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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Vestibularisschwannom

1.1.1 Allgemeines

Vestibularisschwannome (Galon et al.) stellen 8% der intrakraniellen Tumore dar
und sind mit 80% die am haufigsten vorkommenden Tumore im
Kleinhirnbrickenwinkel. Die genaue Lokalisation des intrameatalen Tumors ist
meist der Canalis acusticus internus inmitten des Felsenbeins. Die
Kleinhirnhemisphare begrenzt den Tumor von hinten. Somit besteht ein enger
Lagebezug zu den angrenzenden Hirnnerven (Schick and Unterberg 2011; Park
et al. 2012). Nicht selten werden sie auch Akustikusneurinome genannt, wobei
der Tumor sich genaugenommen aus den Schwann-Zellen der Nervenscheide
des Nervus vestibularis des VIII. Hirnnervs entwickelt, sodass die Bezeichnung
Vestibularisschwannom passender ist. Beide Nomenklaturen werden jedoch
akzeptiert und finden regelmaflige Verwendung. Ein weiters Synonym ist zudem
auch Neurilemmom (Nager 1969; Park et al. 2012). Die klinische Manifestation
zeigt sich in den meisten der Falle durch einen einseitigen Horverlust, Tinnitus
und Gangunsicherheiten (Park et al. 2012). Grundsatzlich lasst sich das VS in
zwei Kategorien einteilen. Hierbei kann zwischen dem unilateral sporadischen
VS, und dem bilateral Neurofibromatose Typ2-assoziierten VS (Neff et al. 2006).
Eine morphologische Sonderform des sporadischen VS stellt das zystischen VS
dar (Neff et al. 2006). Das Erkrankungsalter des sporadischen VS liegt um die 5.
Lebensdekade (Neff et al. 2006). Histologisch ist es als benigne zu werten und
weist in aller Regel ein langsames Wachstum auf (Swartz 2004). So liegt die
jahrliche Groflenzunahme bei ungefahr <1 bis 3mm (El Bakkouri et al. 2009).
Trotz dieser bekannten histologischen Gegebenheiten, kann ein
Vestibularisschwannom ab einer gewissen Grolde, neben den klassischen
Symptomen, Ursache far eine Nervenwasserzirkulationsstorung

(Hydrocephalus) darstellen, eine Kompression des Hirnstamms bewirken und
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somit mit einer erheblichen Morbiditat einhergehen (Neff et al. 2006; Park et al.
2012).

1.1.2 Epidemiologie

Das aus dem Neuroektoderm entstehende Vestibularisschwannom zahlt zu den
gutartigen Tumoren und wird entsprechend der WHO-Klassifikation Grad 1
zugeordnet (lan A. Cree 2021). Insgesamt liegt die Inzidenzrate pro Jahr bei
1/100.000 (Ostrom et al. 2021). Sehr wahrscheinlich ist die Dunkelziffer
allerdings hoher. So konnte Anderson et al. sieben nicht diagnostizierte VS in
10.000 Magnetresonanztomographien feststellen (Anderson et al. 2000). Eine
Zunahme der Inzidenz zwischen 1976 und 2001 ist am ehesten der verbesserten
Diagnostik geschuldet, wobei hier das MRT (Magnetresonaztomographie) mit
Gadolinium-haltigem Kontrastmittel hervorzuheben ist (Gal, Shinn, and Huang
2010). Das Geschlechterverhaltnis zeigt sich als weitestgehend ausgeglichen
und auch die Verteilung der rechten und linken Seite ist ausgeglichen (Park et al.
2012). Funf Prozent der VS kommen bilateral vor und sind klassischerweise mit
der Neurofibromatose Typ 2 (NF2) assoziiert (Welling 1998). Hierbei kommt es
typischerweise im jungen Erwachsenenalter zur klinischen Manifestation des
Krankheitsbildes (Evans et al. 1992a). Die Inzidenz von NF 2 Patientinnen liegt
bei 1:25,000 (Evans et al. 2005). Das Vestibularisschwannom lasst sich in ein
unilateral sporadisch wachsendes, und in ein bilateral oder auch NF2
assoziiertes Vestibularisschwannom einteilen. Mit 95% macht das sporadische
VS den groBten Anteil aus (Howitz et al. 2000). Der langsam progredient
wachsende Tumor wird meist zwischen dem 40. und 50. Lebensjahr
diagnostiziert (Park et al. 2012). Bei dem bilateralen VS liegt das
Erkrankungsalter in den meisten Fallen vor dem 30. Lebensjahr. Bilaterale VS
sind ein charakteristisches und pathognomonisches Krankheitsmerkmal fiir die
NF2. Sie machen ungefahr 5% aller Vestibularisschwannome aus (Hannan et al.
2020).
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1.1.3 Makroskopische und mikroskopische Pathologie

Der aus dem VIII. Hirnnerv entstehende Tumor kann sowohl vom N. vestibularis
superior wie auch vom N. vestibualris inferior ausgehen (Neff et al. 2006). Der
genaue Ursprung des Tumors ist noch nicht ganz geklart. Die Vermutung war
lange Zeit eine Transitionszone, welche in der Literatur auch Redlich-Obersteiner
Zone bezeichnet wird (Roosli et al. 2012; Obersteiner 1895). Hierbei handelt es
sich um den Ubergang des oligodendroglialen Myelins in die periphere
schwannomatdése Ummantelung (Tallan et al. 1993). Somit stellt sich hier eine
Grenze zwischen dem ZNS (Zentrales Nervensystem) und dem PNS (Peripheres
Nervensystem) dar (Tallan et al. 1993; Xenellis and Linthicum 2003). Die
Mehrheit der VS scheinen allerdings lateral dieser Ubergangszone zu entstehen
(Xenellis and Linthicum 2003; Roosli et al. 2012). Makroskopisch imponiert eine
derbe, glatt berandete Oberflache von gelblich-weil3er Farbe, die aus Epineurium
besteht. In der Regel hat der Tumor eine mittelweiche bis leicht feste Konsistenz,
die jedoch auch variieren kann. Hamorrhagische und zystische Anteile findet man
eher in groRen VS (lan A. Cree 2021). Eine zarte arachnoidale Grenzschicht
umscheidet das VS und trennt es somit von den angrenzenden neurovaskularen
Strukturen (Ebner and Tatagiba 2019b).

Mikroskopisch lassen sich im klassischen Schwannom zwei Tumorkomponenten
abgrenzen. Zum einen finden sich nach dem schwedischen Arzt Nils Ragnar
Eugene Antoni benannte Antoni A-Areale, die sich durch ihr monomorphes und
spindelartiges Aussehen charakterisieren (Brodhun, Stahn, and Harder 2017).
Sie liegen in einem kollagenen Stroma eingebettet. Das eosinophile Zytoplasma
lasst sich teils schlecht von den basophilen, welligen Zellkernen abgrenzen. Es
zeigt sich fur gewohnlich eine palisadenartige Ausrichtung der Zellkerne (lan A.
Cree 2021). Befinden sich die Zellkerne dicht beisammen gedrangt, werden sie
als Verocay-Korper bezeichnet. Sie sind pathognomonisch flr das VS. Die Antoni
B-Areale, welche ebenfalls aus Schwann-Zellen bestehen, liegen in deutlich
unruhigeren Zellverbanden vor (siehe Abb. 1). Sie sind von einem ,myxoiden, oft
mikrozystischen Stroma“ umgeben (Beham and Schneider-Stock 2009). Auffallig
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sind in diesen Arealen auch die Blutgefalde, welche haufig verdickte hyaline
Wande aufweisen. Mehrschichtige Endothelproliferationen werden hingegen
kaum beobachtet. Sowohl altere als auch jliingere Blutungen mit perivaskularen
Hamosiderophagen sind keine Seltenheit (Brodhun, Stahn, and Harder 2017).

Immunhistochemisch findet sich eine nahezu durchgehende positive Expression
von S-100 Protein (Beham and Schneider-Stock 2009).

Abbildung 1: Histologische Chrakteristika der Vestibularissschwannome. Pallisadenartige
Ausrichtung der Zellkerne in Zelldichten Antoni-A-Arealen (A), locker sitzende Zellverbande in
Antoni-B-Arealen (B).

1.1.4 Neurofibromatose Typ 2

Die Neurofibromatose Typ 2 (NF2) ist ein autosomal-dominates Tumorsyndrom
(Evans et al. 1992a). Die Betroffenen leiden an multiplen Tumoren des
Nervensystems. Am haufigsten kommt es Zu bilateralen
Vestibularisschwannomen, intrakraniellen und spinalen Meningeomen sowie
anderen spinale Raumforderungen (Asthagiri et al. 2009). Man spricht somit auch
von der ,zentralen Neurofibromatose®. Hierbei unterscheidet sie sich vom
Krankheitsbild der Neurofiboromatose Typ1, die sich Uberwiegend durch periphere

Neurofibrome charakterisiert (Hannan et al. 2020).
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In 50% der Falle ist eine Keimbahnmutation im NF2-Gen fur die initiale
genetische Veranderung (sog. 1st Hit) verantwortlich. In den anderen 50% liegt
ein somatisches Mosaik fur eine NF2-Mutation vor. Fur die Tumorentstehung ist
nun noch eine weitere Mutation im NF2-Gen, eine Methylierung des NF2-Gen-
Promotors oder auch eine Deletion notwendig (sog. 2nd Hit) (Brodhun, Stahn,
and Harder 2017). Bei dem verantwortlichen Gen handelt es sich um das
Tumorsuppressorgen NF2, welches auf dem Chromosom 22q12-2 Iokalisiert ist
und das Protein Merlin codiert. Das Protein Merlin wird auch Neurofibromin 2
oder Schwannomin genannt. Es supprimiert unter anderem die Schwann-Zell
Produktion. Durch die Mutation kommt es zu einem Verlust dieses Proteins was
in einer ungedrosselten Proliferation von Schwann-Zellen resultieren kann
(Evans 2009b; Hassepass et al. 2012).

Durchschnittlich wird die Erkrankung um das 20. Lebensjahr diagnostiziert, da
sie meist unerkannt in der Kindheit bleibt. Jedoch kdnnen Hautveranderungen
wie kutane und subkutane Tumore oder auch Auffalligkeiten am Auge (Katarakt,
retinale Hamartome, postkapsulare Linsentriibungen) schon friher wegweisend
sein (Evans et al. 1992a). Nahezu alle Betroffenen (90-95%) entwickeln bis zur

3. Lebensdekade bilaterale Vestibularisschwannom (Asthagiri et al. 2009).

Die Diagnose erfolgt anhand klinischer Kriterien die erstmals gemeinschatftlich in
einer Konferenz der NIH (The National Institutes of Health) festgelegt wurden
(Stumpf 1988). Nachtraglich wurden diese in den Manchester Kriterien

zusammengefasst (Evans et al. 1992a).

Die klinische Diagnose basiert auf einer der folgenden Kriterien nach Evans et

al.:

1. Bilaterale Vestibular Schwannome

2. NF2 erkrankter Verwandter ersten Grades und unilaterales
Vestibularisschwannom oder zwei der Folgenden Erkrankungen:
Meningeom, Schwannom, Gliom, Neurofiborom, posterior

subkapsulare Linsentrubung
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Unilaterales Vestibularisschwannom und zwei der folgenden
Erkrankungen: Meningeom, Schwannom, Gliom, Neurofibrom,
posterior subkapsulare Linsentribung

3. Multiple Meningeome und ein unilaterales Vestibularisschwannom
oder zwei der Folgenden Erkrankungen: Schwannom, Gliom,

Katarakt, Neurofibrom

Die klinischen Kriterien werden fur gewdhnlich durch die Bestimmung pathogener
Mutationen von NF2 aus dem Blut gesichert. Ebenso ist eine Sicherung der
Diagnose durch die Bestimmung einer identischen Mutation in zwei

unterschiedlichen Tumoren eines Patienten moglich (Evans 2009a).

Jedoch gibt es einige Patientlnnen, die die Diagnosekriterien noch nicht erftillen,
aber der Verdacht auf eine NF2 vorliegt. Dies betrifft vor allem Patientinnen mit
einer somatischen Mosaikform (Evans 2009a). Diese Patientinnen sollten
zeitnah ein NF2 Screening erhalten. Hierunter fallen Patientinnen mit einem
erstgradigen Verwandten der an NF2 erkrankt ist, Patientinnen mit multiplen
spinalen Tumoren, oder kutanen Schwannomen, sowie Patientinnen, die im
jungen Alter (unter 30 Jahre) ein Vestibularisschwannom, oder (unter 20 Jahren)

ein Meningeom entwickeln(Evans 2009b; Baser et al. 2002).

1.1.5 Sonderform: zystische Vestibularisschwannome

Das zystische Vestibularisschwannom (CVS) stellt eine morphologische
Sonderform der unilaterale soliden Vestibularisschwannomen dar (Wandong et
al. 2005). Es zeigen sich starke Unterschiede in der Klinik, der Bildgebung und
der Morphologie. Auch im chirurgischen Outcome sind Differenzen festzustellen
(Kameyama et al. 1994). So prasentiert das zystische Vestiburaisschwannom bei
einer peripheren Lokalisation ein eher dunnwandiges Erscheinungsbild,
wohingegen zentral gelegene sich im MRT oder CT (Computertomographie) als
dickwandig =zeigen. In einer T2-Gewichtung erscheint es in der

Kernspintomographie als hyperintens. Dabei kommt es zu Kkeiner
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Kontrastmittelanreicherung in den zystischen Teilen des Tumors in der T1-
Sequenz (Charabi 2000; Wandong et al. 2005) . Die intra- oder extratumoral
gelegenen Zysten entwickeln sich aus dem locker angeordneten Antoni-B-Anteil
des Schwannoms. Die schneller fortschreitende Wachstumsprozesse sind auf
eine Volumenzunahme der Zysten zurlckzufihren und nicht durch ein
rasanteres Wachstum der Tumorzellen (Charabi 2000; Neff et al. 2006). Durch
das schnelle Wachstum zeigen sich klinisch haufiger Kompressionssydrome und

Ausfallerscheinungen des N. facialis (Hao et al. 2016; Wandong et al. 2005).

1.1.6 Klinische Prasentation

Die klinische Symptomatik ist typischerweise von einer Affektion umliegender
Hirnnerven gekennzeichnet. In den meisten Fallen zeigt sich bei einer
beginnenden Symptomatik in 95% eine funktionelle Einschrankung des Nervus
vestibulocochlearis. Dabei erleiden die Patientlnnen in den haufigsten Fallen
einen unilateralen Verlust oder eine Reduktion des Horvermogens (95%) (Park
et al. 2012). Zwei-Drittel dieser Patientinnen ist der Horverlust allerdings nicht
bewusst. Auf Grund dieser Tatsache betragt die Zeit bis zur Diagnosestellung
nach auftreten der ersten Symptome im Mittel 3,7 Jahre (Matthies and Samii
1997). In 63% der Betroffenen ist der Horverlust noch mit einem begleitenden
oder vorausgehenden Tinnitus kombiniert. Im weiteren Krankheitsverlauf
kommen bei einigen Patientinnen noch weitere Symptome wie Ubelkeit und
Erbrechen, als auch Schwindel hinzu (Matthies and Samii 1997; EVANS et al.
1992b). Parasthesien und Hypasthesie koénnen sich im Rahmen einer
Trigeminusaffektion in 17% der Falle bemerkbar machen. Weitere
Beeinflussungen des Nervus facialis oder anderen kaudal gelegenen Nerven
kommen nur selten vor (siehe Tabelle 1). Bei stark raumfordernden Tumoren
nach einem langeren Tumorprogress konnen die Folgen die Kompression des
Zerebellums oder des Hirnstamms sein. Charakteristisch hierfur kénnen ein
Intentionstremor, eine Dysdiadochokinese oder eine Ataxie sein. Bei nicht
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behandelten Fallen kann eine Herniation der zerebellaren Tonsillen oder ein
Hydrocephalus das Leben bedrohen (Matthies and Samii 1997; Park et al. 2012).

Tabelle 1: Verteilung der klinischen Prasentation bei Diagnose eines Vestibularisschwannoms
(in Anlehnung an Park et al. 2012).

95% Unilateraler Horverlust

63% Tinnitus

61% Gangunsicherheiten

17% Trigeminusneuralgien (Parasthesie, Hypasthesie)
6% Fazialisparesen

Ein erhdhtes Erkrankungsrisiko besteht fur Patientinnen, die an einer NF2
erkrankt sind, oder in der Kindheit eine radioonkologische Bestrahlung in der
Kopf-/Halsregion erhalten haben. Haufiges Nutzen von Mobiltelefonen, oder eine
erhdohte Gerauschexposition wurden als beglnstigenden Ursachen diskutiert,

jedoch nie sicher belegt (Park et al. 2012).

1.1.7 Diagnostik

1.1.7.1 Horfunktion

Da ein einseitiger Horverlust beziehungsweise eine Reduktion des
Horvermogens meist die erste auffallige Symptomatik darstellt, wird dies auch in
95% der Falle durch eine Ton- und Sprachaudiometrie bestatigt. In dem
Reintonaudiogramm werden sensorische Asymmetrien deutlich, die vor allem die
héheren Frequenzen (ab 1000Hz) betreffen. Die Sprachdiskrimination wird eher
als Verlaufsparameter innerhalb der Behandlung genutzt. Die Ton- und
Sprachaudiometrie wird anhand der Klassifikation von Gardner und Robertson
ermittelt (Behrbohm, Kaschke, and Nawka 2012; Gardner and Robertson 1988).
Bei einer korperlichen Untersuchung kann vorab eine deutliche Lateralisierung
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zur gesunden Seite nach Weber ermittelt werden. Der Rinne Test ist positiv, da

eine intakte Schallleitung vorliegt (Minovi et al. 2005).

1.1.7.2 Bildgebung

Mit einer fast 100%  Spezifitdt und  Sensitivitdt stellt  das
Magnetresonanztomograph (MRT) in der Diagnostik des Vestibularisschwannom
den Goldstandard dar. Dadurch konnen schon Tumore gefunden werden die nur
einen Durchmesser von 1 bis 2 mm aufweisen (Hofmann and Choné 2011).
Diese stellen sich in der T1-Gewichtung als iso- bis hypointens dar und in der T2-
Gewichtung deutlich hyperintens. Durch eine hohe Kontrastmittelaffinitat des
Tumorgewebes und den engen topographischen Lagebezug im
Kleinhirnbrickenwinkel, findet man in der axialen Darstellung das Bild, was in der
englischsprachigen Literatur gerne als ,ice cream on a cone“ beschrieben wird
(Ebner and Tatagiba 2019b). Eine Darstellung mit einem gadoliniumhaltigen
Kontrastmittel wird empfohlen. In der nativen Computertomographie zeigt sich
das VS klassischerweise als iso- bis leicht hyperdens im Vergleich zum Kleinhirn.
Der betroffene innere Gehdrgang ist haufig im Seitenvergleich erweitert. Die
Tumormasse zeigt sich als homogen (Hofmann and Choné 2011; Ebner and
Tatagiba 2019a).

1.1.8 Klassifikation

Bei der Klassifikation des Tumors gibt es unterschiedliche Herangehensweisen.
Klassifikationen von Sterkers und House basieren auf der berechneten
TumorgroRe. Allgemein wird die TumorgroRe anhand der MRT-Aufnahmen
ermittelt. Hierbei wird der Durchmesser entlang der Langsachse im
Kleinhirnbrickenwinkel gemessen. Teile des Tumor entlang des Canalis
acusticus internus werden nochmal separat berechnet (Hao et al. 2016). Die
Hannover-Klassifikation oder auch die Klassifikation nach Samii orientiert sich an

der topographischen Lage des Tumors. Diese Einteilung erweist sich als sehr
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hilfreich bezlglich der operativen Planung (siehe Tabelle 2) (Matthies and Samii
1997). Hierbei ergeben sich folgende Definitionen: Ein T1 Tumor liegt
ausschlieB3lich im Meatus acusticus internus, bei einer Gro3enzunahme kommt
es zu Verlagerung von Tumoranteilen die nun auch extrameatal liegen (T2). Ein
T3a Tumor nimmt mit seinem Volumen den kompletten Kleinhirnbruckenwinkel
ein. Reicht dieser im Verlauf bis zum Hirnstamm, wird er als T3b klassifiziert.
Kommt es zu einer Hirnstammverdrangung mit Kompression ist der Tumor als
T4a einzuordnen. Bei einer zusatzlichen Kompression des IV. Ventrikels mit
begleitetem Hydrozephalus liegt ein VS der Klasse T4b vor (siehe Abb. 2)
(Matthies and Samii 1997).

Hannover Klassifikation

Tabelle 2: Hannover Klassifikation nach Samii et al. 1997

™ rein intrameatales Vestibularisschwannom

T2 intra- und extrameatale Tumoranteile

T3a der Tumor fullt die Kleinhirnbrickenwinkelzisterne aus

T3b das VS erreicht den Hirnstamm

T4a das VS komprimiert den Hirnstamm

T4b Komprimierung des IV. Ventrikel mit konsekutiven
Verschlusshydrozephalus

Abbildung 2: Hannover Klassifikation MRT Aufnahmen Transversalebene, T2- Gewichtung mit

Kontrastmittel, in aufsteigender Hannover Klassifikation T1-T4 (A-D)
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1.1.9 Therapie

Im Vordergrund der Therapie steht die Sicherung und ggfs. Wiederherstellung
der Lebensqualitat unter Erhalt neuronalen Funktionen. Zu den entscheidenden
Faktoren der Therapieentscheidung und -planung zahlen das Patientenalter, die
Symptomatik, die TumorgroRe, die Patientenkonstitution, wie auch der
personliche Wunsch der Patienten. Durch eine komplette Resektion kdnnen
Patienten geheilt werden. Alternativ kann durch eine Strahlentherapie ein
weiteres Tumorwachstum verhindert werden, was sich insbesondere bei
kleineren Tumoren anbietet. Beide Behandlungsmethoden haben Vor- und

Nachteile, welche im Folgenden erlautert werden (Savardekar et al. 2021).

1.1.9.1 Wait and scan

Zunachst gilt es die Indikation zur gezielten Behandlung zu stellen. Viele Tumore
zeigen eine Stagnation im Wachstum, in Einzelfallen ist sogar ein spontaner
Ruckgang beschrieben worden (Tan et al. 2010; Fucci et al. 1999). Bei kleiner
TumorgrofRe, wo sich bislang noch keine Symptome bemerkbar gemacht haben,
stellt somit die neuroradiologische Kontrolle (,wait and scan®) ein
empfehlenswertes Vorgehen dar. Ebenfalls ist dies auch die bevorzugte Methode
bei Patientinnen mit deutlich fortgeschrittenem Alter oder relevanten
Komorbiditaten. Da in aller Regel das Tumorwachstum (1-2 mm/Jahr) eher
langsam fortschreitend ist, kdnnen Verlaufskontrollen in einem festgelegten
Turnus erfolgen. Dabei sollte in der ersten Zeit nach Diagnosestellung erstmal in
einem Zeitraum zwischen 6 und 12 Monaten mittels Kernspintomographie
kontrolliert werden (Park et al. 2012). Essentiell ist fir diesen Weg eine initial
korrekt ermittelte GroRRe bei der Diagnosestellung, um das Wachstumsverhalten
optimal einschatzen zu kénnen (Whitehouse et al. 2010). Unter Berlcksichtigung
neuer im Verlauf manifester Symptome, kann Uber eine Anpassung der
Therapiestrategie mit dem Patienten gesprochen werden (Probst 1999). Auch bei
einer signifikanten Gré3enzunahme von tber 1cm sollte der Therapiebedarf neu

evaluiert werden (Schick and Unterberg 2011).
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1.1.9.2 Mikrochirurgische Resektion

Die mikrochirurgische Operation stellt die Therapie der ersten Wahl fir eine
Reduktion des Tumorvolumens dar. Das Ziel einer Operation ist die komplette
Tumorresektion unter Funktionserhalt der neuronalen Strukturen. Im Fokus steht
hierbei vor allem der N. cochlearis und der N. facialis. Fir den mikrochirurgischen
Eingriff stehen dem Operateur drei Zugangswege zur Verfigung. Bei der Wahl
des passenden Zugangswegs ist die Tumorgrofde, die Lokalisation, das
Patientenalter wie auch die Horfunktion entscheidend (Kaschke 2017). Die Wahl
des chirurgischen Zugangs ist auch abhangig von der persoénlichen Erfahrung

und Praferenz des Operateurs (Park et al. 2012).

In erfahrenen Zentren fur Schadelbasischirurgie kann in den meisten Fallen eine
vollstandige Resektion erreicht werden. Je nach Grofle des Tumors und
Vorschadigung des N. cochlearis und des N. facialis, kann es durch die OP zu
einer funktionellen Stérung beider Nerven kommen. Wobei eine anhaltende
Storung des N. cochlearis haufiger vorkommt, kann sich der N. facialis in der
Regel sehr gut funktionell erholen. Weiterfuhrend kann es zu Dysfunktionen des
N. trigeminus kommen (Betchen, Walsh, and Post 2005; Schick and Unterberg
2011). So konnten Samii et al. 1997 in einer 1000 Tumore umfassenden
retrospektiven Kohorte in 98% eine komplette Resektion erzielen. Die Funktion
des N. fazialis konnte in 93% erhalten werden, die des N. cochlearis in 68%
(Samii and Matthies 1997; Park et al. 2012). Mit 8,5% zeigen sich postoperativ
Liquorfisteln die sich durch eine auftretende Rhinorrhoe aufiern (Falcioni et al.
1999). In 3% ist ein infektioses Geschehen maoglich, dieses manifestiert sich in
den meisten aller Fallen als Meningitis. Nur bei 2,2% kam es zu Ischamien oder
Blutungen (Park et al. 2012). Vaskulare Komplikationen machen jedoch die
Hauptursache fir eine permanente Morbiditat aus. Selten kommt es zu
Hemiparesen oder einer Vigilanzminderung bei einer Hirnstammdysfunktion. Ein

erhohter intrakranieller Druck kann durch einen Liquoraufstau verursacht werden.

12
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Die Gesamtmortalitat belauft sich auf 0,2% (Sughrue et al. 2011; Park et al.
2012).

Die Rezidivrate bei einer subtotalen chirurgischen Entfernung liegt bei ca. 20%,
nach einer vollstdndigen Tumorresektion unter 10% (Schick and Unterberg
2011), was den hohen Stellenwert einer moglichst kompletten Resektion in einem

erfahrenem Zentrum betont.

