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1 Einleitung

1.1 Glioblastoma

Die heterogenen Tumoren des Zentralnervensystems (ZNS) werden von der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) in 29 histologische Gruppen eingeteilt
(Leece et al., 2017). Hirntumoren sind im Vergleich zu Tumoren anderer Organe
eher selten (Ferlay et al., 2013); bei einem Anteil von etwa 1,4 % an allen Krebs-
erkrankungen bei Erwachsenen betragt der Anteil an tddlichen Verlaufen bei
Hirntumoren mit 2,7 % aber fast das Doppelte (Gladson et al., 2010, Leece et al.,
2017). Die Inzidenz primarer ZNS-Tumoren liegt bei 28/100.000 Menschen, die
Inzidenz bosartiger Hirntumoren bei 5,57/100.000 (Leece et al., 2017). 90 % der
neuroepithelialen Tumoren sind Gliome. Gliome machen ca. 27 % aller Hirntu-
moren und ca. 80 % aller bdsartigen Tumoren aus (Goodenberger and Jenkins,
2012).

Gliome werden nach ihrer Herkunftszelle (Agnihotri et al., 2013) in Astrozytome,
Oligodendrogliome, Ependymome, embryonale Tumoren und Tumoren des Ple-
xus choroideus eingeteilt (Crocetti et al., 2012). Astrozytdre Tumoren werden
weiter in pilozytische Astrozytome (Grad |, meist keine hohergradige Progres-
sion), diffuse Astrozytome (Grad Il), anaplastische Astrozytome (Grad Ill) und
Glioblastome (GBMs, Grad V) klassifiziert. Das GBM ist der haufigste und bos-
artigste Typ primarer Astrozytome, gefolgt von diffusen Astrozytomen (Bello
Roufai et al., 2018). Das GBM macht > 60 % aller Hirntumoren bei Erwachsenen
aus (Hanif et al., 2017).

GBM-Zellen entwickeln sich aus neuralen Stammzellen, Glia-Vorlauferzellen o-
der aus dedifferenzierten reifen Zellen (Agnihotri et al., 2013). GBMs wachsen
schnell — im Schnitt verdoppeln sie ihre GroRe alle 50 Tage (Stensjgen et al.,
2015), dabei infiltrieren sie diffus das umgebende Gehirngewebe, dringen jedoch
kaum in Blutgefale ein und breiten sich selten aulerhalb des ZNS aus (Seo et
al., 2012).

Das GBM gilt als unheilbar — das mediane GesamtlUberleben (overall survival,
OS) betragt 15 Monate nach maximal sicherer chirurgischer Resektion und einer

aggressiven Kombination aus adjuvanter Strahlentherapie (Radiotherapie, RT)



und Temozolomid-(TMZ)-Behandlung (Stupp et al., 2009). Trotz dieses aggres-
siven Behandlungsschemas erfolgt die Progression im Schnitt 6-9 Monate nach
der Erstbehandlung, wobei mehr als 90 % der progredienten GBMs am Erstma-
nifestationsort auftreten (Wen and Kesari, 2008). Die 5-Jahres-Uberlebensrate
beim GBM betragt 0,05—4,7 % (Ostrom et al., 2014). Zu den die Uberlebensrate
bei GBM-Patienten beeinflussenden Faktoren zahlen das Alter, die Karnofsky-
Performance-Status-Scale, das Tumorvolumen, die Tumorlokalisation, der Be-
handlungsplan, der Resektionsumfang, die O6-Methylguanin-DNA-Methyltrans-
ferase-(MGMT)-Promotor-Methylierung und der Isocitrat-Dehydrogenase-1-
(IDH-1)-Mutationsstatus (Zhao et al., 2019).
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Die altersbereinigte GBM-Inzidenz liegt zwischen 0,59 und 3,69 pro 100.000
Menschen (Ostrom et al., 2014). Seit der Einfuhrung der Computer- und Mag-
netresonanztomografie (MRT) sind die Inzidenzen von Hirntumoren relativ stabil,
wobei hoch entwickelte Industrielander tendenziell héhere Raten aufweisen (Oh-
gaki and Kleihues, 2005).

GBMs konnen in jedem Alter auftreten, die meisten Menschen erkranken aber
zwischen 55 und 60 Jahren (Ohgaki und Kleihues, 2005). Bei Kindern machen
GBMs nur 3 % aller Hirntumoren aus (Mishra et al., 2018). Manner sind haufiger
betroffen als Frauen in einem Verhaltnis von 3,97:2,53 (Thakkar et al., 2014).
GBMs treten meist in der supratentoriellen Region (frontal 40 %, temporal 29 %,
parietal 14 %, occipital 3 %), selten im Kleinhirn (Barbarawi et al., 2009) und sehr

selten im Ruckenmark (Larjavaara et al., 2007) auf.

In den USA ist die Gliom-Inzidenz bei WeiRen hoher als bei Afroamerikanern
(Ostrom et al., 2013). Die Inzidenz von Astrozyten-Tumoren liegt in asiatischen
Populationen meist niedriger als in europaischen und nordamerikanischen Popu-
lationen (Leece et al., 2017). Solche Differenzen sind am ehesten auf soziodko-
nomische Unterschiede und eine Unterdiagnostik zurtickzufiihren und nicht auf

differente genetische Pradispositionen (Ohgaki and Kleihues, 2005).



1.1.2  Atiologie

Die Atiologie von Gehirn-Neoplasien ist weitgehend unerforscht. Bisher ist die
Exposition gegenuber hochdosierter ionisierender Strahlung der einzige besta-
tigte Risikofaktor (Braganza et al., 2012). Studien belegen ein erhéhtes Hirntu-
morrisiko bei Kindern mit einer prophylaktischen ZNS-Bestrahlung bei akuter
lymphoblastischer Leukamie. Bei einer Chemotherapie (CT) wird keine Risikozu-
nahme beobachtet (Nygaard et al., 1991). Ebenso fehlt unabhangig vom Erkran-
kungsalter ein Zusammenhang zwischen dem GBM-Risiko und der Exposition
gegenuber diagnostischer Strahlung (Prasad and Haas-Kogan, 2009). Die Ana-
lyse der Auswirkungen ionisierender Strahlung nach den Atombomben in Na-
gasaki und Hiroshima ergab eine erhohte Inzidenz aller Hirntumortypen ein-
schliel3lich Gliome (Preston et al., 2002).

Arbeitnehmer in bestimmten Branchen (z. B. chemische und petrochemische In-
dustrie) tragen ein erhdhtes Risiko fur Hirntumoren (Carozza et al., 2000). Das
GBM-Auftreten ist nicht mit Umweltfaktoren wie Rauchen (Zheng et al., 2001),
der Nutzung von Mobiltelefonen oder einer Exposition gegenulber elektromagne-
tischen Feldern (Ohgaki and Kleihues, 2005) assoziiert, dagegen erhdht der Ver-
zehr von Wurstwaren mit einem hohen Nitrit-Gehalt das Gliomrisiko (Boeing et
al., 1993). Laut Studien ist die Wahrscheinlichkeit an Gliomen zu erkranken bei

Allergikern geringer (Linos et al., 2007, Cahoon et al., 2014).

Gliome treten in bestimmten Familien gehauft auf, wobei das Suszeptibilitatsgen
noch nicht identifiziert wurde (Bondy et al., 2008). In einer Studie hatten 2,1 %
der Hirntumorpatienten Eltern mit Tumoren des Nervensystems; auch parentale
Endometriumkarzinome und Melanome waren in der F1-Generation mit Astrozy-
tomen assoziiert (Hemminki et al., 1999). Eine genetische Veranlagung wurde
fur 5 % der Gliome beschrieben (Dunbar et al., 2015). Zu den autosomal domi-
nanten Syndromen mit erhohter Inzidenz fur Hirntumoren gehdren die tuberdse
Sklerose, die Neurofibromatose und das Li-Fraumeni-Syndrom (Blumenthal and
Cannon-Albright, 2008).
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1863 identifizierte Dr. Rudolf Virchow Gliazellen als den Ursprung von GBMs,
wodurch der Grundstein fur die moderne Klassifikation von Hirntumoren gelegt
wurde (Agnihotri et al., 2013). Seit 1979 veroffentlicht die WHO regelmaliig eine
Einstufung von ZNS-Tumoren, um weltweit einheitliche histopathologische Diag-
nosekriterien sicherzustellen (DeWitt et al., 2017). Die WHO klassifiziert Hirntu-
moren anhand histologischer Kriterien von niedriggradigen Lasionen (Grad I-Il)
bis zu hochgradigen (Grad IlI-1V) malignen Erkrankungen (Vigneswaran et al.,
2015). Das GBM ist ein hochaggressiver Grad-IV-Tumor. Typische histologische
Merkmale sind Nekrosen, eine mikrovaskulare Proliferation sowie zahlreiche Mi-

tosen und pleiomorphe Zellen (Wen and Kesari, 2008).

2016 veroffentlichte die WHO ein Update der vierten Auflage der Klassifikation
von ZNS-Tumoren, die zusatzlich zu histologischen auch molekulare Kriterien
bertcksichtigt. Gemal} dieser Klassifikation werden GBMs in drei Gruppen ein-
geteilt: GBMs mit IDH-Wildtyp (einschlieBlich Riesenzell-GBM, Gliosarkom und
Epithelioid-GBM), GBMs mit IDH-Mutante und GBMs ,not otherwise specified”
(Louis et al., 2016).

IDH-Mutationen (Punktmutation in Kodon 132 (IDH-1) und in Kodon 172 (IDH-2))
sind ein diagnostischer und prognostischer Marker (Aldape et al., 2015). Mutierte
IDH-Proteine katalysieren die Reduktion von a-Ketoglutarat zu 2-Hydroxygluta-
rat, anstatt wie der Wildtyp Isocitrat zu a-Ketoglutarat zu decarboxylieren, was zu
einer veranderten Desoxyribonukleinsaure-(DNA)-Methylierung, zum Hypoxie-
Sensing und zu einer Histon-Demethylierung fuhrt (Aldape et al., 2015). Prog-
nostisch zeigen GBM-Patienten mit /DH-1- oder IDH-2-Mutation einen Uberle-
bensvorteil (Zou et al., 2013).

Ein GBM kann de novo (primares GBM) entstehen oder sich aus Astrozytomen
oder Oligodendrogliomen entwickeln (Kleihues and Ohgaki, 1999). Primare For-
men machen mehr als 80 % der GBMs aus; sie treten meist bei Personen Uber
55 Jahren auf (Durchschnittsalter 64 Jahre), wahrend sekundare GBMs vorzugs-
weise bei jungeren Patienten vorkommen (Durchschnittsalter 45 Jahre) (Ohgaki
and Kleihues, 2013).



Der Unterschied zwischen primaren und sekundaren GBMs liegt in lhren mole-
kularen Charakteristika. Primare GBMs weisen haufig eine Amplifikation/Muta-
tion des Gens des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (epidermal growth
factor receptor, EGFR; 36—60 % der primaren vs. 8 % der sekundaren Tumoren),
eine Phosphatase-and-tensin-homolog-(PTEN)-Mutation (25 % der primaren vs.
4 % der sekundaren Tumoren) und eine Cyclin-dependent-kinase-inhibitor-2A-
(CDKNZ2A)-p16-Deletion (78 % der primaren vs. 8 % der sekundaren Tumoren)
auf (Szopa et al., 2017). Sekundare GBMs zeigen haufiger Tumorsuppressorpro-
tein-53-(TP53)-Mutationen (28 % der primaren vs. 65 % der sekundaren Tumo-
ren), eine MGMT-Promotor-Methylierung (36 % der primaren vs. 75 % der se-
kundaren Tumoren) und IDH1-Mutationen (5 % der primaren vs. 75 % der sekun-
daren Tumoren) (Szopa et al., 2017). Die kombinierte Deletion der Chromoso-
menarme 1p und 19q ist charakteristisch fur einen oligodendroglialen Ursprung,
TP53-Mutationen sprechen flr einen astrozytaren Hintergrund (Riemenschnei-
der et al., 2010).

2010 wurden GBMs basierend auf genetischen Veranderungen und molekularen
Profilen in vier Subtypen eingeteilt (Verhaak et al., 2010). Das Hauptmerkmal
klassischer Tumoren ist die EGFR-Mutation/Amplifikation. Mesenchymale Tumo-
ren zeichnen sich durch Neurofibromatose-Typ-1-(NF17)-Mutationen aus
(Verhaak et al., 2010). Proneurale Tumoren zeigen Veranderungen in IDH1-, Pla-
teled-derived-growth-factor-receptor-A-(PDGRFA)- und TP53-Genen. Der neu-
ronale Subtyp wird durch eine Uberexpression neuronaler Marker ohne spezifi-
sche genetische Veranderungen charakterisiert (Verhaak et al., 2010).
Proneurale/neuronale Subtypen treten oft bei niedriggradigen und klassi-
sche/mesenchymale Subtypen vermehrt bei hochgradigen Gliomen auf (Lin et
al., 2014).

GBMs ohne IDH1-Mutation sind in allen Subtypen vertreten (Wilson et al., 2014).
Die Mehrzahl der GBMs mit IDH7-Mutation weist ein proneurales Genexpressi-
onsmuster auf; wobei nur 30 % der GBMs mit proneuralem Genexpressionsmus-
ter eine IDH1-Mutation zeigen (Ohgaki and Kleihues, 2013). Diese Befunde stut-
zen die Hypothese, dass sekundare GBMs eine homogene Gruppe mit IDH1-



Mutationen und einem proneuralen Expressionsmuster darstellen, wahrend pri-
mare GBMs sich mit variablen Mutationen und Genexpressionsprofilen prasen-
tieren (Ohgaki and Kleihues, 2013).

GBMs zeigen auch innerhalb der molekularen Subtypen eine deutliche Hetero-
genitat. In einer Studie blieb das Genexpressionsmuster bei der Progression bei
nur 50 von 91 IDH-Wildtyp-Fallen (55 %) konstant. Der mesenchymale Subtyp
war am stabilsten (65 %), gefolgt von den klassischen (51 %) und proneuralen
Subtypen (41 %) (Wang et al., 2017).

Unklar bleibt, welche Faktoren zur intratumoralen Heterogenitat beitragen und
welchen Einfluss ortstandige Zellen auf das Entstehen unterschiedlicher Subty-
pen haben. Die klinische Relevanz dieser Subtypen ist ebenfalls noch nicht voll-
standig geklart. Der mesenchymale Subtyp ist mit einer RT-Resistenz und einem
schlechteren OS assoziiert (Bhat et al., 2013), wahrend der proneurale Subtyp
bei Patienten mit IDH-Wildtyp-GBM gut auf eine anti-angiogene Behandlung an-
spricht (Sandmann et al., 2015).

114 Klinische Prasentation
Die Mehrzahl der Patienten mit primaren GBMs (68 %) hat eine klinische Vorge-
schichte < 3 Monate (Ohgaki and Kleihues, 2013). GBM-Patienten weisen unter-
schiedliche Symptome auf. Durch die Zerstérung des Hirngewebes infolge von
Nekrosen kénnen fokale neurologische Defizite auftreten (20 %). Gelegentlich
(32,2 %) entwickeln sich die Symptome so schnell, dass die Gefahr der Verwech-
selung mit einem Schlaganfall besteht (Omuro and DeAngelis, 2013). Seltener
treten episodische Anfalle, Ohnmachtsanfalle oder Stirze (20,8 %) und Kopf-
schmerzen (20,8 %) auf (Ozawa et al., 2018). Obwohl Kopfschmerzen als ,erstes
Zeichen® bei einem Hirntumor gelten, sind sie als alleinige Beschwerde selten.
Laut einer prospektiven Studie treten singulare Kopfschmerzen nur bei 8 % der
Betroffenen auf (Vazquez-Barquero et al., 1994). 24—68 % der GBM-Patienten
leiden frih im Erkrankungsverlauf an einer Epilepsie, bei 19-38 % entwickelt sich
diese spater (Vecht et al., 2014). Sekundar kdnnen durch den erhéhten Hirndruck



aufgrund der Tumormasse oder aufgrund einer Verlegung des Abflusses des Li-
quor cerebrospinalis Symptome der klassischen Triade (Kopfschmerzen, Ubel-

keit, Papillenddem) auftreten.

Tumoren im Frontallappen kdnnen zu kognitiven Stérungen, unangemessenem
Sozialverhalten, Personlichkeitsveranderungen, geringerer Hemmung und ver-
minderter Sprachproduktion fihren (Broca-Zentrum). Mdgliche Folgen von Tu-
moren im Parietallappen sind eine schlechte Interpretation von Sprache, Schwie-
rigkeiten beim Sprechen, Schreiben, Zeichnen, Benennen und Erkennen sowie
eine schlechte raumliche und visuelle Wahrnehmung. Okzipitallappen-Tumoren
kénnen Sehstdrungen verursachen und Tumoren im Temporallappen Gedacht-
niseinbulRen, Horverluste und Schwierigkeiten beim Sprachverstandnis (Werni-

cke-Zentrum).

115 Diagnostik
Die GBM-Diagnostik, Behandlungsplanung und das Follow-up basieren haupt-
sachlich auf konventionellen MRT-Befunden. Die MRT-Diagnostik sollte eine na-
tive T1-und T2-gewichtete Sequenz in mindestens einer Ebene, eine Fluid At-
tenuation Inversion Recovery (FLAIR) Sequenz sowie kontrastmittelverstarkte
T1-Aufnahmen in axialer, sagittaler und koronarer Ebenen umfassen (Weller et
al., 2015). Auf T1-gewichteten Bildern erscheint das GBM als heterogene Masse
mit zentraler Nekrose (hypointenser Bereich), dickem unregelmafligem Rand und
peritumoralem Odem. Eine Signalsteigerung in T1-gewichteten Sequenzen nach
intravendser Gabe von Gadolinium-haltigem Kontrastmittel ist ein Zeichen einer
gestdrten Blut-Hirn-Schranke. Pathologische Tumorgefalie sind ein wesentliches
Charakteristikum der Neovaskularisation maligner Hirntumoren. In T2-gewichte-
ten Sequenzen stellen sich GBMs als heterogene Raumforderungen dar, die so-
lide, zellreiche hypointense Tumoranteile sowie zystisch-nekrotische hyperin-

tense Areale enthalten (Weller et al., 2006).

Aufgrund der variablen Prasentation der GBMs in der Bildgebung ist eine gewe-
bebasierte Diagnose unabdingbar. Eine Magnetresonanzspektroskopie (MRS)



ist im Gegensatz zur konventionellen MRT-Diagnostik hilfreich in der Unterschei-
dung von akuten entzundlichen Prozessen, hirneigenen Tumoren sowie Meta-
stasen (Lanfermann et al., 2004 ). Zur Charakterisierung von Hirntumoren werden
meist Stoffwechselprodukte wie N-Acetylaspartat, Kreatin, Cholin und Laktat ver-
wendet. Der Anstieg Cholin-haltiger Verbindungen und N-Acetyl-Aspartat korre-
liert mit dem Grad der Tumorinfiltration (Croteau et al., 2001). Das Vorkommen
von Kreatin unterscheidet Gliome von Kreatin-freien Metastasen (Ishimaru et al.,
2001).

Bei Patienten mit Hirntumoren liefert die Positronen-Emissions-Tomografie (PET)
Informationen zum Ausmal} des Tumors, zur proliferativen Aktivitat, zum Meta-
bolismus und zu den Beziehungen des Tumors zu funktionell relevanten Teilen
des Gehirns. Die am haufigsten verwendeten Tracer bei der Diagnose von Hirn-
tumoren sind Fluor-2-Desoxy-D-Glucose (FDG), Methyl-L-Methionin (MET) und
3'-Desoxy-3'-Fluor-L-Thymidin (FLT) (Jacobs et al., 2005).

FDG ist ein Tracer fur den Glukoseverbrauch. Der intratumorale Glukosever-
brauch korreliert mit dem Tumorgrad (Di Chiro et al., 1982). Eine erhdhte Methio-
ninaufnahme (Faktor 1,3-3,5 Tumor vs. kontralaterale Kontrollregion) korreliert
mit der Zellproliferation, der Expression von Ki-67 sowie mit der Mikrogefal3dichte
(Jacobs et al., 2005). Die MET-PET ermdoglicht die Beurteilung von Behandlungs-
effekten und die Unterscheidung zwischen progredienten Tumoren und Strahlen-
nekrosen (Galldiks et al., 2006). Die Bewertung der Thymidinkinase-1-(TK1)-Ak-
tivitat bei der FLT-PET ist ein Mittel zur Bestimmung der Zellproliferation und er-

laubt ein Quantifikation des Ansprechens auf eine CT (Krohn, 2001).

1.1.6 Therapie
Die aktuelle GBM-Therapie besteht aus einer maximalen chirurgischen Resek-
tion, gefolgt von einer externen RT (60 Gy in 30 Fraktionen) und einer TMZ-CT
(75 mg / m?/ Tag liber 6 Wochen, Stupp-Schema) (Stupp et al., 2005a). Anschlie-
Rend erfolgt eine adjuvante TMZ-CT (150-200 mg / m?/ Tag) an den Tagen 1-5
eines 28-Tage-Zyklus flr 6—12 Zyklen (Stupp et al., 2015, Stupp et al., 2005b).



Trotz dieses aggressiven Behandlungsplans ist die Prognose schlecht. Nach ei-
ner alleinigen chirurgischen Resektion betragt das mittlere OS etwa 6 Monate
(Wilson et al., 2014). Die kombinierte chirurgische Resektion und RT verlangert
das mediane OS auf 12,1 Monate (Stupp et al., 2005b) und die zusatzliche TMZ-
CT weiter auf 14,6 Monate (Stupp et al., 2005b).

Altere Patienten (>70 Jahre) stellen aufgrund ihrer schlechten Prognose eine
Herausforderung dar. Bei diesen Patienten verlangert die RT das mediane OS
auf 29,1 Wochen im Vergleich zu 16,9 Wochen bei einer unterstutzenden Be-
handlung (Fiorentino et al., 2012). Da altere Patienten die RT haufig weniger gut
vertragen, kann ein verklrztes Regime (40 Gy in 15 Fraktionen) Uber einen Zeit-
raum von 3 Wochen (Roa et al., 2004) oder eine TMZ-CT (Glantz et al., 2003)

durchgefuhrt werden.

Als Alkylierungsmittel modifiziert TMZ die DNA durch Methylierung der Guanin-
Basen und leitet so das Absterben der Turmorzellen ein. Das Reparaturenzym
MGMT macht die DNA-Modifizierung alkylierender Chemotherapeutika rickgan-
gig (Verbeek et al., 2008). Patienten mit aktivem MGMT-Gen zeigen daher eine
Therapieresistenz gegenuber alkylierenden Chemotherapeutika (Johannessen
et al., 2018). Etwa 50 % der GBMs zeigen eine verminderte MGMT-Expression
durch Methylierung des MGMT-Promotors (Wick et al., 2014). Das mittlere OS
(21,7 vs. 12,7 Monate) und die 2-Jahresuberlebensrate (46 % vs. 13,8 %) von
GBM-Patienten mit und ohne MGMT-Promotor-Methylierung unter TMZ-Thera-
pie unterscheidet sich signifikant (Hegi et al., 2005).

Trotz maximaler initialer Resektion und multimodaler Therapie zeigen etwa 70 %
der GBM-Patienten innerhalb eines Jahres nach der Diagnose eine Progression
der Erkrankung (Stupp et al., 2005a); weniger als 5% der Patienten sind 5 Jahre

nach der Diagnose noch am Leben (Ostrom et al., 2014).

1.1.7 Behandlungsoptionen progredienter GBMs
Derzeit fehlt eine Standardbehandlung flir progrediente GBMs. Progrediente Tu-
moren sind weniger therapiesensitiv als Tumoren bei der Erstdiagnose (Campos



et al., 2016). Bei einer Progressionsbehandlung muss das Morbiditatsrisiko ge-

gen den moglichen therapeutischen Nutzen abgewogen werden.

Re-Resektion

In Abhangigkeit von der Lage und der Grélke der Tumorprogression sollte eine
Re-Resektion zur Zytoreduktion in Betracht gezogen werden. Die intraoperative
Neuronavigation und die Verwendung von 5-Aminolevulinsaure (ALA) tragen zur

Verbesserung der Tumorresektion bei (Mallick et al., 2016).

Der Effekt einer Re-Resektion auf das OS wird kontrovers diskutiert. Laut Studien
ist ein grélReres Ausmald der Resektion bei Tumorprogression mit einem verbes-
serten OS assoziiert (Chen et al., 2018b, Wann et al., 2018, Suchorska et al.,
2016). GBM-Patienten mit einer Resektion der ersten Tumorprogression zeigen
im Vergleich zu Patienten ohne Resektion ein besseres medianes OS nach einer
erneuten Progression (12 vs. 5 Monate) (Chen et al., 2018b). Andere Studien
fanden keinen Uberlebensvorteil nach einer Re-Resektion (Goldman et al., 2018,
Ortega et al., 2016). Laut einer aktuellen Meta-Analyse mit acht Beobachtungs-
studien bietet eine Re-Resektion einen statistisch signifikanten Uberlebensvorteil
(Lu et al., 2018). Verschiedene Parameter beeinflussen das OS nach der ersten
Resektion signifikant; dazu zahlen die praoperative und postoperative Karnofsky-
Performance-Status-Scale, das Ausmal} der ersten Resektion und die CT nach

der ersten Resektion (Ringel et al., 2016).

Aufgrund des Fehlens zuverlassiger Richtlinien zur Identifikation von Kandidaten
fur eine GBM-Re-Resektion entwarfen Park et al. (2013) eine Skala zur Vorher-
sage des Uberlebens nach Re-Resektion. Die dreistufige Skala (Bewertungsbe-
reich 0—2 Punkte) setzt sich aus der Karnofsky-Performance-Status-Scale (0 fur
=270 % und 1 fur < 70 %) und der ependymalen Beteiligung (0 fur keine Beteili-
gung und 1 fur der Ventrikelwandinfiltration) zusammen und unterscheidet Grup-
pen mit guter (0 Punkte; medianes Uberleben 18,0 Monate), mittlerer (1 Punkt;
medianes Uberleben 10,0 Monate) und schlechter Prognose (2 Punkte; media-
nes Uberleben 4,0 Monate) (Park et al., 2013).

10



Re-Radiotherapie

Patienten mit einem Karnofsky-Performance-Status-Scale-Wert (> 60 %) und ei-
nem Lasionsdurchmesser < 40 mm, deren Erstbehandlung mindestens vor 6 Mo-
nate abgeschlossen wurde, eignen sich am besten flur eine erneute RT (Shanker
et al., 2019). Diese kann durch eine externe RT oder durch eine Brachytherapie
erfolgen. Meist wird eine Hypofraktionierte stereotaktische RT (HFSRT) oder Ste-
reotaktische Radiochirurgie (SRS) verwendet. Allgemein gilt die Richtlinie, bei
Volumina < 4-5 cm die kumulative Dosis bei < 100 Gy zu halten, um das Ausmal}
der Toxizitdt zu begrenzen (Mayer and Sminia, 2008). Ubliche Nachbestrah-
lungsdosen sind eine Gesamtdosis von 20—40 Gy in 2—-6 Gy-Fraktionen flur die
fraktionierte RT und 15-20 Gy fur die Einzeldosis-RT (Ryu et al., 2014). Die Ein-
zeldosis-SRS ist auf kleinere, gut abgrenzbare Lasionen mit einem Durchmesser
< 3 cm beschrankt (Ryu et al., 2014).

Re-TMZ

Trotz des Fehlens eines Standard-CT-Regimes ist die zytotoxische CT die be-
vorzugte Zweitlinien-Behandlungsoption flr progrediente GBMs. TMZ wirkt prin-
zipiell auch gegen progrediente Tumoren (Yung et al., 2000b), wobei die Identifi-
kation von Patienten, die von einer solchen Behandlung profitieren (z. B. Patien-
ten mit Tumoren mit methyliertem MGMT-Promotor), wichtig ist (Weller et al.,
2015). Das behandlungsfreie Intervall seit dem letzten adjuvanten TMZ-Zyklus

sollte > 5 Monate betragen (Franceschi et al., 2018).

Laut einer Meta-Analyse zur Wirksamkeit verschiedener TMZ-Schemata (metro-
nomisch/Standard, hohe/niedrige Dosis) bei progredienten GBMs lasst sich das
OS mit einem metronomischen Schema und einer hohen durchschnittlichen
TMZ-Tagesdosis (> 100 mg / m?) verlangern (Chen et al., 2012).
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Andere Therapien

Neben einer erneuten Chemotherapie mit TMZ stehen medikamentése Thera-
pieoptionen mit Nitroharnstoffen (Carmustin, Lomustin) sowie Hydrazin-Deriva-
ten (Procarbazin) zur Verfugung. Die Wirksamkeit einer Procarbazin- und Lomus-
tin-CT bei TMZ-refraktaren GBMs war nicht nachweisbar (Kim et al., 2018, Yung
et al., 2000a). Auch andere Chemotherapeutika wie Carboplatin (Field et al.,
2015), Erlotinib (Sathornsumetee et al., 2010) und Cetuximab (Hasselbalch et

al., 2010) zeigten keinen eindeutigen Uberlebensvorteil.

Bevacizumab erhielt 2009 von der US-amerikanischen Food and Drug Administ-
ration (FDA) basierend auf den Ergebnissen der Phase-II-BRAIN-Studie (Fried-
man et al., 2009b) und einer weiteren Phase-II-Studie (Kreisl et al., 2009) eine
Zulassung fur progrediente GBMs. In einer Studie betrug das progressionsfreie
Uberleben (PFS) nach 6 Monaten fir die Monotherapie 43 % und flir Bevacizu-

mab + Irinotecan (Topoisomerase I-Inhibitor) 50 % (Friedman et al., 2009a).

Die Europaische Arzneimittel-Agentur lehnte die Zulassung von Bevacizumab
aufgrund der teilweise fehlenden Kontrollgruppen in den Studien ab (Wick et al.,
2010). Bei einer systemischen Analyse der vorhandenen Daten (2000-2016) zur
therapeutischen Wirksamkeit von Bevacizumab wurden keine Belege fur die
Wirksamkeit von Bevacizumab bei Patienten mit einem Karnofsky-Performance-
Status-Scale-Wert < 60 % gefunden (Diaz et al., 2017). Obwohl bei einer GBM-
Progression eine Bevacizumab-Therapie einen Uberlebensvorteil bietet, ist der
Effekt auf 4 Monate begrenzt. Eine Bevacizumab-Therapie geht mit erheblichen
Nebenwirkungen einher. In den Studien mit GBM-Patienten trat unter einer Be-
vacizumab-Therapie (10 mg/kg alle 2 Wochen) durchschnittlich eine Nebenwir-
kung pro Patient auf (563 Ereignisse bei 503 Patienten). 74 % (417/563) der Ne-
benwirkungen zeigten einen Schweregrad von = Grad 3. Die haufigste kumula-
tive Nebenwirkung war eine Leukopenie (31,2 %) gefolgt von Bluthochdruck
(17 %) (Diaz et al., 2017).
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1.2 Tumorimmunantwort

1.21 Grundlagen der Inmunologie
Das aus einem angeborenen und erworbenen (adaptiven) Anteil bestehende Im-
munsystem schutzt den Korper vor Mikroorganismen (Viren, Bakterien, Parasi-
ten, Pilze), fremden Makromolekilen und entarteten Zellen. An der adaptiven und
angeborenen Abwehr sind Zellen und humorale Faktoren beteiligt; beide Sys-

teme sind eng miteinander verflochten.

Zu Beginn einer Immunreaktion setzt sich das angeborene Abwehrsystem mit
dem Pathogen auseinander. Die angeborene Abwehr ist immer verfugbar, wirkt
aber unspezifisch. Die Zellen der angeborenen Immunitat (Makrophagen, neutro-
phile Granulozyten, dendritische Zellen (DC) und Naturliche Killerzellen (NK-Zel-
len)) phagozytieren die Pathogene, toten diese direkt und/oder indirekt durch
Sekretion von Zytokinen und Defensinen, die zur humoralen Abwehr gehdéren.
Zum humoralen Teil der angeborenen Immunantwort gehort auch das Komple-

mentsystem, das kaskadenartig bei einer Immunreaktion aktiviert wird.

