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1 Einleitung
1.1 Meningen und Kortexoberflache

1.1.1 Anatomie der Meningen

Gehirn und Ruckenmark sind gemeinsam von den Meningen umgeben. Diese
bestehen aus Bindegewebe. Man unterscheidet die auldere harte Hirnhaut, die
so genannte Dura mater und die weichen Hirnhdute (Leptomeningen).

Zu den Leptomeningen zahlt man Arachnoidea und Pia mater.

Die Meningen erhalten zum einen die physiologische Umgebung und schutzen
vor dem Eindringen von pathologischen Prozessen in das angrenzende
Hirngewebe (Waggener et al., 1967).

Die Dura mater liegt dem Schadelknochen als Periost direkt an. Sie besteht aus
Blndeln von straffem kollagenfaserigem Bindegewebe (Peters et al., 1991). In
der zweiblattrigen Dura kommen Blutgefalle, Lymphozyten und
Nervenfaserblndel vor (Waggener et al., 1967). Die erweiterten
Zwischenraume bilden die vendsen Sinus. Die Dura mater liegt der
Arachnoidea auf.

Die Arachnoidea ist dinn und netzartig. Sie besteht aus mehreren Lagen
Arachnoidalzellen. Die Duragrenzschicht (dural border layer) besteht aus
mehreren Lagen flacher Zellen, welche mit den duralen Fibroblasten in
Verbindung stehen. Die dem Subarachnoidalraum zugewandte
Arachnoideagrenzschicht (arachnoid barrier layer) besteht aus irregular
geformten Zellen, welche Uber Desmosomen, tight junctions und gap junctions
miteinander verbunden sind (Alcolado et al., 1988; Peters et al., 1991). Diese
Zellen formen Trabekel, welche den Subarachnoidalraum durchziehen und in
die Pia mater Ubergehen (Alcolado et al., 1988).

Die Pia mater liegt dem Hirngewebe direkt an und kleidet als einzige Hirnhaut
die Sulci mit aus. Sie besteht aus einer einzelligen Schicht und liegt der pial-
glialen Grenzbasalmembran auf, welche in vivo von Astrozyten gebildet wird
(Peters et al., 1991). Die Zellen der Pia mater sind mit den aus der Arachnoidea

kommenden Zellen und untereinander durch Desmosomen und gap junctions



verbunden (Alcolado et al., 1988). Pia mater und Basalmembran sind durch
einen 6 nm breiten subpialen Raum getrennt. Die oberste Schicht der
Kortexoberflache, die Membrana limitans gliae, besteht aus den

Astrozytenfortsatzen des angrenzenden Hirngewebes (Lopes et al., 1974)

(siehe Abb. 1).
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Abb. 1 (Haines, 1991): Schematische Darstellung der Meningen: Dura
mater angrenzend an Arachnoidea, welche durch den

Subarachnoidalraum (subarachnoidal space, SAS) von der Pia mater

getrennt wird.



1.1.2 Die pial-gliale Basalmembran

Invasiv wachsende Meningeome durchdringen die extrazellulare Matrix, um das
anliegende Hirngewebe zu infiltrieren. Die Interaktion zwischen Zellen und
extrazellularer Matrix spielt hier eine wichtige Rolle fir die Tumorentstehung
und —ausbreitung (Rutka et al., 1988).

Die extrazellulare Matrix kommt in allen Organsystemen vor und besteht aus
Makromolekilen, die locker zusammen liegen, oder wie in der Basalmembran
eng gepackt sind. Basalmembranen setzten sich aus der Lamina rara und
Lamina densa zusammen und sind 40-60 nm dick (Martinez-Hernandez et al.,
1983). Zu den Bestandteilen der Basalmembran gehoéren Kollagen |, llI, 1V,
Fibronektin, Laminin, Heparansulfat und Proteoglykane. Kollagen IV kommt
ausschlielich in Basalmembranen vor und ist damit als einer der spezifischen
Marker fur Basalmembranen verwendbar (Rutka et al., 1988).

Im Zentralnervensystem existiert als begrenzende Basalmembran die pial-gliale
Membran. Sie wird von einer einzelnen fenestrierten Zelllage, der Pia mater,
uberzogen, welche durch einen subpialen Raum von der Basalmembran
getrennt wird (Lopes et al., 1974). Bei in vitro-Versuchen konnte festgestellt
werden, dass die Komponenten dieser Basalmembran sowohl von Astrozyten
der Membrana limitans gliae, als auch von leptomeningealen Zellen hergestellt
werden (Rutka et al., 1985; Sievers et al., 1994).

Die pial-gliale Membran ist kontinuierlich und trennt Astrozytenfortsatze von den
Zellen der Pia mater (siehe Abb. 2). Es wird allgemein angenommen, dass die
Grenzmembran unter anderem als Barriere gegen Tumorinvasion in das

Hirngewebe dient.
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Abb. 2: Pia mater und Kortexoberflache (modifiziert nach Peters et al.,
1991). PM: Pia mater; SPS: Subpialer Raum (Subpial space); BM: pial-

gliale Basalmembran; A: Astrozytenfortsatze der Membrana limitans gliae

1.2 Pathologie der Meningeome

1.2.1 Atiologie, Epidemiologie, Immunhistologie und Klinik

Meningeome sind langsam wachsende, solide aufgebaute, gut abgrenzbare,
groldtenteils gutartige Tumoren. Sie haften an der Dura mater und gehen von
den Arachnoidaldeckzellen aus (Kepes, 1986).

Mit 13-26% der primaren intrakraniellen und 25,5% der spinalen Tumoren sind
sie haufigster primarer intrakranieller Tumor mit einer jahrlichen Inzidenz von
6/100000 (Graham et al., 2002b; Louis et al., 2000). In 1,4 - 2,3% aller
Autopsien sind inzidenzielle Meningeome zu finden, welche zu Lebzeiten
aufgrund fehlender Symptome unentdeckt bleiben (Louis et al., 2000; Nakasu et
al., 1987; Perry, 2006).

Meningeome treten am haufigsten in der sechsten und siebten Lebensdekade
auf, beschrieben sind jedoch Falle in jedem Lebensalter (Louis et al., 2000;
Perry et al., 2007). Frauen sind zwei bis drei mal haufiger betroffen als Manner,
bei spinalen Meningeomen betragt dieses Verhaltnis sogar 10:1 (Louis et al.,
2000; Perry, 2006).

Meningeome kénnen uberall da auftreten, wo meningeales Gewebe vorhanden

ist, der grodte Teil tritt jedoch intrakraniell, intraspinal und orbital auf, wenn



auch einzelne Falle von Meningeomen in allen Organen beschrieben worden
sind (Louis et al., 2000). Intrakraniell kommen 50% der Meningeome im Bereich
der Konvexitat, parasagittal und in der Falx vor, sowie 30-40% an der
Schadelbasis (Perry, 2006). In 5,4% der Falle treten Meningeome an multiplen
Lokalisationen auf (Black, 1993).

Meningeome kénnen Dura und Knochen invadieren und venése Sinus
verschlieen. Angrenzendes Hirngewebe wird oft komprimiert und selten findet
eine echte Hirninvasion statt (Louis et al., 2000). Die Kriterien fur Hirninvasion
werden unter 1.2.2 genauer beschrieben.

Obwohl eine Infiltration von vendsen Sinus regelmafig vorkommt, sind
Metastasen von Meningeomen mit <0,17 % sehr selten (Black, 1993); sie
kommen dann vor allem in Lunge, Abdomen und Knochen vor und kénnen
histologisch wie ihr Primarius auch ein benignes Bild aufzeigen (Karasick et al.,
1974).

Die klinische Symptomatik der Meningeome hangt von deren Lokalisation ab
und entsteht vor allem durch die Kompression des umgebenden Hirngewebes.
Es kommt zu lokalen Symptomen, wie zum Beispiel Krampfanfallen,

Hemiparese, visuellen Verlusten oder Aphasie (Black, 1993).

Die Atiologie der Meningeome ist zum Teil noch unklar. Sicher ist ein durch
Bestrahlung induziertes gehauftes Auftreten von Meningeomen. Diese
Patienten haben in der Vorgeschichte haufig eine low-dose-Bestrahlung wegen
Tinea capitis oder eine high-dose-Bestrahlung wegen eines primaren
Hirntumors erhalten und nach einer mittleren Latenzzeit von 19-35 Jahren ein
Meningeom entwickelt (Harrison et al., 1991; Louis et al., 2000).

Die Uberreprasentation des weiblichen Geschlechts sowie ein schnelleres
Tumorwachstum in der Schwangerschaft und ein Zusammenhang mit
Brustkrebs lassen auf eine Rolle von Sexualhormonen in der Genese von
Meningeomen schlief3en. In verschieden Studien konnte gezeigt werden, dass
50-100% der Meningeome Progesteron-Rezeptoren und 40-100% Androgen-
Rezeptoren bilden (Carroll et al., 1993; McCutcheon, 1996). Der



Zusammenhang zur Tumorentstehung oder —progression ist jedoch noch
unklar.

Auch Traumata werden als atiologische Faktoren diskutiert, da in einer Studie
bei 32% der Patienten mit intrakraniellen Meningeomen Hinweise auf vorher
stattgefundene Kopfverletzungen vorliegen. Andere Studien konnten hier
jedoch keinen Zusammenhang zeigen (Graham et al., 2002b). Auch zu der
Frage, ob eine Hypervaskularisierung des Meningeoms die Prognose
verschlechtert, gibt es unterschiedlich Studien: De la Monte beschreibt eine
hdhere Rezidivrate bei hypervaskularisierten Meningeomen, wahrend Skullerud
einen solchen Zusammenhang verneint (de la Monte et al., 1986; Skullerud et
al., 1974).

Meningeome kommen gehauft vor bei der Neurofibromatose Typ Il (NF2). Bei
dieser Erkrankung liegt eine Mutation im Gen 22q12 vor. Deletion oder
Monosomie von Chromosom 22 wurde bei Meningeomen von WHO Grad | in
58% der Falle gefunden. Fast immer ist der Genlokus von NF2 betroffen.
Zahlreiche weitere genetische Anderungen gehen mit einer Progression der
Meningeome zu einem hoherem WHO-Grad einher (siehe Abb. 3). Bisher
konnten jedoch keine spezifischen genetischen Veranderungen fur hirninvasive

Meningeome festgestellt werden (Weber GF et al., 1996).



Arachnoidalzelle

l Loss on 22q (NF2)

WHO-Grad | Meningeom

Gain on 1q, 9q, 12q, 15q, 17q, 209
Loss on 1p, 6q, 10q, 14q, 18q

Atypisches WHO-Grad Il Meningeom

Amplification on 17q
Loss on 9p (CDKN2A)

Anaplastisches (malignes) WHO-Grad Il Meningeom

Abb. 3 (nach Weber GF et al., 1996): Genetische Veranderungen bei der

Progression von Meningeomen

Die Vielzahl an histologischen Erscheinungsformen der Meningeome wird auch
mit ihrer Differenzierung in sowohl mesenchymale als auch epitheliale
Gewebebestandteile in Zusammenhang gebracht. Diese Diversitat zeigt sich
auch in der Immunhistochemie. In einer Studie mit 50 Meningeomen waren
50% positiv fur EMA (epithelial membrane antigen), 18% fur Vimentin und 8%
fur S100-Protein (Meis et al., 1986). Eine andere Studie zeigte bei 95% der
Meningeome positive Farbung fur EMA und bei 33% positive Farbung flr
Cytokeratin (Langford, 1996). Alle Meningeome dieser Studien waren negativ
fur GFAP (Meis et al., 1986).

1.2.2 Grading von Meningeomen

Meningeome werden nach der WHO als Malignitatsgrad |, 1l oder Ill klassifiziert.
Die Klassifizierung und Gradierung erfolgt ausschlieRlich histologisch.
Meningeome vom WHO Grad | sind sehr variabel in ihrem histologischen
Erscheinungsbild (siehe Tabelle 1); die haufigsten Subtypen sind

meningothelial, fibroblastisch und transitional (Perry et al., 2007).



Beim meningothelialen Meningeom sind die Zellen in Wirbeln und Lobuli
angeordnet, beim fibroblastischen Subtyp Uberwiegen in Faszikeln angeordnete
spindelférmige Zellen. Beim transitionalen Subtyp kommen sowohl in Faszikeln,

als auch in Wirbeln und Lobuli angeordnete Zellen vor.