Bei jedem der oben genannten Eingriffe ist ein intraoperatives Monitoring
unumganglich. Dies ist eine Methode zur Uberwachung der Nerven, die einen
engen Lagebezug zu den Operationsgebieten haben. Komplikationen kann
vorgebeugt werden und auch das postoperative Outcome lasst sich besser
abschatzen. Dabei steht der Funktionserhalt des N. facialis im Vordergrund.
Intraoperativ erfolgt ein fortlaufendes spontanes Elektromyogramm (EMG) unter
kontinuierlicher Stimulation des Nerven (Amano et al. 2011). Daflr werden
subkutane Nadelelektoden in den M. frontalis und den M. orbicularis oculi und
oris eingebracht. Fir die Uberwachung der mimischen Muskulatur helfen
Oberflachenelektroden, die im Gesicht des Patienten angebracht werden. Das
Risiko flr eine anhaltende Funktionseinschrankung des N. facialis ist
grundsatzlich bei groBen Tumoren gegeben, wie auch bei zystischen
Vestibularisschwannomen und NF2-assoziierten Tumoren (Neff et al. 2005).
Genauso wichtig ist die Kontrolle des Horvermogens. Dies erfolgt Gber die
Hirnstammableitung BERA (Brain stem evoked response audiometry). Sie stellt
aktuell die gangigste Methode dar. Um pathologische Veranderungen feststellen
zu kénnen werden Potenziale auf unterschiedlichen Verschaltungsebenen der
Horbahn darstellen (Jackson and Roberson Jr 2000). Schadigungen des VIII.
Hirnnerven kénnen somit Uber die gesamte synaptische Verschaltung der
Horbahn dargestellt werden. Kommt es wahrend der Operation zu einer
mechanischen oder auch thermischen Reizung des Nervs kann man dies anhand
von UnregelmaRigkeiten in der Welle V sehen (Harper et al. 1992; Youssef and
Downes 2009). Bei groRen Tumoren die den Hirnstamm komprimieren sind

SSEPs (Somatosensorische Evozierte Potenziale) zur weiterfUhrenden
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Uberwachung der sensomotorischen Bahnen zu empfehlen (Schick and
Unterberg 2011).

Das chirurgische Outcome ist am besten dokumentiert in Bezug auf den Erhalt
des Horvermdgens und der Funktion des N. facialis. Sughrue et al. haben 2010
in einer Metanalyse, welche 11.873 Patientinnen umfasst, eine Erhaltungsrate
des N. facialis von 78%, 81% und 85% je nach operativem Zugangsweg
(retrosigmoidal, translabyrinthar, transtemporal) erfasst. Dabei besitzen die
Patientinnen eine uneingeschrankte oder nur ein minimales Defizit in der
Fazialisfunktion. Eine Klassifikation der Funktionalitat des Nervs erfolgt nach
House-Brackmann (siehe Tab. 3)(Sughrue et al. 2011; Rosahl and ERer 2017).

Tabelle 3: Klassifikation der Funktion des N. facialis nach House-Brackmann (House 1985)

Grad Parese Charakteristika

1 Keine Normal

2 Leicht Geringe Schwache, Ruhesymmetrie, geringe
Mundasymmetrie

3 MaRig Leichte Asymmetrie, Lidschluss bei Anstrengung

4 Ausgepragt Stinast plegisch, Lidschluss inkomplett

5 Schwer Ruheasymmetrie, Lidschluss inkomplett, geringe
Bewegung der Mundwinkel

6 Plegie Keine Bewegung

Samii und Matthies 2006 konnten in ihrer 200 Personen starken Kohorte ein
ahnliches Ergebnis nachweisen. Sie konnten bei 52 bis 93% der Patientinnen
eine gute Funktionalitdt des N. facialis nachweisen (House- Brackmann Grad |-
II) (Samii, Gerganov, and Samii 2006). In der gleichen Kohorte wurde zudem der
funktionelle Horerhalt untersucht. Hierbei konnten bei 98% der Patientinnen eine
vollstandige Resektion erzielt werden, wovon sich bei 51% ein funktioneller
Horerhalt zeigte (Samii, Gerganov, and Samii 2006). Grundsatzlich ist
festzuhalten, je gréler der Tumor ist umso schwieriger ist der Erhalt der

Nervenfunktion (Samii, Gerganov, and Samii 2006).
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1.1.9.3 Radiotherapie

Neben der operativen Behandlung hat sich die Radiochirurgie (Radiosurgery:
RS) und auch die stereotaktische Radiotherapie (Stereotactic radiosurgery: SRS)
zunehmend etabliert. Sie wird mittlerweile nicht mehr nur additiv fur Rezidive und
progediente Resttumore verwendet, sondern stellt bei kleineren VS (unter 4cm?
Volumen/ kleiner 3cm) eine alternative Behandlungsmethode dar (Hamm et al.
2017). Diese GroRenlimitation wurde festgelegt, da es nach einer
radiochirugischer Behandlung groferer VS zu einer problematischen lokalen
Odembildung kommen kann. Postradiogene Odeme konnen noch bis zu 12
Monate nach der Behandlung anhalten und bergen die Gefahr einer
Hirnstammkompression (Unger, Dominikus, and Haselsberger 2011) . Die RS
verfugt Uber drei Systeme, das Gamma Kbnife, die sogenannte LINAC-
Technologie (Linear Accelerator: LINAC) und das CyberKnife. Fir die
Behandlung der VS findet die Gamma Knife RS die grote Anwendung, da sie
sich durch eine hohe Genauigkeit auszeichnet (Unger, Dominikus, and
Haselsberger 2011). Dabei werden in ein bis funf Sitzungen (,multisession
radiosurgery“) gezielt hohe Einzeldosen auf das gewiinschte Areal gestrahlt. Die
Randdosis konnte im Verlauf der Jahre auf 12-13 Gy reduziert werden, so dass
die angrenzenden Strukturen (Hirnstamm, Hirnnerven, Cochlea) wahrend der
Behandlung weitestgehend geschont werden (Barnett et al. 2007). Gleichzeitig
sind auch die Chancen der Horerhaltung gestiegen. Eine Langzeit-
Tumorkontrollrate kann mit der Gamma Knife RS in 80-96% erreicht werden
(Unger, Dominikus, and Haselsberger 2011). Bei der konventionellen
stereotaktischen Radiotherapie belaufen sich die Behandlungen uber einen
Zeitraum von sechs Monaten. Hierbei werden in 5-10 Sitzungen 3-5Gy auf das
Tumorgebiet verabreicht. Die Tumorkontrollrate belauft sich auch in diesem
Verfahren auf Uber 80% bei einer Nebenwirkungsrate von 1-7% (Unger,

Dominikus, and Haselsberger 2011).

Eine Kombination aus einer chirurgischen Teilresektion und einer nachfolgenden
SRS wird von der EANO-Guideline (European Association of Neuro-Oncology)

vor allem bei Tumoren groRer als 3cm, empfohlen. Hierdurch soll intraoperativen
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und postoperativen Komplikationen vorgebeugt werden (Goldbrunner et al.
2020). Allerdings muss erwahnt werden, dass die wissenschaftliche Grundlage
fur diese allgemeine Empfehlung fraglich ist und auf wenigen retrospektiven

Ergebnissen beruht.

1.2 Die Rolle des Immunsystems bei der Entstehung und dem
Wachstum von Tumoren

1.2.1 Physiologische Grundlagen der Immunantwort

In der Immunantwort des Korpers unterscheidet man physiologisch zwei
Systeme. Zum einen das angeborene Immunsystem und zum anderen das
erworbene Immunsystem. Die sofortige Antwort des angeborenen Immunsystem
auf eine Infektion wird von Makrophagen, Monozyten und Granulozyten
vermittelt. Sie kénnen die Erreger direkt Giber Phagozytose eliminieren. Uber den
Pattern Recognition Receptor (PRR) erkennen sie spezifische Strukturen
(PAMPs

Pathogene. Dadurch ist die Unterscheidung von fremden und korpereigenen

Pathogen Associated Molecular Patterns) auf der Oberflache der

Strukturen gewahrleistet (Mogensen 2009). Nach Erkennung eines PAMP-
tragenden Pathogens kommt es nachfolgend zu zahlreichen Aktivierungen von
Immunmodulatoren und Zytokinen. Dadurch werden unter anderem Neutrophile
Granulozyten, Monozyten/Makrophagen, naturliche Killerzellen und zytotoxische
T-Lymphozyten rekrutiert. Durch die Aktivierung kommt es zur Veranderung der
Zelladhasion von Immunzellen, wodurch eine Migration durch das Endothel in
das Gewebe mdglich ist (Horner et al. 2004; Schitt and Broker 2011). Das
erworbene Immunsystem charakterisiert sich hingegen durch eine
hochspezifische Erkennung von Antigenen und wird Uberwiegend von B- und T-
Zellen gebildet. Die sogenannte humorale Immunantwort wird durch reife
Antikdrper-prasentierende B-Zellen initiiert. Trifft sie auf ein passendes Antigen

kommt es zur Zellteilung (klonaler Selektion) und Ausdifferenzierung zu
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Plasmazellen, wobei eine groRe Menge spezifischer l|6slicher Antikdrper
produziert wird. T-Zellen haben auf ihrer Oberflache T-Zell-Rezeptoren (TZR)
exponiert. Diese dienen der Antigenerkennung. Der TZR wird begleitet von einem
Co- Rezeptor, dem CD-8 und den CD-4-Rezeptor (Cluster of Differentiation:CD).
CD-8 prasentierende Zellen sind cytotoxische T-Zellen, welche die Antigene auf
MHC-I-prasentierenden somatischen Zellen erkennen. CD-4 tragende T-
Helferzellen binden uberwiegend an MHC-II Proteine, welche auf der Oberflache
von Makrophagen, B-Zellen und dendritischen Zellen zu finden sind. Je nach
Erreger werden sie von unterschiedlichen MHC-Molekilen prasentiert. So zeigen
sich intrazellulare Erreger (Viren) auf einem MHC-I Molekil, wohingegen
extrazellulare Erreger wie Bakterien auf MHC-Il Molekulen zur Darstellung
kommen (Schatt and Broker 2011). Bindet ein MHC-lI-Protein an ein TZR,
werden von der antigenprasentierenden Zelle Zytokine (IL-1) Gbermittelt. Das IL-
1 (Interleukin-1) bindet an den spezifischen IL-1-Rezeptor auf der T-Helferzelle
und aktiviert diese. Die T-Helferzelle beginnt mit der Synthese des IL-2
Oberflachenrezeptors und sezerniert gleichzeitig das Zytokin IL-2 (Interleukin-2).
Es kommt zur Autostimulation und dadurch zur Bildung von einer Vielzahl von
Zellklonen. Zusatzlich stimulieren die aktivierten T-Helferzellen die
antigenprasentierende B-Zelle mit IL-4 und IL-5, die zum Wachstum und zur
Differenzierung anregen. Durch die Koppelung des CD40-Liganden auf der
Oberflache der T-Helferzelle und des CD40-Rezeptors auf der B-Zelle, kann sich
die B-Zelle zur Plasmazelle differenzieren. Nach einer Ruhephase im
Knochenmark kommt es zur Produktion von spezifischen Antikdrpermolektlen
(Muller-Esterl 2018; Bellanti 2013).

1.2.2 Das inflammatorische Tumor-Microenvironment

Es ist bekannt, dass die Entwicklung eines soliden Tumors stark von lokalen
entzindlichen Prozessen abhangt (Galon et al. 2010). Sowohl ein
Tumorprogress als auch eine Suppression kénnen initiiert werden. So hat sich
beispielsweise innerhalb der Behandlung von oberflachlich wachsenden
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Harnblasentumoren die lokale Anwendung von BCG (Bacillus Calmette-Guerin)
etabliert. Hierbei wird eine entzundliche Reaktion genutzt um eine
Tumorrtckbildung herbeizufihren (Herr and Morales 2008; Galon et al. 2010). In
einer Vielzahl an Tumorentitaten (Magenkarzinom, kolorektales Karzinom, etc.)
konnte allerdings in Zusammenhang mit entzindlichen Prozessen ein schlechtes
Outcome und auch ein Tumorprogress nachgewiesen werden (Galon et al. 2010;
Coussens and Werb 2002).

Das Tumor-Microenvironment besteht aus verschiedenen Komponenten. Eine
entscheidende Rolle spielen hierbei endotheliale Zellen, welche angiogenetische
Prozesse einleiten, um die Versorgung des Tumors zu optimieren. Dadurch wird
die Tumorentwicklung und das Wachstum unterstitzt (Hanahan and Weinberg
2011; Arneth 2020). Eine weitere wichtige Komponente ist die
Immunzellinfiltrationen  durch  Granulozyten, Lymphozyten und auch
Makrophagen. Sie agieren auf vielfaltige Weise, wobei die detaillierten
Mechanismen noch nicht verstanden sind. Die wichtigsten Akteure sind hierbei
die Tumor-assoziierten Makrophagen, sowie die Tumor infiltrierenden
Lymphozyten (Arneth 2020).

1.2.2.1 Tumor-assoziierte Makrophagen

Tumor-assoziierte Makrophagen (TAMs) sind aktivierte Makrophagen, welche flr
einen Progress in verschiedenen Tumorarten sorgen konnen. TAMs werden in
zwei Typen unterschieden, M1 und M2. Der M1-Typ besitzt proinflammatorische
Funktionen und ist im klassischen Sinne fur die Eliminierung von Pathogenen
zustandig. M1-Makrophagen stellen eine wichtige Rolle in der Immunabwehr dar.
Ebenfalls dienen sie durch die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen,
wie Interferon-y, TNF-a (Tumornekrose Faktor: TNF) oder IL-18 (Interleukin: IL),
der Bekampfung von Tumorzellen (Tardito et al. 2019; Kovaleva et al. 2016).
Wohingegen die TAMs vom M2-Typ eine spatere Modulation der Immunantwort
steuern. Hierbei kommt es zur Unterdriickung einer Uberreaktion des

Immunsystems. Gleichzeitig wird eine Wundheilung sowie Fibrosierung
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unterstitzt. Diese Qualitdten wirken innerhalb eines Tumor-Mikromilleus als
Promotor fir das Tumorwachstum und induzieren unter anderem die
Angiogenese. In vielen unterschiedlichen Tumorarten konnte eine schlechtere

Prognose bei einer hohen Dichte an M2-Makrophaen beschrieben werden
(Zhang et al. 2021). Mit ihren suppressiven Eigenschaften ist es den TAMs

maoglich auch die zytotoxischen Aktivitat von CD8-positiven T-Zellen in Tumoren
zu inhibieren (Chistiakov et al. 2017). Dabei hat sich vor allem CD163 als Marker
fur TAMs des Typs 2 herausgestellt (Tardito et al. 2019; Wanderley et al. 2018).
CD163 gehdrt zur SRCR-Familie (Scavenger receptor cystein-rich) der Gruppe
B und ist ein transmembrandres Glykoprotein. Die SRCR-Domane ist
charakteristisch und liegt extrazellular. Innerhalb der Gruppe B der Scavenger
Rezeptor Familie wird CD163 ausschliel3lich von Monozyten und Makrophagen
exprimiert. CD163 (ebenfalls als RM3/1, hemoglobin scavenger receptor (HbSR),
M130 oder p155 bekannt) hat ein molekulares Gewicht von 130-kD. Die
genetische Information der transmembrandren SRCR-Domane ist auf dem
Chromosom 12p13 zu finden und beinhaltet 17 Exons. Reife CD163 positive
Makrophagen wurden zahlreich bei akut entzundlichen Prozessen, wie auch
chronischen Wundheilungsphasen beobachtet (Fabriek, Dijkstra, and van den
Berg 2005). Dabei ist die Expression von unterschiedlichen Faktoren abhangig.
Wenzel et al., haben 1996 einen Anstieg der Expression von 10-30% auf 90%
festgestellt, nachdem sie Monozyten mit Glukokortikoiden beimpft hatten
(Wenzel, Roth, and Sorg 1996). Antiinflammatorische Mediatoren wie IL-10 und
IL-6 haben eine ahnliche Wirkung auf die CD163 Expression. Gleichzeitig ist es
ein Rezeptor um Haptoglobin-Hemoglobin (Hp-Hb) Komplexe zu binden. Reife
Makrophagen koénnen durch eine hochaffine Bindung eine CD163-vermittelte
Endozytose von Hp-Hb-Komplexen initiieren und somit oxidativen Stress fur das
umliegende Gewebe verhindern (Kristiansen et al. 2001; Fabriek, Dijkstra, and
van den Berg 2005). Das l6sliche CD163 Molekul stellt zudem einen wichtigen
Biomarker fur verschiedenste inflammatorische Ereignisse wie einer Sepsis oder
auch Lebererkrankungen dar. Zuséatzlich sind héhere sCD163 Spiegel bei einigen
Tumorerkrankungen mit einem schnelleren Krankheitsprogress oder mit einem

schlechteren klinischen Outcome assoziiert (Krijgsman et al. 2020). Ein ebenfalls
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gangig genutzter TAM Marker stellt CD68 dar (Ferenbach and Hughes 2008;
Chistiakov et al. 2017). CD68 ist auch ein transmembranares Glykoprotein mit
einem Molekulargewicht von 110kD. Strukturell weist CD68 eine hohe Ahnlichkeit
zu den Lysosomal-assoziierten Membranproteinen (LAMPs) auf, weshalb es zu
der LAMP-Familie gezahlt wird und auch LAMP-4 genannt wird. Das humane
CD68 Gen ist auf dem Chromosomen 17p13 lokalisiert und beinhaltet sechs
Exons (Holness and Simmons 1993). Es wird Uberwiegend von mononuklearen
Phagozyten exprimiert, insbesondere von Makrophagen. In einer geringeren
Expression ist CD68 jedoch auch auf Mikroglia, Osteoklasten und myeloisch
dendritische Zellen (DCs) exprimiert (Chistiakov et al. 2017; Greaves and Gordon
2002). Eine erhohte CD68 Expression in Kombination von weiteren
Makrophagen-Markern in Tumorgewebe korreliert, laut Chistiakov et al., mit einer
héheren Tumor-Klassifikation, einer vermehrten lymphogenen Metastasierung
und Aggressivitat. Dies konnte sowohl an Non-Hodgkin Lymphomen, wie auch
an Gliomen beobachtet werden (Mazur et al. 2004; Strojnik et al. 2009). Somit
stellt die CD68 Expression ein potentielles Instrument fur die Prognose
bestimmter Tumorpatientinnen dar (Tzankov, Matter, and Dirnhofer 2010;
Chistiakov et al. 2017).

1.2.2.2 Tumor Infiltrierende Lymphozyten

Ahnlich wie die TAMs sind auch in den letzten Jahrzenten die Tumor
Infiltrierenden Lymphozyten (TILs) in den wissenschaftlichen Fokus gerlckt. So
konnte in friheren Arbeiten ein prognostischer Effekt auf die
Uberlebenswahrscheinlichkeit bei malignen Melanomen (Clark 1991) sowie auch
bei Ovarialkarzinomen (Sato et al. 2005), Nierenzellkarzinomen (Nakano et al.
2001) und Blasenkarzinomen (Sato et al. 2005) festgestellt werden. In einer
Studie hingegen, die 400 Tumorproben von kolorektalen Karzinomen
untersuchte, zeigte sich bei einer Infiltration durch CD8 und CD45RO positive T-
Lymphozyten im Zentrum des Primartumors hingegen eine schlechte Prognose.
Auch nur bei einer geringen Expression von TILs in einem lokal begrenzten

Tumor ist die Prognose der Patienten vergleichbar, mit denen, welche schon mit
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disseminierten Metastasen befallen sind (Galon et al. 2006; Hadrup and Donia
2013). Diese unterschiedlichen Ergebnisse bezuglich der prognostischen Rolle
von TILs verdeutlichen die Notwendigkeit weiterfuhrenden Untersuchungen.

Uber die genauen Mechanismen ist noch wenig bekannt.

Als klassische Marker fur TILs gelten CD3 und CD8. Der CD3-T-Zell Rezeptor
Komplex nimmt eine wichtige Rolle innerhalb der immunologischen Abwehr von
pathogenen Antigenen ein (Call et al. 2002). Es ist ein Co-Rezeptor, welcher auf
der Oberflache der T-Lymphozyten exprimiert wird und zur Immunglobulin—
Superfamilie gezahlt wird. Das transmembranare Protein setzt sich aus mehreren
(insgesamt sieben Untereinheiten) verschiedener Polypeptitketten zusammen
und schlief3t durch eine enge nachbarschaftliche Beziehung den T-Zell Rezeptor
(TCR) mit ein. Man unterscheidet eine 44 kD (a-Kette) und eine 37kD (B-Kette)
Kette. Der davon extrazellular gelegene Teil bildet den TC-Rezeptor. Die a- und
die B-Untereinheit formieren sich zu einer Bindestelle fur Antigene und den MH-
Komplex (MHC). Hinzu kommen noch das 25-28kD (CD3-y-Kette) und 20kD
(CD3-6-Kettes) schwere Glykoprotein. Sowie die ebenfalls 20kD schwere CD3-
e-Kette (Clevers et al. 1988). Sie kommen als akzessorische Ketten hinzu. Die
zwei (-Ketten bildet den intrazellularen Teil des CD3-Komplexes (Renz and
Gierten 2019). Die Aktivierung der Protein Kinase C bewirkt eine
Runterregulation durch die Phosphorylierung des CD3/T-Zell-antigen Rezeptor
Komplexes (Chetty and Gatter 1994).

CD8 gehort ebenfalls zu der Immunglobulin-Superfamilie und wird als
glykosylierter Co-Rezeptor an der Oberflache der T-Lymphozyten exprimiert. Das
34kD schwere humane CD8-Molekil weist durch Disulfidbricken verknipfte
Homodimere und Homomultimere auf der Oberflache im peripheren Thymus auf
(Littman 1987). Man unterscheidet zwei CD8-Rezeptoren, zum einen das
CD8aa-Homodimer, zum anderen das CD8ap-Heterodimer. Beide bestehen aus
vier Domanen. Extrazellular befindet sich N-Terminal die Immunglobulin Domane
gefolgt von einer verbindenden Domane (connecting peptide = CP) (Andersen et
al. 2009). Eine Transmembran-Domane koppelt die extrazellulare mit der
zytosolischen Domane. Letztere stellt fir die Signaltransduktion die aktive
Domane dar. Durch die anhangende T-Zell spezifische Tyrosinkinase p56'ck
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kénnen Signalkaskaden ausgelost werden die zu der Erkennung von Antigenen
fuhren (Janeway Jr 1992). Der MHC-Komplex bindet sich an den Kontaktbereich

der Ig-Domane.

1.2.3 Immuncheckpoint-Signalweg

Ein weiterer wichtiger Punkt fur die Tumorentstehung und das Wachstum ist mit
einer Immunologischen Suppression assoziiert. Eine zentrale Rolle spielen dabei
die Immun-Checkpoints. Unter physiologischen Bedingungen sind diese sowohl
negativ- als auch positiv-regulierende Kontrollpunkte im Zellzyklus welche
sowohl UberschieRende (Autoimmunreaktionen) als auch zu geringe Reaktionen
des Immunsystems kontrollieren (Pardoll 2012). Die zwei bekanntesten
Checkpoints sind der CTLA4-Rezeptor (Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) und
der PD-1/PD-L1 (Programmed death 1 / (Programmed death - Ligand 1)
Signalweg. Die entsprechenden Rezeptoren sind auf der Oberflache von T-
Lymphozyten zu finden (Chen and Mellman 2017). Unter gewissen Umstanden
kommt es zu einer Hochregulation dieser Rezeptorexpression und somit zu einer
Suppression der physiologischen immunologischen Reaktion, welche das
immunologische Gleichgewicht stéren kann (Chen and Mellman 2017). Bei
einigen Tumoren kann eine solche Ursache zum Beispiel eine onkogenetische
Mutation darstellen (Parsa et al. 2007) oder auch durch eine Hypoxie bedingt
werden (Ohta et al. 2006; Mellman, Coukos, and Dranoff 2011) . Allerdings hat
die Erkenntnis Uber diese Signalwege auch neue Optionen fur die Therapie
gegen verschieden Tumorarten ergeben. So findet die Inhibition der
Immuncheckpoints schon seit geraumer Zeit Anwendung bei der Therapie von
metastasierten Melanomen und kleinzelligen Lungenkarzinomen, sowie bei der
Behandlung von Patientinnen mit Harnblasenkarzinomen, welche nicht fur eine

Platin-basierte Chemotherapie in Frage kommen (Onyshchenko 2018).

Die wichtigsten Rezeptoren der Immuncheckpoint-Inhibition werden im

Folgenden genauer beschrieben:
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CTLA-4 ist ein Glykoprotein was zu den inhibierenden Rezeptoren auf der T-
Lymophozyten-Oberflache zahlt. Zu der gleichen Gruppe gehéren noch PD-1
und KIRs (killer inhibitory receptors). CTLA-4 wird zu 30% auf aktiven T-
Lymphozyten exprimiert. In gleicher Menge wird CD28 exprimiert, welches den
Antagonisten zu CTLA-4 darstellt und einer der wichtigsten Stimulatoren fur eine
T-Zell-spezifische Immunantwort fur die Proliferation und Differenzierung der
Zelle ist. CTLA-4 und CD28 binden an die identischen Liganden (CD80/86),
jedoch besitzt CLTLA-4 eine deutlich hohere Bindungsaffinitat. Erfolgt eine
Bindung von CTLA-4 mit CD80/86, kommt es zu einem erliegen der
Immunantwort. Es kommt zu einer Reduktion der IL-2 Produktion und
Verringerung der Expression von IL-2 Rezeptoren. Im gleichen Zug wird der
Zellzyklus in der G1- Phase gestoppt (Walunas et al. 1994; Alegre, Frauwirth,
and Thompson 2001).

Programmed death Ligand 1 (PD-L1) ist ein 33-kDa schweres transmembranares
Glykoprotein Typ1 mit einer extrazellularen Ig- und IgC Doméane. Fur gewohnlich
wird es uberwiegend von Makrophagen, aktivierten T- und B-Zellen,
dendritischen Zellen und wenigen epithelialen Zellen prasentiert (Han, Liu, and
Li 2020). Zusatzlich wird es von Tumorzellen als adaptiver Immunmechanismus
verwendet, nachdem es zu einer Aktivierung mit Zytokinen kam, wie zum Beispiel
IFN-y (Interferon-y) (Chen and Mellman 2017). Es bindet mit einer hohen Affinitat
an den PD-1 Rezeptor. Kommt es nun zu einer solchen Bindung, wird ein
inhibierendes Signal generiert, welches die Aktivierung von T-Zellen abschwacht
oder gar aufhebt (Chen and Mellman 2017). Eine immunologische Anti-Tumor-
Reaktion kann somit umgangen werden (Han, Liu, and Li 2020). Unter
physiologischen Bedingungen ist diese Bindung essenziell, um der Entwicklung
von Immuntoleranzen und Uberschieenden  Autoimmunreaktionen

entgegenzuwirken (Kythreotou et al. 2018).

In der Praxis haben sich fur die immunonkologischen Therapien folgende PD-L1-
Scores etabliert. Der Tumor Proportion Score (TPS) gibt den prozentualen Anteil
der PD-L1 immunohistochemisch positiven Tumorzellen im Gewebe an. Der
Combined Positive Score (CPS) bestimmt den Anteil aller PD-L1
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immunhistochemisch positiven Zellen. Dieser Wert beinhaltet sowohl positive
Tumorzellen als auch positive Immunzellen wie Makrophagen oder
Lymphozyten. AulRerdem kann man noch den Immune Cell Score (ICS) ermitteln,
der ausschlie3lich den positiven PD-L1 Score der immunologischen Zellinfiltrate
im Tumorgewebe widerspiegelt. Je nach Tumorentitat und immunonkologischen
Therapeutika, sind unterschiedliche Cut-offs in den jeweiligen Tumorspezifischen
Leitlinien beschrieben (Schildhaus 2018). Dies konnte beispielsweise fur
metastasierte Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region innerhalb der
KEYNOTE-040-Studie nachgewiesen werden. Hierbei zeigte sich ein deutlicher
Uberlebensvorteil von Patientinnen unter der Behandlung von Pembrolizumab
die eine PD-L1 Expression von > = 50 % aufweisen konnten (Cohen et al. 2019).
Bei einem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom hingegen stellt bereits schon eine

PD-L1 Expression von >= 1% einen Uberlebensvorteil dar (Passiglia et al. 2016).