Zu den Zellen des adaptiven Immunsystems gehoren T- und B-Zellen. T-Zellen
exprimieren Antigen-spezifische T-Zell-Rezeptoren (TCR), die im Gegensatz zu
den zunachst noch membrangebundenen Antikérpern (Ab) auf B-Zellen keine
isolierten Antigene erkennen, sondern Komplexe aus Antigenpeptiden und Ma-
jor-Histocompatibility-Complex-(MHC)-Molekulen. Bei Menschen werden MHC-
Proteine als humane Leukozytenantigene (human lymphocyte antigens, HLA)
bezeichnet. Zytotoxische T-Lymphozyten (CTLs; Cluster of differentiation
(CD)8*-T-Zellen) interagieren mit Peptid/MHC-I-Komplexen. Diese von allen
kernhaltigen Zellen exprimierten Molekulle prasentieren intrazellulare Antigene
(Mohme and Neidert, 2020). CD4*-T-Zellen interagieren mit Peptid/MHC-II-Kom-
plexen. MHC-II-Molektile werden von Antigen-prasentierenden Zellen (APCs) ex-
primiert und prasentieren extrazellulare Antigene (Mohme and Neidert, 2020).
CD4*-Zellen kdnnen die Immunantwort entweder verstarken (T-Helferzellen Typ

1 und 2 Th1-/Th2-Zellen) oder dampfen (regulatorische T-Zellen, Tregs).
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1.2.2 Tumor-infiltrierende Lymphozyten (TILs)
TILs sind Teil einer komplexen Mikroumgebung, die die Entwicklung von Tumo-
ren reguliert. TILs spielen eine Schlusselrolle bei der Inhibition bzw. Foérderung
des Tumorwachstums und damit fur die Prognose (Domingues et al., 2016). In
den vergangenen Jahren wurden Fortschritte bei der Charakterisierung von Im-
munzellinfiltraten bei ZNS-Tumoren erzielt. Die Mikroumgebung von Gliomen
enthalt CD4*-Th-Zellen, CD8"-CTLs und CD4*-Tregs (Gieryng et al., 2017).

Zytotoxische T-Lymphozyten (CTLs, CD8"-T-Lymphozyten)

Zu den Aufgaben der CTLs gehort die Beseitigung viraler und intrazellularer bak-
terieller Infektionen (Harty et al., 2000). Sie spielen aber auch eine Rolle bei der
Verhinderung des Tumorwachstums (Apetoh et al., 2015). Zur CTL-Aktivierung
sind Wechselwirkungen mit DCs, NK-Zellen und CD4*-T-Zellen (Farhood et al.,
2018) erforderlich.

Bei der Entwicklung der Effektor-Funktionen durchlaufen CD8*-T-Lymphozyten
einen mehrstufigen Prozess (Cohen-Inbar and Zaaroor, 2016). Die Anti-Tumor-
Antwort gliedert sich in eine Priming-Phase, die zur Generierung von de novo
Anti-Tumor-CD8*-T-Lymphozyten fuhrt, und eine Effektorphase, die eine Zersto-
rung des Tumors zur Folge hat (de Charette et al., 2016). Wahrend der Priming-
Phase binden die CD8*-T-Lymphozyten an von DCs oder Tumorzellen tber den
MHC-I prasentierte Antigene (Signal 1) (Reading et al., 2018). Fir eine vollstan-
dige Aktivierung bendtigt eine T-Zelle neben dieser Bindung an den TCR ein ko-
stimulatorisches Signal (Abb. 1) (Reading et al., 2018). Die von APCs und Tu-
morzellen exprimierten CD80 (B7-1) und CD86 (B7-2) wirken als aktivierende
Liganden des kostimulierenden Rezeptors CD28 auf der Oberflache von T-Zellen
(Chen et al., 1992, Budd and Fortner, 2017). Dieses Signal ist fur die TCR-Sig-
nalkaskade und die Differenzierung und Aktivierung der T-Zellen unverzichtbar
(Cohen-Inbar and Zaaroor, 2016, Budd and Fortner, 2017). Eine TCR-MHC-I-
Antigenpeptid-Interaktion allein 16st keine Aktivierung und Differenzierung der T-
Zellen aus (Cohen-Inbar and Zaaroor, 2016, Budd and Fortner, 2017).
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Die Interleukin-(IL)-2-Produktion durch aktivierte T-Zellen fuhrt zur Proliferation
und klonalen Expansion ausdifferenzierter, Antigen-spezifischer CTLs, die den
Lymphknoten verlassen und zum Zielort migrieren (Pennock et al., 2013). Akti-
vierte CTLs toten Zielzellen mittels Granula-Exozytose oder Fas-Ligand-vermit-
telter Apoptose-Induktion ab (Farhood et al., 2018, Pross, 2007). CTLs sezernie-
ren auch Interferon-(IFN)-y und Tumornekrosefaktor-(TNF)-a), die auf Tumorzel-
len zytotoxisch wirken (Thomas and Massagué, 2005). Das von CD8*- und CD4*-
T-Zellen produzierte IFN-y stimuliert die anti-kanzerogene Wirkung von M1-Mak-

rophagen (Farhood et al., 2018).

Bei den T-Zellen verhindern verschiedene Mechanismen eine Fehlstimulation.
Binden CD80 und CD86 an Cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4 (CTLA-
4) anstelle an den Korezeptor CD28, wird die T-Zellaktivierung inhibiert (Abb. 1)
(Pennock et al., 2013).
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Abbildung 1: T-Zellproliferation und -aktivierung bei Kontakt mit Gliomzellen (oben rechts) und Mecha-
nismen der Gliomzell-Immunresistenz (unten links)

Ab: Antikérper; B7-H1 (PD-L1): Programmed cell death 1 ligand 1; Bcl-2 / Bcl-XL: B-cell lymphoma 2 /
XL; CD: Cluster of differentiation; CTLA4: Cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4: DC: Dendritische
Zelle; Fas: Fas cell surface death receptor; Fas-L: Fas-ligand; IL: Interleukin; MHC: Major-Histocompati-
bility Complex; NF-kB: Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer; PD-1: Programmed cell death protein
1, PGE-2: Prostaglandin E2; PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase; STAT-3: Signal transducers and activators
of transcription; TCR: T-Zell-Rezeptor; TGF-: Transforming growth factor beta; TH: T-Helferzellen; T-
reg: regulatorische T-Zelle; VEGF: Vascular-endothelial growth factor
Quelle: (Cohen-Inbar and Zaaroor, 2016)

Weiter kann bei der T-Zellaktivierung das Programmed cell death protein 1 (PD-
1) verstarkt exprimiert werden. Dieser Rezeptor bindet an den Programmed cell
death protein ligand 1 (PD-L1; synonym B7H1, CD274) und PD-L2 (synonym
B7DC, CD273) (Ostrand-Rosenberg et al., 2014). Das durch die Ligandenbin-
dung an PD-1 ausgeldste Signal, inhibiert die zytotoxischen Funktionen der T-
Zellen (Abb. 1) (Ostrand-Rosenberg et al., 2014). Wahrend CTLA4 vorwiegend
die frihen Stadien der T-Zellaktivierung reguliert, wirkt PD-1 auf bereits aktivierte
T-Zellen (Ostrand-Rosenberg et al., 2014).

T-Helfer-Zellen (Th-Zellen)

Durch  Antigen-MHC-lI-Komplexe aktivierte CD4*-T-Zellen unterstutzen
(Th1/Th2/Th17) oder dampfen (Tregs) die adaptive Immunantwort (Le Gallo et
al., 2017). Die Rolle der CD4*-T-Zellsubtypen bei der Anti-Tumo-Immunitat ist

derzeit noch nicht ganz verstanden.

Th1-Zellen fordern zellvermittelte Immunreaktionen bzw. die zellulare zytolyti-
sche Aktivitat, die den Organismus vor intrazellularen Pathogenen (Viren, intra-
zellulare Bakterien) schitzt (Wan, 2010). Die Th2-Reaktion ist mit der humoralen
Reaktion verbunden, die extrazellulare Krankheitserreger (Bakterien, Parasiten)
bekampft (Wan, 2010). Th1-Zellen wirken pro-inflammatorisch, indem sie Zyto-
kine (z. B. IFN-y, IL-12) sekretieren und Makrophagen, Mikroglia sowie CTLs ak-
tivieren (Galvao and Zong, 2013). Da Th1-Zytokine zellvermittelte Immunantwor-

ten fordern, wirken sie potenziell auch gegen Tumoren (Nishimura et al., 2000).
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Th2-Zellen bilden Zytokine (z. B. IL-4, IL-10, IL-13), die die Aktivierung von B-
Lymphozyten und die Ab-Produktion férdern, aber auch die Th1-Immunantwort
unterdricken (Galvdo and Zong, 2013). Th1-Zellen kénnen entzindungshem-
mende Zytokine (IL-10, Transforming growth factor beta (TGF-B)) produzieren,
um die Lange der zytotoxischen, gewebeschadigenden Phase zu begrenzen
(Galvao and Zong, 2013).

Rolle der Zytokine fiir die Imnmunantwort beim GBM

Zytokine werden von Immunzellen in peripheren Geweben und im Blut, aber auch
von Gliazellen und anderen residenten Zellen des ZNS synthetisiert (Kennedy
and Silver, 2016). Die pleiotrop wirkenden Zytokine modulieren die Immunfunk-

tion und zeigen dabei pro- und/oder anti-Tumoreffekte.

IFN-y fordert die MHC-I-Antigenprasentation Uber die Aktivierung des Janus-
kinase/Signal-transducer and activator for transcription 1 (JAK/STAT1) Signal-
transduktionswegs (Zhou, 2009). IFN-y hemmt durch Steigerung der Fas-Rezep-
tor-(FasR, CD95)-Expression das Wachstum von Gliomzellen und die Migration
von Zellen der menschlichen A172-GBM-Zelllinie (Knlpfer et al., 2001).

IL-12 zeigte in praklinischen Studien eine robuste Anti-Tumor-Aktivitat und ein
starkes immunstimulierendes Potenzial. Die systemische Verabreichung von IL-
12 hat sich jedoch als toxisch erwiesen (Leonard et al., 1997). Zur Nutzung des
therapeutischen Potenzials von IL-12 werden derzeit lokale Applikationsformen

in verschiedenen Krebsmodellen getestet (Nguyen et al., 2020).

GBM-Proben enthalten im Vergleich zu Kontrollgehirngewebe signifikant hohere
IL-6-Spiegel (Choi et al.,, 2002). Hohere IL-6-messenger-Ribonukleinsaure-
(mRNA)-Spiegel korrelieren mit einem schlechten OS der GBM-Patienten (Tchir-
kov et al., 2007). IL-6 erhoht beim GBM die Vascular Endothelial Growth Factor-
(VEGF)-Expression durch STAT3-Aktivierung, was die potenzielle Beteiligung
von IL-6 und STAT3 an der Angiogenese verdeutlicht (Loeffler et al., 2005). Die
Hemmung von konstitutiv aktivem STAT3 unterdrickt die Proliferation und indu-
ziert die Apoptose in GBM-Zellen (Rahaman et al., 2002). IL-6 tragt durch die
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Férderung des Wachstums und des Uberlebens von Glioma-Stammzellen zur
Malignitat bei (Wang et al., 2009).

Das angiogene IL-8 begunstigt gemeinsam mit anderen angiogenen Faktoren
(VEGF, Angiopoetin-2) die GBM-Progression (Conroy et al., 2018). IL-8-Ab ver-
ringern die Invasivitat von Gliomen durch Hemmung der Nuclear factor 'kappa-
light-chain-enhancer' of activated B-cells (NF-kB) deutlich (Raychaudhuri and Vo-
gelbaum, 2011).

Gliomzellen sezernieren |IL-10; die IL-10-mRNA-Expression nimmt mit dem Tu-
morgrad signifikant zu (Huettner et al., 1995). IL-10 ist an der Tumorzellprolifera-
tion und -migration beteiligt, die die Infiltration in das umgebende Gewebe férdern
(Huettner et al., 1997). Die Hauptfunktion von IL-10 ist die Inhibition der Antigen-
prasentation in DCs und Makrophagen und die Produktion pro-inflammatorischer
Zytokine (Moore et al., 2001).

Auch IL-4 und IL-13 werden in Gliomzelllinien im Vergleich zu normalem Hirnge-
webe Uberexprimiert. Zudem unterscheidet sich die Struktur der Rezeptoren (R)
dieser Zytokine auf Tumorzellen von der auf normalen Immunzellen (Shimamura
et al., 2006). Da IL-4R und IL-13R das IL-4R-alpha-Protein als Rezeptorkompo-
nente enthalten, aktivieren diese Zytokine gemeinsame Signalwege, an denen
JAKs und STATG6 beteiligt sind (Jiang et al., 2000). Das pleiotrope IL-4 gilt als
Induktor der Th2-Antwort, spielt aber auch bei der Th1-Antwort eine Rolle (Okada
and Kuwashima, 2002). Polymorphismen im IL-4R-Gen sind mit einem besseren
Uberleben bei GBM-Patienten verbunden (Scheurer et al., 2008). Uber den
Crosstalk mit Tyrosinkinase-Rezeptoren moduliert der IL-13Ra2 die Migration

und Proliferation von GBM-Tumorzellen (Newman et al., 2017).

Aufgrund der pleiotropen Wirkung der Zytokine ist die Vorhersage ihrer Auswir-

kungen komplex (Budd and Fortner, 2017).

1.2.3 Leukozyten-Dysregulation in der Tumormikroumgebung
TILs umfassen CD8*-CTLs, CD4*-Th-Zellen und Tregs (Mohme and Neidert,
2020). Insgesamt sind aber CD3*-T-Zellen eine seltene Population in Tumoren
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und normalen Hirngeweben (Han et al., 2016). Mehrere Studien belegen eine
Assoziation zwischen einer erhohten T-Zelltumor-Infiltration und einem verlan-
gerten OS beim GBM (Mohme and Neidert, 2020). Der T-Zelleffekt auf das OS
bei GBM-Patienten ist unabhangig vom Alter, der postoperativen Behandlung

und dem Methylierungsstatus des MGMT-Promotors (Kmiecik et al., 2013).

Tumor-infiltrierende CD3*-T-Zellen besitzen ein niedrigeres CD8*/CD4*-T-Zell-
verhaltnis als CD3*-T-Zellen im peripheren Blut (Han et al., 2016). Laut Yu et al.
(2003) korreliert ein hohes CD8*/CD4*-T-Zellverhaltnis bei primaren Hirntumoren
mit einer weniger aggressiven Erkrankung. Andere Autoren berichten von einem
langeren OS bei einer starkeren Infiltration mit CD8*-T-Zellen (Lohr et al., 2011;
Kmiecik et al., 2013). Das CTL-Expressionsprofil (u. a. PD-1%, Lymphozyten-Ak-
tivierungsgen 3 (LAG-3)*, T-cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains (TI-
GIT)*, CD39", Killer-cell Lectin-like receptor G1 (KLRG1)~, CD57-) in GBM-Pati-
entenproben weist meist auf einen erschopften Phanotyp hin (Martikainen and
Essand, 2019). Laut Waziri et al. (2008) unterdriicken die meisten der im GBM

vorhandenen CD4*-TILs die zellulare Immunantwort.

Sowohl CD4*- als auch CD8*-T-Zellen zeigen bei GBM-Patienten eine erhdhte
Apoptose-Neigung und eine signifikant erhéhte Fas-Expression (Walker et al.,
2006). Durch die Bindung des Fas-Liganden an Fas wird ein Apoptose-Pro-
gramm ausgeldst, das zum Tod der T-Zelle flhrt (Arakaki et al., 2014). Laut einer
Studie befinden sich 22,6 % der TILs beim GBM im Fruhstadium der Apoptose;
< 50 % sind lebensfahig (Woroniecka et al., 2018b). Astrozyten im gesunden
Nervensystem exprimieren anders als von Astrozyten abgeleitete Gliomzellen
keine Fas-Liganden. Das GBM weist die hochste Expressionsrate (81 %) unter

Astrozyten-Tumoren auf (Didenko et al., 2002).

Typisch fur Tregs ist die Expression des Transkriptionsfaktors Forkhead Box Pro-
tein 3 (FoxP3) (Thomas et al., 2015). Die fur Tregs charakteristischen Zytokine
IL-10 und TGF-B unterdrucken die tumorspezifische T-Zellaktivierung (Mohme
and Neidert, 2020). Bei insgesamt niedrigen CD4*-T-Zellzahlen liegt der Anteil
der CD4*FoxP3+-Tregs bei Gliompatienten mit generalisierter Lymphopenie
deutlich héher (Fecci et al., 2006). Eine Treg-Depletion férdert die Proliferation
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von CD4*-T-Zellen, wobei der Anteil der Th2-Zellen ab- (IL-4 und IL-10) und der
Anteil der Th1 (IL-6, IL-2, TNF-a und IFN-y) zunimmt (Fecci et al., 2006). Aktuelle
Daten belegen die Dysregulation des Th1- und Th2-Gleichgewichts bei Gliompa-
tienten sowohl in peripherem Blut als auch in der Tumorumgebung (Zisakis et al.,
2007). Bei Gliompatienten beruht die geringere Sekretion von IFN-y auf einer
verringerten Anzahl von CD4*-T-Zellen, die als Hauptproduzenten des Zytokins
gelten (Dix et al., 1999). Die IFN-y-Sekretion wird durch das bei Gliompatienten
deutlich erhohte IL-10 gehemmit.

In der Tumormikroumgebung besteht ein gestortes Gleichgewicht zwischen sti-
mulierenden und hemmenden Mitgliedern der B7-Familie (s. Abb. 1) (Zou and
Chen, 2008). Eine verminderte Expression des kostimulatorischen Molekuls B7-
1 (CD80/CD86) fuhrt zu einer fehlenden Kostimulation und T-Zellanergie (Ander-
son et al., 2007). Weiter hemmt die verstarkte Expression von B7-H1 (PD-L1) auf
Tumorzellen die Funktion der CD4*- und CD8*-Zellen (Wintterle et al., 2003).

GBMs fordern zudem ein immunsuppressives Milieus durch eine veranderte Ex-
pression des HLA-E (Wischhusen et al., 2005). Maligne Gliomzellen verhindern
Anti-Tumor-Immunantworten durch die Expression eines Lektin-ahnliches Tran-
skripts-1 (Roth et al., 2007).

Die Tumormikroumgebung ist zudem durch eine Gewebehypoxie gekennzeich-
net, die durch eine unregelmafige Vaskularisierung und einen hohen Sauerstoff-
verbrauch des Tumors verursacht wird (Jensen, 2009). Die Gewebehypoxie ak-
tiviert den STAT3-Signalweg, was zu einer Aktivierung von Tregs (Ben-Shoshan
et al., 2008) und Hemmung der DC-Reifung und -Funktion fuhrt (Bauer et al.,
2009).

1.2.4 Tumor-assoziierte Makrophagen (TAMs)
Makrophagen beeinflussen verschiedene Aspekte der Karzinogenese (Wynn et
al., 2013). Makrophagen kdnnen einerseits die Entstehung und Ausbreitung von
Tumorzellen verhindern, andererseits aber auch das Tumorwachstum unterstut-

zen (Sica et al., 2002). Makrophagen machen 20 % der GBM-infiltrierenden
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myeloischen Zellen aus (Gabrusiewicz et al., 2016). Die Mehrzahl der Makropha-
gen im Gehirn scheinen von zirkulierenden Monozyten abzustammen; wobei ein

geringer Anteil (~ 15 %) aus Mikroglia hervorgeht (Chen et al., 2017).

Makrophagen werden durch vom Tumor sezernierte Lockstoffe rekrutiert; dazu
zahlen der Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktor (CSF-1), CC-Chemokine
(CC-Chemokinligand (CCL) 2, CCL3, CCL4, CCL5 und CCL8) und VEGF (Lewis
and Pollard, 2006). In menschlichen Tumoren sind die Spiegel dieser Proteine
positiv mit der Anzahl der TAMs assoziiert (Murdoch et al., 2004).

Makrophagen differenzieren in Abhangigkeit von den in der Tumormikroumge-
bung vorhandenen Signalmolekilen und Zytokinen zu einem pro-inflammatori-
schen M1- oder zu einem anti-inflammatorischen M2-Phanotyp (Sica and Man-
tovani, 2012). Unter dem Einfluss von IFN-y, Lipopolysaccharid und Granulozy-
ten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) entstehen M1-Mak-
rophagen. Dagegen férdern der CSF-1, Prostaglandin E (PGE) und Vitamin D3
die Entwicklung zu M2-Makrophagen (Lu et al., 2019).

Pro-inflammatorische M1-Makrophagen sind zur Phagozytose, Zytotoxizitat, und
Antigenverarbeitung/-prasentation befahigt. M1-Makrophagen sezernieren pro-
inflammatorische Zytokine (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12, IL-23) und férdern die Ent-
wicklung von Th1-Lymphozyten (Arango Duque and Descoteaux, 2014). Weiter
sezernieren M1-Makrophagen Stickstoffmonoxid (NO). NO entsteht bei der Um-
setzung von Arginin zu Citrullin durch die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthe-
tase (iNOS) (Bogen et al., 2019). NO diffundiert in benachbarte Tumorzellen und
setzt dort weitere reaktive Stickstoffspezies wie Peroxynitrit frei. Die folgende Nit-
rosylierung von Proteinen I0st eine Apoptose uUber den intrinsischen Weg aus
(Bogen et al., 2019). In M2-Makrophagen setzt die Arginase 1 (Arg1) Arginin zu
Ornithin und Polyaminen um (Sharda et al., 2011). Arginin ist essentiell flr die
Reifung des TCR{. Beim Fehlen von Arginin aufgrund der hohen Arg1-Expres-
sion in Myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) interagieren T-Zellen nicht

mehr mit Tumorantigenen (Szefel et al., 2019).

M2-Makrophagen fehlt die pro-inflammatorische Anti-Tumor-Immunfunktion. Sie
produzieren anti-inflammatorische Faktoren, wie IL-10, IL-13 und TGF- (Lu et
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al.

, 2019). Hohe IL-10-Spiegel hemmen die Makrophagenaktivierung und Pro-

duktion von TNF-q, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12 und GM-CSF (Fiorentino et al., 1991).
IL-10 inhibiert die MHC-II-Expression in aktivierten Makrophagen und somit die

Antigenprasentation (Chadban et al., 1998). M2-Makrophagen werden oft als Tu-

mor-assoziierte Makrophagen (TAMs) bezeichnet.

M2-TAMs unterstutzen die Tumorprogression, indem sie die Angiogenese, Me-

tastasierung und die Immunsuppression fordern (Kubota et al., 2017):

Angiogenese: Zur Versorgung der Tumorzellen mit Sauerstoff und Nahrstof-
fen ist die Neubildung von Gefalden erforderlich. TAMs sezernieren pro-angi-
ogene Zytokine und Wachstumsfaktoren, wie VEGF, TNF-a, IL-8 und den
Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF) (Lewis and Pollard, 2006). Dartber
hinaus exprimieren sie Angiogenese-modulierende Enzyme. Dazu zahlen die
Matrix-Metalloprotease-(MMP)-2, MMP-9 (Nakada et al., 2003) und die Cyc-
looxygenase-2 (Wang et al., 2019a, Hao et al., 2012).

Metastasierung: TAMs spielen auch bei der Freisetzung metastatischer Zel-
len aus der Ursprungslokalisation eine Rolle (Lewis and Pollard, 2006). Die
Metastasierung wird durch von TAMs sezernierte Chemokine, MMPs und Zy-
tokine (IL-1, IL-6, TNF-a) gefordert (Mantovani and Sica, 2010, Biswas and
Mantovani, 2010). Aulzerdem erleichtert der durch TAMs getriggerte kontinu-
ierliche Gewebeumbau den Tumorzellen eine Invasion in umliegende Ge-
webe (Solinas et al., 2009).

Immunsuppression: Durch die Expression von PGE2 und IL-10 verlieren
TAMs ihre tumoriziden Fahigkeiten (Elgert et al., 1998). PGE2 und IL-10
hemmen die Funktion von T-Zellen und anderen Effektorzellen des Immun-
systems (Elgert et al., 1998). Zusammen mit der hypoxischen Hemmung der
Makrophagen-Phagozytose und der Antigenprasentation wird die adaptive

Immunantwort gegen den Tumor unterdruckt.

Kurzlich wurde gezeigt, dass die Tumor-assoziierte Immunevasion auf einer ver-
minderten Toll-like receptor 4 (TLR4) Expression in GBM-Zellen und TAMs zu-
ruckzufuhren ist. Resistentere GBMs zeigten im Vergleich zu empfindlichen Zel-

len eine geringere TLR4-Expression (da Cruz et al., 2021).
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Die Dominanz des M2-Subtyps in der Tumormikroumgebung weist auf die Rolle
der TAMs in der Tumorgenese hin (Lu et al., 2019). Wichtige M2-Makrophagen-
Marker sind CD163 und CD204 (Komohara et al., 2008).

Makrophagen-Scavenger-Rezeptor 1 (MSR1/CD204)

MSR1 ist an verschiedenen Stoffwechselprozessen (Adhasion, Phagozytose,
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies, Wirtsabwehr) von Makrophagen beteiligt
(Kelley et al., 2014).

Die Invasion durch MSR1*-Makrophagen korreliert mit der Progression und Prog-
nose von Gliomen (Komohara et al., 2008), Ovarialepithel- (Kawamura et al.,
2009) und Pankreastumoren (Kurahara et al., 2011). Die MSR1-Expression
nimmt mit dem Alter und dem Gliomgrad zu; Wildtyp-/IDH-Gliome zeigen eine
MSR1-Uberexpression (Yuan et al., 2019). MSR1 korreliert mit der Expression
von T-Zellimmunglobulin und Mucin-Domane-3-Protein (TIM-3) und PD-1 auf T-
Zellen, was auf einen moglichen Effekt dieser Proteine auf die Hemmung der T-

Zellfunktion beim Gliom hinweist (Yuan et al., 2019).

Hamoglobin-Scavenger-Rezeptor (CD163)

Das Makrophagen-spezifische Protein CD163 eignet sich aufgrund seiner hohen
Expression beim Wechsel zum alternativen M2-Phanotyp als Entzindungsbio-
marker (Etzerodt and Moestrup, 2013). CD163 bindet an Hamoglobin/Hapto-
globin-Komplexe und spielt eine wesentliche Rolle bei deren Eliminierung und
bei der Induktion der angeborenen Immunantwort (Kristiansen et al., 2001).
Durch das Abfangen des oxidativen und pro-inflammatorischen Hamoglobins,
das zur Stimulation der Hdmoxygenase-1 und zur Produktion von entzindungs-
hemmenden Ham-Metaboliten fuhrt, tragt CD163 zur Entziindungshemmung bei
(Etzerodt and Moestrup, 2013). Die CD163-Expression wird durch Glukokor-
tikoide (Schaer et al., 2002) und durch das anti-inflammatorische IL-10 induziert
(Sulahian et al., 2000). Laut praklinischen Befunden hemmt der Verlust der

CD163-Expression die Proliferation von Gliomzellen (Chen et al., 2019). Die
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CD163-Expression auf TAMs korreliert mit einer schlechteren Prognose bei Gli-
omen (Liu et al., 2019). Daher ist ein Targeting von CD163*-Makrophagen ein

moglicher Ansatz fur eine GBM-Therapie.

1.3 Immuntherapeutische Strategien

1.3.1 Modulation Tumor-assoziierter Makrophagen (TAMs)
Das Ziel einiger immuntherapeutischer Strategien ist die Verringerung der Anzahl
der TAMs oder die Forderung des pro-inflammatorischen, tumorsuppressiven
M1-Phanotyps (Majety et al., 2018).

Der CSF-1R spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation der TAMs. Eine Fehlre-
gulation des CSF-1R-Signalwegs wird bei vielen Tumoren mit einer Tumorpro-
gression und Immunsuppression in Verbindung gebracht (Cannarile et al., 2017).
Laut Pyonteck et al. (2013) leitet die CSF-1R-Hemmung die Differenzierung in
Richtung M1-Phanotyp ein, wodurch in Maus-Modellen das Wachstum und die
Progression von Gliomen inhibiert wird. In einer Phase-Il-Studie erwies sich ein
CSF-1R-Inhibitor bei Patienten mit progredientem GBM jedoch als unwirksam
(Butowski et al., 2016).

Der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-Signalweg wird in progredienten GBMs
durch den von TAMs produzierten Insulin-ahnlichen Wachstumsfaktor 1 (IGF-1)
und den IGF-1R auf Tumorzellen aktiviert. Die Kombination einer IGF-1R-/PI3K-
und CSF-1R-Hemmung verlangerte in Maus-Modellen das OS bei progredienten

Tumoren signifikant (Quail et al., 2016).

An den intrazellularen Signalen, die zur Entwicklung des M2-Phanotyps in TAMs
fUhren, ist NF-kB beteiligt. Die Inaktivierung des NF-kB-Wegs erhohte in praklini-
schen Studien die tumorizide Aktivitat der TAMs signifikant (Achyut et al., 2017).
In GBM-Maus-Modellen sank in TAMs die Produktion der M2-Aktivierungsmarker
(IL-10, Arg1), wahrend die Expression der Marker der M1-Aktivierung (IL-12, in-
duzierbare Stickstoffmonoxid-Synthetase (iNOS)) anstieg (Achyut et al., 2017).
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Bei dem von Makrophagen und DCs exprimierten CD40 handelt es sich um ein
Mitglied der TNF-Rezeptorfamilie. Nach Bindung an den von T-Zellen, Basophi-
len und Mastzellen exprimierten Liganden CD40L erhoht sich die Expression von
MHC-Molekulen und die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine, wodurch die
T-Zellaktivierung gefordert wird (Belgiovine et al., 2020, van Kooten and Ban-
chereau, 2000). Eine erhdhte Expression von CD40/CD40L ist bei GBM-Patien-
ten mit einer guten Prognose assoziiert (Chonan et al., 2015). In einem Gliom-
Mausmodell steigerte eine Behandlung mit einem Anti-CD40-Ab die Apoptose
der Gliomzellen und die Infiltration von CD4*- und CD8*-T-Zellen in den Tumor
(Shoji et al., 2016).

Die CD47-Hemmung fordert die Phagozytose von Tumorzellen durch Makropha-
gen. Gliomzellen und Gliomstammzellen zeigen eine starke CD47-Expression (Li
et al., 2018a). Die Bindung von CD47 an das Signalregulierende Protein alpha
(SIRPa) auf Makrophagen 16st eine Signalkaskade aus, die die Makrophagen-
vermittelte Tumorzellphagozytose hemmt (Zhang et al., 2020). Eine CD47-Blo-
ckade verzdgert das Gliomwachstum und verlangert das OS in Mausmodellen (Li
et al., 2018a). In vivo férdert eine Anti-CD47-Ab-Behandlung die Entwicklung in
Richtung M1-Phanotyp (Zhang et al., 2016).

Chemokine und Chemokinrezeptoren (CCR) spielen bei der Tumorentwicklung,
beim Tumorwachstum und bei der Angiogenese eine wichtige Rolle. CCR5
wurde in verschiedenen Krebsmodellen untersucht. In humanen GBMs korreliert
eine hohe CCR5-Expression mit einer schlechten Prognose. Die CCR5-Blockade
hemmt die Expression der M2-Phanotyp-Marker Arg1 und IL-10 und steigert die
Expression der M1-Phanotyp-Marker NO und IL-18 (Laudati et al., 2017).

Makrophagen sind aufgrund ihrer Prasenz in der Tumormikroumgebung und ihrer
potenziellen Anti-Tumoreffekte vielversprechende Zielzellen flr die Entwicklung
innovativer therapeutischer Strategien. Dazu mussen im Vorfeld die Mechanis-

men der Effekte dieser Zellen im Tumorkontext aufgeklart werden.
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1.3.2 Inhibition der CTLA-4 / PD-1 vermittelten Inmunflucht

Als Immuncheckpoints (ICs) werden T-Lymphozyten-Rezeptoren bezeichnet, die
die Immunantwort der Zellen dampfen (anti-inflammatorische ICs) oder steigern
(pro-inflammatorische ICs) (Lanuza et al., 2019). Die Immunresistenz verschie-
dener Tumoren gegen Tumorantigen-spezifische T-Zellen beruht primar auf IC-
Signalen (Pardoll, 2012b). Bisher wurden zwei ICs identifiziert, die bei Immun-
fluchtmechanismen von Tumoren eine Rolle spielen. CTLA-4 (CD152) und PD-1
(CD279) hemmen beide die T-Zellaktivierung (Calinescu et al., 2015).

Die CTLA-4-Wirkung tritt frih wahrend der Immunreaktion in erster Linie in se-
kundaren lymphoiden Organen auf, der PD-1-Effekt dagegen wahrend die Ef-

fektorphase direkt in der Tumormikroumgebung (Calinescu et al., 2015).

CTLA-4 ist ein inhibitorischer T-Zellrezeptor, der an B7-1 (CD80) und B7-2
(CD86) auf der Oberflache von APCs oder Tumorzellen bindet (s. Abb. 1), deren
Bindung an den kostimulatorischen T-Zellrezeptor CD28 antagonisiert und damit
die T-Zellproliferation und Zytokinproduktion hemmt (Chambers et al., 2001)
(Huang et al., 2017). Anders als das konstitutiv von T-Zellen exprimierte CD28
(in 90 % der CD4*- und 50 % der CD8*-T-Zellen) wird CTLA-4 nur in aktivierten
konventionellen T-Zellen und CD4*/FoxP3*-Tregs gefunden (Huang et al., 2017).
CTLA-4 hat im Vergleich zu CD28 eine 10- bis 20-fach hdhere Affinitat zu B7-
1/B7-2 (Brzostek et al., 2016). Das Verhaltnis von CD28/B7-Bindung zu CTLA-
4/B7-Bindung bestimmt, ob eine T-Zelle aktiv oder anergisch wird (Krummel and
Allison, 1995).

