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1 EINLEITUNG

1.1 Pathologie der Meningeome

1.1.1 Atiologie, Epidemiologie, Klinik

Meningeome sind in der Regel langsam wachsende, scharf begrenzte, gut-
artige Tumore (Burger et al., 2002). Sie entstehen aus neoplastischen
Arachnoideadeckzellen (Kepes, 1986). Meningeome treten mit einer Inzi-
denz von 6:10.000 auf und machen 13% bis 26% der primar intrakraniellen
Tumoren aus (Lantos et al., 2002). Typisch ist das Auftreten im mittleren
und héheren Alter mit einem Gipfel in der sechsten und siebten Lebensde-
kade. Das weibliche Geschlecht ist haufiger betroffen, bei einer Verteilung
weiblich zu mannlich von 3:2 (Louis et al., 2000). Meningeome kommen in
der gesamten kraniospinalen Achse vor. Intrakranielle Pradilektionsstellen
sind die Parasagittalregion, der Sinus sagittalis superior, die zerebrale Kon-
vexitat, die Keilbeinflugel, das Tuberculum sellae, die Olfactoriusrinne, der
Nervus Opticus, das Tentorium und die Foramen Magnum-Region. Menin-
geome konnen Dura und Knochen invadieren und venose Sinus verschlies-
sen (Burger et al., 2002). Benachbartes Hirngewebe wird oft komprimiert,
jedoch finden selten Hirninvasion oder Verwachsungen mit Strukturen des
zentralen Nervensystems statt (Louis et al., 2000). Klinisch manifestieren
sich Meningeome durch epileptische Anfalle, Hemiparesen, Gesichtsfeld-
ausfalle, Aphasien und andere fokale Symptome (Black, 1993).

Diese neurologischen Defekte betreffen Patienten mit hirninvasiven Menin-
geomen haufiger (Akeyson und McCutcheon, 1996). Meningeome kénnen

jedoch auch symptomlos bleiben (Black, 1993).

1.1.2 Histopathologie und Immunhistochemie

Das histologische Bild der Meningeome ist heterogen. Es werden 13 histo-
logische Subtypen klassifiziert: Meningotheliomatdses, fibromatdses, transi-
tionales, psammomatdses, angiomatdses, metaplastisches, mikrozystisches
und sekretorisches Meningeom, Klarzellmeningeom, chordoides, rhabdo-
ides, lymphoplasmozytenreiches und papillares Meningeom. Von diesen
Subtypen gehoért das klassische meningotheliomatdése Meningeom zu den

haufigsten. Es ist gekennzeichnet durch Tumorlobuli, welche von dinnen



kollagentsen Septen umrandet werden (Abb.5). Innerhalb der Lobuli formen
die Tumorzellen ein Pseudosynzitium. Meningeomzellen des meningotheli-
omatdsen Subtyps sind ihren Ursprungszellen, den Arachnoideadeckzellen,
sehr ahnlich (Louis et al., 2000). Anhand immunhistochemischer Studien
konnte nachgewiesen werden, dass Meningeome sowohl mesodermale als
auch ektodermale Merkmale exprimieren (Meis et al., 1986). EMA, das epi-
theliale Membran-Antigen, eignet sich als epitheliales Markerenzym fir Me-
ningome. Bis zu 95% der Meningeome sind immunpositiv fur EMA (Lang-
ford, 1996). In der Literatur variieren die Angaben zu EMA in Meningeomen
jedoch. Bisher ist nicht bekannt, ob das Ausmal} EMA-exprimierender Me-
ningeomzellen mit klinischen oder anderen Parametern korreliert. EMA-
Expression ist in atypischen und malignen Meningeomen weniger ausge-
pragt. Tumorzellgruppen, die das ZNS-Gewebe infiltrieren, kdnnen eine re-
aktive Astrozytose hervorrufen (Louis et al., 2000). Bei Hirninvasion konnen
durch den Tumor eingeschlossene Inseln von Gliagewebe durch die GFAP-
Farbung von Meningeomgewebe unterschieden werden (Chronwall et al.,
1983). Eine Positivitat des Meningeomgewebes flir GFAP, ein neurogliaspe-
zifisches fibrillares Protein, wurde nicht festgestellt (Meis et al., 1986). Unge-
fahr 64% aller Meningeome exprimieren Progesteronrezeptoren (Carroll et
al., 1993).

1.1.3 Biologie und klinischer Verlauf der Meningeome

Die Biologie der Meningeome zu beschreiben erweist sich als schwierig,
weil ihr biologisches Verhalten sehr variabel ist und sich nur schwer mit his-
tologischen Merkmalen korrelieren lasst. Meningeome kdnnen benigne,
langsam wachsende Tumoren sein, die durch eine Kapsel von umliegendem
Gewebe getrennt sind. Sie kdnnen aber auch maligne Neoplasie darstellen,
welche Hirngewebe invadieren, eine starke Neovaskularisierung und eine
hohe Wachstumsrate aufweisen. lhr Verhalten in Hinsicht auf Wachstumsra-
te und Invasion ist genauso variabel wie ihr morphologisches und histologi-
sches Bild (McCutcheon, 1996). Die wichtigste Therapieform ist die chirurgi-
sche Entfernung (Akeyson und McCutcheon, 1996). Es gibt Faktoren, die

prognostisch negativ sind und die Rezidivrate von Meningeomen signifikant



steigern. Die wichtigsten dieser Faktoren sind der Resektionsgrad (Jellinger
und Slowik, 1975) und das Grading nach WHO (Louis et al., 2000). Wenn
der Tumor gut vom Hirn abgrenzbar ist, wird eine Resektion ohne Schadi-
gung des Hirngewebes ermoglicht. Eine bindegewebige Kapsel, die zusatz-
lich aus Arachnoidea, arachnoidalen Trabekeln, Pia mater und Tumorstroma
besteht, trennt den Tumor vom ZNS-Gewebe. Diese Kapsel variiert in der
Dicke. Je breiter sie ist, desto eher wird eine hirnschonende Operation er-
mdglicht. Schwierigkeiten ergeben sich, wenn der Tumor dicht mit der pialen
Membran verbunden ist, den Subarachnoidalraum aufgebraucht hat und
Tumorgewebe durch GefalRe mit dem Kortex verbunden ist (Nakasu et al.,
1989). Eine irregular geformte Grenze zwischen Tumor und Hirn, die ag-
gressives Tumorverhalten kennzeichnet, ist bereits radiologisch sichtbar
(Burger et al., 2002). Arachnoidea, Pia mater und der cerebrale Kortex sind
anatomische Barrieren, die das Gehirn vor einem Meningeom-assoziiertem
Odem beschiitzen (Bitzer et al., 1997). Zerstérung dieser Barrieren, peritu-
morale Adharenzen und Obliteration des Subarachnoidalraumes durch das
Meningeom kénnen ein Hirnédem verursachen. Ein peritumorales Odem tritt
in durchschnittlich 60% aller Meningeome auf. Dieses Hirnddem ist multifak-
toriell bedingt (Bitzer et al., 1999). Auch mikroskopisch erkennbare Invasion
des Kortex und Aneinanderhaften von Hirn und Tumor an der Grenze be-
gunstigen das Auftreten eines Hirndédems. Wenn chirurgisch unter diesen
Umstanden keine vollstandige Schonung des Hirngewebes mdglich ist, wird
im Praparat Hirngewebe gefunden. In diesem Zusammenhang tritt ein Hirn-
0dem dann signifikant haufiger auf, wenn im histologischen Praparat anhan-
gendes Hirngewebe vorhanden ist und wird noch haufiger gefunden, wenn
Hirninvasion im Resektat nachgewiesen wird (Bitzer et al., 1997). 5 Jahre
nach vollstandiger Resektion benigner Meningeome treten Rezidive in 3%
der Falle auf, wobei die Rezidivrate bei subtotaler Resektion steigt (Jaaske-
lainen et al., 1986). Auch histologische und immunhistochemische Merkmale
lassen Aussagen uber eine negative Prognose zu. Zu diesen Merkmalen
zahlt man den Verlust des lobularen Musters (sheeting), Hyperzellularitat,

eine zytologische Atypie, grole Nucleoli, erhdhte Mitoseraten (>4/10 high-



power field), Nekrosen, erhdhte MIB-1 Raten und Veranderungen wie Ab-
nahme der ZellgroRe und Hirninvasion (Burger et al., 2002).

Der Proliferationsindex ist ein wichtiger prognostischer Faktor flr Rezidivrate
und Uberlebensprognose (Louis et al., 2000). Generell beobachtet man
steigende Proliferationsraten von benignen zu atypischen zu anaplastischen
Tumoren, welche potentiell aggressiveres Verhalten aufweisen. Ki-67 ist ein
Antigen, welches nur in proliferierenden Zellen exprimiert wird und dadurch
ein Marker fur die Wachstumsrate ist. MIB-1 ist sein spezifischer Antikdrper
(Abramovich und Prayson, 1998). Der MIB-1/ Ki-67 Index betragt in be-
nignen Meningeomen durchschnittlich 3,8%, in atypischen Meningeomen
7,2% und in anaplastischen Meningeomen 14,7% (Maier et al., 1997). Bei
rezidivierenden Meningeomen ist der Index in Tumorrezidiven gegenuber
dem Primartumor erhdht (Roser et al., 2004). Ungeklart bleibt, ob eine er-
hdhte MIB-1 Rate unabhangig vom histopathologischen Grad, z.B. bei be-
nignen Meningeomen, mit Hirninvasivitat korreliert. Ein negativer Progeste-
ronrezeptorstatus zahlt auch zu den prognostisch ungunstigen Faktoren
(Burger et al., 2002). Meningeome werden nicht nur in histologische Subty-
pen, sondern auch nach WHO-Graden klassifiziert. Diese Klassifikation teilt
Meningeome in 3 Kategorien ein: Das gut differenzierte, am haufigsten vor-
kommende benigne WHO Grad | Meningeom, das atypische WHO Grad |l
Meningeom (4,7-7,2%) und das anaplastische, maligne WHO Grad Il Me-
ningeom (1,0-2,8%) (Louis et al., 2000). Das Grading basiert auf histologi-
schen, prognostisch wichtigen Faktoren, die fur ein erhdhtes Rezidivrisiko
kausal sind. Nicht alle oben aufgefuhrten prognostisch negativen Faktoren
fliessen in das Grading mit ein. Durch das Grading soll eine Grundlage fur
die Prognose von biologischem Tumorverhalten und Rezidivrisiko geschaf-
fen werden. Das WHO-Grading beschaftigt sich lediglich mit histologischen
Merkmalen. Dies ist unbefriedigend, da der histologische Befund allein nur
ungenau das biologische Verhalten des Tumors reprasentiert (Langford,
1996). Zum Beispiel hat der Resektionsgrad auf das Rezidivrisiko Einfluss
(s.0.). Entsprechend sind gut resezierbare Meningeome (zum Beispiel der
Konvexitat) prognostisch glnstiger als nicht ideal resezierbare (zum Beispiel
der Schadelbasis).



Die Rezidivraten der Meningeome steigen mit ihrem Malignitatsgrad. Nach
funf Jahren haben 3% der benignen und 38% der atypischen Meningeome
Rezidive gebildet, bei anaplastischen Meningeomen liegt diese Rate sogar
bei 78% (Jaaskeldinen et al., 1986). Der MIB-1 Index als Proliferationsindex,
der nicht fur das Grading gewertet wird, liegt bei Grad I-Meningeomen
durchschnittlich bei 3,8% (Maier et al., 1997). Ein weiterer negativ prognos-
tischer Faktor, der nicht auf das Grading nach WHO Einflu3 nimmt, ist die
Invasion von anliegendem Hirngewebe durch das Meningeom. Bei hirninva-
siven Grad | Meningeomen ist das Rezidivrisiko auf ca. 40%, also einem a-
typischen Meningeom Grad Il entsprechend, erhdht (Perry et al., 1999). Dies
legt nahe, dass ihr morphologisch gutartiger Aspekt ihnrem klinisch aggressi-
ven Verhalten widerspricht. Obwohl Hirninvasion mit klinischer Malignitat
assoziiert ist, kdnnen sowohl histologisch benigne als auch atypische und
maligne Meningeome Hirninvasion aufweisen (Rempel et al., 1999). Hirnin-
vasion allein im Sinne von klinischer Malignitat ist kein Kriterium fur die Ein-

teilung eines Meningeoms in WHO Grad Il (Burger et al., 2002).

