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1. Einleitung

Das Ziel dieser Arbeit ist es, durch immunhistochemische Analyse Unterschiede im
Tumormikromilieu von Schwannomen verschiedener Lokalisationen zu finden. Dies
kann einen Erkldrungsansatz liefern, warum der kaliberschwache achte Hirnnerv
verhéltnisméBig hdufig von den Neoplasien betroffen ist. Die Ursache hierfiir ist bisher
noch unklar. Eine Gegeniiberstellung der Schwannom-Mikroumgebungen dient der
Identifikation moglicher Faktoren, die mit der bevorzugten Lokalisation in Verbindung
stehen. Schwannome unterschiedlicher Nerven wurden auf Immunzellinfiltrationen wie
Makrophagen und T-Lymphozyten untersucht. Dabei wurden auch die Proliferationsrate
und das entziindliche Infiltrat anhand der Cyclooxygenase 2 (COX2)-Expression

analysiert.

1.1 Schwannome - Definition und Epidemiologie

Schwannome sind iiberwiegend benigne (WHO Grad 1') Neoplasien von peripheren
Nervenscheidenzellen, sog. Schwann-Zellen ausgehend. Sie gehdren zu den haufigsten
peripheren Nerventumore und kdnnen von jedem peripheren, kranialen oder autonomen
Nerv des Korpers ausgehen.>® Sie wachsen umkapselt entlang dem Verlauf eines
peripheren Nervens und bleiben diesem iiblich auch anhaftend.* Ihr Auftreten kann
sporadisch sein, in Zusammenhang mit genetischen Faktoren stehen oder sehr selten als
Folge therapeutischer Bestrahlungen entstehen. Die Inzidenz von Schwannomen betréagt
ca. 2:100.000 pro Jahr.! Die Geschlechter sind in etwa gleich hiufig betroffen, Kinder
meist nur in Zusammenhang mit genetischen Erkrankungen. Sie wachsen sehr langsam,

eine maligne Entartung ist selten.’

Haufigster Manifestationsort aller Schwannome ist der achte Hirnnerv, das Schwannom
wird auch Vestibularisschwannom (VS) genannt.® Der achte Hirnnerv setzt sich aus dem
N. cochlearis und dem N. vestibularis zusammen. Der N. vestibularis ist ein
vergleichsweise feiner Nerv, insbesondere im Vergleich zu anderen Hirnnerven wie dem
N. trigeminus.” Vestibularisschwannome entstehen aus dem N. vestibularis, wihrend der
N. cochlearis strukturell intakt bleibt, jedoch durch den Druck des Schwannoms Schaden

nimmt.® Dies kann in Hérverlust und neurologischen Defiziten miinden. Die meisten



Vestibularisschwannome sind unilateral. Bilaterale Schwannome treten in 10 % der Fille

bilateral auf, typischerweise beim Vorliegen einer Neurofibromatose Typ 2 (NF2).°

Nicht-Vestibularisschwannome entstehen sehr viel seltener aus anderen Nerven in der
Kopf- und Halsregion oder an Streckseiten der Extremititen.® Der Hiufigkeitsgipfel
dieser Schwannome liegt zwischen dem 40. und dem 60. Lebensjahr. Auch bei einer
langsamen  Wachstumsrate von 2,3-53 % pro Jahr konnen  Nicht-

Vestibularisschwannomein schnell symptomatisch werden.'%!!

1.2 Atiologie

1.2.1 Physiologie von Schwann-Zellen

Schwann-Zellen sind die innersten Zellen der Nervenscheide, die aus drei miteinander
verbundenen schlauchartigen Kompartimenten, dem Endoneurium, dem Perineurium und
dem Epineurium besteht. Diese sind je um ein Axon des peripheren Nervensystems (PNS)
gewickelt und bilden gemeinsam mehrere Faserbiindel oder Faszikel.!? Unabhiingig von
der Myelinisierung haben Schwann-Zellen eine wichtige trophische Funktion, um das oft

weit vom Soma entfernte Axon zu erhalten.!>!*

1.2.1.1 Myelinisierung

Die Hauptfunktion der Schwann-Zellen ist die Myelinisierung der Axone und somit die
Ermoglichung der saltatorischen Erregungsleitung. Durch die Myelinisierung wird die
Leitungsgeschwindigkeit stark erhdht, sodass die Ubertragung elektrischer Signale mit
hoher Geschwindigkeit auch in diinnen Axonen méglich ist.”> Schwann-Zellen
produzieren grofle Mengen Myelin als Ausstiilpung ihrer Zellmembran, die sich mehrfach
um ein Axonsegment wickelt. Dadurch entsteht eine dichte, isolierende Hiille, die die

hoch spezialisierten Ranvier-Knoten voneinander trennt.'®



1.2.2  Pathophysiologie

Die Entstehung von Schwannomen kann sowohl auf genetische als auch auf zellulédre
Faktoren zuriickgefiihrt werden. Eine der Hauptursachen auf genetischer Ebene ist die
Mutation eines Gens, das als das NF2-Gen bekannt ist.!” Neben genetischen Faktoren
gewinnt das das Tumor-Mikroenvironment (TME) zunehmend an Bedeutung bei der

Entwicklung von Tumoren, einschlieBlich Schwannomen.'®

1.2.2.1 Genetische Faktoren

Schwannome weisen hdufig auf molekularer Ebene eine Inaktivierung eines
Tumorsuppressorgens auf. Grund dafiir kann eine Deletion oder eine loss-of-function-
Mutation des NF2-Gens sein. Bei sporadischen Schwannomen ist diese Mutation
somatisch, also im Tumorgewebe, zu finden. Eine Keimbahnmutation liegt bei
Neurofibromatose 2 vor.!2° Der Genlokus ist als 22q12.2 bekannt.?! Das Gen codiert fiir
ein Protein namens Merlin, ein Tumorsuppressorprotein.?!?> Seine Funktion ist noch
nicht abschlieBend geklirt, liegt aber vermutlich in der Verbindung von Zellmembran und
Zytoskelett.'®?! Es iibt eine tumorsuppressive Funktion durch Regulation von
Wachstumsfaktorrezeptoren und intrazellulirer Signaliibertragung aus.!”? In Arealen
mit hoher Zelldichte kann Merlin wachstumsfaktor-induzierte Signalwege (wie den Ras-
Signalweg) inhibieren.!” In Merlin-defizienten Schwann-Zellen ist dieses Phinomen
nicht aktiv. So kommt es zu einer liberschieenden Proliferation. In manchen malignen
Tumorentititen spielt die Merlin-Inaktivierung ebenfalls eine Rolle bei der
Tumorgenese.?* Die Entwicklung von Schwannomen erfordert die Inaktivierung beider
NF2-Allele, da sich diese Tumore nur in Zellen entwickeln, die die Funktion ihres

normalen NF2-Allels verloren haben.'®

1.2.2.2 Mechanische Faktoren

Schulz et al. konnten 2016 im Mausmodell zeigen, dass Schwannome héufig bei
genetisch verdnderten Mausen mit NF2- Mutation in Schwann-Zellen auftreten. Hier
reichte eine einmalige Nervenquetschung aus, um die Tumorbildung zu induzieren.? Es

liegen also Anhaltspunkte dafiir vor, dass Schwannome bevorzugt an Stellen auftreten,



die fiir Nervenschiddigungen durch Kompression oder mechanisches Trauma anfillig

sind.'®

1.2.2.3 Tumormikromilieu

Zusétzlich zu den Verdnderungen in den Schwann-Zellen selbst riicken immer mehr die
angrenzenden Zellen und die Reaktionen der Umgebung von Schwannomen in den
Fokus. Da histologisch in Schwannomen nicht nur Schwann-Zellen gefunden werden
konnen, sondern Makrophagen, T-Zellen, Endothelzellen als auch perivaskulidre B-
Zellen, liegt die Vermutung nahe, dass diese Zellen die Entstehung von Schwannomen
ebenfalls beeinflussen kénnen.'® Die Einbeziehung des Mikromilieus von Tumoren, auch
bekannt als Tumor-Mikroenvironment (TME) bietet zusétzliche Ansatzpunkte fiir die
Erforschung der Tumorpathogenese. Eine rein auf die Schwann-Zellen ausgerichtete
Pathogenese der Schwannom-Entstehung konnte angesichts der Bedeutung des
Mikroenvironments der Tumore nicht ausreichend sein. In Kapitel 1.9 wird ausfiihrlich
auf das TME eingegangen. Vor diesem Hintergrund liegt ein zentraler Schwerpunkt
dieser Arbeit auf der immunhistochemischen Charakterisierung und der vergleichenden

Analyse des TME von Schwannomen vestibuldren und nicht-vestibuldren Ursprungs.

1.3 Symptome

1.3.1 Extrakranielle, extraspinale Schwannome

Das Erstsymptom ist meist eine schmerzlose Schwellung. In der Regel betrigt der
Durchmesser der Schwannome weniger als drei Zentimeter. Klinisch aufféllig werden
Schwannome durch Kompression umliegender Strukturen, wie beispielsweise
Nervenwurzeln.> Treten Schwannome in Lokalisationen auf, in welchen sie sich
ungehindert ausbreiten konnen, erreichen sie oft erhebliche Grofe, bevor sie durch Druck
auf Nervenwurzeln, Blutgefile und Organparenchym symptomatisch werden. Dazu
gehdren Schmerzen, Durchblutungsstdrungen oder organspezifische Beschwerden.?®

Hiufig ist der betroffene periphere Nerv deformiert.’ Bei Auftreten im jungen Lebensalter



und vor allem bei Nachweis multipler Neurinome muss stets an das Vorliegen einer NF2

gedacht werden.

1.3.2 Spinale Schwannome

Spinale Schwannome stellen 29 % aller primiren spinalen Tumore dar.?’ Sie kénnen
intradural, extradural und auf allen Wirbelkorperhdhen vorkommen. In 70-75 % der Félle
liegen spinale Schwannome intradural-extramedullér, in 15 % vollstindig extradural und
in 15 % sowohl intra- als auch extradural. Am haufigsten manifestiert sich das spinale
Schwannom im lumbosakralen Bereich.?® Intraspinale Schwannome fiihren in erster Linie
durch die Kompression von Nervenwurzeln zu radikuléren Schmerzen und kénnen durch
Affektion des Riickenmarks eine Myelopathie bis zu einer ausgeprigten

Querschnittslihmung verursachen.?®?’

1.3.3 Schwannome von Hirnnerven

Im Folgenden sollen Schwannome, die an anderen Hirnnerven als dem achten entstehen,
beschrieben werden. Vestibularisschwannome werden in Absatz 1.4 besprochen, da sie
sich aufgrund ihrer Anatomie, ihrer Symptome und den Behandlungsmdéglichkeiten von
Nicht-Vestibularisschwannomen unterscheiden. Zentrale Hirnnerven wie der erste und
zweite Hirnnerv (Nervus (N.) olfactorius und N. opticus) besitzen aufgrund ihrer
Zuordnung zum ZNS keine Schwann-Zellen und konnen somit keine Schwannome

entwickeln.?’

Der fiinfte Hirnnerv (N. trigeminus) ist in 0,8 - 8 % der Fille betroffen. Der intrakranielle
Verlauf des Nervs zieht durch den Hirnstamm, durch die pripontine Zisterne und tritt in
die mittlere Schidelgrube ein. AnschlieBend verlduft er in einem mit Dura
ausgekleidetem Sinus, dem Cavum Meckeli, und bildet hier das Ganglion trigeminale. Es
erfolgt die Aufteilung in die drei Hauptiste, wovon zwei durch den Sinus cavernosus
ziehen.*® Die Tumore entstehen fast immer an einem der sensorischen Faszikel oder der
Wurzel des Nervs, daher ist ein langsam progredientes Taubheitsgefiihl im Gesicht das

hiufigste Symptom.3!3? Gelegentlich tritt auch eine Trigeminusneuralgie auf.*> Durch die



Kompression des Nervus abducens im Sinus cavernosus kann es zu Diplopie oder bei

ausgeprigter Schidigung zu einer Blickparese kommen.3'33

Die Inzidenz fiir ein Fazialisschwannom (Schwannom des siebten Hirnnervens) liegt bei
0,15 — 0,8 %. Klinisch auffillig wird es meist durch die Dysfunktion des N. facialis,
beispielsweise ein hemifazialer Spasmus, auf den eine Gesichtslihmung folgt.>* Bei
Auftreten am  Kleinhirnbriickenwinkel ist die Symptomatik durch Horstérungen,
Gleichgewichtsstorungen und eine meist spdter auftretende Fazialisparese
gekennzeichnet.”’” Da aufgrund der anatomischen Nihe hiufig der achte Hirnnerv

mitaffektiert ist, kann es auch zu einer Horminderung oder einem Tinnitus kommen.3>-3¢

Schwannome im Bereich der hinteren Schidelgrube zeigen primdr Symptome wie
Taubheit, Schwindel und Ataxie, also é&hnlich wie Vestibularisschwannome.
Schwannome im  Bereich des Foramen Jugulare, wie beispielsweise
Glossopharyngeusschwannome, Vagusschwannome oder Accessoriusschwannome
konnen Symptome wie Heiserkeit oder Wiirgereizabschwéchung zeigen. Ebenso kann es

zu Paresen der Schultergiirtelmuskulatur wie dem M. Trapezius kommen.>?

1.4 Besonderheit: Vestibularisschwannom

1.4.1 Epidemiologie

Interessanterweise ist der Grof3teil aller Schwannome am achten Hirnnerven (N.
vestibulocochlearis) zu finden und wird dort Vestibularisschwannom (VS), auch
Akustikusneurinom (AKN) genannt. Die Tumore gehen vom vestibuldren Anteil des N.
vestibulocochlearis aus und machen 85 % der intrakraniellen Tumore aus, die im
Kleinhirnbriickenwinkel (KHBW) entstehen.?” Insgesamt machen VS etwa 8 % aller
intrakraniellen Tumore aus, mit einer Inzidenz von iiber 5.000 Fillen pro Jahr.?® Fiir die
Einteilung wird in der Neurochirurgie Tiibingen die Hannover-Klassifikation
verwendet.’” Diese wird in Tabelle 1 erliutert. Die Hannover-Klassifikaton baut auf der
internationalen Koos-Klassifikation auf. Hier werden Vestibularisschwannome ebenfalls
in vier Grade eingeteilt, abhéngig von Tumorgréfle und dem Ausmal} der Kompression

benachbarter Strukturen.*’



Tabelle 1: Hannover-Klassifikation fiir Vestibularisschwannome, 1997 erstellt von Samii und Matthies

T1 Rein intrameatale Ausdehnung

T2 Extrameatale Ausdehnung des Tumors, aber ohne Hirnstammkontakt oder
Ausfiillung der Kleinhirnzisterne

T3a Tumor fiillt die Kleinhirnzisterne aus, hat aber keinen Kontakt zum
Hirnstamm

T3b Tumor fiillt die Kleinhirnzisterne aus und beriihrt den Hirnstamm ohne
Kompression oder Verdringung

T4a Tumor beriihrt und komprimiert den Hirnstamm, aber ohne Kompression des
vierten Ventrikels

T4b Der Tumor komprimiert den Hirnstamm erheblich mit Kompression des
vierten Ventrikels; mit oder ohne begleitenden Hydrocephalus

Die Mehrzahl der Tumore beschriankt sich auf eine Seite. Ein bilateraler Befall des achten
Hirnnervens tritt in weniger als 5 % der Félle auf und ist nahezu beweisend fiir die NF2.
Bei Erstmanifestation sind die Betroffenen meistens zwischen 20 und 40 Jahren alt, NF2-

Patient*innen sind deutlich jiinger.*!

1.4.2 Atiologie

Neben genetischen Faktoren und Faktoren, die das Mikromilieu des Tumors betreffen,
wie bereits in Kapitel 1.2.2 besprochen, wird auch eine chronische Lirmbelastung als
Risikofaktor fiir die Entwicklung eines sporadischen VS diskutiert.*** Uber die
Beziehung zwischen der Nutzung von Mobiltelefonen und dem Auftreten von
Vestibularisschwannomen sind verschiedene Arbeiten verdffentlicht worden.***” Hier
sind sich die Autor*innen einig, dass es keine Verbindung zwischen der Nutzung eines
digitalen Telefons iiber einen Zeitraum von weniger als 10 Jahren und dem Auftreten
eines Tumors gibt. Bei einer Nutzungsdauer von liber 10 Jahren waren die Stichproben

zu klein, um einen signifikanten Zusammenhang nachzuweisen.*®

1.4.3 Symptome
Symptome als auch Diagnostik und Therapie sind im Folgenden auf die Besonderheiten
bezogen, die bei VS auftreten. Unter 1.8 werden generelle Therapieprinzipien

besprochen.



Frihsymptome lassen sich hdufig durch das expansive Wachstumsmuster von VS
erkldren. Durch Ausbreitung des VS im inneren Gehorgang kommt es zur Kompression
des N. vestibulocochlearis.*” Bei 94 % der Patient*innen ist so das fiihrende
Beschwerdebild eine zunehmende einseitige Schwerhorigkeit, vor allem im
Hochtonbereich.’® Die Erstvorstellung erfolgt hiufig aufgrund des Horverlustes, sodass
audiometrische Verfahren wie Ton- und Sprachaudiometrie, Otoskopie und eine
orientierende Untersuchung der Hirnnerven vorgenommen werden.>! Ein Tinnitus tritt in
83% der Fille auf.>> Die Hiufigkeit des Vorkommens von vestibuliren Symptomen wie
Schwindel und Schwankschwindel variiert stark (17 - 75 % der Patient*innen).>? Hier
klagen Betroffene hiufig iiber eine Gangunsicherheit, die in der Dunkelheit zunimmt.>
Weitere neurologische Symptome sind Kopfschmerzen, bei gro8eren Tumoren kann auch
ein Hydrocephalus auftreten. Beeintrachtigungen der Funktion des Trigeminus- und

Fazialisnerven aufgrund der anatomischen Néhe dieser Nerven zum achten Hirnnerv

kommen ebenfalls vor.>!

1.4.4 Diagnostische Bildgebung

Die Bildgebung mittels Magnetresonanztomographie (MRT) gilt als die Methode der
Wahl fiir die Diagnose als auch fiir die Verlaufsbeurteilung. Goldstandard dabei ist die
kontrastverstirkte T1-gewichtete Aufnahme.’* Die Europiische Gesellschaft fiir Neuro-
Onkologie (EANO) empfiehlt zusitzlich auch T2-gewichtete Aufnahmen zum
Ausschluss von Differentialdiagnosen wie Pathologien des Hirnstamms, Multipler
Sklerose (MS) oder anderer Tumore.> Das VS zeigt sich in der T1-gewichteten
Aufnahme regelhaft isointens mit starker Gadoliniumanreicherung nach Kontrastmittel-
Gabe. Bei T2-gewichteter Bildgebung stellt sich die Lésion meist heterogen hyperintens
dar, wihrend grofe Tumore himorrhagische Bereiche und verstreute zystische
degenerative Verinderungen aufweisen konnen.>? Im Falle einer OP-Planung muss zur
Bewertung der Anatomie des Felsenbeins auch die Computertomographie (CT)

hinzugezogen werden.?

In der MRT-Bildgebung imponiert das VS {iblicherweise als gut abgrenzbare Lésion mit

einer intrakanalikuldren Komponente im inneren Gehorgang, welche hiufig zu einer



Aufweitung des Kanals fiihrt. Kleinere Lésionen sind meist auf den inneren Gehdrgang

beschriinkt, wihrend groBere Lisionen in die Kleinhirnzisterne hineinragen kénnen.>

1.4.5 Therapie

Fiir die Therapie gibt es verschiedene Ansédtze. Dazu zéhlen die Observation, die
chirurgische Exzision und die Radiotherapie. Jedes VS bedarf einem individuellen
Therapiekonzept, welches anhand von Faktoren wie GroBenausdehnung,
Wachstumsgeschwindigkeit, anatomische Lage, Klinik und Leidensdruck der

Betroffenen entschieden werden soll.>%>>

1.4.5.1 Konservativ

Der konservative Therapieansatz beschreibt die Observation, auch ,,watch and scan
genannt. Die Beobachtung mit seriellen MRT-Scans und audiometrischem Monitoring
bietet sich aufgrund der benignen Entitit und der langsamen Wachstumsrate bei
sporadischen, asymptomatischen VS an.”> Empfohlen werden regelmiBige MRT-
Kontrollen im Rahmen von initial sechs Monaten, danach jeweils 18 und 30 Monate nach
Diagnosestellung. Eine lebenslange Nachsorge wird mit einer MRT alle fiinf Jahre
empfohlen.>® Ziel ist hier, das Tumorwachstum zu iiberwachen, sodass, wenn nétig, ein
Therapiewechsel vorgenommen werden kann. Allerdings gibt es kaum klinische
Parameter, die das Wachstum des Tumors vorhersagen kénnen.’” Ein Hinauszogern der
Therapie scheint kein erhdhtes Mortalititsrisiko mit sich zu bringen.>® Schnell (>2 mm/
Jahr) und kontinuierlich wachsende (1-2 mm/ Jahr) Tumore sollten einer Therapie
unterzogen werden, bevor groflere Tumorstadien vorliegen. Diese sind hdufig mit einem
hoheren Morbititétsrisiko sowie mit schwereren Nebenwirkungen durch Kompression

auf die umliegenden Strukturen assoziiert.>

1.4.5.2 Operativ
Ziel einer Resektion sollte ein Funktionserhalt der betroffenen Nerven ebenso wie die
vollstindige oder nahezu vollstindige Tumorentfernung sein, da das verbleibende

Tumorvolumen mit dem Rezidivrisiko korreliert.® Einige Arbeiten deuten darauf hin,



dass die Erfahrung des Operationsteams das Ergebnis beeinflussen kann. Daher wird
empfohlen, Zentren mit einer hohen Anzahl an durchgefiihrten Behandlungen fiir die

operative Therapie von VS in Betracht zu ziehen.5%-6?

Das  chirurgische  Prinzip  der  Tumorexstirpation  ist  zundchst  die
Tumorvolumenreduktion. Dies kann rein mechanisch oder koagulationsunterstiitzt mit

bipolaren Ringzangen, ultraschallgestiitzt oder mit einem CO2-Laser erfolgen.>

Es gibt verschiedene chirurgische Zugangswege. Das Rezidivrisiko ebenso wie die
Mortalitit (0,2 - 0,5 %%) unterschieden sich nach Sughrue et al. nicht zwischen den
chirurgischen Zugiingen.®* Der operative Zugang kann translabyrinthir, transtemporal
oder subokzipital (=retrosigmoidal) gewéhlt werden, siche hierzu Abbildung 1. Mithilfe
eines konstant laufenden Elektromyogramms (EMG) am siebten Hirnnerven kann
intraoperativ iberwacht werden, ob gerade Manipulation an diesem stattfindet. So kann

ein Funktionserhalt des Fazialisnerven in vielen Fillen erreicht werden.

Abbildung 1: Chirurgische Zugangswege bei VS. Aus: Yildiz, Dahm et al. Wien Med Wochenschrift (2022)
a: Transtemporaler Zugang; b: translabyrinthdrer Zugang; c: subokzipitaler Zugang.

1.4.5.3 Nebenwirkungen und Komplikationen
In erfahrenen Zentren ist die Resektion von Schwannomen mit einem niedrigen
Komplikationsrisiko verbunden (<3 % fiir zerebellire Funktionsstorungen oder

).56 Der Horerhalt liegt postoperativ bei 5075 %, hiingt aber von prioperativer

Ischidmien
Horfunktion und TumorgréBe ab.®” Translabyrinthire Zugangswege sind immer mit
einem kompletten Horverlust verbunden.®® Temporire Fazialisparesen bilden sich meist
vollstidndig zuriick (>90 % in 12 Monaten), wéihrend das Risiko fiir persistierende Paresen

je nach Zentrumserfahrung variiert (3 — 46 %).%%7° Korperliche Einschrinkungen kénnen
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die Riickkehr in den Alltag und an den Arbeitsplatz verzogern, was finanzielle und

psychische Folgen haben kann.”!

1.4.5.4 Radiotherapie

Zur Behandlung von VS konnen verschiedene strahlentherapeutische Verfahren zur
Anwendung kommen: die stereotaktische Radiochirurgie (SRS), die fraktionierte
stereotaktische Strahlentherapie (FSRT) und die Protonenstrahltherapie.’! SRS und FRST
werden am hiufigsten eingesetzt, da die Protonenstrahltherapie nur in begrenztem

Umfang zur Verfiigung steht und ihre Wirksamkeit nur unzureichend belegt ist.”

SRS bezeichnet die Verabreichung einer hochdosierten Bestrahlung von etwa 12 - 18
Gray (Gy) mit hoher Prdzision in einer einzigen Fraktion und wird iiblicherweise bei
kleinen bis mittelgroBen VS eingesetzt.>> Bei der FSRT sind mehrere
Bestrahlungssitzungen vonnoten, die Gesamtdosis betragt etwa 30 — 50 Gy und wird in
kleinen Fraktionen von 1,8 — 2 Gy verabreicht. Die Aufteilung der Gesamtdosis in kleine
Fraktionen bei der FRST beruht hauptsichlich darauf, die Wahrscheinlichkeit zu erhéhen,
die Tumorzellen wéahrend der empfindlichsten Phase ihres Zellzyklus zu schidigen. Im
Gegensatz dazu wird bei der SRS eine einzelne hohe Strahlendosis verabreicht, die
moglicherweise auch Tumorzellen in der nicht teilenden Phase erreicht. Beide

Therapieoptionen erzielen dhnliche Raten der Tumorkontrolle.”

Nebenwirkungen sind wie bei der chirurgischen Therapie Paresen und die Hypakusis.
Zahlreiche Autor*innen haben festgestellt, dass der wichtigste Prddiktor fiir den
funktionellen Horerhalt die Qualitit des Gehors zum Zeitpunkt der Radiochirurgie ist.”*
7 In einem Cochrane-Review randomisierter, kontrollierter Studien kamen die
Autor*innen zu dem Schluss, dass weder die chirurgische Behandlung noch die
Radiotherapie eine klare Uberlegenheit gegeniiber der jeweils anderen Therapieoption fiir

die Behandlung von Vestibularisschwannomen zeigen.”®

Die Strategie bei kleinen, asymptomatischen und unilateralen VS lautet anhand der
EANO die Observation. Die GréBeneinteilung wurde anhand der Koos-Klassifikation
getroffen. Bei kleinen VS mit teilweisem oder vollstindigem Horverlust wird die SRS

empfohlen. Fiir mittelgroe VS konnen sowohl SRS als auch die operative Therapie
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empfohlen werden, wobei das Risikoprofil der SRS niedriger ist, wéhrend die
chrirurgische Resektion eine vollstindige Entfernung des Tumors bieten kann. Gro3e VS
sind haufig schon lokal weit fortgeschritten und komprimieren den Hirnstamm, sodass

eine operative Entfernung hiufig die einzige Therapieoption ist.*?

1.4.5.5 Systemische Therapie

Die systemische Therapie hat bei sporadischen VS keinen Stellenwert. Aktuell stehen
auch COX-Inhibitoren im Fokus der Forschung. Es besteht die Hoffnung, dass sie eine
hemmende Wirkung auf das Wachstum von Schwannomen ausiiben konnten. Mehr dazu

siche Kapitel 1.10.4.

Bei NF2-assoziierten VS kann der monoklonale Antikorper Bevacizumab zur

Anwendung kommen (siehe 1.6.4 Therapie).

1.4.6 Morbiditit

Aufgrund der benignen Entitdt und des langsamen Wachstums von VS bestehen die
Einschrinkungen von Betroffenen hauptsédchlich in den oben genannten Symptomen. Die
Lebensqualitdt wird am hiufigsten durch Energiemangel, Kopfschmerzen, Horstorungen
und Gleichgewichtsproblemen beeinflusst.”®” Auch Angstzustinde gehdren zu den
Faktoren, die das Wohlbefinden einschrinken.” Ein Pridiktor fiir die Lebensqualitit von
VS-Patient*innen scheint die Tumorgréfe zu sein. Durch regelméfige Untersuchungen
sollen Wachstumgsgeschwindigkeit und -tendenz beobachtet, um darauthin einen

Therapiewechsel in Erwigung zu ziehen.”®

Viele Tumore, die in den ersten fiinf Jahren nach Diagnosestellung kein Wachstum
vorweisen, wachsen in den darauffolgenden Jahren auch nicht weiter. Die

t52

Wahrscheinlichkeit eines Tumorprogresses verringert sich mit zunehmender Zeit.”* Zur

Prognose von VS siehe Kapitel 1.8.2.
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1.5 Weiterfithrung Schwannome im Allgemeinen: Diagnostik

Der Begriff ,Nervenscheidentumor* umfasst mehrere pathologische Entitdten, unter
anderem Schwannome, Neurofibrome, Perineurome, traumatische Neurome und maligne
periphere Nervenscheidentumore.* Zur genaueren Differenzierung ist eine Biopsie mit
immunhistochemischer Aufarbeitung notig, da allein die Klinik und die Bildgebung nicht
unter den verschiedenen Entititen zu unterscheiden vermag.®' Ebenso ist es nicht
moglich, aus dem histologischen Bild eines Schwannoms eine Assoziation mit

Tumorsyndromen oder mit dem Ort der Manifestation abzuleiten.

1.5.1 Makroskopische Pathologie

Makroskopisch imponieren Schwannome als umkapselte, rundliche Tumore mit einem
Durchmesser von in der Regel wenigen Zentimetern. Die Schnittfliche stellt sich fleckig
hellbraun bis hellgelb dar, bei groBeren Tumoren kdnnen Zysten und Blutungen
vorkommen. Nekrosen sind meist keine zu finden.?’ Die Tumore sind meistens zellreich,
solide und verdringend wachsend. In der Regel sind diese extraneural lokalisiert und
konnen aus diesem Grund gut reseziert werden. Es gibt jedoch auch intraneurale Tumore
mit multinoduldrem Wachstum, die schlecht abgrenzbar sind und deren Entfernung nicht

ohne neurologische Ausfille mdglich ist.®?

1.5.2 Mikroskopische Pathologie

S-100 ist ein saures Protein, das viele Tumore des zentralen und peripheren
Nervensystems markiert, unter anderem Glioblastome, Neuroblastome, Neurofibrome
und Schwannome.®® Es wird fiir den diagnostischen immunhistochemischen Nachweis

von Schwannomen verwendet.?’

Histologisch weisen Schwannome spindelférmige Schwann-Zellen mit plumpen,
langlichen, teilweise zigarrenformigen Zellkernen auf. Die Zellen sind zum Teil
wirbelformig angeordnet. Der Tumor kann in zwei Hauptbereiche unterteilt werden:
Benannt nach dem schwedischen Neurologen Antoni sind kompakte, zellreiche und
spindelzellige Tumorareale zu finden.* Diese werden Antoni-A-Areale genannt. Hier

wechseln sich palisadendhnlichen Zellverbiinde mit lédnglichen Kernen mit kernlosen
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Arealen ab.!® Diese sogenannten Verocay-Bodies, benannt nach dem Pathologe Jose Juan
Verocay sind meist in Antoni-A-Arealen zu finden, stellen aber kein pathognomonisches
Merkmal dieser dar.* Eine Basalmembran ist in den Antoni-A-Arealen beinahe ubiquitir
zu finden. Sie wird von Schwann-Zellen jeder Entwicklungsstufe produziert und besteht
aus reichlich Laminin, was ebenfalls zur dichten Organisation der Zellen in den Antoni-

A-Arealen beitrigt.*

Daneben sind Areale zu finden, die eine eher aufgelockerte Zellstruktur bieten. Diese
Areale werden Antoni-B-Areale genannt. Es sind neben mikrozystischen und netzartigen
Elementen auch hyalinisierte GeféBstrukturen zu finden.*> Die Zellen befinden sich
teilweise in Abstand zueinander, dazwischen mit basophilen Muzinen gefiillte
Aussparungen.? In den Antoni-B-Arealen ist, verglichen mit anderen Neoplasien, in vitro
ebenfalls eine gesteigerte Angiogenese zu erkennen. Zudem konnen akute und chronische
Thromboembolien, Himorrhagien und Nekrosen beobachtet werden.* Vereinzelt kénnen
Segmente einer Basalmembran gefunden werden. Eine verminderte S-100-Positivitét
verglichen mit den Antoni-A-Arealen und Fibrinstrdnge weisen darauf hin, dass Antoni
B-Areale degenerierte Antoni-A-Areale darstellen kénnen.*!'® Im Zuge dieses Ubergangs
wurde an der Grenze von beiden Arealen zueinander die hochste Proliferationsindizes als
auch ausgepriigte Infiltration von Makrophagen gefunden.®* In konventionellen

Schwannomen stehen beide Areale miteinander im Gleichgewicht.®?

In der Regel sind keine Mitosen nachweisbar. Teilweise sind auch Zeichen regressiver
Verdnderungen zu sehen, unter anderem Kernpleomorphien. Dies ist in Zusammenschau
mit der geringen Mitoserate kein anaplastisches Merkmal, sondern ein Zeichen

degenerativer Verinderung.>%?

Eine weitere Einteilung kann in zelluldre und plexiforme Schwannome geschehen. Auch
Mischformen wie Hybridnervenscheidentumore, mit Anteilen aus Neurofibromen und
Schwannomen, sind bekannt.®> Alle diese Formen sind dem WHO Grad 1 zuzuordnen.!
Als zellreiche Schwannome werden Tumore klassifiziert, die eine deutlich erhOhte
Zellzahl aufweisen und ein faszikuldres, geflechtartiges oder uncharakteristisches Bild
zeigen. Ebenso liegen oft eine erhdhte mitotische Aktivitdt und gelegentlich ein lokales
destruktives Wachstumsverhalten vor. Bei dieser Form finden sich keine Verocay-

Bodies.®® NF2- oder Schwannomatose-assoziierte Schwannome  zeigen oft ein
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plexiformes Wachstumsmuster.®” Hier fillt ein multinodulires Wachstumsmuster auf,

was oft an ein Neurofibrom erinnert.3®

1.5.3 Bildgebende Diagnostik

Die MRT ist wie auch bei dem VS das diagnostische Mittel der Wahl bei einem Verdacht
auf ein Schwannom. Diese zeigen sich im MRT mit einem glatt definierten Rand und
einer runden Form. Seltener sind Verkalkungen oder zystische Verdnderungen zu
erkennen.'® Ein Eindringen in benachbarte Strukturen wird selten beobachtet.
Gelegentlich kommt es zum  Ausdehnen durch  Austrittsforamen von
Spinalnervenwurzeln.!” Schwannome zeigen nach Kontrastmittelgabe eine in der Regel
homogene Kontrastmittelanreicherung in den soliden Anteilen des Tumors.® In T2-
gewichteten Aufnahmen ist hdufig das sogenannte Target-Sign  mit zentraler
Hypointensitit und peripherer Hyperintensitit zu sehen,® bei T1-gewichteten Bildern

imponiert eine intermediire Signalintensitit, die der von Muskeln Zhnelt.'?

1.5.4 Malignititstransformation

1.5.4.1 Maligner peripherer Nervenscheidentumor (MPNST)

In seltenen Féllen kénnen Schwannome und Neurofibrome maligne entarten. Die meisten
MPNST entstehen jedoch direkt als maligne Tumore und selten aus primiren
Schwannomen.?’ Bei Schwannomen findet bei lediglich unter 1 % der Fille eine maligne
Transformation statt und diese finden sich hauptsichlich bei Patient*innen mit
Neurofibromatose 1 (NF1).>?” Dennoch stellen MPNSTs insgesamt 5 — 10 % aller
Weichteilsarkome dar. Die Prognose der MPNSTs ist ungiinstig mit einer lokalen
Rezidivrate von etwa 50 % nach radikaler Exzision und einer Fernmetastasierungsrate
von 40 — 80 %.2” Fernmetastasen treten meist in Lunge, Leber und Hirn auf.* Die 5-
Jahres-Uberlebensrate wird in der Regel mit etwa 50 % angegeben, wobei die Prognose
fiir Patient*innen mit Neurofibromatose und Patient*innen mit strahleninduziertem
MPNST noch deutlich schlechter ist.*” Ein Risiko von Strahlentherapie ist die Induktion

sekunddrer Neoplasmen, hier sind vor allem Patient*innen mit NF1 von
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strahleninduziertem MPNSTs betroffen.”® Es gibt allerdings auch Berichte von nicht an
Tumorsyndromen erkrankten Patient*innen, die unter strahleninduzierten Schwannomen

litten.”!

Frither wurden auch sogenannte melanotische Schwannome zu der Gruppe der
Schwannome gezihlt. Sie zeigten eine ungiinstigere Prognose und verliefen in ca. 10%
der Fille maligne.’> Die WHO hat diese Gruppe 2021 zu einer eigenen Entitiit
zusammengefasst: die malignen melanotischen Nervenscheidentumore. Sie zeigen eine
gesteigerte Rezidivierungs- und Metastasierungsneigung. Genexpressionsprofile haben
gezeigt, dass sich diese Tumore von konventionellen Schwannomen als auch vom

Melanomen unterscheiden.”?

1.6 Neurofibromatose Typ 2

1.6.1 Epidemiologie und Atiologie

NF?2 ist ein autosomal dominant vererbtes Tumorsyndrom, das eine Prédisposition fiir
multiple Tumore des Nervensystems, vorwiegend Schwannome, Meningeome und
Ependymome, aufweist.”> Die Inzidenz betrigt 1:25.000 bis zu 1:40.000."** Die
zugrundeliegenden genetischen Verdnderungen betreffen das NF2-Genprodukt Merlin,
ein zellmembranbezogenes Protein, das tumorsuppressive Eigenschaften hat.?! Die
Funktionen von Merlin wurden schon in Kapitel 1.2.2.1 beschrieben. Bei Erkrankung an

NF2 liegt eine Keimbahnmutation vor.'?

Bei Vererbung kommt es zu einer sehr hohen Penetranz von bis zu 95 %.”
Bei etwa 50 % der Fille treten De-Novo-Mutationen auf,”® diese finden nach der
Befruchtung statt und fithren zu zwei Zelllinien: einem genetischen Mosaik.”> Der Anteil
der betroffenen Zellen hingt davon ab, wie frith die Mutation in der Entwicklung auftritt.
Betroffene mit einer Mosaikform haben hdufig einen milderen Krankheitsverlauf als
Patient*innen mit einer Keimbahnmutationen, allerdings ist hier auch die molekulare

Diagnostik erschwert.”®%
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1.6.2 Symptome

Die Erkrankung manifestiert sich klinisch bereits um das 20. Lebensjahr. In 90 — 95 %
treten bilaterale VS®® und in bis zu 50 % Schwannome anderer Hirnnerven auf.'
Meningeome kommen in 50 — 60 % der Fille vor,”” Ependymome in ca. 6 %,'® Spinale
Tumore in 60 — 90 %.”* Trotz des Namens sind Neurofibrome selten.'® Ebenfalls kann es
zu Augenldsionen wie einem Katarakt, epiretinalen Membranen und Netzhaut-
Hamartomen kommen.!’! Neoplastische Hautmanifestationen kdnnen sich ebenfalls

prisentieren.”

