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1. Einleitung

1.1. Glioblastoma multiforme

1.1.1. Grundlagen

Das Glioblastoma multiforme (syn.: Glioblastom) gehort unter den Tumoren des
zentralen Nervensystems zur Gruppe mit dem schlechtesten Outcome. Als
neuroepithelialer Tumor zahlt es zu den hirneigenen Tumoren, es geht von den
Astrozyten aus '. Die Inzidenz liegt bei 3,2 Neuerkrankungen pro 100.000
Einwohner und Jahr 2.

Die Klassifikation der hirneigenen Tumore erfolgt primar unabhangig von der
ausgehenden Zellreihe entsprechend der Aggressivitat und Invasivitat des
Tumors in vier aufsteigenden Graden gemall der Definition der
Weltgesundheitsorganisation (WHO). Glioblastome werden in der WHO-
Klassifikation dem °IV und damit dem hochsten Grad zugeordnet 3. Gemeinsam
ist ihnen mit dem WHO °lll eine - deutlicher ausgepragte - Verkurzung der
Uberlebenszeit.

Aktuell prasentieren sich circa 90 % der Patienten mit primaren Tumoren, 10 %
entwickeln sich im Verlauf aus astrozytaren Tumoren niedrigeren WHO-Grades,
z.B. aus anaplastischen Astrozytomen oder anaplastischen Oligodendrogliomen
4. Die Inzidenz dieser beiden WHO °lll-Neoplasien liegt mit 0,38 bzw. 0,1
Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner und Jahr 2 deutlich unter der des
Glioblastoms.

Der hohe Anteil an Glioblastomen bezogen auf alle primaren, malignen Hirn- und
ZNS-Tumoren von 46 % unterstreicht die Relevanz des Glioblastoms im
klinischen Alltag 2.

1.1.2. Prognose

Das Uberleben nach Diagnosestellung, bezogen auf Patienten die mit der
Standardtherapie bestehend aus operativer Tumorentfernung bzw. Tumor-



Debulking, systemischer Chemotherapie und Radiotherapie behandelt wurden,
ist mit einer 2-Jahres-Uberlebensrate von 26,5 % sowie einem medianen
Uberleben nach Diagnosestellung von 14,6 Monaten weiterhin nicht
zufriedenstellend °. Dies erklart sich insbesondere durch die zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung bereits regional gestreuten Tumorzellen, die eine chirurgische
Tumorentfernung in toto im Sinne einer RO-Resektion nicht ohne signifikanten

Schaden im gesunden Hirnparenchym zulassen.

Ging man lange davon aus, dass Glioblastome trotz ihres invasiven Wachstums
nicht systemisch metastasieren, so gibt es zwischenzeitlich Fallberichte, die dies
widerlegen und neben regionalen Lymphknoten-Metastasen auch von einer
hamatogenen Streuung im Sinne hepatischer, ossarer und pulmonaler
Metastasen berichten . Bei 20,6 % der Glioblastom-Patienten wurden GFAP-
positive Zellen im peripheren Blut als Indikator einer hdmatogenen Streuung von

Tumorzellen beschrieben 7.

1.1.3. Standardtherapie

Die Standardtherapie des Glioblastoms besteht aktuell aus einer Kombination
von chirurgischer Tumorresektion, Radiotherapie (RTx) sowie systemischer
Chemotherapie (CTx).

Die chirurgische Resektion hat das Ziel, die Tumormasse so radikal wie moglich
zu entfernen. Unterschieden wird eine makroskopisch totale Resektion von einer
makroskopisch subtotalen Resektion 4. Die mikrochirurgische Tumorentfernung
erfolgt in der Regel unter Zuhilfenahme von 5-Aminolavulinsaure (5-ALA),
wodurch eine bessere Abgrenzung maligne entarteter Zellen vom gesunden
Hirnparenchym ermdglich wird 8.

Fur unsere Studie haben wir aulerdem eine Gruppe der inoperablen Patienten
definiert, bei denen lediglich eine offene oder stereotaktische Biopsie zur

neuropathologischen Diagnosesicherung entnommen wurde.



Die zweite Saule der Standard-Therapie stellt die RTx dar #. In der Regel besteht
die Therapie aus einer fraktionierten Ganzhirnbestrahlung in sechs Zyklen, in
denen an finf Tagen pro Woche mit 2 Gy bestrahlt wird &°.

Die dritte Saule stellt die CTx mit Temozolomid, einem alkylierenden
Zytostatikum, dar. Therapiestandard ist die orale Therapie mit 75 mg/m? KOF/d
wahrend der RTx, gefolgt von fiinftagigen Zyklen mit 150-200 mg/m? KOF/d alle
28 Tage.

Die CTx verbessert im Vergleich zur alleinigen operativen Tumorentfernung plus
RTx das mediane Uberleben von 12,1 Monaten auf 14,6 Monate; das 2-Jahres-
Uberleben verbessert sich entsprechend von 10,4 % auf 26,5 % 5'°. Eine
Dosiserhéhung erbringt keinen weiteren Uberlebensvorteil .

Zwischenzeitlich konnte gezeigt werden, dass insbesondere Patienten mit
methyliertem O-6-Methylguanin-DNS-Methyltransferase-Gen (MGMT) von der
CTx mit Temozolomid profitieren. Bei 45 % der Patienten ist das MGMT-Gen
methyliert, fiir sie konnte ein medianes Uberleben im Vergleich zur alleinigen RTx
von 21,7 Monaten anstatt 15,3 Monaten gezeigt werden. Fur Patienten ohne
methyliertes MGMT-Gen zeigte die Temozolomid-Therapie keinen statistisch
signifikanten Vorteil beziiglich des Uberlebens 2.

Monoklonale Antikorper gegen VEGF (Bevacizumab) verlangern zwar das
progressionsfreie Uberleben, zeigen aber keinen relevanten Einfluss auf das

Gesamtlberleben 1314,

1.2. Tumor-Escape-Mechanismen

Fur hochgradige Gliome - insbesondere fur das Glioblastom - wurden
verschiedene Tumor-Escape-Mechanismen beschrieben, Uber die der Tumor
sich der Detektion und Zerstérung durch das Immunsystem entzieht 516,

1.2.1. Blut-Hirn-Schranke

Die fruhere Vorstellung, dass sich das zentrale Nervensystem mit dem
Hirnparenchym, den Ventrikeln und den Meningen der systemischen

Immunuberwachung entzieht, wurde zwischenzeitlich durch neue Erkenntnisse



abgelost, die eine in den Hirnhauten lokalisierte Immunuberwachung und
lymphatische GefaRe entlang der Sinus zeigen 7.

Antigene werden in zervikale Lymphknoten drainiert, zusatzlich erfolgt eine
Aktivierung uUber antigenprasentierende Zellen aus dem ZNS, welche sich
ebenfalls im Lymphknoten sammeln und damit die Blut-Hirn-Schranke passieren
konnen. Aktivierte T-Zellen wiederum konnen in entzundlich verandertes
Gewebe im zentralen Nervensystem penetrieren. Der Tumor an sich wird mit

Einbruch in die Blut-Hirn-Schranke fiir das Immunsystem detektierbar 8.

1.2.2. Zelluldare Mechanismen

In der monozytaren Zellreihe wurde eine verminderte Expression der
kostimulatorischen Molekule CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2) sowie des antigen-
prasentierenden Oberflachenmolekils HLA-DR beschrieben 51922 Ursachlich
hierfir sind unter anderem verschiedene im Tumor-Mikromilieu vorhandene
Transmitter wie IL-10, PGE2 und TGF-B 23. Dies hat zur Folge, dass Tumor-
Antigene schlechter prasentiert werden und konsekutiv die Bildung spezifischer
T-Zellen negativ beeintrachtigt ist.

Weiterhin wurde eine veranderte Zytokin-Sekretion der Monozyten von einem
immunaktivierenden Th1-Profil hin zu einem eher immunsuppressiven Th2-Profil
mit vermehrter IL-10-Sekretion beschrieben 2°. Diese Veranderungen auf

monozytarer Ebene affektieren direkt die zellulare Immunantwort.

Eng verflochten mit den Monozyten sind die dendritischen Zellen. Allgemein
bekannt sind sie als professionelle antigen-prasentierende Zellen mit
Schllsselposition der Regulation des Immunsystems 2425,

Im Kontext der vorliegenden Arbeit ist hier zum einen ihre Verwendung als
Tumorlysat-gepulste, autologe Vakzine zu erwahnen. Verschiedene Arbeiten
konnten bereits vielversprechende Ergebnisse im Sinne eines partial response
bei sehr guter klinischer Vertraglichkeit der Vakzine demonstrieren 2627,

Zum anderen spielen DZ aber auch im Kontext von Tumor-Escape-Mechanismus
eine Rolle. Im Tumor wird in Gegenwart von IL-10 die Ausreifung von DZ inhibiert,

was zu einer reduzierten Antigen-Prasentation fiihrt 2°. Die Prasentation von



Antigenen in Gegenwart von IL-10 fuhrt bei naiven DZ zur Induktion von

regulatorischen T-Zellen 2829,

Verschiedene Mechanismen, die die qualitative Kompromittierung der T-Zellen
erklaren, wurden in der Vergangenheit beschrieben.

Hierzu zahlen neben veranderten Phosphorylierungsprozessen insbesondere
auch eine verminderte Sekretion von IL-2 sowie eine verminderte Expression von
IL-2-Rezeptoren, auch die Reaktion auf IL-2 ist herabgesetzt '°.

Quantitativ wurden reduzierte Frequenzen sowohl von T-Helfer- 2 als auch von
T-Effektor-Zellen ' detektiert. Diese T-Lymphopenie kann zum einen durch den
Zytokin-Shift in Richtung eines Th2-Profils mit vermehrter Sekretion von IL-4 und
IL-10 erklart werden. Zum anderen exprimieren Gliome vermehrt FAS, FAS-
Ligand und APO, was die Apoptose von T-Lymphozyten induzieren kann 5.

Im Zusammenhang mit der T-Zell-Reihe miussen auch die regulatorischen T-
Zellen als Tumor-Escape-Mechanismus erwahnt werden.

Regulatorische T-Zellen treten im gesunden Hirnparenchym nicht auf, bei
Patienten mit hochgradigen Gliomen treten sie mit schlechterem Tumor-Grading
proportional haufiger im Tumorgewebe auf 3'. Sie haben, beeinflusst von MCP-
1, eine erhohte Migrationskapagzitat in Richtung des Tumors *2. Im Mausmodell
konnte gezeigt werden, dass eine Blockade der regulatorischen T-Zellen zu einer
Zerstorung von Tumorzellen durch CD4- und CD8-positive T-Zellen fiihrt 23; in
einem weiteren Versuch zeigte sich ein signifikantes Ansprechen auf Tumorlysat-
gepulste DZ nach regulatorischer T-Zell-Depletion 34.

Zuletzt sind bezuglich der zellularen Mechanismen myeloide Suppressorzellen
(myeloid-derived suppressor cells; MDSC) zu erwahnen.

Diese heterogene Population hat als funktionelle Gemeinsamkeit eine zellulare
Immunsuppression 5. Im Mikromilieu von Glioblastomen konnten HLA-DR™-
Monozyten nachgewiesen werden, welche die T-Zell-Proliferation inhibieren 26,
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass monozytare Zellen im GBM vermehrt

IL-10 sowie als Hauptproduzent TGF-B sezernieren 3" und hierdurch die



Apoptose von aktivierten Lymphozyten induzieren 38 bzw. die zytotoxische T-Zell-
Proliferation supprimieren.

