Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Wiirzburg
Vorstand: Prof. Dr. med. H. K. Miiller-Hermelink

Immunbhistologische und morphometrische
Untersuchung der Ependymome im Kindesalter
in Korrelation zu den klinischen Befunden

Inaugural - Dissertation
zur Erlangung der Doktorwiirde der
Medizinischen Fakultét
der

Bayerischen Julius-Maximilians-Universitit zu Wiirzburg

vorgelegt von
Georg Martin Stettner
aus Holzkirchen/Oberbayern

Wiirzburg, Januar 2003



Referent: Professor Dr. med. Wolfgang Roggendorf
Koreferent: Professor Dr. med. Andreas Krone

Dekan: Professor Dr. med. Stefan Silbernagl

Tag der miindlichen Priifung: 02. Juli 2003

Der Promovend ist Arzt.



Inhaltsverzeichnis I

Inhaltsverzeichnis
1 EINLCIEUNE ... 1
1.1  Haufigkeit, Ursprung, Verteilung und Symptomatik
der Ependymome im Kindesalter..............coooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 1
1.2 WHO-Klassifikation der ependymalen Tumoren.............cccceeevienienciienieeieennee. 2
1.3 Prognose von Ependymomen im Kindesalter ............cccoceeviveniiiniienciienieenieenen. 3
1.4 P53 — €N TUMOTSUPPIESSOT ..eeuviieeiiiieeiieeeteeeeieeeerreesreeesveeesseeessseeessseeensseensees 5
1.5 MIB-1 — ein Proliferationsmarker ..............coooeiiiiiiiiniiiiiee e, 9
1.6 EMA — das Epitheliale Membran ANtien.........ccceevuereereenierieneenienienieeneenns 10
1.7 Ki-MIP, anti-HLA-DR und KP1
— Marker des Mikroglia-/Makrophagen-Systems...........cccccccveeevieerciieencveeennnennn 12
1.8 Zielsetzung der ArDeIt........cooviiiiiiiiiiiiiee e 17
2 Material und Methoden..................cocooooiiie e, 18
2.1  Untersuchungsgut und klinische Daten...........ccccoecveviieiiieiieiciienieeieeeee, 18
2.2 Vorbereitung der PrAParate ...........ccccceevvieeiienieeieeieecieeee et sve e 18
2.3 Immunhistochemische Untersuchungen an Paraffinschnitten ...............c.......... 20
2.4 Antikorper, Verdiinnungen und Antigen-Demaskierung...........cccceeevvveeeenneennns 22
2.5 Auswertung der Praparate ..........ccccoeoieiiiiiiieiieiicceeeee e 23
2.6 StatistiSChe ANALYSE......cc.eeeiiiiiiiiiiieiieeeeeee e 25
3 Er@eDmiSSe. ......c.cooviiiii e 33
3.1 KINISChEe DAten .....cccuiiuiiiieiiiiesiieieee ettt 33
3.2 PS3-AKKUMUIAtION. ......uiiiiiiieiiieeciee et e e e e 37
3.3 Der MIB-1 Labeling INdeX.........ccceriiiiiiniiiiiieiieeieeee et 40
3.4 EMA-EXPIESSION ...cocutiiiiiiiieiieeiteiie ettt ettt e ereeseeeeteesaeeebeesaaeenseesseesnseennns 42
3.5 Das Mikroglia-/MaKkrophagen-System...........cccueevuierieeciienieeieenie e 45
3.5.1 Mikroglia-/Makrophagen-Verteilung............cccceeeeuvieriveencieeeniie s 45
3.5.2 Mikroglia-/Makrophagen-Proliferation............c.cccoeoeeeiieniiniinninnienne. 48

3.5.3 HLA-DR Expression in Mikroglia/Makrophagen und Tumorzellen ....50



Inhaltsverzeichnis II

3.6 StatistiSChe ANALYSE....c.uieeiiiiiiiiiecieeeee et 52

3.6.1 RangKorrelationen ...........ccccveeeiiiieiiiiieiiie et 52

3.6.2 UberlebenszeitbereChNUNEEN..............c.ovvevereevrrieieeeeeeseree e 62

4 DISKUSSION .....c.oooiiiii ettt 75

5 ZusammenfasSung ..............ococoooiiiiiiiierieee e 87

6 LiteraturverzeiChnis ... 90

T ANRMANG ..o 106

7.1  Pufferlosungen, Reagenzien, Detektionskit ...........cccccvveviiieeeiieeniiieeiiie e, 106

7.2 Ergebnisse der immunhistochemischen Untersunchungen (Tabellen) ........... 108
7.2.1 p53-Akkumulation, HLA-DR Expression, MIB-1 LI,

7.2.2
7.2.3

MG/Makrophagen-Proliferation, prozentualer Anteil der

MG/Makrophagen an der Gesamtzellzahl...............cccooeeeiiiiniiennnennn. 108
MG/Makrophagen-Verteilung..........c.ccocveveevieniininninicnenicnecneene 110
EMA-EXPIESSION ..cuvvieiiieeiiieiieeieeeiie ettt ettt ettt ieesiaeebeesnreenes 113



Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Hiufigkeit, Ursprung, Verteilung und Symptomatik der

Ependymome im Kindesalter

Tumoren des Zentralnervensystems stellen mit 20% aller Malignome die grof3te Gruppe
solider Neoplasien im Kindesalter dar, nur maligne Erkrankungen des lympho-
hamatopoetischen Systems sind in dieser Altersgruppe haufiger (Miller et al. 1995). Mit
6-12% sind Ependymome im Kindesalter nach Astrozytomen und Medulloblastomen
die dritthdufigsten intrakraniellen Tumoren. In den ersten drei Lebensjahren erreichen
sie sogar eine Haufigkeit von bis zu 30% (Staneczek und Janisch 1994, Duncan und
Hoffman 1995). Ependymome weisen bei Kindern im Alter unter 15 Jahren eine
jéhrliche Inzidenz von 2,2 bis 2,5/1.000.000 auf (Robinson 1997).

Ursprung der ependymalen Tumoren, die zu den neuroektodermalen Neoplasien
gehoren, sind das Ependym, das Ventrikel und Zentralkanal auskleidet, sowie seltener
embryonale ependymale Residuen im zerebralen Parenchym. Ependymome finden sich
im Kindesalter insbesondere in der hinteren Schiadelgrube, wo sie meist aus dem Boden
des vierten Ventrikels hervorgehen. Wihrend supratentorielle Ependymome Kinder und
Erwachsene gleichermafen betreffen, sind spinale Ependymome im Kindesalter selten.
Sie treten jedoch mit zunehmendem Lebensalter vermehrt auf und stellen schlieflich
mit einem Altersgipfel zwischen 30 und 40 Jahren spinal die héufigsten
neuroepithelialen Neoplasien dar (Ferrante et al. 1992, Schiffer 1997). Der Unterschied
in der Haufigkeit spinaler Ependymome im Kindes- und Erwachsenenalter ldsst sich auf
ein mit dem Alter zunehmendes Auftreten myxopapillirer Ependymome (Grad I nach
WHO) zuriickfithren. Diese finden sich beinahe ausschlieBlich in der Conus-Cauda-
Filum terminale-Region. Extraneuronale Ependymome stellen absolute Rarititen dar.
Eine Geschlechtspriferenz besteht nicht (Schiffer et al. 1991).

Entsprechend der im Kindesalter bevorzugten Lokalisation im vierten Ventrikel
manifestieren sich Ependymome héufig durch Hirndruckzeichen infolge einer
Liquorzirkulationsstérung. Kopfschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen stehen hierbei im
Vordergrund, zerebelldre Storungen konnen zusitzlich in Erscheinung treten. Fokale
neurologische Ausfille und fokale Krampfanfille sind typische Symptome

supratentorieller Ependymome. Spinale Ependymome verursachen héufig starke
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Riickenschmerzen, auflerdem konnen in Abhéngigkeit von der Lokalisation sensorische

und motorische Defizite sowie Sphinkterdysfunktionen auftreten.

1.2  WHO-KIlassifikation der ependymalen Tumoren

Auf der Basis histologischer Merkmale lassen sich ependymale Tumoren in
Ependymome (Grad II nach WHO), anaplastische Ependymome (Grad III nach WHO)
und myxopapilldre Ependymome (Grad I nach WHO) unterteilen. Auf die ebenfalls zu
den ependymalen Tumoren zdhlenden Subependymome (Grad I nach WHO) wird in der
vorliegenden Arbeit nicht eingegangen, da sie Tumoren des hoheren Lebensalters sind
und sich nach meist asymptomatischem Verlauf als autoptische Zufallsbefunde
darstellen. Die ependymalen Tumoren sind entsprechend der Klassifikation von
Tumoren der Weltgesundheitsorganisation (WHO) wie folgt charakterisiert (Kleihues
und Cavenee 2000):

Ependymome (Grad II nach WHO) sind meist gut abgegrenzte, langsam wachsende
und méBig zelldichte Tumoren mit monomorphen, rundovalen Zellkernen.
Histologisches Hauptcharakteristikum ist die Ausbildung von Rosetten, entweder in
Form sogenannter Pseudorosetten mit radiir um ein zentral gelegenes Gefdl3
angeordneten Tumorzellen oder in Form echter ependymaler Rosetten, bei denen sich
zentral ein imagindres Lumen findet. Echte ependymale Rosetten sind seltener als
Pseudorosetten und werden als Imitation ependymaler Strukturen interpretiert.
Vereinzelt konnen Mitosen und gelegentlich fokale Nekrosen sowie andere regressive
Verdnderungen wie myxoide Degeneration, intratumorale Héamorrhagie und
Kalzifikationen beobachtet werden. Eine weitere Differenzierung in zelluldre, papillére,
klarzellige und tanizytische Ependymome wird gelegentlich vorgenommen, ist aber
nicht von klinischer Relevanz.

Anaplastische Ependymome (Grad III nach WHO) weisen histologische
Malignititskriterien wie gesteigerte Zelldichte, erhohte Mitoserate, Nekrosen,
pathologische GefiaBle und Gefialproliferate, Kernpolymorphie und eine histologische
Dedifferenzierung auf. Haufiger als Grad II Ependymome prisentieren anaplastische
Ependymome ein invasives Wachstum. Auch fiir anaplastische Ependymome sind

Pseudorosetten kennzeichnend. Die Tendenz, echte ependymale Rosetten zu bilden, ist
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jedoch gering. Die klinische Bedeutung der histologischen Malignitét ist nicht gesichert
und die Relevanz der einzelnen Malignitétskriterien wird kontrar diskutiert.

Myxopapillire Ependymome (Grad I nach WHO) zeigen eine niedrige Zelldichte,
vakuoldre Zytoplasmata der kuboiden Tumorzellen und eine myxoide Struktur aufgrund
mikrozystischer Degeneration und muzindser Sekretion der Tumorzellen. Einzelne
Mitosen und Kernatypien konne auftreten, sind bei myxopapilldren Ependymomen aber
nicht Zeichen von Malignitit. Die Tumorzellen sind (pseudo)papillir um Bindegewebe
angeordnet, das proliferierte, weitlumige und hyalinisierte Gefdfle enthélt. Zwischen

Tumorzellen und Gefiallen akkumuliert mukoides Matrixmaterial.

1.3 Prognose von Ependymomen im Kindesalter

Mit Ausnahme der myxopapilliren Ependymome (WHO Grad I), die nur selten
rezidivieren oder metastasieren, ist die Prognose von Ependymomen im Kindesalter mit
einer 5-Jahres-Uberlensrate von 45-65% und der Wahrscheinlichkeit eines
progressionsfreien Uberlebens in einem 5-Jahres-Intervall von 25-50% schlecht
(Robertson et al. 1998, Horn et al. 1999, Figarella-Branger et al. 2000). Zu einem
Tumorrezidiv kommt es in 50-70%, in der Regel am Ort des Primértumors und meist
innerhalb der ersten drei Jahre nach dem Primérereignis (Pollack et al. 1995, Foreman et
al. 1996, Bouffet et al. 1998, McLaughlin et al. 1998, Horn et al. 1999, Figarella-
Branger et al. 2000). Das Risiko einer meningealen Dissemination kindlicher
Ependymome wird mit 2-30% angegeben und ist besonders hoch bei infratentorieller
Lage des Primirtumors (Pollack et al. 1995, Bouffet et al. 1998). Liegt eine meningeale
Dissemination bereits zum Zeitpunkt der Erstdiagnose vor, so verschlechtert dies die
Prognose signifikant (Horn et al. 1999, Timmermann et al. 2000).

Die klinische Relevanz der histomorphologischen Differenzierung von Ependymomen
(WHO Grad II) und anaplastischen Ependymomen (WHO Grad III) wurde immer
wieder in Frage gestellt und kontrdr diskutiert, da zahlreiche Studien beziiglich des
prognostischen Wertes der histologischen Anaplasie- bzw. Malignititskriterien wie
Hyperzellularitit, Kernpleomorphie, endothelialer Proliferation, Nekrosen und Mitosen
widerspriichliche Ergebnisse lieferten. So konnten Papadopoulos et al. 1990, Ernestus et
al. 1991, 1996 und 1997, Chiu et al. 1992, Kovalic et al. 1993, Perilongo et al. 1997,
Horn et al. 1999, Figarella-Branger et al. 2000 und Korshunov et al. 2000 eine
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Korrelation des Tumorgrades mit dem klinischen Verlauf nachweisen und
anaplastischen Ependymomen (WHO Grad III) eine ungiinstigere Prognose
bescheinigen, teilweise allerdings nur fiir supratentorielle Ependymome (Ernestus et al.
1991, Chiu et al. 1992). In anderen Studien fand sich kein signifikanter, prognostischer
Unterschied zwischen Ependymomen (WHO Grad II) und anaplastischen
Ependymomen (WHO Grad III) (Lyons und Kelly 1991, Schiffer et al. 1991a, 1991b,
Rousseau et al. 1994, Pollack et al. 1995, Foreman et al. 1996, Gerszten et al., 1996,
Duffner et al. 1998, Robertson et al. 1998, Sala et al. 1998, Spagnoli et al. 2000). Neben
dem Auftreten von Nekrosen und dem Vorliegen einer Hyperzellularitdt nimmt unter
den Malignitétskriterien der WHO fiir den Tumorgrad III insbesondere die Anzahl der
vorhandenen Mitosen bzw. die Proliferationsaktivitdt des Tumors eine zentrale Stellung
ein und erreicht in einigen Studien alleine prognostische Signifikanz (Nazar et al. 1990,
Schiffer 1991a und 1991b, Figarella-Branger et al. 2000, Spagnoli et al. 2000). Siche
hierzu auch Kapitel 1.5.

Als prognostisch bedeutende Faktoren werden weiterhin insbesondere das Alter der
Patienten sowie das Resektionsausmall der als Therapie der Wahl angesehenen
operativen Entfernung des Tumors gewertet. Entsprechend sehen die meisten Studien,
die einen Vergleich des klinischen Verlaufs bei Kindern und Erwachsenen vornehmen,
eine schlechtere Prognose fiir Kinder und Jugendliche (Papadopoulos et al. 1990, Lyons
und Kelly 1991, Ferrante et al. 1994, Stiiben et al. 1997, McLaughlin et al. 1998,
Korshunov et al. 2000). Besonders ungiinstig erscheint eine Erkrankung in den ersten
Lebensjahren (Healey et al. 1991, Nazar et al. 1990, Schiffer 1991b, Chiu et al. 1992,
Rousseau et al. 1994, Pollack et al. 1995, Perilongo et al. 1997, Duftner et al. 1998, Sala
et al. 1998, Horn et al. 1999, Figarella-Branger et al. 2000, Spagnoli et al. 2000). Es
liegen jedoch auch Studien vor, in denen Ependymome im Kindesalter keine schlechtere
Prognose besitzen (Vanuytsel et al. 1992, Kovalic et al. 1993) und eine Erkrankung in
den ersten Lebensjahren keinen besonders ungiinstigen Verlauf nimmt (Foreman et al.
1996, Robertson et al. 1998, Timmermann et al. 2000).

Die prognostischen FEinschitzung des Resektionsausmafles wird einheitlich
vorgenommen und einer totalen Resektion eine Verbesserung der Prognose im
Vergleich zu einer inkompletten Resektion zugesprochen (Papadopoulos et al. 1990,

Nazar et al. 1990, Healey et al. 1991, Chiu et al. 1992, Rousseau et al. 1994,
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Jayawickreme et al. 1995, Pollack et al. 1995, Perilongo et al. 1997, Duftner et al. 1998,
Sala et al. 1998, Horn et al. 1999, Figarella-Branger et al. 2000, Spagnoli et al. 2000,
Timmermann et al. 2000). Lediglich Needle et al. 1997 und Autoren élterer Studien wie
Salazar 1983 sehen in einer kompletten Resektion keinen prognostischen Vorteil.

Von Bedeutung ist, dass das Resektionsausmal} teilweise von der Lokalisation des
Tumors abhéngt. Bei infratentoriellen Ependymomen, die im Kindesalter gehéuft
auftreten, ist eine totale Resektion wegen der engen Nachbarschaftsbeziehungen zu
funktionell wichtigen anatomischen Strukturen hdufig nicht erreichbar (Ikezaki et al.
1993, Horn et al. 1999). Lokalisation, Resektionsausmall und Alter stellen somit
voneinander teilweise abhingige Variablen dar. Infratentorielle Ependymome nehmen
wohl auch aus diesen Griinden einen ungiinstigeren Verlauf als supratentorielle (Salazar
1983, Chiu et al. 1992, Pollack et al. 1995, Foreman et al. 1996, Needle et al. 1997,
Perilongo et al. 1997, Bouffet et al. 1998, Sala et al. 1998, Figarella-Branger et al.
2000). In den meisten der genannten Untersuchungen ist die Assoziation zwischen
Lokalisation und Prognose jedoch nicht statistisch signifikant, sondern zeigt lediglich
einen Trend an. AuBlerdem existieren auch Studien, die keine oder entgegengesetzte
Beziehungen auffinden (Schiffer et al. 1991b, Rousseau et al. 1994, Jayawickreme et al.
1995, McLaughlin et al. 1998). Eindeutig ist dagegen eine signifikant giinstigere
Prognose spinaler Ependymome (Schiffer et al. 1991b, McLaughlin et al. 1998).

1.4 pS3 —ein Tumorsuppressor

Mutationen des Tumorsuppressorgens TP53 kommen in 50-55% in menschlichen
Tumoren vor und gehdren damit zu den hiufigsten genetischen Alterationen. Sie finden
sich nicht nur bei Kolon-, Mamma-, Lungen-, Osophagus- und Lebertumoren, sondern
auch bei Tumoren des ZNS, insbesondere bei Neoplasien astrozytiren Ursprungs
(Hollstein et al. 1994). Aufgrund dieser groBen Bedeutung war und ist p53 zentraler
Gegenstand der Tumorforschung.

Verantwortlich fiir die p53-Funktionen ist das Tetramer des Wildtyp-p53-Proteins (wt
p53), welches mit anderen Proteinen interagieren und als Transkriptionsfaktor fungieren
kann. Wt p53 ist ein 53 kDa schweres und 393 Aminosduren umfassendes
Phosphoprotein, es wird durch das Gen TP53 auf dem kurzen Arm des Chromosom 17

(17p13.1) kodiert (Lamb und Crawford 1986).
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p53 besitzt duBerst vielfiltige und bedeutende Funktionen, wie z.B. die Uberwachung
der genetischen Stabilitdit und Integritit, die Regulation des Zellzyklus, sowie die
Einleitung der Apoptose und hat Einfluss auf die Zelldifferenzierung und
Vaskularisation. Auch als ,,Genomwiéchter” bezeichnet ist eine der Hauptfunktionen
von p53 die DNA-Reparatur bzw. die Elimination von Zellen mit genetischen Schiden
durch Einleitung der Apoptose. Ebenso wie die Kontrolle des Zellzyklus sind dies
wichtige Mechanismen zur Verhinderung der Initiation und Progression von Tumoren.
Die Regulation der p53-Aktivitét ist komplex, von zentraler Bedeutung ist hierbei die
kurze Halbwertszeit von nur 20-30 Minuten. p53-Funktionen und die Regulation der
p53-Aktivitét sind in den Abbildungen Nr. 1 und 2 schematisch dargestellt.

Genetische Alterationen wie Punktmutationen, Insertionen und Deletionen fiihren
hdufig zu nonsense- und missense-Proteinen. Sie konnen aber auch eine
Konformationsdnderung des Tetramers und damit eine Beeintrachtigung oder den
Verlust der p53-Funktion hervorrufen (Greenblatt et al. 1994). Eine Interaktion mit
anderen Proteinen oder eine spezifische DNA-Bindung ist dann nicht mehr moglich.
Auch Heterooligomere aus Wildtyp- und mutantem p53 konnen iiber eine
Konformationsdnderung zum Funktionsverlust fithren. Man spricht bei dieser
funktionellen Gen-Inaktivierung von einer dominant negativen Mutation (Milner und
Medcalf 1991, Srivastava et al. 1993). Eine weitere Folge der aus einer Mutation
resultierenden Konformationsédnderung ist eine Verldngerung der Halbwertszeit und
damit die Akkumulation von mutantem p53, welches dadurch im Gegensatz zu wt p53
mit immunhistochemischen Methoden nachweisbar wird (Hinds et al. 1990, Iggo et al.
1990, Levine et al. 1991).

p53-Mutationen kommt bei einigen Malignomen eine negative prognostische
Bedeutung zu. Tumoren mit p53-Mutationen weisen dabei oftmals ein aggressiveres
Verhalten mit kiirzerem progressionsfreien Intervall, kiirzerer Uberlebenszeit und
hoherer Metastasierungsrate auf (Gasparini et al. 1993, Soini et al. 1994, Aas et al.
1996, Pollack et al. 1997, Fulci et al. 1998). Bedeutung besitzt der p53-Status auch
beziiglich der Tumortherapie. Tumoren mit TP53-Alterationen zeigen eine geringe
Ansprechrate auf Strahlen- und Chemotherapie, da eine Einleitung der p53-abhéngigen
Apoptose von Tumorzellen infolge der therapieinduzierten DNA-Schidigung nicht
mehr erfolgt (Aas et al. 1996, Levine 1997).



Einleitung 7
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Abbildung Nr. 1: p53-Funktionen, nach Fulci und Van Meir 1999
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Abbildung Nr. 2: Regulation der p53-Aktivitdt, nach Fulci und Van Meir 1999
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Die Beobachtung, dass der Nachweis von p53-Mutationen bei vielen Neoplasien mit
einem hoheren Tumorgrad korreliert und bei der Tumorprogression und clonalen
Dedifferenzierung eine Rolle spielt (Greenblatt et al. 1994), trifft auch auf astrozytére
Tumoren zu (Sidransky et al. 1992), welche besonders hdufig p53-Mutationen
aufweisen. Bei anderen Tumoren des ZNS wie Oligodendrogliomen, Medulloblastomen
und Meningeomen treten TP53-Mutationen dagegen eher selten auf (Ohgaki et al. 1991,
Tada et al. 1997, Nozaki et al. 1998).

Ependymome wurden bisher nur wenig und mit meist geringen Fallzahlen hinsichtlich
ihres p53-Status untersucht. Der Nachweis von Mutationen auf DNA-Ebene mittels
PCR-SSCP-(single-strand conformational polymorphism)Analyse verlief meist negativ
(Ohgaki et al. 1991, Wu et al. 1993, Felix et al. 1995, Tominaga et al. 1995, Fink et al.
1996, Orellana et al. 1998, Tong et al. 1999, Zhou et al. 1999). In
immunhistochemischen p53-Untersuchungen zeigten sich nur vereinzelt positive Fille,
die sich auf myxopapillire Ependymome (WHO Grad 1) und anaplastische
Ependymome (WHO Grad III) verteilten (Bruner et al. 1991, Barbareschi et al. 1992,
Karamitopoulou et al. 1993, Soini et al. 1994, Ng et al. 1994, Kuchelmeister et al. 1995,
Prayson 1997, Suzuki und Iwaki 2000). Die genannten Autoren sind weitgehend der
Meinung, dass TP53-Mutationen in der Tumorgenese von Ependymomen wenn
iiberhaupt nur eine untergeordnete Rolle spielen. Rushing et al. 1998 und Korshunov et
al. 2000 fanden dagegen bei einer Gesamtzahl von 115 untersuchten Ependymomen
zahlreiche p53-immunpositive Fille und konnten dartiber hinaus eine Korrelation der
p53-Immunreaktivitdt mit dem Tumorgrad I1I nach WHO feststellen.

Wenn auch die Interpretation der Ergebnisse immunhistochemischer Untersuchungen
und insbesondere die Validitit von Riickschliissen auf Mutationen im TP53-Gen kontrér
diskutiert werden (Wynford-Thomas 1992, Hall und Lane 1994, Rubio et al. 1993,
Louis et al. 1993, Louis 1994), so wurde dem immunhistochemischen Nachweis einer
p53-Akkumulation bei astrozytiren Tumoren (Soini et al. 1994, Pollack 1997,
Korkolopoulou et al. 1997) und neuerdings auch bei Ependymomen (Korshunov et al.
2000) ein prognostischer Stellenwert eingeraumt.

Mit Ausnahme der Publikation von Orellana et al. 1998, in der sechs kindliche
Ependymome (WHO Grad II) hinsichtlich ihres p53-Status untersucht wurden, gingen

in alle genannten Studien Kinder und Erwachsene ohne weitere Differenzierung ein
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oder es wurden keine Angaben iliber das Alter der Patienten gemacht. Neben der
Tatsache, dass bisher nur eine geringe Anzahl von Ependymomen hinsichtlich des p53-
Status untersucht wurde, ist es insbesondere deshalb misslich, dass die Gruppe
kindlicher Ependymome bis jetzt weitgehend vernachléssigt wurde, weil diese sich in
ihrem biologischen Verhalten von Ependymomen des Erwachsenenalters unterscheiden
und sich p53 mehrfach als entscheidender Faktor des biologischen Tumorverhaltens

erwiesen hat.