Durch die beidseitigen VS sind als klinische Beschwerde hiufig
Symptome wie Tinnitus, Gleichgewichtsstorungen oder ein schleichender Horverlust
fiihrend.'% Patient*innen mit NF2 leiden unter multiplen Tumoren, die durch Druck auf
den Hirnstamm mit einer hoheren Mortalitit verbunden sind.!®? Bei Auftreten im
Kindesalter verlduft die Erkrankung hiufig schwerer. Hier kommen noch Symptome
einer Mononeuropathie hinzu, die bei Kindern zu einer Poliomyelitis-dhnlichen

Verlaufsform mit Muskelwschwund fiihren kann.!® Auch im Erwachsenenalter konnen

schwere, fortschreitende und letal verlaufende Polyneuropathien auftreten.”?

1.6.3 Diagnostik
Fiir die klinische Diagnose der NF2 stehen die Manchester-Kriterien zur Verfiigung. Die
bildgebenden und histologischen Verfahren unterscheiden sich nicht von denen

sporadischer Tumore. Fiir die Diagnosekriterien siche Tabelle 2.

Tabelle 2: Diagnosekriterien von NF2 der National Institutes of Health'*?’

Diagnosekriterien NF2 der National Institutes of Health
Erkrankung gesichert (Manchester-Kriterien):
e Bilaterale VS
e Positive Familienanamnese fiir NF2 (Verwandte ersten Grades) und
unilaterales VS
e Positive Familienanamnese fiir NF2 (Verwandte ersten Grades) oder
unilaterales VS und mind. zwei der folgenden Merkmale: Meningeom, Gliom,
Neurofibrom, Schwannom, Katarakt
e Multiple Meningeome (2 oder mehr) und mind. zwei der folgenden Merkmale:
Unilaterales VS, Gliom, Neurofibrom, Schwannom, Katarakt
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e Konstitutionelle oder mosaikartige pathogene NF2-Genmutation im Blut oder
identische Mutationen in 2 verschiedenen Tumore
Erkrankung moglich oder wahrscheinlich:
e Unilaterale VS und mind. eines der folgenden Merkmale: Meningeom, Gliom,
Schwannom, Katarakt
e Zwei Meningeome und VS oder mind. Eines der folgenden Merkmale: Gliom,
Neurofibrom, Schwannom, Katarakt

Mutationen im NF2-Gen Merlin lassen sich im Blut bei iiber 90 % aller Patien*innen mit
positiver Familienanamnese nachweisen. Bei de novo Mutationen kann die
Mutationsanalyse weniger eindeutig ausfallen. In diesen Féllen sollte die genetische

Analyse von Tumorgewebe erfolgen.”’

1.6.4 Therapie

Eine kausale Therapie fiir NF2 gibt es nicht. Die symptomatische Therapie besteht wie
bei VS und Schwannomen anderer Lokalisationen ebenfalls aus der chirurgischen
Resektion und einer moglichen Systemtherapie mit dem Ziel, das Horvermogen zu
erhalten. Bei Patient*innen mit NF2 kann der monoklonale Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF)-Antikorper Bevacizumab zur Anwendung kommen.’’ VEGF als
Vermittler von  Angioneogenese ist einer der Komponenten, die im
Tumormikroenvironment (TME) das Tumorwachstum fordern kénnen.!%® Der Antikdrper
findet ergidnzend zur chirurgischen Resektion oder der Strahlentherapie Anwendung.
Bevacizumab wurde erfolgreich bei Patient*innen mit progredientem VS im
Zusammenhang mit NF2 eingesetzt. Es konnten eine Verbesserung des Horvermogens
und in der Bildgebung ein bis zu 20 % reduziertes Tumorvolumen beobachtet werden.!*
Eine Studie aus dem Jahr 2019 beschrieb, dass es bei 41 der behandelten Patient*innen
zu einer Riickbildung der Tumore kam, 20 % eine Verbesserung des Horvermdgens
erfuhren und bei 69 % keine weitere Verschlechterung des Hérvermdgens auftrat.!% Als
unerwiinschte Wirkungen konnen eine arterielle Hypertonie, eine Proteinurie und

Infektionen auftreten.'®’
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1.7 Schwannomatose

1.7.1 Epidemiologie und Atiologie

Schwannomatose ist ebenfalls ein genetisches Syndrom, mit einer Inzidenz von etwa
1:69.000,"'% bei dem es zur Ausbildung multipler Schwannome kommt. Sie ist erst seit
2005 als eigene Entitédt anerkannt. Die Schwannomatose manifestiert sich meistens etwas

spiter als die NF2, in der Regel zwischen dem 30. und dem 60. Lebensjahr.”

Inaktivierende Mutationen von SMARCBI1 (SWI1/ SNF-related Matrix-associated Actin-
Dependent Regulator of Chromatin Subfamily B Member 1), einem Tumorsupressor-Gen,
konnten bei Schwannomatose-betroffenen Patient*innen gefunden werden.!*” Auch wird
eine Keimbahnmutation des Gens LZTRI (Leucine Zipper Like Post Translational
Regulator 1) verantwortlich gemacht.!®® Der Verlust von SMARCBI kann zu
chromosomaler Instabilitdt in Schwann-Zellen fiihren, sodass die Entstehung von
Schwannomen begiinstigt wird.!” Bei Schwannomatose-Betroffenen sind normalerweise
keine NF2-Keimbahnmutationen zu finden, jedoch weisen die Schwannome dieser
Patient*innen haufig somatische bi-allelische inaktivierende Mutationen des NF2-Gens

aLIf.IOS’HO

1.7.2 Symptome

Per Definition zeigen Patient*innen mit Schwannomatose das phianotypische Merkmal
multipler Schwannome ohne gleichzeitige Beteiligung des achten Hirnnervens.!!! Auch
die Schwannomatose kann als Mosaik auftreten, hier sind die Schwannome bei etwa 30
% der Betroffenen auf ein Gliedmal} oder ein Korpersegment begrenzt und die Tumore

sind hiufig schmerzhaft.!-!1113

1.7.3 Diagnostik

Pathognomonisch ist das Vorliegen von multiplen Schwannomen bei gleichzeitigem
Fehlen von NF2-Kriterien. Die ausfiihrlichen Diagnosekriterien sind in Tabelle 3
aufgelistet.''* Die histopathologische als auch die bildgebende Diagnostik gestaltet sich

wie bei sporadischen Schwannomen.'!!
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Tabelle 3: Diagnosekriterien fiir Schwannomatose nach Plotkin''*

Diagnosekriterien Schwannomatose

Erkrankung gesichert:
e 7Zwel oder mehrere nicht dermale Schwannome und Fehlen von bilateralen VS
in der MRT

e FEin Schwannom oder Meningeom und positive Familienanamnese fiir
Schwannomatose (Verwandte ersten Grades)
Erkrankung mdéglich oder wahrscheinlich:
e Mind. zwei nicht dermale Schwannome und Fehlen von VS und Fehlen von
NF2-Keimbahnmutation
e Bildmorphologischer ~Nachweis von Schwannomen wund positive
Familienanamnese fiir Schwannomatose (Verwandte ersten Grades)
Ausschlusskriterien
e VS
Katarakt
NF2-Keimbahnmutation
positive Familienanamnese fiir NF2
multiple Meningeome
Neurofibrome

1.8 Weiterfithrung Schwannome im Allgemeinen: Therapie
Die Therapieentscheidung héngt stark von der individuellen Klinik, der Lokalisation der
Schwannome, der Tumorwachstumsrate und dem Wunsch der Patient*innen ab. Die

etablierte Therapieform ist die Resektion.

Wihrend kleine Schwannome héufig nur limitiert Druck auf den befallenen Nerven
ausiiben, konnen groflere Lasionen zu klinisch apparenten Nervenschéden fiithren. Dies
macht oft eine Exzision unumginglich, vor allem bei intrakraniellen Lokalisationen. Eine
Bestrahlung kann bei sehr gro3en, inoperablen Lasionen mit manifester Symptomatik in
Betracht gezogen werden.® Zur Radiotherapie gibt es bei Nicht-VS kaum Literatur. Nicht-
VS werden generell als strahlenresistent beschrieben, weswegen die Radiotherapie nicht
zur Standardtherapie gehdrt.!!'> Systemische Therapien wie beispielsweise der VEGF-
Antikorper Bevacizumab wurden bisher ausschlieBlich bei VS-Patient*innen mit NF2
angewendet. Bei Schwannomen, die anderen intrakraniellen, peripheren oder spinalen

Nerven entspringen, gibt es keine medikamentdsen Therapiealternativen.
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1.8.1 Chirurgische Therapie

1.8.1.1 Operationstechniken

In der Regel befindet sich der Tumor exzentrisch am Nerv und ist von einer Kapsel aus
Perineurium des Ursprungsnervenbiindels umbhiillt, {ibrige Faszikel des Nervens konnen
iiber die Tumorkapsel verteilt sein.? Alle diese Strukturen sind Teil des Epineuriums, der
duBersten Nervenscheide. In den meisten Féllen fiihrt eine intraneurale extrakapsuldre
Enukleation zum Funktionserhalt des Nerven.? Hier wird die Tumorkapsel einige
Zentimeter proximal und distal des Tumors von den iibrigen nicht befallenen
Nervenfaszikeln getrennt.''® Aus der Literatur geht hervor, dass die intrakapsulire
Enukleation den Nervenfunktionserhalt um mehr als 30 % verbessern kann, allerdings
besteht bei diesem Verfahren ein theoretisches Rezidivrisiko, da die Tumorhiille nicht
entfernt wird. Diese Strategie bietet hohe Sicherheit und eine geringe Inzidenz von
neurologischen Ausfillen.? Bei dem GroBteil der Patient*innen (67 — 86 %) kommt es zu
keinen neurologischen Defiziten.!!”!'® Eine radikalere Option stellt die Tumorresektion

mit Resektion des Ursprungsnervs und anschlieBender neuraler Anastomose dar.>

1.8.1.2 Operationsrisiken

In einigen Fillen kann es zu neurologischen Ausféllen kommen. Griinde dafiir kdnnten
Nervenschdden aufgrund der Tumorkompression oder der Durchtrennung der
Nervenfasern sein, die den Tumor umgeben oder ihn durchlaufen.!'!?° Eine vollstindige

Resektion ist in der Regel mit einem sehr geringen Rezidivrisiko verbunden.?!-?

1.8.2 Prognose

Das Rezidivautkommen nach Resektion von Nicht-VS-Schwannomen wird in der
Literatur als sehr gering beschrieben. Wagner et al. berichteten in einer Studie, dass die
Rezidivrate nach vollstandiger Resektion von Schwannomen der Cauda equina bei
lediglich 0,9% lag. Dabei wurde das einzige beobachtete Rezidiv in Verbindung mit einer
Neurofibromatose Typ 1 (NF1) festgestellt.'?! Auch Tanaka et al. berichten von einer sehr

geringen Rezidivrate nach Resektion. !
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VS haben verglichen mit Schwannomen anderer Lokalisationen eine hohere Morbiditiit.>
Vestibuldare Schwannome fithren unter anderem zu Horverlust, Tinnitus und
Gleichgewichtsstorungen.’*>? Bei Beteiligung des Trigeminus- oder Fazialisnerven kann

33,51

es hier noch zu Gesichtslihmungen oder Taubheit kommen. siche hierzu Kapitel

1.4.6. Die Lebenserwartung ist bei sporadischen VS nicht eingeschrinkt.'?

Die postoperative Rezidivrate ist abhingig von der gewihlten Therapie und der
Vollstindigkeit der Resektion.!>* Subtotal resezierte VS sind mit einer deutlich héheren
Rezidivrate assoziiert.'>*'?° Nakatomi et al. beschreiben in IThrer Arbeit, dass die
Patient*innen, die nach Resektion von sporadischen VS ein Rezidiv im Median von 5,7
Jahren erlitten. Das gerenelle mediane rezidivfreie Uberleben lag bei 20,6 Jahren. Die
Autor*innen kritisierten, dass die durchschnittliche Nachbeobachtungszeit anderer
Arbeiten hiufig zu kurz, oft unter fiinf Jahren angesetzt sei, um die moglichen Rezidive

zu erkennen.'?’

Die SRS zeigte ebenfalls geringe Tumorwachstumsraten, bei den meisten Arbeiten unter
10 % bei einem Beobachtungszeitraum von zwei bis fiinf Jahren.'?313 Es scheint keinen
Unterschied in der Rezidivrate beider Therapieoptionen zu geben.”” Wichtig fiir
moglichst niedrige Rezidivraten ist die Auswahl der geeigneten Therapie abhéngig von
TumorgrdBe und Funktionsverlust des N. vestibulocochlearis.’> Die postoperative

Mortalitéit nach Resektion von VS liegt im sehr niedrigen einstelligen Bereich.5+%

Von allen Schwannomen sind NF2-assoziierte Schwannome mit der hochsten Morbiditét
assoziiert.!*! Die Betroffenen leiden unter den Beschwerden der VS wie Horverlust,
Tinnitus und Gleichgewichtsstorungen als auch unter den Symptomen der anderen
multiplen Tumoren wie Meningeome, Ependymome und spinale Tumoren.”**!% Eg
kann zur Kompression des Hirnstamm und des Riickenmarks und somit auch zu einer

93,102

hoherern Mortalitdt kommen. Auftretende Polyneuropathien konnen letal

verlaufen.'®"?

Die 5-Jahres-Uberlebensrate bei NF2 betriigt 85 %, wihrend die 20-Jahre-Uberlebensrate
nur noch 38 % betrédgt. Patient*innen, die vor dem Alter von 25 Jahren an NF2 erkranken,

zeigen eine schlechtere Uberlebensrate als #ltere Betroffene.!®!
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Die Lebenserwartung bei Schwannomatose ist anniihernd normal.!*>!33 Eine ebenfalls
erhdhte Mortalitiit zeigen MPNST, die 5-Jahres-Uberlebensrate wird hier mit ca. 50 %

angegeben.?’

Obwohl Schwannome benigne Neoplasien sind und gemil3 der WHO-Klassifikation den
Grad-I-Tumoren zugeordnet werden, konnen sie bei Betroffenen einen erheblichen
Leidensdruck verursachen. Daher macht eine Identifikation der zugrundeliegenden
Pathomechanismen Sinn, um langfristig Therapieansétze oder eine Pravention entwickeln

zu konnen.

1.9 Tumor-Mikroumgebung

1.9.1 Definition

Das Konzept des "Tumormikromilieus" beschreibt die Zusammenarbeit verschiedener
Zelltypen innerhalb eines Tumors. Es betont, dass nicht nur die Tumorzellen selbst, auch
die Immun- und Bindegewebszellen in ihrer Umgebung fiir das Tumorwachstum
entschiedend sind. Um die Entstehung von Schwannomen zu verstehen, reicht die
alleinige Betrachtung von Schwann-Zellen nicht aus, da das Mikroumfeld eine grof3e

Rolle spielt.!*!3

Das TME umfasst die umgebenden Immunzellen, darunter T- und B-Lymphozyten,
tumorassoziierte Makrophagen (TAM), Endothelzellen, extrazellulire Matrix,
Fibroblasten, neuroendokrine Zellen, Fettzellen und Signalmolekiile.'**'*° Dieses
Mikromilieu kann die Entwicklung und Progression von Tumoren beeinflussen, unter
anderem durch die Freisetzung parakriner Signale.'3141:142 Tumorzellen tragen also nicht
nur alleine zur Tumorentstehung bei, hierzu gehdrt auch das Netzwerk aus nicht-

tumoralen Zellen, die den Tumor umgeben und fiir ein pro-tumordses Milieu sorgen.

1.9.2 Immuniiberwachung
Boon et al. beschrieben schon 1994, dass Tumore neben Tumorzellen auch infiltrierende
Immunzellpopulationen aufweisen.!*® Es entstand die Hypothese, dass Tumorzellen

bestimmte Antigene exprimieren, die von Immunzellen erkannt werden. Die Initiierung
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einer antitumordsen Immunreaktion, die als Immuniiberwachung bekannt ist, wird
eingeleitet, wenn Immunzellen die Mutation einer gesunden Zelle in eine Tumorzelle
erkennen.'* Dendritische Zellen, welche Tumorzellen detektieren, schiitten Interferon y
(IFN-y) aus, sodass weitere Immunzellen in das TME gelockt werden.'* Durch weitere
inflammatorische Zytokine wie Interleukin (IL)-12 kommt es zu antiproliferativen, pro-
apoptotischen und angiostatischen Effekten.!*"'%7 Dendritische Zellen aktivieren
ebenfalls CD4-Zellen, welche wiederum zytotoxische CDS8-T-Lymphozyten
aktivieren.!*®1%0 Rekrutierte Immunzellen wie CD8-T- und natiirliche Killerzellen (NK)
exprimieren hohe Mengen an Zytokinen, die die weitere Rekrutierung von Immunzellen
und die Signalisierung von antitumoralen Signalwegen unterstiitzen.'*!"'>? So kommt es
zum Zustrom von Immunzellen in das TME und zur Induktion einer entziindlichen,
antitumoralen Mikroumgebung.!>® Es ist also anzunehmen, dass das Immunsystem und
in diesem Fall, die CD8-Lymphozyten eine protektive Rolle bei der Tumorentstehung

spielen.

1.9.3 Immunoescape
Dass Tumorzellen dennoch weiter tiiberleben und weiterwachsen konnen, der
Immuniiberwachung also entkommen (=Immunoescape), liegt an ihrer Féahigkeit, eine

stark immunsuppressive Umgebung zu erschaffen,'>*

die die korpereigenen
Abwehrmechanismen inaktivieren kann. Um der Immuniiberwachung zu entgehen, gibt

es verschiedene Moglichkeiten fiir Tumorzellen. Unter anderem konnen sie ihre

5 156

Antigenexpression ablegen,'> eine IFN-y-Resistenz entwickeln'*® und anti-apoptotische
Signale exprimieren.!>” Auch die Rekrutierung verschiedener Leukozytenpopulationen
ist Bestandteil dieser Mechanismen.'*®!>° Die Mikroumgebung des Tumors kann von
regulatorischen T-Zellen (Tregs) dominiert werden, die CDS8-T-Zellen unterdriicken,
indem sie die immunsuppressiven Zytokine TGF-$ (Transforming Growth Factor f3),

PGE?2 (Prostaglandin E2) und Interleukin-10 produzieren.!33:160:161

1.9.4 Tumor-assoziierte Makrophagen
Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM) sind Immunzellen, die im TME zu finden sind.

Makrophagen gehoren zum mononukledren Phagozytensystem (MPS), was eine wichtige
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Rolle bei dem Aufspliren, der Entziindungsreaktion und der Abwehr von
Krankheitserregern spielt, sowohl durch die direkte Eliminierung von Fremdstoffen als

auch bei der Organisation der verschiedenen Phasen des Entziindungsprozesses.'®?

TAMs sind bedeutende Akteure in der Mikroumgebung des Tumors und kdnnen bis zu
50 % der gesamten Tumormasse ausmachen.'®® Makrophagen sind in Abhiingigkeit vom
Gleichgewicht vielfacher Signale, einschlieBlich Zytokine, Chemokine, Antikdrper und
myeloischer Kontrollpunkte in der Lage, sowohl eine Pro- als auch eine Anti-Tumor-

Aktivitit auszuiiben.!%*

1.9.5 Einteilung der Tumor-assoziierten Makrophagen

Dringen Monozyten in den Tumor ein, kdnnen sie sich je nach den im TME vorhandenen
Zytokinen und Chemokinen in unterschiedliche Makrophagen-Phénotypen polarisieren.
Die verschiedenen TAM-Populationen unterscheiden sich auf molekularer Ebene und
konnen nach dem Paradigma der klassischen (M1) beziehungsweise alternativen (M2)

165,166 \wobei die meisten TAM vom

Makrophagenaktivierung klassifiziert werden,
Phiinotyp den M2-Makrophagen zuzuordnen sind.'®”-!® M1-Makrophagen fordern eine
Typ-I-Immunantwort gegen Bakterien, Protozoen, Virusinfektionen und Tumorzellen.
M2-Makrophagen hingegen haben entziindungshemmende Funktionen und regulieren
den Gewebeumbau, die Angiogenese und die Wundheilung.'® Die Differenzierung
erfolgt nicht durch eine klare Abgrenzung zwischen zwei gegensétzlichen Zustinden,
sondern eher entlang eines kontinuierlichen Spektrums, auf dem sich die Makrophagen
in verschiedenen Ausprigungen befinden.!”” Makrophagen sind in der Lage, je nach
Umweltveranderungen wie der Sekretion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren,

Infektion, Verletzung, Hypoxie und anderen Bedingungen zwischen einem M1- und M2-

Typ zu wechseln.!”!

1.9.5.1 M1-Makrophagen
Zur Differenzierung in Richtung M 1-Makrophagen kommt es durch IFN-y, ausgeschiittet
von spezifischen T-1-Helfer-Zellen (TH1) und NK-Zellen!”? und anderen, beispielsweise

mikrobiellen Stimuli. M1-Makrophagen sezernieren viel IL-12 und IL-23 und fordern
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eine Typ-1-Immunreaktion bei Infektionen.'® Ebenso iiben sie eine zytotoxische
Aktivitit gegen phagozytierte Mikroorganismen und neoplastische Zellen aus.'®3172 M1-
Makrophagen wirken tumorsuppressiv, indem sie Immunzellen wie CD8+ T- und NK-
Zellen in das TME rekrutieren, welche wiederum eine Immunreaktion auf neoplastische

Zellen auslosen konnen. ¢!

1.9.5.2 M2-Makrophagen

Der von Tumorzellen produzierte Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktor (M-CSF)
kann eine Polarisation von Makrophagen in Richtung M2 bewirken.!”> M2-Makrophagen
haben entziindungshemmende Funktionen und regulieren den Gewebeumbau, die
Angiogenese und die Wundheilung.!®® Sie entwickeln die  Eigenschaften von
immunsuppressiven und pro-tumoralen Effektoren.!”’!”* Ein weiterer wichtiger Aspekt
ist die Kontrolle von Entziindungsreaktionen durch das Herunterregulieren von M1-
vermittleten Funktionen.!”>!7® Indem sie die Angioneogenese und das Wachstum der
Tumorzellen stimulieren und die anti-tumorale Immunantwort hemmen, werden M2-

Makrophagen mit dem Progress von Tumoren in Verbindung gebracht,!34174177-181

1.9.6 Tumormikroenvironment in Schwannomen

Inzwischen wurden viele neue Erkenntnisse zur Makrophagenpolarisierung im TME
erlangt. Die meisten der bisherigen Informationen zum Tumormikroenvironment und
Tumor-assoziierten Makrophagen beziehen sich auf maligne Tumore. Es gibt jedoch nur
wenige Arbeiten, die das TME bei gutartigen Tumoren wie Schwannomen untersucht

haben.

Eine frilhere Studie zeigte, dass in wachsenden sporadischen VS {iberwiegend
Makrophagen und nicht Schwann-Zellen die Mehrheit der proliferierenden Zellen
ausmachten.!®? Auch wurde eine positive Korrelation zwischen Immunzellen und dem
Wachstumsindex bei VS beschrieben. Schnell wachsende Tumore scheinen eine héhere
Anzahl an M2-Makrophagen aufzuweisen.'**!% Die Vermutung liegt also nahe, dass bei
Schwannomen ebenso wie bei anderen malignen Tumore zum Tumorwachstum nicht

allein die Proliferation von Schwann-Zellen, sondern auch die Tumor-Mikroumgebung
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von Bedeutung ist, insbesondere scheinen Makrophagen hierbei eine wichtige Rolle zu
spielen. Sie scheinen auch bei Schwannomen Einfluss auf die Proliferation und die
Vaskularisation zu nehmen. Um herauszufinden, ob diese Prozesse lokalititsabhéngig
variieren, wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression von Makrophagen- und

Lymphozytenmarkern in Schwannomen verschiedener Lokalisationen untersucht.

1.9.6.1 Immunhistochemie
Zur Darstellung von Ereignissen im TME gibt es verschiedene Methoden.
Immunhistochemie, Immunfluoreszenz, In-situ-Hybridisierung, Flow-Zytometrie,

Massenspektrometrie und Next-Generation-Sequencing. '8

In dieser Arbeit wurde sich fiir die Immunhistochemie entschieden, da sie eine einfache
und kostenglinstige Moglichkeit darstellt, Einblicke in die ablaufenden Prozesse im TME
zu erhalten. Es konnen mit der Methode des Tissue Microarrays (siche Kapitel 2.3)
mehrere hundert Tumorproben gleichzeitig auf die Expression von verschiedenen

Oberflachenmarkern und Proteinen untersucht werden.

1.10 Auswahl der Antikorper

1.10.1 CD3 und CD8

CD3 und CDS8 sind beides Oberflichenmarker, die auf verschiedenen Populationen von
T-Lymphozyten exprimiert werden.'®*!85 Nach Aktivierung iiber MHC-Molekiile
(Peptide, die sich auf der Oberfldche einer antigenprasentierenden Zelle befinden) werden
naive T-Zellen zur Vermehrung und Differenzierung angeregt. Die beiden Hauptklassen
von T-Zellen sind CD4- und CD8-Zellen. CD3 ist ein wesentlicher Bestandteil des T-
Zell-Rezeptor-Komplex, der auf reifen T-Lymphozyten exprimiert wird, unabhéngig von
ihrer Einteilung in CD4- oder CD8-Zellen.!®* CD8 hingegen ist als Ko-Rezeptor auf
zytotoxischen T-Zellen exprimiert, die an der direkten Abtotung von infizierten oder
entarteten Zellen beteiligt sind.'®> Wihrend CD3 also einen allgemeinen Marker fiir T-
Zellen darstellt, ist CD8 ein Marker fiir eine Subpopulation. Da zytotoxische T-Zellen zu

der Untergruppe der T-Zellen gehoren, die gegen Tumorzellen agieren konnen, sind diese
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ein aussagekriftigerer Biomarker als CD3-Zellen.'®¢ Auf die Funktionen von CDS8-Zellen

wurde bereits in Kapitel 1.9.2 eingegangen.

In einigen Arbeiten konnte eine positive Korrelation von hoher Infiltration von CD3- und
CDS8-positiven Lymphozyten mit dem Outcome (Gesamtiiberleben als auch disease-free-

16L186-191 Beji Studien mit verschiedenen Malignomen

survival) festgestellt werden.
(beispielsweise Nasopharynxkarzinom, Plattenepithelkarzinom von Kopf/ Hals,
Kolonkarzinom) werden CD3-positive Tumor-infiltrierende Lymphozyten (CD3-TIL)
als prognostischer Marker fiir das Langzeitiiberleben verwendet. Einige Arbeiten
beschreiben eine anziehende Wirkung von Ml1-polarisierten Makrophagen auf CD8-
Lymphozyten in manchen Bronchialkarzinom-Arten!®? als auch im hepatozelluliren
Karzinom (HCC).!”? Bei anderen Arbeiten (Magen-, Kopf-, Hals-Karzinomen) wiederum
ist eine hohe Anzahl an TIL mit einem schlechten Uberleben assoziiert.!**!%° Jedes Organ
zeichnet sich durch einzigartige Immuneigenschaften aus, und ebenso ist es
wahrscheinlich, dass jede Tumorentitit einzigartige Infiltrate von Immunzellen besitzt.
Da also CD3- und CD8-positive Lymphozyten oft Tumor-infiltrierend sind und auch eine

Bedeutung fiir das Outcome fiir die betroffenen Patient*innen haben, wurde sich in dieser

Arbeit fur diese beiden Biomarker entschieden.

1.10.2 CD68, CD163

Fiir die Marker von Makrophagen wurde sich fiir CD68 und CD163 entschieden. CD68
wird auf Zellen mit monozytéren Ursprung als auch auf Epithelgewebe und Fibroblasten
exprimiert. Der CD68-Antikrper PGM-1 ist ein etablierter generischer
Makrophagenmarker.'”® CD163, ein Mitglied der cysteinreichen Familie der Scavenger-
Rezeptoren, ist an entziindungshemmenden Funktionen beteiligt und wird vorwiegend
auf Neoplasmen monozytirer/ histiozytirer Herkunft oder MZ2-Makrophagen
exprimiert.'”’ Es besteht die Vermutung, dass CD68 generell Makrophagen markiert und
nicht zwischen M1- und M2-Makrophagen entscheidet. CD163 scheint vergleichsweise
spezifischer fiir M2-Makrophagen zu sein.!”® In vorausgehenden Arbeiten konnte
zwischen der Expression beider Marker und einem geringeren Gesamtiiberleben bei
Malignomen unterschiedlichster Genese ein deutlicher Zusammenhang festgestellt

werden.!?22 Auch kann eine Auswirkung auf Dysplasien und ihren Hang zur malignen
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Entartung festgestellt werden: Die Immunopositivitit von CD163-Zellen korrelierte
hoéher mit einer malignen Entartung als auch mit dem Ausmal3 der Metastasierung als die
Anzahl der CD68-Zellen.?”® Ein hohes Aufkommen an CD68-Zellen ist bei vielen
verschiedenen Malignomarten in vitro sowohl mit hohen Zahlen an Immunzellen als auch

mit einer erhohten Tumorimmunitat assoziert.2%

Auch in Schwann-Zellen ist CD68 nur bei reaktiv verdnderten und neoplastischen Zellen
nachzuweisen (wie beispielsweise bei Waller’scher Degeneration, traumatischen
Neuromen, Neurofibromen) wéhrend gesunde Schwann-Zellen keine Expression
zeigen.’>2% Auch wenn die hier vorliegenden Tumore benigner Dignitit sind, kann die
Dichte an CD68- oder CD163-Makrophagen Aufschluss auf die Entziindungsaktivitét
geben.

1.10.3 MIB-1

MIB-1 steht fiir ,,Monoclonal Antibody, Immunglobulin B-1 und ist ein Antikorper, der
hiufig in der Pathologie Anwendung findet. Er dient zur Erkennung des Ki-67-Proteins.
Ki-67 ist ein Proliferationsmarker, der sich in allen sich teilenden Zellen befindet. Er wird
in den Kernen von Zellen in den Phasen G1, S und G2 des Zellteilungszyklus sowie
wihrend der Mitose exprimiert. Bei Zellen in der GO-Phase wird er nicht exprimiert.?"’
Ein Ki-67-Antikorper konnte zwar an frischem Material verwendet werden, eine
Fixierung in Formaldehyd oder Alkohol iiberstand er allerdings nicht.?®’ MIB-1
wiederum, ein 1992 spezifisch fiir dieses Problem entwickelter Antikorper, libersteht die
Fixierung und findet somit Anwendung in der Pathologie.?”® MIB-1 ist ein zuverléssiges

Instrument fiir die Bewertung des Wachstumsanteils normaler und neoplastischer

menschlicher Zellpopulationen.?"’

MIB1 wird als Proliferationsmarker genutzt, besitzt jedoch bei benignen Tumoren wie
Schwannomen keine prognostische Aussagekraft. Bei manchen malignen Tumoren kann
ein hoher MIB1-Index ebenso mit einer schlechteren Prognose assoziiert werden.?-*10
Bei den normalerweise langsam wachsenden Schwannomen existiert kein
Schwellenwert, ab dem MIBI als prognostisch relevant gilt. Andere Faktoren wie das

Tumormikroenvironment scheinen einen deutlich groBeren Einfluss auf das klinische

Verhalten von Schwannomen zu haben.
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1.10.4 COx2

Neben Makrophagen und Lymphozyten spielen auch andere Signalmolekiile eine Rolle
bei der Tumorgenese. Cyclooxygenasen katalysieren die Produktion von
Prostaglandinen, welche fiir Entstehung und Aufrechterhaltung von Entziindungen

entscheidend sind.

COX2, eine induzierbare Form der Cyclooxygenase, wandelt Arachidonsdure in
Prostaglandin G2 und schlieBlich in Prostaglandin H2 um. Anschliefend kann
Prostaglandin H2 in verschiedene weitere Prostaglandine umgewandelt werden, welche

! und unterschiedliche Signalwege ausldsen

liber unterschiedliche Rezeptoren wirken?!
konnen. COX2 wird durch Wachstumsfaktoren und verschiedene Zytokine wie IL-6 und

TNFa reguliert und ist bei Entziindungen vermehrt exprimiert.?!?

In diversen Tumorerkrankungen wie dem kolorektalen Karzinom, Mammakarzinom
sowie Lungen- und Pankreaskarzinom wurde eine Uberexpression von COX2
nachgewiesen, welche auch mit einem ungiinstigen Krankheitsverlauf assoziiert war.?!>
216 Verschiedene Daten legen nahe, dass COX2 die Proliferation mutierter Zellen
fordert,?!® Einfluss auf die Apoptose nimmt,?!’?' die Metastasierung fordert’?° und die
Wirksamkeit von Tumortherapien beeintriichtigt.?! Auch die von COX2 produzierten
Prostaglandine haben eine tumorférdernde Wirkung, beispielsweise durch die Erh6hung

der Proliferation von Tumorzellen.*??

COX2 kann medikamentds durch nicht-steroidale Anti-Rheumatika (NSAR) gehemmt
werden.?”»*?* Thre hiufigsten Vertreter sind Acetylsalicylsiure (ASS), Ibuprofen,
Diclofenac, Naproxen und Indomethacin, welche nicht-selektiv die COX hemmen.
Ibuprofen, Diclofenac, Naproxen und Indomethacin fiihren zu einer reversiblen

1.2 Nebenwirkungen

kompetitiven Hemmung. ASS hemmt jedoch die COX irreversibe
von COX-Hemmern sind unter anderem gastrointestinale Blutungen.?** Selektive COX2-
Hemmer, sogenannte Coxibe, weisen eine hohe Spezifitit flir COX2 auf und hemmen
dieses im aktiven Zentrum. Allerdings wurden Coxibe mit einem erhohten Risiko fiir
Herzinsuffizienz assoziiert.??® Dementsprechend wird sich in der Forschung meistens auf
unselektive COX-Hemmer fokussiert. NSAR und selektive COX2-Inhibitoren kénnen

die Proliferation verschiedener Tumorzelltypen hemmen.?"® In verschiedenen malignen
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Tumorentitdten konnte eine Proliferationshemmung durch eine COX-Inhibition erreicht

werden.??7-230

1.10.4.1 Aktuelle Erkenntnisse bezogen auf Schwannome

Bisher beziehen sich wissenschaftliche Untersuchungen zur Wirkung der COX-Inhibition
ausschlieBlich auf VS. Auch hier sind widerspriichliche Ergebnisse zu finden. In-vitro
konnten Dilwali et al. eine hemmende Wirkung von ASS auf die Expression von COX2

31 In einem retrospektivem Studienmodell

und die Proliferationsneigung zeigen.
beschrieben Kandathil et al. eine negative Korrelation zwischen der Einnahme von ASS
und dem Tumorwachstum bei sporadischen vestibuliren Schwannomen.?*? Diesem
Ergebnis widersprachen Behling et al. 2019. Es konnte kein signifikanter Unterschied der
COX2-Expression in VS bei regelmiBiger Einnahme von COX-Inhibitoren gefunden

3

werden.? Immunhistochemisch ~ wurde jedoch  mehrfach eine  erhohte

Proliferationsneigung in Assoziation mit einer erhdhten COX2-Expression gefunden.?**

235

1.10.4.2 Klinische Anwendung von COX2-Inhibitoren in der Onkologie

Die nachweisliche COX2-Uberexpression in einigen Tumorarten und die beschriebenen
Korrelationen mit schlechteren klinischen Verldufen machen die Anwendung von COX-
Inhibitoren in der Onkologie aussichtsreich. COX-2-Inhibitoren sind im Vergleich zu den
bisher etablietern Therapien relativ kostengiinstig und haben vergleichsweise
tiberschaubare Nebenwirkungen. Bisher werden COX-Hemmer in verschiedenen Phase-
1I-Studien zusitzlich zu Chemo- und Strahlentherapien als auch zur Tumorpravention
eingesetzt.>*2*% Empfehlungen zu einer generellen Privention sind aktuell noch nicht

absehbar.

Fiir VS wurde 2018 vom Kongress der neurologischen Chirurgen die Einnahme von ASS
bei ,,Wait-and-scan‘“-Patient*innen mit VS empfohlen, um eine Tumorproliferation zu
verhindern.”*’ Eine nach dieser Empfehlung verdffentlichte Metaanalyse zeigte keinen
Unterschied im Tumorwachstum zwischen Patient*innen, die ASS einnahmen, und

Patien*innen, die kein ASS einnahmen. Die untersuchten Studien wiesen eine hohe
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Heterogenitit in Bezug auf die Behandlungsschemata und die Quantifizierung der
Ergebnisse auf. Das ist unter Anderem auf das retrospektive Design der Sudien
zuriickzufiihren.?*® Aktuell ist eine prospektive, randomisierte, doppelblinde Phase-II-
Langsschnittstudie zur Wirkung von ASS auf das Tumorwachstum bei Patient*innen mit
VS (NCT03079999) im Gange. Es bleibt zu hoffen, dass diese Studie mehr Aufschluss
tiber das Potenzial von ASS als wirksame, nicht-invasive Behandlungsoption fiir

sporadische VS geben wird.

1.11 Zusammenfassung und Ziel dieser Arbeit

Es bleibt bislang unklar, weshalb ausgerechnet der vergleichsweise kaliberschwache N.
vestibularis so hdufig als Ursprungsort betroffen ist. Neben genetischen und
umweltbedingten Faktoren riickt dabei das Tumormikromileu zunehmend als moglicher
Einfluss in den Fokus. Ziel dieser Arbeit ist es, das Mikromilieu von
Vestibularisschwannomen und Schwannomen anderer Lokalisationen
immhuhistochemisch zu charakterisieren systematisch miteinander zu vergleichen. Es
sollen potenzielle Mechanismen identifiziert werden, die zur Lokalisation von
Schwannomen beitragen. Daraus konnen in der Zukunft dann weitere Ansatzpunkte fiir

prognostische Klassifikationen oder therapeutische Zielstrukturen abgeleitet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Patient*innenkohorte

2.1.1 Kohorte der Nicht-Vestibularisschwannome

Fiir die vorliegende Arbeit wurde Schwannomgewebe verwendet, welches in der Klinik
fiir Neurochirurgie der Universititsklinik Tiibingen im Rahmen der neurochirurgischen
Resektion entnommen wurde. Die Zeitspanne erstreckte sich vom 01.10.2003 bis zum
18.10.2020. Im Anschluss an die Resektion erfolgte in der Abteilung fiir Neuropathologie
der Universitatsklinik Tibingen die histopathologische Aufarbeitung sowie die
Einbettung des Gewebes in Parrafinblocke. Parallel dazu wurden Schnitte mit
Héamatoxylin-Eosin-Fiarbung von den jeweiligen Tumoren angefertigt. Ein/e Fachirzt*in
fiir Neuropathologie stellte fiir die entnommenen Tumore gemil den aktuellen WHO-
Kriterien die Diagnose des Schwannoms. Das entnommene Gewebe wurde asserviert.
Nach genehmigten Ethikantrag im Rahmen des Projektes 336/ 2017BO2 (Amendment 3,
Antragssteller PD Dr. med. Felix Behling) am 02.09.2020 konnte dieses Tumorgewebe

fiir die vorliegende Arbeit herangezogen werden.