Die Antikorper-vermittelte Reduktion der MDSC-Frequenz im murinen Gliom-
Modell fuhrte zu einer erhohten Frequenz von zytotoxischen T-Zellen im
Mikromilieu des Tumors sowie zu einem verzégerten Tumorwachstum 3, was die

Relevanz dieser Zellgruppe als Tumor-Escape-Mechanismus verdeutlicht.

1.2.3. Humorale Mechanismen

Im Bereich der humoralen Immunantwort sind sowohl lokal als auch systemisch

veranderte Zytokinspiegel beim Gliom-Patienten bekannt.

Grauer et al. beschreiben unter anderem zahlreiche immunsuppressive
Faktoren, die vom Tumor sezerniert werden, unter anderem IL-10, TGF-$ und
VEGF sowie einen Mangel an immunstimulierenden Faktoren wie IL-12, IL-18
und IFN-y 8. Dieses veranderte Mikromilieu bewirkt kumulativ eine lokale
Immunsuppression.

Ein weiterer Mechanismus, Uber den sich hochgradige Gliome der Detektion und
Zerstorung durch das Immunsystem entziehen, ist die veranderte Expression von
MHC-I-Molekiilen auf der Oberflache von Tumorzellen 6.

HLA-G kann mit Oberflachenmolekulen auf naturlichen Killer-Zellen interferieren
und diese modulieren, so dass die Zytolyse der Zielzelle — in diesem Fall der
Tumorzelle — verhindert wird. Weiterhin agiert HLA-G sowohl mit T-Helfer- als
auch mit zytotoxischen T-Zellen. Uber diese Interaktion wird die T-Zell-Reaktion
dahingehend moduliert, dass zum einen die Tumor-Antigen-spezifische
Proliferation der T-Zellen, zum anderen konsekutiv die T-Zell-abhangige Zytolyse
inhibiert wird 4041,

Auch eine vermehrte HLA-E-Expression konnte sowohl auf mRNA- als auch auf
Protein-Ebene in Gliomen nachgewiesen werden. Durch entsprechende
Blockade von HLA-E kann die Naturliche-Killer-Zell-vermittelte Zytolyse von

Tumorzellen wiederhergestellt werden #2.



Wie bereits erwahnt sind im Sinne eines Tha-Zytokin-Profils auf systemischer
Ebene unter anderem erhohte IL-10- und TGF-Konzentrationen beschrieben.
TGF vermindert die Reaktivitat von T-Zellen und reduziert sowohl die Expression
von Oberflachenmolekilen als auch die Sekretion von Zytokinen in
Monozyten 5. Weiterhin beeinflusst TGF die Ausschiittung von IL-2 und IFN-y
und hemmt das Wachstum von B-Lymphozyten 43.

TGF-B1 und TGF-B2 wurden in praoperativ erhOhten Serumspiegeln detektiert,
ein postoperativer Abfall des TGF-f2 um > 6 ng/ml war signifikant mit einem

Uberlebensvorteil korreliert 44.

IL-10 inhibiert die Sekretion verschiedener Zytokine, unter anderem von IL-1q,
IL-1B, IL-6, IL-8, IFN-y und GM-CSF, aus Lymphozyten und Monozyten und hat
damit ebenfalls einen immunsuppressiven Effekt '°.

Die vielfaltigen Einflisse des IL-10 wurden im vorigen Kapitel eingehend erortert.

Im Kontext mit MDSC wurden in Patienten mit Gliom erhohte Konzentrationen an
Arginase und G-CSF beobachtet 4°.

Verschiedene Zytokine wurden ferner mit der Prognose in Korrelation gebracht,
so stellen IL-1R, IL-7, MCP-1 und sgp130 als gemeinsames Pattern einen

unabhéngigen Pradiktor fiir das Uberleben dar 46,

1.3. Zielsetzung der Studie

Immunologische Tumor-Escape-Mechanismen konnen ein wichtiges Hindernis in
der Therapie hochgradiger Gliome darstellen, besonders im Hinblick auf die
zunehmende Anwendung von Immuntherapien. Etliche dieser Mechanismen
sind in Zellkulturversuchen, Tierexperimenten oder auch kleineren Studien an
Patienten bereits beschrieben worden.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die umfassende Charakterisierung des
systemischen Immunstatus anhand eines breiten Portfolios von zellularen und
plasmatischen Biomarkern bei Patienten mit hochgradigem Gliom (WHO °Ill und
°lV) sowohl als status quo Erhebung als auch zur Detektion von Unterschieden



pra- und postoperativ, jeweils im Vergleich mit einer gesunden Kontrollgruppe.
Weiterhin sollen die erhobenen Parameter mit dem progressionsfreien sowie

dem Gesamtuberleben der Patienten in Korrelation gebracht werden.

2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv und biologisches Material

Fir die Studie wurden Patientinnen und Patienten der Neurochirurgischen Klinik
und Poliklinik der Universitat Wirzburg ausgewahlt, die sich im Zeitraum von
April 2012 bis April 2014 mit Verdacht auf ein hochgradiges Gliom (HGG)

vorstellten.

Die Patienten wurden ausfuhrlich Uber Inhalt und Zielsetzung der Studie
aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einverstandnis. Unter anderem wurden sie
uber die Notwendigkeit peripher-vendser Blutentnahmen und die Maoglichkeit,
ohne Angaben von Grunden ihr Einverstandnis widerrufen zu konnen, aufgeklart.
Ein positives Votum der Ethik-Kommission bei der Medizinischen Fakultat der
Universitat Wurzburg (Antrag-Nr. 135/09) liegt vor.

Bei 61 Patienten wurde im Verlauf nach stereotaktischer oder offen-chirurgischer
Probenexzision ein hochgradiges Gliom (WHO °llI: 8 Patienten, WHO °IV: 53
Patienten) durch die Abteilung fur Neuropathologie des Instituts fur Pathologie
der Universitat Wurzburg (Privatdozentin Dr. Camelia Monoranu) diagnostiziert.
Bei 36 Patienten konnte zwischen dem funften und siebten postoperativen Tag
eine weitere Blutentnahme durchgefuhrt werden (WHO °lll: 3 Patienten, WHO
°IV: 33 Patienten).

Folgende patientenbezogene Daten wurden erfasst: Alter, Geschlecht, primares
oder sekundares Gliom, ggf. Vortherapien (z.B. chirurgische Tumorentfernung,
CTx mit Temozolomid und ggf. Bevacizumab, RTx), Datum der aktuellen OP,
Resektionsgrad, Histologie und WHO-Grad, Karnofsky-Index, Dauer der



perioperativen Dexamethasonbehandlung, Dauer des progressionsfreien sowie
des Gesamtuberlebens.

Als gesunde Referenzgruppe stellten sich neun klinisch gesunde Personen
freiwillig zur Verfugung. 16 weitere Patienten wurden aufgrund anderer
Diagnosen  (entzundlicher  Prozess, hamato-onkologische  Neoplasie,
niedriggradiges Gliom) nicht in die Studie eingeschlossen.

2.2. Hamatologie und Durchflusszytometrische Untersuchungen

Alle durchflusszytometrischen Untersuchungen wurden aus EDTA-Blut an einem
FACSCanto Il (BD, Heidelberg) durchgefuhrt. Kalibrierung und Kompensation
des Gerats erfolgten nach den Anweisungen des Herstellers.

Zur Berechnung der absoluten Zellzahlen wurde unmittelbar vor der Farbung ein
Blutbild mit folgenden Parametern angefertigt (Advia 2120i, Siemens, Erlangen,
D): Leukozyten [n/pl], Neutrophile [%], Lymphozyten [%], Monozyten [%],
Eosinophile [%], Basophile [%], Hamoglobin [g/dl] und Thrombozyten [n*10”3/ul].
Die Auswertung der durchflusszytometrisch erhobenen Daten erfolgte mittels
FlowJo (FlowdJo version 9.6, Treestar, Ashland, OR, USA).

Tabelle 1: Im Blutzellanalysator erhobene Parameter

Population Subpopulation
Hamoglobin [g/dl]

Thrombozyten [n*1073/uL]

Leukozyten [n/uL]
Lymphozyten [%]
Lymphozyten [n/pL]
Monozyten [%]
Monozyten [n/ulL]
Neutrophile [%]
Neutrophile [n/uL]
Eosinophile [%]
Eosinophile [n/uL]

Neutrophilen-Lymphozyten-Ratio (berechnet)



2.2.1. Farbung von Oberflachenmolekiilen

Zunachst wurden 100 pyL EDTA-Blut in ein Messrohrchen gegeben, in dem die
entsprechenden Fluorochrom-gekoppelten Antikorper vorgelegt waren. Nach
Vortex-Durchmischung wurden die Proben fur 10 min im Dunklen bei 4 °C
inkubiert.

Im Anschluss wurden die Erythrozyten durch Zugabe von 1 ml FACS Lysing
Solution (BD, Heidelberg, D) fir 10 min im Dunklen bei RT lysiert. Es folgten
insgesamt drei Waschschritte zur Entfernung der FACS Lysing Solution, der
lysierten Erythrozyten sowie der uUberschussigen Antikorper mit PBS-Puffer
(Zentrifuge 300 g, 20 °C, 5 min, Beschleunigung 9, Bremse 9).

Danach wurden die Zellen nach Zugabe von 100 yL PBS-Puffer und erneuter
Durchmischung am Durchflusszytometer gemessen und 10.000 Events

gespeichert.

2.2.2. Farbung von intrazelluldrem FoxP3

Fur diese Farbung wurde primar eine Farbung der Oberflachenmolekile wie
oben beschrieben durchgefluhrt.

AnschlieRend wurden die Zellen entsprechend der Anweisungen des Herstellers
in einer Konzentration von 10% Zellen/ml in Fixierungs-/Permeabilisierungs-
Losung gegeben und fur 30 min im Dunklen bei 4 °C inkubiert. Es folgte ein
Waschschritt (Zentrifuge 300 g, 4 °C, 5 min, Beschleunigung 9, Bremse 9) mit 1
ml PBS-Puffer und ein weiterer Waschschritt mit 1 ml Fixierungs-
/Permeabilisierungs-Puffer. Anschlieend wurden die Zellen in 80 pL Fixierungs-
/Permeabilisierungs-Puffer resuspendiert und mit 20 uyL FcR-Block fur 5 min bei
4 °C inkubiert. Nun wurden 10 pL des Anti-FoxP3-Antikorpers hinzugegeben und
abermals fir 30 min im Dunklen bei 4 °C inkubiert. Nach einem letzten
Waschschritt mit 1 ml Fixierungs-/Permeabilisierungs-Puffer wurden die Zellen in
100 pL Puffer resuspendiert und am Durchflusszytometer gemessen und 10.000

Events gespeichert.
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2.2.3. Durchflusszytometrische Immunphénotypisierung

Zunachst wurde die Gesamtpopulation CD45 gegen SSC aufgetragen. Mithilfe
der Positivitat auf CD45 und dem SSC wurden nachfolgend die drei Leukozyten-
Subpopulationen Lymphozyten (SSC'CD45%), Monozyten (SSCCD45") und
Granulozyten (SSC*CD45") gegated.

