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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Gliome und die primaren Lymphome des ZNS zeichneh sneist durch eine hohe
Malignitat aus. Vor allem die Glioblastome und di#fusen grof3zelligen B-Zell-Lymphome
weisen keine gunstige Prognose auf und die Patierstigen eine mittlere Uberlebenszeit von
nur circa sechs Monaten nach Diagnosestellung @uwgal., 2002; Panageas et al., 2005).
Die Tumormikroumgebung spielt eine wichtige Rollei lWer Entwicklung des Tumors,
bestimmt dessen klinisches Verhalten und sein Astém auf eine Therapie (Alvaro et al.,
2006; Dave et al., 2004; Glas et al., 2007). Gerttuelien dieser Mikroumgebung bieten
daher neue therapeutische Anséatze zur Unterstutdangumorspezifischen Immunantwort
und damit zur Tumorbekampfung.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Tumor-infilteeden Lymphozyten und Makrophagen,
spezifisch die regulatorischen  Subpopulationen, i@liomen unterschiedlicher
Malignitatsstufen und primaren Lymphomen des Zémdraensystems zu charakterisieren
und quantifizieren. Dazu wurden regulatorische Liogyten Gber die Expression von PD-1
und FOXP-3, regulatorische Makrophagen tber eingdssion von CD163 identifiziert. Die
Charakterisierung erfolgte mittels immunhistochernes Farbungen und Immunfluoreszenz,
die Quantifizierung ebenfalls Gber die Immunhistie, sowie Uber eine Real-Time-PCR
fir PD-1 und CD163.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dassPdpulation der infiltrierenden
Lymphozyten nur im high-grade Gliom gegeniiber derornhhlgewebe erhoht ist.
Regulatorische  Makrophagen waren im  Vergleich zumornhlgewebe im
Zentralnervensystem in allen Malignitatsgraden @Bome zu finden. Tumor infiltrierende
Lymphozyten und Tumor assoziierte Makrophagen kerten auflerdem mit dem
Malignitdtsgrad und dem Ki-67-Index des Tumors. eEirstarke Infiltration von
regulatorischen Lymphozyten und Makrophagen konateh in den primaren ZNS
Lymphomen beobachtet werden, wobei weder eine Kxiva mit einer bestimmten
Manifestation der Lymphome (pseudoencephalitisabemartig oder diffus) noch mit deren
Ki-67-Index nachzuweisen war. Bei der Charaktemisig der regulatorischen T-Zellen zeigte
sich, dass es nur selten PD-1+FOXP-3+ Zellen d@ibt.existieren folglich in den PZNSL
mindestens zwei regulatorische T-Zellsubpopulationdeben der PD-1 Expression der
T-Lymphozyten zeigten auch die Tumor-B-Zellen dgmiphome eine deutliche Expression

des inhibitorischen Molekdils.



1. Zusammenfassung

Dies liefert einen Hinweis, dass das Zusammen#$jiell+ Tumorzellen und Lymphozyten,
sowie regulatorischen T-Tellen im Lymphom eine inmniibitorische Funktion ausibt und
damit die Tumorprogression unterstitzen konnte.

Ein Unterschied im Vorkommen von tumorinfiltriereaxd Lymphozyten und Tumor
assoziierten Makrophagen zwischen Priméartumoren Redidiven war weder bei den
Gliomen noch bei den primaren Lymphomen des Zewraensystems zu sehen. Die
Immunantwort, sowie die Mechanismen des Tumorsedigs entgehen, sind folglich in
Rezidiven nicht signifikant verandert. Ein Vergleic der Immunantwort von
immunkompetenten und immunsupprimierten Lymphonepdéin liel3 keine Unterschiede in
der anti-Tumorimmunantwort erkennen.

Insgesamt tragen die Resultate dieser Arbeit dazu e differentielle Infiltration von
Lymphozyten und Makrophagen in Gliomen und PZNSlhemézu erlautern und einen
Zusammenhang zwischen den regulatorischen Zellpgpoen und der Malignitat dieser

Tumoren darzustellen.

Characterization of regulatory T cell and macrophag populations in brain tumors

Gliomas and primary lymphomas of the central nesveystem are common brain tumors and
are characterized by high malignancy. Especialightastomas and the diffuse large B cell
lymphomas feature a bad prognosis with a mean\&lrtime of six months after diagnosis
(Burger et al., 2002; Panageas et al., 2005). Tlreoenvironment of the tumor plays an
important role for the tumor development and appabes its clinical behaviour and its
responsiveness to therapy (Alvaro et al., 2006;eDehal., 2004; Glas et al., 2007). Therefore,
specific studies of this microenvironment offer néverapeutic approaches supporting the
tumor specific immune response and thereby the twoatrol.

The purpose of this work was to characterize arahtiy the tumor infiltrating lymphocytes
and macrophages, in particular the regulatory spibjations, in gliomas of different
malignancy grades and primary CNS lymphomas. Hergbrpose, regulatory lymphocytes
were identified by the expression of PD-1 and F(Regulatory macrophages by the
expression of CD163. The characterization was donemmunhistochemical staining and
immunofluorescence, the quantification by immuntdgeemistry and Real-Time-PCR for
PD-1 and CD163.



1. Zusammenfassung

In summary, it could be observed that the poputatd infiltrating lymphocytes is only
increased in the high grade gliomas compared to rtbemal tissue. The regulatory
macrophages were detected in gliomas of all matignagrades compared to the normal
tissue of central nervous system. Furthermore tumbltrating lymphocytes and tumor
associated macrophages correlated with the maliyngrade and the Ki-67 index of the
tumor. A strong infiltration of regulatory lympha&g and macrophages was also observed in
the primary CNS lymphomas, whereas neither a airosl with a specific type of
manifestation (pseudoencephalitic, carped-like iffiuge) nor with their Ki-67 index was
detected. The characterization of regulatory Tscellows that PD-1+FOXP-3+ cells were
rare. Therefore, not less than two regulatory pajpmhs have to exist in primary CNS
lymphomas. Besides the PD-1 expression of the Iyoyptles also the neoplastic B cells were
distinguished by a clear expression of the inhigitmolecule. There is evidence that the
interaction between PD-1+ tumor cells and lymphesyts well as Treg in lymphomas have
an immune inhibitory function, thus promoting thenbor progression.

A difference in the incidence of tumor infiltratintymphocytes and tumor associated
macrophages between primary tumors and relapsesweerfound, neither in gliomas nor in
primary CNS lymphomas. Accordingly, the immune esge as well as the mechanisms of
tumor to escape from it, are not changed signiflgam relapses. A comparison of the
immune response of immune competent and immune mmged patients shows no
differences in the anti-tumor immune response.

In summary, the results of this work contributeeplain in detail the differential infiltration
of lymphocytes and macrophages in glioma and pgr@dS lymphoma, and to demonstrate

the correlation between the regulatory cell popoiest and the malignancy of these tumors.



2. Einleitung

2. Einleitung

2.1 Das menschliche Gehirn

Das zentrale Nervensystem ist die Steuerzentraekdepers. Es setzt sich aus dem Gehirn
und dem Rickenmark zusammen. Das Gehirn liegt inSdaadelhéhle und wird von drei
Hirnhauten (Dura mater, Arachnoidea mater und Paderh umgeben, welche zum Schutz
und zur Versorgung des Gehirns beitragen. Zusatbefindet sich im Subarachnoidalraum,
welcher zwischen der Arachnoidea mater und der rRader gelegen ist, der Liquor
cerebrospinalis, eine klare, farblose Flussigkeilche hauptsachlich zur Polsterung des
Gehirns dient.

Das Gehirn selbst wird grob in vier Bereiche umdéirt Grof3hirn, Kleinhirn, Zwischenhirn
und Hirnstamm. Das GroRRhirn gliedert sich in zwenkispharen und besteht aus dem
aulBeren Rindenband (graue Substanz) und dem inRenglenmark (weiRe Substanz). Im
Rindenband liegen die Nervenzellen, im Rindenma@iegen nur Nervenfasern. Die Rinde
kann in verschiedene Felder unterteilt werden, meslEunktionen wie Sehen, Riechen,
Empfindung oder aber Gedachtnis steuern. Das Kilaingliedert sich ebenfalls in zwei
Hemispharen und ist unter anderem fur Gleichgewid#wegung und Koordination
verantwortlich. Zum Zwischenhirn zéhlen Thalamusypéthalamus, Subthalamus und
Epithalamus. Der Thalamus dient als Vermittler v&mgnalen zum Grof3hirn. Der
Hypothalamus ist fir die Bildung verschiedener Homme sowie die vegetative Steuerung des
Organismus zustandig. Der Hirnstamm ist der altésiedes Gehirns und Gbernimmt neben
der Steuerung sensorischer und motorischer Sigmalktige elementare Funktionen des
Organismus.

In allen Bereichen des Gehirns werden die Nervégizelon Gliazellen umgeben, welche als
Stutzgerust und als elektrische Isolation zwisctien Nervenzellen dienen. AuRerdem sind
die Gliazellen malRgeblich am Stoff- und FlUssigkeginsport, sowie an der
Aufrechterhaltung der Homdostase im Gehirn Dbeteiligjuch bei Prozessen der
Informationsverarbeitung, -speicherung und —westerhg sind diese Zellen involviert. Die
Astroglia oder Astrozyten findet man in der grawsw in der weil3en Substanz. Sie zeigen
einen sternformigen Aufbau und stehen durch ihretsktze mit den BlutgefalR3en in
Verbindung. Bei pathologischen Prozessen werdenoAgen reaktiv, d.h. bilden verstarkt

Gliafasern und schwellen an (reaktive Astrogliose).



2. Einleitung

Oligodendroglia oder Oligodendrozyten zeichnen dgichich kleine, runde Zellkerne mit

hohem Anteil an Heterochromatin aus. Ebenfallsenu @liazellen gehdort die Mikroglia, auch

Hortegazellen oder Mesoglia genannt. Diese Zelldillen nicht die genannten typischen
Gliazellfunktionen, sondern bilden eine aktive Immabwehr im Zentralnervensystem. Bei
Aktivierung durch pathologische Prozesse erlangeilis Funktion der Phagozytose und der
Sekretion inflammatorischer Molekiile. Letztendlgthd noch die Ependymzellen zu nennen,
welche die einschichtige Auskleidung des HohlraumsZentralnervensystem bilden und
ebenfalls zu den Gliazellen gehoéren. Einige Epermijyien werden als Plexusepithelien
bezeichnet und bilden zusammen mit einem Teil dar rRater den Plexus choroideus,
welcher in den Hirnventrikeln liegt und fir die Buktion des Liquor cerebrospinalis

verantwortlich ist (Trepel, 2008).

2.2 Das menschliche Immunsystem

Als Immunsystem (vom lateinischemmunis= unberlhrt, frei, rein) wird ein komplexes
Netzwerk bestehend aus Organen, Zellen, ProteindrMolekilen bezeichnet, welches zum
Schutz des Organismus vor korperfremden Substan@dnKrankheitserregern wie Viren,
Bakterien und Pilzen dient. Aul3erdem ist es inldege fehlerhaft gewordene korpereigene
Zellen zu entfernen. Das Immunsystem kann in zwaeBhe unterteilt werden. Zum einen
besteht es aus dem angeborenen Immunsystem undamderen aus dem adaptiven
Immunsystem, welches auch als erworbenes Immumsysézeichnet wirdDas angeborene
Immunsystem stellt die vorderste Frontlinie der lamabwehr da. Durch physikalische
Barrieren, wie z.B. die Epithelien oder chemisclaerigren, wie z.B. der pH-Wert im Magen
treffen in den Organismus eingedrungene Pathogehelen ersten Widerstand. Lésliche
Faktoren wie Lysozyme, Akutphaseproteine, Zytokinelyp-I-Interferone und
Komplementproteine kénnen Pathogene relativ schbekampfen. Zu den zellularen
Komponenten des angeborenen Immunsystems gehoragoBiien, wie Monozyten,
Makrophagen, Neutrophile, und Dendritische ZellBE), aber auch natirliche Killerzellen
(NK-Zellen). Die Mechanismen der angeborenen Imrbwedar sind relativ unspezifisch und
werden unmittelbar nach dem Eindringen eines Ersegktiv. Die adaptive Immunantwort
setzt erst einige Tage nach einer Infektion eirs. Bi diesem Zeitpunkt wird die Infektion

allein durch das angeborene Immunsystem unter Bibegehalten.



2. Einleitung

Das adaptive Immunsystem besteht ausschliel3liclhhyymphozyten. Diese werden unterteilt
in T-Lymphozyten und B-Lymphozyten. Letztere proéwven nach einer Aktivierung
Antikorper, welche die humorale Immunantwort desmiyen Immunsystems darstellen. Die
Zellen des adaptiven Immunsystems erkennen numbast Antigene und bilden daher eine
spezifische Immunantwort aus. Eine klonale Expoessipezifischer Effektorklone und die
daraus resultierende Spezifitat ist auch der Grwadym die Immunantwort des adaptiven
Immunsystems erst nach einigen Tagen nach dem éukomtakt erfolgt. Nach dem
Antigenkontakt ist das adaptive Immunsystem inldege, ein immunologisches Gedachtnis
zu entwickeln, wodurch die Immunantwort bei einemeaiten Antigenkontakt schneller
erfolgen kann. Auf Grund verschiedener Membranpmet&kénnen die T-Lymphozyten in
CD4-positive (CD2) T-Helferzellen (T;) und CD8-positive (CD§ zytotoxischen T-Zellen
(CTL) unterteilt werden. Die Funktion der T-Helfele besteht in der Ausschittung von
Zytokinen, um damit anderen Zellen des Immunsystems Makrophagen, CTL oder B-
Zellen zur Aktivierung zu helfen. CTL dienen zumetiten Abtbten infizierter Zellen. Dies
wird durch das Effektormolektl Perforin ermdglicktelches in der Lage ist, Poren in der
Membran der infizierten Zelle auszubilden. Dadwkohnen die lytischen Granula der CTL in
die Zielzelle eindringen und den Zelltod auslésBamit CD4- und CD8 T-Zellen ihre
Funktion erlangen, missen sie zunachst aktiviertl@re Dies geschieht durch Bindung des
T-Zellrezeptors (TCR) auf ihrer Zelloberflache aenide Antigene, welche von sogenannten
»-major histo-compatibility complex* (MHC) auf der Werflache einer Zelle prasentiert
werden. Zellen mit dieser Eigenschaft der Antigéspntation werden daher als Antigen
prasentierende Zellen (APC) bezeichnet. Dazu geh®€, B-Zellen und Monozyten/

Makrophagen (Janeway et al., 2002).
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2.2.1 Immunologie des ZNS

Das zentrale Nervensystem unterscheidet sich hehugteiner Immunreaktion bei

pathologischen Prozessen von den Ubrigen OrgandnGaweben im Koérper. Auf Grund

seiner hohen Sensitivitdt besitzt es verschiedeigenBchaften, um sich vor einer
UubermaRigen Immunantwort und daraus resultierei@tdrden zu schiutzen. Es wird daher
den immunprivilegierten Organen zugeordnet (Batket Billingham, 1977). Neuere Studien
belegen jedoch, dass weniger die Isolation des ¥& Immunsystem der Grund fir diese
Zuordnung ist, sondern vielmehr die zahlreichen Zi¢Steuerten Mechanismen, die eine
T-Zellantwort innerhalb des ZNS regulieren (Bechm&005; Ransohoff et al., 2003). Einer
dieser Mechanismen ist die Blut-Hirn-Schranke (BH®Elche hauptsachlich von eng
verbundenen Endothelzellen in den Kapillaren gebildird. Sie dient als physiologisches
Hindernis zwischen dem ZNS und dem Blutkreislaudl lontrolliert selektiv die Passage
bestimmter Metaboliten, Plasmaproteine und Immueze(Abbott et al., 2006; Hickey,

1991). Dem Hirnparenchym fehlen aul3erdem die ldaken antigen-prasentierenden Zellen
(APC): die dendritischen Zellen (DC). Die Mikrogigllen sind die immunkompetenten
Zellen des Parenchyms und regulieren die angebowedeadaptive Immunantwort. Bei

Aktivierung steigt die Fahigkeit zur Antigenprasaian, welche jedoch im Vergleich zu der
der DCs gering ist (Miller et al., 2007; Olson avdler, 2004). Aul3erdem besitzt das ZNS
kein konventionelles Lymphsystem, wodurch Antigesehlechter abtransportiert werden
konnen und durch bestimmte Zytokine ein antientidneds Milieu geschaffen wird (Cserr

und Knopf, 1992). Es konnte auch die Expressiorsagnter Todesmolekiile auf Astrozyten
nachgewiesen werden, welche bei T-Zellen Apoptasttaen konnen (Bauer et al., 1998;
Ford et al., 1996). Durch diese komplexen Mechaeaisikann das ZNS zu Recht als ein

besonderer immunologischer Bereich bezeichnet werde
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2.3 Hirntumoren

Im Vergleich zu peripheren soliden Tumoren istldiddenz primarer Tumoren des ZNS mit
2 % aller Krebserkrankungen zwar gering, jedocltiae@n sie sich oft durch eine starke
Aggressivitat und schnelle Progression aus. Amibsien treten Gliome auf, bei denen es
sich um Neoplasien der Gliazellen handelt. Sie eerdon der World Health Organisation
(WHO) in vier Malignitatsgrade eingeteilt: Histoisgh benigne Hirntumoren, welche
langsam wachsend sind und sehr gute Prognosen ,haimyden dem WHO Grad |
zugeordnet. Infiltrativ wachsende Tumoren, welchefiyer rezidivieren und in bosartigere
Tumoren Ubergehen kdnnen, werden als WHO Gradrioran, auch ,low grade® Tumoren,
bezeichnet. WHO Grad Ill Tumoren werden als béganialigne, bezeichnet und sind durch
eine deutliche Reduktion der Uberlebenszeit gekeichmet. Nach der Resektion sind in der
Regel Chemo- oder Strahlentherapie notwendig. BDehimalignen WHO Grad IV Tumoren
zeichnen sich durch eine sehr schlechte Prognoseeimer kurzen Uberlebenszeit der
Patienten aus. WHO Grad Ill und IV Tumoren werdds ghigh grade“ Tumoren
zusammengefasst (Louis et al., 20@ie Prognose eines Tumors des ZNS wird jedoch nicht
nur durch den Malignidtsgrad des Tumors, sondech aurch seine Lokalisation bestimmt.
Je nachdem aus welcher Ursprungszelle der Tumstagdien ist und welcher Zelltyp das
Zellbild dominiert, werden sie in Astrozytome untigodendrogliome unterteilt. (Burger und
Scheithauer, 2007; Kolles et al., 1998). ,Low gfadstrozytome zeichnen sich durch ein
langsames Wachstum aus. Die Tumorzellen wachsémsdiffiltrierend, das bedeutet der
Tumor ist kaum abgrenzbar vom nicht-neoplastiscGemvebe. Das histologische Bild ist
gepragt durch ein Nebeneinander von Nervenzellaonén, normalen Gliazellen, reaktiven
Astrozyten, sowie von mehr oder weniger dicht Iredgn neoplastischen astrozytaren Zellen
(Burger et al., 2002).

Der Tumor ist durch die unscharfe Tumorgrenze ekt nicht komplett chirurgisch
entfernbar. Hierdurch kommt es zu Rezidiven, welchieine Progression zu einem héheren
Malignitatsgrad aufweisen (Salcman et al., 1994chinaligne Astrozytome mit WHO Grad
IV werden als Glioblastome (GBM) bezeichnet. Siellsh 15-20% aller intrakraniellen
Tumoren und 50% der Gliome dar (CBTRUS, 2010; Ohgadl Kleihues, 2005). Sie kdnnen
primar auftreten oder sekundar als progredientasoAgom. Histologisch zeigen sich im
Vergleich zu den diffusen Astrozytomen niegrigedalignitatsgrades zusatzlich zu den

dichteren neoplastischen Astrozyten strichformigi&idsen und Gefal3proliferate.
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Dadurch kommt es zu einer Storung der Blut-Hirnf&oke und es kdnnen auch Blutungen
auftreten. Lokalisiert ist das Glioblastom meisttigfen frontalen Marklager und breitet sich
in kontralateralen Hemisphéren aus. Die Glioblagt@atenten zeigen eine mittlere
Uberlebenszeit von ca. sechs Monaten nach Diagretises) (Burger et al., 2002). Nach den
Metastasen, welche an zweiter Stelle in der Haeftgkaligner Neoplasien im ZNS stehen,
sind differentialdiagnostisch die priméaren ZNS Lymome (PZNSL) zu nennen. Diese stellen
eine interessante Entitdt dar, da die Haufigkeibnggn auftretender PZNSL bei
immunkompetenten Patienten in den letzten Jahrgarmmmen hat (Eby et al., 1988; Miller
et al., 1994). Es handelt sich bei diesen Tumorarextranodale Non-Hodgkin-Lymphome,
welche sich primédr im ZNS, selten auch im Auge, iestieren. Zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung ist keine extradurale Lymphomnestétion feststellbar (Ellison und
Wilkins, 2001; Hochberg und Miller, 1988). Am h&ysdten treten die diffusen grof3zelligen
B-Zell-Lymphome auf (DLBCL von ,diffuse large B d¢elymphoma®) (Kleihues und
Cavenee, 1998). Diese Tumorentitat zeichnet sicbhdgrol3e, runde Kerne und vergrof3erte
Nukleoli aus. Auch Nekrosen und Apoptosen sind igawfu finden. Neben einem
rasenartigen Wachstum des Tumors, kdnnen die Twathemnzauch perivasal akkumulieren
(pseudoencephalitisches Wachstum) oder diffus imdéwebe verteilt liegen. Begleitend zu
den Tumorzellen treten haufig auch reaktive Lymptez auf, welche auch als Tumor-
infiltrierende Lymphozyten (TIL) bezeichnet werd@urger et al., 2002).