Um einen Uberblick iiber die resezierten Schwannome der Neurochirurgie zu erhalten,
wurde zu Beginn der Arbeit die Datenbank des Instituts fiir Neuropathologie der
Universitétsklinik Tiibingen nach Fillen mit der Diagnose ,,Schwannom* durchsucht. Die
resezierten Schwannome wurden als Fille in einer Tabelle aufgelistet (n= 2350).
Schnellschnitte als auch endgiiltigen Préparate von Oktober 2003 bis Oktober 2020
wurden als einzelne Fille inkludiert. AnschlieBend wurden alle VS-Félle (n= 1523)
exkludiert. Miteinbezogen wurden spinale Schwannome, Schwannome anderer
Hirnnerven als dem achten, Schwannome der Extremitéten, des Rumpfes und des Kopf/
Hals- Bereiches. Es wurden sieben unterschiedliche Gruppen angelegt, eingeteilt in HN
(Hirnnerven aufler NV), SN (Spinalnerven), PN (weitere periphere Nerven, nicht NV,
nicht HN, nicht SN). PN wurden weiter unterteilt in PN der oberen Extremitét (PN1), PN
der unteren Extremitdt (PN2), PN des Rumpfes (PN3) und PN von Kopf und/ oder Hals
(PN4) (n= 827).
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Die Informationen hierzu wurden entweder iiber das neuropathologische
Erfassungssystem  ,,Beauskunftung® (Version 1.22.26.23095, Nexus AG,
Donaueschingen, Deutschland) oder anhand der elektronischen Patient*innenakte im
Programm ISH (Oracle Cerner, SAP, MO, USA) der Universitdtsklinik Tiibingen
bezogen. Uber die beiden Programme wurde ebenfalls iiberpriift, ob von den betroffenen
Patient*innen eine Einwilligungserkldrung zur wissenschaftlichen Verwendung von Blut
und (Rest-) Gewebe vorlag. Lag diese nicht vor, wurde der Verwendung widersprochen,
fehlte die Unterschrift auf dem Einwilligungsdokument oder war das Dokument in
keinem der beiden Programme auffindbar, wurden diese Félle exkludiert (n= 66).
Aufgrund fehlender Verfiigbarkeit oder unzureichendem Restgewebe wurden die
entsprechenden Fille ebenfalls exkludiert (n= 112). Félle, zu denen wichtige Angaben
wie die Histopathologie oder die Tumorlokalisation fehlten, wurden ebenfalls

ausgeschlossen (n= 116).

Nach Exklusion der oben genannten Félle standen 761 Fiélle fiir die weitere Analyse zur
Verfligung. Nach weiterer Verarbeitung des Tumorgewebes, wie dem Stanzen des
Schwannomgewebes fiir die Erstellung der TMAs, das Erstellen von Gewebeschnitten
oder der immunhistochemischen sowie der HE-Féarbung dieser Schnitte, wurden weitere
Fille exkludiert. Beispielsweise konnten Tumorstanzen, in welchen iiberwiegend
Bindegewebe, Einblutungen oder Nekrosen anstelle von Tumorzellen zu finden waren,
nicht weiter verwendet werden. Stanzen, die weniger als 30 % der mdglichen
Gewebemenge enthielten oder nur unzureichend angefdrbt wurden, mussten ebenfalls
exkludiert werden. Es verblieben insgesamt 532 auswertbare Tumorstanzen. Nach
Anfarbung mussten weitere 4 Fille exkludiert werden, da ihre Zuordnung zum
Ursprungsnerv nicht vollends nachvollziehbar war. Es wurden letztendlich 528 Fille
ausgewertet. Abbildung 2 zeigt eine Ubersicht, anhand welcher die Zusammenstellung

des Patient*innenkollektivs dargestellt wurde.

2.1.2 Kohorte der Vestibularisschwannome
Die gesammelten Daten wurden mit Daten aus einer vorausgegangenen Arbeit erginzt.
Hier wurden explizit Schwannome des achten Hirnnerven untersucht. Patient*innen, die

in der Neurochirurgie Tiibingen zwischen Januar 2004 und April 2019 wegen eines
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vestibuldren Schwannoms chirurgisch behandelt wurden, wurden ausgewertet. Die
Kohorte wurde fiir die Dissertation von Elisa-Maria Suhm und Vanessa Ries, welche
gerade ebenfalls verfasst werden, sowie den daraus resultierten Veroffentlichungen von
Behling et al. verwendet.?**»?3%24! Hier wurde ebenfalls Restgewebe von VS verwendet.
Die Resektion, Beurteilung und Diagnosestellung erfolgte wie bei Nicht-V'S ebenfalls in
der Abteilung fiir Neuropathologie der Universititsklinik Tiibingen. Es lag bereits ein
Votum der Ethikkommission des Universitdtsklinikums Tiibingen vor (Projektnummer:
336/ 2017B0O2). Auch hier wurden in der Datenbank des Instituts fiir Neuropathologie
der Universitétsklinik Tiibingen alle Fille mit der Diagnose ,,Vestibularisschwannom*
detektiert und in einer Tabelle aufgelistet (n= 1381). Lag die Einwilligungserklarung zur
Verwendung von Restgewebe nicht vor, wurden auch diese Fille exkludiert (n= 70).
Aufgrund von fehlender Verfiigbarkeit einiger Tumorproben konnten diese Fille
ebenfalls nicht inkludiert werden (n= 21). Fille, die unzureichende klinische Daten
aufwiesen, wie etwa eine ungenaue Zuordnung zum Ursprungsnerv, wurden ebenfalls
exkludiert (n= 11). Nach Exklusion der ungeeigneten Gewebeproben verblieben 1279
Félle fiir die weiterfilhrende Analyse.

Die immunhistochemische Aufarbeitung der Gewebeproben erfolgte bereits im Voraus
zwichen den Jahren 2019 — 2020. Die Methoden entsprachen den in Kapitel 2.3 - 2.8
genannten. Die Immunopositivitit wurde von einer anderen Person erhoben,
dokumentiert und fiir die vorliegende Arbeit zur Verfiigung gestellt. Eventuell ergaben
sich in der Zwischenzeit Aktualisierungen der verwendeten Programme. Die restlichen

Methoden waren identisch.
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Resezierte Schwannome

2003 - 2020

(n=2350)

Primér inkludierte Nicht-
Vestibularisschwannome
(n=827)

Exkludierte Fille

Vestibularisschwannome (n= 1523)

Gestanzte Fille
(n=1761)

Exkludierte Falle

Keine Einwilligung (n= 66)
Unvollstidndige klinische Daten (n=116)
Fehlendes oder unzureichendes Gewebe
(n=112)

N

Gefarbte Fille (n=532)

Exkludierte, da nicht auswertbare Félle

CD3 (n=230)
CDS8 (n=230)
CD68 (n=229)
CD163 (n=230)
COX2 (n=229)
MIB1 (n=298)

fAusgewertete Falle

e (D3 (n=527)

e CD8 (n=527)

e CD68 (n=528)
e (D163 (n=527)
e COX2 (n=528)

\ e MIBI (n=459)

Exkludierte Falle wegen ungenauer Zuordnung

Ursprungsnerv (n=4)

/

Abbildung 2: Konsortialdiagramm der in dieser Arbeit in- und exkludierten Flle
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2.2 Klinische Parameter

Die klinischen Daten zu den ausgewihlten Féllen wurden sowohl aus dem
Beauskunftungssystem als auch aus dem ISH-Programm erhoben. Diese umfassten das
Alter bei Probeneingang, das Geschlecht, die gesicherte Diagnose eines Schwannoms und
den Tumorursprung, also die Identifikation des Ursprungsnervens. Ebenso wurden Daten
zu einer prdoperativen Bestrahlung, zum Rezidivstatus, zur Erkrankung an NF2 oder
Schwannomatose erfasst. Die Erkrankung an einer Schwannomatose wurde lediglich bei
der Kohorte der Nicht-VS erfasst. Um einem Tumorsyndrom zugeordnet zu werden,
musste bei den betroffenen Patient*innen eine genetische Untersuchung vorliegen. Lagen
diese Daten nicht im Beauskunftungssystem oder in der elektronischen Patient*innenakte
im Programm ISH vor, wurden die zugehdrigen Fille als ,,nicht erkrankt* klassifiziert.
Plexiforme Schwannome und Hybridnervenscheidentumoren wurden in der deskriptiven
Analyse beriicksichtigt. Fiir die weitere Analyse wurde die Einteilung in die

verschiedenen histologischen Subtypen nicht weiter mit einbezogen.

2.3 Vorbereitung fiir die Anfertigung der Tissue Micro Arrays

Unter Tissue Microarray (TMA) wird die Anordnung vieler Gewebeproben auf einem
einzelnen Paraffinblock verstanden. So konnten Untersuchungen wie Immunhistochemie
oder Fluroreszenz-In-Situ-Hybridisierungen (FISH) zeitsparend an grofen Kollektionen

durchgefiihrt werden.?*?

Dank der gleichzeitigen Einbringung von hunderten
Tumorproben wird hier auch Kosten- und Zeitaufwand geschmilert.>** Ebenso trigt die
TMA-Technik zu einer hoheren Vergleichbarkeit bei, da die Auswertung zahlreicher
Gewebsproben unter identischen Bedingungen erfolgen kann. Zum Herstellen eines
TMA-Blocks werden zunédchst Spenderblocke auf moglichst reprisentatives Gewebe
untersucht. Fiir die mikroskopische Beurteilung der Gewebeproben wurden die
Paraffinblocke mit den Tumorproben und die dazu gehorigen Schnitte mit Himatoxylin-
Eosin-Farbung (HE) aus dem Archiv des Instituts fiir Neuropathologie herausgesucht.
Die HE-Féarbungen wurden unter dem Mikroskop (Olympus VANOX AHBT3, Tokio,
Japan) von einer/ m Fachirzt*in fiir Neuropathologie histopathologisch analysiert, um
Bereiche mit einer moglichst hohen Dichte an Tumorzellen zu identifizieren. Auf dem

Deckglas des HE-Schnitts wurden die reprisentativsten Tumorareale farblich markiert.

Flachenschnitte ohne reprisentatives Gewebe wurden mit einem ,, X markiert. Anhand
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der Markierungen auf dem HE-Schnitt wurde der entsprechende Bereich im Paraffinblock
lokalisiert, um sicherzustellen, dass die Stanzbiopsie fiir die TMA-Erstellung aus einem
geeigneten Tumorareal entnommen wurde. Passte der urspriingliche HE-Schnitt nicht
mehr mit dem zugehdrigen Paraffinblock iiberein, weil in der Vergangenheit mehrfache
Schnitt-Entnahmen erfolgt sind, wurde ein neuer HE-Schnitt angefertigt. Dies geschah,
um sicherzustellen, dass die Markierung fiir die Biopsieentnahme an der richtigen Stelle

erfolgen konnte.?**

2.4 Erstellen der Tissue Micro Arrays

Fir die TMAs wurde mithilfe eines Prézisionsstanzgerits, dem Manual Tissue
Microarrayer (Model MTA-1 der Firma Beecher Instruments, Sun Prairie, W1, USA) aus
einem leeren Paraffinblock, dem sogenannten Empfingerblock, Stanzzylinder
entnommen, die im Anschluss mit den gestanzten Gewebezylindern der Spenderblocke
gefiillt wurden.”** Die Anordnung der Gewebsstanzen geschah wie folgt: Die
Stanzbiopsien aus dem Spenderblock wurden in acht Spalten und sechs Reihen
angeordnet. In Reihe drei bis sechs wurden die letzten Slots (jeweils in Spalte acht)
freigelassen. So gelang die Orientierung beziiglich der Positionierung des Blocks. In einer
neunten Spalte, in dritter Reihe, wurde eine Kontrollstanze von menschlichem Darm
angebracht. Hier war davon auszugehen, dass Makrophagen sowie andere
Entziindungszellen vorhanden waren. Die Kontrollstanze diente als Positivkontrolle fiir
die immunhistochemische Farbung. Ein zu enges Aufbringen der Stanzzylinder auf dem
Empfingerblock barg die Gefahr von Rissen im Empfangerblock beim Schneiden und
Anféarben der TMAs.

Die Empfingerblocke (Spezialparaffin fiir Histologie, SAV Liquid Production,
Flintsbach am Inn, Deutschland; Einbettkasetten, KABE Labortechnik GmbH, Wiehl-
Bomig, Deutschland) wurden in den Manual Tissue Microarrayer eingespannt. Nach
exakter Positionierung konnte anhand eines digitalen Mikrometers die richtige Position
fiir die erste Stanzbiopsie eingestellt werden. Hier wurde sich fiir einen Mindestabstand
von 3 mm zu den Rindern als auch zu den einzelnen Gewegsstanzen entschieden, sodass
ein Brechen des Empfingerblocks beim Schneiden verhindert werden konnte. Nach

Einstellung der passenden Position wurde mit der Empfingerstanze eine Paraffinzylinder
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von 1 mm Durchmesser entnommen. Dieser wurde verworfen. Anhand der Donor-Stanze
wurde aus dem Spenderblock eine 1,1 mm breite Stanze entnommen und anhand eines
Stempels in die zuvor vorbereitete Offnung des Empfingerblocks eingefiihrt. Wurde der
Spenderblock schon hiufiger fiir Flachenschnitte verwendet, war dieser oft etwas
schmaler als der Empfénger-Paraffinblock. In diesem Fall wurden benachbarte Stanzen
aus den oben genannten repriasentativen Arealen angefertigt, die dann {ibereinander in
den Empfingerblock platziert wurden. Uberstehende Gewebereste wurden vorsichtig mit
einem Skalpell entfernt. Nach dem Anfertigen der TMAs ergab sich eine Aufteilung mit
44 Stanzen pro Block. Es wurden 13 TMAs erstellt. Abbildung 3 zeigt einen solchen
TMA-Block.

emsmmmEE mmEmEn “

Abbildung 3: Darstellung eines TMA

Bestanden zu einer Eingangsnummer mehrere Gewebe, wurden diese, konform zur
Dokumentation im neuropathologischen Erfassungssystem mit romischen Ziffern
bezeichnet und als einzelne Fille behandelt. Dies war der Fall, wenn wihrend einer

Resektion mehrere Schwannome unterschiedlicher Lokalisationen entnommen wurden.

Alle TMAs wurden in aufsteigender Reihenfolge mit einem wasser- und
hitzebestindigem Stift mit TMA-2021-(Nummer des TMAs)-JLZ beschriftet. Die
Empfangerblocke wurden fortlaufend nummeriert, bevor diese mit den Gewebestanzen
versehen wurden. Fiir die Orientierung wurde wéhrend der Anfertigung der TMAs eine

Matrix in Excel (Microsoft Office 365) angefertigt, siehe hierzu Tabelle 4.

TMA-2021-001-JLZ

Tabelle 4. Matrix zur genauen Zuordnung der Gewebsstanzen

1 2 3 4 5 6 7 8 Kontrolle
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Kontrollstanze
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Nach Fertigstellung der TMAs wurden diese einige Minuten lang in einen 38° C warmen
Wairmeschrank gelegt. Hier wurde das Parrafin erweicht, um ein Herausgleiten der
Gewebezylinder zu vermeiden. Nach Anwirmen wurde ein Objekttrager waagrecht auf

den Parrafinblock gepresst, umd die Oberflache der TMAs zu ebnen.

2.5 Mikrotomie

Die fertigen TMAs wurden mit einem Rotationsmikrotom Microm HM 355S (Thermo
Fisher Scientific, Walldorf, Deutschland) mit Mikrotomklingen A35 (Feather, Osaka,
Japan) in 4 pm diinne Gewebeschnitte geschnitten. Die fertigen Schnitt-Praparate wurden
anschlieBend auf Objekttrager aufgebracht. Die Objekttriger wurden im Voraus
vorbereitet und beschriftet. Fiir die HE-Farbungen kamen Superfrost Objekttrager (R.
Langenbrinck GmbH, Emmendingen, Deutschland) zum Einsatz, wéhrend fiir die
immunhistochemischen Farbungen TOM-1190 Objekttrager (TOMO, Matsunami Glass
Ind., Ltd., Osaka, Japan) verwendet wurden. AnschlieBend wurden diese in einem

Wirmeschrank fiir 15 Minuten bei 65°C getrocknet.>*

2.6 Himatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Féarbung) dient seit mehr als einem Jahrhundert als
Standardfarbung fiir die Untersuchung von menschlichem Gewebe. Hidmatoxylin féarbt
basophile Strukturen wie DNA, Zellkerne, raues endoplasmatisches Retikulum und
Ribosomen und in einem intensiven Blau. Im Gegensatz dazu markiert Eosin azidophile
Strukturen wie Zellmembranen, Mitochondrien, Lysosomen, intrazelluldre Proteine,
glattes endoplasmatisches Retikulum und Kollagen in Rosa- und Rotténen.>* Durch
diese Farbung kommen pathologische Veridnderungen besser zur Darstellung, sodass eine
histopathologische Diagnose gestellt werden kann. Zur Uberpriifung der angefertigten
TMAs wurde von allen TMAs eine HE-Farbung angefertigt.
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Die HE-Farbung ldsst sich in mehrere Arbeitsschritte gliedern. Fiir die Entparaffinierung
der Schnitte wurden diese Schnitte dreimal fiir jeweils zehn Minuten in Xylol inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Uberfiihrung in eine absteigende Alkoholreihe. Diese bestand
aus zweimal 100 % Ethanol, gefolgt von 96 % Ethanol und 70 % Ethanol, jeweils fiir

eine Dauer von fiinf Minuten.2**

Die Schnitte wurden anschlieBend mit destilliertem Wasser (Aqua dest.) gesptilt und fiir
90 Sekunden mit Mayers Hamalaun inkubiert. Es erfolgte eine zweimalige Spiilung mit
Aqua dest. und eine zehnminiitige Spiilung unter flieBendem Leitungswasser. Dadurch
wurde der pH-Wert erhoht, was einen Farbumschlag der zundchst rotlich-braunen
Strukturen in ein blauviolettes Erscheinungsbild bewirkte. Es folgte eine erneute Spiilung
mit Aqua dest., danach wurden die Schnitte zur Gegenfarbung fiir 90 Sekunden in einer

0,1 % Erythrosin-Lésung inkubiert.>*

Es folgte das Eintauchen der Schnitte in 70 % vergédlltem Ethanol und anschlieend das
kurze Einlegen in 96 % und zweimal in 100 % vergélltem Ethanol. Im nichsten Schritt
wurden die Schnitte dreimal kurz in Xylol behandelt, um sie durch dieses organische
Losungsmittel zu kldren. Zum Abschluss erhielten die Préparate das Einschlussmittel
HICO-MIC und wurden mit einem Deckglas abgedeckt.’** Eine Ubersicht der in der HE-

Farbung verwendeten Reagenzien findet sich in Tabelle 5.
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Tabelle 5: verwendete Reagenzien zur HE-Firbung. Fiir das Design der Tabelle und den verwendeten Materialien
wurde sich an der bereits veroffentlichten Dissertation von Christina Fodi: Expression von Somatostatinrezeptoren in
Meningeomen, 2023, Eberhard-Karls-Universitit zu Tiibingen, orientiert. Die verwendeten Reagenzien sind die
gleichen, die auch in dieser Arbeit Verwendung fanden. Beide Arbeiten wurden innerhalb weniger Jahre im selben
Institut, dem Department Department fiir Neurochirurgie und Neurotechnologie der Universititsklinik fiir
Neurochirurgie Tiibingen in Zusammenarbeit mit der Abteilung fiir Neuropathologie der Universitdtsklinik Tiibingen,
durchgefiihrt.

Reagenz Hersteller
Xylol Diagnoal, Miinster, Germany
Ethanol 100 %, 96 %, 70 % AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany

Vergilltes Ethanol 100 %, 96 %, 70 % Alkoholvertrieb Siid GmbH, Horb am
Neckar, Germany

Gebrauchslosung Mayers Himalaun
Héamalaun nach Mayer 500 ml Merck KgaA, Darmstadt, Germany
Aqua dest. 500 ml

Stammldsung Erythrosin
Erythrosin 0,1 % 1 g Merck KgaA, Darmstadt, Germany

Aqua dest. 1000 ml
Gebrauchslésung Erythrosin
Stammldsung Erythrosin 200 ml Merck KgaA, Darmstadt, Germany
Eisessig 0,2 ml

2.7 Immunhistochemie

2.7.1 Indirekte Antikorper-Firbemethode

Die Heat-induced epitope retrieval (HIER) ist eine Technik, die in der Immunhistochemie
verwendet wird, um den Zugang zu Antigenen in Gewebeschnitten zu verbessern. Durch
die Anwendung von Hitze wird die strukturelle Hiirde von in Paraffin eingebettetem
Gewebe iiberwunden, um Antigene fiir die Bindung von Antikorpern zuginglicher zu
machen. Die Fixierung und Paraffineinbettung maskiert oder denaturiert hdufig die
gewiinschten Antigene im Gewebe.?*® Durch die hitzebedingte Verinderung der
Proteinkonformation wird es dem Antigen ermoglicht, wieder fiir chemische Reaktionen,

in diesem Fall die Antikérperbindung, zugénglich zu sein.

Die indirekte Darstellungsmethode der IHC erfolgt mithilfe von mehreren Antikdrpern.
Nach dem HIER mit dem zum Antigen passenden Puffer kommt es zur Inkubation mit
einem Primérantikdrper. Die Primérantikorper, beispielsweise CD3, CD8 und Weitere

sind spezifisch gegen die gewiinschten Antigene im Gewebe gerichtet und bestehen
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zumeist aus Maus-IgG, Maus-IgM und Kaninchen-Priméarantikdrpern. Sie binden mit
ihrem Fab-Fragent (Fragment antigen binding) an das gewiinschte Antigen. Anschlieend
wird eine Komposition an Sekundirantikérpern, welche die Priméarantikdrper iiber deren
Fc-Fragment (Fragment crystallisable) lokalisieren, hinzugefiigt. Die Sekundarantikorper
werden auch HQ-Linker genannt, sie besitzen zahlreiche, nicht-endogene HQ-Haptene
(firmeneigene Haptene). An die Sekundirantikérper binden nun die hinzugefiligten
enzymmarkierten Tertidrantikrper in Form von HRP-Multimeren (Horseradish-
Peroxidase). Durch die Zugabe von Diaminobenzidin (DAB) und Wasserstoffperoxid
(H202) wird das Chromogen DAB oxidiert. Der dabei entstehende braune Niederschlag
ist unter dem Lichtmikroskop sichtbar.?**?*’ Der Prozess wird in Abbildung 4 dargestellt.
Mithilfe einer HE-Gegenfarbung wird die braune Fiarbung besonders hervorgehoben und

erkennbar, 24824

Brauner Niederschlag
H202
-
v Enzymmarkierter

= Tertidrantikorper
\/ = HRP-Multimer

/ Sekundirantikérper

= HQ-Linker
Primir- K
antikGrper / \

Gewlinschtes Antigen
Gewebe

Abbildung 4: Wirkweise der Immunhistochemie. Angelehnt an OptiView DAB IHC Detection Kit von Roche und
Ventana, Download des kostenfieien PDFs iiber die Webseite: https://elabdoc-
prod.roche.com/eLD/web/global/en/products/RTD001078, Zugriff am 16.02.2025.
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2.8 Immunhistochemische Marker

Anlehnend an vorhergehende?*23%24! Projekte wurde sich fiir die Antikdrper-Marker
CD3, CD8, CD68, CD163 und COX2 entschieden. Diese waren bereits in der
Neuropathologie etabliert. Zusdtzlich wurde sich fiir die Farbung von MIB-1 entschieden.

Fiir die immunhistochemische Férbung in der vorliegenden Arbeit wurde der Ventana
BenchMark GX (Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona, USA) sowie das OptiView
DAB IHC Detection Kit (Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona, USA) verwendet.
Die Farbung mit den sechs verwendeten Antikdrper wurde anhand von Féarbeprotokollen
durchgefiihrt.>** Im Ersten Schritt wurden die Schnitte maschinell durch den
Immunostainer durch Erhitzung entparaffiniert, wodurch das Parrafin schmolz. Es folgte
das Auftragen von EZ-Prep bei 76° C. EZ-Prep ist eine Reinigungslosung von Roche®
zur 16sungsmittelfreien Entparaffinierung. Somit wurde das geschmolzene Paraffin aus
dem Gewebe und vom Glas des Obekttrégers entfernt. Ein eneutes Absetzen des Parrafins
wurde durch einen Air-Vortex-Mixer verhindert und das Parrafin mit Spiilung durch
Reaktionspuffer entfernt. Liquid Coverslip (LCS), eine vorgefertigte Barrierefliissigkeit,
wurde als Eindecklosung hinzugegeben. Durch die enthaltenen organischen Olmolekiile
konnte eine Barriere zwischen den wéssrigen Reagenzien und der Luft und somit eine
Reaktionskammer fiir die immunhistochemische Farbung geschaffen werden. Der
OptiView Peroxidase Inhibitor ~wurde hinzugefiigt, um eine mdgliche

Hintergrundfirbung zu minimieren.?*

Die Protokolle sind fiir die jeweiligen Antikdrper in Tabelle 6 vermerkt. Fiir CD3, CDS,
CD68, CD163 und MIB1 wurde als Zellkonditionierungldsung Cell Conditioning 1
(CC1) verwendet. Fiir COX2 wurde CC2 verwendet. In Tabelle 6 sind ebenfalls die

entsprechenden Inkubationszeiten aufgefiihrt.

Tabelle 6. Firbeprotokolle der einzelnen Antikorper, Abkiirzungen: RTU (Ready to use); RT (Raumtemperatur).

AK gegen CD3 CDS8 CD68 CD163 MIB1 COX2
Protokoll-Nr. 435 454 357 994 915 525
Verdiinnung RTU RTU 1:200 1:1000 1:200 1:800
AK-Inkubation 16 min |16 min | 16 min 12 min 20 32
Vorbehandlung CC1 CC1 CC1 CC1 CC1 CC2
Dauer 40min |64 min | 16 min 40 min 40 min | 32 min
Temperatur 37°C 37°C 42° C 37°C 42° C RT
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Die verwendeten Antikdrper sind in Tabelle 7 aufgelistet. Die Primérantikdrper wurden
anhand der vorgegebenen Temperaturen inkubiert. Nach der Inkubation wurde der
OptiView HQ Universal Linker fiir 12 Minuten aufgetragen, gefolgt von einer 12 -
miniitigen Inkubation mit OptiView HRP Multimer. Es erfolgte das Auftragen von
OptiView H202 und OptiView DAB, gefolgt von einer Inkubationszeit von acht
Minuten. AnschlieBend wurde OptiView Copper fiir eine Inkubationszeit von vier
Minuten hinzugegeben. Zur Kontrastbildung der positiv gefarbten Areale erfolgte eine
vierminiitige Gegenfarbung mit Hamatoxylin. Jeder Arbeitsschritt wurde durch eine
Spiilung mit Reaktionspuffer abgeschlossen, um die vorangegangene Reaktion zu
beenden und die Objekttriiger vor der nichsten Firbung zu reinigen.?** Die verwendeten

Reagenzien fiir die immunhistochemische Farbung sind in Tabelle 8 aufgezéhlt.

Tabelle 7: Verwendete Antikorper (A): Tucson, Arizona, USA; (B):Santa Clara, Californien, USA; (C): Hercules,
California, USA; (D): Santa Clara, Californien, USA; (E): Eching, Dtl.

AK gegen CD3 CD8 CD68 CD163 MIB1 COX2

Hersteller Ventana Ventana Agilent BioRad (C) | DAKO (D) Biozol (E)
(A (A) DAKO (B)

Wirt Kaninchen | Kaninchen | Maus Maus Maus Maus

Spezifitiit monoklonal | monoklonal | monoklonal | monoklonal | monoklonal | monoklonal

Isotyp IgG IgG IgG IgG IgG IgG

Antigen Human Human Human Human Human Human

Spezies

Positiv- Tonsille Tonsille Tonsille Tonsille Tonsille -

kontrolle

Tabelle 8: verwendete Reagenzien zur Immunhistochemie

Reagenz Hersteller
Cell Conditioning 1 (Tris-basierter Ventana Medical Systems, Inc.
Pufter) Tucson, Arizona, USA

Cell Conditioning 2 (Citratpuffer)
Reaction Buffer (tris-basierte
Pufferlosung)

EZ-Prep (Reinigungslosung)
Liquid Cover Slip (Eindeckldsung)

Héamatoxylin Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
OptiView DAB IHC Detection Kit, Ventana Medical Systems, Inc.
beinhaltet: Tucson, Arizona, USA

OptiView Peroxidase Inhibitor
OptiView HQ Universal Linker
OptiView HRP Multimer
OptiView H202
OptiView DAB
OptiView Copper
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2.9 Mikrospopische Auswertung

Zur Beurteilung einer gelungenen Fiarbung wurde voerst die Kontrollstanze auf jedem
Schnitt gesichtet. War hieraus ersichtlich, dass einzelne Zellen eine Farbung aufwiesen,
wurde der Rest des Schnittes betrachtet. Hierfiir wurde zuerst die zweifache
Vergroferung verwendet, um sich auf dem Schnitt zu orientieren. Dank des Stanzmusters
konnten die einzelnen Stanzen den Gewebespendern zugeordnet werden. Anschlieend
wurde auf die 20 - fache VergroBerung gewechselt und die Stanzschnitte genau betrachtet.

Verwendet wurden Mikroskope der Firma Olympus Vanox AHBT3, Japan.

2.9.1 CD3/CD8

Zur Erfassung der CD3/ CD8-positiven Zellzahl wurde vorerst die Vollstindigkeit der
Gewebestanze geschitzt. Dies geschah in Zehn-Prozent-Schritten. Die Vollstdndigkeit
der Stanze in Prozent wurde mit der tatsdchlich gezéhlten Anzahl immunopositiver Zellen
dividiert. (beispielsweise: Anzahl der immunopositiven Zellen/ 0,5 bei einem
Gewebezylinder der Vollstindigkeit 50 %). Stanzzylinder, die auf dem Objekttriger
weniger als 30 % Vollstidndigkeit besalen, wurden beiseitegenommen, ihre Tumorblocke
erneut gestanzt und erneut TMAs angefertigt und ausgewertet. Zur Beurteilung des
Rohwerts der positiven Zellkerne wurden diese in 20 - facher VergroBerung manuell

gezéhlt. In Abbildung 5 sind beispielhaft verschiedene Vollstindigkeitsgrade dargestellt.
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Abbildung 5: Beispieldarstellung der Vollstindigkeitsgrade in Zehn-Prozent-Schritten der Gewebsstanzen, hier an der
Férbung CD3. Stanzen unter 30 % Vollstindigkeit wurde nicht gewertet. Alle Bilder in 10-facher Vergrifierung.

Als immunopositiv wurden Zellkerne gezihlt, bei welchen ein perinukledres Farbemuster
erkennbar war. Siehe hierzu Abbildung 6. Zur Unterstlitzung wurde ein manueller
Klickzahler verwendet. Als Artefakt galten Gewebsstanzen, bei denen kein einziger
Zellkern positiv war, ebenso wie Gewebsstanzen, bei denen zwar Farbungen sichtbar
waren, diese bei genauerem Betrachten aber nicht einem Zellkern zuzuordnen oder
eindeutig zytoplasmatisch waren. Nekrotische ebenso wie hidmorrhagische Areale

wurden von der Zahlung ebenfalls ausgeschlossen. Kam es durch den TMA-Schnitt zu
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Uberlagerung innerhalb einer Gewebsstanze, wurden die hier gezihlten Zellkerne

miteingeschlossen, da sie gut vom immunonegativen Gewebe diskriminierbar waren.

Wenig Immunoposi

tivitat | Starke Immunopositivitdt | Positivkontrolle

X vyos R e S L B TERTE

v,

CD3

CD8

Abbildung 6. Darstellung verschiedener Stufen der Immunopositivitit. Alle Bilder in 20-facher Vergrofierung

2.9.2 CD68/CDI163/COX2

Fiir die Ermittlung der positiven Zellzahlen von CD68/ CD163 und der COX2-Farbungen
wurde ein semiquantitativer Score entwickelt. Ein Verteilungswert gab den Anteil der
angefarbten Zellen anhand von Prozentwerten an. Hier wurde fiinfstufig vorgegangen.
Der Anteil der immunopositiven Zellen wurde geschétzt, indem anhand der 20-fachen
Vergroflerung eine ungefdhre immunopositive Flidche identifiziert wurde und diese auf
die Gesamtfldache des Schnitts iibertragen wurde. Bei einer Immunopositivitdt von unter
5 % der Zellen, wurde der Wert null vergeben. Waren unter 25 % der Flidche
immunopositiv, ergab dies den Wert eins, bei einer Positivitdt unter 50 % den Wert zwei,
bei unter 75 % den Wert drei und bei allem tiber 75 % den Wert vier. Die Auflistung ist

in Tabelle 9 zu sehen.
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Tabelle 9: Semiquantitativer Score fiir die Immunopositivitdt

Verteilungs-Score
Positive Zellen Wert
0-<5% 0
5-<25% 1
25-<50% 2
50-<75% 3
75 —100 % 4

Da es sich bei den drei oben genannten Fiarbungen um granuldre, zytoplasmatische
Farbungsmuster handelte, wurden hier als Artefakte gewertet, wenn Férbungen einen
deutlichen perinukledren Aspekt hatten. Nekrotische sowie hdmorrhagische Areale
wurden der Schitzung ebenfalls ausgeschlossen. Oftmals kam es durch den TMA-Schnitt
zu Uberlagerung von Gewebe, welches aus der Schitzung ausgeschlossen wurde. Eine
Multiplikation mit der Vollstindigkeit der Gewebestanze war hier nicht notwendig. Die
Zellzahlen sowie die Score-Einteilungen wurden zeitgleich in einer Tabelle, dhnlich der

TMA-Matrix erfasst. Zur Darstellung der verschiedenen Immunopositivitits-Scores siehe

Abbildung 7.

49



CD68

0(0-<5% 1(5-<25%) 2(25-<50 %) 3(50 - <75 %) Positivkontrolle
; RUDATY 8 A ; NFTRE TR o e ; = R e T \

A RrY
dad

vis

LN X i - “-\i.\
;- / \ ? . y m‘w‘ ' 4

CD163

L Xy
o

o

COX-2

. ey

A ; AT 4 ; A . ...,....ah e
SR S W {R LALE S N 1

50

Abbildung 7: Beispielbilder der einzelnen Scores. Alle Bilder in 20-facher Vergrifierung



2.9.3 MIB-1
MIB-1 ist ein gut etablierter Proliferationsmarker, der sich in allen teilenden und
neoplastischen Zellen befindet.?%® In der Neuropathologie Tiibingen wurde nach Eingang

eines Schwannoms ein Flachenschnitt mit MIB-1-Antikorper angefertigt.

Fir eine maschinelle Auswertung der Proliferationsrate wurde mit dem
Interpretationsprogramm Image J (Version 1.513a, NIH, Bethesda, MD, USA) gearbeitet.
Im Voraus mussten mit dem Kameraprogramm Imagic IMS Client (Version V18Q1 der
Firma Imagic Bildverarbeitung, Glattbrugg, Schweiz) Bilder der MIB-1-Farbungen
gemacht werden. Es wurde mit einer vorbestimmten Standardhelligkeit am Mikroskop
(Stufe 2 von 4) und einer 20 - fachen VergroBerung gearbeitet. Es wurden von besonders
tumortypischen Bereichen nach vorheriger Besprechung mit einem erfahrenen
Neuropathologen Bilder aufgenommen, die anschlieBend in das Interpretationsprogramm
Image J eingepflegt wurden. Das Plugin ImmunoRatio (Version 1.0c, Institute of
Biomedical Technology, University of Tampere, Tampere, Finnland) und das Plugin Bio-
Formats (Release 5.4.1; Open Microscopy Environment, Madison, NJ, USA) wurde fiir
die Errechnung des Proliferationsindex verwendet. Die Programmoption ,,DAB/ nuclear
area® gab den Index in Prozent an. Die Schwelle, ab welcher positiv gefiarbte Zellkerne
erkannt wurden, konnte iiber die Option ,Blue/ Brown treshold herab- oder
heraufgesetzt werden. Blau eingefiarbte Zellkerne waren MIB-1-negativ, braun
eingefarbte Zellkerne standen fiir Positivitdt. Nicht fiir alle primér inkludierten Félle
wurde eine MIB-1-Féarbung gefunden. Als Beispiel fiir jeweils eine niedrige als auch eine

hohe Immunopositivitit siche Abbildung 8.
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DAB / nuclear area: 0.9% DAB / nuclear area: 6.2%

Abbildung 8: Darstellung der maschinellen Auswertung der MIB-1-Firbungen. A: Original-MIB-1-Fdrbung mit hoher
Immunopositivitit. B: Uber ImageJ ausgewerteter Proliferationsindex, gefirbte Zellen wurden hier braun markiert.
C: Original-MIB-1-Firbung mit niedriger Immunopositivitit. D: Uber ImageJ ausgewerteter Proliferationsindex. Der
Jeweilge Proliferationsindex wird angegeben unter ,, DAB/ nuclear area“. Alle Bilder in 20-facher Vergriofierung

Die in dieser Arbeit werwendeten Software-Programme als auch alle Materialien sind

nachfolgend in Tabelle 10 und Tabelle 11 aufgelistet.