PD-1 ist ein Oberflachenprotein von aktivierten T-Zellen (Kelly et al., 2020). Bei
Bindung des PD-L1 wird die TCR-SignalUbertragung und in Folge die T-Zell-
proliferation und -aktivierung gehemmt (Kelly et al., 2020). Mikrogliazellen, Ast-
rozyten, Oligodendrozyten, Makrophagen, DCs, Neuronen und eine Vielzahl an-
derer nicht hamatopoetischer Zelltypen einschlie3lich mikrovaskularer Endothel-
zellen sowie Epithelzellen kdnnen PD-L1 exprimieren (Chauhan and Lokensgard,
2019). Die Aktivierung des Toll-like Receptors (TLR), EGFRs, IFN-a-Rezeptors
(IFNAR) und IFN-y-Rezeptors (IFNGR) verstarkt die PD-L1-Expression in GBM-
Zellen (Litak et al., 2019).
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In praklinischen Untersuchungen mit Anti-CTLA-4-Ab an primaren Hirntumoren
kam es zu einer signifikanten OS-Verlangerung. Die Verabreichung von Anti-
CTLA-4-Ab fuhrte bei 80 % der immunkompetenten Mause mit syngenen intra-
kraniellen SMA-560-Tumoren zu einem langfristigen OS. Die Behandlung nor-
malisierte die systemischen CD4*-T-Zellzahlen und verringerte die Anzahl der
Tregs (Fecci et al., 2007).

In praklinischen Gliomstudien verdoppelte eine Behandlung aus Anti-PD-1-Ab
und RT das mediane OS verglichen mit einer RT allein. Unter Kombinationsbe-
handlung zeigte die Tumormikroumgebung eine erhdhte CTL-Infiltration
(CD8*/IFN-y*/TNF-a*) und verminderte Treg-Infiltration (CD4*/FoxP3) im Ver-
gleich zur Einzeltherapie (Zeng et al., 2013).

Nach vielversprechenden Ergebnissen der IC-Blockade bei Nicht-ZNS-Tumoren
untersuchten die Studien CheckMate-143, -498 und -548 die IC-Hemmung in
GBMs.

Die erste grofde klinische Phase Ill Studie am Menschen mit Anti-PD-1 (Check-
Mate 143) verglich die Wirksamkeit von Nivolumab (Anti-PD-1-Ab) + Ipilimumab
(Anti-CTLA-4-Ab) sowie Bevacizumab (Anti-VEGF-Ab) bei Patienten mit progre-
dientem GBM (Reardon et al., 2017). Bei 10 % der Patienten im reinen Anti-PD-
1-Arm und bei 20-30 % der Patienten im Anti-PD-1- + Anti-CTLA-4-Arm traten
unerwunschte Wirkungen Grad 3 oder 4 auf, so dass der kombinierte Therapie-
arm beendet wurde (Omuro et al., 2018). Bei progredientem GBM bestand kein
signifikanter Unterschied beim OS nach einer Anti-PD-1- (9,8 Monate) und Be-
vacizumab-Therapie (10 Monate) (Filley et al., 2017).

CheckMate-498 und -548 untersuchen den Effekt von Nivolumab (Anti-PD-1-Ab)
bei neu diagnostiziertem GBM mit nicht-methyliertem bzw. methyliertem MGMT-
Promotor. Die Phase-llI-Studie CheckMate 498 fand keinen Unterschied in der
klinischen Wirksamkeit einer Nivolumab- + RT-Therapie im Vergleich zu einer
TMZ- + RT-Therapie (n ~ 275 pro Arm). Die Phase Il Studie CheckMate-548 ver-
glich die Therapiearme Anti-PD-1 + TMZ + RT und TMZ + RT bei neu diagnosti-
zierten GBM-Patienten mit methyliertem MGMT-Promotor (n ~ 160 pro Arm). Vor
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Veroffentlichung der Daten gab Bristol-Myers Squibb im September 2019 be-
kannt, dass die Triple-Therapie mit Anti-PD-1 beim PFS keinen Vorteil zeigte
(Medikonda et al., 2020). Diese Studie wird wie geplant fortgesetzt, um das OS

als weiteren Endpunkt auszuwerten.

Zusammenfassend scheint die Therapie mit einem einzelnen IC-Inhibitor keinen
klaren Vorteil zu bieten. Folglich bieten sich Analysen mit Kombinationstherapien

an.

1.3.3 Tumor-spezifische- (TSA) und Tumor-assoziierte (TAA) Anti-
gene

Eine weitere Form der Immuntherapie zielt darauf ab, selektiv Tumorzellen zu
zerstoren (Srinivasan et al., 2017). Ein wesentlicher Schritt zur Entwicklung im-
muntherapeutischer Strategien gegen maligne Gliome ist die |dentifizierung ge-
eigneter Zielstrukturen. Ein ideales Ziel fur die Immuntherapie ist ein fur den Tu-
mor spezifisches Protein, das stabil exprimiert wird, in normalen Geweben fehlt
und fiir das Uberleben der Krebszelle entscheidend ist (Grauer et al., 2009). Sol-
che TSA werden auf der Tumorzelloberflache exprimiert und im Komplex mit
MHC-I-Molekulen von TSA-spezifischen TCR erkannt (Jiang et al., 2019). TSA
basieren auf genetischen Varianten wie Einzelnukleotidaustauschen, Insertionen
und Deletionen, Genfusionen, Frameshift-Mutationen und Strukturvarianten
(Jiang et al., 2019). Beispiele fir TSA in GBMs sind die EGFR Variante Il (EG-
FRvIIl) und IDH-1 (McGranahan et al., 2017).

Im Gegensatz zu TSA werden TAA nicht exklusiv auf der Tumorzelloberflache
exprimiert, sondern in geringen Mengen auch in gesunden Geweben (Jiang et
al., 2019). Bei TAA handelt es sich um auf Tumorzellen amplifizierte Genprodukte
(EGFR, Survivin, Ephrin-A2, IL-13Ra2) oder Differenzierungsantigene (gp100,
Wilm’s Tumorgen 1 (WT1)). Krebs-Keimbahn-Antigene (CGA, z. B. Melanoma
Antigen A1/A3 (MAGE-A1/A3)) finden sich auf der Tumorzelloberflache und in
Gewebe von Fortpflanzungsorganen (einschlief3lich Hoden, fetale Eierstdcke und
Trophoblasten) (McGranahan et al., 2017). Bei einer Expression in normalen Ge-

weben kann ein therapeutisches Targeting zu schweren Autoimmuntoxizitaten
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fuhren (z. B. Hepatitis, Kolitis, Atemversagen, Nierenfunktionsstérung, Tod)
(Jiang et al., 2019).

Die auf die Zerstorung der Tumorzellen abzielende Immuntherapie umfasst so-
wohl passive als auch aktive Strategien. Bei der passiven Immuntherapie werden
Ab, Immunzellen oder andere Komponenten des Immunsystems verwendet, um
Tumorzellen anzugreifen (Wilson et al., 2014). Dieser Ansatz erfordert keine Ak-
tivierung des nativen Immunsystems des Patienten. Die Immunzellen werden in
vitro aktiviert und dem Patienten injiziert (Thomas et al., 2012). Ubertragene Im-
muneffektoren wirken sofort, erzeugen jedoch keine langfristige Immunitat
(Clarke et al., 2010). Zu den passiven Immuntherapeutika zahlen monoklonale
Ab (mAb), Zytokin-vermittelte Therapien und adoptive Zelltransferansatze
(Thomas et al., 2012). Eine aktive Immuntherapie zielt darauf ab, die native Im-
munantwort des Patienten gegen den Tumor zu stimulieren. Die dadurch poten-
ziell erzielte langfristige Immunitat bietet moglicherweise auch Schutz vor einer
Tumorprogression (Clarke et al., 2010). Die aktive Immuntherapie umfasst Pep-
tid- und zellbasierte Ansatze (Wilson et al., 2014). Die Therapeutika werden oft

als Krebsimpfstoffe bezeichnet.

1.34 Passive Immuntherapie
Eine mdgliche Strategie der passiven Immuntherapie zur Zerstérung der Tumor-
zellen ist die direkte Injektion von mAb. Man unterscheidet nackte und mit
Chemotherapeutika, bakteriellen Toxinen oder Radionuklide konjugierte mAb
(Chandramohan et al., 2013).

Far das GBM wurde bislang nur ein humanisierter mAb (Bevacizumab/Avastin)
gegen VEGF zugelassen, der die Tumorangiogenese beeinflusst. Bevacizumab
erhielt 2009 von der US-amerikanischen FDA eine Zulassung fur progrediente
GBMs. Bei Patienten mit neu diagnostiziertem GBM, die zusatzlich zur Standard-
Therapie (RT+TMZ) Bevacizumab erhielten, konnte in einer Meta-Analyse eine
Verlangerung des OS und der 6-Monats-Uberlebensrate nicht nachgewiesen
werden (Fu et al., 2016). In einer weiteren Studie zur Analyse der Wirksamkeit

von Bevacizumab auf die Lebensqualitat zeigten Patienten, die Bevacizumab +
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RT/TMZ (n = 461) erhielten, im Vergleich zu Patienten, die Placebo + RT/TMZ
bekamen (n = 461), signifikant haufiger (66,8 % vs. 51,3 %) schwerwiegende

unerwiunschte Ereignisse 2 Grad 3 (Chinot et al., 2014).

Ein weiteres potenzielles therapeutisches Ziel bei GBMs ist der EGFR. Ungefahr
40 % aller GBMs zeigen eine Amplifikation des EGFR-Gens und circa 50 % tra-
gen die EGFRVvlll-Variante mit einer In-Frame-Deletion der Exons 2—7. Diese Va-
riante fuhrt zu einer konstitutiven EGFR-Aktivierung (Nejo et al., 2020). Die EG-
FRvIII-Uberexpression in GBM-Zellen férdert das Tumorwachstum uber die Sti-
mulation der Tumorzellproliferation, der Induktion der Angiogenese und CT-Re-
sistenzmechanismen (Du et al., 2019). Eine bei der Erstdiagnose eines GBM auf-
tretende EGFR-Amplifikation bleibt bei einer Progression meist erhalten; der EG-
FRvlll-Status bei GBMs mit EGFR-Amplifikation kann sich jedoch bei der Pro-

gression andern (Felsberg et al., 2017).

Bislang wurden chimare (Cetuximab), humanisierte (Nimotuzumab) und vollstan-
dig humane (Panitumumab) gegen die extrazellulare Domane des EGFR gerich-
tete mADb entwickelt. In klinischen Studien erwies sich Cetuximab bei progredien-
ten GBMs weder als Einzelwirkstoff (Neyns et al., 2009) noch in Kombination mit
Bevacizumab und Irinotecan (Hasselbalch et al., 2010) oder einer RT (Combs et
al., 2006) als wirksam und wurde daher klinisch nicht tGber die Phase Il hinaus
entwickelt. Nimotuzumab besitzt eine geringere Affinitat als Cetuximab und bin-
det somit spezifischer an EGFR-Uberexprimierende Zellen (Westphal et al.,
2017). In einer Phase IlI-Studie war das mediane OS von Patienten in der
Nimotuzumab-Gruppe (Nimotuzumab + Standard-TMZ/RT — TMZ) und in der
Kontrollgruppe (Standard-TMZ/RT — TMZ) nicht signifikant verschieden
(22,3 vs. 19,6 Monate) (Westphal et al., 2015). Panitumumab hat sich bislang bei
kolorektalen Karzinomen als wirksam erwiesen (Li et al., 2018b). Untersuchun-

gen zur Anwendung bei malignen Gliomen fehlen bisher weitgehend.

Eine mdgliche Erklarung fur die begrenzte Wirksamkeit von EGFR-mADb bei sys-
temischer Verabreichung ist die Blut-Hirn-Schranke, Uber die nur < 0,5 % der zir-
kulierenden Ab das Gehirn erreichen (Hicks et al., 2016). Eine Phase-I-Studie mit
einer selektiven intraarteriellen cerebralen Infusion (SIACI) von Cetuximab nach
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osmotischer Stérung der Blut-Hirn-Schranke mit Mannit in Patienten mit progre-
dientem malignem Gliom ergab akzeptable Sicherheits- und Vertraglichkeitspro-
file (Chakraborty et al., 2016); Derzeit laufen Phase-I/lI-Studien bei neu diagnos-
tiziertem und progredientem GBM (NCT02861898, NCT01238237).

Nackte Ab reichen mdglicherweise fur eine starke Anti-Tumor-Reaktion nicht aus.
Beim Drug-Targeting werden potentere Wirkstoffe an Tragermolekile (z. B. Ab,
Zytokine, I6sliche Rezeptormolekule) gekoppelt. Mithilfe von TSA-Ab sollen Wirk-
stoffe spezifisch zu den Tumorzellen geleitet werden, um diese gezielt abzutoten
und das gesunde Gewebe zu schonen und damit Nebenwirkungen zu reduzie-
ren. Als Wirkstoffe werden Radionuklide, Toxine, Zytostatika oder Zytokine an
den Ab gebunden. Die haufigsten Konjugate in der mAb-Therapie enthalten Ra-
dionuklide (Chandramohan et al., 2013); bei Gliomen wird meist lod-131 (131l)
genutzt (Loya et al., 2019).

Eine groRe Phase-II-Studie untersuchte die Wirksamkeit einer adjuvanten Radi-
oimmuntherapie mit '2°I-markiertem murinem mAb425 gegen den EGFR bei Pa-
tienten mit neu diagnostiziertem GBM. Die Gabe von 1251 mAb425, allein oder in
Kombination mit TMZ zeigte eine gute Vertraglichkeit und verlangerte das OS
(14,5 bzw. 20,2 Monate) (Li et al., 2010).

Die bisherigen klinischen Studien mit bakteriellen Toxinen als Effektormolekile
in Ab-Konjugaten nutzten meist Diphtherietoxin oder Pseudomonas aeruginosa-
Exotoxin A. Beide Toxine hemmen die Proteinsynthese. Nach Bindung an die
Tumorzellen wird des Ab-Toxin-Konjugat endozytiert. Das in der Zelle freige-
setzte Toxin kann die Apoptose der Krebszelle einleiten. Bei Immuntoxinen reicht
ein Molekull zur Abtétung einer Krebszelle, bei Chemotherapeutika werden circa
10° Molekiile bendtigt. Daher sind solche Toxine im Vergleich zu herkémmlichen

Chemotherapeutika wirksamer (Li and Hall, 2010).

Ab-Toxin-Konjugate kénnen aufgrund ihrer Gréle die Blut-Hirn-Schranke nur un-
zureichend passieren; bei systemischer Verabreichung besteht ein hohes Risiko
fur unerwinschte Nebenwirkungen. Daher wurden neue Applikationsmethoden
entwickelt. Bei der Convection-enhanced delivery (CED) passieren die Thera-
peutika die Blut-Hirn-Schranke Uber ein Kathetersystem. Das Verfahren eignet
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sich flr Therapeutika mit schlechter Blut-Hirn-Schranken-Permeabilitat oder flr
Medikamente, bei denen eine systemische Exposition z. B. aufgrund der Toxizitat
nicht moglich ist (Shi and Sanche, 2019).

In der Phase-II-PRECISE-Studie wurde die Wirksamkeit von Uber eine CED ap-
pliziertes IL-13/Pseudomonas aeruginosa-Exotoxin A-Konjugat und Carmustin
bei nach einer Tumorresektion progredientem GBM verglichen. Das PFS verlan-
gerte sich durch die Behandlung mit dem Konjugat (17,7 vs. 11,4 Wochen); es
wurde jedoch kein Unterschied im OS zwischen beiden Gruppen beobachtet
(Kunwar et al., 2010). Auch die Nebenwirkungsprofile waren bis auf eine héhere
Rate an Lungenembolien im CED-Arm vergleichbar (8 % vs. 1 %, p = 0,014). Die
Wirksamkeit mittels CED-Technik verabreichter Immuntoxine ist bei einer inef-

fektiven Infusion stark eingeschrankt (Sampson et al., 2008).

Ein weiterer Ansatz der passiven Krebsimmuntherapie ist die Stimulation des Im-
munsystem mit Zytokinen. In diesem Kontext wurde die Wirksamkeit von IL-2 bei
einer Vielzahl von Entitaten untersucht. Obwohl dieser Ansatz bei Melanomen
und Nierenzelltumoren erfolgreich war, erwies er sich beim GBM als ungeeignet
(Thomas et al., 2012).

Zur Erhéhung der Effektivitat der Ab wurden bispezifische Ab entwickelt, die
gleichzeitig Antigene auf der Tumorzelle und Antigene auf Effektorzellen des Im-
munsystems erkennen. Bei Applikation eines bispezifischen Ab gegen CD3 und
EGFRVIII in einem Gliom-Mausmodell griffen die T-Zellen die Tumorzellen selek-
tiv an, was zu einer Tumorregression und einem verlangerten OS fuhrte (Choi et
al., 2013, Gedeon et al., 2018). Ein potenzieller Einsatz dieses bispezifischen Ab
bei Patienten wird derzeit untersucht (NCT02766699).

Bei einem alternativen immuntherapeutischen Ansatz werden TILs aus Patienten
isoliert und kultiviert. Bei dieser adoptiven autologen T-Zellimmuntherapie erhal-
ten die Patienten die TAS-spezifischen TILs nach einer klonalen Expansion zu-
ruck. Diese Therapie ist flr immungeschwachte Patienten vorteilhaft, da sie die
klonale Expansion der T-Zellen nach einer Antigenprasentation uUberflussig

macht. Auch die Fahigkeit von T-Zellen, die Blut-Hirn-Schranke zu umgehen, legt
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nahe, dass diese Therapie bei Hirntumoren besonders wirksam sein konnte
(Gust et al., 2017).

Vielversprechend ist auch der adoptive Zelltransfer von T-Zellen mit chimaren
Antigenrezeptoren (CARs). Bei der CAR-T-Immuntherapie werden modifizierte
T-Zellen eingesetzt, die Krebszellen besser erkennen und effektiver zerstéren
kénnen. CARs sind Fusionsproteine aus einer Antigenbindungsstelle eines mAb
fur ein TAA und der Signalaktivierungskomponente einer T-Zelle, was eine von
TCR-MHC-Wechselwirkungen unabhéangige T-Zellaktivierung erlaubt (Jain,
2018, Fecci and Sampson, 2019). Die intrazellulare CAR-Domane der ersten Ge-
neration enthalt flr die T-Zellaktivierung eine CD3(-Kette, CARs der zweiten Ge-
neration zusatzlich eine intrazellulare Domane des kostimulierenden CD28. Bei
CARs der dritten Generation wurden die CD28-Sequenzen durch Sequenzen ei-
nes Protein der TNF-Rezeptorfamilie (z. B. CD27, CD137, Inducible T-cell costi-
mulator (ICOS), CD134, CD244) erganzt, was die Proliferation und Persistenz
von T-Zellen fordert (Wang et al., 2020).

Die FDA hat 2017 zwei CAR-T-Zell-basierte Therapien aufgrund beeindrucken-
der Ergebnisse in Phase-lI-Studien flr B-Zell-Malignome zugelassen. Daraufhin
wurde die Wirksamkeit der CAR-T-Zell-basierten Therapien auch bei GBMs un-

tersucht.

Die Mehrzahl der GBM-Studien mit CAR-T-Zellen nutzt Antigenbindungsstellen
fur EGFRUVIII, IL-13Ra2 oder fur den humanen epidermalen Wachstumsfaktor-
Rezeptor 2 (HER2) (Fecci and Sampson, 2019). In einer Phase-I-Studie
(NCT01109095) zeigten 17 Patienten mit progressivem HER2*-GBM nach intra-
venoser Verabreichung autologer HER2-CAR-T-Zellen der zweiten Generation
keine schwerwiegenden unerwinschten Ereignisse. In der Studienkohorte betrug
das mediane OS 11,1 Monate (95-%-Konfidenzintervall (Kl), 4,1-27,2 Monate)
ab der ersten T-Zellinfusion und 24,5 Monate (95-%-Kl, 17,2-34,6 Monate) ab
der Diagnose (Ahmed et al., 2017). Eine Pilot-Studie zeigte potenzielle Vorteile
der lokalen intraventrikularen Verabreichung von CAR-T-Zellen im Vergleich zur
intrakavitéaren Verabreichung. In dieser Arbeit wurde mit einer CAR-T-Zellthera-
pie der dritten Generation (CD137) gegen den IL-13Ra2 bei einem Patienten (50
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Jahre, nicht-methylierter MGMT-Promotor, IDH-Wildtyp) eine komplette Remis-
sion erzielt. Es traten keine Toxizitaten Grad = 3 auf. Das klinische Ansprechen
hielt 7,5 Monate nach Beginn der CAR-T-Zelltherapie an; anschliel3end entwi-
ckelten sich vier neue Lasionen (Brown et al., 2016). Die Autoren spekulierten,
dass dieser Ruckfall auf eine verminderte Expression des IL-13Ra2 zurtickzuflh-
ren sein kdnnte, die durch den selektiven Druck der CAR-T-Zelltherapie verur-
sacht wurde. Laut O'Rourke et al. (2017) zeigten Patienten mit progredientem
GBM nach einer Therapie mit EGFRVIII-CAR-T-Zellen der zweiten Generation
eine verstarkte Immunsuppression, einschliel3lich einer erhéhten Expression von
PD-L1, Indolamin-2,3-Dioxygenase 1 (IDO1) und IL-10.

Der insgesamt begrenzte klinische Nutzen einer Einzelepitop-CAR-T-Zellthera-
pie ist vermutlich auf die inter- und intratumorale Heterogenitat zurickzufihren
(Salinas et al., 2020). Eine CAR-T-Zelltherapie, die auf drei Gliomantigene (IL-
13Ra2, HER2, Ephrin-A2) abzielt, totete fast 100 % der Tumorzellen in einem
praklinischen GBM-Modell ab (Bielamowicz et al., 2018). Es bleibt abzuwarten,
ob dreiwertige CARs in der Klinik Uber ausreichende Anti-Tumor-Effekte verfi-
gen. Trotz vielversprechender Ergebnisse bei einigen malignen Tumoren, sind
mdgliche schwerwiegende, unbehandelt zum Teil letale Toxizitaten (z. B. Zyto-
kin-Freisetzungssyndrom, das Immuneffektorzell-assoziierte Neurotoxizitatssyn-

drom) zu berUcksichtigen (Sievers et al., 2020).

1.3.5 Aktive Immuntherapie — Krebsimpfstoffe
Aufgrund der GBM-Heterogenitat sind individualisierte Immuntherapien dringend
erforderlich. Aktuell liegt der Fokus der Forscher auf der Entwicklung von Impf-

stoffen gegen GBMs.

In der aktiven Immuntherapie werden verschiedene GBM-assoziierte Antigen-
quellen (z. B. intakte Tumorzellen, Tumorzelllysate, Tumorpeptide, mRNA, syn-
thetische Peptide) verwendet (Vauleon et al., 2010). Die Therapieansatze umfas-
sen somit peptid- und zellbasierte Strategien. Bei peptidbasierten Therapien er-
halt der Patient GBM-verwandte Antigene als Impfstoff. Diese Antigene werden
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von DCs internalisiert und den Immuneffektorzellen prasentiert, um eine Immun-
antwort zu stimulieren (Wilson et al., 2014). Bei zellbasierten Therapien werden
APCs (z. B. DCs) mit Tumorantigenen ex vivo inkubiert und anschlieRend dem
Patienten injiziert. Die spezifische Antigenprasentation fuhrt zur Amplifikation tu-

morspezifischer T-Zellantworten (Srinivasan et al., 2017).

Peptidbasierte Therapien

Die bislang umfangreichste Studie mit Peptidimpfstoffen verwendete als Antigen
den EGFRUVIII (Rindopepimut). Die randomisierte, doppelblinde Phase-IlI-Studie
ergab jedoch keinen Uberlebensvorteil fiir Patienten mit neu diagnostiziertem
GBM (medianes OS 20,1 Monate in der Rindopepimut + TMZ-Gruppe vs. 20,0
Monate in der TMZ-Kontrollgruppe) (Weller et al., 2017). Ein Problem bei Einzel-
peptid-Impfungen ist die Entwicklung von fir das Impfstoff-Antigen negativen Tu-
morzellen; in den EGFRvIII-Studien wurde bei 82 % der Patienten ein EGFRUVIII-

negatives Tumorprogression beobachtet (Sampson et al., 2010).

Da das GBM immunologisch als resistenter Tumor mit nur wenigen therapeutisch
nutzbaren spezifischen Antigenen gilt, sind neue personalisierte Immuntherapien
erforderlich. In einer klinischen Phase-I-Studie wurde eine aktive personalisierte
Impfung (APVAC) untersucht, die nicht nur auf der Sequenzierung des gesamten
Exoms basierte, sondern auch HLA-Ligandom-Analysen beinhaltete, die einen
Einblick in die Prasentation relevanter Epitope in individuellen Tumoren gaben.
15 neu diagnostizierte GBM-Patienten erhielten neben der Standardtherapie
zwei therapeutische Impfstoffe. Zunachst wurde ein aktiver personalisierter, auf
nicht mutierte Antigene abzielender Impfstoff 1 (APVAC1) verabreicht, gefolgt
von APVAC?2, der bevorzugt auf TSA abzielte. Bei Patienten mit beiden APVAC-
Impfungen betrug das mediane OS 29 Monate nach der Diagnose; zwei Patien-
ten entwickelten anaphylaktische Reaktionen und Hirnddeme. Nicht mutierte
APVAC1-Antigene induzierten anhaltende CD8*-T-Zellantworten, APVAC2 Th1-
CD4*- sowie CD8*-T-Zellantworten. Insgesamt zeichnete sich die Behandlung
durch ein gunstiges Sicherheitsprofil und eine hohe biologische Aktivitat aus, die
eine weitere Entwicklung rechtfertigen (Wick et al., 2018).
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In einer klinische Phase-Il/ll-Studie verbesserte eine Gabe von IMA-95 (Multi-
Peptid-Impfstoff aus neun Gliom-assoziierten CD8-Peptiden und zwei Tumor-as-
soziierten CD4-Peptiden) trotz des Anstiegs der CD8*- und CD4*-T-Zellen das
OS in Kombination mit Polyriboinosin-Polyribocytidylsaure-Polylysin-Carboxy-
methylcellulose und TMZ-Behandlung nicht signifikant (21,2 Monate) (Dutoit et
al., 2017). Die fehlende Korrelation zwischen der Prognose und der peripheren
Immunantwort bei einer Therapie mit Peptidimpfstoffen deutet auf eine gestorte
Interaktion zwischen peripheren Immunzellen und GBM-Zellen aufgrund der im-

munsuppressiven Tumormikroumgebung hin (Dutoit et al., 2017).

Das zu erwartende Potenzial personalisierter Impfstofftherapien bei der Inhibition
der Tumorprogression rechtfertigt weitere Untersuchungen. Eine derzeit durch-
gefuhrte klinische Studie analysiert eine Kombination aus personalisierten Pep-
tidimpfstoffen und IC-Inhibitoren (NCT03422094).

Zellbasierte Therapien

Beim zellbasierten Ansatz der Immuntherapie werden meist DCs zur Stimulie-
rung des Immunsystems eingesetzt. DCs prasentieren antigene Peptide sowohl
uber MHC-II- als auch Uber MHC-I-Molekule und aktivieren daher CD4*-Th-Zel-
len, und CD8*-CTLs (Dudek et al., 2013). Da DCs auch NK-Zellen aktivieren, ist
fur den cytotoxischen Effekt gegentber Tumorzellen der MHC-I nicht zwingend
erforderlich (Van Gool et al., 2009). Durch die Stimulation der NK-Zellen Iasst
sich auch die immunsuppressive Tumormikroumgebung Uberwinden. Anders als
T-Lymphozyten erkennen NK-Zellen Tumorzellen nicht Gber Antigen-MHC-I-
Komplexe. Vielmehr detektieren sie eine verminderte Expression der MHC-Mo-
lekile auf Tumorzellen und leiten die Apoptose ein. Dieses Prinzip wird Missing-
self-Hypothese genannt (Karre, 2002). Aus Monozyten differenzierte DCs wer-
den typischerweise durch Zugabe von GM-CSF und IL-4 kultiviert und ex vivo mit
Tumor-assoziierten Peptiden aktiviert. Nach der Reifung unter dem Einfluss ver-
schiedener Zytokine (IL-18, TNFa, PGE2, IFN-y) erhalten die Patienten die Zellen
zurtck (Kong et al., 2018).
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Die Ergebnisse einer randomisierten, doppelblinden, Placebo-kontrollierten klini-
schen Phase-lll-Studie mit einem autologen Tumor-Lysat-gepulsten dendriti-
schen Zellimpfstoff (DCVax-L) (integriert in die Standardtherapie) bei neu diag-
nostiziertem GBM waren positiv. Das Ausmal der T-Zellinfiltration korrelierte mit
dem klinischen Uberleben (Liau et al., 2018). Das mediane OS betrug 23,1 Mo-
nate; 25,4 % der Patienten Uberlebten > 3 Jahre nach der Operation. Die Thera-
pie wurde gut vertragen; nur 2,1 % der Patienten zeigten Nebenwirkungen
Grad = 3 (Liau et al., 2018).

Eine klinische Phase-I-Studie mit sieben GBM-Patienten, die zusatzlich zur Stan-
dardtherapie mit mMRNA autologer Stammzellen transfizierte DCs erhielten, ergab
ahnliche Ergebnisse bezuglich des OS (23 Monate) (Vik-Mo et al., 2013).

Der klinisch am weitesten fortgeschrittene Impfstoff auf DC-Basis ist ICT-107, der
durch eine Exposition autologer DCs von Patienten gegenlber verschiedenen
Antigenen (HLA-A1-Antigene: Melanoma Antigen A1 (MAGE-A1), Absent in Me-
lanoma 2 (AIM-2); HLA-A2-Antigene: gp100, HER2, IL-13Ra2, Tyrosinase rela-
ted protein 2 (TRP-2)) erzeugt wurde. Uber 90 % der Patienten exprimierten alle
HLA-A2-Antigene. In einer doppelblinden randomisierten, Placebo-kontrollierten
Phase-II-Studie bei Patienten mit neu diagnostiziertem GBM nach Resektion und
RT + TMZ-Behandlung wurde ICT-107 gut vertragen. Das mediane OS war zwi-
schen der Behandlungs- und Kontrollgruppe nicht signifikant verschieden (17
Monate vs. 15 Monate; p = 0,58), jedoch erhdhte sich das PFS in der Impfstoff-
gruppe signifikant (11,2 Monate vs. 9 Monate; p = 0,011). Die Immunaktivierung
durch den Impfstoff manifestierte sich in IL-12- und IFN-y-Antworten (Wen et al.,
2019).

Neben zellularen Proteinen exprimieren GBMs auch Cytomegalovirus-Proteine,
die ein potenzielles Ziel fir DC-Impfstoffe darstellen. In einer klinischen Phase-I-
Studie wurden elf Patienten nach Resektion und Radiochemotherapie mit DCs
geimpft, die mit der mRNA flr das Cytomegalovirus pp65-Lysosomen-assozi-
ierte-Membranglykoprotein transfiziert waren. Diese Patienten zeigten ein medi-

anes OS von 41,1 Monaten. Die auftretenden Nebenwirkungen konnten nicht auf
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die zellulare Komponente der Behandlung zurlickgefihrt werden (Batich et al.,
2017).

DC-Impfstoffe gegen GBM-spezifische Proteine zeigen ein grof3es klinisches Po-
tenzial, mussen jedoch fur die Etablierung in der klinischen Praxis in grofderem

Mafstab evaluiert werden.

1.4 Zielsetzung
Der Krankheitsverlauf, das Ansprechen des Tumors auf eine CT und RT und die
Prognose hangen beim GBM stark von der Tumormikroumgebung und von den
Eigenschaften der Tumor-infiltrierenden Zellen ab. Aufgrund der hohen Thera-
pieresistenz des GBMs und dem trotz multimodaler Therapien eingeschrankten
OS der Patienten liegt der Fokus der medizinischen GBM-Forschung auf der Su-
che nach spezifischen Zielstrukturen, um das Outcome der Therapien zu verbes-

sern.

Die Unterschiede in der Tumormikroumgebung bei erstmals diagnostiziertem und
progredientem GBM und eine potenzielle Assoziation dieser Unterschiede mit
der Tumorprognose wurden bislang kaum erforscht. Vorhandene Studien be-
schranken sich meist auf eine Analyse der Infiltration von Immunzellen bei neu
diagnostiziertem GBM. Studien zu progredientem GBM bzw. Vergleiche zwi-
schen neu diagnostiziertem und progredientem GBM unter Verwendung gepaar-

ter Proben (Matched-pairs) derselben Patienten fehlen bislang.