Die Lymphozyten-Subpopulation wurde weiter differenziert: Zunachst
bestimmten wir den Anteil der T-Zellen (CD3*). Diese Population wurde
hinsichtlich der Expression der T-Zell-Rezeptoren TZRoap bzw. TZRyd
untersucht.

Die T-Zell-Population wurde weiter in T-Helfer-Zellen (CD3*CD4%) und T-
zytotoxische-Zellen (CD3*CD8*) unterteilt, woraus wir die CD4/CD8-Ratio
berechneten.

Die Population der T-Helfer-Zellen (CD3*CD4") unterteilten wir in naive T-Helfer-
Zellen (CD45RA") und Memory-T-Zellen (CD45R0O").

Die Population der zytotoxischen T-Zellen (CD3*CD8") differenzierten wir in
naive Zellen (CD27*CD45RA"), antigenerfahrene Zellen (CD27*CD45RA") und
terminal differenzierte Zellen (CD27-CD45RA").

Die B-Zell-Population wurde aus der Lymphozyten-Population anhand der CD19-

Positivitat quantifiziert.
In der Population der Naturlichen Killer-Zellen differenzierten wir zum einen die

einfach-positiven CD16°CD56*-Zellen, zum anderen die doppelt positiven Zellen
(CD16*CD56").
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Tabelle 2: Im Rahmen der Immunphanotypisierung erhobene Parameter

Population Subpopulation Gating

Granulozyten CD45"SSC*

Monozyten CD45*SSC

Lymphozyten CD45'SSC
T-Zellen CD3"
T-Zellen mit T-Zell-Rezeptor o CD3"TZRaop"
T-Zellen mit T-Zell-Rezeptor y5 CD3'TZRyd"
T-Helfer-Zellen CD3"CD4*
T-zytotoxische Zellen CD3*CD8"

CD4/CD8-Ratio

T-Helfer-Zellen, naiv CD3"CD4*CD45Ra"
T-Helfer-Zellen, memory CD3"CD4*CD45Ro"
T-zytotoxische-Zellen, naiv CD3"CD8"CD27"CD45Ra"
T-zytotoxische -Zellen, central memory CD3*CD8'CD27*CD45Ra
T-zytotoxische -Zellen, effector CD3"CD8*CD27-CD45Ra*
B-Zellen CD19*
Nattrliche Killer-Zellen CD16°CD56*
Nattrliche Killer-Zellen CD16*CD56"

2.2.4. Durchflusszytometrische Quantifizierung von regulatorischen T-Zellen

Ausgehend von der oben beschriebenen Definition der Lymphozyten-Population
quantifizierten wir im nachsten Schritt die Anzahl der zirkulierenden
regulatorischen T-Zellen im peripheren Blut.

In der Lymphozyten-Population wurden zuerst die T-Helfer-Zellen (CD3*CD4")
gegated. Danach trugen wir CD127 gegen CD25 auf. Als regulatorische T-Zellen
in dieser Subpopulation wurden die Zellen definiert, die CD25 hoch exprimierten
und gleichzeitig CD127-negativ waren (CD3*CD4*CD25*CD45*CD127").

Zur Verifizierung dieser Gating-Strategie mittels Oberflachenmolekilen wurde
initial parallel eine intrazellulare Farbung auf FoxP3 (Treg Detection Kit, Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, D) entsprechend der Instruktionen des Herstellers
durchgefuhrt.
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Nach Gating der T-Helfer-Zellen (CD3*CD4") stellten wir CD25 gegen FoxP3 dar.
Als regulatorische T-Zellen wurden die doppelt-positiven Zellen auf CD25 und
FoxP3 definiert und bezlglich der Negativitat auf CD127 abgeglichen
(CD3*CD4*CD25*CD45*CD127-FoxP3™).

2.2.5. Durchflusszytometrische Quantifizierung und Phé&notypisierung von

peripheren dendritischen Zellen

Die dendritischen Zellen definierten wir in der durchflusszytometrischen Messung
des peripheren Blutes nach Gating auf CD45"-Zellen als positive Population in
der Region SSC- und CD1c* (myeloide DZ) bzw. CD303" (plasmazytoide DZ).

Die sich im Gating SSC gegen CD1c bzw. CD303 nun abgrenzende Population
CD45*SSCCD1c* (myeloide DZ) bzw. CD45*SSC-CD303* (plasmazytoide DZ)
wurde nach Bestimmung der absoluten und relativen Zellzahl weiter untersucht.
Die  Phanotypisierung erfolgte im  Histogramm-Plot anhand der
Oberflachenmolekile CCR7, CD80, CD83, CD86, CD274, HLA-DR und IP10.

FuUr die Analyse der DZ wurden jeweils 100.000 Events am Durchflusszytometer

registriert.

2.3. Magnetische Separation, Reifung und Phanotypisierung von
plasmazytoiden dendritischen Zellen

2.3.1. Magnetische Separation der plasmazytoiden DZ

18 ml EDTA-Blut der Patienten wurden mit 18 ml PBS-Puffer verdinnt und zur
Dichtegradientenzentrifugation auf 10 ml Ficoll aufgetragen. Pro Patient wurden
zwei unabhangige Ansatze erstellt. Die Zentrifugation erfolgte Uber 20 min bei
300 g und 4 °C (Beschleunigung 3, keine Bremse). Die sich abgrenzende Schicht
der PBMC wurde vorsichtig abgetragen und zweimal mit PBS-Puffer gewaschen
(200 g, 10 min, 4 °C).

Die Isolation der plasmazytoiden DZ aus den gewonnen PBMC erfolgte mittels
magnetischer Zellseparation (CD303 (BDCA-2) MicroBead Kit human, Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, D) entsprechend der Angaben des Herstellers. Bei
diesem Verfahren werden zunachst die CD303*-DZ mit einem Biotin-gekoppelten
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Antikorper markiert und mit magnetischen Anti-Biotin MicroBeads konjugiert.
Diese Suspension mit den jetzt magnetisch markierten plasmazytoiden DZ wird
auf eine magnetisch geladene Saule (LS Columns, Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, D) aufgetragen, in der nur die gelabelten Zellen haften bleiben. Die
restlichen, unmarkierten Zellen passieren die Saule ohne Bindung an den
Magneten. Nach Entfernung der Saule aus dem magnetischen Feld
(QuadroMACS Separator, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D) werden die
gelabelten Zellen aus der Saule gewaschen und weiterverarbeitet.

2.3.2. Reifung der isolierten plasmazytoiden DZ

Die mittels magnetischer Zellseparation gewonnenen, CD303" plasmazytoiden
DZ wurden im nachsten Schritt in einer Konzentration von 1x108 Zellen/ml in DZ-
Medium (CellGro, CellGenix, Freiburg) gegeben. Zur Ausreifung Uber 48 h im
Inkubator (Temperatur 37 °C, CO2 5 %) verwendeten wir IL-3 (Endkonzentration:

10 ng/ml) und Imiquimod (Endkonzentration: 5 ug/ml).

2.3.3. Phénotypisierung der ausgereiften plasmazytoiden DZ

Nach der Ausreifung uber 48 h wurden die DZ zunachst fur 10 min auf Eis gestellt
und anschliel3end vorsichtig mit der Pipette resuspendiert. Im Anschluss erfolgte
die Oberflachenfarbung fur die durchflusszytometrische Phanotypisierung.
Folgende Gating-Strategie wurde angewandt: Nach Ausschluss der nicht-vitalen
Zellen mittels 7-AAD wurde die Population im SSC gegen CD303 aufgetragen.
Die sich hier abgrenzende Population 7-AAD"SSC-CD45*CD303" definierten wir
als plasmazytoide DZ.

Die weitere Phanotypisierung erfolgte im Histogramm-Plot anhand der
Expression der Oberflachenmolekile CCR7, CD11c¢c, CD80, CD83, CD86,
CD274, HLA-DR und IP10.

2.4. Durchflusszytometrische Quantifizierung und Phanotypisierung von

peripheren myeloiden Suppressorzellen

In der durchflusszytometrischen Messung des peripheren Blutes untersuchten

wir vier in der Literatur beschriebene MDSC-Populationen 3647-50, Das priméare
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Gating wurde zur besseren Abgrenzung der PBMC im FSC (linear) gegen SSC
(logarithmisch) gewahlt 4°. Die vier nachfolgend beschriebenen MDSC-
Populationen wurden ausschlieBlich im PBMC-Gate gesucht und als
prozentualer Anteil dieser Fraktion quantifiziert.

Am Durchflusszytometer wurden jeweils 100.000 Events registriert.

Die erste Population wurde nach Gating auf die CD14*-Monozyten als deren
Anteil der HLA-DR™-Zellen definiert (CD14"HLA-DR"). Erfasst wurde sowohl der
prozentuale Anteil der HLA-DR-Zellen als auch die HLA-DR-MF| 3647,

Weiterhin wurde die Frequenz von CD14'CD33" Zellen inklusive deren
Expression von HLA-DR quantifiziert; als MDSC wurden auch hier die Zellen
ohne HLA-DR-Expression abgegrenzt (CD14-CD33*HLA-DR") 48

Die dritte und vierte Population definierten wir als SSC*CD66b*CD125 4° bzw.
CD14-CD16*CD66b* Zellen * innerhalb der PBMC.

2.5. Biomarker

2.5.1. Bestimmung von Serumproteinen mittels Luminex-Technologie

Von allen Patienten wurde unmittelbar nach Blutentnahme eine Plasmaprobe
aliquotiert und bei -80 °C eingefroren. Aus diesen Plasmaproben bestimmten wir
mittels Luminex xMAP auf der MagPix- bzw. Luminex 200-Plattform (Luminex,
Austin, USA) insgesamt 35 Serumproteine (vgl. Tabelle 3).

Luminex xMAP basiert auf der Detektion und Isolation der Analyte mittels
spezifischen, magnetgekoppelten Antikdrpern sowie in einem zweiten Schritt der
Quantifizierung anhand Fluorochrom-gekoppelter Antikorper.

Kalibrierung und Farbe-Prozedere erfolgten individuell fur jedes der vier
verwendeten Kits (Invitrogen Human Cytokine Magnetic 30-Plex Panel, Milliplex
MAP Human Apolipoprotein Magnetic Bead Panel, Milliplex MAP Human
Circulating Cancer Biomarker Magnetic Bead Panel 1, Milliplex MAP TGFj1
Single Plex Magnetic Bead Kit; vgl. Tabelle 4) nach den Anweisungen der
Hersteller.

15



Die Messung erfolgte anhand einer fur jeden Assay individuell verdiunnten
Standard-Reihe, bestehend aus sechs Verdunnungsschritten im Verhaltnis 1:3
sowie einer Messung des Hintergrunds, hier ungefarbtes Plasma.

Ferner wurden fur jeden Assay zwei vom Hersteller zur Verfigung gestellte
Qualitatskontrollen analysiert, die die Validitat der gemessenen Analyte
bestatigten. Aufgrund dieser Qualitatskontrollen wurden im Nachhinein IL-17 und
RANTES aus der Auswertung entfernt (IL-17 alle Messwerte unterhalb des
Standards, RANTES alle Messwerte oberhalb des Standards).