Meningeome mit niedrigem Rezidiv-Risiko und wenig aggressivem Wachstum:

Meningotheliomatdses Meningeom WHO-Grad |
Fibroblastisches Meningeom WHO-Grad |
Transitionales Meningeom WHO-Grad |
Psammomatdses Meningeom WHO-Grad |
Angiomatéses Meningeom WHO-Grad |
Microzystisches Meningeom WHO-Grad |
Sekretorisches Meningeom WHO-Grad |
Lymphoplasmozytenreiches Meningeom WHO-Grad |
Metaplastisches Meningeom WHO-Grad |

Meningeome mit groRerem Rezidiv-Risiko und aggressiverem Wachstum:

Atypisches Meningeom WHO-Grad Il
Klar-Zell Meningeom WHO-Grad lI
Chordoides Meningeom WHO-Grad Il
Rhabdoides Meningeom WHO-Grad Il
Papillares Meningeom WHO-Grad Il
Anaplastisches Meningeom WHO-Grad Il

Alle Meningeome mit hohem Proliferationsindex oder Hirninvasion

Tabelle 1 (Perry et al., 2007): Einteilung der Meningeome nach Rezidivrate
und WHO-Grad

Die WHO unterteilt die Tumoren in benigne (Grad I), atypische (Grad Il) und
anaplastische (Grad Ill) Meningeome. Alle Meningeome dieser Studie sind nach
der inzwischen aktuellen WHO-KIassifikation von 2007 eingeteilt (siehe Tabelle
1 und Tabelle 2). In der davor verwendeten Klassifikation von 2000 wurde die
Einteilung lediglich nach dem histologischen Subtyp vorgenommen, weder
Hirninvasion noch Proliferationsindex wurden flr die Einteilung herangezogen

(Louis et al., 2000). Es wurde lediglich empfohlen den Zusatz ,mit Hirninvasion®




beziehungsweise ,mit hohem Proliferationsindex® anzufligen (Lamszus, 2004;
Louis et al., 2000).

Obwohl Hirninvasion mit klinischer Malignitat assoziiert ist, konnen sowohl
histologisch benigne, als auch atypische und maligne Meningeome Hirninvasion
aufweisen (Rempel et al., 1999). Jedoch verhalten sich dem histologischen Bild
nach benigne hirninvasive Meningeome (ehemals WHO-Grad [; jetzt WHO-
Grad I, otherwise benign) in Bezug auf Uberlebens- und Rezidivrate wie
atypische Meningeome (WHO-Grad Il, otherwise atypical). Nach einer Studie
von Perry betragt die 5-Jahresiberlebensrate fir benigne Meningeome mit
Hirninvasion 27% und fur atypische Meningeome mit Hirninvasion 25% und ist
somit nicht signifikant verschieden (Perry et al., 1999). Das morphologisch
gutartige Erscheinungsbild widerspricht hier dem klinisch aggressiven
Verhalten. Aus diesem Grund wurde in der neuen WHO-KIlassifikation von 2007
Hirninvasion als Kriterium fur die Enteilung eines Meningeoms in WHO-Grad |l
(unabhangig vom histologischen Erscheinungsbild) beschlossen (Perry et al.,
2007). Bei ansonsten benignem histologischem Bild ist in dieser Arbeit der
Zusatz ,otherwise benign“ zugeftigt. Dadurch wird die Unterscheidung zu WHO-
Grad Il mit atypischem histologischem Bild méglich (hier Zusatz ,otherwise
atypical).

Die genetischen Veranderungen, die fur héhergradige Meningeome gefunden
wurden, konnten jedoch flr benigne Meningeome mit Hirninvasion nicht
festgestellt werden (Weber RG et al., 1997).

Hirninvasion allein ist kein Kriterium fur die Einteilung eines Meningeoms als
maligne (WHO-Grad Ill) (Kleihues et al., 2002; Perry et al., 2007; Perry et al.,
1999).

Nach diesen Kriterien werden 80% der Meningeome dem WHO-Grad |
zugeordnet (Perry, 2006).

Dem histologischen Subtyp atypisches Meningeom (WHO-Grad Il) werden 15-
20% der Meningeome zugeordnet (Perry, 2006). Beurteilt werden hierzu die
Anzahl der Mitosen (siehe Tabelle 2), histologische Kriterien fur Zellatypie,
Kernpleomorphie und schnelles Zellwachstum, sowie vorhandene Hirninvasion
(Perry et al., 2007; Perry et al., 1999).



Die gleichen Kriterien werden auch flr die Einteilung anaplastisches

Meningeom (WHO-Grad lll) verwendet, welchem Subtyp 1-2% entsprechen.

Die WHO-KIassifikation verwendet lediglich histologische Merkmale fir die

Einteilung. Obwohl die Lage des Meningeoms entscheidend fur die komplette

Resezierbarkeit und damit die Prognose ist, fliel3t diese nicht in die

Klassifikation mit ein.

Benigne Meningeome
(WHO-Grad 1)

e Histologische Variante unterschiedlich von Klar-
Zell, Chordoid, Papillar und Rhabdoid

¢ Keine Kriterien fur atypisches oder
anaplastisches Meningeom vorhanden

Atypische Meningeome
(WHO-Grad 1)

Eines der drei Kriterien zutreffend:
¢ Mitotischer Index 24/10 high power fields
e Mindestens 3 der folgenden 5 Kriterien:

0 Sheeting architecture (Verlust des
lobularen Musters)
Kleine Zell-Formationen

Makronukleolen

o O O

Hyperzellularitat
0 Spontane Nekrosen

e Hirninvasion

Anaplastische
Meningeome (WHO-Grad

10)

Eines von zwei Kriterien:
¢ Mitotischer Index 220/10 high power fields
¢ Deutliche Anaplasie (sarkom-, karzinom-, oder

melanomahnliche Histologie)

Tabelle 2 (nach (Perry et al., 2007; Perry et al., 1999): Kriterien fur die
Einteilung in WHO-Grad I-1ll bei Meningeomen
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1.2.3 Therapie und Prognose

Der wichtigste prognostische Faktor ist der Resektionsgrad des Meningeoms.
Des Weiteren entscheidend sind der histologische Subtyp, die Mitoserate, das
Vorkommen von fokaler Nekrose sowie das Alter des Patienten (Black, 1993;
Marks et al., 1986). Die Gesamtrezidivrate betragt 15-19% (Jaaskelainen, 1986;
Langford, 1996).

Ob die komplette Resektion mdglich ist, hangt vor allem von der Lage des
Meningeoms und der Infiltration in Dura, Knochen und angrenzendes
Hirngewebe ab (Black, 1993). Eine gute Resezierbarkeit ist gegeben, wenn das
Meningeom gut vom Hirngewebe abgrenzbar und somit eine hirnschonende
Operation mdglich ist.

Die Rezidivraten der Meningeome steigen mit ihrem Malignitatsgrad.

FUr benigne Meningeome wurde eine Rezidivrate von 7-25% festgestellt. Fur
atypische Meningeome betragt die Rezidivrate 29-52% und fur anaplastische
Meningeome 50-94% (Black, 1993; Jaaskelainen et al., 1986a; Perry et al.,
2007). Bei subtotaler Resektion liegen die Rezidivraten héher.

Die 10-Jahresuberlebensrate variiert in verschiedenen Studien von 43%
(Simpson, 1957) bis zu 77% (Mirimanoff et al., 1985).

Mehrere Studien haben auch die Wirksamkeit einer adjuvanten
Bestrahlungstherapie gezeigt, so zeigte sich eine deutliche Erhdhung der 10-
Jahresuberlebensrate bei subtotaler Resektion plus Bestrahlung im Gegensatz
zu fehlender Bestrahlung (Taylor et al., 1988). Die Rolle von Sexualhormonen
in der Therapie von Meningeomen bleibt nach bisherigen Studien unklar. So
zeigte eine Studie von Jaaskelainen keinen Therapieerfolg nach Gabe von

Medroxyprogesteron (Jaaskelainen et al., 1986b).

1.3 Astrozyten an der Tumor-Hirn-Grenze

Normale Astrozyten machen im ZNS-Gewebe 40% der Zellpopulation aus. Sie
sind sternférmig angeordnet und stehen Uber ihre Fortsatze untereinander,
sowie mit den Basalmembranen von Gefalten und der Glia limitans in

Verbindung. Kommunikation ist dabei Uber Gap junctions moglich. Das gesamte
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menschliche Zentralnervensystem ist folglich von einer Lage
Astrozytenfortsatze bedeckt, welche zwischen Hirngewebe und Pia mater
liegen (siehe Abb. 1 und Abb. 2) (Graham et al., 2002a; Rutka et al., 1997). Die
exakte Funktion der Astrozyten war jahrzehntelang unklar und ist auch heute
noch nicht vollstandig aufgeklart. Sicher ist jedoch, dass Astrozyten eine
wichtige supportive Rolle flir Neurone spielen, indem sie lonenkonzentration
und Neurotransmitter in der extrazellularen Matrix beeinflussen und als Schiene
fur das Wachstum von Axonen dienen (Landis, 1994).

Charakteristisch flr Astrozyten ist ihre Antwort auf diverse neurologische Insulte
wie z.B. Hypoxie, Neurotoxie, Hypoglykamie, Status epilepticus, mechanische
Traumata oder meningeale Carcinomatose (Aschner et al., 1993; Jamshidi et
al., 1987; Norenberg, 1994). Diese Antwort auf bestimmte Reize wird als
reaktive Astrogliose bezeichnet (Eng et al., 1994). Als initiale Reaktion kommt
es dabei zum Anschwellen der Astrozyten, was zu einer Volumenvergrofierung
der Hirnmasse und zur Erhohung des intrakraniellen Druckes fuhren kann.
Durch Kalziumeinstrom in die Zelle kommt es zur Zerstdérung der Astrozyten
(Landis, 1994).

Astrozyten weisen bestimmte Molekule auf, die man immunhistochemisch zur
Identifizierung dieses Zelltyps darstellen kann. Wir verwendeten Antikorper
gegen saures Gliafaserprotein (GFAP), CD44 und Osteonectin (SPARC).

1.3.1 GFAP

GFAP ist ein Intermediarfilament-Protein mit relativem Molekulargewicht von 50
kDa. Es ist Teil des Zytoskelets von Astrozyten und halt dadurch die Zellstruktur
aufrecht. GFAP-Antikorper farben spezifisch die Intermediarfilamente von
normalen, reaktiven und neoplastischen Astrozyten (Eng et al., 1994; Rutka et
al., 1997). Im gesunden Gehirn ohne reaktive Astrogliose ist die Menge an
GFAP zu gering, um Astrozyten mikroskopisch erkennbar zu machen. Hier farbt
sich lediglich die Glia limitans stark an (siehe Abb. 4).

Bei der unter 1.3 beschriebenen reaktiven Astrogliose spielt GFAP jedoch eine

wichtige Rolle. Nach der bereits beschriebenen VolumenvergréRerung zeigt
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sich im weiteren Verlauf eine auffallig vermehrte Expression von GFAP. Der
Regulationsmechanismus und die funktionelle Bedeutung dieser vermehrten
Expression von GFAP in reaktiven Astrozyten sind bisher noch nicht geklart. Als
spate Reaktion der Astrozyten kann eine weitere Hypertrophie sowie
Proliferation der Zellen beobachtet werden. Aul3erdem kann es auch zur
Migration von Astrozyten kommen (Landis, 1994). Mikroskopisch erscheinen
reaktive Astrozyten vergrofR3ert und mit homogenem, eosinophilem Zytoplasma
und haufig vergroRerten Kernen (,gemastete Astrozyten®, ,gemistic astrocytes®,
~,Gemistozyten®). Die erhdhte GFAP-Expression geht oft weit GUber den an die
Lasion angrenzenden Bereich hinaus, was dafir spricht, dass die Astrozyten
uber gap junctions kommunizieren (Graham et al., 2002a). GFAP ist damit ein
sehr sensitiver und spezifischer Marker fur die schnelle Astrozyten-Reaktion auf
Verletzungen und Krankheiten (Eng et al., 1994; Mucke et al., 1991).

Ob die reaktive Astrogliose nach Verletzungen und Krankheiten als positiv
angesehen werden kann ist umstritten. Einerseits scheinen die Fortsatze von
reaktiven Astrozyten eine Barriere fur einwachsende Axone zu bilden,
andererseits stellen sie neurotropische Faktoren her, welche den Zelltod von

Neuronen verhindern (Graham et al., 2002a; Landis, 1994).

=

Fa g

Abb. 4 (GFAP x10): Sektionéfall 1, Hirnoberflache. Die Glia limitans ist
stark gefarbt (Pfeil). Astrozyten in tieferen Abschnitten des Cortex sind
nicht erkennbar.
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1.3.2 CD44

Ein anderer Marker fur Astrozyten ist CD44. Dies ist ein Adhasionmolekul der
Zelloberflache und ist als solches an zahlreichen Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Interaktionen beteiligt.

Die DNA von CD44 enthalt 20 Exons. Durch alternatives Splicing und
posttranslationale Modifikationen, zum Beispiel Glykosylierungen, entstehen
zahlreiche Isoformen mit unterschiedlichen relativen Molekulargewichten von 85
kDa bis zu 230 kDa (siehe Abb. 5). Das kleinste CD44-Molekll mit einer Grole
von 85-95 kDa heil3t standard CD44 (CD44s). Es wird von Zellen mit lympho-
hamatopoetischer Herkunft exprimiert. Nach immunologischer Aktivierung von
Lymphozyten exprimieren diese weitere Isoformen von CD44, die sogenannten
CD44 variants (CD44v).

