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Zusammenfassung

Stein, Anne-Katrin

Evaluation von Antikdrpern gegen ependymale Proteine auf ihre Eignung als

diagnostische Marker fir Ependymome

Ependymome sind Tumore des zentralen Nervensystems, die sich durch charakteristische
histologische Eigenschaften, wie ependymale Rosetten und perivaskulére Pseudorosetten, von
anderen glialen Tumoren unterscheiden. Mittels immunhistochemischer Verfahren konnten bisher nur
weitestgehend unspezifische Antikdrper zur Diagnostik ependymaler Tumore etabliert werden.
Hierzu zéhlen das epitheliale Membranantigen (EMA), das gliale fibrillare saure Protein (GFAP)
und das S100-Protein. Im Rahmen dieser Studie wurde eine Auswahl an Antikdrpern, deren
Antigene zuvor im Ependym als hochreguliert dargestellt werden konnten, auf ihre Spezifitat
gegeniiber Ependymomen im Vergleich zu anderen glialen Tumoren untersucht.

Zur Verfugung standen Antikdrper gegen die Proteine RGS1, GLUT10, GalNac, FATP6, CD36,
Kir5.1, SPAG6, hOPG, Annexin und Spal7. Ihre Immunreaktivitat wurde auf den Schnitten zweier,
zuvor aus dem Gewebe von insgesamt 90 ependymalen und 133 glialen Tumoren hergestellten
Tissue Arrays, verglichen.

Ausschliellich die Antikérper GalNac, FATP6, SPAG6, hOPG, Annexin und Spal7 zeigten sowohl
auf nicht-neoplastischem, als auch auf dem Tissue Array der Ependymome eine erhdhte Sensitivitét.
Ihre jeweilige Spezifitdt war jedoch nur gering. Zwar ergab sich fir anti - Spal7 eine signifikant
erhéhte mediane Farbungsintensitat ependymaler Tumore, jedoch rechtfertigt die, im Vergleich zu
dem etablierten Marker EMA, schlechtere Spezifitdt nicht den Einsatz des Antikérpers als
diagnostischen Marker fir Ependymome. Dennoch konnte eine erhdhte Affinitat des anti-Spal7 an
zilienbesetzten Tumorzellen des Ependyms dargestellt werden.

Zur genaueren Untersuchung dieses Aspektes bedarf es weiterfiihrender experimenteller Ansétze.

Tag der mindlichen Prifung: 17.02.2009
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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Ependymome sind Tumore glialen Ursprungs, die strukturelle Ahnlichkeiten mit
Ependymzellen, welche die inneren Flussigkeitsrdume des zentralen Nervensystems
auskleiden, aufweisen und ganz tberwiegend einen engen raumlichen Bezug zu den Wénden

des Ventrikelsystems und des Zentralkanals besitzen (Dohrmann et al., 1976).

1.1. Epidemiologie

In den Vereinigten Staaten stellen Ependymome 2,3% aller primarer Tumore des zentralen
Nervensystems dar (CBTRUS 2005). Ependymome kommen neben den Astrozytomen und
Medulloblastomen am hdufigsten im Kindes- und jugendlichen Erwachsenenalter vor
(Agaoglu et al., 2005; Peris-Bonet et al., 2006). Im Alter zwischen 0 und 14 Jahren
bezeichnet ihr Anteil 7% aller primaren Hirntumore (CBTRUS, 2005). In Deutschland liegt
dieser Wert mit 10,4% nur unwesentlich héher (Kaatsch et al., 2001). Die Inzidenz betragt
etwa 0,30/100000 Kinder in den USA (CBTRUS, 2005) bzw. 0,34/100.000 Kinder in
Europa (Peris-Bonet et al., 2006). Im Kindesalter sind ependymale Tumore Uberwiegend
intrakranial lokalisiert (Matthew et al., 2000). Bei Erwachsenen treten sie meist spinal auf
und verzeichnen einen Anteil von 37-47% aller intramedulldrer Tumore in
neurochirurgischen Patientenserien (Guidetti et al., 1981; Cooper et al., 1989). Wie bei
anderen glialen Tumoren, ist die Inzidenz von Ependymomen bei Ménnern gegentiber der
bei Frauen leicht erhdéht (0,29 vs. 0,22), woraus sich ein Verhéltnis méannlicher zu

weiblichen Patienten von 1,3:1 ergibt (Farwell et al., 1977).

1.2. Klinische Symptomatik

Die Klinische Symptomatik ist wesentlich abhdngig von der Lokalisation. Infratentorielle
Ependymomen, die im Bereich der hinteren Schadelgrube lokalisiert sind, kénnen mit

Stérungen der Funktion von Kleinhirn und Hirnstamm einhergehen. Typisch ist die
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Entwicklung eines Hydrozephalus mit intrakraniellem Druckanstieg, der mit
Kopfschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen einhergeht (Hendrick et al., 1989). Bei
supratentorieller Lokalisation kommen zudem fokale neurologische Defizite und
Anfallsereignisse hinzu (Burger et al., 2002, Duncan et al., 1995, Zilch et. al., 1986).
Ruckenschmerzen sowie motorische und sensorische Stérungen im Sinne einer radikuléren
Symptomatik durch Nervenwurzelkompressionen, aber auch Miktionsstérungen und
Beeintrachtigungen der langen Bahnen mit Querschnittssymptomatik aufgrund einer
strukturellen Schadigung des Rickenmarks, kénnen bei spinal lokalisierten Ependymomen
auftreten (Schiffer et al., 1991). Intraoperativ erscheinen Ependymome haufig vom
umgebenen Gewebe relativ scharf abgegrenzt, was eine vollstandige Resektion begiinstigt.
Ependymome, die mit einer Lokalisation im I1V. Ventrikel oder supratentoriell einhergehen,
sind prognostisch unginstiger einzuschétzen, da eine komplette Resektion in den meisten

Féllen nicht erreicht werden kann (Deutsche Krebsgesellschaft E.V.; Ernesust et al., 1996).

1.3. Histologie

Nach der WHO-Klassifikation werden ependymale Tumore als Grad I-, Grad Il- oder Grad-
I11-Tumore eingeteilt.

Als WHO - Grad I-Tumore werden die myxopapilliren Ependymome bezeichnet, die
uberwiegend im Bereich des lumbosakralen Ubergangs lokalisiert sind (Wiestler et al.,
2000). Sie sind gekennzeichnet durch hochdifferenzierte, sehr langsamwachsende Zellen, die
nur wenig mitotische Aktivitat besitzten. Diese kubischen Tumorzellen werden durch eine
niedrige Zelldichte, ein perivakuolares Zytoplasma und eine myxoide Struktur
charakterisiert (Matthew et al., 2000). Die myxoide Struktur basiert auf mikrozystischen
Degenerationen und muzindser Sekretion der Tumorzellen.

Dem WHO - Grad Il wird das Ependymom mit seinen Subtypen (zellulér, papillar,
klarzellig, tanyzytisch) zugeordnet. Es ist ein Tumor mit geringer Wachstumstendenz und
maRiger mitotischer Aktivitat (Wiestler et al., 2000).
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Das anaplastische Ependymom ist ein Grad-111-Ependymom. Es ist gekennzeichnet durch
deutlich erhohte mitotische Aktivitdt, erhdhte Zelldichte und Nekrosen mit perifokaler

Zelldichtesteigerung (Wiestler et al., 2000).

EXKURS:  Historisch sind ependymale Tumore unter zahlreichen Bezeichnungen beschrieben worden.
So betitelte man sie als Ependymoblastome (Langford et al., 1986) Ependymogliome und
Ependymozytome. Weitere Synonyme sind Glioependymom, Ependymoepitheliom und
Neuroepithelioma gliomatosum (Muthmann und Sauerbeck, 1903). Das Konzept der
Einteilung ependymaler Tumore wurde durch Bailey und Cushing modifiziert, die
Ependymoblastome von Ependymomen unterschieden, und die bessere klinische Prognose der
Ependymome herausstellten (Bailey and Cushing, 1926). 1935 unterteilten Kernohan und
Fletcher-Kernohan epitheliale, zelluldre und myxopapillare Untergruppen der Ependymome.
Ringertz et al. (1950) schlug eine Drei-Grad-Einteilung glialer Tumore vor. Dabei hatte er die
Arbeit von Kernohan (1949) aufgegriffen und erweitert. Zllch konzipierte 1962 eine Vier-
Gradeinteilung (Zulch, 1962), die sich in Anlehnung an Bailey und Cushing nach den
mittleren postoperativen Uberlebenszeiten richtete. Dieses Konzept machte eine Graduierung
aller glialen Tumore mdglich und mindete in die WHO-KIlassifikation der Tumore des
zentralen Nervensystems (Zulch, 1979).

Die Unterscheidung ependymaler Tumore von anderen Tumoren des neuroepithelialen
Gewebes im Rahmen der neuropathologischen Diagnostik hat entscheidende Bedeutung und
beruht zundchst auf morphologischen Merkmalen. Charakteristische histologische
Merkmale von Ependymomen sind ependymale Rosetten (Abbildung 1), sowie
perivaskulare Pseudorosetten (Abbildung 2). In ,echten” ependymalen Rosetten sind die
Tumorzellen séulenartig um ein zentrales Lumen ausgerichtet und bilden so (an das nicht-
neoplastische Ependym erinnernd) Oberflachen von kugeligen oder tubuldren Raumen aus.
Obwohl ependymale Rosetten sehr spezifisch fir Ependymome sind, treten sie nur selten auf
(Matthew et al., 2000) und stellen folglich keinen sensitiven diagnostischen Marker fiir

ependymale Tumore dar.
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Abbildung 1: Ependymale Rosetten.
Ependymom, dessen Tumorzellen sich séulenartig so zueinander anordnen, dass sie
kugelige bis tubuldre Rdume bilden und so die oberflachenbildende Eigenschaft des
Ependyms imitieren.

Hé&ufiger sind sogenannte perivaskuldre Pseudorosetten. Hierbei ordnen sich Tumorzellen
um ein zentrales Blutgefal? an und hillen dieses mit ihren Zellfortsétzen in einen fibrillaren,

kernfreien Strahlenkranz ein (McLendon et al., 2007, Guccion et al., 1991).

Abbildung 2: Perivaskuldre Pseudorosetten.
Anaplastisches Ependymom mit zwei Kkernfreien, durch Zellfortsatze der
Tumorzellen gebildete Strahlenkrdnze, die in ihrem Zentrum je ein Blutgefal

einschlielen.
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Die Eigenschaft von Ependymomzellen Oberflaichen auszubilden, setzt sich auch auf
elektronenmikroskopisch sichtbarer Ebene fort, namlich mit der Ausbildung sogenannter
intrazytoplasmatischer Mikrolumina (ICL). In elektronenmikroskopischen Untersuchungen
wurden zwei Arten von ICL unterschieden (Ho et al., 1994): Der eine Typ zeichnet sich
durch die zum Lumen hin angeordneten Mikrovilli und Zilien aus, wahrend der zweite Typ
ausschlieRlich Mikrovilli besitzt. Zilienbesetzte ICL kommen inshesondere in Grad-I1-
Ependymomen vor, wurden aber auch in anaplastischen Ependymomen beschrieben (Wang
et al., 2005, Kawano et al., 2000), wahrend nicht-zilienbesetzte intrazytoplasmatische
Mikrolumina haufiger in myxopapilldren Ependymomen auftreten (Ho et al., 1994). Da
zilienbesetzte intrazytoplasmatische  Mikrolumina ausschlieflich in  Ependymomen
beschrieben wurden, konnten sie ein charakteristisches ultrastrukturelles Merkmal von
Ependymomen darstellen (Ho et al., 1994). Bereits auf lichtmikroskopischer Ebene werden
die Mikrolumina in der Hamatoxylin-Eosin-Farbung gelegentlich als rundliche, scharf

begrenzte und homogen eosinophil angefarbte Einschliisse erkennbar (Kawano et al., 2000).

1.4. Immunhistochemie

Auch wenn die diagnostischen Kriterien der WHO-KIassifikation weiterhin allein auf dem
histologischen Bild beruhen, eine Diagnose formal also keiner weiterfiihrenden
immunhistochemischen oder molekulargenetischen Untersuchungen bedarf, hat die
Immunhistochemie in den letzten zwanzig Jahren einen wichtigen Raum zur Absicherung
der Diagnose in der Routinediagnostik eingenommen und kommt bei Tumoren zur
Anwendung, deren histologisches Bild nicht eindeutig einer bestimmten Entitat zugeordnet
werden kann. Insbesondere bei anaplastischen Ependymomen (WHO-Grad I1I) ist eine
Abgrenzung gegenuber astrozytédren Tumoren wichtig, da sie bei fehlendem Nachweis einer
ependymalen Differenzierung und beim Vorliegen von Tumornekrosen als Glioblastom

(WHO- Grad 1V) eingeordnet werden mussten.

Ependymome weisen wie andere gliale Tumore eine positive Immunreaktivitat gegeniber

dem glialen fibrillaren sauren Protein (glial fibrillary acidic protein, GFAP) auf (Deck et al.,
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1978), wobei sich insbesondere Tumorzellen der perivaskularen Pseudorosetten anfarben
(Duffy et al., 1979; Haustein et al., 1987; Miettinen et al., 1986). Ebenso zeigen
Ependymome eine positive Reaktivitdt gegentiber Vimentin und S100 (Kimura et al., 1986;
Vege et al., 2000). Auch eine Immunreaktivitdt fir Zytokeratine ist in Ependymomen
beschrieben worden (Maaoji et al., 1988), wird jedoch gelegentlich auch in astrozytéren

Tumoren beobachtet (Cosgrove et al., 1993).

Im Gegensatz zu Antikdrpern gegen die oben genannten Antigene haben sich Antikorper
gegen das epitheliale Membranantigen (EMA) als bisher diagnostisch wertvollstes
Werkzeug zur Unterscheidung zwischen Ependymomen und anderen glialen Tumoren
herausgestellt (Cruz - Sanchez et al., 1998; Hasselblatt et al., 2003; Uematsu et al., 1989;
Vege et al., 2000). EMA ist ein glykosyliertes Transmembranprotein, das im oberflachlichen
Bereich von Epithelzellen lokalisiert ist. Eine Immunreaktivitat fir EMA findet sich sowohl
in epithelialen Geweben, als auch in neoplastischen Geweben mit epithelialem Ursprung und
wird auch in der Pathologie als Marker flr eine epitheliale Differenzierung eingesetzt
(Sloane et al., 1981). Im Bereich des zentralen Nervensystems farbt EMA nicht nur die
Leptomeningen, sondern auch die Oberflachen des nicht-neoplastischen Ependyms kréaftig
an (Uematsu et al., 1989).

In Ependymomen konnen die Oberflichen ependymaler Rosetten, aber auch die bereits
erwéhnten, fur Ependymome typischen intrazytoplasmatischen Mikrolumina markiert
werden, die sich als punkt- oder ringférmige Farbung darstellen (Abbildung 3). Diese
distinkte punkt- oder ringférmige EMA-Farbung findet sich in der berwiegenden Zahl der
Ependymome, nicht aber in anderen glialen Tumoren. Die Spezifitdt und Sensitivitat des
punkt- oder ringférmigen EMA-Farbemusters fur die Diagnose eines Ependymoms sind
hoch (Hasselblatt et al., 2003). Gleichwohl dient EMA lediglich als Marker fiir epitheliale
Differenzierung (Sloane et al., 1981). Die Entdeckung weiterer spezifischer, ausschlieRlich

im Ependym exprimierter Antigene wére darum von groem diagnostischem Interesse.



1

EINLEITUNG

Abbildung 3: Epitheliales Membranantigen (EMA) in Ependymomen.
Punkt- und ringformige EMA-Immunreaktivitat in einem Ependymom (WHO-Grad

1m).

1.5. Identifizierung von im Ependym spezifisch exprimierten Genen

Im Rahmen von Vorarbeiten der Arbeitsgruppe sind globale Genexpressionsprofile von
laser-mikrodissezierten humanen Ependymzellen aus Autopsiegewebe unter Verwendung
von cDNA-Mikroarrays (DeRisi et al., 1996; Sallinen et al., 2000) generiert worden
(Hasselblatt et al., 2005). Beim Vergleich der Genexpressionsdaten mit denen von nicht-
lasermikrodisseziertem humanem Hirngewebe des Hippokampus hatten sich hier 52 Gene
ergeben, die in Ependymzellen mehr als zehnfach tberexprimiert wurden (Abbildung 4). 48

Gene wurden im Ependym, nicht aber im hippokampalen Hirngewebe exprimiert.
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Abbildung 4: Microarray-Analyse.
Expressionswerte (arbitrdre Einheiten) von differentiell exprimierten Genen in
lasermikrodissezierten Ependymzellen im Vergleich zum nicht-

lasermikrodisseziertem Hirngewebe des Hippokampus (Hasselbaltt et al., 2005).

1.6. Zielsetzung

Angesichts des weitestgehenden Fehlens spezifischer und sensitiver Marker zur Diagnostik
von Ependymomen und zur Abgrenzung gegeniiber anderen glialen Tumoren, sollen im
Rahmen der vorliegenden Arbeit eine Reihe von Antikérpern auf ihre Eignung als
diagnostische Marker evaluiert werden. Konnte immunhistochemisch eine Uberexpression
auf Proteinebene in nicht-neoplastsichem Ependym bestatigt werden, wurde deren Spezifitét
und Sensitivitat fur die Diagnose von Ependymomen auf Tissue Arrays, die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit generiert wurden und eine groRe Anzahl von Ependymomen und

andere gliale Tumoren reprasentieren, erortert.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Patienten
2.1.1. Ependymome

Fur die Herstellung des Tissue-Arrays aus ependymalem Tumorgewebe (EP-TA) wurde die
Datenbank des Instituts flr Neuropathologie der Universitdt Miinster zunachst nach Fallen
durchsucht, bei denen zwischen den Jahren 1998 bis 2005 erstmals die Diagnose eines
Ependymoms gestellt worden war. Von den 140 identifizierten Fallen standen letztlich 90
reprasentative Paraffinblécke mit den zugehdrigen Gewebeschnitten fiir die Herstellung des
Tissue Arrays zur Verfugung. Entsprechend der WHO- Klassifikation handelte es sich
hierbei um 15 myxopapillare Ependymome (WHO - Grad 1), 55 Ependymome (WHO -
Grad I1), davon 2 papillare Ependymome (WHO - Grad Il), 2 tanyzytische Ependymome
(WHO - Grad Il) und O klarzellige Ependymome sowie 16 anaplastische Ependymome
(WHO - Grad IIl) (Tabelle 1). Klinische Angaben zum Alter, Geschlecht und zur

Lokalisation (spinal, infratentorial, supratentorial) der Tumore wurden dokumentiert.
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Ependymale Tumore Potentielle Verfigbare
Falle Falle
Ependymom (Grad 11 WHO) 78 55
klarzelliges Ependymom A 0
(Grad 1l WHO)
papillares Ependymom 3 5
(Grad 1l WHO)
tanyzytisches Ependymom ) )
(Grad 1l WHO)
anaplastisches ~ Ependymom
P penaym 30 16
(Grad 111 WHO)
myxopapilldres  Ependymom
yxopap pendym 23 15
(Grad | WHO)
Gesamt 140 90
Tabelle 1: Ependymome.

Neben den 140 potentiell vorhandenen Patientenfallen konnten 90 Falle zur
Herstellung des Tissue Arrays ausgewahlt werden.