2.4 Immunregulation in Tumoren

Die Kontrolle durch das Immunsystem ist ein wichtigAspekt bei der Entwicklung von
Tumoren. Dieser Prozess kann in drei Phasen eitigegrden. In der ersten, sogenannten
Eliminierungsphase, werden die Tumorzellen vom Imgystem detektiert und zerstort, das
Tumorwachstum wird unterdrtickt. AuRerdem wird dambr von seiner Umgebung gepréagt
und es proliferieren nur die Tumorzellen, welchewemigsten immunogen gegen die aktive
Immunantwort sind. Selten werden alle Tumorzellearsrt und es kommt zur
Gleichgewichtsphase. Die Tumorzellpopulation eigsgth Mechanismen an, um der
Immunkontrolle zu entgehen, kann jedoch gerade mmch Immunsystem unter Kontrolle
gehalten werden. Dieses Gleichgewicht kann bis zhreren Jahren aufrecht erhalten
werden. Schliel3lich bildet sich aus der schnell ienebhden Tumorzellpopulation ein

immunresistenter Phanotyp.
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Der Tumor befindet sich in der dritten und letzRirase, der Fluchtphase (Immunescape) und
kann nicht mehr langer vom Immunsystem kontrolldrden (Dunn et al., 2004). Die
Mechanismen, die der Tumor benutzt, um sich der umantwort zu entziehen, sind sehr
vielfaltig: Klassische HLA-I Liganden werden niclmehr exprimiert, daflr alternative
Formen, welche schlechter das Tumorantigen pr&senti(Algarra et al., 2000). Auch
immunstimulatorische Molekile wie IFN-fehlen (Kaplan et al., 1998), dafir werden
immunsupprimierende Zytokine, wie z.B. T@Feder IL-10, Uberproduziert (Khong und
Restifo, 2002). Die Tumorzellen kénnen auch bestieniniganden, z.B. MIC oder IDO
sezernieren, welche die Immuneffektorzellen ditetnmen (Groh et al., 2002; Uyttenhove
et al., 2003). Gleichzeitig kdnnen die Tumorzelleaktoren exprimieren, die ihr eigenes
Wachstum fordern und die Apoptose verhindern (Kkowva et al., 2003). Ein weiterer
effektiver Mechanismus der Immunantwort zu entgehe&st die Generierung bzw.

Rekrutierung von regulatorischen T-Zellen durch @iamor (Curiel et al., 2004).

Genetische Instabilitat
+ Immunselektion

Eliminierungsphase Gleichgewichtsphase Escapephase

Abbildung 1: Die drei Phasen der Immunreaktion beider Tumorentwicklung

Neoplastische Zellen werden in der Eliminierungsehdurch CD4+ und CD8+ T-Zellen, sowie NK-Zellemdun
Makrophagen bekampft. Kénnen die entarteten Zalleht beseitigt werden, tritt die Gleichgewichtsphaein,
welche sich durch mutierende Tumorzellen und eaievache Immunantwort gegen die neu gebildeten Zelle
auszeichnet. In der Escapephase produzieren dieofEelten hemmende Faktoren, welche neben den
regulatorischen T-Zellen die Immunantwort minimaltan.

10
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2.4.1 PD-1

Das koinhibitorische Molekil PD-1, welches haupidigb auf T-Zellen, aber auch auf
B-Zellen und myeloiden Zellen exprimiert werden kawird durch Bindung seiner Liganden
PDL-1 wund PDL-2 aktiviert und bewirkt eine Inakevung der Trégerzelle
(Agata et al., 1996). Ursprunglich identifiziert e es bei Hybridoma-T-Zellen, die gerade
in Apoptose gingen, aber auch bei aktivierten witenden T-Zellen (Ishida et al., 1992).
Durch inhibitorische Signale reguliert es die TiZkilivierung, Toleranz und
immunvermittelte Gewebsschadigung. Bei Aktivierusmer T-Zelle wird es verstarkt
exprimiert, um auch ein Abschalten der Aktivierung gewahrleisten. Danach sinkt die
Expression von PD-1 wieder (Sharpe et al., 200@).pBrsistierendem Antigen dagegen, wie
es bei einem Tumor vorkommt, werden die T-Zellréaegm permanent stimuliert und PD-1
bleibt konstitutiv auf den T-Zellen exprimiert. Aefdlem exprimieren eine Reihe von
Tumoren den Liganden B7-H1 und sorgen dafir, destichorreaktiven T-Zellen in eine Art
Ruhezustand Ubergehen. Proliferationskapazitagkyproduktion und Zytotoxitat sind stark
reduziert, wobei die Tendenz zur Apoptose erhdh{Deng et al., 2002; Iwai et al., 2002;
Keir et al., 2006). Wegen seiner regulatorischege&schaften spielt der PD-1 Signalweg
auch eine wichtige Rolle bei der Immunsuppressiemmittelt durch regulatorische T-Zellen
(Kitazawa et al., 2007). Die Expression von PD4dllissomit einen wichtigen Faktor in der

unterdrickten Mikroumgebung bei Tumoren dar.

Anti-Tumor- l
Immunantwort

Abbildung 2: Tumorinduzierte T-Zellanergie

Durch verstéarkte Expression von B7-H1 auf der Tuweboberfliche wird das PD-1 Molekdl der
immunreaktiven T-Zellen gebunden und ein inhib&ohies Signal in der T-Zelle ausgel6st. Die Expossgbn
PD-1 wird verstarkt und die tumorspezifische T-Zelritt in einen Ruhezustand ein, die Anti-Tumor-
Immunantwort wird gehemmt.

11
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2.4.2 Requlatorische T-Zellen

Um ein Gleichgewicht zwischen Immunitat und Toleraufrecht zu erhalten, unterdriicken
regulatorische T-Zellen (Treg) die Aktivierung désimunsystems durch die direkte
Inhibierung von aktivierten T-Zellen. Diese T-Zeltgpopulation zeichnet sich durch eine
starke Expression der IL-2 Rezeptokette, CD25 und FOXP-3 aus (Sakaguchi et al., 2006
Neben den natirlicherweise im Thymus vorkommendesg,Tkdnnen sich auch in der
Peripherie aus CD4+FOXP-3- T-Zellen regulatorisdhgellen durch die Expression von
FOXP-3 entwickeln (adaptive Treg). Diese Populatisinjedoch nicht stabil und die Treg
konnen auch durch Verlust von FOXP-3 wieder zu lgfeellen umgewandelt werden
(Fontenot et al., 2003; Yang et al., 2008). AuchPind B7-H1 kdnnen auf Treg exprimiert
werden, wobei dieser Signalweg die Initialphase dttivierung und Expansion
selbstreaktiver T-Zellen limitiert und die Effektonktion selbstreaktiver Effektorzellen
beschréankt (Keir et al., 2006; Probst et al., 208%f3erdem wird durch die Expression von
PD-1 die Erhaltung der Treg Population geférded dre Formation von immunologischen
Kontakten stabilisiert (Francisco et al., 2009)r P®-1 Signalweg unterstitzt also auch die
Entwicklung und Funktion von Treg und reguliert diamlas dynamische Gleichgewicht
zwischen potentiell pathogenen selbstreaktiven lfedeind Treg.

2.4.3 Reqgulatorische Makrophagen

Unter den Makrophagen und Monozyten konnte eingo&uuation identifiziert werden, der
man unter anderem auch regulatorische Eigenschattgpricht (Zwadlo et al., 1987). Vor
allem Makrophagen dieser Subpopulation zeigen dixpression von CD163, ein
Typ-1-Membranprotein, welches sowohl als membrawgies als auch I6sliches Protein
vorkommt (Law et al., 1993). Zum einen kann CD168exe Molekile wie TWEAK (tumor
necrosis factor-like weak inducer of apoptosis) roHémoglobin-Heptaglobin-Komplexe
internalisieren, damit diese abgebaut werden. Zndei@n kann es Erythrozyten binden und
deren Uberleben sichern. AuRerdem fungiert es almunsensor bei Bakterienbefall.
(Bover et al., 2007; Fabriek et al., 2007; Fabeekl., 2009; Kristiansen et al., 2001). Neben
den klassisch aktivierten Makrophagen, welche Baterien oder IFN- aktiviert werden,

konnte auch eine Population alternativ aktivieMiekrophagen entdeckt werden.

12



2. Einleitung

Diese entstehen in einem bestimmten Milieu, unteteeem bestehend aus IL-4, IL-13 und
M-CSF, und exprimieren nach der Aktivierung stafR1®3. Aul3erdem produzieren sie im
Gegensatz zu den klassisch aktivierten Makrophagamg 1L-12, IL-23, dafir mehr IL-10,
TGF{ und Arginase-1, welche in einem Tumor die T-Zdllakt gegen die Tumorzellen
hemmen. Aul3erdem exprimieren sie EGFR und IL-8cheeldirekt das Tumorwachstum
positiv beeinflussen konnen. Umgekehrt konnte newalgsen werden, dass auch die
Tumorzellen Faktoren exprimieren, z.B. M-CSF, welditernativ aktivierte Makrophagen
induzieren. Eine Korrelation zwischen CD163+ Makragen und der Malignitat und
Tumorprognose bei Gliomen konnte bereits festgéstetrden (Fujiwara et al., 2011;
Komohara et al., 2008).

IL-4
IFNy IL-13
Bakterien M-CSF.

BVARAN

M1 M2 L8
CD68+ CD68+ IL-10 A
CD163- CD163+ |TGFp —
Arginase-1
Klassische Aktivierung Alternative Aktivierung

Abbildung 3: Aktivierung von Makrophagen

Bei einer klassischen Aktivierung werden Makrophagater anderem durch IkNoder Bakterien stimuliert.
Sie werden als M1 Makrophagen bezeichnet und exprém den klassischen Makrophagenmarker CD68, aber
kein CD163. Durch IL-4, IL-13 oder M-CSF, welchemvTumorzellen produziert werden kann, entwickéth s

M2 Makrophagen, welche sowohl fiir CD68 als auchG@163 positiv sind. Durch die Sekretion von EGFR
und IL-8 kénnen sie direkt das Tumorwachstum pesiteinflussen. Uber die Produktion von IL-10, TGF-
und Arginase-1 hemmen sie die Aktivitat tumorspseffer T-Zellen und verhindern so eine erfolgreiche
Tumorbekampfung.
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2.5 Histologie des ZNS

Die Histologie (von gr. histos ,Gewebe” und logokehre®) ist die Wissenschaft vom
Gewebe und eine Schnittstelle zwischen der Medixid der Biologie. Vor allem fur die
Pathologie ist die Histologie wichtig, um krankleaftYyeranderungen im menschlichen
Organismus zu untersuchen und stellt somit die Bage zur Erstellung pathologischer
Befunde dar. Die histologischen Techniken ermdgiichchnelle, kostenginstige und sichere
Diagnosen im Vergleich zu anderen diagnostischafeXieen. Gewebeproben eines Patienten
werden uber verschiedene Arbeitsschritte zu milopschen Praparaten verarbeitet, welche
dann vom Pathologen untersucht werden. Die Bewgrtustologischer Préaparate liefert dem
Kliniker wichtige Informationen fur die DiagnoseiedTherapie, sowie die Prognosen eines
Patienten. Ebenso wie in allen anderen OrganenQawieben ist es auch im ZNS zwingend
notwendig, die Struktur und den Aufbau von normal@ewebe zu kennen, um abnormales
Gewebe zu erkennen und einer Erkrankung zuzuordben.grobe anatomische Aufbau,
sowie die wichtigsten Zellkomponenten und derenkan wurden schon unter 1.1. genannt.
Fur die vorliegende Arbeit sind vor allem die nempischen Astrogliazellen, sowie die
Mikroglia und die infiltrierenden bzw. neoplastiechLymphozyten von Bedeutung, weshalb

deren mikroskopische Anatomie néher erklart wird.

2.5.1 Histologie der Astrozyten

Astrozyten weisen im normalen Hirngewebe eine &bemmge Struktur auf, welche jedoch

nur mittels einer Farbung des sauren Gliafasernmot@SFAP) sichtbar wird. In der HE-

Farbung sind lediglich die Kerne der Astrozyterhthar. Durch Schadigung des ZNS kommt
es zu einer reaktiven Astrozytose, welche sich ldaine Hypertrophie und Hyperplasie der
Astrozyten auszeichnet. Die erste Reaktion dero&gten ist die Hypertrophie. Die Zellgrol3e
nimmt zu und das Zytoplasma wird prominenter. Bdsos zytoplasmareiche Astrozyten
werden dann als Gemistozyten bezeichnet. Bei cbrber Astrogliose tritt auch die

Hyperplasie auf. Dabei steigt sowohl die Anzahlalsh die Dichte der astrozytaren Nuklei
ohne begleitende zytoplasmatische Prominenz (MA0$6). Neoplastische Astrozyten zeigen
ahnliche Veranderungen wie bei einer Gliose. Dehnsemd die beiden Prozesse zu

differenzieren.
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Die sternférmige Gestalt der Astrozyten ist im @liovenig ausgepragt, aul3erdem treten die
neoplastischen Astrozyten mit einer hoheren Zdilgiaund in unregelméaRigerer Verteilung
auf. Beim diffusen Astrozytom ist die Erhohung déelldichte gegeniber der weil3en
Substanz nicht immer direkt deutlich sichtbar. Deoplastischen Zellen erscheinen jedoch
pleomorph, hyperzellular und hyperchromat. Inndrhales Tumors kann sich die
Zellmorphologie verschiedener Areale unterscheid&iten mit unauffalligem Zytoplasma
und nackt erscheinenden Kernen sind meistens irinditrationszone zu finden. Zellen mit
reichlich eosinophilem Zytoplasma und exzentrisckemen findet man haufig in Regionen
mit hoher Zelldichte. Letzterer Zelltyp wird aucls @emistozytische Variante bezeichnet.
WHO Grad Il Astrozytome zeigen prinzipiell die gleen Zellmorphologien wie die diffusen
Astrozytome. Die Kerne erscheinen zum Teil dunklad atypischer, das Zytoplasma ist
reduziert. Generell sind die Zelldichte und die dddrate gegeniber dem diffusen
Astrozytom erhoht. Kapillarproliferation und Nekewvs zusétzlich zur beschriebenen
Zellmorphologie, zeichnen einen Tumor als WHO Giddeinem Glioblastom, aus. Diese
Tumoren sind meist sehr heterogen. Ein Mix ausrptephen Zellen mit hyperchromaten
Kernen und variabler Menge an blassem Zytoplasmahasifig zu sehen. Aber auch
monomorphe kleinzellige Areale sind nicht seltenede Zellen sind charakterisiert durch
meist runde oder langliche Kerne und sehr wenigoglgsma. Vereinzelt kdnnen auch

Riesenzellen mit multiplen Kernen im Glioblastonfiugelen werden (Burger et al., 2002).

2.5.2 Histologie der Mikroglia

Die Mikroglia des ZNS ist homogen im Parenchym eiirtund besteht aus Zellen mit
kleinen, dunklen, verlangerten Kernen, welche in ldE-Farbung unauffallig sind. Mittels

immunhistochemischer Farbung, z.B. mit CD68, kaienjedoch sichtbar gemacht werden.
Bei pathologischen Prozessen bzw. Schadigung de&s etitisteht eine diffuse Mikrogliose.
Fokal bilden sich auch mikrogliale Knétchen aus Mitia und aktivierten Astrozyten. Aus

der Mikroglia entstehen zum Teil auch Makrophageelche das Gewebe infiltrieren. Aber
auch aus Blutmonozyten werden Makrophagen im Gewgdigldet. Die Makrophagen

zeichnen sich durch mittlere bis grof3e Kerne aug\2006).
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2.5.3 Histologie der Lymphozyten

Lymphozyten, welche bei pathologischen ProzessenZiNS wandern, sind durch ihre
Morphologie gut vom Hirngewebe abgrenzbar. Sie tbesi kleine, runde Kerne, relativ
wenig Zytoplasma und das Chromatin ist kondensigig. Unterscheidung der T-Zellen von
B-Zellen ist ohne immunhistochemische Farbung sehger. T-Zellen zeigen etwas weniger
Zytoplasma und irreguléarere Kerne als die B-Zellbas Chromatin der T-Zellen ist noch
etwas dichter als das der B-Zellen. Meist sindldimphozyten im ZNS perivasal zu finden
(Mills, 2006).

Eine Neoplasie der B-Zellen, das diffuse, grol3gellB-Zell-Lymphom, ist das haufigste
primare ZNS Lymphom. Die neoplastischen B-Zellemdsauf Grund der deutlich erhéhten
GrolRenzunahme gut von nicht neoplastischen Lympbozyinterscheidbar. Auf Grund

verschiedner B-Zellmorphologien kann das DLBCL ireidVarianten unterteilt werden,

wobei jedoch bei fast allen DLBCL ein Mischbild liegt (Harris et al., 1994). Am

haufigsten tritt die zentroblastische Variante auWNeoplastische Zentroblasten des
Keimzentrums, charakterisiert durch helle, rundlicKkerne und zwei bis drei meist
randstandige Nukleolen, zeichnen die haufigste avidei aus. Immunoblasten, also
extrafollikulare B-Blasten, bilden die Basis desnmmoblastischen DLBCL. Es handelt sich
dabei um grof3e Zellen mit rundlich-ovalem Kern,itdodm und zentralen Nukleolus und
einem Dbreiten basophilen Zytoplasma. Die anaptdstis Variante, bestehend aus
pleomorphen, zum Teil mehrkernigen B-Zellen iseeehr aggressive Form des DLBCL und

eher selten (Lennert und Feller, 1990).
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2.5 Ziele der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll die Immunantwortpesgiell von Immunzellen mit
regulatorischer Funktion, bei verschiedenen Hirrdrentitdten vergleichend untersucht
werden. Basierend auf bestehenden Veroffentlichungeer die Vorgange bestimmter
regulatorischer  Signalwege in  Tumoren wird eine glechende Analyse
Tumor-infiltrierender Lymphozyten (TIL) und Tumossoziierten Makrophagen (TAM) in
unterschiedlichen Tumorentitaten erstellt. Im Einea werden mittels
immunhistochemischer Farbungen die regulatoriscBebpopulationen von Lymphozyten
und Makrophagen auf Proteinebene identifiziertrakirisiert und quantifiziert. Auf3erdem
soll die Genexpression der Marker fur regulatosdhZellen (PD-1) und regulatorische

Makrophagen (CD163) quantitativ mittels Real-TimeHPanalysiert werden.

Folgende Fragestellungen sollen explizit beantwevezden:

* Inwiefern besteht ein Unterschied im Auftreten inmregulatorischer T-Zellen und
Makrophagen in Gliomen und normalem Hirngewebe?

* Besteht eine Korrelation zwischen dem Auftretenulatgrischer T-Zellen bzw.
regulatorischer Makrophagen in Gliomen und derefigviaét oder Ki-67-Index?

* Wie haufig treten diese regulatorischen Populatobei einem nicht hirneigenen
Tumor des Immunsystems auf, welcher sich im Gemamifestiert hat (PZNSL) und
wie unterscheidet sich das Vorkommen solcher Zeliem Vergleich zum
Normalgewebe des ZNS?

* Besteht eine Korrelation zwischen dem Auftreterutagrischer Zellpopulationen in
PZNSL und deren Manifestationsart oder deren Kir@glex?

* Wie sind diese Populationen charakterisiert, weldaeker werden exprimiert?

* Gibt es Unterschiede in der Immunantwort bei rezélenden Tumoren zwischen
Primartumor und Rezidiv?

* Welchen Einfluss hat die Immunsuppression bei PZIRatienten auf das Auftreten

der regulatorischen T-Zell- sowie Makrophagenpotamhen?
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Geréatschaften

Ausgiel3station Tissue-TeR, TEC EC S/N 47150853, Sakura Finetek
Germany GmbH, Heppenheim

Brutschranke Heraeus Instruments, Function Line T6 und T12, iHana

Dampfgarer BRAUN Multi Gourmet, Kronberg

Gewebeeinbettautomat Shandon, Excelsior ES, H42/EG 48289 Thermo Fisher

Scientific, Massachusetts, US

Mikroskop Nicon Eclipse E600 & Olympus Typ BH-2paa
Leica DM5000B, Wetzlar

PCR-Thermocycler MyCycler, BIO-RAD, Kalifornien, US
Pipetten Eppendorf, Hamburg
Rotationsmikrotom Reichert-Jung, Typ 2030, Wiente@sich
Spectrophotometer Nanodrop ND-1000, PeqLalangdn

Real-Time-PCR- System 7900HT Real-Time PCR Sys8&nftyware: 7900HT
Version 2.3, Applied Biosystems, Kalifornien, US

Wasserbad GFL Typ 1052, Gesellschaft fur Labortechnik mbHyduedel
Warmeplatte Bestandteil der Ausgiel3station, Tiskeié:
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Vortexer

Zenrifugen

Vibrofix VF1, Janke+Kunkel, IKA-Laltechnik, Staufen

5415 R, Eppendorf, Hamburg
Z-326-K, Hermle, Wehingen

3.1.2 Verbrauchsmaterialien und Plastikartikel

Coverplates

Deckglaser

Latexhandschuhe

Objekttrager

Pipettenspitzen

Reaktionsgefalie
(0,5, 1,0, 2,0ml)
96-well-Platten

Versieglungsfolie

fur Platten

Shandon Coverplate QTY: 25,
Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, US

24 x 50mm, Glasdicke: 0,13- 0,16mm,
R. Langenbrink Labor-und Medizintechnik, Emmendimge

Hartmann, Heidenheim

Super Frost Plus,LOT 24499, R. Langenbrink
Labor-und Medizintechnik, Emmendingen

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

MicroAmp 96well reaction plate, Applied Biosystems,

Kalifornien, US

MicroAmp optical adhesive film, Applied Biosystems,

Kalifornien, US
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3.1.3 Substanzen

Alkohole

Antikoérper-Substrat

Blauungsreagenz

DAB

DAB-Substrat

Eindeckmedium

Envision

Envision Flex

Formaldehyd-LAsung
Hamatoxylin

Kupfersulfatlosung

Ethanol (Ethylalkohol), vergdllt, mind 99,9%Vol $®r642,
EWG-Nr. 200-578-6, UN-Nr. 1170, BERKEL Pfalz. Sfatirik
Ludwigshafen; bei 90%, 80% und 70% Alkoholen Venmlimy
mit entsprechenden Mengen Aqua dest. verdinnt

Dako REAL™ Antibody Diluent, REF 52022,
LOT 00053956, Dako, Glostrup, Danemark

Shandon  Blauungsreagenz, Thermo Fisher Scientific,

Massachusetts, US

Dako REAL™ DAB + CHROMOGEN (x 50), REF K5007,
LOT 00054660, Dako, Glostrup Danemark

Dako REAL™ Substrate BufferREF K5007, LOT 00054660,
Dako, Glostrup Danemark

Entellan®, LOT HX822747 Merck, Darmstadt

Aquatex, Merck, Darmstadt

Dako REALM Envision™ HRP Rabbit/Mouse, REF K5007,
LOT 0054660A, Dako, Glostrup Danemark

Dako EnVisiolY' Flex + Mouse (Linker)
(Dako Autostainer/Autostainer Plus), REF K8022,
LOT 00058805, Dako, Glostrup Danemark

4%, neutral gepuffert, Otto RsdcGmbH, Saarbricken
Shandon Harris-Hamatoxylin, Thermo Eish Scientific,
Massachusetts, US

2%, bestehend aus Kupfer (lljestPenttchydrat,
LOT A 483787 448, MERCK KGaA Darmstadt und Aquatdes
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LiChrosolv gereinigtes Wasser fur dagWMan , Merck, Darmstadt

Methanol AnalaR NORMAPUR Reagent ph.Eur., VWRIgim

Normalserum aus Ziege Dianova, Hamburg

Paraffin 56/58°C, Engelbrecht, Ederminde
Wasserstoffperoxid 30%, ph.Eur., PZN 7284667, Gisschar GmbH, Saarbriicken
Xylol Otto Fischar GmbH, Saarbrticken

3.1.4 Pufferlésungen und Kits

Pufferlésungen:

Fur die Herstellung der verwendeten Pufferlosungarde immer mit entsprechenden Mengen

Aqua dest. verdinnt.

