subgruppen (9, 16)

Seit 2016 rlicken molekulargenetische Sequenzierungen bei den MB immer weiter in
den Vordergrund und gewinnen vor allem bei der Diagnosestellung, der
Prognoseeinschatzung sowie bei der Wahl der passenden Therapie an Bedeutsamkeit
(6). Ursprung der verschiedenen molekularen MB-Subtypen bilden, neben
Veranderungen in molekularbiologischen Signalwegen oder Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren, unter anderem ihr Herkunftsort: WNT-Tumore entstehen
beispielsweise mutmallich aus der embryologisch unteren rhomboiden Zellschicht
und damit aus dem Hirnstamm, bzw. dessen Oberflache; SHH-Tumore hingegen aus
der duReren Kornerzellschicht des Kleinhirns (17, 18). Eine Ubersicht (iber die
Subtypen und ihre molekulargenetischen sowie klinischen Eigenschaften ist Abbildung
2 (aus der Arbeit von Juraschka et al. aus dem Jahr 2019) zu entnehmen.

WNT-MB machen etwa 10% aller MB aus. Sie treten typischerweise bei Kindern tUber
vier Jahren auf und haben im Allgemeinen eine sehr gute Prognose. Jungen und
Madchen sind etwa gleich haufig betroffen. Metastasierungen treten selten auf (19,
20). WNT-MB zeichnen sich durch eine Mutation in CTNNB1-Gen aus, welches fur
das Strukturprotein [3-Catenin codiert (20). Bei R-Catenin handelt es sich um ein
Protoonkogen, welches bei Vorliegen eines inaktiven WNT-Signalwegs kontinuierlich
im Proteasom abgebaut wird. So wird es daran gehindert, die Transkription von
Genen, die die Zellproliferation anregen, zu aktivieren. Wenn das Signalprotein WNT
an den [3-Catenin-Komplex bindet, wird eine Kaskade aktiviert, welche dazu fuhrt, dass

R-Catenin freigesetzt wird und somit Transkritptionen verschiedener zellproliferativer
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Proteine gestartet werden konnen. In Tumorzellen kann dieser Mechanismus
fehlerhaft ausgebildet sein, so dass der Komplex auch ohne WNT aktiviert werden
kann und es zu einer unkontrollierten Zellproliferation durch Transkriptionsinitiierungen
kommt (21). Neben der Transkriptionsregulation spielt 3-Catenin eine Rolle in der
Aktinvernetzung und bei der Bildung von Zell-Zell-Kontakten.

SHH-MB zeigen zwei Altersgipfel. Sie sind sowohl bei Kleinkindern als auch bei
Erwachsenen zu finden. Madchen und Jungen sind etwa gleich haufig betroffen (19,
20). Zugrunde liegt eine Mutation im Tumorsuppressorgen Patched1, haufig in
Kombination mit einer Mutation im Tumorsuppressorgen p53 (5, 22). Dies beeinflusst
den SHH-Signalweg und stort damit die embryonale regelrechte Entwicklung des
Neuralrohres und férdert die Tumorentwicklung und -progression (20). Fast alle
desmoplastischen MB lassen sich der Subgruppe SHH-MB zuordnen (10, 18).

Vom SHH- und WNT-Subtyp werden MB, die keinen Hinweis auf SHH- oder WNT-
Aktivierung zeigen unterschieden. Dazu gehéren Gruppe 3- und Gruppe 4-MB, die
mutmallich ihren Ursprung im Nodulus des Kleinhirnwurmes haben.

Gruppe 3-MB machen ca. 25% aller MB aus. Sie kommen vor allem bei Kleinkindern
und insbesondere bei Jungen vor. Bei Erwachsenen sind sie sehr selten zu finden. Sie
metastasieren, genauso wie die Gruppe 4-MB haufiger als WNT- und SHH-MB und
haben insgesamt eine schlechte Prognose (19, 20). Molekularbiologisch zeichnen sie
sich durch Veranderungen im Chromosom 17 und gelegentlich auch in einer
Amplifikation des Transkriptionsfaktors MYC aus. Die Fehlregulation von MYC fuhrt zu
einem gestorten Zellzyklus, was sich in unkontrollierter Zellproliferation und
demzufolge in Tumorentstehung und -progression auf3ern kann (5, 23).

Gruppe 4-MB sind die mit etwa 35% am haufigsten vorkommende Subgruppe der MB.
Sie sind sowohl bei Kindern als auch bei Erwachsenen zu finden. Jungen und Manner
sind haufiger betroffen als das weibliche Geschlecht (20). Wie auch bei Gruppe 3-MB
finden sich Mutationen auf Chromosom 17 und MY C-Amplifikationen. Aul3erdem ist
die Cyclin abhangige Kinase 6 (CDKG6) haufig von Mutationen mit betroffen (5, 22).
CDKG6 gehort zu den Serin/Threonin Proteinkinasen und spielt eine wichtige Rolle im

Zellzyklus, da sie den Eintritt in die Mitose reguliert.
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Abbildung 2: Ubersicht iiber die molekulargenetischen Subgruppen der Medulloblastome und ihre
klinischen sowie molekularen Eigenschaften. Ubernommen aus Juraschka et al., Medulloblastoma in
the age of molecular subgroups: a review, 2019 (20)

Ubernommen mit freundlicher Genehmigung des Verlages (31.07.2023)
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1.3.Ependymome

Ependymome (EP) sind nach Medulloblastomen und Astrozytomen die dritthaufigste
Entitat padiatrischer Hirntumore. Sie gehdren zu den glialen Tumoren und entstehen
aus Ependymzellen, welche die Liquorraume des ZNS auskleiden. Somit kdnnen EP
entlang der gesamten Neuroachse, sowohl kranial wie auch spinal auftreten. Kraniale
EP sind im Allgemeinen &fter zu finden als spinale. Am haufigsten kommen EP in der
hinteren Schadelgrube im Bereich von Cerebellum und Hirnstamm vor, am
zweithaufigsten findet man sie supratentoriell. Der Altersgipfel liegt bei 0 - 4 Jahren.
Jungen und Madchen sind etwa gleichhaufig betroffen, vereinzelt zeigt sich eine
leichte Tendenz hin zum mannlichen Geschlecht (24-27).

Bei Tumoren im Bereich der Ventrikel kann es dazu kommen, dass Liquorraume
komprimiert und wichtige Liquorabflusswege verlegt werden. Es kommt in Folge zu
einem Hydrozephalus. Daraus resultieren allgemeine Symptome wie Kopfschmerzen,
Lethargie, Diplopie, Stauungspapillen, Ubelkeit oder Erbrechen (27, 28). Je nach
Lokalisation und Tumorausbreitung fuhren EP, neben den bereits genannten
allgemeinen Symptomen, zu spezifischen Symptomen fur die jeweilige Lokalisation.
Supratentorielle Tumore kdnnen bei kortikaler Beteiligung zu Krampfanfallen oder
Hemiparesen flhren. Bei infratentoriellen Tumoren zeigen sich haufig Schwindel oder
Ataxie. Bei Infiltrierung in den Kleinhirnbrickenwinkel, Pons oder Medulla oblongata
kdnnen Kleinhirn oder Hirnnervenstrukturen mit betroffen sein, was beispielsweise zu
Dysarthrie, Dysphagie, Hypakusis oder Dysmetrie fuhren kann. Spinale EP kdnnen
sich hingegen in Skoliose, Rickenschmerzen, Sensibilitdtsstorungen der
Extremitaten, Muskelatrophien, Muskelschwache bis hin zu Paresen oder Inkontinenz
auldern (27, 29-31). Zur Diagnostik der EP gehdért neben der Anamnese und einer
korperlichen Untersuchung eine MRT des Schadels und des Spinalkanals (27, 28).
Die definitive Diagnosesicherung erfolgt histopathologisch oder molekulargenetisch

nach entsprechender Gewebegewinnung durch eine Biopsie oder Tumorresektion.

In der Therapie von EP spielt die vollstandige chirurgische Resektion die bedeutendste
Rolle. Je mehr Tumormasse entfernt werden kann, desto besser ist das 5-Jahres-
Uberleben. Es wird eine RO-Resektion angestrebt (25, 32-34). Je nach Lokalisation
und Ausbreitung des Tumors kann dies eine grol3e Herausforderung darstellen. Nach
der Operation wird in den meisten Fallen eine adjuvante Radiotherapie (RT) der

Tumorloge vorgenommen. Fir die Bestrahlung werden Photonen und, je junger die
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Kinder sind, bevorzugt Protonen verwendet. Insbesondere die Therapie
infratentorieller Tumore und Tumorrezidive profitieren von der adjuvanten RT (34). Die
RT ist aulRerdem bei unvollstandiger Resektion und niedriggradigen EP von
besonderer Wichtigkeit fur das Langzeitiberleben (27). Bei kleinen Kindern muss
hierbei beachtet werden, dass aufgrund der potenziellen Hirnschadigung bei erhéhter
Vulnerabilitat in jungem Alter eine RT vorsichtig und eher zurtickhaltend eingesetzt
werden sollte. Auch die strahlenbedingten Nebenwirkungen und Langzeitfolgen, wie
Neoplasien diurfen nicht vernachlassigt werden (15). Der Nutzen einer
chemotherapeutischen Behandlung wurde in vielen Studien untersucht und ist
aufgrund etwa gleicher Uberlebensraten bei Behandlung ohne Chemotherapie
umstritten (27, 34).

1.3.1. Histologische und molekularbiologische Klassifikation der

Ependymome

Nach der WHO-Klassifikation sind EP von WHO Grad | bis Grad Ill einzuteilen (35).
Somit sind sie sowohl in den niedriggradigen wie auch den hochgradigen Tumoren
des ZNS vertreten und kdnnen sowohl benigne als auch maligne vorkommen. Tabelle
2 zeigt eine Ubersicht der histologischen EP-Typen, ihrer WHO-Klassifikation und der

typischen Lokalisation.

Ependymom Typ WHO- Typische Lokalisation
Grad
Subependymome I Supratentoriell, infratentoriell,

spinal: vor allem 4. Ventrikel,

Seitenventrikel
Myxopapillare Ependymome I Cauda equina des Riuckenmarks
Klassische Ependymome Il Supratentoriell, infratentoriell,
o Kilarzellig spinal
o Papillar
e Tanyzytar
Anaplastische Ependymome 1 Supratentoriell, infratentoriell,
spinal

Tabelle 2: Ependymom-Typen und ihre WHO-Klassifikation (6, 7, 27, 35)
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Seit 2016 wurde das RELA-fusionierte Ependymom als eigene EP-Entitat in die WHO-
Klassifikation aufgenommen. In der Mehrheit der supratentoriellen EP bei Kindern
konnte eine mMRNA-Fusion zwischen dem Gen C110rf95 und v-rel avian
reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A (RELA) nachgewiesen werden,
welches flr die RelA p65-Untereinheit des nuclear factor kappa B (NFkB)-Komplexes
kodiert (6, 36). NFkB beschreibt einen Transkriptionsfaktor und spielt eine bedeutsame
Rolle in der Regulation des Immunsystems, Entzindungsreaktionen und im Verhalten
von Tumoren und Krebs im Allgemeinen (37). Histologisch entspricht das RELA-
fusionierte EP dem WHO-Grad II-lll (6). Studien der vergangenen Jahre zeigten, dass
EP je nach Lokalisation, unterschiedliche Eigenschaften aufweisen. Obwohl sie
histologisch gleich aussehen, sollten sie unterschiedlich behandelt werden. Diese
These wurde durch den immer starker aufkommenden Einsatz von
molekulargenetischen Untersuchungsmethoden gestutzt, welcher dazu fuhrte, dass
EP aktuell molekulargenetisch in insgesamt 9 Subgruppen eingeteilt werden kénnen
(5, 34). Eine Ubersicht Uber die molekularen Subgruppen und ihre Eigenschaften ist

Abbildung 3 zu entnehmen.
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Abbildung 3: Ubersicht der molekulargenetischen Einteilung von Ependymomen im Vergleich.
Ubernommen aus Pajtler et al., Molecular Classification of Ependymal Tumors across All CNS
Compartments, Histopathological Grades, and Age Groups. Cancer Cell (2)

Ubernommen mit freundlicher Genehmigung des Verlages (25.07.2023, Order Nr. 5596020915507)

Die supratentoriellen RELA fusionierten Tumore wurden zuletzt in ZFTA-fusionierte
Tumore unbenannt, da unabhangig von der assoziierten Veranderung im RELA Gen
immer eine Fusion des ZFTA Gens vorliegt (38). Im Gegensatz zu den RELA-
fusionierten EP zeigen die verhaltnismalig seltener vorkommenden yes-associated
protein 1 (YAP1)-fusionierten Tumore eine bessere Prognose (5). Bei YAP1, welches
sowohl als Tumorsuppressor- wie auch als Onkogen fungieren kann, handelt es sich
um einen Transkriptionsregulator, welcher an Zellproliferation und Apoptose-
mechanismen sowie der Tumorentstehung beteiligt ist (39). Die Posterior Fossa (PF)-
EP koénnen in die zwei Hauptgruppen PF-A und PF-B eingeteilt werden.
Molekularbiologisch spielt hierbei die Methylierung des Histon-3-Lysin-27 (H3K27)
eine wichtige Rolle. Wahrend H3K27-Trimethylierungen bei PF-B-EP haufig zu finden
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sind, kommen sie in PF-A-EP deutlich seltener vor. PF-A-EP sind haufiger bei
Sauglingen zu finden und haben eine schlechtere Prognose als PF-B-EP, die eher bei
Erwachsenen und alteren Kindern auftreten (38). Durch (Tri-)Methylierung von H3K27
werden Transkriptionsvorgange unterdrickt, die eine Rolle in der Plastizitat von
Gewebe spielen und somit Relevanz in der Tumorentstehung zeigen (40).

In Tabelle 3 ist eine Ubersicht der unterschiedlichen EP-Subgruppen in der Histologie

und im Vergleich dazu der Molekulargenetik dargestelit.

Histologische Einteilung von e Subependymome
Ependymomen e Myxopapillare Ependymome
¢ Kilassische Ependymome
- klarzellige Ependymome
- papillare Ependymome
- tanyzytare Ependymome
e Anaplastische Ependymome
Molekulargenetische Einteilung von e Subependymome
Ependymomen e Myxopapillares Ependymom
e Posterior Fossa A
e Posterior Fossa B
e RELA-fusionierte Ependymome
e YAP-1 fusionierte Ependymome
Tabelle 3: Ubersicht (iber die histologische und molekulargenetische Einteilung von Ependymomen

1.4. Inflammatorisches Microenvironment

1.4.1. Rationale
Grundsatzlich ist das menschliche Immunsystem in der Lage, Zellveranderungen zu
detektieren und diese durch gezielte Korrekturmechanismen zu beseitigen, um eine
mogliche Tumorentstehung zu verhindern. Wenn das Immunsystem geschwacht ist,
wie beispielsweise bei krankheitsbedingter oder iatrogener Immunsuppression, oder
genetische Veranderungen vorliegen, die diese Korrekturmechanismen behindern,
kénnen Zellen entarten und es kommt zur Tumorentstehung (41). Zusatzlich haben
viele Tumore die Fahigkeit sich diesen Korrekturmechanismen zu entziehen, indem
sie beispielsweise proliferative Signalkaskaden auslosen oder apoptotische Prozesse

blockieren kdnnen (42). Bei Entstehung eines malignen Tumors, infiltriert dieser in der
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Regel in das umliegende Gewebe und verursacht lokal einen Gewebsschaden.
Ahnlich wie bei anderen Verletzungen reagiert das umliegende Gewebe auf diesen
Schaden mit einer Entzindungsreaktion. Immunkompetente Zellen, vorrangig
Mastzellen, wandern daraufhin in das verletzte Gewebe ein und schitten Histamin
aus. Dies erhoht die Permeabilitdt der ortsstandigen Blutgefalle und weitere
Immunzellen wie Monozyten, neutrophile Granulozyten aber auch Zytokine und
Interleukine kdnnen die Blutbahn verlassen und weitere Immunzellen rekrutieren.
Ublicherweise ist eine Entziindungsreaktion selbstlimitierend. Im Falle eines malignen
Geschehens kann der Heilungsprozess aber gestort sein. Umgekehrt kann aus einer
chronischen Entzindung durch die kontinuieriche Reizung oder defekte
Reparaturmechanismen auch ein neues Malignom entstehen (43). Um einen Tumor
effektiv behandeln zu kdnnen, ist es notwendig so viel Kenntnis wie moglich Gber
dessen Entstehungs- und Aufrechterhaltungsmechanismen zu haben. Daher werden
sowohl die Tumorzellen selbst wie auch ihre unmittelbare Umgebung, ihr sog.
Microenvironment (ME), genaustens auf Veranderungen zu gesundem Gewebe
untersucht.

