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Zusammenfassung

Der Abbau Extrazellularer Matrix (ECM) durch Matrix Metalloproteasen (MMPSs) stellt einen
entscheidenden Schritt in Gewebsumbau, Tumorinvasion und Metastasierung dar. Bei der
Tumorinvasion sind nicht nur die Tumorzellen selbst, sondern auch Stromazellen -
besonders Fibroblasten - verantwortlich fur die Produktion von MMPs. CD147 (EMMPRIN)
stimuliert die Expression von MMPs in Fibroblasten und Endothelzellen. CD 147-Expression
konnte primér bei Tumorzellen unterschiedlicher Gewebsarten (Bronchial-, Mamma-, Blasen-
Ovarial-, Hirntumoren und bei Lymphomen) nachgewiesen werden. Bisherige Studien
zeigten, dass Astrozytome hoherer Malignitdt eine ausgepragtere CD-147-
Tumorzellexpression aufwiesen als niedergradige Astrozytome. Am starksten war sie im
Glioblastom. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass die Kapillaren des normalen
Hirngewebes sich als durchweg CD147-positiv darstellten - im Gegensatz zu veranderten
Kapillaren in Tumoren hohen Malignitatsgrades, welche Uberwiegend kein CD147
exprimierten.

In der vorliegenden Studie wurde die EMMPRIN-Expression in Tumorzellen und Kapillaren
an Hirntumorpraparaten untersucht. Hierzu wurden CD147-Immunhistochemien angefertigt.
In der Gruppe der Gliome zeigte sich hinsichtlich Tumorzellen und veranderter Kapillaren
eine bestimmte Ordnung: Das Vorkommen CD147-positiver Tumorzellen sowie CD147-
negativer veranderter Kapillaren stieg von den Low Grade Oligodendrogliomen Uber Low
Grade Astrozytome, Anaplastische Oligodendrogliome und Anaplastische Astrozytome zu
den Glioblastomen hin signifikant an. Das Vorkommen CD147-positiver normaler Kapillaren
fiel von den Low Grade Oligodendrogliomen (ber die Low Grade Astrozytome und
Anaplastischen Oligodendrogliome zu den Anaplastischen Astrozytomen hin signifikant ab.
Die in den Kategorien ,CD147-positive Tumorzellen® und ,veranderte CD147-negative
Kapillaren* gefundene Reihenfolge gleicht der Rangordnung, die entsteht, wenn man die
diffusen Gliome nach ihren in der Literatur beschriebenen Uberlebensprognosen anordnet.
AulRerdem z&hlen viele der Tumorgruppen, welche in dieser Studie besonders haufig
veranderte CD147-negative Kapillaren enthielten, zu der Gruppe intrazerebraler
Raumforderungen, die in der bildgebenden Diagnostik Kontrastmittel aufnehmen - bei denen
also mutmallich eine Stérung der Bluthirnschrankenfunktion vorliegt.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass CD147 zum einen in der Progresssion maligner
Hirntumoren verstarkt exprimiert wird und zum anderen durch seine Herrunterregulierung in
veranderten  Tumorkapillaren auch eine Rolle beim  Zusammenbruch  der

Bluthirnschrankenfunktion spielen kénnte.



Summary

The degradation of extracellular matrix (ECM) by matrix metalloproteinases (MMPS)
represents a crucial step in tissue remodeling, tumor invasion and metastasis. During tumor
invasion both tumor cells and stroma cells, especially fibroblasts, are responsible for MMP
production. CD147 (EMMPRIN) stimulates the MMP expression in fibroblasts and endothelial
cells. CD147-expression was primarily detected in tumor cells of different tissue types
(pulmonary, mammary, vesical, ovarian and brain tumors, lymphomas). As previous studies
showed, astrocytomas of higher malignancy had a more distinctive tumor cell CD147
expression than astrocytomas of low grade. Glioblastomas as brain tumors with markedly
worse clinical prognosis had the strongest CD147 expression. Furthermore, blood capillaries
of normal brain tissue could be shown to be consistently CD147-positive contrary to altered
capillaries in high-grade gliomas predominantly showing no CD147 expression.

In the present study EMMPRIN expression of tumor cells and capillaries was examined in
brain tumor samples. Therefore, CD147 was investigated by immunohistochemistry.

Gliomas showed in respect to tumor cells and mutated capillaries a definite order:
Appearance of CD147-positive tumor cells and CD147-negative altered capillaries increased
significantly from low grade oligodendrogliomas over low grade astrocytomas, anaplastic
oligodendrogliomas and anaplastic astrocytomas to glioblastomas. Appearance of CD147-
positive normal capillaries decreased significantly from low grade oligodendrogliomas over
low grade astrocytomas and anaplastic oligodendrogliomas to anaplastic astrocytomas.

The order found in the categories ,CD147-positive tumor cells* and ,CD147-negative altered
capillaries” equals hierarchy generated by arranging diffuse gliomas after their survival rates
described by literature. Furthermore in this study, many tumor groups showing CD147-
negative altered capillaries belong to space occupying lesions with contrast-enhancement in
imaging studies. This is probably a sign for a blood brain barrier function breakdown.
Respective to these results it is supposed that CD147 is involved in progression of malignant
brain tumors. Furthermore, EMMPRIN could also play a role in blood brain barrier function

breakdown by his downregulation in altered tumor capillaries.
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1. Einleitung und Fragestellung

1.1 Einleitung

1.1.1 Tumorinvasion und Metastasierung

Im Prozess von Gewebsumbau, Tumorinvasion und Metastasierung stellt der Abbau
extrazellularer Matrix (ECM) durch Matrix Metalloproteasen (MMPS) einen entscheidenden
Mechanismus dar (Biswas et al. 1987; Liotta et al. 1991). Es konnte hierbei nachgewiesen
werden, dass bei der Tumorinvasion nicht nur die Tumorzellen selbst, sondern auch die
peritumoralen Fibroblasten MMPs produzieren. Mehrere Studien berichten von relevanten
Tumorzell-Fibroblasten-Interaktionen (Biswas et al. 1982; Dabbous et al. 1983; Goslen et al.
1985; Nabeshima et al. 1994; Himelstein et al. 1994; Ito et al. 1995; Kurogi et al. 1996).
Andere Autoren konnten zeigen, dass die haufigsten tumorassoziierten MMPs in vivo
(Interstitial Collagenase (MMP-1), Stromelysin-1 (MMP-3), Stromelysin-3(MMP-11),
Gelatinase-A (72 kDa Gelatinase, MMP-2)) in peritumoralen Fibroblasten starker
synthethisiert werden als in den Tumorzellen (Basset et al. 1990; Gray et al. 1992; Pyke et
al. 1992; Poulsom et al. 1992; Poulsom et al. 1993; Majmudar et al. 1994a; Noel et al. 1994;
Okada et al. 1995; Heppner et al. 1996; Polette et al. 1997). AuRerdem wurde berichtet, dass
die MMP-Produktion durch Fibroblasten das Tumorwachstum signifikant férdert (Itoh et al.
1998; Noel et al. 1998; Masson et al. 1998; Sameshima et al. 2000).

1.1.2 EMMPRIN (CD147) — ein multifunktionales Glyko protein

Der  Extracellular Matrix Metalloprotease Inducer*

Biswas et al. untersuchten als erste ein Protein, das von Tumorzellen exprimiert wird und in
Fibroblasten die MMP-Expression stimuliert (Biswas et al. 1982; Biswas et al. 1984, Ellis et
al. 1989). Das Protein wurde urspringlich als ,tumour collagenase stimulating factor* (TCSF)
bezeichnet. Eine weitere Entdeckung war die Expression von TCSF in nicht-malignen Zellen
(Yan et al. 2005). SchlieBlich konnte TCSF als 58 kDa schweres transmembranéres
Glykoprotein identifiziert werden, welches zur Immunglobulin-Superfamilie gehort. Biswas et
al. schufen fir TCSF den neuen Namen EMMPRIN (Extracellular Matrix Metalloprotease
Inducer) (Biswas et al. 1995).

Verschiedene Autoren untersuchten EMMPRIN zeitgleich in unterschiedlichen Spezies
(Muramatsu et al. 2003), woraus viele unterschiedliche Namen (Basigin, Neurothelin, OX-47,
gp42, CE9, 5A11, M6, HT7) fur das gleiche Protein resultierten. EMMPRIN besitzt als
Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie Homologien zur B-Kette des MHC-II-Komplexes

sowie zur variablen Region der Immunglobuline (Miyauchi et al. 1990; Seulberger et al.
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1990; Miyauchi et al. 1991; Fossum et al. 1991). Von Koch et al. wurde EMMPRIN als CD
147 klassifiziert (Koch et al. 1999).

Genlokus, Aufbau von EMMPRIN und dessen Bedeutung

Das EMMPRIN-Gen, welches 7,5 kb umfasst, befindet sich auf dem Chromosomenabschnitt
19p13.3 und enthélt sieben Exons und sechs Introns (Guo et al. 1998; Miyauchi et al. 1995).
Das EMMPRIN-Protein besitzt zwei extrazelluldre Immunglobulindoménen, eine
Transmembranregion und eine zytoplasmatische Domane. Fur die Induktion der MMP-
Expression in Fibroblasten durch EMMPRIN scheint vorrangig die N-terminale Ig-Doméne
bedeutsam zu sein (Sun et al. 2001; Nabeshima et al. 2004). Man geht davon aus, dass
EMMPRIN bei der Induktion von MMPs als Selbstrezeptor wirkt (Sun et al. 2001), indem es
in der Plasmamembran Homo-Oligomere bildet (Yoshida et al. 2000). Die Unterbindung
dieses Mechanismus fuhrt zur Hemmung der MMP-Produktion und zu verminderter
Tumorzellinvasion (Sun et al. 2001).

Abb. 1.1 zeigt eine schematische Darstellung des EMMPRIN-Proteins.

NH,
EK 1
EK 2
Plasmamembran
Zytoplasma COOH
Homo-Oligomere Ligand-Rezeptor-Bindung
Abb. 1.1.: Schematische Darstellung des EMMPRIN-Proteins. Bildung von Homo-Oligomeren oder

Ligand-Rezeptor-Bindungen uber die N-terminale Ektodoméane (EK) (aus Reimers 2006).



Ferner konnte ein EMMPRIN-Mechanismus nachgewiesen werden, der mit den Integrinen
asP; und agPB; zusammenhangen scheint (Berditchevski et al. 1997). AuRerdem besteht ein
Bezug von EMMPRIN zu Caveolin (Tang et al. 2004a), einem Strukturprotein in den Caveola
(Omega-férmige Einstulpungen der Zytoplasmamembran) (Anderson et al. 1998), bei dessen
Uberexpression die Oligomerisation von EMMPRIN und folglich die MMP-1-Expression
gehemmt werden (Tang et al. 2004b). Caveolin kdnnte auf diese Art als Tumorsupressor
wirken (Williams et al. 2005).

Neben der Induktion der MMP-Expression in Fibroblasten regt EMMPRIN ebenfalls die
aktive MMP-Bindung an die Tumorzelloberflache an. Dies kann zusatzlich zum Abbau
peritumoraler Extrazellularmatrix beitragen (Guo et al. 2000).

Pinin - ein im Zellkern lokalisiertes Protein - hemmt die EMMPRIN-Expression unter
physiologischen Bedingungen (Shi et al. 2001). Shi et al. (2000) konnten aufl3erdem

nachweisen, dass Pinin in vielen Tumorzellen vermindert exprimiert wird.

1.1.3 EMMPRIN und Tumorwachstum

EMMPRIN in malignen Tumoren

Bisherige Studien an unterschiedlichen Tumorgeweben konnten die Expression
verschiedener MMPs durch Fibroblasten in Tumoren der Mamma, des Kolons, der Lunge
sowie der Haut nachweisen (Okada et al. 1995; Polette et al. 1997; Basset et al. 1993;
Majmudar et al. 1994b). EMMPRIN wurde vorwiegend von Tumorzellen selbst exprimiert -
gezeigt werden konnte dies an Lungen- (Polette et al. 1997), Mamma- (Polette et al. 1997),
Blasen- (Muraoka et al. 1993), Ovarial- (Davidson et al. 2003) und Hirntumoren (Sameshima
et al. 2000) sowie bei Lymphomen (Nabeshima et al. 2004). Daneben wird EMMPRIN auch
in Fibroblasten und Endothelzellen exprimiert (Davidson et al. 2003; Dalber et al. 2000). Ein
EMMPRIN-Rezeptor auf Fibroblasten, der zu verstarkter MMP-Expression fiihrt, ist bislang
nicht bekannt (Kataoka et al. 1993; Guo et al. 1997). Nachgewiesen werden konnte, dass die
Bindung von EMMPRIN an ein anderes EMMPRIN-Protein eine verstarkte MMP-Expression
in Tumorzellen induziert (Sun et al. 2001) - ein Mechanismus, der allerdings die
hauptséchlich in peritumoralen Fibroblasten stattfindende MMP-Expression nicht erklaren
kann, da Fibroblasten selbst kaum EMMPRIN exprimieren (Muramatsu et al. 2003). Dennoch
konnte nachgewiesen werden, dass in Fibroblasten stimulierenden Tumorzellen EMMPRIN

wiederum verstarkt exprimiert wird (Tang et al. 2004c).
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Signaltransduktion

In Tumorzellen scheint die hohe EMMPRIN-Expression eng mit der EGFR-
Signaltransduktion verknipft zu sein. EMMPRIN-, MMP-Expression und Tumorwachstum
werden induziert durch Amphiregulin, welches Teil des EGFR-Signalwegs ist (Menashi et al.
2003).

Uber die Signaltransduktionskaskade, die durch EMMPRIN angestoRen wird und schlieRlich
zur vermehrten MMP-Produktion fihrt, ist wenig bekannt. Mdglicherweise steht die Mitogen-
aktivierte Proteinkinase (MAPK) p38 in Zusammenhang mit der Expression von MMP-1 (Lim
et al. 1998). Die Aktivierung von 5-Lipoxygenase und Phospholipase A2 fihrt zu MMP-2-
Expression (Taylor et al. 2002).

AuBerdem konnte nachgewiesen werden, dass EMMPRIN das Tumorzellwachstum
aulRerhalb von Gewebeverband und extrazellularer Matrix (ECM) induziert (Marieb et al.
2004). Ferner aktiviert EMMPRIN die Hyaluronsynthetase HAS 2 sowie die Hyaluronsaure-
abhangige Posphorylierung von Akt, Erk, BAD, FAK und ERBB2, allesamt Bestandteile von
zellularen Uberlebens-Signalwegen (Marieb et al. 2004; Ghatak et al. 2002; Ghatak et al.
2005). Hyaluronséaure, ein Hauptbestandteil des Bindegewebes, tragt zur Aufrechterhaltung
des Gewebsturgors bei.

