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Kurzreferat

Das Glioblastom ist der haufigste und zugleich bdsartigste aller Hirntumoren. Bei einer
mittleren Uberlebensdauer zwischen 14 und 15 Monaten und einer Langzeitiiber-
lebensrate von nur drei bis funf Prozent ist die Prognose schlecht. Nichtsdestotrotz
existieren einige wenige Falle, die diese Tumorerkrankung bis zu 20 Jahren tberleben.
Berichte und Studien Uber die sogenannten Langzeitiberlebenden sind rar.
Vergleichsweise wenige Studien lassen vermuten, dass das Immunsystem bei der
Pathogenese und Bewaltigung des Glioblastoms eine entscheidende Rolle spielt und
damit auch die Prognose beeinflusst. In dieser Arbeit wurde Tumorgewebe von 14
Langzeitiberlebenden auf die Expression einer kleinen Auswahl von Antigenen
untersucht und die Ergebnisse mit Tumorgewebe von Patienten, die der
durchschnittlichen Uberlebensdauer entsprachen verglichen. Wir konnten feststellen, dass
die Antigene CD 8 und CD 25 auf Lymphozyten im Tumorgewebe von
Langzeitiiberlebenden deutlich signifikant sowie CD 20 und CD 95 signifikant hoher
exprimiert wurden als im Tumorgewebe der Kurzzeitiberlebenden. Zudem fanden wir
eine als unspezifisch zu wertende starke Positivitat der Antikérper gegen CD 26 und CD
57 in beiden Gruppen. Bezlglich der bereits etablierten Prognosemarker IDH 1 und
MGMT unterschieden sich beide Gruppe nicht. Somit kann eine Korrelation zwischen der
Expression dieser Antigene und Langzeituberleben angenommen werden. Weiter scheint
unseren Ergebnissen zufolge nicht nur den T-Lymphozyten, sondern auch den B-
Lymphozyten eine entscheidende Rolle bei der Immunpathogenese des Glioblastoms

zuzukommen.
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1 Einleitung

1.1 Das Glioblastom

Das Glioblastom ist der héufigste und zugleich bosartigste primdre Hirntumor des
erwachsenen Menschen [70]. 51% aller Gliome [1] und 12-25% aller intrakraniellen
Tumore [9, 30, 38, 46] sind Glioblastome. In den USA und Europa liegt die Inzidenz bei
3/100000 Einwohnern pro Jahr, Tendenz steigend [1]. Die Anzahl der Neuerkrankungen in
Deutschland ist mit 2,6/100000 Einwohnern pro Jahr nur wenig geringer [9]. Durch hochst
aggressives, infiltrierendes Wachstum mit hohen Proliferationsraten und einer
ausgeprigten Neoangiogenese [6] ist die Prognose dieser Erkrankung trotz multimodaler
Therapie [65] duBerst schlecht [84, 85]. Erkrankte weisen die schlechtesten 5-Jahres-
Uberlebensraten aller bekannten menschlichen Krebsarten auf [1, 26, 48]. Obwohl das
Glioblastom nur 1,35% aller bekannten Krebserkrankungen ausmacht, ist es doch die
zweithdufigste Todesursache neurologischer Erkrankungen. Das Glioblastom ist zwar
seltener als sekundidre Hirntumoren, jedoch mit einer hoheren Letalitdt verbunden [42].
Das mittlere Uberleben betrdgt im Durchschnitt 14-15 Monate [1, 5, 11, 21, 35, 41, 44, 65,
71, 84, 96]. Vom Beginn der Symptomatik bis zur Diagnosestellung vergehen oft nur
wenige Wochen bis Monate [57].

Obwohl das Glioblastom in jedem Alter auftreten kann, ist es doch haufiger bei
Erwachsenen [42]. Primére Glioblastome sind bei jungen Patienten selten. Sie machen nur
8,8% der kindlichen ZNS-Tumoren aus. Glioblastome der Kindheit haben ein besseres
Outcome und sind sensibler gegeniiber Radio- und Chemotherapie [62]. Selten kommen
auch kongenitale Fille von Glioblastomen vor [1]. Das mittlere Erkrankungsalter des
priméren Glioblastoms liegt zwischen 48,1 und 62 Jahren [1, 30, 36, 45]. In den letzten
Jahren beobachtet man eine leichte Zunahme maligner Gliome bei dlteren Menschen. Bei
iiber 60 Jahre alten Patienten finden sich autoptisch in 20-25% der Fille Glioblastome [45].

Primére Glioblastome finden sich hdufiger bei Mannern als bei Frauen. Das Verhiltnis
betrdgt etwa 1,3 bis 2,2:1 [30, 36, 45]. Bei sekundiren Glioblastomen verhilt sich dieser
Zusammenhang umgekehrt [1]. Zudem scheinen Kaukasier doppelt so haufig betroffen zu

sein wie Schwarzafrikaner [45].

Trotz der ausgesprochen schlechten Prognose gibt es einige wenige Félle, die mit dieser
Erkrankung weit iiber mehrere Jahre leben konnen. Das wahrscheinlich léngste
dokumentierte Uberleben eines Patienten mit Glioblastom primirer Genese betrigt 21

Jahre [26]. Ein Uberleben iiber 3 Jahre hinaus ist sehr selten, wird aber bemerkenswerter
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Weise immer héufiger [38], nicht zuletzt dank der Fortentwicklung neuer und bewéhrter
Therapiekonzepte. 95% aller Patienten mit primidrem Glioblastom versterben binnen 36
Monaten nach Diagnose. Diejenigen, die diese 36 Monate iiberleben, haben gute Chancen
auf ein noch lingeres Uberleben [83]. Diese Patienten bezeichnet man als
Langzeitiiberlebende, in der englischen Fachliteratur long-term survivor (LTS) genannt.
Wie genau man ein solches Langzeitiiberleben definiert, dariiber sind sich die Autoren der
Fachliteratur nicht einig. In der Regel jedoch gilt ein Patient, der 36 Monate bzw. drei
Jahre nach Diagnosestellung noch lebt, als LTS [1, 5, 13, 14, 21, 48, 70]. Zu dieser Gruppe
von Patienten gehdren etwa 3-5% aller Glioblastompatienten [48, 65, 70, 83]. Bei

Ersterkrankung nach dem 50. Lebensjahr ist ein Langzeitiiberleben unwahrscheinlich [59].

Als Kurzzeitiiberlebende oder short-term survivor (STS), werden jene Patienten
bezeichnet, die die mittlere Uberlebensdauer erfiillen, oder sogar noch unterschreiten.
Auch hier schwanken die Definitionen von Autor zu Autor. Eine einheitliche Definition
gibt es bis heute nicht. STS iiberleben in der Regel weniger als 18 Monate [13, 14, 46, 83].

Warum manche Patienten ldnger iiberleben als andere ist nach wie vor ungeklirt [21].
Studien, die sich konkret mit dieser Fragestellung beschiftigen, gibt es wenige. Zum einen
sind LTS, wie bereits erwihnt, ausgesprochen selten. Eine angemessene Stichprobe zu
erheben, gestaltet sich entsprechend schwierig. Zum anderen haben vielfiltige Faktoren
sowohl einzeln als auch im Gefiige einen Einfluss auf die Pathogenese und Prognose des
Glioblastoms. Die derzeit wahrscheinlich grofite Studie mit LTS stammt von Krex et al
[48].

1.2 Prognose

Die Angaben zu den Uberlebensraten schwanken stark von Erhebung zu Erhebung. Die
mittlere 1-Jahres-Uberlebensrate des Glioblastoms reicht von circa 17% [1] bis 61% [70].
Nach zwei Jahren leben oft nur noch 3-26,5% der Patienten [36, 45, 70]. Junge Patienten
iiberleben deutlich langer. Fiir Patienten zwischen dem 15. und 45. Lebensjahr liegt die 5-
Jahres-Uberlebensrate bei 13%, fiir iiber 75-Jihrige jedoch schon weit unter 1% [1], im
Mittel also unter 10% [26].

Es wurden bereits mehrere Indikatoren fiir ein Langzeitiiberleben untersucht. Jedoch nur
wenige sind tatsdchlich von Relevanz. Etablierte Prognosemarker, die mit einer giinstigen
Prognose einhergehen sind ein junges Erkrankungsalter, weibliches Geschlecht, ein hoher
Karnofsky-Index, eine hohe Punktzahl im Mini-Mental-Status-Test zur Beurteilung der
kognitiven Leistungsfahigkeit, die Methylierung des MGMT-Promotors, ein mutiertes

IDHI1- und 2-Gen, eine radikale Resektion von mehr als 98% des Tumorgewebes mit
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adjuvanter Radio-Chemotherapie und ein langes progressionsfreies Intervall [1, 13, 14, 18,
21, 24, 33, 36, 38, 39, 42, 47, 48, 62, 65, 66, 70, 75, 82, 83, 89]. Das klinische Outcome
der Patienten ist zudem bedeutend besser, wenn vor der OP keine wesentlichen

neurologischen Defizite vorliegen.

In erster Linie ist die Prognose jedoch tumorabhingig. Sekundére Glioblastome haben eine
bessere Prognose als primdre. Histopathologisch sprechen Riesenzellen, fokale
oligodendrogliale Differenzierung, Intermediérfilamente und das Fehlen anaplastischer
Anteile fiir einen weniger raschen Verlauf [21, 65, 82]. Zudem ist die Anzahl der Mitosen
richtungsweisend [78]. Tumoren mit einer GroBe unter 4cm haben ein besseres Outcome
als groBere. Die frontale Lokalisierung ist in der Regel besser operabel und daher auch mit
einer besseren Prognose vergesellschaftet. Ebenfalls mit einer guten Prognose
einhergehend sind eine TP53-Uberexpression und ein 19q-Verlust [65].

Natiirlich beeinflusst die Therapie das Uberleben wesentlich [39]. Die meisten
Neurochirurgen sind sich einig, dass ein aggressives Vorgehen besser sei als ein
zuriickhaltendes, auch wenn einige Patienten mit subtotaler Resektion ein &hnliches
Uberleben wie jene mit Totalresektion zeigten [65]. Dariiber hinaus gibt es Patienten, die
weder einer postoperativen Bestrahlung, noch einer adjuvanten Chemotherapie zugefiihrt

wurden und dennoch rezidivfrei sind.

1.3 Histologie

Das Glioblastom ist ein hochmaligner, glialer Tumor astrozytidren Ursprungs. Es kann sich
aus niedriggradigen Astrozytomen entwickeln oder mit einer sehr kurzen klinischen
Anamnese de novo entstehen [9]. Nach aktueller WHO-Klassifikation gehort das
Glioblastom zur Gruppe der diffusen astrozytidren und oligodendroglialen Tumoren [55].
Alle Hirntumore werden in vier Grade unterteilt, wobei Grad IV einem schnell
wachsenden, besonders bosartigen Tumor entspricht. Hierzu zahlt unter anderen Tumoren
auch das Glioblastom. Uber 40% aller Gliome entsprechen diesem WHO Grad IV [56].
Gliome geringeren WHO-Grades konnen als Glioblastom rezidivieren und werden dann -
im Gegensatz zu den primédren Glioblastomen, die de novo entstehen - als sekundire
Glioblastome bezeichnet [1, 9, 93].

1.4 Immunologie

Zur Tumorbekédmpfung entwickelt der menschliche Organismus zahlreiche Strategien. Ein

besonderes Augenmerk ist dabei auf das Immunsystem zu richten, das es vermag, den
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Tumor in seinen Eigenschaften zu modulieren [1]. Eine herabgesetzte Immunantwort ist
die Ursache vieler Krebsarten von Mensch und Tier [97]. Es wurde beispielsweise
beobachtet, dass eine chronische Allergie - also eine iibermiBige Aktivierung des
Immunsystems - mit einem niedrigeren Risiko assoziiert ist, an einem high-grade-Gliom zu
erkranken. Im Umkehrschluss haben immunsupprimierte HIV-Patienten oder
Transplantatempfianger ein erhohtes Risiko an einem Glioblastom zu erkranken [27, 60, 94,
95]. Lange wurde spekuliert, ob die systemischen immunologischen Abldufe {iberhaupt auf
das ZNS anwendbar sind. Mittlerweile konnte nachgewiesen werden, dass das ZNS -
immunologisch betrachtet - nicht nur mit der Peripherie kommuniziert, sondern sogar eine
eigene Immunantwort generieren kann [1, 3]. Bei Enzephalitiden konnte beispielsweise
eine Uberexpression von T-Lymphozyten und MHC-Antigenen, trotz intakter Blut-Hirn-
Schranke, beobachtet werden [85]. Beim Generieren einer Immunantwort wandern
dendritische Zellen, die von zirkulierenden myeloischen Vorlduferzellen abstammen und
sich differenzieren, ins Hirngewebe ein [3]. Fiir gewdhnlich finden sich in Hirngewebe
keine dendritischen Zellen [3]. Astrozyten und Zellen der Mikroglia kdnnen im ZNS als
Makrophagen fungieren [3, 97]. Zudem konnen Astrozyten durch Hochregulierung von
HLA-DR zu antigenprésentierenden Zellen transformiert werden [42, 97]. Die Zellen der
Mikroglia konnen bei Inflammation echte DC-Marker aufzeigen und sich wie
myeloischstimmige  dendritische = Zellen  verhalten [3, 42].  Professionell
antigenprisentierende Zellen finden sich unter physiologischen Bedingungen im Plexus

choroideus und in den Meningen.

Unter pathologischen Bedingungen allerdings kann die Blut-Hirn-Schranke
zusammenbrechen. Das tumorbedingte Zusammenbrechen der Blut-Hirn-Schranke
ermoglicht das Eindringen von Lymphozyten sowohl in das noch gesunde Hirngewebe als
auch in das Tumorparenchym [42]. Die Ausdehnung und Lokalisierung von Immunzellen
konnen die Tumor-Wirt-Interaktion beeinflussen und mit stdrkerem oder schwicherem
Tumorwachstum assoziiert sein [94]. Viele Glioblastome zeigen entziindliche Infiltrate aus
T-Zellen (CD 8 > CD 4) und Makrophagen [45, 94, 95]. CD 8-positive Lymphozyten sind
beispielsweise wichtige Mediatoren der Antitumorfunktion von IL4 [6]. IL4 kann die
Prisentation der Antigene durch Makrophagen oder B-Lymphozyten stimulieren und eine

Antitumorantwort auslosen, die zumeist auf CD 8-positiven Lymphozyten basiert [6, 72].

Leider moduliert das Glioblastom das normale Immunsystem sowohl im ZNS als auch
systemisch [1, 68] und fiihrt so zu einer ausgedehnten Depression der humoralen und
zelluldaren Immunantwort [6, 72, 74, 97]. Zeichen dieser verdnderten Immunantwort beim
Glioblastom sind unter anderem eine kutane Anergie, Lymphopenie, eine gestorte
Antikorperproduktion, die herabgesetzte Proteinsynthese von Lymphozyten sowie eine
verminderte Lymphozytenaktivitét [1]. Gliomzellen sind durch die Expression zahlreicher

tumorassoziierter Antigene in der Lage, auch in nicht-Tumorzellen eine Expression von
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immunsupprimierenden Botenstoffen auszulosen [1, 45, 85]. Entsprechend diesen
Ausfithrungen konnte man folgern, dass eine effektive Immunantwort gegen Tumorzellen

beim Glioblastom gar nicht mdglich sei [90].

Glioblastomzellen produzieren zudem eine Lymphozyten-inhibierende Extrazelluldrmatrix
[45]. Durch die Wechselwirkungen zwischen der Tumorzelle und dieser Matrix sowie
durch Produktion bestimmter matrixdegradierender Enzyme und Modulation der
Matrixrezeptoren kommt es zur diffusen Infiltration der Tumorzellen, die das Glioblastom
so einzigartig maligne macht [45]. Ein weiterer Grund fiir die immunsupprimierenden
Eigenschaften des Glioblastoms ist die durch das Glioblastom induzierte Apoptose
tumorinfiltrierender Lymphozyten [90]. Die Apoptoserate der Lymphozyten scheint mit
der Prognose der Patienten assoziiert zu sein, denn Patienten mit ausgeprigten
Lymphozyteninfiltraten zeigten ein deutlich lingeres Uberleben als entsprechende
Kontrollgruppen [90]. Bisher wurde jedoch angenommen, dass gliominfiltrierende
Lymphozyten in der Regel inaktiv seien [90]. Dass viele Glioblastompatienten ein Defizit
der T-Zell-Immunaktivitit haben konnte auch in Versuchen mit in-vitro-
Glioblastomkulturen gezeigt werden, die die T-Lymphozytenantwort hemmten [97].
Zudem wurde beobachtet, dass Tumorgewebe von LTS Zeichen einer chronischen
Inflammation aufweist. Die Tumorpriparate zeigten eine ausgepriagte T-Zell und
Makrophagen-/Mikrogliainfiltration. [23]

Dariiber hinaus &hneln Glioblastompatienten hinsichtlich der immunologischen
Abnormalititen HIV-infizierten Patienten, besonders in Bezug auf die geringe Zahl an
CD 4-positiven Lymphozyten. Die Zahl an CD 8-positiver Lymphozyten ist dagegen nicht
reduziert [97].

Bemerkenswert ist, dass Kinder die Erkrankung leichter zu bekdmpfen vermogen als
Erwachsene. Darum wurden auch vergleichende Studien bei padiatrischen Tumorpatienten
durchgefiihrt, um eventuelle Besonderheiten des Immunsystems und dessen Signalwege
aufdecken zu konnen [1]. Bislang lieBen sich noch keine klinisch relevanten Ergebnisse

finden.

Die Modulation immunologischer Vorginge kann also einen entscheidenden Schritt bei der
Pathogenese des Glioblastoms darstellen. Mdglicherweise kann das Immunmilieu, wie
auch bei anderen Erkrankungen, durch eine gezielte Therapie beeinflusst werden [94].
Besonders der Immunsuppression durch das Glioblastom muss entgegengewirkt werden
[74]. Bisher wurden schon wenige immunologische Ansétze entwickelt [71, 77], die im

Kapitel 1.6.1 Immuntherapie niher ausgefiihrt werden.
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1.5 Genetik

Durch zahlreich mutierte Onkogene ist die Apoptosefdhigkeit der Glioblastomzellen
drastisch reduziert. Verdnderte DNA-Reparaturmechanismen ziehen ein schlechtes
Ansprechen auf zytotoxische Substanzen und Zellstress nach sich [68]. Hier soll nur auf

eine der zahlreichen Mutationen eingegangen werden.

MGMT ist ein DNA-Reparaturenzym, dessen Expression im Glioblastom gesteigert ist. Es
entfernt promutagene Alkylgruppen aus der O6-Position von Guanin in der DNA. Somit
schiitzt es die Zellen vor der Karzinogenese durch alkylierende Substanzen. Dieser als
Zellschutz konzipierte Prozess flihrt zu einer Resistenz der Tumorzellen gegeniiber
alkylierenden Substanzen. Durch epigenetische Verdnderungen kann das MGMT-Gen in
Glioblastomen stillgelegt werden. Die Methylierung des MGMT-Promotors auf den CpG-
Inseln erhoht dadurch die Sensitivitit der Glioblastome gegeniiber alkylierenden
Substanzen, wie etwa BCNU, Procarbazin, CCNU und TMZ [1, 21, 33, 70, 84]. Bei 30-
50% der Glioblastome ist eine MGMT-Promotormethylierung mit einem lédngeren
progressionsfreien Intervall sowie mit einem ldngeren Gesamtiiberleben assoziiert [58].

Auf dieser Basis existieren bereits einige Therapieversuche mit MGMT-Inhibitoren [89].

1.6 Therapie

Fiir den aggressivsten primédren Hirntumor gibt es bislang keine Heilung. Die Therapie ist
daher leider oft nur palliativ, auch wenn eine kurative Therapie angestrebt wird [30, 89].
Zahlreiche Therapieansétze wurden in den letzten Jahren und Jahrzehnten entwickelt. Nur
wenige von ihnen konnten sich in der Klinik etablieren, auch da das Glioblastom in

vielerlei Hinsicht therapieresistent ist [7, 68].