Prinzipiell wurden zunachst die 96-Well-Platten mit Waschpuffer befeuchtet.
Nach Entfernung des selbigen pipettierten wir erneut Waschpuffer fur den
Hintergrund, Kontroll-Losungen, die Standard-Reihe sowie die - gegebenenfalls
verdunnten - Patientenproben in die entsprechenden Wells. Nach Zugabe von
Waschpuffer und der magnetischen Beads zu allen Wells wurden die Platten
entsprechend der Anweisungen fur die verschiedenen Kits bei 4 °C auf einem
Plattformschuttler inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Platten insgesamt dreimal mit Waschpuffer
gewaschen. Alle Waschschritte erfolgten unter Verwendung einer magnetischen
Platte, um die Analyte in der 96-Well-Platte zu fixieren.

Nun gaben wir die Detektions-Antikorper in jedes Well und inkubierten die Platten
bei Raumtemperatur entsprechend der Hersteller-Anweisungen auf dem
Plattformschuttler.

Unmittelbar im Anschluss wurde zu allen Wells Streptavidin-Phycoerythrin
hinzugegeben und abermals bei Raumtemperatur auf dem Plattformschattler
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer wurden die Beads mit
Drive Fluid fur 5 min auf dem Plattformschuttler resuspendiert und anschliel3end
auf der MagPix- bzw. Luminex 200-Plattform gemessen.

Die Plasmaspiegel von MACC1 wurden in einem zuvor beschriebenen und

validierten exosomalen PCR-Assay im Labor von Professor Dr. Ulrike Stein am
Max-Delbriick Center, Berlin, Deutschland, analysiert .
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Tabelle 3: Untersuchte Biomarker (* exkludiert)

Apolipoprotein Magnetic Bead

Panel

17

ApoA1 IL-1RA IL-17*
EGF IL-2 IP-10
Eotaxin IL-2R MCP-1
FAS IL-4 MIG
FAS-L IL-5 MIP-1a
FGF-basic IL-6 MIP-1p
G-CSF IL-7 Osteopontin
GM-CSF IL-8 RANTES*
HGF IL-10 TGF-p1
IFN-o IL-12 TNF-a
IFN-y IL-13 VEGF
IL-1B IL-15

2.6. Reagenzien

Tabelle 4: Verwendete Reagenzien
Bezeichnung Hersteller Artikelnr.
CD303 (BDCA-2) MicroBead Miltenyi Biotec, Bergisch 130-090-509
Kit human Gladbach, D
Cell Viability Solution (7-AAD)  BD, Heidelberg, D 555815
CellGro GMP Serum-free CellGenix, Freiburg, D 20801-0500
Dendritic Cell Medium
FACS Lysing Solution 10X BD, Heidelberg, D 349202
Concentrate
Ficoll-Paque Plus GE Healthcare, D 17-1440-03
Invitrogen Human Cytokine Thermo Fisher Scientific Inc., LHC6003M
Magnetic 30-Plex Panel Waltham, USA
LS Columns Miltenyi Biotec, Bergisch 130-042-401

Gladbach, D

Milliplex MAP Human Merck KGaA, Darmstadt, D APOMAG-62K



Milliplex MAP Human Merck KGaA, Darmstadt, D HCCBP1MAG-

Circulating Cancer Biomarker

Magnetic Bead Panel 1

58K

Milliplex MAP TGF-B1 Single Merck KGaA, Darmstadt, D TGFBMAG-64K-

Plex Magnetic Bead Kit 01
QuadroMACS Separator Miltenyi Biotec, Bergisch 130-090-976
Gladbach, D
Treg Detection Kit Miltenyi Biotec, Bergisch 130-094-163

(CD4/CD25/FoxP3) Gladbach, D

2.7. Geratschaften

Tabelle 5: Verwendete Geratschaften

Bezeichnung
Advia 2120i Hematology System

Durchflusszytometer FACSCanto Il
Inkubator Heracell 150

Luminex 200
Magpix

Plattformschuttler Titramax 100

Zentrifuge 5415R
Zentrifuge Rotixa 50 RS

2.8. Antikorper

Tabelle 6: Verwendete Antikorper

Antigen Hersteller
CCRY7 R&D Systems,

Minneapolis, USA
CD11c BD, Heidelberg, D

Hersteller
Siemens, Erlangen, D

BD, Heidelberg, D

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Luminex, Austin, USA

Luminex, Austin, USA

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, D

Eppendorf AG, Hamburg, D

Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, D

Fluorochrom Klon Artikelnr.

PE

V450

Mouse IgG2a, FAB197P
150503
Mouse IgG1, 560369
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CD125

CD127

CD13

CD14

CD16

CD19

CD1c

CD25

CD27

CD274

CD3

CD3

CD303

CD33

CD4

CD4

CD45

R&D Systems,

Minneapolis, USA

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

Miltenyi Biotec,

Bergisch Gladbach, D

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

Miltenyi Biotec,

Bergisch Gladbach, D

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

APC

PE-Cy7

PE

V500

PE-Cy7

PerCP

APC

FITC

PE-Cy7

FITC

APC

V450

APC

V450

PE

PerCP

V500

19

B-ly6

Mouse IgG1,
26815
Mouse IgG1,
HIL-7R-M21
Mouse IgG1,
L138

Mouse IgG2a,
M5E2
Mouse IgG1,
3G8

Mouse IgG1,
4G7

Mouse IgG2a,
AD5-8E7
Mouse IgG1,
M-A251
Mouse IgG1,
M-T271
Mouse IgG1,
MIH1

Mouse IgG1,
SK7

Mouse IgG1
UCHT1
Mouse IgG1,
AC144
Mouse IgG1,
WM53
Mouse IgG1,
RPA-T4
Mouse IgG1,
SK3

Mouse IgG1,
HI30

FAB253A

560822

347406

561391

557744

345778

130-090-903

555431

560609

558065

345767

560365

130-090-905

561157

555347

345770

560777



CD45RA

CD45R0O

CD56

CD66b

CD8

CD80

CD83

CD86

FoxP3

HLA-DR

HLA-DR

HLA-DR

IP-10

TZRap

TZRys

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

BD, Heidelberg, D

APC

FITC

APC

FITC

APC-H7

APC-H7

PE-Cy7

V450

PE

APC-H7

FITC

PerCP

PE

PE

FITC
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Mouse IgG2b,
HI100

Mouse IgG2a,
UCHL1
Mouse IgG1,
B159

Mouse IgM,
G10F5
Mouse IgG1,
SK1

Mouse IgG1,
L307.4
Mouse IgG1,
HB15e
Mouse IgG1,
2331

Mouse IgG1,
259D/C7
Mouse IgG2a,
G46-6

Mouse IgG2,
L243

Mouse IgG2,
L243

Mouse IgG2a,
6D4/D6/G2
Mouse IgM,
T10B9.1A-31
Mouse IgG1,
B1

550855

555492

555518

555724

560179

561134

561132

560357

560046

561358

347400

347402

555049

555548

559878



2.9. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte durch Herrn Professor Dr. Dr. G6tz Gelbrich
sowie Frau Sabrina Engelhardt (Lehrstuhl flr Klinische Epidemiologie und
Biometrie, Universitat Warzburg).

Die statistische Signifikanz wird in der vorliegenden Arbeit bei einem p-Wert <
0,05 angenommen. Alle Berechnungen wurden mit SPSS Version 23 (IBM,
Deutschland) durchgefuhrt.

Bei funf Parametern, bei denen das Logarithmieren nicht moglich war, wurde eine
vorkommende ,0“ durch ,0,01“ ersetzt (Eosinophile [%], Eosinophile [/pl],
CD3*"TZRgd* [%], SSC*CD66b*CD125 [%], CD66b"CD16"CD14" [%)]).

2.9.1. Normalverteilung der Stichprobe

Mittels des Shapiro-Wilk-Tests wurden die Daten zunachst auf Normalverteilung
gepruft. Wenn die Daten nicht normalverteilt waren, erfolgte die Logarithmierung,

um einer Normalverteilung naher zu kommen.

2.9.2. Vergleich der pré- und postoperativ erhobenen Parameter

Um die erhobenen Parameter pra- und postoperativ zu vergleichen, wurden die
Parameter mit signifikantem Unterschied mittels T-Test identifiziert.

2.9.3. Vergleich zwischen WHO °lll, WHO °IV und Kontrollgruppe

Zunachst wurde die Homogenitat der Varianzen mittels Levene-Test berechnet.
Bei nicht-signifikantem Levene-Test wurde anschlieRend mittels einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA) berechnet, ob zwischen den Gruppen signifikante
Unterschiede bestehen. Bei positivem Ergebnis wurde anschliefend im Least
significant difference-Test dargestellt, zwischen welchen Gruppen ein
signifikanter Unterschied besteht.

Im Falle eines signifikanten Levene-Tests wurde anstelle der einfaktoriellen

Varianzanalyse (ANOVA) mittels Welch-Test ausgewertet, ob zwischen den
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Gruppen ein signifikanter Unterschied besteht. Bei signifikantem Welch-Test

erfolgte die Detektion der Unterschiede dann mittels Dunnett’s-T3-Test.

2.9.4. Zusammenhénge zwischen einzelnen Biomarkern

Zusammenhange zwischen den gemessenen Biomarkern wurden mit

Spearmans Rangkorrelationskoeffizient beschrieben.

2.9.5. Zusammenhang der Daten mit progressionsfreiem und Gesamtiiberleben

Zusammenhange zwischen den erhobenen Parametern und dem
progressionsfreien sowie dem Gesamtuberleben der Patienten werden anhand
der praoperativ erhobenen Werte mittels Cox-Regressionsanalyse und Kaplan-

Meier-Kurven dargestellt.

22



3. Ergebnisse

3.1. Patientencharakteristika

Die insgesamt 61 praoperativ in die Studie eingeschlossenen Patienten waren
im Median 60,2 Jahre alt (Range: 7,4 - 83,8 Jahre).

Eine postoperative Blutentnahme zwischen dem funften und siebten Tag konnte
bei 36 dieser Patienten durchgefuhrt werden.

Zum Ende der Datenerhebung waren noch 15 Patienten (25 %) am Leben, alle
Patienten wurden im Median 13,7 Monate (8,2 - 36,5 Monate) nachbeobachtet.
Das progressionsfreie Uberleben betrug im Mittel 7,8 Monate, das
Gesamtuberleben 8,2 Monate.

