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1 Einleitung

1.1 Gliale Tumore

Gliome, besonders Astrozytome, machen die Mehrheit der intrakraniellen
Neoplasien aus. Je nach Studie gehen 40 — 45% aller Hirntumore auf Gliome
zuriick. Diese Tumoren stammen aus dem Neuroektoderm und werden auf
Basis des vorherrschenden Zelltyps klassifiziert, sie sind Uberwiegend von
neuroglialer Abstammung (Astrozyten, Oligodendrozyten und Ependymzellen).
In gebrauchlicher Verwendung werden auch Tumore, die aus undifferenzierten
Zellen, aus neuralen Elementen und Mischzellpopulationen bestehen, als
Gliome bezeichnet (Zulch et al. 1986). Gliome sind bei Mannern etwas haufiger
als bei Frauen (m/w — Verhaltnis 3:2). Die Inzidenz von glialen Tumoren ist bei
Kindern hoher als bei Erwachsenen; drei Funftel aller primaren intrakraniellen
Neoplasien treten bei Kindern unter 15 Jahren auf. Bei Kindern treten Gliome
haufiger infratentoriell im Cerebellum und Hirnstamm auf; bei Erwachsenen
vorwiegend supratentoriell im Marklager. Die meisten Klassifizierungen von
Gliomen basieren auf den Ursprungszellen (histogenetische Hypothese) und
dem Wiedererkennen von Gemeinsamkeiten mit gesunden Zellen im reifen und
sich entwickelnden Nervensystem (Nelson et al. 1993). In dieser Arbeit wurde
die aktuelle WHO - Klassifikation verwendet (Louis et al. 2007).
Differenzierungsgrade spiegeln sich im Inhalt von reifen und unreifen
Zellformen wider. Die Besonderheiten von Gliomen bestehen darin, dass sie
keine hamatogenen und lymphogenen Metastasen aufweisen und in der Regel
diffus in angrenzendes Gewebe wachsen. Neoplasien aus mehr als einer
Zelllinie sind nicht ungewdhnlich und resultieren aus gemischten

Zellpopulationen (Mischgliomen; Hart et al. 1974).

1.2 WHO Gradierungen

WHO Grad | Lasionen beschreiben Gliome mit geringem Proliferationspotential
und grofen Heilungchancen nach alleiniger chirurgischer Entfernung. Grad |

Gliome sind unter anderem Subependymome und myxopapillare Ependymome,
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pilozytisches Astrozytom und das subependymale Riesenzellastrozytom
(Paulus et al. 2012a).

WHO Grad Il Gliome weisen in der Regel eine geringe Proliferation auf,
wachsen jedoch haufig infiltrierend und fuhren oft zu Rezidiven. Manche Gliome
neigen dazu, eine Progression in hohergradige Gliome zu durchlaufen; dazu
zahlen insbesondere diffuse Astrozytome, Oligodendrogliome und Mischgliome.
Das mediane Uberleben ist typischerweise langer als funf Jahre, bei

Oligodendrogliomen sogar mehr als 10 Jahre (Kleihues et al. 2007a).

WHO Grad 1l Lasionen weisen nukledre Atypien und rege mitotische Aktivitat
sowie eine deutlich erhdhte Zelldichte auf. Eine adjuvante Radiochemotherapie
gehdrt zum Therapieschema nach chirurgischer Resektion. Das mittlere
Uberleben betragt im Allgemeinen zwei bis drei Jahre (Kleihues et al. 2007).

WHO Grad IV Tumore sind durch mitotische Aktivitat, Ausbildung von
Nekrosen, zytologische Malignitat sowie durch ein Fortschreiten nach Operation
und schwerwiegende Prognose gekennzeichnet. Auch weitreichende Infiltration
benachbarter Gewebe sowie die Tendenz zur leptomeningealen Absiedlung
sind Merkmale von WHO Grad IV Gliomen (Kleihues et al. 2007a).

1.3 Kiassifikation der Astrozytome

Astrozytome sind Tumore, in denen neoplastische Zellen astrozytische
Differenzierungsmerkmale zeigen. Astrozytdre Tumore schlieBen die
gewohnlichen diffusen astrozytaren Neoplasien genauso wie die weniger
haufigen mehr umschriebenen Varianten ein. Obwohl es gelegentliche
Uberschneidungen zwischen diesen beiden Untergruppen gibt, sollten sie
klinisch und biologisch voneinander getrennt werden. Diffuse astrozytare
Tumore sind biologisch verwandte, geringe bis hochgradige Neoplasien; sie
werden durch den Grad ihrer Malignitat aufgegliedert in diffuse Astrozytome
(WHO Grad 1), anaplastische Astrozytome (WHO Grad Ill) und Glioblastome
(WHO Grad 1IV) (Louis et al. 2007). Umschriebene Astrozytome sind
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untereinander nicht eng verwandt, aber sie teilen generell einen indolenteren
Verlauf. Zu ihnen zahlen das pilozytische Astrozytom (mit pilomyxoidem
Astrozytom), das pleomorphe Xanthoastrozytom (PXA) und das
subependymale Riesenzell — Astrozytom, sowie das desmoplastisch infantile
Astrozytom. Fokale neuronale Differenzierung ist in manchen Entitéaten wie dem
PXA und dem subependymalen Riesenzell — Astrozytom h&ufig und Kklar
begrenzt. In diffusen astrozytdaren Tumoren hingegen ist die fokale neuronale
Differenzierung ungewdhnlich und inkonsistent und ihre Signifikanz kontrovers
(Zulch et al. 1986).

1.3.1 Pilozytisches Astrozytom

Pilozytische Astrozytome sind im Allgemeinen gut begrenzte, langsam
wachsende Tumore, die gewohnlich im Kinder- und jungen Erwachsenenalter
auftreten. Sie machen 5 — 6% aller Gliome aus, mit einer Gesamtinzidenz von
0,37/100.000 Personen im Jahr; es konnte keine Geschlechtertendenz
festgestellt werden. Als haufigstes Gliom im Kindesalter entsteht die Mehrheit
(67%) oberflachlich im Kleinhirn. Histologisch stellen sie sich als biphasisches
Gewebe dar, d.h. einerseits kompakte bipolare Zellen mit Rosenthal — Fasern,
andererseits unstrukturierte multipolare Zellen mit Mikrozysten und granulierten
Ablagerungen (Scheithauer et al. 2007). Daneben existiert noch eine Variante
mit etwas unguinstigerem Verlauf, das pilomyxoide Astrozytom.

Pilozytische Astrozytome weisen nur geringe MIB 1 Expression (Mittelwert
1,1%) auf (Giannini et al. 1999). Pilozytische Astrozytome sind die
bedeutendste Neoplasie des ZNS, welche mit Neurofiboromatose 1 (NF 1)
assoziiert ist. Schatzungsweise entwickeln 15% aller Patienten mit NF 1 ein
pilozytisches Astrozytom, insbesondere am Nervus opticus; bei Vorliegen eines
pilozytischen Astrozytoms am Sehnerv ist in einem Drittel der Falle NF 1 als
Grunderkrankung gegeben (Lewis et al. 1984; Garner et al. 1982). Pilozytische
Astrozytome der ersten Lebensdekade weisen in der Mehrheit BRAF —
KIAA1549 Fusionstranskripte auf, diese kommen mit zunehmendem Alter nur
noch selten vor. Ihre klinische Bedeutung muss noch bestimmt werden
(Hawkins et al. 2011; Hasselblatt et al. 2011).
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Begunstigt durch geringe maligne Differenzierung und Rezidivierung weisen sie
in der Regel eine lange Uberlebenszeit (10 — Jahresiiberlebensraten tiber 85%)
auf (Paulus et al. 2012a). In seltenen Fallen konnten spontane
Tumorrickbildungen beobachtet werden. Wiederkehrende L&sionen im
Hirnstamm und Hypothalamus konnen letal sein, allerdings nur bei

langwierigem Verlauf mit multiplen Rezidiven (Forsyth et al. 1993).

1.3.2 Pilomyxoides Astrozytom

Pilomyxoide Astrozytome sind eng mit pilozytischen Astrozytomen verwandt
und sind histologisch durch monomorphe bipolare Tumorzellen, welche
Rosenthal’'sche Fasern aufweisen und sich um GefalRe ausrichten, mit
myxoidem Stroma gekennzeichnet. Sie treten am meisten im Sauglingsalter auf
und sind gewdhnlich im Hypothalamus lokalisiert. Pilomyxoide Astrozytome sind
maligner als pilozytische Astrozytome, v.a. durch erhéhte Rezidivierung und

Streuung uber den Liquor (Tihan et al. 1999).

1.3.3 Diffuses Astrozytom

Diffuse Astrozytome zeichnen sich durch diffuse Infiltration ortsstandigen ZNS —
Gewebes aus; sie setzen sich histologisch aus einem locker strukturierten, des
Ofteren mikrozystischen Stroma mit gut differenzierten fibrillaren Astrozyten im
Hintergrund zusammen. Sie machen zehn bis finfzehn Prozent aller
astrozytaren Tumore aus, mit einer Inzidenz von 0,14/100.000 Personen im
Jahr. Die Altersverteilung diffuser Astrozytome weist einen Mittelwert von 34
Jahren auf, mit einer gewissen mannlichen Haufung (m/w — Verhéltnis 1.18:1).
In jeder Region des ZNS, besonders supratentoriell im Frontal — und
Temporallappen sowie im Hirnstamm, sind diffuse Astrozytome lokalisiert.
Klinisch kdénnen Krampfe, Sprachveranderungen, Seh — bzw. motorische
Einschrankungen sowie bei frontalen Tumoren Personlichkeitsveranderungen
Hinweis auf die Diagnose sein. Verglichen mit normalem Hirngewebe zeichnen
sie sich mit einer gemalfigt erhohten Zellzahl und gelegentlich auftretenden
Zellkernpolymorphismen aus, allerdings fehlen Mitosen. Das Auftreten von
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Nekrosen oder Gefalinfiltration ist unvereinbar mit WHO Grad Il Astrozytomen
(Deimling et al. 2007). Unterarten diffuser Astrozytome sind das fibrillare,
protoplasmatische und gemistozytdre Astrozytom. Fibrillare Astrozytome
weisen als diagnostisches Kriterium nukledre Atypien und faserférmige,
gitterbildende neoplastische Astrozyten mit zystischen Hohlraumen auf.
Nekrosen, Gefalproliferate und Mitosen fehlen. Mutationen des
Tumorsuppressorgens TP53 kommen in ca. 35% der Falle vor, haufige IDH 1 —
Mutationen und GFAP Expression sind charakteristisch (Paulus et al. 2012a).
Gemistozytare Astrozytome zeichnen sich durch kompaktes Tumorgewebe mit
umfangreichem eosinophilem Zytoplasma und kurzen Zellfortsdtzen aus. Ein
Anteil von mindestens 20% ,gemastetzelligen“ Tumorzellen ist zur Diagnose
notwendig. Mutationen des TP53 Gens sind in mehr als vier Finftel der Falle zu
finden (Paulus et al. 2012a).

Protoplasmatische Astrozytome sind sehr selten und von fibrillaren und
pilozytischen Astrozytomen schwierig abzugrenzen. Kleine Zellkérper mit
wenigen schlaffen Fortsatzen sowie mikrozystische Auflockerungen mit
geringer Zelldichte und fehlenden Mitosen sind im Idealfall vorhanden.
Protoplasmatische Astrozytome sind Gliome des frihen Erwachsenenalters,
meist frontal oder temporal lokalisiert und mit einer hohen Uberlebenszeit
assoziiert (Deimling et al. 2007; Paulus et al. 2012a; Prayson et al. 1996).

Die mittlere Uberlebenszeit nach Resektion betragt ungefahr sieben Jahre,
wobei die gesamte Krankheitsdauer von der Malignisierung in hohergradige
Astrozytome, d. h. in anaplastische Astrozytome und Glioblastome anhéngt, die
im Durchschnitt nach vier bis funf Jahren auftritt (Deimling et al. 2007). Junges
Alter zum Diagnosezeitpunkt, umfassende Resektion und Epilepsie als einziges
Symptom haben sich als glinstiger Faktor auf das Uberleben herausgestellt
(van Veelen et al. 1998). Grol3e Tumormasse und das Auftreten neurologischer

Ausfalle sind mit schlechterer Prognose assoziiert (Danks et al. 1995).
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1.3.4 Anaplastisches Astrozytom

Anaplastische Astrozytome sind maligne, diffus infiltrierende Gliome, die sich
histologisch durch gesteigerte Zellzahl, deutliche Kernanomalien und Mitosen
(MIB 1 Expression 5 — 10%) auszeichnen. Sie treten im mittleren
Erwachsenenalter (51 Jahre) auf und sind bei Mannern tendenziell haufiger
(m/w — Verhaltnis 1.31: 1) (Central Brain Tumor Registry, 2006). Etwa 35% aller
Astrozytome sind anaplastische Astrozytome (Kleihues et al. 2000). Sie
reprasentieren einen Durchgangsstatus bei der Progression diffuser
Astrozytome zu Glioblastomen und weisen ahnlich Grad Il Tumoren viele TP53
— Mutationen auf. Allerdings wurden auch Primarentstehungen ohne
Entwicklung aus diffusen Astrozytomen WHO Grad Il beschrieben. Nekrosen
sowie Gefal3proliferate schlie3en ein anaplastisches Astrozytom aus und sind
Hinweis auf eine Progredienz zum Glioblastom WHO Grad IV (Kleihues et al.
2000), jedoch sind bereits partielle Anaplasiezeichen diagnosefiihrend. Die
mittlere FUnf — Jahresiberlebensrate betragt 15 — 25% (Kleihues et al. 2007b;
Kleihues et al. 2000).

1.3.5 Glioblastom

Glioblastome sind die haufigsten Gehirntumore und machen schatzungsweise
12 — 15% aller intrakraniellen sowie 60 — 75% aller astrozytdren Tumore aus
(Lantos et al. 2002; Ohgaki et al. 2005). Die Inzidenz betragt 3,5/100.000 Falle
pro Jahr (Lantos et al. 2002). Bevorzugt manifestieren sich Glioblastome bei
Erwachsenen mit dem mittleren Alter von 61.3 Jahren und einem
Geschlechtsverhéltnis m/w 1.26: 1. Sie treten bevorzugt in der wei3en
Substanz der Temporal —, Parietal — sowie Frontallappen auf. Glioblastome
infiltrieren haufig in die angrenzenden Bezirke und tber das Corpus Callosum in
die kontralaterale Hirnhemisphare (,Schmetterlingsgliom®). Klinische Anzeichen
gestiegenen Hirndrucks wie Kopfschmerz und Ubelkeit verbunden mit einem
Papillenddem sind haufig; ein Drittel der Patienten erleidet einen epileptischen
Anfall (Kleihues et al. 2007c).Trotz ihres schnellen infiltrierenden Wachstums

tendieren Glioblastome nicht dazu, in den Subarachnoidalraum einzudringen,
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so dass sie selten Uber den Liquor metastasieren (Giordana et al. 1995).
Hamatogene Streuung in extraneurales Gewebe bei Patienten ohne vorherigen
chirurgischen Eingriff stellte sich als sehr selten heraus (Pasquier et al. 1980).
Biologisch und klinisch muss zwischen primadren und sekundaren
Glioblastomen unterschieden werden. Die deutliche Mehrheit (>90%) aller
Glioblastome entsteht sehr rasch mit kurzer klinischer Verlaufsgeschichte als so
genannte primare oder de novo Glioblastome. Sie treten typischerweise bei
alteren Menschen (Durchschnittsalter 62 Jahre) auf (Ohgaki et al. 2004).
Sekundére Glioblastome entstehen aus diffusen Astrozytomen WHO Grad I
oder anaplastischen Astrozytomen WHO Grad lll, sind wesentlich seltener
(<10%) wund ereignen sich in der Regel bei jungeren Patienten
(Durchschnittsalter 45 Jahre). Die Dauer der Progression von WHO Grad Il zu
WHO Grad IV Gliomen variiert betrachtlich und liegt im Mittel bei vier bis funf
Jahren (Ohgaki et al. 2005).

Histologisch stellen sich Glioblastome als anaplastische, zellreiche Gliome mit
schwach differenzierten, haufig pleomorphen astrozytdaren Tumorzellen mit
ausgepragten  Zellkernatypien und reger mitotischer  Aktivitdt dar.
Gefal3proliferate und/oder Nekrosen sind erforderliche Diagnoseeigenschaften
(Burger et al. 1989). Auffallend ist, dass Glioblastome sich histologisch sehr
variabel darstellen, d.h. sie kdnnen sowohl monomorphe als auch stark
heterogene Areale mit mehrkernigen Riesenzellen und nukledren
Polymorphismen aufweisen (Burger et al. 1989). Daneben existieren
kleinzellige, epitheloide und sarkomattse Varianten. Trotz Fortschritten in der
chirurgischen, onkologischen und radiologischen Therapie bleibt das Uberleben
bei Patienten mit Glioblastom extrem kurz. So Uberleben weniger als 20% der
Patienten mehr als ein Jahr, knapp drei Prozent leben langer als drei Jahre
(Ohgaki et al. 2005). Das Patientenalter erwies sich als der signifikanteste
Faktor im Bezug auf die Prognose. Junge Patienten (<50Jahre) wiesen eine
signifikant bessere Prognose auf, ebenso wie sekundare Glioblastome
gegenuber primaren Glioblastomen, wobei hier hochstwahrscheinlich das
jungere Gesamtkollektiv mehr als biologische Eigenschaften verantwortlich ist

(Ohgaki et al. 2004). Verstarkte Anwesenheit und grol3eres Ausmald von
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Nekrosen sowie LOH 10 korrelieren mit kiirzerer Uberlebenszeit (Burger et al.
1987).

1.4 Klassifikation der Oligodendrogliome

Oligodendrogliome sind definiert als niedrig — bzw. — hohergradige diffus
infiltrierende Gliome, die aus neoplastischen Zellen zusammengestellt sind.
Morphologisch ahneln sie Oligodendrogliazellen und beherbergen oft eine
Deletion der Chromosomenarme 1p und 19q (Louis et al. 2008a).

1.4.1 Oligodendrogliom

Oligodendrogliome sind gut differenzierte Tumore, die ca. 5 — 6% aller Gliome
ausmachen. Die Inzidenz wird auf 0,3/100.000 Personen pro Jahr geschatzt.
Die Mehrheit der Oligodendrogliome entstehen bei Erwachsenen
(Durchschnittsalter 40 — 45 Jahre) mit dem Geschlechtsverhaltnis m/w 1.1:1
(Central Brain Tumor Registry, 2006). Im Frontallappen wurden tber die Halfte
aller Oligodendrogliome lokalisiert, Beteiligung mehrerer Regionen ist Ublich.
Klinisch stellen sich Patienten mit Krampfanfallen, Kopfschmerzen sowie mit
geistigen und mentalen Ver&nderungen vor (Lebrun et al. 2004).
Histopathologisch stellen sich Oligodendrogliome mit monomorphen Zellen und
runden, einheitlichen Zellkernen mit perinuklearem Spalt, durch die
Paraffinbehandlung bedingt (Honigwabenstruktur), dar. Zusatzlich kénnen
Verkalkungsherde, zystische Veranderungen sowie ein dicht verzweigtes
Kapillarsystem vorhanden sein. Mitotische Aktivitat, deutliche
Kapillarproliferationen und auffallende Nekrosen weisen auf eine Progression
zum anaplastischen Oligodendrogliom WHO Grad lll hin (Reifenberger et al.
2007a). Die Proliferation in Oligodendrogliomen ist gewohnlich gering, die MIB
1 Expression liegt im Durchschnitt unter funf Prozent. Gleichzeitige Deletion der
chromosomalen Arme 1p und 19q stellt die charakteristische Veranderung bei
Oligodendrogliomen in tUber 80% der Falle dar (Jeuken et al. 2004), partielle
Deletionen sind selten. Im Gegensatz zu Astrozytomen sind 17p Verlust oder
TP 53 Mutationen selten.
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Oligodendrogliome WHO Grad Il sind typischerweise langsam wachsende
Tumore mit langer Uberlebenszeit. Die mittlere Uberlebenszeit betragt 11.6
Jahre, wobei die Schatzungen stark schwanken (Ohgaki et al. 2005). Gunstige
prognostische Faktoren auf das Uberleben sind junges Alter bei Operation,
Lokalisation im Frontallappen, geringe Kontrastmittelanreicherung, komplette
chirurgische Entfernung sowie der 1p/19q — Verlust (Schiffer et al. 1997; Shaw
et al. 1992; Kros et al. 1994). Eine Therapie mit Procarbazin, Lomustin und
Vincristin  (PCV — Therapie) zeigte bei 1p/19g — Verlust eine langere
Uberlebenszeit verglichen mit Patienten ohne chromosomalen Verlust
(Cairncross et al. 2013). Hohere (mehr als funf Prozent) MIB 1 Expression, das
Auftreten von Nekrosen, erhdhte Zellzahl und GefaRproliferate sind mit einer

schlechteren Prognose assoziiert (Kros et al. 1990).

1.4.2 Anaplastisches Oligodendrogliom

Anaplastische Oligodendrogliome machen naherungsweise 1,2% aller primaren
Hirntumore aus, die Inzidenz liegt bei 0,07 — 0,18/100.000 Falle pro Jahr.
Ungefahr 20 - 35% aller Oligodendrogliome sind anaplastische
Oligodendrogliome. Das mediane Alter liegt bei 45 bis 50 Jahren, eine geringe
mannliche Praferenz wurde berichtet (Central Brain Tumor Registry 2006).
Anaplastische Oligodendrogliome entstehen entweder de novo oder entwickeln
sich aus Oligodendrogliomen WHO Grad II, wobei die Progression im
Durchschnitt sechs bis sieben Jahre dauert (Ohgaki et al. 2005).
Histopathologisch findet man einen zellreichen, diffus infiltrierenden Tumor, der
betrachtliche morphologische Variationen aufweist. Mehrheitlich werden
Eigenschaften gezeigt, die an oligodendrogliale Zellen erinnern, z.B. runder
hyperchromatischer Zellkern, Honigwabenstruktur und wenig Zellauslaufer. Die
mitotische Aktivitat ist gewohnlich erhéht, vereinzelt werden deutliche zellulare
Polymorphismen mit mehrkernigen Riesenzellen oder auffallenden
Spindelzellen beobachtet (Zulch et al. 1986). Daruber hinaus sind verzweigte
Kapillarnetzwerke und Verkalkungen charakteristisch fir anaplastische
Oligodendrogliome. 1p/19q Verlust wird bei bis zu zwei Drittel aller Falle

beobachtet und damit etwas weniger als bei WHO Grad Il Oligodendrogliomen
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(Reifenberger et al. 2007b). Das mittlere Uberleben betrat etwa 3,5 Jahre, bei
kombinierter Radiochemotherapie kann die Uberlebenszeit auf 4 — 5 Jahre
anwachsen. Auffallend langeres Uberleben korreliert mit dem Allelverlust
1p/199g und betragt Uber sieben Jahre; zuséatzlich begilnstigen junges Alter und

weitreichende Exzision die Prognose (Cairncross et al. 2006).

1.4.3 Anaplastisches Oligoastrozytom

Anaplastische Oligoastrozytome sind seltene Tumore, die bei einem mittleren
Alter von 44 Jahren verstarkt bei Mannern auftreten (Miller et al. 2006) sowie in
der Mehrheit im Frontallappen lokalisiert sind. Histopathologisch weisen sie
anaplastische Kriterien, d.h. Zellpolymorphismen, erhohte Zellzahl und
Kapillarproliferation auf. Differentialdiagnostisch sollte man immer anaplastische
Oligodendrogliome, anaplastische Astrozytome und Glioblastome in Betracht
ziehen. Als Herausforderung stellt es sich, die astrozytare Komponente zu
identifizieren und herauszufinden, ob die Astrozyten reaktiv bzw. neoplastisch
sind. Genetisch lassen sich 1p/19q - Verlust und TP 53 Mutationen
nachweisen. Die Prognose bei anaplastischem Oligoastrozytom ist besser als
bei Glioblastom WHO Grad IV. Das mediane Uberleben betragt 2,8 Jahre und
die 5 — Jahresiuberlebensrate liegt bei 36% bei Operation mit anschlielender
Radiotherapie (Shaw et al. 1994).

1.5 Klassifikation der Ependymome

Ependymome umfassen eine Gruppe von Neoplasien mit ependymalem
Ursprung der Tumorzellen, die charakteristische Eigenschaften normaler
Ependymzellen aufweisen koénnen. Ependymome werden in klassisches
Ependymom mit seinen Varianten, anaplastisches Ependymom, myxopapillares

Ependymom und Subependymom eingeteilt (Louis et al. 2008b).
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1.5.1 Subependymom

Subependymome sind langsam wachsende, gutartige Neoplasien, die circa
acht Prozent aller Ependymome ausmachen. Sie treten im mittleren Alter
vorrangig bei Mannern auf (m/w — Verhaltnis 2,3:1). Mehrheitlich treten sie im
IV. Ventrikel gefolgt vom lateralen Ventrikel auf (Fouladi et al. 2003). Klinisch
fallen Subependymome durch Blockade des Ventrikelsystems und Zeichen von
gesteigertem Hirndruck auf. Histopathologisch charakterisiert sich der Tumor
durch Gruppen isomorpher Zellkerne, die von einer dichten fibrillaren Matrix aus
glialen Zellfortsatzen mit haufigen Zysten umgeben sind. Mitosen sind selten
bzw. fehlen. Elektronenmikroskopisch zeigen Subependymome typische
ependymale Eigenschaften wie Zilien und Mikrovilli, manchmal mit viel
Intermediarfilament (Azzarelli et al. 1977). Subependymome besitzen eine gute
Prognose, eine vollstandige chirurgische Entfernung des Tumors ist gewohnlich

kurativ.

1.5.2 Myxopapillares Ependymom

Myxopapillare Ependymome sind langsam wachsende ependymale Tumore,
die 9 — 13% aller Ependymome ausmachen. Sie treten verstarkt in der dritten
Lebensdekade (Durchschnittsalter 36 Jahre), doppelt so haufig bei Mannern auf
(m/w — Verhéltnis 2,2:1) (Cervoni et al. 1997). Myxopapillare Ependymome
treten fast ausschlie3lich im distalen Rickenmark (am Conus medullaris, der
Cauda equina bzw. am Filum terminale) auf. Langanhaltende
Ruckenschmerzen stellen sich als Symptome dar. Histopathologisch zeigen
myxopapillare Ependymome kubisch — langliche Tumorzellen, die sich auf
papillare Weise an vaskularisiertem Stroma ausrichten. Die Proliferation ist
gering (Prayson et al. 1997). Nach kompletter Resektion betragt die
Uberlebensrate mehr als zehn Jahre (Sonneland et al. 1985). Bei inkompletter

Resektion ist eine Streuung des Tumors nicht selten.
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1.5.3 Klassisches Ependymom

Klassische Ependymome machen 2 — 9% aller neuroepithelialen Tumore aus,
bei Kindern unter drei Jahren bis zu 30% (Duncan et al. 1995). Im Ruckenmark
sind Ependymome mit 50 — 60% die haufigsten Neoplasien. Infratentoriell
gelegene Ependymome Uberwiegen bei Kindern (mittleres Alter 6,4 Jahre), im
Ruckenmark treten sie im Alter zwischen 30 und 40 Jahren auf. Prinzipiell
konnen Ependymome Uberall im Ventrikelsystem entstehen, am haufigsten sind
der IV. Ventrikel und das Ruckenmark sowie Seitenventrikel und Ill. Ventrikel
betroffen (Prayson et al. 1999). Klinische Symptome hangen von der
Lokalisation ab. Infratentorielle Gliome kénnen Kopfschmerzen, Hydrozephalus,
Ubelkeit sowie Schwindel verursachen. Supratentorielle Ependymome zeigen
fokale neurologische Defekte, Krampfanfalle und Auswirkungen intrakranieller
Hypertension (Duncan et al. 1995). Ependymome der hinteren Schéadelgrube
lassen sich in zwei Klinisch, genetisch und molekular unterschiedliche
Subgruppen unterscheiden. Die eine Tumorgruppe grenzt sich durch ein
jungeres Patientenalter, mehr lateral gelegene Tumore mit balanciertem Genom
und durch erhohte Rezidivneigung und Metastasierung mit kiirzerem Uberleben
gegenuber der anderen Subgruppe ab (Witt et al. 2011). Histopathologisch
findet man klassischerweise ein gut umschriebenes Gliom mit monomorphen
Zellen, das rund — ovale Zellkerne mit geflecktem Chromatin (,Salz und Pfeffer®)
besitzt. Mitosen sind selten. Typisch ist aul3erdem Pseudorosettenbildung um
GefaRe herum, die dadurch entstehen, dass Tumorzellen sich radiar um
BlutgefalRe mit ihren fibrillaren Auslaufern ausrichten. Man kann WHO Grad I
Ependymome noch in papillare, klarzellige, zellulare und tanyzytische
Ependymome unterscheiden (McLendon et al. 2007). Spinale Ependymome
sind haufige Erscheinungsform bei Neurofiboromatose Typ 2. Kinder (6 —
Jahresuberlebensrate 50%) weisen durch das Auftreten von Tumoren in der
hinteren  Schéadelgrube im  Gegensatz zu Erwachsenen (56 -
Jahresiuberlebensrate 57%) mit spinaler Lokalisation eine schlechtere Prognose
auf (Robertson et al. 1998; Kudo et al. 1990). Bei erhohter Proliferation (Ki — 67
Expression groRer 5%) ist das Uberleben signifikant reduziert (Prayson et al.
1999).
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1.5.4 Anaplastisches Ependymom

Anaplastische Ependymome sind maligne ependymale Gliome, die haufiger
intrakranial, besonders in der hinteren Schadelgrube, als im Rickenmark
auftreten (Central Brain Tumor Registry 2006). Histopathologisch weisen sie
erhohte Zelldichte, eine rege Mitoserate mit haufigen Gefal3proliferaten und
Nekrosen sowie typische Pseudorosetten um Gefal3e auf. Anaplastische
Ependymome bleiben gut abgrenzbar, gelegentlich wachsen sie invasiv in
benachbartes Gewebe ein (Kurt et al. 2006). Junges Alter (junger als drei
Jahre), anaplastische histologische Kennzeichen (hohe Mitoserate,
Gefal3proliferate, Zellatypien), inkomplette Resektion sowie Metastasen im
Liquor sind Anzeichen fir eine schlechtere Prognose bei Kindern; bei
intraspinalen Tumoren ist das Ausmaf der Resektion fir das Uberleben am
signifikantesten (Jaing et al. 2004; Gomez et al. 2005).
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Abbildung 1: Hamatoxylin — Eosin — Farbung der Tumorentitaten. A: Pilozytisches
Astrozytom WHO Grad | mit bipolaren Zellen und Rosenthalfasern sowie Mikrozysten. B:
Klassisches Oligodendrogliom WHO Grad Il mit runden Zellkernen mit perinukledrem
Spalt (Honigwabenstruktur). C: Subependymom WHO Grad | gekennzeichnet durch
Gruppen isomorpher Tumorzellen in der fibrillaren Matrix. D: Diffuses Astrozytom WHO
Grad Il mit locker strukturiertem Stroma und fibrillaren Astrozyten. E: Anaplastisches
Oligodendrogliom WHO Grad Ill gekennzeichnet durch oligodendroglialen Tumorzellen
mit Polymorphismen und Anaplasiezeichen. F: Myxopapillares Ependymom WHO Grad |
mit kuboiden Tumorzellen in radiarer Ausrichtung um GefaRe. G: Anaplastisches
Astrozytom WHO Grad Il mit erhdohter Zellzahl und Kernanomalien. H: Klassisches
Ependymom WHO Grad Il mit monomorphen Zellen und Pseudorosetten um Gefalie. I
Glioblastom WHO Grad IV mit Zellkernpolymorphismen, Gefa3proliferaten, Nekrosen und
Pseudopalisaden. J: Anaplastisches Ependymom WHO Grad |IlI mit typischen
Pseudorosetten, erhdhter Zellzahl und Kernanomalien. Fotografie: Gudrun Albrecht,
Neuropathologie Tubingen.



