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Zusammenfassung

In der Neurochirurgie hangt die Zukunft des Patienten sehr stark von der Genauigkeit
der Tumorresektion ab. Je mehr Krebszellen entfernt werden und gleichzeitig je mehr
gesundes Hirngewebe verbleibt, desto hoher sind die Uberlebenschancen und die
Lebensqualitat des Patienten.

Mit Hilfe der Histologie, Immunhistochemie, Zytogenetik und Molekulargenetik erfolgt
die Einteilung des Tumors zu den einzelnen WHO Graden und Untergruppen. Dieses
Procedere erfordert ausreichend Zeit. Zusatzlich kann man nicht intraoperativ
abhangig von diesen Ergebnissen die Radikalitat und die Genauigkeit der
Schnittfihrung andern. Fur das letztere wurde der sogenannte Schnellschnitt
entwickelt. Diese Art das Gewebe zu untersuchen liefert zwar schnell vorlaufige
Diagnosen, ist aber den oben aufgefihrten Untersuchungen an Genauigkeit
unterlegen. Man sucht somit nach einer Methode, die schnell und zuverlassig wahrend
der Operation eine Diagnose erbringt.

Die konfokale Laserendomikroskopie (CLE) ist eine neue Technik, die mit Hilfe einer
kleinen Sonde und fluoreszierenden Farbstoffen Gewebe sowohl in vivo, als auch ex
vivo untersuchen kann. Dabei werden real-time Videos aufgenommen, so dass man
intraoperativ beim Vorhandensein der Beurteilungskriterien entscheiden konnte,
welcher Tumor es ist und wo die Tumorgrenzen liegen.

Ziel dieser Arbeit war es, geeignete Kriterien in der konfokalen Endomikroskopie zu
finden und zu erfassen, um daraufhin entweder intraoperativ oder kurz nach Entnahme
der Tumorproben anhand der Zellmorphologie die entsprechende Entitat noch vor
Beendigung der OP zu klassifizieren. So konnten die Diagnose schneller gestellt, der
Patient dartber informiert und weitere Therapieoptionen diskutiert, bzw. das operative
Vorgehen entsprechend besser auf den individuellen Tumor angepasst werden. Im
Einzelnen war hier die Frage zu klaren, ob die CLE das Potential hatte, intraoperativ
Meningeome, die die haufigste nicht hirneigene Tumorentitat darstellen, zu
charakterisieren.

Meningeome entstehen aus den Zellen der Arachnoidea, sind meistens benigne und
machen einen Anteil von 20% der nicht hirneigenen Tumore aus. Sie werden von der
World Health Organization (WHOQO) in drei Grade unterteilt.

Fir die zu Grunde liegenden Studie wurden 115 Patienten mit Meningeomen in der
Neurochirurgie des Klinikum Koéln Merheim von April 2015 bis Juli 2016 operiert.
Proben der entnommenen Meningeome wurden im Wissen um ihre o. g. Einteilung mit
Hilfe der CLE untersucht. Dabei konnten bei allen vorhandenen Meningeomtypen die
gleichen Charakteristika wie in der klassischen neuropathologischen Untersuchung
festgestellt werden. Die Zeichen der Malignitat konnten erkannt werden und waren
eindeutig zuzuordnen. Die Ergebnisse wurden im Einzelnen zusammengetragen und
in Form einer Klassifikation dargestellt.

Es kristallisiert sich somit eine neue Moglichkeit, mit Hilfe der CLE-Klassifikation
wahrend der Operation den Tumor zu diagnostizieren und den Ubergang der
gesunden Zellen zu den Tumorzellen genau zu finden. Das ermdglicht eine effektivere
Tumorentfernung noch in derselben Operation. Zusatzlich kann man dem Patienten
schneller die Diagnose mitteilen und weitere Therapieschritte diskutieren und einleiten.
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Summary

Objective: Meningiomas are one of the most often tumours that originate in the brain.
Most of the time the tumours are benign, but this is not always the case. It is very
important to detect them and find out what type of meningiomas the patients are
suffering from, to be able to treat and cure them.

Meningiomas are divided into three grades by the World Health Organization (WHO).
The gold standard of classifying the meningiomas is the histological examination,
which last several days and is not usable in vivo during the operation.

Furthermore, the greatest challenge for the neurosurgery is to eliminate the tumour
without harming the brain tissue.

In our study, we use the Confocal Laser Endomicroscopy (CLE) to examine
meningiomas to figure out if we can detect the same criteria as in histological
examination during real time examination and operation. The next step was to create
a classification for meningiomas with the use of Confocal Laser Endomicroscopy in
order to build a system that allows a fast histological diagnostic.

Methods: Patients with meningiomas were operated and the probes of the tumour
were fixed in formalin. We used the Cellvizio® system (Mauna Kea Technologies,
Paris, France) to examine the probes ex vivo. We used acriflavine hydrochloride and
cresylviolet as fluorescent agents.

Results: We examined tumour biopsies of 115 patients ex vivo and saw that most of
the histological criteria in our probes are also visible with the CLE technique. Therefore,
we could create a classification for the meningeomas.

Discussion: This study shows the possibility of classifying the meningiomas in vivo.
In the future, we hope to use this technique during the operation to define the boundary
of the tumour and to operate most effectively on the cellular level. Additionally, we
would have a rapid result to tell the patient and begin the therapy. Furthermore, having
an intraoperative rapid diagnosis we could be able to start immediately after surgery
with additional therapies if needed.
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Abkurzungsverzeichnis

5-ALA 5-Aminolavulinsaure

AF Acriflavin Hydrochlorid

Cc Zelle

cv Kresylviolett

CLE Konfokale Laserendomikroskopie
CLSM Confocal-Laser-Scanning-Mikroskope
DNS Desoxyribonukleinsaure

G Gefal

HPF High Power Field

HE Hamatoxylin- Eosin

ICG Indocyaningrin

M Mitose

N Nukleus

P Psammomkorper

WHO World Health Organization

V4 Zwiebelschalenformation

ZNS Zentrales Nervensystem
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1. Einleitung

a. Problematik der operativen Therapie der Hirntumore

Das grofte Ziel und gleichzeitig die gréldte Herausforderung in der Neurochirurgie ist
das Entfernen des gesamten Hirntumors mit minimalen Verletzungen des gesunden

Hirngewebes.

Fir die optimale Therapie der Tumore des zentralen Nervensystems (ZNS) wird eine
enge Zusammenarbeit zwischen Neurochirurgen, Neuropathologen, Strahlen-
therapeuten und Onkologen bendtigt. Ein wichtiger Schritt in der Diagnosestellung und
der Planung des weiteren Procederes unmittelbar postoperativ ist die
histopathologische Untersuchung der enthommenen Probe. Die Operationen des ZNS
unterscheiden sich von der Tumorchirurgie der anderen Gebiete. Auf engstem Raum
befinden sich Hirnzellen, die fur Uberlebenswichtige Funktionen des Korpers zustandig
sind. Von der Genauigkeit der SchnittfUhrung wird die zukinftige Lebensqualitat

deutlich durch das Schonen des gesunden Hirngewebes beeinflusst.

Ein weiterer Punkt ist, dass, je nach Tumorart, man mit bloRem Auge die
Tumorgrenzen nicht sicher festlegen kann und die nach der Operation verbliebenen
Tumorzellen die Grundlage flr ein zuklnftiges Rezidiv bilden. Dieses Rezidiv zieht
nicht nur weitere invasive Therapien nach sich, sondern birgt auch die Gefahr der
weiteren malignen Entdifferenzierung und mindert somit die Uberlebensrate und
Lebensqualitat des Patienten. Dem gegenulber steht die Mdglichkeit durch radikale
Entfernung des Tumorgewebes neue neurologische Ausfallssymptome bei dem

Patienten hervorzurufen.

Fir diese Problematik der bestmdglichen Darstellung der Tumorgrenzen wurden viele
neue Techniken und Bildgebungen mit dem Ziel entwickelt, dem Operateur die
Moglichkeit zu geben, intraoperativ die Tumorgrenzen besser einzuschatzen und
effektiver operieren zu kdnnen. Heutzutage werden wahrend einer Operation Rontgen,
Magnetresonanztomographien, Computertomographien und Ultraschall benutzt.
Zusatzlich erzielt man sehr gute Erfolge mit der intraoperativ angewandter 5-
Aminolavulinsaure (5-ALA). Dieser Wirkstoff reichert sich in den Tumorzellen an und
kann mit Hilfe der speziellen Operationsmikroskope detektiert werden. 5-ALA reichert
sich in stark metabolisch aktiven Zellen an und wird zu Protoporphyrin IX

umgewandelt, welches durch seine Fluoreszenz sichtbar gemacht werden kann.'2
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Mittels MRT-Untersuchungen kann man die normale und pathologische Anatomie,
Odeme, Blutungen, Metastasen, Nekrosen und sonstige Veranderungen des ZNS
darstellen. Mit Hilfe des Kontrastmittels kann man zwischen verschiedenen
Pathologien des Gehirns genauer differenzieren. Die MRT-Untersuchungen sind flr
die Planung einer Operation und die Nachsorge essentiell. Neuerdings wird in
manchen Kliniken diese Technik wahrend des operativen Eingriffs angewandt unter
der Hinnahme des hoheren Aufwandes sowohl in personeller, als auch monetarer
Hinsicht.3

Ultraschall ist eine glunstige und schnelle Methode, die auch intraoperativ angewandt
wird. Sie ermdglicht jedoch nicht auf zellularer Ebene die Unterscheidung zwischen

tumorésem und gesundem Gewebe.

