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Referat

Das Vestibularisschwannom (VS) stellt den haufigsten gutartigen Tumor des
Kleinhirnbrickenwinkels dar. Das individuelle Wachstumsverhalten des VS, dessen molekulare
Ursachen weitgehend unbekannt sind, ist therapieentscheidend. Wahrend sich Patienten mit
einem kleinen, stagnierendem VS regelmiRigen Magnetresonanztomographie (MRT)-
Kontrolluntersuchungen unterziehen (Wait and Scan), werden groBe oder progrediente VS
bestrahlt, radiochirurgisch behandelt oder mikrochirurgisch entfernt. Aufgrund der
Unvorhersehbarkeit des Wachstumsverhaltens fallt es oft schwer, den richtigen Zeitpunkt fiir

eine Behandlung festzulegen.

Ziel dieser Doktorarbeit war es daher, mogliche Einflussfaktor auf die Volumenzunahme des VS
zu identifizieren. Untersucht wurde zum einen der Einfluss von Proliferations-, Entziindungs-
und Makrophagenmarkern in einer Kohorte von 173 Patienten mit unterschiedlich groBen VS

und zum anderen der Einfluss von Tumorstammzellmarkern bei 165 betroffenen Patienten.

Die unterschiedlichen Marker wurden quantitativ mittels PCR in der RNA, die aus den
Tumorproben gewonnen wurde, bestimmt. Die Ergebnisse wurden mit dem aus praoperativen
MRT-Bildern bestimmten Tumorvolumen und der Wachstumsrate der VS korreliert. Zusatzlich
erfolgte eine immunhistochemische Analyse der Proliferations-, Entziindungs- und
Makrophagenmarker, sowie eine Analyse ausgewadhlter Tumorstammzellmarker mittels

Durchflusszytometrie, Immunfluoreszenz und copy number variation (CNV) - Analyse.

In den Korrelationsanalysen zeigte sich eine signifikant negative Korrelation des Tumorvolumens
mit den Proliferationsmarkern COX2 und Ki-67. Signifikant positiv korrelierten dagegen die
Makrophagenmarker CD68 und CD163 mit dem Tumorvolumen. Diese Ergebnisse lieRen sich
mittels Immunhistochemie bestdtigen. Zusatzlich konnte eine erhohte Expression der
Makrophagenmarker in schnell-wachsenden VS nachgewiesen werden. Bei der Analyse der
Tumorstammzellmarker konnten finf signifikant positiv und drei negativ korrelierende Marker
identifiziert werden. Mittels Immunfluoreszenz und Durchflusszytometrie wurden in
verschiedenen VS Primarkulturen Tumorstammzellmarker detektiert. Zusatzlich erfolgte ein

histologischer Nachweis von zwei Tumorstammzellmarkern in den Tumorproben.

Die Ergebnisse weisen auf einen geringen Einfluss der Proliferation der Schwannomzellen selbst
hin. Zu einer Grofenzunahme fiihrt der Einfluss von Makrophagen, speziell von Tumor-
assoziierten Makrophagen. Zudem scheinen auch Tumorstammzellen an einem Wachstum von
VS beteiligt zu sein. Die ldentifizierung moglicher Einflussfaktoren bietet die Chance einer
gezielten pharmakologischen Therapie zur Vermeidung der VS-Proliferation.

Klause, Clara Helene: Identifizierung von Tumormarkern im Vestibularisschwannom, Halle
(Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 57 Seiten, 2024
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1. Einleitung und Zielstellung

1.1.  Das sporadische Vestibularisschwannom
1.1.1. Pathologie

Das Vestibularisschwannom (VS), veraltet als Akustikusneurinom bezeichnet, ist mit 8% einer
der haufigsten intrakraniellen Tumore. Dabei handelt es sich um einen gutartigen Tumor, der
von den Schwannzellen ausgeht, die den vestibuldaren Anteil des Nervus vestibulocochlearis
umgeben [1]. Im Erwachsenenalter stellt das VS mit ca. 80% den haufigsten Tumor im
Kleinhirnbrickenwinkel dar [2]. Das VS tritt mit einer Inzidenz von ca. 0,2 bis 1,7 VS pro 100.000
Einwohner auf, wobei die Inzidenz aufgrund des Fortschritts/der Verbesserung radiologischer
Aufnahmen (ber die letzten Jahre deutlich gestiegen ist [3]. Es liegt in beiden Geschlechtern
eine gleichmaRige Verteilung der Entwicklung des VS vor, wobei ab dem 50. Lebensjahr die

Haufigkeit zu nimmt [3,4]. Am haufigsten tritt es einseitig in Form eines sporadischen VS auf [2].

Das VS kann sich durch unterschiedlich stark ausgepragte Symptome manifestieren, welche sich

durch die anatomische Lage im Kleinhirnbrickenwinkel erkldren lassen [3] (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Verdeutlichung der anatomischen Lage des Vestibularisschwannoms im
Kleinhirnbriickenwinkel (https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/ee/Akustikusneurinom-de.png,
Abruf: 19.07.2024)

Aufgrund einer Beteiligung des Nervus cochlearis kommt es bei der Mehrheit der Patienten zu
einer einseitigen Horminderung bis hin zu einem Horverlust [5]. 83% der betroffenen Patienten
berichten zudem (iber einen einseitigen Tinnitus und haufig werden zusatzlich

Gangunsicherheiten versplrt [2]. Weitere, das Gleichgewichtssystem-betreffende, Symptome


https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/ee/Akustikusneurinom-de.png

wie Drehschwindel sind eher selten, da es durch das langsame Wachstum zu einer
kompensatorischen Ubernahme der Nervenfunktion des kontralateralen Vestibularorgans
kommt [3]. Dennoch gibt es voluminése VS, die zu einer starkeren Symptomatik fiihren. Dabei
kommt es zur Verdrangung der umliegenden Hirnnerven, wie des Nervus trigemnius oder des
Nervus facialis. Dies kann zu Dys- und Hypasthesien im Versorgungsgebiet des Nervus trigeminus
fliihren und eine periphere Fazialisparese, sowie Geschmacksstorungen auslosen. Besonders VS
groflen Volumens kdnnen zusatzlich zur Verdrangung des Hirnstamms oder des Kleinhirns
fliihren und Hirndrucksymptomatik hervorrufen. Dies dul3ert sich durch einen Hydrozephalus mit
Ubelkeit und Kopfschmerzen, Intentionstremor, schwere Gangstérungen, Dysdiadochokinese

oder Ausfallerscheinungen der kaudalen Hirnnerven [3].

1.1.2. Diagnostik

Die Grundlage der Diagnostik eines VS ist eine ausfiihrliche Anamnese des Patienten, um
typische Symptome zu erfragen. Zusatzlich sollte eine korperliche und neurologische
Untersuchung erfolgen [3]. Bei Verdacht eines VS stellt die Aufnahme eines kontrastmittel-
gestltzten T1-gewichteten MRT-Bildes den Goldstandard in der Diagnostik dar [2]. International
hat sich die bildmorphologische Einteilung in vier Grade, die sogenannten Koos Grade, etabliert

[6,7]. Diese geben Auskunft Gber die GroRRe und Ausdehnung des VS (Tabelle 1, Abbildung 2).

Im MRT zeigen sich VS kleinen Volumens hauptsachlich als kontrastmittel-aufnehmende, rund
ovale Struktur mit einem konvexen Rand (Abbildung 2a). Extrameatale VS zeigen eine
kontrastmittel-aufnehmende, kugelférmige Form mit einer trichterférmigen Komponente
(Abbildung 2b-d). Typisch fiir gréBere VS ist in einer Gadolinium gewichteten Aufnahme ein
inhomogener Kontrast, der kennzeichnend fiir nekrotische oder zystische Anteile im VS ist

(Abbildung 2d) [8].

Tabelle 1: Koos Klassifikation der Vestibularisschwannome

Koos Grad | Beschreibung Tumorgrofe

1 AusschlieRlich intrameatal liegender Tumor < 10mm

2 Hauptsachlich intrameatal liegender Tumor, der Richtung <20mm
Kleinhirnbrickenwinkel wachst, kein Kontakt zum
Hirnstamm

3 Im Kleinhirnbriickenwinkel liegender Tumor mit Kontakt zum | <30mm
Hirnstamm, jedoch ohne Verdrangung

4 Tumor mit Verdrangung des Hirnstamms und umliegender >30mm
Hirnnerven




Abbildung 2: Kontrastmittel-gestiitzte MRT-Aufnahmen von Vestibularisschwannomen der vier Koos
Grade. Die gelben Pfeile weisen auf das Vestibularisschwannom. A) Koos 1-2, b) Koos 2, c) Koos 3, d)
Koos 4

Zusatzlich zur Untersuchung mittels MRT kann die Hérminderung des Patienten mit Hilfe
verschiedener audiometrischer Testungen untersucht werden. Wichtig sind die Durchfiihrung
einer Tonaudiometrie und einer Sprachaudiometrie. Es sind keine typischen Veranderungen in
der Tonaudiometrie detektierbar, dennoch kann eine kontinuierlich abfallende
Schallempfindungsschwelle fur das Vorliegen eines VS sprechen [3]. Es existieren verschiedene
Horklassifikationen, die zur Beurteilung der Horfunktion betroffener Patienten etabliert sind.
Dabei entscheidend sind der Mittelwert der Reintonhorschwellen (pure tone average) bei
unterschiedlichen Frequenzen und die Sprachdiskrimination [9]. Die im Rahmen dieser
Doktorarbeit verwendete Horklassifikation nach der American Academy of Otolaryngology —
Head and Neck Surgery (AAO-HNS) beinhaltet 4 Horklassen [9] (Tabelle 2). Ergdnzt wurde diese

Klassifikation um die Horklasse DS bei praoperativ tauben Patienten.

Tabelle 2: Hérklassifikation nach AAO-HNS zur Beurteilung der Hérfunktion von Patienten mit
Vestibularisschwannomen

Klasse Pure tone average (o,5; 1; 2; 3kHz) (dB) Sprachdiskrimination (%)
A <30 >70
B >30und <50 =50
C >50 =50
D Alle Schwellen <50




Als zusatzliche diagnostische MaBnahme kénnen frithe akustisch evozierte Potenziale gemessen
werden, um bei einer Horstérung zwischen einer cochledaren und retrocochledren Stérung zu
differenzieren. Typisch flir Patienten mit einem VS kdnnen eine abnorme Wellenform, das
Fehlen oder die schlechte Reproduzierbarkeit von Wellen Zeichen fiir eine retrocochledre

Storung sein [3].

Wichtig ist die abschlieRende zusammenhadngende Betrachtung der erhobenen Befunde, um die

Verdachtsdiagnose eines VS stellen zu kénnen.

1.1.3. Therapiemoglichkeiten

Die Therapie des VS unterscheidet sich je nach GroRRe des Befundes und muss individuell mit

dem Patienten besprochen werden.

Kleine asymptomatische VS kdnnen mittels ,,Wait and Scan” behandelt werden. Dabei handelt
es sich um eine passive Vorgehensweise, bei der das VS regelmaRig mittels MRT-
Untersuchungen und audiometrischen Testungen (iberwacht wird. Essentiell fir diese
Vorgehensweise ist eine gute Compliance des Patienten, da dieser regelmaRig zu den
Folgeuntersuchungen erscheinen muss. Ziel ist es, durch die regelmalige Untersuchung,
Informationen Uber das Wachstumsverhalten des VS zu erlangen, um den moglicherweise
notigen Zeitpunkt einer chirurgischen Therapie festlegen zu kénnen. Aus Mangel an einem
verlasslichen pradiktiven Faktor, der das Wachstum des VS anzeigen konnte, stellt die
regelmalige MRT-Untersuchung die einzige Moglichkeit zur Beobachtung des
Wachstumsverhaltens des VS dar [2]. Die Angaben zur Wahrscheinlichkeit der
Tumorvolumenzunahme variieren stark und geben eine Wahrscheinlichkeit von 12,3% bis 76,3%
an [10]. Im Durchschnitt kommt es bei ca. 50% der VS in den folgenden 5 Jahren zu einem
Wachstum [11]. Sollte eine Tumorvolumenzunahme des VS festgestellt werden oder der Befund

bereits initial sehr groR sein, sollte eine aktive Behandlung des VS erfolgen.

Die Entscheidung fiir eine mikrochirurgische Entfernung des VS sollte im Hinblick auf das
Tumorvolumen, die Lage und die aktuelle Symptomatik des Patienten getroffen werden.
Besonders Koos 4 VS sollten direkt operativ entfernt werden. Die Entscheidung fir den
Zugangsweg der Operation muss je nach AusmaR und Lage des Befundes getroffen werden,
wobei der suboccipital retrosigmoidale oder der translabyrinthdare Zugangsweg favorisiert
werden [2]. Ziel ist die totale Entfernung des VS, da Residuen eine erhdhte Rezidivrate mit sich

bringen [12]. Fir die Planung der Operation ist der Erhalt der Horfunktion und die Schonung des

4



Nervus facialis des Patienten ein wichtiger Einflussfaktor. Glinstig flir den Horerhalt sind ein
kleiner Befund und eine gute praoperative Horfunktion. Zusatzlich kdnnen ein intraoperatives
Neuromonitoring und eine Uberwachung der Nervenfunktion zu einem besseren
postoperativen Outcome beitragen [2]. Mogliche Komplikationen bestehen in einem
postoperativen Horverlust, einer Fazialisparese oder der Entstehung einer Liquorfistel.

Schwerwiegende Komplikationen, wie Blutungen oder Infarkte, sind sehr selten [1].

Eine Alternative zur mikrochirurgischen Entfernung des VS stellt die Radiochirurgie bzw. die
Radiotherapie dar. Diese kann stereotaktisch einmalig bei kleinen bis mittleren VS erfolgen und
beruht auf einer hoch dosierten prazisen Bestrahlung des Tumors. Eine bekannte
stereotaktische Radiotherapie ist das CyberKnife, welches mit 11 bis 14 Gy arbeitet. Es bietet
insbesondere fiir kleinere Befunde eine gute, weniger invasive Moglichkeit der Behandlung und
zeigt dhnliche Ergebnisse beim Erhalt der Horfunktion wie eine mikrochirurgische Operation
[13]. Bei groBeren Tumoren kann die Bestrahlung hypofraktioniert in mehreren Schritten
erfolgen [2]. Dabei wird das VS taglich mit 1,8 bis 2 Gy flinfmal die Woche bestrahlt. Fraktionierte
Radiotherapie kann bei groRen VS als Primartherapie angewandt werden. Besonders wichtig fir

die Lebensqualitat des Patienten ist hier der Erhalt der intrakraniellen Nervenfunktionen [14].

