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Kurzreferat

Tumorassoziierte Makrophagen (TAMs) beeinflussen das Tumormikromilieu und kénnen zur
Tumorprogression beitragen. Sie polarisieren in M1 (klassisch aktiviert) und M2 (alternativ
aktiviert), erkennbar an den Markern CD68 (allgemeiner Makrophagenmarker), CD86 (M1)
und CD163 (M2). Diese Studie verglich die Infiltration von TAMs in Primértumoren von
Mammakarzinomen und den korrespondierenden Hirnmetastasen anhand der Marker CD68,
CD86, CD163 und PD-L1 in 27 gepaarten Proben sowie 26 weiteren Hirnmetastasen. CD68
wurde in den Hirnmetastasen stirker exprimiert, CD86 und CD163 dhnlich stark. Makrophagen
wurden stets hiufiger im Tumorstroma festgestellt. Die Uberlebenszeitanalyse der
Primértumoren ergab, dass eine hohe Expression von CD163 mit einem kiirzeren Intervall bis
zur Diagnose der Hirnmetastase korreliert. Eine hohe CD86-Expression in den Hirnmetastasen
war hingegen mit einem ldngeren Gesamtiiberleben verbunden. CD68 und CD163 zeigten eine
inverse Korrelation mit dem Vorliegen einer Meningeosis carcinomatosa. Weiterhin war CD86
mit einem hoheren Grading und CD163 mit hormonrezeptornegativen Tumoren assoziiert. PD-
L1 wurde vor allem in HER2/neu-positiven und triple-negativen Primértumoren sowie
Hirnmetastasen exprimiert, ohne Einfluss auf die Uberlebenszeit. Es zeigte sich, dass die PD-
L1-Expression im Primirtumor nicht zwangsldufig den Status der Hirnmetastase determiniert.
Die Ergebnisse dieser Arbeit heben den zum Teil ambivalenten Einfluss von TAMs auf die
Tumorprogression in Primirtumoren und in den Hirnmetastasen hervor. Angesichts der
diskordanten PD-L1-Expression in Primdrtumoren und Hirnmetastasen stellt sich die Frage

nach einer standardisierten Analyse der PD-L1-Expression in cerebralen Metastasen.
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1 Einleitung

1.1 Epidemiologische Bedeutung des Mammakarzinoms

Brustkrebs ist mit einer Inzidenz von 2,26 Millionen im Jahr 2020 erstmals das am héufigsten
diagnostizierte Malignom weltweit 2. Mit 684.996 Todesféllen ist das Mammakarzinom global
betrachtet die haufigste Krebstodesursache der weiblichen Bevolkerung 2. GeméB einer
gemeinsamen Publikation des Robert Koch-Instituts und der Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. wurde im Jahr 2018 in der
Bundesrepublik Deutschland bei 69.900 Frauen sowie 720 Ménnern eine Brustkrebsdiagnose
gestellt 3. Basierend auf den aktuellen Inzidenzraten erkrankt somit statistisch gesehen etwa
eine von acht Frauen im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs . Das Durchschnittsalter bei

Diagnosestellung betriagt 64 Jahre 3.

Seit Einfiihrung des Mammographie-Screenings im Jahr 2005 wurde zunichst ein erwarteter
Anstieg an Neudiagnosen verzeichnet, gefolgt von einem allmdhlichen Riickgang 3.
Unabhéngig von der Altersgruppe konnte in randomisierten kontrollierten Studien bei
regelméBiger Teilnahme iiber zehn Jahre eine Senkung der Mortalitit um 20 % nachgewiesen
werden >%. Dariiber hinaus zeigen die brustkrebsassoziierten Sterberaten seit Ende der 1990er
Jahre einen kontinuierlichen Riickgang, was auf verbesserte diagnostische Verfahren und
Therapieoptionen zuriickzufiihren ist. >7. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate in Deutschland
betrug 2017 zwischen 86-89 % und wird insbesondere durch das Auftreten von Rezidiven und

Metastasen begrenzt >

1.2 Klassifikation und molekulare Subtypen des Mammakarzinoms

Als maligne epitheliale Tumore des Brustdriisenparenchyms sind Mammakarzinome durch eine
hohe Heterogenitit gekennzeichnet. Ein entscheidender Aspekt dieser Vielfalt ist die Einteilung
in folgende molekulare Subtypen, basierend auf der Expression verschiedener Rezeptoren:
Luminal A, Luminal B, HER2/neu-positiv und Triple-negativ °. Diese Subtypen beeinflussen
die biologischen Eigenschaften der Tumore, deren Verlauf, Prognose sowie das Ansprechen
6

auf verschiedene Therapieformen Tumore mit positiven Hormonrezeptoren (HR)



exprimieren Ostrogen- und/oder Progesteronrezeptoren (ER/PR) und haben in der Regel die
beste Prognose unter den Brustkrebstypen '°. Eine Uberexpression des HER2/neu-Rezeptors
findet sich in etwa 20 % der Mammakarzinome !'. Diese Tumore neigen zu einem
aggressiveren Verlauf und sind mit einer schlechteren Prognose verbunden. Allerdings konnten
die Uberlebenschancen von Frauen mit HER2/neu-positivem Brustkrebs durch die Einfiihrung
zielgerichteter Therapien wie Trastuzumab in den letzten Jahren erheblich verbessert werden
12 Tumore, die weder Hormonrezeptoren noch HER2/neu exprimieren, werden als ,,triple-
negativ bezeichnet. Diese Tumore haben insgesamt die schlechteste Prognose, zeigen eine

hohere Rezidivrate und gehen mit weniger therapeutischen Optionen einher 314,

Die Klassifikation des Brustkrebses erfolgt nach dem TNM-System, das die Tumorgrofe (T),
den Lymphknotenstatus (N) und das Vorhandensein von Fernmetastasen (M) beriicksichtigt.
Diese Parameter sind in der aktuellen UICC/AJCC-Klassifikation zusammengefasst und dienen
der Kategorisierung des Tumors in verschiedene Schweregrade. Die géngige Klassifikation

sowie die Einteilung der molekularen Subtypen sind in Tabelle 1 und 2 dargestellt °:

Tab. 3: UICC/AJCC-Klassifikation und TNM-Staging des Mammakarzinoms

UICC/AJCC-Stadium TNM-Klassifikation
0 Tis, NO, MO
1A
T1, N0, MO
I B ,
TO-T1, pN1mi, MO
JIVN
TO-T1, N1, MO
11
T2, N0, MO
11IB
T2, N1, MO
T3, N0, MO
IITA
T0-T2, N2, MO
T3, N1-N2, M0
111 11IB
T4, NO-N2, MO

IIC
Jedes T, N3, MO

1A% .
Jedes T, jedes N, M1




Tab. 4: Molekulare Subtypen des Mammakarzinoms

Subtyp Biomarker
ER PR HER2/neu Ki-67

Luminal A ER- und/oder PR-positiv Negativ Niedrig

HER2/neu- ER- und/oder PR-positiv Negativ Hoch
Luminal B

HER2/neu+ ER- und/oder PR-positiv Positiv Hoch oder Niedrig
HER2/neu+ Negativ Negativ Positiv -
Triple-negativ Negativ Negativ Negativ -

1.3 Das metastasierte Mammakarzinom

Etwa 20-30 % der Frauen mit friih diagnostiziertem Brustkrebs entwickeln im Verlauf
Metastasen, wihrend bei 6-10 % der Erkrankten bereits initial die Diagnose eines Stadium IV
gestellt wird 1. Der Zeitpunkt des Rezidivs variiert abhingig vom molekularen Subtyp: Triple-
negative Tumore neigen beispielsweise innerhalb der ersten zwei Jahre zu einem Riickfall,
wihrend luminale Karzinome bis zu 25 Jahre spiter rezidivieren konnen !¢, Nach
stattgefundener Fernmetastasierung sinkt die relative 5-Jahres-Uberlebensrate rapide auf 27 %
mit einer medianen Uberlebenszeit von zwei bis drei Jahren. Hinsichtlich der Lokalisation sind
ossire Metastasen die hidufigste Form, gefolgt von pulmonalen und hepatischen

Absiedlungen °.

1.4 Cerebrale Metastasen

Hirnmetastasen treten vorwiegend im Rahmen fortgeschrittener Krebserkrankungen auf und
stellen die hdufigste Form intracerebraler Tumoren dar !7. Die Symptome konnen die
Lebensqualitét erheblich beeintrachtigen und umfassen insbesondere Kopfschmerzen, fokal
neurologische Defizite, Krampfanfille sowie neuropsychologische Storungen '8. Studien
zufolge entwickeln zwischen 10-30 % der Krebspatienten im Verlauf eine cerebrale
Manifestation '*2°. Zu diesem Zeitpunkt bestehen bei 60-80 % der Betroffenen bereits

synchrone Metastasen. Wahrend singuldre Hirnmetastasen bevorzugt von Brust-, Darm- und



Nierenkrebs ausgehen, neigen das maligne Melanom sowie Lungenkarzinome eher zu

multiplen Lésionen 2122,

Ursdachlich fir 67-80 % der Hirnmetastasen sind insbesondere Lungenkarzinome,
Mammakarzinome sowie das maligne Melanom. Weitere Tumorentititen mit einer Tendenz
zur cerebralen Metastasierung sind vor allem kolorektale Karzinome sowie
Nierenzellkarzinome 2!. Wihrend der groBte Anteil an Hirnmetastasen von Lungenkarzinomen

stammt, weist das maligne Melanom offenbar die hochste cerebrale Metastasierungstendenz

auf 20,22.

Mammakarzinome bilden iiber alle Tumorstadien gemittelt in etwa 5,1 % der Félle cerebrale
Metastasen. Dennoch ist Brustkrebs, aufgrund der hohen Inzidenz, nach Lungenkarzinomen
das am zweithdufigsten ursichliche Malignom 2%2!, Zu den Risikofaktoren fiir die Entwicklung
cerebraler Metastasen bei Brustkrebs zdhlen insbesondere HER2/neu-positive und triple-
negative Subtypen sowie das Vorliegen weiterer extrakranieller Metastasen 2%2324, In der
Metaanalyse von Kuksis et al. wurde die gepoolte Inzidenz von Hirnmetastasen bei Frauen mit
metastasiertem Brustkrebs folgendermaBen geschitzt: 31 % (HER2/neu+, HR-), 32 % (Triple-
negativ) und 15 % (HR+, HER2/neu-) 24,

Die Prognose der Betroffenen ist schlecht und das Gesamtiiberleben unterscheidet sich in
Abhidngigkeit von der betrachteten Studie. Neben einem erhohten Risiko fiir das Auftreten von
cerebralen Metastasen, geht eine HER2/neu-Uberexpression jedoch mit einer im Vergleich
besseren Prognose einher. In einer groBBen multizentrischen Studie aus 2019 von Darlix et al.
betrug das mediane Gesamtiiberleben nach Hirnmetastasierung 7,9 Monate. Betrachtet man die
Subgruppen, zeigte sich folgendes medianes Uberleben: 18,9 Monate (HER2/neu+, HR+), 13,1

Monate (HER2/neu+, HR-), 4,4 Monate (Triple-negativ) und 7,1 Monate (HER2/neu-, HR+)
25

1.5 Makrophagen-Polarisation

Makrophagen zeichnen sich durch eine hohe Plastizitit aus und kénnen abhéngig von lokalen
Signalen zu verschiedenen funktionellen Subtypen polarisiert werden 2°. Aus einem groBen

Spektrum an Differenzierungszustinden lassen sie sich anhand ihres Arginin-Metabolismus in



zwei Hauptformen unterscheiden: Klassisch aktivierte M1-Makrophagen und alternativ

aktivierte M2-Makrophagen 27

Die klassische Aktivierung erfolgt in der Gegenwart von antimikrobiellen
Lipopolysacchariden, TNF-a sowie durch Th1-Zellen via IFN-y. Dies geht mit einer erhohten
Expression von Antigenen und proinflammatorischen Zytokinen wie beispielsweise IL-6, IL-
12, IFN-y und reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) einher 2%, Beziiglich des Arginin-
Stoffwechsels zeichnen sich M1-Makrophagen durch eine erhdhte Aktivitdt der induzierbaren
Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) aus. Dadurch werden antimikrobielle und zytotoxische

Effekte vermittelt 27-2931,

Alternativ aktivierte Makrophagen werden durch Th2-Zellen mittels IL-4 und IL-13 induziert.
Dariiber hinaus kann beispielsweise auch eine Aktivierung durch Glukokortikoide erfolgen 32,
Dieser Phénotyp zeichnet sich durch die Produktion von antiinflammatorischen Zytokinen wie
IL-10 und den TGF-p aus 2%, Der Arginin-Metabolismus ist durch eine erhéhte Expression
der Arginase gekennzeichnet, welche die Umsetzung von Arginin zu Ornithin katalysiert.
Ornithin kann hingegen entweder zu Polyaminen (Spermidin, Putrescin, Spermin) oder Prolin
umgewandelt werden. Polyamine spielen eine entscheidende Rolle bei der Regeneration und
Proliferation von Gewebe, wihrend Prolin essenziell fiir die Kollagensynthese ist 2727,
Insgesamt sind M2-Makrophagen an Prozessen des Gewebeumbaus, der Angiogenese, der

Parasitenabwehr sowie an der antiinflammatorischen Immunmodulation beteiligt 22934,

1.6 Tumorassoziierte Makrophagen

Tumorassoziierte Makrophagen (TAMs) sind eine spezifische Population von Makrophagen
und beeinflussen als infiltrierende Immunzellen das Tumormikromilieu mafBgeblich. Die
Mikroumgebung des Tumors ist ein hochkomplexes und dynamisches Zusammenspiel
zwischen Tumorstroma, extrazelluldrer Matrix und Tumorzellen. Sie spielt eine entscheidende
Rolle bei der Progression, Metastasierung sowie Modulation der Immunantwort 3. TAMs
werden mithilfe von Chemokinen wie beispielsweise dem Makrophagen-Kolonie-
Stimulationsfaktor (M-CSF) und dem Monozyten-chemotaktischen Protein-1 (MCP-1/CCL2)
in die Mikroumgebung des Tumors rekrutiert 3¢3°. Sowohl M1- als auch M2-Makrophagen

sind als TAMs in Tumoren présent und kénnen bis zu 50 % der Tumormasse ausmachen 33,



Durch das hypoxische Tumormikromilieu und die dort vorherrschenden Zytokine erfolgt dann

40,41,42

zumeist die alternative Aktivierung zu M2-Makrophagen . Der immunsuppressive und

protumorale M2-Typ tragt auf verschiedene Art und Weise zur Tumorprogression bei:

Zu Beginn einer Tumorerkrankung kénnen TAMs mithilfe von Matrixmetalloproteasen eine
Kollagendegradierung der Basalmembran bewirken. Durch die Verletzung der Integritit der
Basalmembran wird die Invasion und Metastasierung gefordert *>#4. Eine Studie von Condeelis
und Segal aus dem Jahr 2003 konnte mittels Multiphotonenmikroskopie eine Wechselwirkung
zwischen Tumorzellen, Makrophagen und Blutgefdlen nachweisen. Dies stiitzt den Einfluss

von TAMs bei der Invasion .

Eine weitere Schliisselfunktion scheinen TAMs beim sogenannten ,,Angiogenic Switch* zu
spielen 4. Darunter versteht man den Ubergang eines Tumors von einem Stadium ohne oder
mit eingeschrinkter Blutversorgung zu einem Zustand, in dem der Tumor eigenstindig die
Bildung neuer BlutgefiBe anregt #’. Eine besondere Rolle hierbei spielt die Induktion von
VEGF und MMP-9 durch TAMs. Mittels MMP-9 tragen TAMs zur Freisetzung von VEGF aus
seiner an die extrazelluldre Matrix gebundenen Form bei **#°, Die chemokine Wirkung von
VEGF auf Makrophagen resultiert in einem positiven Feedback-Mechanismus, der eine
schnelle Vaskularisation des Tumors gewihrleistet >°. Abgesehen von der Angiogenese kann
VEGF zur Bildung von lymphatischen Gefdllen im peritumoralen Gewebe beitragen und
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dadurch eine lymphogene Metastasierung fordern °'. Ferner konnen TAMs iiber den

epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) die chemotaktische Migration von Tumorzellen zu

BlutgefédBen fordern 33,

In einer Studie mit dem Titel ,,Macrophages, estrogen and the microenvironment of breast
cancer* wiesen Mor et al. eine Ostrogenproduktion durch TAMs in Mammakarzinomen nach
54, Ostrogen wird aus Androgenen mit Hilfe des Enzyms Aromatase synthetisiert und ist ein

wichtiger proliferationsfordernder Stimulus sowie Risikofaktor fiir Brustkrebs 34,

Insgesamt produzieren TAMs vielfdltige immunmodulatorische Zytokine wie I1L-4, IL-10 und

TGF-B, wodurch eine antiinflammatorische Immunantwort induziert und dadurch zytotoxische

Reaktionen gehemmt werden 263,



1.7 Tumorassoziierte Makrophagen und PD-L1

Das Zusammenspiel zwischen PD-1 (Programmed Cell Death Protein 1) und PD-L1
(Programmed Death-Ligand 1) dient der Aufrechterhaltung der Immunhomdostase durch
Hemmung einer iiberschieBenden Immunantwort >’. Im Tumormikromilieu kann PD-L1 von
Tumorzellen sowie TAMs exprimiert werden und durch Interaktion mit PD-1 auf T-Zellen zu
deren Hemmung fiihren °%°°. Durch den Einsatz sogenannter Immuncheckpoint-Inhibitoren
konnten bei einer Vielzahl von Tumorentititen bemerkenswerte Ergebnisse erzielt werden.
Diese Antikorper blockieren die Wechselwirkung zwischen PD-1 und PD-L1, was zu einer
gesteigerten T-Zell-Aktivitit fiihrt 3. Basierend auf den Ergebnissen der KEYNOTE-522-
Studie wurde der PD-1-Antikorper Pembrolizumab im Jahr 2022, zur Behandlung des frithen
oder lokal fortgeschrittenen triple-negativen Mammakarzinoms von der Europédischen
Arzneimittel-Agentur (EMA) zugelassen. Die Indikation erstreckt sich auf die neoadjuvante
Anwendung in Verbindung mit einer Chemotherapie, sowie postoperativ als adjuvante

Monotherapie %!,

Leider sprechen einige Patientinnen nicht auf die Immuntherapie an oder erleiden nach

erfolgreicher Remission ein  Tumorrezidiv =~ %63,

Im  klinischen Alltag sind
Arzneimittelresistenzen gegen Checkpoint-Inhibitoren ein entscheidender Faktor, der die
Wirksamkeit limitiert. Ursdchlich dafiir sind insbesondere eine geringere Infiltration von T-
Zellen, deren Dysfunktion und Erschopfung sowie Verdnderungen in der Expression von PD-
L1 durch den Tumor . Ferner konnte eine Korrelation zwischen der Infiltration von TAMs
und Resistenzen gegeniiber PD-1/PD-L1-Antikérpern nachgewiesen werden . TAMs

verfiigen iiber verschiedene Mechanismen, welche die Resistenzbildung begiinstigen:

Wie zuvor erwihnt sind M2-Makrophagen in der Lage TGF-p zu sezernieren 26, Dies fiihrt zur
Rekrutierung regulatorischer T-Zellen und hemmt durch die verringerte Expression von IFN-y

66.67 Dariiber hinaus konnen TAMs iiber den

und Granzym B die Aktivitdt von T-Lymphozyten
COX-2/mPGES1/PGE2-Signalweg die Expression von PD-L1 auf tumorinfiltrierenden

myeloischen Zellen erhohen und somit die Immunantwort von CD8"-T-Zellen abschwéchen 8.