1.5 MIB-1 - ein Proliferationsmarker

Der Untersuchung der Proliferationsaktivitit kommt in der Tumorforschung und
-diagnostik eine grofle Bedeutung zu. Eine Bestimmung der Wachstumsfraktion erlaubt
in vielen Féllen eine Einschitzung des biologischen Verhaltens des Tumors und damit
der Prognose und spielt im Prozess der Entscheidungsfindung beziiglich verschiedener
Alternativen im therapeutischen Procedere eine Rolle (Karamitopoulou et al. 1994).
Eine einfache Methode zur Abschétzung der Proliferationsaktivitit ist die Bestimmung
von Mitosefiguren. Die Mitose reprédsentiert jedoch nur einen zeitlich sehr kurzen
Abschnitt der gesamten Proliferationsphase des Zellzyklus, die M-Phase. Fiir den
immunhistochemischen Nachweis proliferierender Zellen stehen verschiedene
Antikorper zur Verfiigung, so z.B. Antikorper gegen das PCNA (proliferating cell
nuclear antigen), Ki-S1 und Ki-67. Besondere Bedeutung erlangte der erstmals 1983
von Gerdes et al. beschriebene Antikérper Ki-67, der ein nukledres, eng mit dem
Zellzyklus assoziiertes 345 und 395kDa schweres Protein nachweist, das durch ein Gen
auf Chromosom 10 kodiert wird. Dieses Protein, dessen Funktion nicht bekannt ist, wird
in allen aktiven Phasen des Zellzyklus (G, S, G;, M) exprimiert, nicht jedoch in
ruhenden Zellen (Gy) (Gerdes et al. 1984). Vorteile im Nachweis des Ki-67-Proteins
sind dessen kurze Halbwertszeit sowie die Tatsache, dass es nicht wie PCNA oder Ki-
S1 in bestimmten Zellzyklus-unabhidngigen Situationen (beispielsweise der DNA-
Reparatur) exprimiert wird (McCormick et al. 1993).

Im Gegensatz zum Antikérper Ki-67, welcher nur an Gefriermaterial anwendbar ist,
kann mit dem Antikdrper MIB-1 auch archiviertes, formalinfixiertes und
paraffineingebettetes Gewebe untersucht werden. MIB-1 erkennt ein durch den

Fixationsprozess nicht zerstorbares und durch eine thermische Antigen-Demaskierung
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wiederherstellbares Epitop des Ki-67-Antigens. In Bezug auf die Ergebnisse werden die
Antikorper Ki-67 und MIB-1 als dquivalent betrachtet (Cattoretti et al. 1992).

In zahlreichen Arbeiten wurde die Proliferationsaktivitit auch in Ependymomen
untersucht (Schroder et al. 1993, Schiffer et al. 1995, Rezai et al. 1996, Rushing et al.
1997 und 1998, Prayson 1997, 1998 und 1999, Ritter et al. 1998, Bennetto et al. 1998,
Bouvier-Labit et al. 1999, Korshunov et al. 2000, Figarella-Branger et al. 2000,
Spagnoli et al. 2000). Meist gingen in diese Untersuchungen Ependymome des Kindes-
und Erwachsenenalters ein, ohne eine Differenzierung nach den unterschiedlichen
Altersgruppen vorzunehmen. Einigkeit herrscht bei den genannten Autoren dariiber,
dass der Proliferationsindex mit dem Malignititsgrad nach WHO korreliert.

Eine hohe Proliferationsaktivitit wird bei vielen Malignomen, einschlieSlich der
Tumoren des ZNS, mit einem aggressiven Verhalten und damit einer schlechten
Prognose in Verbindung gebracht (Brown und Gatter 1990, Karamitopoulou et al.
1994). Erst in den letzten Jahren wurde der klinische Verlauf von Ependymomen im
Zusammenhang mit der Proliferationsaktivitit untersucht, um die prognostische
Aussage von Proliferationsindices an Ependymomen zu {iberpriifen. Eine grofle
Proliferationsfraktion stellt sich in diesen Studien ebenso wie die Erkrankung an einem
Ependymom im Kindesalter als unabhingiger und sich negativ auf die Prognose
auswirkender Faktor dar (Rezai et al. 1996, Ritter et al. 1998, Bennetto et al. 1998,
Prayson 1999, Figarella-Branger et al. 2000, Spagnoli et al. 2000 und Korshunov et al.
2000). Dartiber hinaus beobachteten Ritter et al. 1998 und Korshunov et al. 2000, dass
sich kindliche Ependymome durch eine wesentlich stirkere durchschnittliche

Proliferationsaktivitdt von Ependymomen des Erwachsenenalters abgrenzen.

1.6 EMA - das Epitheliale Membran Antigen

1979 stellten Heyderman et al. Antiseren gegen menschliches Brustdriisengewebe her
und zeigten in nachfolgenden Untersuchungen, dass die gewonnenen Antikdrper keine
Spezifitit fiir das Brustdriisengewebe aufwiesen, sondern fiir sekretorisch aktive
Epithelien im Allgemeinen. Damit wurde die Grundlage fiir die Beschreibung des
Epithelialen Membran Antigens (EMA) geschaffen, einem weit verbreiteten und hoch
selektiv auf sekretorisch aktiven Membranen verteilten Glykoprotein mit einem vom

Kohlenhydratanteil abhingigen Molekulargewicht zwischen 265 und 400kDa. EMA
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fand sich in den meisten Organen mit glanduldrer Differenzierung (u.a. Mamma,
Speicheldriisen, Pankreas, Gallengénge, Prostata) sowie in vielen Adenokarzinomen.
Die damit verbundene Bedeutung des Nachweises dieses Antigens in der
Tumordiagnostik wurde schon in der Erstpublikation erkannt und bereits kurze Zeit
nach der Erstbeschreibung wurde dem Nachweis von EMA beim Auffinden und
Zuordnen von Leber-, Lymphknoten- oder Knochenmarksmetastasen von
Mammakarzinomen und anderen Adenokarzinomen ein grofer Stellenwert eingerdumt.
Entsprechend des Verteilungsmusters wurde auch iiber einen prognostischen
Stellenwert spekuliert, da hochdifferenzierte Tumoren dhnlich dem Ursprungsgewebe
eine starke EMA-Expression an luminalen Membranen aufwiesen, wiahrend mit
zunehmendem Grad der Anaplasie hdufig eine zytoplasmatische EMA-Expression in
den Vordergrund riickte (Sloane et al. 1980, Sloane und Ormerod 1981).

Die Ergebnisse immunhistochemischer Untersuchungen ependymaler Neoplasien sowie
des normalen Ependyms beziiglich der EMA-Expression sind duerst widerspriichlich.
Wihrend Sloane und Ormerod 1981 im normalen Ependym keine EMA-Expression
nachweisen konnten, wird in anderen Publikationen (Uematsu et al. 1989, Figarella-
Branger et al. 1991) eine charakteristische EMA-Expression beschrieben. Entsprechend
dem Verteilungsmuster in glanduldren Organen findet sich eine EMA-Immunpositivitit
zum einen auf den luminalen Oberflichenmembranen des Ependyms, zum anderen
intrazytoplasmatisch in subependymalen Zellen in Form von irreguldr begrenzten
Punkten und glatt begrenzten Ringen.

Ahnlich divergent sind die Ergebnisse der wenigen Studien an Ependymomen. Cruz-
Sanchez et al. 1988 und Uematsu et al. 1989 halten eine EMA-Expression fiir einen
Marker einer hohen Differenzierung. Sie konnten EMA in einem dem oben
beschriebenen dhnlichen Verteilungsmuster fiir normales Ependym in benignen, nicht
jedoch in malignen Ependymomen nachweisen. In der Studie von Kaneko et al. 1990
erwiesen sich jedoch anaplastische Ependymome in einem wesentlich hdheren
Prozentsatz immunpositiv fiir EMA als die ebenfalls untersuchten klassischen/benignen
Ependymome. Figarella-Branger et al. 1991 fanden zwar eine EMA-Expression in sechs
von 16 kindlichen infratentoriellen Ependymomen, jedoch keine Korrelation mit dem
Malignitétsgrad. Entsprechend unterschiedlich fallen auch die aus den genannten

Studien gezogenen Riickschliisse aus. Cruz-Sanchez et al. 1988 und Uematsu et al. 1989
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sechen EMA den Ergebnissen ihrer Studien zufolge als Marker fiir niedrigmaligne
Ependymome, Figarella-Branger et al. 1991 dagegen vermuten gestiitzt auf ihre follow-

up-Daten in einer EMA-Expression einen moglichen negativen Prognosefaktor.

1.7 Ki-M1P, anti-HLA-DR und KP1

— Marker des Mikroglia-/Makrophagen-Systems
Das Mikroglia-/Makrophagen-System
Das sogenannte ,dritte Element* (Cajal 1952) neben Nerven- und Gliazellen im
zentralen Nervensystem bezeichnet die von Nissl 1899 als ,,Stdbchenzellen* entdeckte
und 1932 von del Rio-Hortega erstmals detailliert beschriebene Mikroglia (MG).
Uber den Ursprung der MG existierten iiber Jahrzehnte verschiedene Auffassungen.
Inzwischen ist weitgehend akzeptiert, dass die MG von Knochenmarksvorlduferzellen
der myelomonozytdren Zelllinie abstammt. Dies wurde schon 1933 von Santha und
Juba vermutet, da MG erst nach Auftreten der Vaskularisation des ZNS nachgewiesen
werden konnte. Kurz darauf beschrieben Dunning und Furth (1935) auBlerdem die
Transformation von kultivierten Monozyten zu Zellen, die von ramifizierter MG
morphologisch nicht unterschieden werden konnten.
Monozyten wandern ab der zweiten Hilfte der Fetalzeit in das Nervengewebe ein und
konvertieren zur residenten MG. Im Rahmen dieser Konversion wird iiber ein
Zwischenstadium, die amoboide MG, der Endzustand, die ruhende/residente MG,
erreicht, welche aufgrund ihres charakteristischen morphologischen Erscheinungsbildes
als ramifizierte MG bezeichnet wird (Ling und Wong 1993, Sievers et al. 1994). Gut
differenzierte, ramifizierte MG findet sich schlieBlich ab der 35. Gestationswoche (Esiri
et al. 1991). Diese Zuwanderung von Monozyten ist auf ein recht kleines Zeitfenster
begrenzt (zweite Hilfte der Fetalzeit bis zur frithen Postnatalperiode), die spétere
Zunahme der MG mit der Entwicklung und Reifung des ZNS sowie im Rahmen
pathologischer Prozesse wird durch die Proliferationstéhigkeit der MG erklért (Graeber
et al. 1988, Alliott et al. 1991).
Morphologisch ist amoboide MG durch einen plumpen Zellkdrper mit
pseudopodienartigen Fortsdtzen gekennzeichnet. Sie besitzt die volle Funktion aktiver
Makrophagen und gleicht diesen auch durch ein gemeinsam exprimiertes

Antigenspektrum (Ling und Wong 1993, Davis et al. 1994).
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Ramifizierte MG dagegen besitzt einen kleinen, ovalen bis spindelférmigen Zellkorper,
von dem multipel verzweigte Zellfortsdtze ausgehen. Wéhrend des Reifungsprozesses
vom Monozyten zur ramifizierten MG erfolgt eine Downregulation sowohl der von
beiden Zellarten gemeinsam exprimierten Oberflichenantigene, die auf die
Verwandtschaft von Monozyten und MG hinweisen, als auch der phagozytischen
Aktivitdt (Perry und Gordon 1988, Davis et al. 1994). Die weiterbestehende Expression
von Fc- und Komplement-Rezeptoren an der Zelloberfliche ramifizierter MG weist
jedoch darauf hin, dass auch ,ruhende® MG bei der Antikérper-vermittelten
Immunabwehr und der Komplement-abhiangigen Zytolyse eine Rolle spielt (Perry und
Gordon 1988, Streit et al. 1988a).
Sehr sensibel reagiert MG auf pathologische Verdnderungen im ZNS dem Konzept der
funktionellen Plastizitdt der MG folgend mit einer Rekonversion ramifizierter MG zur
phagozytisch aktiven amoéboiden MG und eventuell weiter zu Hirnmakrophagen
(Kreutzberg 1996, Streit et al. 1999). Zu diesen Stimuli gehoren neben infektiosen und
inflammatorische Erkrankungen des ZNS auch neuronale Re- und Degeneration
(Cuzner et al. 1988, Dickson et al. 1993, McGeer et al. 1993), Traumen und
ischdmische Prozesse (Streit et al. 1988b und 1989), sowie Hirntumoren (Rossi et al.
1987, Morioka et al. 1992a, 1992b und 1992c, Roggendorf et al. 1996). In vitro konnte
der MG nach einer Immunstimulation mit LPS/INF Tumorzytotoxizitit nachgewiesen
werden (Frei et al. 1987, Sutter et al. 1991, Murata et al. 1997). Moglicherweise ist MG
auch in vivo an der Tumorbekdmpfung beteiligt oder konnte im Rahmen einer
immunstimulatorischen Therapie tumorzytotoxische Potenz erhalten.
Von der amdboiden und ramifizierten MG wird seit einigen Jahren die perivaskulére
Mikroglia (auch perivascular cells (PVC) genannt) aufgrund morphologischer und
immunphénotypischer Unterschiede abgegrenzt. Im perivaskuliren Raum {ibernimmt
diese ebenfalls die Aufgabe der Antigenprédsentation und der Phagozytose. Zuséitzlich
spielen PVC eine Rolle in der Drainage von Fliissigkeit und geldsten Substanzen aus
dem Hirnparenchym (Hickey und Kimura 1988, Kida et al. 1993 und 1995).
In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Zellpopulationen unterschieden:

1. Makrophagen

2. amdboide Mikroglia

3. ramifizierte Mikroglia
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Hierzu kamen folgende Antikorper zur Anwendung:

1.

Ki-M1P/anti-CD11c

Der Antikorper Ki-M1P erkennt ein Formalin-/Paraffin-resistentes Epitop auf
Monozyten und deren Makrophagenderivaten, das Oberflaichenprotein CDI1c.
Er wird als Panmakrophagenmarker bezeichnet (Radzun et al. 1991) und
markiert im Mikroglia-/Makrophagen-System des ZNS alle oben besprochenen
Zelltypen (Paulus et al. 1992, Roggendorf et al. 1996).

Anti-Human HLA-DP, DQ, DR Antigen

Die HLA-D-Region auf Chromosom 6p codiert mit den Genloci HLA-DP, -DQ
und -DR den humanen ,,major histocompatibility complex (MHC) class 1%,
welcher als nicht kovalent verbundenes Heterooligomer einer o- und [3-
Polypeptidkette an der Zelloberfliche antigenprisentierender Zellen erscheint.
Der Clone CR3/43 des Anti-Human HLA-DP, DQ, DR Antigen-Antikorpers (im
folgenden anti-HLA-DR genannt) reagiert mit der [-Untereinheit aller
Genprodukte der Genregionen DP, DQ und DR (Gosh et al. 1984). Im
MG/Makrophagen-System markiert er die amoboide/aktivierte Mikroglia,
Makrophagen und PVCs (Sasaki und Nakazato 1992, Graeber et al. 1994,
Roggendorf et al. 1996).

KP1/anti-CD68

Der Antikdrper KP1 bindet an ein 110kDa schweres Transmembran-
Glykoprotein, das Oberflichenantigen CD68. Im ZNS werden mit diesem
Antikorper ausschlieBlich Makrophagen, nicht jedoch PVC, ramifizierte und
amoboide MG markiert (Pulford et al. 1989, Roggendorf et al. 1996). Die
Funktion des CD68 ist nicht bekannt.

Von den mdglichen Ansdtzen bei der Untersuchung der MG wurden fiir diese Arbeit

Verteilung und Proliferationsverhalten der MG, sowie die HLA-DR Expression in

kindlichen Ependymomen aufgegriffen.

Mikroglia-/Makrophagen-Verteilung

Die fortschreitende Entwicklung monoklonaler Antikorper in den vergangenen Jahren

ermoglichte es, die verschiedenen Zellpopulationen des MG/Makrophagen-Systems

exakt zu differenzieren. Wéhrend die MG-Forschung dadurch insbesondere im
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Zusammenhang infektioser, inflammatorischer und degenerativer Erkrankungen des
ZNS einen Aufschwung erhielt, wurde dem MG/Makrophagen-System bei Hirntumoren
weiterhin vergleichsweise wenig Aufmerksamkeit geschenkt. Nur einzelne Forschungs-
gruppen untersuchten die Infiltration zerebraler Neoplasien durch inflammatorische
bzw. immunologische Zellen, ein Schwerpunkt lag hier eindeutig bei glialen Tumoren
(Brooks et al. 1978, Stevens et al. 1988, Esiri und Morris 1991, Rossi et al. 1987, 1988a
und b, 1989, 1991a, b, ¢ und d, Morimura et al. 1990, Morioka et al. 1992a).

Eine erste differenzierte immunhistochemische Untersuchung des MG/Makrophagen-
Systems in Hirntumoren unter besonderer Beriicksichtigung auch der ramifizierten und
amoboiden MG legten Roggendorf et al. 1996 vor. Die Autoren beschrieben eine fiir
manche Hirntumoren charakteristische Verteilung der MG/Makrophagen. Wihrend
Glioblastome und anaplastische Gliome wie bei Rossi et al. 1987 und Morimura et al.
1990 eine besonders hohe Anzahl von MG und insbesondere von Makrophagen
aufwiesen, fand sich in glialen Tumoren niedriger Malignitét bei insgesamt geringerer
MG/Makrophagenzellzahl hauptsidchlich amdboide MG. Fiir Ependymome erwies sich
ein septales MG/Makrophagen-Verteilungsmuster als charakteristisch, und in
anaplastischen Ependymomen (WHO Grad III) zeigte sich im Vergleich zu
Ependymomen (WHO Grad II) vermehrt amoboide MG.

Mikroglia-/Makrophagen-Proliferation

Obwohl bekannt ist, dass MG durch bestimmte pathologische Situationen aktiviert wird
(s.0.) und im Rahmen dieser Aktivierung beispielsweise bei traumatischer Schiadigung
(Graeber et al. 1988, Streit und Kreutzberg 1988b, Amat et al. 1996) und
Demyelinisierung (Ohno et al. 1993, Schonrock et al. 1998) eine Proliferation der MG
nachgewiesen werden konnte, wurde das Proliferationsverhalten der MG in
Hirntumoren bisher kaum untersucht. Entsprechend wenig weil man iiber den Anteil
der MG an einer beispielsweise mit dem Proliferationsmarker MIB-1 bestimmten
Proliferationsfraktion von Hirntumoren.

Abgesehen von Penfield, der 1925 erstmals MG in Hirntumoren beschrieb und schon
damals einen Teil der proliferierenden Zellen als MG interpretierte, beschéftigten sich
bisher soweit bekannt nur Klein und Roggendorf (2001) mit dieser Fragestellung und

untersuchten das Proliferationsverhalten der MG in Astrozytomen. Es konnte
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nachgewiesen werden, dass sich pilozytische Astrozytome durch eine signifikant hohere
MG-Proliferationsaktivitit von den anderen astrozytiren Tumoren abgrenzen.

Entsprechende Untersuchungen weiterer Hirntumoren liegen bisher nicht vor.

HLA-DR Expression in Mikroglia/Makrophagen und Tumorzellen
Immunhistochemische Untersuchungen des MG/Makrophagen-Systems in pathologisch
verdndertem sowie normalen Hirngewebe bedienen sich meist eines Panels
verschiedener Antikérper, um einerseits zwischen ramifizierter, amdboider und
perivaskuldirer MG sowie Makrophagen unterscheiden zu konnen, andererseits um
Hinweise auf das Aktivierungsniveau der genannten Zellen zu erhalten. Hierbei wird
der Nachweis einer HLA-DR Expression durch MG einer Aktivierung derselben
gleichgesetzt (McGeer et al. 1988, Sasaki und Nakazato 1992, Graeber et al. 1994).
Einige der Studien iiber die MG-Verteilung und Makrophagen-Infiltration in
Hirntumoren berichteten auch von einer HLA-DR Expression durch Tumorzellen. Rossi
und seine Mitarbeiter fiihrten diesbeziiglich umfangreiche Untersuchungen durch. Es
zeigte sich, dass eine HLA-DR Expression in Astrozytomen, Meningeomen,
Hypophysenadenomen, Akustikusneurinomen und extra- sowie intraduralen sekundiren
Karzinomen ein hdufiger Befund ist (Rossi et al. 1987, 1988a und b, 1990a und b,
1991c und d), in Oligodendrogliomen jedoch nicht vorkommt (Rossi et al. 1991b).
Auch Saito et al. 1988 wies HLA-DR positive Tumorzellen in Gliomen und
Hirnmetastasen nach. Andere Forschungsgruppen berichteten nebenbefundlich iiber
eine HLA-DR Expression insbesondere in glialen Tumoren (Sasaki und Nakazato 1992,
Schneider et al. 1992, Roggendorf et al. 1996). Ependymome wurden beziiglich einer
HLA-DR Expression durch Tumorzellen bisher nicht untersucht.

Das Phanomen der Neuexpression von MHC II Molekiilen ist auch bei anderen
Tumoren wie Lungen-, Kolon-, Magen-, Cervix- und Mammakarzinomen sowie
Melanomen bekannt. Die Bedeutung der HLA-DR Expression beziiglich der Prognose
wird fiir die verschiedenen Tumoren unterschiedlich bewertet (van Duinen et al. 1988,
Hilton und West 1990, Concha et al. 1991, Redondo et al. 1991, Méller et al. 1991a und
1991b, Passlick et al. 1994, Raju et al. 1994).

In Hirntumoren wird ein Zusammenhang zwischen einer HLA-DR Expression und einer

schlechteren Prognose vermutet (Tran et al. 1998), auch wenn die Bedeutung einer
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HLA-DR Expression beziiglich des biologischen Tumorverhaltens alles andere als klar
ist. Bekannt ist, dass fiir eine Aktivierung von CD4'-Ty-Zellen im Rahmen der
Antigenpréisentation bestimmte Co-Stimulatoren (u.a. B7) notwendig sind (Pieters
1997). Fehlen diese Costimulatoren, wie dies bei den HLA-DR exprimierenden
Tumorzellen in den von Tran et al. 1998 untersuchten Astrozytomen der Fall ist,
resultiert eine T-Zell-Anergie (Gimmi et al. 1993). Dies konnte zur Folge haben, dass
HLA-DR exprimierende Hirntumoren der gegen Tumoren gerichteten Immunabwehr

entkommen (Chaux et al. 1996) und einen Uberlebensvorteil aufweisen.

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Die widerspriichliche Bewertung der histomorphologischen Merkmale beziiglich des
klinischen Verlaufs und die prognostische Uneindeutigkeit in der Bewertung klinischer
Variablen unterstreicht die Notwendigkeit, ependymale Tumoren mit dem Ziel zu
untersuchen, Faktoren aufzufinden, welche Riickschliisse auf das biologische
Tumorverhalten erlauben. Das offensichtlich divergente Verhalten von Ependymomen
des Kindes- und Erwachsenenalters erfordert dariiber hinaus deren getrennte
Untersuchung. Wiahrend in den vergangenen Jahren eine zunehmende Anzahl von
Studien erschien, die sich mit dem klinischen Verlauf von Ependymomen im
Kindesalter in Abhangigkeit von Therapiestrategien sowie der klinischen Variablen wie
Alter, Tumorlokalisation und Graduierung beschiftigten, blieben die Anstrengungen bei
kindlichen Ependymomen begrenzt, den prognostischen Wert immunhistochemisch
nachweisbarer Proteinexpressionen zu ermitteln.

In der vorliegenden Arbeit soll daher nicht nur der klinische Verlauf der
Tumorerkrankung von 40 Patienten, die im Kindesalter an einem Ependymom
erkrankten, retrospektiv beurteilt werden, sondern vielmehr auch die prognostische
Aussagekraft von Faktoren iiberpriift werden, von denen bekannt ist oder wenigstens
vermutet wird, dass sie das Tumorverhalten beeinflussen. Der Tumorsuppressor p53,
der Proliferationsmarker MIB-1 und die Neuexpression von HLA-DR durch
Tumorzellen stehen in diesem Sinne im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit. Zusédtzlich
wird die EMA-Expression in kindlichen Ependymomen untersucht und ein weiterer
Schwerpunkt auf die Analyse der Verteilung und der Proliferationsaktivitit der Zellen

des Mikroglia-/Makrophagen-Systems in Ependymomen des Kindesalters gelegt.
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2 Material und Methode

Eine Ubersicht der im Folgenden genannten Pufferlésungen und Reagenzien findet sich

im Anhang (Kapitel 7.1).

2.1 Untersuchungsgut und klinische Daten

Untersucht wurden Gewebeproben von 58 Ependymomen, die in den Jahren 1986 mit
1999 im Rahmen einer neurochirurgischen Operation in der Abteilung fiir padiatrische
Neurochirurgie der Neurochirurgischen Universitétsklinik Wiirzburg gewonnen wurden.
Die histologische Typisierung und Graduierung erfolgte entsprechend der Klassifikation
von Tumoren der WHO (Kleihues und Cavenee 2000). Die klinischen Daten der
insgesamt 40 Patienten sind in Tabelle Nr. 1 auf den Seiten 26 mit 32 zusammengefasst.
Sie wurden den Patientenakten der Abteilung fiir pédiatrische Neurochirurgie der
Neurochirurgischen Universitdtsklinik Wiirzburg und der Universititskinderklinik

Wiirzburg entnommen.

2.2 Vorbereitung der Priparate

Fixierung des Gewebes
Die Fixierung erfolgte in 10%-iger Formalinldsung oder in Somogyi-Fixationslosung

pH 7,2-7,4 {iber mindestens 24 Stunden. Anschliefend wurde das Gewebe zur weiteren
Bearbeitung in Paraffin eingebettet. 4-Sum dicke Schnitte wurden auf Super-Frost
Objekttrager aufgebracht und mindestens 12 Stunden bei 37°C getrocknet. Um eine
bessere Haftung der Schnitte auf den Objekttragern zu erzielen, wurden die Objekttrager

zuvor mit 3-Aminopropyltriethoxy-Silane (APES) beschichtet.