Als Liganden von CD44 kommen zahlreiche Bestandteile der extrazellularen
Matrix vor: Hyaluronsaure, Kollagen, Fibronectin, Laminin und Chondroitin-
Sulfat. Weitere Liganden sind das Schleimhaut assoziierte Protein Addressin,
Serglycin und Osteopontin. Uber diese Liganden ist der CD44-Rezeptor an
zahlreichen Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen beteiligt, dazu gehoren
Zellbewegungen (cell traffic), Lymphozyten-homing, Prasentation von
Chemokinen und Wachstumsfaktoren, sowie Ubertragung von
Wachstumssignalen (Naor et al., 1997).

Durch Doppelfarbungen mit GFAP zeigte sich, dass CD44 auch von reaktiven
Astrozyten, nicht jedoch von Oligodendroglia exprimiert wird (Girgrah et al.,
1991).

Auch zahlreiche Tumoren und ihre Metastasen exprimieren CD44. Dabei kann
CD44 einerseits als Wachstumsfaktor, andererseits als Kofaktor der
Tumorsuppression wirken. Welche Funktion ausgefuhrt wird, hangt sowohl von
der CD44-Isoform, als auch von den gebundenen Liganden ab (Herrlich et al.,
2000).

Auch Meningeome sind mehrheitlich positiv fur CD44, es besteht jedoch eine
grolde Variabilitat der Farbemuster. Eine Studie von 1997 beschreibt eine
starkere CD44-Farbung fur meningotheliale und transitionale Meningeome

(Figarella-Branger et al., 1997) und eine Studie von 1999 zeigt, dass kein
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Zusammenhang zwischen Farbeintensitat und Tumorgrad besteht (Rooprai et
al., 1999).

Eine Studie mit Oligodendrogliomen zeigte jedoch einen Zusammenhang von
CD44-Expression mit Tumorgrad und Uberlebenszeit (Hagel et al., 1999).

Extracellular
domain

Variant exon
splice site

NN
'''''' \~
Transmembrane
domain : ;'\l :’\I :'\ :'\ ;"

Cytoplasmic
domain

® Phaosphorylation
O Other posttranslation modifications-glycosylation, sulphation

DD Hyaluronan

Abb. 5 (Bradbury, 2002): Schematische Darstellung von CD44: Das
Molekul besteht aus einer extrazellularen Doméane mit einer variablen
Region, sowie einer transmembrandsen und einer zytoplasmatischen

Domane.

1.3.3 Osteonektin (SPARC)

SPARC (secreted protein, acidic and rich in cysteine), auch bekannt als
Osteonektin oder BM-40 ist ein matrizellulares Protein, welches in den
Extrazellularraum abgesondert und bei Zelldifferenzierung und
Gewebeverletzungen exprimiert wird (siehe Abb. 6). Es interagiert mit
Bestandteilen der Zelloberflache und der extrazellularen Matrix, sowie mit
Wachstumsfaktoren und ist dadurch beteiligt an Wundheilung, Angiogenese
und Tumorinvasion (Bradshaw et al., 2001).

In normalem Gewebe wird SPARC in Fibrozyten und Endothelzellen stark
exprimiert, wenn diese an Gewebereparation und Tumorinvasion beteiligt sind
(Porter et al., 1995).
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In Astrozytomen wird eine vermehrte Expression von SPARC beschrieben.
SPARC wird hier sowohl von Tumorzellen exprimiert, von histomorphologisch
maligne aussehenden Zellen innerhalb des angrenzenden Hirngewebes, von
Endothelien sowie von reaktiven Astrozyten, welche in dem an den Tumor
grenzenden Gewebe vorkommen (Rempel et al., 1998).

SPARC wurde als diagnostischer Marker fur benigne invasive Meningeome
(WHO-Grad Il, otherwise benign) empfohlen, da eine Expression von SPARC in
20 benignen, invasiven Meningeomen nachweisbar war, nicht jedoch in 9
benignen, nicht-invasiven Meningeomen (Rempel et al., 1999).

Eine weitere Studie zeigte jedoch, dass die Expression von SPARC in
Meningeomen nicht abhangig von der Tumorinvasion ist (Schittenhelm et al.,
2006).

In der vorliegenden Arbeit haben wir SPARC vor allem als weiteren Marker fur

reaktive Astrozyten ausgewahit.

E-C Domain

Acidic Follistatin-like |
NH z COOH

1 CE: a0 1 30— A0

Abb. 6 (modifiziert nach (Bradshaw et al., 2001): Struktur des SPARC-

Protein.

1.3.4 Osteopontin

Osteopontin ist ein extrazellulares Phosphoprotein, welches unter anderem von
aktivierten T-Lymphozyten und Osteoblasten aktiviert wird. Wir wahlten
Osteopontin als Markerprotein aus, da es als Ligand von CD44 fungiert.
Osteopontin induziert hierbei Chemotaxis, wahrend der CD44-Ligand

Hyaluronsaure eine Zellaggregation bewirkt. Durch diese unterschiedliche
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Ligandenwirkung kénnen die verschiedenen Effekte von CD44 auf
Zellbewegungen und Zellwachstum erklart werden (Weber GF et al., 1996).
Des Weiteren wird beschrieben, dass Osteopontin von reaktiven Astrozyten in

Multiple Sklerose-Geweben exprimiert wird (Sinclair et al., 2005).

1.3.5 Kollagen IV

Kollagene sind Proteine, die aus drei a-Helices bestehen, welche eine
Tripelhelix bilden. Kollagen IV ist das einzige Kollagen, welches ausschlieRlich
in Basalmembranen vorkommt und einen Hauptbestandteil dieser ausmacht
(Rutka et al., 1988).

In der vorliegenden Studie verwendeten wir Antikdrper gegen Kollagen IV als

spezifischen Marker flir Basalmembranen.

1.4 Die Fragestellung

In der vorliegenden Studie untersuchten wir die Reaktion von Astrozyten auf die
Invasion von Meningeomen in das angrenzende Hirngewebe.

2005 wurde bereits beschrieben, dass invasive Grad-I-Meningeome die zum
Hirngewebe angrenzende Basalmembran durchbrechen kénnen. In einer Studie
von Fritz et al wurde Kollagen IV als Marker fur die Basalmembran verwendet.
Basalmembran-Unterbrechungen konnten vor allem in Tumorgebieten
gefunden werden, die fingerférmig in das Hirngewebe einwachsen (Fritz et al.,
2005).

Die Basalmembran steht in engem Zusammenhang mit den
Astrozytenfortsatzen der Membrana limitans gliae (siehe 1.1.2). Es wird davon
ausgegangen, dass die Basalmembran unter anderem von diesen Astrozyten
hergestellt wird (Peters et al., 1991). Es ist jedoch noch nicht bekannt, wie die
Astrozyten auf hirninvasive Meningeome reagieren und ob ein Zusammenhang
zwischen dem Durchbruch der Meningeome durch die Basalmembran und der
Reaktion von Astrozyten besteht.

Um diese Fragestellung zu bearbeiten versuchten wir in hirninvasiven

Meningeomen sowohl die Basalmembran, als auch reaktive Astrozyten
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darzustellen. Im Gegensatz zu der Studie von Fritz et al schlossen wir
hirninvasive Meningeome von jedem WHO-Grad in die Studie ein. Als Marker
fur die Basalmembran verwendeten wir Antikorper gegen Kollagen 1V, welches
ein spezifischer Bestandteil der Basalmembran ist (Rutka et al., 1988). GFAP
verwendeten wir als Marker fur reaktive Astrozyten. Da GFAP als
Intermediarfilament vor allem intrazellular vorkommt und nur 15% des
Volumens von Astrozyten farbt (Bushong et al., 2002), verwendeten wir als
weiteren Marker fur Astrozyten Antikorper gegen Osteonektin und Antikorper
gegen CD44. Osteonektin dient hierbei als weiterer intrazellularer Marker,
wahrend CD44 ein Membranprotein ist, das mit der Basalmembran interagiert.
Somit konnten wir beurteilen, ob bei Verlust von Astrozyten die gesamte Zelle

betroffen ist oder nur der Zusammenhang von Zelle und Basalmembran.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Die Gewebeproben von 35 hirninvasiven Meningeomen stammen aus den
Gewebearchiven des Instituts fir Hirnforschung der Universitat Tubingen (25
Proben), der Neuropathologie Magdeburg (4 Proben) sowie der
Neuropathologie Homburg (6 Proben). Die Gewebeproben aus Marburg und
Homburg entsprachen anaplastischen hirninvasiven Meningeomen WHO Grad
lll. Die Verwendung von Gewebeproben anderer Institute war notwendig, weil
hirninvasive Meningeome selten vorkommen. Des Weiteren verwendeten wir
als Kontrolle der Membrana limitans gliae 16 Gewebeproben von Sektionsfallen
ebenfalls aus dem Gewebearchiv des Instituts fur Hirnforschung der Universitat
Tubingen.

Alle Proben waren in Paraffin eingebettet. Die Paraffineinbettung wurde mit der
Citadel 1000 der Firma Shandon, London durchgefuhrt. In dieser wurde das
Gewebe zuerst in eine aufsteigender Alkoholreihe (70%, 70%, 80%, 100%,
100%) eingebracht, danach in Chloroformgemisch sowie reinem Chloroform

geklart und schlielich in Paraffin eingebettet.

2.1.1 Hirninvasive Meningeome

Die 35 hirninvasiven Meningeome wurden intraoperativ in den
neurochirurgischen Abteilungen der Universitatskliniken Tubingen, Magdeburg
und Homburg in den Jahren 1994-2005 sowie zwei in den Jahren 1982 und
1985 entnommen. Hirninvasivitat uberpruften wir anhand der Hamatoxylin-
Eosin-Farbungen (siehe Abschnitt 3).

Die Gradeinteilung der Meningeome erfolgte nach WHO-Kriterien aus dem Jahr
2007. Die detaillierten Kriterien fur die Gradeinteilung der Meningeome sind

unter 1.2.2 beschrieben.
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Die Gewebeproben stammen von 16 mannlichen Personen im Alter von 47-78
Jahren (mittleres Alter 65 Jahre) und von 19 weiblichen Personen im Alter von
4-80 Jahren (mittleres Alter 58 Jahre).

Durch histopathologische Einteilung der Meningeome in WHO-Grad Il und IlI

erhielten wir drei Gruppen:

WHO-Grad I, otherwise benign:
14 Meningeome (44-80 Jahre; mittleres Alter 64 Jahre)
4 mannlich (47-78 Jahre; mittleres Alter 67 Jahre)
10 weiblich (44-80 Jahre; mittleres Alter 64 Jahre)
Histopathologische Subtypen: 9 meningothelial, 4

transitional, 1 angiomatds

WHO-Grad I, otherwise atypical:
11 Meningeome (34-70 Jahre; mittleres Alter 62 Jahre)
6 mannlich (61-70 Jahre; mittleres Alter 68 Jahre)
5 weiblich (34-66 Jahre; mittleres Alter 54 Jahre)
Histopathologischer Subtyp: atypisch

WHO-Grad IlI: 10 Meningeome (4-70 Jahre; mittleres Alter 49 Jahre)
6 mannlich (51-70 Jahre; mittleres Alter 61 Jahre)
4 weiblich (4-64 Jahre; mittleres Alter 41 Jahre)
Histopathologischer Subtyp: anaplastisch

2.1.2 Sektionsfalle

Als Kontrollgruppe verwendeten wir 16 Gewebeproben aus Sektionsfallen. Die
Gewebeproben stammen von 8 mannlichen Personen im Alter von 35-94
Jahren (mittleres Alter 65 Jahre) und von 4 weiblichen Personen im Alter von
28-70 Jahren (mittleres Alter 54 Jahre). Die Gehirne der Verstorbenen

entsprachen Normalbefunden.
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2.2 Material

2.2.1 Primarantikorper

CD44: Monoklonaler (mouse anti-human) CD44-Antikorper, Klon
DF1485, Verdunnung 1:200 (DakoCytomation, Glostrup,

Danemark)

GFAP (glial fibrillary acidic protein): Polyklonaler (rabbit anti-bovine) GFAP-
Antikorper, Verdinnung 1:500 (DakoCytomation, Glostrup,

Danemark)

Kollagen IV:  Monoklonaler (mouse anti-human) Kollagen IV-Antikérper,

Verdinnung 1:200 (DakoCytomation, Glostrup, Danemark)

Osteonektin, SPARC (secreted protein acidic and rich in cysteine):
Monoklonaler (mouse anti-bovine) Osteonektin-Antikérper,
Verdinnung 1:4000 (CellSystems, St. Katharinen, Deutschland)

Osteopontin: Monoklonaler (mouse anti-bone Sialoprotein) Osteopontin-
Antikérper, Verdinnung 1:500 (Chemicon International,

Germany)

2.2.2 Sekundarantikdrper

Bruckenantikdrper zur AB-Methode: Polyklonale rabbit anti-mouse
Immunoglobuline, biotinyliert F(ab®)?, Verdiinnung 1:400

(DakoCytomation, Glostrup, Danemark)
Polyklonale swine anti-rabbit Immunoglobuline, biotinyliert

F(ab')?, Verdiinnung 1:400 (DakoCytomation, Glostrup,

Danemark)
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2.2.3 Farbreagenzien

Avidin-Biotin-Komplex: Reagenzien: Je 5 pl Avidin (Reagenz A) und 5 i
biotinylierte Meerrettichperoxidase (horseradish,
Reagenz B) wurden mindestens 30 Minuten vor
Gebrauch angesetzt. (DakoCytomation, Glostrup,

Danemark)

DAB: 60 mg DAB (3,3 -Diaminobenzidinetetrahydrochloride
Dihydrate, Sigma-Aldrich, Steinheim) wurden in 180 ml
destilliertem Wasser geldst. Dazu wurden 20 ml
Substratpuffer sowie 66,6 ul Wasserstoffperoxid 30%
(Merck, Darmstadt) gegeben. Die Losung wurde vor
Gebrauch filtriert.