AuBerdem konnte beobachtet werden, dass Tumorzellen mit ,Multidrug Resistance" im
Rahmen einer Chemotherapie hohe EMMPRIN-Expressionsraten sowie starke MMP-1,
MMP-2 u. MMP-9-Konzentrationen aufweisen (Yang et al. 2003).

1.1.4 EMMPRIN im ZNS

EMMPRIN in gesundem Hirngewebe und in Gliomen

Sameshima et al. (Sameshima et al. 2000) konnten EMMPRIN-Expression sowohl in
gesundem Hirngewebe als auch in Gliomen nachweisen. Allerdings waren die
Expressionsraten von EMMPRIN-mRNA und -Protein in Gliomgewebe signifikant hdher als
in Hirngewebe ohne pathologische Veranderung. AuRerdem korrelierten sowohl die mRNA-
Expressionsraten als auch die semiquantitative Analyse CD-147-positiver Tumorzellen in der
Immunhistochemie mit dem Gliom-Malignitatsgrad. Dieser Befund wird von zwei weiteren
Studien gestutzt (Riethdorf et al. 2006; Gu et al. 2008). Gu et al. zeigten auf3erdem, dass
Gliompatienten mit MMP2- und EMMPRIN-Expression eine schlechtere Uberlebensrate
aufwiesen als Patienten ohne MMP2- und EMMPRIN-Expression (Gu et al. 2008).

AulRerdem zeigte die EMMPRIN-Lokalisation in Gliomen ein anderes Verteilungsmuster als
im normalen Hirngewebe. So wurde EMMPRIN nur in Kapillarendothelien des normalen

Hirngewebes nachgewiesen, wohingegen es in malignen Gliomen nur auf den Tumorzellen
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vorhanden war. Das GefalRendothel abnorm proliferierter Tumorkapillaren stellte sich
EMMPRIN-negativ dar (Sameshima et al. 2000). Diese Erkenntnisse sprechen zum einen
dafirr, dass EMMPRIN mitverantwortlich fir die Tumorprogression zu sein scheint. Auf der
anderen Seite kénnte es aber an den Kapillarendothelien des normalen Hirngewebes
Aufgaben erflllen, die zur Aufrechterhaltung einer intakten Blut-Hirn-Schranken-Funktion

beitragen.

EMMPRIN und die Blut-Hirn-Schranke

Im Rahmen einer weiteren Studie (Sameshima et al. 2003) konnten Sameshima et al.

zeigen, dass die EMMPRIN-Expression im Zusammenhang mit der Blut-Hirn-Schranken-
Funktion steht. Die Blut-Hirn-Schranke kontrolliert einerseits den Stofftransport vom Blut ins
Hirngewebe, andererseits verfligt sie Uber Mechanismen, die einen effektive Einfuhr der vom
ZNS bendétigten Substanzen erlauben (Ehrlich 1885; Goldmann 1913; Pardridge 1998;
Schlosshauer et al. 1990). Diese Hauptfunktionen der Blut-Hirn-Schranke werden durch die
Endothelzellen der Hirnkapillaren aufrechterhalten. In den Kapillarendothelzellen des ZNS
findet man keine Pinozytosevesikel. Aul3erdem sorgen interzellulare Tight Junctions fir eine
sehr enge Verbindung dieser Zellen (Goldstein et al. 1986). Um die Funktion der Blut-Hirn-
Schranke Kklinisch zu demonstrieren, konnen bildgebende Verfahren wie das
Computertomogramm (CT) und das Magnetresonanztomogramm (MRT) in Verbindung mit
einem Kontrastmittel eingesetzt werden. In astrozytdren Tumoren kann beobachtet werden,
dass sich eine Kontrastmittelanreicherung umso starker darstellt, je maligner der Tumor ist.
Eine Ausnahme hierbei bilden die Pilozytischen Astrozytome, die zwar Kontrastmittel
anreichern, aber eine Kklinisch ginstige Prognose aufweisen. Das Kontrastmittel-
Aufnahmeverhalten der tbrigen Astrozytome wird darauf zurtickgefihrt, dass die im Grad-II-
Astrozytom (,low grade®) vorhandenen Kapillaren berwiegend noch dem normalen Endothel
mit intakter Blut-Hirn-Schranke ahneln, wéhrend die Kapillaren in maligneren Tumoren
fenestriert sind. Diese pathologischen Veranderungen der Blut-Hirn-Schranke erlaubt es dem
Kontrastmittel Gd-DTPA, in diese Gehirnlasionen zu diffundieren und sich dort anzureichern
(Schmiedle et al. 1992). Sameshima et al. (2003) konnten in ihrer Studie einen
Zusammenhang zwischen EMMPRIN-Expression und der Blut-Hirn-Schranken-Funktion in
Gliomen, Hirnmetastasen und Hirngewebe ohne pathologische Veranderung zeigen.
EMMPRIN-Expression wurde in Kapillarendothelzellen von Regionen nichtneoplastischen
oder neoplastischen Hirngewebes gefunden, welche im MRT kein Kontrastmittel aufnahmen.
Hingegen hatten diejenigen Endothelzellen inre EMMPRIN-Expression verloren, welche sich
in Tumorarealen mit gezeigter Kontrastmittelanreicherung befanden. Diese Erkenntnis legt
eine enge Beziehung zwischen EMMPRIN-Expression und der Blut-Hirn-Schranken-Funktion

nahe.
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1.2 Fragestellung

Ziel der vorliegenden Studie ist es, die Expression von CD147 in intrazerebralen Tumoren zu

untersuchen. Folgende Fragestellungen sollen hierbei untersucht werden:

1.

2.

3.

Korreliert die CD147-Expression von Tumorzellen, normalen und hyperplastischen
Kapillaren mit dem Grad der Tumor-Malignitat?

Welches Ausmall der CD147-Expression weisen normale Kapillaren, welches
Ausmald weisen hyperplastische Kapillaren auf?

Welche Tumorgruppen enthalten besonders héaufig hyperplastische Kapillaren?
Welche CD147-Expression weisen diese auf? Gehoren diese Tumorgruppen
mehrheitlich zu der Gruppe intracerebraler Raumforderungen, die in der
bildgebenden Diagnostik Kontrastmittel aufnehmen - bei denen also eine Stérung der

Blut-Hirn-Schranken-Funktion vorliegt?

Die Untersuchung der genannten Fragestellungen soll in einer quantitativen Analyse

erfolgen. Es sollen auch Tumorgruppen untersucht werden, Uber deren CD147-

Expressionsprofil in der Literatur bisher nicht berichtet wurde. Bereits vorhandene Daten aus
den Studien von Sameshima et al. 2000, Sameshima et al. 2003, Riethdorf et al. 2006 und

Gu et al 2008 sollen mit den eigenen Untersuchungsergebnissen verglichen werden.
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2. Material und Methode

2.1 Material

2.1.1 Auswahl des Materials

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gewebe waren vom 17.01.1989 bis 21.09.2007
im Institut fur Neuropathologie der Universitat des Saarlandes eingegangen. Die Ermittlung
geeigneter Praparate erfolgte mithilfe des EDV-Programms ,pathopro” (ifms, Institut fur
medizinische Software, Saarbriicken). Die Suchbegriffe waren ,Gliom", ,Astrozytom”,
,Oligodendrogliom*,  ,Glioblastom”, ,Pilozytisches  Astrozytom“, ,Medulloblastom®,
.Ependymom*“, ,Non-Hodgkin-Lymphom“, ,ADEM®“ ,Metastase” und ,unauffalliger
Hirnbefund”. Zusatzlich wurden wahrend der Arbeit flr diese Dissertation eingehende
Praparate in die Studie eingeschlossen. Die im Rahmen der Befundstellung angefertigten
HE-Farbungen dienten der Erfassung geeigneter Proben.

Die Gewebeproben waren in gepuffertem Formalin fixiert und im Vakuum-Tissue-Prozessor
.VIP 2000“ (SAKURA, Tokyo) entwdassert und in Paraffin eingebettet worden. Von den
Paraffinblocken standen 3-4 um dicke Serienschnitte fir die immunhistochemischen
Farbungen zur Verfiigung.

In die Analyse und statistische Auswertung gingen insgesamt 431 Gewebeproben ein, die in

Tabellle 2.1.1 aufgefuhrt werden.
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Gruppe Gesamt
Low Grade Astrozytome n=48
(WHO 1)
Anaplastische Astrozytome n=24
(WHO 111)
Glioblastome n=>53
(WHO IV)
Low Grade Oligodendrogliome n=49
(WHO 1)
Anaplastische Oligodendrogliome n=40
(WHO 111)
Low Grade Oligoastrozytome n=27
(WHO 1)
Anaplastische Oligoastrozytome n=7
(WHO 111)
Pilozytische Astrozytome n=>53
(WHO )
Ependymome n=11
(WHO 1)
Anaplastische Ependymome n=2
(WHO 111)
Gangliogliome n=16
(WHO D)
Gangliogliome n=7
(WHO 111)
Medulloblastome n=27
(WHO IV)
Non-Hodgkin-Lymphome n=10
(NHL)
Metastasen n=15
- 5 bei Mammakarzinom
- 5 bei Adenokarzinom der Lunge
- 2 bei kleinzelligem Bronchialkarzinom
- 2 bei nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom
- 1 bei kolorektalem Karzinom
Akute disseminierte Enzephalomyelitiden (ADEM) n=23
normales Hirngewebe n=19

Tab. 2.1.1.: Material
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2.2 Immunhistochemische Methode

2.2.1 Prinzip der angewandten immunhistochemischen M ethode

In der vorliegenden Studie wurde nach verschiedenen Vorversuchen die indirekte
immunhistochemische Nachweismethode mit dem ,EnVision“-System angewendet (Sabattini
et al. 1998).

Bei dieser Methode bindet der spezifische monoklonale Primar-Antikdrper gegen CD 147
(Maus IgG) an das im Gewebe vorhandene Antigen. Im Folgenden bindet der zweite
Antikdrper des Detektionssystems ,EnVision® (Ziege-Anti-Maus 1gG) an den Primar-
Antikdrper. Der zweite Antikérper enthélt ein Dextran-Polymer mit einer sehr gro3en Zahl
von Meerrettich-Peroxidase-Molekilen (Abb. 2.1), so dass auch geringe Antigen-Mengen im
Schnittpraparat mit groRer Sensitivitat dargestelllt werden kénnen.

In einem weiteren Schritt wird das Gewebe mit Diaminobenzidin (DAB) versetzt. Diese
Substanz wird durch die an den zweiten AnitkGrper gebundenen Enzyme oxidiert und kommt
im Préparat als stabiler brauner Farbniederschlag zur Darstellung. Danach erfolgt die
Gegenfarbung der Zellkerne mit Hamalaun, um eine gute Orientierung im Schnittpraparat zu

gewahrleisten.

[
| A\ Tissue antigen

\\(7 Primary antibody

Secondary antibody |
@ Enzyme molecules |

mmm Dextran backbone

& A

Abb. 2.1.: Das Envision System (aus Sabattini et al. 1998)
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2.2.2 Hirngewebe ohne pathologische Veranderung

Neben der semiquantitativen Analyse der Hirntumoren wurden 19 Préparate aus
Sektionsfallen mit unauffalligem Hirnbefund rein deskriptiv ausgewertet. Sie deckten
verschiedene Hirnareale ab (siehe Ergebnisse). Die Kenntnis dieser physiologischen CD147-

Expressionsmuster diente als Grundlage flr die Interpretation der pathologischen Befunde.

2.2.3 Positivkontrolle

Als endogene Positivkontrolle dienten in jedem Préaparat die im Normalgewebe des
Tumorrandes mitdargestellten histomorphologisch normalen Hirnkapillaren. Diese stellen
sich stets CD147-positiv dar (vgl. Sameshima et al. 2000, Sameshima et al. 2003). Waren
diese nicht oder nur schwach diffus angefarbt, musste das Préparat als unspezifisch

verworfen und erneut immunhistochemisch geféarbt werden.

2.2.4 Vorversuche

Ergebnisse, die mit der in der Immunhistochemie ebenfalls eingesetzten Peroxidase-
Streptavidin-Biotin-Methode (LSAB: Labelled Streptavidin-Biotin) herbeigefiihrt wurden,
waren ungeniigend. Normale Hirnkapillaren wiesen nur eine schwache diffuse Farbung auf.
In weiteren Versuchen zeigte sich schlieRlich, dass mit der Anwendung des ,Envision*“-

Systems der CD147-Nachweis aussagekréaftig gelang.

2.2.5 Farbeprotokoll Immunhistochemie CD 147

- Entparaffinisieren der Gewebeschnitte zunéachst in warmem, im Anschluss in kaltem

Xylol (insgesamt 5 Minuten)

- Bad in absteigend konzentrierten Ethanollésungen (100% - 95% - 70%)

- Spulen in destilliertem Wasser

- Herstellen einer verdinnten Wasserstoffperoxidlésung (7,5%). Bad der Schnitte (20

min) zur Blockierung der zelleigenen Peroxidase.
- Spulen in Wasser und destilliertem Wasser.

- Herstellen einer 1:10 verdinnter Pufferldsung: Target Retrieval Solution (TRS) (1) in

destilliertem Wasser. Einlegen der Schnitte in die Lésung.
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Antigendemaskierung in der Mikrowelle 7 Minuten bei 700 Watt, danach 30 Minuten
bei 250 Watt.

Abklhlen der Schnitte in Wasser. Spulen in Wasser und destilliertem Wasser.

Bad in Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung (2) (PBS-Puffer) zur Neutralisierung.

Herstellen der Antikdrperlésung, 1:50 verdinnt: Maus-Primérantikbrper CD 147 (3) in

Antikdrper-Diluent mono (4).

Inkubation mit der Antikorperldsung in feuchter Kammer fir 30 Minuten bei 37<C.
Spulen in Wasser und destilliertem Wasser.

Bad in PBS-Puffer.

Inkubation mit der Sekundarantikdrperlésung EnVision (5) (anti-Maus) in feuchter

Kammer fir 30 Minuten bei Raumtemperatur.

Spulen in Wasser.

Herstellen der 3'3-Diaminobenzidin-L6sung (DAB), 1:50 verdiunnt: 3°3-
Diaminobenzidin (6) in DAB-Puffer (7).

Inkubation 10 Minuten bei Raumtemperatur. Dabei Oxidation von DAB (Bildung eines
braunen Farbniederschlags) unter Katalysation der an Envision gekoppelten

Peroxidase.

Spulen in Wasser. Bad in Kupfersulfat (30 Sekunden).

Spulen in Wasser und destilliertem Wasser.