Demaskierungspuffer Dako Target Retrieval solution, pH 9 (10x) REF S236
pH 9,0 LOT 00046966, Dako, Glostrup ,Dadnemark

Demaskierungspuffer ~ Dako Target Retrieval solution, pH 6,1 (10 x Coricate),
pH 6,1 REF S1699, LOT 10022859, Dako, Glostrup Danemark

TE-Puffer, 1x 10 mM Tris-Cl, pH 7,5
1mM EDTA pH 8,0

Waschpuffer/TRIS- Dako Wash Buffer (10x), REF S3006, LOT 00056259,
Puffer Dako, Glostrup ,Dadnemark
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Kits:

RNeasy FFPE Kit

High capacity cDNA reverse
Transcription Kit

TagMan PreAmp
Master Mix Kit

TagMan Gene Expression Master
Mix Kit

3.1.5 Antikorper

Um die Immunantwort der in 2.6.1 aufgefuhrten Gesygbben zu untersuchen, wurden die in

Qiagen, Hilden

Applied Biosystems, Kalifornien, US

Applied Biosystems, Kalifornien, US

Applied Biosystems, Kalifornien, US

Tabelle 1 dargestellten Antikdrper verwendet.

Tabelle I Verwendete Antikdrper zur Untersuchung der von Tumazellen induzierten Immunantwort

A: Verwendete Primarantikdrper

Al BT Klonalitat '9- Hersteller Hauptzellexpression
gegen Klasse
CD3 Pon_honaI - Dako, Danemark T-Lymphozyten
Kaninchen '
Monoklonal Maus Abcam,
PD-1 Klon: NAT lgG1 United Kingdom T- und B-Lymphozyten
FOXP-3 Monoklonal Maus| 1gG1, BioLegend, Regulatorische
Klon: 259D kappa San Diego T-Zellen
Monoklonal Maus| 1gG2a, N
CD20 Klon: L26 kappa Dako, Ddnemark B-Lymphozyten
Monoklonal Maus Cell Marque, Regulatorische
Cb25 Klon: 4C9 lgG2b Kalifornien T-Zellen
CD68 Monoklona.ll Maus| 19G3, Dako, Danemark Makrophagen
Klon: kappa
Leica
CD163 MOE?(')‘:}‘??S'DZ'E‘”S IgG1 Microsystems, M'\gﬁ[‘g?]’;egn
' United Kingdom bhag
Ki-67 Monokl.onal Maus| 19G1, Dako, Danemark Zellen in Proliferation
Klon: MIB-1 kappa

22




3. Material und Methoden

B: Verwendete Sekundarantikdrper

Sekundéarantikorper Konjugiert mit Hersteller
Goat Anti-Mouse 1gG (Subcla;_ses 1,2a,2b,3), F¢ FITC Jackson ImmunoResearch, SuffolK
Fragment specific
Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) Texas Red Jackson ImnfResearch, Suffolk
Fab Fragment Goat Anti-Mouse IgG (H+L) Rhodamin Red Jackson ImmunoResearch, Suffolk

3.1.6 Primer zur quantitativen Expressionsanalys$eisn TagMan-Real-Time-PCR

Die in der TagMan-Real-Time-PCR eingesetzten Prinemquantitativen Expressionsanalyse
der Zielgene PD-1 und CD163, sowie des Haushalss¢gemdogene Kontrolle) wurden als

fertige Assays der Firma Applied Biosystems vervetnd

Zielgen PD-1: TagMan Gene Expression p$8aPDCD1: Hs00169472_m1
Zielgen CD163: TagMan Gene Expression A$8aZD163: Hs 00174705_m1
Haushaltsgen TBP: TagMan Gene Expression AsgsaydR: Hs00427620_m1

Die ausgewahlten Assays enthalten Primer, welche BExon Grenzen abdecken, wodurch
eine Vervielfaltigung von spezifischen Transkriptesichergestellt wird. Auf3erdem

detektieren die Assays laut Hersteller die maxindaleahl an vorhandenen Transkripten des
Zielgens, wobei Genhomologien ausgeschlossen weédlamen. Die Assays zeigen also eine

hohe Spezifitat fur die ausgewahlte Sequenz.
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3.1.7 Gewebeproben

Die Gewebeproben stammen von Patienten des Unésidinikums des Saarlandes und
wurden durch einen Neuropathologen begutachtet befundet. Die Proben sind

eingekapselt, fixiert und in Paraffin eingebettaelie 2.7). Untersucht wurden ausschlief3lich
Gewebeblocke aus den Jahren 2010 bis 1992, websredas Computerprogramm PathoPro
aus dem Archiv des Instituts fir Neuropathologie deiversitat des Saarlandes ausgewahlt
wurden (siehe 2.6.1). Die Auswahl der geeignetenveébeproben aus der hauseigenen
Tumorbank des Instituts fur Neuropathologie am Wrsuatsklinikum des Saarlandes
erfolgte Uber die Pathologie-Software PathoPro 8AdP. Die insgesamt 163 ausgewahlten
Proben werden in nachfolgender Tabelle (Tab.2) imereUbersicht dargestellt. Bei den

ausgewahlten primaren ZNS Lymphomen handelte bdrsallen Fallen um DLBCLs.

Tabelle 2: Charakteristik der ausgewahlten Gewebeproben

n gesamt | nweiblich | n mannlich [ J':Efern] [?aﬁlrt:r:]
Diffuses Astrozytom 29 13 16 19-73 44
Anaplastisches Astrozytom 18 8 10 7-77 47
Glioblastom 40 21 19 40-83 62
Glioblastomrezidiv 9 3 6 39-62 50
P”mare(lez_ggbymphom 42 23 19 32-85 68
Primares ZNS Lymphom-Rezidiv 10 4 6 52-75 66
Unter Immunsuppression ’ 2 5 /6| 47

Tonsille 2 2 0 5-11 8

Normalgewebe ZNS 6 4 2 13-82 46
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3.2 Methoden

3.2.1 Fixierung und Einbettung der Gewebeproben

Zu Beginn der Aufbereitung der Gewebeproben werdbese vermessen und die
Beschaffenheit und Lokalisation des Tumorgewebeshyeeben. Anschliel3end werden die
Proben zugeschnitten, in Einbettkassetten fur diefRneinbettung verteilt und mit Aqua
dest. abgespdlt. Die eingekapselten Proben werdeRdumtemperatur mehrere Stunden in
einer 4%ige neutral gepufferten Formaldehyd-Lésungubiert. Dadurch bleibt die
urspringliche Gewebe- und Zellmorphologie der emimenen Gewebeproben erhalten und
der Zerfall durch freigesetzte zellulare Proteasmrgh als Autolyse bezeichnet, bzw. das
Wachstum von Faulnisbakterien und Schimmelpilzeml werhindert. Das Formalin tragt zur
Festigung und Hartung des Gewebes bei. Die basisehgnosduren in der Gewebeprobe
reagieren mit dem Formalin und es entstehen questae Hydroxymethylenbricken, die die
Proben wahrend der Verarbeitung und der Farbungnemhanischen Verletzungen schitzen
und anschlie3end gewahrleisten, dass sich die $tetijen Gewebeblécke schneiden lassen.
Die Dauer der Fixierung in Formalin hangt von de® und der Beschaffenheit des
Probenmaterials ab. Nach der Fixierung folgt digbEttung der Proben in Paraffin. Zunachst
mussen die Proben dazu entwassert werden. Sie lgufiem eine schrittweise in der
Konzentration ansteigende Alkoholreihe. Dadurch kdres neben einer Hartung der Probe
auch zu einem Herauslosen der meisten Lipide. Danerden die Gewebeproben vom
wassrigen Zustand Uber Xylol in etwa 55-58°C heiBagaffin Uberfuhrt. Das Xylol dient
dabei zur Entfernung des Alkohols aus dem Gewelszhfdlgend ist das Protokoll der
Formalinfixierung bzw. das Programm der Paraffibeitung, welches in einem

vollautomatisierten Gewebeeinbettautomaten votestaeht, im Uberblick dargestellt.
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Protokoll: Formalinfixierung/Paraffineinbettung

4% Formalin 1,3h
Ethanol 50% 1,05 h
Ethanol 70% 1,05h
Ethanol 80% 1,05h
Ethanol 100% 1,05h
Ethanol 100% 1,05h
Ethanol 100% 1,05h
Xylol 55 min
Xylol 55 min
Xylol 120 min
Paraffin 10h
Paraffin 1,2h
Paraffin 1,2h

Nachdem die Gewebeproben ihr ca. 15-stiindiges &rogr zum Einbetten durchlaufen
haben und mit Paraffin durchtrankt sind, kdnnenasisgeblockt werden. Dies erfolgt an der
sogenannten Ausgiel3station. Die Gewebeproben wevdender Einbettkassette in ein
Giel3schalchen Uberfiihrt. Dieser Schritt erfolgt deif Warmeplatte der Ausgiel3station. Es
wird ein wenig Paraffin in das Giel3schalchen ggflulldie Giel3form wird von der
Warmeplatte entfernt und das Gewebestiick an deerBdds Schalchens angedrickt. Durch
den Entzug der Warme kann das Paraffin erstarrdrdicnGewebeprobe am Boden anhaften.
Danach wird das Schalchen vollstandig mit heiRemmaffia Ubergossen. Die zuvor
verwendete Einbettkassette wird auf das mit Pardiflillte Giel3schalchen gesetzt und
vorsichtig angedrtckt. Die Kassette bildet somit 8ocktrager des Paraffinblockes, welcher
spater in die Vorrichtung des Mikrotoms eingespawmd. Zum Erstarren werden die
hergestellten Paraffinblocke auf eine EisplattetejksNach dem Erkalten sind diese dann
zum Schneiden feiner Paraffinschnitte (siehe 2.&Bjsatzbereit und kénnen von der
Giel3form geldst werden.
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3.2.2 Anfertigung der Paraffinschnitte flr die Immhistochemie und Expressionsanalyse

Immunhistochemie-Schnitte

Die Anfertigung der Schnitte erfolgt an einem Rioagmikrotom. Eine maximale
Schnittdicke von 3 um gewéhrleistet dabei die bégtiche Qualitat der Zell- bzw.
Gewebemorphologie. Hierzu missen die zu verwendetmebeblocke zunéchst auf einem
Eisblock etwa 10-15 min heruntergekuhlt werden.Anschluss kann mit dem eigentlichen
Schneiden des Paraffinblockes begonnen werdeneiigtenen Schnitte werden dann zur
Streckung und zur Entfernung moéglicher Falten auf4®°C warmes Wasserbad gelegt, um
sie dann glatt auf beschichtete Objekttrager abénezu kénnen. Die Objekttrager missen
dazu sauber und fettfrei sind. Die Beschichtung@ejekttrager dient zur besseren Haftung
der Gewebeschnitte, da sie durch die Beschichtudigdasaver sind und somit ein
Abschwimmen der Schnitte durch die nachfolgendemuirhistochemischen Féarbeprozesse
verhindert wird. AbschlielBend werden die aufgezegeBchnitte Gber Nacht bei 37°C im
Brutschrank getrocknet. Die Gewebeschnitte, diehtniclirekt am néchsten Tag
weiterbearbeitet bzw. gefarbt werden, werden flratese immunhistologische

Untersuchungen bei Raumtemperatur gelagert.

Expressionsanalyse-Schnitte

Zur quantitativen Expressionsanalyse werden voniddparaffin eingebetteten Proben am
Rotationsmikrotom Schnittpraparate mit einer Sctimke von 10 pm angefertigt. Die

Anzahl der Schnittpraparate pro Probe hangt von @€if3e der Gewebeprobe ab. Von
kleinen Proben werden vier Schnitte gesammelt, mdtieren Proben zwei bis drei und von

grof3en Proben nur ein Schnitt. Es ist darauf zteactalle Paraffin- und Gewebereste nach
dem Schneiden einer Probe sorgfaltig vom Mikrotamentfernen, um Kontaminationen in

der néchten Probe zu meiden. Die Schnitte einebePmwerden in 1,5 ml Reaktionsgefald
gesammelt und bei -80°C bis zur weiteren Verarbgitingefroren.
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3.2.3 Immunhistochemische Farbung

3.2.3.1 Prinzip

Die Immunhistochemie ist eine methodische Vorgeleise, welcheden Nachweis
spezifischer chemischer Verbindungen, insbesonBeggide und Proteine mit Hilfe einer
Antigen-Antikérper-Reaktion ermdglicht. In dieserbgit dient die Immunhistochemie zur
Typisierung und Identifizierung von Zellen, die tiesnte Antigene exprimieren. Bei der
Visualisierung der exprimierten Antikorper sind enschiedliche Techniken bzw. Methoden
bekannt.Das Funktionsprinzip ist jedoch bei allen Technikgeich. Ein monoklonaler oder
polyklonaler Antikdrper, welcher spezifisch gegess dyesuchte Antigen gerichtet ist, geht
eine spezifische Bindung mit dem Epitop des naclezsamden Antigens ein und bleibt somit
an dessen Strukturen im Gewebeschnitt haften. Hstedh ein sogenannter Antigen-
Antikorper-Komplex, welcher dann durch ein Detekfisystem sichtbar gemacht werden
kann. Dies erfolgt durch Einsatz einer Markersutistauch Chromogen genannt, meist ein
Enzym, welches an den Antikdrper gekoppelt ist l@il Zugabe seines Subtrats einen
farbiges Reaktionsprodukt bildet. Die erzeugtenn&ig sind folglich nur im Bereich des
Epitops bzw. an der Stelle im Gewebeschnitt, anddex gesuchte Antigen vorkommt, zu
erkennenln der vorliegenden Arbeit wird die indirekte Metteder immunhistochemischen
Antikorper-Farbung angewandt (siehe Abb.4). Dabied wn ersten Schritt ein unmarkierter
Antikorper, der sogenannte Primarantikorper auf @ewebeschnitt aufgetragen. Er bindet an
das darzustellende Antigen im Gewebe. In einemteweschritt wird ein zweiter Antikorper,
der Sekundarantikorper, eingesetzt. Dieser bindetRtimarantikérper und ist an ein Enzym
gekoppelt, welches durch Zugabe seines Substnattadiiges Reaktionsprodukt bildet und
somit die Antigen-Antikérper-Reaktion sichtbar miachDurch den Einsatz eines
Sekundarantikorpers kommt es zur Signalverstarkdagnehr Enzymmolekile am Ort des
Antigens binden konnen. In dieser Arbeit wird dielirekte Methode mit der Technik der
Polymerkonjugat-Methode angewandt (siehe Abb.4)bdbawvird im ersten Schritt der
Primarantikorper zugegeben. Im zweiten Schritt tfolgann ein enzym- und
antikdrpermarkiertes Dextranpolymer, in unseren &as$ EnVision"-Polymer, welches im
Durchschnitt aus 10 Molekilen Sekundarantikorped @ Enzymmolekilen besteht. Eine
weitere Zugabe eines Sekundarantikorpers und diekerenzyms ist somit also nicht

notwendig, da diese bereits an den Dextrankompdéxigden sind.
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Neben der genannten Polymerkonjugat-Methode gibtnesh weitere Techniken der
indirekten Antikdrperfarbung, auf die nachfolgermkanicht weiter eingegangen wird, da sie
bei den vorliegenden Untersuchungen nicht angewewmagielen. Grundsatzliches Gegenstiick
der indirekten Methode stellt die direkte Methode, dei der ein direkt markierter Antikorper
mit dem Antigen im Gewebe reagiert. Diese Methallewar sehr spezifisch, liefert jedoch
schwachere Signale und ist fur die nachfolgendeterduchungen in dieser Arbeit nicht

optimal.

Indirekte Methode Polymer-Konjugat-Methode

Sekundérantikorper

Sekundarantikorper
Enzym (HRP)
Enzym

\f?ozl\‘
Q\‘)"On —Polymer-ko®™

S
Primdrantikorper

& Sa 2 2 =

Antigen Antigen
Quelle:Handbuch Immunhistochemische Farbemethodeuflage, DAKO

Abbildung 4: Indirekte Methode und Polymer-Konjugat-Methode der Immunhistochemie

Bei der indirekten Methode bindet der Primarantigiran das Antigen, die Detektion erfolgt durchdBiig
eines markierten Sekundarantikdrpers an den AnfRgenarantikérperkomplex. Bei der Polymer-Konjugat-
Methode sind die Sekundarantikérper an eine Ket@ ¥olymer-Konjugaten gekoppelt, was zu einer

Signalverstarkung fuhrt.
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3.2.3.2 Durchfiihrung

Deparaffinieren und Rehydrieren

Zunachst wird das Paraffin in den Gewebeschnittenhddrei Xylolbader von jeweils 2 min
entfernt, um spéater unspezifische Hintergrundfagemn bzw. ein Uberdecken der
spezifischen Anfarbungen zu vermeiden. Danach werdge Schnitte durch eine
Alkoholreihe absteigender Konzentration wieder ie wassrige Phase Uberfihrt. Jeweils
zwei Minuten werden die Schnitte in den untersditedkonzentrierten Alkoholb&adern
rehydriert. Das absolute Alkoholbad missen die @&mobwveimal durchlaufen, das 90%ige,
80%ige und 70%ige Alkoholbad einmal. Eine standsgsvegung der Proben wéahrend der
Inkubation tragt zu einem besseren Ergebnis ban Bchluss werden die Proben in Aqua

dest. Uberfuhrt

Blockieren der endogenen Peroxidase

Um zu verhindern, dass das spater verwendete Clyamofir das Enzym der
Meerrettichperoxidase (siehe 2.8, Unterpunkt 5)deitim Gewebe vorhandenen endogenen
Peroxidase reagiert, muss diese zunachst blodimnvt inaktiviert werden. Dieser Schritt
beruht auf dem Prinzip der Substrathemmung und endmliche unspezifische und
unerwinschte Hintergrundfarbung wird damit reduziere Proben werden dazu 10 min bei
RT in einer 0,5%ige Wasserstoffperoxid-Methanol+ig inkubiert und danach mehrmals in

Aqua dest gesplilt.

Antigen-Demaskierung (hitzeinduziertes Epitop-Fxtai)

Die durch die Formalinfixierung entstandenen chehes Quervernetzungen bzw.
Aldehydvernetzungen sowohl innerhalb der Proteite auch zwischen verschiedenen
Proteinen verhindern ein adaquates Farbeergebmes.m@skieren die zu detektierenden
Antigene bzw. deren Epitope und verandern sie ri@ririumlichen Struktur soweit, dass ein
teilweiser oder vollstdndiger Immunreaktivitatsustl entsteht. Diese Bindungen missen
folglich aufgebrochen und beseitigt werden. Durd@ bhkubation der Gewebeschnitte in
einer kochenden Pufferldsung kann die verandertogiruktur teilweise wiederhergestellt
bzw. ,renaturiert und somit die entstandene Imneaktivitdt wiedergegeben werden. Dies

tragt dann spater zur Entstehung einer besserageirfntikorper-Bindung bei.
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In den vorliegenden Experimenten wurden wassrigeuhgen, Pufferlosungen, auch als
.Retrieval-Lésung® bezeichnet, mit unterschiedéohpH-Werten verwendet. Entsprechende
Demaskierungspuffer, abhangig vom spater verwend&mgikorper (siehe Tabelle 4) werden
in einem Dampfgarer 20 min bis auf 100°C erhitzacN dem Vorwarmen werden die
Gewebeschnitte vom Aqua dest. in den hei3en Puftferfuhrt und je nach pH-Wert des
verwendeten Puffers bei ca. 100°C gekocht. Demasigspuffer mit einem pH-Wert von
6,1 werden zusammen mit den Gewebeschnitten 30enhitzt, die Proben im Puffer mit
einem pH-Wert von 9,0 nur 15 min. Danach werden ¢@ewebeschnitte samt
Demaskierungslosung aus dem Dampfgarer genommenband®T mindestens 30 min
abgekuhlt. AnschlielRend werden die Proben mehrmalsAqua dest. gespult und in den
Waschpuffer tberfuhrt.

Tabelle 3: Ubersicht iiber die eingesetzten Antikdrper

. Demaskierungs- | Konzentration/ Inkubation des Inkubgtlon Inkubation mit
SO puffer Verdiinnung Antikérpers mit EnVision™
EnVision™
FLEX
CD3 pH 9,0 2 pg/mi % h bei RT - % h bei RT
PD-1 pH 6,1 10 pg/ml Uber Nacht bei 4°C - % h bBi R
FOXP-3 pH 9,0 2,5 pg/ml 1 hbei RT 10 min bei RT  h¥ei RT
CD68 pH 9,0 0,1 pg/ml Y% h bei RT - % h bei RT
CD163 pH 6,1 1:400 1 h bei RT 10 min bei RT Y5 hIREi
Ki-67 pH 6,1 0,26 pg/ml % h bei RT - % h bei RT

Antikdrper-Inkubation

Die Objekttrager mit den Gewebeschnitten werden @aferplates aufgetragen, in die
Coverplate-Halterung gesteckt und anschlie3end a&irmit Waschpuffer gespult, um die
korrekte Positionierung des Objekttragers auf deme@late zu Uberprifen und somit den
gewinschten Kapillareffekt zu erzielen. Ist dies ldall, durchlauft der Waschpuffer nur mit

geringer Geschwindigkeit die Probe.
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Der Einschluss von Luftblasen wird beim Aufbringger Objekttrager moglichst vermieden,
da sonst spater im Gewebeschnitt eine heterogertmirkg auftritt. Nun kdnnen die mit
Antikorper-Substrat verdinnten Antikorper (siehédlie 3) auf die Proben gegeben werden.
Jeweils 100ul werden auf die Coverplatedffnungepettiert und die Proben je nach
verwendetem Antikoper, unterschiedlich lang undJueschiedenen Temperaturen inkubiert
(siehe Tabelle 3). Der polyklonale Antikorper tmitin im Gegensatz zu den monoklonalen
Antikdrpern mit mehreren Epitopen auf den Gewebeisiein in Reaktion. Nach der

Inkubationszeit werden die Proben jeweils dreimélMaschpuffer im Coverplate gesplilt.