Hamalaun: Merck, Darmstadt

Erythrosin: Erythrosin B; Merck, Darmstadt

2.2.4 Losungen

TBS-Stammldésung: Fur die Stammlésung wurden 60,6 g Tris Base (Sigma-
Aldrich, Steinheim) und 163,6 g NaCl (Sodium Chloride,
Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz) in 1,5 |
destilliertem Wasser gelost und mit 25%iger Salzsaure

auf pH 7,5 eingestellt.

TBS-Gebrauchslésung: Fur die Gebrauchslosung wurde die Stammlosung

1:10 mit destilliertem Wasser verdinnt.

Citratpuffer: Fir den Citratpuffer wurden 42,2 g Zitronensaure
Monohydrat (Carl Roth GnbH & Co, Karlsruhe) in 2 |
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Substratpuffer:

Schweineserum:

2.2.5 Chemikalien

Alkohol 100, 96, 70%:

Chloroform:

Erythrosin B (Eosin):

Hamatoxylin:

HICO-MIC:

Methanol:

Vectashield:

Xylol:

destilliertem Wasser geldst und mit 25%iger Salzsaure

auf pH 6,0 eingestellt.

Far den Substratpuffer wurden 21 g Zitronensaure
Monohydrat, 34 g Imidazle (Fluka Chemie GmbH,
Buchs, Schweiz) und 29,2 g NaCl in 500 ml destilliertem
Wasser gelost und mit 25%iger Salzsaure auf pH 7,0

eingestellt.

Schweineserum (Biochrom (Seromed), Berlin) wurde

1:10 mit TBS-Gebrauchslosung verdunnt.

Duaperthal GmbH, Karlstein/Main

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Gill 3 Hamatoxylin, Shandon Inc., Pittsburgh, USA

Permanentes Mikroskopiereinschlussmittel, Hirtz &
Co

Merck, Darmstadt

Mikrokopiereinschlussmittel fur Fluoreszenz, Vector

Laborities, Inc., Burlingame, USA

Normapur, Fontenay sous Bois
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2.3 Methoden

2.3.1 Herstellung der Schnitte

Mit einem Rotationsmikroskop vom Typ LEICA 2040 wurden die Paraffinblocke
in 4 um dicke Schnitte geschnitten und auf silanbeschichtete Objekttrager
aufgezogen. Danach wurden sie uber Nacht in einem Warmeschrank bei 55°C

getrocknet.

2.3.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Entparaffinieren: Zum Entparaffinieren wurden die Praparate flr jeweils 10
Minuten in 3 verschiedene Xylol-Kuvetten eingebracht, danach in einer
absteigenden Alkoholreihe rehydriert (jeweils 2 Minuten 100%- 100%- 96%-
70%) sowie 5 Minuten in Leitungswasser und kurz in destilliertem Wasser

gespult.

Farben: Das entparaffinierte Tumorgewebe wurde fur eine Minute in Hamalaun
belassen, 10 Minuten in Leitungswasser und kurz in destilliertem Wasser

gespult, sowie danach fir eine Minute in Erythrosin eingebracht.

Fertigstellen: Dehydration der Gewebeschnitte durch eine aufsteigende
Alkoholreihe (je 2 Minuten 70%- 96%- 100%- 100%), danach Einbringen in 3
verschiedene Xylol-Kuvetten fur je eine Minute. Zum Abschluss wurden die
Schnitte mit dem Einschlussmittel HICO-MIC eingedeckelt.

2.3.3 Immunhistochemische Farbungen mit DAB

2.3.3.1 Vorbehandlung

Entparaffinieren: Zum Entparaffinieren wurden die Schnitte 30 Minuten in

Chloroform eingebracht.
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Rehydration und Spulen: Zum Rehydrieren wurden die Schnitte jeweils 2
Minuten in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 96%, 70%) eingebracht und

danach kurz in destilliertem Wasser gespuilt.

Demaskieren: Ein Antigen kann aus einem oder mehreren Epitopen bestehen.
Diese werden zum Teil durch die Formalinfixierung maskiert, das heil3t die
dreidimensionale Struktur wird durch formalininduzierte Bildung chemischer
Quervernetzungen verandert.

Um die Epitope wieder freizulegen, d.h. zu demaskieren wurden sie in

Citratpuffer pH 6 eingebracht und 20 Minuten in der Mikrowelle erhitzt.

Abkthlen und Spulen: Nach dem Demaskieren wurden die Schnitte auf
Raumtemperatur abgekunhlt und jeweils 5 Minuten in destilliertem Wasser und
TBS gespllt.

Blockieren der endogenen Peroxidase: Um eine Reaktion der im Gewebe
vorhandenen endogenen Peroxidase mit dem Chromogen zu verhindern muss
diese blockiert werden. Dazu wurden die Schnitte 15 Minuten in 250 ml

Methanol + 6 ml Wasserstoffperoxid (H20;) inkubiert.

Spilen: Die Praparate wurden jeweils 5 Minuten in destilliertem Wasser und
TBS gespllt.

Blockierung: Um ein unspezifisches Anfarben des Gewebes zu verhindern,
mussen die elektrostatischen Ladungen im Gewebe abgesattigt werden. Dazu
wurden auf jeden Trager 100ul Blockierungslésung (Schweineserum 1:10 in

TBS verdunnt) pipettiert und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
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2.3.3.2 Immunhistochemische Farbung

Indirekte Immunhistochemie mit der Avidin-Biotin-Methode (siehe Abb. 7).
Bei dieser Methode bindet zunachst ein unkonjugierter Primarantikérper an das
Antigen. AnschlielRend wird der biotinylierte Sekundarantikérper aufgetragen,
welcher spezifisch gegen die Tierspezies des Primarantikorpers gerichtet ist.
Das dritte Reagenz ist ein Peroxidase-konjugierter Avidin-Biotin-Komplex
(Meerrettichperoxidase), dessen freie Avidinbindungsstellen das Biotin des
Sekundarantikérpers binden. Avidin, ein Eiweildglykoprotein, hat die Fahigkeit
vier Molekule des Vitamins Biotin physikalisch zu binden.

Die Peroxidase des AB-Komplexes wird durch den Farbstoff bzw. das
Chromogen DAB sichtbar gemacht. Zu jedem Primarantikorper wird eine
Positivkontrolle mitgefuhrt, um die Sensitivitat der Methode zu Uberprufen.

Als Positivkontrollen verwendeten wir fur CD44 Tonsille, fur GFAP ZNS-

Gewebe, fur Osteopontin Knochen und fur Osteonektin Haut.

N\
NN

Abb. 7 (Boenisch, 2003): Zwei-Schritt indirekte Methode. Ein
enzymmarkierter (Meerrettich-Peroxidase) Sekundarantikérper reagiert
mit einem unkonjugierten Primarantikdrper, der an eine Gewebeprobe (ein

Gewebsantigen) gebunden ist.
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Primarantikdrper

Verdinnung in TBS:

GFAP: Verdunnung 1:500
CD44: Verdunnung 1:200
Kollagen IV: Verdinnung 1:400
Osteonektin: Verdinnung 1:4000
Ostepontin: Verdinnung 1:500

Auftragen: Auf die Objekttrager wurden jeweils 100ul der Antikorperldsung
pipettiert und bei 4°C Gber Nacht inkubiert.
Spulen: Nach der Inkubation wurden die Schnitte 5 Minuten in TBS gespult, um

ungebundene oder unspezifisch gebundene Antikdrper zu entfernen.

Sekundarantikorper

GFAP: Biotinylierter Briickenantikdrper rabbit-anti-mouse 1:400 verdunnt in
TBS.

CD44, Kollagen IV, Osteonektin und Osteopontin: Biotinylierter

Brickenantikdrper swine-anti-rabbit 1:400 verdinnt in TBS.

Auftragen: Auf die Objekttrager wurden jeweils 100ul der Antikorperldsung
pipettiert und bei Raumtemperatur 30 Minuten inkubiert.

Spulen: Nach der Inkubation wurden die Schnitte 5 Minuten in TBS gesplilt.

Avidin-Biotin-Komplex
Auf die Gewebeschnitte wurden jeweils 100ul AB-Komplex-Lésung aufgetragen
und diese fur 30 Minuten inkubiert.

Spulen: Nach der Inkubation wurden die Schnitte 5 Minuten in TBS gespuilt.

Farben
DAB (Diaminobenzidin) fungiert als Chromogen (Elektronendonor) und bildet
zusammen mit Wasserstoffperoxid und Meerrettichperoxidase einen

unléslichen Farbkomplex.
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Die Schnitte wurden in DAB-Substratldsung eingebracht und unter
Lichtabschluss 3 Minuten inkubiert, danach 5 Minuten in TBS gesplilt. Hierbei
wurde fur alle Primarantikorper dieselbe Entwicklungszeit von 3 Minuten

verwendet.

Fir die Zellkernfarbung verwendeten wir Hamatoxylin-Eosin, in welches die
Schnitte 5 Sekunden eingebracht und danach kurz in Leitungswasser gespdult
wurden.

Zum Differenzieren wurden die Gewebeproben einige Sekunden in HCI-Alkohol

getaucht und danach 5 Minuten in Leitungswasser gespult.

Fertigstellen

Um das Gewebe zu dehydrieren wurde es jeweils flr 2 Minuten in eine
aufsteigende Alkoholreihe eingebracht (70%, 96%, 100%, 100%). Danach
wurden die Praparate 2 mal 5 Minuten in Xylol geklart und zum Schluss mit

Mikroskopier-Einschlussmittel HICO-MIC eingedeckelt.
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3 Ergebnisse

Unsere Einteilung der Meningeome in die WHO-Grade I-1ll richtete sich nach
den Kriterien der WHO 2007 (genaue Beschreibung unter 1.2.2). Sie erfolgte

nach rein histologischen Kriterien.

WHO-Grad I, otherwise benign: 14 Meningeome
WHO-Grad I, otherwise atypical: 11 Meningeome
WHO-Grad IlI: 10 Meningeome

Invasionsverhalten des Tumors

100% (35/35) der ausgewahlten Meningeome weisen histologisch
Hirninfiltration auf. Diese ist anhand der Hamatoxylin-Eosin-Farbungen
feststellbar. Kriterium fur Hirninvasivitat ist nach Perry eine mikroskopisch
erkennbare Invasion in angrenzendes Hirngewebe mit Durchbruch der Pia
mater (Perry, 2006). Dabei ist das Tumorgewebe irregular begrenzt und
fingerférmige Tumorzapfen ragen in das Gehirngewebe hinein (siehe Abb. 8).
Auch in ZNS-Gewebe eingeschlossene Inseln von Tumorgewebe kdnnen
vorkommen (Perry, 2006) (siehe Abb. 9). In 97% (34/35) der Tumoren sind
solche komplett von ZNS-Gewebe eingeschlossenen Tumorinseln vorhanden
(siehe Abb. 9).
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Abb. 8 (Hamatoxylin-Eosin x10): Tumor 19, WHO-Grad Il, otherwise
atypical. Invasives Meningeom: fingerférmige Tumorzapfen (T) ragen in

angrenzendes Hirngewebe. T=Tumorgewebe.

Abb. 9 (Hamatoxylin-Eosin x10): Tumor 16, WHO-Grad I, otherwise
atypical. Invasives Meningeom: Tumorinseln sind von Hirngewebe
umschlossen (Pfeile). T=Tumorgewebe.
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Eingeschlossenes ZNS-Gewebe

Neben Tumoranteilen im ZNS-Gewebe sind auch Hirngewebsinseln, die durch
den Invasionsprozess in Tumorgewebe eingeschlossen sind, vorhanden (siehe
Abb. 10).