Bad in Hamatoxylin (1 Minute), im Anschluss Spulen in destilliertem Wasser.
Bad in Ammoniakwasser (10 Sekunden), im Anschluss Spulen in Wasser.
Bad in ansteigend konzentrierten Ethanollésungen (50% - 75% - 100%).

Xylol-Bad, Eindeckeln mit Deckglas.
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2.2.6 Auswertung

Die Auswertung erfolgte am Durchlichtmikroskop. In den Tumorgruppen erfolgte sie getrennt
nach den Aspekten ,Tumorzellen“, ,Normale Kapillaren* und ,Verédnderte Kapillaren“. Erfasst
wurde zum einen das blo3e Vorhandensein normaler bzw. veranderter Kapillaren sowie die
Anzahl CD147-positiver Tumorzellen, normaler und veranderter Kapillaren im Tumorgewebe.
Da eine automatische histomorphometrische Analyse mithilfe eines Computerprogrammes
bei CD147 nicht méglich ist, erfolgte die Erfassung der Anzahl CD147-positiver Tumorzellen,

normaler und veranderter Kapillaren semiquantitativ wie folgt:

- keine positive Reaktion

(+) vereinzelte Reaktion (Uberwiegend negative Reaktion)

+ mafige Reaktion (positive neben negativen Reaktionen)

++ mittelgradige Reaktion (keine durchgehend positive Reaktion)

+++ durchgehend positive Reaktion

Fur die im Ergebnisteil durchgefihrte statistische Analyse wurde zusatzlich ein
vereinfachtes, objektives Ja/Nein - Schema gefunden. Fur jeden Tumor war hierbei
entscheidend, ob er CD147-positive Tumorzellen, CD147-positive normale Kapillaren bzw.

CD147-negative veranderte Kapillaren enthalt oder nicht.

2.2.7 Verwendete Reagenzien

1) Antigendemaskierung

Taget Retieval Solution,
pH 6,1

10fach konzentriert
DAKO Code-Nr. S 1699

pH 9,9
Fertigldsung

DAKO Code-Nr. S 3307

2) Verdinnungs- und Waschpuffer

PBS, Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung
pH 7,0
DAKO Code-Nr. S 3024

19



3)

Priméaramtikorper

Monoklonal Maus Anti-Human
CD 147

Klon: AB1843

Novocastra Code-Nr. 149803
(NCL-CD147)

Antikdrperverdiinnungsmedium

Antikorper-Diluent-mono
Hintergrundreduzierendes Reagens
DAKO Code-Nr. S 3022

Detektionssystem

EnVision + HRP (=Meerrettichperoxidase). Ziege Anti-Maus
DAKO Code-Nr. K 4000

DAB Plus Substratlésung

2 Komponenten: 1. konzentrierte DAB-LAsung
2. peroxidhaltiger Substratpuffer
DAKO Code-Nr. K 3468

Hamalaun

Zubereitung: 950ml A. dest., 100g Kaliumaluminiumsulfat-Dodecahydrat 298%ig (Carl
Roth Code-Nr. P724.1), 50ml abs. Alkohol, 5g Hamatoxylin-Monohydrat (AppliChem
Code-Nr. A38650025), 370mg Natriumjodat (Merck Code-Nr. B270025928), 4ml

Eisessig.
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2.2.8 Statistische Tests

Die Berechnungen erfolgten mit dem Statistikprogramm SPSS 17.0 fur Windows. Zur
Veranschaulichung der gefundenen Daten wurden Kreuztabellen mit absoluten und relativen
Haufigkeiten erstellt und Balkendiagramme angefertigt.

Zur statistischen Signifikanzprifung kam der Chi-Quadrat-Test zur Anwendung. Bei
Kreuztabellen mit 2x2 Zellen wurde die Kontinuitatskorrektur nach Yates vorgenommen,
welche zu einem konservativeren Testergebnis fihrt. Waren die Testvorraussetzungen fur
den Chi-Quadrat-Test, die in gangigen Statistiklehrblchern beschrieben sind, nicht erfullt,
wurde der Fisher Exakt Test durchgefuhrt. Ein P-Wert < 0,05 wurde fur beide Tests als
signifikant erachtet.

Die Zusammenhangsstarke zweier Variablen wurde mit dem CramerV gemessen. Er kann
Werte  zwischen 0 (=keinerlei =~ Zusammenhangsstarke) und 1 (=maximale
Zusammenhangsstarke) annehmen und erlaubt Vergleiche zwischen verschiedenen

Kreuztabellen.
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3. Ergebnisse

Die imunhistochemischen Praparate jedes einzelnen Tumors wurden semiquantitativ

ausgewertet - getrennt nach den Aspekten ,Tumorzellen (T)", ,Normale Kapillaren (NK)“ und

.veranderte Kapillaren (VK)" - jeweils wie folgt:

- keine positive Reaktion

(+) vereinzelte Reaktion (Uberwiegend negative Reaktion)

+ mafige Reaktion (positive neben negativen Reaktionen)

++ mittelgradige Reaktion (keine durchgehend positive Reaktion)

+++ durchgehend positive Reaktion

Die Tabellen 3.1-3 zeigen eine Zusammenfassung der gefundenen Ergebnisse.
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Tabelle 3.1 zeigt die CD147-Expression der Tumorzellen (T). Die Tumore, die als ,T (+)"“ und

,1 +* beurteilt wurden, werden in der Tabelle und nachfolgender Auswertung als Gruppe

,geringe Anzahl positiver T (Tumorzellen)* zusammengefasst. In der Kategorie ,hohe

Anzahl positiver T werden die Tumoren aufgefiihrt, welche als ,T ++* und , T +++"

klassifiziert wurden. Fur jede Tumorgruppe wird aul3erdem genannt, wieviele Tumoren der

jeweiligen Gruppe CD147-positive Tumorzellen enthielten (,positive T*) und wieviele nicht (,T

negativ").

Tumorgruppe T negativ Geringe Hohe Positive T Gesamt

Anzahl Anzahl

positiver T positiver T

() /+ ++ [ +++
Low Grade Astrozytome n=26 n=22 n=0 n=22 n =48
(WHO 1) 54,2% 45,8% 0,0% 45,8% 100,0%
Anaplastische Astrozytome n=1 n=9 n=14 n=23 n=24
(WHO 11 4,2% 37,5% 58,3% 95,8% 100,0%
Glioblastome n=0 n=10 n=43 n=53 n=53
(WHO IV) 0,0% 18,9% 81,1% 100,0% 100,0%
Low Grade Oligodendrogliome n =47 n=2 n=0 n=2 n=49
(WHO 1) 95,9% 4,1% 0,0% 4,1% 100,0%
Anaplastische Oligodendrogliome n=16 n=24 n=0 n=24 n=40
(WHO 11D 40,0% 60,0% 0,0% 60,0% 100,0%
Oligoastrozytome n=14 n=19 n=1 n=20 n=34
(WHO Il u. 1) 41,2% 55,9% 2,9% 58,8% 100,0%
Pilozytische Astrozytome n=49 n=4 n=0 n=4 n=>53
(WHO ) 92,5% 7,5% 0,0% 7,5 % 100,0%
Ependymome n=1 n=0 n=12 n=12 n=13
(WHO Il u. 111) 7,7% 0,0% 92,3% 92,3% 100,0%
Gangliogliome n=7 n=10 n==6 n=16 n=23
(WHO [ u. 111) 30,4% 43,5% 26,1% 69,6 100,0%
Medulloblastome n=2 n=10 n=15 n=25 n=27
(WHO IV) 7,4% 37,0% 55,6% 92,6% 100,0
Non-Hodgkin-Lymphome n=3 n==6 n=1 n=7 n=10
(NHL) 30,0% 60,0% 10,0% 70,0% 100,0%
Metastasen n=0 n=11 n=4 n=15 n=15

0,0% 73,3% 26,7% 100,0% 100,0%

Tab 3.1.: Tumorzellen
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Die Tabellen 3.2 und 3.3 zeigen das Kapillarprofil aller untersuchten Tumorgruppen. Die in

den Farbungen mitdargestellten Hirnarteriolen waren durchgehend CD147-negativ. Die

Gruppe ,unauffélliges Hirngewebe" entstand durch die semiquantitative Kapillaranalyse des

am Rand der ADEM-Herde enthaltenen normalen Hirngewebes.

Tabelle 3.2 zeigt die absoluten (n) und relativen (%) H&aufigkeiten des Vorkommens von

Tumoren mit CD147-positiven normalen Kapillaren fur jede untersuchte Gruppe (Spalte

,CD147-positive normale Kapillaren vorhanden*). Ebenso sind die entsprechenden absoluten

(n) und relativen (%) Haufigkeiten von Tumoren ohne CD147-positive normale Kapillaren far

jede untersuchte Gruppe dargestellt (Spalte ,Keine CD147-positiven normalen Kapillaren

vorhanden").

Tumorgruppe CD147-positive Keine CD147-
normale Kapillaren positiven normalen n (Gruppe)
vorhanden Kapillaren vorhanden
Low Grade Astrozytome n=45 n=3
(WHO Il 93,8% 6,2% 48
Anaplastische Astrozytome n=12 n=12
(WHO Il 50,0% 50,0% 24
Glioblastome n=32 n=21
(WHO IV) 60,4% 39,6% 53
Low Grade Oligodendrogliome n=48 n=1
(WHO Il 98,0% 2,0% 49
Anaplastische Oligodendrogliome n=31 n=9
(WHO I 77,5% 22,5% 40
Oligoastrozytome n=34 n=0
(WHO Il u. 11I) 100,0% 0,0% 34
Pilozytische Astrozytome n=34 n=19
(WHO ) 64,2% 35,8% 53
Ependymome n=1 n=12
(WHO Il u. 111 7,7% 92,3% 13
Gangliogliome n=17 n==6
(WHO [ u. 1l1) 73,9% 26,1% 23
Medulloblastome n=>5 n=22
(WHO IV) 18,5% 81,5% 27
Non-Hodgkin-Lymphome n=2 n=38
(NHL) 20,0% 80,0% 10
Akute disseminierte n=18 n=5
Enzephalomyelitiden (ADEM) 78,2% 21,8% 23
Metastasen n=3 n=12
20,0% 80,0% 15
unauffalliges Hirngewebe n=16 n=0
100,0% 0,0% 16

Tab. 3.2.: CD147-positive normale Kapillaren
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Tabelle 3.3 zeigt die absoluten (n) und relativen (%) Haufigkeiten des Vorkommens von
Tumoren mit CD147-negativen veranderten Kapillaren fur jede untersuchte Gruppe (Spalte
,CD147-negative verénderte Kapillaren vorhanden®). Ebenso sind die entsprechenden
absoluten (n) und relativen (%) Haufigkeiten von Tumoren ohne CD147-negative verénderte
Kapillaren fur jede untersuchte Gruppe dargestellt (Spalte ,Keine CD147-negativen

veranderten Kapillaren vorhanden®).

Tumorgruppe CD147-negative Keine CD147-

veranderte Kapillaren negativen n (Gruppe)

vorhanden veranderten

Kapillaren vorhanden

Low Grade Astrozytome n=30 n=18
(WHO 1) 62,5% 37,5% 48
Anaplastische Astrozytome n=19 N=5
(WHO 11D 79.2% 20,8% 24
Glioblastome n=>53 N=0
(WHO IV) 100,0% 0,0% 53
Low Grade Oligodendrogliome n=27 N=12
(WHO 1) 55,1% 44,9% 49
Anaplastische Oligodendrogliome n=28 N=12
(WHO 11D 70,0% 30,0% 40
Oligoastrozytome n=27 N=7
(WHO Il u. 1) 79.4% 20,6% 34
Pilozytische Astrozytome n=239 N=14
(WHO ) 73,6% 26,4% 53
Ependymome n=12 N=1
(WHO Il u. 1) 92,3% 7,7% 13
Gangliogliome n=19 N=4
(WHO 1 u. 1) 82,6% 17,4% 23
Medulloblastome n=27 N=0
(WHO IV) 100,0% 0,0% 27
Non-Hodgkin-Lymphome n=10 N=0
(NHL) 100,0% 0,0% 10
Akute disseminierte n=13 N =10
Enzephalomyelitiden (ADEM) 56,5% 43,5% 23
Metastasen n=14 N=1

93,3% 6,7% 15
unauffalliges Hirngewebe n=0 N =16

0,0% 100,0% 16

Tab. 3.3.: CD147-negative veranderte Kapillaren
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3.1 Low Grade Astrozytome (WHO II) (n = 48)

In 54,2% (26) der Praparate waren die Tumorzellen CD147-negativ. 45,8% (12) der Low
Grade Astrozytome wiesen eine geringe Anzahl CD147-positiver Tumorzellen auf.

93,8% (45) der Tumore enthielten histomorphologisch normale Kapillaren im Tumorareal,
welche sich in allen Fallen CD147-positiv darstellten.

75% (36) der Astrozytome WHO |l enthielten beginnend veranderte Kapillaren mit
geschwollenen Endothelzellkernen, welche mehrheitlich (in 83,3% (30) der Falle) CD147-

negativ waren.

Abb. 3.1 zeigt die CD147-Immunhistochemie eines Low Grade Astrozytoms.

Low Grade Astrozytom (10x): Wenige CD147-positive Tumorzellen (z.B. Ziffer 2). Die histomorphologisch
intakten Kapillaren exprimieren durchgehend EMMPRIN (z.B. Ziffer 1). Am linken Bildrand mitdargestellt ist
eine Arteriole (z.B. Ziffer 3). Die Arteriolen waren stets EMMPRIN-negativ.
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3.2 Anaplastische Astrozytome (WHO IlI) (n = 24)

In nahezu allen anaplastischen Astrozytome (95,8% (23) der Félle) konnten CD147-positive
Tumorzellen nachgewiesen werden. In 37,5% (9) der Préparate war eine geringe Anzahl der
Tumorzellen EMMPRIN-positiv, in 58,3% (14) der Falle exprimierte eine hohe Anzahl
Tumorzellen CD147.

50% (12) der Tumore enthielten histomorphologisch normale Kapillaren im Tumorareal,
welche sich nahezu immer (in 91,7% (11) der Falle) CD147-positiv darstellten.

Fast alle Astrozytome WHO 1l (95,8% (23) der Falle) enthielten beginnend veranderte
Kapillaren mit geschwollenen Endothelzellkernen, welche mehrheitlich (in 82,6% (19) der

Falle) CD147-negativ waren.

Abb. 3.2 zeigt die CD147-Immunhistochemie eines Anaplastischen Astrozytoms.