Einleitung 22

1.6 Antikorper

1.6.1 GFAP

Saures Gliafaserprotein (engl.: glial fibrillary acidic protein; GFAP) gehort zu
den Intermediarfilamenten und wird von neuronalen Zellen des ZNS
(Astrozyten, Ependymomen) exprimiert. Es wurde auch in Schwannzellen,
enterischen Gliazellen, in der Hypophyse, im Knorpel, der Iris und den
fettspeichernden Zellen der Leber (Leong et al. 2002) nachgewiesen. GFAP
gehdrt zu der Typ Il Subklasse der Intermediarfilamente und bildet sich auf
dem Chromosom 17 (Lokus: 17g21) ab. Es besteht aus einer Amino —
Kopfdoméne, einer zentralen Stabdomane und einem Carboxyende. GFAP hat
eine Molekularmasse von 50kD und steht im Gleichgewicht zwischen
zusammengesetzten und zerlegten Filamenten. Wie bei anderen IF wird Uber
Phosphorylierung an der Kopfdomane die Anordnung von GFAP gemal seiner
Ladung reguliert (Inagaki et al. 1994). Die haufige Kopolymerisation von GFAP
mit Vimentin unreifen bzw. reaktiven Gliazellen deutet auf eine gemeinsame
Rolle im Aufbau der glialen Architektur hin (Inagaki et al. 1994). Bei der
Verwendung monoklonaler Antikorper kann es zu Kreuzreaktionen mit
Epitopen, die von anderen IF wie Neurofilament und Vimentin stammen,
kommen. Immunhistochemische Farbung von GFAP hat sich bei der
Identifizierung gutartiger Astrozyten und neoplastischer Zellen glialer
Abstammung bewdahrt (Sillevis — Smitt et al. 1993). Tumore des Plexus
choroideus und Ependymome exprimieren GFAP in Verbindung mit S100 und
gelegentlich mit Zytokeratin und EMA. Im Fall vakuolarer klarzelliger Tumore im
Retroperitoneum soll GFAP zur Identifizierung und Abgrenzung von Chordomen
und Ependymomen gegenuber renalen und kolorektalen Karzinomen dienen
(Coffin et al. 1993). Die histochemische Anwendung von GFAP in der
Entwicklung des Nervensystems hat zum besseren Verstéandnis der
Histogenese neuronalen Gewebes gefihrt, und seine Bestimmung in
Neoplasien hat die Rolle von Astrozyten in diesen Prozessen besser
verdeutlicht. Acht verschiedene Isoformen von GFAP wurden identifiziert, die

von eigenstandigen Subtypen der Astrozyten exprimiert werden. Hohes Alter,
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neuronale Stammzellen, sowie der Beginn von Alzheimer werden mit diesen

Isoformen in Verbindung gebracht (Middeldorp et al. 2011).

1.6.2 MAP -2

Mikrotubuli — assoziiertes Protein (engl: microtubule — associated protein;
MAP) gehort zur Familie Mikrotubuli bildender Proteine. MAP — 2 codiert auf
dem Chromosom 2 (Lokus: 2934 — 35). Es wird mit der Bildung des
Mikrotubulusapparates und der Neurogenese assoziiert (NCBI Reference
Segence Database, 2010a). MAP — 2 dient auRerdem zur Stabilisierung des
Zytoskeletts durch Verknupfung von Intermediarfilamenten mit Mikrotubuli. MAP
— 2 Expression wird wahrend der Entwicklung und Reifung des Gehirns prazise
reguliert (Riederer et al. 1985). Im ausgewachsenen Gehirn werden sowohl
Isoformen mit hohem (MAP2A — B) als auch mit niedrigem Molekulargewicht
(MAP2 C — D) beobachtet. Die hochmolekularen Isoformen sind unerlasslich bei
der Ausbildung der Dendriten bei Neuronen; Antikbrper gegen sie dienen als
Tumormarker fir Neuronen. Den niedermolekularen Formen fehlt die zentrale
Stelle der hochmolekularen Isoformen, dadurch ermitteln Antikérper, die gegen
den N — bzw. C — Terminus von MAP — 2 gerichtet sind, alle MAP — 2 Isoformen
(Tucker et al. 1988). Daruber hinaus werden die niedermolekularen Isoformen
auch in Axonen und glialen Zellen gefunden. Die Starke der Phosphorylierung
von MAP — 2 ist mit der Kontrolle Uber die dynamische Instabilitat und Abbau
des Mikrotubulusapparates verbunden (Berling et al. 1994). Oligodendrogliale
und astrozytare Vorlauferzellen exprimieren vortibergehend eine alternativ
gespleidite Isoform (MAP2E), was eher auf einen madglichen Ursprung
neoplastischer glialer Zellen von unreifen Vorlauferzellen als von differenzierten
Astrozyten bzw. Oligodendrozyten hindeutet (Shafit — Zagardo et al. 1999;
Blimcke et al. 2001). MAP - 2 wird beim Menschen héufig in neoplastischen
Zellen von Gliomen, im Besonderen bei Oligodendrogliomen, exprimiert
(Blumcke et al. 2001). Auch in Medulloblastomen der D — 283 Zelllinie wurde
MAP — 2 nachgewiesen (Vinores et al. 1994). In zentralen Neurozytomen und
DNTs zeigte die klarzellige Komponente keine Immunreaktivitat fur MAP — 2,

ausgenommen von neuropilen Inseln (Blumcke et al. 2001). In pleomorphen
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Xanthoastrozytomen WHO Grad |l sowie bei dem subependymalen
Riesenzellastrozytom WHO Grad | wurde MAP — 2 in einigen wenigen Fallen

nachgewiesen (Giannini et al. 2002; Lopes et al. 1996).

1.6.3 NOGO-A

NOGO — A (engl: Neurite outgrowth inhibitor) und seine Spleil3varianten NOGO
— B und NOGO - C gehdren zur Familie der Retikulonproteine, die alle einen
gemeinsamen C — Terminus von 200 Basenpaaren besitzen. Sie kodieren auf
Chromosom 2 (Lokus: 2p16.3) (NCBI Reference Segence Database 2010) und
werden mit dem endoplasmatischen Retikulum assoziiert. NOGO — A verhindert
axonale Regeneration und Kompensation nach Lasionen im ZNS. Antikdrper
gegen NOGO — A farben Myelinscheiden (innere und auf3ere Membran) im ZNS
und Oligodendrozyten, allerdings keine Schwannzellen; eine Blockade von
NOGO - A ermdglicht es eventuell, die neurale Integritit nach
Ruckenmarksschadigung oder neurodegenerativen Erkrankungen zu erhalten
bzw. zu verbessern (Chen et al. 2000; GrandPre et al. 2000; Buss et al. 2005;
Chong et al. 2012). NOGO — A wird in Oligodendrozyten bei demyelinisierenden
Lasionen wie multipler Sklerose exprimiert (Kuhlmann et al. 2007). NOGO - A
wird in oligodendroglialen und astrozytaren Tumoren pradominant exprimiert, in
ependymalen Gliomen allerdings sehr gering. Er dient nicht als eindeutiger
spezifischer Tumormarker fur Oligodendrogliome und korreliert nicht signifikant
mit einem 1p/19q — Verlust (Jung et al. 2011; Kuhlmann et al. 2008). Er wirkt
aulBerdem negativ regulierend auf die Plastizitat im Hippocampus (Schwab et
al. 2010). Neueste Anzeichen deuten darauf hin, dass abweichende NOGO — A
Expression ein erhdhtes Risiko fur Schizophrenie darstellt (Willi et al. 2013).
NOGO - B Expression wurde in verschiedenen Tumorentitaten, z.B.
Osteosarkomen, festgestellt (Oertle et al. 2003). Uberexpression von NOGO —
B und NOGO - C veranlasst Apoptose, und beide Varianten interagieren mit
anderen apoptoseassoziierten Proteinen wie Bcl — 2, Bcl — xL und anderen
(Chen et al. 2006). Die Funktion von NOGO - A in glialen Tumoren ist

allerdings noch weitestgehend unbekannt.
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164 OLIG-2

OLIG — 2 (engl: Oligodendrocyte transcription factor) ist ein Helix — loop — helix
Transkriptionsfaktor (engl: basic helix — loop — helix; BHLH), der auf dem
Chromosom 21 (Lokus: 21g22.11) codiert. Er besteht aus 329 Aminosauren
und besitzt ein Molekulargewicht von 32kDa (Rowitch et al. 2004). OLIG — 2
wird in oligodendroglialen Tumoren, Astrozytomen und Oligoastrozytomen des
ZNS exprimiert (Ligon et al. 2004). Das Protein hat wesentlichen Einfluss auf
das Schicksal von Motoneuronen und Oligodendrozyten und entscheidet tber
neuronale Vorlauferzellen, ob diese proliferieren oder sich differenzieren (Gaber
et al. 2011). Gesteuert wird dies Uber den Proliferationsstatus an zwei
eigenstandigen Motiven (dreifache Serin — Motive am Aminoterminus). Die
Proliferationsfunktion von OLIG — 2 verhalt sich gegensatzlich zum p53
Suppressorweg (Gaber et al. 2011). In multipotenten Vorlauferzellen des ZNS
fuhrt OLIG — 2 antineurale Funktionen (Verhinderung der Beendigung des
Zellzyklus und somit Ausweitung des Reservoirs an neuralen Vorlauferzellen),
in Olidogendrozyten proneurale Funktionen (Beendigung des Zellzyklus,
Spezifizierung und Differenzierung in Subtypen) aus. Im phosphorylierten
Stadium unterstitzt OLIG - 2 antineurale (d.h. proliferationsférdernde)
Funktionen in Zellen von Gliomen (Sun et al. 2011). OLIG — 2 ist in einer
chromosomalen Translokation t(14;21)(q11.2;q22) involviert, die mit akuter
lymphatischer Leuk&mie assoziiert ist (NCBI Reference Segence Database
2008; Wang J et al. 2000). Falle von Uberexpression von OLIG — 2 werden in
einem weiten Spektrum verschiedener Tumorentitaten wie Leukamien, nicht —
kleinzellige Bronchialkarzinomen, Melanomen, Mammakarzinomen und
unkonventionellen Varianten des Glioblastoms (Gliosarkomen, kleinzelligen
GBM, grof3zelligen GBM, granularzelligen GBM etc.) beobachtet. OLIG — 2 wird
auch mit entwicklungsbedingten Gehirnschaden bei Trisomie 21 in Verbindung
gebracht (Chakrabarti et al. 2012). Bei akuten Gehirnverletzungen, z.B.
Stichwunden, wurde eine starke Hochregulierung von OLIG — 2 festgestellt.
Durch Antagonisierung von OLIG — 2 wurden vermehrt unreife Neuronen

gebildet. Dies deutet darauf hin, dass OLIG — 2 ein Repressorgen bei der
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Neurogenese in Verletzungen des Gehirns darstellt und eréffnet neue Anséatze,

um endogene neuronale Reparaturen hervorzurufen (Buffo et al. 2005).

165 WT-1

Wilms — Tumor — Protein ist ein Tumorsuppressorgen, das eine wichtige Rolle
in der Entwicklung des Urogenitalsystems spielt. WT — 1 wird in der fetalen
Niere, dem Urogenitalsystem, der Milz, den auskleidenden Zellen des Z6loms
einschlie3lich dem Mesothel exprimiert (Pritchard — Jones et al. 1990; Park et
al. 1993). Es enthalt ein Vier — Zinkfingermotiv am C — Terminus und eine
Prolin/ Glutamin reiche DNA Bindungsdomane am N — Terminus und besteht
aus 80 Aminosauren. Es codiert auf Chromosom 11 (Lokus: 11p13). WT — 1 ist
bei einer kleinen Anzahl von Patienten mit Wilms — Tumor (Nephroblastom)
verandert (NCBI Reference Segence Database, 2010b). Nephroblastome sind
maligne, embryonale Nierentumore, die von Zellen des metanephrogenen
Blastems stammen. Die Inzidenz liegt bei 1/10.000 Kindern und ein Gipfel ist im
zweiten und dritten Lebensjahr zu verzeichnen. Es hat sowohl eine sporadische
als auch eine hereditare Atiologie. WT — 1 bindet an regulatorische Einheiten
der DNA und unterdriickt die Transkription von Wachstumsfaktoren. Bei Verlust
der Allele kommt es zur unverminderten Expression der Wachstumsgene
(Bocker et al. 2001). Dariiber hinaus wurden bei Aniridie, Abnormalitdten im
Genitalbereich und mentale Retardierung Deletionen von 11p13 beobachtet
(Francke et al. 1979). Studien zeigten, dass charakteristische Unterschiede
zwischen Mesotheliomen und Adenokarzinomen in der nuklearen Anfarbung mit
WT — 1 bestehen. In 75% der Mesotheliome wurde WT — 1 nachgewiesen, bei
primaren pulmonalen Adenokarzinomen fehlte die nuklare Anfarbung, es
bestand in 86% der Félle eine zytoplasmatische Farbung (Foster et al. 2001).
Infolgedessen zeigte sich, dass nukledre Anfarbung spezifisch flr
Mesotheliome war und ein hilfreiches Argument zur Unterscheidung von
Adenokarzinomen sein kann. WT — 1 Expression liel3 sich beim serdsen
Ovarialkarzinom in 93% der Falle nachweisen (Goldstein et al. 2001). Studien
belegten WT — 1 Expression in Glioblastomen (Menssen et al. 2000) und

niedergradigen Astrozytomen. Die Expression in neuroepithelialen Tumoren
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stieg mit erhohter Malignitdt an. WT — 1 wird eine wichtige Beteiligung bei der
Tumorprogression und Genese von hirneigenen Gliomen beigemessen
(Schittenhelm et al. 2009, Rushing et al. 2010). Es wurde auf3erdem WT — 1
Expression als prognostischer Wert nach Immuntherapie bei Glioblastomen
festgestellt. Patienten mit Tumoren mit mittleren WT — 1 Expressionen hatten
das langste progressionsfreie Gesamtuberleben (Chiba et al. 2010).

1.7 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Im ZNS Uberschneiden sich haufig die morphologischen Eigenschaften von
astrozytaren Neoplasien mit reaktiver Gliose in oder um Hirnldsionen
verschiedener Atiologie. Besonders die Unterscheidung zwischen Astrogliose
und niedriggradigen Astrozytomen oder dem Infiltrationsgebiet von
hohergradigen Astrozytomen kann schwierig sein (Burger et al. 2002). So
kommt es als Reaktion auf pathologische Veranderungen bei Tumoren und bei
reaktiver Gliose zur Erhohung der Zellzahl und Zellgré3e; pleophorme
Zellkerne, die bei reaktiver Gliose beobachtet werden, kdnnen neoplastischen
Tumorzellen &hneln (Burger et al. 2002; Schittenhelm et al. 2007).

Momentan ist noch kein Mittel verfligbar, um Gliazellen einer bestimmten
Tumorentitéat sicher zuordnen zu koénnen. IDH1 R132H beispielsweise
unterscheiden nicht klar zwischen Astrozyten und Oligodendrozyten. Dies ist
allerdings von groBer Kklinischer Relevanz, da z.B. Oligodendrogliome
gegenuber Astrozytomen eine andere klinische Behandlung erfordern, sowie

sich Verlauf und Rezidivverhalten grundséatzlich unterscheiden.

Die oben beschriebenen Antikérper haben inzwischen in die
neuropathologische Routinediagnostik Einzug gefunden, da die Proteine, gegen
die diese Antikorper gerichtet sind, alle von neuroepithelialen Tumoren auf
verschiedene Weise exprimiert werden. Die einzelnen Antikdrper wurden
bereits teilweise auf hirneigenem Gewebe angewendet. Allerdings gibt es noch
wenige verlassliche Studien bei Gliomen, in denen alle funf Antikdrper qualitativ
(Intensitat der Farbung) und quantitativ (Menge positiver Zellen) in den

einzelnen Tumorentitaten detailliert verglichen werden.
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Ziel der Arbeit soll es sein, das Expressionsverhalten aller finf Antikorper bei
Tumoren astrozytadren, oligodendroglialen und ependymalen Ursprungs
immunhistochemisch in denselben Tumoren zu beurteilen und zwischen den
Tumorgruppen zu vergleichen. Dartber hinaus sollen magliche signifikante
Zusammenhange der AntikOrperexpressionen mit dem Patientenalter, dem
Geschlecht, dem Tumorstatus (Primartumor — Rezidivtumor), der Proliferation
und dem Uberleben statistisch festgestellt werden. Von Interesse ist es auch,
ob es Unterschiede in der Lokalisation der Expression gibt, bzw. welcher
Antikdrper bei Ausfall eines bestimmten Antikérpers als Alternative in Frage
kommt. Eine weitere wichtige Fragestellung besteht darin, welcher Antikérper in
der Diagnostik welcher Tumorentitéat die besten Ergebnisse zu zeigen vermag.
Anhand des Immunreaktiven Scores soll die diagnostische Relevanz der
Antikorper auf den Prifstand gestellt werden. In der pathologischen Routine ist
es wichtig, bei noch unklarer Diagnose anhand starker/schwacher Féarbung
bzw. viel/wenig positiver Zellen sichere Hinweise und Rickschlisse auf die
zugrunde liegende Tumorentitat zu bekommen.

Schlief3lich sollen auch die jungeren Antikorper OLIG — 2 und NOGO — A, uber
die bis jetzt noch &uf3erst wenige Daten zu Gliomen vorliegen, dahin untersucht
werden, ob sie einen praktischen Mehrgewinn in der Diagnostik mit sich
bringen.

Ziel ist es also, einen weiteren Schritt in Richtung der klareren Unterscheidung
bei hirneigenen Gliomen durch die Immunhistochemie zu machen und die
praktische Neuropathologie mit qualitativen und quantitativen Kriterien Uber die

oben beschriebenen funf Antikérper zu erganzen.
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2 Material und Methoden

2.1 Auswahl und Definition der Gewebeproben

Die in dieser Arbeit verwendeten Tumorgewebsproben stammen von Patienten
mit glialen Tumoren, die in den Jahren 1988 bis 2013 an der Universitatsklinik
Tlbingen in der neurochirurgischen Klinik operiert wurden; das Gewebe wurde
anschlieBend zur neuropathologischen Begutachtung der Abteilung
Neuropathologie der Universitat Tubingen bereit gestellt und archiviert.

Die Ethikkommission des Universitatsklinikums  Tubingen hat der
wissenschaftlichen Begutachtung der Paraffinproben fur diese Studie
zugestimmt (Projekt — Nummer: 022/2013B02; 06.02.2013).

Insgesamt wurden 568 Tumorgewebsproben dem Archiv des Instituts fir
Pathologie und Neuropathologie der Universitatsklinik Tubingen enthnommen.
Bei ausreichend vorhandenem Gewebe wurde fur die Tissue Microarrays von
den 568 Paraffinblocken eine doppelte Probe entnommen, so dass zusammen

963 Gewebestanzen zur immunhistochemischen Verwendung bereit standen.

Beschreibung des Gesamtkollektives anhand der Tumorentitaten, Alter und
Geschlecht

Das Gesamtkollektiv bestand aus 117 pilozytischen Astrozytomen WHO Grad |
(darunter ein anaplastisches pilozytisches Astrozytom WHO Grad IlI), 79
diffusen Astrozytomen WHO Grad Il (darunter ein Astrozytom mit zum Teil
protoplasmatischer, teilweiser fibrillarer Komponente WHO Grad 1), 4
pilomyxoiden Astrozytomen WHO Grad Il (darunter ein pilomyxoides
Astrozytom mit Anaplasiezeichen WHO Grad Ill), 76 anaplastischen
Astrozytomen WHO Grad I, 148 Glioblastomen WHO Grad IV.

Von den Oligodendrogliomen wurden 16 klassische Oligodendrogliome WHO
Grad Il, 17 anaplastische Oligodendrogliome WHO Grad Il und 3 anaplastische
Oligoastrozytome WHO Grad Il zur Beurteilung herangezogen.

Von der Tumorgruppe der Ependymome waren 23 myxopapillare Ependymome
WHO Grad I, 10 Subependymome WHO Grad |, 49 klassische Ependymome
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WHO Grad 1l und 24 anaplastische Ependymome WHO Grad Il im
Gesamtkollektiv vertreten.
Es wurden aullerdem zwei dysembryoblastische neuroepitheliale Tumore

angefarbt, die jedoch keine weitere Betrachtung in der Studie finden.

Der Durchschnitt im Patientenalter lag bei pilozytischen Astrozytomen WHO
Grad | bei 21,84 Jahren (Min — Max: 1 — 78 Jahre). Die Manner waren im
Durchschnitt mit 19,67 Jahren (Min — Max: 2 — 71 Jahre) etwas jlunger als die
Frauen mit durchschnittlich 24,35 Jahren (Min — Max: 1 — 78 Jahre). Das
Verhéltnis von Méannern zu Frauen bei pilozytischen Astrozytomen in dieser
Studie lag bei 1,15:1.

Das Durchschnittsalter bei diffusen Astrozytomen WHO Grad Il lag bei 45,03
Jahren (Min — Max: 18 — 77 Jahre). Bei Mannern traten sie friher auf, im
Durchschnitt bei 43,68 Jahren (Min — Max: 18 — 70 Jahre); bei Frauen mit
durchschnittlich 46,77 Jahren (Min — Max: 26 — 77 Jahre). Das Manner —
Frauen Verhaltnis lag bei 1,36:1.

Pilomyxoide Astrozytome WHO Grad Il traten im Durchschnittsalter von 10,67
Jahren auf.

Das mediane Alter bei der Diagnose eines anaplastischen Astrozytoms WHO
Grad Il lag bei 47,32 Jahren (Min — Max: 10 — 77 Jahre). Mannliche Patienten
waren mit durchschnittlich 45,4 Jahren (Min — Max: 10 — 77 Jahre) etwas junger
als weibliche Patienten mit einem medianen Alter von 50,74 Jahren (Min — Max:
26 — 76 Jahre). Es lag eine Pradominanz fur Manner gegeniber Frauen mit
dem Verhaltnis 1,78:1 vor.

Glioblastome wurden durchschnittlich im Alter von 59,7 Jahren diagnostiziert
(Min — Max: 18 — 87 Jahre). Bei Mannern traten sie mit dem Alter von 56,4
Jahren (Min — Max: 18 — 80 Jahre) gegeniber Frauen mit dem medianen Alter
von 64,83 Jahren (Min — Max: 27 — 87 Jahre) deutlich friher auf. Das Verhéltnis
von Mannern zu Frauen lag bei 1,55:1.

Myxopapillare Ependymome WHO Grad | traten bei einem Durchschnittsalter
von 36,61 Jahren (Min — Max: 17 — 75 Jahren) auf. Bei mannlichen Patienten

traten sie im Durchschnittsalter von 34,71 Jahren (Min — Max: 20 — 60 Jahre)



Material und Methoden 31

auf. Frauen erkrankten mit 42 Jahren (Min — Max: 17 — 75 Jahre) spéater. Das
Verhaltnis ménnlich zu weiblich mit 2,83:1 zeigte eine deutliche Praferenz fir
Manner.

Subependymome WHO Grad | manifestierten sich bei dem mittleren Alter von
54,7 Jahren (Min — Max: 44 — 75 Jahre). Manner waren bei Diagnosezeitpunkt
klar alter (61,5 Jahre; Min — Max: 56 — 75 Jahre) als Frauen (44,5 Jahre; Min —
Max: 44 — 45 Jahre). Das Verhaltnis von Mannern zu Frauen lag bei 1,5:1.
Klassische Ependymome wurden bei einem Durchschnittsalter von 44,17
Jahren (Min — Max: 2 — 82 Jahre) diagnostiziert. Manner erkrankten friher
(mittleres Alter: 42,05 Jahre; Min — Max: 3 — 82 Jahre) als Frauen (mittleres
Alter 46,81 Jahre; Min — Max: 2 — 79 Jahre). Die Geschlechtsverteilung ergab
eine mannliche Pradominanz (1,25:1).

Patienten mit anaplastischem Ependymom WHO Grad Il waren im
Durchschnitt 34,29 Jahre (Min — Max: 2 — 78 Jahre) alt. Bei Frauen wurde es
friher diagnostiziert (Durchschnittsalter: 30,33 Jahre; Min — Max: 17 — 73 Jahre)
als bei Mannern (Durchschnittsalter: 36,67 Jahre; Min — Max: 2 — 78 Jahre).
Klassische Oligodendrogliome wurden im Durchschnittsalter von 42,13 Jahren
(Min — Max: 27 — 61 Jahre) diagnostiziert. Frauen erkrankten mit 39,6 Jahren
(Min — Max: 27 — 59 Jahre) friher als Manner mit 43,27 Jahren (Min — Max: 29
— 61 Jahre). Das Verhaltnis von Mannern zu Frauen lag bei 2,2:1.
Anaplastische Oligodendrogliome WHO Grad Il wurden im medianen Alter von
49,53 Jahren (Min — Max: 26 — 75 Jahre) diagnostiziert. Bei M&nnern wurde es
im Alter von 45 Jahren (Min — Max: 26 — 75 Jahre), bei Frauen im mittleren Alter
von 51,42 Jahren (Min — Max: 40 — 65 Jahre) diagnostiziert. Das Verhéltnis von
Mannern zu Frauen lag bei 1:2,4.

Das mittlere Alter fur anaplastische Oligoastrozytome WHO Grad 1l lag in
dieser Studie bei 34,67 Jahren.
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Beschreibung des Gesamtkollektives anhand des Priméar — Rezidivstatus

Informationen Uber den Status der Gewebeproben wurde den Arztbriefen
innerhalb des elektronischen Beauskunftungssystems der Pathologie Tubingen
entnommen. Daten vor dem 01.01.2000 waren nicht verfligbar, so dass eine
Beschreibung erst ab diesem Datum mdglich ist.

Das Priméar — Rezidivverhaltnis lag insgesamt bei 4,1:1; 12 Falle konnten nicht

zugeordnet werden (siehe Tabelle 1).

WHO Grad| Diagnose Anzahl einfach | Primartumore | Rezidivtumore [ unbekannt
Insgesamt 563 443 108 12
astrozytdre Tumore 421 340 72 9
1 pilozytisches Astrozytom 116 94 19 3
5 pilomyxoides Astrozytom 3 2 1 0
diffuses Astrozytom 78 63 9 6
3 anaplastisches Astrozytom 76 61 15 0
4 Glioblastom 148 120 28 0
oligodendrogliale Tumore 36 24 12 0
2 Oligodendrogliom 16 13 3 0
3 anaplastisches Oligodendrogliom 17 9 8 0
anaplastisches Oligoastrozytom 3 2 1 0
ependymale Tumore 106 79 24 3
1 Subependymom 10 8 2 0
Myxopapillares Ependymom 23 15 8 0
2 Ependymom 49 44 4 1
3 anaplastisches Ependymom 24 12 10 2

Tabelle 1: Anzahl der Priméar — und Rezidivtumore nach Tumorentitét.

Beschreibung des Gesamtkollektives anhand der Tumorlokalisation

In 87 Fallen des Gesamtkollektives war die Lokalisation nicht genau angegeben
und konnte nicht bestimmt werden. Vom Rest waren 83 Tumore temporal, 73
intraspinal, 69 frontal, 69 multilokular (d.h. mindestens an zwei verschiedenen
Bereichen des Nervensystems gleichzeitig), 53 im Kleinhirn, 39 intraventrikular,
22 an anderen Lokalisationen (z.B. Hippocampus, Mittelhirn, Pinealisloge etc.),
17 parietal, 13 occipital, 11 im Zwischenhirn, 9 zentral (Sulcus centralis), 11

prazentral, 7 am Nervus opticus und 5 insular lokalisiert (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2: Lokalisationen des Gesamtkollektives von insgesamt 481 Tumoren.

2.2 Mikroskopische und histologische Beurteilung

Alle
Universitatsklinikums Tubingen nach aktuellen WHO Kriterien (Louis et al.
2007)

Gliomverbundprojekt

Tumorgewebsproben wurden von Neuropathologen des

diagnostiziert.  Einige  Proben waren in das Deutsche

eingegliedert und  zur  referenzpathologischen
Begutachtung in das Hirntumorreferenzzentrum nach Bonn geschickt worden.
In dieser Studie wurden nur Tumore mit eindeutiger und Ubereinstimmender
Diagnose zwischen dem Referenzzentrum und der Neuropathologie Tubingen

verwendet.

2.3 Die Tissue Microarray Methode

Die Methodik des Tissue Microarrays wurde 1998 entwickelt (Kononen et al.
1998) und enthalt einige Vorteile. So koénnen bis zu 1000 zylindrische
Gewebebiopsien von verschiedenen Tumoren auf einen einzigen Microarray,
abhangig von dessen Grolie, aufgebracht werden. Schnitte dieses Microarrays
bieten Ziele fur parallele Erkennung von DNA, RNA und Proteinen in situ in

jeder Probe auf dem Array. Aufeinanderfolgende Schnitte erlauben die schnelle
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Analyse hunderter molekularer Marker in derselben Zusammensetzung der
Gewebeproben. Die einzelnen Biopsien bestehen gewdhnlich komplett aus
Tumorgewebe und sind daher bei der Beurteilung meist homogen und zigig

auszuwerten (Kononen et al. 1998).

2.4 Konstruktion des Tissue Microarrays

Insgesamt wurden drei Tissue Microarrays von pilozytischen Astrozytomen
WHO Grad | und pilomyxoiden Astrozytomen WHO Grad Il angefertigt. Die
anderen elf Microarrays wurden von anderen Doktoranden der Neuropathologie
Tldbingen in den Jahren 2008 bis 2012 konstruiert. Von den neu konstruierten
Arrays enthielten zwei Paraffinblocke jeweils 84 Stanzzylinder, ein Block 81
Stanzzylinder. In vielen Féllen wurden zwei Zylinder von demselben Tumor
aufgetragen, damit ein umfangreicher Datensatz entsteht und Leerstanzen
sowie mechanische Verluste vermieden werden. Als Kontrollgewebe wurden
jeweils zwei Zylinder aus einem Paraffinblock des Normalhirngewebes sowie
eines Paraffinblocks mit Mammakarzinom entnommen und zur Orientierung an
der rechten Seite platziert.

Zur Auswahl geeigneter Donorblocke wurden als erstes die entsprechenden HE
— Farbungen mit dem Lichtmikroskop untersucht. Es wurden tumordse Gebiete,
die sich klar von nekrotischen, eingebluteten und verkalkten Arealen
abgrenzten, ausgesucht und mit einem Stift markiert. Die markierten Stellen
wurden im nachsten Schritt auf die deckungsgleichen Donorblocke Ubertragen
und dort ebenfalls markiert.

Die Tissue Microarrays wurden mit einer TMA — Maschine (Beecher
Instruments Inc., Sun Prairie, WI, USA; Model MTA — 1, Serial No: MTA1777)
hergestellt. Es wurden dazu Locher im gleichmaRigen Abstand von 2 mm in
einen leeren Paraffinblock gestanzt und anschlielBend mit Tumorgewebe aus
den Donorblécken gefillt. Es wurden Stanznadeln mit 0,6 mm Durchmesser
ausgewahlt und damit die Locher gestanzt. Die exakte Justierung und
Positionierung der Proben auf dem frischen Paraffinblock wurde anhand von
Feststellschrauben, die auf den Mikrometer genau sind, durchgefiuhrt. Um der

Gefahr von Gewebeverlusten und Brichen im Paraffin entgegenzuwirken,
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wurde die Gesamtanzahl der Stanzzylinder auf 84 (10 Reihen und 8 Spalten
sowie 4 Kontrollen) begrenzt. Versiegelt wurden die Paraffinblocke durch
dreimindtiges Erwarmen auf 40°C mit anschlieendem Flachdriicken durch
einen Objekttrager. Dies diente zur Vorbeugung eventueller Gewebsverluste
beim Schneiden mit dem Mikrotom (Schulz 2010; Schwab 2011).

2.5 Herstellung der histologischen Praparate

Nach operativer Entnahme wurden die Tumore in 4% — igem Formalin in
Kochsalzlésung mit Phosphatpuffer fixiert (pH 7,4). Die Fixierung dient zur
Konservierung, indem die Autolyse durch Inaktivierung lysosomaler Enzyme
und das Wachstum von Bakterien und Pilzen, die sonst die Verwesung
einleiten, gestoppt wird. Darlber hinaus kommt es durch chemische
Quervernetzungen zu Strukturverfestigungen der Proteine (Farmilo et al. 2003).
Nach ausreichender Fixierung wurden die Proben in eine aufsteigende
Alkoholreihe (70%, 70%, 96%, 100%, 100%) uberfiihrt. Im Anschluss wurden
die Gewebeproben in einem Gemisch aus 100% - igem Alkohol und
Chloroform (1:1) sowie unverdinntem Chloroform zweimal entwassert. Dann
wurde das Gewebe in Paraffin eingebettet. Von diesen Paraffinblocken wurden
am Mikrotom (Microm HM 355 S, Walldorf, Germany) 3 um dicke Schnitte
angefertigt, die auf Objekttrager (SuperFrost Plus, R. Langenbrinck, Labor — u.
Medizintechnik, Emmendingen, Deutschland) aufgezogen wurden. Vor einer
weiteren Behandlung wurden die Objekttrager bei 69°C im Warmeschrank
getrocknet (Schulz 2010; Schwab 2011).

2.6 Immunhistochemie

2.6.1 Theoretische Grundlagen

Mit Hilfe der Immunhistochemie ist es maoglich, in einem Gewebe bestimmte
Proteine nachzuweisen, dadurch dass diese mit spezifischen Antikdrpern
reagieren. Moglich wird dies durch die Antigen — Antikdrper — Reaktion, die

anhand von ionischen Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen und
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Van — der — Waals — Kréften zustande kommt und aufrecht erhalten wird. Eine
kovalente Bindung zwischen dem Antikorper und dem Epitop (spezifische
Bindungsstelle auf dem Antigen) kommt nicht zustande (Boenisch 2003).

Zuerst binden Primarantikorper mit ihren Fab — Fragmenten an das Epitop der
Zelle. Als nachstes bindet ein dazugegebener Sekundarantikérper an das freie
Fc — Fragment des Priméarantikorpers. Zur Verstarkung des Signals kdnnen nun
noch multiple, ubiquitar verwendbare Tertidrantikdrper eingesetzt werden, die
an den Sekundarantikérper binden; dies ist dann sinnvoll, wenn Antigene mit
wenigen Epitopen detektiert werden sollen. Durch die Kopplung von Sekundéar —
und Tertiarantikdrper mit einem Enzym kommt es durch Substratumsatz zu
einer Farbreaktion (Boenisch 2003).