Das Tumor-ME besteht sowohl aus pathologisch veranderten wie auch aus
physiologisch vorkommenden Zellen. Neben Immunzellen sind biochemische
Mediatoren oder Proteine, die am Ablauf unterschiedlicher Signalkaskaden auf
molekularer Ebene beteiligt sind, zu finden. Sie koénnen das Tumorwachstum
malfdgeblich beeinflussen (44). Dazu gehdren beispielweise Tumorassoziierte
Makrophagen, Tumor Nekrose Faktor A (TNF-a), Interleukine oder NFkB (43).

Im Folgenden werden funf verschiedene Marker vorgestellt, die in dieser Arbeit auf ihr

Vorhandensein im Tumor-ME von EP und MB untersucht werden.

1.4.2. L1CAM
Das L1-cell-adhesion-molecule (L1CAM) wurde 1984 entdeckt. Es ist auch unter dem
Namen p65 bekannt und beschreibt ein etwa 200 kDa schweres transmembranoses
Glykoprotein, welches eine wichtige Rolle in der Zelladhasion spielt, indem es an
andere L1CAM oder an Zelladhasionsmolekulle in der Zellmembran benachbarter
Zellen binden kann. Es ist entscheidend an der Entwicklung und Differenzierung des
Nervensystems beteiligt und gehort zur Familie der Immunglobuline (45-47). L1CAM
spielt hierbei eine Rolle in der Epithelial-mesenchymalen Transition (EMT), was den

Vorgang der Zelldifferenzierung von epithelialem in mesenchymales Gewebe
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beschreibt und epithelialen Zellen erlaubt, sich aus ihrem Zellverband zu I16sen und zu
migrieren (46). Dies kann sowohl in der embryologischen Entwicklung als auch bei der
Metastasierung von Tumoren beobachtet werden. Studien der vergangenen Jahre
zeigten, dass L1CAM eine prasente Rolle im Tumorwachstum einnimmt. Das Review
von Altevogt et al. (45) fasst die Tumorerkrankungen zusammen, in denen L1CAM
nachgewiesen werden konnte und gibt Aufschluss Uber dessen Rolle in der
Tumorbiologie.  Neben  gynakologischen  Tumoren, wie Ovarial- oder
Endometriumkarzinomen findet man eine L1CAM-Uberexpression auch in
Melanomen, gastrointestinmalen Tumoren (Magenkarzinomen, GIST,
Hepatozellularen Karzinomen, Gallenblasenkarzinomen, Osophaguskarzinomen,
Kolorektalen Karzinomen, Pankreaskarzinomen), Nierenkarzinomen,
Lungenkarzinomen, Prostatakarzinomen sowie Tumoren des Nervensystems. Eine
L1CAM-Uberexpression ist dabei mit einer schlechteren Prognose, schlechterem
Ansprechen auf Therapien und einer erhdohten Neigung zu Invasion und
Metastasierung verbunden.

Betrachtet man molekulare Pathways, so findet man unter anderem den WNT/ R3-
Catenin-Weg als Induktor von L1CAM (45). L1CAM ist zudem an der Aktivierung von
NFkB, einem Transkriptionsfaktor, der in vielen Tumoren in hochregulierter Form
vorkommt, beteiligt (47). Weiterhin konnte es bereits auch in Tumorvorstufen und in

entzindetem Gewebe nachgewiesen werden (45).

1.4.3. HER2
Der Human epidermal growth factor receptor 2 (HERZ2) beschreibt einen
transmembrands gelegenen Wachstumsfaktorrezeptor. Durch extrazellulare Bindung
verschiedener Liganden kdnnen diverse intrazellulare Signalkaskaden ausgelost
werden, die im Allgemeinen zu Zellproliferation und -differenzierung fuhren (48, 49).
Nach der Bindung der Liganden, bei welchen es sich meist um Transkriptionsfaktoren
handelt, kommt es zu einer Aktivierung der Rezeptoren in Form einer Homo- oder
Heterodimerisierung mit weiteren HER-Rezeptoren (HER-1, HER-3, HER-4) oder
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)-Rezeptoren. Darauf folgt eine
Autophosphorylierung der zum Rezeptor gehorigen intrazellular gelegenen
Tyrosinkinasen. Dies aktiviert weitere Signalkaskaden, wie beispielsweise die
Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK), Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat-3-
Kinase (PI3K) und Proteinkinase C (PKC). All diese Vorgange haben Zellproliferation,
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-differenzierung, -migration, -invasion und Angiogenesen zur Folge. Wahrend die fur
die HER2-Expression spezifische RNA prinzipiell auf allen Geweben gefunden werden
kann, konnte zuséatzlich festgestellt werden, dass eine HER2- Uberexpression auch in
der Tumorgenese eine bedeutende Rolle einnimmt. Dies konnte bei vielen malignen
Tumoren, vor allem mit epithelialem Ursprung, nachgewiesen werden. Als wichtigste
Vertreter sind das Mammakarzinom, Magenkarzinome, Ovarial- und
Endometriumkarzinome, aber auch Lungen- und Blasenkarzinome zu nennen. Bei
Mammakarzinomen und Gastro-Osophagealen Tumoren konnten bereits
verschiedene Therapieansatze erfolgreich etabliert werden, welche den HER2-
Rezeptor als Target haben. Es handelt sich hierbei vor allem um immunologische

Antikoérpertherapien (49).

1.4.4. GD2

Bei Gangliosiden handelt es sich um eine Form von Lipiden, welche vor allem in
Zellmenbranen, Uberwiegend im Nervensystem, zu finden sind. Sie bestehen im
Allgemeinen aus einem langkettigen Amino-Alkohol (Sphingosin), einer langkettigen
Fettsaure (C18-C20) und einem meist gro3en Saccharidanteil. Die Nomenklatur setzt
sich aus zwei Buchstaben und einer Zahl zusammen, welche Aufschluss Uber die
Struktur des Gangliosids geben.

GD2 besteht aus Sphingosin, zwei Sialinsdureresten und drei Monosacchariden.
Ganglioside kommen physiologisch in allen humanen Gewebetypen vor. Sie
ubernehmen unter anderem Aufgaben, wie Zellkommunikation oder die Regulation
von intrazellularen Signalkaskaden, oft in Verbindung mit epidermalen oder vaskularen
Wachstumsfaktoren. GD2 ist physiologisch nur in Nervengewebe (im zentralen und
peripheren Nervensystem), wie auch in Melanozyten, Lymphozyten und
mesenchymalen Stammzellen, aber auch in malignem Tumorgewebe zu finden. Hier
sind vor allem Neuroblastome, kleinzellige Lungenkarzinome, Knochensarkome,
Melanome, Gliome sowie Brust- und Blasenkarzinome zu nennen. In der
Tumorphysiologie kann GD 2 zu einer erhdhten Proliferationsrate, Zellmigration und
Invasion fuhren. Darlber hinaus scheint eine GD2-Expression mit einer erhdhten

Resistenz gegenuber Apoptosemechanismen einherzugehen (50).
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1.4.5. EphA2

Ephrin (Eph)-Rezeptoren gehdéren zur Familie der transmembranaren Rezeptor-
Tyrosinkinasen. In Folge extrazellularer Bindung von Liganden oder durch
Verknipfung mit anderen Zelloberflachenrezeptoren kdnnen sie intrazellulare
Tyrosinkinasen aktivieren und somit Signalkaskaden anstoRen. Als Liganden
fungieren Ephrine, welche als membrangebundene Proteine auf Zelloberflachen zu
finden sind. Im Allgemeinen kdnnen diese Komplexe, je nach Aufbau des Liganden
und nach Bindungspraferenzen, in zwei Subgruppen (EphA und EphB) unterteilt
werden (51).

EphA2 hat physiologische Aufgaben im menschlichen Organismus, zu denen unter
anderem embryologische Differenzierungen der Nieren oder der Linse sowie des
Nervengewebes und des Gefallsystems gehdren. Des weiteren konnte EphA2 auch
in malignen Geweben nachgewiesen werden. Zu diesen gehoéren Prostata-, Mamma-
, Colon- oder Lungenkarzinome, aber auch Melanome oder Tumore des ZNS wie das
Glioblastom (51-53). Wahrend EphA2 in gesundem Hirngewebe nicht zu finden ist,
zeigt sich eine deutliche Uberexpression in Tumorgewebe von Glioblastomen (54). Es
spielt dabei eine Rolle in der Tumorprogression und Angioneogenese. Dies ist darauf
zurtckzufihren, dass es an verschiedenen Signalkaskaden, wie beispielsweise dem
MAPK-, Integrin- oder G-protein gekoppelten und weiteren Signalwegen beteiligt ist,
welche morphologische Zellveranderungen bewirken oder die Zellproliferation
regulieren (53). Durch eine fehlende Hemmung von EGFR bei aktiviertem EphAZ2
kommt es beispielsweise zur Angioneogenese (54). Im Einzelnen ist die Rolle von
EphA2 in malignen Erkrankungen aber noch nicht abschlieliend geklart und bedarf

noch weiterer Forschung (51-53).

1.4.6. CD276
CD276 (auch bekannt als B7-H3) gehért zur sogenannten B7-Familie, welche eine
wichtige Rolle in der Immunabwehr, im Einzelnen in der T-Zell-Antwort, spielt. CD276
stellt dabei einen Immuncheckpoint dar (55). Bei Immuncheckpoints handelt es sich
um Rezeptoren auf Immunzellen, welche autoimmune Reaktionen gegen
korpereigenes Gewebe verhindern sollen. Erstmals wurde CD276 im Jahr 2001 von
Chapoval et al. identifiziert und vorgestellt. Bei dessen Aktivierung sei eine
Proliferation von CD4- und CD-8 positiven T-Zellen sowie zytotoxischer T-Zellen

beobachtet worden (56). Liu et al. beschrieb 2021 in einer Arbeit Uber die Rolle von
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CD276 in Krebserkrankungen eine dazu gegensatzliche, inhibitorische Wirkung von
CD276 auf T-Zellen (55). Daneben wird Uber eine Reduktion der Ausschittung von
Zytokinen, wie unter anderem Interferon-y (IFN-y) oder TNF-a berichtet. Die exakte
Wirkung von CD276 in inflammatorischem Gewebe bleibt also unklar, es gibt jedoch
Hinweise auf einen engen Zusammenhang mit der Regulation inflammatorischer
Zytokine. CD276 ist nicht im peripheren Blut, daflir aber in verschiedenen humanen
Geweben nachweisbar. Dazu zahlen neben Herz, Lunge, Leber, Darm, den
mannlichen und weiblichen Geschlechtsorganen, Nieren, Skelettmuskulatur und den
lymphatischen Organen auch das Gehirn. Wahrend es in gesundem Gewebe zumeist
nur schwach exprimiert ist, konnte es in Uberexprimierter Form in zahlreichen malignen
Tumorgeweben, wie beispielsweise in  Melanomen, Cervixkarzinomen,
Lungenkarzinomen, Kolorektalen Karzinomen und auch in Leukdmien nachgewiesen
werden (55, 56). Im Tumorgewebe ist CD276 an der Zellproliferation und -invasion,
dem Zellzyklus, Autophagie und Apoptose wie auch EMT Dbeteiligt.
Metastasierungsprozesse und Angioneogenese werden durch CD276 hochreguliert.
Grundsatzlich korreliert die CD276-Expression durch die Induktion von oben
genannten Tumorproliferationsmechanismen mit einem ungunstigeren
Krankheitsverlauf (55). Durch das vermehrte Vorkommen in malignem Gewebe stellt
CD276 ein interessantes Ziel in der pharmakologischen Forschung bezlglich neuer
Tumortherapien dar. In den vergangenen Jahren wurde bereits vermehrt an CD276
als Zielstruktur fur Immuncheckpoint-Inhibitor-Therapien oder Antikdrper-Therapien
gearbeitet und es zeigten sich in vitro sowie in vivo bereits erste vielversprechende
Ergebnisse (55).

1.5.Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, das inflammatorische Microenvironment (IME) von MB und EP
auf das Vorhandensein der funf Antigene L1CAM, HER2, GD2, EphA2 und CD276 zu
untersuchen sowie darzustellen, ob sich Unterschiede in den jeweiligen AG-
Expressionen der einzelnen Subgruppen zeigen. Die Erkenntnisse sollen dem
besseren Verstandnis des Aufbaus und der Eigenschaften der genannten Tumore
dienen und konnen Aufschluss Uber Interaktionen mit dem umliegenden Gewebe
geben. So konnen Wachstum, Invasion und Metastasierungsprozesse besser
verstanden werden und gegebenenfalls mogliche neue Angriffspunkte flr gezielte

Tumortherapien gefunden werden. Zudem kann ein unterschiedliches
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Expressionsverhalten gegebenenfalls flr eine vereinfachte Tumorklassifizierung

verwendet werden.

2. Material und Methoden

2.1. Auswahl der Patienten und Gewebeproben

Es handelt sich bei der Arbeit um eine retrospektive Untersuchung bereits vorliegender
Gewebeproben von padiatrischen Hirntumoren. Die flr diese Arbeit verwendeten
Gewebeproben aus MB und EP stammen aus Operationen des Departments flr
Neurochirurgie und Neurotechnologie (Sektion padiatrische Neurochirurgie) des
Universitatsklinikums Tubingen (UKT) und wurden in dem Zeitraum von 2010 - 2021
gewonnen. Die Gewebeproben wurden nach der Operation im Department fur
Pathologie und Neuropathologie (Abteilung Neuropathologie) der Universitat Tubingen
im Rahmen der klinischen Diagnostik untersucht und dort archiviert.

In der Datenbank fur Neuropathologie wurden die Gewebeproben mit der
Tumordiagnose ,Ependymom® oder ,Medulloblastom® ausgewahlt. Die weiterfuhrende
Eingrenzung der Patienten wurde nach dem Alter bei der Operation vorgenommen.
Eingeschlossen wurden padiatrische Patienten im Alter von 0-20 Jahren. Die
Tumorentitat wurde primar durch die Neuropathologie des UKT histologisch bestimmt.
Die Mehrzahl der Tumore wurde im Anschluss durch Teilnahme an der Molekulare
Neuropathologie 2.0 (MNP2.0) — Studie des Deutschen Krebsforschungszentrums
Heidelberg (DKFZ) untersucht und die Tumorentitat bestatigt sowie die genaue
molekulargenetische Subgruppe bestimmt. Die molekulargenetische Untersuchung
erfolgte mittels Methylierungsanalyse sowie zielgerichteter Genpanel-Sequenzierung
(57).

Es wurden insgesamt 62 Patienten mit MB-Diagnoseprimar analysiert. 32 Patienten
oder Proben konnten aus folgenden Grinden nicht eingeschlossen werden: unklare
Tumorentitdt, keine Gewebeproben in der Neuropathologie vorliegend,
Pathologiebefund oder Patient im Patientenportal Industry Solution Healthcare-
Programms (ISH) nicht auffindbar oder keine erfolgte Operation (OP) am UKT. Unter
den verbleibenden 30 Patienten hatte ein Patient Primartumore an zwei verschiedenen
Lokalisationen. Diese wurden als zwei eigenstandige Gewebeproben behandelt.

Insgesamt lagen somit 31 Gewebeproben vor. Vier der Gewebeproben waren
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aufgrund Destruktionen beim Farbeprozess nicht auswertbar. So beschrankt sich die

Gesamtzahl der auswertbaren MB auf 27 Tumorgewebeproben.

Es wurden insgesamt 44 Patienten mit EP-Diagnose analysiert. 19 Patienten oder
Proben konnten aus folgenden Grinden nicht eingeschlossen werden: unklare
Tumorentitat, keine Gewebeproben in der Neuropathologie vorliegend,
Pathologiebefund oder Patient im Patientenportal (ISH) nicht auffindbar, keine erfolgte
OP am UKT. Bei den verbleibenden 25 Patienten erfolgten sechs Rezidiv-
Operationen, die jeweils als eigenstandige Gewebeproben behandelt wurden.
Insgesamt lagen somit 31 Gewebeproben vor. Eine der Gewebeproben war nicht
auswertbar. So beschrankt sich die Gesamtzahl der EP auf 30 Tumorgewebeproben.
Eine genaue Ausfuhrung der Inklusionskriterien und der geeigneten Gewebeproben
ist Abbildung 4 zu entnehmen.

Da es sich bei der Untersuchung um eine retrospektive Analyse an bereits
gewonnenem Gewebematerial handelt, war die Stichprobenzahl n in dieser Hinsicht

begrenzt und konnte nicht erhdht werden.