Solche Hirngewebsinseln fanden wir in 57% (8/14) bei WHO-Grad I, otherwise
benign, in 27% (3/11) bei WHO-Grad Il, otherwise atypical und in 80% (8/10)
bei WHO-Grad llI.

Tumorgewebe

Tumorgewebe

Tumorgewebe

Tumorgewebe

Abb. 10 (GFAP x10): Tumor 28, WHO-Grad Ill. In Tumorgewebe
eingeschlossenes Hirngewebe (H) als Zeichen der Hirninvasion eines

Meningeoms. H=Hirngewebe.

3.1 GFAP

Wir verwendeten GFAP-Antikorper als Marker fur reaktive Astrozyten und damit
fur die Darstellung einer Reaktion des umgebenden ZNS-Gewebes auf die
Tumorinfiltration. Dabei farben GFAP-Antikorper die Intermediarfilamentproteine

der Astrozyten, nicht jedoch die Membranproteine.
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Bei der GFAP-Farbung zeigen 100% (35/35) unserer Praparate in dem an den
Tumor grenzenden ZNS-Gewebe eine GFAP-Farbung. Bei unseren Praparaten
konnen wir zwei verschiedene Arten von Farbemuster erkennen: Bei
Farbemuster 1 ist die Farbung vor allem als dinner Saum zwischen Tumor und
Gehirn sichtbar, wobei die Farbeintensitat an der zum Tumor grenzenden
Kortexoberflache am starksten ist (siehe Abb. 11).

Farbemuster 2 zeigt einen positiven Faserfilz des umgebenden Gehirngewebes
ohne besondere Farbeintensitat an der zum Tumor angrenzenden
Kortexoberflache (siehe Abb. 12). In einem Praparat kann sowohl nur ein
dinner Saum, nur Faserfilz, als auch an verschiedenen Stellen im Praparat
beides vorkommen. Wir konnten keinen signifikanten Zusammenhang zwischen
dem Vorkommen der verschiedenen Farbemuster und dem Tumorgrad, dem

Alter oder dem Geschlecht feststellen.

\<' Hirngewebe

Tumorgewebe

Abb. 11 (GFAP x10): Tumor 34, WHO-Grad Ill. Farbemuster 1. Positiver
GFAP-Saum an Tumor-Hirn-Grenze (Pfeilkopf). Die in das Hirngewebe

eindringende Insel besitzt einen schwacheren GFAP-Saum (Pfeil).
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Abb. 12 (GFAP x10): Tumor 22, WHO-Grad Il, otherwise atypical.
Farbemuster 2. Positiver GFAP-Faserfilz des an das Meningeom

angrenzenden Hirngewebes.

Farbemuster 1 ist zu sehen in 66% (23/35) der Praparate (bei WHO-Grad I,
otherwise benign 71% (10/14), bei WHO-Grad Il, otherwise atypical 72% (8/10)
und bei WHO-Grad Il 50% (5/10)).

Farbemuster 2 kommt in 71% (25/35) der Praparate vor.

In 26% (9/35) der Falle ist lediglich ein dinner Saum (Farbemuster 1)
erkennbar, jedoch keine flachige Farbung (Farbemuster 2) und in 31% (13/35)
der Praparate ist nur eine flachige Farbung erkennbar. Die restlichen 13
Schnitte zeigen beide Farbemuster an unterschiedlichen Stellen.

Der Saum beziehungsweise die flachige Farbung ist jedoch nicht durchgehend
an der Tumor-Hirn-Grenze zu beobachten.

Zapfen und Inseln, die in das ZNS-Gewebe hineinragen, kdnnen sowohl von
GFAP-positivem, als auch -negativem Gewebe umgeben sein. Besonders
Inseln, die weit in das angrenzende ZNS eindringen, sind haufig GFAP-negativ
(siehe Abb. 13).

Auffallend ist auch, dass der dinne Saum oft unterbrochen ist, zum Beispiel

durch eindringende Tumorzapfen (siehe Abb. 14). Die Tumorzapfen sind
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tumornah positiv fur GFAP, der Saum umgibt aber nicht den gesamten Zapfen.
Weit in das ZNS-Gewebe eindringende Anteile sind von GFAP-negativem ZNS-
Gewebe umgeben.

Diese Unterbrechungen des GFAP-Saumes kdnnen nur an Tumorzapfen und —

inseln beobachtet werden, nicht an Stellen an denen Tumor und ZNS-Gewebe

glatt aneinander grenzen.

Abb. 13 (GFAP x40): Tumor 31, WHO-Grad Ill. Tumorinseln in der Nahe
des Haupttumors sind von stark positivem Hirngewebe umgeben (Pfeile)
und Tumorinseln, die weiter in das Hirngewebe eindringen sind von
negativem bzw. schwach positivem Hirngewebe umgeben (Pfeilkopf).
T=Tumorgewebe, H=Hirngewebe.
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Abb. 14 (GFAP x10): Tumor 19, WHO-Grad Il, otherwise atypical.
Tumorzapfen durchbricht Astrozytensaum. Tumornah ist der
Tumorzapfen von GFAP-positivem Gewebe umgeben (Pfeile), die Anteile,
die tiefer in das Hirngewebe eindringen sind jedoch nicht von GFAP-

positivem Gewebe umgeben (Pfeilkdpfe).

Abb. 15 (GFAP x10): Tumor 28, WHO-Grad Ill. Quer geschnittene
Tumorzapfen (T) sind tumornah von GFAP-positivem Hirngewebe

umgeben (Pfeile). H=Hirngewebe, T=Tumorgewebe.
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Auch ist zu beobachten, dass angrenzendes Hirngewebe von tief in das ZNS-
Gewebe eindringenden Tumoranteilen schwacher positiv oder negativ fur GFAP
ist (siehe Abb. 14).

In Tumorgewebe eingeschlossenes ZNS-Gewebe ist immer positiv fur GFAP
(siehe Abb. 15). Hier sind Tumorzapfen im Anschnitt quer getroffen und da sie
tumornah geschnitten wurden von GFAP-positivem ZNS-Gewebe umgeben. Bei
einem tumorfernen Querschnitt durch einen Tumorzapfen erscheint dieser als
Tumorinsel und kann je nach Entfernung vom Tumor von positivem oder
negativem ZNS-Gewebe umgeben sein (vgl. Abb. 13).

Wir konnten feststellen, dass die Farbeintensitat von GFAP im glialen Gewebe
nicht mit dem WHO-Grad zusammenhangt.

Alle untersuchten Tumorzellen waren negativ fur GFAP.

Zusammenfassend zeigt sich GFAP als Marker flr eine Reaktion der an den
Tumor angrenzenden Astrozyten auf das invasive Wachstum des Meningeoms.
Auffallend war hierbei, dass diese Reaktion unterschiedlich stark ausfallen
kann. Tumorzapfen und —inseln, die tumornah liegen, zeigen eine starkere
Reaktion des umliegenden ZNS-Gewebes, als solche die tumorfern liegen, das
heildt, dass die Astrozyten mit groRer werdendem Abstand vom Haupttumor

nicht mehr nachweisbar sind.

3.2 Osteonektin

Osteonektin verwendeten wir als weiteren Marker, um reaktive Astrozyten zu
identifizieren. GFAP schien uns hier als nicht ausreichend, da die Farbung
innerhalb einer Biopsie sehr unterschiedlich ist und nur 15% des
Astrozytenvolumens mit einer GFAP-Farbung erkannt werden (Bushong et al.,
2002).

Bei unseren Farbungen konnten wir feststellen, dass Osteonektin ein Marker
ist, der die Zellkorper der Astrozyten farbt, nicht jedoch die Astrozytenfortsatze
(siehe Abb. 16).
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Abb. 16 (Osteonektin x20): Tumor 28, WHO-Grad Ill. Astrozytenkérper sind
positiv fur Osteonektin.

An Tumor grenzendes Hirngewebe ist, ebenso wie fur GFAP, positiv fur
Osteonektin, und zwar in 100% (14/14) der Falle bei WHO-Grad Il, otherwise
benign, in 100% (11/11) der Falle bei WHO-Grad I, otherwise atypical und in
90% (9/10) der Falle bei WHO-Grad III.

Die Morphologie der Farbung ist dabei sehr ahnlich, wie bei der GFAP-Farbung;
wieder kamen zwei Farbemuster vor: Osteonektin-positive Bereiche sind
entweder als Saum an der zum Tumor grenzenden Kortexoberflache sichtbar
(siehe Abb. 17), oder als flachiger Faserfilz. Auch hier ist wieder kein
signifikanter Zusammenhang zu Tumorgrad, Alter oder Geschlecht erkennbar.
Ein dinner Saum ist zu sehen in 74% (26/35) der Praparate (bei WHO-Grad |l,
otherwise benign 79% (11/14), bei WHO-Grad Il, otherwise atypical 73% (8/11)
und bei WHO-Grad Il 70% (7/10)). Eine flachige Farbung kommt in 37%
(13/35) der Praparate vor (bei WHO-Grad Il, otherwise benign 43% (6/10), bei
WHO-Grad I, otherwise atypical 27% (3/10) und bei WHO-Grad IIl 40% (4/10)).
In 57% (20/35) der Falle ist lediglich ein dinner Saum als Farbemuster

erkennbar, jedoch keine flachige Farbung und in 23% (8/35) der Praparate ist
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nur eine flachige Farbung erkennbar. Die restlichen 7 Schnitte zeigen beide
Farbemuster an unterschiedlichen Stellen.

Wie bei GFAP wird auch der Osteonektin-Saum haufig durch Tumorzapfen oder
-inseln unterbrochen (siehe Abb. 17 und Abb. 18).

In allen Schnitten sind Tumorzapfen und —inseln zu finden, welche von einem
Osteonektinsaum umgeben sind. Dieser Saum ist haufig nicht kontinuierlich,
sondern durch Tumoranteile unterbrochen. Auch hier sind die Unterbrechungen
nur an Tumorzapfen und —inseln zu beobachten, nicht an Stellen an denen
Tumor und ZNS-Gewebe glatt aneinander grenzen. Dabei kdnnen wir bei
gleichen Schnittebenen beobachten, dass Zapfen, die aus dem GFAP-Saum
herausragen auch aus dem Osteonektin-Saum herausragen. Man erkennt hier
dieselbe Morphologie der Osteonektinfarbung und GFAP-Farbung (vgl. Abb. 14
mit Abb. 18).

o e L S\ i oy W N el X £o %
Abb. 17 (Osteonektin x10). Tumor 28, WHO-Grad Ill. Tumornahe Zapfen
sind von einem positiven Osteonektin-Saum umgeben (Pfeilkopf). Eine
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tumorferne Insel ist von Osteonektin-negativem Hirngewebe umgeben
(Pfeil).
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Abb. 18 (Osteonektin x10): Tumor 19, WHO-Grad I, otherwise atypical.
Gleicher Schnitt wie in Abb. 14. Tumorzapfen durchbricht Astrozytensaum
(Pfeil). Man erkennt dieselbe Morphologie von GFAP- und
Osteonektinfarbung.

Damit kdnnen wir bestatigen, dass an invasives Tumorgewebe angrenzendes
ZNS-Gewebe mit reaktiven Astrozyten reagiert, diese jedoch nicht tberall
vorhanden sind. Diese Beobachtung ist unabhangig davon, ob man den
Astrozytenmarker GFAP oder Osteonektin verwendet.

Wie bei GFAP sind auch bei Osteonektin in Hirngewebe eindringende
Tumoranteile von schwacher positivem bis negativem ZNS-Gewebe umgeben
(siehe Abb. 17). In Tumorgewebe eingeschlossenes ZNS-Gewebe ist immer
positiv fur Osteonektin, da hier immer tumornahe ZNS-Anteile angeschnitten
sind.

Auch bei Osteonektin konnten wir keinen Zusammenhang der Farbeintensitat
mit dem WHO-Grad feststellen.
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3.3 CD44

Als weiteren Marker fur Astrozyten verwendeten wir Antikorper gegen CD44.
CD44 ist ein membrangebundenes Adhasionsmolekul und wir wollten
Uberprifen, ob dieses Molekll die gleiche positive Verteilung aufzeigt, wie
Osteonektin und GFAP. CD44 farbt vor allem die Fortsatze von Astrozyten und
der Antikorper sollte uns damit als weitere Bestatigung fur den reaktiven
Astrozytensaum an der Hirn-Tumor-Grenze dienen.

Wir erwarteten hierbei ahnliche Ergebnisse, wie bei Osteonektin und GFAP.
Diese haben sich bestatigt: Auch bei CD44 ist das an invasives Tumorgewebe
angrenzende ZNS-Gewebe positiv (siehe Abb. 19 und Abb. 20). Dies gilt fur
alle WHO-Grade in 100% der Falle.