Die spezielle Farbemethode in dieser Studie ist die Avidin — Biotin — Methode.
Sie basiert auf einer starken Affinitdt von Streptavidin (stammt aus
Streptomyces avidinii) sowie Avidin (Huhnereiwei3) zu Biotin (Vitamin B7).
Streptavidin und Avidin weisen beide vier Bindungsstellen fir Biotin auf. Bei
Avidin handelt es sich um ein Glykoprotein, welches bei physiologischem pH
eine Affinitat zu negativ geladenen Gewebeteilen besitzt. Der Farbevorgang
beginnt mit einem unkonjugierten Primarantikérper, der an das gewiinschte
Epitop bindet (z. B. GFAP). Im zweiten Schritt wird ein biotinmarkierter
Sekundarantikdrper dazugegeben. Nun wird der (Strept)Avidin — Biotin —
Enzymkomplex oder enzymmarkiertes Streptavidin beigefugt, die an die
biotinylierten Sekundéarantikérper mit hoher Affinitdat (Km= 10 M) binden.
Schlussendlich wird durch Zugabe des Farbstoffes 3,3" — Diaminobenzidin und
anschlieBender Oxidation durch die Meerrettich — Peroxidase ein braunes, stark
unlésliches Produkt hergestellt (Boenisch 2003; Schwab 2011).

2.6.2 Auswahl der Kontrollen

Als Positivkontrollen wurden bei GFAP, MAP — 2 und OLIG — 2 anaplastische
Oligodendrogliome WHO Grad Il ausgewdahlt. Fir NOGO - A wurde
Kleinhirngewebe, fir WT — 1 Wilms — Tumor verwendet.

Endothelien eigneten sich bei GFAP, MAP — 2, NOGO — A und OLIG - 2 als
interne Negativkontrollen.
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2.6.3 Immunhistochemische Farbungen

2.6.3.1 Das optiView — Verfahren am Beispiel von GFAP

Der Objekttrager wurde am Anfang auf 75°C aufgeheizt und 12 Minuten
abwechselnd gewaschen, mit EZ Prep Volumen ausgeglichen und ein Coverslip
zum Flussigkeitsausgleich aufgetragen. Im zweiten Schritt wurde der
Objekttrager auf 76°C aufgeheizt, 8 Minuten inkubiert, gewaschen, mit einem
Coverslip bedeckt und abschliel3end abgekuhlt. Nun wurde der Cell Conditioner
Nr. 1 aufgetragen, der Objekttrager anschlielend auf 100°C erwarmt. Nun
folgte ein insgesamt 28 minitiges Auftragen von CC1 Puffer und Coverslip,
unterbrochen von vierminitigem Inkubieren. Im Anschluss wird der Objekttrager
auf 37°C abgekihlt und gewaschen. Nun wurde ein Tropfen der
Wasserstoffperoxidase aufgetragen und inkubiert. Nach dem Waschvorgang
wurde der Primarantikbrper erwarmt und ein Tropfen davon auf den
Objekttrager aufgetragen und acht Minuten mit Waschpuffer gewaschen und
inkubiert. Jeweils ein Tropfen Optiview Universal Linker, ein Tropfen Optiview
Multimer, ein Tropfen H202, ein Tropfen Optiview DAB, ein Tropfen Optiview
Copper wurden der Reihe nach, von Waschphasen unterbrochen, aufgetragen.
Am Ende wurde noch eine Gegenfarbung mit Hamatoxylin gemacht (Protokoll —
Nr. 938: GFAP Ventana — Farbeautomat).

Die Farbungen fur MAP — 2 und WT — 1 liefen in der Gesamtheit sehr &hnlich.
Es wurde bei WT — 1 nach dem Aufwarmen auf 100°C 82 Minuten vorbehandelt
und CC1 Puffer abwechselnd dazugegeben.

Bei der MAP — 2 Immunhistochemie wurde geringfugig kurzer im Vergleich zu
GFAP vorbehandelt und inkubiert (siehe Tabelle 2).

2.6.3.2 Das iView — Verfahren am Beispiel von NOGO - A

Als erstes wurde der Objekttrager auf 76°C erwarmt und 16 Minuten inkubiert,
mit EZ Prep Volumen ausgeglichen, gewaschen und mit Coverslip Ubertragen.
Nach dem Auftragen von CC1 Puffer wurde der Objekttrager auf 95°C
aufgeheizt und eine halbe Stunde inkubiert. Nun wurde bis 100°C erwéarmt und
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Uber eine Stunde abwechselnd inkubiert, CC1 Puffer und EZ Prep CC Volume
Adjust dazugefugt.

Im Anschluss wurde das Gewebe auf 37°C abgekihlt, gewaschen und ein
Tropfen Option 1 mit LCS aufgetragen und fur 14 Minuten inkubiert. Nach
erneutem Waschen wurde der Primarantikorper per Hand auf den Objekttrager
aufgetragen und fur 32 Minuten inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden
nacheinander Blocker A und Blocker B aufgetragen und ein Coverslip
aufgetragen. AnschlieBend wurde ein biotinylierter Sekundarantikdrper iView
Biotin 1g aufgetragen, nach Waschen und Inkubieren nacheinander ein Tropfen
iView SA — HRP, ein Tropfen iView DAB, iView H202 und ein Tropfen iView
Copper. Zum Schluss wurde mit Hamatoxylin gegengefarbt und LCS
aufgetragen (Protokoll — Nr. 598: NOGO — A Ventana — Farbeautomat).

Die Immunfarbung von OLIG — 2 verlief auch mit dem iView — Verfahren,
unterschied sich gegeniber NOGO — A durch eine kirzere Vorbehandlung mit
CC2 Puffer und eine gering kirzere Inkubationszeit. AuRerdem wurde der
Objekttrager nicht mit Option 1 behandelt (siehe Tabelle 2).

Antikdrper gegen GFAP MAP - 2 NOGO - A OLIG -2 WT -1
Spezifitat monoklonal monoklonal polyklonal polyklonal polyklonal
Konzentration 200 pg/ml 8,3 mg/ml 200 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml
Verdlinnung 1:4000 1:2000 1:200 1:250 1:50
Inkubationszeit 8 Min 6 Min 32 Min 30 Min 30 Min
Sekundarantikérper | Anti - Hase IgG Anti - Maus IgG [ Anti - Hase IgG [ Anti - Maus IgG Anti - Hase IgG
Anaplastisches Anaplastisches Anaplastisches
Positivkontrolle Oligodendrogliom | Oligodendrogliom Kleinhirn Oligodendrogliom Wilms - Tumor
WHO Grad Ill WHO Grad Ill WHO Grad Ill
Negativkontrolle Endothelien Endothelien Endothelien Endothelien Mamma - Karzinom
CC1 Puffer (60 CC 1 Puffer (44 | CC1 Puffer (98 | CC2 Puffer (38 CC1 Puffer (82
Protokoll/ ) . ; ) ;
Vorbehandlung Minuten Minuten Minuten Minuten Minuten
Vorbehandlung) | Vorbehandlung) [Vorbehandlung)| Vorbehandlung) Vorbehandlung)

Tabelle 2: Details der Antikdperfarbungen von GFAP, MAP — 2, NOGO - A, OLIG -2, WT - 1.

Nach Beendigung des automatischen Farbevorganges wurden die Objekttrager
unter flieRendem Wasser mit Spulmittel vom Ol befreit und gereinigt.
Anschliel3end wurden die Objekttrager in eine aufsteigende Alkoholreihe (70%,
70%, 96%, 100%, 100%) und Xylol getaucht, damit dem Gewebe das Wasser
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entzogen wurde. Schlie3lich wurden die Objekttrager mit einem Deckglas und
Eukitt eingedeckelt (Schwab 2011).

2.6.4 Materialien
2.6.4.1 Antikérper

Es wurden folgende Antikorper verwendet:

o GFAP
Klon: GA — 5; Spezifitat: monoklonaler Antikdrper gegen glial fibrillary

acidic protein, Inkubationszeit: 30 Minuten, Konzentration: 200ug/ml,
Verdinnung: 1:4000, Positivkontrolle: Gehirn oder Astrozytom (Quelle:
Thermo Fisher Scientific, Fremont CA, USA).

e MAP -2
Klon: HM — 2, Spezifitat: monoklonaler Antikérper gegen microtubule
associated protein, Konzentration: 8,3 mg/ml, Verdinnung: 1:2000,
Sekundéarantikorper: Anti — Maus 1gG, Positivkontrolle: Anaplastisches
Oligodendrogliom (Quelle: Sigma — Aldrich, St. Louis MO, USA).

e NOGO-A
Klon: H — 300, Spezifitat: polyklonaler Antikorper gegen Reticulon 4A,
Konzentration: 200pug/ml, Verdiinnung: 1:200, Sekundarantikorper: Anti —
Hase IgG, Positivkontrolle: Kleinhirn (Quelle: Santa Cruz Biotechnology,
Inc. CA, USA).

o OLIG-2
Klon: AB9610, Spezifitat: polyklonaler Antikdrper gegen oligodendrocyte
transcription  factor 2, Verdinnung: 1:250, Positivkontrolle:
Anaplastisches Oligodendrogliom (Quelle: Millipore  Corporation,
Temecula CA, USA).
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e WT-1
Klon: C — 19, Spezifitdt: polyklonaler Antikérper gegen Wilms’ tumor
nuclear protein, Konzentration: 200 pg/ml, Verdinnung: 1:50,
Positivkontrolle: Wilms — Tumor (Quelle: Santa Cruz Biotechnology, Inc.
CA, USA).

2.6.4.2 Farbesubstanzen

e Amplifier A: Vorverdinntes Kaninchen — Anti — Maus — IgG
e Amplifier B: Vorverdinntes Maus — Anti — Kaninchen — IgG
e Blocker A: Avidin (Hihnereiweil3)

e Blocker B: Freies Biotin

e CC1: Cell Conditioning Solution, enthalt einen Tri — basierten Puffer EZ
Prep CC Volume Adjust; Inhaltsstoffe: Gemisch aus 5 — Chlor — 2 —
methyl — 2H — isothiazol — 3 — on und 2 — methyl — 2H — isothiazol — 3 —
on (3:1) (Quelle: Roche Diagnostics GmbH)

e EZ PREP Solution: Gemisch aus 5 — Chlor — 2 — methyl — 2H — isothiazol
— 3 — on und 2 — Methyl — 2H — isothiazol — 3 — on (Quelle: Roche
Diagnostics Deutschland GmbH)

e Hamatoxylin (Quelle: ThermoShandon, Pittsburgh, USA)

e | — View Biotin Ig: Sekundéarer biotinylierter 1g Antikorper,
affinitatsgereinigtes Ziege — Anti — Maus IgG und IgM sowie Ziege — Anti
— Kaninchen — IgG, jeweils <200ug/ml in einem Phosphatpuffer mit

einem Konservierungsstoff

e | — View Copper. Kupfersulfat 5 g/l in Pufferlosung mit
Konservierungsstoff
e | — View DAB: Diaminobenzidin, 2 g/l in stabilisierender L6ésung mit

Konservierungsstoff
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e | — View H202: 0,04 bis 0,08% Wasserstoffperoxid in einer
stabilisierenden Losung

e | —View Inhibitor: 3% Wasserstoffperoxidlésung

e | — View SA — HRP: Konjugierte Meerrettich Peroxidase Ldsung mit

einem Proteinstabilisator und einem Konservierungsstoff

e LCS: Liquid Coverslip Solution

e Option 1: Gemisch aus Methanol und H20:2

e OptiView Universal Linker (Roche Diagnostics Deutschland GmbH)
e OptiView Multimer (Roche Diagnostics Deutschland GmbH)

e OptiView DAB (Roche Diagnostics Deutschland GmbH)

e OptiView Copper (Roche Diagnostics Deutschland GmbH)

e RB Reaction Buffer

e Wasserstoffperoxid

2.7 Lichtmikroskopische Begutachtung

Insgesamt 963 Tumorgewebsproben wurden mit einem Olympus — VANOX —
AHBT3 Mikroskop begutachtet und in zweifacher und zehnfacher Vergro3erung
quantitativ und qualitativ ausgewertet.

In die Bewertung gingen extrazellulare Anfarbungen, Endothelien, Meningen,
Nekrosen sowie verkalkte Areale, die nicht eindeutig auf das Zytoplasma sowie
den Zellkern des Tumors zuzuordnen waren, nicht ein. Gefarbte Areale, die
weniger als ein Prozent des Tumorgewebes ausmachten, wurden mit Intensitat
null und Menge null gewertet.

Die hier dargestellten Bilder wurden mit einem Mirax Scanner (Firma Zeiss,
Gottingen, Deutschland) fotografiert. Sie wurden mit dem Programm Mirax
Viewer zuganglich gemacht und mit dem Grafikprogramm CorelDraw X3
Graphic bearbeitet.
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Far die Intensitat der Farbung aller funf Antikbrper wurden vier Grade
verwendet. Score 0 bedeutet, dass keinerlei Anfarbung im gesamten
Gewebezylinder zu erkennen war. Score 1 steht fur schwache Anfarbung,

Score 2 fur mittlere Farbung und Score 3 fur starke Anfarbung des

Tumorgewebes mit den Antikdrpern (siehe Abbildung 3).
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Abbildung 3: Intensitatsscores 0 bis 3. A: Score 0, keine Anfarbung der Zellen. B: Score
1, schwache zytoplasmatische Farbung am Beispiel von WT — 1. C: Score 2, mittlere
nukleare Farbung am Beispiel von OLIG - 2. D: Score 3, starke zytoplasmatische
Anfarbung am Beispiel von NOGO - A. Fotografie: Gudrun Albrecht, Neuropathologie
Tubingen.

Die Menge der exprimierten Antikdrper wurde mit funf Graden bewertet. Score
0 wurde dann vergeben, wenn keine positiven Zellen vorhanden waren. Score 1
bei Positivitat in weniger als 24% der Zellen, Score 2 bei AK — Positivitat in 25%
— 49% der Zellen, Score 3 in 50% - 74% der Zellen, Score 4 in Uber 75% aller
Zellen (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: Mengenscores von 0 bis 4. A: Score 0, keine gefarbten Zellen. B: Score 1,
weniger als 24% der Tumorzellen sind angefarbt (nuklear). C: Score 2, Anfarbung in 25%
bis 49% der Falle (nukleéar). D: Score 3, Farbung in 50% bis 74% der Falle (nuklear). E:
Score 4: Farbung in mehr als 75% der Falle (zytoplasmatisch). Fotografie: Gudrun
Albrecht, Neuropathologie Tilbingen.
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2.8 Statistik
Fur die statistischen Tests wurde das Programm JMP Version 6.0 (© 2005

SAS Institute Inc.; www. jmp.com) verwendet.

Eine univariante Varianzanalyse wurde bei allen Vergleichen der GFAP, MAP —
2, NOGO — A, OLIG — 2 und WT — 1 Expression der Tumorgruppen nach dem
WHO Grad, Tumorstatus und dem Geschlecht verwendet. Bei Vergleichen mit
der Proliferationsrate (MIB — 1 Expression) und dem Patientenalter wurde eine
einfache logistische Regressionsanalyse herangezogen. Fir Vergleiche der
arithmetischen Mittel wurden die ,oneway analysis of variance® (ANOVA)
gefolgt von Student — t test herangezogen. Die Uberlebensanalysen wurden
nach der Methode von Kaplan — Meier durchgefiihrt und Gruppenvergleiche
mittels Log — rank test durchgefihrt.

Die Signifikanzwerte wurden folgendermalRen festgelegt: p — Werte <0,0001
wurden als hochsignifikant, p — Werte <0,05 als signifikant gewertet. Das
Konfidenzintervall wurde bei 95%  festgelegt. Der Pearson —
Korrelationskoeffizient wurde der Likelihood Ratio in den Konfidenztafeln

vorgezogen.
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3 Ergebnisse

3.1 GFAP

Immunhistochemisch wird GFAP im Tumorgewebe zytoplasmatisch in normalen
und neoplastischen Astrozyten exprimiert. In Gefal3endothelien, Neuronen,
Oligodendroglia und Leptomeningen wurde, sofern keine Invasion des Tumors
vorlag, keine Farbung beobachtet.

Insgesamt wurden 18 Objekttrager (14 TMAs und 4 Flachenschnitte; insgesamt

766 Tumorgewebsproben) mit dem Antikdrper angefarbt.

3.1.1 GFAP Intensitat

Die Verteilung der zytoplasmatischen Intensitat (0= negativ, 1= geringe, 2=
mittlere, 3= starke Expression) war wie folgt: 18 negativ (2 %), 120 geringe
(16%), 303 mittlere (40%) und 325 starke (42%) Expression (fur die Verteilung
innerhalb der einzelnen Tumorentitaten (siehe Tabelle 33 im Anhang).
Insgesamt wies das Gesamtkollektiv aus hirneigenen Tumoren glialen
Ursprungs im Durchschnitt eine hohe Intensitat fir GFAP auf. Astrozytome
imponierten mit deutlicher GFAP Intensitat;, besonders pilozytische und diffuse
Astrozytome wiesen in der Mehrheit starke Intensitaten (Score 3) auf, wahrend
in den anderen Entitdten Score 3 nur in bis zu einem Drittel der Félle
beobachtet wurde (siehe Abbildung 5). Nur wenige Falle (1,3%) waren negativ
fur GFAP.

Ependymome wiederum exprimierten GFAP durchschnittlich am schwachsten;
mit zunehmendem WHO Grad nahm die Intensitat geringflgig zu, zusatzlich
stieg jedoch auch der Anteil negativer Falle mit an.

Bei den Oligodendrogliomen ist bemerkenswert, dass kein negativer Fall fur
GFAP beobachtet werden konnte, woflr die geringe Fallzahl (N= 58)
verantwortlich gemacht werden kann. Im Durchschnitt zeigte sich eine mittlere
Intensitat (Mittelwert 1,97).



Ergebnisse 46

GFAP Intensitat
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Abbildung 5: Balkendiagramm der GFAP Intensitéat, Score 0 — 3 von Astrozytomen WHO Grad | -
IV (PA I, PMA I, DA I, AA 111, GBM V), Oligodendrogliomen WHO Grad Il und 111 (O Il, AO
11, AOA I111) sowie Ependymomen WHO Grad | — 111 (SE I, ME I, E Il, AE 111).

Vergleich der Tumorgruppen fur GFAP Intensitat

Es lieR sich zeigen, dass die Tumorgruppen der Astrozytome (pilozytische
Astrozytome, pilomyxoide Astrozytome beide WHO Grad I, diffuse Astrozytome
WHO Grad Il und anaplastische Astrozytome WHO Grad Ill; p — Wert<0,0001)
und die Gruppe der Glioblastome (p — Wert= 0,0001) signifikant hohere
Intensitatswerte als die Gruppe der Ependymome aufwiesen (siehe Tabelle 3).

Die Glioblastome grenzten sich ebenfalls klar gegentber niedriggradigeren
Astrozytomen ab und zeigten eine hochsignifikant (p — Wert<0,0001) niedrigere
Expression. Oligodendrogliome grenzten sich sowohl gegenuber Glioblastomen
(p — Wert= 0,0067) als auch Astrozytomen (p — Wert< 0,0001) mit einer
signifikant geringeren Expression ab; sie lieBen sich allerdings nicht von den

Ependymomen unterscheiden (p — Wert= 0,1902).
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GFAP Intensitat p- Werte | Glioblastom | Ependymom | Astrozytom | Mittelwert Intensitéat
Glioblastom 2,157
Ependymom 0,0001 1,858
Astrozytom <0,0001 <0,0001 2,547

Oligodendrogliom 0,0067 0,1902 <0,0001 2,018

Tabelle 3: p — Werte von Tumorgruppenvergleichen fir GFAP Intensitat. Kein signifikanter
Unterschied bestand zwischen Oligodendrogliomen und Ependymomen; alle anderen
Gruppen waren signifikant verschieden.

Vergleiche der GFAP Intensitdtsgruppen ,schwach vs.  stark®

Zur deutlicheren Unterscheidung zwischen Tumorpréparaten mit schwacher
bzw. starker Intensitdt wurden die Gewebe mit Score eins und zwei als
schwach exprimierend zusammengefasst. Schwache Intensitat besallen 441
(58%), starke jeweils 325 (42%) Gewebeproben (siehe Tabelle 4).

Die starkste Intensitat fand man bei niedriggradigen Astrozytomen WHO Grad |

und Il, die mehrheitlich starke GFAP Intensitat besal3en.

GFAP Intensitat schwach vs. stark
WHO Grad | Diagnose | Anzahl Gruppe
schwach stark
Insgesamt 766 441(57,6%) | 325 (42,4%)
astrozytére Tumore 539 271 (50.3%) | 268 (49,7%)
1 pilozytisches Astrozytom 178 38 (21,3%) 140 (78,7%)
2 pilomyxoides Astrozytom 2 1 (50%) 1 (50%)
diffuses Astrozytom 46 16 (34,8%) 30 (65,2%)
3 anaplastisches Astrozytom 58 39 (67,2%) 19 (32,8%)
4 Glioblastom 255 177 (69,4%) 78 (30,6%)
oligodendrogliale Tumore | 58 | 41 (70,7%) | 17 (29,3%)
2 Oligodendrogliom 25 16 (64%) 9 (36%)
3 anaplastisches Oligodendrogliom 30 22 (73,3%) 8 (26,7%)
anaplastisches Oligoastrozytom 3 3 (100%) 0 (0%)
ependymale Tumore | 169 | 129 (76,3%) | 40 (23,7%)
1 Subependymom 14 11 (78,6%) 3 (21,4%)
Myxopapillares Ependymom 26 22 (84,6%) 4 (15,4%)
2 Ependymom 87 67 (77%) 20 (23%)
3 anaplastisches Ependymom 42 29 (69%) 13 (31%)

Tabelle 4: GFAP Intensitatsgruppen ,,schwach“ vs. ,stark“. Schwach: negative (Score 0),
gering (Score 1) und mittel (Score 2) gefarbte Proben; Stark: kraftig (Score 3) geférbte
Proben. Astrozytome sind jeweils zur Halfe, Oligodendrogliome und Ependymome in der
Mehrheit schwach gefarbt.
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GFAP Intensitat nach WHO Grad
Innerhalb der WHO Grad | Tumore lie3 sich die hochste Intensitat bei den

pilozytischen Astrozytomen zu 79%, bei Subependymomen mit 21% und bei
myxopapillaren Ependymomen in 15% nachweisen.

Das Vorliegen einer schwachen Intensitéat lie? zu hoher Wahrscheinlichkeit auf
ein  myxopapillares Ependymom (84,6%) oder Subependymom (78,6%)
schlieBen (siehe Tabelle 4).

Bei WHO Grad Il Gliomen zeigten 65% der diffusen Astrozytome, die Halfte der
pilomyxoiden Astrozytome und geringere Mengen von Oligodendrogliomen und
Ependymomen eine starke Intensitat.

Im Fall einer schwach ausgepragten Intensitdt sollte man zu 77% ein
Ependymom, zu 64% ein Oligodendrogliom in Betracht ziehen.

WHO Grad Il gliale Tumore wiesen in der Mehrheit eine schwache GFAP
Intensitat auf. Anaplastische Oligoastrozytome waren zu 100%, anaplastische
Oligodendrogliome zu 73%, anaplastische Ependymome zu 69%, anaplastische
Astrozytome zu 67% schwach angefarbt.

Die Tumore mit WHO Grad IV zeigten zu 69% eine schwache Intensitat (siehe
Tabelle 4).

3.1.2 GFAP Menge

Zusatzlich zur Farbeintensitat erfolgte eine quantitative Auswertung der
angefarbten Tumorzellen. Deren Verteilung (0= keine positiven Zellen, 1= 1 —
25%, 2= 26 — 50%, 3=51 - 75%, 4= 76 — 100% positive Zellen) im
Gesamtkollektiv zeigte, dass ein Grol3teil des Tumorgewebes immunreaktiv fir
GFAP war. Die angefarbten Zellen verteilten sich wie folgt: Score null 18 (2%),
Score eins 39 (5%), Score zwei 63 (8%), Score drei 78 (10%) und Score vier
568 (74%) der Falle (fur die Verteilung der einzelnen Tumorentitaten siehe
Tabelle 34 im Anhang).

Tumore astrozytdren Ursprungs wiesen in der absoluten Mehrheit (82,74%)
grol3e Mengen an GFAP auf, besonders die WHO Grade | bis Ill. Glioblastome
exprimierten im Mittel (3,43) etwas geringere Mengen an GFAP.
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Ependymales Tumorgewebe zeigte in den meisten Fallen (72%) Score drei und

vier. Die Tumorgruppe der Oligodendrogliome besaf} im statistischen Mittel die

geringsten Mengen GFAP.

Insgesamt wurde GFAP in grol3en Mengen in den Tumorgeweben exprimiert,

die geringsten Mengen fanden sich in oligodendroglialen Tumoren bzw.

Mischgliomen mit oligodendroglialem Anteil (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6: Balkendiagramm der GFAP Menge Score 0 — 4 von Astrozytomen WHO
Grad | = IV (PA I, PMA 1, DA 1l, AA lll, GBM V), Oligodendrogliomen WHO Grad Il und Il
(O ll, AO Ill, AOA 1lI) sowie Ependymomen WHO Grad | - IIl (SE I, ME I, E II, AE 1lI).

Vergleich der Tumorgruppen fiir GFAP Menge

Es wiesen die Astrozytome (p — Wert<0,0001) und Glioblastome (p — Wert=
0,0228) einen signifikant hoheren, die Oligodendrogliome (p — Wert= 0,0005)

einen signifikant

niedrigeren Unterschied zu den Ependymomen auf.

Glioblastome unterschieden sich hochsignifikant gegenuber Astrozytomen (p —

Wert<0,0001) durch geringere GFAP Mengen. Oligodendrogliome wiesen zu
Astrozytomen (p — Wert<0,0001) und Glioblastomen (p — Wert<0,0001)
hochsignifikant geringere Mengen GFAP auf (siehe Tabelle 5).
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GFAP Menge p- Werte Glioblastom Ependymom | Astrozytom | Mittelwert Menge
Glioblastom 3,427
Ependymom 0,0228 3,097

Astrozytom <0,0001 <0,0001 3,927
Oligodendrogliom <0,0001 0,0005 <0,0001 2,691

Tabelle 5: p — Werte von Tumorgruppenvergleichen fir GFAP Menge. Alle Tumorgruppen
waren signifikant unterschiedlich.

Vergleich der GFAP Menge ,wenig”“ vs.  viel"

Zur weiteren Differenzierung der Tumorproben in solche mit gering bzw. viel
exprimierten Antikbrpern wurden alle Proben, in denen weniger als 50% des
Gewebes angefarbt wurde (d.h. Score 0 — 2), der Gruppe ,wenig“ zugeteilt; bei
Gewebe mit mehr als der Halfte positive Zellen (d.h. Score 3 oder 4) in die
Gruppe ,viel“.

Wenige GFAP positive Zellen wurden in 120 (16%), groRe Mengen in 646
(84%) aller Tumorproben gefunden (siehe Tabelle 6).

Die meiste Antikérpermenge zeigten Astrozytome WHO Grad | — |l
Glioblastome und Ependymome lagen im Mittelfeld. Oligodendrogliome zeigten

die wenigsten positiven Zellen fiir GFAP.

GFAP Menge wenig vs. Vel
WHO Grad | Diagnose | Anzahl Gruppe
wenig viel

Insgesamt 766 120 (15,67) | 646 (84,33)
astrozytare Tumore 539 48 (8,9) 491 (91,1)
1 pilozytisches Astrozytom 178 2(1,12) 176 (98,88)

5 pilomyxoides Astrozytom 2 0 2 (100)
diffuses Astrozytom 46 1(2,17) 45 (97,83)
3 anaplastisches Astrozytom 58 2 (3,45) 56 (96,55)
4 Glioblastom 255 43 (16,86) 212 (83,14)
oligodendrogliale Tumore | 58 | 26 (44,8) | 32 (55,2)

2 Oligodendrogliom 25 10 (40) 15 (60)
3 anaplastisches Oligodendrogliom 30 14 (46,67) 16 (53,33)
anaplastisches Oligoastrozytom 3 2 (66,67) 1 (33,33)
ependymale Tumore | 169 | 46 (27,2) | 123 (72,8)
1 Subependymom 14 2 (14,29) 12 (85,71)
Myxopapillares Ependymom 26 9 (34,62) 17 (65,38)
2 Ependymom 87 21 (24,14) 66 (75,86)
3 anaplastisches Ependymom 42 14 (33,33) 28 (66,67)

Tabelle 6: GFAP Mengengruppen ,wenig“ vs. ,viel“. Wenig: 0% (Score 0), 1 — 24%

(Score 1), 25 — 49% (Score 2) gefarbte Tumorzellen; Viel: 50 — 74% (Score 3) und 75 —
100% (Score 4) gefarbte Proben. Astrozytome, Ependymome und Oligodendrogliome
exprimierten mehrheitlich viel GFAP.
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GFAP Menge nach WHO Grad
Hirneigene Gliome des WHO Grad | besaf3en in der Mehrheit viele (d.h. Score 3

oder 4) positive Tumorzellen fir GFAP. Pilozytische Astrozytome wiesen zu
99%, Subependymome zu 86% und myxopapillare Ependymome zu 65% der
Falle hohe GFAP Mengen auf.

Auch innerhalb des WHO Grad Il wiesen die meisten glialen Tumore
mehrheitlich viel GFAP auf: pilomyxoide Astrozytome mit 100%, diffuse
Astrozytome zu 98%, Ependymome zu 76% und Oligodendrogliome zu 60%.
Grollere Mengen an negativen Zellen bzw. Tumore mit ,wenig“ GFAP sind
somit ein Indiz fur ein Oligodendrogliom.

Die Gruppe der WHO Grad lll Gliome ist heterogener beziglich der GFAP
Expression: Zellen des anaplastischen Astrozytoms weisen zu 97%, des
anaplastischen Ependymoms zu 67%, des anaplastischen Oligodendroglioms
zu 53% und des anaplastischen Oligoastrozytoms zu 33% viel GFAP auf.

WHO Grad IV Tumore (d.h. Glioblastome) sind zu 83% der ,viel* — GFAP —
Gruppe zuzuordnen und haben damit mehr Falle mit ,wenig“ GFAP als

anaplastische Astrozytome.

3.1.3 GFAP Immunreaktiver Score

In der statistischen Auswertung des Immunreaktiven Scores (IRS, Intensitat x
Menge, Werte von 0 — 12) zeigten pilozytische Astrozytome (Mittelwert 10,9),
diffuse Astrozytome (Mittelwert 9,7) und anaplastische Astrozytome (Mittelwert
8,2) die hochsten Mittelwerte fur GFAP. Glioblastome (Mittelwert 7,6) wiesen
einen hoheren IRS auf als die Gruppe der Ependymome (Mittelwert 6,4), die mit
steigendem WHO Grad héhere Immunreaktivitat zeigte.

Am geringsten stellten sich Oligodendrogliome dar (Mittelwert 6,09; siehe
Tabelle 7).
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GFAP IRS
WHO Grad Diagnose Anzahl [Mittelwert IRS |MIB 1 Proliferationsrate | Tumorstatus
Mittelwert in %| p- Wert p- Wert
Insgesamt 761 8,15 9,49 0,0007 0,1474
astrozytare Tumore 537 8,94 11,47 <0,0001 0,5173
1 pilozytisches Astrozytom 178 10,89 1,95 0,3966
2 diffuses Astrozytom 46 9,74 1,89 0,9299
3 anaplastisches Astrozytom 58 8,22 8,68 0,6462
4 Glioblastom 255 7,60 19,1 0,2753 0,5255
oligodendrogliale Tumore 55 6,09 6,70 0,3575 0,4908
2 Oligodendrogliom 25 6,4 4,23
3 anaplastisches Oligodendrogliom 30 5,83 8,70
ependymale Tumore 169 6,40 3,73 0,5631 0,0401
1 Subependymom 14 7,21 1,83 0,0634
Myxopapillares Ependymom 26 5,11 2,03 0,1444
2 Ependymom 87 6,41 1,71 0,0165
3 anaplastisches Ependymom 42 6,90 9,83 0,3166

Tabelle 7: Mittelwerte GFAP Immunreaktiver Score sowie Vergleiche mit Proliferation
(MIB 1 Expression) und Tumorstatus. Astrozytome, im Besonderen WHO Grad | und I,
wiesen einen starken IRS auf, wahrend Ependymome und Oligodendrogliome geringere
Immunreaktivitdt besalBen. Steigende Proliferation fluhrte zu signifikant hdherer
Immunreaktivitdt im Allgemeinen sowie bei Astrozytomen. Rezidivgewebe korrelierte
signifikant mit erhdhtem IRS bei Ependymomen.

Vergleich der Tumorgruppen nach GFAP IRS

Es zeigten die Gruppen der Astrozytome (p — Wert<0,0001) und Glioblastome
(p — Wert= 0,0085) einen signifikant hdheren immunreaktiven Score gegeniber
Ependymomen, wahrend Oligodendrogliome (p - Wert<0,0001) eine
hochsignifikant geringere Expression von GFAP nachwiesen. Glioblastome
lieRen sich hochsignifikant von der Gruppe der Astrozytome (p — Wert<0,0001)
und Oligodendrogliome (p — Wert<0,0001) trennen. Astrozytome unterschieden
sich hochsignifikant durch einen héheren IRS zu Oligodendrogliomen (p — Wert
<0,0001; siehe Tabelle 8).