In der prasentierten retrospektiven Kohorte aus Matched-pairs Gewebeproben
von neu diagnostizierten und progredienten GBMs soll die Expression von TIL-
Markern (CD3, CD4, CD8), TAM-Markern (CD163, MSR1) sowie von IC-Inhibito-
ren (PD-1, CTLA-4, PD-L1) analysiert werden.

Folgende Fragen sollten beantwortet werden:

e Unterscheiden sich die Expressionsprofile der TIL-, TAM- und IC-Marker
in neu diagnostizierten und korrespondierenden progredienten GBMs?
e Unterscheiden sich die Expressionsprofile der TIL-, TAM- und IC-Marker

zwischen verschiedenen Patienten?
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Bestehen Korrelationen zwischen den Expressionsprofilen der TIL-, TAM-
und IC-Marker in neu diagnostizierten Tumoren und den Anderungen die-
ser Expressionsprofile von der Erstdiagnose bis zur Progression der Tu-
moren?

Welchen Einfluss haben die Expression der TIL-, TAM- und IC-Marker in
neu diagnostizierten Tumoren sowie die Anderung dieser Marker im

Krankheitsverlauf bis zur ersten Tumorprogression auf das PFS?

39



2 Material und Methodik
2.1 Patientenkollektiv

211 Gewebeproben
Alle Patienten, die in der Neurochirurgie Tubingen an einem GBM operiert wur-
den (2008-2017), wurden in die Datenbank erfasst. Bei den Patienten wurden
das Alter bei der Diagnose, die Lokalisation des Hirntumors, Symptome, das
Operationsdatum, das Resektionsausmal} (partiell, komplett), die Therapieform
und die supportive Therapie, das PFS, die Therapieform nach der Progression,
der IDH-Status (Mutationen im IDH-1- oder -2-Gen) und eine potenzielle MGMT-

Promotor-Hypermethylierung erfasst.

In die vorliegende retrospektive Matched-pairs Kohortenstudie wurden alle Pati-
enten aufgenommen, von denen Tumorgewebe von der Erstdiagnose und der
ersten Progression im Archiv vorhanden war (n = 45). Die Gewebe wurden im
Rahmen der neurochirurgischen Resektion entnommen. Das Gewebe wurde an-
schlielend zur neuropathologischen Begutachtung in die Abteilung Neuropatho-
logie der Universitat Tubingen verbracht und in Paraffin eingebettet archiviert.
Alle Proben wurden gemal der aktuellen WHO-KIlassifikation von Tumoren des
ZNS als GBM, IDH-Wildtyp, WHO-Grad IV klassifiziert.

Fir die Tissue Microarrays (TMA) und immunhistochemische Farbung mit acht
Ab wurden von den in Paraffin eingebetteten korrespondierenden Tumorgewebs-
paaren (Erstdiagnose/erste Progression) jeweils zwei Gewebeproben entnom-
men (2 x 2 x 8 = 32). Bei 45 Patienten waren das insgesamt 1440 Gewebeproben.
Die Herstellung der TMA-Schnitte erfolgte durch eine Arbeitsgruppe des Hertie-
Instituts in Tubingen. Die Formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten TMA-

Schnitte wurden auf dem Ventana Benchmark XT gefarbt.

Aufgrund unzureichend vorhandener Gewebe auf manchen TMA-Schnitten
konnten die Proben von zwolf Patienten nicht ausgewertet werden. In die
Matched-pairs Auswertung gingen somit 1056 Proben (33 Patienten x 32 immun-
histochemische Farbungen) ein. Bei den inkludierten Matched-pairs Patienten-

proben (n = 33) wurden die immunhistochemischen Profile der TILs (CD3, CD4,
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CD8), der TAMs (CD163, MSR1) sowie der ICs (CTLA-4, PD-L1, PD-1) in beiden

Stadien erfasst.

Die Verwendung von menschlichem Patientenmaterial wurde von der ortlichen
Ethikkommission genehmigt (Nummer 077/2016B0O2).

2.1.2 Charakteristika des Gesamtkollektivs — Alter, Geschlecht, The-
rapieform, Zeit bis zur Progression des GBMs

Die Kohorte der retrospektiven Matched-pairs Analyse umfasste 33 Patienten mit
einem gesicherten GBM WHO Grad IV. Das GBM wurde durchschnittlich im Alter
von 53,3 £ 14,4 Jahren (Median: 55 Jahre, Min—Max: 15—78 Jahre) diagnostiziert.

Abbildung 2 zeigt die Altersverteilung der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose.

Alter bei Diagnose

Haufigkeit

15 21 27 30 38 42 48 50 51 53 54 55 56 57 60 61 62 65 66 71 72 76 768

Alter bei Diagnose
Abbildung 2: Altersverteilung der Patienten zum Zeitpunkt der Glioblastom-(GBM)-Erstdiagnose
Insgesamt stammten 23 (69,7 %) der untersuchten Gewebepaare (Erstdiagnose
/ Progression) von Mannern und zehn (30,3 %) von Frauen.

Das GBM trat bei den mannlichen Patienten im Mittel mit 50 + 11,2 Jahren (Me-
dian: 53 Jahre; Min—Max: 15—72 Jahre) deutlich friher auf als bei den weiblichen
Patienten (60,8 + 14,6 Jahre; Median: 56,50 Jahre; Min—Max: 42—78 Jahre) (s.
Abb. 3).
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Abbildung 3: Auftreten des Glioblastoms (GBM) nach Alter (Jahre) und Geschlecht

Einfache Ausrei3er (°) = Die Entfernung (Félle 19, 1 und 14) vom unteren Quartil betrdgt maximal das An-
derthalbfache der Boxlénge. Extreme Ausreil3er (*) = Die Entfernung (Fall 18) vom unteren Quartil betréagt
das Anderthalb- bis Dreifache der Boxlénge.

Im Mittel trat eine Tumorprogression bei Frauen nach 26 + 27,8 Monaten (Me-
dian: 11,5 Monate; Min—Max: 4—70 Monate) und bei Mannern nach 14,2 +1 8,7
Monaten (Median: 7 Monate; Min—Max: 3—84 Monate) auf (s. Abb. 4).
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Abbildung 4: Progressionsfreies Uberleben (PFS) in Monaten nach Geschlecht

27 Patienten (81,8 %) des Kollektivs erhielten eine Therapie nach dem Stupp-
Protokoll, sechs Patienten (18,2 %) wurden mit einer RT behandelt.
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2.2 Materialien

Materialien zur Formalinfixierung
Gebrauchsfertige Formalinldsung mit 4 % Formaldehyd, gepuffert mit Phosphat
auf pH 7,4.

Materialien zur Einbettung der Gewebe in Paraffin

e Ethanol (70 %, 96 %, 100 %)
e Xylol

e Paraffin

Materialien fir die Hamatoxylin-Eosin-(HE)-Farbung

o Xylol
e Ethanol (70 %, 96 %, 100 %)
e Mayers Hamalaunlésung

e 0,1 % wassriges Erythrosin

Materialen fiir die Immunhistochemie

Die fUr die Immunhistochemie verwendeten Primar-Ab sind in Tabelle 1 gelistet.
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Tabelle 1: Verwendete Priméarantikérper fiir die Immunhistochemie

Antigen Marker Beschreibung

CD3 T-Zellen 1:500, 40 min CC1-Vorbehandlung, Klon
SP7, ThermoFisher, Waltham, MA, USA

CD4 Th-Zellen 1:2, 24 min CC1-Vorbehandlung, Klon

SP35, Ventana Medical Systems, Roche
Group, Indianapolis, IN, USA

CD8 CTL RTU, 64 min CC1-Vorbehandlung, Klon
SP57, Ventana Medical Systems, Roche
Group, USA
CD163 Makrophagen RTU, MRQ-26, Ventana Medical Sys-
tems, Roche Group, USA Group
Programmed cell death pro- IC 1:100, 64 min CC2-Vorbehandlung, Klon
tein 1 (PD-1) MRQ-22, Zytomed, Berlin, Deutschland
Programmed cell death pro- [C-Ligand 1:100, 64 min CC1-Vorbehandlung,
tein ligand 1 (PD-L1) ab205921, Abcam, Cambridge, UK
Makrophagen-Scavenger- Makrophagen 1:2500, 32 min CC1-Vorbehandlung,
Rezeptor 1 (MSR1)/CD204 HPA000272, Sigma Aldrich, St. Louis, MI,
USA
Cytotoxic T-lymphocyte as- IC 1:100, LOT: D2916, Santa Cruz Biotech-
sociated protein 4 (CTLA-4) nology, Shanghai, China

CD = Cluster of differentiation; CTL = zytotoxische T-Zelle; IC = Immuncheckpoint; Th = T-Helferzelle; RTU
= ready-to-use, CC1 = Cell Conditioning Solution 1 (Tris-Ethylendiamintetraacetat-(EDTA)-Puffer-Lésung,
pH 7,8), CC2 = Cell Conditioning Solution 2 (Citrat basierte Puffer-L6sung, pH 6,5)

Die weiteren fur die Immunhistochemie verwendeten Reagenzien wurden von

Ventana Medical Systems (Tucson, AZ, USA) bezogen:

EZ-Prep-Losung (Entparaffinierungslosung)

Reaktionspuffer (Tris-basierter Puffer pH 7,6—7,8)
Zellkonditionierungslosung (CC1, Tris-Ethylendiamintetraacetat-(EDTA-
basierter Puffer pH 7,8; CC2, Citrat-basierter Puffer pH 6,5)

Die Blockierung der endogenen Peroxidase wurde mit dem CM-Inhibitor
(ChromoMap-Inhibitor) durchgefuhrt.

OmniMap Anti-Maus-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat

ChromoMap Diaminobenzidin-(DAB)-Kit

0,04-3 % Wasserstoffperoxid-Losung

Kupfersulfat

Hamatoxylin
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2.3 Immunhistochemische Farbung

2.31 Gewebeaufarbeitung

Formalin-Fixierung

Nach der operativen Entnahme wurden die Tumorgewebe in Formalin-Lésung
(4 % Formaldehyd in Kochsalzlésung mit Phosphatpuffer pH 7,4) fixiert. Die Fi-
xierung dient der Konservierung, indem die Autolyse durch Inaktivierung lysoso-
maler Enzyme und das Wachstum von Bakterien und Pilzen gestoppt wird (Singh
et al., 2019). Weiter kommt es zur Stabilisierung der Zellbestandteile, wodurch
Gewebeschaden durch nachfolgende Behandlungen oder durch osmotische Ein-

flisse (Schrumpfung, Schwellung) verhindert werden (Singh et al., 2019).

Paraffin-Einbettung

Die fixierten Gewebe mussen fir die Generierung der wenige Mikrometer dicken
Schnitte in Paraffin eingebettet werden. Dazu wurden die fixierten Gewebe zu-
nachst entwassert. Zuerst wurde die Fixierlosung durch Waschen in Aqua dest.
entfernt. Die Entwasserung erfolgte in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70 %,
96 %, 100 %). Nach einer Inkubation in Xylol wurde das Gewebe in heifllem Pa-

raffin in Blockchen eingegossen.

Anfertigung der Schnitte

Von den Paraffinbloécken eingebetteten Gewebeproben wurden an einem Mikro-
tom (Microm HM 355 S, Walldorf, Germany) ca. 3 um dicke Schnitte angefertigt,
auf Silan-beschichtete Objekttrager aufgezogen und vor der Weiterverwendung

in einem Warmeschrank bei 55 °C getrocknet.

23.2 Hamatoxylin-Eosin-(HE)-Farbung
Zur Analyse der Epithelform, des Differenzierungsgrads des Tumors sowie der
Tumorbelastung und zur Auswahl des Gewebeabschnittes fiir die nachfolgende
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TMA wurde eine HE-Ubersichtsfarbung durchgefihrt. Bei dieser Farbung werden
durch zwei Farbstoffe (Hamatoxylin, Erythrosin B) unterschiedliche Strukturen
dargestellt. Basophile Bestandteile der Zelle (z. B. Zellkerne) erscheinen blau

und eosinophile (z. B. Zytoplasma) rot.

Fir die HE-Farbung wurden die histologischen Schnittpraparate in einer Xylol-
und absteigenden Alkoholreihe (100 %, 96 %, 70 %) entparaffiniert und mit Aqua
dest. gespult. Dann wurden die Schnitte 1 min in Mayers Hamalaunl6sung gefarbt
und unter flieRendem Leitungswasser 10 min lang gewassert. Nach einer weite-
ren Spllung in Aqua dest. wurden die Schnitte mit 0,1 % wassriger Erythrosin-B-
Ldésung gegengefarbt und anschlieRend in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(70 %, 96 %, 100 %) und Xylol entwassert. Anhand der HE-Farbung wurde das
Tumorgewebe histologisch unter dem Mikroskop begutachtet. Dabei wurden Be-
reiche fur die Entnahme der Gewebestanzen fur die TMA und Immunhistochemie

aus den Paraffinblocken markiert.

233 Herstellung der Tissue Microarrays (TMA)
Die TMA-Technik erméglicht eine effiziente Analyse auf DNA-, RNA- oder Pro-
teinniveau (Kallioniemi et al., 2001). Ein TMA bestand aus ausgestanzten Gewe-
bezylindern und einem neu konstruierten Akzeptor-Paraffinblock. Die TMAs wur-
den mit einer TMA-Maschine (Beecher Instruments Inc., Sun Prairie, WI, USA;
Model MTA — 1, Serial No: MTA1777) hergestellt. Dazu wurden Lécher in gleich-

mafigen Abstanden von 2 mm in einen leeren Paraffinblock gestanzt.

Die Extraktion der Tumorzylinder fur die TMA-Herstellung erfolgte nach der Fest-
legung geeigneter Bereiche (Areale mit neoplastischem Gewebe) in der HE-Far-
bung. Mit einer 0,6 mm Stanze wurden aus dem Donor-Paraffinblock an den mar-
kierten Stellen reprasentative Gewebeproben ausgestanzt und an definierter Po-
sition in den neuen Paraffinblock Ubertragen. Die Anordnung der Gewebeproben
wurde tabellarisch festgehalten. Die Paraffinblocke wurden durch dreiminutiges

Erwarmen auf 40 °C und durch Flachdricken mit einem Objekttrager versiegelt.

Als Positivkontrolle wurde GBM-Gewebe WHO Grad IV verwendet. Als Negativ-
kontrollen dienten Endothel- und Epithel-Proben (fur CD3, CD4, CD8, CTLA4,
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PD-1), Monozyten/Makrophagen (fir CD163), Fibroblasten (fir MSR1) und
Stroma (fur PD-L1).

234 Immunhistochemische Farbung
Mittels Immunhistochemie lassen sich auf Gewebsschnitten einzelne Proteine
uber eine spezifische Antigen-Ab-Reaktion detektieren. Der primare Ab bindet
uber seine Fab-Fragmente (von engl. Fragment antigen binding) an das Antigen.
Der im nachfolgenden Schritt aufgetragene, speziesspezifische sekundare Ab er-
kennt das Fc-Fragment (von engl. fragment crystallisable) des primaren Ab und
bindet daran. Der sekundare Ab ist mit einem Enzym gekoppelt, das bei Sub-
stratzugabe, dieses zu einem gefarbten Produkt umsetzt. Zur Signalverstarkung

konnen auch Tertiar-Ab, die an den Sekundar-Ab binden, verwendet werden.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte der Nachweis mit der Avidin-Biotin Peroxi-
dase-Methode. Bei der Avidin-Biotin-Methode werden die Schnitte zunachst mit
einem Primar-Ab, dann mit einem Biotin-markierten Sekundar-Ab inkubiert und
zuletzt mit einem Avidin-Biotin-Enzymkomplex. Als Enzym wird die Meerrettich-
peroxidase verwendet. Die Meerrettichperoxidase besitzt eine eisenhaltige Ham-
Gruppe im aktiven Zentrum, die einen Komplex mit Wasserstoffperoxid bildet.
Das Substrat Wasserstoffperoxid wird im Uberschuss angeboten. Bei der en-
zymatischen Reaktion oxidieren die freiwerdenden Protonen das vorher fast farb-
lose Chromogen 3,3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) zu einem brau-

nen, in Wasser unloslichen, aber in Ethanol I0slichen Farbstoff.

Ablauf der Immunhistochemie

Insgesamt wurden 1056 reprasentative Formalin-fixierte, in Paraffin eingebettete
TMA-Stanzen auf dem Ventana Benchmark XT gefarbt. Bei dem Ventana Dis-
covery XT handelt es sich um ein geschlossenes System, in dem alle Schritte
(Entparaffinierung bis Gegenfarbung) im Gerat durchgeflihrt werden:

1. Das Gewebe wurde zuerst bei 75 °C 8 min lang mit der EZ-Prep-Ldsung

entparaffiniert und gewaschen.
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. Im zweiten Schritt wurde der Cell-Conditioner-1 (CC-1, Tris EDTA-Puffer
pH 7,8) bzw. -2 (CC-2, Citrat-basierter Puffer, pH 6,5) aufgetragen und die
Objekttrager auf 95 °C erwarmt. Die CC1-Vorbehandlung dauerte 24 min
(CD8), 32 min (MSR1, CTLA-4), 40 min (CD3, CD163) oder 64 min (PD-
1, PD-L1). Die CC2-Vorbehandlung dauerte bei PD-1 64 min.

. Im Anschluss wurde der Objekttrager auf 37 °C gekuhlt und gewaschen.
Zur Blockierung endogener Peroxide und Proteine wurde ein CM-Inhibitor
(ChromoMap-Inhibitor) verwendet.

. Nach dem Waschvorgang wurde pro Schnitt 100 ul der Primar-Ab-Ldsung
auf den Objekttrager aufgetragen und 32 min (PD-1, PD-L1, CTLA-4,
MRS1) bei 37 °C, 20 min (CD3, CD163) bei 42 °C oder 26 min (CD8) bei
42 °C inkubiert.

. Danach wurden 100 ul der Sekundar-Ab-Lésung zugegeben (OmniMap
Anti-Maus-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat) und 16 min inkubiert.

. Anschlie3end wurden die Proben mit Diaminobenzidin (DAB) und Was-
serstoffperoxid 8 min inkubiert

. Nach Auftragen eines Tropfens Kupfersulfat (Copper-CM) wurden die Pro-
ben 5 min inkubiert.

. Abschliel3end erfolgte eine Gegenfarbung mit Hamatoxylin (8 min).

. Zum Schluss wurden die Objekttrager gereinigt.

2.4 Auswertung der Gewebeproben

Zur Analyse der Tumor-infiltrierenden Zellen wurde der Prozentsatz der gefarb-

ten Zellen (keine, schwache, malige, starke, sehr starke Expression) unter Ver-

wendung eines Carl Zeiss Axio Mikroskops (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,

Germany) in 20-facher Vergroflerung bestimmt. Die immunhistochemischen

TMA-Schnitte wurden durch zwei Untersucher (Herrn Prof. Dr. med. Jens Schit-

tenhelm, Neuropathologe am Uniklinikum TUbingen + Autorin der vorliegenden

Dissertation) verblindet ausgewertet.

In jedem TMA-Schnitt wurden vier oder funf Untersuchungsfelder bestimmt. Der

Prozentsatz der gefarbten Zellen pro Feld wurde mit der Formel ,,Anzahl positiv
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gefarbter Zellen geteilt durch die Gesamtzahl der Zellen, multipliziert mit 100*
berechnet. Die Anzahl der gefarbten Zellen der Untersuchungsfelder wurden mit
Score-Werten von 0—4 (Details s. u.) beurteilt. Anschlielend wurden die Mittel-
werte berechnet. Bereiche mit reduzierter oder fehlender Farbung wurden nicht
ausgewertet. Weiter wurden Bereiche mit unzureichendem Tumorgehalt, Nekro-

sen und Hamatomablagerungen ausgeschlossen.

Bei den TAM-Markern und ICs wurde zur Beurteilung der Anzahl der gefarbten
Zellen der von Prof. Schittenhelm empfohlene 4-Punkt-Expressionsscore ver-

wendet:

e 0 —keine Expression (< 1 % der Zellen gefarbt),

e 1 - schwache Expression (1-24 % der Zellen gefarbt),

e 2 —malige Expression (25-49 % der Zellen gefarbt),

e 3 — starke Expression (50-75 % der Zellen gefarbt),

e 4 — sehr starke Expression (75—-100 % der Zellen gefarbt).

Aufgrund der geringeren TIL-Dichte wurde bei der CD3-, CD4-, CD8- Expression

ein abweichender Score verwendet:

e 0 - keine Expression (< 1 % der Zellen gefarbt),

e 1 —schwache Expression (1-5 % der Zellen gefarbt),

e 2 —maRige Expression (6—10 % der Zellen gefarbt),

o 3 — starke Expression (11-15 % der Zellen gefarbt),

e 4 — sehr starke Expression (16—100 % der Zellen gefarbt).

Aufgrund der zu geringen Fallzahl enthielten einzelne Score-Kategorien in der
histologischen Auswertung zu wenige Patienten. Daher wurden verschiedene
Score-Kategorien im Kapitel 3.3 ,Potenzieller Einfluss der Expressionsscores
zum Zeitpunkt der Erstdiagnose und der Anderung dieser Scores bis zur

Progression auf das PFS* zusammengefasst, um die Fallzahl zu erhéhen.
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Expression bei der Erstdiagnose der Tumoren

Bei den Lymphozyten-Markern CD3, CD4 und CD8 wurden die Score-Kategorien
Ound1zu1(<1-5%)bzw.2und 3 zu 2 (6-15 %) zusammengefasst. Bei CD163
und PD-L1 wurden aus den Scores 0 und 1 der Score 1 (< 1-24 %) bzw. aus den
Scores 2 und 3 der Score 2 (25-74 %) gebildet. Bei MSR1 wurden die Scores 1
und 2 zu 1 (1-49 %) bzw. 3 und 4 zu 2 (50-100 %) zusammengefasst. Bei PD-1

und CTLA-4 lagen nur zwei Score-Kategorien (0 und 1) vor.

Expressionsanderung in der Tumoren von der Erstdiagnose bis zur Pro-

gression

Bei der Analyse der potenziellen Korrelation des PFS mit der Anderung der Mar-
kerexpression vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis zum Zeitpunkt der Progres-
sion wurden folgende Gruppen untersucht: Abnahme (-1), konstante Expression
(0), Zunahme (1). Negative (Score-Stufen -4, -3, -2, -1) und positive Expressions-
anderungen (Score-Stufen 1, 2, 3, 4) wurden unabhangig von der Anzahl der
Score-Stufen gemeinsam ausgewertet, um die Fallzahl in den Gruppen zu erho6-
hen.

Die TMA-Objekttrager wurden anschlielRend mit einem Carl Zeiss Scanner (Carl
Zeiss Microlmaging GmbH, Goéttingen, Germany) eingescannt. Die Aufnahmen
wurden mit dem Case Viewer (3DHISTECH Ltd., Budapest, Hungary) verarbeitet.
Die folgenden Abbildungen 5-11 zeigen exemplarisch die mikroskopische Aus-

wertung.
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Abbildung 5: Immunhistochemische Analyse der Cluster-of-differentiation-(CD)-3-Expression — Score 1
(links), Score 2 (rechts)
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Abbildung 6: Immunhistochemische Analyse der Cluster-of-differentiation-(CD)-4 Expression — Score 1
(oben links), Score 2 (oben rechts), Score 3 (unten links), Score 4 (unten rechts)
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Abbildung 7: Immunhistochemische Analyse der Cluster-of-differentiation-(CD)-8 Expression — Score 0
(links), Score 1 (rechts)
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Abbildung 8: Immunhistochemische Analyse der Cluster-of-differentiation-(CD)-163 Expression — Score 1
(oben links), Score 2 (oben rechts) Score 3 (unten links), Score 4 (unten rechts)
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Abbildung 9: Immunhistochemische Analyse der Makrophagen-Scavenger-Rezeptor 1 (MSR1/CD204) Ex-
pression — Score 0 (obere Reihe, links), Score 1 (obere Reihe, rechts), Score 2 (mittlere Reihe, links),

Score 3 (mittlere Reihe, rechts), Score 4 (untere Reihe)
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Abbildung 10: Immunhistochemische Analyse der Programmed-cell-death-protein-1-(PD-1)-Expression —
Score 0 (links), Score 1 (rechts)

Abbildung 11: Immunhistochemische Analyse der Programmed-cell-death-protein-ligand-1-(PD-L1)-Expres-
sion — Score 0 (obere reihe, links), Score 2 (obere Reihe, rechts), Score 3 (untere Reihe, links)
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2.5 Statistische Auswertung

Expressionsniveaus der TIL-, TAM- und IC-Marker

Die Haufigkeit des Auftretens der Expressionsscores in den Tumorproben zum
Zeitpunkt der GBM-Erstdiagnose und Progression (Matched-pairs) wurden als
absolute Werte und prozentuale Anteile in den Therapie-Gruppen (Stupp, RT)
angegeben. Fir die Beobachtung des Krankheitsverlaufes wurde die Anderung
des Expressionsscores vom Zeitpunkt der GBM-Erstdiagnose bis zur Progres-

sion dokumentiert.

Korrelationsanalyse nach Spearman — mogliche Assoziationen zwischen
TIL-, TAM- und IC-Marker-Scores bei der GBM-Erstdiagnose und der Ande-
rung dieser Scores im Krankheitsverlauf

Mogliche Korrelationen zwischen den in der vorliegenden Arbeit erhobenen Ni-
veaus der TIL-, TAM und IC-Marker und weiterer Parameter wurden mit der Spe-
arman-Korrelationsanalyse untersucht. Mithilfe der Einteilung von Mukaka
(Mukaka, 2012) wurde die Gute des Zusammenhangs anhand der Hohe der Spe-

arman-Korrelationskoeffizienten (rs) bestimmt:

rs = 0,90-1,00 (-0,90 bis -1,00): sehr hohe positive (negative) Korrelation
e rs=0,70-0,90 (-0,70 bis —0,90): hohe positive (negative) Korrelation

e rs=0,50-0,70 (-0,50 bis —-0,70): moderate positive (negative) Korrelation
e rs=0,30-0,50 (-0,30 bis —0,50): niedrige positive (negative) Korrelation

e rs=0,00-0,30 (0,00 bis —-0,30): keine Korrelation
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Einfluss der TIL-, TAM- und IC-Marker-Scores zum Zeitpunkt der GBM-
Erstdiagnose und der Anderung dieser Scores bis zur Progression auf das
PFS

Mit Hilfe der Kaplan-Meier-Methode wurden die Auswirkungen der Scores der

Zielproteine in den Tumorproben bei der GBM-Erstdiagnose und die Anderung
dieser Scores bis zur Progression (Score bei Progression minus Score bei Erst-
diagnose) auf das PFS identifiziert. Das PFS wurde als das Zeitintervall von der
GBM-Erstdiagnose (erste operative Resektion) bis zur Diagnose einer Progres-

sion definiert.

In allen Analysen wurden Wahrscheinlichkeitswerte (p-Wert) kleiner oder gleich
0,05 als signifikant erachtet. Da die Wahrscheinlichkeitswerte in der vorliegenden
Analyse nicht signifikant waren, wurde auf die Beschreibung der p-Werte nicht

eingegangen.

Alle statistischen Analysen mit Ausnahme der Korrelationsanalyse wurden mit
der Software SPSS (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 25.0. Armonk,
NY: IBM Corp.) durchgeflihrt. Die Korrelation nach Spearman wurden mittels Py-

thon 3.7.0. (Python Software Foundation, Delaware, USA) ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1  Immunphanotypisierung von Matched-pairs GBM-
Tumorproben in den Behandlungsgruppen

Die GBM-Gewebeproben der Tumoren bei der Erstdiagnose und der korrespon-
dierenden progredienten Tumoren (Matched-pairs) wurden auf das Vorhanden-
sein von TILs (CD3, CD4, CD8), TAMs (CD163, MSR1) und IC-Inhibitoren (PD-
1, PD-L1, CTLA-4) untersucht. Die Expressionsscores der Matched-pairs Tumor-
proben wurden nach Therapiegruppen (RT, Stupp-Therapie) getrennt ausgewer-
tet. Aufgrund der niedrigen Fallzahl in der RT-Gruppe werden im Folgenden nur
die Daten der Stupp-Gruppe thematisiert. Die RT-Gruppe enthielt wesentlich al-
tere Patienten als die Stupp-Gruppe. Aufgrund des mdglichen Effektes des Alters
auf die Expressionsniveaus, wurde auf eine gemeinsame Auswertung der beiden

Gruppen verzichtet.

3.1.1 CD3 (TIL-Marker)
CD3 zeigte in den Tumorproben bei der Erstdiagnose insgesamt ein niedriges
Expressionsniveau von Score 0 (< 1 %) bis Score 2 (6—10 %). Bei der Erstdiag-
nose wiesen die meisten Tumorproben der Stupp-Gruppe (70,8 %) eine schwa-
che (1-5 %, Score 1) CD3-Expression auf (s. Tab. 2).

Tabelle 2: Cluster-of-differentiation-(CD)-3-Scores in den Tumorproben bei Erstdiagnose — Radiotherapie-
vs. Stupp-Therapie-Gruppe

CD3-Score bei Erstdiagnose Radiotherapie  Stupp-Therapie Gesamt
Anzahl 2 2 4
0(<1%) .
Anteile * 50,0 % 8,3 % 14,3 %
Anzahl 0 17 17
1 (1=5 %) _
Anteile * 0,0% 70,8 % 60,7 %
Anzahl 2 5 7
2 (6-10 %) _
Anteile * 50,0 % 20,8 % 25,0 %
Anzahl 4 24 28
Gesamt )
Anteile * 100,0 % 100,0 % 100,0 %

* Prozentangaben beziehen sich auf die Therapiegruppen

Die CD3-Expression in den Matched-pairs Proben der progredienten Tumoren

war vergleichbar niedrig (Score 0—2). Der Anteil der Proben mit Score 1 (1-5 %)
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in der Stupp-Gruppe fiel von 70,8 % (GBM-Erstdiagnose) auf 58,3 % (Progres-
sion) ab. Parallel dazu stieg in dieser Gruppe der Anteil der Patienten mit einem
Score 0 um 4,2 % (von 8,3 % auf 12,5 %) und mit einem Score 2 um 8,4 % (von
20,8 % auf 29,2 %) an (s. Tab. 3).

Tabelle 3: Cluster-of-differentiation-(CD)-3-Scores in den Tumorproben zum Zeitpunkt der Progression —
Radiotherapie- vs. Stupp-Therapie-Gruppe

CD3-Score bei Progression Radiotherapie  Stupp-Therapie Gesamt
Anzahl 1 3 4
0(<1%) .
Anteile * 25,0 % 12,5 % 14,3 %
Anzahl 2 14 16
1(1-5 %) )
Anteile * 50,0 % 58,3 % 571 %
Anzahl 1 7 8
2 (6-10 %) :
Anteile * 25,0 % 29,2 % 28,6 %
Anzahl 4 4 24
Gesamt i
Anteile * 100,0 % 100,0 % 100,0 %

* Prozentangaben beziehen sich auf die Therapiegruppen

Die Veranderungen der CD3-Expressionsscores nach einer Stupp-Therapie oder
RT sind in Abbildung 12 dargestellt.

Stupp-Therapie-Gruppe Radiotherapie-Gruppe
Score bei der Score bei der Score bei der Score bei der
Erstdiagnose Progression Erstdiagnose Progression

A A CD3 2 2
3 3 3 3

Abbildung 12: Immunhistochemischer Score der Cluster-of-differentiation-(CD)-3-Expression in Matched-
pairs bei der Erstdiagnose und zum Zeitpunkt der Progression in der Stupp- (links) und Radiotherapie-
Gruppe (rechts)

Die Anderungen der Expressionsscores von der Erstdiagnose zur Progression sind durch blaue Linien mit
Anzahl der Patienten gekennzeichnet.
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In der Stupp-Gruppe blieben bei zwolf Patienten (50 %) die CD3-Expressions-
scores konstant. Eine Erhéhung bzw. Erniedrigung des CD3-Expressionsscores

trat bei jeweils sechs Patienten (25 %) in der Stupp-Gruppe auf (s. Tab. 4).

Tabelle 4: Verdnderung der Cluster-of-differentiation-(CD)-3-Scores in der Radio- und Stupp-Therapie-
Gruppe — Werte zum Zeitpunkt der Progression minus Werte bei der Erstdiagnose

Differenz CD3-Score Radiotherapie Stupp-Therapie Gesamt
-1 Anzahl 1 6 7
Anteile * 25,0 % 25,0 % 25,0 %
0 Anzahl 2 12 14
Anteile * 50,0 % 50,0 % 50,0 %
1 Anzanhl 1 5 6
Anteile * 25,0 % 20,8 % 21,4 %
2 Anzahl 0 1 1
Anteile * 0,0 % 4,2 % 3,6 %
Gesamt Anzahl 4 24 28
Anteile * 100,0 % 100,0 % 100,0 %

* Prozentangaben beziehen sich auf die Therapiegruppen

3.1.2 CD8 (TIL-Marker)
Auch die CD8-Expression war mit Scores zwischen 0 (<1 %) und 2 (6-10 %)
insgesamt gering. Bei der GBM-Erstdiagnose zeigten die Tumorproben der meis-
ten Patienten in der Stupp-Gruppe (70,8 %) eine schwache (Score 1, 1-5 %)
CD8-Expression (s. Tab. 5).