2.1.2. Gliale Tumore

Zur Erstellung eines Tissue-Arrays, welches das Gewebe von nicht-ependymalen, glialen
Tumoren (AS-TA) aufweist, wurde die Tumorbank des Instituts fur Neuropathologie der
Universitdt Munster nach Féllen durchsucht, bei denen zwischen den Jahren 1998 bis 2005
die Diagnose eines glialen Tumors gestellt worden war. Repréasentatives Paraffinmaterial

von 133 Fallen wurde ausgewéhlt (Details siehe Tabelle 2).
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) Potentielle Verflgbare

Gliale Tumore

Falle Falle
fibrillares Astrozytom

230 13
(Grad I WHO)
gemastetzelliges Astrozytom o 5
(Grad I WHO)
anaplastisches Astrozytom

316 17
(Grad 11l WHO)
Glioblastom

>1000 24
(Grad IV WHO)
Riesenzellglioblastom A 3
(Grad IV WHO)
Gliosarkom

43 17
(Grad IV WHO)

ilozytisches Astrozytom

pilozyt 4 120 27
(Grad | WHO)
Subependymales
Riesenzellastrozytom 3 3
(GradIWHO)
Pleomorphes Xanthoastrozytom A )
(Grad I WHO)
Oligodendrogliom (Grad 11 WHO) 14 10
Anaplastisches Oligodendrogliom

36 12
(Grad 11 WHO)
Gesamt 778 133

Tabelle 2: Gliale Tumore.

Auflistung der Diagnosen glialer Tumore, deren Summe die Auswahl von 133 Fallen
zur Erstellung des Tissue-Arrays ergibt. Potentiell standen 778 gliale Tumorfalle zur
Auswahl.
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2.2.  Tissue MicroArrays

Die Tissue Microarrays (TMA) Technologie (Kononen et al., 1998) birgt den Vorteil, dass
der Verbrauch von Gewebematerial sehr gering gehalten wird, denn jeder Gewebeprobe
werden nur 0,6 mm kleine Stanzen entnommen. Weiterhin besteht die Moglichkeit eine
grolRe Anzahl verschiedener Tumore gleichzeitig zu farben. Dieses macht eine rasche und

kostenglinstige Auswertung mdglich (102).
2.2.1. Der Tissue Arrayer

Zur Herstellung der Tissue Arrays dient ein manuell zu bedienendes Laborgerat der Firma
Beecher Industries, das es ermdglicht, bis zu 1000 Gewebeproben in einem einzigen
Paraffinblock zu vereinen. Dazu besitzt das Gerat zwei Stanzen (103) aus rostfreiem Stahl
mit einem Durchmesser von 0,6 mm, deren Schneiden ein hohes Mal} an Schérfe vorweisen
missen (Abbildung 5 (3)). Mit der rot markierten Stanze (Recipient) entnimmt man in
regelmaligen Abstanden, je nach Einstellung, Paraffin aus dem sogenannten
Empfangerblock, so dass eine zylindrische Aushohlung in diesem entsteht. Die blau
markierte Stanze (Donor) ermdglicht die prézise Entnahme eines entsprechenden
Gewebestlicks an einem vorher selektierten Bereich auf dem sogenannten Spenderblock. Sie
besitzt einen Innendurchmesser, der dem AufRendurchmesser des Recipient entspricht, so
dass der Stanzkern des Spendergewebes exakt in die Vorbohrung des Empfangerblockes
passt. Mittels zweier Einstellschrauben (Abbildung 5 (5)) werden die XY- Koordinaten in
Mikrometereinheiten festgelegt, Uber welche die Abstdnde zwischen den einzelnen
Entnahmestellen genau eingestellt werden. Es ist zu beachten, dass jedes von den Stanzen
verursachte Negativ einen Kreisdurchmesser von 0,6 mm besitzt und der Abstand zwischen
den Tangenten zweier Probestanzen mindestens 0,2 mm betragen sollte (das entspricht 0,8
mm von Mitte zu Mitte zweier Stanzen mit einem 0,6 mm Durchmesser), um die Stabiltitat
des Tissue Arrays zu gewadhrleisten. Weitere Bestandteile des Tissue Arrayers sind die
Basisplatte (Abbildung 5 (1)), ein Halter (2), in den der Empfangerblock unverschiebbar

fixiert werden kann, eine Bruckenplatte (Abbildung 8) flir den Spenderblock, die Uber den
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fixierten Empféangerblock gelegt wird, wenn Gewebe aus dem Spenderblock entnommen
werden soll, sowie eine Schraube (Abbildung 5 (6)) zur Einstellung der vertikalen Flihrung
des Schwingkopfes (Abbildung 5 (4)).

Des Weiteren sind die Stanzen an einem Schwingkopf (4) befestigt, der zum Umschalten
zwischen den beiden Stanzen und zur XY-Prazisionsfuhrung dient. Gleichzeitig lasst sich
der Schwingkopf manuell senkrecht nach unten flihren und verursacht so das Ausstanzen
des Gewebes Uber die Stanzen. Wahrend der Drehung an den Mikrometerschrauben,

bewegt sich der Schwingkopf koordinatengetreu.

Abbildung 5: Bestandteile des Tissue-Arrayers (Beecher Instruments).
Er besteht aus (1) der Basisplatte, (2) dem Halter fir den Empféngerblock, (3) einer
roten und blauen Stanze, die am (4) Schwingkopf befestigt sind. Uber (5) die
Mikrometerschrauben wird das Gerlst des Gerdtes und mit ihm die Stanzen in
horizontaler Richtung bewegt. Durch Einstellung der Tiefenschraube (6) kann das
Ausmal einer vertikalen Bewegungsrichtung der Stanzen und des Schwingkopfes
festgelegt werden.
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2.2.2. Design des Tissue Arrays

Der Herstellung des eigentlichen Arrays muss die sorgfaltige Auswahl eines geeigneten
Spenderblocks vorausgehen. Desweiteren muss im Vorfeld festgestellt werden, wie viele
Blocke zur Verflgung stehen, um die Konstruktion des Arrays planen zu kdnnen. Zu
entscheiden ist hier, ob zum Beispiel eine letztlich rechtwinklige Form durch Anordnung der
Gewebeproben entstehen soll, oder ob der Empfangerparaffinblock in Abhangigkeit zur
Anzahl der vorhandenen Gewebeproben ausreichend Platz bietet, um alle Proben auf dem
einen Block zu vereinen. Diese Arbeitsschritte sind notwendig, um ein strukturiertes

Koordinatensystem aus den gewahlten Gewebebldcken herstellen zu kénnen.

Zundchst wird die genaue Anzahl der vorhandenen Spenderblécke festgelegt. Um flr die
spatere histologische Auswertung der Gewebeschnitte eine hohere Erfolgsgarantie zu
gewahrleisten, ist es sinnvoll, von jedem Gewebe zwei Stanzenproben in den
Empfangerblock zu integrieren und diese hinter- bzw. nebeneinander im Koordinatensystem
zu organisieren (farblich markiert in Abbildung 6). Diese Methode hat den Vorteil, dass,
sollte eines der beiden Gewebeproben nur unvollstandig erfasst worden sein, zumindest eine
Beurteilung der zweiten Probe mdglich ist. Neben der unabdingbar prézisen und fehlerfreien
Einhaltung der im Koordinatensystem festgelegten Reihenfolge der Spendergewebe, wurden
zwei Methoden eingesetzt, um die Orientierung zu erleichtern: Eine Methode zielt darauf
ab, den Anfangspunkt des Koordinatensystems festzulegen, um die sofortige Orientierung
auf dem Tissue Array zu gewdhrleisten. Dies geschieht durch eine Markierung, die in
konventioneller Art und Weise mittels der beiden Nadeln in den Block gestanzt wird. Hierzu
entnimmt man aus einem beliebigen Spenderblock an einer nicht relevanten Stelle ein
Gewebestlick und setzt diesen in den Empfangerblock an die Position vor der ersten
relevanten Gewebeprobe ein. Man muss zusétzlich festlegen, ob dieser Marker auf der X-
oder Y-Achse manifestiert sein soll, womit man gleichzeitig die Leserichtung des Tissue
Arrays festlegt. Da das Tissue Array im Rahmen dieser Studie paarweise entlang der X-
Achse gelesen werden soll, wurde auch die Markierung im Bezug zur X-Achse ausgerichtet
(Abbildung 6).
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Eine zweite Methode, um eine gezielte Orientierung auf dem Tissue Array zu erhalten,
basiert darauf, mit den zur Verfligung stehenden Gewebeproben auf einem Block zwei
Koordinatensysteme aufzubauen. Eines besteht aus 10 x 10 Probenstanzen und hebt sich
optisch durch seine quadratische Form von dem zweiten, rechtwinklig aufgebauten Design
ab (Abbildung 7). So kann auf den ersten Blick entschieden werden, welchem Feld die
tabellarisch festgehaltenen Kennnummern der Patienten zuzuordnen sind. Das zusétzliche
Markierungsgewebe setzt den Startpunkt. VVon hier aus wird entlang der X-Achse paarweise
das Spendergewebe in Anlehnung an die Aufzeichnungen mikroskopiert. Verwechselungen

zweier Felder sind aufgrund der unterschiedlichen geometrischer Formen ausgeschlossen.

® COSS®O0 => X-Achse
O00000
OO0 000

4

Y-Achse

Abbildung 6: Tissue Array Design.
Schematische Darstellung der Markierung ( O ) zur Orientierung auf dem TA, sowie
paarweise Anordnung (gelb bzw. griin gekennzeichnet) der jeweiligen
Gewebeproben.

Abbildung 7: Orientierung des Tissue Arrays.
Paraffinschnitt des Tissue Arrays ependymaler Tumore (EP-TA) mit zwei
unterschiedlichen Gewebeprobenanordnungen (rechtwinkelig und quadratisch); HE-
Farbung (0,1%, Hamatoxylin nach Meyer).
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2.2.3. Spenderblock und Objekttrager

Zur Ubertragung reprasentativer, zuvor farblich gekennzeichneter Tumorareale, positioniert
man vor jeder Gewebsentnahme aus dem Spenderblock den entsprechenden Objekttrager
schablonenartig auf dem zugehorigen Paraffinblock, um die Entnahmestelle mdglichst
prazise auf dem Block lokalisieren zu kénnen. Somit dient der jeweils verwendete HE-
Schnitt als Ubersicht, um die richtige Entnahmestelle festzulegen (siehe Abbildung 8). Fur
die Entnahme des Spendergewebes wird der Block auf der Uberbriickungsplatte platziert.
Diese  Uberbriickungsmethode gewahrleistet, dass einerseits Paraffin aus dem
Empfangerblock entnommen werden kann, andererseits die Gewebeprobe in den
Empfangerblock tbertragen werden kann ohne dabei die Positionen der Stanzen verédndern

ZU mussen.

-

Abbildung 8: Markierung der Entnahmestelle.
Vor der Gewebeentnahme aus dem Spenderblock werden auf den zugehdrigen
Schnitten  mdoglichst  tumorzellreiche Areale markiert. Der entsprechende
Gewebebereich wird durch Anlegen des Schnittes auf den Block identifiziert und
anschlieBend gestanzt. Das Spendergewebe wird hierfir auf der Briickenplatte
positioniert.
Quelle: Bedienungsanleitung Manueller Tissue Arrayer (103).
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2.2.4. Empféngerblock

Der leere Paraffinblock stellt das Medium fir den Empfang der Gewebeproben dar. Er wird
auf herkdmmliche Weise durch das Aufschmelzen von Paraffin (55-58°C) und Giel3en des
Blocks in eine entsprechende Form hergestellt. Als Halter dient hierbei eine
Kunststoffplatte. Nach Abklhlung des Blocks muss man sich vergewissern, dass keine
eingeschlossenen Luftblasen enthalten sind. In einem solchen Fall ist der Block zu
verwerfen, da das Material in sich zu instabil sein kénnte und wéhrend des Stanzens

moglicherweise Bruchgefahr bestiinde.

Die Form des Empfangerblocks richtet sich nach dem erforderlichen Platzbedarf. Will man
ein grolRes Array oder mehrere Arrays auf einen Block herstellen, empfiehlt es sich, eine
entsprechend groRe Paraffinfliche auf dem Kunststoffplattchen zur Verfligung zu haben.
Die Hohe des Blocks sollte 5-10 mm nicht unterschreiten, da flache Gewebeproben auch
dementsprechend weniger Informationsgehalt liefern. In diesem Zusammenhang ist zu
beachten, dass die Einstellung der Schraube zur Regulation der Einstechtiefe in den
Empangerblock erfolgt. Dadurch wird gewahrleistet, dass jeder Stanzvorgang exakt

dieselbe Tiefe im Block erreicht.

2.2.5. Arbeitsschritte

Die drei Arbeitsschritte - Paraffinentnahme aus dem Empfangerblock, Gewebeentnahme aus
dem Spenderblock und Einsetzen des Gewebes in den Empfangerblock - wiederholen sich

fir jede Gewebeprobe.

2.2.5.1. Paraffinentnahme aus dem Empféngerblock

Der erste Schritt besteht darin, in den Empfangerblock, der fest in den fiir ihn vorgesehenen
Halter eingespannt ist und nicht mehr bewegt werden sollte, mittels der rotmarkierten
Stanze ein zylindrisches Loch zu erzeugen. Hierzu bewegt man die Stanze abwarts, bis die
Bewegung durch die Tiefeneinstellung blockiert wird. Der enthommene Paraffinzylinder

wird durch einen StoRel aus der Stanze entfernt und verworfen.
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Abbildung 9: Paraffinentnahme aus dem Empfangerblock.
Die rote Stanze erzeugt einen zylindrischen Hohlraum in dem Empfangerblock,
dessen Durchmesser dem des Spendergewebes entspricht. Durch den StoRel (siehe
Pfeil) wird das Paraffin aus der Stanze entfernt.

2.2.5.2. Gewebeentnahme aus dem Spenderblock

Nachdem man durch Umstellung des Schwingkopfes auf die blau markierte Stanze
gewechselt hat, platziert man nun die Arbeitsbriicke tber dem Empféngerblockhalter. Auf
diesem bringt man den Spenderblock mittels HE — Schnitt in die richtige Position. Um die
gewinschte Probe zu entnehmen wird anschlieBend die blaue Stanze tiefgeflihrt. Zu
beachten ist, dass hier die Tiefeneinstellung nicht wirksam wird, da der Spenderblock auf
der Arbeitsbriicke deutlich héher steht als der Empféngerblock in seinem Halter, und so die
Stanze tiefer eindringen kann. Zu vermeiden ist allerdings, dass die Spendergewebeprobe
langer ist als die Tiefe der Vorbohrung, da beim Einbringen in den Empfangerblock ein Teil
des Gewebes oberhalb der Blockoberflache Uberstehen wiirde. Dieses Gewebe misste
abgetrennt werden, um eine fur die Schnittfiihrung notwendige, plane Oberflache zu
erhalten. Da diese Region aber die relevanten histologischen Areale besitzt und diese in
jedem Fall erhalten bleiben mussen, ist zwingend darauf zu achten, dass das Spendergewebe

maximal die gleiche Lange besitzt wie die Tiefe der Bohrung im Empfangerblock. Von
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Vorteil ist es, wenn man die Stanze nur so tief in den Spenderblock versenkt, dass das
Gewebe kirzer als die Bohrtiefe im Empfangerblock ist. So wirden zwar die ersten
Schnitte kein Gewebe enthalten, man stellt aber sicher, dass kein relevantes Gewebe

verloren geht.

Abbildung 10:  Gewebeentnahme aus dem Spenderblock.
Der Spenderblock wird auf der Uberbriickungsplatte so unterhalb der blauen Stanze
platziert, dass die vorher im Schnitt markierte Gewebestelle durch Tiefflhren der
Stanze erfasst wird.

2.2.5.3. Einsetzen des Gewebes in den Empfangerblock

Nach Entnahme aus dem Spenderblock wird nun die Briicke entfernt und die blaue Stanze,
die das zu untersuchende Paraffinmaterial enthalt, tiefgefiinrt. Uber einen in der Stanze
befindlichen St6Rel und bei exakter Justage der Stanzen, kann das Gewebe prazise in die
Vorbohrung des Empféngerblockes tberflhrt werden, allerdings nur soweit, dass das obere
Ende leicht herausschaut. Der Uberstehende Gewebezylinder wird manuell soweit
eingeschoben, dass er mit der Oberflache bundig abschlielt. Es ist wichtig, das Gewebe
nicht zu tief einzubringen, um die Anzahl an Schnitten zu maximieren, auf denen alle

relevanten Gewebeproben zu finden sind.
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Abbildung 11:  Einsetzen des Gewebes in den Empfangerblock.
Durch Tieffuhrung der blauen Stanze und AusstoRRen des Gewebes mittels des StoRels
kann der Paraffinzylinder bei korekter Justage exakt in dem vorgeformten Negativ
des Empfangerblocks platziert werden.

Das erste Gewebestiick ist platziert und die Mikrometerschrauben kénnen in ihre néchste
Position gedreht werden. Da die Leserichtung in der X-Achse verlauft, dreht man nur an der
Schraube, die die Stanzen in der X-Achse verschiebt. Der Abstand wird auf 1,0 mm weiter
gestellt und die Arbeitsschritte wiederholen sich entsprechend mit dem né&chsten

Spenderblock.

2.2.5.4. Schneiden des Tissue Arrays

Die in den Empfangerblock gestanzten Gewebeproben missen zundchst, bevor das
eigentliche Schneiden stattfinden kann, mit dem umgebenen Paraffinblock verbunden
werden. Dies geschieht, indem man den Block fur 15-20 Minuten in einen 37°C warmen
Ofen legt. AnschlieRend muss die Oberflaiche des Arrays geglattet werden. Dieses kann
mittels eines Objekttragers geschehen. Dieser wird flach auf die Oberflaiche des Blocks
aufgelegt. Mit gleichmaBigem Druck auf den Objekttrager werden so alle Gewebestanzen
auf dieselbe HOhe gebracht. Diese Methode trdgt dazu bei, dass die Zahl an
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Gewebeschnitten, die alle Gewebeproben des Arrays beinhalten, maximiert wird.
AnschlieBend kann das Tissue Array mittels eines Mikrotoms auf herkdmmliche Weise
geschnitten werden (Butler et al., 1997). 2-3 um dicke Schnitte werden auf Dako REAL™
Capillary Gap Microscope Slide Objekttragern aufgebracht und mindestens 12 Stunden bei
37°C getrocknet.

2.3.  Physiologisches Hirngewebe

Bevor die Untersuchung der Antikorper auf den Tissue Arrays erfolgen konnte, musste ihre
Funktionalitdt auf neuropathologisch unauffalligem Hirngewebe, im Sinne einer
Positivkontrolle, getestet werden. Hierfur wurde fixiertes Gewebe verwendet, welches
neben Ependym auch Plexus Choroideus und Hippocampus aufwies. Die Fixierung erfolgte
in gepufferter 4%iger Formalinlésung Gber mindestens 24 Stunden bei Raumtemperatur.

AnschlieBend wurde das Gewebe zur weiteren Bearbeitung in Paraffin eingebettet.

Das Schneiden des Gewebeblocks entspricht der in 2.2.5.4 beschriebenen Vorgehensweise.

2.4.  Antikdrper und Immunhistochemie

2.4.1. Etablierte diagnostische Marker

Neben der Untersuchung einer Reihe von Antikdrpern gegen Produkte von im Ependym
differentiell exprimierten Genen auf deren diagnostische Sensitivitat und Spezifitat, wurde
die Expression von drei etablierten diagnostischen Markern untersucht (siehe Tabelle 3).
Das Verteilungsmusters fur EMA, S100 und GFAP ( Figarella-Branger et al. 1991; Rezay
et al. 2005; Uematsu et al.1989) im Ependym und in ependymalen Tumoren wird in der
Literatur unterschiedlich beschriebenen. Im Rahmen dieser Studie erfolgt die Beurteilung
der unterschiedlichen Expressionsmuster auf den Tissue Arrays durch eine ,,positive* bzw.
»negative Bezeichnung. Auch Angaben uber die Expression dieser etablierten Marker in
anderen glialen Tumoren und Karzinomen ist methodisch relevant, um ihre Spezifitat und

Sensitivitdt gegeniiber ependymalen Tumoren herauszustellen. Tabelle 4 zeigt eine
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Ubersicht (iber

die allgemein gultige EMA-, GFAP- und S100-Expression

in

Ependymomen, glialen Tumoren und Karzinomen (Ang et al., 1990; Goswami et al., 2007;
Hasselbaltt et al., 200; Landriscina et al., 2007; Takeuchi et al., 2002; Vege et al., 2000;
Van der Vegt et al., 2007).