GFAP IRS p- Werte |Glioblastom [ Ependymo| Astrozytom Mittelwert
Glioblastom 7,604
Ependymom 0,0085 6,402
Astrozytom <0,0001|( <0,0001 10,15
Oligodendrogliom <0,0001| <0,0001| <0,0001|6,091

Tabelle 8: p — Werte von Tumorgruppenvergleichen fir GFAP IRS. Alle Gruppen waren
untereinander signifikant verschieden.
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Korrelation nach Geschlecht, Tumorstatus, Alter und Proliferationsrate

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der GFAP Expression fur die
Geschlechter (p — Wert= 0,2318), weder im Gesamtkollektiv noch in den
einzelnen Tumorgruppen (siehe Tabelle 43 im Anhang).

Im Primar — bzw. Rezidivtumor liel3 sich im Gesamtvergleich kein signifikanter
Unterschied feststellen (p - Wert= 0,1474). Astrozytome und
Oligodendrogliome lieBen ebenfalls keine Unterschiede aufgrund des
Tumorstatus erkennen (siehe Tabelle 7). Die Gruppe der Ependymome war
heterogen, klassische Ependymome WHO Grad Il wiesen einen signifikanten
Unterschied beziglich des Tumorstatus auf (p — Wert= 0,0165); Rezidivgewebe
(Mittelwert 11; Standardabweichung 1,9) grenzte sich signifikant zu
Primargewebe (Mittelwert 5,9; Standardabweichung 3,4) durch erhohte
Expression ab. Dies hatte statistischen Einfluss auf die gesamte Tumorgruppe;
auf die anderen ependymalen Tumore jeweils nicht.

Ein signifikanter Unterschied des IRS bestand beim Patientenalter (p — Wert=
0,0027), wobei der IRS mit zunehmendem Alter im Gesamtkollektiv abnahm.
Die Astrozytome zeigten die gleichen signifikanten Unterschiede (p — Wert=
0,0004), die sich allerdings nicht anhand des WHO Grades begriinden lassen
(siehe Tabelle 43 im Anhang).

Bei Oligodendrogliomen und Ependymomen hatte das Patientenalter keinen
signifikanten Einfluss.

Die Proliferationsrate des Gesamtkollektives hatte signifikanten Einfluss auf den
Immunreaktiven Score (p — Wert= 0,0007). Je héher die MIB 1 Rate, desto
geringer war der GFAP IRS. Diese Tendenz blieb auch nach Stratifizierung der
einzelnen Entitaten in der Tumorgruppe der Astrozytome signifikant (p —
Wert<0,0001). Allerdings liel3 sich dieser Zusammenhang nicht mit der WHO
Gradierung begriinden (siehe Tabelle 7). Auf die anderen Tumorentitaten hatte

die Proliferation keine signifikanten Auswirkungen.

Lokalisationen

GFAP wurde am deutlichsten in den Tumoren intraspinal (Mittelwert 11,27), im
Kleinhirn (Mittelwert 11,21) und intraventrikular (Mittelwert 10,91) exprimiert. Am
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Sulcus centralis (Mittelwert 6,08 sowie 7,56) und im Zwischenhirn (Mittelwert 8)
jeweils am wenigsten (siehe Abbildung 25 im Anhang).

Uberlebensvergleiche der Tumorentitaten

Bei der Uberlebensanalyse nach Kaplan Meier von allen Gliomen mit mehr als
10 Patientenfallen zeigten sich Unterschiede zwischen Tumorproben, die einen
geringeren bzw. starkeren IRS als den jeweiligen Mittelwert der Tumorentitét
hatten. Bei myxopapillaren Ependymomen (p — Wert= 0,0466; N= 15) und
Oligodendrogliomen (p — Wert= 0,0423; N= 12) war ein uUberdurchschnittlicher
GFAP IRS mit einer langeren Uberlebenszeit assoziiert. Zur weiteren
Interpretation sollten allerdings Studien mit gro3eren Fallzahlen hinzugezogen
werden.

Bei allen anderen Tumorentitaten lief3 sich kein Einfluss der GFAP Expression
auf das Uberleben feststellen (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Kaplan — Meier Uberlebenskurven verschiedener Tumorentitaten bei GFAP
IRS unter dem Mittelwert (,,0) bzw. Falle mit groBerem IRS als Mittelwert (,,1¢) der
Tumorentitat. Tumorentitaten jeweils abgekurzt; Astrozytome WHO Grad | — IV (PA |, DA
I, AA lll und GBM 1V) sowie Ependymome WHO Grad | — lll (ME I, E Il, AE Ill) und
Oligodendrogliome WHO Grad Il und 111 (O I, AO Ill). Es liel3 sich nur bei ME I und O Il ein
signifikanter Unterschied feststellen. Uberdurchschnittlicher GFAP IRS ging mit
langerem Uberleben einher.



Ergebnisse 55

Astrozytome WHO Oligodendrogliome WHO Ependymome WHO
Grad | - IV Grad Il - 1l Grad | - 1l

Abbildung 8: Immunhistochemische GFAP Expression der Tumorentitaten. A:
Pilozytisches Astrozytom WHO Grad | mit starker Expression. B: Klassisches
Oligodendrogliom WHO Grad Il mit mittlerer Expression. C: Subependymom WHO Grad |
mit mittlerer Expression. D: Diffuses Astrozytom WHO Grad Il mit starker Expression. E:
Anaplastisches Oligodendrogliom WHO Grad Il mit starker Expression. F:
Myxopapillares Ependymom WHO Grad | mit mittlerer Expression. G: Anaplastisches
Astrozytom WHO Grad Ill mit starker Expression. H: Klassisches Ependymom WHO Grad
Il mit mittlerer Expression. I: Glioblastom WHO Grad IV mit mé&Rig starker Expression. J:
Anaplastisches Ependymom WHO Grad Il mit maBig starker Expression. Fotografie:
Gudrun Albrecht, Neuropathologie Tubingen.
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3.2 MAP-2

Typisch ist die zytoplasmatische Expression in Neuronen in den Zellkdrpern
und Dendriten, sowie in Oligodendrogliazellen. Gelegentlich wurden auch
intrazellulare ,dots“ und ,rings“ ahnlich der bekannten EMA Immunreaktivitat
festgestellt, die kraftig positiv waren. Endothelien zeigten keine MAP 2 —
Expression.

Insgesamt wurden 18 Objekttrager (14 TMAs und 4 Flachenschnitte; insgesamt
745 Tumorgewebsproben) mit dem Antikdrper angefarbt.

3.2.1 MAP -2 Intensitat

Bei Betrachtung der MAP 2 Intensitat wiesen 175 Falle Score 0 (negativ), 160
Score 1 (schwach), 287 Score 2 (mittel) und 123 Score 3 (stark) auf (siehe
Tabelle 35 im Anhang).

Oligodendrogliome zeigten die starksten Intensitaten (Mittelwert 1,86), wobei
die héhergradigen oligodendroglialen Tumore starkere Intensitaten besalRen.
Innerhalb der Tumorgruppe der Astrozytome (Mittelwert 1,76) besal3en die
pilozytischen Astrozytome die kraftigsten Werte (Mittelwert 2,02).

Ependymome waren deutlich schwacher (Mittelwert 0,42) gefarbt, es liel3 sich
jedoch eine gewisse Zunahme mit steigendem WHO Grad feststellen (siehe
Abbildung 9). Bemerkenswert ist, dass bei myxopapillaren Ependymomen keine
Falle mit Score zwei und drei festgestellt werden konnten, wofir die geringe
Fallzahl (N= 25) verantwortlich gemacht werden sollte.
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MAP2 Intensitét

B Score 3 (stark)

B Score 2 (mittel)

O Score 1 (schwach)
O Score 0 (negativ)

Prozent

Diagnose

Abbildung 9: Balkendiagramm der MAP 2 Intensitét, Score 0 — 3 von Astrozytomen WHO
Grad | = IV (PA I, PMA II, DA II, AA Ill, GBM 1V), Oligodendrogliomen WHO Grad Il und lll
(O ll, AO Ill, AOA 1lI) sowie Ependymomen WHO Grad | - IIl (SE I, ME |, E II, AE 1lI).

Vergleich der Tumorgruppen fiir MAP — 2 Intensitit

Im statistischen Vergleich der Intensitaten zeigten die Gruppen der
Oligodendrogliome (p — Wert<0,0001) und Glioblastome (p — Wert<0,0001)
einen hochsignifikanten Unterschied durch starkere Intensititen gegenuber
Ependymomen. Astrozytome lieBen sich signifikant zu Ependymomen (p —
Wert<0,0001) und Glioblastomen (p — Wert= 0,0035) durch kraftigere
Intensitaten abgrenzen. Allerdings lieRen sich Astrozytome nicht eindeutig von
Oligodendrogliomen (p - Wert= 0,3104) unterscheiden. Glioblastome
unterschieden sich wiederum signifikant von Oligodendrogliomen (p -

Wert=0,0150) durch schwachere Expression (siehe Tabelle 9).

MAP2 Intensitat p-| Glioblastom | Ependymom | Astrozytom | Mittelwert Intensitat
Glioblastom 1,663
Ependymom <0,0001 0,415
Astrozytom 0,0035 <0,0001 1,763

Oligodendrogliom 0,0150 <0,0001 0,3104 1,862

Tabelle 9: p — Werte von Tumorgruppenvergleichen fir MAP 2 Intensitat. Astrozytome
zeigten keinen signifikanten Unterschied zu Oligodendrogliomen, alle anderen
Tumorgruppen waren signifikant verschieden.
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MAP — 2 Intensitatgruppen ,schwach” vs.  stark"

Zur Abgrenzung zwischen starker und schwacher Intensitat wurden alle Falle
geringer und mittlerer Intensitat (Score eins und zwei) der Gruppe ,schwach®
zugeordnet. Es stellte sich heraus, dass 622 Gewebeproben (83,5%) schwache
und 123 (16,5%) starke Intensitat zeigten.

Bei den Oligodendrogliomen hatten ein Viertel der Falle (26,8%) starke
Intensitat, bei den astrozytaren Gliomen ein Flinftel (19,9%).

Ependymome wiesen fast vollstandig (98,1%) geringe MAP 2 Intensitaten auf
(siehe Tabelle 10).

MAP 2 Intensitat
WHO Grad | Diagnose | Anzahl Gruppe
schwach stark
Insgesamt 745 622 (83,49) [ 123 (16,51)
astrozytére Tumore 529 424 (80,15) [ 105 (19,85)
1 pilozytisches Astrozytom 172 119 (69,19) 53 (30,81)
5 pilomyxoides Astrozytom 3 3 (100) 0
diffuses Astrozytom 46 44 (95,65) 2 (4,35)
3 anaplastisches Astrozytom 53 47 (88,68) 6 (11,32)
4 Glioblastom 255 211 (82,75) 44 (17,25)
oligodendrogliale Tumore | 56 | 41 (73,21) | 15 (26,79)
2 Oligodendrogliom 23 21 (91,3) 2 (8,7)
3 anaplastisches Oligodendrogliom 30 20 (66,67) 10 (33,33)
anaplastisches Oligoastrozytom 3 0 3 (100)
ependymale Tumore | 160 | 157 (98,13) | 3(1,87)
1 Subependymom 14 14 (100) 0
Myxopapillares Ependymom 25 25 (100) 0
2 Ependymom 79 79 (100) 0
3 anaplastisches Ependymom 42 39 (92,86) 3(7,14)

Tabelle 10: MAP 2 Intensitidtsgruppen ,,schwach® vs. ,stark“. Schwach: negative (Score
0), gering (Score 1) und mittel (Score 2) gefarbte Proben; Stark: kraftig (Score 3) gefarbte
Proben. Alle Tumorentitaten, ausgenommen anaplastische Oligoastrozytome, wiesen in
der Mehrheit schwache Intensitaten nach.

Tumorvergleiche nach WHO Grad

Beim Vorliegen eines WHO Grad | Glioms zeigten pilozytische Astrozytome am
haufigsten starke MAP 2 Intensitat (31%).

Ependymale WHO Grad | Tumore waren vollstandig schwach gefarbt.

Gliale Tumore des WHO Grad Il besal3en zu einem hohen Prozentsatz geringe
MAP 2 Intensitaten, bei diffusen Astrozytomen liel3 sich in 4% der Falle starke

Expression nachweisen.
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Innerhalb des WHO Grad Il wiesen anaplastische Oligoastrozytome
vollstandig, anaplastische Oligodendrogliome zu einem Drittel sowie
anaplastische Astrozytome zu 11,3% starke Intensitaten auf.

Anaplastische Ependymome waren in deutlicher Mehrheit (93%) schwach
gefarbt.

Glioblastome zeigten in 17% der Falle stark gefarbte Zellkorper (siehe Tabelle
10).

3.2.2 MAP -2 Menge

Das Gesamtkollektiv glialer Tumore enthielt 175 (23,49%) Falle mit Score 0,
197 (26,44%) Falle mit Score 1, 133 Falle (17,85%) mit Score 2, 80 Félle
(10,74%) mit Score 3 und 160 (21,48%) Falle mit Score 4.

Oligodendrogliale Tumore zeigten die hochste MAP 2 Menge (Mittelwert 2,5),
gefolgt von Astrozytomen (Mittelwert 2,15). Diffuse (Mittelwert 2,8), pilozytische
(Mittelwert 2,43) und anaplastische Astrozytome (Mittelwert 2,42) besalien
uberdurchschnittliche Mengen an MAP 2.

Ependymome exprimierten nur geringe Mengen MAP 2 (Mittelwert 0,43; siehe
Tabelle 36 im Anhang).

Insgesamt exprimierten weniger als die Halfte der Zellen MAP 2 (Mittelwert 1,8).
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MAP2 Menge
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Abbildung 10: Balkendiagramm der MAP 2 Menge Score 0 — 4 von Astrozytomen WHO
Grad | = IV (PA I, PMA 1, DA 1l, AA lll, GBM V), Oligodendrogliomen WHO Grad Il und Il
(O I, AO 1ll, AOA I1lI) sowie Ependymomen WHO Grad | - Il (SE I, ME |, E Il, AE 1lI).

Vergleich der Tumorgruppen fur MAP — 2 Menge

Hochsignifikante Unterschiede bei der MAP 2 Menge liel3en sich zwischen den
Oligodendrogliomen (p — Wert<0,0001), den Astrozytomen WHO Grad | — Il (p
— Wert<0,0001) und den Glioblastomen (p — Wert<0,0001) gegenuber der
Gruppe der Ependymome, durch hohere Mengen feststellen. Glioblastome
unterschieden sich zu  Astrozytomen (p - Wert<0,0001) und
Oligodendrogliomen (p — Wert=0,0019) durch geringere Mengen signifikant.
Astrozytome waren von den Oligodendrogliomen (p — Wert=0,2037) nicht klar

verschieden (siehe Tabelle 11).

MAP 2 Menge p- Werte | Glioblastom | Ependymom | Astrozytom | Mittelwert Menge
Glioblastom 1,784
Ependymom <0,0001 0,3767

Astrozytom <0,0001 <0,0001 2,498
Oligodendrogliom 0,0019 <0,0001 0,2037 2,490

Tabelle 11: p — Werte von Tumorgruppenvergleichen fiur MAP 2 Menge. Astrozytome
lieRen keinen signifikanten Unterschied zu Oligodendrogliomen erkennen. Alle anderen
Tumorgruppen waren untereinander signifikant unterschiedlich.
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Vergleich der MAP — 2 Mengen ,wenig”“ vs. ,viel*

Bei der Unterscheidung zwischen geringen und grof3en Mengen MAP 2 zeigte
sich, dass zwei Drittel der Tumorproben (505 Falle) wenig und ein Drittel (240
Falle) viel Antikorper exprimierte. Wahrend astrozytdre Tumore mit 61,1%
,wenig“ sowie 38,9% ,viel* Expression in etwa dem Durchschnitt entsprachen,
zeigten Oligodendrogliome je zur Halfte geringe bzw. grof3e Mengen.
Ependymome zeigten in der klaren Mehrheit (96,3%) wenige positive Zellen fur
MAP 2 (siehe Tabelle 12).

MAP2 Menge wenig vs. viel
WHO Grad Diagnose Anzahl Gruppe
wenig viel
Insgesamt 745 |505 (67,79)]240 (32,21)
astrozytare Tumore 529 |323 (61,06)]206 (38,94)
1 pilozytisches Astrozytom 172 94 (54,65) 78 (45,35)
5 pilomyxoides Astrozytom 3 2 (66,67) 1 (33,33)
diffuses Astrozytom 46 14 (30,43) 32 (69,57)
3 anaplastisches Astrozytom 53 28 (52,83) 25 (47,17)
4 Glioblastom 255 185 (72,55) 70 (27,45)
oligodendrogliale Tumore | 56 | 28 (50) | 28 (50)
2 Oligodendrogliom 23 14 (60,87) 9 (39,13)
3 anaplastisches Oligodendrogliom 30 13 (43,33) 17 (56,67)
anaplastisches Oligoastrozytom 3 1(33,33) 2 (66,67)
ependymale Tumore | 160 [154 (96,25)| 6 (3,75)
1 Subependymom 14 11 (78,57) 3(21,43)
Myxopapillares Ependymom 25 25 (100) 0
2 Ependymom 79 79 (100) 0
3 anaplastisches Ependymom 42 39(92,86) 3(7,14)

Tabelle 12: MAP 2 Mengengruppen ,,wenig“ vs. ,viel“. Wenig: 0% (Score 0), 1 — 24%
(Score 1), 25 — 49% (Score 2) gefarbte Tumorzellen; Viel: 50 — 74% (Score 3) und 75 —
100% (Score 4) gefarbte Proben. Diffuse Astrozytome und anaplastische
Oligoastrozytome exprimierten mehrheitlich viel MAP 2, alle anderen Tumorentitaten
wiesen in der Mehrheit wenig MAP 2 Expression auf.
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Tumorvergleiche nach WHO Grad

Innerhalb der WHO Grad | Gliome konnte bei den pilozytischen Astrozytomen
zu 45,4% viel MAP 2 festgestellt werden.

Subependymom und myxopapillares Ependymom exprimierten zu jeweils
78,6% bzw. 100% nur wenig MAP 2.

Im Falle eines glialen Tumors WHO Grad Il mit viel MAP 2 Expression ist das
diffuse Astrozytom zu 69,6% in Erwagung zu ziehen.

Oligodendrogliome wiesen zu 39,1% und pilomyxoide Astrozytome zu einem
Drittel viel MAP 2 auf.

WHO Grad Il Gliome stellten sich uneinheitlich dar: Anaplastische
Oligoastrozytome exprimierten zu zwei Drittel, anaplastische Oligodendrogliome
zu 56,7% MAP 2. Wenig MAP 2 zeigten anaplastische Astrozytome zu 52,8%
und anaplastische Ependymome zu 92,9%.

Glioblastome exprimierten mehrheitlich (72,6%) wenig MAP 2 (siehe Tabelle
12).

3.2.3 MAP - 2 Immunreaktiver Score

Beim Vergleich des Immunreaktiven Scores imponierten Oligodendrogliome
(Mittelwert 5,11), besonders anaplastische Oligodendrogliome (Mittelwert 5,93),
mit Uberdurchschnittlicher MAP 2 Expression. Astrozytome (Mittelwert 4,48)
wiesen mit steigendem WHO Grad abnehmende Immunreaktivitat auf.

Die Tumorgruppe der Ependymome (Mittelwert 0,74) lie3 nur in sehr geringem
Mall MAP 2 Expression erkennen, Subependymome und anaplastische
Ependymome zeigten die starksten Werte (Mittelwert jeweils 1,5; siehe Tabelle
13).
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MAP2 IRS
WHO Grad Diagnose Anzahl |Mittelwert IRS | MIB 1 Proliferationsrate | Tumorstatus
Mittelwert in % | p- Wert p- Wert
Insgesamt 739 3,72 9,49 0,0011 0,2040
astrozytare Tumore 526 4,48 11,47 0,9361 0,1460
1 pilozytisches Astrozytom 172 5,48 1,95
2 diffuses Astrozytom 46 4,70 1,89
3 anaplastisches Astrozytom 53 4,42 8,68
4 Glioblastom 255 3,78 19,1 <0,0001 0,1017
oligodendrogliale Tumore [ 53 ] 5,11 | 6,70 [0,4078 [ 0,1624
2 Oligodendrogliom 23 4,04 4,23
3 anaplastisches Oligodendrogliom 30 5,93 8,70
ependymale Tumore | 160 | 0,74 | 3,73 [<0,0001] 0,0859
1 Subependymom 14 1,5 1,83 <0,0001
Myxopapillares Ependymom 25 0,04 2,03 0,4314
2 Ependymom 79 0,42 1,71 0,2328
3 anaplastisches Ependymom 42 1,5 9,83 0,0182

Tabelle 13: Mittelwerte MAP 2 Immunreaktiver Score sowie Vergleiche mit Proliferation
(MIB1 Expression) und Tumorstatus. Oligodendrogliome, am deutlichsten WHO Grad llI
Gliome, und niedriggradige Astrozytome besalRen die gréfite MAP 2 Immunreaktivitat.
Erhdhte MIB 1 Expression korrelierte signifikant mit erhohtem IRS bei Glioblastomen und
Ependymomen. Der Tumorstatus hatte auf den MAP 2 IRS keinen signifikanten Einfluss.

Vergleich der Tumorgruppen MAP — 2 IRS

Es konnte zwischen den Oligodendrogliomen (p - Wert<0,0001), den
Astrozytomen (p — Wert<0,0001) und den Glioblastomen (p — Wert<0,0001)
durch hoéhere mittlere Immunreaktivitat hochsignifikant zu den Ependymomen
unterschieden werden.

Signifikanter Unterschied bestand ebenfalls zwischen den Glioblastomen und
Astrozytomen (p — Wert= 0,0032), wobei Glioblastome niedrigere Werte zeigten
(siehe Tabelle 14).

Glioblastome konnten zu den Oligodendrogliomen (p — Wert=0,1181) nicht klar
unterschieden werden. Astrozytome lieRen sich von den Oligodendrogliomen

auch nicht signifikant trennen (p — Wert= 0,4394).

MAP 2 IRS p- Werte |Glioblastom | Ependymom | Astrozytom | Mittelwert
Glioblastom 3,780
Ependymom <0,0001 0,6424
Astrozytom 0,0032 <0,0001 5,064
Oligodendrogliom 0,1181 <0,0001 0,4394 5,113

Tabelle 14: p — Werte von Tumorgruppenvergleichen fiur MAP 2 IRS. Oligodendrogliome
sind gegenuber Glioblastomen und Astrozytomen nicht signifikant verschieden.
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Korrelation nach Geschlecht, Tumorstatus, Alter und Proliferationsrate

Hinsichtlich des Primar- bzw. Rezidivstatus lieBen sich weder im
Gesamtkollektiv (p — Wert= 0,2040) noch in den jeweiligen Tumorgruppen
signifikante Unterschiede erkennen (siehe Tabelle 13).

Das Geschlecht hatte keinen entscheidenden Einfluss auf die MAP 2
Expression (siehe Tabelle 43 im Anhang).

Signifikante Unterschiede traten beim Patientenalter auf. Bei der Gesamtheit
der Tumorproben (p — Wert= 0,0027) zeigte sich, dass zunehmendes Alter mit
einem abnehmenden IRS assoziiert ist. Dieser Sachverhalt stellte sich auch bei
astrozytaren Tumoren dar (p — Wert= 0,0004), setzte sich jedoch nicht in die
einzelnen Entitdten fort. Oligodendrogliome und Ependymome zeigten keine
signifikanten Unterschiede beim Patientenalter (siehe Tabelle 43 im Anhang).
Eine erhdhte Expression von MIB 1 hatte signifikante Auswirkungen auf den
Immunreaktiven Score von MAP 2 beim Gesamtkollektiv (p — Wert= 0,0011)
und ging mit dessen Erhdhung einher. Diese Korrelation blieb nach der
Stratifizierung bei Glioblastomen (p — Wert<0,0001), ependymalen Tumoren (p
— Wert<0,0001) wie Subependymomen (p — Wert<0,0001) hochsignifikant, bei
hohergradigen Ependymomen WHO Grad Il (p — Wert= 0,0182) ebenfalls
signifikant. Niedriggradige Astrozytome und Oligodendrogliome lie3en diesen

Zusammenhang nicht erkennen (siehe Tabelle 13).

Lokalisationen
Hochste MAP 2 IRS Werte konnten im Zwischenhirn (Mittelwert 5,85), Kleinhirn

(Mittelwert 5,6), occipital und zentral (Mittelwert jeweils 5,14) lokalisiert werden.
In der Medulla spinalis (Mittelwert 1,42) und intraventrikular (Mittelwert 1,14)
wurde MAP 2 unterdurchschnittlich exprimiert (siehe Abbildung 25 im Anhang).
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Uberlebensvergleiche der Tumorentitaten

Es lieR sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen Uber- bzw.
unterdurchschnittichem MAP 2 IRS bei allen glialen Tumoren feststellen (siehe
Abbildung 11). Aufgrund geringer Fallzahlen bei Oligodendrogliomen WHO
Grad Il (N=11) und Grad Ill (N= 14) sollten zur weiteren Diskussion Studien mit
groRerer Fallzahl einbezogen werden.
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Abbildung 11: Kaplan — Meier Uberlebenskurven verschiedener Tumorentitaten bei MAP
2 IRS unter dem Mittelwert (,,0“) bzw. Falle mit gréRerem IRS als Mittelwert (,,1%) der
Tumorentitat. Tumorentitaten jeweils abgekirzt; Astrozytome WHO Grad | — IV (PA |, DA
I, AA Ill und GBM 1IV) sowie Ependymome WHO Grad | — lll (ME I, E 1l, AE Ill) und
Oligodendrogliome WHO Grad Il und IIl (O Il, AO Ill). Die Expression von MAP 2 hatte
keinen signifikanten Zusammenhang mit dem Uberleben.
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Abbildung 12: Immunhistochemische MAP 2 Expressio
Pilozytisches Astrozytom WHO Grad | mit mittlerer Expression. B: Klassisches
Oligodendrogliom WHO Grad Il mit mittlerer Expression. C: Subependymom WHO Grad |
mit geringer Expression. D: Diffuses Astrozytom WHO Grad Il mit mittlerer Expression. E:
Anaplastisches Oligodendrogliom WHO Grad Il mit starker Expression. F:
Myxopapillares Ependymom WHO Grad | mit fehlender Expression. G: Anaplastisches
Astrozytom WHO Grad Il mit geringer Expression. H: Klassisches Ependymom WHO
Grad Il mit fehlender Expression. I: Glioblastom WHO Grad IV mit geringer Expression. J:
Anaplastisches Ependymom WHO Grad Il mit geringer Expression. Fotografie: Gudrun
Albrecht, Neuropathologie Tubingen.
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3.3 NOGOA

Immunhistochemisch stellte sich der Antikérper in Oligodendrozyten, Astrozyten
und dem Zytoplasma von Nervenzellen dar. Als interne Negativkontrolle waren
Endothelien geeignet, die keine Expression des Antikdpers aufwiesen.

Insgesamt wurden 16 Objekttrager (13 TMAs und 3 Flachenschnitte, insgesamt

739 Tumorgewebsproben) mit dem Antikorper angefarbt.

3.3.1 NOGO A Intensitat

Beim quantitativen Vergleich der NOGO A Intensitat wiesen 24 Proben (3,3%)
Score 0, 202 Proben (27,3%) Score 1, 303 Proben (41%) Score 2 und 210
Proben (28,4%) Score 3 auf (siehe Tabelle 37 im Anhang).

Astrozytare Tumore (Mittelwert 2,13), besonders pilozytische Astrozytome
(Mittelwert 2,32) und Glioblastome (Mittelwert 2,17), zeichneten sich durch
Uberdurchschnittlich hohe Intensitaten aus; Score 0 wurde nur in 1,2% der Falle
vergeben. Bemerkenswert ist, dass Astrozytome WHO Grad Il und Il keine
negativen Falle fiur NOGO A zeigten.

Oligodendrogliome (Mittelwert 1,73) wiesen mit steigendem WHO Grad
anteilsmalfig mehr Falle mit einem Score 3, dementsprechend eine Abnahme
von Score 1, auf (siehe Tabelle 37 im Anhang).

Ependymale Gliome (Mittelwert 1,46) besalRen unterdurchschnittlich schwache
Intensitatswerte, allerdings nahm die Intensitat bei klassischen Ependymomen
WHO Grad Il (Mittelwert 1,56) und anaplastischen Ependymomen (Mittelwert
1,62) gegeniber WHO Grad | Tumoren zu (siehe Abbildung 13).
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NOGO A Intensitéat
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Abbildung 13: Balkendiagramm der NOGO A Intensitéat, Score 0 — 3 von Astrozytomen
WHO Grad | = IV (PA I, PMA II, DA II, AA 1ll, GBM 1V), Oligodendrogliomen WHO Grad I
und Il (O 11, AO I, AOA Ill) sowie Ependymomen WHO Grad | - lll (SE |, ME |, E II, AE IlI).

Vergleich der Tumorgruppen fur NOGO A Intensitat

In der statistischen Auswertung der NOGO A Intensitat zeigten sich zwischen
den Tumorgruppen der Astrozytome (p — Wert<0,0001), der Oligodendrogliome
(p — Wert=0,0168) und der Glioblastome (p — Wert=0,0011) signifikant héhere
Intensitatswerte gegeniber den Ependymomen. Keinen signifikanten
Unterschied konnte man zwischen Glioblastomen und Astrozytomen (p —
Wert=0,0719) feststellen, allerdings wiesen Glioblastome signifikant starkere
Intensitaten als Oligodendrogliome (p — Wert= 0,0011) auf. Oligodendrogliome
exprimierten eine signifikant schwachere NOGO A Intensitat (p — Wert= 0,0082)

als Astrozytome (siehe Tabelle 15).

NOGO A Intensitat p-Werte |Glioblastom |Ependymom |Astrozytom [Mittelwert Intensitat
Glioblastom 2,169
Ependymom 0,0011 1,465
Astrozytom 0,0719 <0,0001 2,106
Oligodendrogliom 0,0011 0,0168 0,0082 1,736

Tabelle 15: p — Werte von Tumorgruppenvergleiche fir NOGO A Intensitat. Glioblastome
differenzierten sich nicht signifikant von Astrozytomen. Alle anderen Tumorgruppen
waren untereinander signifikant verschieden.
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Vergleich der NOGO A Intensitatsgruppen ,schwach* vs.  stark"

Die Gruppe mit schwachen NOGO A Intensitaten beinhaltete mit 529 Fallen
(71,6%) gegeniber der Gruppe mit starken Intensitatswerten mit 210 Fallen
(28,4%) die Mehrheit der Gewebeproben. Dies spiegelte sich in den
Tumorgruppen wider, Ependymome wiesen zu 87,1%, Oligodendrogliome zu
83,9% und Astrozytome zu 65% niedrige NOGO A Intensitaten auf (siehe
Tabelle 16).

NOGO A Intensitat
WHO Grad | Diagnose | Anzahl Gruppe
schwach stark
Insgesamt 739 529 (71,58) | 210 (28,42)
astrozytére Tumore 512 333 (65,04) (179 (34,96)
1 pilozytisches Astrozytom 174 88 (50,57) 86 (49,43)
> pilomyxoides Astrozytom 2 1 (50) 1 (50)
diffuses Astrozytom 49 44 (89,8) 5 (10,2)
3 anaplastisches Astrozytom 56 47 (83,93) 9 (16,07)
4 Glioblastom 231 153 (66,23) 78 (33,77)
oligodendrogliale Tumore | 56 | 47 (83,93) | 9 (16,07)
2 Oligodendrogliom 24 22 (91,67) 2 (8,33)
3 anaplastisches Oligodendrogliom 29 23 (79,31) 6 (20,69)
anaplastisches Oligoastrozytom 3 2 (66,67) 1 (33,33)
ependymale Tumore | 171 [149 (87,13)] 22 (12,87)
1 Subependymom 14 14 (100) 0]
Myxopapillares Ependymom 29 26 (89,66) 3 (10,34)
2 Ependymom 86 77 (89,53) 9 (10,47)
3 anaplastisches Ependymom 42 32 (76,19) 10 (23,81)

Tabelle 16: NOGO A Intensitatsgruppen ,schwach® vs. ,stark“. Schwach: negative
(Score 0), gering (Score 1) und mittel (Score 2) gefarbte Proben; stark: kraftig (Score 3)
gefarbte Proben. Alle Tumorentitaten wiesen schwache Expressionen auf.

NOGO A Intensitat nach WHO Grad
Innerhalb des WHO Grad | wurden bei den pilozytischen Astrozytomen die
meisten Falle mit starker NOGO A Intensitéat festgestellt (49,4%).

Subependymome zeigten komplett, myxopapillare Ependymome zu 89,7% eine
schwache Expression von NOGO A.

Oligodendrogliome (91,7%) und Ependymome (89,5%) des WHO Grad II
besal3en in der Mehrheit schwache Intensitatswerte.

WHO Grad Il gliale Tumore besal3en in der Mehrzahl schwache Intensitaten:
anaplastische Astrozytome zu 83,9%, anaplastische Oligodendrogliome zu

79,3% und anaplastische Ependymome zu 76,2%. Anaplastische
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Oligoastrozytome wiesen in einem Drittel der Falle starke Expression von
NOGO A auf.