1.1.4 Onkogenese

Die genetischen Befunde bei Meningeomen sind genauso heterogen und
vielfaltig wie ihre Histologie, Biologie und Klinik. Es wurden viele Genveran-
derungen gefunden, die zur Entstehung von Meningeomen und deren Pro-
gression zu héheren Malignitatsgraden flihren (Abb.1). Jedoch wurden in
benignen Meningeomen, die Hirn invadieren, keine spezifischen geneti-

schen Veranderungen entdeckt (Weber et al., 1997).



Arachnoideazellen

U NF 2-Genmutation/ Chromosom 22g-Verlust
Meningeom WHO Grad |

U Verlust von 1p, 6q, 10q, 14q, 18q

U Zugewinn an 1q, 99, 12 q, 15 q, 179, 20q.
Meningeom WHO Grad Il

U Verlust von 6q, 99, 10 and 14q

U 17g-Amplifikation

U Seltene Mutationen: TP53, PTEN

U Seltene Deletionen: CDKN2A
Meningeom WHO Grad il
Abb. 1: Genetische Veranderungen, die zur Enstehung von Meningeomen

und deren Progression zu hdheren Malignitatsgraden fuhren (modifiziert
nach Louis et al., 2000).

1.2 Anatomie der Kortexoberflache und der Meningen

Um die pathologischen Veranderungen an der Grenze von Meningeom und
Gehirn zu erlautern, ist die Darstellung der physiologischen anatomischen
Verhaltnisse und der extrazellularen Matrix im Bereich der Meningen wich-

tig.

1.2.1 Struktur der Kortexoberflache und der Meningen

Die Meningen bestehen aus 3 Hirnhduten und liegen der Kortexoberflache
an (Abb.2). Die aulderste Hirnhaut ist die Dura mater, welche mit dem Scha-
delknochen in Kontakt steht. Die Leptomeningen bestehen aus Arachnoidea
und Pia mater. Die Arachnoidea ist der Dura mater zugewandt. Die Pia ma-
ter liegt dem Kortex in engem Abstand auf. Zwischen Pia mater und Arach-
noidea besteht ein variabel breiter Subarachnoidalraum, der von Trabekeln
durchquert wird. An manchen Stellen sind diese beiden Hirnhaute dicht mit-
einander verbunden, und der Subarachnoidalraum ist stark verschmalert
(Peters et al., 1991).
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Abb. 2: Die Meningen (modifiziert nach Alcolado et al., 1988).
DM: Dura mater; A: Arachnoidea; SAS: Subarachnoidal space; PM: Pia ma-
ter; SPS: Subpial space; C: Kortex

1.21.1 Arachnoidea

Die Arachnoidea besteht aus 2 Zelllagen. Die Duragrenzschicht (dural bor-
der layer) ist 5-6 Zelllagen dick und steht mit den duralen Fibroblasten in
Kontakt. Dem Subarachnoidalraum zugewandt befindet sich die Arachnoi-
deagrenzschicht (arachnoid barrier layer). Die Zellen dieser Schicht sind
irregular geformt und Gber Desmosomen, tight junctions und gap junctions
dicht miteinander verbunden. Arachnoideagrenzschicht und Duragrenz-
schicht konnen durch einen schmalen Spalt voneinander getrennt sein. Die
Pia mater steht durch Trabekel mit der Arachnoideagrenzschicht in Kontakt
(Alcolado et al., 1988).



1.2.1.2 Pia mater und Kortexoberflache

Die Pia mater besteht aus einer einzelnen, zum Teil fenestrierten Zelllage.
Sie folgt dem Verlauf des Kortex und liegt der pial-glialen Grenzbasal-
membran auf, welche von Astrozyten gebildet wird. Pia mater und Basal-
membran sind durch einen 6nm breiten Subpialraum getrennt. Die oberste
Schicht der Kortexoberflache, Membrana limitans gliae genannt, besteht aus
Astrozytenfortsatzen (Lopes und Mair, 1974b).

1.2.2 Extrazellulare Matrix der Cortexoberflache und der Meningen
1.2.2.1 BlutgefaRe

Basalmembran umgibt die Blutgefal3e in Gehirn und Leptomeningen (Rutka
et al., 1986).

1.2.2.2 Dura mater und Arachnoidea

Zwischen Dura mater und Arachnoidea besteht keine Basalmembran. In-
nerhalb der Arachnoidea wird variabel Basalmembran exprimiert (Waggener
und Beggs, 1967). Duragrenzschicht und Arachnoideagrenzschicht kdnnen
durch einen Spalt getrennt sein. Zwischen beiden Schichten werden fakulta-
tiv zwei Basalmembranen exprimiert. Basalmembran findet man an der inne-
ren Flache der Duragrenzschicht und an der aul3eren Flache der Arachnoi-
deagrenzschicht. Es konnen auch lediglich eine oder gar keine Basal-
membran exprimiert werden (Abb.3). Die Basalmembran der Arachnoidea
ist im Gegenteil zu Ublicher Basalmembran diskontinuierlich. Auch an der
dem Subarachnoidalraum zugewandten Arachnoideagrenzschicht wird fa-
kultativ eine diskontinuierliche Basalmembran exprimiert. Diese Basal-
membran kann die Trabekel im Subarachnoidalraum begleiten und sie von

den umgebenden Kollagenfasern trennen (Lopes und Mair, 1974a).



AUSSEN

INNEN

Abb.3: Struktur und extrazellulare Matrix der Arachnoidea (modifiziert nach
Lopes und Mair, 1974a). S: Raum zwischen Duragrenzschicht und Arach-
noideagrenzschicht; DBL: dural border layer; ABL: arachnoid barrier layer;
BM: Basalmembran; SAS: Subarachnoidal space

1.2.2.3 Die pial-gliale Grenzbasalmembran

Die Pia mater ist eine einzelne fenestrierte Zelllage, die die die pial-gliale
Grenzbasalmembran Uberzieht (Abb.4). Diese Basalmembran wird von der
Membrana limitans gliae gebildet, ist unter physiologischen Bedingungen
kontinuierlich und bedeckt die gesamte Kortexoberflache, ohne dabei zwi-
schen die Astrozytenfortsatze zu dringen. Die Pia mater ist durch einen
schmalen Subpialraum von dieser Basalmembran getrennt (Lopes und Mair,
1974Db). Findet eine Trennung zwischen Membrana limitans gliae und Pia
mater statt, bleibt die pial-gliale Grenzbasalmembran stets an der Membra-
na limitans gliae haften (Waggener und Beggs, 1967).



Abb.4: Pia mater und Kortexoberflache (modifiziert nach Peters et al., 1991).
PM: Pia mater; SPS: Subpial space; BM: pial-gliale Grenzbasalmembran; A:

Astrozytenfortsatze der Membrana limitans gliae

1.3 Die extrazellulare Matrix der Meningeome

Meningeome stammen von Arachnoideazellen ab. Diese kdnnen unter phy-
siologischen und pathologischen Bedingungen Bestandteile der extrazellula-
ren Matrix herstellen (Nitta et al., 1990). Sowohl normale leptomeningeale
Zellen als auch Meningeomzellen synthetisieren in vitro Kollagen IV und an-
dere Basalmembranbestandteile (Rutka et al., 1986). Basalmembran wird
sowohl an Blutgefalen als auch an der Oberflache von Lobuli exprimiert und
trennt diese von fibrésen Septen und dem perivaskularen Virchow-Robin-
Raum. Meningotheliomatdse Meningeome exprimieren innerhalb der Pseu-

dosynzitien interzellular keine Basalmembran (Nitta et al., 1990).

1.4 Basalmembran- Morphologie und Funktion

Die Basalmembran ist ein wichtiges Strukturelement der extrazellularen Mat-
rix (Martinez-Hernandez und Amenta, 1983). Sie kommt im gesamten
menschlichen Korper vor und trennt epitheliale Zellen von Bindegewebe
(Rutka et al., 1988). Basalmembran verleiht mechanische Stabilitat, halt die
Polaritat und Organisation epithelialer Zellen aufrecht und nimmt Einfluss
auf Proliferation und Differenzierung von Zellen, Adhasion, Migration und
Genexpression (Lohi, 2001). Strukturelle Komponenten, die ausschliesslich
in der Basalmembran zu finden sind, sind Kollagen IV und Laminin (Barsky
et al., 1983). Kollagen IV, ein nicht-fibrillares Kollagen, ist der Hauptbestand-
teil der Lamina densa und fur die normale Struktur der Basalmembran zu-

standig (Rutka et al., 1986). Laminin, Fibronectin und Tenascin sind Moleku-
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le, welche die Bindung von Zellen an die Basalmembran ermdglichen (Lohi,
2001). Im zentralen Nervensystem ist die Basalmembran wichtig fur den Er-
halt der normalen Struktur und Funktion. Sie ist beteiligt an pathologischen
Vorgangen wie neoplastischen Prozessen. Als pial-gliale Grenzbasal-
membran und als vaskulare Basalmembran unterscheidet sie sich nicht von

der im Ubrigen Korper vorkommenden Basalmembran (Rutka et al., 1988).

1.5 Fragestellung

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass Meningeome sowohl im biologi-
schen Verhalten als auch histomorphologisch heterogen sind. Es bestehen
wenige klare Forschungsergebnisse in Bezug auf den Zusammenhang zwi-
schen Proliferation, histologischen Merkmalen, Cytogenetik und den prog-
nostischen Wert dieser Parameter. Uns interessiert im Speziellen die Patho-
genese der Hirninvasion in histomorphologisch benignen Meningeomen. Die
Rolle der extrazellularen Matrix im Invasionsmechanismus von Meningeo-
men bleibt unklar. Dieser Arbeit liegt die Fragestellung zugrunde, ob es spe-
zifische histomorphologische Kriterien gibt, die unabhangig von histologi-
schem Subtyp und WHO-Grad mit aggressivem Tumorwachstum und Inva-
sion an der Hirn-Tumor-Grenze einhergehen. Dies wollen wir durch mikro-
skopische Beurteilung der Hirn-Tumor Grenze in situ untersuchen. Dabei
beschranken wir uns auf benigne Tumoren WHO Grad | und den menin-
gotheliomatésen Subtyp. Wir gehen so vor, um hirninvasive mit nicht-
hirninvasiven Meningeomen unabhangig von Malignitatsgrad oder Subtyp zu
vergleichen. Dadurch schlie3en wir den Einfluss atypischer oder anaplasti-
scher Meningeome auf das Invasionsverhalten aus. Unsere Einteilung bein-
haltet Kategorie | (hirninvasive Meningeome), Kategorie Il und Il (nicht-
invasive Meningeome mit oder ohne anhangendem Hirngewebe). Um die
Mechanismen der Hirninvasion bei Meningeomen besser erklaren zu kon-
nen, mussen sie vor den Hintergrund der Struktur der Meningen, der Kortex-
oberflache und deren extrazelluaren Matrix gestellt werden. Diese Arbeit
geht von der Hypothese aus, dass ein hirninvasives Meningeom die pial-
gliale Basalmembran zerstéren muss. Durch den Einsatz des Kollagen IV

Antikdrpers wollen wir das Ausmal der Degradation der Basalmembran
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zwischen Tumor und Hirn untersuchen. Dabei bertcksichtigen wir das Vor-
handensein oder die Abwesenheit von Tumorinvasion. Die Proliferationsrate
untersuchen wir mittels des MIB-1 Antikorpers, um zu Uberprifen, ob eine
heterogene Verteilung von proliferierenden Zellen im Sinne eines erhdhten
MIB-1 Index an der Invasionsgrenze aufzufinden ist. Der Antikorper gegen
das epitheliale Membranantigen (EMA) dient uns dazu, haufiger auftretende
Verteilungsmuster von ektodermalen Zellen zu charakterisieren. Durch die
GFAP-Farbung untersuchen wir, ob bei mikroskopischer Tumorinvasion die
gliotische Reaktion des Hirngewebes starker ausfallt oder ob man von gene-
reller Astrozytose des benachbarten ZNS-Gewebes bei Vorhandensein ei-
nes Meningeoms ausgehen kann.
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2 METHODEN

