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1 EINLEITUNG

1.1 Mikroglia

1.1.1Geschichtlicher Uberblick

Vor Beginn des 20. Jahrhunderts war die gangige Meinung, das Nervensystem
bestehe aus zwei unterschiedlichen Komponenten, Nervenzellen und Neuroglia, die
sich in Form und Funktion unterscheiden wirden. 1841 beschrieb Gluge
phagozytierende ,Entziindungskigelchen®, die er bei Schadigungen des Hirns
nachweisen konnte und als leukozytaren Ursprungs ansah.

Virchow beschrieb 1846 mit Fett geflillte Phagozyten als ,Schaumzellen®.

Bei der Entdeckung der Mikroglia in ihrer heutigen Bedeutung gab es drei
SchlUsselstellen: 1900 entdeckte W.F. Robertson durch Platinfarbungen, dass die
Neuroglia aus zwei verschiedenen Teilen besteht, einem epiblastaren, den er weiterhin
Neuroglia nannte und einem mesoblastarem, den er als Mesoglia bezeichnete und
phagozytare Aufgaben zuschrieb.

Santiago Ramon y Cajal klassifizierte 1913 die Mesoglia als ,drittes Element”in der
histologischen Betrachtung der Hirnstruktur, neben Nerven- und Gliazellen, die er
als mesodermalen Ursprungs ansah.

Die gréBte Bedeutung bei der Beschreibung der Mikroglia kommt jedoch einem
Schiler Cajals, Pio del Rio-Hortega zu, der auch als Vater der Mikroglia bezeichnet
wird. Durch veranderte Silber-Impragnierungen erkannte er 1919-1921, dass das
.dritte Element“ aus zwei morphologisch, funktionell und auch ihrer Herkunft nach
vollig unterschiedlichen Zellen bestand und nannte den neuroektodermalen Anteil
Oligodendroglia und den mesodermalen Anteil Mikroglia. Del Rio-Hortega bestéarkte
somit die Dreiteilung nach Cajal, indem er die Mikroglia als echtes drittes Element
identifizierte. Morphologisch beschrieb er mikrogliale Zellen wahrend ihrer Migration
durch das zentrale Nervensystem (ZNS) als rundliche Zellen mit Pseudopodien, die
sich jedoch bei ihrer Ansiedelung im Gewebe verzweigen und frei, ohne Kontakt zu
anderen neuroglialen Zellen, enden. Die physiologische Aufgabe der Mikroglia sah
del Rio-Hortega, als Vertreter des retikulo-endothelialen Systems im zentralen
Nervensystem, in der Phagozytose von Erythrozyten und Zelldetritus. Ebenso erkannte
er ihre Beteiligung bei pathologischen Prozessen wie Entziindungen oder Nekrosen.

Histogenetisch schrieb del Rio-Hortega Mikroglia polyblastischen Zellen der
Meningen zu, die um den Zeitpunkt der Geburt ins ZNS einwandern, oder auch
Monozyten des Blutes, da das Einwandern mit der vaskularen und meningealen



Organisation korrelierte. Die morphologischen und funktionellen Beschreibungen del
Rio-Hortegas wurden spéater von vielen Forschern in vielen verschiedenen Studien
bestétigt, wahrend die Histo- und Ontogenese der Mikroglia lange Gegenstand
intensiver Forschung und Diskussion blieb (Reviewed von Rezaie und Male 2002).

1.1.2Histogenese und Ontogenese

Bei der Diskussion um die mikrogliale Histo- und Ontogenese kdnnen vier
Hauptrichtungen unterschieden werden (Reviewed von Ling und Wong 1993):

. Herkunft durch Invasion mesodermaler pialer Elemente:
Diese Erklarung wurde 1932 von del Rio-Hortega aufgestellt, der argentophile
Zellen in der Pia beobachtete, die ins Hirngewebe einwanderten und wahrend
der Migration ihre Form von rundlich zu amdéboid wandelten. Orte mit vermehrter
mikroglialer Proliferation bezeichnete er als ,fountains of proliferation“. Diese
Theorie wurde von vielen Forschern angenommen und verfolgt.

. Herkunft aus Neuroektoderm:
Rydberg sah 1932 eine raumliche Beziehung zwischen dem Subependym der
lateralen Ventrikel und ramifizierter Mikroglia, so dass er einen
neuroektodermalen Ursprung annahm. Fujita und Kitamura teilten 1975 diese
Ansicht.

. Herkunft von Perizyten:
Diese Theorie wurde 1969 von Mori und Leblond aufgestellt, die durch
elektronenmikroskopische Untersuchungen Ahnlichkeiten zwischen Perizyten
und Mikroglia entdeckten und so von einer Einwanderung der Perizyten
ausgingen.

. Herkunft von Monozyten des Blutes:
Santha und Juba vertraten 1933 diese Erklarung, da sie einen zeitlichen
Zusammenhang zwischen Vaskularisation und dem Erscheinen von Mikroglia
entdeckten. Mehrere Studien konnten an Knochenmarkchiméren zeigen, dass
Donorzellen hdmatopoetischen Ursprungs spéater im Gehirn lokalisiert waren
(Ting et al 1983; Hickey und Kimura 1988).
Weitere Studien wiesen exogen markierte Monozyten im sich entwickelnden
ZNS nach und zeigten immunhistochemisch, dass Monozyten die Fahigkeit
besitzen sich in Mikroglia umzuwandeln (Ling 1981; Perry et al 1885).



Einen weiteren Hinweis auf die monozytare Herkunft von Mikroglia leisten die
Oberflachenantigene, die sonst hauptsachlich auf hamatopoetischen Zellen
oder Makrophagen gefunden werden (Perry und Gordon 1988; Streit et al 1988).
Die vielen Hinweise lassen diese Theorie heute als die wahrscheinlichste
gelten.

1.1.3Morphologische und funktionelle Aspekte

Mikroglia stammen der monozytar-phagozytierenden Zelllinie ab und spielen somit

eine wichtige Rolle bei der Immunantwort des zentralen Nervensystems (Graeber

und Streit 1990). Dies ist bei den meisten pathologischen Prozessen der Fall, wie

zum Beispiel Traumata, Ischamien, HIV-Encephalitis, M. Alzheimer und Tumoren

(Beschorner et al 2000; Cosenza-Nashad et al 2006; Dickson et al 1993; Graeber

et al 2002; Lassmann et al 1993)

Dabei besteht die mikrogliale Aktivierung aus Zellteilung, beziehungsweise

Hyperplasie, Zellhypertrophie und Veranderungen des Immunphanotyps und der

sekretorischen Aktivitat der Zellen (Streit et al 2005).

Insgesamt kénnen morphologisch finf verschiedene Arten von Mikroglia

unterschieden werden (Abb. 1):

. Amoboide Zellen

. Perivaskulare Mikroglia (Abb. 2)

. Ruhende, ramifizierte Mikroglia (Abb. 3)

. Aktivierte, nicht phagozytierende Mikroglia mit verkirzten Fortsatzen und
hypertrophiertem Zellkérper (Abb. 4)

. Phagozytierende Mikroglia, die auch als Gehirnmakrophagen bezeichnet
werden (Graeber und Streit 1990; Kreutzberg 1996; Streit et al 1988)
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Monozytire Zelle

Ruhende ramifizierte
Mikroglia

\ 4

A

Aktivierte, hypertrophierte Mikroglia Phagozytierende Mikroglia
mit verkiirzten Fortsédtzen (Gehirnmakrophage) mit
granulirer Zellform

Abbildung 1: Funktionelle Plastizitdt und verschiedene Aktivierungszustande. Monozytare Zellen
kénnen sich im Rahmen des mikroglialen Austausches in ortsstandige, ramifizierte Mikroglia
umwandeln. Unter pathologischen Bedingungen kénnen Mikrogliazellen zu phagozytierenden
Gehirnmakrophagen transformieren. Nach Beendigung der aktivierenden Stimuli ist eine Umwandlung
in ruhende Mikroglia mdglich. ( Abbildung nach G. Albrecht und M. Mittelbronn, 2002)
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Abbildung 3: Ruhende, ramifizierte Mikroglia in einer Normalhirpopulation. Darstellung durch CD45.
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Abbildung 4: Aktivierte Mikroglia mit verkirzten Zellfortsatzen und hypertrophiertem Zellkérper.

Bei ihrer Transformation werden die mikroglialen Zellen durch neuronale Interaktion
beeinflusst. So hemmen zum Beispiel verschiedene Neurotrophine, wie nerve growth
factor (NGF), brain-derived neurotrophic factor (BDNF) oder Neurotrophin 3 (NT3)
die mikrogliale Expression von MHC (major histocompatibility complex) Il Molekdlen
aufihrer Oberflache (Neumann et al. 1998).

Auch Chemokine, Komplementrezeptoren und Zytokinrezeptoren sind bei der
Regulation der mikroglialen Reaktion beteiligt. Besonders Interferon (IF) y und
Tumornekrosefaktor (TNF) a sind starke Aktivatoren der mikroglialen Phagozytose
und Produktion von proinflammatorischen Mediatoren (Reviewed von Aloisi 2001;
Hanisch 2002; Neumann 2001).