Glioblastome waren zu einem Dirittel stark NOGO A positiv (siehe Tabelle 16).

3.3.2 NOGO A Menge

In der quantitativen Auswertung der NOGO A Menge wurden 24 Proben mit
Score 0 (3,25%), 49 Proben mit Score 1 (6,63%), 63 Proben mit Score 2 (8,53),
51 Proben mit Score 3 (6,9) und 552 Proben mit Score 4 (74,7%) festgestellt.
Insgesamt waren mehr als die Halfte aller Gewebeproben immunreaktiv fur
NOGO A (Mittelwert 3,43). Astrozytome exprimierten groRe Mengen an NOGO
A (Mittelwert 3,59). Ependymome (Mittelwert 3,29) zeigten leicht
unterdurchschnittiche NOGO A Mengen, wobei myxopapillare Ependymome
(Mittelwert 2,03) im Vergleich zu den restlichen ependymalen Tumorentitaten
deutlich geringere Mengen exprimierten (siehe Tabelle 38 im Anhang).
Oligodendrogliales Tumorgewebe (Mittelwert 2,46) besal? die geringsten NOGO
A Mengen (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14: Balkendiagramm der NOGO A Menge. Score 0 — 4 von Astrozytomen WHO
Grad | — IV (PA I, PMA 1I, DA II, AA 1ll, GBM 1V), Oligodendrogliomen WHO Grad Il und 11l
(O 11, AO 1ll, AOA IIl) sowie Ependymomen WHO Grad | = Ill (SE I, ME |, E II, AE 111).
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Vergleich der Tumorgruppen fir NOGO A Menge

Es ergaben sich fir die Astrozytome hochsignifikant gréiere NOGO A Mengen
gegenuber den Ependymomen (p - Wert<0,0001), Glioblastomen (p -
Wert<0,0001) und Oligodendrogliomen (p — Wert<0,0001). Glioblastome sind
zu  Oligodendrogliomen  durch  hbhere  Expression  hochsignifikant
unterschiedlich (p — Wert< 0,0001).

Oligodendrogliome (p — Wert<0,0001) waren durch hochsignifikant geringere
NOGO A Mengen zu den Ependymomen verschieden (siehe Tabelle 17).
Ependymome (p - Wert<0,0001; Standardabweichung 1,29) waren zu
Glioblastomen (Standardabweichung 1,19) durch eine erhohte
Standardabweichung sowie durch das vermehrte Auftreten von Score — 0 —
Fallen (8,19%) hochsignifikant unterschiedlich (siehe Tabelle 17).

NOGO A Menge p-Werte [Glioblastom [Ependymom [Astrozytom | Mittelwert Menge
Glioblastom 3,238
Ependymom <0,0001 3,261
Astrozytom <0,0001 <0,0001 3,873
Oligodendrogliom <0,0001 <0,0001 <0,0001 2,472

Tabelle 17: p — Werte von Tumorgruppenvergleichen fir NOGO A Menge. Alle Gruppen
waren hochsignifikant unterschiedlich.

Vergleich der NOGO A Gruppen ,wenig”“ vs. ,viel"

In der dichotomen Aufteilung nach den NOGO A Mengen wies die Gruppe mit
wenig Expression 18,4% der Falle, die Gruppe mit viel Immunreaktivitat 81,6%
der Falle auf. Astrozytdre Tumore exprimierten zu 86,3%, ependymale Tumore
zu 79,5% in Uber der Halfte ihres Gewebes NOGO A (d.h. ,viel).

Oligodendrogliales Tumorgewebe zeigte zu 55,4% in weniger als der Halfte

seiner Proben Expression von NOGO A (siehe Tabelle 18).
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NOGO A Menge
WHO Grad | Diagnose |Anzah| Gruppe
wenig viel

Insgesamt 739 136 (18,4) 603 (81,6)
astrozytare Tumore 512 70 (13,67) | 442 (86,33)
1 pilozytisches Astrozytom 174 7 (4,02) 167 (95,98)

> pilomyxoides Astrozytom 2 (0] 2 (100)
diffuses Astrozytom 49 2 (4,08) 47 (95,92)
3 anaplastisches Astrozytom 56 1(1,79) 55 (98,21)
4 Glioblastom 231 60 (25,97) 171 (74,03)
oligodendrogliale Tumore | 56 | 31 (55,36) | 25 (44,64)

2 Oligodendrogliom 24 18 (75) 6 (25)

3 anaplastisches Oligodendrogliom 29 12 (41,38) 17 (58,62)

anaplastisches Oligoastrozytom 3 1 (33,33) 2 (66,67)
ependymale Tumore | 171 | 35(20,47) | 136 (79,53)
1 Subependymom 14 2 (14,29) 12 (85,71)
Myxopapillares Ependymom 29 16 (55,17) 13 (44,83)
2 Ependymom 86 11 (12,79) 75 (87,21)
3 anaplastisches Ependymom 42 6 (14,29) 36 (85,71)

Tabelle 18: NOGO A Mengengruppen ,,wenig“ vs. ,viel“. Wenig: 0% (Score 0), 1 — 24%
(Score 1), 25 — 49% (Score 2) gefarbte Tumorzellen; Viel: 50 — 74% (Score 3) und 75 —
100% (Score 4) gefarbte Proben. Im Allgemeinen wurde in der Mehrzahl, vor allem in
Astrozytomen WHO Grad | - 1ll, viel NOGO A exprimiert. Oligodendrogliome WHO Grad Il
und myxopapillare Ependymome wiesen vornehmlich wenig NOGO A Expression auf.

NOGO A Menge nach WHO Grad

Die ependymalen Tumore WHO Grad | unterschieden sich deutlich in ihrer

jeweiligen exprimierten Menge. Subependymome wiesen zu 85,7% viel NOGO
A auf, wahrend bei myxopapillaren Ependymomen dies nur zu 44,8% der Fall
war.

Pilozytische Astrozytome besal3en in der groRen Mehrheit (96%) viel NOGO A.

Die WHO Grad Il Gruppe glialer Tumore hatte eine heterogene Verteilung:
Pilomyxoide (100%), diffuse Astrozytome (95,9%) sowie Ependymome (87,2%)
zeigten viel NOGO A, im Gegensatz zu Oligodendrogliomen, die in drei Viertel
ihrer Gewebeproben wenig NOGO A darstellten.

WHO Grad Ill Gliome besalR3en in der Mehrheit viel NOGO A: Anaplastische
Astrozytome zu 98,2%, anaplastische Ependymome zu 85,7%, anaplastische
Oligoastrozytome zu zwei Drittel sowie anaplastische Oligodendrogliome zu
58,6%.

Drei Viertel der Gewebeproben von Glioblastomen wiesen viel NOGO A nach
(siehe Tabelle 18).
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3.3.3 NOGO A Immunreaktiver Score

Im qualitativen Vergleich des IRS wurde bei den Astrozytomen (Mittelwert 7,85),
besonders pilozytischen Astrozytomen (Mittelwert 9,18), ein
Uberdurchschnittlicher IRS festgestellt. Diffuse Astrozytome (Mittelwert 6,41)
besal3en die geringsten Werte.

Ependymale Tumore (Mittelwert 5,36) und Oligodendrogliome (Mittelwert 4,74)
verzeichneten mit steigendem WHO Grad eine Zunahme des Immunreaktiven
Scores. Myxopapillare Ependymome (Mittelwert 3) stellten sich als Tumorentitat

mit den geringsten Werten heraus (siehe Tabelle 19).

NOGO A IRS
WHO Grad Diagnose Anzahl |Mittelwert IRS [ MIB 1 Proliferationsrate | Tumorstatus
Mittelwert in % | p- Wert p- Wert
Insgesamt 734 7,04 9,49 0,0077 0,0014
astrozytére Tumore 510 7,85 11,47 0,6235 0,4817
1 pilozytisches Astrozytom 174 9,18 1,95
2 diffuses Astrozytom 49 6,41 1,89
3 anaplastisches Astrozytom 56 7,21 8,68
4 Glioblastom 231 7,3 19,1
oligodendrogliale Tumore [ 53 ] 4,74 | 6,70 [0,0220] 0,4533
2 Oligodendrogliom 24 3,58 4,23 0,7983
3 anaplastisches Oligodendrogliom 29 5,69 8,70 0,1687
ependymale Tumore [ 171 ] 5,36 | 3,73 [0,0028] <0,0001
1 Subependymom 14 5,29 1,83 0,7218 0,7695
Myxopapillares Ependymom 29 3 2,03 0,0053 0,1441
2 Ependymom 86 5,74 1,71 0,6216 0,0773
3 anaplastisches Ependymom 42 6,21 9,83 0,0155 0,0033

Tabelle 19: Mittelwerte NOGO A Immunreaktiver Score sowie Vergleiche mit Proliferation
(MIB 1 Expression) und Tumorstatus. Astrozytome, besonders pilozytische Astrozytome,
wiesen die hdchste Immunreaktivitdt fiar NOGO A auf, Ependymome und
Oligodendrogliome exprimierten NOGO A unterdurchschnittlich. Bei signifikanten
Unterschieden in der Proliferation korrelierte erhdhte Proliferation mit gesteigerter NOGO
A Expression. Rezidivgewebe zeigte bei Ependymomen signifikant héhere Streuung als
Primargewebe.

Vergleich der Tumorgruppen nach NOGO A IRS

Beim Immunreaktiven Score von NOGO A zeigten sowohl die Gruppe der
Astrozytome (p — Wert<0,0001) als auch der Glioblastome (p — Wert<0,0001)
einen hochsignifikant hoheren, die Oligodendrogliome (p — Wert< 0,0001) einen
hochsignifikant niedrigeren Unterschied zu den Ependymomen. Glioblastome
wiesen hochsignifikant (p — Wert<0,0001) niedrigere Werte gegenuber den
Astrozytomen auf; zu den Oligodendrogliomen (p — Wert<0,0001) zeigten sie

hochsignifikant h6here Werte. Astrozytome waren durch eine hochsignifikant
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grolere NOGO A Expression von Oligodendrogliomen verschieden (p -
Wert<0,0001; siehe Tabelle 20).

NOGO A IRS p-Werte |Glioblastom [ Ependymom | Astrozytom | Mittelwert
Glioblastom 7,299
Ependymom <0,0001 5,263
Astrozytom <0,0001 <0,0001 8,274
Oligodendrogliom <0,0001 <0,0001 <0,0001 4,736

Tabelle 20: p - Werte von Tumorgruppenvergleichen fir NOGO A IRS. Alle
Tumorgruppen sind zueinander hochsignifikant unterschiedlich.

Korrelationen nach Geschlecht, Tumorstatus, Alter und Proliferationsrate

Das Geschlecht konnte nicht als ein signifikantes Unterscheidungskriterium,
weder im Gesamtkollektiv (p — Wert=0,7259) noch in den Tumorgruppen,
bestimmt werden (siehe Tabelle 43 im Anhang).

Steigendes Patientenalter fuhrte zu einer signifikanten Abnahme des IRS bei
der Gesamtheit der Gewebeproben (p — Wert= 0,0027), sowie auch bei der
Gruppe der Astrozytome (p — Wert= 0,0004); lie3 sich in den verschieden
astrozytaren Tumorentitaten allerdings nicht feststellen. Bei
Oligodendrogliomen und Ependymomen filhrte das Patientenalter zu keinen
Unterschieden im IRS (siehe Tabelle 43 im Anhang).

Zwischen Primar- und Rezidivtumorgewebe lieBen sich signifikante
Unterschiede feststellen (p — Wert= 0,0014). Primargewebe (Mittelwert 7,1;
Standardabweichung 3,6) unterschied sich zu Rezidivgewebe (Mittelwert 6,8;
Standardabweichung 4) durch einen héheren mittleren IRS und geringere
Standardabweichung.

Hochsignifikant (p — Wert<0,0001) sind die Unterschiede beim Tumorstatus in
der Gruppe der Ependymome. Primartumore  (Mittelwert 5,3,
Standardabweichung 3,1) unterschieden sich zu Rezidivtumoren (Mittelwert 5,3;
Standardabweichung 4,4) durch die geringere Standardabweichung.

Bei anaplastischen Ependymomen lieRen sich im Tumorstatus signifikante
Differenzen (p — Wert= 0,0033) nachweisen. Primares Gewebe (Mittelwert 6,2;
Standardabweichung 2,7) unterschied sich von Rezidivgewebe (Mittelwert 5,8;
Standardabweichung 4,6) durch geringere Streuung des IRS; signifikante
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Zusammenhange konnten in den anderen glialen Tumorgewebsproben nicht
festgestellt werden.

Erhodhte Proliferationsrate (MIB 1) fuhrte zu einer signifikanten Erhéhung des
NOGO A IRS im Gesamtkollektiv (p — Wert= 0,0077), bei oligodendroglialen
Tumoren (p — Wert= 0,0220), myxopapillaren (p — Wert= 0,0053) und
anaplastischen Ependymomen (p — Wert= 0,0155; siehe Tabelle 19).

Lokalisationen

Die hochste Expression von NOGO A wurde im Kleinhirn (Mittelwert 9,52),
Zwischenhirn (Mittelwert 8,91) und N. opticus (Mittelwert 8,5), die niedrigste
intraventrikular (Mittelwert 5,35) und parietal (Mittelwert 4,9) festgestellt (siehe
Abbildung 25 im Anhang).

Uberlebensvergleiche der Tumorentitaten

Uber- bzw. unterdurchschnittiche NOGO A Expression hatte keinen
signifikanten Einfluss auf das Uberleben bei glialen Tumoren (siehe Abbildung
15). Allerdings wiesen Oligodendrogliome WHO Grad Il (N= 11) und Ill (N= 14)
nur geringe Fallzahlen auf, so dass Studien mit grol3eren Fallzahlen mit

herangezogen werden sollten.
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Abbildung 15: Kaplan — Meier Uberlebenskurven verschiedener Tumorentititen bei
NOGO A IRS unter dem Mittelwert (,,04) bzw. Falle mit groRerem IRS als Mittelwert (,,1%)
der Tumorentitat. Tumorentitaten jeweils abgekuirzt; Astrozytome WHO Grad | — IV (PA |,
DA 1I, AA 1l und GBM 1V) sowie Ependymome WHO Grad | — Ill (ME I, E Il, AE IlI) und
Oligodendrogliome WHO Grad Il und IIl (O Il, AO Ill). Es lieRBen sich keine signifikanten
Einfliisse von NOGO A auf das Uberleben feststellen.
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Abbildung 16: Immunhistochemische NOGO A Expression der Tumorentitaten. A:
Pilozytisches Astrozytom WHO Grad | mit starker Expression. B: Klassisches
Oligodendrogliom WHO Grad Il mit starker Expression. C: Subependymom WHO Grad |
mit geringer Expression. D: Diffuses Astrozytom WHO Grad Il mit mittlerer Expression. E:
Anaplastisches Oligodendrogliom WHO Grad Il mit starker Expression. F:
Myxopapillares Ependymom WHO Grad | mit geringer Expression. G: Anaplastisches
Astrozytom WHO Grad Il mit mittlerer Expression. H: Klassisches Ependymom WHO
Grad Il mit mittlerer Expression. I: Glioblastom WHO Grad IV mit mittlerer Expression. J:
Anaplastisches Ependymom WHO Grad Il mit mittlerer Expression. Fotografie: Gudrun
Albrecht, Neuropathologie Tubingen.
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3.4 OLIG 2

Der Antikorper farbt Zellen oligodendroglialen Ursprungs bzw. neoplastisch
veranderte Zellkerne von Gliomen. Der OLIG 2 ist nuklear lokalisiert. Als interne
Negativkontrolle eignen sich Endothelien.

Insgesamt wurden 18 Objekttrager (14 TMAs und 4 Flachenschnitte, insgesamt

752 Tumorgewebsproben) mit dem Antikorper markiert.

3.4.1 OLIG 2 Intensitat

In der quantitativen Auswertung der OLIG 2 Intensitat waren 188 Falle (25%)
negativ, 139 (18,48%) schwacher, 272 (36,17%) mittlerer und 153 (20,35%)
Falle starker Intensitat (siehe Tabelle 39 im Anhang).

Astrozytare Tumore (Mittelwert 1,81), im Besonderen pilozytische (Mittelwert
2,08) und pilomyxoide Astrozytome (Mittelwert 3), zeigten eine deutliche
Immunreaktivitat (siehe Abbildung 17).

Auffallend ist, dass in der Gruppe der oligodendroglialen Tumore (Mittelwert
1,43) keine Falle mit starker Intensitat festgestellt wurden. Zu einer klareren
Interpretation sollte allerdings eine grof3ere Fallzahl herangezogen werden. Mit
steigendem WHO Grad nahm bei oligodendroglialen Tumoren die OLIG 2
Intensitat zu.

Ependymome (Mittelwert 0,64) wiesen zu zwei Drittel, myxopapillare

Ependymome zu 89,7% Score 0 auf (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17: Balkendiagramm der OLIG 2 Intensitat, Score 0 — 3 von Astrozytomen
WHO Grad | = IV (PA |, PMA 1I, DA II, AA lll, GBM 1V), Oligodendrogliomen WHO Grad Il
und Il (O 1, AO Ill, AOA lIl) sowie Ependymomen WHO Grad | — Il (SE I, ME |, E I, AE IIl).

Vergleich der Tumorgruppen fir OLIG 2 Intensitéat

Bei der Tumorintensitat unterschieden sich die Astrozytome (p — Wert<0,0001),
die Glioblastome (p - Wert<0,0001) und die Oligodendrogliome (p -
Wert<0,0001) hochsignifikant durch starkere Intensitditen von den
Ependymomen. Glioblastome lieRen sich zusatzlich statistisch hochsignifikant
(p — Wert<0,0001) von den Oligodendrogliomen durch héhere Expression
unterscheiden; von den Astrozytomen dagegen durch eine signifikant geringere
Intensitat (p — Wert= 0,0010). Astrozytome exprimierten im Vergleich zu den
Oligodendrogliomen hochsignifikant starker (p — Wert<0,0001; siehe Tabelle
21).

OLIG 2 Intensitat p- Werte [Glioblastom |Ependymom |Astrozytom |Mittelwert Intensitat
Glioblastom 1,720
Ependymom <0,0001 0,6129
Astrozytom 0,0010 <0,0001 1,903
Oligodendrogliom <0,0001 <0,0001 <0,0001 1,373

Tabelle 21: p - Werte von Tumorgruppenvergleichen fir OLIG 2 Intensitat. Gliale
Tumorgruppen waren signifikant unterschiedlich.
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Vergleich der OLIG 2 Intensitatsgruppen ,schwach® vs. ,stark”

Eine schwache Intensitat wurde in vier Funftel (79,65%), eine starke Intensitat
in einem Finftel (20,35%) aller Falle festgestellt.

Astrozytome hatten den starksten Anteil an starker Intensitat (26,65%).
Ependymome exprimierten zu 92,9%, Oligodendrogliome vollstandig schwach
(siehe Tabelle 22).

OLIG 2 Intensitét
WHO Grad| Diagnose | Anzahl Gruppe
schwach stark
Insgesamt 752 |599 (79,65)| 153 (20,35)
astrozytare Tumore 529 |388 (73,35)| 141 (26,65)
1 pilozytisches Astrozytom 173 101 (58,38) 72 (41,62)
2 pilomyxoides Astrozytom 2 0 2 (100)
diffuses Astrozytom 44 36 (81,82) 8(18,18)
3 anaplastisches Astrozytom 56 51(91,07) 5(8,93)
4 Glioblastom 254 200 (78,74) 54 (21,26)
oligodendrogliale Tumore | 54 | 5400 | 0
2 Oligodendrogliom 24 24 (100) 0
3 anaplastisches Oligodendrogliom 27 27 (100) 0
anaplastisches Oligoastrozytom 3 3 (100) 0
ependymale Tumore | 169 | 157(92,9) | 12(7,1)
1 Subependymom 14 14 (100) 0
Myxopapillares Ependymom 29 29 (100) 0
2 Ependymom 86 78 (90,7) 8 (9,3)
3 anaplastisches Ependymom 40 36 (90) 4 (10)

Tabelle 22: OLIG 2 Intensitatsgruppen ,,schwach“ vs. ,stark“. Schwach: negative (Score
0), gering (Score 1) und mittel (Score 2) gefarbte Proben; Stark: kraftig (Score 3) gefarbte
Proben. Alle Tumorentitaten, aufler pilomyxoide Astrozytome, zeigten mehrheitlich
schwache Intensitaten. Oligodendrogliale Tumore waren vollstandig schwach geféarbt.

OLIG 2 Intensitat nach WHO Grad

WHO Grad | Ependymome wiesen ganzlich schwache Intensitaten auf,

pilozytische Ependymome waren zu 41,6% stark gefarbt.

Innerhalb der WHO Grad Il Gliome sollte bei starker Intensitét ein pilomyxoides
Astrozytom mit in Erwagung gezogen werden (siehe Tabelle 22). Diffuse
Astrozytome (81,8%) und Ependymome (90,7%) waren Uberwiegend,
Oligodendrogliome vollkommen schwach ausgepragt.

Homogen verhielt sich auch die Gruppe glialer WHO Grad Ill Tumore:
oligodendrogliale Tumore zeigten vollstandig, anaplastische Astrozytome zu

91,1% und anaplastische Ependymome zu 90% schwache Intensitatswerte.
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Astrozytome WHO Grad IV (d.h. Glioblastome) waren tUberwiegend schwacher
Intensitat (78,7%).

3.4.2 OLIG 2 Menge

Bei quantitativer Betrachtung der OLIG 2 Menge waren ein Viertel an Fallen
(188) negativ, 26,46% besalRen Score 1, 21,81% Score 2, 14,49% Score 3 und
12,23% Score 4.

Oligodendrogliale Tumore exprimierten durchschnittlich die grél3ten Mengen an
OLIG 2 (Mittelwert 2,52), wobei eine Steigerung der exprimierten
Antikdrpermenge mit zunehmender WHO Gradierung vorgefunden wurde.
Niedriggradige Astrozytome, pilozytische (Mittelwert 2,09) und pilomyxoide
Astrozytome (Mittelwert 2), exprimierten statistisch in flnfzig Prozent ihres
Gewebes OLIG 2. Mit steigender Malignisierung stieg der relative Antell
negativer Falle an (siehe Abbildung 18).

Deutlich geringere Mengen zeigten ependymale Tumore (Mittelwert 0,45), die in
113 Fallen (66,9%) keine Expression zeigten (siehe Tabelle 40 im Anhang).

OLIG 2 Menge

80%
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@ Score 3 (51-75%)
@ Score 2 (25-50%)
O Score 1 (1-25%)
O Score 0 (0%)

Prozent

20% -

0%
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I 1l \% 1 I 1l
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Abbildung 18: Balkendiagramm der OLIG 2 Menge Score 0 — 4 von Astrozytomen WHO
Grad | — IV (PA I, PMA 1, DA 11, AA lll, GBM V), Oligodendrogliomen WHO Grad Il und I
(O 11, AO lll, AOA IIl) sowie Ependymomen WHO Grad | = Ill (SE I, ME |, E II, AE 11I).
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Vergleich der Tumorgruppen fir OLIG 2 Menge

Bei der exprimierten Antikorpermenge wiesen die Oligodendrogliome (p —
Wert<0,0001), die Gruppe der Astrozytome (p — Wert<0,0001) und die
Glioblastome (p — Wert<0,0001) eine hochsignifikante hohere Menge OLIG 2
auf als Ependymome. Mit einer signifikant héheren Anzahl OLIG 2 positiver
Zellen unterschieden sich Astrozytome (p - Wert= 0,0195) und
Oligodendrogliome (p — Wert= 0,0092) von den Glioblastomen. Astrozytares
Gewebe wies signifikant geringere Mengen OLIG 2 als oligodendrogliales
Gewebe (p — Wert= 0,0085) auf (siehe Tabelle 23).

OLIG 2 Menge p- Werte |Glioblastom [Ependymom |Astrozytom [Mittelwert Menge
Glioblastom 1,835
Ependymom <0,0001 0,439
Astrozytom 0,0195 <0,0001 1,993
Oligodendrogliom 0,0092 <0,0001 0,0085 2,490

Tabelle 23: p - Werte von Tumorgruppenvergleiche fiur OLIG 2 Menge. Alle
Tumorgruppen unterschieden sich in der Menge positiver Zellen signifikant.

Vergleich der OLIG 2 Mengen ,wenig“ vs.  viel*

Insgesamt exprimierte in 73,3% aller Falle weniger als die Halfte der
Gewebeproben viel OLIG 2. Gegen diese Tendenz verstiel3en
Oligodendrogliome, die in 51,9% mehrheitlich viel OLIG 2 zeigten. Ependymale
Zellen stellten sich fast vollstandig (96,5%) mit wenig OLIG 2 dar, lediglich
sechs Falle (3,6%) besal3en viel OLIG 2 (siehe Tabelle 24).
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OLIG 2 Menge
WHO Grad | Diagnose | Anzahl Gruppe
wenig viel
Insgesamt 752 |551 (73,27)] 201 (26,73)
astrozytdre Tumore 529 [362 (68,43)]|167 (31,57)
1 pilozytisches Astrozytom 173 104 (60,12) 69 (39,88)
5 pilomyxoides Astrozytom 2 2 (100) 0
diffuses Astrozytom 44 31(70,45) 13 (29,55)
3 anaplastisches Astrozytom 56 42 (75) 14 (25)
4 Glioblastom 254 183 (72,05) 71 (27,95)
oligodendrogliale Tumore | 54 [ 26(48,15) | 28 (51,85)
2 Oligodendrogliom 24 16 (66,67) 8(33,33)
3 anaplastisches Oligodendrogliom 27 10 (37,04) 17 (62,96)
anaplastisches Oligoastrozytom 3 0 3 (100)
ependymale Tumore | 169 |163(96,45)| 6 (3,55)
Subependymom 14 14 (100) 0
Myxopapillares Ependymom 29 27 (93,1) 2 (6,9)
2 Ependymom 86 85(98,84) 1(1,16)
3 anaplastisches Ependymom 40 37 (92,5) 3(7,5)

Tabelle 24: OLIG 2 Mengengruppen ,,wenig“ vs. ,viel“. Wenig: 0% (Score 0), 1 — 24%
(Score 1), 25 — 49% (Score 2) gefarbte Tumorzellen; Viel: 50 — 74% (Score 3) und 75 —
100% (Score 4) gefarbte Proben. Ependymome und Astrozytome wiesen mehrheitlich
wenig, Oligodendrogliome in der Mehrheit viel OLIG 2 auf.

OLIG 2 Menge nach WHO Grad
Viel OLIG 2 deutete noch am Ehesten auf ein pilozytisches Astrozytom (39,9%)

hin. WHO Grad | Ependymome, Subependymome zu 0% und myxopapillare
Ependymome zu 6,9%, wiesen blofl3 wenig OLIG 2 auf.

Innerhalb des WHO Grad Il exprimierten Oligodendrogliome zu 33,3% und
diffuse Astrozytome zu 29,6% viel OLIG 2. Nahezu alle Ependymome (98,8%)
zeigten wenig OLIG 2.

Ungleich war die Aufteilung in der Gruppe der WHO Grad Il Gliome:
Anaplastische Oligoastrozytome (100%) und anaplastische Oligodendrogliome
(63%) enthielten viel exprimiertes OLIG 2, wéahrend anaplastische Astrozytome
zu drei Viertel und anaplastische Ependymome zu 92,5% wenig OLIG 2
Expression erkennen liel3en.

Glioblastome zeigten in 72,1% der Féalle wenige OLIG 2 positive Zellen und

entsprachen damit in etwa dem Gesamtdurchschnitt (siehe Tabelle 24).
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3.4.3 OLIG 2 Immunreaktiver Score

Bei der Auswertung des IRS zeigten Astrozytome den hdchsten Mittelwert mit
4,16. Pilozytische Astrozytome, mit einem mittleren Wert von 4,96, wiesen eine
Uberdurchschnittliche Expression von OLIG 2 nach.

Oligodendrogliale Tumore, mit einem Mittelwert von 3,98, lieBen eine
Steigerung in der OLIG 2 Manifestation mit zunehmender Anaplasie erkennen.
Die Gruppe der Ependymome hatte mit Abstand den geringsten IRS (siehe
Tabelle 25).

OLIG 2 IRS
WHO Grad Diagnose Anzahl | Mittelwert IRS | MIB 1 Proliferationsrate | Tumorstatus

Mittelwert in % [ p- Wert p- Wert
Insgesamt 747 3,41 9,49 0,0014 0,0053
astrozytare Tumore 527 4,16 11,47 0,8845 0,0356
1 pilozytisches Astrozytom 173 4,96 1,95 0,0059
2 diffuses Astrozytom 44 3,25 1,89 0,9338
3 anaplastisches Astrozytom 56 3,21 8,68 0,8852
4 Glioblastom 254 3,98 19,1 0,0053 0,2357
oligodendrogliale Tumore [ 51 | 3,98 [ 6,70 [0,4494]| 0,1393

2 Oligodendrogliom 24 3,13 4,23

3 anaplastisches Oligodendrogliom 27 4,74 8,70
ependymale Tumore | 169 | 0,9 [ 3,73 [ 0,0097] 0,0034
1 Subependymom 14 0,93 1,83 0,5724 0,3823
Myxopapillares Ependymom 29 0,62 2,03 0,0818 0,1350
2 Ependymom 86 0,9 1,71 0,0001 0,0020
3 anaplastisches Ependymom 40 1,1 9,83 0,2630 0,3355

Tabelle 25: Mittelwerte OLIG 2 Immunreaktiver Score sowie Vergleiche mit Proliferation
(MIB 1 Expression) und Tumorstatus. Astrozytome, besonders WHO Grad | und IV, sowie
Oligodendrogliome, speziell WHO Grad lll, wiesen Uberdurchschnittliche
Immunreaktivitdt auf. Ependymome besalRen kaum OLIG 2 Expression. Signifikanten
Zusammenhang zwischen erhéhter Proliferation und erhdhter Immunreaktivitat zeigten
Glioblastome und Ependymome. Rezidivgewebe unterschied sich signifikant von
Primargewebe durch erhdhte Mittelwerte sowie Streuung des IRS bei Astrozytomen und
Ependymomen.

Vergleich der Tumorgruppen nach OLIG 2 IRS

Bei der Analyse des Immunreaktiven Scores von OLIG 2 fiel auf, dass sich
sowohl die Astrozytome (p — Wert<0,0001), die Glioblastome (p — Wert<0,0001)
als auch die Oligodendrogliome (p — Wert<0,0001) durch hochsignifikant
groRere Immunreaktivitdt von den Ependymomen unterschieden. Glioblastome
unterschieden sich durch einen geringeren IRS von Astrozytomen (p — Wert=
0,0007); gegenuber Oligodendrogliomen (p - Wert=0,0218) waren

Glioblastome durch eine hohere Streuung signifikant unterschiedlich.
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Hochsignifikant hoher ist die OLIG 2 Expression bei Astrozytomen verglichen

mit Oligodendrogliomen (p — Wert<0,0001; siehe Tabelle 26).

OLIG 2 IRS p- Werte |Glioblastom |Ependymom |Astrozytom |[Mittelwert
Glioblastom 3,982
Ependymom <0,0001 0,897
Astrozytom 0,0007 <0,0001 4,399
Oligodendrogliom 0,0218 <0,0001 <0,0001 3,98
Tabelle 26: p - Werte von Tumorgruppenvergleichen fur OLIG 2 IRS. Die

Immunreaktivitat war zwischen allen Gruppen signifikant unterschiedlich.

Korrelationen nach Geschlecht, Tumorstatus, Alter und Proliferationsrate

Das Geschlecht hatte keinen signifikanten Einfluss auf den Immunreaktiven
Score bei OLIG 2, weder insgesamt noch in den einzelnen Tumorgruppen
(siehe Tabelle 43 im Anhang).

Der Tumorstatus hatte signifikanten Einfluss auf den OLIG 2 IRS (p -
Wert=0,0053). Primares Gewebe (Mittelwert 3,4; Standardabweichung 3,22)
unterschied sich in einem geringeren Mittelwert und kleinerer Streuung vom
Rezidivgewebe  (Mittelwert  3,6;  Standardabweichung  3,81) beim
Gesamtkollektiv.

Bei der Gruppe der Astrozytome liel3 sich dieser signifikante Unterschied (p —
Wert= 0,0356) zwischen Primar — (Mittelwert 4,16; Standardabweichung 3,24)
und Rezidivstatus (Mittelwert 4,37; Standardabweichung 4), der sich auch bei
pilozytischen Astrozytomen nachweisen liel3 (p — Wert= 0,0059), bestétigen.
Auch die Gruppe ependymaler Tumore (p — Wert= 0,0034) liel3 den sich im
Gesamtkollektiv ~ manifestierten  signifikanten ~ Unterschied  zwischen
Primargewebe (Mittelwert 0,77; Standardabweichung 1,5) und Rezidivgewebe
(Mittelwert 1,37; Standardabweichung 2,8), im Besonderen bei Ependymomen
WHO Grad Il (p — Wert=0,0020), erkennen (siehe Tabelle 25).