2.1 Patientendaten

Wir wahlten aus dem Gewebearchiv des Instituts fur Hirnforschung der Uni-
versitat Tubingen 49 Meningeome als in Paraffin eingebettete Gewebepro-
ben aus. Um den Einflul} atypischer oder anaplastischer Meningeome auf
das Invasionsverhalten auszuschlieRen, verwendeten wir nur anhand histo-
pathologischer Kriterien als WHO Grad | eingestufte Meningeome. Des Wie-
teren beschrankten wir uns auf intrakranielle Meningeome des meningothe-
liomatdsen Subtyps. Das Gewebe war intraoperativ in den neurochirurgi-
schen Abteilungen der Universitatsklinik Tubingen (Prof. Dr. Grote) und der
Asklepios Klinik in Seesen (Dr. Wickboldt) in den Jahren 1996-2003 ent-
nommen worden (Tabelle 1 im Anhang). Die Gewebeproben stammen von
18 mannlichen Patienten im Alter von 41 bis 82 Jahren und 31 weiblichen
Patientinnen im Alter von 29 bis 80 Jahren, das Verhaltnis mannlich zu
weiblich betragt 1:1,7. Der Altersdurchschnitt der Patienten liegt bei 62 Jah-
ren (mannlich) und 59,6 Jahren (weiblich). Anhand von Hamatoxylin-Eosin-
Farbungen beurteilten wir, ob Hirngewebe im Schnitt vorhanden ist und ob
dieses durch den Tumor infiltriert ist. Aus der Auswertung ergab sich, dass
21 der 49 Meningeome eine Hirninfiltration aufweisen. Die Meningeome
wurden anhand dieser Befunde in drei Gruppen eingeteilt:

Gruppe I: 21 Meningeome, Hirninfiltration vorhanden.
14 weiblich (37-79 J., Durchschnitt 59,8 J.)
7 mannlich (44-65 J., Durchschnitt: 55,1 J.)
Gruppe Il 20 Meningeome, Hirngewebe im Praparat vorhanden, je-
doch nicht infiltriert.
13 weiblich (40- 80 J., Durchschnitt 60,6 J.)
7 mannlich (54-82 J., Durchschnitt 70 J.)
Gruppe llI: 8 Meningeome ohne vorhandenes Hirngewebe im Praparat.
4 weiblich (29-74 J., Durchschnitt 55,8 J.)
4 mannlich (41-80 J., Durchschnitt 60 J.)
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2.2 Material

2.2.1 Herstellung der histologischen Praparate

Von den Paraffinblocken wurden an einem Mikrotom (2040, Leica) 3 pm di-
cke Praparat gefertigt, diese auf silanbeschichtete Objekttrager aufgebracht

und Uber Nacht in einem Warmeschrank bei 37° getrocknet.

2.2.2 Antikorper

2.2.21 Primarantikorper

Antikorper sind Eiweilstoffe aus der Immunglobulinfraktion, die spezifische
Bindungen zu Antigenen eingehen. Monoklonale Antikorper erkennen nur
ein Epitop eines Antigenes und reagieren daher sehr spezifisch.

EMA (Epitheliales Membran-Antigen): Farbt Zellen epithelialen Ursprungs
an, in diesem Falle Arachnoideadeckzellen. Monoklonaler (mouse-anti-
human) EMA-Antikorper, Klon E29, Verdlinnung 1:50. Quelle: DAKO,
Glostrup, Danemark

GFAP (Gliafaserprotein): Farbt die Intermediarfilamentproteine von Astro-
zyten an, soweit diese nicht unter der immunhistochemischen Nachweis-
grenze liegen. Polyklonaler (rabbit- anti-bovine) Saurer-Gliafaserprotein-
Antikorper, Verdunnung 1:500. Quelle: DAKO, Glostrup, Danemark

Kollagen IV : Farbt Kollagen IV, einen Hauptbestandteil der Basalmembran
an. Monoklonaler (mouse-anti-human) Kollagen IV-Antikorper, Klon CIV22,
Verdinnung 1:200. Quelle: DAKO, Glostrup, Danemark

MIB-1: Proliferationsindex, Ermittlung des Ki-67-Index (nukleares Protein)

Monoklonaler (mouse-anti-human) Protein Ki-67-Antikorper, Klon MIB-1,
Verdinnung 1:100. Quelle: DAKO, Glostrup, Danemark
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2.2.2.2 Sekundarantikorper

Briickenantikorper zur AB-Methode

Polyklonale Anti-Kaninchen (swine-anti-rabbit) Immunglobuline,
biotinyliert F (ab’)?, affinitatsisoliert, Verdiinnung 1:400. Quelle: DAKO,
Glostrup, Danemark

Polyklonale Anti-Maus (rabbit-anti-mouse) Immunglobuline,
biotinyliert F (ab’)?, affinitatsisoliert, Verdiinnung 1:400. Quelle: DAKO,

Glostrup, Danemark

Briickenantikorper zur indirekten Peroxidase-Methode

Polyklonale Anti-Maus (rabbit-anti-mouse) Immunglobuline, HRP (horsera-
dish-protein)-konjugiert (Peroxidasekonjugat), Verdinnung 1:100. Quelle:
DAKO, Glostrup, Danemark

2.2.3 Farbstoffreagenzien

Avidin-Biotin-Komplex: Reagenzien: Je 5 pl Avidin (Reagenz A) und 5 pl
biotinylierte Meerrettichperoxidase (horseradish, Reagenz B) wurden mit
1ml Tris-buffered saline (TBS)-Gebrauchslésung mindestens 30 Minuten vor
Gebrauch angesetzt. Quelle: DAKO, Glostrup, Danemark

DAB: 60 mg DAB (3,3 Diaminobenzidintetrahydrochlorid, Quelle: Sigma-
Aldrich, Steinheim) wurden in 180 ml Aqua dest. geldst, danach wurden 20
ml Substratpuffer-Stammldsung, 34 gr Imidazol (Quelle: Sigma-Aldrich,
Steinheim) und 29,2 gr NaCl (Quelle: Merck, Darmstadt) hinzugefugt, die
Lésung mit aqua dest. bei pH =7,0 auf 500 ml aufgeflillt und 66,6 ul H,O2

dazugegeben. Die DAB-L&sung wurde vor Gebrauch filtriert.

2.2.4 Losungen

Citratpuffer-Gebrauchslésung

Lésung A: 21,1 gr Zitronensaure-Monohydrat (Quelle: Merck, Darmstadt)
geldst in 1000 ml aqua dest. =0,1 M
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Ldsung B: 29,41 gr Natriumcitrat (tri-Natriumcitrat-Dihydrat, Quelle: Merck,
Darmstadt) gelost in 1000 ml aqua dest. =0,1 M
500 ml Zitratpuffer-Gebrauchslésung, bestehend aus 7 ml Losung A, 43 ml

Ldsung B und 450 ml aqua dest wurde auf pH=6 eingestellt.

Protease-L6sung (0,05%)
100 mg Protease (Quelle: Sigma-Aldrich, Steinheim) wurde in 200 ml TBS-

Gebrauchslésung geldst.

Schweineserum
Schweineserum (Quelle: Biochrom(Seromed), Berlin) wurde 1:10 mit 0,1%

TBS-Gebrauchslésung verdinnt.

Substratpuffer-Stammlosung (10fach)

21 gr Zitronensaure- Monohydrat (Quelle: Merck, Darmstadt), 34 gr Imidazol
(Quelle: Sigma- Aldrich, Steinheim) und 29,2 gr NaCl (Quelle: Merck, Dar-
mstadt) wurden in 500 ml aqua dest. geldst. Kontrolle des pH-Wertes (7,0).

TBS-CaCl,-Stammlosung
7,35 gr CaCl; (Quelle: Serva, Heidelberg) wurde in 500 ml TBS-
Stammldsung gelost und mit Tris-Puffer auf pH=8,0 eingestellt.

TBS-Gebrauchslosung
TBS-Stammldsung wurde mit aqua dest. im Verhaltnis 1:10 verdinnt.

TBS-Stammlosung

60,6 gr Tris-BSA-Puffer und 163,6 gr NaCl wurden in 1500 ml aqua dest. ge-
|6st und mit 25% HCI auf pH=7,5 eingestellt. Danach wurde die Losung mit
aqua dest. auf 2 | aufgefulit.

Tris-BSA-Puffer

100 mg von 0,01% Albumin (Albumin bovine fraction V, Quelle: Serva, Hei-

delberg) wurde in 100 ml TBS-Gebrauchslosung geldst.
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Trypsin-Lésung
50 mg Trypsin (Quelle: Serva, Heidelberg) wurde in 90 ml aqua dest. gelost
und 10 ml TBS-CaCl,-Stammlésung hinzugefligt.

2.2.5 Chemikalien
Erythrosin B (Eosin): Quelle: Merck, Darmstadt

H20: (30%): Quelle: Merck, Darmstadt

Hamatoxylin: Gill 3 Hamatoxylin, Quelle: Shandon Inc., Pittsburgh, USA

HCI/Ethanol: 100 ml 70% Ethanol und 1 ml 25% HCL (Quelle: Merck, Dar-
mstadt)

HICO-MIC: Permanentes Mikroskopier-Einschlussmittel, Quelle: Hirtz & Co.,
Kdln

Methanol: Quelle: Merck, Darmstadt

2.3 Methoden

2.3.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Entparaffinieren: Zum Entparaffinieren wurden die Praparate fur jeweils 10
Minuten in 3 verschiedene Xylol-Kivetten eingebracht, danach in einer ab-
steigenden Alkoholreihe rehydriert (jeweils 2 Minuten 100°-100°-96°-70°), 5

Minuten in Leitungswasser und kurz in aqua dest. gespult.

Farben: Das Tumorgewebe wurde fur eine Minute in Hamalaun (Quelle:
Merck, Darmstadt) belassen, 10 Minuten in Leitungswasser und danach
kurz in aqua dest. gespult und fur 1 Minute in Erythrosin (Erythrosin B, Quel-
le: Merck, Darmstadt) eingebracht.

Fertigstellen: Die Gewebsschnitte wurden zur Dehydratation durch eine

aufsteigende Alkoholreihe gezogen (70°-96°-100°-100°), wobei sie fur eine
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Minute in der letzten Kuvette belassen wurden. Danach wurden sie wieder
fur jeweils eine Minute in 3 Xylol-Kuvetten eingebracht und mit dem Ein-
schlussmittel HICO-MIC eingedeckelt.

2.3.2 Immunhistochemie

2.3.21 Vorbehandlung

Entparaffinieren: Um ein Freilegen der Epitope im Gewebe gewahrleisten
zu kénnen, wurden die Gewebsproben zum Entparaffinieren fir jeweils10

Minuten in 3 verschiedene Chloroform-Kuvetten eingebracht.

Rehydrieren: Einbringen in eine absteigende Alkoholreihe fur jeweils 2 Mi-
nuten (100°-100°-96°-70°).

Spilen: Spulen flr 5 Minuten in Leitungswasser und anschlieend Spulen

in aqua dest.

Demaskieren: Um die Epitope im Gewebe flr die Antikdrperbindung freizu-
legen, ist eine Vorbehandlung notwendig. Die fur die Kollagen IV-Farbung
bestimmten Schnitte wurden fur 10 Minuten in Trypsin-Losung eingebracht
und dabei im 37 °C warmen Wasserbad inkubiert. Die zur EMA-Farbung be-
stimmten Gewebeproben wurden fur 15 Minuten in Trypsin-Losung einge-
bracht und dabei im 37°C warmen Wasserbad inkubiert. Fir die MIB-1-
Farbung wurden die Praparate in einer bis zum Rand mit Citratpuffer-
Gebrauchslosung geflllten Kavette fur 2x10 Minuten bei 1000 Watt in der
Mikrowelle erhitzt und danach zum Abkuhlen fur 30 Minuten aus der Mikro-

welle enthommen.

Blockierung der endogenen Peroxidase: Um zu verhindern, dass das
Chromogen mit der im Gewebe vorhandenen endogenen Peroxidase rea-
giert, muss diese blockiert werden. Dazu wurde eine Kuvette mit 10 ml
H20,, das in 200 ml Methanol geldst war, gefillt und auf einen Rittler ge-
stellt. Die Gewebeschnitte wurden in die Kuvette eingebracht und jeweils 15

Minuten in der Lésung belassen.
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Spiulen: Die Praparate wurden 5 Minuten in Leitungswasser und danach in
aqua dest. gespult. Danach wurden sie fur mindestens 5 Minuten noch ein-
mal in TBS-Gebrauchslésung eingebracht. Die Praparattrager wurden auf
Coverplates (Quelle: Shandon inc., Pittsburgh, USA) aufgespannt, um beim
Farben eine gleichmalige Drainage zu gewahrleisten.