Entparaffinierung

1. Xylol 2 x 10 Min.
2 Ethanol 100% 5 Min.
3 Ethanol 96% 5 Min.
4. Ethanol 70% 5 Min.
5 Aqua dest. 5 Min.
6 Trocknen auf der Heizplatte fiir 15 Min.
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Thermische Antigen-Demaskierung

Infolge der Gewebefixierung mit Aldehyd-haltigen Fixativa kommt es insbesondere bei
Verwendung von Formalin zu einer Vernetzung von Proteinen. Im Gewebe eventuell
vorhandene Antigene sind infolgedessen dem Nachweis durch immunhistochemische
Methoden  teilweise unzuginglich. Shi et al. beschriecben 1991 die
Mikrowellenvorbehandlung als ,,Antigen-retrieval-Methode*, durch die die Anwendung
vieler Antikorper an formalinfixiertem, paraffineingebetteten Material erst ermoglicht
wurde. Fixationsbedingte Quervernetzungen konnen durch dieses thermischen Antigen-
Demaskierungsverfahren durch hohe Temperaturen gelost und damit verborgene
Bindungsstellen freigelegt werden. Diesem Prinzip folgend wurden die Préparate in
Citratpuffer bei pH 6,0 in einem Mikrowellenofen fiir 3 x 5 Minuten bei 600 Watt
gekocht. Nach dem Kochen ldsst man die Schnitte im Citratpuffer abkiihlen und
tiberfiihrt sie in TBS-Puffer pH 7,6.

Enzymatische Antigen-Demaskierung

Die Fixations-bedingten Quervernetzungen von Proteinen konnen auch mit
proteolytischen Enzymen angedaut werden, wodurch eventuell verborgene
Bindungsstellen  ebenfalls freigelegt  werden. Antikorper, die ohne
Demaskierungsverfahren zu einem falsch negativen Resultat fiihren wiirden, kdnnen
somit zur Anwendung gelangen. Hierzu werden die Prdparate 20 Minuten in TBS-
Puffer inkubiert, der 0,05% Trypsin und 0,1% Calciumchlorid-Dihydrat enthilt,
nachdem der pH auf 7,8 eingestellt und die Losung auf eine Temperatur von 37°C
erwiarmt wurde. Die Reaktion wird anschliefend in flieBendem Leitungswasser gestoppt

und die Praparate in TBS-Puffer pH 7,6 tiberfiihrt.

Blocken der endogenen Peroxidase

Da die Detektion des nachzuweisenden Antigens durch die Umwandlung eines
Farbstoffes durch Antikorper-gekoppelte Peroxidase erfolgt, muss die moglicherweise
im Gewebeschnitt enthaltene endogene Peroxidase geblockt werden. Dies erfolgt durch
Inkubation der Priparate in 250ml Aqua dest. mit 6ml H,O, fiir 15 Minuten.
AnschlieBend wird mehrmals griindlich mit Aqua dest. gespiilt.
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2.3 Immunhistochemische Untersuchungen an Paraffinschnitten
Allgemeines zur Immunperoxidase-Farbung

Die Immunperoxidase-Farbung, fiir die eine Vielzahl von Farbetechniken zur
Verfligung steht, macht sich die selektive Erkennung eines Antigens mittels eines
spezifischen Antikorpers zunutze. Zur Durchfithrung der vorliegenden Arbeit wurde
eine indirekte Nachweismethode gewdhlt, die eine Modifikation des Avidin-Biotin-
Komplex-Systems, das Biotin-Streptavidin amplifizierte (B-SA) System, verwendet
(Hsu et al. 1981). Vorteil der indirekten gegeniiber einer direkten Methode ist die
hohere Sensitivitit. Beim B-SA System wird auBlerdem die extrem hohe Affinitit von
Streptavidin zu Biotin mit einer Dissoziationskonstante von 10"'°M genutzt. Die
Immunperoxidase-Féarbung mit dem B-SA System l4uft folgendermallen ab:

Nach Applikation des Primirantikorpers, der gegen das nachzuweisende Antigen
gerichtet ist, bindet ein mit Biotin konjugierter Sekundérantikorper (Link-Antikorper)
an den Primérantikdrper. Nun wird ein Peroxidase-Streptavidin-Konjugat (Label-
Enzym) zugefiigt, das hochaffin an das Biotin des Sekundirantikorpers bindet. Die
Aktivitdt des Enzyms Peroxidase fiihrt in Anwesenheit eines Elektronendonors zur
Bildung eines Enzym-Substrat-Komplexes mit H,O, und anschlieBend zur Oxidation
des Elektronendonors, welcher auch Chromogen genannt wird. Die bei
Immunperoxidase-Farbungen verwendeten Chromogene wandeln sich durch die
Oxidation in unlosliche, farbige Verbindungen um, die am Ort der Bildung prézipitieren

und dann lichtmikroskopisch nachgewiesen werden konnen.

Durchfithrung der Immunperoxidase-Farbung

Um ein Austrocknen der Schritte zu verhindern, erfolgten alle Inkubationsschritte in

feuchten Kammern. Wenn nicht anders vermerkt, wurde bei Raumtemperatur gearbeitet.

1. Inkubation der Schnitte mit Ziegenserum fiir 20 Minuten

2. Abklopfen des Ziegenserums

3. Inkubation mit dem Primérantikoérper (verdiinnt in TBS/BSA) fiir 12-24 Stunden
bei 4°C

4. Spiilen in TBS-Puffer (3 x 5 Minuten)

5. Inkubation mit dem Link-Antikorper fiir 5 Minuten bei 37°C

6. Spiilen in TBS-Puffer (3 x 5 Minuten)



Material und Methoden

7. Inkubation mit Label-Enzym fiir 5 Minuten bei 37°C
8. Spiilen in TBS-Puffer (3 x 5 Minuten)

9. Darstellen der Peroxidase-markierten Antikorper mit:

a. 3,3’-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB): 50mg/ml DAB werden in eine

Kiivette mit 250ml Tris-HCI-Puffer pH 7,2 gegeben. Die Reaktion wird mit

200ul H,O, gestartet.

b. 3-Amino-9-ethylcarbazol (AEC): 1 Tropfen Chromogen auf 2,5ml

gebrauchsfertigen Substratpuffer/H,O,

c. VektorVIP Substrate Kit: Verwendung laut Gebrauchsanweisung des

Herstellers
Die Dauer der Farbung wird mit dem Lichtmikroskop kontrolliert.
10. Spiilen in TBS-Puffer (1 x 5 Minuten)
11. Kerngegenfiarbung in Himalaun (20-40 Sekunden)
12. Blduen in flieBendem Leitungswasser fiir 10 Minuten
13. Entwissern in der aufsteigenden Alkoholreihe und Eindecken mit Eukitt

Ethanol 70% 5 Min.

Ethanol 80% 2 Min.
Ethanol 90% 5 Min.
Ethanol 96% 5 Min.
Ethanol 100% 2 x 5 Min.
Xylol 2 x 10 Min.

Da AEC alkoholloslich ist, entfdllt die Entwésserung und eine Eindeckung mittels

eines wissrigen Mediums wird notwendig. Hierfiir gelangt Aquatex zur

Anwendung.

Bei der Durchfithrung einer Doppelmarkierung eines Préparates mit zwei Antikdrpern

wird nach der Darstellung des ersten Antikdrpers mit DAB und Spiilung in TBS-Puffer

der Vorgang abgebrochen und mit der Inkubation des zweiten Primérantikdrper wieder

mit der Durchfiihrung der immunhistochemischen Untersuchung begonnen. Die

Darstellung des zweiten Antikorpers erfolgt dann mit einem anderen Chromogen,

beispielsweise Vektor VIP oder AEC. Dadurch wird der Nachweis zweier Antigene

mittels unterschiedlicher Farbreaktionen in ein und demselben Préparat moglich.
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Kontrollen

Bei jedem Farbedurchgang wurden je ein Préparat mit einer vorab bekannten, fiir den
jeweiligen Antikorper charakteristischen Immunreaktivitit als Positiv- und
Negativkontrolle mitgefiihrt, um die Zuverldssigkeit der Férbetechnik zu sichern und
unspezifische Bindungen der Antikorper auszuschlieBen. Wéhrend die Positivkontrolle
wie alle anderen Prdparate mit dem Primérantikdrper beschickt wurde, wurde die
Negativkontrolle lediglich mit TBS/BSA inkubiert. Die Negativkontrolle darf keine

Immunreaktivitit aufweisen.

2.4 Antikorper, Verdiinnungen und Antigen-Demaskierung

a) Anti-Human p53 Protein
Clone DO-7, monoklonaler Maus-Antikérper (Best.-Nr.: M 7001, DAKO A/S,
Déanemark), Verdiinnung 1:100, Mikrowellenvorbehandlung

b) Ki-67
Clone MIB-1, monoklonaler Maus-Antikorper (Best.-Nr.: dia 505, dianova GmbH,
Deutschland), Verdiinnung 1:100, Mikrowellenvorbehandlung

¢) Ki-M1P/anti-CDl11c
Dieser monoklonale Maus-Antikérper wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr.
R. Parwaresch, Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel, zur Verfligung gestellt.
Verdiinnung 1:20.000, Mikrowellenvorbehandlung

d) Anti-Human HLA-DP, DQ, DR Antigen
Clone CR3/43, monoklonaler Maus-Antikorper (Best.-Nr.: M 0775, DAKO A/S,
Déanemark), Verdiinnung 1:200, Mikrowellenvorbehandlung

e) Anti-Human Macrophage, anti-CD68
Clone KP1, monoklonaler Maus-Antikorper (Best.-Nr.: M 0814, DAKO A/S,
Déanemark), Verdiinnung 1:100, Trypsinisierung

f) Anti-Human Epithelial Membrane Antigen (EMA)
Clone GP1,4, monoklonaler Maus-Antikdrper (Best-Nr.: NCL-EMA , Novocastra
Laboratories Ltd., UK), Verdiinnung 1:100, Mikrowellenvorbehandlung
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2.5 Auswertung der Praparate

Die Schnitte wurden an einem Olympus BH2 Mikroskop untersucht und an einem Zeiss
Photomikroskop III mit Agfachrom CTprecisa 100 Filmen dokumentiert. Auszdhlungen
von Zellen erfolgte immer mit Hilfe eines mit einem Gitternetz versehenen Zahlokular
sowie eines Counters. Fiir die Bewertung der Firbungen mit den verschiedenen

Antikdrpern wurden folgende Auswertungskriterien festgelegt:

p53: Die p53-Immunreaktivitdt erfasst die Zellkerne in einem diffusen oder granuldren
Muster, wobei die Farbeintensitdt von einer Tumorzelle zur anderen in betrdchtlichem
Malle variiert. Bei der Auswertung werden fraglich oder sehr schwach positive Zellen
vernachlédssigt. Sie wird am Ort hochster Immunreaktivitdt in fiinf verschiedenen
Gesichtsfeldern bei 400-facher VergroBerung durchgefiihrt und das Ergebnis
entsprechend Karamitopoulou et al. 1993 und Soini et al. 1994 bewertet:

0 keine oder nur sehr vereinzelt positive Zellen (<1%)
+ <5% positive Zellen
++ 5-10% positive Zellen

+4++ >10% positive Zellen

MIB-1: Bei 400-facher Vergroferung werden im Bereich hdchster MIB-1-
Immunpositivitdt 1000 Zellen ausgezéhlt. Positivitit findet sich in den Zellkernen in
leicht unterschiedlicher Intensitit, was bei der Auswertung nicht beriicksichtigt wird.
Zellen der Tumorvaskularisation sowie Blutzellen gehen nicht in die Auswertung mit
ein. Der Prozentsatz positiver Zellen wird als MIB-1 Labeling Index (MIB-1 LI)
angegeben (Prayson 1999).

EMA: Bei 200-facher VergroBerung wird das gesamte Préparat auf Immunpositivitét
fir EMA durchgemustert. Entsprechend des in der Literatur beschriebenen
Verteilungsmusters fiir EMA in Ependym und ependymalen Tumoren (Uematsu et al.
1989, Figarella-Branger et al. 1991) erfolgt eine Bewertung des Vorhandenseins bzw.
Fehlens folgender Expressionsmuster mit + bzw. 0: Immunpositivitit auf

Zellmembranen und intrazytoplasmatische Immunreaktivitdt in Punkt- sowie Ringform.
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Wegen des Auftretens einer diffusen intrazytoplasmatischen Immunreaktivitit in den

untersuchten Praparaten wird diese in gleicher Weise gewertet.

Die Mikroglia/Makrophagen-Verteilung wird anhand der Markierung mit Ki-M1P
bei 200-facher VergroBerung bewertet. In drei Gesichtsfelder mit einer Grofe von
jeweils 0,25mm” werden alle Zellen des Mikroglia-/Makrophagen-Systems gezahlt,
wobei entsprechend des morphologischen Erscheinungsbildes zwischen ramifizierter
und amiboider MG sowie Makrophagen unterschieden wird (Paulus et al. 1993). Die
Auswertung erfolgt
1. im Tumor, im Falle unterschiedlicher Mikrogliadichte an einem Ort hoher und
geringer Dichte (nekrotisches und perinekrotisches Gewebe werden dabei nicht
bewertet),
2. im an den Tumor angrenzenden Hirngewebe (falls vorhanden) und

3. im Tumor-entfernten Hirngewebe (falls vorhanden).

Mikroglia-Proliferation (Doppelmarkierung MIB-1/Ki-M1P): Bei 400-facher
Vergroferung wurden im Bereich hochster Immunpositivitit fiir den Antikorper MIB-1
1000 Zellen gezdhlt. Durch die Doppelmarkierung mit Ki-M1P (Entwicklung mit
VektorVIP = violett) und MIB-1 (Entwicklung mit DAB = braun) ist eine
Differenzierung der MG und der Tumorzellen moglich, auBerdem die Zuordnung der
durch den Proliferationsmarker MIB-1 erfassten Zellkerne zu den entsprechenden
Zellpopulationen. Die MIB-1 positiven MG-Zellen werden zum MIB-1 Labeling Index
(s.0.) in Relation gesetzt und es resultiert der prozentuale Anteil der MG an der
Gesamtproliferation.

Als rechnerisches Nebenergebnis erhdlt man bei dieser Auswertung zusitzlich den

Anteil der MG/Makrophagen an der Gesamtzellzahl am Ort der hochsten Proliferation.

HLA-DR: Bei 200-facher Vergroferung werden die mit anti-HLA-DR markierten
Praparate vollstindig durchgemustert. Von Féllen, bei denen aufgrund der Morphologie
der markierten Zellen vermutet werden konnte, dass HLA-DR exprimierende

Tumorzellen vorhanden sind, wird zur Evaluierung ein zweites Pridparat mit einer

Doppelmarkierung fiir Ki-MI1P (Entwicklung mit DAB = braun) und HLA-DR
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(Entwicklung mit AEC = rot) angefertigt. Hierdurch wird eine Zuordnung der
Positivitit fiir HLA-DR zum MG/Makrophagen-System bzw. zu Tumorzellen moglich,
da MG/Makrophagen entweder nur mit Ki-M1P oder mit Ki-M1P und anti-HLA-DR
markiert werden, wahrend HLA-DR exprimierende Tumorzellen negativ fiir Ki-M1P
sind. Aufgrund der Bewertung der genannten Immunfarbungen werden die Tumoren in
zwei Kategorien eingeteilt:

1. Tumoren ohne HLA-DR Expression durch Tumorzellen

2. Tumoren mit HLA-DR Expression durch Tumorzellen

2.6  Statistische Auswertung

Um den Grad der linearen Assoziation zwischen den Ergebnissen der
immunhistochemischen Untersuchungen und/oder den klinischen Variablen zu
ermitteln, gelangte der nichtparametrische Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman
(Spearman 1904) zur Anwendung, da die Mehrheit der Daten ordinales Niveau
aufweist. Basierend auf dem Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman wurde der
Test auf Unabhingigkeit durchgefiihrt (p-Wert). Fiir die Schitzung der
Uberlebensfunktion wurde die Methode nach Kaplan-Meier (Kaplan und Meier 1958)
verwendet und der Median der Uberlebenszeit bzw. des progressionsfreien Intervalls
berechnet. Der Vergleich der ermittelten Uberlebenswahrscheinlichkeit verschiedener
Patientengruppen erfolgte mittels des Log-Rank-Testes (Kalbfleisch und Prentice 1980),
auBBerdem wurde die Teststatistik T ermittelt. Ein p-Wert <0.05 wurde als statistisch
signifikant betrachtet. Damit wurde fiir die signifikante Korrelation zweier Parameter
ein Signifikanzniveau von 5% festgelegt. Alle Berechnungen erfolgten mit Hilfe des

Programmes SAS fiir Windows 6.1 (SAS Institute, Cary, NC).
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3 Ergebnisse

Die klinischen Daten der insgesamt 40 Patienten sind in Tabelle Nr. 1 auf den Seiten 26
mit 32, die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen in tabellarischer

Form im Anhang (Kapitel 7.2) zusammengefasst.

3.1 Klinische Daten

Dieser Arbeit liegen die klinischen Daten sowie 58 operativ gewonnene Tumorproben
von 40 Patienten (19 weiblich, 21 minnlich) zugrunde, die im Kindesalter (1. bis
einschlieBlich 16. Lebensjahr) an einem Ependymom erkrankten. Das Alter der
Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose lag zwischen 8 Monaten und 15 4/12 Jahren
(Mittelwert: 61,3 Monate, Median: 41 Monate). Die histologische Typisierung und
Graduierung entsprechend der Klassifikation von Tumoren der WHO (Kleihues und
Cavenee 2000) ergab fiir die Primértumoren 3 (7,5%) myxopapillire Ependymome
(Grad I nach WHO), 16 (40%) Ependymome (Grad II nach WHO), sowie 21 (52,5%)
anaplastische Ependymome (Grad III nach WHO) (Abbildung Nr. 3).

Die Altersverteilung weist einen Héaufigkeitsgipfel im 2. Lebensjahr auf. Ependymome
(WHO Grad II) (E (IT)) und anaplastische Ependymome (WHO Grad III) (aE (III))
kommen insbesondere in den ersten 7 Lebensjahren vor, myxopapilldre Ependymome
(WHO Grad I) (mE (I)) treten erst ab dem 12. Lebensjahr auf (Abbildung Nr. 6). 45%
(18/40) der Ependymome werden in den ersten 3 Lebensjahren, 57,5% (23/40) in den
ersten 4 Lebensjahren diagnostiziert.

Die Primédrtumoren zeigen folgende Lokalisationsverteilung: 9 (22,5%) supratentoriell,
24 (60,0%) infratentoriell, 7 (17,5%) spinal (Abbildung Nr. 4). Alle supratentoriellen
Ependymome kommen in den ersten 7 Lebensjahren vor, infratentorielle Ependymome
wihrend des gesamten Kindesalters, sie weisen jedoch eine deutliche Haufung im 2.-4.
Lebensjahr auf. Spinale Ependymome treten erst ab dem 8. Lebensjahr auf (Abbildung
Nr. 7). 8 der 9 supratentoriellen Ependymome sind aE (III), aE (III) tiberwiegen folglich
im supratentoriellen Kompartiment deutlich. 13 der 24 infratentoriellen Ependymome
besitzen den Tumorgrad II, 11 den Tumorgrad III nach WHO. Die nach dem Tumorgrad
differenzierte Lokalisationsverteilung ist in Abbildung Nr. 5 dargestellt.

In 30,8% (12/39) konnte der Primértumor total entfernt werden, entsprechend erfolgte

in 69,2% (27/39) eine inkomplette Resektion. Das Resektionsausmal3 des Primértumors
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eine Patienten (Nr. 22) ist nicht bekannt. Eine totale Resektion war bei mE (I) in 33,3%
(1/3) und bei E (II) in 43,8% (7/16) moglich, bei aE (III) in 20,0% (4/20). Eine totale
Resektion erfolgte bei supratentoriellen Ependymomen in 33,3% (3/9), bei
infratentoriellen Ependymomen in 26,1% (6/23), bei spinalen Ependymomen in 42,9%
(3/7). 31 der 40 Primdrtumoren (2 mE (I), 13 E (II), 16 aE (IlI)) konnten
immunhistochemisch untersucht werden.

Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose wiesen 3 Patienten eine multiple spinale
Metastasierung auf (Patient Nr. 5: mE (I), Patient Nr. 8: supratentorielles aE (III),
Patient Nr. 31: spinales aE (I1I)).

Tumorgrad nach WHO Lokalisation

7,5% 17,5% 22.5%

40,0%
60,0%
mE (I) O supratentoriell
OE (D) M infratentoriell
M aE (IIT) spinal
Abbildung Nr. 3: Hiufigkeitsverteilung der Abbildung Nr. 4: Hiufigkeitsverteilung der
Tumorgrade nach WHO (Primértumoren) Lokalisationen der Primértumoren
Lokalisation differenziert
/;élzahl nach dem Tumorgrad
24 1 M aE (11D
22 1 OE D)
20 1 mE (I)
18
16
14
12
10
8
6
45 ||
21 //
0 | | =

supratentoriell ~ infratentoriell spinal

Abbildung Nr. 5: Lokalisationsverteilung der Primadrtumoren
differenziert nach dem Tumorgrad nach WHO
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Altersverteilung differenziert nach dem Tumorgrad nach WHO

Anzahl

12

maE (1)

OE (I
mE (I)

] o 1617081
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[ | o £91-951
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‘ON 65-8%
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ON €C-C1
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Abbildung Nr. 6: Altersverteilung der kindlichen Ependymome (Primértumoren) differenziert

nach dem Tumorgrad nach WHO

Altersverteilung differenziert nach der Lokalisation

Anzahl
12

Osupratentoriell

M infratentoriell

A spinal

10 A

O 161-081
"OIN 6L1-891
| OIN L91-9ST
"OIN SST-vh1
O €¥1-TE1
O T€1-0T1
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"OIN LOT-96
"ON 648
"OIN €8-TL
"OIN 1L-09
"OIN 6$-8F
O\ L-9€
0N SE€-HT
"OIN €£2-C1

OIN T1-0

YV

Abbildung Nr. 7: Altersverteilung der kindlichen Ependymome (Priméirtumoren) differenziert

nach der Lokalisation
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Der postoperative Verlauf der Tumorerkrankung konnte von 5 Patienten (Patienten Nr.
3,23, 37, 38 und 39) nicht in Erfahrung gebracht werden. 2 Kinder (Patienten Nr. 4 und
32) verstarben eine bzw. zwei Wochen nach der Operation des Primértumors. Das
Schicksal der verbleibenden 33 Patienten konnte iiber 6 bis 163 Monate verfolgt werden
(Mittelwert: 51,8 Monate, Median: 40 Monate).

21 Patienten erkrankten im Beobachtungszeitraum an insgesamt 48 Rezidivereignissen.
Das mittlere Intervall zwischen Primértumor und dem ersten Rezidivereignis lag bei
22,5 Monaten (Median: 20 Monate, Minimum: 8 Monate, Maximum: 84 Monate). Das
erste Rezidiv trat bei fast allen Patienten innerhalb von 36 Monaten nach dem
Primartumor auf. Lediglich bei Patient Nr. 22 lag ein Intervall von 84 Monaten vor.
Graduierung und Lokalisation der Primdrtumoren dieser 21 Patienten verteilen sich
folgendermaBlen: 1 mE (I), 10 E (II), 10 aE (III) — 6 supratentoriell, 12 infratentoriell, 3
spinal.

38 der 48 (79,2%) Rezidivereignisse stellten sich als Lokalrezidiv dar, in 3 weiteren
Féllen (6,3%) lag eine Metastasierung vor, 7 Patienten (14,6%) wiesen sowohl ein
Lokalrezidiv als auch eine Metastasierung auf. Die Patienten-bezogene Zuteilung der

Anzahl der Rezidivereignisse geht aus der Tabelle Nr. 2 hervor.

Anz? hl der. . An;ahl der Patienten-Nr
Rezidivereignisse | Patienten )

1 9 1,8,17,18, 21, 22, 31, 34, 36

2 6 5,11, 24, 25, 26, 27

3 2 9,33

4 2 13,20

5 1 15

6 0

7 0

8 1 19

Tabelle Nr. 2: Zuteilung der Anzahl der Rezidivereignisse zu den Patienten

In 15 Féllen konnte keine Graduierung des Rezidivtumors durchgefiihrt werden, da
entweder keine oder chemo-/strahlentherapeutische Mallnahmen erfolgten und der
Rezidivtumor nicht operativ entfernt wurde. Die Graduierung nach WHO der
verbleibenden 33 operativ therapierten Rezidivtumoren verteilt sich wie folgt: 2 (6,1%)

mE (I), 6 (18,2%) E (II), 25 (75,8%) aE (III). Im Vergleich zur Haufigkeitsverteilung
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der Tumorgrade bei Primirtumoren nimmt der Tumorgrad III bei Rezidivtumoren zu
(52,5% bei Primartumoren, 75,8% bei Rezidivtumoren), wahrend E (II) weniger hiufig
erscheinen (40,0% bei Primdrtumoren, 18,2% bei Rezidivtumoren). 27 der 33 operativ
entfernten Rezidivtumoren konnten immunhistochemisch untersucht werden: 2 mE (1),
5 E (II), 20 aE (I10).

Die Rezidivtumoren unterscheiden sich in der Haufigkeitsverteilung der Lokalisation
(18,7% (9/48) supratentoriell, 66,7% infratentoriell (32/48), 14,6% (7/48) spinal) sowie
im erzielten Resektionsausmal3 (27,3% (9/33) total, 72,7% (24/33) inkomplett) nicht
wesentlich von den Primértumoren.

15 der 33 Patienten, bei denen der klinische Verlauf der Tumorerkrankung verfolgt
werden konnte, verstarben im Beobachtungszeitraum. Die Uberlebenszeit dieser
Patienten betrdgt im Mittel 40 Monate (Median: 34 Monate, Minimum: 6 Monate,

Maximum: 110 Monate).

