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1 Einfuhrung

1.1 Atypische teratoide Rhabdoidtumore (AT/RT)
1.1.1 Definition

Der atypische teratoide Rhabdoidtumor (AT/RT) ist ein hoch maligner Tumor des
zentralen Nervensystems (ZNS), der hauptsachlich bei sehr jungen Kindern auftritt. Er
besteht aus rhabdoiden Zellen, haufig kombiniert mit primitiven neuroektodermalen
Zellen und Zellen mit anderweitiger Differenzierung, zum Beispiel (z. B.) epithelialen,
mesenchymalen, neuronalen oder glialen Ursprungs (Haberler et al. 2021). In nahezu
allen Zellen des Tumors ist das hSNF5/INI 1-Gen (human sucrose nonfermentable
complexes 5/Integrase Interactor 1) deaktiviert (Sévenet et al. 1999). Die WHO ordnet
dem AT/RT den ZNS WHO Grad 4 zu (Haberler et al. 2021).

1.1.2 Inzidenz

Die genaue Inzidenz des AT/RT festzustellen ist auf Grund hdufiger Fehldiagnosen sehr
schwer (Rorke et al. 1996). Dennoch kann man den AT/RT als sehr seltenen Tumor
bezeichnen. Er macht nur circa 1 bis 2 % aller Tumore des ZNS im Kindesalter aus
(Haberler et al. 2021). Wenn man jedoch nur die Hirntumore bei Kindern bis zu einem
Alter von 3 Jahren betrachtet, findet man AT/RT bei bis zu 20 % der Félle (Tekautz et al.
2005; Ginn und Gajjar 2012). Der Altersgipfel liegt bei circa 2 Jahren, 75 % der AT/RT
werden bei Kindern unter 3 Jahren diagnostiziert. 90 % der Kinder mit AT/RT sind unter
5 Jahren. Jungen scheinen haufiger betroffen zu sein als Madchen (Strother 2005).
Erwachsene sind nur in einzelnen Féllen von AT/RT betroffen. Hier wird die Entstehung

aus anderen Tumorentitaten diskutiert (Nobusawa et al. 2016).



1.1.3 Klinik

Die Symptome des AT/RT sind unspezifisch und beruhen vor allem auf der Lage des
Tumors und den durch Volumenzunahme des Tumors entstehenden Hirndruck sowie
Beeintrachtigung anderer Strukturen im Gehirn (Bhattacharjee et al. 1997). Am
spezifischsten sind die durch die Lage des Tumors verursachten Nervenausfalle der
Hirnnerven VI und VII. Hauptséchlich bei Kindern Gber 3 Jahren werden auf’erdem
Kopfschmerzen sowie eine Hemiplegie beschrieben (Haberler et al. 2021). Da bei
Kleinkindern die Suturen noch nicht verschlossen sind, sind hier hdufig eine schnelle
Zunahme des Kopfumfangs sowie die Ausbildung eines Hydrocephalus die ersten

Anzeichen des schnell wachsenden Tumors (Reddy 2005).

1.1.4 Histologie

Die Entitat der AT/RT wurde erst 1989 beschrieben und 1996 durch Rorke et alii (et al.)
definiert. Es war zu dem Zeitpunkt gelungen, eine Abgrenzung zu primitiven
neuroektodermalen Tumoren (PNET) zu finden (Rorke et al. 1996). Histopathologisch
sehen sich die Tumore sehr &hnlich. Charakteristisch fir die AT/RT sind der grof3e Anteil
an rhabdoiden Zellen. Diese sind durch den exzentrischen, runden Zellkern, der
vesikuldres Chromatin enthalt, eosinophile Nucleoli und scharf abzugrenzende
Zellmembranen zu erkennen. Die Zellen enthalten zudem einen groflen Anteil an
eosinophilem Zytoplasma. Jedoch ist nur bei einem kleinen Teil der AT/RT der Anteil
der rhabdoiden Zellen tatséchlich vorherrschend. In den meisten Fallen enthalten die
Tumore variable Anteile bestehend aus primitiven neuroektodermalen, mesenchymalen
und epithelialen Zellen. Tatsachlich findet man in circa 66 % der Tumore kleine

embryonale Zellen als Hauptbestandteil des Tumors (Haberler et al. 2021).

Der Durchbruch in der Erkennung der AT/RT erfolgte mit der Entdeckung der
biallelischen Mutationen im SMARCB1-Gen (SWI/SNF (switch/sucrose nonfermentable
complexes) related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin,

subfamily b, member 1), das fir die hSNF/INI1-Proteine codiert und fir einen



Funktionsverlust dieses Gens sorgt (Sévenet et al. 1999; Biegel et al. 1999; Biegel et al.
2002; Alimova et al. 2017; Kohashi und Oda 2017).

Dadurch  gelingt immunhistochemisch eine  Abgrenzung zu PNET und
Medulloblastomen. In der immunhistochemischen Féarbung wird gezeigt, dass das
Integrase Interactor -1-Protein (INI-1) auf AT/RT nicht exprimiert wird und die Féarbung
daher negativ bleibt. Des Weiteren zeigt sich die Expression von zytoplasmatischem
Vimentin positiv (Morgenstern et al. 2010). Auch in die vorliegende Arbeit wurde nur
Tumorgewebe aufgenommen, bei dem die Expression von INI-1 negativ war. Dies wurde

zusatzlich referenzpathologisch bestétigt.

Aktuell werden AT/RT in drei verschiedene molekulare Subgruppen eingeteilt:
AT/RT-TYR (benannt nach der Uberexpression der Tyrosinase), ATRT-SHH (benannt
nach der Uberexpression des sonic hedgehog pathway Gene) und ATRT-MYC (benannt
nach den MY C-Onkogenen). Die Einteilung erfolgt nach Gensequenzierung und Analyse
der Methylierung. Inwieweit die Tumorbiologie die Therapie und das Outcome
beeinflussen ist aktuell Gegenstand der Forschung (Ho et al. 2020). Da die vorliegenden
Gewebeproben vor der Publikation der Subgruppeneinteilung gewonnen und geférbt

wurden, ist in dieser Arbeit keine Zuordnung zu den verschiedenen Subgruppen erfolgt.

Die Infiltration von Immunzellen in AT/RT im Vergleich zu Glioblastomen wurde bisher
nur in einer Studie untersucht. Die Autoren kamen zu dem Ergebnis, dass in AT/RT
signifikant mehr CD 8" zytotoxische T-Zellen als CD 4" T-Helferzellen zu finden sind.
Weitere Zellen, die gefunden wurden, waren eosinophile Granulozyten und gliale
fibrillare saure Protein (GFAP) -immunreaktive gliale Zellen (Lu et al. 2012).

Momentaner Gegenstand der Forschung sind hauptséchlich die epigenetischen
Veranderungen in diesem Tumor und die damit verbundenen onkogenen Verénderungen,
die die Entstehung eines AT/RT begtinstigen (Biegel et al. 1999). Neuste Studien haben
gezeigt, dass bei AT/RT der PRDM 16 (PR Domaéne 16) -Transkriptionsregulator
Uberexprimiert wird. Durch PRDM 16-Inhibition konnte die Proliferationsrate von
AT/RT-Zellen vermindert werden (Tegeder et al. 2018).



1.1.5 Therapie und Prognose

AT/RT sind hoch maligne Tumore und schwer zu therapieren. Im Januar 2007 wurde auf
Grund der Seltenheit der Erkrankung und fehlender Standardisierung der Therapie das
EU-Rhab-Register zur Erfassung rhabdoider Tumore gegriindet. Durch die Einfiihrung
des Registers mit darin verbundenen Therapieempfehlungen fiihrender Experten wurde
erstmalig eine Vereinheitlichung des Therapieregimes erreicht (Frihwald et al. 2020;
Benesch et al. 2014; Richardson et al. 2018).

Bei der Identifizierung der AT/RTs als eigenstandige Entitdt 1996 lag das mediane
Uberleben des Patientenkollektivs bei 6 Monaten, das progressionsfreie Uberleben sogar
nur bei 4,5 Monaten. Hier wurde keine Untergliederung nach erhaltener Therapie
vorgenommen, da sich keine relevanten Unterschiede zu diesem Zeitpunkt feststellen
lieRen (Rorke et al. 1996).

Uber die Jahre konnten jedoch verschiedene Faktoren identifiziert werden, welche die
Prognose beeinflussen. So scheint ein Alter tber 3 Jahre bei Diagnosestellung zu einer
besseren Prognose zu fiihren. Eine Erklarung hierfir wird in dem sparsameren Einsatz
von Radiotherapie bei Kindern unter 3 Jahren gesehen. AulRerdem ist zu beobachten, dass
bei jungeren Patientlnnen schon bei Diagnosestellung haufiger Metastasen vorhanden
sind (Tekautz et al. 2005; Fruhwald et al. 2020). Frihwald et al. stellten zuletzt die
DNA-Methylierungs-Untergruppen als relevanten prognostischen Faktor fest. In einer
Auswertung europdischer Daten zeigte sich in dieser Analyse, dass Patientinnen mit
einem Alter von unter einem Jahr und einer non-TYR-Methylierungssubgruppe

statistisch gesehen die geringste 5-Jahres-Uberlebensrate haben (Frithwald et al. 2020).

AT/RT werden mit einem mulitmodalem Therapieansatz, der Chirurgie, Chemotherapie
und Strahlentherapie miteinschliel3t, behandelt (Dufour et al. 2012; Frihwald et al. 2016;
Richardson et al. 2018). Der Einfluss dieser einzelnen Faktoren wird immer noch stark
diskutiert. Eine Meta-Analyse von Athale et al. aus dem Jahr 2009 propagierte die
intrathekale Gabe von Chemotherapie (Athale et al. 2009). Wie auch bei Dufour et al.
spielte hier die chirurgische Resektion prognostisch eine untergeordnete Rolle (Dufour et
al. 2012). Im Widerspruch dazu steht die Studie von Hilden et al., bei der die PatientInnen

mit totaler chirurgischer Resektion des Tumors ein medianes Gesamtiberleben



von 20 Monaten hatten, im Vergleich zu Patientinnen mit partieller Resektion, die ein
medianes Gesamtuberleben von 15,25 Monaten hatten (Hilden et al. 2004). Dies wurde
kirzlich in einer Studie von Richards et al. ebenfalls beschrieben (Richards et al. 2019).
Bei Geyer et al. liegt der Fokus vor allem auf der Hochdosis-Chemotherapie nach
Induktionstherapie. VVon Bestrahlung wird Abstand genommen, da in der Studie von 2005
hier kein Benefit fir das Gesamtiiberleben gesehen wurde (Geyer et al. 2005). In der
ersten prospektiven Forschungsarbeit von Chi et al. wurde sowohl Chirurgie als auch
Chemotherapie sowie intrathekale Chemotherapie und Bestrahlung als Therapie
verwendet und so ein 2-Jahres-Uberleben von 53 % + 17 % bei einer Patientenkohorte
von 20 PatientInnen erreicht (Chi et al. 2009).

Insgesamt bleibt festzustellen, dass noch mehr prospektive randomisierte klinische
Studien noétig sind, um valide Therapieempfehlungen abzugeben. Des Weiteren miissen
auch die festgestellten genetischen Verénderungen noch weiter erforscht werden, um

einen weiteren Ansatzpunkt fir die sogenannte ,, Targeted Therapy* zu finden.

Im Rahmen dieser Arbeit ist erstmalig auch die Expression immunmodulierender
Molekdile, welche fir eine mogliche Immuntherapie wichtig sein kdnnten, an einem
AT/RT- Kollektiv untersucht worden.

1.2 Grundlagen der Immuntherapie

Schon 1972 wurde festgestellt, dass bei Patientinnen mit Hirntumoren die zellvermittelte
Immunitat unterdruckt wird. Brooks et al. gelangten damals zu der Erkenntnis, dass im
Plasma der Patientinnen weniger tritiumhaltiges Thymidin (Trd-2h) in Lymphozyten
eingebaut wird und damit die Proliferationsféahigkeit von Lymphozyten vermindert ist
(Brooks et al. 1972). Seitdem wird daran geforscht, wie man diesen Aspekt in der
Behandlung der Hirntumore nutzen kann. In Tierversuchen hatten Herlinger et al. bereits
ein Ansprechen auf eine Gabe von Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierender-
Faktor (GM-CSF) zeigen konnen (Herrlinger et al. 1997). Mittlerweile haben sich einige
verschiedene Ansatzweisen fur Immuntherapie entwickelt, dazu gehéren verschiedene

Arten von therapeutischen Impfungen, adoptive T-Zell-Therapie, Immun-Checkpoint-



Blockaden sowie auf monoklonalen Antikorpern basierende Therapien (Farber et al.
2017; Fecci et al. 2014; Geraldo et al. 2019).