Eine weitere Funktion der Mikroglia ist neben der Phagozytose die Produktion von
immunmodulatorischen und -regulatorischen Mediatoren, wie die
proinflammatorischen Zytokine Interleukin (IL) 1 und TNFa, sowie die anti-
inflammatorischen Zytokine transforming growth factor (TGF) B, Interleukin 10 und
Interleukin-Rezeptor Antagonist 1. Auch verschiedene Prostaglandine werden von
aktivierter Mikroglia synthetisiert, die immunmodulatorische Effekte bei
pathologischen Veranderungen des ZNS zeigen (Reviewed von Aloisi 2001).
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Mikrogliale Zellen dienen neben Astrozyten auch der Antigenprasentation fir T-Zellen
bei der Immunantwort im zentralen Nervensystem. Dies erfolgt durch Phagozytose
und Prozessierung von Antigenen, die durch eine vermehrte Expression von MHCII
Molekulen auf der Zelloberflache den eingewanderten T-Zellen prasentiert werden
(Frei et al. 1987; Matsumoto et al. 1992).

1.1.4immunhistochemische Marker flir Mikroglia

Einen spezifischen Marker fir ruhende Mikroglia gibt es nicht (Moore und Thanos
1996). Die Oberflachenproteine mikroglialer Zellen werden meist auch auf anderen
Zellen der myelomonozytaren Reihe exprimiert und sind stark abhangig vom
Funktionszustand der Zellen. So nutzt man zur immunhistochemischen Detektion eine
Reihe von Markern, die dem jeweiligen Funktions- und Aktivierungszustand
entsprechen. Die in dieser Studie verwandten Marker sind:

1.1.4.1 CD14

CD14 wird vor allem auf Monozyten, Makrophagen und aktivierter Mikroglia exprimiert
(Abb. 5). Es ist ein wichtiger Schllssel des angeborenen Immunsystems und bei
entzindlichen Prozessen wesentlich beteiligt. CD14 ist Rezeptor fir
Lipopolysaccharide Gram-negativer Bakterien (Wright et al 1990), aber auch fur
Zellwandbestandteile Gram-positiver Bakterien und Mykobakterien (Pugin et al 1994).
Ebenso ist es an der Signaltransduktion durch Toll-like Rezeptoren 2 und 4 beteiligt
(Kirsching et al 1998; Ulevitch 1999), bei intrazellularen Signalwegen durch |kB-Kinase
NFkB, sowie bei Signalwegen durch mitogen aktivierte Proteinkinasen (MAPK), vor
allem ERK1, ERK2, JNK und p53 (Guha und Mackmann 2001). Des Weiteren ist
CD14 bei der Synthese von TNF «, Interleukin 1, 6, 8, 18 und nuclear factor kB beteiligt
(Dentener et al 1993; Manigold et al 2000; Meng und Lowell 1997). Da durch dieses
Molekil auch die Phagozytose beeinflusst wird, spielt es eine wichtige Rolle bei der
Immunantwort, bei entzindlichen Reaktionen und bei der Gewebehomdostase.
Ruhende Mikroglia exprimiert kein CD14 auf ihrer Oberflache, deshalb dient CD14
als Marker aktivierter Mikroglia (Ulvstead et al 1994a). TNFa,
IL 2, Phosphatidylinositol und Phosphatidylserin aktivieren Monozyten tber CD14
(Bosco et al 1997; Nadeau und Rivest 2000; Wang et al 1998; Wang und Munford
1999).
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Abbildung 5: CD14-positive Zellen in einer Normalhinrpopulation, hier werden perivaskulare Mikroglia
dargestellt.

1.1.4.2 CD45

CD 45, auch LCA (leucocyte common antigen) bezeichnet, ist ein Marker fir eine
Tyrosin-Phosphatase auf der Membran kernhaltiger Zellen hdmato-poetischen
Ursprungs. CD45 dient der leukozytaren Entwicklung und der Signaltransduktion (Altin
und Sloan 1997; Irie-Sasaki et al 2003). Diagnostisch wird CD45 als Pan-
Leukozytenmarker verwendet und markiert vor allem die Membranen lymphoider
Zellen. Bei Aktivierungsvorgangen wurden ahnliche Expressionsmuster fir CD45
auf Mikroglia, wie auf Lymphozyten entdeckt (Akiyama et al 1994) (Abb. 6).
Perivaskulare Zellen zeigen ebenso eine vermehrte Expression von LCA gegentber
parenchymaler Mikroglia auf der Einzelzellebene (Becher und Antel 1996).
Makrophagen exprimieren CD45 in stérkerer Form auf inrer Oberflache als Mikroglia,
so dass dies als Unterscheidungskriterium gewertet werden kann (Ulvestead et al
1994 a; Becher und Antel 1996). Neuere Studien ergaben eine vornehmliche
Expression der RB-Isoform auf Mikroglia, was diese Form zum Marker ruhender
Mikroglia machen kénnte (Cosenza-Nashat et al 2006).
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Abbildung 6: CD45 exprimierende,'ramifizierte Mikroglia in einer Normalhirnpopuation.

1.1.4.3 CD68 (PGM1)

CDe68 ist ein etwa 110 kDa schweres, stark glycosyliertes Protein, das vor allem auf
lysosomalen Membranen, aber zu geringem Anteil auch auf der Zelloberflache
exprimiert wird. Eine Expression von CD68 auf ruhender und aktivierter Mikroglia
wurde in verschiedenen Studien festgestellt (Ulvestad et al 1994c; Wagner et al 1999).
Es dient als Marker fir Monozyten, Macrophagen und ruhender Mikroglia (Ulvestad
et al 1994a) (Abb. 7).

1.1.4.4  MHCII (HLA-DP;-DQ;-DR)

MHCII (major histocompatibility complex class Il) bezeichnet eine Familie humaner
Leukozyten-Antigene, deren Subtypen glycosylierte Oberflachen-proteine darstellen.
Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Antigenpréasentation fir CD4+ T-Zellen. Es
herrscht eine stetige Diskussion dartber, ob MHCII als Marker aktivierter Mikroglia
gelten kann, oder ob das Protein auch auf ruhenden Zellen exprimiert wird (Abb. 8).
Wahrend von einigen Arbeitsgruppen eine konstitutive Expression des Markers auf
Mikroglia angenommen wird, sehen andere Gruppen diesen Marker als
aktivierungsspezifisch an (Akiguchi et al 1997; Graeber et al 1992; Mattiace et al
1990; McGeer et al 1988).
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Abbildung 8: MHCII auf akiivierter Mikroglia in einer Normalhimpopulation.




1.1.4.5 MRP8

MRP8 (macrophage inhibiting factor related protein 8) wird auch als S100A8
bezeichnet und ist ein Mitglied der S100-Protein Familie. Sie sind bei intrazellularen
Calcium-abhangigen Aktivierungsprozessen beteiligt, wie Regulation der
Zelldifferenzierung und Enzymaktivierung. Da eine Expression der S100-Proteine
auf Mikroglia vor allem bei entzindlichen Prozessen, Traumata und Ischamien
beobachtet wurde, gilt MRP8 als Marker aktivierter Mikroglia (Schluesener et al 1996;
Postler et al 1997; Schluesener et al 1998; Beschorner 2000).
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1.2 Meningeome

1.2.1Pathologie der Meningeome

Meningeome entstehen aus neoplastischen Arachnoideadeckzellen (Kepes et al
1986) und zahlen mit 13 bis 26% zu den haufigsten primar intrakraniellen Tumoren
(Lantos et al 2002). Der Haupterkrankungszeitpunkt liegt im mittleren bis héheren
Lebensalter, mit einem Gipfel zwischen der sechsten und siebten Dekade, wobei
bei einer Geschlechterverteilung von 3:2, Frauen haufiger betroffen sind (Louis et al
2000). Durch ihr in der Regel langsames und scharf begrenztes Wachstum, gelten
Meningeome in der Regel als gutartige Tumore, die oft asymptomatisch bleiben und
einen Zufallsbefund darstellen kénnen. Treten sie jedoch symptomatisch in
Erscheinung, wird das Bild durch lageabhangige Kompressionsschaden der
umliegenden Strukturen bestimmt, wie Hemiparesen, Gesichtsfeldausfalle, Aphasien,
epileptische Anfélle und andere fokale Symptome (Black 1993). Meningeome kénnen
auch durch einen Verschluss vendser Sinus, oder durch die Invasion der Dura oder
der Schadelkalotte auffallig werden (Burger et al 2002). Hirninvasion oder
Verwachsungen mit umliegenden Strukturen finden eher selten statt, ihr Vorkommen
ist allerdings meist mit einer Prognose-Verschlechterung assoziiert (Louis et al 2000).
Meningeome kdnnen jedoch auch als maligne Neoplasien auftreten, die durch
aggressives Wachstum mit starker Vaskularisierung gekennzeichnet sind.
Histologisch zeigen Meningeome ebenso ein stark variables Bild, wobei einige
histologische Typen prognostisch von Bedeutung sind. Die World Health Organisation
(WHO) unterscheidet drei Grade, die mit der Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs und
dem Wachstumsverhalten korrelieren. Dabei werden dem weitgehend gutartigen
WHO-Grad | die Subtypen meningotheliomatds, fibromatds, transitional,
psammomatés, angiomatds, mikrozystisch, sekretorisch, lymphoplasmazellreich, und
metaplastisch zugeordnet. Meningeome mit einem erhéhten Risiko eines Rezidives
und aggressiveren Wachstums werden WHO-Grad Il zugeordnet, mit den Subtypen
atypisch, klarzellig und chordoid. Als WHO-Grad Ill werden Meningeome des Subtyps
papillar, rhabdoid und anaplastisch bezeichnet (Kleihues et al 2002). Meningeome
mit WHO-Grad | treten dabei in etwa 80% der Falle auf, 15-20% der Meningeome
werden WHO-Grad Il zugeordnet und nur etwa 1-2% zeigen Charakteristika eines
WHO-Grad lll (Perry et al 1999). Meningeome kdnnen grundsétzlich an allen Stellen
der kraniospinalen Achse auftreten, die haufigsten Lokalisationen intrakranieller
Meningeome sind jedoch parasagitale Falxmeningeome (25%),
Konvexizitatsmeningeome (19%) und Keilbeinfligelmeningeome (17%) (Burger et
al 2002).
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1.2.2Risikofaktoren und Onkogenese