Detektion des Antikdrpers

Die Detektion des Antikorpers erfolgt nach der Ib&tion mit dem entsprechenden
Antikorper durch Zugabe des Dextrankomplexes innFafer EnVisionM-Lésung Diese
enthalt neben dem Sekundéarantikbrper auch das kegwkgm, hier die sogenannte
Meerrettichperoxidase, kurz HRP, welche an die Se#étantikbrper gebunden idDieser
bindet nach Zugabe der EnVisidhLosung den Primarantikdrper, welcher bereits am
Gewebeschnitt haftet. Jeweils 100ul werden in dieve@plates pipettiert und die
Gewebeschnitte 30-60 min, je nachdem welcher A verwendet wurde, bei RT
inkubiert (siehe Tabelle 3). Bei einigen AntikOrf@e&bungen ist es notwendig vor der
Inkubation der EnVisiolt-Lésung einen zusétzlichen Schritt einzufiigen, heicdie
Detektion des bereits gebunden Antikorpers nochmaitstarkt. Bei der dazu verwendeten
EnVision™ FLEX+ Lésung handelt es sich um einen ,Linker*, eiedr die Bindung von
mehreren Dextranpolymeren der spéater aufgetrag@&mfision'”-Losung an den bereits
gebundenen primaren monoklonalen Mausantikorpedglioht. Es kommt dadurch zu einer
weiteren Signalverstarkung. Nachdem die Probenderit EnVision™ FLEX+ Linker und
der EnVisiort™-Lésung inkubiert wurden, erfolgen wieder drei Sptititte mit Waschpuffer.
Danach wird den Proben das Chromogen-Substrat RIP,Hier in Form der sogenannten
DAB-Substrat-Losung zur Farbkonversion bzw. Farffisidung hinzugefugt. Das DAB wird
dazu 1:50 mit dem Substrat verdinnt. Jeweils 1@@ulL6sung werden in die Coverplates
gegeben und die Proben 10 min bei RT inkubi@tirch das Enzym HRP wird das Substrat
zu einem farbigen Niederschlag umgesetzt und ss@émitliche Strukturen im Schnitt, an die
der Primarantikbrper urspringlich gebunden hathtear. Durch eine eisenhaltige
Hamgruppe, das sogenannte Hamatin im aktiven Zentier Meerrettichperoxidasdrd das

DAB in ein braunes, in organischen Losungen stalifeaktionsprodukt oxidiert.
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Durch eine nachfolgende kurze Inkubation der Gewaelfa@tte von 1 min in einer 2%igen
Kupfersulfatldosung kommt es zu einer Verstarkungajgischen Dichte des polymerisierten
DAB. Davor mussen die Proben jedoch aus den Caaterplalterungen genommen und
grundlich in Aqua dest. gespult werden. Auch naemdronen mit der Kupfersulfatlosung

sind mehrere Waschschritte mit Aqua dest. notwendig

Gegenfarbung der Proben mit Hdmatoxylin

Um sich bei der spateren mikroskopischen Ausweriom@sewebe orientieren zu kénnen,
werden die Zellkerne der Gewebeschnitte nach ddikduperdetektion in einer anderen
Farbe gegengefarbt. Bei der vorliegenden spezdisdiraunen Farbung durch DAB eignet
sich der blaue Farbstoff Hamatoxylin als unspedifes Hintergrundfarbung. Die Proben
werden 2 min im wassrigen Hamatoxylin gefarbt uadath kurz mit Aqua dest. gespdult. Der
niedrige pH-Wert der Farbeldsung erzeugt zunéchst edtlich bis braune Farbung der
Kerne, welche sich als Gegenfarbung zum braunen Bé&tBecht eignet. Durch eine kurze
Inkubation von 1 min im Blauungsreagenz mit einedhdren pH-Wert erhalten die Kerne
eine blaulich violette Féarbung. Sie unterscheidéch darblich gut von den braunen

immunhistochemisch gefarbten Zellen. Die Gewebagelwerden danach noch einmal kurz
im Aqua dest gespult und jeweils 2 min in 70%, 8@2% und 100% Alkohol dehydriert.

Die Inkubation in 100%igem Alkohol erfolgt dabei emnal. Zum Auswaschen des Alkohols

werden die Proben dann dreimal jeweils 2 min incKgleschwenkt.

Eindeckeln der Objekttrager und Mikroskopische Kol

Nach der Gegenfarbung der Paraffinschnitte werdesedzur Konservierung und zur
leichteren mikroskopischen Analyse mit Entellameen Medium, welches an der Luft
aushartet, und sogenannten Deckglasern eingedetlathdem die Objekttrager kurz bei
Raumtemperatur getrocknet sind, wird unter dem tingkroskop kontrolliert, ob die
immunhistochemische Farbung erfolgreich war. Aucluf adie Sensitivitat der
Antikorperfarbung sowie auf schlechte Entwasserwugr schlechte Eindeckung des

Schnittes wird geachtet und die Farbung gegebeltenf@derholt.
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3.2.3.3 Auswertung und Interpretation der immurdukemisch gefarbten Proben

CD3, PD-1, FOXP-3, CD68 und CD163

Zur Bewertung der Aktivitat der eigens induziertesmunantwort der Tumorzellen wird der

Anteil positiv gefarbter Zellen an der Gesamtzahér dZellen eines bestimmten
Gewebeausschnittes ermittelt. Dies erfolgt lichnoskopisch nach semi-quantitativen
Gesichtspunkten. Dabei werden je Gewebeschnitt 200x Originalvergrof3erung 10
Gesichtsfelder eingestellt und die Menge der g&garlZzellen semi-quantitativ bewertet.
Anschlie3end wird aus den ermittelten Werten dereednen Bildausschnitte der Mittelwert
gebildet, der fur die gesamte Probe ausschlaggeber8ei durchschnittlich 0-5% positiven
Zellen pro Gesichtsfeld wird die Probe mit der Beweg ,,0“ versehen und in die Kategorie
.negativ* eingestuft. Proben, welche im Mittel 6% 50sitive Zellen aufweisen, werden als
»(1)" bezeichnet, Proben mit 16-30% positiven Zellals ,+". Alle Proben, welche den
Bewertungspunkt ,(+)* oder ,+* erhalten, werden zeinfacheren Darstellung unter der
Kategorie ,geringe Haufigkeit positiver Zellen® ammengefasst. Bei einer
durchschnittlichen Positivitat von 31-70% erhaltie Proben den Bewertungspunkt ,++".
Sind mehr als 71% der Zellen einer Probe positiwweoden sie als ,+++* bewertet. Die
beiden letzteren Bewertungspunkte werden unterk@gegorie ,hohe Haufigkeit positiver

Zellen* zusammengefasst.

Tabelle 4: Semi-quantitative Bewertungskriterien

Positive Zellen/Gesichtsfeld Bewertungspunkt Bewertungskategorie
0-5% 0 negativ
6-15% (+)
geringe Haufigkeit positiver Zellen

16-30% +

31-70% ++

hohe Haufigkeit positiver Zellen

71-100% +++
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Ki-67

Die Auswertung der Ki-67 positiven Zellen erfolgdilallen Proben quantitativ. Dazu werden
zunachst pro Probe funf Bildausschnitte mit 400igiDalvergroRerung fotografiert. Uber das
Programm ImageJ koénnen die Bilder gedffnet werded mnittels eines speziellen Plug-In
werden die gefarbten, Ki-67 positiven Kerne autascht erkannt und quantifiziert (Kim et
al., 2006). Die Gesamtzahl der Zellen, sowie diga positiver Zellen pro Bildausschnitt
werden automatisch ermittelt und als Tabelle ausigey. Der Ki-67-Index einer Probe wird
als Mittelwert der positiven Kerne aus allen funidBusschnitten angegeben. Aus allen
Proben einer Tumorentitat wird dann wiederum dercBschnitt flr die jeweilige Entitat
berechnet.

3.2.4 Indirekte Immunfluoreszenz

Bei der indirekten Immunfluoreszenz handelt es sich eine Methode zur Detektion
vorhandener Antigene im Gewebe mittels fluoreszekiglekile. Es wird dazu zunachst ein
Primérantikdrper auf das Gewebe gegeben, welchezifigeh das zu detektierende Antigen
bindet und es entsteht ein Antigen-Antikdrper-Koexplin einem weiteren Schritt wird dann
der Sekundarantikérper aufgetragen, welcher gegenRtimarantikorper gerichtet ist und
selbst an ein fluoreszierendes Molekil gekoppeltks entsteht folglich ein fluoreszentes
Signal am Antigen-Antikdrper-Komplex, welches migtd-luoreszenzmikroskop detektiert

werden kann.

Durchfiihrung:
Die Gewebeschnitte werden zunadchst wie auch un@eb@schrieben deparaffinisiert und

rehydriert. Danach findet die hitzeinduzierte AetigDemaskierung je nach verwendetem
Antikorper in unterschiedlichen Puffern statt (€¢h9 und Tab.4).

Die Schnitte werden nach dem Abkuhlen auf die Quoases aufgetragen und mit

Waschpuffer gespult. Es werden 100 pl 5% Normale#P8BS aus Ziege zu jeder Probe
gegeben und 30 min bei Raumtemperatur inkubieds Bient zum Blocken unspezifischer
Bindungsstellen im Gewebe, welche spater somit tnidlehr vom Sekundéarantikorper

gebunden werden kénnen. Danach erfolgt die Inkabatit dem Primarantikérper, welcher
mit 5% Normalserum/PBS zur Endkonzentration verdimind. Die folgende Tabelle gibt

Konzentration, sowie Inkubationszeiten der verwés®rimarantikorper an.
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Tabelle 5: Konzentrationen und Inkubationszeiten der zur indrekten Immunfluoreszenz verwendeten
Primér- und Sekundarantikérper

Antikorper K\c;grz(;aunrt]rnaljir(]);/ Inkubation des Antikdrpers
CD3 2 pg/mi % h bei RT
CD20 2 pg/mi % h bei RT
CD25 1:50 Uber Nacht bei 4°C
FOXP-3 2,5 pg/ml 1h bei RT
PD-1 10 pg/ml Uber Nacht bei 4°C
Flﬁgfggﬂk%fpelt 7,5 pg/ml 1 h RT lichtgeschitzt
Teﬁgtsi-gggigglzgpelt 5 pg/ml 1 h RT lichtgeschiitzt
Rhodl;%)ir?rll?tie-(l;ﬂ-ggioppelt 8,5 pg/ml 1 h RT lichtgeschiitzt

Nach der Inkubation mit dem Primarantikdrper werdenProben in den Coverplates dreimal
mit Waschpuffer gespilt, bevor der Sekundarantébgufgetragen wird. Dieser wird vorher
gemald Tabelle 5 mit 5% Normalserum/PBS verdinntlghtgeschitzt aufbewahrt, um die
Fluoreszenzintensitat zu erhalten. Bei allen vedetst Sekundarantikorpern betragt die
Inkubationszeit auf der Probe 1 h bei Raumtempetatatgeschitzt. Danach wird dreimal
mit Waschpuffer gespilt, ebenfalls lichtgeschizé Farbung ist nun abgeschlossen und die
Proben koénnen eingedeckelt werden. Dies erfolgt dat wéassrigen Eindeckmedium
Aquatex. Bevor die Proben mit dem Fluoreszenzmiapsbetrachtet werden kdnnen ohne

die Fluoreszenzintensitat zu mindern, missen se Nbcht bei 4°C ausharten.
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3.2.5 Quantitative Genexpressionsanalyse mittaid/Ba-Real-Time-PCR

3.2.5.1 Prinzip

In den folgenden Experimenten wird die TagMan-Rieale-PCR, eine Methode von Lee et
al. (1993) bei der Firma Applied Biosystems etahlieerwendet, um die Genexpression von
PD-1 und CD163 zu quantifizieren. Das Prinzip destidde beruht auf der Polymerase
Kettenreaktion (PCR), bei welcher zusatzlich zudgsabonukleinphosphaten (ANTPs), dem
Primerpaar und der Tag-Polymerase, ein Uberschusse$zierender Sonden zugesetzt wird.
Die Sonden, sequenzspezifische Oligonukleotidecheerwischen den beiden Primern an das
Zielgen binden, sind jeweils am 5-Ende an einerepg@tter* und am 3'-Ende an einen
~,Quencher” gekoppelt. Der ,Reporter® besteht auseri Fluorescein-Derivat, der
»Quencher ist nicht fluoreszierend. Bei der Anraguder intakten Sonde mit einer
Wellenlange von 488 nm fluoresziert der Reportehtjida durch die raumliche Nahe zum
»Quencher” ein Fluoreszenz-Energietransfer untexkirivird. Bei der angewanden Methode
wird das Prinzip der generellen PCR angewandt: gustawird der Reaktionsansatz erhitzt,
die doppelstrangige DNA wird aufgetrennt. Im zweit8chritt wird abgekuhlt, damit die
Primer spezifisch an den Matrizenstrang binden.rDarfolgt die Elongation der Primer
durch die Polymerase und die Nukeotide. Der DNA chigit ist verlangert, der Zyklus
abgeschlossen und ein neuer Zyklus kann beginneinddd TagMan-Real-Time-PCR bindet
im zweiten Schritt des Amplifikationszyklus die $l@nzwischen den beiden Primer an den
Matrizenstrang. Durch die Tag-Polymerase beginmtdongation an den Primern beginnend.
Trifft die Tag-Polymerase dann auf die Sonde, wiiese vom Matrizenstrang verdrangt und
es entsteht eine Sekundarstruktur, welche die ‘Ex8nukleaseaktivitat der Polymerase
aktiviert. Die vorher gebundene Sonde wird gestdmitund die rdumliche Nahe des
.Reporters* zum ,Quencher” wird aufgehoben, die Esion des Fluorescein-Derivat des
~Reporters* kann gemessen werden. Somit erzeugespazifisch hybridisierte Sonden und
spezifisch gebundene Primer ein Fluorescein-Sigklitl. jedem Amplifikationszyklus der
PCR steigt proportional zur Menge des Amplifikatacta die Menge an messbaren
Fluorescein-,Reporter-Signalen, wodurch sich dienge an Amplifikat messen und somit
quantifizieren lasst. Die Methode ist in Abbildubgrafisch dargestellt.
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Quelle: TagMan Gene Expression Assay Protocol, APBIBIOSYSTEMS

Abbildung 5: Prinzip der TagMan- Real-Time-PCR Methode

1. Forward und Reverse Primer binden an die cDNA,TdigMan Probe, konjugiert mit dem Reporter (R) und
dem nicht fluoreszierenden Quencher (Q), bindedean3’-5 Strang im Bereich vor den Forward PrirBeDie
Elongation an beiden Primern beginnt bis der FaiwRrimer auf die gebundene TagMan Probe ti#ftDer
Reporter wird durch die Polymerase verdrangt urtteisider 5°-3"-Exonukleaseaktivitat abgespaltamrch die
nun entstandene raumliche Entfernung zum Quenatgintt der Reporter zu fluoreszieren.Durch weitere
Elongation wird auch die TagMan Probe vom Matrizemsy verdrangt abgebaut. Es ist eine komplettei&op
der urspriinglichen cDNA angefertigt worden.
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3.2.5.2 Durchfiihrung

Isolation der Gesamt-RNA aus Formalin-fixiertem,ra®fn-eingebetteten Gewebe und

Messung der RNA-Konzentration

Die Gesamt-RNA aus den Formalin-fixierten, Parafingebetteten Proben erfolgt Uber das
.RNeasy FFPE Kit* der Firma Qiagen nach dem dongéigigten Protokoll. Die Proben
werden zunachst in mehreren Schritten deparaffiniemach wird mittels Proteinase K das
Gewebe verdaut. Durch einen folgenden DNAse Vendad die Gesamt DNA der Probe
abgebaut und sollte spater nicht mehr detektiesbar. Die Isolation der RNA erfolgt dann
Uber eine Séaule mit einer speziellen Membran, veeldre RNA zunachst bindet. Nach
mehreren Waschschritten wird die RNA dann abhargig der Probengréfe in 15 pl bzw.
30ul Aquaest eluiert. Genaue Angaben zur Methode sind im Paitales Kits nachzulesen
(http://www.giagen.com/literature/Die Messsung der Gesamt-RNA Konzentration werden

mittels des NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 leyeftihrt. Jeweils 1 ul jeder Proben
werden in das Gerét pipettiert und die Gesamt-RNof€ntration, sowie Reinheitsgrad jeder
Probe werden gemessen. Danach werden die ProbeB05& bis zur weiteren Bearbeitung

gelagert.

Synthese von cDNA mittels reverser Transkriptase

Die gewonnene Gesamt-RNA aller Proben wird auf &ifgetaut und mittels des ,High

capacity cDNA reverse Transcription Kit* von ApaieBiosystems wird die RNA mittels

reverser Transkriptase und einem Mix aus Desoxgtkizotiden in cDNA umgeschrieben.
Bis zu 2 ng RNA kodnnen in die Reaktion eingesetetrden. Aus der zuvor bestimmten
Konzentration der Gesamt-RNA kann dann bei jedeb®rdie einzusetzende Menge in pl
berechnet werden. Eine maximale Menge von 9 ul Ridghte jedoch nicht Uberschritten
werden. Bei sehr kleinen Proben, mit niedriger RKdnazentration kbnnen deutlich weniger
als 2 ng eingesetzt werden. Das genaue Protokoll Reaktion ist im Kit

(http://www.giagen.com/literaturehachzulesen. Zur Uberpriifung der reversen Trautakm

wird bei allen Proben nach der Reaktion die Konad¢ian an DNA mittels des NanaDrop
Spectrophotometers ND-1000 gemessen. Bei erfolygeieversen Transkription sollten alle
Proben eine DNA-Konzentration im Bereich von 2090 besitzen. Die Proben werden bei

-20°C bis zur weiteren Bearbeitung eingefroren.
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Praamplifikation

Die Praamplifikation wird bei kleinen cDNA Konzeationen eingesetzt und dient dazu
mittels einer PCR Reaktion die Menge an Zielgen-8DAi erhdéhen. Dadurch wird die
Detektion der Zielgenexpression in der spater aegeeten TagMan verbessert. Fur die
Praamplifikation der Zielgene wird das ,TagMan Png#A Master Mix Kit“ von Applied
Biosystems verwendet. Der enthaltene Mastermix &inteben der Polymerase auch die
Nukleotide zur Amplifikation der Zielgene. Die Pem die zur Amplifikation der Zielgene
PD-1, CD163 und der endogenen Kontrolle TBP bendatigrden, sind in den jeweiligen
~TagMan 20x Gene Assays” enthalten. Fir die Préadikgtion wird ein Pool aus allen drei
Assays in einer Endkonzentration von 0,2x bendétigte Assays werden dazu mit
1x TE-Puffer verdinnt. In einen Préamplifikationsata von 25 pl wird 1 pl cDNA

hinzugebeben, was einer ungefahren Menge von DNg#\entspricht.