Die Operation ist nach wie vor Mittel der ersten Wahl. Eine Tumorresektion iiber 98%
verdoppelt die Uberlebenszeit auf bis zu 11-12 Monate und verbessert das Ansprechen auf
Bestrahlung und Chemotherapie. Seit circa 1960 schlief3t sich der Operation eine adjuvante
Radiotherapie an. Einen Meilenstein in der Glioblastomtherapie stellt Temozolomid dar.
Als adjuvante Chemotherapie zur Bestrahlung kann es sowohl intraarteriell als auch
intravends verabreicht werden [89]. Seit 2005 ist die Operation mit anschlieBender
Bestrahlung und Temozolomidtherapie Goldstandard fiir neu diagnostizierte
Glioblastompatienten unter 70 Jahren [70]. Neue Therapieansidtze greifen auf
Molekularebene, Tumorstammzellidentifizierung und der Charakterisierung und
Modulation der tumorbezogenen Immunantwort. Dabei spielt vor allem die Untersuchung
der LTS eine besonders gro3e Rolle [42].
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1.6.1 Immuntherapie

Der Pionier der Immuntherapie zur Behandlung von Malignomen ist S.T. Rosemberg.
Zwischen 1981 und 1998 entwickelte er fiir bestimmte Patienten mit fortgeschrittenem
Karzinom eine Immuntherapie [64]. Von 1995 [15, 85] bis heute werden verschiedenste

Ansitze der Immuntherapie auch zur Behandlung des Glioblastoms entwickelt [71, 77].

Bei der passiven Immunisierung beispielsweise werden den Patienten Antikdrper oder
Immunotoxine verabreicht. Sowohl Antikorper als auch Immunotoxine richten sich direkt
gegen tumorspezifische Oberflichenmolekiile, ohne eine systemische Immunantwort

auszulosen [1].

Die aktive Immunisierung erfolgt mittels einer Vakzine, etwa durch eine autologe
Tumorzellimpfung - Vitespen® oder PEP-3-KLH - die eine Antitumorantwort in vivo

auslost [1].

Bei der adoptiven Immuntherapie werden die Effektorzellen, zumeist Lymphozyten, vom
Patienten isoliert, an tumorspezifische Molekiile gekoppelt, ex vivo vermehrt und
anschlieBend reinfundiert. So kann beispielsweise eine Impfung mit autologen
dendritischen Zellen erfolgen und eine spezifische Immunantwort gegen die
Tumorantigene auslosen, ein Verfahren, das zur Zeit mit dem Vakzin DCVax®-L in einer
Phase-I1I-Studie erprobt wird [1, 22, 67, 72, 73, 76, 77]. Auf diesem Ansatz basierend
konnten kiinftig insbesondere jene Lymphozytenpopulationen mit Tumorantigenen
konjugiert und reinfundiert [72, 94] werden, denen eine wesentliche Beteiligung bei der
Tumorabwehr der LTS zugesprochen wird. Ein dhnlicher Ansatz wird auch bereits mit
antiviralen T-Zellen verfolgt, nachdem Virusantigene, wie etwa von CMYV, auf

Glioblastomzellen nachgewiesen werden konnten [76, 77, 92].

Die Immuntherapie sollte ein praktikables, sicheres und wenig toxisches Therapieverfahren
darstellen [72, 73, 77], das das progressionsfreie Intervall und das Gesamtiiberleben durch
Stimulierung zum Beispiel der tumorreaktiven T-Gedichtniszellen und der CD 8-positiven,
tumorinfiltrierenden T-Zellen steigern konnte. Diese Immuntherapie wire, im Gegensatz
zu anderen Therapieverfahren, hoch tumorspezifisch und individuell, da die jeweiligen

Zellkulturen aus den Tumorzellen des einzelnen Patienten entnommen werden [72, 73, 85].

In den letzten Jahren sind einige Phase III-Studien zur klinischen Erprobung von
beispielsweise Bevacizumab, einem VEGF-Antikorper, einem EGFRvVIII-Impfstoff oder
DCVax (Dendritic cell Vaccine) angelaufen, deren endgiiltige Ergebnisse noch erwartet
werden [22, 67, 72, 76, 77, 92].
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1.7 Die etablierten Prognosemarker IDH1 R132H und
MGMT

1.7.1 IDH1 R132H

Mutationen des Gens IDHI R132H sind charakteristisch fiir diffuse astrozytire und
oligodendrogliale Tumoren [45]. Sowohl in-vitro- als auch in-vivo-Versuche konnten
zeigen, dass eine Mutation von IDH1 R132H das Tumorwachstum deutlich hemmt [29],
indem es die Zellproliferation verlangsamt und die Zellmorphologie und -migration
wesentlich beeinflusst [12, 49]. Die Mutation dieses Gens ist daher mit einer giinstigeren
Prognose verbunden [45]. Primére Glioblastome sind selten IDH1-mutiert [49]. Allerdings
haben IDHI-positive Glioblastome eine giinstigere Prognose als beispielsweise IDHI1-
negative anaplastische Astrozytome [45]. Dieser Marker ist bereits so etabliert, dass er
auch bei der neuen Fassung der WHO-Klassifikation von ZNS-Tumoren von 2016
beriicksichtigt wurde [55]. Nach neuer WHO-Klassifikation wird mittlerweile bei allen
diffusen astrozytiren und oligodendroglialen Tumoren zwischen IDH1-Wildtyp und IDH1-
mutiert unterschieden [55]. Die Bestimmung des Mutationsstatus des IDH R132H-Gens
diente in dieser Arbeit als Beleg dafiir, dass alle untersuchten Gewebeproben primére
Glioblastome und somit eigentlich mit einer schlechten Prognose vergesellschaftet waren.
Die primdre Genese der Glioblastome war Voraussetzung fiir den Einschluss in unser
Patientenkollektiv. Insgesamt sind bislang 5 IDH1-Mutationen bekannt, von denen IDHI
R132H die hdufigste ist [49].

1.7.2 MGMT-Methylierungsstatus

In der Fachliteratur gilt eine MGMT-Promotor-Methylierung mittlerweile als einer der
bedeutendsten biologischen Marker zur Prognoseabschédtzung bei Glioblastomen. Eine
MGMT-Promotor-Methylierung ist mit einer lingeren Uberlebenszeit sowie einem
besseren Ansprechen auf Temozolomid assoziiert [1, 5, 45, 48, 58, 83, 84, 88]. Bei 79%
der LTS ist diese epigenetische Verdnderung zu beobachten [83]. Es wurden jedoch auch
Patienten beschrieben, die trotz eines unmethylierten MGMT-Promotors deutlich ldnger
iiberlebten als diejenigen, deren MGMT-Promotor methyliert war [83].

In dieser Arbeit wurde die MGMT-Promotor-Methylierung sekundir untersucht, um zu
zeigen, dass sich die Gruppen der LTS und STS in Bezug auf diesen wesentlichen,

bekannten prognostischen Faktor nicht unterscheiden.
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1.8 Lymphozytenantigene

Wir untersuchten neun Lymphozytenantigene auf eine Reaktion im vitalen Tumorgewebe
und verglichen LTS mit STS.

1.8.1 CD4undCD 8

CD 4 und CD 8 sind Rezeptoren, die auf der Oberfliche von reifen T-Lymphozyten
exprimiert werden. CD 4 wird insbesondere auf T-Helferzellen und regulatorischen T-
Zellen exprimiert, CD 8 auf zytotoxischen T-Zellen. Die meisten CD 8-T-Zell-Reaktionen
konnen nicht ohne CD 4-T-Helferzellen ablaufen. Durch immunhistochemische Féarbung
mit einem entsprechenden Antikorper konnen diese Zellen im histologischen Préparat
markiert und quantifiziert werden. In einigen Studien konnte nachgewiesen werden, dass
das Ausmall der Lymphozyteninfiltration beim Glioblastom mit dem Langzeitiiberleben
positiv korreliert [45, 95].

Circa 45% der Gliome zeigen Lymphozyteninfiltrate [45, 95]. Yang et al zufolge setzen
sich die das Glioblastom infiltrierenden Lymphozyten unter anderem aus CD 4-positiven
und CD 8-positiven Zellen zusammen [95]. CD 4 wird dariiber hinaus auch auf Histiozyten
und Langerhanszellen exprimiert [91]. CD 8 findet sich auflerdem auf Mikroglia und
Makrophagen [71]. Der CD 8-Antikorper, Klon 144B wurde zur Markierung zytotoxischer
und Suppressor-T-Zellen entwickelt [52, 91]. 30% der NK-Zellen exprimieren CD 8 [52,
91]. NK-Zellen scheinen am effektivsten bei der Tumorbekdmpfung zu sein. Sie
beeinflussen die Entwicklung der tumorspezifischen zytotoxischen T-Zellen und
induzieren eine THI-Antwort [71]. Auch bei Gliomen konnten bereits zytotoxische T-
Zellinfiltrate durch immunhistochemische Behandlung mit Anti-CD 8 nachgewiesen
werden. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass Gliome von LTS eine

hohere T-Zellinfiltration aufweisen als jene von STS [95].

Ali et al fuhrten eine Versuchsreihe durch, bei der ein Vektor in das Striatum injiziert und
dann anhand der immunhistochemischen Marker MHC I, MHC II, CD 8 und CD 4 das
Ausmal} der Inflammation gemessen wurden [3]. Vermehrt exprimiert wurden vor allem
MHC I und CD 8. MHC I wurde insbesondere auf der ortstindigen Mikroglia und
infiltrierenden Monozyten exprimiert. MHC II konnte nur auf das ipsilaterale Striatum,
Corpus callosum und den ipsilateralen Cortex begrenzt nachgewiesen werden. CD 4 fand
sich auch auf aktivierten Makrophagen und Mikroglia [3].
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1.8.2 CD 14

Das Antigen CD 14 ist ein Rezeptor, der auf Monozyten, Makrophagen und
Langerhanszellen exprimiert wird und Lipopolysaccharide bindet [20, 40, 51, 69]. Durch
Bindung eines LPS erfolgt die Aktivierung des TLR-4-Signalweges, welcher wiederum zur
Aktivierung und Reifung der entsprechenden Zelle und Aktivierung von T-Zellen fiihrt
[40]. Auch auf Zellen der Mikroglia konnte mittlerweile CD 14 nachgewiesen werden [50].

Allerdings tragen auch Glioblastomstammzellen TLR-4. Im Gegensatz zu den
immunkompetenten  Zellen hemmt eine gesteigerte = TLR-4-Expression  bei
Glioblastomstammzellen Proliferation und Reifung, da der TLR-4-Signalweg in der
Glioblastomstammzelle nachgeschaltete Kaskaden hemmt, die Transkriptionsfaktoren im
Stammzellkern aktivieren [4]. Sollte sich in dieser Arbeit eine deutlich gesteigerte Zahl
CD 14-positiver, immunkompetenter Zellen bei LTS zeigen, so ist zu unterstellen, dass der
Toll-Like-Rezeptor-Signalweg bei der Bekdmpfung des Glioblastoms eine entscheidende

Rolle spielen konnte.

1.8.3 CD 20

Das Antigen CD 20 ist ein Transmembranprotein, welches auf jeder Entwicklungsstufe des
B-Lymphozyts, auer der ersten und letzten exprimiert wird [61] und stellt damit den
bislang besten B-Zell-Marker dar [52]. B-Zellen werden durch Antigene und T-
Helferzellen (vor allem CD 4-positiv) aktiviert und differenzieren sich zu
antikorpersezernierenden  Plasmazellen, welche die  humorale Immunantwort
vermitteln [40]. Fiir CD 20 ist bislang kein natiirlicher Ligand bekannt [17, 61]. CD 20 ist
fiir die Aktivierung der B-Zell-Immunantwort verantwortlich, insbesondere gegen T-Zell-
unabhiingige Antigene. Man vermutet, dass CD 20 als Calciumkanal agiert [17, 61].
Bislang ist CD 20 jedoch wenig erforscht [17]. Mittlerweile konnte CD 20 auch eine Rolle
bei der Tumorbekdmpfung nachgewiesen werden. CD 20 spielt zudem eine grof3e Rolle bei
der Immunphinotypisierung maligner Lymphome und Leukidmien [52]. Mithilfe eines
entsprechenden Antikorpers (Rituximab) kann in CD 20-positiven Zellen  die
Kernfragmentierung und damit die Apoptose induziert werden. Dieses Prinzip wird bereits

bei der Behandlung von malignen Lymphomen und Kollagenosen eingesetzt [94].

Mit der Bestimmung des CD 20-Antigens in dieser Arbeit soll die Rolle der B-Zell-
Antwort bei der Tumorbekimpfung und die Bedeutung fiir ein lingeres Uberleben bei

Patienten mit Glioblastom untersucht werden.
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1.8.4 CD 25

CD 25-positive Zellen sind natiirliche regulatorische T-Zellen, die die Aktivierung
autoreaktiver T-Zellen unterdriicken und somit autoimmunen Reaktionen vorzubeugen
vermogen. Diese regulatorischen T-Zellen tragen auch CD 4 und machen circa 10% der
CD 4-tragenden Zellen aus [61]. In Tierexperimenten konnte man bereits
Autoimmunerkrankungen durch Transplantation von CD 4- und CD 25-positiven
regulatorischen T-Zellen behandeln [31]. Gegen entartete, korpereigene Zellen bei
Malignomen allerdings wiére eine Autoimmunreaktion und damit verbunden eine
Hemmung der CD 25-positiven Zellen durchaus erwiinscht. Die Bedeutung regulatorischer

T-Zellen bei Malignomen ist bislang wenig untersucht.

Dariiber hinaus existieren auch CD 25 exprimierende CD 8-positve T-Lymphozyten, die
die Funktion nicht regulatorischer T-Gedéchtnis-Zellen erfiillen [34].

CD 25 wird auBBerdem von aktivierten T- und B-Lymphozyten, NK-Zellen, Monozyten und
Makrophagen exprimiert [16]. Sollte sich in dieser Arbeit zeigen, dass CD 25 bei LTS und
STS signifikant unterschiedlich exprimiert wird, muss den regulatorischen T-Zellen eine

Bedeutung fiir das Uberleben beim Glioblastom zugesprochen werden.

1.8.5 CD 26

Das Antigen ist auch als Dipeptidylpeptidase-IV bekannt und wird auf aktivierten T- und
B-Zellen, NK-Zellen [10] und Makrophagen exprimiert [69]. Diesem Protein werden
zahlreiche Funktionen zugesprochen. Unter anderem fungiert es als Rezeptor,
Serinprotease, kostimulierendes Protein und ist wesentlich an apoptotischen Vorgingen
beteiligt [10]. CD 26-positive T-Helferzellen sind vor allem CD 4 (76%)- und CD 8-
positive Zellen (16%). Eine hohe Zahl CD 26-positiver T-Zellen in entziindetem Gewebe
geht hdufig mit Autoimmunerkrankungen einher, wihrend wenige CD 26-positive Zellen
fiir ein Defizit des Immunsystems sprechen. Fiir unsere Untersuchungen relevant ist vor
allem ihre Beteiligung an der T-Zellproliferation und Chemotaxis sowie der Apoptose von
aktivierten T-Zellen [10]. Auch Tumorzellen exprimieren CD 26, wie etwa
Prostatakarzinome und Melanome. An Gliomen konnte nachgewiesen werden, dass die
Aktivitidt von CD 26 auf Gliomzellen mit der Differenzierung der Gliome assoziiert zu sein
scheint. So zeigten kaum differenzierte Gliome eine geringe CD 26-Aktivitit, wahrend
hoch differenzierte Gliome eine starke CD 26-Aktivitdt zeigten [10]. Unsere
Untersuchungen sollen zeigen, inwiefern CD 26-positive T-Helferzellen eine Rolle im

immunologischen Milieu des Glioblastoms bei LTS und STS spielen.
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1.8.6 CD 57

CD 57 wird von germinal-center T-Helferzellen, einigen CD 8-positiven T-Zellen [52], B-
Zellen, NK-Zellen und auch von Schwannschen Zellen exprimiert. Die genaue Funktion ist
noch unbekannt [69]. Es scheint eine besondere Rolle bei der neuralen Zelladhésion zu
spielen [20]. CD 57-positive T-Zellen sind in erster Linie Suppressor-T-Zellen, also
regulatorische T-Zellen, und unterdriicken eine iiberschieBende Immunantwort [52]. Sie
unterscheiden sich von anderen T-Lymphozyten durch ihre besondere Eigenschaft, das
HLA DR-Antigen aufnehmen zu vermdgen [52]. CD 57-positive T-Zellen sind auch bei
HIV-Infektion und anderen Erkrankungen mit einem CD 4'/CD 8'-Missverhiltnis erhoht
[52]. CD 57 ist mittlerweile auch als Marker zur Differenzierung von Oligodendrogliomen
etabliert [54]. Zum Glioblastom liegen bislang noch keine Untersuchungen vor. Der
Nachweis CD 57-positiver Zellen soll in dieser Arbeit zeigen, ob das Vorhandensein CD
57-positiver regulatorischer T-Zellen das Uberleben bei Glioblastom signifikant

beeinflusst.

1.8.7 CD 95 und CD 95-L

Der FAS-Ligand CD 95-L gehort zur Familie der Tumornekrosefaktoren, FAS, also CD 95
- sein Rezeptor - hingegen zur Familie der Tumornekrosefaktorrezeptoren. Unter
physiologischen Bedingungen induziert FAS-L, selbst ein Trimer, nach der Bindung an
FAS dessen Trimerisierung und aktiviert Caspase 8. Dieser Vorgang 10st eine
Proteasekaskade aus, in deren Folge caspaseaktivierte DNAse in den Zellkern gelangt und
die DNA spaltet. Es entstehen DNA-Fragmente, die Zelle verliert jegliche Funktion und
wird abgebaut [7, 8, 28, 40, 43, 74, 90, 96]. FAS wird auf vielen immunkompetenten
Zellen, darunter auch CD 4- und CD 8-positive T-Lymphozyten exprimiert [90]. In

gesundem menschlichen Gewebe ist FAS kaum nachweisbar [96].

Eine pathologisch aktive und gesteigert exprimierte FAS konnte unter anderem bei
Karzinomen der Mamma, Prostata, des Kolons und der Lunge nachgewiesen werden und
ging mit einem aggressiven Wachstum einher. Die genauen Mechanismen dieses eigentlich
nach bisherigem Verstindnis paradoxen Effektes sind nicht vollstindig verstanden. Bereits
1984 wurde hieraus gefolgert, dass auf Tumorzellen exprimierte FAS die Proliferation und
das Uberleben dieser Krebszellen fordern muss [96]. Auch konnte gezeigt werden, dass
eine Behandlung mit FAS-L oder anti-FAS-Antikorper durch Phosphorylierung des
extrazelluldren Anteils des FAS-Rezeptors zur Inhibition der FAS-Bindung und somit zum
Zelltod fithrt [7]. Daher werden zur Therapie dieser Krebserkrankungen bereits seit
mehreren Jahren FAS-Inhibitoren eingesetzt, die das Tumorwachstum reduzieren sollen
[28].
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Das Glioblastom wéchst diffus und infiltrativ, ist apoptoseresistent, hat ein hohes
replikatives Potential und induziert Angiogenese und Migration. So zeigten auch Kleber et
al, dass eine Hemmung und nicht die Induktion des Todessystems als Therapie gegen das
Glioblastom anzustreben sei [44]. Sie stellten fest, dass die Tumorzellen auch die
Expression von CD 95-L in das umgebende Gewebe und damit auch in
immunkompetenten Lymphozyten induzierten. Es konnte gezeigt werden, dass das hoch
invasive Verhalten des Glioblastoms in vitro, in vivo und ex vivo allein durch eine
Neutralisierung der CD 95-Aktivitidt gechemmt werden kann, sofern diese fiir das invasive
Verhalten des Glioblastoms verantwortlich ist. Eine niedrige Expression von FAS konnte
auch in gesunden Astrozyten gefunden werden [96]. In Gliom-Zelllinien wurde ein um 4-
20-fach hoherer FAS-Spiegel gefunden [96]. Beim Gliom fiihrten geringe Dosen von FAS-
Inhibitoren zum Zellzyklusarrest der Gliomzelle in der S-Phase. Hohere Dosen wirkten bei
Gliomzelllinien zytotoxisch. Normale Astrozyten jedoch blieben von der Wirkung der
FAS-Inhibitoren unberiihrt [96]. Daher verspricht die Inhibition von CD 95 weniger
Nebenwirkungen als die Therapie mit anderen migrationsfordernden Faktoren, die

gewohnlich in die normale Hirnfunktion involviert sind [44].

Der Einfluss einer Induktion beziehungsweise Inhibition des FAS/FAS-L-Komplexes auf
immunkompetente Zellen des zentralen Nervensystems ist in Bezug auf das Glioblastom
bislang wenig untersucht. Nach bisherigem Kenntnisstand wére eine selektive Induktion
des Todessystems in Glioblastomzellen, ohne damit gleichzeitig die Todeskaskade der
immunkompetenten Zellen zu induzieren, als prognostisch giinstig zu erachten. Mit dieser
Arbeit soll die Expression von FAS und FAS-L auf T-Zellen zwischen LTS und STS
verglichen werden, um an oben aufgefiihrte Studien ankniipfen und eine Bedeutung des
FAS/FAS-L-Systems der T-Lymphozyten fiir die Prognose beim Glioblastom ableiten zu

konnen.