Die Zuordnung potentieller Risikofaktoren ist, wie die Onkogenese, sehr vielschichtig.
Eine eindeutige Assoziation mit dem spéateren Auftreten von Meningeomen konnte
nur bei radiologischer Bestrahlung mit schwacher, mittlerer und starker Dosis
gefunden werden, wobei eine Tumormanifestation nach 35, 26 und 19-24 Jahren
stattfand, die, wiederum altersabhangig, bei jingeren Patienten schneller eintrat
(Lantos et al 2002; Louis et al 2000). Als weitere Risikofaktoren werden Traumata
oder Papovaviren diskutiert, hierbei ist die Studienlage allerdings kontrovers (Lantos
et al 2002).

Da in Meningeomzellen immunhistochemisch sowohl Vimentin, Cytokeratin und
epitheliales Membranantigen (EMA) nachweisbar ist, ist sowohl ein epithelialer, als
auch mesenchymaler Ursprung méglich (Lantos et al 2002). Auf genetischer Ebene
konnten verschiedene Verdnderungen nachgewiesen werden, die zu einer
Tumorentstehung in den Arachnoideadeckzellen beitragen kénnen. Eine eindeutige
Veranderung, die zu einem malignen Wachstum flhrt, konnte nicht identifiziert werden.
Momentan geht man von folgendem Stufenmodel aus:

Eine Mutation im Neurofibromatose (NF) Gen 2, oder ein Verlust des Chromosoms
22q fuhrt zu einem Meningeom WHO-Grad I. Ein weiterer Verlust der Regionen 1p,
6q, 10q, 14q und 18q oder Verlangerungen in den Regionen 1q, 99, 12q, 159, 179
und 20q fihren zur Entwicklung eines atypischen Meningeoms WHO-Grad Il. Kommt
zu diesen Mutationen nun ein Verlust der Regionen 6q, 9p, 10 und 14q, eine 17q
Amplifikation, oder eine eher seltene Mutation im TP53 oder PTEN Gen, oder eine
seltene Deletion im CDKN2A Gen hinzu, so fuhrt dies zur Entstehung eines
anaplastischen, malignen Meningeoms mit WHO-Grad Il (Lamszus 2004; Louis et
al 2000).
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1.2.3Prognose und pradiktive Faktoren

Die Prognose der Patienten mit Meningeomen ist von verschiedenen Faktoren
abhéangig. Da die einzige wirklich kurative Therapie eine Operation darstellt, ist die
Rezidivrate stark vom Resektionsgrad abhangig. Bei einer subtotalen Resektion
konnten Stafford und Mitarbeiter 1998 eine Rezidivhaufigkeit von 39% nach funf
Jahren feststellen, bei vollstandiger Resektion betrug diese hingegen nur 12%. Auch
Meningeome mit WHO-Grad Il und lll, ein hoher Proliferationsindex oder aggressive
histologische Varianten wie klarzellige, chordoide und rhabdoide Meningeome sind
negative prognostische Indikatoren. Ebenso haben genetische Veranderungen, die
mit Progression assoziiert sind und jingere Patienten allgemein eine schlechtere
Prognose (Perry 2006).

Hirninvasion ist ebenso ein Prognose bestimmender Faktor, da auch histologisch
benigne anmutende Typen ein atypisches Verhalten zeigen und mit einer héheren
Rezidivrate einhergehen, ebenso spielt die schlechtere Resezierbarkeit bei
Hirninvasion eine Rolle. Benigne Meningeome zeigen ein Rezidivrate von 7-20%,
atypische Meningeome von 29-40% und anaplastische Meningeome rezidivieren
mit einer Wahrscheinlichkeit von 50-78%, wobei die mittlere Uberlebenszeit fiir diese
Patienten mit bis zu zwei Jahren angegeben wird (Louis et al 2000).
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1.2.4 Aufbau der Hirnhaute als naturliche Barriere

Das Hirnparenchym ist von den Meningen umgeben, die aus drei Anteilen bestehen:
Der Dura mater, die der Schadelkalotte anliegt, der Arachnoidea und der Pia mater.
Arachnoidea und Pia mater werden zusammen auch als Leptomeningen bezeichnet.
Die Arachnoidea besteht aus zwei Zelllagen. Mit den duralen Fibroblasten steht sie
Uber eine funf bis sechs Zelllagen umfassende Duragrenzschicht in Verbindung.
Dem zwischen Pia mater und Arachnoidea liegenden Subarachnoidalraum ist die
Arachnoideagrenzschicht zugewandt. In ihr sind die Zellen irregular geformt und tber
tight junctiones, gap junctiones und Desmosomen miteinander verbunden.

Die Arachnoidea steht mit der Pia mater Uber Trabekel in Verbindung (Alcolado et al
1988). Die Pia mater ist aus einer fenestrierten Zelllage und folgt dem Verlauf des
Kortex. Sie liegt der pial-glialen Grenzbasalmembran auf, die von Astrozyten gebildet
wird und kontinuierlich den gesamten Kortex bedeckt.

Die Membrana limitans gliae, die die oberste Schicht des Kortex bildet, besteht aus
Astrozytenfortsatzen, die die pial-gliale Basalmembran synthetisieren (Lopes und
Mair 1974a und b). Die Leptomeningen stellen ein natlrliches Hindernis gegen
Hirninvasion von Tumorzellen dar (Pedersen et al 1994).
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1.2.5Hirninvasion

Bei Tumoren in anderen Organen gilt die Invasion anderer Gewebe als sicheres
Zeichen fur hohe Malignitat und ein fortgeschrittenes Stadium. Bei Meningeomen ist
Hirninvasion nicht eindeutig mit diesen Kriterien assoziiert. Die Morphologie der
Hirninvasion eines Meningeoms ist unterschiedlich zu der Morphologie der Invasion
anderer Tumore. Meningeome zeigen eine Verschmelzung mit den Leptomeningen
(Pedersen et al 1994) und entsenden meist dem Primartumor anhaftende
Tumorzungen ins Hirngewebe oder wachsen entlang perivaskularer Rdume ins
Hirnparenchym ein (Burger et al 2002), so dass eine Invasion durch verstreute
singuléare Zellen, wie bei anderen organischen Tumoren nur selten vorliegt.
Die aktuelle WHO-KIlassifikation definiert Hirninvasion als die Infiltration des
Hirnparenchyms durch Meningeomzellen, ohne dazwischen liegende Leptomeningen
und stuft hirninvasive Meningeome als WHO-Grad Il ein (Louis et al 2007). Die
Bedeutung der Hirninvasion fur die Einstufung der Malignitat eines Meningeoms
war lange Gegenstand steter Diskussionen, da sowohl histologisch benigne, als
auch atypische oder anaplastische Meningeome invasiv wachsen kénnen. Da sich
benigne invasive Meningeome biologisch wie atypische verhalten und auch mit einer
héheren Rezidivrate vergesellschaftet sind, tendieren einige dazu diese der
atypischen Gruppe zu zuordnen (Perry 2006). Genetische Veranderungen, die flr
héhergradige Malignitat sprechen, wurden bei diesen Tumoren nicht gefunden (Louis
et al 2000). Meningeome mit WHO-Grad Il oder Ill sind haufiger mit Hirninvasion
vergesellschaftet und haben dann auch eine erhdhte Rezidivrate (Lantos et al 2002).
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1.2.6 Veranderte Biologie hirninvasiver Meningeome

Hirninvasive Meningeome zeigen gegenlber den nicht invasiven Spezies eine
veranderte Expression verschiedener Enzyme. So konnten Sandberg-Nordqvist und
Mitarbeiter 2001 nachweisen, dass invasive Meningeome verstarkt Matrix
Metalloproteinase (MMP) 9 transkribieren (Sandberg-Nordqvist et al 2001). MMP9
ist eine Typ IV Kollagenase, die Kollagene der Basalmembran, sowie Gelatin und
Elastin abbaut. Sie zeigten mit einer in situ Hybridisierung, dass das Ausmaf der
Transkription von MMP9 mit dem Grad der Invasivitat des Tumors korreliert. Fir
MMP2 konnten sie keine Korrelation feststellen.

Strojnik und Mitarbeiter konnten 2001 in einer immunhistochemischen Studie eine
vermehrte Expression von Cathepsin B und L, zweier Cysteinproteinasen, in
atypischen Meningeomen, im Vergleich zu benignen Meningeomen feststellen
(Strojnik et al 2001).