3.2 p53-Akkumulation

Der immunhistochemische Nachweis einer p53-Akkumulation gelang in 56,9% (33/58)
der untersuchten kindlichen Ependymome. Die p53-Immunreaktivitit erfasst die
Zellkerne in einem diffusen, teils granuldren Muster, wobei die Intensitit der Anfarbung
von einer Tumorzelle zur anderen in betrdchtlichem Mafle variiert (siche Abbildung Nr.
9 atb). Bei der Auswertung wurden fraglich oder sehr schwach positive Zellen nicht
beriicksichtigt. Fille mit nur vereinzelt positiven Zellen (<1%) werden als negativ
bewertet. pS3-positive Zellen finden sich meist regelmifBig liber den gesamten Tumor
verteilt, in wenigen Fillen kommt eine Anhdufung immunpositiver Zellen insbesondere
in zelldichten Arealen vor.

Wiéhrend mit + (<5% positive Zellen) bewertete Tumoren in allen Tumorgraden
vorkommen, finden sich stdrker positive Félle (++ = 5-10% und +++ = >10% positive
Tumorzellen) nur in aE (III). Eine p53-Akkumulation findet sich in 22,2% in E (II) und
in 75,0% in aE (III), auBerdem in 2 der 4 untersuchten mE (I). In Rezidivtumoren ldsst
sich eine p53-Akkumulation mit 63,0% (17/27) etwas haufiger als in Primdrtumoren mit
51,6% (16/31) nachweisen. Dies spiegelt das vermehrte Auftreten von aE (III) und
deren eben geschilderte héufigere Immunpositivitit fiir pS3 in der Gruppe der

Rezidivtumoren wider. Die Verteilung p53-positiver Fille differenziert nach dem
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Tumorgrad nach WHO sowie dem Tumorstatus (Primér- bzw. Rezidivtumor) geht aus

Abbildung Nr. 8 und Tabelle Nr. 3 hervor.

Anzahl p53-Akkumulation in Ependymomen
16
Op5S3 - ti
" p53 - negativ
W p53 - positiv
12
10
8
6
4
2
mE (1) mE () E (W) E(II) aE (III) aE (III)
Primér Rezidiv Primér Rezidiv Primér Rezidiv

Abbildung Nr. 8: p53-Akkumulation in Ependymomen des Kindesalters

Tumorgrad p53- pS53-positiv

nach WHO negativ |oesamt| in% | + | ++ | +++
gfng)r = | 1 1 500% 1 0o | o0
glii(gv n=2 ] 1 | 500%]| 1 0 0
lﬁrg)ér =13 10 3 1231%| 3 0 o
1Eze(22ﬁv n=5| 4 1 200% 1 0o | o0
i‘flg;lr) n=16| 4 12 1 750%]| 6 2 4
?{EGZ(ER =20| 5 15 750%| 8 | a4 | 3
gesamt n=58 25 33 56,9% | 20 6 7

Tabelle Nr. 3: Verteilung der p5S3-Immunpositivitét
+=<5%, ++ =5-10%, +++ =>10% der Tumorzellen sind positiv fiir p53
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Abbildung Nr. 9: p53-Akkumulation in Ependymomen des Kindesalters

9a Patient Nr. 9R2, p53-Positivitit: ++ (5-10%), 400-fache VergroBerung
9b Patient Nr. 24P, p53-Positivitit: +++ (>10%), 400-fache VergroBerung
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Abbildung Nr. 10: Der Proliferationsmarker MIB-1 (Erlduterungen siche nachfolgende Seite Nr. 40)
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3.3 Der MIB-1 Labeling Index

Die Immunpositivitit MIB-1 markierter Zellen erfasst die Zellkerne in leicht
unterschiedlicher Intensitét, was bei der Auswertung nicht beriicksichtigt wird. Der
prozentuale Anteil MIB-1 positiver Zellen an der Gesamtheit der 1000 bewerteten
Zellen am Ort der hochsten Immunpositivitit wird als MIB-1 Labeling Index (MIB-1
LI) angegeben. Es finden sich meist im gesamten Tumor diffus verstreut MIB-1 positive
Zellen. Durch Verdichtungen markierter Zellen zeigen sich in der Regel zusétzlich im
Vergleich zum Tumorrestgewebe Areale mit fokal stark erhohter Proliferationsaktivitét.
In diesen Arealen ist hdufig auch eine Zunahme der Zelldichte anzutreffen.
Tumorproben mit einer hohen Proliferationsaktivitit (MIB-1 LI >20%) zeigen oft bei
insgesamt erhohter Zelldichte ein weniger fokal betontes, sondern mehr homogen
verteiltes Auftreten MIB-1 immunpositiver Zellen (siche Abbildung Nr. 10 a-f).

In allen 57 mit dem Antikdrper MIB-1 untersuchten Tumorproben ependymaler
Neoplasien des Kindesalters sind positive Zellen anzutreffen. Der MIB-1 LI variiert
innerhalb einer weiten Streubreite von 1,4% bis 63,3% (Mittelwert: 21,8%, Median:
19,8%, Standardabweichung: 15,4%). In nur 26,3% (15/57) der Félle findet sich ein
MIB-1 LI unter einem Wert von 10%, wogegen 73,7% der ependymalen Tumoren einen
MIB-1 LI >10% zeigen. aE (III) weisen einen hoheren mittleren MIB-1 LI als E (II) auf
(27,8% bei aE (III) und 12,8% bei E (II)). Dies wird auch bei Anwendung der Grenze
des MIB-1 LI von 10% deutlich. Wiahrend Tumoren des Tumorgrades II in 47,1%
(8/17) der Fille einen MIB-1 LI unterhalb dieser Grenze aufweisen, sind es bei aE (III)
nur 8,3% (3/36). Aus der Abbildung Nr. 11, die die Verteilung der MIB-1 LI
Einzelwerte veranschaulicht, geht hervor, dass neben der bereits erwdhnten weiten
Streubreite der Einzelwerte auch ein groBer Uberschneidungsbereich der Indices von
E (II) und aE (III) besteht.

Eine Auflistung von Mittelwert, Median, Minimum, Maximum sowie der
Standardabweichung differenziert nach Tumorgrad und Tumorstatus

(Primédr-/Rezidivtumor) erfolgt in Tabelle Nr. 4.

Erlauterungen zu Abbildung Nr. 10 (siche vorangehende Seite Nr. 39):

Darstellung proliferierender Zellen mit dem Antikdrper MIB-1

10a Patient Nr. 14P, MIB-1 Labeling Index 16,4%, 400-fache VergroBerung

10b + 10c Patient Nr. 10P, MIB-1 Labeling Index 19,1%, 400-fache Vergrof3erung

10d + 10e Patient Nr. 36P, MIB-1 Labeling Index 38,8%, d: 200-fache, e: 400-fache VergroBerung
10f Patient Nr. 13R2, MIB-1 Labeling Index 38,9%, 400-fache VergroBerung
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Tumorgrad nach WHO [ Mittelwert| Median{ Minimum| Maximum|Standardabweichung
mE (I) alle n=4 59%| 5,5% 2,9% 9,7% 2,8%
mE (I) Priméar n=2 7,8% 7,8% 5,9% 9,7% 2,7%
mE (I) Rezidiv | n=2 4,0%| 4,0% 2,9% 5,0% 1,5%
E (IT) alle n=17 12,8%| 10,3% 1,4% 32,9% 10,4%
E (II) Primar n=12 12,4% 9,1% 1,6% 32,9% 11,1%
E (IT) Rezidiv n=5 13,6%] 18,3% 1,4% 21,9% 9,9%
aE (III) alle n=36 27,8%| 26,5% 2,3% 64,3% 14,9%
aE (IIT) Primdr |n=16 26,0%| 26,5% 4,2% 57,7% 11,9%
aE (IIT) Rezidiv |n=20 29,3%| 27,4% 2,3% 64,3% 17,1%
alle (I, IL, ITI) | n=57 21,8%/ 19,8% 1,4% 64,3% 15,4%

Tabelle 4: MIB-1 Labeling Index bei Ependymomen des Kindesalters differenziert nach dem Tumorgrad
nach WHO und dem Tumorstatus (Primédr- bzw. Rezidivtumor)

MIB-1 Labeling Index (LI) bei Ependymomen
MIB-1 LI (%)
70,0
== Einzelwerte
—O— Mittelwert T
60,0
50,0 T
40,0 —_— -
30,0 T 293
26,0
20,0 —— / =
12,4/-()-//’(513,6 -
10,0
~4.0 - -
= — _—
0,0 1 : : : |
mE(I)  mE() E (II) E (II) aB(Ill)  aE(Il)
Primér Rezidiv Primér Rezidiv Primér Rezidiv
n=2 n=2 n=12 n=5 n=16 n=23

Abbildung Nr. 11: Darstellung der Einzelwerte des MIB-1 Labeling Index
bei Ependymomen des Kindesalters differenziert nach Tumorgrad und
Tumorstatus (Primar- bzw. Rezidivtumor)
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3.4 EMA-Expression
In den untersuchten Gewebeproben ependymaler Tumoren des Kindesalters liegt in
84,5% (49/58) eine EMA-Expression vor. Die wenigen negativen Fille verteilen sich

bei den Primédrtumoren wie folgt:

1 von 2 (50%) mE (I): ceoeiieiiiiii Patient Nr. 29P

3von 13 (23,1%) E (ID): ............. Patient Nr. 27P, 28P, 39P

3 von 16 (18,6%) aE (I1D):............... Patient Nr. 2P, 8P, 10P
In der Gruppe der Rezidivtumoren sind negativ:

0 von 2 (0%) mE (I)

1 von 5 (20%) E (ID):eeeeeeeeeeiiieeieeeeee. Patient Nr. 26R

1 von 20 (5%) aE (I1D):....oeeeevieeiieeieeee, Patient Nr. 24R

Die EMA-Expression weist ein charakteristisches Verteilungsmuster auf. Zum einen
findet sich eine kraftige Immunreaktivitit an der luminalen Oberfliche von
Zellmembranen. Dies betrifft echte ependymale Rosetten ebenso wie eine
moglicherweise vorhandene ependymal gestaltete Tumoroberflache (Abbildung 12a und
b), sowie die den myxoiden Hohlrdumen zugewandten Zellmembranen myxopapillarer
Ependymome (WHO Grad I). Selten exprimieren auch Zellen solider Tumoranteile an
threr Zellmembran EMA (Abbildung 12f). Zum anderen ist oft eine
intrazytoplasmatische EMA-Expression anzutreffen. Diese zeigt sich am haufigsten in
Form unregelmiBig begrenzter, perinukledr lokalisierter Punkte (Abbildung 12c),
seltener als groBflichige diffuse Immunpositivitit (Abbildung 12e) oder in Vakuolen-
artiger Ringform (Abbildung 12d). Zwischen den genannten intrazytoplasmatischen
Expressionsmustern existieren nicht selten flieBende Uberginge.

Die intrazytoplasmatische Immunreaktivitdt ist in der Regel nicht homogen iiber den
gesamten Tumor verteilt. Es existieren meist Areale mit verminderter und vermehrter
Immunpositivitédt, letztere insbesondere in Tumoranteilen mittlerer und niedriger
Zelldichte. Zu ependymalen Strukturen zdhlende Zellen weisen keine
intrazytoplasmatische, hdufig jedoch die bereits erwdhnte luminale Membranpositivitit
auf.

Das Vorliegen einer EMA-Expression weist eine Graduierungsgrad iiberschreitende
RegelmiBigkeit auf, jedoch ergeben sich vom Tumorgrad abhingige Unterschiede im

Expressionsmuster. Wahrend sich bei E (I) in 44,4% (8/18) eine Oberflachenpositivitit
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findet, liegt sie bei aE (III) in 66,7% (24/36) vor. Auch eine intrazytoplasmatischen
Expression kommt in aE (II1) mit 80,6% (29/36) hiufiger als in E (II) mit 66,7% (12/18)
vor. Unterschiede ergeben sich hierbei insbesondere in der ringférmigen
Erscheinungsform, die bei aE (III) in 25,0% (9/36), bei E (II) nur in 5,6% (1/18)
anzutreffen ist. Punktformige sowie diffus intrazytoplasmatische Expression treten bei
aE (IIT) ebenfalls hdufiger auf, jedoch stellt sich der Unterschied zwischen E (II) und aE
(III) weniger deutlich dar. Primdr- und Rezidivtumoren zeigen keine Unterschiede
sowohl in der Hiufigkeit als auch im Verteilungsmuster der EMA-Expression.

Die vier untersuchten mE (I) sind durch das Fehlen einer intrazytoplasmatischen EMA-
Expression gekennzeichnet.

Die Verteilung der EMA-Expression geht aus der Tabelle Nr. 5 hervor.

EMA-Expression Expressionsmuster der Positivitit
Turﬁorwglga(c)l ' - Zell- intrazytoplasmatisch
nac t t . . . .
Negativ: 1 POSTIV 1 sberfliiche punktuell | diffus |ringformig gesamt
mE(D) o | ! 1 0 0 0 0
Primér
mE (1) _
Rezidiv ™ 2 0 2 2 0 0 0 0
EdD 3] 3 10 6 5 6 ! 9
Primér
E (II) _
Rezidiv n=5 1 4 2 1 3 0 3
aBdI) 6] 3 13 9 7 8 4 13
Primar
aE D ool 19 15 7 15 5 16
Rezidiv
gesamt  n=58 9 49 35 20 32 10 41

Tabelle Nr. 5: EMA-Expression in Ependymomen des Kindesalters. In den Spalten, die dem
Expressionsmuster der Positivitdt zugeordnet sind, sind Mehrfachnennungen moglich. In der letzten
Spalte (,,gesamt™) wird das Vorliegen einer intrazytoplasmatischen Expression allgemein beurteilt.
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Abbildung Nr. 12: EMA-Expression in Ependymomen:

12a an ependymalen Oberflichen von Ependymomen (Patient Nr. 17R, 200-fache VergroBerung),
12b an der luminalen Oberfléche von echten ependymalen Rosetten (Patient Nr. 22R, 400-fache
VergroBerung),

12c¢ intrazytoplasmatisch in Form unregelméBig begrenzter Punkte (Patient Nr. 14P, 400-fache
Vergroflerung) sowie

12d in Ringform (Patient Nr. 22R, 400-fache VergroBerung).

12e FlieBende Uberginge von der Punktform zu einem eher diffus groBflichigen intrazytoplasmatischen
Expressionsmusters (Patient Nr. 9R2, 400-fache Vergroerung).

12f Oberflidchenexpression von EMA auch in soliden Tumoranteilen (Patient Nr. 13R1, 400-fache
VergroBerung).
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3.5 Das Mikroglia-/Makrophagen-System

Die Zellen des Mikroglia-/Makrophagen-Systems werden mit den in dieser Arbeit
verwendeten Antikdrpern folgendermaflen markiert: Ki-M1P/anti-CD11c erfasst als
Panmakrophagenmarker ramifizierte, amodboide und perivaskulire MG sowie
Makrophagen gleichermafen. Anti-HLA-DR markiert insbesondere amoboide MG und
Makrophagen, ramifizierte MG wird zuweilen schwach angefarbt. Mit dem Antikorper
KP1/anti-CD68 werden besonders kriftig Makrophagen, mit geringerer Sensitivitit

auch amdboide und ramifizierte MG dargestellt.

3.5.1 Mikroglia-/Makrophagen-Verteilung

Die MG/Makrophagen-Verteilung ist sowohl innerhalb eines Tumors wie auch im
Vergleich der bewerteten Tumoren eines Tumorgrades nach WHO sehr heterogen. In
ein und demselben Tumor liegen meist Areale mit hoher und Areale mit geringer
MG/Makrophagen-Zelldichte vor. Diese Areale lassen sich Parametern wie
Tumorzelldichte und Differenzierung des Tumors oder fokal erhohtem
Proliferationsverhalten nicht zuordnen.

Haufig anzutreffen ist eine septale Anordnung insbesondere der améboiden MG und der
Makrophagen, hervorgerufen durch die offensichtlich bevorzugte Lokalisation dieser
Zellen in der Nédhe von Gefdflen. Besonders deutlich tritt dies durch die Markierung mit
anti-HLA-DR in Erscheinung. Ebenso sind in Gefifindhe gelegentlich groBere
Ansammlungen von Makrophagen vorzufinden. Ramifizierte MG scheint Ependymome
oftmals wie ein feines Netzwerk zu durchziehen. Obligat ist die Abgrenzung
nekrotischer Areale durch Makrophagen, in geringerem Umfang auch durch amoboide
MG.

Die differenzierte  Betrachtung der verschiedenen Zellpopulationen des
MG/Makrophagen-Systems ergibt eine fiir die Primédrtumoren einheitliche
Zusammensetzung in den erwihnten Arealen hoher bzw. niedriger MG/Makrophagen-
Zelldichte. Wahrend in Arealen niedriger MG/Makrophagen-Zelldichte ramifizierte MG
das Bild beherrscht, nimmt der Anteil amdboider MG und der Makrophagen in Arealen
hoher Dichte zu. Der prozentuale Anteil ramifizierter und amdboider MG sowie der
Makrophagen in Primdrtumoren in Arealen hoher und niedriger MG/Makrophagen-
Zelldichte ist in Abbildung Nr. 13 a-d fiir E (II) und aE (III) getrennt dargestellt, ein
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Unterschied in der MG/Makrophagen-Verteilung zwischen den Tumorgraden II und III
bei Primirtumoren besteht jedoch nicht. In Hinblick auf die ermittelte Zellanzahl in
Arealen niedriger und hoher MG/Makrophagen-Dichte existiert in E (II) und aE (III)
jeweils ein Uberschneidungsbereich von etwa 60 MG/Makrophagen pro 3 HPF (high
power fields). In diesem Uberschneidungsbereich wurden die morphometrisch erzielten
Ergebnisse entsprechend der prozentualen Verhéltnisse der Gruppe hoher bzw. niedriger
MG/Makrophagen-Dichte zugeordnet.

In 9 Gewebeproben (1 E (II), 8 aE (III)) waren groBere, nicht durch den Tumor
infiltrierte Anteile von Hirngewebe enthalten. Dem Verteilungsmuster in Arealen
niedriger MG/Makrophagen-Dichte in Tumoren entsprechende Verhéltnisse findet man
auch im Tumor-entfernten Hirngewebe dieser Gewebeproben. In 3 Gewebeproben
anaplastischer Ependymome (WHO Grad III) zeigte sich im unmittelbar an den Tumor
angrenzenden Hirngewebe eine auffillige Verdichtung von MG/Makrophagen. Das hier
vorliegende Verteilungsmuster entspricht dem in Arealen hoher MG/Makrophagen-
Dichte in Primédrtumoren (siche Abbildung Nr. 13 e+f).

Auch in Rezidivtumoren liegt eine betrdchtliche Heterogenitit beziiglich der
MG/Makrophagen-Zelldichte vor. Auch wenn wiederum die beiden beschriebenen
Verteilungsmuster (1. Pridominanz der ramifizierten MG, 2. Uberwiegen der
amoboiden MG und der Makrophagen) anzutreffen sind, lassen sich diese nicht wie bei
Primirtumoren den unterschiedlichen Dichteverhéltnissen der MG/Makrophagen
zuordnen.

In der Gesamtzahl aller MG/Makrophagen unterscheiden sich Primértumoren der
Tumorgrade II und III in den Arealen hoher MG/Makrophagen-Dichte nicht
(durchschnittlich 311,9 Zellen/3HPF in E (II) und 317,4 Zellen/3HPF in aE (III)). In
den Arealen niedriger Dichte sind in E (II) mehr Zellen des MG/Makrophagen-Systems
anzutreffen als in aE (IIT) (180,3/3HPF in E (II), 135,9/3HPF in aE (III)). In der Gruppe
der Rezidivtumoren existiert kein Unterschied beziiglich der MG/Makrophagen-
Gesamtzellzahl in Arealen niedriger Dichte (durchschnittlich 225,6/3HPF in E (I0),
209,3/3HPF in aE (II)), in Arealen hoher Dichte finden sich mehr MG/Makrophagen in
aE (IIT) (durchschnittlich 210,7/3HPF in E (1), 333,0/3HPF bei aE (III)).
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M G/Makrophagen-Verteilung in
Ependymomen (WHO Grad II)

(Primirtumoren)
niedrige MG-Dichte (95-252 Zellen/3HPF)

17,1% 1.8%

81,1%
M ramifizierte Mikroglia
amdboide Mikroglia
O Makrophagen

M G/M akrophagen-Verteilung in
Ependymomen (WHO Grad II)

(Primértumoren)
hohe MG-Dichte (190-460 Zellen/3HPF)

11,3%

M ramifizierte Mikroglia
amOboide Mikroglia
OMakrophagen

M G/M akrophagen-Verteilung in
anaplastischen Ependymomen
(WHO Grad I1I)

(Primirtumoren)
niedrige MG-Dichte (85-195 Zellen/3HPF)

2,4%

18,6%

M G/Makrophagen-Verteilung in
anaplastischen Ependymomen
(WHO Grad I1I)

(Primirtumoren)
hohe MG-Dichte (131-542 Zellen/3HPF)

79,0%
M ramifizierte Mikroglia M ramifizierte Mikroglia
C amoboide Mikroglia d amdboide Mikroglia
OMakrophagen OMakrophagen

MG/Makrophagen-Verteilung im
Tumor-entfernten Hirnge we be

15,9% petls

82,2%

M G/M akrophagen-Verteilung
im an den Tumor angrenzenden
Hirngewebe

M ramifizierte Mikroglia M ramifizierte Mikroglia
e amdboide Mikroglia f amdboide Mikroglia
OMakrophagen OMakrophagen

Abbildung Nr. 13: Mikroglia/Makrophagen-Verteilung in Ependymomen (WHO Grad II) in Arealen
niedriger (13a) und hoher (13b) MG/Makrophagen-Dichte, in anaplastischen Ependymomen (WHO Grad
III) in Arealen niedriger (13¢) und hoher (13d) MG/Makrophagen-Dichte sowie im Tumor-enfernten
(13€) und im an den Tumor angrenzenden (13f) Hirngewebe.



Ergebnisse 48

Im Rahmen der Bestimmung der MG-Proliferation (s.u.) erhédlt man als rechnerisches
Nebenprodukt auch den Anteil der MG/Makrophagen an der Gesamtzellzahl am Ort der
hochsten Proliferationsaktivitit des Tumors. Es zeigt sich, dass am Ort der hdochsten
Proliferation in E (II) mehr Zellen des MG/Makrophagen-Systems als in aE (III)
vorhanden sind (durchschnittlich 85/1000 Zellen in E (II) und 55/1000 Zellen in aE

(ITI)). Primértumoren und Rezidivtumoren unterscheiden sich hierbei nicht.

3.5.2 Mikroglia-/Makrophagen-Proliferation

Anhand einer Doppelmarkierung mit dem Proliferationsmarker MIB-1 (Entwicklung
mit DAB = braun) und dem Panmakrophagenmarker Ki-MI1P (Entwicklung mit
VektorVIP = violett) wird die Proliferationsaktivitdt der MG/Makrophagen untersucht.
Diese Doppelfdarbung erlaubt eine eindeutige Zuordnung proliferierender Zellen zum
Pool der Tumorzellen bzw. zum MG/Makrophagen-System. Proliferierende MG
erscheint violett markiert mit einem braunen Zellkern (Ki-M1P"/MIB-1"), nicht
proliferierende MG weist durch die Kerngegenfarbung mit Hdmalaun einen blauen
Zellkern auf (Ki-M1P"/MIB-1"). Tumorzellen werden durch den Antikdrper Ki-M1P
nicht markiert (siche Abbildung 14 a-c).

Es ldsst sich nachweisen, dass in 45 (80,4%) der auf diese Weise untersuchten 56
ependymalen Tumoren am Ort der hochsten Proliferation einzelne proliferierende
Zellen des MG/Makrophagen-Systems vorhanden sind. In den meisten Féllen gehéren
die proliferierenden Zellen des MG/Makrophagen-Systems vom morphologischen
Aspekt her zur amoboiden MG, vereinzelt wird auch mit MIB-1 und Ki-M1P doppelt
markierte ramifzierte MG gesichtet. Die proliferierenden Zellen des MG/Makrophagen-
Systems sind recht regelméBig im Tumor verteilt mit wenigen Ausnahmen, in denen
sich auch Ansammlungen mehrerer proliferierender Zellen des MG/Makrophagen-
Systems finden (Abbildung 14a). Die Anzahl der proliferierenden Zellen des
MG/Makrophagen-Systems iibersteigt in dieser Doppelmarkierung nur in 6 Féllen (4 E
(IT) und 2 aE (III)) die Grenze von 10 bei insgesamt 1000 bewerteten Zellen am Ort der
hochsten Tumorproliferation. Infolge dieser Extremwerte liegt in E (II) mit 7,7 ein
hoherer Mittelwert proliferierender Zellen als in aE (III) mit 3,7 vor. Der weniger von

Extremwerten abhingige Median liegt bei 2,5 in E (II) und bei 3 in aE (III).
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Wesentliche Unterschiede in der absoluten Anzahl proliferierender Zellen des
MG/Makrophagen-Systems ergeben sich folglich nicht.

Der prozentuale Anteil proliferierender Zellen des MG/Makrophagen-Systems an der
Gesamtproliferation am Ort der hochsten Proliferationsaktivitét liegt in E (II) bei 14,0%
und in aE (IIT) bei 3,1%. Bei weitgehend identischer absoluter Anzahl proliferierender
Zellen des MG/Makrophagen-Systems in E (II) und aE (III) wird dieser Unterschied
durch die hohere Proliferationsaktivitit der Tumorzellen in aE (II) (siche Kapitel 3.3)

begriindet.
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Abbildung Nr. 14: Mikroglia-Proliferation

Eine Doppelmarkierung mit den Antikdrpern MIB-1 (Entwicklung mit DAB = braun) und Ki-M1P
(Entwicklung mit Vector VIP = violett) erlaubt die Zuordnung proliferierender Zellen zum Pool der
Tumorzellen bzw. zum Mikroglia-/Makrophagen-System. Proliferierende Mikroglia erscheint violett
markiert mit einem braunen Zellkern (Ki-M1P"/MIB-1"), nicht proliferierende Mikroglia weist einen
blauen Zellkern auf (Ki-M1P"/MIB-1").