Medulloblastome Ependymome
Alter: 0-20 Jahre Alter: 0-20 Jahre
n =62 Pat. n=3 Keine OP am UKT n=5 n =44 Pat.

n=16 Kein Pathobefund n=3

n=8 Pat. nicht gefunden (ISH) | n=4

n=2 Unklare Tumorentitat n=3

n=3 keine Gewebeprobe n=4 l

n = 30 Pat. n = 25 Pat.
n=0 Rezidive n=6
n=1 Zweiter Primdrtumor n=0

n=31 Gewebeproben n=0 Gewebe bereits auf TMA | n=10 _ n = 31 Gewebeproben
vorliegend
ﬂ n=3 Flichenschnitte n=4 ﬂ
2TMAs 1 TMA
n= Davon nicht auswertbar | n=1
n =26 Pat. n = 24 Pat.
n = 27 Gewebeproben n = 30 Gewebeproben

Abbildung 4: Flussdiagramm (iber Inklusions- und Exklusionskriterien der MB- und EP-Gewebeproben
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Die Ethikkomission an der Medizinischen Fakultat der Eberhard-Karls-Universitat und
am Universitatsklinikum Tudbingen hat der Verwendung und Begutachtung der
Gewebeproben sowie der Durchfuhrung dieser Studie zugestimmt (Ethik-Antrag-Nr.
488/2020BO). Ein positives Votum der Biobank des Zentrums flir Neuroonkologie vom
08.01.2021 liegt vor (ZNO-Antrag Nr. ZNOG62).

2.2.Auswahl der Antigene
Die Antigene (AG) L1CAM, HER2, EphA2, GD2 und CD276 wurden in

Zusammenarbeit mit  Kolleg:innen  der padiatrischen  Onkologie  des
Universitatsklinikums Tubingen ausgewahlt. Die ausgewahlten AG spielen eine Rolle
in der Tumorphysiologie und des Tumorwachstums und konnten im Einzelnen bereits
im Gewebe oder IME anderer Tumore nachgewiesen werden. Sie konnen Hinweise
auf Wachstumsverhalten oder Metastasierungsprozesse geben oder konnten als

Target in Tumortherapien genutzt werden.

2.3. Datenerhebung

Die Patienteninformationen wurden mit Hilfe des Industry Solution Healthcare (ISH)-
Programms des UKT erhoben (SAP ERP 6.0, © SAP EP, Walldorf). Zu den erhobenen
Daten gehdrten: Geschlecht, Gewebediagnose (histologisch und molekular Gber die
MNP2.0-Studie), Alter bei Operation, Tumorlokalisation, Resektionsstatus,
vorangegangene Therapien, nachfolgende Therapien, Rezidivstatus,
Metastasierungsstatus, Behandlungsdauer (follow-up) und gegebenenfalls der
Todeszeitpunkt. Alle Patientendaten wurden in pseudonymisierter Form mit den
dazugehdrigen Blocknummern und Fallnummern der Gewebeproben in einer Tabelle

zusammengestellt.

2.4.Gewinnung des Tumorgewebes und Herstellung der histologischen Praparate
Die Tumore wurden bei gegebener Indikation zur Resektion zwischen 2010 und 2021
durch Neurochirurgen des Departments flr Neurochirurgie und Neurotechnologie
(Sektion padiatrische Neurochirurgie) des UKT entfernt. Die Tumorproben wurden
noch im OP in 4%-Formalin und phosphatgepufferter Salzlésung eingelegt und in die

Neuropathologie geschickt, wo meist primar eine Schnellschnittdiagnostik durch einen
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Facharzt fir Neuropathologie zur Diagnosesicherung erfolgte. Danach wurden die
Gewebeproben in Paraffinblocke eingebettet. Aus diesen Blocken wurden
anschliel3end weitere (meist immunhistochemische) Untersuchungen angeordnet und
das Gewebe gegebenenfalls an referenzpathologische Institute geschickt, um die
Diagnose durch weitere Neuropathologen zu bestatigen. Die histologische Diagnose
erfolgte hierbei nach den bekannten Kriterien der WHO. Die Tumore wurden dartber
hinaus, nach Zustimmung der Eltern der Patient:innen, molekularbiologisch durch
Methylierungsanalyse und zielgerichteter Genpanel-Sequenzierung untersucht und
die genaue molekulare Diagnose wurde im Rahmen der MNP2.0-Studie des DKFZ
gesichert (57). Die in Paraffin fixierten Tumorproben werden im Archiv der
Neuropathologie Tubingen gelagert und stehen dort fur wissenschaftliche

Untersuchungen zur Verfugung.

2.5.Tissue Microarray Methode
Die Tissue Microarray (TMA)-Methode ermoglicht eine gleichzeitige Untersuchung
mehrerer Gewebeproben. Teile der in Paraffin eingebetteten Gewebeproben kénnen
zylinderférmig ausgestanzt und in einen leeren Paraffinblock (Empfangerblock) mit
vorgefertigten leeren Stanzldchern eingesetzt werden. So entsteht ein Paraffinblock
mit vielen nebeneinanderliegenden Gewebeproben. Dieser Block kann dann
geschnitten, auf Objekttrager aufgebracht und histologisch eingefarbt werden. Zu
jedem TMA gibt es eine Ubersicht, auf der erkennbar ist, welche Probe sich an welcher
Stelle befindet. Diese Methode ist besonders effizient und bietet eine gute direkte
Vergleichbarkeit mehrerer Gewebeproben durch einheitliche Farbung und
Auswertung. Die Anwendung der TMA-Methode bietet damit auch eine gute
Reproduzierbarkeit und Durchflihrung von Folgestudien, da repetitivimmer wieder die
gleichen Gewebeproben untersucht werden kénnen, zu denen bereits klinische Daten

gesammelt und zusammengestellt wurden (58).

2.5.1. Herstellung der TMAs
Von jedem Paraffinblock lag ein Gewebeschnitt auf einem Objekttrager in HE-Farbung
vor, in welchem der Tumor vorab auf die Tauglichkeit fur die Erstellung einer TMA
untersucht wurde. Falls ein HE-Schnitt seinem Paraffinblock aufgrund von
Inkongruenzen nicht mehr eindeutig zugeordnet werden konnte, wurde ein neuer

Schnitt in HE-Farbung hergestellt. Die geeigneten Stellen zur Probenentnahme
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wurden auf dem Objekttrager mit der HE-Farbung markiert. Geeignet waren Proben,
auf denen ausreichend Tumorgewebe vorhanden war, so dass mindestens eine
Stanze entnommen werden konnte.

Das Prinzip der TMA-Methode wurde bereits in Abschnitt 2.5 vorgestellt. Die TMA-
Herstellung erfolgte mit einem Manual Tissue Microarrayer (Model MTA-1, Beecher
Instruments, Inc., Wisconsin, USA)). Im Bodenbereich des Gerates wurde ein leerer
Paraffinblock (Empfangerblock) mit zwei Stellschrauben eingespannt und fixiert, so
dass er unverschiebbar war. Uber diesen Block wurde eine Briicke gestellt, welche als
Ablage fur den Spenderblock mit der Tumorprobe dient. Anschliefend wurde eine
zylinderféormige Probe mit einem Durchmesser von 1mm aus dem zuvor markierten
geeigneten Bereich des Spenderblocks ausgestanzt. Die Brucke und der
Spenderblock wurden entfernt. Dann wurde der Kopf des Gerates so geschwenkt,
dass sich die zweite Stanze des Gerates in der Arbeitsposition befand. Mit dieser
zweiten Stanze wurde ein Loch von 1mm Durchmesser in den zuvor eingespannten
Empfangerblock gestanzt. AnschlieRend wurde der Kopf des Gerates zurlck
geschwenkt, so dass die erste Stanze, in der sich noch die Tumorprobe befand, wieder
in der Arbeitsposition stand. Nun konnte die Tumorprobe vorsichtig in die vorgefertigte
Position des Empfangerblockes eingebracht werden. AnschlieRend wurde der
Schwenkkopf mit der Stanzvorrichtung um 3 mm nach rechts bzw. unten verschoben
und wie oben beschrieben fortgefahren. So wurde der anfangs leere Paraffinblock mit
Tumorproben gefullt, die neben- und untereinanderliegend in sechs Reihen und zehn
Spalten angeordnet wurden. Nach Mdéglichkeit wurden pro Tumor zwei Tumorproben
eingesetzt. Bei drei EP und zwei MB reichte das Gewebe nur fir eine Stanze. Bei zwei
Medulloblastomen konnten drei Proben enthommen werden. Durch das Verwenden
mehrerer Proben pro Tumor kann eine exaktere Beurteilbarkeit erzielt werden.
Aulerdem kann einem Gewebsverlust, welcher beim Schneiden und Farben durch
Briche der Tumorproben vorkommen kann, entgegengewirkt werden. Zur besseren
Orientierung und eindeutigen Zuordnung der Tumore auf den spateren TMA-Schnitten
wurden in Spalte 9 (I) keine Proben und in Spalte 10 (J) in Zeile 1 und 2 jeweils zwei
Kontrollgewebe eingesetzt. Bei den Kontrollgeweben handelte es sich um
Gewebeproben eines Pankreaskarzinoms und eines Bronchialkarzinoms.
Abschlieliend wurden die Paraffinbldocke fur drei Minuten bei ca. 40°C erwarmt und mit
einem Objekttrager flachgedrickt. Dies diente der Versiegelung der Proben und der

Gewahrleistung, dass sich alle Proben auf demselben Hohenniveau befanden. Ein
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Plan der erstellen TMAs ist im Anhang (Anl. 1.1 bis 1.3) zu finden. Eine Darstellung
der hergestellten TMA-Bldcke ist exemplarisch in Abbildung 5 zu sehen.

Aus den EP wurde ein neues TMA (TMA 3-21) erstellt. Vier EP-Proben waren aufgrund
zu dunner Paraffinblécke nicht fir eine TMA geeignet. Aus diesen vier Tumoren
wurden Flachenschnitte angefertigt, die ebenfalls mit den zu untersuchenden
Antikdrpern angefarbt und ausgewertet werden konnten. Zehn von den 24 geeigneten
EP lagen bereits auf zwei TMAs von Doktorandenarbeiten aus dem Jahr 2018 vor.
Diese TMAs wurden ebenfalls zur Farbung genutzt. Ein Tumor konnte hier aufgrund
von zu wenig Gewebe auf dem TMA nicht ausgewertet werden. Aus den MB
entstanden zwei neue TMAs (TMA 1-21 und TMA 2-21). Drei MB-Proben waren
aufgrund zu dunner Paraffinblocke nicht flir eine TMA geeignet. Aus diesen drei
Tumoren wurden Flachenschnitte angefertigt, die ebenfalls mit den zu untersuchenden
Antikorpern angefarbt und ausgewertet werden konnten. Vier der MB konnten

aufgrund Destruktionen beim Farbeprozess nicht ausgewertet werden.

. s =Esasxnx
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Abbildung 5: Darstellung eines fiir die Arbeit hergestellten TMA-Blockes (TMA1-21)

2.6. Herstellung der mikroskopischen Praparate

Um die TMAs farben zu kdnnen, ist es notwendig zuvor Flachenschnitte von ihnen
herzustellen. Diese wurde mit einem Rotationsmikrotom Microm HM 355S (Thermo
Fisher Scientific, Walldorf, Deutschland) mit Mikrotomklingen A35 (Feather, Osaka,
Japan) hergestellt. Die Schichtdicke der angefertigten Schnitte betrug 4um. Die
geschnittenen Proben wurden anschlielend auf Objekttrager aufgetragen. Fir die HE-
Schnitte wurden Superfrost Objekttrager (R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen,
Deutschland) verwendet. Fur die immunhistochemischen Farbungen wurden TOM-
1190 Objekttrager (TOMO, Matsunami Glass Ind., Ltd., Osaka, Japan) verwendet. Es

wurden jeweils acht solcher Leerschnitte pro TMA hergestellt, um sie im
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anschlielenden Schritt mit den entsprechenden fiunf immunhistochemischen

Farbungen oder in HE einzufarben. Zwei Schnitte dienten der Reserve.

2.7.Farbeverfahren

2.7.1. Entparaffinisierung
Zur Entparaffinisierung wird die Gewebeprobe dreimal fir zehn Minuten in Xylol, einem
aromatischen Kohlenwasserstoff, inkubiert und anschliefend in einer Alkoholreihe
(Zweimal 100%-Ethanol, dann einmal 96%-Ethanol und abschlieRend einmal 70%-
Ethanol) eingelegt. Dies dient der Entwasserung. Anschlie3end folgt eine Spulung mit
destilliertem Wasser (Aqua dest.).

2.7.2. Hamatoxylin-Eosin (HE)

Zuerst erfolgte eine eineinhalb-minutige Inkubation in Mayers Hamalaun. Es folgten
zwei Spulungen mit Aqua dest., eine Spulung unter flieRendem Leitungswasser und
anschlieBend wieder eine Splulung mit Aqua dest. Als nachstes wurde die
Gegenfarbung mit 0,1% - Erythrosin vorgenommen. Nach dem Einlegen in vergalltem
Ethanol (erst 70%-Ethanol, dann in 96%-Ethanol und zweimalig in 100%-Ethanol)
folgte eine dreimalige Klarung in Xylol. Abschlielend wird die Gewebeprobe mit einem
Einschlussmittel (HICO-MIC) fixiert und ein Deckglas aufgelegt.

Die HE-Farbung diente der Ubersicht der TMA-BIcke und Flachenschnitte. In der HE-
Farbung wurde lichtmikroskopisch kontrolliert, ob die erstellten TMAs genugend
Tumorgewebe enthalten und fur eine Auswertung geeignet sind oder ob beim
Schneide- oder Farbeprozess Stanzen beschadigt wurden und aus der Wertung

genommen werden mussten.

2.7.3. Immunhistochemie

In der Immunhistochemie (IHC) werden AG durch spezifische Farbungen sichtbar
gemacht. Dies ist moglich, indem Gewebe mit speziellen Antikdrpern (AK) gefarbt
werden, die an die entsprechenden AG binden. Diese AK-AG-Komplexe kdnnen im
Anschluss farblich sichtbar gemacht werden.

Die IHC-Farbungen erfolgten durch den Farbeautomat Ventana BenchMark GX
(Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) sowie dem OptiView DAB IHC
Detection Kit (Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona, USA). Die jeweiligen

Farbeprotokolle sind den Abschnitten 2.7.3.1 bis 2.7.3.5 zu entnehmen.
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Eine Ubersicht der verwendeten Antikdrper und Farbesubstanzen ist in Tabelle 4

aufgeflthrt.

2.7.3.1. L1CAM
Zuerst wird die zu farbende Gewebeprobe, welche bereits auf dem Objekttrager
aufgebracht ist, bei 72°C fur vier Minuten gebacken. Danach erfolgt eine 32-minutige
Vorbehandlung mit CC1, einer Puffersubstanz. AbschlieRend erfolgt die Antikdrper

Inkubation fur 32 Minuten bei Raumtemperatur. Die Verdinnung betrug 1:8000.

2.7.3.2. HER2
Zuerst wird die zu farbende Gewebeprobe, welche bereits auf dem Objekttrager
aufgebracht ist, bei 72°C fur vier Minuten gebacken. Danach erfolgt eine 16-minttige
Vorbehandlung mit CC1, einer Puffersubstanz. AbschlieRend erfolgt die Antikdrper
Inkubation fur 12 Minuten bei 37°C. Die Verdunnung betrug 1:500.

2.7.3.3.  GD2
Zuerst wird die zu farbende Gewebeprobe, welche bereits auf dem Objekttrager
aufgebracht ist, bei 72°C fur vier Minuten gebacken. Danach erfolgt eine 64-minttige
Vorbehandlung mit CC1, einer Puffersubstanz. AbschlieRend erfolgt die Antikdrper

Inkubation fur 32 Minuten bei Raumtemperatur. Die Verdlinnung betrug 1:200.

2.7.3.4. EphA2
Zuerst wird die zu farbende Gewebeprobe, welche bereits auf dem Objekttrager
aufgebracht ist, bei 72°C fur vier Minuten gebacken. Danach erfolgt eine 32-minutige
Vorbehandlung mit CC2, einer Puffersubstanz. AbschlieRend erfolgt die Antikdrper

Inkubation fur 32 Minuten bei Raumtemperatur. Die Verdlinnung betrug 1:800.

2.7.3.5. CD276
Zuerst wird die zu farbende Gewebeprobe, welche bereits auf dem Objekttrager
aufgebracht ist, bei 72°C fur vier Minuten gebacken. Danach erfolgt eine 64-minutige
Vorbehandlung mit CC1, einer Puffersubstanz. AbschlieRend erfolgt die Antikorper
Inkubation fur 32 Minuten bei 37°C. Die Verdlinnung betrug 1:75.
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2.8. Lichtmikroskopische Bewertung

Alle TMAs wie auch Flachenschnitte wurden mit dem Mikroskop (OLYMPUS VANOX
AHBTS3, Tokio, Japan) im Department fur Pathologie und Neuropathologie (Abteilung
Neuropathologie) des UKT lichtmikroskopisch gesichtet und ausgewertet. Das Gerat
verfugt Uber funf VergroRerungsobjektive (20x, 100x, 200x, 400x und 1000x). Die
Beurteilung der Gewebeproben erfolgte stets unter 20-facher VergroRerung. Zunachst
wurde in der HE-Farbung geprift, ob es sich bei dem Gewebe auf den TMAs um den
zu untersuchenden Tumor handelt und ob gentigend Gewebe auf den Objekttragern
abgebildet ist, um ihn die Probe die Auswertung mitaufzunehmen. Bei den TMA-
Stanzen der EP waren drei Proben ungeeignet. Aufgrund des Aufbringens mehrerer
Gewebeproben pro Tumor konnten zwei der betroffenen Gewebeproben durch
Auswertung der anderen Stanzen trotzdem verwertet werden.