Quelle, Spezies Beschreibung
Antikorper Konzentration
Dako (Code: M613) Mehrfach  glycolysiertes ~ Transmenbranprotein ~ und  der
standartisierte Marker fiir epitheliale Differenzierung. Ependymale
Monoklonal Tumorzellen reagieren entlang apikaler Zellfortsatze auf EMA-
Maus Féarbung positiv. Ein weiteres Merkmal der immunhistochemischen
EMA
1.200 EMA-Farbung von Ependymomen  sind einerseits  die
punktfdrmigen intracytoplasmatischen, oft perinukledre angefarbten
Lumina (IEI) andererseits die ringférmigen intracytoplasmatischen
Farbemuster (Hasselblatt et al., 2003).
Dako (Code: Z334) Das gliale fibrillare, saure Protein ist ein Protein, welches als
GFAP Polyklonal intermediares Filament im Zytoplasma von reifen Gliazellen des
Rabbit Zentralnervensystems ~ vorkommt.  Charakteristischer ~ Weise
1:4000 reagieren die Tumorzellfortsatze von Ependymomen GFAP-positiv.
Calciumbindendes-Protein, welches an verschiedenen
Dako (Code:Z311) calciumvermittelten Zellfunktionen beteiligt ist. Darunter fallen der
100 Polyklonal Zellwachstum, die Zelldifferenzierung, die Zellwanderung, sowie die
Rabbit Signal-Transduktion der Zellen. S100 ist in vielen humanen
1:12000 Tumoren  Uberexpremiert und soll  beteiligt sein an
Tumorentstehung, sowie an Tumorwachstum (Yong HY, Moon A,
2007).

Tabelle 3:  Etablierte Marker ependymaler Tumore.
Angaben (ber die Quelle, Spezies und Gebrauchskonzentration, sowie eine kurze
Beschreibung der etablierten Marker EMA, GFAP und S100 und der Funktion der

entsprechenden Antigene.
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Tabelle 4:

Antikorper Ependymome Astrozytome Karzinome
EMA + - +
GFAP + + -
S100 + + -

Immunreaktivitat etablierter ependymaler Tumore.
Vergleich der allgemein zusammenfassbaren Immunreaktivitat der etablierten Marker
EMA, GFAP und S100 gegen Ependymome, Astrozytome und Karzinome; Bewertung
mit positiv (+) oder negativ (-).
(Ang et al., 1990; Goswami et al., 2007; Hassellblatt et al., 2006; Landriscina et al.,
2007; Takeuchietal., 2002; Vege et al., 2000; Van der Vegt et al., 2007).

2.4.2. Antikorper gegen Produkte von im Ependym differentiell exprimierten Genen

Eine Auswahl von zehn Antikdrpern gegen Produkte, von im Ependym differentiell

exprimierten Genen, konnte im Rahmen der vorliegenden Studie untersucht werden. Eine

Ubersicht tber die Antikorper sowie eine kurze Zusammenfassung der Funktion der

entsprechenden Genprodukte gibt Tabelle 5.

RGS1

Kaninchen-Antiserum; Quelle: Abcam (100)
(http://marketing.abcam.com/index.html?datasheet=22102)

RGS1 kodiert fiir ein Mitglied der G-Protein-Familie, die an der zytosolischen
Seite der Plasmamembran lokalisiert sind. Das Protein hat die Funktion die
Signalaktivitdt von G-Proteinen zu vermindern, indem es an eine aktivierte
GTP gekoppelte a-Untereinheit bindet und so wie ein GTPase aktivierendes
Protein (GAP) wirkt (Watson et al., 1996). Damit verbunden ist die verstérkte
Umwandlung von GTP zu der inaktiven Form, dem GDP. Die Hydrolyse zu
GDP wiederum erméglicht nun die Anlagerung von - und y- Untereinheiten
an die a- Einheit. Dies bildet die inaktive Form des G-Proteins und damit
verbunden das Signalende.
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FATP6

Kaninchen-Antiserum. Freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. Andreas
Stahl, Stanford University School of Medicine, USA

Fettsaure-Transport-Proteine (FATP) sind Transmembranproteine, die die
Aufnahme von langkettigen Fettsauren in die Zelle fordern. Die menschlichen
FATPs stellen eine Familie aus sechs homologen Proteinen dar. Diese
Proteine sind in jedem Gewebe bzw. Zellen vorhanden, welche sich Fettsduren
zu Nutze machen. FATP6 wird hauptséchlich in kardialen Zellen gebildet.
FATP6 mRNA wird insbesondere von Herzmuskelzellen exprimiert und spielt
moglicherweise eine Rolle bei der Pathogenese kardialer Erkrankungen.
(Gimeno et al., 2003)

CD 36

Monoklonaler Antikorper (Klon B325 (1A7), Quelle: Acris Antibodies(101)
(http://www.acris-antibodies.com/sheets/DM3038.pdf)

CD36 ist ein Glycoprotein, welches auf der Basalmembran von
Thrombozyten lokalisiert ist. Hier dient es als Rezeptor fiir Thrombospondin,
ein extrazellularen Glykoprotein, welches fiir die Zell-Zell- oder Zell-Matrix
Kommunikation verantwortlich ist. CD36 spielt hierbei eine wichtige Rolle als
ein Zelladh&sionsmolekil. Es bindet an Kollagen, Thrombospondin,
anionische Phospholipide und Lipoproteine. Zusatzlich bindet es an
langkettige Fettsduren und fungiert so direkt bei dem Transport und /oder als
Regulator des Transports von langkettigen Fettsduren.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=gene&list_uids

=948)

GLUT 10

Kaninchen-Antiserum; Quelle: Novus Biologicals (104) (ber Acris Antibodies
(http://www.acris-antibodies.com/sheets/NB100-490.pdf)

GLUT 10 (SLC2A10) ist ein Glucosetransporter der unter anderem mit der
Entwicklung des nicht-insliunabh&ngigen Diabetes (NIDDM) in Verbindung
gebracht worden ist (Dawson et al., 2001).

Osteopro-
tegerin

1) Kaninchen-Antiserum Quelle: Acris Antibodies (101)
(http://www.acris-antibodies.com/sheets/PP1107P.pdf)

2.) Monoklonaler Antikorper (Klon 69127); Quelle: R&D Systems (105)
(http://www.rndsystems.com/pdf/mab805.pdf)

Osteoprotegerin ist ein sekretorisches Glycoprotein, welches zu der Familie
der TNF-Rezeptoren gehdrt. Es fungiert als I6slicher Faktor bei der
Regulation der Knochenbildung. Hierbei beeinflusst OPG die
Osteoklastenformation und —funktion als Antagonist zu RANKL-induzierte
Osteoklastogenese und Knochenresorption (Simonet et al., 1997).

GalNac

Kaninchen-Antiserum. Freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Prof.
Kimitoshi Kohno, Kitakyushu Medical School, Japan

UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide  N-acetylgalactosaminyl
transferase-3. GalNac ist ein Glycan, welches einen ersten Schritt bei der O-
Glycolysierung darstellt. Hierbei wird GalNac enzymatisch durch die Familie
der GalNac-Transferasen an Serin- oder Threoninreste angehangt. Diese
Biosynthese von O-gebundenen Glycanen an Proteine sichert die
Aufrechterhaltung von Zelloberflachen.
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Kir5.1

Kaninchen-Antiserum. Freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Prof. Riidiger Veh,
Institut fir Integrative Neuroanatomie, Charité — Universitatsmedizin, Berlin

Kir5.1 ist ein Mitglied der einwérts-gleichrichtenden Kaliumkanal-Familie.
Eine Expression von Kir 5.1 ist in Gliazellen (Hibino et al., 2004), aber auch
im Hoden nachgewiesen worden (Salvatore et al., 1999).

SPAG 6

Kaninchen-Antiserum. Freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Prof. Jerry Strauss,
University of Pennsylvania Medical Center, Philadelphia, USA

Eine Expression von Sperm-associated-antigen 6 (SPAG6) findet sich
inshesondere im Bereich des Hodens. Mdglicherweise ist in geringem MaRe
eine Expression von SPAG6 auch in anderen zilienbesetzten Zellen zu
erwarten (Sapiro et al., 2000).

SPA17

Kaninchen-Antiserum. Freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Prof.
Michael G. O'Rand; University of North Carolina, Chapel Hill, USA

Spal7 (sperm autoantigenic protein 17) ist auf der Zelloberflache von
Spermien lokalisiert und vermittelt die Bindung von Spermatozoen an die
Zona Pellucida (Richardson et al., 1994). Ebenso spielt Spal7 eine wichtige
Rolle bei der Zellwanderung und bei der Zelladhasion sowohl von
somatischen Zellen als auch von mé&nnlichen Keimzellen (Lacy et al., 2002).

Annexin
Al

Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt Dr. Ursula Rescher; Institut fiir

Medizinische Biochemie, Westfalische Wilhelms-Universitit Minster
Annexin-Al ist ein Mitglied einer aus mehr als 20 unterschiedlichen Subtypen
bestehenden kalziumbindenden Proteinfamilie (Morgen and Fernandez,
1995), die mdglicherweise an Membrantransportvorgéngen beteiligt ist
(Creutz, 1992; Gerke and Moss, 1997; Raynal and Pollard, 1994). Im
Bereich des Ependyms wurde eine Expression von Annexin I, Il und IV
beschrieben (Dreier et al., 1998).

Tabelle 5;

Antikorper.
Quelle und Beschreibung der Antikorper, sowie kurze Zusammenfassung der
Funktion ihrer entsprechenden Antigene.
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2.4.3. Antigendemaskierung

EXKURS: Jedes Antigen besitzt ein oder mehrere Epitope, welche aus finf oder mehr Aminosauren bestehen.
Formalinresistente Epitope konnen eine Formalinfixierung unveréndert tberstehen. Epitope, die
formalinsensitiv sind, unterliegen deutlichen Konformationsénderungen. Verursacht werden diese
durch eine formalininduzierte Bildung intermolekularer oder intramolekularer chemischer
Quervernetzungen. Daraus ergibt sich ein partieller oder vollstandiger Verlust der Immunaktivitat,
durch eine sogenannte ,,Maskierung“ der Epitope. Um die Reaktivitat formalinfixierter Antigene zu
verbessern, stehen unterschiedliche Methoden zur Vorbehandlung und damit einhergehenden
»,Demaskierung“ des zu untersuchenden Gewebes zur Verfligung. Das Prinzip der
Antigendemaskierung beruht auf der unterschiedlich langen Einwirkung von Hitze auf
formalinfixierte und paraffineingebettete Gewebsschnitte (FFPE). Die liber Wasserdampf regulierte
Erhitzung des Gewebes mittels Garkocher stellt eine gebréuchliche Methode dar. Durch die
proteolytische Trypsin-Andauung werden nichtkoagulierende Fixativa permeabilisiert. Das Gewebe
wird hierbei ,aufgeschlossen” (Permeabilisierung) und versteckte Antigene werden wieder
zuganglich. Der Pufferung der FFPE Schnitte liegen ,,Retrieval-Lésungen“ zu Grunde, in die die
Objekttrager nach der Entparaffinierung und Rehydrierung der Gewebsschnitte eingetaucht werden.
(Key M., 2003).

Im Rahmen dieser Studie wurde formalinfixiertes und paraffineingebettetes Gewebe
untersucht. Vorteil hierbei ist die ausgezeichnete Erhaltung der Gewebemorphologie. Die
Formalinfixierung verursacht jedoch einen gewissen Verlust der Immunreaktivitit vieler
Antigene, was das Farbungsergebnis deutlich beeinflussen kann. Zur Optimierung der
Immunreaktivitdt verwendeter Antikorper wurden sie, je nach Bedarf, individuell
vorbehandelt. Dabei kamen in den Versuchsansétzen die Verfahren der Trypsin-Andauung,

der pH9-Pufferung und einer Vorbehandlung mittels Garkocher zum Einsatz.

Fur die proteolytische Trypsin-Vorbehandlung lagert man die Gewebeschnitte fir 10
Minuten bei 37°C in Aqua dest.. AnschlieBend wird fir weitere 10 Minuten das
proteolytische Enzym Trypsin gleichméRig auf dem Gewebe verteilt. Um die Reaktion zu
stoppen und die Schnitte zu reinigen, werden diese Uber 5 Minuten mit Leitungswasser
abgespilt und diese trypsinangedauten Schnitte bis zum Farbungsvorgang in Aqua dest.

gelagert.
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Die Hitzebehandlung mittels Garkocher wird Uber die Erzeugung von Wasserdampf
reguliert. Die Objekttrager werden im Garkocher in einem Standard- Citratpuffer (pH6)

aufbewahrt. Die effektive Inkubationszeit liegt bei 35 Minuten.

Wahrend der Behandlung mit alkalischer Lésung (Citratpuffer), werden die entparaffinierten
und rehydrierten Gewebsschnitte in eine Retrieval-Losung (pH9) eingetaucht und fir 35
Minuten im Garkocher erhitzt. Anschlieend werden die Objekttrager fir 15 Minuten in
Eiswasser gelagert. Nach der Abkihlung muss der Puffer mehrmals mittels Aqua dest.

ausgespult werden.

2.4.4. Farbeprotokoll

Die hier aufgefiihrten Arbeitsschritte liegen der Farbung jedes im Rahmen dieser Studie
untersuchten Antikérpers zu Grunde. Hierbei wird die (Strept-) Avidin-Biotin-Methode
(ABC-Methode) in einem automatisierten Gerat (Tech Mate Horizon) der Firma Dako
angewandt. Das Prinzip beruht auf der Reaktion eines enzymmarkierten (Strept-) Avidin-

Molekils mit einem biotinylierten sekundédren Antikorper (Abbildung 12).

\\ %M%m {Strept-)Avidin-

Biotin-

// x= Enzymkomplex

(o)
i Sekundarantikarper
(biotinyliert)
/ \ Primarantikorper

Antigen

Quelle: www.pathologie-online.de/meth/immunhisto.php#3

Abbildung 12: (Strept-) Avidin-Biotin-Komplex.
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Abbildung 12: Bei der ABC-Methode wird die erhohte Affinitdit von Streptavidin an Biotin

(Kn=10") ausgenutzt. Das Biotin-Molekiil entspricht dem Vitamin B. Das
Streptavidin-Molekdl besitzt vier Bindungsstellen fir Biotin, von denen aber nur
zwei besetzt werden kdnnen. Bei dieser Methode reagiert ein (Strept-) Avidin-Biotin-
Komplex mit dem biotinylierten Sekundarantikorper. Es kdnnen so pro gebundenem
Primérantikorper viele Enzymmolekiile gekoppelt werden. Die Meerrettichperoxidase
(horse radish peroxidase = HRD) dient als Enzymmarker (Boenisch et al., 2003).

Arbeitsschritte:

Entparaffinierung der zu farbenden Gewebsschnitte mittels Xylol (2x 5 Minuten)
Rehydrierung in absteigender Alkoholreihe ( 99%, 90%, 70%) (je 5 Minuten)
Einlegen der Schnitte in Aqua dest. flr mindestens 5 Minuten

Ansetzen der individuellen Antikorper-Verdiunnungsreihen (siehe Tabelle 6)
(Verduinnungsmedium (Dako Real™ Antibody Diluent) + Antikérper = 300pl)
Vorbereitende MaRnahmen am Tech Mate Horizon-Gerét:

Saugkissen in das Gerét legen

Einbringen der Dako REAL Reagenzien in die entsprechend gekennzeichneten
Reagenziengefalle (jedes GefaR besitzt 20 Vertiefungen; Mengenangaben pro
Vertiefung):
1. Dako REAL Wash-Buffer ansetzen, Code K5006 (je 1 ml)
BUF1 (gepufferte Losung mit Tragerproteinen, Detergenz und Konservierungsmitteln)
BUF2 (gepufferte Losung mit Detergenz und Konservierungsmittel)
BUF3 (gepufferte Losung mit Detergenz und Konservierungsmittel)
Water Wash (wassrige Losung mit Detergenz und Konservierungsmittel)
2. ABLl Primérantikorper in korrekter Reihenfolge nach Protokollvorgabe (je 300ul)
3. Dako Real™ Detection System (Code: K5001) ansetzen

a) AB2 sekundaren Antikorper (biotinyliert; anti-mouse/-rabbit) (300ul)
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b) HP BK Peroxidase-Blockierungsreagenz (750pul) zur Blockade der endogenen

Gewebsperoxidase

c) HRP Dako Real HRP Substrat Buffer (Streptavidin-Peroxidase) (gepufferte

Substatldsung mit Wasserstoffperoxid und Konservierungsmitteln) (300 pl)

d) CHRO Dako Real™ DAB+Chromogen (3,3 -Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid in
organischem L&sungsmittel) (750 pl)

4. HEMA Hamatoxylin (300pl) fir die Kernfarbung
e Start des automatisierten Farbeprotokolls
—> 76 Schritte Gber 2h11min

e Dehydrierung der gefarbten Gewebes in aufsteigender Alkoholreihe (70%, 90%,

99%) und Eindeckung mittels Faramount.

2.4.5. Antikorperkontrolle und Konzentrationsbestimmung

Konzentration und Protokolle der verschiedenen Antikdrper wurden zunéchst an Geweben
neuropathologisch unauffalliger Gehirne ausgetestet. Diese Gewebeschnitte beinhalteten
neben dem Ependym auch Plexus und weille Hirnsubstanz. Bei stark positiver
unspezifischer Farbung von Ependym, Plexus Choroideus und Hirngewebe wurde die
Konzentration des Antikdrpers entsprechend vermindert. Diejenigen Antikorper, bei denen
eine (spezifische) ependymale Farbung nach Ermittlung der Idealkonzentration festgestellt
werden konnte, wurden im né&chsten Schritt in der ermittelten Konzentration auf den Tissue
Arrays getestet. Solche Antikorper, die auf dem Ependym negative Farbungsergebnisse
zeigten, wurden nicht weiter auf den Tissue Arrays untersucht, da auf solchen ebenfalls mit
einer negative Immunreaktivitdt zu rechnen war. Tabelle 6 stellt die individuellen
Verdunnungsreihen, sowie die ermittelten Gebrauchskonzentrationen der Antikrper, mit
der sie auf den Tissue Arrays untersucht wurden, dar. Berticksichtigt werden hierbei auch

die Vorbehandlungen einzelner Antikorper.
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- o Sekundéarer y i Gebrauchskonz
Primarer Antikdrper Antikorper Verdiinnungsreihe Vorbehandlung ot dom TA
1:100-1:200-1:400-
: 1. rabbit anti goat 1:800
Kir5.1 . . Keine Keine
2. Schwein anti goat 1:50-1:100-1:200-
1:500
D36 Ziege-anti- 1.50-1:100-1.200- GK, pH9
Maus/anti-rabbit 1:1000 Trypsin Keine
Ziege-anti- 1:500-1:1000- pH9 .
GLUT10 Maus/anti-rabbit 1:2000 Trypsin Keine
Ziege-anti- 1:100-1.250-1:500- pH9 .
RGSI Maus/anti-rabbit 1:1000 Trypsin Keine
1. hOPG Ziege-anti- . . pHI
4 ! . 1:500-1:1000- 1:100
(Kaninchen) Maus/anti-rabbit 1-2000-1:4000 Trypsin
2. hOPG Ziege-anti- 1:250
(Maus) Maus/anti-rabbit 1.250 GK
. Ziege-anti- . . .
Annexin Maus/anti-rabbit Keine Keine 1:200
Ziege-anti- 100-1-900-1 ANAA - ; .
FATP6 Maus/anti-rabbit 1:100-1:200-1:400-1:800 Keine 1:200
Ziege-anti- . . .
GalNac Maus/anti-rabbit 1:1000 - 1: 2000 GK 1:2000
e pH9 1:100
SPAGS - 1:300-1: 600-1:1200
aus/anti-rabbl (1:50,1:100,1:300) | (ohne pH9)
. . . 1:4000
Ziege-anti-Maus/anti- 1:500-1:1000-1:4000- :
Spal7 rabbit 1:5000-1:8000 pHI 12888
Tabelle 6: Ubersicht der evaluierten Antikérper.