. v . v L . 2
LS R T S Th Pyi?
Anaplastisches Astrozytom (10x): CD147-positive Tumo (1) in hoher -negative
beginnend verénderte Kapillaren (2).
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3.3 Glioblastome (WHO 1V) (n =53)

Alle untersuchten Glioblastome enthielten CD147-positive Tumorzellen. In 18,9% (10) der
Falle war eine geringe Anzahl der Tumorzellen EMMPRIN-positiv, in 81,1% (43) der Falle
exprimierte eine hohe Anzahl Tumorzellen CD147.

Alle Glioblastome enthielten histomorphologisch veranderte Kapillaren, welche sich
durchgehend CD147-negativ darstellten.

Abb. 3.3 zeigt die CD147-Immunhistochemie eines Glioblastoms.

.

Glioblastom (20x): D147-negative hyperlstische Kapillaren (1), Tumorrand mit CD14-positiven
normalen Kapillaren (2), hohe Anzahl CD147-positiver Tumorzellen (3).
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3.4 Low Grade Oligodendrogliome (WHO II) (n = 49)

In fast allen Low Grade Oligodendrogliomen (95,9% (47) der Félle) waren die Tumorzellen
CD147-negativ.

Ebenso enthielten nahezu alle Tumore (98,0% (48) der Falle) histomorphologisch zarte,
dunnwandige GefalRe mit oftmals Ypsilonformiger Konfiguration, welche durchweg CD147-

positiv waren.

Abb. 3.4 zeigt die CD147-Immunhistochemie eines Low Grade Oligodendroglioms.

i

aad] 5L o8 by % a
Low Grade Oligodendrogliom (10x): CD147-pos wandige Kapillaren, oft ypsilonférmig (1).
Tumorzellen durchgehend CD147-negativ.
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3.5 Anaplastische Oligodendrogliome (WHO Ill) (n=4 0)

In 40,0% (16) der Préparate waren die Tumorzellen CD147-negativ. 60,0% (24) der
anaplastischen Oligodendrogliome wiesen eine geringe Anzahl CD147-positiver Tumorzellen
auf.

77,5% (31) der Tumore enthielten histomorphologisch normale Kapillaren im Tumorareal,
welche sich nahezu immer (96,8% (30) der Falle) CD147-positiv darstellten.

85,0% (34) der Oligodendrogliome WHO llI enthielten veranderte Kapillaren mit
Endothelzellhyperplasien sowie Kapillarproliferaten, welche mehrheitlich (in 82,3% (28) der

Falle) CD147-negativ waren.

Abb. 3.5 zeigt die CD147-Immunhistochemie eines anaplastischen Oligodendroglioms.

D _%,,’og," e

Anaplastisches Oligo&eﬁdrogliam
Kapillardichte.

- ‘ .,;‘ lI‘“ . ]
(20x): CD147 ist die hohe
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3.6 Oligoastrozytome (WHO II+l11) (n= 34)

In 41,2% (14) der Praparate waren die Tumorzellen CD147-negativ. 55,9% (19) der
Oligoastrozytome wiesen eine geringe Anzahl CD147-positiver Tumorzellen auf.

Alle Tumore enthielten histomorphologisch normale Kapillaren im Tumorareal, welche
durchgehend CD147-positiv waren.

85,3% (29) der Oligoastrozytome enthielten veranderte Kapillaren, welche nahezu immer (in
93,1% (27) der Falle) CD147-negativ waren.

Bzgl. des Auftretens CD147-positiver Tumorzellen ergaben sich innerhalb der Gruppe der
Oligoastrozytome zwischen WHO 1l (n=27)- und WHO Il (n=7)- Tumoren erwdhnenswerte
Unterschiede. Wahrend 48,1% (13) der WHO Il - Tumoren tumorzellnegativ waren, stellte
sich lediglich ein Oligoastrozytom WHO Il als solches dar. 85,7% (6) der anaplastischen
Oligoastrozytome wiesen hingegen CD147-positive Tumorzellen auf - hiervon ein Fall mit
durchgehend positiver Reaktion (,+++"). In 51,8% (14) der Low Grade Oligoastrozytome

zeigten sich EMMPRIN-positive Tumorzellen - stets in geringer Anzahl.

3.7 Pilozytische Astrozytome (WHO 1) (n = 53)

In 92,5% (49) der Falle waren die Tumorzellen CD147-negativ. Vier (7,5%) Pilozytische
Astrozytome wiesen eine geringe Anzahl CD147-positiver Tumorzellen auf.

64,2% (34) der Tumore enthielten histomorphologisch normale Kapillaren im Tumorareal,
welche nahezu immer (97,1% (33) der Falle) CD147-positiv waren.

Fast alle Pilozytischen Astrozytome (94,3% (50) der Falle) enthielten veranderte Kapillaren,
welche mehrheitlich (in 78,0% (39) der Falle) CD147-negativ waren.

Abb. 3.7 zeigt die CD147-Immunhistochemie eines Pilozytischen Astrozytoms.
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3.8 Ependymome (WHO II+l1l) (n = 13)

In 92,3% (12) und somit fast allen Praparaten waren ein hohe Anzahl der Tumorzellen
CD147-positiv.

Abb. 3.8 zeigt die CD147-Immunhistochemie eines Ependymoms.
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Ependymom (26x): durchgehende CD147-Expression in den Tumorzellen, negative veranderte
Kapillare (Bildmitte).

3.9 Gangliogliome (WHO I+l1l) (n = 23)

In 30,4% (7) der Praparate waren die Tumorzellen CD147-negativ. 43,5% (10) der
Gangliogliome wiesen eine geringe Anzahl CD147-positiver Tumorzellen auf. In 26,1% (6)
der Falle exprimierte eine hohe Anzahl Tumorzellen CD147.

73,9% (17) der Gangliogliome enthielten histomorphologisch normale Kapillaren, welche sich
in allen Fallen CD147-positiv darstellten.

Fast alle Gangliogliome (91,3% (21) der Falle) enthielten veréanderte Kapillaren, welche
nahezu immer (in 90,5% (19) der Falle) CD147-negativ waren.

In der Gruppe der Gangliogliome zeigten sich zwischen WHO | (n=16)- und WHO Il (n=7)-
Tumoren erwahnenswerte Unterschiede. Alle anaplastischen Gangliogliome (WHO IIl)

enthielten CD147-positive Tumorzellen. Hingegen waren 43,75% (7) der Gangliogliome
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WHO | tumorzellnegativ. In keinem WHO [|-Tumor fand sich eine hohe Anzahl CD147-
positiver Tumorzellen, wahrend dies in sechs der sieben anaplastischen Gangiogliome der
Fall war.

AuB3erdem enthielten mehr Gangliogliome WHO | (81,25% (13) der Falle)
histomorphologisch normale CD147-positive Kapillaren als anaplastische Gangliogliome
(57,1% (4) der Falle).

Abb. 3.9 zeigt die CD147-Immunhistochemie eines Ganglioglioms.
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3.10 Medulloblastome (WHO 1V) (n = 27)

In fast allen Praparaten (92,6% (25) der Falle) waren CD147-positive Tumorzellen
vorhanden. In 37,0% (10) der Medulloblastome war eine geringe Anzahl Tumorzellen
CD147-positiv, in 55,6% (15) der Falle exprimierte eine hohe Anzahl Tumorzellen
EMMPRIN.

Alle untersuchten Medulloblastome wiesen verdnderte tumoreigene Kapillaren auf, welche

durchgehend CD147-negativ waren.

Abb. 3.10 zeigt die CD147-Immunhistochemie eines Medulloblastoms.
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Medulloblastom (10x): Fleckférmig CD147-positive Tumorzellareale (griiner Kreis), CD147-positive normale
Kapillare (1).
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3.11 Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) (n = 10)

In drei der untersuchten NHL waren die Tumorzellen CD147-negativ. In sechs Féllen zeigte
sich eine geringe Anzahl EMMPRIN-positiver Tumorzellen, wéhrend in einem Fall eine hohe
Anzahl Tumorzellen CD147 exprimierte.

Alle NHL wiesen Kapillaren mit geschwollenen Endothelien auf, welche durchgehend

CD147-negativ waren.

Abb. 3.11 zeigt die CD147-Immunhistochemie eines NHL.

. J.

. 2 , .- e TS X
Abb. 3.11: Non-Hodgkin-Lymphom (20x): CD147-negative histomorphologisch aufféllige Kapillare
positive Blasten.

(Kreis), CD147-
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3.12 Metastasen (n = 15)

In allen Praparaten waren CD147-positive Tumorzellen vorhanden. In 73,3% (11) der
Metastasen war eine geringe Anzahl Tumorzellen CD147-positiv, in 26,4% (4) der Falle
exprimierte eine hohe Anzahl Tumorzellen EMMPRIN.

In 80% (12) der untersuchten Préparate lagen keine normalen Kapillaren vor, in 20% (3) der
Falle waren normale Kapillaren im Tumorareal noch vorhanden und CD147-positiv.

In allen Gewebeproben lagen veranderte tumoreigene Kapillaren vor, welche nahezu immer
(93,3% (14) der Falle) CD147-negativ waren.

Abb. 3.12 zeigt die CD147-Immunhistochemie einer Hirnmetastase eines Adeno-CAs der

Lunge.

1 -'.I vl gt -~ : ".. .."“. 1 p
Abb. 3.12: Metastase (20x): Hirngewebe (griiner Kreis) mit CD147-positivem Neuropilem (Netzwerk axonaler
Zellfortsatze), darin eingestreut CD147-positive Tumorzellen mit epithelialem Wachstumsmuster
(roter Kreis), reaktive Astrozyten (1).
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3.13 Akute disseminierte Enzephalomyelitiden (ADEM)  (n = 23)

In nahezu allen ADEM-Geweben (91,3% (21) der Falle) konnten histomorphologisch normale
Kapillaren nachgewiesen werden, welche mehrheitlich (85,7% (18) der Falle) CD147-positiv
waren.

78,3% (18) aller ADEM-Praparate enthielten histomorphologisch beginnend auffallige
Kapillaren mit geschwollenen Endothelkernen, welche mehrheitlich (72,2% (13) der Falle)
kein EMMPRIN exprimierten.

Im unauffalligen Hirngewebe am Rand der ADEM-Herde waren durchgehend normale
Kapillaren vorhanden, welche immer CD147 exprimierten.

Abb. 3.13 zeigt die CD147-Immunhistochemie eines ADEM-Herdes.

ADEM-Herd (20x): Reaktive Astrozyten (1), CD147-positives Pilem (Netzwerk axonaler Zellfortsatze),
histomorphologisch auffélliges Blutgefaf? mit perivasalem Entziindungszellinfiltrat, Makrophagen und
CD147-negativem Endothel (griner Kreis).
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3.14 Hirngewebe ohne pathologische Veranderung (n = 19)

In dieser Gruppe zeigten sich einige Proben als unspezifisch auf CD147 angefarbt -
insbesondere bezilglich des Neuropilems. Da die untersuchten Hirngewebeproben ohne
pathologische Verédnderung ausschlieBlich von Sektionsfallen stammten, kann vermutet
werden, dass die in einigen Praparaten beobachtete unspezifisch fleckige
immunhistochemische Anfarbung nachstliegend auf eine beginnende Autolyse des

autoptischen Gewebematerials zurtickzuftihren ist.

Abb. 3.14.1 zeigt, dass die CD-147-Expression im Pilem des Kortex deutlich starker ist als im
Pilem der weilRen Substanz. Hingegen sind im Kortex wie in der weil3en Substanz Arteriolen
durchweg negativ sowie die dargestellten Kapillaren stets positiv (Abb. 3.14.2 u. Abb.
3.14.3). Abb. 3.14.4 stellt ebenfalls die unterschiedlich stark ausgepragte CD-147-
Expression des Neuropilems in Kortex und wei3er Substanz dar - hier am Beispiel des
Hippocampus.

Abb. 3.14.5 zeigt einen Préparat-Ausschnitt im Bereich des Seitenventrikels. Sowohl das

dargestellte Ependym als auch das Plexusepithel exprimieren stark CD147.
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3a. Statistische Auswertung

In der Durchsicht der gefundenen Haufigkeitstabellen fiel auf, dass die diffusen Gliome (unter
Ausklammerung der sogenannten Oligoastrozytome) beziiglich des Vorkommens CD147-
positiver Tumorzellen, CD147-positiver normaler Kapillaren und CD147-negativer

veranderter Kapillaren in folgende Reihenfolge gebracht werden kénnen:

1. Low grade Oligodendrogliome (WHO II)

2. Low grade Astrozytome (WHO II)

3. Anaplastische Oligodendrogliome (WHO IIl)
4. Anaplastische Astrozytome (WHO III)

5. Glioblastome (WHO 1V)

CD147-positive Tumorzellen

So steigt der Anteil der Tumoren, die positive Tumorzellen enthalten, von den Low Grade
Oligodendrogliomen (4,1%) bis zu den Glioblastomen (100%) an (s. Tab. 3a.1 u. Abb. 3a.1).
Dieser Anstieg erwies sich als statistisch signifikant im Chi-Quadrat-Test (p<0,01). Hierbei
konnte ein starker Zusammenhang zwischen Tumorgruppe und Vorhandensein CD147-
positiver Tumorzellen ermittelt werden (CramerV=0,73). Hierbei besteht auch ein Anstieg
zwischen Oligodendrogliomen und Astrozytomen des jeweils gleichen WHO-Grades, wobei
sich die Tumorzellen der Oligodendrogliome seltener CD147-positiv zeigten als die der
Astrozytome.

Betrachtet man die Gruppe der astrozytdren Tumoren (WHO I, Il u. 1V) isoliert, ist der
Anstieg der CD147-positiven Tumoren mit steigendem WHO-Grad ebenfalls signifikant
verknipft  (p<0,01 im  Chi-Quadrat-Test) bei starkem  Zusammenhangsmal}
(CramerV=0,626). Der Anstieg der CD-147-positiven Oligodendrogliome WHO 1l zu WHO 1lI
stellt sich ebenfalls signifikant dar (p<0,01 im Chi-Quadrat-Test mit Kontinuitats-Korrektur) —

bei moderater Zusammenhangsstéarke (kontinuitatskorrigiertes CramerV=0,587).