Ebenfalls von Interesse ist die Interaktion und Koexistenz zwischen SIRP alpha
und CD47. Signal-regulatory protein alpha (SIRP alpha), welches auch unter
MyD-1 bekannt ist, wird Uberwiegend von myeloischen Zellen und Neuronen
exprimiert (Barclay 2009). Reichlich wird SIRP alpha allerdings von
mehrkernigen Leukozyten und Monozyten exprimiert, wo es als inhibierender
Rezeptor fungiert (Oldenborg et al. 2000). Es gehért zu den Typ 1
Glykoproteinen, die zu der Familie der Immunglobuline gezahlt werden. Sie
setzen sich aus drei extrazellularen Ig-SuperFamilie Domanen (Ig-SF)
zusammen mit diversen glykosylierten Resten, einer transmembranaren Einheit
sowie phosphorylierten Tyrosin-Resten mit einem zytoplasmatischen Schwanz
(Smith et al. 2003). Eine der extrazellularen Ig-SF Domane am N-Terminalen
Ende (IgV) istin der Lage eine Bindung mit CD47 einzugehen (Zhang et al. 2015).
CD 47 ist ein transmembranares Glykoprotein und ist ebenfalls ein Mitglied der
Immunglobulin Superfamilie. Das 45-55 kDa schwere Protein weist neben
seinem N-Terminalen Ende, welches eine IgV-Domane besitzt, funf
transmembranare Einheiten auf mit einem zytoplasmatischem Schwanz. Die Ig-
Domane interagiert mit Integrinen, Ligand fur Thrombospondin (TSP), und dem
signal-regulatory protein alpha (SIRPa) (Brown and Frazier 2001). CD47 wird
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praktisch von allen Zellen exprimiert und kommt auch in Erythrozyten und
Thrombozyten vor (Barclay and Van den Berg 2014). Dies scheint eine
entscheidende Verbindung fur Zell-Zell Interaktionen, Phagozytose und gezielte
Tumortherapien zu spielen (Deshpande et al. 2017). Diese Interaktion verhindert
unter anderem die Phagozytose normaler Hamatopoetischer Zellen. Gleichzeitig
wird die Sensitivitat zwischen Antikérpern und komplementarer intragierender
Zellen verringert (Gautam and Acharya 2014; Jaiswal et al. 2010). Die Expression
von SIRPa innerhalb von phagozytotischen Prozessen scheint allerdings stabil
und nicht beeinflusst von entziindlichen Vorgangen zu sein (Barclay and Van den
Berg 2014; Adams et al. 1998). Die Expression von CD47 hingegen ist von
inflammatorischen Geschehen abhangig. So konnte eine hohe Anzahl auf der
Oberflache von CD4-tragenden T-Lymphozyten festgestellt werden. Diese
Eigenschaft verleiht den T-Zellen eine schitzende Funktion vor der vorzeitigen
Elimination durch Makrophagen (Barclay and Van den Berg 2014; Van et al.
2012) So werden diese bei einer mangelhaften Prasentation von CD47 von den
Makrophagen der roten Pulpa der Milz direkt eliminiert. Bei einer gleichzeitigen
Interaktion mit SIRPa hat dies eine inhibierende Wirkung und verhindert die
Phagozytose (Oldenborg et al. 2000). Es konnte schon in mehreren
Arbeitsgruppen aufgezeigt werden, dass eine Expression von CD47 bei
leukamischen Stammzellen eine inhibierende Wirkung auf aktivierte
Makrophagen hat und somit die Uberlebensrate dieser erhéht wird (Gautam and
Acharya 2014; Jaattela 1999).

1.2.4 Entzindungsinfiltrate in Vestibularisschwannomen

In vielen malignen Tumoren besteht ein enger Zusammenhang zwischen der
Infiltration von Immunzellen und einem invasiven Wachstumsverhalten des
Tumors. Die Rolle von Entziindungsinfiltrationen in benignen Tumoren, wie auch
dem VS, ist weitaus weniger bekannt (Lewis et al. 2019) . Allerdings konnten die
Infiltration von Immunzellen in VS mehrfach beschrieben werden. Hier sind an

erster Stelle vor allem Makrophagen sowie B- und T- Lymphozyten zu nennen.
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Uberwiegend sind diese Infiltrationen in den locker strukturierten Antoni B
Arealen zu finden (Hannan et al. 2020; Wippold et al. 2007; Archibald et al. 2010).
Ebenfalls konnten neben den Immunzellinfiltrationen auch kollagenreiche
Vernarbungen und Zeichen von chronisch entzindlichen Prozessen gefunden
werden. Auch Malformationen und fibrotisch umgebaute Gefalde, sowie
thrombotische Veranderungen wurden beschrieben (Sobel and Wang 1993). Bi
et al. konnten ebenfalls in Vestibularisschwannomen CD4-, CD8- und CD45-
positive Lymphozyten, sowie CD68- und CD163-positive TAMs nachweisen.
Gleichzeitig konnte das Vorkommen von PD-L1 und PD-L2 in VS belegt werden.
In dieser Studie konnte ebenfalls eine positive Korrelation zwischen der
TumorgréRe und dem Wachstum festgestellt werden, vor allem in Kombination
mit den TAMs (Bi, Gupta, Mei, Abdulmohsen, et al. 2020). In einer weiteren
Studie mit 69 sporadischen VS konnte eine Korrelation zwischen der Expression
von CD45 und der Auspragung von klinischen Symptomen festgestellt werden
(Labit-Bouvier et al. 2000). Der genaue Einfluss dieser Immunzellinfiltration und
die damit verbundene Auswirkung auf die Pathogenese, das Wachstum oder
einen Tumorprogress, ist allerdings noch weitestgehend unbekannt. Wie auch in
anderen Tumorarten, ist auch bei den VS ein wachsender Fokus auf die TAMs
gerichtet (Hannan et al. 2020). Diese konnten mit Hilfe von CD63 und CD163

positiven Makrophagen in VS nachgewiesen werden (de Vries et al. 2013).

1.3 Problem / Fragestellung

Das Vestibularisschwannom, welches von der Tumormorphologie als auch von
der Histologie und der Genetik zu den WHO Grad 1 Tumoren gezahlt wird, ist ein
langsam wachsender Tumor (lan A. Cree 2021). Aufgrund der Lokalisation im
Kleinhirnbrickenwinkel mit engem Lagebezug zu neurovaskularen Strukturen ist
eine Resektion in Abhangigkeit des Tumorvolumen und der begleitenden
Symptomatik in vielen Fallen unumganglich (Schick and Unterberg 2011; Tan

and Woo 2010). Aktuell sind die therapeutischen Losungsansatze auf das ,wait
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and scan” Prinzip, eine mikrochirurgische Resektion oder auf eine Radiotherapie
beschrankt (Schick and Unterberg 2011). Im Falle eines Rezidivs oder auch bei
Patienten, welche an NF2 erkrankt sind und schon in frthen Jahren an einem
fortgeschrittenem Tumorstadium leiden, kommen die Therapieoptionen an ihre
Grenzen. Die Versuche einen VEGF Antikérper wie Bevacizumab bei NF2
Patienten zu etablieren, erbrachten keine zufriedenstellenden Resultate (Lu et al.
2019). Auch andere therapeutische Ansatze waren bisher ohne Erfolg. In den
letzten Jahren ist allerdings vor allem das Interesse an Immunzellinfiltraten und
die sich damit ergebenden mdglichen Therapieansatze in VS gestiegen. Hierbei
wurde eine Korrelation zwischen der Invasion von Immunzellinfiltraten und der
TumorgroRe festgestellt. Ganz speziell sind hier die Tumor-assoziierten
Makrophagen zu nennen (de Vries et al. 2013). In diesem Zusammenhang
konnte auch eine Differenzierung zwischen infiltrativen Makrophagen des Typ-
M1 und Typ-M2 beschrieben werden (Hannan et al. 2020). Hierbei ist die
Annahme, dass diese maldgeblich an einem Tumorprogress beteiligt sind. Vor
allem die M2 TAMs werden verdachtigt, eine unterstitzende Rolle beim
Tumorwachstum einzunehmen und werden moglicherweise von Tumorzellen
hierfir rekrutiert (Yang et al. 2020). Basierend auf den durchschlagenden

Erfolgen in anderen Tumorarten (Onyshchenko 2018), ricken auch die

Immuncheckpoint-Inhibitoren  zunehmend in  den  Fokus laufender
wissenschaftlicher Untersuchungen an Vestibularisschwannomen (Hannan et al.
2020). Die ersten Erkenntnisse Uber den moglichen Einfluss von
Immunprozessen in Vestibularisschwannomen machen Hoffnung, dass sich
therapeutische Ansatzpunkte finden lassen. Erste Beschreibungen beschranken
sich jedoch auf kleine selektive VS-Kohorten. Es ist daher erforderlich
Immunprozesse in groReren kontinuierlichen Kohorten zu beschreiben (B,
Gupta, Mei, Abdulmohsen, et al. 2020; de Vries et al. 2012).

In dieser wissenschaftlichen Arbeit wird die Immunzellinfiltration von
Lymphozyten und  Makrophagen in  einer grolen  VS-Kohorte
immunhistochemisch untersucht. Das Ziel dieser Arbeit ist eine genaue
Darstellung des jeweiligen Expressionsmusters inflammatorischer Marker in

Vestibularisschwannomen zu erlangen. Es werden zudem Zusammenhange der
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jeweiligen Antikorperexpressionen mit klinischen Daten untersucht (Geschlecht,
Alter, Rezidiv/Primar-Tumor, paoperative Radiotherapie, NF, Hannover-
Klassifikation) und mit der Proliferationstendenz der unterschiedlichen Tumore

verglichen (quantifizierte MIB1-Expression).

Weiterfuhrend soll in dieser Arbeit die Expression von Markern von Tumor-
assoziierten Makrophagen und der Immuncheckpoint-Inhibition
immunhistochemisch untersucht werden. Hier ist ebenfalls die Beschreibung der
Expression in einer grol3en Kohorte sowie die Untersuchung der Korrelation mit

den genannten klinischen Daten vorgesehen.

Auf Grund der groRen Kohorte von udber 1200 VS, sollte eine umfassende
Beschreibung von inflammatorischen Infiltraten moglich sein, sowie erste
orientierende Erkenntnisse Uber die Verteilung von Immuncheckpoint Markern in
VS. Zusatzlich soll die Arbeit als Basis fur Folgeprojekte dienen, um weitere
Fragestellungen bezuglich der Inflammation in Vestibularisschwannomen zu
beantworten und moglicherweise neue therapeutischen Ansatze fir VS

aufzuzeigen.
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2 Material und Methoden
2.1 Zusammenstellung der Studienkohorte

Die Tumorgewebeproben, die fur diese Arbeit verwendet wurden, stammen von
Patientlnnen mit einem diagnostizierten Vestibularisschwannom. Diese wurden
zwischen November 2003 bis April 2019 im Department fir Neurochirurgie und
Neurotechnologie der Universitatsklinik Tubingen operativ behandelt. Die genaue
histologische Diagnostik, nach aktuellen WHO-Kriterien und die Archivierung der
Gewebeproben erfolgte in der Abteilung fur Neuropathologie der
Universitatsklinik ~ Tdbingen. Es konnten zu  Tissue Microarrays
zusammengefasste Gewebeproben von den Jahren Okt. 2003 bis Mar. 2017 von
einem vorherig durchgefuhrten Projekt genutzt werden (Behling et al. 2019a). Die
Kohorte wurde im Rahmen dieser Arbeit mit neu gewonnen Gewebeproben von
den Jahren Apr. 2017 bis Apr. 2019 erweitert.

Die Ethik-Kommission des Universitatsklinikums Tubingen hat den Antrag fur
dieses Projekt, unter Berlcksichtigung einer schriftlich vorliegenden Einwilligung
der Patienten zur wissenschaftlichen Nutzung von restlichem Tumorgewebe, am
10.07.2019 stattgegeben (Projekt-Nummer 336/2017B02).

Insgesamt konnten in dem Zeitraum (Nov. 2003 — Apr. 2019) 1381 Tumore aus
der Datenbank des Department flr Neurochirurgie und Neurotechnologie der
Universitatsklinik Tubingen mit der Diagnose eines Vestibulaisschwannoms
ermittelt werden. Fur die Datenerhebung und die Uberprifung der vorliegenden
Einwilligungserklarungen ist das ISH-Programm (Industry Solution Healthcare-
Programm) der Universitat Tubingen genutzt worden. Bei einer fehlenden
Einwilligung, oder einem explizitem Wiedersprechen wurden die entsprechenden
Falle von der Studie ausgeschlossen. Bei langer zurickliegenden Fallen, bei
denen zum Zeitpunkt der Operation eine spezifische Einwilligung zur
wissenschaftlichen Nutzung des restlichen Tumorgewebes nicht standardmafig
durchgefuhrt wurde, wurde auf eine nachtragliche Einholung einer Einwilligung
verzichtet. Nach dem Beschluss der Ethik-Kommission gilt dies fur Falle, die

langer als 5 Jahre zurlckliegen, wobei die Kriterien der Zentralen Ethik-
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Kommission bei der Bundesarztekammer (Ethikkomission 2003) und der
Regelungen der Deklaration von Helsinki (von Helsinki-Ethische 2013)

berucksichtigt wurden.

Ebenfalls mussten Falle auf Grund von fehlenden klinischen Daten oder bei zu
gering archiviertem Gewebe exkludiert werden. Nach dem Ausschluss von 110
Fallen aus oben genannten Grunden, sind 1272 Falle verblieben. Bei den
folgenden Analysen mussten noch weitere Proben aus der jeweiligen Kohorte
ausscheiden. Hier sind als Ursachen der Verlust von Gewebe bei der Anfertigung
der Schnitte zu nennen. In wenigen Fallen war eine fehlerhafte Integration eines
Gewebezylinder in den Paraffinblock die Ursache, oder auch eine mangelhafte
immunhistochemische Anfarbung. Im folgenden Schaubild (Abb. 3) ist die finale

Zusammenstellung des Patientenkollektivs dargestellt.

Operierte Vestibularisschwannome zwischen 10/2003 und 03/2017
(n=1382)

Exklusion von n=110

- n=68fehlende Einwilligung

- n =16 fehlende klinische Daten
- n=261zu wenig Probenmaterial

Fdlle die zur immunhistochemischen Farbung verbleiben:
(n=1272)

Exklusion durch fehlende IHC
- n=31MIB1

- n=14CD163

- n=15CD68

- n=7CD8

- n=9CD3

MIB1 (n = 1242)
CD 163 (n = 1258)
CD 68 {n = 1257)
CD8 (n = 1265)
CD3 (n = 1263)

Abbildung 3: Zusammenstellung der Patientenkohorte, dargestellt anhand eines

Flussdiagramms
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2.2 Datenerhebung

Aus dem ISH-Programm konnten die fur diese Studie genutzten klinischen Daten
ermittelt werden. Diese beinhalteten das Geschlecht, das Patientenalter zum
Zeitpunkt der Tumorresektion, sowie die Tumor Diagnose mit Einteilung in die
entsprechende Hannover-Klassifikation. Ebenfalls wurde erfasst, ob es sich
hierbei um einen Primar-Tumor oder um ein Rezidiv handelt, und ob eine
Neurofibromatose Typ 2 gesichert ist. Aullerdem hat eine Einteilung
stattgefunden, ob im Voraus eine Radiotherapie durchgeflihrt wurde. Zusatzlich
ist noch die intraoperative Lagerung erfasst worden, sowie die Tumorlokalisation

bezogen auf den rechten oder linken N. vestibularis.

2.3 Mikroskopische Beurteilung der Gewebeproben

Nach der Erstellung der Tabelle mit den pseudonymisierten Fallnummern und
den dazugehdrigen Blocknummern, wurden die entsprechenden Paraffinbloécke
mit in Formalin fixiertem Tumorgewebe aus dem Archiv der Neuropathologie
gesammelt. Gleichzeitig sind die passenden HE-Flachenschnitte (Hamatoxylin-
Eosin-Farbung) zusammengestellt worden. Mit einer Platzhalterkarte fur die
kurzfristig entnommenen Schnitte und Paraffinblécke, wurden im Archiv die
entsprechenden Stellen markiert, um das Rulcksortieren zu erleichtern. Im
Weiteren erfolgte die Zuordnung der HE-Flachenschnitte zu den jeweilig
passenden Paraffinblocken. In einer mikroskopischen Begutachtung der HE-
Farbungen (Olympus VANOX AHBT3, Tokio, Japan), sind Bereiche auf dem
Objekttrager markiert worden. Hierbei handelte es sich um Areale, welche aus
histopathologischer Sicht eine besonders hohe Tumordichte aufwiesen und nur
geringe oder keine Storfaktoren, wie Einblutungen oder unzusammenhangendes
Tumorgewebe, zu finden waren. Diese markierten Bereiche sollten zusatzlich,
um eine suffiziente 1mm Stanzbiopsie entnehmen zu kénnen, mindestens eine
Grolke von 2mm aufweisen. Um eine hdhere Aussagekraft zu gewinnen, wurden

zwei Stanzproben pro Tumor entnommen, weswegen groRere Tumorareale
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bevorzugt wurden (Camp, Charette, and Rimm 2000). Nach einem genauen
Abgleich des Paraffinblocks mit dem HE-Schnitt wurde die optimale Stelle
farblich umkreist, so dass man beim Anfertigen der Tissue Microarrays gezielt
die Stanzproben entnehmen konnte. In vereinzelten Fallen musste eine erneute
Anfertigung eines HE-Schnittes geschehen, da es bei einigen Tumorbldcken,
durch mehrfache Abtragung, die Ubereinstimmung der ehemals angefertigten

HE-Flachenschnitte mit den Paraffinblécken nicht mehr gegeben war.

2.4 Tissue Microarrays (TMA)

241 Allgemeines zur Methode

Die Tissue Microarray Methode ermdglicht eine grof3e Anzahl an Gewebeproben
auf einen Objekttrager strukturiert und einheitlich immunhistochemisch
auszuwerten. Hierbei werden zahlreiche runde Stanzzylinder von einem
Gewebeblock in einen vorbereiteten Paraffin-Empfangerblock eingebettet. Die
Anzahl der Probezylinder variiert je nach gewahltem Zylinderdurchmesser. Nach
der Aufbereitung dieser neu angefertigten TMA-Blocke, ist es mdglich durch
feingewebliche Schnitte und immunhistochemischer Farbungen eine grofRRe
Kohorte, unter identischen Bedingungen strukturiert und schnell zu analysieren.
Nicht nur die Einheitlichkeit der Farbungen sind von Vorteil, gleichzeitig ist auch
der Kostenaufwand durch die gering benétigte Menge an Reagenzien wie den
entsprechenden Antikdrpern und der Gewebeverbrauch sehr gering. Zudem
konnen die angefertigten TMA-Blocke fur weitere wissenschaftliche
Fragestellungen und Studien genutzt werden (Behling and Schittenhelm
2018)Horn et al. 2005). Am meisten Anwendung findet die Methode in der
Analyse von Tumorgewebe. Besonders Tumore mit einem histologisch
homogenen Bild, wie zum Beispiel das Vestibularisschwannom, bieten sich
hierflr an. Handelt es sich um ein inhomogenes Gewebe sind die zylindrischen

Proben womaglich nicht reprasentativ fir die jeweilige Tumore, sodass in solchen

32



Material und Methoden

Fragestellungen genau geprift werden sollte, ob sich die TMA-Methode eignet
(Bubendorf et al. 2001).

2.4.2 Erstellung der TMAs

Es wurden insgesamt neun TMAs aus Tumorproben angefertigt, welche in dem
Zeitraum Apr. 2017 bis Apr. 2019 im Rahmen der Behandlung reseziert wurden.
Hierzu wurden die entsprechenden archivierten FFPE-Gewebeproben (Formalin-
fixated and Paraffin-embeded) verwendet. 38 weitere TMAs stehen aus einem
vorherigen Projekt (Behling et al. 2019b) zur Verfigung. Diese umfassten
Behandlungsfalle aus dem Zeitraum Okt. 2003 bis Mar. 2017, und konnten somit

direkt fur die geplanten Farbungen genutzt werden.

Vor jeder Probeentnahme aus einem FFPE-Tumorblock erfolgte vorab die
genaue Kontrolle der Fallnummer und ein Abgleich mit dem markierten Bereich
auf dem HE-Schnitt. Die Tissue Microarrays wurden mit Hilfe des Manual Tissue
Microarrayer (Beecher Instruments Inc., Sun Prairie, WI, USA; Model MTA - 1,
Serial No: MTA1777) hergestellt. Durch Feststellschrauben ist der neue Paraffin-
Empfangerblock (Spezialparaffin fur Histologie, SAV Liquid Production GmbH,
Flintsbach am Inn, Germany; Einbettkasetten, KABE Labortechnik GmbH, Wiehl-
Bomig, Germany) im Tissue Microarrayer fixiert worden. Es erfolgte eine
Feinjustierung eines Sicherheitsabstandes (2 mm) zum Rand des Paraffinblocks,
um Briche und Risse des Paraffins zu vermeiden. In einem gleichmaRigen
Abstand sind nun Locher von 1mm Durchmesser, in den leeren Paraffinblock
gestanzt worden. Der daraus gewonnene Paraffinzylinder wurde verworfen. Das
nun entstanden Loch ist unmittelbar danach mit Tumorgewebe aus den
urspringlichen Donor-Blocken befiillt worden. Die dabei entnommene Donor-
Stanze misst ebenfalls 1mm und stammt aus dem zuvor markierten Tumorareal.
Durch ein Umschwenken des Manual Tissue Mircroarrayer kann die Tumorprobe
passgenau in die vorgefertigte Licke eingelassen werden. Die einzelnen
Stanzzylinder werden etwas unter das Niveau des Paraffinblocks in das

vorgefertigte Loch abgesenkt. Nach dem erneuten Justieren wird wiederholt eine
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Stanzprobe aus dem Paraffinblock entnommen. Dabei ist zwischen den
einzelnen Stanzproben auf einen Mindestabstand von 1mm zu achten, um auch
hier Risse im Paraffin zu vermeiden. Zur Sicherung der Orientierung sind die
letzten zwei Stellen in der untersten Reihe nicht mit Tumorgewebe versehen
worden. So kann bei der Beurteilung der Stanzzylinder die korrekte Fallnummer
den einzelnen Proben zugeordnet werden. Etwas versetzt zu den anderen
Proben positioniert man in einer letzten gesetzten Spalte jeweils die drei
Kontrollproben. Diese dienen noch zusatzlich zur Orientierung. Mit dieser
Methode konnten somit bis zu 40 Stanzzylinder pro Paraffinblock
zusammengestellt werden. Da bei den ausgewahlten Donor-Blocken in den
meisten Fallen genug Material archiviert war, konnten fur jeden Fall exemplarisch
zwei Stanzproben entnommen werden. Jeder Empfangerblock wurde mit einer
laufenden Nummer versehen. Parallel ist eine passende Excel-Liste (Microsoft
Office 365 Plus) fur jeden erstellten TMA-Block angefertigt worden. An jeder
Position, an der die Tumorprobe in den Paraffinblock eingelassen wurde, ist
aquivalent in der Excel-Liste die pseudonymisierte Fallnummer aufgefuhrt.
Dieses Grid-Layout dient der Sicherstellung der Orientierung der
Probenanordnung und wurde fir die mikroskopische Auswertung verwendet.
Nach Fertigstellung der TMAs wurden diese uber 10 Minuten in einem
Warmeschrank mit 38°C leicht aufgeweicht. Anschlielend werden die Flachen
der TMA-Blocke mit einem Objekttrager (TOMO, Matsunami Glass Ind., Ltd.,
Osaka, Japan) leicht angedriickt. Dieses "Planieren" sichert den Halt des durch

die vielen Stanzen eventuell von der Kassette gelockertem Paraffinblock.

2.4.3 Mikrotomie

Fur die mikroskopische Beurteilung wurden von jedem TMA-Block mehrere
feingeweblichen Schnitte von 4um Dicke mit Hilfe eines Mikrotoms angefertigt
(Rotationsmikrotom Microm HM 355S, Thermo Fisher Scientific, Walldorf,
Deutschland; Mikrotomklingen A35 Feather, Osaka,
Japan). Die Oberflache der TMA-Bl6cke wurde vor dem Schneiden gekunhlt,

damit dass Paraffin fester ist und sich somit besser schneiden lasst. Die Schnitte
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wurden anschlieRend auf Objekttrager aufgezogen. Fur die HE-Farbungen
wurden dabei die Superfrost Objekttrager (R. Langenbrinck GmbH,
Emmendingen, Deutschland) genutzt. Fur die immunhistochemischen
Aufbereitungen ist der TOM-1190 Objekttrager (TOMO, Matsunami Glass Ind.,
Ltd., Osaka, Japan) verwendet worden. Nach einer Trocknungsphase in einem
Warmeschrank bei 65°C, stehen die Leerschnitte fir weitere Behandlungen zur

Verfugung. Von jedem TMA-Block wurden zunachst 10 Leerschnitte angefertigt.