Angaben Uber den in der ABC-Methode verwendeten sekundéren Antikorper,
die angesetzte Verdiinnungsreihe, Vorbehandlungen (pH9 und /oder
Trypsinandauung und/oder Garkocher (GK)) und die Gebrauchskonzentration des
priméren Antikoérper wahrend der Anwendbarkeit auf den Tissue Arrays (TA) sind
dargestelit.
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2.4.6. Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Die Auswertung der Farbungen erfolgte semiquantitativ anhand der Farbintensitat, wobei
die Immunreaktivitat als negativ (0), schwach (1), kraftig (2) oder stark (3) eingeordnet

wurde. Ausschliel3lich die Immunreaktivitat von Tumorzellen ging in die Bewertung ein.

Zunachst wurde jede Stanze eines Gewebepaares individuell histologisch bewertet, um
anschlieBend einen Medianwert der Farbintensitdten zweier zusammengehdriger
Stanzenpaare zu ermitteln. Die Zahl der histologisch auswertbaren Stanzen ist abhangig von
der Qualitat eines jeden Gewebsschnittes der Tissue Arrays und der auf ihnen befindlichen
Stanzen. Das heildt, dass diejenigen Gewebestanzen, die nicht ausreichend Zellmaterial
aufwiesen oder gar nicht auf dem Schnitt vorhanden waren, von der histologischen
Auswertung ausgeschlossen wurden. Es wurde dann, wenn vorhanden, ausschliellich die

Farbintensitat des Gewebeduplikats in die Auswertung einbezogen.

Abbildung 13: Farbungsintensitaten.
Zu sehen ist eine A schwache (Ependymom WHO - Grad 1), B kréftig
(Ependymom WHO - Grad II) und C starke Anfarbung (anaplastisches Ependymom
WHO-Grad-I111) von Stanzen des ependymalen Tissue Arrays mit dem
Primarantikorper FATP6 (1:200). Vergrofierung 400- fach.
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2.5. Statistik

Eine statistische Beurteilung der Férbungsintensitat auf den Tissue Arrays wurde
ausschliellich im Fall des Spal7- Antikorpers durchgefiinrt, um die Signifikanz seiner

Immunreaktivitat gegeniiber ependymalen Tumoren herauszustellen.

Zur Beurteilung der potentiellen Signifikanz der medianen Férbungsintensitaten ependymaler
Tumore wurde der Mann-Whitney-U-Test unter Anwendung der Software SPSS
(Version12.0.1) durchgefiihrt. Ein P-Wert, der kleiner als 0,05 ist, wird hierbei als

signifikant bezeichnet.
Die Formeln lauten wie folgt:

Stichprobe 1: Mediane Farbungsintensitat ependymale Tumoren
Stichprobe 2: Mediane Farbungsintensitat astrozytare Tumoren

ny - (ng 4+ 1)

Ul=mnq 19+ — Ry
2
} ns - (ny + 1)
U2=mny -ny + 5 - — R,
Legende 1: ny Anzahl der Werte in der Gruppe A

n, Anzahl der Werte in der Gruppe B
U, PrifgroBe der Gruppe A
U, PrufgrolRe der Bruppe B
Ry Rangzahl der Gruppe A
R, Rangzahl der Gruppe B
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3.1. Patientenanalyse

Wie schon in Tabelle 1 dargestellt, liegt der Studie auswertbares Gewebematerial von 90

Patientenfallen zu Grunde.

Einen Uberblick (ber die Lokalisation der Tumore, das Alter der Patienten, sowie die

Geschlechtsverteilung der 90 untersuchten Falle gibt Tabelle 7.

Tabelle 7:

cpmynore | W | e
(WHO 1) (WHO 1) (WHO 111)
Anzahl - (%) 59 (65) 15 (17) 16 (18)
Lokalisation (%)
spinal 43 (78) 15 (100) 0(0)
infratentoriell 12 (20) 0(0) 7 (44)
supratentoriell 4 (2) 0(0) 9 (56)
Altersverteilung (in Jahren)
Mittelwert 45 34 20
(Bereich) (0-80) (10-60) (0-70)
Geschlechtsverteilung m/w
36/23 9/6 11/5
Gesamt : 56/34

Patientendaten.

Datenbank des Instituts fiir Neuropathologie der Universitat Munster der

Jahre 1998 bis 2005. Zusammengefasst wird die Anzahl der untersuchten
Ependymome, myxopapilldren und anaplastischen Ependymome, sowie deren
prozentualer Anteil (%). Die Lokalisation gliedert sich in spinal, infratentorial und
supratentorial. Auch hier wird nach Anzahl und prozentualem Anteil unterschieden.
Die Altersverteilung wird als Mittelwert (MW) und Altersspanne, in der die
Tumoren auftraten, beriicksichtigt. Die Angaben Uber die Geschlechtsverteilung
bezeichnen die Anzahl méannlicher (m) und weiblicher (w) Félle.
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3.1.1. Lokalisation

Zur prazisen Lokalisierung und damit verbundenen Einteilung der beschriebenen
ependymalen Tumore, wird ihr spezifisches Vorkommen den entsprechenden
Hirnabschnitten zugeordnet (Diagramm 1 (A)). Dabei werden zum einen die
supratentoriellen Hirnareale unterschieden, welche den seitlichen, sowie den dritten
Ventrikel umfassen. Der infratentorielle Abschnitt beinhaltet den vierten Ventrikel
(posteriore Fossa) mit Ausbreitungstendenzen in den Kleinhirnbriickenwinkel. Spinale
Tumore befinden sich tberwiegend im Bereich des Zentralkanals des Rickenmarks. Hier
kann weiterhin eine zervikale, thorakale und kaudale Lokalisation unterschieden werden
(Diagramm 1 (B)).

Die histologische Klassifikation der Tumore anhand der WHO- Kriterien (Kleihues und
Cavenee, 2000) ergab fiur die insgesamt 90 Primartumore eine Unterteilung in 59 (65 %)
Ependymome (WHO - Grad I1), 16 (18%) anaplastische Ependymome (WHO - Grad I11),
sowie 15 (17%) myxopapillare Ependymome (WHO - Grad I). Von den Ependymomen
(WHO - Grad II) sind 78% (43 Falle) spinal, 20% (12 Félle) infratentoriell und 2% (4 Félle)

supratentoriell lokalisiert.

Die 16 anaplastischen Ependymome treten infratentoriell (44%) und supratentoriell (56%)
auf. Sie sind in keinem der Falle spinal lokalisiert. Sechs von sieben infratentoriellen
Tumoren waren in der posterioren Fossa, wobei ihr Wachstum Ausbreitungstendenz in den
Hirnstamm zeigte. Sechs der neun supratentoriellen anaplastischen Ependymome wurden im

Bereich der Seitenventrikel diagnostiziert.

Die 15 myxopapillaren Ependymome sind ausschlieRlich spinal loklisiert. Sie verteilen sich
innerhalb des Canalis centralis zervikal (0 Félle), thorakal (3 Félle) und in der Cauda

equina bzw. im Conus medullaris (12 Falle).
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Diagramm 1: Lokalisation ependymaler Tumore.
A) Verteilung ependymaler Tumore (WHO - Grad I-111).
Gliederung in spinale, infratentorielle und supratentorielle Lokalisation bezogen auf
den prozentualen Anteil und die Anzahl der beurteilten Gewebeproben.
B) Verteilung von WHO - Grad-1-Ependymomen im Canalis Centralis.
Zervikalmark, Thorakalmark und Cauda equina. Angaben Uber den prozentualen
Anteil (Y-Achse) und die Anzahl der Gewebeproben (Sdulen).
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3.1.2. Altersverteilung

Die Altersverteilung variiert in Abhéangigkeit vom histologischen Malignitatsgrad der

Ependymome.

Diagramm 2 zeigt, dass die Altersverteilung der WHO - Grad Il - Ependymome einen
Héufigkeitsgipfel zwischen 40 und 49 Jahren aufweist, wobei hier die spinal lokalisierten
Tumore den Hauptanteil darstellen. Bei zunehmendem, wie auch abnehmendem Alter sinkt
die Inzidenz kontinuierlich, wobei der Anteil spinaler Ependymome zu jedem Zeitpunkt
dominiert. AusschlieRlich zwischen 0 und 9 Jahren ist die spinale Lokalisation im
untersuchten Patientenstamm abwesend. Hier Uberwiegt die infratentorielle Lokalisation der
WHO - Grad II-Ependymome. Supratentoriell lokalisierte Tumore treten nur in drei Féllen
auf und zeigen keine charakteristische Zuordnung zu einem speziellen Altersabschnitt.
Sowohl im Kindesalter als auch im mittleren und hoheren Erwachsenenalter treten

Einzelfalle auf.

Myxopapillare Tumore (Diagramm 3) haben ihren H&ufigkeitsgipfel im Alter von 20 bis 29
Jahren. Zwischen 0 und 9 Jahren, sowie 60 und >80 Jahren sind keine Patientenfalle mit
myxopapillaren Ependymomen aufgetreten. Das Vorkommen spinaler Ependymome in den
ubrigen Altersphasen, folglich zwischen 10 und 19 und zwischen 30 und 59 Jahren, ist

seltener.
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Diagramm 2: Altersanalyse Ependymome (WHO-Grad I1).
Anzahl der Patientenfalle verteilt auf definierte Altersspannen (X-Achse).
Unterteilung in spinale, infratentorielle und supratentorielle Lokalisation (S&ulen).

57 @spinal

Patientenfalle

0 0 0 0

<10 10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 >80

Alter

Diagramm 3: Altersanalyse Myxopapillarer Ependymome (WHO-Grad I).
Anzahl der Patientenfalle verteilt auf definierte Altersspannen (X-Achse) bei
ausschliellich spinaler Lokalisation (S&ulen).
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Die anaplastischen Ependymome treten hauptséchlich zwischen dem 1. und 9. Lebensjahr
auf (Diagramm 4). Hier wird deutlich, dass im Kindesalter der Anteil infratentoriell
lokalisierter Tumore am groRten ist. Keines der anaplastischen Ependymome ist spinal
lokalisiert. Mit zunehmendem Alter sinkt die Inzidenz der anaplastischen Tumore deutlich

und prasentiert sich hauptséchlich supratentoriell.

7 -
6 1 .
O supratentorial
Q5 - . .
% B infratentorial
c 4
2
539
IS
a2 1
l -
O E
<10 10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 >80
Alter
Diagramm 4: Altersanalyse Anaplastischer Ependymome (WHO-Grad I111).

Anzahl der Patientenfalle verteilt auf definierte Zeitspannen (X-Achse) unter
Beruicksichtigung der Lokalisation (infratentoriell und supratentoriell) (S&ulen).
Spinal lokalisierte Félle traten nicht auf.

3.1.3. Geschlechterverteilung

Die Zahl mannlicher Patienten ist mit 56 deutlich groRer als der weibliche Anteil mit 34
Féllen. Das Verhaltnis mannlich zu weiblich betrdgt 1,64: 1. Der Anteil ependymaler
Tumore (WHO - Grad Il) ist bei beiden Geschlechtern der hoéchste, gefolgt von den
gutartigen Ependymomen (WHO - Grad 1). Den Kkleinsten Anteil stellt bei beiden
Geschlechtern das anaplastische Ependymom (WHO - Grad Il1) dar. (Diagramm 5).
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Innerhalb der einzelnen WHO-Grade variiert das Verhalnis der Geschlechter zueinander nur
maRig. Die Geschlechtsverteilung der Ependymome (WHO - Grad Il) betrégt 1,57:1, die
der WHO - Grad I-Tumore 1,5:1. Bei den anaplastischen Tumoren liegt das Gewicht

deutlicher auf Seiten des méannlichen Geschlechtes (2,2:1).

Geschlechtsverteilung WHOI-II

100% -

80% -

60% - aOWHoll
aWHOII

40% OWHOI

20% -

16 18
OOAJ T 1
mannlich weiblich
Diagramm 5: Geschlechtsspezifische Analyse ependymaler Tumore (WHO - Grad | — I11).

Auswertung nach prozentualem Anteil der Patientenfalle sowie beziiglich des
Geschlechtes (Gesamtanzahl der Patientenfélle: weiblich = 34; mannlich = 56).
Angaben Uber den prozentualen Anteil der Félle sind in den S&ulen verzeichnet.

3.2. Immunreaktivitat etablierter diagnostischer Marker auf den
Tissue Arrays

Zur Bewertung der Funktionalitdt der paraffingebetteten Tissue Array-Gewebeschnitte
wurden die Férbungsergebnisse, die durch die Reaktion bekannter diagnostischer
Antikorper gegen das epitheliale Membranantigen (EMA), das gliale fibrilldre saure Protein
(GFAP) und das S100-Protein in ependymalem Tumorgewebe entstanden sind, ausgewertet
(Diagramm 6). Hierbei wurde zwischen positiven, bzw. negativen Farbungsergebnissen
unterschieden, ohne die Farbintensitdt zu beriicksichtigen. Die Angaben (ber die Sensitivitat
und Spezifitdt der Antikdrper basieren auf den prozentualen Werten der histologisch

beurteilten Farbungsergebnisse.
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3.2.1. EMA

Es konnten 76 von 90 Duplikaten histologisch ausgewertet werden. Hiervon sind 49 EMA-
negativ (9 vom WHO - Grad I, 30 vom WHO - Grad Il, 10 vom WHO - Grad Ill) und 27
(2 vom WHO - Grad I, 21 vom WHO - Grad Il, 5 vom WHO - Grad Ill) zeigen eine
positive Farbung. Dem gegeniber stehen 87 auswertbare gliale Stanzenpaare, wovon 74
negativ und 13 positiv gefarbt wurden. Das Verhéltnis zwischen positiven ependymalen und
glialen Stanzen betragt 1,09:1 (36%:20%) (Diagramm 6). Die Sensitivitat des Antikorpers
EMA gegentiber ependymalen Tumoren betrégt 36%, die Spezifitat 80%.

Die positiv gefarbten ependymalen Gewebestanzen wiesen ein charakteristisches
Férbemuster auf. Einerseits fand die Immunreaktion an der luminalen Oberflache von
Zellmembranen echter ependymaler Rosetten, die durch ependymale Tumorzellen
gestalteten werden, statt. Zusatzlich sind intrazytoplasmatische EMA- Expressionsmuster
verzeichnet worden. Diese bildeten hauptséachlich ringférmige Féarbungsmuster. Seltener
zeigten sich unregelmdRig begrenzte perinukledr lokalisierte Punkte. Nur ein einziges

Stanzenpaar wies eine stark positive diffuse Immunreaktivitat auf.

3.2.2. GFAP

Von 77 auswertbaren ependymalen Gewebestanzenpaaren waren 16 negativ (2 vom WHO -
Grad I, 12 vom WHO - Grad Il, 2 vom WHO - Grad Ill) und 61 (9 vom WHO - Grad I, 41
vom WHO - Grad Il, 11 vom WHO - Grad Ill) positiv gefarbt. Auf dem glialen Tissue
Array-Schnitt waren 104 Duplikate histologisch beurteilbar. Hiervon waren 19 negativ und
85 positiv. Das Verhaltnis positiv gefarbter ependymaler Stanzen gegeniber den glialen
Tumoren betrug 1:1,07 (79%:86%). Die Immunreaktivitat dieses Antikdrpers ist quantitativ
sowie qualitativ als kraftig zu bewerten. Positiv farbten sich insbesonders die Fortsatze der
Tumorzellen. Die Sensitivitdt des Antikérpers GFAP gegeniber Ependymomen betragt

79%. Die Spezifitat ist mit lediglich 14% vergleichsweise gering.

3.2.3. S100

Von 77 auswertbaren ependymalen Gewebeduplikaten reagierten 53 S100- negativ (10 vom
WHO - Grad I, 36 vom WHO - Grad IlI, 7 vom WHO - Grad Ill). Das beurteilbare
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Tumorgewebe des glialen Tissue Arrays (102 Paare) zeigte in 57 Féllen negative und in 45

Féllen positive Farbung. Die positiven Farbungsergebnisse waren durchgehend von

schwacher Intensitat. Das Verhéltnis S-100-positiver glialer zu ependymalen Stanzen betrug

1:0,94 (47%:44%). Sensitivitat (44%) und Spezifitat (53%) sind maliig.
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Diagramm 6:

(EMA (1:200), S100 (1:12000), GFAP (1:4000)).
Hierbei werden jeweils die Férbungen ependymaler (EP) und astrozytdrer Tumore
(AS) verglichen; Bewertung nach vorhandener bzw. fehlender Farbung (Angaben in

%).

Gegenuberstellung der Farbungsergebnisse bekannter diagnostischer Marker

3.3.  Auswertung der immunhistochemischen Ergebnisse potentieller diagnostischer

Marker

Die zur Verfugung gestellten Antikorper wurden zundchst an histologisch unauffalligem

Hirngewebe (Ependym, Plexus, Hippokampus) getestet. Diejenigen Antikorper, die auf dem

normalen Ependym negative Férbungsergebnisse lieferten, wurden nicht weiter auf den

Tissue Arrays untersucht, weil auch hier mit negativen Farbungsergebnissen zu rechnen

war.
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3.3.1. Kir5.1

In der Verdlnnungsreine von 1:100, 1:200, 1:400 und 1:800 wurden negative
Féarbungsergebnisse bezlglich Ependym, aber auch Plexus und Hippokampus verzeichnet
(Abbildung 14 A). Im ndchsten Schritt wurde die Konzentration des Antikdrpers auf 1:25
und 1:50 erhoht. Die Farbung des Ependyms und des Hippocampus blieb negativ. Der
Plexus Choroideus wurde schwach positiv gefarbt (Abbildung 14 B).

In einer zweiten Testreihe wurde derselbe Primarantikdrper mit einem anderen sekundéren
Antikorper der Spezies Schwein (anti goat) der Firma DAKO in der empfohlenen
Verdinnung von 1:100 getestet. Hierbei wurde eine Verdunnungsreihe von 1:50, 1:100,
1:200 und 1:500 fir den Priméarantikdrper angesetzt (Abbildung 15).

Auch in Kombination mit dem zweiten SekundérantikOrper ergab sich in Kkeiner der
verwendeten Konzentrationen eine ependymale Anfarbung. Nur wenige Astrozyten des

kortikalen Gewebes farbten sich bei einer Verdinnung von 1:50 und 1:100 schwach an.

Da am nicht-pathologischen Hirngewebe keine Anfarbung erzielt werden konnte, wurde auf

eine weitere Anwendung auf den Tissue — Array - Schnitten verzichtet.
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Abbildung 14:

Farbungsergebnis des Primarantikorpers Kir5.1 auf normalem Hirngewebe.
Sekundarer Antikorper rabbit anti goat (1:200); Vergréerung 400- fach.

A) Kir5.1 (1:100): negative Farbung des Ependyms, Plexus und Kortex.

B) Kir5.1 (1:25):  Ependym und Kortex sind negativ, der Plexus wird schwach

gefarbt.
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Abbildung 15:

Farbungsergebnis des Priméarantikorpers Kir5.1 (anti-goat) auf normalem

Hirngewebe.

Sekundarantikorper von der Spezies Schwein anti goat (1:100). VergréRerung 400

fach.
A) Kir5.1 (1:50):

B) Kir5.1 (1:500):

Ependym und Plexus sind immun-negativ; einzelne Astrozyten
Des Kortex werden kraftig positiv gefarbt.

Keine positive Immunreaktivitat gegentiber dem normalen
Hirngewebe.
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3.3.2. CD36

Dieser monoklonale  Antikdrper wurde zur Bestimmung seiner  optimalen
Arbeitskonzentration in einer Verdunnungsreihe von 1:50, 1:100, 1:200 und 1:1000
getestet. Die Farbungsergebnisse des histologisch gesunden Hirngewebes waren in allen vier
Konzentrationen negativ. Weder gegeniiber dem Ependym noch dem Kortex wies der
CD36-Antikorper positive Reaktivitat auf. Einzelne Epithelzellen des Plexus wurden

schwach positiv geférbt.