Kreuztabelle

Tumorzellen
negativ positiv Gesamt
Tumor Low Grade Oligodendrogliome n 47 2 49
% 95,9% 4,1% 100,0%
Low Grade Astrozytome n 26 22 48
% 54,2% 45,8% 100,0%
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Anaplastische Oligodendrogliome n 16 24 40
% 40,0% 60,0% 100,0%
Anaplastische Astrozyome n 1 23 24
% 4.2% 95,8% 100,0%
Glioblastome n 0 53 53
% ,0% 100,0% 100,0%
Gesamt n 90 124 214
% 42,1% 57,9% 100,0%
Tab. 3a.1: CD147-positive Tumorzellen
Tumorzellen
100,0%] p<0,01 CramerV=0,73 Bl negativ

& positiv

80,0%

60,0%

Prozente

40,0%

20,0%]

Glioblastome:

Low Grade Oligodendrogliome
Low Grade Astrozytome
Anaplastische Oligodendrogliome
Anaplastische Astrozytome

Abb. 3a.1: CD147-positive Tumozellen

Normale CD147-positive Kapillaren

Der Anteil der Tumoren, die CD147-positive normale Kapillaren enthalten, féllt von den Low
Grade Oligodendrogliomen (98%) bis zu den Anaplastischen Astrozytomen(50%) ab (s. Tab.
3a.2 u. Abb. 3a.2). Dies erwies sich als statistisch signifikant im Chi-Quadrat-Test (p<0,01).
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Hierbei konnte ein moderater Zusammenhang zwischen Tumorgruppe und Vorhandensein
positiver normaler Kapillaren ermittelt werden (CramerV=0,454). Wenn die CD147-Positivitat
nicht bertcksichtigt, sondern lediglich das Vorhandensein normaler Kapillaren anhand der
Histomorphologie erfasst worden ware, ergébe sich ein geringerer CramerV von 0,425.
Hierbei besteht auch ein Abfall zwischen Oligodendrogliomen und Astrozytomen des jeweils
gleichen WHO-Grades, wobei die Oligodendrogliome haufiger CD147-positive normale
Kapillaren enthielten als die Astrozytome.

Von den Anaplastischen Astrozytomen zur Gruppe der Glioblastome ist ein Anstieg der
Tumoren mit positiven normalen Kapillaren zu beobachten (n.s. im Fischer Exakt Test).
Betrachtet man isoliert die Gruppe der Astrozytome, so ist der Abfall der Tumoren mit
CD147-positiven normalen Kapillaren von WHO Il zu WHO 11l signifikant (p<0,01 im Chi-
Quadrat-Test mit  Kontinuitatskorrektur)  bei  moderatem  Zusammenhangsmal
(kontinuitatskorrigiertes CramerV=0,471). Der Abfall der Oligodendrogliome mit positiven
normalen Kapillaren von WHO Il zu WHO 111 stellt sich ebenfalls signifikant dar (p<0,01 im
Fisher Exakt Test).

Kreuztabelle

positive normale Kapillaren
nicht
vorhanden | vorhanden | Gesamt

Tumor Low Grade Oligodendrogliome N 48 1 49
% 98,0% 2,0% 100,0%

Low Grade Astrozytome N 45 3 48

% 93,8% 6,3% 100,0%

Anaplastische Oligodendrogliome N 31 9 40]

% 77,5% 22,5% 100,0%

Anaplastische Astrozytome N 12 12 24

% 50,0% 50,0% 100,0%

Glioblastome N 32 21 53

% 60,4% 39,6% 100,0%

Gesamt N 168 46 214
% 78,5% 21,5% 100,0%

Tab. 3a.2: Normale CD147-positive Kapillaren
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positive normale

100,0% p<0,01  CramerV=0,454 Kapillaren
M vorhanden
& nicht vorhanden

80,0%

60,0%

Prozente

40,0%]

20,0%

0,0%~

Glioblastome

Low Grade Oligodendrogliome:
Low Grade Astrozytome
Anaplastische Oligodendrogliome
Anaplastische Astrozytome

Abb. 3a.2: Normale CD147-positive Kapillaren

Verdnderte CD147-neqgative Kapillaren

Der Anteil der Tumoren, die CD147-negative veranderte Kapillaren enthalten, steigt von den
Low Grade Oligodendrogliomen (55,1%) bis zu den Glioblastomen (100%) an (s. Tab. 3a.3
u. Abb. 3a.3). Dies erwies sich als statistisch signifikant im Chi-Quadrat-Test (p<0,01).
Hierbei konnte ein moderater Zusammenhang zwischen Tumorgruppe und Vorhandensein
negativer veranderter Kapillaren ermittelt werden (CramerV=0,382). Wenn die CD147-
Negativitat nicht beriicksichtigt, sondern lediglich das Vorhandensein verénderter Kapillaren
anhand der Histomorphologie erfasst worden ware, ergébe sich ein geringerer CramerV von
0,320.

Hierbei besteht auch ein Anstieg zwischen Oligodendrogliomen und Astrozytomen des
jeweils gleichen WHO-Grades, wobei die Astrozytome haufiger CD147-negative veranderte
Kapillaren enthielten als die Oligodendrogliome.

Betrachtet man isoliert die Gruppe der astrozytéaren Tumoren, so ist der Anstieg der Tumoren
mit CD147-negativen veranderten Kapillaren von WHO Il zu WHO |V signifikant (p<0,01 im
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Chi-Quadrat-Test mit Kontinuitats-Korrektur)

bei moderatem Zusammenhangsmal

(kontinuitatskorrigiertes CramerV=0,436). Der Anstieg der Oligodendrogliome mit CD147-

negativen veranderten Kapillaren von WHO Il zu WHO ll11 ist jedoch nicht signifikant (p>0,05

im Chi-Quadrat-Test).

Negative veranderte Kapillaren

Nicht
vorhanden vorhanden | ©Gesamt

Tumor Low Grade Oligodendrogliome N 27 22 49
% 55,1% 44,9% 100,0%

Low Grade Astrozytome N 30 18 48

% 62,5% 37,5% 100,0%

Anaplastische Oligodendrogliome N 28 12 40

% 70,0% 30,0% 100,0%

Anaplastische Astrozytome N 19 5 24

% 79,2% 20,8% 100,0%

Glioblastome N 53 0 53

% 100,0% ,0% 100,0%

Gesamt N 157 57 214
% 73,4% 26,6% 100,0%

Tab. 3a.3: Veranderte CD147-negative Kapillaren
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negative veranderte
Kapillaren

p<0,01  CramerV=0,382 M vorhanden
& nicht vorhanden

100,0%]

80,0%

60,0%

Prozente

40,0%

20,0%]

0,0%=

Low Grade Astrozytome
Anaplastische Astrozytome
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Abb. 3a.3: Veranderte CD147-negative Kapillaren

Signifikante Unterschiede zwischen Oligoastrozytomen und Astrozytomen gleichen WHO-

Grades
Mehr Anaplastische Oligoastrozytome (7/7 = 100%) enthielten CD147-positive normale
Kapillaren als anaplastische Astrozytome (12/24 = 50%) (p<0,05 im Fischer Exakt Test).

Signifikante Unterschiede zwischen Oligoastrozytomen und Oligodendrogliomen gleichen
WHO-Grades

Mehr Low Grade Oligoastrozytome (14/27 = 51,9%) enthielten CD147-positive Tumorzellen
als Low Grade Oligodendrogliome (2/49 = 4,1%) (p<0,01 im Fischer Exakt Test).

Mehr Low Grade Oligoastrozytome (23/27 = 85,2%) enthielten CD147-negative veranderte
Kapillaren als Low Grade Oligodendrogliome (27/49 = 55,1%) (p=0,05 im Fischer Exakt
Test).
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4. Diskussion

Ziel dieser Studie war es, Lokalisation und Ausmald der CD147 (EMMPRIN) - Expression
verschiedener Hirntumoren im Vergleich zu normalem Hirngewebe zu untersuchen. Anhand
verschiedener Leitpunkte sollen die gefundenen Ergebnisse nun in den wissenschaftlichen
Kontext eingeordnet und bewertet werden. Ebenso wird der aktuelle Forschungsstand zu
EMMPRIN diskutiert.

Einordung der Ergebnisse in den wissenschaftlichen Zusammenhang

In friheren Arbeiten zu EMMPRIN wurden Hirngewebe ohne pathologische Veranderung,
Astrozytome WHO II/Ill, Glioblastome und Metastasen untersucht (Sameshima et al. 2000;
Sameshima et al. 2003).

Sameshima et al. (2000) wiesen in einer ersten Studie zum einen hdéhere Expressionsraten
von CD147 in Glioblastomen (n=9) und Anaplastischen Astrozytomen (n=4) als in Low Grade
Astrozytomen (n=5) nach. Sie erwéhnten ferner ihre Beobachtung, dass CD147 in normalen
Kapillaren vorhanden, in hyperplastisch veranderten jedoch negativ war. In ihrer Studie war
keines der untersuchten Low Grade Astrozytome WHO Il tumorzellpositiv, wahrend in dieser
Arbeit 45,8% der Low Grade Astrozytome EMMPRIN-positive Tumorzellen enthielten.
Sameshima et al. wiesen EMMPRIN in 50% der anaplastischen Astrozytome WHO Il nach -
in der vorliegenden Studie exprimierten die Tumorzellen in nahezu allen anaplastischen
Astrozytomen CD147 (95,8% der Falle). In beiden Studien waren die Tumorzellen der
Glioblastome stets EMMPRIN-positiv (100% der Falle).

Gu et al. (2008) bestatigten den von Sabeshima et al. beobachteten Expressionsanstieg in
Gliomzellen mit zunehmendem Malignitatsgrad. In ihrer Untersuchung exprimierten in der
Gruppe der Low Grade Astrozystome WHO Il die Tumorzellen in einem Drittel der Félle
EMMPRIN, wahrend dies alle Anaplastischen Astrozytome WHO Il und Glioblastome taten.
Sie stellten aulerdem fest, dass CD147-exprimierende hohergradige Astrozytome eine
signifikant schlechtere Uberlebensprognose aufwiesen als niedergradige Astrozytome,
welche keine CD147-Expression zeigten. Ferner ging eine starkere CD147-Expression mit
vermehrter MMP2-Expression einher.

Riethdorf et al. (2006) konnten in einer groRen Studie erhthte CD147-Expression in
verschiedensten Tumoren und Normalgeweben nachweisen. In Glioblastomen (n=33)
stellten sie die héchste CD147-Expressionsrate unter den Gliomen fest (in 78,8% der
Glioblastome waren EMMPRIN-positive Tumorzellen vorhanden). Astrozytome WHO /111
(n=19) exprimierten seltener EMMPRIN (57,9% der Falle) - gefolgt von den
Oligodendrogliomen WHO Il/lll (n=13) (38,5% der Tumore). Diese von Riethdorf et al.
gefundene Reihenfolge der Tumorzellexpression deckt sich mit den Ergebnissen der

vorliegenden Studie. Nahezu alle der von ihnen untersuchten Ependymome (n=7) (85,7%
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der Falle) waren tumorzellpositiv - wie auch in dieser Studie (92,3% der Falle). In der Studie
von Riethdorf et al. exprimierten die Tumozellen von zwei der drei untersuchten
Medulloblastome EMMPRIN (=66,7%); in unserer Untersuchung waren 25 der 27

Medulloblastome (=92,6%) tumorzellpositiv.

Zusammenhange zwischen CD147-Expression, Tumorprognose und Bluthirnschranke?

Um diese Frage diskutieren zu kdnnen, werden nun die untersuchten Tumorgruppen mittels
weniger Zahlenwerte anhand der erfassten Merkmale miteinander verglichen. Tab. 4.1 zeigt
ein Ranking fir das Vorkommen CD147-positiver Tumorzellen, CD147-positiver normaler
Kapillaren und CD147-negativer verdnderter Kapillaren. In der Gruppe ,unauffalliges
Hirngewebe" wurde die semiquantitative Auswertung der Areale mit normalem Hirngewebe
in den ADEM-Praparaten verwendet. Die fir das Auftreten der drei erfassten Merkmale
gefundene Reihenfolge der Gliome (mit Ausnahme der Oligoastrozytome) wurde als
,Grundgerust in der Tabelle optisch markiert.

Hierbei muss das scheinbar haufigere Auftreten CD147-positiver normaler Kapillaren in
Glioblastomen als in anaplastischen Astrozytomen erlautert werden. Diese Beobachtung
kann namlich sicher nicht durch die Biologie dieser beider Tumorgruppen erklart werden.
Vielmehr sind diese Befunde dadurch beeinflusst, dass es sich bei den meisten routinemafig
im neuropathologischen Institut eingehenden Glioblastompraparaten um groRe Resektate
mit relativ weiten Tumorrandarealen handelt, die dort verstarkt (noch) histomorphologisch
intakte Kapillaren enthalten. Anaplastische Astrozytome wurden hingegen haufiger als
kleinere Praparate sowie als stereotaktische Biopsien erfasst.

Auffallend ist auch, dass die Gruppe der Ependymome in besonders hoher Rate CD147-
positive Tumorzellen enthalt. Dieses Wissen konnte zukinftig nutzen, indem durch
Zuhilfenahme der CD147-Immunhistochemie diese Tumorentitdt in der neuropathologischen
Routine klarer gegen andere Tumoren differentialdiagnostisch abgegrenzt werden kénnte.
Zu erwahnen ist in diesem Zusammenhang ebenso das Ergebnis dieser Studie, dass der
WHO-Grad eines diffusen Gliomes statistisch starker mit den CD147-Immunhistochemie-
Befunden der normalen und veranderten Kapillaren zusammenhéangt als mit dem unter
Nichtberiicksichtigung der EMMPRIN-Farbung bestimmten Gefal3profil.
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Tumorzellen Normale positive Kapillaren Veranderte negative Kapillaren
1. Oligodendrogliome WHO 1l 1. unauffalliges Hirngewebe 1. unauffélliges Hirngewebe
(4,1%) (100,0%) (0,0%)
2. Pilozytische Astrozytome 2. Oligoastrozytome 2. Oligodendrogliome WHO |l
(7,5%) (100,0%) (55,1%)
3. Astrozytome WHO 1l 3. Oligodendrogliome WHO |l 3. ADEM-Herd
(45,8%) (98.0%) (56,5%)
4. Oligoastrozytome 4. Astrozytome WHO 11 4. Astrozytome WHO I
(58,8%) (93,8%) (62,5%)
5. Oligodendrogliome WHO llI 5. ADEM-Herd 5. Oligodendrogliome WHO IlI
(60,0%) (78,2%) (70,0%)
6. Gangliogliome 6. Oligodendrogliome WHO llI 6. Pilozytische Astrozytome
(69,6%) (77.5%) (73,6%)
7. Non Hodgkin Lymphome 7. Gangliogliome 7. Astrozytome WHO llI
(70,0%) (73,9%) (79,2%)
8. Ependymome 8. Pilozytische Astrozytome 8. Oligoastrozytome
(92,3%) (64,2%) (79,4%)
9. Medulloblastome 9. Glioblastome 9. Gangliogliome
(92,6%) (60.4%) (82,6%)
10. Astrozytome WHO Il 10. Astrozytome WHO Il 10. Ependymome
(95.8%) (50,0%) (92,3%)
11. Glioblastome 11. Metastasen 11. Metastasen
(100,0%) (20,0%) (93,3%)
12. Metastasen 12. Non Hodgkin Lymphome 12. Glioblastome
(100,0%) (20,0%) (100,0%)
13. Medulloblastome 13. Medulloblastome
(18,5%) (100,0%)
14. Ependymome 15. Non Hodgkin Lymphome
(7,7%) (100,0%)