Bis zum aktuellen Zeitpunkt gibt es in der Behandlung von sporadischen VS keine systemische
medikamentdse Therapie. Verschiedene pathogenetische Mechanismen wurden bereits mit
dem Ziel einer pharmakologischen Behandlung untersucht. Nichtsdestotrotz gibt es keine Level
| Studie zu einem moglichen Medikament [2]. Untersucht wurde die Therapie mit dem mTOR
complex 1 Inhibitor Everolimus, der jedoch nicht zu einem verminderten Wachstum des VS
fUhrte [15]. Eine Behandlung mit dem irreversiblen Cyclooxygenase (COX) -1 und -2 Hemmer

Aspirin zeigte ebenfalls keinen Effekt auf das Tumorvolumen [1].

Eine individuelle Therapieentscheidung sollte unter Einbezug des Befundes und des
Patientenwillens getroffen werden, um dem Patienten ein moglichst symptomarmes Leben zu

ermoglichen.

1.1.4. Molekulare Pathogenese und Histopathologie

Die molekulare Pathogenese der sporadischen VS wurde im Verlauf der letzten Jahre genauer
untersucht. Die sporadischen VS entstehen mit 77% am haufigsten durch eine Mutation des
Neurofibromatose Typ 2 Gens (NF2), welches das Tumorsuppressorprotein Moesin-ezrin-radixin
like (Merlin) codiert und sich auf dem Chromosom 22 befindet. Das VS kann durch eine

mutationsbedingte Verdanderung des NF2 Gens, beispielsweise durch eine Deletion oder



Insertion von NF2, oder durch eine Methylierung des NF2-Promotors entstehen [16]. Dadurch
kommt es zum Funktionsverlust von Merlin. Dabei handelt es sich um ein Protein des
Zytoskeletts, welches essentiell fir die Verknlpfung des Aktin-Zytoskeletts mit der
Plasmamembran ist. Des Weiteren wirkt Merlin tumorsuppressiv, da es die Zellproliferation
durch Inhibition von Rezeptortyrosinkinasen hemmt [17]. Durch den Verlust dieser
tumorsuppressiven Funktion kommt es zur Aktivierung tumoraler Signalwege, die zu einer

vermehrten Zellproliferation fiihren [16].

Eine weitere haufige Ursache der Entstehung von VS liegt in einer Mutation von AT-rich
interaction domain 1A (ARID1A) oder AT-rich interaction domain 1B (ARID1B) [18]. Dabei
handelt es sich um Gene, die fir einen Teil des SWIitch/Sucrose Non-Fermentable (SWI/SNF) -
Komplexes codieren und so die Chromatinstruktur verandern kénnen. Dadurch ist es ihnen
moglich, die Transkription zu regulieren [19]. Eine Mutation dieser Gene ist bereits in malignen
Tumoren, wie im Mammakarzinom bekannt [20]. Das eine Rezeptortyrosinkinase-codierende
Gen Discoidin Domain Receptor Tyrosine Kinase 1 (DDR1) ist ebenfalls aus der Entstehung
anderer Tumore bekannt und spielt in der Entstehung von VS eine Rolle [18,21]. Eine Mutation
der beiden Tumorsuppressorgene Tuberous Sclerosis 1 Protein (TSC1) und Tuberous Sclerosis 1
Protein (TSC2), die an der Regulation des Zellwachstum und der Proteinsynthese beteiligt sind,
konnte in einigen Fallen als Ursache der VS-Entstehung nachgewiesen werden [18,22]. Weitere
pathogenetische Ursachen kdnnen in einer Mutation von Calpastatin (CAST), Alpha Kinase 2
(ALPK?2), leucine zipper like transcription regulator 1 (LZTR1) und TGF-Beta Activated Kinase 1
Binding Protein 3 (TAB3) liegen. Diese stellen allerdings nur selten die Ursache fir die

Entstehung von VS dar [18].

Im histologischen Bild stellen sich die Zellen des VS als mittelgro und spindelartig geformt dar.
Die Tumorzellen sind haufig fischzugartig angeordnet und zeigen wechselnde Abschnitte von
palisadenformig kernreichen und kernarmen Arealen. Diese wechselnden Bereiche sind typisch
fiir das VS und werden als Verocay-Koérperchen bezeichnet. Die eher zelldichten Areale des VS
entsprechen dem Antoni-Typ A, wahrend zellarme Bereiche, die von lipidreichen Schwannzellen
durchsetzt sind, fiir einen Antoni-Typ B sprechen. Im konventionellen VS liegen beide Areale
ausgeglichen vor. Zusatzlich fallen im histologischen Schnitt dickwandige GefdaRe mit teils

frischen oder alteren Blutungen auf [16].



1.2.  Das Neurofibromatose Typ 2-assoziierte Vestibularisschwannom

4 bis 6 % der VS kommen beidseitig vor und sind mit einem Auftreten erblich bedingter
Neurofibromatose (NF) Typ 2 assoziiert [2]. Dabei handelt es sich um eine autosomal dominant
vererbte Erkrankung mit Manifestationen im zentralen Nervensystem, den Augen und an der
Haut. Beidseitige VS stellen hier den haufigsten neurologischen Befund dar, wobei auch Tumore
wie Meningeome, Ependymome oder Astrozytome auftreten kdnnen. Typische weitere

Symptome betreffen das Auge, wie ein Katarakt, oder subkutane Tumore [23,24].

In der Behandlung des NF2-assoziierten VS ist zum aktuellen Zeitpunkt eine medikamentose
Behandlung zugelassen. Dabei handelt es sich um den monoklonalen Antikérper Bevacizumab.
Dieser bindet an den vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF), ein essentieller Faktor
in der Angiogenese von Tumoren, wie zum Beispiel im Darm- oder Lungenkarzinom [25].
Bevacizumab hat in der Behandlung von NF2 assoziierten VS eine Zulassung, da es nachweislich
die Wachstumsrate und das Risiko einer Progression verringern kann [25]. In der Therapie des
sporadischen VS erfolgte dagegen bisher keine Zulassung des Antikdrpers, obwohl eine Studie
ein mogliches Ansprechen sporadischer VS auf die Behandlung zeigen konnte [26]. Die sonstige

Therapie NF2 assoziierter VS unterscheidet sich nicht von der sporadischer VS.

Der haufigste Pathomechanismus, der zur Entstehung NF2 assoziierter VS fihrt, ist der Verlust
beider Allele des NF2 Gens. Dies fiihrt bei den betroffenen Patienten zur Entstehung bilateraler

VS [27].



1.3. Einflussfaktoren auf die Tumorvolumenzunahme

Das Tumorvolumen und die Wachstumsrate stellen in der Behandlung des VS
therapieentscheidende Kriterien dar. Besonders wichtig ist es flir den Patienten, den richtigen
Zeitpunkt einer Therapie festzulegen und eine zu friihe interventionelle Behandlung des VS zu
vermeiden. Der Erhalt der Horfunktion stellt einen wichtigen Faktor in der VS-Therapie dar, da

ein Horverlust mit einer Einschrankung der Lebensqualitat betroffener Patienten einhergeht.

Daher hat in den letzten Jahren das Interesse zugenommen, mogliche Einflussfaktoren auf die
Tumorvolumenzunahme zu identifizieren. Angaben zur Haufigkeit des Wachstums von VS
variieren je nach Studie stark und zeigen die Wichtigkeit einer individuellen Behandlung
betroffener Patienten deutlich. Angegeben wurde ein Wachstum des VS in 12,3 % bis 76,3 % je
nach Nachbeobachtungszeit. Im Durchschnitt zeigte circa ein Drittel der VS innerhalb von zwolf
Monaten eine GroRenzunahme. Ab einer Beobachtungszeit von 48 Monaten stieg diese Tendenz
auf 38% an. Nach 60 Monaten war ungefahr jedes zweite VS progredient [10]. Diese Zahlen
weisen auf die Problematik hin, dass sich das Wachstum eines VS fir den einzelnen Patienten
nicht voraussagen lasst. In der Vergangenheit wurden bereits einige mogliche Einflussfaktoren

auf die Tumorvolumenzunahme untersucht.

Der klinische Parameter des Alters zum Zeitpunkt der Diagnose scheint fir die Progression des
VS keinen signifikanten Einfluss zu haben, da weder besonders junge noch besonders alte
Betroffene ein vermehrtes Wachstum zeigten. Ahnlich verhilt es sich mit dem Geschlecht des
Betroffenen. Nicht nur die Inzidenz, sondern ebenso die Progression des VS ist in beiden

Geschlechtern ungefahr gleich verteilt [10,28].

Das Auftreten bestimmter klinischer Symptome eignet sich als pradiktiver Faktor fir die
Tumorvolumenzunahme ebenso wenig. Weder ein Auftreten von Horverlust, Schwindel,
Tinnitus oder Gangunsicherheit ist ein sicheres Zeichen dafir, dass das VS des Betroffenen in

kirzerer Zeit wachst als bei anderen Patienten [10].

Bildmorphologisch lassen sich verschiedene mogliche Einflussfaktoren tberprifen. Die initiale
TumorgrolRRe des VS spielt fur die Wahrscheinlichkeit einer Wachstumszunahme keine Rolle. Ob
ein Wachstum innerhalb des ersten Jahres zu einem vermehrten Wachstum in den Folgejahren
flhrt, ist umstritten. Ursache hierfir ist die Verzerrung der Studienlage durch die aus
unbekannten Griinden nicht durchgefiihrte interventionelle Behandlung der progredienten VS.

Ebenfalls lassen sich die Tumorlokation und die Seite des Befundes mittels MRT untersuchen.



Jedoch wurde keine signifikante Tumorvolumenzunahme bei einem bestimmten Lagetypen

nachgewiesen [10,29].

Aus Mangel klinischer Parameter, die pradiktiv fiir eine Tumorvolumenzunahme des VS sind,
wurden in den letzten Jahren zunehmend molekulare Ursachen untersucht, die einen Einfluss

haben konnten.

Bisher untersucht wurden Proteine, die am Stoffwechselweg von Merlin beteiligt sind,
inflammatorische Prozesse, kanzerogene mikro-RNA (miRNA) und Proteine, sowie der Einfluss
von Immunzellen [30]. Einen Einfluss auf die Funktion von Merlin und die damit verbundene
tumorsuppressive Wirkung haben verschiedene Rezeptortyrosinkinasen wie der human
epidermal growth factor receptor 2 (HER2/neu), der Platelet-derived growth factor (PDGFR)
oder Proteine, die am Ras-Signalweg beteiligt sind [30]. Nachgewiesen werden konnte, dass eine
Uberexpression von PDGFR und HER2/neu zu einem vermehrten Wachstum des VS fiihren

[31,32].

Es gibt Hinweise, dass entzlindliche Prozesse ebenfalls das Wachstum von VS férdern. Der
Transkriptionsfaktor nuclear factor-kappa B (NF-kB) reguliert das Zellwachstum, Apoptose und
Entzlindungsprozesse [33]. Im VS wurde eine negative Korrelation zwischen Merlin und dem NF-
kB-Signaltransduktionsweg nachgewiesen. Bei der Expression von Merlin kommt es zur
Blockade der Aktivierung von NF-xB, wahrend es beim Verlust von Merlin zu einer verstarkten
Aktivierung kommt. Dadurch kénnen das Wachstum und die Proliferation im VS gesteigert
werden [30]. Das Prostaglandinsynthese-steuernde Enzym COX2 kdnnte ebenfalls einen
moglichen Einfluss auf die Tumorvolumenzunahme im VS haben. Nachgewiesen wurde eine
erhohte COX2-Expression in groBeren VS [34]. Ein Einfluss von Acetylsalicylsdure auf das

Wachstum der VS konnte jedoch nicht nachgewiesen werden [34].

Der Einfluss von miRNAs auf die Tumorentwicklung wurde bereits in anderen Tumorentitaten
bestatigt. Es handelt sich dabei um kleine nicht-codierende RNAs, die die Genexpression durch
posttranskriptionelle Bindung an die Boten-RNA regulieren [34]. Im VS konnte eine Korrelation
zwischen einer schnelleren Wachstumsrate und einer veranderten Regulation von miRNAs
nachgewiesen werden. In schneller wachsenden VS kam es zu einer Hochregulation von
beispielsweise miR-29abc und miR-19 und zu einer verminderten Regulation von miR-744 und
let-7b [35]. Einige tumorassoziierte Proteine wurden ebenfalls mit einem schnelleren Wachstum
von VS assoziiert. So konnte z.B. das Disintegrin und das Metalloproteinase-Domane
enthaltende Protein 9 (ADAM9) in schneller wachsenden VS identifiziert werden. ADAM9 steht

dabei im Verdacht, die Tumorprogression und -invasion zu férdern [30].



Ein in den letzten Jahren zunehmend untersuchter Einflussfaktor auf die Progression von VS
stellt der Einfluss von Immunzellen dar. In einer groBen Studie zeigte sich eine positive
Korrelation zwischen einem gréBeren Tumorvolumen und einer héheren Expression von CD3,
CD8, CD68 und CD163, was fiir ein Vorhandensein von Lymphozyten und Makrophagen in
grofleren VS spricht [36]. Besonders Makrophagen wurden bereits in verschiedenen Vorarbeiten
untersucht. Es zeigten sich erhéhte Expressionen des Makrophagenmarkers CD68 in grofieren
VS [37]. Bei diesen Makrophagen handelte es sich vor allem um M2-Makrophagen, die liber eine

vermehrte Expression von CD163 nachgewiesen werden konnten [38].

Einen weiteren moglichen Einflussfaktor auf die VS-Volumenzunahme stellen
Tumorstammzellen (TSZ) dar. TSZ sind bereits aus verschiedenen malignen Tumoren bekannt
und fordern das Tumorwachstum durch die eigene Fahigkeit der Selbsterneuerung und
Differenzierung. In benignen Tumoren wurde ein Einfluss von TSZ bisher jedoch kaum
untersucht [39]. Auch im VS gibt es bisher nur wenig Untersuchungen zum Einfluss von TSZ auf
die Proliferation. Einzelne TSZ-Marker, wie das octamer-binding protein 4 (OCT4, POU5F1) oder
der chemokine receptor-4 (CXCR4) konnten jedoch bei erhohter Expression mit einem

schlechteren Outcome des betroffenen Patienten assoziiert werden [39].

Trotz vielfaltiger Bestrebungen zur Untersuchung der Pathophysiologie des Tumorwachstums
und zur Identifikation moéglicher Einflussfaktoren konnten kaum Ergebnisse erzielt werden.
Weitere Untersuchungen von maoglichen Ursachen der VS-Progression sind daher essentiell fir

die Behandlung.