Tabelle 7: Gesamtkohorte

Insgesamt [n =] 61

Alter [Median (Range)] 60,2 Jahre (7,4 - 83,8)
Follow-Up [Median (Range)] 13,7 Monate (8,2 - 36,5)
PFS [Mittelwert] 7,8 Monate

OS [Mittelwert] 8,2 Monate

Lebend [n =] 15 (25 %)

Eine detaillierte Charakterisierung der Patienten gibt die nachfolgende Tabelle
wieder:
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Tabelle 8: Charakterisierung der Unterpopulationen

PFS (0 1] Lebend
[Monate] [Monate] [n =]
Alter
<18 Jahre n=>5(8 %) 7,9 9,2 3 (60 %)
> 18 Jahre n =56 (92 %) 71 8,2 12 (21 %)
WHO-Grad
°lll n=8(13 %) 71 12,1 3 (38 %)
°IV n =253 (87 %) 7,8 7,8 12 (23 %)

Erstdiagnose / Rezidiv
Erstdiagnose n =46 (75 %) 7,8 8,2 11 (24 %)
Rezidiv n=15(25 %) 7,4 8,4 5 (33 %)

Resektionsstatus

Komplett n =23 (38 %) 7,8 8,6 6 (26 %)
Subtotal n=19 (31 %) 17 4,6 7 (37 %)
Biopsie n=19 (31 %) 7.1 6,9 2 (11 %)
Geschlecht

Weiblich n=21(34 %) 7,8 8,4 6 (29 %)
Mannlich n =40 (66 %) 7,8 8,2 9 (23 %)

3.2. Dendritische Zellen

3.2.1. Periphere myeloide und plasmazytoide DZ-Subpopulationen

Unsere Untersuchungen der im peripheren Blut zirkulierenden DZ ergaben
bezlglich der Frequenzen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung im Vergleich zur
Kontrolle signifikant reduzierte Zellzahlen, sowohl bei den plasmazytoiden DZ (p
< 0,0001; Abbildung 1, linke Grafik), als auch bei den myeloiden DZ (p < 0,0023;
Abbildung 1, rechte Grafik).
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Durch die chirurgische Tumorentfernung andert sich die Frequenz sowohl der
plasmazytoiden (p = 0,38) als auch der myeloiden DZ (p = 0,28) nicht signifikant
(Abbildung 1), post interventionem ist im Vergleich zur Kontrollgruppe nur noch
bei den plasmazytoiden DZ ein signifikanter Unterschied festzustellen
(p <0,001).

CD303* plasmazytoide DZ CD1c* myeloide DZ
p <0,0001 p <0,0023
T 1 T 1
_ n.s. < 0,001 2,54 n.s. n.s.
s 0,20 T — 2l § T T 1
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Abbildung 1: Durchflusszytometrisch quantifizierte plasmazytoide (linke Grafik) und
myeloide DZ (rechte Grafik) im peripheren Blut von Gliom-Patienten im Vergleich mit der

gesunden Kontrollgruppe pra- und postoperativ.

Beide Populationen wurden anschlielend qualitativ auf die Expression der
Oberflachenmolekiile CCR7, CD11c, CD80, CD83, CD86, CD274 sowie CXCL10
untersucht (Abbildung 2).

Die plasmazytoiden DZ exprimieren tendenziell mehr kostimulatorische
Oberflachenmarker bzw. Aktivierungsmarker als die Kontrollgruppe. Dies war fur
CD80 (pra- und postoperativ), IP-10 (praoperativ) sowie CD83 und PD-L1
(postoperativ) statistisch signifikant.

Bei den myeloiden DZ sind weder pra- noch postoperativ signifikante
Unterschiede bezogen auf die Kontrollgruppe zu konstatieren. Die hier
gewonnenen Erkenntnisse bilden die Grundlage fur die Auswertung der

kultivierten plasmazytoiden DZ.
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Abbildung 2: Phanotyp zirkulierender DZ pra- und postoperativ; die Auswertung erfolgte
nach Selektion der CD45'SSC-Zellen und Gating auf CD1c® bzw. CD303" im

Histogramm-Plot.

3.2.2. Kultivierung und Ausreifung plasmazytoider DZ

Aufgrund der sowohl praoperativ als auch postoperativ signifikant reduzierten
Frequenzen von plasmazytoiden DZ stellt sich die Frage, ob diese DZ auch
funktionell kompromittiert sind. Nach magnetischer Zellseparierung und 48-
stundiger Ausreifung mit IL-3 und Imiquimod wurden die Zellen
durchflusszytometrisch auf die Expression der Oberflachenmolekile CCR?7,
CD11c, CD80, CD83, CD86, CD274 sowie CXCL10 untersucht (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Kostimulatorischen Oberflachenmolekile und Aktivierungsmarker auf
plasmazytoiden DZ nach 48 h Stimulation mit Interleukin-3 (10 ng/ml) und Imiquimod (5
pg/ml) unter DZ-Medium bei 37 °C und 5 % CO..

Sowohl die kostimulatorischen Molekule (CD80, CD86) als auch die
Aktivierungsmarker (CD83, PD-L1) und die Chemokin-Rezeptoren (CCR7,
CXCL10) sind nach der 48-stindigen Ausreifung hochsignifikant stimulierbar (p
< 0,0001).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die antigenprasentierenden
Zellen in Glioblastom-Patienten quantitativ reduziert sind, was bei den

plasmazytoiden DZ deutlich ausgepragter ist als bei den myeloiden DZ.
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Die vorhandenen plasmazytoiden DZ scheinen funktionell jedoch intakt zu sein,
da sie nativ in vivo bereits hohere Level von CD80, CD83, IP-10 und PD-L1

exprimieren und in vitro aktivierbar sind.

Aufgrund der sehr geringen Zellzahlen konnten keine weitergehenden,

funktionellen Untersuchungen durchgefuhrt werden.

3.3. Leukozyten-Populationen

3.3.1. Neutrophile und Neutrophilen-Lymphozyten-Ratio

Im Vergleich mit der Kontrollgruppe sind beim WHO °IV-Patienten die absoluten
Zellzahlen der Leukozyten (11.379 £ 4592 /ul vs. 6.119 + 1.724 /ul, p = 0,005),
insbesondere die der Neutrophilen (8.836 + 3.923 /ul vs. 3.626 + 1.283 /ul, p =
0,01) signifikant erhoht (Abbildung 4).

Die Neutrophilie ist bei WHO °IV-Patienten mit im Mittel +2.840 /ul (p = 0,001) im
Vergleich mit WHO °lll starker ausgepragt.

Die Neutrophilen-Lymphozyten-Ratio ist bei WHO °IV-Patienten mit 6,9 im
Vergleich zur Kontrollgruppe mit 2,0 (3,5-fach, 95 %-Kl 2,0 - 6,0, p < 0,001)
signifikant erhoht.

Berucksichtigt werden muss hier der potentielle Effekt des perioperativ
applizierten Dexamethasons, welches bei WHO °IV-Histologie bei 48 % der
Patienten und bei WHO °llI-Histologie bei 17 % der Patienten verabreicht wurde.
Die univariate Varianzanalyse zeigt fur die Leukozyten und Neutrophilen, dass
der Effekt primar auf das Dexamethason und weniger auf die Histologie
zuruckzufuhren ist:

Der Effektschatzer fur die Leukozyten liegt bei +4.189 /ul fir Dexamethason (95
%-KI 1.383 - 6.995, p = 0,004) und bei +3.094 /ul fur WHO °IV (95 %-KI -360 -
6.548, p = 0,078); bei den Neutrophilen bei +4.191 /ul fir Dexamethason (95 %-
KI 1.660 - 6.724, p = 0,002) und +3.349 /ul far WHO °IV (95 %-KI 232 - 6.467,
p = 0,036).
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Dies zeigt, dass der Dexamethasongebrauch einen starkeren Einfluss auf die

beiden genannten Parameter ausibt als die Histologie.

3.3.2. Lymphozyten

Im Vergleich zur Kontrollgruppe sind bei Patienten mit WHO °IV-Histologie die
relative Lymphozyten- (p < 0,001), monozytare DZ- (p = 0,002) und
plasmazytoide DZ-Frequenz (p < 0,001) signifikant reduziert.

Selbiges gilt fur die absoluten Zellzahlen von T-Zellen (CD3*, p = 0,003) und
zytotoxischen T-Zellen (CD3*CD8", p = 0,004).

P-value
Leukocytes [1000/uL]
WHO Il vs. Control 0.366
WHO IV vs. Control —_— 0.005

Neutrophil granulocytes [1000/uL]

o

WHO Il vs. Control o 0.249

WHO IV vs. Control —_0— 0.001
Lymphocyte [100/uL]

WHO lll vs. Control o— 0626

WHO IV vs. Control ° — 0.086
CD3+ [100/uL]

WHO Il vs. Control o— 0515

WHO IV vs. Control o 0.003
CD4+ [100/uL]

WHO lll vs. Control 00— 0586

WHO IV vs. Control 0 0.015
CD8+ [100/uL]

WHO Il vs. Control —O0— 0572

WHO IV vs. Control —0— 0.004
CD16/CD56+ [100/uL]

WHO Il vs. Control —0—t 0571

WHO IV vs. Control =0 0.345

LA L L L L L L AL B L I
-10 5 0 5 10

Mean difference (95% CI)

Abbildung 4: Praoperativer Vergleich der durchflusszytometrisch erhobenen, absoluten
Leukozyten-Zahlen bei WHO °lll- und °IV-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Tabelle 9: Lymphozytenparameter

Parameter WHO °lll WHO °IV Kontrolle

Lymphozyten-Frequenz [/ul] 1.480 £ 193 1.158 £ 668 1.798 £ 480
T-Zellen CD3" [/ul] 1.070 + 148 681 + 351 1.341 £ 475
T-Zellen CD3*CD4" [/ul] 634 + 144 415 £ 204 792 + 302
T-Zellen CD3*CD8" [/ul] 374 + 141 232 £178 474 £ 218
NK-Zellen CD16"CD56" [/ul] 150 + 99 160 + 105 183 £ 76

Tabelle 10: Univariate Varianzanalyse der Lymphozytenparameter

Parameter Effekt
Dexamethason
Lymphozyten [/ul] -171,0

95 %-Kl -611 bis 269

p = 0,436

DZ CD1c" [%] 0,227
95 %-Kl -0,1 bis 0,5

p =0,153

DZ CD303" [%] -0,018
95 %-KI -0,05 bis -0,01

p=0,188

T-Zellen CD3" [/ul] -55
95 %-KI -338 bis 228

p = 0,695

T-Zellen CD3*CD4" [/ul] -22
95 %-KI -193 bis 150

p=0,8

T-Zellen CD3*CD8" [/ul] -26
95 %-KI -168 bis 116

p=0,716
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Effekt

WHO °IV

-549

95 %-Kl -1090 bis -8
p = 0,047

-0,75

95 %-KI -1,1 bis -0,4
p < 0,001

-0,085

95 %-KIl -0,1 bis -0,05
p < 0,001

-623

95 %-KI -962 bis -284
p < 0,001

-361

95 %-KI -566 bis -155
p = 0,001

-227

95 %-KI -397 bis -56
p =0,011



Die univariate  Varianzanalyse zeigt, dass die Parameter der
Lymphozytensubgruppen bei Therapie mit Dexamethason nicht signifikant
verandert sind, die WHO IV°-Histologie jedoch einen signifikanten Einfluss auf
die Frequenz der Lymphozytensubgruppen hat.

3.3.3. Myeloide Suppressorzellen

Von der vier untersuchten MDSC-Phanotypen

CD14*HLA-DR

CD14-CD33"HLA-DR-

SSC*CD66b*CD125

CD14-CD16"CD66b*
kann fur die HLA-DR-Monozyten (CD14*HLA-DR") bei WHO °IV eine signifikant
erhohte Frequenz im Vergleich mit der Kontrollgruppe festgestellt werden (34,7
+24,9 % vs. 6,0 £2,8 %, p=0,003; Abbildung 5 und 6 A).