1.9 HLADR Class I

HLA DR class II ist ein Oberflichenmolekiil, welches von verschiedenen Zellen exprimiert
wird. Dieses Molekiil wird von CD 4-positiven T-Helfer-Lymphozyten erkannt und
aktiviert diese [52, 69]. Ali et al konnten MHC II, gleichbedeutend mit HLA DR II, eine
Beteiligung an inflammatorischen Prozessen im zur Entziindung ipsilateral gelegenen
Striatum, Corpus callosum und Cortex nachweisen [3]. Besonders auf Tumorzellen, aber
auch auf Mikrogliazellen von Astrozytomen und anaplastischen Astrozytomen, welche
prinzipiell mit einer besseren Prognose vergesellschaftet sind als das Glioblastom, konnte
HLA DR II nachgewiesen werden [86]. Bei Glioblastomen war die HLA DR II-Expression
bis um die Halfte reduziert [86], andere Quellen sprechen von einer Reduktion bis auf 30%

[64]. Sollte auch in der gesteigerten HLA-DR II-Expression auf tumorinfiltrierenden,
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immunkompetenten Zellen ein Uberlebensvorteil fiir die Patienten liegen, so sollte diese
bei den LTS zu erwarten sein. Zusétzlich wiirde man auch eine im dhnlichen Ausmal

gesteigerte Expression von CD 4 auf T-Helfer-Lymphozyten vermuten.

1.10 Zielstellung

Trotz der hohen Malignitdt und Letalitdt des Glioblastoms gibt es einige wenige Patienten,
die die mittlere Uberlebensdauer bei weitem iibertreffen. Die Griinde hierfiir sind bislang
noch nicht abschlieBend gefunden und werden in der Fachliteratur kontrovers diskutiert.
Bestandteil dieser Diskussionen ist unter anderem die Mdglichkeit, dass LTS eine andere
Immunantwort gegen das Glioblastom zu generieren vermdgen als STS. Bis in die 90er
Jahre des vergangenen Jahrhunderts galt eine solche Immunabwehr bei Hirntumoren als
unmdoglich. Der Immunogenitdt von Hirntumoren wurde bis dahin allgemein nur eine
geringe Bedeutung zugesprochen. Vor circa 25 Jahren konnten dann unterschiedliche
Ansitze zeigen, dass eine Immuntherapie zur Behandlung des Glioblastoms, zum Beispiel
durch zellbasierte Vakzination, prinzipiell moglich ist. Richtungsweisende Therapieerfolge

blieben jedoch bislang aus.

Bisher existieren sowohl zur Immunologie des primédren Glioblastoms, als auch zu
Langzeitiiberlebenden  vergleichsweise wenige Publikationen. Studien, die die
Immunologie von primédren Glioblastomen bei Langzeitiiberlebenden untersuchen, sind
umso seltener. Eine Aufarbeitung der immunologischen Situation bei LTS konnte daher
grundlegende weitere Informationen zur Pathogenese des Glioblastoms liefern und

eventuell neue therapeutische Ansitze aufzeigen.

Mit dieser Arbeit wird versucht, Antworten auf folgende Fragen zu finden:

1. Unterscheiden sich LTS und STS in der Expression bestimmter immunologischer
Parameter und wenn ja, wie?

2. Ist dieser Unterschied inhaltlich und statistisch relevant?

3. Zeigen sich Trends oder Zusammenhénge der immunologischen Parameter
untereinander?

4. Welche therapeutischen oder diagnostischen Konsequenzen erwachsen daraus?



2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Die Studiengruppe dieser retrospektiven Fall-Kontroll-Studie wurde nach folgenden
Kriterien ausgesucht. Aus allen Patienten, die zwischen 1997 und 2008 mit der Diagnose
Glioblastom in Behandlung der Universititsklinik fiir Neurochirurgie in Magdeburg waren,
wurden zunéchst diejenigen ausgewdhlt, die ldnger als 24 Monate nach Diagnosestellung
noch am Leben waren. Diese Grenze wurde vorerst willkiirlich gesetzt. Die Definition von
Langzeitiiberleben bei Glioblastom schwankt je nach Studie und Autor zwischen 18
Monaten und drei Jahren. Die Grenze fiir die Kategorie Kurzzeitiiberlebende alterniert
zwischen unter 6 und 18 Monaten [21]. Den Langzeitiiberlebenden wurden entsprechende
Kontrollpatienten zugeordnet, die weniger als 24 Monate nach Diagnosestellung
iiberlebten (durchschnittliches Uberleben der LTS 43,6 Monate, der STS 6,6 Monate).
Die weitere Selektion erfolgte nach verschiedenen Match-Kriterien (Vgl. Tabelle 1:
Patientenbezogene Daten, S. 24). Das Erkrankungsalter potentieller Kontrollpatienten
wurde, bis auf eine einzige Ausnahme, mit einer Spanne von plus/minus 2 Jahren
Altersunterschied selektiert. Diese Ausnahme betrifft einen Erkrankungsfall bei einem
Midchen im Alter von 11 Jahren. Da dieses Erkrankungsalter untypisch ist, aber aufgrund
des auBergewdhnlich langen Uberlebens nicht auf diese Patientin verzichtet werden
konnte, wurde ihr als Kontrolle ein junger Mann mit einem Erkrankungsalter von 17
Jahren zugeordnet. Das mittlere Erkrankungsalter der Langzeitiiberlebenden lag bei 51,4
Jahren (Spanne von 11 bis 69 Jahre), das der Kurzzeitiiberlebenden bei 51,7 Jahren
(Spanne von 17 bis 70). Das mittlere Erkrankungsalter der gesamten Kohorte lag somit bei
51,5 Jahren mit einem Minimum von 11 Jahren und einem Maximum von 70 Jahren. Mit
einer Abweichung von maximal 15% wurden die Patienten auch nach ihrem Karnofsky-
Index gematcht. Die Gruppe der LTS zeigte bei stationdrer Aufnahme einen mittleren
Karnofsky-Index von 70,7%, wobei das Maximum bei 80% und das Minimum bei 55%
lagen. Erstaunlicherweise hatte die Gruppe der STS einen im Mittel hoheren Karnofsky-
Index von 72,1%, mit einem Maximum von 85% und einem Minimum von 55%. So ergibt
sich fiir beide Gruppen ein im Mittel errechneter Karnofsky-Index von 71,4%, mit einem
Maximum von 85% und einem Minimum von 55%. Unter Beriicksichtigung des
Geschlechts wurde, bis auf oben genannte Ausnahme, jeder Patientin eine weibliche und
jedem Patienten eine minnliche Kontrolle zugeordnet. 35,7% (5/14) der LTS und 42,9%
(6/14) der STS mit primdrem Glioblastom waren méannlich. 64,3% (9/14) der LTS und
57,1% (8/14) der STS weiblich. Somit waren insgesamt 39,3% (11/28) des
Patientenkollektivs méannlich und 60,7% (17/28) weiblich. Zudem wurden die Patienten
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anndhernd, mit einer Abweichung von 5 Jahren nach dem Erkrankungsjahr gematcht, um
den damaligen Stand der Forschung als Fehlerquelle im Studiendesign mit zu
berticksichtigen. Auch hier wurde bei einem Patienten eine Ausnahme gemacht, der 2007
erkrankte. Sein zugeordneter Kontrollpatient erkrankte 1997. Diese Diskrepanz wurde
zugunsten eines hoheren Stichprobenumfangs billigend in Kauf genommen, ist aber
dennoch in der Fehlerbetrachtung zu diskutieren. Alle Patienten wurden des Weiteren auf
die Punktmutation IDH1 R132H untersucht, um eine primdre Genese des Glioblastoms
belegen zu konnen. Die histopathologische Diagnose wurde von zwei unabhingigen
Neuropathologen gesichert. Oligodendrogliale Differenzierungen wurden ausgeschlossen.
Patienten, die im Rahmen vorhergehender Studien eine Immuntherapie erhalten hatten,
wurden von dieser Studie ebenfalls ausgeschlossen. Unter Zusammenschau aller erhobenen
Daten reduzierte sich die Stichprobe auf 14 Patienten und 14 Kontrollen. Anhand deren
Uberlebenszeiten wurden dann die Cut-off-Werte noch einmal korrigiert. So definierten
sich die Langzeitiiberlebenden in dieser Studie mit einem Uberleben von iiber 30 Monaten.
Das mittlere Uberleben dieser Gruppe betrug 43,6 Monate (Spanne 31 bis 107 Monate).
Patienten, die weniger als 16 Monate nach Diagnosestellung iiberlebten, wurden der
Kontrollgruppe und somit der Kategorie Kurzzeitiiberlebende (STS) zugeordnet. Jene
Gruppe zeigte ein mittleres Uberleben von 6,6 Monaten (Spanne 0 bis 16 Monate). Der
Abstand von 14 Monaten zwischen beiden Cut-Off-Werten wurde bewusst grof3 gewéhlt,

um systematische Fehler so klein wie moglich zu halten.
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Tabelle 1: Patientenbezogene Daten

Uberleben Erkrankungsalter Karnofsky-Index
(Monate) (Jahre) (Prozent)
1 51 60 60

M

K1 3 60 60 M
2 47 69 80 w
K2 3 70 75 w
3 34 68 60 w
K3 1 66 60 W
4 34 62 75 w
K4 5 62 75 w
5 32 54 70 w
K5 4 56 85 w
6 33 11 75 W
K6 15 17 75 M
7 69 46 55 M
K7 0 45 55 M
8 107 31 75 W
K8 13 32 75 w
9 34 54 80 w
K9 16 53 80 w
10 34 57 75 M
K10 1 56 75 M
11 38 56 75 w
K11 7 56 85 w
12 33 64 75 W
K12 10 62 75 w
13 34 56 55 M
K13 10 57 55 M
14 31 31 80 M
K14 4 32 80 M
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2.2 Vorbereitung des Tumorgewebes

Fiir die Experimente wurde Tumorgewebe verwandt, das den Patienten wihrend der ersten
Tumorexzision entnommen und im Institut fiir Neuropathologie der Otto-von-Guericke-
Universitdt Magdeburg aufbereitet, in Formaldehyd fixiert, in Paraffin eingebettet und
auftbewahrt wurde. Die entsprechenden Paraffinblocke wurden aus dem Gewebearchiv der
Neuropathologie herausgesucht. Nach circa 30-miniitiger Kiihlung auf Eis wurden von
diesen Blocken mit einem Schlittenmikrotom (Vgl. Tabelle 16: Gerdte, S.93) 3um diinne
Schnitte gefertigt, auf dem Wasserbad geglittet und auf fiir die Immunhistochemie
geeignete Objekttrager der Firma Dako (Vgl. Tabelle 16: Gerdte, S.93) aufgezogen. Diese
Objekttrager haben eine spezielle Beschichtung, in der Regel Silane, was zu einer besseren
Haftung der Gewebeschnitte beitragen soll. Im Anschluss an diese Prozedur wurden die

fertigen Schnitte im Warmeschrank bei 37 °C iiber Nacht getrocknet.

2.3 Antigendemaskierung

Da die Tumorgewebe durch Formalinfixierung und Paraffineinbettung in ihrer Struktur
verandert wurden und man befiirchten musste, dass zumindest einige Epitope nicht mehr
fiir eine Antigen-Antikdrper-Reaktion zur Verfligung stehen wiirden, erfolgte eine Vor-
behandlung. Bei der sogenannten Antigendemaskierung sollten diese Prozesse riickgéngig
gemacht werden. In dieser Studie wurde das Verfahren der Hitzebehandlung im

Dampfgarer angewandt.

Den ersten Schritt der Antigendemaskierung stellte das Entparaffinieren und Rehydrieren
der Schnitte dar. Paraffin erschwert durch seine hydrophoben und alkoholunldslichen
Eigenschaften ein gleichmiBiges Farben des Gewebes. Wird es nicht vollstdndig aus den
Schnitten gelost, entstehen Flecken in der Farbung und eine Auswertung ist nicht prizise
moglich. Zu diesem Zweck wurden alle zu férbenden Schnitte mit Xylol (Cleaning-
Reagenz, Vgl. Tabelle 17: Reagenzien, S.94) behandelt. Die Objekttriger wurden fiir finf
Minuten in einer Kiivette mit Xylol 1 entparaffiniert. Dann wurde die Kiivette abgegossen
und mit Xylol 2 aufgefiillt. In diesem standen die Objekttrager erneut fiinf Minuten.
Wihrend dieser fiinf Minuten wurde darauf geachtet, dass alle Objekttrdger von jeder Seite
gleichermaflen mit Xylol benetzt werden, um das Paraffin vollstindig aus den
Gewebeschnitten 16sen zu konnen. War dies nach Abschluss der Behandlung nicht
gegliickt, erkennbar an einer Schlierenbildung bei der Rehydrierung, mussten oben

genannte Schritte nochmals wiederholt werden.

Die anschlielende Rehydrierung erfolgte in einer absteigenden Alkoholreihe. Fiir je zwei

mal fiinf Minuten wurden die Schnitte in einer Kiivette mit 100%igem Alkohol, danach
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fiir fiinf Minuten in 70%igem Alkohol rehydriert (Vgl. Tabelle 17: Reagenzien, S.94). Im

Anschluss daran wurden sie in destilliertem Wasser gespiilt.

Der Boden des Dampfgarers wurde wihrenddessen mit 11 destillierten Wassers befiillt. Die
Saftauffangschale wurde eingelegt. Auf diese wurde die Dampfkammer gestellt, in welche
wiederum der Garbehélter gestellt wurde. Die Inkubationskammer wurde mit dem
entsprechenden Puffer gefiillt und in den Garbehilter gestellt. Fiir die iiberwiegende Zahl
der Antikorper wurden die Schnitte mit dem gebrauchsfertigen Target Retrieval-Puffer 9,0
der Firma DAKO vorbehandelt (Vgl. Tabelle 17: Reagenzien, S.94). Fiir die Antikorper
CD 4 und CD 20 musste mit Citratpuffer 6,0 und fiir CD 8 mit BDA-Puffer vorbehandelt
werden (Vgl. Tabelle 17: Reagenzien, S.94).

Der Citratpuffer wurde nach Laborprotokoll eigens hergestellt. Dafiir wurde eine
Losung A, aus 100ml destilliertem Wasser und 2,101g Zitronenséure der Firma Merck
(Vgl. Tabelle 17: Reagenzien, S.94) und eine Losung B, bestehend aus 200ml destilliertem
Wasser und 7,35g Natriumcitrat der Firma Merck (Vgl. Tabelle 17: Reagenzien, S.94),
angesetzt. 18ml der Losung A wurden dann mit 82ml der Losung B auf 100ml aufgefiillt.
Der pH-Wert wurde mittels Natronlauge und 1%iger Salzsdure (Vgl. Tabelle 17:
Reagenzien, S.94) auf 6,0 eingestellt.

Die Herstellung des BDA-Puffers erfolgte durch den Ansatz von 18ml Retrievagen
Solution 1 und 82ml Retrievagen Solution 2 der Firma BD Biosciences (Vgl. Tabelle 17:
Reagenzien, S.94) mit destilliertem Wasser auf insgesamt 11. Der pH-Wert wurde auf 6,0

eingestellt.

Die Auswahl der Puffer erfolgte flir iibliche Antikdrper nach Protokoll des
Neuropathologielabors. Bei den ungebrauchlicheren Antikdrpern erfolgte die Wahl der
Puffer nach Empfehlung des entsprechenden Antikorper-Herstellers (Vgl.Tabelle 2:
Antikorpertitrierung, S.29). Nachdem der Deckel auf die Dampfkammer gelegt wurde,
erfolgte die Erhitzung des Puffers bei circa 95 °C fiir eine Dauer von etwa 20 Minuten.
AnschlieBend wurden die entparaffinierten und rehydrierten Schnitte in die
Inkubationskammer gestellt und fiir 20 Minuten im Wasserdampf inkubiert. Nach erfolgter
Inkubation und anschlieBender zehnminiitiger Abkiihlung in der Pufferlésung wurden die
Objekttrager nochmals mit destilliertem Wasser und fiir fiinf Minuten mit Spiilpuffer der
Firma DAKO gespiilt (Vgl. Tabelle 17: Reagenzien, S.94).
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2.4 Autostaining

2.4.1 Immunfarbeautomat und AntikGrperdetektionssystem

Die gewdhlte immunhistochemische Farbetechnik erfolgte mit einem Immunfarbeautomat
der Firma DAKO mittels firmeneigen entwickeltem Detektionssystem (Vgl. Tabelle 16:
Gerdite, §.93).

Bei diesem Zwei-Schritt-Detektionssystem wurde das Gewebe im ersten Schritt mit dem
Primérantikdrper in entsprechender Verdiinnung und im zweiten Schritt mit einem
peroxidasekonjugierten Dextranpolymer (HRP) inkubiert, welches an die Molekiile
sekundirer Antikorper gekoppelt war. Die Antigen-Antikdrperreaktion wurde dann durch
Farbung mit einem  Substratsystem, bestechend aus einer konzentrierten
Diaminobenzidinlosung (DAB" Chromogen) und einem wasserstoffperoxidhaltigen Puffer
(Substrate Buffer), sichtbar gemacht. Zu diesem Zweck musste jedoch zu Beginn des
Féarbeprozesses die endogene Peroxidase im Gewebe blockiert werden (DAKO REAL
Peroxidase-Blocking Solution, Vgl. Tabelle 17: Reagenzien, S.94).

2.4.2 Ansetzen der Reagenzien

Die Losung zur Blockierung der endogenen Peroxidase und HRP wurde vom Hersteller
gebrauchsfertig (Vgl. Tabelle 17: Reagenzien, S.94) im Kit mitgeliefert, sodass die
bendtigte Menge Substrat direkt in die dafiir vorgesehenen Reagenzrohrchen pipettiert
werden konnte. 20ul der DAB" Chromogen-Losung wurden mit 1ml Substrate Buffer (Vgl.
Tabelle 17: Reagenzien, S.94) angesetzt und bildeten nach griindlicher Durchmischung das

Substratsystem.

Welche Menge an Reagenzien pro Farbedurchlauf benétigt wurde, zeigte die
Geritesoftware an. Dazu musste der geplante Durchlauf vorher im Programm angelegt und
eingegeben werden. Die Reagenzien wurden anschlieBend im dafiir vorgesehenen
Reagenzhalter in den Farbeautomat gestellt. Die Anordnung der Reagenzien im
Reagenzhalter war vom Autostainer vorgegeben (Vgl. Abbildung 1: Position der Substrate

im Autostainer, S.28).
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Abbildung 1: Position der Substrate im Autostainer

2.4.3 Antikorpertitrierung

Zur Ermittlung des optimalen Verdiinnungsverhidltnisses wurden die vom Hersteller
vorgegebenen Testgewebe nach Anweisung immunhistochemisch gefirbt und die
Antikdrper bis zum bestmoglichen Ergebnis auftitriert (Vgl.Tabelle 2: Antikorpertitrierung,
S. 29). Die Verdiinnung der Antikdrper erfolgte mit Antikorper-Diluent der Firma Dako
(Vgl. Tabelle 17: Reagenzien, S.94). Alle Reagenzien wurden mit Pipetten der Firma
Eppendorf in Kunststoffreagenzrohrchen derselbigen Firma hinein pipettiert. Mithilfe eines
Vortexers (Vgl. Tabelle 16: Gerdte, S.93) wurde eine gute Durchmischung gewéhrleistet.
AnschlieBend wurden die Antikorperldsungen zu den Detektionsreagenzien in den dafiir

vorgesehenen Reagenzhalter gestellt.



2 Material und Methoden 29

Tabelle 2: Antikorpertitrierung

Appendix Citrat 6,1
cbs8 Tonsille 1:30 BDA-Puffer
Ch 14 Makrophagen 1:100 Target 9.0
CD 20 Appendix 1:800 Citrat 6,1
CD 25 Lymphknoten 1:100 Target 9.0
CD 26 Prostata 1:100 Target 9.0
CD 57 Lymphknoten 1:100 Target 9.0
CD 95 Pankreas 1:200 Target 9.0
CD 95L Plazenta 1:100 Target 9.0
HLA Class Il (DR) Antigen Lymphknoten 1:400 Target 9.0
IDH1 R132H Glioblastom 1:300 Target 9.0

2.4.4 Positiv- und Negativkontrolle

Bei jedem Férbedurchlauf wurde eine als positiv bekannte Kontrollprobe (Testschnitt)
mitgefiihrt, um die Leistung der verwendeten Reagenzien zu bestitigen (Vgl. Tabelle 2:
Antikorpertitrierung, S.29). Durchldufe, in denen die Testschnitte keine Farbung
aufwiesen, wurden als ungiiltig erklért und wiederholt. Als spezifische Farbung galt eine

Braunfirbung des Zielantigens.