Tabelle 10: Angewendete Software

Verwendete Software Hersteller

Beauskunftung, neuropathologisches Nexus AG, Donaueschingen, Deutschland
Erfassungssystem

ISH, elektronische Patient*innenakte Oracle Cerner, SAP, MO, USA

Microsoft Excel (Microsoft Office 365) Microsoft Corporation,
Redmond, Washington, USA

Image J (Version 1.513a) NIH, Bethesda, MD, USA

Imagic IMS Client (Version V18Q1) Imagic Bildverarbeitung, Glattbrugg,
Schweiz

Plugin ImmunoRatio (Version 1.0c,) Institute of Biomedical Technology,
University of Tampere, Tampere,
Finnland
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Plugin Bio-Formats (Release 5.4.1) Open Microscopy Environment, Madison,
NJ, USA

JMP® Statistical Discovery Software, Cary, NC: SAS Institute Inc., USA

(Version 15.1.0)

GIMP® GNU Image Manipulation GIMP Team, Berkeley, Kalifornien, USA

Program, (Version 2.10.34)

Tabelle 11: Angewendete Hardware

Verwendete Hardware Hersteller

Lichtmikroskop Olympus VANOX AHBTS3, Tokio, Japan

Manual Tissue Microarrayer Beecher Instruments, Sun Prairie, WI,
USA

Empfanger-Parrafinblocke SAV Liquid Production, Flintsbach am
Inn, Deutschland

Einbettkasetten KABE Labortechnik GmbH, Wiehl-

Bomig, Deutschland
Rotationsmikrotom Microm HM 355S Thermo Fisher Scientific, Walldorf,

Deutschland

Mikrotomklingen A35 Feather, Osaka, Japan

Superfrost Objekttrager R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen,
Deutschland

TOM-1190 Objekttriager TOMO, Matsunami Glass Ind., Ltd.,

Osaka, Japan

2.10 Statistische Auswertung

Die vorliegende retrospektive Arbeit strebt die Untersuchung moglicher Unterschiede in
der Expression von IHC-Markern an verschiedenen Tumorlokalisationen an. Fiir die
statistische Analyse wurde JMP® Statistical Discovery Software, Version 15.1.0 (Cary,
NC: SAS Institute Inc., 1989, USA) verwendet. ANOVA und multivariate
Regressionsanalyse wurden mit einem Signifikanzniveau von a < 0,05 durchgefiihrt.
Nominalskalierte Daten wie Geschlecht, Tumorursprung, Korperseite, prédoperative
Bestrahlung, Rezidivstatusund Erkrankung an NF2 oder Schwannomatose wurden
anhand eines Mosaikplots mit Chi*-Test auf Zusammenhénge iiberpriift. Ordinalskalierte
Daten wie die Scores der Marker CD68, CD163 und COX2 wurden ebenfalls mittels
Mosaikplot analysiert. Intervall- als auch verhéltnisskalierte Daten wie die CD3/ CD8-
Zellzahl, der MIB1-Proliferationsindex als auch das Patien*innenalter wurden mithilfe

von Skewness und Kurtosis (zwischen - 1 und + 1) auf eine Normalverteilung hin gepriift.
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Bei normalverteilten Daten wie dem Patient*innenalter wurden statistische Tests wie der
T-Test fiir unabhéngige Stichproben angewendet. Fiir nicht normalverteilte Daten kamen
Tests wie der Mann-Whitney-U-Test zur Anwendung. Cut-Offs wurden bei den Markern
CD3, CD8 und MIBI nach dem Median eingefiihrt, um die Verteilung besser beurteilen
zu konnen. Um eine Verfilschung der Werte zu verhindern, wurden in den meisten
Analysen NF2- und Schwannomatose-assoziierte Tumore exkludiert und in spiteren
Kapiteln als eigene Entitdt behandelt. Um die Vergleichbarkeit zu erhohen, wurde bei den
kontinuierlichen Variablen wie CD3, CD8, MIB1 neben ANOVA ein Cut-Off beim
jeweiligen Median eingefiihrt. So konnten die Daten in zwei dichotome Gruppen
eingeteilt werden. Bei kategorischen Variablen wie CD68, CD163, COX2 und MSR1
wurden vier Cut-Offs eingefiihrt. Die Einteilung erfolgte ebenfalls dichotom in den

jeweiligen Score <1 und >1; <2 und >2; <3 und >3 und <4 und >4.

2.11 Erstellen der Grafiken

Die in diesem Ergebnisteil zu sehenden Grafiken wurden mit JMP® Statistical Discovery
Software, Version 15.1.0 (Cary, NC: SAS Institute Inc., 1989, USA) erstellt und mit
GIMP® GNU Image Manipulation Program, Version 2.10.34 (GIMP Team, 1995)

zusammengefiigt.
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3 Ergebnisse

3.1 Alle Schwannome

Insgesamt wurden 1807 Schwannome von 1569 Patient*innen in die Arbeit
aufgenommen, da von 238 Patient*innen mehrfache Schwannome aus verschiedenen
Schwannomextirpationen vorlagen. Darunter 57 NF2-Patient*innen, denen insgesamt
149 Schwannomen entnommen wurden. 40 Schwannome kamen von 12 an

Schwannomatose erkrankten Patient*innen.

Es wurden 1279 (70,8 %) Vestibularisschwannome und 528 (29,2 %) Schwannome
anderer Lokalisationen ausgewertet. Unter diesen konnten 92 (5,1 %) anderen
Hirnnerven, 273 (15,1 %) Spinalnerven, 53 (2,9 %) peripheren Nerven der oberen
Extremitit und 61 (3,4 %) peripheren Nerven der unteren Extremitét zugeordnet werden.
28 Fille (1,6 %) betrafen periphere Nerven des Rumpfes und 20 Fille (1,1 %) periphere
Nerven von Kopfund Hals, siche hierzu auch Abbildung 9:

1500
1279
1000
500
274
92
53 61 o8
0 1 : S—
NV HN SN PN (OE) PN (UE) PN (Rumpf) PN (Kopf,
Hals)
Tumorursprung

Abbildung 9: Tumorursprung aller Schwannome. NV: N. vestibularis, HN: andere Hirnnerven; SN: Spinalnerven;, PN
(OE): Periphere Nerven der oberen Extremitdit; PN (UE): Periphere Nerven der unteren Extremitit; PN (Rumpf):
Periphere Nerven des Rumpfes; PN (Kopf, Hals): Periphere Nerven von Kopfund Hals

Die am héufigsten betroffenen Lokalisationen, von welchen die Schwannome ausgingen,

waren neben N. vestibularis (70,8 %) mit 40 Fillen N. ischiadicus (2,2 %), mit 32 Fallen
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N. trigeminus (1,8 %), mit 27 Féllen war L2 betroffen (1,5 %), mit 26 Féllen C2 (1,4 %),
mit 25 Fillen L1 (1,4 %) und mit 24 Fallen L3 (1,3 %).

Von den 1807 Féllen waren 908 weiblichen (50,2 %) und 899 méinnlichen (49,8 %)
Geschlechts. Das Durchschnittsalter betrug 45,4 Jahre und lag zwischen 7 und 83 Jahren.
Histopathologisch lag in 1791 (99,1 %) der Félle ein Schwannom vor, in 4 (0,2 %) ein
plexiformes Schwannom und in 12 Féllen (0,7 %) ein Hybridnervenscheidentumor. Die
Lokalisation betrug in 892 (50,3 %) Fillen die linke Korperhélfte, in 876 (49,4 %) die
rechte. In 5 (0,3 %) der Félle waren beide Korperhilften betroffen. Einer praoperativen
Bestrahlung wurden 46 (2,6 %) der Schwannome unterzogen, davon gehorten 41 (89,1
%) zu den Vestibularisschwannomen. Ein Rezidiv lag bei 119 (6,6 %) vor, eine
Neurofibromatose bei 290 (16,1 %) vor. Eine Schwannomatose war es bei 63 (3,5 %)

Fallen anzutreffen, alle Daten zu Schwannomatose stammten von Nicht-VS.

3.2 Sporadische Schwannome

Um die Eigenschaften von Vestibularisschwannomen gegen Schwannome anderer
Lokalisationen besser vergleichen zu konnen, wurden im Folgenden NF2- und
Schwannomatose-assoziierte Schwannome exkludiert. Den beiden Tumorsyndromen

wird ein gesondertes Kapitel gewidmet, siehe hierzu 3.3.

Es wurden 1142 (78,5 %) VS und 312 (21,5 %) Nicht-VS ausgewertet. Unter diesen
waren 69 (4,7 %) Hirnnerven, die nicht dem achten Hirnnerv entsprachen, 188 (12,9 %)
Spinalnerven, 19 (1,3 %) periphere Nerven der oberen Extremitét, 29 (2,0 %) der unteren
Extremitdt. 5 Schwannome (0,3 %) waren dem Rumpf und 2 Schwannome (0,1 %)

weiteren peripheren Nerven im Kopf/ Halsbereich zuzuordnen, siehe hierzu Abbildung

10:
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Abbildung 10: Tumorursprung der sporadischen Schwannome. Abkiirzungen: NV: N. vestibularis, HN: andere
Hirnnerven; SN: Spinalnerven; PN (OE): Periphere Nerven der oberen Extremitdt; PN (UE): Periphere Nerven der
unteren Extremitdt; PN (Rumpf): Periphere Nerven des Rumpfes; PN (Kopf, Hals): Periphere Nerven von Kopf und
Hals

Die héufigsten Lokalisationen waren neben N. vestibularis (78,5 %) mit 23 Fillen N.
trigeminus (1,6 %), mit 21 Fallen N. ischiadicus (1,4 %). In 19 Féllen war C2 betroffen
(1,3 %), in 18 L2 (1,2 %). 15 Félle bezogen sich auf L1 (1,0 %), ebenso 15 auf L3 (1,0
%). In 14 Féllen war L4 betroffen (1,0 %), in 13 N. facialis (0,9 %), in 12 Fallen L5 (0,8
%). 10 Félle betrafen jeweils Th11 und Th12 (je 0,7 %).

Von den 1454 Fillen waren 728 weiblichen (50,1 %) und 726 méinnlichen (49,9 %)
Geschlechts. Das Durchschnittsalter betrug 48,7 Jahre und lag zwischen 7 und 83 Jahren.
Histopathologisch lag in 1450 (99,7 %) der Fille ein Schwannom vor, in 1 (0,1 %) ein
Plexiformes Schwannom und in 3 Fillen (0,2 %) ein Hybridnervenscheidentumor. Die
Lokalisation betrug in 721 (50,2 %) Fallen die linke Korperhélfte, in 711 (49,5 %) die
rechte. In 4 (0,3 %) der Fille waren beide Korperhélften betroffen. Einer praoperativen
Bestrahlung wurden 38 (2,6 %) der Schwannome unterzogen. Ein Rezidiv lag bei 70 (4,8

%) Fillen vor.

3.2.1 Signifikante Korrelationen von klinischen Charakteristika

3.2.1.1 Geschlecht
Der Anteil von Frauen an Nicht-VS war in dieser Analyse signifikant niedriger (43,3 %)

als der Anteil an Ménnern (56,7 %) (p=0,0067). Das Geschlecht der Betroffenen
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korrelierte ebenso mit dem Tumorursprung, eingeteilt in vier Gruppen (p=0,0002). Siche
hierzu Tabelle 12. Wihrend mehr weibliche Patientinnen unter einem VS oder einem
Schwannom anderer Hirnnerven litten, waren deutlich mehr Maénner von
Spinalschwannomen betroffen. Auch Schwannome peripherer Nerven waren hdufiger bei

Minnern zu finden.

Tabelle 12: Darstellung des Zusammenhangs von Geschlecht und Tumorlokalisation. Abkiirzungen: Abkiirzungen: NV
(N. vestibularis); HN (Hirnnerven, nicht N. vestibularis); SN (Spinalnerven); PN (Periphere Nerven, nicht Hirnnerven,
nicht Spinalnerven). p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind signifikant.

Geschlecht
Gesamt weiblich méinnlich P-Wert (Chi?)

Lokalisation

NV 1142 593 (51,9 %) 549 (48,1 %) 0,0067*

HN+SN+PN 312 135 (43,3 %) 177 (56,7 %)
Lokalisation

NV 1142 593 (51,9 %) 549 (48,1 %) 0,0002*

HN 69 41 (59,4 %) 28 (40,6 %)

SN 188 67 (35,6 %) 121 (64,4 %)

PN 55 27 (49,1 %) 28 (50,9 %)

In Bezug auf die praoperative Bestrahlung ergab die Analyse, dass weibliche Betroffene
hiufiger bestrahlt wurden als ménnliche (p=0,0010). Von allen bestrahlten Schwannomen
waren 76,3 % Frauen und 23,7 % Ménner. Keine signifikanten Zusammenhinge ergaben
sich bei der Betrachtung des Patient*innenalters, der betroffenen Korperhilfte oder dem

Rezidivzustand.

3.2.1.2 Alter

Es ergaben sich lediglich signifikante Zusammenhédnge bei der Betrachtung der
Tumorlokalisation. Im Vergleich VS und Nicht-VS ergab sich kein signifikanter
Zusammenhang, jedoch wurde dieser beim detaillierteren Betrachten einzelner
Tumorurspriinge signifikant (p<0,0001). Die Mittelwerte als auch p-Werte sind in Tabelle
13 vermerkt. Hier waren Betroffene von Schwannomen der Hirnnerven (nicht N.
vestibularis) mit einem Durchschnittsalter von 43,5 Jahren die jiingsten Patient*innen,
direkt gefolgt von Erkrankten an Schwannomen peripherer Nerven mit einem
Durchschnittsalter von 43,8 Jahren. Vestibularisschwannom-Betroffene waren im
Durchschnitt 48,8 Jahre alt: Alteste Patient*innen waren erneut Spinalschwannom-

Betroffene mit durchschnittlich 51,8 Jahren. Der grofite Unterschied bestand laut
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Student’s t zwischen den Gruppen SN und HN sowie SN und PN (je p<0,0001). In der
Aufteilung in sieben Untergruppen konnten Schwannome am Rumpf den jlingsten
Patient*innen mit einem Durchschnittsalter von 34,4 Jahren zugeordnet werden.
Zweitjlingste Gruppe war die der Hirnnerven (nicht N. vestibularis) mit 43,5 Jahren. Es
folgten Schwannome der unteren (Durchschnittsalter: 44,6 Jahre) und der oberen
(Durchschnittsalter: 44,7 Jahre) Extremitit. Patient*innen mit Vestibularisschwannom
waren im Durchschnitt 48,8, Betroffene mit Schwannomen in peripheren Nerven im
Kopf/ Halsbereich durchschnittlich 49,1 Jahre alt. Alteste Patient*innen waren Betroffene
von Spinalnerven-Schwannomen mit durchschnittlich 51,8 Jahren. Der grofite

Unterschied bestand zwischen SN und HN (Student’s t: <0,0001).

Tabelle 13: Zusammenhang des Patient*innenalters und der Tumorlokalisation. Abkiirzungen: MW (Mittelwert); NV
(N. vestibularis); HN (Hirnnerven, nicht N. vestibularis); SN (Spinalnerven); PN (Periphere Nerven, nicht Hirnnerven,
nicht Spinalnerven); PN1 (Periphere Nerven obere Extremitdit); PN2 (Periphere Nerven untere Extremitdt); PN3
(Periphere Nerven Rumpf); PN4 (Periphere Nerven Kopf/ Hals); p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind signifikant.

Alter
Gesamt Mittelwert | p-Wert (ANOVA)
Lokalisation
NV 1142 48,77 0,8110
HN, SN, PN 312 48,55
Lokalisation
NV 1142 48,77 <0,0001*
HN 69 43,47
SN 188 51,79
PN 55 43,85
Lokalisation
NV 1142 48,77 0,0145%*
HN 69 43,47
SN 188 51,79
PN1 19 44,66
PN2 29 44,58
PN3 5 34,43
PN4 2 49,13

Es ergaben sich keine signifikanten Korrelationen in Bezug auf das Rezidiv oder die
préoperative Bestrahlung ebenso wie in Zusammenhang mit der betroffenen Korperseite

oder dem Geschlecht.

3.2.1.3 Préoperative Bestrahlung
Bei 38 priaoperativ bestrahlten Patient*innen ergaben sich folgende Korrelationen, sieche

hierzu Tabelle 14: In Bezug auf das Geschlecht wurden weibliche Betroffene signifikant
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(p=0,0010) haufiger bestrahlt. Von den weiblichen Betroffenen unterzogen sich 4,0 %
einer praoperativen Bestrahlung, wiahrend sich von den ménnlichen Betroffenen nur 1,2
% einer Bestrahlung unterzogen. Unter den Rezidivtumoren waren 15,9 % mit einer
prioperativen Bestrahlung assoziiert, wihren die Primirtumoren nur in 2 % vor der
Resektion bestrahlt wurden (p<0,0001). Auch bei einer dichotomen Aufteilung des
Tumorursprungs (VS vs. Nicht-VS) ergab sich kein signifikanter Zusammenhang. Eine
weitere Unterteilung in kleinere Gruppen war aufgrund der geringen Fallzahlen der

Untergruppen nicht aussagekraftig.

Tabelle 14: Zusammenhang von prdoperativer Bestrahlung und verschiedenen Charakteristika. Abkiirzungen: NV (N.
vestibularis); HN (Hirnnerven, nicht N. vestibularis); SN (Spinalnerven); PN (Periphere Nerven, nicht Hirnnerven,
nicht Spinalnerven,; P-Werte mit Asterisk (*) markiert sind signifikant.

Gesamt Keine Bestrahlung | Priop. Bestrahlung p-Wert
Geschlecht
Weiblich 724 695 (96,0 %) 29 (4,0 %) 0,0010%*
Minnlich 722 713 (98,8 %) 9 (1,2 %)
Rezidivtumor
Nein 1377 1350 (98,0 %) 27 (2,0 %) <0,0001*
Ja 69 58 (84,1 %) 11 (15,9 %)
Lokalisation
NV 1140 1107 (97,1 %) 33 (2,9 %) 0,2209
HN + PN + SN 306 301 (98,4 %) 5(1,6 %)

3.2.1.4 Rezidiv

Bei insgesamt 119 Rezidivschwannomen ergaben sich folgende Zusammenhinge, siehe
hierzu Tabelle 15. Der Tumorursprung in Bezug auf VS und Nicht-VS korrelierte
signifikant (p<0,0001) mit dem Rezidiv. Unter den VS befanden sich 3,2 % Rezidive,
wiahrend sich unter den Nicht-VS 10,6 % Rezidive befanden. Eine noch detailliertere
Aufteilung in kleinere Tumorursprungsgruppen war aufgrund nicht aussagekriftiger p-

Werte nicht weiter moglich.

Tabelle 15: Zusammenhang von Rezidiv und verschiedenen Charakteristika. Abkiirzungen: NV (N. vestibularis); HN
(Hirnnerven, nicht N. vestibularis); SN (Spinalnerven); PN (Periphere Nerven, nicht Hirnnerven, nicht Spinalnerven,
P-Werte mit Asterisk (*) markiert sind signifikant.

Gesamt Kein Rezidiv Rezidiv p-Wert
Geschlecht
weiblich 726 696 (95,9 %) 30 (4,1 %) 0,2161
miénnlich 724 684 (94,5 %) 40 (5,5 %)
Prioperative
Bestrahlung
Nein 1408 1350 (95,9 %) 58 (4,1 %) <0,0001*
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Ja 38 27 (71,1 %) 11 (28,9 %)

Lokalisation
NV 1140 1103 (96,8 %) 37 (3,2 %) <0,0001*
HN + SN + PN 310 277 (89,4 %) 33 (10,6 %)

Kein Zusammenhang bestand mit dem Geschlecht und der Korperseite.

3.2.2 Immunhistochemische Fiirbungen

1499 (83,0 %) der Schwannome wiesen eine vollstindige Immunfarbung auf. Bei den
restlichen 308 Fillen fehlte die Farbung fiir einen oder mehreren der Marker CD3, CDS,
CD68, CD168, COX2 oder MIB1.

3.2.2.1 CD3
Eine CD3-Immunpositivitdt war bei 1446 Tumoren nachweisbar, wiahrend die Farbung
in 8 Féllen fiir eine weitere Analyse unzureichend war. Die Verteilung der CD3-

Expression nach Héufigkeit ist in Abbildung 11 zu sehen.
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Abbildung 11: Verteilung der CD3-Expression nach Hdufigkeit

61



Die durchschnittliche Anzahl an CD3-positiv gefarbten Zellen lag pro Tumorstanze bei
45,6, der Median bei 25,0. Die Verteilung nach Cut-Off beim Median ergab Folgendes:
715 Fille (49,4 %) lagen mit der Anzahl ihrer CD3-positiven Zellen unter dem Median,
731 Félle (50,6 %) oberhalb des Medians. Die Aufteilung nach Median ergab keine
weiteren Unterschiede, die die Tabelle weiter ergénzen wiirden, daher wird hier auf die
Darstellung dieser verzichtet. Das Spektrum der CD3-positiven Zellen reichte von 0 bis

zu 1255.

Fiir einen detaillierten Uberblick der Verteilung des immunhistochemischen Markers

CD3 siehe Tabelle 16.

Tabelle 16: CD3 in Bezug auf klinische Charakteristika als auch Tumorurspriinge. Abkiirzungen: MW (Mittelwert);
NV (N. vestibularis); HN (Hirnnerven, nicht N. vestibularis); SN (Spinalnerven); PN (Periphere Nerven, nicht
Hirnnerven, nicht Spinalnerven); PNI (Periphere Nerven obere Extremitdit); PN2 (Periphere Nerven untere
Extremitdit); PN3 (Periphere Nerven Rumpf); PN4 (Periphere Nerven Kopf/ Hals); p-Werte mit Asterisk (*) markiert
sind signifikant.

CD3
Gesamt | Mittelwert | p-Wert (ANOVA)
Median 25,0
Reichweite 0— 1255
Gesamt 1446 45,6
Geschlecht
Weiblich 724 43,65 0,5132
Minnlich 722 47,63
Prioperative
Bestrahlung
Nein 1400 38 45,78 0,0755
Ja 39,84
Rezidivtumor
Nein 1372 45,39 0,2605
Ja 70 51,52
Lokalisation
NV 1135 38,78 <0,0001*
HN, SN, PN 311 70,65
Lokalisation
NV 1135 38,78 <0,0001*
HN 69 89,80
SN 187 68,60
PN 55 53,61
Lokalisation
NV 1135 38,78 <0,0001*
HN 69 89,80
SN 187 68,60
PN1 19 45,97
PN2 29 55,67
PN3 5 63,07
PN4 2 72,78
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Signifikante Zusammenhinge zwischen der betroffenen Korperseite und der CD3-
Zellzahl ergaben sich nicht, daher wurde in der Tabelle auf die Darstellung verzichtet.
Das Alter korrelierte in der bivariaten Anpassung nicht mit der CD3-Zellzahl (p=0,9000),
siche hierzu Abbildung 12. Ein signifikanter Zusammenhang mit prédoperativ bestrahlten
Schwannomen bestand nicht, obwohl der Mittelwert der CD3-Zellzahl der Patient*innen
der prioperativ bestrahlten Schwannome unter dem der nicht bestrahlten Tumore lag. Es
bestand ebenfalls kein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Rezidivtumoren und

der CD3-Zellzahl, auch wenn diese bei Rezidivtumoren etwas hoher lag.
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Abbildung 12: Bivariate Analyse von CD3-Zellzahl und Patient*innenalter. p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind
signifikant.

Ein signifikanter Unterschied (p<0,0001) bestand in der CD3-Zellzahl (MW: 38,8) der
VS im Vergleich zu allen sporadischen Nicht-VS (MW: 70,65). Nicht-VS hatten eine
deutlich hohere CD3-Immunopositivitit aufzuweisen als VS. Bei weiterer Aufteilung der
Schwannome in vier Untergruppen fiel auf, dass Nicht-VS-Hirnnerven-Schwannome
durchschnittlich die hochste CD3-Zellzahl (MW: 89,8) vorweisen. Auch Spinalnerven
(MW: 68,6) und weitere periphere Nerven (MW: 53,6) waren mit hoheren CD3-
Zellzahlen assoziiert als VS. Die einzigen Unterschiede der Gruppen zueinander
bestanden laut Steel-Dwass zwischen Schwannomen von NV und SN (p<0,0001), ebenso
wie zwischen Schwannomen von NV und HN (p=0,0050). Die Aufteilung in sieben
Untergruppen zeigt, dass Schwannome peripherer Nerven der oberen (MW: 46,0), der
unteren Extremitdt (MW: 55,7), des Rumpfes (MW: 63,1) und des Kopf/ Hals-Bereiches
(72,8) hohere CD3-Positivitit aufwiesen als VS. Der Unterschied zwischen den Gruppen
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war nach Steel-Dwass signifikant zwischen NV- und SN-Schwannomen (p<0,0001),
ebenso zwischen NV- und HN-Schwannomen (p=0,0157). Ein Unterschied zwischen den
anderen Gruppen bestand nicht. Abbildung 13 verdeutlicht diese Zusammenhinge

grafisch.
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Abbildung 13: Anzahl CD3-Zellen in Zusammenhang mit dem Tumorursprung, aufgeteilt in VS und Nicht-VS (4), NV,
HN, SN und restliche periphere Nerven (B), NV und HN, SN, PN der oberen Extremitdt, PN der unteren Extremitdt,
PN des Rumpfes und PN des Kopfes und Halses (C), Abkiirzungen: MW (Mittelwert); NV (N. vestibularis); HN
(Hirnnerven, nicht N. vestibularis); SN (Spinalnerven); PN (Periphere Nerven, nicht Hirnnerven, nicht Spinalnerven);
PN1 (Periphere Nerven obere Extremitiit); PN2 (Periphere Nerven untere Extremitdt); PN3  (Periphere  Nerven
Rumpf); PN4, (Periphere Nerven Kopf/ Hals); p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind signifikant.

3.22.2 CDS8
Eine CD8-Immunpositivitidt war bei 1447 Tumoren nachweisbar, wihrend die Farbung
in 7 Féllen fiir eine weitere Analyse unzureichend war. Die Verteilung der CD3-

Expression nach Haufigkeit ist in Abbildung 14 zu sehen.
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Abbildung 14: Verteilung der CDS8-Expression nach Hdiufigkeit

Die durchschnittliche Anzahl an CD8-positiv gefdarbten Zellen lag pro Tumorstanze bei
44,4, der Median bei 27,2. Das Spektrum der CD8-Zellen reichte von 0 bis zu 533. Fiir
mehr Details hierzu sieche Tabelle 17. Die Aufteilung nach Median in zwei Gruppen
ergab, dass 722 Fille (49,9 %) weniger als 27,2 CD8-positive Zellen aufwiesen, wihrend
725 Fille (50,1 %) mehr als 27,2 CD8-positive Zellen aufzeigten. Weitere Erkenntnisse
aus der Aufteilung in Cut-Off = Median ergeben jedoch keine weiteren
Schlussfolgerungen, die die Tabelle sinnvoll ergidnzen wiirden, sodass auf die Darstellung

dieser verzichtet wurde.

Tabelle 17: Aufteilung der CD8-immunopositiven Zellen. Abkiirzungen: MW (Mittelwert); NV (N. vestibularis); HN
(Hirnnerven, nicht N. vestibularis); SN (Spinalnerven); PN (Periphere Nerven, nicht Hirnnerven, nicht Spinalnerven);
PNI1 (Periphere Nerven obere Extremitdit); PN2 (Periphere Nerven untere Extremitdt); PN3 (Periphere Nerven
Rumpf); PN4 (Periphere Nerven Kopf/ Hals); p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind signifikant..

CD8
Gesamt | Mittelwert | p-Wert (ANOVA)
Median 27,2
Reichweite 0—533
Gesamt 1447 44,39
Geschlecht
Weiblich 724 41,10 0,0781
Minnlich 723 47,75
Prioperative
Bestrahlung
Nein 1401 44,53 0,3744
Ja 38 37,84
Rezidivtumor
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Nein 1373 44,28 0,5356
Ja 70 46,97
Lokalisation
NV 1136 311 40,93 0,0113*
HN, SN, PN 57,01
Lokalisation
NV 1136 40,93 0,0387*
HN 69 70,68
SN 187 54,50
PN 55 48,35
Lokalisation
NV 1136 40,93 0,1223
HN 69 70,68
SN 187 54,50
PN1 19 41,99
PN2 29 53,34
PN3 5 35,60
PN4 2 68,33

In Tabelle 17 ist zu erkennen, dass das Geschlecht keine signifikante Korrelation ergab.

Signifikante Zusammenhinge zwischen der betroffenen Korperseite und der CD3-

Zellzahl ergaben sich nicht, daher wurde in der Tabelle auf die Darstellung verzichtet.

Ebenso ergab sich kein signifikanter Zusammenhang mit dem Alter. In der bivariaten

Analyse lag der p-Wert bei 0,9340, wie in Abbildung 15 zu erkennen. Zwischen den

Parametern praoperative Bestrahlung, Rezidivzustand und der CD8-Zellzahl ergaben sich

keine signifikanten Korrelationen. Praoperativ bestrahlte Tumore wiesen, wenn auch

nicht signifikant, geringere (MW: 37,8) CD8-Zellzahlen auf als nicht bestrahlte (MW:

44.5).

500 <.
p = 0,9340
400
300

200

CD8 Zellzahl

100 .

Alter zum Zeitpunkt der Entnahme

Abbildung 15: Bivariate Analyse von CD8-Zellzahl und Patient*innenalter. p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind

signifikant.
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Ein Zusammenhang zwischen CDS8-Zellzahl und Tumorlokalisation lag bei der
dichotomen Aufteilung in VS und Nicht-VS vor. Es wurde deutlich, dass VS mit
geringerer durchschnittlicher CD8-Zellzahl (MW: 40,9) assoziiert werden konnten als
Nicht-VS (MW: 57,0) (p=0,0113). Auch im Vergleich der vier Untergruppen ergab sich
eine signifikante Korrelation (p=0,0387). Hier wird erkenntlich, dass HN-Schwannome
die hochste CD8-Zellzahl (MW: 70,7) aufzeigten, wihrend VS weiterhin mit der
geringsten Zellzahl assoziiert waren (MW: 40,9). Laut Steel-Dwass bestand der grof3te
Unterschied zwischen den beiden Gruppen VS und SN-Schwannome, hier jedoch ohne
signifikanten p-Wert (p=0,0855). Ein signifikanter Unterschied im Vergleich der sieben

Untergruppen ergab sich nicht. Abbildung 16 verdeutlicht diesen Zusammenhang

grafisch.
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Abbildung 16: Anzahl CD8-Zellen in Zusammenhang mit dem Tumorursprung, aufgeteilt in VS und Nicht-VS (4), NV,
HN, SN und restliche PN (B), VS und HN, SN, PN der oberen Extremitdt, PN der unteren Extremitdit, PN des Rumpfes
und PN des Kopfes und Halses (C). Abkiirzungen: MW (Mittelwert); NV (N. vestibularis); HN (Hirnnerven, nicht N.
vestibularis); SN (Spinalnerven); PN (Periphere Nerven, nicht Hirnnerven, nicht Spinalnerven); PNI (Periphere
Nerven obere Extremitdt); PN2 (Periphere Nerven untere Extremitdit); PN3 (Periphere Nerven Rumpf); PN4
(Periphere Nerven Kopf/ Hals); p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind signifikant.
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3.2.2.3 CD68
Eine CD68-Immunpositivitidt war bei 1443 Tumoren nachweisbar, wéihrend die Farbung
in 11 Fillen fiir eine weitere Analyse unzureichend war. Einen detaillierten Uberblick

liefert Tabelle 18.

Tabelle 18: CD68-Aufteilung in Scores. Abkiirzungen: NV (N. vestibularis); HN (Hirnnerven, nicht N. vestibularis);
SN (Spinalnerven); PN (Periphere Nerven, nicht Hirnnerven, nicht Spinalnerven. p-Werte mit Asterisk (*) markiert
sind signifikant.

CD68-Score p-Wert
(Chi®)
Gesamt | 0:n (%) | 1:n(%) | 2:n(%) | 3:n(%) | 4:n (%)
Gesamt 1443 286 526 324 191 116
(19,8%) | (36,5%) | (22,5%) | (13,2%) | (8,0 %)
Geschlecht
eiblic s
Weiblich 724 134 266 165 100 59 0,7809
(18,5%) | (36,7%) | (22,8%) | (13,8 %) | (8,1 %)
Minnlich 719 152 260 159 91 57
21,L1%) [ (36,2%) | (22,1%) | (12,7%) | (7,9 %)
Prioperative.
Bestrahlung
Nein 1397 277 511 315 184 110 0,3106
(19,8 %) | (36,6 %) | (22,5%) | (13,2%) | (7,9 %)
Ja 38 7 10 8 7 6
(18,4%) | (26,3%) | (21,1 %) | (18,4 %) | (15,8 %)
Rezidivtumor
Nein 1369 269 490 311 186 113 0,1057
(19,6 %) | (35,8%) | (22,7%) | (13,6 %) | (8,3 %)
Ja 70 16 34 12 5 3
(229%) | (48,6%) | (17,1%) | (7,1 %) (4,3 %)
Lokalisation
NV 1132 209 352 274 182 113 <0,0001*
(18,5%) | 31,1 %) | (24,2%) | (16,1 %) | (9,9 %)
HN, SN, PN | 311 77 174 50 7 3
24,7%) [ (559%) | (16,1 %) | (2,3 %) (1,0 %)
Lokalisation
NV 1132 209 352 274 184 113 <0,0001*
(18,5%) | 31,1 %) | (24,2%) | (16,1 %) | (9,9 %)
HN 69 18 40 9 1 1
(26,1 %) | (58,1 %) | (13,0%) | (1,4 %) (1,4 %)
SN 187 44 110 27 5 1
(23,5%) | (58,8%) | (14,4%) (2,7 %) (0,5 %)
PN 55 15 24 14 1 1
273%) | (43,6%) | (255%) | (1,8 %) (1,8 %)

Die Geschlechteraufteilung zeigte keine signifikanten Unterschiede. In der ANOVA
konnte  kein  signifikanter = Unterschied zwischen den  durchschnittlichen
Altersmittelwerten der einzelnen Scores gefunden werden (p=0,1426), dennoch ist zu
erkennen, dass das Durchschnittsalter mit zunehmendem CD68-Score anstieg, siehe

hierzu Abbildung 17.
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Abbildung 17: Darstellung von Patient*innenalter in Zusammenhang mit CDG68-Score. Abkiirzungen: MW
(Mittelwert). p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind signifikant.

Praoperativ bestrahlte Schwannome als auch Rezidivschwannome waren nicht mit
signifikant hoheren CD68-Scores assoziiert. Die Zusammenhinge der CD68-
Immunopositivitit und des Tumorursprungs stellten sich signifikant dar. In Tabelle 18
wird erkenntlich, dass VS mit deutlich hoheren CD68-Scores assoziiert werden konnten
als Nicht-VS (p<0,0001). Ahnlich verhielt es sich auch mit der Aufteilung in vier
Untergruppen: Aus den Zahlen ist zu lesen, dass HN-Schwannome mit den niedrigsten
CD68-Scores assoziiert werden konnten. Es folgten SN-Schwannome mit dhnlich
niedrigen Scores. PN-Schwannome zeigten bereits eine hohere CD68-Expression,
wihrend VS durchgehend die hochste CD68-Expression aufwiesen (p<0,0001). Eine
Einteilung in sieben Untergruppen, die den Tumorursprung detaillierter darstellen, war
nicht moglich. Die einzelnen Gruppen wurden in der statistischen Analyse so klein, dass

ein nicht aussagekréftiger p-Wert entstand.

Tabelle 19: Beziehung von Tumorursprung und CD68 bei einem Cut-Off von 2. Abkiirzungen: NV (N. vestibularis);
HN (Hirnnerven, nicht N. vestibularis); SN (Spinalnerven); PN (Periphere Nervem, nicht Hirnnerven, nicht
Spinalnerven; p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind signifikant

CD68 Cut-Off p-Wert
(Chi?)
Gesamt CD68 <2 CD68 >2
Gesamt 1443 812 (56,3 %) 631 (43,7 %)
Lokalisation
NV 1132 561 (49,6 %) 571 (50,4 %) <0,0001*
HN, SN, PN 311 251 (80,7 %) 60 (19,3 %)
Lokalisation
NV 1132 561 (49,6 %) 571 (50,4 %) <0,0001*
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HN 69 58 (84,1 %) 11 (15,9 %)
SN 187 154 (82,4 %) 33 (17,6 %)
PN 55 39 (70,9 %) 16 (29,1 %)

Fiir eine vereinfachte Darstellung Zusammenhénge der CD68-Immunopositivitéit und des
Tumorursprungs siche Tabelle 19 und Abbildung 18. Fiir eine bessere Ubersichtlichkeit
wurde fiir die Grafiken die dichotome Verteilung nach einem Cut-Off von 2 verwendet.
Hier wird in allen Grafiken ersichtlich, dass VS deutlich dem hoheren CD68-IHC-Score
zugeordnet werden konnten als Nicht-VS (p<0,0001). HN-Schwannome konnten am

hiufigsten zu der dichotomen Gruppe hinzugezéhlt werden, die einen CD68-Score unter
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Abbildung 18: Zusammenhang von CD68-Cut-Off von 2 und Tumorursprung, aufgeteilt in VS und Nicht-VS (4), NV,
HN, SN und restliche PN (B). Abkiirzungen: NV (N. vestibularis); HN (Hirnnerven, nicht N. vestibularis); SN
(Spinalnerven); PN (Periphere Nerven, nicht Hirnnerven, nicht Spinalnerven). p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind
signifikant.

3.2.2.4 CDI163

Eine CD163-Immunpositivitdt war bei 1442 Tumoren nachweisbar, wihrend die Farbung
in 12 Féllen flir eine weitere Analyse unzureichend war. Tabelle 20 stellt den
Zusammenhang der CD163-Scores und der klinischen Parameter sowie der

Tumorurspriinge dar.

Tabelle 20: Aufteilung von CDI163 in Scores Abkiirzungen: NV (N. vestibularis); HN (Hirnnerven, nicht N.
vestibularis); SN (Spinalnerven); PN (Periphere Nerven, nicht Hirnnerven, nicht Spinalnerven. p-Werte mit Asterisk
(*) markiert sind signifikant.

CD163-Score p-Wert
(Chi®)

Gesamt | 0:n(%) [ 1:n(%) [2:n(%) [3:n(%) | 4:n (%)
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Gesamt 1442 529 562 228 94 29
(36,7%) | (39,0%) | (15,8%) | (6,5 %) (2,0 %)
Geschlecht
Weiblich 723 266 289 113 42 13 0,7627
(36,8 %) | (40,0%) | (15,6 %) | (5,8 %) (1,8 %)
Minnlich 719 263 273 115 52 16
(36,6 %) | (38,0%) | (16,0%) | (7,2 %) (2,2 %)
Prioperative
Bestrahlung
Nein 1396 522 542 218 88 26 0,0051*
(37,4%) | (38,8%) | (15,6 %) | (6,3 %) (1,8 %)
Ja 38 5 16 9 6 2
(13,2%) | (42,1 %) | (23,7%) | (15,8 %) | (5.3 %)
Rezidivtumor
Nein 1368 499 532 217 91 29 0,6443
(36,5%) | (38,9%) | (19,8 %) | (6,7 %) (2,1 %)
Ja 70 29 27 11 3 0
41,1%) | (38,6%) | (15,7%) | (4,3 %) (0 %)
Lokalisation
NV 1131 442 398 187 81 23 <0,0001*
39,1%) | (35.2%) | (16,5%) | (7,2 %) (2,0 %)
HN, SN, PN | 311 87 164 41 13 6
(28,0%) [ (52,7%) | (13,2%) | (4,2 %) (1,9 %)

Kein Zusammenhang bestand bei der Geschlechteraufteilung. In der ANOVA konnte ein

signifikanter Unterschied zwischen den durchschnittlichen Altersmittelwerten der

einzelnen Scores gefunden werden (p=0,0005), es ist zu erkennen, dass das

Durchschnittsalter mit zunehmendem CD163-Score anstieg, bis auf eine Ausnahme bei

dem CD163-Score von 3, siehe hierzu Abbildung 19. Das Durchschnittsalter bei einem

Score von 0 betrug 47,1, wihrend das Durchschnittsalter bei einem Score von 4 56,6 Jahre

betrug.
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Abbildung 19: Darstellung von Patient*innenalter in Zusammenhang mit CDI163-Score. Abkiirzungen: MW
(Mittelwert). p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind signifikant.

Zwar zeigte der Rezidivzustand keine signifikanten Ergebnisse, jedoch war zu sehen, dass
Rezidivtumore seltener hoheren CD163 Scores zugeordnet werden konnten als
Primédrtumore. Prdoperativ bestrahlte Schwannome korrelierten signifikant (p=0,0051)

mit hoheren CD163-Werten.