Therapeutische Impfungen verfolgen den Ansatz, dass das Immunsystem auf zugefiihrte
Antigene reagiert, einen Abwehrmechanismus in Gang setzt und gleichzeitig eine
Immunitat gegen diese Antigene entwickelt. Dies mdchte man sich ebenfalls in der
Therapie des Glioblastom multiforme (GBM) zu Nutze machen. Haufig verwendet man
hierzu Peptide, Ribonukleinsdure (RNA) oder das komplette Tumorlysat, um eine
Immunantwort zu generieren. Bisher konnten hier allerdings noch keine bahnbrechenden
klinischen Erfolge verzeichnet werden (Izumoto et al. 2008; Testori et al. 2008; Ghulam
Muhammad et al. 2009; Erhart et al. 2018). Um die Immunantwort nach therapeutischer
Vakzinierung zu erhéhen, hat man bereits verschiedene Konzepte getestet.
Erfolgsversprechend war eine Untersuchung, bei der durch die Gabe von
metronomischem Cyclophosphamid im Vorfeld der Vakzine die Anzahl der
regulatorischen T-Zellen (Treg) um mehr als 40 % vermindert werden konnte. Dies
resultierte in einer messbaren Immunantwort (Interferon y (IFN y) -Produktion) nach
Impfung mit Tumorlysat bei fast allen Patientinnen in dieser Kohorte. Das
Gesamtuberleben von 6 Monaten lag bei 100 % der 11 Patientlnnen, allerdings missen
hier weitere kontrollierte Forschungsarbeiten angeschlossen werden, um eine valide

Aussage treffen zu kénnen (Lohr et al. 2018).

Plautz et al. verwendeten bei ihrer Studie an Patientinnen mit Hirntumoren das Prinzip
der adoptiven T-Zell-Therapie. Sie injizierten ihnen zundchst eigene, bestrahlte
Tumorzellen intradermal, die zuvor tber einen kurzen Zeitraum kultiviert worden waren,
zusammen mit GM-CSF, welches die lokale Immunantwort verstarken sollte. Nach 8 bis
12 Tagen wurden den Patientinnen dann Lymphknoten entnommen, um aus diesen eine
groRere Anzahl an T-Zellen zu erhalten und diese in vitro zu expandieren. Diese
Leukozyten wurden ihnen danach als Immuntherapie intravends (i. v.) injiziert. Bei dieser
Phase-1-Studie konnten noch keine statistisch signifikanten Daten erhoben werden, da die
Kohorte aus lediglich 12 Patientinnen bestand. Allerdings zeigten sich schon hier erste
Erfolge wie die Verkleinerung des Tumors (Plautz et al. 2000). In &hnlicher Weise
wurden weitere Studien durchgefiihrt. So wurden beispielsweise Tumorstammzellen
identifiziert, die man als geeignetes Tumormaterial in Bezug auf eine Impfung flr eine

bessere Immunantwort sah (Ji et al. 2010).



Eine weitere Form der Immuntherapie ist die Blockade von Immun-Checkpoints mit
monoklonalen Antikdrpern. Immun-Checkpoints werden so bezeichnet, weil sie
Schlisselpunkte des Immunsystems darstellen und Uber weitere Aktivierung oder
Regulation des Immunsystems entscheiden. Diesem Therapieprinzip liegt die Vorstellung
zu Grunde, dass bei Tumorpatientinnen die Immunantwort féalschlicherweise herunter
reguliert wird. Wichtige Molekdile, die auf T-Zellen exprimiert werden, sind in diesem
Zusammenhang das zytotoxische T-Lymphozyt-assoziierte Protein 4 (CTLA-4), das
hauptsachlich auf regulatorischen T-Zellen (Treg) exprimiert wird und flr eine
Inaktivierung der T-Zelle sorgt. Ein weiterer Signalweg erfolgt (ber das
apoptoseausldsende programmed death Protein 1 (PD-1). Die Therapie mit sogenannten
Checkpoint-Inhibitoren, wie dem CTLA-4 blockierenden Antikdrper Ipilimumab und den
PD-1 blockierenden Antikorpern Prebrolizumab und Nivolumab, wird bereits sehr
erfolgreich bei Patientinnen mit bosartigem Melanom eingesetzt. Die Ausweitung auch
auf Tumore des ZNS ist momentan Gegenstand der Forschung (Callahan et al. 2014;
Romani et al. 2018).

Monoklonale Antikorper binden, wie bei den anderen Konzepten auch, an exprimierte
Oberflachenproteine. In ihrem Fall handelt es sich dabei um Liganden und Rezeptoren,
die die Proliferation des GBM stimulieren. Der bisher am meisten untersuchte Antikérper
ist Bevacizumab, ein Antikdrper, der sich gegen einen vaskuldren endothelialen
Wachstumsfaktor (VEGF) richtet. In Tierversuchen hatten sich hier auch bei
Glioblastomen sehr gute Ergebnisse gezeigt. Leider lieen sich diese aber bisher nicht auf
Menschen Ubertragen. Haufig zeigte sich eine zu ausgepragte Toxizitat. Die Forschung
konzentriert sich hier darauf Bevacizumab in ein Therapieschema einzubinden, dass diese

Nebenwirkungen vermindert (Diaz et al. 2017; Farber et al. 2017).

Ein weiterer erfolgsversprechender Ansatz ist die sogenannte CAR-T-Immuntherapie.
CAR-T steht dabei fir chimdre Antigenrezeptor-T-Zellen. Fur diese Form der
Immuntherapie werden verschiedene der vorherig beschriebenen Methoden vereint.
Initial werden den Patientinnen Leukozyten entnommen. Diese werden ex vivo mittels
viraler Gentransfervektoren mit chiméren Antigenrezeptoren (CAR) ausgestattet.
Dadurch wird erreicht, dass die Veranderung der T-Zellen auch bei Replikation erhalten
bleibt. CAR setzen sich aus verschiedenen Bestandteilen zusammen: ein extrazelluldres

Bindeglied, eine ,,Schanier“-Region, eine transmembranidre Doméne und eine oder



mehrere Signal-Doménen. Durch die Bindung an ein tumorspezifisches Antigen an der
Zelloberflache der Tumorzelle wird eine Proliferation der T-Zelle verursacht sowie die
Zerstorung der Tumorzelle durch T-Killerzellen. Dadurch wird eine Immunreaktion
unabhéngig von der Expression auf MHC-Molekdilen gegen die Tumorzellen begonnen
(Hartmann et al. 2017; Filley et al. 2018; Kalos et al. 2011).

Die CAR-T-Immuntherapie ist zum jetzigen Zeitpunkt bereits zugelassen flr die B-Zell-
akute lymphoblastische Leuk&mie (ALL) bei Kindern und Jugendlichen unter 25 Jahren.
Der zweite Einsatzbereich besteht bei Patientinnen mit grofem B-Zell-Lymphom, bei
denen schon zwei Therapieversuche gescheitert sind. In vielen Fallen konnte durch die
CAR-T-Therapie ein gutes Ansprechen erreicht werden (Neelapu et al. 2017; Maude et
al. 2018). Deshalb ist versucht worden, die Erfolge bei hdmatopoetischen Erkrankungen
auch auf solide Tumore zu Ubertragen. Da T-Zellen auch die Blut-Hirn-Schranke
passieren konnen, war die CAR-T-Immuntherapie vor allem fir Tumore des ZNS, wie

das Glioblastom, mit grofRen Hoffnungen verbunden (Theodorakis et al. 2017).

Die bestehenden Schwierigkeiten sind vor allem durch die unterschiedlichen Merkmale
solider Tumore im Vergleich zu den hamatopoetischen Erkrankungen zu erkléaren. Der
groRte Unterschied besteht in der Expression der Oberflachenproteine. Im Gegensatz zu
hamatopoetischen Tumorzellen konnte bei soliden Tumoren bislang noch kein
Oberflachenprotein entdeckt werden, das auf allen Tumorzellen, jedoch nicht im
gesunden Gewebe, exprimiert wird. Durch die Heterogenitét war es bislang nicht méglich
CAR-T-Zellen, die alle Tumorzellen gleichermalien erkennen, zu entwickeln. Somit
blieben bislang immer Zellen bestehen, die im Verlauf fur die Progression der

Erkrankung sorgten.

Eine weitere Hurde stellt die Mikroumgebung des Tumors dar. Durch immunsuppressive
Faktoren, wie beispielsweise die vermehrte Expression von PD-L1, kann die aktive
Immunantwort des Korpers unterdriickt werden und auch die CAR-T-Zellen kdnnen nicht
suffizient zum Tumorgewebe transportiert werden um in den Tumor vordringen. Durch
bestehende Zytokine wie die Prostaglandine IL 6 und IL 10 wird die Immunantwort
ebenfalls gemindert. Gleichzeitig herrscht in der Mikroumgebung eines Tumors stdndige

Hypoxie, die ebenfalls fir eine Immunsuppression sorgt.



Als weiterer Punkt im Bereich der malignen Erkrankungen im ZNS sind Tumorzellen und
Neurone fast ausschlie3lich vom Glukose-Stoffwechsel abhéngig, weswegen durch den
hohen Verbrauch auch die Mikroumgebung des Tumors ein sehr glukosearmes Gebiet ist.
T-Zellen wiederum sind jedoch fir die Proliferation und Effektorfunktion ebenfalls von
einer erhohten Glukoseaufnahme abhédngig. Auch hier werden sie also durch die
Mikroumgebung des Tumors gehemmt (Yong et al. 2017; Li et al. 2018; Bagley et
al. 2018).

Wichtig in Bezug auf CAR-T-Immuntherapie sind die Nebenwirkungen, vor allem der
Zytokinsturm nach der Infusion der CAR-T-Zellen. Es treten sowohl neurologische
Nebenwirkungen, wie die Enzephalopathie, als auch schwere und langanhaltende
Zytopenien auf. Davon sind besonders die schweren Neutropenien relevant, die zu
weiteren Komplikationen fuhren (Maude et al. 2018). Die beschriebenen Schwierigkeiten
sind momentan Gegenstand der Forschung, um die CAR-T-Immuntherapie sowohl
nebenwirkungsérmer als auch fiir solide Tumore effektiver zu machen. Auch diese Arbeit
soll der weiteren Erforschung insbesondere der AT/RT dienen, um mdogliche

Ansatzpunkte der Immuntherapie zu evaluieren.



2 Ziel der Arbeit

AT/RT haben trotz intensiver onkologischer Forschung weiterhin eine schlechte
Prognose. Das mediane Uberleben liegt auch heute noch zwischen 6 bis 12 Monaten. Es
werden unterschiedliche Therapieansatze diskutiert. Bisher konnte anhand der klinischen
Ergebnisse noch kein Standard etabliert werden. Viele der bestehenden Therapien
verursachen starke Nebenwirkungen, weshalb sie in diesem besonders vulnerablen
Patientenkollektiv nicht eingesetzt werden konnen. Ein Beispiel hierfur ist die
Bestrahlung, die nicht oder nur in begrenztem Umfang bei Kindern unter 3 Jahren
angewendet werden kann, da die Bestrahlung in diesem Alter die kognitive Entwicklung
sehr stark beeintréchtigt und die Therapie selbst kanzerogen ist. Allerdings sind 75 % der
Kinder bei Diagnosestellung unter 3 Jahre alt (Dufour et al. 2012; Richards et al. 2019;
Richardson et al. 2018; Ginn und Gajjar 2012; Chi et al. 2009). Deshalb ist es dringend
notwendig alternative Therapieoptionen zu entwickeln. Eine neue Option konnte die
Immuntherapie darstellen. Dadurch kénnte man eine gezieltere Therapie der AT/RT
ermdglichen und so Schéden, die durch die bisherigen Therapieansatze entstehen,

reduzieren.

Fur die Entwicklung einer Immuntherapie ist die Kenntnis des immunologischen

Mikromilieus innerhalb des Tumors unabdingbar.

Dieser Arbeit liegt deshalb die Frage zu Grunde, ob HLA-KIasse 1 und Il Molekiile auch
bei AT/RTs exprimiert werden und wenn ja, in welchem Ausmal. Diese Daten kdnnen
unser Verstandnis der Immunologie dieser Tumore vertiefen, was dann wiederum die

Grundlage fir eine verbesserte Immuntherapie darstellen kénnte.