14a + 14b Patient Nr. 38P: proliferierende und nicht proliferierende Mikroglia neben ruhenden und
proliferierenden Tumorzellen (jeweils 400-fache Vergroflerung)

14c Patient Nr. 36P nicht proliferierende Mikroglia neben ruhenden und proliferierenden Tumorzellen
(400-fache VergroBerung)
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3.5.3 HLA-DR Expression in Mikroglia/Makrophagen und Tumorzellen

Durch den Antikérper anti-HLA-DR werden insbesondere amdboide MG und
Makrophagen markiert. In einigen der untersuchten Ependymome kann aufgrund der
Morphologie und Lokalisation der markierten Zellen davon ausgegangen werden, dass
auch Tumorzellen HLA-DR exprimieren. Von diesen und weiteren weniger eindeutigen
Féllen wird zur Evaluierung ein zweites Priparat mit einer Doppelmarkierung fiir Ki-
MIP (Entwicklung mit DAB = braun) und anti-HLA-DR (Entwicklung mit AEC = rot)
angefertigt. Hierdurch lassen sich HLA-DR exprimierende Tumorzellen eindeutig von
Zellen des MG/Makrophagen-Systems unterscheiden. HLA-DR exprimierende
Tumorzellen werden rot (Ki-M1P/HLA-DR"), Zellen des MG/Makrophagen-Systems
dagegen braunrot (Ki-M1P"/HLA-DR") oder braun (Ki-M1P"/HLA-DR") dargestellt.
HLA-DR exprimierende Tumorzellen finden sich insbesondere im Zellverband von
Pseudorosetten und echten ependymalen Rosetten (siche Abbildung Nr. 15 a-c), in
einigen Féllen jedoch auch diffus verteilt in soliden Tumoranteilen (siche Abbildung
Nr. 15 d+e). Sie zeigen eine meist deutliche, groBflichig intrazytoplasmatische
Markierung und kommen zum Teil im gesamten Tumor vor, sind jedoch hidufig in
Tumorarealen mit hoherer Differenzierung (Vorliegen von (Pseudo-)Rosetten)
konzentriert.

In 52,6% der untersuchten Tumorproben kindlicher Ependymome findet sich eine HLA-
DR Expression. In E (II) liegt der Anteil HLA-DR exprimierender Tumoren bei 52,9%
(9/17), Primartumoren und Rezidivtumoren des Tumorgrades II unterscheiden sich
diesbeziiglich nicht wesentlich (Positivitét in 53,8% bzw. 50,0%). In aE (III) finden sich
in 58,3% (21/36) der Fille HLA-DR exprimierende Tumorzellen, Rezidivtumoren des
Tumorgrades III weisen in 65,0%, Primirtumoren jedoch nur in 50,0%
Immunpositivitdt fiir HLA-DR auf. In mE (I) finden sich keine fiir HLA-DR positiven
Tumorzellen. Die Verteilung der HLA-DR Expression ist in Abbildung Nr. 16 und
Tabelle Nr. 5 differenziert nach dem  Tumorgrad und Tumorstatus

(Primédr-/Rezidivtumor) dargestellt.
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Abbildung Nr. 15: HLA-DR Expression in ependymalen Tumorzellen tritt v.a. im Zellverband von
echten ependymalen Rosetten (15b Patient Nr. 22R, 200-fache VergdBerung) und Pseudorosetten
(15a + 15¢ Patient Nr. 25R, a: 100-fache, c: 400-fache VergroBerung) auf.

15a zeigt eine Markierung mit dem Antikdrper anti-HLA-DR (Entwicklung mit DAB = braun),

15b - 15e Doppelmarkierungen mit den Antikérpern anti-HLA-DR (Entwicklung AEC = rot) und Ki-
M1P (Entwicklung mit DAB = braun). Zellen des Mikroglia-/Makrophagen-Systems werden dabei in den
Farbténen braun (Ki-M1P/HLA-DR’) oder braunrot (Ki-M1P/HLA-DR") dargestellt, HLA-DR
exprimierende Tumorzellen nur in der Farbe rot (Ki-M1P/HLA-DR").

HLA-DR exprimierende Tumorzellen finden sich auch in soliden Tumoranteilen (15d + 15e Patient Nr.
9P, d: 200-fache, e: 400-fache VergroBerung).
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Abbildung Nr. 16 und Tabelle Nr. 6: HLA-DR Expression in Tumorzellen in Ependymomen des
Kindesalters differenziert nach Tumorgrad und Tumorstatus (Primér- bzw. Rezidivtumor)

3.6 Statistische Analyse

3.6.1 Rangkorrelationen

Rangkorrelationen wurden fiir folgende Variablen ermittelt:

a) Klinische Daten: Geschlecht, Tumorgrad nach WHO, Lokalisation, Alter,
Resektionsausmall.

b) Ergebnisse der immunhistochemischen Firbungen: p53-Akkumulation,
MIB-1 LI, EMA-Expression in den verschiedenen Expressionsformen,
prozentualer Anteil der MG/Makrophagen an der Gesamtproliferation,
prozentualer Anteil der MG/Makrophagen an der Gesamtzellzahl am Ort der
hochsten Proliferation, HLA-DR Expression.

Die Ergebnisse der statistischen Analyse werden nachfolgend mit Schwerpunkt auf den

statistisch signifikanten Korrelationen (ausgehend von einem Niveau von 5%, p < 0.05)

tabellarisch wiedergegeben und im Text erldutert. In den Tabellen werden zuerst der

Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman, in der zweiten Zeile der p-Wert und

weiterhin die Grof3e der Stichprobe (n) angegeben. Abkiirzungen und Rangzuweisungen

konnen der nachstehenden Tabelle Nr. 7 entnommen werden.
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Geschlecht 1 = weiblich, 2 = ménnlich
Tumorgrad nach WHO | I, II, III
Lokalisation 1 = spinal, 2 = infratentoriell, 3 = supratentoriell
Lokalisation* 1 = spinal, 2 = intrakraniell
Alter in Monaten zum Zeitpunkt der Operation
Alter* 1 = Alter zum Zeitpunkt der Operation <36 Monate, 2 = Alter >36Monate
Resektion 1 = total, 2 = inkomplett
p53 p53-Akkumulation
0 = negativ, + = <5%, ++ = 5-10%, +++ =>10% der Tumorzellen positiv
p53* p53-Akkumulation
0 = negativ, 1 = positiv (umfasst +, ++ und +++)
HLA-DR HLA-DR Expression durch Tumorzellen
0 = negativ, 1 = positiv
MIB-1 LI in %
MIB-1 LI10 MIB-1 LI <10%, MIB-1 L1 >10%
MG Proliferation prozentualer Anteil der MG/Makrophagen an der Gesamtproliferation
MG gesamt prozentualer Anteil der MG/Makrophagen an der Gesamtzellzahl am Ort der
héchsten Proliferation
EMA Oberfliche EMA-Expression an der Oberfldche von Tumorzellen
0 = negativ, 1 = positiv
EMA punktformig punktformige intrazytoplasmatische EMA-Expression
0 = negativ, 1 = positiv
EMA diffus diffuse intrazytoplasmatische EMA-Expression
0 = negativ, 1 = positiv
EMA ringformig ringformige intrazytoplasmatische EMA-Expression

0 = negativ, 1 = positiv

EMA intra-gesamt

intrazytoplasmatische EMA-Expression ohne weitere Differenzierung der
verschiedenen Expressionsformen
0 = negativ, 1 = positiv

Tabelle Nr. 7: Verwendete Abkiirzungen und Rangzuweisungen bei der Berechnung der

Rangkorrelationen.

Tumorgrad nach WHO Tumorgrad nach WHO
und klinische Daten Primértumoren | Rezidivtumoren | Primér + Rezidiv
Korrelationen zwischen . 0.47 0.39 0.44
Lokalisation 0.0022 0.023 0.0001
dem  Tumorgrad nach n=40 n=33 n=73
0.35 0.30 0.34
WHO  und  anderen |, oo 0.027 0.090 0.0037
klinischen Variablen n=40 n=33 n=73
. . -0.26 0.087 -0.032
konnten  nur  fir die |, 0.10 0.63 0.79
Tumorlokalisation ermittelt n=40 n=33 n=73

werden  (siche  Tabelle Tabelle Nr. 8: Korrelationen des Tumorgrades nach WHO mit der

Nr. 8). Unabhéngig

Lokalisation, der Lokalisation* und dem Alter. Signifikante
vom  Ergebnisse sind fett hervorgehoben.

Tumorstatus (Primér- bzw. Rezidivtumor) erreicht dieser Zusammenhang statistische
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Signifikanz (p=0.0022 in der Gruppe der Primédr-, p=0.023 in der Gruppe der
Rezidivtumoren, p=0.0001 bei allen untersuchten Tumoren). Mit einer von spinal {iber
infratentoriell nach supratentoriell aufsteigenden Lokalisation nimmt demzufolge der
Tumorgrad nach WHO zu. Bei Differenzierung in spinale und intrakranielle
Ependymome (Lokalisation*) bleibt dieser Zusammenhang bestehen.

Korrelationen zwischen Tumorgrad und Geschlecht, Alter sowie Resektionsausmald
liegen nicht vor. Allenfalls zeigt sich bei einer Ersterkrankung in den ersten drei

Lebensjahren ein Trend zu hohergradigen Ependymomen (-0.26, p=0.10).

Tabelle Nr. 9: Korrelationen Tumorgrad nach WHO
des Tumorgrades nach WHO
mit den Ergebnissen der Primértumoren | Rezidivtumoren | Primér + Rezidiv
immunhi;tochen.lischen . 0.51 0.44 0.49
Untersuchungen: p33, p53*, {54 0.0032 0.023 <0001
MIB-I LI., MIB-1 LI10, MG n=31 n=27 n=58
Proliferation, MG gesamt,
EMA ringformig, EMA 0.44 0.40 0.44
diffus, EMA intra-gesamt. p53* 0.013 0.040 0.0006
Signifikante Ergebnisse sind n=31 n=27 n=58
fett hervorgehoben. 0.54 0.54 0.55
MIB-1 LI 0.0022 0.0034 <.0001
n=30 n=27 n=57
0.60 0.54 0.58
MIB-1 LI10 0.0005 0.0039 <.0001
.. =30 =27 =57
Wie in Tabelle Nr. 9 n 1 !
_ -0.087 -0.36 -0.23
dargestellt ergeben sich [ MG Proliferation 0.66 0.064 0.086
. n=29 n=27 n=56
folgende Korrelationen
-0.28 -0.45 -0.37
des Tumorgrades nach [MG gesamt 0.14 0.019 0.0046
. . n=29 n=27 n=56
WHO mit Ergebnissen 025 098 026
der immunhistochemi- EMA ringf6rmig 0.17 0.16 0.045
n=31 n=27 n=58
schen Fiarbungen: 015 034 0.26
Besonders deutliche EMA diffus 0.43 0.087 0.045
n=31 n=27 n=58
Zusammenhdnge liegen 031 0.39 0.34
zwischen dem |EMA intra-gesamt 0.091 0.042 0.0099
n=31 n=27 n=58

Tumorgrad und der
p53-Akkumulation sowie dem MIB-1 LI vor. Mit ansteigendem Tumorgrad finden sich
vermehrt Tumoren mit einer immunhistochemisch nachweisbaren p53-Akkumulation

(p53*: Differenzierung in negative und positive Félle). Aulerdem nimmt die Anzahl der
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fiir p53 immunpositiven Zellen in einem Tumor mit ansteigendem Tumorgrad zu (p53:
0, +, ++, +++). Desgleichen korreliert ein ansteigender Tumorgrad mit hoheren MIB-1
Labeling Indices, sowohl bei einer Betrachtung der Einzelwerte, als auch bei einer
Einteilung der Indices in die beiden Gruppen MIB-1 LI <10% und MIB-1 LI >10%
(Korrelationskoeffizienten und p-Werte sieche Tabelle Nr. 9).

Ein Zusammenhang zwischen Tumorgrad und der MG-Proliferation (prozentualer
Anteil der MG/Makrophagen an der Gesamtproliferation) besteht bei Primirtumoren
nicht (-0.087, p=0.66). Auch bei Rezidivtumoren und bei Betrachtung aller untersuchten
Tumoren wird die 5%-Signifikanzgrenze knapp verfehlt.

Der prozentuale Anteil der MG/Makrophagen an der Gesamtzellzahl am Ort der
hochsten Proliferation weist bei Rezidivtumoren und in der Gruppe aller untersuchten
Tumoren einen umgekehrten Zusammenhang mit dem Tumorgrad nach WHO auf
(Rezidivtumoren: -0.45, p=0.019, alle untersuchten Tumoren: -0.37, p=0.0046). In der
Gruppe der Primédrtumoren wird keine Signifikanz erreicht (-0.28, p=0.14).

Kein Zusammenhang besteht bei Primértumoren zwischen dem Tumorgrad nach WHO
und einer EMA-Expression in den diversen Expressionsformen. Bei Betrachtung aller
untersuchten Tumoren korreliert das Vorliegen einer ringférmigen sowie diffusen
intrazytoplasmatischen EMA-Expression mit einem ansteigenden Tumorgrad
(ringformig: 0.26, p=0.045; diffus: 0.26, p=0.045). Wegen der flieBenden Ubergiinge
und der dadurch oft willkiirlichen Zuteilung der diversen intrazytoplasmatischen
Expressionsmuster scheint dem Vorliegen einer intrazytoplasmatischen EMA-
Expression im Allgemeinen (EMA intra-gesamt) eine grofere Bedeutung als den
unterschiedlichen intrazytoplasmatischen Expressionsformen zuzukommen. Ein
deutlicher Zusammenhang zwischen EMA intra-gesamt und dem Tumorgrad nach
WHO liegt dabei in der Gruppe der Rezidivtumoren sowie bei Betrachtung aller
untersuchten Tumoren vor (0.34, p=0.0099 bzw. 0.39, p=0.042 bei Rezidivtumoren).
Fiir eine Oberflichenexpression von EMA sowie eine punktuelle intrazytoplasmatische
EMA-Expression konnten keine Korrelationen mit dem Tumorgrad nach WHO ermittelt
werden.

Zwischen dem Tumorgrad nach WHO und einer HLA-DR Expression durch

Tumorzellen existiert kein Zusammenhang.
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Unter den klinischen Variablen stehen Lokalisation und Alter in einem inversen
Zusammenhang (siche Tabelle Nr. 10). Besonders ausgepragt ist diese Korrelation bei
Differenzierung der Tumorlokalisation in intrakraniell und spinal (Lokalisation®:
p<0.0001 in der Gruppe der Primirtumoren und bei allen untersuchten Tumoren,

p=0.0021 bei Rezidivtumoren). Mit zunehmendem Alter nehmen spinale Ependymome

ZU.
Priméirtumoren Rezidivtumoren Primér + Rezidiv
Lokalisation | Lokalisation* | Lokalisation | Lokalisation* | Lokalisation | Lokalisation*
-0.45 -0.63 -0.42 -0.52 -0.41 -0.56
Alter 0.0039 <.0001 0.015 0.0021 0.0004 <.0001
n=40 n=40 n=33 n=33 n=73 n=73

Tabelle Nr. 10: Korrelationen der Lokalisation und der Lokalisation* mit dem Alter. Signifikante
Ergebnisse sind fett hervorgehoben.

Im untersuchten Patientenkollektiv ist das Resektionsausmal3 von der Lokalisation des
Tumors unabhéngig.
Weitere  Korrelationen  klinischer ~ Variablen mit  Ergebnissen aus den

immunhistochemischen Untersuchungen werden in den folgenden Unterkapiteln

vorgestellt.

Primédrtumoren | Rezidivtumoren | Primér + Rezidiv
pS3-Akkumulation p53 | p53* [p53 | p53* | p53 p53*
Fin signifikanter 044 032] 0046 0053 027 020

Lokalisation | 0.014 | 0.075 0.82 0.79 0.044 0.13
Zusammenhang besteht bei n=31| n=31| n=27| n=27| n=58| n=58
Primirtumoren der Tabelle Nr. 11: Korrelationen des p53- bzw. p53*-Status mit der

Lokalisation. Signifikante Ergebnisse sind fett hervorgehoben.
untersuchten Ependymome

zwischen einer p53-Akkumulation und der Lokalisation (sieche Tabelle Nr. 11). Bei
aufsteigender Tumorlokalisation korrelieren flir p53 stirker positive Fille mit einer
supratentoriellen Lage (0.44, p=0.014). Bei Differenzierung der pS53-Immunpositivitéit
in negative und positive (umfasst +, ++ und +++) Fille (p53*) erreicht diese Korrelation
nur grenzwertige Signifikanz (0.32, p=0.075). Diese Assoziation findet sich auch bei
allen untersuchten Tumorproben (Primir- und Rezidivtumoren; 0.27, p=0.044), aber
nicht in der Gruppe der Rezidivtumoren. Korrelationen des p53-Status mit anderen
klinischen Variablen ausgenommen der schon beschriebenen Zusammenhédnge

zwischen p53-Akkumulation und Tumorgrad nach WHO bestehen nicht.
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Bei einem Vergleich der Primdrtumoren | Rezidivtumor | Primir + Rezidiv
Ergebnisse des immun- p53 | p53* |p53 | p53* | p5S3 p53*
histochemischen p53- 045 043 049 041| 049 0.4
MIB-1 LI 0.012| 0.017] 0.0091 | 0.032| 0.0001| 0.0007
Nachweises mit den n=30| n=30| n=27| n=27 n=57 n=57

0.44 0.41] 0.0061 | -0.041 0.25 0.22
MIB-1LI10| 0.016 0.025 0.98 0.841 0.063 0.11

Markierungen (s. Tabelle n=30 n=30| n=27 n=27 n=57| n=57

- : 039 -0.39| -021|-0074| -028 -0.23
Nr. 12) stellt sich eine |\ oo cme | 0.038 0037] 030 071 0037 0094

Korrelation des Ausmafes =29 n=29| n=27 n=27[ n=56| n=56

einer p53-Akkumulation  Tabelle Nr. 12: Korrelationen des p33- bzw. p53*-Status mit dem
MIB-1 LI und dem Anteil der MG/Makrophagen an der

mit dem MIB-1 LI dar (fiir =~ Gesamtzellzahl am Ort der hochsten Proliferation. Signifikante
Ergebnisse sind fett hervorgehoben.

Ergebnissen der anderen

die Primédrtumoren: 0.45,

p=0.012; fiir die Rezidivtumoren: 0.49, p=0.0091; fiir Primir- und Rezidivtumoren
gemeinsam: 0.49, p=0.0001). Diese Korrelation besteht auch bei Unterscheidung in p53
negative und p53 positive Félle (p53*). In der Gruppe der Primadrtumoren korreliert ein
p53-Nachweis auflerdem mit einem MIB-1 LI >10% (0.44, p=0.016).

Ferner besteht bei Primirtumoren ein inverser Zusammenhang zwischen einer p53-
Expression und dem prozentualen Anteil der MG/Makrophagen an der Gesamtzellzahl
am Ort der hochsten Proliferation (-0.39, p=0.038). Diese Korrelation ist aulerdem fiir
alle untersuchten Tumoren (Primér- und Rezidivtumoren) giiltig (-0.28, p=0.037).

Keine Korrelationen bestehen zwischen dem p53-Status und einer HLA-DR- oder

EMA-Expression sowie dem prozentualem Anteil der MG/Makrophagen an der

Gesamtproliferation.
MIB-1 LI
Primértumoren Rezidivtumoren Primir + Rezidiv
MIB-1 LI MIB-1 LI110 { MIB-1 LI MIB-1 LI10 | MIB-1 LI MIB-1 LI10
0.39 0.53 0.081 0.027 0.18 0.31
Lokalisation 0.033 0.0027 0.69 0.89 0.18 0.019
n=30 n=30 n=27 n=27 n=57 n=57
0.30 0.49 0.17 0.28 0.25 0.40
Lokalisation* 0.10 0.0062 0.39 0.16 0.061 0.0022
n=30 n=30 n=27 n=27 n=57 n=57
-0.29 -0.35 0.36 0.092 0.031 -0.15
Alter 0.13 0.059 0.066 0.65 0.82 0.26
n=30 n=30 n=27 n=27 n=57 n=57

Tabelle Nr. 13: Korrelationen des MIB-1 LI bzw. MIB-1 LI10 mit der Lokalisation und dem Alter.
Signifikante Ergebnisse sind fett hervorgehoben.
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Der MIB-1 LI der untersuchten Primédrtumoren korreliert signifikant mit der
Lokalisation (siche Tabelle Nr. 13). Es besteht wie bei der p53-Akkumulation ein
Zusammenhang zwischen hohen Labeling Indices und einer von spinal iiber
infratentoriell nach supratentoriell aufsteigenden Lage des Tumors (0.39, p=0.033).
Besonders deutlich wird diese Korrelation, wenn die einzelnen Indices den beiden
Gruppen MIB-1 LI <10% und MIB-1 LI >10% zugeteilt werden (0.53, p=0.0027). Mit
dieser Einteilung des MIB-1 LI (MIB-1 LI10) besteht auch ein signifikanter
Zusammenhang zwischen Indices >10% und einer intrakraniellen Tumorlokalisation
(Lokalisation*: 0.49, p=0.0062).

Zusitzlich besteht eine umgekehrte Beziehung zwischen MIB-1 LI >10% und dem
Alter zum Zeitpunkt der Ersterkrankung. Diese Korrelation erreicht jedoch nur
grenzwertige Signifikanz (-0.35, p=0.059). Alle erwidhnten Korrelationen bestehen in
der Gruppe der Rezidivtumoren nicht.

Korrelationen der Proliferationsaktivitit mit dem Geschlecht der Patienten und dem
erzielten Resektionsausmal} liegen nicht vor. Auf die Korrelationen des MIB-1 LI mit

dem Graduierungssystem der WHO wurde schon eingegangen.

Primértumoren Rezidivtumoren Primér + Rezidiv
MIB-1 LI |MIB-1L110 (MIB-1L1I |MIB-1LI10 | MIB-1LI | MIB-1LI10
-0.35 -0.29 -0.69 -0.69 -0.53 -0.49
MG Proliferation 0.064 0.13 <.0001 <.0001 <.0001 0.0001
n=29 n=29 n=27 n=27 n=56 n=56
-0.30 -0.018 -0.52 -0.58 -0.43 -0.30
MG gesamt 0.12 0.92 0.0056 0.0016 0.0008 0.022
=29 n=29 n=27 n=27 n=56 n=56
0.12 0.32 0.35 0.27 0.24 0.30
HLA-DR 0.52 0.084 0.082 0.18 0.076 0.023
n=30 n=30 n=26 n=26 n=56 n=56
0.28 0.43 0.030 0.19 0.16 0.33
EMA diffus 0.14 0.019 0.88 0.35 0.23 0.012
n=30 n=30 n=27 n=27 n=57 n=57
0.21 0.37 0.17 0.24 0.16 0.31
EMA intra-gesamt 0.28 0.047 0.41 0.23 0.24 0.020
n=30 n=30 n=27 n=27 n=57 n=57

Tabelle Nr. 14: Korrelationen des MIB-1 LI bzw. MIB-1 LI10 mit dem prozentualen Anteil der
MG/Makrophagen an der Gesamtproliferation (MG Proliferation), dem prozentualen Anteil der
MG/Makrophagen an der Gesamtzellzahl am Ort der hochsten Proliferation (MG gesamt), der HLA-DR
Expression durch Tumorzellen, der EMA-Expression im diffusen intrazytoplasmatischen
Verteilungsmuster und der intrazytoplasmatischen EMA-Expression im Allgemeinen. Signifikante
Ergebnisse sind fett hervorgehoben.
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Korrelationen des MIB-1 LI mit Ergebnissen der immunhistochemischen
Untersuchungen (siche Tabelle Nr. 14) liegen in der Gruppe der Primirtumoren
abgesehen von dem bereits dargestellten Zusammenhang zwischen MIB-1 LI und p53-
Akkumulation lediglich fiir EMA vor. Demnach geht ein MIB-1 LI >210% statistisch
signifikant mit einer EMA-Expression im diffusen intrazytoplasmatischen
Verteilungsmuster einher (0.43, p=0.019), ebenso mit einem nicht ndher differenzierten
Vorliegen einer intrazytoplasmatischen EMA-Expression (EMA intra-gesamt: 0.37,
p=0.047). Diese Korrelationen konnen auch in der Gruppe aller untersuchten Tumoren
(Primér- und Rezidivtumoren) beobachtet werden, nicht jedoch bei Rezidivtumoren.
Der MIB-1 LI korreliert auBlerdem invers mit dem prozentualen Anteil der
MG/Makrophagen an der Gesamtproliferation. Stark ausgeprdgt ist dieser
Zusammenhang, wenn alle untersuchten Tumoren (Primér- und Rezidivtumoren) bzw.
die Gruppe der Rezidivtumoren der Korrelationsberechnung zugrunde liegen (p-Wert
jeweils <0.0001), bei Primartumoren wird keine Signifikanz erreicht (-0.35, p=0.064).
Auf die bestehende Abhéngigkeit des prozentualen Anteils der MG/Makrophagen an
der Gesamtproliferation vom MIB-1 LI wurde schon im Kapitel 3.4.2 hingewiesen.

Bei Rezidivtumoren (-0.52, p=0.0056) sowie in der Gruppe der Primér- und
Rezidivtumoren (-0.43, p=0.0008) liegt ferner eine inverse Korrelation des MIB-1 LI
mit dem prozentualen Anteil der MG/Makrophagen an der Gesamtzellzahl am Ort der
hochsten Proliferation vor.

Ein MIB-1 LI >10% geht aulerdem mit einer HLA-DR-Expression durch Tumorzellen
einher, statistische Signifikanz wird jedoch nur bei Betrachtung aller untersuchten
Tumoren erreicht (0.30, p=0.023). Die Ergebnisse der Primédrtumoren diesbeziiglich

liefern allenfalls eine grenzwertige Korrelation (0.32, p=0.084).

EMA-Expression

Korrelationen der EMA-Expression mit dem MIB-1 LI sowie dem Graduierungssystem
der WHO wurden schon in den entsprechenden Abschnitten abgehandelt. Zum
Zusammenhang zwischen HLA-DR- und EMA-Expression siehe unten.