Das Transmembranprotein VISTA (V-domain immunoglobulin suppressor of T-cell activation)
ist ebenfalls ein negativer Regulator der Immunantwort und kann die T-Zell-Aktivierung

unterdriicken. Auflerdem kann VISTA die Bildung der Zytokine IL-10, TNF-a und IFN-y



durch T-Zellen hemmen %°. In Mammakarzinomen konnte beispielsweise eine Expression von

VISTA durch TAMs in der Tumormikroumgebung nachgewiesen werden’’,

Eine entscheidende Rolle spielt auch die Expression von PD-L1 auf TAMs 7!, In verschiedenen
Tumorentititen wie beispielsweise dem hepatozelluliren Karzinom oder dem Urothelkarzinom
konnte eine hohere Expression von PD-L1 auf Immunzellen als auf Tumorzellen selbst
nachgewiesen werden 7’273, Mithilfe eines myeloid-spezifischen PD-L1-Knockout-
Mausmodells konnten Petty et al. Im Jahr 2021 eindeutig nachweisen, dass die Expression von
PD-L1 auf TAMs von entscheidender Bedeutung fiir die Unterdriickung von intraturmoralen
CD8*-T-Lymphozyten ist. Eine Schliisselrolle bei der Regulation der PD-L1- Expression auf
TAMs spielt hierbei der in Tumoren vorkommende Sonic-Hedgehog-Signalweg. Durch die
Hemmung der zytotoxischen T-Zellen konnen TAMs somit zur Tumorprogression beitragen 7',
Dariiber hinaus konnte in der Studie von Gémez et al. nachgewiesen werden, dass TAMs die
Expression von PD-L1 im Mammakarzinom vermitteln konnen 7*. In Abbildung 1 sind die

gingigsten Funktionen von TAMs visualisiert:
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Abb. 11: Funktion von tumorassoziierten Makrophagen.



1.8 CD68

1.8.1 Allgemeiner Makrophagenmarker

Das Oberfldachenantigen CD68 ist ein lysosomal assoziiertes Glykoprotein mit einem Gewicht
von 110 kDa 7>76, CD68 ist stark exprimiert auf Zellen des mononukledr-phagozytéiren
Systems, wozu mobile und ortsstindige Makrophagen zéhlen. Zu den ortsstindigen
Makrophagen zdhlen beispielsweise Mikroglia, Kupffer-Zellen, Histiozyten und Osteoklasten
77-19 Weiterhin konnte eine vergleichbare Expression in Endothelzellen und Fibroblasten
nachgewiesen werden. Daher spielt bei der Interpretation der Immunhistochemie die
Zellmorphologie eine wichtige Rolle 882, Eine niedrigere Expression findet sich hingegen in
einer Vielzahl von Zellen, darunter neutrophilen Granulozyten, aktivierten B- und T-Zellen
sowie NK-Zellen 833, Das Antigen CD68 dient in der Immunhistochemie als Standardmarker
fiir die Detektion von Makrophagen beispielsweise in entziindetem Gewebe oder in Tumoren.
CD68 dient in gleichem Mafe der Farbung von M1- und M2-Makrophagen 3436, Die Funktion
von CD68 ist noch nicht hinreichend geklart. Allerdings nimmt CD68 Einfluss auf
physiologische und pathologische Prozesse. Dazu zdhlen unter anderem die Entstehung von

Arteriosklerose, Entziindungsreaktionen sowie die Tumorprogression 87-%9,

1.9 CD86

1.9.1 MI1-Makrophagenmarker

Das Oberflichenantigen CD86, auch bekannt als B7-2, wird auf antigenprisentierenden Zellen
wie beispielsweise B-Zellen, Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert. Seine
Hauptfunktion besteht in der Kostimulation von T-Zellen und in der Regulierung der
Immunantwort °1°2.  Daher werden MI1-Makrophagen antitumorale Eigenschaften
zugesprochen %3, In der Literatur wird CD86 als Marker fiir klassisch aktivierte MI-
Makrophagen beschrieben **. CD86 kann mit den auf T-Zellen vorkommenden Proteinen CD28

und CTLA-4 interagieren und dadurch ambivalente Immunreaktionen bewirken °2:

Nachdem eine antigenprésentierende Zelle ein fremdes Antigen aufgenommen hat, prisentiert

sie es via MHC-Komplex. Dabei kommt es zur Expression von CD86/CD80 auf ihrer



Zelloberflache. Eine naive T-Zelle erkennt den MHC-Antigen-Komplex und bindet diesen
mittels des passenden T-Zell-Rezeptors. AnschlieBend bindet das auf T-Zellen vorkommende
Rezeptorprotein CD28 an CD86/CDS80. Diese Interaktion flihrt zur vollstindigen Aktivierung

und Proliferation der T-Zelle %%,

CTLA-4 ist ein weiteres Oberflachenprotein, welches auf T-Zellen exprimiert wird. Es hat eine
gegenteilige Wirkung im Vergleich zu CD28 und bindet CD86 und CD80 mit hoherer Affinitit.
Die Bindung von CTLA-4 an CD86/CDS80 verringert die T-Zell-Aktivierung °>°6. Dadurch
wird eine iiberschiissige Immunantwort begrenzt und Autoimmunreaktionen verhindert *’. Eine
Blockade von CTLA-4 fiihrt dagegen zu einer gesteigerten Immunantwort und wird in der

Therapie von Malignomen genutzt °%.

1.10 CD163

1.10.1 M2-Makrophagenmarker

CD163 ist ein Himoglobin-Scavenger-Rezeptor (HbSR) mit einem Molekulargewicht von 130
kDa und wird ausschlieBlich auf Zellen monozytirer Abstammung exprimiert *°~192, Tm Jahr
2001 wurde durch die Arbeit von Kristiansen et al. der Einfluss von CD163 auf die Himostase
bekannt. Bei intravasaler Hédmolyse entsteht freies Hdmoglobin, welches mittels nicht
kovalenter Bindung an das Akut-Phase-Protein Haptoglobin bindet. Aufgrund der oxidativen
und toxischen Eigenschaften des eisenhaltigen Héms ist ein effizienter Abbau essenziell.
CDI163 vermittelt die calciumabhéingige Endozytose von Hamoglobin-Haptoglobin-
Komplexen in Makrophagen und die Konvertierung von Hé&m in Bilirubin, Eisen und
Kohlenmonoxid 01103104 Dariiber hinaus fithren Glukokortikoide, IL-10 und IL-6
insbesondere zur Aktivierung von M2-Makrophagen, die durch eine erhéhte Expression von
CD163 gekennzeichnet sind. Diese vermitteln iiber IL-10 sowie die antioxidativen
Abbauprodukte des Hims eine entziindungshemmende Regulierungsfunktion und sind an der
Angiogenese und Wundheilung beteiligt '9*105-197 Zygsitzlich kann die Interaktion zwischen
CD163 und verschiedenen Bakterien jedoch mit der Ausschiittung proinflammatorischer

Zytokine einhergehen %8,
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1.11 Zielsetzung der Studie

Ziel dieser Arbeit war es, die Infiltration tumorassoziierter Makrophagen sowie die damit
assoziierte PD-L1-Expression in Primdrtumoren des Mammakarzinoms und den

korrespondierenden Hirnmetastasen vergleichend zu analysieren:

1. Gibt es Expressionsunterschiede zwischen den Primértumoren und Hirnmetastasen?

2. Gibt es Expressionsunterschiede zwischen Tumornest und Tumorstroma?

3. Unterscheiden sich die Subtypen der Primirtumoren beziiglich ihrer Expression von
CD68, CD86, CD163 und PD-L1?

4. Wie korrelieren TAMs und PD-L1 mit klinischen Parametern der Primirtumoren und
Hirnmetastasen?

5. Welchen Einfluss haben TAMs und PD-L1 auf die Uberlebenszeiten?

11



2 Material und Methoden

2.1 Studienaufbau

In dieser Studie wurde die Infiltration tumorassoziierter Makrophagen in Primirtumoren von
Mammakarzinomen und ihren jeweiligen cerebralen Metastasen untersucht. Die Analyse
erfolgte an zuvor in Paraffin eingebettetem Gewebe. Das Kollektiv umfasst 53 Patientinnen,
die zwischen 2008 und 2021 an der Klinik fiir Neurochirurgie des Universitétsklinikums
Magdeburg operiert wurden. Aufgrund der hédufig extern durchgefiihrten Tumorresektion des
Primértumors wurde in Zusammenarbeit mit anderen pathologischen Instituten zunéchst das
fehlende Tumorgewebe akquiriert. Insgesamt konnten 27 gepaarte Proben sowie 26 weitere
cerebrale Metastasen untersucht werden. Die Oberflichenproteine CD68, CD86 und CD163
und PD-L1 wurden mittels immunhistochemischer Farbung dargestellt. AnschlieBend wurde
analysiert, ob sich das Expressionsverhalten zwischen den Primértumoren und Hirnmetastasen
unterscheidet und inwiefern eine Assoziation mit dem Krankheitsverlauf gegeben ist. In der
Analyse der molekularen Subgruppen wurden die HER2-neu-positiven Primirtumoren
aufgrund der geringen Stichprobengrofle zusammengefasst. Die Datengenerierung erfolgte
mittels ICD-Klassifizierung in der Datenbank CGM MEDICO sowie anhand von Daten des
Krebsregisters Sachsen-Anhalt. Fehlende Informationen des Kollektivs wurden mithilfe
anderer Behandler ergéinzt. Die Studie wurde von der Ethikkommission der Otto-von-Guericke-
Universitit Magdeburg genehmigt und im Einklang mit dem Votum durchgefiihrt (Studien-Nr.
146/19).

2.2 Material

Die vollstindige Liste der verwendeten Materialien ist als Anhang in Kapitel 8.1 beigefiigt.

2.3 Herstellung der TMA

Das Tissue Microarray (TMA) ist eine Technik, die in der Pathologie verwendet wird, um die
Analyse von Gewebeproben effizienter zu gestalten. Ein TMA besteht aus mehreren
Gewebeproben, die aus verschiedenen Spenderbldcken entnommen und anschlieend in einen

gemeinsamen Empfangerblock eingebettet werden. Das TMA umfasst bis zu 35 Biopsien und

12



kann dann wie eine einzige Gewebeprobe verarbeitet und analysiert werden. Diese Methodik
ermoglicht die gleichzeitige Untersuchung mehrerer Gewebeproben unter identischen
experimentellen Bedingungen und schont zudem Ressourcen. Zunédchst wurden HE-
Ubersichtsfarbungen angefertigt und anschlieBend geeignete Tumorregionen mittels
Lichtmikroskopie markiert. Dabei wurden, sofern moglich, folgende Areale unterschieden:
Tumornest und Tumorstroma. Das Tumornest wurde definiert als zellreicher
Tumorzellverband, der von bindegewebigem Tumorstroma umgeben ist. Das bindegewebige
Tumorstroma beinhaltet insbesondere Immunzellen, Fibroblasten sowie Endothelzellen und
GefdBe. Unter Zuhilfenahme des Arraymold-Kit E wurden Empfangerblocke fiir die Tissue
Microarrays hergestellt. Aus den markierten Regionen wurden Stanzzylinder aus den
Spenderbldcken entnommen und in die Empféangerblocke libertragen. AnschlieBend wurden die
fertigen TMAs mit einer Stdrke von 2 pm geschnitten, auf einen Objekttriger aufgezogen und

bei 37 °C iiber Nacht im Wiarmeschrank getrocknet.

2.4 Immunhistochemische Fiarbung

Anschliefend wurden die TMAs mit Antikorpern gegen CD68, CD86, CD163, PD-L1 und Ki-
67 immunhistochemisch gefdrbt. Bei einzelnen Proben war der Ki-67-Proliferationsstatus
unbekannt, weshalb eine Nachbestimmung erfolgte. Bei diesem Verfahren bindet ein primérer
Antikorper das Zielantigen mit seinem spezifischen F(ab’):-Fragment. Ein sekundérer
Antikorper bindet dann das unspezifische Fc-Fragment des priméren Antikorpers. Durch die
Kopplung des sekundiren Antikdrpers mit einer Peroxidase und die anschlieBende Benetzung
mit einem zusitzlichen Substrat entsteht ein Farbsignal, dessen Intensitdt mit der Menge des

gebundenen Proteins im Gewebe korreliert.

Zu diesem Zweck wurden die Objekttriger mit den TMAs jeweils zweimal fiir zehn Minuten
in RotiClear entparrafiniert. Im Anschluss wurden die Schnitte fiir jeweils fiinf Minuten einer
absteigenden Alkoholreihe ausgesetzt, die zweimal 100 % Isopropanol und einmal 70 %
Isopropanol umfasste. Danach erfolgte die Rehydrierung zweimal fiir jeweils fiinf Minuten in
destilliertem Wasser. Zur Demaskierung der Antigene erfolgte ein Heat-induced Epitope
Retrieval (HIER): Dazu wurden die Schnitte in einen sauren Citratpuffer mit einem pH-Wert
von 6 Uberfiihrt, welcher zuvor im Verhéltnis 1:100 mit destilliertem Wasser verdiinnt worden

war. Im Anschluss wurden die Proben im Puffer fiir 90 Sekunden in der Mikrowelle erhitzt und
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anschlieBend weitere sechsmal fiir jeweils 10 Sekunden erhitzt. Zwischen jedem der sechs
Vorginge fand eine kurze Unterbrechung von 60 Sekunden statt. Danach kiihlten die Proben
im Puffer fiir circa 30 Minuten bei Zimmertemperatur ab. Im Anschluss wurde der Citratpuffer
mit destilliertem Wasser ausgespiilt und die Proben infolgedessen fiir zehn Minuten in TBS-

TWEEN-Wash-Buffer-Losung (1:20) gewaschen.

Im néchsten Schritt erfolgte eine zehnminiitige Behandlung der Proben mit 200 pl Peroxid-
Block zur Blockade der im Gewebe vorkommenden endogenen Peroxidasen. Danach wurden
die TMAs fiir jeweils fiinf Minuten dreimal in TBS-TWEEN gewaschen. Daraufhin erfolgte
fiir exakt fiinf Minuten eine Inkubation mit 200 ul UltraVision Protein-Block, welcher
unspezifische Bindungen durch den priméren Antikdrper verhindert. Dieser Proteinblock ist in
der Lage, unspezifische Epitope im Gewebe zu maskieren und sorgt dadurch fiir eine
zielgerichtete Bindung der primdren Antikorper. Nach drei weiteren Waschungen in TBS-

TWEEN fiir jeweils fiinf Minuten wurden die Proben mit dem priméren Antikdrper benetzt.

Nachdem zuvor Testfarbungen zur Konzentrationsfindung durchgefiihrt worden waren, wurde
die priméren Antikdrper mit Antibody Diluent OP Quanto folgendermafen verdiinnt: CD68:
1:4000, CD163: 1:2000, CD86: 1:250, PD-L1: 1:50 und Ki-67: 1:1000. Die Proben wurden mit
jeweils 200 ul Antikorperldsung benetzt und ruhten anschlieBend bei 4 °C {iber Nacht im
Kiihlschrank.

Am néchsten Tag wurden die TMAs erneut dreimal fiir fiinf Minuten in TBS-TWEEN
gewaschen. Zur Unterstlitzung der Bindungsfihigkeit der primédren Antikorper erfolgte im
néchsten Schritt eine zehnminiitige Inkubation mit 200 ul Primary Antibody Amplifier. Es
folgten drei weitere Waschgénge mit TBS-TWEEN fiir jeweils 5 Minuten. Als nidchstes wurden
200pul sekunddre Antikdrper mit gekoppelter Horseradish Peroxidase (HRP) hinzugefiigt und
die TMAs anschlieBend fiir 15 Minuten in abgedunkelter Umgebung inkubiert. Dieser Schritt
sorgt durch die polymeren Bindungseigenschaften der HRP fiir eine maximale
Bindungsfrequenz, wodurch ein besseres Signal gewéhrleistet wird. Nach einer erneuten
Waschung mit TBS-TWEEN, wurden 200ul Substratchromogen 3,3‘-Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid (DAB Substrat Kit) auf die Objekttriger pipettiert. Das Mischungsverhéltnis
betrug 1 Tropfen Chromogen (etwa 30 pl) zu 1 ml DAB-Substrat. Das Substratchromogen
wurde enzymatisch durch die HRP gespalten, wodurch eine braunliche Farbung entstand. Diese

ist sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch detektierbar. Die Inkubationsdauer fiir das
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Substratchromogen war antikorperspezifisch und wurde zuvor im Rahmen der Testfarbungen
bestimmt. Sie betrug fiir Ki-67, CD68, CD86 und PD-L1 3 Minuten und fiir CD163 2 Minuten.
Anschliefend wurden die Proben fiir jeweils fiinf Minuten dreimal mit destilliertem Wasser
gewaschen. Die Proben wurden danach zur Farbung nukledrer Bestandteile fiir drei Minuten in
eine Kiivette mit Himatoxylin {iberfiihrt. Dem schloss sich eine Waschung unter flieBendem,
lauwarmem Wasser fiir fiinf Minuten an. Die Proben durchliefen anschlieBend drei weitere
Waschungen mit 100 % Isopropanol fiir je fiinf Minuten. Im letzten Schritt wurden die Schnitte
mit einem Deckglas und dem Eindeckmedium Mountex fixiert und anschlieBend mittels Aperio

Versa 8 digitalisiert.