Tabelle 21: Beziehung von Tumorursprung und CD163 bei einem Cut-Off von 2. Abkiirzungen: NV (N. vestibularis);
HN (Hirnnerven, nicht N. vestibularis); SN (Spinalnerven); PN (Periphere Nerven, nicht Hirnnerven, nicht
Spinalnerven; p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind signifikant.

CD163 Cut-Off p-Wert
(Chi?)
Gesamt CD163 <2 CD163 >2
Gesamt 1442 1091 (75,7 %) | 351 (24,3 %)
Lokalisation
NV 1131 840 (74,3 %) | 291 (25,7 %) 0,0191*
HN, SN, PN 311 251 (80,7 %) 60 (19,3 %)
Lokalisation
NV 1131 840 (74,3 %) | 291 (25,7 %) 0,0800
HN 69 54 (78,3 %) 15 (21,7 %)
SN 187 155 (82,9 %) 32 (17,1 %)
PN 55 42 (76,4 %) 13 (23,6 %)

Der Zusammenhang mit dem Tumorursprung konnte in Tabelle 20 nur fiir die dichotome
Aufteilung in VS und Nicht-VS geschehen, da eine Aufteilung in mehr Untergruppen zu
kleine FallgroBen ergab, was nicht aussagekriftige p-Werte hervorbringen wiirde. Um
dies zu umgehen, wurde Tabelle 21 erstellt. Abbildung 20 stellt die Inhalte dieser Tabelle

grafisch dar. Hier wurde erneut eine dichotome Aufteilung nach einem Cut-Off-Score
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von 2 verwendet. Die Aufteilung nach VS und Nicht-VS ergab einen signifikanten
Zusammenhang, hier wurde erkenntlich, dass Nicht-VS hiufiger der Gruppe mit einem
CD163-Score unter 2 zugeordnet werden konnten (p=0,0191). Keine Signifikanz ergab

sich bei dem Vergleich der vier Tumorursprungs-Gruppen.
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Abbildung 20: Zusammenhang von CD163-Sore und Tumorursprung, aufgeteilt in VS und Nicht-VS (A), VS, HN und
restliche periphere Nerven (B), NV, SN und restliche periphere Nerven (C), NV, HN, SN und restliche PN (D).
Abkiirzungen: NV (N. vestibularis); HN (Hirnnerven, nicht N. vestibularis); SN (Spinalnerven); PN (Periphere Nerven,
nicht Hirnnerven, nicht Spinalnerven). p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind signifikant.

3.2.2.5 MIBI1

Eine MIBI1-Immunfirbung lag bei 1384 Tumoren vor. Die durchschnittliche
Immunopositivitét lag bei 1,44 % der Zellkerne, der Median bei 1,25. Die Verteilung nach
Cut-Off beim Median ergab Folgendes: 685 Félle (49,5 %) lagen mit der ihrer MIB1-
Immunopositivitit unter dem Median, 699 Fille (50,5 %) oberhalb des Medians. Das
Spektrum reichte von 0 — 13,5%. Einen detaillierten Uberblick der Verteilung des

Proliferationsmarkers liefert Tabelle 22.

Tabelle 22: Aufteilung des MIBI1-Index. Abkiirzungen: MW (Mittelwert); NV (N. vestibularis); HN (Hirnnerven, nicht
N. vestibularis); SN (Spinalnerven); PN (Periphere Nerven, nicht Hirnnerven, nicht Spinalnerven); PNI1 (Periphere
Nerven obere Extremitdt); PN2 (Periphere Nerven untere Extremitit); PN3 (Periphere Nerven Rumpf); PN4
(Periphere Nerven Kopf/ Hals); p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind signifikant.

MIB1
Gesamt | Mittelwert | p-Wert (ANOVA)

Median 1,25
Reichweite 0-13,5
Gesamt 1384 1,46
Geschlecht

Weiblich 699 1,41 0,0217*

Minnlich 685 1,48
Prioperative
Bestrahlung

73



Nein 1341 1,44 0,0614
Ja 36 1,54
Rezidivtumor
Nein 1317 1,44 0,3694
Ja 63 1,53
Lokalisation
NV 1118 1,31 <0,0001*
HN, SN, PN 266 2,03
Lokalisation
NV 1118 1,31 <0,0001*
HN 63 1,97
SN 154 2,16
PN 49 1,69
Lokalisation
NV 1118 1,31 <0,0001*
HN 63 1,97
SN 154 2,16
PN1 15 1,60
PN2 28 1,80
PN3 4 1,55
PN4 2 1,00

Der Zusammenhang von MIB1 und Geschlecht erwies sich als signifikant (p=0,0217).
Mainnliche Patienten hatten durchschnittlich einen hoheren Wert (1,48 %) als weibliche
Patientinnen (1,41 %). Es bestand in der bivariaten Analyse keine Korrelation zwischen
Alter und erreichtem MIBI1-Index, der p-Wert bei 0,4050, wie in Abbildung 21 zu
erkennen. Ein signifikanter Unterschied zwischen pridoperativer Bestrahlung oder dem

Rezidivstatus bestand nicht.

p = 0,4050 -

10

MIB1 Score (%)

10 20 30 40 50 60 70 80
Alter zum Zeitpunkt der Entnahme

Abbildung 21: Bivariate Analyse von MBI-Index und Patient*innenalter. p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind
signifikant.
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Die Beziehung von MIB1-Proliferationsindex und Tumorlokalisation stellte sich in allen
Aufteilungsmustern signifikant dar (p<0,0001). VS wiesen einen signifikant niedrigeren
durchschnittlichen Proliferationsindex (1,31 %) als Nicht-VS auf (2,03 %). Der Vergleich
von vier Untergruppen zeigt auf, dass die hochsten MIB1-Werte wieder bei SN-
Schwannomen zu finden waren, gefolgt von Schwannomen von HN und PN. Auch hier
zeigten VS die jeweils niedrigsten MIB1-Indices. Laut Steel-Dwass bestand der grofite
Unterschied sowohl zwischen SN-Schwannomen und VS, als auch zwischen HN-
Schwannomen und VS (je p<0,0001). Der zweitgroBte Unterschied bestand zwischen PN-
Schwannomen und VS (p=0,0100). Nur im Vergleich der sieben Untergruppen stachen
Schwannome peripherer Nerven des Kopf/ Halsbereiches mit geringeren MIB1-Indices
hervor (1,00 %). Es folgten VS (1,31 %), Schwannome peripherer Nerven des Rumpfes
(1,55 %), Schwannome peripherer Nerven der oberen Extremitit (1,60 %) und
Schwannome peripherer Nerven der unteren Extremitét (1,80 %), Schwannome anderer
Hirnnerven (1,97 %), und mit den hochsten Werten SN-Schwannome (2,16 %). Laut
Steel-Dwass lagen die einzigen signifikanten Unterschiede im Vergleich von VS und SN-
Schwannomen (p<0,0001) und im Vergleich von HN-Schwannomen und VS (p=0,0001).
Diese Zusammenhinge werden in Abbildung 22 grafisch dargestellt.

75



p = <0,0001* ) p = <0,0001*

MVY: MW
131 203 MW: Mw: MW: Mw:
10 10 1,31 197 216 1,69
wvI ‘l v
— ' i
om L]
B 5 ; b
= o S5
[ =

| - 3 .
t i .
1 ae .
3 L * L
. —— — _;:—r‘;.g:___ __ L & _
4 =+ £S 13

0
NV (n=1118) HN+SN+PN
(n=266) NV (n=1118) HN (n=63) SN (n=153) PN (n=50)
c p = <0,0001*
MW MW MW: MW MW MW MW
ol 13 19T 216 160 180 155 1,00
g
»
o
o
wv
o 5| |
= : . i
. [} N ¢
"l i H
: - _ . M .
.,-,—_:‘;_—,-) N :7_/,_7?__;: 7-:{_!-::‘:,—"'—'.—“." S
» 4 v kR T
0 s . N
NV HN SN PN PN2  PN3  PN4

(n=1118) (n=63) (n=153) (n=50) (n=28) (n=4) (n=2)

Abbildung 22: Verteilung von MIB1 bezogen auf den Tumorursprung, aufgeteilt in VS und Nicht-VS (A); NV, HN, SN
und restliche PN (B), VS und HN, SN, PN der oberen Extremitdt, PN der unteren Extremitdt, PN des Rumpfes und PN
des Kopfes und Halses (C). Abkiirzungen: MW (Mittelwert); NV (N. vestibularis); HN (Hirnnerven, nicht N.
vestibularis); SN (Spinalnerven); PN (Periphere Nerven, nicht Hirnnerven, nicht Spinalnerven); PNI (Periphere
Nerven obere Extremitdt); PN2 (Periphere Nerven untere Extremitdt); PN3 (Periphere Nerven Rumpf); PN4
(Periphere Nerven Kopf/ Hals); p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind signifikant.

3.2.2.6 COX2
Eine Anfarbung mit COX2 war bei 1258 sporadischen Tumorproben erfolgreich, bei 196
Stanzen kam es zu einer unzureichenden oder nicht bewertbaren Anfarbung. Fiir einen

Uberblick siehe Tabelle 23.

Tabelle 23: COX2-Aufteilung. Abkiirzungen: NV (N. vestibularis); HN (Hirnnerven, nicht N. vestibularis); SN
(Spinalnerven); PN (Periphere Nerven, nicht Hirnnerven, nicht Spinalnerven). p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind
signifikant.

COX2-Score p-Wert
(Chi®)

Gesamt 0:n(%) [1:n(%) [2:n(%) |3:n (%) | 4:n (%)
Gesamt 1258 10 339 607 256 46
(0,8 %) (26,9 %) | (48,3 %) | (20,3%) | (3,7 %)

Geschlecht
Weiblich 633 3 152 311 146 21 0,0272*
(0,5 %) (24,0 %) | (49,1 %) | (23,1 %) | (3,3 %)
Minnlich 625 7 187 296 110 25
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(1,1 %) 299 %) | (47,4%) | (17,6 %) | (4,0 %)
Prioperative
Bestrahlung
Nein 1214 10 333 584 243 44 0,0460*
(0,8 %) 27,4 %) | (48,1 %) | (20,0 %) | (3,6 %)
Ja 36 0 3 19 13 1
(0 %) (8,3 %) (52,8%) | (36,1 %) | (2,8 %)
Rezidivtumor
Nein 1189 7 320 577 244 41 0,0026*
(0,6 %) (26,9 %) | (48,5%) | (20,5%) | (3,4 %)
Ja 65 3 18 27 12 5
(4,6 %) 27,7%) | (41,5%) | (18,5%) | (7,7 %)
Lokalisation
NV 947 2 224 472 213 36 <0,0001*
HN-+SN+PN (0,2 %) (23,7%) | (49,8 %) | (22,5%) | (3,8 %)
311 8 115 135 43 10
(2,6 %) (37,0%) | (43,4%) | (13,8%) | (3,2 %)

Die Geschlechteraufteilung zeigte einen signifikanten Unterschied (p=0,0272),
ménnliche Patienten konnten den niedrigeren COX2-Scores zugeordnet werden.
Préaoperativ bestrahlte Schwannome zeigten keine klare Tendenz, jedoch fiel auf, dass
mehr bestrahlte Schwannome COX2-Scores von 2 und 3 aufwiesen. In Bezug auf den
Rezidivstatus fiel auf, dass Rezidivtumore hoheren COX2-Scores zugeordnet werden
konnten. Eine erhohte COX2-Expression war mit hoherem Alter verbunden (p=0,0209),
siche Abbildung 23.
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Abbildung 23: COX2 Score nach Alter. Abkiirzungen: MW (Mittelwert). p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind
signifikant.
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Der Tumorursprung zeigte bei einer dichotomen Aufteilung in VS und Nicht-VS eine
signifikante Korrelation (p<0,0001). VS konnten im Vergleich zu Nicht-VS in der
dichotomen Aufteilung der Gruppe der hoheren COX2-Scores zugeordnet werden, siche
hierzu Tabelle 24. Eine Aufteilung in kleinere Untergruppen war aufgrund nicht

aussagekriftiger p-Werte nicht moglich.

Tabelle 24: Beziehung von Tumorursprung und COX2 bei einem Cut-Off von 2. Abkiirzungen: NV (N. vestibularis);
HN (Hirnnerven, nicht N. vestibularis); SN (Spinalnerven); PN (Periphere Nervem, nicht Hirnnerven, nicht
Spinalnerven; p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind signifikant

COX2 Cut-Off p-Wert
(Chi?)
Gesamt COX2 <2 COX2 >2
Gesamt 1258 349 (27,7 %) 909 (72,3 %)
Lokalisation
NV 947 226 (23,9 %) 721 (76,1 %) <0,0001*
HN, SN, PN 311 123 (39,5 %) 188 (60,5 %)
Lokalisation
NV 947 226 (23,9 %) 721 (76,1 %) <0,0001*
HN 69 25 (36,2 %) 44 (63,8 %)
SN 187 72 (38,5 %) 115 (61,5 %)
PN 55 26 (47,3 %) 29 (52,7 %)

In Abbildung 24 wird der Zusammenhang von COX2-Score und Tumorlokalisation
grafisch dargestellt. Die Einteilung erfolgte nach einem Cut-Off von 2, da die Gruppen
sonst in der statistischen Analyse so klein wurden, dass ein nicht aussagekriftiger p-Wert
entstand. Alle dargestellten Zusammenhénge waren signifikant (p<0,0001). In (A) wird
erkenntlich, dass VS der Gruppe mit COX2-Expression liber dem Cut-Off von 2
zuzuordnen waren. (B) zeigt, dass PN-Schwannome am hédufigsten der dichotomen
Gruppe zuzuordnen waren, die COX2-Scores von unter 2 erzielte, gefolgt von SN-
Schwannomen. VS konnten am héaufigsten der Gruppe mit COX2-Score iber 2

zugeordnet werden.
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Abbildung 24: Zusammenhang von COX2-Sore und Tumorursprung, aufgeteilt in VS und Nicht-VS (A), NV, HN, SN
und restliche PN (B). Abkiirzungen: NV (N. vestibularis); HN (Hirnnerven, nicht N. vestibularis); SN (Spinalnerven);
PN (Periphere Nerven, nicht Hirnnerven, nicht Spinalnerven). p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind signifikant.

3.2.3 Zusammenhang der immunhistochemischen Marker untereinander

Um zu verstehen, inwiefern die einzelnen IHC-Marker miteinander in Zusammenhang
stehen, wurden bivariate Analysen, ANOVA als auch Mosaikplots angefertigt. Anhand
der bivariaten Analyse wurden CD3, CD8 und MIB1 miteinander verglichen. CD3
korrelierte in der bivariaten Analyse stark mit der Expression von CD8 mit einem
Korrelationskoeffizienten von 0,74 (p<0,0001). Der Korrelationseffizient r* betrug bei
CD3 und MIBI1 zwar nur 0,03, dennoch lie} sich eine Tendenz betrachten, mit der bei
hoherer CD3-Zellzahl auch héhere MIB1-Scores assoziiert waren (p<0,0001). Die
Beziehung von CD8 und MIBI1 hatte einen Korrelationseffizient > von 0,02, dennoch
zeigte sich ein signifikanter (p<00001) Zusammenhang, hier gingen ebenso mit hoherem

CD8-Score hohere MIB1-Werte einher.

ANOVA fand Anwendung in der Analyse der Expression von CD3, CD8 oder MIB1 in
Zusammenhang mit den Markern CD68, CD163 und COX2. Diese konnen Tabelle 25
entnommen werden. Es fillt auf, dass fast alle Zusammenhinge hochsignifikant waren
bis auf die Beziehung zwischen MIB1 und CD68. Lediglich das Verhéltnis von MIB1 zu
CD68 und CD163 zeigt keine streng ansteigende Tendenz bei hoherer Markerexpression.

Tabelle 25: Darstellung der Zusammenhdnge der Expression der Marker CD3, CDS8, MIB1 sowie CD68, CD163 und
COX2. p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind signifikant.

CD3 CD8 MIB1

CD68
Score 0 MW: 223 MW: 1,39
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Score 1 MW: 38,7 MW: 23,8 MW: 1,51
Score 2 MW: 53,6 MW: 37,0 MW: 1,45
Score 3 MW: 61,1 MW: 52,8 MW: 1,40
Score 4 MW: 87,7 MW: 60,3 MW: 1,32
p-Wert (ANOVA) <0,0001* MW: 77,1 0,0501
<0,0001*
CD163
Score 0 MW: 21,3 MW: 23,6 MW: 1,27
Score 1 MW: 458 MW: 44,8 MW: 1,52
Score 2 MW: 72,4 MW: 65,8 MW: 1,51
Score 3 MW: 98,2 MW: 86,1 MW: 1,80
Score 4 MW: 1122 MW: 104,4 MW: 1,51
p-Wert (ANOVA) <0,0001* <0,0001* <0,0001*
(6(0).¢]
Score 0 MW: 22,0 MW: 20,7 MW: 1,38
Score 1 MW: 25,6 MW: 25,4 MW: 1,39
Score 2 MW: 39,4 MW: 39,9 MW: 1,50
Score 3 MW: 83,4 MW: 72,2 MW: 1,53
Score 4 MW: 110,7 MW: 104,9 MW: 1,61
p-Wert (ANOVA) <0,0001* <0,0001* <0,0001*

Um die Verhiltnisse der Marker CD68, CD163 und COX untereinander zu untersuchen,
wurden Mosaikplots angewendet. Da diese jedoch aufgrund der niedrigen Gruppenzahlen
nicht aussagekriftige p-Werte ergaben, wurde sich fiir eine dichotome Aufteilung nach
Cut-Offs entschieden. Die Darstellung in Tabelle 26 dient der Vereinfachung und soll die
Beziehung der Marker zueinander verdeutlichen. Die Prozentzahlen in der jeweiligen

Zeile zeigen auf, dass eine erhohte Expression eines Markers immer mit einer erhdhten

Expression des anderen Markers einhergeht.

Tabelle 26: Darstellung der Zusammenhdnge der Expression der Marker CD6S, CD163 und COX2. p-Werte mit

Asterisk (*) markiert sind signifikant.

CD163 COX2
CD163<2 | CD163 >2 COX2<2 COX2 >2
CD68
CD68 <2 67,7 % 20,8 % 90,2 %
CD68 >2 32,3 % 79,2 % 9,8 %
p-Wert <0,0001* <0,0001*
CcOXxX2
COX2<2 96,0 % 72,1 %
COX2 >2 4,0 % 27,9 %
p-Wert <0,0001*

3.2.4 Zusammenhang von klinischen Charakteristika und Tumormikroenvironment




3.2.4.1 Zusammenhang von Alter und Tumormikroenvironment

Ein hoheres Alter korrelierte nicht mit der CD3- oder CD8-Zellzahl, ebenso wie mit der
Expression von CD68. CD163 zeigte einen signifikanten Zusammenhang mit dem Alter
(p=0,0005), wobei bei fast allen Scores eine hohere CD163-Expression mit einem
hoheren Patient*innenalter korrelierte (p=0,0005), ebenso wie bei COX2 (p=0,0327),
siche Abbildung 25. Eine Korrelation mit Alter und MIB1 bestand ebenfalls nicht.
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Abbildung 25: Zusammenhang von Patient*innenalter und CDI163 (4) sowie COX2 (B). Abkiirzungen: MW

(Mittelwert). p-Werte mit Asterisk *) markiert sind signifikant.

3.2.4.2 Zusammenhang von prioperativer Bestrahlung und Tumormikroenvironment

Schwannome, die im Vorfeld einer Strahlenbehandlung unterzogen worden sind, wiesen
erhohte CD163-Expression auf (p=0,0051). Wihrend von nichtbestrahlten Schwannomen
76,2 % Score 0 und 1 erreichten, waren es bei bestrahlten Schwannomen lediglich 55,3
%. Score 3 und 4 erreichten nichtbestrahlte Schwannome in 8,2 %, bei bestrahlten
Schwannomen 21,1%. Auch wiesen vorbestrahlte Schwannome eine deutlich héhere
COX2-Immunopositivitit auf (p=0,0460). Den Uberblick hieriiber zeigen Tabelle 27 und
Tabelle 28. Die Zusammenhinge sind bereits in den Kapiteln 3.2.2.4 und 3.2.2.6

beschrieben. Korrelationen mit den anderen IHC-Markern lagen keine vor.

Tabelle 27: Zusammenhang von CD163-Score und prioperativer Bestrahlung. p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind
signifikant.

CD163-Score p-Wert
(Chi?)
Gesamt | 0:n (%) | 1:n (%) [2:n(%) | 3:n(%) | 4:n (%)
Gesamt 1434 527 558 227 94 28
(36,8%) | (38,9%) | (15,8%) | (6,6 %) (2,0 %)
Prioperative
Bestrahlung
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Nein 1396 522 542 218 88 26 0,0051*
(374%) | 38.8%) | (156%) | (63%) | (1,9%)

Ja 38 5 16 9 6 2
(132%) | (42,1%) | (23.7%) | (158 %) | (5.3 %)

Tabelle 28: Zusammenhang von COX2-Score und prioperativer Bestrahlung. p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind

signifikant.
COX2-Score p-Wert
(Chi®)
Gesamt | 0:n (%) | 1:n (%) | 2:n(%) [ 3:n(%) | 4:n (%)
Gesamt 1250 10 336 603 256 45
(0,8 %) (26,9 %) | (48.2%) | (20,5%) | (3,6 %)
Prioperative
Bestrahlung
Nein 1214 10 333 584 243 44 0,0460*
(8,2 %) (27,4 %) | (48,1 %) | (20,0%) | (3,6 %)
Ja 36 0 3 19 13 1
(0 %) (8,3 %) (52,8%) | (36,1 %) | (2,8%)

3.2.4.3 Zusammenhang von Rezidiv und Tumormikroenvironment

Im Zusammenhang mit der Expression der immunhistochemischen Markern und dem
Rezdivvorkommen ergab sich lediglich eine signifikante Korrelation (p=0,0026).
Rezidivschwannome wiesen geringere COX2-Scores auf als Primérschwannome.

Signifikante Korrelationen mit CD3, CD8§, CD68 als auch CD163 und MIB bestanden

keine. Tabelle 29 stellt diesen Zusammenhang nochmals dar.

Tabelle 29: Zusammenhang von COX2-Score und Rezidiv. p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind signifikant.

COX2-Score p-Wert
(Chi?)
Gesamt 0:n(%) [ 1:n(%) | 2:n(%) | 3:n (%) | 4:n (%)
Gesamt 1254 10 338 604 256 46
(0,8 %) (27,0 %) | (48,2%) | (20,4%) | (3,7 %)
Rezidivtumor
Nein 1189 7 320 577 244 41 0,0026*
(0,6 %) (26,9 %) | (48,5%) | (20,5%) | (3,4 %)
Ja 65 3 18 27 12 5
(4,6 %) (27,7%) | (41,5%) | (18,5%) | (7,7 %)




3.2.5 Zusammenhang von Tumorursprung und Tumormikroenvironment

Bei erneuter Zusammenfassung der bereits erfassten Werte mit dem Schwerpunkt TME
stellte sich heraus, dass bei beinahe allen IHC-Markern hochsignifikante Korrelationen
beim Vergleich VS gegen Nicht-VS bestanden: VS wiesen demnach eine niedrigere
Anzahl an CD3- als auch CD8-Zellen, eine starkere CD68-Expression, geringere MIB1-
Expression sowie verstirkte COX2-Immunopositivitit als Nicht-VS auf, siehe hierzu
Tabelle 30. Fiir die IHC-Marker CD68, CD163 und COX2 wurde die duale Aufteilung
durch Cut-Offs gewdhlt. Der Cut-Off lag bei 163 bei 1, da sich hier die Verteilung am

gleichmafBigsten zeigte.

Tabelle 30: TME der Tumorlokalisationen im Vergleich VS und Nicht-VS (=Rest). Signifikante p-Werte sind mit
Asterisk (*) markiert.

VS Nicht-VS p-Wert
CD3 MW: 38,78 MW: 70,65 <0,0001*
CD3 MW: 40,93 MW: 57,01 0,0113*
CD68>2 50,4 % 19,3 % <0,0001*
CD163>1 39,1 % 28,0 % 0,0003*
MIB1 MW: 1,31 % MW: 2,10 % <0,0001*
COX2>2 76,1 % 60, 5% <0,0001*

Auch bei der detaillierteren Aufteilung in vier Untergruppen von Tumorlokalisationen

zeigen sich signifikante Unterschiede.

Tabelle 31: TME der Tumorlokalisationen im Vergleich VS, HN, SN und PN. Signifikante p-Werte sind mit Asterisk (*)

markiert.

VS HN SN PN p-Wert
CD3 MW: 38,78 MW: 89,80 MW: 68,60 MW: 53,61 <0,0001*
CD3 MW: 40,93 MW: 70,68 MW: 54,50 MW: 48,35 0,0387*
CD68>2 50,4 % 15,9 % 17,7 % 29,1 % <0,0001*
CD163>1 39,1 % 34,8 % 26,2 % 25,5 % 0,0021*
MIB1 MW: 1,31 % MW: 1,99 % MW: 2,23 % MW: 1,85 % <0,0001*
COX2>2 76,1 % 63,8 % 61,5 % 52,7 % <0,0001*

In Tabelle 31 wird erkennbar, dass bei CD3- als auch CD8-Zellzahl jeweils HN-
Schwannome mit der hochsten Durchschnittszahl am weitesten vorne lagen (p<0,0001 —
0,0387). Bei der Expression von CD68 erreichten von VS die meisten einen hoheren
Score, wahrend von HN-Schwannomen die wenigsten den hoheren Score erreichten.
Generell ldsst sich anhand von Tabelle 31 sagen, dass die hoheren Scores bei VS erreicht
wurden, wéihrend HN-, SN- und PN-Schwannome niedrigere Scores erreichten

(p<0,0001). Auch bei CD163 erreichten die meisten VS den Score iiber oder gleich 2,
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wihrend HN-, SN- und PN-Schwannome weniger hdufig einen hdheren Score erreichten
(p=0,0021). Beim Vergleich von MIB1 und dem Tumorursprung wurde erkenntlich, dass
SN-Schwannome mit den hochsten Mittelwerten dem hochsten Proliferationsindex
zugeordnet werden konnten, wihrend VS die niedrigsten Mittelwerte aufwiesen. Eine
Aufteilung in alle sieben Untergruppen war aufgrund zu kleiner Gruppengréflen nicht

mehr moglich.

Allerdings muss hier betont werden, dass die Unterschiede zwischen den
Tumorlokalisationen nur solange bestanden, wenn zusétzlich mit VS verglichen wurde.
Wurden nur noch die Schwannome von HN, SN, PN miteinander verglichen, bestand

unter den Gruppen kein signifikanter Unterschied in der Expression der Marker mehr.

Aus den oben beschriebenen Zusammenhingen kann geschlussfolgert werden, dass VS
weniger T-Lymphozytenmarker wie CD3 und CD8 exprimierten, dafiir aber mehr
Makrophagenmarker wie CD68 und CD163. Auch COX2 wurde im Vergleich zu Nicht-
VS verstirkt exprimiert. MIB1 wurde verstdrkt in Nicht-VS exprimiert.

3.3 Tumorsyndrome

Fiir die bessere Vergleichbarkeit und Verhinderung von Interferenz wurden die Parameter
NF2 und Schwannomatose einzeln betrachtet und bewertet. Von allen erhobenen
Schwannomen waren 290 NF2-assoziiert. 63 Schwannome waren Schwannomatose-
assoziiert. Da die Tumorsyndrom-assoziierten Schwannome eine eigene Entitdt
darstellen, die die Analyse der sporadischen Schwannome verfdalschen wiirde, soll im

folgenden Kapitel nur auf die Tumorsyndrome eingegangen werden.

3.3.1 Neurofibromatose 2

Von den 290 Fillen waren 151 (52,1 %) Patientinnen weiblichen Geschlechts und 139
(47,9 %) Patienten minnlichen Geschlechts. Das Durchschnittsalter der NF2-
Patient*innen betrug 28,7 Jahre und lag zwischen 10 und 72 Jahren. Histopathologisch
lagen in 280 Fillen (96,6 %) ein Schwannom vor, in 3 (1,0 %) ein Plexiformes
Schwannom und in 7 Fillen (2,4 %) ein Hybridnervenscheidentumor. Es wurden 137 VS

(47,2 %) und 153 Schwannome anderer Lokalisation (52,8 %) ausgewertet. Von diesen
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konnten 19 (6,6 %) anderen Hirnnerven, 65 (22,4 %) Spinalnerven und 24 (8,3 %)
peripheren Nerven der oberen Extremitit zugeordnet werden. Zur unteren Extremitét
konnten 15 Fille (5,3 %) gezéhlt werden. Rumpf-Schwannome waren mit 19 Fillen (6,6
%) und Schwannome peripherer Nerven im Bereich Kopf/ Hals mit 11 Féllen (3,8 %)
vertreten, sieche hierzu Abbildung 26. Hiufigste Lokalisation waren neben N. vestibularis
(137 Falle - 47,2 %) periphere Nerven im Thoraxbereich (10 Fille — 3,4 %). Mit 7 Fillen
(2,4 %) waren an dritthdufigster Stelle Schwannome an C4, N. trigeminus, N. ischiadicus
und Nerven am Unterarm. Mit 6 Féllen (2,1 %) folgten Schwannome im Becken/

Glutealbereich, Kopf- und Halsbereich und an C2.

150 139
100
65
50
25
. NV HN SN PN (OE) PN (UE) PN (Rumpf) PN (Kopf/Hals)

Abbildung 26: Tumorurprung der NF2-Schwannome. NV: N.vestibularis, HN: andere Hirnnerven, SN: Spinalnerven;
PN (OE): Periphere Nerven der oberen Extremitdit; PN (UE): Periphere Nerven der unteren Extremitdit; PN (Rumpf):
Periphere Nerven des Rumpfes, PN (Kopf, Hals): Periphere Nerven von Kopfund Hals.

In 138 Fillen (50,2 %) war die linke Korperhilfte betroffen, in 136 (49 ,5%) die rechte.
In einem Fall waren es beide Korperhilften (0,3 %). Praoperativ bestrahlt wurden 8 (2,8
%) der Schwannome, in einem Fall fehlte die Angabe. Ein Rezidiv lag bei 38 (13,2 %)

der Fille vor, in 2 Féllen fehlte eine Angabe.

3.3.2 Schwannomatose

Insgesamt wurden 63 Schwannomatose-assoziierte Schwannome ausgewertet, dieser
Parameter wurde nur bei Nicht-VS erhoben. Von diesen Féllen waren 29 (46,0 %)
weiblichen, 34 Fille (54,0 %) ménnlichen Geschlechts. Das Durchschnittsalter lag bei
46,6 Jahren und reichte von 16 bis 77 Jahren. In 33 Fillen (53,2 %) war die linke, in 29
Féllen (46,8 %) die rechte Kdrperhilfte betroffen. Die hiufigsten Tumorlokalisationen
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waren Spinalnerven mit 21 Féllen (33,3 %), periphere Nerven der unteren Extremitét mit
17 Féllen (27,0 %), der oberen mit 10 Fallen (15,9 %). Es folgten periphere Nerven im
Kopf/ Halsbereich mit 7 (11,1 %) und Hirnnerven als auch periphere Nerven im
Rumpfbereich mit je 4 Féllen (je 6,3 %), siche auch Abbildung 27. Detaillierter betrachtet
konnten folgende Tumorlokalisationen als die hdufigsten beschrieben werden: 13 Fille
(20,6 %) betrafen periphere Nerven des Unterschenkels, nicht genauer klassifiziert, 7
(11,1 %) den N. ischiadicus. 6 Schwannome (9,5 %) wurden im Bereich des Halses
operiert, 4 (6,3 %) betrafen L3 und 3 (4,8 %) L2. Histopathologisch lagen in 2 Fillen (3,2
%) ein Hybridnervenscheidentumor vor, in 61 Féllen (96,8 %) ein Schwannom.
Préaoperativ bestrahlt wurden keine der Schwannomatose-assoziierten Schwannome. Ein

Rezidiv lag in 11 Féllen (17,5 %) vor.
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Abbildung 27: Tumorurprung der Schwannomatose-assoziierten Schwannome. NV: N.vestibularis, HN: andere
Hirnnerven, SN: Spinalnerven; PN (OE): Periphere Nerven der oberen Extremitit; PN (UE): Periphere Nerven der
unteren Extremitdt; PN (Rumpf): Periphere Nerven des Rumpfes; PN (Kopf, Hals): Periphere Nerven von Kopf und
Hals.

3.3.3 Vergleich sporadischer mit Tumorsyndrom-assoziierter Schwannome
Tabelle 32 beleuchtet den Vergleich der sporadischen Schwannome mit NF2 und

Schwannomatose.

Tabelle 32: Vergleich sporadischer mit NF2- als auch Schwannomatose-assoziierten Schwannomen. Fiir die Analyse
der Lokalisationen wurden VS exkludiert. Abkiirzungen: NV (N. vestibularis); HN (Hirnnerven, nicht N. vestibularis),
SN (Spinalnerven); PN (Periphere Nerven, nicht Hirnnerven, nicht Spinalnerven); PNI1 (Periphere Nerven obere
Extremitdt); PN2 (Periphere Nerven untere Extremitdt); PN3 (Periphere Nerven Rumpf); PN4 (Periphere Nerven
Kopf/ Hals); NF2:Neurofibromatose Typ II; neg: negativ. p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind signifikant

Gesamt | Sporadisch NF2 Schwannomatose | p-Wert
Geschlecht
weiblich 908 728 (80,2 %) 151 (16,6 %) 29 (3,2 %) 0,6533
miénnlich 899 726 (80,8 %) 139 (15,5 %) 34 (3,8 %)
Korperseite
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links 892 721 (80,8 %) 138 (15,5 %) 33 (3,7 %) 0,9796
rechts 876 711 (81,2 %) 136 (15,5 %) 29 (3,3 %)

Prioperative

Bestrahlung
Nein 1752 1404 (80,1 %) | 281 (16,0 %) 63 (3,6 %) 0,4204
Ja 46 38 (82,6 %) 8 (17,4 %) 0 (0 %)

Rezidivtumor
Nein 1682 1380 (82,0 %) | 250 (14,9 %) 52 (3,1 %) <0,0001*
Ja 119 70 (58,8 %) 38 (31,9 %) 11 (9,3 %)

Lokalisation
HN 92 69 (75,0 %) 19 (20,7 %) 4 (4,3 %) <0,0001*
SN 274 188 (68,6 %) 65 (23,7 %) 21 (7,7 %)
PN 162 55 (34,0 %) 69 (42,6 %) 38 (23,5 %)

Lokalisation
HN 92 69 (75,0 %) 19 (20,7 %) 4 (4,3 %) <0,0001*
SN 274 188 (68,6 %) 65 (23,7 %) 21 (7,7 %)
PN1 53 19 (35,8 %) 24 (45,3 %) 10 (18,9 %)
PN2 61 29 (47,5 %) 15 (24,6 %) 17 (27,9 %)
PN3 28 5(17,9 %) 19 (67,9 %) 4 (14,2 %)
PN4 20 2 (10,0 %) 11 (55,0 %) 7 (35,0 %)

Unter den Rezidivtumoren waren 31,9 % einer NF2 und 9,3 % einer Schwannomatose
zuzuordnen. Ein Zusammenhang zwischen préoperativer Bestrahlung, betroffener

Korperseite oder Geschlecht ergab sich nicht.
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Abbildung 28: Darstellung von Patient*innenalter in Zusammenhang mit Tumorsyndromen oder sporadischem
Aufireten. Abkiirzungen: MW (Mittelwert); NF2 (Neurofibromatose Typ II). p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind
signifikant.

Wie in Abbildung 28 ersichtlich, standen NF2-assoziierte Schwannome mit deutlich

jingerem Alter in Zusammenhang als sporadische oder Schwannomatose-assoziierte
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Tumore. Wihrend Patient*innen durchschnittlich mit 28,69 Jahren operiert wurden,
waren Schwannomatose-Patient*innen im Durchschnitt 46,57 Jahre und Betroffenen mit

sporadischen Schwannomen durchschnittlich 48,73 Jahre alt (p<0,0001).

Da der Parameter Schwannomatose nur bei Nicht-VS erhoben wurde, wurden VS zur
Analyse der Lokalisation exkludiert. Wéhrend bei sporadischen Tumoren im Vergleich
der Schwannome von HN, SN und PN die meisten Schwannome an Spinalnerven
auftraten (274 von 528), waren bei NF2- und Schwannomatose-assoziierten Tumoren die
meisten peripheren Nerven, die nicht HN oder SN entsprachen, von Schwannomen
betroffen. Im detaillierteren Vergleich wird erkenntlich, dass bei sporadischen
Schwannomen die hdufigste periphere Lokalisation Nerven der unteren Extremitét waren,
wihrend bei NF2-Tumoren die hdufigste Lokalisation periphere Nerven der oberen

Extremitit und bei Schwannomatose erneut Nerven der unteren Extremitit waren.

Da VS in Tabelle 32 ausgeklammert wurden, wurde die Analyse nochmals mit nur NF2-
Schwannomen und allen Tumorlokalisationen, also auch VS gemacht. In Tabelle 33 soll
der Vergleich von sporadischen Schwannome zu NF2-assozierten Schwannomen
gezogen werden. Hierfiir wurden Schwannomatose-assoziierte Schwannome der Analyse

exkludiert.

Tabelle 33: Vergleich sporadischer mit NF2-assoziierten Schwannomen in Bezug auf den Tumorursprung.
Schwannomatose-assoziierte Schwannome wurden dieser Analyse exkludiert. Abkiirzungen: NV (N. vestibularis); HN
(Hirnnerven, nicht N. vestibularis); SN (Spinalnerven); PN (Periphere Nerven, nicht Hirnnerven, nicht Spinalnerven);
PN1 (Periphere Nerven obere Extremitdit); PN2 (Periphere Nerven untere Extremitit); PN3 (Periphere Nerven
Rumpf); PN4 (Periphere Nerven Kopf/ Hals). p-Werte mit Asterisk (*) markiert sind signifikant.

Gesamt Sporadisch NF2 p-Wert
Gesamt 1744 1454 (83,4 %) 290 (16,6 %)
Lokalisation
NV 1279 1142 (89,3 %) 137 (10,7 %) <0,0001*
HN + SN + PN 465 312 (67,1 %) 153 (32,9 %)
Lokalisation
NV 1279 1142 (89,3 %) 137 (10,7 %) <0,0001*
HN 88 69 (78,4 %) 19 (21,6 %)
SN 253 188 (74,3 %) 65 (25,7 %)
PN 124 55 (44,4 %) 69 (55,6 %)
Lokalisation
NV 1279 1142 (89,3 %) 137 (10,7 %) <0,0001*
HN 88 69 (78,48 %) 19 (21,6 %)
SN 253 188 (74,39 %) 65 (25,7 %)
PN1 43 19 (44,2 %) 24 (55,8 %)
PN2 44 29 (65,9 %) 15 (34,1 %)
PN3 24 5(20,8 %) 19 (79,2 %)
PN4 13 2 (15,4 %) 11 (84,6 %)
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In Bezug auf die Tumorlokalisation ergaben sich gemifl Tabelle 33 nur signifikante
Korrelationen (p<0,0001). Verglichen mit sporadischen Schwannomen befinden sich
mehr NF2-assoziierte Schwannome an anderen Lokalisationen als dem achten
Hirnnerven. Im detaillierten Vergleich ldsst sich sehen, dass NF2-assoziierte

Schwannome am héufigsten an peripheren Nerven auftraten (p=<0,0001).