Tabelle 3: Ubersicht iiber mégliche Einflussfaktoren auf die Proliferation von VS

Einflussfaktor Auswirkungen auf die Proliferation Referenz
Alter des Patienten Keine nachgewiesene Auswirkung 10, 27
Geschlecht Keine nachgewiesene Auswirkung 27
Auftreten klinischer Symptome Keine nachgewiesene Auswirkung 10
Bildmorphologische Hinweise Keine nachgewiesene Auswirkung 10, 28
HER2/neu Vermehrte Proliferation bei 29-31

Uberexpression

PDGFR Vermehrte Proliferation bei 29-31

Uberexpression

NF-xB Bei Merlinverlust vermehrte Aktivierung 29, 32

des NF-kB Signalwegs

COX2 Vermehrte Expression in groRen VS 33
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miRNAs

Hochregulation vereinzelter miRNAs in

schneller wachsenden VS

34,35

Tumorassoziierte Proteine Nachweis in schneller wachsenden VS 29

(ADAM9)

Lymphozyten Nachweis von Lymphozyten, speziell von 36
zytotoxischen Lymphozyten in groRReren VS

Makrophagen Nachweis von Makrophagen, speziell von 37,38
M2-Makrophagen in groRBeren VS

Tumorstammzellen Erhohte Expression vereinzelter 39

Tumorstammzellmarker im VS
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1.4. Gewinnung von VS-Primarkulturen

Zur Durchfihrung einiger Versuche im Rahmen dieser Doktorarbeit war die Gewinnung von
Primarkulturen aus den Tumorproben der Patienten direkt nach der operativen Entfernung des
VS nétig. Es erfolgte daher die Etablierung einer neuen Methodik zur schonenden Aufarbeitung
der Zellen aus dem Material, welches intraoperativ mittels Cavitron Ultrasonic Surgical Aspirator
(CUSA) gesammelt wurde. Diese Vorgehensweise ermoglichte im Vergleich zu existierenden
Methoden auch die Gewinnung von geniigend Zellen fiir eine Primarkultur aus relativ wenig
Material [40]. Dadurch ist es moglich, den Einfluss auf die Proliferation der Zellen vergleichend
in VS unterschiedlicher Groflen zu untersuchen. Zur Sicherstellung, dass es sich bei den
gewonnenen Zellen tatsachlich um Schwannom-Zellen handelte, wurde mittels
Immunfluoreszenz eine Charakterisierung der Zellen durchgefiihrt. Zusatzlich wurden
Verunreinigungen durch Fibroblasten ausgeschlossen. Diese neue Methodik ermoglichte damit
die Untersuchung von Primarzellen von VS unterschiedlicher GroRRen und bildete die Grundlage

fiir die Untersuchungen im Rahmen dieser Doktorarbeit [41].
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1.5. Zielstellung

Die Symptomkontrolle von Patienten mit einem VS stellt eine der grolRen Herausforderungen in
der Behandlung dar. Da es aktuell keine medikamentésen Therapien aus Mangel moglicher
pharmakologischer Angriffspunkte gibt, werden die meisten VS chirurgisch oder
radiochirurgisch behandelt. Den richtigen Therapiezeitpunkt fir den individuellen Patienten
festzulegen, kann jedoch schwierig sein, da die Wachstumsrate der VS sehr individuell ist.
Aufgrund dessen ist die Gefahr einer Horeinschrankung durch eine zu spate Operation oder

durch mogliche Folgen nach der Operation hoch.

Ziel dieser Arbeit ist es daher, mogliche Einflussfaktoren auf die Tumorvolumenzunahme des VS
zu identifizieren. Besonderer Fokus liegt dabei zum einen auf der quantitativen Untersuchung
inflammatorischer und proliferativer Marker wie COX2 und VEGF und auf der quantitativen
Untersuchung von Immunzellmarkern, im Speziellen von Makrophagenmarkern im VS. Zum
anderen wird im Rahmen dieser Arbeit erstmals ein moglicher Einfluss von Tumorstammzellen
auf die Proliferation des VS analysiert. Durch die quantitative Untersuchung verschiedener
Tumorstammzellmarker in unterschiedlich groRen VS kann ein direkter Riickschluss auf die
Bedeutung von Tumorstammzellen im VS gezogen werden. Korreliert werden die
Expressionsdaten der unterschiedlichen Marker mit den Tumorvolumina der eingeschlossenen
VS und der Wachstumsrate ausgewahlter VS. Dadurch ist eine direkte Aussage lber den Einfluss

der Expression der Marker in unterschiedlich groBen VS moglich.

Eine mogliche Identifikation von Einflussfaktoren auf die Tumorvolumenzunahme kénnte dem
Patienten eine bessere Wachstumsvoraussage seines VS ermoglichen. Zusatzlich wird eine
Moglichkeit geschaffen, neue pharmakologische Angriffspunkte zur Therapie des VS zu
bestimmen. Dies er6ffnet betroffenen Patienten eine Alternative zur chirurgischen Behandlung

des VS. Fir sie konnte dies eine eklatante Verbesserung der Lebensqualitat bedeuten.

13



2. Diskussion

2.1. Einfluss von Makrophagen auf die Progression des Vestibularisschwannoms

Ziel dieser Doktorarbeit war die Identifikation von moglichen Einflussfaktoren auf die
Progression des VS. Dazu wurden zum einen Tumorproben und Proben der zugehorigen Nerven
genutzt und zum anderen die aus dem CUSA-Filter gewonnenen Primarkulturen. Mithilfe der
neu etablierten Methodik konnten die Primarzellen von VS unterschiedlichen Volumens mittels
Immunfluoreszenz  und  Durchflusszytometrie  genauer untersucht werden. Die
Charakterisierung der Primarkulturen ermoglichte den Ausschluss einer Verfalschung durch eine
Verunreinigung mit Fibroblasten [41]. Es erfolgte zundchst eine Analyse verschiedener
Proliferations- und Makrophagenmarker im VS. Diese wurden in einer Kohorte von 173
Patienten quantitativ ermittelt und mit dem praoperativen Tumorvolumen (n=151) und der
Wachstumsrate (n=74) korreliert. Zuséatzlich wurden die Marker auf Proteinebene mittels

Immunhistochemie (IHC) detektiert.

In Vorarbeiten einer anderen Arbeitsgruppe zeigte sich ein moglicher Einfluss des
Proliferationsmarkers COX2 auf die Progression des VS. Behling et al. detektierten eine positive
Korrelation zwischen der COX2-Expression und einer grofieren Tumorausdehnung mittels IHC in
1048 VS, jedoch keinen Zusammenhang mit einer erhéhten Wachstumsrate [34]. Der
Proliferations- und Inflammationsmarker COX2, der eine entziindliche Tumormikroumwelt
fordert, wurde bereits in verschiedenen malignen Tumoren, wie dem Colon- oder
Mammakarzinom, mit einer vermehrten Tumorproliferation assoziiert [42,43]. Da es sich beim
VS jedoch um einen gutartigen Tumor handelt, konnten sich die Ursachen der Proliferation zu
denen in malignen Tumoren unterscheiden. Dies wird durch die Ergebnisse dieser Arbeit
gestitzt, in denen sich gegenteilige Effekte von COX2 auf die VS-Progression zeigten. Es wurden
verminderte COX2-Expressionen in grofleren und schnell-wachsenden VS, sowohl auf RNA- als
auch auf Protein-Ebene nachgewiesen. Im Gegensatz zu vorangegangenen Arbeiten zeigten die
Ergebnisse einen geringen Einfluss von COX2, und somit eine eher untergeordnete Rolle
entzindlicher Prozesse auf die Tumorvolumenzunahme. Dies spricht dafiir, dass andere

Einflussfaktoren einen grofReren Stellenwert auf die GroRRenprogredienz des VS haben.

Ahnlich verhilt es sich mit dem Mitosemarker Kiel-67 (Ki-67). Dieser, typischerweise in der
Tumordiagnostik bestimmte Proliferationsmarker, zeigte in einigen Voruntersuchungen eine
positive Korrelation mit dem Tumorvolumen des VS [44,45]. Es ist jedoch bekannt, dass die Ki-
67-Expression in den insgesamt eher langsam wachsenden VS relativ gering ist, was auf einen

geringen Stellenwert der Proliferation der Schwannomzellen selbst hinweist [34]. Dies

14



bestatigen die Ergebnisse im Rahmen dieser Doktorarbeit, in denen eine verminderte Ki-67-
Expression in groBen und schnell-wachsenden VS nachgewiesen wurde. Zusatzlich zeigte sich in
der IHC eine geringere Ki-67-Expression in VS mit kleinem Volumen. Ein Wachstum der
Schwannomzellen selbst spielt somit eine untergeordnete Rolle. Anders verhalt es sich beim
Einfluss der Proliferation der Schwannomzellen bei Entstehung des VS. Bei der vergleichenden
Untersuchung der RNA Reads von Ki-67 von zehn unterschiedlichen VS und den zugehorigen
Nerven (Nervus vestibularis) sah man einen signifikanten Unterschied in der Menge der
Transcripts Per Kilobase Million (TPM). Es ist erkennbar, dass die Menge der Reads in den VS in
neun der zehn VS hoher war als in den entsprechenden Nerven (Abbildung 3). Dies ist ein
moglicher Hinweis darauf, dass die Proliferation der Schwannomzellen einen Einfluss wahrend
der Entstehung des VS hat. Eine Aussage zum Einfluss auf die spatere Proliferation ist jedoch

nicht moglich.
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Abbildung 3: Darstellung der TPM von Ki-67, CD68 und CD163 in zehn Tumorproben und den zehn
entsprechenden Proben von Vestibularnerven. Die TPM des Tumors sind durch eine Linie mit den TPM
des entsprechenden Nervs desselben Patienten verbunden. Die mRNA in den Tumoren wurde mit der
MRNA in den Nerven mittels eines Wilcoxon Matched-Paired Signed Rank Test verglichen. Das Sternchen
zeigte statistisch signifikante Ergebnisse an (p<0,05).

Der Faktor VEGF stellt einen Schlisselfaktor in der Angiogenese-Forderung von malignen
Tumoren, wie dem Lungenkarzinom, dar [46]. Im benignen VS wurde jedoch kein Einfluss der

VEGF-Expression auf die Progression nachgewiesen [47]. Dies lieR sich durch die Ergebnisse

dieser Arbeit bestatigten, in der sich eine negative Korrelation der VEGF-Expression mit dem
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Tumorvolumen zeigte. Dadurch wird die Hypothese gestiitzt, dass die Proliferation von VS nicht
durch ein Wachstum der Schwannomzellen selbst initiiert wird, da diese auf eine Versorgung
durch Blutgefdalle angewiesen sind. Somit scheinen weder entziindliche Prozesse, noch die

Proliferation der Schwannomzellen ein Wachstum zu beglinstigen.

Ein moglicher Einfluss von Immunzellen auf die Progression des VS wurde in den letzten Jahren
vermehrt untersucht. Ein besonderes Augenmerk liegt dabei auf dem Einfluss von
Makrophagen. Diese myeloiden Zellen, die zum angeborenen Immunsystem gehoren, liegen in
zwei Polarisationen vor. Wahrend M1-Makrophagen vor allem an inflammatorischen, nicht-
onkogenen Prozessen beteiligt sind, haben M2-Makrophagen anti-inflammatorische,
protoonkogene Eigenschaften [48]. CD68 und CD163 sind zwei wichtige Makrophagenmarker.
Das transmembrandre Glykoprotein CD68 befindet sich auf der Oberflache aller Makrophagen
und der endozytische Rezeptor CD163 vor allem auf der Oberfliche von M2-Makrophagen
[49,50]. Damit ist CD163 ein geeigneter Marker flir Tumor-assoziierte Makrophagen (TAMs), da
diese den M2-Makrophagen dhneln und bei der Entwicklung verschiedener Tumorentitaten
nachgewiesen wurden [51]. Im Mammakarzinom beispielsweise stellen TAMSs eine
Hauptkomponente der Tumorumwelt dar, ebenso wie sie im Kolonkarzinom zu einem

vermehrten Wachstum beitragen [52,53].

Die Ergebnisse im Rahmen dieser Doktorarbeit zeigten eine erhdéhte Expression von CD68 und
CD163 in groBeren und schnell-wachsenden VS. Dies ist ein eindeutiger Hinweis auf den Einfluss
von Makrophagen, speziell von M2-Makrophagen, auf die Tumorvolumenzunahme. Unterstiitzt
wird diese Annahme durch eine vergleichende Analyse von schnell-wachsenden VS mit einer
Wachstumsrate von (iber 1 cm? pro Jahr und langsam-wachsenden VS mit einer Wachstumsrate
von unter 0,1 cm? pro Jahr. Es zeigte sich eine signifikant héhere CD68-Expression in den 17
schnell-wachsenden VS im Vergleich zu den 16 langsam-wachsenden VS. Ergebnisse mit gleicher
Tendenz, wenn auch nicht statistisch signifikant (p > 0,05), zeigte die vergleichende Analyse von
CD163. Die Expression in den schnell-wachsenden VS war deutlich héher als die in den langsam-
wachsenden VS, was darauf hinweist, dass insbesondere M2-Makrophagen in grolReren VS eine
Rolle spielen. Eine Analyse auf Proteinebene mittels IHC bestatigte die Ergebnisse, da eine
deutlich héhere Expression von CD68 und CD163 in groReren und schnell-wachsenden Tumoren
nachgewiesen werden konnte. TAMs scheinen somit nicht ausschlieBlich in malignen Tumoren
zu einem vermehrten Wachstum zu fithren, sondern ebenfalls im gutartigen VS. Unterstitzt wird
diese Annahme dadurch, dass TAMs durch eine Sekretion von Wachstumsfaktoren, Zytokinen
und Chemokinen zu einem vermehrten Wachstum von Tumoren beitragen, was einen

moglichen Ansatzpunkt flr weitere Untersuchungen darstellt [54]. Im Gegensatz dazu scheinen
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TAMs bei der Entstehung von VS eine eher untergeordnete Rolle zu spielen. Bei der
vergleichenden Analyse der RNA Reads von CD68 und CD163 in zehn VS und den zugehorigen
Nerven zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Menge der TPM. Dies ist ein Hinweis
darauf, dass TAMs wahrend der Entstehung des VS keinen Einfluss haben, sondern erst zu einem

vermehrten Wachstum in VS beitragen (Abbildung 3).

Verschiedene Voruntersuchungen stiitzen diesen Einfluss von Makrophagen auf das
Tumorwachstum von VS. De Vries et al. detektierten eine vermehrte CD68-Expression in groRen,
schnell-wachsenden VS [37]. Zusatzlich zeigte eine Untersuchung von 923 VS mittels IHC eine
erhohte Expression von CD68 und CD163 in VS mit groBem Volumen, was fiir einen Einfluss von
M2-Makrophagen auf die GroRenzunahme der VS spricht. Eine Korrelation mit einer erhdhten

Wachstumsrate konnte jedoch nicht nachgewiesen werden [36].

Zur zusatzlichen Auswertung des Einflusses von Makrophagen auf die VS-Proliferation, erfolgte
eine Analyse des Makrophagen Kolonie-stimulierenden Faktors (M-CSF) und des Granulozyten-
Makrophagen Kolonie-stimulierenden Faktors (GM-CSF). M-CSF fordert durch die
Polarisationsinduktion von Makrophagen hin zu TAMs den Erhalt dieser und zeigte in den
Expressionsanalysen eine stark positive Korrelation mit CD163 [55]. In einer Voruntersuchung
wurde eine vermehrte M-CSF-Expression in schnell-wachsenden VS nachgewiesen [56]. Dies
unterstitzt die Hypothese, dass TAMs an der Proliferation des VS beteiligt sein kbnnten. GM-
CSF lockt Makrophagen an und erhoht die Polarisation von M1 zu M2 Makrophagen [55,57]. Die
erhoéhte Expression von GM-CSF in VS grolRen Volumens bestatigt somit ein vermehrtes

Vorkommen von Makrophagen, speziell von TAMs.