Um die Reaktivitdat formalinfixierter Antigene des paraffingebetteten Gewebes zu
verbessern, wurde in einem weiteren Ansatz vor der Antikorperfarbung eine enzymatische
Trypsin - Andauung und eine Citratpuffer — Vorbehandlung (pH9) eingesetzt. Die
anschlieBende Farbung fand bei einer Antikdrperkonzentration von 1:50 statt (Abbildung
16).

Auch durch eine Trypsinvorbehandlung des Gewebes konnte kein positives ependymales
Farbsignal erzielt werden. Der Plexus wurde weiterhin lediglich schwach positiv gefarbt.
Die pH9- Pufferung und anschlielende Farbung mit dem CD36 — Antikorper in einer
Konzentration von 1:50 ergibt eine schwach positive Farbung des Ependyms und des
Kortex, allerdings eine stdrkere Positivfarbung des Plexus Choroideus. Somit ist die
Féarbung dieses Antikorpers als nicht-sensitiv und unspezifisch gegeniiber dem Ependym

einzuordnen. Auf eine weitere Testung auf den Tissue Arrays wurde verzichtet.

45



3

ERGEBNISSE

Abbildung 16:

Farbungsergebnis des Antikdrpers CD36 (1:50).
Beriicksichtigt werden unterschiedliche Vorbehandlungen des normalen Hirngewebes;
VergroBerung 400- fach
A) Trypsin: Der Plexus ist schwach positiv, der Kortex und das Ependym
sind nicht gefarbt.
B) pH9-Puffer: Der Plexus wird im Vergleich zu Kortex und
Ependym kraftig positiv gefarbt.
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3.3.3. Glut 10

Der Antikorper wurde zur Ermittlung seiner optimalen Gebrauchskonzentration in einer
Verdinnungsreine von 1:500, 1:1000 und 1:2000 unter Garkochervorbehandlung (pH6)
ausgetestet. Die entsprechenden Féarbungsergebnisse beziiglich des Ependyms, des Plexus

Choroideus und Kortex blieben jedoch negativ.

In einem zweiten Ansatz wurden die paraffinfixierten Schnitte mittels Trypsin bzw. mittels
pH9-  Pufferung vorbehandelt. Die anschlieBende Farbung fand in  einer
Antikdrperkonzentration von 1:100 statt (siehe Abbildung 17). Die Trypsin-Behandlung
erzeugte ein schwach positives Farbungsergebnis des Ependyms und des Plexus Choroideus
(Abbildung 17 A). Der Kortex wurde nicht gefarbt. Durch die pH9-Pufferung ergab sich
eine kréftig positive, allerdings unspezifische Farbung aller beteiligten Gewebe, wobei
einzelne Zellen des Plexus Choroideus eine starkere Farbung als die Ependymzellen
aufwiesen (Abbildung 17 B). Dieser Antikorper ist somit trotz seiner Sensitivitat nicht als
spezifischer diagnostischer Marker ependymalen Tumorgewebes geeignet und kam auf den

Tissue Arrays nicht weiter zur Anwendung.
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Abbildung 17:

Farbungsergebnis des Antikorpers Glut10 (1:100).

Beriicksichtigt werden unterschiedliche VVorbehandlungen des normalen

Hirngewebes; Vergroerung 400-fach.

A) Trypsin: Der Kortex ist negativ gefarbt. Es ergibt sich ein schwaches
ependymales Farbesignal. Das Plexusepithel wird kréftig positiv
gefarbt.

B) pH 9-Puffer: Der Kortex und das Ependym sind schwach positiv, der Plexus
besitzt eine stark positive Farbung.
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3.3.4. RGS1

In einer Verdinnugsreihe von 1:100, 1:250, 1:500 und 1:1000 sollte die optimale
Arbeitskonzentration dieses polyklonalen Antikdrpers aus der Spezies Kaninchen erfasst
werden. In keiner der verwendeten Konzentrationen zeigte der Antikérper eine positive
immunhistochemische Reaktivitdt bezlglich des Ependyms. Ein positives Farbesignal
zeigten lediglich einzelne Astrozyten. Auch der Plexus Choroideus wurde schwach positiv

gefarbt.

In der Konzentration 1:50 wurde der Antikdrper im néchsten Ansatz auf vorbehandelten
Gewebeschnitten untersucht. Aber auch nach Trypsin-Andauung war kein positives
Farbesignal ependymaler Zellen zu erzielen. Der Plexus Choroideus war schwach angefarbt.
Das pH9-vorbehandelte Gewebe zeigte ebenfalls kein ependymales Farbsignal. Lediglich
einzelne Zellen des Plexus vermittelten eine kraftig positive Farbung (Abbildung 18). Dieser
Antikdrper ist somit nicht als spezifischer diagnostischer Marker fur ependymales Gewebe

geeignet und kam auf den Tissue Arrays nicht zur Anwendung.
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Abbildung 18:

Farbungsergebnis des Antikorpers RGS1 (1:50).
Beriicksichtigt werden unterschiedlicheVorbehandlungen des nicht-pathologischen
Hirngewebes; Vergroerung 400- fach.

A) Trypsin: Ependym und Kortex sind negativ, der Plexus schwach positiv
gefarbt.

B) pH9-Puffer: Ependym und Kortex zeigen keine, der Plexus eine kraftige
Positivfarbung.
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3.3.5. Anti-hOPG

Zur Untersuchung standen zwei Antikérper gegen das humane Osteoprotegerin

unterschiedlicher Spezies zur Verfligung.

1. Antikorper:

Dieser hOPG -Antikdrper aus der Spezies Kaninchen wurde in einer Verdinnugsreihe von
1:500, 1:1000, 1:2000 und 1:4000 auf seine optimale Gebrauchskonzentration und
Funktionalitdt untersucht. Das immunreaktive Verhalten des Antikorpers auf
neuropathologisch normalem Hirngewebe verzeichnete in keiner der aufgezeigten
Gebrauchskonzentrationen ein positives ependymales Farbungssignal. Durch eine
zunehmende Antikdrperkonzentration (1:500 und 1:1000) wurde der Plexus Choroideus

schwach positiv angeférbt.

In einem Verdinnungsverhdltniss von 1:100 wurde der Antikdrper in zwei weiteren
Ansétzen auf trypsinvorbehandeltem bzw. pH9-gepuffertem Gewebe getestet (Abbildung 19
A bzw. B). Durch die Trypsin-Vorbehandlung des Gewebes entstand kein positives
ependymales bzw. kortikales Farbungssignal. Der Plexus war, wie im nicht-vorbehandelten
Gewebe, schwach positiv gefarbt. Die pH9-Pufferung fuhrte zu einem stark positiven
Féarbungsergebnis des Plexus Choroideus. Demgegeniiber wurden das Ependym sowie das

kortikale Gewebe nur sehr schwach angefarbt.

Um Aussagen Uber die immunhistochemische Reaktivitdt des Antikérpers gegenuber
Ependymomen im Vergleich zu glialen Tumoren treffen zu kénnen, wurde hOPG in der
zuvor ermittelten optimalen Gebrauchskonzentration (1:100) unter pH9-Pufferung auf den
Tissue Arrays auf seine Eignung als diagnostischer Marker gegeniiber Ependymomen
untersucht. Zur histologischen Auswertung kamen insgesamt 78 ependymale Tumore (11
vom WHO - Grad I, 53 vom WHO - Grad II, 14 vom WHO - Grad Ill) und 85
Gewebeduplikate des glialen Tissue Arrays. Die Gegentberstellung der Farbungsergebnisse
ependymaler und astrozytdrer Tumore in Diagramm 7 zeigt, dass anti-hOPG kaum
Unterschiede in seiner Farbungsintensitdt aufwies. Eine negative Farbung der Ependymome

trat in keinem Fall auf. Die positiven Ergebnisse zeigten schwache (15%), kréftige (45%)
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und starke (40%) Intensitaten. Der Antikorper besitzt neben einer Sensitivitdt von 100%
eine Spezifitdt von 1% gegenuber ependymalen Tumoren und ist somit als unspezifisch fur
Ependymome einzustufen, da auch andere gliale Tumore zu 99% positiv farben und das

Intensitdtsmuster dem der Ependymome gleicht (schwach 11%, kréftig 41%, stark 45%).

Abbildung 19:  Farbungsergebnis des Antikérper hOPG (1:100) auf normalem Hirngewebe.
Beriicksichtigt werden unterschiedliche Vorbehandlungen; VergréRerung 400- fach.
A)Trypsin: Ependym und Kortex sind negativ, der Plexus ist schwach positiv
gefarbt.
B pH9-Puffer: Das Ependym und der Kortex zeigen eine schwache, der Plexus eine
kraftige Positivfarbung.
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Diagramm 7: Farbungsintensitaten des Antikérpers hOPG (1:100; pH9).

Gegentberstellung der Ergebnisse des ependymalen (EP-TA; n=78)
und des glialen Tissue Arrays (AS-TA; n=85). Angaben Uber die mediane
Farbungsintensitéat (negativ, schwach, kréftig und stark) der Gewebeproben in %.

2. Antik6rper

Fur die Verwendung des anti-hOPG aus der Spezies Maus wurde vom Hersteller eine
Verdinnung von 1:250 empfohlen. Zun&chst wurde dieser Antikorper auf seine
Funktionalitat gegenlber dem Ependym, Plexus und Kortex untersucht (Abbildung 20). Es
zeigte sich bei der histologischen Untersuchung eine stark positive Farbung des Plexus
Choroideus. Schwach positiv gefarbt wurden das Ependym und der Hippocampus. Somit
war eine Spezifitdt des Antikorpers gegen normales Ependym nicht nachzuweisen. Jedoch
wurde die positive Immunreaktivitit des Antikérpers gegen das Ependym in einem néchsten
Ansatz ausgenutzt, indem die Anwendung in der ermittelten Gebrauchskonzentration auf

den Tissue Arrays wiederholt wurde.
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Abbildung 20:

Diagramm 8:

Farbungsergebnis des Antikdrpers hOPG (1:250) auf normalem Hirngewebe.
Das Ependym und der Kortex sind schwach, der Plexus ist stark positiv gefarbt;

VergroRerung 400-fach.
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Farbungsintensitaten des Antikérpers hOPG (1:250).

Gegenuberstellung der Ergebnisse des ependymalen (EP-TA, n=63) und des glialen

Tissue Arrays (AS-TA, n=86); Angaben Uber die mediane Férbungsintensitat

(negativ, schwach, kraftig und stark) in %.
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Die histologische Auswertung von insgesamt 63 beurteilbaren Gewebepaaren ependymaler
und von 86 anderer glialer Tumore stellt das Diagramm 8 dar. Sowohl Ependymome als
auch astrozytare Tumore zeigten positive Farbungsergebnisse mit vergleichbarer Intensitét.
Das Verhaltnis positiv gefarbter Stanzenpaare betragt 1:1,06 (EP-TA 65%: AS-TA 69%).
44% der positiven ependymalen Gewebeproben sind schwach, 14% kréaftig und nur 6%
stark gefarbt. Die 86 Farbungswerte des glialen Tissue Arrays zeigten ein kréftigeres
Intensitatsmuster, da der Anteil starker (15%) und kraftiger (22%) Farbungen groRer ist als

derjenige der ependymalen Positivergebnisse.

Im Vergleich mit dem ersten hOPG-Antikorper verzeichnete dieser eine geringere
Sensitivitat (65%) neben einer leicht gesteigerten Spezifitat (32%). Normales Ependym und
ependymales Tumorgewebe zeigten positive Farbungsergebnisse, jedoch hoben sich diese
nicht von denen anderer glialer Tumore ab, so dass der Antikdrper in keiner der getesteten

Konzentrationen ependymale Spezifitat zeigte.

3.3.6. Annexin

Annexin A1l wurde in der evaluierten optimalen Konzentration von 1:200 auf den Tissue
Arrays der Ependymome und der glialen Tumore untersucht, ohne zuvor auf dem Ependym
getestet worden zu sein, da eine ependymale Proteinexpression von Annexin Al bereits

beschrieben worden war (Dreier et al., 1998).

Abbildung 21 bestéatigt die positive Immunreaktivitit des Antikdrpers auch auf
ependymalem Tumorgewebe der Tissue Arrays. Positiv gefarbt wurden die

Tumorzellfortsétze. Zellkerne und Blutgefale waren negativ.
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Abbildung 21:

Diagramm 9:

Farbungsergebnis des Antikdrpers Annexin Al (1:200).
Die Abbildung zeigt eine reprasentative Gewebestanze eines Ependymoms (WHO -
Grad Il) mit starker Positivfarbung der Tumorzellfortsatze und Nichtanfarbung von
Gefallen und Zellkernen; VergrofRerung 100-fach.

100%
80%
c
[¢]
Q0
o 60%
o
]
T 40%
()
=
]
O
20%

0%

15%
0,

32% Ostark
49% Okréaftig

32% Oschwach

Onegativ
21% 28%
EP-TA AS-TA

Tissue Array

Farbungsintensitaten des Antikorpers Annexin Al (1:200).
Gegenuberstellung der Ergebnisse des ependymalem (EP-TA, n=71) und des glialen

Tissue Arrays (AS-TA; n=101). Angaben (ber die Anteile der medianen
Farbungsintensitéat (negativ, schwach, kréftig und stark) der Gewebeproben in %.
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Die histologische Auswertung der immunologischen Reaktivitdt des Antikdrpers
veranschaulicht Diagramm 9. Es konnten insgesamt 71 ependymale und 101 gliale
Gewebepaare auf ihre mediane Farbungsintensitat untersucht werden. Hierbei wiesen beide
Tissue Array-Schnitte positive Farbungsergebnisse auf. Das Verhéltnis positiver Farbungen
der glialen und ependymalen Tumore betrdgt 1:1,06. Beziglich der medianen
Farbintensitaten bestehen nur geringe Unterschiede. Mit 32% stellt die schwache Féarbung
den groRten Anteil der Ependymome dar. Bei den glialen Tumoren ist die schwache
Féarbung mit 49% vertreten und die kréaftige ist mit 15% deutlich geringer. Starke Farbungen
sind bei beiden Arrays selten, jedoch hdufiger im Falle der Ependymome (14%) als bei den
glialen Tumoren (9%). Der Anteil nicht-gefarbter Stanzen ist in ependymalen (21%) und

glialen Tumoren (28%) annahernd gleich.

Die Auswertung der Férbungsintensitat des anti - Annexin vermittelt zwar eine erhdhte
Sensitivitat (79%), jedoch nur wenig Spezifitdt gegenliber Ependymomen (28%). Dieser

Antikorper kann somit nicht als diagnostischer Marker fiir ependymale Tumore dienen.

3.3.7. FATP6

Zur Ermittlung der optimalen Gebrauchskonzentration wurde eine Verdinnungsreihe von 1:
100, 1:200, 1:400 und 1:800 auf normalem Hirngewebe angesetzt. Ein deutliches
Férbungssignal bei minimaler Hintergrundsfarbung ergab sich in einer Verdiinnung von
1:200 (Abbildung 22 (A)). Eine Spezifitat des Antikdrpers beziglich des Ependyms stellte
sich allerdings nicht heraus. Der Plexus Choroideus und einzelne Gliazellen wurden kraftig

positiv gefarbt. Das Ependym zeigte ein schwach positives Farbungsergebnis.

Unter Verwendung der ermittelten Optimalkonzentration von 1:200 wurde der FATP6-
Antikdrper auf seine Immunreaktivitat hinsichtlich der Tissue Arrays untersucht. Abbildung
22 (B) zeigt eine repréasentative Stanze mit dem Gewebe eines Ependymoms (WHO - Grad
I1), wobei die ependymalen Tumorzellfortsitze stark positiv angefarbt werden. Die

Zellkorper sowie umliegende Gefélie sind immunnegativ.
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Abbildung 22: Farbungsergebnis des Antikérpers FATP6 (1:200).
A) Farbungsergebnis auf normalem Hirngewebe.
Das Ependym und der Kortex werden schwach positiv geférbt. Der Plexus zeigt eine
starke Positivreaktion; Vergrofierung 400-fach.
B) Farbungsergebnis auf einer ependymalen Gewebestanze.
Die Abbildung zeigt eine reprasentative Gewebestanze eines Ependymoms (WHO
Grad Il) mit starker Farbungsintensitat; VergroRerung 100-fach.
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Diagramm 10:  Farbungsintensititen des Antikorpers FATP6 (1:200).
Gegenuberstellung der Ergebisse des ependymalen (EP-TA, n=77) und des glialen
Tissue Arrays (AS-TA, n=95). Angaben zu den Anteilen negativ, schwach, kraftig
und stark gefarbter Stanzen in %.

Die histologische Beurteilung der Tissue Arrays auf ihre Farbintensitat zeigt die graphische
Darstellung (Diagramm 10). Zur Auswertung kamen insgesamt 77 ependymale
Gewebepaare (10 vom WHO - Grad I, 51 vom WHO - Grad Il und 16 vom WHO - Grad

I11) sowie 95 astrozytare Duplikate.

Dem FATP6 - Antikorper war eine positive Funktionalitdt auf dem paraffingebetteten
Tissue Array nachzuweisen, da seine immunhistochemische Reaktivitdt sowohl auf
ependymalen, als auch glialen Tumoren positiv war, wobei die Farbintensitaten individuell
variierten. Der Anteil nicht-gefarbter Stanzen war in beiden Féllen sehr gering, so dass die
Zahl positiv gefarbter Gewebepaare, unabhéngig von der Farbintensitat, Gber 90% betrug.
Das Verhaltnis der positiven Farbungsergebnisse von ependymalen zu glialen Tumoren
lautet 1:1,3. Hierbei steht der Anteil kraftiger (30% : 38%) und starker (16% : 34%)
Féarbungen der glialen Gewebeproben denen der Ependymome voran. 48% der ependymalen
Stanzenpaare werden schwach gefarbt. Insgesamt zeigte der FATP6-Antikorper in der
ermittelten Gebrauchskonzentration eine Sensitivitdt von 94% gegeniber ependymalem

Tumorgewebe. Seine Spezifitét ist jedoch sehr gering (3%).
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3.3.8. GalNac

Die Untersuchung des Antikorpers auf Ependym, Plexus und Hippokampus fand in einer
Verdinnungsreine von 1:1000 und 1:2000 (Garkocher- Vorbehandlung mit Citatpuffer
(pH6)) statt. Der Antikorper zeigte in beiden Konzentrationen eine positive
immunhistochemische Reaktivitdt gegenlber dem Ependym (Abbildung 23 (A)). Dieses
wurde im folgenden Ansatz bei der Anwendung des Antikorpers auf den Tissue Arrays in
einer Gebrauchskonzentration von 1:2000 ausgenutzt, wobei das Gewebe zunéchst pH-9 -

vorbehandelt wurde.

Abbildung 23 (B) zeigt eine reprasentative ependymale Gewebestanze mit kraftiger Farbung
der Tumorzellfortsatze und des Zytoplasmas. Auch Blutgefalie werden gefarbt.

Insgesamt konnten 79 ependymale und 101 gliale Stanzen der entsprechenden Tissue Arrays
hinsichtlich ihrer Farbintensitat ausgewertet werden. Die Zahl myxopapillarer Ependymome
erfasste 12 Patientenfalle. Der Anteil der Ependymome (WHO - Grad 1) ist mit 52 Fallen
verzeichnet. Von den anaplastischen Ependymomen des Tissue Arrays konnten 15
Duplikate bewertet werden.

Die histologische Auswertung  (Diagramm 11) zeigt, dass sich keine deutlichen
Unterschiede beziiglich der Farbungsintensitat ependymaler und glialer Tumore verzeichnen
lassen. Das Verhaltnis positiver Farbungsereignisse betrégt 1:1,01 (glial:ependymal), wobei

die Ependymome zu 100% positiv gefarbt wurden.