Hirngewebe
Tumorgewebe
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Abb. 19 (CD44 x10): Tumor 14, WHO-Grad Il, otherwise benign. CD44-
positiver Saum (Pfeilkopf). Von CD44-negativem Hirngewebe umgebene
Insel (Pfeil).

Wieder betrifft die Farbung nicht das ganze ZNS-Gewebe, sondern ist als
intensiver Saum zur Grenze des Meningeoms (siehe Abb. 19) vorhanden
(Farbemuster 1). Auch das Farbemuster 2 (Faserfilz) kommt wieder vor.
Farbemuster 1 ist in 71% (25/35) aller Meningeome vorhanden (in 79% (11/14)
der WHO-Grad Il, otherwise benign-Tumoren, in 72% (8/10) der WHO-Grad |,
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otherwise atypical-Tumoren und in 60% (6/10) der WHO-Grad IlI-Tumoren).
Farbemuster 2 kommt in 60% (21/35) aller Meningeome vor (in 50% (7/14) der
WHO-Grad I, otherwise benign-Tumoren, in 64% (7/10) der WHO-Grad I,
otherwise atypical-Tumoren und in 70% (7/10) der WHO-Grad IlI-Tumoren).
Wieder ist kein signifikanter Zusammenhang zu Tumorgrad, Alter und
Geschlecht vorhanden.

Hierbei fallt auf, dass beim Vergleich von GFAP, Osteonektin und CD44
Farbemuster 1 und 2 an den gleichen Stellen im Praparat vorkommen.

Auch bei CD44 ist der Saum durch invasive Tumorzapfen und- inseln in vielen
Fallen unterbrochen (siehe Abb. 19 und Abb. 20). Auch hier lasst sich im
Vergleich mit GFAP und Osteonektin haufig die gleiche Morphologie erkennen.
So zeigen Abbildung 14, 18 und 20 denselben Zapfen, der jeweils bei GFAP,
Osteonektin und CD44 den positiven Astrozytensaum durchbricht.
Unterbrechungen in dem CD44-Saum und in dem Osteonektin-Saum waren in
signifikantem Male vergesellschaftet mit Unterbrechungen in dem GFAP-Saum
(p<0,001).

Auch hier ist ZNS-Gewebe, welches in Tumorgewebe eingeschlossen und
damit tumornah liegt, positiv fur CD44 (siehe Abb. 21).

Zusammenfassend bestatigt sich, unabhangig von den verwendeten
Astrozytenmarkern GFAP, Osteonektin und CD44 das Vorhandensein eines
reaktiven Astrozytensaumes an der Tumor-Hirn-Grenze und wir konnten
zeigen, dass dieser Saum haufig durch invasive Tumoranteile unterbrochen
wird (siehe Abb. 22).
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Abb. 20 (CD44 x10): Tumor 19, WHO-Grad II, otherwise atypical. Gleicher
Schnitt wie in Abb. 14 und 18. Man erkennt dieselbe Morphologie von
CD44-, GFAP- und Osteonektinfarbung. Tumornah ist der Tumorzapfen
von CD44-positivem Gewebe umgeben (Pfeile). Die Anteile, die tiefer in
das Hirngewebe eindringen sind jedoch nicht von CD44-positivem

Gewebe umgeben (Pfeilkopf).

Tumorgewebe
L Tumorgewebe

Abb. 21 (CD44 x10):Tumor 28, WHO-Grad lll. In Tumorgewebe

eingeschlossenes Hirngewebe (Pfeile) ist positiv fir CD44. H=Hirngewebe.
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Abb. 22 (Vergleich CD44 x20, GFAP x10, Osteonektin/SPARC x10):
Unterbrechung des Randsaumes durch Tumorzapfen (Pfeile).
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3.4 Liganden von CD44

3.4.1 Osteopontin

Osteopontin ist als ein Ligand von CD44 beschrieben worden (Weber GF et al.,
1996). Um diesen Zusammenhang an der Meningeom-Hirn-Grenze zu
untersuchen, haben wir Antikorper gegen Osteopontin verwendet. Von 35
gefarbten Meningeomen sind 35 negativ fur Osteopontin. Sowohl das
Tumorgewebe, als auch das angrenzende ZNS-Gewebe zeigen keine Farbung
fur Osteopontin (siehe Abb. 23). Die jeweils mitgefarbten Positivkontrollen von
Knochenschnitten waren jedoch immer positiv (siehe Abb. 24), sodass wir
davon ausgehen, dass Osteopontin an der Meningeom-Hirn-Grenze kein
Ligand von CD44 ist.

Abb. 23 (Osteopontin x10): Tumor 31, WHO-Grad lll. Keine Farbung an der
Tumor-Hirn-Grenze. T=Tumorgewebe, H=Hirngewebe.
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Abb. 24 (Osteopontin 10x): Knochengewebe als Positivkontrolle far

Osteopontin.

3.4.2 Kollagen IV

Kollagen |V ist einer der Hauptbestandteile der Basalmembran. Direkt
angrenzend an die pial-gliale Basalmembran befinden sich die
Astrozytenfortsatze der Membrana limitans gliae, welche auch die
Basalmembran bilden (Rutka et al., 1985). Das Verhalten dieser Astrozyten ist
in 3.1 bis 3.3 beschrieben: durch Tumorinvasion entstehen reaktive Astrozyten.
Wie wir durch GFAP, Osteonektin und CD44 bestatigen konnten, ist dieser
reaktive Astrozytensaum zum Teil unterbrochen. Da die pial-gliale
Basalmembran und die Astrozyten dichten Kontakt haben, stellte sich uns die
Frage, wie sich die Basalmembran an den Astrozyten-negativen Stellen im
Tumor darstellen wirde.

Eine pial-gliale Basalmembran, die das invasive Tumorgewebe zum Teil von
dem ZNS-Gewebe abgrenzt, war in 79% (11/14) der Falle bei WHO-Grad II,
otherwise benign, in 64% (7/11) der Falle bei WHO-Grad Il, otherwise atypical
und in 70% (7/10) der Falle bei WHO-Grad Il vorhanden (siehe Abb. 25). Diese

pial-gliale Basalmembran ist jedoch nicht tUberall vorhanden. Sie ist zum Teil

45



diskontinuierlich oder ausgedunnt und wird genau wie der Astrozytensaum

durch Tumorzapfen und —inseln unterbrochen (siehe Abb. 26 und Abb. 27).
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Abb. 25 (Kollagen IV x20): Tumor 11, WHO-Grad IlI, otherwise benign.

Kollagen IV-positive pial-gliale Grenzmembran (Pfeil).

Auffallig ist hierbei ein Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein des
Astrozytensaumes mit dem Vorhandensein einer Basalmembran: Astrozyten an
der Tumor-Hirn-Grenze konnten wir durch GFAP, Osteonektin und CD44 in
100% (14/14) der Falle bei WHO-Grad I, otherwise benign, in 100% (11/11) der
Falle bei WHO-Grad Il, otherwise atypical und in 90% (9/10) der Falle bei WHO-
Grad Ill nachweisen.

Das Vorkommen von reaktiven Astrozyten korreliert in 79% (11/14) der Falle bei
WHO-Grad I, otherwise benign, in 64% (7/11) der Falle bei WHO-Grad II,
otherwise atypical und in 78% (7/9) der Falle bei WHO-Grad IIl mit dem
Vorhandensein einer Basalmembran. Die Basalmembran kommt hierbei an
denselben Stellen im Tumor vor, an denen auch ein reaktiver Astrozytensaum

zu beobachten ist. Stellen im Tumor ohne reaktiven Astrozytensaum haben
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haufig auch keine Basalmembran. In Abbildung 26 und 27 ist die gleiche
Morphologie von Astrozytensaum und Basalmembran erkennbar.

Der Zusammenhang von Astrozytensaum und Basalmembran wird dadurch
bestatigt, dass astrozytensaumfreie Inseln auch keine Basalmembran besitzen
(siehe Abb. 27).

GFAP
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Kollagen IV

d
Abb. 26 (GFAP, Osteonektin, CD44, Kollagen IV x20): Tumor 5, WHO-Grad
II, otherwise benign. Vergleich von GFAP (a), Osteonektin (b), CD44 (c)
und Kollagen IV (d). Der Astrozytensaum (Pfeile in a, b, c) korreliert mit
dem Vorhandensein einer Basalmembran (Pfeil in d).
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Abb. 27 (CD44, Kollagen IV x10): Tumor 19, WHO-Grad Il, otherwise
atypical. Insel mit vorhandenem Astrozytensaum, positiv fur CD44 (Pfeil,
Bild a) und mit vorhandener Basalmembran (Pfeil, Bild b). Die Insel
daneben (Pfeilkopf) hat weder einen umgebenden Astrozytensaum
(negativ fur CD44 in Bild a) noch eine begrenzende Basalmembran
(negativ fur Kollagen IV in Bild b).

Zusammenfassend bestatigt sich unsere Vermutung, dass der enge Kontakt

zwischen Basalmembran und Astrozyten auch zu einem gleichzeitigen

Verschwinden von Basalmembran und Astrozyten fuhrt. In Astrozytensaum-
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negativen Anteilen der Tumor-Hirn-Grenze kommt auch keine Basalmembran

mehr vor.

3.5 Sektionsfalle

Da sich unsere Beobachtungen im Bereich der Glia limitans zeigten, wollten wir
zum Vergleich das Farbeverhalten unserer Antikorper an der Glia limitans
externa in einem nicht pathologischen Gehirn betrachten.

FUr GFAP ist bereits bekannt, dass der Antikdrper die Glia limitans externa
stark anfarbt (siehe Abb. 4). Dasselbe kann man fir CD44 beobachten: in 3/3
gefarbten Schnitten zeigt sich die Glia limitans externa immer deutlich positiv

(siehe Abb. 28). Hier farben sich nur die Fortsatze der Astrozyten an, nicht die

Astrozytenkorper.

Abb. 28 (CD44 x20): Im Sektionsschnitt sind die Astrozytenfortsatze,
welche die Glia limitans (Pfeil) bilden, fir CD44 positiv.
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Auch bei Osteonektin zeigte sich eine positive Glia limitans externa in 16/16
gefarbten Fallen. Hier ist wieder deutlich zu sehen, dass vor allem die

Astrozytenkorper positiv sind (siehe Abb. 29).

Abb. 29 (Osteonektin x10): Die Astrozytenkérper der Glia limitans externa

(Pfeil) sind positiv fir Osteonektin.
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4 Diskussion

Die vorliegende Studie beschaftigt sich mit der Reaktion des angrenzenden
ZNS-Gewebes auf die Invasion des Meningeoms. Etwa 4% aller Meningeome
infiltrieren angrenzendes Hirngewebe (Perry et al., 1997). Diese Tumoren sind
prognostisch ungunstig. So verhalten sich hirninvasive Meningeome mit
histologisch benignem Erscheinungsbild (WHO-Grad Il, otherwise benign) in
Bezug auf Uberlebens- und Rezidivrate wie atypische Meningeome (WHO-Grad

I, otherwise atypical) (Perry et al., 1999).

Ein erster Bericht Uber hirninvasive Meningeome existiert in einer Fallsammlung
mit 5 Fallen von 1937. Hier wird beschrieben, dass Meningeom-
Geschwulstzapfen in das Gehirn hineinreichen und bis in das Marklager
vordringen konnen. Auch wird in dieser Arbeit bereits erortert, ob ,die
Geschwulste als bosartig zu bezeichnen seien® (Kalbfleisch et al., 1937). Die
Autoren kommen zu dem Ergebnis, dass sich in umgebendes Gewebe
einwachsende Meningeome wie bosartige Geschwillste verhalten, sich von
ihnen aber durch das Fehlen von Metastasenbildung unterscheiden (Kalbfleisch
etal., 1937).

Seit dieser Zeit konnte das Wissen uber hirninvasive Meningeome durch
mehrere Studien erweitert werden. So ist inzwischen bekannt, dass der
histologische Tumorgrad bei der Hirninvasion eine untergeordnete Rolle spielt,
da sowohl histologisch benigne, atypische, als auch anaplastische Meningeome
Hirninvasivitat aufweisen konnen. Immunhistochemische Studien haben
gezeigt, dass Metalloproteinase-9 und IGFBP-6 in hirninvasiven Meningeomen
vermehrt exprimiert werden (Nordqvist et al., 2002; Nordqvist et al., 2001;
Okuducu et al., 2006).

Der Grofdteil der bisher durchgeflhrten Studien beschaftigt sich vor allem mit
Veranderungen im Tumor selbst. So soll die Transkription des Insulin like
growth factors (IGF) Il und seines Bindungsproteins (IGF BP-6) mit Invasion

korrelieren (Nordqvist et al., 2001). Allerdings war von den untersuchten
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Tumoren nicht die Hirn-Tumor-Grenze untersucht worden. Vielmehr erfolgte die

Identifizierung hirninvasiver Meningeome radiologisch (Nordqvist et al., 2001).