Blockierung

Um ein unspezifisches Anfarben des Gewebes zu verhindern, missen die
elektrostatischen Ladungen im Gewebe abgesattigt werden. Dazu wurden
auf jeden Trager 100 ul Blockierungslosung (Schweineserum) pipettiert und
diese fur 15 Minuten inkubiert.

2.3.2.2 Immunhistochemische Farbung

Antikorper

Bei der indirekten Immunhistochemie wird der spezifische, unkonjugierte
Primarantikorper direkt an das nachzuweisende Antigen gebunden. In ei-
nem zweiten Schritt verbindet sich der mit einem Markerenzym konjugierte
Sekundarantikorper, der spezifisch gegen die Tierspezies des Primaranti-
korpers gerichtet ist, mit dem Primarantikdrper. Fir die Avidin-Biotin-
Methode ist der Sekundarantikorper biotinyliert. Das dritte Reagenz ist ein
Peroxidase-konjugierter Avidin-Biotin-Komplex, dessen freie Avidinbin-
dungsstellen mit dem freien Biotin des Sekundarantikorpers reagieren.
Avidin, ein Eiweil3glykoprotein, hat die Fahigkeit, 4 Molekile des Vitamins
Biotin physikalisch zu binden. Fur die Indirekte-Peroxidase-Methode ist das
Markerenzym Meerrettichperoxidase (HRP, horsreadish-protein) bereits an
den Sekundarantikorper gebunden. Die Peroxidase des AB-Komplexes und
des HRP-konjugierten Sekundarantikérpers werden mit dem Chromogen
DAB sichtbar gemacht. Zu jedem Primarantikdrper wird eine Positivkontrolle
mitgefuhrt, um die Sensitivitat der Methode zu tUberprifen. Fur die GFAP-
Farbung benutzten wir dafir Gewebe von einem Patienten mit cerebraler
Amyloid-Angiopathie mit Leukencephalopathie, fir die Kollagen IV-Farbung
Gewebe von einem Glioblastom Grad IV WHO, fur die MIB-1-Farbung Ge-

webe von einer Rund-Zell-Liposarkom-Metastase und fur die EMA-Farbung
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embryonale Haut. Zur Prufung der Spezifitat fihrtem wir eine Isotypen-
kontrolle mittels gegen Aspergillus niger gerichteten IgG-Antikorpern durch.
Fur die Kollagen-IV- und die MIB-1 Farbung war dies IgG1, fur die EMA-
Farbung IgG2a. Fur die GFAP-Farbung verwendeten wir Verdinnungsme-

dium.

Primarantikorper

Verdunnung:

EMA: Verdinnung 1:50
GFAP: Verdunnung 1:500
Kolllagen IV:  Verdinnung 1:400
MIB-1: Verduinnung 1:100

Auftragen: Auf die Objekttrager wurden je 100 ul der Antikorperldsung pipet-
tiert und diese eine Stunde inkubiert.

Spulen: Die Praparate wurden mit je 100 pl TBS-Gebrauchslésung gespult,
um ungebundene und unspezifisch gebundene Antikdrper zu entfernen. Da-
nach wurde 5 Minuten zugewartet. Dieser Schritt wurde nach Auftragen des

Sekundarantikérpers und nach Auftragen des ABC-Komplexes wiederholt.

Sekundarantikorper

Auf die Objekttrager wurden je 100 pl der Antikdrperlosung aufpipettiert und
diese fur 30 Minuten inkubiert.

EMA und Kollagen IV: Biotinylierter Brickenantikorper rabbit-anti-mouse,
1:400 verdunnt.

GFAP: Biotinylierter Brickenantikorper swine-anti-rabbit, 1:400 verdunnt.
MIB-1: HRP (horseradish-protein)-konjugierter Briickenantikdrper rabbit-anti
mouse, 1:100 verdunnt.

Avidin-Biotin-Komplex: Auf die Gewebsschnitte zur EMA-, GFAP- und Kolla-
gen IV-Farbung wurden je 100 pl der AB-Komplex-Losung aufpipettiert und
diese fur 30 Minuten inkubiert. Nach dem letzten Spulvorgang wurden die
Objekttrager von den Coverplates abgespannt und flr mindestens 5 Minuten

in eine Klvette mit TBS-Gebrauchslésung eingebracht.
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Farben

DAB (Diaminobenzidin) fungiert als Chromogen fur HRP (horseradish-
protein). Zusammen mit dem Substratpuffer und H,O; bilden sie einen Farb-
komplex.

DAB-Substratlosung: Die Praparate wurden in Kuvetten mit DAB-
Substratlosung eingebracht. Fur die EMA-, GFAP- und MIB-1-Farbung wur-
den sie fur 10 Minuten unter Lichtabschluss inkubiert, die Kollagen V-
Schnitte jedoch nur fur 2 Minuten, um eine starke Hintergrundfarbung zu

vermeiden. Danach Spulen in Leitungswasser fur 5 Minuten.

Hamatoxylin-Eosin: Um die Zellkerne sichtbar zu machen, wurde das Ge-
webe fur 5 Sekunden in Hamatoxylin-Eosin eingebracht, danach fir 5 Minu-

ten in Leitungswasser gespuilt.

Differenzieren:
Die Objekttrager wurden fur 20 Sekunden in HCI-Alkohol eingetaucht, da-
nach wieder fur 5 Minuten in Leitungswasser gesplilt.

Fertigstellen

Um das Gewebe zu dehydrieren, wurde es fur jeweils 2 Minuten in eine auf-
steigende Alkoholreihe (70°-96°-100°-100°) eingebracht. Danach wurden die
Praparate fur jeweils 2 Minuten in 3 verschiedenen Kivetten mit Xylol inku-
biert. Zum Schluss wurden die Schnitte mit dem Mikroskopier-
Einschlussmittel HICO-MIC eingedeckelt.
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3 ERGEBNISSE

Unsere Einteilung der Meningeome in 3 Kategorien berucksichtigt Vorhan-
densein von Hirngewebe im Praparat und Hirninvasion durch den Tumor.
Das Vorhandensein von Hirngewebe im Operationspraparat kdnnte einen
Hinweis darauf geben, dass Gefaldverbindungen von Hirn- und Tumorgewe-
be bestehen, der Subarachnoidalraum aufgehoben ist und das Meningeom
sich daher operativ nicht vom Hirngewebe trennen lie3. Diese Einteilung ge-
schah anhand von HE (Hamatoxylin-Eosin)-Farbungen. Als Hirninvasion
werteten wir mikroskopische, in situ erkennbare Invasion im Sinne von Tu-
morzapfen, die in das ZNS-Gewebe hineinreichen und ganzlich von Hirnge-
webe umgebene Tumorstrukturen. Neuroradiologische oder neurochirurgi-
sche Befunde werteten wir nicht, um allein auf histologischer Basis auch

Frihstadien zu erfassen.

Kategorie I: Meningeome mit ZNS-Gewebe im Praparat, die eine Hirn-
invasion aufweisen (21 Exemplare). (Abb.5)

Kategorie II: Meningeome mit ZNS-Gewebe im Praparat, die keine Hirn-
invasion aufweisen (20 Exemplare). (Abb.6)

Kategorie Ill:  Meningeome ohne ZNS-Gewebe im Praparat
(8 Exemplare).

=
4
9 /.

Abb.5 (Hamatoxylin-Eosin x100): Hirninvasion mit Tumorinseln (Pfeil) im
ZNS-Gewebe. Das Tumorgewebe besteht aus Lobuli (L), die von kollage-
ndsen Septen (S) umgeben werden. H= Hirngewebe, T= Tumor
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Abb.6 (Hamatoxylin-Eosin x100): Nicht-invasives Meningeom mit erhaltenen

Leptomeningen (Pfeil). H=Hirngewebe, T=Tumor, L=Leptomeningen

Invasionsverhalten des Tumors
Wir Uberpriften Obliteration des Subarachnoidalraumes und mikroskopi-
sche Invasion in Leptomeningen und zentralnervoses Gewebe durch die

Meningeome.

Der Subarachnoidalraum

Wahrend des Invasionsprozesses dringen Meningeome in den zwischen
Tumor und Hirn gelegenen Subarachnoidalraum. Im Falle eines weit fortge-
schrittenen Invasionsprozesses ist der Subarachnoidalraum komplett aufge-
hoben, und Tumorgewebe grenzt direkt an zentralnervoses Gewebe. Diese
komplette Obliteration des Subarachnoidalraumes besteht in 38,1% (8/21)
der Meningeome der Kategorie | (hirninvasiv), 10% (2/20) der Kategorie |l
(nicht-hirninvasiv mit anhangendem Hirngewebe) und keinem Exemplar der
Kategorie Il (nicht-hirninvasiv ohne anhangendes Hirngewebe). Durchge-
hend vorhandene Leptomeningen oder eine kontinuierliche einlagige lepto-
meningeale Schicht besteht in keinem Exemplar, der Subarachnoidalraum
ist immer fokal aufgehoben. Reste von Leptomeningen konnten wir in 38,1%
(8/21) der Meningeome der Kategorie | (hirninvasiv) auffinden. In (5/21) Me-
ningeomen dieser Kategorie (23,8%) wiesen wir fokal eine einlagige lepto-
meningeale Schicht nach. In den Meningeomen der Kategorie Il (nicht-

hirninvasiv mit anhangendem Hirngewebe) sind in 55% (11/20) noch Reste
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von Leptomeningen vorhanden. In 35% (7/20) besteht fokal eine einlagige
leptomeningeale Schicht. In den Meningeomen der Kategorie Il (nicht-
hirninvasiv ohne anhangendem Hirngewebe) fanden wir in 37,5% (3/8) eine
einlagige leptomeningeale Schicht und in 62,5% (5/8) Reste von Leptome-
ningen. Zusammengefasst lasst sich sagen, dass der Subarachnoidalraum
durch die Invasion stark beeintrachtigt, oft sogar komplett aufgehoben ist,

jedoch auch in nicht-invasiven Meningeomen verschmalert sein kann.

Invasion der Leptomeningen

Invasives Wachstum zeichnet sich durch in die Leptomeningen hineinragen-
de Tumorzapfen und abgeldste Tumorinseln in den Leptomeningen aus.
Auch diffuse Invasion durch disseminierte Tumorzellen existiert. Das Tu-
morgewebe erscheint hierbei mit dem leptomeningealen Gewebe verwach-
sen. 61,9% (13/21) der Meningeomen der Kategorie | (hirninvasiv) weisen
teilweise erhaltenen Subarachnoidalraum und Leptomeningen auf. Die ver-
bliebenen Leptomeningen sind in 100% der Falle (13/13) von Tumor infilt-
riert. Meningeome der Kategorie Il (nicht-hirninvasiv mit anhangendem Hirn-
gewebe) weisen zu 90%(18/20) erhaltene Leptomeningen auf, auch hier be-
steht in 100% der Falle (18/18) eine Tumorinvasion in verbliebenes lepto-
meningeales Gewebe. Meningeome der Kategorie IIl (nicht- hirninvasiv oh-
ne anhangendes Hirngewebe) weisen in 100% der Falle leptomeningeales
Gewebe an der Tumoroberflache auf, das in 87,5% (7/8) der Falle von Tu-
morgewebe invadiert ist. In einem Fall (12,5%) lasst sich keine Invasion der
Leptomeningen nachweisen, das Tumorgewebe wird frontartig von den Lep-
tomeningen zurickgehalten. Zusammengefasst Iasst sich sagen, dass fast
alle Meningeome durch Invasion der Leptomeningen charakterisiert sind,

auch jene die nicht hirninvasiv sind.

Invasion des zentralnervosen Gewebes

Hirninvasion durch Meningeome existiert als Invasion durch Zapfen, die vom
Tumorgewebe ausgehend in das ZNS hineinragen und teilweise von Hirn-
gewebe eingeschlossen sind (Abb.5, 17-18). In Meningeomen der Kategorie

| (hirninvasiv) lasst sich in 100% (21/21) der Falle Hirninvasion nachweisen,
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in 95,2% (20/21) sind komplett von Hirngewebe umgebene Tumorstrukturen

vorhanden.