Tabelle 34: Verteilung der Immunhostochemischen Makrern bei Sporadischen, NF2- und Schwannomatose-
assoziierten Schwannomen. Der Parameter Schwannomatose wurde nur bei Nicht-VS erhoben.. p-Werte mit Asterisk

(*) markiert sind signifikant.

Gesamt | Sporadisch NF2 Schwannomatose | p-Wert

CD3 - Gesamt 1793 1446 284 63

Mittelwert 44,04 45,64 28,86 75,81 <0,0001*
CD8 — Gesamt 1794 1447 284 63

Mittelwert 42,98 44,39 30,11 68,69 <0,0001*
CD68

Score 0 400 286 (71,5 %) 101 (25,3 %) | 13 (3,2 %) <0,0001*

Score 1 690 526 (76,2 %) 125 (18,1 %) | 39 (5,7 %)

Score 2 373 324 (86,9 %) | 40 (10,7 %) | 9 (2,4 %)

Score 3 207 191 (92,3 %) 14 (6,8 %) 2 (1,0 %)

Score 4 120 116 (96,7%) | 4(3,3%) 0(0 %)
CD163

Score 0 686 529 (77,1 %) 144 (21,0 %) | 13 (1,9 %) <0,0001*

Score 1 692 562 (81,2 %) 98 (14,2 %) | 32 (4,6 %)

Score 2 274 228 (83,2 %) 33 (12,1 %) | 13 (4,7 %)

Score 3 107 94 (87,9 %) 9 (8,4 %) 4 (3,7 %)

Score 4 31 29 (93,6 %) 1(3,2%) 1(3,2%)
MIBI1 - Gesamt 1696 1384 258 54

Mittelwert 1,45 1,44 1,38 1,99 <0,0001*
COXx2

Score 0 18 10 (55,6 %) 7 (38,8 %) 1 (5,6 %) <0,0001*

Score 1 485 339 (69,9 %) 127 (26,2 %) | 19 (3,9 %)

Score 2 737 607 (82,4 %) 104 (14,1 %) | 26 (3,5 %)

Score 3 303 256 (84,5 %) 31(10,2%) | 16 (5,3 %)

Score 4 48 46 (95,8 %) 1 (2,1 %) 12,1 %)

Tabelle 34 geht auf die Unterschiede der Expression von IHC-Markern im Vergleich von
sporadischen und Tumorsyndrom-assoziierten Schwannomen ein. Wihrend NF2-
assoziierte Tumore deutlich niedrigere CD3-Zellzahlen als sporadische Schwannome
aufwiesen, zeigten Schwannomatose-assoziierte Tumore eine deutlich hohere
Immunopositivitdt. So verhielt es sich auch bei der CD8-Zellzahl (je p<0,0001). Wéhrend
CD68 bei beiden Tumorsyndrom-assoziierten Schwannomen in geringer Intensivitit
exprimiert wurde als bei sporadischen, zeigte sich dieser Zusammenhang bei CD163 als

auch COX2 nur bei NF2-Schwannomen. Der MIB1-Index zeigte sich nur signifikant im
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Vergleich von Schwannomatosen mit sporadischen Tumore, wihrend NF2-Schwannome

dhnliche Expressionsmuster aufwiesen.
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4 Diskussion

Um die im Rahmen der vorliegenden Arbeit identifizierten Zusammenhédnge
einzuordnen, werden die erzielten Ergebnisse nun im Kontext des aktuellen
Forschungsstands betrachtet. Die vorliegende ist die bisher grofite Arbeit, die VS und
Nicht-VS miteinander vergleicht. Bisher wurden VS nicht in diesem Umfang mit
Schwannomen anderer Lokalisation beziiglich inflammtorischer Marker verglichen. Da
sich Schwannome unabhingig ihrer Lokalisation histologisch gleichen, werden die

meisten Erkenntnisse von VS in der Regel auf auf Nicht-VS iibertragen, und vice versa.

4.1 Sporadische Schwannome

4.1.1 Klinische und demografische Merkmale von Schwannomen

In der vorliegenden Arbeit konnte beobachtet werden, dass Frauen héaufiger priaoperativ
bestrahlt wurden. Dies kann in Zusammenhang mit der Therapieentscheidung von Frauen
stehen, da eine Bestrahlung anstelle einer radikalen Tumorexzision bei VS eine legitime

Behandlungsalternative darstellt.?%2!

Patient*innen mit Schwannomen im Rumpfbereich waren im Durchschnitt am jiingsten,
wihrend die iltesten Patient*innen am hdufigsten von Schwannomen im Bereich der
Spinalnerven betroffen waren. Einen Unterschied im Vergleich von VS und Nicht-VS
gab es nicht. Da in der vorliegenden Kohorte NF2 als auch Schwannomatose
herausgerechnet wurden, ldsst sich vermuten, dass nicht diagnostizierte Tumorsyndrome
zu dem gehduften Auftreten von Rumpf-Schwannomen bei jiingeren Patient*innen
fiihrten. Es besteht die Moglichkeit, dass das friihe Auftreten von Schwannomen im
Rumpfbereich bei jungen Patient*innen durch eine Kombination verschiedener Faktoren
verursacht wird, die nicht ausschlielich auf anatomische Gegebenheiten zuriickzufiihren
sind. Im Gegensatz zum Schidel- und Kopfbereich, wo die enge Anatomie dazu fiihren
konnte, dass Schwannome friiher klinisch apparent werden und Patient*innen in einem
jingeren Alter neurochirurgische Behandlungen benétigen, sind die anatomischen
Verhiltnisse im Rumpfbereich weniger restriktiv. Schwannome in diesem Bereich
konnten daher gar nicht operativ behandelt werden miissen oder zu einer spiteren

klinischen Manifestation fihren. Es kann also nicht allein die Anatomie fiir die frithe
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Manifestation der Rumpf-Schwannome verantwortlich sein. Es wire moglich, dass
andere, nicht untersuchte genetische Syndrome neben einer NF’2-Mutation einen Einfluss
genommen haben. Ein GroBteil der Rumpf-Schwannome waren NF2-assoziiert. Von
insgesamt 1807 untersuchten Tumorproben waren 290 NF2-assoziiert (16,0 %). 63 davon
konnten einer Schwannomatose zugeordnet werden (3,5 %) Unter den insgesamt 28
Rumpf-Schwannomen waren 19 NF2-assoziiert (67,9 %) und 4 mit Schwannomatose
(14,2 %). Ein Bias konnte das hédufige Auftreten von Tumorsyndrom-assoziierten
Schwannomen in der untersuchten Kohorte sein, da das Institut als Zentrum fiir NF2- und

Schwannomatose-assoziierte Tumoren spezialisiert ist.

Insgesamt 5 sporadische Rumpf-Schwannome sind eine zu kleine Gruppe, um
aussagekriftige p-Werte zu ergeben, daher wurde in Kapitel 3.2.5 lediglich das TME aller
peripheren Schwannome an Extremititen, Rumpf und Kopf/ Hals betrachtet. Ein
Vergleich des TME der 5 sporadischen Rumpf-Schwannomen mit dem TME der anderen
Lokalisationen (als eine Gruppe zusammengefasst) ergab selbst bei nicht mehr
aussagekriftigen p-Werten keine signifikanten Ergebnisse, sodass davon ausgegangen
werden kann, dass das TME von Rumpf-Schwannomen sich nicht signifikant von dem
TME der anderen Schwannome unterscheidet. Warum Patient*innen mit Schwannomen
am Rumpfjilinger sind, ist also am ehesten dem Zufall zuzuschreiben oder bleibt weiterhin

ungeklrt.

Rezidivschwannome wurden signifikant seltener am achten Hirnnerv als an anderen
peripheren Nerven operiert. Hier konnte mit hoherer chirurgischer Sorgfalt argumentiert
werden, da die Entfernung eines VS aufgrund hoherer Fallzahlen hdufiger in der
Neurochirurgie in Tiibingen durchgefiihrt wird als die Exstirpation eines Schwannoms an
anderer Stelle. Moglicherweise wurde in diesem Fall besonderer Wert auf eine
umfassende Tumorexzision gelegt, sowohl aufgrund der beengten anatomischen

Verhiltnisse als auch aufgrund der Sorge vor einem Rezidiv.

4.1.2 Bewertung der immunhistochemischen Marker
Die Unterschiede in den immunhistochemischen Markern werden in dieser Studie
insbesondere in Bezug auf die verschiedenen Tumorlokalisationen untersucht. Die

Auswertung der IHC-Marker fiir VS erfolgte von 2019 bis 2021 durch Vanessa Ries und
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Elisa-Maria Suhm, wéhrend die Bewertung der IHC-Marker sowie der klinischen Daten
fiir alle anderen Tumore von der Verfasserin dieser Arbeit zwischen 2021 und 2023
durchgefiihrt wurde. Fiir CD68, CD163 und COX2 wurden die gleichen Scoringsysteme
verwendet. Bei der computergestiitzten Analyse der MIB1-Indices wurde die bereits flir
VS verwendeten Einstellungen verwendet. Alle Personen haben die Tumore nach
denselben Kriterien ausgewerteten, jedoch kann eine gewisse Interrater-Variabilitt nicht
vollstindig ausgeschlossen werden. Lediglich die Marker CD3 und CD8, die durch die
Zéhlung einzelner immunopositiver Zellen erfasst wurden, diirften kaum von einer

Abweichung zwischen den Beurteiler*innen betroffen sein.

4.1.3 Unterschiede im Tumormikromilieu zwischen Vestibular- und Nicht-
Vestibularschwannomen

In der Expression des Markers CD3 fand sich eine signifikant geringere Expression bei
VS verglichen mit Nicht-VS. HN-Schwannome, gefolgt von SN-Schwannomen wiesen
die meisten CD3-Zellen verglichen mit VS auf. Eine erhohte Expression von CD3- als
auch CD8-Zellen wurde hdufig mit einem protektiven, anti-tumordsen TME bei
verschiedenen malignen Tumore in Verbindung gebracht, 61-186.187.189.190 Dyjeg J5sst die
Theorie zu, dass in VS mdglicherweise ein weniger protektives Milieu herrscht als in

beispielsweise anderen Hirnnerv- oder auch Spinalnerv-Schwannomen.

Ahnlich verhielt es sich auch mit der Expression von CDS8. Hier waren im VS erneut die
geringsten CD8-Zellzahlen zu finden, die meisten erneut in anderen Hirnnerv-
Schwannomen. Die zweithdchste Expression von CD8 fand wie bei CD3 auch in
Spinalschwannomen statt. Die Expression beider Marker korrelierte stark miteinander
(p<0,0001 bei einem Korrelationskoeffizienten von r = 0,74). Beide Marker beschreiben
eine &dhnliche Population von Lymphozyten. Es ist davon auszugehen, dass CDS8
spezifischer fiir zytotoxische T-Lymphozyten ist, da dieses Protein hier exprimiert wird,
withrend CD3 auf allen reifen T-Zellen exprimiert wird.'$+18 Interessant ist hier, dass die
p-Werte verglichen mit denen der CD3-Expression hdher, also weniger signifikant,
waren. Es wird zwar CDS8 als spezifischerer Marker flir anti-tumordse T-Zellen

verwendet,'*® die in dieser Arbeit bedeutenderen Zusammenhinge ergaben sich allerdings
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mit CD3, dem unspezifischen Marker. Zur Rolle von CD8 in VS existiert noch nicht viel

Forschung.

Entgegen der Theorie, dass Lymphozyten eher zu einem anti-tumordsen Mikromilieu
beitragen konnen, steht die Arbeit von Li et al.>*? Sie untersuchten verschiedene
Lymphozyten, darunter auch CD3 und CDS8 bei an benignen als auch malignen
Schwannomen erkrankten Personen. Sie fanden mehr tumorinfiltrierende CD8-Zellen in
malignen als in gutartigen Schwannomen. Li et al. beschrieben die Expression von CD3
als auch CD8 in benignen Schwannomen als nicht signifikant erhdht im Vergleich zu
gesunden Schwann-Zellen. Dieses Verhiltnis kann in der vorliegenden Arbeit nicht
beurteilt werden, da keine Kontrollen an gesunden Schwann-Zellen erfolgt sind. Amit et
al. beschrieben eine hohere CDS8-Zell-Infiltration bei schnell wachsenden VS.2%
Aufgrund der geringen Fallzahl von nur 17 VS lésst sich die Aussagekraft der Studie von
Amit et al. diskutieren, da sie zumindest im Widerspruch zu den iiblicherweise
zugeschriebenen Eigenschaften von CD8-Zellen im Tumormikroenvironment steht. Es
weist also einige Evidenz darauf hin, dass die Rolle der CD8-positiven Zellen im TME
von Schwannomen eine weit komplexere ist als die Aufrechterhaltung eines protektiven

TME.

Es kann also nicht sicher gesagt werden, dass die geringere CD8-Expression in VS
verglichen mit Schwannomen anderer Lokalisationen fiir ein stirker pro-tumordses
Mikromilieu sorgt, auch wenn dies bei anderen Tumorentititen der Fall war.!®® Denkbar
fiir die Zukunft wiren weitere Analysen der Rolle von CD8 im TME von Schwannomen,
vor allem im Zusammenhang mit weiteren pro-tumordsen Faktoren wie Immun-

Checkpoint-Genen wie PD-1 oder Tregs. Mehr hierzu siehe 4.1.7.

Die Behauptung, in VS lasse sich ein pro-tumordseres Mikromilieu finden als in
Schwannomen anderer Lokalisationen, wird ebenfalls gestiitzt durch die Betrachtung der
Expression von CD68 in der vorliegenden Arbeit. Hier zeigte sich eine signifikant hohere
Expression in VS verglichen mit dem Rest der Lokalisationen. In Bezug auf verschiedene
Malignome wurde CD68 bereits mehrfach in Zusammenhang mit einem schlechteren
Outcome als auch dem Gesamtiiberleben gestellt, so war eine erhohte CD68 Expression
ua. mit einem fortgeschrittenen = Tumorstadium bei  Nicht-kleinzelligen

Lungenkarzinomen (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC) assoziiert,”>* mit
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ungiinstigerer klinischer Prasentation und schwerwiegenderen Symptomen bei Hodgkin

Lymphomen,'*’

sowie ausgedehnterer Tumorgrofle, schlechterem Gesamtiiberleben als
auch Metastasierung bei Mammakarzinomen.?’’>>> Auch in Ovarialtumoren und
Larynxtumoren konnte eine erhohte CD68-Expression mit schlechterem Outcome

assoziiert werden,200-204.256

Es existieren einige Arbeiten, in denen iiber die Bedeutung der CD68-Expression bei VS
berichtet wird: Bi et al.®®’ beschrieben ebenfalls einen positiven Zusammenhang
zwischen CD68-Expression und verstirktem Tumorwachstum bei VS, ebenso De Vries
et al.’®®> Auch Leisz et al. beschrieben eine Korrelation von CD68-Expression und
Tumorprogression bei VS,%® als auch Amit et al.>® Dies deutet auch darauf hin, dass ein
hoheres CD68-Aufkommen mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist. Wach et al.
konnten in ihrer Arbeit zu VS eine Korrelation von CD68 und dem MIB1-Score
nachweisen.”>® Wie bereits in Kapitel 1.10.3 erwihnt, kann eine prognostische
Beurteilung von MIB1 bei Schwannomen nicht erfolgen, dennoch ist zu erwihnen, dass
in der vorliegenden Arbeit keine Korrelation zwischen dem Proliferationsindex MIB1

und dem CD68-Score nachgewiesen werden konnte (ANOVA: p = 0,0501).

Bei der Betrachtung der Expression von CD163 in der vorliegenden Arbeit lassen sich
dhnliche Schliisse bezogen auf das TME bei Schwannomen ziehen. Auch hier weisen VS
eine hohere CD163-Expression auf als Nicht-VS. Das passt erneut zur Theorie, dass sich
moglicherweise ein pro-tumordseres Milieu bei VS als in anderen Schwannomen finden
lasst. Vries et al. beschrieben bereits 2013 ein hoheres Wachstumsmuster in VS, welche
eine stirkere CD163-Expression aufwiesen.!** Perry et al. beschrieben, dass das
Verhiltnis von CD163 zu CD68-Zellen in VS mit ungiinstiger Tumorkontrolle signifikant
hoher war.?®® Auch in der vorliegenden Arbeit wurde eine hohere CD163-Expression mit
hoheren MIB1-Indices in Zusammenhang gebracht (ANOVA: p<0,0001). In der Studie
von Nisenbaum et al. war eine erhohte CD163-Positivitdit mit einem ungiinstigeren
Horergebnis assoziiert.?! Auch in Malignomen konnte CD163 mit einem hdheren
Tumorstadium in Zervixkarzinomen, Ovarialkarzinomen, Mammakarzinomen und Kopf-
Hals-Tumoren assoziiert werden,201-203-253:236 Einjge Arbeiten gehen sowohl auf CD68 als

auch auf CD163 als korrelierende Marker fiir ein schlechteres Outcome ein.?°!%38
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In der dichotomen Aufteilung in VS und Nicht-VS zeigte CD163 in der vorliegenden
Arbeit zwar signifikante p-Werte, dies war jedoch nicht mehr der Fall bei der Betrachtung
der vier unterschiedlichen Tumorursprungsgruppen NV, HN, SN und PN. Die Expression
von CD163 unterschied sich also nicht signifikant zwischen den unterschiedlichen Nicht-
VS. Es war lediglich zu beobachten, dass Nicht-VS hiufiger einen CD163-Score von 0
oder 1 erreichten, wihrend VS hiufiger den Score von mindestens 2 erreichten. Dies ist
insofern interessant, da CD163 von den verwendeten Makrophagenmarkern als der
vermeintlich spezifischere Marker verstanden wird.?”> Wihrend anhand von CD68 nicht
unterschieden werden kann, welche Richtung die Polarisierung der Makrophagen
angenommen hat, kann CDI163 echer M2-dhnlichen Makrophagen zugeordnet
werden.!””1%® Wihrend beide Marker stark in der Monozyten-Makrophagen-Linie
exprimiert werden, wurde die Expression von CD68 bereits auf Fibroblasten und anderen
nicht-myeloischen ~ Zellpopulationen = wie  Karzinomen und  Melanomen
nachgewiesen.'?%*? Es ist also denkbar, dass der Marker CD68 in der vorliegenden
Arbeit nicht nur an Makrophagen, sondern auch an Fibroblasten gebunden hat und somit
starker positiv war als CD163. Das konnte einen Erkldrungsansatz liefern, weshalb CD68
als unspezifischerer Marker signifikantere Zusammenhinge im Vergleich der
Tumorurspriinge zeigte. Betrachtet man diesen Zusammenhang in Hinblick auf die
Polarisierung von Makrophagen in M1- und M2-Typ Makrophagen, kann damit
argumentiert werden, dass die M2-Makrophagen, hier dargestellt durch CD163, eine
weniger eindeutige Rolle im TME von Schwannomen spielen als zuerst angenommen.
Die meisten Daten iiber die Wirkung von M1- oder M2-Makrophagen stammen aus
Arbeiten mit malignen Tumoren und daher konnen diese Erkenntnisse gegebenenfalls

nicht so einfach auf benigne Tumore wie Schwannome iibertragen werden.

Auch ist die Polarisierung von Makrophagen ein komplexer Prozess und lisst sich nicht
in eine eindeutig pro-tumordse und eine anti-tumordse Seite aufteilen. Im TME von
Vestibularisschwannomen konnen Makrophagen unterschiedlicher Polarisation
unterschiedliche Auswirkungen auf das Tumorwachstum und andere Aspekte haben. De
Vries et al. stellten in ihrer Studie eine Verbindung zwischen der Expression von pro-
tumordsen M2-TAM und dem Tumorwachstum bei sporadischen VS her.!** Es wurde
auch festgestellt, dass schnell wachsende Tumore eine erhdhte Mikrogefd3dichte

aufweisen, wobei eine signifikante Assoziation zwischen der Expression von M2-
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Makrophagen und dieser kapilldren Dichte bestand.!** Im Gegensatz dazu fanden Perry
et al. einen starken Zusammenhang zwischen M1-TAM und progressivem VS-Wachstum
nach subtotaler Resektion.? Huo et al. konnten 2024 keine signifikanten Unterschiede
in den Anteilen von MI- und M2-Makrophagen zwischen schnell und langsam
wachsenden VS finden.?*3 Ebenso konnte bei ihnen keine positive Korrelation zwischen

Tumorwachstumsrate und der Expression von CD68 und CD163 gefunden werden.

In Zusammenschau der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kann schlussgefolgert
werden, dass in VS weniger T-Lymphozyten, dafiir aber mehr Makrophagen zu finden

waren als in Nicht-VS.

In der vorliegenden Arbeit wurden Makrophagen durch die Marker CD68 und CD163
charakterisiert, obwohl diese Methode nicht die préziseste zur Unterscheidung zwischen
MI1- und M2-Makrophagen darstellt, da CD68-Makrophagen nicht einem Subtyp
zugeordnet werden koénnen.!’*198262 Dennoch handelt es sich um eine etablierte
Praxis.?*»?% Es gibt allerdings noch andere Marker, die ebenfalls einer
immunhistochemischen Farbung zugénglich sind. Keiner dieser Marker allerdings weist
mit einer 100-prozentigen Sensitivitit die spezifischen Makrophagen nach. Fiir eine
genauere Differenzierung konnten M 1-Makrophagen immunhistochemisch tiber Marker
wie CD11b!63264265 gder CD80,%6!1-2%6 und M2-Makrophagen iiber CD206 nachgewiesen
werden.?®” So kdnnte eine detailliertere immunhistochemische Differenzierung des TMEs
in die verschiedenen TAMs geschehen. Anhand der noch im Institut vorhandenen TMAs
konnte auch fiir die hier untersuchte Kohorte eine prizisere Klassifikation geschehen.
Immunhistochemische Marker miissen vorerst erworben werden, der Kostenaufwand ist

verglichen mit anderen Methoden jedoch tiberschaubar.

Das Konzept eines pro-tumordsen Milieus ldsst die Annamhe zu, dass auch das
Tumorwachstum duch einen erhohten Wachstumsindeex, hier MIB1, begiinstigt sein
konnte. Diese Vermutung wird in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht bestétigt. VS
wiesen signifikant weniger MIB1-Positivitdt auf als Nicht-VS auf, wobei die hochsten
MIB1-Zellzahlen bei Spinalschwannomen gefunden wurden. Es bestand ein signifikanter
Unterschied lediglich zwischen VS und Spinalnerven beziehungsweise Hirnnerven, die
nicht dem N. vestibulocochlearis entsprachen. Besonders interessant ist, dass neben der

bemerkenswert geringen Expression bei VS, SN- und HN-Schwannomen eine
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widerspriichlich hohe Expression von MIB1 aufweisen, wihrend CD68 und CD163 am
geringsten in Schwannomen von SN und HN exprimiert waren. Dies entspricht nicht den
bisherigen Untersuchungsergebnissen, in denen héufig eine hohe Expression von CD68
und CDI163 mit einer hoheren Tumorwachstumsrate in  Verbindung
steht, 134135:257.258.260.268 [y der Priifung des Zusammenhangs von MIB1 und CD68 wurde
das Signifikanzniveau knapp verfehlt. (ANOVA: p=0,501), jedoch bestand eine
Korrelation zwischen MIB1 und CD163 (ANOVA: p<0,0001). Die Ursachen hierfiir
konnten vielféltig sein. Da CD68 ein Marker fiir Makrophagen darstellt und MIB1 die
Zellproliferation kennzeichnet, kann ihre Expression durch voneinander unabhéngige
Prozesse wie zum Beispiel die Interaktion mit anderen Zelltypen reguliert werden. Es
fehlt noch eine abschliefende Begriindung, warum CD68 als einziger Marker nicht mit
der Expression von MIB1 korreliert. Ein hoherer CD163-Score korrelierte mit einem
hoéheren MIB1-Wert von Score 0-3, aber nicht bei einem CD163-Score von 4. MIB1
korrelierte auch jeweils positiv mit den T-Lymphozytenmarkern CD3 und CD4 (Bivariate
Analyse: p<0,0001). Die Rolle von MIB1 in Zusammenhang mit dem Tumormilieu bei

Schwannomen ist also noch unklar und schwer einzuordnen.

Ein weiterer Grund, warum MIB1 nicht die erwartete hohe Aktivitét in VS zeigt, konnte
eine MIB1-Downregulation in VS sein. Es gibt viele verschiedene molekulare Faktoren,
die einen Einfluss auf eine geringere Expression von MIB1 haben kdnnen. Beispielweise
wird die Transkription des Gens fiir KI-67 durch den Tumorsuppressor p53 direkt oder
indirekt durch die Bindung von Komplexen an die Promotorregion herunterreguliert.?®
Eine Idee fiir die Zukunft konnten molekulare Untersuchungen der Schwannome dieser
Kohorte sein, die die Downregulation von MIB1 anhand von p53 in VS untersuchen. Wie
bei Uxa et al. konnten hierfiir unter anderem die Durchflusszytometrie, die Chromatin-
Immunprézipitation, die quantitative Real Time Polymerase-Chain-Reaction, die

Gelelektrophorese und der Western Blot zur Anwendung kommen.>%

Abe et al. beschrieben, dass MIB1 in Tumoren wie Schwannomen falsch hoch sein kann,
da hier eine falsche Bindung an Antigene in degenerativen Arealen wie Antoni-B-
Arealen, die als degenerierte Antoni A-Areale verstanden werden, geschehen kann.*3*
Prinzipiell ist dies eine unberechenbare Fehlerquelle, wobei angemerkt werden muss,
dass die Rate der MIB1-Expression in Schwannomen generell relativ niedrig ist, so auch

in dieser Kohorte. Dass MIB1 nicht zwingend mit einem hohen Tumorwachstum von
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Schwannomen assoziiert sein muss, beschrieben auch Behling et al. in einer Arbeit 2019.
Hier wird beschrieben, dass der Marker MIB1 nicht mit der TumorgrdBe korreliert.?3
2021 wurde beschrieben, dass eher kleinere Tumore einen hoéheren MIBI1-Index
aufwiesen, diese aber radiologisch mehr Wachstum zeigten.?**> Ein weiterer moglicher
Erklarungsansatz fiir die geringere MIBI1-Expression in VS konnten andere
Mechanismen sein, die aktiviert werden. Ein pro-tumordses Milieu fiihrt hdufig zu einer
Aktivierung von Wachstumsfaktoren wie VEGF oder TGF-p.!9%158160.161 Dyjese kdnnten
das Tumorwachstum nicht nur iber Proliferation, sondern auch {iber andere
Mechanismen wie Angiogenese oder Immunmodulation fordern, wodurch der MIB1-
Index nicht zwingend erhoht sein muss. Eine Untersuchung dieser Faktoren wére auch an
der vorliegenden Kohorte denkbar, da auch immunhistochemische Markierungen
Aufschluss iiber diese Wachstumsfaktoren geben konnten. Aus den gewonnen
Informationen wire ein besseres Einordnen der Rolle von MIB1 in VS im Vergleich zu

Schwannomen anderer Lokalisationen denkbar.

Auch wenn die MIB1-Indices bei Nicht-VS hoher sind, sind sie verglichen mit anderen
Tumorentititen = sehr niedrig.  Beispielsweise liegen  MIBI-Indices beim
Pankreaskarzinom zwischen 5,6 % und 42,4 %.2’%?"! In der vorliegenden Arbeit lag der
mediane MIB1-Index unter allen Schwannomen bei 1,46 %. Es lésst sich daher die Frage
formulieren, in wie weit das wirkliche Wachstum von Schwannomen anhand des MIB1 -
Index erfasst werden kann. Denkbar ist, dass MIB1 auch die Proliferation von
Makrophagen und Lymphozyten erfasst. Die vorhandene Literatur konzentriert sich
hauptsédchlich auf die Rolle von MIB1 als Proliferationsmarker in Tumorgeweben. Es ist
jedoch bekannt, dass MIBI in allen aktiv proliferierenden Zellen exprimiert wird,
unabhiingig davon, ob es sich um Tumor- oder entziindliches Gewebe handelt.??7272
Lewis et al. beschrieben, dass in wachsenden Schwannomen eher Makrophagen als
Schwann-Zellen die Mehrheit der proliferierenden Zellen ausmachten.'®> Daher konnte
eine erhohte MIBI1-Expression in entziindetem Gewebe auf eine gesteigerte
Zellproliferation hindeuten, die mit dem Entziindungsprozess verbunden ist. Fiir eine
Untersuchung der Rolle von MIBI1 als Inflammationsmarker wiirde es inflammatorisches,
nicht neoplastisches Gewebe im Vergleich mit normalem, gesundem Gewebe benétigen.
Hier konnte die MIB1-Expression zusammen mit anderen Markern des TMEs und der

Inflammation untersucht werden.
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Um die Wachstumsrate von Schwannomen besser bestimmen zu kénnen, konnte auf
andere Moglichkeiten als die MIB1-Messung zuriickgegriffen werden. So ermdglicht die
Durchfiihrung serieller MRT-Scans die Quantifizierung des Volumenwachstums von
Schwannomen. Mithilfe von spezieller Bildanalysesoftware konnen Volumendnderungen
prézise berechnet werden. Dariiber hinaus konnten diffusionsgewichtete MRT eingesetzt
werden, um den zelluliren Charakter des Tumors zu beurteilen und mogliche
Korrelationen mit Wachstumsmustern zu identifizieren. Diese Bildgebungsdaten konnten
durch klinische Beobachtungen und die Uberwachung von Symptomen erginzt werden.
Auf molekularer Ebene wire die Untersuchung von Genen, die an der

Zellzyklusregulation oder Proliferation beteiligt sind, ein weiterer Ansatz.

Behling et al. fiihrten bereits praoperative volumetrische Tumormessungen auf Grundlage
von MRT-Bildern durch und berechneten das Tumorvolumen in cm? bei der auch in der
vorliegenden Studie untersuchten Kohorte von vestibuldren Schwannomen..?*> Hier
konnte auch ein Tumorwachstum untersucht werden, wenn mehrere praoperative Bilder
vorlagen.?*! Die in der vorliegenden Arbeit analysierten VS sind resezierte Tumoren und
wurden bereits 2021 von Behling et al. auf ihr Tumorvolumen hin analysiert. Bei
Schwannomen, die aktuell einer ,wait-and-scan®“-Strategie unterliegen, konnten
wertvolle Informationen beziiglich der Wachstumsrate und des Tumorvolumens erhoben

werden.

Die Expression von COX2 war in der vorliegenden Arbeit bei VS signifikant hoher als
bei Nicht-VS. Dies lésst sich wiederum im Zusammenhang mit der Theorie interpretieren,
dass in VS ein pro-tumordses Milieu vorherrschen konnte. In einigen Arbeiten mit
Malignomen konnte COX2 mit einer schlechteren Prognose in Zusammenhang gebracht
werden.?!321® Im Mausmodell fiihrte sowohl die Blockade von COX als auch COX2 zu
einer Verringerung des Tumorwachstums beim Ovarialkarzinom.??” Auch beim
Mammakarzinom konnte eine Proliferationshemmung durch eine COX-Inhibition
erreicht werden.””® Ebenso konnte bei einigen hématologischen Neoplasien ein

antiproliferativer Effekt durch eine COX-Hemmung beobachtet werden.?%2%

Eine im Jahr 2014 veroffentlichte retrospektive Studie beschrieb eine negative
Korrelation zwischen der Einnahme von ASS und dem Tumorwachstum bei sporadischen

vestibuldren Schwannomen.?*? Dilwali et al. zeigten 2015 in einem in-vitro-Modell, dass
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ASS eine hemmende Wirkung auf die COX2-Expression und das Zellwachstum in VS-
Zellen haben kann. Dieser Effekt konnte jedoch in einer normalen Schwann-Zellkultur
nicht reproduziert werden.?*! 2019 untersuchten Behling et al. in der Tiibinger VS-
Kohorte den Einfluss von ASS auf die Proliferation und der Géenausdehnung von VS.
Es konnte kein signifikanter Unterschied der COX2-Expression in VS bei regelmiBiger
Einnahme von COX-Inhibitoren (ASS) gefunden werden.** Allerdings wurde eine
deutlich erhohte Proliferationsneigung in Assoziation mit einer erhohten COX2-
Expression gefunden, ebenso wie in einer Arbeit von Hong et al. aus dem Jahr 2011.23*
Dies konnte in einer weiteren Arbeit im Jahre 2021 erneut bestitigt werden. Ebenso
wurde eine Korrelation zwischen dem prioperativen Tumorvolumen und der COX2-

Expression gefunden.?*

Die Lokalisation, an welcher in der vorliegenden Arbeit die geringste COX2-Expression
gefunden wurde, waren Spinalschwannome. Generell zeigten Spinal- als auch
Hirnnerven-Schwannome ein Expressionsmuster aller Marker, das sich am meisten von
dem Expressionsmuster von VS unterschied. Die Lymphozytenmarker CD3 und CDS8
wurden jeweils in HN-Schwannomen am stirksten exprimiert, wihrend SN-Schwannome
die zweithochste immunpositive Zellzahl aufzeigten. In VS zeigte sich die geringste
Expression der Lymphozytenmarker. Der Makrophagenmarker CD68 zeigte die geringste
Expression bei HN-Schwannomen, wihrend die Ergebnisse bei CD163 nicht eindeutig
waren. VS wiederum wiesen die hochste Expression der Makrophagenmarker auf. Die
Expression von MIB1 zeigte sich mit Abstand am hdchsten bei SN-Schwannomen,
wihrend diese die geringste COX2-Expression aufwiesen. Auch hier zeigten sich die
groften Unterschiede im Vergleich zu VS: Wéhrend die MIB1-Expression bei VS am
niedrigsten war, wiesen diese die hochste COX2-Epression auf. Die Immunopositivitit
der Marker zeigt im Vergleich zu den anderen Lokalisationen mit Ausnahme der MIB1 -

Expression die Merkmale eines anti-tumords interpretierten Milieus.

Eine hohe Lymphozyten-Positivitdt bei niedrigen Makrophagenzahlen und geringer
Entziindungsaktivitdt konnte womdoglich also darauf hindeuten, dass das Milieu in Spinal-
und Hirnnervenschwannomen eher anti-tumords ist. Dennoch sind Spinal- und
Hirnnervenschwannome die grofite Gruppe unter den Nicht-VS. Prozentuell nehmen SN
51,9 % der Nicht-VS ein, wiahrend HN mit 17,4 % an zweiter Stelle stehen. Ein Grund

fiir die Haufung der Spinalnervenschwannome in der vorliegenden Kohorte konnte sein,
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dass lediglich operierte Tumore untersucht wurden. Spinalnervenschwannome kdnnen
aufgrund ihrer anatomischen Lage klinisch apparent werden und einer operativen
Therapie bediirfen.?®?” Schwannome anderer peripherer Nerven wie am Rumpf und an
den Extremititen werden moglicherweise nicht oder spéter klinisch apparent und
bediirfen nicht immer einer Operation als Therapie. Auch an Spinalnerven liegen beengte
anatomische Gegebenheiten vor, sodass eine mechanische Reizung denkbar wire, die ein

haufigeres Auftreten von Schwannomen beglinstigt.

Warum unterscheidet sich das TME bei Spinalnerv-Tumore so deutlich von dem TME
bei Vestibularisschwannomen? Ein moglicher Erklarungsansatz konnte die
Lagebeziechung zur Dura Mater sein. Die meisten der spinalen Schwannome liegen
intradural, ein extraduraler Anteil kann bei weit lateraler Ausdehung des Tumors
bestehen.”®?” Dies konnte Einfluss auf die Immunzellinfiltration nehmen. Auch bei VS
wurde bereits in manchen Féllen eine Dura-dhnliche Membran gefunden, die die
Schwannome im innen Gehdrgang umhiillte.?’#?”> Bei den in dieser Arbeit verwendeten
Spinalschwannomen wurde vom Operateur oder der Operateurin nicht in allen Féllen
erhoben, wo im Spinalraum sich das Schwannom befand. Die Lage, ob intra- oder
extramedulldr, intra- oder extradural oder intra- oder extraspinal, wurde daher nicht
weiter flir diese Analyse verwendet, da diese Angaben nur zu einigen
Spinalschwannomen vorlagen. Um eine umfassende Antwort auf die Frage, ob der
Kontakt zur Dura Mater einen Einfluss auf das TME hat, zu erhalten, sind jedoch weitere
immunhistochemische und molekulare Untersuchungen und Forschungsarbeiten
erforderlich, um die spezifischen Mechanismen zu verstehen, die das Tumormikromilieu

in Vestibularisschwannomen und Spinalschwannomen priagen.

Im Hinblick auf spinale und Hirnnerven-Schwannome ist ein, verglichen mit VS, anti-
tumords interpretiertes Milieu denkbar. Es zeigen sich hohe Lymphozytenzahlen, relativ
geringere Makrophagen-Positivitit ebenso wie geringere Entzlindungsaktivitit. Es ist zu
betonen, dass die hier angewandte Klassifizierung nach anatomischer Lage primér auf
Korperregionen basiert. Wie das TME der  verschiedenen Untergruppen von
Schwannomen ausgesehen hitte, wenn diese nach anderen Kriterien zugeordnet worden

wiren, bleibt unklar, siehe hierzu auch 4.5 Limitationen.
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4.1.4 Wechselwirkungen zwischen klinischen Merkmalen und dem
Tumormikromilieu

In der vorliegenden Arbeit wiesen adltere Patient*innen hohere CD163-Scores auf. Dies
steht in Einklang mit einer Arbeit von Bianchi-Frias et al, in der beschrieben wurde, dass
CD163 bei Prostatakarzinompatienten iiber 60 Jahren deutlich hochreguliert war.?’® Auch
Li et al. kommen zu einem &hnlichen Ergebnis, hier war allerdings die Expression von
CD68 in kolorektalen Tumoren bei élteren Patient*innen deutlich héher. Auch im
Mausmodell konnten bei dlteren Miusen mehr M2-Makrophagen gefunden werden.?”’
Dies ldsst die Vermutung zu, dass pro-tumordse Einfliisse aus dem TME im Alter
zunehmen konnten. In der vorliegenden Arbeit wurde auch festgestellt, dass die COX2-
Expression bei ilteren Patient*innen signifikant hoher war. In ihrer Ubersichtsarbeit
beschrieben Chung et al. eine altersbedingte Hochregulation der COX-Gene in
entziindlich verindertem Gewebe.?’”® Auch bei der Untersuchung von altersbedingten
Verdnderungen der COX-Expression in Thrombozyten und Monozyten bei Menschen als
auch bei Ratten lassen sich vergleichbare Ergebnisse finden. Kang et al.>” vermuten hier
ebenfalls eine altersbedingte Hochregulation. Die Daten aus diesen Studien legen nahe,
dass mit zunehmendem Alter die Infiltration von Makrophagen in der Mikroumgebung

steigt, wobei die pro-tumordsen Makrophagen die vorherrschende Untergruppe bilden.