Zum Ausschluss falsch positiver oder unspezifischer Reaktionen wurden bei jedem nicht in
der Routinediagnostik gebrduchlichem Antikorper Leerschnitte mitgefiihrt. Durchliufe, in
denen sich das Testgewebe unspezifisch anfiarbte, wurden als ungiiltig erklért und
wiederholt. Unspezifische Farbungen zeigten sich in Form einer diffusen Braunfirbung.
Waren die Antikorper in der Routine erprobt, wurden entsprechend Laborprotokoll im

Verlauf keine Leerschnitte mehr mitgefiihrt.
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2.4.5 Programmierung des Autostainer

Uber die Geriitesoftware wurden die Firbedurchliufe programmiert. Ein neuer Durchlauf
wurde im Programm aufgerufen und nach dem Datum der Durchfiihrung und eventuellen
Zusitzen benannt. Die Anzahl der zu fiarbenden Objekttriger wurde angegeben und
entsprechend benannt. Die zu firbenden Antikorper wurden den Objekttragern zugeordnet.
Dabei waren die zur Vorbehandlung verwandten Puffer bereits fiir jeden Antikorper im
System hinterlegt. AnschlieBend wurden Etiketten gedruckt und auf die Objekttrager
aufgetragen. Das Programm zeigte anschliefend eine Matrix, nach deren Vorgabe die
Reagenzrohrchen im Gerit positioniert wurden (Vgl. Abbildung 1: Position der Substrate
im Autostainer, S.28).

2.4.6 Prozess der Inmunhistochemischen Farbung

Nach Abschluss aller Vorbereitungen wurde der Autostainer mit den zu férbenden
Objekttragern beladen. Sinnvollerweise lagen Objekttrager, die die gleiche
Antikorperbehandlung erhielten, beieinander. Alle Objekttrager wurden nochmals mit
Spiilpuffer der Firma DAKO (Vgl. Tabelle 17: Reagenzien, S. 94) vorsichtig befeuchtet.
Vor Beginn des Durchlaufs wurde auf einen gefiillten Spiilpuffertank geachtet. Die
Schlduche der Pumpe wurden entliiftet, der Deckel geschlossen und das Programm
gestartet. Der Autostainer begann die Position der Objekttrager anhand des Barcodes zu
scannen. So wurde gewihrleistet, dass jeder Objekttriger die richtige
Antikorperbehandlung erhielt. Nach erfolgter Selbstreinigung der Pipettiernadel wurden
alle Objekttrager vorgespiilt. Dann pipettierte die Pumpe exakt die Menge Substrat, die fiir
die Behandlung von vier Objekttragern ndtig war. Nachdem vier Objekttrager abgeblasen
und mit entsprechendem Substrat behandelt wurden, pipettierte das Gerdt erneut und
behandelte die ndchsten vier Objekttrager. Die erste Behandlung erfolgte mit der
Peroxidase-Blocking-Solution zur Blockierung der endogenen Peroxidase. Nach einer
Inkubationszeit von zehn Minuten wurden alle Objekttrager griindlich gespiilt. Die
Pipettiernadel wurde gereinigt. Es schloss sich die Behandlung mit den zu untersuchenden
Primérantikdrpern nach dem gleichen Verfahren an. Nach einer Inkubationszeit von 25
Minuten und griindlicher Spiilung wurden die Objekttrager mit HRP (Vgl. Tabelle 17:
Reagenzien, S. 94) behandelt, welches fiir eine Inkubationsdauer von 30 Minuten auf den
Objekttragern belassen wurde. Zu allerletzt erfolgte eine 15-miniitige Behandlung mit
DAB" (Vgl. Tabelle 17: Reagenzien, S. 94). Alle Inkubationsvorginge erfolgten bei

Raumtemperatur in einer feuchten Kammer.
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2.5 Nachbehandlung

Nach Ende des Programmlaufs wurden die Objekttriger dem Gerdt entnommen und der
Hamatoxylin-Gegenfarbung zugefiihrt. Dazu wurden sie nochmals in mit destilliertem
Wasser befiillten Kiivetten gespiilt. Das destillierte Wasser wurde verworfen und die
Kiivette mit Himatoxylin (Vgl. Tabelle 17: Reagenzien, S. 94) gefiillt. Nach einer Minute
Kernfarbung wurde das Himatoxylin wieder abgegossen und die Objekttrager mit heillem
Wasser (H,O) gespiilt. Dieser Prozess bewirkte eine Blaufiarbung des Zellkerns (Bléuen)

und somit eine Kontrastverstarkung.

Abschlieend erfolgte die Dehydrierung der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe.
Die die Objekttrager enthaltende Kiivette wurde mit 70%igem Alkohol befiillt. Dieser
Prozess diente der Differenzierung. Nach fiinf Minuten Einwirkzeit wurde der Alkohol
verworfen. Die Objekttrager wurden nun zweimal kurz in 96%igem Alkohol gespiilt. Im
Anschluss wurden die Gewebe fiir fiinf Minuten mit 100%igem Alkohol behandelt.
Abschlieend wurden die Schnitte in Xylol geklért, davon fiinf Minuten in Xylol 3 und
mindestens fiinf Minuten in Xylol 4 entsprechend Laborprotokoll.

Die Eindeckung der Schnitte erfolgte mit Deckgldschen der Firma Menzel und
Corbitbalsam (Vgl. Tabelle 16: Gerdte, S.93; Tabelle 17: Reagenzien, S. 94). Bis zur
Eindeckung wurden die Schnitte in Xylol 4 autbewahrt.

Alle Schritte sind zusammenfassend in unten stehender Abbildung aufgefiihrt (Vgl.
Abbildung 2: Protokoll Immunhistochemie, S.31).

Protokoll Immunhistochemie

. Entparaffinieren

. Rehydrieren

. Demaskierung

. Dako Autostainer plus
. Gegenfarbung

. Dehydrieren

. Klaren

0 N O A WN -

. Eindecken

Abbildung 2: Protokoll Immunhistochemie
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2.7 HE- Farbung

Von allen 28 Tumorschnitten wurde zusitzlich eine HE-Ubersichtsfarbung angefertigt,
anhand derer die Diagnose Glioblastom WHO Grad IV nochmals durch Prof. Dr. Mawrin,
Leiter des Instituts fiir Neuropathologie der Universititsklinik Magdeburg, verifiziert
wurde. Zusitzlich wurden die HE-Schnitte zur genaueren Differenzierung und

Lokalisierung von Nekrose und vitalem Tumor bei der Auswertung herangezogen.

Um eine gleichmiBige Farbung des Gewebes zu erzielen, mussten die Paraffinschnitte, wie
oben bereits beschrieben, entparaffiniert und rehydriert werden. Nachdem die Objekttriager
mit Leitungswasser griindlich gespiilt wurden, wurden sie fiir fiinf Minuten in Harris-
Héamatoxylin gefarbt (Vgl. Tabelle 17: Reagenzien, S.94). Danach wurden sie erneut
griindlich mit Leitungswasser gespiilt. Die Differenzierung erfolgte mit Salzsdurealkohol.
Dieser wurde entsprechend Laborprotokoll eigens hergestellt. Zu diesem Zwecke wurde 11
70%igen Alkohols mit 30ml 25%iger Salzsdure der Firma Roth versetzt (Vgl. Tabelle 17:
Reagenzien, S.94). Im Anschluss wurden die Objekttrager abermals mit Leitungswasser
gespiilt. Mittels heilen Leitungswassers erfolgte das Blauen. Fiir die Plasmafarbung wurde
die Kiivette mit 1% wassrig, gelblichem Eosin (Vgl. Tabelle 17: Reagenzien, S.94) befiillt
und nach 20 Sekunden abgegossen. Die Objekttrager wurden mit Leitungswasser gespiilt.
Abschlieend wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe wieder dehydriert.
Die Klarung erfolgte fiinf Minuten in  Xylol 3 und fiinf Minuten in Xylol 4. Die Schnitte
wurden abschlieBend mit Corbitbalsam eingedeckt (Vgl. Tabelle 17: Reagenzien, S.94).

Protokoll HE- Farbung

1. Schnitte in Xylol entparaffinieren 8. Bldauen mit heilem Wasser
2 x 5min 1-2 x spulen

2. In absteigender Alkoholreihe 9. Plasmafarbung in Eosin
hydrieren 20s
100% 2 x 5min 10. Mehrmals mit Wasserschlauch
70% 5min spllen

3. Vorsichtig mit Wasserschlauch 11. In aufsteigender Alkoholreihe
spllen dehydrieren

4. Kernfarbung in Hamatoxylin 70% spilen
5min 96% 2x spuilen

5. Vorsichtig mit Wasserschlauch 100% 5min
splilen 12. Klaren in Xylol

6. Differenzierung mit HCI 2 x 5min

7. Mehrmaliges Spulen mit 13. Eindecken
Wasserschlauch

Abbildung 3: Protokoll HE-Fdrbung



2 Material und Methoden 33

2.8 MGMT-Promotormethylierung

Zur Gewinnung von Tumorgewebe wurden anhand der HE-Schnitte von Prof. Mawrin jene
Areale markiert, die Tumorgewebe enthielten. Diese Areale wurden aus den
Paraffinblocken mit einer Rasierklinge entfernt und das gewonnene Priparat in mehreren
Arbeitsschritten entparaffiniert und entwéssert. Die Proben wurden getrocknet und durch
die Behandlung mit verschiedenen Puffern des Methylierungskits der Firma Zymo
Research (Vgl. Tabelle 17: Reagenzien, S.94) der Prilyse, also dem Andauen der Zelle und
ihrer Bestandteile, zugefiihrt.

Am néchsten Tag erfolgte die DNA-Priaparation mit den Reagenzien des entsprechenden
Kits. Die Zellbestandteile wurden verdaut und die DNA durch Behandlung mit 100%igem
Alkohol denaturiert. Nach mehrmaliger Zentrifugation und Binden der DNA an eine
spezielle Membran wurde diese Silica-Membran in mehreren Arbeitsschritten gewaschen.
Die Proben wurden getrocknet und zum Eluieren der DNA aus der Membran mit einem

speziellen Puffer versetzt. Der Durchfluss enthielt hochreine DNA.

AnschlieBend erfolgte die Konzentrationsbestimmung der DNA mit einem Photometer
(Vgl. Tabelle 16: Gerdte, S.93). Die Messwerte wurden in einem Protokoll festgehalten
(Vgl. Tabelle 3: Photometermessung der Reinheit und Konzentration der DNA, S.40). Aus
der DNA-Konzentration wurde dann stochiometrisch das bendtigte Volumen an DNA

berechnet.

Als Positivkontrolle diente ein methylierter Standard (Cp-Genome Universal Methylated
DNA, Vgl. Tabelle 17: Reagenzien, S.94). Blut diente als unmethylierter Standard. Beide
wurden mit entsprechenden Puffern des Methylierungskits behandelt und inkubiert. Die
Behandlung mit dem Conversion-Reagenz (Vgl. Tabelle 17: Reagenzien, S.94) stellte die
eigentliche Bisulfidbehandlung dar. Durch diese Behandlung erfolgte bei nicht-
methylierter DNA eine Konversion des unmethylierten Cytosins zu Uracil. Blieb diese
Konversion aus, so handelte es sich um methyliertes Cytosin und damit methylierte DNA.
Am Folgetag wurden die Proben erneut mit Puffern behandelt und an eine Membran in
entsprechend praparierten Rohrchen gebunden. Nach dem Eluieren der DNA aus der

Membran enthielt der Durchfluss wieder reine DNA.

Der Ansatz der PCR erfolgte geméf Protokoll (Vgl. Abbildung 4: Protokoll PCR-Ansatz,
S.34) fiir den methylierten und unmethylierten Ansatz. Der PCR-Puffer, die Nucleotide,
DMSO und die Tag-Polymerase waren Bestandteile des Kits der Firma Qiagen (Vgl.
Tabelle 17: Reagenzien, S$.94). Zu diesem Ansatz wurden je 2pl der jeweiligen DNA
pipettiert. Alle Proben wurden also jeweils einmal mit einem methylierten und einem
unmethylierten Primer (Vgl. Abbildung 4: Protokoll PCR-Ansatz, S.34) angesetzt. Die
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Proben wurden anschliefend in den Thermocycler gestellt und durchliefen dort 38 Zyklen
gemal Protokoll (Vgl. Abbildung 5: Protokoll Thermocycler, S.35.).

Die Auftrennung der Proben erfolgte auf einem 8%igen Polyacrylamidgel, welches gemal3
Protokoll  (Vgl. Abbildung 6: Protokoll Polyacrylamidgel, S.35) in einer
Elektrophoresekammer der Firma Pharmacia (Vgl. Tabelle 16: Gerdte, S.93) hergestellt
und gefarbt wurde (Vgl. Abbildung 7: Protokoll Silberfirbung von Gelen, S.36).

Protokoll PCR-Ansatz

Primer-
Sequenzen: unmethyliert forward (UF2): tgtgtttttagaatgttttgtgttttgat
unmethyliert reverse (UR2): ctaccaccatcccaaaaaaaaactcca

methyliert forward (MF2): gtttttagaacgttttgcgtttcgac

methyliert reverse (MR2): ctaccaccatcccaaaaaaaaactcca
1. Firden unmethylierten Ansatz 2. Fur den methylierten Ansatz
10 x PCR-Puffer 12,5ul 10 x PCR-Puffer 12,5ul
2mM dNTPs 2,5ul 2mM dNTPs 2,5ul
Forward UF2 2,0ul Forward MF2 2,0ul
Reverse UR2 2,0ul Reverse MR2 2,0ul
Hotstar-Taq 0,125ul Hotstar-Taq 0,125ul
H,0 6,5ul DMSO 1,25ul
H,0 5,25ul

Abbildung 4: Protokoll PCR-Ansatz
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Protokoll Thermocycler
1. Fir den unmethylierten Ansatz 2. Fir den methylierten Ansatz
Zyklen | Temp. Zeit Zyklen | Temp. Zeit
95°C 15min 95°C 15min
95°C 30s 95°C 30s
56°C 30s 54°C 30s
2 72°C 30s =2 72°C 30s
72°C 5min 72°C S5min
4°C Uber Nacht 4°C Uber Nacht

Abbildung 5: Protokoll Thermocycler

Protokoll Polyacrylamidgel

22,8ml Acryl-PDA
17,2ml Tris-Puffer (120mM)
400p! APS (10%ig)

40l TEMED
1. Acryl-PDA 2. Tris-Puffer 120mM
66,5g Acrylamid + 90,75g Tris-base +
3,5g PDA 5,21ml 85%iger Ameisensaure
ad 500ml Acqua dest. ad 1000ml Acqua dest.

anschliefend durch Filter giel3en

3. APS 10%ig
10g APS
ad 100ml Acqua dest.

Abbildung 6: Protokoll Polyacrylamidgel
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Protokoll Silberfarbung von Gelen

1. 3minin 2-3%iger Salpetersdaure schwenken, bis blauer Teststreifen in
gelb umschlagt

3 x mit Acqua dest. spilen

20min in Silbernitratlésung reagieren lassen

3 x mit Acqua dest. spilen

4-5 x in Natriumcarbonat-Formalinlosung spiilen, bis Banden erscheinen
1 x mit Acqua dest. spiilen

3min in 10%iger Essigsaure schwenken

2min mit Acqua dest. spiilen

O N

5min in Glycerol reagieren lassen

10. Hinterseite der Folie abwischen und zum Trocknen aufhangen

Abbildung 7: Protokoll Silberfiarbung von Gelen

2.9 Auswertung

2.9.1 Immunhistochemie

Die Auswertung erfolgte unter dem Mikroskop nach dem Prinzip der ten high-power
fields. Bei diesem semiquantitativen Verfahren wurden diejenigen zehn Areale bestimmt,
die die starkste Reaktion zeigten, also die meisten gefarbten Zellen enthielten und dann in
40-facher VergroBerung ausgezdhlt. Dabei fanden nekrotische oder eingeblutete Areale
und der perivaskuldre Raum keine Berticksichtigung. Als positive Zellen galten diejenigen,
deren Zytoplasma, im Falle von CD 14, CD 57 und CD 95-L, oder deren Zellmembran
(alle anderen) sich nach der immunhistochemischen Behandlung braun anférbten.

Unspezifische Farbungen wurden bei der Auswertung nicht berticksichtigt.

2.9.2 MGMT-Promotormethylierung

Die Auswertung der MGMT-Promotormethylierung erfolgte anhand der Fragmentldngen,
welche fiir methylierte DNA bei 114bp und fiir unmethylierte DNA bei 120bp lagen.
Zuerst wurden die Banden der methylierten Standard-DNA und des unmethylierten Blutes
betrachtet. Der methylierte Standard sollte hierbei eine starke Bande und das Blut keine
Bande aufweisen. Zur Auswertung wurden dann erst jene Proben abgelesen, die mit dem
unmethylierten Primer behandelt wurden. Bei allen Proben, die keine unmethylierte Bande
aufwiesen, konnte die PCR nicht ausgewertet werden. AnschlieBend wurden die
methylierten Banden abgelesen und alle Proben, die Banden aufwiesen, als methyliert

gewertet. Proben, die keine Banden aufwiesen, wurden als unmethyliert gewertet.



2 Material und Methoden 37

2.9.3 Statistik

Die statistische Analyse erfolgte mit SPSS Statistics beziehungsweise PASW 19 und
wurde vom Institut fiir Biometrie und Medizinische Informatik der Otto-von-Guericke-
Universitdt Magdeburg mit betreut. Die Auswahl des richtigen Testverfahrens gestaltete
sich unter anderem aufgrund des geringen Stichprobenumfangs schwierig. Wegen starker
Schwankungen innerhalb der Ergebnisse (Vgl. Abbildung 17-Abbildung 20, S.60-61) und
sehr schiefer Verteilungskurven entschieden wir uns gegen ein metrisches Verfahren und
somit fiir einen zweiseitigen nicht-metrischen Test. Mit dem Statistikprogramm SPSS
berechneten wir mittels U-Test nach Wilcoxon-Mann-Whitney den Unterschied beider
Gruppen in Hinsicht auf die jeweilige Zahl positiver Zellen im Tumorschnitt, bezogen auf
die jeweiligen Mittelwerte. Wir flihrten den U-Test auflerdem fiir die
Standardabweichungen der erhobenen Daten aus und erhielten gleiche inhaltliche
Ergebnisse. Alle p-Werte unter 0,05 wurden als signifikant, alle p-Werte unter 0,01 als
hoch signifikant gewertet.
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3.1 Uberlebensdauer

Das mittlere Uberleben der untersuchten Gruppe der LTS betrug 43,6 Monate (Spanne 31
bis 107 Monate). So definierten wir fiir unsere Untersuchungen alle Patienten, die langer
als 30 Monate nach Diagnosestellung tiberlebten, als LTS. Patienten, die weniger als 16
Monate nach Diagnosestellung {iberlebten, wurden der Kontrollgruppe zugeordnet und
somit als STS definiert. Der Abstand zwischen beiden Cut-Off-Werten wurde bewusst

groB gewidhlt, um systematische Fehler so klein wie méglich zu halten.

Um zu zeigen, dass sich die Kontrollpatienten in Bezug auf wichtige prognostische
Parameter nicht wesentlich unterscheiden, flihrten wir fiir diese Einflussgroflen einen
Zweistichproben-t-Test durch. Nach dem Welch-Test ergab sich so fiir das
Erkrankungsalter ein p von 0,9526 und fiir den Karnofsky-Index ein p von 0,7019. Um zu
zeigen, dass die Uberlebensdauer vom Geschlecht der Patienten unabhiingig war, fiihrten
wir den exakten Test nach Fisher durch. Hier ergab sich ein p von 1,0.
Abbildung 8 zeigt die Uberlebensrate des Patientenkollektivs. Vier Patienten waren zum
Zeitpunkt der Erhebung noch am Leben und mussten beziiglich der Uberlebensdauer
zensiert werden. Die Cox-Regressionsanalysen fiir relevante Parameter erbrachten daher

leider nur unbefriedigende Ergebnisse (Daten nicht ausgewiesen).

1.0 Gruppe
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~IISTS
—+— LTS-zensiert
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Abbildung 8: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve
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3.2 Die etablierten Prognosemarker IDH1 R132H und
MGMT

3.2.1 IDH1 R132H

In der Auswertung zeigte sich eine zytoplasmatische Braunfiarbung. Als Positivkontrolle
diente Glioblastomgewebe mit bekannter IDH1 R132H-Mutation. Der Testschnitt war
positiv. Die Auswertung erfolgte qualitativ. Alle Schnitte waren negativ. Die Ergebnisse
bestdtigen, dass zwischen LTS und STS kein Unterschied beziiglich der IDH1 R132H-
Mutation bestand. Folglich litten ausnahmslos alle 28 Patienten unter einem priméren
Glioblastom.