In Tumor eingeschlosssenes Hirngewebe

Neben Tumoranteilen im Hirngewebe wiesen wir auch Hirngewebsinseln,
die durch den Invasionsprozess in Tumorgewebe eingeschlossen sind, nach
(Abb.22). Diese Hirngewebsinseln fanden wir in 19% (4/21) der hirninvasi-

ven Meningeome (Kategorie |).

3.1 MiB-1

Wir verwendeten MIB-1 als Antikdrper, um den Proliferationsindex der Me-
ningeome abzuschatzen. MIB-1 wird in den Zellkernen proliferierender Zel-
len exprimiert, der MIB-1-Index flieRt nicht in das WHO-Grading mit ein. Wir
wollten die Proliferationsindices der drei verschiedenen Kategorien und die
Korrelation zwischen Proliferationsindex und Hirninvasivitat dberprifen. Des
Weiteren interessierte uns, ob das Muster MIB-1 positiver Tumorzellen ho-
mogen verteilt ist oder ob invadierende Tumorstrukturen starker proliferie-
ren. Wir nahmen eine semiquantitative Abschatzung des MIB-1 Scores vor,
indem wir die MIB-1 Raten in die Gruppen unter 1%, 1-2%, bis zu 5%, bis
zu 10% und Uber 10% einteilten. In jeder Kategorie demonstrieren die meis-
ten Meningeome Proliferationsraten unter 1% (Abb.7). Ungewdhnlich hohe
Werte von bis zu 10% oder dartber (Abb.8) treten selten auf und sind in hir-
ninvasiven Tumoren nicht haufiger aufzufinden. In Kategorie | (hirninvasive
Meningeome) exprimieren 61,9% (13/21) der Meningeome MIB-1 Raten von
<1%, 14,3% (3/21) Raten von 1-2% und 23,8% (5/21) Raten von bis zu 5%.
Hohere Prolferationsindices sind nicht nachzuweisen. In Kategorie Il (nicht-
hirninvasive Meningeome mit anhadngendem Hirngewebe) exprimieren 40%
(8/20) der Meningeome MIB-1 Raten von <1%, 5% (1/20) Raten von 1-2%,
35% (7/20) Raten von bis zu 5% und 10% (2/20) Raten von bis zu 10%.
Weitere 10% (2/20) weisen Raten von Uber 10% auf. Ein Exemplar weist ei-
nen MIB-1 Index von bis zu 15% und ein weiteres einen Index von bis zu
30% auf. Auch in Kategorie Il (nicht-hirninvasive Meningeome ohne anhan-

gendem Hirngewebe) exprimieren 50% (4/8) der Meningeome MIB-1 Raten
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unter 1%. 12,5% (1/8) weisen Raten von 1-2%, 25% (2/8) Raten von bis zu
5% und ein Exemplar (12,5%) einen Index von bis zu 10% auf.

.

Abb.7 (MIB-1 x400): MIB-1 Rate unter 1% in Meningeom der Kategorie |
(hirninvasiv)

Abb.8 (MIB-1 x400): MIB-1 Rate bis zu 10% in Meningeom der Kategorie |l
(nicht-hirninvasiv mit anhangendem Hirngewebe)

Das Verteilungsmuster der MIB-1 positiven Zellen |asst keine quantitativen
Unterschiede zwischen den einzelnen Tumorarealen erkennen. Proliferie-
rende Zellen sind im gesamten Tumor homogen verteilt und konzentrieren
sich nicht an der Invasionsgrenze. Zusammengefasst lasst sich sagen, dass

der MIB-1 Index in den verschiedenen Meningeomen unseres Patientengu-
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tes variabel ist und unter den invasiven Meningeomen keine hoheren Raten
zu verzeichnen sind. Auch innerhalb des Tumorgewebes stellten wir keine

Steigerung der Proliferationsrate in invasiven Tumorarealen fest.

3.2 EMA

Wir verwendeten EMA (Epitheliales Membran-Antigen), einen spezfischen
Antikorper fur Gewebe epithelialen Ursprungs, um zu untersuchen, ob die-
ses Antigen in allen Tumorzellen vorhanden ist und um vorhandene Vertei-
lungsmuster zu charakterisieren. Alle Meningeomgewebe lielen sich mit
dem epithelialen Membran-Antigen EMA anfarben, sowohl invasive als auch
nicht-invasive Exemplare. Wir konnten kein komplett EMA-negatives Menin-
geom nachweisen. Es liel3en sich bestimmte Verteilungsmuster charakteri-

sieren. Ein haufig auftretendes Merkmal ist das komplementare Muster
(Abb.9).

Abb.9 (EMA x200): Komplementares Verteilungsmuster in nicht-invasivem
Meningeom (Kategorie Il)

Stark angefarbte Zellgruppierungen wechseln mit schwacher angefarbten
Tumorarealen in einem groben Muster ab. Andere Meningeome weisen ein
diffuses Verteilungsmuster auf. In Kategorie | (hirninvasive Menigeome) de-
monstrieren 76,2% (16/21) der Meningeome ein komplementares und
23,8% (5/21) ein diffuses Muster. In Kategorie Il (nicht-hirninvasiv mit an-

hangendem Hirngewebe) zeigen 75% (15/20) ein komplementares und 25%
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(5/20) ein diffuses Muster. 62,5% (5/8) der Meningeome der Kategorie I
(nicht-hirninvasiv ohne anhangendem Hirngewebe) weisen ein komplemen-
tares und 37,5% (3/8) ein diffuses Muster auf. Unterschiede zwischen star-
ker und schwacher angefarbten Tumorbereichen ergeben sich auch zwi-

schen Lobuli und bindegewebigen Septen (Abb.10).
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Abb.10 (EMA x100): Starkere Anfarbung der Lobuli in hirninvasivem Menin-
geom (Kategorie |)

Keinen Unterschied diesbezuglich zeigen 47,6% (10/21) der Meningeome
der Kategorie | (hirninvasive Menigeome), 65% (13/20) der Kategorie I
(nicht-hirninvasiv mit anhangendem Hirngewebe) und 62,5% (5/8) der Kate-
gorie Il (nicht-hirninvasiv ohne anhangendem Hirngewebe). Die Septen sind
in 23,8% (5/21) der Meningeome der Kategorie |, 25% (5/20) der Kategorie
I und 25% (2/8) der Kategorie Il starker angefarbt. In 28,6% (6/21) der
Meningeome der Kategorie |, 10% (2/20) der Kategorie Il und 12,5% (1/8)
der Kategorie Ill sind die Lobuli starker angefarbt.

In 61,9% (13/21) der Meningeome der Kategorie | (hirninvasive Menigeo-
me), 60% (12/20) der Kategorie Il (nicht-hirninvasiv mit anhangendem Hirn-
gewebe) und 37,5% (3/8) der Kategorie Ill (nicht-hirninvasiv ohne anhan-
gendem Hirngewebe) ergibt sich aus der Ubersicht des gesamten Tumor-
gewebes kein Unterschied in der EMA-Farbeintensitat zwischen dem Zent-
rum der Pseudolobuli und deren Peripherie. Ein Gefalle der EMA-

Farbeintensitat im Sinne einer starkeren Anfarbung in der Peripherie der
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Lobuli mit kontinuierlicher Abschwachung zum Zentrum der Lobuli hin be-
obachteten wir in 23,8% (5/21) der Meningeome der Kategorie |, 25% (5/20)
der Kategorie Il und 25% (2/8) der Kategorie 11l (Abb.11).

Abb.11 (EMA x50): Gefalle der Farbeintensitat von auf3en nach innen in

nichtinvasivem Meningeom (Kategorie Il)

Ein entgegengesetztes Gefalle mit einem starkeren Anfarbung zentral in den
Lobuli im Vergleich zu einer schwacher angefarbten Lobulusperipherie zeigt
sich in 14,3% (3/21) der Meningeomen der Kategorie |, 15% (3/20) der Ka-
tegorie Il und 37,5% (3/8) der Kategorie .

Wirbel und Psammomkdrper sind in 38,1% (8/21) der Meningeome der Ka-
tegorie | (hirninvasive Meningeome), 30% (6/20) der Kategorie Il (nicht-
hirninvasiv mit anhangendem Hirngewebe) und 37,5% (3/8) der Kategorie Il
(nicht-hirninvasiv ohne anhangendem Hirngewebe) im Vergleich zum umlie-

genden Tumorgewebe starker angefarbt (Abb.12).
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Abb.12 (EMA x400): Anfarbung der Psammomkorper in hirninvasivem Me-
ningeom (Kategorie )

In 10% (2/20) der Meningeome der Kategorie Il sind Wirbelformationen
schwacher als der Rest des Tumorgewebes angefarbt.

Die Oberflache der einzelnen Meningeome, definiert als die Grenze zum
Subarachnoidalraum, ist in 76,2% (16/21) der Meningeome der Kategorie |
(hirninvasive Meningeome), 70% (14/20) der Kategorie Il (nicht-hirninvasiv
mit anhangendem Hirngewebe) und 50% (4/8) der Kategorie Il (nicht-
hirninvasiv ohne anhangendem Hirngewebe) starker angefarbt im Sinne ei-
nes schmalen Saumes stark EMA-positiver Zellen. In einem Meningeom der
Kategorie | (5%) 1aRt sich ein starker angefarbter Randsaum in jedem Lobu-
lus nachweisen. Zusammengefasst lasst sich sagen, dass die EMA-Farbung
variabel ist und keine wesentlichen Unterschiede zwischen invasiven und

nicht-invasiven Meningeomen erkennen Iasst.

3.3 Kollagen IV

Durch die Kollagen IV-Farbung Uberpriften wir, ob die Meningeome zusatz-
liche Produktion von Basalmembran (BM) im Tumorinneren oder an der
Tumoroberflache aufweisen. Zusatzlich wollten wir prufen, ob physiologisch
vorhandene Basalmembran durch das Tumorwachstum degradiert ist.

Wir konnten Produktion von Basalmembran im Tumorinneren und an der
Tumoroberflache nachweisen. Diese Basalmembran findet sich groftenteils

an oberflachlichen Tumorstrukturen. Unabhangig vom Invasionsverhalten
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der Meningeome beobachteten wir Basalmembran an der dem Subarach-
noidalraum zugewandten Tumoroberflache und im Inneren der Tumore als
Begrenzung der einzelnen Lobuli (Abb.13-14+16).

Abb.13 (Kollagen IV x400): Basalmembran (Pfeile) an der Oberflache
von Tumorlobuli (T) in hirninvasivem Meningeom (Kategorie )

Abb.14 (Kollagen IV x400): Basalmembran (BM) an der Oberflache
von Lobuli (Pfeile) sowie an Blutgefassen in hirninvasivem Meningeom (Ka-
tegorie 1)

Kollagen IV grenzt die Tumorlobuli von perivaskularen Virchow-Robin-

Raumen ab und trennt sie von interlobularen kollagendsen Septen. Dadurch

scheint das Meningeomgewebe in ein Muster aus Tumorstroma (interlobula-
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re Septen) und Tumormatrix (Lobuli) eingeteilt. Basalmembran an der Ober-
flache von Pseudosynzitien wiesen wir in 42,8% (9/21) der Meningeome der
Kategorie | (hirninvasiv), 20% (4/20) der Meningeome der Kategorie Il (nicht-
hirninvasiv mit anhangendem Hirngewebe) und in 12,5% (1/8) der Meninge-
ome der Kategorie Il (nicht-hirninvasiv ohne anhangendem Hirngewebe)
nach. Dieses appositionelle Kollagen 1V ist fokal vorhanden und weist eine
dinne, unregelmaflige Struktur auf. Basalmembran von Blutgefassen inner-
halb des Tumors, im Subarachnoidalraum und im zentralnervésen Gewebe
ist an keiner Stelle degradiert. Sie zeichnet sich durch eine durchgehende
Kollagen IV-Reaktivitat aus (Abb.14). In 5% (1/21) der Meningeome der Ka-
tegorie | (hirninvasiv), 20% (4/20) der Kategorie Il (nicht-hirninvasiv mit an-
hangendem Hirngewebe) und keinem Meningeom der Kategorie Il (nicht-
hirninvasiv ohne anhangendem Hirngewebe) wiesen wir interstitielles Kolla-

gen IV im Tumor nach. Dieses ist in einem retikularem Muster zwischen den

einzelnen Tumorzellen verteilt (Abb.15).

Abb.15 (Kollagen IV x400): Interzellulare BM in nichtinvasivem Meningeom
(Kategorie II).