Signifikanter Zusammenhang zwischen erhohter MIB 1 Expression und
erhohter OLIG 2 Expression zeigte sich bei der Tumorgruppe der Ependymome
(p — Wert= 0,0097), mit erhdhter Signifikanz bei Grad Il Ependymomen (p —
Wert=0,0001), bei Glioblastomen (p — Wert= 0,0053) und im Gesamtkollektiv (p

— Wert= 0,0014; siehe Tabelle 25).
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Steigendes Alter fuhrte zu einer signifikant geringeren Expression von OLIG 2
bei Astrozytomen (p — Wert= 0,0154). Dies liel3 sich nicht an der WHO
Gradierung nachvollziehen. Das Patientenalter hatte auf die anderen

Tumorentitaten keinen signifikanten Einfluss (siehe Tabelle 43 im Anhang).

Lokalisationen
Das Zwischenhirn (Mittelwert 6,5), das Kleinhirn (Mittelwert 5,33) sowie die

Occipitalregion (Mittelwert 5,24) zeichneten sich durch eine hohe
Immunreaktivitdt aus, intraspinal (Mittelwert 1,71) und intraventrikul&r
(Mittelwert 1,25) wurde in Tumoren kaum OLIG 2 exprimiert (siehe Abbildung
25 im Anhang).

Uberlebensvergleiche nach Tumorentitét

Eine groRe bzw. geringere OLIG 2 Expression hatte keinen signifikanten
Einfluss auf das Uberleben bei Gliomen. Allerdings sollten wegen der geringen
Fallzahl bei myxopapillaren (N= 18) und anaplastischen Ependymomen (N= 19)
sowie bei Oligodendrogliomen WHO Grad Il (N= 11) und Grad Il (N= 13) bei
Interpretationen des Uberlebens Studien mit einer groReren Fallzahl
hinzugezogen werden (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19: Kaplan — Meier Uberlebenskurven verschiedener Tumorentitaten bei OLIG
2 IRS unter dem Mittelwert (,,0“) bzw. Falle mit gréRerem IRS als Mittelwert (,,1%) der
Tumorentitat. Tumorentitaten jeweils abgekiirzt; Astrozytome WHO Grad | — IV (PA |, DA
I, AA lll und GBM 1IV) sowie Ependymome WHO Grad | — lll (ME I, E 1l, AE Ill) und
Oligodendrogliome WHO Grad Il und Il (O II, AO IIl). Es wurden keine signifikanten
Zusammenhange zwischen Expression und Uberleben festgestellt.
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Abbildung : A:
Pilozytisches Astrozytom WHO Grad | mit mittlerer Expression. B: Klassisches
Oligodendrogliom WHO Grad Il mit geringer Expression. C: Subependymom WHO Grad |
mit fehlender Expression. D: Diffuses Astrozytom WHO Grad Il mit geringer Expression.
E: Anaplastisches Oligodendrogliom WHO Grad 1l mit mittlerer Expression. F:
Myxopapillares Ependymom WHO Grad | mit fehlender Expression. G: Anaplastisches
Astrozytom WHO Grad Il mit geringer Expression. H: Klassisches Ependymom WHO
Grad Il mit fehlender Expression. I: Glioblastom WHO Grad IV mit geringer Expression. J:
Anaplastisches Ependymom WHO Grad Ill mit geringer Expression. Fotografie Gudrun
Albrecht, Neuropathologie Tubingen.
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35 WT1

Anfarbung des Zytoplasmas wurde bei GefaRendothelien und héhergradigen
astrozytaren Tumorzellen festgestellt.
Es wurden 15 Objekttrager (14 TMAs und ein Flachenschnitt; insgesamt 755

Tumorgewebsproben) mit dem Antikdrper angefarbt.

3.5.1 WT 1 Intensitat

Beim Vergleich der WT 1 Intensitat wiesen 59 Falle (7,81%) Score 0, 201 Falle
(26,62%) Score 1, 239 Falle (31,66%) Score 2 und 256 Falle (33,91%) Score 3
auf.

Astrozytare Tumore (Mittelwert 2,17), besonders pilozytische (Mittelwert 2,43)
und pilomyxoide Astrozytome (Mittelwert 2,5) sowie Glioblastome (Mittelwert
2,26), zeigten Uberdurchschnittlich starke Farbungen fir WT 1.

Ependymale Gliome (Mittelwert 1,49) wiesen eine heterogene Intensitat auf:
WHO Grad | und Il Tumore waren unterdurchschnittlich ausgepragt,
anaplastische Ependymome (Mittelwert 2,46) wiederum wiesen die kraftigsten
Intensitatswerte aller Entitdten nach (siehe Tabelle 41 im Anhang).
Oligodendrogliome (Mittelwert 0,71) lieBen nur schwache Intensitaten
erkennen, anaplastische Oligoastrozytome (Mittelwert 2,33) ausgenommen
(siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21: Balkendiagramm der WT 1 Intensitat, Score 0 — 3 von Astrozytomen WHO
Grad | = IV (PA I, PMA 1, DA 1l, AA lll, GBM V), Oligodendrogliomen WHO Grad Il und Il
(O I, AO 1ll, AOA 1lI) sowie Ependymomen WHO Grad | - Il (SE I, ME |, E II, AE 1lI).

Vergleich der Tumorgruppen fur WT 1 Intensitat

Die Intensitdt bei Glioblastomen (p — Wert<0,0001), Astrozytomen (p -
Wert<0,0001) und Ependymomen (p — Wert<0,0001) war hochsignifikant
starker als bei Oligodendrogliomen. Ependymome waren jeweils zu
Glioblastomen (p - Wert<0,0001) und Astrozytomen (p — Wert<0,0001)
hochsignifikant schwéacher angefarbt. Glioblastome wiesen einen malig
signifikant hoheren Unterschied zu der Gruppe der Astrozytome (p — Wert=
0,0259) bei der WT 1 Intensitat auf (siehe Tabelle 27).

WT1 Intensitat p- Werte |Glioblastom |Ependymom |Astrozytom |Mittelwert Intensitat
Glioblastom 2,256
Ependymom <0,0001 1,513
Astrozytom 0,0259 <0,0001 2,087
Oligodendrogliom <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,706

Tabelle 27: p — Werte von Tumorgruppenvergleichen fur WT 1 Intensitat. Alle Gruppen
zeigten in der Farbung mit WT 1 signifikante Unterschiede.
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Vergleich der WT 1 Intensitatsgruppen ,schwach vs. ,stark"

Nach der Aufteilung der Proben in die Gruppen schwacher sowie starker
Intensitat konnte man erkennen, dass insgesamt ein Drittel (33,91%) stark bzw.
zwei Drittel (66,09%) schwach angeféarbt waren.

Alle  Tumorgruppen  waren mehrheitlich schwach immunreaktiv;
Oligodendrogliome zu 96,3%, Ependymome zu 79,88% und Astrozytome zu
58,65% (siehe Tabelle 28).

WT 1 Intensitat
WHO Grad | Diagnose | Anzahl Gruppe
schwach stark
Insgesamt 755 499 (66,09) | 256 (33,91)
astrozytare Tumore 532 312 (58,65) | 220 (41,35)
1 pilozytisches Astrozytom 173 80 (46,24) 93 (53,76)
> pilomyxoides Astrozytom 2 1 (50) 1 (50)
diffuses Astrozytom 44 41 (93,18) 3 (6,82)
3 anaplastisches Astrozytom 55 46 (83,64) 9 (16,36)
4 Glioblastom 258 144 (55,81) 114 (44,19)
oligodendrogliale Tumore [ 54 | 52(96,3) | 23,7
2 Oligodendrogliom 23 23 (100) 0
3 anaplastisches Oligodendrogliom 28 28 (100) 0
anaplastisches Oligoastrozytom 3 1(33,33) 2 (66,67)
ependymale Tumore | 169 | 135 (79,88) | 34 (20,12)
1 Subependymom 11 11 (100) 0
Myxopapillares Ependymom 29 24 (82,76) 5(17,24)
2 Ependymom 88 84 (95,45) 4 (4,55)
3 anaplastisches Ependymom 41 16 (39,02) 25 (60,98)

Tabelle 28: WT 1 Intensitatsgruppen ,,schwach” vs. ,,stark“. Schwach: negative (Score 0),
gering (Score 1) und mittel (Score 2) gefarbte Proben; Stark: kraftig (Score 3) gefarbte
Proben. Insgesamt wurde WT 1 in zwei Drittel aller Falle schwach exprimiert.

WT 1 Intensitat nach WHO Grad
Innerhalb des WHO Grad | waren pilozytische Astrozytome zu 53,76% stark WT

1 positiv, wahrend myxopapillare Ependymome zu 82,76% und
Subependymome vollstdndig schwache Intensitaten zeigten.

WHO Grad Il Gliome mit starker WT 1 Intensitat konnten in 50% der Falle ein
Hinweis auf ein pilomyxoides Astrozytom sein. Diffuse Astrozytome wiesen zu
93,18%, Ependymome zu 95,45% und Oligodendrogliome zu 100% schwache
Immunreaktivitat auf.

Starke Intensitaten innerhalb der WHO Grad Ill Tumore lie3en sich bei

anaplastischen Oligoastrozytomen zu zwei Drittel und anaplastischen
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Ependymomen zu 60,98% nachweisen. Anaplastische Astrozytome waren zu
83,64%, anaplastische Oligodendrogliome vollstandig schwach gefarbt.

Glioblastome zeigten zu 44,19% der Falle starke WT 1 Intensitaten.

3.5.2 WT 1 Menge

Beim quantitativen Vergleich der exprimierten WT 1 Menge wurde Score 0 in 59
(7,81%), Score 1 in 124 (16,42%), Score 2 in 70 (9,27%), Score 3 in 66 (8,74%)
und Score 4 in 436 (57,76%) aller Falle nachgewiesen.

Astrozytome (Mittelwert 3,24), im Besonderen pilozytische Astrozytome
(Mittelwert 3,49) und Glioblastome (Mittelwert 3,39), zeigten anteilsmafig die
meiste WT 1 Expression; diffuse Astrozytome (Mittelwert 1,86) waren hingegen
in mehr als der Halfte (56,82%) ihrer Falle Score 0 bzw. Score 1 (siehe Tabelle
42 im Anhang).

Bei den ependymalen Tumoren (Mittelwert 2,57) wiesen Subependymome
(Mittelwert 3,36) und anaplastische Ependymome (Mittelwert 3,27) hohe
Mengen, Ependymome WHO Grad Il (Mittelwert 2,01) geringe Mengen auf.
Oligodendrogliome (Mittelwert 0,83) wiesen keinen Fall mit Score 4 auf, sie

exprimierten sparlich WT 1 (siehe Abbildung 22).
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Abbildung 22: Balkendiagramm der WT 1 Menge Score 0 — 4 von Astrozytomen WHO
Grad | = IV (PA I, PMA II, DA II, AA Ill, GBM 1V), Oligodendrogliomen WHO Grad Il und Il
(O ll, AO Ill, AOA 1lI) sowie Ependymomen WHO Grad | - IIl (SE I, ME |, E II, AE 1lI).

Vergleich der Tumorgruppen fir WT 1 Menge

Durch hochsignifikant gro3ere exprimierte Antikdrpermenge unterschieden sich
Glioblastome (p - Wert<0,0001), Astrozytome (p — Wert<0,0001) und
Ependymome (p — Wert<0,0001) von den Oligodendrogliomen. Hochsignifikant
groRere Mengen zeigten sich ebenfalls bei Glioblastomen (p — Wert<0,0001)
bzw. Astrozytomen (p — Wert<0,0001) gegeniiber Ependymomen. Glioblastome
(p — Wert= 0,0047) wiesen signifikant hohere WT 1 Expressionen gegenuber
Astrozytomen auf (siehe Tabelle 29).

WT1 Menge p- Werte |[Glioblastom |Ependymom |Astrozytom [Mittelwert Menge
Glioblastom 3,391
Ependymom <0,0001 2,519
Astrozytom 0,0047 <0,0001 3,097
Oligodendrogliom <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,7451

Tabelle 29: p — Werte von Tumorgruppenvergleichen fir WT 1 Menge. Signifikante
Unterschiede in der exprimierten WT 1 Menge zeigten sich zwischen allen
Tumorgruppen.
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Vergleich der WT 1 Mengen ,weniq“ vs.  viel*

Insgesamt wurde in zwei Drittel der Falle viel, in einem Drittel der Tumorproben
wenig WT 1 exprimiert. Astrozytome zeigten zu 75,2% und Ependymome zu
58% viel WT 1, wahrend bei Oligodendrogliomen in 92,6% der Féalle sparliche
Mengen an WT 1 zu finden waren (siehe Tabelle 30).

WT 1 Menge
WHO Grad | Diagnose | Anzahl Gruppe
wenig viel
Insgesamt 755 253 (33,51) [ 502 (66,49)
astrozytare Tumore 532 132 (24,81) | 400 (75,19)
1 pilozytisches Astrozytom 173 29 (16,76) 144 (83,24)
2 pilomyxoides Astrozytom 2 1 (50) 1 (50)
diffuses Astrozytom 44 28 (63,64) 16 (36,36)
3 anaplastisches Astrozytom 55 20 (36,36) 35 (63,64)
4 Glioblastom 258 54 (20,93) 204 (79,07)
oligodendrogliale Tumore | 54 | 50(92,59) [ 4(7,41)
2 Oligodendrogliom 23 22 (95,65) 1 (4,35)
3 anaplastisches Oligodendrogliom 28 27 (96,43) 1(3,57)
anaplastisches Oligoastrozytom 3 1 (33,33) 2 (66,67)
ependymale Tumore | 169 | 71 (42,01) [ 98 (57,99)
1 Subependymom 11 2 (18,18) 9 (81,82)
Myxopapillares Ependymom 29 8 (27,59) 21 (72,41)
2 Ependymom 88 51 (57,95) 37 (42,05)
3 anaplastisches Ependymom 41 10 (24,39) 31 (75,61)

Tabelle 30: WT 1 Mengengruppen ,wenig“ vs. ,viel“. Wenig: 0% (Score 0), 1 — 24%
(Score 1), 25 — 49% (Score 2) gefarbte Tumorzellen; Viel: 50 — 74% (Score 3) und 75 —
100% (Score 4) gefarbte Proben. Astrozytome und Ependymome exprimierten
mehrheitlich viel, Oligodendrogliome in der Mehrheit wenig WT 1.

WT 1 Mengen nach WHO Grad
WHO Grad | Gliome wiesen in der Mehrheit viel WT 1 nach, im Detalil

pilozytische Astrozytome zu 83,24% der Falle, Subependymome zu 81,82%
sowie myxopapillare Ependymome zu 72,41%.

Innerhalb des WHO Grad Il wiesen die Tumore mehrheitlich nur wenig
Expression auf: Oligodendrogliome zu 95,65%, diffuse Astrozytome zu 63,64%,
Ependymome zu 57,95 sowie pilomyxoide Astrozytome zu 50%.

Heterogen stellten sich Gliome des WHO Grad Il dar. Wenig WT 1 deutete zu
96,43% auf ein anaplastisches Oligodendrogliom hin. Anaplastische
Oligoastrozytome exprimierten in zwei Drittel, anaplastische Astrozytome in

63,64% und anaplastische Ependymome in 75,61% der Féalle viel WT 1.
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WHO Grad IV Gliome (d.h. Glioblastome) wiesen zu 79,07% viel WT 1 auf
(siehe Tabelle 30).

3.5.3 WT 1 Immunreaktiver Score

Astrozytome imponierten durch  Uberdurchschnittliche Immunreaktivitat
(Mittelwert  7,53), wobei pilozytische Astrozytome (Mittelwert 8,74) und
Glioblastome (Mittelwert 8) hohe Expressionen von WT 1 zeigten, wahrend
diffuse Astrozytome (Mittelwert 2,95) eine deutlich verminderte Assoziation zu
WT 1 erkennen lieRen.

Ependymale Tumore (Mittelwert 4,7) wiesen sowohl einen niedrigen IRS bei
klassischen Ependymomen WHO Grad Il (Mittelwert 2,68) als auch hohe
Immunreaktivitat bei anaplastischen Ependymomen (Mittelwert 8,58) auf.
Oligodendrogliome (Mittelwert 0,88) exprimierten WT 1 sehr gering (siehe
Tabelle 31).

WT 1 IRS
WHO Grad Diagnose Anzahl | Mittelwert IRS| MIB 1 Proliferationsrate | Tumorstatus
Mittelwert in % | p- Wert p- Wert
Insgesamt 750 6,44 9,49 <0,0001 0,4083
astrozytare Tumore 530 7,53 11,47 0,2860 0,0652
1 pilozytisches Astrozytom 173 8,74 1,95
2 diffuses Astrozytom 44 2,95 1,89
3 anaplastisches Astrozytom 55 5,13 8,68
4 Glioblastom 258 8,00 19,1 0,2120 0,0282
oligodendrogliale Tumore [ 51 | 0,88 [ 6,70 | 0,0797 [ 0,2744
2 Oligodendrogliom 23 1,04 4,23
3 anaplastisches Oligodendrogliom 28 0,75 8,70
ependymale Tumore | 169 | 4,70 [ 3,73 [ <0,0001| <0,0001
Subependymom 11 4,09 1,83 0,3745 0,0117
Myxopapillares Ependymom 29 5,59 2,03 0,3745 0,1692
2 Ependymom 88 2,68 1,71 0,4554 <0,0001
3 anaplastisches Ependymom 41 8,58 9,83 0,0321 0,1951

Tabelle 31: Mittelwerte WT 1 Immunreaktiver Score sowie Vergleiche mit Proliferation
(MIB 1 Expression) und Tumorstatus. Astrozytome, speziell WHO Grad | und IV Gliome,
zeigten Uberdurchschnittliche Immunreaktivitat. Ependymome, mit der Ausnahme von
anaplastischen Ependymomen, zeigten unterdurchschnittliche Expression.
Oligodendrogliome exprimierten marginal. Gesteigerte Proliferation fiuhrte bei
Ependymomen zu signifikant gesteigerter Immunreaktivitat. Bei Glioblastomen und
Ependymomen unterschied sich Priméargewebe mit gesteigertem IRS signifikant von
Rezidivgewebe; Ausnahme bildeten Ependymome WHO Grad I, hier zeigten Rezidive
hoheren IRS.
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Vergleich der Tumorgruppen nach WT 1 IRS

Hochsignifikant gréf3ere Expression zeigten jeweils Glioblastome (p -
Wert<0,0001), Astrozytome (p — Wert<0,0001) und Ependymome (p -
Wert<0,0001) gegentuber den Oligodendrogliomen. Hochsignifikant grol3er ist
sowohl der Unterschied von Glioblastomen zu Ependymomen (p -
Wert<0,0001) als auch von Astrozytomen zu Ependymomen (p — Wert<0,0001).
Glioblastomen unterschieden sich von Astrozytomen (p — Wert= 0,0054) durch

eine signifikant hohere Immunreaktivitat (siehe Tabelle 32).

WT1 IRS p- Werte |Glioblastom |Ependymom [Astrozytom |Mittelwert
Glioblastom 8,004
Ependymom <0,0001 4,688
Astrozytom 0,0054 <0,0001 7,058
Oligodendrogliom <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,8824

Tabelle 32: p — Werte von Tumorgruppenvergleichen fur WT 1 IRS. Zwischen den
Tumorgruppen lie3en sich signifikante Unterschiede in der Immunreaktivitat erkennen.

Korrelation nach Geschlecht, Tumorstatus, Alter und Proliferationsrate

Das Geschlecht der Patienten hatte keinen erkennbaren Einfluss auf den WT 1
IRS sowohl beim Gesamtkollektiv (p — Wert= 0,2375) als auch in den
Tumorgruppen.

Bei der Gruppe ependymaler Tumore flhrte steigendes Patientenalter zu einem
signifikant geringeren Immunreaktiven Score (p — Wert= 0,0127). Dieser
Zusammenhang liel3 sich in den einzelnen WHO Graden nicht feststellen (siehe
Tabelle 43 im Anhang).

Der Tumorstatus hatte bei ependymalen Tumoren hochsignifikanten Einfluss
auf die Immunreaktivitat (p — Wert<0,0001). Rezidivgewebe (Mittelwert 8,1;
Standardabweichung 4,2) unterschied sich durch einen hoheren Mittelwert und
groRere  Standardabweichung von  Primargewebe  (Mittelwert  3,8;
Standardabweichung 3,5). Bei klassischen Ependymomen WHO Grad Il war
Rezidivgewebe (Mittelwert 6; Standardabweichung 3,3) klar von Primargewebe
(Mittelwert 2,4; Standardabweichung 2,4) durch héhere WT 1 Expression und
groRere Streuung verschieden. Signifikanten Unterschied wiesen auch
Subependymome auf, Primargewebe (Mittelwert 4,4) zeigte hohere

Immunreaktivitat als Rezidivgewebe (Mittelwert 1).
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Auf die Expression von WT 1 bei Glioblastomen hatte der Tumorstatus
signifikanten Einfluss (p — Wert= 0,0282): Tumorrezidive (Mittelwert 6,4;
Standardabweichung 4,1) wiesen eine geringere Assoziation zu WT 1 auf als
Primartumore  (Mittelwert  8,4; Standardabweichung  3,5). Dieser
Zusammenhang liel3 sich in der Gruppe astrozytarer Tumore nicht bestatigen (p
— Wert= 0,0652; siehe Tabelle 31).

Erhéhte Proliferation in Form einer erhéhten MIB 1 Expression fihrte zu
hochsignifikant gro3erer (p — Wert<0,0001) WT 1 Expression. Dies zeigte sich
auch in der Tumorgruppe der Ependymome (p — Wert<0,0001), insbesondere
bei anaplastischen Ependymomen WHO Grad Il (p — Wert=0,0321; siehe
Tabelle 31).

Lokalisationen

Am Sulcus centralis (Mittelwert 9,71) und im Kleinhirn (Mittelwert 8,91) wurde
WT 1 am deutlichsten exprimiert, wahrend frontal (Mittelwert 4,97), intraspinal
(Mittelwert 4,7) sowie occipital (Mittelwert 3,95) die geringste Immunreaktivitat

gefunden wurde (siehe Abbildung 25 im Anhang).

Uberlebensvergleiche nach Tumorentitat

Die Expression von WT 1 zeigte keinen signifikanten Zusammenhang mit dem
Uberleben bei allen Tumorentitaten (siehe Abbildung 23). Allerdings wiesen
Oligodendrogliome WHO Grad Il (N= 10) und anaplastische Oligodendrogliome
(N= 13) nur geringe Fallzahlen auf, so dass zur weiteren Interpretation

Kollektive mit gréRerer Fallzahl einbezogen werden sollten.
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Abbildung 23: Kaplan — Meier Uberlebenskurven verschiedener Tumorentitaten bei WT 1
IRS unter dem Mittelwert (,,0) bzw. Falle mit groBerem IRS als Mittelwert (,,1°) der
Tumorentitat. Tumorentitaten jeweils abgekiirzt; Astrozytome WHO Grad | — IV (PA |, DA
I, AA lll und GBM 1IV) sowie Ependymome WHO Grad | — lll (ME I, E 1l, AE Ill) und
Oligodendrogliome WHO Grad Il und 1l (O ll, AO lll). Signifikanter Zusammenhang
zwischen WT 1 Expression und dem Uberleben wurde bei keiner Tumorentitat
festgestellt.
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Tumorentitaten. A:
Pilozytisches Astrozytom WHO Grad | mit starker Expression. B: Klassisches
Oligodendrogliom WHO Grad Il mit geringer Expression. C: Subependymom WHO Grad |
mit geringer Expression. D: Diffuses Astrozytom WHO Grad Il mit geringer Expression. E:
Anaplastisches Oligodendrogliom WHO Grad Ill mit geringer Expression. F:
Myxopapillares Ependymom WHO Grad | mit mittlerer Expression. G: Anaplastisches
Astrozytom WHO Grad Il mit mittlerer Expression. H: Klassisches Ependymom WHO
Grad Il mit geringer Expression. I: Glioblastom WHO Grad IV mit starker Expression. J:
Anaplastisches Ependymom WHO Grad Ill mit starker Expression. Fotografie: Gudrun
Albrecht, Neuropathologie Tubingen.
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4 Diskussion

Zu Beginn der Diskussion werden die Vor — und Nachteile der TMA Methode
skizziert. Anschlie3end erfolgt eine Einschatzung des Gesamtkollektives unter
Berucksichtigung der WHO Klassifikation. Wichtigster Teil ist die Diskussion der
einzelnen Antikérper; mit kurzen Schlussfolgerungen zu jedem Antikorper

schliel3t die Diskussion.

4.1 Vor - und Nachteile der TMA Methode

Die Verwendung der Tissue — Microarray — Methode hat einige Vor — und
Nachteile, die im Folgenden geschildert werden.

Ein grol3er Vorteil in der Methode besteht darin, dass abhangig von der GroRRe
des Paraffinblocks bis zu 1000 Tumor — Gewebestanzen in einem Microarray
gebindelt werden konnen. In dieser Studie wurden insgesamt 968
Gewebeproben gebiindelt; maximal 98 Stanzen pro TMA. Dadurch, dass viele
einzelne Flachenschnitte vermieden werden, wird zeiteffizienter ein grol3es
Gewebekollektiv aufgebaut und parallel mit diversen Antikérpern angefarbt.
Dies hat zur Folge, dass weniger kostspielige Antikdrpersubstanz verbraucht
wird und somit Kosten gesenkt werden. Durch grof3ere Fallzahlen kdnnen
generell validere Ergebnisse hinsichtlich der Signifikanz gemacht werden.
DarlUber hinaus ist das gestanzte Gewebeareal begrenzt, wodurch in fast allen
Fallen ausschlie3lich Tumorgewebe von normalem Hirngewebe separiert und
erfolgreich aufgetragen wurde. Dies war besonders in Fallen, in denen
tumorhaltiges Gewebe randstandig bzw. in geringen Anteilen vorhanden war,
von Vorteil. Bei wenig Ausgangsmaterial stellt sich der Microarray als
materialschonendste Methode dar und st fur Gewebeproben, die
referenzpathologisch an andere Institute verliehen werden, zu empfehlen. Es
konnen mit der TMA — Methode bis auf den Faktor 10* mehr Farbungen von
begrenztem Gewebe gemacht werden, verglichen mit Flachenschnitten (Tissue
Microarray Facility, Yale University; Jawhar 2009).

Durch den geringen Durchmesser der Stanzzylinder war ein objektives

Auswerten in dieser Studie, auch ohne grofRere Einarbeitungszeit fur eine
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Probenfindung, gut durchfihrbar. Weiterer Vorteil bestand darin, dass alle
Proben auf dem Microarray mit demselben Antikdrperansatz und Farbeprotokoll
gefarbt werden, wodurch eine gleichmalige Anfarbung und Standardisierung
gewahrleistet wurde. Weiterhin lasst sich der TMA in verschiedenen
Fragestellungen verwenden. Der Microarray kann ungefarbt unproblematisch
verschiedenen Laboratorien zugestellt werden, die ihrerseits die Proben
immunhistochemisch anfarben. Dies kann zu einer Erleichterung in der
Standardisierung bei der Immunhistochemie, der In — situ — Hybridisierung und
anderen molekularen Untersuchungen fuhren und Reproduzierbarkeit zwischen
den Laboratorien erleichtern. In der Verwendung bei internen
Qualitatskontrollen und der Optimierung von Reagenzien wird dem TMA noch
weit mehr Potential eingeraumt, als in seiner momentanen Verwendung
(Watanabe et al. 2005; Hsu et al. 2002).

Die Hauptkritik tGber den TMA bezieht sich auf die geringe GrofRe der
Stanzzylinder, die bei heterogenen Tumoren wie Prostata — oder
Leberkarzinomen keine reprasentative Aussage erlauben. Allerdings haben
Studien gezeigt, dass bei doppelter Stanzung des gleichen Tumorgewebes das
Ergebnis des TMA mit dem Flachenschnitt nahezu tbereinstimmt (Camp et al.
2000; Parker et al. 2002), weshalb in der aktuellen Arbeit, wann immer mdglich,
zwei Stanzen eines Falles ausgewertet wurden. In unserer Studie wurden in
395 Tumoren zwei Gewebezylinder untersucht, in 173 Tumoren nur ein
einziger, so dass insgesamt ein Gesamtkollektiv von 963 Féllen erreicht wurde.
Daruiber hinaus ist als geringer Nachteile anzusehen, dass die Konstruktion des
Microarrays in der mikroskopischen Auswahl, Markierung und dem Stanzen
zeitaufwendig ist. Des Weiteren stellt das Schneiden des Paraffinblockes eine
gewisse Herausforderung dar und es kann zu Gewebeverlust durch das
Schneiden kommen. In dieser Studie kam es insgesamt zu einem Totalausfall
(fehlender Zylinder oder minimales Restgewebe) von 138 von 959 (14,4%)
Gewebestanzen. In wenigen Fallen kam es zu keiner komplett homogenen
Anfarbung des Objekttragers. Die am Rand liegenden Zylinder wurden dabei
geringer gefarbt. Ein Objekttrager konnte wegen der langeren Lagerungszeit

nicht vollstandig entparaffiniert werden, so dass in diesem Fall die
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Immunhistochemie entfiel. Dies kann jedoch durch Anfertigung frischer Schnitte
von TMA — Blocken umgangen werden.

Insgesamt hat sich die TMA — Methode trotz kleiner Schwachen in dieser Arbeit
als aulRerordentlich praktikabel herausgestellt und bietet fur zuklnftige
Forschungsarbeiten Potential, da die TMA - Blocke ausreichend Material

enthalten.

4.2 Diskussion des Gesamtkollektives

Bevor auf die speziellen Antikdrper naher eingegangen wird, muss geklart
werden, inwiefern das Gesamtkollektiv mit den Ergebnissen aus der Literatur
(WHO Klassifikation, Louis et al. 2007) Ubereinstimmt.

Beim Patientenalter entsprach die Tumorauswahl dieser Studie im Grof3en und
Ganzen der Fachliteratur, allerdings lagen die diffusen Astrozytome WHO Grad
Il etwas Uber dem Durchschnitt, wahrend die hier ausgewerteten
anaplastischen Oligoastrozytome WHO Grad Il ein unterdurchschnittliches
Alter gegenuber der Norm aufwiesen. Beim Geschlechtsverhaltnis wichen
klassische Oligodendrogliome WHO Grad Il mit deutlicher mannlicher Praferenz
von der in der Fachliteratur beschriebenen Gleichverteilung ab. Anaplastische
Oligodendrogliome WHO Grad Il weisen nach der WHO Klassifikation
statistisch eine geringe méannliche Pradominanz auf, bei den hier verwendeten
Fallen lag eine weibliche Dominanz vor. Alle anderen Entitaten lagen beziglich
der Geschlechterverteilung in der Norm. Da in der statistischen Auswertung der
Antikdrper keine relevanten Alters — und Geschlechtsunterschiede beobachtet
wurden, sind die Abweichungen von der Literatur hier vernachlassigbar.

Bei der prozentualen Aufteilung der Tumorentitaten am Gesamtkollektiv waren
Astrozytome (WHO Grad | bis IV) zu zwei Drittel und Oligodendrogliome (WHO
Grad Il und 1ll) zu sechs Prozent vertreten und entsprachen damit der WHO
Klassifikation. Ependymome (WHO Grad Il und Ill) machten mit 19 Prozent in
dieser Studie mehr als den doppelten Anteil an neuroepithelialen Tumoren in
der Allgemeinheit aus. Auffallend ist, dass in dieser Studie pilozytische
Astrozytome WHO Grad | ein Finftel aller Falle ausmachen und damit deutlich

mehr als ihr statistischer Anteil (finf Prozent) gemald der WHO Richtlinien. Dies
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ist dadurch zu erklaren, dass extra fur diese Studie drei neue TMA konstruiert
wurden, um die in der Literatur fehlenden Informationen diesbezlglich zu
erweitern und zu gewinnen. Wahrend der Anteil diffuser Astrozytome WHO
Grad Il an den Astrozytomen realistisch dargestellt wurde, waren anaplastische
Astrozytome WHO Grad Ill und Glioblastome WHO IV unterreprasentiert.
Anaplastische Oligodendrogliome WHO Grad Il waren mit 47 Prozent an den
oligodendroglialen Tumoren deutlich tberreprasentiert im Vergleich zur WHO
Norm (20 bis 35%). Myxopapillare Ependymome WHO Grad | waren mit 22
Prozent Anteil an den Ependymomen deutlich tUberpréasentiert, verglichen zur
Norm (9 — 13%).

Die Anzahl der in dieser Studie ausgewahlten Gliome stellt nicht eine statistisch
reprasentative Auswahl dar. Allerdings war dies nicht primar die Absicht,
sondern gerade seltenere Tumorentitdten wie pilozytische Astrozytome WHO
Grad |, myxopapillare Ependymome WHO Grad | und anaplastische
Oligodendrogliome WHO Grad Il wurden gezielt geblndelt, um statistisch
aussagekraftige Daten fur Gruppenvergleiche zu erhalten. Deshalb sind sie in
dieser Studie numerisch Uberprasentiert. Dies trifft auch fur das Patientenalter
und Geschlechtsverhéltnis zu; Falle mit eindeutigen Tumormerkmalen und

ausreichend Gewebe wurden priorisiert.

4.3 Diskussion der Antikorper

4.3.1 GFAP

In den letzten Jahren wurden generell nur noch extrem selten
Ubersichtsarbeiten iber die GFAP Expression in neuroepithelialen Tumoren
veroffentlicht. Die meisten Studien liegen mittlerweile Jahrzehnte zuriick (Duffy
et al. 1977; Rasmussen et al. 1980; Eng et al. 1978; Gullotta et al. 1985). In den
wenigen Studien aus den letzten Jahren wurde GFAP stets in Verbindung mit
anderen neuronalen Markern oder in Verbindung mit klinischer Therapie
untersucht. Methodisch werden in der Immunhistochemie heute oft

spezifischere monoklonale Antikoérper, automatisierte Verfahren sowie neue
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Detektionssysteme (Polymer —, DAB — Methode) verwendet. Diese Studie soll
dem genannten Mangel beihelfen.