CD14+ HLA- DR- [%] P-value
WHO Il vs. Control b —o 1 0526
WHO IV vs. Control 00— 0.003

CD303 [%]

WHO lll vs. Control —0— 0.055
WHO IV vs. Control —0— <0.001

CD1c [%]

WHO Il vs. Control 00— 0.966
WHO IV vs. Control 00— 0.002
0.01 0.1 1 10 100

Geometric mean ratio (95% ClI)

Abbildung 5: Praoperativer Vergleich der durchflusszytometrisch gemessenen
Frequenzen von HLA-DR-Monozyten sowie myeloiden und plasmazytoiden DZ bei

WHO °lll- und °IV-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Die reduzierte HLA-DR-Expression wird aulRerdem durch einen erniedrigten MFI
fur HLA-DR auf Monozyten verifiziert (321 + 258 vs. 649 + 314, p < 0,01;
Abbildung 6 B). Die chirurgische Tumorentfernung hingegen hat keinen
signifikanten Effekt auf die Frequenz von HLA-DR-Monozyten (34,7 £ 24,9 %
praoperativ vs. 37,4 + 24,8 % postoperativ, Abbildung 6 A) respektive den HLA-
DR-MFI (321 + 258 vs. 354 + 225, Abbildung 6 B).
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Abbildung 6: Patienten mit WHO °IV zeigen erhdhte Frequenzen von HLA-DR™-
Monozyten (A), was sich nach durchflusszytometrischem Gating auf die Monozyten-
Population auch im MFI bestatigt (B). Andere MDSC-Populationen (z.B.
SSC*CD66b*CD125) konnten in der vorliegenden Arbeit nicht detektiert werden (A).
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Dexamethason als regelhaft in der Therapie des Hirnddems applizierte Substanz
beeinflusst potentiell die MDSC 3. Um diesen Effekt zu liberprifen, wurden die
Proben entsprechend der Verwendung von Dexamethason gruppiert. 45 % der
praoperativ untersuchten Patienten erhielten Dexamethason, postoperativ lag
der Anteil bei 88 %.

Patienten unter Dexamethason-Therapie haben signifikant erhdhte Leukozyten-
Frequenzen (8.900 £ 4.640 vs. 13.303 + 3.663 /pl, p = 0,005).

Weder die Frequenz der CD14*HLA-DR-MDSC (29 + 26 vs. 34 * 24 %) noch der
MFI far HLA-DR auf Monozyten (395 + 376 vs. 301 + 197) zeigen einen
signifikanten Unterschied zwischen den zwei Gruppen, was gegen einen
wesentlichen Einfluss des Dexamethasons auf die HLA-DR-Expression spricht.

Dieser Trend ist auch bei den postoperativ gewonnenen Proben festzustellen,
die geringe Anzahl an Proben ohne Dexamethason-Therapie in dieser Gruppe

erlaubt allerdings keine statistisch valide Aussage.

Bezlglich der anderen drei  Phanotypen (CD14-CD33*HLA-DR,
SSC*CD66b*CD125, CD14:CD16*CD66b*) konnte kein  signifikanter
Unterschied zwischen Gliompatienten pra- und postoperativ. und der
Kontrollgruppe festgestellt werden (Abbildung 6 A).

3.4. Biomarker

3.4.1. Einfluss des WHO-Grades auf Biomarker

Funf der untersuchten Biomarker waren zwischen Gliompatienten und
Kontrollgruppe verschieden, wobei ein signifikanter Einfluss des WHO-Grades
nachgewiesen werden konnte:

IL-2 als Aktivator der T-Helferzellen ist bei WHO °lll (11,26-fach) und bei WHO
°lV (4,2-fach) signifikant erhoht.

Das antiinflammatorische Zytokin IL-4 ist signifikant erhoht (°lll 3,82-fach, °IV
1,79-fach), IL-10 ist nur bei WHO °Ill erhéht und verfehlte bei WHO °IV das
Signifikanzniveau (°lll 9,26-fach, °IV n.s.).
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Ebenso ist IL-5a lediglich bei WHO °lll 8,36-fach erhoht, bei WHO °1V ist kein
signifikanter Unterschied festzustellen.

MACCH1 ist sowohl bei WHO °lIl (10,79-fach) als auch bei WHO °IV (31,95-fach)
hochsignifikant erhoht.

Die Konfidenzintervalle und Signifikanzen der oben genannten Biomarker gibt
Abbildung 7 wieder.

P-value

IL-10

WHO Il vs. Control © 0.039

WHO IV vs. Control o 0.054
IL4

WHO lIl vs. Control —0—i <0.001

WHO |V vs. Control —0o— 0.001
MACC1

WHO Il vs. Control ° 0.001

WHO |V vs. Control —0— <0.001
IL5

WHO lll vs. Control © 0.011

WHO |V vs. Control — o 0.138
IL-2

WHO Il vs. Control o 0.022

WHO IV vs. Control © 0.018

0.1 1 10 100 1000

Geometric mean ratio (95% Cl)

Abbildung 7: Praoperativer Vergleich der mittels Luminex-Technologie bestimmten
Serumkonzentrationen von IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 sowie MACC1 bei WHO °lll- und °IV-

Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Fur folgende Biomarker konnte kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen Gliompatienten und Kontrollgruppe nachgewiesen werden: ApoA1,
EGF, Eotaxin, FAS, FAS-L, FGF-basic, G-CSF, GM-CSF, HGF, IFN-a,, IFN-y, IL-
1B, IL-1RA, IL-2R, IL-6, IL-7, IL-8, IL-12, IL-13, IL-15, IP-10, MCP-1, MIG, MIP-
1a, MIP-1pB, Osteopontin, TGF-B1, TNF-a und VEGF.
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3.4.2. Einfluss der Tumorentfernung auf Blutbild und Biomarker

Die Hamoglobin-Konzentration im Serum fallt postoperativ vereinbar mit der
chirurgischen Intervention um 2,2 g/dl (1,2-fach, 95 %-KlI 1 1,1 - 1,3 p = 0,001)
ab. Die weiteren absoluten Zellwerte (vgl. Material und Methoden, Tabelle 1 und

2) andern sich post interventionem nicht signifikant.

Bezulglich der Zytokine ist ein diskreter Abfall der IL-12- (1,1-fach, 95 %-KIl 1,0 -
1,2, p = 0,024) und der MIP-1B-Konzentration im Serum (1,34-fach, 95 %-KIl 1,0
- 1,7, p = 0,028) festzustellen. Die Osteopontin-Konzentration steigt 1,46-fach an
(95 %-Kl 1,1 - 2,0, p = 0,024).
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3.5. Einfluss der erhobenen Parameter auf das progressionsfreie und das

Gesamtliberleben

3.5.1. Einfluss von IL-12 und IP-10 auf das progressionsfreie Uberleben

Eine Verdopplung der IL-12-Konzentration im Serum ist mit einem 2,56-fach
erhohten Risiko fur Tumorprogress assoziiert (p = 0,004), ebenso eine
Verdopplung der IP-10-Konzentration, welche mit einem 1,67-fach erhdhten

Risiko einhergeht (p = 0,008).

3.5.2. Einfluss von EGF auf das Gesamttiberleben

Einziger Serummarker mit Einfluss auf das Gesamtuberleben war in der
vorliegenden Arbeit EGF. Eine Verdopplung des EGF-Serumspiegels ist mit
einem 1,3-fach erhdhten Risiko zu versterben assoziiert (95 %-Kl 1,0 - 1,6, p =
0,021; Abbildung 8).
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Abbildung 8: Einfluss der EGF-Konzentration im Serum auf das Gesamtiberleben.
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3.5.3. Einfluss von CD14*HLA-DR-Monozyten auf das progressionsfreie und
das Gesamtiiberleben

Bei den untersuchten Leukozyten-Subgruppen konnte fur die CD14*"HLA-DR"-

Monozyten ein 3,6-fach schnellerer Tumorprogress (95 %-Kl 1,4 - 6,8, p = 0,006)

beim Patienten mit Frequenzen oberhalb des Medians gezeigt werden

(Abbildung 9). Patienten mit CD14"HLA-DR-Monozyten oberhalb des

Gruppenmedians verstarben 2,2-fach schneller (95 %-Kl 1,1 - 4,4, p = 0,021) als

Patienten mit weniger Monozyten (Abbildung 10).
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Abbildung 9: Einfluss der CD14"HLA-DR-Frequenz im peripheren Blut auf das

progressionsfreie Uberleben.
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Abbildung 10: Einfluss der CD14"HLA-DR-Frequenz im peripheren Blut auf das

Gesamtiiberleben.
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4. Diskussion

Die untersuchte Kohorte entspricht bezlglich des Altersdurchschnitts und der
Geschlechterverteilung den in der Literatur vorbeschriebenen Charakteristika
maligner Gliome 2. Das Uberleben nach Diagnosestellung unserer Kohorte zum
Zeitpunkt der Datenerhebung war mit 8,2 Monaten schlechter als die publizierten
14,6 Monaten fiir eine Radiochemotherapie °. Ursachlich hierfir ist
moglicherweise eine hohe Rate an subtotalen Resektionen (31 %) oder sogar
nur Biopsien ohne Tumordebulking (31 %), welche jeweils im Vergleich zur
vollstandigen Resektion mit einem schlechteren Outcome vergesellschaftet
sind 5253, Die Follow-Up-Daten der 15 bei Statistikerstellung noch lebenden
Patienten korrigieren das Gesamtuberleben moglicherweise ebenfalls noch nach
oben.

Ferner muss der Anteil junger Patienten mit < 18 Jahren von 8 % in unserer
Kohorte beachtet werden. Diese Kohorte zeigt haufig molekularbiologische
Mutationen, die von denen erwachsener Patienten abweichen und in der
vorliegenden Arbeit jedoch nicht erfasst wurden %. Weiterhin wurden sowohl
Patienten mit Erstdiagnose (75 %) als auch mit Rezidiven eines hochgradigen
Glioms (25 %) in die Studie eingeschlossen. Das potentiell aggressivere
Verhalten des Tumors in der Rezidivsituation muss als Bias in Betracht gezogen

werden.

Verschiedene Mechanismen der lokalen und systemischen Immunsuppression
durch hochgradige Gliome sind beschrieben 5165557 |n der vorliegenden Arbeit
wurden insgesamt 30 hamatologische und 36 Plasma-Marker praoperativ,
postoperativ sowie im Vergleich mit einer gesunden Kontrollgruppe untersucht.

Die absolute Anzahl an Leukozyten ist bei Patienten mit WHO °IV-Tumoren
sowohl im Vergleich mit °lll-Tumoren als mit der gesunden Kontrollgruppe
signifikant erhoht, dasselbe gilt fur die Neutrophilen. Eine Erhohung der
Neutrophilen-Lymphozyten-Ratio auf 2 4 ist mit einer hoheren Neutrophilen-
Infiltration  bzw. reduzierter T-Zell-Infiltration in das Tumorgewebe
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vergesellschaftet und unabhangiger Risikofaktor fur ein reduziertes
Gesamtliberleben %859,

Gustafson et al. beschreiben unter anderem eine Neutrophilie sowie eine
Aggravierung der Lymphopenie bei Glioblastom-Patienten unter Dexamethason-
Therapie 6. In der vorliegenden Arbeit konnten wir in der univariaten
Varianzanalyse zeigen, dass die Applikation von Dexamethason auf die
Leukozyten- bzw. Neutrophilen-Frequenz einen groReren Einfluss hat als der
WHO-Grad. 48 % der Patienten mit WHO °IV erhielten Dexamethason, wahrend
es in der Gruppe mit °lll nur 17 % waren.