17



2.2. Einfluss von Tumorstammzellen auf die Progression des
Vestibularisschwannoms

Im Folgenden wird der Einfluss von Tumorstammzellen auf die Proliferation von VS naher
beleuchtet. Tumorstammazellen spielen eine wichtige Rolle in einer Theorie zur Entwicklung von
Tumoren. Es werden zwei verschiedene Entwicklungstheorien unterschieden. Das stochastische
Tumormodell vermutet eine Ansammlung von Mutationen in somatischen Zellen als Ursache.
Diese fiihren dazu, dass es zu einer Hyperproliferation und so zur Tumorentstehung kommt [58].
Im hierarchischen Tumormodell wird der Einfluss von Tumorstammzellen diskutiert. Hierbei soll
es durch eine Mutation von Tumorzellen zur Entstehung einer Tumorstammzelle kommen. Diese
soll die gleichen Fahigkeiten wie eine embryonale Stammzelle zur Selbsterneuerung und
Differenzierung haben, wodurch es zur Tumorentstehung kommen kann [58]. Somit stehen
Tumorstammzellen im Verdacht, zur Tumorproliferation, -invasion und zum Uberleben der

Tumorzellen beizutragen [59].

In verschiedenen malignen Tumorentitdaten wurde der Einfluss von Tumorstammzellen auf eine
Progression bereits nachgewiesen. Im Mammakarzinom wurde eine Population von
Tumorstammezellen in schneller wachsenden Tumoren detektiert [60]. Durch den Nachweis der
Expression von Tumorstammzellmarkern im Colonkarzinom, die zur Aufrechterhaltung der
Selbsterneuerungsfahigkeit und Pluripotenz beitragen, wird hier ein Einfluss von
Tumorstammzellen diskutiert [61]. In benignen Tumoren ist die Datenlage zum Einfluss von
Tumorstammzellen bisher eher gering, weswegen diese Doktorarbeit darauf abzielt, einen

moglichen Einfluss von Tumorstammzellen im VS zu untersuchen.

Tumorstammzellen sind in ihrer Funktion von verschiedenen Tumorstammzellmarkern
abhangig. Diese tragen zur Aufrechterhaltung der Selbsterneuerungsfahigkeit und Pluripotenz
bei. Ein wichtiger Komplex zur Aufrechterhaltung der Pluripotenz ist der Yamanaka Komplex, der
aus POUS5F1 (OCT4), SOX2, KLF4 und MYC besteht [62]. Zuséatzlich haben auch die
Tumorstammzellmarker CXCR4, NANOG und SALL4 einen Einfluss auf die Erhaltung der
Differenzierungsfahigkeit [63-65]. Die Selbsterneuerungsfahigkeit wird durch
Tumorstammzellmarker wie CD44, PTPRC (CD45), NESTIN und PROM1 (CD133) aufrechterhalten
[66-69] (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Beitrag der Tumorstammzellmarker zur Entstehung von Tumorzellen. Die blau hinterlegten
Marker férdern den Erhalt der Pluripotenz der Tumorstammzelle und die rot hinterlegten Marker erhalten
die Selbsterneuerungsfdhigkeit der Tumorstammzelle. Durch den gemeinsamen Einfluss der Marker
kénnen sich die Tumorstammezellen in Tumorzellen differenzieren.

Zur Analyse des Einflusses von Tumorstammzellen im VS wurde die Expression von elf
Tumorstammzellmarkern untersucht. Korreliert wurden die quantitativen Ergebnisse mit den
Tumorvolumina von 165 eingeschlossenen VS. Zusatzlich erfolgte eine Analyse ausgewahlter
Tumorstammzellmarker mittels Durchflusszytometrie, Immunfluoreszenz, Immunhistochemie,

Copy number variation (CNV) Analyse und RNA-Sequencing (RNASeq) Analyse.

In der Korrelationsanalyse der mRNA-Daten konnten erstmalig starke positive Korrelationen der
verschiedenen Tumorstammzellmarker untereinander im VS nachgewiesen werden. Dies
kénnte ein erster Hinweis auf einen moglichen Einfluss von Tumorstammzellen sein, da diese
sich stark untereinander verstarken. Bei der Korrelation mit dem Tumorvolumen zeigten sich
drei negativ-signifikante und flnf positiv-signifikante Beziehungen. Das Protoonkogen MYC
zeigte eine verminderte Expression in VS mit groBem Volumen und einen erhéhten Genverlust
auf genomischem Level. Obwohl einige Vorergebnisse bei NF2-assoziierten VS eine
Uberexpression detektierten, weisen die Ergebnisse daraufhin, dass MYC zwar an der
Entwicklung von VS beteiligt ist, es aber nicht zu einem verlangerten Wachstum und so einem

groBeren VS fuhrt [70,71].
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Die Expression des Pluripotenzfaktors SOX2 ist in groBen VS ebenfalls vermindert, was fiir einen
geringen Einfluss von SOX2 auf die Tumorvolumenzunahme in VS spricht. Trotz des Nachweises
erhohter SOX2-Expressionen in VS verglichen mit normalen peripheren Nerven in einer
Vorstudie, liel sich dieses Ergebnis durch die Daten nicht bestdtigen [72]. Eine mogliche
Erklarung liegt darin, dass andere Pluripotenzfaktoren, wie NANOG oder POU5F1 (OCT4), die
zum Yamanaka-Komplex gehoren, moglicherweise einen groReren Einfluss auf die

Tumorproliferation haben [73].

Zu diesen Faktoren gehort NANOG. Mittels Immunfluoreszenz ausgewahlter Primarkulturen
konnten NANOG-positive Zellen im VS nachgewiesen werden und auch die Steigerung der
positiven Zellen mit zunehmendem Tumorvolumen spricht fiir einen vermehrten Einfluss von
NANOG in gréBeren VS. Der Chemokinrezeptor CXCR4 scheint ebenfalls durch Erhaltung der
Pluripotenz zur Progression von VS beizutragen, da die Expression in groReren VS héher war.
Dies wird durch eine Voruntersuchung unterstiitzt, in der erhéhte CXCR4- Expressionen im VS

im Vergleich zu gesunden Nerven nachgewiesen wurden [74].

Das Tumorsuppressorgen KLF4 zeigte in VS mit groRem Volumen eine geringere Expression als
in VS mit kleinerem Volumen. Zusatzlich lieR sich ein Genverlust von KLF4 in den untersuchten
VS detektieren. In anderen Tumoren, wie im Lungenkarzinom, konnte eine negative Korrelation
der KLF4-Expression mit dem Tumorstadium und dem Gesamtiiberleben nachgewiesen werden
[75,76]. Dies spricht flir einen moglichen Einfluss von KLF4 als Tumorsuppressorgen auf die

Entstehung des VS.

Zum Erhalt der Selbsterneuerungsfahigkeit der Tumorstammzellen im VS wurde unter anderem
NESTIN untersucht. Dieses Filamentprotein ist wichtig fir die Differenzierung von
Tumorstammzellen in Tumorzellen und kénnte so bei einer Uberexpression zu einer vermehrten
Differenzierung in Schwannomzellen fiihren [69]. Diese Hypothese wird durch die Ergebnisse
dieser Arbeit gestiitzt, die eine vermehrte NES (NESTIN)-Expression in groReren VS nachwiesen
und in der Immunfluoreszenz mehr NESTIN-positive Zellen in groBeren VS zeigten. Ebenfalls
wichtig zum Erhalt der Selbsterneuerungsfahigkeit ist CD133, da es die Resistenz gegen
Apoptose in Tumorstammzellen erhéht [66]. Die Analyse der Daten weist darauf hin, dass
PROM1 (CD133) durch diese Funktion einen moglichen Einfluss auf das Wachstum von VS haben
kénnte. Dies lasst sich anhand der signifikant positiven Korrelation zwischen dem
Tumorvolumen und der PROM1- (CD133) Expression belegen. Im Gegensatz dazu zeigten die
Ergebnisse der RNASeq-Analyse eine geringere Expression in den VS im Vergleich zu den

zugehorigen Nerven. Dieses Ergebnis konnte neue Erkenntnisse (iber den Ursprung des VS aus
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dem N. vestibulocochlearis liefern. Friihere Ergebnisse zeigten eine Hochregulierung von PROM1
(CD133) beim Verlust von NF2, dem haufigsten Genverlust, der zur Entwicklung eines VS fihrt

[77]. Der Einfluss von PROM1 (CD133) sollte in Zukunft genauer untersucht werden.

Mittels Durchflusszytometrie ausgewahlter und aus dem CUSA-Filter gewonnener
Primarkulturen, erfolgte die erganzende Untersuchung der beiden Tumorstammzellmarker
CD44 und CDA45. Diese wiesen in der Korrelationsanalyse eine signifikant positive Korrelation mit
dem Tumorvolumen auf. Eine Uberexpression beider Marker wurde mit einem vermehrten
Wachstum in anderen Tumoren assoziiert [78,79]. Sowohl die Korrelationsergebnisse, als auch
eine zunehmende Zahl doppelt positiver Zellen bei gréoBerem Tumorvolumen in der
Durchflusszytometrie, sind ein Hinweis auf den Einfluss von CD44 und CD45 auf die
Volumenzunahme im VS. Zusatzlich erfolgte ein immunhistochemischer Nachweis von CD44-

und CD45-positiven Zellen in ausgewahlten VS-Tumorproben.

21



2.3. Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend konnten im Rahmen dieser Doktorarbeit verschiedene Einflussfaktoren auf
die Tumorvolumenzunahme im VS identifiziert werden. Das Wachstum von VS geht nicht von
einer Proliferation der Tumorzellen allein aus und auch entziindliche Prozesse spielen eine eher
untergeordnete Rolle. Eine Infiltration durch Makrophagen, speziell durch TAMs, konnte in
grofden, schnell-wachsenden VS nachgewiesen werden. Damit stellen TAMs einen Einflussfaktor
auf die VS-Proliferation und so einen moglichen pharmakologischen Angriffspunkt dar. Durch
die Identifikation eines solchen Angriffspunktes besteht die Moglichkeit, betroffenen Patienten

eine nicht-invasive alternative Behandlungsmaéglichkeit anzubieten.

Es werden bereits verschiedene medikamentdse Behandlungsstrategien, die sich gegen TAMs
richten, untersucht. Vier hauptsachliche Behandlungsstrategien werden unterschieden:
verminderte Anlockung von Makrophagen, Verminderung von TAMs, Reprogrammierung von
TAMs und das Abzielen auf inhibitorische Molekdle, die sich auf TAMs befinden. Eine Vielzahl
von klinischen Studien untersuchen Medikamente, die somit die Aktivitat bzw. das Vorkommen
von TAMs in Tumoren vermindern sollen [80]. Im VS stellen diese Untersuchungen eine
Moglichkeit dar, durch eine Verminderung der Aktivitat der TAMs, das Wachstum zu reduzieren

und schwere Symptome betroffener Patienten zu verhindern.

Des Weiteren weisen die Ergebnisse darauf hin, dass Tumorstammzellen in der Pathogenese des
VS eine Rolle spielen. Zum einen verstarken sich die Tumorstammzellmarker im VS gegenseitig,
zum anderen zeigen funf der Marker eine héhere Expression in grofleren VS, was ein Hinweis
auf deren Einfluss auf die Groenzunahme von VS ist. Zusatzlich weisen die Ergebnisse der
Immunfluoreszenz, der Durchflusszytometrie, der Immunhistochemie und der CNV-Analyse ein
Vorhandensein von Tumorstammzellen im VS nach. Obwohl es sich beim VS um einen gutartigen
Tumor handelt, der kein invasives Wachstum zeigt, spielen Tumorstammzellen eine Rolle in der
Progression. Damit stellen sie einen moglichen pharmakologischen Angriffspunkt in der
Behandlung des VS dar. Es werden bereits verschiedene Ansatzpunkte zum Behandlung von
Tumorstammzellen untersucht. Studien zum direkten Angriff von Tumorstammzellmarkern, zur
Blockade von tumorstammzell-spezifischen Signalwegen und zur Veranderung der Mikroumwelt
von Tumorstammzellen werden durchgefiihrt [81]. Auf die personalisierte Therapie des VS
kénnten Studien Ubertragen werden, in denen die Oberflichenmarker CD44 oder CD133
attackiert werden. Zusatzlich gibt es Ansatzpunkte zur Reduktion der Funktion von NANOG,
SOX2 und OCT4, beispielsweise im Mammakarzinom oder im Colonkarzinom [82]. Ein

pharmakologischer Angriff der Tumorstammzellen im VS stellt somit einen moglichen
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Ansatzpunkt dar, um zukiinftig Patienten eine Alternative zur operativen Entfernung anbieten
zu konnen. Insgesamt ldsst sich somit feststellen, dass eine Volumenzunahme des VS nicht durch

den Einfluss eines Faktors erklarbar ist, sondern multifaktoriell erfolgt (Abbildung 5).

Tumor-assoziierte Makrophagen

cp68 4 m-csF 4
CD1634 GM-CSF 4

ki-674 cox2 4 o5

fCXCR4 4
NESTIN

mvc 4 59%? t cpast

VS Tumorvolumen cD133 f

KLF4 4

Tumorstammzellen

Abbildung 5: Zusammenfassende Darstellung méglicher Einflussfaktoren auf die Volumenzunahme von VS.
Die Proliferation von VS wird durch die Invasion von Tumor-assoziierten Makrophagen geférdert, was
durch eine erhéhte Expression von CD68 und CD168 deutlich wird. Zusdtzlich scheinen auch
Tumorstammezellen zu einer GréfSenprogredienz zu fiihren, was sich durch die vermehrte Expression von
flinf Tumorstammzellmarkern in gréfSeren VS zeigt.

Die im Rahmen der Doktorarbeit erhobenen Daten werden dadurch limitiert, dass ausschlieRlich
Patienten mit mehreren MRT-Bildern zur Betrachtung der Wachstumsrate miteinbezogen
werden konnten. Insbesondere initial kleinere VS wurden regelmaRig mittels MRT-
Untersuchungen kontrolliert, weswegen nur wenige VS mit einem, bei Diagnose bestehendem,
Koos Grad 3 oder 4 in die Analyse der Wachstumsraten miteinbezogen wurden. Eine zusatzliche
Limitation stellt der explorative Charakter der Untersuchungen dar, der eine Korrektur fir

multiple Vergleiche der statistischen Ergebnisse ausschloss.