Tab. 4.1.: CD147 — Expression: Tumorzellen, normale positive Kapillaren, veranderte negative Kapillaren

Das in den Kategorien ,Tumorzellen* und ,veranderte negative Kapillaren* in Tab. 4.1
gefundene Ranking der diffusen Oligodendrogliome, Astrozytome und Glioblastome
entspricht der Reihenfolge, die entsteht, wenn man diese Tumorgruppen nach ihren in der
Literatur berichteten Uberlebensprognosen anordnet. Dies legt eine wichtige Rolle des
EMMPRIN in der Progression maligner Gliome zumindest nahe. Tab. 4.2 zeigt alle in dieser
Studie untersuchten Hirntumorentitaten geordnet nach fallenden 5-Jahres-Uberlebensraten
(5-JUR) (Pfeiffer et al. 2002; Hakim et al. 1997; Kolles et al. 1998; Burger et al. 2002;
Chandler et al. 1993; Robertson et al. 1998; Bouffet et al. 1998; Nazar et al. 1990; Pollack et
al. 1995; Schwartz et al. 1999; Shaw et al. 1994; Majores et al. 2008).
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Die Biologie und Prognose der sogenannten Oligoastrozytome wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Auf die Angabe einer 5-JUR wurde daher verzichtet. Manche Autoren
gehen von einer intermedidren Prognose aus, die zwischen der des Oligodendroglioms und
des Astrozytoms liegt (Shaw et al. 1994; Smith et al. 2000; Kros et al. 2007). In anderen
Veroffentlichungen nimmt man fur das Oligoastrozytom eine &hnlich gute Prognose wie fir
das Oligodendrogliom an (Kolles et al. 1998; Feiden et al. 2008). Zu einer korrekteren
Einordung dieser Tumorentitdat werden in Zukunft moglicherweise verstarkt neue
Erkenntnisse aus der Molekulargenetik beitragen. So konnte nachgewiesen werden, dass
die Deletion von 1p, als glinstiger Prognosefaktor (in Kodeletion mit 19q) bisher nur fir die
Gruppe der Oligodendrogliome bestétigt, ein unabhangiger prognostischer Faktor in der
Gesamtgruppe der Gliome WHO II + Il ist (lIwamoto et al. 2008). Die Kodeletion von 1p und
199 wiederum konnte in 63,3% aller Oligodendrogliome, 21,6% der Oligoastrozytome, 7,5%
der Astrozytome und 2,9% der Glioblastome gefunden werden (Metaanalyse aus Daten von
2666 Gliomen, Fontaine et al. 2008).

Tumor 5-JUR
1. Pilozytische Astrozytome =>85%
2. Gangliogliome 53-99%
3. Oligodendrogliome WHO I 70-75%
4. Medulloblastome 50-80%
5. Ependymome 50-77,5%
6. Oligoastrozytome 42-78%
6. Astrozytome WHO Il 45-68%
7. Oligodendrogliome WHO llI 30-41%
8. Astrozytome WHO Il 15-35%
9. NHL 3-45%
10. Glioblastome ~5%
11. Metastasen <2%

Tab. 4.2: 5-JUR

Sameshima et al. (2003) wiesen in ihrer zweiten Studie zu EMMPRIN den Zusammenhang
zwischen CD147-Negativitat in hyperplastischen Hirnkapillaren (Anaplastische Astrozytome,
Glioblastome u. Metastasen) und positivem Kontrastmittelenhancement in der MRT nach. In
ihrer Studie zeigten die meisten Kapillarendothelien der untersuchten Low Grade
Astrozytome CD147-Positivitat. Diese Areale nahmen kein Kontrastmittel auf - Anzeichen
dafir, dass hier eine intakte Blut-Hirn-Schranke vorliegt. In unserer Studie enhielten 62,5%
der Low Grade Astrozytome bereits CD147-negative, beginnend veréanderte Kapillaren mit

geschwollenen Endothelzellkernen.
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Tab. 4.3 zeigt die in der Literatur gefundenen KM-Aufnahmemuster der in unserer Studie
untersuchten Tumorgruppen (Sameshima et al. 2003; Niedermayer et al. 2000; Warmuth-
Metz et al. 2003; Meyers et al. 1996; Warmuth-Metz et al. 2002a; Warmuth-Metz et al.
2002b; Tortori-Donati et al. 1985; Grunwald et al. 2007; Zentner et al. 1994; Feiden et al.
2002; Reichem et al. 1998). Die Oligoastrozytome bleiben unerwahnt; in der
zugrundeliegenden Literatur werden Oligodendrogliome und Oligoastrozytome als

oligodendrogliale Tumoren gemeinsam behandelt.

Tumor. KM-Enhancement
Normalhirn -in MRT/CT
Low grade Astrozytome -in MRT/CT
Low grade Oligodendrogliome meist - in MRT; -in CT
Gangliogliome ~44% + in MRT
Anaplastische Oligodendrogliome +in MRT; ~50% + in CT
Medulloblastome ~90-95% + in MRT
Anaplastische Astrozytome meist + in MRT/CT
ADEM-Herd +in MRT/CT
Pilozytische Astrozytome +in MRT/CT
Gioblastome +in MRT/CT
Metastasen +in MRT/CT
NHL +in MRT/CT
Ependymome +in MRT/CT

Tab. 4.3: KM-Enhancement

Aufgrund einer intakten Blut-Hirn-Schranken-Funktion nehmen normales Hirngewebe, Low
Grade Oligodendrogliome WHO Il und Low Grade Astrozytome WHO Il kein oder meist kein
Kontrastmittel auf. Wie in Tab. 4.1 zu erkennen, enthalten in der vorliegenden Studie diese
Gruppen haufiger CD147-positive normale Kapillaren und seltener CD147-negative
veranderte Kapillaren als diejenigen Tumorgruppen, welche in der Literatur als
kontrastmittelaffin beschrieben werden.

Eine Ausnahme von dieser Regel bilden die Gangliogliome, die vom gefundenen CD-147-
Kapillarprofil her ebenfalls in die Gruppe der Uberwiegend KM-aufnehmenden Tumoren
gehdren missten, dies jedoch nur in ~44% der Falle tun.

Weiterhin fallt auf, dass neben den untersuchten Tumorgruppen auch die ADEM-Falle in
nennenswerter Haufigkeit (56,5% (13/23)) CD147-negative beginnend auffallige Kapillaren
enthielten. ADEM stellen in der Bildgebung kontrastmittelaffine Herdbefunde dar.

Diese Beobachtungen legen nahe, dass ein Zusammenhang zwischen EMMPRIN-

Expression der Kapillaren und einer intakten Blut-Hirn-Schranke zu bestehen scheint.
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Diskussion eines Glioblastomfalles mit leptomeningealer Manifestation

Die Ergebnisse vorhandener Studien lieBen vermuten, dass in hohermalignen Gliomen
(WHO 1lI/1V) keine morphologisch normalen, CD147-positiven Kapillaren zu finden sind
(Sameshima et al. 2000; Sameshima et al. 2003). Dieser These entsprechen jedoch die
Ergebnisse dieser Studie nicht.

Wahrend der Auswertung dieser Arbeit fiel in der Routinefarbung ein Glioblastomfall auf,
welcher sich leptomeningeal manifestiert hatte und extraaxial, d.h. im nicht der
Bluthirnschranke zugehdrigen leptomeningealen Raum tumoreigene morphologisch intakte
Hirnkapillaren zu bilden schien.

In extraaxial gelegenen Kapillaren wurde laut Literatur bislang keine CD147-Expression
gefunden (Seulberger et al. 1990; Schlosshauer et al. 1990; Albrecht et al. 1990), vereinbar
mit ihrer Lage aul3erhalb der Bluthirnschranke.

Abb. 4.1 und 4.3 zeigen die CD147-Immunhistochemie des genannten Glioblastomfalles.
Abb. 4.1 zeigt sowohl das intraaxial gelegene Gewebe als auch das tumordichte
leptomeningeal manifestierte Glioblastomgewebe. Die dargestellten extraaxial gelegenen
hyperplastischen Kapillaren sowie die groRen leptomeningealen BlutgefalRe sind CD147-
negativ.

Abb. 4.2 stellt eine NFP(Neurofilamentprotein)-Immunhistochemie des gleichen
Glioblastomfalles dar. NFP-Immunhistochemien zeigen Positivitat im Zytoplasma von
Nervenzellen und Axonen (Pfeiffer et al. 2002). Diese stellen sich im intraaxialen
Gewebsanteil (Cortex) unseres Falles erwartungsgemal NFP-positiv dar, wéahrend sich der
leptomeningeal manifestierte dichte Tumoranteil als NFP-negativ erwies — Zeichen dafir,
dass hier kein Hirngewebe, sondern nur Glioblastomgewebe vorhanden ist.

Bei Durchsicht der CD147-Immunhistochemie in Abb. 4.3 fiel auf, dass die tumoreigenen,
leptomeningeal (extraaxial) gelegenen, morphologisch intakten Kapillaren CD147-positiv
waren. Dies legt die Vermutung nahe, dass hirneigene Tumoren zum einen selbst im Stande
sein koénnten, CD147-positive Kapillaren mit moéglicherweise intakter Bluthirnschranke zu
bilden und zum anderen diese Fahigkeit auch bei leptomeningealer (extraaxialer) Aussaat
beibehalten — einem Areal, das physiologisch nicht mehr der Regulation durch die

Bluthirnschranke unterliegt.
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Glioblastom mit leptomeningealer
Manifestation

g |
Positives Pilem
negative leptomeningeale Blutgefalie (1).
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Glioblastom mit leptomeningeal
Manifestation
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Diskussion des aktuellen Forschungsstandes zu EMMPRIN

Uber die biochemischen Mechanismen, die der in dieser Studie gezeigten offenbar
bedeutsamen Rolle des EMMPRPIN in der malignen Progression von Hirntumoren
zugrundeliegen, ist bisher nur wenig bekannt. Studien haben bisher gezeigt, dass EMMPRIN
Uber eine Stimulation der Stroma-MMP-Produktion (insbesondere MMP-1, -2, -3, MT1-MMP,
MT2-MMP) wirkt (Ellis et al. 1989; Kataoka et al. 1993; Prescott et al. 1989). Die Expression
von MMP-2 und ihrer Aktivatoren MT1-MMP und MT2-MMP korreliert dabei mit der malignen
Progression der Gliome in vivo (Nakano et al. 1995; Sawaya et al. 1996; Yamamoto et al.
1996; Lampert et al. 1998; Nakada et al. 1999). AuRerdem konnte in vitro gezeigt werden,
dass EMMPRIN in Glioblastom-Zellen direkt die Produktion von pro-MMP-2, MT1- und MT2-
MMP in Fibroblasten stimuliert (Sameshima et al. 2000).

Im Hirn sind Stroma-Fibroblasten als EMMPRIN-Zielzellen in den Kapillaren an der Endothel-
AulRenseite lokalisiert (Zhang et al. 1997). Als Antwort auf Gewebsschadigung, z.B. bei
bakteriellen Infektionen, kommt es zur Ausbildung von Granulationsgewebe mit Proliferation
von Fibroblasten und Auswachsen von Kapillaren (Gray et al. 1997). AuRerdem enthalten
Hirnkapillaren bestimmte Extrazellularmatrixproteine (Laminin, Typ-IV-Kollagen, Fibronectin,
Vitronectin), die als Substrate von MMPs identifiziert wurden (Giese und Westphal 1996).
Diese Proteine formen gemeinsam die Basalmembran.

Die sogenannte Glia limitans externa stellt eine komplette Basalmembran im intrakortikalen
perivaskularen Raum (Virchow-Robin-Raum) dar, welche die Astrozyten-FuR3fortsatze von
den Zellen der der Pia mater trennt (Giese et al. 1996). Dieser perivaskulare Raum ist einer
der Wege, auf denen Gliomzellen aussprossen (Burger et al. 1994). Am haufigsten geschieht
dies Uber die Fasernetzwerke der weilen Hirnsubstanz (Burger et al. 1994). Das
Durchdringen der Basalmembran mit einer Invasion ins Kapillarlumen wird jedoch nur selten
in vivo beobachtet. Unter diesem Aspekt, so glauben Sameshima et al. (2000), scheint es
wahrscheinlicher, dass Gliomzellen einer Oberflachenmodifikation vaskularer
Basalmembranen und der Glia limitans externa bedirfen. Dass die Tumorzellen tatsachlich
selbst Gber einen Mechanismus zum Durchdringen dieser Strukturen verfiigen, scheint den
Autoren unwahrscheinlich zu sein. Jedoch, so Sameshima et al. (2000), kénnten von
Fibroblasten produzierte und durch Gliomzel-EMMPRIN induzierte MMPs in dieses
Basalmembran-Remodeling involviert sein und es so den Gliomzellen erlauben, perivaskular
auszusprossen (Sameshima et al. 2000).

Einen zweiten Mechanismus, durch den GliomzellEMMPRIN Tumorprogression
beeinflussen konnte, stellt die Angiogenesestimulation dar, welche besonders
charakteristisch ist fur Glioblastome. Eine entscheidende Rolle scheinen in diesem
Zusammenhang MMP-2 (Itoh et al. 1998) und MT1-MMP (Hiraoka et al. 1998) zu spielen.
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Riethdorf et al. diskutieren in ihrer Veroffentlichung eine mégliche funktionelle Verknipfung
des EMMPRINs mit dem EGFR-Rezeptor (Riethdorf et al. 2006), welcher in Glioblastomen
ebenfalls tGberexprimiert wird (Bei et al. 2004; Haas-Hogan et al. 2005). Ein weiterer Hinweis
hierfir konnte erbracht werden in einer Zellreihe immortalisierter Brustdriisenzellen des
Klons NS2T2A1, in der die EMMPRIN-Expression durch Aktivierung von EGFR uber seinen
Liganden Amphiregulin induziert wurde (Menashi et al. 2003). Ferner konnte durch Gabe des
spezifischen EGFR-Tyrosinkinaseinhibitors ZD1839 (Iressa™) eine signifikante Reduktion
der EMMPRIN-Expression erreicht werden (Menashi et al. 2003).