Ebenso wurden die Matrix-Metalloproteinasen 2 und 9 in hirninvasiven
Meningeomen untersucht (Kirches et al., 2001; Mizoue et al., 1999; Nordqvist et
al., 2002; Siddique et al., 2003). Diese beiden Enzyme bauen Basalmembran
ab. Die Ergebnisse dieser Arbeiten waren widerspruchlich. Es ergab sich kein
einheitliches Muster fur die Aktivitat dieser beiden Metalloproteinasen.
Wiederum wurde die Hirninvasion nicht histologisch gesichert, sondern

intraoperativ und/ oder radiologisch.

Uber die Astrozytenreaktion gegeniiber invasiven Meningeomen war bisher
Nichts bekannt. Mit dieser Fragestellung beschaftigt sich die vorliegende
Studie: zu welchen Reaktionen kommt es im angrenzenden ZNS-Gewebe

durch das Eindringen des Meningeoms?

Bei nicht-invasiven Meningeomen wird das Tumorgewebe von einer
Basalmembran, der pial-glialen Grenzmembran, vom ZNS-Gewebe getrennt.
Fortsatze von Astrozyten liegen dieser glialen Basalmembran direkt an und
bilden die Membrana glia limitans (siehe Abb. 2). Der enge Zusammenhang
zwischen den Astrozyten und der Basalmembran zeigt sich auch dadurch, dass
in in-vitro Versuchen nachgewiesen werden konnte, dass diese
Astrozytenfortsatze Komponenten der Basalmambran herstellen (Rutka et al.,
1985).

Wir haben in der vorliegenden Studie diese beiden ersten Barrieren, die ein
invasives Meningeom durchdringen muss, namentlich die Basalmembran sowie
die angrenzenden Astrozyten immunhistochemisch untersucht. Wie reagieren
die Astrozyten und kommt es durch die Invasion zur Zerstérung der pial-glialen
Basalmembran? Des Weiteren interessierte uns der Zusammenhang zwischen
der Astrozytenreaktion und der Basalmembran, da diese wie oben erlautert,

sowohl anatomisch, als auch funktionell in engem Zusammenhang stehen.
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Basalmembranen trennen Gewebe mit Herkunft von unterschiedlichen
Keimblattern voneinander. Zum Beispiel wird Schleimhautepithel von der
darunter liegenden Submukosa durch eine Basalmembran getrennt. Die intakte
Basalmembran ist eine Barriere zwischen Epithelgewebe und Bindegewebe.
Tumoren, die vom Epithelgewebe ausgehen, mussen diese Barriere
uberwinden. Gutartige Tumoren und Carcinomata in situ sind durch die
Basalmembran vom umgebenden Bindegewebe getrennt. Carcinomata in situ
konnen jedoch invasiv werden, wobei es zuerst zu Mikroinvasion kommt.
Mikroinvasion ist dadurch erkennbar, dass die Basalmembran ausgedunnt,
fragmentiert oder unterbrochen wird (Barsky et al., 1983). Bei invasiven
Karzinomen wird die Basalmembran komplett durchbrochen. Die unterbrochene
Basalmembran ist histologisch wichtig zur Unterscheidung eines Carcinoma in
situ von einem invasiven Karzinom. Die Invasion geht mit der Zerstérung der
Basalmembran einher.

Karzinomzellen benutzen degradierende Enzyme, von denen zahlreiche gegen
Bestandteile der Basalmembran gerichtet sind, zum Beispiel Kollagenasen und
andere Proteasen (Liotta et al., 1984). Dieser Mechanismus ist beschrieben fur
Mamma-Karzinome (Liotta et al., 1983).

FUr Meningeome ist ebenfalls bekannt, dass Metalloproteinasen bei invasiven
Meningeomen vermehrt exprimiert werden (Okuducu et al., 2006).
Metalloproteinasen kdnnen zur Degradation von Basalmembran beitragen und
sind somit wichtig fur Tumorinvasion. Insbesondere Metalloproteinase-9 wird in

hirninvasiven Meningeomen vermehrt exprimiert (Nordqvist, 2001).

Fir invasive Meningeome vom WHO-Grad Il, otherwise benign konnte gezeigt
werden, dass hier die Basalmembran zum gréften Teil erhalten bleibt und
lediglich bei wenigen invasiven Meningeomen vom WHO-Grad I, otherwise
benign ausgedunnt, fragmentiert und zum Teil unterbrochen wird (Fritz et al.,
2005). Hirninvasive Meningeome vom WHO-Grad Il, otherwise benign

erscheinen insofern analog zu Carcinomata in situ mit Mikroinvasion.
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In unserer Studie wurden hirninvasive Meningeome mit sowohl benignem
(WHO-Grad I, otherwise benign), atypischem (WHO-Grad I, otherwise
atypical), als auch anaplastischem (WHO-Grad Ill) histologischen Subtyp
verwendet, untersucht wie angrenzende Astrozyten auf die Hirninvasion
reagieren und parallel dazu das Vorkommen der pial-glialen Basalmembran
beobachtet.

Als Marker fur reaktive Astrozyten wurden Antikorper gegen GFAP, Osteonektin
und CD44 verwendet. GFAP-Antikdrper farben die Intermediarfilamente der
Astrozyten. Unter physiologischen Bedingungen exprimieren Astrozyten jedoch
zu wenig GFAP, um es immunhistochemisch nachweisen zu konnen (siehe
Abb. 4). Erst durch pathologische Reize wie mechanische Traumata,
Hirnddem, Hypoglykdmien oder meningeale Carcinomatose kommt es zur
Reaktion der Astrozyten (reaktive Astrogliose) mit Astrozytenschwellung und
vermehrter Expression von GFAP. Der Nachweis ist somit ein Zeichen fur
Reaktivitat der Astrozyten (Eng et al., 1994; Rutka et al., 1997). Mit der GFAP-
Farbung werden jedoch nur 15% des Astrozytenvolumens erkannt (Bushong et
al., 2002), deshalb verwendeten wir als weitere Marker Osteonektin und CD44.
Dies sind zwei Transmembranproteine, die an Kollagen 1V binden (Bradshaw et
al., 2001; Knutson et al., 1996). In den Farbungen mit Osteonektin ist
erkennbar, dass Osteonektin hauptsachlich die Astrozytenkdorper farbt (siehe
Abb. 16). CD44 kommt als Membranprotein vor allem in den
Astrozytenfortsatzen vor (siehe Abb. 28). Somit konnten verschiedene Anteile

der Astrozyten gefarbt werden.

Anti-GFAP und Anti-CD44 zeigten, dass in 100% der untersuchten Tumore eine
Astrozytenreaktion vorkam. Anti-Osteonektin war positiv in 100% der Tumoren
mit WHO-Grad I, otherwise benign und WHO-Grad Il, otherwise atypical, bei
WHO-Grad Il in 90% (9/10). Die normalerweise an das Hirngewebe grenzende
dinne, nur schwach mit GFAP visualisierbare Schicht (siehe Abb. 4) von

Astrozyten-Fortsatzen (glial endfeet) farbte sich stark mit CD44 an (siehe Abb.
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19, Abb. 20, Abb. 21). Auch die Astrozytenkdrper wurden nun sichtbar mit
GFAP und Osteonektin gefarbt (siehe Abb. 11 und Abb. 16).

Durch das Einwachsen des Meningeoms kommt es folglich zu einer
Astrozytenreaktion.

Es konnten zwei verschiede Farbemuster erkannt werden: Farbemuster 1 als
dinner Astrozytensaum (siehe Abb. 11) und Farbemuster 2 mit positivem
Faserfilz (siehe Abb. 12). Vorkommen von Farbemuster 1 (bzw. Farbemuster 2)
in der GFAP-Farbung war vergesellschaftet mit Vorkommen von Farbemuster 1
(bzw. Farbemuster 2) in der CD44- und Osteonektinfarbung. Fur alle unsere
Antikérper konnten wir keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem
Vorkommen der unterschiedlichen Farbemuster und dem Tumorgrad, dem Alter
oder dem Geschlecht feststellen. Es bleibt zu klaren, mit welchen Faktoren das
Vorkommen der unterschiedlichen Farbemuster zusammenhangt.

Das Vorkommen aller drei Astrozytenmarker an der Hirn-Tumorgrenze zeigte
uns, dass ein reaktiver Astrozytensaum in allen untersuchten Schnitten
vorhanden war. Dieser reaktive Astrozytensaum war jedoch nicht in allen
Schnitten durchgehend, sondern zum Teil ausgedunnt oder unterbrochen.
Anwesenheit (und Abwesenheit) des GFAP-positiven Saumes war mit
Anwesenheit (und Abwesenheit) eines positiven Saumes bei den beiden

anderen Markern vergesellschaftet.

Fir tiefer in das Hirngewebe eindringende Tumoranteile hatten wir erwartet eine
verstarkte Astrozytenreaktion beobachten zu kdnnen. Gerade solche
eindringenden Tumorzapfen und —inseln waren jedoch Uberraschenderweise
haufig nicht von dem reaktiven Astrozytensaum umgeben (siehe Abb. 17, Abb.
20 und Abb. 22).

Keiner der drei Astrozytenmarker GFAP, Osteonektin und CD44 war an diesen

Inseln nachweisbar.
Begonnen wurde die Untersuchung mit Anti-CD44, weil CD44 an Kollagen IV

bindet und damit ein direkter Zusammenhang zur Basalmembran besteht. Wir

konnten beobachten, dass CD44 bei tiefer eindringenden Tumoranteilen nicht
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mehr exprimiert wurde und stellten uns die Frage, ob hier der ganze Astrozyt
zugrunde geht, oder ob es sich lediglich um den Verlust von Membranproteinen
wie CD44 handelt. Um diese Frage zu beantworten verwendeten wir die
zusatzlichen Astrozytenmarker GFAP und Osteonektin.

Der Verlust aller drei Marker spricht daftir, dass es sich um einen Untergang
des Astrozyten handelt und nicht um fehlende Expression von einem der
Marker.

Es handelt sich folglich nicht um den Verlust bestimmter Membranproteine wie
CD44 und Osteonektin, sondern der gesamte Astrozyt ist nicht mehr
nachweisbar. Durch mikroskopische Inspektion konnten wir jedoch keine auf
Zelltod hindeutende nukleare Disintegration oder apoptotische Kerne sehen. In
einer folgenden Studie untersuchen wir jedoch, ob es in den entsprechenden

Hirnanteilen zu einer vermehrten Makrophagenreaktion kommt.

In Tumorgewebe eingeschlossenes ZNS-Gewebe war bei unseren Schnitten
immer positiv fur GFAP, Osteonektin und CD44 (siehe Abb. 15 und Abb. 21).
Nach unserer Studie gehen wir davon aus, dass eingeschlossenes ZNS-
Gewebe deshalb positiv ist, weil es nahe am Tumor angeschnitten ist. ZNS-
Anteile, die weiter entfernt von dem Meningeom liegen sind nicht GFAP-positiv,
da es hier bereits zu einem Verlust der Astrozyten gekommen ist. Wir erweitern
dadurch die bereits von Perry beschriebene Tatsache, dass in Tumorgewebe
eingeschlossenes ZNS-Gewebe immer positiv fir GFAP sei und sich dadurch
auch unterscheiden lasse (Perry, 2006). ZNS-Gewebe erscheint vor allem dann
als in Tumorgewebe eingeschlossen, wenn es nahe am Tumor angeschnitten
ist und auch nur dann ist es positiv fur GFAP. Tumorferne Anteile erscheinen
negativ fir GFAP.

Des Weiteren konnten wir feststellen, dass die Astrozytenreaktion mit der
Anwesenheit der Basalmembran korreliert (siehe Abb. 26 und Abb. 27).
Eine pial-gliale Grenzmembran, die das invasive Tumorgewebe zum Teil von
dem ZNS-Gewebe abgrenzt, war bei allen WHO-Grad Il, otherwise benign-

Meningeomen mit Astrozytenreaktion vorhanden. Diese Korrelation war weniger
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deutlich fir Tumoren mit hdherem WHO-Grad. Diese Beobachtung passt zu der
bereits von Schittenhelm und Mitarbeitern beschriebenen Tatsache, dass die
Zerstorung der Basalmembran mit dem WHO-Grad korreliert (Schittenhelm et
al., 2006).

Die Basalmembran — wo vorhanden - war jedoch genau wie der
Astrozytensaum nicht kontinuierlich, sondern zum Teil ausgedunnt, fragmentiert
oder auch unterbrochen (siehe Abb. 27). Wir konnten feststellen, dass
Tumorzapfen oder —inseln, die nicht von einem Astrozytensaum umgeben sind,
auch keine Basalmembran besitzen (siehe Abb. 27). Die Anwesenheit (bzw. die
Abwesenheit) eines reaktiven Astrozytensaums ist vergesellschaftet mit der
Anwesenheit (bzw. Abwesenheit) einer Basalmembran. Die
Astrozytenanwesenheit hangt hier folglich mit der Anwesenheit der
Basalmembran zusammen. Vor allem tiefer in das ZNS-Gewebe eindringende
Tumoranteile sind weder von einer Basalmembran, noch von einem reaktiven

Astrozytensaum umgeben.