Des Weiteren wurde die Expression von PD-L1 untersucht. PD-L1 und PD-1 Antikdrper,
wie beispielsweise Pembrolizumab, werden bei Melanomen bereits erfolgreich
eingesetzt. Die PD-1-PD-L1-Achse ist ein klassisches Beispiel eines sogenannten
Immuncheckpoints. Immuncheckpoints sind wichtige periphere, inhibitorische
Mechanismen des Immunsystems, welche (berschiefende Immunantworten und
Autoimmunitat vermeiden sollen. Eine gezielte Blockade dieser Checkpoints kann
T-Zellantworten gegen Tumore freisetzen, gleichzeitig aber auch Autoimmunitat

verursachen (Cristescu et al. 2018; Romani et al. 2018). Diese Arbeit soll herausfinden,
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ob in AT/RTs solche Checkpoint-Molekiile konstitutiv exprimiert werden, was eine
Therapie mit entsprechenden Inhibitoren zur Folge haben kdnnte.

Aullerdem wurden mit demselben immunhistochemischen Panel zwei Falle von
Glioblastoma multiforme Rezidiven untersucht. Es handelt sich hierbei um Gewebe,
welches jeweils vor und nach einer Immuntherapie (therapeutische Vakzinierung)
entnommen wurde. Als Frage stellte sich hier, ob die tumor-spezifische Impfung zu einer

messbaren Verdnderung dieser immunologischen Marker fhrt.
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3 Material und Methodik

3.1 Ethikvotum

Fur diese Arbeit liegen zwei Ethikvoten vor. Flr die Bereitstellung anonymisierter
AT/RT-Gewebeschnitte das Votum der Ethikkommission #85/15. Fur den Vergleich der
Gewebeschnitte zweier Glioblastompatientinnen liegt ebenfalls ein positives Votum der
lokalen Ethikkommission vor (#175/16_ff).

3.2 Patientenkohorte

Zur immunhistochemischen Farbung mit Markern fir HLA-ABC, HLA-DP DQ DR,
CD 3 und PD-L1 wurde formalinfixiertes, in Paraffinblécke gegossenes Tumormaterial
von 17 PatientInnen verwendet. Hiervon wurden sieben Patientinnen zwischen 1998 und
2015 in der Neurochirurgie des Universitatsklinikums Wiirzburg beziehungsweise (bzw.)
in der Neurochirurgie des Leopoldina Krankenhauses in Schweinfurt operiert. Das
Tumorgewebe wurde im Rahmen einer Resektion enthommen wund im
neuropathologischen Institut der Universitdt Wirzburg histologisch begutachtet und
klassifiziert. Die Tumorgewebeproben wurden jeweils in anonymisierter Form zur
Verfligung gestellt (Votum der lokalen Ethikkommission #86/15). Neben den
Wirzburger Proben wurden sechs weitere Gewebeproben in Form von fertiggestellten
Schnitten vom neuropathologischen Institut der Universitdt Munchen sowie vier weitere
aus dem neuropathologischen Institut der Universitit Regensburg zur Verfugung gestellt.
Auch von diesen ebenfalls anonymisierten Proben waren keine Informationen zur
Erkrankung oder zum klinischen Verlauf verfligbar. Bei allen Praparaten wurde durch
einen erfahrenen Neuropathologen sichergestellt, dass es sich um AT/RT-Tumore
handelt. Des Weiteren wurden alle Praparate in dem nationalen Referenzzentrum fir

Neuropathologie in Bonn begutachtet.

Die untersuchten Gewebeschnitte der Glioblastompatientinnen entstammen der
Pilotphase der HIT-HGG Rez Immunovac Studie (Eudra-CT 2013-000419-26). Auch fir
diese Studie liegt ein positives Votum der lokalen Ethikkommission vor (#175/16_ff).
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Die beiden GBM-Patientinnen hatten nach Operation eines Tumorrezidivs eine
Immuntherapie in Form einer therapeutischen Vakzinierung mit autologen, Tumorlysat-
beladenen dendritischen Zellen erhalten. Im weiteren Verlauf war es jedoch zu einem
weiteren Rezidiv gekommen, bei welchem nach Einschatzung der behandelnden
Onkologen und Neurochirurgen eine weitere Operation therapeutisch sinnvoll war. Das
Uberschussmaterial aus diesen Drittoperationen wurde fir die hier gezeigten Farbungen
verwendet. Der Abstand der Drittoperationen zu den vorherigen Operationen und damit
der zeitliche Abstand des gewonnenen Materials nach Beginn einer therapeutischen

Vakzinierung lag bei Patientln A bei 5 Monaten, bei Patientin B bei 8 Monaten.

3.3 Immunhistochemische Untersuchung an Paraffinpraparaten

3.3.1 Die Streptavidin-Biotin-Peroxidasekomplex-Methode

Bei der durchgefiihrten Féarbung wurde die Streptavidin-Biotin-Peroxidasekomplex-
Methode, eine indirekte Immunperoxidase-Farbetechnik, angewandt. Diese Methode
wurde 1981 von Dunn et al. entdeckt und gilt seit dem als Standard in der histologischen
Farbung und Diagnostik (Strother 2005; Dunn et al. 1981). Sie zeichnet sich durch hohe

Sensitivitat und einfache Handhabung aus.

Das Prinzip hinter der Farbemethode besteht aus verschiedenen Antikdrpern. Der nicht
konjugierte Primarantikorper bindet an ein Gewebsantigen. Der sekundére Antikorper ist
biotinyliert und richtet sich gegen den Fc-Teil des Primdrantikorpers. An diesen
wiederum bindet der Streptavidin-Biotin-Peroxidasekomplex, wodurch eine férbende

Reaktion ermdglicht wird (Boenisch 1989).

Bei aktuellen Untersuchungen wird die Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC-
Methode) durch eine sogenannte ,,labeled avidin biotin“-Methode (LAB) modifiziert. Der
Unterschied der Methoden besteht darin, dass anstelle des Avidin-Biotin Komplexes
Streptavidin direkt mit einer Peroxidase kombiniert ist. Dadurch ist die Methodik um
4 bis 8 mal sensibler als die ABC-Methode (Giorno 1984).

13



Als Substrat der Peroxidase wurde das 3,3‘-Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB)
verwendet. In Anwesenheit von Wasserstoffperoxid bildet das DAB einen Enzym-
Substrat-Komplex mit der Peroxidase. Dabei wird DAB oxidiert und in ein unlésliches,
braunliches Polymer umgewandelt. Dieses ist wiederum lichtmikroskopisch sichtbar,
wodurch stattgehabte Antigen-Antikorper-Reaktionen sichtbar werden (Heyderman
1979; Boenisch 1989).

3.3.2 Allgemeines zur Féarbung

Die operativ gewonnenen Tumorgewebeproben wurden mittels 4 %-iger Formalinldsung
fixiert, in einer aufsteigenden Alkohlreihe entwéssert und anschlieend in Paraffinblocke
eingebettet. Fur die histologische Untersuchung wurden an einem Leica SM 2000 R
Microtom ca. 3 um dicke Schnitte abgetragen und auf Super-Frost-Objekttrager
aufgezogen. Die Super-Frost Oberflachenbeschichtung ist durchgehend positiv geladen
und sorgt so flr eine bessere Adhdsion der in Paraffin eingebetteten Gewebsschnitte. So
soll ein Abschwemmen des Gewebes wéhrend der Féarbung verhindert werden. Die

aufgezogenen Gewebeschnitte wurden Gber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.

Bei den verschiedenen Farbungen wurden je eine Positiv- und eine Negativkontrolle
mitgeflhrt. Als Positivkontrolle wurde ein vom Hersteller des Antikdrpers empfohlenes
Gewebe verwendet. Dieses Gewebe exprimiert sicher das zu detektierende Antigen und
dient somit als Nachweis des Erfolges der Farbung. Die Negativkontrolle dient zur
Einschétzung der Hintergrundfarbung. Dafiir wurde eine Gewebeprobe ohne Zusatz des

Antikdrpers bei der Farbung mitgefihrt.

Um ein Austrockenen der feinen Gewebeschnitte zu verhindern, was zu falsch-negativen

Ergebnissen fihren wiirde, wurden diese in feuchten Kammern inkubiert.

Gearbeitet wurde, wenn nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur.

14



3.3.3 Vorbehandlung der Préparate

3.3.3.1 Entparaffinierung

Diese erfolgte in einer absteigenden Alkoholreihe:

Xylol fiir 2 x 10 Minuten
100 % Ethanol fur 5 Minuten
96 % Ethanol fir 5 Minuten
70 % Ethanol fir 5 Minuten

Zum Schluss wurden die Praparate mit destilliertem Wasser (Aqua dest.) gesplilt.

3.3.3.2 Freilegung der Antigen-Bindungsstellen

Durch die Fixierung mit Formalin wurden die Aminosaureketten der Proteine
quervernetzt. Um die Antigen-Bindungsstellen des fixierten Gewebes wieder frei zu

geben, missen die Praparate vorbehandelt werden.

In dieser Studie wurden die Gewebeschnitte hierzu in Citronenséure mit einem pH-Wert
von 6,0 in einem handelstiblichen Dampfkochtopf auf Giber 100 °C erhitzt und 10 Minuten
gekocht. Die Citronensaure wird aus 42 g Citronenséure-1-hydrat und 21g
Natriumhydroxid hergestellt, die in 10 Liter (I) Aqua dest. gelost werden. Der pH-Wert
wird mit Hilfe von Salzsdure (HCL) oder Natronlauge (NaOH) auf 6 titriert.

Anstelle von Citronensdure ist auch das Kochen in Target Retrieval Solution (TRS) mit
einem pH-Wert von 8 oder 9 méglich. Allerdings ist in den vorausgegangenen Testungen
mit den jeweiligen AntikOrpern die Methode mit Citronensdure durch weniger

Hintergrundfarbung als besser hervorgegangen.

Nach dem Kochen lasst man die Praparate auskiihlen und spult sie anschlieRend fir

2 Minuten in Aqua dest.
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3.3.3.3 Block der endogenen Peroxidase

In vielen Geweben sind endogene Peroxidasen enthalten, wie beispielsweise das
H&moglobin in Erythrozyten oder Zytochrome in Granulozyten oder Monozyten. Da die
Farbung mit der Streptavidin-Biotin-Komplex-Methode ebenfalls auf der Aktivierung
durch eine Peroxidase beruht, missen die endogenen Peroxidasen blockiert werden, um

eine spezifische Farbung zu erhalten. Dies schafft man durch einen Substratiiberschuss.

Die Préparate wurden fur 15 Minuten in eine Losung aus 250 Milliliter (ml) Aqua dest.
und 6 ml Wasserstoffperoxid (H202) gestellt. Da H20: sehr fliichtig ist, kann man diese

Ldsung erst kurz vor Anwendung herstellen.

AnschlieRend werden die Gewebeschnitte wieder fir 2 Minuten mit Aqua dest. gespult.
Es erfolgt eine weitere Spilung mit Tris-Buffered Saline (TBS) Ldésung mit einem
pH-Wert von 7,6.

Die  Stammlésung wurde aus 121,1g  Tris-(hydroxymethyl)aminomethan,
169,4 g Natriumchlorid (NaCl) und 80 ml HCI (25 %), aufgefullt mit zweifach
destilliertem Wasser (Aqua bidest.) auf 2000 ml hergestellt und auf pH 7,6 eingestellt.
Fur die Verwendung wird die Stammldsung noch auf 1:10 verdinnt.

3.3.3.4 Protein-Block

Bevor man den Primarantikorper auf das Gewebe gibt, muss man verhindern, dass dieser
sich an jegliche auch unspezifische geladene Bindungsstellen, wie Kollagenfasern oder
andere Proteine, anlagert, um falsch-positive Féarbereaktionen zu vermeiden. Durch das
Auftragen von 2 bis 3 Tropfen des gebrauchsfertigen 10 %-igen non-immune normal goat
Serum (Invitrogen™) wurden diese unspezifischen Bindungsstellen blockiert. Dafir
miussen die Praparate 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert werden. Das Serum

wurde anschlieend nicht abgespiilt, es wird nur von den Objekttragern abgekippt.
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3.3.4 Inkubation mit dem Primarantikoper

Um eine gute Anférbung der gewiinschten Antigenbindung zu erreichen, jedoch ohne zu
viel Hintergrundanfarbung zu erhalten, muss der Antikorper verdinnt werden. Die
optimale Verdinnung wurde in Farbungen mit der Positiv- und Negativkontrolle in
Verdinnungsreihen herausgefunden. Fir die Herstellung des Verdinnungspuffers
verwendet man eine Losung aus TBS mit 1 % bovinem Serumalbumin (BSA). Dieses soll
weitere vorhandene unspezifische Immunglobuline binden und so unspezifische Farbung

im Ergebnis minimieren.