AulRerdem scheinen bestimmte posttranslationale Modifikationen des EMMPRIN-Molekiils
eine Rolle zu spielen. Zum Beispiel scheinen nur hochglykolysierte Formen von CD147 zur
Autoaggregation fahig und so zur Stimulation der MMP-Produktion im Stande zu sein (Sun et
al. 2001; Tang et al. 2004a; Guo et al. 1997). Andererseits scheint wenig glykolysiertes
EMMPRIN mit dem Tumorsupressorprotein Caveolin-1 zu interagieren und reguliert somit
maoglicherweise seine Lokalisation und Funktion innerhalb der Zellen (Tang et al. 2004b;
Tang et al. 2004c). Riethdorf et al. (2006) konnten ferner eine bemerkenswerte Heterogenitat
verschiedener EMMPRIN-Molekile in malignen Zellen gleichen Gewebetyps feststellen. Es
zeigten sich hierbei zwei bestimmte EMMPRIN-Proteine - HG65 und HG45 - in untersuchten
Mamma-CA-Zellen. Eine detaillierte molekulare Analyse zeigte Lewis*-Glykan-Strukuren in
EMMPRIN HG65, die in EMMPRIN HG45 nicht vorhanden waren. Solche
Carbohydratstrukturen und deren Rezeptoren sind malgeblich in verschiedene
Zellerkennungsprozesse involviert (Riethdorf et al. 2006). Unterschiedliche EMMPRIN-
Modifikationen durch Glykolysierung kdnnten laut Riethdorf et al. (2006) somit Zell-Typ-
spezifisch oder mit Zell-Malignitat assoziiert sein. Es gibt auch Hinweise dafir, dass diese
posttranslationalen Verdnderungen des EMMPRIN-Proteins hormonreguliert sind (Nogushi
et al. 2003). Die genauen Mechanismen jedoch, die diese unterschiedlichen
Glykolysierungszustdnde der EMMPRIN-Molekiile steuern kénnten, sind weitgehend
unbekannt.

Auch dber die biochemischen Grundlagen, die dazu fihren, dass es zu einem
Zusammenbruch der Bluthirnschrankenfunktion an Hirnkapillaren kommt, weil3 man bisher
wenig. Nach Sameshima et al. (2003) scheint der Verlust der Bluthirnschrankenfunktion,
obwohl dies vor allem auf proliferierende Kapillaren aus KM-affinen Glioblastomregionen
zutrifft, nicht durch Hypoxieschaden bedingt. Es konnte namlich beobachtet werden, dass die
Tumorendothelzellen keine degenerativen, sondern - mit mehreren Endothelschichten
ausgestattet - vielmehr hyperplastische Veranderungen zeigten. Die Autoren vermuten, dass
diese schnell proliferierenden Tumorkapillaren neben EMMPRIN-Verlust auch eine

veranderte Expression verschiedener anderer Antigene aufweisen konnten.
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Falls genetische Veradnderungen im EMMPRIN-Gen/-Lokus fur veranderte CD147-
Expression auf Kapillarendothelien verantwortlich sein sollten, so muissten diese laut
Sameshima et al. allerdings sehr gering sein, da die GroRe der von ihnen gefundenen
unterschiedlichen EMMPRIN-mRNA-Transskripte stets gleich war (Sameshima et al. 2000;
Sameshima et al. 2003). Als Grund fir den EMMPRIN-Expressionsverlust auf Endothelzellen
mit gestdrter Bluthirnschrankenfunktion kommen somit eher auch Verdnderungen im
perivaskularen Mikroenvironnement aufgrund von neoplastischem Zellwachstum und
Entziindungsprozessen in Betracht (Cavenee et al. 2000; Isobe et al. 1996).

Der Barrieremechanismus der Blut-Hirn-Schranke basiert vor allem auf den Tight junctions,
die von benachbarten nonfenestrierten Endothelzellen gebildet werden. Diese tight-junction-
assoziierte Bluthirnschrankenfunktion konnte bereits erfolgreich in Aortenendothelzellen
induziert werden, nachdem man diese mit Zellen der Astroglia in Co-Kultur gebracht hatte
(Isobe et al. 1996). Aortenendothelzellen verfigen physiologischerweise nicht Uber tight-
junction-assoziierte Schrankenfunktionen. Auch HT7, ein spezifisches Homolog des
EMMPRIN, wurde in Kapillarendothelzellen der Huhn-Allantois induziert, hachdem man
diese mit Astroglia-Medium inkubiert hatte (Lobinus et al. 1992). Sameshima et al. (2003)
vermuten, dass bei Interaktion mit Zellen der Astroglia EMMPRIN in Endothelzellen die
Bildung von Tight junctions induziert. AuRBerdem scheint EMMPRIN mit selektiven
Transportmechanismen in Endothelzellen assoziiert zu sein. In Rattenmyokard expimiertes
CD147 interagiert direkt mit den Laktattransportern MCT (Monocarboxylat-Transporter) 1
und MCT 4, begunstigt ihre Expression an Zelloberflachen und steigert ihre Aktivitat (Kirk et
al. 2000). Hohe MCT1- und CD147-Levels wurden im retinalen Pigmentepithel der Ratte
gefunden (Sameshima et al. 2003). Das retinale Pigmentepithel, ein Nettoproduzent von
Laktat, stellt die Barriere zwischen Retina und Choroidea-Blut dar (Finnemann et al. 1997;
Gerhart et al. 1999). Fur das Gehirn ist normalerweise Glukose der Hauptenergielieferant.
Die Bluthirnschranke ist unter normalen Stoffwechselbedingungen relativ undurchlassig fur
Laktat und Ketonkorper. Bestehen jedoch Verhéltnisse wie nach langem Hungern oder
Diabetes mellitus, steigt die Permeabilitat fir solche Monocarboxylatverbindungen, sodass
diese Substrate als Energielieferanten bedeutsam werden (Sameshima et al. 2003). Hierflr
ist wohl MCT1 mitverantwortlich, das in solchen Situationen verstarkt auf

Hirnkapillarendothelzellen exprimiert wird (Halestrap et al 1999).
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Ausblick: Relevanz der Forschung zu EMMPRIN fiir mogliche zuklnftige

Tumorbehandlungsstrategien

Trotz erheblicher Fortschritte in der Tumortherapie wahrend der letzten Jahrzehnte ist die
Prognose der Gliome immer noch schlecht. Besonders unbefriedigend ist das Outcome von
Patienten mit Glioblastoma multiforme - trotz aggressiver multidisziplinarer Behandlung. So
geben Levin et al. (2001) fur Glioblastom-Patienten ein medianes Uberleben von nur 42 bis
50 Wochen an. Verschiedene Chemotherapie-Regimes erzielten bisher keine
zufriedenstellenden Ergebnisse. Wong et al. (1999) berichten von einem 6-Monate-PFS
(Progression-free-survival) von 15%, der Median des PFS lag bei 9 Wochen
(unterschiedliche Regimes: Interferon beta; Interferon beta in Kombination mit 13-cis-
Retinsdure; Menogaril; Carboplatin; eine Kombination von Carboplatin, 5-Fluorouracil und
Procarbazin; Difluoromethyllornithin). Nach Nieder et al. (2000) liegt das mediane
Gesamtiberleben bei Patienten mit Glioblastomrezidiv nur zwischen 19 und 28 Wochen
(verschiedene Regimes: Temozolomid; Carboplatin; Carboplatin mit Etoposid; Cisplatin mit
Etoposid; Etoposid mit Ifosfamid; Cisplatin mit Ifosfamid).

Das Chemotherapeutikum Temozolomid (TMZ) zeigte in einer Studie von Yung et al. (2000)
verglichen mit dem Chemotherapeutikum Procarbazin ein 6-Monate-PFS von 21% (versus
8% fur Procarbazin).

Eine weitere mogliche Therapieoption bietet Marimastat (MRM) - ein Inhibitor der Familie der
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) (Folgueras et al. 2004), welche im Rahmen des
Tumorwachstums verantwortlich gemacht werden fir den Abbau extrazellularer Matrix als
eine Grundlage fur Tumorzellinvasion, -intravasation, -extravasation und —migration (Biswas
et al. 1987; Liotta et al. 1991). CD147 induziert die MMP-Produktion in Fibroblasten und
kann somit Uber diesen Weg Tumorwachstum und —invasion férdern (Biswas et al. 1982;
Biswas et al. 1984; Ellis et al. 1989; Biswas et al. 1995; Muramatsu et al. 2003; Koch et al.
1999). In praklinischen Studien hatten bereits Liotta et al. (2000) sowie Brown et al. (1995)
gezeigt, dass MMP-Inhibitoren im Tiermodell das Wachstum solider Tumoren verminderten,
Metastasierung hemmten und Tumorneovaskularisation blockierten. Tonn et al. (1999)
fanden eine signifikante Hemmung von Gliomzellinvasion in vitro.

Groves et al. (2002) flhrten eine Studie durch, in der sie das Chemotherapeutikum TMZ mit
MRM bei Patienten mit Glioblastomrezidiv kombinierten. Das 6-Monate-PFS betrug
schlie3lich 39%, das mediane PFS lag bei 17 Wochen sowie das mediane Gesamtiberleben
bei 45 Wochen. Das 12-Monate PFS betrug 16%. Die Kombination von TMZ und MRM
fuhrte somit zu einem 6-Monate-PFS, welches verglichen mit dem in der Literatur
beschriebenen PFS unter TMZ-Monotherapie um 29% hoher lag. Auch die allgemeine
Response-Rate (Responder + Patienten ohne Progress) von 72,7% lag Uber der berichteten

allgemeinen Response-Rate unter TMZ-Monotherapie von 45,6% (Groves et al. 2002).
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In anderen Studien mit MRM konnte gezeigt werden, dass es bei Patienten mit
Pankeaskarzinom ebenso effektiv wirkt wie die konventionelle Therapie mit Gemcitabin
(Bramhall et al. 2001). AuRerdem kann Marimastat das Uberleben sowie die Zeit bis zur
Progression bei Patienten mit fortgeschrittenem Magenkarzinom verlangern (Bramhall et al.
2002). Studien mit einem anderen MMP-Inhibitor, Batimastat, der intraperitoneal appliziert
werden musste, zeigten jedoch keine signifikanten Ansprechraten (Wojtowicz-Praga et al.
1996).

Die herrausragende Rolle der Matrix-Metalloproteinasen in der malignen Progression sowie
die enge Verknipfung des EMMPRIN in diesem Prozess lassen den weiterhin grofR3en
Forschungsbedarf auf dem Gebiet der Entwicklung spezifischer (neuro-)onkologischer
Pharmaka erkennen. Die bisherigen Studien untersuchten ausschlie3lich Hemmstoffe der
Matrixmetalloproteinasen. Maoglicherweise koénnte die Entwicklung von Inhibitoren des
CD147, welches ja die Produktion von MMPs malgeblich induziert, einen ebenso
verfolgenswerten  Forschungsansatz  darstellen. Auch die Kombination dieser
Hemmsubstanzen zusammen mit MMP-Inhibitoren wie MRM wére dann im Sinne einer Art
»sequenziellen" Tumorzell-Pathway-Blockade mdglich.

In vitro konnte durch Gabe des spezifischen EGFR-Tyrosinkinaseinhibitors ZD1839
(Iressa™) eine signifikante Reduktion der EMMPRIN-Expression erreicht werden (Menashi et
al. 2003). Dies lasst zumindest eine funktionelle Verknipfung zwischen den beiden
Oberflachenrezeptoren CD147 und EGFR vermuten, welche in Glioblastomen koexprimiert
werden (Bei et al. 2004; Haas-Hogan et al. 2005) — eine Beobachtung, die Anlass gab fur
erste Erprobungsgénge von Tyrosinkinaseinhibitoren in klinischen Studien. Allerdings
berichten Reardon et al. von nur méafRigem bisherigen Erfolg des Tyrosinkinaseinhibitors
Imatinib (Glivec®) in der Glioblastomtherapie. Dieser musste zur Uberwindung der
Bluthirnschranke in Kombination mit Hydroxurea verabreicht werden (Reardon et al. 2005).
Auch Therapieregimes mit Antikdrpern gegen den Gefallwachstumsfaktor VEGF, das durch
CD147 hochreguliert wird (Tang et al. 2005), kénnten vielleicht in Zukunft bei der
Behandlung maligner ZNS-Tumoren denkbar sein. Bevacizumab (Avastin®), welches an
VEGF bindet, wird seit kurzem erfolgreich bei Patienten mit metastasiertem kolorektalem
Karzinom, metastasiertem Mammakarzinom, Kkleinzelligem Bronchialkarzinom und
fortgeschrittenem Nierenkarzinom angewendet.

Sicherlich béten auch diese Ansatze keine Chance auf Heilung vom Glioblastom, kénnten
aber in Zukunft vielleicht hoffnungsvolle Komplementartherapien fir Patienen mit

niedergradigen Gliomen und anderen Hirntumoren darstellen.
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6. Tabellen

6.1 Low Grade Astrozytome (WHO II) (n = 48)

6.1.1 Tumorzellen

T- TH) T+ T++ T+++ Gesamt
N 26 19 3 0 0 48
% 54,2 39,6 6,2 0,0 0,0 100,0
Tab. 6.1.1: Astrozytome WHO I
6.1.2 Normale Kapillaren
Keine NK NK NK NK NK Gesamt
NK - (+) + ++ +++
N 3 0 1 5 34 5 48
% 6,2 0,0 20,8 10,4 70,8 10,4 100,0
Tab. 6.1.2: Astrozytome WHO I
6.1.3 Veranderte Kapillaren
Keine VK VK VK VK VK Gesamt
VK - (+) + ++ +++
N 12 30 4 2 0 0 48
% 25,0 62,5 8,3 4,2 0,0 0,0 100,0
Tab. 6.1.3: Astrozytome WHO I
6.2 Anaplastische Astrozytome (WHO llI) (n = 24)
6.2.1 Tumorzellen
T- TH) T+ T++ T +++ Gesamt
N 1 2 7 14 0 24
% 4,2 8,3 29,2 58,3 0,0 100,0
Tab. 6.2.1: Astrozytome WHO Il
6.2.2 Normale Kapillaren
Keine NK NK NK NK NK Gesamt
NK - (+) + ++ +++
N 11 1 0 5 5 2 24
% 45.8 4,2 0,0 20,8 20,8 8,3 100,0

Tab. 6.2.2: Astrozytome WHO Il
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6.2.3 Veranderte Kapillaren