Ansatz Praamplifikation:
12,5 pl TagMan PreAmp Master Mix
6,25 ul der gepoolten Assays
1 pl cDNA
5,25 pl Wasser (LiChrsolv)

PCR-Programm:
95°C 10 min
10 Zyklen 95°C 15 sec
60°C 4 min
4°C oo

Nach der Praamplifikation werden die Proben 1:5irent und bei -20°C bis zur weiteren

Bearbeitung gelagert.
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TagMan-Real-Time-PCR fiir die quantitative Expressamalyse von PD-1 und CD163

Zur quantitativen Expressionsanalyse mittels TagiRaal-Time-PCR werden die Proben
zusammen mit den TagMan Gene Expression Assaymé€Rr) und dem TagMan Gene
Expression Master Mix Kit in eine 96-well Plattepeitiert. Fir jede Probe wird eine
Doppelbestimmung durchgefihrt. Die Platten werdétefa einer adh&siven Folie versiegelt
und kurz abzentrifugiert. Anschlie3end wird diettelan das Real-Time PCR Gerat 7900HT

von Applied Biosystems eingestellt und mittels 8eftware 7900HT Version 2.3 gemessen.
Pipettierschema fur einen Reaktionsansatz von 20 gur TagMan-Real-Time-PCR:
10 pl TagMan Gene Expression Master Mix Kit
1 pl TagMan Gene Expression Assay (PD-1, CD1&3 08P)
9 ul praamplifizierte cDNA
Programm der Real-Time PCR:
95°C 10 min

40 Zyklen 95°C 15 sek
60°C 1 min

3.2.5.3 Auswertung der TagMan PCR und relative @fizirrung

Die Messung der Proben erfolgt durch das 7900HTI-Rese PCR System der Firma
Applied Biosystems, welches als Ergebnis eine Afmkplionskurve der PCR ausgibt
(Abb.6). Diese setzt sich aus einer exponentielimase und einer anschlielRenden
Plateauphase zusammen. In der exponentiellen Rnaseht die Fluoreszenzintensitat einen
bestimmten Schwellenwert, der vom Gerat gemessed. ider Schwellenwert wird so
festgelegt, dass er die Amplifikationskurven der wargleichenden Proben in der
exponentiellen Phase schneidet. Der PCR-Zyklusem dieser Schwellenwert Gberschritten
wird, wird als Thresholdcycle ¢Cbezeichnet. Dieser (®Vert korreliert negativ mit der
Zielgenkonzentration. Je héher also die Konzemtnatles Zielgens, desto niedriger ist die

Anzahl der PCR Zyklen, welche notwendig war, um 8ehwellenwert zu erreichen.
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Aruplfication Plot

n
Cyole

Abbildung 6: Amplifikationsplot

Beispiel eines Amplifikationsplots, wie er nach @R im 7900HT Real-Time PCR System ausgegeben wird
Auf der x-Achse ist die Anzahl der gelaufenen Zykigegen den Rn-Wert (Y-Achse) aufgetragen. Der Ramt\W
ist der Quotient der Emissionsintensitaten von Repfarbstoff und Referenzfarbstoff. Bis zum 20kiag ist
keine deutliche Zunahme der Fluoreszenz sichtlaarach ist ein exponentieller Anstieg der Intendititzum

30. Zyklus erkennbar. Danach bleibt die Fluoreszgeasitat auf einem konstanten Niveau. Insgesaentden

40 Zyklen durchlaufen

In der frthen Phase der PCR andert sich das Fhkemesignal nicht, dann wird das
Hintergrundsignal ermittelt. Zusatzlich zur Fluaesz des Reportersignals, wird auch die
Fluoreszenz eines Referenzfarbstoffs gemessens@®mn bereits im TagMan Master Mix
vorhandene Referenzfarbstoff ROX (6-Carboxy-X-rtrogg dient zum Abgleich mdglicher
sondenspezifischer Fluoreszenzunterschiede. Diebavad®kungen kdnnen unter anderem
durch Pipettierfehler entstehen. Die Normalisierwigd durch die Bildung des Quotienten
der Emissionsintensitdt des Reporterfarbstoffs uxér Emissionsintensitat des
Referenzfarbstoffs vorgenommen (®R/ert) und auf der Y-Achse gegen die Anzahl der
Zyklen aufgetragen (Abb.6). Neben der quantitativexpression der Zielgene, wurde
vergleichend auch die Expression einer endogendréltmin diesem Gewebe untersucht.
Dazu wurde das Haushaltsgen TATA-box binding prot@iBP) gewéhlt, welches nach
Valente et al. (2009) das am besten geeignete ldisgbn bei der Expressionsanalyse in
Hirngewebe darstellt. Eine untersuchte Probe wisdgasitiv fur die Expression des Zielgens
betrachtet, wenn fur das Zielgen ein Ct-W«rd0 und ein Ct-Wert fur das Haushaltsgen
gemessen werden kann. Proben, welche nur eine $Stpnedes Haushaltsgens aufweisen und
keinen gultigen Ct-Wert fur das Zielgen, werdenragativ fir die Expression des Zielgens

bezeichnet.
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Lasst sich auch der Ct-Wert fur das Haushaltsgeht rdetektieren, so wird die Probe als
ungiltig klassifiziert. Negative oder ungultige BPeo werden nicht in die nachfolgende
relative Quantifizierung miteinbezogen. Bei der Mete der relativen Quantifizierung wird
ein relativer Mengenvergleich des Zielgens von tesigchem Probenmaterial mit dem
Normalgewebe hergestellt. Das Haushaltsgen dierteidals Referenzgen, dessen
Expressionsanalyse notwendig ist, um zum Beispi@nz€éntrationsunterschiede im
Ausgangsmaterial auszugleichen. Die Expressionsenatgs Zielgens im neoplastischen
Gewebe wird in Abhangigkeit vom Normalgewebe damjisDiese relative Quantifizierung

der Expressionsanalyse kann aus den gewonneféfei@en wie folgt erstellt werden (Livak

and Schmittgen, 2001):

Ci-Wert (Zielgen, PD-1 oder CD163) -@W/ert (Haushaltsgen, TBP) AC;

AC-Wert (neoplastisches Gewebe)Ci-Wert (Normalgewebe) AAC;

Die Differenz von + oder — 1 eines Ct-Wertes entsprdem zweifachen Unterschied in der

cDNA Ausgangskonzentration. Die n-fache Expressgianrd daher wie folgt berechnet:
X=2 44Ct
Der Wert 1 bedeutet, dass das Zielgen im neopthsis und Normalgewebe gleich stark

exprimiert wird. Werte > 1, zeigen eine Erhohunge® < 1 eine Erniedrigung der

Zielgenexpression im neoplastischen Gewebe gegedébe Normalgewebe.
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3.2.6 Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen werden mittels ddatisikprogramms SPSS 17.0
durchgefuhrt. Die untersuchten Merkmale wurden edewv als qualitativ oder als quantitativ
(stetig) klassifiziert. Die Expression der MarkeD-B, CD3, FOXP-3, CD68 und CD163
werden auf Grund der semiquantitativen Auswertulsy caalitatives, also nicht stetiges
Merkmal klassifiziert, ebenso wie WHO-Grad und Gwscht der Patienten. Das Alter der
Patienten, sowie der Ki-67-Index wurden als quatiie, stetige Merkmale eingestuft. Als
statistischer Test fur qualitative Werte wird dealde Test nach Fischer verwendetet. Bei
gemischten Variablen (quantitativ und qualitatiiydmder Kruskal-Wallis Test angewendet
und bei einem Vergleich rein quantitativer Werterdveine bivariable Korrelation nach
Pearson durchgefuhrt. Alle p-Werte der Testergalenvsurden auf zwei Nachkommastellen

gerundet und eine Testsignifikanz von p = 0,05g&s0t.
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4. Ergebnisse

4.1 Immunreqgulatorische Zellen im Normalgewebe deaNS

Nicht pathologisch verandertes, nicht entzindlicbdsr reaktives Hirngewebe wurde als
Normalgewebe des ZNS bezeichnet und als Referemdidinachfolgenden Untersuchungen
genutzt. In Abbildung 7A ist exemplarisch eine Natgewebeprobe in einer HE-Farbung in
100x OriginalvergroRerung dargestellt. Die Nervdlere als auch die Astrozyten sind
gleichmalig verteilt und nicht reaktiv. Bei secheridalgewebeproben des ZNS wurden
immunhistochemisch die T-Zellmarker CD3, PD-1, FGXFsowie die Makrophagenmarker
CD68 und CD163 gefarbt und semiquantitativ ausgmuekulierdem wurde der Ki-67-Index
bestimmt. Dazu wurde der Proliferationsmarker Kigatarbt und quantitativ ausgewertet.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 7 exemplarischydatellt.

Bei der Halfte der Normalgewebsproben traten CD32ellen mit einer geringen Haufigkeit
meist nur perikapillar auf. In drei weiteren Propkonnten keine CD3+ T-Zellen identifiziert
werden. In keiner der Proben konnten Zellen mitEbgoression der regulatorischen Marker
PD-1 oder FOXP-3 nachgewiesen werden (s.Abb.7DAERRerdem geht aus Abbildung 7F
und G hervor, dass die Mikroglia positiv fur CDG3Abb7F roter Pfeil) war und vereinzelt
CD68+ und CD163+ Makrophagen (s.Abb.7G schwarzeil)Pperikapillar auftraten. Bei
allen funf Proben kamen diese jedoch nur mit eggeingen Haufigkeit vor. Der Ki-67-Index,
untersucht tUber die Expression von Ki-67, betrugMitiel 0,4 %. Lediglich ganz vereinzelt

traten proliferierende Lymphozyten im Bereich depKlaren auf.
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4. Ergebnisse

Abbildung 7: Immunregulatorische Zellen im Normalgevebe

Hamatoxylin-Eosin Farbung von Normalgewebe des ZM@0x)(A). Der Ki-67-Index des Normalgewebes
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betrug im Mittel 0,4% (200x)R). Haufigkeiten CD3+, PD-1+, FOXP-3+, CD68+ und @&3% Zellen im
Normalgewbe €). D-G: Immunhistochemische Farbung von CD3, PD-1, CD68@Bd 63 an Normalgewebe
(200x): CD3 positive T-Zellen sind nur im Bereicardapillaren zu erkenneif, PD-1+ T-Zellen sind nicht
vorhanden E). CD68 positive Mikroglia ist gleichmaRig verte{(fPfeil 1) und CD68 K), sowie CD163 @)
positive Makrophagen sind nur mit geringer Haufigka Bereich der Kapillaren zu sehen (Pfeil 2).
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4. Ergebnisse

4.2 Requlatorische T-Zellen und Makrophagen in Glimen

4.2.1 Diffuse Astrozytome (WHO Grad Il):

4.2.1.1 Charakteristik und Ki-67-Index

Die diffusen Astrozytome sind hirneigene Tumoresm s aus den Gliazellen, den Astrozyten
entstehen. Wie der Name schon sagt, sind bei di€gerorentitat die Tumorzellen im
Hirngewebe diffus zerstreut (s.Abb.8A). Eine Abgmeng dieses Tumors von normalem
Hirngewebe ist nicht eindeutig moglich. Die diffas@strozytome kénnen als fibrillarer Typ
vorliegen, wobei hier die Tumorzellen wenig Zytaptea aufweisen, das Gewebe aber stark
mit Gliafasern durchsetzt ist (s.Abb.8B). Die gewugtare Variante besteht aus Tumorzellen
mit stark vergrofertem Zytoplasma und teils melweexzentrisch gelegenenekien

(s. Abb8B). Es wurde bei 29 diffusen Astrozytomdarunter sowohl die fibrillare als auch
die gemistozytische Variante, der Ki-67-Index begtit. Durchschnittlich 3,6% der gesamten
Zellen zeigten Ki-67 positive Kerne (s.Abb.8C).

Abbildung 8: Diffuses Astrozytom

Hamatoxylin-Eosin Farbung eines diffusen Astrozyad@003 (A) sowie einer gemistozytischen Variante (20@) Oer
Ki-67-Index wurde uber die Ki-67-Expression bestimBurchschnittlich 3,6% der Gesamtzellen exprimieKi-67 (200x)
(©).
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4. Ergebnisse

4.2.1.2 Requlatorische T-Zellen und Makrophagen

Das Auftreten immunreaktiver, regulatorischer Ti&elwurde in den diffusen Astrozytomen
untersucht und mit dem in Normalgewebe und in a@d&umorentitdten verglichen. Die
tumorinfiltrierenden T-Lymphozyten (TIL) wurden nats antiCD3-Antikdrper markiert.
Regulatorische Eigenschaften wurden mittels Anfagouler Marker PD-1 und FOXP-3
untersucht. Das Vorkommen und die Haufigkeit pwsiti Zellen sind in Abbildung 9

dargestellt.
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Abbildung 9: CD3+, PD-1+ und FOXP-3+ TIL in diffusen Astrozytomen

A: Infiltration von CD3+, PD-1+ und FOXP-3+ T-Zellen R9 untersuchten diffusen Astrozytomen: In jeder
Probe wurde die Haufigkeit CD3+, PD-1+ und FOXP-3Zellen semiquantitativ bestimmt.
B+C: Immunhistochemische Farbung von CDB) (und PD-1 C): geringe Haufigkeit positiver Zellen im
diffusen Astrozytom (200x).
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4. Ergebnisse

In 38% der Proben waren keine CD3+ T-Zellen idenéfbar, in weiteren 55% war eine
geringe Haufigkeit an T-Zellen erkennbar (s.Abb.2BY bei nur zwei Proben konnte von
einer hohen Haufigkeit gesprochen werden. AuchPdipulationen PD-1 traten mit geringer
Haufigkeit auf, nur 28% der Proben waren positivdiese Zellen (s.Abb.9C). Generell war
in jeder positiven Probe erkennbar, dass es eihdBei CD3+ T-Zellen war, welche auch
PD-1 exprimierten. Regulatorische FOXP-3+ T-Zellearen in 10% der Proben mit geringer
Haufigkeit nachweisbar, es konnte hier nicht eitidegesagt werden, ob es sich gleichzeitig
auch um auch PD-1+ Zellen handelt. Sowohl die CE8s,auch die PD-1+ und FOXP-3+
Zellen traten hauptsachlich perivasal auf. Statstiunterschied sich das Auftreten dieser
T-Zellpopulationen nicht mit dem im Normalgewebe>(p,99).

Uber die Expression von CD68 wurde in den diffudstrozytomen auch die Population der
Tumor-infiltrierenden Makrophagen und Mikroglia (WA identifiziert. Die Subpopulation
regulatorischer Makrophagen wurde Uber die Exppessvon CD163 bestimmt. In
Abbildung 10 sind die Ergebnisse der immunhistodeenen Farbung und der
semiquantitativen Auswertung dargestellt. CD68+ Mpkagen waren in allen Proben
vorhanden, in 76% der Proben traten sie mit hohaufigkeit auf. Die regulatorischen
CD163+ Makrophagen waren in 16 von 29 Proben itiemtibar, allerdings mit einer
geringen Haufigkeit. Nur bei 14% der Proben waresm @D163+ Zellen mit einer hohen
Haufigkeit zu finden. Neben den Makrophagen warhaeine deutliche CD68 und CD163
Expression der Mikroglia erkennbar (s.Abb.10C, D).
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Abbildung 10: CD68+ und CD163+ TAM in diffusen Glianen

A: Infiltration von CD68+ und CD163+ Makrophagen/Migt@ in 29 untersuchten diffusen Astrozytomen: In
jeder Probe wurde die Haufigkeit CD68+ und CD163+elleh semiquantitativ bestimmt.
B: Immunhistochemische Farbung von CD68: Hohe Haufigi@sitiver Zellen im diffusen Astrozytom (200x)
C: Immunhistochemische Farbung von CD163: geringe igkeit positiver Zellen im diffusen Astrozytom
(200x).
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4.2.2 Anaplastische Astrozytome (WHO Grad Ill):

4.2.2.1 Charakteristik und Ki-67-Index

Die Transformation vom diffusen zum anaplastisct#eatrozytom erfolgt eher flie3end.

Oftmals kdnnen einige Areale schon als anaplagtis¢ariante bezeichnet werden, da die
Zellen hier dichter liegen und deutlich vermehrtriteilungsfiguren aufweisen, wahrend in
anderen Bereichen noch die diffuse weniger mali\gaeéante des WHO Grades Il vorliegt. In

den folgenden Untersuchungen wurden daher nur Rrabsgewahlt, welche eindeutig als
anaplastisches Astrozytom identifiziert werden kenn In Abbildung 11 ist in einer HE-

Farbung das typische Bild eines solchen Tumorseséetit. Die Zelldichte ist erhéht und es
sind Kernteilungsfiguren erkennbar. Der Ki-67-Indeber untersuchten anaplastischen
Astrozytome, ermittelt Gber die Ki-67 Expressioatrig 9,8% (s.Abb.11D).

Abbildung 11: Anaplastisches Astrozytom
Hamatoxylin-Eosin Farbung eines anaplastischenoagtoms in 100x A) und 200x OriginalvergroRerung).
Ki-67 Expression im anaplastischen Astrozytom: Kiv@ird von 9,8% der Gesamtzellen exprimiert (20@X).
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4. Ergebnisse

4.2.2.2 Requlatorische T-Zellen und Makrophagen

Es wurde die Expression der Marker CD3, PD-1 undXPQ untersucht, um die
tumorinfiltrierenden Lymphozyten in anaplastiscistrozytomen zu charakterisieren. Dazu
wurden 18 anaplastische Astrozytomproben immuntisimisch geféarbt und semiquantitativ
ausgewertet. Die Ergebnisse sind in Abbildung Ir@ektellt.
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Abbildung 12: CD3+, PD-1+ und FOXP-3+ TIL in anaplastischen Astrozytomen

A: Infiltration von CD3+, PD-1+ und FOXP-3+ T-Zellen 1.8 untersuchten anaplastischen Astrozytomen: In
jeder Probe wurde die Haufigkeit CD3+, PD-1+ und XFeB+ Zellen semiquantitativ bestimmt.
B+C: Immunhistochemische Farbung von CDB) (und PD-1 C): geringe Haufigkeit positiver Zellen im
anaplastischen Astrozytom (200x).
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4. Ergebnisse

Aus Abbildung 12 geht hervor, dass in fast alleoben CD3+ Zellen (94%) detektiert
werden konnten. In 89% der Proben traten diese emer geringen HAaufigkeit auf

(s.Abb.12B). Nur bei 6% der Proben war eine hohefigkeit positiver Zellen erkennbar.

Auch bei den anaplastischen Astrozytomen wurde lideutdass die Population PD-1
exprimierender Zellen eine Subpopulation CD3+ Tleteist. In 56% der Proben konnten sie
mit einer geringen Haufigkeit nachgewiesen werdei\lb.12C). Ebenfalls mit geringer
Haufigkeit traten die FOXP-3+ T-Zellen in 28% dedlle auf. 13 der 18 Proben waren
negativ fur diese regulatorische T-Zellpopulati®owohl das Vorkommen PD-1+ als auch
FOXP-3+ Zellen konnte nicht als statistisch sidfiter Unterschied zum Normalgewebe
bezeichnet werden.

Makrophagen und deren regulatorische Subpopulatiomden auch im anaplastischen
Astrozytom mittels der Marker CD68 und CD163 immistdchemisch identifiziert. Das

Vorhandensein dieser Populationen ist in Abbildurgdargestellt. Sowohl Mikroglia als

auch Makrophagen exprimierten CD68 und CD163 (s.EB, C). Alle Proben zeigten eine
Positivitat fur CD68+ Zellen, 89% auch fur CD163¢llEn. In 72% der Proben traten die
CD68+ Zellen mit einer hohen Haufigkeit auf. Die Td3+ Zellen waren in 50% der Proben
mit einer hohen Haufigkeit identifizierbar und % der Proben mit einer geringen
Haufigkeit (s.Abb.13A).
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Abbildung 13: CD68+ und CD163+ TAM in anaplastische Astrozytomen

A: Infiltration von CD68+ und CD163+ Makrophagen/Migtm in 18 untersuchten anaplastischen
Astrozytomen: In jeder Probe wurde die Haufigke88+ und CD163+ Zellen semiquantitativ bestimmt.
B+C: Immunhistochemische Farbung von CD@&) Und CD163 C): Hohe Haufigkeit positiver Zellen im
anaplastischen Astrozytom (200x).
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4.2.3 Glioblastome

4.2.3.1 Charakteristik und Ki-67-Index

Die hohere Zelldichte, starke mitotische Aktivitdadas Auftreten von Nekrosen sowie
hyperplastische Gefale sind Merkmale, welche da®bl@stom vom anaplastischen
Astrozytom unterscheiden. Auf alle wurde bei derswahl der zu untersuchenden
Glioblastome geachtet. Mikroskopisch erschienen @l®blastome sehr heterogen. Die
astrozytaren Tumorzellen waren fibrillar (s.Abb.}4@der gemistozytar (s.Abb.14B). Auch
kleine undifferenzierte Zellen (s.Abb.14C), sowieehrkernige Riesenzellen (s.Abb.14A)
traten in den Glioblastomen auf. Nach einer Ketmiag mit Ki-67, konnte der Ki-67-Index
auf durchschnittlich 16,9% festgelegt werden (s.A8D).

Abbildung 14: Heterogenitat und Ki-67-Index der Glioblastome

Hamatoxylin-Eosin Farbung eines Glioblastoms ntitilidren Astrozyten, sowie einer Riesenzelle (208X
Gemistozytare Variante eines Glioblastoms (20®&)) éowie kleine undifferenzierte Zellen eines Glagboms
(200x)(C). Ki-67 Expression im Glioblastom: Durchschnithlid6,9% der Kerne sind positiv fir Ki-67(200x)

(D).
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4.2.3.2 Requlatorische T-Zellen und Makrophagen

Es wurden 40 Glioblastomproben auf die Expressenschiedener T-Zellmarker untersucht.
Die Expression von CD3 wurde detektiert, moglickeguiatorische Funktionen durch die
Expression von PD-1 und FOXP-3. Da alle Glioblastoeine heterogene Histologie
aufwiesen, wurde beim Betrachten und semiquantgatiAuswerten ein Mittelwert aller
Areale gebildet. In Abbildung 15 sind die Ergebaissler immunhistochemischen
Untersuchung der verschiedenen Zellpopulationdalimblastomen dargestellt.

In allen untersuchten Proben waren CD3+ T-Zellerh&onden, in 32,5% der Falle traten sie
mit einer hohen Haufigkeit auf. Eine hohe HaufigkeD-1+ Zellen war nur in 5% der
Glioblastomproben detektierbar. Zwar waren fast Bloben positiv (90%), aber bei 85% der
Proben traten PD-1+ Zellen mit geringer Haufigleeif. Auch in den Glioblastomen konnten
die PD-1+ Zellen eindeutig als Subpopulation der3€Dr-Zellen identifiziert werden.
FOXP-3+ Zellen konnten in mehr als der Halfte desbeén gefunden werden (52,5%) und
traten mit geringer Haufigkeit auf (s.Abb.15A). Dikerteilung der CD3+, PD-1+, sowie
FOXP-3+ Zellen war unterschiedlich. Eine perivasakikumulation (s.Abb.15B) oder eine
Akkumulation an hyperplastischen Gefal3en (s.Abb)1%@r nicht selten. Auch am
Nekroserand traten haufig immunreaktive Zellen &sfAbb.15D). Eine regelmaliige
Verteilung der immunreaktiven Zellen im Gewebe wfaenfalls gegeben (s.Abb.15E).

Die TAM in den Glioblastomen wurden mittels anti-€®Antikérper markiert und
regulatorische Eigenschaften der Makrophagen ullgeEgpression von CD163 untersucht.
Die semiquantitative Auswertung, sowie Ergebnisser dmmunhistochemie sind in
Abbildung 16 dargestellt. Makrophagen und Mikroglievelche typischerweise CD68
exprimieren konnten in allen Proben nachgewiesemieve(s.Abb.16A). Sie traten in 92,5%
der Félle in einer hohen Haufigkeit auf (s.Abb.168)ch die Expression des regulatorischen
Markers CD163 war auf allen Makrophagen nachzuweigdle Proben zeigten eine hohe
Haufigkeit CD163+ Zellen (s.Abb.16C).
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Abbildung 15: CD3+, PD-1+ und FOXP-3+ TIL in Glioblastomen

A: Infiltration von CD3+, PD-1+ und FOXP-3+ T-Zellen 40 untersuchten Glioblastomen: In jeder Probe
wurde die Haufigkeit CD3+, PD-1+ und FOXP-3+ Zellesemiquantitativ bestimmt. B-C:
Immunhistochemische Farbung von CD3 und PD-1 (208klkumulation immunreaktiver Zellen perivas#)(

an hyperplastischen Gefal3&l) (am Nekroserand)) oder diffuse Verteilungg).
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A Haufigkeiten der TAM in Glioblastomen
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Abbildung 16: CD68+ und CD163+ TAM in Glioblastomen

A: Infiltration von CD68+ und CD163+ Makrophagen/Migiia in 40 untersuchten Glioblastomen: In jeder
Probe wurde die Haufigkeit CD68+ und CD163+ Zekemiquantitativ bestimmB+C: Immunhistochemische
Farbung von CD68R) und CD163 C): Hohe Haufigkeit positiver Zellen im Glioblastom&200x)
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4.2.4 Statistische Auswertung:

Ein statistisch signifikanter Unterschied im Vorkoeen der T-Zellen und Makrophagen
zwischen dem Normalgewebe des ZNS und den einz&iliementitaten wurde untersucht.
Auch eine mdgliche Korrelation zwischen den Haufiggn dieser Zellen und dem
Malignitatsgrad (WHO Grad) wurde ermittelt. Ob l@snhte Zellpopulationen innerhalb einer
bestimmten Altersklasse oder geschlechtsspezifisftneten wurde ebenfalls untersucht. Die

p-Werte der durchgefiihrten statistischen Testsisinl@r folgenden Tabelle angegeben.