Bei den TMAs und Flachenschnitten der MB waren 16 Proben ungeeignet. Aufgrund
des Aufbringens mehrerer Gewebeproben pro Tumor konnten 12 der betroffenen
Gewebeproben durch Auswertung der anderen Stanzen trotzdem verwertet werden.
Zur Auswertung der IHC-Farbungen wurde je ein reprasentatives Areal ausgewahilt,
als Foto abgespeichert und anschlieRend ausgewertet. Wenn mehr als eine Stanze
pro Tumorgewebeprobe vorhanden war, wurde aus den Ergebnissen der Mittelwert
gebildet. Bei der Auswertung wurde darauf geachtet, dass die Helligkeitsstufe bei jeder
Farbung gleich eingestellt war, um zu verhindern, dass die Intensitat der eingefarbten

Zellen unterschiedlich beurteilt werden konnten.

2.8.1. L1CAM Auswertungskriterien
Es handelt sich um eine zytoplasmatische Farbung. Als positiv wurde die Probe
gewertet, wenn >10% der Zellen angefarbt wurden. Des weiteren wurde je nach
Menge der angefarbten Zellen in insgesamt 5 Gruppen unterschieden:
0: negativ, <10% der Zellen stellten sich in der Farbung positiv dar
1: bis 25% der Zellen stellten sich in der Farbung positiv dar
2: 25 bis 50% der Zellen stellten sich in der Farbung positiv dar
3: 50 bis 75% der Zellen stellten sich in der Farbung positiv dar
4: 75 bis 100% der Zellen stellten sich in der Farbung positiv dar
Eine qualitative Auswertung ist bei der immunhistochemischen Untersuchung von

L1CAM nicht Usus und wurde in dieser Arbeit daher vernachlassigt, um eine

34



Vergleichbarkeit zu L1CAM-Expressionsmustern in anderen wissenschaftlichen

Arbeiten zu ermoglichen.

2.8.2. HER2 Auswertungskriterien

2007 wurden Empfehlungen zur histologischen Auswertung von HERZ2-positiven
Gewebeproben vom American Society of Clinical Oncology (ASCO) und College of
American Pathologists (CAP) veroffentlicht (59). Diese dienen einer einheitlichen
histologischen Bewertung und Einteilung und ermodglichen eine bessere
interindividuelle Beurteilbarkeit. Hintergrund dieser Empfehlung waren die haufig
vorkommenden HER-positiven Mammakarzinome, welche angesichts ihres HER-
Status unterschiedlichen Therapien zugefihrt werden kénnen. So kann weitestgehend
eine einheitliche Therapieleitline verfolgt werden und allen Patienten eine
tumorspezifische Therapie angeboten werden.

In dieser Arbeit werden die Empfehlungen der ASCO und CAP angewendet und die
HER2-gefarbten Gewebe nach diesen ausgewertet. Eine schematische Darstellung

der Vorgehensweise bei der Beurteilung ist Abbildung 6 zu entnehmen.

Membrandse Farbung in
mehr als 10 % der Zellen ?

7 l

Nein Ja

|

Membranfarbung komplett ?

v |

Nein Ja

|

Starke der Farbung

O

schwach mahkig stark

o :
Score 0 1+ 2+ 2+ 3+

Abbildung 6: schematische Darstellung der Vorgehensweise bei der Beurteilung von IHC-HER2-
geférbten Gewebeproben (60)
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2.8.3. GD2 Auswertungskriterien
Es handelt sich um eine zytoplasmatische und membrandse Farbung. Positiv wurden
die Proben gewertet, deren Anteil angefarbter Zellen >10% betrug. Je nach Menge der
angefarbten Zellen wurden insgesamt 5 Gruppen unterschieden:
0: negativ, <10% der Zellen stellten sich in der Farbung positiv dar
1: bis 25% der Zellen stellten sich in der Farbung positiv dar
2: 25 bis 50% der Zellen stellten sich in der Farbung positiv dar
3: 50 bis 75% der Zellen stellten sich in der Farbung positiv dar
4: 75 bis 100% der Zellen stellten sich in der Farbung positiv dar
Die Intensitat der Farbung wurde mithilfe einer dreistufigen Skala eingeteilt:
1. schwach gefarbt
2: mittel/moderat gefarbt

3: stark gefarbt

2.8.4. EphA2 Auswertungskriterien
Es handelt sich um eine zytoplasmatische und membrandse Farbung. Als positiv
wurde die Probe gewertet, wenn >10% der Zellen angefarbt wurden. Des weiteren
wurde je nach Menge der angefarbten Zellen in insgesamt 5 Gruppen unterschieden:
0: negativ, <10% der Zellen stellten sich in der Farbung positiv dar
1: bis 25% der Zellen stellten sich in der Farbung positiv dar
2: 25 bis 50% der Zellen stellten sich in der Farbung positiv dar
3: 50 bis 75% der Zellen stellten sich in der Farbung positiv dar
4: 75 bis 100% der Zellen stellten sich in der Farbung positiv dar
Die Intensitat der Farbung wurde mithilfe einer dreistufigen Skala eingeteilt:
1: schwach gefarbt
2: mittel/moderat gefarbt

3: stark gefarbt

2.8.5. CD276 Auswertungskriterien
CD276 zeigt eine membrandse Farbung bei Positivitat. Als positiv wurden Proben
gewertet, wenn >10% der Zellen angefarbt werden konnten. WeiterflUhrend wurde je
nach Menge der angefarbten Zellen in insgesamt 5 Gruppen unterschieden:
0: negativ, <10% der Zellen stellten sich in der Farbung positiv dar

1: bis 25% der Zellen stellten sich in der Farbung positiv dar
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2: 25 bis 50% der Zellen stellten sich in der Farbung positiv dar

3: 50 bis 75% der Zellen stellten sich in der Farbung positiv dar

4: 75 bis 100% der Zellen stellten sich in der Farbung positiv dar

Die Intensitat der Farbung wurde mithilfe einer dreistufigen Skala eingeteilt:
1: schwach gefarbt

2: mittel/moderat gefarbt

3: stark gefarbt

2.8.6. Ubersicht der Intensitatsskala
FUr die Auswertung der Farbungsintensitat wurde bei L1CAM, EphA2, GD2 und
CD276 je eine identische Skalierung der Intensitatsstufen gewahlt. In Abbildung 7 ist
eine Ubersicht (iber die Intensitatsstufen zur Veranschaulichung dargestellt.

Exemplarisch wurden hierfir EphA2-Farbungen von EP verwendet.

GD2 und CD276. In dieser Abbildung ist die Intensitdt zunehmen von links nach rechts (A: score 1; B:
score 2; C: score 3) dargestellt. Es handelt sich jeweils um Ependymome in EphA2-Férbung

2.9. Ubersicht der Materialien

2.9.1. TMAs

e Paraffinblocke: Spezialparaffin flir Histologie, SAV Liquid Production
(Flintsbach am Inn, Deutschland); Einbettkassetten, KABE Labortechnik GmbH
(Wiehl-Bomig, Deutschland)
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2.9.2. Antikorper und Farbesubstanzen
HE-Farbung: - Xylol: Diagonal (Munster, Deutschland)

- Ethanol (100%, 96%, 70%): AppliChem GmbH (Darmstadt,
Deutschland)

- vergalltes Ethanol (100%, 96%, 70%): Alkoholvertrieb Sid
GmbH (Horb am Neckar, Deutschland)

- Hamalaun: Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

- Erythrosin: Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

- Aqua dest.: Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Antikorper L1CAM HER2 GD2 EphA2 CD276
Hersteller Sigma Dako Millipore Santa Cruz  Bio SB
Protokoll-Nr. 96 993 542 4 8
Spezifitat Monoklonal  Polyklonal Monoklonal ~ Monoklonal =~ Monoklonal
Wirt Maus Kaninchen Kaninchen Kaninchen Kaninchen
AG Spezies Human Human Human Human Human
Isotyp IgG IgG IgG IgG IgG
Verdlinnung 1:8000 1:500 1:200 1:800 1:75
Puffer- CcC1 CcC1 CcC1 CcC2 CcC1
vorbehandlung (32 min) (16 min) (64 min) (32 min) (64 min)
(Dauer)
AK- 32 min. 12 min. 32 min. 32 min. 32 min.
Inkubationszeit
Temperatur Raum- 37°C Raum- Raum- 37°C
temperatur temperatur temperatur
Negativkontrolle Endothelien  Endothelien Tonsille

Tabelle 4: Ubersicht der AK-Férbesubstanzen und ihrer Eigenschaften

Cell Conditioner 1 (CC1): leicht basische, TRIS-haltige Puffersubstanz
(Produktinformation, Roche (61)): Ventana Medical Systems, Inc. Tucson, Arizona,
USA)
Cell Conditioner 2 (CC2): leicht saure, Citrathaltige Puffersubstanz
(Produktinformation, Roche (62)): Ventana Medical Systems, Inc. Tucson, Arizona,
USA)
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Durch Behandlung der Gewebeproben mit den Cell Conditionern kommt es zur Losung
der kovalenten Bindungen. Dadurch werden die AG freigelegt und es kann eine

bessere Bindung der AK erfolgen.

2.9.3. Gerate
e Stanzgerat: Manual Tissue Microarrayer (Model MTA-1, Beecher Instruments,

Inc., Wisconsin, USA)

e Farbung: Ventana BenchMark GX (Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland), OptiView DAB IHC Detection Kit (Ventana Medical Systems,
Tucson, Arizona, USA)

e Mikroskop: Olympus VANOX AHBT3 (Tokio, Japan)

2.9.4. Statistische Analyse

Die Erstellung der Tabelle zur Datensammlung der Patienteninformationen erfolgte mit
Microsoft Excel Office 365 Plus (© Microsoft 2016). Die statistische Analyse wurde mit
dem Programm IBM SPSS (Version 28.0.0.1, © IBM Corporations) durchgefihrt.
Primar erfolgte die Erfassung der deskriptiven Statistik Uber Erstellung von
Haufigkeitstabellen und Histogrammen. Bei ordinalskalierten Ergebnissen fur HER2,
L1CAM, EphA2, GD2 und CD276 wurden neben den Haufigkeitsverteilungen der
Median als Lagemaly und die 25%- sowie die 75%-Quartile als Streuungsmale
erfasst. Mithilfe von Kreuztabellen und dem Chi-Quadrat-Test wurden
Zusammenhange zwischen den molekulargenetischen Subgruppen und den
erhobenen Daten fur die AG erfasst. Fur eine genauere Analyse der Unterschiede in
den einzelnen Subgruppen und Bestimmung der Signifikanzen wurde der Kruskal-
Wallis-Test (H-Test) fur >2 unverbundene Stichproben genutzt.

Zum Vergleich von Medulloblastomen und Medulloblastomen wurde der Kruskal-
Wallis-Test (H-Test) genutzt und gruppierte Balkendiagramme zur optischen
Darstellung erstellt.

Das Signifikanzniveau wurde fur alle statistischen Tests auf < 0,05 festgelegt.
Die Nullhypothese lautete jeweils: Die Verteilung der AG-Expression (Quantitat bzw.

Intensitat) ist in den einzelnen molekulargenetischen Subgruppen von MB bzw. EP

identisch.
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Bei einer Signifikanz von <0,05 wurde die Nullhypothese verworfen und folgende
Alternativhypothese angenommen: Die Verteilung der AG-Expression (Quantitat bzw.
Intensitat) ist in den einzelnen molekulargenetischen Subgruppen von MB bzw. EP
nicht identisch. Es liegt eine Abhangigkeit der AG-Expression von der

molekulargenetischen Subgruppe vor.
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3. Ergebnisse

3.1. Medulloblastome

Es wurden insgesamt 27 MB untersucht. Molekulargenetisch konnten die Tumore wie
folgt eingeteilt werden: SSH (n=4), WNT (n=4), Gruppe 3 (n=5), Gruppe 4 (n=12), kein
Hinweis auf SHH oder WNT-Aktivierung (n=2) (3). Die Proben stammten von neun
Madchen und 17 Jungen. Das mittlere Alter bei OP betrug 8,04 Jahre
(Standardabweichung: 4,67) bei einer Range von 2 — 18 Jahren. Es lagen acht
Metastasierungen (SHH n=6, WNT n=0, Gruppe 3 n=1, Gruppe 4 n=1) bereits bei
Diagnosestellung vor. Spatere Metastasierungen zeigten sich keine. Keines der
Kinder/Jugendlichen entwickelte ein Rezidiv. Bei allen untersuchten MB handelte es
sich um Primartumore. Ein Patient wies zwei Primartumore auf, welche je als
eigenstandiger Tumor untersucht wurden.

Eine graphische Darstellung der Verteilung der molekularen Klassifizierung (bestimmt
mittels 450k bzw. 850l Array im Rahmen der MNP2.0-Studie) innerhalb der Gruppe
der MB ist Abbildung 8 zu entnehmen.

Kreisdiagramm Anzahl von Diagnose MNP 2.0 Medulloblastom
Diagnose Kategorie: Medulloblastom

Diagnose MNP 2.0
Medulloblastom

M SHH

BWNT

M Gruppe 3

M Gruppe 4

o kein Hinweis auf Shh o. Wnt-
Aktivierung

Abbildung 8: Kreisdiagramm, Verteilung der molekulargenetischen Diagnosen innerhalb der Gruppe der
Medulloblastome, n=27
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3.1.1. HER2 — Medulloblastome
Fur die HER2-Farbung konnten 26 der 27 MB ausgewertet werden.
Keine dieser Proben (n=26) zeigten eine HER2-Expression (score 0) (3). Es konnte
somit kein signifikanter Unterschied zwischen den molekulargenetischen Subgruppen

festgestellt werden.

3.1.2. L1CAM — Medulloblastome
Fur die L1CAM-Farbung wurden 27 MB analysiert. Die Verteilung der quantitativen
L1CAM — Anfarbung (0 = negativ, 1 = bis 25%, 2 = 25-50%, 3 = 50-75%, 4 = 75—
100%) unter allen MB lasst sich der Haufigkeitstabelle Anlage 2.1 und dem
Histogramm in Abbildung 9 entnehmen. Median = 2,5; Range=0-4; Q1=0; Q3=3,5

10 Mittelwert = 1,94
Std.-Abw. = 1,654
N=27

Haufigkeit

2,0 3.0 4,0 5.0

L1CAM Quantitat

Abbildung 9: Histogramm zur L1CAM-Quantitdtsverteilung in der Diagnosekategorie Medulloblastom

Innerhalb der molekulargenetischen Gruppen verteilte sich die L1CAM-Expression
quantitativ wie in Tabelle 5 und im Boxplot in Abbildung 10 dargestellt:
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Tabelle 5: Haufigkeitsverteilung L1CAM-Quantitét innerhalb der molekularen Subgruppen bei

Medulloblastomen
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Abbildung 10: Boxplot zur Haufigkeitsverteilung der L1CAM-Quantitdt innerhalb der molekularen
Subgruppen bei Medulloblastomen

Bei den WNT-MB (Median=3,5; Range=2,0-4,0; Q1=2,5; Q3=4,0) und den Gruppe 4-
MB (Median=3,0; Range=0,0—4,0; Q1=2,25; Q3=3,75) lasst sich eine starkere
quantitative Expression von L1CAM beobachten als bei SHH-MB (3) (Median=0;
Range=0,0-0,5; Q1=0,0; Q3=0,25) und Gruppe 3-MB (Median=0; Range=0-0,5;
Q1=0,0; Q3=0,5). Diese Unterschiede in der quantitativen Expression von L1CAM

stellten sich im Chi-Quadrat-Test als nicht-signifikant dar (p=0,575). Bei weiterer

Testung mittels Kruskal-Willis-Test zeigte sich ein signifikanter Unterschied (p=0,025).

Die signifikanten Unterschiede zwischen den Subgruppen zeigten sich wie folgt:
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Subgruppen Signifikanzwerte

SHH-Gruppe 4 0,015
SHH-WNT 0,013
Gruppe 3-Gruppe 4 0,035
Gruppe 3-WNT 0,028

Tabelle 6: signifikante Unterschiede in der Expression von L1CAM in MB nach molekulargenetischen
Subgruppen

Die Nullhypothese ,,Die Verteilung der L1ICAM-Expression ist in den einzelnen

molekulargenetischen MB-Subgruppen identisch.” wurde verworfen.