2.5 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die  Hamatoxylin-Eosin-Farbung  wurde als  Ubersichtsfarbung  der
zusammengestellten TMAs verwendet, um eine Kontrollibersicht der
Tumormasse der TMA-Proben zu haben. Fir die Anfertigung der Schnitte ist die
Entparaffinierung, mittels einer dreimal zehnminutigen Inkubation mit Xylol,
manuell erfolgt. Im Folgenden wurden diese in einer Absteigenden Alkoholreihe
(zweimal Ethanol 100%, einmal Ethanol 96% und einmal Ethanol 70%) fur
weitere funf Minuten Uberflhrt. Fur eine anschlieende Spllung wurde Aqua
dest. genutzt. Eine weitere Inkubation mit Mayers Hamalaun fur weitere
eineinhalb Minuten folgte. Durch weitere Spulungsvorgang mit Aqua dest. und
danach fir 10 Minuten unter Leitungswasser, wurde die Farbung initiiert. Nach
einem weiteren Spulvorgang und einer kurzen Inkubation mit 0,1-prozentigem
Erythrosin flr eineinhalb Minuten, erfolgte die Gegenfarbung. Die Schnitte
werden dabei kurzzeitig zur Differenzierung und zur nachfolgenden
Entwasserung in 70%, 96% und zweimal kurz in 100% vergalltes Ethanol
eingelegt. Ein Klarvorgang erfolgt darauf mit einem organischen Losungsmittel,
hierfur wird Xylol dreimal angewendet. Um eine Abschliellende Fixierung zu
gewabhrleisten, wird jeder Schnitt mit einem Einschlussmittel (HICO-MIC)
versehen und schlussendlich ein Deckglas aufgelegt. Die hierfir verwendete
Reagenzien sind in der Folgende Tabelle 4 aufgefihrt.
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Tabelle 4: Verwendete Reagenzien fir die Hdmatoxylin-Eosin-Farbung

Reagenzien: Hersteller:

Xylol Diagonal, Munster, Germany

Ethanol 100%, 96%, 70% AppliChem GmbH, Darmstadt,
Germany

vergallter Ethanol 100%, 96%, 70% | Alkoholvertrieb Sid GmbH, Horb am
Neckar, Germany

Gebrauchslésung Mayers Hamalaun
Hamalaun nach Mayer 500ml Darmstadt, Germany
Aqua dest. 500ml|

Stammldésung Erythrosin
Erythrosin 0,1% Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Aqua dest. 1000ml

Gebrauchslésung Erythrosin
Stammlésung Erythrosin 200ml Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Eisessig 0,2ml

2.6 Erstellung der histologischen Praparate

Unmittelbar nach operativer Enthahme des Tumors wurde das Gewebe in 4%-
igem Formalin in Kochsalzlésung mit Phosphatpuffer fixiert. Anschliel3end
erfolgte eine Uberfiihrung der Proben in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%,
70%, 96%, 100%, 100%). Gefolgt von einer Entwasserung in einem Gemisch aus
100%-igem Alkohol und Chloroform (1:1). Eine Zweite Entwasserung wurde mit
unverdinntem Chloroform vorgenommen. Das Gewebe wurde dann in Paraffin
(SAV Liquid Production GmbH, Flintsbach am Inn, Germany) eingebettet. Mithilfe
eines Mikrotoms (Microm HM 355 S, Walldorf, Germany) wurden nun von den
vorbereiteten Paraffinblocken 3-4um dicke Schnitte angefertigt und auf einen
Objekttrager (SuperFrost Plus, R. Langenbrinck, Labor — u. Medizintechnik,

Emmendingen, Deutschland) gezogen.
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2.7 Immunhistochemie

2.7.1 Auswahl der Kontrollen

Zur Sicherstellung der korrekten Farbemethodik ist die Verwendung von diversen
Kontrollen erforderlich. Da die Farbung von unterschiedlichen Antikorpern
vorgesehen ist, kdnnen keine allumfassenden positiven und negativen Kontrollen
gewahlt werden. Daher wurde zum einen Gewebe einer zerebralen Melanom-
Metastase sowie Proben von normalem Cortex und Marklager des Grof3hirns und
Kleinhirns aus Autopsie-Proben verwendet und auf jeden TMA-Block
eingelassen. Zudem wird bei jedem Farbevorgang im Stainer eine
Flachenschnittprobe von Tonsillengewebe mitgefarbt, da es sich bei diesem
Projekt um immunologische Marker handelt. In der folgenden Abbildung zeigt
sich eine exemplarische Anfarbung mit dem immunhistochemischen Marker
CDG68 der Kontrollen (Abb. 5).

37



Material und Methoden

oy e
k I .

i '5~“’-'e,‘

- RSl TR
; o-o,v.-‘:‘r-». ¥

SN - A ,--,u -k‘w.

3‘;,"}' iy a 7 3 i .Mr"*r-:'a"f

Mlde ¥ - ‘na . " ”'ﬁ ‘“"* :

;’..—‘EF- i".i,.%.“.} TE ﬁ h-«; ;: ’

: 1‘1 -k ;.il {‘\' t‘f ";f: - ;'n'J f"t"?_%%'——_ - —

Abbildung 4: Beispiel der Anfarbung der Kontrollen fur CD68. Es zeigt sich eine Immunopositivitat
im  Melanom(A) und Tonsillen-Gewebe(B), wobei normale Kleinhirnrinde(C) und

GroRhirnmarklager immunonegaitiv bliebt(D).

2.7.2 Immunhistochemische Farbungen

Die immonhistochemische Farbungen der einzelnen TMAs sind jeweils mit Hilfe
des Immunostainers Ventana BenchMark GX (Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland) sowie dem OptiView DAB IHC Detection Kit (Ventana Medical
Systems, Tucson, Arizona, USA) erfolgt. Pro Durchlauf kdnnen hiermit bis zu 20
Objekttrager gefarbt werden. Es handelt sich um ein indirektes Biotin-freies
Verfahren, zur Erfassung der Primarantikorper.

Zum Anfang wird der Objekttrager aufgeheizt, um das Paraffin zum Schmelzen
zu bringen. Mit der Detergenzlésung (EZ-Prep) werden diese im Anschluss

abwechselnd gewaschen. Durch die Warme I6st sich das Paraffin sowohl aus
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dem Gewebe als auch vom Objekttrager. Zusatzlich wird mit dem Air-Vortex-
Mixer ein erneutes Ablagern verhindert. Mit diesem Verfahren wird der
Gewebsschnitt entparaffiniert. Bei einem weiteren Spullvorgang wird das
Restliche Paraffin entfernt. Durch den Coverslip (LCS), eine flussige
Deckglaslosung, kann eine Verdunstung der wassrigen Reagenzien vom
Objekttrager reduziert werden. Das organische Ol (LCS) verteilt sich Uber der
Oberflache. Es entsteht unterhalb der Schicht eine Art Kammer, was eine
wirksame Barriere zwischen den jeweiligen Puffern und der Luft darstellt. Durch
die Zugabe des OptiView Peroxidase Inhibitors, kann eine endogene Peroxidase
Aktivitat verhindert werden. Dies fuhrt zu einer geringeren Hintergrundfarbung
und optimiert somit die Beurteilbarkeit. Die urspringliche Fixierung des Gewebes
in Formalin hat zu einem Verlust der Antigenitat gefuhrt. Um diese Antigenitat zu
reaktivieren, bendtigt es eine Vorbehandlung. Dabei kommen die Puffer CC1 und
CC2 zum Einsatz. In Kombination mit einer hohen Temperatur (95-100°C)
konnen diese Pufferlosungen durch Hydrolyse die gebildeten kovalenten
Bindungen, welche Maligeblich zu der Antigenitat beitragen, I6sen. Durch die
Entfernung dieser Bindungen kommt es zu einer Renaturierung der
Proteinmolekiile. Die Aufnahmefahigkeit flr Antikorper ist somit wieder erhoht.
Im Anschluss werden die Objekttrager abgekuhlt und gewaschen. Je nach
Antikodrper-Protokoll, werden die jeweiligen Primarantikorper auf die Objekttrager
aufgetragen. Jeweils 50 pl Optiview Universal Linker, Optiview Multimer, H?0O?,
Optiview DAB, Optiview Copper werden der Reihe nach, von Waschphasen
unterbrochen, aufgetragen. Die dazwischen geschobenen Spulvorgange dienen
sowohl zur Reinigung der Objekttrager als auch um die ausgeldste Reaktion des
vorherigen Arbeitsschrittes zu unterbrechen. Am Ende erfolgt eine Gegenfarbung
mit Hamatoxylin. Sie dient zur Starkung der Kontraste der positiv gefarbten
Bereiche. Nach der Entnahme der Objekttrager aus dem Stainer werden diese
mit einer handelsublichen und im Alltag gebrauchlichen Geschirrspulldsung von
dem Coverslip gereinigt. Mit Hilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe mit Xylol und

das anschlieRende Eindecken mit HICO-MIC erfolgt die restliche Konservierung.
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2.7.3 Antikorper Reagenzien fir die Immunhistochemische Farbung

In der folgenden Tabelle (Tab. 5) finden sich alle Verwendeten Antikorper. Alle
Informationen sind den jeweiligen verwendeten Protokollen enthommen. Die
Anwendung jedes einzelnen aufgeflhrten Antikdrpers erfolgt ausschlieldlich Gber
das Ventana Benchmark Immunohistochemistry OptiView System. Hierbei
erfolgte im Vorfeld eine exakte Abstimmung auf die verwendeten

Primarantikorper.
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CTLA (F8)

Antikorper Anwendung Inkubation Verdiinnung Hersteller Interne Negativkontrolle
(Ventana Benchmark
Immunohistochemistry
OptiView System)
Ki-67, Clone MIB 1, | CC1 (40 Minuten) 42°C (20 Minuten) 1:200 DAKO
Maus
CD 163, Klon CC1 (40 Minuten) 37°C (20 Minuten) 1:1000 ABD serotec Monozyten/Makrophagen
EDHu-1, Maus
Mouse anti human CC1 (16 Minuten) 42°C (14 Minuten) 1:200 DAKO Epithel, Endothel
CD 68 (PG-M1)
CD3, Klon: SP7, CC1 (40 Minuten) 42°C (20 Minuten) 1:500 Thermo Epithel, Endothel
Hase
Mouse anti human CC1 (64 Minuten) 37°C (16 Minuten) Ready to use ROCHE
CD8, Klon: SP57
Anti - CD 47 CC1 (32 Minuten) Raumtemperatur 1:500 Abcam
antibody (32 Minuten)
Anti - SIRP alpha CC1 (32 Minuten) Raumtemperatur 1:4000 Abcam
antibody ab 260039 (32 Minuten)
Rabbit PD-L1 CC1 (64 Minuten) 37°C (32 Minuten) 1:100 Abcam
monclonal
ab205921 (28-8)
Maus anti human CC1 (32 Minuten) 37°C (32 Minuten) 1:100 Santa Cruz Epithel und Zellen

aulerhalb der Keimzentren
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Tabelle 6: Verwendete Reagenzien und Farbesubstanzen

Reagenzien Anwendung Hersteller
CC1: Cell Tri — basierten Puffer (3:1) | Roche Diagnostics Deutschland GmbH
Conditioning Solution
CC2: Cell Citratpuffer (3:1) Roche Diagnostics
Conditioning Solution Deutschland GmbH
Hamatoxylin Thermo Scientific ThermoShandon, Pittsburgh, USA
LCS Liquid Coverslip Solution Roche Diagnostics Deutschland GmbH
EZ PREP Detergenzlésung Roche Diagnostics Deutschland GmbH
OptiView Universal Spulung und Reinigung Roche Diagnostics Deutschland GmbH
Linker
OptiView Multimer Spulung und Reinigung Roche Diagnostics Deutschland GmbH
OptiView DAB Spulung und Reinigung Roche Diagnostics Deutschland GmbH
OptiView Copper Spulung und Reinigung Roche Diagnostics Deutschland GmbH
Antibody Diluent Verdiinnung der Zytomed Systems GmbH

Antikérper

2.8 Lichtmikroskopische Begutachtung

Die Beurteilung und Auswertung der TMAs erfolgte lichtmikroskopisch (Olympus
VANOX AHBT3, Tokio, Japan). Das Lichtmikroskop verfigt Uber mehrere
Objektive mit unterschiedlichen VergroRerungsstufen (40x, 100x, 200x, 400x,
1.000x). Je nach Auswertungsmethode wurde in 100-facher oder 200-facher
VergroRerung gearbeitet. Bei der Auswertung sind sowohl qualitative und
quantitative Aspekte begutachtet worden. Positiv gefarbte Endothelien sowie
nicht -tumorése Gewebeanteile wie, Erythrozyten oder umliegende
Bindegewebsstrukturen sind bei der Auswertung nicht berucksichtigt worden.
AusschlieBlich tumorspezifische Anfarbungen (zytoplasmatisch, perinuklear oder

nuklear) wurden ausgewertet (siehe Tab.7).
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Die Auswertung von MIB1 erfolgte zum einen mikroskopisch, um eine Vorstellung
der MIB1 Auspragung innerhalb der Stanzprobe zu erhalten. Zum anderen wurde
mit Hilfe des Mirax Scanners (Firma Zeiss, Gottingen, Deutschland) ein Bild eines
reprasentativen Areals aufgenommen und mittels dem Mirax Viewer Programm
(Imagic Ims Bildverarbeitung AG, Glattbrugg, Schweiz) flr eine digitale
Auswertung aufbereitet. In den weiteren Schritten erfolgte eine quantitative
Auswertung durch die Software Image J (Version 1.51j8, NIH, Bethesda, MD,
USA) und den Plugins Bio-Formats (Release 5.4.1; Open Microscopy
Environment, Madison, NJ, USA), und ImmunoRatio (Version 1.0c, Institute of
Biomedical Technology, University of Tampere, Finnland). Hierdurch erfolgte die
automatisierte Bestimmung der prozentualen Erfassung von angefarbten
Zellkernen, die sich in einer Proliferationsphase befinden, berechnet auf die
Gesamtflache der vorliegenden Zellkerne. Fur die jeweiligen Bildausschnitte
wurden Areale gewahlt, die auch reprasentativ in ihrer MIB1-Auspragung fur die

gesamte Stanzprobe zu werten waren.

Bei CD68 und CD163 ist eine semiqantitative Beurteilung der zytoplasmatisch
und perinuklearen Anfarbung erfolgt, unter Verwendung des folgenden
biologischen Scores: Der Score von 0 bedeutet, dass im kompletten
Gewebszylinder keine oder nur eine geringe Anfarbung (bis 5%) mikroskopisch
zu erkennen war. Score 1 steht fir eine schwache Farbung (6-10% der
Tumorzellen). Wenn circa 11-25% der Tumorzellen positiv gefarbt sind, wurden
sie mit dem Score 2 bewertet. Score 3 steht flr eine 26-50%ige Farbung der
Zellen. Eine sehr stark positive Anfarbung ist mit dem Score 4 bewertet worden
(> 50%). Die Grenzen sind nach einer ersten Abschatzung der Verteilung der
Immunopositivitat gewahlt worden. Da flir den Groldteil der Tumore 2
Gewebezylinder auf TMAs zusammengetragen und ausgewertet wurden, ist der
Mittelwert der Auswertung der einzelnen Stanzzylinder errechnet worden, was
vereinzelt zu Gesamt-Scores eines Tumors von 0,5 oder 1,5 geflihrt hat. Es
wurde beschlossen jeweils auf den nachstgelegenen Score ab- oder
aufzurunden (z.B. Abrunden von 1,33 auf einen Score von 1 oder Aufrunden 2,5

auf einen Score von 3).
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Die Auswertung der CD3 und CD8 Antikdrper erfolgte anhand einer genauen
Zahlung der immunopositiven Zellen innerhalb des jeweiligen Stanzzylinders. Bei
Proben, wo es zu einem partiellen Verlust des Stanzzylinders kam, ist eine
prozentuale Schatzung des noch vorhanden Gewebes erfolgt. Demnach wurde
die Anzahl immunopositiver Zellen auf einen vollstandigen Gewebezylinder
hochgerechnet. Ware beispielsweise nur ca. 80% eines Gewebezylinders
vorhanden mit 20 immunopositiven Zellen, wirde dies auf 25 immunopositive

Zellen im Falle eines kompletten Gewebezylinders (100%) geschatzt.

Da es sich bei den Antikérpern fir CD47, SIRP alpha, CTLA4 und PD-L1 um
Antikdrper handelte, welche im neuropathologischen Labor nicht etabliert waren,
mussten diese zunachst bezuglich ihres Farbeverhaltens und ihrer
Handhabbarkeit evaluiert werden, um ein geeignetes Protokoll fir den Stainer zu
etablieren. Hierzu erfolgten erste Probefarbungen zur Ermittlung der passenden
Vorbehandlungen, Verdunnungen und Inkubationen, unter Bertcksichtigung der
Herstellerempfehlungen.  AnschlieBend wurden erste Farbungen an
Flachenschnitten und Tissue Microarrays von Vestibularisschwannomen
angefertigt. Hierbei ergab sich, dass aufgrund einer heterogenen
Immunopositivitat in  Vestibularisschwannomen, die Anfarbung in Tissue
Microarrays nicht geeignet war, sodass beschlossen wurde, CD47, SIRP alpha,
CTLA4 und PD-L1 an ausgewahlten Flachenschnitten zu untersuchen. Die
Auswahl der Proben erfolgte in Abhangigkeit der Expressionsergebnisse von
CD3/8 und CD68/163 (Tumore mit niedriger und hoher inflammatorischer

Infiltration).

Dabei erfolgte eine Einschatzung von den PD-L1 positiven gefarbten Zellen
anhand von einem einfachen Score: 0 bedeutet, dass keine Zelle im
Flachenschnitt eine Farbung mit eindeutigen Zellbezug aufweisen. Der Score 1,
dass 1-5% der Zellen im Flachenschnitt PD-L1 positiv gefarbt sind, der Score von
2, dass 6-25% der Zellen positiv gefarbt sind, und 3 das 26-50% der Zellen eine
braunliche Farbung aufweisen. Ein Score von 4 reprasentiert alle Flachenschnitte

bei denen Uber 50% PD-L1 positiv gefarbte Zellen aufzufinden waren.
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Bei der Beurteilung der CTLA4 Flachenschnitte zeigen sich allerdings nur wenig
gefarbte Zellen im Verhaltnis zur Gesamtflache und Zellzahl. Somit ist hier kein
Score zur Anwendung gekommen, es ist ausschlieBlich die Beurteilung Uber

positiv und negativ gefarbte Flachenschnitte erfolgt.

SIRP alpha wurde ebenfalls in drei Kategorien eingeteilt. Flachenschnitte, welche
keine Farbung aufweisen erhielten den Score 0. Bei einer Farbeintensitat von
unter 50% erfolgte die Einteilung mit dem Score von 1, bei einer Positivitat uber

50% wurden sie zu dem Score 2 gezahlt.

Bei dem membranaren Glykoprotein CD47 ist es zu keiner auswertbaren

Farbung gekommen. Das Farbemuster war in den ausgewahlten
Flachenschnitten immer nur randstandig aufgefallen. Da es sich hierbei also um
eine axonale Farbung von Nervenfaszikeln handelt und keine Farbung der
Tumorzellen vorliegt, konnte eine Beurteilung hier nicht stattfinden. Generell war
nur eine sehr geringe prozentuale Farbung zu sehen mit keinem klaren Bezug zu

den jeweiligen hoch und niedrig Inflammatorischen Fallen.

Tabelle 7: Die jeweilig gewahlten Scores zu den einzelnen Markern

Score
Marker 0 1 2 3 4
CD68 0-5% 6-10% 11-25% 26-50% >50%
CD163 0-5% 6-10% 11-25% 26-50% >50%
PD-L1 0% 1-5% 6-25% 26-50% >50%
CTLA4 negativ positiv - - -
SIRP alpha | 0% <50% >50% - -
CD47 - - - - -
CD3 Auszdhlung immunopositiver Zellen pro Flache
CD8 Auszdhlung immunopositiver Zellen pro Flache
MiIB1 Digitale Quantifizierung

Aus den zwei vorliegenden Stanzproben pro Fallnummer wurde jeweils der
Mittelwert errechnet, so dass sich pro Fall und Antikdper ein Wert ergab. Fir die
Auswertung von CD68, und CD163 wurde dies in Grenzfallen auf eine ganze
Zahl gerundet, um dem urspringlichen Score zu entsprechen, wie bereits,

beschrieben wurde. Ist nur eine beurteilbare Stanzprobe vorgelegen, wurde auch
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nur dieser Wert verwendet. Waren weniger als 10% von einem Stanzzylinder

erhalten wurde dieser nicht bewertet.

2.9 Statistische Analyse und Darstellung

Fir die Statistische Auswertung wurde JMP 16, Version 16.2.0, Statistical
Discovery Software (SAS Institute inc.; 1989) verwendet. Der Datensatz, welcher
in JMP importiert wurde, wurde zuvor vollstandig mit Microsoft Excel Office 365
Plus (© Microsoft 11) erfasst. Mit Hilfe einer univariaten Varianzanalyse wurden
alle klinischen Daten mit den Expressionsergebnisse der einzelnen Antikorper
(CD163, CD68, CD3 und CD8) verglichen (ANOVA ,oneway analysis of
variance®). Aullerdem erfolgte ein zusatzlicher Vergleich mit der
Proliferationsrate anhand der MIB-1 Expression. Das Signifikanzniveau wurde
mit einem p — Wert <0,05 definiert. Das festgelegte Konfidenzintervall liegt bei
95%. Der Pearson — Korrelationskoeffizient wurde der Likelihood Ratio in den
Konfidenztafeln vorgezogen. Aufnahmen von immunhistochemischen Farbungen
wurden mit Hilfe der Software Imagic Ims (Imagic Bildverarbeitung AG,
Glattbrugg, Schweiz) angefertigt. Das Arrangement von Abbildungen erfolgte mit
dem Graphikprogramm GIMP 2.10.20 (Open Source Software, GIMP

Development Team, Spencer Kimball and Peter Mattis).
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3 Ergebnisse

3.1 Verteilung der Gesamtkohorte

Das Kollektiv umfasst 1272 diagnostizierte Vestibularisschwannome. Das
durchschnittliche Diagnosealter liegt bei 46,5 Jahren. Die Alterspanne reicht von
7 bis 80 Jahren. Das Geschlechterverhaltnis ist relativ ausgeglichen mit 618
mannlichen Patienten (48,6%) und 654 weiblichen Patientinnen (51,4%). Manner
sind bei Diagnosestellung minimal junger (45,9 Jahre) als Frauen (47,1 Jahre)
(p-Wert = 0,1408). Bei 1206 Fallen (94,8%) handelt es sich um primare Falle, bei
66 Fallen (5,2%) um Rezidive. Innerhalb der Gesamtkohorte befinden sich 137
Tumore (10,8%) bei denen eine NF2 vorliegt. Diese weisen ein
Durchschnittsalter von 27,4 Jahren auf und zeigen somit einen signifikanten
Unterschied (p-Wert <0,0001) zur restlichen Kohorte auf (46,5 Jahre). Ahnlich
wie in dem Gesamtkollektiv ist auch hier das Geschlechterverhaltnis mit 71
mannlichen und 66 weiblichen Patienten ausgeglichen. 41 (3,2%) der gelisteten
Tumore erhielten vor OP eine Radiotherapie. Gemal} der Hannover Klassifikation
weisen 53 Falle (4,2%) einen T1 Status auf und 263 (20,7%) Tumore wurden als
T2 klassifiziert. Der Grolteil der Falle hatte eine weitere Ausdehnung im
Kleinhirnbrickenwinkel, mit 484 Fallen (38,1%) als T3 und 472 Falle (37,1%) als
T4 klassifiziert. Bei einer weiteren Dichotomisierung der Hannover Klassifikation
(T1 und T2 vs. T3 und T4) zeigt sich eine klare Uberreprasentation der groReren
Tumore (T3/4; n = 954). Die Abbildung 5 zeigt eine Ubersicht der beschriebenen

Ergebnisse.
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Abbildung 5: Beschreibung des Kollektivs anhand der klinischen Daten (A) Verteilung nach
Geschlecht, (B) Alter in Jahren, (C) Anteil der NF2 assoziierten Tumore zu den sporadischen
Tumore, (D) Verteilung nach Hannover Klassifikation, (E) Anteil der Rezidive zu den primar

Tumoren, (F) praoperativ Radiotherapie.
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3.2 MIB1

Von der Gesamtkohorte (n=1272) liegen MIB1-Flachenschnittfarbungen von

1242 Fallen zur Auswertung vor.
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Abbildung 6: Quantitative digitale Auswertung der MIB1-Immunhistochemie Digitale Bilder von
reprasentativen Arealen (A) zeigen in dunkelbraun in Proliferation begriffene Zellen. In Bezug auf

die Gesamtflache der Zellkerne wird so die prozentuale Immunpositivitat abgeschatzt (B).

Korrelation von MIB1 zu den klinischen Daten

In der Gesamtkohorte hat sich eine Variation der MIB1-Werten zwischen dem
Minimum von 0% und einem Maximum von 4,75% gezeigt. Daraus hat sich der
Mittelwert von 1,3% ergeben. In der Auswertung der klinischen Daten im
Verhaltnis zu MIB1 findet man bei der Verteilung der Geschlechter ein

signifikantes Ergebnis (p-Wert = 0,0128). In der mannlichen Kohorte prasentiert
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sich ein MIB1 Mittelwert von 1,34% wohingegen die weibliche Kohorte einen
Mittelwert von 1,23% aufweist. Alle weiteren Ergebnisse weisen keine Signifikanz
auf (siehe Abbildung 7). Bei den erhobenen MIB1 Werten handelt es sich jeweils
immer um Mittelwerte der einzelnen Gruppen. So zeigt sich bei einer
praoperativen Radiotherapie (n=40) ein MIB1-Mittelwert von 1,39%. Bei
Tumoren die keine praoperative RT erhalten haben (n=1202), betragt der Wert
1,30% (p-Wert = 0,2502). Rezidive (n=62; MIB1=1,27%) weisen eine ahnliche
MIB1-Expression auf als Tumore einer Erstdiagnose (n=1180; MIB1=1,30%).
Somit kann auch hier keine Signifikanz aufgezeigt werden (p-Wert = 0,6412). Die
Gruppe der NF2 Félle (n=131) hat einen Mittelwert von 1,24% im Vergleich zu
der Gruppe ohne genetische Erkrankung (n=1111) mit einem MIB1 von 1,31%
(p-Wert = 0,1260). Es =zeigten sich kein Unterschied hinsichtlich der
Tumorausdehnung gemall der Hannoverklassifikation. Tumore, die mit T1
eingestuft wurden, weisen einen MIB1 Mittelwert von 1,19% auf, T2 Tumore
einen Mittelwert von 1,28%, T3 einen Mittelwert von 1,33% und T4 Tumore einen
MIB1 Mittelwert von 1,30% (p-Wert = 0,2224). Auch bei Dichotomisierung der
Kohorte in T1/2 (n=310) und T3/4 (n=930), ergibt sich mit 1,26%, respektive
1,31%, kein signifikanter Unterschied (p-Wert = 0,1330).
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Abbildung 7: Scatter-Plot zur Darstellung von Unterschieden der MIB1 Immunopositivitat

hinsichtlich Geschlecht (A), NF2 (B), Tumorextension gemaf der Hannover Klassifikation (normal

und dichotomisiert) (C) und (D), praoperativer RT (E), Rezidivtumorstatus (F).

Um eine genauere Vorstellung von der Korrelation der MIB1 Expression und dem

Alter zu erhalten wurden unterschiedliche Cut offs in der Altersverteilung

vorgenommen (Cut off >= 10; 20; 30; 40; 50; 60 Jahre). Zusatzlich wurde noch

ein Cut off bei dem Median von 47 Jahren gesetzt. Bei allen angewandten Cut

offs konnte kein alterspezifischer signifikanter Unterschied

in der MIB1

Expression ermittelt werden (siehe Tabelle 8).
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Tabelle 8: MIB1 Score in Abhangigkeit unterschiedlicher Alters- Cut offs

Verteilung des MIB Scores anhand des Alters

Alters-Cut off in Jahren

< 47 (median)
>=47

<20
>= 20

<30
>= 30

<40
>=40

<50
>= 50

<60
>= 60

N (%)

606 (48,8)
636 (51,2)

45 (3,6)
1197 (96,4)

172 (13,8)
1070 (86,2)

385 (31,0)
857 (69,0)

715 (57,6)
527 (42,4)

1019 (82,0)
223 (18,0)
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MIB1 (%)

p-Wert

0,8710

0,1931

0,8967

0,4257

0,9102

0,1825
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3.3 CD163

Immunhistochemisch zeigt sich bei CD 163 ein perinukleares Farbemuster (siehe
Abbildung 8). 1258 Falle der Gesamtkohorte konnten mit dem Antikorper

erfolgreich gefarbt und ausgewertet werden.