Kitange und Mitarbeiter untersuchten 2000 die Expression von Ets-1, einem
Transkriptionsfaktor, der im Zusammenhang mit der Aktivierung von urkinase-type
plasminogen activator steht, bei invasiven und nicht invasiven Meningeomen (Kitange
et al 2000). Dabei fanden sie einen Zusammenhang zwischen der Expression von
Ets-1in Meningeomen und dem Hirninvasionspotential dieser Tumore, unabhangig
ihres WHO-Grades. Zeigte ein Tumor eine Expression von Ets-1 auf Tumorzellen,
so waren meist auch hirninvasive Anteile vorhanden. Ebenso entdeckten sie eine
Korrelation zwischen der Expression des Transkriptionsfaktors und den WHO-Graden
der Meningeome. Je héhergradiger der Tumor, umso wahrscheinlicher war auch
eine Expression von Ets-1.

Die genauen Mechanismen der Hirninvasion sind jedoch bis heute noch nicht komplett
verstanden. Fritz und Mitarbeiter zeigten 2005 in einer immunhistochemischen Studie
mit Antikollagen IV-Antikérpern gegen Basalmembrankollagen, dass Hirninvasion
in Form von fingerartigen Einstllpungen des Tumors ins Hirnparenchym einem
Durchbrechen der pial-glialen Basalmembran bei WHO-Grad | Meningeomen voran
geht (Fritz et al 2005). Hierbei unterscheiden sich Meningeome von anderen Tumoren.
Schittenhelm und Mitarbeiter zeigten 2006 in einer weiteren immunhistochemischen
Studie mit Antikollagen IV Antikdrpern eine inverse Korrelation von erhaltener pial-
glialer Basalmembran und steigendem WHO-Grad invasiver Meningeome
(Schittenhelm et al 2006). Dies macht deutlich, dass das Wachstumsmuster
héhergradiger Meningeome dem anderer infiltrierender Karzinome entspricht.
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1.2.7Reaktionen des Hirnparenchyms auf Invasion

Die Reaktion des Hirnparenchyms auf Invasion anderer Zellen von den
Leptomeningen ausgehend ist weitgehend unbekannt und nur wenige Studien haben
sich mit diesem Thema beschaftigt.

1987 untersuchten Jamshidi und Mitarbeiter die Vorgange im Hirn bei Invasion durch
Meningiosis carcinomatosa an einem Rattenmodel (Jamshidi et al 1987). Sie
induzierten dabei eine meningeale Carcinomatose in den Tieren und untersuchten
anschlieBend immunhistochemisch die Verdnderungen an der pial-glialen Membran
und den darunter liegenden Astrozyten mit Anfarbungen durch anti-glial fibrillary acid
protein (GFAP). Desweiteren untersuchten sie die Reaktion der Neurone durch
Farbungen mit einem Antikérper gegen Tubulin, einer Untereinheit von Microtubuli.
Dabei stellten Jamshidi und Mitarbeiter fest, dass die invadierenden Zellen eine
Verdickung der pial-glialen Membran hervorrufen und eine reaktive Hypertrophie der
darunter liegenden Astrozyten. In fortgeschritteneren Stadien der Invasion
beobachteten sie eine Aufhebung der Kontinuitat der pial-glialen Begrenzung. Eine
Veranderung in den Neuronen konnten sie mit inren Methoden nicht feststellen.
Zeltner und Mitarbeiter beschaftigten sich 2007 mit den Reaktionen des Hirns bei
invasiven Meningeomen (Zeltner et al 2007). In einer immunhistochemischen Studie
an invasiven Meningeomen aller WHO-Grade zeigten sie mit Farbungen von GFAP,
SPARC (secreted protein, acidid and rich in cystein), und CD44, einem Molekdl der
Zell-Zell- und Zell-Matrix Adhasion, dass die subpialen Astrozyten im Laufe der
Invasion verschwinden. Sie konnten eine signifikante Korrelation zwischen der
Intaktheit der pial-glialen Basalmembran und dem Vorhandensein von subpialen
Astrozyten bei WHO-Grad | Meningeomen zeigen.
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1.3 Fragestellung und Ziel der Studie

Mikroglia stellen die zellulare Immunantwort des Hirns auf pathologische Prozesse
dar. Bei vielen Vorgangen werden mikrogliale Zellen aktiviert. Da es klare Zeichen
flr eine parenchymatése Affektion des Hirns bei Invasion eines Meningeoms gibt,
wollten wir mit dieser Studie die Reaktion der Mikroglia bei Hirninvasion untersuchen.
Dieser Studie liegt die Annahme zu Grunde, dass die Hirninvasion durch Meningeome
einen Stimulus fur die Aktivierung von Mikrogliazellen an der Hirn-Tumorgrenze
darstellt. In dieser immunhistochemischen Studie sollte eine Darstellung ruhender
Mikroglia durch die Farbungen mit CD45, CD68 und MHCII erfolgen. Die Verteilung
aktivierter Mikroglia wollten wir vor allem durch Farbungen mit CD14 und MRP8
darstellen. Insbesondere war es unser Ziel die mikroglialen Vorgange an der Hirn-
Tumorgrenze zu untersuchen, um Auskunft Gber die Verteilung und mogliche
Aktivierung der Zellen bei Hirninvasion zu erhalten.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Patientendaten

Fir diese Arbeit wurden 38 Operationspraparate von Patienten aus dem Patientengut
des Instituts fir Hirnforschung der Universitat Tlbingen ausgewahlt. Diese Patienten
waren in den Jahren 1985 bis 2006 an der Universitatsklinik Tabingen, Abteilung fir
Neurochirurgie, der Asklepios Klinik Schildautal in Seesen, dem Katharinenhospital
Stuttgart oder der Universitatsklinik Magdeburg Abteilung fir Neurochirurgie operiert
worden. In diese Studie wurden Falle aufgenommen, die histologisch als invasive
Meningeome beurteilt wurden.

Als Invasion wurde gewertet:

. Fingerartige Tumorfortsatze ins anliegende Hirnparenchym

. Tumorinseln in umgebenden Hirngewebe

. Inseln mit Hirnparenchym in umgebendem Tumorgewebe

Als Mikrogliazellen wurden folgende Zellen morphologisch gewertet:

. Amoboide Zellen

. Perivaskulare Mikroglia

. Ruhende, ramifizierte Mikroglia

. Aktivierte, nicht phagozytierende Mikroglia mit verkirzten Fortsatzen und
hypertrophiertem Zellkdrper

. Phagozytierende Mikroglia

Zur Klassifikation und Graduierung der Meningeome diente die zum Zeitpunkt der
Entnahme jeweils aktuelle WHO-Klassifizierung. Es wurden sowohl invasive
Primartumore, als auch invasive Rezidive in diese Arbeit aufgenommen. Fir die
mikroskopische Beurteilung der mikroglialen Reaktion im infiltrierten Hirn musste
ausreichend Hirngewebe im Operationspraparat enthalten sein. Eine standardisierte
Mindestmenge wurde auf Grund mangelnder Durchflihrbarkeit nicht festgelegt. Es
wurden alle WHO Grade untersucht, wobei 18 von 38 Proben (47%) als WHO-Grad
[, 13 von 38 Proben (34%) als WHO-Grad Il und 7 von 38 Proben (18%) als WHO-
Grad lll eingestuft worden waren (Tabelle 1). Der Altersdurchschnitt der Patienten
lag bei 62,5 Jahren, wobei das durchschnittliche Alter weiblicher Patienten 61,95
Jahre und das mannlicher 63,1 Jahre betrug. Das Durchschnittsalter von Patienten
mit einem WHO-Grad | Meningeom lag bei 60,8 Jahren, das von Patienten mit WHO-
Grad Il bei 66,3 Jahren und Patienten mit einem Meningeom des WHO-Grades IlI
wiesen ein Durchschnittsalter von 59,9 Jahren auf.
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2.1.1. Klinische Daten
Die klinischen Daten der Patienten finden sich auf Tabelle 1 im Anhang.

2.2 Immunhistochemie

2.2.1 Primarantikorper

2.2.1.1 CD14

CD14 ist ein 55kDa schweres Molekill, das Uber einen Glycosylphosphatidyl-inositol-
Anker in der Zellmembran myeloider Zellen, vor allem Monozyten, Makrophagen und
aktivierter Microglia verankert ist.

CD14 ist bei der Synthese von Tumornekrosefaktor o, Interleukin 1, 2, 6, 8, 18 und
nuclear factor kB beteiligt (Dentener et al1993; Manigold et al 2000; Meng und Lowell
1997). Da durch dieses Molekul die Phagozytose beeinflusst wird, spielt es eine
wichtige Rolle bei der Immunantwort, bei entziindlichen Reaktionen und bei der
Gewebehomgostase. Ruhende Mikroglia exprimiert kein CD14 auf ihrer Oberflache,
deshalb dient CD14 als Marker aktivierter Mikroglia (Ulvstead et al 1994a). TNFa,
und IL 2, aktivieren Monozyten Gber CD14 (Bosco et al 1997; Nadeau und Rivest
2000; Wang et al 1998; Wang und Munford 1999). Hier wurde der monoklonale
Antikdrper gegen CD14 NCL-L-CD14-223 clone 7 (Novocastra, Newcastle, UK) in
der Verdinnung 1:100 benutzt.