3.1.3. EphA2- Medulloblastome: Quantitat
Fur die quantitative EphA2-Farbung konnten 27 MB in die Auswertung aufgenommen
werden. Die Verteilung der quantitativen EphA2-Anfarbung (0 = negativ, 1 = bis 25%,
2 = 25-50%, 3 = 50-75%, 4 = 75-100%) unter allen MB lasst sich der
Haufigkeitstabelle Anlage 2.2 und dem Histogramm in Abbildung 11 entnehmen.
Median = 0; Range = 0,0-4,0; Q1=0,0; Q3=3,0

20 Mittelwert = 1,11
Std.-Abw. = 1.7
N= 27

15

10

Haufigkeit

0 I

-1,0 0 1,0 2,0

EphA2 Quantitat

Abbildung 11: Histogramm zur EphA2-Quantitéatsverteilung in der Diagnosekategorie Medulloblastom
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Innerhalb der molekulargenetischen Gruppen verteilte sich die EphA2-Expression

quantitativ wie in Tabelle 7 und im Boxplot in Abbildung 12 dargestellt:

EphA2- 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 Gesamt
Quantitat

SHH 4 0 0 0 0 0 0 0 0

WNT 0 0 0 0 0 1 1 1

Gruppe 3 1 0 1 0 0 0 0 0 3

Gruppe 4 11 0 0 0 0 0 0 0 1 12

Kein Hinweis 1 0 0 0 0 1 0 0 0 2

auf SHH/WNT-

Antivierung

Gesamt 18 0 1 0 0 1 1 1 5 27

Tabelle 7: Haufigkeitsverteilung der EphA2-Quantitdt innerhalb der molekularen Subgruppen bei
Medulloblastomen

27

4,0 %*
3,0
2,0
1,0
il _— —_—
WNT

SHH

EphA2 Quantitdt

Gruppe 3 Gruppe 4 kein Hin
Diagnose MNP 2.0 Medulloblastom

Abbildung 12: Boxplot zur Haufigkeitsverteilung der EphA2-Quantitét innerhalb der molekularen
Subgruppen bei Medulloblastomen

Bei den WNT-MB (Median=3,25; Range=0-4,0; Q1=1,5; Q3=3,75) und den Gruppe 3-
MB (Median=4,0; Range=0—4,0; Q1=1,0; Q3=4,0) Iasst sich eine starkere quantitative
Expression beobachten als bei SHH-MB (Median=0; Range=0; Q1=0; Q3=0) und
Gruppe 4-MB (Median=0; Range=0; Q1=0; Q3=0), die keine Anfarbung zeigten. Die
Tumoren ohne Hinweis auf SHH oder WNT-Aktivierung bilden sich dazwischen ab
(Median=1,25, Range=0,0-2,5, Q1=0; Q3=2,5). Der Unterschied in der quantitativen
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EphA2-Anfarbung ist im Kruskal Wallis-Test signifikant (p=0,015), der Chi-Quadrat-
Test zeigte kein signifikantes Ergebnis (p=0,120). Die signifikanten Unterschiede

zwischen den Subgruppen zeigten sich wie folgt:

Subgruppen Signifikanzwerte
SHH-WNT 0,035
SHH-Gruppe 3 0,012
Gruppe 4-WNT 0,025
Gruppe 3-Gruppe 4 0,005

Tabelle 8: signifikante Unterschiede in der quantitativen Expression von EphA2 in MB nach
molekulargenetischen Subgruppen

Die Nullhypothese ,,Die Verteilung der quantitativen EphA2-Expression ist in den

einzelnen molekulargenetischen MB-Subgruppen identisch.” wurde verworfen.

Abbildung 13 zeigt exemplarisch die unterschiedlichen EphA2-Expressionen eines WNT-
MB im direkten Vergleich zu einem SHH-MB.

Abbildung 13: A: WNT-MB in EphA2-Férbung; B: SHH-MB in EphA2-Férbung

3.1.4. EphA2 — Medulloblastome: Intensitat
FUr die qualitative EphA2-Farbung wurden 27 MB analysiert. Die Verteilung der
Intensitat der EphA2-Anfarbung (0 = negativ, 1 = schwach gefarbt, 2 = moderat gefarbt,
3 = stark gefarbt) unter allen MB lasst sich der Haufigkeitstabelle Anlage 2.3 und dem
Histogramm in Abbildung 14 entnehmen. Median = 0; Range = 0-3,0; Q1=0; Q3=2,0
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Abbildung 14: Histogramm zur EphA2-Intensitétsverteilung in der Diagnosekategorie Medulloblastom

Innerhalb der molekulargenetischen Gruppen verteilte sich die Intensitat der EphA2-

Expression wie in Tabelle 9 und im Boxplot in Abbildung 15 dargestellt:

EphA2-Intensitat 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0 Gesamt
SHH 4 0 0 0 0 0 0 4

WNT 1 0 0 0 1 1 1 4
Gruppe 3 2 0 1 0 1 0 1

Gruppe 4 11 0 0 0 1 0 0 12

Kein Hinweis auf 1 0 0 0 1 0 0 2
SHH/WNT-

Antivierung

Gesamt 19 0 1 0 4 1 2 27

Tabelle 9: Haufigkeitsverteilung EphA2-Intensitét innerhalb der molekularen Subgruppen bei
Medulloblastomen
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Abbildung 15: Boxplot zur Héufigkeitsverteilung EphA2-Intensitét innerhalb der molekularen
Subgruppen bei Medulloblastomen (3)

Bei den WNT-MB (Median=2,25; Range=0-3,0; Q1=1,0; Q3=2,75) und den Gruppe 3-
MB (Median=1,0; Range=0-3,0; Q1=0; Q3=2,0), sowie Tumoren ohne Hinweis auf
SHH oder WNT-Aktivierung (Median=1,0; Range=0-2,0; Q1=0,0; Q3=2,0) lasst sich
eine starkere EphA2-Intensitats-Expression beobachten als bei SHH-MB (Median=0;
Range=0; Q1=0; Q3=0) und Gruppe 4-MB (Median=0; Range=0; Q1=0; Q3=0) (3).
Diese Unterschiede in der Expression von EphA2 stellten sich im Kruskal-Willis-Test
als signifikant dar (p=0,027) wahrend sich im Chi-Quadrat Test kein signifikanter
Unterschied ergab (p=0,315). Die signifikanten Unterschiede zwischen den

Subgruppen im Vergleich zeigten sich wie folgt:

Subgruppen Signifikanzwerte
SHH-WNT 0,015
Gruppe 4-Gruppe 3 0,047
Gruppe 4-WNT 0,007

Tabelle 10: signifikante Unterschiede in der Intensitét der Expression von EphA2 in MB nach
molekulargenetischen Subgruppen
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Die Nullhypothese ,,Die Verteilung der Intensitat der EphA2-Expression istin den

einzelnen molekulargenetischen MB-Subgruppen identisch.“ wurde verworfen.
3.1.5. GD2 — Medulloblastome: Quantitat und Intensitat

Fur die GD2-Farbung konnten 27 MB in die Auswertung aufgenommen werden. Keine

dieser Proben (n=27) zeigten eine GD2-Expression (3). Es konnte somit kein

signifikanter Unterschied zwischen den molekulargenetischen Subgruppen festgestellt

werden.

3.1.6. CD276 — Medulloblastome: Quantitat
Fir die quantitative CD276-Farbung konnten 27 MB in die Auswertung aufgenommen
werden. Die Verteilung der quantitativen CD276 — Anfarbung (0 = negativ, 1 = bis 25%,
2 = 25-50%, 3 = 50-75%, 4 75-100%) unter allen MB lasst sich der
Haufigkeitstabelle Anlage 2.4 und dem Histogramm in Abbildung 16 entnehmen.
Median = 4,0; Range = 2,0—4,0; Q1=3,0; Q3=4,0

20 Mittelwert = 3,61
Std.-Abw. = 543
N=27

15

10

Haufigkeit

15 2,0 25 3,0 3,5 4,0 45

CD276 Quantitat

Abbildung 16: Histogramm zur CD276- Quantitétsverteilung in der Diagnosekategorie Medulloblastom

Innerhalb der molekulargenetischen Gruppen verteilte sich die EphA2-Expression

quantitativ wie in Tabelle 11 und im Boxplot Abbildung 17 dargestellt:
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CD276- 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 Gesamt
Quantitat

SHH 0 0 0 0 0 0 1 1 2

WNT 0 0 0 0 0 0 0 0 4

Gruppe 3 0 0 0 0 1 0 1 0 3

Gruppe 4 0 0 0 0 0 0 3 2 7 12

Kein Hinweis 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2

auf SHH/WNT-

Antivierung

Gesamt 0 0 0 0 1 0 7 3 16 27

Tabelle 11: Haufigkeitsverteilung CD276-Quantitét innerhalb der molekularen Subgruppen bei
Medulloblastomen

4.0 —

3,5

3,0  —

CD276 Quantitat

2,5

2,0 -

SHH WNT Gruppe 3 Gruppe 4 kein Hin
Diagnose MNP 2.0 Medulloblastom

Abbildung 17: Boxplot zur Haufigkeitsverteilung CD276-Quantitdt innerhalb der molekularen
Subgruppen bei Medulloblastomen

Alle MB-Subgruppen zeigten eine stark quantitative CD276-Expression. Die starksten
Auspragungen zeigten sich in Gruppe 4-MB. Diese Haufigkeitsverteilung erwies sich
als nicht signifikant (Chi-Quadrat p=0,278, Kruskal Wallis p=0,202).

SHH-MB (Median=3,75; Range=3,0—4,0; Q1=3,25; Q3=4,0)

WNT-MB (Median=4,0; Range=4,0; Q1=4,0; Q3=4,0)

Gruppe 3-MB (Median=4,0; Range=2,0—4,0; Q1=3,0; Q3=4,0)

Gruppe 4-MB (Median=4,0; Range=3,0—4,0; Q1=3,5; Q3=4,0)
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Tumoren ohne Hinweis auf SHH oder WNT-Aktivierung (Median=3,0, Range=3,0;
Q1=3,0; Q3=3,0)
3.1.7. CD276 —Medulloblastome: Intensitat

Fur die qualitative CD276-Farbung wurden 27 MB in die Auswertung aufgenommen.
Die Verteilung der Intensitat der CD276-Anfarbung (0 = negativ, 1 = schwach gefarbt,
2 = moderat gefarbt, 3 = stark gefarbt) unter allen MB lasst sich der Haufigkeitstabelle
Anlage 2.5 und dem Histogramm in Abbildung 18 entnehmen. Median = 2,0; Range =
1,0-3,0; Q1=2,0; Q3=3,0

12 Mittelwert = 2,33
Std.-Abw. = 52
N=27

10

Haufigkeit

5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

CD276 Intensitit

Abbildung 18: Histogramm zur CD276-Intensitétsverteilung in der Diagnosekategorie
Medulloblastom

Innerhalb der molekulargenetischen Gruppen verteilte sich die Intensitat der CD276-

Expression wie in Tabelle 12 und im Boxplot Abbildung 19 dargestellt:

CD276-Intensitat 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 Gesamt
SHH 0 0 0 1 3 0 0 4

WNT 0 0 0 0 1 0 3 4
Gruppe 3 0 0 0 1 1 0 3

Gruppe 4 0 0 1 0 6 1 4 12

Kein Hinweis auf 0 0 0 1 0 0 1 2
SHH/WNT-

Antivierung
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Gesamt 0 0 1 3 11 1 11 27

Tabelle 12: Haufigkeitsverteilung CD276-Intensitét innerhalb der molekularen Subgruppen bei
Medulloblastomen

3,0
M I
2,0

15

CD276 Intensitat

10

SHH WNT Gruppe 3 Gruppe 4 kein Hin
Diagnose MNP 2.0 Medulloblastom

Abbildung 19: Boxplot zur Haufigkeitsverteilung CD276-Intensitét innerhalb der molekularen
Subgruppen bei Medulloblastomen

Alle MB-Subgruppen zeigten eine moderate bis starke CD276-Expression (3):
SHH-MB (Median=2,0; Range=1,5-2,0; Q1=1,75; Q3=2,0)

WNT-MB (Median=3,0; Range=2,0-3,0; Q1=2,5; Q3=3,0)

Gruppe 3-MB (Median=3,0; Range=1,5-3,0; Q1=2,0; Q3=3,0)

Gruppe 4-MB (Median=2,0; Range=1,0-3,0; Q1=2,0; Q3=3,0)

Tumoren ohne Hinweis auf SHH oder WNT-Aktivierung (Median=2,25, Range=1,5—
3,0; Q1=1,5; Q3=3,0). Die WNT-, Gruppe 3 und Gruppe 4 Medulloblastome zeigten
dabei eine starkere Anfarbung als SHH-MB. Diese Unterschiede in der Expression von

CD276 stellten sich nicht als signifikant dar (Chi-Quadrat p=0,563, Kruskal Wallis
p=0,324).
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Abbildung 20: exemplarische Darstellung der CD276-Expression in Medulloblastomen. A: SHH-MB; B:

WNT-MB; C: Gruppe 3-MB; D: Gruppe 4-MB (3)
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3.2. Ependymome

Es wurden insgesamt 30 EP untersucht. Davon waren 10 supratentoriell, 17
infratentoriell und 3 spinal lokalisiert. Molekulargenetisch konnten die Tumore wie folgt
eingeteilt werden: PF-A (n=11), PF-B (n=1), RELA-fusioniert (n=10), myxopapillar
(n=2). 6 Tumore konnten im Rahmen der MNP2.0-Studie nicht molekulargenetisch
klassifiziert (nk) werden. Davon waren n=3 infratentoriell, n=2 supratentoriell und n=1

Tumore spinal lokalisiert.

Insgesamt stammten die Proben von 12 Madchen und 12 Jungen. Das mittlere Alter
bei OP betrug 5,96 Jahre (Standardabweichung: 5,16) bei einer Range von 0-20
Jahren. Es lagen keine Metastasierungen bereits bei der Diagnosestellung vor.
Spatere Metastasierung zeigten sich bei sechs Tumoren (PF-A n=2, PF-B n=0, RELA-
fusioniert n=3, ohne MNP2.0-Diagnose n=1). EIf der Tumore bildeten im Verlauf ein
Rezidiv (PF-A n=6, PF-B n=0, RELA-fusioniert n=3, nk n=2).

Eine graphische Darstellung der Verteilung der molekularen Klassifizierung (bestimmt
mittels 450k bzw. 8501 Array im Rahmen der MNP2.0-Studie) innerhalb der Gruppe
der EP ist Abbildung 21 zu entnehmen.

Diagnose MNP2.0 Ependymom

WPF-A

BPrr-B

M myxopapillar

E RELA-fusioniert
Wk, infratentariell
M nk, supratentariall
Mk, spinal

Abbildung 21: Kreisdiagramm, Verteilung der molekulargenetischen Diagnosen innerhalb der
Gruppe der Medulloblastome, n=30
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3.2.1. HER2 — Ependymome
In der HER2-Farbung wurden 30 EP ausgewertet.
Keiner der Proben (n=30) zeigten eine HER2-Expression (score 0). Es konnte somit
kein signifikanter Unterschied zwischen den molekulargenetischen Subgruppen

festgestellt werden.

3.2.2. L1CAM — Ependymome
Fur die L1ICAM-Farbung wurden 30 EP analysiert. Die Verteilung der quantitativen
L1CAM-Anfarbung (0 = negativ, 1 = bis 25%, 2 = 25-50%, 3 = 50-75%, 4 = 75-100%)
unter allen EP lasst sich der Haufigkeitstabelle Anlage 3.1 und dem Histogramm in

Abbildung 22 entnehmen. Median = 0; Range=0—4; Q1=0; Q3=1

20 Mittelwert = 8
Std.-Abw. = 1,43
N =30

15

10

Héufigkeit

=10 K] 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0

L1CAM Quantitat

Abbildung 22: Histogramm zur L1CAM-Quantitédtsverteilung in der Diagnosekategorie Ependymom

Innerhalb der molekulargenetischen Gruppen verteilte sich die L1CAM-Expression

quantitativ wie in Tabelle 13 und im Boxplot Abbildung 23 dargestellt:
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Tabelle 13: Haufigkeitsverteilung L1CAM-Intensitét innerhalb der molekularen Subgruppen bei
Ependymomen
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Abbildung 23: Boxplot zur Haufigkeitsverteilung der L1CAM-Intensitét innerhalb der molekularen
Subgruppen bei Ependymomen

Ein L1CAM-Nachweis konnte bei RELA-fusionierten EP (Median=1,25; Range=0-4,0;
Q1=1,0; Q3=4,0) sowie bei nk-supratentoriellen Tumoren (Median=1,5; Range=0-3,0;
Q1=0,0; Q3=3,0) beobachtet werden. In den anderen Subgruppen zeigte sich keine
Anfarbung auf L1CAM. Die Analyse der Kreuztabellen mittels Chi-Quadrat-Test zeigt
sich als nicht signifikant (p=0,301). Im Kruskal-Wallis-Test flr unverbundene
Stichproben konnte hingegen eine signifikant unterschiedliche Verteilung der
Expressionsmuster fur die einzelnen Subgruppen beobachtet werden (p=0,001).