Tabelle 5: Cluster-of-differentiation-(CD)-8-Scores in den Tumorproben bei Erstdiagnose — Radio- vs.
Stupp-Therapie-Gruppe

CD8-Score bei Erstdiagnose Radiotherapie  Stupp-Therapie Gesamt
0(<1%) Anzahl 2 3 5
Anteile * 50,0 % 125 % 17,9 %
1(1-5 %) Anzahl 0 17 17
Anteile * 0,0 % 70,8 % 60,7 %
2 (610 %) Anzahl 2 4 6
Anteile * 50,0 % 16,7 % 21,4 %
Gesamt Anzahl 4 24 28
Anteile * 100,0 % 100,0 % 100,0 %

* Prozentangaben beziehen sich auf die Therapiegruppen
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Auch die Matched-pairs Proben der progredienten Tumoren wiesen eine niedrige
CD8-Expression (Score 0-2) auf. Die Ausnahme bildete eine Probe mit einem
Score von 4. Die Anteile der Patienten in der Stupp-Gruppe mit einem Score 1
(1-5 %) bzw. 2 (6—10 %) blieben mit 70,8 % bzw. 16,7 % konstant; der Anteil mit
einem Score 0 fiel um 4,2 % ab (von 12,5 % auf 8,3 %, s. Tab. 6).

Tabelle 6: Cluster-of-differentiation-(CD)-8-Scores in den Tumorproben zum Zeitpunkt der Progression —
Radio- vs. Stupp-Therapie-Gruppe

CD8-Score bei Progression Radiotherapie Stupp-Therapie Gesamt
0(<1%) Anzahl 0 2 2
Anteile * 0,0 % 8,3 % 71%

1 (1-5 %) Anzahl 3 17 20
Anteile * 75,0 % 70,8 % 71,4 %

2 (6-10 %) Anzahl 1 4 5
Anteile * 25,0 % 16,7 % 179 %

4 (16-100 %) Anzahl 0 1 1
Anteile * 0,0 % 4,2% 3,6 %

Gesamt Anzahl 4 24 28
Anteile * 100,0 % 100,0 % 100,0 %

* Prozentangaben beziehen sich auf die Therapiegruppen

Die Veranderungen der CD8-Expressionsscores nach einer Stupp-Therapie
(links) oder RT (rechts) sind schematisch in Abb. 13 dargestellt.

Stupp-Therapie-Gruppe Radiotherapie-Gruppe
Score bei der Score bei der Score bei der Score bei der
Erstdiagnose Progression Erstdiagnose Progression

4 4 cbs 4 4
3 3 3 3

Abbildung 13: Immunhistochemischer Score der Cluster-of-differentiation-(CD)-8-Expression in Matched-
pairs bei der Erstdiagnose und zum Zeitpunkt der Progression in der Stupp- (links) und Radiotherapie-
Gruppe (rechts)

Die Anderungen der Expressionsscores von der Erstdiagnose zur Progression sind durch blaue Linien mit
Anzahl der Patienten gekennzeichnet
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In der Stupp-Therapie-Gruppe blieben bei 14 Patienten (58,3 %) die CD8-Ex-
pressionsscores konstant. Eine Erhdhung des CD8-Expressionsscores trat bei
sechs (25 %) Patienten auf und eine Erniedrigung bei vier (16,7 %) Patienten
(s. Tab. 7).

Tabelle 7: Verdnderung der Cluster-of-differentiation-(CD)-8-Scores in der Radio- und Stupp-Therapie-
Gruppe — Werte zum Zeitpunkt der Progression minus Werte bei der Erstdiagnose

Differenz CD8-Score Radiotherapie Stupp-Therapie Gesamt

-1 Anzahl 1 4 5
Anteile * 25,0 % 16,7 % 17,9 %

0 Anzahl 1 14 15
Anteile * 25,0 % 58,3 % 53,6 %

1 Anzahl 2 4 6
Anteile * 50,0 % 16,7 % 21,4 %

2 Anzahl 0 2 2
Anteile * 0,0 % 8,3 % 71%

Gesamt Anzahl 4 24 28
Anteile * 100,0 % 100,0 % 100,0 %

* Prozentangaben beziehen sich auf die Therapiegruppen

3.1.3 CD4 (TIL-Marker)
Zum Zeitpunkt der GBM-Erstdiagnose waren die CD4-Expressionsniveaus in den
Tumorproben variabel (Scores 0—4), wobei nur 4 % der Patienten einen Score 0
(<1 %) aufwiesen. Die restlichen Patienten verteilten sich gleichmafig auf die
Scores 1-4 (Score 1: 20 %, Score 2: 28 %, Score 3: 24 %, Score 4: 24 %,
s. Tab. 8).
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Tabelle 8: Cluster-of-differentiation-(CD)-4-Scores in den Tumorproben bei Erstdiagnose — Radio- vs.
Stupp-Therapie-Gruppe

CD4-Score bei Erstdiagnose Radiotherapie Stupp-Therapie Gesamt
0(<1%) Anzahl 2 1 3
Anteile * 40,0 % 4,0 % 10,0 %
1 (1-5 %) Anzahl 0 5 5
Anteile * 0,0 % 20,0 % 16,7 %
2 (6-10 %) Anzahl 2 7 9
Anteile * 40,0 % 28,0 % 30,0 %
3 (11-15 %) Anzahl 0 6 6
Anteile * 0,0 % 24,0 % 20,0 %
4 (16-100 %) Anzahl 1 6 7
Anteile * 20,0 % 24,0 % 23,3 %
Gesamt Anzahl 5 25 30
Anteile * 100,0 % 100,0 % 100,0 %

* Prozentangaben beziehen sich auf die Therapiegruppen

In den Matched-pairs Proben der progredienten Tumoren blieb die breite Streu-
ung der CD4-Expression (Score 0—4) erhalten (s. Tab. 9), wobei ein leichter An-
stieg erkennbar war (Score 2: 32 % (+ 4 %), Score 3: 28 % (+ 4 %), Score 4:
32 % (+ 8 %).

Tabelle 9: Cluster-of-differentiation-(CD)-4-Scores in den Tumorproben zum Zeitpunkt der Progression —
Radio- vs. Stupp-Therapie-Gruppe

CD4-Score bei Progression Radiotherapie Stupp-Therapie Gesamt
0(<1%) Anzahl 1 0 1
Anteile * 20,0 % 0,0 % 3,3 %
1 (1-5 %) Anzahl 1 2 3
Anteile * 20,0 % 8,0 % 10,0 %
2 (6—10 %) Anzahl 2 8 10
Anteile * 40,0 % 32,0 % 33,3 %
3 (11-15 %) Anzahl 0 7 7
Anteile * 0,0 % 28,0 % 23,3 %
4 (16—100 %) Anzahl 1 8 9
Anteile * 20,0 % 32,0 % 30,0 %
Gesamt Anzahl 5 25 30
Anteile * 100,0 % 100,0 % 100,0 %

* Prozentangaben beziehen sich auf die Therapiegruppen
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Die Veranderungen der CD4-Expressionsscores nach einer Stupp-Therapie oder

RT sind schematisch in Abbildung 14 dargestellt.

Stupp-Therapie-Gruppe

Score bei der Score bei der

Erstdiagnose Progression

Radiotherapie-Gruppe

Score bei der Score bei der

Erstdiagnose Progression
cb4 4 1 4
3 3
2 1 2
1 § N 1
0 L 1 0

Abbildung 14: Immunhistochemischer Score der Cluster-of-differentiation-(CD)-4-Expression in Matched-
pairs bei der Erstdiagnose und zum Zeitpunkt der Progression in der Stupp- (links) und Radiotherapie-

Gruppe (rechts).

Die Anderungen der Expressionsscores von der Erstdiagnose zur Progression sind durch blaue Linien mit

Anzahl der Patienten gekennzeichnet.

In der Stupp-Gruppe blieb bei elf Patienten (44 %) der CD4-Expressionsscore

konstant. Eine Erhdhung des Scores trat in dieser Gruppe bei neun Patienten
(36 %) auf, eine Erniedrigung bei finf Patienten (20 %, s. Tab. 10).
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Tabelle 10: Verénderung der Cluster-of-differentiation-(CD)-4-Scores in der Radio- und Stupp-Therapie-
Gruppe — Werte zum Zeitpunkt der Progression minus Werte bei der Erstdiagnose

Differenz CD8-Score Radiotherapie Stupp-Therapie Gesamt
-2 Anzahl 0 1 1
Anteile * 0,0 % 4,0 % 3,3 %
-1 Anzahl 1 4 5
Anteile * 20,0 % 16,0 % 16,7 %
0 Anzahl 3 11 14
Anteile * 60,0 % 44,0 % 46,7 %
1 Anzahl 0 5 5
Anteile * 0,0 % 20,0 % 16,7 %
2 Anzahl 1 1 2
Anteile * 20,0 % 4,0 % 6,7 %
3 Anzahl 0 3 3
Anteile * 0,0 % 12,0 % 10,0 %
Gesamt Anzahl 5 25 30
Anteile * 100,0 % 100,0 % 100,0 %

* Prozentangaben beziehen sich auf die Therapiegruppen

314 CD163 (TAM-Marker)
Die Tumorproben der Patienten, die mit einer Stupp-Therapie behandelt wurden,
zeigten bei der GBM-Erstdiagnose eine negative bis starke (Score 0—-3) CD163-
Expression, bei einer gleichmaRigen Verteilung der Patienten auf die Scores
(Score 0: 24 %, Score 1: 24 %, Score 2: 28 %, Score 3: 24 %, s. Tab. 11).

Tabelle 11: Cluster-of-differentiation-(CD)-163-Scores in den Tumorproben bei Erstdiagnose — Radio- vs.
Stupp-Therapie-Gruppe

CD163-Score bei Erstdiagnose Radiotherapie = Stupp-Therapie Gesamt
0(<1%) Anzahl 2 6 8
Anteile * 33,3 % 24,0 % 25,8 %

1 (1= 24 %) Anzahl 3 6 9
Anteile * 50,0 % 24,0 % 29,0 %

2 (25-49 %) Anzahl 0 7 7
Anteile * 0,0 % 28,0 % 22,6 %

3 (50-74 %) Anzahl 1 6 7
Anteile * 16,7 % 24,0 % 22,6 %

Gesamt Anzahl 6 25 31
Anteile * 100,0 % 100,0 % 100,0 %

* Prozentangaben beziehen sich auf die Therapiegruppen
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In den Matched-pairs Proben der progredienten Tumoren dieser Patienten domi-
nierten CD163-Expressionsscores von 1 (56 %) und 2 (40 %, s. Tab. 12). 24 %
der Falle ohne CD163-Expression bei der GBM-Erstdiagnose zeigten eine Ex-
pression im progredienten Stadium. In 20 % der Falle (n = 5) mit einer initial star-
ken CD163-Expression (Score 3) nahm der CD163-Expressionsscore ab (von 24
% auf 4 %). Der Anteil der Patienten mit Score 1 (1-24 %) stieg in der Stupp-
Gruppe von 24 % auf 56 % und der Anteil mit Score 2 von 28 % auf 40 % an (s.
Abb. 15).

Tabelle 12: Cluster-of-differentiation-(CD)-163-Scores in den Tumorproben zum Zeitpunkt der Progression
— Radio- vs. Stupp-Therapie-Gruppe

CD163-Score bei Progression Radiotherapie Stupp-Therapie Gesamt
0(<1%) Anzahl 1 0 1
Anteile * 16,7 % 0,0 % 3.2%
1 (1-24 %) Anzahl 4 14 18
Anteile * 66,7 % 56,0 % 58,1 %
2 (2549 %) Anzahl 0 10 10
Anteile * 0,0 % 40,0 % 32,3 %
3 (50-74 %) Anzahl 1 1 2
Anteile * 16,7 % 4,0 % 6,5 %
Gesamt Anzahl 6 25 31
Anteile * 100,0 % 100,0 % 100,0 %

* Prozentangaben beziehen sich auf die Therapiegruppen

Die Veranderungen der CD163-Expressionsscores nach einer Stupp-Therapie
oder RT sind schematisch in Abbildung 15 dargestellt.
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Stupp-Therapie-Gruppe Radiotherapie-Gruppe

Score bei der Score bei der Score bei der Score bei der
Erstdiagnose Progression Erstdiagnose Progression
4 4 CD163 4 4
3 3 3 1 3
2 2 P P
4
’ @ 2 1

Abbildung 15: Immunhistochemischer Score der Cluster-of-differentiation-(CD)-163-Expression in
Matched-pairs bei der Erstdiagnose und zum Zeitpunkt der Progression in der Stupp- (links) und Radiothe-
rapie-Gruppe (rechts).

Die Anderungen der Expressionsscores von der Erstdiagnose zur Progression sind durch blaue Linien mit
Anzahl der Patienten gekennzeichnet.

In der Stupp-Gruppe blieben in den Matched-pairs Proben der progredienten Tu-
moren bei funf Patienten (20 %) die CD163-Expressionsscores konstant. Eine
Erhéhung bzw. Erniedrigung des CD163-Expressionsscores trat in dieser

Gruppe bei jeweils zehn Patienten (40 %) auf (s. Tab. 13).

Tabelle 13: Verdnderung der Cluster-of-differentiation-(CD)-163-Scores in der Radio- und Stupp-Therapie-
Gruppe — Werte zum Zeitpunkt der Progression minus Werte bei der Erstdiagnose

Differenz CD163-Score Radiotherapie  Stupp-Therapie Gesamt
-2 Anzahl 0 1 1
Anteile * 0,0 % 4,0 % 3.2 %
-1 Anzahl 1 9 10
Anteile * 16,7 % 36,0 % 32,3 %
0 Anzahl 3 5 8
Anteile * 50,0 % 20,0 % 25,8 %
1 Anzahl 2 10 12
Anteile * 33,3 % 40,0 % 38,7 %
Gesamt Anzahl 6 25 31
Anteile * 100,0 % 100,0 % 100,0 %

* Prozentangaben beziehen sich auf die Therapiegruppen
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315 MSR1 (TAM-Marker)
Bei der GBM-Erstdiagnose zeigten die Tumorproben negative bis sehr starke
MSR1-Expressionsniveaus (Score 0—4), wobei die meisten Patienten (72,8 %)
der Stupp-Therapiegruppe eine mafige bis starke Expression aufwiesen (Score
2: 36,4 %, Score 3: 36,4 %). Eine fehlende MSR1-Expression lag bei zwei Pati-
enten (9,1 %) vor und eine sehr starke MSR1-Expression bei vier Patienten
(18,2 %, s. Tab. 14).

Tabelle 14: Makrophagen-Scavenger-Rezeptor-1-(MSR1)-Scores in den Tumorproben bei Erstdiagnose —
Radio- vs. Stupp-Therapie-Gruppe

MSR1-Score bei Erstdiagnose Radiotherapie Stupp-Therapie Gesamt

1 (1-24 %) Anzahl 1 2 3
Anteile * 20,0 % 9,1 % 11,1 %

2 (25-49 %) Anzahl 0 8 8
Anteile * 0,0 % 36,4 % 29,6 %

3 (50-74 %) Anzahl 2 8 10
Anteile * 40,0 % 36,4 % 37,0 %

4 (>75 %) Anzahl 2 4 6
Anteile * 40,0 % 18,2 % 222 %

Gesamt Anzahl 5 22 27
Anteile * 100,0 % 100,0 % 100,0 %

* Prozentangaben beziehen sich auf die Therapiegruppen

In den Matched-pairs Proben der progredienten Tumoren war eine erhohte
MRS1-Expression erkennbar. Tumorproben mit negativer und schwacher Ex-
pression traten seltener (Stupp-Therapie-Gruppe: Abnahme Score 0: von 9,1 %
auf 0 %; Abnahme Score 1: von 36,4 % auf 4,5 %) auf, Tumorproben mit starker
und sehr starker MSR1-Expression haufiger (Zunahme Score 3: von 18,2 % auf
31,8 %; Zunahme Score 4: von 0 % auf 27,3 %). Der Anteil mit einer maRigen
Expression (Score 2) blieb unverandert (36,4 %, s. Tab. 15).
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Tabelle 15: Makrophagen-Scavenger-Rezeptor-1-(MSR1)-Scores in den Tumorproben zum Zeitpunkt der
Progression — Radio- vs. Stupp-Therapie-Gruppe

MSR1-Score bei Progression Radiotherapie = Stupp-Therapie Gesamt
1(1-24 %) Anzahl 2 1 3
Anteile * 40,0 % 4,5 % 111 %
2 (2549 %) Anzahl 2 8 10
Anteile * 40,0 % 36,4 % 37,0 %
3 (50-74 %) Anzahl 0 7 7
Anteile * 0,0 % 31,8 % 259 %
4(>75%) Anzahl 1 6 7
Anteile * 20,0 % 27,3 % 259 %
Gesamt Anzahl 5 22 27
Anteile * 100,0 % 100,0 % 100,0 %

* Prozentangaben beziehen sich auf die Therapiegruppen

Die Veranderungen der MSR1-Expressionsscores in der Stupp-Therapie-Gruppe

und RT-Gruppe sind schematisch in Abbildung 16 dargestellt.

Stupp-Therapie-Gruppe Radiotherapie-Gruppe
Score bei der Score bei der Score bei der Score bei der
Erstdiagnose Progression Erstdiagnose Progression

2 MSR1
4 ﬁ 1 4
1
3 3 3

Abbildung 16: Immunhistochemischer Score der Makrophagen-Scavenger-Rezeptor-1-(MSR1)-Expression
in Matched-pairs bei der Erstdiagnose und zum Zeitpunkt der Progression in der Stupp- (links) und Radio-
therapie-Gruppe (rechts)

Die Anderungen der Expressionsscores von der Erstdiagnose zur Progression sind durch blaue Linien mit
Anzahl der Patienten gekennzeichnet

In der Stupp-Therapie-Gruppe blieben bei zwolf Patienten (54,5 %) die MSR1-
Expressionsscores konstant. Eine Erhdhung trat in dieser Gruppe bei sechs Pa-

tienten auf (27,3 %), eine Erniedrigung bei vier Patienten (18,2 %, s. Tab. 16).
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Tabelle 16: Verdnderung der Makrophagen-Scavenger-Rezeptor-1-(MSR1)-Scores in der Radio- und
Stupp-Therapie-Gruppe — Werte zum Zeitpunkt der Progression minus Werte bei der Erstdiagnose

Differenz MSR1-Score Radiotherapie @ Stupp-Therapie = Gesamt
-2 Anzanhl 2 0 2
Anteile * 40,0 % 0,0 % 74 %

-1 Anzahl 1 4 5
Anteile * 20,0 % 18,2 % 18,5 %

0 Anzahl 2 12 14
Anteile * 40,0 % 54,5 % 51,9 %

1 Anzahl 0 4 4
Anteile * 0,0 % 18,2 % 14,8 %

2 Anzahl 0 2 2
Anteile * 0,0 % 9,1 % 7.4 %

Gesamt Anzahl 5 22 27
Anteile * 100,0 % 100,0%  100,0 %

* Prozentangaben beziehen sich auf die Therapiegruppen

3.1.6 PD-1 (Immuncheckpoint)
Die Tumorproben zeigten in 73,1 % der Falle bei der GBM-Erstdiagnose in der
Stupp-Therapie-Gruppe keine und in 26,9 % der Falle eine schwache PD-1-Ex-

pression (Score 1, s. Tab. 17).

Tabelle 17: Programmed-cell-death-protein-1-(PD-1)-Scores in den Tumorproben bei Erstdiagnose — Ra-
dio- vs. Stupp-Therapie-Gruppe

PD-1-Score bei Erstdiagnose Radiotherapie Stupp-Therapie Gesamt
0(<1%) Anzanhl 2 19 0(<1%)
Anteile * 50,0 % 73,1 % 70,0 %
1 (1-24 %) Anzanhl 2 7 1(1-24 %)
Anteile * 50,0 % 26,9 % 30,0 %
Gesamt Anzahl 4 26 Gesamt
Anteile * 100,0 % 100,0 % 100,0 %

* Prozentangaben beziehen sich auf die Therapiegruppen

Auch die Matched-pairs Proben der progredienten Tumoren zeigten bei den mit
einer Stupp-Therapie behandelten Patienten keine (Score 0: 73,1 %) oder maxi-
mal eine schwache (Score 1: 26,9 %) PD-1-Expression (Tab. 18).
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Tabelle 18: Programmed-cell-death-protein-1-(PD-1)-Scores in den Tumorproben zum Zeitpunkt der Pro-
gression — Radio- vs. Stupp-Therapie-Gruppe

PD-1-Score bei Progression Radiotherapie Stupp-Therapie Gesamt
0(<1%) Anzahl 4 19 23
Anteile * 100,0 % 73,1 % 76,7 %
1 (1-24 %) Anzahl 0 7 7
Anteile * 0,0 % 26,9 % 23,3 %
Gesamt Anzahl 4 26 30
Anteile * 100,0 % 100,0 % 100,0 %

* Prozentangaben beziehen sich auf die Therapiegruppen

Die Veranderungen der PD-1-Expressionsscores nach einer Stupp-Therapie

oder einer RT sind schematisch in Abbildung 17 dargestelit.

Stupp-Therapie-Gruppe Radiotherapie-Gruppe
Score bei der Score bei der Score bei der Score bei der
Erstdiagnose Progression Erstdiagnose Progression

2 2 PD-1 4 4

3 3 3 3

2 2 2 2

1 ‘37 1 1 \ 1
4 4 2

0 0 0 —2A 0

Abbildung 17: Immunhistochemischer Score der Programmed-cell-death-protein-1-(PD-1)-Expression in
Matched-pairs bei der Erstdiagnose und zum Zeitpunkt der Progression in der Stupp- (links) und Radiothe-
rapie-Gruppe (rechts).

Die Anderungen der Expressionsscores von der Erstdiagnose zur Progression sind durch blaue Linien mit
Anzahl der Patienten gekennzeichnet.

In der Stupp-Therapie-Gruppe blieb bei 18 Patienten (69,2 %) der PD-1-Expres-
sionsscore konstant. Eine Erhéhung bzw. Erniedrigung des MSR1-Expressions-

scores trat bei jeweils vier Patienten (je 15,4 %) auf (s. Tab. 19).
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Tabelle 19: Verdnderung der Programmed-cell-death-protein-1-(PD-1)-Scores in der Radio- und Stupp-
Therapie-Gruppe — Werte zum Zeitpunkt der Progression minus Werte bei der Erstdiagnose

Differenz PD-1-Score Radiotherapie Stupp-Therapie Gesamt

-1 Anzahl 2 4 6
Anteile * 50,0 % 154 % 20,0 %

0 Anzahl 2 18 20
Anteile * 50,0 % 69,2 % 66,7 %

1 Anzahl 0 4 4
Anteile * 0,0 % 154 % 13,3 %

Gesamt Anzahl 4 26 30
Anteile * 100,0 % 100,0 % 100,0 %

* Prozentangaben beziehen sich auf die Therapiegruppen

3.1.7 PD-L1 (Immuncheckpoint-Ligand)

Der PD-L1 zeigte in 80,8 % der Falle eine schwache bis mafige (Score 1: 50 %;
Score 2: 30,8 %) Expression in den Tumorproben bei der GBM-Erstdiagnose.
Eine fehlende PD-L1-Expression lag bei drei Patienten (11,5 %), eine starke bei
zwei Patienten (7,7 %) vor (s. Tab. 20).

Tabelle 20: Programmed-cell-death-protein-ligand-1-(PD-L1)-Scores in den Tumorproben bei Erstdiagnose
— Radio- vs. Stupp-Therapie-Gruppe

PD-L1-Score bei Erstdiagnose Radiotherapie Stupp-Therapie Gesamt
0(<1%) Anzahl 1 3 4
Anteile * 20,0 % 11,5 % 129 %
1 (1-24 %) Anzahl 3 13 16
Anteile * 60,0 % 50,0 % 51,6 %
2 (25-49 %) Anzahl 0 8 8
Anteile * 0,0 % 30,8 % 25,8 %
3 (50-74 %) Anzahl 1 2 3
Anteile * 20,0 % 7,7 % 9,7 %
Gesamt Anzahl 5 26 31
Anteile * 100,0 % 100,0 % 100,0 %

* Prozentangaben beziehen sich auf die Therapiegruppen

Die Matched-pairs Proben der progredienten Tumoren der drei zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose PD-L1-negativen Tumorproben (11,5 %, Score 0) zeigten nach der
Stupp-Therapie alle eine PD-L1-Expression. Die Anteile mit einer schwachen und
mafRigen PD-L1-Expression hatten zugenommen (Score 1: von 50,0 % auf
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53,0 %; Score 2: von 30,8 % auf 38,5 %). Der Anteil mit einer starken Expression
(Score 3) blieb unverandert (7,7 %, s. Tab. 21).

Tabelle 21: Programmed-cell-death-protein-ligand-1-(PD-L1)-Scores in den Tumorproben zum Zeitpunkt der
Progression — Radio- vs. Stupp-Therapie-Gruppe

PD-L1-Score bei Progression Radiotherapie Stupp-Therapie Gesamt
0(<1%) Anzahl 1 0 1
Anteile * 20,0 % 0,0 % 3,2%
1 (1-24 %) Anzahl 3 14 17
Anteile * 60,0 % 53,8 % 54,8 %
2 (2549 %) Anzahl 1 10 11
Anteile * 20,0 % 38,5 % 35,5 %
3 (50-74 %) Anzahl 0 2 2
Anteile * 0,0 % 7,7% 6,5 %
Gesamt Anzahl 5 26 31
Anteile * 100,0 % 100,0 % 100,0 %

* Prozentangaben beziehen sich auf die Therapiegruppen

Die Veranderungen der PD-L1-Expressionsscores nach einer Stupp-Therapie

oder einer RT sind schematisch in Abbildung 18 dargestellt.

Stupp-Therapie-Gruppe Radiotherapie-Gruppe
Score bei der Score bei der Score bei der Score bei der
Erstdiagnose Progression Erstdiagnose Progression

PD-L1
4 4 4 4

IZVI
1

0 0o 7 ~JI%

Abbildung 18: Immunhistochemischer Score der Programmed-cell-death-protein-ligand-1-(PD-L1)-Expres-
sion in Matched-pairs bei der Erstdiagnose und zum Zeitpunkt der Progression in der Stupp- (links) und
Radiotherapie-Gruppe (rechts).

Die Anderungen der Expressionsscores von der Erstdiagnose zur Progression sind durch blaue Linien mit
Anzahl der Patienten gekennzeichnet
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In der Stupp-Therapie-Gruppe blieb bei 13 Patienten (50 %) der PD-L1-Expres-
sionsscore konstant. Eine Erhéhung trat in dieser Gruppe bei neun Patienten
(34,6 %) und eine Erniedrigung bei vier Patienten (15,3 %) auf (s. Tab. 22).

Tabelle 22: Verédnderung der Programmed-cell-death-protein-ligand-1-(PD-L1)-Scores in der Radio- und
Stupp-Therapie-Gruppe — Werte zum Zeitpunkt der Progression minus Werte bei der Erstdiagnose

Differenz PD-L1-Score Radiotherapie Stupp-Therapie Gesamt
-2 Anzahl 0 1 1
Anteile * 0,0 % 3,8% 3.2%
-1 Anzahl 2 3 5
Anteile * 40,0 % 11,5 % 16,1 %
0 Anzahl 2 13 15
Anteile * 40,0 % 50,0 % 48,4 %
1 Anzahl 1 8 9
Anteile * 20,0 % 30,8 % 29,0 %
3 Anzahl 0 1 1
Anteile * 0,0 % 3,8 % 3.2 %
Gesamt Anzahl 5 26 31
Anteile * 100,0 % 100,0 % 100,0 %

* Prozentangaben beziehen sich auf die Therapiegruppen

3.1.8 CTLA-4 (Immuncheckpoint)
Bei der GBM-Erstdiagnose zeigten die Tumorproben in 88,5 % der Falle keine
CTLA-4-Expression. Die restlichen Proben (11,5 %) wiesen eine schwache
CTLA-4-Expression (Score 1) auf (s. Tab. 23).

Tabelle 23: Cytotoxic-T-lymphocyte-associated-protein-4-(CTLA-4)-Scores in den Tumorproben bei Erstdi-
agnose — Radio- vs. Stupp-Therapie-Gruppe

CTLA-4-Score bei Erstdiagnose Radiotherapie Stupp-Therapie Gesamt
0(<1%) Anzahl 3 23 26
Anteile * 75,0 % 88,5 % 86,7 %
1 (1-24 %) Anzanhl 1 3 4
Anteile * 25,0 % 11,5% 13,3 %
Gesamt Anzahl 4 26 30
Anteile * 100,0 % 100,0 % 100,0 %

* Prozentangaben beziehen sich auf die Therapiegruppen

In den Matched-pairs Proben der progredienten Tumoren hatte die CTLA-4-Ex-

pression zugenommen. Der Anteil der Proben mit Score 1 hatte sich nach einer
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Stupp-Therapie verdoppelt (11,5 % vs. 23,1 %). 11,6 % der Patienten ohne
CTLA-4-Expression in den Tumorproben bei der GBM-Erstdiagnose zeigten eine

schwache Expression in den Proben der progredienten Tumoren (s. Tab. 24).

Tabelle 24: Cytotoxic-T-lymphocyte-associated-protein-4-(CTLA-4)-Scores in den Tumorproben zum Zeit-
punkt der Progression — Radlio- vs. Stupp-Therapie-Gruppe

CTLA-4-Score bei Progression Radiotherapie Stupp-Therapie Gesamt
0(<1%) Anzahl 2 20 22
Anteile * 50,0 % 76,9 % 73,3 %
1 (1-24 %) Anzahl 2 6 8
Anteile * 50,0 % 231 % 26,7 %
Gesamt Anzahl 4 26 30
Anteile * 100,0 % 100,0 % 100,0 %

* Prozentangaben beziehen sich auf die Therapiegruppen

Die Veranderungen der CTLA-4-Expressionsscores nach einer Stupp-Therapie
(links) oder RT (rechts) sind in Abbildung 19 dargestellt.

Stupp-Therapie-Gruppe Radiotherapie-Gruppe
Score bei der Score bei der Score bei der Score bei der
Erstdiagnose Progression Erstdiagnose Progression

4 4 CTLA-4 " "

3 3 B 3

2 2 7 7

5 2 1
o MG o o L2

Abbildung 19: Immunhistochemischer Score der Cytotoxic-T-lymphocyte-associated-protein-4-(CTLA-4)-
Expression in Matched-pairs bei der Erstdiagnose und zum Zeitpunkt der Progression in der Stupp- (links)
und Radiotherapie-Gruppe (rechts).

Die Anderungen der Expressionsscores von der Erstdiagnose zur Progression sind durch blaue Linien mit
Anzahl der Patienten gekennzeichnet.
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In der Stupp-Therapie-Gruppe blieben bei 19 Patienten (73,1 %) die CTLA-4-

Expressionsscores konstant. Eine Erhéhung trat in dieser Gruppe bei funf Pati-

enten (19,2 %) und eine Erniedrigung bei zwei Patienten (7,7 %) auf (s. Tab. 25).

Tabelle 25: Verdnderung der Cytotoxic-T-lymphocyte-associated-protein-4-(CTLA-4)-Scores in der Radio-
und Stupp-Therapie-Gruppe — Werte zum Zeitpunkt der Progression minus Werte bei der Erstdiagnose

Differenz CTLA-4-Score Radiotherapie Stupp-Therapie = Gesamt
-1 Anzahl 0 2 2
Anteile * 0,0 % 7.7 % 6,7 %
0 Anzahl 3 19 22
Anteile * 75,0 % 73,1 % 73,3 %
1 Anzahl 1 5 6
Anteile * 25,0 % 192 % 20,0 %
Gesamt Anzahl 4 26 30
Anteile * 100,0 % 100,0 % 100,0 %

* Prozentangaben beziehen sich auf die Therapiegruppen

3.1.9

Zusammenfassung der Matched-pairs Analyse

Zusammengefasst ergab die Matched-pairs Analyse der Tumorproben der

Stupp-Therapie-Gruppe eine schwache bis malige CD8-, PD-1- und CTLA-4-

Expression zum Zeitpunkt der GBM-Erstdiagnose, die im progredienten Stadium

weitgehend erhalten blieb. Die CD4- und PD-L1-Expression nahm dagegen nach

der Stupp-Therapie im progredienten Stadium deutlich zu. Die Expressionscores
von CD4, MSR1 und CD163 (maRig bis sehr stark) lagen im Vergleich zu den

anderen Markern deutlich hoher.
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3.2 Potenzielle Korrelationen der Parameter der
Immunphanotypisierung in den Matched-pairs GBM-
Tumorproben

Weiter wurden potenzielle Korrelationen der Parameter der Immunphanotypisie-
rung in den Matched-pairs Tumorproben bei der GBM-Erstdiagnose und bei der
Progression sowie weitere Parameter untersucht. In der folgenden Heatmap (s.
Abb. 21) sind die Spearman-Korrelationskoeffizienten (Expressions-Scores der
Marker zum Zeitpunkt der Erstdiagnose und der Progression (PT_Mar-
ker/RT_Marker), Anderungen der Scores von der Erstdiagnose bis zur Progres-

sion (Change_Marker), PFS (diff), Therapiegruppe (Gruppe), Alter dargestelit.