Die Praparate wurden mit 150 Mikroliter (ul) der Mischung des Antikdrpers und dem
Verdinnungpuffer tber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Préparate erst einzeln mit TBS abgespult und anschlieRend
fir 2 x 5 Minuten in einer Kivette mit TBS gespult, wobei die Ldsung zwischen den

Spulungen gewechselt wurde.

3.3.5 Nachweis

Der Nachweis erfolgte, wie oben beschrieben, mittels der Streptavidin-Biotin-
Peroxidasekomplex-Methode. Dazu wurde das MultiLink-Kit der Firma BioGenex

verwendet.

Zuerst wurde der sekundére, der sogenannte Link-Antikorper, aufgetragen. Um die

Bindung zu ermdglichen, wurden die Gewebeschnitte fiir 30 Minuten inkubiert.

Anschliefend wurden die Préparate wieder einzeln mit TBS abgespult und daraufhin fir
2 x5 Minuten in einer Kivette mit TBS gespult, wobei die Lésung zwischen den

Spilungen gewechselt wurde.

Als néchstes erfolgte das Auftragen des sogenannten Label-Antikorpers, welcher aus
einem Streptavidin-Peroxidase-Konjugat besteht. Die Praparate wurden erneut fur
30 Minuten inkubiert.
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Es erfolgte im Anschluss eine weitere Waschung, die aus dem einzelnen Absplen der
Préparate mit TBS sowie der anschlieBenden Spilung in einer Kivette mit TBS flr

2 X 5 Minuten besteht, wobei die Lésung zwischen den Spilungen gewechselt wurde.

Die Préaparate wurden im Anschluss vorsichtig getrocknet.

3.3.6  Entwicklung mit DAB

Fur die anschlielende Anfarbung, wie bereits in 3.2.1 beschrieben, wurde DAB
verwendet. Es wurden 20 pul des Chromogens mit 1ml des Substratpuffers
(gebrauchsfertig von der Firma Dako) verdinnt. Jedes Praparat wurde mit der Losung

beschichtet und anschliefend fir 5 Minuten inkubiert.

Es erfolgte die Spulung mit TBS und Aqua dest.

3.3.7 Farbung mit Hamalaun

Fur die bessere Ubersicht und Darstellung der Zelle erfolgte noch eine Kernfarbung mit

Hamalaun.

Dazu wurden die Schnitte fur 2 Minuten in Hamalaun gestellt und anschlieend mit
Aqua dest. gespult. Danach erfolgte die Blauung, wozu man die Préparate fur 10 Minuten

unter flieBendes Leitungswasser stellt.

Das Hamalaun wurde nach Meyer wie folgt hergestellt: 1,29 H&matoxylin,
0,2 g Natriumjodat, 50 g Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat, 50 g Chloralhydrat und
1 g Citronenséure nacheinander in einigen Millilitern Aqua dest. auflésen und auf
1000 ml mit Aqua dest. auffillen. Die Ldsung tber Nacht auf einen Magnetrihrgeréat
stellen. Das Behdltnis anschliefend abdecken und vor der Benutzung etwa 4 Wochen

reifen lassen.

Nach der Blauung wurden die Gewebeschnitte nochmals mit Aqua dest. gespult.
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3.3.8 Fixierung

Um die Praparate haltbar zu machen, erfolgte anschlieend die Entwdsserung in einer

aufsteigenden Alkoholreihe:

70 % Ethanol fur 2 Minuten
96 % Ethanol fur 2 Minuten
100 % Ethanol fir 2 Minuten
Xylol fiir 2 Minuten

AnschlielRend erfolgte die Eindeckung mithilfe eines xylolhaltigen Histokits (Karl Hecht
GmbH & Co KG).

3.4 Verwendete Antikorper

In dieser Arbeit wurden vier verschiedenen Antikérper verwendet, die sich gegen
spezifische Oberflachen-Antigene richten, die im Folgenden beschrieben werden.

341 CD3

Das Immunsystem wird durch glykoproteinhaltige Oberflachenstrukturen klassifiziert.
Dieses bezeichnet man im internationalen Kontext auch als Cluster of Differentiation
Antigene (CD-Antigene). CD 3-Antigene werden auf T-Lymphozyten exprimiert. Das
CD 3-Antigen ist mit dem T-Zellrezeptorkomplex assoziiert und spielt somit eine
wichtige Rolle bei der Aktivierung der T-Zellen (Ansorge und Téger 2014). Der
verwendete CD 3-Antikorper ist ein monoklonaler Mausantikdérper in der Verdiinnung

1:150. Als Positivkontrolle wurde lymphozytenreiches Gewebe der Tonsille verwendet.
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3.4.2 Humanes Leukozyten-Antigen-System (HLA)

Der Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC, major histocompatibility complex) des
Menschen wurde beim Menschen als erstes auf Leukozyten entdeckt, deshalb nennt man
ihn auch Humanes Leukozyten-Antigen-System (HLA). Nach Prozessierung von
Antigenen im Inneren von antigenprasentierenden Zellen (APCs) werden die
entstehenden Peptide von dem MHC-Molekil Gbernommen und den T-Lymphozyten auf
der Zelloberflache présentiert. Somit bilden diese Strukturen eine Grundlage fir das
Immunsystem zur Unterscheidung zwischen fremden und eigenen Zellen (Ansorge und
Tager 2014).

3.4.2.1 HLA-Klasse I: HLA-A, HLA-B, HLA-C

Aus den Hauptgenen HLA-B, HLA-C und HLA-A wird der HLA-KIasse-I-Komplex
gebildet. Er wird auf der Plasmamembran aller kernhaltigen Zellen exprimiert. Es ist
bekannt, dass Tumorzellen die Expression verringern kénnen, um sich zu schitzen und
der Immunantwort des Korpers zu entgehen. MHC-I-Molekiile présentieren

Peptidfragmente den CD 8*-cytotoxischen T-Zellen (Ansorge und Tager 2014).

Der verwendete Anitkorper ist ein monoklonaler Mausantikorper HLA-Klasse | ABC
[EMR 8-5] der Firma Abcam. Fir die Verwendung wurde er in einem Verhéltnis von
1:16.000 verdunnt. Als Positivkontrolle wurde Lebergewebe mitgefuhrt und zur besseren

Einschatzung der Hintergrundfarbung gesundes Hirngewebe verwendet.

3.4.2.2 HLA-Klasse I1: HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP

Die HLA-KIasse-11-Komplex wird aus den Hauptgenen HLA-DP, HLA-DM, HLA-DQ
und HLA-DR gebildet. MHC I1-Molekiile kommen vor allem auf Immunzellen, wie zum
Beispiel aktivierten T-Lymphozyten und insbesondere antigenprasentierende Zellen, vor.
Dazu gehoéren Makrophagen, dendritische Zellen und B-Lymphozyten. Man hat
herausgefunden, dass die Expression der HLA-Klasse 1l durch Aktivierung der Zellen
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stark erhoht werden kann. MCH I1-Molekdle prasentieren Peptidfragment-Antigene vor
allem CD 4*-T-Helferzellen (Ansorge und Tager 2014).

In dieser Untersuchung wurde der monoklonale Mausantikdrper HLA-DR+DP+DQ
[CR3/43] der Firma Abcam verwendet. Er wurde im Verhéltnis 1:1000 verdunnt. Als

Positivkontrolle wurde Gewebe einer Tonsille mitgefihrt.

343 PD-L1

Fur die Immunantwort sind der ,,Programmed death 1 receptor” (PD-1) und sein Ligand
(PD-L1) von entscheidender Bedeutung. PD-1 wird auf aktivierten T-Lymphozyten
exprimiert. Durch den Liganden PD-L1 soll eine Uberaktivierung vor allem gegen
korpereigene Zellen verhindert werden. Die auf den aktivierten T-Lymphozyten
exprimierten PD-1 Rezeptoren binden an den PD-L1 einer antigenprasentierenden Zelle
(APZ) und werden dadurch inhibiert (Riella et al. 2012). Tumorzellen machen sich diese
inhibierende Eigenschaft zu Nutze, in dem sie eine Uberexpression von PD-L1 zeigen.
Somit binden T-Lymphozyten dann an diese PD-L1 und es findet keine Immunantwort
gegen die Tumorzellen statt (Herbst et al. 2014; Schumacher et al. 2015).

Der verwendete PD-L1 AntikOrper wurde fir die Farbung in einem Verhaltnis von 1:500

verdiinnt. Es wurde Gewebe der Placenta als Positivkontrolle mitgeftihrt.

3.5 Auswertung

Die Auswertung der Préparate hinsichtlich der exprimierten Oberflachenproteine
(HLA-ABC, HLA-DQ, DP, DR und PD-L1) und vorhandenen T-Zellen (CD 3) erfolgte
mikroskopisch (Axioplan, Firma Zeiss) in 400-facher Vergrof3erung. Mit Hilfe einer mit
dem Mikroskop verbundenen Kamera (Coolpix, Firma Nikon) wurden von jedem der
17 Tumore zehn Aufnahmen des angefarbten Gewebes angefertigt. Die zu
fotografierenden Abschnitte wurden randomisiert ausgewahlt, es musste sich bei dem

Bildausschnitt lediglich um Tumorgewebe handeln.
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Die Tumorzellen wurden manuell ausgezahlt. Aus forschungsokonomischen Griinden
wurde dabei jeweils nur ein Viertel des dargestellten Gewebeschnittes berlcksichtigt und
dessen Anzahl an Tumorzellen dann vervierfacht, um die Gesamtzahl der Tumorzellen
fir den kompletten Bildausschnitt zu erhalten. Dazu wurde zuerst mit Hilfe des
freiverfugbaren open source Bildbearbeitungsprogrammes GIMP (Version 2.8.16) jedes
Bild horizontal und vertikal in vier gleichgrolle Abschnitte aufgeteilt, die durch rote
Hilfslinien markiert wurden. VVon der Markierungslinie geschnittene Zellen wurden nur
gezéhlt, wenn mehr als 50 % der Zelle in dem zu zé&hlenden Abschnitt lag. Es wurde
immer der linke obere Bildabschnitt ausgezahlt. In Fallen, in denen in diesem Abschnitt
uberwiegend Nekrose vorhanden war, wurde auf einen anderen, reprasentativeren
Abschnitt ausgewichen. Intravaskulédr gelegene Zellen wurden nicht gewertet. Die durch
die verschiedenen Antikorper angefarbten Zellen wurden jeweils im gesamten

Gewebeschnitt gezéhlt.

Des Weiteren wurden Gewebeschnitte zweier Glioblastome vor und nach
immunmodulierender Therapie mittels Impfung von Tumorzellen analog zum bereits
beschriebenen  Verfahren analysiert. Hier wurden komparativ die gleichen
Tumorabschnitte mikroskopiert. Diese wurden auf dem Praparat markiert, um sie in der
Mikroskopie zu orten. Im Anschluss konnte eine semiquantitative Auswertung Uber die

Héufigkeit des Auftretens verschiedener Immunzellen erfolgen.

3.5.1 Auswertungskriterien der verschiedenen Antikorper

Das Kriterium fur die Anfarbung der Zellen durch die verschiedenen Antikérper war bei
jeder Farbung Niederschlag der braunlichen Farbe durch die Entwicklung mit DAB. Da
es sich bei den verwendeten Antikdrpern um Antikorper gegen exprimierte
Oberflachenantigene handelt, gilt eine Zelle als angefarbt, wenn die Zellmembran

mindestens 75 % angefarbt ist (Ansorge und Tager 2014).

Insbesondere bei der Farbung mit dem PD-L1 Antikérper war die Farbung der
Zellmembran ausschlaggebend. Die Farbung des Zytoplasmas wurde vernachlassigt. Die

PD-L1 angefarbten Tumore wurden einem Score zugeordnet. Dieser orientiert sich an der
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Arbeit von Scheel et al., die die Tumore in finf Gruppen einteilt: Anteil der PD-L1
exprimierende Tumorzellen < 1%, >1 %, > 5 %, > 10 % und > 50 % der Tumorzellen
insgesamt (Scheel et al. 2016).

Daraus ergibt sich folgender Score:

0 - 0,9 % entspricht Score 0
1 - 4,9 % entspricht Score 1
5-9,9 % entspricht Score 2
10 - 49,9 % entspricht Score 3
50 — 100 % entspricht Score 4
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4 Ergebnisse

41CD3

Abb. 1: Auf den Bildern sind beispielhaft Ausschnitte verschiedener AT/RT (von links oben nach rechts

unten: Tumor Nr. 4, Tumor Nr. 5, Tumor Nr. 6, Tumor Nr. 10) in 400-facher VergroRerung dargestellt, auf
denen die CD 3 exprimierenden Zellen angeférbt sind (siehe Abschnitt Material und Methoden).