Die konfokale Laserendomikroskopie (CLE) hingegen ist eine neue Technik, mit derer
Hilfe eine Laserscanningsonde in Kombination mit fluoreszierenden Farbstoffen das
Gewebe sowohl in vivo als auch in vitro auf zellularer Ebene untersuchen kann. Dabei
werden Videos mit zwdlf Bildern pro Sekunde in real-time von dem zu untersuchenden
Gewebe aufgenommen und gespeichert. Intraoperativ ware es dann moglich zu

entscheiden, um welchen Tumor es sich handelt und wo die Tumorgrenzen liegen.

Die CLE wurde das erste Mal in der Gastroenterologie eingesetzt* und wird
zunehmend immer mehr auch in anderen diagnostisch arbeitenden Fachbereichen
praktiziert, wie z. B. in der Urologie®, Gynakologie®, Pulmonologie’ und Oto-Rhino-
Laryngologie®. In der Neurochirurgie wurden die meisten Studien, bis auf eine
Ausnahme?®, bisher nur im ex vivo Versuch mit Biopsaten oder im Tiermodel
durchgeflihrt.'%'-12 Da die Anwendung der CLE in der Neurochirurgie sehr neu ist, ist
eine Korrelation zwischen der Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) und des
CLE-Bildes, welche zur Klassifizierung des histologischen Materials fihren konnte, mit
Hilfe der CLE-Technik bei keiner Tumorart des ZNS bisher erfolgt.



Klassifizierung der Meningeome in der Neurochirurgie anhand der konfokalen Laserendomikroskopie

b. Meningeome: Definition und Einteilung

Meningeome sind die haufigsten extraaxialen Tumore, von denen die meisten benigne
sind. Fast 20% der intrakraniellen Neoplasien gehoéren zu den Meningeomen.'
Meningeome entstehen aus den Zellen der Arachnoidea und wachsen meist langsam,

wobei sie das umgebende Gewebe verdrangen und somit symptomatisch werden.

Die World Health Organization (WHO) teilt Meningeome in drei Grade ein. Dabei
gehoren zu den WHO Grad | neun verschiedene Arten, WHO Grad Il beinhaltet drei

verschiedene Meningeome, genauso wie die WHO Grad Ill Gruppe (Tab. 1).14

WHO Grad | WHO Grad Il WHO Grad il
Meningotheliomatds Atypisch Anaplastisch
Fibros Chordoid Rhabdoid
Transitional Klarzellig Papillar
Psammomatds

Angiomatos

Mikrozystisch

Sekretorisch

Lymphozytenreich

Metaplastisch

Tab. 1: Einteilung der Meningeome nach WHO anhand der morphologischen

Merkmale.

Die WHO Grad | Meningeome gehoren zu den gutartigen Tumoren. Wichtig ist dabei,
dass die WHO Grad Il und Ill Tumore eine signifikant héhere Rezidivrate und ein
aggressiveres Wachstumsverhalten aufweisen. Aulierdem koénnen Grad i

Meningeome systemisch metastasieren.’®

Manche von den in der Tab. 1 aufgefuhrten Tumoren sind eher selten. Die Inzidenz

aller Meningeomtypen liegt bei 6-8 auf 100.000 Menschen pro Jahr.

Diese Einteilung in die verschiedenen Typen wird nach zahlreichen histologischen,
immunhistochemischen und molekulargenetischen Untersuchungen der ent-
nommenen Proben des Tumorgewebes vorgenommen. Eine Beschreibung dieser
Untersuchungen ist u.a. in der WHO Klassifikation gegeben und wird daraus

entnommen:'4
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Immunphanotypisch sind in 94% der Falle die Meningeome positiv flr epithelial
membrane antigen (EMA).'® Jedoch weniger bei atypischen und bosartigen
Meningomen. Das unspezifische Vimentin wird bei allen Meningeomen expremiert.
Zusatzlich sind fast alle Meningeome Somatostatin Rezeptor 2A positiv, genauso wie
die neuroendokrinen Neoplasien.' Die fibrosen Meningeome weisen das S100

Protein auf. Andere Marker sind das Ki-67 und der Progesteron Rezeptor.

Bei atypischen und anaplastischen Meningeomen sind molekulargenetische
Veranderungen haufiger.'® Die hdufigste genetische Aberration bei den Meningeomen
ist die Monosomie 22.'° Weiterhin sind die 1p-Deletion und der Verlust von den

Chromosomen 6q, 9p, 10, 14q und 18q bekannt.

In 60% der sporadisch auftretenden Meningeome kann man eine Mutation von NF2-
Gen nachweisen.?>2" Diese Mutation ist von der namensgebenden Erkrankung,
Neurofibromatose Typ 2, bekannt. Bei dieser Erkrankung leiden die Menschen an
benignen Neoplasien des Gehirns. In den meisten Fallen handelt es sich um kleine

Deletionen, Insertionen oder Nonsens-Mutationen.?2

Solche Vorgehensweisen erfordern nicht nur Zeit und lassen so lange den Patienten
in Ungewissheit, sondern ermdglichen auch keine sofortige Moglichkeit der
intraoperativen Diagnose und entsprechend lassen sie keine Veranderung des
intraoperativen Managements zu. Zusatzlich kommt hinzu, dass es bisher keine
Methode der Visualisierung intraoperativ gibt, die die Beurteilung der zellularen
Resektionsrander auf Tumorfreiheit erlaubt. Von der Tumorfreiheit auf zellularer Ebene

hangt aber die Rezidivhaufigkeit und somit die Uberlebensrate ab.

Die schnellste Moglichkeit sowohl einer Diagnosesicherung als auch der Tumorfreiheit
wahrend der Operation ist der sogenannte Schnellschnitt. Dabei werden die Proben
parallel zu der Operation gefriergetrocknet, angefarbt und sofort unter dem Mikroskop
angeschaut. Leider ist diese Methode dem Paraffinschnitt weit unterlegen, denn die
Qualitat der so entstandenen Schnitte ist geringer als die der in Paraffin eingebetteten
Tumorproben. In einer Studie wurden 578 intrakraniellen Tumorproben verglichen.?
Alle Proben wurden sowohl als Gefrierschnitt, als auch in Formalin fixiert und in
Paraffin eingebettet, untersucht. Dabei wurde in 9,7% keine Ubereinstimmung der
beiden Diagnosen festgestellt.
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Winschenswert ist also eine Methode, die schnell und zuverlassig sogar intraoperativ
eine Diagnose liefert. Ware dieses mdglich, so kdnnte man die operativen MaRnahmen

sofort anpassen.

c. Ziel dieser Arbeit

Diese Arbeit widmet sich der Klassifizierung der Meningeome des ZNS mit Hilfe der
CLE-Technik ex vivo und stellt die Korrelationen der histologischen Merkmale der
Meningeome dar, die zwischen der klassischen HE-Farbung und der CLE-Technik zu
sehen sind.

Wenn man die Moglichkeit hatte, die Diagnose schneller intraoperativ zu stellen, die
OP-Strategie in gleicher Sitzung anzupassen und den Patienten unmittelbar
postoperativ ohne Zeitverzégerung Uber weitere Therapieoptionen zu informieren,
ware dies eine Verbesserung des Arbeitsablaufes der weiteren Behandlungen, die
unmittelbar nach der Operation und noch im selben Krankenhausaufenthalt gestartet
werden konnten. Und bevor man einen Schnellschnitt entnimmt, kdnnte man sich mit
den Neuropathologen wahrend der Operation beraten, sich gemeinsam CLE-Videos

anschauen und gezielt Proben entnehmen.

Hatte man zusatzlich intraoperativ die Moglichkeit, Tumorgrenzen mit Hilfe der CLE
festlegen zu kdnnen, wirde dies helfen, den Tumor auf zellularer Ebene effektiver und
schonender unter noch mehr Protektion des normalen Gewebes zu entfernen. Daraus
wurde sich die Hoffnung bilden, in der Zukunft eine hohere Rezidivfreiheit und somit
eine Steigerung der Uberlebenschancen der Patienten zu erlangen. Zusétzlich wére
bei der Erhéhung der Genauigkeit der Resektion wahrend der Operation eine bessere
Schonung des gesunden Hirngewebes und somit der Steigerung der Lebensqualitat

nach einer solchen Operation moglich.