3.2.2 MGMT-Methylierungsstatus

In der Gruppe der LTS konnten 3 von 14 Proben (21,4%) nicht ausgewertet werden. Von
den 11 ausgewerteten Proben der Langzeitiiberlebenden waren 54,5% methyliert, 45,5%
unmethyliert. Von den Proben der 14 Kurzzeitiiberlebenden konnten 5 (35,7%) nicht
ausgewertet werden. Von den verbleibenden 9 auswertbaren Proben waren 55,5% der STS
methyliert, 44,5% unmethyliert. Die nicht auszuwertenden Proben wurden zensiert, um sie
nicht in die statistischen Berechnungen, wie beispielsweise die Cox-Regressionsanalyse,
mit einflieBen zu lassen. Die Zahl der zensierten Werte war jedoch so hoch, dass keine

validen Aussagen zur statistischen Signifikanz dieser Ergebnisse moglich waren.

Zumindest lassen unsere Untersuchungen den Schluss zu, dass sich die
Methylierungsstatus des MGMT-Promotors in beiden Gruppen nicht wesentlich

unterscheiden.
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Tabelle 3: Photometermessung der Reinheit und Konzentration der DNA

W 0 N OO RN R

AN AN AN AR A AN A" AP P P PR BB
00 N o M W P WO DNN L O

K10
K11
K12
K13
K14

DNA-
Konzentration
(ng/ul)
0,20
0,008
0,01
0,21
0,16
0,08
0,09
0,1
0,08
0,12
0,16
0,28
0,02
0,03
0,04
0,09
0,09
0,05
0,02
0,01
0,32
0,01
0,58
0,35
0,15

Reinheitswert
260/280

1,83

1,73
1,37
1,27
1,76
1,35
2,03
0,02
1,47
1,41
2,39
3,59
2,1
2,01
1,65
1,79
1,77
2,3

1,78

1,91

1,6
1,94

Reinheitswert
260/230

2,04
0,62
0,5
1,8
1,03
1,59
1,11
2,02
2,05
1,27
1,11
1,41
0,6
1,64
1,47
1,44
1,56
1,43
1,31
0,97
1,78
0,71
2,1
1,48
1,9

Vol.
DNA

(ul)

45
45

13
12
10
13

45
34
25
12
12
20
45
45

45

40

40
38
32
33
35
32
36
38
41

11
20
33
33
25

41

43

42
38
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Tabelle 4: Elektrophoresebanden

- Unmethylierter Primer | Methylierter Primer
S

unmethyliert

Keine Auswertung méglich

3 Ergebnis aus Datenbank
methyliert

4 Keine Auswertung méglich

5 + + methyliert

6 + - unmethyliert

7 + (+) schwach methyliert

8 + + methyliert

9 + + methyliert

10 + - unmethyliert

11 + + methyliert

12 Keine Auswertung méglich

13 + - unmethyliert

14 + - unmethyliert

K1 Keine Auswertung méglich

K2 Keine Auswertung méglich

K3 + (+) schwach methyliert

K4 + - unmethyliert

K5 Keine Auswertung méglich

K6 + - unmethyliert

K7 + (+) schwach methyliert

K8 + - unmethyliert

K9 Keine Auswertung méglich

K10 + - unmethyliert

K11 Keine Auswertung méglich

K12 + + methyliert

K13 + + methyliert

K14 + + methyliert
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33 CD4

CD 4-markierte Zellen wiesen in der Auswertung eine Oberflichenfdarbung auf. Als
Positivkontrolle lieBen wir menschliches Appendixgewebe mitlaufen. Der Testschnitt war

positiv.

Tabelle 5: Ergebnisse fiir CD 4

Summe positiver Zellen der Summe positiver Zellen der HPF
HPF

1 46 K1 24
2 2 K2 20
3 148 K3 22
4 0 K4 200
5 11 K5 9

6 47 K6 56
7 106 K7 155
8 108 K8 2

9 229 K9 13
10 59 K10 21
11 94 K11 12
12 47 K12 7
13 32 K13 67
14 48 K14 21
Mittelwerte 69,79 44,93

Die Mittelwerte der Anzahl CD 4-positiver Zellen lagen fiir LTS bei 69,79 und fiir STS bei
44,93. Mit einem p-Wert von 0,1974 ist dieser Unterschied der CD 4-positiven Zellen mit
einem hoheren Mittelwert bei den LTS statistisch nicht signifikant.
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34 CD8

CD 8-markierte Zellen wiesen in der Auswertung eine Oberflichenfdarbung auf. Als

Testschnitt lieBen wir menschliches Tonsillengewebe mitlaufen. Dieser Testschnitt war

positiv.
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Abbildung 9: Immunhistochemische Farbung mit Anti-CD 8
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Tabelle 6: Ergebnisse fiir CD 8

‘ S
~

Summe positiver Zellen der
HPF
1 84 K1 1
2 0 K2 6
3 102 K3 17
4 2 K4 87
5 42 K5 1
6 123 K6 1
7 56 K7 35
8 199 K8 0
9 154 K9 0
10 238 K10 6
11 88 K11 0
12 38 K12 7
13 27 K13 57
14 65 K14 4
Mittelwerte 87 15,86

Die Anzahl CD 8-positiver Zellen war bei den LTS mit 87 mehr als fiinfmal so hoch wie
bei den STS (15,86). Mit einem p-Wert von 0,0015 konnten wir einen statistisch
signifikanten Unterschied der CD 8-Expression zwischen LTS und STS feststellen. Wenn
man die Mittelwerte der Anzahl CD 4-positiver Zellen und CD 8-positiver Zellen
vergleicht, so zeigt sich im Mittelwert eine héhere Zahl CD 8-positiver Zellen als CD 4-
positiver Zellen bei den LTS, wobei sich in der Einzelbetrachtung das Verhéltnis auch
umkehrt. Bei den STS scheint sowohl im Mittelwert als auch in der Einzelbetrachtung die
Expression der CD 4-positiven Zellen gegeniiber der der CD 8-positiven Zellen zu
iiberwiegen. Der errechnete CD 4/CD 8-Quotient war bei den STS deutlich hdher als bei
den LTS (Vgl. Tabelle 7: CD 4/CD 8-Quotient, S. 45). Ein Signifikanzniveau konnte nicht

errechnet werden. Aufgrund der Division durch Null entstanden vier zensierte Werte.
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Tabelle 7: CD 4/CD 8-Quotient

|—
—
(%]

Patient

kDOO\IO\U'I-bUJNI—\I

Mittelwerte

CD 4/ CD 8-Quotient

0,55
1,45
0,00
0,26
0,38
1,89
0,54
1,49
0,25
1,07
1,24
1,19
0,74

0,80

CD 4/ CD 8-Quotient

K1
K2
K3
K4
K5
K6
K7
K8
K9
K10
K11
K12
K13
K14

24,00
3,33
1,29
2,30
9,00

56,00
4,43

3,50

1,00
1,18
5,25
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3.5 CD14

In der Auswertung zeigte sich eine charakteristische zytoplasmatische und eine
Oberflichenfarbung. Als Positivkontrolle dienten menschliche Makrophagen. Der

Testschnitt war positiv.

Tabelle 8: Ergebnisse fiir CD 14

Summe positiver Zellen der
HPF

1 20 K1 9

2 0 K2 3

3 40 K3 34
4 0 K4 37
5 K5 15
6 0 K6 61
7 128 K7 35
8 8 K8 17
9 113 K9 31
10 81 K10 78
11 90 K11 0
12 46 K12 3
13 38 K13 127
14 22 K14 42
Mittelwerte 42,43 35,14

Bei der statistischen Analyse der Mittelwerte von 42,43 fiir LTS und 35,14 fiir STS zeigte
sich kein signifikanter Unterschied bei einem p-Wert von 0,8114.
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3.6 CD20

In der Auswertung zeigte sich eine Farbung der Zellmembran. Der menschliche Appendix
diente als Positivkontrolle und war im Durchlauf positiv. Den Akten zufolge wurde keiner
der von uns selektierten Patienten mit Rituximab behandelt. Bei Patienten, die mit
Rituximab behandelt worden sind, kann moglicherweise keine CD 20-Expression mehr

nachgewiesen werden.

Abbildung 10: Immunhistochemische Férbung mit Anti-CD 20
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Tabelle 9: Ergebnisse fiir CD 20

‘ B
o0

Summe positiver Zellen der
HPF

1 1 K1 0
2 0 K2 0
3 31 K3 0
4 0 K4 3
5 0 K5 0
6 3 K6 0
7 19 K7 7
8 9 K8 0
9 41 K9 0
10 0 K10 0
11 0 K11 0
12 8 K12 0
13 0 K13 0
14 0 K14 0
Mittelwerte 8 0,71

Die Anzahl positiver Zellen lag bei den LTS im Mittelwert bei 8, bei den STS bei 0,71
Zellen. Mit einem p-Wert von 0,0303 ist dieser Unterschied statistisch signifikant. Nur bei
2 von 14 STS konnten iiberhaupt Anfarbungen nachgewiesen werden. Bei den LTS war
dies bei der Hilfte der Patienten der Fall.
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3.7 CD25

Die positiven Zellen stellten sich in der Auswertung in Form einer Braunfarbung der
Oberflichenmembran dar. Als Positivkontrolle lief ein Testschnitt von menschlichem

Lymphknoten mit. Der Testschnitt war positiv.

Abbildung 11: Immunhistochemische Firbung mit Anti-CD 25
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Tabelle 10: Ergebnisse fiir CD 25

(9]
el

Summe positiver Zellen der
HPF
1 0 K1 0
2 0 K2 0
3 14 K3 0
4 0 K4 0
5 1 K5 0
6 1 K6 0
7 19 K7 0
8 2 K8 0
9 14 K9 0
10 3 K10 1
11 6 K11 0
12 4 K12 0
13 19 K13 10
14 1 K14 0
Mittelwerte 6 0,79

Bei Mittelwerten von 6 positiven Zellen fiir LTS und 0,79 positiven Zellen fiir STS ergab
sich bei einem p-Wert von 0,0007 ein hochsignifikanter Unterschied, wobei nur 2 von 14

untersuchten STS-Schnitten und 11 von 14 LTS-Schnitten eine Anfarbung zeigten.
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3.8 CD 26

In der Auswertung zeigte sich eine Braunfirbung der Oberflichenmembran. Das als
Testschnitt mitgefiithrte humane Prostatagewebe war positiv auf CD 26. Die Auswertung
erfolgte qualitativ, da eine quantitative Beurteilung aufgrund deutlicher Positivitdt nicht

moglich war. Alle Tumorschnitte waren stark positiv. Hier bestitigte sich die Spezifitét der

Féarbung zusitzlich durch die Antigen-Antikorper-Reaktion im perivaskuldren Bereich.

. s
SN, "0 \‘\A_ " . e Y ®" - L 'Sd::" - c
Abbildung 12: Immunhistochemische Fdrbung mit Anti-CD 26

Alle untersuchten Proben waren stark positiv fiir CD 26. Eine Wiederholung des
Féarbeprozesses erbrachte das gleiche Ergebnis. Aufgrund der starken Positivitit war keine

Differenzierung zwischen Immunzellen und Tumorzellen moglich.
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39 CD57

Mit diesem Antikorper markierte Zellen wiesen in der Auswertung eine Braunfarbung der
oberflachlichen Membran und des Zytoplasmas auf. Als Positivkontrolle lieBen wir
menschlichen Lymphknoten mitlaufen. Dieser war positiv. Die Auswertung erfolgte
qualitativ, da eine quantitative Beurteilung aufgrund deutlicher Positivitdt nicht moglich

war. Ausnahmslos alle Schnitte waren stark positiv. Auch hier ldsst sich eine Spezifitit der

Féarbung durch die Antigen-Antikorper-Reaktion im perivaskuldren Bereich bestétigen.

Alle untersuchten Proben waren stark positiv fiir CD 57. Eine Wiederholung des
Férbeprozesses erbrachte das gleiche Ergebnis. Aufgrund der starken Positivitit war auch

hier keine Differenzierung zwischen Immunzellen und Tumorzellen moglich.
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3.10 CD 95

Mit CD 95-Antikorper markierte Zellen wiesen in der Auswertung eine Braunfarbung der
Oberflaichenmembran auf. Als Testschnitt diente menschliches Pankreas. Dieser war

positiv. Bei der Auswertung nach der Methode der ten high-power fields wurden nur

Lymphozyten beriicksichtigt.
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Tabelle 11: Ergebnisse fiir CD 95/FAS

Wi
‘ B

Summe positiver Zellen der
HPF
1 16 K1 1
2 0 K2 21
3 13 K3 12
4 4 K4 3
5 3 K5 4
6 50 K6 1
7 13 K7 8
8 18 K8 0
9 9 K9 3
10 19 K10 17
11 5 K11 1
12 8 K12 2
13 21 K13 10
14 18 K14 4
Mittelwerte 14,07 6,21

Im U-Test ergab sich ein p von 0,0279 bei Mittelwerten von 14,07 fiir die LTS und 6,21
fiir die STS. Damit konnten wir nachweisen, dass FAS beziehungsweise CD 95 bei den

LTS signifikant hoher exprimiert wird als bei den STS.
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3.11 CD 95-L

In der Auswertung zeigte sich eine zytoplasmatische und Oberflichenfirbung. Als
Positivkontrolle lieBen wir menschliches Plazentagewebe mitlaufen. Der Testschnitt war
positiv. Erythrozyten stellten sich ebenfalls stark positiv dar. Bei der Auswertung nach der

Methode der ten high-power fields wurden nur Lymphozyten berticksichtigt.

Tabelle 12: Ergebnisse fiir CD 95-L/FAS-L

Summe positiver Zellen der Summe positiver Zellen der HPF
HPF

1 35 K1 54
2 0 K2 0

3 53 K3 70
4 0 K4 22
5 65 K5 292
6 13 K6 6

7 57 K7 2

8 40 K8 94
9 107 K9 12
10 0 K10 77
11 25 K11 2
12 17 K12 24
13 9 K13 185
14 9 K14 11
Mittelwerte 30,71 60,79

Bei Mittelwerten von 30,71 in der Gruppe der LTS und 60,79 in der Gruppe der STS
konnten wir keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen feststellen. Der
ermittelte p-Wert betragt 0,5180. Im Gegensatz zu CD 95 ist der Mittelwert von CD 95-L
jedoch bei den STS hoher.

Der Vergleich des CD 95/CD 95-L-Quotienten der LTS und STS zeigte daher auch einen
im Mittel hoheren CD 95/CD 95-L-Quotienten bei den LTS (Vgl. Tabelle 13: CD 95/CD
95-L-Quotient, $.56). Aufgrund der mehrfachen Division durch Null entstanden hier vier
zensierte Werte, weshalb keine validen Aussagen zur statistischen Signifikanz getroffen

werden konnten.
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Tabelle 13: CD 95/CD 95-L-Quotient

|—
—
(%]

1 0,46 K1 0,02
2 - K2 -

3 0,25 K3 0,17
4 - K4 0,14
5 0,05 K5 0,01
6 3,85 K6 0,17
7 0,23 K7 4,00
8 0,45 K8 0,00
9 0,08 K9 0,25
10 - K10 0,22
11 0,20 K11 0,50
12 0,47 K12 0,08
13 2,33 K13 0,05
14 2,00 K14 0,36

Mittelwerte 0,46 0,10
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3.12 HLAClass i

In der Auswertung zeigte sich eine Braunfirbung der Oberflichenmembran. Als
Positivkontrolle lieBen wir Gewebe von humanem Lymphknoten mitlaufen. Der
Testschnitt war positiv. Bei der Auswertung nach der Methode der ten high-power fields
wurden nur Lymphozyten berticksichtigt.

Tabelle 14: Ergebnisse fiir HLA DR 11

Summe positiver Zellen der _
HPF

1 21 K1 0

2 0 K2 0

3 87 K3 0

4 17 K4 17
5 1 K5 30
6 1 K6 1

7 23 K7 1

8 5 K8 0

9 9 K9

10 3 K10 16
11 10 K11 4
12 3 K12 24
13 41 K13 44
14 3 K14 7
Mittelwerte 16 10,36

Die Mittelwerte HLA DR II positiver Zellen lagen fiir LTS bei 16 und bei den STS bei
10,36. Mit einem p-Wert von 0,3314 ergab sich somit kein signifikanter Unterschied

zwischen den beiden Gruppen.
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3.13 Expression der Antigene im Vergleich

In Abbildung 15 ist die Expression der Lymphozytenantigene in Form eines
Sdulendiagramms dargestellt.

Expression der Antigene im Vergleich
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Abbildung 15: Expression der Antigene im Vergleich

Fir CD 8, CD 20, CD 25 und CD 95 lieBen sich statistisch signifikante Ergebnisse
nachweisen, wobei die Ergebnisse fiir CD 8 und CD 25 hoch signifikant waren. Ergéinzend
wurde der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test sowohl bezogen auf die jeweiligen Mittelwerte,
als auch auf die Standardabweichungen untersucht. Wir erhielten hierfiir gleiche
inhaltliche Ergebnisse beziiglich der Signifikanz (Vgl. Tabelle 15: Ergebnisse des U-Test
nach Wilcoxon, S. 59).
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Tabelle 15: Ergebnisse des U-Test nach Wilcoxon

p-Werte U-Test
Antikorper

Ch4 0,1974 0,2056
Ch8 0,0015 0,0018
CD 14 0,8114 0,5783
CD 20 0,0303 0,0529
CD 25 0,0007 0,0015
CD 95 0,0279 0,0115
CD 95-L 0,5180 0,2899
HLA-DR Il 0,3314 0,6565

Diese Ergebnisse sollen anhand der folgenden Boxplots graphisch verdeutlicht werden.
Zur besseren Ubersicht ist die Legende exemplarisch in Abbildung 16 aufgefiihrt und gilt
fiir alle folgenden Boxplots.

2 Max. -1 Max. ... Maximum
> 75% ... oberes Quartil
w20 50% ... Median
d 25% ... unteres Quartil
Z 15 — Min. ... Minimum
"2’ o ... AusreifSer
<|T-) 75% ¢ .. Mittelwert
o -
E', 10 o 104 0
E 50%
N 5 o113
25%
] w | ==
T T
LTS STS
PATIENTENKOLLEKTIV

Abbildung 16: Legende Boxplots
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4 Diskussion

4.1 Die etablierten Prognosemarker IDH1 R132H und
MGMT

4.1.1 IDH 1 R132H

Die Bestimmung des Mutationsstatus des IDH1 R132H-Gens diente in dieser Arbeit als
Beleg dafiir, dass es sich bei allen Gewebeproben um primdre Glioblastome handelt. Der
Nachweis des negativen IDH1 R132H-Mutationsstatus bei allen untersuchten Patienten

zeigte, dass zum Zeitpunkt der Diagnose alle Trager eines primdren Glioblastoms waren.

Die Untersuchung auf einen kombinierten Verlust der Allele 1p/19q, wie sie nach neuer
WHO-Klassifikation von 2016 zur histopathologischen Klassifizierung von Hirntumoren

verlangt wird, erfolgte nicht.

Die Mutation des IDH1-R132H-Gens wird in der Literatur mit einem lingeren Uberleben
assoziiert und ist daher bereits als sicherer Prognosemarker etabliert [2, 5, 12, 29, 37, 45,
88, 93]. Patienten mit negativem IDHI R132H-Mutationsstatus haben folglich eine
schlechte Prognose [12]. Trotz negativem IDH1 R132H-Mutationsstatus iiberlebten unsere
LTS {iber 30 Monate nach Diagnosestellung. Eine Mutation des IDH1 R132H-Gens kann
also kein Grund fiir ein Langzeitiiberleben der untersuchten Patienten mit primirem
Glioblastom sein. Das lidngste dokumentierte Uberleben unserer Studie betrug 107 Monate
(Daten nicht =zensiert) nach initialer Diagnosestellung. Dieser Patient war bei
Diagnosestellung 31 Jahre alt. Sicher ist in diesem Falle auch das junge Erkrankungsalter
als Grund fiir das lange Uberleben zu diskutieren. Barbus et al zufolge sind LTS bei
Diagnosestellung meist jlinger als 50 Jahre und weisen eine IDH1- oder IDH2-Mutation
auf [5]. Dies steht im Widerspruch zu unseren Ergebnissen. Alle untersuchten LTS trugen
den IDHI1-Wildtyp und hétten oben aufgefiihrten Arbeiten zufolge eine sehr geringe
Uberlebenszeit nach Diagnosestellung aufweisen miissen. Das mittlere Erkrankungsalter

unserer Erhebung lag bei 51,4 Jahren.

Der IDH-Mutationsstatus ist inzwischen festes Kriterium zur neuropathologischen
Klassifikation der diffusen astrozytiren und oligodendroglialen Tumoren, zu denen
entsprechend neuer WHO-Klassifikation von 2016 auch das Glioblastom gehdrt [55].