Eine hohe positive Korrelation bestand beim GBM zwischen der MSR1- und PD-
L1-Expression in progredienten Tumorproben (RT_MSR/RT_PD-L1;rs=0,8). Bei
der GBM-Erstdiagnose zeigten die PD-1- und CD8- (PT_PD-1/PT_CDS8; rs= 0,7),
die CD4- und CD163- (PT-CD4/PT_CD163; rs = 0,7) sowie die CD163- und PD-
L1-Expression (PT_CD163/PT_PD-L1; rs= 0,6) eine moderate Korrelation. Rele-

vante negative Korrelationen waren nicht erkennbar.
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Abbildung 20: Heatmap der Spearman-Korrelationskoeffizienten (rs) der untersuchten Variablen

0.8

-0.4

-0.0

-=0.4

Positive Korrelationen = blau, negative Korrelationen = rot; Intensitdt der Farbe entspricht dem Ausmal3 der
Korrelation (siehe Skala rechts); diff = progressionsfreies Uberleben, Gruppe = Therapiegruppen (Radiothe-
rapie, Stupp-Therapie), PT = Expression zum Zeitpunkt der Erstdiagnose, RT = Expression zum Zeitpunkt
der Progression, Change_Marker (CD3, CD4, CD8, PD-1, PD-L1, MSR1, CD163, CTLA-4): Expression zum

Zeitpunkt der  Progression minus Expression zum Zeitpunkt der

Erstdiagnose.

CD = Cluster of differentiation; CTLA-4 = Cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4; MSR1 = Makropha-
gen-Scavenger-Rezeptor 1; PD-1 = Programmed cell death protein 1; PD-L1 = Programmed cell death pro-

tein ligand 1
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3.3 Potenzieller Einfluss der Expressionsscores zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose und deren Anderung bis zur
Progression auf das PFS

Trotz des aggressiven Behandlungsschemas tritt eine Progression beim GBM im
Mittel nur 6-9 Monate nach der Erstbehandlung auf (Wen and Kesari, 2008).
Diese schlechte Prognose unterstreicht die Bedeutung der Identifikation von Fak-
toren, die das PFS beeinflussen. Im Folgenden wird der Einfluss der Marker-Ex-
pression (Lymphozyten, Makrophagen, ICs) in den Tumorproben zum Zeitpunkt
der GBM-Erstdiagnose und der Expressionsanderung dieser Marker von der

Erstdiagnose bis zur Progression auf das PFS untersucht.

3.3.1 Potenzieller Einfluss von CD3 auf das PFS

Die mediane Zeit zwischen der GBM-Erstdiagnose und der Progression betrug
bei Patienten mit einem CD3-Expressionscore 0 (< 1-5 %, n = 22) bei der GBM-
Erstdiagnose 8 Monate (95-%-KI: 5,8-10,3 Monate) und bei einem Score 1 (6—
15 %, n =7) 7 Monate (95-%-KI: 4,5-9,6 Monate, s. Tab. 26).

Tabelle 26: Progressionsfreies Uberleben (PFS, Monate) in Abhéngigkeit von der Cluster-of-differentiation-
(CD)-3-Expression in den Tumorproben zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

Mittelwert® Median
CD3-Expres-  Schiit- Sehit Schit- Seha
sion zer SE UG oG zer SE UG oG
0 (< 1-5 %), 12,864 3,621 5,766 19,961 8,000 1,173 5,702 10,298
n=22
1 (6-15 %), 14,857 7,096 ,949 28,765 7,000 1,309 4,434 9,566
n=7
Gesamt 13,345 3,177 7,118 19,571 8,000 1,153 5,740 10,260

a. Die Schétzung ist auf die ldngste Uberlebenszeit begrenzt, wenn sie zensiert ist. KI = Konfidenzintervall,
OG/UG = obere/untere Grenze, SE = Standardfehler

Ein Jahr nach der GBM-Erstdiagnose (PFS 12) waren etwa 28 % der GBM-Pati-

enten in beiden CD3-Expressionsscore-Gruppen progressionsfrei (s. Abb. 21).
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Abbildung 21: Kumulatives progressionsfreies Uberleben (PFS in Monaten) der Glioblastom-(GBM)-Patien-
ten in Abhéngigkeit von der Cluster-of-differentiation-(CD)-3-Expression in den Tumorproben zum Zeitpunkt

der Erstdiagnose
Blaue Linie: CD3-Expression < 1-5 %, rote Linie: CD3-Expression 6—15 %. Gestrichelte Linien: Markierung
der PFS nach 12 Monaten

AnschlieRend wurde die potenzielle Korrelation der Anderung der CD3-Expres-
sion vom Zeitpunkt der GBM-Erstdiagnose bis zur Progression (Abnahme (-1),
keine Anderung (0), Zunahme (1)) mit dem PFS untersucht. Bei einer Zunahme
der CD3-Expression (Score: 1, n =7, 15 Monate) nach der Therapie zeigten die
Patienten ein hoheres medianes PFS als bei einer Abnahme (Score: -1, n = 7,
6 Monate) bzw. bei einer konstanten Expression (Score: 1, n= 14, 7 Monate,
Tab. 27).
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Tabelle 27: Progressionsfreies Uberleben (PFS, Monate) in Abhéngigkeit von der Anderung der Cluster-of-
differentiation-(CD)-3-Expression in den Tumorproben vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis zur Progression

Differenz Mittelwert? Median

CD3-Ex- 95-%-KI 95-%-KI
pression® Schatzer SE UG oG Schatzer SE UG (o] c]
-,n=7 7,857 1,056 5,787 9,927 6,000 ,436 5,145 6,855
0,n=14 11,714 3,573 4,712 18,716 7,000 ,935 5,167 8,833
1,n=7 23,429 10,666 2,524 44,333 15,000 7,856 ,000 30,397
Gesamt 13,679 3,274 7,261 20,096 8,000 1,134 5,778 10,222

a. Die Schétzung ist auf die langste Uberlebenszeit begrenzt, wenn sie zensiert ist. b. Abnahme (-1), kon-
stante Expression (0), Zunahme (1), KI = Konfidenzintervall, OG/UG = obere/untere Grenze, SE = Stan-
dardfehler

Ein Jahr nach der GBM-Erstdiagnose waren jeweils etwa 20 % der GBM-Patien-
ten mit einer abnehmenden (Score: -1, n = 7) oder konstanten (Score: 0, n = 14)
CD3-Expression progressionsfrei. Bei den Patienten mit einer Zunahme (Score:
1, n=7) der CD3-Expression betrug der Anteil ~ 58 % (Abb. 22).
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Abbildung 22: Kumulatives progressionsfreies Uberleben (PFS in Monaten) der Glioblastom-(GBM)-Patien-
ten in Abhéngigkeit von der Anderung der Cluster-of-differentiation-(CD)-3-Expression in den Tumorproben
vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis zur Progression

Abnahme (-1, blaue Linie), konstante Expression (0, rote Linie), Zunahme (1, griine Linie). Gestrichelte Li-
nien: Markierung der PFS nach 12 Monaten
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3.3.2 Potenzieller Einfluss von CD4 auf das PFS

Das mediane PFS betrug bei Patienten mit einer CD4-Expression von < 1-5 %
(n =9) zum Zeitpunkt der GBM-Erstdiagnose 15 Monate (95-%-KI: < 1-32,6 Mo-
nate). Bei einer Expression von 6-15 % (n = 15, 95-%-Kl: 4-10,1 Monate) und
bei einer Expression von > 16 % (n = 7, 95-%-KI: 5,8-8,3 Monate) lag das PFS
jeweils bei 7 Monaten (s. Tab 28).

Tabelle 28: Progressionsfreies Uberleben (PFS, Monate) in Abhéngigkeit von der Cluster-of-differentiation-
(CD)-4-Expression in den Tumorproben zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

Mittelwert? Median
95-%-KI 95-%-KI

CD4-Expres-
sion Schatzer SE UG oG Schatzer SE UG oG
< 1-5 %, 26,889 9,907 7,471 46,307 15,000 8,944 ,000 32,531
n=9
6-15 %, 11,000 3,400 4,335 17,665 7,000 1,546 3,970 10,030
n=15
> 16 %, 8,000 ,845 6,343 9,657 7,000 ,655 5,717 8,283
n=7
Gesamt 14,935 3,498 8,079 21,792 8,000 1,192 5,663 10,337

a. Die Schétzung ist auf die léngste Uberlebenszeit begrenzt, wenn sie zensiert ist. KI = Konfidenzintervall,
OG/UG = obere/untere Grenze, SE = Standardfehler

Nach einem Jahr waren < 20 % der Patienten mit einer CD4-Expression zum
Zeitpunkt der GBM-Erstdiagnose von > 16 % progressionsfrei. Bei einer CD4-
Expression von 6—15 % betrug der Anteil 20 % und bei einer Expression < 5 %
etwa 58 % (Abb. 23).
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Abbildung 23: Kumulatives progressionsfreies Uberleben (PFS in Monaten) der Glioblastom-(GBM)-Patien-
ten in Abhéngigkeit von der Cluster-of-differentiation-(CD)-4-Expression in den Tumorproben zum Zeitpunkt
der Erstdiagnose

Blaue Linie: Expression < 1-5 %, rote Linie: Expression 6—15 %, griine Linie: Expression > 16 %. Gestri-
chelte Linien: Markierung der PFS nach 12 Monaten.

Bei einer Zunahme der CD4-Expression (Score 1, n = 10) nach der Operation
zeigten die Patienten ein hdheres medianes PFS (9 Monate) als bei einer Ab-
nahme (Score -1, n = 6,6 Monate) oder konstanten Expression (Score 0, n = 14,
8 Monate, s. Tab. 29).

Tabelle 29: Progressionsfreies Uberleben (PFS, Monate) in Abhéngigkeit von der Anderung der Cluster-of-
differentiation-(CD)-4-Expression in den Tumorproben vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis zur Progression

Differenz Mittelwert? Median

CD4-Ex- 95-%-KI 95-%-KI
pression® Schatzer SE UG oG Schatzer SE UG oG
-,n=6 7,333 1,308 4,769 9,897 6,000 1,633 2,799 9,201
0,n=14 15,929 5,463 5,222 26,635 8,000 1,247 5,555 10,445
1,n=10 19,200 7,627 4,251 34,149 9,000 4,743 ,000 18,297
Gesamt 15,300 3,697 8,250 22,350 8,000 1,174 5,700 10,300

a. Die Schétzung ist auf die langste Uberlebenszeit begrenzt, wenn sie zensiert ist. b. Abnahme (-1), kon-
stante Expression (0), Zunahme (1), KI = Konfidenzintervall, OG/UG = obere/untere Grenze, SE = Stan-
dardfehler
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Ein Jahr nach der Operation waren etwa 50 % der GBM-Patienten mit einer Zu-
nahme der CD4-Expression (Score: 1, n = 10) progressionsfrei. Bei einer kon-
stanten Expression (Score: 0, n = 14) oder Expressionsabnahme (Score: -1,
n = 6) betrug der Anteil jeweils etwa 20 % (s. Abb. 24).
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Abbildung 24: Kumulatives progressionsfreies Uberleben (PFS in Monaten) der Glioblastom-(GBM)-Patien-
ten in Abhéngigkeit von der Anderung der Cluster-of-differentiation-(CD)-4-Expression in den Tumorproben
vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis zur Progression

Abnahme (-1, blaue Linie), konstante Expression (0, rote Linie), Zunahme (1, griine Linie). Gestrichelte Li-
nien: Markierung der PFS nach 12 Monaten.

3.3.3 Potenzieller Einfluss von CD8 auf das PFS

Das mediane PFS betrug bei Patienten mit einer CD8-Expression von < 1-5 %
(n = 24) bei der GBM-Erstdiagnose 7 Monate (95-%-KI: 5,9-8,2 Monate). Bei ei-
ner CD8-Expression von 6—-15 % (n = 6) lag der Wert bei 10 Monaten (95-%-KI:
7,6—12,5 Monate, s. Tab. 30).
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Tabelle 30: Progressionsfreies Uberleben (PFS, Monate) in Abhéngigkeit von der Cluster-of-differentiation-
(CD)-8-Expression in den Tumorproben zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

Mittelwert® Median
95-%-KI 95-%-KI

CD8-Expres- ° °
sion Schatzer SE UG oG Schatzer SE UG oG
<1-5 %, 13,875 3,842 6,344 21,406 7,000 ,604 5,817 8,183
n=24
6—15 %, 10,000 ,931 8,175 11,825 10,000 1,225 7,600 12,400
n=6
Gesamt 13,100 3,079 7,066 19,134 7,000 1,174 4,700 9,300

a. Die Schétzung ist auf die langste Uberlebenszeit begrenzt, wenn sie zensiert ist. KI = Konfidenzintervall,
OG/UG = obere/untere Grenze, SE = Standardfehler

Ein Jahr nach der Operation waren ~ 25 % der Patienten (n = 24) mit einer CD8-
Expression von < 1-5 % progressionsfrei. Bei Patienten mit einer CD8-Expres-
sion von 6—-15 % betrug der Anteil ~ 33 % (n = 6) (Abb. 25).

Uberlebensfunktionen
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Abbildung 25: Kumulatives progressionsfreies Uberleben (PFS in Monaten) der Glioblastom-(GBM)-Patien-
ten in Abhdngigkeit von der Cluster-of-differentiation-(CD)-8-Expression in den Tumorproben zum Zeitpunkt
der Erstdiagnose

Blaue Linie: Expression < 1-5 %, rote Linie: Expression 6—15 %. Gestrichelte Linien: Markierung der PFS
nach 12 Monaten.

Da sich bei 53,6 % der Patienten (15/28) der CD8-Score nach der Therapie nicht
veranderte, enthielt die Gruppe mit einer Abnahme der CD8-Expression
(Score -1) nur funf Falle und ein breites 95-%-KI (1,4-18,5 Monate), was die Aus-
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sagekraft der Daten einschrankt. Patienten mit einer Zunahme der CD8-Expres-
sion zeigten ein besseres PFS als Patienten mit einer konstanten Expression
(9 vs. 7 Monate, s. Tab. 31).

Tabelle 31: Progressionsfreies Uberleben (PFS, Monate) in Abhéngigkeit von der Anderung der Cluster-of-
differentiation-(CD)-4-Expression in den Tumorproben vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis zur Progression

Differenz Mittelwert? Median

CD8-Ex- 95-%-KI 95-%-KI
pression® Schitzer SE UG oG Schatzer SE UG oG
-1,n=5 8,600 1,536 5,589 11,611 10,000 4,382 1,412 18,588
0,n=15 10,867 3,373 4,255 17,478 7,000 ,632 5,760 8,240
1,n=8 21,000 9,494 2,391 39,609 9,000 2,828 3,456 14,544
Gesamt 13,357 3,285 6,918 19,796 7,000 1,134 4,778 9,222

a. Die Schétzung ist auf die langste Uberlebenszeit begrenzt, wenn sie zensiert ist. b. Abnahme (-1), kon-
stante Expression (0), Zunahme (1), KI = Konfidenzintervall, OG/UG = obere/untere Grenze, SE = Stan-
dardfehler

Ein Jahr nach der Operation waren jeweils etwa 20 % der GBM-Patienten mit
einer Abnahme der CD8-Expression (Score: -1, n = 5) oder einer konstanten Ex-

pression (Score: 0, n = 15) progressionsfrei. Bei Patienten mit einer Zunahme
der CD8-Expression (Score: 1, n= 8) betrug der Anteil ~ 38 % (s. Abb. 26).

Uberlebensfunktionen
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Abbildung 26: Kumulatives progressionsfreies Uberleben (PFS in Monaten) der Glioblastom-(GBM)-Patien-
ten in Abhéngigkeit von der Anderung der Cluster-of-differentiation-(CD)-8-Expression in den Tumorproben
vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis zur Progression

Abnahme (-1, blaue Linie), konstante Expression (0, rote Linie), Zunahme (1, griine Linie). Gestrichelte Li-
nien: Markierung der PFS nach 12 Monaten.
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3.34 Potenzieller Einfluss von PD-1 auf das PFS
Die mediane Zeit zwischen der Operation und der Progression betrug bei Patien-
ten mit einer PD-1-Expression von <1 % (n = 22) bzw. 1-24 % (n = 9) bei der
GBM-Erstdiagnose 6 Monate (95-%-Kl. 4,7-7,4 Monate) bzw. 11 Monate
(95-%-KI: 8,1-14 Monate, s. Tab. 32).

Tabelle 32: Progressionsfreies Uberleben (PFS, Monate) in Abhéngigkeit von der Programmed-cell-death-
protein-1-(PD-1)-Expression in den Tumorproben zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

Mittelwert® Median
95-%-KI 95-%-KI

PD-1-Ex-
pression Schatzer SE UG oG Schatzer SE uG oG
<1%, 14,091 4,189 5,881 22,301 6,000 ,670 4,687 7,313
n =22
1-24 %, 15,111 4,823 5,658 24,564 11,000 1,491 8,078 13,922
n=9
Gesamt 14,387 3,244 8,029 20,745 8,000 1,192 5,663 10,337

a. Die Schétzung ist auf die léngste Uberlebenszeit begrenzt, wenn sie zensiert ist. KI = Konfidenzintervall,
OG/UG = obere/untere Grenze, SE = Standardfehler

Ein Jahr nach der Operation waren ~ 22 % der Patienten (n = 22) mit einer
PD-1-Expression < 1 % bzw. ~ 43 % der Patienten (n= 9) mit einer Expression
von 1-24 % zum Zeitpunkt der GBM-Erstdiagnose progressionsfrei (s. Abb. 27).
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Abbildung 27: Kumulatives progressionsfreies Uberleben (PFS in Monaten) der Glioblastom-(GBM)-Pati-
enten in Abhdngigkeit von der Programmed-cell-death-protein-1-(PD-1)-Expression in den Tumorproben
zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

Blaue Linie: Expression < 1 %, rote Linie: Expression 1-24 %. Gestrichelte Linien: Markierung der PFS
nach 12 Monaten.
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Bei einer Abnahme der PD-1-Expression (Score -1, n = 6, 11 Monate) nach der
Therapie zeigten die Patienten ein hdheres medianes PFS als bei einer Zunahme
(Score 1, n = 4, 5 Monate) bzw. konstanten Expression (Score 0, n = 14,
7 Monate, s. Tab. 33). Die Gruppe mit einer Zunahme der PD-1-Expression ent-
hielt nur vier Patienten und zeigte ein breites 95-%-KI und wurde daher nicht

weiter analysiert.

Tabelle 33: Progressionsfreies Uberleben (PFS, Monate) in Abhéngigkeit von der Anderung der Pro-
grammed-cell-death-protein-1-(PD-1)-Expression in den Tumorproben vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis
zur Progression

Differenz Mittelwert? Median

PD-1-Ex- 95-%-KI 95-%-KI
pression® Schitzer SE UG oG Schitzer SE UG oG
-,n=6 17,167 7,287 2,885 31,448 11,000 2,309 6,474 15,526
0,n=20 14,900 4,532 6,018 23,782 7,000 1,491 4,078 9,922
1,n=4 10,250 3,683 3,032 17,468 5,000 6,000 ,000 16,760
Gesamt 14,733 3,335 8,197 21,270 8,000 1,174 5,700 10,300

a. Die Schétzung ist auf die léngste Uberlebenszeit begrenzt, wenn sie zensiert ist. b. Abnahme (-1), kon-
stante Expression (0), Zunahme (1), KI = Konfidenzintervall, OG/UG = obere/untere Grenze, SE = Stan-
dardfehler

Ein Jahr nach der Operation betrug das PFS bei GBM-Patienten mit einer Ab-
nahme der PD-1-Expression (Score: -1, n = 6) ~ 33 %. Bei Patienten mit einer
konstanten PD-1-Expression (Score: 0, n = 20) waren ~ 25 % progressionsfrei

(s. Abb. 28).
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Abbildung 28: Kumulatives progressionsfreies Uberleben (PFS in Monaten) der Glioblastom-(GBM)-Patien-
ten in Abhéngigkeit von der Anderung der Programmed-cell-death-protein-1-(PD-1)-Expression in den Tu-
morproben vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis zur Progression

Abnahme (-1, blaue Linie), konstante Expression (0, rote Linie), Zunahme (1, griine Linie). Gestrichelte Li-
nien: Markierung der PFS nach 12 Monaten

3.3.5 Potenzieller Einfluss von PD-L1 auf das PFS

Die mediane Zeit zwischen der GBM-Erstdiagnose und der Progression betrug
bei Patienten mit einer PD-L1-Expression von 1-24 % (n = 21) bei der GBM-
Erstdiagnose 7 Monate (95-%-KI: 2,6—11,5 Monate). Bei einer PD-L1-Expression
von 25-49 % (n = 11) lag der Wert bei 9 Monaten (95-%-KI: 7-11,1 Monate)
(s. Tab. 34).

Tabelle 34: Progressionsfreies Uberleben (PFS, Monate) in Abhéngigkeit von der Programmed-cell-death-
protein-ligand-1-(PD-L1)-Expression in den Tumorproben zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

Mittelwert? Median
95-%-KI 95-%-KI

PD-L1-Ex-
pression Schitzer SE uG oG Schitzer SE UG oG
1-24 %, 18,429 5,332 7,978 28,879 7,000 2,289 2,514 11,486
n=21
25-49 %, 13,273 4,456 4,539 22,007 9,000 1,064 6,915 11,085
n=11
Gesamt 16,656 3,799 9,210 24,102 8,000 1,212 5,624 10,376

a. Die Schétzung ist auf die langste Uberlebenszeit begrenzt, wenn sie zensiert ist. KI = Konfidenzintervall,
OG/UG = obere/untere Grenze, SE = Standardfehler
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Ein Jahr nach der Operation waren ~ 32 % der Patienten (n = 21) mit einer PD-
L1-Expression von 1-24 % bzw. ~ 26 % (n = 11) der Patienten mit einer PD-L1-
Expression von 25-49 % progressionsfrei (s. Abb. 29).

Uberlebensfunktionen
PT_PD_L1_2cat

T {1 - 24%), n =21
12 (25-49%), n=11

Kum. Uberleben

0o

o] 12 24 36 48 &0 72 54 96

PFS

Abbildung 29: Kumulatives progressionsfreies Uberleben (PFS in Monaten) der Glioblastom-(GBM)-Patien-
ten in Abhéngigkeit von der Programmed-cell-death-protein-ligand-1-(PD-L1)-Expression in den Tumorpro-

ben zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
Blaue Linie: Expression < 1-24 %, rote Linie: Expression 25—-49 %. Gestrichelte Linien: Markierung der PFS

nach 12 Monaten.

Bei einer Zunahme der PD-L1-Expression (Score 1, n= 10, 7 Monate) nach der
Therapie zeigten die Patienten ein niedrigeres medianes PFS als bei einer Ab-
nahme (Score -1, n = 6, 8 Monate) bzw. konstanten Expression (Score 0, n = 15,
9 Monate, s. Tab. 35).
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Tabelle 35: Progressionsfreies Uberleben (PFS, Monate) in Abhéngigkeit von der Anderung der Pro-
grammed-cell-death-protein-ligand-1-(PD-L1)-Expression in den Tumorproben vom Zeitpunkt der Erstdiag-
nose bis zur Progression

Differenz Mittelwert? Median

PD-L1-Ex- 95-%-KI 95-%-KI
pression® Schitzer SE UG oG Schaitzer SE UG oG
-1,n=6 18,333 10,362 ,000 38,643 8,000 1,837 4,399 11,601
0,n=15 16,200 5,131 6,144 26,256 9,000 3,220 2,688 15,312
1,n=10 17,600 7,730 2,448 32,752 7,000 1,581 3,901 10,099
Gesamt 17,065 3,901 9,419 24,710 9,000 1,177 6,692 11,308

a. Die Schétzung ist auf die langste Uberlebenszeit begrenzt, wenn sie zensiert ist. b. Abnahme (-1), kon-
stante Expression (0), Zunahme (1), KI = Konfidenzintervall, OG/UG = obere/untere Grenze, SE = Stan-
dardfehler

Ein Jahr nach der Operation waren ~ 34 % der GBM-Patienten mit einer Ab-
nahme der PD-L1-Expression (Score: -1, n = 6) progressionsfrei. In der Gruppe
der Patienten mit einer konstanten Expression (Score: 0, n = 15) betrug der Anteil

~ 40 % und bei Patienten mit einer Zunahme der PD-L1-Expression (Score: 1,
n=10) ~ 30 % (s. Abb. 30).
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Abbildung 30: Kumulatives progressionsfreies Uberleben (PFS in Monaten) der Glioblastom-(GBM)-Pati-
enten in Abhéngigkeit von der Anderung der Programmed-cell-death-protein-ligand-1-(PD-L1)-Expression
in den Tumorproben vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis zur Progression

Abnahme (-1, blaue Linie), konstante Expression (0, rote Linie), Zunahme (1, griine Linie). Gestrichelte
Linien: Markierung der PFS nach 12 Monaten.
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3.3.6 Potenzieller Einfluss von CTLA-4 auf das PFS

Die mediane Zeit zwischen der Operation und der GBM-Progression betrug bei
Patienten mit einer CTLA-4 Expression von <1 % (n = 27) bei der GBM-Erstdi-
agnose 8 Monate (95-%-KI: 5,5-10,6 Monate) und bei Patienten mit einer CTLA-
4-Expression von 1-24 % (n = 5) 5 Monate (95-%-KI: 0-10,9 Monate, s. Tab. 36).

Tabelle 36: Progressionsfreies Uberleben (PFS, Monate) in Abhéngigkeit von der Cytotoxic-T-lymphocyte-
associated-protein-4-(CTLA-4)-Expression in den Tumorproben zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

Mittelwert? Median
95-%-KI 95-%-KI

CTLA-4-Ex-
pression Schitzer SE UG oG Schitzer SE UG oG
<1 %, 15,481 3,678 8,272 22,690 8,000 1,298 5,456 10,544
n =27
1-24 %, 7,000 1,826 3,422 10,578 5,000 3,000 ,000 10,880
n=5
Gesamt 14,387 3,244 8,029 20,745 8,000 1,192 5,663 10,337

a. Die Schétzung ist auf die langste Uberlebenszeit begrenzt, wenn sie zensiert ist. KI = Konfidenzintervall,
OG/UG = obere/untere Grenze, SE = Standardfehler

Ein Jahr nach der Operation war kein Patient (O %) mit einer CTLA-4-Expression
von 1-24 % (n = 5) progressionsfrei. Bei Patienten mit einer CTLA-4-Expression
<1 % bei GBM-Erstdiagnose (n =27) betrug der Anteil ~ 33 % (s. Abb. 31).
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Abbildung 31: Kumulatives progressionsfreies Uberleben (PFS in Monaten) der Glioblastom-(GBM)-Pati-
enten in Abh&ngigkeit von der Cytotoxic-T-lymphocyte-associated-protein-4-(CTLA-4)-Expression in den
Tumorproben zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

Blaue Linie: Expression < 1 %, rote Linie: Expression 1-24 %. Gestrichelte Linien: Markierung der PFS
nach 12 Monaten.
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Da 73,4 % (22/30) der Patienten eine konstante CTLA-4-Expression bei der Pro-
gression im Vergleich zur CTLA-4-Expression zum Zeitpunkt der GBM-Erstdiag-
nose aufwiesen, enthielten die Patientengruppen mit einer Zu- (n = 6) und Ab-
nahme (n = 2) zu wenige Patienten fur eine vergleichende Analyse.

3.3.7 Potenzieller Einfluss von CD163 auf das PFS

Die mediane Zeit zwischen der GBM-Erstdiagnose und der Progression betrug
bei Patienten mit einer CD163-Expression von 1-24 % (n = 17) bei der GBM-
Erstdiagnose 10 Monate (95-%-KI: 6,8—13,3 Monate) und bei Patienten mit einer
CD163-Expression von 2549 % (n = 14) 6 Monate (95-%-KI: 4,6-7,5 Monate,
s. Tab. 37).

Tabelle 37: Progressionsfreies Uberleben (PFS, Monate) in Abhéngigkeit von der Cluster-of-differentiation-
(CD)-163-Expression in den Tumorproben zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

Mittelwert? Median
95-%-KI 95-%-KI

CD163-Ex-
pression Schitzer SE UG oG Schitzer SE UG oG
1-24 %, 18,824 5,549 7,947 29,700 10,000 1,646 6,773 13,227
n=17
25-49 %, 13,571 4,740 4,281 22,862 6,000 ,748 4,533 7,467
n=14
Gesamt 16,452 3,692 9,215 23,688 9,000 1,177 6,692 11,308

a. Die Schétzung ist auf die léngste Uberlebenszeit begrenzt, wenn sie zensiert ist. KI = Konfidenzintervall,
OG/UG = obere/untere Grenze, SE = Standardfehler

Ein Jahr nach der Operation waren ~ 40 % der Patienten (n =17) mit einer
CD163-Expression von 1-24 % progressionsfrei. Bei Patienten mit einer
CD163-Expression von 25-49 % (n = 14) betrug der Anteil ~ 20 % (s. Abb. 32).
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Abbildung 32: Kumulatives progressionsfreies Uberleben (PFS in Monaten) der Glioblastom-(GBM)-Patien-
ten in Abhéngigkeit von der Cluster-of-differentiation-(CD)-163-Expression in den Tumorproben zum Zeit-
punkt der Erstdiagnose

Blaue Linie: Expression < 1-24 %, rote Linie: Expression 25—-49 %. Gestrichelte Linien: Markierung der PFS
nach 12 Monaten.
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Patienten mit einer Zunahme der CD163-Expression (Score 1, n =12, 10 Mo-
nate) nach der Therapie zeigten ein hoheres medianes PFS als Patienten mit
einer Abnahme (Score -1, n = 11, 8 Monaten) bzw. einer konstanten Expression
(Score 0, n = 8, 7 Monate, s. Tab. 38).

Tabelle 38: Progressionsfreies Uberleben (PFS, Monate) in Abhéngigkeit von der Anderung der Cluster-of-
differentiation-(CD)-163-Expression in den Tumorproben vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis zur Progres-
sion

Differenz Mittelwert? Median

CD163-Ex- 95-%-KI 95-%-KI
pression® Schatzer SE UG oG Schatzer SE UG oG
-1,n =11 21,455 7,601 6,557 36,352 8,000 2,477 3,145 12,855
0,n=8 9,750 2,950 3,967 15,533 7,000 ,685 5,658 8,342
1,n=12 16,333 6,277 4,031 28,636 10,000 1,732 6,605 13,395
Gesamt 16,452 3,692 9,215 23,688 9,000 1,177 6,692 11,308

a. Die Schétzung ist auf die langste Uberlebenszeit begrenzt, wenn sie zensiert ist. b. Abnahme (-1),
konstante Expression (0), Zunahme (1), KI = Konfidenzintervall, OG/UG = obere/untere Grenze, SE =
Standardfehler
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Ein Jahr nach der Operation waren etwa 41 % der GBM-Patienten mit einer Zu-
nahme der CD163-Expression (Score: 1, n = 10) progressionsfrei. Bei einer kon-
stanten CD163-Expression (Score: 0, n = 7) oder Expressionsabnahme (Score:
-1, n = 8) betrug der Anteil jeweils etwa 37 % (s. Abb. 33).
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Abbildung 33: Kumulatives progressionsfreies Uberleben (PFS in Monaten) der Glioblastom-(GBM)-Pati-
enten in Abhéngigkeit von der Anderung der Cluster-of-differentiation-(CD)-163-Expression in den Tumor-
proben vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis zur Progression

Abnahme (-1, blaue Linie), konstante Expression (0, rote Linie), Zunahme (1, griine Linie). Gestrichelte
Linien: Markierung der PFS nach 12 Monaten.