Nichts desto trotz identifizieren die Ergebnisse maogliche Einflussfaktoren auf die
Tumorvolumenzunahme des VS. Durch den Einschluss der praoperativen Horfunktion der
Patienten lasst sich die klinische Wichtigkeit der Untersuchungen fir das Outcome der Patienten
zeigen. Mit steigendem Tumorvolumen und groBerer Wachstumsrate verschlechterte sich die
prdaoperative Horfunktion der Patienten deutlich. Zusatzlich birgt auch die mikrochirurgische
Entfernung des VS die Gefahr einer postoperativen Hérminderung oder eines Horverlustes. Dies
kann fiir den betroffenen Patienten eine deutliche Verschlechterung der Lebensqualitat mit sich
bringen. Durch die Identifizierung der méglichen Einflussfaktoren auf die Proliferation des VS
besteht die Moglichkeit, medikamentdse Angriffspunkte genauer zu untersuchen. Durch einen
gezielten pharmakologischen Angriff der TAMs und der Tumorstammzellen kénnte es moglich
sein, das Wachstum der VS zu verlangsam. Dadurch wird zum einen die Gefahr einer

Verschlechterung der Horfunktion durch den Tumor selbst und zum anderen durch Vermeiden
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einer Operation auch die Gefahr der postoperativen Horschadigung vermindert. Die
Untersuchung dieser gezielten pharmakologischen Angriffspunkte als mogliche medikamentoése
Behandlungsoption sollte Gegenstand zukilinftiger Studien sein. Zusatzlich konnte die
Moglichkeit bestehen, die TAMs und Tumorstammzellen als pradiktive Marker fiir das
Wachstum der VS zu nutzen. Dazu sollte kiinftig eine Untersuchung der Marker im Liquor
betroffener Patienten erfolgen, um so moglicherweise eine Aussage zum Wachstumsverhalten

der VS treffen zu kdnnen.

Langfristig besteht durch diese Untersuchungen die Méglichkeit, betroffenen Patienten eine
bessere Einschatzung bezliglich des Proliferationsverhaltens ihres VS zu geben und ihnen eine
Alternative zu den bereits bestehenden Behandlungsmoglichkeiten anzubieten. Eine nicht
invasive medikamentdse Behandlung des VS kénnte zu einer deutlichen Steigerung der

Lebensqualitat betroffener Patienten fihren.
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4. Thesen

1. Eine GroRenzunahme des Vestibularisschwannoms basiert nicht ausschlief3lich auf
Proliferation der Schwannomzellen.

2. Tumor-assoziierte Makrophagenmarker korrelieren mit GréRenzunahme und
Wachstumsrate des Vestibularisschwannomes.

3. Die COX2-Expression korreliert nicht mit der Groflenzunahme oder der Wachstumsrate des
Vestibularisschwannoms.

4. Eine bisher nicht bekannte Population von stammzell-dhnlichen Tumorzellen wurde in
Vestibularisschwannomen aller Koos Grade nachgewiesen.

5. Die GroRe der Vestibularisschwannome korreliert mit der Expression von einigen
Tumorstammzellmarkern.

6. Die neu etablierte Methodik zur schonenden Gewinnung von Primarkulturen, auch von sehr

kleinen Vestibularisschwannomen, ermdoglicht zusatzliche Untersuchungen des Einflusses
verschiedener Faktoren auf die Tumorvolumenzunahme.
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Simple Summary: The variable growth behavior of vestibular schwannomas (VS) makes therapy
decisions very difficult. These benign tumors, which originate from the eighth cranial nerve, partly
show a very slow growth rate over many years. Nevertheless, VS can lead to severe symptoms such
as hearing loss and dizziness within a short time due to their increase in size. Despite numerous
preliminary studies, no apparent influencing factor on size progression could be found so far. In
our study, we consider the influence of growth factors and macrophage markers on the volume
and growth rate of VS. While growth factors show no effect on tumor growth, higher expression of
macrophage markers indicates an infiltration of macrophages. They may thus enhance the growth of
VS and therefore represent a potential therapeutic target.

Abstract: Vestibular schwannoma is the most common benign tumor of the cerebellopontine angle
and originates from Schwann cells surrounding the vestibulocochlear nerve. Since the size of the
VS varies widely, affected patients suffer from symptoms of varying severity. It is often difficult
to determine the optimal time for therapy, due to the unpredictability of the growth rate. Despite
many investigations on influencing factors, no mechanism responsible for the increase in the growth
rate of certain VS has been identified so far. Therefore, the present study investigates the influence
of the seven markers: Ki-67, cyclooxygenase 2 (COX2), vascular endothelial growth factor (VEGF),
macrophage colony-stimulating factor (M-CSF), granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
(GM-CSF), CD163, and CD68 on tumor progression and tumor size in a cohort of 173 VS. The markers
were determined by quantitative PCR and correlated with tumor volume and VS growth rate. The
analysis showed a significantly negative correlation of the Ki-67, COX2, and VEGF on tumor volume.
Moreover, with a higher volume of VS, the expression of the macrophage markers CD68, CD163,
and GM-CSF increased significantly. Our results suggest that the increase in VS size is not primarily
due to Schwann cell growth but to an infiltration of macrophages. This may have an impact on
non-invasive therapy to preserve the hearing function of affected patients.

Keywords: vestibular schwannoma; tumor growth; tumor volume; macrophage infiltration; CD6S;
CD163; TAM

1. Introduction

VS are benign tumors originating from Schwann cells surrounding the eighth cranial
nerve. Limited research has been carried out on the development and progression of this
tumor. Most VS are associated with a loss of function mutation or promoter methylation of
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the neurofibromatosis type 2 (NF2) gene [1,2]. Six percent of all cranial tumors are VS and
comprise 80% of the tumors in the cerebellopontine angle. Within the last few years, the
incidence of VS has increased due to better diagnostic methods such as contrast MRI [3].
Patients with VS do often have unilateral hearing loss. Additional symptoms are tinnitus,
vertigo, trigeminal complaints, and facial nerve affection due to the proximity of the tumor
to cranial nerves [4-6].

The size and growth of VS vary widely. Some VS grow very expansive but not invasive
within a few months; others stagnate in growth for several years. While large and small
symptomatic tumors are usually treated surgically or irradiated, the growth of smaller
asymptomatic tumors is monitored regularly by MRI (wait and scan) [7]. Currently, there
is no approved pharmacological therapy for the treatment of VS. Paldor et al. reported that
neither sex nor patient age has an impact on VS growth rate. The molecular determinants of
progressive or stagnant VS are currently unknown. This makes the prediction of progression
and an appropriate point in time for intervention difficult [8]. Since surgical removal
carries the risk of postoperative hearing loss, facial nerve palsy, and headache [9], more
accurate growth prediction could avoid unnecessary surgical removal, thus reducing the
risk of nerve injury. This could lead to longer maintenance of hearing function and thus
significantly improve the quality of life of affected patients.

In recent years, several factors have been investigated, which might influence the
growth rate of VS. Vascular endothelial growth factor (VEGF) correlated positively with
tumor growth rate in a study of 27 patients [10].

CDé68 and CD163 are two important macrophage markers. While CD68 as a trans-
membrane glycoprotein is present on the surface of all macrophages, the endocytic receptor
CD163 was found mainly expressed on M2 macrophages, which have anti-inflammatory,
proto-oncogenic effects [11,12]. M1 macrophages have inflammatory non-oncogenic ef-
fects [13]. De Vries et al. examined a correlation between macrophage colony-stimulating
factor (M-CSF) and CD163. The expression of both factors was higher in fast-growing
VS. [14]. In addition, the authors found a positive correlation between CD68 and tumor
size [15]. No preliminary studies have yet been performed on VS on the granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), which can have anti- or pro-tumorigenic
effects depending on its expression and tumor immune microenvironment [16,17].

Other previous studies identified Ki-67, a protein only expressed by mitotic cells,
and the enzyme cyclooxygenase 2 (COX2) as influencing factors. The VS tumor volume
increased with a high expression of Ki-67 [18] as well as COX2 [19].

The previous studies mostly investigated only single factors on VS tumor size or
growth rate using immunohistochemistry (IHC). The present work investigated the influ-
ence of the different factors VEGEF, Ki-67, COX2, M-CSF, GM-CSE CD68, and CD163 on
tumor volume and growth as well as on clinical parameters, such as age and hearing, in a
cohort of 173 patients using mRNA data and IHC.

2. Materials and Methods
2.1. Study Design

Between 2012 and 2021, 208 VS were treated by surgery in the authors’ institution. A
total of 35 patients with irradiated VS, recurrence, hereditary neurofibromatosis, and VS
from which not enough RNA was isolated for qPCR were excluded. This resulted in a final
number of 173 included patients. All participants had a single VS, were adult, had at least
one preoperative MRI image, and received microsurgical treatment. Clinical data on age,
sex, Koos grade, and hearing class were obtained from the patient’s medical record [20].
The RNA of these 173 VS was used for marker expression analysis by qPCR. A total of
22 patients with MRI images older than 6 months before surgery and those with a slice
thickness greater than 2.5 mm were excluded, resulting in 151 patients being part of tumor
volume analysis. A total of 77 patients had only one preoperative MRI image and were
therefore not suitable for growth rate analysis, which was performed in the remaining
74 patients with multiple preoperative MRI images (Figure 1). The ethics committee of the
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Medical Faculty of Martin Luther University Halle-Wittenberg (approval number 2020-122)
approved the study. Written informed consent was obtained from all patients.

VS resections between
2012 and 2021
(n=208)

excluded (n=35)

patients withhereditary NF2 (n=2)
preoperativeirradiated VS (n=1)
recurrence (n-8)

samples withoutenough RNA for
qPCR (n=24)

marker expression
analysis
(n=173)

excluded (n=22)

* patients withlast preoperative MRI
images older then 6 months (n=6)

* MRIimages with slice thickness over
25mm(n=16)

tumor volume analysis

* patients with only one preoperative

excluded (n=77)
MRIimage

growth rate analysis
(n=74)

Figure 1. Flow diagram of the study.

Preoperatively, each patient’s hearing class was determined according to the American
Academy of Otolaryngology-Head and Neck Surgery (A AO-HNS) hearing classification,
extended by a “D surditas” (DS) category for complete deafness. In addition, preoperative
MRI images were used to determine tumor volume by volumetry, and a sample (30-50 mg)
was taken during surgical removal to quantify tumor markers.

2.2. Tumor Volumetry

One MRI series each with a slice thickness between 0.35 and 2.50 mm was used
to analyze the preoperative tumor volume (cm?). Only images acquired no more than
6 months prior to surgery were used. Volumetry was performed using the software
Brainlab Origin Server 1.1 iPlan Net, version 3.7.0.64 (Brainlab, Munich, Germany). After
selecting suitable image sequences (T2-weighted or T1-weighted images, contrasted with
gadolinium), the Smart Brush function was used to measure the volume. Grow th rate was
determined in participants with more than one preoperative MRI image. This involved
volumetry of all preoperative images and subsequent calculation of the growth rate in cubic
centimeters per year. The minimum interval between preoperative images was 6 months.
Growth rate (cm? per year) was calculated in patients with multiple preoperative MRI
images using the formula:

tumor volume MRI 2 — tumor volume MRI 1
(A days MRI 1 —2/365)
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2.3. RNA Isolation and Reverse Transcription

A 30-50 mg tumor sample obtained during surgery was used to isolate RNA. A
10-fold volume AllProtect (Qiagen, Hilden, Germany) solution was added to the sample
immediately after surgery. The AllPrep DNA/RNA /Protein Mini kit (Qiagen, Hilden,
Germany) was used for isolation. Appropriate amount of buffer RLT supplemented with
p—mercaptoethanol (1:100, Roth, Karlsruhe, Germany) was added and the sample was
disrupted using TissueLyser LT (Qiagen, Hilden, Germany) for 2 min at 50 Hz with stainless
steel beads (5 mm, Qiagen, Hilden, Germany). After centrifugation (3 min, 10.000 rpm),
supernatant was used for RNA isolation according to the manufacturer’s instructions.
Finally, the RNA was eluted in 30 uL of RNase-free water. RNA measurement was per-
formed with the Tecan M200 (Tecan, Mannedorf, Schweiz) at wavelengths of 260, 280 and
310 nm. The reverse transcription was carried out according to the instructions of the
RevertAid First Strand cDNA Synthesis kit (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA)
using oligo(dT)qs-primers. The concentration of cDNA was adjusted to 20 ng/ul. The
RNA was incubated for 10 min at 70 °C in the thermocycler PEQLAB primus 25 advanced
(VWR, Avantor, Radnor, PA, USA). After addition of the master mix, transcription was
performed for 60 min at 42 °C and the reaction was terminated by 5 min at 70 °C.

2.4, Quantitative Real-Time PCR

Quantitative real-time polymerase chain reactions (PCR) were performed for deter-
mination of the various tumor markers. An amount of 1 puL of the cDNA obtained from
the tumor sample at a concentration of 20 ng/ uL. was used. Two-step PCR was performed
using 10 uL of Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen, ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA) and 0.5 uL each of the corresponding forward and reverse
primers (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA, 100 umol) (Table 1)
resulting in a total volume of 20 uL in Rotor-Gene Q (Qiagen, Hilden, Germany). Marker
expression was normalized to expression of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH). Analysis of the expression data and creation of the heat map was carried out
using Prism 9 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Table 1. Primers used for real-time quantitative PCR.

Gene Name Oligo Sequence 5’ to 3’ T‘::\::::it?nfe Product Reference Species
(Forward, Reverse) 0 Length Sequence

cpss GGATCAGOOCCATCATCAGAG @ 26 NMoosi3 S0
I
COX2 T‘frccgrjgggcccggégﬁccém 60 203 NM_000963.3
Ki-67 iﬁ%ﬁgﬁgggﬁ:ﬁg&fﬁ 60 276 NM_002417.5
e
GM-CSF A s paaT AT 60 197 NG_033024.1

VEGFA :ﬁcicé“g g&“ggggﬁggﬁ{g&%‘éﬁ 60 205 NM_001171630.1

GAPDH ety ot 60 172 NM_002046.7
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2.5. Immunohistochemistry

Immunohistochemistry (IHC) was performed with specific antibodies against CD68,
CD163, COX2, and Ki-67 (Table 2) as previously described in detail [21].

Table 2. Antibodies used for IHC.

Antibody Source/Isotype Dilution Manufacturer
CDé&8 Mouse IgG 1:4000 Agilent, Santa Clara, CA, USA
Invitrogen, ThermoFisher

cbies Rabbit IgG 1:500 Scientific, Waltham, MA, USA
CcOox2 Rabbit IgG 1:400 Cell signaling, Danvers, MA, USA
Ki-67 Mouse IgG Ready to use Agilent, Santa Clara, CA, USA

2.6. Statistical Analysis

The statistical analysis was performed in subgroups according to available data:
marker expression analysis in all 173 patients, tumor volume analysis in 151 patients, and
growth rate analysis in 74 patients.

In a first exploratory analysis, correlations between markers as well as clinical vari-
ables were evaluated. A classification of the correlation coefficient was used for data
interpretation [22]. Correlations in the subgroup with available growth rate data were
calculated separately. As AAO-HNS hearing classes are ordinally scaled and the remaining
parameters had non-normal distributions, Spearman’s rank correlations were consistently
used for all pairings. Due to the exploratory nature of this step, results were not corrected
for multiple comparisons.