3.3.1 CD 163 Verteilung

Mit 513 Fallen (41,0%) weist der Grolteil der Kohorte keine oder nur eine
vereinzelte Expression von CD163 auf (Score 0). Weitere 428 Proben (34,0%)
zeigen eine schwache Expression (Score 1) und 207 (16,5%) eine mittlere (Score
2). In 86 Fallen (6,8%) wurde ein Score von 3 gegeben und in 24 (1,9%) ein Score
von 4. Bei einem Cut off von >= 1 mit Unterscheidung von nicht oder gering
gefarbten Tumoren und eindeutig immunopositiven Tumoren, erhalt man eine
Verteilung von 745 (59%) negativ bis vereinzelt positiven und 513 (41%) positiv
gefarbten Fallen (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: Immunhistochemische perinukleare braune Farbung von CD 163. In Aufsteigender

Reihenfolge (A-

E) prasentieren die Bilder den gewahlten Score 0-4.
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Abbildung 9: Balkendiagramm CD163 (A) Verteilung nach dem gewahlten Score CD163, (B)
Verteilung von CD 163 bei einem gewahlten Cut off von >=1

Verteilung von CD163 zu den klinischen Daten

Zwischen dem Geschlecht und der Expression von CD163 lasst sich im
Gesamtkollektiv kein signifikanter Unterschied erkennen (p-Wert = 0,1654).
Ahnliche Ergebnisse zeigen sich auch bei Primartumoren und Rezidiven(p-Wert
= 0,1517). Bei Tumoren, die eine Radiotherapie erhalten haben, ist eine
signifikant héhere Expression von CD163 zu erkennen (p-Wert = 0,0007). Aus
der Gruppe der bestrahlten Tumore weisen somit 34 (82%) von n=41 eine
positive Farbung von CD163 auf. Hingegen bei der Gruppe. Tumore, bei denen
eine Assoziation zu NF2 (n=133) vorliegt, zeigen hingegen eine bedeutend
geringere Farbung von CD163 positiven Zellen (p-Wert = 0,0084). So finden sich
bei 60 (45,1%) Tumore eine immunhistochemische Reaktion. Bei der Kohorte der
nicht NF2 assoziierten Tumore (n=1125) zeigen sich bei 685 (60,8%)
Tumorproben ein positiver Nachweis. Ein klares Resultat findet sich in der
Auswertung der Hannover Klassifikationen. Zur Dichotomisierung wurden die
Klassifikationen T1 und T2, sowie die Klassifikationen T3 und T4 jeweils
zusammengefasst. Schon in dieser Einteilung der Klassifikation findet sich ein
klarer signifikanter Unterschied (p-Wert = 0,0001). Exemplarisch wird hier der
Score 2 naher beleuchtet. Hier kdnnen bei den T1/T2 gelisteten 23 Tumore ein
kategorisiert werden, wo sich hingegen bei den T3/T4 Tumoren bei einem Score
von 2 184 Tumore auflisten lassen. Dieses Ergebnis wird in der detaillierten
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Hannover Klassifikation erneut bestatig (p-Wert = 0,0001) Die einzelnen Zahlen

sind nochmals detailliert in der folgenden Tabelle 9 aufgefihrt.

Tabelle 9: Verteilung der CD163-Expression auf den gewahlten Score 0 — 4 in Bezug auf die

klinischen Daten

Verteilung der Expression von CD163 nach klinischen Daten

N 1258

Score 0 1 2 3 4 p-Wert
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)

Geschlecht 0,1654

weiblich 255(39,4) 237 (36,6) 108 (16,7) 36 (5,6) 12 (1,9)

mannlich 258 (42,3) 191 (31,3) 99 (16,2) 50 (8,2) 12 (2,0)

Praopertiv RT 0,0007*

keine RT 506 (41,6) 412(33,9) 199 (16,4) 79 (6,5) 21(1,7)

RT 7(17,1) 16 (39,0) 8 (19,5) 7(17,1) 3(7,3)

Rezidiv 0,1517

Primartumor 477 (40,0) 414 (34,7) 196 (16,4) 82 (6,9) 23(1,9)

Rezidiv 36 (54,6) 14 (21,2) 11 (16,7) 4 (6,1) 1(1,5)

NF2 0,0084*

kein NF2 440 (39,1) 394 (35,0) 187 (16,6) 81 (7,2) 23 (2,0)

NF2 73 (54,9) 34 (25,6) 20 (15,0) 5(3,8) 1(0,8)

Hannover <,0001*

Klassifikation

(komplett)

T 44 (84,6) 6 (11,5) 2(3,8) 0(0,0) 0(0,0)

T2 145 (56,0) 85(32,8) 21 (8,1) 6 (2,3) 2(0,8)

T3 186 (36,4) 174 (36,4) 84 (17,6) 27 (5,7) 7(1,5)

T4 136 (29,1) 163 (34,9) 100 (21,4) 53 (11,4) 15(3,2)

Hannover <,0001*

Klassifikation

(dichotomisiert)

T1/2 189 (60,8) 91 (29,3) 23 (7,4) 6 (1,9) 2(0,6)

T3/4 322 (34,1) 337 (35,7) 184 (19,5) 80 (8,5) 22 (2,3)
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Als nachstes wurde eine Dichotomisierung der Kohorte vorgenommen. Die
jeweiligen Cut offs bei einem Score von >= 1, >= 2, >= 3, < 4 wurden erneut mit
den klinischen Daten zu einem Vergleich herangezogen. Die Cut offs orientieren
sich dabei streng an der Einteilung nach dem Score. Die hellblaue Farbung in
den Graphen kennzeichnet Tumore die unterhalb des gewahlten Cut offs liegen.
Der dunkelblaue Ton zeigt die Anzahl der Tumor die oberhalb des Cut offs liegen.
Bei einem gewahlten Cut off von < 4 waren nur noch sehr wenige Tumore Uber

dem Cut off gelegen, so dass dieser aus der Wertung rausgenommen wurde.
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Bei einem gewahlten Cut off von >= 1 zeigt sich kein signifikanter Unterschied
bei dem Geschlecht (p-Wert = 0,2884). Gleiches zeigt sich auch bei einem Cut
off von >= 2, sowie bei einem Cut off von >= 3. Auch hier kann keine Signifikanz
in der Geschlechterverteilung nachgewiesen werden (siehe Abb. 10). Fir die

tatsachlichen Werte, siehe Tabelle 10.
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Abbildung 10: Unterschiede in der Expression von CD163 bei einem Cut off von >= 1 (A), >= 2

(B) und >= 3 (C) in Bezug auf das Geschlecht

Hier zeigt sich ein klarer signifikanter Unterschied bei einem gewahlten Cut off
von >=1 (p = 0,0005). Die Expression von CD163 ist in der Gruppe der
sporadischen Tumoren oberhalb des gewahlten Cut off signifikant hdher. Auch in
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den weiteren Cut offs (>=2, >=3) besteht hier eine héhere Expression im
Vergleich zu den NF2 Tumoren, allerdings mit keinem signifikanten Ergebnis

(siehe Abb. 11). Fir die tatsachlichen Werte, siehe Tabelle 10.
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Abbildung 11: Unterschiede in der Expression von CD163 bei einem Cut off von >= 1 (A), >= 2
(B) und >= 3 (C) in Bezug auf das Verhaltnis der NF2 Tumor zu den sporadischen Tumoren

Ein sehr klares Resultat zeigt sich im Vergleich der hoch und niedrig gradigen
Hannover Klassifikation bei dem Cut off von >=1. So wird erneut deutlich, wie
hoch die Assoziation einer erhdhten CD163 Expression mit einer grolieren
Tumorenausdehnung ist (p-Wert <,0001) (siehe Abb. 12). Fur die tatsachlichen
Zahlen, siehe Tabelle 10.
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Abbildung 12: Unterschiede in der Expression von CD163 bei einem Cut off von >= 1 (A), >= 2

(B) und >= 3 (C) in Bezug auf die Hannover Klassifikation

Auch in der dichotomisierten Hannover Klassifikation sieht man eine signifikant
héheren Wert von CD163 positiven Zellen bei zunehmender Tumorausdehnung
(<0,0001) (siehe Abb. 13). Dieses Ergebnis ist in allen drei angewandten Cut offs

zu erkennen. Fur die tatsachlichen Zahlen, siehe Tabelle 10.
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Dichotomisierte Hannover Klassifikation
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Abbildung 13: Unterschiede in der Expression von CD163 bei einem Cut off von >= 1 (A), >= 2
(B) und >= 3 (C) in Bezug auf die dichotomisierte Hannover Klassifikation

Die Rezidivtumore weisen bei einem Cut off von >=1 eine signifikant geringere
CD163 Expression auf, im Vergleich zu primaren Tumoren (p-Wert = 0,0194). In
den weiteren Cut offs zeigt sich kein signifikanter Unterschied der CD163
Expression (siehe Abb. 14). Fiur die tatsachlichen Zahlen, siehe Tabelle 10.
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Primartumore vs Rezidivtumore
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Abbildung 14: Unterschiede in der Expression von CD163 bei einem Cut off von >= 1 (A), >= 2
(B) und >= 3 (C) in Bezug auf das Verhaltnis der Rezidivtumore im Vergleich zu den

Primartumoren

Ein signifikantes Ergebnis ist zudem bei der Gruppe mit erhaltener Radiotherapie
erkennbar, hier ergibt sich bei dem Cut off von >=1 ein p-Wert von 0,0017. So
zeigt sich hier eine deutlich gesteigerte Expression von CD163 positiven Zellen.
Ein ahnlich signifikantes Ergebnis zeigt sich ebenfalls bei einem Cut off von >= 2
(p = 0,0050), sowie einem Cut off von >= 3 (p = 0,0003) (sieche Abb. 15). Fur die

tatsachlichen Zahlen, siehe Tabelle 10.
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Praoperative Radiotherapie
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Abbildung 15: Unterschiede in der Expression von CD163 bei einem Cut off von >= 1 (A), >= 2

(B) und >= 3 (C) in Bezug auf eine praoperative Radiotherapie
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Tabelle 10: Expression von CD163 bei den gewahlten Cut offs (>=1, >=2, >=3) im Bezug auf

die klinischen Daten

Verteilung der gewahlten CD163 Cut offs im Vergleich der klinischen

Daten

Geschlecht
p-Wert

Weiblich

Mannlich

Tumorentiat
p-Wert

Sporadische
Tumore
NF2 Tumore

Rezidive
p-Wert

Priméar Tumor

Rezidiv

Praoperative
Radiotherapie
p-Wert

Keine RT
RT

Hannover
Klassifikation
p-Wert

T
T2

T3
T4

Cut off >=1

<1
N (%)

0,2884*

255 (20,3)
258 (20,5)

0,0005*

440 (34.9)

73(5,8)

0,0194*

477 (37,9)
36 (2,8)

0,0017*

506 (40,2)
7 (0,5)

<,0001*

44 (3,5)

145 (11,5)
186 (14,8)
136 (10,8)

393 (31,2)
352 (27,9)

685(54,4)

60 (4,7)

715 (56,8)
30 (2,4)

711 (56,5)
34 (2,7)

8 (0,6)
114 (9,1)
292 (23,4)
331 (26,4

Cut off >= 2

<2 >=2

N (%) N (%)
0,3437

492 (39,1) 156 (12,4)
449 (35,7) 161 (12,8)
0,1125

834(66,3) 291 (23,1)
107 (8,5) 26 (2,1)
0,8541

891 (70,8) 301(23,9)
50 (3,9) 16 (1,3
0,0050*

918 (73,0) 299 (23,8)
23 (1,8) 18 (1,4)
<,0001*

50 (4,0) 2(0,2)
230 (18,3) 29 (2,3)
360 (28,7) 118 (9,4)
299(23,8) 168 (13,4)
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Cutoff >=3

<3 >=3

N (%) N (%)
0,0837

600 (47,7) 48 (3,8)
548 (43,5) 62 (4,9)
0,0477*

1021 (81,2) 104 (8,3)
127(10,1) 6 (0,5)
0,7300

1087 (86,4) 105 (8,4)
61 (4,9) 5(0,4)
0,0003*

1117 (88,8) 100 (8,0)
31(2,5) 10 (0,8)
<,0001*

52 (4,1) 0 (0,0)
251 (20,0) 8 (0,6)
444 (35,4) 34 (2,7)
399 (31,8) 68 (5,4)



Ergebnisse

Auch in Bezug auf das Alter findet sich eine signifikante Zunahme der Infiltration
mit CD163 positiven Zellen mit steigendem Alter (p-Wert <0,0001). So liegt der
Mittelwert des Alters (in Jahren) bei einem Score von 0 bei 44,5 Jahren, im

Vergleich zu 57,5 Jahren bei einem Score von 4 (siehe Abb. 16).

80

60

Alter

40

20

0 1 2 34
Score CD163

Abbildung 16: Altersverteilung im Bezug auf den CD163 Score

Bei den angewandten Cut offs (Cut off >= 20; 30; 40; 50; 60; Median) des Alters
zeichnet sich eine ahnlich signifikante Ergebnisse ab. So weisen die jeweiligen
Kohorten mit dem hdheren Altersdurchschnitt jeweils immer eine klare hohere
Expression von CD 163 positiven Zellen auf. Ab einem Cut off von 30 Jahren
zeigt sich dies auch in einem signifikante Ergebnis.. Beispielhaft zu nennen ist
der Cut off >= Median (47 Jahren) mit einem p-Wert von 0,0037 (siehe Tab. 11)
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Tabelle 11: CD163 Score in Abhangigkeit von den Alters Cut offs

Verteilung der CD163 Expression anhand des Alters

Score 0 1 2 3 4 p-Wert
CD163

N (%) N(%) N (%) N(%) N(%) N(%)
Alters Cut
off in
Jahren
<47 617 (49,1) 279 (45,2) 202 (32,7) 88(14,3) 42 (6,8) 6 (1,0) 0,0037*
>=47 641 (50,9) 234 (36,5) 226(35,3) 119(18,6) 44 (6,8) 18 (2,8)
(Median)
<20 46 (3,7) 26 (56,5) 12 (26,1) 6 (13,0) 2(4,4) 0(0,0) 0,2427
>=20 1212 (96,3) 487 (40,2) 416 (34,3) 201 (16,6) 84 (6,9) 24 (2,0)
<30 176 (14,0) 88 (50,0) 52 (29,6) 25 (14,2) 11 (6,3) 0(0,0) 0,0386*
>= 30 1082 (86,0) 425(39,3) 376(34,8) 182(16,8) 75(6,9) 24 (2,2)
<40 393 (31,2) 183 (46,6) 125(31,8) 52(13,2) 30 (2,4) 3(0,8) 0,0088*
>=40 865 (68,8) 330(38,2) 303(35,0)0 155(17,9) 56 (4,5) 21 (2,4)
<50 726 (57,7) 323 (44,5) 243(33,5) 104 (14,3) 48 (6,6) 8 (1,1) 0,0023*
>= 50 532 (42,3) 190 (35,7) 185(34,8) 103 (19,4) 38(7,1) 16 (3,0)
<60 1033 (82,1) 444 (43,0) 346 (33,5) 160 (15,5) 69 (6,7) 14 (1,4) 0,0005*
>=60 225 (17,9) 69 (30,7) 82 (36,4) 47 (20,9) 17 (7,6) 10 ()

66



Ergebnisse

Verteilung von CD163 zu MIB1

Ein ebenfalls signifikantes Ergebnis (p-Wert <0,0001) zeigt sich bei der
Gegenuberstellung der CD163 Expression zu dem Proliferationsmarker MIB1.
Hierbei zeigt sich eine deutliche Zunahme von MIB1 bei steigendem CD163
Score (Abb. 17).

MIB1 Score

Score CD163

Abbildung 17: MIB1 im Verhaltnis zu dem CD163 Score

So findet sich ein Mittelwert von 1,19% bei einem Score von 0, 1,32% mit einem
Score von 1, 1,39% bei dem Score von 2. Einen maximalen Mittelwert von MIB1
(1,62%) zeigt sich in der Gruppe die einen Score 3 aufweisen. In der Kohorte mit
dem Score von 4 zeichnet sich mit 1,26% ein verhaltnismaflig geringer MIB1
Mittelwert ab.

Bei einem Cut off von >= 1 erfolgt eine Aufteilung von negativer bis schwacher
Expression von CD163 und einer starkeren Positivitat. Im Vergleich ergibt sich
hier ein Mittelwert von MIB1 von 1,24% bei denjenigen die unter dem Cut off
liegen (< 1). Liegt die CD 163 Expression >=1 zeigt sich ein Mittelwert von 1,41%.
Somit liegt auch hier ein signifikanter Unterschied vor (p-Wert <0,0001). Ebenfalls
bei einem gewahlten Cut off von >= 2, auch hier ist ein signifikantes Ergebnis mit
einem p- Wert von <0,0001 nachweisbar. Hier betragt der Mittelwert von MIB1
unterhalb dem Cut off 1,28%. Oberhalb des Cut off zeigt sich ein Mittelwert von
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1,50% (Abb.18). Auf weitere Cut offs wurde bei einer zu geringen Gruppengrol3e

in den hoheren CD163 Scores verzichtet.

w

A p =<,0001" .

MIB1 Score
MIB1 Score

CcD 183 CD 163

Abbildung 18: MIB1 im Vergleich zu CD163 Cut offs, (A) Cut off bei >= 1, (B) Cut off bei >= 2
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3.4 CD68

3.4.1 CD68 Verteilung

Ein auswertbare immunohistochemische Farbung von CD68 ergab sich in 1257
von 1272 Fallen (98,8%). Das spezifische perinukleare Farbemuster ist nochmal
in der Abbildung 19 dargestellt.
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Abbildung 19: Immunhistochemische perinukleare braune Farbung von CD 68. In Aufsteigender

Reihenfolge (A-E) prasentieren den immunhistochemischen Score von 0 bis 4.
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Wie schon bei CD163 zeigt sich in der Gesamtkohorte eine abfallende Zahl der
Expression von CD68 bei zunehmendem Score. 247 (20 %) Falle weisen somit
keine oder nur vereinzelt positiv gefarbte Zellen auf (Score 0). Eine maximale
Expression findet sich allerdings in dem Score von 1 mit 396 (32%) Fallen. 303
(24%) Tumore lassen sich dem Score 2 zuordnen und 195 (16%) dem Score 3.
Eine sehr starke Positivitat (Score 4) findet sich noch bei 116 (9%) Fallen (Abb.
20). Bei einer Dichotomisierung der Kohorte bei einem Cut off von >=1, zeigt sich,
dass ein Groldteil der Kohorte als immunopositiv fur CD68 zu werten ist
(1010/1257; 80,4%).

A B
400 1000

800

300
600
200
400-
100
- -
0 0 1 2 3 4 .

<1 >=1

Score CD68 CD68 Cut off >=1

Abbildung 20: Balkendiagramm CD68 (A) Verteilung nach dem gewahlten Score CDG68, (B)

Verteilung von CD68 bei einem gewahlten Cut off von >=1

Verteilung von CD68 zu den klinischen Daten

In der Geschlechterverteilung zeigt sich kein signifikanter Unterschied (p-Wert =
0,8419) bezlglich der Expression von CD68. Ebenfalls sieht man auch keine
Unterschiede bei der Gruppe die eine Radiotherapie erhalten hat im Vergleich zu
denen ohne Radiotherapie (p-Wert = 0,2436). Rezidivtumore hingegen scheinen
eher eine leicht geringere Expression aufzuweisen, als Primartumore, jedoch
auch mit keiner Signifikanz (p-Wert = 0,2776). Tumore hingegen, bei denen eine
Assoziation mit NF2 vorliegt, prasentieren signifikant weniger CD68 positive

Zellen (p-Wert = 0,0003). Bei der Auswertung der Hannover Klassifikation
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konnte, wie auch schon bei CD163, eine stufenweise ansteigende Expression
bei zunehmender Tumorausdehnung aufgezeigt werden (p-Wert < 0,0001).
Dieses Ergebnis spiegelt sich auch bei der weiteren Dichotomisierung in kleine
(T1 und T2) und gréRere Tumore (T3 und T4) wider (p-Wert < 0,0001) (siehe
Tab. 12).
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Tabelle 12: Verteilung der CD68-Expression auf den gewahlten Score 0 - 4 in Bezug auf die
klinischen Daten

Verteilung der Expression von CD68 nach klinischen Daten

N 1257

Score 0 1 2 3 4 p-Wert
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)

Geschlecht 0,8419

weiblich 120 (18,5) 211 (32,5) 158 (24,4) 101 (15,6) 59 (9,1)

mannlich 127 (20,9) 185 (30,4) 145 (23,9) 94 (15,5) 57 (9,4)

Praoperativ RT 0,2436

keine RT 243 (20,0) 383(31,5) 294 (24,2) 187 (154) 109 (9,0)

RT 4 (9,8) 13 (31,7) 9(21,9) 8 (19,5) 7(17,1)

Rezidiv 0,2776

Primarturmor 232 (19,5) 370(31,0) 294 (24,7) 186(15,6) 110(9,2)

Rezidiv 15(23,1) 26 (40,0) 9(13,9) 9(13,9) 6 (9,2)

NF2 0,0003*

kein NF2 208 (18,5) 348(30,9) 273 (24,3) 184 (16,3) 113(10,0)

NF2 39 (29,8) 48 (36,6) 30 (22,9) 11 (8,4) 3(2,3)

Hannover <,0001*

Klassifikation

(komplett)

T 26 (49,1) 20 (37,7) 6(11,3) 1(1,9) 0(0,0)

T2 69 (26,6) 97 (37,5) 49 (18,9) 34 (13,1) 10 (3,9)

T3 78 (16,3) 157 (32,9) 134 (28,0) 70 (14,6) 39 (8,2)

T4 73(29,7) 122 (30,8) 113 (37,4) 90 (46,2) 67 (57,8)

Hannover <,0001*

Klassifikation
(dichotomisiert)

T1/2 95(30,5) 117(37,5) 55(17,6) 35(11,2)  10(3,2)
T3/4 151 (16,0) 279 (29,6) 247 (26,2) 160 (17,0)  106(11,2)
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Um eine genauere Darstellung der Verteilung von CD68 zu den klinischen Daten
zu erhalten ist nach jedem Score ein Cut off gesetzt worden. Somit erhalt man in
den folgenden Abbildungen eine genaue Verteilung bei den jeweilig gewahlten
Cut offs (>=1, >=2, >=3). Die dunkelblau gefarbten Flachen prasentieren jeweils
die Schnittmenge oberhalb des gewahlten Cut offs, die hellblaue Flache jeweils
den der Tumore unterhalb des Cut offs. Bei einem gewahlten Cut off von < 4
waren nur noch sehr wenige Tumore Uber dem Cut off gelegen, so dass dieser

aus der Wertung rausgenommen wurde.

In allen gewahlten Cut offs konnte kein signifikanter Unterschied in der Verteilung
des Geschlechts nachgewiesen werden (siehe Abb. 21). Fur die tatsachlichen

Zahlen, siehe Tabelle 13.
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Abbildung 21: Unterschiede in der Expression von CD68 bei einem Cut off von >= 1 (A), >= 2 (B)
und >= 3 (C) in Bezug auf das Geschlecht
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Ein statistisch signifikantes Ergebnis (p-Wert < 0,0021) zeigt sich bei den NF2
assoziierten Tumore bei einem Cut off von >=1. Diese weisen eine geringere
CD68 Positivitat auf als die Gruppe der sporadischen Schwannome. Dieser
Trend setzt sich auch in den weiteren gewahlten Cut offs mit signifikanten
Ergebnissen fort (siehe Abb. 22). Flr die tatsachlichen Zahlen, siehe Tabelle 13.
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Abbildung 22: Unterschiede in der Expression von CD68 bei einem Cut off von >= 1 (A), >= 2

(B) und >= 3 (C) in Bezug auf das Verhaltnis der NF2 Tumor zu den sporadischen Tumoren.
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Klare signifikante Ergebnisse ergeben sich bei der Hannover Klassifikation. Hier
kann bei allen angewandten Cut offs mit einem signifikanten Resultat (p <0,0001)
aufgezeigt werden, dass die Expression von CD68 zunehmend ist bei einer
héheren Hannover Klassifikation (Abb.23). Fur die tatsachlichen Zahlen, siehe
Tabelle 13.