Tabelle 6: Statistische Auswertung der immunregulatorischen Ellpopulationen in Gliomen

Das Vorkommen CD3+, PD-1+ und FOXP-3+ T-Zellen, isoWD68+ und CD163+ Makrophagen in den
Gliomentitaten wurde mit dem in normalem Hirngewe&keglichen und der jeweilige p-Wert des Testergebn
angegeben. AuRRerdem wurde ein mdglicher Zusammegnbasmschen den Merkmalen WHO Grad, Alter,
Geschlecht, Ki-67-Index und dem Vorkommen der Zgldationen untersucht. Ein signifikanter
Zusammenhang besteht, wenn der p-We® 05 ist. Bei den Variablen ,Haufigkeit CD3+, PB;1IFOXP-3+,
CD68+, CD163+ Zellen* sowie ,WHO Grad" und ,Gesatté handelt es sich um nicht stetige qualitative
Variablen. ,Ki-67-Index* und ,Alter* werden als quottative, stetige Variablen in den jeweiligen Test
eingesetzt.

- - Haufigkeit - -
Haufigkeit | Haufigkeit o Haufigkeit Haufigkeit
CD3+Zellen | PD1+Zellen CD68+Zellen | CD163+Zellen
3+Zellen
Normalgewebe vs. -
diffuses Astrozytom p>0.99 p>0.99 p>0.99 p<001 p=004
Normalgewebe vs. _ _ _ _ _
anaplastisches Astrozytom p=003 p=017 p=028 p=003 p=004
Normalgewebe vs. _
Glioblastom p<0,01 p<0,01 p =0,02 p<0,01 p<0,01
WHO-Grad p<0,01 p <0,01 p <0,01 p = 0,07 p <0,01
Alter p = 0,07 p=0,13 p=0,92 p=0,92 p<0,01
Geschlecht p=0,9 p=0,54 p =0,65 p=0,41 p=0,41
Ki-67-Index p=0,01 p<0,01 p =0,02 p =0,03 0,01

Die Haufigkeiten der T-Zellpopulationen unterscleedsich im diffusen Astrozytom nicht
signifikant von derer im Normalgewebe des ZNS (p 0399), anders als die
Makrophagenpopulationen (siehe Tabelle 5). Beim gléch der Haufigkeiten der
Immunzellen des anaplastischen Astrozytoms mit dBimrmalgewebe bestand ein
signifikanter Unterschied in dem Auftreten der CDBZellpopulation und Makrophagen. Im
Glioblastom zeigten sich deutlich vom normalen gewebe verschiedene Haufigkeiten der

T-Zellen und Makrophagen.
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Aul3erdem geht aus Tabelle 5 hervor, dass sowolH@idigkeit CD3+ T-Zellen, als auch die
der PD-1+ und FOXP-3+ Subpopulationen positiv meind Malignitatsgrad in Gliomen
korrelieren. Auch die Haufigkeit der CD163+ Makragen stieg mit dem WHO Grad
(p < 0,01). Ein Zusammenhang zwischen dem Alter@empatienten und der Haufigkeit
CD163+ Makrophagen konnte ebenfalls festgestelitier (p < 0,01). Mit steigendem Alter
der Gliompatienten stieg auch die Haufigkeit der 168+ Zellen (s.Abb.17).Die
Haufigkeiten  bestimmter Zellpopulationen deutetanf keine Korrelation mit dem
Geschlecht der Patienten hin. Der Ki-67-Index, #@sttitiber die Expressionsrate von Ki-67
zeigte eine signifikante positive Korrelation miérdHaufigkeit aller Subpopulationen, alle
p-Werte liegen hier unter 0,05. AulRerdem konnte Z2isammenhang zwischen der Ki-67
Positivitdt und dem WHO Grad der Gliome festgestekrden. Aus Abbildung 17 geht
hervor, dass der Ki-67-Index mit der Malignitat igte Es besteht ein signifikanter
Unterschied zwischen diffusen (WHO Grad IlI) und @astischen (WHO Grad IlI)
Astrozytomen (p = 0,04) sowie zwischen anaplaséiscAstrozytomen und Glioblastomen
(WHO Grad IV) (p < 0,01).
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Abbildung 17: CD163+ TAM und Ki-67-Index der Gliome

A: Boxplot, der die Abhangigkeit CD163+ TAM vom Alteler Gliompatienten darstellt. Die Infiltration
CD163+ Zellen ist bei alteren Patienten hdlerBoxplot, der den Ki-67-Index in den einzelnen WiBdade
darstellt. Der Ki-67-Index steigt dabei mit zunemuer Malignitat der Gliome.
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4.3 Requlatorische T-Zellen und Makrophagen in prindiren ZNS Lymphomen

4.3.1. Manifestation und Ki-67-Index

Die primaren ZNS Lymphome sind im Gegensatz zu @omen keine hirneigenen
Tumoren, sondern Tumoren der Immunzellen, in dieBalhder B-Zellen, welche sich in der
Hirnregion manifestieren ohne bekannte extraduvideifestation bei Diagnosestellung. Die
Immunreaktion, welche durch solche Tumoren hervarfga wird, wurde untersucht, um sie
dann zu vergleichen. Alle untersuchten PZNSL warem dem am haufigsten auftretenden
Typ, der diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphome (DCB). 42 dieser DLBCL wurden
zunéchst auf ihre Art der Manifestation untersucht.

Aus Abbildung 18 gehen die drei verschiedenen Mutédtionsarten hervor. Diffus
gewachsene DLBCL zeigten eine relativ gleichméaRigeichte Verteilung der Tumorzellen.
Bei den rasenartig gewachsenen, traten die Tuntenzel einer hohen Dichte auf. DLBCL,
welche pseudoencephalitisch manifestiert warensevielumorzellen hauptsachlich perivasal
und dicht gedrangt auf. Diese Einteilung der Mastdgonsarten ist jedoch nicht absolut
sondern eher ineinander uUbergehend. Es wurde dieddn Probe vorherrschende
Manifestationsart festgelegt. 26% der 42 DLBCL kemn einem diffus wachsenden
Lymphom zugeordnet werden, 48% wiesen eine rasgadvtanifestation auf und weiteren
26% konnte ein pseudoencephalitisches Wachstumseligeben werden. Der Ki-67-Index
lag bei durchschnittlich 49,8% (s.Abb.18).
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Abbildung 18: Manifestation und Ki-67-Index der PZNSL (DLBCL)
Unterteilung der 42 untersuchten PZNSL in unteestdliche ManifestationsarterA). Hamatoxylin-Eosin
Farbung eines diffus gewachsenes Lymphoms (2@))efnes rasenartig gewachsenen Lymphoms (1GDK) (

und eines pseudoencephalitisch gewachsenen Lympgd@s) O). Ki-67-Index im PZNSL: Durchschnittlich
49,8% der Gesamtzellen sind positiv fur Ki-@&).(

63



4. Ergebnisse

4.3.2 Identifizierung immunreaktiver Zellen im pénen ZNS Lymphom

4.3.2.1 Verteilung

Die Verteilung der tumorspezifischen immunreaktiv2ellen war bei den DLBCL eher
heterogen. In Abbildung 19 sind die unterschiedichverteilungsarten CD3+ T-Zellen
dargestellt. Wie auch die Tumorzellen kénnen di@senunreaktiven Zellen perivasal
akkumulieren (pseudoencephalitisch) (s.Abb.19A)obEn eines pseudoencephalitischen

DLBCL zeigten jedoch nicht zwangslaufig auch eiseyzloencephalitische Verteilung der

immunreaktiven T-Zellen. Bei anderen DLBCL akkuredien die immunreaktiven T-Zellen
auch am Tumorrand (s.Abb.19B) oder waren gleichghégiteilt (s.Abb.19C).

Immunhistochemische Farbung von CD3 an DLBCL: DieZellen kénnen perivasal akkumulieren
(pseudoencephalitischh}, am TumorrandB) oder gleichmafig verteilt sei€) (100x).
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4.3.2.2 Requlatorische T-Zellen und Makrophagen

Die Population immunreaktiver T-Zellen wurde auchden primaren ZNS Lymphomen
mittels des Markers CD3 bestimmt. Uber die Expassion PD-1 wurde eine Subpopulation
mit regulatorischen Eigenschaften dieser T-Zelledentifiziert. Die eigentlichen
regulatorischen T-Zellen (Treg) wurden Uber die fegpion von FOXP-3 markiert. Die
semiquantitative Auswertung, sowie die Fotos demimhistochemie sind in Abbildung 20
dargestellt.

Aus Abbildung 20 geht hervor, dass alle 42 PZNSL3€Dind PD-1+ T-Zellen aufwiesen.
Dabei traten bei 76% der PZSNL die CD3+ und bei @8&PD-1+ Zellen mit einer hohen
Haufigkeit auf. Wie bisher schon festgestellt, sesddie CD3+ T-Zellen, welche auch PD-1
exprimieren (Abb.20B, C). Bei den PZNSL konnteneder Probe auch PD-1+ Tumorzellen
gefunden werden. Teilweise gab es sogar Proberche/dl00% Positivitdt der Tumorzellen
zeigten, jedoch etwas schwacher auf den Tumorzedigprimiert als auf den dort
vorhandenen T-Zellen (Abb.20E). Die FOXP-3+ reguiathen T-Zellen traten nur mit einer
geringen Haufigkeit auf, allerdings waren 90% deoben generell positiv fir FOXP-3+
Zellen (Abb.20D).

Auch die Tumor-infiltrierenden Makrohagen und Migha wurden in PZNSL mittels eines
Antikdrpers gegen CD68 detektiert und durch dierégpion von CD163 auf regulatorische
Funktion untersucht. Die semiquantitative Auswegtist in Abbildung 21 A dargestellt. In
allen Proben der PZNSL konnten CD68 positive Makegen und Mikroglia nachgewiesen
werden, in 95% der Falle sogar mit einer hohen id&ait (Abb.21B). Aus Abbildung 21 A
und C geht hervor, dass das Auftreten von CD163krdfdagen noch starker war, alle

Proben wiesen eine hohe Haufigkeit CD163+ Makrophaayf.
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Abbildung 20: CD3+, PD-1+ und FOXP-3+ TIL in PZNSL(DLBCL)

A: Infiltration von CD3+, PD-1+ und FOXP-3+ T-Zellen 42 untersuchten DLBCL: In jeder Probe wurde die
Haufigkeit CD3+, PD-1+ und FOXP-3+ Zellen semiquiativ bestimmt.B-E: Immunhistochemische Farbung
von CD3, PD-1 und FOXP-3 (200x): Starke Infiltrati€D3+ Zellen B), welche auch PD-1 exprimiere@)(
FOXP-3+ Zellen sind in fast allen Lymphomproben méringer Haufigkeit identifizierbarD)). Fast alle
Lymphome zeigen auch eine schwéchere ExpressiorPiloh auf den TumorzellefEq) und eine stérkere auf
den immunreaktiven T-ZellerkE@).
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Abbildung 21: CD68+ und CD163+ TAM in PZNSL (DLBCL)

A: Infiltration von CD68+ und CD163+ Makrophagen/Migt@ in 42 untersuchten DLBCL: In jeder Probe
wurde die Haufigkeit CD68+ und CD163+ Zellen senaitfitativ bestimmt.B+C: Immunhistochemische
Farbung von CD68R) und CD163 C): Hohe Haufigkeit positiver Zellen im Lymphom. @9.

4.3.3 Statistische Auswertung:

Ein statistisch signifikanter Unterschied der TiZesowie Makrophagenhaufigkeiten
zwischen dem Normalgewebe des ZNS und den prima&Ss Lymphomen wurde
untersucht. Obwohl die Tumorzellen der Lymphomen&efNS stammigen Zellen sind, und
als Referenz das gesunde Ursprungsgewebe, in dieakkmonsillen, gewahlt werden sollte,
ist ein Vergleich mit dem Normalgewebe des ZNS kianvoller, da priméar die veranderte
Mikroumgebung untersucht werden soll.
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T-Zell-  bzw.

Makrophagenpopulationen und der Manifestationsart REZNSL wurde aul3erdem gepruft.

Eine mdgliche Korrelation zwischen den Haufigkeiterder

Eine geschlechts- oder alterspezifische Abhangdigher Zellpopulationen wurde ebenfalls

untersucht. Die p-Werte der durchgefuhrten statibgn Tests sind in der folgenden Tabelle 6

angegeben.

Tabelle 7: Statistische Auswertung der immunregulatorischen Ellpopulationen in primaren ZNS

Lymphomen

Das Vorkommen CD3+, PD-1+ und FOXP-3+ T-Zellen, iso@D68+ und CD163+ Makrophagen in den

priméren ZNS Lymphomen wurde mit dem in Tonsillerd INormalgewebe des ZNS verglichen und der p-Wert

des Testergebnis angegeben. Aulerdem wurde eincmé&glusammenhang zwischen den Merkmalen
Manifestationsart, Alter, Geschlecht und dem Vorkoen der Zellpopulationen untersucht. Ein signiftiean
Zusammenhang besteht, wenn der p-\Wd105 ist. Bei den Variablen CD3, PD-1, FOXP-3, @D6D163,
sowie Manifestationsart und Geschlecht handeliabsusn nicht stetige qualitative Variablen. Der &id-Index
und das Alter werden als quantitative, stetige &adn in den jeweiligen Test eingesetzt.

- - Haufigkeit - -
Haufigkeit | Haufigkeit — Haufigkeit Haufigkeit
CD3+Zellen | PD1+Zellen CD68+Zellen | CD163+Zellen
3+Zellen
g%rﬁsall_es Hirngewebe vs. p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01
Manifestationsart p > 0,99 p=0,75 p=0,24 p > 0,99 p=0,73
Alter p=0,43 p=0,04 p=0,39 p>0,99 p=0,82
Geschlecht p = 0,47 p>0,99 p=0,88 p > 0,99 p=0,16
Ki-67-Index p=0,35 p=0,21 p=0,88 p =0,03 p=0,1

Ein Vergleich der Haufigkeiten aller Zellpopulateamim PZNSL mit denen in normalem
Hirngewebe wies einen signifikanten Unterschied(auf 0,01). Aul3erdem geht aus Tabelle
5 hervor, dass keine Korrelation zwischen den Hykeiten immunregulatorischer
Zellpopulationen und der Manifestationsart der PEN&funden werden konnte. Alle
p-Werte lagen deutlich Gber 0,05. Ein Zusammenhangchen dem Alter der PZNSL
Patienten und der Haufigkeit der PD-1+ T-Zellen itenfestgestellt werden (p = 0,04). Die
H&aufigkeit der CD163+ Zellen stieg mit dem Alterrd@ZNSL Patienten, wie aus dem
statistischen Test hervorgeht (s.Abb.22). Die Hik#iten aller untersuchten Immunzellen
zeigten keine Korrelation mit dem Geschlecht deareRgen. Der Ki-67-Index primérer ZNS
Lymphome, ermittelt Gber die Ki-67 Expression, @teitnicht auf eine Korrelation mit den
H&aufigkeiten der PD-1+, CD3+, FOXP-3+ oder CD163%H&h hin. Einzig die Haufigkeit der
CD68+ Makrophagen wies einen statistisch signifikan Zusammenhang mit dem

Ki-67-Index auf (p = 0,03).
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Abbildung 22: Haufigkeit PD-1+ T-Zellen vs. Alter der PZNSL-Patienten
Boxplot PD-1+ T-Zellen in Abhangigkeit des Alterorv primaren ZNS Lymphompatienten: Die PD-1+
T-Zellen treten haufiger bei alteren Lymphompagerdauf.

4.3.4. Charakterisierung immunreaktiver T-ZellenREZNSL

4.3.4.1 PD-1 Expression auf Tumorzellen und T-Zelle

Die erhaltenen Ergebnisse der untersuchten primah$ Lymphome deuteten darauf hin,
dass neben der immunreaktiven T-Zellpopulation aliehTumorzellpopulation den Marker
PD-1 exprimiert. Dies wurde mittels Fluoreszenzddfgpbungen in weiteren Experimenten
bestatigt. Von den untersuchten 19 DLBCL konnten alten Proben CD3+ Zellen
nachgewiesen werden. Ein Teil dieser T-Zellen eemiich eine positive Expression von
PD-1. In Abbildung 23 C sind die doppelt positiv&gllen als orangefarbene Zellen sichtbar.
Die roten Zellen stellen die CD3+PD-1- T-Zellen.dabenfalls waren PD-1+ CD3- Zellen
detektierbar, bei welchen es sich um die Tumorzel@andelt. In 8 der untersuchten
Lymphome zeigte sich eine deutliche PD-1 Expressaier Tumorzellen, wie sie in
Abbildung 23 D und F exemplarisch dargestellt Asich PD-1+ T-Zellen (orange) waren
neben den PD-1+ Tumorzellen erkennbar. Um die PBxfiression der Tumorzellen zu
betatigen, wurde eine Doppelfarbung mit PD-1 uneh d&Zellmarker CD20 vorgenommen.
Aus Abbildung 23G geht hervor, dass auch hier eadtie doppelt positive Zellen (orange)
vorhanden sind.
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Abbildung 23: Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen an pimaren ZNS Lymphomen (DLBCL) |
Immunfluoreszenz-Farbung von CD3, CD20 und PD-1@WLBC; PD-1 ist an FITC gekoppelt und wird auf
T-Zellen exprimiert A-C): Einzelfluoreszenz von PD-A] und CD3, welches an TexasRed gekoppeltB3t (
Bei Uberlagerung der BildeiC] sind CD3+ (rot), PD-1+ (griin) und CD3+PD-1+ (ayah Zellen erkennbar.
Expression von PD-1 auf Tumorzelldd-F): Einzelfluoreszenz von PD-1 auf Tumorzell&) (nd CD3 auf T-
Zellen E). Das Overlay der BilderH) zeigt, dass neben den PD-1+ T-Zellen (orangeh alie Tumorzellen
(grin) PD-1+ sind. In einer Doppelfarbung von CORTC mit PD-1-TexasRed zeigen sich die CD20+PD-1+
Tumorzellen (orange)3)(200x).
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4.3.4.2 PD-1 Expression auf requlatorischen FOXH-Zellen

Es wurde ebenfalls untersucht, ob die regulatoeiscii-Zellen, identifiziert Uber eine

Expression von FOXP-3 und CD25, gleichzeitig auéhlPexprimieren oder ob sich bei

PD-1+ Zellen auch FOXP-3 nachweisen lasst. Zunaehstde nachgewiesen, dass alle
regulatorischen T-Zellen CD25 und FOXP-3 exprimmerend ein Marker alleine, namlich

FOXP-3 zur ldentifizierung ausreicht (s.Abb.24A).

Abbildung 24: Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen an pimaren ZNS Lymphomen (DLBCL) Il
Immunfluoreszenz-Farbung von PD-1, FOXP-3 und CB2®LBCL: PD-1 und CD25 sind an FITC gekoppelt
(grin) und werden auf der Zelloberflache exprimiE®XP-3 ist an RhodaminRed (rot) gekoppelt undivirin
Kern exprimiertA: FOXP-3/CD25 Doppelfarbung: Nachweis, dass alle FE&@%RZellen auch CD25+ sind und
somit FOXP-3 als alleiniger Marker zur Identifizieg regulatorischer T-Zellen ausreicBtC: FOXP-3/PD-1
Doppelfarbung: 17/18 der untersuchten PZNSL zeigtne doppelt positiven ZelleB). 1/18 der untersuchten
PZNSL zeigte PD-1+FOXP-3+ T-Zelle€) (200x).

Bei 18 primaren ZNS Lymphomen wurden dann Immunftseenz-Doppelfarbungen der
Marker PD-1 und FOXP-3 durchgefihrt. In Abbildungsind die Ergebnisse dieser Farbung
exemplarisch dargestellt. Alle untersuchten Prowsen eine Positivitat fur FOXP-3 im

Kern und CD25 auf der Zelloberflache auf (s.Abb.p4Bs gentigte also, FOXP-3 fur die

weiteren Experimente als Marker fir regulatoristh&ellen zu verwenden.
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In der Mehrheit der untersuchten Lymphomproben af)nte bei der Doppelfarbung mit
PD-1 und FOXP-3 keine doppelt positiven Zellpopolan nachgewiesen werden. Entweder
waren die Zellen positiv fir den Marker PD-1 odér FOXP-3 (s.Abb.24B). Nur bei einer
Probe mit pseudoencephalitischer Manifestation te@rgine Population PD-1+FOXP-3+
Zellen identifiziert werden (s.Abb.24C). Eine Exgs®n von PD-1 findet folglich nur selten

auf regulatorischen T-Zellen statt.

4.4 Immunreqgulatorische Zellen in Rezidiven

4.4.1 Gliomrezidive

Ob sich das Auftreten und die Haufigkeit der untehden T-Zellpopulationen und
Makrophagen bei einem rezidivierten Gliom im Verghezum Primartumor andert, wurde
ebenfalls untersucht. Auf Grund des immunologiscBauachtnisses und Anderungen der
Proteinexpression rekurrenter Tumorzellen kénnterclthus Unterschiede bestehen. Bei
neun Glioblastomrezidiven wurden die immunreaktiveiZzellen mittels CD3, PD-1 und
FOXP-3 identifiziert, sowie die Makrophagenpopwagn tber CD68 und CD163.