Korrelationen zwischen EMA und klinischen Variablen bestehen fiir die
Tumorlokalisation und das Alter der Patienten (siche Tabelle Nr. 15). Wihrend bei

Rezidivtumoren und in der Gruppe aller untersuchten Tumoren (nicht jedoch in der
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Primértumoren Rezidivtumoren Primér + Rezidiv

EMA EMA |EMA |EMA EMA EMA EMA EMA |EMA
Ober- diffus intra- Ober- diffus intra- Ober- diffus intra-

flache gesamt | fliache gesamt | fldche gesamt
-0.22 0.10 0.28 -0.38 0.18 0.17 -0.29 0.13 0.23
Lokalisation 0.24 0.59 0.121 0.049 0.38 0.38] 0.030 0.35| 0.076

n=31 n=31 n=31 n=27 n=27 n=27 n=58 n=58 n=58

-0.074 0.40 0.49 -0.27 0.37 0.41 -0.15 0.38 0.46
Lokalisation* 0.69 0.027 | 0.0049 0.17 0.059 0.032 0.25] 0.0033| 0.0003
n=31 n=31 n=31 n=27 n=27 n=27 n=58 n=58 n=58

0.12 -0.25 -0.46 0.28 | -0.061| -0.073 0.25] -0.083 -0.28
Alter 0.54 0.18 | 0.0090 0.16 0.76 0.72 0.062 0.54 0.033
n=31 n=31 n=31 n=27 n=27 n=27 n=58 n=58 n=58

Tabelle Nr. 15: Korrelation der EMA Expression mit der Lokalisation und dem Alter. Signifikante
Ergebnisse sind fett hervorgehoben.

Gruppe der Primdrtumoren) eine Oberflichenexpression von EMA von spinal {iber
infratentoriell nach supratentoriell abnimmt (Lokalisation: -0.38, p=0.049 bei
Rezidivtumoren), findet sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer diffusen
intrazytoplasmatischen EMA-Expression und einer intrakraniellen Lage (Lokalisation*:
0.40, p=0.027). Dies trifft auch bei nicht differenzierter Bewertung der
intrazytoplasmatischen EMA-Expression im Allgemeinen zu (EMA intra-gesamt: 0.49,
p=0.0049). Eine intrazytoplasmatische EMA-Expression kommt auBBerdem gehiuft in

Primértumoren jlingerer Patienten vor (-0.46, p=0.0090).

Prozentualer Anteil der MG/Makrophagen an der Gesamtproliferation

Ein signifikanter Zusammenhang besteht zwischen der MG/Makrophagen-Proliferation
und der MG/Makrophagen-Anzahl (siehe Tabelle Nr. 16). Je groBer der prozentuale
Anteil der MG/Makrophagen

. . MG Proliferati
an der Gesamtproliferation, rofieration

Primértumoren | Rezidivtumoren | Primér + Rezidiv

desto grofer ist auch der

0.37 0.74 0.56
prozentuale Anteil der |MG gesamt 0.049 <.0001 <.0001
n=29 n=27 n=56

MG/Makrophagen an der : :
Tabelle Nr. 16: Korrelation des prozentualen Anteils der MG/
Gesamtzellzahl am Ort der Makrophagen an der Gesamtproliferation (MG Proliferation) mit
dem prozentualen Anteil der MG/Makrophagen an der
hochsten Proliferation. Diese  Gesamtzellzahl am Ort der hochsten Proliferation (MG gesamt).

. . Signifikante Ergebnisse sind fett hervorgehoben.
Korrelation 1ist besonders
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deutlich in der Gruppe der untersuchten Rezidivtumoren ausgeprigt (0.74, p=<.0001)
und geringer bei den Primértumoren (0.37, p=0.049).

Die Korrelationen des prozentualen Anteils der MG/Makrophagen an der
Gesamtproliferation mit dem Graduierungssystem der WHO sowie mit dem MIB-1 LI
wurden bereits vorgestellt. Keine Korrelationen bestehen zwischen prozentualem Anteil
der MG/Makrophagen an der Gesamtproliferation und Geschlecht, Tumorlokalisation,

Alter, Resektionsausmal3 sowie p53-Status, HLA-DR Expression und EMA-Expression.

HLA-DR
HLA-DR Expression Primértumoren | Rezidivtumoren | Primér + Rezidiv
in Tumorzellen 0.42 -0.078 0.19
Geschlecht 0.018 0.71 0.15
Die HLA-DR n=31 n=26 n=57
Expression durch o 0.42 0.50 0.46
Lokalisation* 0.017 0.0096 0.0004
Tumorzellen korreliert n=31 n=26 n=57

Tabelle Nr. 17: Korrelationen der HLA-DR Expression mit dem
Geschlecht und der Lokalisation*. Signifikante Ergebnisse sind fett

dem mannlichen  hervorgehoben.

bei Primartumoren mit

Geschlecht (0.42, p=0.018), auBerdem mit einer intrakraniellen Lokalisation (0.42,
p=0.017) (siche Tabelle Nr. 17). Fiir die Lokalisation besteht dieser Zusammenhang
auch in der Gruppe der Rezidivtumoren und bei allen untersuchten Tumoren (Primér-

und Rezidivtumoren).

Keine  Korrelationen HLA-DR
Primértumoren | Rezidivtumoren | Primér + Rezidiv
bestehen zwischen
0.42 0.031 0.22
HLA-DR  Expression |MG gesamt 0.024 0.88 0.11
n=29 n=26 n=55
und Tumorgrad nach
0.29 0.18 0.26
WHO, Alter und | EMA Oberfliche 0.11 0.37 0.052
n=31 n=26 n=57
Resektionsausmal.
0.68 0.27 0.51
Mit einer HLA-DR EMA diffus <.0001 0.18 <.0001
] ) n=31 n=26 n=57
Expression geht in 0.48 036 042
Prlmértumoren EMA intra—gesamt 0.0067 0.073 0.0010
n=31 n=26 n=57

auBerdem ein hoherer Tabelle Nr. 18: Korrelationen der HLA-DR Expression durch

prozentualer Anteil der Tumorzellen mit dem prozentualen Anteil der MG/Makrophagen an der
Gesamtzellzahl am Ort der hochsten Proliferation (MG gesamt), der
MG/Makrophagen an  EMA-Expression im diffusen intrazytoplasmatischen Verteilungsmuster

und der intrazytoplasmatischen EMA-Expression im Allgemeinen.
der Gesamtzellzahl am
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Ort der hochsten Proliferation einher (0.42, p=0.024). In der Gruppe der Primirtumoren
bestehen weiterhin deutliche Korrelationen der HLA-DR Expression mit einer diffusen
intrazytoplasmatischen EMA-Expression (0.68, p<.0001) und einer
intrazytoplasmatischen =~ EMA-Expression ohne weitere Unterscheidung der
verschiedenen Expressionsformen (EMA intra-gesamt: 0.48, p=0.0067). In der Gruppe
aller untersuchten Tumoren (Primér- und Rezidivtumoren) bestehen diese Korrelationen
ebenfalls, nicht jedoch bei Betrachtung der Rezidivtumoren. Siehe Tabelle Nr. 18.
Korrelationen der HLA-DR Expression mit dem MIB-1 LI wurden bereits vorgestellt.

3.6.2 Uberlebenszeitberechnungen

Von den Berechnungen des progressionsfreien Intervalls (PFI) und der Uberlebenszeit
(OS = overall survival) nach Kaplan-Meier wurden folgende Patienten ausgeschlossen:
Patienten Nr. 5, 29, 32: mE (I); Patienten Nr. 4, 30: Tod der Patienten innerhalb eines
Monats nach der Operation des Primdrtumors; Patienten Nr. 3, 23, 37, 38, 39: keine
Follow-up-Daten erhéltlich. Damit stehen klinische Daten von 30 Patienten zur
Uberlebenszeitberechnung zur Verfiigung. Der Beobachtungszeitraum dieser Patienten
umfasst im Mittelwert 53,3 Monate, der Median betrigt 42 Monate (Minimum: 6
Monate, Maximum 163 Monate). Das nach Kaplan-Meier geschitzte mittlere PFI und
OS betrdgt 28 Monate bzw. 64 Monate (siche Abbildungen Nr. 17 und 18). Mittleres
PFI bzw. OS geben den Zeitpunkt an, an dem 50% der Patienten eine Progression
aufwiesen bzw. verstarben.

Einen statistisch signifikanten Einfluss auf den Verlauf der Tumorerkrankung zeigt von
den klinischen Variablen (Geschlecht, Tumorgrad nach WHO, Tumorlokalisation, Alter
des Patienten zum Zeitpunkt der Operation, Resektionsausmall) im untersuchten
Patientenkollektiv lediglich das Resektionsausmall und dies auch nur bei Berechnung
des PFI (p=0.035). Das mittlere PFI betrédgt bei den Kindern, bei denen das Ependymom
nicht total entfernt werden konnte, 21 Monate. In der Gruppe der Patienten mit einer
totalen Resektion des Primirtumors liegt das mittlere PFI jenseits des
Beobachtungszeitraumes dieser Patienten (sieche Abbildung Nr. 20). Trotz des
deutlichen Unterschiedes des mittleren OS bei totaler (110 Monate) und inkompletter
Resektion (44 Monate) wird keine Signifikanz erreicht (p=0.12) (Siehe Abbildung Nr.
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19). Weder das Geschlecht, der Tumorgrad nach WHO, die Tumorlokalisation noch das
Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation haben einen Einfluss auf das mittlere
PFI bzw. OS. (siche Abbildungen Nr. 21 bis 28).

In die Berechnungen des mittleren PFI und OS differenziert nach den Ergebnissen der
immunhistochemischen  Untersuchungen konnen weitere 8§ Patienten nicht
aufgenommen werden, da kein archiviertes Tumormaterial zur immunhistochemischen
Untersuchung zur Verfligung stand. Die Bestimmung des MIB-1 LI eines weiteren
Falles war wegen einer nicht auswertbaren Farbung unmdglich. Damit reduziert sich die
Anzahl der untersuchten Fille in den einzelnen Gruppen, was die Aussagekraft der
Ergebnisse einschrankt. Lediglich der MIB-1 LI scheint bei Anwendung des Cut-off-
Punktes von 10% (MIB-1 LI <10% versus >210%) eine gewisse prognostische Relevanz
aufzuweisen. Es deutet sich ein giinstigerer Verlauf der Tumorerkrankung beziiglich des
PFI fiir Ependymome mit einem MIB-1 LI <10% an, Signifikanz wird jedoch nicht
erreicht (mittleres PFI bei MIB-1 LI 10%: 25 Monate, bei MIB-1 LI <10% liegt das
mittlere PFI jenseits des Beobachtungszeitraumes der entsprechenden Patienten,
p=0.17). Das mittlere OS bei einem MIB-1 LI >10% betrdgt 77 Monate, bei MIB-1 LI
<10 liegt es wiederum jenseits des Beobachtungszeitraumes (p=0.39) (siche
Abbildungen Nr. 29 und 30). Alle anderen, in den immunhistochemischen
Untersuchungen  ermittelten  Variablen  (p53-Status, HLA-DR  Expression,
intrazytoplasmatische EMA Expression) zeigen bei dem dieser Arbeit zugrunde
liegenden Patientenkollektiv keinen Einfluss auf den klinischen Verlauf der
Tumorerkrankung (siehe Abbildungen Nr. 31 bis 36). Die PFI- und OS-Berechnungen

sowie die Ergebnisse des Log-Rank-Tests sind in Tabelle Nr. 19 zusammengefasst.
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mlttle.r es Teststatistik mlttle:res Teststatistik
n PFI in “Wert OS in “Wert
Monaten p-ve Monaten p-we
alle 30 28,0 64,0
ménnlich 16 21,0 77,0
Geschlecht 9'072 _0'27
weiblich 14 28,5 p=0.79 53,0 p=0.61
Grad I1 13 28,0 77,0
Tumorgrad nach WHO 9'027 g'osg
Grad I1I 17 30,0 p=0.87 64,0 p=0.8
supratentoriell | 9 14,0 *
. . . 0.43 0.54
Tumorlokalisation infratentoriell | 18 29,0 p=0.81 53,0 p=0.77
spinal 3 30,0 64,0
bis 35 Monate | 13 21,0 0.20 77,0 0.43
Alter 70' 6 70'
ab 36 Monate | 17 28,0 p=0.65 48,0 p=0.51
total 10 * 110,0
Resektionsausmalfy _ 4.43 _(2)?3
inkomplett 19 21,0 p=0.035 44.0 p=0.
negativ 12 29,0 77,0
p53-Status g —(())2? _gg;
positiv 10 20,0 p=Y. * p=Y.
<10% 4 * *
MIB-1 LI i oo o
>10% 17 25,0 p=0.17 77,0 p=0.
HLA-DR Expression | negativ 12 26,5 0.013 * 0.17
durch Tumorzellen positiv 10 29.0 p=0.91 110,0 p=0.68
intrazytoplasmatische | negativ 5 * 0.58 48,0 0.47
EMA—EXpI‘eSSlOH positiv 17 25,0 p:0.45 110,0 p:0.49

Tabelle Nr. 19: Mittlere PFI und OS sowie Ergebnisse des Log-Rank-Tests. Das einzige signifikante
Ergebnis ist fett hervorgehoben. * = das mittlere PFI bzw. OS liegt jenseits des Beobachtungszeitraumes
der Patienten dieser Gruppe.
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Abbildung Nr. 17 + 18: Schitzung des OS und PFI nach Kaplan-Meier.

Mittleres OS: 64 Monate, mittleres PFI: 28 Monate
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Uberlebenszeit (OS) nach Kaplan—Meier
getrennt nach dem Resektionsausmaf
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Abbildung Nr. 19 + 20: Beziehung zwischen dem Resektionsausmaf} und dem nach
Kaplan-Meier geschitzten OS bzw. PFI.



Ergebnisse

Uberlebenszeit (OS) nach Kaplan—Meier
getrennt nach dem Geschlecht
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Abbildung Nr. 21 + 22: Beziehung zwischen dem Geschlecht und dem nach
Kaplan-Meier geschdtzten OS bzw. PFL.
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Abbildung Nr. 23 + 24: Beziehung zwischen dem Tumorgrad nach WHO und dem
nach Kaplan-Meier geschitzten OS bzw. PFIL.
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Uberlebenszeit (OS) nach Kaplan—Meier
getrennt nach dem Alter bei OP
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Abbildung Nr. 25 + 26: Beziehung zwischen dem Alter zum Zeitpunkt der Operation des
Primértumors und dem nach Kaplan-Meier geschétzten OS bzw. PFI.
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Abbildung Nr. 27 + 28: Beziehung zwischen der Tumorlokalisation und dem nach

Kaplan-Meier geschitzten OS bzw. PFI.
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Uberlebenszeit (OS) nach Kaplan—Meier
getrennt nach dem MIB—1 LI
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Abbildung Nr. 29 + 30: Beziehung zwischen dem MIB-1 LI und dem nach
Kaplan-Meier geschitzten OS bzw. PFI.
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Abbildung Nr. 31 + 32: Beziehung zwischen dem p53-Akkumulation und dem nach
Kaplan-Meier geschitzten OS bzw. PFI.
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Uberlebenszeit (OS) nach Kaplan—Meier
getrennt nach der HLA—DR Expression durch Tumorzellen
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Abbildung Nr. 33 + 34: Beziehung zwischen der HLA-DR Expression und dem nach
Kaplan-Meier geschitzten OS bzw. PFI.
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Uberlebenszeit (OS) nach Kaplan—Meier
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Abbildung Nr. 35 + 36: Beziehung zwischen der intrazytoplasmatischen EMA-Expression und
dem nach Kaplan-Meier geschétzten OS bzw. PFI.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden der klinische Verlauf sowie 58 operativ gewonnene
Tumorproben von 40 Patienten, die im Kindesalter an einem Ependymom erkrankten,
untersucht. Die Ergebnisse der immunhistochemischen Firbungen wurden sowohl
untereinander als auch mit den klinischen Befunden korreliert, um eventuelle
Assoziationen aufzudecken. Dabei wurde aufgrund der allgemein schlechten und
schwer einschitzbaren Prognose von Ependymomen im Kindesalter sowie der
umstrittenen klinischen Relevanz des WHO-Graduierungssystems ein Schwerpunkt auf
mogliche Zusammenhdnge von klinisch-pathologischen Faktoren mit dem WHO-
Graduierungssystem einerseits und mit dem Krankheitsverlauf andererseits gelegt. Bei
der Berechnung des PFI und des OS sind nach Ausschluss der Patienten mit mE (I), der
Operationsletalitit und der Fille, zu denen keine Nachbetreuungsdaten vorliegen, die

Fallzahlen jedoch gering und die Aussagekraft der Ergebnisse dadurch einschréankt.

Klinische Daten: Das Geschlechtsverhiltnis der dieser Arbeit zugrunde liegenden

Patienten ist anndhernd gleich verteilt (19 weiblich, 21 ménnlich) und entspricht
Ergebnissen von Schiffer et al. 1991b an insgesamt 298 Ependymomen.

Die Altersverteilung ist mit einem Mittelwert von 61,3 Monaten und einem Median von
41 Monaten mit anderen Untersuchungen vergleichbar: Nazar et al. 1990 (Mittelwert:
70,5 Monate), Perilongo et al. 1997 (Mittelwert: 72 Monate, Median: 63 Monate),
Rousseau et al. 1994 (Median: 36 Monate), Horn et al. 1999 (Median: 51,5 Monate),
Figarella-Branger et al. 2000 (Median: 48 Monate).

Der Anteil der Ependymome, die operativ total entfernt werden konnten, reiht sich mit
30,8% in der Gruppe der Primirtumoren und 27,3% bei Rezidivtumoren ebenfalls in die
Ergebnisse anderer Publikationen ein, in welchen eine totale Resektion in 13% - 50%
der Félle erzielt wurde (Lyons und Kelly 1991, Kovalic et al. 1993, Rousseau et al.
1994, Ferrante et al. 1994, Foreman et al. 1996, Perilongo et al. 1997, McLaughlin et al.
1998, Horn et al. 1999, Prayson 1999). Nur Studien, die lediglich spinale Ependymome
untersuchten, berichten von einer totalen Resektion in bis zu 70% der Fille (Ferrante et
al. 1992, Lonjon et al. 1998).

Abweichungen von anderen Studien ergeben sich in der Haufigkeitsverteilung der

Lokalisation und des Tumorgrades. Wihrend die Primartumoren in der vorliegenden
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Arbeit zu 22,5% supratentoriell, zu 60,0% infratentoriell und zu 17,5% spinal lokalisiert
sind, findet sich bei Schiffer et al. 1991b ein groBerer Anteil der insgesamt 108
péadiatrischen Tumoren im supratentoriellen Kompartiment (33,3%) und ein geringerer
Anteil spinal (10,2%). Infratentoriell treten in der genannten Publikation 56,5% der
Ependymome auf. Der groBere spinale Anteil in der vorliegenden Arbeit ldsst sich
darauf zurtlickfiihren, dass im Gegensatz zu Schiffer et al. 1991b in der vorliegenden
Arbeit auch mE (I) untersucht wurden. Fiir das geringere Auftreten supratentorieller
Ependymome ist kein Grund ersichtlich. Auch andere Studien, die in der Regel
lediglich intrakranielle Ependymome untersuchten, geben die Haufigkeit
supratentorieller Ependymome mit 32,4% - 42,1% an (Needle et al. 1997, Perilongo et
al. 1997, Robertson et al. 1998, Sala et al. 1998, Figarella-Branger et al. 2000). Der
Unterschied zu den eigenen Ergebnissen lésst sich nur teilweise damit begriinden, dass
auch spinale Ependymome beriicksichtigt wurden.

Weiterhin féllt das im Vergleich zu den meisten Studien anndhernd umgekehrte
Haufigkeitsverhéltnis der Tumorgrade II und III nach WHO auf. Wihrend in der
vorliegenden Arbeit E (II) in einer Haufigkeit von nur 40,0% und aE (III) in einer
Haufigkeit von 52,5% auftreten, liegen die Angaben der meist nur an intrakraniellen
Ependymomen durchgefiihrten Studien zwischen 52,6% und 66% fiir E (II) und
zwischen 34% und 47,4% fir aE (III) (Needle et al. 1997, Perilongo et al. 1997,
Robertson et al. 1998, Sala et al. 1998, Horn et al. 1999).

Ependymome weisen mit 50% - 70% eine hohe Rezidivwahrscheinlichkeit auf (Pollack
et al. 1995, Foreman et al. 1996, Bouffet et al. 1998, McLaughlin et al. 1998, Horn et al.
1999, Figarella-Branger et al. 2000). Auch in der vorliegenden Arbeit erkrankten 21 der
33 (63,6%) Patienten, deren klinischer Verlauf nachverfolgt werden konnte, im
Beobachtungszeitraum an einem oder mehreren Rezidiven. Das mittlere Intervall
zwischen Primértumor und dem erstem Rezidivereignis liegt bei diesen Patienten bei
22,5 Monaten (Median: 20 Monate). In anderen Studien wird das mediane Intervall mit
Werten zwischen 13 und 25 Monaten angegeben (Healey et al. 1991, Chiu et al. 1992,
Rousseau et al. 1993, Pollack et al. 1995, Foreman et al. 1996). Der zeitliche Abstand
zwischen Priméartumor und erstem Rezidiv ist, wie von Pollack et al. 1995 und Foreman
et al. 1996 beschrieben, in beinahe allen Féllen < 36 Monate. Lediglich Patient 22

(infratentorielles aE (III)) erkrankte erst nach 84 Monaten an einem Rezidiv. Viele der
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Primartumoren mit dem Tumorgrad II konvertieren im Rahmen einer Progression zu
einem maligneren histomorphologischen Erscheinungsbild. So stellt sich die Verteilung
des Tumorgrades nach WHO in der Gruppe der Rezidivtumoren wie folgt dar: 6,1% mE
(D), 18,2% E (II) und 75,8% aE (III).

Statistisch signifikante Korrelationen ergeben sich zwischen der Lokalisation des
Tumors und dem Tumorgrad nach WHO sowie dem Alter. Demnach kommen aE (III)
von spinal iliber infratentoriell nach supratentoriell mit zunehmender H&ufigkeit vor
(p=0.0001 bei allen untersuchten Tumoren). In der Gruppe der Primértumoren ist dieser
Zusammenhang mit p=0.0022 stirker ausgeprigt als bei Rezidivtumoren (p=0.023).
Ahnliche Zusammenhinge konnten auch Rousseau et al. 1993, Ernestus et al. 1996 und
Korshunov et al. 2000 an intrakraniellen Ependymomen feststellen. Mit zunehmendem
Alter verschiebt sich auBerdem das Haufigkeitsverhiltnis von intrakraniell nach spinal
(p<.0001 in der Gruppe aller untersuchten Tumoren sowie bei Primartumoren, p=0.0021
bei Rezidivtumoren). Ein signifikanter Zusammenhang zwischen Tumorgrad und Alter
zum Zeitpunkt der Tumorerkrankung liegt nicht vor (p=0.10).

Eine prognostische Bedeutung kommt von den klinischen Variablen in der dieser Arbeit
zugrunde liegenden Patientengruppe lediglich dem Resektionsausmall zu. Ein
signifikanter Unterschied ergibt sich hierbei im mittleren PFI, das in der Gruppe der
Patienten mit totaler Resektion des Primdrtumors jenseits des Beobachtungszeitraumes
dieser Patienten liegt, bei Patienten mit inkompletter Resektion bei 21 Monaten
(p=0.035). Auch das OS unterscheidet sich in den beiden Gruppen deutlich (110
Monate nach totaler Resektion, 44 Monate nach inkompletter Resektion), Signifikanz
wird hier jedoch nicht erreicht (p=0.12). Dies bestétigt den ausgesprochen wichtigen
prognostischen Stellenwert einer totalen Resektion, wie bereits in zahlreichen Studien
gezeigt wurde (Nazar et al. 1990, Healey et al. 1991, Rousseau et al. 1994, Pollack et al.
1995, Ernestus et al. 1997, Perilongo et al. 1997, Sala et al. 1998, Horn et al. 1999,
Figarella-Branger et al. 2000, Spagnoli et al. 2000, Timmermann et al. 2000).

Die Erkrankung an einem Ependymom in den ersten Lebensjahren nimmt im Vergleich
zu élteren Kindern in einigen Studien bei nicht einheitlicher Altersgrenze zwischen 2
und 5 Jahren einen zumindest grenzwertig signifikant schlechteren Verlauf (Nazar et al.
1990, Chiu et al. 1992, Rousseau et al. 1994, Pollack et al. 1995, Perilongo et al. 1997,
Sala et al. 1998, Horn et al. 1999, Figarella-Branger et al. 2000). Die haufigste
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Altersgrenze (Patienten bis 3 Jahre versus Kinder dlter als 3 Jahre) wurde auch in der
vorliegenden Arbeit verwendet und es zeigt sich im Gegensatz zu den genannten
Studien kein vom Alter der Patienten abhédngiger Krankheitsverlauf. Nur einzelne
Publikationen berichten ebenfalls, dass jlingere Patienten keine schlechtere Prognose als
altere aufweisen (Foreman et al. 1996, Robertson et al. 1998, Timmermann et al. 2000).

Zwischen dem Tumorgrad nach WHO und der Prognose besteht im untersuchten
Kollektiv keine Assoziation. Dies steht im Einklang mit Ergebnissen anderer Studien
(Lyons und Kelly 1991, Foreman et al. 1996, Needle et al. 1997, Duffner et al. 1998,
Robertson et al. 1998, Sala et al. 1998). Allerdings konnte in weiteren Publikationen
von einem statistisch signifikanten Einfluss des Tumorgrades auf den Krankheitsverlauf
berichtet werden (Kovalic et al. 1993, Ernestus et al. 1997, Perilongo et al. 1997, Horn
et al. 1999, Korshunov et al. 2000). Die Frage der klinischen Relevanz der WHO-
Graduierung bleibt damit ungeldst.