221.2 CD31

CD831, oder auch platelet endothelial cell adhesion molecule genannt, ist ein 130kDa
schweres Glykoprotein, das auf den Membranen von Endothelzellen und myeloiden
Zellen exprimiert wird. Es ist bei der Zelladhasion, Integrin Aktivierung, dem
Zellliberleben, bei der zelluldren Signaltransduktion und bei der Mechanorezeption
beteiligt (Reviewed von Fujiwara 2006; Newman 1997; Newman und Newman 2003).
Da CD31 als relativ endothel-spezifisch gilt, wurde hier derAntikérper gegen CD31
Klon JC 70A (Dako) in der Verdiinnung 1:50 als Marker flir Endothelzellen gebraucht.

28



2213 CD45

CD45, auch leucocyte common antigen bezeichnet, ist ein Marker fir eine Tyrosin-
Phosphatase auf der Membran kernhaltiger Zellen hAmato-poetischen Ursprungs.
Auf menschlichen Leukozyten gibt es finf Isoformen, die durch alternatives Splicen
entstehen. CD45 dient der leukozytaren Entwicklung und der Signaltransduktion (Altin
und Sloan 1997; Irie-Sasaki et al 2003). Diagnostisch wird CD45 als Pan-
Leukozytenmarker verwendet und markiert vor allem die Membranen lymphoider
Zellen. Makrophagen exprimieren CD45 in starkerer Form auf inrer Oberflache als
Mikroglia, so dass dies als Unterscheidungskriterium gewertet werden kann
(Ulvestead et al 1994a; Becher und Antel 1996). Neuere Studien ergaben eine
vornehmliche Expression der RB-Isoform auf Mikroglia, was diese Form zum Marker
ruhender Mikroglia machen kdnnte (Cosenza-Nashat et al 2006). Der hier verwendete
monoklonale Antikdrper gegen CD45 stammt aus dem Klonen 2B11 und PD7/26
(Dako Cytomation, Glostrup, Denmark) und wurde 1:100 verdiinnt gebraucht.

2.2.1.4 CD68 (PGM1)

CDe68 ist ein etwa 110 kDa schweres, stark glycosyliertes Protein, das vor allem auf
lysosomalen Membranen, aber zu geringem Anteil auch auf der Zelloberflache
exprimiert wird. Es dient als Marker flir Monozyten, Makrophagen und ruhender
Mikroglia (Ulvstead et al 1994a). Fir die Detektion von CD68 wurde hier der
monoklonale Antikdrper Klon PG-M1 (Dako Cytomation, Glostrup, Denmark) in der
Verdinnung 1:500 genutzt.

2.2.1.5 MHCII (HLA-DP;-DQ;-DR)

MHCII bezeichnet eine Familie humaner Leukozyten-Antigene, deren Subtypen
glycosylierte Oberflachen-proteine darstellen. Sie spielen eine wichtige Rolle bei
der Antigenprasentation fur CD4+ T-Zellen und werden daher auf multiplen Antigen-
prasentierenden Zellen, darunter auch ruhender Mikroglia, exprimiert (Ulvestad et al
1994b). Fur diese Arbeit wurden die Subtypen HLA-DP, -DQ, -DR mit einem
monoklonalen Antikérper des Klons CR3/43 (Dako) in der Verdinnung 1:50
nachgewiesen.
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22.1.6 MRP8

MRP8 wird auch als S100A8 bezeichnet und ist ein etwa 10 kDa schweres Mitglied
der S100-Protein Familie. Mitglieder dieser Familie besitzen zwei Calcium-
Bindungsstellen, auch als EF-hands bezeichnet (Kligman und Hilt 1988). Sie sind
bei intrazellularen Calcium-abhangigen Aktivierungsprozessen beteiligt, wie
Regulation der Zelldifferenzierung und Enzymaktivierung. lhre Expression auf
Monozyten ist Calcium-abhangig und abhangig vom jeweiligen Differenzierungsgrad
der Zellen (Roth et al 1993; Roth et al 1994). Da eine Expression der S100-Proteine
auf Mikroglia vor allem bei entzindlichen Prozessen, Traumata und Ischamien
beobachtet wurde, gilt MRP8 als Marker aktivierter Mikroglia (Schluesener et al 1996;
Postler et al 1997; Schluesener et al 1998; Beschorner 2000). In dieser Arbeit wurde
ein monoklonaler Antikbrper gegen MRP8 des Klons 8-5C2 (BMA, Biomedicals
AG, Augst, Switzerland) in der Verdiinnung 1:100 genutzt.

2.2.1.7 Kollagen IV

Kollgagen IV ist ein 400 nm langes Molekdll, das in drei Isoformen vorkommt. Die
ala2- Variante wird ubiquitar in allen Basalmembranen exprimiert, wahrend die a3a4-
Variante und die a5a6-Variante hauptsachlich in der Basalmembran der Glomeruli
der Niere anzutreffen ist. Da auch die Astrozyten der Membrana limitans gliae dieses
Molekul synthetisieren wurde hier ein monoklonaler Antikérper des Clons CIV 22 in
der Verdiinnung 1:100 benutzt, um die Basalmembran darzustellen ( Quelle: Dako
Cytomation). Dabei wurde auf bereits bestehende Farbungen aus der Arbeit von
Lena Zeltner: ,Astrozytare Reaktion auf hirninvasive Meningeome* (in Vorbereitung)
zurtickgegriffen.
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2.2.2 Farbstoffreagenzien

DAB

95mg DAB (3,3 Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid Quelle: Fluka, Sigma-
Aldrich, Steinheim, Deutschland) wurden in 150 ml Aqua dest. gelést und mit 2
0 ml Substratpuffer, sowie 66,6 ul H,O, versetzt und mit Aqua dest. auf 200 ml
aufgefallt.

Avidin-Biotin Komplex

5ul Avidin und 5pl biotinylierte Meerrettichperoxidase (pH 7,2) wurden mit 1ml
TBS Gebrauchslésung 30 Minuten vor Gebrauch angesetzt.

Quelle: Dako, Glostrup, Danemark

2.2.3 Lésungen

TBS-Stammldsung

60,69 Tris Base und 163,69 NaCl wurden in 1,51 Aqua dest. gelést und mit
25% HCl auf pH 7,5 eingestellt. Anschlie Bend wurde die Lésung mit Aqua dest.
auf 2| aufgefallt.

TBS-Gebrauchslésung
TBS- Stammlésung wurde mit Aqua dest. 1:10 verdiinnt.

Zitratpuffer-Stammldsung
42,29 Zitronensaure (Merck, Darmstadt) wurden in 2| Aqua dest. gel6st und
auf pH 6 eingestellt.

Zitratpuffer-Gebrauchslésung
Zitratpuffer-Stammlésung wurde mit Aqua dest. 1: 10 verdlinnt.

Substratpuffer

21g Zitronensaure-Monohydrat (Merck, Darmstadt), 34g Imidazol
(Fluka, Neu-Ulm) und 29,2g NaCl wurden mit 400 ml Aqua dest. gelést und auf
pH 7,0 eingestellt. Danach wurde die Lésung mit Aqua dest. auf 500 ml aufgefilt.
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2.2.4Chemikalien
. Erythrosin B (Eosin)
Quelle: Merck, Darmstadt, Deutschland

. HCI/Ethanol
100ml 70% Ethanol und 1ml 25% HCI
Quelle: Merck, Darmstadt, Deutschland

. Mayers Hamalaun-Lésung
Quelle: Merck, Darmstadt, Deutschland

. Permanentes Mikroskopier-Einschlussmittel HICO-MIC
Quelle: Hirz & Co, Kéln

2.2.5 Herstellung der Schnitte

Die Paraffinblécke wurden mit einem Rotationsmikrotom der Firma LEICA Typ 2040
in 3um dicke Schnitte geschnitten und auf silanbeschichtete Objekttrager aufgezogen.
AnschlieBend wurden sie in einem Warmeschrank bei 55°C getrocknet.

2.2.6 Hamatoxylin- Eosin Farbungen

Um eine Farbung der Gewebe mit Hamatoxylin- Eosin (HE) zu ermdglichen, wurden
sie fir 30 Minuten in Xylol entparaffiniert. AnschlieBend wurden die Gewebe in einer
absteigenden Alkoholreihe der Konzentrationen 100%-100%-96%-70% fiur jeweils
fanf Minuten rehydriert, bevor sie, nach kurzem Schwenken in Aqua destillata, far
eine Minute in Hamatoxylin eingebracht wurden. Nach zehn- minttigem Sptlen in
Leitungswasser und kurzem Schwenken in Aqua destillata wurden die Gewebe flir
eine Minute in Erythrosin tberfUhrt. AnschlieBend wurden sie in einer aufsteigenden
Alkoholreihe der Konzentrationen 70%-96%-100%-100% fur jeweils finf Minuten
dehydriert und fiir 30 Minuten in Xylol getaucht. Zur Fertigstellung wurden die Schnitte
mit dem Mikroskopier-Einschlussmittel HICO-MIC eingedeckelt
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2.2.7 Vorbehandlung und immunhistochemische Farbung