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass Meningeome sich durch die Fa-
higkeit zur autonomen Basalmembranproduktion auszeichnen. Diese Pro-
duktion ist fakultativ. Es scheint kein Zusammenhang zum Invasionsverhal-
ten des Tumors zu bestehen, da sowohl invasive als auch nicht-invasive

Meningeome Basalmembran exprimieren.

32



Wir untersuchten die Hirn-Tumor-Grenze auf Degradation der pial-glialen
Grenzbasalmembran bei mikroskopischer Hirninvasion. Des Weiteren woll-
ten wir das Vorkommen von appositioneller Basalmembran an der Invasi-

onsgrenze beschreiben.

Die pial-gliale Grenzbasalmembran

Die pial-gliale Grenzbasalmembran (Abb.16) als physiologisch vorkommen-
de Basalmembran an der Kortexoberflache ist in den Invasionsprozess der
Meningeome involviert. Sie wird schon in Frihstadien der Invasion affektiert.
Die pial-gliale Grenzbasalmembran kann verdunnt, fragmentiert sein oder
sogar komplett fehlen. Diese Degradation findet lokal unter erkennbarem
Einflufd von invadierenden Tumoranteilen (Abb.17+18) oder Uber weite
Strecken statt. Zerstérung der pial-glialen Grenzbasalmembran findet auch
bei nicht-invasiven Meningeomen statt. In 14,3% (3/21) der Meningeome der
Kategorie | (hirninvasiv) und 15% (3/20) der Kategorie Il (nicht-hirninvasiv
mit anhangendem Hirngewebe) Iasst sich keine pial-gliale Grenzbasal-
membran nachweisen. An der Hirn-Tumor-Grenze von 85,7% (18/21) der
Meningeome der Kategorie | (hirninvasiv) und 70% (14/20) der Meningeome
der Kategorie Il (nicht-hirninvasiv mit anhangendem Hirngewebe) Iasst sich
fokal eine verdunnte, diskontinuierliche pial-gliale Grenzbasalmembran er-
kennen. In keinem Meningeom der Kategorie | (hirninvasiv) und 15% (3/20)
der Kategorie Il (nicht-hirninvasiv mit anhangendem Hirngewebe) lasst sich
eine komplett erhaltene pial-gliale Grenzbasalmembran entlang der gesam-
en Hirnoberflache verfolgen. In 87,5% (7/8) der Meningeome der Kategorie
[l (nicht-hirninvasiv ohne anhangendem Hirngewebe) konnten wir aufgrund
mangelnder Oberfache das Vorhandensein der pial-glialen Grenzbasal-
membran nicht beurteilen. In 12,5% (1/8) lasst sich eine fragmentierte Ba-

salmembran erkennen.
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Abb.16 (Kollagen IV x400): Hirninvasives Meningeom (Kategorie |). Die pial-
gliale Grenzbasalmembran (Pfeil re.) trennt das Gehirn (H) vom Tumor (T).
Der Tumor weist hier eine zusatzliche Basalmembran auf (Pfeile Mitte+li.).

Ein Exemplar von Tumorzapfen schiebt eine doppelte, fokal degradierte
Membran, bestehend aus pial-glialer Grenzbasalmembran und Tumoro-
berflachenbasalmembran, vor sich her (Abb.17).

Abb.17 (Kollagen IV x400): Hirninvasives Meningeom (Kategorie I). Ein in-
vadierender Tumorzapfen schiebt eine doppelte Basalmembran, bestehend
aus pial-glialer Grenzbasalmembran und appositioneller Basalmembran, vor
sich her. Diese Basalmembran ist fokal zerstort (Pfeile deuten auf Stellen
mit Basalmembranabbruch). T= Tumor, H= Hirngewebe.
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Pseudopodien stellen eine spezielle Form der Hirninvasion dar. Sie zersto-
ren lokal die pial-gliale Grenzmembran und dringen in den subpialen Raum
vor (Abb.18). Diese Pseudopodien fanden wir in 42,9% (9/21) der Meninge-

ome der Kategorie | (hirninvasiv).
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Abb.18 (Kollagen 1V x400): Hirninvasives Meningeom (Kategorie 1). Pseu-
dopodium (Stern) im Subpialraum mit Zerstérung der doppelt vorhandenen
Basalmembran (Pfeil: Abbruch der BM). T= Tumor, H= Hirn.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass sich Meningeome sich durch die
Fahigkeit zur Zerstdérung der pial-glialen Grenzbasalmembran auszeichnen.
Dies kann ohne direkten Kontakt von Basalmembran und Tumorgewebe
geschehen. Auch Meningeome ohne Hirninvasion weisen eine Zerstérung
der pial-glialen Grenzbasalmembran auf. Die Kollagen IV-Farbung unter-
scheidet zwischen Invasion mit erhaltener Basalmembran und Invasion oh-
ne erhaltener Basalmembran. Pseudopodienartige mikroinvasive Tumoraus-

laufer degradieren fokal die pial-gliale Grenzbasalmembran.

Appositionelle Basalmembran an der Hirn-Tumor-Grenze

Wir wollten untersuchen, ob sich an der Hirn-Tumor-Grenze und in Invasi-
onszonen appositionelle Basalmembran nachweisen lasst. Des Weiteren
wollten wir Uberprifen, ob Unterschiede zwischen invasiven und nicht-

invasiven Meningeomen bestehen.
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Meningeome zeichnen sich durch oberflachliche Basalmembranexpression
aus. Diese tritt an der an der Grenze zum Subarachnoidalraum und an der
Hirn-Tumor-Grenze auf (Abb.16). Dabei kann durch die direkte Beziehung
zur pial-glialen Grenzbasalmembran das Bild einer doppelten Basal-
membran entstehen. Diese Basalmembran an der Tumoroberflache lasst
sich in invasiven und nicht-invasiven Meningeomen nachweisen. Auch Tu-
morzapfen und Tumorinseln im zentralnervésen Gewebe sind teilweise noch
von Basalmembran bedeckt (Abb.17+19). Appositionelle Basalmembran ist
in keinem Fall wie Ubliche Basalmembran als durchgehend Kollagen-IV-
reaktive Struktur vorhanden, weder in invasiven noch in nicht-invasiven Me-
ningeomen. Oberflachliche Basalmembran lasst sich in 76,2% (16/21) der
Meningeome der Kategorie | (hirninvasiv) und 90% (18/20) der Kategorie Il
(nicht-hirninvasiv mit anhangendem Hirngewebe) nachweisen. In 33,3%
(7/21) der Meningeome der Kategorie | (hirninvasiv) mit komplett von Hirn-
gewebe umgebenen Tumorstrukturen sind diese von verdunnter, diskontinu-

ierlicher Basalmembran umgeben (Abb.19).
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Abb.19 (Kollagen IV x200): Tumor (T) im Hirngewebe (H) ist teilweise von
Basalmembran bedeckt (Pfeil li.). Der Pfeil rechts kennzeichnet eine Stelle
ohne Basalmembran.

Durchgehend Kollagen-IV-negativ ist die Oberflache von 23,8% (5/21) der

Meningeome der Kategorie | (hirninvasiv) und 10% (2/20) der Kategorie Il
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(nicht-hirninvasiv mit anhangendem Hirngewebe). Meningeome der Katego-
rie Il (nicht-hirninvasiv ohne anhangendes Hirngewebe) weisen in 37,5%
(3/8) Kollagen IV-Reaktivitat an der Oberflache auf. 62,5% (5/8) lassen kei-
ne Basalmembran an der Oberflache erkennen. Sowohl invasive als auch
nicht-invasive Meningeome exprimieren oberflachlich tumoreigene Basal-
membran. Diese lasst sich durch Abgrenzung von der pial-glialen Grenzba-
salmembran als tumoreigen definieren. Nicht nur die Tumoroberflache, son-
dern auch invadierende Tumoranteile konnen von Basalmembran umgeben
sein. Appositionelle Basalmembran ist im Gegensatz zu physiologisch vor-
handener Basalmembran verdunnt, fragmentiert und in keinem Fall kontinu-

ierlich.

3.4 GFAP

Wir wollten Uberprufen, ob GFAP als Reaktion auf das Meningeom von den
glialen Zellen verstarkt exprimiert wird und ob die Reaktion bei invasiven
Meningeomen (Abb.20) im Vergleich mit nicht-invasiven Meningeomen
(Abb.21) starker ausfallt. Fast alle Meningeome der Kategorien | (hirninva-
siv) und Il (nicht-hirninvasiv mit anhangendem Hirngewebe) lassen eine
GFAP-Positivitat des anhangenden ZNS-Gewebes erkennen. Dieses GFAP-
positive gliale Gewebe ist als Saum an der Kortexoberflache nachzuweisen.
Nicht das gesamte miterfasste ZNS-Gewebe ist GFAP-reaktiv (Abb.21).
Dies trifft auf 90,5% (19/21) der Meningeome der Kategorie | (hirninvasiv)
und 95% (19/20) der Kategorie Il (nicht-hirninvasiv mit anhangendem Hirn-
gewebe) zu. In 26,3% (5/19) der Meningeome der Kategorie Il ist dieser
GFAP-positive Saum schmaler als in Meningeomen der Kategorie |
(Abb.21). Reaktives Hirngewebe mit GFAP-positiven Astrozyten kann
schmale, in die Tumorperipherie hineinragende Septen bilden. In hirninvasi-
ven Fallen kann man dieses Phanomen mit Tumorgewebe in Zusammen-
hang setzen, das sich in zentralnervoses Gewebe hineingeschoben hat und
dieses zwischen die Tumorzapfen einschliel3t. GFAP-Positivitat der interlo-
bularen Septen besteht in 61,9% (13/21) der Meningeome der Kategorie |
(hirninvasiv) und 20% (4/20) der Kategorie Il (nicht-hirninvasiv mit anhan-

gendem Hirngewebe). In den Meningeomen der Kategorie Il (nicht-
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hirninvasiv ohne anhangendem Hirngewebe) tritt dieses Phanomen nicht
auf.

Abb.20 (GFAP x200): Hirninvasives Meningeom (Kategorie 1). Ein
Tumorzapfen invadiert das GFAP-positive Hirngewebe.
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Abb.21 (GFAP x100): Nicht-hirninvasives Meningeom (Kategorie Il) mit an-
haftendem ZNS-Gewebe. Die GFAP-Positivitat konzentriert sich auf einen

Saum an der Kortexoberflache.

In vier Fallen der Kategorie | (hirninvasiv) (19%) lasst sich GFAP-positives

Gewebe innerhalb des Tumors als eingeschlossenes Hirngewebe identifizie-
ren (Abb. 22).
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Abb.22 (GFAP x200): Hirninvasives Meningeom (Kategorie I) mit in Tumor
eingeschlossenem Hirngewebe (H), das GFAP-positiv ist.

GFAP stellt sich als nicht aussagekraftig fur das Auftreten von Hirninvasion
bei Meningeomen heraus. Gliales Gewebe ist auch dann GFAP-positiv,

wenn keine mikroskopische Hirninvasivion durch den Tumor vorhanden ist
(Abb.21). Die Farbeintensitat korreliert nicht mit dem Grad der Hirninvasion.
Der GFAP-positive Randsaum im ZNS-Gewebe fallt im Vergleich zwischen

invasiven und nicht-invasiven Meningeomen bei Invasivitat oft breiter aus.
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4 DISKUSSION

Unsere Studie untersucht die Hirn-Tumor-Grenze von Meningeomen. Ver-
gleichbarkeit der Gewebeproben erzielten wir durch Beschrankung auf Me-
ningeome des WHO-Grades | und des meningotheliomatésen Subtypes.
Dadurch verglichen wir die Tumore nur in Bezug auf ihr Invasionsverhalten.
Wir teilten das Patientengut in die drei Kategorien Meningeome mit Hirnin-
vasion (Abb.5), ohne Hirninvasion (Abb.6) und Tumore ohne Hirngewebe im
Praparat ein. Das Nichtvorhandensein von Hirngewebe konnte darauf hin-
deuten, dass der Tumor wahrend der Operation besser vom Hirn trennbar
war. Diese Art von Tumor kdnnte sich neuroradiologisch durch eine scharfe
Trennung vom Hirngewebe ohne peritumorales Hirnddem auszeichnen. An-
haften des Tumors am Hirn kénnte auf aggressives Wachstum gegenuber
dem Hirn oder eine Adhasion durch GefalRverbindungen hindeuten. Die mik-
roskopische Beurteilung der Hirn-Tumor Grenze hat den Vorteil, die anato-
mischen Verhaltnisse zu berucksichtigen und die Grenze genauer als durch
radiologische Methoden zu beurteilen.