Der prozentuale Anteil der CD 3 exprimierenden Zellen im Vergleich zu Tumorzellen
war von Tumor zu Tumor und selbst innerhalb der einzelnen Tumorabschnitte stark

variabel von maximal 143 Zellen und minimal 0 Zellen.

Diese Variabilitat ist in der Abbildung 2 in Form eines Boxplot-Diagrammes dargestellt
(Daten aus der Tabelle im Anhang).
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Die starkste intratumorale Variabilitat fand man bei dem Praparat des Tumors Nr. 5. Hier
waren zwischen 9 und 143 Zellen CD 3 exprimierende Zellen.

Im Mittel waren 1,75% der Zellen der verschiedenen Tumorpréparate CD 3

exprimierende Zellen.

B prozentualer Anteil der CD 3 exprimierenden Zellen zu Tumorzellen
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Abb. 2: Boxplot-Diagramm zur Verteilung der CD 3 exprimierenden Zellen im Verhaltnis zu Tumorzellen
innerhalb der einzelnen Tumorpréparate. Im Boxplot-Diagramm wird jeweils das Minimum, das untere
Quartil, der Median, das obere Quartil und das Maximum angezeigt. Die Box gibt somit den Bereich an,

in dem 50 % der Werte liegen. AusreiBende Werte werden als einzelne Punkte angezeigt.
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4.2 HLA-KIasse |

Abb. 3: Auf den Bildern sind beispielhaft verschiedene AT/RT abgebildet (von links oben nach rechts unten:
Tumor Nr. 1, Tumor Nr. 2, Tumor Nr.8, Tumor Nr. 10) in 400-facher Vergréferung, bei denen HLA-
Klasse | exprimierende Zellen angefarbt wurden. Im Bild des Tumors Nr. 10 sieht man vor allem auch die
Féarbung der Gefalmembranen mit jeweils innenliegenden Erythrozyten. Es wurden in der Z&hlung nur die
angefarbten Tumorzellen berucksichtigt (vgl. Abschnitt Material und Methoden).

Hier zeigte sich wieder eine grofle Variabilitat auch innerhalb eines Tumors. Minimal

wurden in einem Ausschnitt 4 Zellen angefarbt, maximal 198 Zellen.
Die Variabilitat ist in Form eines Boxplot-Diagramms in Abbildung 4 dargestelit.

Die stérkste Variabilitat ergab sich bei dem Préparat des Tumors Nr. 2. Hier variierte der
prozentuale Anteil der exprimierenden Tumorzellen zwischen 5 % und 70 %.

Im Mittel waren 12,9 % der Tumorzellen HLA-KIasse I exprimierende Tumorzellen.
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B Prozentualer Anteil HLA- Klasse | exprimierender Zellen zu Tumorzellen
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Abb. 4: Boxplot-Diagramm zur Verteilung der HLA-Klasse | exprimierenden Zellen im Verhaltnis zu
Tumorzellen innerhalb der einzelnen Tumorpréaparate. Im Boxplot-Diagramm wird jeweils das Minimum,
das untere Quartil, der Median, das obere Quartil und das Maximum angezeigt. Die Box gibt somit den

Bereich an, in dem 50 % der Werte liegen. Ausreilende Werte werden als einzelne Punkte angezeigt.
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4.3 HLA-KIlasse 11

Abb. 5: Exemplarische Abbildung verschiedener AT/RT (von links oben nach rechts unten: Tumor Nr. 1,

Tumor Nr. 5, Tumor Nr. 8, Tumor Nr. 16) in 400-facher VergroRerung, bei denen die Expression von HLA-

Klasse Il angefarbt wurde.

Die Variabilitat innerhalb eines einzelnen und unter den verschiedenen Tumoren ist stark
ausgepragt. Diese wurde in Abbildung 6 in einem Boxplot-Diagramm dargestellt.
Exprimierende Tumorzellen kamen haufig in der Nahe von Blutgefalien vor, allerdings
nicht ausschlieBlich. Darstellung eines BlutgeféRes beispielhaft bei Tumor 1 (1. Bild,
obere Reihe, links).

Minimal wurden in einem Ausschnitt keine Tumorzelle angefarbt, maximal

74 Tumorzellen.
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Die grofite intratumorale Variabilitat bestand bei dem Préparat des Tumors Nr. 10. Hier
variierte der prozentuale Anteil an exprimierenden Tumorzellen zwischen
4,9 % und 30,1 %.

Im Mittel waren 2,98 % der Tumorzellen HLA-KIasse Il exprimierende Tumorzellen.

B prozentualer Anteil HLA Klasse Il exprimierender Zellen zu Tumorzellen
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Abb. 6: Boxplot-Diagramm zur Verteilung der HLA-Klasse Il exprimierenden Zellen im Verhdltnis zu
Tumorzellen innerhalb der einzelnen Tumorpréaparate. Im Boxplot-Diagramm wird jeweils das Minimum,
das untere Quartil, der Median, das obere Quartil und das Maximum angezeigt. Die Box gibt somit den
Bereich an, in dem 50 % der Werte liegen. Ausreillende Werte werden als einzelne Punkte angezeigt.
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4.4 Vergleich zwischen Exprimierung von HLA-KIlasse | und 11

Im folgenden Boxplot-Kastendiagramm ist die Exprimierung von HLA-KIlasse | und Il in
den unterschiedlichen Tumoren gegeniibergestellt. Dabei wird deutlich, dass eine starke
Exprimierung von HLA-KIasse I nicht auf eine starke Exprimierung von HLA-Klasse Il

schlieflen l&sst und umgekehrt.

Eine hohere intratumorale Variabilitat war bei HLA-Klasse | gegeben.

B Prozentualer Anteil HLA Klasse | exprimierender Zellen
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Abb. 7: Boxplot-Diagramm zur Verteilung der HLA-Klassen I und Il exprimierenden Zellen im Verhaltnis
zu Tumorzellen innerhalb der einzelnen Tumorpraparate im Vergleich nebeneinander dargestellt. Im
Boxplot-Diagramm wird jeweils das Minimum, das untere Quartil, der Median, das obere Quartil und das
Maximum angezeigt. Die Box gibt somit den Bereich an, in dem 50 % der Werte liegen. Ausreiflende Werte

werden als einzelne Punkte angezeigt.
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4.5 PD-L1 exprimierende Zellen

Abb. 8: Exemplarische Abbildung verschiedener AT/RT-Praparate (von links oben nach rechts unten:
Tumor Nr. 4, Tumor Nr.5, Tumor Nr.9, Tumor Nr.13) in 400-facher VergroRerung, bei denen die
Exprimierung des PD-L1 angefarbt wurde. Wie bereits im Abschnitt Material und Methoden beschrieben,
wurde hier eine Exprimierung gewertet, wenn die Zellmembran angefarbt war, eine alleinige Férbung des

Zytoplasmas wurde nicht gewertet.

Die intratumorale Variabilidt des prozentualen Anteils der PD-L1 exprimierenden

Tumorzellen wurde in einem Boxplot-Kastendiagramm dargestelit.

Minimal wurden in einem Ausschnitt keine Tumorzelle angeféarbt, maximale Anzahl der

exprimierenden Tumorzellen in einem Ausschnitt lag bei 537.
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Insgesamt zeigte sich die stérkste intratumorale Variabilitat bei dem Préparat des Tumors
Nr. 17. Hier variierte der prozentuale Anteil der exprimierenden Tumorzellen zwischen
6,4 % und 47,8 %.

Der Mittelwert des prozentualen Anteils der PD-L1 exprimierenden Tumorzellen
lag bei 5,1 %.

B prozentualer Anteil PD-L1 exprimierender Zellen zu Tumorzellen gesamt
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Abb. 9: Boxplot-Diagramm zur Verteilung der PD-L1 exprimierenden Zellen im Verhaltnis zu Tumorzellen
innerhalb der einzelnen Tumorpréparate. Im Boxplot-Diagramm wird jeweils das Minimum, das untere
Quartil, der Median, das obere Quartil und das Maximum angezeigt. Die Box gibt somit den Bereich an,

in dem 50 % der Werte liegen. Ausreillende Werte werden als einzelne Punkte angezeigt.

Anhand des prozentualen Mittelwertes der einzelnen Tumore wurden diese, wie im Teil
Material und Methoden beschrieben, einem Score zugeordnet, der einer Einteilung der
Tumorpraparate nach Anteil der PD-L1 exprimierenden Tumorzellen von Tumorzellen

insgesamt beschreibt.
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Tabelle 1: Zuordnung der Tumore zum Score

Score  Anzahl der zugeordneten Tumore
0 3

1 9
2 2
3 3
4 0

Dies wurde im folgendem Kreisdiagramm prozentual dargestellt. Mit 53 % Uberwiegt der
Anteil der Score 1 zugeordneter Tumore. Jeweils drei Tumore und somit 17,65 % waren
den Scores 0 und 3 zugeordnet. Bei keinem Tumor war der Anteil der angefarbten

Tumorzellen tber 50 %, deshalb wurde kein Score héher als 3 vergeben.

Score Ergebnis

= 0;0%

0 m]l =2 =3 m4

Abb. 10: Kreisdiagramm zur prozentualen Darstellung der erreichten Score-Einteilungen der AT/RT
Tumorpraparate. Einteilung der nach Anteil der PD-L1 exprimierenden Tumorzellen von Tumorzellen
insgesamt: 0 — 0,9 % entspricht Score 0; 1 — 4,9 % entspricht Score 1; 5 - 9,9 % entspricht Score 2; 10 —
49,9 % entspricht Score 3; 50 — 100 % entspricht Score 4
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4.6 Vergleich der einzelnen Tumore

Um die jeweilige Expression der verschiedenen Marker in einem Tumor vergleichen zu

kdnnen, wurde auf die jeweiligen Mittelwerte pro Tumor zurtickgegriffen.

Das dargestellte Balkendiagramm in Abbildung 11 veranschaulicht, dass in jedem Tumor
eine unterschiedliche Expression vorlag. Es bestand keine Korrelation zwischen den

einzelnen Proteinen.

Die Expression von HLA-Klasse | war prozentual in den einzelnen Ausschnitten der

Tumore am starksten vertreten.

Die hochste Anzahl von CD 3 exprimierenden Zellen trat im Préparat des Tumors Nr. 5

auf.

Der hochste prozentuale Anteil an HLA-Klasse | exprimierenden Tumorzellen konnte das

Préparat des Tumors Nr. 11 aufweisen.

Im Préparat des Tumors Nr.10 war der prozentuale Anteil an HLA-Klasse 1l

exprimierenden Tumorzellen am grof3ten.

PD-L1 exprimierende Tumorzellen waren im Préparat des Tumors Nr. 17 am h&ufigsten

aufzufinden.
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Abb. 11: Balkendiagramm zur Veranschaulichung der Mittelwerte der prozentualen Anteile der Marker

exprimierenden Tumorzellen von allen Tumorzellen der einzelnen Préparate.

Wie in Abbildung 11 zu sehen ist, zeigt sich kein offensichtlicher Zusammenhang
zwischen den prozentualen Mittelwerten der positiven Tumorzellen fur die Marker CD 3,
PD-L1, HLA-KIasse | und HLA-Klasse 11.
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Jedoch, wie in den einzelnen vorher gehenden Abschnitten dargestellt, besteht jeweils

innerhalb eines Préparats eine sehr grolRe Variabilitat der exprimierenden Zellen.

Um die grol’e Schwankungsbreite der Ergebnisse starker zu beriuicksichtigen, wurde eine

logit-Transformation der Daten durchgefuhrt mit

Elimination der jeweiligen

ausschlagenden Werte nach oben und unten. Aus den so transformierten Daten wurde fur

alle vier Parameter eine Regressionsanalyse nach Pearson berechnet (Tabelle 2).

Tabelle 2: Lineare Regressionsanalyse nach Pearson fur die vier immunhistochemischen

Marker nach logit-Transformation. Signifikante Zusammenhéange sind fett markiert.

CD3 HLA-I HLA-II PD-L1
CD-3 Kaorrelation nach Pearson 1 -,492 417 ,000
Signifikanz (2-seitig) ,045 ,096 ,999
N 17 17 17 17
HLA-I Korrelation nach Pearson  -,492 1 -,070 ,488
Signifikanz (2-seitig) ,045 ,789 ,047
N 17 17 17 17
HLA- Kaorrelation nach Pearson A17 -,070 1 -,312
! Signifikanz (2-seitig) ,096 ,789 ,223
N 17 17 17 17
PD-L1 Korrelation nach Pearson  ,000 ,488 -,312 1
Signifikanz (2-seitig) ,999 ,047 223
N 17 17 17 17
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Auch nach logit-Transformation konnte keine statistisch signifikante Korrelation der
Expression der HLA-Klasse | und HLA-Klasse Il Antigene festgestellt, sowie
HLA-KIasse Il in Bezug auf CD 3 oder PD-L1 nachgewiesen werden.