Um eine immunhistochemische Farbung der Schnitte zu erméglichen, war eine
Entparaffinierung des Gewebes notwendig. Dies erfolgte durch 30-minltige
Inkubation der Schnitte in Chloroform. Danach erfolgte eine Rehydratation des
Gewebes durch eine absteigende Alkoholreihe bestehend aus 2 x 100% Alkohol, 1
x 96% Alkohol und 1 x 70% Alkohol, in den die Schnitte flr jeweils 2 Minuten
eingebracht wurden. Danach wurden sie in Aqua dest. Uberfihrt. Um eine Freilegung
der Gewebsantigene zu erreichen war eine Demaskierungsvorbehandlung nétig.
Diese erfolgte durch Erhitzen des Gewebes in Zitratpuffer in einer Mikrowelle bei
750 Watt. Die endogene Peroxidase wurde, nach einem Waschvorgang in Aqua
dest. und TBS Uber 5 Minuten, durch Inkubation der Praparate in 250ml 100%
Methanol und 5ml 30% H,O, far 10 Minuten blockiert. Nach einem weiteren
Waschvorgang wurden die Schnitte zur Verhinderung unspezifischer
Antikdrperbindungen mit Schweineserum, das im Verhaltnis 1:10 mit TBS verdiinnt
worden war fir 30 Minuten inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation des
jeweiligen Primarantikdrpers Uber Nacht. Bei den mitgeflihrten Negativkontrollen
wurde zum Ausschluss unspezifischer Bindungen kein Antikérper aufgebracht. Nach
Spulen in TBS fur finf Minuten wurde der jeweils zur Klonalitat des Primarantikérpes
passende Sekundarantikérper fir 30 Minuten aufgebracht. Da alle Primarantikdrper
maus-monoklonal waren, handelte es sich hier bei um biotinylierten Hase anti-Maus
F(ab), Antikérper (Dako Cytomation, Verdlnnung 1:400). AnschlieBend wurde das
Gewebe nach erneutem Waschen in TBS-Lésung mit Peroxidase-gekoppeltem
Avidin-Biotin-Komplex ftir 30 Minuten inkubiert (Dako Cytomation). Nach erneutem
Spulen in TBS wurden die spezifischen Antigen-Antikdrper-Bindungsstellen mit 3,3
Diaminobenzidin als Chromogen sichtbar gemacht. Zur Kerndarstellung wurden die
Schnitte mit Hadmalaun-Lésung gegengefarbt, anschlieBend durch eine aufsteigende
Alkoholreihe und ein Bad in Xylol dehydriert und mit Deckglasern versehen.
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2.2.8 Immunfluoreszenzfarbung

Die Immunfluoreszenzfarbung diente zur gleichzeitigen Darstellung zweier
verschiedener Antigene. Dabei wurden die Schnitte ebenfalls entparaffiniert, rehydriert
und in der Mikrowelle vorbehandelt. Die endogene Peroxidase wurde wie oben
beschrieben mit Methanol und H,O, blockiert. Nach Hemmung der unspezifischen
Bindungsstellen wurde das Gewebe mit den polyklonalen Antikérpern fir die jeweils
spezifischen Antigene Uber Nacht inkubiert. Nach einem Waschvorgang in TBS
inkubierten die Schnitte fir 30 Minuten mit dem Sekundarantikérper, der entweder
aus Schaf-, oder Esel hergestellt wurde (Sheep-Anti mouse; Donkey-Anti mouse,
Dako; Verdiinnung 1:400). Nach erneutem Waschen in TBS wurden die Praparate
mit Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, USA) als Chromogen versehen
und eingedeckelt.

2.2.9 Auswertung und Auszahlung

Die mikroskopische Auswertung der Préparate wurde mit einem Mikroskop der Marke
Polyvar (Reichert und Jung, Wien, Osterreich) durchgefiihrt. Zuerst wurde dabei das
Expressionsmuster des jeweiligen Markers morphologisch an Hand der Lage und
Verteilung der markierten Mikroglia im Hirn beurteilt. Es wurde besonders auf spezielle
Verteilungsmuster der detektierten Zellen an der Hirn-Tumor Grenze geachtet. In
einem weiteren Schritt wurde die Verteilung der CD14 exprimierenden Zellen
ausgezahlt. Dabei wurde zwischen GeféB-assoziierten Zellen und parenchymalen
Zellenim Hirn unterschieden. Es wurden jeweils 200 Zellen eines Falles ausgezahili.
Die in dieser Arbeit gezeigten fotographischen Aufnahmen wurden auf einer
Digitalkamera der Marke Olympus Typ E20 gemacht.

2.3 Statistische Methoden

Far die jeweiligen Farbungen mit Antikérpern gegen CD68, CD45, MHCII, CD14
und MRP8 wurde, getrennt nach WHO-Graden, die Aktivitat der Mikroglia an der
Hirn-Tumorgrenze und im Hirn ausgewertet und mit der Aktivitat der Zellen in den
anderen WHO-Graden in einer Kontingenzanalyse verglichen. Die Reaktionen der
CD68-, MHCII- und CD14-positiven Zellen an der Hirn-Tumorgrenze wurden mit dem
Vorhandensein von Collagen 4 als Marker der Basalmembran verglichen und in einer
Kontingenzanalyse korreliert. Die Signifikanz wurde jeweils durch den Pearson-Test
bestimmt. Dabei wurden Werte unter p=0,05 als signifikant angesehen. Die
Zellzdhlungen CD14-positiver Mikroglia mit oder ohne GefaBassoziation wurden
durch den Student-t-Test beurteilt. Auch hier wurde das Signifikanzniveau unter p=0,05
festgelegt. Zur Auswertung der Daten verwendeten wir das statistische Software-
Programm JMP 6.0.0 (SAS-Software; www.jmp.com).
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3 ERGEBNISSE

Die Ergebnisse werden hier von Markern fir ruhende Mikroglia wie CD68 und CD45
ausgehend, zu Markern flr aktivierte Mikroglia wie CD14 und MRP8 (bergehend,
dargestellt. MHCII nimmt, da es sowohl auf aktivierter, als auch auf ruhenden
Mikrogliazellen exprimiert wird eine Zwischenstellung ein.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Verhaltnisse an der Hirn-Tumorgrenze bei positiver
Reaktion der Mikrogliazellen. Die Grenze ist hier sowohl auf Hirn, als auch auf Tumorseite von
Mikroglia besetzt (Pfeilspitze). Im Hirnparenchym finden sich diffus verteilte positiv reaktive Zellen

(Pfeil).
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3.1 Expression von CD68 (PGM1)

CD68 ist ein Marker ruhender Mikroglia, der als glycosyliertes Protein vor allem auf
lysosomalen Membranen und der Zelloberflache exprimiert wird. Neben Mikroglia
werden auch Monozyten und Makrophagen von diesem Marker detektiert. Beiden
hier vorhandenen Proben zeigten sowohl perivaskulare, fortsatzlose, als auch frei im
Gewebe liegende Mikroglia mit Fortsatzen eine CD68 Expression. Auch monozytare
Zellen in Einblutungen zeigten das Antigen auf ihrer Oberflache, was jedoch als
Normalbefund zu werten ist. Bei den als Kontrollgruppe untersuchten Normalhirnen
zeigte sich in einem Fall eine geringe Expression von CD68 auf Mikroglia diffus im
Gewebe, in den anderen Fallen konnten keine Zellen mit diesem Protein auf ihrer
Oberflache nachgewiesen werden.

3.1.1Meningeome WHO-Grad |

Alle untersuchten Hirnanteile der 18 Grad | Meningeome waren fiir CD68-
exprimierende Mikroglia positiv, wobei die ramifizierten Zellen in einem diffusen
Verteilungsmuster im Hirnparenchym verstreut lagen, wie auch in der schematischen
Darstellung gezeigt wird (Abb. 9; Abb. 10). Sechs Proben wiesen jedoch nur eine
sehr geringe Expression auf, so dass nur vereinzelt reaktive Zellen im Gewebe
detektierbar waren (Abb. 12). Der Hirnparenchymsaum umfasste bei allen
untersuchten Meningeomen nur wenige Millimeter, die Hirntumorgrenze wurde als
direkte Front zwischen Hirn und Tumor aufgefasst.

Die Hirn-Tumorgrenze selbst wies keine vermehrte Anzahl von Mikroglia auf, eine
Akzentuierung der Hirn-Tumorgrenze wurde bei Meningeomen des WHO-Grades |,
im Gegensatz zu der Hirn- Tumorgrenze in der oben dargestellten Schemazeichnung,
nicht beobachtet (Abb. 11).

In 17 WHO-Grad | Meningeomen selbst war CD68-positive Mikroglia vorhanden,
die oft ein diffuses Verteilungsmuster innerhalb der Tumormasse zeigte. In zwei
Biopsien lagen die angefarbten Zellen nicht in den Tumormassen, sondern in
bindegewebigen Septen, die einzelne Anteile von einander trennten. In vier Fallen
war auch eine vermehrte Expression an perivaskularer Mikroglia im Tumor zu
erkennen. Ein Meningeom wies keine durch CD68 nachweisbaren Monozyten im
Tumor auf.
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Abbildung 10: Darstellung der Expression von CD68 auf WHO-Grad | Meningeomen. Alle der 18

Meningeome zeigten CD68-positive Zellen in einem diffusen Verteilungsmuster im angrenzenden
Hirnparenchym.
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Abbildung 11: Darstellung der Expression von CD68-positiver Mikroglia an der Hirn-Tumorgrenze von
Meningeomen WHO-Grad I. Keine der untersuchten Grenzflachen zeigte eine Akzentuierung durch
mikrogliale Zellen.

ol 4

Abbildung 12: Geringe Expression von CD68 auf Mikroglia im umgebenden Hirngewebe eines WHO-
Grad | Meningeoms. Die Hirn-Tumorgrenze ist nicht betont. Abbildung von Fall 5.
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3.1.2Meningeome WHO-Grad Il

In allen 13 WHO-Grad Il Meningeomen konnte CD68-positive Mikroglia in den
Hirnanteilen nachgewiesen werden, die ein gleichmaBig diffus im Gewebe liegendes
Verteilungsbild aufwies (Abb. 13; Abb. 15). Auch an GeféaBen oder in GefaBnéahe
konnte h&ufig eine verstarkte Expression wahrgenommen werden. Zwei Biopsien
wiesen sehr wenige CD68-reaktive Zellen auf, so dass diese nur stark vereinzelt im
Hirnparenchym nachweisbar waren.