Ziel dieser Arbeit ist nach Korrelationen zwischen klassischer histopathologischer
Eigenschaften von Meningeomen und den gelieferten CLE Bildern zu suchen, die das
Erstellen einer geeigneten CLE-Klassifikation intraoperativ erlauben wiarden. Mit
dieser Klassifikation konnte man intraoperativ mit Hilfe der CLE-Technik die

Meningeomtypen einordnen.
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2. Material und Methoden

a. Konfokale Laserendomikroskopie und ihre physikalischen Grundlagen

Die CLE ist eine neue Technik, um Gewebe sowohl in vivo als auch in vitro auf
zellularer Ebene zu untersuchen. Fir diese Studie wurde das Cellvizio® System
(Mauna Kea Technologies®, Paris France) (Fig. 1) benutzt. Dieses System beinhaltet
ein Confocal-Laser-Scanning-Mikroskop (CLSM) und einen daran angeschlossenen
Rechner mit einer dafur entwickelten Software. An das CLSM wird eine Minisonde
angeschlossen. Fur verschiedene zu untersuchende Gewebearten wurden spezielle
Sonden entwickelt (Fig. 2) (Gastroflex™, GastroFlex™ UHD, ColoFlex™, ColoFlex™
UHD, CholangioFlex™, UroFlex™, CystoFlex™, AQ-Flex™ 19, CystoFlex™ UHD;
Mauna Kea Technologies, Paris, France®), die alle aus 30.000 optischen Fasern
bestehen. Diese Fasern sind in der Lage Photonen zu emittieren und zu absorbieren.

Fir die Untersuchungen wurde die CystoFlex™ UHD R benutzt, da diese Sonde einen
groRen Diameter besitzt und bessere Kontraste in der Bilddarstellung ermdglicht. Die
Beobachtungstiefe dieser Sonde betragt 55-65 ym und das maximale Sichtfeld ist

240 pym im Durchmesser (Tab. 2).

Parameter CystoFlex™ UHD R
Lange 2m

Maximales Sichtfeld & 240 ym
Beobachtungstiefe 55-65 ym

Laterale Auflosung 1 um

Tab. 2: Technische Daten der konfokalen Minisonde.
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ceuvizio' )

Fig. 1: Konfokales Laserendomikroskop Cellvizio®, Mauna Kea Technologies®,

Paris, Frankreich.
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Wy
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Fig. 2: Verschiedene Sonden von Cellvizio®, Mauna Kea Technologies®, Paris,
Frankreich. Quelle: Mit freundlicher Genehmigung Mauna Kea Technologies,

Paris, Frankreich.

Das physikalische Grundprinzip der CLE beruht auf den Grundlagen der konfokalen
Mikroskopie, welches in den 1950er Jahren entdeckt worden ist. Fir die

Endomikroskopie wurde das Verfahren weiterentwickelt und miniaturisiert.

Bei einem konventionellen Lichtmikroskop wird zu jedem Zeitpunkt der Untersuchung
Licht auf das ganze Praparat projiziert. Im Gegensatz dazu wird bei einem konfokalen
Mikroskop zur einer Zeiteinheit ein einzelner Punkt beleuchtet und das gesamte
Praparat Punkt fur Punkt abgearbeitet. Der Computer fugt die Informationen der

einzelnen Punkte zusammen und berechnet das Gesamtbild.

FUr die punktformige Bundelung des Lichtes wird der Lichtquelle eine Lochblende
vorgeschaltet. Dieser Lichtpunkt wird in der Fokusebene des Objektivs auf die zu
untersuchende Probe abgebildet und regt die Probe an, sodass Fluoreszenzlicht
erzeugt wird. Dieses Licht geht durch einen Strahlteiler und wird dadurch zum Detektor
umgeleitet und gesammelt. Zusatzlich konnen spezielle Wellenlangen-bereiche
verstarkt werden. Die zu Fluoreszenz-Anregung benutze Wellenlange und das
Streulicht werden ausselektiert. Vor dem Detektor wird der Lichtstrahl mit Hilfe einer

Lochblende erneut geblndelt.

Der Lichtpunkt auf der Probe und der Lichtpunkt in der Lochblende sind gleichzeitig im

Fokus, also konfokal.

Somit hangt das resultierende Bild erheblich von der optimal angepassten Grolke der
Lochblende ab. Wird die Lochblende zu grol3 gewahlt, lasst sie zu viel Streulicht zu,

fallt sie zu klein aus, wird das Bild zu dunkel.
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Das Cellvizio® System benutzt die haufigere Methode des Laser-Rastermikroskops
(CLSM). Der Laser wird mit Hilfe eines beweglichen Spiegelsystems systematisch
immer weitergeleitet und rastert die Probe punktweise ab. So entsteht die Gesamtheit
des Bildes aus einer Vielzahl von Punkten.

SchlieBlich wird ein vollstandiges Bild Punkt fir Punkt und Zeile fur Zeile auf dem
Bildschirm aufgebaut und kann von dem Untersucher auf dem Monitor betrachtet
werden. Mit neuester Technik kann man die Frequenz der Bilder mit einer so hohen

Geschwindigkeit so weit steigern, dass unser Auge sie als Video interpretiert.

Die optischen Elemente, die von der Cellvizio© Technologie gebraucht werden, sind

alle in einem Gehause (Box) untergebracht (Fig. 3).

What's in the box ?

Iy

=~
FIBER 3“2 LASER INJECTION
CONNECTOR - MODULE

SCANNING

SCANNING
MIRROR 'Y

. mup Laser Light

FLUORESCENCE
Fluorescence DETECTOR FILTERS

Fig. 3: Der Aufbau des konfokalen Laserendomikroskopes. Quelle: Mit

freundlicher Genehmigung Mauna Kea Technologies, Paris, Frankreich.
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b. Fluoreszenz Farbstoffe und ihr Einsatz bei der CLE

Fluoreszenz ist die spontane Emission von Licht kurz nach der Anregung eines
Materials. Dabei ist das emittierte Licht in der Regel energiearmer als das vorher
absorbierte. Manche Zellbestandteile zeigen Autofluoreszenz und ermdglichen so eine
Auswertung. In der Studie wurden als Erstes die Proben alle nativ, also ohne
zusatzliche Fluorophore, untersucht. Der verwendete Laser besitzt eine
Emissionswellenlange von 488 nm und absorbiert Photone mit einer Wellenlange
zwischen 500 und 650 nm. Die fur die Untersuchungen passenden Farbstoffe waren
Acriflavin Hydrochlorid (AF) und Kresylviolett (CV).

AF hat ein Maximum seiner Fluoreszenz bei 505 nm und ein weiteres Maximum bei
585 nm. Dabei markiert dieser Farbstoff die Desoxyribonukleinsaure (DNS) und die
Zellmembran einer Zelle. Fir diese Studie wurde mit Kochsalzlésung verdinntes 0,01

mg/ml AF (Sigma Aldrich®, Melbourne, Australien) verwendet (Tab. 3).

CV hat seine maximalen Emissionen bei 540 und 614 nm. Dieser Fluoreszenzfarbstoff
bindet an in Zytoplasma geldste Molekile. Hierbei wurde CV mit einer Konzentration
von 0.02 mg/ml (Sigma Aldrich®, Melbourne, Australien) in Kochsalzlosung eingesetzt
(Tab. 3).

Somit gliederte sich die Untersuchung in drei Stufen. Erst wurde jede Probe nativ, dann
mit AF und daraufhin mit CV konfokal angeschaut. Als letztes wurden beide
fluoreszierende Farbstoffe benutzt.

AF cv
Konzentration 0,05 % 0,02 %
Emissionsmaximum 1 505 nm 540 nm
Emissionsmaximum 2 585 nm 614 nm
Lokalisation DNS, Zellmembran Zytoplasma

Tab. 3: Fluoreszierende Farbstoffe.
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Klassifizierung der Meningeome in der Neurochirurgie anhand der konfokalen Laserendomikroskopie

c. Neuropathologische Untersuchung

Alle Meningeome wurden nach den gangigen histologischen Kriterien durch die
Neuropathologie des Universitatsklinikums Koln beurteilt. Nachdem die einzelnen
Tumorproben in 4% Formalin konserviert wurden, bettete man sie in Paraffin ein und
stellte Schnitte her. Um die endgultige Diagnose gemall der WHO Kilassifikation zu
stellen, wurden die einzelnen Proben nach den histologischen Kriterien,
zytopathologisch, molekulargenetisch und immunologisch untersucht. Fur den
bildmorphologischen Vergleich mit der CLE-Technik wurden Schnitte, die mit HE

angefarbt worden sind, benutzt.

d. Patientenkollektiv

Es wurden Proben von 115 Patienten gesammelt. Davon waren 77 Frauen und 38

Manner, das Alter erstreckte sich von 24 bis 90 Jahren. Alle diese Patienten wurden
in der Neurochirurgie, Klinikum Koln Merheim, operiert, nachdem sie Uber die
Operation aufgeklart worden sind und ihr zugestimmt haben. Die Zusage der
zustandigen Ethikkommission (mit der laufenden Nummer 2015028) wurde eingeholt
und jeder Patient wurde Uber die Forschungsziele ausfuhrlich informiert. Die Studie
wurde in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt. Die Daten

wurden anonymisiert ausgewertet.