Die signifikanten Unterschiede zwischen den Subgruppen zeigten sich wie folgt:
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Subgruppen Signifikanzwerte

PFA-RELA <0,001
Myxopapillar-RELA 0,019
nk infratentoriell-RELA 0,006

Tabelle 14: signifikante Unterschiede in der Expression von L1CAM in EP nach molekulargenetischen
Subgruppen

Die Nullhypothese ,,Die Verteilung der L1CAM-Expression ist in den einzelnen

molekulargenetischen EP-Subgruppen identisch.“ wurde verworfen.

« v
.& : 5 M %
- 7,« [dg (vt %

Abbildung 24: L1CAM-Farbung zweier RELA-fusionierter Ependymome

3.2.3. EphA2 — Ependymome: Quantitat
Fur die quantitative EphA2-Farbung wurden 30 EP analysiert. Die Verteilung der
quantitativen EphA2-Anfarbung (0 = negativ, 1 = bis 25%, 2 = 25-50%, 3 = 50-75%,
4 = 75-100%) unter allen EP lasst sich der Haufigkeitstabelle Anlage 3.2 und dem
Histogramm in Abbildung 25 entnehmen. Median = 0,0; Range = 0—4,0; Q1=0; Q3=3,0
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Abbildung 25: Histogramm zur EphA2-Quantitdtsverteilung in der Diagnosekategorie Ependymom

Innerhalb der molekulargenetischen Gruppen verteilte sich die EphA2-Expression

quantitativ wie in Tabelle 15 und im Boxplot in Abbildung 26 dargestellt:
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Quantitat
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»n
°©

»
2]

»
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nk, spinal
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Tabelle 15: Haufigkeitsverteilung EphA2-Quantitdt innerhalb der molekularen Subgruppen bei

Ependymomen
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Abbildung 26: Boxplot zur Haufigkeitsverteilung der EphA2-Quantitét innerhalb der molekularen
Subgruppen bei Medulloblastomen

Eine quantitativ starke EphA2-Expression konnte vor allem bei PF-A-Tumoren
beobachtet werden (Median=3,0; Range=0—4; Q1=1,25; Q3=3,75). In der Gruppe der
myxopapillaren EP zeigte sich eine schwach quantitative Auspragung der EphA2-
Expression (Median=0,25; Range=0-0,5,0; Q1=0; Q3=0,5) sowie auch in der Gruppe
der nk infratentoriellen EP (Median=0; Range=0-2,0; Q1=0; Q3=1,0). In den Ubrigen
EP konnte keine EphA2-Expression nachgewiesen werden. Die Verteilung der
quantitativen EphA2-Expression zeigte sich als nicht-signifikant (Chi-Quadrat p=0,511,
Kruskal-Wallis p=0,066).

3.2.4. EphA2 — Ependymome: Intensitat
FUr die qualitative EphA2-Farbung wurden 30 EP analysiert. Die Verteilung der
Intensitat der EphA2-Anfarbung (0 = negativ, 1 = schwach gefarbt, 2 = moderat gefarbt,
3 = stark gefarbt) unter allen EP Iasst sich der Haufigkeitstabelle Anlage 3.3 und dem
Histogramm in Abbildung 27 entnehmen. Median = 0; Range = 0-3,0; Q1=0; Q3=2,5
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Abbildung 27: Histogramm zur EphA2-Intensitétsverteilung in der Diagnosekategorie Ependymom

Innerhalb der molekulargenetischen Gruppen verteilte sich die Intensitat der EphA2-
Expression wie in Tabelle 16 und im Boxplot Abbildung 28 dargestellt:

EphA2-Intensitat 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 Gesamt
PF-A 2 0 1 0 0 2 6 11

PF-B 1 0 0 0 0 0 0 1

MPE 1 1 0 0 0 0 0 2

RELA 8 0 1 0 1 0 0 10

nk, infratent. 2 0 0 1 0 0 0 3

nk, supratent. 2 0 0 0 0 0 0 2

nk, spinal 1 0 0 0 0 0 0 1
Gesamt 17 1 2 1 1 2 6 30

Tabelle 16: Haufigkeitsverteilung EphA2-Intensitét innerhalb der molekularen Subgruppen bei
Ependymomen
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Abbildung 28: Boxplot zur Haufigkeitsverteilung der EphA2-Intensitat innerhalb der molekularen
Subgruppen bei Medulloblastomen

Eine moderate bis starke EphA2-Expression konnte vor allem bei PF-A-Tumoren
beobachtet werden (Median=3,0; Range=0-3,0; Q1=1,75; Q3=3,0). In der Gruppe der
myxopapillaren EP zeigte sich eine schwache Auspragung der EphA2-Intensitat
(Median=0,25; Range=0-0,5,0; Q1=0,0; Q3=0,5). Die nk, infratentoriellen EP zeigten
ebenfalls eine schwach ausgepragte EphA2-Expression (Median=0; Range=0-1,5,0;
Q1=0; Q3=0,75). Wahrend sich im Chi-Quadrat kein signifikanter Unterschied
herausstellte  (p=0,147), zeigte der Kruskal-Wallis-Test ein  signifikant
unterschiedliches Expressionsmuster in den EP-Subgruppen (p=0,021).

Die signifikanten Unterschiede zwischen den Subgruppen zeigten sich wie folgt:

Subgruppen Signifikanzwerte
nk supratentoriell-PF-A 0,025
RELA-PF-A 0,001

Tabelle 17: signifikante Unterschiede in der Intensitat der Expression von EphA2 in EP nach
molekulargenetischen Subgruppen

Die Nullhypothese ,,Die Verteilung der Intensitat der EphA2-Expression ist in den

einzelnen molekulargenetischen EP-Subgruppen identisch.” wurde verworfen.
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Abbildung 29: A: PF-A-Ependymom in EphA2-Férbung; B: RELA-fusioniertes Ependymonm in EphA2-
Férbung

3.2.5. GD2 - Ependymome: Quantitat
Fiar die quantitative GD2-Farbung wurden 30 EP analysiert. Die Verteilung der
quantitativen GD2-Anfarbung (0 = negativ, 1 = bis 25%, 2 = 25-50%, 3 = 50-75%, 4
= 75-100%) unter allen EP lasst sich der Haufigkeitstabelle Anlage 3.4 und dem
Histogramm in Abbildung 30 entnehmen. Median = 0; Range = 0—4,0; Q1=0,0; Q3=0,0
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Abbildung 30: Histogramm zur GD2-Quantitétsverteilung in der Diagnosekategorie Ependymom

Innerhalb der molekulargenetischen Gruppen verteilte sich die Quantitat der GD2-
Expression wie in Tabelle 18 dargestellt:
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Tabelle 18: Haufigkeitsverteilung GD2 Quantitét innerhalb der molekularen Subgruppen bei
Ependymomen

Eine starke quantitative GD2-Auspragung (Wert 4,0) konnte in jeweils einem PF-A,
RELA-fusionierten, nk infratentoriellen sowie nk spinalen EP nachgewiesen werden.
Alle anderen EP zeigten sich GD2-negativ. Diese Beobachtung ist weder im Chi-
Quadrat (p=0,199), noch im Kruskal-Wallis-Test signifikant (p=0,218).

3.2.6. GD2 —Intensitat
FUr die qualitative GD2-Farbung wurden 30 EP analysiert. Die Verteilung der Intensitat
der GD2 — Anfarbung (0 = negativ, 1 = schwach gefarbt, 2 = moderat gefarbt, 3 = stark
gefarbt) unter allen EP lasst sich der Haufigkeitstabelle Anlage 3.5 und dem
Histogramm in Abbildung 31 entnehmen. Median = 0; Range = 0-1,0; Q1=0; Q3=0
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Abbildung 31: Histogramm zur GD2-Intensitétsverteilung in der Diagnosekategorie
Ependymom
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Innerhalb der molekulargenetischen Gruppen verteilte sich die Intensitat der GD2-

Expression wie in Tabelle 19 dargestellt:
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Tabelle 19: Haufigkeitsverteilung GD2 Intensitét innerhalb der molekularen Subgruppen bei

Ependymomen

In jeweils einem PF-A- und RELA-fusionierten, sowie nk infratentoriellen und nk
spinalen EP konnte eine schwache GD2-Expression nachgewiesen werden. Alle

anderen EP zeigten sich GD2-negativ. Diese Beobachtung ist weder im Chi-Quadrat

(p=0,199), noch im Kruskal-Wallis-Test signifikant (p=0,218).

3.2.7. CD276 — Ependymome: Quantitat
Fir die quantitative CD276-Farbung wurden 30 EP analysiert. Die Verteilung der
quantitativen CD276-Anfarbung (0 = negativ, 1 = bis 25%, 2 = 25-50%, 3 = 50-75%,
4 = 75-100%) unter allen EP lasst sich der Haufigkeitstabelle Anlage 3.6 und dem
Histogramm in Abbildung 32 entnehmen. Median = 4,0; Range = 3,0-4,0; Q1=4,0;

Q3=4,0
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Abbildung 32: Histogramm zur CD276- Quantitdtsverteilung in der Diagnosekategorie Ependymom

Innerhalb der molekulargenetischen Gruppen verteilte sich die CD276-Expression

quantitativ wie in Tabelle 20 und im Boxplot in Abbildung 33 dargestellt:

CD276- 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,6 4,0 Gesamt
Quantitat

PF-A 0 0 0 0 0 0 3 1 7 11

PF-B 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1

MPE 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2

RELA 0 0 0 0 0 0 0 1 9 10

nk, infratent. 0 0 0 0 0 0 0 0 3 3

nk, supratent. 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2

nk, spinal 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
Gesamt 0 0 0 0 0 0 3 2 25 30

Tabelle 20: Haufigkeitsverteilung CD276-Quantitét innerhalb der molekularen Subgruppen bei

Ependymomen
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Abbildung 33: Boxplot zur Haufigkeitsverteilung CD276-Quantitdt innerhalb der molekularen
Subgruppen bei Ependymomen

Alle EP-Subgruppen zeigten eine nicht signifikant unterschiedliche (Chi Quadrat
p=0,863, Kruskal-Wallis p=0,499), stark quantitative CD276-Expression von > 50% der
Zellen. Keine EP-Probe zeigte sich CD276-negativ.

3.2.8. CD276 — Ependymome: Intensitat
Fur die qualitative CD276-Farbung wurden 30 EP analysiert. Die Verteilung der
Intensitat der CD276-Anfarbung (0 = negativ, 1 = schwach gefarbt, 2 = moderat
gefarbt, 3 = stark gefarbt) unter allen EP lasst sich der Haufigkeitstabelle Anlage 3.7
und dem Histogramm in Abbildung 34 entnehmen. Median = 2,5; Range = 1,0-3,0;
Q1=2,0; Q3=3,0
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Abbildung 34: Histogramm zur CD276-Intensitétsverteilung in der Diagnosekategorie Ependymom

Innerhalb der molekulargenetischen Gruppen verteilte sich die Intensitat der CD276-

Expression wie in Tabelle 21 und im Boxplot Abbildung 35 dargestellt:
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Tabelle 21: Haufigkeitsverteilung CD276-Intensitat innerhalb der molekularen Subgruppen bei

Ependymomen
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Abbildung 35: Boxplot zur Haufigkeitsverteilung CD276-Intensitét innerhalb der molekularen
Subgruppen bei Ependymomen

Alle EP-Subgruppen zeigten eine moderate bis starke CD276-Expression:

PF-A (Median=2,5; Range=1,5-3,0; Q1=2,0; Q3=3,0)

PF-B (Median=2,5; Range=2,5; Q1=2,5; Q3=2,5)

Myxopapillares EP (Median=3,0; Range=3,0; Q1=3,0; Q3=3,0)

RELA-fusioniertes EP (Median=2,5; Range=1,0-3,0; Q1=2,0; Q3=3,0)

Nk, infratentorielles EP (Median=3,0; Range=3,0; Q1=3,0; Q3=3,0)

Nk, supratentorielles EP (Median=2,25; Range=2,0-2,5; Q1=2,0; Q3=2,5)

Nk, spinales EP (Median=2,0; Range=2,0; Q1=2,0; Q3=2,0)

Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Subgruppen
festgestellt werden (Chi-Quadrat p=0,797, Kruskal-Wallis p=0,304).

Abbildung 36 zeigt exemplarisch die CD276-Expression in vier der untersuchten EP-

Subgruppen.

68



Abbildung 36: CD276-Expression in den Ependymomsubgruppen A: PF-A; B: PF-B; C: myxopapillér;
D: RELA-fusioniert
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3.3.Vergleich: Medulloblastome und Ependymome

Im direkten Vergleich der AG-Expressionen zwischen EP und MB zeigten sich
signifikante Unterschiede in den Kategorien L1CAM-Quantitat (p=0,012) und CD276-
Quantitat (p=0,02). Eine L1CAM-Expression konnte vermehrt in MB beobachtet

werden, wahrend sich die EP Uberwiegend negativ darstellen.

Diagnose
Kategorie

B Medulloblastom
M Ependymom

20
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Anzahl

10

.0 .5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
L1CAM Quantitat

Abbildung 37: gruppiertes Balkendiagramm: Vergleich der L1CAM-Quantitat zwischen
Medulloblastomen und Ependymomen

In der CD276-Quantitat zeigen die EP ein Farbemuster von >50%, wahrend bei den
MB auch quantitative Anfarbungen von 25-50% vorkommen. Den groften Anteil
macht in beiden Diagnosekategorien der Anteil 75-100% angefarbter Zellen aus. Im
Vergleich der CD276-Intensitat fallt auf, dass sowohl EP wie auch MB uberwiegend

eine moderate bis starke Anfarbung der Zellen aufwiesen.

In den weiteren AG-Farbungen konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen

MB und EP festgestellt werden.

70



Diagnose
20 Kategorie

M Medulloblastom
M Ependymom

20

Anzahl

10

3,0 3,5

CD276 Quantitat

Abbildung 38: gruppiertes Balkendiagramm: Vergleich der CD276-Quantitét zwischen
Medulloblastomen und Ependymomen
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Abbildung 39: gruppiertes Balkendiagramm: Vergleich der CD276-Intensitat zwischen
Medulloblastomen und Ependymomen



3.4.Vergleiche unter Betrachtung klinischer Faktoren
In der Gruppe der MB konnte kein Zusammenhang zwischen dem
Patientengeschlecht und der AG-Expression festgestellt werden. Bei den EP
hingegen zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der L1CAM-
Expression und dem Patientengeschlecht (p=0,05).
Eine starke Auspragung von >50% konnte nur bei weiblichen Patientinnen
nachgewiesen werden. Bei Jungen zeigte sich lediglich eine L1CAM Expression

von bis zu 25%.
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Abbildung 40: Darstellung der L1CAM-Quantitdt in Ependymomen, Gruppierung nach Geschlecht

Es besteht weder bei MB noch bei EP ein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Patientengeschlecht und der Ausbildung von Rezidiven oder
Metastasen. Ebenso konnte kein Zusammenhang zum Vorliegen von
Metastasen zum Diagnosezeitpunkt festgestellt werden. Es gibt keinen
signifikanten Zusammenhang zwischen der AG-Expression und dem Vorliegen
eines Primartumors oder Rezidivs. Ferner konnte auch kein signifikanter
Zusammenhang zwischen der AG-Expression und dem Vorliegen von
Metastasen zum Diagnosezeitpunkt oder spaterer Ausbildung von Metastasen

gefunden werden.
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4. Diskussion

4.1. Diskussion der Patientengruppen

Wahrend in der Literatur von einer Altersrange von etwa drei bis zehn Jahren und
einem Altersgipfel von neun Jahren fur das Vorliegen eines MB berichtet wird, ist die
Range mit einem Alter von zwei bis 18 Jahren in dieser Arbeit etwas weiter (11, 12).
Der Altersgipfel belauft sich in dieser Arbeit auf 8,04 Jahre, wobei hier zu erwahnen
ist, dass dies nicht dem mittleren Alter bei Diagnosestellung, sondern dem Alter bei
Operation am UKT entspricht. Da MB nach Diagnosestellung meist zeitnah operiert
werden, kann dieser Wert aquivalent genutzt werden.

Die Geschlechterverteilung entspricht in dieser Arbeit mit 17 Jungen zu neun Madchen
der Erwartung, da Jungen im Allgemeinen etwas haufiger betroffen sind, als Madchen
(11).

Die Verteilung der Subgruppen entspricht nur teilweise bereits bekannten
Erkenntnissen. Gruppe 4-MB machen dabei den grofdten Anteil aus. In dieser Arbeit
entspricht dies einem Anteil von 44,44 %. Die Gruppen SHH und WNT stellen sich hier
mit einem Anteil von jeweils 14,81% gleichgrol® dar. Erwartungsgemal Gberwiegt der
Anteil der SHH-MB (30%) Uber die WNT-MB (10%) in der Verteilung der Subgruppen.
Die Gruppe 3-MB sind 18,52% bei einer erwarteten Haufigkeit von 25% etwas

unterreprasentiert (20).

Bei den EP konnte ebenfalls eine groere Altersrange (0 — 20 Jahre) als erwartet (0 —
4 Jahre) verzeichnet werden (26, 27). Grinde hierfur kénnen in der Bildung von
Metastasen (36%) oder Rezidiven (20%) und der daraus resultierenden langeren
Behandlung der Patient:innen (mittleres Follow-up 32,37 Monate; Minimum: O;
Maximum: 129; Standardabweichung: 39,90) liegen.