Die Hirn-Tumorgrenze (Abb. 14) zeigte keine vermehrte mikrogliale Reaktion, so
dass keine Betonung der Grenze bei WHO-Grad Il Meningeomen vorlag. Auch die
Tumoranteile zeigten stets diffus verteilte CD68-positive Mikroglia im Gewebe, wobei
die allgemeine Expressionsstarke eher gering war. Selten konnten einzelne Herde
mit einer vermehrten Zellzahl beobachtet werden. Drei Meningeome imponierten
dagegen durch ihr dichtes Erscheinungsbild mikroglialer Zellen, wobei eine definitive
Unterscheidung von CD68-exprimierenden mikroglialen Zellen und CD68-positiven
Tumorzellen durch das dichte Expressionsmuster in einem Fall sehr schwierig war.
In einem Meningeom konnte keine CD68-positive Mikroglia nachgewiesen werden.

f—[m difus 13/13 |
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Abbildung 13: Darstellung der Expression von CD68 in WHO-Grad Il Meningeomen. Alle der
untersuchten Meningeome zeigten CD68-exprimierende Zellen in einem diffusen Verteilungsmuster
im angrenzenden Hirngewebe.
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Abbildung 14: Expression von CD68 auf Mikroglia an der Hirn-Tumorgrenze von invasiven Meningeomen
WHO-Grad II. Auch hier findet sich keine Betonung der Grenze durch Mikroglia.
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Abbildung 15: Expression von CD68 auf mikroglialen Zellen im Hirnparenchym eines WHO-Grad |l
Meningeoms. Es zeigt sich ein diffuses Verteilungsmuster der Zellen ohne Akzentuierung der Hirn-
Tumorgrenze. Aufnahme von Fall 26.




3.1.3Meningeome WHO-Grad lll

Alle Meningeome mit WHO-Grad Il zeigten diffus verteilte CD68-positive Mikroglia
in ihren Hirnanteilen (Abb. 16). Vier der sieben Biopsien zeigten an der Hirn-
Tumorgrenze eine Akzentuierung, wie sie auch in der vorhergehenden schematischen
Darstellung gezeigt wurde (Abb. 9; Abb. 17). Davon konnte die Anreicherung
mikroglialer Zellen bei einem Fall, im Gegensatz zu der Schemadarstellung nur auf
der Hirnseite lokalisiert werden (Abb. 18). Hier war eine lokale Vermehrung von
Mikroglia, die sich jedoch nicht Uber die ganze Grenze erstreckte. Bei zwei weiteren
Tumoren konnte man eine mikrogliale Anreicherung auf der Tumorseite feststellen,
wobei bei einem eine fokale, flachige Vermehrung der Zellen Uber Teile der Grenze
(Abb. 19) und bei einem weiteren Uber die ganze Grenzstrecke, wie auch schon
schematisch dargestellt, zu verzeichnen war (Abb. 9). In einem anderen Tumor war
die Akzentuierung auf beiden Seiten der Grenze vorhanden, auf der Tumorseite
flachiger, auf der Hirnseite jedoch breiter gestreut. Das vermehrte Auftreten von
Mikroglia an der Hirn-Tumorgrenze bei Meningeomen mit WHO-Grad |1l gegenUber
WHO-Grad | und Il ist statistisch hoch signifikant (p<0,0001). Die Hirn-Tumorgrenze
ist also bei Meningeomen mit WHO-Grad Il haufiger von Mikroglia besetzt, als bei
Meningeomen mit niedrigeren Malignitétsgraden. In den eigentlichen Meningeomen
war immer CD68-exprimierende Mikroglia vorhanden. Das meist diffuse
Verteilungsbild wurde oft mit lokalen Herden oder in GefadBnahe akzentuiert.

| CDB8 diffue 7/7 |
WHOI |
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Abbildung 16: Darstellung der Expression von CD68 bei Meningeomen mit WHO-Grad Ill. Alle
Meningeome hatten diffus CD68 positive Mikroglia im umgebenden Hirngewebe.
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Abbildung 17: Darstellung der Akzentuierung der Hirn-Tumorgrenze bei Meningeomen des WHO-
Grades lIl. Vier der untersuchten Praparate zeigten eine vermehrte Expression von CD68 auf Mikroglia
an der Grenzflache.
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Abbildung 18: Diffuse Expression von CD68 auf mikroglialen Zellen im Hirngewebe eines WHO-Grad

Il Meningeoms. Die Grenze zwischen Tumor und Hirnparenchym ist durch CD68-positive Zellen auf
der Hirnseite akzentuiert. Abbildung von Fall 33.
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Abbildung 19: Diffuse Verteilung von CD68-positiven mikroglialen Zellen im Hirngewebe eines WHO-
Grad lll Meningeoms. Die Hirn-Tumorgrenze ist fokal durch Mikroglia auf der Tumorseite betont.
Abbildung von Fall 32.
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3.2  Expression von CD45

Der Pan-Leukozytenmarker CD45 markiert eine Tyrosin-Phosphatase auf den
Membranen kernhaltiger Zellen hdmatopoetischen Ursprungs (Altin und Sloan 1997).
Somit wurden durch ihn sowohl Mikroglia, Makrophagen, als auch Lymphozyten
angefarbt. Dabei konnten die einzelnen Spezies morphologisch durch ihre Form,
GroBe und KerngréBe unterschieden werden. Eine vermehrte Reaktion von
Lymphozyten bei der Hirninvasion von Meningeomen wurde allerdings bereits in
Hamatoxilin-Eosin-Farbungen ausgeschlossen. Lymphozyten kénnen in GefaBen und
Einblutungen vorkommen. Mikrogliale Zellen zeigten sich stark ramifiziert mit kleinem
Zellkdrper. In unserer Normalhirn-Population war fokal an sehr wenigen Stellen in
drei von vier Fallen eine geringe Detektion CD45-positiver, ramifizierter Mikroglia
moglich, in GefaBen zeigten sich vereinzelt in zwei von vier Biopsien angefarbte
Lymphozyten. Insgesamt wies die Kontrollgruppe sehr wenig Expression auf. In
GefaBen des Hirngewebes stellte sich eine Expression von CD45 Lymphozyten des
Blutes dar, was einem Normalbefund darstellt

3.2.1Meningeome WHO-Grad |

Neun von 18 Meningeomen WHO-Grad | wiesen CD45-exprimierende Mikroglia in
den benachbarten Hirnanteilen auf, wobei die stark ramifizierte Mikroglia diffus im
Hirnparenchym verteilt und fokal verschieden stark ausgepragt war (Abb. 9; Abb.
20). Acht der positiven Biopsien wiesen insgesamt nur eine leichte Expressionsstarke
auf, wohingegen eine Biopsie durch ihre starke Expression hervorstach (Abb. 22).
Bei neun Biopsien wurde, im Gegensatz zur obigen schematischen Darstellung, keine
CD45-positive Mikroglia im Hirn gefunden. Statistisch war die Anzahl von Grad |
Meningeomen, die diffuse, CD45-positive Mikroglia in ihrem Hirngewebe aufwiesen
gegenlber den anderen WHO-Graden nicht signifikant erhéht. Frei im Hirnparenchym
liegende Lymphozyten wurden in vier Biopsien festgestellt, allerdings war ihr
Vorhandensein immer mit Einblutungen verbunden. An der Hirn-Tumorgrenze konnte
keine Akzentuierung durch CD45-positive Mikroglia festgestellt werden (Abb. 21).
Im Tumor wurde keine Expression von CD45 auf ramifizierter oder aktivierter Mikroglia
beobachtet, allerdings zeigte sich in allen Grad | Meningeomen eine Anfarbung von
Lymphozyten und Makrophagen, die ein diffuses Verteilungsmuster im Gewebe
aufwiesen. Insgesamt war im Tumor jedoch nur eine sehr geringe Expressionsrate
nachzuweisen.
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Abbildung 20: Darstellung der Expression von CD68 und CD45. Alle untersuchten Meningeome
zeigten eine Expression von CD68, jedoch zeigten nur neun von 18 auch eine Expression von CD45
auf mikroglialen Zellen im angrenzenden Hirngewebe. Neun Meningeome wiesen keine Expression
auf.
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Abbildung 21: Expression von CD68 und CD45 an der Hirn-Tumorgrenze von invasiven Meningeomen
WHO-Grad Il. Es zeigte sich auch keine Betonung der Grenze durch CD45-positive Mikroglia.