Festzuhalten ist somit eine hohe Sensitivitdt (100%) des Antikorpers gegen GalNac in
ependymalen Tumoren. Die Spezifitat fir Ependymome ist jedoch sehr gering (1%), so dass

der Antikorper flr diagnostische Zwecken nicht eingesetzt werden kann.
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Abbildung 23: Farbungsergebnis des Antikérpers GalNac (1:2000; pH9).
A) Farbungsergebnis auf nicht- pathologischem Hirngewebe. Das Ependym, der Plexus
und der Kortex werden schwach positiv geféarbt; VergréRerung 400- fach.
B) Farbungsergebnis auf einer Gewebestanze.
Die Abbildung zeigt eine reprasentative Gewebestanze eines Grad-11 Ependymoms
mit kraftiger Farbungsintensitat; VergroéRerung 100-fach.
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100% -
80% 4 38% 38%
c
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‘g_ 60% ~ DOstark
% DOkraftig
40% A 43% 9
% 0% ° 46% Oschwach
© Onegativ
20% A
19% 16%
0% 9% T 546
EP-TA AS-TA
Tissue Array

Diagramm 11:  Farbungsintensititen des Antikorpers GalNac (1:2000, pH 9).
Gegenuberstellung der Ergebnisse des ependymalen (EP-TA, n=79) und des glialen
Tissue Arrays (AS-TA, n=101). Angaben Uber negative, schwache, kraftige bzw.
starke Féarbungen in %.

3.3.9. SPAG6

Dieser Antikorper wurde in einer Verdinnungsreihe von 1:300, 1:600 und 1:1200 zuné&chst
auf neuropathologisch unauffalligem Hirngewebe ausgetestet. Als orientierende
Gebrauchskonzentration diente 1:300, da hier bei minimaler Hintergrundfarbung eine
deutlich positive Antikoérperreaktion im Ependym zu beobachten war, welche gleichsam
Plexus und Hippokampus farbte. Die Konzentrationen 1:600 und 1:1200 ergaben kein

positives Farbungssignal des Hirngewebes.

Im ndchsten Ansatz wurden die Gewebeschnitte fir die Anwendung des Antikorpers in der
vorgesehenen Verdinnungsreine von 1:50, 1:100 und 1:300 pH 9-vorbehandelt
(Garkocher). Alle drei Antikdrperkonzentrationen zeigten eine unspezifische Farbung
gegeniiber den Hirngewebeschnitten, wobei der Plexus im Vergleich zum Ependym stérker
positiv gefarbt wurde. Bei der Verdinnung von 1:100 (pH 9 vorbehandelter Schnitt)
wurden Plexus Choroideus und Ependym in vergleichbarem Mafe schwach positiv gefarbt,

so dass bei dieser Konzentration der SPAG6-Antikorper erneut, allerdings ohne pH 9-
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Vorbehandlung des Gewebes, auf normalem Hirngewebe und anschlieBend auf den Tissue-
Array-Schnitt angewendet wurde. Die histologische Auswertung des normalen Gewebes
zeigte eine schwache Féarbung sowohl des Ependyms, als auch des Plexus und des Kortex
(Abbildung 24 (A)). Dieses schwache Farbungsergebnis spiegelte sich auch auf dem
ependymalen Tissue Arrays wieder. Figur B (Abbildung 24) zeigt in diesem Zusammenhang

eine Gewebestanze eines Grad I1-Ependymoms. Die Tumorzellfortsatze sind positiv gefarbt.

Die in Diagramm 12 dargestellte histologische Auswertung der Tissue Arrays vergleicht die
immunhistochemische Reaktivitdt des Antikorpers auf ependymalem und glialem
Tumorgewebe. Zur Auswertung kamen 52 der 90 Gewebepaare ependymaler Stanzen (10
myxopapillare Ependymome, 36 Ependymome (WHO - Grad 1) und 11 anaplastische
Ependymome), sowie 79 gliale Duplikate. Die Stanzen der Ependymome zeigen ein mit den
glialen Tumoren vergleichbares Farbemuster beztiglich der Intensitat, wobei das Verhéltnis
positiver Farbungsergebnisse 1 : 0,97 (ependymal : glial) betrdgt. Den Hauptanteil der
positiven Gewebeproben stellen sowohl bei den Ependymomen (50%), als auch bei anderen

glialen Tumoren (34%) die schwach gefarbten Stanzen dar.

Spezifiziert man die histologische Analyse hinsichtlich der WHO-KIassifikation ependymaler
Tumore, ergibt sich im Falle der Grad I-Ependymome eine Sensitivitdt von 100%.
Gleichzeitig ist die mittlere Farbungsintensitat myxopapillarer Ependymome (1,7) deutlich
hoher als die der Grad 11 - (1,2) und Grad I11-Ependymome (1) (Diagramm 13). Vergleicht
man allerdings das Farbungsmuster der Grad I-Tumore des glialen Tissue Arrays (91%),
zeigen die Gewebeproben ebenfalls einen erhéhten Anteil positiver Farbungsereignisse, so
dass kein konkreter Zusammenhang zwischen dem Malignitatsgrad und der Spezifitat fur

Ependymome hervorgehoben werden kann.

Insgesamt zeigte der Antikdrper SPAG6 innerhalb der ependymalen Tumorstanzen,
bevorzugt gegenuber Grad | — Ependymomen, zwar eine erhéhte Sensitivitat (75%), jedoch
lasst sich keine nennenswerte Spezifitat (27%) verzeichnen, da sowohl ependymale als auch

astrozytare Tumore positiv gefarbt werden.
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Abbildung 24:  Farbungsergebnis des Antikérpers SPAG6 (1:100, ohne pH9).
A) Farbungsergebnis auf nicht-pathologischem Hirngewebe.
Es zeigt die schwach positive Farbung des Ependyms, Kortex und Plexus
Choriodeus; VergroRerung 400- fach.
B) Die Abbildung zeigt eine reprasentative Gewebestanze eines Grad I1-
Ependymoms mit schwach positiver Farbintensitét der Tumorzellfortsatze;
VergroéBRerung 100-fach.
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Diagramm 12:

Diagramm 13:

100% -
12% 15%
80% 13%
S 24%
Q0
S 60% - Ostark
% 50% DOkraftig
Q 0,
S 40% | S0 @schwach
]
O Onegativ
20% -
25% 27%
0% .
TA-EP AS-TA
Tissue Array

Farbungsergebnis des Antikdrpers SPAG6 (1:100).

Gegenuberstellung ependymaler (EPTA; n=52) und glialer (AS-TA; n=79)
Farbungsintensitaten. Angaben uber die Anzahl negativ, schwach, kréftig bzw. stark
geférbter Stanzen in %.

189 L7 Omittlere Farbungsintensitat

1,6 A

14 A
1,2

1,2 A
1,0

0,8 1

Farbeintensitat

0,6 1
0,4 1
0,2 1

WHOI WHOIl WHOIlI

Ependymale Tumore

Mittlere Farbungsintensitat SPAG6 (1:100).

Bestimmt aus der Summe aller Medianwerte der Férbungsintensitaten ependymaler
Gewebestanzen. Unterschieden werden die mittleren Farbungen der histologischen
Malignitatsgrade (WHOI-111). Die hochste mittlere Farbung ergibt sich fir die Gradl-
Ependymome (1,7). Dem folgen die Grad 1l Tumore (1,2) und

die anaplastischen Ependymome (1).
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3.3.10. Spal7

Zur Ermittlung der optimalen Arbeitskonzentration wurde der Antikdrper zunéchst auf
pH9- vorbehandeltem neuropathologisch normalem Hirngewebe in einer Verdinnungsreihe
von 1:500, 1:1000 und 1:4000 getestet. Fir die Konzentration von 1:4000 zeigte sich bei
minimaler Hintergrundfarbung eine kraftige Farbung des Ependyms und des Plexus. Der

Kortex war deutlich schwacher geféarbt (Abbildung 25).

Im Falle des anti- Spal7 wurden drei Versuchsansatze mit den Tissue Arrays durchgefiihrt,
die sich durch verschiedene Konzentrationen des Antikdrpers unterschieden. Hierbei sollte
diejenige optimale Arbeitskonzentration herausgearbeitet werden, bei welcher der
Antikodrper die hochste Sensitivitdt und Spezifitdit gegentber ependymalen Tumoren

aufwies.

Abbildung 25:  Farbungsergebnis des Antikorpers Spal7 (1:4000, pH9) auf normalem
Hirngewebe.
Der Plexus und das Ependym werden kréaftig, der Kortex schwach positiv geférbt;
VergroRerung 400-fach.
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3.3.10.1. Gebrauchskonzentration anti- Spal7 (1:4000)

Zundchst kam der Antikorper in der auf dem nicht- neoplastischen Gewebe ermittelten
optimalen Gebrauchskonzentration (1:4000) an Schnitten der Tissue Arrays zur
Anwendung. Das Gewebematerial wurde ebenfalls pH9- vorbehandelt. Die Expression von
Spal7 konnte im Zytoplasma der Tumorzellen beobachtet werden. Zellkerne, sowie

BlutgeféRe wurden nicht angeférbt.

Insgesamt standen 73 Medianwerte ependymaler (8 myxopapillare Ependymome, 50
Ependymome WHO Grad Il und 15 anaplastische Ependymome) und 103 Medianwerte
glialer Stanzen zur histologischen Auswertung. Es war ein hoher Anteil kraftig (37%) bzw.
stark (22%) positiv gefarbter ependymaler Stanzen zu verzeichnen. Demgegeniiber stand
ein deutlich geringerer Prozentsatz glialer Stanzen, der nur zu 9% kraftig und zu 1% stark
positive Farbintensitat aufwies. Beim Vergleich der schwach positiven Farbungen tiberwog
mit 36% der Anteil der glialen Tumore gegeniiber dem der ependymalen Stanzen (24%).
Hervorzuheben ist der bestehende negative Farbanteil glialer Stanzen, der mit 54% den
Anteil nicht-gefarbter ependymaler Tumore (17%) deutlich Ubersteigt. Insgesamt betragt
das Verhéltnis positiver Farbungsergebnisse ependymaler zu glialer Tumore 1,83:1 (83%
46%). Die Sensitivitdt des Antikorpers betragt 83%, die Spezifitat 54%.

Beim Vergleich der Farbungsergebnisse ependymaler und glialer Tumorproben hinsichtlich
der WHO-KIassifikation waren deutlichste Unterschiede in der Immunreaktivitdt des
Antikorpers gegen WHO - Grad Il -Tumore zu beobachten. Es entstand ein Verhaltnis
positiver Farbungsergebnisse glialer zu ependymaler Tumorstanzen von 1: 1,7 (54%: 92%).
Waéhrend der Hauptanteil positiv gefarbter glialer Tumore des WHO- Grad Il eine schwache
(45%) und zu 9% eine kraftige Farbung zeigte, wurden die positiven ependymalen Stanzen
zum groften Teil kraftig (48%) und stark (28%) gefarbt. Nur 16% zeigten eine schwache
Farbung. Zudem wiesen gliale Tumore (WHO - Grad Il) im Gegensatz zu Grad- 1l-
Ependymomen in keinem Fall eine starke Farbung auf. Die Sensitivitdt des Antikorpers
gegeniiber Grad 1l Ependymomen betrégt bei der Gebauchskonzentration von 1:4000 92%,
die Spezifitat 41%.
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Die Auswertung der Farbungsergebnisse zeigte folglich, dass anti-Spal7 eine erhdhte
Sensitivitat bezlglich ependymaler Tumore aufweist. In der Konzentration von 1:4000 ist

seine Spezifitat und Sensitivitdt gegenuber Grad-11-Ependymomen am hdchsten.

3.3.10.2. Gebrauchskonzentration anti- Spal7 (1:8000)

Zur Annaherung an eine Antikdrperkonzentration, die potentiell eine spezifische Farbung
des ependymalen Tumorgewebes hervorruft, wurde die Konzentration auf 1:8000 reduziert
und erneut auf pH9 - vorbehandelten Tissue-Array-Schnitten (AS-TA und EP-TA) getestet.
In die histologische Auswertung der immunhistochemischen Farbintensitat konnten 79 der
90 madglichen Medianwerte ependymaler Tumorstanzen (13 myxopapillaren Ependymomen,
51 Ependymomen WHO - Grad Il und 15 anaplastischen Ependymomen) und 92 gliale

Werte einbezogen werden.

42% der in die Bewertung eingegangenen glialen Gewebeproben wiesen eine negative
Farbung auf. Demgegenliber standen 15% negative ependymale Gewebeproben. Das
hieraus ermittelte Verhéltnis positiver Stanzen glialer gegeniiber ependymalen Tumoren
betragt 1:1,47 (58% : 85%). Der positiv gefarbte Anteil ependymaler Tumore war zu 18%
schwach, zu 40% kréaftig und zu 42% stark gefarbt. Der Anteil starker Férbungen ist in
glialen Tumoren mit 5% deutlich geringer. Der Hauptanteil (36%) positiver glialer Stanzen
wird schwach gefarbt. Die Sensitivitat des Antikdrpers in der Konzentration 1:8000 betragt
85%, die Spezifitat 42%. Im Vergleich mit der Gebrauchskonzentration von 1: 4000 ist die

Spezifitdt um 12% gesunken, wéhrend die Sensitivitat anndhernd konstant ist.

Beim Vergleich der Grad Ill - Tumore Uberwiegt insgesamt der Anteil positiv geféarbter
glialer Stanzen. Die Grad Il - Tumore weisen eine anndhernd gleiche Zahl positiver
Gewebeproben auf (94%: 84%; Ependymome: gliale Tumore), wobei der Anteil stark
gefarbter ependymaler Stanzen mit 39% denjenigen der glialen Tumore (11%) deutlich
Ubersteigt. Die positiven glialen Tumore des WHO - Grad Il werden zum grof3ten Teil
schwach (42%) geféarbt. Deutlicher sind die Ergebnisse beim Vergleich der Grad | -
Tumore. Das Verhéltnis positiver Farbungen der Gewebestanzen betragt 1:1,77

(glial:ependymal). Wéhrend die glialen Tumore wenige kraftige (10%) und tberwiegend
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schwache (43%) Farbungsergebnisse erzielen, werden die myxopapillaren Ependymome zu
54% stark positiv gefarbt. Der Antikdrper besitzt somit in der hier verwendeten
Konzentration eine ausgepragte Affinitat gegeniiber Ependymomen des Grad I, wobei die
Sensitvitdt 92% und die Spezifitat 48% betragt.

3.3.10.3. Gebrauchskonzentration anti- Spal7 (1:5000)

Im dritten Ansatz wurde die Verdiinnung von 1:5000 auf den pH9 - vorbehandelten Tissue
Array-Schnitten (EP-TA und AS-TA) untersucht.

In die histologische Auswertung der immunhistochemischen Farbung (vgl. Diagramm 14)
gingen 74 ependymale, unterteilt in 9 myxopapillare, 15 anaplastische und 50 Grad II-
Ependymome, sowie 104 gliale Medianwerte ein. Das Verhéltnis positiver
Féarbungsergebnisse zwischen glialen und ependymalen Geweben betragt 1:1,87
(84%:45%). Die glialen Stanzen wurden zu 36% schwach, zu 8% kraftig und zu 2% stark
gefarbt. Das ependymale Tissue Array zeigte ein insgesamt intensiveres Farbungsmuster,
wobei nur 20% der Stanzen schwach und 39% kraftig sowie 24% stark gefarbt wurden. Die
Sensitivitdt des Antikérpers gegenuber den Ependymomen betrdgt 84%. In dieser

Gebrauchskonzentration des Antikorpers ergibt sich mit 55% die hochste Spezifitat.

Beim Vergleich der Férbungsergebnisse hinsichtlich der WHO-KlIassifikation zeigten sich
nennenswerte Farbungsunterschiede zwischen astrozytdren und ependymalen Grad-1I-
Tumoren (Diagramm 15). Das Verhédltnis positiver Farbungen der auswertbaren
Gewebeproben betragt 1: 1,87 (glial:ependymal). Die Ependymome farben zu 92% positiv,
davon 16% schwach, 48% kraftig und 28% stark. Die Gewebeproben des glialen Tissue
Arrays zeigten mit 55% einen deutlich geringeren Anteil positiver Stanzen (45% schwach,
9% kraftig). Eine starke Farbung tritt hier nicht auf. Die Sensitivitat des Antik6rpers
gegeniber WHO - Grad Il-Ependymomen betrégt, wie in den zuvor untersuchten
Antikorperkonzentrationen im Zuge der Bewertung einzelner WHO - Grade, 92%. Die
Spezifitat ist deutlich erhdht (55%).
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Diagramm 14:

Diagramm 15:
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16%
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Tissue Array

Farbungsergebnis des Antikdrpers Spal7 (1:5000; pH9).
Gegenuberstellung der Ergebnisse des ependymalen (EP-TA, n=79) und glialen (AS
TA, n=90) Tumorgewebes der Tissue Arrays. Angabe der Anteile negativer,

schwacher, kraftiger und starker Farbungsintensitaten in %.
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Gegenuberstellung der Farbungsintensitat anti-Spal7 (1:5000; pH9) hinsichtlich
der Malignitétsgrade des ependymalen (WHO I-111) und glialen (WHO-1-1V) Tissue
Arrays. Bei einer Sensitivitat von 92% besitzt der Antikorper die grofite Spezifitat

(55%) gegeniber Grad I1-Ependymomen.
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Abbildung 26:

Gegenuberstellung einer ependymalen und einer glialen Gewebestanze gefarbt
durch anti-Spal7 (pH9; 1:5000); Vergroferung 100-fach.

A) Abgebildet ist ein Ependymom (WHO - Grad Il) mit einer starken
Féarbungsintensitat der Tumorzellfortsatze. Zellkerne und Blutgefalle werden

nicht gefarbt.
B) Abgebildet ist ein pleomorphes Xanthoastrozytom (WHO - Grad I1) mit einer

schwachen Farbung der Tumorzellen.
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Abbildung 26 (B) stellt eine Gewebestanze des glialen Tissue Arrays dar. Es handelt sich
um ein pleomorphes Xanthoastrozytom (WHO-Grad-11) und steht im direkten
histologischen Vergleich zur Abbildung 26 (A) (Ependymom WHO — Grad I1), da beide mit
dem Spal7- Antikorper in der Gebrauchskonzentration 1: 5000 geférbt wurden. Hier
bestatigen sich die deutlichen Unterschiede der Farbungsintensitdt ependymaler und
astrozytarer Tumore. Die Immunreaktivitat des SPA17-Antikorpers auf dem Ependymom
ist stark positiv (Farbungsintensitdt 3). Der gliale Tumor wird schwach geférbt

(Férbungsintensitat 1).

Anti-Spal7 verzeichnete gegeniber den anaplastischen Tumoren (WHO-Grad Il1I)
vergleichbare Immunreaktivitat, wobei die ependymalen im Gegensatz zu den glialen Grad-
I11-Tumoren auch stark positive Intensitaten beobachten lieBen. Die myxopapillaren

Ependymome wurden in dieser Gebrauchskonzentration weniger kraftig angefarbt.

3.3.10.4. Gegenuberstellung der Versuchsansatze des anti Spal7

Diagramm 16 stellt die Werte flr die Sensitivitat und Spezifitat des Antikérpers gegentber.
Berticksichtigt werden hier die Farbungsergebnisse der ependymalen Tumore in den bisher

angewendeten Gebrauchskonzentrationen.