Es zeigte sich jedoch eine statistisch signifikante negative Korrelation zwischen der
Expression der HLA-Klasse | und CD3* Zellen. Die Korrelation betragt —0,492 nach
Pearson (p=0,045). Das bedeutet, je weniger CD 3" Zellen in dem Tumorpraparat
vorhanden waren, desto mehr HLA-Klasse | exprimierende Tumorzellen waren

anfarbbar.

R* Linear = 0,242

-3,00

cd3y

-3,50 =3,00 =2,50 =2,00 =150 =1,00 =50

abcy

Abb. 12: Graphische Darstellung der Regressionsgerade nach Pearson zwischen der Expression der HLA-
Klasse | (x-Achse) und der CD 3* Zellen (y-Achse). Negative Skalenbeschriftung auf Grund der logit-

Transformation.

Des Weiteren konnte eine statistisch signifikante positive Korrelation zwischen der
Expression der HLA-Klasse | und der Expression von PD-L1 auf den Tumorzellen
nachgewiesen werden. Die Korrelation betrdgt 0,488 nach Pearson (p=0,047). Das
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bedeutet, dass je mehr HLA-Klasse | exprimierende Tumorzellen in einem Praparat

vorhanden sind, desto mehr wird auch PD-L1 von der Tumorzelle exprimiert.

R? Linear = 0,238
-1,00

Ily

abcy

Abb. 13: Graphische Darstellung der Regressionsgerade nach Pearson zwischen den HLA-Klasse |

(x-Achse) und den PD-L1 exprimierenden Tumorzellen (y-Achse). Negative Skalenbeschriftung auf Grund
der logit-Transformation.

Daraus lasst sich schlieBen, dass die Expression von HLA-Klasse | und von PD-L1
Molekilen auf Tumorzellen gleichsinnig reguliert zu sein scheint. Eine vermehrte
Infiltration des Tumormikromilieus mit CD 3* T-Zellen geht mit einer Herabregulierung

von HLA-KIasse | Molekilen, nicht jedoch von PD-L1 auf Tumorzellen, einher.
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4.7 Vergleiche der Glioblastom-Préparate

Um die Auswirkung von Immuntherapie besser verstehen zu kdnnen, wurden bei zwei
immuntherapeutisch behandelten Patientinnen Préparate des Hirntumors vor und nach
Erhalt der Therapie angefertigt. Da die Immuntherapie bei AT/RTs weder in der
Standardtherapie noch in klinischen Studien derzeit etabliert ist, wurden fir diese
Fragestellung zwei Patientinnen mit Glioblastom-Rezidiv aus der Pilotphase einer
laufenden Phase I/I1-Immuntherapiestudie (HIT_HGG Rez Immunovac, Eudra-CT 2013-
000419-26) untersucht. Fir die Analyse wurden jeweils gleichwertige Abschnitte eines
Tumors in Bezug auf die Anzahl an angefarbten Zellen verglichen, also Zellen, die jeweils
das Oberflachenprotein exprimieren. In dieser Zusammenfassung wurden vor allem die
Oberflachenproteine genauer betrachtet, die von Zellen des Immunsystems exprimiert
werden und somit bei diesen Patientinnen im Tumorgewebe des Glioblastoms oder in der

unmittelbaren Umgebung des Tumors vorkommen.

CD 45 ist ein Pan-Leukozyten-Marker. Er féarbt alle Zellen hamatopoetischen Ursprungs
an, mit Ausnahme von Erythrozyten und Thrombozyten (Dalchau et al. 1980). Er gibt
somit einen Uberblick tber die Immunzellinfiltration im jeweiligen Gewebeschnitt. Bei
Patientin A konnten vor der Immuntherapie nur wenige Leukozyten nachgewiesen
werden. Auch nach der Immuntherapie zeigte sich kein bedeutender Anstieg. Auch bei
Patientln B konnten nur wenige Leukozyten vor und auch nach der Therapie

nachgewiesen werden.

Zur genaueren Differenzierung wurden CD 3-Antigene angeféarbt. Diese werden auf
T-Lymphozyten exprimiert. Das CD 3-Antigen ist mit dem T-Zellrezeptorkomplex
assoziiert und spielt somit eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der T-Zellen (Ansorge
und Téger 2014). Insgesamt ergab sich bei beiden PatientInnen ein &hnliches Bild wie
bereits bei der Anfarbung von CD 45. Im Tumor- und umliegendem Hirngewebe zeigten
sich nur wenige CD 3 exprimierende Zellen. Diese waren vor allem am Randbereich des
Tumors vorhanden. Vor und nach der Immuntherapie konnte kein Unterschied festgestellt

werden.
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CD 4 wird an der Oberflache vor allem von T-Helferzellen, aber auch von Monozyten
und Makrophagen, sowie von Mikroglia durch den MHC-II-Komplex exprimiert
(Maddon et al. 1987). CD 8 gehort ebenfalls zu den Oberflachenproteinen des
Immunsystems, es ist aber hauptsachlich auf zytotoxischen T-Zellen und natlrlichen
Killerzellen (NK-Zellen) zu finden. Es wird auBerdem von dendritischen Zellen
exprimiert (Elgert 2009). Fur die Expression wird der MHC-I-Komplex bendtigt. Es
konnte sowohl bei PatientIn A als auch bei Patientin B vor der Immuntherapie mehr CD 8
als CD 4 Zellen im normalen Hirngewebe festgestellt werden. Nach der Immuntherapie
waren bei Patientin A keine CD 8 exprimierenden Zellen mehr vorhanden, an der Anzahl
an CD 4 exprimierenden Zellen hatte sich nichts verandert. Bei Patientln B hat sich das
Verhaltnis zwischen CD 4 und CD 8 nicht verandert. Im Tumorgewebe waren bei dieser
Patientln sowohl vor der Immuntherapie als auch danach keine CD 8 exprimierenden

Zellen vorhanden.

Makrophagen exprimieren CD 163 als Oberflachenprotein. CD 163 spielt eine groRe
Rolle fur die Regulation der Entziindungsreaktion tber die Freisetzung von Zytokinen
(Moestrup und Mgller 2004). Bei beiden Patientinnen waren Makrophagen sowohl vor
als auch nach der Immunisierung vorhanden. Sie waren diffus verteilt, auch Bestandteil
des normalen Hirngewebes und dabei nicht auf ein bestimmtes Areal oder den Rand des

Tumorgewebes begrenzt.

Zusammenfassend konnte im Vergleich dieser Patientinnen keine Verdnderung im
Bestand der Immunzellen durch die Immuntherapie im Bereich des Hirn- und

Tumorgewebes festgestellt werden.

40



5 Diskussion

AT/RTs sind trotz der Fortschritte in der padiatrischen Onkologie weiterhin eine der
Kinderkrebsformen mit sehr geringen Uberlebenschancen. Auch wenn sich die Prognose
in den letzten Jahren verbessert hat, liegt das 5-Jahres-Uberleben der Patientinnen immer
noch zwischen 15 und 50 %. Die Rate der Betroffenen, die diese 5 Jahre ohne erneutes
Ereignis Uberleben, ist trotz Ausschdpfen der bis heute verfligbaren Therapieoptionen bei
gerade einmal 30 % (Chi et al. 2009; Frihwald et al. 2016; Friihwald et al. 2020).

Schon die Therapie an sich stellt auch heute noch eine groRe Herausforderung dar. Nach
Protokoll des EU-Rhab wird zun&chst die chirurgische Resektion vorgesehen. Die
prognostische Relevanz der totalen Tumorresektion ist noch nicht abschlieRend geklért.
Eine Metaanalyse der bisher erhobenen Daten beziiglich der entfernten Tumormasse
zeigte einen Uberlebensvorteil durch totale Tumorresektion mit einem medianen
Uberleben von gerundet 4,2 Jahren im Gegensatz zu 0,9 Jahren bei einer subtotalen,
jedoch Uber 90 %-igen Entfernung. Bei einer partiellen Tumorresektion hingegen, wenn
weniger als 50 % des Tumors entfernt werden konnten, ist das mediane Uberleben bei
gerundet 0,6 Jahren (Egiz et al. 2022). Die totale Tumorresektion kann jedoch in vielen
Féllen durch die N&he des Tumors zum Hirnstamm, beziehungsweise zu relevanten
funktionellen anatomischen Strukturen, nicht erreicht werden. Gerade bei Patientinnen
unter einem Jahr hat man es zudem auf Grund der anatomischen GroRen- bzw.
Wachstumsverhdltnisse und spét eintretender Symptomatik mit sehr ausgedehnten
Hirntumoren zu tun, was wiederum die Resektionsmoglichkeiten beeintréchtigt. Eine
second-look-Operation wird immer dann empfohlen, wenn die weitere Entfernung von
Tumormasse eine Verkleinerung des Bestrahlungsfeldes sowie eine bessere Wirksamkeit
der Chemotherapie erbringen kann (vgl. EU-Rhab Protokoll Stand 08.12.2016; (Gnekow
1995; Richards et al. 2019)).

Das junge Erkrankungsalter stellt nicht nur im Zusammenhang mit der chirurgischen
Intervention einen entscheidenden Faktor fir die Therapieoptionen dar. Zum Zeitpunkt
der Diagnose sind der Grol3teil der betroffenen Patientinnen Kinder unter drei Jahren. Bei
Kindern unter einem Jahr machen AT/RT zwischen 40 bis 50 % aller ZNS-Tumore aus
(Tekautz et al. 2005; Frihwald et al. 2016; Hilden et al. 2004; Morgenstern et al. 2010).
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Gerade in diesem vulnerablen Patientenkollektiv sind die Therapieoptionen bedingt durch
das Alter deutlich eingegrenzt. Eine Bestrahlung, die wie bereits im Kapitel 1.1.5
beschrieben, einen wichtigen Bestandteil innerhalb der multimodalen Therapie darstellt,
ist auch nach den aktuellen Richtlinien des EU-Rhab erst fiir Kinder Uber 18 Monate
empfohlen und wird nur in Einzelfallen schon friher durchgefihrt (sieche EU-Rhab
Protokoll Stand 08.12.2016). Bei Sauglingen unter einem Jahr wird somit tiberbriickend
die Chemotherapie begonnen. Doch auch hier zeigen sich Herausforderungen. Da AT/RT
das zentrale Nervensystem betreffen, ist die Blut-Hirn-Schranke eine wesentliche
Einschrankung in der Therapie. Die beim gesunden Menschen bestehende
Schutzfunktion, die viele Noxen vom Eindringen in das sensible Nervensystem abhalt,
wird hier zur Schranke fir die tumorbekampfenden Medikamente. Rhabdoidtumore sind
nur méaRig empfindlich gegenlber Chemotherapeutika, sodass meist nicht alle
Tumorzellen abgetdtet werden konnen. Aus den verbleibenden Zellen entwickeln sich
Rezidive, welche insgesamt zu einer erneuten Progredienz der Erkrankung fiihren und
mit einer hohen Mortalitit einhergehen (Ginn und Gajjar 2012; Friihwald et al. 2020;
Hoff et al. 2011; Benesch et al. 2014; Chi et al. 2009).

Es ist somit relevant neue Behandlungskonzepte fiir dieses vulnerable Patientenkollektiv
zu entwickeln, um die Behandlungserfolge der an einem AT/RT erkrankten Patientinnen
signifikant zu verbessern. Die vorliegende Arbeit mdchte einen Beitrag in der
Grundlagenforschung dazu leisten, die Eignung der Immuntherapie als neue
Therapieoption fir AT/RTs zu eruieren.