Trotz des unbestritten hohen diagnostischen und prognostischen Stellenwerts der Mutation
IDH 1 R132H fiir das Glioblastom konnte unsere Arbeit zeigen, dass deren Bestimmung

nicht als alleiniger Prognosemarker herangezogen werden sollte. Eher ist die Entwicklung
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eines ganzen Biomarkerpanels zwingend von Noten, um zuverldssige Aussagen zur

Prognose treffen und Therapiestrategien entwickeln zu konnen.

4.1.2 MGMT

In dieser Arbeit wurde auch die MGMT-Promotor-Methylierung untersucht, um deutlich
zu zeigen, dass sich die Gruppen der LTS und STS nicht in Bezug auf diesen wesentlichen,
bekannten prognostischen Faktor unterscheiden. Die vorliegende Arbeit zeigt damit
weitere Parameter in der fortwidhrenden Diskussion um die Etablierung valider Biomarker

fiir das Glioblastom auf.

54,5% der Langzeitiiberlebenden waren methyliert, 45,5% unmethyliert. Von den STS
waren 55,5% methyliert, 44,5% unmethyliert. Die Cox-Regressionsanalyse (Daten nicht
ausgewiesen) zeigte, im Gegensatz zum aktuellen wissenschaftlichen Konsens, keine
signifikante  Korrelation = zwischen methyliertem MGMT-Promotor und der
Uberlebensdauer. Einige Proben konnten leider nicht ausgewertet werden und wurden
somit zensiert, sodass diese Analyse nicht valide ist. DNA in ausreichender Menge und
Qualitdt zu finden wurde aufgrund des Alters mancher archivierter Paraffinschnitte
schwierig. Wir vermuten hierin die Ursache, dass 8 von insgesamt 28 Proben(28,6%) auch
nach Wiederholung der Versuchsreihe nicht ausgewertet werden konnten. Zu einer
Verfilschung der Ergebnisse kann es bei der Bisulfidbehandlung (Vgl. 2.8 MGMT-
Promotormethylierung) gekommen sein. Durch diese Behandlung erfolgte bei nicht-
methylierter DNA eine Konversion des unmethylierten Cytosins zu Uracil. Blieb diese
Konversion aus, so handelte es sich um methyliertes Cytosin und damit methylierte DNA.
Bei stattgehabten Fehlern im Ablauf konnte eine Konversion ebenfalls ausbleiben,

wodurch falsch positive Ergebnisse hitten entstehen konnen.

In der Fachliteratur gilt eine MGMT-Promotor-Methylierung mittlerweile als etablierter
Prognosemarker [1, 5, 45, 48, 58, 83, 84, 88]. Unser Ergebnis ist insofern interessant, als
dass wir keine Korrelation zwischen methyliertem MGMT-Promotor und

Langzeitiiberleben nachweisen konnten.

Auch in der bislang grofften bekannten Studie zu prognostischen Faktoren bei
Langzeitiiberlebenden mit Glioblastom von Krex et al konnte bei nur 74% eine MGMT-
Promotor-Methylierung nachgewiesen werden [48]. Alle untersuchten Patienten zeigten
eine Uberlebensdauer von iiber 36 Monaten nach Diagnosestellung. Folglich ist auch ohne
methylierten MGMT-Promotor Langzeitiiberleben moglich [48]. Mit unseren Ergebnissen
konform geht auch eine Studie von Sonoda et al [83]. Hier wurden Patienten beschrieben,
die trotz eines unmethylierten MGMT-Promotors deutlich ldnger iiberlebten als solche,

deren MGMT-Promotor methyliert war.
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Die Hypothese von Barbus et al, dass unter 50-jdhrige Patienten héufiger einen
methylierten MGMT-Promotor haben als iiber 50-jdhrige Patienten [5], kdnnen wir so
nicht bestdtigen. Entsprechend unserer Ergebnisse haben 50% der unter 50-jdhrigen
Patienten einen methylierten und 50% einen unmethylierten MGMT-Promotorstatus und
unterscheiden sich diesbeziiglich nicht. Von insgesamt 20 iiber 50-jéhrigen Patienten
konnten 40% nicht ausgewertet werden, 35% hatten einen methylierten MGMT-Promotor,
25% einen unmethylierten MGMT-Promotor.

Tuonen et al erkannten, dass eine Methylierung des MGMT-Promotors haufig mit einer
IDH1-Mutation assoziiert sei [88]. Diesen direkten Zusammenhang konnten wir in unseren
Untersuchungen ebenfalls nicht finden. Alle untersuchten Tumorproben waren IDHI
R132H negativ.

Eine Mutation der IDH1-Gens und die Methylierung des MGMT- Promotors sind also, wie
gezeigt werden konnte, nicht die entscheidenden Pridiktoren fiir das Langzeitiiberleben der
hier untersuchten Patienten. Die gefundenen Ergebnisse fiir die immunologischen

Parameter unterliegen somit in dieser Hinsicht keinem systematischen Fehler.

42 CD4undCDS8

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen eine hohere Zahl CD 4-positiver T-Lymphozyten im
Tumorgewebe der LTS als in dem der STS. Diese Beobachtung stellte sich allerdings nicht
als statistisch signifikant heraus. Bei Patient 4 und dessen Kontrolle 4 zeigte sich
interessanterweise ein deutlich umgekehrtes Verhiltnis. Das Ergebnis wurde insbesondere
auf mogliche Verwechselungen iiberpriift, welche ausgeschlossen werden konnten. In einer
Studie von Ali et al konnte CD 4 auch auf aktivierten Makrophagen und Mikroglia
nachgewiesen werden [3]. Es ist nicht ausgeschlossen, dass diese Zellen in unserer
Untersuchung als T-Lymphozyten verkannt wurden und somit als falsch-positive Zellen

Berticksichtigung fanden.

Bei an AIDS erkrankten Patienten werden durch die Anzahl der im peripheren Blut
vorhandenen CD 4-positiven T-Lymphozyten das AusmaBl der Immundefizienz und
zugleich auch der Erfolg der Pharmakotherapie gemessen. Eine solche Anwendung ist
auch fiir Glioblastompatienten denkbar. Weiterfiihrende Studien sollten neben der Zahl
CD 4-positiver T-Lymphozyten im vitalen Tumor auch die CD 4-T-Zellpopulation im
peripheren Blut bei LTS und STS untersuchen.

Fir die Zahl CD 8-positiver T-Lymphozyten lieB sich trotz des geringen
Stichprobenumfangs ein hoch signifikanter Unterschied zwischen LTS und STS zeigen.

Bei den LTS wurden fiinfmal mehr CD 8-positive Lymphozyten nachgewiesen als bei den
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STS. Dieses Ergebnis spiegelt den gegenwértigen Stand der Literatur wieder. Hier wurden
bereits Zusammenhiinge zwischen einer hohen CD 8-Expression und lingerem Uberleben
beschrieben. So konnten Yang et al zeigen, dass das Ausmal3 der CD 8-Expression direkt
mit dem Langzeitiiberleben der Glioblastompatienten korrelierte [95]. Da CD 8 ein
spezifischer Marker fiir zytotoxische T-Zellen ist [19, 94], liegt der Schluss nahe, dass eine
hohe Zahl zytotoxischer T-Zellen das Outcome der Glioblastompatienten verbessern
konnte. Wahrend bei unseren Untersuchungen ausschlielich CD 8-positive T-Zellen im
Tumorparenchym Beriicksichtigung fanden, wurden bei Yang et al zusétzlich CD 8-
positive T-Lymphozyten des perivaskuliren Raums beriicksichtigt [94]. Trotz geringem
Stichprobenumfang und Ausschluss CD 8-positiver T-Lymphozyten des perivaskuldren
Raumes konnten wir einen deutlichen Unterschied der Antigenexpression zwischen LTS

und STS nachweisen.

Walker et al konnten in einer Studie von 2006 zeigen, dass ein grofler Teil der CD 4- und
CD 8-positiven, tumorinfiltrierenden T-Lymphozyten in menschlichem Glioblastom-
gewebe der Apoptose zugefiihrt wird und somit nicht mehr zur Tumorbekdmpfung zur
Verfligung steht [90]. Unter diesen unterlagen insbesondere die FAS-L exprimierenden T-
Lymphozyten der Apoptose. Hierzu verweisen wir auf Punkt 4.8 CD 95 und CD 95-L.
Dennoch hatten Patienten mit vielen Lymphozyteninfiltraten ein deutlich léngeres
Uberleben als entsprechende Kontrollgruppen [90]. Zu diesem Ergebnis kamen auch
Dewey et al, die Zeichen einer chronischen Inflammation mit ausgeprigten T-Zell- und
Makrophagen-/Mikrogliainfiltrationen im Tumorgewebe von LTS beschrieben [23]. Der
Vergleich der Antigene untereinander zeigt, dass sich in beiden Patientengruppen (LTS
und STS) deutlich weniger CD 4- als CD 8-positive T-Lymphozyten nachweisen lieen. Es
stellt sich erstens die Frage, ob also CD 4-positive T-Lymphozyten vermehrt der Apoptose
zugefiihrt werden und wenn ja, warum. Da die Gesamtzahl der CD 4- und CD 8-positiven
T-Lymphozyten bei den LTS deutlich hoher ist als bei den STS, stellt sich zweitens die
Frage, ob aus einem bislang nicht bekannten Grund die Glioblastomzellen der LTS
insgesamt weniger T-Lymphozyten in die Apoptose iiberfiihren als die Glioblastomzellen
der STS. Ob ein suffizienteres Immunsystem oder aber eine insuffiziente Tumorzelle
hierfiir Verantwortung trégt, ist nicht hinreichend geklért. Das Gliompatienten generell ein
Defizit der T-Zell-Immunaktivitit haben miissen, konnte in Versuchen mit in-vitro-
Glioblastomkulturen gezeigt werden, die die T-Lymphozytenantwort hemmten [97]. Neben
der Moglichkeit, dass die zur Verfiigung stehenden CD 4- und CD 8-positiven T-
Lymphozyten durch Glioblastomzellen der Apoptose zugefiihrt wurden und daher nicht
mehr zur Immunabwehr und Tumorbekdmpfung zur Verfiigung standen, muss auch
erwogen werden, dass bei der Gruppe der STS von vorherein weniger CD 4- und CD 8-
positive T-Lymphozyten zur Verfiigung standen als bei den LTS. Ein weiterer, wichtiger
Aspekt, den es zu beriicksichtigen gilt ist, dass gliominfiltrierende Lymphozyten in der

Regel inaktiv sind [90]. Die Frage ist, wie dann diese gravierenden Unterschiede beider
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Gruppen zustande kommen. Sind die infiltrierenden Lymphozyten doch nicht inaktiv, oder
nur bei den STS inaktiv? Wenn dem so sei, wo liegt der Grund hierfiir? Diesen und
weiteren Fragen sollten weitere Studien und Experimente nachgehen. Ob es sich bei den
von uns untersuchten CD 4- und CD 8-positiven Lymphozyten um aktivierte oder inaktive
Zellen handelt und welche Funktion ihnen genau zukommt, entzieht sich den
Moglichkeiten unserer Methodik.

Aufgrund der Diskrepanzen betrachteten wir zusitzlich den CD 4/CD 8-Quotienten aller
untersuchten Patienten. Zou et al beschrieben 1999 bereits das Missverhidltnis zwischen
CD 8- und CD 4-positiven Zellen bei Gliompatienten und verglichen es mit den
immunologischen Abnormitdten von AIDS-Patienten, bei denen ebenfalls eine geringe
Zahl an CD 4-positiven Zellen vorliegt, die Zahl an CD 8-positiven Zellen dagegen nicht
reduziert ist [97]. Die Untersuchung des CD 4/CD 8-Quotienten im peripheren Blut oder
Material der bronchoalveoldren Lavage ist bereits fester Bestandteil der Diagnostik von
immunologisch bedingten Erkrankungen. So ist der CD 4/CD 8-Quotient bei Patienten mit
Sarkoidose, Kollagenosen und Morbus Crohn deutlich erhoht, wéhrend er bei Exogen
Allergischer Alveolitis und HIV-Infektion erniedrigt ist. Wie erwihnt wird dieser Wert fiir
oben genannte Erkrankungen bislang nur im Vollblut, nicht im erkrankten Gewebe
untersucht.

In der von uns untersuchten Gruppe der STS war der CD 4/CD 8-Quotient im Mittel (Vgl.
Tabelle 7: CD 4/CD 8-Quotient, S. 45) deutlich hoher als bei den LTS. Das scheint
widerspriichlich, da wir bei den LTS im Mittel mehr CD 4-positive Zellen nachweisen
konnten als bei den STS und somit fiir die LTS auch ein hoherer CD 4/CD 8-Quotient zu
erwarten gewesen wire. Dieses Ergebnis kommt durch vier zensierte Werte zustande,
welche durch Division mit Null entstanden. Aus diesem Grunde sind die Mittelwerte des
errechneten CD 4/CD 8-Quotienten nicht verwertbar. Wenn also bei den STS ein
niedrigerer CD 4/CD 8-Quotient zu erwarten gewesen wére als bei den LTS, miisste man
den STS eine Immundefizienz unterstellen und insbesondere eine relative Immundefizienz
als Mitursache fiir die schlechte Uberlebensprognose von Glioblastompatienten

diskutieren.

Kiinftige Studien sollten diese Fragestellung auch prospektiv eingehender untersuchen,
denn bislang ist die Studienlage zu Untersuchungen von CD 4- und CD 8-positiven T-

Zellen bei Glioblastomen gering.

43 CD14

Fiir die Expression von CD 14 lie} sich in der vorliegenden Analyse kein signifikanter

Unterschied zwischen LTS und STS nachweisen, auch wenn Mittelwert und die
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iiberwiegende Zahl der Einzelproben der LTS eine hohere Zahl CD 14-positiver Zellen als
bei den STS zeigten. Zwischen Zellen der Mikroglia und Lymphozyten konnte nicht sicher

unterschieden werden.

CD 14 ist in der Immunhistochemie als Marker fiir Monozyten, Makrophagen und
Langerhanszellen etabliert [51, 69], welche die Phagozytose von Pathogenen steuern [69]
und somit eine Rolle bei der Tumorbekdmpfung spielen sollen [71]. An Glioblastomen
wurden CD 14-positive Immunzellen und deren Bedeutung bislang nicht untersucht.
Alvarado et al untersuchten jedoch den Einfluss der TLR-4-Expression auf
Glioblastomstammzellen und konnten zeigen, dass sogenannte sich selbst regenerierende
Krebsstammzellen eine verminderte TLR-4- Expression aufweisen und so die feindliche
Immunantwort des Wirtes zu unterwandern vermogen [4]. CD 14 und TLR-4 induzieren
nach Bindung von LPS den TLR-4-Signalweg, der in der Folge zur Aktivierung und
Reifung von T-Zellen fiihrt [40].

Lacroix et al konnten CD 14 auch auf Mikrogliazellen nachweisen [50]. Mikrogliazellen
sind die Immuneffektorzellen des ZNS und haben sowohl antigenpridsentierende und
immunmodulierende als auch Phagozytosefunktion. Welche Rolle CD 14 bei der
Erkennung von Glioblastomzellen spielt und wie es zur Bekdmpfung dieser beitrigt, ist

unklar.

Zukiinftige Studien sollten erstens untersuchen, ob die Oberfliche von Glioblastomzellen
von CD 14-positiven, immunkompetenten Zellen erkannt wird und welche
nachgeschalteten Signalwege hierdurch ausgelost werden. Denkbar ist, dass diese
Signalwege durch die Glioblastomzellen wesentlich beeinflusst werden. Zweitens sollte die
TLR-4-Expression von Glioblastomzellen bei LTS und STS verglichen werden, um
hieraus weitere prognostische und bestenfalls auch therapeutische Konsequenzen ableiten

zu konnen.

44 CD20

Das Antigen CD 20 gilt als einer der besten B-Zell-Marker [52] und spielt eine grof3e Rolle
bei der Immunphénotypisierung maligner Lymphome und Leukdmien. Die prognostische
Relevanz der CD 20-Expression ist fiir B-Zell-Neoplasien jedoch gering [52]. In Bezug auf
die Prognose des Glioblastoms wurde CD 20 noch nicht betrachtet. Es gibt zwar eine
Studie, in der dieses Antigen bereits beim Glioblastom untersucht wurde, jedoch wurde in
dieser keine einzige CD 20-positive Zelle im Tumorgewebe gefunden [94]. Unsere
Ergebnisse zeigen jedoch, dass beim Glioblastom eine positive Korrelation zwischen

Langzeitiiberleben und Infiltraten CD 20-positiver B-Lymphozyten besteht, denn die
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Anzahl CD 20-positiver B-Zellen lag bei den LTS im Mittelwert bei 8 (bei einer
Spannweite von 0 bis 41 Zellen), bei den STS bei 0,71 Zellen. Mit einem p-Wert von
0,0303 ist dieser Unterschied statistisch signifikant. Es konnten nur bei 2 von 14 STS
iiberhaupt Anfarbungen nachgewiesen werden. Bei den LTS war dies bei der Hilfte der

Patienten der Fall.

Yang et al untersuchten eine Stichprobe von 91 Patienten, von denen 63 an einem
Glioblastom und 28 an einem pilozytischen Astrozytom litten, auf verschiedene Antigene
[94]. In Bezug auf die Expression CD 20-positiver Lymphozyteninfiltrate konnten sie in
beiden Gruppen keine CD 20-positiven Lymphozyten im Tumorgewebe finden. Lediglich
in 4 Fillen von pilozytischem Astrozytom fanden sich vereinzelt CD 20-positive
Lymphozyteninfiltrate im perivaskuliren Raum. Die Uberlebensdauer der Patienten nach
Diagnosestellung wurde in der Studie jedoch nicht beriicksichtigt. Wenn unsere Hypothese
stimmt und das AusmaB CD 20-positiver Lymphozyten positiv mit dem Uberleben
korreliert, so ist anzunechmen, dass sich unter den von Yang et al [94] untersuchten
Patienten kein einziger Langzeitiiberlebendender entsprechend unseren Kriterien befand.
Eine Uberlebensanalyse wire daher durchaus interessant gewesen, um unsere Ergebnisse
besser mit denen von Yang et al [94] vergleichen und damit in den wissenschaftlichen

Kontext einordnen zu konnen.

In CD 20-positiven B-Lymphozyten kann mit Hilfe eines entsprechenden Antikorpers die
Kernfragmentierung und damit die Apoptose induziert werden. Dieses Prinzip wird bereits
bei der Behandlung von malignen Lymphomen und auch bei Rheumatoider Arthritis und
Systemischem Lupus Erythematodes eingesetzt [69]. Hétte sich in dieser Arbeit bei STS
eine deutlich stirkere Expression von CD 20-positiven B-Lymphozyten als bei LTS
gezeigt, so hitte dies Rituximab auch als Therapieoption bei Glioblastom ins Gespriach
gebracht, da man den CD 20-positiven B-Lymphozyten-Infiltraten einen nachteiligen
Effekt auf das Uberleben der Patienten hiitte unterstellen miissen. Doch verhilt es sich
umgekehrt. CD 20-positive B-Lymphozyten wurden in unserer Studie im Verhéltnis mehr
bei LTS als bei STS nachgewiesen. Im Falle des Glioblastoms wire -eine
Rituximabtherapie unseren Ergebnissen zufolge nicht zielfilhrend, sondern sogar
kontraproduktiv, da die durch Rituximab in die Apoptose beforderten CD 20-positiven B-
Lymphozyten einen prognostisch giinstigen Effekt auf Patienten mit Glioblastom zu haben

scheinen.

AuBlerdem interessant ist, dass B-Lymphozyten vor allem durch CD 4-positive T-
Helferzellen aktiviert werden. Da wir, wenn auch nicht statistisch signifikant, bei den LTS
eine hohere Zahl CD 4-positiver T- Lymphozyten nachweisen konnten als bei den STS,
bestitigte sich unsere Erwartung, dass auch die CD 20-positiven Lymphozyten bei LTS im

Vergleich zu den STS erhoht sein kdnnten. Es entzieht sich unserer Methodik ob es sich
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bei den nachgewiesenen CD 20-positiven Lymphozyten um aktivierte B-Lymphozyten
handelt.

Auf dieser Arbeit autbauende Studien sollten die CD 20-Expression im Tumorgewebe an
einem grofleren Patientenkollektiv weiter untersuchen. Wir konnen nun nicht nur den T-
Lymphozyten, sondern auch den B-Lymphozyten einen prognostisch giinstigen Effekt bei
Patienten mit Glioblastom unterstellen. Dies deutet insgesamt darauf hin, dass LTS eine
stairkere Immunantwort gegen das Glioblastom generieren konnen oder sogar von
vornherein ein suffizienteres Immunmilieu besitzen als die STS. Umgekehrt 14sst sich aus
unseren Ergebnissen folgern, dass STS aus bislang nicht abschlieBend gekldrtem Grund an
einer relativen Immundefizienz leiden. Ob das Glioblastom allein diese Immundefizienz
induziert oder bereits eine Immundefizienz vorliegen muss, damit sich ein Glioblastom
entwickeln kann, ist weiterhin ungekldrt. Ein Argument mehr, den Ansatz der

Immuntherapie bei Glioblastom weiter zu verfolgen.