Significant correlations with tumor size or growth rates were further investigated
using regression analysis. Significant markers or clinical variables then served as predictors
whereas tumor size and growth rate separately served as responses. Due to skewed,
non-normal distributions, parameters were log-transformed before inputting into the
regression model.

To further illustrate the contrast between slow- and fast-growing VS, growth rates
were divided into two groups: <0.1 cm?/year and >1 cm®/year. Cases with growth
rates between these ranges were excluded from this analysis step. The two groups were
compared using a non-parametric Wilcoxon signed-rank test. Results were not corrected
for multiple comparisons. All analysis steps were calculated using R version 4.0.5 [23].

3. Results
3.1. Correlation Analysis of Markers Investigated and Tumor Volume

In a correlation analysis of investigated markers, tumor volume and clinical data of
173 patients were included. The cohort included 71 male and 102 female patients with a
mean age of 51 years (Table 3). The overall mean tumor volume was 3.3 cm* (0.1-37.0 cm?)
and the median tumor volume was 1.2 cm®. The study included a few small VS (Koos 1,
n = 11). Most VS corresponded to Koos grade 2 (n = 63) or Koos grade 3 (n = 61). Displacing
growing VS were detected in 38 patients (Koos 4). While the majority of participants had
little or no limitation in their hearing function (AAO-HNS A, B), 59 patients suffered from
advanced hearing loss (AAO-HNS C, D). In 10 of the 173 participants, complete hearing
loss was detected preoperatively (AAO-HNS DS).
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Table 3. Baseline data for correlation analysis of 173 patients with VS.

Variable Total (n=173)
Male 71
Female 102
Mean age (years) 51 (18-77)
Koos grade
1 11
2 63
3 61
4 38
AAO-HNS ! (hearing class)
A 56
B 47
C 41
D 18
DS 10
Mean tumor volume (cm?) 3.3(0.1-37.0)
Median tumor volume (cm?) 1.2

1 AAO-HNS: American Acade my of Otolaryngology-Head and Neck Surgery.

For evaluation, clinical data were correlated with the quantitative determinations
of the markers using qPCR. An overview of the mRNA marker expression is shown as
a heat map (Figure S1). Correlation analysis of the markers COX2, VEGE, Ki-67, CD163,
CD68, GM-CSF and M-CSF with age, tumor volume, and hearing class were performed
using Spearman’s rank correlation coefficient (Figure 2). The angiogenesis promoting factor
VEGEF correlated moderately positively with the growth factor Ki-67 (r = 0.42, p < 0.0001)
and weakly positively with COX2 (r = 0.19, p = 0.01), as well as with M-CSF (r = 0.15,
p = 0.048) in VS. The macrophage differentiation factor M-CSF additionally correlated
weakly positively with Ki-67 (r = 0.28, p < 0.0001) and moderately positively with the two
macrophage antigens CD68 (r = 0.46, p < 0.0001) and CD163 (0.52, p < 0.0001). In VS, high
expression of CD68 led to a strong increase in CD163 expression (r = 0.69, p < 0.0001).
Only CD68 and COX2 correlated weakly negatively with each other (r = —0.19, p = 0.01).
The analysis of GM-CSF expression showed significant negative correlations with VEGF
(r=-0.32, p < 0.0001) and Ki-67 (r = —0.34, p < 0.0001). The higher the tumor volume of a
VS, the lower the expression of COX2 (r= —0.39, p < 0.0001), VEGF (r = —0.21, p = 0.009),
and Ki-67 (r= —0.34, p < 0.0001). With progressive expansion of the VS and thus increasing
tumor volume, the expression of the macrophage markers CD68 (r = 0.28, p < 0.0001) and
CD163 (r = 0.19, p = 0.02) increased weakly. The correlation of the clinical parameters age
and hearing class showed a moderate positive correlation (r = 0.4, p < 0.0001). In addition,
hearing function correlated weakly positively with CD163 (r = 0.15, p = 0.049) (Figure 2).
Further statistically significant correlations could not be identified. The Supplementary
contains the correlation analysis, supplemented by the Koos classification (Figure S2).

3.2. Regression Analysis of Significant Markers and Tumor Volume

For a more detailed examination of the correlations, regression analysis with the
response variable tumor volume was performed. When examining the significant markers
from the correlation analysis, three markers were identified that had a significant effect on
tumor volume even without the influence of the other markers. COX2 (p = 0.003) and Ki-67
(p = 0.0002) showed a statistically significant negative association with tumor volume, as
previously presented in the correlation analysis. CD163 expression increased in larger VS
even without the involvement of the other tumor markers (p = 0.08) (Figure 3).
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Figure 2. Correlation analysis with Spearman’s rank correlation coefficient. Plot of correlations
includes markers investigated, age and hearing class in 173 patients, correlation analysis of markers
investigated and tumor volume in 151 patients. The numbers shown correspond to the correlation
value 1, also reflected by the color shading. Non-significant correlations (p > 0.05) are shown with a
white background.
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Figure 3. Regression analysis with response variable tumor volume and factors COX2, Ki67, and
CD163. Only markers that were significant in correlation analysis and regression were considered.

Data are log-transformed due to skewed non-normal distribution and correspondingly displayed on
a logarithmic scale. Grey area shows 95% confidence interval, points show partial residuals, the rug
lines on both axes show the distribution of the data.
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3.3. Correlation Analysis of Markers Investigated and Tumor Growth Rate

For correlation analysis of VS growth rate, all patients with multiple preoperative MRI
images were included. Thus, the analysis involved 74 patients, of whom 32 are male and
42 are female. The mean tumor volume was 2.44 cm® (0.1-18.8 em®) and the median tumor
volume was 0.8 cm®. The mean growth rate per year was 1.0 em® (0.01-17.5 ecm®) and the
median growth rate was 0.3 cm? (Table 4).

Table 4. Baseline data for correlation analysis of 74 patients with VS with growth rate.

Variable Total (n=74)
Male 32
Female 42
Mean age (years) 53 (28-77)
Koos grade
1 8
2 36
3 17
4 13
AAO-HNS ! (hearing class)
A 18
B 23
C 19
D 7
DS 6
Mean tumor volume (cm?) 2.44(0.1-18.8)
Median tumor volume (cm?) 0.8
Mean growth rate (em?®/ year) 1.0 (0.01-17.5)
Median growth rate (cm?/ year) 0.3

! AAO-HNS: American Academy of Otolaryngology-Head and Neck Surgery.

The correlation analysis of the growth rate including the markers was investigated
with Spearman’s rank correlation coefficient. The growth rate correlated very strongly
with tumor volume (r = 0.86, p < 0.0001) in VS. Furthermore, hearing class worsened
weakly with a higher growth rate (r = 0.3, p = 0.008). In addition to the correlation
of hearing class with age (r = 0.34, p = 0.002) and growth rate, this analysis showed
weak positive correlations with tumor volume (r = 0.3, p = 0.011). Patients with VS
with higher expression of the growth factors COX2 (r = —0.35, p = 0.002) and VEGF
(r = —0.24, p= 0.038) had a lower hearing class. Patient age correlated weakly negatively
with COX2 expression (r = —0.23, p = 0.049). COX2 also showed a correlation with growth
rate (r = —0.23, p = 0.049). Although the correlation between CD68 and growth rate was
not significant, a weak increase in CD68 expression in rapidly growing VS was detectable.
Considering only the patients with growth rate, GM-CSF also correlated positively with
tumor volume (r = 0.26, p = 0.045) (Figure 4). Furthermore, a correlation analysis including
the Koos classification was performed (Figure S3).

3.4. Regression Analysis of Tumor Volume and Tumor Growth Rate

The very strong correlation of tumor volume with the growth rate of VS could be
demonstrated in the subsequently performed regression analysis. The response vari-
able growth rate is significantly higher in large VS without the influence of other factors
(p = 0.003). The growth rate tended to increase with higher tumor volume (Figure 5).
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Figure 4. Correlation analysis with Spearman’s rank correlation coefficient in 74 patients with growth
rate. Plot of correlations includes markers investigated, tumor volume, growth rate, age, and hearing
class. The numbers shown correspond to the correlation value r, also reflected by the color shading.
Non-significant correlations (p = 0.05) are shown with a white background.

[ o L o T L AR AR /O IR Y 0

1 2 3

2
log TumorYolume

Figure 5. Regression analysis with response variable growth rate and factor tumor volume. Data
are log-transformed due to skewed non-normal distribution and correspondingly displayed on a
logarithmic scale. Grey area shows 95% confidence interval, points show partial residuals, the rug
lines on both axes show the distribution of the data.
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3.5. Boxplot Analysis in Fast- and Slow-Growing VS

To further illustrate the influence of VS growth rate, patients were divided into
two groups. VS with a growth rate < 0.1 cm? per year correspond to slow-growing VS and
those with a growth rate > 1 cm® per year correspond to fast-growing ones. The boxplot
analysis included 16 patients with slow-growing VS with a mean age of 49 years and a
mean tumor volume of 0.3 cm®. The mean growth rate of slow-growing VS per year was
0.05 cm®. The mean age of the 17 patients with fast-growing VS was 57 years. Fast-growing
VS had a mean tumor volume of 7.2 cm® and a mean growth rate of 3.5 cm? per year
(Table 5).

A comparison between slow- vs. fast-growing VS revealed five statistically significant
differentially expressed markers. Slow-growing VS were presented with a significantly
higher expression of COX2 than fast-growing VS (p = 0.023). The median COX2 expression
of slow-growing schwannomas was nearly four times as high as the ones of the fast-growing
schwannomas (median slow-growing = 0.96; median fast-growing = 0.27) (Figure 6).
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Figure 6. Boxplots of slow- and fast-growing VS. Looking at the seven markers investigated, as well
as tumor volume and hearing class, the boxes represent the interquartile range and the crossbar
marks the median value. Whiskers illustrate extreme values, excluding outliers, which are outside of
1.5 times the interquartile distances above/below the third/first quartile and depicted as points.

In contrast, the expression of the macrophage marker CD68 was significantly higher
in VS with a growth rate > 1 cm® per year (median = 1.81) than in those with a growth
rate < 0.1 cm® per year (median = 0.99) (p = 0.027).

Furthermore, the comparison of fast- and slow-growing VS showed significant cor-
relations when considering the clinical parameters of tumor volume and hearing class.
While slow-growing VS showed a median tumor volume of 0.3 cm?, fast-growing VS had
a median tumor volume of 5.3 em® (p < 0.0001). Patients with slow-growing VS had on
average moderately impaired hearing function. The hearing performance of patients with
fast-growing VS was one hearing class worse (p = 0.013).
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Table 5. Baseline data for boxplot analysis of 16 slow- and 17 fast-growing VS.
Variable Slow-Growing VS (n = 16) Fast-Growing VS (n=17)
Male 6 9
Female 10 8
Mean age (years) 49 (28-70) 57 (31-77)
Koos grade
1 < 0
2 12 0
3 0 7
4 0 10
AAO-HNS! (hearing class)
A 5 1
B 8 6
C 2 4
D 0 2
DS 1 3
Mean tumor volume (cm?) 0.3 (0.1-0.6) 7.2(1.5-18.8)
Mean growth rate (em3/ year) 0.05 (0.01-0.1) 3.5(1.0-17.5)

! AAO-HNS: American Academy of Otolaryngology-Head and Neck Surgery.

Although CD163 expression did not show a statistically significant correlation when
comparing the two groups of fast- and slow-growth VS, its expression was higher in fast-
growing VS than in slow-growing VS. The other markers determined in the study did not
show any significant correlations between the two groups of fast- and slow-growing VS.

3.6. IHC Analyses of CD68, CD163, Ki-67, and COX2

For further consideration of our results on the mRNA level, an exemplary investigation
of the significant markers at the protein level using IHC was performed. For this, we
randomly selected three VS samples each with a tumor volume < 0.5 cm?, three VS each
with a tumor volume > 5 cm?, three patients each with a fast-growing VS (>1 cm? /year)
and three with a slow-growing VS (<0.1 cm®/year). We obtained overview images at
40x magnification (Figure S4) and images at 200x magnification of the four markers,
which correlated significantly at mRNA level (Figure 7). The results show that the protein
levels of both macrophage markers CD68 (Figure 7a) and CD163 (Figure 7b) are higher
in the three larger VS than in the smaller VS. In contrast, a lower protein amount of Ki-67
(Figure 7c) and COX2 (Figure 7d) could be detected in the large VS by IHC.

In addition, IHC analyses were performed on the two markers, which were detected to
be significantly differentially expressed with regard to the different growth rates (boxplot
analyses, Figure 6). Abundant CD68 expression was detected in the fast-growing VS.
(Figure 8a). In addition, protein expression of COX2 was decreased in the fast-growing VS.
(Figure 8b). Furthermore, overview images were captured at 40 x magnification (Figure S5).
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Figure 7. Exemplary IHC analyses of macrophage markers CD68 (a) and CD163 (b) as well as Ki-67
(c) and COX2 (d) in VS with tumor volume < 0.5 cm? (left side) and >5 cm? (right side). Bar = 100 um.
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Figure 8. Exemplary IHC analyses of macrophage marker CD68 (a) and COX2 (b) in VS with growth
rate < 0.1 cm?/ year (left side) and >1 cm? /year (right side). Bar = 100 um.

4. Discussion

In recent years, there has been a surge of interest in identifying a possible factor
influencing the growth of sporadic VS. Hong et al. suggested that one explanation for a
higher growth rate is the increased expression of COX2 in rapidly growing VS. [24]. The
authors examined COX2 expression in 15 sporadic VS by IHC and found significantly
higher expression in fast-growing VS. In addition, a positive correlation between COX2
expression and tumor extension (Hannover classification) in 1048 VS was detected by
IHC [19]. However, no increase in COX2 expression was found with an increasing volu-
metric growth rate [25]. Treatment with COX2 inhibitors did not affect COX2 expression
and VS- growth [19]. In a retrospective study of 347 patients, regular MRI scans showed a
difference in VS growth in patients taking the pan-COX inhibitor aspirin regularly versus
patients not taking aspirin. Kandathil et al. therefore suggested a possible therapeutic
role of COX2 inhibitors to prevent VS growth [26,27]. An in vitro study of VS primary
cultures also demonstrated an inhibitory effect of aspirin on VS proliferation, which was
not confirmed in healthy Schwann cells [28].

A correlation between increased COX2 expression and tumor progression is suspected
in various malignant tumors [29]. In breast and colorectal cancer, such a correlation has
been identified. [30,31]. However, VS is a benign tumor that may have different growth
characteristics compared to malignant tumors. Our study showed an opposite effect on
tumor volume. The expression of COX2 was decreased in both large VS and fast-growing
VS. This result was also confirmed by regression analysis and exemplary IHC analysis. In
contrast to previous studies, our results showed an opposite effect of the prostaglandin-
producing enzyme COX2 on the progression of VS.