Eine Abhéngigkeit des klinischen Verlaufs von der Tumorlokalisation zeigt sich
ebenfalls nicht. Demgegeniiber steht die in einigen Untersuchungen festgestellte,
schlechtere prognostische Einschitzung infratentorieller Ependymome. Die von der
Lokalisation abhéngigen Unterschiede im klinischen Verlauf erreichen jedoch meist
keine statistische Signifikanz (Chiu et al. 1992, Pollack et al. 1995, Foreman et al. 1996,
Needle et al. 1997, Perilongo et al. 1997, Sala et al. 1998, Figarella-Branger et al. 2000).

p53-Akkumulation: Die meisten Studien, die sich der Untersuchung des p53-Status

von Ependymomen widmeten, konnten lediglich einzelne Félle mit einer TP53-
Mutation (Ohgaki et al. 1991, Wu et al. 1993, Felix et al. 1995, Tominaga et al. 1995,
Fink et al. 1996, Orellana et al. 1998, Tong et al. 1999, Zhou et al. 1999) bzw. einer
p53-Akkumulation nachweisen (Barbareschi et al. 1992, Karamitopoulou et al. 1993,
Soini et al. 1994, Ng et al. 1994, Kuchelmeister et al. 1995, Prayson 1997, Suzuki und
Iwaki 2000). TP53-Mutationen spielen abweichend von vielen anderen Neoplasien bei
Ependymomen der Meinung der genannten Autoren nach wenn iiberhaupt nur eine
untergeordnete Rolle. Einzig zwei neuere Studien (Rushing et al. 1998 und Korshunov
et al. 2000) konnten in 27,3% bzw. 25,9% eine p53-Akkumulation in ependymalen
Tumoren aufzeigen. Weit iiber diesen Ergebnissen liegt die mit 56,9% ermittelte

Immunpositivitdt in den Tumorproben, die in dieser Arbeit untersucht wurden.
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Ubereinstimmungen zeigen sich in der Verteilung der immunpositiven Fille. Sowohl in
den Untersuchungen von Rushing et al. 1998 und Korshunov et al. 2000 als auch in der
vorliegenden Arbeit besteht eine Korrelation mit dem WHO-Graduierungssystem. Eine
p53-Akkumulation findet sich gehéuft (p53* = Unterscheidung in negative und positive
Félle) und in zunehmendem AusmaR (p53 = Differenzierung der positiven Fille in +,
++, +++) in aE (IIT) (p53*: p=0.0006, p53: p<.0001 in der Gruppe aller untersuchten
Tumorproben). Im Einklang mit den genannten Studien steht auBerdem die Korrelation
der p53-Akkumulation mit dem Proliferationsverhalten. Mit zunehmender p53-
Immunpositivitdt (p53) geht ein steigender MIB-1 LI einher (p=0.0001 in der Gruppe
aller untersuchten Tumorproben). Die Korrelation der p53-Akkumulation mit dem
MIB-1 LI koénnte Korshunov et al. 2000 zufolge ein aggressiveres biologisches
Verhalten von p53-immunpositiven Ependymomen durch das gleichzeitig vorliegende,
intensivere Wachstumsverhalten hochmaligner Zellklone erkldren. Rushing et al. 1998
halten aufgrund dieser Zusammenhinge den MIB-1 LI und eine pS53-Immunpositivitit
als objektive Indikatoren anaplastischer Ependymome (WHO Grad I1I).

Der Zusammenhang von p53-Akkumulation und MIB-1 LI kdnnte auch die Diskrepanz
in der Haufigkeit der p53-Akkumulation erklédren. In beiden erwdhnten Studien wurden
Ependymome des Kindes- und Erwachsenenalters untersucht. In Ependymomen des
Kindesalters liegt jedoch eine hohere Proliferationsaktivitdt als in Ependymomen des
Erwachsenenalters vor (Ritter et al. 1998, Korshunov et al. 2000). Bei einer
Untersuchung ausschlieBlich kindlicher Ependymome konnte daher die Korrelation von
MIB-1 LI und p53-Akkumulation zu einer vermehrten p53-Akkumulation fiihren.

Eine statistisch signifikante, negative Korrelation besteht zwischen dem Ausmal} der
p53-Akkumulation und dem prozentualen Anteil der MG/Makrophagen an der
Gesamtzellzahl am Ort der hochsten Proliferation (p=0.038 bei Primédrtumoren, p=0.037
in der Gruppe aller untersuchten Tumoren, jedoch keine Korrelation bei
Rezidivtumoren). Dies bedeutet, dass mit zunehmender p53-Akkumulation ein
geringerer prozentualer Anteil von MG/Makrophagen an der Gesamtzellzahl am Ort der
hochsten Proliferation und damit moglicherweise eine verminderte immunologische
Tumorabwehr vorliegt. Von diesem Zusammenhang wird erstmals berichtet.

Die auBlerdem beobachtete Korrelation zwischen dem Ausmal einer p53-Akkumulation

und der Lokalisation, derzufolge stirker p53-positive Fille von spinal iiber
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infratentoriell nach supratentoriell in ihrer Héufigkeit zunehmen (p=0.014 bei
Primartumoren, p=0.044 in der Gruppe aller untersuchten Tumoren, keine Korrelation
bei Rezidivtumoren), kann im Zusammenhang mit dem in gleicher Weise
supratentoriell vermehrt auftretenden Tumorgrad III nach WHO (s.0.) und der
Korrelation der p53-Immunpositivitit mit dem Tumorgrad gesehen werden.

Die Frage der Ursache und die Bedeutung einer p53-Akkumulation in Tumorzellen
sowie insbesondere die Giiltigkeit von Riickschliissen auf Mutationen im TP53-Gen
sind bisher nicht gekldrt. Ungeachtet dessen nimmt eine p53-Akkumulation v.a. in
astrozytdren (Soini et al. 1994, Pollack 1997, Korkolopoulou et al. 1997), aber auch in
ependymalen Neoplasien (Korshunov et al. 2000) einen prognostische Stellenwert ein.
Korshunov et al. 2000 erkldren dies durch den dargestellten Zusammenhang zwischen
p53-Akkumulation und dem Proliferationsverhalten. Allerdings konnte in dieser Arbeit
trotz der vorliegenden Korrelationen zwischen der p53-Akkumulation und der
Proliferationsaktivitit sowie dem WHO-Graduierungssystem und trotz Hinweisen auf
eine moglicherweise eingeschriankte immunologische Tumorabwehr in Verbindung mit
einer p53-Akkumulation kein Zusammenhang zwischen dem p53-Status und dem

klinischen Verlauf festgestellt werden.

Proliferationsaktivitit (MIB-1 LI und MG/Makrophagen-Proliferation): Die in

einem Tumor vorliegende Proliferationsaktivitit wird allgemein als wichtiger Faktor fiir
die Einschétzung des biologischen Verhaltens und damit der Prognose angesehen. Dies
trifft, wie Follow-up-Studien von Rezai et al. 1996, Ritter et al. 1998, Bennetto et al.
1998, Prayson 1999, Figarella-Branger et al. 2000, Spagnoli et al. 2000 und Korshunov
et al. 2000 belegen, auch auf Ependymome zu. Eine hohere Proliferationsaktivitét geht
demnach mit einer schlechteren Prognose einher.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Proliferationsaktivitdt mit Hilfe des Antikorpers
MIB-1 bestimmt. Die ermittelten Labeling Indices liegen in einem Bereich zwischen
1,4% und 63,3% (Mittelwert: 21,8%, Median: 19,8%). Beinahe identische Werte finden
sich in einer Studie an 74 infratentoriellen Ependymomen des Kindesalters von
Bennetto et al. 1998. Ahnlich weit gestreut zeigen sich die Labeling Indices auch bei
Rushing et al. 1997 und 1998, Ritter et al. 1998 und Bouvier-Labit et al. 1999. Die

letztgenannten Studien untersuchten jedoch Ependymome sowohl des Kindes- als auch
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des Erwachsenenalters, was zu einem niedrigeren Mittelwert bzw. Median fiihrte, da
entsprechend Ritter et al. 1998 und Korshunov et al. 2000 bei kindlichen Ependymomen
hohere Proliferationsindices vorliegen. Entsprechend lassen sich deutlich niedrigere
Labeling Indices in Studien von Schroder et al. 1993, Prayson 1998 und 1999 erkliren.
Ein deutlicher Zusammenhang besteht zwischen MIB-1 LI und dem Tumorgrad nach
WHO (p<.0001 in der Gruppe aller untersuchten Tumoren), signifikant héufiger
kommen hohe Labeling Indices in aE (III) vor. Dies wurde in der Vergangenheit
mehrfach beobachtet (Schroder et al. 1993, Rezai et al. 1996, Rushing et al. 1997 und
1998, Prayson 1998). Die Korrelation des MIB-1 LI mit dem Tumorgrad und die
Korrelation des Tumorgrades mit der Lokalisation konnen auch den Zusammenhang
zwischen MIB-1 LI und der Lokalisation (p=0.033 bei Primirtumoren) erklédren.

Das inzwischen mehrfach angesprochene unterschiedliche Proliferationsverhalten von
Ependymomen des Kindes- und Erwachsenenalters setzt sich auch innerhalb der Gruppe
kindlicher Ependymome fort. So besteht ein die Signifikanzgrenze knapp verfehlender
negativer Zusammenhang zwischen dem Alter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose und
einem MIB-1 LI <10% bzw. 210% (p=0.059). Dies bedeutet, dass MIB-1 Labeling
Indices >10% mit zunehmendem Alter auch bei Kindern seltener vorkommen.

Unter den Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen nimmt lediglich der
MIB-1 LI eine prognostische, jedoch nicht signifikante Rolle ein. Wihrend bei
Vorliegen eines MIB-1 LI >10% das mittlere PFI 25 Monaten betrédgt, liegt es bei
MIB-1 LI <10% jenseits des Beobachtungszeitraumes der entsprechenden Patienten
(p=0.17). Der Unterschied im mittleren OS ist wenngleich klinisch bedeutend statistisch
von geringer Relevanz (MIB-1 LI >210%: 77 Monate, MIB-1 LI <10%: jenseits des
Beobachtungszeitraumes, p=0.39). Die besondere Bedeutung der Proliferationsaktivitit
in der prognostischen Einschitzung und fiir das therapeutisches Procedere bei
Ependymomen wird durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstrichen.

In dieser Arbeit wurde auch das Proliferationsverhalten von Zellen des
MG/Makrophagen-Systems in Ependymomen untersucht. Soweit bekannt liegen hierzu
bisher keine Mitteilungen vor. In 80,4% der untersuchten Ependymome fanden sich am
Ort der hochsten Proliferation einzelne proliferierende Zellen des MG/Makrophagen-
Systems. Der prozentuale Anteil dieser Zellen an der Gesamtproliferation korreliert

negativ mit dem MIB-1 LI (p<.0001 bei Rezidivtumoren und in der Gruppe aller
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untersuchten Tumoren). Je hoher der MIB-1 LI, desto geringer ist demnach der Anteil
der MG/Makrophagen an der Gesamtproliferation. In der Gruppe der Primirtumoren
wird die Signifikanzgrenze jedoch nicht erreicht (p=0.064). Die absolute Anzahl
proliferierender Zellen des MG/Makrophagen-Systems ist jedoch von einzelnen
Extremwerten abgesehen weitgehend konstant gering und der prozentuale Anteil damit
naturgemal} stark von der Gesamtproliferation abhingig. Ein Zusammenhang zwischen
dem Tumorgrad nach WHO und dem prozentualen Anteil der MG/Makrophagen an der
Gesamtproliferation existiert nicht. Proliferierende MG kann demzufolge in
ependymalen Tumoren nicht wie dies bei astrozytdren Neoplasien durch Klein und
Roggendorf 2001 nachgewiesen wurde als weiteres Differenzierungskriterium der
Tumorgrade nach WHO angesehen werden.

Ein weiterer Zusammenhang konnte fiir die MG/Makrophagen-Proliferation und den
prozentualen Anteil der MG/Makrophagen an der Gesamtzellzahl am Ort der hochsten
Proliferation aufgedeckt werden (p<.0001 bei Rezidivtumoren und in der Gruppe aller
untersuchten Tumoren, p=0.049 bei Primirtumoren). Diese Korrelation stiitzt die
mehrheitlich akzeptierte These, dass im Rahmen pathologischer Prozesse, speziell auch
bei Tumorerkrankungen, eine Aktivierung der MG erfolgt und die Zunahme der MG im
Rahmen der Aktivierung durch eine Rekonversion und Proliferation ortstindiger MG
hervorgerufen wird (Graeber et al. 1988, Kreutzberg 1996, Streit et al. 1999).

Negativ hingen der MIB-1 LI und der prozentuale Anteil der MG/Makrophagen an der
Gesamtzellzahl am Ort der hochsten Proliferation zusammen (p=0.0008 bei allen
untersuchten Tumoren, p=0.0056 bei Rezidivtumoren, nicht signifikant bei
Primértumoren: p=0.12). Dies bedeutet, dass am Ort der hdchsten Proliferation mit
zunehmendem MIB-1 LI ein geringerer Anteil der Gesamtzellzahl durch
MG/Makrophagen gestellt wird. Mdoglicherweise liegen in Tumoren mit hoher
Proliferationsaktivitit Umsténde vor, die zu einer Unterdriickung der MG/Makrophagen
bzw. der immunologischen Tumorabwehr fithren und eventuell daraus resultierend ein

starkes Tumorwachstum erlauben.

EMA-Expression: Die Expression des Epithelialen Membran Antigens (EMA) wird

von Cruz-Sanchez et al. 1988 und Uematsu et al. 1989 als Kriterium einer hohen

Differenzierung von Ependymomen angesehen. Entsprechend der dieser Arbeit
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zugrunde liegenden Ergebnisse kann dies fiir die luminale Membranpositivitit bestétigt
werden. Eine Korrelation der luminale Membranpositivitit mit Ependymomen (WHO
Grad II) ldsst sich jedoch nicht feststellen. Als Grund hierfiir ist insbesondere die
heterogene Zytoarchitektur ependymaler Neoplasien anzufithren. Auch aE (III) weisen
hiufig Areale mit hohem Differenzierungsniveau auf, in welchen epitheliale Strukturen
wie echte ependymale Rosetten mit einer entsprechenden EMA-Expression vorkommen
konnen. Auch die verschiedenen intrazytoplasmatischen Expressionsformen, deren
Auftreten nicht an das Vorhandensein ependymaler Strukturen gebunden ist, liegen
sowohl in E (II) als auch in aE (III) vor.

Das in der vorliegenden Arbeit beobachtete Expressionsmuster entspricht weitgehend
dem einheitlich publizierten Muster in glanduldiren Organen sowie im nicht
pathologisch verdnderten Ependym (Uematsu et al. 1989). Zusidtzlich wurde
intrazytoplasmatisch eine eher diffuse, groflichige Expression aufgefunden. Die hiufig
flieBenden Ubergéinge zwischen den einzelnen intrazytoplasmatischen Expressions-
formen und die dadurch teilweise willkiirliche Zuordnung stellt den Sinn und die
Reproduzierbarkeit einer Differenzierung der einzelnen intrazytoplasmatischen
Expressionsformen jedoch in Frage.

Die Héaufigkeit einer EMA-Expression in Ependymomen liegt mit 84,5% weit iiber den
Angaben in entsprechenden Publikationen (0% bei Doglioni et al. 1987, 68,8% bei
Uematsu et al. 1989, 23,7% bei Kaneko et al. 1990, 37,5% bei Figarella-Branger et al.
1991). Dies lésst sich am ehesten durch methodische Unterschiede in der Durchfiihrung
der Immunperoxidase-Farbung erkldren. Alle verdffentlichten Studien wurden vor der
durch Shi et al. 1991 eingefiihrten thermischen Antigen-Demaskierung durchgefiihrt,
weshalb moglicherweise falsch negative Befunde erhoben wurden. Weiterhin kann auch
die Anwendung unterschiedlicher monoklonaler Antikorper verantwortlich fiir
divergente Ergebnisse sein, was Figarella-Branger et al. 1991 als denkbare Ursache
abweichender Studienergebnisse im Nachweis von EMA diskutiert.

An diversen Tumoren konnten Sloane et al. 1980 und Sloane und Ormerod 1981 eine
zunehmende Héaufigkeit der intrazytoplasmatischen EMA-Expression mit ansteigendem
Tumorgrad feststellen. Dies trifft fiir die in dieser Arbeit untersuchten Ependymome zu
und erreicht bei undifferenzierter Wertung der intrazytoplasmatischen Immunpositivitét

statistische Signifikanz (p=0.0099). Jedoch ist der Unterschied in der Haufigkeit der
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intrazytoplasmatischen EMA-Expression mit 66,7% in E (II) und 80,5% in aE (III)
klein, so dass die differentialdiagnostische Bedeutung als gering einzustufen ist.
Groflere Bedeutung kommt moglicherweise den signifikanten Zusammenhédngen der
diffusen intrazytoplasmatischen EMA-Expression und der nicht differenzierten
intrazytoplasmatischen EMA-Expression mit MIB-1 Labeling Indices >10% (EMA
diffus: p=0.012, EMA intra-gesamt: p=0.020) und einer HLA-DR Expression (EMA
diffus: p<0.0001, EMA intra-gesamt: p=0.0010) zu. Intrazytoplasmatische EMA-
Expression steht aulerdem bei Primirtumoren in einem umgekehrten Verhiltnis zum
Alter der Patienten (p=0.0090). Wegen der schon erwihnten flieBenden Uberginge
wurden fiir die Uberlebenszeitberechnungen nur das nicht weiter differenzierte
Vorliegen einer intrazytoplasmatischen EMA-Expression verwendet. Ein Einfluss
dieser intrazytoplasmatischen EMA-Expression auf den klinischen Verlauf existiert im
untersuchten Patientenkollektiv nicht. Damit kommt einer EMA-Expression aufgrund
der vorliegenden Ergebnisse anders als bei Figarella-Branger et al. 1991 keine Rolle in
der Einschitzung des Tumorverhaltens und der Prognose kindlicher Ependymome zu.
Die Bedeutung einer EMA-Expression und der unterschiedlichen Expressionsformen im
Rahmen einer Ependymomerkrankung bleibt daher weiterhin ungeklédrt. Eine EMA-
Expression kann aber, wie dies in einschlagigen Lehrbiicher angefiihrt wird (Burger und
Scheithauer 1994, McLendon et al. 1998), als eines der differentialdiagnostischen

Charakteristika ependymaler Tumoren angesehen werden.

MG/Makrophagen-Verteilung: Das in der vorliegenden Arbeit beobachtete

heterogene Verteilungsmuster und die hdufig anzutreffende septale Anordnung von
MG/Makrophagen in Ependymomen beschrieben auch Roggendorf et al. 1996, die
erstmals eine differenzierte Beurteilung der MG/Makrophagen-Verteilung in
Hirntumoren, u.a. auch in 11 ependymalen Tumoren, vornahmen. In der genannten
Publikation wurde im Vergleich zu E (II) eine erhohte MG/Makrophagen-Anzahl in aE
(IIT) beobachtet. Dies ldsst sich durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht
bestdtigen. Im Gegenteil ist der am Ort der hochsten Proliferation bestimmte
prozentuale Anteil der MG/Makrophagen an der Gesamtzellzahl in aE (III) mit 5,5%
geringer als in E (II) mit 8,5%. In der Gruppe aller untersuchten Tumoren und bei

Rezidivtumoren erreicht dies auch statistische Signifikanz (p=0.0046 bzw. p=0.019),



Diskussion 85

jedoch nicht bei Primirtumoren (p=0.14). In Primartumoren des Tumorgrades II zeigen
sich in Arealen niedriger MG/Makrophagen-Dichte auflerdem durchschnittlich mehr
Zellen des MG/Makrophagen-Systems als in aE (III). In Arealen hoher Dichte existiert
diesbeziiglich kein Unterschied. Diese von Roggendorf et al. 1996 abweichenden
Ergebnisse konnen einerseits Folge eines grofleren Untersuchungskollektivs und der
Beschrinkung auf kindliche Ependymome sein, andererseits wurden die
Auswertungsbereiche in unterschiedlicher Weise festgelegt. Wahrend bei Roggendorf et
al. 1996 im Tumorzentrum und in der Tumorperipherie ausgewertet wurde, fand dies in
der vorliegenden Arbeit an einem Ort hoher und niedriger MG/Makrophagen-Dichte
statt, auBerdem am Ort der hdéchsten Tumorproliferation. Eine Auswertung gemal
Roggendorf et al. 1996 erschien nicht sinnvoll, da von den wenigsten Tumoren
ausreichend grofle Tumoranteile zur Untersuchung zur Verfiigung standen.

Es liegt nahe, die Zunahme des prozentualen sowie absoluten Anteils der amdboiden
MG und der Makrophagen in Arealen hoher MG/Makrophagen-Dichte und im an den
Tumor angrenzenden Hirngewebe dem Konzept der funktionellen Plastizitit der MG
folgend gemdll Kreutzberg 1996 und Streit et al. 1999 als Aktivierung der MG im

Rahmen des Tumorgeschehens zu werten.

HLA-DR Expression: Eine HLA-DR Expression durch Tumorzellen ist ein bekanntes

Phidnomen und findet sich hédufig auch in Tumoren des ZNS, wie sich durch
umfangreiche Studien von Rossi und seinen Mitarbeitern herausstellte. Vergleichbare
Untersuchungen an ependymalen Tumoren wurden bisher soweit bekannt nicht
publiziert. In der vorliegenden Arbeit wird eine HLA-DR Expression in 52,6% der
untersuchten Ependymome nachgewiesen. Neben einer signifikanten Assoziation
zwischen einer HLA-DR Expression und einer intrakraniellen Lage des Tumors
(p=0.0004 in der Gruppe aller untersuchten Tumoren) besteht auch eine Korrelation mit
einem MIB-1 LI >10% (p=0.023 in der Gruppe aller untersuchten Tumoren).

Die prognostischen Bedeutung einer HLA-DR Expression in ZNS-Tumoren ist unklar.
Lediglich Rossi et al. 1991d untersuchten den klinischen Verlauf von Astrozytomen der
Tumorgrade III und IV und konnten keinen statistisch signifikanten Unterschied fiir
Tumoren mit bzw. ohne HLA-DR Expression feststellen, was mit den eigenen, an

Ependymomen des Kindesalters erhobenen Befunden, tibereinstimmt. Tran et al. 1998
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konnten in astrozytiren Tumoren ebenfalls eine HLA-DR Expression durch
Tumorzellen nachweisen, jedoch nicht die fiir eine T-Zell-Aktivierung notwendigen
Costimulatoren, wie z.B. B7. Sie vermuten daher, dass die Neuexpression von HLA-DR
bei gleichzeitig fehlender Expression von Costimulatoren wie B7 zu einer T-Zell-
Anergie fiithren konnte und damit zu einer Downregulation der auch gegen Tumoren

gerichteten Immunabwehr.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen bei Beriicksichtigung des aktuellen
Wissensstandes beziiglich Diagnostik, Graduierung und prognostischer Einschétzung
ependymaler Tumoren des Kindesalters nahe, dass nach der ausgesprochen groBen
Bedeutung einer totalen operativen Entfernung des Tumors die Bestimmung der
Proliferationsaktivitit wohl noch vor der Graduierung entsprechend der WHO-
Richtlinien klinische Relevanz besitzt. Die deutlichen Korrelationen des MIB-1 LI
sowie der p53-Akkumulation mit dem Tumorgrad nach WHO kann aber auch als
Argument fiir eine gewisse Bedeutung des Graduierungssystems angefiihrt werden. Es
ist jedoch offensichtlich, dass die Anaplasiekriterien um weitere, die Prognose der
Tumorerkrankung besser erfassende Faktoren erweitert werden miissen. Die inzwischen
durch zahlreiche Studien fundierten Kenntnisse iiber die Bedeutung der
Proliferationsaktivitidt bei Tumoren im Allgemeinen und speziell bei Ependymomen
sollten dazu fiithren, die Bestimmung der Proliferationsaktivitit mit Hilfe eines
geeigneten Proliferationsmarkers in die Routinediagnostik bei ependymalen Neoplasien
aufzunehmen. Auch wenn dem p53-Status in der vorliegenden Arbeit keine
prognostische Bedeutung zukommt, so wére eine Kldrung der Ursache und Bedeutung
der im untersuchten Tumormaterial hdufig anzutreffenden p53-Akkumulation bei
bestehender signifikanter Korrelation mit dem MIB-1 LI sowie dem Tumorgrad nach
WHO wiinschenswert. Die gut bekannte Stellung von p53 an wichtigen Schnittstellen
der Tumorentwicklung konnte bei Kldrung der Ursachen einer p53-Akkumulation
wichtige Riickschliisse auf Ursachen und Ablauf der Tumorgenese bei Ependymomen
erlauben und neue Forschungsansétze erdffnen. Von groBem Interesse ist weiterhin die
gegen das Tumorgeschehen gerichtete immunologische Abwehr, insbesondere vor dem
Hintergrund der bisher nur in vitro nachgewiesenen tumorzytotoxischen Potenz der

MG. Weitere differenzierte Untersuchungen des Aktivierungsniveaus, der Verteilung,
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aber auch des Proliferationsverhaltens der Zellen des MG/Makrophagen-Systems
konnten ebenso wie die Erforschung des Einflusses einer HLA-DR Expression durch
Tumorzellen auf die T-Zell-Aktivierung zu weiteren Erkenntnissen beziiglich des

Stellenwertes der immunologischen Tumorabwehr bei ependymalen Neoplasien fiihren.

S Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden der klinische Verlauf der Tumorerkrankung von 40
Patienten, die im Kindesalter an einem Ependymom erkrankten, erfasst und 58 operativ
gewonnene Tumorproben mittels immunhistochemischer Methoden untersucht. Im
Mittelpunkt dieser Untersuchungen standen die Uberpriifung der p53-Akkumulation,
der Proliferationsaktivitit mit Hilfe des Antikorpers MIB-1 sowie der Neuexpression
von HLA-DR durch Tumorzellen und eine Einschitzung der prognostischen
Aussagekraft dieser Faktoren. Weiterhin wurde die EMA-Expression untersucht und
eine Schwerpunkt auf die Analyse von Verteilung und Proliferationsaktivitit der Zellen
des MG/Makrophagen-Systems in kindlichen Ependymomen gelegt.