2.5 Quantifizierung der Immunhistochemie

2.5.1 Immunhistochemische Analyse von CD68, CD86 und CD163

Nach der Digitalisierung der Préparate erfolgte die Auswertung mithilfe des Programms Aperio
ImageScope. Trotz strikter Einhaltung der Protokolle wurde ein unterschiedliches
Farbeverhalten der Proben beziiglich ihrer Intensitdt festgestellt. Um diese Tatsache in der
Analyse zu beriicksichtigen, wurde ein immunreaktiver Score verwendet und auf das Zahlen
von Makrophagen verzichtet. Dafiir wurde fiir CD68, CD163 sowie CD86 ein modifizierter
immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner verwendet. Dieser wurde bereits in einer
vereinfachten Version von Wei et al. zur Quantifizierung von TAMs verwendet '%%!1° Das

Scoring erfolgte jeweils fiir die Hot-Spot-Region im Tumornest und Tumorstroma.

Die Intensitit der Farbung wurde eingeteilt in: 1 = schwach, 2 = medium, 3 = stark. Der
Intensititsscore wurde aufgrund des unterschiedlichen Féarbeverhaltens fiir CD68, CD163 und
CD86 separat evaluiert. Der Reaktivititsscore wurde quantifiziert, indem der Prozentsatz der
positiv gefdrbten Bereiche im Verhiltnis zur umgebenden Tumorregion bewertet wurde.
Unterschieden wurde folgende Einteilung: 1 = <10 %, 2 = 10-25 %, 3 = 26-40 %, 4 => 40 %.
Der endgiiltige Immunreaktive Score wurde durch Multiplikation der Intensititspunktzahl mit
der Reaktivititspunktzahl bestimmt. Die erreichbare Mindestpunktzahl betrdgt 1 Punkt, die
Hochstzahl 12 Punkte. Das Féarbeverhalten der Marker ist in Abbildung 2 dargestellt.

Immunreaktiver Score = Intensitat x Reaktivitit
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Abb. 12: Firbeverhalten von CD68, CD163 und CD86 in den Gewebeschnitten. A. Darstellung der Farbung
von CD68. Die Anférbung des Proteins zeigt ein braunes Kolorit. Als Scoring-System wurde der IRS verwendet.
Je nach Ausprigung der Farbung erfolgte eine Zuordnung in die Kategorien schwach = 1 Punkt, medium = 2
Punkte und stark = 3 Punkte. B. Darstellung des Farbeverhaltens von CD163. C. Darstellung der Férbung von
CD86. B. und C.: Fiarbung und Scoring erfolgten wie in A. (VergroBerung 20x). Modifiziert nach Zimmer et al.
2025 1M1,

2.5.2 Immunhistochemische Analyse von PD-L1

Die Auswertung der PD-L1-Expression erfolgte in Zusammenarbeit mit einem erfahrenen
Pathologen (Dr. med B. Hanke) lichtmikroskopisch gemeinsam. In der klinischen Praxis haben
sich die folgenden drei Scores etabliert: Tumor Proportion Score (TPS), Immune Cell Score
(IC) und Combined Positive Score (CPS). Im Einklang mit der KEYNOTE-522-

Zulassungsstudie flir den Antikdrper Pembrolizumab zur Therapie des triple-negativen
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Mammakarzinoms wurde der CPS verwendet Dieser Ansatz beriicksichtigt sowohl die
Expression in Tumorzellen als auch in Immunzellen. Beim Auszédhlen der positiven Zellen
wurden ausschlielich solche mit membransténdiger Expression beriicksichtigt. In Abbildung

3 sind die verwendeten Algorithmen zur Erhebung der jeweiligen Scores verdeutlicht.

A.
TPS (%) = PD-L1-positive Tumorzellen 100
X
Gesamtzahl vitaler Tumorzellen
®
@%@
JCHC
@@ )
%00 @,@ © o IC (%) = Flache PD-L1-positiver Immunzellen x 100
°
< @ 02 %@ —© Tumorflache Gesamt
® ° ®°%®o
o
® 25w
® %@ @ CPS = PD-L1-positive Zellen « 100

Gesamtzahl vitaler Tumorzellen
(o PD-L1-positive Tumorzelle

@ PD-L1-negative Tumorzelle
@ PD-L1-positive Tumorassoziierte Immunzelle

@ PD-L1-negative Tumorassoziierte Immunzelle

Abb. : Scoring und Firbeverhalten von PD-L1. A. Schematische Darstellung der Scores: TPS, IC und CPS. Die
Bedeutung der einzelnen Zellen ist in der Legende im unteren linken Bildabschnitt dargestellt. B. Darstellung einer
negativen Expression von PD-L1 am Beispiel eines Mammakarzinoms. C. Farbeverhalten einer PD-L1-positiven
cerebralen Metastase. (VergroBerung 20x).
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2.5.3 Immunhistochemische Analyse von Ki-67

Die Analyse des Ki-67-Proliferationsindex wurde ebenfalls in Zusammenarbeit mit dem oben
genannten Pathologen durchgefiihrt und erfolgte wiederum gemeinsam unter Verwendung des
Lichtmikroskops. Da es sich bei Ki-67 um ein nukledres Protein handelt, wurden nur
Kernfiarbungen sowie Ki-67-positive mitotische Zellen in den Score einbezogen.
Zytoplasmatische und Membranfarbungen von Ki-67, die unter dem verwendeten Antikdrper
auftreten konnen, blieben unberiicksichtigt. Nach Betrachtung des gesamten Schnittes wurde
der Score erhoben. Dieser wurde als Prozentsatz der positiv gefarbten Zellen an der Gesamtzahl

der Tumorzellen definiert.

2.6 Quantifizierung des peritumoralen Hirnodems

Zur Quantifizierung des peritumoralen Hirnddems wurde im Einklang mit anderen Studien ein
dreistufiger Score verwendet (Abbildung 4). Patientinnen wurden als Grad 1 klassifiziert, wenn
die 6dematose Flache kleiner als das Tumorvolumen war. Eine Einstufung als Grad 2 erfolgte,
wenn Odem- und Tumorvolumen gleich groB waren, und als Grad 3, wenn die ddematdse

Fliche das Tumorvolumen iberstieg !'?

. Die Auswertung erfolgte anhand von MRT-
Aufnahmen, bevorzugt in der T2-FLAIR-Sequenz. Diese ermdglicht eine Unterscheidung

zwischen freier und gewebegebundener Fliissigkeit.

Grad 1 Grad 2

Abb. 13: Quantifizierung des peritumoralen Odems: Darstellung des Scores zur Klassifizierung des
Hirnddems. Fiir die Einteilung wurde ein dreistufiger Score verwendet, der das Verhiltnis der Metastase zur Grofie
des peritumoralen Odems beriicksichtigt.
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2.7 Statistische Auswertung

Die Analyse der erhobenen Daten erfolgte mithilfe der statistischen Programmiersprache R.
Zunichst wurden die beiden Tumorregionen auf Expressionsunterschiede beziiglich der Marker
CD68, CD163 und CD86 untersucht. Im Anschluss wurde der Einfluss von CD68, CD163,
CD86 und PD-L1 in den Primértumoren auf die Lange des Intervalls zwischen der Erstdiagnose
des Mammakarzinoms und der cerebralen Manifestation sowie auf das Gesamtiiberleben
untersucht. Zudem wurde die Expression dieser Marker in den Hirnmetastasen hinsichtlich der
Dauer des Intervalls zwischen der Diagnose der Hirnmetastase und dem Tod analysiert. Danach
erfolgte die Korrelation mit den klinischen Wachstumsparametern der Primartumoren und der

Hirnmetastasen. Das Signifikanzniveau wurde bei sdmtlichen Analysen auf p < 0,05 festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientinnenkollektiv und deskriptive Statistik

Die FEigenschaften des Kollektivs sind in den beiden nachfolgenden Tabellen 3 und 4
dargestellt. Diese beziehen sich jeweils auf Félle, bei denen Tumorgewebe untersucht wurde.
Beziiglich der Geschlechterverteilung gab es einen ménnlichen Fall, von dem sowohl der
Primértumor als auch die cerebrale Metastase untersucht wurden. Da der Rest des Kollektivs
weiblich war, wird zur besseren Lesbarkeit im Folgenden das generische Femininum

verwendet.

Die Gesamtzahl des Kollektivs umfasst 53 Fille, wobei das mediane Alter bei der Erstdiagnose
des Mammakarzinoms 53 Jahren betrug. Das mediane Alter der Erstdiagnose lag bei
Patientinnen mit triple-negativem Brustkrebs ebenfalls bei 53 Jahren. Fiir den luminalen
HER2/neu-negativen Subtyp lag das mediane Erkrankungsalter bei 60 Jahren, wihrend es bei
HER2/neu-positiven Tumoren 50 Jahre betrug. Im Gesamtkollektiv lag das mediane Intervall
zwischen Erstdiagnose des Primartumors und Auftreten der cerebralen Manifestation bei 32
Monaten. In den molekularen Subgruppen betrugen die Medianwerte: Triple-negativ 29
Monate, Luminal HER2/neu-negativ 31 Monate und HER2/neu-positiv 37 Monate. Das
Gesamtiiberleben, definiert als Zeitraum zwischen der Erstdiagnose des Primértumors und dem
Tod, betrug fiir die gesamte Gruppe im Median 60 Monate. In der Subgruppenanalyse zeigten
triple-negative Tumoren mit 40 Monaten und HER2/neu-positive Tumoren mit 61 Monaten
eine schlechtere Prognose im Vergleich zu den luminalen HER2/neu-negativen Tumoren, deren
Medianiiberleben bei 79 Monaten lag. Das mediane Intervall zwischen der Erstdiagnose der
Hirnmetastase und dem Tod betrug fiir das Gesamtkollektiv 13 Monate. In der
Subgruppenanalyse betrug dieses Intervall: 8 Monate fiir triple-negative Tumoren, 23 Monate

fiir luminale HER2/neu-negative Tumoren und 12 Monate fiir HER2/neu-positive Tumoren.
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Tab. 5: Charakteristika der Primirtumoren. Modifiziert nach Zimmer et al. 2025 1.

Triple-negativ Luminal HER2/neu- HER2/neu+
Hiiufigkeit %  Haufigkeit % Hiufigkeit %

Gesamtzahl 9 100 9 100 9 100
Alter
<50 3 33,3 3 33,3 4 44,4
>50 6 66,7 6 66,7 5 55,6
T-Stage
Tl & T2 4 44,4 5 55,6 7 77,8
T3 & T4 5 55,6 3 33,3 1 11,1
Unbekannt 0 0,0 1 11,1 1 11,1
N-Stadium
NO 3 33,3 1 11,1 4 44,4
N+ 6 66,7 8 88,9 5 55,6
M-Stadium
MO 6 66,7 5 55,6 6 66,7
M+ 3 33,3 4 44,4 3 33,3
Grading
Gl 0 0.0 0 0,0 0 0,0
G2 2 222 7 718 4 444
G3 7 77,8 2 222 5 55,6
Histologischer Subtyp
Non Special Type 7 77,8 6 66,7 8 88,9
Lobuléar 1 11,1 3 33,3 0 0,0
Anderer Typ 1 11,1 0 0,0 1 11,1
Ki-67-Index
<25% 3 33,3 5 55,6 3 33,3
>25% 6 66,7 4 44,4 6 66,6
BRCA1
Positiv 1 11,1 0 0,0 1 11,1
Negativ 8 88,9 9 100 8 88,9
nCTX
Ja 4 44,4 2 222 4 44,4
Nein 5 55,6 7 778 5 556
Operative Therapie
BET 4 44,4 3 33,1 5 55,6
Ablatio 3 33,3 5 55,6 4 44,4
Keine 2 222 1 11,1 0 0,0
RTX
Ja 7 77,8 8 88,9 8 88,9
Nein 2 22,2 1 11,1 1 11,1
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Tab. 6 : Charakteristika der Hirnmetastasen. Modifiziert nach Zimmer et al. 2025 1,

Triple-negativ Luminal HER2/neu- HER2/neu+

Hiufigkeit % Hiufigkeit % Hiufigkeit %
Gesamtzahl 15 100 19 100 19 100
Alter
<50 3 20 5 26,3 4 21,0
> 50 12 80 14 73,7 15 79,0
Hirnmetastase
Primér 2 13,3 2 10,5 0 0,0
Sekundir 13 86,7 17 89,5 19 100
Anzahl HM bei ED
Solitér 10 66,7 8 42,1 11 57,9
Multiple 5 33,3 10 52,6 8 42,1
Unbekannt 1 5,3
Grad des Odems
1 3 20,0 5 26,3 5 26,3
2 5 33,3 4 21,0 4 21,0
3 7 46,7 8 42,1 10 52,6
Unbekannt 2 10,6
Meningeosis
Ja 2 13,3 3 15,8 3 15,8
Nein 13 86,7 16 84,2 16 84,2
Dexamethason prioperativ
Ja 8 53,3 8 42,1 6 31,6
Nein 7 46,7 11 57,9 12 63,2
Unbekannt 1 5,3
Rezidiv / Neue HM
Ja 4 26,7 4 21,1 5 26,3
Nein 11 73,3 15 78,9 14 73,7
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3.2 Makrophageninfiltration

3.2.1 Expressionsunterschiede zwischen Tumornest und Tumorstroma

Zu Beginn wurde untersucht, ob sich das Expressionsverhalten von CD68, CD86 und CD163

zwischen Tumornest (TN) und Tumorstroma (TS) unterscheidet. Dazu wurde zunichst das

Gesamtkollektiv betrachtet und anschlieBend folgende Subgruppen analysiert: Triple-negativ,

Luminal HER2/neu- und HER2/neu+. Die Signifikanz wurde mittels Wilcoxon-Tests tiberpriift

und die Ergebnisse in Tabelle 5 dargestellt.

Tab. 7: Ergebnisse der Expressionsunterschiede zwischen TN und TS fiir CD68, CD86 und CD163.

Modifiziert nach Zimmer et al. 2025 11,

CD68

CD86

CD163

Gesamtheit
Triple-negativ
Luminal HER2/neu-
HER2/neu+
Gesamtheit
Triple-negativ
Luminal HER2/neu-
HER2/neu+
Gesamtheit
Triple-negativ
Luminal HER2/neu-

HER2/neu+

Primértumoren Hirnmetastasen
n Median p n Median p
TN TS TN TS

26 2 4 <0.0001 44 3 8 <0.0001
9 2 4 0.125 12 4 9 0.008
8 2 4 0.094 15 2 8 0.0001
9 2 4 0.008 17 3 6 <0.0001
26 1 4 <0.0001 44 2 6 <0.0001
9 1 4 0.016 12 1 6 0.002
8 1 2 0.125 15 2 4 0.033
9 2 4 0.016 17 2 6 <0.0001
26 2 6 <0.0001 44 2 6 <0.0001
9 2 4 0.016 12 2 8 0.001
8 1 2 0.016 15 1 4 0.0001
9 2 6 0.004 17 2 6 <0.0001

Der Wilcoxon-Test fur

den Primirtumoren als

gepaarte Stichproben zeigte

auch

in den Hirnmetastasen einen

im Gesamtkollektiv sowohl

in

signifikanten Unterschied

hinsichtlich der Expression der Marker CD68, CD86 und CD163 zwischen Tumornest und
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Tumorstroma. Dariiber hinaus konnte in den Hirnmetastasen fiir alle Subgruppen ein

signifikanter Unterschied in der Expression aller Marker festgestellt werden (Tab. 5).

In der Subgruppenanalyse fiir CD68 in den Primédrtumoren konnte lediglich fiir HER2/neu+ ein
signifikanter Unterschied zwischen Tumornest und Tumorstroma nachgewiesen werden (p =
0,008). Fiir CD86 wurde in den Primdrtumoren in den Subgruppen Triple-negativ (p = 0,016)
und HER2/neu+ (p = 0,016) eine Signifikanz festgestellt. Der Marker CD163 zeigte in allen
Subgruppen im Wilcoxon-Test einen signifikanten Unterschied. Obwohl in der
Subgruppenanalyse nicht alle Tests signifikant ausfielen, zeigte die zentrale Tendenz des
Medians durchgehend hohere Werte im Tumorstroma. Zudem ist zu beriicksichtigen, dass die
Stichprobengréfle der Subgruppen in den Primirtumoren deutlich geringer war als in den
Hirnmetastasen. Dadurch besteht mdglicherweise nicht geniigend statistische Power, um
kleinere Effekte zu erfassen. In der Subgruppenanalyse der Hirnmetastasen konnte ein
signifikanter Unterschied im Expressionsverhalten fiir alle untersuchten Marker nachgewiesen

werden (Tab. 5).

3.2.2 Expressionsunterschiede zwischen Priméirtumoren und Hirnmetastasen

Darauthin wurde der Wilcoxon-Test angewendet, um festzustellen, ob ein signifikanter
Unterschied im IR-Score von CD68, CD86 und CD163 zwischen den Primartumoren und den

korrespondierenden Hirnmetastasen besteht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 dargestellt.

Dabei zeigte sich lediglich im Tumorstroma fiir CD68 ein signifikanter Unterschied in den
Medianwerten zwischen den Primirtumoren und den Hirnmetastasen mit einem p-Wert von
0,011. Diese Signifikanz ldsst sich insbesondere auf die Expressionsunterschiede HER2/neu-
positiver Tumoren zuriickfithren (p = 0,016). AuBerdem zeigte sich fiir CD86 in der
Subgruppenanalyse des Tumornests eine signifikant hohere Expression in den Metastasen bei

luminal HER2/neu-negativen Tumoren (p = 0,031).

24



Tab. 8: Ergebnisse der Expressionsunterschiede zwischen Primirtumoren und Hirnmetastasen fiir CD68,

CD86 und CD163. Modifiziert nach Zimmer et al. 2025 !,

CD68

CD86

CD163

Gesamtheit
Triple-negativ
Luminal HER2/neu-
HER2/neu+
Gesamtheit
Triple-negativ
Luminal HER2/neu-
HER2/neu+
Gesamtheit
Triple-negativ
Luminal HER2/neu-

HER2/neu+

Tumornest Tumorstroma
n Median p n Median p
PT HM PT HM
27 2 3 0.094 21 4 6 0.011
9 2 4 0344 7 6 9 0.25
9 2 2 0.281 5 6 6 0.75
9 2 3 0375 9 4 6 0.016
27 1 2 0.104 21 4 6 0.377
9 1 2 0375 7 6 5 0.625
9 1 3 0.031 5 3 4 0.5
9 2 2 0.797 9 4 8 0.5
27 2 2 0.548 21 6 6 0.576
9 2 2 1 7 6 9 0.75
9 1 1 0375 5 3 6 0.75
9 2 2 0.688 9 6 6 0.844

PT = Primartumoren; HM = Hirnmetastasen
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3.3 CDe68

3.3.1 Univariatanalyse des Intervalls (Primirtumor - Hirnmetastase)

Als Nachstes wurde der Einfluss von CD68-positiven Makrophagen in den Primértumoren auf
die Linge des Intervalls zwischen Erstdiagnose des Primidrtumors und der cerebralen
Manifestation untersucht. Mit Hilfe der Median-Split-Methode wurde das Kollektiv
dichotomisiert in: CD68"" und CD68"¢d"e, Der Zeitraum wurde anhand einer Kaplan-Meier-

Kurve dargestellt und die Signifikanz mittels des Log-Rank-Test gepriift (Abb. 5 und Tab. 7).