In der vorliegenden Arbeit wiesen vorbestrahlte Schwannome mehr CD163 als auch mehr
COX2 auf. Eine pridoperative Bestrahlung erhalten fast ausschlieBlich

SLIS welche in dieser Arbeit wiederum mit hdheren CD163-

Vestibularisschwannome,
und COX2-Scores assoziiert waren. Ein Erkldrungsversuch konnte sein, dass invasive
und schwierig zu operierende Tumore primér bestrahlt wurden, um eine bessere
Tumorkontrolle zu erreichen und anschlieBend erst die operative Entfernung

durchgefiihrt wurde.

Es ist erwdhnenswert, dass die CD68- als auch die COX2-Expression in Rezidiv-
Schwannomen signifikant reduziert war. Dies steht in Widerspruch zu den Eigenschaften,
die CD68-Makrophagen und pro-inflammatorischen Mediatoren wie COX2 im
Tumormilieu zugeschrieben werden. Rezidivschwannome konnen aufgrund einer
unvollstindigen Exstirpation oder zuriickgelassenen Tumorkapsel entstehen.” Es konnte
argumentiert werden, dass diese Tumore nicht vollstindig entfernt worden sind, weil sie

kein aggressives Wachstum zeigten. Eine dhnliche Konstellation konnte in der Literatur
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nicht gefunden werden. Behling et al. beschrieben, dass bei Rezidiv-VS die Expression
von MIB1 héher war.?*® Panigrahi et al. konnen diese Beobachtung unterstiitzen.?*" In der
vorliegenden Arbeit wurde nicht die Rezidivrate, sondern der Rezidivzustand ermittelt.
Schwannome wurden entweder als Primdrschwannom oder als Rezidivschwannom
operiert. Diese dichotome Aufteilung geniigt nicht, um Aussagen iiber das Auftreten und
den Zusammenhang von Rezidiven zu treffen. Eine Moglichkeit flir die Zukunft wére,
die Rezidivrate bei dieser Kohorte zu ermitteln, also die Rezidive ihren Primértumoren
zuzuordnen und zu erfassen, in welcher Zeitspanne das Rezidiv operiert werden musste
und wie oft es zu einer solchen Rediziv-OP kam. In diesem Zusammenhang konnte auch

nochmals die Expression der Masker CD68 und COX2 beleuchtet werden.

Eine weitere Korrelation, die hier zu erwéhnen ist, betrifft die Beziehung zwischen MIB1
und dem Geschlecht der Betroffenen. Signifikant héhere MIB1-Expressionsniveaus
wurden bei Frauen beobachtet. Dariiber hinaus wurde auch eine erhohte COX2-
Expression bei weiblichen Patientinnen festgestellt. Ein unterschiedliches
Entscheidungsverhalten in Bezug auf die Operation kdnnte einer der Griine hierfiir sein.
Frauen konnten mit der Entscheidung filir eine Operation zdgern und sich bei
Behandlungsbedarf fiir eine weniger invasive Option, wie z.B. der Bestrahlung,
entscheiden. Zum Zeitpunkt der Operation kann der Tumor weiter gewachsen sein und
moglicherweise einen hoheren MIB1-Index aufweisen. Diese Theorie wird auch in der
vorliegenden Arbeit gestiitzt durch die signifikant hohere Bestrahlungsrate bei Frauen im
Vergleich zu Méannern (p=0,0010). Auch konnten Unterschiede in der Wahrnehmung von
Symptomen dazu fiihren, dass Schwannome bei Frauen erst in einem fortgeschrittenerem

Stadium diagnostiziert und demnach operiert werden.

Zudem haben Studien gezeigt, dass Frauen im Vergleich zu Méinnern stiarkere humorale
und zelluldre Immunantworten auf Infektionen oder Antigenstimulationen aufweisen.
Nach Infektionen oder Impfungen zeigten sich mehr pro-inflammatorische Zytokine bei
Frauen als bei Ménnern. Frauen zeigten eine héhere Anzahl von CD4-positiven Zellen,
und ein hoheres CD4/CD8 Verhiltnis. Nach einer Immunstimulation wiesen Frauen eine
starkere T-Zell Antwort auf. Insgesamt haben Frauen damit moglicherweise eine starkere
Immunantwort sowohl des angeborenen als auch des adaptiven Systems auf Fremd- und
Eigenantigene.?®1:?%? Diese verstirkte Immunreaktivitit kdnnte das Tumorwachstum und

die Proliferationsaktivitit beeinflussen.
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Es gibt auch Hinweise darauf, dass Geschlechtshormone wie Ostrogen und Progesteron
das Wachstum von Schwannomen beeinflussen konnen. Unter anderem wird ein
vermehrtes Wachstum von VS in der Schwangerschaft beschrieben.?®* Eine Expression
von Ostrogen- und Progesteron-Rezeptoren in menschlichen VS wurde immer wieder
untersucht, teils mit widerspriichlichen Ergebnissen.?®* Die klinische Bedeutung von

Ostrogen- und Progesteron-Rezeptoren ist jedoch noch immer umstritten.

In der Literatur gibt es einen Bericht {iber ein statistisch signifikantes Wachstum von VS-
Explantaten als Reaktion auf Estradiol in vivo. Hier wurde VS-Gewebe in Maiuse
implantiert. Bei mit Ostrogen behandelten Miusen zeigte sich ein statistisch signifikantes
Wachstum des Tumors.?** Dies l4sst die Vermutung zu, dass VS unter dem Einfluss von
Progesteron und Ostrogen einen hoheren Wachstumsindex und somit eine erhdhte MIB1 -
Expression aufweisen konnten. Anhand von weiteren Untersuchungen konnte dieser
Zusammenhang in der Zukunft ndher beleuchtet werden. Die Analyse der
Hormonrezeptoren gelingt anhand von IHC nicht immer, da die Rezeptoren in der Zelle
unter anderem in sehr geringen Mengen vorkommen und mit IHC schlecht nachweisbar
sind. Moglich wiren molekulare Untersuchungen anhand von mRNA oder Western

Blot.?

4.1.5 Zusammenhang der Marker zueinander

CD3 und CDS sind beides Marker fiir T-Lymphozyten, daher war ihre Korrelation
miteinander auch stark positiv. Ebenso ging eine hohe CD3-Zellzahl mit einer hohen
CD68-, als auch CD163-Zellzahl einher. Dasselbe galt fiir CD8 und der Korrelation mit
CD68 oder CD163. Das erstaunt, da die Lymphozytenmarker bei VS niedriger waren als
bei Nicht-VS, wihrend die Makrophagenmarker genau das Gegenteil zeigten: Sie waren
bei VS hoher. Allerdings gibt es sehr unterschiedliche Erscheinungsformen von VS.
Einige prisentieren sich sehr zellreich, wihrend andere zerkliiftet imponieren.* In
zellreichen Schwannomen konnten sich dadurch moéglicherweise in der kleinen Stanze
von 1 mm deutlich mehr Lymphozyten- als auch Makrophagen befinden als in

zellarmeren Schwannomen.

Es ist zu betonen, dass sich das gleichzeitige Auftreten beider Zellarten in hoher Zahl

nicht zwangslaufig ausschlief8t. In fast allen untersuchten Tumoren waren die Marker fiir
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Lymphozyten als auch Makrophagen positiv, wobei die Ausprigung signifikant
unterschiedliche Intensititen aufwies. Es bleibt jedoch zu hinterfragen, ob die
beschriebenen Unterschiede biologisch relevant sind, auch wenn statistisch signifikante
Unterschiede nachgewiesen werden konnten. Die Beurteilung der biologischen Relevanz
erfordert eine Bewertung der Prognose sowie der Wirkung von Therapien. Hierfiir wéren
Follow-up-Untersuchungen erforderlich, die Aspekte wie das Auftreten von Rezidiven,
klinische Merkmale wie Nervenfunktionsstorungen, darunter zum Beispiel Horverlust
oder Paresen und Schmerzen, die Lebensqualitit sowie das Ansprechen auf die Therapie

umfassen.

Ein hoherer COX2-Score war mit einer hoheren CD3- oder CD8-Zellzahl assoziiert,
ebenso mit einer hoheren CD68- oder CD163-Expression als auch einem hoheren MIB1-
Index. Diese Zusammenhidnge lassen sich vor dem Hintergrund eines vermutlich anti-
oder pro-tumordsen TMEs und anhand den in dieser Arbeit untersuchten Parametern

nicht vollstdndig erkldren.

4.1.6 Warum ist der achte Hirnnerv so oft betroffen?

Es ldsst sich die Theorie formulieren, dass in VS ein pro-tumordseres Mikromilieu
herrschen konnte als in Schwannomen anderer Lokalisationen. Diese Hypothese wird
durch die Prdsenz von Makrophagen unterstiitzt, insbesondere M2-Makrophagen, die

gesteigerte Entziindungsaktivitét als auch die relativ geringere Anzahl von Lymphozyten.

Warum mehr Makrophagen in VS als in Schwannomen andere Lokalisationen vorliegen,
ist nicht abschlieBend erkldrt. Erkldrungsansitze konnten unter anderem héufige oder
rezidivierende Infektionen in der Ndhe des achten Hirnnerven sein. Der Nerv verlduft im
Felsenbein nah am Mittelohr. Haufige Mittelohrentziindungen, wie sie im Kindesalter
haufig sind, eventuell auch mit Ausbreitung auf das Labyrinth, koénnten eine
entziindungsbedingte Haufung der Einwanderung von pro-inflammatorischen Zellen wie
den Makrophagen erklidren. Denkbar wire auch eine Infektion mit Viren, wie z.B. Herpes
Zoster. Der sogenannte Herpes zoster oticus kann auf den achten Hirnnerven iibergreifen
und konnte so moglicherweise eine Makrophageninvasion begiinstigen. Anhand einer
prospektiven  Kohortenstudie konnten Patient*innen mit ehemals héufigen

Mittelohrentziindungen oder einer anamnestischen Varizella-Zoster-Infektion mit
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Ohrbeteiligung regelmidBigen MRT-Scans zugefiihrt werden, um potenzielle
pathologische Verdnderungen des achten Hirnnerven zu identifizieren und den

Zusammenhang zu untersuchen.

Schulz et al. zeigten 2016 am Mausmodell, dass Schwannome héufiger bei genetisch
verdnderten Maiusen mit homozygoter NF2-Gendeletion sowie bei Maiusen mit
heterozygoter NF2-Knockout-Mutation in Schwann-Zellen auftraten. Besonders
bemerkenswert ist, dass bei Miusen mit heterozygoter NF2-Mutation bereits eine
einmalige Nervenquetschung ausreichte, um die Tumorbildung zu induzieren.> Durch
Hochregulation von proliferativen Signalwegen in den Schwann-Zellen kam es zur
raschen Schwannom-Bildung. Das warf die Theorie auf, dass lddierte Schwann-Zellen
eher zur Bildung von Schwannomen neigen. Diese Theorie wird auch bekriftigt durch
das hédufige Vorkommen von Schwannomen in anatomisch stark eingegrenzten Regionen
wie dem inneren Gehdrgang, durch den der achte Hirnnerv verlduft.!® Extrakraniell
finden sich die meisten Schwannome typischerweise spinal oder paraspinal in enger
riumlicher Beziehung zur kndchernen Begrenzung des Spinalkanals.'® Es liegen also
Anhaltspunkte dafiir vor, dass Schwannome bevorzugt an Stellen auftreten, die fiir
Nervenschidigungen durch Kompression oder mechanisches Trauma anfillig sind.'8
Diese Theorie reicht jedoch nicht, um das iiberproportional héiufige Auftreten von
Schwannomen am N. vestibularis zu erkliren. Im KHBW sind die anatomischen
Gegebenheiten zwar eng, jedoch sind Foramina der Schidelbasis oder andere
Nervendurchtrittspunkte wie der Spinalkanal mit deutlich beengteren kndchernen

I't.286

Verhéltnissen assoziie Um die Theorie der ,lddierten Schwann-Zellen® weiter zu

bekriftigen, benotigt es mehr klinische Untersuchungen.

Bisher lag das Augenmerk beziiglich der Plastizitit von Schwann-Zellen auf der
Regeneration von verletzten Neuronen. Distal liegende Schwann-Zellen verlieren den
Kontakt zum Axon, da dieses degeneriert. Diese Schwann-Zellen reagieren mit der
Expression von Zytokinen, es kommt zur Invasion von Makrophagen und zu einer
Entziindungsreaktion, die die Regeneration des verletzten Axons fordern soll.?®” Die
untersuchten Verdanderungen der Schwann-Zellen sind sekundér als Reaktion auf einen
vorliegenden Nervenschaden. Im Gegensatz dazu entstehen Schwannome primér durch
die autonome Proliferation von Schwann-Zellen ohne vorangegangenen Nervenschaden,

wobei sie als Neoplasie eigenstindig das Tumorgewebe bilden. Uber die direkten
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Lasionen von Schwann-Zellen liegt allerdings wenig Forschung vor. Die Umsetzbarkeit
einer Untersuchung von Lésionen innerhalb von Schwann-Zellen ohne Axonschaden
wére problematisch. Um solche Léasionen zu identifizieren, wire eine Biopsie des
betroffenen Nervs notwendig, einschlieBlich der Entnahme der Nervenhiille. Diese
miisste anschlieend unter dem Elektronenmikroskop analysiert werden, ein invasiver

Eingriff, der sowohl medizinische Risiken birgt als auch ethische Bedenken aufwirft.

Lisionen von Schwann-Zellen kénnten potenziell auch mittels MRT detektiert werden.®
Eine solche Untersuchung konnte Aufschluss dariiber geben, ob mechanisch
vorgeschadigte Schwann-Zellen tatsdchlich ein erhohtes Proliferationspotenzial besitzen.
Warum jedoch ausgerechnet der kaliberschwache N. vestibularis so hdufig betroffen ist,

bleibt selbst durch diese Herangehensweise unklar.

4.1.7 Besseres Verstindnis des Tumormikromilieus
Es ist ungewohnlich, dass in gutartigen Schwannomen so viele Immzunzellinfiltrate zu
finden sind. Ein besseres Verstindnis des TMEs kann sowohl prognostisch als auch

therapeutisch sehr wertvoll sein.

In dieser Arbeit wurde nur ein kleiner Ausschnitt des TME untersucht, obwohl dieses aus
zahlreichen weiteren Komponenten besteht. Beteiligte Zellen im TME sind Immunzellen,
darunter T- und B-Lymphozyten, regulatorische T-Zellen und TAMs, Endothelzellen,
extrazellulire Matrix, Fibroblasten, neuroendokrine Zellen, Fettzellen und

Signalmolekiile.'3¢-14°

Eine genauere Untersuchung der Zellen im TME von
Schwannomen kann Aufschluss dariiber geben, wie dieses Mikromilieu

zusammengesetzt ist.

Die Untersuchung weiterer immunhistochemischer Marker, die im TME vermutet
werden, konnte mehr Aufschluss bringen. Perry et al. untersuchten die Rolle von PD-L1,
ein Liganden fiir das Programmed-Cell-Death-Protein 1 (PD-1), der hdufig von Tumoren
iiberexprimiert wird, um Immunzellen zu binden und zu inaktivieren, was zu einem
stirkeren Tumorwachstum fithren kann.?%?® Sie konnten einen Zusammenhang
zwischen hoherer PD-L1-Expression und Tumorprogression bei VS aufzeigen, ebenso

auch Bi et al.»>7?%° Eine Arbeit an 40 VS zeigte, dass VS mit positiver PD-L1-Expression
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auch eine hohere Dichte an CD8-Lymphozyten aufwiesen, aber kein Zusammenhang von
TumorgrdBe und PD-L1-Expression bestand.?”® Ebenso keinen Zusammenhang fanden
auch Archibald et al.?*! In der Zukunft wire eine immunhistochemische Untersuchung
der Expression von PD-L1 in der hier verwendeten Kohorte denkbar. Der
immunhistochemische Marker ist bereits etabliert und konnte dazu beitragen, das TME

der verschiedenen Schwannom-Lokalisationen besser zu verstehen.

Weitere Zellen des TMEs, wie Tregs, konnten u.a. durch die Analyse ihrer Aktivitdt
mittels Marker wie TGF-B, PGE2 und Interleukin-10 genauer untersucht werden. Tregs
unterdriicken im TME CD8-Zellen und wirken so pro-tumords.!'>%1%16! Bisher wurde in
Zusammenhang mit Schwannomen im Jahr 2020 von Tamura et al. die Anwesenheit von
Tregs anhand von VEGF-A und CD25 untersucht.”®> Auch Li et al. beschrieben 2017 die
Expression von Tregs, jedoch in malignen Schwannomen. Auch hier wurde der Marker
CD25 verwendet, allerdings mithilfe der Immunfluoreszenz.?>?> Bisher gibt es bei

Schwannomen jedoch noch keine Erkenntnisse zur Rolle der Tregs im TME.

Auch Karzinom-assoziierte Fibroblasten (CAF) sind stromale Zellen, deren Aktivitét im
TME mit einem Tumorprogress assoziiert ist. Auch hier zeigt sich eine hohe
Heterogenitit bei Betrachtung der einzelnen Fibroblasten, &@hnlich wie bei der
Polarisierung von Makrophagen.”®® Sie interagieren mit Tumorzellen, indem sie eine
Vielzahl von extrazelluldren Matrixkomponenten oder Zell-Zell-Adhédsionen absondern,
was das Wachstum, die Invasion, die Entziindung und die Angiogenese von Tumorzellen
beeinflussen kann.?**?*> Einer malignen Transformation von Tumorzellen geht hiufig ein
anfangliches, auffilliges Wachstum von Fibroblasten voraus, welches auch bei frithen

oder prikanzerdsen Tumoren beobachtet wurde.>”°

CAFs bei VS wurden in einer neuen Arbeit aus dem Jahr 2024 untersucht. Anhand von
RNA-Sequenzierung wurden verschiedene CAF-Subtypen klassifiziert und eine
Assoziation mit dem metabolischen Verhalten von Schwannom-Zellen berschrieben.?®’
Tumorzellen greifen in ihrer Energiegewinnung haufig auf die Glycolyse zuriick, die ein
saures Mikromilieu zur Folge hat. Dies hat wiederum weitere Auswirkung auf das TME
und die Polarisierung von TAMs als auch CAFs.?*® Ebenso wurde eine Hochregulierung
von des IL-6- Signalwegs beobachtet und die Autor*innen stellten die Theorie auf, dass

Anti-IL-6-Therapien wie Siltuximab und Tocilizumab auf diese CAFs abzielen
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konnten.””” Weitere Untersuchungen von CAFs und ihrer Rolle im TME von
Schwannomen sind von Noten, um mehr Verstindnis fiir das TME zu generieren als auch

die personalisierte Behandlung von VS zu untersuchen.

Weitere Akteure im TME sind Dendritische Zellen (DC). Diese sind eine heterogene
Gruppe von Antigen-prasentierenden Immunzellen, die fiir die Einleitung und
Regulierung von adaptiven Immunantworten von entscheidender Bedeutung sind. Durch
die Antigenprédsentation an andere Immunzellen haben DCs das Potenzial, eine Anti-
Tumor-Immunitit einzuleiten.?* Im TME ist hiiufig die Aktivitit von DCs eingeschrinkt,
um der Immunabwehr zu entgehen. Anhand von verschiedenen Zytokinen kann die
Rekrutierung von DCs in das TME gehemmt werden.*”® Die Anwendung des Wissens
iiber die Funktionen von DCs in der Onkologie hat sich als vielversprechend erwiesen.
Bestimmte Chemotherapeutika und zielgerichtete Therapien induzieren einen
immunogenen Zelltod in Tumorzellen. Diese geschidigten Tumorzellen ziehen
spezialisierte DCs an, die daraufthin die CDS8-T-Zell-Antworten verstirken. Weitere
spezialisierte DCs konnen T-Zell-Reaktionen sowohl lokal als auch in den

tumordrainierenden Lymphknoten aktivieren.**!

DCs in Schwannomen wurden bisher noch nicht ausreichend untersucht. Shi et al.
untersuchten 2021 verschiedene molekulare Grundlagen und die Immunzellinfiltration in
VS. Hier wurde ebenfalls eine hohere Dichte an DCs verglichen mit normalem
Nervengewebe beschrieben.’”? Genaueres Augenmerk wurde jedoch nicht auf die
Funktion von DCs im TME von VS gelegt. Weitere Untersuchungen koénnten dazu
beitragen, Antigene zu identifizieren, die als Ausgangspunkt fiir DC-Impfstoffe genutzt

werden konnen.

4.1.8 Prognostischer und therapeutischer Einsatz

Sporadische, nicht vestibuldre Schwannome weisen nach der Resektion eine sehr hohe
Heilungsrate auf und sind mit einer sehr geringen Morbiditit assoziiert.>!'*? Da die
Resektion bereits eine effektive Behandlung darstellt, ist der Bedarf an prognostischer
Sicherheit und neuen Therapieansétzen fiir sporadische Schwannome gering. Anders bei
VS: Hier zeigt sich eine hohere Morbiditét, die mit dem hohen Auftreten von einer

Hypakusis und einem Tinnitus assoziiert ist.>>* Nach subtotaler Resektion zeigt sich ein
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deutlich hiiufigeres Rezidivautkommen.'?*12® Auch bei Vorliegen von Tumorsyndromen
oder bei schwer resektablen Tumoren kdnnte eine weiterfithrende Analyse des resezierten
Tumorgewebes wertvolle Hinweise auf die zu erwartende Prognose weitere
Therapieoptionen liefern. Insbesondere diese Patient*innen konnten erheblich von einer

prognostischen und therapeutischen Bewertung des TMEs in Schwannomen profitieren.

4.1.8.1 Prognostischer Einsatz

Das Verhiltnis von M1- zu M2-Makrophagen wurde in verschiedenen Tumorartenarten
als potenzieller prognostischer Marker und pridiktiver Faktor flir den Krankheitsverlauf
und die Behandlungsreaktion untersucht,!74177-181.303304 "Fq mygs jedoch darauf
hingewiesen werden, dass die Verwendung der Makrophagenpolarisierung als
prognostischer Marker in der klinischen Praxis noch nicht weit verbreitet ist. Es sind
weitere Arbeiten erforderlich, um die Validitdit und Anwendbarkeit dieser Marker bei
verschiedenen Neoplasien zu bestéitigen. Dariiber hinaus ist die Interpretation der
Ergebnisse oft komplex, da viele Faktoren die Makrophagenpolarisierung und den

Krankheitsverlauf beeinflussen konnen.

Ebenso konnten das Vorhandensein und die Aktivitit von CD8-positiven T-Lymphozyten
als prognostischer Marker verwendet werden.'¢:186-191 Die Bewertung von CD8-T-Zellen

und anderen Immunzellen im Tumorgewebe ist ein aktives Forschungsfeld.

Auch eine Untersuchung von PD-L1 als prognostischer Faktor fiir die Tumorprogression
ist denkbar.?%"-2%2% Ebenso kdénnten Tregs und CAFs im TME auf ihre prognostische

Signifikanz bei Schwannomen untersucht werden, !>%161.2%7

4.1.8.2 Bisher etablierte Therapien in Bezug auf maligne Tumore

Die gezielte Modulation des TME stellt einen wichtigen Schritt in Richtung der
personalisierten Medizin dar. In Bezug auf maligne Tumore sind bereits einige
Therapiestrategien etabliert worden, die auf das TME abzielen. Es seien im Folgenden

nur einige dieser Therapieansitze genannt.

Als eine der ersten Therapien, die auf das TME abzielen, stellte die Ergdnzung der

Standard-Chemotherapie durch anti-angiogenetische Therapieoptionen eine neue und
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wirksame Behandlungsoption fiir einige fortgeschrittene Tumore dar. Die Angiogenese
ist fiir das Tumorwachstum und die Metastasierung von entscheidender Bedeutung.3%
Anti-VEGF-Antikorper wie Bevacizumab binden an den VEGF-Rezeptor und inhibieren
die Angiogenese. Durch die im TME herrschende Hypoxie wird liber den Hypoxie-
induzierbaren Faktor 1 a (HIF1a) der VEGF-Signalweg angestoBBen, welcher die Reifung
dendritischer Zellen hemmt und die Proliferation von Tregs und TAM anregt.!*® Der
monoklonale Antikorper Bevacizumab ist seit 2004 zugelassen und findet Anwendung
unter anderem beim kolorektalem Karzinom, Mammakarzinom und beim NSCLC.3%
Small Molecules wie Sorafenib verhindern die Entwicklung eines neuen Gefallsystems,

indem sie die Aktivitit von Tyrosinkinasen inhibieren.>"’

Auch die Blockade des PD1/ PDL1-Signalwegs anhand von monoklonalen Antikdrpern
wie Pembrolizumab ist seit 2014 fiir das fortgeschrittene Melanom zugelassen.*”® Seither
wurde die PDI1/ PD-Ll-Inhibition fiir die Behandlung von einigen weiteren
Tumorentititen zugelassen. Unter anderem beim Hodgkin-Lymphom, kolorektalen
Karzinom und beim hepatozelluliren Karzinom.*”3!"! Die PD-1/ PD-LI-
Signaliibertragung ist ein wichtiger Mechanismus, durch den Tumoren antigenspezifische
T-Zell-Immunantworten umgehen. Die Blockade von PD-1 oder PD-L1 durch Antikorper

kehrt diesen Prozess um.>'?

Eine weitere Methode zur gezielten Modulation des TMEs und der darin enthaltenen
Immunzellen ist die CAR-T-Zell-Therapie. Hier werden T-Lymphozyten genetisch
modifiziert, um Tumorzellen gezielt zu attackieren. Chimére Antigenrezeptoren (CARs)
ermoglichen es T-Zellen, spezifische tumorassoziierte Antigene zu erkennen und sich
effizient zu vermehren.?'® Dies steigert ihre Fihigkeit, Tumorzellen direkt zu bekimpfen,
und macht die Therapie besonders wirksam gegen bestimmte himatologische Neoplasien

wie Leukimien oder Lymphome, bei denen andere Behandlungsansitze oft versagen.?!*

In verschiedenen Studien und klinischen Versuchen wurden DCs als Triger von
Impfstoffen genutzt, indem sie mit Tumorantigenen beladen und den Patient*innen
verabreicht wurden.>'> Die Vorl4uferzellen der DCs in Patient*innen werden isoliert und
in vitro kultiviert, mit Tumorantigenen beladen und dann wieder in die Patient*innen
iibertragen. Anschliefend kann die Antitumorwirkung durch spezifische Antitumor-T-

Zellen, die durch DCs stimuliert werden, ausgeiibt werden.’!> Ein Beispiel fiir den
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klinischen Erfolg ist die Zulassung eines DC-basierten Impfstoffs zur Behandlung von
metastasiertem Prostatakarzinom.’!® Da die Antigene im Tumor jedes Betroffenen
hochspezifisch sind, sind DCs, die mit personalisierten Neoantigenen beladen sind, als

therapeutische Tumorimpfstoffe eine weitere attraktive Strategie.

Andere Ansitze beschreiben eine Umkehrung der Polaritéit von M2-Makrophagen zu M 1-
Makrophagen. Diese Herangehensweise stellt eine vielversprechende Antitumor-
Immuntherapie dar.’!"! Allerdings geht die Re-Polarisierung hiufig mit gravierenden
Nebenwirkungen einher, da die phanotypische Umwandlung von Makrophagen in den
pro-inflammatorischen M1-Phénotyp auch in normalem Gewebe induziert werden
kann.’?%*2! Momentan wird an nebenwirkungsirmeren Therapieoptionen geforscht.>??
Bisher befindet sich die Forschung auf diesem Gebiet allerdings noch in einem

experimentellen Stadium.

4.1.8.3 Therapieoptionen in Bezug auf Schwannome:
Fiir die Behandlung von Schwannomen koénnten in Zukunft verschiedene Therapien
denkbar sein, die auf neuen Erkenntnissen und Technologien basieren. Einige potenzielle

Ansitze konnten sein:

Eine bereits oben genannte therapeutische Option anhand der Unterdriickung von
Antitumorimmunitét ist der VEGF-R Signalweg. Eine klinische Studie (NCT06517888)
untersucht aktuell das Ansprechen von unilateralen, nicht-NF2-assoziierten VS auf
Bevacizumab. Weitere denkbare Ansdtze fiir weitere Therapiestrategien sind
Immuncheckpoint-Inhibitoren wie PD1/ PD-L1-Inhibitoren, welche bereits seit {iber 10
Jahren bei malignen Tumorentititen Anwendung finden.’*®3!2323 Eg gibt Hinweise auf
eine Uberexpression vom PD-1/ PD-L1-Signalweg bei VS,?°7-26%28 jedoch fehlt es noch
an klinischen Untersuchungen zur Wirksamkeit der Immuncheckpoint-Therapie bei

Schwannomen.

Die Behandlung von VS mit ASS wird derzeit intensiv diskutiert. Im Jahr 2018 wurde
eine Empfehlung fiir VS-Patient*innen verdffentlicht, die jedoch nur fiir Betroffene mit
minimalem Tumorwachstum und einer "Wait-and-Scan"-Strategie galt.>* Bei

Patient*innen mit schnellerem Wachstum oder groBeren Tumoren kamen weiterhin
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etablierte Therapiemethoden zum Einsatz.>> Eine Meta-Analyse untersuchte 2021
nochmals die bisher vorliegenden Arbeiten zum Einfluss von ASS auf VS. Die Arbeiten
waren von retrospektivem Charakter und zeigten eine hohe Heterogenitit auf. Die ASS-
Dosierung war nicht einheitlich dosiert und die Wirkung der Dosierung wurde auch nur
unzureichend untersucht.?3! Die Autor*innen der Meta-Analyse kamen zu dem Schluss,
dass die vorliegenden Daten nicht ausreichten, um ASS generell fiir die Behandlung von
VS zu empfehlen. Die bisherige Untersuchung der COX-Inhibition als Therapieoption
zeigte nur begrenztes Potenzial. Es bedarf weiterer Studien mit einem prospektiven
Design, um ihre Wirksamkeit fundierter bewerten zu konnen. Eine aktuell laufende
prospektive Phase-II-Studie untersucht den Einfluss von ASS auf das Tumorwachstum
und den Erhalt des Horvermdgens bei VS (NCT03079999). Allerdings gestaltet sich die
Rekrutierung geeigneter Proband*innen schwierig, und es bleibt ungewiss, ob diese

Studie signifikante Ergebnisse liefern wird.

Einzelne Fallstudien beschreiben den Einsatz von Immuntherapien bei Schwannomen:
2020 wurde eine Patientin mit einem spinalen malignen melanotischem Schwannom nach
zweimaliger chirurgischer Dekompression und Radiotherapie mit adjuvanter
Immuntherapie behandelt. Die Patientin wies bereits ossire, pulmonale und hepatische
Metastasen auf, als die Immuntherapie eingeleitet wurde. Sie erhielt Immuncheckpoint-
Inhibitoren, die den PD1/ PD-L1 als auch den CTLA-4-Signalweg (zytotoxisches T-
Lymphozyten-Antigen 4) inhibierten. Zudem kam Denosumab, ein Rezeptoraktivator des
Kernfaktor-Kappa-b-Liganden-Antikdrpers zum Einsatz, da diese Therapien sich bereits
bei der Behandlung von priméren Melanomen als wirksam erwiesen hatten. Die Patientin
verstarb dennoch an der bereits sehr fortgeschrittenen Erkrankung.’?* Ebenfalls beim
melanotischen Schwannom haben Sahay et al. 2020 eine &hnliche Vorgehensweise
beschrieben. Hier wird eine Patientin mit einem malignen Spinalschwannom beschrieben.
Nach Resektion und SRS wurde eine Immuntherapie mit Nivolumab eingeleitet. Bei
einem Tumorrezidiv nach einem Jahr wurde die Therapie mit Ipilimumab ergénzt, beides
Therapeutika, die den PD-1/ PD-L1-Signalweg inhibieren. Nach drei Jahren und iiber 46
Therapiezyklen zeigte sich die Erkrankung in stabilem Zustand.*>* Da das melanotische
Schwannom seit 2021 als eigene Tumorentitédt z&dhlt und nicht mehr als Unterform eines

Schwannoms verstanden wird, ist die Aussagekraft dieser Arbeiten eingeschrinkt.”?
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D’Adamo et al. untersuchten 2019 den Effekt von Sorafenib zusammen mit dem
Zytostatikum Dacarbazin auf solide Tumoren, darunter auch MPNST. MPNST zeigten
sich hier mit dem geringsten progressionsfreiem Uberleben (nur 4,9 Wochen vs. 13,4
Wochen bei den anderen Tumorentititen).*> Die meisten Daten zur Anwendung von
Immuntherapien liegen aktuell zu MPNST vor. Aber auch fiir an benignen Schwannomen
leidende Patient*innen, insbesondere idltere Menschen, Patient*innen mit schweren
Begleiterkrankungen oder solchen, die eine invasive Behandlung ablehnen, wiirde eine
medikamentdse Therapie eine attraktive Alternative zur Resektion oder der SRS
darstellen. Zudem konnte sie als ergénzende Behandlung bei Patient*innen sinnvoll sein,
die sich nach einer subtotalen Resektion fiir die Option der Beobachtung entschieden

haben.

Die genaue Ursache fiir den Beginn der Schwannombildung bleibt ungeklart: Entsteht
zunichst ein pro-tumordses Mikromilieu, das die Proliferation von Schwann-Zellen
begiinstigt, oder induziert das wachsende Schwannom selbst die Zytokinexpression, die
das Tumormikroenvironment priigt??> Um diese Fragestellung weiter untersuchen zu
konnen, wiaren immunhistochemische als auch molekulare Analysen sowohl an gesunden
Schwann-Zellen als auch an Schwannomen in frithen Stadien denkbar. Eine direkte
Gegeniiberstellung mit normalem menschlichem peripherem Nervengewebe und
Schwannomen in frithen Stadien konnte wertvolle Einblicke in die Mechanismen der
Tumorentstehung liefern. Dazu wire idealerweise eine Biopsie von menschlichem
Gewebe notwendig. Entnommene, gesunde periphere Nerven oder Autopsiepréiparate von
Korperspendern konnten dazu beitragen, die hier gewonnenen Daten einzuordnen. Durch
immunhistochemische Anfirbung mit den auch in dieser Arbeit verwendeten Préparaten
konnte beurteilt werden, ob die hier erfassten immunhistochemischen Marker verglichen
mit dem gesunden Gewebe erhoht oder erniedrigt sind. Zudem konnte untersucht werden,
welche Verdnderungen sich in Anfangsstadien von Schwannomen im TME abbilden.
Arbeiten zu anderen, malignen Tumoren gehen hdufig davon aus, dass die Tumorzellen

das TME induzieren.!3%-142-327

4.2 Tumorsyndrome
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4.2.1 Neurofibromatose 2-Schwannome im Vergleich mit sporadischen

Schwannomen

4.2.1.1 Klinische Charakteristika

Im Vergleich von sporadischen Schwannomen mit NF2-Schwannomen wurde ersichtlich,
dass die von NF2 betroffenen Patient*innen deutlich jiinger waren als die Patient*innen
mit sporadischen Schwannomen. Diese Beobachtung wurde schon in multiplen Arbeiten
beschrieben.!®?3233328 Durch das Vorliegen von Keimbahnmutationen kann es zu einer
Manifestation bereits in frithen Lebensphasen kommen."*! In der vorliegenden Arbeit
hatten Patient*innen mit NF2 zum Zeitpunkt der Operation ein Alter von durchschnittlich
28,7 Jahren, wihrend Patient*innen mit sporadischen Tumore im Durchschnitt fast 20

Jahre alter waren.

Ebenso wiesen NF2-Patient*innen deutlich hdufiger Rezidive auf als Patient*innen ohne

Tumorsyndrom. Diesen Zusammenhang bestitigen auch Guha et al.>*

ebenso wie Peng
et al.'”?® Eine unvollstindige Resektion kann hiufiger zu einem Rezidiv fiihren, was
bereits in einigen Arbeiten dargelegt wurde.*'** NF2-VS zeigen hiufig ein diffuses
Wachstumsmuster und neigen dazu, den siebten Hirnnerv bereits frithzeitig zu
infiltrieren, was chirurgische Eingriffe herausfordernd gestaltet.'?® In einigen Féllen wird
daher eine bewusst unvollstindige Resektion durchgefiihrt, um die Funktion des

Fazialisnerven als auch des achten Hirnnervens zu erhalten.?3°

4.2.1.2 Immunhistochemie

Auffillig bei CD3 als auch CD8 war die geringere Expression bei NF2-assoziierten
Schwannomen im Vergleich mit sporadischen Schwannomen. Bisher wurden diese
Marker noch wenig in Bezug auf Schwannome untersucht, sodass sich nicht viel

1.2°2 schreiben von einer

Erklarung in der Literatur finden ldsst. Lediglich Tamura et a
signifikant hoheren CD8-Zellzahl bei NF2-Schwannomen verglichen mit sporadischen
Schwannomen. Dies stand auch in Verbindung mit einem kiirzeren progressionsfreien
Uberleben. Hier wurden 22 NF2-assoziierte Schwannome mit 21 sporadischen
Schwannomen vergleichen. Es wurden keine TMAs verwendet, sondern 4 pm dicke

Schnitte der jeweiligen Tumoren. Hier wurden dann in 5 sogenannten ,,Hot Spots‘ unter
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40-facher VergroBerung die Zahlen der positiven Zellkerne gezahlt. Die geringe Fallzahl
mag sicherlich eine Limitation der Arbeit sein, dennoch ist der Vergleich mit dieser
Arbeit fiir die Einordnung der in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse wertvoll.
Die vorliegende Studie basiert auf einer gro3en konsekutiven Kohorte, die nahezu alle
verfiigbaren Félle einschloss, mit Ausnahme solcher, bei denen Gewebe oder
Einwilligung fehlten. Durch die systematische Auszdhlung der Zellzahlen und die
umfassendere Fallzahl bieten die hier erhobenen Daten eine hohe Validitdt. Die
Unterschiede in beiden Arbeiten lassen sich vermulich auf eine selektivere Fallauswahl

von Tamura et al. zurtickfiihren.