Invasionsverhalten des Tumors

Wir beschrieben verschiedene Stadien der Hirninvasion durch Meningeome.
Meningeome konnen die pial-gliale Grenze respektieren, jedoch auch mas-
siv zerstoren und Hirngewebe invadieren. Wahrend es zur direkten Untersu-
chung der pial-glialen Grenzbasalmembran bei invasiven Meningeomen
bisher keine Unersuchungen gibt, liegen zahlreiche Studien zum invasiven
Wachstum von Karzinomen vor. Veranderungen der extrazellularen Matrix,
vor allem der Basalmembran sind grundlegende Voraussetzungen fur die
Entstehung und das Wachstum von Karzinomen (Rutka et al., 1988). Es
wurden verschiedene Arten der Modifikation von extrazellularer Matrix durch
invasive Neoplasmen beschrieben. Diese sind Degradation von Matrixkom-
ponenten durch den Tumor (Barsky et al., 1983), Desmoplasie im Sinne von
Produktion von Matrixkomponenten durch Zellen des invadierten Gewebes
(Barsky et al., 1982) und Synthese von Matrixkomponenten durch Tumorzel-
len (Liotta et al., 1983). Die wohl wichtigste Komponente ist die Degradation

von Basalmembran. Der Verlust von Basalmembran geht mit Invasion ein-
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her (Barsky et al., 1983). Tumorzellen benutzen degradierende Enzyme, um
sich durch Barrieren bewegen zu konnen. Viele dieser Enzyme sind spezi-
fisch gegen Basalmembran gerichtet. Auch Druck auf die Basalmembran
durch schnelle Volumenzunahme der Tumormasse kdnnte zu Fragmentati-
on dieser fuhren. Die Wirkung von Proteasen wird jedoch durch die Beo-
bachtung von Mikroinvasion in streng umschriebenen Arealen unterstrichen.
Barsky und Mitarbeiter (1983) unterschieden durch die Kollagen IV-Farbung
bei Karzinomen zwischen benignen Tumoren, in situ Karzinomen mit intak-
ter Basalmembran, mikroinvasiven Karzinomen und invasiven, die Basal-
membran zerstorenden Karzinomen. Mikroinvasive Karzinome weisen eine
verdunnte und fragmentierte Basalmembran mit fokaler Zerstorung auf. Die-
ses Bild kommt unserer Beschreibung mikroskopischer Tumorauslaufer im
Subpialraum nahe (Abb.18). Die Zellbeugung im Tumorauslaufer impliziert,
dass an dieser Stelle Hirninvasion stattfindet und nicht artefiziell bei der
Praparation Tumorgewebe in das Hirngewebe verschoben wurde. Ungeklart
bleibt, ob nicht-invasive und mikroinvasive Meningeome Vorstufen zu inva-
siven Meningeomen bilden. Mdglicherweise invadieren alle Meningeome zu
einem bestimmten Zeitpunkt das Hirn. Es bleibt auch offen, ob nur bestimme
Tumore die nétigen Voraussetzungen erfullen, um invasiv zu werden. Durch
weiterfuhrende Studien konnte man untersuchen, ob eine Degradation von
Basalmembran und mikroskopische Hirninvasion mit einem verstarkten Hirn-

odem korrelieren.

41 MIB-1

Der MIB-1 Index unserer Meningeome liegt grofdtenteils unter 4% (Abb.7).
Auch an der Invasionsgrenze ist der Index nicht erhoht. Mikroskopische
Hirninvasion geht nicht mit einem erhdhten Proliferationindex einher. In der
Literatur ist der durchschnittliche MIB-1 Index von WHO Grad | Meningeo-
men 3,8% (Maier et al., 1997). Eine zentrale Frage ist, ob bei Meningeomen
ein hoherer Proliferationsindex mit einem hoherem Malignitatsgrad und Re-
zidiven korreliert. Eine Tendenz scheint zu bestehen (Abramovich und Pray-
son, 1998), auch wenn die Ergebnisse verschiedener Studien unterschied-

lich sind. Bei einem MIB-1 Index von Uber 5-10% ist das Auftreten eines
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Tumorrezidivs wahrscheinlicher (Louis et al., 2000), und bei Rezidivtumoren
ist der MIB-1 Index im Vergleich zum Primartumor erhoht (Roser et al.,
2004). Ungeklart bleibt, ob ein héherer MIB-1 Index mit aggressivem Tu-
morwachstum im Sinne von Hirninvasion korreliert und ob dieser Zusam-
menhang auch auf histopathologisch benigne Meningeome zutrifft.
Abramovich und Prayson (1998) fanden signifikante Unterschiede in den
MIB-1 Raten von benignen Meningeomen ohne Hirninvasion und klinisch
malignen, aggressiven Tumoren, die sich durch Hirninvasion und Metasta-
sierung auszeichnen. Madsen und Schroder (1997) konnten mittels des
MIB-1 Index zwischen benignen nichtinvasiven Meningeomen, knochenin-
vasiven/atypischen Meningeomen und hirninvasiven Meningeomen, die un-
ter diesen Gruppen den hochsten MIB-1 Index hatten, unterscheiden. Fur
die Wachstumsfaktoren IGF (insulin-like growth factors), welche potente
Mitogene sind, besteht eine Korrelation mit dem Auftreten von Hirninvasion.
Vor allem die Expression von IGF-Il und IGFBP-6 korreliert stark mit der
Entwicklung von Hirninvasion und Hirnédem (Nordqvist und Mathiesen,
2002). Auch radiologische Kriterien fur aggressives Tumorwachstum wie ei-
ne unscharfe Hirn-Tumor Grenze und Hirnédem konnten mit einem erhdhten
Proliferationsindex korreliert werden (Nakasu et al., 1995). Ide und Mitarbei-
ter (1996) fanden ebenfalls einen Zusammenhang zwischen einem erhdhten
Proliferationsindex und starkem Hirnddem. Khoshyomn und Koautoren
(1999) fanden keinen Zusammenhang zwischen in vitro gemessenen Inva-
sionsraten und dem Ki-67 Index in Meningeomen. Auch Prayson (1996)
konnte das Auftreten von Hirninvasion und Metastasen nicht mit dem MIB-1
Index korrelieren.
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42 EMA

Die Expression von EMA ist variabel und zeigt teilweise auch EMA-negative
Tumorzellen in manchen Tumoren (Abb.10). Dies entspricht Daten in der Li-
teratur (Langford, 1996). EMA stellt die ektodermale Komponente der Me-
ningeome dar. Das Verteilungsmuster impliziert einen dualen, mesodermal-
ektodermalen Ursprung von Meningeomen. Hinsichtlich der Hirninvasion

macht das Verteilungsmuster keine Aussage.

4.3 Kollagen IV

Bei der Untersuchung des Tumorinneren fanden wir eine fakultative Produk-
tion von Basalmembran. Kollagen IV begrenzt die fur meningotheliomatose
Meningeome spezifischen Lobuli und ruft ein Bild von Matrix und Stroma
hervor (Abb.13+14). Auch Nitta und Mitarbeiter (1990) beschrieben an in si-
tu Praparaten von meningotheliomatésen Meningeomen an der Oberflache
von Lobuli Kollagen IV, das die Lobuli von fibrosen Septen und perivaskula-
ren Virchow-Robin Rdumen trennt. Sowohl Meningeome als auch ihre Ur-
sprungszellen, die Arachnoideadeckzellen, haben die Fahigkeit unter
physiologischen und pathologischen Bedingungen Kollagen IV und andere
Basalmembranbestandteile zu synthetisieren. Vorkommen von Kollagen IV
ist an das Vorkommen von Basalmembran gebunden. In wenigen
Meningeomen fanden wir auch interzellulares Kollagen 1V im Stroma
(Abb.15), dies mag als fibroblastischer oder transitionaler Anteil des
Meningeomes gewertet werden. Interzellulares Kollagen IV ist ein Merkmal
fibroblastischer Meningeome (Nitta et al.,1990). Tumoreigene
Basalmembran ist nie kontinuierlich, sondern fragmentiert , wie jene der
Arachnoideadeckzellen, die von Lopes und Mair (1974a) beschrieben
wurde. Vaskulare Basalmembran ist nicht degradiert. Auch Bellon und
Koautoren (1985) beschrieben eine intensive Kollagen IV-Farbung der
Blutgefalie in Meningeomen. Invasives Wachstum von Karzinomen ist oft
verbunden mit Gefallinvasion und hamatogener Metastasierung. Meninge-
ome metastasieren nur selten hamatogen (Louis et al., 2000). Hierzu pas-
send zeigte unsere Studie, dass die pial-gliale Basalmembran zerstort sein
kann, wahrend die Basalmembran der Blutgefasse intakt bleibt (Abb.19).
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Erstmalig untersuchten wir die Basalmembran in Hinblick auf mikroskopi-
sche Hirninvasion. Kollagen IV-Expression im Tumorinneren korreliert nicht
mit dem Invasionsverhalten an der Hirn-Tumorgrenze. Es bleibt unklar, ob
diese Basalmembranproduktion tumorspezifisch oder ein erhaltenes Merk-
mal der Ursprungszellen ist und ob die diskontinuierliche Beschaffenheit
dieser Basalmembran auf eine minderwertige Produktion durch den Tumor
oder eine Degradation hinweist. An der Hirn-Tumor Grenze konnten wir an
manchen Tumoren zwei Basalmembranen nachweisen (Abb.16). Da eine
die pial-gliale Grenzbasalmembran sein muss, ist die andere vom Tumor
neugebildet. Um zu klaren, welche Zellen die neue Basalmembran syntheti-
sieren, musste man in situ Hybridisierung durchfuhren. Die neugebildete
Basalmembran ist fragmentiert und diskontinuierlich, die pial-gliale Grenz-
basalmembran fokal von Tumorauslaufern (Abb.18) oder Uber weite Stre-
cken degradiert. Nicht nur Degradation, sondern auch Neusynthetisierung
von Basalmembranbestandteilen kann bei Karzinomen stattfinden (Lohi,
2001). Wachstumsfaktoren wie TGF-[3 stimulieren die Kollagenproduktion
(Ignotz und Massagué, 1986). Unklar ist, ob die Produktion von Kollagen IV
und anderen Basalmembrankomponenten das Tumorwachstum hemmt oder
die Invasion erleichtert (Rutka et al., 1988). Liotta und Mitarbeiter (1983)
postulierten eine 3-Schritt Hypothese der Tumorinvasion. Der erste Schritt
ist die Adhasion von Tumorzellen an die extrazellulare Matrix, es folgt die
Degradation der Matrix durch Proteasen. Die Degradation ist ein notwendi-
ger Schritt im Invasionsprozess, jedoch nicht ausreichend. Zuletzt findet
Migration statt, Tumorzellen durchwandern die degradierte Matrix und brei-
ten sich im Gewebe aus. Ein ahnlicher Mechanismus lasst sich bei Menin-
geomen denken. Ein Adhasionsmolekul der Basalmembran ist das Laminin
(Rutka et al., 1988). In neoplastischen Prozessen bewirken Isoformen des
Laminins Migration und Proliferation von Karzinomzellen. Laminin-5 wird in
einigen invasiven Karzinomen und in invasiven Tumoranteilen verstarkt
exprimiert (Lohi, 2001). CD44 ist ein Zelladhasionsmolekul, das mit Invasion
und Metastasierung von Tumorzellen in Verbindung gebracht wird. Ariza
und Koautoren (1995) untersuchten die CD44 Expression in ZNS-Tumoren.