In keiner der Regionen konnte ein signifikanter Unterschied festgestellt werden (TN: p = 0,15;
TS: p = 0,077; Log-Rank-Test). Das mediane Intervall (Primirtumor - Hirnmetastase) des
betrachteten Kollektivs betrug bei hoher Expression im Tumornest 29 Monate und bei niedriger
Expression 28 Monate. Betrachtet man das Tumorstroma betrdgt das mediane Intervall
zwischen Erstdiagnose des Primédrtumors und der cerebralen Manifestation bei hoher CD68-

Expression 23 Monate und bei geringer Expression 31 Monate.
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Abb. 14: Univariatanalyse des Intervalls (Primértumor - Hirnmetastase) fiir CD68. A. Kaplan-Meier-Kurve
von Patientinnen mit hoher und niedriger Expression CD68-positiver Makrophagen im TS. Der Log-Rank-Test
wurde fiir die statistische Analyse genutzt und der p-Wert ist in der linken unteren Ecke des Diagramms dargestellt.

Modifiziert nach Zimmer et al. 2025 1.
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Tab. 9: Univariatanalyse des Intervalls (Primértumor - Hirnmetastase) fiir CD68. Modifiziert nach Zimmer

et al. 2025 '
Median n p
Schiitzer
Untere Grenze Obere Grenze

Tumornest
CD6g Miedrig 29 23 75

27 0,15
CDG68 hoch 28 12 -
Tumorstroma
CD6Q Miedrig 31 28 75

26 0,077
CDG68 hoch 23 12 -

3.3.2 Univariatanalyse des Gesamtiiberlebens (Primértumor - Tod)

Im Anschluss wurde der Einfluss CD68-positiver Makrophagen in den Primédrtumoren auf die

Linge des Gesamtiiberlebens mittels Log-Rank-Test analysiert. Das Gesamtiiberleben wurde

definiert als Zeitraum zwischen Erstdiagnose des Primartumors und dem Tod. Diese Definition

findet ebenfalls Anwendung auf CD86, CD163 und PD-L1. Die Uberlebenszeitanalyse wurde

unter Beriicksichtigung von drei Patientinnen durchgefiihrt, welche zum Zeitpunkt der Analyse

noch am Leben waren und daher zensiert wurden. Die Resultate sind in Tabelle 8 dargestellt.

Fiir keine der beiden Tumorregionen konnte ein signifikanter Einfluss auf das Gesamtiiberleben

nachgewiesen werden (TN: p = 0,7; TS: p = 0,8; Log-Rank-Test)
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Tab 10: Univariatanalyse des Gesamtiiberlebens (Primértumor — Tod) fiir CD68. Modifiziert nach Zimmer

et al. 2025 1.
Median n p
Schiitzer KI [95%]
Untere Grenze Obere Grenze

Tumornest
CD6g Miedrig 66 34 138

27 0,7
CDG68 hoch 69 46 -
Tumorstroma
CD6g Miedrig 66 45 143

26 0,8
CDG68 hoch 46 28 -

3.3.3 Univariatanalyse des Intervalls (Hirnmetastase — Tod)

Im Folgenden wurde der Einfluss der CD68-Expression in den cerebralen Metastasen auf die
Liange des Intervalls zwischen der Erstdiagnose der Hirnmetastase und dem Todesdatum
untersucht. Die Definition dieses Intervalls gilt auch fiir CD86, CD163 und PD-L1. Dazu wurde
das Kollektiv erneut mittels Median-Split-Methode in die Gruppen CD68"" und CD68medrie
unterteilt. In die Analyse wurden sdmtliche verfligbaren Proben der Hirnmetastasen
miteinbezogen, auch solche, fiir die kein Primirtumor zur Verfiigung stand. Zum Zeitpunkt der
Analyse waren sechs Patientinnen noch am Leben und wurden daher zensiert betrachtet. Die
Signifikanz wurde anhand des Log-Rank-Tests gepriift und die Resultate in Tabelle 9

visualisiert.

Die Auswertung des Tests ergab fiir keine Tumorregion einen signifikanten Einfluss CD68§-

positiver Makrophagen auf das Gesamtiiberleben (TN: p = 0,8; TS: p = 0,4; Log-Rank-Test).
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Tab. 9: Univariatanalyse des Intervalls (Hirnmetastase — Tod) fiir CD68. Modifiziert nach Zimmer
etal. 2025 ',

Tab. 9: Univariatanalyse des Intervalls 1

Median n p
Schiitzer KI [95%]
Untere Grenze Obere Grenze

Tumornest
CD6g Miedrig 13 11 34

52 0,8
CDG68 hoch 12 5 59
Tumorstroma
CD6g Miedrig 27 12 53

43 0,4
CDG68 hoch 13 10 32

3.3.4 Assoziationen mit klinischen Parametern der Primértumoren

Als Nichstes wurden mogliche Assoziationen zwischen der Expression des Markers CD68 und
klinischen Parametern der Primirtumoren untersucht. Dabei wurden folgende Merkmale
betrachtet: TNM-Stadium, Grading, Hormonrezeptoren, HER2/neu-Status sowie der Einfluss
einer neoadjuvanten Chemotherapie. Aufgrund der geringen Stichprobengréf3e wurde hierfiir
der exakte Fisher-Test verwendet, da dieser im Vergleich zum Chi-Quadrat-Test auch bei
niedriger Fallzahl zuverldssige Ergebnisse liefert. Die Resultate des Tests sind in Tabelle 10

dargestellt.
Der Test zeigte sowohl fiir das Tumornest als auch fiir das Tumorstroma keine signifikanten

Assoziationen zwischen der Expression von CD68 und klinischen Merkmalen der

Primértumoren.
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Tab. 11: Assoziationsanalyse mit klinischen Parametern der Primirtumoren fiir CD68. Modifiziert nach
Zimmer et al. 2025 1,

Tumornest Tumorstroma

Klinische Parameter Hoch, Niedrig, Hoch, Niedrig,

n=3§ n=19 p n=9 n=17 p
T-Stadium 0,8 0,12
1 2 5 2 5
2 2 7 1 8
3 2 2 2 2
4 1 4 3 1
Unbekannt 1 1 1 1
N-Stadium >0.9 0,7
NO 2 6 2 6
N+ 6 13 7 11
M-Stadium 0,7 0,7
MO 6 11 5 12
M+ 2 8 4 5
Grading 0,7 >0.9
2 3 10 4 9
3 5 9 5 8
Ostrogenrezeptor 0,7 0,4
Positiv 4 12 4 11
Negativ 4 7 5 6
Progesteronrezeptor 0,7 0,4
Positiv 4 12 4 11
Negativ 4 7 5 6
HER2/neu 0,2 0,4
Positiv 1 8 2 7
Negativ 7 11 7 10
Neoadjuvante CTX >0.9 >0.9
Ja 3 7 3 6
Nein 5 12 6 11

3.3.5 Assoziationen mit klinischen Parametern der Hirnmetastasen

Danach wurde iiberpriift, ob eine Verbindung zwischen der CD68-Expression in den cerebralen
Metastasen und prognostischen Parametern besteht. Die folgenden Merkmale wurden mittels

exaktem Test nach Fisher untersucht: Meningeosis carcinomatosa, Dexamethason-Behandlung,
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Anzahl der Hirnmetastasen (einzeln vs. multiple), Prasentation (synchron vs. metachron) sowie
cerebrale Rezidive. Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 dargestellt. Der Test zeigte eine
statistisch signifikante inverse Assoziation zwischen CD68-positiven Makrophagen im
Tumornest und dem Vorliegen einer Meningeosis carcinomatosa (p = 0,016). Bei einem p-Wert
von 0,053 zeigt die Assoziation zwischen der CD68-Expression im Tumornest und dem Grad

des Hirnédems eine grenzwertige Signifikanz.

Tab. 12: Assoziationsanalyse mit klinischen Parametern der Hirnmetastasen fiir CD68. Modifiziert nach
Zimmer et al. 2025 ',

Tumornest Tumorstoma

Klinische Parameter Hoch, Niedrig, Hoch, Niedrig,

n=22 n=31 p n=20 n=24 P
Meningeosis 0,016 0,7
Ja 0 8 2 4
Nein 22 22 17 20
Unbekannt 0 1 1 0
Dexamethason 0,8 0,4
Ja 11 17 9 15
Nein 11 13 11 9
Unbekannt 0 1
Hirnédem 0,053 0,6
1 2 11 6
2 6 7 5
3 14 11 8 14
Unbekannt 0 2 1 0
Anzahl der HM 0,6 0,8
Solitér 11 12 7 10
Multiple 11 18 13 14
Unbekannt 0 1
Prisentation 0,6 0,6
Synchron 1 3 1 3
Metachron 21 28 19 21
Rezidiv cerebral
Ja 4 9 0,5 5 4 0,7
Nein 18 22 15 20
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3.4 CD86

3.4.1 Univariatanalyse des Intervalls (Primirtumor - Hirnmetastase)

Im Anschluss wurde der Einfluss CD86-positiver Makrophagen in den Primértumoren auf die
Lange des Intervalls (Primdrtumor — Hirnmetastase) untersucht. Dazu wurde das Kollektiv
mittels der Median-Split-Methode in die Gruppen CD86" %2 und CD86"°" dichotomisiert. Die
Signifikanz fiir die entsprechenden Tumorregionen wurde mithilfe des Log-Rank-Tests
gepriift und die Ergebnisse in Tabelle 12 dargestellt. Der Test ergab fiir keine Lokalisation
innerhalb der Primdrtumoren einen signifikanten Einfluss von CD86 auf die Lénge des
untersuchten Intervalls (TN: p = 0,6; TS: p = 0,14; Log-Rank-Test). Der mediane Zeitraum
zwischen der Erstdiagnose des Mammakarzinoms und der Hirnmetastase war bei hoher CD86-
Expression liber beide Tumorregionen hinweg verldngert. Eine niedrige CD86-Expression ging

hingegen mit einem kiirzeren Intervall einher.

Tab. 13: Univariatanalyse des Intervalls (Primirtumor - Hirnmetastase) fiir CD86. Modifiziert nach
Zimmer et al. 2025 1,

Median n p
Schiitzer KI [95%]
Untere Grenze Obere Grenze

Tumornest
CD86 Miedrig 25 17 75

27 0,6
CDg6 hoch 38 29 -
Tumorstroma
CD86 Miedrig 28 23 75

26 0,14
CDgg hoch 29 12 -
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3.4.2 Univariatanalyse des Gesamtiiberlebens (Primértumor - Tod)

Anschlieend wurde der Einfluss der CD86-Expression in den Primértumoren auf das
Gesamtiiberleben mittels Log-Rank-Test untersucht (Tab. 13). Hierzu wurde das Kollektiv
erneut anhand des Medians dichotomisiert in CD86Med¢ ynd CD86"". Die Definition des

Gesamtiiberlebens sowie die Zensur entsprechen dem Vorgehen bei CD68.

Firr keine der beiden Regionen konnte ein signifikanter Einfluss von CD86 auf das

Gesamtiiberleben nachgewiesen werden (TN: p = 0,4; TS: p = 0,8; Log-Rank-Test).

Tab. 14: Univariatanalyse des Gesamtiiberlebens (Primdrtumor — Tod) fiir CD86. Modifiziert nach
Zimmer et al. 2025 !,

Median n p
Schiitzer KI [95%]
Untere Grenze Obere Grenze

Tumornest
CD86 Miedrig 46 29 143

27 0,4
CDg6 hoch 75 66 -
Tumorstroma
CD86 Miedrig 66 34 143

26 0,8
CDg6 hoch 62 29 -

3.4.3 Univariatanalyse des Intervalls (Hirnmetastase — Tod)

Im Anschluss wurde die Auswirkung der CD86-Expression in den cerebralen Metastasen auf
das Intervall (Hirnmetastase -Tod) untersucht. Dazu wurde das Kollektiv mittels Median-Split-
Methode in die Gruppen CD86Mch vnd CDg6Medrie eingeteilt. Die Definition des Intervalls
entspricht dem Vorgehen bei CD68. Die Signifikanz wurde anhand des Log-Rank-Tests gepriift
und das Uberlebensintervall mithilfe einer Kaplan-Meier-Kurve dargestellt (Abb. 6). Die

senkrechten Striche innerhalb der Uberlebenskurven entsprechen zensierten Patientinnen.
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Der Log-Rank-Test ergab einen signifikanten Einfluss von CD86-positiven Makrophagen auf
die Lange des Intervalls zwischen Erstdiagnose der Hirnmetastase und dem Todeszeitpunkt fiir
das Tumornest mit einem p-Wert von 0,035 (Abb. 6 und Tab. 14). Das mediane Intervall
(Hirnmetastase — Tod) betrug bei CD86"" im Tumornest 33 Monate, wihrend es bei einer
niedrigen Expression nur 12 Monate betrug. Fiir das Tumorstroma der Hirnmetastasen konnte
kein Einfluss von CD86 auf das untersuchte Intervall festgestellt werden (p = 0,2; Log-Rank-
Test).
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Abb. 15: Univariatanalyse des Intervalls (Hirnmetastase — Tod) fiir CD86. A. Kaplan-Meier-Kurve von
Patientinnen mit hoher und niedriger Expression von CD86-positiven Makrophagen im TN. Der Log-Rank-Test
wurde fiir die statistische Analyse genutzt und der p-Wert ist in der linken unteren Ecke im Diagramm dargestellt.
Modifiziert nach Zimmer et al. 2025 !,
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Tab. 15: Univariatanalyse des Intervalls (Hirnmetastase — Tod) fiir CD86. Modifiziert nach
Zimmer et al. 2025 1,

Median n p
Schiitzer KI [95%]
Untere Grenze Obere Grenze

Tumornest
CD86 Miedrig 12 8 26

51 0,035
CDg6 hoch 33 13 79
Tumorstroma
CD86 Miedrig 15 11 30

43 0,2
CDg6 hoch 32 12 -

3.4.4 Assoziationen mit klinischen Parametern der Primértumoren

Um potenzielle Zusammenhédnge zwischen CD86-positiven Makrophagen und klinischen
Parametern der Primartumoren zu untersuchen, wurde erneut der exakte Fisher-Test verwendet

(Tab. 15).

Der Test ergab einen signifikanten Zusammenhang zwischen der CDS86-Expression im
Tumornest und dem Grading der Primértumoren (TN:p= 0,018; exakter Fisher-Test).
Tumoren mit niedriger Expression von CD86-positiven Makrophagen waren iiberwiegend
miBig differenziert (G2). Eine hohe Expression von CD86 war hingegen mit einem schlechten

Differenzierungsgrad (G3) assoziiert.
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Tab. 16: Assoziationsanalyse mit klinischen Parametern der Primirtumoren fiir CD86. Modifiziert nach

Zimmer et al. 2025 1,

Klinische Parameter
T-Stadium

1

2

3

4

Unbekannt
N-Stadium

NO

N+

M-Stadium

MO

M+

Grading

2

3

Ostrogenrezeptor
Positiv

Negativ
Progesteronrezeptor
Positiv

Negativ

HER2/neu

Positiv

Negativ
Neoadjuvante CTX
Ja

Nein

CD86, Tumornest CD86, Tumorstroma
Hoch, Niedrig, Hoch, Niedrig,
n=11 n=16 p n=9 n=17 p

0.9 0,4

2 5 2 5

4 5 2 7

2 2 3 1

2 3 1 3

1 1 1 1
0,4 0,2

2 6 1 7

9 10 8 10
04 >0.9

8 9 6 11

3 7 3 6
0,018 0,1

2 11 2 11

9 5 7 6
0,7 0,1

6 10 3 12

5 6 6 5
0,7 0,1

6 10 3 12

5 6 6 5
0,1 0,7

6 3 4 5

5 13 5 12
0,7 04

5 5 2 7

6 11 7 10
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3.4.5 Assoziationen mit klinischen Parametern der Hirnmetastasen

Nachfolgend wurde gepriift, ob eine Assoziation zwischen der CD86-Expression in den

cerebralen Metastasen und prognostischen Merkmalen besteht. Hierfiir wurde ebenfalls der

exakte Fisher-Test flir die Analyse verwendet und die Ergebnisse in Tabelle 16 veranschaulicht.

Fiir keine der untersuchten Variablen konnte ein signifikanter Zusammenhang nachgewiesen

werden.

Tab. 17: Assoziationsanalyse mit klinischen Parametern der Hirnmetastasen fiir CD86. Modifiziert nach

Zimmer et al. 2025 1,

Klinische Parameter

Meningeosis
Ja

Nein
Unbekannt
Dexamethason
Ja

Nein
Unbekannt
Hirnédem

1

2

3

Unbekannt
Anzahl der HM
Solitér
Multiple
Unbekannt
Prisentation
Synchron
Metachron
Rezidiv cerebral
Ja

Nein

Tumornest Tumorstroma
Hoch, Niedrig, Hoch, Niedrig,
n=20 n=32 p n=15 n=29 p

0,13 0,6
1 7 1 5
19 24 13 24
0 1 1 0

0,4 0,2
9 19 18
11 13 11

0.8 0.4
5 3
4 2
11 14 10 12
0 2 0 1

0,6 0,1
10 12 3 14
10 19 12 15
0 1

0,2 0,3
0 4 0 4
20 28 15 25

0,7 >0,9
4 9 3 6
16 23 12 23
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3.5 CD163

3.5.1 Univariatanalyse des Intervalls (Primirtumor- Hirnmetastase)

Um den Einfluss der M2-Makrophagen in den Primértumoren auf den Zeitraum zwischen
Erstdiagnose des Mammakarzinoms bis zum cerebralen Progress zu untersuchen, wurde das
Kollektiv erneut anhand der Median-Split-Methode in zwei Gruppen aufgeteilt: CD163"°°" ynd
CD163medie Die Signifikanz wurde durch den Log-Rank-Test gepriift und mittels einer
Kaplan-Meier-Kurve dargestellt (Abb. 7 und Tab. 17).