Es ldsst sich die Vermutung aufstellen, dass in NF2-assoziierten Schwannomen
moglicherweise  weniger das TME als die genetische Mutation zur
Schwannomentstehung beitragen. Wird die Expression der Makrophagenmarker CD68
und CD163 betrachtet, zeigen sich &hnliche Ergebnisse. Auch hier weisen NF2-
assoziierte Schwannome eine geringere Expression der beiden Marker auf als sporadische
Schwannome. Auch hier kann erneut mit Tamura et al.?*> verglichen werden: In ihrer
immunhistochemischen Analyse fand sich signifikant mehr CD163-Expression in NF2-
assoziierten Schwannomen als in sporadischen. Ebenso konnte diese Beobachtung wieder
mit einem kiirzeren progressionsfreien Uberleben assoziiert werden. Gregory et al.*!
untersuchten drei Datensétze auf Genexpressionsprofile von sporadischen und NF2-
assoziierten VS mittels PCR und Zytometrie. Sie identifizierten Makrophagen als die am
haufigsten vorkommende Immunpopulation in VS. Einen signifikanten Unterschied in
der Expression von CD68 fanden sie zwischen NF2-assoziierten und sporadischen
Schwannomen nicht. CD163 war lediglich in einem Datensatz bei NF2-assoziierten
Schwannomen erhdht, was wiederum in einem Validationsversuch keinen signifikanten
Unterschied hervorbrachte. Ebenso konnten keine Unterschiede in der T-Zell-Population
in den beiden verglichenen VS-Geweben festgestellt werden. Die Fallzahl lag in dieser
Arbeit bei 83 sporadischen VS und 33 NF2-assoziierten VS. Zwar unterschieden sich die
angewandten Methoden grundlegend, dennoch tragen die Ergebnisse der anderen Studie
dazu bei, die eigenen Befunde einzuordnen. Das Fazit von Gregory et al. lautet, dass sich
NF2- und sporadische VS in ihrer immunologischen Mikroumgebung &hneln. Die
Autor*innen werfen ebenso wie Lewis et al.3> die Theorie auf, dass eine hohe

Makrophagendichte in NF2- als auch in sporadischen Schwannomen in manchen Arealen
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besonders verdichtet auftreten. Diese seien laut Lewis et al. vor allem in Regionen mit

viel GefiBen und hoher proliferativer Aktivitit lokalisiert.>*?

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels Stanzbiopsien von 1 mm Durchmesser
gearbeitet, sodass zwar viele Proben direkt miteinander verglichen werden konnten, diese
allerdings nur ein kleines Areal des gesamten Schwannoms abbilden. So ist es denkbar,
dass besonders makrophagendichte Areale nicht im erstellten Tissue Microarray
abgebildet wurden. Das wiirde allerdings bedeuten, dass bei insgesamt 1807
Schwannomen, darunter 290 NF2-positive Schwannome, die aussagekriftigen Bereiche
verfehlt worden sind. Das ist unwahrscheinlich, zumal die zu stanzenden Bereiche zuvor
von einem erfahrenen Neuropathologen gesichtet und markiert wurden. In der
vorliegenden Arbeit wurden die bisher grofiten Kohorten unterschiedlicher Schwannome
untersucht, was eine umfassende und differenzierte Analyse ermdglicht hat. Die
erhobenen Daten belegen die beschriebenen Unterschiede auf iiberzeugende Weise und

tragen wesentlich zum Verstindnis der Schwannome bei.

Auch im Zusammenhang mit COX2 exprimierten NF2-assoziierte Schwannome weniger
diesen Markers als sporadische Schwannome. Hong et al beobachteten dhnliche COX2-
Expressionsmuster bei NF2- als auch bei sporadischen VS.>** Diese Autor*innen
untersuchten jeweils 15 sporadische und NF2-assoziierte VS auf 5 pm dicken
Tumorschnitten. Auch hier wurde ein semiquantitativer Score fiir die Ermittlung der
Immunopositivitdt verwendet. Die Prozentzahl der Férbeintensitdt wurde, wie auch in der
vorliegenden Arbeit, geschitzt. Der Score bestand auch aus 5 Stufen, jedoch wurde hier
anders unterteilt: Keine Immunopositivitit ergab den Score 0, zwischen 1 — 10 % den
Score 1, zwischen 11 — 50 % den Score 2. Von 51 — 80 % ergab sich der Score 3, alles
dariiber ergab Score 4.23* Neben der geringen Fallzahl zeigt sich auch hier eine weitere
Erklarung fiir das nicht signifikante Ergebnis. Die Score-Stufe 2 deckt einen sehr groflen
Bereich ab. In der vorliegenden Arbeit wurde zwischen 5, 25, und 50 % Immunpositivitit
unterteilt. Diese feinere Einteilung ermdglicht es, Unterschiede zwischen Gewebeproben

mit geringer bis moderater Positivitdt genauer zu erfassen.

In Bezug auf die MIB1-Proliferationsindices konnte in der vorliegenden Arbeit kein
Unterschied bei NF2- und sporadischen Schwannomen gefunden werden. Das liberrascht,

da eine positive Korrelation von MIB1 und schnell oder aggressiv wachsenden Tumoren
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hdufiger in der Literatur beschrieben wird. Antinheimo et al. als auch Saito et al.
beschrieben bereits hohere MIB1-Expression bei NF2-assoziierten VS.328333
Limitationen der genannten Arbeiten konnten die kleine Fallzahl sein. Saito et al.
untersuchten insgesamt 8 NF2-Schwannome und 10 sporadische Schwannome. Zudem
wurden bei Saito auch Tumore der NF2-Gruppe zugeordnet, die nur wahrscheinlich eine
NF2 hatten und somit keine genetische Diagnose vorlag.*** Antinheimo untersuchte
insgesamt 22 NF-assoziierte VS und 27 Nicht-NF2 VS. 10 der NF2-Patient*innen waren
miteinander verwandt. Hier wurde die MIBI-Immunopositivitdt dhnlich wie in der
vorliegenden Arbeit anhand eines Computerprogramms ermittelt, die den Anteil der
positiven Zellkerne zum Anteil, der nicht gefarbten Zellkerne errechnete. Antinheimo et
al. begriindeten ihr Ergebnis mit der Theorie, dass es durch den Merlin-Funktionsverlust
zum Verlust der Zell-Zell-Wachstumshemmung komme und dies so zu einem invasivem

Wachstumsmuster fithren konne.>??

Auch Hong et al. untersuchten die Expression von MIB1 bei sporadischen und NF2-
assoziierten VS, hier ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen.
Die geringe Fallzahl von je 15 Schwannomen aber auch die Methode der Quantifizierung
unterschieden sich vom hier vorliegenden Projekt: Hong et al. zdhlten die MIB1-positiven
Zellkerne unter 1000 Zellkernen und errechneten den Prozentsatz der MIBI-

Expression.?*

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich eine geringere Expression der Lymphozytenmarker
CD3 und CDS8 bei NF2-assoziierten Schwannomen als bei sporadischen Schwannomen.
Auch die Immunopositivitit der Makrophagenmakrer CD68 und CD163 zeigten sich bei
NF2-Schwannomen geringer ausgeprigt als bei sporadischen Schwannomen. Ahnlich
verhielt es sich auch bei COX2. Die Expression von MIB1 zeigte zwischen beiden
Gruppen keinen Unterschied. Durch die groBe Fallzahl und die Anwendung von
systematischen Scoring-Methoden wurden Ergebnisse ermittelt, die nicht den bisherigen
Forschungsergebnissen entsprechen. Die umfassende Datenbasis und die prézise
Methodik erlauben jedoch eine fundierte Aussage und bieten eine solide Grundlage fiir
die prisentierten Ergebnisse. Denkbar wire, dass NF2-Schwannome durch die bereits
zugrunde liegende genetische Mutation nicht mehr auf pro-tumordse und entziindliche

Einfliisse aus der Mikroumgebung angewiesen sind, um weiter zu proliferieren.
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4.2.2 Schwannomatose-Schwannome im Vergleich mit sporadischen Schwannomen

4.2.2.1 Klinische Charakteristika

Schwannomatose-assoziierte Schwannome zeigten in der vorliegenden Arbeit ein
signifikant hoheres Rezidivvorkommen als sporadische Schwannome. Guha et al.
beschrieben bei Schwannomatosen eine Korrelation zwischen subtotaler Resektion und

329 In einem Fallbericht von 2013 wurde von 9

dem Rezidivvorkommen.
Schwannomatose-Betroffenen bei 5 davon von einem postoperativen Rezidiv
berichtet.!’3> Da der Rezidivstatus bei der vorliegenden Kohorte nur dichotom als
entweder Primdrtumor oder Rezidivtumor erfasst wurde und auch der Resektionsstatus
nur fir die Nicht-VS zur Verfiigung stand, kann hier keine Aussage dazu getroffen
werden. Denkbar wére eine erneute Auswertung der Daten mit Bezug auf das

Rezidivvorkommen als auch auf das Resektionsausmal} aller untersuchten Tumore. So

konnten oben genannte Arbeiten weiter eingeordnet werden.

4.2.2.2 Immunhistochemie

Schwannomatose-assoziierte Tumore exprimierten in der vorliegenden Arbeit signifikant
mehr CD3 als sporadische Schwannome. Bei CD8 ergab sich ebenfalls eine signifikante
Korrelation mit hoéheren CDS8-Zellzahlen in Verbindung mit Schwannomatose.
Schwannomatose-assoziierte Schwannome zeigten also eine deutlich hdhere
Lymphozytenzahl als sporadische Schwannome. Dieses Ergebnis ist vor allem interessant
im Vergleich mit der CD3- und CD8-Positivitdt in NF2-assoziierten Schwannomen.
Wihrend NF2-Schwannome deutlich weniger Lymphozyten als sporadische Tumore
prisentieren, scheinen Schwannomatose-assoziierte Tumore signifikant mehr
Lymphozyten aufzuweisen. Die CD68-Expression war bei Schwannomatose-
Patient*innen erniedrigt, wéihrend sich kein signifikantes Ergebnis bei der Betrachtung
von CD163 ergab, obwohl hier auch die Zahl der CD163-positiven Zellen geringer war
als bei sporadischen Schwannomen. Auch Schulz et al. beschrieben 2016 auch das

Vorkommen von Makrophagen in Schwanomatose-assoziierten Schwannomen, jedoch
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wurde hier lediglich in vorhandene/ nicht vorhandene Immunférbung anhand des Markers

CD68 unterteilt.?

Anhand der weiter oben aufgestellten Theorie des anti- und pro-tumordsen
Immunzellspektrums kdnnte bei Schwannomatosen ein deutlich protektiveres Milieu

vorliegen als in sporadischen Schwannomen.

In Bezug auf die COX2-Expression von Schwannomatose-assoziierten Tumore ergab
sich kein signifikanter Unterschied zu sporadischen Schwannomen. Schwannomatose-
assoziierte Schwannome zeigten jedoch einen signifikant hoheren MIB1-Index als ihre
Vergleichsgruppe, wihrend NF2-assoziierte und sporadische Schwannome ein
indifferentes Ergebnis zeigten. Diese Korrelation ist glaubhaft mit dem Symptombild von
Schwannomatosen und ihrem multiplen und héufig aggressiven Auftreten
vereinbar.!!"!1* Wissenschaftliche Erkenntnisse zur Einordnung dieser Beobachtungen
gibt es zurzeit keine. Es ist anzumerken, dass der Parameter Schwannomatose nur im
Zusammenhang mit Schwannomen an anderen Lokalisationen erhoben wurde. Da
Schwannome, die mit Schwannomatose assoziiert sind, nicht am achten Hirnnerv

4

auftreten,''* sollte die begrenzte Fallzahl keine wesentliche Einschrinkung darstellen

Es bleibt unklar, warum Schwannomatose-assoziierte Tumore gemdll der oben
aufgestellten Theorie, mit einem anti-tumordseren Mikromilieu assoziiert werden
konnten als sporadische Schwannome. Zudem &hneln sie in threm Mikroenvironment
kaum dem von NF2-Schwannomen. Letztere zeigen kaum Infiltration von Immunzellen,
wihrend bei Schwannomatose das Verhiltnis der protektiven zu den pro-tumordsen
Immunzellen hoch ist. Das widerspricht der Theorie, dass Tumorsyndrom-assoziierte
Schwannome weniger abhingig vom TME fiir das Wachstum von Tumoren sein konnten,
da bereits eine genetische Driver-Mutation vorliegt. Allerdings ist auch in der
vorliegenden Arbeit die Fallzahl begrenzt. Dennoch ist fiir ein besseres Verstindnis des
Krankheitsbildes und der Betreuung der hiufig sehr schmerzgeplagten Patient*innen in

Zukunft mehr Forschung notwendig.!!!?

Die Unterschiede im Tumormikromilieu zwischen Schwannomatose-assoziierten
Tumoren und NF2-assoziierten Schwannomen konnten auf verschiedene zugrunde
liegende molekulare Mechanismen zuriickzufithren sein. Schwannomatose ist durch

Mutationen in den Genen SMARCBI und LZTRI gekennzeichnet, wihrend NF2 durch
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Mutationen im NF2-Gen verursacht wird. Diese genetischen Unterschiede konnten zu
verschiedenen Signalwegen fiihren, die wiederum das Tumormilieu beeinflussen.
Zusitzlich konnen auch Umweltfaktoren und das Mikromilieu des umgebenden Gewebes
eine Rolle spielen, was die Unterschiede weiter verstarken konnte. Denkbar wére die
Untersuchung der oben genannten Gene in Zusammenhang mit dem TME. Analysen von
Genom und Transkriptom konnten spezifische Signalwege, die durch Mutationen in
SMARCBI, LZTRI, oder NF2 aktiviert oder unterdriickt werden, weiter untersuchen.
Auch eine erweiterte Kohorte wiirde mehr Aufschluss geben. Die Immunhistochemie
wurde bereits bei der vorliegenden Arbeit angewandt, eine Erweiterung um andere
Marker des TME, siche hierzu Kapitel 4.1.7, wiirde auch hier mehr Einblicke in die
unterschiedlichen Milieus von NF2- und Schwannomatose-assoziierten Schwannomen

bieten.

4.3 Ausblick/ Perspektive

Wie in den vorangegangenen Kapiteln diskutiert, liefert die vorliegende Arbeit wichtige
Erkenntnisse, die gleichzeitig neue Fragen aufwerfen. Fiir ein tiefergehendes Verstiandnis
der immunhistochemischen Marker-Expression, die in dieser Studie beschrieben wurde,
sind weiterfilhrende Analysen erforderlich. So konnte die Rolle von CD8 im TME von
Schwannomen gezielt im Kontext von PD-1 und regulatorischen T-Zellen untersucht
werden,292257:260.290-292 Epenso konnten Makrophagen weiter differenziert werden,
beispielsweise durch den Einsatz weiterer spezifischer Makrophagenmarker, !63-261:265.267
Wachstumsfaktoren wie VEGF und TGF-, die eine zentrale Rolle im TME spielen,
verdienen ebenfalls eine genauere Betrachtung.!%158160.161 Hie Funktion von MIBI in
Schwannomen ist ebenfalls nicht abschlieBend geklart. Es bleibt unklar, ob die geringe
Expression dieses Markers ausschlielich von Schwann-Zellen oder auch von
Lymphozyten und Makrophagen ausgeht.!8>27 Molekulare Analysen konnten hier
weitere Einblicke liefern, etwa durch die Untersuchung des Einflusses von p53 auf
MIB1.%%° Dariiber hinaus sind klinische Studien notwendig. Serielle MRT-Scans kénnten
genutzt werden, um die Wachstumsdynamik von Schwannomen, auch jenseits des achten
Hirnnervens, zu charakterisieren. Diese nicht-invasive Methode wiirde wertvolle
Informationen iiber das Tumorverhalten liefern.?*>**! Zudem koénnte die Rezidivrate

detaillierter analysiert werden, indem Tumorresektionen mit nachfolgenden Rezidiven
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korreliert werden. Ergénzend wiren langfristige klinische Follow-up-Untersuchungen
sinnvoll, um Parameter wie Rezidivstatus, Ausmal} der Resektion, funktionelle
Einschrinkungen (z. B. Schmerzen oder Paresen) sowie die Lebensqualitit der
Patient*innen systematisch zu erfassen. Prospektive oder retrospektive Studien kénnten
darliber hinaus Patient*innen einschlieen, die in der Anamnese hiufige Entziindungen
im Bereich des Mittelohrs berichten. Untersuchungen des achten Hirnnervs mittels MRT
konnten  strukturelle Verdnderungen friihzeitig detektieren wund mogliche
Zusammenhdnge mit der Entstehung von Schwannomen in dieser Lokalisation
aufdecken. Die Erkenntnisse konnten nicht nur das Wissen iiber die Tumorentstehung

erweitern, sondern auch neue therapeutische Zielstrukturen identifizieren.

Diese Ansdtze wiirden entscheidend dazu beitragen, ein tieferes Verstindnis fiir die
Pathophysiologie von Schwannomen zu entwickeln und insbesondere die Frage zu

beantworten, warum der achte Hirnnerv besonders haufig betroffen ist.

4.3.1 Therapieansiitze
Dass sich das Mikromilieu von VS und Nicht-VS stark unterscheidet, ist eine wichtige

Erkenntnis und bereitet den Weg zur individualisierten Therapie der Schwannome.

Mogliche therapeutische Ansétze umfassen die Inhibition von Immuncheckpoints, die
Umwandlung von M2- zu M1-Makrophagen sowie die Hemmung der Cyclooxygenase
durch den Einsatz von ASS 231:239:317-319.324-326 Geoenwiirtig wird insbesondere der letzte

Ansatz im Zusammenhang mit Schwannomen intensiv untersucht.

Die Hemmung von Immuncheckpoints mit Nivolumab sowie der Einsatz anderer
monoklonaler Antikorper wie Denosumab wurden bereits in einzelnen klinischen Fillen
von Schwannomen, vor allem jedoch bei malignen Nervenscheidentumoren,
erprobt.32+325 Ebenso wurden Tyrosinkinaseinhibitoren wie Sorafenib in Bezug auf
MPNST untersucht.’® Aktuell liegen die meisten Daten zur Anwendung von
Immuntherapien bet MPNST vor. Fiir dltere oder schwer kranke Patient*innen, die keiner
invasiven Behandlung unterzogen werden konnen oder mochten, konnte eine
medikamentdse Therapie eine vielversprechende Alternative zur Resektion oder SRS

darstellen.
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4.3.2 Therapieansdtze bei Neurofibromatose 2

NF2-assoziierte Schwannome sind von allen Schwannomen mit der schlechtesten
Prognose assoziiert. Durch die NF2-Genmutation kommt es zu multifokalen
Schwannomen als auch zu bilateralen VS.!” Dazu wird die Lebensqualitit zusitzlich
deutlich durch das Auftreten von Meningeomen, Ependymomen und spinalen Tumoren
eingeschrinkt.”>*»1% Das 20-Jahres-Uberleben liegt nur bei 38 %.!*! Die Behandlung von
NF2-Patient*innen ist komplex. Diese Patient*innen wiirden ebenfalls erheblich von

alternativen Therapiemethoden profitieren.

Eine Anti-VEGF-Therapie findet bei NF2-assoziierten Schwannomen bereits seit 2012
als off-label-Therapie Anwendung.’>!*+1%5 Zy den beobachteten Effekten zihlen eine
Stabilisierung oder Verbesserung des Horvermdgens sowie eine Reduktion des
Tumorvolumens um bis zu 20 %.'%*3* Allerdings gibt es bei der Behandlung mit
Bevacizumab mehrere Problematiken, darunter die hdufige parenterale Verabreichung
und Nebenwirkungen wie arterielle Hypertonie und Proteinurie. Ebenso sind renale und
kardiale Toxizitit mogliche Nebenwirkungen von Bevacizumab.**® Zudem wird ein
Rebound-Phinomen nach Absetzen des Medikaments beschrieben.®*® Aus diesen

Griinden wird aktuell auch nach weiteren Behandlungsmoglichkeiten bei NF2 gesucht.

Lapatinib, ein EGFR (Epidermal Growth Factor Rezeptor)-Inhibitor zeigte bereits in
einer klinischen Studie eine wachstumshemmende Wirkung, allerdings auf
Meningeome.**” Eine klinische Phase-1I-Studie zeigte auch bei vorliegenden NF2-
assoziierten VS positive Ergebnisse mit einer maximalen Tumorschrumpfung von minus

14 %, jedoch keine Uberlegenheit im Vergleich zu Bevacizumab.*3®

Eine weitere klinische Phase-II-Studie beschrieb die Wirkung von Icotinib, ein oraler
Tyrosinkinase-Inhibitor des EGFR. Bei Patient*innen mit NF2 und progressiven VS kam
es zu einer Verbesserung des radiologischen VS-Volumens und des Horvermdgens.>*
Die orale Einnahme bot einen erheblichen Vorteil zur bereits etablierten intravendsen
Bevacizumab-Therapie bei NF2-Patient*innen. Der Wirkstoff wurde gut vertragen,
keine/ r der behandelten Patient*innen musste die Behandlung aufgrund von
Nebenwirkungen abbrechen. Zu den héufigsten unerwiinschten Nebenwirkungen

gehorten Hausausschlag und Diarrhoe. Im Vergleich zu Bevacizumab zeigte die Arbeit
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von Zhao et al. vergleichbare audiologische Ergebnisse am Endpunkt, wihrend
Bevacizumab eine hohere Tumorvolumenreduktion aufwies und eine schnellere und

dauerhafte Verbesserung des Hérempfindens zeigte.>*’

Auch Brigatinib, ein orales ALK-Derivat (Anaplastische Lymphom-Kinase) wurde in
einer Phase-II-Studie bei NF2-assoziierten Schwannomen untersucht. Das beste
Ansprechen zeigte sich bei nicht-vestibuliren Schwannomen. Das Tumorwachstum
konnte verringert werden, jedoch am deutlichsten bei Meningeomen. Das
progressionsfreie Uberleben lag bei 83 % bei NF2-Patient*innen mit nicht-vestibuliren
Schwannomen. In Bezug auf das progressionsfreie Uberleben bei Meningeomen zeigte

sich Brigatinib Bevacizumab iiberlegen.34°

Zudem laufen aktuell weitere Studien, zum Beispiel zu Crizotinib bei der Behandlung
von NF2-Patient*innen mit VS (NCT04283669). Crizotinib, ein ALK- und MET-
Inhibitor (Mesenchymal-Epithelial Transition Factor) zeigte préklinisch bereits eine

Hemmung der Zellproliferation bei NF2-defizienten Zellen.>*!

Die Forschung richtet ihren Fokus zunehmend auf neue potenzielle Therapieziele,
insbesondere im Bereich der Tumormikroumgebung. Diese Targets umfassen sowohl
molekulare Mechanismen als auch Immunzellen, die in der Tumorprogression eine Rolle
spielen. Dies gibt Anlass zur Hoffnung, dass sich in naher Zukunft die
Behandlungsmoglichkeiten signifikant erweitern und verbessern werden, um den

Betroffenen effektivere und personalisierte Therapien anzubieten.

4.4 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Theorie aufgestellt, dass Immunzellen fiir ein unterschiedliches
TME in Tumoren sorgen konnen. Es wurde auf Basis der bisherigen Erkenntnisse tiber
das TME bei malignen Tumoren vermutet, dass Lymphozyten wie CD3- als auch CD8-
positive Zellen einen anti-tumordsen Einfluss auf das TME ausiibten, !51-153:188.192,193.342
Zuséatzlich wurde angenommen, dass Tumor-assoziierte Makrophagen, insbesondere
CD163-positive Makrophagen, eine M2-dhnliche Polarisation aufweisen und pro-

tumordse Aktivititen im TME ausfilhren konnten.!””!%20% Aufgrund der bisher
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gewonnenen Einsichten wurde davon ausgegangen, dass eine hohe Expression von MIB1

und COX2 ebenso fiir ein pro-tumordseres TME stehen konnte,207-213-216221

Gestlitzt von Erkenntnissen aus verwandten Studien, die ein dhnliches TME bei
gutartigen Schwannomen beschreiben, wurde in dieser Arbeit eine Analyse des TME bei

Schwannomen verschiedener Lokalisationen durchgefiihrt,!34135-231-235.257.260,268

Bei Betrachtung der sporadischen VS ergab sich ein interessantes Bild: Sie wiesen sowohl
signifikant weniger Lymphozyten jedoch mehr Makrophagen als Schwannome anderer
Lokalisationen auf. Auch konnten VS mit hoheren COX2-Scores als auch niedrigeren
MIB1-Werten als andere sporadische Schwannome in Zusammenhang gebracht werden.
Die Immunopositivitit von Lymphozyten, Makrophagen und COX2-Expression erschien
kohérent mit der Theorie eines pro-tumordsen Tumormikromilieus bei VS und lieferte
somit einen potenziellen Erkldrungsansatz fiir die Pravalenz dieses Tumortyps an dieser
Lokalisation. Die MIB1-Expression zeigte sich bei VS geringer als bei Schwannomen

anderer Lokalisationen.

Die bisher aufgestellte Theorie des unterschiedlichen TMEs innerhalb der Schwannome
basierte auf der Betrachtung verschiedener Immunzellmarker und entziindlicher
Komponenten, die im Tumormikromilieu von Nicht-VS im Vergleich zu VS gefunden
wurden. Diese Unterschiede deuteten darauf hin, dass das Mikromilieu in Nicht-VS eine
anti-tumordse Rolle haben konnte, wihrend das Milieu in VS als forderlich fiir das

Tumorwachstum angesehen wurde.

Bei der Analyse von NF2-assoziierten Schwannomen im Vergleich zu sporadischen
Schwannomen ergab sich eine niedrigere Expression der Lymphozytenmarker, der
Markophagenmarker als auch von COX2 bei NF2-Schwannomen. Dies legt nahe, dass
das NF2- Mikromilieu weder eindeutig anti-tumords noch pro-tumords ausgerichtet ist.
Die beobachtete reduzierte Expression aller Marker legt nahe, dass die genetische Driver-
Mutation in NF2-Schwannomen ausreichend sein konnte, um die Entstehung der Tumore

zu initiieren, ohne dass ein ausgepragtes pro-tumordses Mikromilieu erforderlich ist.

Auch bei der Analyse von Schwannomatose-assoziierten Schwannomen ergaben sich
interessante Befunde. Im Gegensatz zu NF2-Tumoren, die eine geringe Expression von

Immunzellmarkern und des Proliferationsindex aufwiesen, wiesen Schwannomatose-
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assoziierte Schwannome eine hohe Anzahl von Lymphozyten bei gleichzeitig niedriger
Makrophagen-Infiltration und hoher MIBI1-Expression auf. Diese Befunde stehen im
Widerspruch zu einer klaren Zuordnung zu einem pro- oder anti-tumordsen Milieu, da sie
darauf hindeuten wiirden, dass Schwannomatose-assoziierte Tumore ein insgesamt anti-
tumordseres Milieu aufweisen. Diese Beobachtung steht jedoch im Widerspruch zum

klinischen Bild von Schwannomatose-Tumoren. !

Wie genau sich das TME in Schwannomen unterschiedlicher Lokalisation also
zusammensetzt, kann anhand dieser Studie nicht abschlieBend beurteilt werden. Es wird
vermutet, dass sporadische VS ein pro-tumoréseres TME im Vergleich zu Schwannomen
an anderen Lokalisationen wie beispielsweise Spinalschwannomen aufweisen kdnnten.
Die genauen Griinde hierfiir lassen sich jedoch nicht allein anhand einer retrospektiven
immunhistochemischen Studie kldren. Diese Arbeit vergleicht die bisher grofite Kohorte
an VS und Schwannomen anderer Lokalisationen und belegt, dass eindeutige

Unterschiede im TME von VS und Nicht-VS bestehen.

4.5 Limitationen

Obwohl die vorliegende Arbeit wertvolle Einblicke bietet, ist es wichtig, ihre
Limitationen zu beriicksichtigen, um die Interpretation der Ergebnisse angemessen
einzuschitzen. Eine Herausforderung ist der retrospektive Charakter der Studie und die
daraus resultierende Auswahl einer rein chirurgischen Kohorte, wodurch Schwannome,
die konservativ oder nur mit alleiniger Strahlentherapie behandelt wurden, nicht

eingeschlossen wurden.

Ein moglicher Bias ergibt sich aus der Tatsache, dass das Zentrum, aus dem die
untersuchte Kohorte stammt, auf Schidelbasis- und NF2-assoziierte Tumore spezialisiert
ist. Dies konnte dazu fiihren, dass in der Kohorte ein iiberproportional hoher Anteil an

komplexen Tumoren vertreten ist.

Es ist wichtig anzumerken, dass die alleinige Einschédtzung durch einen Pathologen ohne
Zweitmeinung die Moglichkeit einer Verzerrung der Ergebnisse birgt. Dariiber hinaus
erlaubt die Tissue-Microarray-Methode keine immunhistochemische Beurteilung des

gesamten Tumorgewebes, was zu einer potenziellen Unterschdtzung der Heterogenitét
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zwischen den Tumoren fithren konnte. Um diesem Problem zu begegnen, wurden von
besagtem Pathologen tumortypische Areale auf dem HE-Schnitt markiert, um dort eine
Stanze zu entnehmen. Zusdtzlich miissen mogliche Vertauschungen wihrend des

Laborprozesses als weitere Einschrinkung berticksichtigt werden.

Auch die Methodik der Tissue Microarrays bringt seine Limitationen mit sich. Auch

t,82 muss bedacht

wenn das Schwannom histopathologisch ein homogenes Muster aufzeig
werden, dass von allen untersuchten Tumoren nur eine kleine Stanzprobe mit 1 mm
Durchmesser fiir die Analyse zur Verfiigung stand. Die Auswahl des zu stanzenden
Bereichs wurde von einem erfahrenem Neuropathologen getétigt. Dennoch besteht die
Moglichkeit, dass nicht repriasentative Areale gestanzt wurden und ein verfélschtes Bild

der Markerexpression zeigten.

Aus den in der Neuropathologie Tiibingen archivierten Tumorproben wurden pro Tumor
in den TMAs nur eine Tumorstanze angefertigt. Das Anfertigen einer zweiten Stanze aus
demselben Gewebe wiirde eine weitere Kontrollmoglichkeit ergeben und Fehlerquellen
minimieren. Bei z.T. sehr wenig Rest-Tumorgewebe war dies allerdings nicht immer

moglich, sodass darauf verzichtet wurde.

Die Studie weist einige Einschrankungen in Bezug auf die Auswertung auf, insbesondere
bei der Bewertung der IHC-Farbungen. Die Bewertung der VS-Daten erfolgte durch eine
Person, wihrend eine andere Person die Nicht-VS-Daten beurteilte. Die Auswertung der
Makrophagenmarker und der COX2-Expression basierte nicht auf der Anzahl einzelner
immunpositiver Zellen, sondern auf einem Scoring-System. Dieser Ansatz birgt bei der
Anwendung von zwei verschiedenen Personen das Risiko einer gewissen Interrater-
Variabilitit. Zudem kann die computergestiitzte Analyse der MIBI1-Indices durch
unterschiedliche Filtereinstellungen zu weiterer Interrater-Variabilitét fiihren. Um dies zu
minimieren, wurde bei der Auswertung der Nicht-VS-Daten auf die Einschédtzungen der
vorherigen Person zuriickgegriffen, um die Vergleichbarkeit der Daten bestmdglich zu

gewihrleisten.

Die in der vorliegenden Arbeit angewandte Klassifizierung nach anatomischer Lage
basiert primdr auf Korperregionen. Diese Herangehensweise erwies sich als die
pragmatischste, um den verschiedenen Schwannomen Lokalisationen zuzuweisen. Ob

eine derartige Kategorisierung in Untergruppen sinnvoll ist, bleibt jedoch offen. Es
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wurden keine Untersuchungen zur Tumorgréf3e oder zur radiologischen Wachstumsrate
durchgefiihrt, die eine genauere Kontextualisierung der einzelnen Schwannome
ermdglicht hitten. Es bleibt ungewiss, wie das TME der unterschiedlichen Schwannom-
Untergruppen ausgesehen hitte, wenn deren Zuordnung anhand anderer Kriterien als in

der vorliegenden Studie erfolgt wére.

Die Ergebnisse bleiben Assoziationsbeobachtungen, bei denen nicht ausgeschlossen
werden kann, dass sie lediglich Begleiterscheinungen anderer Prozesse sind und keinen

direkten kausalen Zusammenhang haben.
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5 Abstract

Schwannome sind Neoplasien von peripheren Nevenscheidenzellen, sogenannte
Schwann-Zellen. Aufgrund ihrer benignen Entitit werden sie nach WHO Grad 1
klassifiziert. Sie wachsen umkapselt entlang dem Verlauf des peripheren Nerven,
infiltrieren diesen selten von jedem peripheren, kranialen oder autonomen Nerven des
Korpers ausgehen. Dennoch ist der iiberproportional hdufigste Manifestationsort der
achte  Hirnnerv, die dort entstechenden  Schwannome  werden  auch
Vestibularisschwannome (VS) genannt, da sie genauer genommen dem N. vestibularis
des N. vestibulocochlearis entspringen. Trotz langsamer Wachstumsmuster werden
Schwannome klinisch apparent durch Kompression oder Verdringung der umgebenden
Strukturen. Bei VS kann sich dies durch Horstorungen, Tinnitus und vestibulédre
Symptome zeigen. Schwannome anderer Lokalisationen konnen Schmerzen oder
Nervenfunktionsstorungen, vor allem beim Auftreten im Spinalbereich, hervorrufen. Die
geldufigste Therapieform ist die chirurgische Resektion, es kann je nach Verlauf auch die

reine Observation oder eine Strahlentherapie zum Einsatz kommen.

Eine Sondergruppe stellen die Tumorsyndrom-assoziierten Schwannome dar. Bei
Erkrankung an NF2 kann es schon im frithen Alter zum Auftreten von multiplen
Schwannomen kommen. NF2 liegt eine Mutation des NF2-Tumorsupressorgens Merlin
zugrunde, welche bei biallelischem Verlust eine iiberschieBende Proliferation von
Schwann-Zellen mit sich bringt. Betroffene leiden hédufig unter bilateralen VS,
Meningeomen und Ependymomen. Durch den Befall multipler Nerven kommt es zu
einem hohen Leidensdruck. Schwannomatose bezeichnet ebenfalls eine genetische
Erkrankung, hier kommt es durch andere genetische Verdnderungen ebenfalls zu
multipler Schwannom-Bildung. Der achte Hirnnerv ist jedoch typischerweise nicht

betroffen.

Die Ursache fiir die hohe Privalenz von Schwannomen am achten Hirnnerven bleibt
unklar. Ein multifaktorieller Ansatz, der sowohl genetische Faktoren als auch
mechanische Irritationen berticksichtigt, wird diskutiert. Obwohl anatomische Lage und
mechanische Belastung eine Rolle spielen konnten, erkldren sie nicht vollstindig die

Haufigkeit von Schwannomen an dieser Stelle im Vergleich zu anderen Nerven.
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Zusétzlich zu den Verdnderungen in den Schwann-Zellen selbst spielen auch die
angrenzenden Zellen und die Reaktionen der Umgebung von Schwannomen eine
wichtige Rolle. Neben den Schwann-Zellen koénnen in Schwannomen auch
Makrophagen, T-Zellen, Endothelzellen und perivaskuldre B-Zellen nachgewiesen
werden, was darauf hinweist, dass diese Zellen die Entstehung beeinflussen kdnnen.
Immunzellen wie CD4- und CD8-Zellen kénnen Tumorzellen durch anti-tumordse
Effekte bekdmpfen, die das Tumorwachstum einschranken konnen. Die Funktionen
dieser Immunzellen konnen jedoch von Tumorzellen unterdriickt werden, was zur
Entstehung eines immunsuppressiven Umfelds beitrdgt, das das Tumorwachstum
begiinstigt. Makrophagen, die in das Tumor-Mikromilieu eindringen, konnen sich in
unterschiedliche Typen polarisieren, von denen einige mit einer ungilinstigen Prognose
bei Tumorerkrankungen in Verbindung stehen. Eine chronische Entziindungsreaktion

und die Uberexpression von COX2 konnen ebenfalls die Tumorgenese vorantreiben.

Ziel dieser Arbeit war, durch immunhistochemische Analyse von Schwannomen einen
Unterschied im Tumormikromilieu von Vestibularisschwannomen und Nicht-
Vestibularisschwannomen zu finden und daraus mogliche Erklarungsansitze fiir die
tiberdurchschnittliche Haufigkeit von VS abzuleiten. Dafiir wurden Daten von insgesamt
1807 Schwannomen unterschiedlicher Lokalisationen, die in der Neurochirurgie des
Universititsklinikums Tiibingen operiert worden sind, im Zeitraum von 2004 - 2020
gesammelt. Die operierten Tumore wurden mittels  Tissue-Microarrays
immunhistochemisch auf die Marker CD3, CDS&, CD68, CD163, MIB1 und COX2

untersucht und mit den klinischen Daten der Patient*innen in Zusammenhang gebracht.

Die Analyse zeigte deutliche Unterschiede im TME von VS im Vergleich zu
Schwannomen an anderen Lokalisationen. Insbesondere im direkten Vergleich zwischen
VS und Nicht-VS traten signifikante Unterschiede zutage. Diese Unterschiede umfassten
eine geringere Anzahl von lymphozytiren Zellen wie CD3- und CDS8-T-Zellen, jedoch
eine hohere Anzahl von Makrophagen wie CD68- und CD163-positiven Zellen in VS im
Vergleich zu Nicht-VS. Gleichzeitig weisen VS eine signifikant geringere Expression
von MIB1 im Vergleich zu Nicht-VS auf. Dariiber hinaus zeigt sich eine erhohte
entziindliche Komponente, wie durch die starke Immunopositivitit von COX2 in VS im

Vergleich zu anderen Lokalisationen klar wird. Es wurde die Theorie formuliert, dass in
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VS ein pro-tumordseres Mikromilieu herrschen konnte als in Schwannomen anderer

Lokalisationen.

Bei der Analyse von NF2-assoziierten Schwannomen im Vergleich zu sporadischen
Schwannomen ergab sich eine allgemein niedrigere Expression sdmtlicher Marker im
NF2-Kontext im Vergleich zu den sporadischen Fillen. Die beobachtete reduzierte
Expression aller Marker legt nahe, dass die genetische Driver-Mutation in NF2
ausreichend sein konnte, um die Entstehung der Tumore zu initiieren, ohne dass ein
ausgeprégtes pro-tumordses Mikromilieu erforderlich ist. Schwannomatose-assoziierte
Schwannome zeigten dahingegen eine unterschiedlichere Expression ihrer IHC-Marker.
Sie wiesen eine hohe Anzahl von Lymphozyten bei gleichzeitig niedriger

Makrophagenexpression und hoher MIB1-Expression auf.

Die in dieser Arbeit belegten Unterschiede im TME von VS im Vergleich zu
Schwannomen an anderen Lokalisationen lassen ein pro-tumordseres TME bei VS als bei
Nicht-VS vermuten. In der vorliegenden Arbeit wurden die bisher grofiten Kohorten
unterschiedlicher Schwannome untersucht, was eine umfassende und differenzierte
Analyse ermdglicht hat. Die erhobenen Daten belegen die beschriebenen Unterschiede
auf liberzeugende Weise und tragen wesentlich zum Verstindnis der Schwannome bei.
Offene Fragen sind dabei die Bedeutung des Proliferationsindices MIB1 und die
Bedeutung des TMEs fiir Schwannome. Die Antworten hierfiir lassen sich jedoch nicht
allein anhand einer retrospektiven immunhistochemischen Studie kldren. Es ist
erforderlich, weitere Forschung auf molekularer und immunhistochemischer Ebene
durchzufiihren, um zusétzliche Faktoren zu identifizieren, die das TME in Schwannomen

beeinflussen konnen.
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