Erstmals konnte mit dieser Arbeit durch die Farbung des CD 3-Antigens die Anwesenheit
von T-Zellen im Tumorgewebe von AT/RTs nachgewiesen werden. Generell galt das
ZNS lange Zeit als immunprivilegiert. Man nahm an, dass wenig bis keine Immunzellen
die Blut-Hirn-Schranke tberwinden kénnen. Dies wurde durch diverse Experimente wie
zum Beispiel der Transplantation von Haut auf Hirngewebe unterstrichen (Medawar
1948; Widner und Brundin 1988). Gleichzeitig wurde im Gegensatz zu dieser Hypothese
schon damals gezeigt, dass es bei der allogenen Hauttransplantation auf Hirngewebe zu
einer &hnlichen AbstoRungsreaktion wie bei einer peripheren Hauttransplantation
beispielsweise auf der Brust kam, wenn im Vorfeld bereits eine periphere allogene
Hauttransplantation stattgefunden hatte (Medawar 1948; Louveau et al. 2015a). Es konnte

also eine erlernte Immunantwort angenommen werden. Fir diese Besonderheit der
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Immunreaktion innerhalo des ZNS wurde zum einen die Blut-Hirn-Schranke
verantwortlich gemacht, zum anderen befinden sich innerhalb des ZNS keine
Lymphbahnen. Die Funktion der Leitung der antigenpréasentierenden Zellen zu einem
lymphatischen Organ fir die Initiierung einer Immunantwort wird durch den Liquor
ubernommen (Ransohoff und Engelhardt 2012). Somit enthalt das Nervenwasser auch
die meisten Immunzellen im ZNS (Kivisakk et al. 2003). In der von mir durchgefiihrten
Untersuchung konnte gezeigt werden, dass CD 3" Zellen auch in der unmittelbaren
Umgebung von AT/RTs zu finden sind. Um eine Immunantwort ausldsen zu kdnnen,
werden zudem antigenprasentierende Zellen benétigt. Im gesunden Hirngewebe sind das
Monozyten und Mikroglia, die tber die Expression von HLA-Klasse I, HLA-Klasse Il
und CD 40 Antigene prasentieren konnen (Ransohoff und Engelhardt 2012; Louveau et
al. 2015b).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass AT/RT des ZNS sowohl
HLA-Klasse | als auch HLA-Klasse Il Peptidkomplexe exprimieren. Dies ist zum
heutigen Stand die erste Arbeit, welche diese Expression nachweist. Wie bereits erldutert,
sind die HLA-Klasse | und HLA-KIlasse Il Proteine essentiell fur eine antigenspezifische
Immunantwort durch T-Zellen. Durch die HLA-Klassel und HLA-KIlasse Il
Peptidkomplexe werden Antigene auf der Zelloberflache T-Lymphozyten présentiert.
Dadurch werden sowohl CD 4" als auch CD 8" T-Lymphozyten aktiviert und es kann eine
direkte zytotoxische Immunantwort, die Bildung von Ged&chtniszellen sowie die
Ausschittung von Zytokinen ausgeldst werden (Lampson 1995; Sant und Yewdell 2003).

Der positive Nachweis von CD 3" T-Zellen im AT/RT-Gewebe legt das potentielle
Vorhandensein einer Immunantwort und somit auch die Mdoglichkeit nahe, eine
Immunantwort therapeutisch nutzbar zu machen. Dies deckt sich mit Ergebnissen der
Arbeitsgruppe von Leruste et al., die auch eine hohe Anzahl an Immunzellen im
Tumorgewebe nachweisen konnte und ebenfalls daraus ein Potential fir mogliche

Immuntherapien ableiten (Leruste et al. 2019).

Glioblastome weisen eine ausgepragte lokale und systemische Immunsuppression auf,
die nur teilweise als Folge von Bestrahlung und Chemotherapie angesehen werden kann.
Diese tumorintrinsische Immunsuppression stellt eine weitere Barriere fur die

Wirksamkeit einer moglichen Immuntherapie dar (Grossman et al. 2011). Bei AT/RTs ist
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ein solcher Effekt bislang nicht untersucht. In wie weit sich die etablierten
Therapieoptionen auf die Immuntherapie auswirken, ist noch ungeklért.

In der vorliegenden Arbeit konnte innerhalb der angefarbten Préparate eine starke
Variabilitdt des Verhaltnisses von infiltrierenden Immunzellen zu Tumorzellen
dargestellt werden. Da bislang kaum publizierte Daten zu diesem Thema vorliegen,
wurde nach maglichen Korrelationen zwischen den unterschiedlichen Immunparametern
gesucht. Dabei wurde die Hypothese formuliert, dass die negative Korrelation zwischen
CD 3 und HLA-ABC als getriggerte HLA-Herabregulation interpretiert werden kann.
Dies kdnnte Teil eines reversiblen, epigenetisch regulierten Tumor-Escape-Mechanismus
sein. Dieser Mechanismus wurde bereits in dhnlicher Weise bei Glioblastomen und
anderen Tumoren nachgewiesen (Vlkova et al. 2014; Marcu et al. 2021). Hierbei kann
die Herabregulation der HLA-Klasse | Molekile als eine akute Reaktion auf den
Immundruck der T-Zellen interpretiert werden. Der Tumor versucht somit durch die
Herabregulation der Antigenpréasentation den Immunzellen keine Angriffsflache mehr zu
bieten und so der Immunantwort zu entgehen. Als weitere Auffélligkeit ist hier zu sehen,
dass insgesamt der Anteil an HLA-Klasse | présentierenden Zellen im Vergleich zu
gesundem Gewebe mit im Mittel 13 % bereits niedrig ist. Ob hier eine so genannte hard
lesion, also genetische fixierte Deletion von HLA-Genen im Tumor oder eine soft lesion,
also reaktive und gegebenenfalls temporare Herunterregulierung des HLA-Komplexes
vorliegt, konnte durch diese Arbeit nicht bestimmt werden. Hierzu empfiehlt es sich
weitere Arbeiten anzuschliel3en, welche die Gewebe zu unterschiedlichen Zeitpunkten
der Erkrankung untersuchen und neben der immunhistochemischen Farbung (IHC) auch
molekulare Untersuchungsmethoden anwenden. Zur Uberpriifung der hier aufgestellten
Hypothese ist auBerdem eine groRere Fallzahl notwendig. Anpassungsmechanismen, mit
denen Tumore der Kkorpereigenen Immunantwort entgehen (Tumor-Escape-
Mechanismus), sind fir andere Tumorentitaten, wie beispielsweise astrozytische Tumore,
bereits beschrieben worden. So konnte 2005 durch Facoetti et al. bei ca. 50 % der
Glioblastoma multiforme ein Verlust der HLA-Klasse | Molekiile festgestellt werden. Es
wurde aullerdem gezeigt, dass der Verlust der HLA-Expression im Zusammenhang mit
einem hoherem Tumorgrad steht (Facoetti et al. 2005). Leone et al. sehen durch die
reduzierte HLA-Expression eine Schwéchung der CD 8*-T-Zellen und somit die

reduzierte Expression als einen Mechanismus, durch den der Tumor sich der
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Immunkontrolle entzieht und damit sein Wachstum sichert (Leone et al. 2013). Die
niedrigere HLA-Expression bei Glioblastomen konnte ein Grund sein, weshalb T-Zell-
gebundene Immuntherapien bislang nur maRige klinische Erfolge erzielen konnten. Mit
den hier erarbeiteten Daten konnten wir erstmalig zeigen, dass eine
HLA-Herunterregulierung im Zusammenhang mit T-Zellinfiltrationen auch fir AT/RTs

nachzuweisen ist.

Ein Weg den Tumor-Escape-Mechanismus mittels Stoérung der HLA-Peptid-
T-Zell-Rezeptor (TCR) Interaktion bei ZNS-Tumoren zu umgehen, konnte die
CAR-T-Zelltherapie sein, die beim GBM bereits in Kklinischen Studien getestet wird
(Filley et al. 2018; Bagley et al. 2018). Wie bereits im Kapitel 1.2 beschrieben, sind die
CAR-T-Zellen nicht mehr abhdngig von der Prdsentation eines vorbestimmten
HLA-gebundenen Peptidantigens, sondern es konnen verschiedene Oberflachenproteine
der Tumorzellen als Zielstruktur dienen (Hartmann et al. 2017). Dies kdnnte z. B. beim
GBM einen entscheidenden Unterschied machen, da CAR-T-Zellen trotz des
HLA-Verlustes aktiviert werden und Tumorzellen lysieren kdnnen (Leone et al. 2013).
Ein zumindest partieller HLA-Verlust scheint auch bei AT/RTs eine Rolle zu spielen. Bei
GBM wurden tumorspezifische Oberflachenantigene wie beispielsweise der epidermal
growth factor receptor variant 111 (EGFRvIII) oder human epidermal growth factor
receptor 2 (HER I1) als interessante Targets fir CAR-T-Zellen identifiziert (Bagley et al.
2018). Bei der von Pule et al. durchgefiuhrten Studie mit HER ll-spezifischen
CAR-T-Zellen wurden virusspezifische T-Zellen als Trager des CARs verwendet. Die
tumorspezifische Aktivitat wird durch den CAR gegen HER Il vermittelt, die
gleichzeitige Triggerung des nativen T-Zellrezeptors durch Viruspeptide soll die
Proliferation und Persistenz der CAR-T-Zelle verbessern (Pule et al. 2008; Ahmed et al.
2017). Verwendete TCR richten sich gegen Peptide von Cytomegalieviren, Epstein-Barr-
Virus und Adenoviren, also Viren, mit denen sich die meisten Menschen bereits in der
Kindheit und Jugend infiziert haben und Uber stabile Gedachtnis-T-Zellantworten
verfiigen (Lynch et al. 2011; Nowalk und Green 2016; Dioverti und Razonable 2016).
Anhnliche Ansitze werden aktuell auch fiir AT/RTs verfolgt. Onkolytische Viren sind
Viren, die sich die Besonderheit der Tumorzellen, wie eben auch die CAR-T-Zellen,
zunutze machen und so die Tumorzellen infizieren und eine Apoptose der Tumorzelle

herbeifuhren. Gesunde Zellen werden nicht oder nur zu einem sehr geringen Teil infiziert,
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wodurch eine geringe Rate an unerwiinschten Nebenwirkungen beobachtet wurde (Parato
et al. 2005). Um eine Immunantwort durch die Virusexpression erhalten zu kdnnen,
miussen die Virusantigene ebenfalls Giber HLA-Klasse | Komplexe préasentiert werden. In
einer Studie von Studebaker et al. wurde im Jahr 2017 gezeigt, dass im Xenograftmodel
auch bei AT/RTs ein signifikant langeres Uberleben sowie eine bessere Wirksamkeit von
Cyclophosphamid durch die Verwendung von onkolytischen Herpesviren rRp450
erreicht werden konnte (Studebaker et al. 2017). Das onkolytische Masernvirus zeigte in
klinischen Versuchen bei Myelomen bereits Erfolge (Russell et al. 2014). Auch bei
AT/RTs laufen aktuell nach erfolgsversprechenden préklinischen Xenograftmodellen
erste klinische Phase-I-Studien (wie bspw. Studie Nr. NCT02962167) (Studebaker et al.
2015). Auch fir die onkolytische Virustherapie ist es elementar die Oberflachenproteine
der Tumorzellen auszumachen, um weitere Targets fur eine Therapie zu nutzen. Des
Weiteren konnte auch die in dieser Arbeit festgestellte negative Korrelation, also je mehr
CD 3" T-Zellen vorhanden sind, desto weniger MHC-I-Komplexe gibt es, auf ein
Hindernis in der onkolytischen Virustherapie bei AT/RT hinweisen. Auch hier kdnnte der

oben bereits beschriebene Tumor-Escape-Mechanismus vorliegen.

Neben der Herunterregulierung von HLA-Molekiilen gibt es weitere Immune-Escape-
Mechanismen, mit denen der Tumor sich einem Zugriff des Immunsystems zu entziehen
versucht. Bei Gliom-Zellen kommt es z.B. zu einer verstarkten Expression des
B7-homolog 1 (B7-H1), was zu einer Inhibition der T-Zellen fihrt und die
Zytokinsekretion und Aktivierung bremst (Wintterle et al. 2003). Ob dies auch bei
AT/RTs der Fall ist, wurde bislang noch nicht untersucht. Jedoch kénnte auch hier der
Grund fiir wenige CD 3" Zellen im Tumorgewebe liegen. In dieser Arbeit waren im Mittel
nur 1,75 % der Zellen CD 3 exprimierende Zellen. Trotzdem kann nur durch die geringe
Anzahl der vorhandenen Zellen nicht auf deren Funktionalitat und Aktivitat geschlossen

werden. Hier ist weitere klinische Forschung unabdingbar.

Um eine erhdhte Immuntoleranz zu erreichen sind regulatorische T-Zellen (Tregs) fir
Tumore von entscheidender Bedeutung. Tregs sind CD 4" T-Zellen und erkennen
HLA-Klasse Il gebundene Peptide. Bei GBM konnte die Erhéhung der
indoleamin 2,3 deoxygenase (IDO) mit einer vermehrten Anwesenheit von Tregs in
Verbindung gebracht werden (Wainwright et al. 2012). In unserer AT/RT-Serie waren
im Mittel 2,98 % der Tumorzellen HLA-Klasse Il exprimierende Tumorzellen. Eine
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statistisch signifikante Korrelation mit der Anwesenheit CD 3* Zellen konnte hier nicht
festgestellt werden. Zur genauen Identifikation von Tregs Wére eine weitere Untersuchung
der forkhead-box-Protein P3 (FoxP3)-Expression aufschlussreich. Eine CAR-T-
Zelltherapie kann, wie beim GBM gezeigt, ebenso zu einem Anstieg der IDO-Expression
fihren (O'Rourke et al. 2017). IDO-Inhibitoren parallel zu einer T-Zellimmuntherapie
konnten daher die Effektivitat der T-Zellen steigern. Ob die Ergebnisse beim GBM auf

AT/RTs ubertragen werden kénnen, muss in weiteren Studien gezeigt werden.