Dabei wurden 119 WHO Grad | Meningeome gesammelt, 23 WHO Grad Il und drei
WHO Grad Il Meningeome. 85 Proben beinhalteten meningotheliomatése Tumore,
zehn fibrose, zwei transitionale, elf psammomatdse, zehn angiomatdse und ein

mikrozystisches WHO Grad | Meningeome.

Von den WHO Grad Il Tumoren befanden sich 20 atypische und drei chordoide
Meningeome in dem untersuchten Patientenkollektiv.

Das anaplastische Meningeom, welches zu WHO Grad Ill gehoért, war bei drei

Tumorproben vorhanden (Tab. 4).

Somit waren 145 verschiedene Meningeome in dem Patientenkollektiv vorhanden. 23

Patienten hatten multiple Meningeome aufzuweisen (Tab. 5).

11



Klassifizierung der Meningeome in der Neurochirurgie anhand der konfokalen Laserendomikroskopie

Meningeomtyp

Anzahl der Proben

WHO Grad | 119
Meningotheliomatds 85
Fibros 10
Transitional 2
Psammomatos 11
Angiomatos 10
Mikrozystisch 1
Sekretorisch 0
Lymphozytenreich 0
Metaplastisch 0
WHO Grad II 23
Atypisch 20
Chordoid 3
Klarzellig 0
WHO Grad lli 3
Anaplastisch 3
Rhabdoid 0
Papillar 0

Tab. 4: Anzahl der verschiedenen Meningeomproben in dem untersuchten

Patientenkollektiv.
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Meningeomtyp Anzahl der Patienten

Meningotheliomatds und fibros

Meningotheliomatds und angiomatos

Meningotheliomatds und psammomatoés

Meningotheliomatds und mikrozystisch

Meningotheliomatds und transitional und angiomatos

Meningotheliomatds und fibrés und psammomatos

Meningotheliomatds und angiomatos und fibros

Meningotheliomatds und angiomatds und psammomatos

Atypisch und angiomatds

=S Al N = N = A O O W

Atypisch und fibrés und psammomatos

Tab. 5: Anzahl der gemischten Meningeomtypen in dem untersuchten
Patientenkollektiv. Dabei sind diese Gruppen disjunkt, das heit es wurde kein

Patient doppelt aufgefiihrt.

e. Studiendesign und Durchfiihrung

Nachdem die Zusage der Ethikkommission erteilt worden war, wurden die Proben von
115 Patienten gesammelt. Diese Proben wurden in Formaldehydlésung konserviert.
Die Untersuchungen der Proben mit der CLE-Technik erfolgten jeweils zeitnah nach

der durchgefuhrten Operation.

Jede einzelne Probe wurde in drei Kleinere unterteilt, um verschiedene Fluorophore

benutzen zu konnen.

Als erstes wurde jede Teilprobe nativ mittels des Cellvizio Systems untersucht und
videodokumentiert.

Folgend wurde diese Teilprobe mit einem Tropfen 0,01 mg/ ml AF (Sigma Aldrich®,
Melbourne, Australia) angefarbt und nach einer Minute Wartezeit mit Kochsalzlésung

ausgewaschen.

Die nachste Tumorteilprobe des gleichen Patienten wurde mit einem Tropfen 0.02
mg/ml CV (Sigma Aldrich®, Melbourne, Australia) angefarbt und wieder nach einer

Minute Wartezeit mit Kochsalzlésung gespdilt.
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Die letzte Tumorteilprobe wurde mit beiden Fluorophoren, AF und CV, nach dem oben
genannten Prinzip zum Fluoreszieren gebracht. Der Gedanke dahinter war die

Anfarbung von Zellkern und Zytoplasma in einem zu begutachten.

Jede Probe wurde im direkten Kontakt rasterformig mit der Lasersonde abgefahren
und als Video aufgenommen. Aus den aufgenommenen Daten wurden die Bilder
gespeichert und konnten mit der speziell von Cellvizio ® entwickelten Software
bearbeitet werden.

FiUr die Durchfuhrung der Untersuchung der Proben wurde man zuerst in das Gerat
eingewiesen und es erfolgte eine Schulung seitens der Mitarbeiter des Instituts.

Die klassische histologische Diagnose zu allen untersuchten Proben wurde von der
Neuropathologie der Uniklinik KoIn festgestellt. Dabei wurden Proben sowohl fur die
histologische, als auch fur die CLE Untersuchung aus demselben Tumorbeet

entnommen und aufgeteilt.

Nach intensiver Auseinandersetzung mit der histologischen Literatur wurden aufgrund
der Vorkenntnisse Analogien zu den jeweiligen histologischen Kriterien in den CLE-
Bildern gesucht. Da diese Technik in Verbindung zu Meningeomen das erste Mal
verwendet worden ist, wurde die Arbeit ohne Erfahrungswerte durchgeflhrt. So
wurden alle Videos mit dem Wissen der histologischen Diagnose beurteilt und nach
immer wiederkehrenden Kriterien durchgemustert und evaluiert. So konnte man eine

Klassifikation entsprechend den histologischen Kriterien fur die CLE entwickeln.
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3. Ergebnisse

Wie schon erwahnt richtet sich die Einteilung der Meningeome nach der WHO
Klassifikation. '* Diese Kriterien sind der heutige Goldstandard und werden in diesem
Abschnitt fur jeden Meningeomtyp vorgestellt. Als nachstes erfolgt jeweils die
typspezifische Vorstellung der Ergebnisse dieser Arbeit. Dabei werden erst die CLE
Ergebnisse beschrieben und danach jeweils in figuraler und tabellarischer Form
dargestellt. Zuletzt folgt eine Gesamttabelle der Klassifikation aller Meningeomtypen,

die in dieser Studie zur Verfugung standen.

Aufgrund der Seltenheit der Meningeomtypen waren einige nicht in dem zur Verfligung
stehenden Patientenkollektiv vorhanden. Fur diese Meningeomtypen werden deshalb
nur die histopathologischen Kriterien zur Einordnung geschildert. Beispielsweise
betragt die Haufigkeit der Meningeomtypen der WHO Klassen Il und lll, die in dem

Patientenkollektiv nicht vorhanden waren (klarzellig, rhabdoid, papillar), unter 2%.24
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a. WHO Grad | Meningeome

1. Meningotheliomatése Meningeome
Fir diese Studie wurden 85 meningotheliomatése Meningeome gesammelt. Alle diese

Proben zeigten das gleiche Zellmuster.

Histopathologisch sind die Zellen rund bis oval geformt mit reichlich Zytoplasma und
mittelgro3. Diese Zellen bilden Lappchen. Die Zellkerne besitzen mit deutlicher
Kernmembran und feinem Chromatin annahernd die gleiche Form. Unter dem
Mikroskop hat man den Eindruck ein Synzytium zu sehen, da die Zellen durch viele
Desmosomen verbunden sind. Wichtig ist, dass die WHO Grad | Tumore nur sehr
wenige pleomorphe Zellen und Mitosen aufweisen. Typisch sind die so genannten
.Zwiebelschalenformationen“ und die Psammomkorperchen. Erstere sind einige
mehrschichtige Wirbelbildungen aus Zellen, die eine Spindelform besitzen.

Psammomkdrper sind Kugeln aus Kalk, die haufig von Gefalwanden ausgehen.

In der CLE konnte man gleichmallige ovale Zellen sehen, die Zellkern- Plasma

Relation war normal und das Bild war ruhig und gleichmafig.

Bei den meningotheliomatésen Meningeomen fanden sich Zwiebelschalen-

formationen, vereinzelt Psammomkoérperchen und wenige Gefalle.

Fig. 4: CLE Bild (links) und das dazu gehorige histologische Bild eines
meningotheliomatésen Meningeoms. Beide zeigen gleichmaRig verteilte ovale
Zellkerne (N). Man sieht mehrere Zellkonglomerate (K).
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Fig. 5: CLE Bild (links) und das dazugehorige histologische Bild eines
meningotheliomatosen Meningeoms, man sieht zahlreiche Zwiebelschalen-

formationen (Z).