Dort zeigte sich ein signifikant verkiirztes Intervall (Primdrtumor — HM) bei hoher CD163-
Expression im Tumorstroma (p = 0,015). Im Gegensatz dazu konnte im Tumornest kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden (p = 0,2). Betrachtet man das Tumorstroma
betrdgt das mediane Intervall zwischen Erstdiagnose des Primirtumors und dem cerebralen
Progress bei hoher CD163-Expression 17 Monate und bei geringer Expression 32 Monate. Dies

entspricht einem um 46,9% verkiirzten Zeitraum bis zur cerebralen Manifestation.
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Abb. 16: Univariatanalyse des Intervalls (Primértumor - Hirnmetastase) fiir CD163. Kaplan-Meier Kurve
von Patientinnen mit hoher und niedriger Expression CD163-positiver Makrophagen fiir das TS. Der Log-Rank-
Test wurde fiir die statistische Analyse genutzt und der p-Wert ist in der linken unteren Ecke im Diagramm
dargestellt. Modifiziert nach Zimmer et al. 2025 !,
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Tab. 18: Univariatanalyse des Intervalls (Primirtumor - Hirnmetastase) fiir CD163. Modifiziert nach
Zimmer et al. 2025 ',

Median n p
Schiitzer KI [95%]
Untere Grenze Obere Grenze

Tumornest
CD163 niedrig 31 23 75

27 0,2
CD163 hoch 29 12 -
Tumorstroma
CD163 niedrig 32 27 75

26 0,015
CD163 hoch 17 12 -

3.5.2 Univariatanalyse des Gesamtiiberlebens (Primértumor - Tod)

Wie bereits zuvor wurde als néchstes der Einfluss CD163-positiver Makrophagen in den
Primirtumoren auf das Gesamtiiberleben untersucht. Die Signifikanz wurde durch den Log-

Rank-Test gepriift und die Ergebnisse anhand von Kaplan-Meier-Kurven visualisiert (Tab. 18).

Der Test ergab fiir keine der beiden Tumorregionen innerhalb der Primértumoren einen
signifikanten Einfluss auf das Gesamtiiberleben (TN: p => 0,9; TS: p = 0,7; Log-Rank-Test).
Das mediane Gesamtiiberleben war bei CD163M" sowohl im Tumornest als auch im
Tumorstroma im Vergleich zu CD163"¢de deutlich verkiirzt. Dennoch konnte im Log-Rank-
Test keine signifikante Beziehung zwischen den beiden Variablen festgestellt werden. Die
Breite des Konfidenzintervalls ist auf eine hohe Varianz der Uberlebenszeiten sowie die geringe
StichprobengrdoBe zuriickzufiihren. Daher ist es an dieser Stelle wichtig zu betonen, dass eine
fehlende Signifikanz nicht zwangsléufig bedeutet, dass kein Effekt vorliegt. Vielmehr weist es
darauf hin, dass die vorliegenden Daten nicht geniigen, um eine statistische Signifikanz sicher

nachweisen zu konnen.
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Tab. 19: Univariatanalyse des Gesamtiiberlebens (Primirtumor — Tod) fiir CD163. Modifiziert nach
Zimmer et al. 2025 !,

Median n p
Schiitzer KI [95%]
Untere Grenze Obere Grenze

Tumornest
CD163 niedrig 72 34 138

27 >0,9
CD163 hoch 56 45 -
Tumorstroma
CD163 niedrig 66 45 143

26 0,7
CD163 hoch 38 24 -

3.5.3 Univariatanalyse des Intervalls (Hirnmetastase — Tod)

Anschliefend wurde untersucht, wie sich die CD163-Expression in den cerebralen Metastasen
auf das Gesamtiiberleben auswirkt. Fiir die Analyse wurde erneut der Log-Rank-Test

verwendet und die Resultate in Tabelle 19 dargestellt.

Der Test ergab keinen signifikanten Einfluss von CD163-postiven Makrophagen, weder im
Tumornest noch im Tumorstroma, auf die Uberlebenszeit zwischen der Erstdiagnose der
Hirnmetastase und dem Tod (TN: p = 0,6; TS: p = 0,9; Log-Rank-Test). Das mediane
Gesamtiiberleben betrug bei CD163"" fiir das Tumornest und Tumorstroma jeweils 12
Monate. Bei niedriger Expression hingegen 15 Monate fiir das Tumornest und 20 Monate fiir

das Tumorstroma.
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Tab. 20: Univariatanalyse des Intervalls (Hirnmetastase — Tod) fiir CD163. Modifiziert nach
Zimmer et al. 2025 1,

Median n p
Schiitzer KI [95%]
Untere Grenze Obere Grenze

Tumornest
CD163 niedrig 15 12 32

51 0,6
CD163 hoch 12 5 0
Tumorstroma
CD163 niedrig 20 13 35

43 0,9
CD163 hoch 12 8 -

3.5.4 Assoziationen mit klinischen Parametern der Priméirtumoren

Zur Untersuchung moglicher Zusammenhénge zwischen CD163-positiven Makrophagen und

klinischen Parametern der Primértumoren wurde der exakte Fisher-Test verwendet (Tab. 20).

Es zeigte sich, dass eine hohe Expression von CD163 mit dem Ostrogen- sowie
Progesteronrezeptorstatus der Primértumoren signifikant assoziiert ist (TS: jeweils p = 0,038;
exakter Fisher-Test). Insgesamt wurde beobachtet, dass Patientinnen mit positiven Ostrogen-
und Progesteronrezeptoren nur in 2 von 15 Fillen eine hohe CD163-Expression aufwiesen. Im
Gegensatz dazu war eine hohe Expression von CD163 in 6 von 11 Fillen mit negativen
Rezeptoren zu beobachten. Die FErgebnisse legen nahe, dass der Ostrogen-
und Progesteronrezeptorstatus des Primdrtumors einen Einfluss auf das Vorkommen von
CD163-positiven Makrophagen hat. Personen mit positiven Rezeptoren weisen tendenziell eine
niedrigere Expression von CD163 und umgekehrt. Fiir die tibrigen untersuchten klinischen

Merkmale konnten keine signifikanten Assoziationen nachgewiesen werden.
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Tab. 21: Assoziationsanalyse mit klinischen Parametern der Primértumoren fiir CD163. Modifiziert nach

Zimmer et al. 2025 1,

Klinische Parameter
T-Stadium

1

2

3

4

Unbekannt
N-Stadium

NO

N+

M-Stadium

MO

M+

Grading

2

3

Ostrogenrezeptor
Positiv

Negativ
Progesteronrezeptor
Positiv

Negativ

HER2/neu

Positiv

Negativ
Neoadjuvante CTX
Ja

Nein

Tumornest Tumorstoma
Hoch, Niedrig, Hoch, Niedrig,
n=8 n=19 ¢] n=8 n=18 P
>0.9 0,8
2 5 1 6
3 6 3 6
1 3 1 3
1 4 2 2
1 1 1 1
0,4 0,4
1 7 1 7
7 12 7 11
>0.9 0,4
5 12 4 13
3 7 4 5
>0.9 0,7
4 9 3 10
4 10 5 8
0,7 0,038
4 12 2 13
4 7 6 5
0,7 0,038
4 12 2 13
4 7 6 5
>0.9 >0.9
3 6 3 6
5 13 5 12
>0.9 0,7
3 7 2 7
5 12 6 11
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3.5.5 Assoziationen mit klinischen Parametern der Hirnmetastasen

Im Anschluss daran wurde gepriift, ob Assoziationen zwischen der CD163-Expression in den
Hirnmetastasen und prognostischen Merkmalen bestehen. Hierzu wurde ebenfalls der exakte

Fisher-Test verwendet und die Ergebnisse in Tabelle 21 veranschaulicht.

Der Test konnte einen signifikanten Zusammenhang zwischen CD163 und dem Vorhandensein
einer Meningeosis carcinomatosa im Tumornest nachweisen (TN: p = 0,04; exakter Fisher-
Test). Die Ergebnisse ergaben, dass bei allen 8 Fillen mit Meningeosis carcinomatosa im
Tumornest eine niedrige CD163-Expression vorlag. In 17 Fillen zeigten Patientinnen ohne
Meningeosis ein hohes Vorkommen CD163-positiver Makrophagen, wéhrend in 26 Féllen eine

niedrige Expression beobachtet wurde.

Tab. 22: Assoziationsanalyse mit klinischen Parametern der Hirnmetastasen fiir CD163. Modifiziert nach
Zimmer et al. 2025 ',

Tumornest Tumorstoma

Klinische Parameter Hoch, Niedrig, Hoch, Niedrig,

n=17 n=35 p n=20 n=24 p
Meningeosis 0,04 0,7
Ja 0 8 2 4
Nein 17 26 18 19
Unbekannt 0 1 0 1
Dexamethason 0,8 0,2
Ja 10 18 13 11
Nein 7 17 7 13
Unbekannt
Hirn6dem 0,13 0,6
1 2 10 4 7
2 3 10 4
3 12 13 12 10
Unbekannt 0 2 0 1
Anzahl der HM 0,4 0,4
Solitir 9 13 6 11
Multiple 8 21 14 13
Unbekannt 0 1
Prisentation 0,3 0,11
Synchron 0 4 0 4
Metachron 17 31 20 20
Rezidiv cerebral 0,5 >0,9
Ja 3 10 4 5
Nein 14 25 16 19
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3.6 PD-L1

3.6.1 Expressionsunterschiede zwischen Priméirtumoren und Hirnmetastasen

Zu Beginn wurde untersucht, ob sich die Expression von PD-L1 in den priméiren
Mammakarzinomen und den cerebralen Metastasen voneinander unterscheiden. Hierfiir wurde
die Expression anhand des CPS in PD-L1-positiv und PD-LI1-negativ dichotomisiert und
mittels Flussdiagramms fiir die Subgruppen in Abbildung 8 und Tabelle 22 dargestellt.

Es zeigt sich, dass der PD-L1-Status des Primirtumors nicht zwangsldufig den Status der
Hirnmetastase determiniert. Insgesamt konnte eine PD-L1 Expression in 40,7 % der
Priméirtumoren und in 33,3 % der korrespondierenden Hirnmetastasen nachgewiesen werden

(CPS = 1). Eine diskordante PD-L1-Expression zeigte sich in 7 von 27 Féllen (25,9 %): 4 Fille

wiesen eine positive Expression im Primirtumor und eine negative Expression in der
entsprechenden Hirnmetastase auf; 3 Fille exprimierten kein PD-L1 in Primirtumor, dafiir

jedoch in der Hirnmetastase.

HER2/neu+
HER2/neu+
Luminal HER2/neu-
'
Luminal HER2/neu-

Triple negativ

Triple negativ

HER2/neu+

Luminal HER2/neu- )

Triple negativ

Triple negativ

Primartumoren Subtypen der Primartumoren  Subtypen der Hirnmetastasen Hirnmetastasen

Abb. 17: Flussdiagramm der Expressionsunterschiede zwischen Primirtumoren und Hirnmetastasen fiir

PD-L1. Modifiziert nach Zimmer et al. 2025 !,
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Tab. 23: Ergebnisse der PD-L1-Expression in Primédrtumoren und Hirnmetastasen. Modifiziert nach
Zimmer et al. 2025 !,

Primirtumoren Hirnmetastasen
n PD-L1+ PD-L1- PD-L1+ PD-L1-
Gesamtheit 27 11 16 9 18
Triple-negativ 9 5 4 6 3
Luminal HER2/neu- 9 1 8 0 9
HER2/neut+ 9 5 4 3 6

Bei genauerer Betrachtung wird ersichtlich, dass eine positive PD-L1-Expression insbesondere
mit den Subgruppen Triple-negativ und HER2/neu+ assoziiert ist. In der Gruppe Luminal
HER2/neu- zeigte sich eine positive PD-L1-Expression hingegen nur in einem Fall, wihrend
die korrespondierende Hirnmetastase einen negativen PD-L1-Status aufwies. Bei der
Untersuchung aller vorliegenden 53 Hirnmetastasen wurde eine positive PD-L1-Expression in
22 Proben nachgewiesen. Die Subgruppenanalyse ergab folgende positive Expressionen:

Triple-negativ (10/15), Luminal HER2/neu- (4/19), HER2/neu+ (8/19).

3.6.2 Regressionsanalyse der PD-L1-Expression

AnschlieBend wurde eine Regressionsanalyse durchgefiihrt, um den Einfluss der PD-LI1-
Expression im Primértumor auf den Status der Hirnmetastase zu tiberpriifen. Dabei wurde der
CPS im Primértumor als unabhidngige Variable (x) und der CPS in der Hirnmetastase als
abhéngige Variable (y) betrachtet. Zunichst wurde das Gesamtkollektiv und anschlieBend die
Subgruppen betrachtet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 9 dargestellt.

Aus dem Bestimmtheitsgrad R? fiir das Gesamtkollektiv ladsst sich ableiten, dass etwa 39 % der
Variation im CPS der Hirnmetastasen durch die Variation des CPS in den Primirtumoren
erklirbar sind. Dies impliziert, dass die Regressionslinie nicht alle Schwankungen des CPS der
Hirnmetastasen erklidren kann und der CPS in der cerebralen Metastase nicht zwangslaufig
durch den CPS des Primértumors determiniert wird. Das Signifikanzniveau (p <0,001) weist
auf einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen den CPS-Werten in den

Primirtumoren und Hirnmetastasen hin. Bei separater Betrachtung der Subgruppen wurde
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deutlich, dass dieser Zusammenhang lediglich durch die korrelierte PD-L1-Expression der
TNBC (R? = 0,73; p = 0,003) und HER2/neu+-Tumore (R? = 0,03; p = 0,675) zustande kam.

Eine PD-L1-Expression bei Patientinnen vom Typ Luminal HER2/neu- war insgesamt kaum

gegeben
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Abb. 18: Korrelation der PD-L1-Expression zwischen Primédrtumor und Hirnmetastase. Die Graphen zeigen
Streudiagramme und entsprechende Regressionsgeraden zur Darstellung eines linearen Zusammenhangs. Das
obere Streudiagramm stellt den Zusammenhang des Gesamtkollektivs dar. In den unteren drei Diagrammen
werden die Subgruppen HER2/neu+, Luminal HER2/neu- und Triple-negativ betrachtet. Die Stirke der
Korrelation ist durch den Bestimmtheitsgrad (R?) reprisentiert. Dieser ist gemeinsam mit dem p-Wert und der

Fallzahl (n) in der oberen linken Ecke der Diagramme dargestellt. Modifiziert nach Zimmer et al. 2025 !!1,

3.6.3 Univariatanalyse des Intervalls (Primirtumor - Hirnmetastase)

Anschliefend wurde der Einfluss der PD-L1-Expression auf die Lédnge des Zeitraums zwischen
Erstdiagnose des Primédrtumors und dem cerebralen Progress untersucht. Die Untersuchung
erfolgte wie zuvor an Gewebeproben der Primédrtumoren. Dazu wurde das Kollektiv in die
Gruppen PD-L1P%" ynd PD-L1°&¥" gespalten. Fiir den CPS wurde ein Cut-Off-Wert von > 1
definiert. Die Signifikanz wurde mittels Log-Rank-Test gepriift und das Ergebnis mittels
Kaplan-Meier-Kurven verbildlicht (Abb. 10 und Tab. 23).
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PD-L1 negativ == positiv
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Abb 19: Univariatanalyse des Intervalls (Primértumor - Hirnmetastase) fiir PD-L1. Kaplan-Meier Kurve von
Patientinnen mit hoher und niedriger PD-L1-Expression. Der Log-Rank-Test wurde fiir die statistische Analyse
genutzt und der p-Wert ist in der linken unteren Ecke im Diagramm dargestellt. Modifiziert nach
Zimmer et al. 2025 !,

Tab. 24: Univariatanalyse des Intervalls (Primirtumor— Hirnmetastase) fiir PD-L1. Modifiziert nach
Zimmer et al. 2025 ',

Median n p
Schétzer KI [95%]
Untere Grenze Obere Grenze
PD-L1+ 28 17 -
27 0,076
PD-L1- 32 20 79

Das Ergebnis des Log-Rank-Test mit einem p-Wert von 0,076 zeigte, dass der Einfluss von PD-
L1 auf die Lange des Intervalls (Primédrtumor — Hirnmetastase) tendenziell signifikant sein
konnte, jedoch bei dem hier festgelegten Signifikanzniveau von 0,05 keine statistische

Signifikanz erreichte. Dennoch legt das Ergebnis nahe, dass bei einer groBeren
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Stichprobenanzahl mdglicherweise signifikante Zusammenhdnge gefunden werden kdnnten.
Die cerebrale Metastase trat bei negativem PD-L1-Status nach einer medianen Zeit von 32
Monaten auf, bei positiver PD-L1-Expression im Primdrtumor hingegen bereits nach 28

Monaten

3.6.4 Univariatanalyse des Gesamtiiberlebens (Primértumor - Tod)

Anschlieend wurde der Einfluss der PD-L1-Expression in den Primdrtumoren auf das
Gesamtiiberleben mittels Log-Rank-Test untersucht und die Ergebnisse in Tabelle 24
dargestellt. Die Definition des Gesamtiiberlebens entspricht wie zuvor dem Zeitraum zwischen

Erstdiagnose des Primédrtumors und dem Tod.

Der Log-Rank-Test zeigte keinen signifikanten Einfluss der PD-LI1-Expression der
Mammakarzinome auf die Linge des Gesamtiiberlebens (p = 0,5; Log-Rank-Test). Das
mediane Gesamtiiberleben betrug bei positiver Expression 58 Monate und bei negativem Status

75 Monate.

Tab. 25: Univariatanalyse des Gesamtiiberlebens (Primédrtumor — Tod) fiir PD-L1. Modifiziert nach
Zimmer et al. 2025 ',

Median n p
Schiitzer KI [95%]
Untere Grenze Obere Grenze
PD-L1+ 58 29 -
0,5 27
PD-L1- 75 34 143

3.6.5 Univariatanalyse des Intervalls (Hirnmetastase — Tod)

Im nidchsten Schritt wurde die Auswirkung des PD-L1-Status der Hirnmetastasen auf das
Uberleben nach stattgefundener Hirnmetastasierung iiberpriift. Die Ergebnisse sind in Tabelle

25 dargestellt.
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Im Log-Rank-Test konnte kein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden (p = 0,5; Log-
Rank-Test). Hierbei zeigte sich im Vergleich zum Primédrtumor ein umgekehrtes Bild. Die
mediane Uberlebenszeit wies bei positiver Expression eine lingere Dauer auf als bei einem
negativen PD-L1-Status. Ein moglicher Grund dafiir sind zwei Patientinnen, die 154 Monate
beziehungsweise 138 Monate nach Erstdiagnose der PD-L1-positiven cerebralen Metastase
noch am Leben sind. Aufgrund der StichprobengroBe des Kollektivs konnte es sein, dass diese

beiden Ausreiller einen entscheidenden Einfluss auf das Resultat des Log-Rank-Tests haben.