Die Geschlechterverteilung ist in dieser Arbeit fir Madchen (50%) und Jungen (50%)
gleich verteilt. In der Literatur sind Jungen etwas haufiger betroffen als Madchen (27).
PF-A-EP kommen, gefolgt von RELA-fusionierten EP am haufigsten vor. MPE sind
nach PF-B-EP eher seltener zu finden. Noch seltener sind YAP1-fusionierte EP (2).
Aufgrund dieser Seltenheit findet sich in der kleinen Kohorte dieser Studie kein YAP1
fusioniertes EP. Weiterhin bertcksichtigt die molekulare Klassifizierung nach der
MNP2.0-Studie in den hier verwendeten EP-Tumorproben nicht die neuere, erst ab
2022/23 in die Routine eingegangene Differenzierung zwischen ZFTA fusionierten

RELA-positiven und ZFTA fusionierten RELA-negativen supratentoriellen EP. Letztere
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sind allerdings deutlich seltener und in der Stichprobe offensichtlich nicht enthalten, da
alle supratentoriellen EP RELA fusioniert waren. Aus diesem Grund wird in der
weiteren Diskussion der Begriff RELA fusioniert beibehalten statt der Bezeichnung
.ZFTA fusionierte RELA positive“ EP.

In dieser Arbeit stellen die PF-A-EP mit 45,83% gefolgt von RELA-fusionierten EP mit
41,67% ebenfalls die zwei groRten Subgruppen dar. Die Myxopapillaren EP bilden
8,33% ab. PF-B-EP sind in dieser Studie mit 4,17% unterreprasentiert. Ein YAP1

fusioniertes EP war nicht vorhanden.

Die wesentliche Ursache fur die Abweichung der Gruppenverteilung bei MB und EP
im Vergleich zur Literatur liegt in der kleinen GruppengroRe dieser Studie, die nicht

ausreichend reprasentativ ist.

4.2. Diskussion der Methodik

Fur die Untersuchung der einzelnen AG wurde das TMA-Verfahren genutzt, welches
die gleichzeitige Untersuchung einer hohen Probenanzahl ermdglicht. Die Produktion
der TMAs und deren Farbungen erfolgten problemlos. Die Untersuchungen der
Gewebe sind mit diesem Verfahren besonders effizient und kostenguinstig, da mit der
Farbung eines Flachenschnitts des TMA zeitgleich viele Gewebeproben eingefarbt
werden. Dies verhindert Unterschiede im Farbeverfahren und erlaubt eine bessere
Vergleichbarkeit (58). Des weiteren ermdglicht die Anwendung der TMA-Methode eine
gute Reproduzierbarkeit und Durchfiihrung von Folgestudien, da so repetitiv immer
wieder die gleichen Gewebeproben untersucht werden kénnen, zu denen bereits
klinische Daten gesammelt und zusammengestellt wurden. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde das Nutzen der TMA-Methode auf die Kohorte der kindlichen Hirntumore

erweitert.

In der Auswertung der einzelnen Farbungen wurde fir HER2 sowie fur L1CAM ein von
den anderen Farbungen abweichendes Bewertungsmuster verwendet. Dies liegt
daran, dass die immunhistochemischen HER2 sowie die L1CAM-Farbungen bereits
haufig in diversen Studien genutzt und immer nach diesem Muster ausgewertet
werden. Bei HER2 handelt es sich um Empfehlungen der ASCO und CAP, bei L1CAM
beruht die Auswahl auf den fur die Arbeit genutzten Quellen, in denen eine L1CAM-

Farbung angewandt wurde, sowie auf Rlcksprache mit dem Department fur
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Pathologie und Neuropathologie (Abteilung Neuropathologie) der Universitat
Tldbingen. Fur die tbrigen Farbungen (EphA2, GD2, CD276) liegen in der Literatur
keine eindeutigen Auswertungsempfehlungen vor. Demnach wurde ein eigenes
System entwickelt, welches sich an die L1CAM-Quantitatsauswertungskriterien
anlehnt.

Auf eine Ubernahme dieses Systems fiir die HER2 und L1CAM-Farbungen wurde
verzichtet, um in diesen Kategorien eine Vergleichbarkeit mit anderen Studien

ermoglichen zu kdnnen.

4.3. Diskussion der AG-Farbungen
In dieser Arbeit konnte eine signifikant erhohte Expression von L1CAM bei RELA-
fusionierten EP nachgewiesen werden. Ebenso fand sich ein positiver Zusammenhang
zwischen der L1CAM-Expression bei EP und dem weiblichen Patientengeschlecht.
MB stellten sich hingegen insgesamt haufiger und starker positiv fur L1CAM dar als

EP. Insbesondere zeigt sich die Expression bei WNT und Gruppe 4-MB.

Weiterhin zeigte sich ein positiver signifikanter Zusammenhang zwischen der EphA2-
Expression und der EP-Subgruppe PF-A sowie mit den MB-Subgruppen WNT und
Gruppe 3.

Eine durchweg hohe Expression, sowohl im Sinne der Quantitat als auch der Intensitat,
liel sich fur CD276 in EP wie auch in MB nachweisen. Die quantitative CD 276-
Expression zeigte sich in WNT-MB starker ausgepragt als in den MB ohne SHH oder
WNT-Aktivierung.

In der Untersuchung der Antigene HER2, GD2 konnten keine signifikanten

Erkenntnisse gewonnen werden.

Ein Zusammenhang zwischen Geschlecht und Diagnose oder dem Vorliegen von

Metastasierung oder Rezidiven konnte nicht festgestellt werden.
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43.1. L1CAM
Ein immunhistochemischer Nachweis von L1CAM im Zusammenhang mit RELA-
fusionierten EP ist bereits aus vorherigen Untersuchungen bekannt.
Molekulargenetisch betrachtet tritt die RELA-Fusion vermehrt gemeinsam mit einer
hohen Expression von NFkB auf (47, 63). In dem Zusammenhang ist zu erwahnen,
dass L1CAM neben der Hochregulation von Zell-Zell-Adhasionen und Tumorinvasion
ebenfalls eine Rolle in der NFkB-Aktivierung spielt (63). NFkB ist auch in chronisch
entzindlichem Gewebe zu finden und spielt eine Rolle in der inflammatorischen
Immunantwort. Es fordert die Zellproliferation, entzieht Zellen der Apoptose und erhoht
das Potential fur Metastasierung und Angioneogenese. Das Vorhandensein von
L1CAM im Tumor wie auch im IME fordert die dortige Aktivierung von NFkB (43).
L1CAM ist demnach mit einer schlechteren Prognose, schlechterem
Therapieansprechen und vermehrter Metastasenbildung assoziiert (45). In der
Untersuchung der hier vorliegenden Tumore konnte kein signifikanter Zusammenhang
zwischen L1CAM-positiven oder RELA-fusionierten EP und dem Vorliegen von
Metastasierung oder Rezidiven festgestellt werden. Eine mogliche Limitation hierfar
ist, dass bestehende Rezidive oder Metastasierungen an anderen Kliniken behandelt
wurden, da viele Patientiinnen lediglich fir eine operative Versorgung im UKT
behandelt wurden und im ISH-TUlbingen daher keine klinischen Informationen zu
diesen Ereignissen auffindbar waren. Des weiteren ware es mdglich, dass etwaige
Metastasen oder Rezidivereignisse im Rahmen unserer Untersuchungen noch nicht
diagnostiziert wurden und erst bei einem langeren Follow-up zu finden sind. Das
mittlere Follow-up der EP-Patienten betrug in dieser Studie 32,37 Monate (Minimum:
0, Maximum: 129, Standardabweichung: 39,90). Durch die fortdauernde Teilnahme
betroffener Patient:innen an verschiedenen Therapiestudien zu EP befindet sich die
Versorgung kindlicher Hirntumore in einem stetigen Prozess der Therapie-
Weiterentwicklung und dem Versuch das Langzeituberleben zu verbessern. In diesem
Zusammenhang besteht der Verdacht, dass das Vorkommen von Metastasierungen
und Rezidiven mit steigender Uberlebensrate sinkt. Um diese Vermutung genauer zu

untersuchen, sind Langzeitstudien natig.

Die Expression von L1CAM in EP zeigte eine signifikante Korrelation zum weiblichen
Geschlecht. Bei Untersuchung der Geschlechtsverteilung in der Gruppe der RELA-

fusionierten EP zeigt sich, dass Madchen im Allgemeinen haufiger betroffen sind als
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Jungen (2). Von den in dieser Arbeit untersuchten RELA-fusionierten EP-Proben
stammten 80% von weiblichen und 20% von mannlichen Patient:innen. Bei den
Tumoren der Madchen konnte auRerdem eine starkere Expression als bei den Jungen
festgestellt werden. Klein und Flanagan stellten 2016 eine Arbeit vor, in welcher die
Unterschiede zwischen den Geschlechtern in Hinsicht auf inflammatorische Prozesse
untersucht wurde. Dabei konnte festgestellt werden, dass das weibliche Geschlecht
eher fur chronische Inflammationen anféllig ist wahrend bei mannlichen Individuen
eher akute Entzindungen auftreten (64). Durch den kontinuierlichen Reiz der
Gewebsdestruktion durch den Tumor bildet sich eine chronische Entziindungsreaktion
an dieser Stelle. Die erhdohte L1CAM Expression konnte hierauf zurtickzufihren sein
(45).

Neben RELA-fusionierten EP zeigten auch alle (n=2) nk supratentoriell lokalisierten
EP eine L1CAM-Expression. Da keine der anderen molekulargenetischen Subgruppen
ein solches Muster aufweisen liegt der Verdacht nahe, dass es sich bei diesen

Tumoren ebenfalls um RELA-fusionierte Tumoren handeln konnte.

Im Vergleich der Diagnosekategorien zeigten die MB insgesamt eine starkere L1CAM-
Expression als EP. In den molekulargenetischen MB-Subgruppen zeigten WNT- und

Gruppe 4-MB eine signifikant starkere L1CAM-Expression als SHH und Gruppe 3-MB.

Die L1CAM-Expression eignet sich somit in der Kategorie EP zur Unterscheidung
zwischen RELA-fusionierten supratentoriellen EP und den anderen infratentoriellen
und spinalen Ependymomen. Da diese Unterscheidung allerdings bereits aufgrund der
Lokalisation des Tumors getroffen werden kann, hat der Nachweis eine LCAM1
Expression keinen diagnostischen, sondern nur einen pathophysiologischen Wert.,

Zur Unterscheidung zwischen MB-Subgruppen oder zur Zuordnung in die

Diagnosekategorien MB oder EP ist L1CAM ebenfalls nicht geeignet.

4.3.2. EphA2
Eine Untersuchung der Expression von EphA2 in tumorésem Gewebe war bereits
mehrfach Gegenstand klinischer und experimenteller Untersuchungen. Okada et al.
untersuchten beispielsweise im Jahr 2007 die Expression von EphA2 in zerebralen

malignen Tumoren verschiedener Lokalisationen bei padiatrischen Patient:innen,

17



nachdem in alteren Studien bereits eine starke Uberexpression von EphA2 in adulten
Glioblastomen nachgewiesen werden konnte (54, 65). In einer Studie von Kong et al.
wurde 2014 unter anderem die EphA2-Expression in den benignen Subependymomen
untersucht, wobei keine signifikante Expression dargestellt werden konnte (66).

In dieser Arbeit wurde die Untersuchung auf eine EphA2-Expression erstmals explizit
auf padiatrische MB und EP in Bezug auf deren jeweiligen molekulargenetischen

Subgruppen erweitert, was in der Literatur bislang nicht beschrieben wurde.

In der Gruppe der PF-A-EP zeigte sich in neun von elf Fallen eine Uberwiegend starke
Expression sowie eine hohe quantitative Anfarbung mit EphA2. Zwei PF-A-EP stellten
sich negativ dar. Donovan et al. stellten bereits 2020 signifikante Expressionen von
EphA2 in PF-A-EP vor, wobei in dieser Studie nicht zwischen adulten und
padiatrischen Tumoren unterschieden wurde (67). In PF-A-EP konnte in alteren
Untersuchungen ein Zusammenhang zum MAPK-Signalweg beobachtet werden, in
welchem auch EphA2 eine wichtige Rolle spielt. Der MAPK-Signalweg ist an vielen
komplexen tumorproliferativen Prozessen mitbeteiligt (34, 52). EphA2 ist physiologisch
sowohl beim Erwachsenen wie auch beim Saugling zu finden, wo es Aufgaben in der
Zellmigration sowie der neuronalen und vaskularen Differenzierung Gbernimmt.
Weiterfuhrend konnte auch ein Zusammenhang zwischen Inflammation und EphA2
nachgewiesen werden, wo es vor allem der Angioneogenese und der
GefalRpermeabilitat dient. Durch die Gewebsdestruktion kommt es im Tumorgewebe
zu Nekrosen und respektive zu einem hypoxischen und inflammatorischen Milieu (53).
In diesem IME werden tumorassoziierte Makrophagen aktiv und schutten VEGF aus,
dessen Aktivitat durch das Vorhandensein von EphA2 weiter gesteigert wird und so zu
Gefalbildungen fuhrt (43). Somit werden dem geschadigten Gewebe durch einen
erhdhten Blutfluss vermehrt Immunzellen bereitgestellt, was wiederum zu einer
Verstarkung der Inflammation flhrt (53). Allerdings wird durch die Angioneogenese
auch eine gute Versorgung des proliferierenden Tumors mit Glucose und Sauerstoff
sichergestellt. Das Vorhandensein von EphA2 im IME kann somit ein Hinweis auf die
Aktivitat des Tumors und dessen Umgebung geben und die neovaskularisierenden
und zellproliferativen Eigenschaften konnten ein Zeichen fiur mogliche
Metastasierungsprozesse  oder  Tumorwachstum  sein. Ein  signifikanter
Zusammenhang zwischen PF-A-EP und Metastasierung konnte in dieser Arbeit,

moglicherweise aufgrund der kleinen Kohorte, nicht festgestellt werden.
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In den Gruppen der nk-infratentoriellen Tumore liel3 sich nur einer, bei den RELA-
fusionierten EP zwei Tumore schwach bis moderat anfarben. Hier kann aus den

aktuellen Ergebnissen auf keinen Zusammenhang geschlossen werden.

Auch bei den padiatrischen MB konnte erstmals vermehrt EphA2 nachgewiesen
werden. Explizit in der Gruppe der WNT-MB wurde EphA2 quantitativ wie auch
qualitativ stark exprimiert. Drei von vier WNT-MB zeigten sich hier positiv. Der WNT-
Signalweg zeigt unter anderem eine Assoziation zum Rezeptor-Tyrosinkinase-, Ras-
und MAPK-Signalweg, in welchen EphA2 wie bereits erwahnt eine teilhabende Rolle
zukommt. Die genannten Signalwege scheinen hierbei gemeinsame Zielstrukturen,
wie die Hochregulation von HOX-Genen zu haben (68). Bei den HOX-Genen handelt
es sich um eine Reihe von Transkriptionsfaktoren, die in der Embryologie an der
morphologischen Entwicklung von Geweben beteiligt sind. Sie sind aber auch sowohl
in entzindetem wie auch in Tumorgewebe zu finden (69, 70).

Der Zusammenhang zwischen EphA2 und dem WNT-Signalweg sowie der damit
assoziierten EMT wurde von Huang et al. bereits in Magenkarzinomen untersucht und
dargestellt. Der genaue Zusammenhang zwischen der EphA2-Expression und der
EMT ist hierbei aber noch unklar (68). Das Vorhandensein von EphA2 im IME kénnte

einen Hinweis auf eine potenzielle Evasion der Tumorzellen geben.

Auch in den Gruppe 3-MB wurde quantitativ viel EphA2 von schwacher bis moderater
Intensitat exprimiert. Drei von funf Gruppe 3-MB stellten sich positiv fir EphA2 dar.
Donovan et al. stellten 2020 bereits erstmals Ergebnisse einer signifikanten
Uberexprimierung von EphA2 in Gruppe 3-MB vor. Bei den untersuchten Tumoren
wurde allerdings nicht zwischen adulten und padiatrischen Tumoren unterschieden
(67). Bei Gruppe 3-MB ist unter anderem eine Stérung in der MYC-Regulation zu
finden, was durch den Eingriff in den naturlichen Zellzyklus zu Stérungen und
Uberproliferation fiihren kann (5). Song et al. konnten in einer Studie zu
Mammakarzinomen einen Zusammenhang zwischen einer hohen EphA2-Expression
und einer vermehrten Aktivierung von MYC darstellen (71).