Fig. 6: CLE Bilder einer Probe eines meningotheliomatésen Meningeoms. Neben

sehr gleichmaRiger Zellverteilung sieht man auch einzelne

Psammomkorperchen (P).
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Zellform Oval
Zellkern Oval
ZellgroRe Gleich
Zellverteilung im Bild Uniform
Zelldichte Normal

Zellanordnung

Gleichmaldig nebeneinander

Zellkern- Plasma- Relation Normal
Zellgrenzen Glatt
Zwiebelschalenformationen Ja
Psammomkorperchen Ja

Gefale Ja

Mitosen Nur vereinzelt

Besonderheiten

Keine

Tab. 5: CLE Kiriterien eines meningotheliomatésen Meningeoms.
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2. Fibroblastische (oder fibrose) Meningeome

Die Zellen des fibroblastischen Meningeoms sind histopathologisch spindelférmig mit
bipolaren Fortsatzen und bilden parallel angeordnete Zellzige. Auch hier sind die
Zellkerne langsoval. Dieser Tumor ist reich an Reticulin und Kollagen, aber arm an

Zellnestern und Psammomkaorperchen.

In der Studie wurden zehn fibrése Meningeome untersucht. Alle Proben wiesen das
gleiche Bild der parallel angeordneten Zellziige auf. Die Zellen und die Zellkerne waren
gleichmalig verteilt. Man sah dunkle Zytoplasma- Streifen neben hellen Zellkernen.
Aufgrund der so charakteristischen Eigenschaften konnte man alle diese Tumore
eindeutig mit Hilfe der CLE-Technik auch ohne das Wissen des histologischen
Ergebnisses richtig einordnen.

Meningeoms. Man sieht die parallel angeordneten Zellstrange (F) und die

vereinzelten GefaRe (G).
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&y L T 20pm S 20 pm
Fig. 8: CLE Bilder des fibrosen Meningeoms. Man beachte die parallel
angeordnete gleichmaBige Zellanordnung.

20 ym i»" e &8 inePm. Ak
Fig. 9: CLE Bild (links) und das dazu gehorige histologische Bild eines fibrosen
Meningeoms. Man sieht neben den parallelen Zellziigen (F) auch einzelne

Zwiebelschalenformationen (Z) und Psammomkorperchen (P).
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Zellform Langlich
Zellkern Oval
ZellgroRe Gleich
Zellverteilung im Bild Uniform
Zelldichte Normal

Zellanordnung

Gleichmaliig parallel angeordnete Zellzige

Zellkern- Plasma- Relation Normal
Zellgrenzen Glatt
Zwiebelschalenformationen Ja
Psammomkorperchen Ja

Gefale Ja

Mitosen Nur vereinzelt

Besonderheiten

Keine

Tab. 6: CLE Kiriterien eines fibrosen Meningeoms.
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3. Transitionale Meningeome

Das transitionale Meningeom enthalt sowohl das Muster eines meningotheliomatdsen,
als auch eines fibroblastischen Meningeoms, Es kann einerseits ein Nebeneinander
von meningotheliomatosen und fibrosen Anteilen sein oder durchgehend eine
intermediare Differenzierung aufweisen. Somit werden die meisten Meningeome in
eine der beiden Gruppen von den bearbeitenden Histopathologen eingestuft, so auch
in der Histopathologie der Universitat Koln. Bei nur zwei Tumorproben ist die
Entscheidung auf ein transitionales Meningeom gefallen.

Genauso wie bei den histologischen Kriterien, fanden sich auch bei der CLE sowohl
die Eigenschaften eines meningotheliomatdsen als auch eines fiborosen Meningeoms
in denselben Tumorproben nebeneinander. Aus diesem und den oben genannten

Grinden wurde an dieser Stelle auf das Einflgen der zugehdrigen Bilder verzichtet.

Zellform Teils oval, teils langlich

Zellkern Oval

ZellgroRe Gleich im jeweiligem Abschnitt

Zellverteilung im Bild Uniform

Zelldichte Normal

Zellanordnung Teils gleichmaliig nebeneinander, teils in
parallel angeordnete Zellzligen

Zellkern- Plasma- Relation Normal

Zellgrenzen Glatt

Zwiebelschalenformationen Ja

Psammomkorperchen Ja

Gefalde Ja

Mitosen Nur vereinzelt

Besonderheiten Keine

Tab. 7: CLE Kriterien eines transitionalen Meningeoms.
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Die folgenden WHO Grad | Meningeome weisen bestimmte Strukturen auf. Somit
kénnen in einem Tumor Anteile von mehreren Typen vorhanden sein. Je nach GroRRe
des jeweiligen Anteils werden solche Tumore entweder zu den einzelnen Klassen
zugeordnet oder man beschreibt die jeweiligen Komponenten. Diese sind das
psammomatdse, das angiomatdse, das mikrozystische, das sekretorische, das
lymphozytenreiche und das metaplastische Meningeome und sind im Folgenden

aufgefuhrt.
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4. Psammomatodse Meningeome

Ein wichtiges histologisches Kriterium dieses Meningeoms sind die so genannten
Psammomkorperchen. Bei den psammomatosen Meningeomen uberwiegen die
Psammomkorperchen die Tumorzellen. Die Psammomkadrperchen flielen zusammen
und kénnen unregelmafige Strukturen bilden. Manchmal flllen diese den ganzen

Tumor aus und machen das Finden der einzelnen Tumorzellen unmaoglich.

Bei der CLE Untersuchung waren es so viele Psammomkorperchen, dass teilweise
ganze CLE Gesichtsfelder davon ausgefullt wurden. Es gab verhaltnismalig mehr
Zellen, die Psammomkaorperchen bilden, als Zellen zwischen diesen Gebilden. Diese
Art der Meningeome konnte man auch ohne Wissen der histologischen Ergebnisse
zweifelsfrei mit der CLE richtig einordnen.

psammomatosen Meningeoms. Fast alle Zellen sind zu Zwiebelschalen-

formationen oder Psammomkorperchen (P) geformt.
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Fig. 11: CLE Bild (links) und das dazu gehodrige histologische Bild eines
psammomatosen Meningeoms. Die Psammomkorperchen (P) werden als

dreidimensionale dunkle Kugeln mit Hilfe der CLE sichtbar.

psammomatésen Meningeoms. Man sieht zahlreiche Psammomkoérperchen (P).
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Fig. 13: CLE Bild (links) und das dazu gehorige histologische Bild eines

psammomatosen Meningeoms. Das gesamte Bild wird von den Psammom-
korperchen (P) ausgefiilit.

Zellform Oval

Zellkern Oval
Zellgrolie Gleich
Zellverteilung im Bild Uniform
Zelldichte Normal
Zellanordnung Meist als Psammomkorperchen
Zellkern- Plasma- Relation Normal
Zellgrenzen Glatt
Zwiebelschalenformationen Ja
Psammomkorperchen Sehr viele
Gefale Ja

Mitosen Nur vereinzelt
Besonderheiten Keine

Tab. 8: CLE Kriterien eines psammomatésen Meningeoms.
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5. Angiomatose Meningeome

Dieser Tumor ist durch die Vielzahl von kleinen bis mittelgrolen Gefallen
charakterisiert. Die Dicke der GefalRwande ist variabel, die Gefale sind weitlumig und
dicht beieinander, dazwischen finden sich nur sparlich eingeschaltete Tumorzellen.

Mit Hilfe der CLE konnte man viele GefalRe in diesen Tumorproben sehen. In den
gewonnenen Videos sah man die Gefallumina als dunkle dreidimensionale Rohre,
welche von den hellen Endothelzellen umgeben waren. Das Lumen war dunkel, da die

Blutzellen, die fluoresziert hatten, in den in vitro Proben nicht mehr vorhanden waren.

Fig. 14: CLE Bild (links) und das dazu gehorige histologische Bild eines

angiomatosen Meningeoms. Man sieht zahlreiche GefaRe (G).

Fig. 15: CLE Bild (links) und das dazu gehodrige histologische Bild eines
angiomatosen Meningeoms. Das GefaBlumen (G) ist in der CLE schwarz und

man sieht die Endothelzellen dreidimensional um das Lumen.
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Zellform Oval
Zellkern Oval
ZellgroRe Gleich
Zellverteilung im Bild Uniform
Zelldichte Normal

Zellanordnung

Gleichmaldig nebeneinander

Zellkern- Plasma- Relation Normal
Zellgrenzen Glatt
Zwiebelschalenformationen Ja
Psammomkorperchen Ja

Gefalde Viele

Mitosen Nur vereinzelt

Besonderheiten

Keine

Tab. 9: CLE Kriterien eines angiomatosen Meningeoms.
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6. Mikrozystische Meningeome
Das mikroskopische Bild dieser Tumorart wird von sternférmigen oder bipolaren Zellen

mit langen dinnen Auslaufen gepragt, die ein schwammartiges Netz bilden.