Die Kklinischen Daten der aufgenommenen Patienten stimmen weitgehend mit
vergleichbaren Angaben in der Literatur iiberein. Das Alter der Patienten liegt zwischen
8 Monaten und 15 4/12 Jahren (Mittelwert: 61,3 Monate, Median: 41 Monate), eine
Geschlechtspriaferenz liegt nicht vor und eine totale Resektion konnte in 30,8% bei
Primértumoren und in 27,3% bei Rezidivtumoren erzielt werden. Abweichungen
ergeben sich in der Lokalisationsverteilung, wo mit 22,5% weniger supratentorielle und
mit 17,5% mehr spinale Ependymome angetroffen wurden. Auflerdem ist der Anteil aE
(IIT) mit 52,5% deutlich hoher als in vergleichbaren Publikationen. Von den klinischen
Variablen weist einzig das Resektionsausmal} eine prognostische Bedeutung auf, die
beim mittleren PFI mit p=0.035 auch statistische Signifikanz erreicht. Trotz deutlicher
Unterschiede im mittleren OS (110 Monate bei totaler und 44 Monate bei inkompletter
Resektion) liegt keine Signifikanz vor (p=0.12). Alle anderen klinischen Variablen,
einschlieBlich des Tumorgrades nach WHO, zeigen keinen Einfluss auf den Verlauf der

Tumorerkrankung.
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Uberraschend hiufig kommt mit 56,9% in den untersuchten Tumorproben eine deutlich
mit dem Tumorgrad nach WHO, dem MIB-1 LI und auBerdem mit der Lokalisation
korrelierende p53-Akkumulation vor.

Der MIB-1 LI zeigt eine grof3e Streubreite (1,4% - 63,3%) und weist entsprechend des
untersuchten Patientenkollektivs (kindliche Ependymome) im Gegensatz zu
Ependymomen des Erwachsenenalters einen hohen Mittelwert und Median auf (21,8%
bzw. 19,8%). Der MIB-1 LI korreliert statistisch signifikant mit dem WHO-
Graduierungssystem, der Lokalisation und wie bereits erwdhnt mit der p53-
Akkumulation, auerdem negativ mit dem prozentualen Anteil der MG/Makrophagen
an der Gesamtzellzahl am Ort der hochsten Proliferation. Lediglich dem MIB-1 LI
kommt im untersuchten Patientenkollektiv eine gewisse prognostische Aussagekraft zu,
nicht jedoch dem p53-Status. Statistische Signifikanz wird bei Gruppeneinteilung in
MIB-1 LI <10% bzw. >10% allerdings nicht erreicht (mittleres PFI: p=0.17).

Erstmals wurde in 80,4% der untersuchten ependymalen Tumoren auch eine
Proliferation von Zellen des MG/Makrophagen-Systems nachgewiesen. Bei
weitgehend konstant niedriger absoluter Anzahl proliferierender Zellen des
MG/Makrophagen-Systems am Ort der hdchsten Proliferation unterscheiden sich E (II)
und aE (IIT) in diesem Punkt nicht.

Die Verteilung der Zellen des MG/Makrophagen-Systems zeigte bei sehr
heterogenem Verteilungsmuster hiufig eine septale Anordnung insbesondere der
amoboiden MG und der Makrophagen. In ein und der selben Tumorprobe existieren
hiufig Areale niedriger und hoher MG/Makrophagen-Dichte nebeneinander. Diesen
Arealen ldsst sich bei Primértumoren eine charakteristische Zusammensetzung der
verschiedenen Zellen des MG/Makrophagen-Systems zuteilen. Wihrend in Arealen
niedriger MG/Makrophagen-Dichte ramifizierte MG bei weitem iiberwiegt, nimmt in
Arealen hoher MG/Makrophagen-Dichte der Anteil der amdboiden MG sowie der
Makrophagen deutlich zu. Auch in Rezidivtumoren besteht eine &hnliche Heterogenitit.
Eine Bindung verschiedener Verteilungsmuster an Dichteparameter wie bei
Primértumoren lésst sich jedoch nicht nachweisen. Sowohl die Proliferation von Zellen
des MG/Makrophagen-Systems als auch die Zunahme amoboider MG in Arealen hoher
MG/Makrophagen-Dichte in Primédrtumoren bestdtigen das Konzept der funktionellen
Plastizitit der MG.
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Obwohl eine HLA-DR Expression durch Tumorzellen auch in anderen Neoplasien
des ZNS haufig vorkommt, wurden Ependymome diesbeziiglich bisher nicht untersucht.
In 52,6% aller Tumorproben finden sich in der vorliegenden Arbeit HLA-DR
exprimierende Tumorzellen. Der klinische Verlauf dieser Patienten unterscheidet sich
nicht von der Patientengruppe, deren Tumoren keine HLA-DR Expression aufweisen.
Es besteht jedoch ein Zusammenhang zwischen einer HLA-DR Expression und dem
prozentualen Anteil der MG/Makrophagen an der Gesamtzellzahl am Ort der hochsten
Proliferation, was einen Einfluss einer HLA-DR Expression durch Tumorzellen auf das
immunologische Geschehen nahe legt.

Eine EMA-Expression zeigt sich in 84,5% der untersuchten Félle und ist damit ein
Charakteristikum ependymaler Neoplasien, das auch als differentialdiagnostisches
Kriterium angesehen werden kann. Auf den klinischen Verlauf kindlicher Ependymome
hat eine EMA-Expression auch in den unterschiedlichen Expressionsformen keinen
Einfluss. Korrelationen bestehen zwischen einer intrazytoplasmatischen EMA-
Expression (sowohl in undifferenzierter Bewertung als auch in der diffusen
intrazytoplasmatischen Expressionsform) und anaplastischen Ependymomen (WHO
Grad III), sowie einem MIB-1 LI >10% und einer HLA-DR Expression.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bekréftigen den hohen prognostischen
Stellenwert einer totalen Resektion in der Therapie ependymaler Tumoren des
Kindesalters. Weiterhin wird die Bedeutung der Proliferationsaktivitit fiir den
klinischen Verlauf der Tumorerkrankung unterstrichen. Die Bestimmung des MIB-1 LI
sollte daher in die Routinediagnostik aufgenommen werden. Von grolem
wissenschaftlichem Interesse ist weiterhin die Klarung der Ursache und Bedeutung der
haufig anzutreffenden p53-Akkumulation sowie der immunologischen Bedeutung der

Zellen des MG/Makrophagen-Systems im Rahmen der Tumorabwehr.
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Pufferlosungen, Reagenzien, Detektionskit

Somogyi-Fixationslosung pH 7,2 — 7,4

500ml Sorensen Phosphatpuffer (Losung I: 1,452g KH,PO4 (Best.-Nr.:
104873, Merck, Deutschland) auf 160ml Aqua dest. auffiillen. Lésung I1: 9,98¢g
Na,HPO4 (Best.-Nr.: 106346, Merck, Deutschland) auf 840ml Aqua dest.
auffiillen. 80ml Losung I zu 420ml Losung II geben und den pH auf 7.4

150 ml gesittigte wéssrige Pikrinsdure (Best.-Nr.: 621, Merck, Deutschland)
348ml Paraformaldehydldsung (80g Paraformaldehyd (Best.-Nr.: 104005,
Merck, Deutschland) in 696ml Ampuwa 16sen und auf 50-60°C erhitzen, 20-25
Tropfen 1N NaOH langsam zufiigen bis die Losung klar wird, Losung
abkiihlen lassen und filtrieren.)

2ml 25% Glutardialdehyd (Best.-Nr.: 104239, Merck, Deutschland)

Losungen in der angegebenen Reihenfolge zugeben und den pH auf 7,2 — 7,4

3-Aminopropyltriethoxy-Silane (APES) (Best.-Nr.: A 3648, Sigma, USA)
Beschichtung der Objekttréiger:

Objekttrager fiir 40 Sekunden in 250ml Aceton mit Sml APES stellen.
Anschlieend 2 x in Aceton und 2 x in Aqua dest. spiilen und Objekttriger

Citratpuffer pH 6,0 fiir die Mikrowellenvorbehandlung

10,5g Citronensdure-Monohydrat (Best.-Nr.: 100244, Merck, Deutschland) und
5,0g NaOH-Platzchen (Best.-Nr.: 21148, Ferak, Deutschland) in 2,51 Aqua dest.
16sen. AnschlieBend den Puffer auf pH 6,0 einstellen.

7 ___Anhang

7.1

a)
Zusammensetzung:

einstellen.)

einstellen.

b)
trocknen lassen.

c)

d)

TBS-Puffer pH 7,6: Spiilmedium zwischen den einzelnen Inkubationsschritten.
Stammlosung;:

121,1g Tris (Best.-Nr.: A 1086, AppliChem, Deutschland) und 169,4g NaCl
(Best.-Nr.: A 3597, AppliChem, Deutschland) in 11 Aqua dest. 16sen und 80ml
25% HCI (Best.-Nr.: 100316, Merck, Deutschland) hinzufiigen. AnschlieBend auf
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g)

pH 7,6 einstellen, auffiillen auf 21 mit Aqua dest. und pH {iberpriifen. Diese
Stammldsung muss vor Gebrauch 1:10 mit Aqua dest. verdiinnt werden und der
pH gegebenenfalls erneut auf pH 7,6 eingestellt werden.

TBS/BSA (TBS-Puffer pH 7,6 mit 0,1% BSA) fiir die Antikérperverdiinnung
25mg kristallines Rinderalbumin (BSA) (Best.-Nr.: 11925, Serva, Deutschland) in
25ml TBS-Puffer pH 7,6 16sen.

TBS/Trypsin/Calciumchlorid-Dihydrat-Losung  zur enzymatischen Antigen-
demaskierung

In 250ml TBS-Puffer pH 7,6 werden 0,125g Trypsin (Best.-Nr.: T 8253, Sigma,
Deutschland) und 0,25g Calciumchlorid-Dihydrat (Best.Nr.: 103282, Merck,
Deutschland) gelost. AnschlieBend wird der pH der Losung auf 7,8 eingestellt und
die Losung auf 37°C erwirmt.

Tris-HCI-Puffer pH 7,2: Medium fiir die Peroxidase-Substratreaktion mit DAB
15,14g Tris und 0,68g Imidazol (Best.-Nr.: 104716, Merck, Deutschland) in 2,5 1
Aqua dest. 16sen und 15,2ml 25% HCI hinzufiigen. AnschlieBend auf pH 7,2
einstellen.

H,0, (Best.-Nr.: 107209, Merck, Deutschland)
3,3’-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB) (Best.-Nr.: D 56037, Sigma,
Deutschland)

Super Sensitive MultiLink Kit (Best.-Nr.: LPO00-UL, BioGenex, Kanada)

enthélt Link-Antikdrper und Label-Enzym

Ziegenserum (Best.-Nr.: HK112-9K, BioGenex, Kanada)
3-Amino-9-ethylcarbazol (AEC) (Best.-Nr.: HK 121-5K, BioGenex, Kanada)
Sustratpuffer/H,O, fiir AEC (Best.-Nr.: HK 171-7K, BioGenex, Kanada)

Vektor VIP Substrate Kit fiir Peroxidase (Best.-Nr.: SK-4600, Vektor
Laboratories, USA)

Eukitt (Best.-Nr.: G 123, Kindler, Deutschland)

Aquatex (Best.-Nr.: 108562, Merck, Deutschland)
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7.2

Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen

(Tabellen)

7.2.1 p53-Akkumulation, HLA-DR Expression, MIB-1 LI, MG/Makrophagen-

Proliferation, prozentualer Anteil der MG/Makrophagen an der
Gesamtzellzahl
. MG/Makrophagen- rozentualer Anteil der
Patient P33 HLA-DR MIB-1 LI Prolifer:?tior% K/[G/Makrophagen an
Prozentualer der Gesamtzellzahl am
0 = negativ absolute| Anteil der Ort der hochsten
+=<5% Anzahl/|MG/Makrophagen|Proliferation
++=5-10% | %- |0 = negativ 1000 |an der Gesamt-
+++=>10% |Wert| 1 = positiv Zellen proliferation
1P nicht untersucht
1R 0 1 10,1% 2 2,0% 5,0%
2P +++ 22,5 0 18,4% 2 1,1% 4,7%
3p + 3,2 1 30,4% 1 0,3% 4,3%
4P +++ 11,2 1 27,5% 1 0,4% 7,2%
5P nicht untersucht
5R1 + 3,1 0 2,9% 2 6,9% 7,0%
5R2 0 0 5,0% 1 2,0% 12,1%
6P 0 1 27,4% 5 1,8% 3,5%
7P ++ 8,0 0 18,5% 4 2,2% 7,3%
8P +++ 35,0 0 57,7% 1 0,2% 1,6%
9P 0 1 19,8% 27 13,6% 17,4%
9R1 -+ 13,4 1 32,6% 0 0,0% 0,8%
9R2 ++ 6,3 1 32,2% 3 0,9% 2,3%
10P + 2,9 1 19,1% 0 0,0% 7,6%
11P nicht untersucht
11R1 + 3.4 1 32,5% 1 0,3% 3,2%
11R2 0 0 13,5% 0 0,0% 1,4%
12P 0 1 19,8% 27 13,6% 15,5%
13P nicht untersucht
13R1 + 3,6 0 16,4% 5 3,0% 4,5%
13R2 + 4,8 0 38,9% 0 0,0% 1,0%
13R3 ++ 5,4 0 53,4% 2 0,4% 2,4%
14P + 1,0 0 16,4% 0 0,0% 1,8%
15P nicht untersucht
15R1 nicht untersucht
15R2 nicht untersucht
15R3 nicht untersucht
15R4 + 3,8 0 30,4% 9 3,0% 12,4%
16P 0 1 2,3% 7 30,4% 6,3%
17P nicht untersucht
17R 0 1 21,8%| 4] 1,8% 6,7%
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. MG/Makrophagen- rozentualer Anteil der
Patient p33 HLA-DR MIB-1 LI Prolifer:tiong K/IG/Makrophagen an

Prozentualer der Gesamtzellzahl am
0 = negativ absolute| Anteil der Ort der hochsten
+=<5% Anzahl/|MG/Makrophagen |Proliferation
++=5-10% | %- [0 = negativ 1000|an der Gesamt-
+++=>10% | Wert| 1 = positiv Zellen|proliferation
18P nicht untersucht
18R ++ 256 1 23%  12] 52,2%) 18,4%
19P 0 1 nicht auswertbar
19R1 nicht untersucht
19R2 0 1 18,3%| 1 0,5%| 7,5%
19R3 nicht untersucht
19R4 ++ 9,4 1 53,8% 8 1,5% 6,1%
19R5 + 1,9 1 48,7% 9 1,8% 6,6%
20P 0 1 10,3% 0 0,0% 10,3%
20R1 nicht untersucht
20R2 + 2,1 1 23,4% 4 1,7% 9,9%
20R3 +++ 13,9 1 64,3% 0 0,0% 2,1%
21P 0 0 4,2% 3 7,1% 6,7%
22P nicht untersucht
22R 0 1 24,4% 3 1,2% 6,9%
23P ++ 9,8 1 32,1% 3 0,9% 7,2%
24P 4+ 12,0 0 25,5% 1 0,4% 1,7%
24R + 4,2 0 22,1% 0 0,0% 4,4%
25pP nicht untersucht
25R 0 1 23,3% 3 1,3% 4,7%
26P + 33 1 12,5% 38 30,4% 14,5%
26R 0 nicht 21,9% 1 0,5% 5.8%
auswertbar

27P 0 0 32,9% 2 0,6% 7,2%
27R ++ 6,1 1 44,5% 2 0,4% 3,9%
28P 0 0 6,0% 3 5,0% 5,5%
29P + 34 0 9,7% 0 0,0% 3,9%
30P 0 1 2,2% 2 9,1% 6,4%
31P + 1,8 0 30,6% 4 1,3% 4,1%
32pP 0 0 5,9% 0 0,0% 8,5%
33p 0 0 20,8% 0 0,0% 4,1%
33R1 0 0 1,4% 11 78,6% 6,1%
33R2 + 3,9 0 4,6% 19 41,3% 18,2%
34P + 3,7 1 30,1% 6 2,0% 7,2%
34R + 3.8 1 8,4% 3 3,6% 9,0%
35p 0 0 7,8% nicht auswertbar
36P + 2,9 0 38,8% 4 1,0% 4,6%
36R 0 0 11,0% 3 2,7% 3,3%
37P + 2,1 0 1,6% 1 6,3% 5,6%
38P + 3.2 1 32,2% 2 0,6% 2,5%
39pP 0 0 2,6% 1 3,8% 7,4%
40P 0 1 17,5% 5 2,9% 9,2%
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7.2.2 MG/Makrophagen-Verteilung

Pati Ort der MG/ ramifizierte MG amdboide MG Makrophagen
atient Auswertung Makrophagen
insgesamt absolut\in % absolut|in % absolut\in %
1P nicht untersucht
1R a 109 67161,5% 36/33,0% 6|5,5%
b 177 145|81,9% 25(14,1% 714,0%
2P b 255 96|37,6% 137|53,7% 2218,6%
3p a 195 153(78,5% 34|17,4% 814,1%
b 369 58\15,7% 229(62,1% 82122,2%
4P a 102 84/82,4% 17(16,7% 1/1,0%
b 342 164(48,0% 164|48,0% 1414,1%
5P nicht untersucht
5R1 b 204 167|81,9% 26(12,7% 11(5,4%
5R2 a 101 84(83,2% 11110,9% 6(5,9%
b 451 329|72,9% 99(22,0% 2315,1%
6P a 80 74\92,5% 4/5,0% 212,5%
b 224 106(47,3% 108|48,2% 10(4,5%
7P b 519 211(40,7% 261(50,3% 47(9,1%
8P nicht untersucht
9P a 252 214|84,9% 35(13,9% 311,2%
b 385 166|43,1% 184|47,8% 3519,1%
9R1 a 75 66|88,0% 719,3% 212,7%
9R2 a 177 48|27,1% 84(47,5% 45(25,4%
10P b 131 69152,7% 57(43,5% 5(3,8%
11P nicht untersucht
11R1 a 179 135/75,4% 36(20,1% 814,5%
b 321 60\18,7% 148|46,1% 113]35,2%
11R2 a 23 14(60,9% 8134,8% 114,3%
c 130 107(82,3% 19(14,6% 413,1%
c 137 93167,9% 35|25,5% 916,6%
12P a 85 59169,4% 26(30,6% 0(0,0%
b 501 138(27,5% 296|59,1% 67\13,4%
13P nicht untersucht
13R1 b 476 338|71,0% 125(26,3% 13\12,7%
b 464 167(36,0% 257(55,4% 40(8,6%
13R2 a 51 7113,7% 24147,1% 20(39,2%
13R3 b 316 153(48,4% 134|42,4% 2919,2%
14P a 137 117(85,4% 19(13,9% 110,7%
b 367 139(37,9% 213|58,0% 1514,1%
15P nicht untersucht
15R1 nicht untersucht
15R2 nicht untersucht
15R3 nicht untersucht
15R4 b 206 61|29,6% 92(44,7% 53\25,7%
16P a 154 111|72,1% 41(26,6% 211,3%
b 285 120(42,1% 125(43,9% 40(14,0%
17P nicht untersucht
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MG/ o oy
. Ort der ramifizierte MG amoboide MG Makrophagen
Patient Auswertung Makrophagen
insgesamt absolut|in % absolut|in % absolut|in %
17R b 434 391/90,1% 4019,2% 310,7%
18P nicht untersucht
18R b 337 119/35,3% 144|42,7% 74122,0%
b 467 384|82,2% 68(14,6% 15(3,2%
19P nicht auswertbar
19R1 nicht untersucht
19R2 a 149 107(71,8% 37124,8% 513,4%
b 202 78138,6% 106/52,5% 18(8,9%
19R3 nicht untersucht
19R4 a 172 77144,8% 80(46,5% 1518,7%
b 227 55124,2% 139(61,2% 33\14,5%
c 236 211(89,4% 2319,7% 210,8%
c 378 305(80,7% 66(17,5% 711,9%
19R5 b 220 27112,3% 135|61,4% 58(26,4%
20P a 216 188(87,0% 27112,5% 110,5%
b 428 138(32,2% 193|45,1% 97\22,7%
20R1 nicht untersucht
20R2 b 275 233(84,7% 38|13,8% 411,5%
b 571 147(25,7% 362(63,4% 62110,9%
20R3 a 111 13111,7% 73(65,8% 25(22,5%
b 517 185(35,8% 299(57,8% 3316,4%
c 180 157|87,2% 21(11,7% 211,1%
c 170 133(78,2% 34120,0% 311,8%
21P a 154 117|76,0% 34(22,1% 311,9%
b 384 123(32,0% 235(61,2% 26(6,8%
22P nicht untersucht
22R b 256 178(69,5% 73128,5% 512,0%
23P b 542 195/36,0% 301(55,5% 46|8,5%
24P b 131 32|24,4% 70(53,4% 29(22,1%
24R a 90 73181,1% 13(14,4% 414,4%
b 356 157(44,1% 165|46,3% 34/9,6%
25P nicht untersucht
25R a 251 183/72,9% 67(26,7% 110,4%
b 775 260(33,5% 469(60,5% 46|5,9%
26P a 126 95|75,4% 30(23,8% 110,8%
b 460 290(63,0% 162|35,2% 811,7%
26R a 160 82(51,3% 53(33,1% 25(15,6%
b 259 152|58,7% 91(35,1% 1616,2%
27P a 196 151(77,0% 40/20,4% 512,6%
b 254 120(47,2% 120(47,2% 14/5,5%
27R b 280 56|20,0% 180|64,3% 44115,7%
28P a 117 94/80,3% 21(17,9% 211,7%
29P a 101 63162,4% 28(27,7% 10/19,9%
30P a 236 216\91,5% 19(8,1% 110,4%
b 278 62|22,3% 145(52,2% 71125,5%
31P a 169 153/90,5% 169,5% 0[0,0%
b 197 114(57,9% 69(35,0% 14|7,1%
32P a 139 56140,3% 70150,4% 1319,4%
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. Ort der MG/ ramifizierte MG amoboide MG Makrophagen
Patient Auswertung Makrophagen
insgesamt absolut|in % absolut|in % absolut|in %
33p a 95 77\81,1% 16]16,8% 212,1%
33R1 a 122 86(70,5% 32(26,2% 4/3,3%
33R2 a 164 109(66,5% 50(130,5% 513,0%
b 270 140\51,9% 123|45,6% 712,6%
34p a 240 181|75,4% 52121,7% 712,9%
b 190 114/60,0% 67|35,3% 914,7%
c 74 60(81,1% 14(18,9% 0[0,0%
34R b 253 15561,3% 83/32,8% 15/5,9%
35P nicht auswertbar
36P b 151 80(53,0% 66|43,7% 513,3%
c 150 133|88,7% 17\11,3% 010,0%
d 260 33112,7% 124\47,7% 103|39,6%
36R b 193 164/85,0% 28|14,5% 110,5%
d 173 94|54,3% 63|36,4% 16/9,2%
d 203 134/66,0% 63|31,0% 6(3,0%
37p b 215 124|57,7% 76|35,3% 15/7,0%
38p a 146 95|65,1% 44\30,1% 714,8%
b 293 176/60,1% 103/35,2% 144,8%
39p a 171 148|86,5% 15(8,8% 814,7%
40P a 155 110|71,0% 35|22,6% 10(6,5%
b 355 110(31,0% 222162,5% 23/6,5%
c 176 149(84,7% 2413,6% 311,7%
Ort der Auswertung: a und b: Tumor,

c¢: Tumor-entferntes Hirngewebe,
d: an den Tumor angrenzendes Hirngewebe
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7.2.3 EMA-Expression

EMA-Expression
0 = negativ, 1 = positiv
Patient ) )
Zelloberflache 1nt?azyt0pla.s ma't.lscl}
punktuell | diffus |ringformig| gesamt

1P nicht untersucht

1R 1 1 1 1 1
2P 0 0 0 0 0
3P 1 0 1 0 1
4P 0 0 1 0 1
5P nicht untersucht

5R1 1 0 0 0 0
5R2 1 0 0 0 0
6P 1 0 1 0 1
7P 1 1 1 0 1
8P 0 0 0 0 0
9P 0 1 1 0 1
9R1 1 0 1 1 1
9R2 1 0 1 1 1
10P 0 0 0 0 0
11P nicht untersucht

11R1 0 0 1 0 1
11R2 1 1 1 0 1
12P 1 0 1 0

13P nicht untersucht

13R1 1 0 1 0 1
13R2 1 0 0 0 0
13R3 1 0 0 0 0
14P 0 1 0 1 1
15P nicht untersucht

15R1 nicht untersucht

15R2 nicht untersucht

15R3 nicht untersucht

15R4 0 0 1 0 1
16P 0 1 0 0 1
17P nicht untersucht

17R 1 0 0 0 0
18P nicht untersucht

18R 1 0 0 0 0
19P 0 1 1 0 1
19R1 nicht untersucht

19R2 1 1 1 0 1
19R3 nicht untersucht

19R4 1 0 1 0 1
19R5 1 0 1 0 1
20P 1 0 1 0 1
20R1 nicht untersucht

20R2 1 1 1 0 1
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EMA-Expression
0 = negativ, 1 = positiv
Patient . .
Zelloberflache 1ntfazyt0pla.s ma't.lscl}
punktuell | diffus |ringformig| gesamt

20R3 0 1 0 0 1
21P 1 1 0 1 1
22P nicht untersucht
22R 1 1 1 1 1
23Pp 1 0 1 1 1
24P 0 1 0 0 1
24R 0 0 0 0 0
25P nicht untersucht
25R 1 0 1 0 1
26P 1 1 0 0 1
26R 0 0 0 0 0
27P 0 0 0 0 0
27R 1 1 1 0 1
28P 0 0 0 0 0
29P 0 0 0 0 0
30P 1 0 1 0 1
31P 1 1 0 0 1
32p 1 0 0 0 0
33p 0 0 1 0 1
33R1 0 0 1 0 1
33R2 0 0 1 0 1
34p 1 0 1 1 1
34R 0 0 1 0 1
35P 1 1 0 0 1
36P 0 1 0 0 1
36R 1 1 1 1 1
37p 1 0 0 0 0
38p 1 0 1 0 1
39p 0 0 0 0 0

1 1 1 1 1

40P
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