Bei den Glioblastomrezidiven konnten in allen Prob€D3+ und PD-1+ Zellen
nachgewiesen werden. Die CD3+ T-Zellen kamen in #7i#4einer geringen und in 53% mit
einer hohen Haufigkeit vor. Die PD-1+ Zellen waagegen bei der Mehrheit der Proben
(78%) nur in geringer Haufigkeit vorzufinden. Indgr 9 Proben konnten auch FOXP-3+
Zellen identifiziert werden, davon in 4 mit gerimgeaufigkeit und in einer Probe mit einer
hohen Haufigkeit (s.Abb.25A). CD68+ und CD163+ Mgknagen und Mikroglia waren in
allen Rezidiven mit hoher Haufigkeit vertreten.tStesch konnte bei keiner der untersuchten
Zellpopulationen ein signifikanter Unterschied zufrimartumor gefunden werden
(s.Abb.25B).
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Abbildung 25: TIL und TAM in Glioblastomrezidiven

A: Infiltration von CD3+, PD-1+ und FOXP-3+ T-Zellerin 9 untersuchten Glioblastomrezidiven: In jeder
Probe wurde die Haufigkeit CD3+, PD-1+ und FOXPZten semiquantitativ bestimmB: Infiltration von
CD68+ und CD163+ Makrophagen/Mikroglia in 9 untetsien Glioblastomrezidiven: In jeder Probe wurde di
Haufigkeit CD68+ und CD163+ Zellen semiquantitdiestimmt.
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4.4.2 Rezidive primédrer ZNS Lymphome

Auch die Immunantwort in Rezidiven der primaren ZNgnphome wurde untersucht und
mit der in Primartumoren verglichen. Dazu wurdenPENSL Rezidive, ebenfalls vom Typ
der DLBCL mit den gleichen Markern fur T-Zellen uMbkrophagen gefarbt und somit die
Haufigkeiten der Immunzellpopulationen bestimmte Dilehrheit (80%) der rezidivierten
DLBCL war rasenartig gewachsen, nur 20% waren glifttnd keine Probe zeigte die
pseudoencephalitische Variante.

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung Migrker sind in Abbildung 26
dargestellt: In allen untersuchten PZNS Rezidivenniten CD3+, PD-1+ und FOXP-3+
T-Zellen festgestellt werden. CD3+ T-Zellen traterb0% der Proben mit hoher Haufigkeit
auf und bei 50% der Féalle mit geringer. Die PD-ZeHeh kamen nur bei 20% der Proben mit
geringer Haufigkeit vor, 80% der Proben zeigterediohe Haufigkeit positiver Zellen. Die
regulatorischen FOXP-3+ Zellen waren in allen Prolée erwartet mit geringer Haufigkeit
erkennbar. In allen Proben konnten CD68+ und CD1dakrophagen nachgewiesen werden
und dies mir einer hohen Haufigkeit in allen Fall&m signifikanter Unterschied zwischen
dem Primartumor und PZNSL-Rezidiven konnte bei &etter untersuchten Zellpopulationen
festgestellt werden.
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Abbildung 26: TIL und TAM in PZNSL (DLBCL)-Rezidive n

A: Infiltration von CD3+, PD-1+ und FOXP-3+ T-Zellen 10 untersuchten DLBCL-Rezidiven: In jeder Probe
wurde die Haufigkeit CD3+, PD-1+ und FOXP-3+ Zelsmiquantitativ bestimmB: Infiltration von CD68+
und CD163+ Makrophagen/Mikroglia in 10 untersuchteZNSL-Rezidiven: In jeder Probe wurde die
Haufigkeit CD68+ und CD163+ Zellen semiquantitdiastimmit.
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4.5 Immunrequlatorische Zellen in primaren ZNS Lympghomen bei Immunsuppression

Da die Inzidenz der PZNSL auch bei immunsupprireierPatienten gestiegen ist, wurde
untersucht, ob sich die immunologische Mikroumgephim immunsupprimierten Patienten
von der in immunkompetenten Patienten unterscheidtu wurden sieben DLBCL Proben
immunsupprimierter Patienten auf Vorkommen und Igeit immunreaktiver
T-Zellpopulationen untersucht. Bei vier der Pagentkonnte eine Positivitat fir EBV
festgestellt werden, bei den verbleibenden drel siim EBV-Status keine Angaben gemacht
worden. In den ausgewdahlten Proben war die Maaifiesisart ,diffus gewachsen“ eher
gering (14%), rasenartig und pseudoencephalitigstaghsene DLBCL traten gleich haufig
auf (43%). Aus Abbildung 27 geht hervor, dass ailfersuchten Proben positiv fur das
Vorkommen CD3+, sowie PD-1+ und FOXP-3+ Zellen wai@abei zeigten sechs der sieben
Proben eine hohe Haufigkeit CD3+ und PD-1+ Zelleegulatorische FOXP-3+ T-Zellen
traten bei finf Proben mit geringer Haufigkeit aduch die Makrophagenpopulationen
waren in allen Proben vorhanden. CD68+ Makrophagaren in 80% der Falle mit einer
hohen Haufigkeit prasent, die CD163+ sogar in 1@ Proben. Es konnte statistisch kein
signifikanter Unterschied im Vorkommen der T-Zellnd Makrophagenpopulationen im
Vergleich zum DLBCL bei immunkompetenten Patiergefunden werden.
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A Haufigkeiten der TIL in immunsupprimierten PZNSL
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Abbildung 27: TIL und TAM in immunsupprimierten PZN SL (DLBCL)

A: Infiltration von CD3+, PD-1+ und FOXP-3+ T-Zellen 7 untersuchten immunsupprimierten DLBCL: In
jeder Probe wurde die Haufigkeit CD3+, PD-1+ undXiFeB+ Zellen semiquantitativ bestimni: Infiltration
von CD68+ und CD163+ Makrophagen/Mikroglia in 7 amstichten immunsupprimierten PZNSL: In jeder
Probe wurde die Haufigkeit CD68+ und CD163+ ZeBemiquantitativ bestimmt.
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4. Ergebnisse

4.6 Quantitative Genexpressionsanalyse

Die Expression des regulatorischen Markers PD-1 lyenphozyten, sowie CD163 bei
Makrophagen wurde nicht nur auf Proteinebene, sondech auf mMRNA-Ebene analysiert
und mit den immunhistochemischen Ergebnissen wrgh. Es wurden sechs Proben
normalen Hirngewebes als Referenz fur die hirneagemumorentitaten, die Gliome,
ausgewahlt. Bei 29 diffusen Astrozytomen, 17 arms@ehen Astrozytomen und 38
Glioblastomen konnten auf Grund der ausreichendebdhgrol3e die Expression von PD-1
und CD163 quantitativ ermittelt und mit der im Nailgewebe verglichen werden. Auf
Grund der geringen Probenmenge konnten nur 35 Heprd#ndren ZNS Lymphome der
quantitativen Genexpressionsanalyse unterzogenewerdufRerdem wurden jeweils neun
Glioblastomrezidive und PZNSL-Rezidive, sowie VIBZNSL von immunsupprimierten
Patienten untersucht. Als Referenz fir die PZNSkden zwei Proben nicht pathologischer,
nicht entzindlicher Tonsillen ausgewéhlt. Eine posiExpression des Zielgens wurde durch
einen gemessenen Ct-Wett 40 definiert, wenn gleichzeitig auch die Expressides
Haushaltsgens TBP in dieser Probe nachgewieseneweétdnnte. Proben, welche keinen
Ct-Wert fur die Expression des Zielgens zeigtedp@h giltige TBP Ct-Werte aufwiesen,
wurden als negativ gewertet. Konnte auch keine &gon des Haushaltsgens festgestellt
werden, so wurden die Messungen der Proben aldtighglassifiziert. Die Berechnung der
Expressionsanderung des Zielgens zum Referenzgebzbe Referenzgens wurde bereits

unter 2.11 detailliert beschrieben.

4.6.1 Expression von PD-1

Auf Grund der zahlreichen nicht detektierbaren Wdiir PD-1 (s. Tab.7), vor allem im
Referenzgewebe, konnte kein Vergleich der PD-1 &son von Normalgewebe und
neoplastischem Gewebe durchgefuhrt werden. Es &oladiglich eine Aussage darlber
gemacht werden, ob das Zielgen tUberhaupt im urdietsa Gewebe exprimiert wird. Die
Ergebnisse mit den durchschnittichen PD-1 Ct-Wergend in Abbildung 28 fiir jede
Tumorentitat dargestellt.
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Abbildung 28: Quantitative Genexpressionsanalyse fiPD-1 in verschiedenen Tumorentitaten

A: Ergebnisse der PD-1 Real-Time-PCR: Proben, wekihe Expression des Haushaltsgens zeigten und
gleichzeitig einen Ct-Wert fur die Expression vob-P werden als ,positiv‘ gewertet. Proben mit TBP
Expression, aber ohne Ct-Wert fur PD-1 gelten aégativ‘. Proben ohne Ct-Wert fir das Referenzgerden

als ungultig klassifiziert. Angegeben ist die Pnoimenge (%) fur die jeweilige Klassifizierung in den
unterschiedlichen Tumorentitdtef®: Durchschnittliche Ct-Werte fir die Expression v#D-1 in den
verschiedenen Tumorentitaten
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Im normalen Hirngewebe konnten bei drei ProbenggilCt-Werte gemessen werden, welche
jedoch keine Expression von PD-1 zeigten. Bei 242%diffusen Astrozytome konnte die
Expression des Haushaltsgens nachgewiesen wer@engedoch nur zwei Proben eine
positive PD-1 Expression. Der durchschnittlicheVi#st dieser beiden Proben lag bei 33.
88% der anaplastischen Astrozytome konnten hirgibhtler PD-1 Expression untersucht
werden, bei 2 Proben wurde eine Expression von Rigtéktiert. Der durchschnittliche
Ct-Wert fur PD-1 dieser Entitat betrug 32. Von 3BoGlastomen, konnte bei 36 die PD-1
Expression auf Grund einer vorhandenen ExpressesnHhushaltsgens untersucht werden.
Dabei zeigten 26% eine Positivitat fur PD-1. Derathgchnittliche Ct-Wert betrug 34. Eine
Korrelation der PD-1 Positivitat mit steigender Maitat ist statistisch nicht signifikant
(p = 0,12). In einem von neun Glioblastomrezidikennte ebenfalls die Expression von PD-
1 nachgewiesen werden, sieben Proben waren negativeine ungultig. Der gemittelte
CT-Wert betrug 31Der Unterschied der PD-1 Expression zwischen Ptuméor und Rezidiv
war jedoch nicht signifikant (p = 0,66). In 31% deéélle konnte bei den PZNSL keine
Expression des Haushaltsgens TBP detektiert werdiese Proben wurden dann auch zur
Analyse der PD-1 Expression ausgeschlossen. Vonilkegen 24 PZNSL waren 15 positiv
fur PD-1 und wiesen einen durchschnittlichen CtWMem 33 auf. Auch bei den PZNSL
Rezidiven konnte eine PD-1 Expression bei 22% nawiesen werden. Der Ct-Wert lag hier
bei 33. Zwei der vier immunsupprimierten PZNSL Eatien zeigten die Expression von TBP,
nicht aber von PD-1. Ein statistisch signifikantérterschied der PD-1 Positivitat zwischen
PZNSL und deren Rezidiven (p = 0,46), sowie zwischenmunkompetenten und
immunsupprimierten Patienten konnte nicht gefundenden (p = 0,4). Die Tonsillen, das

Referenzgewebe der Lymphome, zeigten keine PD-1eSgn.

4.6.2 Expression von CD163

Bei der quantitativen Expressionsanalyse des Zislg€D163 konnten sowohl im
Referenzgewebe als auch im zu untersuchenden sésplen Gewebe geniigend Werte
ermittelt werden, welche einen aussagekraftigengerh erlauben. Proben mit CD163
positiver Expression wiesen neben einem Ct-Wer0 auch einen guiltigen Ct-Wert fur
CD163 auf. In negativen Proben konnte nur ein CtiVfi&r das Haushaltsgen gemessen
werden. Als ungultig wurden Proben klassifiziertelehe keinen Ct-Wert fir das

Haushaltsgen zeigten.
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Bei den CD163 positiven Proben wurde wie unter Zogschrieben der Wert fur*2%
berechnet, welcher eine Aussage uber die Erh6hamg Blinderung der Expression von
CD163 gegentber dem Referenzgewebe trifft. Als gade Kontrolle wurde auch hier die
Expression des Haushaltsgens TBP in die Berechnumigeinbezogen. Die Ergebnisse der
CD163 Expressionsanalyse sind in Abbildung 29 daedie

Mindestens 50% der Proben aller untersuchten Eerit&aren positiv fur CD163. Auch das
Normalgewebe zeigte eine Positivitat fur CD163, wae relative Quantifizierung moglich
machte. Von den 29 untersuchten diffusen Astrozgtmmvaren 62% positiv fir CD163. Im
Vergleich zum Normalgewebe war die Expression jadom die Hélfte reduziert. Bei den
anaplastischen Astrozytomen konnten 82% der Pralse@D163 positiv klassifiziert werden.
Die CD163 Expression war um das 17fache gegenidrar hormalgewebe gestiegen. 95%
der Glioblastome zeigten eine CD163 Expression,cheelknapp 50 Mal hodher als im
Normalgewebe war. Die Korrelation zwischen der gigstrten CD163 Expression und der
Malignitat war eindeutig signifikant (p < 0,01). @iErh6hung der CD163 Expression im
Gewebe der Glioblastomrezidive war fast 3 Mal sechhavie die des Primartumors, der
Unterschied jedoch wegen der Stichprobengro3esssath nicht signifikant (p = 0,12Bei
den primaren ZNS Lymphomproben konnten 69% als GD{d@ésitiv klassifiziert werden.
Dabei war die Expression des Makrophagenmarkers&lOhdher als im Referenzgewebe,
den TonsillenDie 10fache Erhdhung in den Rezidiven dieser Tumaevar vergleichweise
gering und der Unterschied zum Primartumor stathtisignifikant (p = 0,02)Zwei der
untersuchten Proben der immunsupprimierten PZNSieian waren CD163 positiv. Es
ergab sich nach dem Vergleich mit dem Normalgeveshe Steigerung um tUber das 60fache,
wobei der Unterschied der CD163 Expression zwischemnmunsupprimierten und
immunkompetenten nicht signifikant war (p = 0,9%tztendlich konnte eine generell starke
Erhéhung der CD163 Expression in allen neoplastiscibeweben im Vergleich zum

Normalgewebe festgestellt werden.
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Abbildung 29: Quantitative Genexpressionsanalyse fiCD163 in verschiedenen Tumorentitaten

A: Ergebnisse der CD163 Real-Time-PCR: Proben, wethe Expression des Haushaltsgens zeigten und
gleichzeitig einen Ct-Wert fur die Expression voDX63 werden als ,positiv‘ gewertet. Proben mit TBP
Expression, aber ohne Ct-Wert fir CD163 gelten,abpativ‘. Proben ohne Ct-Wert fir das Referenzgen
werden als ungultig klassifiziert. Angegeben ist 8robenmenge (%) fur die jeweilige Klassifizieruinglen
unterschiedlichen TumorentitateB: Verhaltnis der CD163 Expression im Vergleich zumriNalgewebe (2
A4CY fir die verschiedenen Tumorentitaten. Als Refegenvebe fiir die Gliome wurde Normalgewebe des ZNS
und fiir die Lymphome normale Tonsillen als Refergewahlt. Die Auftragung der Werte fiit 2" im Boxplot
erfolgt logarithmisch zur besseren Ubersicht.
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5. Diskussion

Die Mikroumgebung in Tumoren bestimmt neben demisthen Verlauf auch Schweregrad
und das Ansprechen auf eine Therapie. Sie ist far Tumorbekdmpfung durch das
Immunsystem essentiell (Dave et al., 2004; Draclalet2005). Vor allem die zellulare
Zusammensetzung spielt eine wichtige Rolle in dedMation der Immunantwort. In der
vorliegenden Arbeit wurden daher die Zellpopulationn verschiedenen Hirntumorentitaten
charakterisiert und quantifiziert, um die Bedeutwhgser Zellpopulationen hinsichtlich der
Tumorentwicklung zu erlautern. Diese Immunphanatgoung der Zellen wurde in Gliomen
unterschiedlicher WHO Grade sowie in primaren ZN@phomen durchgefiihrt. Der Fokus
wurde auf die Expression von PD-1 gelegt. Bei dreddarker handelt es sich um einen
inhibitorischen Kostimulator, welcher durch Bindusginer Liganden PDL-1 und PDL-2
aktiviert wird und eine Inaktivierung der Trageteebewirkt (Agata et al., 1996). Eine
ausgepragte Expression des Liganden PDL-1 (B7-Hhnte bereits in einer Reihe von
Tumoren nachgewiesen werden (Dong et al., 2002nsbeine Inaktivierung von T-Zellen
und eine damit einhergehende Minderung der Pralifamskapazitat und Zytokinsekretion
dieser Zellen (Freeman et al., 2000). Die Fahig#ertImmunmodulation in Tumoren macht
die PD-1 positiven Zellen zu einer aul3erst intereen Population und bietet Anlass, sie
genauer zu charakterisieren und deren Vorkommeranaieren Populationen zu korrelieren.
Es wurden neben PD-1 auch die FOXP-3 Expressioerautht. FOXP-3 wird von
regulatorischen T-Zellen exprimiert, welche ebdsfaine wichtige Bedeutung bei der
Immunregulation in Tumoren haben (Fontenot et24Q3; Hori et al., 2003). Die gesamte
T-Zellpopulation wurde durch den Marker CD3 idaamtdrt. Neben immunregulatorischen
Lymphozyten wurde eine Population von Makrophagemtdexkt, welchen
immunregulatorische Eigenschaften zugesprochenementhd die sowohl Tumorwachstum,
als auch eine tumorspezifische T-Zellantwort béesst (Law et al.,, 1993; Zwadlo et al.,
1987). Daher wurde die Subpopulation regulatoristhakrophagen Uber die CD163
Expression in Gliomen und primaren ZNS Lymphomenalysiert. Neben der
Phanotypisierung und Quantifizierung der immunraguischen Zellen, wurde eine
guantitative Genexpressionsanalyse fur die beidgalatorischen Marker PD-1 und CD163
durchgefihrt, um ebenfalls die transkriptionellgpEession dieser Marker zu untersuchen.
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5.1 Immunregulation in Gliomen

5.1.1 Tumor-infiltrierende T-Zellen (TIL)

Die Infiltration von Tumoren durch verschiedene lpmmzytenpopulationen, mehrheitlich
T-Lymphozyten, sowie deren Bedeutung fur die Tumtweklung wurde schon frih
entdeckt (Farmer et al., 1989; Miescher et al. 8198 Gliomen, der im ZNS am haufigsten
auftretenden Tumorentitat bei Erwachsenen, kondiese T-Zellen bereits nachgewiesen
werden (Ridley und Cavanagh, 1971). Auch in deriegenden Arbeit wurden CD3+
T-Zellen mit unterschiedlicher Haufigkeit in Glioméentifiziert und je nach WHO Grad ein
Unterschied zum Normalgewebe des ZNS deutlich.d®ei niedrig malignen Gliomen, den
diffusen Astrozytomen, konnte zwar eine ZunahmeC&8+ T-Zellen beobachtet werden,
welche jedoch statistisch nicht signifikant zu denen Normalgewebe war. In den
anaplastischen Astrozytomen (WHO Grad Ill), sowen dGlioblastomen (WHO Grad V)
war jedoch eine deutliche Zunahme der T-Lymphozgdennbar, was fir eine Korrelation
von CD3+ T-Zellen mit der Malignitat in Gliomen sgirt.

Die zu untersuchenden immunsupprimierenden T-Zpilfagionen, die regulatorischen
T-Zellen (FOXP-3+), sowie die PD-1 exprimierendesZdllen waren signifikant nur im
Glioblastom gegenuber dem Normalgewebe erhéhtelggezsich auch hier eine Korrelation
mit der Malignitat in Gliomen, wobei niedrig malignGliome noch keine Auspragungen
dieser Zellpopulationen zeigten. Dieses Resultatébgt bisher bekannte Ergebnisse. El
Andaloussi und Lesniak (2007) fanden eine positkerrelation zwischen FOXP-3+
regulatorischen T-Zellen und der Malignitat von rAgiytomen, sowie der Tumorprogression.
Eine Korrelation FOXP-3+ Treg mit der Immunsuppiessist ebenfalls entdeckt worden
(Gavin et al.,, 2007). Generell kann fur Tumoren miiltrierenden Tregs eine schlechte
Prognose gegeben werden (Knutson et al., 2007).

T-Zellpopulationen, welche eine Immunantwort tben ¢PD-1 Signalweg inhibieren, wurden
von Jacobs et al. (2009) in einem Viertel der dotersuchten Gliome nachgewiesen. In den
eigenen Untersuchungen konnten in 28% der low-grssteozytome und in 56% (WHO
Grad IIl) bzw. 90% (WHO Grad 1V) der high-grade @he PD-1+ Zellen mit geringer
Haufigkeit identifiziert werden. Die Lymphozyten xea dabei nicht nur perivasal, sondern
auch diffus im Tumorgewebe identifizierbar. Dieser#elation zur Malignitat spricht dafr,
dass PD-1+ T-Zellpopulation ebenfalls eine immupsegsive Wirkung auf Hirntumoren

haben kénnten und somit deren Progression indide#tern konnten.
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Die Aktivierung der negativen regulatorischen Slgmege in T-Zellen erfolgt durch den

Tumor selbst, welcher am Beispiel des PD-1, de¢sgand, B7-H1, Uberexprimiert und

somit eine Stimulation von PD-1 erzeugt (Parsalet2807; Strege et al., 2004). Diese
.Strategie”, Uber die Expression von B7-H1 der Inmawotwort auszuweichen, konnte unter
anderem in Bronchialkarzinomen, Ovarialkarzinomkn|onkarzinomen, Melanomen und

auch Gliomen nachgewiesen werden (Dong et al., 2@&viesenermalien kann der PD-1
Signalweg auch zu einer Stabilisierung der reguktben T-Zellpopulation beitragen und
das Gleichgewicht der anti-Tumorimmunantwort zugemsles Tumors verschieben (Blank
et al., 2005). Zwischen FOXP-3+ Zellen (Treg) urigt P exprimierenden Zellen ergab sich
eine positive Korrelation und unterstitzt somitseéid hese.