In der Literatur wird GFAP Expression durchweg in Astrozytomen beschrieben
(Oh et al. 1999; Ikota et al. 2006; Jung et al. 2007; Rousseau et al. 2006;
Rushing et al. 2009). In der Arbeitsgruppe Oh et al. waren alle (N=23)
Glioblastome WHO Grad IV vollstdndig immunreaktiv, wahrend Metastasen
negativ waren. In einer anderen Studie wurden grofRe Unterschiede in der
GFAP Expression bei Glioblastomen festgestellt (Jung et al. 2007), von weniger
als ein Viertel Anfarbung bis hin zu kompletter AntikGrperexpression. In der
Arbeitsgruppe Rushing et al. wurde GFAP bei GBM im Durchschnitt in der
Halfte der Tumorzellen exprimiert. Diese Unterschiede sind einerseits durch die
verwendete Antikorperverdiinnung von GFAP zu erklaren. Die Studie Oh et al.
verwendete eine 1:600 Verdunnung, wodurch sich eine vollstandige Expression
erklaren lasst; die Arbeitsgruppe Rushing et al. hingegen eine hohe 1:8000
Verdinnung. In unserer Studie wurde eine Verdinnung von 1:4000 verwendet.
Die in der Studie Jung et al. aufgetretenen Unterschiede lassen sich
andererseits auch dadurch erklaren, dass ein gewisser Anteil von stark
proliferierenden Glioblastomen mit mehr undifferenzierten Astrozyten weniger
GFAP Expression aufweist (Herpers et al. 1986).

In unserer Studie wurde GFAP in Uber zwei Drittel der Tumorzellen exprimiert.
Es wurde keine groRe Streuung der Werte ermittelt; nur in 16 Prozent der Félle
wurde eine geringe Expression festgestellt (bevorzugt in anaplastischen
Oligodendrogliomen und Oligoastrozytomen WHO Grad Ill). Diese Erkenntnisse
stehen im Einklang mit den alten Studien, in denen GFAP vorgestellt wurde
(Duffy et al. 1977; Rasmussen et al. 1980; Eng et al. 1978). In den anderen
astrozytaren Tumoren wurde eine durchgehend hohe GFAP Immunreaktivitat
beschrieben. Die Ergebnisse dieser Studie bestétigen dies; in 91 Prozent aller
Astrozytome wird viel GFAP exprimiert. Eine Studie aus dem Jahr 1985 iber
175 Hirntumore kommt zu dem Schluss, dass GFAP nicht ein spezifischer
Astrozytenmarker, sondern vielmehr ein spezifisches Protein fur Gliazellen ist.

Dies wird dadurch unterstrichen, dass eine hohe Anzahl positiver
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neoplastischer Zellen in Ependymomen und Oligodendrogliomen gefunden
wurde (Gullotta et al. 1985).

In Oligodendrogliomen wurde in einer anderen Arbeitsgruppe bei 59 Prozent
der Falle Immunreaktivitat fur GFAP beschrieben (Wharton et al. 1998). In der
Arbeitsgruppe Ikota et al. wurde bei Oligodendrogliomen in 54 Prozent der Falle
mehr als ein Viertel der Zellen positiv angefarbt. Darliber hinaus ist die
Antikdrperexpression zwischen der Tumorgruppe der Astrozytome und der
Oligodendrogliome signifikant unterschiedlich (p — Wert=0,0012; Ikota et al.
2006). Auch die Arbeitsgruppe Rousseau et al. zeigte in ihren Ergebnissen 81
Prozent immunonegative Oligodendrogliome. Die friihe Studie von Eng et al.
zeigte auf, dass Tumorzellen in Oligodendrogliomen immer negativ fir GFAP
waren. In der Tat sind zwar bei unseren Ergebnissen keine komplett negativen
Falle fiur GFAP gefunden worden, allerdings stellten nur 55 Prozent der
Oligodendrogliome viel GFAP dar. Sie sind in unserer Auswertung, verglichen
an den Immunreaktiven Scores, die schwachste Gruppe fir GFAP. Die
Expressionsunterschiede zwischen Astrozytomen und Oligodendrogliomen
werden in dieser Arbeit mit hochsignifikantem Niveau bestéatigt. In der
pathologischen Differentialdiagnostik sind neuroepitheliale Tumore, in denen
weniger als 75 Prozent der Tumorzellen immunreaktiv fir GFAP sind, schon
verdachtig fur Oligodendrogliome. Weniger als ein Drittel (31%) der
Oligodendrogliome zeigten Mengenscore 4; im Gegensatz zu Astrozytomen
(83%).

In Ependymomen wiederum wird eine hohe GFAP Expression in der Literatur
durchweg skizziert (Rushing et al. 2009; Rasmussen et al. 1980; Eng et al.
1978). Dies wird durch unsere Ergebnisse bestétigt; in 73 Prozent der
Ependymome wurde viel GFAP exprimiert. Geringere quantitative Anfarbung
von hohergradigen Ependymomen im Vergleich zu niedriggradigen
Ependymomen wurde beschrieben (Figarella — Branger et al. 1991). Dies deckt
sich mit den Ergebnissen unserer Studie.

In der Arbeitsgruppe Mokhtari et al. wurde das mediane Uberleben einer GFAP
exprimierenden Gruppe (diffuse und anaplastische Astrozytome WHO Grad Il

und 1l sowie anaplastische Oligoastrozytome WHO Grad Ill) einer GFAP —
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negativen  Gruppe (klassische Oligoastrozytome WHO Grad |I)
gegenubergestellt. Es wurde kein signifikanter Einfluss (p — Wert= 0,11) der
Expression auf das Uberleben festgestellt (Mokhtari et al. 2005). Dies wird in
unserer Studie fur Astrozytome bestéatigt. Bei Oligodendrogliomen WHO Grad I
wurde in unserer Studie allerdings eine erhbhte GFAP Expression mit einem
signifikant langeren Uberleben assoziiert (p — Wert= 0,0423). Moglicherweise
enthielt das Gewebe mit tGberdurchschnittlicher GFAP Expression im Vergleich
mehr reaktives ZNS — Gewebe statt Tumorgewebe. Dariiber hinaus ware auch
ein verstarktes Auftreten von IDH 1 — positiven Fallen in dieser Gruppe eine
Erklarung fiir die signifikant verlangerte Uberlebenszeit (Hartmann et al. 2009).
Dieses Ergebnis sollte dennoch aufgrund der geringen Fallzahl kritisch gesehen
werden, weiterfihrende Studien mit gré3erer Fallzahl werden angeraten.

GFAP ist aus der neuropathologischen Diagnostik inzwischen nicht mehr
wegzudenken. Besonders der Vorteil, dass durch die Expression Metastasen,
Meningeome und Neurinome klar ausgeschlossen werden, unterstreicht die
Anwendung (Zeltner 2010; Rasmussen et al. 1980). Potential besitzt der
Antikorper im Ausschluss von Oligodendrogliomen, allerdings sollten zur klaren
Diagnosefindung, besonders bei Entitdten mit astrozytarer Komponente oder
zur Abgrenzung Astrozytom vs. Ependymom, weitere Hilfsmittel hinzugezogen

werden.
4.3.2 MAP -2
Betrachtet man die MAP — 2 Expression bei hirneigenen Gliomen im

Allgemeinen, so wurde bei der Mehrzahl der Neoplasien in der Literatur eine
Anfarbung gefunden. Bei einer Studie aus dem Jahr 2001 wiesen 85 Prozent
aller Gliome, bei einer weiteren Studie des Jahres 2004 90,4 Prozent aller
Gliome eine Immunreaktivitat von MAP — 2 auf (Blimcke et al. 2001; Blumcke
et al. 2004); allerdings gehen beide Studien weder auf die MAP — 2 Intensitéat
noch auf den Immunreaktiven Score naher ein. Bei der Studie aus dem Jahr
2001 besalRen astrozytare Gliome (diffuse Astrozytome WHO Grad I,
anaplastische Astrozytome WHO Grad Ill und Glioblastome WHO Grad 1V)
einen moderaten Anteil (weniger als 50 Prozent) von Farbung fur MAP — 2. Dies
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deckt sich mit den Ergebnissen in dieser Studie, wo bei Astrozytomen in der
Mehrheit (61 Prozent) weniger als die Halfte des Tumorgewebes MAP — 2
exprimierte. Die Studie aus dem Jahr 2004 unterscheidet zwischen
pilozytischen Astrozytomen WHO Grad | und der Tumorgruppe diffuser Gliome.
Erstere wiesen demnach nur in einer Subpopulation ihres Tumorgewebes MAP
— 2 Expression auf und unterschieden sich morphologisch durch feine zellulare
Verzeigungen im Anfarbemuster. Dies deckt sich mit unseren Ergebnissen;
pilozytische Astrozytome wiesen in der Mehrheit der Félle (55%) wenig
Expression auf, verglichen mit diffusen Astrozytomen WHO Grad I, die in 70
Prozent viel MAP — 2 exprimierten. Daruber hinaus wird die Auffassung der
Studie des Jahres 2004 hinsichtlich des morphologischen Expressionsmusters
bei malignen Gliomen WHO Grad Ill und 1V, die in der Studie mit einer
verschwommenen, unscharfen Anfarbung aufgrund ansteigender Farbung der
Tumormatrix beschrieben werden, nur teilweise bestatigt. Zwar wurde auch in
dieser Studie eine gewisse unscharfe Farbung mit MAP — 2 bestatigt, allerdings
wiesen hohergradige Gliome einen niedrigeren Immunreaktiven Score als
geringgradige Gliome auf und wiesen mehrheitlich wenig Antikbrpermenge
nach (Blimcke et al. 2004).

Bei Oligodendrogliomen (WHO Grad Il und IIl) und Mischgliomen (WHO Grad Il
und IIl) wurde im Jahr 2001 in der Mehrheit der Menge des Gewebes
Expression von MAP — 2 festgestellt (gréRer 50%), ebenso in der Studie aus
dem Jahr 2004 (bei 99,6%). Dies wurde in dieser Studie bestatigt, nur in
wenigen Fallen wurde kein MAP — 2 exprimiert (3,57%).

Bei den Ependymomen wurde bei der Arbeitsgruppe aus dem Jahr 2001
(Blumcke et al. 2001) in keinem Tumor eine signifikante Fraktion an MAP — 2
Farbung festgestellt. Bliimcke et al. aus dem Jahr 2004 stellten bei 30 Prozent
der Ependymome eine Immunreaktivitat dar. In dieser Studie waren knapp drei
Viertel der Ependymome negativ fur MAP — 2, lediglich vier Prozent der Falle
wiesen viel MAP — 2 auf; Daten aus den friheren Studien deckten sich bei
dieser Tumorgruppe mit unserer Studie.

Es stellte sich die berechtigte Frage, ob MAP - 2, welches bei

Oligodendrogliomen am starksten exprimiert wurde, zur Differenzierung
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gegenuber Astrozytomen oder Ependymomen als sinnvolles Mittel dient. In der
Literatur wird MAP — 2 als erweitertes Hilfsmittel zur Unterscheidung zwischen
einerseits prominent exprimierenden Entitdten wie Oligodendrogliomen und in
abgeschwachter Form bei Astrozytomen gegenidber Tumoren, die fast
vollstandig negativ fir MAP — 2 sind (Ependymome, gutartige glio — neuronale
Tumore) in Betracht gezogen (Blimcke et al 2001/2004). Bei unserer
Untersuchung erwies sich MAP — 2 als gutes Unterscheidungsmittel zwischen
Ependymomen und anderen neuroepithelialen Tumoren. Zur Unterscheidung
von Astrozytomen (WHO Grad | bis IV) gegenuber Oligodendrogliomen ist MAP
— 2 durch ein &hnliches Expressionsmuster eher nicht geeignet. Mit dieser
aktuellen Studie wurde somit erstmalig MAP — 2 in einem anderen Labor
immunhistochemisch ~ wissenschaftlich in  einer Ubersichtsarbeit bei
neuroepithelialen Tumoren analysiert.

In unserer Studie korrelierte tberdurchschnittiche MAP — 2 Expression nicht mit
einer signifikant veranderten Uberlebenszeit. Allerdings sollten, wegen geringer
Fallzahlen, bei Oligodendrogliomen (WHO Grad Il und Ill) Studien mit gréR3eren
Fallzahlen bei der Beurteilung dieser Fragestellung hinzugezogen werden.
Uberlebensanalysen wurden bisher mit MAP — 2 nicht gemacht, so dass diese
Resultate neu sind und in anderen Studien noch validiert werden missen.
Erwdhnenswert ist, dass eine klare MAP — 2 Expression in der neuralen
Komponente von Gangliogliomen beobachtet wurde (Duggal et al. 2002).

Die in dieser Studie erbrachten Ergebnisse decken sich mit &lteren
Erkenntnissen und bestéatigen, dass MAP — 2 Expression in Verbindung mit
GFAP Expression als Ausschlusskriterium fir Ependymome in Erwagung

gezogen werden sollte.

4.3.3 NOGO-A

Eine zentrale Frage beziglich des relativ jungen NOGO — A Antikérpers in der
Literatur war, ob NOGO — A ein hilfreiches Instrument zur Diagnose bei
Oligodendrogliomen und zur signifikanten Unterscheidung von anderen
Gliomen ist (Marucci et al. 2011; Kuhlmann et al. 2008; Jung et al. 2011). In der
Studie aus dem Jahr 2008 wurde bei der Mehrheit der Oligodendrogliome
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(WHO Grad Il 67% der Falle, WHO Grad lll 77% der Falle) viel (>50% des
Gewebes) NOGO — A nachgewiesen. Bei der Arbeitsgruppe Marucci et al.
zeigte die Tumorgruppe der Oligodendrogliome dagegen mehrheitlich (66%)
wenig Antikérpermenge. In der Studie des Arbeitskreises Jung 2011 wurde in
einer gewissen Mehrheit der Oligodendrogliome (52,2% total, WHO Grad I
46,2%, WHO Grad 1ll 60%) viel NOGO — A analysiert. Dieses heterogene
Erscheinungsbild wird durch diese Studie bestétigt. Die Tumorgruppe der
Oligodendrogliome exprimierte in 55 Prozent der Falle wenig NOGO - A.
Allerdings gibt es eine Tendenz zu gesteigerter Expression mit Zunahme des
WHO Grades. Wahrend klassische Oligodendrogliome WHO Grad Il in drei
Viertel der Falle wenig NOGO - A exprimierten, zeigten anaplastische
Oligodendrogliome (59%) und anaplastische Oligoastrozytome (66%)
mehrheitlich viel NOGO — A. In unserer Studie wurde dartber hinaus ein
signifikant unterschiedlicher Immunreaktiver Score in der Tumorgruppe der
Oligodendrogliome hinsichtlich des MIB 1 Proliferationsindex festgestellt
(p=0,0220), was ein weiterer Beleg fir die divergierende Expression ist.

In Astrozytomen des WHO Grad Il und Il wurde im Jahr 2008 in allen Fallen
wenig NOGO - A Expression gefunden. Die astrozytaren Tumore der
Arbeitsgruppe Marucci besalRen in 92 Prozent wenig NOGO — A; in der Studie
von Jung et al. wurde wenig NOGO — A in 86 Prozent der Félle beschrieben.
Die Ergebnisse dieser Studie waren den Angaben aus der Literatur gegenlaufig:
bei der Tumorgruppe der Astrozytome wurde in der gro3en Mehrheit der
Gewebeproben (86%) viel NOGO — A nachgewiesen. Bei den Glioblastomen
wurde zwar bei Kuhlmann et al. in einigen Fallen (24%) u(ber viel
Antikdrpermenge berichtet, in unseren Ergebnissen besall hingegen eine
deutliche Mehrheit (drei Viertel) der Glioblastome viel Expression.

Im Allgemeinen wurde NOGO - A in unserer Studie deutlich mehr in
Astrozytomen als in Oligodendrogliomen exprimiert; in der Literatur wurde der
opponierte Fall beschrieben.

In Ependymomen wurde in der Literatur wenig bis fehlende Expression von
NOGO - A beschrieben; die gréf3te Antikdrpermenge wurde in anaplastischen
Ependymomen WHO Grad Il festgestellt (Marucci et al. 2011; Kuhlmann et al.
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2011). In unserer Studie wurde in der Tumorgruppe der Ependymome in der
grof3en Mehrheit (80%) viel NOGO — A Expression analysiert. Somit kbnnen die
Ergebnisse alterer Studien nicht bestétigt werden. Moglicher Grund dafur ist in
der niedrigen Fallzahl der Vergleichsstudien zu sehen. Wahrend in dieser
Studie insgesamt 568 neuroepitheliale Tumore untersucht wurden, lagen in den
anderen Berichten 148, 98 sowie 58 Proben vor. Eine weitere Erklarung ist,
dass im Vergleich zu unserer Studie (1:200) NOGO — A zu gering titriert war
(Marucci 1: 500; Jung 1: 400; Kuhlmann 1: 750) und dadurch bei Astrozytomen
und Ependymomen geringer exprimiert wurde.

Um auf den wesentlichen Gesichtspunkt, das Potential von NOGO — A zur
Differenzierung zwischen den verschiedenen Tumorgruppen, einzugehen,
wurde NOGO - A in vorangegangenen Studien als zuverlassigster Antikérper
zur Unterscheidung von Oligodendrogliomen zu Astrozytomen und
Ependymomen gesehen (Marucci et al. 2011), allerdings korreliert die
Expression nicht mit dem 1p/19q Status, weder in Oligodendrogliomen noch in
Astrozytomen (Kuhlmann et al. 2008). Die Arbeitsgruppe Jung et al. kommt zu
dem Schluss, dass NOGO - A nicht als spezifischer Marker fir
Oligodendrogliome dient. Die Ergebnisse unserer Untersuchung kommen, wie
oben erlautert, zu einigen unterschiedlichen Ergebnissen, obwohl wir
zustimmen, dass NOGO - A kein spezifischer Marker fur Oligodendrogliome ist.
In der Literatur wurde nur auf die exprimierte Antikérpermenge von NOGO — A
eingegangen. Allerdings sollte man den Immunreaktiven Score, in den sowohl
Menge als auch Intensitdt der Expression eingehen, als entscheidendes
Kriterium zum Vergleich heranziehen. Demnach waren alle Tumorgruppen
hochsignifikant zueinander unterschiedlich (p — Wert<0,0001).

Die Starke der NOGO — A Expression hatte nach unseren Ergebnissen keinen
signifikanten Einfluss auf das Uberleben der Patienten. Die Ergebnisse der
Tumorgruppe der Oligodendrogliome sollten aufgrund geringer Fallzahlen mit
Vorsicht gesehen werden. Zukinftige Studien mit gré3eren Kollektiven kdnnen
in diesem Punkt weitere Erkenntnisse bringen.

NOGO - A kann in Zukunft zur groben Unterscheidung zwischen den

Tumorgruppen dienen, sollte allerdings stets in Bertcksichtigung weiterer
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diagnostischer Marker verwendet werden, weil er nicht spezifisch fur eine

Tumorentitat ist (Jung et al 2011).

434 OLIG-2

OLIG - 2 wurde bereits als immunhistochemischer Marker fir Zellen
oligodendroglialen Ursprungs beschrieben, der in allen Gliomen des
Erwachsenenalters exprimiert wird (Otero et al. 2011). Daruber hinaus deutet
eine doppelte Immunfarbung von OLIG — 2 und EGFR auf glialen Ursprung der
Tumorzellen hin; dies trat insbesondere bei proliferierenden Zellen von
niedriggradigen Astrozytomen und Oligodendrogliomen auf (Burel — Vandenbos
et al. 2011). Zentrale Fragestellung ist, inwiefern OLIG — 2 zur Diagnostik von
anderen neuroepithelialen Tumoren dient und diese zu unterscheiden hilft.

In Oligodendrogliomen wurde in der groRen Mehrheit viel OLIG — 2 exprimiert
(Preusser et al. 2007; Ligon et al. 2004). So wiesen in der Studie der
Arbeitsgruppe Preusser et al. und Ligon et al. 100 Prozent, in der Studie
Marucci et al. allerdings nur 49 Prozent aller Oligodendrogliome viel OLIG — 2
auf. In unserer Studie wurde bei der Tumorgruppe der Oligodendrogliome viel
OLIG — 2 Expression in einer leichten Mehrheit der Falle (52%) festgestellt.
Entgegen mehrerer friherer Studienergebnisse konnten wir eine deutliche
Pradominanz von OLIG — 2 fir Oligodendrogliome nicht feststellen. Eine Studie
aus dem Jahr 2004, die Tumorentitdten mit einem Immunreaktiven Score
(Multiplikation des Mengenscores 0 — 3 mit Intensitatsscores 0 — 3) bewertet,
kommt zu dem Schluss, dass die Tumorgruppe der Oligodendrogliome am
deutlichsten OLIG — 2 exprimiert. Sie unterscheidet sich signifikant (p —
Wert=0,001) von der Gruppe der Astrozytome, die einen deutlich geringeren
Wert aufweist (Yokoo et al. 2004). Verglichen mit den Ergebnissen unserer
Studie stellte sich zwar auch ein hochsignifikanter Unterschied (p -
Wert<0,0001) zwischen Astrozytomen und Oligodendrogliomen heraus,
allerdings begrindete sich der signifikante Unterschied mit der
unterschiedlichen Expression in den einzelnen Tumorentitaten.

Pilozytische Astrozytome WHO Grad | zeigten in 40 Prozent der Falle viel OLIG
— 2, gefolgt von diffusen Astrozytomen WHO Grad Il und Glioblastomen WHO
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Grad IV, im Vergleich zu anaplastischen Astrozytomen WHO Grad lll, die nur
noch in 25 Prozent der Falle viel OLIG — 2 vorwiesen. Im Vergleich besal3en
Oligodendrogliome Grad Il in einem Drittel der Gewebeproben viel OLIG — 2,
wahrend anaplastische Oligodendrogliome (63%) und Mischgliome (100%) in
der Mehrheit viel OLIG — 2 exprimierten. Astrozytome exprimierten OLIG — 2 in
der Summe nur geringfugig starker als Oligodendrogliome. Eine Studie aus
dem Jahr 2006 kommt zu dem Schluss, dass Oligodendrogliome und
Astrozytome sich in der OLIG — 2 Expression nicht signifikant unterscheiden
(Rousseau et al. 2006).

Dass OLIG — 2 abgeschwacht in Astrozytomen exprimiert wird, dartber sind
sich weitgehend alle Studien einig. In der Arbeitsgruppe Marucci et al.
exprimierten 58 Prozent der Astrozytome wenig OLIG — 2 (Marucci et al. 2011).
Dies wird auch in einer anderen Studie bestétigt, in der sich zwar alle
Astrozytome immunreaktiv darstellten, allerdings im Durchschnitt wenig OLIG —
2 exprimierten (Ligon et al. 2004).

Bei der Arbeitsgruppe Tanaka et al. wurde ein signifikanter Unterschied (p —
Wert<0,001) in der OLIG — 2 Expression bei pilozytischen Astrozytomen WHO
Grad | gegeniber diffusen Astrozytomen WHO Grad 1l festgestellt. In dieser
Studie zeigten pilozytische Astrozytome in 47 Prozent der Félle, besonders
Areale mit morphologischer oligodendroglialer Komponente, OLIG - 2
Expression, diffuse Astrozytome im Vergleich dazu in 13 Prozent (Tanaka et al.
2008).

Dieser klare Unterschied wurde in unserer Studie nicht bestatigt. Grad Il
Astrozytome (Mittelwert 1,8) exprimierten gering weniger als Grad |
Astrozytome (Mittelwert 2,09).

In ependymalen Tumore wurde eine geringe bzw. fehlende OLIG - 2
Expression beschrieben (Otero et al. 2011; Ligon et al. 2004). Dies deckt sich
mit unseren Ergebnissen; zwei Drittel der Ependymome wies keine
Immunreaktivitat auf.

OLIG — 2 wird auch als nutzlicher immunhistochemischer Marker zur
Differentialdiagnose von klarzelligen priméren Neoplasien des ZNS gesehen

(Preusser et al. 2007). In den Ergebnissen der Arbeitsgruppe Lu et al. wurde
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kein signifikanter Unterschied zwischen Glioblastomen WHO Grad IV und
Oligodendrogliomen festgestellt (Lu et al. 2001). In unserer Studie war der Wert
des Immunreaktiven Scores bei der Tumorgruppe der Oligodendrogliome und
bei Glioblastomen gleich. Der ermittelte signifikante Unterschied (p — Wert=
0,0218) zwischen diesen beiden Gruppen ist durch eine gréfRere Streuung bei
Oligodendrogliomen, bedingt durch den WHO Grad, zu erklaren, obwohl beide
den gleichen numerischen Score besitzen. Unter der Berlcksichtigung der
Ergebnisse aus der oben genannten Studie (Lu et al. 2001) sollte daher OLIG —
2 nicht zur Unterscheidung zwischen GBM und Oligodendrogliomen verwendet
werden.

Alle anderen Tumorgruppen (niedriggradige Astrozytome, Ependymome) sind
voneinander und zu Oligodendrogliomen bei der Antikdrperexpression
hochsignifikant (p — Wert< 0,0001) unterschiedlich; dies wird in der Literatur
bestétigt (Ligon et al. 2004).

In einer aktuellen Studie aus dem Jahr 2012 wird bei Glioblastomen WHO Grad
IV mit Uberdurchschnittlicher OLIG — 2 Expression ein signifikant langeres
Uberleben (p — Wert= 0,0181) festgestellt. Diesem Subtyp wird eine
Abstammung von oligodendroglialen Vorlauferzellen attestiert (Motomura et al.
2012). In dieser Studie lassen sich die genannten Erkenntnisse nicht
bestétigen. Der Grad der OLIG — 2 Expression hatte bei keiner Tumorentitat
signifikanten Einfluss auf das Uberleben. Eine weitere Studie, die sich mit der
OLIG — 2 Expression und dem Uberleben bei Ependymomen (WHO Grad Il und
[ll) befasst, ist mit unserer Studie im Einklang; es wurde kein signifikanter
Zusammenhang festgestellt (Zawrocki et al. 2011).

Somit sollte OLIG - 2 nicht als alleiniger spezifischer Marker fur
Oligodendrogliome verwendet werden, kann jedoch zur Abgrenzung gegenuber
schwach OLIG — 2 exprimierenden Tumorentitaten (Ependymome, zentrale
Neurozytome WHO Grad II, Meningeome etc.) herangezogen werden. Er sollte

stets in Kombination mit weiteren Markern angewendet werden.
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435 WT-1

In frheren Studien wurde bei hdéhergradigen Astrozytomen (WHO Grad 11l und
IV) eine gesteigerte Expression von WT — 1 gegenuber nieddriggradigen
Astrozytomen festgestellt (Rushing et al. 2009; Bourne et al. 2010; Hashiba et
al. 2007; Oji et al. 2004; Schittenhelm et al. 2009). Wahrend in normalem
Hirngewebe WT — 1 ausschlief3lich auf Endothelzellen begrenzt war, wurde in
der Studie Rushing et al. in allen Gliomen Antikdrperexpression nachgewiesen.
Glioblastome WHO Grad IV und anaplastische Astrozytome WHO Grad Il
zeigten eine signifikant starkere Immunreaktivitat als niedriggradige
Astrozytome (WHO Grad | und I1l), bedingt durch gesteigerte Proliferation
(Rushing et al. 2009). Auch in einer anderen Arbeitsgruppe wurden hohe
Expressionen bei GBM und anaplastischen Astrozytomen nachgewiesen; ein
hochsignifikanter Zusammenhang (p - Wert<0,001) mit dem Mal3 der
Proliferation (MIB 1 Anfarbung) wurde analysiert. Pilozytische Astrozytome und
subependymale Riesenzellgliome WHO Grad | zeigten ein hohes Mal3 an WT —
1 Expression; allerdings wurden nur wenige Tumore untersucht (Hashiba et al.
2007). Auch in der Studie Oji et al. wurde vermehrte WT — 1 Expression mit
hdhergradigen Gliomen in Verbindung gebracht. Dies deckt sich im Groben mit
den Ergebnissen unserer Studie. Der hdchste Immunreaktive Score wurde bei
der Tumorgruppe der Astrozytome (im Besonderen WHO Grad | und V)
festgestellt. Es gab dariber hinaus betrachtliche Unterschiede in der
Immunreaktivitat; pilozytische Astrozytome und GBM exprimierten signifikant
mehr WT 1 als diffuse bzw. anaplastische Astrozytome. Ein hochsignifikanter
Zusammenhang zwischen der Proliferationsrate und der Antikérperexpression
wurde bei neuroepithelialen Tumoren im Allgemeinen (p — Wert< 0,0001) und in
der Tumorgruppe der Ependymome (p — Wert< 0,0001) festgestellt, bei
Astrozytomen bestatigte sich keine Korrelation. Niedriggradige Astrozytome
wurden besonders in der Arbeitsgruppe Schittenhelm aus dem Jahr 2009
untersucht. In pilozytischen Astrozytomen WHO Grad | wurden in 67 Prozent, in
diffusen Astrozytomen WHO Grad Il in 53 Prozent der Falle positive Zellen
festgestellt. In dieser Studie wurde WT — 1 bei beiden Entitaten haufiger

exprimiert.
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In Oligodendrogliomen wurde WT — 1 bei unserer Auswertung in sehr geringen
Mengen exprimiert. 35 Prozent aller Oligodendrogliome waren immunnegativ.
Zwischen dem WHO Grad Il und IIl konnte kein signifikanter Unterschied bzw.
Zusammenhang mit der Proliferationsrate bemerkt werden. Dies steht im
Einklang mit den Ergebnissen der Studie von Schittenhelm et al. 2009. In den
anderen Studien wurde meist eine zu geringe Fallzahl (N<10) untersucht, um
valide Daten zu erzielen. Die Arbeitsgruppe Hashiba et al. 2007 beschrieb
moderate und starke Expression bei Oligoastrozytomen (WHO Grad Il und III),
wobei hierfur die astrozytdre Komponente verantwortlich gemacht werden
sollte. Diese Tumorgruppe liel3 sich durch die sehr geringe Farbung mit WT — 1
hochsignifikant zu Astrozytomen und Ependymomen abgrenzen.

Bei Ependymomen wurde in der Literatur ein signifikanter Zusammenhang
zwischen Expression und Malignitat beschrieben (Hashiba et al. 2007;
Schittenhelm et al. 2009). Klassische Ependymome WHO Grad |l zeigten
gegenuber myxopapillaren und anaplastischen Ependymomen den geringsten
Score in der Klasse (Schittenhelm et al. 2007). Dies deckt sich mit den hier
geschilderten Ergebnissen.

Eine Studie aus dem Jahr 2010 kommt zu dem Schluss, dass bei
Glioblastomen WHO Grad IV eine hohe WT - 1 Expression nach
Immunotherapie sowohl mit einem langeren Zeitraum ohne Progression (p —
Wert= 0,022), als auch mit einem langeren Gesamtiberleben (p — Wert= 0,035)
signifikant  korreliert. Der MIB 1 Proliferationsindex besitzt keinen
prognostischen Aussagewert (Chiba et al. 2010). Unsere Ergebnisse
bestédtigen nicht die Aussage der Arbeitsgruppe Chiba et al. Die WT — 1
Expression hatte keine signifikante Auswirkung auf das Uberleben in allen
Tumorentitaten.

WT — 1 wird also in Astrozytomen und Ependymomen im hochsignifikanten
Zusammenhang mit der Proliferationsrate exprimiert und ist besonders als
Hilfsmittel zum Ausschluss von Oligodendrogliomen geeignet. Zur
Unterscheidung innerhalb der astrozytaren Entitaten selbst ist WT — 1 nur
eingeschréankt nutzbar, weitere immunhistochemische Marker wie MIB — 1 sind

hier aussagekraftiger.
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4.4 Schlussfolgerungen

Mit den Resultaten dieser Arbeit lasst sich feststellen, dass

1. GFAP die hochste Immunreaktivitat bei allen hirneigenen Tumoren
aufweist. Astrozytome, besonders pilozytische Astrozytome WHO Grad |,
zeigen hohe Expressionswerte. Innerhalb der Tumorgruppe der
Astrozytome korreliert die Antikdrperexpression signifikant mit der
Proliferationsrate; Glioblastome WHO Grad [V sind schwacher
immunreaktiv als geringgradige Astrozytome. GFAP hat sich durch hohe
Expression in  Ependymomen und mittlere  Anfarbung in
Oligodendrogliomen als spezifischer Marker fur Gliazellen, allerdings
nicht far Astrozyten, aufs Neue bestatigt. GFAP lasst sich zur
Abgrenzung gegeniber Metastasen, Meningeomen und z.B.
Neurinomen verwenden. Es hat dariber hinaus ein gewisses Potential,

Oligodendrogliome auszuschliel3en.