45 CD25

Fiir das Antigen CD 25 konnten wir ebenfalls eine positive Korrelation zwischen CD 25-
positiven Lymphozyten und Langzeitiiberleben nachweisen. Dieser Unterschied war bei
Mittelwerten von 6 positiven Zellen fiir LTS und 0,79 positiven Zellen fiir STS, bei einem
p-Wert von 0,0007 sogar hochsignifikant. Dazu ist anzumerken, dass nur 2 von 14
untersuchten STS-Schnitten im Gegensatz zu 11 von 14 LTS-Schnitten eine Anfarbung

aufwiesen. Der Testschnitt war positiv. Das Ergebnis wurde iiberpriift.

CD 25 wird von unreifen B-Zellen, Thymozyten, NK-Zellen und Makrophagen sowie von
regulatorischen T-Zellen, jedoch auch auf aktivierten T- und B-Zellen exprimiert [16, 53].
In unserer Untersuchung konnte leider nicht zwischen CD 25-positiven B-Lymphozyten
und CD 25-positiven T-Lymphozyten sowie zwischen aktivierten und inaktiven
Lymphozyten unterschieden und somit kein Verhéltnis der Zusammensetzung ermittelt
werden. Entsprechende Co-Anfarbungen zur weiteren Differenzierung wurden nicht
durchgefiihrt.

Interessanterweise fand sich in unseren Untersuchungen bei den LTS eine relativ héhere
Zahl CD 20-positiver B-Lymphozyten als bei den STS. CD 20 ist, wie bereits erwéhnt, ein
etablierter B-Zell-Marker [52]. Es existieren zwar auch CD 25-positive regulatorische T-
Zellen, die zumeist auch gleichzeitig CD 4 tragen [61]. Allerdings waren die absoluten
Zahlen CD 4-positiver Zellen in beiden Gruppen mehr als 10-fach hoher als die der CD 25-
positiven Zellen, sodass das Ergebnis keinen Schluss auf die vorliegende

Lymphozytenpopulation CD 25-positiver Zellen erlaubt. Das gleiche gilt fir CD 25
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exprimierende, CD 8-positive T-Zellen mit Gedéchtnisfunktion, um die es sich bei den
angefarbten Lymphozyten ebenfalls handeln konnte. Das wiirde unsere Hypothese, dass
das Vorhandensein vieler CD 8-positiver Lymphozyten mit lingerem Uberleben korreliert,
stiitzen. Auch hier konnten wir jedoch in absoluten Zahlen circa 15-mal mehr CD 8-

positive Zellen als CD 25-positive Zellen nachweisen.

Da die absoluten Zahlen CD 20-positiver Zellen und CD 25-positiver Zellen anndhrend
einander entsprechen, miissen die von uns nachgewiesenen CD 25-positiven Lymphozyten
in erster Linie B-Lymphozyten sein. Dieser Schluss ist insofern bedeutend, als dass B-
Lymphozyten eine groBere Bedeutung bei der Tumorbekdmpfung zugeschrieben werden
muss als bisher angenommen. Wenn man davon ausgeht, dass es sich bei den von uns
nachgewiesenen CD 25-positiven Zellen in erster Linie um B-Lymphozyten handelt, lasst
dies weiter den Schluss zu, dass regulatorische T-Zellen bei LTS mit Glioblastom nicht
gesteigert in den untersuchten Tumoren vorlagen. Die ausbleibende Hemmung der
autoreaktiven T-Zellen durch das Fehlen regulatorischer T-Zellen konnte den
Uberlebensvorteil der LTS miterkliren.

46 CD26

Fir den Antikérper gegen das Protein Dipeptidylpeptidase-IV konnten wir bei allen
untersuchten Proben eine starke Positivitit nachweisen. Wie bereits oben aufgefiihrt, wird
es auf aktivierten T- und B-Lymphozyten, NK-Zellen [10] und Makrophagen exprimiert
[69]. Sedo et al konnten CD 26 jedoch auch auf Astrozytomen, Gliomen und
Neuroblastomen nachweisen [79-81]. Eine Differenzierung zwischen Immunzellen und
Tumorzellen gelang uns aufgrund der starken immunhistochemischen Reaktion leider
nicht. Wir iiberpriiften unser Ergebnis, indem wir die Schnitte in jeweils zwei anderen
Konzentrationsverhéltnissen mit CD 26 erneut immunhistochemisch anfarbten. Auch hier
zeigte sich eine deutliche Positivitidt des gesamten Gewebes. Denkbar ist, dass aufgrund
der zahlreichen apoptotischen Vorgiange, sowohl durch Tumor, als auch durch gesundes
Gewebe induziert, so viele CD 26-positive Zellen nachweisbar waren. In Studien zur
Multiplen Sklerose und der Rheumatoidarthritis konnte gezeigt werden, dass eine hohe
Zahl CD 26-positiver, immunkompetenter Zellen in entziindetem Gewebe haufig mit
Autoimmunerkrankungen einher ging, wihrend wenige CD 26-positive, immunkompetente
Zellen fiir ein Defizit des Immunsystems sprachen [32, 63]. Schlussfolgernd l4ge bei allen
Patienten unserer Arbeit eine gesteigerte Immunabwehr, quasi eine Hyperimmunitit vor,
auch bei Patienten, die die Kriterien eines STS erfiillen. Das wiirde unsere Hauptthese,
dass das Immunsystem eine entscheidende Rolle bei der Tumorbekdmpfung und somit
beim Langzeitiiberleben spielt, entkrdften. Die Pathophysiologie des Glioblastoms ist

allerdings sehr komplex. Darum lésst sich aus unseren Ergebnissen vielmehr folgern, dass
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CD 26 als Biomarker zur Prognoseabschitzung des Glioblastoms ungeeignet zu sein
scheint. Die scheinbar geringe Spezifitit des Markers CD 26 mit Anfdarbung vieler
verschiedener Zellen ist abschlieBend am ehesten fiir die deutliche Positivitdt der

Tumorgewebeschnitte in dieser Arbeit verantwortlich.

Sedo et al beschrieben einen moglichen Zusammenhang zwischen der CD 26-Aktivitéit und
der Differenzierung von Gliomen, da in deren Arbeit hoch differenzierte Gliome eine
stairkere CD 26-Aktivitdt zeigten als proliferierende Gliomzellen [80]. Wir iiberpriiften das
Ausmal} der Differenzierung des Tumorgewebes in Relation zur CD 26-Aktivitit nicht, da
es nicht Gegenstand dieser Arbeit war. Jedoch erscheint es sinnvoll, an dieses Ergebnis in
einer weiteren Studie anzukniipfen, denn bezugnehmend auf Sedo et al [80] bedeutete
unser Ergebnis, vorausgesetzt eine gesteigerte CD 26-Expression ist mit einer gesteigerten
CD 26-Aktivitit gleichzusetzten, dass die LTS gleichermaB3en wie die STS an einem hoch
differenzierten Gliom litten. Gut differenzierte Tumore haben allerdings in der Regel eine
gute Prognose, sodass sich die Studie von Sedo et al [80] unseren Ergebnissen zufolge
schlecht auf das Glioblastom anwenden ldsst. Alle untersuchten Préparate waren IDHI-

Wildtyp-Glioblastome [55] und damit primire Glioblastome mit schlechter Prognose.

4.7 CD57

Auch fiir das Antigen CD 57 erbrachte unsere Auswertung eine so deutliche Anféarbung
aller Tumorschnitte, dass keine quantitative Bestimmung CD 57-positiver Lymphozyten
erfolgen konnte. Nach erneutem Titrieren des Antikorpers und Wiederholung der
immunhistochemischen Fiarbung erhielten wir zwei weitere Male das gleiche Ergebnis,
sodass CD 57 wie auch CD 26 als Biomarker fiir die Prognoseabschitzung des
Glioblastoms ungeeignet zu sein scheinen. Eine sichere Differenzierung zwischen
einzelnen Populationen wie T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, NK-Zellen und
Schwannzellen war nicht moglich. Es ist anzunehmen, dass wir all diese Zellen bei all
unseren Pridparaten immunhistochemisch erfasst haben. CD 57 wird von germinal-center
T-Helferzellen, einigen CD 8-positiven T- Zellen [52], B-Zellen und NK-Zellen exprimiert
[69]. Den CD 57-positiven T-Zellen wird eine regulatorische Funktion zugesprochen [52].
In diesem Zusammenhang und unter Beriicksichtigung unserer Ergebnisse zu CD 25, kann
nun angenommen werden, dass regulatorische T-Zellen doch eine entscheidende Rolle bei
der Pathophysiologie des Glioblastoms zu spielen scheinen. Eine Bedeutung CD 8/CD 57-
positiver T-Lymphozyten als regulatorische T-Zellen ist anzunehmen. Im Gegensatz zu
CD 8 und CD 25 fand sich jedoch fiir CD 57 keine positive Korrelation mit dem
Uberleben, da alle untersuchten Proben sowohl der LTS als auch der STS positiv waren.
Da auch B-Lymphozyten CD 57 auf der Oberfldche exprimieren, sei hier abermals auf die
potentielle Bedeutung der B-Lymphozyten hingewiesen. Weil die einzelnen
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Subpopulationen der CD 57-positiven Zellen nicht voneinander abgegrenzt werden
konnten, wissen wir abschlieend nicht, ob der GroBteil dieser Zellen aus B-Lymphozyten
oder regulatorischen T-Zellen bestand. Aufgrund der deutlichen Positivitidt aller
Tumorproben ist diese Fragestellung in Bezug auf die unterschiedlichen immunologischen
Merkmale von LTS und STS ohnehin nicht zielfithrend.

CD 57 wird auch zur Differenzierung von Oligodendrogliomen herangezogen [54]. Die
genaue Funktion von CD 57 und sein Vorkommen in Nervengewebe sind jedoch noch
unzureichend untersucht. CD 57-positive T-Zellen konnten auch bei Patienten mit HIV-
Infektion und anderen Erkrankungen mit einem CD 4/CD 8-Missverhéltnis vermehrt
nachgewiesen werden [52]. In unserer Arbeit zeigte sich ein solches Missverhéltnis fiir die
STS, nicht aber fiir die LTS, sodass keine Korrelation zwischen dem CD 4/CD 8-
Missverhiltnis und der CD 57-Expression der Lymphozyteninfiltrate nachgewiesen

werden konnte.

4.8 CD 95 und CD 95-L

Das Glioblastom weist viele immunsupprimierende Eigenschaften auf. So ist unter
anderem bekannt, dass das Glioblastom in tumorinfiltrierenden Lymphozyten Apoptose
induzieren kann [90]. Die Apoptoserate der Lymphozyten scheint mit der Prognose der
Patienten assoziiert zu sein, denn Patienten mit vielen Lymphozyteninfiltraten zeigten in
einer Studie von Walker et al ein deutlich lingeres Uberleben als entsprechende
Kontrollgruppen [90]. Bisher wurde jedoch angenommen, dass gliominfiltrierende
Lymphozyten in der Regel inaktiv seien [90]. Dass Gliompatienten ein Defizit der T-Zell-
Immunaktivitdt haben miissen, konnte auch in Versuchen mit in-vitro-Glioblastomkulturen
gezeigt werden, die die T-Lymphozytenantwort hemmten [97]. Auch konnte gezeigt
werden, dass Tumorgewebe von LTS Zeichen einer chronischen Inflammation zeigt.
Tumorprdparate von LTS wiesen eine ausgepriagte T-Zell-, Makrophagen- und
Mikrogliainfiltration auf [23]. Die Beobachtung, dass Patienten mit stirker ausgepragten
Lymphozyteninfiltraten ldnger als andere Patienten {iberleben, legt die Vermutung nahe,

dass die infiltrierenden Lymphozyten nicht, wie bislang vermutet, inaktiv sind.

Unsere Ergebnisse zeigen eine signifikant hohere Expression von FAS auf Lymphozyten
der LTS im Vergleich zu den STS. FEine gesteigerte FAS-Expression auf
tumorinfiltrierenden Lymphozyten scheint also einen prognostisch giinstigen Effekt bei
Glioblastompatienten zu haben. Die gesteigerte FAS-Expression auf Glioblastomzellen
jedoch fordert das Uberleben der Krebszellen [96] und hat damit einen negativen Einfluss

auf das Patienteniiberleben. Die Cox-Regressionsanalyse fiir FAS und die Uberlebensdauer
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(Daten nicht ausgewiesen) der Patienten zeigte zwar eine positive Korrelation, diese war

jedoch mit einem p-Wert von 0,3 ohne statistische Signifikanz.

FAS-L wurde entsprechend unserer Ergebnisse auf T-Lymphozyten im Tumorgewebe der
STS im Vergleich zu den LTS gesteigert exprimiert. Mit Verweis auf Abbildung 15:
Expression der Antigene im Vergleich, S.58, ist CD 95-L das einzige Antigen, das bei STS
im Vergleich zu den LTS gesteigert exprimiert wurde. Dieses Ergebnis war in der
statistischen Analyse zwar nicht signifikant, ist jedoch ein Indiz dafiir, dass eine gesteigerte
Expression von FAS-L auf tumorinfiltrierenden Lymphozyten ein Hinweis fiir eine
schlechtere Prognose beim Glioblastom sein konnte. FAS-L wird iiberwiegend auf
aktivierten T-Lymphozyten exprimiert [25], um feindliche Zellen erkennen und der
Apoptose zufithren zu kdnnen. Gliomzellen exprimieren sowohl FAS, als auch FAS-L und
sind somit in der Lage, als nicht-professionelle antigenprisentierende Zelle zu fungieren
und T-Lymphozyten anzulocken. Nach Bindung von FAS-L des T-Lymphozyten an FAS
der Gliomzellen fehlt allerdings das kostimulatorische Signal, welches die T-Zelle vor der
Apoptose schiitzen soll, sodass nicht die Gliomzelle, sondern der T-Lymphozyt der
Apoptose zugefiihrt wird [44, 90]. FAS exprimierende Gliomzellen konnen also zur T-
Zellapoptose fiihren [90]. T-Zellen, die FAS-L exprimieren, sind achtmal anfilliger fiir
Apoptose als jene, die keinen FAS-L exprimieren [90].

Die gesteigerte Expression von FAS auf der T-Zelloberfldche erfolgt erst nach Aktivierung
der T-Lymphozyten und induziert zugleich die Expression von FAS-L [90]. Nun haben wir
aber gezeigt, dass bei den LTS weniger FAS-L-positive T-Lymphozyten, also weniger
aktivierte T-Zellen nachweisbar waren, was in unserer Studie mit einem ldngeren
Uberleben einherging. Bisher nahm man an, dass aktivierte T-Lymphozyten fiir eine
suffiziente Immunabwehr unentbehrlich sind. Wie kénnen LTS mit verhéltnismaBig wenig
aktivierten T-Lymphozyten eine doch scheinbar suffiziente Immunantwort generieren?
Dass diese besteht, haben wir bereits mithilfe anderer Antigene belegt. Denkbar ist, dass
wir in unseren Préparaten nicht alle aktivierten T-Lymphozyten sahen, da die Expression
bereits induziert, aber noch nicht vollendet war. Zudem ist anzunehmen, dass auch inaktive
T-Lymphozyten eine Rolle bei der aktiven Immunabwehr spielen. SchlieBlich lassen
unsere Ergebnisse die Vermutung zu, dass die T-Lymphozyten der LTS der durch die
Glioblastomzelle induzierten Apoptose durch verminderte Expression von FAS-L

entkommen konnen.

Auch entsprechend der Ausfithrungen von Walker et al [90] ware bei den LTS auf
tumorinfiltrierenden T-Lymphozyten eine niedrigere FAS-L-Expression und eine hdhere
FAS-Expression als bei den STS zu erwarten gewesen. Damit gehen unsere Ergebnisse
konform. Somit zeichnet sich ab, dass die Expression von FAS-L auf tumorinfiltrierenden

T-Lymphozyten maBigeblich zur Immundefizienz bei Glioblastompatienten beitrigt [90].



4 Diskussion 74

Kleber et al konnten zeigen, dass Gliomzellen die Expression von FAS-L in das
umgebende Gewebe induzieren, sodass der Tumor Apoptose im gesunden Gewebe, auch
den Lymphozyten induziert [44]. Tuettenberg et al zufolge konnte eine effektive
Hemmung des CD 95/CD 95-L-Systems auch die Radio- und Chemosensitivitit der
Gliome steigern [87]. Es sind bereits Medikamente in der Entwicklung und klinischen
Testung, die eine solche Inhibition herbeifiihren sollen. Tuettenberg et al untersuchten in
ithrer Studie von 2012 die Wirkung eines glykosylierten Fusionsproteins, bestehend aus der
extrazelluldiren Doméne von CD 95 und der Fc-Doméne von IgG1 [87]. Die Applikation
dieses Medikaments fiihrte zur Hemmung der Interaktion zwischen CD 95 und CD 95-L
und somit zur Hemmung aller nachgeschalteten Signalwege, welche an der Proliferation,
Migration, Differenzierung und Apoptoseinduktion unter anderem in T-Lymphozyten
beteiligt sind. Das Medikament wurde gut toleriert und zeigte nur wenig Nebenwirkungen
[87], vor allem weil FAS in gesundem menschlichen Gewebe, abgesehen von Leber- und

Fettgewebe, kaum nachweisbar ist [96].

Zur Verdeutlichung unserer Ergebnisse wurde zusidtzlich der FAS/FAS-L-Quotient
ermittelt. Der errechnete FAS/FAS-L-Quotient war bei den LTS im Durchschnitt
geringfligig hoher als bei den STS. Da diese Berechnung jedoch durch Division mit null
einige nicht verwertbare, zensierte Informationen lieferte, ist die Priifung der statistischen

Signifikanz hier sicher nicht valide.

Bezugnehmend auf Abschnitt /.8.7 CD 95 und CD 95-L muss nochmal betont werden,
dass eine gesteigerte Expression von FAS auch auf Gliomzelllinien nachgewiesen wurde
[96]. So hitten FAS-positive Gliomzellen filschlicherweise als FAS-positive
Lymphozyten gewertet werden konnen. Dieser Fehler hétte dann allerdings in &hnlichem
Ausmal auch bei der Auswertung der STS unterlaufen miissen. FAS wird aulerdem auf
der Oberfliche von gesunden Astrozyten [96], T- und B-Lymphozyten, hormonsensitiven
Zellen und Zellen des Fettstoffwechsels exprimiert [96]. Auch wenn sorgfiltig auf die
Unterscheidung zwischen FAS-positiven Immunzellen und anderen FAS-positiven Zellen
geachtet wurde, sind falsch positiv beriicksichtigte Zellen nicht sicher ausgeschlossen.
Zwischen FAS-positiven T- und B-Lymphozyten konnte nicht eindeutig unterschieden

werden. Eine Co-Anfarbung erfolgte nicht.

Unsere Arbeit zeigt, dass eine hohe Expression von FAS auf tumorinfiltrierenden
Lymphozyten positiv und die hohe Expression von FAS-L auf tumorinfiltrierenden
Lymphozyten negativ mit dem Patienteniiberleben korreliert sind. Die genauen
pathophysiologischen Abldufe sind bislang nur in unbefriedigendem Ausmalf erforscht und
missen zwingend weiter verfolgt werden. Zukiinftige Studien sollten, unterstiitzt von den

vorliegenden  Ergebnissen, zwingend die Rolle des FAS/FAS-L-Komplexes
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tumorinfiltrierender Lymphozyten bei der korpereigenen Bekdmpfung des Glioblastoms

weiter untersuchen.

49 HLADRII

Der Nachweis dieses Parameters sollte zeigen, ob Langzeitiiberlebende mit Glioblastom
von einer gesteigerten Expression von HLA DR II auf tumorinfiltrierenden Lymphozyten
profitieren. Unsere Untersuchungen ergaben eine im Mittelwert gering hohere Expression
von HLA DR II bei LTS als bei STS. Dieses Ergebnis ist - moglicherweise dem geringen
Stichprobenumfang geschuldet - statistisch nicht signifikant. Allerdings konnten wir bei 4
der 14 untersuchten STS keine einzige positive Zelle finden, bei den LTS nur bei 1 von 14

Patienten.