Hannover Klassifikation

CD 68 cut off >=1 »
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oo00 —+—
T1 T2 T3 T4

Abbildung 23: Unterschiede in der Expression von CD68 bei einem Cut off von >= 1 (A), >= 2 (B)

und >= 3 (C) in Bezug auf die Hannover Klassifikation

Das gleiche signifikante Resultat ist auch bei der Dichotomisierung der Hannover
Klassifikation zu erkennen. Bei allen gewahlten Cut offs ist eine deutlich starkere
Expression von CD68 in grolleren Tumoren im Vergleich zu Tumoren mit
geringerer raumlichen Ausdehnung (jeweils p < 0,0001, siehe Abb. 24). Fir die

tatsachlichen Zahlen, siehe Tabelle 13.
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Dichotomisierte Hannover Klassifikation
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Abbildung 24: Unterschiede in der Expression von CD68 bei einem Cut off von >= 1 (A), >= 2 (B)

und >= 3 (C) in Bezug auf die dichotomisierte Hannover Klassifikation

In dem Vergleich der Rezidivtumore zu den primar erfassten Tumoren kann bei
einem Cut off von >=1 und >=3 kein signifikanter Unterschied bezlglich der
CD68-Expression aufgezeigt werden. Bei einem Cut off von >= 2 zeigt sich ein
signifikantes Ergebnis (p = 0,0483). Hier findet man bei den Rezidivtumoren eine
geringere Expression von CD68 im Vergleich zu der Kohorte der Primartumoren
(siehe Abb. 25). Fur die tatsachlichen Zahlen, siehe Tabelle 13.
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Primartumore vs Rezidivtumore
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Abbildung 25: Unterschiede in der Expression von CD68 bei einem Cut off von >= 1 (A), >= 2 (B)
und >= 3 (C) in Bezug auf das Verhaltnis der Rezidivtumore im Vergleich zu den Primartumoren

Bei allen gewahlten Cut offs kann kein signifikanter Unterschied der Expression
von CD68 zwischen den Kohorten, die eine praoperative Radiotherapie erhalten
haben, zu der die keine praoperative Radiotherapie erhalten haben aufgezeigt
werden (siehe Abb 26). Fur die tatsachlichen Zahlen, siehe Tabelle 13.
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Praoperative Radiotherapie
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Abbildung 26: Unterschiede in der Expression von CD68 bei einem Cut off von >= 1 (A), >= 2 (B)
und >= 3 (C) in Bezug auf eine praoperative Radiotherapie
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Tabelle 13: Expression von CD68 bei den gewahlten Cut offs (>=1, >=2, >=3) im Bezug auf die

klinischen Daten

Verteilung der gewahlten CD68 Cut offs im Vergleich der klinischen Daten

Geschlecht
p-Wert

Weiblich

Mannlich

Tumorentiat
p-Wert

Sporadische
Tumore
NF2 Tumore

Rezidive
p-Wert

Priméar Tumor

Rezidiv

Praoperative
Radiotherapie
p-Wert

Keine RT
RT

Hannover
Klassifikation
p-Wert

T
T2

T3
T4

Cut off >=1

<1 >=1

N (%) N (%)
0,2849

120 (9,6) 529 (42,1)
127 (10,1) 481 (28,3)
0,0021*

208 (16,6) 918 (73,0)
39 (3,1) 92 (7,3)
0,4752

232 (18,5) 960 (76,4)
15 (1,2) 50 (4,0)
0,1050

243 (19,3) 973 (77,4)
4 (0,3) 37 (2,9)
<,0001*

26 (2,1) 27 (2,2)
69 (5,5) 190 (15,1)
78 (6,2) 400 (31,9)
73 (5,8) 392 (31,2)

Cutoff >=2 Cutoff >=3

<2 >=2 <3 >=3
N (%) N (%) N (%) N (%)
0,9113 0,9404

331(26,3) 318(25,3) 489 (38,9)
312 (24,8) 296 (23,5) 457 (36,4)

0,0002* <,0001*

556 (44,2) 570 (45,4) 829 (66,0)

87 (6,9) 44(35) 117 (9,3)

0,0483* 0,7495

602 (47,9) 590 (46,9) 896 (71,3)
41(33) 24(1,9 50 (4,0)

0,2069 0,0740

626 (49,8) 590 (46,9) 920 (73,2)
17 (14) 241,90  26(21)

<,0001* <,0001*

46 (3,7)  7(06) 52 (4,1)
166 (13,2) 93(7,4)  215(17,1)
235 (18,7) 243 (19,4) 369 (29,4)
195 (15,5) 270 (21,5) 308 (24,5)
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160 (12,7)
151 (12,0)

297 (23,6)

14 (1,1)

296 (23,6)
15 (1,2)

296 (23,6)
15 (1,2)

1(0,1)
44 (3,5)
109 (8,7)
157 (12,5)
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Wie auch schon bei CD163 zeigen sich auch bei CD68 signifikante Resultate im
Bezug auch die Altersverteilung (p-Wert = 0,0004). Auch hier ist bei
zunehmendem Alter eine erhdhte Auspragung von CDG68 positiven Zellen zu
verzeichnen. Liegt der Mittelwert des Alters bei einem Score von 1 noch bei 43,9

Jahren, ist er bei einem Score von 4 bei 50,1 Jahren (siehe Abbildung 27 )
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Abbildung 27: Altersverteilung im Bezug auf den CD68 Score

Bei allen angewendeten Cut offs (Cut off >= 20, 30, 40, 50, 60 Jahren und dem
Median (47 J.)) zeigen sich klare Tendenzen. Bei den Cut offs von >= 20; 30; 40
kann sogar ein signifikantes Ergebnis aufgezeigt werden (siehe Tab 12). Hier
zeigt sich jeweils immer eine signifikant erhdhte Expression des Antikorpers in
den Gruppen die oberhalb des Cut offs liegen. So haben wir in der Altersgruppe
>= 20 ein signifikantes Ergebnis von p-Wert = 0,0500. Deutlicher werden die
Resultate bei einem Cut off von >= 30 (<0,0001) und dem einem gewahlten Cut
off >=40 (p-Wert = 0,032) (siehe Tab. 14).
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Tabelle 14: CD68 Score im Verhéltnis zu den Alters Cut offs

Verteilung der CD68 Expression anhand des Alters

Score 0 1 2 3 4 p-Wert
CD68 N (%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)

Alters

Cut off

in

Jahren

<47 616 (49,0) 137 (22,2) 197 (32,0) 140 (22,7) 89 (14,4) 53 (8,6) 0,1612

>= 47 641 (51,0) 110(17,2) 199 (31,1) 163 (25,4) 106 (16,5) 63 ()
(Median)

<20 46 (3,7) 13(29,0) 17(37,0) 13(283)  3(6,5) 0(0,0) 0,0500*
>= 20 1211(96,3) 234 (19,3) 379(31,3) 290 (24,0) 192 (16,0) 116 (9,6)
<30 176 (14,0)  54(30,7)  59(22,2)  39(22,2) 21(11,9) 3(1,7) <,0001*
>= 30 1081 (86,0) 193 (17,9) 337 (24,4) 264 (24,4) 174 (16,1) 113

(10,4)
<40 392(31,2)  98(250)  132(33,7) 82(20,9) 50(12,8)  30(7,7)  0,0032*
>= 40 865 (68,8) 149 (17,2) 264 (30,5) 221 (25,8) 145(16,8) 86 (9,9)
<50 726 (57,8) 159 (21,9) 232(32,0) 171(23,6) 101(13,9) 63(87)  0,0857
>= 50 531(42,2)  88(16,6)  164(30,9) 132(24,9) 94(17,7)  53(10,0)
<60 1032 (82,1)  210(20,4) 330 (32,0) 249 (241) 157 (152) 86(8,3)  0,1265

>= 60 225(17,9)  37(16,4)  66(29,3) 54 (24,0)  38(17,0)  30(13,3)
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Verteilung von CD 68 zu MIB1

Ahnlich der Expression von CD163, ist auch bei einer zunehmend héheren CD68
Expression eine Zunahme der MIB1 Expression zu erkennen (p-Wert = 0,0188).
Bei einem Score von 0 (n=240) lasst sich ein MIB1-Mittelwert von 1,23%
ermitteln. Im Vergleich ist der Mittelwert von 1,36% bei dem Score von 3 (n=190)
zu nennen. Erneut kommt es bei dem Score von 4 (n=114) wieder zu einer
geringeren Expression von MIB1 (1,31%), wie auch schon bei CD163 (Abb. 28).

. p =0,0188* |

MIB1 Score

Score CD68

Abbildung 28: Verteilung des MIB1 Score im Verhaltnis zu dem CD68 Score

Verdeutlicht wird dieses Resultat unter der Anwendung des Cut off >= 1 (p-Wert
=0,0117). Bei einem CD68 Score von <1(n = 240) zeigt sich ein MIB1 Mittelwert
von 1,23%. Bei einer starkeren Expression (>=1/n=994) hingegen konnte ein
Mittelwert von 1,32% kalkuliert werden. Ahnliches findet man bei einem Cut off
von >= 2. Hierbei sind die zwei zu vergleichenden Gruppen ungefahr ahnlich grof}
(<2/n=630; >=2/n=604). Die Kohorte, welche unterhalb des Cut offs liegt, weist
einen MIB1 Mittelwert von 1,26% auf, in der Kohorte welche oberhalb des Cut off
liegt l1asst sich ein Mittelwert von 1,35% ermitteln(p- Wert = 0,0019) (Abb. 29).
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Abbildung 29: MIB1 im Vergleich zu CD68 Cut offs, (A) Cut off bei >= 1, (B) Cut off bei >= 2
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3.5 CD3

Von der Gesamtkohorte (n = 1272) konnten 1263 Falle erfolgreich mit dem

Antikoérper gefarbt werden und ausgewertet werden (Abb. 40).
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Abbildung 30: Expression von CD3; die Bilder A-D zeigen beispielhaft die unterschiedliche
Expression von CD3 in den einzelnen Stanzproben. Die manuelle Auszahlung immunopositiver

Zellen ergab in diesen Beispielen keine (A), 8(B), 42(C) und 127(D) pro mm Stanzzylinder.

3.5.1 CD3 Bewertung

Bei den ausgewerteten Proben von 1263 Fallen ist eine ermittelte Spanne von 0
(Minimum) und 604 (Maximum) gezahlten CD3 positiven Lymphozyten pro 1 mm
Gewebezylinder in der Kohorte zu verzeichnen. Daraus ergibt sich ein Median
von 22, und ein Mittelwert von 37,7 immunopositiver Zellen pro 1mm
Gewebezylinder innerhalb der Gesamtkohorte (Abb. 41).
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Abbildung 31: Verteilung der Haufigkeit von CD 3 Exprimierenden Zellen pro 1 mm

Gewebezylinder.

Korrelation von CD3 zu den klinischen Daten

Aus den erhobenen Zahlen konnte keine signifikanten Unterschiede (p-Wert =
0,6793) bei der Auswertung in der Geschlechterverteilung gefunden werden.
Tumore von weiblichen Patientinnen (n=650) weisen im Durchschnitt 37,0
immunopositive Lymphozyten pro Tmm Tumorgewebe auf. Wohingegen Tumore
von mannlichen Patienten (n=613) einen Mittelwert von 38,0 aufweisen.
Signifikante Resultate finden sich jedoch bei dem Vergleich von NF2 assoziierten
Tumoren die eine deutlich geringere Expression von CD3 positiven Zellen
aufweisen (Mittelwert = 26,2) als Tumore mit einer spontanen Genese (Mittelwert
= 38,8; p-Wert = 0,0035). Bei Betrachtung der Hannover Klassifikation ist eine
deutliche Zunahme der CD3 positiven Lymphozyten bei steigender
Tumorausdehnung zu verzeichnen (p-Wert < 0,0001). Im direkten Vergleich sind
die T1-klassifizierten Tumore (N 53) mit einem Mittelwert von 15,8 zu nennen.

Dem gegenuber zu stellen mit einem Mittelwert von 48,7 bei T4-klassifizierten
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Tumoren (N 469). Dies zeigt sich auch bei der dichotomisierten Hannover
Klassifikation. Tumore mit einer Klassifikation von T1 oder T2 weisen eine
geringere Infiltration von CD3 prasentierenden T-Lymphozyten auf als T3 oder
T4 klassifizierte Tumore (Mittelwert von 22,6 vs. 42,4; p-Wert < 0,0001). Gleiche
Mittelwerte fur CD3 positive Zellen ergaben sich hingegen bei zuvor bestrahlten
Tumoren im Vergleich zur restlichen Kohorte (37,0 Zellen/mm; p-Wert = 0,9561).
Auch bei den Rezidiven ist kein statistischer Unterschied zu messen (p-Wert =
0,3923) (siehe folgende Tab. 17 und Abb. 42).
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Tabelle 15: Verteilung von CD3 in Bezug auf die klinischen Daten

Verteilung von CD3

(N1263)

Geschlecht

weiblich
mannlich

Praoperative RT

Keine RT
RT

Rezidiv

Primartumor
Rezidiv

NF2

Keine NF2
NF2

Hannover
Klassifikation
(komplett)

T1
T2
T3
T4

Hannover
Klassifikation
(dichotimisiert)

T1/2
T3/4

N (%)

650 (51,5)
613 (48,5)

1222 (96,8)
41 (3,2)

1197 (94,8)
66 (5,2)

1130 (89,5)
133 (10,5)

53 (4,2)
260 (20,6)
479 (37,9)
469 (37,1)

313 (24,8)
948 (75,1)
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Mittelwert
(immunopositive
Zellen pro 1mm
Tumorgewebe)

36,9
38,0

37,5
37,1

37,7
32,6

38,8
26,2

15,9
24,0
36,3
48,7

22,6
42,4

Ergebnisse

p-Wert

0,6793

0,9561

0,3923

0,0035*

<,0001*

<,0001*
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Abbildung 32: CD3 Immunopositivitat in Bezug auf die klinischen Daten, in Abhangigkeit von
Geschlecht (A), NF2 (B), der Hannover Klassifikation (C und D), Tumorstatus (Primar vs. Rezidiv)
(E) und der praoperativen Radiotherapie (F).

Betrachtet man den gewahlten Cut off >= 37 welcher dem Mittelwert von CD3
positiven Zellen der Gesamtkohorte entspricht, findet sich kein
Expressionsunterschied bezuglich des Geschlechts (p-Wert = 0,6198), einer
praoperativen Radiotherapie (p-Wert = 0,4253) und bei der Betrachtung von
Tumorgewebe von Rezidiven im Vergleich zu Primartumore (p-Wert = 0,6012).
Bei der Kohorte von NF2 Tumoren findet man eine geringere Expression von

CD3 tragenden Lymphozyten als bei sporadischen Tumoren, allerdings mit
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keiner statistischen Signifikanz (p-Wert = 0,0173). Ein signifikanter stufenweiser
Anstieg der Expression ist bei einer zunehmenden Tumorausdehnung nach
Hannover Klassifikation zu verzeichnen (p-Wert <0,0001). Auch die
dichotomisierte Aufteilung von hoch und niedrig gradig klassifizierten Tumoren
zeigt dieses Ergebnis (p-Wert <0,0001). Fur alle weiteren Cut offs (Median, >=10,
>=20, >=30, >=40, >=50, >=60) sind die Ergebnisse jeweils in folgender Tabelle
zu finden (Tabelle 18). Auf den ersten Blick ist hierbei auffallig das sich bei den
Auswertungen des Geschlechts sowie des Rezidivs keine signifikanten
Ergebnisse zeigen. Bei der Hannover Klassifikation hingegen konnte in jedem
gewahlten Cut off ein signifikantes Ergebnis aufgezeigt werden. So zeigt sich in
den Kohorten die oberhalb des Cut offs liegen auch eine deutlich ausgepragtere
Expression von CD3 positiven Zellen. Vereinzelt finden sich auch signifikante
Ergebnisse bei der praoperativen Radiotherapie (Median/ p-Wert = 0,0010; >=
10/ p-Wert = 0,0019; >=20/ p-Wert = 0,0004). Hier zeigt sich jeweils in den
Kohorte die praoperativ eine Radiotherapie erhalten haben auf eine deutlich
gesteigerte Expression von CD3. Auch bei den NF2 Tumoren konnte ab einem
Cut off von >= 30 (p-Wert = 0,0397) bis einschlie3lich einem Cut off von >=60 (p-
Wert = 0,0231) ein signifikantes Resultat aufgezeigt werden. Hierbei zeigt sich
allerdings bei der Kohorte der NF2 Tumore eine geringe Expression von CD3
(siehe Tab. 18).
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Tabelle 16: Dichotomisierung der Kohorte in unterschiedliche Cut offs fir die CD3-Immunopositivitat in Bezug auf die klinischen
Daten (Kontingenzanalyse).

CD3 Geschlecht N (%) Radiotherapie N (%) N (%) N (%) Hannover Kilassifikation
N (%)
Cut offs weiblich | ménnlich Keine RT | RT Primér Rezidiv Sporadische | NF2
Tumor Tumore Tumore | T1/T2 T3/T4
< Mittelwert 438 (67,7) 405 (65,7) 818 (66,9) | 404 (33,1)| 797 (66,6) 46 (69,7) | 742 (65,7) 101 (76,0) 258 (82,4) 583 (61,5)
>=
Mittelwert 212 (32,3) 208 (34,3) 25 (61,0) 16 (39,0) 400 (33,4) 20 (30,3) | 388 (34,3) 32(24,1) | 55(17,6) 365 (38,5)
(Mittelwert =
37) p =0,6198 p =0,4253 P =0,6012 P =0,0173* P =<,0001*
< Median 311 (47,8) 317 (51,7) 618 (50,6) 10 (24,4) | 596 (49,8) | 32(48,5) 553 (48,9) 75 (56,4) 208 (66,5) 418 (44,1)
>= Median 339 (52,2) 296 (48,3) 604 (49,4) 31(75,6) | 601(50,2) | 34(51,5) 577 (51,1) 58 (43,6) 105 (33,6) 530 (55,9)
(Median =
22) P =0,8363 P =0,1039 P =<,0001*
p =0,1696 p =0,0010*
<10 181 (27,6) 185 (30,2) 363 (29,7) 3(7,3) 346 (28,9) | 20 (30,3) 325 (28,8) 41 (30,8) 136 (43,5) 229 (24,2)
>=10 469 (72,2) 428 (69,8) 859 (70.3) 38(92,7) | 851(71,1) | 46(69,7) 805 (71,2) 92 (69,2) 177 (56,6) 719 (75,8)
P =0,3610 P =0,0019* P=0,6193 P =<, 0001*
P =0,8075
<20 293 (45,1) 297 (48,5) 582 (47,6) 8 (19,5) 560 (46,8) 30 (45,5) | 520 (46,0) 70 (52,6) 201 (64,2) 387 (40,8)
>=20 357 (54,9) 316 (51,6) 640 (52,4) 33(80.5) | 637 (53,2) 36 (54,6) | 610 (54,0) 63 (47,4) 112 (35,8) 561 (59,2)
P =0,2298 P = 0,0004* P =0,8331 P =0,1482 P =<,0001*
<30 384 (59,1) 366 (59,7) 731 (59,8) 19 (46,3) | 709 (59,2) 41 (62,1) | 660 (58,4) 90 (67,7) | 237 (75,7) 511 (53,9)
>=30 266 (40,9) 247 (40,3) 491 (40,2) 22 (53,7) | 488 (40,8) 25(37,9) | 470 (41,6) 43 (32,3) | 76 (24,3) 437 (46,1)
P =0,8199 P =0,0839 P =0,0397* P =<,0001*

P =0,6417
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CD3 Geschlecht N (%) Radiotherapie N (%) N (%) N (%) Hannover Kilassifikation
N (%)
Cut offs weiblich | ménnlich Keine RT | RT Primér Rezidiv Sporadische | NF2
Tumor Tumore Tumore | T1/T2 T3/T4
<40 457 (70,3) 415 (67,7) 844 (69,1) 28 (68,3) | 823(68,8) | 49(74.2) 766 (67,8) 106 (79,7) 261(83,4) 609 (64,2)
>=40 193 (29,7) 198 (32,3) 378 (30,9) 13(31,7) | 374 (31,2) 17 (25,8) 364 (32,2) 27 (20,3) | 52 (16,6) 339 (35,8)
P =0,3164 P =0,9160 P =0,3479 P =0,0049* P =<,0001*
<50 495 (76,2) ‘ 460 (75,0) 923 (75,5) 32(78,1) | 904 (75,5) | 51(77,3) 840 (74,3) ‘ 115 (86,5)| 277 (88,5) 676 (71,3)
>= 50 155 (23,9) 153 (25,0) 299 (24,5) 9 (22,0) 293 (24,5) | 15(22,7) 290 (25,7) 18 (13,5) 36 (11,5) 272 (28,)
P = 0,6452 P =0,7120 P =0,7471 P =0,0021* P =<,0001*
<60 530 (81,5) 488 (79,6) 983 (80,4) 35(85,4) | 965(80,6) | 53 (80,3) 901 (79,7) 117 (88,0)| 288 (92,0) 728 (76,8)
>=60 120 (18,5) 125 (20,4) 239 (19,6) 6 (14,6) 232 (19,4) | 13(19,7) 229 (20,3) 16 (12,0) 25 (8,0) 220 (23,2)
P =0,3860 P =0,4329 P = 0,9497 P =0,0231* P =<,0001*
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Nutzt man bei der Altersanalyse den Cut off >=47 (Median), ist keine signifikanter
Unterschied in der Expression von CD3 festzustellen (p-Wert = 0,2654). Bei einer
weiteren Analyse und Anwendung weiterer Cut offs des Alters (Cut off >=
20,30,40,50,60) findet man sowohl bei einem Cut off von >=30 (p-Wert = 0,0096)
wie auch bei einem Cut off >=60 (p-Wert = 0,0361) ein signifikantes Resultat.
Nicht nur bei den signifikanten Ergebnissen sondern auch bei den restlichen Cut
offs kann bei einem steigenden Alter auch eine Zunahme von CD3 positiven T-

Lymphozyten im Tumorgewebe aufgezeigt werden.

Tabelle 17: Unterschiede in der CD3 Immunopositivitat im Verhaltnis zu unterschiedlichen Cut

offs des Patientenalters bei Diagnose (ANOVA Varianzanalyse).

CD3 N (%) Mittelwert der p-Wert
CD3

Alter Cut off Expression

in Jahren

<47 619 (49,0) 35,9 0,2654

>=47 644 (51,0) 38,9

(Median)

<20 46 (3,6) 24,9 0,0666

>= 20 1217 (96,4) 37,9

<30 176 (13,9) 28,9 0,0096*

>= 30 1087 (86,0) 38,9

<40 395 (31,3) 33,9 0,0759

>=40 868 (68,7) 39,1

<50 729 (57,7) 35,5 0,0789

>=50 534 (42,3) 40,2

<60 1037 (82,1) 36,2 0,0361*

>= 60 226 (17,9) 434
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Verteilung von CD3 zu MIB1

Zur differenzierten Analyse der CD3 und MIB1 Immunopositiviat wurden folgende
Cut offs fur CD3 angewandt: Cut off >=22 (Median), >=37 (Mittelwert); >=10,
>=20, >=30, >=40; >=50, >=60. Bei einem gewahlten Cut off des Medians von
>=22 findet sich ein signifikantes Ergebnis (p-Wert = 0,0046). Falle die unterhalb
des Cut offs liegen (n=615) weisen eine geringere MIB1 Expression auf (1,26%)
als Falle die oberhalb liegen (N624/1,34%). Eine ahnliche Aufteilung ist auch bei
dem Mittelwert von CD3 von 37 zu finden (1,28% vs.1,35%/ p-Wert = 0,0236).
Auch bei allen weiteren Cut offs >=10 bis >=60, zeigen sich diese Tendenzen.
Bei den Cut offs >= 20 (1,25% vs 1,34%; p-Wert = 0,0025), >= 30 (1,27% vs
1,33%; p-Wert = 0,0328), >= 50 (1,28% vs 1,36%; p-Wert = 0,0251) und dem Cut
off >= 60 (1,28% vs 1,39%; p-Wert = 0,0030) lassen sich jeweils signifikant
héhere MIB1-Werte ermitteln fur die Gruppe mit der hdheren CD3 Expression
(siehe Abb. 43). Auch in den Cut offs >=10 und >= 40 zeichnet sich dieser Trend

ab, allerdings mit keiner statistischen Signifikanz.
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3.6 CDS8

Immunhistochemisch zeigt sich ein perinuklearer rot-brauner Saum um die T-
Lymphozyten. Unterschiedliche Infiltrationsraten mit CD8 positiven Zellen sind in
Abbildung 44 dargestellt.

Abbildung 34: Expression von CD8. Die Bilder A-D zeigen die unterschiedliche Expressionraten
von CD8 positiven Zellen innerhalb der einzelnen Stanzproben; negativ (A), 10 (B), 32 (C) und

205 immunopositive Zellen pro 1mm Gewebezylinder (D).

3.6.1 CD8 Verteilung

Von der Gesamtkohorte (n=1272) konnten 1265 Falle erfolgreich mit dem
Antikorper angefarbt und somit ausgezahlt werden. Insgesamt liegt die Spanne
der Gesamtkohorte zwischen 0 (Minimum) und 533 (Maximum) positiven CD8
Zellen pro 1mm Tumorgewebe. Daraus ergibt sich ein Median von 26 und ein
Mittelwert von 39,6. 99,21% aller Tumorproben haben eine Infiltration mit CD 8
tragenden Lymphozyten aufweisen kénnen. Nur in 10 Tumoren konnte keine

positive Zelle gefunden werden (Abb.45).
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Abbildung 35: Verteilung der CD8 Immunopositivitdt (Anzahl positiver Zellen pro 1mm

Tumorgewebe) unter den untersuchten Tumoren.

Verteilung von CD8 zu den klinischen Daten

In der Auswertung der klinischen Daten im Bezug auf die Immunopositiviat von
CD8 konnte kein signifikantes Ergebnis bei der Analyse des Geschlechts
festgestellt werden (p-Wert = 0,1493). Bei weiblichen Patienten (n=650) zeigt
sich ein Mittelwert von 37,9 ausgezahlten T-Lymphozyten in der Stanzprobe.
Mannliche Patienten haben durchschnittlich 41,4 positive gefarbte T-
Lymphozyten. Ahnliche Ergebnisse sind auch in der Betrachtung der
Radiotherapie (p-Wert = 0,8182) und bei den Rezidiven (p-Wert = 0,2236) zu
finden. Wobei Rezidive eine minimal geringere Expression (Mittelwert = 33,1) als
Tumore einer Erstdiagnose (Mittelwert = 40,0) aufweisen. Ein klareres Resultat
ergibt sich bei den NF2 Tumore (n=134) die mit einem Mittelwert von 29,0 eine
deutlich geringere Expression des CD8 Antikérper aufweist als Proben
sporadischer Tumore (n=1131/Mittelwert = 40,8/ p-Wert = 0,0034). Ein ebenfalls

klar signifikantes Ergebnis ist bei der Hannover Klassifikation zu sehen (p-Wert
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<0,0001), hier findet sich bei stetig zunehmender Tumorausdehnung eine héhere
Zahl an nachweisbaren CD8 positiven Zellen. Ahnliche AusmaRe sind innerhalb
der dichotomisierten Hannover Klassifikation zu finden. Hierbei haben Tumore
die als T1 oder T2 Tumor einkategorisiert wurde einen Mittelwert von 28,4. Im
Vergleich zu den Tumoren mit einer gréf3eren Volumenausdehnung (T3/4) die
mit einem Mittelwert von 43,4 gezahlten CD8 positiven Zellen eine signifikant
hdhere Expression aufweisen (p-Wert <0,0001) (siehe Tabelle 20 und Abbildung
46).
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Tabelle 18: Unterschiede in der CD8 Immunopositivitat im Verhaltnis zu unterschiedlichen Cut

offs des Patientenalters bei Diagnose.

(N 1265)

Geschlecht

weiblich
mannlich

Praoperativ RT

Keine RT
RT

Rezidiv

Priméartumore
Rezidiv

NF2

Keine NF2
NF2

Hannover
Klassifikation
(komplett)

T1
T2
T3
T4

Hannover
Klassifikation

(dichotomisiert)

T1/2
T3/4

N (%)

650 (51,4)
615 (48,6)

1224 (96,8)
41 (3,2)

1199 (94,8)
66 (5,2)

1131 (89,4)
134 (10,6)

53 (6,8)

261 (25,3)
479 (34,9)
470 (43,9)

314 (24,8)
949 (75,2)

98

Mittelwert

(immunopositive

Zellen pro 1mm
Tumorgewebe)

37,89
41,40

39,69
38,08

39,99
33,20

40,89
29,07

18,6
30,6
38,8
47,8

28,6
43,3

p-Wert

0,1493

0,8182

0,2236

0,0034*

<,0001*

<,0001*
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Abbildung 36: CD8 Immunopositivitdt in Abhangigkeit vom Geschlecht (A), NF2 (B), der
Hannover Klassifikation (C und D), Tumorstatus (Primar vs. Rezidiv) (E) und der praoperativen
Radiotherapie (F).