2. MAP - 2 sich durch bestenfalls moderate Immunreaktivitat (mehrheitlich
schwache Intensitat und wenig Antikdrpermenge) in Oligodendrogliomen
als auch in Astrozytomen auszeichnet. In Oligodendrogliomen
(besonders WHO Grad 1) ist MAP — 2 am deutlichsten. Eine gewisse
Ausnahme stellen diffuse Astrozytome WHO Grad |l dar, sie zeigen viele
MAP — 2 positive Zellen. Durch fehlende Expression in Ependymomen ist
MAP — 2 ein guter glioneuronaler Marker zur Ausschlussdiagnostik.
Astrozytome und Oligodendrogliome lassen sich allerdings in der
pathologischen Diagnostik alleine auf Grund der MAP — 2 Expression
nicht sicher trennen, hier ist die morphologische Beurteilung der MAP — 2

Verteilung in den Zellen relevant.

3. NOGO - A in allen drei Tumorgruppen, Astrozytome, Ependymome,
Oligodendrogliome, absteigend in angegebener Reihenfolge exprimiert
wird. In den beiden letzteren Gruppen wurde ein signifikanter

Zusammenhang zwischen gesteigerter NOGO — A Expression und
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erhohter Proliferationsrate analysiert. WHO Grad Il Tumore sind
demnach im Vergleich zu WHO Grad Il immunreaktiver; dies sollte auch
in der Diagnostik beriicksichtigt werden. Eine Pradominanz von NOGO —
A fur Oligodendrogliome, wie in Vergleichsstudien beschrieben, konnte in
unserer Studie nicht nachvollzogen werden. Astrozytome imponierten
sogar als deutlichste Gruppe fir NOGO — A. Somit hat NOGO — A kein
eindeutiges Unterscheidungspotential und bringt, unserer Erkenntnis
nach, bei der Verwendung in einem Immunhistochemie — Panel die
wenigsten weiterfuhrenden Erkenntnisse. Bei Anwendung sollte daher
auf andere diagnostische Hilfsmittel zurlickgegriffen werden.

4. OLIG — 2 von allen funf Antikérpern generell den schwachsten
Immunreaktiven Score in glialen Tumoren aufweist. Eine Pradominanz
fur Oligodendrogliome konnte in unserer Studie nicht festgestellt werden.
Anaplastische Oligodendrogliome WHO Grad Il und pilozytische
Astrozytome WHO Grad | imponierten mit der kréaftigsten Expression. Im
Allgemeinen gestaltet sich eine Unterscheidung von Astrozytomen und
Oligodendrogliomen, die ahnliches Immunverhalten zeigten, schwierig.
Deutlich abgrenzen lassen sich hingegen Ependymome, die wie bei MAP
— 2 auch fast durchgangig immunonegativ waren; dies stellt einen Vortell
von OLIG — 2 dar.

5. WT — 1 am deutlichsten in Astrozytomen, gefolgt von Ependymomen,
exprimiert wird. Innerhalb dieser Tumorgruppen gibt es deutliche
Unterschiede. Pilozytische Astrozytome WHO Grad | und Glioblastome
WHO Grad IV grenzten sich mit deutlich starkerer Immunreaktivitat
gegenuber diffusen und anaplastischen Astrozytomen (WHO Grad Il und
) ab. In der Gruppe der Ependymome bestand signifikanter
Zusammenhang zwischen Proliferationsrate und WT — 1 Expression, so
dass anaplastische Ependymome WHO Grad Il sich mit aller
Deutlichkeit von geringgradigen Ependymomen unterschieden.
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Oligodendrogliome exprimierten sehr schwach und kénnen mit WT — 1

leichter erkannt werden.
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5 Zusammenfassung

Die Proteine GFAP, MAP — 2, NOGO - A, OLIG — 2 und WT — 1 werden von
neuroepithelialen Tumoren in unterschiedlicher Starke und Menge exprimiert.
Ziel dieser Arbeit war es, das Expressionsverhalten mittels
Antikdrperexpression in den verschiedenen Tumorentitaten quantitativ und
qualitativ zu vergleichen und zu beurteilen. Des Weiteren sollte der
Neuropathologie im Hinblick der haufig schwierigen Unterscheidung zwischen
den glialen Tumorentitaiten ein solider Uberblick tber Potential und

Differenzierung der Antikbrper gegeben werden.

Diese vorliegende Studie untersuchte das Expressionsverhalten der Antikérper
in Tumoren mit der Diagnose Glioblastom, Astrozytom, Oligodendrogliom oder
Ependymom unterteilt nach den aktuellen WHO Graden.

Es wurde paraffineingebettetes Gewebe von 424 Astrozytomen (Grad I: 117
Falle, Grad I1l: 83 Falle, Grad Ill: 76 Falle, Grad IV: 148 Falle), 36
Oligodendrogliomen (Grad IlI: 16 Falle, Grad Ill: 20 Falle) sowie 106
Ependymomen (Grad |: 33 Falle, Grad Il 49 Falle, Grad lll.: 24 Falle)
immunhistochemisch untersucht.

Die Gewebeproben wurden auf 14 Tissue Microarrays gebindelt und mittels
Immunhistochemie parallel angefarbt.

Die Ergebnisse unserer Studie zeigten, dass GFAP von allen neuroepithelialen
Tumoren exprimiert wird. In Astrozytomen und Ependymomen zeigte sich ein
hohes, in Oligodendrogliomen ein mittleres Expressionsniveau. GFAP besitzt
zwar die Kriterien eines spezifischen Markers fur Gliazellen, wird allerdings
nicht nur in Astrozyten exprimiert. GFAP eignet sich besonders, um
Metastasen, Meningeome und Neurinome von hirneigenen Tumoren
abzugrenzen.

MAP — 2 wird generell schwécher exprimiert, am deutlichsten in
Oligodendrogliomen. Ependymome sind in der Mehrheit immunonegativ, so
dass diese bei MAP — 2 Positivitat klar ausgeschlossen werden kdnnen. Zur
Unterscheidung zwischen Astrozytomen und Oligodendrogliomen ist MAP — 2

alleine nicht geeignet.
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NOGO - A wird von allen Tumorgruppen exprimiert, am deutlichsten von
Astrozytomen. Dadurch, dass NOGO — A in dieser Studie kein Uberzeugendes
Differenzierungspotential zwischen den Tumorentitaten aufwies, ist der
diagnostische Einsatz in der Routine fraglich.

OLIG — 2 wird im Allgemeinen nur in maRiger Starke nuklear exprimiert. Eine
Pradominanz fur Oligodendrogliome wird nicht bestatigt. Astrozytome besitzen
ein ahnliches Immunverhalten wie Oligodendrogliome, lassen sich allerdings
eindeutig von immunonegativen Ependymomen abgrenzen.

Bei der WT — 1 Expression gibt es innerhalb der Tumorgruppe der Astrozytome
(Grad | und 1IV: deutliche, Grad Il und Illl: maRkige Immunreaktivitat) und
innerhalb der Gruppe der Ependymome (Grad lll: deutliche, Grad | und I
mafige Reaktivitdt) erkennbare Unterschiede. Oligodendrogliome waren
schwach immunreaktiv und gut abgrenzbar.

Das Mal3 der AntikOrperexpression hatte keinen signifikanten Einfluss auf das

Uberleben der Patienten.
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7 Anhang
7.1 Statistische Tabellen
GFAP Intensitét
WHO Grad | Diagnose Anzahl Score (Prozent)
0 1 2 3 Mittelwert
Insgesamt 766 18 (2,3%) | 120 (15,7%) | 303 (39,6%) | 325 (42,4%) 2,22
astrozytare Tumore 539 7(1,3%) | 59 (10,9%) | 205 (38%) | 268 (49,7%) 2,36
1 pilozytisches Astrozytom 178 2 (1,1%) 6 (3,4%) 30 (16,8%) 140 (78,7%) 2,73
2 pilomyxoides Astrozytom 2 0 1 (50%) 0 1 (50%) 2
diffuses Astrozytom 46 1 (2,2%) 8 (17,4%) 7 (15,2%) 30 (65,2%) 2,43
3 anaplastisches Astrozytom 58 0 14 (24,1%) 25(43,1%) 19 (32,8%) 2,09
4 Glioblastom 255 4(1,6%)  30(11,8%) 143 (56,1%) 78 (30,5%) 2,16
oligodendrogliale Tumore [ 58 0 [ 19(328%) [ 22(37,9%) [ 17(293%) [ 197
2 Oligodendrogliom 25 0 6 (24%) 10 (40%) 9 (36%) 2,12
3 anaplastisches Oligodendrogliom 30 0 10 (33,3%) 12 (40%) 8 (26,7%) 1,93
anaplastisches Oligoastrozytom 3 0 3 0 0 1
ependymale Tumore 169 | 11(6,5%) | 42 (24,8%) | 76 (45%) | 40 (23,7%) | 1,86
Subependymom 14 1 (7,1%) 3 (21,4%) 7 (50%) 3 (21,5%) 1,86
Myxopapillares Ependymom 26 2 (7,7%) 9(34,6%) 11 (42,3%) 4 (15,4%) 1,65
2 Ependymom 87 2 (2,3%) 27 (31%)  38(43,7%) 20 (23%) 1,87
3 anaplastisches Ependymom 42 6 (14,3%) 3 (7,1%) 20 (47,6%) 13 (31%) 1,95

Tabelle 33: Intensitatsverteilung von GFAP, Score 0 — 3. Score 0= negativ, Score 1=
geringe, Score 2= mittlere, Score 3= starke Expression. Uberdurchschnittliche Intensitét
in Astrozytomen, besonders Grad | und Il. Oligodendrogliome und Ependymome leicht
unterdurchschnittliche Immunreaktivitaten von GFAP.

GFAP Menge
WHO Grad Diagnose Anzahl Score (Prozent)
0 1 2 3 4 Mittelwert

Insgesamt 766 [18(2,35)] 39 (5,09) [ 63 (8,22) | 78 (10,18)[568 (74,15)| 3,49
astrozytare Tumore 539 7(1,3) | 12(2,23) | 29 (5,38) | 45 (8,35) [446 (82,74)] 3,69
1 pilozytisches Astrozytom 178 2(1,12) 0 0 4(2,25) 172 (96,63) 3,93

5 pilomyxoides Astrozytom 2 0 0 0 0 2 (100) 4
diffuses Astrozytom 46 1(2,17) 0 0 0 45 (97,83) 3,91
3 anaplastisches Astrozytom 58 0 0 2(3,45) 1(1,72) 55(94,83) 3,91
4 Glioblastom 255  4(1,57) 12(4,71) 27(10,59) 40 (15,69) 172 (67,45) 3.43
oligodendrogliale Tumore 58 | 0  [13(22,41)|13 (22,41)[14 (24,14) 18 (31,04) | 2,64
2 Oligodendrogliom 25 0 3(12) 7 (28) 8(32) 7 (28) 2,76
3 anaplastisches Oligodendrogliom 30 0 8 (26,67) 6 (20) 5(16,67) 11 (36,67) 2,63
anaplastisches Oligoastrozytom 3 0 2 (66,67) 0 1(33,33) 0 1,67
ependymale Tumore 169 |11 (6,51)] 14 (8,28) | 21 (12,43)[19 (11,24)| 104 (61,54)| 3,13

1 Subependymom 14 1(7,14) 1(7,14) 0 0 12 (85,71) 3,5
Myxopapillares Ependymom 26 2(7,69) 3(11,54) 4(15,38) 6(23,08) 11(42,31) 2,81
2 Ependymom 87 2(2,3) 8(9,2) 11(12,64) 10(11,49) 56 (64,37) 3,26
3 anaplastisches Ependymom 42 6(451) 2(1)5) 6(4,51) 3(2,26) 25(18,8) 2,93

Tabelle 34: Mengenverteilung von GFAP Score 0 — 4. Score 0= 0%, Score 1= 1 — 24%,
Score 2= 25 — 49%, Score 3= 50 — 74%, Score 4= 75 — 100%. Astrozytome, besonders
WHO Grad | - Ill, fast vollstandig GFAP positiv. Ependymome, Subependymome
ausgenommen, und Oligodendrogliome wiesen unterdurchschnittliche GFAP Mengen

auf.



Anhang 133
MAP 2 Intensitét
WHO Grad]| Diagnose [Anzahl Score (Prozent)
0 1 2 3 Mittelwert
Insgesamt 745 (175 (23,49)[160 (21,48)|287 (38,52)| 123 (16,51)| 1,48
astrozytare Tumore 529 [ 56 (10,59) |119 (22,49)|249 (47,07)| 105 (19,85) 1,76
1 pilozytisches Astrozytom 172 10(5,81) 30 (17,44) 79 (45,93) 53(30,81) 2,02
2 pilomyxoides Astrozytom 3 1 (33,33) 1 (33,33) 1 (33,33) 0 1
diffuses Astrozytom 46 4 (8,70) 15(32,61) 25(54,35) 2 (4,35) 1,54
3 anaplastisches Astrozytom 53 2(3,77) 21(39,62) 24 (45,28) 6 (11,32) 1,64
4 Glioblastom 255 39 (15,29) 52 (20,39) 120 (47,06) 44 (17,25) 1,66
oligodendrogliale Tumore [ 56 | 2357 [19(33,93) [ 2035,71) [ 15(26,79) | 1,86
2 Oligodendrogliom 23 1(4,35) 9(39,13) 11 (47,83) 2(8,7) 1,61
anaplastisches Oligodendrogliom 30 1(3,33) 10 (33,33) 9 (30) 10 (33,33) 1,93
anaplastisches Oligoastrozytom 3 0 0 0 3 (100) 3
ependymale Tumore 160 [117 (73.13)[ 22 (13.75) [ 18 11,25 3 @87 | 0,42
1 Subependymom 14 9(64,29) 3(21,43) 2 (14,29) 0 0,5
Myxopapillares Ependymom 25 24 (96) 14 0 0 0,04
2 Ependymom 79 60 (75,95) 11 (13,92) 8(10,13) 0 0,34
3 anaplastisches Ependymom 42 24 (57,14) 7 (16,67) 8 (19,05) 3(7,14) 0,76

Tabelle 35: Intensitatsverteilung von MAP 2, Score 0 — 3. Score 0= negativ, Score 1=
geringe, Score 2= mittlere, Score 3= starke Expression. Oligodendrogliome, besonders
WHO Grad Il Gliome, und Astrozytome, im Besonderen WHO Grad | Tumore, zeigten die
kraftigsten Farbungen. Ependymome zeigten schwache Intensitaten.

MAP2 Menge
WHO Grad| Diagnose Anzahl Score (Prozent)
0 1 2 3 4 Mittelwert
Insgesamt 745 1175 (23,49)]|197 (26,44)[133 (17,85)|80 (10,74)| 160 (21,48) 1,80
astrozytére Tumore 529 | 56 (10,59) |159 (30,06)|108 (20,42)|64 (12,10)|142 (26,84) 2,15
1 pilozytisches Astrozytom 172 10 (5,81) 46 (26,74) 38(22,09) 16 (9,3) 62 (36,05) 2,43
2 pilomyxoides Astrozytom 3 1 (33,33) 0 1(33,33) 1(33,33) 0 1,67
difuses Astrozytom 46 4(8,7) 6 (13,04) 4(8,70) 13(28,26) 19 (41,3) 2,80
3 anaplastisches Astrozytom 53 2 (3,77) 15 (28,3) 11 (20,75) 9 (16,98) 16 (30,19) 2,42
4 Glioblastom 255 39 (15,29) 92 (36,08) 54 (21,18) 25(9,8) 45 (17,65) 1,78
oligodendrogliale Tumore [ 56 | 2@57) [10@786) 162857 ] 1425 [ 1425 | 25
2 Oligodendrogliom 23 1(4,35) 3(13,04) 10(43,48) 6 (26,09) 3 (13,04) 2,30
anaplastisches Oligodendrogliom 30 1(3,33) 7 (23,33) 5 (16,67) 6 (20) 11 (36,67) 2,63
anaplastisches Oligoastrozytom 3 0 0 1(33,33) 2 (66,67) 0 2,67
ependymale Tumore 160 [117 (73,13)] 28 (175 | 9,62 [ 2125 [ 425 [ 043
1 Subependymom 14 9 (64,29) 2 (14,29) 0 1(7,14) 2 (14,29) 0,93
Myxopapillares Ependymom 25 24 (96) 1@4) 0 0 0 0,04
2 Ependymom 79 60 (75,95) 15 (18,99) 4 (5,06) 0 0 0,29
3 anaplastisches Ependymom 42 24 (57,14) 10(23,81) 5(11,9) 1(2,38) 2 (4,76) 0,74

Tabelle 36: : Mengenverteilung von MAP 2, Score 0 — 4. Score 0= 0%, Score 1= 1 — 24%,
Score 2= 25 - 49%, Score 3= 50 — 74%, Score 4= 75 — 100%. Oligodendrogliome und
Astrozytome zeigten, besonders diffuse Astrozytome, Uberdurchschnittlich hohe MAP 2
Mengen. Bei Ependymomen wurden nur kleine Mengen nachgewiesen.
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NOGO A Intensitat
WHO Grad | Diagnose [Anzanhl Score (Prozent)
0 1 2 3 Mittelwert

Insgesamt 739 |24 (3,25)[202 (27,33)| 303 (41) |210(28,42)| 1,95
astrozytare Tumore 512 | 6(1,17) | 99 (19,33) | 228 (44,53)[179 (34,97) 2,13
1 pilozytisches Astrozytom 174 4(2,3) 23(13,22) 61 (35,06) 86 (49,43) 2,32

2 pilomyxoides Astrozytom 2 0 1 (50) 0 1 (50) 2
diffuses Astrozytom 49 0 22 (44,9) 22 (44,9) 5 (10,2) 1,65
3 anaplastisches Astrozytom 56 0 18 (32,14) 29 (51,79) 9 (16,07) 1,84
4 Glioblastom 231  2(0,87) 35(15,15) 116 (50,22) 78 (33,77) 2,17
oligodendrogliale Tumore | 56 [4@149]16 @857 27 4821)] 9(16,08) [ 1,73
2 Oligodendrogliom 24 2(833) 9(37,5) 11(4583) 2(8,33) 1,54
3 anaplastisches Oligodendrogliom 29 13,45) 7 (24,14) 15(51,72) 6 (20,69) 1,9
anaplastisches Oligoastrozytom 3 1 (33,33) 0 1(33,33) 1(33,33) 1,67
ependymale Tumore 171 [14 (8,19)] 87 (50,88) | 48 (28,07) [ 22 (12,86) | 1,46
1 Subependymom 14 1(7,14) 7 (50) 6 (42,86) 0 1,36
Myxopapillares Ependymom 29 8(27,59) 17 (58,62) 1 (3,45) 3 (10,34) 0,97
2 Ependymom 86  3(3,49) 41 (47,67) 33(38,37) 9 (10,47) 1,56
3 anaplastisches Ependymom 42 2(4,76) 22 (52,38) 8(19,05 10 (23,81) 1,62

Tabelle 37: Intensitatsverteilung von NOGO A, Score 0 — 3. Score 0= negativ, Score 1=
geringe, Score 2= mittlere, Score 3= starke Expression. Astrozytome, besonders WHO
Grad | und IV, zeigten kraftige Intensitaten. Oligodendrogliome und Ependymome wiesen
schwéchere Intensitaten auf.

NOGO A Menge
WHO Grad Diagnose Anzahl Score (Prozent)
0 1 2 3 4 Mittelwert

Insgesamt 739 [24(3,25)| 49 (6,63) [ 63 (8,53) | 51 (6,9) | 552 (74,7) 3,43
astrozytare Tumore 512 [ 6(1,17) [ 38 (7,42) | 26 (5,08) | 22 (4,3) |420 (82,03)[ 3,59
1 pilozytisches Astrozytom 174 42,3 1057 2(,15) 3(,72) 164 (94,25) 3,85
2 pilomyxoides Astrozytom 2 0 0 0 1 (50) 1 (50) 3,5
diffuses Astrozytom 49 0 0 2(4,08) 1(2,04) 46 (93,88) 3,9
3 anaplastisches Astrozytom 56 0 1(,79) (0] 1(1,79) 54 (96,42) 3,93
4 Glioblastom 231  2(0,87) 36 (15,58) 22(9,52) 16 (6,93) 155 (67,1) 3,24
oligodendrogliale Tumore 56 | 4(7,14) | 3(5,36) [24 (42,86)[13 (23.21)] 12 (21,43) | 2,46
2 Oligodendrogliom 24  2(8,33) 1(4,17) 15(62,5 5(20,83) 1 (4,17) 2,08
anaplastisches Oligodendrogliom 29 1@3,45) 26,9 9(31,03) 7 (24,14) 10 (34,48) 2,79
anaplastisches Oligoastrozytom 3 1 (33,33) 0 0 1(33,33) 1 (33,33) 2,33
ependymale Tumore 171 [14 8,19)] 8 (4,68) | 13(7,6) [ 16 (9,36) [120 (70,17)[ 3,29
1 Subependymom 14 1(7,14) 0 1(7,14) 0 12 (85,71) 3,57
Myxopapillares Ependymom 29 8(27,59) 4 (13,79) 4(13,79) 5(17,24) 8 (27,59) 2,03
2 Ependymom 86 3(3,49) 4 (4,65 4 (4,65) 8(9,3) 67(77,91) 3,53
3 anaplastisches Ependymom 42 2 (4,76) 0 49,52 3(7,14) 33(78,57) 3,55

Tabelle 38: Mengenverteilung von NOGO A, Score 0 — 4. Score 0= 0%, Score 1= 1 — 24%,
Score 2= 25 — 49%, Score 3= 50 — 74%, Score 4= 75 — 100%. Astrozytome und
Ependymome, mit der Ausnahme von myxopapillaren Ependymomen, wiesen in ihrer
Mehrheit Score 4 auf. Oligodendrogliome besal3en die wenigsten positiven Tumorzellen.
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OLIG 2 Intensitat
WHO Grad | Diagnose [Anzanhl Score (Prozent)
0 1 2 3 Mittelwert

Insgesamt 752 188 (25) |139 (18,48)|272 (36,17)[153 (20,35)| 1,52
astrozytare Tumore 529 | 70 (13,24) [102 (19,28)| 216 (40,83)| 141 (26,65) 1,81
1 pilozytisches Astrozytom 173 16 (9,25) 27 (15,61) 58 (33,53) 72 (41,62) 2,08

2 pilomyxoides Astrozytom 2 0 0 0 2 (100) 3
diffuses Astrozytom 44 5(11,36) 16 (36,36) 15(34,09) 8 (18,18) 1,59
3 anaplastisches Astrozytom 56 7 (12,5) 18 (32,14) 26 (46,43) 5 (8,93) 1,52
4 Glioblastom 254 42 (16,54) 41 (16,14) 117 (46,06) 54 (21,26) 1,72
oligodendrogliale Tumore | 54 | 509,26) | 21(38,89) | 28 (51,85) | 0 1,43
2 Oligodendrogliom 24 3(12,5) 12 (50) 9 (37,5) 0 1,25
anaplastisches Oligodendrogliom 27 2 (7,41) 9(33,33) 16 (59,26) 0 1,52

anaplastisches Oligoastrozytom 3 0 0 3 (100) 0 2
ependymale Tumore 169 [113(66,86)] 16 (9.47) [ 28 1657) | 12(7,1) | 0,64
1 Subependymom 14 6 (42,86) 3 (21,43) 5 (35,71) 0 0,93
Myxopapillares Ependymom 29 26 (89,66) 0 3(10,34) 0 0,21
2 Ependymom 86 54(62,79) 7(8,14) 17 (19,77) 8(9,3) 0,76

3 anaplastisches Ependymom 40 27 (67,5) 6 (15) 3(7,5) 4 (10) 0,6

Tabelle 39: Intensitatsverteilung von OLIG 2, Score 0 — 3. Score 0= negativ, Score 1=
geringe, Score 2= mittlere, Score 3= starke Expression. Astrozytome zeigten die
kraftigste Intensitat. Oligodendrogliome wiesen keinen Fall fur Score 3 auf, Ependymome
waren mehrheitlich Score 0.

OLIG 2 Menge
WHO Grad Diagnose Anzahl Score (Prozent)
0 1 2 3 4 Mittelwert

Insgesamt 752 188 (25) [199 (26,46)[164 (21,81)[109 (14,49)[92 (12,23)] 1,63
astrozytéare Tumore 529 | 70 (13,23) | 147 (27,79)| 145 (27,41)| 95 (17,96) | 72 (13,61) 1,91
1 pilozytisches Astrozytom 173 16 (9,25) 52(30,06) 36(20,81) 39(22,54) 30(17,34) 2,09

2 pilomyxoides Astrozytom 2 0 0 2 (100) 0 0 2
diffuses Astrozytom 44 5(11,36) 15 (34,09) 11 (25) 10 (22,73) 3(6,82) 1,8
3 anaplastisches Astrozytom 56 7(12,5) 18(32,14) 17(30,36) 8(14,29) 6(10,71) 1,79
4 Glioblastom 254  42(16,54) 62 (24,41) 79 (31,1) 38(14,96) 33(12,99) 1,83
oligodendrogliale Tumore | 54 | 509,26) | 6@1,11) | 15(27,78) | 12 (22,22) |16 (29,63)[ 2,52
2 Oligodendrogliom 24 3(12,5) 3(12,5) 10(41,67) 3(125 5(20,83) 217
anaplastisches Oligodendrogliom 27 2(7,41) 3(11,11) 5(18,52) 7(25,93) 10(37,04) 2,74
anaplastisches Oligoastrozytom 3 0 0 0 2 (66,67) 1(33,33) 3,33
ependymale Tumore | 169 |113(66,86)] 46 (27,22) | 4(237) | 2@,18) | 437 [ 045
Subependymom 14 6 (42,86) 8(57,14) 0 0 0 0,57
Myxopapillares Ependymom 29 26 (89,66) 1(3,45) 0 0 2(6,9) 0,31
2 Ependymom 86 54 (62,79) 28(32,56) 3(3,49) 1(1,16) 0 0,43
3 anaplastisches Ependymom 40 27 (67,5) 9 (22,5) 1(2,5 1(2,5 2 (5 0,55

Tabelle 40: Mengenverteilung von OLIG 2, Score 0 — 4. Score 0= 0%, Score 1= 1 — 24%,
Score 2= 25 - 49%, Score 3= 50 — 74%, Score 4= 75 - 100%. Oligodendrogliome,
besonders WHO Grad lll, exprimierten die grof3ten Mengen OLIG 2. Ependymome waren
zu zwei Drittel negativ.
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WT 1 Intensitéat
WHO Grad] Diagnose [ Anzanhl Score (Prozent)
0 1 2 3 Mittelwert
Insgesamt 755 | 59 (7,81) [ 201 (26,62)[ 239 (31,66)] 256 (33,91)[ 1,92
astrozytare Tumore 532 | 14 (2,64) | 103 (19,36)] 195 (36,65)| 220 (41,35)| 2,17
1 pilozytisches Astrozytom 173 0 18 (10,4) 62 (35,84) 93(53,76) 2,43
> pilomyxoides Astrozytom 2 0 0 1 (50) 1 (50) 2,5
diffuses Astrozytom 44  8(18,18) 21 (47,73) 12 (27,27) 3(6,82) 1,23
3 anaplastisches Astrozytom 55 1(1,82) 26(47,27) 19(34,55) 9 (16,36) 1,65
4 Glioblastom 258  5(1,94) 38(14,73) 101 (39,15) 114 (44,19) 2,26
oligodendrogliale Tumore | 54 [19@3519] 293637 | 4@41) | 2@3@7) | 071
2 Oligodendrogliom 23 8 (34,78) 13 (56,52) 2 (8,7) 0 0,74
anaplastisches Oligodendrogliom 28 11 (39,29) 15 (53,57) 2(7,14) 0 0,68
anaplastisches Oligoastrozytom 3 0 1 (33,33) 0 2 (66,67) 2,33
ependymale Tumore | 169 [26(15,38)] 69 (40,83) | 40 (23,67) | 34 (20,12) | 1,49
1 Subependymom 11 1 (9,09) 8 (72,73) 2 (18,18) 0 1,09
Myxopapillares Ependymom 29 2 (6,9) 10 (34,48) 12 (41,38) 5(17,24) 1,69
2 Ependymom 88 22(25) 47 (53,41) 15(17,05) 4 (4,55) 1,01
3 anaplastisches Ependymom 41 1(2,44) 4(9,76) 11 (26,83) 25 (60,98) 2,46

Tabelle 41: Intensitatsverteilung von WT 1, Score 0 — 3. Score 0= negativ, Score 1=
geringe, Score 2= mittlere, Score 3= starke Expression. Astrozytome wiesen
Uberdurchschnittliche Intensitaten auf. Ependymome, mit der Ausnahme WHO Grad Il
Gliome, und Oligodendrogliome, mit der Ausnahme von Mischgliomen, wiesen
unterdurchschnittlich starke Farbungen auf.

WT 1 Menge
WHO Grad Diagnose Anzahl Score (Prozent)
0 1 2 3 4 Mittelwert
Insgesamt 755 | 59 (7,81) [ 124 (16,42)] 70 (9,27) [ 66 (8,74) [ 436 (57,76)] 2,92
astrozytare Tumore 532 [ 14(2,63) [ 65 (12,22) [ 53 (9,96) | 45 (8,46) [ 355 (66,73)] 3,24
1 pilozytisches Astrozytom 173 0 20 (11,56) 9(5,2) 10(5,78) 134 (77,46) 3,49
P pilomyxoides Astrozytom 2 0 1 (50) 0 0 1 (50) 2,5
diffuses Astrozytom 44 8(18,18) 17(38,64) 3(6,82) 5(11,36) 11 (25) 1,86
3 anaplastisches Astrozytom 55 1(1,82) 9(16,36) 10(18,18) 9(16,36) 26 (47,27) 2,91
4 Glioblastom 258  5(1,94) 18(6,98) 31(12,02) 21(8,14) 183(70,93) 3,39
oligodendrogliale Tumore | 54 [19@52) ] 29537 | 2(37) | 474 | 0 | o083
2 Oligodendrogliom 23 8(34,78) 12(52,17) 2(8,7) 1(4,35) 0 0,83
anaplastisches Oligodendrogliom 28  11(39,29) 16 (57,14) 0 1(3,57) 0 0,68
anaplastisches Oligoastrozytom 3 0 1 (33,33) 0 2 (66,67) 0 2,33
ependymale Tumore [ 169 [26(15,38)] 30 (17,75) | 15 (8,88) [17 (10,06)] 81 (47,93) | 2,57
Subependymom 11 1 (9,09) 1(9,09) 0 0 9 (81,82) 3,36
Myxopapillares Ependymom 29 2(6,9) 6 (20,69) 0 3(10,34) 18 (62,07) 3
2 Ependymom 88 22(25) 18(20,45) 11(12,5) 11(125) 26(29,55) 2,01
3 anaplastisches Ependymom 41 1(2,44) 5(12,2) 4(9,76) 3(7,32) 28 (68,29) 3,27

Tabelle 42: Mengenverteilung von WT 1, Score 0 — 4. Score 0= 0%, Score 1= 1 — 24%,
Score 2= 25 - 49%, Score 3= 50 — 74%, Score 4= 75 — 100%. Astrozytome zeigten in zwei
Drittel der Falle Score 4. Ependymome wiesen leicht unterdurchschnittliche WT 1
Mengen auf. Oligodendrogliome, mit keinem Score 4 Fall, exprimierten die geringsten WT
1 Mengen.
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GFAPIRS | MAP2IRS | NOGOAIRS | OLIG2IRS | WT 11RS
WHO Grad[ Diagnose (abgek.) [ Anzahl einfach| Geschlecht] Alter | Geschlecht] Alter [ Geschlecht] Alter [ Geschlecht] Alter [ Geschlecht] Alter
p- Wert
Insgesamt 557 0,2318 ]0,0027] 0,6729 ]0,0027| 0,7259 ]0,0016] 0,5164 ]0,0654| 0,2375 |0,3506
astrozytére Tumore 418 0,6768 [0,0004| 0,8118 |0,0004| 0,7928 |0,0002| 0,6865 |0,0154| 0,2392 |0,9365
1 PA 116 0,4975 0,8916 0,5663 0,1280
2 DA 78 0,9538 0,2453 0,7351 0,5492
3 AA 76 0,9579 0,1124 0,6764 0,8446
4 GBM 148 0,4713 ]0,4456] 0,3805 |0,5628| 0,5175 |0,4659| 0,1294 ]0,5227| 0,7121
oligodendrogliale Tumore 33 0,6456 ]0,1763] 0,0948 ]0,9944| 0,5181 |0,9606| 0,0547 ]0,4132] 0,2323 |0,5390
2 (o] 16
3 AO 17
ependymale Tumore 106 0,4401 [0,8903| 0,7982 ]0,9625| 0,4406 |0,8522| 0,4992 ]0,3291| 0,5020 |0,0127
1 SE 10 0,2874
ME 23 0,9366
2 E 49 0,1009
3 AE 24 0,5305

Tabelle 43: Geschlechts- und Altersvergleiche der IRS fir GFAP, MAP 2, NOGO A, OLIG 2
und WT 1. Das Geschlecht hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Expression.
Signifikant geringere Expression korrelierte mit gestiegenem Patientenalter.

W Mittelwert OLIG2 IRS
W Mittelwert NOGO A IRS
B Mittelwert WT1 IRS

O Mittelwert MAP 2 IRS
O Mittelwert GFAP IRS

Abbildung 25: Expression von GFAP, MAP 2, NOGO A, OLIG 2 und WT 1 ihrer
Lokalisation zugeordnet; aufsteigend nach dem IRS von GFAP geordnet.
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