Bei der CLE Darstellung sah man, anders als bei den restlichen WHO Grad |
Meningeomen, viele bipolare Zellen, die lange Auslaufer mit dunklen, nicht
fluoreszierenden Zwischenraumen hatten. Dies liegt daran, dass diese Tumorart
Mucin zwischen den Zellen hat und es somit keine Molekule gibt, die die verwendeten

Fluorophore binden kénnten. Die Zellstruktur war nicht kompakt, sondern hatte eine

spongidse Auflockerung.

20ym  RESEEFS SRl S5l

Fig. 16: CLE Bild eines mikrozystischen Meningeoms. Man sieht die langen
Zellauslaufer und die dunklen, nicht fluoreszierenden mit Mucin gefiillten
Zwischenraume (Mu), die insgesamt eine spongiose Struktur bilden. Man

beachte durch das Mucin erzeugten groRe Zellabstande.
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Zellform Bipolar
Zellkern Oval
Zellgrolie GroRer
Zellverteilung im Bild Uniform
Zelldichte Normal
Zellanordnung Spongios
Zellkern- Plasma- Relation Normal

Zellgrenzen Lange Zellauslaufer mit dunklen Zwischenraumen
Zwiebelschalenformationen | Nein

Psammomkorperchen Nein

Gefale Ja

Mitosen Keine gesehen

Besonderheiten

Dunkle Zellzwischenraume durch Mucin Einlagerung

Tab. 10: CLE Kiriterien eines mikrozystischen Meningeoms.
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7. Sekretoriche Meningeome

Dieser Tumortyp ist durch zahlreiche Pseudopsammomkdrperchen charakterisiert.
Diese sind eosinophile, PAS- positive, rundlich- homogene oder schollig zerfallende,
nicht kalkhaltige Korper, die ultrastrukturell in intra- oder extrazellulare Lumina gelegen
sind, die auch Mikrovilli enthalten. In der Umgebung von diesen Gebilden findet sich

eine Hyperplasie der Gefallwandzellen.

Leider wurde bei keinem Patienten ein solches Meningeom histologisch diagnostiziert,
da diese Art der Meningeome extrem selten ist. Es wurde das erste Mal 1986
beschrieben?® und man konnte bis dahin 28 Falle in der Literatur finden. In den
gesammelten Tumorproben wies keines diesen histologischen Meningeomtyp auf und
so konnte man keine Korrelation zur CLE-HE-Farbung zeigen.
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8. Lymphozytenreiche Meningeome
Das histologische Bild von dieser Tumorart wird von polyklonalen reaktiven Infiltraten

dominiert.

Da dieser Meningeomtyp sehr selten ist, konnten man in dem untersuchten

Patientenkollektiv keines nachweisen.
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9. Metaplastische Meningeome

Dieses Meningeom zeigt eine ausgepragte mesenchymale Differenzierung und bildet
Knochen-, Knorpel-, Fettgewebs- und Myxoidzellen aus. Diese konnen einzeln oder
gemischt vorkommen. Zusatzlich gibt es relativ haufig xanthomatdse Degeneration

einzelner Zellen.

Auch an dieser Tumorart ist kein Patient der Studie erkrankt gewesen.

33



Klassifizierung der Meningeome in der Neurochirurgie anhand der konfokalen Laserendomikroskopie

b. WHO Grad Il Meningeome

1. Atypische Meningeome

Es existiert eine festgelegte Definition in der Neuropathologie wann ein Meningeom
atypisch ist: Dabei liegt eine gesteigerte Mitoserate mit mindesten vier Mitosen pro
zehn high power fields (HPF) vor oder es sind mindestens drei der folgenden
Eigenschaften zu finden: gesteigerte Zelldichte, kleine Zellen mit hohem Kern-
Zytoplasma Verhaltnis, prominente Nukleolen, unstrukturiertes Wachstum,
flachenhafte Nekrosen. Als letztes Kriterium gilt die Hirngewebsinfiltration mit

zapfenformiger Infiltration des umgebenden Hirngewebes durch Tumorzellverbande.
Ein HPF ist ein Gesichtsfeld von 0,16 mm? bei 400facher VergroRerung.

In dem zur Verfugung gestellten Patientenkollektiv befanden sich 20 Tumore, die die
Neuropathologie als atypisch eingestuft hatte. Dabei erfullten alle diese Tumore das

erste Kriterium, indem sie vier oder mehr Mitosen pro zehn HPF aufwiesen.

Nach der Untersuchung der oben genannten Proben mit der CLE konnte man eine zu
den Grad | Meningeomen erhohte Zelldichte feststellen und die Zellverteilung war
ungeordneter, die Zellkern- Plasma Relation war hoher und der Nukleolus auffalliger.
Jedoch waren die atypischen mit den meningotheliomatésen Meningeomen in der CLE
ahnlich. Viel spannender war somit die Tatsache, dass man in vielen Bildern Mitosen
auch mit Hilfe der CLE finden konnte.

Um die Mitosen zu finden, wurden viele der Filter und Einstellungen von der
Systemsoftware ausprobiert. Man konnte die meisten Mitosen mit dem negate Filter
der Mauna Kea Technologie® Software finden (Fig. 20, 21, 22).
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Fig. 17: CLE Bilder eines atypischen Meningeoms. Die Zellanordnung ist

weniger gleichmaRig als bei einem meningotheliomatosen Meningeom.

adl
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Fig. 19: CLE Bild (links) und das dazu gehorige histologische Bild eines
atypischen Meningeoms. Man erkennt bei dem histologischen Bild Mitosen (M).
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- ~20 ym -

Fig. 20: CLE Bild mit negate Filter (links) und das dazu gehorige histologische

Bild eines atypischen Meningeoms. Man kann Mitosen (M) erkennen.
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Fig. 21: CLE Bild mit negate Filter (links) und das dazu gehorige histologische
Bild eines atypischen Meningeoms. Man kann Mitosen erkennen (M).

Fig. 22: CLE Bilder mit negate Filter eines atypischen Meningeoms. Man kann

Mitosen erkennen (M).
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Zellform Oval

Zellkern Oval

ZellgroRe Leicht unterschiedlich
Zellverteilung im Bild Gleichmalig
Zelldichte Hoch

Zellanordnung

Teils gleichmalig, teils ohne Struktur

Zellkern- Plasma- Relation

Erhoht

Zellgrenzen Glatt
Zwiebelschalenformationen Ja
Psammomkorperchen Ja
Gefale Ja
Mitosen Ja, viele
Besonderheiten Keine

Tab. 11: CLE Kiriterien eines atypischen Meningeoms.
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2. Chordoide Meningeome

Die Namensgebung dieser Tumorart kommt von der histologischen Ahnlichkeit mit
Chordomen. Diese werden zu Knochentumoren gezahlt, obwohl sie nicht aus
Knochengewebe stammen, sondern aus Resten der Chorda dorsalis an den Enden
der Wirbelsaule. Das chordoide Meningeom weist zahlreiche Zytoplasmavakuolen,
Zellgruppierungen und eine myxoide Struktur, wie beim Chordom auf. Neben
massiven lymphoplasmazellularen Infiltraten mit Keimzentren findet man in Lappchen

oder Trabekel angeordnete Zellen.

Die chordoiden Meningeome dieser Studie zeigten alle die gleichen
Strukturcharakteristika, die man mit dem CLE sehen konnte. Die Zellen dieser
Tumorart waren in kleinen Gruppen angeordnet und bildeten so eine myxoide Struktur.
Das wichtigste Kriterium dieser Tumorart war das Netz. Dieses resultierte durch das
Nebeneinander von grofden Zellen mit Zytoplasma Vakuolen und kleinen polygonalen

Zellen. Die Zytoplasma Vakuolen waren in der CLE schwarz. Manche Zellen formten

Lappchen und Trabekel.

20 pm :
Fig. 23: CLE Bild (links) und das dazu gehorige histologische Bild eines

&

chordoiden Meningeoms. Man beachte die verschieden groRen Zellabstiande

(Pfeile). Zusatzlich sieht man vereinzelt GefaRBe (G).
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Fig. 24: CLE Bild (links) und das dazu gehodrige histologische Bild eines
chordoiden Meningeoms. Man sieht die netzformige Zellanordnung, die durch

Vakuolen (V) entsteht. Die Zellen sind in Lappchen und Trabekel angeordnet.

Fig. 25: CLE Bild (links) und das dazu gehdrige histologische Bild eines

chordoiden Meningeoms. Zur Verdeutlichung der Netzstruktur wurden hier die

Konturen hervorgehoben.