Es konnte au3erdem in der vorliegenden Arbeit esitwer Zusammenhang zwischen dem
Ki-67-Index und dem WHO Grad der Gliome gezeigt degr. In den low-grade

Astrozytomen (WHO Grad Il) war die Rate Ki-67 pogt Zellen geringer als in den

high-grade Astrozytomen (WHO Grad 11l und IV). Sigrante Unterschiede traten aber auch
zwischen WHO Grad Il und WHO Grad IV Gliomen aMergangene Studien konnten
bisher noch keine eindeutigen Ki-67-Indizes fir diestrozytome festlegen. GrolRe
Schwankungen der Werte bei unterschiedlichen Probagen sowie Diskrepanzen
bezuglich der signifikanten Unterschiede zwischem &/HO Graden sind das Ergebnis
(Johannessen und Torp, 2006). Grinde fur dieseré&pakzen zwischen den Studien und
auch den eigenen Ergebnissen sind auf Abweichuhgeérder Gewebeverarbeitung, der
immunhistochemischen Farbemethode, sowie Intefppetamethoden der Farbungen
zurtckzufiihren. Die hier vorliegenden Resultateal siargleichbar mit denen von Di et al.
(1997), Enestrom et al. (1998) und Wakimoto e{E096), welche ahnliche Ki-67 Werte fur

die Tumorgrade, sowie signifikante Unterschiedesetiven den WHO Graden fanden. Eine
eindeutige positive Korrelation des Ki-67-Index miem Auftreten regulatorischer

T-Zellpopulationen konnte jedenfalls bewiesen werde
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5.1.2 Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM)

Tumor-assoziierte Makrophagen und Mikroglia stelleimen wichtigen Bestandteil der
Mikroumgebung in Tumoren dar und spielen eine bestele Rolle fur die Entwicklung und
Progression des Tumors (Lewis und Pollard, 200 thani et al., 2006; Sica et al., 2006).
Neben den M1 Makrophagen, welche sich durch eitektiea Effektorfunktion und eine
proinflammatorische Zytokinproduktion auszeichnébernehmen die alternativ aktivierten
Makrophagen (M2) immunregulatorische Funktionen st@len somit fir Tumoren einen
potentiellen Mechanismus zum Entgehen einer tunmearBpchen Immunantwort dar
(Gordon, 2003). M2 Makrophagen haben nur noch wenéakte Funktionen des angeborenen
Immunsystems, kénnen nur schlecht stimuliert werdad zeigen keine Hochregulation
kostimulatorischer Moleklle zur Aktivierung der ElEn, um eine erfolgreiche anti-
Tumorimmunantwort hervorzurufen (Hussain et alQ30Die regulatorischen Makrophagen
zeichnen sich durch eine Expression von CD163 Riesgesamte Makrophagenpopulation
lasst sich durch die Expression von CD68 nachweigareits in einer Reihe anderer
Tumoren konnte diese Population der M2 Makrophamglemtifiziert und eine negative
Korrelation mit der Uberlebensrate hergestellt veer{Bronkhorst et al., 2011; Hasita et al.,
2010; Kurahara et al.,, 2011). In der vorliegenderbe®t wurden sowohl die M2
Makrophagen, als auch die gesamte Makrophagengapulen Gliomen unterschiedlicher
Malignitatsstufen untersucht und mit dem Auftreten Normalgewebe verglichen. Sowohl
bei den high-grade Gliomen (anaplastische AstramgtoWHO Grad Il und Glioblastome
WHO Grad V), als auch bei den low-grade Gliomeiffifde Astrozytome, WHO Grad I1),
liel3 sich eine signifikante Zunahme CD68+ und CDi68krophagen und Mikrogliazellen
feststellen. Dabei wurde deutlich, dass die CD1B8Hpopulation immer eine Subpopulation
der CD68+ Makrophagen ist. Eine positive Korreatzwischen der Malignitatsstufe und
der Expression zeigte sich nur bei den CD163+ etgukchen Makrophagen, nicht aber bei
der Population der Gesamtmakrophagen. Diese Ergmbrstitzen bereits vorhandenen
Studien (Komohara et al., 2008). Auch die gefund&mwerelation von regulatorischen
Makrophagen mit dem Vaskularisierungsgrad in Glinor{l€odelja et al., 1997; Nishie et al.,
1999) passt zu diesen Ergebnissen und bekrafegthiese, dass die Population der alternativ
aktivierten M2 Makrophagen tatsachlich in Zusamnagghmit dem Tumorwachstum und der

Progression steht.
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Durch die Sekretion von IL-10, TGF-oder Arginase-1 hemmen die M2 Makrophagen die
T-Zellaktivitat gegen den Tumor (Roussel et al.9@9 und kdnnen gleichzeitig Uber
bestimmte Faktoren, wie z.B. Stickstoffradikale mdenutagenen Sauerstoff die
Tumorprogression stimulieren. Der Tumor wiederunmdédt eine Polarisation der M2
Makrophagen (Pollard, 2004). Diese gegenseitigedAglgkeit der M2 Makrophagen und
des Tumors erklart die Zunahme der CD163+ TAM inignaren Gliomen. Sowohl die
CD68+ als auch die CD163+ Makrophagen zeigten giositive Korrelation zum
Ki-67-Index. Aullerdem konnten in dieser Arbeit b8liompatienten mehr CD163+
Makrophagen festgestellt werden, als bei jungemrreften. Dies kdnnte bedeuten, dass die
Inhibition der tumorspezifischen Immunantwort egi@icher bei &lteren und gleichzeitig
auch etwas immunschwacheren Patienten ist. Dieagebiis sollte jedoch kritisch betrachtet
werden, da keine der anderen untersuchten Immemzeiine Korrelation mit dem Alter

gezeigt haben.

5.2 Immunregulatorische T-Zellen und Makrophagen inprimaren ZNS Lymphomen

5.2.1 Tumor-infiltrierende T-Zellen (TIL)

Die zellulare Zusammensetzung der Mikroumgebungltspuch bei Tumoren, welche sich

aus Immunzellen gebildet haben, eine wichtige Rollintersuchungen der TIL in
Lymphomen zeigten eine nicht einheitliche Lymphenyterteilung in der Mikroumgebung
und geben Hoffnung, diese zukinftig als diagnosagsdarker nutzen zu kénnen (Muenst et
al., 2009). Dies wirde vor allem bei den primar&SZ_.ymphomen nutzlich sein, da diese
auf Grund ihrer Lokalisation in einem immunologisspezialisierten Bereich schlechtere
Prognosen haben, als die nodalen Non-Hodgkin-Lymmgh@Norden et al., 2011). Die
DLBCL sind der am haufigsten auftretende Typ derNBE und damit auch die
interessanteste Entitat, um die TIL zu untersuclber. Fokus wurde hier ebenfalls auf die
regulatorischen Lymphozytenpopulationen gelegt, @reg (FOXP-3+) und die PD-1+
Zellen, welche die Tumorentwicklung beeinflussenr&n. Einen deutlichen Unterschied im
Vorkommen dieser Zellen zwischen neoplastischem ébewund Normalgewebe des ZNS
konnte generell fur die T-Zellen (CD3+) als auch flie PD-1+ Zellen, sowie die Treg
(FOXP-3+) festgestellt werden. Die Population PD-Zellen war sehr héaufig, auch im
Vergleich zu den vorher untersuchten Gliomen, ebemi& die Population der FOXP-3+

Tregs.
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Dieses starke Auftreten der PD-1+ und FOXP-3+ Zellonnte bereits in nodalen
follikularen Lymphomen nachgewiesen werden und miiter besseren Uberlebensrate
korreliert werden. In der gleichen Arbeit tratenden DLBCLs jedoch geringere PD-1+
Zellpopulation auf, was mit einer schlechteren Rosg korrelierte (Carreras et al., 2009).
Ubertragt man diese Korrelation zwischen PD-1+éfelind Uberlebensrate auf die eigenen
Ergebnisse, hatten die DLBCL des ZNS demnach eite gberlebensrate. Es muss dabei
allerdings beachtet werden, dass diese Korrel&tgmodalen Lymphomen gefunden wurde,
welche nicht in einem immunprivilegierten Bereiadgken. Ein ungleiches Muster beziiglich
der TIL in Lymphknoten und Gehirn konnte bereitschgewiesen werden und durch
unterschiedliche Immunantworten, begunstigt durche edifferentielle Expression der
Tumorantigene, erklart werden (Riemersma et aD520

Carreras et al. (2009) konnte bei der genaueremakiggisierung der Zellen keine doppelt
positiven Zellen in Lymphomen (PD-1+ und FOXP-3dgntifizieren. Auch die eigenen
Daten der Immunfluoreszenzdoppelfarbung schlossesm BD-1 Expression auf FOXP-3+
Treg in 17 von 18 Fallen aus. Nur in einer Proberiten doppelt positive Zellen identifiziert
werden. Eine Interaktion der Treg mit dem PD-1 Sigreg, namlich tber eine Bindung an
B7-HL1, ist folglich nicht auszuschliel3en (Wilcoxatt, 2009; Yang et al., 2006).

Eine Korrelation zwischen den verschiedenen TIL aled Manifestationsart konnte nicht
gefunden werden, genauso wenig wie ein Zusammenhargghen TIL und dem Ki-67-
Index. Diese war in den untersuchten PZNSL mit %©sbgar deutlich Gber der der Gliome.
In anderen Studien konnten Ki-67-Indizes zwisch&962und 53% festgestellt werden,
welche jedoch nicht mit der Uberlebensrate komrdie(Aho et al., 1995; Deckert-Schluter et
al., 1998; Roser et al., 2004). Damit ware der legha Ki-67-Index der 42 untersuchten
PZNSL zwar hoch, aber liegt immer noch im Rahmeshdy bekannter Ergebnisse. Im
Vergleich zu nodalen DLBCL konnte kein Unterschii tiglich des Ki-67-Index festgestellt
werden (Bhagavathi, 2009).

Bei den durchgefiihrten Experimenten konnte eineiféignte Korrelation zwischen PD-1+
TIL und dem Alter der DLBCL Patienten gefunden weardwobei altere Patienten ein
hoheres Auftreten dieser Zellpopulation zeigten jalgere. Interpretieren lieRe sich dies
durch ein schwacheres Immunsystem bei éalteren itatiewelches eine bessere Inhibition
der anti-Tumorimmunanwort erméglicht. Dieses Ergelsollte jedoch kritisch betrachtet

werden und durch weitere Experimente mit gréRetam@oben wiederholt werden.
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Entgegen anderer Studien wurde neben den PD-lneependen TIL auch eine deutliche
Expression des regulatorischen Markers auf den Tzeillen (B-Zellen) nachgewiesen.
Dorfman et al. (2006) konnten bei ihren Untersugaman verschiedenen Lymphomentitaten
keine PD-1+ Tumorzellen identifizieren, Roncadoraét (2007) bei immerhin 3 von 98
untersuchten DLBCL. Allerdings gilt hier auch zunierken, dass es sich um nodale und
nicht um intracerebrale DLBCLs handelte. Damit wdiee Sonderstellung des ZNS als Organ
bestétigt, wodurch es eigener Studien bedarf, um denauen Mechanismen der

Immunregulation zu untersuchen.

5.2.2 Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM)

Tumor-assoziierte Makrophagen konnten bereits likéddren Lymphomen und Hodgkin-
Lymphomen nachgewiesen und mit einer schlechtergr®se in Verbindung gebracht
werden (Farinha et al., 2005; Steidl et al., 208pezifisch die M2 Makrophagen konnten flr
die niedrigere Uberlebensrate verantwortlich germactrden (Niino et al., 2010). Diese
CD163 exprimierenden Makrophagen sorgen fur einehibiion der anti-
Tumorimmunantwort und untersttitzen die Angiogenese das Tumorwachstum, wéahrend
die M1 Makrophagen versuchen den Tumor zu bekam@fasser und Edwards, 2008). In
den durchgefuhrten immunhistochemischen Untersugdgun konnten in  allen
Lymphomproben sowohl CD68+ Makrophagen, als auehG163+ M2 Makrophagen mit
einer hohen Haufigkeit festgestellt werden. EinRy@ben lielRen sogar vermuten, dass die
CD163+ Zellen ofter auftreten als die CD68+. Dissarke Infiltration der regulatorischen
Makrophagenpopulation konnte bereits in PZNSL naehgsen werden, jedoch nicht mit
einer Prognose verbunden werden (Komohara et @L1)2 In nodalen DLBCLs wurden
ebenfalls CD163+ M2 Makrophagen nachgewiesen und aimer schlechten Prognose
korreliert (Wada et al., 2012). Nguyen et al. (200&nnte dies nicht bestatigen, er fand keine
CD163+ Zellen in Lymphomen. Auch eine Korrelationt wher Prognose bleibt umstritten
(Hasselblom et al., 2008).
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Ein Zusammenhang der CD68+ Makrophagen bzw. der63BIMakrophagen und des
Ki-67-Index der DLBCLs konnte nicht festgestellt nden, genauso wenig wie eine
Korrelation mit einer bestimmten Alterstufe odemd&eschlecht. Auch die unterschiedlichen

Manifestationsarten der DLBCL zeigten keine unteiesdlichen TAM Vorkommen.

5.3 Immunregulatorische Zellen in Rezidiven und immnsupprimierten DLBCL

Patienten

Das immunologische Gedachtnis, sowie eine diffez@t Proteinexpression von
rezidivierten Tumoren oder die Auswirkungen eindrefapie konnten Faktoren fir eine
Anderung der Tumor-infiltrierenden Lymphozyten uvidkrophagen sein. Der Vergleich von
TIL und TAM in Gliomrezidiven mit primaren Glioblemmen zeigte jedoch keinen
Unterschied. Auch wenn die Haufigkeit der TIL imzZREBv leicht erhdht schien, so war diese
Differenz nicht signifikant. Allerdings war die @3é der untersuchten Rezidivproben (neun)
eher gering. Auch die Rezidive der DLBCL zeigtennka signifikanten Unterschied im
Vorkommen der TIL und TAM im Vergleich zum Primamor. Die untersuchte
Stichprobenanzahl, war hier ebenfalls mit 10 P#&tiengering. Die Infiltration CD3+,
PD-1+ und FOXP-3+ Lymphozyten, sowie CD68+ und CBA®Makrophagen in den Tumor
scheint also unabhangig von der Bildung eines inutagischen Gedachtnis oder einer
veranderten Proteinexpression des Tumors zu erfolge

Eine haufige Ursache fir die Entwicklung eines j@nem ZNS Lymphoms kann neben dem
spontanen Auftreten eine Immunsuppression desratisein. Meistens entsteht diese durch
eine bestehende HIV Infektion oder durch medikad®ftedingte Immunsuppression, zum
Beispiel nach einer Transplantation (CastellanoeBen et al., 2004; Kleihues und Cavenee,
1998). Als maglicher Ausloser fur die Entwicklunghes PZNSL wurde das Epstein-Barr
Virus identifiziert, welches mit PZNSL in immunsuppierten Patienten assoziiert werden
konnte (Auperin et al., 1994; Chang et al., 1998Abgelis et al., 1992). Die Immunabwehr
immunsupprimierter Patienten ist deutlich schwéadisrbei Gesunden, was maoglicherweise
auch Auswirkung auf die Infiltration von Lymphozgteund Makrophagen in einen
vorhandenen Tumor haben kann. Immunhistochemisctter&éichungen bei sieben DLBCL
immunsupprimierter Patienten haben jedoch keinegnifgftanten Unterschied im
Vorkommen der TIL und TAM gegeniber der DLBCL innmankompetenten Patienten

erkennen lassen.
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Damit hatte die Immunsuppression dieser Patienégmek Einfluss auf die Rekrutierung von
T-Zellen und Makrophagen in den Tumor. Da allerdingur sieben DLBCL
immunsupprimierter Patienten untersucht wurderiesdlas Experiment mit einer gréf3eren

Stichprobenanzahl wiederholt werden, um das Ergebnbestatigen.

5.4 Quantitative Expressionsanalyse

Die Expression der regulatorischen Marker PD-1 Gl 63 wurde auch auf mRNA Ebene
untersucht. Die Ergebnisse der quantitativen Exyiwasanalyse entsprachen nicht denen der
immunhistochemischen Untersuchungen was die Expressvon PD-1 Dbetrifft.
Katou et al. (2007) fand mittels Real-Time PCR eieh6hte PD-1 Expression in
Tumorgewebe im Vergleich zum Normalgewebe. DiemegeUntersuchungen zeigten jedoch
keine Expression von PD-1 im Referenzgewebe, wdédane direkter Vergleich mittels der
AAC-Methode nicht mdglich war. Die Proben wurde dahétels eines Thresholdcycles von
40 als positiv (Ck 40) oder negativ klassifiziert (Ct > 40). Bei d&iHO Grad IV Gliomen
konnten prozentual mehr PD-1 positive Proben det¢kiverden, als bei den WHO Grad I
und Il Astrozytomen. Eine Korrelation zwischen ddalignitat der Gliome und der PD-1
Expression war zwar auf den ersten Blick zu vermutear aber statistisch nicht signifikant
(p = 0,12) im Gegensatz zu den immunhistochemisdbrgebnissen. Es muss jedoch die
geringere Anzahl der gemessenen Werte bertckdichiegden, welche keine eindeutigen
Schlisse der PD-1 Expression in Gliomen zulassed somit die unterschiedlichen
Ergebnisse der beiden Untersuchungsarten erkl@dmeerhalb der PZNSL konnten einige
PD-1 positive Proben detektiert werden im Gegenzata Normalgewebe. Dieses Ergebnis
entspricht damit tendenziell der Oberflachenexpoesg¢Carreras et al., 2009). Auch die
vergleichende quantitative Genexpressionsanalysd”®1 zwischen primaren Gliomen und
ihren Rezidiven, sowie PZNSL und ihren Rezidivegabrkeinen Unterschied.

Eine hohe Expression von CD163 wurde auch auf mEkAne bei Tumoren festgestellt
(Maniecki et al., 2012). Bei den eigenen Untersagam konnten ebenfalls sehr hohe
Expressionslevel fur CD163 in neoplastischem Gewebsgleichsweise zum gesunden
festgestellt werden und die immunhistochemischeeliimisse stitzen. Die 50fache Erhéhung
von CD163 in Glioblastomen war nur leicht geringere die Erhohung der CD163

Expression in den PZNSL (70fach), verglichen mimdeweiligen Referenzgewebe.

91



5. Diskussion

Diese Werte zeigen, welche bedeutende Rolle den 6@Dbl1Makrophagen in einer
funktionierenden Immunabwehr des ZN&ikommt (Galea et al., 2008). Zwischen
Glioblastomen und PZNSL konnte in den immunhistatisehen Untersuchungen kein
Unterschied bezuglich der hohen Haufigkeit der CE¥1&akrophagen festgestellt werden.
Die quantitative Expressionsanalyse weist jedochawdahin, dass diese regulatorischen
Makrophagen noch starker im PZNSL als im Glioblastertreten sind. Ebenso wie bei den
immunhistochemischen  Untersuchungen wurde auch nadbr quantitativen
Expressionsanalyse eine Korrelation zwischen CDL68 der Malignitat der Gliome
festgestellt, wohingegen eine Korrelation von CD16® der Manifestationsart in PZNSL
ausgeschlossen wurde. Auch Maniecki et al. (20420l einen Zusammenhang zwischen der
gesteigerten CD163 Expression und der Aggressiviit Blasentumoren, ebenso wie eine
positive Korrelation mit der Uberlebenszeit diesamoren.

Ein signifikanter Unterschied zwischen Primarturaod Rezidiv konnte in der quantitativen
Expressionsanalyse nur bei den PZNSL festgesteliten (p = 0,02). Dieser ging jedoch
nicht aus den immunhistochemischen Untersuchungeroh Es bleib daher fraglich, ob sich
die mRNA Expression von CD163 tatsachlich vom eiggren Proteinlevel an der
Zelloberflache bei Priméartumor und Rezidiv unteesdbt, oder ob es an der geringen
Stichprobenanzahl der PZNSL Rezidive liegt, welatie unterschiedlichen Resultate
verantworten. Ein Zusammenhang zwischen der CD2g8€eSsion bei immunkompetenten
und immunsupprimierten Patienten konnte jedenfatdéz kleiner Stichproben genau wie

nach den immunhistochmischen Analysen nicht gefandsrden.
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5.5. Ausblick

Um einer tumorspezifischen Immunantwort zu entgelhaiben Tumoren diverse Strategien
entwickelt. Dazu gehdren unter anderem auch digvigkting negativer Signalwege in
Lymphozyten oder die Rekrutierung von Treg (Jordaal., 2008; Parsa et al., 2007). Auch
die Induktion alternativ aktivierter Makrophagerelkteinen Mechanismus zum Entgehen
einer potentiellen Immunantwort dar (Gordon, 2008jlard, 2004). In den vorliegenden
Untersuchungen konnten die Populationen der Tumfdtderenden Lymphozyten und
Makrophagen in Gliomen identifiziert und quantiédi werden und eine positive Korrelation
mit der Malignitatsstufe dieser Tumoren gefundendse. Regulatorische T-Zellen bieten
mittlerweise ein potentielles Ziel fur therapeutiscAnsatze (Fecci et al., 2006; Jordan et al.,
2008), wodurch eine quantitative Bestimmung der gTraufschluss Uber geeignete
Therapiemdglichkeiten bieten konnte. Auch die Espen von PD-1 koénnte als
prognostischer Marker in Gliomen unterschiedlichdalignitat genutzt werden. Seine
Funktion als Modulator der Mikroumgebung kann tpexgisch genutzt werden, indem man
diesen Signalweg blockiert (lwai et al., 2002). Daden Lymphomen unterschiedliche
Haufigkeiten FOXP-3+ und PD-1+ T-Zellen vorliegerkdnnten diese beiden
Zellpopulationen eine Moglichkeit zur Klassifizieng von ,low-grade” und ,high-grade®
Lymphomen im ZNS darstellen und dann ebenfallsredsapeutische Anséatze dienen (Hirano
et al., 2005). Dazu mussten allerdings weitere iBiydsor allem auch Uberlebenszeitstudien
durchgefuhrt werden. Auch die alternativ aktiviart®lakrophagen konnten in den hdher
malignen Tumoren (Glioblastomen und PZNSL) in hohezahl nachgewiesen werden, was
auch diese Zellpopulation zu einem potentiell posgischen Marker macht. In anderen
Tumoren werden die TAMs bereits als Biomarker geinfitensen et al., 2009; Mukhtar et al.,
2011). Auch Versuche die Polarisierung von M2 Makiagen zu inhibieren und somit auch
das Tumorwachstum zu verlangsamen, zeigten podirgebnisse (Fujiwara et al., 2011).
Eine prognostische Aussage ist in den PZNSL jedocht allein Gber das Vorkommen der
TAMs zu treffen, da in fast allen PZNSL diese Zepplation haufig vorkommt. Insgesamt
empfehlen sich also sowohl die TIL als auch die TAM therapeutische Ansatze, wodurch

weitere intensive Studien an diesen Zellpopulatiangkinftig erfolgversprechend sind.
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