Die Isoform CD44s wurde stark in hirninvasiven Glioblastomen exprimiert,
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wohingegen die schwache oder nicht vorhandene Expression in klassischen
Meningeomen ihr seltenes hirninvasives Verhalten erklare. Figarella-
Branger und Koautoren (1997) wiesen in hirninvasiven Meningeomen hdhe-
re CD44s-Level im Vergeich zu nichtinvasiven Meningeomen nach. Wah-
rend die Basalmembran im Zusammenhang mit der Hirninvasion von Me-
ningeomen bisher nicht direkt untersucht wurde, liegen mehrere Studien
vor, die Proteasen und ihre Inhibitoren untersucht haben. Spezifische, Kol-
lagen 1V-degradierende Proteasen sind die Metalloproteasen MMP-2 und
MMP-9 (Nordqvist et al., 2001). TIMP-1 und TIMP-2 sind spezifische Gewe-
beinhibitoren fur diese Metalloproteasen (Gomez et al., 1997). Das Gleich-
gewicht zwischen Proteasen und ihren Inhibitoren beeinflusst die Invasions-
fahigkeit von Meningeomen (McCutcheon, 1996). Nordqvist und Mitarbeiter
(2001) konnten eine eindeutige Korrelation zwischen dem Ausmalf} der
MMP-9 Expression und der Hirninvasivitat von Meningeomen feststellen.
Auch die Ausbildung eines Hirnédems war bei hoherer Expression von Me-
talloproteasen eher zu finden. Kirches und Koautoren (2001) beschrieben,
dass weder die Expression von MMP-2 noch die von MMP-9 eine haupt-
sachliche Rolle fur Hirninvasion bei Meningeomen spiele. Wenigstens ein
Teil der Meningeome benutze andere Mechanismen fur Degradation von
extrazellularer Matrix. Siddique und Mitautoren (2003) fanden in Meningeo-
men MMP-2- und MMP-9-Level, die im Vergleich zu normalem Hirngewebe
erhoht waren. Jedoch unterschieden sich die Level an TIMP-1 und TIMP-2
nicht von denen in normalem Hirngewebe. Die unterschiedliche Ergebnisse
dieser Arbeiten beruhen maglicherweise darauf, dass die Intaktheit der Ba-
salmembran nicht berlcksichtigt wurde. Auch wurde nicht in Erwagung ge-
zogen, dass Basalmembran neugebildet sein kann (Abb.16). Cathepsine
sind Cystein-Proteinasen, die mit der Hirninvasivitat von Meningeomen as-
soziiert sind. Grenzwertige ,border benign tumors® im Sinne von histo-
morphologisch benignen, aber hirninvasiven Meningeomen zeichnen sich
durch einen signifikant erhohten Level an Cathepsin B aus. Mittels Ca-
thepsin B kann man zwischen histomorphologisch benignen Meningeomen
ohne Hirninvasion und Exemplaren mit Invasion unterschieden. Cathepsin B

ist geeignet, bereits sehr frihe Stadien der Umwandlung eines benignen
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Tumors in einen malignen hirninvasiven Tumor zu erfassen. Auch in Tumor-
rezidiven ist Cathepsin B erhoht (Strojnik et al., 2001). SPARC (secreted
protein acidic and rich in cysteine), auch Osteonectin genannt, ist eine Pro-
tease, die nicht basalmembrandegradierend, sondern adhasions- und migra-
tionsmodulierend wirkt. Auch SPARC ist hochspezifisch fur klinisch invasive
Meningeome, unabhangig vom histologischen Grad. Durch SPARC kann
man benigne nicht-invasive von benignen hirninvasiven Meningeomen un-
terschieden, auch ohne mikroskopischen Nachweis einer Hirninvasion
(Rempel et al., 1999). Retinolsaure inhibiert in vitro die Invasion von Basal-
membran, indem es die Adhasion von Tumorzellen an die extrazellulare
Matrix stimuliert. Dadurch werden die Migration von Zellen und Invasion
verhindert. Die in vitro gemessenen Werte korrelieren mit der klinischen Ma-
nifestation von Hirninvasion. Retinolsdure induziert einen nicht-invasiven
Phanotyp von Meningeomen (Paez Pereda et al., 1999).

Wir konnten erstmals mikroskopisch eine in situ durch das Meningeom zer-
storte Basalmembran darstellen (Abb.17+18). Zerstérung von Basal-
membran ist in die Hirninvasion von Meningeomen involviert. Dies wurde
bisher durch Studien zu degradierenden Proteasen impliziert. Degradation
von Kollagen IV findet in verschiedenen Graden bei allen Meningeomen
statt. Auch Neubildung von Basalmembran durch den Tumor konnten wir
nachweisen. An der Hirn-Tumor Grenze wiesen wir eine doppelte Basal-
membran nach, von der eine die pial-gliale Grenzbasalmembran und die
anderer tumoreigene Basalmembran sein muss (Abb.16). Ungeklart bleibt,
ob nichtinvasive Meningeome eine Vorstufe zu invasiven Meningeomen
darstellen und ob alle Meningeome zu einem bestimmten Zeitpunkt hirnin-
vasiv werden. Langzeitbeobachtung mittels radiologischen Befunden und
Untersuchung von Tumorrezidiven auf eine veranderte Hirn-Tumor-Grenze
konnte diese Entwicklung verfolgen. Der Mechanismus der Degradation von
Basalmembran bleibt weiterhin unklar. Degradation kdnnte mechanisch
durch zunehmendes Tumorvolumen oder enzymatisch durch Proteasen be-
dingt sein. Dies konnte man durch in situ Untersuchungen von Metallopro-
teasen erforschen. Ob das Ausmal} der Basalmembrandegradation zwangs-

laufig mit dem Ausmal der Hirninvasion korreliert, bleibt unklar. Ob Menin-
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geome eines hdoheren Malignitatsgrades die Basalmembran starker degra-
dieren und mehr Proteasen als benigne Meningeome exprimieren, konnte
man durch Vergleich von Meningeomen verschiedener Malignitatsgrade un-
tersuchen. Die klinischen Auswirkungen von Basalmembrandegradation wie
die Entwicklung von peritumoralem Hirnédem erfordern bildgebende Ver-
fahren. Das Invasionsverhalten von Meningeomen und Karzinomen weist
Analogien auf, ob die Entstehung von Invasion hierbei aber dem gleichen

Mechanismen folgt bleibt unklar.

4.4 GFAP

Unter physiologischen Bedingungen exprimieren Astrozyten zu wenig
GFAP, um es immunhistochemisch nachweisen zu konnen. Der Nachweis
ist ein Zeichen fur Aufregulation. Das Hirngewebe in unseren Proben ist im-
mer GFAP-positiv, unabhangig davon ob das Meningeom direkt an das
zentralnervose Gewebe angrenzt oder ob es durch Leptomeningen von die-
sem getrennt ist (Abb.20+21). Dies kdnnte eventuell durch Hirninvasion, die
nicht im Gewebsschnitt getroffen war, bedingt sein. Bezlglich der Invasion

erweist sich die GFAP-Farbung in unserer Studie als wenig aussagekraftig.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Wir untersuchten 49 Gewebeproben von meningotheliomatdsen, benignen
WHO Grad | Meningeomen und verglichen hirninvasive (n=21) mit nichtin-
vasiven Exemplaren. Dabei unterschieden wir nichtinvasive Meningeome
mit anhangendem Hirngewebe (n=20) von solchen ohne Hirngewebe im
Praparat (n=8). Mittels immunhistochemischer Methoden konnten wir in der
Kollagen IV-Farbung Neubildung von Basalmembran durch das Meningeom
und Zerstérung der pial-glialen Grenzbasalmembran durch den Tumor
nachweisen. Zerstérung der pial-glialen Grenzbasalmembran konnte in allen
hirninvasiven Fallen (100%) und 17 nichtinvasiven Meningeomen (61%)
nachgewiesen werden. Ruptur der Basalmembran tritt in folgenden Mustern
auf: Kleine pseudopodienartige Ausstilpungen, die fokal die pial-gliale Ba-
salmembran durchbrechen, Zerstérung durch Tumorzapfen, die zum Tell
ganz von Hirngewebe ummauert sind, aber auch Verlust der pial-glialen Ba-
salmembran Uber weite Strecken ohne direkten Einfluss von invasiven Me-
ningeomanteilen. In manchen Gewebeproben kann man das Verhalten an
der Hirn-Tumor-Grenze als karzinomanalog werten. Diese Degradation ist in
verschiedenen Graden bei allen Meningeomen festzustellen und unter-
scheidet nicht zwischen hirninvasiven und nicht-invasiven Exemplaren. Es
konnte nicht entschieden werden, ob die Ruptur der Basalmembran mecha-
nisch bedingt ist oder auf Grund von Abbau durch Proteasen stattfindet.
Weiterfuhrende Studien mit Bestimmung von Proteasen sind notwendig, um
den Invasionsmechanismus zu erforschen. Zusatzlich fanden wir Neubil-
dung von Basalmembran an der Hirn-Tumor-Grenze in 37 Fallen. Dies ah-
nelt der Neubildung von Basalmembran in manchen Karzinomarten. Das In-
vasionsverhalten korreliert nicht mit dem Proliferationsindex MIB-1. Die
EMA-Farbung sollte aufdecken, ob sich hirninvasive Meningeome von nicht-
invasiven hinsichtlich der Verteilung neuroektodermaler und neurodermaler
Zellen unterscheiden. Auch mittels der EMA-Farbung ergaben sich keine
aussagekraftigen Unterschiede zwischen invasiven und nicht-invasiven Me-
ningeomen. Die GFAP-Farbung zeigt eine Aufregulation unabhangig von der
Hirninvasion. Die immunhistochemische Darstellung der Basalmembran,

zum Beispiel durch Anti-Kollagen IV, sollte in die Routinediagnostik mit auf-
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genommen werden, da so Frihstadien der Hirninvasion erfasst werden

konnen.
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7 ANHANG

Tabelle 1: Allgemeine Patientendaten (Patientennummer im Gewebearchiv
des Hirnforschungsinstitutes, Alter, Geschlecht, histologischer Subtyp,
WHO-Grad, Invasivitat, Kategorie)

Pat.-Nr. Alter Sex Histolog. Subtyp WHO Grad Invasiv Kategorie
1007/96 38 w  Meningotheliomatds I Ja I
652/97 37 w  Endotheliomatds I Ja |
249/98 58 w  Meningotheliomatds I Ja I
520/98 74 w  Meningotheliomatds I Ja I
635/98 63 m  Meningotheliomatds I Ja |
1026/98 69 w  Meningotheliomatds I Ja I
1050/98 499 m  Meningotheliomatts I Ja I
384/99 79 w  Meningotheliomatds I Ja I
391/99 74 w  Meningotheliomatds I Ja I
408/99 47 w  Endotheliomatds I Ja I
1078/99 50 w  Meningotheliomatts I Ja I
1338/99 44 m  Meningotheliomatds I Ja I
205/00 68 w  Mesotheliomatds I Ja I
273/00 74 w  Meningotheliomatds I Ja I
813/00 69 w  Meningotheliomatds I Ja I
1168/00 56 m  Meningotheliomatds I Ja I
1318/00 57 w  Meningotheliomatds I Ja I
1391/00 43 w  Meningotheliomatts I Ja I
189/02 65 m  Meningotheliomatds I Ja |
504/02 52 m  Mesotheliomatds I Ja I
1223/02 57 m  Meningotheliomatts I Ja I
444/98 40 w  Meningotheliomatos I Nein Il
630/98 76 m  Meningotheliomatds I Nein Il
21/96 45 w  Meningotheliomatds I Nein Il
743/97 75 m  Mesotheliomatds I Nein Il
753/98 57 w  Meningotheliomatds I Nein Il
181/99 75 m  Meningotheliomatds I Nein Il
565/99 74 w  Meningotheliomatds I Nein Il
650/99 82 m  Meningotheliomatds I Nein Il
243/00 75 w  Meningotheliomatds I Nein Il
1198/00 70 w  Meningotheliomatts I Nein Il
364/00 69 w  Meningotheliomatds I Nein Il
569/01 80 w  Meningotheliomatds I Nein Il
1448/01 72 m  Mesotheliomatds I Nein Il
196/02 54 m  Meningotheliomatds I Nein Il
1489/02 52 w  Meningotheliomatds I Nein Il
219/03 56 w  Meningotheliomatds I Nein Il
333/00 56 m  Meningotheliomatds I Nein Il
821/00 70 w  Meningotheliomatds I Nein Il
1136/00 47 w  Meningotheliomatts I Nein Il
1233/00 53 w  Meningotheliomatds I Nein Il
37/97 62 m  Endotheliomatts I Nein 1]
579/97 41 m  Meningotheliomatds I Nein 1]
212/99 29 w  Meningotheliomatds I Nein Il
1352/00 57 w  Meningotheliomatés I Nein 11
458/01 74 w  Meningotheliomatds I Nein 1]
925/02 80 m  Meningotheliomatds I Nein 1]
76/03 57 m  Mesotheliomatds I Nein 1]
221/03 63 w  Mesotheliomatds I Nein 1]
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