In many prior studies, cell mitosis was detected by the diagnostic cell proliferation
marker Ki-67, which was associated with increased COX2 expression but showed no effect
on greater tumor volume or higher growth rate [32,33]. Koutsimpelas et al. examined
a positive correlation between proliferation index and tumor diameter in 182 sporadic
VS [18]. In contrast to this, analysis of 747 VS showed increasing Ki-67 expression in smaller
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tumors and VS with a higher growth rate [25]. In contrast to the previous study, our study
showed lower expression of Ki-67 in large VS and in fast-growing VS. Abundant Ki-67
expression was also detected in the IHC sections of the smaller VS. Therefore, it is likely
that the proliferation of Schwann cells does not play a prominent role in the growth of VS.

The angiogenesis-promoting factor VEGF represents a key factor in the angiogenesis
of malignant tumors, such as lung carcinoma [34]. As a mediator of angiogenesis in
tumors, it promotes new vessel growth to supply oxygen and nutrients [35]. Nevertheless,
Brieger et al. found no evidence of VEGF influencing VS size progression [36]. Other
studies showed that the growth rate correlated positively with VEGF expression, being
significantly higher in VS than in healthy nerves [10,37]. In contrast to these studies, we
showed that VEGF expression was decreased with increasing tumor volume. Although
angiogenesis plays a crucial role in the progression of various tumors [35], this does not
seem to apply to the VS. This supports our hypothesis that tumor growth is not exclusively
due to the proliferation of Schwann cells, which are dependent on blood nutrient supply.

Studies increasingly show that the tumor microenvironment influences the progres-
sion of tumors [38]. An influence of this milieu was also discussed for VS. Hannan et al.
assume an inflammatory process that promotes growth [39]. Analyzing 19 sporadic VS by
positron emission tomography (PET) scan showed increased inflammatory activity in grow-
ing VS [40]. Although COX2 is a pro-inflammatory enzyme, the increase in inflammatory
processes may have other causes. Therefore, immune cell infiltration and tumor microen-
vironment of VS need to be better elucidated to understand tumor development and to
find suitable targets for drug therapy [40—42]. In particular, infiltration of macrophages has
been the subject of numerous preliminary studies.

Two main phenotypes of polarized macrophages are characterized. Whereas M1
macrophages are mainly involved in inflammatory non-oncogenic processes, M2 macrophages
have anti-inflammatory, proto-oncogenic functions [13]. Tumor-associated macrophages
(TAMSs), which play a role in the development of various tumor entities, are similar to
M2 macrophages [43] and express the macrophage antigen CD163 [44]. De Vries et al.
demonstrated higher expression of the macrophage marker CD68 in large, rapidly growing
VS in 67 sporadic VS [15]. Perry et al. indicated the dominance of CD163 negative M1
macrophages in 46 large sporadic VS. The most likely explanation is the hypothesis that
M1/M2 polarization in the VS is more complex, but the interaction of TAMs is crucial
for progression [45]. Nonetheless, the importance of M2 macrophages has been already
demonstrated in another study. An IHC study of 923 VS demonstrated higher expression
of CD68 and CD163 in larger tumors, suggesting an influence of M2 macrophages in large
vs., confirming our results [46,47]. However, in contrast to our study, no correlation with a
higher growth rate could be demonstrated. In the included 173 VS, we detected increased
macrophage marker expression in fast-growing VS. The expression of CD68, as well as
CD163, was higher in larger VS, indicating infiltration of macrophages. This may reflect the
increasing involvement of M2 macrophages in larger VS. In addition, regression analysis
showed that CD163 was increasingly expressed in larger VS even without the influence
of CD68.

De Vries et al. compared CD163 expression in 10 fast- and 10 slow-growing VS and
demonstrated significantly higher involvement of M2 macrophages in fast-growing VS [46].
We also examined the differences between these two groups. The expression of CD68
was significantly higher in the 17 fast-growing VS than in the 16 slow-growing VS. This
highlights the strong involvement of macrophages in growth progression. Although no
significant difference in CD163 expression was detected in our study, the non-parametric
Wilcoxon signed-rank test shown in the boxplots clearly indicates greater involvement
of M2 macrophages in the rapidly growing VS. After including an inflammatory score
combining the lymphocyte and macrophage expression, Goncalves et al. demonstrated
a correlation between slower growth rate and a high inflammatory score [46,47]. This
contradicts our results indicating infiltration of M2 macrophages in fast-growing VS, also
shown in IHC analyses of fast-growing VS. Our results are corroborated by the fact that
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TAMs are suspected to promote tumor growth by secreting growth factors, cytokines, and
chemokines, such as transforming growth factor-p (TGF-p) and chemokine C-X-C motif
ligand (CXCL) [48]. Future studies should investigate the expression of these factors in
correlation with TAM involvement.

The macrophage colony-stimulating factor (M-CSF), which promotes the maintenance
of TAMs [49], was quantitatively investigated for the first time on a large cohort of VS in our
study. De Vries et al. demonstrated higher M-CSF expression in fast-growing VS. [14]. Our
study showed a strong correlation of M-CSF with CD163. This supports the hypothesis that
M-CSF maintains the function of TAMs and is involved in the VS growth progression. While
M-CSF is expressed during homeostatic conditions, GM-CSF expression can be increased
during inflammatory processes [17]. Whether GM-CSF has pro- or anti-tumorigenic effects
depends on its expression and tumor microenvironment. In glioblastoma, for example,
increased expression of GM-CSF leads to tumor growth [50,51]. So far, no information on
the influence of GM-CSF on VS volume increase is known. In addition to various other
cells, tumor cells also produce GM-CSF and recruit macrophages [49]. This occurs through
increased polarization of M1 to M2 macrophages by GM-CSF [16]. Thus, the detection of
higher GM-CSF expression in larger VS could lead to increased macrophage, particularly
TAM, recruitment, supporting our hypothesis that macrophage infiltration plays a role in
VS volume increase (Figure 9).

macrophages

cD68*
cp163*
GM-CSFT MY
M-CSFt \_|

Figure 9. Schematic overview of the putative influence of macrophages on tumor growth in vestibular
schwannoma. Smaller tumors showed increased expression of Ki-67 and COX2, whereas large VS
were characterized by increased macrophage marker expression (CD68, CD163) and macrophage-
associated factors (GM-CSE, M-CSF). These results suggest that macrophages and macrophage-
stimulating factors play a crucial role in VS size increase and may represent putative targets for
therapeutic and diagnostic markers. Created with BioRender.com.

In addition to tumor marker analysis, we also examined one clinical aspect. The most
common symptom of patients with sporadic VS is unilateral hearing loss [7]. Therefore,
in our study, we examined the correlation of the investigated markers and tumor volume
with hearing function. Patel et al. determined a dependence between worse hearing
function and larger VS in 230 patients [52]. This is supported by our results. However, we
additionally showed the negative influence of a higher growth rate on hearing function.
One possible explanation could be that the cochlear nerve has more time to adapt to the
conditions caused by volume increase in slow-growing VS rather than in fast-growing VS.
With increasing VS volume, hearing function decreases significantly and severely limits the
quality of life of affected patients. By demonstrating possible causes for a faster growth
rate in our study, we provide the basis for a targeted therapy to reduce the growth rate and
preserve hearing function for a longer period.
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In summary, our study suggests that the progression of VS is not promoted exclusively
due to the proliferation of schwannoma cells. In fact, we show that schwannoma cell
proliferation is higher in smaller VS. One possible explanation for the faster growth and
larger volume is the infiltration of VS by macrophages, specifically by TAMs. However,
it is also possible that increased expression of macrophage markers in large VS initiates
a downstream signaling pathway, which could lead to an increase in tumor cells in the
VS. In addition, TAMs could play a signaling role in this process. Thus, targeting TAMs
offers a potential pharmacological target for the treatment of larger growing VS. There
are already several targets and clinical trials for drug therapies focusing on the inhibition
of TAM-secreted proteins, reprogramming to anti-tumoral macrophages and inhibition
of TAM receptors such as Ax]. Bemcentinib, an inhibitor of this receptor, is already the
subject of clinical trials [13,53]. In the long term, the personalized pharmacological treat-
ment of VS and thereby the prevention of growth progression should be the focus of
further investigations.

Limitations

Our study results are limited by the fact that only VS with MRI follow-up images
could be included when considering the growth rate. This usually only concerns VS that are
initially often rather mild and small at diagnosis, since larger VS are operated on promptly.
Therefore, large VS are less represented in the growth rate analysis. Another limitation is
the exploratory character of our study and the lack of correction for multiple comparisons
in the statistical analysis of our results.

5. Conclusions

The expression of growth factors was higher in small, slow-growing VS. In contrast,
the macrophage markers CD68 and CD163 showed higher expression in large, rapidly
growing VS. Thus, the size progression of VS does not seem to originate from the growth
of Schwann cells but from infiltration by macrophages. In particular, TAMs seem to play
a major role in this process. Future studies should address the possibility of targeted
pharmacological treatment of TAMs in VS.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com/article /10.3390/ cancers14184429/s1, Figure S1: Heat map of mRNA data from
151 vestibular schwannoma tumors; Figure S2: Correlation analysis with Spearman’s rank correlation
coefficient including Koos grade; Figure S3: Correlation analysis in 74 patients with growth rate and
Koos grade; Figure S4. Overview images of IHC analyses of VS with different tumor volumes at
40 x magnification; Figure S5. Overview images of the IHC analyses of slow- and fast-growing VS at
40x magpnification.
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Background: Vestibular schwannoma (VS) is a benign tumor arising from the Schwann cells of the eighth cranial
nerve. The complexity in treatment is associated with unpredictable progression of this tumor. Some of the VS do
not alter for years, while others rapidly increase in size. The mechanisms behind size progression are not well
studied. Furthermore, despite several studies, there is no pharmacological treatment available for sporadic VS.
Therefore, in vitro models are essential tools to study the cellular and molecular processes of VS. In addition,
patient-derived cell cultures are important for substance screening to investigate pharmacological approaches in
vitro.

New method: This study presents a simple and fast method for culturing VS cells from patient tissue material
obtained using a cavitron ultrasonic surgical aspirator (CUSA). In addition, the cells were characterized based on
the expression of schwannoma markers, growth properties and screened for fibroblast contamination.

Result: We could show that CUSA obtained material is a suitable resource for isolation of VS primary cultures and
enables real time analysis on living cells.

Comparison with Existing Methods: To date, only a few protocols are available for culturing VS cells from patient
tissue material. A disadvantage of these methods is the relatively large amount of tissue needed to obtain the
primary cells, which can be difficult, especially in small VS. By obtaining the cells from the CUSA, there is the
possibility to establish a primary culture even with limited material.

Conclusion: This approach could be particularly useful for testing substances that represent candidates for drug
therapy of vestibular schwannoma.

1. Introduction (Goldbrunner et al., 2020). Therefore, it is necessary to establish cell
culture models for testing treatment options and investigating tumor

Vestibular schwannoma (VS) is the most common tumor of the cer- pathology. Existing culture models obtained from murine schwannoma

ebellopontine angle and occurs with a rising incidence of approximately
1:100,000 (Goldbrunner et al., 2020; Reznitsky et al., 2019; Stangerup
and Caye-Thomasen, 2012). VS cause vertigo, tinnitus, hearing loss and
facial paresthesia, due to the tumor localization in the cranial nerve
region. The therapeutic options are limited to Wait and Scan, radio-
therapy or microsurgical resection by craniotomy. To date, the devel-
opment and progression of this benign tumor has not been well studied

tissue are limited in transfer to human schwannoma characteristics. In
recent years, the cavitron ultrasonic surgical aspirator (CUSA) has been
used for precise intracapsular VS rejection. Based on the work of Rich-
mond and Hawksley (1983), some previous studies showed that CUSA
obtained tissue (COT) is vital and suitable for histopathology and cell
culturing of medulloblastoma, meningioma and glioma tumor cells (Day
etal., 2013; Malhotra et al., 1986; Oakes et al., 1990). For glioma tissue

Abbreviations: COT, CUSA obtained tissue; CUSA, cavitron ultrasonic surgical aspirator; DAPI, 4',6-diamidino-2-phenylindole; DMEM, Dulbecco’s Modified Ea-
gle’s Medium; f, female; FACS, fluorescence activated cell sorting; FITC, fluorescein-5-isothiocyanat; HBSS, Hanks’ Balanced Salt Solution; HSC, human Schwann
cells; IF, immunofluorescence; IgG, immunoglobulin G; In, logarithmus naturalis; m, male; MIB, Molecular Inmunology Borstel; n.d., not detectable; NHDF, normal
human dermal fibroblasts; OD, optical density, PBS, phosphate buffered saline; td, doubling time; VS, vestibular schwannoma; XTT, 2,3-bis-(2-methoxy-4nitro-5-
sulfophenyl)— 2 H-tetrazolium-5-carboxanilide.
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Fig. 1. Schematic workflow of VS cell isolation. CUSA obtained tissue was collected intraoperatively (A). After washing with PBS, tissue was digested with colla-
genase type I-S, hyaluronidase type I-S, trypsin and DNase (B) and seeded on precoated cell culture flasks. When the cells had reached at least 80% confluency, they
were analyzed with S100 immunofluorescence staining and then cryopreserved for later testing of therapeutic approaches. IF, immunofluorescence; XTT, 2,3-Bis-(2-
Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)— 2 H-Tetrazolium-5-Carboxanilide; CUSA, cavitron ultrasonic surgical aspirator.

the usage of COT was shown to establish primary cultures, tumor
spheroids and cancer stem cells (Beckner et al., 2007; Behnan et al.,
2016; Jensen et al., 2013). In comparison to gliomas, VS are usually
smaller and the tumor material is limited. Therefore, the aim of this
study was to develop an effective method to culture primary VS cells
from COT. In the last decades, some protocols for the isolation of pri-
mary human and murine Schwann cells from tissue samples have been
established (Breun et al., 2020; Calderon-Martinez et al., 2002; Casella
et al., 1996; Niapour et al., 2010; Weiss et al., 2018). Our method is
based on a modified and simplified protocol by Dilwali et al. (2014). We
characterized the CUSA obtained VS primary cells with immunofluo-
rescence (IF) staining, viability and growth rate. Fibroblast contamina-
tion was analyzed. Because of limited tumor material, the COT opens up
a new tissue resource for research accessibility of VS e.g., for drug
screening, protein secretion and release of extracellular vesicles, which
could contribute to a better understanding of tumor development.

2. Methods
2.1. Ethics statement

The collection of patient tissue was approved by the ethics com-
mittee of the Medical Faculty, Martin Luther University Halle-
Wittenberg with process number 2020-122. Excluded were samples
from patients under 18 years, with hereditary NF2-related Schwanno-
matosis, recurrences and preoperative irradiated tumors. After written
informed consent was obtained from the patients, the samples were
collected and analyzed pseudonymously. The patient data were taken
from the medical record.

2.2. Tumor volume

The tumor volume was measured with Brainlab Origin Server 1.1
iPlan Net, version 3.7.0.64 (Brainlab AG, Munich, Germany) using thin-
slice preoperative magnetic resonance images (T1- or T2-weightened).
Images with a slide thickness under 2.5 mm were accepted.