Tab. 26: Univariatanalyse des Intervalls (Hirnmetastase — Tod) fiir PD-L1. Modifiziert nach
Zimmer et al. 2025 1,

Median n p
Schiitzer KI [95%]
Untere Grenze Obere Grenze
PD-L1+ 15 11 35
52 0,5
PD-L1- 13 5 34

3.6.6 Assoziationen mit klinischen Parametern der Primértumoren

Um potenzielle Zusammenhdnge zwischen PD-L1 und klinischen Parametern der
Primértumoren zu untersuchen, wurde der exakte Fisher-Test verwendet und die Ergebnisse in

Tabelle 26 dargestellt.

Der Test ergab keine signifikanten Assoziationen zwischen der Expression von PD-L1 und

klinischen Merkmalen der Primértumoren.
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Tab. 27: Assoziationsanalyse mit klinischen Parametern der Primértumoren fiir PD-L1. Modifiziert nach

Zimmer et al. 2025 1,

Klinische Parameter

T-Stadium
1

2

3

4

Unbekannt
N-Stadium

NO

N+

M-Stadium

MO

M+

Grading

2

3
Ostrogenrezeptor
Positiv

Negativ
Progesteronrezeptor
Positiv

Negativ
HER2/neu

Positiv

Negativ
Neoadjuvante CTX
Ja

Nein

PD-L1
Positiv, Negativ,
n=11 n=16 p
0,7
2 5
5 4
1 3
2 3
1 1
0,4
2 6
9 10
>0.9
10
4 6
0,7
6 7
5 9
0,3
5 11
6 5
0,3
5 11
6 5
0,4
5 4
6 12
0,7
5 5
6 11
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3.6.7 Assoziationen mit klinischen Parametern der Hirnmetastasen

Danach wurde gepriift, ob eine Assoziation zwischen der PD-L1-Expression in den
Hirnmetastasen und prognostischen Merkmalen besteht. Dazu wurde erneut der exakte Fisher-

Test verwendet und die Ergebnisse in Tabelle 27 verdeutlicht.

Fiir keine der untersuchten Variablen konnte ein signifikanter Zusammenhang hinsichtlich des

PD-L1-Status nachgewiesen werden.

Tab. 28: Assoziationsanalyse mit klinischen Parametern der Hirnmetastasen fiir PD-L1. Modifiziert nach
Zimmer et al. 2025 ',

PD-L1

Klinische Parameter Positiv, Negativ,

n=22 n=31 p
Meningeosis 0,12
Ja 1 7
Nein 21 23
Unbekannt 0 1
Dexamethason 0,3
Ja 14 14
Nein 8 16
Unbekannt 0 1
Hirnédem 0,2
1 3 10
2 5 8
3 14 11
Unbekannt 0 2
Anzahl der HM 0,6
Solitir 15 14
Multiple 7 16
Unbekannt 1
Prisentation
Synchron 1 3 0,2
Metachron 21 28
Rezidiv cerebral
Ja 7 6 0,3
Nein 15 25
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Ergebnisse

4.1.1 Expressionsunterschiede zwischen Priméirtumoren und Hirnmetastasen

Das Gehirn galt historisch gesehen als immunologisch privilegiertes Organ, in dem eine
adaptive Immunantwort und Entziindungsreaktionen streng kontrolliert und begrenzt sind. Zu
dieser Vorstellung hat neben der Blut-Hirn-Schranke und dem vermeintlichen Fehlen von
Lymphgefafien, maBgeblich die Arbeit von Medawar et al. aus dem Jahr 1948 beigetragen !!*
14 Tn dieser Studie wurde Haut erwachsener Kaninchen in Hirngewebe sowie auf die Brust
transplantiert. Dabei stellten die Untersucher fest, dass die Transplantate im Gehirn keine
adaptive Immunantwort hervorriefen und somit im Gegensatz zur Lokalisation auf der Brust
nicht abgestolen wurden. Im Vergleich dazu wurde die Haut desselben Spenders, wenn sie
zuerst peripher und anschlieBend cerebral transplantiert wurde, ebenso schnell abgestofen wie
an der peripheren Stelle. Daraus schlussfolgerten Medawar et al., dass sich bereits bestehende
Immunreaktionen zwar auf das Gehirn ausbreiten konnen, dieses selbst jedoch tolerogen ist und
somit keine entsprechende Immunantwort auf ein allogenes Transplantat autbauen kann. Diese
Entdeckungen trugen zur Entstehung des Konzepts des Gehirns als immunprivilegiertes Organ
bei. Zurilickgefiihrt wurden die Beobachtungen auf das vermeintliche Fehlen eines
Lymphdrainagesystems und folglich auf eine fehlende afferente Immunitét 4. In den 1980er
Jahre wurden erstmals Wege des Antigenaustritts vom Gehirn zu den tiefen cervicalen
Lymphknoten entdeckt ''>!1®, Eine Forschungsgruppe von Aspelund et al. entdeckte 2015 ein
funktionelles Lymphsystem in der Dura mater von Méusen, welches interstitielle Fliissigkeit
sowie Liquor aus dem Subarachnoidalraum absorbiert und {iber Foramina in der Schiddelbasis
in die tiefen Halslymphknoten drainiert !'7. Ferner stellt die Blut-Hirn-Schranke als dichteste
Endothelbarriere des Korpers eine Herausforderung fiir den efferenten Arm der Immunitit des

ZNS dar 113118,

Eine weitere Besonderheit der cerebralen Immunitét sind gehirnresidente Makrophagen,
sogenannte Mikroglia, welche sich aus Vorlduferzellen des Dottersacks entwickeln ''°. Im
Gegensatz zu peripheren Makrophagen erneuern sich Mikroglia im Rahmen der Homoostase

eigenstindig '?°. Nach einer Schidigung der Blut-Hirn-Schranke, etwa durch Bestrahlung oder
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im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen, konnen periphere Monozyten jedoch signifikant

zum Makrophagenpool des ZNS beitragen '21:122123,

Folglich ist das Gehirn zwar nicht immunologisch privilegiert, aber dennoch einzigartig. Vor
diesem Hintergrund erscheint ein Vergleich der TAMs im Primirtumor und der

korrespondierenden Hirnmetastase folgerichtig.

Fiir das Gesamtkollektiv konnten im Tumornest in der vorliegenden Arbeit keine Unterschiede
in der Expression der Marker CD68, CD163 und CD86 festgestellt werden. Allerdings zeigte
die Subgruppenanalyse eine signifikant hohere Expression von CD86 in den cerebralen
Metastasen der luminalen HER2/neu-negativen Tumore (Tab. 6). Im Tumorstroma zeigte sich
jedoch ein signifikanter Unterschied in der CD68-Expression mit hoheren Werten in der
Metastase als im Primértumor. Dieser Expressionsunterschied ldsst sich insbesondere den
HER2/neu-positiven Tumoren zuordnen (Tab. 6). Ein moglicher Grund fiir die hohere
Expression an Makrophagen in den Hirnmetastasen konnte auf Einwanderung von aus dem
Knochenmark stammenden Makrophagen (BMDM) zuriickzufiihren sein. Die Arbeit von
Bowman et al. zeigt, dass neben Mikroglia auch infiltrierende, vom Knochenmark abgeleitete
Makrophagen in cerebralen Metastasen vorhanden sind. Zusitzlich haben sie nachgewiesen,
dass Mikroglia spezifisch Itga4 (CD49D) unterdriicken, was eine Unterscheidung zwischen
BMDM und Mikroglia erméglicht 122,

Nach intensiver Recherche wurde eine weitere Studie gefunden, die die
Expressionsunterschiede verschiedener Makrophagenmarker zwischen Primértumoren und
Hirnmetastasen untersuchte: FEine Forschungsgruppe um Liu et al. analysierte das
Tumormikromilieu von Primértumoren nicht-kleinzelliger Lungenkarzinomen (NSCLC) und
Hirnmetastasen. Mittels immunhistochemischer Analyse priiften sie unter anderem den
Einfluss von CD68 und CD163 auf klinische Parameter und Uberlebenszeiten. Insgesamt
wurden 17 gepaarte Proben aus Primértumoren des NSCLC und den entsprechenden
Hirnmetastasen sowie 45 weitere ungepaarte Hirnmetastasen analysiert. Liu et al. stellten fest,
dass sich die Expression von CD68 und CD163 zwischen den Primértumoren und
Hirnmetastasen nicht signifikant unterscheidet. Methodisch unterscheidet sich die Arbeit
jedoch hinsichtlich der Quantifizierung der Immunhistochemie: Liu et al. verwendeten zur
Quantifizierung der Makrophagen den Durchschnitt der Anzahl aus drei Hot-Spots. Eine

Unterteilung zwischen Tumornest und Tumorstroma fand nicht statt. Diese fehlende
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Differenzierung zwischen den beiden Tumorkompartimenten konnte ein Grund dafiir sein,
weshalb Liu et al. keine unterschiedliche Expression von CD68 zwischen Primértumor und
Hirnmetastase feststellen konnten. Zudem unterscheiden sich die Entitdten der analysierten

Primirtumoren in dieser Arbeit von denen in der Studie von Liu et al. 124,

Interessanterweise konnten wir nachweisen, dass der PD-L1-Status des Primartumors nicht
zwangsldufig den Status der Hirnmetastase determiniert (Abb.8 und Tab. 22). In der
neuropathologischen Diagnostik wird PD-L1 bei cerebralen Metastasen des Mammakarzinoms
nicht standardméBig untersucht '2°. Hier konnte jedoch gezeigt werden, dass es zu einem Switch
der PD-L1-Expression kommen kann. Insgesamt konnte eine PD-L1-Expression in 40,7 % der
Priméirtumoren und 33,3 % der Hirnmetastasen nachgewiesen werden (CPS > 1). Eine nicht
iibereinstimmende PD-L1-Expression zeigte sich in 7/27 Fillen (25,9 %): 4 Fille zeigten eine
positive Expression im Primartumor und eine negative Expression in der korrespondierenden
Hirnmetastase; 3 Fille exprimierten kein PD-L1 in Primirtumor und dafiir jedoch in der
Hirnmetastase. Diskordantes Expressionsverhalten zwischen primdren Mammakarzinomen
und cerebralen Metastasen wiesen auch Chehade et al. im Jahr 2022 nach!?¢. Somit stellt sich
die Frage, ob man PD-L1 routineméBig bei Hirnmetastasen mitbestimmen sollte. Derzeit gibt
jedoch keine nichtinvasive Methode, um ein Ansprechen cerebraler Metastasen auf eine
Immuntherapie vorherzusagen. Im Jahr 2023 untersuchten Brastianos et al. erstmals das
Ansprechen von Pembrolizumab auf cerebrale Metastasen, unabhingig von ihrem
zugrundeliegenden PD-L1-Status. Es wurden verschiedene Kohorten basierend auf ihrer
Tumorentitit eingeteilt. Die grof3te Kohorte stellten Patientinnen mit Mammakarzinom dar (n
= 35). Folgende primire Endpunkte wurden in der Studie definiert: komplettes Ansprechen,
partielles Ansprechen und stabile Krankheit. Insgesamt profitierten 42,1 % der Patientinnen
von der Therapie, wobei die Ansprechrate bei Mammakarzinomen 37,0 % betrug.
Interessanterweise konnte kein Unterschied zwischen den Subtypen festgestellt werden. Einen
Nutzen im Sinne einer kompletten oder partielles Remission konnte allerdings nur bei 8,8 %
des Gesamtkollektivs beobachtet werden !*7 . Tiezzi et al. postulierten CD86 als potenziellen
prognostischen Marker zur Vorhersage des Erfolgs einer Immuntherapie in
Mammakarzinomen. Dieser war, neben dem triple-negativen Subtyp, insbesondere mit
regulatorischen T-Zellen, T-Gedichtniszellen und zytotoxischen CD8+-T-Zellen assoziiert '28,
In mehreren Tumorentitidten wurde die Wirksamkeit der Immuntherapie bei Hirnmetastasen

belegt. Dennoch sprechen nicht alle Patientinnen auf diese Therapieform an, und es ist
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notwendig weiter zu evaluieren, welche Griinde dahinterstecken und wie man den Erfolg dieser

Therapien besser vorhersagen kann 27,

4.1.2 Expressionsunterschiede zwischen Tumornest und Tumorstroma

Entsprechend dieser Arbeit konnte in mehreren Studien nachgewiesen werden, dass TAMs
sowohl im Tumornest als auch im Tumorstroma prisent sind '2%!13° Fiir die Oberflichenmarker
CD68, CD163 und CD86 =zeigte sich sowohl in den Primirtumoren als auch in den
Hirnmetastasen ein signifikant erhohtes Vorkommen im Tumorstroma (Tab. 5). Dass die
iiberwiegende Mehrheit der TAMs im Stroma ansissig ist, steht im Einklang mit den
Ergebnissen von Mahmoud et al. *°. Ahnliche Untersuchungen ergaben zudem, dass stromale
TAMs einen hoheren prognostischen Wert haben als solche im Tumornest '%°. Zu diesem
Ergebnis kam auch eine Arbeit von Medrek et al aus dem Jahr 2012: Sie fanden heraus, dass
das Vorhandensein von CD68- und CD163-positiven Makrophagen im Tumorstroma, nicht
aber im Tumornest, einen unabhingigen schlechten Prognoseparameter in priméren
Mammakarzinomen darstellt '2°. Im Gegensatz dazu zeigte die Arbeit von Gwak et al., dass ein
hohes Vorkommen von CD68-positiven Makrophagen im Tumornest von priméren
Mammakarzinomen mit einem signifikant kiirzeren progressionsfreien Intervall einhergeht 3!,
Andererseits korrelierte eine hohe Dichte CD68-positiver Makrophagen im Tumornest mit
einer besseren Prognose bei Endometrium- und Magenkarzinomen 32133, Bei der Untersuchung
der CD163-Expression in Abhdngigkeit von der Tumorlokalisation stellten Fortis et al. fest,
dass das progressionsfreie Intervall und das Gesamtiiberleben bei Brustkrebserkrankten mit
niedriger CD163-Expression im Tumorzentrum des Primartumors, aber hoher Expression an

den invasiven Rédndern verlingert war 134

. Die divergierende Funktion von TAMs in
unterschiedlichen Tumorkompartimenten unterstreicht die Notwendigkeit weiterer Forschung.
Ch’ng et al. postulierten, dass TAMs im Tumornest zur hypoxieinduzierten Angiogenese
beitragen, wihrend stromale TAMs die Architektur und den Tumorgrad beeinflussen'®>. Leek
et al. zeigten, dass hypoxieassoziierte Tumornekrose im Brustkrebs zur Rekrutierung von
Makrophagen fiihrt, welche anschlieSend die Angiogenese induzieren und zu einer schlechteren
Tumorprognose beitragen %%, Somit wire es denkbar, dass sofern das Tumorwachstum die

Blutversorgung iiberschreitet, die daraus resultierende Hypoxie im Tumornest zur Invasion von

intratumoralen TAMs fiihrt '*!. Diese Unterschiede liefern moglicherweise eine Erklarung
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dafiir, weshalb die untersuchten Parameter in der vorliegenden Arbeit nicht zwingend identisch

in beiden Regionen sind.

4.1.3 Einfluss der Ergebnisse auf die Léange des Intervalls (Priméirtumor -
Hirnmetastase) und das Gesamtiiberleben

Die Zeitspanne zwischen der Erstdiagnose des Primértumors und dem Auftreten von
Hirnmetastasen sowie das Gesamtiiberleben sind wichtige prognostische Parameter. Ein kurzer
Zeitraum ist hédufig mit einer aggressiven Tumorbiologie und einer schnellen
Krankheitsprogression vergesellschaftet. In der vorliegenden Arbeit konnte ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Expression von CD163 im Tumorstroma und der Linge des
Intervalls zwischen Erstdiagnose des Primirtumors und dem cerebralen Progress festgestellt
werden (Abb. 7, Tab. 17). Weder fiir CD68 noch fiir CD86 und PD-L1 konnte ein
nachweisbarer Einfluss auf die Zeitspanne zwischen der Diagnose des Primértumors und dem
Auftreten von Hirnmetastasen festgestellt werden. Ebenso zeigte sich fiir keinen untersuchten

Marker ein signifikanter Einfluss auf das Gesamtiiberleben.

Bei Patientinnen mit hoher Expression von CD163 im Tumorstroma betrug das Intervall
(Primértumor — Hirnmetastase) im Median 17 Monate und bei solchen mit niedriger Expression
hingegen 32 Monate (Tab. 17). Das entspricht einem um 46,9 % verkiirzten Intervall in der
Gruppe CD163"" Im Einklang mit unseren Ergebnissen ging in mehreren Studien ein hohes
Vorkommen von CD163-positiven Makrophagen in Primértumoren des Mammakarzinoms mit
einem fritheren Progress einher 37138, Im Gegensatz zu Tiainen et al. konnten wir keinen
Einfluss von CD163 auf das Gesamtiiberleben nachweisen '37. Unsere Ergebnisse beziiglich
des Gesamtiiberlebens decken sich wiederum mit denen von Sousa et. al. Dort konnte weiterhin
CD163 als unabhingiger prognostischer Faktor fiir ein kiirzeres progressionsfreies Intervall
ermittelt werden '3°. Es ist jedoch wichtig zu beachten, dass in der vorliegenden Arbeit
ausschlieBlich cerebrale Progresse inkludiert wurden. Lokalrezidive und extrakranielle
Metastasen gingen nicht in die Berechnung des Intervalls (Primédrtumor - Hirnmetastase) ein,
weshalb dieses auch nicht als progressionsfreies Intervall im klassischen Sinne bezeichnet wird.
Vor diesem Hintergrund ist ein Vergleich mit Studien, die das klassische progressionsfreie

Intervall untersucht haben, nur eingeschrinkt mdglich.
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Fiir CD68 besteht basierend auf unseren Daten mit einem p-Wert von 0,077 im Tumorstroma
eine gewisse Tendenz, dass das Intervall (Primirtumor - Hirnmetastase) bei einer grofleren
Stichprobe moglicherweise signifikant wire. Patientinnen mit hoher CD68-Expression erlitten
nach einem medianen Intervall von 23 Monaten einen cerebralen Progress, wahrend solche mit
niedriger Expression erst nach 31 Monaten betroffen waren (Abb.5 und Tab. 7).
Dementsprechend war das Intervall bei hoher Expression um 25,8 % verkiirzt. In mehreren
Studien wurde bereits der Einfluss von CD68-positiven Makrophagen auf prognostische
Parameter des Mammakarzinoms untersucht %3713 Mahmoud et al. fiihrten eine
Expressionsanalyse durch, um den prognostischen Wert von CD68-positiven Makrophagen in
1322 primdren Mammakarzinomen zu untersuchen. Dazu zdhlten sie Makrophagen in drei Hot-
Spot-Areas und addierten die Resultate. Dort zeigte die univariate Uberlebensanalyse einen
signifikanten Zusammenhang zwischen CD68-positiven Makrophagen und einem kiirzeren
progressionsfreien Intervall sowie Gesamtiiberleben. Dahingegen war die Anzahl an CD68-
positiven Makrophagen in der multivariaten Modellanalyse kein unabhéngiger prognostischer
Marker 3%, Tiainen et al. untermauern die Ergebnisse der univariaten Analyse der
Uberlebenszeiten '*7. Im Gegensatz dazu konnte im Einklang mit unseren Ergebnissen in der
Arbeit von Sousa et al. kein Einfluss von CD68 in der Uberlebenszeitanalyse nachgewiesen

werden 137,

Obwohl wir keine signifikanten Auswirkungen von CD86-positiven TAMs auf das Intervall
(Primértumor - Hirnmetastase) feststellen konnten, ist es dennoch erwidhnenswert, dass eine
hohe Expression in beiden Tumorregionen mit einem ldngeren Zeitraum bis zur cerebralen
Manifestation einher ging (Tab. 12). In der Arbeit von Pinto et al. konnte ein protektiver
Einfluss von M1-Makrophagen auf das Rezidiv von kolorektalen Karzinomen nachgewiesen
werden. Es ist jedoch anzumerken, dass in ihrer Studie CD80 als Marker fiir M1-Makrophagen
verwendet wurde 40, Weiterhin konnten wir keinen statistischen Zusammenhang zwischen der
Expression von CD86 und dem Gesamtiiberleben feststellen (Tab. 13). Dies steht im Einklang
mit den Ergebnissen einer Brustkrebsstudie, in welcher ebenfalls kein Einfluss von MI-
Makrophagen auf das progressionsfreie Intervall sowie auf das Gesamtiiberleben nachgewiesen

werden konnte !