Das invasivere Wachstum von °IV-Tumoren geht mit einer gesteigerten
Hirnddemneigung einher, die klinisch insbesondere perioperativ und zum
Zeitpunkt der Strahlentherapie haufig einer medikamentdsen Intervention bedarf
und mit einer potentiellen, iatrogenen Immunsuppression erkauft werden
muss 0. Die persistierende Abhangigkeit von Steroiden ist als unabhangiger
Risikofaktor fiir ein kiirzeres Gesamtiiberleben beim Glioblastom bekannt ©'.

Die detaillierte Analyse der Lymphozyten-Subpopulationen zeigt, dass beim
WHO °IV im Vergleich zur Kontrolle die relative Lymphozyten- und DZ-Frequenz
(CD1c* und CD303") ebenso wie die Absolutwerte von T-Zellen (CD3%),
zytotoxischen T-Zellen (CD3*CD8") und Helfer-T-Zellen (CD3*CD4") signifikant
reduziert ist.

Die relativen Anteile von Lymphozyten, DZ (CD1c* und CD303") sowie die
absolute Anzahl an NK-Zellen (CD56%) ist bei WHO °IV im Vergleich zu °llI
signifikant erniedrigt.

Brooks et al. beobachteten eine Lymphopenie bei Patienten mit primaren
Hirntumoren bereits 1977 ©2. In der vorliegenden Arbeit konnten wir in der
univariaten Varianzanalyse zeigen, dass dieser Effekt mit dem histologischen
Grad korreliert und - im Gegensatz zu den Leukozyten und Neutrophilen - nicht
signifikant vom applizierten Dexamethason abhangt.

Dieses Zellmuster unterstreicht die systemische Immunsuppression beim Gliom-
Patienten, die Lymphopenie geht unmittelbar mit einem schlechteren Uberleben

einher 8. Verschiedene Mechanismen systemischer Immunsuppression sind
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beschrieben, unter anderem eine qualitative und quantitative T-Zell-
Immunsuppression '°, die anhand der CD4*-Frequenzen unmittelbar
prognoserelevant ist: Eine praoperative CD4*-Lymphopenie geht mit einem
schlechteren Uberleben einher 5355, Umgekehrt gilt fiir CD8*-Lymphozyten, dass
eine hoéhere Frequenz im Blut mit einem besseren Uberleben vergesellschaftet
ist 64,

Selbiges gilt fur die naturlichen Killerzellen, die bei Verlust der MHC-I-Expression
auf Tumorzellen ihr zytotoxisches Potential entfalten knnen 6. Ein erhdhter
Anteil aktivierter, CD16*-NK-Zellen korreliert mit einem Uberlebensvorteil 4.

In der vorliegenden Arbeit kann unseres Wissens nach erstmals gezeigt werden,
dass im peripheren Blut von Patienten mit hochgradigem Gliom sowohl die
myeloiden als auch die plasmazytoiden DZ praoperativ in signifikant reduzierten
Frequenzen zirkulieren. Dieser Effekt ist post interventionem nur noch bei den
plasmazytoiden DZ zu beobachten, die Frequenzen sinken tendenziell sogar
noch weiter ab.

Weitergehende Untersuchungen der plasmazytoiden DZ zeigen, dass diese
praoperativ mehr kostimulatorische Molekule und Aktivierungsmarker auf ihrer
Oberflache exprimieren als die entsprechenden Zellen der Kontrollgruppe. Nach
in vitro Aktivierung zeigen sie trotz persistierend reduzierter Frequenzen eine
adaquate Heraufregulierung von Aktivierungsmarkern, was in Zusammenschau
mit dem praoperativ bereits aktivierten Phanotyp fur eine funktionelle Intaktheit
spricht.

In Anbetracht des hohen Anteils von Patienten, die Dexamethason erhielten, war
zu klaren, ob dieser Effekt iatrogen induziert ist, da Glucocorticoide auf
verschiedenen Wegen in die Immunantwort eingreifen 3665 Auch hier sind die
Ergebnisse der univariaten Varianzanalyse so zu werten, dass die reduzierte
Frequenz der naturlich vorkommenden DZ weniger auf das applizierte
Dexamethason zuruckzufuhren ist, sondern eher vom WHO-Grad des Tumors

abhangt.
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DZ nehmen als professionelle Antigen-prasentierende Zellen mit Einfluss auf alle
relevanten Lymphozyten-Subpopulationen eine Schlusselrolle in der erworbenen
Immunantwort ein 1820.2566  Ays diesem Grund liegt die Vermutung nahe, dass
DZ auch fur eine antineoplastische Immunreaktion eine entscheidende Funktion
haben. Bezuglich dieser Fragestellung konnten bereits verschiedene
Interaktionen nachgewiesen werden.

DZ sind unter Einfluss von Typ-1-Interferonen mal3geblich am T-Zell-Priming
gegen Antigene maligner Neoplasien beteiligt 6768, Bei Patientinnen mit Mamma-
Karzinom sind reduzierte DZ-Frequenzen bei in vitro erhaltener Aktivierbarkeit
bekannt ®, in Patientenkollektiven mit hepatozellularem Karzinom wurden
ebenfalls erniedrigte DZ-Frequenzen beobachtet, hier konnte eine Korrelation mit
einem erhdhten Risiko flir Tumorprogress gezeigt werden 7°. Auch beim
kolorektalen Karzinom ist die Kompromittierung der DZ auf allen Ebenen der
Immunantwort, von der Antigen-Prasentation bis zur Effektor-Zell-Aktivierung,
beschrieben 7.

Charles et al. fuhrten beim malignen Melanom &hnliche Untersuchungen wie in
der vorliegenden Arbeit durch, konnten allerdings weder Differenzen in den DZ-
Frequenzen noch im Phéanotyp feststellen 72. Moglicherweise kann dies als
Korrelat fur die makroskopisch gro3ere Tumorlast eines hochgradigen Glioms im
Vergleich mit einem malignen Melanom gewertet werden.

Im Kontext maligner Gliome ist eine qualitative, wie bereits erwahnt jedoch keine
quantitative Kompromittierung der Monozyten und DZ bekannt 21%6.73, Rochet et
al. konnten bei Patienten mit malignem Melanom einen Uberlebensvorteil zeigen,
wenn die absolute Anzahl der Monozyten reduziert war © - in der vorliegenden
Arbeit konnte hier kein Unterschied festgestellt werden.

Eine bekannte Kompromittierung von DZ stellt ein Sekretionsbias in Richtung
eines Th2-Zytokinprofils dar 157475 und die damit verbundene Unfahigkeit,
zytotoxische T-Zellen zu aktivieren. Aufgrund des geringen zur Verfigung
stehenden Materials konnten in der vorliegenden Arbeit leider keine weiteren
funktionellen Untersuchungen durchgefihrt werden, um die Sekretionsfahigkeit

der DZ zu Uberprufen.
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Ein weiterer Weg, die DZ-Funktion negativ zu beeinflussen, sind die von
Tumorzellen sezernierten Faktoren. In der vorliegenden Arbeit konnten sowohl
bei Patienten mit WHO °llI- als auch °IV-Gliomen erhdhte Serumkonzentrationen
von IL-2, IL-4, IL-5 und IL-10 gezeigt werden, was einem Th2-Profil entspricht.
Dies ist so bereits in verschiedenen Vorarbeiten beschrieben worden 847679 |L_-
10 fahrt bekanntermal3en auch bei Nicht-Gliom-Patienten zu einer qualitativen
und quantitativen Kompromittierung von DZ 7°.

Ferner sind erhdhte Serumkonzentrationen von IL-1B, IL-6, GM-CSF, TNF-a
sowie VEGF bekannt 7. Interessanterweise sind bei WHO °IV-Tumoren
geringere Serumkonzentrationen der oben genannten Zytokine als bei °lll-
Tumoren festzustellen. Aufgrund des aggressiveren Verhaltens und der folglich
starker ausgepragten Immunsuppression wurde man eigentlich hohere
Konzentrationen an IL-10 beziehungsweise generell an Th2-Zytokinen erwarten.
Moglicherweise hat der Th2-Bias bei WHO °llI-Tumoren seinen Hohepunkt und
lasst anschlie3end bereits wieder nach.

Die zentrale Stellung von DZ wird ferner am Beispiel ,tolerogener DZ*
unterstrichen, wenngleich diese unseres Wissens nach noch nicht als Tumor-
Escape-Mechanismus beschrieben sind. So besitzen DZ immunsuppressive
Funktionen im Sinne der Prasentation von Antigenen mit anschlieRender

Zerstoérung bzw. Inaktivierung der korrespondierenden T-Zellen 2°.

Als neuen Serummarker untersuchten wir Metastasis-associated in colon-
cancer-1(MACC1) in unserer Kohorte. Die MACC1-Expression im Tumorgewebe
ist bei Patienten mit Kolonkarzinom als unabhangiger Risikofaktor fur
Metastasierung und metastasenfreies Uberleben beschrieben 8°.

Die MACC1-Serumkonzentration ist bei Patienten mit kolorektalem Karzinom in
allen Stadien im Vergleich zu Kontrollgruppe erhdht, die Serumkonzentration
korreliert mit einem schlechteren Uberleben %', Eine erste Arbeit in WHO °lI- und
°IV-Zelllinien und im konsekutiven Tierversuch zeigt, dass MACC1 die Invasivitat
der Tumorzellen erhoht; die Expression steigt mit zunehmendem WHO-Grad und
korreliert mit einem schlechteren Uberleben 8.
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Unsere Ergebnisse stellen damit einen neuen Aspekt dar: Die bis dato noch nicht
untersuchte MACC1-Serumkonzentration zeigt sich bei Patienten mit WHO °llI
(10,79-fach) und bei °IV (31,95-fach) jeweils hochsignifikant erhoht. Eine
Korrelation mit dem progressionsfreien bzw. Gesamtuberleben konnte jedoch
nicht nachgewiesen werden.

Die MACC1-Konzentration im Serum stellt damit auch bei Gliomen einen sehr
interessanten und einfach zu bestimmenden Parameter dar, dessen klinische

Relevanz in weiteren prospektiven Studien untersucht werden muss.

Bezlglich der Konzentrationen von IL-12 und IP-10 im Serum sind in der
vorliegenden Arbeit keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten und
Kontrollgruppe festzustellen. Jedoch korreliert die Konzentration beider Proteine
positiv und statistisch signifikant mit dem Risiko fur Tumorprogress.

In der Literatur sind reduzierte IL-12-Konzentrationen im Serum von Gliom-
Patienten beschrieben 7°, Salmaggi et al. konnten in ihrer Arbeit hohere
intrakavitére IL-12-Spiegel mit einem langeren Uberleben assoziieren 82,
Prinzipiell ist IL-12 ein wichtiger Kofaktor flr die zytotoxische T-Zell-Antwort 83 -
es ware daher zu erwarten, dass hohere Serumkonzentrationen analog zu den
intrakavitaren Konzentrationen mit einem reduzierten Risiko fir Tumorprogress
einhergehen.

IP-10 als chemotaktisches Protein mit antiangiogenetischen Funktionen war in
einer Vakzinierungsstudie mit Tumorlysat-gepulsten DZ im murinen Gliom mit
einer verbesserten antitumoralen Reaktion assoziiert 8, so dass man auch hier
eher mit einem geringeren Risiko fur Tumorprogress bei erhohten [P-10-
Konzentrationen im Serum rechnen wurde.