Eine erh6hte HLA DR II Expression konnte von Poli et al auch in Mikroglia nachgewiesen
werden [71], was die immunkompetente Funktion der Mikroglia als potente
antigenpriasentierende Zellen unterstreicht. Poli et al induzierten durch eine
immunmodulatorische Therapie im Tiermodell eine erhohte HLA DR II Expression der
Mikroglia im Glioblastom, was zu einem lingeren Uberleben fiihrte [71]. HLA DR II wird,
wie bereits in Kapitel 1.9 HLA DR Class Il aufgefiihrt, von zahlreichen Zellen exprimiert.
Die Differenzierung zwischen Tumorzellen, Mikroglia und anderen Immuneffektorzellen

gestaltete sich schwierig. Eine Co-Anfarbung erfolgte nicht.

In einer eingangs kurz erwihnten Studie von Tran et al wurde die HLA DR II-Expression
der Mikroglia in Bezug auf den Tumorgrad untersucht [86]. Bei Glioblastomen war die
HLA DR II-Aktivitdit bis um die Hilfte reduziert [86], andere Studien fanden eine
Reduktion bis auf 30% [64]. Es geht hier jedoch nicht deutlich hervor, ob HLA DR II-
exprimierende Gliom- oder Mikrogliazellen untersucht wurden. Dennoch scheint ein
Zusammenhang zwischen der Expression von HLA DR II und der Malignitdt hirneigener
Tumore zu bestehen. Einen solchen Zusammenhang kann man aus unseren Ergebnissen
nicht ableiten, da wir die HLA DR II-Expression auf tumorinfiltrierenden Lymphozyten

untersuchten.

Im Vergleich mit der Expression CD 4-positiver Lymphozyten zeigte sich ein erkennbarer
Zusammenhang. Eingangs vermuteten wir, dass die Expression von HLA DRII in
dhnlichem Ausmalf} gesteigert sein wiirde wie die von CD 4, da HLA DR II von CD 4-
positiven T-Helfer-Zellen erkannt und aktiviert wird [52, 69]. Wir konnten eine gesteigerte
Expression von CD 4-positiven Lymphozyten in LTS in unserer Arbeit nachweisen. Diese
war jedoch - vermutlich auch dem geringen Stichprobenumfang geschuldet - ebenfalls

nicht statistisch signifikant.
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HLA DR II vermittelte Signalwege scheinen, wie oben aufgefiihrte Studien zeigen, eine
betrachtliche Rolle bei der kdrpereigenen Hirntumorbekdmpfung zu spielen. Dieser Ansatz
sollte, ankniipfend an unsere Arbeit und das Tiermodell von Poli et al, in weiteren

experimentellen Studien weiter verfolgt werden.

4.10 Limitationen und methodische Einschrankungen

Doch hat diese Studie auch ihre Grenzen in der Methodik. So lieferten beide Kohorten
sowohl viele kleine Gewebeschnitte mit wenig vitalem Tumor, als auch grofe Schnitte mit
wenig vitalem Tumor, viel Einblutung und Nekrose. Immunhistochemisch anzufarbenden,
vitalen Tumor zu finden gestaltete sich mitunter schwierig. Dass unsere Tumorproben zum
Zeitpunkt der Untersuchung in einzelnen Féllen bereits 13 Jahre in Paraffin eingebettet
lagerten, kam erschwerend hinzu. Patienten, bei deren Gewebeschnitt kein vitaler Tumor

mehr gefunden werden konnten, wurden von der Studie ausgeschlossen.

Wir versuchten die Patienten nach dem Jahr der Erstdiagnose zu matchen, jedoch wurden
hier Diskrepanzen bis zu 10 Jahren zugunsten eines hoheren Stichprobenumfangs billigend
in Kauf genommen. Auch wenn alle Kontrollpatienten nach dem Erkrankungsalter, mit
einer Spanne von plus/minus 2 Jahren Altersunterschied, gematcht wurden, musste
aufgrund des auBergewodhnlich langen Uberlebens eine einzige Ausnahme gemacht
werden, welche ein junges Maddchen mit einem Erkrankungsalter von 11 Jahren betraf. Thr
wurde als Kontrolle ein junger Mann, mit einem Erkrankungsalter von 17 Jahren

zugeordnet.

Sicher kann in dieser Arbeit bei einem maximalen Uberleben von 107 Monaten auch die
Tumorentitit angezweifelt werden. Ein Oligodendrogliom wire mit dieser Uberlebenszeit
deutlich besser vereinbar als ein priméres Glioblastom [21, 65]. Die Gewebeschnitte
wurden daher von zwei unabhidngigen Neuropathologen untersucht und sicher als priméres
Glioblastom befundet, was durch das Fehlen der IDH1 RI132H-Mutation bei allen

untersuchten Tumorproben untermauert wird.

Zu einem weiteren, prognostisch sehr wichtigen Faktor beim Glioblastom, dem
Resektionsausmal, konnte leider postoperativ anhand der vorliegenden Gewebeproben und
Patientenakten nicht zu allen Patienten eine sichere Aussage getroffen werden, sodass sich
abschlieBend nicht sagen lisst, ob nicht das Resektionsausmal das Uberleben maBgeblich

mit beeinflusst hat.

Der Umfang der Stichprobe ist im Vergleich zu anderen klinischen Studien sehr gering.
Dies begriindet sich darin, dass es bislang nur wenige LTS gibt [5, 33, 38, 70, 84]. Die

unseres Wissens derzeit groBite Studie mit LTS stammt von Krex et al [48] und umfasst 55
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Patienten mit primédrem Glioblastom. Aus diesen Griinden gestaltete sich auch die Auswahl
eines geeigneten statistischen Testverfahrens schwierig. Es handelt sich bei unseren
Erhebungen um eine univariate Analyse eines eigentlich multifaktoriellen Geschehens mit
einer asymmetrischen Verteilungsfunktion. Nichtsdestoweniger zeigte sich fiir CD 8 und
CD 25 auch unter Beriicksichtigung von Varianz und Standardabweichung (Daten nicht

ausgewiesen) eine hohe statistische Signifikanz.

Bei der Methode der ten high-power fields wurden diese willkiirlich vom Untersucher
festgelegt und ausgezihlt. Es gelang leider in der immunhistochemischen Féarbung nicht
immer eindeutig, zwischen den einzelnen Subpopulationen der Lymphozyten zu
unterscheiden, da einige Antikdrper fiir mehrere Subpopulationen, zum Beispiel B- und T-
Zellen, spezifisch sind. Auch lie3 sich die Aktivitdt der sich positiv farbenden Zellen mit
der angewandten Methode nicht bestimmen. Wir konnten mit unserer Studie nur belegen,
dass diese Zellen vorhanden sind. Inwiefern diese nachgewiesenen Lymphozyten aktiviert
oder inaktiviert waren, entzieht sich den Moglichkeiten unserer Methodik. Auch wenn dies
anfangs nicht Gegenstand der Studie war, so hdtten sich diese Ergebnisse sicher als

interessant herausstellen konnen.

Eine weitere Limitation der Arbeit besteht darin, dass vier Patienten beziiglich der
Uberlebensdauer zensiert werden mussten, da sie zum Zeitpunkt der Erhebung noch nicht
verstorben waren. Aufgrund vieler Hiirden wie Wohnort-, Hausarzt- oder Klinikwechsel
gestaltete es sich bereits zum Zeitpunkt der Erhebung schwierig, alle Lebensdaten zu
gewinnen. Die Cox-Regressionsanalyse, die fiir relevante Parameter zwar durchgefiihrt,
aber in den Ergebnissen nicht komplett ausgewiesen wurde, erbrachte daher leider nur

unbefriedigende Ergebnisse.

Nichtsdestotrotz bilden unsere Ergebnisse eine gute Grundlage, um das immunologische

Milieu bei Langzeitiiberlebenden mit Glioblastom tiefergehend zu untersuchen.

4.11 Ausblick

Welche Konsequenz erwéchst aus unseren Resultaten? Bestimmte immunologische Marker
scheinen tatsdchlich bei Langzeitiiberlebenden iiberhdufig in vitalem Tumorgewebe
vorzukommen. Hieraus konnten sich grundlegend neue Erkenntnisse {iber die
immunologischen Abldufe bei Glioblastomen ergeben und zum Begreifen der Pathogenese
entscheidend beitragen. Deshalb sollten diese immunologischen Parameter in einer
groBBeren prospektiven Studie an Glioblastompatienten untersucht werden, um die

Bedeutung der vorliegenden Ergebnisse zu verifizieren. Mdglicherweise kénnen
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immunologische Parameter wie CD 8 und CD 25 in Zukunft als Prognosemarker

vergleichbar IDH 1 und MGMT herangezogen werden.

Fast wichtiger ist, dass basierend auf unseren sowie anderweitig neu gewonnenen
Ergebnissen ein neuer Ansatz fiir eine Immuntherapie erwachsen konnte. Wahrend die
Immuntherapie beim Glioblastom noch weiterentwickelt und etabliert werden muss, findet
sie bei anderen Tumoren bereits breite Anwendung. Bei der adoptiven Immuntherapie
werden die Effektorzellen, zumeist Lymphozyten, vom Patienten isoliert, an
tumorspezifische Molekiile gekoppelt, ex-vivo vermehrt und anschlieend reinfundiert. So
kann beispielsweise eine Impfung mit autologen dendritischen Zellen erfolgen und eine
spezifische Immunantwort gegen die Tumorantigene ausgeldst werden, ein Verfahren, das
zur Zeit mit dem Vakzin DCVax®-L in einer Phase-III-Studie erprobt wird [1, 22, 67, 72,
73, 76, 77]. Auf diesem Ansatz basierend konnte kiinftig auch erneut versucht werden, CD
8- und CD 25-positive Lymphozyten, nachdem sie aus dem immunkompetenten Patienten
isoliert wurden, mit tumorspezifischen Antigenen zu konjugieren, ex-vivo zu vermehren
und anschlieBend zu reinfundieren, sodass eine spezifische Immunantwort gegen die
Tumorantigene ausgeldst wiirde [1, 72, 94]. Ein dhnlicher Ansatz wird auch bereits mit
antiviralen T-Zellen verfolgt, nachdem Virusantigene, wie etwa von CMV, auf

Glioblastomzellen nachgewiesen werden konnten [76, 77, 92].

Da wir eine gesteigerte Expression von CD 20 bei den LTS nachweisen konnten, scheint
im Falle des Glioblastoms eine Therapie mit dem bei B-Zell-Lymphomen etablierten
CD 20-Antikorper Rituximab kontraindiziert zu sein. Sinnvoll dagegen wire, CD 20-
positive B-Lymphozyten in das Tumorgewebe zu rekrutieren, etwa durch ein
kostimulatorisches Signal oder die oben aufgefilhrte Methode der adoptiven

Immuntherapie.

Auch im Zusammenhang mit CD 25-positiven B-Lymphozyten scheint es sinnvoll, nach
einem kostimulatorischen Protein zu suchen, welches vermehrt B-Lymphozyten aus der
Peripherie ins ZNS rekrutiert, um dieses Protein dann so aufzubereiten, dass es in-vivo die

Blut-Hirn-Schranke zu passieren vermag.

Den prognostisch giinstigen Effekt von CD 95 konnen wir mit unseren Ergebnissen
bestitigen [90]. Bislang herrscht kein wissenschaftlicher Konsens, wie sich das
Todessystem FAS/FAS-L auf Lymphozyten und Glioblastomzellen verhidlt. Eine
eindeutige Erkldrung findet sich auch in der vorliegenden Arbeit nicht. Sicher ist, beide
Zelllinien konnen in der jeweils anderen Apoptose induzieren [43, 44, 87, 90]. Es miissen
Mittel und Wege gefunden werden, diese Abldufe zum Beispiel medikamentds in eine

Richtung lenken und steuern zu kdnnen.



5 Zusammenfassung

Das Glioblastom ist der hdufigste und zugleich bosartigste primére, hirneigene Tumor. Mit
einem mittleren Uberleben von 12-14 Monaten [1, 5, 21, 41, 44, 65, 71, 84, 96] und einer
Langzeitiiberlebensrate von 3-5% [48, 65, 70, 83], ist die Prognose ausgesprochen
schlecht. Dennoch existieren einige wenige Félle, die bis zu 20 Jahre nach
Diagnosestellung iiberlebten [84]. Vergleichsweise wenige Studien sprechen dem
Immunsystem eine entscheidende Rolle beim Langzeitiiberleben bei Patienten mit
Glioblastom zu [48]. Wir untersuchten den Zusammenhang zwischen der Expression
ausgewdhlter immunologischer Marker und dem Langzeitiiberleben bei primérem
Glioblastom.

Hierzu untersuchten wir 14 Patienten mit primidrem Glioblastom, die zwischen 1997 und
2008 in Behandlung der Universititsklinik fiir Neurochirurgie in Magdeburg waren und
die ldnger als 30 Monate nach Erstdiagnose iiberlebten. Sie bildeten die Gruppe der
Langzeitiiberlebenden (LTS). Das lidngste Uberleben dieser Gruppe betrug 107 Monate.
Die Kontrolle bildeten 14 Kurzzeitiiberlebende (STS) mit einer maximalen Uberlebenszeit
von 16 Monaten. Alle 28 Patienten wurden nach Alter, Geschlecht, Jahr der
Diagnosestellung und Karnofsky-Index gematcht. Das in Paraffin eingebettete
Tumorgewebe dieser Patienten wurde immunhistochemisch auf 9 Antigene, namentlich
CD 4, CD 8, CD 14, CD 20, CD 25, CD 26, CD 57, CD 95, CD 95-L und HLA DR II
untersucht. Alle Schnitte wurden unter dem Mikroskop in 40-facher Vergroferung auf
Antigen-positive Zellen ausgewertet. Zur quantitativen Bestimmung verwandten wir die
Methode der ten high-power fields. Als bisher bestens etablierte Prognose-Parameter
wurden bei allen Patienten die IDH1 R132H-Mutation sowie die Methylierung des
MGMT-Promotors mit untersucht.

Die Gruppe der LTS zeigte ein mittleres Uberleben von 44 Monaten. Die Kontrollgruppe
tiberlebte im Mittel weniger als 6 Monate. Im Tumorgewebe der LTS konnten wir im
Vergleich zu den STS eine deutlich erhdhte Expression von CD 8- und CD 25-positiven
Lymphozyten nachweisen. Diese Differenz war in der statistischen Analyse von hoher
Signifikanz. Auch zeigte sich eine gesteigerte Expression CD 20- und CD 95-positiver
Zellen bei den LTS mit einer statistischen Signifikanz. Der B-Zell-Marker CD 20 wurde
unseren Recherchen zufolge bislang nicht als prognostisch giinstiger Faktor betrachtet. Die
vorliegende Arbeit zeigt jedoch, dass B-Zellen bei Langzeitiiberlebenden mit Glioblastom
eine wichtige Rolle zu spielen scheinen. Die Antigene CD 26 und CD 57 waren in allen
Proben und beiden Gruppen stark positiv. Wir konnten zeigen, dass alle 28 Patienten IDH1
R132H negativ und damit alle untersuchten Tumoren primire Glioblastome waren. Bei
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54,5% der LTS und 55,5% der STS lie sich ein methylierter MGMT-Promotor
nachweisen. Beide Gruppen unterschieden sich damit nicht hinsichtlich dieses bedeutenden

prognostischen Markers.

Fiir CD 8, CD 25, CD 20 und CD 95 zeigte sich eine so deutliche Korrelation zwischen der
Expression dieser immunologischen Parameter und dem Langzeitiiberleben, dass diese
Parameter zukiinftig neben IDH1 und MGMT als Prognosemarker etabliert werden

konnten.

Die vorliegenden Ergebnisse bestdtigen die Bedeutung immunologischer Vorgiange bei der
Tumorbiologie des Glioblastoms. Dies unterstreicht die Forderung zur Entwicklung von

neuen immuntherapeutischen Ansétzen fiir diese Tumorentitit.
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A.1

Tabelle 16: Gerdte

Gerate, Reagenzien, Antikorper

Detektionssystem
Elektrophoresekammer
Klingen

Mikroskop

Objekttrager Immunfixation
Photometer
Schlittenmikrotom
Thermomixer
Thermocycler
Vakuumtrockner
Vortexer

Warmeschrank
Zentrifuge

Zymo-SpinTM IC Column

Collection Tubes

Dako
Pharmacia
Feather
Olympus

Dako
Eppendorf
Leica
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

B. Braun Biotech International
Memmert
Eppendorf
Zymo Research

Zymo Research

Dako Autostainer Plus

Mikrotomklinge A35
Olympus BX 40

IHC Microscope Slides, Flex
Bio Photometer 8,5 mm
SM 2000 R

Comfort

Master Cycler
Concentrator 5301

Certomat MV

5417
Methlierungskit

Methlierungskit
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Tabelle 17: Reagenzien

Acrylamid
Ameisensaure
APS

BDA-Puffer

Cp- Genome
Universal Methylated
DNA

Citratpuffer
CT Conversion Reagenz

Corbit-Balsam

Dako REAL ™ Antibody
Diluent

Dako REAL ™
Peroxidase-Blocking
Solution

Dako REALTM
EnVision™™ Detection
System,
Peroxidase/DAB+,
Rabbit/Mouse

Dako Wash Buffer 10x
DMSO
Eosin

Essigsaure

EZ DNA Methylation™
Kit

Genomic DNA from
tissue

Glycerol
Harris-Hamatoxilin

HCl Grundlage

Serva
Roth
Merck

BD Biosciences

Millipore

nach eigener Rezeptur
Zymo Research
I. Hecht

Dako

Dako

Dako

Dako

Qiagen
Zentralapotheke
Roth

Zymo Research
Machery Nagel
Roth

Dako

Roth

Methlierungskit

HRP

Detektionssystem

Spllpuffer

PCR-Kit

1%ig wassrig,
gelblich

Methlierungskit

DNA-
Praparationskit

Dako Real
Haematoxylin

1%ig

S2022

S2023

K5007

S3006

D5001 &
D5002
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HCI-Alkohol

HotStarTaq® Plus
Master Mix Kit
®X- 174- REDNA,
Hae Il Digest

Lysepuffer Bs
Lysepuffer T,
M-Dilution-Puffer
M-Binding-Puffer

M-Wash Puffer

M-Desulphonation
Puffer

M-Elution Puffer

Natriumcitrat

Natriumcarbonat-
formalinlosung

Natronlauge
Nucleotide
PCR-Puffer
PDA

Proteinase K

Primer UF2, UR2, MF2,
MR2

Retrievagen A (pH 6.0)
Roticlear
Salpetersaure
Silbernitratlésung

Tag- Polymerase

Target Retrieval
Solution, pH 9 (10x)

nach eigener Rezeptur

Qiagen

Amershan Pharmacia Biotech

Machery Nagel
Machery Nagel
Zymo Research
Zymo Research
Zymo Research
Zymo Research
Zymo Research
Merck

Merck
Apotheke
Qiagen

Qiagen

Bio RAD
Machery Nagel
Biomers.net
BD Pharmigen ™
Roth

Roth

Roth

Qiagen

Dako

PCR-Kit

Marker

Kits Genomic DNA
from tissue
Kits Genomic DNA
from tissue

Methlierungskit
Methlierungskit
Methlierungskit
Methlierungskit

Methlierungskit

PCR-Kit

PCR-Kit

Kits Genomic DNA
from tissue

BDA-Puffer

PCR-Kit

Targetpuffer
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TEMED
Tris-Base

Xylol
Waschpuffer Bs
Waschpuffer BW

Zitronensaure

Serva

Serva

Zentrale Auffillstelle
Machery Nagel
Machery Nagel

Merck

Kits Genomic DNA
from tissue
Kits Genomic DNA
from tissue
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Tabelle 18: Antikorper

Monoclonal Mouse Anti-
Human CD 4, Clone 4B12 Dako M7310

Monoclonal Mouse Anti-
o8 Human CD 8, Clone C8/1448  D2K° M7103

Novocastra Liquid Mouse Leica Microsystems NCL-L-CD 14-223

Ch14 Monoclonal Antibody CD 14
Monoclonal Mouse Anti-
CD 20 Human B Cell, CD 20cy, Clone Dako MO0755
L26
Novocastra "™ Lyophilized
CD 25 Mouse Monoclonal Antibody  Leica Microsystems NCL-CD 25-305

Interleukin-2 Receptor

Rabbit anti- Human CD 26 (N-

CD 26 Zytomed Systems  603-2270

Terminal)
Monoclonal Mouse Anti-
b 57 Human CD 57, Clone TBO1 Dako M7271
CD 95 Rabbit anti-CD 95/FAS Zytomed Systems  503-2504; 503-2501

CD 95-L ?Ffstf':i;:;;;'“ma” DL vtomed Systems  506-2714; 506-2711
Novocastra "™ Lyophilized
HLA DR Class Il Mouse Monoclonal Antibody  Leica Microsystems NCL-LN3
HLA Class Il (DR) Antigen
Anti-Human IDH 1 R132H,
Astrozytoma,
IDH1 R132H Oligodendroglioma Tumor Cell Dianova DIA-HO9
Marker, Mouse Monoclonal

Antibody Clone HO9
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