4l Dahingegen wurde in einer Studie zu HER2/neu-positiven priméren
Mammakarzinomen festgestellt, dass eine hohe Dichte von M1-Makrophagen, die mit iNOS
markiert wurden, mit einem ldngeren Gesamtiiberleben einherging '42. Obwohl MI-

Makrophagen antitumorale Eigenschaften zugesprochen werden, findet man in der Literatur
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diesbeziiglich auch gegenteilige Ergebnisse: In einer Brustkrebsstudie war CD86 in der

multivariaten Analyse mit einer schlechteren Prognose assoziiert *3128,

Fiir PD-L1 ergab sich bei einem p-Wert von 0,076 ein tendenzieller Zusammenhang zwischen
PD-L1 und der Lénge des Intervalls (Primartumor - Hirnmetastase) (Abb. 10, Tab. 23). Dieses
wire bei einer hoheren Stichprobengrofle moglicherweise signifikant gewesen. Zudem zeigte
sich bei den untersuchten Parametern einheitlich, dass eine hohe Expression in den
Primirtumoren mit einem kiirzeren Intervall (Primdrtumor - Hirnmetastase) sowie
Gesamtiiberleben einherging, jedoch ohne statistische Signifikanz. In einer Arbeit von Qin et
al. wurden 870 primdre Mammakarzinome hinsichtlich ihrer PD-L1-Expression untersucht. Sie
fanden heraus, dass eine hohe Expression von PD-L1 mit einem signifikant kiirzeren
progressionsfreien Intervall und Gesamtiiberleben korrelierte '*3. Im Einklang mit Qin et al.
zeigte eine Metaanalyse, welche 2546 Fille umfasste, ein verringertes Gesamtiiberleben bei
primdren Mammakarzinomen mit hoher PD-L1-Expression '*. In der KEYNOTE-522-
Zulassungsstudie flir den PD-1-Antikdrper Pembrolizumab zur Behandlung des TNBC fiihrte
die Kombination aus Pembrolizumab und Chemotherapie, gefolgt von Pembrolizumab allein,
zu einer um 37 % verringertem Risiko flir Progression oder Tod. Grundvoraussetzung fiir die

Therapie ist eine positive Expression von PD-L1 mit einem CPS > 10 .

4.1.4 Einfluss der Ergebnisse auf die Linge des Intervalls (Hirnmetastase — Tod)

Das Intervall zwischen der Erstdiagnose einer Hirnmetastase und dem Tod ist ein bedeutender
klinischer Parameter, da es als Verlaufsindikator fiir das metastasenspezifische Uberleben
fungiert. Dieses Intervall bietet wertvolle Informationen iiber den Krankheitsverlauf und die
Wirksamkeit therapeutischer MaBnahmen. Durch die Erfassung der Zeitspanne zwischen dem
Auftreten von Hirnmetastasen und dem Todeszeitpunkt ermdglicht es eine genauere
Prognoseeinschitzung und unterstiitzt die Bewertung der Effektivitit neuer
Behandlungsmethoden. Zudem kann es als Referenzpunkt in klinischen Studien dienen, um den

Nutzen spezifischer Therapien fiir Patientinnen mit Hirnmetastasen zu untersuchen.

In der Uberlebenszeitanalyse konnte fiir die Marker CD68, CD163 und PD-L1 weder fiir das
Tumornest noch fiir das Tumorstroma ein signifikanter Einfluss auf die Uberlebenszeit nach
stattgefundener Hirnmetastasierung nachgewiesen werden (Tab. 9, 19 und 25). Dies steht

teilweise im Einklang mit den Ergebnissen von Liu et al., welche fiir CD163 in den cerebralen
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Metastasen von Lungenkarzinomen ebenfalls keinen Einfluss auf die Uberlebenszeit
nachweisen konnten. Jedoch zeigte sich in ihrer Arbeit ein signifikant verkiirztes Intervall

(Hirnmetastase - Tod) bei Patienten mit hoher Expression von CD68 in Hirnmetastasen 24,

Im Gegensatz dazu konnte in dieser Arbeit ein signifikant langeres Intervall zwischen
Manifestation der Hirnmetastase und dem Todeszeitpunkt fiir die CD86-Expression im
Tumornest der cerebralen Metastasen nachgewiesen werden (Tab. 14). Patientinnen mit hoher
Expression im Tumornest der Hirnmetastase hatten ein um 63,6 % verldngertes medianes
Uberleben. Ahnliche giinstige Prognosen wurden fiir M 1-Makrophagen unter anderem auch in
Primértumoren von Melanomen und Lungenkarzinomen berichtet '#° 14, Dennoch findet man
in der Literatur diesbeziiglich auch gegenteilige Ergebnisse: In einer Brustkrebsstudie war eine
hohe Expression von CD86 in Primédrtumoren mit einer schlechteren Prognose in der

multivariaten Analyse assoziiert. '28

. Auflerdem wurde CD86 in Low-grade-Gliomen als
ungiinstiger prognostischer Parameter in der Uberlebenszeitanalyse identifiziert '47. Ebenso
korrelierten M1-Makrophagen mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben sowie einem hoéheren
WHO-Grad. Zusitzlich zeigte sich, dass M1-Makrophagen das Ansprechen von IDH-Wildtyp-

Glioblastomen auf eine Strahlentherapie beeintrichtigen kénnen 4%,

Die Arbeit von Pukrop et al. liefert Einblicke in eine potenzielle Rolle von TAMs bei der
cerebralen Metastasierung und bietet somit eine mogliche Erkldrung fiir deren Einfluss auf die
Uberlebenszeiten. Mittels in-vitro-Modellen der Hirnmetastasierung haben sie nachgewiesen,
dass Mikroglia sich an Tumorzellen anheften und aktiv deren Migration in das Cerebrum
fordern. Interessanterweise zeigten diese proinvasiven Mikroglia eine verdnderte Morphologie,

jedoch keine Polarisation zum M2-Typ 4.

4.1.5 Ergebnisse und klinische Parameter der Primértumoren

Im folgenden Abschnitt wird die prognostische Relevanz der Expression von CD68, CD163,
CD86 und PD-L1 in Bezug auf klinisch-pathologische Parameter diskutiert:

In der durchgefiihrten Assoziationsanalyse konnten keine signifikanten Zusammenhénge
zwischen der Expression von CD68 und den klinischen Parametern der Primértumoren

nachgewiesen werden (Tab. 10). Im Gegensatz dazu zeigten Mahmoud et al., dass CD68-
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positive Makrophagen signifikant mit einem héheren Tumorgrading, negativen Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren, HER2/neu-Uberexpression und dem triple-negativen Subtyp assoziiert
sind '*%, Tiainen et al. bestitigen den Zusammenhang von CD68 mit HER2/neu-Positivitit,
negativen Hormonrezeptoren und einer schlechten Tumordifferenzierung '37. Den Ergebnissen
beider Arbeitsgruppen liegen unterschiedliche Methodiken zugrunde. Zudem erfolgte keine
Differenzierung zwischen Tumornest und Tumorstroma 3% 37, Wie zuvor erwéhnt, scheinen
Makrophagen in diesen beiden Regionen unterschiedliche Funktionen zu iibernehmen, weshalb
eine Unterscheidung vor diesem Hintergrund wichtig ist !3°. Mahmoud et al. zahlten CD68-
positive Makrophagen an den drei folgenden Stellen: intratumoral, im angrenzenden
Tumorstroma sowie im entfernten Tumorstroma. Die Gesamtzahl der Makrophagen wurde
durch die Addition der Zdhlungen fiir die drei Kompartimente ermittelt '3°. Im Gegensatz dazu
zdhlten Tiainen et al. Hot-Spots an der Invasionsfront und im Tumorstroma, fiihrten aber
ebenfalls keine Differenzierung in der Analyse durch 37, Die unterschiedlichen Methodiken
unterstreichen die Notwendigkeit einer einheitlichen Quantifizierung von Makrophagen, um

eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewihrleisten.

Fiir den M2-Makrophagenmarker CD163 konnten wir im Einklang mit der Literatur einen
signifikanten Zusammenhang zwischen einer hohen Expression im Tumorstroma und negativen
Hormonrezeptoren nachweisen (Tab. 20). Dariiber hinaus wurde in mehreren Arbeiten ein
Zusammenhang zwischen CD163-positiven Makrophagen und einem hoéheren T-Stadium,
Lymphknotenmetastasen, hoherem Grading, hohem Ki-67-Proliferationsstatus sowie

HER2/neu-Positivitit nachgewiesen 137139,

In der hier vorliegenden Arbeit korrelierten CD86 im Tumornest ebenfalls mit einem héheren
Grading (Tab. 15). Diese Tatsache konnte fiir ungiinstige Eigenschaften von CD86 sprechen.
In einer Transkriptomanalyse untersuchten Oshi et al. die Rolle von M1-Makrophagen und
identifizierten sowohl giinstige als auch ungiinstige Eigenschaften: Entgegen fritheren Studien
zeigte sich kein Zusammenhang zwischen M1-TAMs und einem verbesserten Ansprechen auf
eine neoadjuvante Chemotherapie oder eine verlingerte Uberlebenszeit 4! 15°, Stattdessen
zeigte sich eine signifikante Korrelation mit klinisch aggressiven Tumorcharakteristika wie
beispielsweise einem hoheren Nottingham-Grad und einem erhdhten Ki-67-Proliferationsindex
in primdren Mammakarzinomen. Daher postulierten sie die Hypothese, dass Tumore mit einem
hohen M1-Anteil eine verstirkte Immunaktivitdt aufweisen, um die Aggressivitit des Tumors

zu kompensieren. Neben den zu erwartenden Zytokinen wie IFN-y konnte jedoch auch die
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Freisetzung von protumoralen TGF-f3 nachgewiesen werden. Auflerdem zeigten Tumoren mit
einer hohen Anzahl an M1-Makrophagen eine starke Infiltration sowohl giinstiger als auch
ungiinstiger Immunzellen. Insgesamt wiesen MI1-TAMs einen signifikant hoéheren
zytologischen Aktivititswert (CYT) auf, was auf ein gilinstiges Tumormikromilieu hindeuten
konnte. Der CYT setzt sich aus den Mittelwerten der Expression von antitumoralen
zytologischen Perforin und proapoptotischen Granzym zusammen, die von zytotoxischen T-

141 Dieser Score wurde in fritheren Studien zur Bewertung der

Zellen sezerniert werden
Krebsimmunitit beschrieben und hohe Werte gingen mit einem lingeren Uberleben einher ',
Diese Ergebnisse, sowie der von uns festgestellte Zusammenhang zu hochgradigen Tumoren,
spiegeln die hohe Plastizitit von Makrophagen wider. Daher werden in neueren Arbeiten
zunehmend die Begriffe ,,M1-dhnliche* und ,,M2-dhnliche* Makrophagen verwendet, da eine

einfache Dichotomisierung der Polarisation nicht gerecht zu werden scheint 2.

Fir PD-L1 konnten keine signifikanten Zusammenhinge mit klinischen Parametern der
Primirtumoren nachgewiesen werden (Tab. 26). Dennoch zeigte sich bei Betrachtung der
Subgruppen, dass eine hohe Expression insbesondere mit triple-negativen Tumoren, aber auch
mit HER2/neu-positiven Tumoren korrelierte. Dahingegen konnte im  Subtyp
Luminal/HER2/neu- nur bei einer Person im Primirtumor eine Expression von PD-L1
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse decken sich weitestgehend mit der Studie von Qin et
al. aus dem Jahr 2015 '**, Dort war eine Expression von PD-L1 signifikant mit einem hoheren
T-Stadium, Invasion von Lymphgefiden sowie einem schlechteren Grading assoziiert. Ein
positiver Ostrogen- und Progesteronstatus ging hingegen mit einer niedrigeren Expression von
PD-L1 einher. Wie in unserer Studie zeigte sich dort insbesondere bei triple-negativen

Brustkrebs eine positive PD-L1 Expression, jedoch ohne statistische Signifikanz '43.

4.1.6 Ergebnisse und Meningeosis carcinomatosa

Eine Meningeosis carcinomatosa tritt bei 3-8 % aller Krebserkrankungen auf und stellt ein
fortgeschrittenes Tumorstadium sowie eine ernsthafte Komplikation dar. Hierbei gelangen die
Tumorzellen entweder hdmatogen oder durch direkte Infiltration in die Meningen.
Anschliefend konnen sie sich im Liquor cerebrospinalis verteilen und siedeln sich haufig in
Bereichen mit verringerter Zirkulationsgeschwindigkeit, wie beispielsweise der Cauda equina,

153

der Hippocampusspalte oder den basalen Zisternen, an *>-. Die Prognose der Betroffenen ist
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sehr schlecht und betrdgt ohne Behandlung nur circa 4-6 Wochen '>*. Die héufigsten

ursdchlichen Krebsarten sind Melanome, Lungenkarzinome und Brustkrebs 133

Wir fanden einen signifikanten Zusammenhang zwischen einer niedrigen CD68-Expression im
Tumornest der Hirnmetastasen und dem Auftreten einer Meningeosis carcinomatosa (Tab. 11).
Alle 8 Patientinnen, welche eine Meningeosis erlitten, wiesen eine niedrige Expression von
CD68 auf. Bei Betrachtung der Polarisation konnte zudem ein signifikanter Zusammenhang
zwischen einer geringen Expression von CD163 und dem Vorliegen einer Meningosis
nachgewiesen werden (Tab. 21). Fiir CD86 ergab der exakte Fisher-Test zwar kein signifikantes
Ergebnis, dennoch wiesen 7 von 8 Fillen eine niedrige Expression auf (Tab. 16). Die
Ergebnisse legen entgegen unserer Erwartung nahe, dass ein niedriges Vorkommen von TAMs
mit einem hoheren Risiko flir Meningeosis einhergeht. In einer Arbeit von Kobayashi et al.
wurden signifikant mehr Makrophagen in Liquorproben bei Patienten mit soliden Tumoren
gefunden als bei solchen ohne Tumor. Zu den soliden Tumoren zdhlten Medulloblastome,
Dysgerminome, neuroendokrine Karzinome, Magenkarzinome, NSCLC und Melanome.
AufBerdem korrelierte eine hohe Anzahl an Makrophagen in Liquorproben mit dem
Vorhandensein atypischer bzw. maligner Zellen. Der Einsatz eines Cut-off-Wertes ermdglichte
die zytologische Unterscheidung von tumorpositiven und -negativen Liquorproben anhand der
Makrophagenanzahl '>°, In einer Arbeit von Haas et al. wurde eine erhdhte Anzahl an
regulatorischen T-Zellen sowie deren spezifische Rekrutierung durch chemotaktische
Botenstoffe bei karzinomatdser und lymphomatdser Meningeosis nachgewiesen. Nach
vorheriger Blockade von CCL-17 und CCL-22 verringerte sich die chemotaktische Wirkung
auf Tregs 1°°. Diese migrationsfordernden Cytokine werden unter anderem von TAMs
ausgeschiittet, wodurch die Invasion regulatorischer T-Zellen gefordert wird 137, Hypothetisch
betrachtet stellt sich nun die Frage, ob Tumoren im Rahmen der leptomeningealen
Metastasierung eine Unterstiitzung von TAMs erfahren und diese womdglich aktiv aus dem
Tumor in den Liquor rekrutieren. Die zugrundeliegende Pathophysiologie geht aus dieser
Arbeit nicht hervor und konnte eine spannende Forschungsfrage darstellen. Hierbei konnte
insbesondere ein Vergleich der TAMs zwischen der Hirnmetastase und dem

korrespondierenden Liquor cerebrospinalis helfen, die Fragestellung weiter zu untersuchen.
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4.1.7 Ausblick: TAMs als therapeutisches Ziel in der Krebstherapie

Aufgrund ihrer fordernden Rolle in der Tumorprogression geraten TAMs zunehmend als

158 Es wurden

potenzielle therapeutische Zielstrukturen in den Fokus der Krebstherapie.
mehrere mogliche Behandlungsansdtze in Primirtumoren untersucht, die im Folgenden

beschrieben werden:

Liposomale Bisphosphonate wurden in einem in-vivo Melanom-Mausmodell erfolgreich
eingesetzt, um eine Transformation von M2- zu M1-Makrophagen zu bewirken '8, Zudem
konnte in Cervixkarzinomen nachgewiesen werden, dass Zoledronat die MMP9 in
Makrophagen inhibiert, wodurch die Sekretion von VEGF gehemmt wird und folglich auch die
Angiogenese und das Tumorwachstum #3. Ein weiterer therapeutischer Ansatz erscheint die
Beeinflussung und Reduktion des hypoxischen Tumormikromilieus: In Mammakarzinomen
konnte gezeigt werden, dass eine Anti-VEGFR-2-Therapie die Durchblutung hypoxischer
Tumore fordert und eine Polarisation in Richtung M1-Typ fordert !>, Weiterhin konnten
diesbeziiglich positive Ergebnisse durch eine Beeinflussung des HIF-Signalwegs mittels der
zugelassenen Medikamente Vorinostat und Topotecan nachgewiesen werden 160 161,