Die Relevanz von IL-12 und IP-10 bedarf daher der Reevaluation in weiteren

prospektiven Studien.
Amplifikationen im EGF-Rezeptor sowie konstitutiv aktivierende Mutationen sind

bei hochgradigen Gliomen bereits seit Iangerem beschrieben. Sie korrelieren mit

dem WHO-Grad sowie dem Gesamtuberleben der Patienten, eine Verabreichung
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von EGF-Rezeptor-Antagonisten stellt damit prinzipiell eine neue Therapieoption
dar .

Bezuglich des EGF existieren Arbeiten, die eine Assoziation von Einzelnukleotid-
Polymorphismen bei Gliom-Patienten, also Variationen einzelner Basenpaare
auf nicht-kodierenden DNS-Abschnitten, mit schlechterer Prognose im Sinne
eines hoheren Risikos fur Progress und eines kurzeren progressionsfreien
Uberlebens zeigen 887,

EGF wird von Gliom-assoziierten Monozyten im peripheren Blut unabhangig von
verabreichten Steroiden in signifikant erhdhter Menge sezerniert 88,

In der vorliegenden Arbeit kann unseres Wissens nach erstmalig gezeigt werden,
dass hohere EGF-Konzentrationen entsprechend einer Verdopplung der
Serumkonzentration mit einem 1,27-fach erhohten Risiko zu versterben
einhergehen. Dies unterstreicht zum einen den Einfluss des EGF/EGF-Rezeptor-
Komplexes auf die Biologie der Gliomzellen, ferner stellt die EGF-Konzentration
im Serum einen klinisch ebenfalls leicht zu quantifizierenden,
prognoserelevanten Parameter dar.

Die Verlasslichkeit der EGF-Serumkonzentration als pradiktiver Biomarker
bedarf der Validierung in zukunftigen prospektiven Studien. Ebenfalls sollte in
kunftigen Studien noch herausgearbeitet werden, ob erhohte EGF-Werte im
Serum tatsachlich eine proliferationsférdernde Wirkung auf Gliom-Zellen haben
oder ein Epiphanomen aberrant aktivierter Monozyten darstellt.

MDSC stellen eine heterogene Zellpopulation dar, deren funktionelle
Gemeinsamkeit eine zelluldre Immunsuppression ist 3.

In verschiedenen Tumorentitaten wurden sowohl MDSC mit granulozytaren
Eigenschaften (z.B. CD11b*CD14°CD15" im Nierenzell-Karzinom) als auch mit
monozytaren Eigenschaften (z.B. CD11b*CD14*HLA-DR" im malignen Melanom,
CD11b*CD13-CD15*CD44* im nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom)
beschrieben 358990,

Zunachst ist zu erwahnen, dass von Gliomen sezerniertes GM-CSF die Bildung
von MDSC induziert *’. Die immunsuppressive Wirkung wird auf verschiedenen

Wegen entfaltet. MDSC zeigen eine erhdhte Arginase-Aktivitat 891, sezernieren
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ROS 929 und TGF-B, welches wiederum direkt mit T-Helfer-Zellen
interferiert 3747. Auf zellularer Ebene kompromittieren MDSC zum einen die DZ-
Reifung %, zum anderen inhibieren sie die T-Zell-Proliferation 364991 und
bewirken eine Reduktion der Zytokinproduktion 8%9%, insbesondere von IFN-y in
T-Helfer-Zellen 4°%. Ferner werden in Anwesenheit von MDSC regulatorische T-
Zellen induziert °'.

In der vorliegenden Arbeit konnen im peripheren Blut der untersuchten Patienten
mit WHO °IV-Tumoren signifikant erhohte Frequenzen von HLA-DR-Monozyten
im Sinne monozytarer MDSC nachgewiesen werden. Dies andert sich auch eine
Woche nach chirurgischer Tumorentfernung nicht.

Dieses Phanomen ist beispielsweise auch beim hepatozellularen Karzinom
beschrieben %', Diaz-Montero et al. konnten bei Patienten mit verschiedenen
Tumoren eine Korrelation zwischen MDSC-Frequenz und Tumorlast
nachweisen . Bei Patienten mit CLL korreliert die MDSC-Frequenz mit dem
progressionsfreien Uberleben 9.

Gustafson et al. untersuchten unter anderem den Einfluss des zur Therapie des
perioperativen Hirnddems eingesetzten Dexamethasons auf die MDSC und
konstatierten, dass Dexamethason allein die hohen Frequenzen von HLA-DR™-
Monozyten nicht erklart . Auch unsere Arbeit zeigt, dass kein signifikanter
Einfluss des Dexamethasons auf die MDSC festzustellen ist.

Aus der Beobachtung, dass die erhohten Frequenzen nur bei WHO °IV-Tumoren
und unabhangig von der Steroid-Applikation auftreten, kann konstatiert werden,
dass die HLA-DR-Monozyten Ausdruck der systemischen Immunsuppression
sind und als solches einen wichtigen Tumor-Escape-Mechanismus maligner
Gliome darstellen.

Die klinische Relevanz dieses prognostischen Markers wird durch unsere
Beobachtung hervorgehoben, dass Patienten mit HLA-DR-Monozyten oberhalb
des Medians einen 3,06-fach schnelleren Tumorprogress haben und 2,41-fach
schneller versterben als Patienten mit Frequenzen unterhalb des Medians.

Der Marker stellt damit einen im klinischen Alltag verhaltnismafig einfach und
wenig invasiv messbaren Parameter dar, der weitere Informationen zur

individuellen Risikostratifizierung liefern kann.
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Die vorliegende Arbeit unterstreicht die beim hochgradigen Gliom bekannte,
systemische Kompromittierung des Immunsystems, indem sie sowohl einige
bereits bekannte Mechanismen bestatigt, als auch neue, bislang noch nicht
beschriebene Phanomene hinzufigen kann.

Am Beispiel der myeloiden DZ wird auch gezeigt, dass die anfanglich reduzierte
Anzahl der Zellen durch einen therapeutischen Eingriff wie die neurochirurgische
Tumorresektion wieder angehoben werden kann. Somit ist die
Immunsuppression bei hochgradigen Gliomen durchaus als prinzipiell reversibel
zu bewerten.

Dies ist im Kontext neuer Therapieansatze mit autologen Tumor-Vakzinen aus
DZ 27 oder immunmodulierender Therapien wie beispielsweise der Einfiihrung
von Checkpoint-Inhibitoren  (Anti-PD1, Pembrolizumab; Anti-PD-L1/-L2,
Nivolumab; CTLA-4, Ipilimumab) eine wichtige Erkenntnis °.

Fur die Wirksamkeit kunftiger Immuntherapien konnte es von entscheidender
Bedeutung sein, die systemisch immunsuppressiven Mechanismen durch
gezielte Intervention zu durchbrechen, um der antitumoralen Immunantwort

vollen Entfaltungsspielraum zu ermoglichen.
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5. Zusammenfassung

Beim Glioblastoma multiforme als Neoplasie des zentralen Nervensystems mit
sehr schlechtem Outcome sind sowohl auf zellularer als auch auf humoraler
Ebene verschiedene Tumor-Escape-Mechanismen  beschrieben.  Zur
umfassenden Charakterisierung des systemischen Immunstatus wurden bei 61
Patienten mit hochgradigem Gliom entsprechend WHO °lll und °IV 30
hamatologische und 36 Plasmamarker pra- und postoperativ sowie im Vergleich
mit einer Kontrollgruppe untersucht.

Periphere myeloide und plasmazytoide dendritische Zellen zirkulieren im
peripheren Blut in reduzierten Frequenzen, postoperativ ist dies nur noch bei den
plasmazytoiden dendritschen Zellen festzustellen. Die durchflusszytometrische
Phanotypisierung der dendritschen Zellen ergibt sowohl nativ als auch nach in
vitro-Stimulation einen funktionell intakten Phanotyp. Eine Leukozytose und
Neutrophilie mit erhdhter Neutrophilen-Lymphozyten-Ratio ist Uberwiegend
durch die perioperative Dexamethason-Applikation zu erklaren. Im Gegensatz
hierzu korreliert die Lymphopenie insbesondere der T-Zell-Reihe mit dem WHO-
Grad. HLA-DR-negative Monozyten im Sinne myeloider Suppressorzellen sind in
signifikant erhohten Frequenzen im peripheren Blut zu beobachten und
persistieren nach der chirurgischen Tumorentfernung. Patienten mit Frequenzen
oberhalb des Medians haben ein 3,6-fach erhohtes Risiko fur Tumorprogress und
ein 2,2-fach erhohtes Risiko zu versterben.

Bezuglich der Plasmamarker sind beim Gliompatienten signifikant erhohte
Konzentrationen von IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 und MACC1 zu messen. Dies
verdeutlicht die potentielle Bedeutung von MACC1 als Biomarker in diesem
Patientenkollektiv. EGF konnte in der vorliegenden Arbeit mit dem
Gesamtuberleben korreliert werden: Eine Verdopplung der Serumkonzentration
ist mit einem 1,3-fach erhdhten Sterberisiko assoziiert.

Zusammenfassend unterstreicht diese Arbeit die systemische Kompromittierung
des Immunsystems und fugt noch nicht beschrieben Phanomene hinzu. Es kann
davon ausgegangen werden, dass die Immunsuppression prinzipiell als

reversibel zu betrachten ist.
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6. Abkurzungsverzeichnis

7-AAD 7-Amino-actinomycin D

APC Allophycocyanin

APO Apolipoprotein A1

Aqua dest. Aqua destillata

CCR7 C-C chemokine receptor 7 (CD197)
CD Cluster of differentiation

CO2 Kohlenstoffdioxid

CTx Onkologische Chemotherapie
DNS Desoxyribonukleinsaure

Dz Dendritsche Zelle

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EGF Epidermal growth factor

FACS Fluorescence-activated cell sorting

dt.: Durchflusszytometrie

FcR Fc-Rezeptor
FITC Fluoresceinisothiocyanat
FOXP3 Forkhead box P3
FSC Forward Scatter
GFAP Glial fibrillary acidic protein
Gy Gray
h Hour

dt.: Stunde
HGG High grade glioma

dt.: hochgradiges Gliom
HLA Human leukocyte antigen
IP-10 Interferon gamma induced-protein 10
Kil Konfidenzintervall
KOF Korperoberflache
MACS Magnetic cell separation
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MDSC Myeloid-derived suppressor cells
dt.: myeloide Suppressorzellen

MFI Mean fluorescence intensity

MGMT 06-Methylguanin-DNA-Methyltransferase
min Minute

NK Naturliche Killer-Zelle

0OS Overall survival

dt.: Gesamtuberleben
PBMC Peripheral blood mononuklear cells

dt.: mononukleare Zellen im peripheren Blut
PBS Phosphate buffered saline
PCR Polymerase-chain-reaction

dt.: Polymerase-Kettenreaktion

PE Phycoerythrin
PerCP Peridinin chlorophyoll
PFS Progession free survival

dt.: Progessionsfreies Uberleben
ROS Reactive oxygen species
dt.: reaktive Sauerstoffspezies

RPM Rounds per minute
dt.: Umdrehungen pro Minute
RT Raumtemperatur
RTx Onkologische Strahlentherapie
SSC Sideward Scatter
TGF Transforming growth factor
Treg Regulatorische T-Zellen
TZR T-Zell-Rezeptor
VEGF Vascular endothelial growth factor
WHO World Health Organization

dt.: Weltgesundheitsorganisation

Xg Vielfaches der Erdbeschleunigung
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