3.3.8 Potenzieller Einfluss von MSR1 auf das PFS

Die mediane Zeit zwischen der GBM-Erstdiagnose und der Progression betrug
bei Patienten mit einer MSR1-Expression von 1-49 % (n = 12) bei der GBM-
Erstdiagnose 6 Monate (95-%-Kl: 4,4—-7,7 Monate). Bei Patienten mit einer
MSR1-Expression = 50 % (n = 19) dauerte es im Median 10 Monate (95-%-KI:
6,9—13,2 Monate) bis zur Progression (s. Tab. 39).
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Tabelle 39: Progressionsfreies Uberleben (PFS, Monate) in Abhéngigkeit von der Makrophagen-Scavenger-
Rezeptor 1-(MSR1)-Expression in den Tumorproben zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

Mittelwert? Median
95-%-KI 95-%-KI

MSR1-Ex-
pression Schitzer SE UG oG Schitzer SE UG oG
1-49 %, 8,333 2,105 4,208 12,458 6,000 ,854 4,326 7,674
n=12
50—-100 %, 19,105 5,392 8,538 29,673 10,000 1,632 6,801 13,199
n=19
Gesamt 14,935 3,498 8,079 21,792 8,000 1,192 5,663 10,337

a. Die Schétzung ist auf die langste Uberlebenszeit begrenzt, wenn sie zensiert ist. KI = Konfidenzintervall,
OG/UG = obere/untere Grenze, SE = Standardfehler

Ein Jahr nach der Operation (PFS 12) waren ~ 18 % der Patienten mit einer
MSR1-Expression < 50 % bei der GBM-Erstdiagnose progressionsfrei. Bei Pati-
enten mit einer MSR1-Expression = 50 % betrug der Anteil ~ 38 % (s. Abb. 34).
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Abbildung 34: Kumulatives progressionsfreies Uberleben (PFS in Monaten) der Glioblastom-(GBM)-Patien-
ten in Abhéngigkeit von der Makrophagen-Scavenger-Rezeptor 1-(MSR1)-Expression in den Tumorproben
zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

Blaue Linie: Expression < 1-49 %, rote Linie: Expression 50—100 %. Gestrichelte Linien: Markierung der
PFS nach 12 Monaten.
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Bei einer Abnahme der MSR1-Expression (Score -1, n= 7, 8 Monate) nach der
Therapie zeigten die Patienten ein hoheres medianes PFS als bei einer Zunahme
(Score 1, n =6, 6 Monate) bzw. bei einer konstanten Expression (Score 0, n = 14,
7 Monate, s. Tab. 40).
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Tabelle 40: Progressionsfreies Uberleben (PFS, Monate) in Abhéngigkeit von der Anderung der Makropha-
gen-Scavenger-Rezeptor 1-(MSR1)-Expression in den Tumorproben vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis
zur Progression

Differenz Mittelwert? Median

MSR1-Ex- 95-%-KI 95-%-KI
pression® Schitzer SE UG oG Schaitzer SE UG oG
-,n=7 16,571 8,968 ,000 34,148 8,000 1,309 5,434 10,566
0,n=14 13,643 3,832 6,131 21,155 7,000 2,806 1,500 12,500
1,n=6 19,667 12,875 ,000 44,903 6,000

Gesamt 15,741 3,991 7,918 23,564 7,000 1,298 4,456 9,544

a. Die Schétzung ist auf die langste Uberlebenszeit begrenzt, wenn sie zensiert ist. b. Abnahme (-1), kon-
stante Expression (0), Zunahme (1), KI = Konfidenzintervall, OG/UG = obere/untere Grenze, SE = Stan-
dardfehler

Ein Jahr nach der Operation waren etwa 33 % der GBM-Patienten mit einer Zu-
nahme der MSR1-Expression (Score: 1, n = 6) progressionsfrei. Bei einer kon-
stanten Expression (Score: 0, n = 14) oder Expressionsabnahme (Score: -1,
n = 8) lag der Anteil jeweils bei etwa 43 % (s. Abb. 35).
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Abbildung 35: Kumulatives progressionsfreies Uberleben (PFS in Monaten) der Glioblastom-(GBM)-Patien-
ten in Abhédngigkeit von der Anderung der Makrophagen-Scavenger-Rezeptor 1-(MSR1)-Expression in den
Tumorproben vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis zur Progression

Abnahme (-1, blaue Linie), konstante Expression (0, rote Linie), Zunahme (1, griine Linie). Gestrichelte Li-
nien: Markierung der PFS nach 12 Monaten
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3.3.9 Zusammenfassung der Einflussfaktoren auf das PFS

Lymphozyten-Marker

Patienten mit einer niedrigen CD4- (< 1-5 %) und hohen CD8-Expression (6—
15 %) in den Tumorproben zum Zeitpunkt der GBM-Erstdiagnose zeigten ein
besseres PFS nach 12 Monaten. Patienten mit einer Zunahme der CD3-, CD4-,
CD8-Lymphozyten im Krankheitsverlauf von der GBM-Erstdiagnose bis zur Pro-
gression wiesen im Vergleich zu Patienten mit einer Abnahme oder konstanten
Lymphozytenzahl ein verlangertes PFS nach 12 Monaten auf.

Immuncheckpoints

Eine héhere PD-1- (1-24 % vs. <1 %) und niedrigere PD-L1-(< 25 % vs. > 25 %)-
Expression in den Tumorproben zum Zeitpunkt der GBM-Erstdiagnose und eine
Abnahme der PD-1- und PD-L1-Expression im Krankheitsverlauf (GBM-Erstdiag-
nose bis Progression) fuhrten in den Matched-pairs Gruppen zu einem langeren
medianen PFS und erhéhten den Anteil der progressionsfreien Patienten nach
12 Monaten. Patienten mit einer CTLA-4-Expression < 1 % in den Tumorproben
bei der GBM-Erstdiagnose zeigten ein besseres medianes PFS als Patienten mit
einer CTLA-4-Expression von 1-24 % (8 Monate vs. 5 Monate). Zudem lag der
Anteil der progressionsfreien Patienten nach 12 Monaten deutlich héher (33 %
vs. 0 %). Bei 87 % der Patienten blieb die CTLA-4-Expression im Krankheitsver-

lauf (von der GBM-Erstdiagnose bis zur Progression) unverandert.

Makrophagen-Marker

Patienten mit einer niedrigeren CD163-Expression in den Tumorproben bei der
GBM-Erstdiagnose (< 25 %) und einer Zunahme der CD163-Expression (vs. Ab-
nahme oder konstante Expression) im Krankheitsverlauf (von der GBM-Erstdiag-
nose bis zur Progression) zeigten ein langeres medianes PFS. Zudem lag der
Anteil der progressionsfreien Patienten mit diesen Tumorcharakteristika nach 12
Monaten deutlich hdher. Eine hdhere MSR1-Expression (= 50 %) bei der GBM-
Erstdiagnose und eine Abnahme der MSR1-Expression im Krankheitsverlauf (vs.
Zunahme oder konstante Expression) verlangerten das PFS und erhdhten den

Anteil der progressionsfreien Patienten nach 12 Monaten.
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4 Diskussion

Beim GBM handelt es sich um einen aggressiven Tumor mit schlechter Prog-
nose. Fur die Entwicklung effektiver tumorspezifischer Immuntherapien zur Ein-
dammung der Krankheitsprogression und zur Verringerung der Mortalitat sind

Kenntnisse zur Tumormikroumgebung unverzichtbar.

4.1 Studiendesign und Patientenkollektiv
In die vorliegende retrospektive Matched-pairs Kohorte wurden 33 Patienten mit
GBMs eingeschlossen, die im Zeitraum von 2008-2017 an der Neurochirurgi-
schen Universitatsklinik Tubingen behandelt wurden und von denen Matched-
pairs Gewebeproben (Proben vom Zeitpunkt der GBM-Erstdiagnose und korres-
pondierende Proben vom Zeitpunkt der Progression) zur Verfiigung standen. Der
aufgrund von fehlendem Gewebe auf den TMA-Proben der RT-Gruppe notwen-
dige Ausschluss von zwolf Patienten aus der Analyse flhrte zu einer unterschied-
lichen Gruppenstarke der Therapiegruppen (RT-Gruppe: n =6 vs. Stupp-Gruppe:
n = 27) und einer verminderten Fallzahl insgesamt. Aul3erdem war ein Vergleich

der Zielproteine in den beiden Therapiegruppen aus diesem Grund nicht sinnvoll.

Die Patientenkohorte der vorliegenden retrospektiven Matched-pairs Studie wies
eine heterogene Struktur auf. Die Altersspanne der Patienten reichte von 15-78
Jahren. Der Allgemeinzustand der Patienten variierte erheblich, bis auf das GBM
waren keine weiteren Diagnosen bekannt. In Kombination mit dem relativ kleinen
Patientenkollektiv verringerte diese Heterogenitat die Aussagekraft von Subgrup-
penanalysen. Aufgrund dieser Einschrankungen sollten die Befunde mit einer

grolkeren Anzahl von Patienten validiert werden.

4.2 Heterogenitat der Matched-pairs Tumorproben
Eine detaillierte Charakterisierung des individuellen Tumormilieus ist die Voraus-
setzung fur die Entwicklung von patientenspezifischen therapeutischen Ansat-
zen. Die vergleichende Analyse von 33 Matched-pairs Gewebeproben (Zeitpunkt
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der GBM-Erstdiagnose und Zeitpunkt der Progression) in der vorliegenden Ana-
lyse verdeutlich eindrucksvoll, dass sich das Vorkommen potenzieller therapeu-
tischer Zielproteine wahrend des Krankheitsverlaufs erheblich andern kann. Da-

bei ist sowohl eine Zunahme als auch eine Abnahme der Expression moglich.

Dieser Befund steht im Einklang mit den Ergebnissen anderer Studien (Schafer
et al., 2019b). Daher ist ein zum Zeitpunkt der primaren Resektion ermittelter
Expressionsstatus der Zielproteine fur die Festlegung der Behandlung von pro-
gredientem GBM nur bedingt geeignet. Die vorliegenden Befunde und weitere
Studien unterstreichen vielmehr die Notwendigkeit einer erneuten Gewebeana-

lyse zum Zeitpunkt der Progression (Schéafer et al., 2019a, Wood et al., 2016).

Zusatzlich zeigten die Tumorproben der untersuchten Matched-pairs Kohorte
zum Zeitpunkt der Erstdiagnose interindividuell eine variable Zielprotein-Expres-
sion. Diese Heterogenitat bei GBM-Patienten wurde auch in anderen Analysen
beschrieben (Skaga et al., 2019, Xiong et al., 2020). Molekulare GBM-Subtypen
unterscheiden sich hinsichtlich der Infiltration mit Immunzellen deutlich. Mesen-
chymale GBMs eine ausgepragtere Mikroglia-, Makrophagen- und Lymphozyten-
infiltration auf als proneurale GBMs (Martinez-Lage et al., 2019). Moglicherweise
sprechen mesenchymale GBMs daher besser auf eine Immuntherapie an. Auf-
grund der geringeren Immuninfiltration sind bei proneuralen GBMs vermutlich zu-

satzliche Strategien fur eine wirksame Immuntherapie erforderlich.

Zunehmend wird auch die Bedeutung intratumoraler Heterogenitaten erkannt.
Neu diagnostizierte GBMs zeigen eine variable Immunzellinfiltration innerhalb
derselben GBM-Probe (Martinez-Lage et al., 2019). Mdgliche Ursachen fur die-
sen Befund sind raumliche Unterschiede innerhalb der Tumormikroumgebung,
beispielsweise bezuglich der Konzentration von Wachstumsfaktoren, dem Sau-
erstoffdruck, der Blutgefal3dichte und hinsichtlich der extrazellularen Matrix (Inda
etal., 2014, Bonavia et al., 2011). Molekulare Unterschiede in der gleichen GBM-
Probe resultieren auch aus einer dynamischen Expansion koexistierender Tu-

morsubklone unter der Therapie (Patel et al., 2009, Sottoriva et al., 2013). Das
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Verstandnis der Mechanismen der Heterogenitat des GBMs und seiner Umge-
bung sind wesentlich fur die Entwicklung personalisierter GBM-Behandlungen
(Osuka and Van Meir, 2017).

In diesem Kontext nimmt die intratumorale Heterogenitat von PD-L1 einen be-
sonderen Stellwert ein (Heynckes et al., 2017a), da Patienten falsch klassifiziert
werden kénnten. Eine Einstufung kdnnte therapeutische Konsequenzen haben
und daruber entscheiden, ob ein Patient zukunftig IC-Inhibitoren erhalt oder nicht.
Die Genexpression der gesamten Biopsie wird durch eine quantitative reverse
Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR) robuster und untersuche-

runabhangig erfasst (Briggemann et al., 2017).

Die bislang begrenzte Wirksamkeit von immuntherapeutischen Strategien beruht
vermutlich zumindest teilweise auf dem Einsatz der Wirkstoffe an unselektierten
Patientenpopulationen ohne Stratifizierung der Zielprotein-Expression. Beispiels-
weise hatten bei einem auf PD-1 abzielenden Behandlungsansatz 70 % der Pa-
tienten (PD-1-Expression < 1 % bei der GBM-Erstdiagnose, s. Tab. 17) in der
vorliegenden Kohortenanalyse eine nicht adaquate Behandlung erhalten. Bei ei-
ner auf CTLA-4 abzielenden Therapie hatten 86,7 % (CTLA-4-Expression < 1 %,
s. Tab. 23) der Patienten von der Therapie nicht profitiert. Fir die Vorhersage
des Ansprechens auf eine personalisierte Behandlung ist daher eine moglichst
aktuelle immunhistochemische und molekulare Analyse potenzieller Zielstruktu-

ren erforderlich.

Bislang fehlen flir solche Therapieentscheidungen definitive Cut-off-Werte flur die
Expression der Zielproteine. Ein weiteres Problem ist die fehlende Standardisie-

rung der Methoden zur Bestimmung der Zielprotein-Expression.

Die Expression und subzellulére Verteilung von PD-L1 in Gliomzellen weisen in
Studien grofl’e Unterschiede auf, was die Wertigkeit von PD-L1 als therapeuti-
scher und prognostischer Biomarker limitiert. Das nachgewiesene PD-L1-Ex-
pressionsmuster hangt in hohem Mal3e von den verwendeten PD-L1-Ab ab: Er-
kennt der eingesetzte Ab sowohl membrangebundenes als auch zytoplasmati-
sches PD-L1 (z. B. Clone 5H1, Clone MIH1 eBioscience, ab58810 Abcam,
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E1LRN Cell Signaling, ab205921 Abcam) ist der Anteil an PD-L1*-Proben deut-
lich hoher als bei der Nutzung von Ab, die nur membrangebundenes PD-L1 nach-
weisen (z. B. SP142, EPR1161) (Chen et al., 2018a).

In einer Studie mit 41 hochgradigen Gliomen (HGG) waren bei der Verwendung
des Ab ab205921/Abcam 87,8 % (n = 36) alle Proben diffus/fibrillar PD-L1* (Xue
etal., 2017). In der vorliegenden retrospektiven Matched-pairs Kohorte zeigte der
Ab vergleichbare Ergebnisse: 87,1 % aller Proben bei der GBM-Erstdiagnose
waren PD-L1*. In einer weiteren Studie mit 117 neu diagnostizierten GBMs be-
trug der Anteil PD-L1*-Proben 84,6 % (99/17) bei Verwendung des Klon-5H1-Ab
(Berghoff et al., 2015). Beim Nachweis mit den PD-L1-Ab SP142 bzw. EPR1161
waren die Anteile der PD-L1*-Proben mit 35 % (57/163) (Garber et al., 2016) und
38,3 % (38/99 = 5 %) (Nduom et al., 2016) deutlich geringer.

Diese Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung der Entwicklung diagnostischer

Standards und deren Implementierung in die klinische Praxis.

4.3 Vergleichende Analyse der Zielprotein-Expression in
den Matched-pairs GBM-Tumorproben

Die Veranderung der Tumormikroumgebung bei einer GBM-Progression wurde
bislang kaum untersucht. Noch schlechter ist die Datenlage zur Immunumgebung
und zur Immunogenitat bei progredienten Tumoren. Nur 20-30 % der progre-
dienten GBM-Falle sind einer chirurgischen Behandlung zugéanglich (Barbagallo
et al., 2008). Die meisten Studien beschranken sich auf eine Charakterisierung
der Infiltration von Immunzellen bei der GBM-Erstdiagnose. Insbesondere fehlen
vergleichende Analysen von gepaarten Proben (Zeitpunkt der GBM-Erstdiag-
nose und Zeitpunkt der Progression) derselben Patienten. In der vorliegenden
retrospektiven Matched-pairs Kohorte wurden die Infiltration von Lymphozyten
(CD3*-, CD4*-, CD8*-T-Zellen) und Makrophagen (CD163, MSR1 (CD204)) so-
wie die Expression der IC-Inhibitoren (PD-1, CTLA-4, PD-L1) in Gewebeproben-

paaren zum Zeitpunkt der GBM-Erstdiagnose und Progression verglichen.
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4.3.1 Tumor-infiltrierende Lymphozyten (TILs)

In der vorliegenden Matched-pairs Kohorte war der Anteil der CD4*-Lymphozyten
an den TILs in den Tumorproben zum Zeitpunkt der GBM-Erstdiagnose und Pro-
gression grofRer als der Anteil an CD8*-Lymphozyten. Zu beiden Zeitpunkten wie-
sen die Tumorproben meist eine niedrige CD8-Expression (Score 0-2) auf; bei
einem Patienten waren jedoch > 16 % CD8%*-Zellen nachweisbar (Score 4),
70,8 % der Patienten zeigten eine schwache CD8-Expression (1-5 % CD8*-Zel-
len). Die CD4-Expression war deutlich variabler (Score 0—4). 48 % der Tumor-
proben bei der GBM-Erstdiagnose bzw. 60 % der Proben der progredienten Tu-
moren zeigten eine starke (11-15 % CD4*-Zellen) bis sehr starke (> 16 % CD4*-
Zellen) CD4-Expression. Dieser Befund steht im Einklang mit der immunhisto-
chemischen Studie von Han et al. (2014), in der bei der GBM-Erstdiagnose
(n =9) CD4*-T-Zellen bei den TILs dominierten (mittlere Anzahl pro high-power
field: CD4*-TlLs: 16,7 vs. CD8*-TILs 3,4). Dagegen fanden Orrego et al. (2018)
in ihren GBM-Proben (n = 43) einen hoheren Anteil an CD8*-TILs im Vergleich
zu CD4*-TILs (1,6 % (0,016—-12,1 %) vs. 0,032 % (0-5,5 %)).

In der vorliegenden Matched-pairs Analyse wiesen die Gewebeproben der pro-
gredienten GBMs im Vergleich zu den Proben zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
mehr CD4*- und CD8*-Lymphozyten auf. Diese Befunde stimmen mit den Ergeb-
nissen einer japanischen (n = 16) (Miyazaki et al., 2017) und amerikanischen
Studie (n =11) (Wang et al., 2021) Gberein. In diesen ebenfalls im Matched-pairs
Design durchgefiihrten Analysen war die CD4*- und CD8*-TIL-Infiltration bei den
progredienten Tumoren im Vergleich zu den erstmals diagnostizierten GBMs sig-

nifikant erhoht.

In der vorliegenden Matched-pairs Analyse war die Rekrutierung von CD4*-TILs
im Vergleich zur Rekrutierung von CD8*-TILs zum Zeitpunkt der Progression
starker ausgepragt als bei der GBM-Erstdiagnose. 36,6 % der Gewebeproben
der progredienten Tumoren zeigten eine Zunahme der CD4-Expression. Eine Zu-
nahme der CD8-Expression wurde nur bei 28,5 % der progredienten Tumoren
detektiert.
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In einer anderen Matched-pairs Studie (n = 38) zeigten progrediente GBMs im
Vergleich zu den Tumoren bei der Erstdiagnose eine reduzierte CD8*-Lympho-
zyten-Infiltration (5,3 vs. 17,5 % CD8*-Zellen) (Heynckes et al., 2017a). Analysen
ohne Matched-pairs Design fanden dagegen keine Unterschiede bei der CD3"-
und CD8*-TIL-Dichte zwischen erstmals diagnostizierten und progredienten
GBMs (n =18 (Berghoff et al. 2015), n = 38 Tumoren bei der Erstdiagnose, n = 12

progrediente Tumoren (Rahman et al., 2018)).

4.3.2 Tumor-assoziierte Makrophagen (TAMs)
Wie die vorliegende Analyse und andere Studien belegen, sind in der GBM-
Mikroumgebung Makrophagen der dominante Immunzelltyp (Kurdi et al., 2021,
Liu et al., 2019, Parney et al., 2009). In der vorliegenden Matched-pairs Kohorte
zeigten 24 % bzw. 18,2 % der Proben zum Zeitpunkt der GBM-Erstdiagnose eine
CD163- bzw. MSR1-Expression von > 50 %. Eine ahnlich hohe Expression er-
reichte von den untersuchten Zielproteinen lediglich PD-L1 (7,7 % PD-L1-Ex-

pression > 50 %).

Trotz ausgiebiger Recherchen konnte keine Matched-pairs Studie (Expression
bei Erstdiagnose vs. Progression) zu den analysierten TAM-Markern gefunden
werden. Laut Wang et al. (2021) weisen progrediente GBMs mehr Makrophagen
auf als GBMs bei der Erstdiagnose, wobei die Autoren nicht M2-Makrophagen
(CD163, MSR1) sondern Gesamtmakrophagen (CD64) untersuchten. In der vor-
liegenden Matched-pairs Kohorte war eine Zunahme der TAM-Marker (CD163,
MSR1) im Krankheitsverlauf erkennbar. Marker-negative Tumorproben traten
zum Zeitpunkt der Progression anders als zum Zeitpunkt der Erstdiagnose nicht
mehr auf (Anteil mit CD163-Score 0: 24 % vs. auf 0 %; Anteil mit MSR1-Score O:
9,1 % vs. 0 %). Die Anteile der CD163*- und MSR1*-Makrophagen nahmen bei

der Progression bei 40 % bzw. 27,3 % der Proben zu.

Laut einiger Studien fuhrt eine GBM-Therapie zu einer vermehrten TAM-Rekru-
tierung. In einer TAM-Genexpressionsprofilstudie zum Zeitpunkt der GBM-Erst-
diagnose und Progression (keine Matched-pairs) trat nach einer CT mit TMZ ver-

mehrt der M2-Phanotyp auf. Die M2-Makrophagen verstarkten die Migration
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TMZ-resistenter Gliomzellen, was das Tumorwachstum und die Progression be-

gunstigte (Hudson et al., 2018).

Laut Leblond et al. (2017) sind M2-Makrophagen strahlenresistenter als M1-Mak-
rophagen, wodurch sich der Anteil an M2-Makrophagen in bestrahlten Geweben
erhoht. In der vorliegenden retrospektiven Matched-pairs Kohorte erwiesen sich
MSR1*-TAMs im Vergleich zu CD163*-TAMs gegentber einer Stupp-Therapie
als insensitiver. In Uber der Halfte der Falle blieb der Anteil der MSR1*-TAMs
nach der Stupp-Therapie unverandert (54,5 % vs. 20 %, s. Tab. 13 und Tab. 16).
Diese Befunde kdnnten darauf hinweisen, dass die MSR1-Expression durch eine
CT und RT weniger stark beeinflusst wird. Die Infiltration MSR1- und CD163-
exprimierender Zellen kdnnte mdglicherweise auch die Natur der progredienten

Erkrankung abbilden.

Das Auftreten von TAMs im Gehirn ist tendenziell mit einer schlechten Prognose
verbunden. TAMs werden tumorférdernde Aktivitaten (z. B. Férderung der Angi-
ogenese, Migration und Invasivitat von Tumorzellen, Unterdrickung der adapti-
ven Anti-Tumor-Immunitat) zugeschrieben (Fu et al., 2020, Pan et al., 2020). Da-
her werden aktuell TAM-Anteil reduzierende Therapieansatze entwickelt (s. Kap
1.3.1).

Eine Abnahme der CD163*- und MSR1*-Makrophagen war in 40 % bzw. 18,2 %
der progredienten Tumoren zu verzeichnen. Die Ursachen fur diese Abnahme

der TAMs sollte in weiteren Studien untersucht werden.

4.3.3 Immuncheckpoints (ICs) PD-1/PD-L1 und CTLA-4.
CTLA-4 und PD-1 greifen in unterschiedliche Stadien einer Immunantwort ein
und beeintrachtigen die T-Zellaktivitat. CTLA-4 wirkt inhibitorisch auf die frihen
Stadien der T-Zellaktivierung (Pardoll, 2012a). Bei chronisch entziindlichen Er-
krankungen (z. B. Tumoren) erhoht eine verlangerte T-Zellaktivierung die Anzahl
CTLA-4-exprimierender Tregs und verstarkt die Expression von CTLA-4 auf
CTLs. Die Interaktion von CTLA-4 mit Proteinen der B7-Rezeptorfamilie verrin-
gert die T-Zellproliferation (Buchbinder and Desai, 2016). PD-1 blockiert T-Zellen

in einem spateren Stadium der Immunantwort durch die Bindung an PD-L1 und
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PD-L2 (Pardoll, 2012b). Bei Gliomen wird diese Immunsuppression durch die
verstarkte Expression von PD-L1 auf Tumorzellen und zirkulierenden Monozy-
ten/Makrophagen unterstutzt, wodurch die Aktivierung von CD8*- und CD4*-T-
Zellen weiter gehemmt wird (Zheng et al., 2019).

In der vorliegenden retrospektiven Matched-pairs Kohorte zeigten die Proben in
den meisten Fallen keine PD-1- und CTLA-4-Expression (PD-1-Score 0 bei Erst-
diagnose / Progression jeweils 73,1 %; CTLA-4-Score 0 bei Erstdiagnose / Pro-
gression 88,5 % / 76,9 %). Die restlichen Proben wiesen eine schwache Expres-
sion auf (Score 1, 1-24 % positive Zellen). Dagegen zeigte der IC-Ligand PD-L1

in 80 % der Proben eine mallige bis starke Expression.

Die CTLA-4- und PD-1-Expression blieb in den progredienten Tumoren bei den
meisten Matched-pairs konstant (CTLA-4: 73,1 %; PD-1: 69,2 %). Die Anteile der
Proben mit einer Expressionszunahme und -abnahme waren vergleichbar
(CTLA-4:9,2 % vs. 7,7 %, PD-1:15,4 % vs. 15,4 %). Dagegen zeigten die Proben
der progredienten Tumoren haufiger eine Zunahme der PD-L1-Expression (siehe

unten).

In einer Analyse mit neu diagnostizierten und korrespondierenden progredienten
GBM-Tumorproben (n = 18) wurden bei der ersten und zweiten Resektion eben-
falls keine Unterschiede bezlglich der PD-1*-TIL-Dichte detektiert (Berghoff et
al. 2015). Dagegen berichteten Miyazaki et al. (2017) bei 16 Patienten von einer
erhdhten PD-1-Expression bei progredientem GBM im Vergleich zu neu diagnos-
tiziertem GBM (keine Matched-pairs). Die Kohorte erhielt jedoch teilweise eine

Immuntherapie, was die Interpretation der Ergebnisse erschwert.

Derzeit fehlen immunhistochemische Studien zur CTLA-4-Expression in gepaar-
ten Proben aus Tumoren bei Erstdiagnose und Progression. Mittels Western-
Blots wurde eine verminderte CTLA-4-Expression in progredienten Tumoren

nachgewiesen (Kuhl et al., 2018).

Der vorliegende Befund einer erhohten PD-L1-Expression bei progredientem
GBM stimmt mit den Ergebnissen einer amerikanischen Matched-pairs Immun-
histochemie-Studie (n = 11) Uberein (Wang et al., 2021). In der vorliegenden
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Matched-pairs Kohorte exprimierten alle progredienten Tumoren PD-L1. Im Ver-
gleich zu den Tumoren bei Erstdiagnose war die PD-L1-Expression in den pro-
gredienten Tumoren in 34,6 % der Falle erhoht und in 15,3 % der Falle erniedrigt.

50 % der Proben wiesen eine konstante PD-L1-Expression auf.

Laut Derer et al. (2016) erhoht eine RT/TMZ die PD-L1-Expression in praklini-
schen GBM-Modellen. TMZ férdert die PD-L1-Expression Uber den STAT3-Sig-
nalweg und begunstigt die Immunabwehr von GBM-Zellen (Wang et al., 2019b).
Dabei scheint die Dauer der TMZ-Therapie eine Rolle zu spielen. In einer Klini-
schen Studie verringerte sich bei Patienten, die im Vergleich zum klassischen
Stupp-Protokoll eine verlangerte CT mit TMZ (> 6 Zyklen) erhielten, die PD-L1-
Expression signifikant (Matched-pairs n = 38: Erstdiagnose vs. Progression:
20,8 % vs. 7,6 % PD-L1*-Zellen; immunhistochemischer Nachweis mit E1LRN-
Ab) (Heynckes et al., 2017b). Eine weitere Analyse mit neu diagnostizierten und
korrespondierenden progredienten GBMs zeigte dagegen keine eindeutige PD-
L1-Expressionsanderung (n = 18, immunhistochemischer Nachweis mit Clone
5H1 Ab) (Berghoff et al., 2015). Mdglicherweise beruhen diese unterschiedlichen
Befunde auf der Verwendung unterschiedlicher Ab (s. Kap. 4.2).

4.3.4 Zusammenfassung der Datenlage zur Marker-Expression in GBM-
Tumoren zum Zeitpunkt der Erstdiagnose und der Progression

Die derzeitige Datenlage ist widerspruchlich. Die Expression von TIL-, TAM- und
IC-Markern wird nicht nur durch eine vorangegangene CT und/oder RT beein-
flusst, sondern moglicherweise auch durch individuelle GBM-Charakteristika. Die
potenziellen Einflussfaktoren der Expression sind unzureichend erforscht. Laut
einer Studie sind immunbiologische Marker starker mit den molekularen Eigen-
schaften des Tumors (IDH-Status, p53-Mutation, MGMT-Promotor-Methylierung)
assoziiert als mit dem Status (Tumor bei Erstdiagnose / Progression) oder dem
Alter (Conroy et al., 2014). Fir eine valide Identifikation von Einflussfaktoren auf
die TIL- und TAM-Infiltration sowie IC-Expression in GBMs sind gréRere Studien
mit homogenen Kohorten und bezuglich der molekularen GBM-Eigenschaften

definierten Fallgruppen erforderlich.
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4.4 Korrelationen zwischen den TIL-, TAM- und IC-Markern
Bisherige Erfahrungen mit selektiven Mono-Target-Wirkstoffen (z. B. Anti-PD-1-
Ab) beim GBM belegen eine unzureichende klinische Wirksamkeit, was den Ein-
satz von Kombinationstherapien rechtfertigt. Fr solche Therapieregimes ist das

Zusammenwirken von TILs, TAMs und IC-Inhibitoren von groRer Bedeutung.

In der vorliegenden Matched-pairs Kohorte wurden mogliche Korrelationen zwi-
schen Markern Tumor-infiltrierender Zellen und IC-Markern untersucht. Fur die
Parameter der Tumor-infiltrierenden Zellen war dies die erste Korrelationsana-
lyse. In den Tumoren zum Zeitpunkt der Erstdiagnose / Progression korrelierte
die PD-1/PD-L1-Achse mit histologischen Markern fur TAMs (MSR1/CD163) und
TILs (CD4).

Korrelation zwischen der Expression von MSR1/CD163 und PD-L1

Auffallig war eine hohe positive Korrelation zwischen der MSR1- und PD-L1-Ex-
pression in den Tumorproben bei Erstdiagnose (rs = 0,6) und zum Zeitpunkt der
Progression (rs = 0,8). Weiter korrelierte die CD163-Expression positiv mit der

PD-L1-Expression (rs = 0,6 Erstdiagnose, rs = 0,6 Progression).

Laut mehrerer Studien ist die PD-L1-Expression in der Mikroumgebung von Gli-
omen hauptsachlich auf Tumor-infiltrierende myeloische Zellen (TIMs, ein-
schliel3lich Makrophagen) und nicht auf die Tumorzellen selbst zurlckzufihren
(Antonios et al., 2017, Chauhan and Lokensgard, 2019). Auch in der vorliegen-
den Analyse deutet die Korrelation auf eine PD-L1-Expression in TAMs hin. Der
Anstieg von PD-L1 und Tumor-infiltrierenden myeloischen Zellen ist in GBMs mit
einer starken Immunsuppression verbunden (Mirghorbani et al., 2013). In Tumo-
ren fuhrt die Bindung von PD-1 auf T-Zellen an PD-L1 auf Makrophagen zur T-
Zelldysfunktion, Erschdpfung, Neutralisation und IL-10-Produktion (Alsaab et al.,
2017).

Laut Zhu et al. (2020) ist die PD-L1-Expression positiv mit dem Vorhandensein

immunsuppressiver Zellen (Makrophagen, Neutrophile, unreife DC) und negativ
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mit der Infiltration von cytotoxischen Immunzellen (CD8*-T-Zellen) und Th1-Zel-
len assoziiert. Insbesondere korreliert eine hohe PD-L1-Expression signifikant
mit der M2-Polarisation von Makrophagen (M2-TAMs) (Zhu et al., 2020). GBMs
rekrutieren TAMs fur die Tumormikroumgebung und fordern deren Differenzie-
rung zu einem immunsuppressiven Phanotyp mit einer hohen PD-L1-Expression
und Produktion von tumorférdernden Zytokinen. Dadurch wird die Anti-Tumor-

Wirkung von TILs antagonisiert (Devalaraja et al., 2020).