In mehreren Studien wurden erfolgreich Antagonisten spezifischer Chemokine zur Therapie
maligner Tumore sowie TAMs eingesetzt. Die Behandlung immundefizienter Méduse mit einem
CCR2-Antagonisten  fiihrte zu einer Unterdriickung der TAM-Infiltration in

162

Speicheldriisenkarzinomen . Auflerdem konnte ein CCR2-Inhibitor die dstrogenabhingige

163 Die Kombination der

Lebermetastasierung von humanen Brustkrebszellen hemmen
Chemotherapie FOLFIRINOX mit einem CCR2-Antagonisten erhohte die Anzahl von CD4+-
und CD8+-Effektorzellen und reduzierte zugleich die Infiltration von regulatorischen T-Zellen
und TAMs in Pankreaskarzinomen '®*, Die Blockade von CSF-1 in M&usen hemmte die
intratumorale Infiltration immunsuppressiver Makrophagen und verbesserte dadurch die

165

Wirksamkeit einer immunbasierten Melanomtherapie '°. In Lungenkarzinomen fiihrten

Celecoxib und IFN-y zu einer Verschiebung der Polarisation zugunsten von M1-Makrophagen
166, In einem Mausmodell fiihrte IFN-y zu einer Akkumulation von Makrophagen in
Gallenblasenkarzinomen, wihrend zugleich die Differenzierung zu M2-Makrophagen
gehemmt wurde. Dadurch konnte eine Reduktion von VEGF und folglich der Angiogenese

erzielt werden 67,

In vivo Experimente ergaben, dass ein mit Mannose-Polyethylenglykol
modifiziertes Liposom, beladen mit Imiquimod und Doxorubicin, Primértumore sowie
Lungenmetastasen wirksam bekdmpft und ein Rezidiv nach der Operation verhindert. Wahrend

Imiquimod, ein TLR7-Agonist, die Umwandlung von M2- zu M1-TAMs fordert, induziert die
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Freisetzung von Doxorubin den immunogenen Zelltod sowie die Reifung dendritischer Zellen
168 Eine Hemmung des ERK/STAT3-Signals fiithrte zur Reduktion von M2-Makrophagen in
Mammakarzinomen und verringerte zudem das Fortschreiten in vitro und in vivo '¢°. CD40, ein
Mitglied der TNF-Rezeptor-Superfamilie wird hdufig auf antigenprisentierenden Zellen,
einschlieBlich TAMs und dendritischen Zellen, exprimiert. Sein Ligand CD40L, wird auf
CD4+-Zellen exprimiert '7°. Forschungsergebnisse belegen, dass die Aktivierung von
CD40/CDA40L zu einer Hochregulierung von MHC-I sowie proinflammatorischen IL-12 fiihrt.
Zudem fordert die agonistische Stimulation von CD40 via IFN-y die Polarisation zu M1-
Makrophagen. In Mdusen mit Urothelkarzinom fiihrte die Kombination von Antikérpern gegen

CD40 und PD-1 zu einem verlidngerten Gesamtiiberleben 7!,

Wihrend fiir Primirtumoren bereits einige potenzielle Behandlungsstrategien erforscht

wurden, sind Hirnmetastasen bisher weniger in den Fokus der Forschung geriickt:

Die Blockierung von Mikroglia mit Clodronat, einem Bisphosphonat, reduzierte die Invasion
von Krebszellen. Durch bakterielles Lipopolysaccharid gelang eine Induktion des M1-Typs und
damit einhergehend eine Reduktion der proinvasiven Funktion !4, Mittels
nanopartikelbasierter photothermischer Therapie konnte neben antitumorale Effekten in
primdren Mammakarzinomen und Hirnmetastasen ebenfalls eine Repolarisation zu M1-
Makrophagen erzeugt werden 72, Die hier beschriebenen Arbeiten verdeutlichen eine Auswahl
moglicher Therapieoptionen, welche auf TAMs abzielen. Trotz vielversprechender Ergebnisse
bedarf es weiterer Forschung und zuletzt auch groBer klinische Studien und diese neuartigen

Krebstherapien implementieren zu konnen.

4.2 Diskussion der Methodik

4.2.1 Patientinnenkollektiv

Bereits zu Beginn der Arbeit zeigten sich Einschrdnkungen in der Auswahl geeigneter
Patienteninnen. Die Operation der cerebralen Metastase erfolgte stets am Universititsklinikum
Magdeburg, sodass der Zugang zu den Proben problemlos erfolgen konnte. Hingegen fand die
Operation des Primértumors héufig an externen Kliniken statt, wodurch das Akquirieren der
Proben deutlich erschwert wurde. Daher konnten 53 Hirnmetastasen nur 27 Primértumoren

zugeordnet werden, wodurch das Kollektiv verkleinert wurde. Ein weiteres Problem stellten die
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Gewebeproben selbst dar, welche teilweise nur geringfiigig vitale Tumorzellen enthielten oder
Einblutungen und groB3e Nekrosezonen aufwiesen. Nicht ausreichende Proben und solche ohne
vitale Tumorzellen, wurden von der Studie ausgeschlossen. Die Datenerhebung wurde durch
unvollstindige Patientenakten zudem erschwert. Die fehlenden Daten wurden bestmdglich
durch Zusammenarbeit mit anderen behandelnden Arzten und Arztinnen ergiéinzt. Aufgrund von
Wohnort-, Gyndkologen- oder Krankenhauswechsel konnten nicht von allen Patientinnen die

Lebensdaten erhoben werden, weshalb diese bei der Uberlebenszeitanalyse zensiert wurden.

4.2.2 Tissue Microarray

Die Methode des Tissue Microarray stellt eine effiziente und kostengiinstige Moglichkeit zur
Analyse von Gewebeproben dar. Das liegt daran, dass mehrere Proben auf einem Objekttriager
analysiert werden konnen 73, Mithilfe des verwendeten Arraymold-Kit konnten bis zu 35
Proben auf einem Objekttrager platziert werden. Durch die Analyse verschiedener
Tumorregionen in den Hirnmetastasen und den entsprechenden Primirtumoren, kam es trotz
der vergleichsweisen geringen Kohorte zu einem grofen Probenaufkommen. Daher war das
TMA in dieser Studie die Methode der Wahl. Trotz einer Vielzahl an Vorteilen hat auch diese
Methodik Limitationen: Bereits die Auswahl des zu stanzenden Areals stellt eine

173 Um sicherzustellen, dass die ausgewéhlten

Herausforderung und mdégliche Fehlerquelle dar
Bereiche représentativ flir den Tumor sind, erfolgte die Auswahl nach dem Vier-Augen-Prinzip.
Dennoch ist es moglich, dass die Heterogenitit der Zellmorphologie, Proteinexpression und das
Vorkommen von Makrophagen nur unzureichend abgebildet wurde. In einer Vielzahl von
Studien wurde jedoch belegt, dass die Analyse von TMAs und herkdmmliche Gewebeschnitten

zumeist iibereinstimmend sind '73.

4.2.3 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist eine etablierte Methode zur Analyse von Gewebeproben. Potenzielle
Fehlerquellen ergeben sich bei der Auswahl geeigneter Antikorper und der sorgfaltigen
Durchfiihrung des IHC-Protokolls. Um mogliche Fehlfarbungen zu vermeiden, wurden
ausschlieBlich Antikorper verwendet, die bereits an Paraffingewebe getestet wurden.
Anschliefend wurden Testfarbungen durchgefiihrt, um die Spezifitdt dieser Antikdrper zu

iiberpriifen.
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4.2.4 Immunreaktiver Score

Die Expressionsniveaus der Marker CD68, CD86 und CD163 wurden semiquantitativ mithilfe
eines modifizierten immunreaktiven Scores nach Remmele und Stegner ausgewertet. Der Score
beriicksichtigt den Prozentsatz positiver Zellen sowie die Intensitit der Farbung. Der endgiiltige
IRS ergibt sich aus der Multiplikation dieser beiden Parameter !%°. Die gleiche Methodik wurde
auch von Wei et al. in einer Studie zu tumorassoziierten Makrophagen in kolorektalen
Karzinomen angewendet, um die Expression von CD68 und CD163 zu quantifizieren. In der
Arbeit von Wei et. al wurde festgestellt, dass keine oder nur geringe Mengen an TAMs im
Tumornest vorhanden waren ', Im Gegensatz dazu haben wir in unserer Untersuchung TAMs
im Tumornest identifiziert. Um diese Unterschiede in der Prasenz von TAMs im Tumornest zu
quantifizieren, wurde der Reaktivititsscore entsprechend unserer Methodik angepasst. Diese
Modifikation ermoglicht eine prizise Erfassung und Bewertung der TAMs sowohl im

Tumornest als auch im Tumorstroma.

Die Quantifizierung tumorassoziierter Makrophagen gestaltet sich insgesamt als
herausfordernd, da es kein einheitliches und etabliertes Verfahren gibt. Verschiedene Ansitze
werden angewendet, darunter Zellzdhlung, semiquantitative Auswertung, die Verwendung des
IRS sowie Fliachenberechnungen mittels Fiji/ImageJ '1%131L.140" Zydem erfolgt die Analyse
entweder separat fiir Tumornest und Tumorstroma oder ausschlieBlich fiir eine bestimmte

Region 130,131

. Diese Vielfalt an Methoden spiegelt die Komplexitit und uneinheitliche
Quantifizierung tumorassoziierter Makrophagen wider. Daher sind der Vergleich und die

Interpretation verschiedener Studien untereinander anspruchsvoll.

4.2.5 PD-L1 -Scoring

Zur Auswertung der Expression von PD-L1 haben sich in der klinischen Praxis folgende Scores
etabliert, welche bereits in der Methodik dieser Arbeit erldutert wurden (Abb. 3): TPS, CPS
und IC-Score 74, Zur statistischen Auswertung wurde in der vorliegenden Studie der CPS
gewihlt. Der Combined Positive Score bewertet die Anzahl der PD-L1-positiven Zellen
(Tumorzellen, Makrophagen, Lymphozyten) im Verhéltnis zu allen vitalen Tumorzellen. Somit
stellt der CPS eine Verbindung zwischen TPS und IC-Score dar. Ferner schlégt sich eine PD-
L1-Expression durch Makrophagen auch in einem positiven CPS nieder !74. Ein Problem zeigte
sich in der Festlegung des Cut-off-Werts fiir den CPS. Die Spannweite der Cut-off-Werte

unterscheidet sich in Abhdngigkeit von der betrachteten Tumorentitit sowie Studie 74, In der
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KEYNOTE-522-Zulassungsstudie fiir den PD-1-Antikorper Pembrolizumab zur Behandlung
des triple-negativen Mammakarzinoms wurde ein Cut-off von CPS > 10 festgelegt ¢ ¢!, Im
Vergleich dazu basiert die Zulassung von Pembrolizumab zur Therapie des Zervixkarzinoms
auf einem CPS > 1 '°. Um die Auswirkungen von PD-L1 auf die Uberlebenszeiten sowie

Zusammenhidnge zu klinischen Merkmalen sensitiv nachvollziehen zu kdnnen, wurde ein Cut-
off-Wert von 1 gewéhlt. Insgesamt wurden dadurch 11 von 27 Mammakarzinomen sowie 9
korrespondierende Hirnmetastasen als PD-L1-positiv gewertet. Bei einem Cut-off von CPS >
10 wiéren hingegen nur 4 Mammakarzinome und 1 Hirnmetastase positiv zu werten. Durch die
Festlegung eines niedrigeren Cut-off-Wertes wire es moglich, dass Ergebnisse iiberinterpretiert

wurden.

4.2.6 Statistische Auswertung

Die StichprobengréBe des untersuchten Kollektivs ist aus oben genannten Griinden gering,
insbesondere bei einer weiteren Unterteilung in die Subtypen. Nach eingehender
Literaturrecherche konnte keine weitere Studie identifiziert werden, die die Infiltration von
TAMs in Mammakarzinomen und den korrespondierenden Hirnmetastasen vergleichend
untersucht hat. Die vorliegenden Ergebnisse konnen als Basis flir zukiinftige Studien mit
grofBerer Fallzahl dienen, um eine hohere statistische Power zu erzielen. Aus der deskriptiven
Statistik ging hervor, dass die enthaltenen Messwerte nicht normalverteilt sind. Dies wurde in
der Analyse durch die Verwendung nicht-parametrischer Tests beriicksichtigt. Trotz mehrerer
Signifikanzen sollten die statistischen Berechnungen vor dem Hintergrund der geringen
Fallzahl vorsichtig interpretiert werden. Das Ausbleiben signifikanter Ergebnisse konnte
einerseits darauf hinweisen, dass keine signifikanten Unterschiede existieren. Andererseits ist
es ebenso moglich, dass die StichprobengroBe nicht ausreicht, um bestehende Unterschiede

statistisch nachzuweisen.
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S Zusammenfassung

Das Mammakarzinom stellt global die héufigste Krebstodesursache der weiblichen
Bevdlkerung dar und war zudem im Jahr 2020 das am haufigsten diagnostizierte Malignom
weltweit. Im Verlauf der Erkrankung entwickeln viele Betroffene Metastasen, wovon
insbesondere Hirnmetastasen die Lebenserwartung stark limitieren. Beim Tumorprogress spielt
vor allem das Zusammenspiel zwischen dem Tumor und seiner Mikroumgebung eine
entscheidende Rolle. Innerhalb dieser Mikroumgebung stellen TAMs eine wichtige
Zellpopulation dar, welche die Invasion, Intravasion, Angiogenese sowie
Metastasierungstendenz des Tumors fordern. Uber eine Expression von PD-L1 sowie durch die
Schaffung eines immunsuppressiven Milieus, konnen TAMs die Immunevasion des Tumors

unterstiitzen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war ein Vergleich der Infiltration tumorassoziierter
Makrophagen und der PD-L1-Expression in Primédrtumoren von Mammakarzinomen sowie den
korrespondierenden Hirnmetastasen. Da das Gehirn immunologisch eine Sonderstellung
einnimmt und die therapeutischen Mdglichkeiten bei cerebralen Metastasen nach wie vor
begrenzt sind, konnten TAMs ein vielversprechendes neues Therapieziel darstellen. Hierfiir
erfolgte eine immunhistochemische Férbung der Oberfldchenproteine CD68, CD86, CD163

und PD-L1 von 27 gepaarten Proben sowie 26 weiteren cerebralen Metastasen.

In den Hirnmetastasen zeigte eine hohere Expression von CD68, wihrend die Expression von
CD86 und CD163 vergleichbar blieben. TAMs waren zudem iiberwiegend im Tumorstroma
lokalisiert. In der Uberlebenszeitanalyse der Primértumoren ging eine hohe Expression von
CD163 mit einem kiirzeren Intervall bis zur Erstdiagnose der Hirnmetastase einher. CD86 war
hingegen in den cerebralen Metastasen mit einem lidngeren Gesamtiiberleben assoziiert. Es
zeigte sich eine inverse Korrelation zwischen CD68 und CD163 mit dem Vorliegen einer
Meningeosis carcinomatosa. Weiterhin korrelierte CD86 mit einem hoéheren Grading und
CD163 mit hormonrezeptornegativen Tumoren. Eine Expression von PD-L1 konnte
insbesondere bei den Subgruppen HER2/neu+ und Triple-negativ in den Primértumoren und
Hirnmetastasen nachgewiesen werden. In der Uberlebenszeitanalyse konnte fiir PD-L1 kein
Einfluss ermittelt werden. Ferner konnte nachgewiesen werden, dass die PD-L1-Expression im
Primértumor nicht zwangsliufig den Status der Hirnmetastase determiniert. Damit erweitert die
Arbeit das Verstindnis von TAMs und PD-L1 in Mammakarzinomen und Hirnmetastasen und

kann als Ausgangspunkt fiir weitere Studien dienen.
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8 Anhang

8.1 Materialien

Antikorper

Produkt Hersteller

CD68 Monoklonal Antibody KP1 IgG Agilent (Dako)
CD163  Monoclonal Mouse Antibody IgG BioLegend
CD86 Monoclonal Rabbit Antibody IgG Cell Signaling
PD-L1 Monoclonal Mouse Antibody ICH Agilent (Dako)
22C3 pharmDx IgG
Ki-67 Monoclonal Mouse Antibody 1gG Cell Cignaling

Laborausstattung und Verbrauchsmaterial

Produkt Hersteller
Aperio Versa 8 Leica Biosystems Nussloch GmbH
Lichtmikroskop Primo Star Carl Zeiss AG
Wirmeschrank Memmert
Vortex-Genie 2 Thermo Fisher Scientific
Mikrowelle NN-V423M Panasonic
Pippeten Thermo Fisher Scientific
Pipettenspitzen Sarstedt AG & Co. KG
Pipettenspitzen Thermo Fisher Scientific
Digitaler Pippetierhelfer S1 Thermo Fisher Scientific
HistoCore MULTICUT Leica Biosystems Nussloch GmbH
HistoCore Arcadia Einbettsystem Leica Biosystems Nussloch GmbH
Menzel-Gliser Superfrost Plus Thermo Fisher Scientific
Deckgliser 24x50mm Carl Roth
Double-Edge Blades PTFE Coated Stainless Personna
Steel
FEATHER® Microtome Blades S35 pfm medical gmbh
Arraymold-Kit E Arraymold




Software

Produkt Hersteller
Adobe Photoshop 2024 Adobe Inc.
Adobe Illustrator 2024 Adobe Inc.
CGM Medico CompuGroup Medical SE & Co. KGaA
Image J Wayne Rasband
PACS Chilliweb Nexus / Chilli GmbH
R (Programmiersprache und Statistikprogramm) | R Foundation for Statistical Computing

Chemikalien
Produkt Hersteller

Destilliertes Wasser B. Braun
2-Propanol, ROTIPURAN >=99,8 % Carl Roth
ROTICLEAR fiir Histologie Carl Roth

Tris PUFFERAN >= 99,8% Carl Roth
Tween 20 Carl Roth
Héamalaun-Ldsung sauer nach Mayer Carl Roth
Eosin G-Losung 1% wissrig Carl Roth
Mountex Eindeckmedium Medite Medical
Ethanol vergillt >=99,8% Carl Roth

Antibody Diluent OP Quanto
Citratpufter (PT-Module Buffer 1)
DAB Quanto

UltraVison Hydrogen Peroxide Block
UltraVision Protein-Block

Primary Antibody Amplifier Quanto
HRP Polymer Quanto

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific
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