Anti- Spal7 verzeichnete in jeder getesteten Konzentration eine deutlich erhdhte
Sensitivitat. Die hochste Spezifitat ergab sich bei einer Gebrauchskonzentration von 1:5000
(55%). Daneben zeigt Spal7 auch unterschiedliche Ergebnisse in Abhangigkeit vom
Malignitatsgrad der Ependymome (Diagramm 17). Die Sensitivitat gegeniber WHO — Grad
I1- bzw. Grad I-Ependymomen betrégt in den aufgefuhrten Gebrauchskonzentrationen
konstant 92%. Die hdchste Spezifitdt des Antikdrpers ergibt sich in der erwéhnten
Gebrauchskonzentration (1:5000) gegeniiber Grad 11-Ependymomen (Spezifitat=55%). Bei
einer Verdinnung von 1:4000 stellte sich ebenfalls gegen Grad-l1-Ependymome eine
erhéhte Spezifitat heraus. Die myxopapillairen Ependymome verzeichnen im Vergleich zu
anderen glialen Grad-lI-Tumoren bei einer Gebrauchskonzentration von 1:8000 das

kraftigste Farbungsmuster.
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Insgesamt ergaben sich die deutlichsten Unterschiede der

immunhistochemischen

Reaktivitat des Antikdrpers Spal7 bei einer Gebrauchskonzentration von 1:5000, wobei die

hochste Affinitat des Antikdrper an Grad-11-Ependymomen, bei gleichzeitig verminderter

Immunreaktivitdt gegenlber anderen glialen Tumoren derselben WHO-KIassifikation,

herausgearbeitet werden konnte. Die Spezifitdt des Antikorpers betragt hier 55%.

Unabhdngig von der Gebrauchskonzentration zeigte sich im Falle der anaplastischen

Tumore beider Tissue Arrays insgesamt nur malige Immunreaktivitit des Spal7

Antikorpers ohne nennenswerte Spezifitat und Sensitivitat.
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83%
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84%
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85%

42%
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Diagramm 16:

Sensitivitat und Spezifitat des Priméarantikdrpers Spal7 gegentber ependymalen
Tumoren (EP) unter Berlcksichtigung unterschiedlicher
Gebrauchskonzentrationen des Antikdrpers (1:4000, 1:5000, 1.8000).

Die héchste Spezifitat ergibt sich bei einer Antikdrperkonzentartion von 1:5000. Die

Sensitivitat ist unabhéngig von der Konzentration weitestgehend konstant.
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Diagramm 17:
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1 55%
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41%
Sens Spez Sens Spez Sens Spez
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Gebrauchskonzentration

Sensitivitat (Sens) und Spezifitat (Spez) des primaren Antikorpers Spal7 in
Verschiedenen Gebrauchskonzentrationen ( 1:4000, 1:5000 und 1:8000) gegeniber
ependymalen Tumoren (EP) der Tissue Arrays unter Beriicksichtigung der
Malignitatsgrade (WHO Grad I/11). Bei einer Konzentration von 1:4000 und 1:5000
ergibt sich hinsichtlich der Grad-I11 Ependymomen die hdchste Spezifitat. Bei einer
Verdiinnung von 1:8000 ist die Spezifitét gegentber myxopapillaren Ependymomen
erhoht. Die Sensitivitat betrdgt in jeder Konzentration beztiglicher der genannten
WHO - Grade 92%. Auch bei der Betrachtung einzelner histologischer Grade zeigt
der Spal7 Antikorper seine hichste Spezifitat bei einer Antikorperkonzentration von

1:5000.
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3.4. Statistische Auswertung der anti - Spal7-Farbungsergebnisse

Die mittlere Farbungsintensitat betrégt in Ependymomen 1,818 und in Astrozytomen 0,663.

In ependymalen Tumoren ist die anti - Spal7-Farbung signifikant erhéht (p <0,001).

2.0 a
2,5 I **k*k P <

ad

SPA1T
|

Abbildung 27:  Boxplot-Diagramm der medianen anti - Spal7-Farbungsintensitt.
Das Minimum der Farbungsintensitat liegt bei 0, das Maximum bei 3,0. Der
Medianwert ependymaler Tumore betragt 2,0. Der Interquartilbereich betragt 1,6
(SD+ 1,002). Die mediane Farbungsintensitét astrozytarer Tumore betragt 0,5
(SD# 0,7322). Die mediane Férbungsintensitat ependymaler Tumoren ist signifikant

erhoht (P <0,001).
Gruppe N Mittlerer Ra_nc: Rangsumme
SPA1Y ependymale Tumoren 74 121.53 8993.50
astrozytare Tumoren 104 5571 6937.50
Gesamt 178

Statistik fir Test?

SPATT
Mann-VWhitney-LU 1477 500
Wilcoxon-W 8937 500
z -7.169
Asymptotische 000
Signifikanz {Z-seitig) T

a. Gruppenvariable: Gruppe

Tabelle 8: Mann- Whitney- U-Test
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3.5. Zusammenfassung der Farbungsergebnisse

Insgesamt ergab sich bei allen auf dem Gewebe der Tissue Arrays untersuchten Antikérpern
eine positive Immunreaktivitit. Die groRte Differenz positiver Farbungsereignisse zwischen
Ependymomen (EP-TA) und astrozytdaren Tumoren (AS-TA) lieB sich im Fall des anti-
Spal7 festhalten. Das Verhaltnis positiver Farbungen ependymaler zu glialen Tumoren
betragt 84% : 45%. Alle Ubrigen auf den beiden Tissue Arrays getesteten Antikdrper zeigen
nur maikige Unterschiede im Farbungsmuster. Die Anteile positiver Stanzen sind hierbei auf

beiden Tissue Arrays anndhernd gleich hoch.

Diagramm 18 fasst die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen der auf den
Tissue Arrays untersuchten Antikdrper, einschlieBlich der etablierten Antikdrper (EMA,

GFAP und S100), hinsichtlich ihrer Sensitivitat und Spezifitat fur Ependymome zusammen.

Die Antikorper gegen SPAG6, FATP6, GalNac, hOPG und Annexin verzeichneten zwar
eine erhdhte Sensitivitat gegenlber ependymalen Tumoren (vgl. Tabelle 9), ihre Spezifitét
ist jedoch gering. Fir die Antikérper GFAP, FATP6, Annexin, hOPG (1:250), SPAG6 und
Spal7 ergab sich jeweils eine Uber 50%ige Sensitivitat. Im Fall des anti-hOPG (1:100) und
des anti- GalNac konnte sogar eine 100%ige Sensitivitat verzeichnet werden. Ihre Spezifitét
lag jedoch nur bei 1%. EMA und S100 waren zwar weniger sensitiv, wiesen allerdings
erhdhte Spezifitat auf (EMA 80%; S100 53%).

Ausschlielflich anti-Spal7 zeigte sowohl im Bezug auf die Spezifitat als auch auf die
Sensitivitdt erhdhte Werte (Sensitivitat (84%), Spezifitdt (55%)). Er liefert sogar eine

signifikant erhdhte mittlere Farbungsintensitat bezlglich ependymalen Tumoren.
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Diagramm 18: Gegenuberstellung der Farbungsergebnisse (negativ, schwach, kraftig und

stark) aller Antikorper in der jeweiligen Gebrauchskonzentration,

die auf den Tissue Arrays zur Anwendung kamen, unter Beriicksichtigung
ependymaler (EP) und glialer (AS) Gewebe; Spal7 (1:5000), SPAG6 (1:100),
FATP6 (1:200), GalNac (1:2000), hOPG1 (1.250), Annexin (1:200).

Der deutlichste Farbungsunterschied stellt sich bei anti-Spal7 heraus. Die glialen
Tumore werden nur zu 45% positiv gefarbt. Die ependymalen Tumore hingegen
verzeichnen zu 84% positive Farbsignale. Annéhernd kein Unterschied besteht bei
der Farbung mit anti-GalNac. Ependymome werden zu 100%, gliale Tumore zu 99%
positiv gefarbt.
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Tabelle 9:

Primérer Antikdrper
Sensitivitat Spezifitat

(Arbeitskonzentration)

EMA (1:200) 36% 80%
GFAP (1:4000) 79% 14%
S100 (1.12000) 44% 53%
1. hOPG (1:100) 100% 1%
2. hOPG (1:250) 65% 32%
Annexin (1:200) 79% 28%
FATP6 (1:200) 94% 3%
GalNac (1:2000) 100% 1%
SPAG6 (1:100) 75% 27%
Spal7 (1:5000) 84% 55%

Spezifitdt und Sensitivitdt derjenigen auf den Tissue Arrays getesteten
Antikorper. Angaben ihrer Gebrauchskonzentration (...). Angaben der Spezifitat und
Sensitivitat in %.

Anti-EMA weist die hichste Spezifitit gegeniuiber ependymalen Tumoren auf (80%).
Seine Sensitivitét ist jedoch gering (36%). Dem gegenuber steht anti-Spal7, der die
zweithochste Spezifitdt (55%) und gleichzeitig eine deutlich erhéht Sensitivitat (84%)
vorweist. Die Antikorper mit einer Sensitivitdt von 100% (GalNac, hOPG) weisen
allerdings nur 1% Spezifitat auf.
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4, DISKUSSION

4.1. Klinische Daten

Charakteristische Daten der dieser Studie zugrunde gelegten Ependymome entsprechen
weitestgehend den Ergebnissen anderer Klinischer Studien, die das Auftreten dieser Tumore
in einem Alterszeitraum von 1 - 81 Jahren bestétigen (Fokes et al., 1969; Kricheff et al.,
1964; Zulch, 1986). Desweiteren bekraftigt die Literatur einen Altersgipfel fur
infratentorielle  Ependymome im 1. Lebensjahrzehnt (Kudo et al., 1990). Im
fortgeschrittenen Lebensalter (>10 Jahre) ist der Anteil spinal lokalisierter Tumore der
untersuchten Patientenfélle mit 78 % dominierend, entgegen der Ergebnisse einer Studie
von Prayson (1999), die ebenso viele Ependymome im IV. Ventrikel beschreibt. Der
Altersgipfel spinal lokalisierter Ependymome, der in der zugrunde liegenden Studie im 5.
Lebensjahrzehnt auftritt, findet sich in anderen Studien zwischen dem 30. und 40.
Lebensjahr (Wiestler et al., 2000). Spinale und infratentorielle Ependymome werden in
dieser Studie hdufiger représentiert als supratentorielle. Schiffer et al. (1991) bestatigen

dieses Ergebnis.

Die myxopapillaren Ependymome, die in der vorliegenden Untersuchung ausschlieBlich
spinal lokalisiert sind, wurden entsprechend der Literatur (Sonneland et al., 1985),
Uberwiegend im Bereich des Filum Terminale und in der Cauda equina — Region
beobachtet. Das mittlere Alter von 36,4 Jahren (Wiestler et al., 2000), entspricht in etwa
dem Ergebniss dieser Studie (39,8 Jahre).

Auch die klinischen Daten der untersuchten anaplastischen Ependymome stimmen
weitestgehend mit denen in der Literatur beschriebenen Angaben Uberein, indem ein Fehlen
spinaler Lokalisation beschrieben wird (Paulus et al., 2000). Der Altersgipfel manifestiert
sich zwischen O und 10 Jahren, wobei hier der Anteil derjenigen Tumore dominiert, die in

der posterioren Fossa lokalisiert sind (Wiestler et al., 2000).
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Ependymale Tumore treten, bezogen auf das Geschlecht, annédhernd gleich héaufig auf. Es
ergibt sich ein Verhaltnis mannlicher zu weiblicher Erkrankungsfalle von 1,3: 1 (Farwell et

al., 1977), was von demjenigen dieser Studie nur leicht abweicht (1,7: 1).

Insgesamt entsprechen die Kklinischen Angaben des in dieser Studie verwendeten
ependymalen Gewebemateriales hinsichtlich der Inzidenz, Lokalisation sowie Alters- und
Geschlechtsverteilung weitestgehend den Ergebnissen der Literatur und kdénnen somit in

Hinblick auf diagnostische Zwecke als reprasentativ angesehen werden.

4.2. Kritische Bewertung von Material und Methoden

In dieser Studie wurden Antikorper hinsichtlich ihrer Eignung als diagnostische Marker
gegeniiber neoplastischnem ependymalem Geweben im Vergleich zu anderen glialen

Tumoren untersucht.

In einer vorangegangenen Studie sind Gene identifiziert worden, deren Proteinprodukte im
Ependym im Vergleich zu Hippokampusgewebe Uberexprimiert waren. In diesem
Zusammenhang ist postuliert worden, dass diese Gene mdglicherweise auch in
ependymalem Tumorgewebe aufreguliert sein konnten. Inwieweit diese Hypothese belegt
beziehungsweise durch potentielle methodische Probleme beeinflusst wird, soll hier erdrtert
werden. Um die mdglichen Ursachen fur die relativ niedrige Spezifitdat der untersuchten
Antikorper aufzudecken, bedarf es einer Darstellung derjenigen methodischen Problematik,
die dieser experimentellen Arbeit zu Grunde liegen kdnnte. Zu berticksichtigen ist hierbei
die Auswahl der Antikorper, das verwendete Screening-Verfahren, die Heterogenitéat des
ausgewahlten neoplastischen Gewebematerials sowie die Zusammenhange zwischen der

vorangegangenen cDNA- und der nachgeschaltenen MTA-Methodik.
4.2.1. Farbungsergebnisse der Antikorper

Entgegen den Ergebnissen der vorangegangenen Untersuchung, in der unter anderem die
Gene Kir5.1, Glutl0, CD36 und RGS1 als im Ependym hochreguliert dargestellt wurden,

zeigten deren Antikorper keine Immunreaktivitat gegentiber dem normalen Ependym. Diese
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Tatsache ist moglicherweise darauf zuruckfiihren, dass die Aktivitat der verwendeten
Antikorper auf humanem und paraffingebettetem Gewebe nur eingeschréankt moglich oder
zuvor durch den Hersteller nicht erprobt war. Dies bedeutet, dass die Antikérperauswahl

Einfluss auf die negativen Farbungsergebnisse genommen hat.

Hingegen zeigt sich im Falle der Antikérper SPAG6, FATP6, hOPG, Annexin, GalNac
sowohl gegeniber dem Ependym, als auch den Ependymomen, eine positive
Immunreaktivitat. Jedoch unterscheiden sich die Farbungsergebnisse der Antikdrper
gegeniiber den Ependymomen nur méaRig von denen anderer glialer Tumore. So kann
festgehalten werden, dass die genannten Antikdrper positive Immunreaktivitat auf
paraffingebetteten Gewebeschnitten verzeichnen. Jedoch wird die Hypothese, solche
Antikdrper zu identifizieren, die eine hohe Spezifitdt gegeniiber ependymalen Tumoren

aufweisen, nicht ausreichend belegt.

4.2.2. Screening-Verfahren

Die Herstellung von Tissue Arrays aus einer hohen Anzahl unterschiedlicher Tumore stellt
einerseits ein selektives Hochdurchsatzverfahren zur Expressionsanalyse dar (Kononen et
al., 1998). Allerdings handelt es sich hierbei um ein Screening-Verfahren, wobei jedem
Tumor nur eine sehr kleine zylindrische Gewebeprobe entnommen wird und entsprechende
Fehlerquellen zu berticksichtigen sind. Hierzu zdhlen moglicher Weise eine mangelnde
Menge an auswertbarem antigenem Material und die zu diskutierende Funktionalitat der
Antikorper auf den TA.

In diesem Zusammenhang gilt es zunéchst zu diskutieren, ob die TA - Methode ausreichend
auswertbare Gewebeinformationen liefert, um reprasentative Aussagen Uber die Spezifitét
und Sensitivitat der evaluierten Antikdrper gegenlber heterogenen Tumoren treffen zu
kdnnen. Auf der einen Seite liefern die Gewebestanzen, die auf den Tissue Arrays vereinigt
wurden, individuell selektiertes Gewebematerial, da vor jeder Gewebeentnahme aus dem
Spenderblock eine histologische Vorauswahl des entsprechenden Gewebeschnittes erfolgte.
Das Gewebematerial der Stanzenduplikate sollte tumorzellreiche Areale représentieren, so

dass fiir die Auswertung der immunhistochemischen Ergebnisse ein moglichst groRer Anteil
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von antigenem Material zu Grunde lag. In Einzelféllen wurde nekrotisches und somit nicht-
auswertbares Tumorgewebe erfasst. Ein Losungsansatz dieser Fehlerquelle wére es, mehr
als zwei Stanzen eines jeden Gewebeblockes auf den Tissue Arrays zu vereinen, wodurch
die Wahrscheinlichkeit, auswertbares Tumorgewebe zu erfassen, deutlich erhéht werden

konnte.

Weiterhin problematisch einzuschétzen ist, dass zwar selektierte, aber dennoch nur sehr
kleine Gewebeabschnitte (Durchmesser 0,6 mm) jedes Tumors zur Verfigung stehen. Das
kann dazu fuhren, dass durch das Schneiden der Array-Paraffinblocke einige Stanzen gar
nicht oder nur unvollstandig erfasst wurden, welche dann nicht ausreichend Material fur die
histologische Auswertung der Immunreaktivitat einzelner Antikorper lieferten. Insgesamt
spielt jedoch dieser Aspekt wéhrend der Erdrterung potentieller Fehlerquellen fir unsere
immunhistochemischen Ergebnisse nur eine untergeordnete Rolle, da ausreichend Material
fur die histologische Auswertung zur Verflgung stand und der Hauptanteil der Stanzen

vollstandig erfasste wurde.

Im Zusammenhang mit dem Sampling-Problem muss allerdings die Funktionalitat der Tissue
Arrays diskutiert werden, wobei es zu klaren gilt, ob sie als Grundlage fur die
immunhistochemischen Untersuchungen geeignet sind. Anhand der im Rahmen dieser
Studie erzielten Farbungsergebnisse fir die schon etablierten Marker ependymaler
Differenzierung, von denen man weil}, dass sie positive Imunreaktivtdt gegenuber
ependymalen Tumoren zeigen, soll diese Uberlegung erértert werden (vgl. Diagramm 6).
Die in dieser Studie verwendeten bekannten Marker, das epitheliale Membranantigen
(EMA), das gliale fibrillare saure Protein (GFAP) und das S100 Protein, sind sowohl auf
normalem (Bruni et al., 1998; Sarnat HB, 1998; Song et al., 2005) als auch neoplastischem
ependymalem Gewebe untersucht worden (Uematsu et al., 1989; Vege et al., 2000). In
Anlehnung an bekannte charakteristische histologische Merkmale ependymaler Tumore, wie
den ,echten* bzw. perivaskuldren Pseudorosetten und den intrazytoplasmatischen
eosinophilen Mikrolumen (Hasselblatt et al., 2003; Kawano et al., 2000), wird den
genannten Antikdrpern unterschiedlichste Immunreaktivitdt gegenuber ependymalem

Tumorgewebe zugeschrieben. Vege et al., (2000) arbeiteten an 52 Ependymomen
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unterschiedlicher WHO-Grade eine 100%ige GFAP- und S100-Protein-Farbung heraus.
Eine positive EMA-Féarbung konnte in 36% der Falle festgehalten werden. Dieses Ergebnis
entspricht demjenigen Anteil EMA-positiv gefarbter Stanzen der ependymalen Tissue
Arrays dieser Studie. Das Ergebnis bezuglich der GFAP-Farbung zeigt nach Vege et al.
(100%) leichte Abweichungen zu diesem Studienergebnis (79%), lasst aber eine deutliche

Tendenz hinsichtlich einer sensitiven Immunreaktivitat festhalten.

Auch in der Literatur bestehen unterschiedlichste Ergebnisse bezlglich der Reaktivitat der
erwéhnten etablierten Antikorper, so dass die in dieser Studie zu 21% negative GFAP-
Féarbung nicht zwingend darauf zurlick zu flhren ist, dass das Tumormaterial der Tissue
Arrays eine ungeeignete Grundlage fir die immunhistochemischen Verfahren bietet. Kaneko
et al. (1990) ermittelten zum Beispiel in ihrer Studie, dass 19 von 23 (82%) der
untersuchten Ependymome eine GFAP-positive-Reaktion und nur in 3 von 23 (13%) Féllen
eine positive EMA-Farbung aufweisen. Die positiven Férbungsergebnisse der vorliegenden
Studie sind im Falle des GFAP-Antikorpers vergleichbar hoch (79% positiv). Anti- EMA

zeigt sogar eine deutlich hthere Immunreaktivitat (36%) (vgl. Tabelle 6).