Bisher ist noch weitgehend unklar, wie Meningeome auf die Invasion in das
Gehirn reagieren. In einer Arbeit von Schittenhelm und Mitarbeitern wurde auch
gezeigt, dass Osteonektin (SPARC) nicht nur wie von uns festgestellt in
Astrozyten hochreguliert wird, sondern auch in Tumorzellen. An der Tumor-
Gehirn-Grenze von invasiven Meningeomen kommen spindelférmige
Osteonektin-positive Zellen vor (Schittenhelm et al., 2006). Rempel und
Mitarbeiter beschreiben deshalb Osteonektin auch als Marker fur invasive
Meningeome. Das Vorkommen dieser Zellen ist jedoch unabhangig vom WHO-
Grad (Rempel et al., 1999).

Bei invasiven Meningeomen wird Osteonektin also sowohl in Tumorzellen, als
auch in den angrenzenden Astrozyten hochreguliert. Dieser Vorgang ist jedoch
sowohl fur Tumorzellen als auch fur Astrozyten unabhangig vom WHO-Grad.
Wahrend die Tumorzellen jedoch auch nach Verlust der Basalmembran positiv
fur Osteonektin bleiben (Schittenhelm et al., 2006), konnten wir zeigen, dass ein
Verlust der Basalmembran mit dem Verlust der Osteonektin-positiven
Astrozyten korreliert (siehe Abb. 27).
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Uber Osteonektin ist bekannt, dass es Uber Kollagen IV mit Basalmembranen in
Verbindung stehen kann (Bradshaw et al., 2001). Es ist also vorstellbar, dass
Osteonektin bei Astrozyten an Kollagen IV bindet und damit in Zusammenhang
zu der Basalmembran steht, bei Tumorzellen jedoch an eine andere
Komponente der extrazellularen Matrix bindet und somit kein Zusammenhang

mit der Basalmembran besteht.

Wir konnten folglich nachweisen, dass die Zerstérung der von
Astrozytenfortsatzen gebildeten Membrana glia limitans mit der Zerstérung der
pial-gliaen Basalmembran einhergeht.

Bisher ist wenig bekannt Uber den Zusammenhang der pial-glialen
Basalmembran und der Adhasion von Astrozyten. Die direkt an die
Basalmembran anschlieRende Membrana gliae limitans wird von Fortsatzen der
Astrozyten gebildet (siehe Abb. 2). Elektronenmikroskopisch lassen sich
Punctia adhaerentia als Verbindungen zwischen Basalmembran und Membrana
glia limitans feststellen (Peters et al., 1991). Unsere Studie verdeutlicht die
Abhangigkeit der Astrozyten von der Intaktheit der Basalmembran
beziehungsweise umgekehrt die Abhangigkeit der Basalmembran von dem
Vorhandensein der Astrozyten. Es bleibt unklar, ob ein durch die Tumorzellen
herbeigefuhrter Verlust der Basalmembran zu einem Untergang der Astrozyten
fuhrt, oder ob umgekehrt der Niedergang von reaktiven Astrozyten den Verlust
der Basalmembran herbeifuhrt. Fir ersteres spricht die Fahigkeit von
Tumorzellen Basalmembranen durch die Bildung von Metalloproteasen zu
zerstoren; fur letzteres spricht die Tatsache, dass die Komponenten der
Basalmembran unter anderem auch von den Astrozytenfortsatzen der

Membrana glia limitans gebildet werden (Rutka et al., 1985).

Ein umgekehrter Zusammenhang zwischen Astrozytenreaktion und
Basalmembran ist bereits bekannt: Nach ZNS-Traumata kommt es zu einer
Neubildung von Basalmembran im Anschluss an die reaktive Astrogliose
(Suzuki et al., 1990). Die Komponenten der Basalmembran, wie Laminin und

Kollagen IV, werden hierbei vermehrt von den angrenzenden reaktiven
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Astrozyten gebildet, so dass die Vermutung nahe liegt, dass die reaktiven
Astrozyten an der Bildung der neuen Basalmembran beteiligt sind (Liesi et al.,
2002).

In unserer Studie ist dieser Mechanismus gegensatzlich zu beobachten: Verlust
der Astrozyten der Membrana glia limitans und Verlust der Basalmembran
kommen gleichzeitig vor. Ein solcher Zusammenhang zwischen Basalmembran

und Astrozyten ist bisher im Gehirn nicht bekannt.

Eine vergleichbare Situation gibt es jedoch in der Epidermis: Hier stehen
Keratinozyten uber Hemidesmosomen in engem Zusammenhang zur
Basalmembran.

Bei Hautkrankheiten, zum Beispiel bei einigen Formen der Epidermiolysis
bullosa, verlieren Keratinozyten den Kontakt zur Basalmembran und es kommt
zu epidermalen Verletzungen (Presland et al., 2002). Die Keratinozyten werden
durch Hemidesmosomen mit der Basalmembran verbunden. Diese Subtypen
der Epidermiolysis bullosa entstehen durch unterschiedliche Mutationen in
Genen der Hemidesmosomen, in Genen fur Adhasionsmolekule oder in Genen

der Basalmembran- Molekile (Presland et al., 2002; Tidman et al., 1984).

Ein ahnlicher Pathomechanismus ist auch fur die Astrozyten und die pial-gliale
Basalmembran denkbar: Die Astrozytenfortsatze sind mit der Basalmembran
uber Punctia adhaerentia verbunden (Peters et al., 1991). Die Molekile, die
diese Befestigung bilden, sind aber bisher unbekannt. Nach unseren
Ergebnissen ist denkbar, dass Veranderungen in den Adhasionsmolekulen
zwischen Astrozyten und Basalmembran eine Invasion in das angrenzende
Hirngewebe beglnstigen kdnnten. Um diese Vermutung zu Uberprifen sind
jedoch molekulargenetische Untersuchungen nétig, um eventuelle

Veranderungen in den Adhasionsmolekulen feststellen zu kdnnen.
Als Ergebnis unserer Studie kdnnen wir festhalten, dass die subpialen

Astrozyten, welche die Membrana glia limitans bilden, zusammen mit der

Basalmembran durch invasive Meningeome zugrunde gehen. Die
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Basalmembran wird hierbei zuerst ausgediinnt und fragmentiert, bis sie
schliel3lich ganz fehlt. Angrenzende Astrozyten reagieren auf das eindringende
Meningeom unspezifisch mit Zellschwellung und vermehrter Expression von
GFAP, allerdings nur solange die Basalmembran noch vorhanden ist. Es liegt
folglich nahe, dass Astrozyten ihre Reaktionsfahigkeit gegenlber invasiven
Meningeomen verlieren, wenn die Adhasion an die Basalmembran verloren
geht. Hierzu sind weitere Studien notig, um die molekularen Zusammenhange

zwischen der pial-glialen Basalmembran und den Astrozyten zu klaren.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie untersuchten wir 35 hirninvasive Meningeome (14
WHO-Grad I, otherwise benign, 11 WHO-Grad Il, otherwise atypical, 10 WHO-
Grad Ill) und das angrenzende ZNS-Gewebe mittels immunhistochemischer
Farbemethoden.

Wir verwendeten Antikorper gegen GFAP, Osteonektin und CD44 zur
Darstellung der Astrozyten, sowie Antikorper gegen Kollagen IV zur Darstellung
der pial-glialen Basalmembran. Die verschiedenen Antikorper zur Darstellung
der Astrozyten farben unterschiedliche Anteile des Astrozyten: GFAP und
Osteonektin farben vor allem die Astrozytenkorper, wahrend CD44 lediglich die
Astrozytenfortsatze farbt.

In unseren Farbungen konnten wir festellen, dass invasive Meningeome die
durch Anti-Kollagen IV-Antikorper dargestellte pial-gliale Basalmembran
durchbrechen. Die pial-gliale Basalmembran steht in engem Zusammenhang zu
den subpialen Astrozytenfortsatzen, welche die der Basalmembran direkt
anliegende Membrana glia limitans bilden. Bisher war nicht bekannt, wie diese

angrenzenden Astrozyten auf die Invasion der Meningeome reagieren.

In 100% (35/35) der von uns untersuchten Meningeome konnten wir eine
vermehrte Expression von GFAP, Ostenektin und CD44 mit Bildung eines
reaktiven Astrozytensaumes beobachten. Der Saum von reaktiven Astrozyten
war jedoch nicht durchgehend, sondern durch eindringende Tumorzapfen und —
inseln unterbrochen. Bei der Untersuchung der pial-glialen Basalmembran
konnten wir feststellen, dass die Astrozytenreaktion mit der Intaktheit der pial-
glialen Basalmembran vergesellschaftet war. Eine pial-gliale Grenzmembran
konnten wir in 79% (11/14) der Falle bei WHO-Grad Il, otherwise benign, in
64% (7/11) der Falle bei WHO-Grad I, otherwise atypical und in 70% (7/10) der
Falle bei WHO-Grad Il feststellen. Diese pial-gliale Grenzmembran war zum
Teil diskontinuierlich oder ausgedunnt und wurde genau wie der

Astrozytensaum durch Tumorzapfen und —inseln unterbrochen.
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Wir konnten feststellen, dass die Basalmembran an denselben Stellen im
Tumor anwesend (bzw. abwesend) war, wie der reaktive Astrozytensaum. Vor
allem tiefer in das angrenzende Hirngewebe eindringende Tumoranteile zeigten
weder eine angrenzende Basalmembran, noch einen reaktiven

Astrozytensaum.

Diese Beobachtung legt die Schlussfolgerung nahe, dass die Astrozyten der
Hirn-Tumor-Grenze durch die Invasion des Meningeoms zugrunde gehen. Der
gleichzeitig beobachtete Verlust der pial-glialen Basalmembran legt nahe, dass
das Uberleben der subpialen Astrozyten mit der Intaktheit der Basalmembran

zusammenhangt.
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8 Anhang

Nummer
anonym
1 49
80
3 56
4 44
5 74
6 67
7 80
8 61
9 74
10 71
11 73
12 69
13 74
14 62
15 61
16 81
17 64
18 65
19 67
20 34
21 39
22 66
23 65
24 70
25 66
26 51
27 55
28 53
29 70
30 58
31 4
32 69
33 64
34 63
35 44

Alter

Sex

™3 ™3 ™33 ™33

histologischer Subtyp

Transitionales Meningeom
Transitionales Meningeom
Meningotheliomatdéses Meningeom
Meningotheliomatoses Meningeom
Meningotheliomatdéses Meningeom
Angiomatoses Meningeom
Meningotheliomatdéses Meningeom
Meningotheliomatoses Meningeom
Meningotheliomatdéses Meningeom
Meningotheliomatoses Meningeom
Transitionales Meningeom
Meningotheliomatoses Meningeom
Meningotheliomatdses Meningeom
Transitionales Meningeom

Atypisches Meningeom
Atypisches Meningeom
Atypisches Meningeom
Atypisches Meningeom
Atypisches Meningeom
Atypisches Meningeom
Atypisches Meningeom
Atypisches Meningeom
Atypisches Meningeom
Atypisches Meningeom
Atypisches Meningeom

Anaplastisches Meningeom
Anaplastisches Meningeom
Anaplastisches Meningeom
Anaplastisches Meningeom
Anaplastisches Meningeom
Anaplastisches Meningeom
Anaplastisches Meningeom
Anaplastisches Meningeom
Anaplastisches Meningeom
Anaplastisches Meningeom

WHO-Grad

otherwise benign
otherwise benign
otherwise benign
otherwise benign
otherwise benign
otherwise benign
otherwise benign
otherwise benign
otherwise benign
otherwise benign
otherwise benign
otherwise benign
otherwise benign
otherwise benign

otherwise atypical
otherwise atypical
otherwise atypical
otherwise atypical
otherwise atypical
otherwise atypical
otherwise atypical
otherwise atypical
otherwise atypical
otherwise atypical
otherwise atypical

Tabelle 3: anonymisierte Patientendaten der hirninvasiven Meningeome

(Alter, Geschlecht, Histopathologischer Subtyp)
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Nummer anonym Alter Geschlecht Lokalisation

1 35 m frontal

2 72 m frontal

3 53 f frontal

4 94 f frantal

5 72 m Hippokampus
6 72 m Hypophyse

7 56 m frontal

8 56 m frontal

9 56 m occipital

10 56 m ventral

11 52 m frontal

12 65 m Mittelhirn

13 28 f frontal

14 70 f frontal

15 66 f Hippokampus
16 71 m Hippokampus

Tabelle 4: anonymisierte Patientendaten der Sektionsfalle (Alter,
Geschlecht, Lokalisation)
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