2.3. Material collection

Sample material was obtained using the CUSA (CUSA Excel+, Inte-
gra Lifesciences, Tullamore, Ireland). The extracted material was
collected via a disposable tissue collection filter (Medela Healthcare,
Eching, Germany; hereafter named CUSA filter).

2.4. VS cell isolation and culturing

The protocol was modified from Dilwali et al. (2014). At first, 4 °C
cold phosphate buffered saline without Ca®* and Mg?" (PBS; Thermo-
Fisher Scientific, Waltham, USA) was added to the tissue collected by
CUSA filter to prevent drying out. Then, the sample pieces were trans-
ferred with a sterile forceps into a 50 mL tube filled with 40 mL 4 °C cold
PBS, spun down (10 min with 300 g at 4 °C) and washed again two times
with 40 mL 4 °C cold PBS (Fig. 1A). Afterwards, the supernatant was

Table 1
Used antibodies and antibody dilutions for IF analysis.
Antibody Species Dilution ~ Manufacturer
S100A10 mouse 1:1000 Cell Signaling
monoclonal Technology
Ki-67 rabbit 1:400
monoclonal
Anti-Mouse IgG (H+L), F(ab’)2 goat 1:1000
Fragment Alexa Fluor 488
Conjugate
Anti-rabbit IgG (H+L), F(ab’)2 goat 1:1000

Fragment Alexa Fluor 488
Conjugate

removed completely and Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)/F12 medium (1:1, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA) supplemented with 10 % fetal calf serum (FCS), 2 mM glutamine
(Biochrom AG, Merck, Darmstadt, Germany), 100 U/mL penicillin, 100
pg/mL streptomycin (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA),
160 U/mL collagenase type I-S and 250 U/mL hyaluronidase type I-S
(both enzymes Merck, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) was added
to the tissue, that the sample was completely covered (0.5-2.0 mL), and
incubated for approximately 14 h at 37 °C. Then, the digestion of tissue
was stopped by diluting the enzyme mix through the addition of 10 mL
supplemented DMEM/F12 (10 % FCS, 2 mM glutamine, 100 U/mL
penicillin, 100 pg/mL streptomycin). The sample was centrifuged down,
the supernatant was discarded and the tissue pellet was incubated with
2.5 % trypsin and 250 ug/mL DNase diluted in Hanks’ Balanced Salt
Solution (HBSS without Ca®* and Mg?*, ThermoFisher Scientific, Wal-
tham, MA, USA) for 5 min at 37 °C (Fig. 1B). Then, the cells were
resuspended with 1000 pL-pipette by carefully pipetting up and down.
The tissue digestion was stopped with 10 mL complete DMEM/F12, spun
down and cell pellet was resuspended in 10 mL supplemented media.
The cell suspension was seated on poly-L-ornithine and poly-L-lysin
(both Merck, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) pre-coated 75 cm?
tissue culture flasks (Sarstedt, Niimbrecht, Germany) and incubated at
37 °C with 5% COs (Fig. 1C) under humidified atmosphere. The medium
was renewed after 16-18 h and then every three to four days. Micro-
scopic pictures and fluorescence images were made with Keyence
BZ-800E microscope (Keyence, Neu-Isenburg, Germany, Fig. 1D). An
overview of time-lapse schedule and total procedure time is shown in
Supplementary Fig. 1.

2.5. Immunofluorescence staining

5 x 10° VS cells were seeded in 3 mL complete DMEM/F12 per well
on poly-L-ornithine and poly-L-lysin (0.01 %, EMD Millipore Corpora-
tion, Burlington, VT, USA) precoated cover slips (2-well Tissue Culture
Chambers, Sarstedt, Niimbrecht, Germany) and incubated for 24 h at
37 °Cand 5 % CO5 in humidified atmosphere. At first, cells were washed
with 1.5 mL per well HBSS (with Ca®* and Mg?*") containing 3 mmol/L
MgCl; (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Then,
the slides were two times washed with HBSS and fixed with — 20 °C-cold
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Table 2
Patient data and corresponding primary cell characteristics.
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Sample number Patient characteristics

Cell characteristics

gender diagnosis Koos classification tumor volume (cm®) MIB (%) doubling time (hours) immunofluorescence
S$100*"-cells (%) Ki-67"-cells (%)
1 f A 4 8.972 2 67.2 100.0 10.4
2 m Vs 2 0.409 1 n.d. 98.5 0.0
3 f Vs 4 7.918 1-2 n.d. 66.6 9.3
4 f Vs 2 0.248 5 52.5 58.1 0.3
5 w Vs 3 1.825 1 n.d. 82.4 6.2
6 m Vs 4 6.694 <5 62.0 96.0 12.5
7 m Vs 2 0.264 5 67.1 98.3 5.4
8 f Vs 4 2.431 4 64.2 95.7 7.7
9 m Vs 4 3.055 4 92.3 81.9 8.3
10 f A 1 0.305 0 n.d. 87.0 1.0
11 f Vs 3 0.913 3 114.5 95.0 10.6
12 f Vs 3 2.806 1 69.6 56.4 1.8
13 m Vs 4 2.649 4 112.8 71.0 7.9
14 f Vs 2 0.689 <3 73.9 64.5 0.3
15 f \S 4 5.288 3 105.6 68.0 0.0
16 m \S 2 0.532 n.d. 45.3 89.7 0.8
17 m \S 4 11.677 4 173.0 97.2 4.5

(n.d., not detectable; m, male; f, female; VS, vestibular schwannoma; MIB, Molecular Inmunology Borstel; Koos classification according to Koos et al. (1998).

methanol (Merck, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) on ice for
10 min. Subsequently, cells were incubated with 1 mL per well blocking
buffer containing PBS, 5 % normal goat serum (Cell Signaling Tech-
nology, Danvers, USA) and 0.3 % Triton X-100 (Carl Roth, Karlsruhe,
Germany) for 1 h. Then, the respective primary antibody (Table 1),
diluted in 900 pL. PBS with 1 % bovine serum albumin (Carl Roth,
Karlsruhe, Germany) and 0.3 % Triton X-100 (antibody diluting solu-
tion), was added to the cells for 16-18 h at 4 °C. Next day, cells were
washed three times with 1 mL PBS followed by incubation with sec-
ondary antibody for 90 min at room temperature in the dark. After
washing twice with PBS, the chamber was removed and the slide rinsed
again with PBS. Then, the slides were covered with mounting medium
containing DAPI (ImmunoSelect Antifading Mounting Medium DAPI,
Dianova, Hamburg, Germany) and dried for 24 h. The imaging was done
with Keyence BZ-800E microscope. Human Schwann cells (HSC) pur-
chased from ScienCell Research Laboratories (Carlsbad, CA, USA), were
used as a positive control for S100 staining. HSC were cultured with
Schwann cell media (ScienCell Research Laboratories, Carlsbad, CA,
USA) as recommended by manufacturer. The cover slips used for HSC
were coated with poly-L-lysine solution (0.01 %, EMD Millipore Cor-
poration, Burlington, VT, USA). Cells stained with DAPI, Ki-67 antibody
and S100 antibody were counted using the IndentifyPrimaryObjects tool
of the software CellProfiler (Version 4.2.4, Broad Institute, Cambridge,
Massachusetts, United States). The percentage of Ki-67- and S100-
positive cells in the total cell count was calculated. The number of
DAPI-positive cell nuclei was taken as the total cell count.

2.6. Proliferation assay

The doubling time was determined using the Cell Proliferation Kit I
(XTT, Merck, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) according to man-
ufacturer’s instructions. Briefly, 5 x 10% cells per well were cultured in
200 pL complete DMEM/F12 medium without phenol red in pentapli-
cates in 96-well plates (TPP, Trasadingen, Switzerland) and incubated
for 96 h at 37 °C and 5 % COs. Every 24 h the mitochondrial dehydro-
genase activity was measured by conversion of the tetrazolium salt XTT
to formazan after incubation of the cells with the XTT substrate mixture
for four hours. The color change was determined at a wavelength of
490 nm using Tecan F200Pro plate reader (Tecan, Mannedorf,
Switzerland). Representative growth curves are shown in Supplemen-
tary Fig. 2. The cell doubling time was calculated during the exponential

phase of cell growth (id = (011,3(,%271)).
2

2.7. Flow cytometry

1 x 10% were washed twice with 2 mL PBS supplemented with 1%
FCS and 0.1% NaNj (flow cytometry buffer) Then, 10 uL. CD90-
fluorescein-5-isothiocyanat (FITC) direct conjugated mouse mono-
clonal antibody (FITC Anti-CD90 / Thyl antibody; Abcam, Cambridge,
UK) was added to the cells resuspended in 100 uL flow cytometry buffer
and incubated for 30 min in the dark. After washing cells twice with
flow cytometry buffer, cell surface FITC signal was measured using BD
LSRFortessa Cell Analyzer (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany).
Data analysis was done with BD FACSDiva Software (Becton Dickinson)
and FCS Express Version 7 (De Novo Software, Pasadena, CA, USA).
Normal human dermal fibroblasts (NHDF) served as positive control
(Kisselbach et al., 2009) and A549 lung cancer cells as negative control
(Yan et al., 2013), as previously described.

3. Results

Seventeen CUSA filter obtained cultures from VS of different vol-
umes and Koos grades were prepared according to the method described
above. Immunofluorescence staining for detection of Schwann cell
marker S100 and proliferation marker Ki-67 was performed. All primary
cultures were positive for S100 staining. Immunofluorescence of Ki-67
differed in the included primary cultures. Regardless of sex and Koos
grade, the doubling time of schwannoma cells could be determined in 13
of the 17 primary cultures. The doubling time ranged between 45.3 and
173.0 h (Table 2).

Brightfield and immunofluorescence images were obtained to
analyze the VS primary cells (Fig. 2). The typical clusters in which
schwannoma cells grow are visible, and these clusters are known to
originate from a single cluster of cells. For better visualization of the cell
clusters, staining with S100 was performed using immunofluorescence.
Both, HSC and VS primary cultures showed strong positive staining with
S100 antibody. However, the normal human Schwann cells (HSC)
showed no clusters but only two-dimensional cells, the arrangement in
the VS primary culture differed. The cells showed a distinct three-
dimensional clustering with spindle-shaped palisade-like cell clusters,
which are characteristically found for schwannoma cells. An investiga-
tion of the growth marker Ki-67 detected only a few positive cells in the
most VS primary cultures (Table 1, Fig. 2) as expected.

To exclude fibroblast contamination, flow cytometric analysis of four
primary cultures of different Koos grades was performed. The percent-
ages of fibroblasts in the VS primary cultures are shown (Table 3). Only
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Fig. 2. Exemplary brightfield images and
immunofluorescence staining of $100 and Ki-67
in VS primary cultures from CUSA obtained
tissue. In the microscopic images, typical
schwannoma-derived cell clusters were visible.
Comparative immunofluorescence of human
Schwann cells and schwannoma cells in the VS
primary culture using S100 showed spindle-
shaped palisade-like cell clusters exclusively in
the VS primary culture. Immunofluorescence
staining with Ki-67 showed few positive cells in
the VS primary culture.
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Table 3
Percentage of fibroblasts in VS primary cultures.

Sample number Percentage of fibroblasts (%)

9 13.5
10 0.1
11 1.3
14 0.0

in the primary culture of a Koos 4 VS increased percentage (13.5 %) of
fibroblasts were detected. There were no CD90-positive fibroblasts
detectable in the analyzed smaller VS cultures.

4. Discussion

So far, there are only few protocols to culture schwannoma cells
(Dilwali et al., 2014; Landegger et al., 2017). Moreover, these cell cul-
tures are primarily limited to NF2-associated schwannomatosis (Rose-
nbaum et al.,, 1998). Xue et al. established a immortalized human
schwannoma cell line, which was obtained from a 41-year-old sporadic
vestibular schwannoma patient (Xue et al., 2021). However, there are no
established immortalized human vestibular schwannoma cell cultures
purchasable for substance testing or in vitro testing of therapeutic ap-
proaches. This is in contrast to the fact that no pharmacological treat-
ment has yet been established that prevents the development or
progression of benign VS. Considering the risks involved in removing the
tumor, the potential for research into a drug target for the treatment of
VS would be of major importance. Preliminary studies on the imple-
mentation of an isolation technique of VS primary cells are provided
only by Dilwali et al. (2015a,b,c); (2013); (2015d), whose protocol we
adapted partially. However, for small VS it could be difficult to gain
enough tissue material with conventional tissue removal. Since the re-
covery of primary cells from tissue obtained by CUSA has already been
tested and established for a long time in other tumor entities such as
gliomas, our derivation of primary cells was performed from the CUSA
filter (Day et al., 2013; Malhotra et al., 1986). Because vestibular
schwannoma does not infiltrate the surrounding tissue compared to
glioma cells, the risk of contamination with non-tumor cells is even
lower. S100 is the most commonly used schwannoma cell marker (Liu
et al., 2015). Therefore, we used likewise the staining of S100 to char-
acterize our primary cultures. The strong positive staining of cell clusters
suggests that the cultured cells are schwannoma cells as described from
previous authors (Kisselbach et al., 2009). We were able to demonstrate
that the described method is suitable for the cultivation of schwannoma
cells after microsurgical VS removal using the COT. The analyzed cell
cultures showed a high variance in doubling time and expression of the
proliferation marker Ki-67. Quantification of fibroblasts by flow
cytometry revealed a minor percentage of fibroblasts in the cultures.
Nevertheless, the cultivation of fibroblasts should be excluded before
using the cultures for experiments (Kisselbach et al., 2009). In addition,
the purity and identity of the culture should be verified after multiple
passaging and cryopreservation. A transformation of the culture over
time or an overgrowth by more proliferating fibroblast-like cells cannot
be excluded generally. Nor indeed can it be guaranteed that the geno-
type or phenotype of the cells will change as the number of passages
increases. This has already been shown for a number of other cultures
(Hughes et al., 2007; Kim et al., 2017; Mouriaux et al., 2016; Oh et al.,
2013). Dilwali and co-authors demonstrated that schwannoma cells
retained 80 % purity for the majority of 12 weeks (Dilwali et al., 2014),
which is in line with our observations. However, the cultures from CUSA
obtained VS tissue have two advantages i) The material is already dis-
integrated by the ultrasound ii) The material is not suitable for histo-
logical examination and is normally discarded. In our view, this is an
option, especially for smaller VS when less material can be obtained for
research purposes. To summarize, the VS primary cells obtained from
CUSA filters are suitable for various analyses. In addition, it could offer
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the opportunity to establish immortalized schwannoma cell lines from
the primary cultures. In the long term, this method allows testing of
pharmacological agents on the schwannoma cells to investigate a tar-
geted drug therapy for VS.

5. Conclusion

The postoperative processing of a CUSA filter allows the culturing of
schwannoma cells. These primary cultures are suitable for more precise
analyses of the schwannoma cells.
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