Die deutliche Korrelation der MSR1-Expression mit der Expression von |IC-Pro-
teinen (z. B. PD-1, T-Zellimmunglobulin, Mucin-Domane-3-Protein (TIM-3)) weist
auf eine mogliche Synergie von TAMs und IC-Regulatoren bei der Hemmung der
T-Zellfunktion beim Gliom hin (Yuan et al., 2019). Auch die CD163- und IC-Pro-
tein-Expression (PD-1, PD-L1, T-cell immunoglobulin and mucin domain contai-
ning 3 (TIM-3), Lymphocyte activation gene (LAG3), B7 Homolog 3/4 (B7HS3,
B7H4)) korreliert bei Gliomen deutlich (Liu et al., 2019).

Diese Ergebnisse deuten an, dass eine auf MSR1/CD163 und IC abzielende
Kombinationstherapie die eingeschrankte Wirksamkeit IC-basierter Therapeutika
Uberwinden kénnte. Der genaue Effekt der PD-L1-Expression auf TAMs bei der
Unterdrickung der Anti-Tumor-Immunitat innerhalb der Tumormikroumgebung

muss jedoch noch untersucht werden.

Korrelation zwischen CD4 und CD163

Weiter bestand in der vorliegenden Matched-pairs Kohorte eine moderate bis
hohe positive Korrelation zwischen der CD4- und CD163-Expression in den Tu-
morproben bei Erstdiagnose (rs = 0,7) und zum Zeitpunkt der Progression (rs =
0,5).

Makrophagen kénnen die Funktion von CD4*-T-Zellen beeinflussen; umgekehrt
haben Effektor- bzw. regulatorische CD4*-T-Zelluntergruppen Auswirkungen auf
die Monozyten-/Makrophagen-Funktion. CD4*-T-Zellen spielen eine Rolle bei der
Differenzierung von Makrophagen. Das von CD4*-Th1-Zellen produzierte IFN-y
fordert den M1-Phanotyp und von Th2 oder Tregs produzierte Zytokine (IL-10,
IL-4, IL-13) den M2-Phéanotyp (Galvdao and Zong, 2013). Die Rolle der CD4*-T-
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Zelluntergruppen bei der Entwicklung zum tumoriziden M1- und tumorférdernden

M2-Phanotyp unterstreicht die mogliche Bedeutung dieser Korrelation.

Umgekehrt beeinflussen moglicherweise TAMs auch die Funktion von CD47*-
Tregs. TAMs verhindern die Produktion von Zytokinen, die tumorspezifische
CD8*-T-Zellen und CD4*-Th1-Zellen (Th1) aktivieren, und wirken Uber die For-

derung der Funktion von CD4*-Tregs tumorunterstitzend (Wei et al., 2013).

Korrelation zwischen PD-1 und CD8

Weiter konnte die moderate positive Korrelation zwischen der PD-1- und CD8-
Expression in den Tumorproben bei Erstdiagnose (rs = 0,7) und zum Zeitpunkt
der Progression (rs = 0,6) in der vorliegenden Matched-pairs Kohorte auf eine
immunsuppressive Situation in der Tumorumgebung hinweisen. Das Oberfla-
chenprotein PD-1 wird von aktivierten T-Zellen exprimiert (Kelly et al., 2020). Das
durch die Interaktion von PD-L1 exprimierenden Tumorzellen mit PD-1 ausge-
|0ste negative Signal unterdrickt die Anti-Tumor-Aktivitdt der CD8*-T-Zellen
(Nowicki et al., 2017).

Auch in einer anderen Studie bestand bei GBM-Patienten eine signifikante Kor-
relation zwischen Tumor-infiltrierenden CD8*-PD-1*-T-Zellen und PD-1*-Lym-
phozyten (p < 0,001), aber keine Korrelation zwischen PD-L1 und CD8 (Berghoff
et al., 2015).

Li et al. (2018a) beobachteten eine signifikant verstarkte PD-1-Expression in
CD8*-T-Zellen nach RT. In einer weiteren Studie an GBM-Mausmodellen erhéhte
eine fraktionierte RT die PD-1-Expression in CD8*-T-Zellen. Zudem verlangerten
IC-Inhibitoren das Uberleben (Dovedi et al., 2014). Weiter verstarkte ebenfalls in
GBM-Mausmodellen Anti-PD-1 die Wirksamkeit von TMZ deutlich, indem es die
Expression von PD-1 und des Lymphozyten-Aktivierungsgens 3 (LAG-3) verrin-
gerte (Park et al., 2019). Diese Befunde lassen vermuten, dass die Verabrei-
chung von IC-Inhibitoren die Ansprechraten von RT-/CT-Ansatzen verbessern

kann.
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In einer Standarddosierung verabreichtes TMZ erhdhte die Expression von Er-
schopfungsmarkern (PD-1) in T-Zellen, wohingegen metronomische Dosen von
TMZ diesen Effekt nicht zeigten (Karachi et al., 2019). In Mausen bewirkte eine
Anti-PD-1-Therapie bei der Gabe metronomischer TMZ-Dosen, nicht aber bei der
Gabe von Standard-TMZ-Dosen einen Uberlebensvorteil (Dai et al., 2018).

4.5 Prognostische Faktoren fuir das PFS
Obwonhl die GBM-Progression derzeit nicht vermeidbar ist, fehlen etablierte Stan-
dards fur einen Zweitlinien-Behandlungsansatz. Klinische Faktoren wie das Alter
bei der Diagnose, die Tumorlokalisation, die Karnofsky-Performance-Status-
Scale sowie das Operationsausmal und histopathologische Faktoren sind wich-
tige prognostische Faktoren fur das GBM (Lamborn et al., 2004). Laut Studien
zeigen Frauen ein langeres OS als Manner (Barone et al., 2009, Tseng and
Tseng, 2005). Frauen besitzen im Vergleich zu Mannern eine starkere angebo-
rene und adaptive Immunantwort. Dazu zahlen eine effizientere APC- und Mak-
rophagenaktivierung, hohere Spiegel von B-Zellen, Ab und CD4*-T-Zellen, ein
héhere CD4*/CD8*-Verhaltnis und eine verstarkte Th2-Zellantwort. Manner zei-
gen dagegen im Durchschnitt héhere Konzentrationen an CD8*-T-Zellen, Tregs

und eine starkere Th1-Zellantwort (Klein and Flanagan, 2016).

Ein fortgeschrittenes Alter ist ein etablierter Pradiktor fur eine schlechte Prognose
beim GBM. Eine mogliche Ursache fur die altersabhangige Erhdhung der Morbi-
ditédt und Mortalitat ist die mit dem Alter abnehmende CD8*-T-Zellfunktion und
damit abnehmende Anti-Tumorwirkung (Schwab et al., 1997). Eine Abnahme der
Produktion von T-Zellen im Thymus begleitet die Alterung und verlauft parallel
zur altersabhangigen Zunahme der GBM-Progression (Wheeler et al., 2003).
Diese Daten unterstitzen die Bedeutung neu generierter T-Zellen fiur das Tumor-

Outcome.

Mehrere Studien beschreiben eine Korrelation zwischen Tumor-infiltrierenden
Immunzellen und dem Outcome von GBM-Patienten. Mogliche Unterschiede in
der Immunumgebung von Tumoren bei der Erstdiagnose und progredienten Tu-

moren und deren potenzielle Assoziation mit der Tumorprognose wurden bislang

110



nicht untersucht. Insbesondere fehlen Studien mit gepaarten Proben (Tumor bei
Erstdiagnose / Progression) derselben Patienten. In der vorliegenden Matched-
pairs Kohorte wurde der Einfluss der TILs (CD3*-, CD4*-, CD8*-T-Zellen), TAMs
(CD163, MSR1 (CD204)) sowie der Expression von IC-Inhibitoren (PD-1, CTLA-
4, PD-L1) auf das PFS untersucht. Analysiert wurden die Werte im Tumor bei der
Erstdiagnose und die Veranderung der Werte von der Erstdiagnose bis zum pro-

gredienten Tumor.

Lymphozyten-Marker (CD3, CD4, CD8) und PFS

Eine starkere Infiltration mit CD8*-Zellen (> 5 % vs. <5 %: medianes PFS 10
Monate vs. 7 Monate) und eine geringere Infiltration mit CD4*-Zellen (£ 5 % vs.
> 5 %: medianes PFS 15 Monate vs. 7 Monate) im Tumor bei der Erstdiagnose
war in der vorliegenden Matched-pairs Kohorte mit einem verlangerten PFS as-
soziiert. Im Krankheitsverlauf verlangerte eine Zunahme der Infiltration mit
CD3*-, CD4*- und CD8*-Zellen im progredienten Tumor das PFS im Vergleich zu

einer Abnahme bzw. konstanten Infiltration.

Laut zahlreicher Studien sind eine erhdhte Anzahl CD3*- und CD8*-T-Zellen bei
der Erstdiagnose mit einem verlangerten OS von GBM-Patienten verbunden. Be-
zliglich der Korrelation zwischen der CD4*-T-Zellinfiltration und dem OS der Pa-

tienten liegen kontroverse Befunde vor.

In der Studie von Yang et al. (2010) mit 108 GBM-Fallen waren hohere Konzent-
rationen von CD87-TILs bei neu diagnostizierten GBMs mit einem langeren OS
assoziiert (T-Zellinfiltrate bei Langzeit- vs. Kurzzeitiberlebenden: 38 vs. 20 %;
p < 0,006). Auch in einer anderen Studie korrelierte eine ausgepragtere CD8*-
TIL-Infiltration mit einer guten Prognose (Madkouri et al., 2017). In einer weiteren
Analyse erwiesen sich ein hoher CD4*- und niedriger CD8*-TIL-Spiegel in GBMs
bei der Erstdiagnose als unabhangige Pradiktoren fir ein schlechtes PFS und
OS (n =90) (Han et al., 2014).

Kmiecik et al. (2013) fanden bei GBM-Patienten (n = 65) eine Korrelation zwi-
schen einer erhéhte CD3*- und CD8*-Zellinfiltration bei der Erstdiagnose und ei-

nem verlangerten OS; eine Korrelation zwischen der CD4*-Zellinfiltration und
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dem OS war nicht erkennbar. Dagegen bestand in einer weiteren Studie eine
Assoziation zwischen der CD4*-Zellinfiltration und dem OS: Eine erhdhte Anzahl
intratumoraler Effektor-T-Zellen (CD8*- und CD4*- Lymphozyten) bei der Diag-
nose korrelierte signifikant mit einem besseren OS (n = 44, immunhistochemi-
sche Analyse mit computergestutztem TissueFAXS) (Lohr et al., 2011). In einer
weiteren Studie waren jedoch hohere CD4*-Zellwerte signifikant mit einem kur-
zeren OS verbunden (Orrego et al., 2018). Wang et al. (2021) wiederum wiesen
keine signifikante Korrelation zwischen den Spiegeln Tumor-infiltrierender CD4*-
und CD8*-T-Zellen oder dem CD4*/CD8*-Verhaltnis bei der Erstdiagnose und
dem OS von GBM-Patienten nach.

Die Rolle der CD4*-T-Zellen in der Tumormikroumgebung ist aufgrund ihrer funk-
tionell unterschiedlichen Subgruppen (Th, Tregs, CD56*-immunsuppressive T-
Zellen) umstritten. CD4*-Th-Zellen spielen eine entscheidende Rolle fur die
adaptive Immunantwort, einschliel3lich der Aktivierung von CD8*-TILs (Bos et al.,
2012, Ho et al., 2002). Daher wurde das Vorhandensein von CD4*-Th-Zellen mit
einem besseren Uberleben bei malignen Erkrankungen in Verbindung gebracht.
Andererseits dampfen CD4*-Tregs die Anti-Tumor-Immunitat und férdern die Tu-
morprogression (Zamarron and Chen, 2011). Tregs sind ungtinstige prognosti-
sche Marker beim GBM (Quillien et al., 2019) und bei anderen Tumoren wie
Brustkrebs (Bates et al., 2006) und Leberzellkarzinome (Gao et al., 2007).

Ein Ungleichgewicht im Th1/Th2-Verhaltnis ist ein wichtiger Induktor der GBM-
Progression. Zu den Ursachen einer Th-Zelldysfunktion in der GBM-Mikroumge-
bung zahlt die Expression von immunsuppressiven Molekulen (Kumar et al.,
2006). Th1-Zellen téten Tumorzellen ab, indem sie IFN-y in die Tumormikroum-
gebung sezernieren. Die von Th2-Zellen abgegebenen Typ-2-Zytokine (IL-4, IL-
5, IL-10, IL-13) fordern dagegen die Tumorprogression (Gong et al., 2018). Die
Abnahme des IL-12-Spiegels und der Anstieg des IL-10-Spiegels im Kreislauf
von GBM-Patienten spiegeln eine systematische Immunsuppression wider
(Kumar et al., 2006). GBM-Patienten weisen eine signifikante Zunahme von Th2-
Zellen auf; dies trifft insbesondere auf Patienten mit progredientem GBM zu (Shi-
mato et al., 2012). Bei einer Anreicherung von Th1low-Th2low- und Th1high-

Th2low-Zellen in der Tumormikroumgebung zeigen GBM-Patienten eine bessere
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Prognose als bei einer Zunahme von Th1high-Th2high-Zellen. Dieser Befund
deutet darauf hin, dass eine Zunahme von Th2-Zellen die Entwicklung von GBM
fordert (Takashima et al., 2018).

Immuncheckpoint-Parameter (PD-1, PD-L1, CTLA-4) und PFS

Bei PD-1 und CTLA-4 handelt es sich um inhibitorische, auf T-Zellen exprimierte
Immunrezeptoren (IC-Inhibitoren), deren Funktion in der Tumormikroumgebung
fehlreguliert ist (Parry et al., 2005). PD-1 wird uberwiegend von T-Zellen und sel-
tener von B-Zellen, aktivierten Monozyten, DCs und NK-Zellen exprimiert
(Akinleye and Rasool, 2019). Die Wechselwirkung von PD-1 mit seinen Liganden
(PD-L1, PD-L2) auf Tumorzellen hemmt die T-Zellaktivierung und Zytokinproduk-
tion. Die Abschwachung der T-Zellantwort ermdglicht dem Tumor eine Immun-
flucht (immune escape) (Seliger, 2019). Das auf aktivierten Tregs exprimierte
CTLA-4 interagiert mit CD80 und CD86 auf APCs. Dadurch werden kostimulato-
rische Signalwege gehemmt und die Aktivierung von T-Zellen verringert (Romani
et al., 2018). Die Interaktion von PD-1 und CTLA-4 mit ihren Liganden verursacht
eine T-Zellinaktivierung bzw. Apoptose (Fecci and Sampson, 2019). Eine erhdhte
Expression von PD-1 und CTLA-4 auf Hirntumorzellen verringert die Phagozy-
tose durch TAMs (Gordon et al., 2017) und verursacht eine Erschoépfung der T-
Effektorzellen (You et al., 2021).

In der vorliegenden Matched-pairs Kohorte war eine hohere PD-1/PD-L1-Expres-
sion bei der Erstdiagnose und eine Abnahme der PD-1/PD-L1-Expression im
Krankheitsverlauf (gemessen im progredienten Tumor) mit einem langeren PFS
verbunden. Weiter flhrte eine fehlende CTLA-4-Expression im Tumor bei der
Erstdiagnose zu einem verlangerten PFS. Ein Anstieg der PD-1-Expression nach
der Therapie war im Vergleich zu einer konstanten Expression bzw. Abnahme

der Expression mit einem kurzeren PFS verbunden.

Eine hohe PD-1-Expression und seiner Liganden geht auch in anderen Studien
mit einer schlechten Prognose einher (Chen et al., 2018a). Gliome mit einer ho-
hen CTLA-4-Expression zeigten eine starkere Infiltration von Immunzellen und

ein schlechteres OS (Liu et al., 2020). Beim GBM korrelierte die Expression von
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CTLA-4 auf CD4*- und CD8*-Zellen negativ mit OS (Fong et al., 2012). Laut im-
munhistochemischer Studien war ein hohes PD-L1-Expressionsniveau mit einem
signifikant kirzeren OS bei Gliompatienten assoziiert (Han et al., 2017, Lee et
al., 2018, Nduom et al., 2016, Liu et al., 2013, Pratt et al., 2019). Andere immun-
histochemische Analysen fanden dagegen keinen signifikanten Zusammenhang
zwischen der PD-L1-Expression und dem OS bei Gliompatienten (Berghoff et al.,
2015, Miyazaki et al., 2017, Zeng et al., 2016).

Das Fehlen standardisierter experimenteller Parameter, definierter Cut-off-Werte
und die Heterogenitat der Kohorten sind mdgliche Grinde fur diese teils wider-
spruchlichen Befunde zum Effekt der untersuchten IC-Parameter auf das PFS
und OS. Zur Validierung der Befunde sind Studien an groReren homogenen Ko-

horten mit definiertem molekularen Subtyp erforderlich.

Die Wirksamkeit von Inhibitoren der Wechselwirkung von PD-1 und PD-L1 als
Monotherapie oder in Kombination mit CTLA-4-Inhibitoren wurde beim Melanom
(Larkin et al., 2015) und nicht-kleinzelligem Lungenkrebs (Brahmer et al., 2015)
nachgewiesen. Studien zum therapeutischen Einsatz von IC-Inhibitoren beim
GBM zeigten jedoch enttduschende Ergebnisse (Sanders and Debinski, 2020,
Yang et al., 2021). In einer Phase-II-Studie erhéhte praoperativ verabreichtes Ni-
volumab (PD-1-Inhibitor) jedoch die Chemokin-Expression und die klonale Diver-
sitat der T-Zellrezeptoren und damit vermutlich die Immunzellinfiltration und die

Anti-Tumor-Immunantwort (Schalper et al., 2019).

Neuere Studien belegen, dass Anti-CTLA-4 hauptsachlich durch die Eliminierung
von Tregs wirkt (Sharma et al., 2019) und Anti-PD-1 / Anti-PD-L1 durch die An-
regung der IFN-y-Produktion in CTLs, die wiederum die IL-12-Abgabe in DCs und
in Folge die weitere Stimulierung der CTLs fordert (Garris et al., 2018).

Neben PD-1 und CTLA-4 inhibieren auch das T-Zellimmunglobulin und Mucin-
Domane-3-Protein (TIM-3) das Lymphozyten-Aktivierungsgen 3 (Lag-3) und der
T-cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains (TIGIT) die T-Zellfunktionen
(Woroniecka et al., 2018a). Diese Proteine sind daher weitere mogliche Zielstruk-

turen fir eine Tumortherapie.
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Die Blockade eines einzelnen IC scheint beim GBM fur eine Reaktivierung der
unterdrickten Immunantwort nicht auszureichen, da sich dieser Tumor durch
eine ausgepragte Immunsuppression auszeichnet (Wang et al., 2019c). Fur ho-
here Ansprechraten ist die Entwicklung von Kombinationstherapien erforderlich.
Fir ein bessere Prognose therapeutischer Reaktionen ist die Aufklarung der mo-
lekularen Mechanismen der Immunantworten in der Tumormikroumgebung erfor-
derlich.

Makrophagen-Marker (CD163, MRS1) und PFS

TAMs beeinflussen die Prognose je nach Tumortyp unterschiedlich. Laut einer
Metaanalyse von 55 Studien korreliert eine hohe TAM-Expression bei einigen
Tumorentitaten (z. B. Magen-, Blasen-, Ovarialkarzinom) mit einem schlechteren
Uberleben, bei anderen (z. B. nicht-kleinzelliger Lungenkrebs, Kolorektalkarzi-
nom) ist sie dagegen mit einer besseren Prognose assoziiert (Zhang et al., 2012).
Bei Hirntumoren sind TAMs tendenziell mit einer schlechten Prognose verbun-
den. Vermutlich fordern TAMs zahlreiche tumorfordernde Aktivitaten wie die An-
giogenese, die Migration und Invasivitat von Tumorzellen und unterdricken die
adaptive Anti-Tumor-Immunitat (Fu et al., 2020, Pan et al., 2020).

Laut Studien kommunizieren TAMs aktiv Uber die Produktion von |8slichen Fak-
toren (IL-6, IL-10, TGF-B1) mit Tumorzellen (Ye et al., 2012, Wagner et al., 1999).
Diese parakrinen Zytokine sind meist tumorunterstitzend und aktivieren in Tu-
morzellen intrinsische Signalwege, die die Proliferation, Invasion und Vaskulari-
sierung fordern. Weiter sind TAMs eng mit Gliomstammzellen (GSCs) assoziiert.
Diese Untergruppe neoplastischer Zellen mit stammzellahnlichen Eigenschaften
weisen tumorinitierende Charakteristika auf, die die maligne GBM-Progression
fordern (Zhou and Bao, 2014, Wu et al., 2010).

Tumorzellen sezernieren immunmodulatorische Zytokine, die eine Differenzie-
rung der TAMs in den immunsuppressiven M2-Phanotyp unterstitzen. Immun-
suppressive myeloide Zellen (M2-TAMs, Myeloid-derived suppressor cells
(MDSCs)) sezernieren Zytokine (IL-6, IL-10, IL-4R-alpha, Fas-Ligand, CCL2,
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PGE2, Epidermal growth factor (EGF), VEGF und MMP-9), die die CTL-Funktion

unterdricken und die Proliferation von Tumorzellen férdern (Wang et al., 2019c).

In einer immmunhistochemischen Studie war ein hoherer Anteil an CD163*-Zellen
mit einer schlechteren Prognose bei GBM-Patienten (n = 98) verbunden (Marti-
nez-Lage et al., 2019). In einer weiteren Analyse korrelierte eine hohe CD163-
Expression signifikant mit einem kirzeren OS bei GBM-Patienten (n = 95) (An-
novazzi et al., 2018). Laut verschiedener Datenbanken (Chinese Glioma Ge-
nome Atlas (CGGA), The Cancer Genome Atlas (TCGA)) zeigen GBM-Patienten
mit einer hdheren CD163-Expression ein signifikant kiirzeres OS als Patienten
mit niedriger CD163-Expression (Liu et al., 2019). Bei Astrozytomen Grad Il zeig-
ten Patienten (n = 36) mit geringen im Vergleich zu Patienten mit hohen immun-
histochemisch nachgewiesenen CD163*-Zellzahlen im Tumor eine signifikant
langere 5-Jahres-Uberlebensrate (mediane Uberlebenszeit 239 vs. 57 Wochen)
(Prosniak et al., 2013). Dagegen fanden Zeiner et al. (2019) eine signifikant po-
sitive Korrelation zwischen der immunhistochemisch nachgewiesenen Anzahl an
CD163*-TAMs im vitalen Tumorkern und dem OS von GBM-Patienten ohne
IDH1-(R132H)-Mutation (n = 241).

In der vorliegenden Matched-pair Kohorte war eine niedrigere CD163-Expression
zum Zeitpunkt der Erstdiagnose (CD163 1-24 %: 10 Monate vs. CD163 25—
50 %: 6 Monate) und eine Zunahme der CD163-Expression (Zunahme: 10 Mo-
nate vs. Abnahme: 8 Monate) nach der Therapie mit einem verlangerten PFS

verbunden.

Auch die MSR1-Expression scheint die Uberlebensrate von GBM-Patienten zu
beeinflussen. Eine mittels automatisierter quantitativer Immunfluoreszenz nach-
gewiesene hohe MSR1-Expression war bei Gliom Grad -1V (n = 460) mit einem
kirzeren OS verbunden (Sorensen et al., 2018). Laut dem Chinese Glioma Ge-
nome Atlas (CGGA) und dem Cancer Genome Atlas (TCGA) zeigen Patienten

mit einer hohen MSR1-Expression ein kirzeres OS (Liu et al., 2019).

In der vorliegenden Matched-pair Kohorte war eine niedrigere MSR1-Expression

zum Zeitpunkt der Erstdiagnose (< 50 %: 6 Monate vs. > 50 %: 10 Monate) und
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eine Zunahme der MSR1-Expression im Krankheitsverlauf (Zunahme: 8 Monate

vs. Abnahme: 6 Monate) mit einem kirzeren PFS assoziiert.

Zu den Aufgaben der mutmallich M2-ahnlichen MSR1*-TAM-Subpopulationen
in der GBM-Mikroumgebung zahlen die Phagozytose und Antigenprasentation;
sie zeigen wahrscheinlich keinen entzindungshemmenden und potenziell tumor-
fordernden TAM-Phanotyp (Zeiner et al., 2019).

Die teils widerspruchlichen Ergebnisse belegen, dass die Funktion der TAM-Sub-
populationen in Gliomen und die Bedeutung der MSR1- und CD163-Expression

noch unverstanden ist.

4.6 Limitationen der vorliegenden retrospektiven Matched-
pairs Analyse

Bei der Interpretation der Daten der vorliegenden Matched-pairs Kohorte sind
verschiedene Limitationen zu berucksichtigen. Aufgrund der auch in dieser Ana-
lyse deutlich werdenden Heterogenitat der GBMs sind flr die Charakterisierung
der GBM-Immunumgebung und fir den Vergleich von Tumoren bei Erstdiagnose
und progredienten Tumoren gréfRere Fallzahlen erforderlich. Mdglicherweise soll-
ten in Zukunft Cluster-Analysen beispielsweise mit definiertem molekularem Sub-

typ durchgeflihrt werden, um die Heterogenitat zu minimieren.

Aufgrund der geringen Fallzahl in der RT-Gruppe schien ein Vergleich der The-

rapie-Gruppen nicht sinnvoll, da keine validen Ergebnisse zu erwarten waren.

Zum Ausschluss untersucherabhangiger Faktoren und zur besseren Erfassung
der Heterogenitat der Proben wurde sich anstelle einer immunhistochemischen

Auswertung eine Einzelzell-RNA-Sequenzierung anbieten.

4.7 Schlussfolgerung und Ausblick
Die vorliegende retrospektive Matched-pairs Kohortenstudie belegt die aul3eror-
dentlich hohe Heterogenitat von GBMs. Varianzen wurden sowohl bei den Tu-

moren verschiedener Patienten als auch bei Tumoren desselben Patienten im
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Zeitverlauf (Erstdiagnose vs. Progression) detektiert. Daher ist ein zum Zeitpunkt
der primaren Resektion ermittelter Expressionsstatus zur Festlegung der Zielpro-
teine fur die Behandlung von progredienten GBMs nur bedingt geeignet. Viel-
mehr unterstreichen die Abweichungen in den vorliegenden Matched-pairs Daten
die Notwendigkeit einer Gewebeanalyse zum Zeitpunkt des Auftretens einer Pro-

gression.

Zudem fehlen derzeit definierte Cut-off-Werte fur die Expression der Zielproteine,

die eine standardisierte Therapieentscheidung erlauben.

Die widerspruchliche Datenlage zur Expression der untersuchten Marker lasst
sich durch die hohe GBM-Heterogenitat, variable Detektionsverfahren und durch
unterschiedliche Therapieverfahren (CT und/oder RT) erklaren. Zur Analyse der
Einflussfaktoren auf die Marker-Expression sind homogene Kohorten mit defini-
tivem molekularem Subtyp, groRere Fallgruppen und standardisierte Verfahren

erforderlich.

Laut der vorliegenden Spearman-Korrelationsanalyse korreliert die PD-1/PD-L1-
Achse mit histologischen TAM-Markern (MSR1/CD163) und die PD-1-Expression
mit der CD8-Expression. Beide Befunde weisen auf eine Immunsuppression in
der Tumormikroumgebung hin. Die Korrelation zwischen der CD4- und CD163-
Expression unterstiutzt die Theorie der Forderung des tumorunterstitzenden M2-

Phanotyps und der Infiltration von CD4*-Tregs in die Tumormikroumgebung.

Bei der vorliegenden Matched-pairs Kohorte erwies sich eine Zunahme der Lym-
phozyten- (CD3, CD4 und CD8) und der CD163*-TAM-Infiltration sowie eine Ab-
nahme der PD-1/PD-L1- bzw. MSR1-Expression im Krankheitsverlauf fir das
PFS als prognostisch gunstiger. Die begrenzte Wirksamkeit immuntherapeuti-
scher Strategien beruht vermutlich teilweise auf einem Einsatz der Wirkstoffe an

unselektierten Patientenpopulationen mit unbekannter Zielprotein-Expression.

Das Verstandnis der Wechselwirkungen zwischen den Akteuren des komplexen
Immunnetzwerkes ist flr die Entwicklung wirksamer und spezifischer Krebsthe-

rapeutika unverzichtbar.
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5 Zusammenfassung

Glioblastome (GBMs) sind aggressive Tumoren mit schlechter Prognose. Trotz
maximaler initialer Resektion und multimodaler Therapie zeigen etwa 70 % der
GBM-Patienten innerhalb eines Jahres nach der Diagnose eine Progression; we-
niger als 5 % der Patienten Uberleben die Diagnose langer als 5 Jahre. Aktuell
zielen Bestrebungen bei der Entwicklung von Therapien darauf ab, Wechselwir-
kungen von Immunzellen und Tumorzellen zu identifizieren, die das Tumor-
wachstum hemmen. Trotz zahlreicher Studien zu den Merkmalen Tumor-infiltrie-
render Immunzellen bei neu diagnostizierten GBMs fehlen entsprechende Daten
fur progrediente GBMs und Analysen mit Matched-pairs Proben (Tumor bei Erst-
diagnose / progredienter Tumor) derselben Patienten. In der vorliegenden retro-
spektiven Studie wurden 33 Matched-pairs Gewebeproben von im Zeitraum von
2008-2017 am Universitatsklinikum Tubingen behandelten GBM-Patienten
(Stupp-Therapie, Radiotherapie) immunhistochemisch analysiert. Dabei wurde
die Expression von Markern fir Tumor-infiltrierende Lymphozyten (TILs; Marker:
Cluster of Differentiation (CD)3, CD4, CD8) und Tumor-assoziierte Makrophagen
(TAMs; Marker: CD163, Makrophagen-Scavenger-Rezeptor 1 (MSR1)) sowie die
Expression von Immuncheckpoint-(IC)-Inhibitoren (Programmed cell death pro-
tein 1 (PD-1), Cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4 (CTLA-4), Pro-
grammed cell death protein ligand 1 (PD-L1)) und deren Einfluss auf das pro-

gressionsfreie Uberleben (PFS) untersucht.

Bei den TILs dominierten zu beiden Zeitpunkten (Erstdiagnose / Progression)
CD4*-T-Zellen in den Tumorproben. Bei einem Drittel der Tumorproben machten
bei der Erstdiagnose CD163- bzw. MSR1-exprimierende TAMs > 50 % der Zellen
aus. Der Anteil der CD163*- bzw. MSR1*-TAMs nahm in Proben progredienter
Tumoren bei 40 % bzw. 27,3 % der Matched-pairs zu. MSR1*-TAMs erwiesen
sich als Stupp-resistenter als CD163*-TAMs. In Uber der Halfte der Falle blieb
der Anteil der MSR1*-TAMs nach der Stupp-Therapie unverandert (54,5 %), bei
den CD163*-TAMs waren es 20 %. Die Proben zeigten zum Zeitpunkt der Erst-
diagnose in 73,1 % bzw. 88,5 % der Falle keine PD-1 bzw. CTLA-4-Expression.

In Proben progredienter Tumoren gab es keine klare Tendenz. Die PD-L1-Ana-

119



lyse ergab in 80 % der Falle eine maliige bis starke Expression bei der Erstdiag-
nose und haufig eine Zunahme PD-L1-Expression in den Proben progredienter

Tumoren.

Laut Spearman-Korrelationsanalyse war die PD-1/PD-L1-Achse mit histologi-
schen TAM-Markern (MSR1/CD163) assoziiert und die PD-1-Expression mit der
CD8-Expression. Beide Korrelationen weisen auf eine immunsuppressive Tu-
mormikroumgebung hin. Die Korrelation zwischen der CD4- und CD163-Expres-
sion spiegelt eine Koexistenz von tumorunterstitzenden TAMs vom M2-Phano-

typ und CD4*-regulatorischen-T-Zellen wider.

Eine Zunahme der Lymphozyten- (CD3-, CD4- und CD8) und CD163*-TAM-In-
filtration und eine Abnahme der PD-1/PD-L1-Expression und MSR1*-TAM-Infilt-

ration im Krankheitsverlauf war mit einem verlangerten PFS assoziiert.

Fir die Entwicklung immuntherapeutischer Strategien im Rahmen personalisier-
ter GBM-Behandlungen sind Kenntnisse der individuellen Charakteristika des
GBMs und der GBM-Mikroumgebung unverzichtbar. Die vorliegende Analyse im
Matched-pair Design verdeutlicht die Variabilitat der Tumoren und ihrer Mikroum-
gebung bezlglich TILs, TAMs und der IC-Markerexpression sowie die Haufigkeit
von Veranderungen dieser Parameter bei einer Progression. Fur die Therapie-
planung bei progredientem GBM ist daher ein im Rahmen der primaren Resek-
tion ermittelter Status nur bedingt geeignet, vielmehr sind zur Sicherstellung der
Wirksamkeit des therapeutischen Vorgehens aktuelle Gewebeanalysen unver-

zichtbar.
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