Keine VK VK VK VK VK Gesamt
VK - (+) + ++ +++
N 1 19 2 2 0 0 24
% 4,2 79,2 8,3 8,3 0,0 0,0 100,0
Tab. 6.2.3: Astrozytome WHO Il
6.3 Glioblastome (WHO V) (n = 53)
6.3.1 Tumorzellen
T- TH) T+ T++ T+++ Gesamt
N 0 1 9 30 13 53
% 0,0 19 17,0 56,6 24,5 100,0
Tab. 6.3.1: Glioblastome
6.3.2 Normale Kapillaren
Keine NK NK NK NK NK Gesamt
NK - (+) + ++ +++
N 21 0 2 8 20 2 53
% 39,6 0,0 3,8 15,1 37,7 3,8 100,0
Tab. 6.3.2: Glioblastome
6.3.3 Veranderte Kapillaren
Keine VK VK VK VK VK Gesamt
VK - (+) + ++ +++
N 0 53 0 0 0 0 53
% 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0
Tab. 6.3.3: Glioblastome
6.4 Low Grade Oligodendrogliome (WHO II) (n = 49)
6.4.1 Tumorzellen
T- T(H) T+ T++ T +++ Gesamt
N 47 2 0 0 0 49
% 95,9 41 0,0 0,0 0,0 100,0

Tab. 6.4.1: Oligodendrogliome WHO Il
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6.4.2 Normale Kapillaren

Keine NK NK NK NK NK Gesamt
NK - (+) + ++ +++
N 1 0 0 10 38 0 49
% 2,0 0,0 0,0 20,4 77,5 0,0 100,0
Tab. 6.4.2: Oligodendrogliome WHO Il
6.4.3 Veranderte Kapillaren
Keine VK VK VK VK VK Gesamt
VK - (+) + ++ +++
N 12 27 7 3 0 0 49
% 245 55,1 14,3 6,1 0,0 0,0 100,0
Tab. 6.4.3: Oligodendrogliome WHO Il
6.5 Anaplastische Oligodendrogliome (WHO IIl) (n=4 0)
6.5.1 Tumorzellen
T- TH) T+ T++ T+++ Gesamt
N 16 15 9 0 0 40
% 40,0 37,5 22,5 0,0 0,0 100,0
Tab. 6.5.1: Oligodendrogliome WHO Il
6.5.2 Normale Kapillaren
Keine NK NK NK NK NK Gesamt
NK - (+) + ++ +++
N 8 1 3 8 18 2 40
% 20,0 2,5 7,5 20,0 45,0 5,0 100,0
Tab. 6.5.2: Oligodendrogliome WHO Il
6.5.3 Veranderte Kapillaren
Keine VK VK VK VK VK Gesamt
VK - (+) + ++ +++
N 6 28 5 1 0 0 40
% 15,0 70,0 12,5 2,5 0,0 0,0 100,0

Tab. 6.5.3: Oligodendrogliome WHO Il
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6.6 Oligoastrozytome (WHO II+l1l) (n = 34)

6.6.1 Tumorzellen

T- TH) T+ T++ T +++ Gesamt
N 14 8 11 0 1 34
% 41,2 23,5 32,4 0,0 2,9 100,0
Tab. 6.6.1: Oligoastrozytome (WHO I1+l1I)
6.6.2 Normale Kapillaren
Keine NK NK NK NK NK Gesamt
NK - (+) + ++ +++
N 0 0 0 4 27 3 34
% 0,0 0,0 0,0 11,8 79,4 8,8 100,0
Tab. 6.6.2: Oligoastrozytome (WHO II+l11)
6.6.3 Veranderte Kapillaren
Keine VK VK VK VK VK Gesamt
VK - (+) + ++ +++
N 5 27 0 2 0 0 34
% 14,7 79,4 0,0 5,9 0,0 0,0 100,0
Tab. 6.6.3: Oligoastrozytome (WHO I1+l1I)
6.7 Low Grade Oligoastrozytome (WHO Il) (n = 27)
6.7.1 Tumorzellen
T- TH) T+ T++ T+++ Gesamt
N 13 7 7 0 0 27
% 48,1 25,9 25,9 0,0 0,0 100,0
Tab. 6.7.1: Oligoastrozytome WHO |l
6.7.2 Normale Kapillaren
Keine NK NK NK NK NK Gesamt
NK - (+) + ++ +++
N 0 0 0 3 22 2 27
% 0,0 0,0 0,0 11,1 81,5 7,4 100,0
Tab. 6.7.2: Oligoastrozytome WHO |l
6.7.3 Veranderte Kapillaren
Keine VK VK VK VK VK Gesamt
VK - (+) + ++ +++
N 4 23 0 0 0 0 27
% 14,8 85,2 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0

Tab. 6.7.3: Oligoastrozytome WHO Il
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6.8 Anaplastische Oligoastrozytome (WHO IIl) (n=7 )

6.8.1 Tumorzellen

T- TH) T+ T++ T +++ Gesamt
N 1 1 4 0 1 7
% 14,3 14,3 57,1 0,0 14,3 100,0
Tab. 6.8.1: Oligoastrozytome WHO IlI
6.8.2 Normale Kapillaren
Keine NK NK NK NK NK Gesamt
NK - (+) + ++ +++
N 0 0 0 1 5 1 7
% 0,0 0,0 0,0 14,3 71,4 14,3 100,0
Tab. 6.8.2: Oligoastrozytome WHO Il
6.8.3 Veranderte Kapillaren
Keine VK VK VK VK VK Gesamt
VK - (+) + ++ +++
N 1 4 0 2 0 0 7
% 14,3 57,1 0,0 28,6 0,0 0,0 100,0
Tab. 6.8.3: Oligoastrozytome WHO Il
6.9 Pilozytische Astrozytome (WHO 1) (n = 53)
6.9.1 Tumorzellen
T- T(+) T+ T++ T +++ Gesamt
N 49 4 0 0 0 53
% 92,5 7,5 0,0 0,0 0,0 100,0
Tab. 6.9.1: Pilozytische Astrozytome
6.9.2 Normale Kapillaren
Keine NK NK NK NK NK Gesamt
NK - (+) + ++ +++
N 18 1 10 9 15 0 53
% 34,0 19 18,9 17,0 28,3 0,0 100,0
Tab. 6.9.2: Pilozytische Astrozytome
6.9.3 Veranderte Kapillaren
Keine VK VK VK VK VK Gesamt
VK - (+) + ++ +++
N 3 39 2 7 2 0 53
% 5,7 73,6 3,8 13,2 3,8 0,0 100,0

Tab. 6.9.3: Pilozytische Astrozytome

76



6.10 Ependymome WHO I+l (n = 13)

6.10.1 Tumorzellen

T- T(H) T+ T++ T +++ Gesamt
N 1 0 0 7 5 13
% 7,7 0,0 0,0 53,8 38,5 100,0
Tab. 6.10.1: Ependymome WHO I1+11]
6.10.2 Normale Kapillaren
Keine NK NK NK NK NK Gesamt
NK - (+) + ++ +++
N 12 0 0 1 0 0 13
% 92,3 0,0 0,0 7,7 0,0 0,0 100,0
Tab. 6.10.2: Ependymome WHO II+l1l
6.10.3 Veranderte tumoreigene Kapillaren
Keine VTK VTK VTK VTK VTK Gesamt
VTK - (+) + ++ +++
N 1 12 0 0 0 0 13
% 7,7 92,3 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0
Tab. 6.10.3: Ependymome WHO I1+11]
6.11 Ependymome WHO Il (n = 11)
6.11.1 Tumorzellen
T- T() T+ T++ T+++ Gesamt
N 1 0 0 5 5 11
% 9,1 0,0 0,0 45,4 45,5 100,0
Tab. 6.11.1: Ependymome WHO Il
6.11.2 Normale Kapillaren
Keine NK NK NK NK NK Gesamt
NK - () + ++ +++
N 10 0 0 1 0 0 11
% 90,9 0,0 0,0 91 0,0 0,0 100,0
Tab. 6.11.2: Ependymome WHO Il
6.11.3 Veranderte tumoreigene Kapillaren
Keine VTK VTK VTK VTK VTK Gesamt
VTK - (+) + ++ +++
N 1 10 0 0 0 0 11
% 9,1 90,9 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0

Tab. 6.11.3: Ependymome WHO Il
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6.12 Anaplastische Ependymome WHO lll (n = 2)

6.12.1 Tumorzellen

T- T(H) T+ T++ T +++ Gesamt
N 0 0 0 2 0 2
% 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 100,0
Tab. 6.12.1: Anaplastische Ependymome WHO ||
6.12.2 Normale Kapillaren
Keine NK NK NK NK NK Gesamt
NK - (+) + ++ +++
N 2 0 0 0 0 0 2
% 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0
Tab. 6.12.2: Anaplastische Ependymome WHO ||
6.12.3 Veranderte tumoreigene Kapillaren
Keine VTK VTK VTK VTK VTK Gesamt
VTK - (+) + ++ +++
N 0 2 0 0 0 0 2
% 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0
Tab. 6.12.3: Anaplastische Ependymome WHO ||
6.13 Gangliogliome WHO | + 1ll (n = 23)
6.13.1 Tumorzellen
T- TH) T+ T++ T +++ Gesamt
N 7 8 2 6 0 23
% 30,4 34,8 8,7 26,1 0,0 100,0
Tab. 6.13.1: Gangliogliome WHO | + llI
6.13.2 Normale Kapillaren
Keine NK NK NK NK NK Gesamt
NK - (+) + ++ +++
N 6 0 0 5 12 0 23
% 26,1 0,0 0,0 21,7 52,2 0,0 100,0
Tab. 6.13.2: Gangliogliome WHO | + llI
6.13.3 Veranderte Kapillaren
Keine VK VK VK VK VK Gesamt
VK - (+) + ++ +++
N 2 19 1 1 0 0 23
% 8,7 82,6 4,3 4,3 0,0 0,0 100,0
Tab. 6.13.3: Gangliogliome WHO | + llI
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6.14 Gangliogliome WHO | (n = 16)

6.14.1 Tumorzellen

T- TH) T+ T++ T +++ Gesamt
N 7 8 1 0 0 16
% 43,75 50,0 6,25 0,0 0,0 100,0
Tab. 6.14.1: Gangliogliome WHO |
6.14.2 Normale Kapillaren
Keine NK NK NK NK NK Gesamt
NK - (+) + ++ +++
N 3 0 0 5 8 0 16
% 18,75 0,0 0,0 31,25 50,0 0,0 100,0
Tab. 6.14.2: Gangliogliome WHO |
6.14.3 Veranderte Kapillaren
Keine VK VK VK VK VK Gesamt
VK - (+) + ++ +++
N 2 13 1 0 0 0 16
% 12,5 81,25 6,25 0,0 0,0 0,0 100,0
Tab. 6.14.3: Gangliogliome WHO |
6.15 Anaplastische Gangliogliome WHO Ill (n = 7)
6.15.1 Tumorzellen
T- TH) T+ T++ T +++ Gesamt
N 0 0 1 6 0 7
% 0,0 0,0 14,3 85,7 0,0 100,0
Tab. 6.15.1: Anaplastische Gangliogliome WHO |II
6.15.2 Normale Kapillaren
Keine NK NK NK NK NK Gesamt
NK - (+) + ++ +++
N 3 0 0 0 4 0 7
% 42,9 0,0 0,0 0,0 57,1 0,0 100,0
Tab. 6.15.2: Anaplastische Gangliogliome WHO |II
6.15.3 Veranderte Kapillaren
Keine VK VK VK VK VK Gesamt
VK - (+) + ++ +++
N 0 6 0 1 0 0 7
% 0,0 85,7 0,0 14,3 0,0 0,0 100,0
Tab. 6.15.3: Anaplastische Gangliogliome WHO III
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6.16 Medulloblastome (WHO V) (n = 27)

6.16.1 Tumorzellen

T- TH) T+ T++ T +++ Gesamt
N 2 4 6 9 6 27
% 7,4 14,8 22,2 33,4 22,2 100,0
Tab. 6.16.1: Medulloblastome
6.16.2 Normale Kapillaren
Keine NK NK NK NK NK Gesamt
NK - (+) + ++ +++
N 22 0 1 1 3 0 27
% 81,5 0,0 3,7 3,7 111 0,0 100,0
Tab. 6.16.2: Medulloblastome
6.16.3 Veranderte Kapillaren
Keine VK VK VK VK VK Gesamt
VK - () + ++ +++
N 0 27 0 0 0 0 27
% 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0
Tab. 6.16.3: Medulloblastome
6.17 Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) (n = 10)
6.17.1 Tumorzellen
T- T() T+ T++ T+++ Gesamt
N 3 3 3 1 0 10
% 30,0 30,0 30,0 10,0 0,0 100,0
Tab. 6.17.1: NHL
6.17.2 Normale Kapillaren
Keine NK NK NK NK NK Gesamt
NK - (+) + ++ +++
N 8 0 2 0 0 0 10
% 80,0 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0 100,0
Tab. 6.17.2: NHL
6.17.3 Veranderte tumoreigene Kapillaren
Keine VTK VTK VTK VTK VTK Gesamt
VTK - () + ++ +++
N 0 10 0 0 0 0 10
% 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0
Tab. 6.17.3: NHL
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6.18 Metastasen (n = 15)

6.18.1 Tumorzellen

T- TH) T+ T++ T +++ Gesamt
N 0 1 10 4 0 15
% 0,0 6,6 66,7 26,7 0,0 100,0
Tab. 6.18.1: Metastasen
6.18.2 Normale Kapillaren
Keine NK NK NK NK NK Gesamt
NK - (+) + ++ +++
N 12 0 0 2 1 0 15
% 80,0 0,0 0,0 13,3 6,7 0,0 100,0
Tab. 6.18.2: Metastasen
6.18.3 Veranderte tumoreigene Kapillaren
Keine VTK VTK VTK VTK VTK Gesamt
VTK - (+) + ++ +++
N 0 14 1 0 0 0 15
% 0,0 93,3 6,7 0,0 0,0 0,0 100,0
Tab. 6.18.3: Metastasen
6.19 ADEM (n = 23)
6.19.1 Herd: Normale Kapillaren
Keine NK NK NK NK NK Gesamt
NK - (1) + ++ +++
N 2 3 2 3 13 0 23
% 8,7 13,0 8,7 13,0 56,5 0,0 100,0
Tab. 6.19.1: ADEM-Herd
6.19.2 Herd: Veranderte Kapillaren
Keine VK VK VK VK VK Gesamt
VK - (+) + ++ +++
N 5 13 0 5 0 0 23
% 21,7 56,5 0,0 21,7 0,0 0,0 100,0
Tab. 6.19.2: ADEM-Herd
6.19.3 Normalgewebe: Normale Kapillaren
Kein Keine NK NK NK NK NK Gesamt
NG NK - (+) + ++ +++
N 7 0 0 1 0 15 0 23
% 30,4 0,0 0,0 4.3 0,0 65,2 0,0 100,0

Tab. 6.19.3: ADEM-Normalgewebe




6.19.4 Normalgewebe: Veranderte Kapillaren

Kein Keine VK VK VK VK VK Gesamt
NG VK - (+) + ++ +++

N 7 16 0 0 0 0 0 23

% 30,4 69,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0

Tab. 6.19.4: ADEM-Normalgewebe
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