39



Klassifizierung der Meningeome in der Neurochirurgie anhand der konfokalen Laserendomikroskopie

Zellform Oval

Zellkern Oval

Zellgrolie GrofRe und kleine Zellen nebeneinander
Zellverteilung im Bild UngleichmaRig

Zelldichte Normal

Zellanordnung

Netzformig, Lappchen, Trabekel

Zellkern- Plasma- Relation Erniedrigt
Zellgrenzen Netzformig
Zwiebelschalenformationen Nein
Psammomkorperchen Nein
Gefale Ja

Mitosen Nein

Besonderheiten

Zytoplasma Vakuolen

Tab. 12: CLE Kriterien eines chordoiden Meningeoms.
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3. Klarzellige Meningeome
Die Zellen eines klarzelliges Meningeoms sind polygonal und das Zytoplasma

ungefarbt oder schwach eosinophil und glykogenreich. Typisch ist ein unstrukturiertes
(patternless) Wachstum ohne erkennbares Muster.

Das klarzellige Meningeom kommt sehr selten vor und war daher leider nicht in dem
erforschten Patientenkollektiv vorhanden.
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c. WHO Grad lll Meningeome

1. Anaplastische Meningeome

In der Histologie spricht man von einem anaplastischen Meningeom, wenn eindeutig
eine maligne Zytologie, die einem Karzinom, Sarkom oder Melanom entspricht
vorzufinden ist oder der Tumor eine sehr stark erhohte Mitoserate von mindestens 20

Mitosen pro HPF aufweist.

Alle untersuchten Tumorproben des anaplastischen Meningeoms WHO IIl wiesen in
der CLE Technik Bilder auf, die sehr inhomogen und unruhig erschienen. Die Zellen
waren groler als bei den Grad | oder Grad Il Meningeomen, stellten sich irregular dar
und hatten mehrere Zellkerne. Aullerdem wiesen die Tumore eine viel hohere
Zelldichte auf. Auch die Zellkernplasma Relation war zugunsten des Zellkerns
verschoben, somit waren mehrere Malignitatskriterien erflllt und in CLE wiederholt
sichtbar. Somit konnte man ohne die Mitosen zu zahlen anhand der CLE erkennen,
dass es ein WHO Grad Ill Tumor ist.

Um die Mitosen zu finden, wurde erneut der negate Filter angewendet und man konnte
viel mehr Mitosen als bei dem atypischen Meningeom, der zu WHO Grad Il gehort,
finden.

Fig. 24: CLE Bilder eines anaplastischen Meningeoms. Man sieht die viel hohere

Zelldichte im Vergleich zu einem meningotheliomatéosen Meningeom.
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Fig. 25: CLE Bild mit negate Filter (links) und das dazu gehorige histologische
Bild eines anaplastischen Meningeoms. Man kann mehrere Mitosen erkennen
(M).

Fig. 26: CLE Bild mit negate Filter (links) und das dazu gehdrige histologische

Bild eines anaplastischen Meningeoms. Man kann mehrere Mitosen erkennen
(M).
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Fig. 27: CLE Bild mit negate Filter (links) und das dazu gehorige histologische

Bild eines anaplastischen Meningeoms. Man kann mehrere Mitosen erkennen
(M).

Zellform Bizarr geformt, ungleichmafRig
Zellkern Bizarr geformt, mehrere pro Zelle
Zellgrolie Alle unterschiedlich grof3
Zellverteilung im Bild Ungleichmalig

Zelldichte Erhoht

Zellanordnung Durcheinander

Zellkern- Plasma- Relation Zu Gunsten des Kerns verschoben
Zellgrenzen UngleichmaRig
Zwiebelschalenformationen Nein

Psammomkorperchen Nein

Gefale Ja

Mitosen Sehr viele

Besonderheiten Polynukleare Zellen

Tab. 13: CLE Kriterien eines anaplastischen Meningeoms.
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2. Rhabdoide Meningeome

Diese Art wird aus sogenannten ,rhabdoiden“ Zellen gebildet. Diese sind rundliche
Tumorzellen mit exzentrischem Kern, prominenten Nukleolen und eosinophilen
Einschlissen aus Intermediarflamenten. Das rhabdoide Meningeom besitzt einen

hohen Proliferationsindex, bildet haufig Anaplasien und Nekrosen.

Unter allen Proben des Patientenkollektivs konnte kein Meningeom dieser Art

diagnostiziert werden.
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3. Papillare Meningeome

Dieses Meningeom bildet perivaskulare pseudopapillare Strukturen aus und die Zellen
besitzen viele Mitosen. Uberwiegend Kinder leiden unter dem papillaren Meningeom,
welches in 75% der Falle das Gehirn infiltriert und in 20% der Falle in die Peripherie

metastasiert. Uber der Halfte der Patienten versterben an diesem Tumorleiden.

In dem untersuchten Patientenkollektiv litt keiner unter diesem Tumor.
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d. CLE Kriterien der verschiedenen Meningeomtypen

Meningo- Fibrés | Transi- Psammo- Angio- Mikro- Aty- Chordo- | Anapla-
thelio- tional matos matos zystisch pisch id stisch
matos
Zellform Oval Lang- Teils Oval Oval Bipolar Oval Oval Bizarr
lich oval, teils geformt,
langlich ungleich
maRig
Zellkern Oval Oval Oval Oval Oval Oval Oval Oval Bizarr
geformt,
mehrere
pro Zelle
ZellgroBe | Gleich Gleich Gleich im | Gleich Gleich Groler Leicht Grofde Alle
je- untersch | und unter-
weiligen iedlich kleine schied-
Ab- Zellen lich grof3
schnitt nebenei
nander
Zellver- Uniform Uni- Uniform Uniform Uniform Uniform Gleich- Un- Un-
teilung form maRig gleich- gleich-
im Bild maRig maRig
Zell- Normal Normal | Normal Normal Normal Normal Hoch Normal Erhoht
dichte
Zellan- Gleich- Gleich- | Teils Meist als | Gleich- Spongits Teils Netz- Durch-
ordnung maRig maRig gleich- Psammom- mahig gleich- formig, einander
neben- parallel | maRig korperchen neben- maRig, Lapp-
einander ange- neben- einander teils chen,
ordne- | einander, ohne Trabekel
te Zell- | teils in Struktur
ziige parallel
ange-
ordneten
Zell-
zligen
Zellkern- | Normal Normal | Normal Normal Normal Normal Erhoht Gesenkt | Zu
Plasma- Gunsten
Relation des
Kerns
ver-
schoben
Zell- Glatt Glatt Glatt Glatt Glatt Lange Glatt Netz- Un-
grenzen Zellaus- formig gleich-
laufer  mit maRig
dunklen
Zwischen-
raumen
Zwiebel- Ja Ja Ja Ja Ja Nein Ja Nein Nein
schalen-
form-
ationen
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Psam- Ja Ja Ja Sehr viele Ja Nein Ja Nein Nein
momkor-
perchen
Gefale Ja Ja Ja Ja Viele Ja Ja Ja Ja
Mitosen Nur Nur Nur ver- | Nur Nur ver- | Keine Ja, viele | Nein Sehr
vereinzelt ver- einzelt vereinzelt einzelt gesehen viele
einzelt
Besond- Keine Keine Keine Keine Keine Dunkle Keine Zyto- Poly-
erheiten Zellzwisch plasma nukleare
enraume Va- Zellen
durch kuolen
Mucin Ein-
lagerung

Tab. 14: CLE Kriterien der verschiedenen Meningeomtypen.
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4. Diskussion

In der Neurochirurgie hangt die Zukunft des Patienten, wie in keinem anderen Fach,
sehr stark von dem Grad, der Grdflze und der Lokalisation des Tumors ab. Das Leben
nach der Operation wird stark von der Genauigkeit der Entfernung der kranken Zellen,
ohne dabei gesundes Hirngewebe zu zerstoren, beeinflusst.

Somit ist das Ziel der Forschung in der Neurochirurgie, Verfahren zu entwickeln,

welche die Genauigkeit einer Operation am Gehirn immer weiter verbessern.

Um eine mdglichst genaue Diagnose wahrend oder spatestens im Anschluss an die
Operation zu stellen, werden die Tumorproben an die Neuropathologie geschickt und
dort makroskopisch und mikroskopisch untersucht. Zusatzlich werden aulierdem
zahlreiche immunhistochemische und zytopathologische Verfahren zur besseren
Differenzierung der verschiedenen Tumortypen angewendet. Diese Methoden sind
ziemlich genau, doch bei einigen Tumoren gelingt die Einordnung zu den einzelnen
Meningeomtypen trotz kombinierter histologischer Untersuchungsverfahren sehr

schwer.

Um eine moglichst schnelle Diagnose wahrend der Operation zu stellen, wird der
Schnellschnitt angewandt. Dieser ist aufgrund der zeitlichen und technischen Limits

oft ungenau.?

Die grol3e Frage ist: Kann man eine neue Methode etablieren, um einen Tumor so weit
einzuschatzen, dass man durch sie an eine Diagnose gelangt um den weiteren

Operationsablauf noch in derselben Sitzung anpassen zu kénnen?