Abbildung 22: Geringe, diffuse Expression von CD45 auf Mikroglia in einem WHO-Grad | Meningeom.
Die Hirn-Tumorgrenze ist nicht vermehrt mit mikroglialen Zellen besetzt. Aufnahme von Fall 5.
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3.2.2Meningeome WHO-Grad Il

Von 13 Meningeomen WHO-Grad |l zeigten finf eine Expression von CD45 auf
Mikroglia (Abb. 23). Diese Zellen waren stark ramifiziert und diffus im Hirnparenchym
verteilt, wobei fokale Unterschiede in der Dichte vorhanden waren (Abb. 25). An
wenigen Stellen konnte eine herdartige Vermehrung mikroglialer Zellen im Gewebe
erkannt werden (Abb. 26). Auch bei den Meningeomen des WHO-Grades Il lie3 sich
gegenulber den anderen Malignitatsgraden keine vermehrte Anzahl von Biopsien
feststellen, die CD45-positive Zellen im Hirnanteil aufwiesen. An der Hirn-
Tumorgrenze war auf der Hirnseite keine Aktivitat von Mikroglia feststellbar (Abb.
24), keine der untersuchten Praparate wies Mikroglia an der Grenzfront zwischen
Hirn und Tumorgewebe auf. Die WHO-Grad || Meningeome selbst zeigten in vier
Fallen eine Expression von CD45 auf aktivierter Mikroglia, wobei die positiven Zellen
eine diffuse Verteilung im Gewebe aufwiesen. Alle Tumore wiesen wenige CD45-
positive Lymphozyten und Makrophagen, diffus im Gewebe verteilt, auf. Insgesamt
war auch bei den Meningeomen mit Malignitatsgrad Il nur eine geringe Expression
von CD45 auf Mikroglia sowohl in Hirn, als auch im Tumor zu verzeichnen. Freiim
Hirngewebe vorkommende Lymphozyten waren in zwei Féllen erkennbar, desweiteren
zeigten sechs Biopsien Lymphozyten in GefaBen und drei Biopsien wiesen
Lymphozyten in Einblutungen auf.

| CD45 diffus 513 |

| CDBS difye 13713
f_L S keln CD45 813

keln COGE 013

Abbildung 23: Darstellung der Expression von CD68 und CD45. Alle Meningeome zeigten CD68-
positive Mikroglia, jedoch konnte CD45-positive Mikroglia nur bei fiinf von 13 untersuchten Fallen
dargestellt werden. Acht Meningeome zeigten keine Expression von CD45 auf mikroglialen Zellen im
umgebenden Hirnparenchym.
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Abbildung 24: Expression von CD68 und CD45 auf Mikroglia an der Hirn-Tumorgrenze von Meningeomen
WHO-Grad Il. Es konnte keine Expression dieser Marker auf mikroglialen Zellen in der Grenzregion
nachgewiesen werden.
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Abbildung 26:Expression von CD45 auf Mikroglia bei einem WHO-Grad Il Meningeom. Im
Hirnparenchym sind viele CD45-positive Zellen vorhanden, die eine starke Expression zeigen. Die
Hirn-Tumorgrenze ist auch hier nicht betont. Dargestelltist Fall 26.
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3.2.3Meningeome WHO-Grad lll

Sieben Meningeome unserer Untersuchung konnten WHO-Grad [ll zugeordnet
werden, wovon vier CD45-positive Mikroglia im invadierten Hirn aufwiesen (Abb.
27;Abb. 29). Bei zweien lagen die Zellen diffus im Parenchym verteilt, bei den zwei
anderen war sowohl eine diffuse Verteilung in Hirn, als auch eine Akzentuierung der
Hirn-Tumorgrenze an einigen Stellen sichtbar (Abb. 28). Dabei war die Grenze des
Hirns zum Tumor durch ein vermehrtes Auftreten von CD45-positiver Mikroglia
stellenweise besonders hervorgetreten. Bei einem Fall konnte dies Uber die ganze
Flache der Hirn-Tumorgrenze beobachtet werden, wobei die Vermehrung mikroglialer
Zellen auf der Tumorseite starker war, als auf der Hirnseite, jedoch waren auf beiden
Seiten reaktive Zellen zu finden, wie auch in der obigen schematischen Darstellung
der Verhaltnisse an der Hirn-Tumorgrenze gezeigt wird (Abb. 9; Abb. 30). Ein weiterer
Fall zeigte streckenweise Unterbrechungen in der mikroglialen Front, so dass die
Hirn-Tumorgrenze nicht komplett von Mikroglia besetzt war (Abb. 31). Das vermehrte
Auftreten von Mikroglia an der Hirn-Tumorgrenze von Meningeomen mit WHO-Grad
[ll, gegenlber der Akzentuierung der Hirn-Tumorgrenze durch Mikroglia bei WHO-
Grad I und Il wurde durch statistische Tests als signifikant bestétigt (p=0,0022), eine
vermehrte diffuse Verteilung von Mikroglia im Hirnparenchym war nicht signifikant.
Im Tumor zeigten drei Meningeome eine geringe, fokal gehaufte Expression von
CD45, bei einem Tumor konnte keine CD45-tragende Zelle nachgewiesen werden.
Alle Tumoren wiesen jedoch eine Expression von CD45 auf wenigen frei liegenden
Lymphozyten im Gewebe auf. Frei im Hirnparenchym wurden keine Lymphozyten
angetroffen, jedoch waren bei zwei Biopsien Lymphozyten in GefaBlumina und bei
einer Biopsie in einer Einblutung zu finden.

keln COBE 07

Abbildung 27: Expression von CD68 und CD45 auf Meningeomen WHO-Grad llI. Alle Biopsien zeigten
eine Expression von CD68, wobei nur bei vier von sieben auch eine Expression von CD45 nachgewiesen
werden konnte. Drei von sieben zeigten keine Expression von CD45 auf mikroglialen Zellen.
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Abbildung 28: Expression von CD68 und CD45 in der Grenzregion invasiver Meningeome WHO-Grad

. Bei zwei der bereits durch CD68-positiver Mikroglia betonten Hirn-Tumorgrenzen konnte auch
eine Betonung durch Expression von CD45 auf mikroglialen Zellen nachgewiesen werden.
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Abbildung 29: Fehlende Expression von CD45 auf Mikroglia im Hirnparenchym eines WHO-Grad Ili
Meningeoms. Dargestellt ist Fall 35.
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Abbildung 30: Diffuse Expression von CD45 auf mikroglialen Zellen im Hirngewebe eines WHO-Grad
Il Meningeoms. Die CD45-positiven Zellen sind im Gewebe vermehrt und betonen die Hirn-Tumorgrenze
aufihrer ganzen Flache. Abbildung von Fall 33.
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Abbildung 31: CD45-positive Mikroglia im Hirnparenchym eines WHO-Grad Ill Meningeoms. Die
Zellen liegen diffus im Gewebe verteilt und sind an der Hirn-Tumorgrenze vermehrt, so dass diese

fokal akzentuiert wird. Aufnahme von Fall 32.
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3.3 Expression von MHCII

Major Histocompatibility Complex |l steht fir eine Familie glykosylierter
Oberflachenproteine auf humanen Leukozyten, die eine wichtige Rolle in der
Antigenpréasentation fir CD4-positive T-Lymphozyten spielen (fir weitere
Informationen zu den molekularen Vorgangen siehe Ubersichtsarbeiten von
Villadangos 2001). MHCII wird von multiplen Antigen- prasentierenden Zellen, darunter
auch ruhender und aktivierter Mikroglia exprimiert. Im hier untersuchten Gewebe
zeigte sich eine Expression von MHCII auf den Zellkérpern und den Fortsatzen
mikroglialer Zellen. Es konnte eine Expression auf frei im Gewebe liegenden,
ramifizierten Zellen, perivaskularen Zellen und Makrophagen in GefaBnahe festgestellt
werden. Bei einer Hirngewebeprobe der Kontrollgruppe war eine maBige Expression
von MHCII-Molekulen auf mikroglialen Zellen feststellbar, in den anderen Fallen war
lediglich in GefaBnahe eine Detektion des Markers méglich, die generelle Expression
war jedoch sehr gering.

3.3.1Meningeome WHO-Grad |

MHCII-exprimierende mikrogliale Zellen wurden bei allen, mit Ausnahme von einem
der 18 untersuchten Meningeome WHO-Grad | in den Hirnanteilen gefunden (Abb.
9; Abb. 32; Abb. 34). Die Zellen zeigten dabei ein diffuses Verteilungsmuster im
Parenchym. Die Expressionsstarke variierte stark, wobei jedoch innerhalb des
jeweiligen Hirns kaum Unterschiede in der Starke und der Dichte der mikroglialen
Zellen auftraten. In einer Biopsie konnten keine MHCII-positiven Zellen im Hirn
nachgewiesen werden. Es lieBen sich keine signifikanten Unterschiede gegentber
den anderen WHO-Graden in Bezug auf diffuse Mikroglia im Hirnparenchym
feststellen.

Die Hirn-Tumorgrenze war bei einem Tumor durchgehend auf ihrer ganzen Front
durch vermehrtes Auftreten mikroglialer Zellen betont, wie auch in der
Schemadarstellung gezeigt wurde (Abb. 9). Bei diesem Tumor waren auch im
Hirnparenchym liegende Tumorinseln besonders stark von vermehrter Mikroglia
umgeben. Bei einer weiteren Biopsie war die Hirn-Tumorgrenze an einer Stelle betont,
jedoch in diesem Fall nicht durchgehend auf ihrer ganzen Lénge, sondern lediglich
in Form eines lokalen Herdes (Abb. 33). Die Tumore zeigten alle MHCII-positive
Mikroglia, wobei auch diese Zellen meist diffus im 