Wie auch schon bei CD3 wurde zu einer weiteren Beurteilung der Cut off bei dem
Mittelwert von 39,6 gesetzt. Hier sind in der Verteilung der Geschlechter keine
Unterschiede zu finden (p-Wert = 0,7410), ebenso zwischen den
Vergleichsgruppen in Bezug auf die praoperative Radiotherapie (p-Wert
=0,9504) und den Rezidiven (p-Wert = 0,9671). Bei den NF2 assoziierten Fallen
ist eine geringere Expression des Antikérpers zu finden als in der
Vergleichsgruppe (p-Wert = 0,0477). Und ebenso ist eine schrittweise Zunahme

99



Ergebnisse

der CD8 positiven Zellen bei einer steigenden Hannover Klassifikation zu sehen
(komplett und dichotomisiert bei T1/2 und T3/4, jeweils p-Wert < 0,0001).
Ebenfalls sind noch weitere Cut offs wie auch schon bei CD3 bei dem Median
von 26 und aufsteigend von >= 10 bis >= 60 erfolgt. Eindeutig signifikante
Ergebnisse konnten hier bei der Hannover Klassifikation nachgewiesen werden
(p-Wert <0,0001), in allen gewahlten Cut offs. Die Expression von CD8 positiven
Zellen ist hier in den hoher klassifizierten Tumoren deutlich ausgepragter als in
kleiner klassifierten Tumoren. Vereinzelt konnen auch signifikante Ergebnisse
bei den NF2 Tumoren im Vergleich zu den sporadisch entstandenen Tumoren
aufgezeigt werden. Hier fallen vor allem signifikante Ergebnisse bei hdher
gewahlten Cut offs auf (>= 40, (p-Wert = 0,0156); >= 50, (p-Wert = 0,0006); >=
60, (p-Wert = 0,0129)). Hierbei ist eine signigikant geringere Expression des
Immunhistochemischen Markers in der Kohorte der NF2 Tumor aufzufinden.
Auch koénnen signifikante Ergebnisse im Vergleich der Kohorte der
pratherapeutisch angewandten Radiotherapie zu den nicht bestrahlten Tumoren
aufgezeigt werden. Hier finden sich vor allem signifikante Ergebnisse bei
niedrigeren Cut offs (>= Median (p-Wert = 0,0190); >= 20 (p-Wert = 0,0169 ); >=
20 (p-Wert = 0,0008)), wo in den praoperativ bestrahlten Tumoren eine
bedeutend erhdhte Expression von CD8 positven Zellen zu finden ist. In dem
Vergleich der Geschlechter sowie der Vergleich zwischen Primar und Rezidiv
Tumoren konnte in allen gewahlten Cut offs kein signifikantes Ergebnis
aufgewiesen werden. Die untenstehende Tabelle (Tab. 21) verschafft hier eine
Ubersicht.
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Tabelle 19: Dichotomisierung der Kohorte in unterschiedliche Cut offs fiir die CD8-Immunopositivitat in Bezug auf die klinischen Daten

(Kontingenzanalyse).
CDS8 Geschlecht N (%) Radiotherapie N (%) N (%) N (%) Hannover Klassifikation
N (%)
Cut offs weiblich | mannlich Keine RT | RT Primér Rezidiv Sporadische | NF2
Tumor Tumore Tumore T1/T2 T3/ T4
< Mittelwert 418 (64,3) 390 (63,4) 782 (63,9) 26 (63,4) 766 (63,9) 42 (63,6) | 712 (63,0) 96 (71,6) 247 (78,7) 559 (58,9)
>= Mittelwert 232 (35,7) 225 (36,6) 442 (36,1) 15(36,6) | 433(36,1) 24 (36,4) | 419 (37,1) 38 (28,4) 67 (21,3) 390 (41,1)
(Mittelwert =
39,6) p =0,7410 p =0,9504 p =0,9671 p =0,0477* p =<,0001*
< Median 322 (49,5) 307 (49,9) 616 (50,3) 13 (31,7) | 595 (49,6) | 34 (51,5) 556 (49,2) 73 (54,5) 207 (65,9) 420 (67,0)
>= Median 328 (50,5) 308 (50,1) 608 (49,7) 28 (68,3) | 604 (50,4) | 32(48,4) 575 (50,8) 61 (45,5) 107 (34,1) 529 (55,7)
(Median = 26)
p =0,7649 p =0,2444 p =<,0001*
p =0,8925 p =0,0190*
<10 146 (22,5) 141 (22,9) 284 (23,2) 3(7,3) 269 (22,4) | 18 (27,3) 248 (21,9) 39 (29,1) 100 (31,9) 186 (19,6)
>=10 504 (77,5) 474 (77,1) 940 (76,8) 38(92,7) | 930 (77,6) | 48(72,7) 885 (78,1) 95 (70,9) 214 (68,2) 763 (80,4)
=0,3434 =0,0169* =0,0607 =<,0001*
P P p =0,3610 P P
<20 262 (40,3) 244 (39,7) 500 (40,9) 6 (14,6) 480 (40,0) 26 (39,4) | 448 (39,6) 58 (43,3) 168 (53,5) 337 (35,5)
>=20 388 (59,7) 371 (60,3) 724 (59,2) 35(85,4) | 719 (60,0) 40 (60,6) | 683 (60,4) 76 (56,7) 146 (46,5) 612 (64,5)
p=0,8184 p = 0,0008* p=10,9178 p =0,4119 p =<,0001*
<30 360 (55,4) 346 (56,3) 686 (56,1) 20 (48,8) | 669 (55,8) 37 (56,1) | 621 (54,9) 85 (63,4) 222 (70,7) 482 (50,8)
>=30 290 (44,6) 269 (43,7) 538 (44,0) 21(51,2) | 530 (44,2) 29 (43,9) | 510 (45,1) 49 (36,6) 92 (29,3) 467 (49,2)
p =0,7540 p =0,3568 p = 0,9664 p =0,0602 p <,0001*
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CDS8 Geschlecht N (%) Radiotherapie N (%) N (%) N (%) Hannover Klassifikation
N (%)
Cut offs weiblich | mannlich Keine RT | RT Primér Rezidiv Sporadische | NF2
Tumor Tumore Tumore T1/T2 T3/ T4
<40 432 (66,5) ’ 393 (63,9) 798 (65,2) ’ 27 (65,9) | 782 (65,2) | 43(65,2) 725 (64,1) 100 (74,6) 249 (79,3) 574 (60,5)
>=40 218 (33,5) 222 (36,1) 426 (34,8) 14 (34,2) | 417 (34,8) | 23 (34,9) 406 (35,9) 34 (25,4) 65 (20,7) 375 (39,5)
p =0,3395 p =0,9307 p = 0,0156* p =<,0001*
p = 0,9908
<50 490 (75,4) ‘ 439 (71,4) 897 (73,3) 32(78,1) | 881(73,5) | 48 (72,7) 814 (72,0) ‘ 115 (85,8) 265 (84,4) 662 (69,8)
>= 50 160 (24,6) 176 (28,6) 327 (26,7) 9 (22,0) 318 (26,5) | 18(27,3) 317 (28,0) 19 (14,2) 49 (15,6) 287 (30,2)
p =0,1072 p = 0,4968 p =0,8931 p = 0,0006* p =<,0001*
<60 520 (80,0) ‘ 480 (78,1) 966 (78,9) ‘ 34 (82,9) | 945(78,8) (83,3) 883 (78,1) 117 (87,3) 276 (87,9) 722 (76,1)
>= 60 130 (20,0) 135 (22,0) 258 (21,1) 7(17,1) 254 (21,2) | 11 (16,7) 248 (21,9) 17 (12,7) 38 (12,1) 227 (23,9)
p = 0,3940 p =0,5353 p =0,3799 p =0,0129* p =<,0001*
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Um eine Vorstellung von der Auspragung im Zusammenhang mit dem Alter zu
bekommen, wurde auch hier der Median als Cut off gewahlt (>= 47 Jahre). Dabei
lasst sich kein signifikanter Unterschied in der CD8-Expression erkennen (38,6
vs. 40,7, p-Wert = 0,3912). Setzt man den Cut off etwas niedriger bei >=20, oder
bei >=30 wird offensichtlich, dass bei einem geringeren Alter auch eine
verminderte Anzahl an CD8 T-Lymphozyten zu finden ist (24,9 vs. 40,2, p-Wert
=0,0218 und 30,4 vs. 41,1 p-Wert = 0,0028, respektive) (Tab. 22).

Tabelle 20: Unterschiede in der CD8 Immunopositivitat im Verhaltnis zu unterschiedlichen Cut

offs des Patientenalters bei Diagnose (ANOVA Varianzanalyse).

CD8 N (%) Mittelwert der p-Wert
CD8

Cut offs in Jahren Expression

< Median 621(49,1) 38,6 0,3912

>= Median 644 (50,9) 40,7

(Median = 47 Jahre)

<20 46 (3,6) 24,9 0,0218*
>= 20 1219 (96,4) 40,2

<30 176 (13,9) 30,4 0,0028*
>= 30 1089 (86,1) 41,1

<40 396 (31,3) 36,9 0,1455

>= 40 869 (68,7) 40,9

<50 731 (57,8) 38,0 0,1259

>= 50 534 (42,2) 41,9

<60 1039 (82,1) 38,7 0,1062

>= 60 226 (17,9) 43,9
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Vergleich von CD8 zu MIB1

Fir die Beurteilung der Verteilung von CD8 zu MIB1 stehen 1240 Falle zu
Verfugung, die in gleichem Malie eine auswertbare MIB1 wie auch eine CD8
Farbung erhalten haben. Mehrere Cut offs fur CD8 sind dabei untersucht worden:
Cut off >= 26 (Median); 39,6 (Mittelwert); 10; 20; 30; 40; 50; 60. Dabei zeigen
sich signifikante Ergebnisse bei einem Cut off >= 26 (Median). So ist in der
Gruppe oberhalb des Cut offs >= 26 auch eine erhdhte Expression von MIB1 zu
finden (MIB1:1,35 vs 1,25; p-Wert = 0,0022). Ein ahnliches signifikantes Ergebnis
ist auch bei dem Cut off von >=20 (MIB1: 1,34 vs 1,25; p-Wert = 0,0055) und
einem Cut off von >= 30 (MIB1: 1,35 vs 1,27; p-Wert = 0,0050) zu sehen. Bei
allen weiteren Cut offs ist jeweils eine Tendenz zu einem héheren MIB1 Wert bei
vermehrter CD8 Expression zu erkennen, jedoch ohne statistische Signifikanz
(Abb.47).
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Abbildung 37: Darstellung der MIB1-Expression im Vergleich zur dichotomisierten CD8
Expression: >=22 (Median) (A) und dem Mittelwert von >= 37 (B), sowie den Cut offs von >= 10
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3.7 Marker des Immuncheckpoint-Pathways

FUr die ursprunglich geplanten Immuncheckpoint Marker CTLA 4 und PD-L1
wurden zunachst TMA- Schnitte vergleichend mit Flachenschnitten durchgefihrt.
Zusatzlich wurden die Marker SIRP alpha und CD46 noch hinzugenommen. Hier
zeigte sich ein nicht homogenes zytoplasmatisches Farbemuster in den
Flachenschnitte, so dass sich eine Farbung der gesamten TMA-Schnitte nicht als
praktikabel erwies. Um dennoch eine Vorstellung zu erhalten, wie die
Auspragung bei Vestibularisschwannomen ist, erfolgte die Bewertung anhand
ausgewahlter Flachenschnitte. Es wurden zunachst jeweils 10 Flachenschnitte
ausgesucht, die bei sdmtlichen obigen Markern (CD3, CD8, CD163, CD68) eine
hohe Expression aufgewiesen haben und jeweils 10 die nur einen geringen

Nachweis der Marker zeigten (Tab. 5).

3.7.1 PD-L1

Der Programmed death Ligand 1 (PD-L1), welcher ein transmembranares
Glykoprotein ist, zeigt sich in den angefertigten Flachenschnitten mit einem
braunlichen  zytoplasmatischen  Farbemuster. Die unterschiede der

immunhistochemischen Farbung zeigt sich in der folgen Abbildung 48.
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Abbildung 38: Auspragung und Klassifizierung der immunhistochemischen Farbung von PD-L1.
Das Bildmaterial zeigt in aufsteigender Reihenfolge A-E die jeweilige Bewertung und Zuordnung
in dem Score 0-4. 0 (keine positiven Zellen) A, 1 (1-5%) B, 2 (6-25%) C; 3 (26-50%) D, und E

reprasentiert den Score 4 mit > 50% positiven Zellen.

107



Ergebnisse

Tabelle 21: Immunhistochemische Expression von PD-L1 in Vestibularisschwannomen mit hoher

und niedriger Expression von inflammatorischen Markern.

PDL-1 0 1 2 3 4
Score (0%) | (1-5%) | (6-25%) | (26-50%) | (>51%)

Hoch exprimierende 1 0 2 5 2
inflammatorische
Marker
n=10
Niedrig exprimierende | 0 2 4 1 3
inflammatorische
Marker
n=10

Die aufgefuhrte Ergebnisse der Tabelle 23 konnen kein eindeutiges
Expressionsmuster von PDL-1 aufweisen im Bezug auf die inflammatorischen
Marker. Wenn man einen Cut off bei einem Score von > 2 setzt kann man einen
Trend erkennen. Hier zeichnet sich ab, dass eine hohere Auspragung der
inflammatorischen Marker mit einer hohere Expression von PDL-1 assoziiert ist.
Umgekehrt weisen Tumore mit einer geringeren Positivitdt von
inflammatorischen Markern auch eine geringere Expression von PDL-1 auf
(siehe Tab. 24).
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Tabelle 22: Immunhistochemische Expression von PD-L1 in Vestibularisschwannomen mit hoher

und niedriger Expression von inflammatorischen Markern bei einem Cut off von > 2.

PD-L1 bei einem gesetzten Cut off von >2

PD-L1 <=2 > 2
Score (0%-25%) (>=26)
Hoch exprimierende 3 7
inflammatorische Marker

N=10

Niedrig exprimierende 6 4

inflammatorische Marker
N =10

3.72 CTLA4

Das CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocte Antigen 4) Glykoprotein, welches auf den

T-Lymphozyten zu finden ist, lasst sich ebenfalls im Flachenschnitt mit einem

klaren Zellbezug darstellen. Die positiv gefarbten Zellen sind in einem dunklen

braun gefarbt. Nach sorgfaltiger Sichtung aller Flachenschnitte zeigen sich

allerdings nur wenig gefarbte Zellen im Verhaltnis zur Gesamtflache und Zellzahl.

Somit ist hier kein Score zur Anwendung gekommen, es ist ausschlieRlich die

Beurteilung Uber positive und negative Flachenschnitte erfolgt (Abb. 49).
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Abbildung 39: Farbemuster von CTLA4. Das Bildmaterial zeigt die diffuse Farbung von CTLA4,
hierbei muss auf einen klaren Zellbezug geachtet werde. Die Einschatzung erfolgt nur in negativ
(A), und positiv (B, C, D).

Hier konnte kein Zusammenhang zu den hoch und niedrig positiv gefarbten
Flachenschnitten, im Vergleich mit einer hohen (7 positive) oder niedrigen (8
positive) Expression der inflammatorische Markern nachgewiesen werden (Tab.
25). Die Ergebnisse der einzelnen Kohorten unterscheiden sich nur um einen
Fall. Die hohe Expression von CTLA 4 tragenden Lymphozyten scheint also
unabhangig von der Detektion anderer inflammatorischer Marker zu sein.
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Tabelle 23: Darstellung der immunohistochemischen Farbung von CTLA 4 in Tumorproben mit

Abhangigkeit mit hoher und niedriger Expression von inflammatorischen Markern.

CTLA4 negativ positiv
Hoch exprimierende 3 7
inflammatorische Marker

N=10

Niedrig exprimierende 2 8

inflammatorische Marker
N=10

3.7.3 SIRP alpha

Der membranstandige Marker SIRP alpha weist im Flachenschnitt einen guten

und klaren Zellbezug auf. Flr die genaue Einschatzung im Schnittbild wurde ein

Cut off von >= 50% gewahlt. Gesondert sind noch komplett nicht gefarbte

Flachenschnitte als negativ beurteilt worden ( Abb. 50).
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Abbildung 40: Farbemuster von SIRP alpha. Das Bild A zeigen einen Ausschnitt von einem
Flachenschnitt der weniger als 50% der Zellen SIRP alpha exprimieren. Das Bild B wurde mit

mehr als 50% bewertet.

Bei der nur geringen Fallzahl der Flachenschnitte in den jeweiligen Kategorien
zeichnet sich ein Zusammenhang zwischen SIRP alpha und den
inflammatorischen Markern ab. Bei einer nachgewiesenen erhdhten Expression
von inflammatorischen Markern scheint es auch eine erhdhte (> 50%)
Expression von SIRP alpha geben. Umgekehrt zeigt sich bei einer weniger
ausgepragten Inflammation auch nur eine geringe (< 50%) SIRP alpha

Expression ( siehe folgende Tab. 26).
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Tabelle 24: Darstellung der immunohistochemischen Farbung von SIRP alpha in Tumorproben

mit Abhangigkeit mit hoher und niedriger Expression von inflammatorischen Markern

SIRP alpha
Score

0
(keine positiven
Zellen)

1
(< 50% positive
Zellen)

2
(>= 50 % positive
Zellen)

Hoch exprimierende 0 4 6
inflammatorische Marker

N=10

Niedrig exprimierende 0 9 1

inflammatorische Marker
N=10

3.7.4 CD47

Bei dem membranaren Glykoprotein CD47 ist es zu keiner auswertbaren

Farbung gekommen. Das Farbemuster war in den ausgewahlten Flachenschnitt

nur randstandig aufgefallen. Da es sich hierbei also um eine axonale Farbung

von Nervenfaszikeln handelt und keine Farbung der Tumorzellen vorliegt, konnte

eine Beurteilung hier nicht stattfinden. Generell war nur eine sehr geringe

prozentuale Farbung zu sehen, ohne klaren Bezug zu den jeweiligen hoch und

niedrig Inflammatorischen Fallen ( siehe Abb. 49)

A

Abbildung 41: Farbemuster von CD47. Sowohl in der Abbildung A als auch in B sieht man eine

randstandige Farbung, welche keinen klaren Zellbezug erkennen lasst. Dies passt am ehesten

zu einer axonalen Farbung von Nervenfaszikeln.
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4 Diskussion

4.1 Vor und Nachteile der TMA-Methode

In der Anwendung der Tissue-Microarray Methode verbergen sich einige Vor-
und Nachteile, die im weiteren Verlauf nun beleuchtet werden. Ein klarer Vorteil
der Methode ist die grof3e Zahl von Tumor-Gewebestanzen, welche in einem
Microarray gesammelt werden konnen. Innerhalb dieser Studie konnten somit bis
zu 2544 Gewebeproben von insgesamt 1272 Patientinnen gebundelt werden, mit
bis zu 40-70 Stanzen pro TMA. Diese Methodik ermdglicht innerhalb eines
grofl3en Kollektivs ein zeiteffizientes und materialschonendes Arbeiten. Durch die
kleinen Stanzproben kann Tumorgewebe gezielt aus dem Paraffinblock separiert
werden. Auch bei Praparaten mit nur wenig tumorhaltigen Gewebe kann somit
sehr schonend Material genutzt werden. Der Donorblock bleibt flir gewohnlich
erhalten und steht flr eine erneute histopathologische Evaluierung im Rahmen
weiterer Studien und klinische Fragestellungen weiterhin zur Verfigung (Horn et
al. 2005; Chen et al. 2003). Zusatzlich kdnnen viele einzelne arbeitsintensive
Flachenschnitte vermieden werden. Auch der Kostenfaktor ist zu beachten, da
der Verbrauch der teuren Antikorpersubstanzen somit reduziert werden kann
(Hidalgo et al. 2003). Hierbei kénnen direkt hohe Fallzahlen erfasst werden,
welche durch die KohortengroRe, eine bessere Aussage hinsichtlich der
Signifikanz der Ergebnisse bietet. Im Vergleich zu den Flachenschnitten kann
mittels der TMA-Methode eine Vielzahl mehr Farbungen von einem begrenzt
konservierten Gewebe durchgeflihrt werden. Als zusatzlicher Vorteil ist die
Tatsache zu nennen, dass alle Proben auf einem Microarray mittels dem gleichen
Antikdrperansatz und Farbeprotokoll gefarbt werden. Somit ist hiermit eine
Einheitlichkeit gewahrleistet und eine Standardisierung moglich (Horn et al.
2005.) Zusatzlich kann dies zu einer Reduzierung der Fehlerbreite fuhren. Des
Weiteren ist ein Austausch von grofRen Probenkollektiven auf ungefarbten
Microarrays zwischen unterschiedlichen Laboratorien mit geringem Aufwand

moglich. Dies kann zu einer Verbesserung der Standardisierung bei
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immunhistochemischen Farbeprozessen flihren (Camp, Charette, and Rimm
2000).

Die Hauptnachteile bezuglich der TMA-Methode beziehen sich auf die GroRRe der
einzelnen Stanzzylinder. Bei heterogenen Tumoren, wie das Adenokarzinom der
Prostata oder auch bei Leberkarzinomen, bietet es keine optimale Aussage.
Wenn man allerdings jeweils zwei Stanzungen pro Paraffinblock vornimmt,
konnen Ergebnisse erzielt werden die nahezu vergleichbar mit den Resultaten
eines Flachenschnittes sind (Camp, Charette, and Rimm 2000). Dieses Prinzip
hat auch in dieser Studie Anwendung gefunden. Somit sind aus den 1272 Fallen
jeweils zwei bis drei Stanzen entnommen worden. Aufgrund von einer
unterschiedlichen Gewebedichte innerhalb der Stanzen und dem TMA-Block
kann es zu einem Dislozieren der einzelnen Stanzen im Block kommen und somit
zu einem Verlust von diesem. Durch das Erhitzen der TMA-Blécke (37 °C far 30
Minuten) kann durch Verschmelzung der einzelnen Proben ein Verlust von
Material vermindert werden (Horn et al. 2005). Zudem kann die Bewertung der
einzelnen immunhistochemischen Farbungen durch eine hohe
Hintergrundfarbung teils erschwert sein. Dies ist vor allem bei zytoplasmatischer

Expression zu beobachten (Hedvat et al. 2002).

Diese Erfahrung konnten wir ebenfalls im Rahmen der immunhistochemischen
Farbung der Immuncheckpoint-Inhibitoren machen. Hier konnte musste,
aufgrund des zystoplasmatischen Farbemusters und dem nicht klaren Zellbezug,

Abstand von der TMA- Methode genommen werden.

Grundsatzlich hat sich die TMA-Methode fir dieses Projekt mit so einer
GrolRenordnung dennoch als sehr praktisch erwiesen. Fur die Mehrheit der
immunhistochemischen Marker konnten aussagekraftige Ergebnisse gewonnen
werden. Und auch fir weitere Forschungsarbeiten steht noch gentigend Material
zur Verfugung.
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4.2 Die Patientinnen-Kohorte

Um eine detaillierte Vorstellung zu erhalten wie hoch die Aussagekraft der
Ergebnisse der speziellen Antikdrper sind, muss zuerst geklart werden, inwiefern

das untersuchte Gesamtkollektiv mit den Angaben der Literatur Ubereinstimmt.

Die untersuchte Kohorte weist insgesamt eine sehr hohe Kongruenz mit den
Ergebnissen aus der Literatur auf (Park et al. 2012) (Hannan et al. 2020). Wenn
man davon ausgeht, dass der operative Eingriff zeithah an dem Termin der
Diagnosestellung gekoppelt ist, stimmt das Diagnosealter der Kohorte mit
durchschnittlich 46,5 Jahren mit den Angaben der Fachliteratur (zwischen der
vierten und flnften Lebensdekade) Uberein (Neff et al. 2006). Die in den doch
meisten Fallen (75,2%) hohergradig erfasste Hannoverklassifikation (T3 und T4)
lasst sich dadurch erklaren, dass es sich hierbei um eine chirurgische Kohorte
handelt. Auch die Geschlechterverteilung mit 48,6% mannlichen Patienten und
51,4% weiblichen Patientinnen ist wie in der Literatur weitestgehend
ausgeglichen (Hannan et al. 2020, (Park et al. 2012). Nach Park et al. stellen
Neurofibromatose Typ 2 Patientlnnen circa 5% dar. In der untersuchten Kohorte
wird hier ein hdherer prozentualer Anteil von 10,8% ermittelt. Diese Abweichung
von der Literatur Iasst sich sehr wahrscheinlich mit dem grof3en Bekanntheitsgrad
der Abteilung fur Neurochirurgie in Tubingen erklaren, die ebenfalls ein Zentrum
fur Neurofibromatose und Schwannomatosen ist. Das durchschnittliche Alter
(27,4 Jahre) der NF2 Patientinnen entspricht wieder dem der Fachliteratur, wo
von einem durchschnittlichen Erkrankungsalter vor der dritten Lebensdekade die
Rede ist (Evans et al. 1992a). 5,2% dieser Kohorte waren chirurgische Eingriffe
bei rezidivierenden Tumoren. Hier sind die Zahlen der Rezidiv-Falle in der
Literatur etwas hoher. Vor allem nach einer vorherigen subtotalen Resektion
kdénnen diese, je nach Literatur, bis zu 15% darstellen (Ohta et al. 1998; Park et
al. 2012). Allerdings sind die Zahlen nach einer Komplettresektion bei unter 10%
(Schick and Unterberg 2011). In der Annahme, dass auch schon der erste Eingriff
in dem Department flr Neurochirurgie der Universitatsklinik vonstattengegangen
ist, sind die Zahlen der Kohorte wieder denen der Literatur ahnlich. Nur 3,2% der
Patientlnnen dieser Kohorte sind mit einer Radiotherapie vorbehandelt. Diese
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geringe Zahl (n=41) kann moglicherweise an der generell sehr guten
Tumorkontrolle der Radiotherapie liegen (Murphy and Suh 2011). Auch die
Tatsache, dass es sich hier um eine chirurgische Kohorte handelt, lasst diesen

geringen Teil innerhalb des Kollektivs erklaren.

4.3 Diskussion der Antikorper

4.3.1 MIB1

Die Erhebung des MIB1 Scores ist eine etablierte Methode, um den
Proliferationsindex zu erfassen. Selbstverstandlich ist dies auch schon in vielen
anderen Studien zur Anwendung gekommen. Allerdings wurden dabei deutlich
kleinere Kohorten untersucht. So konnte Niemczyk et al. in seiner Kohorte, die
43 Patientinnen umfasste, einen MIB1 Mittelwert von 1,9% ermitteln. Ebenfalls
konnte hier ein deutlicher Unterschied zwischen Tumoren, welche unilateral (n =
38) (MIB1 = 1,74%) aufgetreten sind und Tumoren (n = 5) mit einem bilateralen
(MIB1 = 2,79%) Vorkommen erfasst werden (Niemczyk et al. 2000). Ahnliches
findet sich auch in der Studie von Lesser et al, hier wurden insgesamt acht
Vestibularisschwannome untersucht, die eine MIB1 Variation von 0,36% bis
3,15% aufweisen (Lesser et al. 1991). In der hier untersuchten Kohorte konnte
ein Mittelwert von 1,3% erfasst werden. Eine Unterscheidung zwischen unilateral
und bilateral ist in der Form nicht geschehen. Allerdings ist der Vergleich
zwischen sporadisch aufgetretenen Tumoren und Tumoren von NF2
Patientinnen, bei denen ein bilaterales Auftreten die Regel ist, erfolgt. In dieser
wissenschaftlichen Arbeit konnte das Ergebnis der oben genannten Studie
jedoch nicht bestatigt werden. Mit einem p-Wert von 0,1260 konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den zwei Gruppen nachgewiesen werden.
Das signifikante Ergebnis im Geschlechtervergleich ist unter Umstanden auch
der GroRRe der Kohorte geschuldet und konnte so bisher noch nicht in Studien
aufgezeigt werden. So zeigt sich in dieser Kohorte bei den mannlichen Patienten

eine MIB1 Expression von 1,3%, die weiblichen Patientinnen weisen eine
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Expression von 1,2% auf (p-Wert = 0,0128). Cafer et al konnte in seiner Studie
hingegen, die 59 Patientlnnen einschliel3t, keine Zusammenhange zwischen der
Ki-67 Expression und dem Geschlecht sowie der TumorgroRRe erzielen (Cafer et
al. 2008). Auch in dieser Studie konnten keine signifikanten Resultate (p-Wert =
0,2224) bezuglich der TumorgrofRe und der MIB1 Expression gewonnen werden.
Es Iasst sich nur eine minimal zunehmende Tendenz feststellen (T1: MIB1 von
1,19%; T2: MIB1 von 1,28%; T3: MIB1 von 1,33%; T4: MIB1 von 1,30%).
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass es aufler dem signifikanten
Ergebnis im Geschlechtervergleich trotz der KohortengroRe keine neuen
Erkenntnisse in der Expression von MIB1 in Vestibularisschwannomen ergeben

haben.