Das Vorhandensein von EphA2 scheint im Allgemeinen einen nicht zu
vernachlassigenden Einfluss auf die genannten Transkriptionsfaktoren bzw.
Signalwege zu haben und weist durch Hochregulation von EMT, Angioneogenese und

Zellproliferation auf eine schlechtere Prognose hin.
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Prinzipiell lassen diese ersten Ergebnisse bei einer kleinen Kohorte die Vermutung zu,
dass analog der nachfolgenden Tabelle mit der recht einfachen Bestimmung der
LCAM1 und EphA2 Immunhistochemie eine grobe Zuordnung zu bestimmten Gruppen

von MB maoglich ist (3).

L1CAM EphA2
SHH - -
WNT + +
G3 - +
G4 + -

Tabelle 22: MB-Subgruppenklassifizierung nach immunhistochemischer Bestimmung von L1CAM und
EphA2

Liegt keine erkennbare Expression von L1CAM und EphA2 vor und ist der Tumor in
der Kleinhirnhemisphare lokalisiert, besteht eine hohe Chance auf eine Zuordnung zur
SHH Gruppe. Sind beide Marker stark exprimiert, sowohl in Intensitat semiquantitativ
als auch quantitativ in der Zahl der exprimierenden Zellen, und hat der Tumor
intraoperativ eine Zuordnung zum Hirnstamm, dann handelt es sich mutmaflich um
einen Tumor der WNT Gruppe.

Bei einem Tumor mit Bezug zum Vermis und starker EphA2- sowie fehlender L1CAM
Expression handelt es sich mit hdherer Wahrscheinlichkeit um ein Gruppe 3-MB, bei
umgekehrter Expression, also starker L1CAM- und fehlender EphA2-Expression, am
ehesten um ein Gruppe 4-MB.

Sicherlich ist es notwendig, diese ersten Hinweise in einer suffizient grolien Gruppe
von mindestens 100 Medulloblastomen zu bestatigen oder als Zufallsbefund

einzuordnen.

Ein weiterer Aspekt der EphA2-Expression in EP und MB ist die mogliche Entwicklung
und Anwendung neuer Therapieoptionen, die EphA2 oder dessen Signalwege, wie
beispielsweise den MAPK-Signalweg als Zielstruktur haben (52, 72). Durch dessen
Angriff kann es zu Veranderung des IME kommen, was in Folge auch die Vitalitat und

das Wachstumsverhalten des Tumors verandern konnten.
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4.3.3. CD276
In den beiden Diagnosekategorien MB und EP konnte beobachtet werden, dass
insgesamt eine moderate bis starke Expression (EP: Mittelwert 2,52;
Standardabweichung 0,55) (MB: Mittelwert 2,33; Standardabweichung 0,62) von
relativ hoher Quantitat (EP: Mittelwert 3,88; Standardabweichung 0,31) (MB: Mittelwert
3,61; Standardabweichung 0,54) in allen Subgruppen vorliegt.

Es gibt Hinweise auf eine Verbindung von CD276 zu maligner Proliferation, wobei
bisher noch nicht eindeutig geklart werden konnte, ob der Marker allgemein proliferativ
oder inhibitorisch auf T-Zellen wirkt. Wahrend man urspringlich von einer
immunstimulierenden  Funktion ausging, zeigen neuere Studien eher
immunsuppressive Wirkungen auf Zytokine wie beispielsweise TNF-a (55, 56). Im IME
Ubernimmt TNF-a je nach Menge der Expression verschiedene Aufgaben: in hohen
Konzentrationen werden Tumorgefalle vermehrt zerstort und der Tumor wird
nekrotisch. In konstant niedrigen Konzentrationen wirkt es tumorproliferativ (43).

Wahrend TNF-a also durch die konstante Entzindungsreaktion durch den Tumor
initiiert wird, kann eine hohe CD276-Expression dem entgegenwirken und die TNF-a-
Ausschuttung drosseln. Dies weist auf eine konstante moderate Aktivierung von TNF-
a hin, was im Gesamten eine tumorproliferative Wirkung zeigt und die Korrelation einer

CD276-Expression mit einer schlechteren Prognose erklaren kann (55).

4 4. Limitationen

In beiden Hauptdiagnosegruppen liegt eine geringe Gewebeprobenzahl vor (MB n=27,
EP n=30). Daraus ergeben sich sehr kleine Stichprobenzahlen in den einzelnen
molekulargenetischen Subgruppen. Bei den EP stellt sich beispielsweise die Gruppe
PF-B mit n=1 dar. Mit einer so geringen Stichprobenzahl ist eine Vergleichbarkeit nicht
gewahrleistet. Daher konnten keine signifikant verlasslichen Ergebnisse erhoben
werden. Da es sich bei der vorliegenden Arbeit um eine retrospektive Untersuchung
bereits vorliegender Gewebeproben handelt, war es nicht mdglich die Anzahl der
unterreprasentierten Subgruppen zu erhéhen. Eine weiterfihrende Untersuchung
dieser unterreprasentierten Gruppen mit hoheren Stichprobenzahlen konnte
zusatzliche signifikante Ergebnisse in Hinblick auf das IME liefern und weitere
Zusammenhange identifizieren. Im Allgemeinen eignet sich diese Arbeit als
Pilotprojekt fur mogliche Hinweise auf neue Erkenntnisse flr das Vorhandensein von
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inflammatorischen AG im IME oder weiterflihrend flr Therapieoptionen im Bereich der
EP und MB. Hier stellen sich vor allem vielversprechende Ergebnisse fir die
Expressionen von EphA2 in PF-A-EP, Gruppe 3-MB und WNT-MB dar.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die TMA - Methode genutzt, um das inflammatorische
Microenvironment von padiatrischen Medulloblastomen und Ependymomen auf das
Vorhandensein zuvor festgelegter Antigene (L1CAM, EphA2, GD2, HER2 und CD276)
zu untersuchen. Dabei handelt es sich um Antigene, die unter anderem in
inflammatorischem Gewebe zu finden sein kdnnen und bereits in anderen

Tumorentitaten nachgewiesen wurden.

In der Gruppe der padiatrischen PF-A-EP sowie WNT-MB und Gruppe 3-MB zeigten
sich erstmals signifikante Anfarbungen fir EphA2. Dies weist im IME auf
Migrationsfahigkeiten des Tumors und eine schlechtere Prognose hin. Diese ist zum
Beispiel fur PF-A Ependymome und fur Gruppe 3 Medulloblastome gegeben, nicht
aber fur WNT Medulloblastome, die im Allgemeinen eine sehr gute Prognose haben
und als low-risk Tumore gelten.

EphA2 kann durch dessen Rolle im Zellzyklus Rlckschlisse auf die Aktivitat des
Tumorgewebes geben und kdnnte sich somit hilfreich fir Therapieoptionen darstellen,
wenn es in der Zukunft therapeutische Interventionsmdglichkeiten gabe, die EphA2 als
Target haben.

Eine L1CAM-Expression konnte in RELA-fusionierten EP, insbesondere bei Madchen,
nachgewiesen werden. Dies entspricht dem aktuellen Kenntnisstand. Im IME spricht
diese Expression fur eine schlechtere Prognose und erhohte Metastasierungs- und
Rezidivraten. ZFTA fusionierte und RELA positive supratentorielle Ependymome

haben ein hdoheres Rezidiv- und Metastasierungsrisiko und gelten als problematisch.

CD276 konnte in MB wie auch in EP in allen molekulargenetischen Subgruppen in
starker Expression nachgewiesen werden. CD276 geht ebenfalls mit einer
schlechteren Prognose und vermehrter Tumorprogression einher.

Eine Korrelation zu Rezidiven oder Metastasierungen konnte in dieser Arbeit fur keine

der genannten Antigene nachgewiesen werden.

Der Nachweis der genannten Antigene verdeutlicht den Zusammenhang zwischen
Tumorwachstumsprozessen und Entziindungsreaktionen des umliegenden Gewebes.
Die Mediatoren, welche im inflammatorischen Microenvironment zu finden sind,

spielen auch in der Modulation des Tumorwachstums eine bedeutende Rolle und

83



heben die Wichtigkeit der Erfassung dieser molekularen Prozesse hervor. Durch
weitere Studien und aufbauende Erkenntnisse kann das Verstandnis der
Tumorphysiologie erweitert werden und neben pradiktiven und prognostischen

Markern auch neue Therapiemoglichkeiten ergrundet werden.
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7. Anhang

7.1. TMA-Plane
TMA 1-21
1(a) 2(B)

1 1813/10 1813/10
2 671/13 733/13
3 438/14 438/14
4 1430/16 1430/16
5 402/18 402/18
6 1977/18 2109/18

TMA Medulloblastome

TMA 2-21
1(A) 2(8)
11007/19  1007/19
2 166/20 166/20

3

4
5
6

3(9
1851/11
733/13
1867/14
89/17
freif. 654/18
2109/18

3(9
frei f. 1083/
1022/20

4 (D)
817/12
1732/13
1867/14
87/17
1911/18
532/19

4(D)
1381/19
1022/20

5 (E)
817/12
17/14
454/15
973/17
1911/18
532/19

5 (E)
1381/19
2258/20

6 (F)
16/13
17/14
454/15
973/17
1913/18
leer

6 (F)
%9/20
2258/20

7(G)
16/13
85/14
575/16
freif. 1703/17
1913/18
leer

7(G)
/20

8 (H)
671/13
85/14
575/16
402/18
1977/18
leer

8 (H)
%9/20

leer

9 (N
leer
leer
leer
leer
leer

leer

9 (1)
leer
leer
leer
leer
leer

leer

10 (J)
Kontrolle M5/21

Kontrolle 556/01 1

10 (1)
Kontrolle M5/21

Kontrolle 556/01 1

Anlage 1.1 und 1.2: TMA-Ubersicht der hergestellten MB-TMAs TMA 1-21 und TMA

2-21

TMA Ependymome
TMA 3-21
1(A) 2 (B)

1 freif.246/11 56/14
2 freif. 1395/18 1406/18

3(0)
56/14
1406/18

3 795/19 fei f. 1282/19 1515/19

4 180/20 180/20
5 2187/20 2187/20
6

596/20
239/21

4(D)
360/14
1861/18
1515/19
596/20

5 (E)

360/14
1861/18
1566/19
1072/20

6 (F)
891/14
2351/18
1566/19
1072/20

7(G)
1288/18
2351/18
2082/19
1169/20

8 (H)
1288/18
796/19
freif. 2144/19
1169/20

Anlage 1.3: TMA-Ubersicht der hergestellten EP-TMA TMA 3-21
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9 (1)
leer
leer
leer
leer
leer
leer

10 (J)
Kontrolle M5/21

Kontrolle 556/01 2



7.2. Statistik: Haufigkeitstabellen

L1CAM Quantitat?

Gultige Kumulierte
Haufigkeit  Prozent Prozente Prozente
Giltig ,0 9 33,3 33,3 33,3
,5 2 7,4 7,4 40,7
2,0 2 7,4 7,4 48,1
2,5 1 3,7 3,7 51,9
3,0 6 22,2 22,2 74,1
3,5 2 7,4 7,4 81,5
4,0 5 18,5 18,5 100,0
Gesamt 27 100,0 100,0

a. Diagnose Kategorie = Medulloblastom

Anlage 2.1: Haufigkeitstabelle fur die quantitative L1CAM-Auswertung in der
Diagnosekategorie Medulloblastom

EphA2 Quantitat?

Gltige Kumulierte
Haufigkeit  Prozent Prozente Prozente
Gultig ,0 18 66,7 66,7 66,7
1,0 1 3,7 3,7 70,4
2,5 1 3,7 3,7 74,1
3,0 1 3,7 3,7 77,8
3,5 1 3,7 3,7 81,5
4,0 5 18,5 18,5 100,0
Gesamt 27 100,0 100,0

a. Diagnose Kategorie = Medulloblastom

Anlage 2.2: Haufigkeitstabelle fur die quantitative EhA2-Auswertung in der
Diagnosekategorie Medulloblastom

EphA2 Intensitat?

Giltige Kumulierte
Haufigkeit  Prozent Prozente Prozente
Giltig ,0 19 70,4 70,4 70,4
1,0 1 3,7 3,7 74,1
2,0 4 14,8 14,8 88,9
2,5 1 3,7 3,7 92,6
3,0 2 7.4 7,4 100,0
Gesamt 27 100,0 100,0

a. Diagnose Kategorie = Medulloblastom

Anlage 2.3: Haufigkeitstabelle fur die qualitative EphA2-Auswertung in der
Diagnosekategorie Medulloblastom
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CD276 Quantitat?

Giiltige Kumulierte
Haufigkeit  Prozent Prozente Prozente
Giultig 2,0 1 3,7 3,7 3,7
3,0 7 25,9 25,9 29,6
3,5 3 11,1 11,1 40,7
4,0 16 59,3 59,3 100,0
Gesamt 27 100,0 100,0

a. Diagnose Kategorie = Medulloblastom

Anlage 2.4: Haufigkeitstabelle fur die quantitative CD276-Auswertung in der
Diagnosekategorie Medulloblastom

CD276 Intensitiat?

Gultige Kumulierte

Haufigkeit  Prozent Prozente Prozente
Gultig 1,0 1 3,7 3,7 3,7
1,5 3 11,1 11,1 14,8
2,0 11 40,7 40,7 55,6
2,5 1 3,7 3,7 59,3
3,0 11 40,7 40,7 100,0

Gesamt 27 100,0 100,0

a. Diagnose Kategorie = Medulloblastom

Anlage 2.5: Haufigkeitstabelle fir die qualitative CD276-Auswertung in der
Diagnosekategorie Medulloblastom

L1CAM Quantitit?

Gltige Kumulierte
Haufigkeit  Prozent Prozente Prozente
Gultig ,0 20 66,7 66,7 66,7
,5 1 3,3 3,3 70,0
1,0 3 10,0 10,0 80,0
1,5 1 3,3 3,3 83,3
3,0 1 3,3 3,3 86,7
4,0 4 13,3 13,3 100,0
Gesamt 30 100,0 100,0

a. Diagnose Kategorie = Ependymom

Anlage 3.1: Haufigkeitstabelle fur die quantitative L1CAM-Auswertung in der
Diagnosekategorie Ependymom
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EphA2 Quantitit®

Giltige Kumulierte

Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Giiltig ,0 17 56,7 56,7 56,7
13 1 3.3 3.3 60,0
1,0 1 3,3 3,3 63,3
1,5 2 6,7 6,7 70,0
2,0 1 i3 3.3 73,3
3,0 3 10,0 10,0 83,3
3,5 2 6,7 6,7 90,0
4.0 3 10,0 10,0 100,0

Gesamt 30 100,0 100,0

a. Diagnose Kategorie = Ependymom

Anlage 3.2: Haufigkeitstabelle fir die quantitative EphA2-Auswertung in der
Diagnosekategorie Ependymom

EphA2 Intensitit®

Giltige Kumulierte

Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Caltig ,0 17 56,7 56,7 56,7
o 1 3,3 3,3 60,0
1,0 2 6,7 6,7 66,7
1,5 1 3.3 3.3 70,0
2,0 1 3.3 3.3 73.3
2,5 2 6,7 6,7 80,0
3,0 b 20,0 20,0 100,0

Gesamt 30 100,0 100,0

a. Diagnose Kategorie = Ependymom

Anlage 3.3: Haufigkeitstabelle fur die qualitative EphA2-Auswertung in der
Diagnosekategorie Ependymom

GD2 Quantitar®

Gilltige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Ciiltig 0 26 86,7 86,7 86,7
4 4 13,3 13,3 100,0
Gesamt 30 100,0 100,0

a. Diagnose Kategorie = Ependymom

Anlage 3.4: Haufigkeitstabelle fur die quantitative GD-Auswertung in der
Diagnosekategorie Ependymom
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GD2 Intensitit?

Giiltige Kumulierte
Héaufigkeit  Prozent Prozente Prozente
Giltig 0 26 86,7 86,7 86,7
1 4 13,3 13,3 100,0
Gesamt 30 100,0 100,0

a. Diagnose Kategorie = Ependymom

Anlage 3.5: Haufigkeitstabelle fur die qualitative GD2-Auswertung in der
Diagnosekategorie Ependymom

CD276 Quantitit?

Gultige Kumulierte
Haufigkeit  Prozent Prozente Prozente
Gultig 3,0 3 10,0 10,0 10,0
3,5 1 3,3 3,3 13,3
4,0 26 86,7 86,7 100,0
Gesamt 30 100,0 100,0

a. Diagnose Kategorie = Ependymom

Anlage 3.4: Haufigkeitstabelle fur die quantitative CD276-Auswertung in der
Diagnosekategorie Ependymom

CD276 Intensitit®

Giltige Kumulierta
Hiufigkeit Prozent Prozente Prozente
GCiltig 1,0 1 3.3 3.3 3,3
1,5 1 3.3 3.3 6,7
2.0 8 26,7 26,7 33.3
2.5 b 20,0 20,0 53,3
3.0 14 46,7 46,7 100,0
Gesamt 30 100,0 100,0

a. Diagnose Kategorie = Ependymom

Anlage 3.5: Haufigkeitstabelle fur die qualitative CD276-Auswertung in der
Diagnosekategorie Ependymom
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