Eine weitere ultrastrukturelle Eigenschaft ependymaler Tumore, die intrazytoplasmatischen
Mikrolumina, beschrieben durch Ho et al. (1994), konnte auch in dieser Studie durch ring-
und punktférmige EMA-Farbemuster (Hasselblatt et al., 2003) auf dem ependymalen TA
bestatigt werden. lhre Prdsenz kennzeichnet eine epitheliale Differenzierung der
Tumorzellen (Kawano et al., 2000) und liefert einen diagnostischen Aussagewert, der
folglich auch durch den Gebrauch immunhistochemischer Farbemethoden auf den Tissue
Arrays belegt werden kann. Da letztlich die Farbungsergebnisse der etablierten Marker mit
solchen in der Literatur geschilderten Werten weitestgehend Ubereinstimmen, kann die

Funktionalitat der Tissue Arrays allgemein angenommen werden.

Ein mdglicher Versuchsansatz zur Bestatigung der Farbungsergebnisse der im Rahmen
dieser Studie evaluierten Antikorper, wére die Testung ihrer Funktionalitdt auf den
vollstdndigen Gewebeschnitten des entsprechenden Tumormaterials. Milanes-Yearsley et al.
(2001) stellen heraus, dass die TA-Methodik zwar nennenswerte Vorteile, wie Kosten- ,
Zeit und Gewebeersparnis mit sich bringt, dass aber beim Vergleich der Antikorperreaktiviat
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auf ganzen Schnitten, vor allem wéhrend der Untersuchung von Markern mit einer hoch
lokalisierten Spezifitat innerhalo des Tumors, die Nutzung vollstdndiger Schnitte
vorzuziehen ist. Generell ist die Anwendung der Tissue Arrays besonders durch die
Mdglichkeit, mehrere Gewebestanzen eines Tumors aus verschiedenen Regionen des
Spenderblocks entnehmen zu kdénnen, diagnostisch relevant. Es ist zu betonen, dass der
Gebrauch der Tissue Microarray — Methodik im Zuge der Evaluierung diagnostischer
Marker in anderen Studien erfolgreich etabliert werden konnte (lkato et al., 2006). Es gilt
folglich zu klaren, welche Faktoren die Immunreaktivitdt der Antikorper potentiell
beeinflussen, wenn nicht die Antikérper selber oder das Sampling das methodische Problem

darstellen.

4.2.3. Heterogenitdt ependymaler Tumore

Entgegen der formulierten Hochexpression entsprechender Gene im Ependym gegenuber
dem Kortex (Hasselblatt et al,. 2005), konnten im Rahmen dieser Studie vergleichbare
Expressionsunterschiede zwischen Ependymomen und anderen glialen Tumoren weniger

deutlich dargestellt werden.

Zwar zeigen die Ergebnisse der Immunreaktivitat auf den Tissue Arrays eine erhdhte
Sensitivitdt der Antikdrper gegenlber Ependymomen (siehe Tabelle 9), allerdings
unterscheiden sich die Farbungsergebnisse auf den Ependymomen nur méRig von denen
anderer glialer Tumore. Eine mogliche Ursache fur die dhnliche Reaktivitat der Antikorper
gegeniiber ependymalen und astrozytdren Tumoren ist, dass gliale Tumore haufig von
heterogenem Ursprung sind (Hirano et al., 1975). Diese Tatsache wirde die positiven
Féarbungsergebnisse der glialen Tumore, unter der Annahme, dass sie ependymale Anteile

besélen, erklaren.

Expliziert wird diese Hypothese beim Vergleich der Ergebnisse dieser Studie, fir den als
sensitiv und spezifisch anerkannten Marker epithelialer Differenzierungsvorgange (EMA),
mit einer Serie, in der 54 Ependymome und 118 weitere gliale Tumore untersucht wurden
(Hasselblatt et al., 2003). In der genannten Arbeit konnte eine Sensitivitat fiir eine

punktférmige EMA-Féarbung von 72% herausgearbeitet werden. Die Farbungsergebnisse in
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ependymalen Tumoren waren signifikant hoher als in anderen glialen Tumoren. Die
Sensitivitdt des EMA-Antikorpers ist deutlich héher (72%) als in der vorliegenden Studie,
die eine Sensitivitat von 36% gegeniber ependymalen Tumoren vorweist (vgl. Tabelle 9).
Diese Variablitdt der Ergebnisse fir den diagnostischen Wert des Antikdrpers gegen das
epitheliale membranantigen in Ependymomen ist moéglicherweise auf die Heterogenitat des

ausgewahlten Tumormaterials zurlickzufuhren.

4.2.4. Ursachen mangelnder Spezifitat

Anti-GalNac und anti-hOPG besitzen eine Sensitivitdt von 100%. Wie bei den dbrigen
verwendeten Antikdrpern, ist ihre Spezifitat allerdings deutlich reduziert (vgl. Tabelle 9).
Die Problematik der immunhistochemischen Ergebnisse liegt also vor allem darin, dass zwar
positive Farbungsergebnisse der Antikorper verzeichnet werden koénnen, sich jedoch nur
maRige Unterschiede in der Immunreaktivitat gegentber anderen glialen Tumoren zeigen.
Es gilt somit zu klaren, warum neben den Ependymomen auch astrozytdre Tumore, unter

Vernachlassigung ihrer Heterogenitét, positiv auf die evaluierten Antikorper reagieren.

Diese Studie ist eine Kombinationsarbeit aus der Microtissue- Array (MTA)- und cDNA-
Microarray- Methodik. Hierbei lehnt sie sich in der Auswahl zugrunde gelegter Antikorper
an die Ergebnisse tber eine mehr als 10- fach hochregulierte Expression entsprechender
Antigene im Ependym gegeniber dem Hippokampus. Die Problematik liegt hier
maoglicherweise auch in der fraglichen Ubertragbarkeit der nicht weiter mit RT-PCR
validierten cDNA-Microarray-Daten (Hasselblatt et al., 2005) auf die in dieser Studie
untersuchte Methodik.

Insgesamt ist zu berucksichtigen, dass die Ergebnisse dieser Studie, bei der auf der Ebene
der Proteinexpression gearbeitet wurde, nicht unbedingt mit den Ergebnissen der
Genexpression zu vergleichen sind. Maogliche Diskrepanzen zwischen Gen- und
Proteinexpression kénnen variable Ergebnisse hinsichtlich immunologischer Farbungsmuster
erzeugen, wenn die Heterogenitat des neuroepithelialen Tumorgewebes missachtet wird,
oder es entstehen die genannten differierenden Angaben Uber die Sensitivitat der Antikérper
(Grizzi et al., 2006; Lim et al,. 2002).
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Generell hat sich diese Kombination aus einer vorangehenden Genanalyse und
anschlieBenden Evaluierung signifikanter diagnostischer Marker auf Proteinebene bewdhrt
(Moch et al., 1999). Allerdings wurde in der genannten Studie wahrend der cDNA- Analyse
die Genexpression von pathologisch unauffalligem mit dem entsprechenden neoplastischen
Gewebe verglichen. Schon im Zuge der Genanalyse wurde dort das Expressionsmuster der
Tumore bericksichtigt und entsprechende Marker auf den Tissue Arrays des neoplastischen

Materials untersucht.

Im Rahmen dieser Studie wurden wéhrend der cDNA - Microarray - Analyse die
Expressionsdaten fur nicht - neoplastisches Gewebe des Epenyms und des Hippokampus
verglichen. Die MTA - Analyse auf Proteinebene wurde hingegen auf neoplastischem
Gewebe durchgefiihrt, ohne dass Informationen Uber die Genexpression der Tumore
vorlagen. Zwar konnten zuvor in einer ahnlich aufgebauten Untersuchung beim Vergleich
des Plexus Choroideus mit dem Ependym auf der Grundlage einer cDNA — Mikroarray -
Analyse erfolgreich diagnostische Marker fur Plexuspapillome identifiziert werden
(Hasselblatt et al., 2006), allerdings gilt es, den Vergleich der Proteinexpressionsmuster

von normalem und neoplastischem ependymalem Gewebe kritisch zu beurteilen.

Die vorliegende Methodik zielt also darauf ab, die im Rahmen der cDNA- Microarray-
Analyse erhaltene Genexpression des Ependyms auf diejenige der Ependymome zu
Ubertragen. Vorraussetzung hierfur ist jedoch, dass ein entwicklungsbedingter

Zusammenhang zwischen dem Ependym und dem ependymalen Tumorgewebe besteht.

Von der Entstehungsursache ependymaler Tumorzellen wird angenommen, dass sie ihren
Ursprung von radialen glialen Zellen des entsprechenden Ursprungsgewebes nehmen
(Taylor et al., 2005). Belegt wird dies durch die Ubereinstimmung der normalen und
neoplastischen ependymalen Zellen hinsichtlich spezifischer histologischer Merkmale
(Friede et al., 1978). Hierbei wird insbesonders der tanyzytische Zelltyp des Ependyms mit

der Histologie von Ependymomen in Verbindung gebracht (Guccion et al., 1991).

Charakteristisch ist die Neigung der Ependymzellen wie auch der ependymalen Tumorzellen

zur Oberflachenbildung. Zudem zeigen sich Ubereinstimmungen in der Immunreaktivitat
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gegen GFAP und das S100-Protein. Wahrend sich jedoch die Expression dieser
intermedidren Filamente im Ependym auf die fetale und unmittelbar postnatale Periode
beschrankt (Sarnat HB, 1998; Bruni JE, 1998), werden GFAP und das S100-Protein in
Ependymomen auch postnatal in histologischen Merkmalen wie den perivaskuldren

Preudorosetten bzw. den ,,echten* Rosetten entdeckt (Vege et al., 2000).

Es stellt sich heraus, dass immunhistochemische Zusammenhénge zwischen Ependym und
Ependymomen bestehen. Diese Erkenntnisse werden im Rahmen dieser Studie auf der einen
Seite dadurch gestitzt, dass neben der Hochregulation entsprechender Gene im Ependym
auch die Sensitivitat der Antikorper Annexin, hOPG, GalNac, FATP6, SPAG6 und Spal7
in ependymalen Tumoren erhoht ist. Andererseits besteht die Tatsache, dass die im Ansatz
als spezifisch gegen das Ependym interpretierten Antikorper eine unerwartet niedrige
Spezifitdt fur die Ependymome zeigten, da auch astrozytdre Tumore erhdohte Werte
positiver Farbungen verzeichneten. In der cDNA — Mikroarray - Analyse bleibt folglich das
Expressionsmuster der untersuchten glialen Tumore unbericksichtigt. Sie trifft keine
Aussage dariiber, ob die Antigene mdglicherweise auch in astrozytdaren Tumoren
hochreguliert sind, sondern zeigt lediglich, dass die Gene im Hippokampus gegentiber dem
Ependym herabreguliert sind. Da es sich beim Hippokampus und astrozytdren Tumoren
jedoch um unterschiedliche Zelltypen handelt, kann das Expressionsmuster des
Hippokampus nicht ohne weiteres auf die Genexpression dieser glialen Tumore bertragen

werden.

Ein weiterer problematischer Ansatz im Zuge der vorangegangenen cDNA - Mikroarray -
Methodik stellt die unterschiedliche Aufarbeitung des Ependyms und des Hippokampus dar.
Hier wurde laser - disseziertes Ependym mit nicht — laser — disseziertem Hippokampus
verglichen. Madglicherweise nimmt die unterschiedliche Aufarbeitung Einfluss auf die
Ergebnisse der ermittelten Genexpressionen. Dies wirde auch den Ansatz unserer
Untersuchungen beeinflussen, da die Antikdrperauswahl direkt an die Ergebnisse der
Genexpression im Ependym gekoppelt war. In diesem Zusammenhang musste geklart
werden, ob sich auch nach identischer Gewebeaufarbeitung die 10 — fache Hochregulation

der genannten Antigene im Ependym gegentiber dem Hippokampus bestétigen wirde.
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4.3. Spal7-Antikorper als potentieller diagnostischer Marker ependymaler Tumore

Signifikante immunhistochemische Farbungsergebnisse ependymaler gegeniber astrozytéren
Tumoren ergeben sich fur den Antikdrper gegen das spermienassoziierte Antigen (Spal7).
Die im Rahmen dieser Studie erzielten Ergebnisse hinsichtlich der Immunreaktivitat des
Antikorpers, erganzen die von Grizzi et al. (2006) beobachteten Spal7-Expression in
Tumoren des zentralen Nervensystems durch die positiven Farbungsergebnisse auch im
nicht - neoplastischen Hirngewebe (vgl. Abbildung 25). In der Untersuchung von 28
neuroektodermalen Tumoren auf ihre Spal7-Expression wurde in die genannte Arbeit
neben 6 Astrozytomen, 16 Glioblastomen und 5 Oligodendrogliomen nur ein ependymaler
Tumor einbezogen. Eine Aussage (Uber die Spezifitdt und Sensitivitdt des anti - Spal7
gegeniiber Ependymomen wurde nicht getroffen. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass
neben den ependymalen Tumoren vor allem die untersuchten Astrozytome Spal7 — positiv

farbten.

Die vorliegende Studie erganzt die genannten Ergebnisse der Literatur einerseits durch die
positive Spal7 - Expression auf nicht-pathologischem Hirngewebe, andererseits durch die
Angaben Uber eine deutlich erhohte Sensitivitit (84%) gegeniiber ependymalem
Tumorgewebe bei gleichzeitig schwacherer Farbung anderer glialer Tumore (Spezifitét
55%).

Bisher wurde die Spal7 - Expression sowohl in nicht-pathologischen Geweben wie dem
Respirationstrakt, dem Reproduktionssystem (Grizzi et al., 2004), sowie dem menschlichen
Hoden und den Spermatozoen (Grizzi et al., 2003) als ziliengebunden beschrieben. Daneben
wurde seine Funktion als Cancer-Testis- Antigen (CT) in Myelomen (Lim et al., 2001) und
als mogliches immunotherapeutisches Target in Karzinomen der Ovarien (Chiriva- Internati
et al., 2002) dargestellt. Allerdings konnte im Rahmen der vorliegenden Studie und der
Literatur (Grizzi et al., 2006) gezeigt werden, dass Spal7 in Ependymomen und auch in
anderen glialen Tumoren, die keine Zilien besitzen, expremiert wird. In diesem

Zusammenhang muss deutlich betont werden, dass es sich lediglich um ein spermien -
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assoziiertes Antigen handelt. Es kann folglich nicht ausgeschlossen werden, dass auch
nicht— zillienbesetze Zellen das Spal7 - Antigen expremieren. Somit muss seine Funktion

als spezifischer ependymaler Marker in Frage gestellt werden.

Um dennoch eine Aussage Uber die Rolle dieses Antikorpers in der Diagnostik ependymaler
Tumore treffen zu kodnnen, kann das in der Literatur beschriebene Ergebnis tber die
Sensitivitdt und Spezifitdt des bisher als diagnostischen Marker etablierten Antikorpers
gegen EMA zum Vergleich herangezogen werden. In der Studie von Hasselblatt et al.
(2003) ergab sich fur eine punktférmige EMA-Farbung eine Sensitivitit von 72% und eine
Spezifitdt von 81%. Die im Rahmen der vorliegenden Studie bestimmte Sensitivitit von
anti-Spal7 ist zwar mit 84% durchaus vergleichbar, die Spezifitat jedoch mit 55% deutlich
geringer. Somit ergibt die vorliegende Untersuchung, trotz des Nachweises einer
signifikanten Uberexpression von Spal7 in Ependymomen, keine Uberlegenheit der Spal7-
Féarbung gegeniber der bereits etablierten EMA-Féarbung flir den Einsatz als diagnostischen
Marker. Gleichwohl kann dieses Ergebnis als Grundlage weiterer Untersuchungen zur

Verifizierung der Rolle des Spal7 in glialen Tumoren dienen.
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Ependymome sind Tumore des zentralen Nervensystems, die charakteristische histologische
Ahnlichkeiten mit den, die Hirnventrikel auskleidenden Ependymzellen, besitzen. Auch
immunhistochemische Ansatze zur Diagnostik ependymaler Tumore haben sich in der
Pathologie bewahrt. So sind diagnostische Marker epithelialer Differenzierung, wie das
epitheliale Membranantigen (EMA), das gliale fibrillire saure Protein (GFAP) und S100,
bekannt. Neben diesen zwar hilfreichen aber weitestgehend unspezifischen Antikorpern,
beschaftigt sich diese Studie mit der Untersuchung ausgewahlter Antikorper auf ihre
Spezifitdt und Sensitivitat, um ihre Eignung fur die Diagnostik ependymaler Tumore zu

verifizieren.

In einer vorangegangenen Untersuchung sind auf Genebene Antigene identifiziert worden,
deren Expression im Vergleich zum Hippokampus mehr als 10-fach aufreguliert war. Diese
Untersuchung stellte die Grundlage zur Auswahl der fur diese Studie relevanten Antikorper.
Aus einer Gruppe von 96 hochregulierten Antigenen standen letztlich die Antikérper RGS1,
GLUT10, GalNac, FATP6, CD36, Kir5.1, SPAG6, hOPG, Annexin und Spal7 zur
Verfugung. Die Anwendung dieser Antikorper auf dem ependymalen Tumorgewebe setzte
voraus, dass ihre Immunreaktivitdit gegen das Ependym auch auf neoplastischem
ependymalem Gewebe Ubertragen werden konnte.

Die Spezifitdt der Antikorper stellt das entscheidende Werkzeug zur Beurteilung der
Wertigkeit eines Antikorpers als diagnostischen Marker dar. Sie ergibt sich durch den
Vergleich der Farbungsergebnisse ependymaler Tumore mit denen anderer glialer Tumore.
Der zentrale methodische Ansatz dieser Studie basiert auf der Herstellung zweier Tissue
Arrays, die das Gewebematerial einerseits von 90 Patientenfdllen ependymaler und
andererseits 133 Féllen weiterer glialer Tumore vereinen. Durch dieses Sampling kann jeder
zur Verflgung stehende Antikorper auf einer Vielzahl von Gewebeproben hinsichtlich

seiner Immunreaktivitat untersucht werden.
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Die Funktionalitat der Tissue Arrays wurde durch die Anwendung der in der Diagnostik
ependymaler Tumore schon etablierten Marker EMA, GFAP und S100 Gberpruft. Es
wurden diejenigen Antikorper auf den Tissue Arrays verglichen, die zuvor auch auf
normalem Hirngewebe (Ependym, Kortex und Plexus Choroideus) positive

Immunreaktivitat zeigten.

Im Falle der Antikérper Kir5.1, Glutl0, RGS1 und CD36 ergab sich kein positives
Féarbungssignal. Die Ubrigen sechs Antikérper (GalNac, FATP6, SPAG6, hOPG, Annexin,
SPAL7) zeigten eine hohe Sensitivitdt gegentber dem Ependym, so dass sie Anwendung auf
den Tissue Arrays fanden. Die Sensitivitat der Antikérper GalNac, FATP6, SPAG6, hOPG
und Annexin auf dem ependymalen Tissue Array war zwar deutlich erhoht, jedoch war ihre
Immunreaktivitat auch in anderen glialen Tumoren hoch, so dass sich keine gute Spezifitét
fur die Diagnose von Ependymomen ergab. Signifikante Ergebnisse zeigte ausschlie3lich der
Antikorper gegen das spermienassozierte Antigenl7, der eine Sensitivitdt von 84% und eine

Spezifitat von 55% aufwies.

Dieses Ergebnis hebt Spal7 als potentiellen diagnostischen Marker ependymaler Tumore im
direkten Vergleich mit den Ubrigen untersuchten Antikdrpern hervor. Da er jedoch eine
geringere Spezifitat als das epitheliale Membranantigen (EMA) zeigt, bringt er als Marker
epithelialer Tumore keinen diagnostischen Vorteil. Gleichwohl kann das Ergebnis einer
erhdhten Sensitivitat an zilienbesetzten Tumorzellen des Ependyms als Grundlage dienen,

die Rolle des Spal7-Antikdrpers in glialen Tumoren zu verifizieren.
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