Betrachtet man die MIB1 Expression in Bezug auf die verwendeten Marker, kann
man ebenfalls einen Zusammenhang feststellen. So finden sich bei einer
erhdhten Expression der Marker ebenfalls erhohte MIB1 Werte. Somit ist die
Moglichkeit denkbar, dass sowohl der Proliferationsindex als auch die Zunahme
der Immunzellinfiltration auf einen Tumorprogress hindeuten kann. Auch zu
berticksichtigen ist, dass natirlich auf die Immunzellen ein Proliferation haben
die das Ergebnis beeinflussen kann. Grundsatzlich muss jedoch betont werden,
dass die MIB1-Expression in VS im Vergleich zu anderen Tumoren generell recht
niedrig ist und die Unterschiede, auch wenn signifikant, ebenfalls recht gering
sind. Es ist daher fraglich, ob diese geringen Unterschiede eine biologische

Signifikanz widerspiegeln.

4.3.2 Expression der Immunhistochemischen Marker in
Vestibularisschwannome

Schon in zahlreichen Studien konnte der Nachweis der verwendeten Marker
belegt werden. So ist nicht nur die Auspragung der TAMs in den Fokus vieler
Forschungsprojekte geraten, sondern auch die Infiltration von T-Lymphozyten.
So haben Wang et al. ebenfalls schon das Mikromilieu von 10 NF2
Schwannomen beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass nicht nur CD68
positive Makrophagen in VS-Proben anzutreffen waren, sondern auch T-
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Lymphozyten, welchen CD3 und CD8 auf ihrer Oberflache exprimierten (Wang
et al. 2018). In einer etwas alteren Studie (n = 37) konnten auch Rossi et al. bei
Vestibularisschwannomen eine geringe Zahl an CD8 und CD4 positiven
Lymphozyten feststellen. 87% der Falle haben eine Infiltration von CD8
aufgewiesen (Rossi et al. 1990). Auch in diesem Kollektiv konnten neben den
Makrophagenmarkern CD68 (80,8%) und CD163 (61,2%), CD3 (97,2%) und
CD8 (99,2%) positive Lymphozyten in Vestibularisschwannomen festgestellt

werden.

4.3.3 Expression der Immunhistochemischen Marker in Zusammenhang der
TumorgroRe

Ein besonders eindeutiges Ergebnis konnte in der Expression der Marker im
Bezug auf die Tumorgrolie aufgezeigt werden. So konnten sowohl bei den
Tumor-assoziierten Makrophagen Markern, CD163 und CD68, wie auch bei den
tumorinfiltrierenden Lymphozyten, CD3 und CDS8, eine signifikant gesteigerte

Expression bei einer groleren Tumorausdehnung nachgewiesen werden.

Aufgrund ihrer Eigenschaften wurden diese Marker bereits vereinzelt, meist nicht
kombiniert, in kleineren Studien verwendet. So ist in der Literatur CD163 schon
mehrfach als Marker fur Tumor-assoziierte Makrophagen (TAMs) des Typs 2
verwendet worden (Tardito et al. 2019). Da es ein Marker flr
immunsupprimierende  Aktivitaten, als auch ein Promotor fir das
Tumorwachstum darstellt (Jeong et al. 2019) war er auch im Rahmen dieser

Studie von besonderer Bedeutung.

De Vries et al. konnten in einer kleinen Stichprobe von 10 schnell und 10 langsam
wachsenden Vestibularisschwannomen nachweisen, dass sich eine signifikant
hoéhere CD163 Expression in den schnellwachsenden Tumoren befindet. Zudem
konnte eine vermehrte Mikrovaskularisierung aufgezeigt werden (De Vries et al.
2019; Zhang et al. 2021). Allerdings waren sieben der zehn schnell wachsenden
Tumore zystisch veranderte VS. Dabei konnte auch bei den zystischen Tumoren

eine erhdhte CD163 Expression nachgewiesen werden (De Vries et al. 2019).
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Ahnliches konnte auch mit einer 48 Patientinnen umfassende Studie aus dem
Jahr 2020 festgestellt werden. Hier wurde neben CD 163 noch mit den
immunhistochemischen Markern CD45, CD4 und CD68 gearbeitet, wovon alle
eine direkte Korrelation mit der Grof3e von VS aufweisen konnten. So konnte bei
einem grolReren Tumorvolumen auch einer erhdhte Expression von den
immunhistochemischen Markern nachgewiesen werden (Bi, Gupta, Mei, Al
Abdulmohsen, et al. 2020).

CD 68 weist im Vergleich zu CD 163 keine strenge Spezifitat zu Makrophagen
auf, sondern ist auch noch zusatzlich auf Mikroglia, Osteoklasten und myeloisch
dendritische Zellen (DCs) zu finden (Jeong et al. 2019). De Vries et al. haben
ebenfalls bei einer 67 Patientinnen umfassenden Kohorte Untersuchungen mit
dem Marker CD68 durchgefuhrt. Hierbei wurden ausschlieRlich sporadisch
unilateral auftretende Tumore untersucht, deren Volumen vorab mittels MRT
Diagnostik kalkuliert wurden. Es konnte eine signifikante Assoziation zwischen
der TumorgroRe und der Detektion von CD68 positiven Zellen im Tumorgewebe
festgestellt werden. So konnten sie nachweisen, dass sowohl eine erhdhte
Expression in Bezug auf die Tumorgrof3e, der Expression von MIB1 als auch

einer erhohten Mikrovaskularisierung besteht (de Vries et al. 2012).

Die Ergebnisse von De Vries et al. kbnnen somit vollstandig bestatigt werden,
auch wenn die Kategorisierung der Hannover Klassifikation nicht so genau ist wie
die einer MRT-Volumetrie. In dieser Studie konnte bei allen verwendeten
Markern (CD163, CD68, CD3 und CD8) eine signifikant erhéhte Expression bei
einer zunehmenden Tumorausdehnung nachgewiesen werden (p-Wert
<0,0001). Dieses Ergebnis unterstutzt die These, dass es innerhalb grélieren
beziehungsweise alteren Tumoren zu einer Umstrukturierung der Antoni A Areale
zu Antoni B Areale kommen kann. Der Grundbaustein dieser These ist die
Beobachtung einer Uberganszone zwischen Antoni A und B. Innerhalb dieser
Zone soll es eine erhohte proliferative Aktivitat geben. Aus diesem degenerativen
Prozess von Antoni A zu Antoni B Arealen kommt es zusatzlich zu einem
erhohten Vorkommen von Makrophagen und Lymphozyten in den locker
strukturierten Typ B Regionen (Abe et al. 2000; Helbing, Schulz, and Morrison
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2020). Somit ware die durchgehende Beobachtung eines engen
Zusammenhangs bei einer héheren Hannover Klassifikation mit einer
begleitenden hohen Immunzellinfiltration (sowohl TAMs als auch TILs) zu

erklaren.

4.3.4 Expression der Immunhistochemischen Marker bei NF2 Tumoren

Ein besonderes Interesse des Forschungsprojektes obliegt den NF2 Tumoren.
Da dieses junge und schwer-betroffene Patientenkollektiv besonders von neu
gewonnen Erkenntnissen profitieren kann. Bisher gibt es nur wenige Studien in

dieser Patientengruppe bei kleinen Kohortengrofen.

So konnten Tamura et al. in der Vergleichsstudie von 22 NF2 Tumoren und 21
sporadischen Tumoren eine signifikante hohere Expression von CD3, CD8 und
CD163 positiven Zellen in den NF2 Tumoren feststellen (Tamura et al. 2020).
Ahnliches konnten Nickl et al. in einer dhnlich groken Kohorte nachweisen, auch
hier konnte eine erhdhte Expression von den TAMs (CD68 und CD163) bei den
NF2 Tumoren nachgewiesen werden. In den Untersuchungen der TILs (CD4 und
CD8) zeigte sich allerdings keine Unterschiede zu den sporadisch entstandenen
Tumoren (Nickl et al. 2024). Diese Ergebnisse konnte innerhalb dieser Studie
allerdings nicht bestatigt werden. Es konnte zwar ebenfalls ein signifikantes
Resultat bei den NF2 Tumore festgestellt werden, allerdings mit einer signifikant
geringeren Expression der immunhistochemischen Marker (CD163/p-Wert =
0,0084; CD 68/ p-Wert = 0,0003; CD3/p-Wert = 0,0035; CD8/ p-Wert = 0,0034).
Dieses Ergebnis Iasst sich vielleicht somit erklaren, dass die Genetik innerhalb
der Vestibularisschwannome von NF2 Patientinnen hier die entscheidendere
Rolle fir Wachstumsimpulse und das bilaterale Auftreten darstellt (Jacob et al.
2008) und dies somit nicht zwingend mit einer Inflammation und Migration von
Makrophagen einhergeht. In Anbetracht an der bisher grof3ten Untersuchten
Kohorte von NF2 Tumoren (n=137) sowie der detaillierten Methodik in der

Auswertung hat dieses Ergebnis einen sehr hohen Stellenwert.
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Das die Genetik in NF2 eine wesentliche Rolle spielt, wirden auch die
Ergebnisse in Bezug auf das Patientenalter unterstreichen. Im Rahmen dieser
Studie konnte eine signifikant hohere Expression der Marker CD163 und CD68
in hoheren Erkrankungsalter nachgewiesen werden (CD163 p-Wert <0,0001;
CD68 p-Wert = 0,0004). Somit wirde das frihe Erkrankungsalter (27,4 Jahre)
erklaren, warum in der Kohorte der NF2 Tumore eine signifikant geringerer
Expression der inflammatorischen Marker nachgewiesen werden konnte. Auch
die TumorgrofRe scheint entgegen der restlichen Kohorte, keine Auswirkungen
auf die Expression der immunhistochemischen Marker bei NF2 Tumoren zu
haben. Da von der Kohorte der NF2 Tumoren (n=135) 116 mit einer Hannover
Klassifikation T3 oder T4 kategorisiert wurden, bestatigt dieses Ergebnis, dass

hier kein Zusammenhang besteht.

4.3.5 Expression der Immunhistochemischen Marker nach Radiotherapie

Auch bei einer vorangegangenen Radiotherapie konnte ein signifikant hoheres
Vorkommen von CD163 (p-Wert = 0,0007) nachgewiesen werden. Diese
Tatsache ist moglicherweise Folge der Radiotherapie, welche sowohl systemisch
zu einer Immunreaktion (CATENA and M. TRINCI 1997), wie auch in bestrahltem
Tumorgewebe zu einer Migration von Immunzellen fuhrt (Shiao and Coussens
2010). Da es sich bei den vorbestrahlten Fallen um eine selektive Subgruppe von
Schwannomen handelt, welche nach einer Radiotherapie einen deutlichen
Progress zeigten, kann jedoch auch spekuliert werden, ob die vermehrte
Expression von CD163 eventuell auch Ausdruck des Rezidivwachstums nach
stattgehabter Bestrahlung sein kdnnte. Bei den Ubrigen Markern konnten keine
signifikanten  Unterschiede im Verglich zu primaren unbehandelten

Schwannomen nachgewiesen werden.
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4.3.6 Interpretation der Untersuchten Marker PD-L1, CTLA4, Sirp alpha und
CD48

Aufgrund einer heterogenen Immunopositivitat in Vestibularisschwannomen,
erwies sich die Anfarbung in Tissue Microarrays als nicht geeignet. Eine
gesonderte Auswahl von insgesamt 20 Tumoren wurde gezielt untersucht. In
Abhangigkeit der Expressionsergebnisse von CD3 und CD8 sowie CD68 und
CD163 wurden jeweils 10 Flachenschnitte ausgewahlt mit einer geringen
inflammatorischen Infiltration sowie 10 mit einer hohen Expression der einzelnen
Marker. Die kleine Kohorte konnte fiir die Immuncheckpoints CTLA4 und PD-L1,
sowie fur den Marker SIRP alpha ausgewertet werden. In einer kleineren Studie
(n=46) konnte schon eine Korrelation zwischen der PD-L1 Expression und einem
Tumorprogress nachgewiesen werden. So zeigten sich bei Tumoren in einem
stabilen Krankheitsverlauf eine Prasens von PD-L1 von 1%. Bei Tumoren die sich
in einem Progress befanden konnte hingegen eine mediane Expression von 11%
nachgewiesen werden. (Perry et al. 2019). Zudem hat sich in der Studie von Bi
et al. eine positive Korrelation, der CD163 Expression in der Kombination mit der
PD-L1 Positivitat, in Bezug auf das Tumorwachstum gezeigt (Zhang et al. 2021;
Bi, Gupta, Mei, Abdulmohsen, et al. 2020). Diese Ergebnisse konnten innerhalb
der hier untersuchten Kohorte nicht bestatigt werden. Es liel3 sich keine genaue
Aussage Uber einen Zusammenhang treffen. Weder bei der Kohorte mit der
hohen inflammatorischen Reaktion, noch mit denen der niedrig ausgepragten
Reaktion. Die deutlichen Ergebnisse der Literatur konnen in dieser Kohorte nicht
nachvollzogen werden. Eine Interpretation der Ergebnisse ist grundsatzlich
kritisch zu sehen, da man nicht vergessen darf, dass hier die Fallzahl von jeweils
10 hoch und niedrig exprimierenden Flachenschnitte gewahlt wurde. Aufgrund
dieser geringen Fallzahl ist die Hypothese zu stellen, ob es Uberhaupt einen
Zusammenhang zwischen diesen Markern gibt und ob die Expression von PD-

L1 nicht unabhangig von der Inflammation zu werten ist.

Eine ahnlich geringe Aussage lasst sich hier zu der Expression von CTLA4
treffen. In der bestehenden Literatur lassen sich hier allerdings auch keine

eindeutigen Ergebnisse finden. Nicht nur die Immuncheckpoint Signalwege
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stehen im Fokus, ein weiterer wichtiger Anti-Tumor-Effekt lasst sich in dem
CDA47-SIRPa Signal System finden (Murata et al. 2018). Aus diesem Grund ist
auch die Wahl auf diese Marker gefallen. Eine adaquate Beurteilung von CD47
war aufgrund der axonalen Farbung des Nervenfaszikel ohne genauen
Tumorzellbezug leider nicht moglich. Bei SIRP alpha allerdings schon. Da SIRP
alpha fur gewohnlich reichlich auf mehrkernigen Leukozyten und Monozyten
prasentiert wird (Oldenborg et al. 2000), war die Annahme, dass sich dies auch
in dieser Studie bestatigen wird. Tatsachlich konnten bei sechs der ausgewahlten
Falle, die der hochinflammatorischen Rubrik zugeordnet werden konnten, eine
Expression von SIRP alpha Uber 50% nachgewiesen werden. Ebenfalls zeigt sich
auch in der Kohorte der niedrig exprimierenden Fallen eine geringere SIRP alpha

Auspragung.

Diese Resultate bieten eine neue Grundlage fur weitere Experimente. Neuen
Aufschluss kdnnte die VergroRerung der stichprobenartigen Kohorte liefern. In
diesem Fall kdnnten zudem Flachenschnitte von NF2 Tumoren bertcksichtigt

werden um auch hier genauere Aufschlisse gewinnen zu kénnen.

4.4 Zusammenschau der Marker

Unter der Zusammenschau aller inflammatorischer Marker (CD163, CD86, CD3
und CD8) konnte jeweils ein klarer Zusammenhang zur TumorgréfRe gestellt
werden. Eine wichtige Uberlegung ist sicherlich die oben beschriebenen
Umbauprozesse der Antoni A zu den Antoni B Arealen (Abe et al. 2000; Helbing,
Schulz, and Morrison 2020). Auch die Assoziation zu einem erhohten
Patientenalter wirde daflrsprechen. Da keine gesonderte Untersuchung in
Bezug auf zystische VS erfolgt ist, kann die Beobachtung von De Vires et al. im
Rahmen dieser Studie nicht sicher bewertet werden. Allerdings wurden zystische
Tumor auch nicht aus der Kohorte ausgeschlossen, so dass gut moglich ist das
die Expression von CD163 beeinflusst wurde (de Vries et al. 2012). Ein
schnellerer Wachstumsprozess, genauer gesagt eine Volumenzunahme ist bei

diesem Tumortyp allerdings eher auf die GroRenzunahme der Zysten
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zurtckzufihren und nicht auf die Tumorzellmasse (Charabi 2000; Neff et al.
2006). In einer Erweiterung der Studie, wo MRT Volumina berticksichtigt wurden,
konnte keine Korrelation zwischen einer erhdhten Immunzellinfiltration bei einer
progedienten GroRenzunahme erfasst werden (Gongalves et al. 2021). So
scheint also eine gesteigerte Expression der Marker auch keine Reaktion auf das
GrolRenwachstum zu sein. Dennoch lasst die erhdhte MIB1 Expression in der
Kombination mit einer gesteigerten Immunzellinfiltration bei grofleren VS auf
proliferative Prozesse schlie3en. Auch das signifikante Ergebnis im Bezug auf
die immunhistochemische Expression bei der Kohorte der NF2 Patientinnen lasst
zusatzlich vermuten, dass die Immunzellinfiltration nicht zwingen ein Initiator fr
das Groflenwachstum darstellt. Es ist also anzunehmen, dass eine

Grolenwachstum komplexer erscheint als ursprunglich angenommen.

4.5 Limitationen der Studie

Eine wichtig zu nennende Limitation dieser Studie, stellt der retrospektive Aufbau
dar. Eine regelmafige Verlaufskontrolle im Rahmen der Tumornachsorge ist
zwar erfolgt allerdings wurden erhobene Daten nicht fur diese Studie
bertcksichtig. Wichtige Aspekte wie ein Rezidiv wurden somit nicht miterfasst.
Hier besteht fur weitere Forschungsprojekte gro3es Potential, inwieweit die
Rezidivrate abhangig ist von der Auspragung einer inflammatorischen Reaktion.
Auch konnte hier Aufschluss gewonnen werden, ob eine gesteigerte
Immunzellinfiltration ein Initiator oder eher eine Reaktion auf eine
GroRenzunahme darstellt. Auch innerhalb der Erhebung der klinischen Daten
wurde ausschlieBlich auf bestehende Dokumentationssysteme zurlickgegriffen.
Somit wurde der operative Resektionstermin mit dem Diagnosealter
gleichgestellt. Bei einigen Patienten war allerdings die Diagnose sicherlich schon
mehrere Jahre bekannt und man hatte sich vorerst auf den Therapieansatz des
,wait and scan“ geeinigt. Zusatzlich ist zu berucksichtigen, dass es sich hierbei
um eine chirurgische Kohorte handelt, sowie eine Vielzahl der hier erfassten
Tumore auf Grund des hohen Bekanntheitsgrades, des neurochirurgischen

Departments der Universitatsklinik Tabingen, Teil dieser Studie wurden. Daher
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sind in dieser Kohorte sicherlich héhere Zahlen an grélkeren Tumoren zu
verzeichnen. Kleinere Tumore werden haufig bestrahlt. Ein weiterer Faktor ist
die Menge des beurteilten Gewebes. Unter dem Gesichtspunkt, dass
Vestibularisschwannome in aller Regel sehr homogene Tumore sind und die
Wahl der Stanzprobeentnahmen durch mehrere Instanzen gepruft wurden, ist die
Menge des Gewebes dennoch sehr gering. Bei mehreren Ubersichtsarbeiten
konnte man allerdings feststellen, dass nahezu alle Tumoreigenschaften (80% -
100%) durch die Entnahmen von zwei bis drei Stanzproben (je 1mm
Durchmesser) erfasst werden kénnen (Camp, Charette, and Rimm 2000; Hedvat
et al. 2002; Horn et al. 2005). Ebenfalls muss die Wahl der Scores vor allem von
den TAMs kritisch hinterfragt werden. Es wurde ein mdglichst reprasentativer

Score gewahlt, welcher der biologischen Beurteilung am ehesten entspricht.

4.6 Schlussfolgerung

In dieser Studie konnten an der bisher grofdten erfassten Kohorte von
Vestibularisschwannomen  viele  Erkenntnisse, in Bezug auf die
Immunzellinfiltration im Tumorgewebe, gewonnen werden. Zusatzlich konnten
einige Ergebnisse, welche schon aus kleineren Kohorten bekannt waren,
bestatigt werden. Unter der Erfassung von klinischen Daten konnten bei allen
untersuchten immunhistochemischen Markern (CD163, CD68, CD3 und CD8)
eine deutliche Zunahme bei einer erhéhten Hannover Klassifikation (T3 und T4)
nachgewiesen werden. Eine ahnliche Korrelation wurde auch bei Patientinnen
mit einem hoheren Diagnosealter ermittelt. Auf Grund dieser Erkenntnis ergeben
sich hierfur vor allem fur Grolde Tumore bei alteren Patienten gute Optionen fur
weitere therapeutische Ansatze. Ebenfalls konnte der Zusammenhang zwischen
einer hoheren Inflammation und einer damit steigenden MIB1 Auspragung
festgehalten werden. Bei den NF2 Tumoren hingegen konnte klar die bisherigen
Erkenntnisse der Literatur in Bezug auf eine gesteigerte Immunzellinfiltration
widerlegt werden. So scheint hier ein anderer Mechanismus beziglich des

Tumorwachstums und der Rezidivrate im Vordergrund zu stehen.
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Diskussion

Die gewonnen Kenntnisse im Zusammenspiel der Immuncheckpoint-Signalwege
(PD-L1 und CTLA4) haben in dieser Studie aufgezeigt, dass es eher keinen
Zusammenhang zu der Immunzellinfiltration gibt. Allerdings lohnt es sich diese
Wege nochmals unter anderen Aspekten sowie in einer groReren Kohorte zu
untersuchen. Unter den gleichen Bedingungen konnte aber eine Assoziation zu
SIRP alpha festgestellt werden. Diese Erkenntnis sollte in der Zukunft
weiterverfolgt werden, da der CD47-SIRPa Signalweg, neben den
Immuncheckpoints, ein weiterer vielversprechender Ansatzpunkt fur gezielte

Therapiekonzepte darstellt.
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Vestibularisschwannome stellen 8% der intrakraniell wachsenden Tumore dar
und sind im Kleinhirnbrickenwinkel lokalisiert. Es handelt sich um benigne und
langsam wachsende Tumore deren Ursprung in den Schwannzellen des N.
vestibularis liegt. In den meisten Fallen treten sie sporadisch-unilateral auf. Ein
geringer Teil ist allerdings mit dem autosomal-dominanten Krankheitsbild der
Neurofibromatose Typ 2 assoziiert. Hier treten im Krankheitsverlauf
Vestibularisschwannome typischerweise bilateral auf. Das Manifestationsalter
sporadischer Tumore liegt meist zwischen der vierten und flnften Lebensdekade
und kann durch die MRT — Bildgebung recht zuverlassig diagnostiziert werden.
Aus therapeutischer Sicht kann je nach TumorgroRe, Symptomatik,
Patientenalter und -konstitution zwischen den Optionen einer ,wait and scan®
Strategie, der Mikrochirugie sowie der Radiochirugie gewahlte werden. Speziell
nicht operable, multimorbide Patientinnen und insbesondere Patientinnen mit
NF2 wirden von neuen und alternativen Behandlungsoptionen profitieren.
Gemald der vorliegenden Literatur stehen diesbezlglich vor allem
immuninfiltrative Prozesse, als auch Veranderungen des Immuncheckpoint-

Signalwegs im Fokus.

Daher wurde in dieser Arbeit die Expression von Immunzellinfiltraten und
Immuncheckpoint-Markern in einer grolden Kohorte von
Vestibularisschwannomen untersucht. Insgesamt wurden 1272
Vestibularisschwannome in Tissue Microarrays zusammengefasst. Im weiteren
Verlauf wurden diese, mit den Tumor assoziierten Makrophagen Markern
(CD163 und CD68) und den Tumor infiltrierenden Lymphozyten Markern (CD3
und CD8), versehen. Die Bewertung erfolgte anhand der Farbeintensitat sowie
der Quantitat der angefarbten Tumorzellen. Teils wurden hierflir semiquantitative
Scores genutzt (TAMs), in den anderen Fallen (CD3 und CD8) erfolgte eine
genaue Zahlung der positiv gefarbten Zellen. Somit konnte fur jeden
immunhistochemischen Marker eine Auspragung innerhalb der
Vestibularisschwannome erfasst werden. In der Kombination von mehreren

klinischen Parametern erfolgte die statistische Auswertung. Alle vier
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Zusammenfassung

ausgewahlten Marker konnten erfolgreich detektiert und in ihrer
unterschiedlichen Expression beurteilt werden. Somit konnte ein klarer
Zusammenhang zwischen der Tumorgrof3e und einer erhdhten Expression von
TAMs als auch von TILs aufgezeigt werden. Zusatzlich weisen altere
Patientinnen ebenfalls eine hdhere inflammatorische Auspragung auf. Eine
weitere Assoziation konnte zu dem Proliferationsindex MIB1 aufgezeigt werden.
Tumore mit einer hohen Inflammatorischen Zellzahl weisen ebenfalls einen
erhohten MIB1 Score auf. Gleichzeit konnte allerdings bei der Kohorte von
Neurofibromatose Typ 2 Patientinnen jeweils eine geringere Expression von

Immunzellinfiltrationen zu dem restlichen Kollektiv festgestellt werden.

Ein weiterer Ausblick konnte durch die nochmals separierte Kohorte von hoch
und niedrig exprimierenden Inflammatorischen Fallen (n = 20) geliefert werden.
Diese wurden im Flachenschnitt mit den Immuncheckpoints CTLA4 und PD-L1,
sowie mit CD47 und SIRP alpha versehen. Dabei konnten keine genaueren
Erkenntnisse im Bezug auf die Immuncheckpoints gewonnen werden. Einen
eindeutigen Zusammenhang zu Tumoren mit einer ausgepragten
Immunzellinfiltration war nicht erkenntlich. Hier kdnnte in der Zukunft eine etwas
grollere Kohorte eventuell mehr Aufschluss liefern. Bei der SIRP alpha
Expression ist jedoch ein Zusammenhang mit der Gruppe der hoch

exprimierenden Fallen angedeutet gewesen.

Ob diese Ergebnisse nun eine Option fur neue Behandlungsansatze darstellen
ist noch fraglich. Zumal nicht alle Zusammenhange zwischen den
Expressionsunterschieden verstanden sind. Diese Unklarheiten bieten und
erfordern weiteren Forschungsbedarf. Letztendlich stellt diese Arbeit aber eine

breite Basis flir weitere neue Ansatze dar.
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