Wichtig sind dabei selbstverstandlich die Reproduzierbarkeit und die praktische
Durchfuhrung dieser Methode wahrend der Operation. AuRerdem sollen bei jeder neu

entwickelten Technik keine Schaden an dem Patienten entstehen.
Solch eine Methode scheint die CLE zu sein.26:6:10.12.7.8.4.27

Bei dieser Arbeit wurde mit Hilfe der CLE an einer Klassifikation gearbeitet fur eine der
haufigsten Art der nicht hirneigenen Tumore, der Meningeome. Das Ziel dabei war, mit
Hilfe dieser Klassifikation wahrend der Operation den gerade operierten Tumor so weit
einzuordnen, dass nicht nur die Diagnosefindung erreicht werden kann, sondern auch

die Entfernung auf der zellularen Ebene optimiert werden kann.
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Nach dem Sammeln der Tumorproben wiesen 115 Patienten Meningeome auf und
von den insgesamt 15 existierenden Typen waren neun vorhanden, die auch die

haufigsten Vertreter unter den Meningeomen inkludieren.

Die WHO Grad | Tumore wiesen bei der CLE Auswertung die gleichen Charakteristika
wie in der klassischen neuropathologischen Untersuchung auf. Nach dem
Durchmustern von den Schnittflachen und dem gezielten Suchen von bestimmten
Strukturen, konnte man den Tumor sehr einfach einordnen. So konnte man die WHO
Grad | Tumore an der gleichmaRigen Zellverteilung und der typischen Zellform
erkennen. Man sah keine oder nur sehr wenige Mitosen und pleomorphe Zellen.
Genauso wie in der klassischen pathologischen Auswertung waren bei den Grad |
Tumoren auch mit der CLE keine Malignitatskriterien zu finden. Dafur sah man
Zwiebelschalenformationen und Psammomkorperchen sehr gut auch in der CLE-
Technik.

Bei dem psammomatdsen Meningeom konnte man so viele Psammomkdrperchen
finden, dass ganze CLE Bilder davon ausgefullt waren. Das korrelierte auch mit dem
histologischen Bild. Entsprechend dieser Methode waren in einem angiomatésen
Meningeom zahlreiche Gefalle zu sehen, auch diese bedeckten mit ihrem Lumen
ganze CLE Bilder.

Sehr gut konnte man auch das fibrése Meningeom einordnen, da man in der CLE die

parallel angeordneten gleichmalligen Zellen sehen konnte.

Die Einordnung zu einem transitionalen Meningeom geschah wie in der
Histopathologie. Man sah die Komponenten sowohl von einem meningo-

theliomatdsen als auch von einem fibrésen Meningeomen.

Sehr spezifisch war die Struktur bei einem mikrozystischen Meningeom mit den
sternformigen Zellen zu sehen, die mit ihren langen Auslaufern schwammartige

Strukturen bildeten.

Somit waren bei den WHO Grad | Meningeomen die histopathologischen Kriterien auf
die CLE Technik Ubertragbar. Zusatzlich konnte man viele Strukturen, wie die
Psammomkorperchen oder Gefalde, in der CLE durch Variation an der Tiefe wahrend

der Videoaufnahmen dreidimensional darstellen.
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Die groRere Herausforderung bestand darin, die atypischen Meningeome
einzuordnen. Da in dem Patientenkollektiv alle atypischen Meningeome Uber die
Mitosendichte eingeordnet wurden, musste man das entsprechende Werkzeug in der
CLE finden. Mit dem negate Filter der Systemsoftware sah man die meisten Mitosen
und es waren in allen Tumoren von diesem Typ eine ahnliche Dichte von Mitosefiguren
festzustellen. Im Gegensatz dazu waren bei den WHO Grad | Meningeomen mit
derselben Methode keine oder nur einzelne Mitosen zu finden. Gleichzeitig lieferten
manche der atypischen Meningeome ein unruhigeres Bild, als die

meningotheliomatésen Tumore.

Das chordoide Meningeom war wiederum einfacher einzuordnen. Wie auch in den
entsprechenden Histologie Bildern waren auch in den Bildern, die mit Hilfe der CLE
entstanden sind, verschieden grol3e ungleichmalige Zellen mit Zytoplasma Vakuolen

zu sehen. Sie bildeten ein netzformiges Muster, Lappchen und Trabekel.

Auch bei dem anaplastischen Meningeom, das zu WHO Grad Ill gehort, ging es darum,
Mitosefiguren zu finden und deren Haufigkeit einzuordnen. Hier waren viel mehr
Mitosen als bei den WHO Grad Il Tumoren sichtbar. Genauso wie in der klassischen
Pathologie konnte man polynukledre Zellen sehen, die alle unregelmafig geformt
waren und eine viel hohere Zelldichte aufwiesen. Somit konnte man eindeutige
Zeichen der Malignitat mit Hilfe der CLE finden.

Erwahnenswert sind auch die Rahmenbedingungen beim Arbeiten mit der CLE. Die
Untersuchung der einzelnen Sequenzen und das Aufnehmen der Videos waren
einfach durchzuflhren und beliebig oft, mit gleichen Ergebnissen, wiederholbar. Die
Technik war schnell zu erlernen. Die Hirnzellen bekamen davon keinen Schaden und
man benodtigte keine zusatzlichen Schnitte oder Zugange. Diese Apparatur
beanspruchte nicht viel Platz und passte auch in die gangigen Operationssale der

Neurochirurgie.

Diese Studie wurde ex vivo mit Tumorproben durchgefuhrt. Im Moment arbeiten wir an
einer Klassifikation in vivo wahrend einer Operation, um die Ergebnisse mit den
spateren Schnellschnitt- und histopathologischen Ergebnissen zu vergleichen, um

direkt auf zellularer Ebene effektiver operieren zu konnen.

Wir kdnnen entsprechend dem Schnellschnitt mit dieser Technik in Zusammenarbeit

mit der Neuropathologie eine bessere Diagnosesicherheit intraoperativ erzielen. Dafur

51



Klassifizierung der Meningeome in der Neurochirurgie anhand der konfokalen Laserendomikroskopie

haben wir eine Videoubertragung in Echtzeit in das zugehoérige Pathologielabor
hergestellt, um sich zeitgleich mit dem Kollegen dort auszutauschen und die Diagnose
gemeinsam zu finden. In dem Moment, wo man mit der konfokalen Sonde den
intraoperativen Situs abscannen kann und man nicht auf eine subjektiv enthommene
Probe des Chirurgen angewiesen ist, ist die Wahrscheinlichkeit, effektiver zu
diagnostizieren und gezielter nur Tumor zu entfernen und das gesunde Gehirn zu

schonen, viel groler.

Sehr interessant wird dabei auch das Thema der Fluorophore sein. Dabei
kristallisieren sich zwei Fragestellungen: Welcher Farbstoff ist flr in vivo
Untersuchungen ideal? Und welcher ware am besten, um Mitosen zu zdhlen, um

optimal die Meningeome den WHO Graden einzuteilen?

Die in Frage kommenden Farbstoffe, auRer AF (Acriflavin Hydrochlorid), sind die
sogenannten SYTO und YOYO-1, diese wurden aber noch nicht in Verbindung mit der
CLE getestet. Zusatzlich konnte man Farbstoffe benutzen, die Tubulin markieren, wie
zum Beispiel Octadecyl Rhodamine B Chloride und Fluorescein. Letzterer wurde
schon in vivo bei Menschen angewendet®, wobei die Ergebnisse nicht so ideal, was
die Darstellung der Zytoarchitektur anbelangt, waren. Aullerdem ware der Farbstoff
Indocyaningrun (ICG) fur in vivo Untersuchungen geeignet, da es kaum
Nebenwirkungen beim intraoperativen Einsatz beim Menschen zeigt und es auch fur
die Neurochirurgie zugelassen ist. Die erste klinische Studie zur Untersuchungen der
Operabilitat der Meningeome mit der CLE-Technik lauft schon in der Neurochirurgie
Klinikum Merheim und liefert sehr vielversprechende Ergebnisse.

Zusatzlich wird auch eine Fragestellung bezuglich der Mitoserate entsprechend der
WHO Kriterien zu 16sen sein. Ab wie viele Mitosen und in welchem Feld wird man von

einem WHO Grad Il oder Grad Il Meningeom in der CLE sprechen kdnnen?

Und naturlich ware es sehr spannend, die seltenen Meningeome, die nicht in dem zur
Verfugung stehenden Patientenkollektiv zu finden waren, mit der CLE zu untersuchen
und die entsprechenden Eigenschaften zu entdecken um sie in diese Klassifikation

einflieRen zu lassen.
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5. Bemerkungen

Teile dieser Dissertation werden als Manuskript zusammengefasst und in nachster

Zeit als Publikation freigegeben werden.
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