In den letzten Jahren hat man auf Grund der hohen intertumoralen Variabilitat der AT/RT
Anstrengungen unternommen eine prézisere Unterteilung der AT/RT in verschiedene
Subtypen zu ermdglichen. So hat man die AT/RT in drei Subgruppen eingeteilt. Die
Subgruppen wurden anhand der Methylierung und/oder Gensequenzierung identifiziert.
In wie weit sich das Ansprechen auf die unterschiedlichen Therapieoptionen in den
Subgruppen unterscheidet, ist aktuell Gegenstand der Forschung (Ho et al. 2020; Johann
et al. 2016). Dass sowohl die Methylierung als auch das Alter einen Einfluss auf das
Outcome und die Prognose der Lebenserwartung haben, zeigten Frihwald et al. 2020. In
der Arbeit stellte sich vor allem das Alter unter einem Jahr und die Zugehorigkeit zu der
non-TYR Methylierungs-Subgruppe als negative Prognosefaktoren heraus (Frihwald et
al. 2020). Bei Federico et al. wurde die AT/RT-SHH Subgruppe weiter aufgegliedert und
innerhalb der heterogenen Subgruppe noch weitere Einteilungen bezuglich Alter,
Lokalisation und Methylierung vorgenommen. Diese haben ebenfalls Einfluss auf das
Outcome und das Ansprechen auf unterschiedliche Therapien (Federico et al. 2022). Da
bei Gewinnung der hier analysierten Tumorgewebe die Einteilung der AT/RTs in die
diversen Subgruppen noch nicht publiziert waren, lagen uns leider keine Informationen
zum AT/RT-Subtypenstatus vor, somit konnte dies auch nicht in die Auswertung unserer
Ergebnisse einflielen. Des Weiteren war eine Korrelation der hier analysierten
immunhistochemischen Marker mit klinischen Outcomeparametern nicht maglich, da die
Tumorgewebe Uberwiegend aus Tumorbanken stammten und nicht mit klinischen Daten
annotiert waren. Eine Analyse bezliglich Geschlechterverteilung, Alter der Patientinnen,
Tumorlokalisation sowie Therapieansprechen und Uberleben waren sehr interessante
Gesichtspunkte, die in kinftigen Analysen beriicksichtigt werden sollten. Weitere
relevante Punkte wéren, ob die Expression der IHC-Marker sich in den verschiedenen

und/oder innerhalb der gleichen Subgruppen unterscheidet. Dies kdnnte gegebenenfalls
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zu einem differenzierten Therapieansatz fiihren. Moglicherweise ist die starke Variabilitat
der Ergebnisse, die in dieser Arbeit nachgewiesen werden konnte, bereits ein Hinweis auf

Unterschiede zwischen den einzelnen Subgruppen.

Gleichzeitig mussen diverse Umsténde dieser Arbeit kritisch betrachtet werden. Bei der
fur die Auswertung relevanten Auszahlung der verschiedenen Zellen wurden die
antigenexprimierenden Zellen in jeweils 10 verschiedenen Anschnitten eines
Tumorpraparats ermittelt. Durch die hohe, tumorintrinsische Heterogenitét ergibt sich,
dass durch die Limitierung auf 10 verschiedene Anschnitte nur eine Stichprobe des
einzelnen Tumors ausgewertet wird. Aus forschungsékonomischen Griinden wurde
auflerdem fir die gesamte Anzahl der im Anschnitt vorhandenen Tumorzellen jeweils nur
ein Viertel der Flache der mikroskopisch entstandenen Bilder manuell ausgezahlt und
diese im Anschluss wieder vervierfacht, um so die angenommene Gesamtanzahl der
vorhanden Tumorzellen zu erhalten. Eine genauere Darstellung der tatséchlich
vorhandenen Zellen kann beispielsweise durch die computergestltzte Bildauswertung
nach Mehrfarben-IHC ~ gewonnen  werden.  Weitere  histopathologische
Untersuchungsmethoden sind auch fir die Unterscheidung von Tumorzellen und
Mikroglia wichtig. In dieser Arbeit wurden die Zellen jeweils nach mikroskopischer
Betrachtung der jeweiligen Zellgruppe zugeordnet und so Tumorzellen identifiziert. Auch
wenn sich AT/RT-Zellen durch bestimmte Kriterien auszeichnen, ist durch die reine
mikroskopische Betrachtung eine eindeutige Unterscheidung zu Mikroglia nicht immer
moglich. Um diese eventuellen Fehlzuordnungen zu vermeiden, misste man
beispielsweise gleichzeitig eine Anfarbung der zu betrachtenden Antigene sowie der
hSNF5/INI 1-Gensequenz durchfiihren, da diese bei nahezu allen Tumorzellen inaktiviert
ist. Dies war auf Grund der Komplexitat fur den Rahmen dieser Arbeit nicht moglich.
Genauere Forschungsarbeiten sollten deshalb hierzu folgen. Des Weiteren ware es
aufschlussreich zu erforschen in wie weit sich die Prasenz einzelner Zellen, wie CD 3
exprimierende T-Zellen oder der Anstieg der PD-L1 exprimierender Zellen, auf die
Prognose der Patientinnen auswirkt. Bislang konnte eine Korrelation zwischen hoher
Prasenz von CD 68" Zellen und einem schlechteren Outcome nachgewiesen werden
(Melcher et al. 2020).
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Durch die fehlenden klinischen Daten zu den Tumorgeweben war dies jedoch hier leider
nicht moglich. Bei Glioblastomen konnte bereits ein schlechteres Outcome bei hoher PD-

L1 Expression nachgewiesen werden (Nduom et al. 2016).

Immuncheckpoint-Inhibitoren wie PD 1-Inhibitoren zeigen eine grofe Wirksamkeit bei
soliden Tumoren mit einer hohen Mutationslast, wie zum Beispiel beim Melanom, dem
Nierenzellkarzinom oder Nicht-kleinzelligem-Lungenkarzinom (Reck et al. 2016; Byrne
und Fisher 2017; Schumacher und Schreiber 2015). Leider gehtren ZNS Tumore im
Allgemeinen und AT/RTs im Besonderen zu den Tumoren mit einer niedrigen
Mutationslast (Medikonda et al. 2021; Marcu et al. 2021; Lawrence et al. 2013).
Immuncheckpointmolekdile sind ein Mechanismus des Immunsystems, welcher periphere
Toleranz gegeniiber Selbstantigenen sicherstellen soll. Tumorzellen machen sich diesen
Mechanismus hdufig zu Nutze, indem sie die Immuncheckpointmolekiile (z. B. PD-L1
oder anti-CTLA4) heraufregulieren. Dies ist unter anderem beim Glioblastom
nachgewiesen worden (Medikonda et al. 2021). In der vorliegenden Arbeit wurde die
Expression von PD-L1 bei AT/RT untersucht. Bislang ist dies nur in einer weiteren
koreanischen Studie untersucht worden, bei der 7 von 20 AT/RT Tumore eine PD-L1
Expression aufwiesen (Hwang et al. 2018). Vor allem beim Melanom ist die Therapie mit
PD-/PD-L1 Immuncheckpoint-Inhibitoren bereits in Anwendung und deren Wirkung gut
belegt. Es wurde das Adaptive-Resistenz-Model entdeckt, in dem beschrieben wird, dass
durch eine rege T-Zell Infiltration die Expression von PD-L1 durch den Mediator
Interferon IFN y induziert wird. Eine hohe Anzahl von infiltrierenden CD 8*-T-Zellen
geht dementsprechend mit einer hohen Rate an PD-L1 exprimierenden Zellen einher
(Spranger et al. 2013). Fur die Immuntherapie konnte somit eine niedrige Anzahl an
Immunzellen im Tumorgewebe mit einem schlechteren Ansprechen auf die Therapie mit
PD-/PD-L1 Immuncheckpoint-Inhibitoren assoziiert sein. Hinweise fir einen solchen
Zusammenhang konnten ebenfalls in dieser Arbeit nachwiesen werden. Auch hier zeigte
sich eine positive Korrelation zwischen PD-L1 exprimierenden Zellen und HLA-Klasse |
exprimierenden Zellen. Eine statistisch signifikante Korrelation zwischen CD 3 und
PD-L1 exprimierenden Zellen konnte jedoch in dieser Arbeit nicht festgestellt werden.
Dieser Zusammenhang sollte Gegenstand weiterer Forschungsarbeiten mit groReren
Fallzahlen und weiteren Markern zur Identifizierung eines breiteren Panels an

Immunzellen sein.

49



In einer aktuellen klinischen Studie war die Mono- bzw. Kombinationstherapie von
Nivolumab und Ipilimumab bei Patientinnen mit rezidivierten padiatrischen Hirntumoren
inklusive einer eigenen AT/RT-Kohorte nicht erfolgreich (Dunkel et al. 2023). Weitere
klinische Studien mit Checkpointinhibitoren wie Atezolizumab (NCT05286801),
Nivolumab (NCT02834013 und NCT02834013), Ipilimumab (NCT02834013) und
Tiragolumab (NCT05286801) rekrutieren aktuell noch und werden uns weitere
Erkenntnisse zum Einsatz dieser Substanzen bei AT/RTs und Hirntumoren liefern
(Estevez-Ordonez et al. 2022). Es zeichnet sich jedoch bereits ab, dass
Immuncheckpointinhibitoren mit weiteren Substanzen kombiniert werden missen, um
das komplexe Tumormikromilieu von ZNS-Tumoren aufzubrechen. Diese und viele
weitere laufende Studien streben einen individualisierten Weg in der Tumortherapie an,
da die jetzigen verfugbaren Therapieoptionen mit zahlreichen Nebenwirkungen, einer
Abnahme der Lebensqualitidt und weiterhin einer schlechten Prognose einhergehen. Die
Immuntherapie bietet das Potential einer zielgerichteten Therapie mit geringerem
Nebenwirkungsprofil und idealerweise sogar der Etablierung eines langfristigen
Immungedéchtnisses. Flr die Immuntherapie ist jedoch ein grundlegendes Verstandnis
des Tumoraufbaus, sowie der Beschaffenheit des Tumormikromilieus und der
spatiotemporalen Antigenexpression zwingend notwendig. Gerade bei AT/RT stehen wir
hier noch ganz am Anfang. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stellen einen ersten
wichtigen Beitrag zum Verstandnis der Interaktion von AT/RTs mit Immunzellen dar und

dienen somit als Fundament flr weitere Forschungsprojekte.
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6 Zusammenfassung

Atypische teratoide Rhabdoidtumore sind trotz Ausschopfen der multimodalen
Therapieoptionen weiterhin mit einer schlechten Prognose belastet. Griinde hierfur liegen
in den oftmals unzureichenden Resektionsmdglichkeiten, dem jungen Erkrankungsalter
der Patientlnnen und der Resistenz der Tumorzellen gegenliber Chemotherapeutika
(Fruhwald et al. 2020; Egiz et al. 2022; Richards et al. 2019). Gerade deshalb versucht
man durch die aktuelle Forschung zu kindlichen Hirntumoren mit Immuntherapie ein
besseres Outcome zu erreichen. Wichtige Grundlagen hierzu sind durch diese Arbeit
dargestellt worden. Erstmals wurde gezeigt, dass Tumorzellen der AT/RT sowohl HLA-
Klasse I und -Klasse Il Antigene prasentieren. Es wurde aulRerdem die Expression von
PD-L1 nachgewiesen. Des Weiteren konnte die Anwesenheit von Immunzellen durch den
Nachweis CD 3" Zellen bewiesen werden. Insgesamt zeigte sich eine grofRe Heterogenitat
innerhalb des einzelnen und unter den verschiedenen Tumoren. Es zeigte sich eine
negative Korrelation zwischen der Expression von MHC | und CD 3* Zellen, welche
insgesamt flr einen Tumor Escape Mechanismus sprechen konnte, wie er bereits bei
Glioblastomen nachgewiesen wurde (Bagley et al. 2018; Marcu et al. 2021). Es sollte eine
Ausweitung der hier begonnen Forschung mit Einbeziehung der personenbezogenen

Daten und VergroRerung der untersuchten Fallzahl erfolgen.
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Digitaler Anhang
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