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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Die Neurofibromatosen sind neurogenetische Erkrankungen, deren gemeinsames
Merkmal das Auftreten peripherer Nervenscheidentumore ist. Bisher klassifiziert wur-
den die Neurofibromatosen Typ 1 und Typ 2 sowie die Schwannomatose (Kissil et al.
2010). Die Neurofibromatose Typ 1 (NF1) stellt mit 85 % aller Neurofibromatosen den
grofften Anteil dar (Riccardi & Lewis 1988). Bei Patienten mit NF1 sind Neurofibrome
und maligne periphere Nervenscheidentumore die Hauptkennzeichen (Antonescu et al.
2013a; Perry et al. 2016). Bei den benignen Neurofibromen sind gehduft Mastzellen zu
finden, je nach Tumorsubtyp in unterschiedlicher Konzentration. In der Literatur wer-
den Mastzellen wiederholt fiir den Progress dieser Tumoren verantwortlich gemacht

(Yang et al. 2008; Zhu et al. 2002).

Vor dem Hintergrund oben genannter Daten sollen in dieser Arbeit folgende Fragestel-

lungen untersucht werden:

1. Wie hoch ist und wie stark unterscheidet sich die Mastzellkonzentration bei ver-
schiedenen Neurofibromsubtypen bei NF1-Patienten?

2. Lassen sich Zytokine bzw. deren Rezeptoren in den Tumorzellen von Neuro-
fibromen von NF1-Patienten nachweisen?

3. Korreliert die Expression der Zytokine bzw. deren Rezeptoren mit der Prolifera-
tion oder der Dignitit dieser Tumoren?

4. Kann den Zytokinen bzw. deren Rezeptoren eine Rolle bei der Dedifferenzie-

rung gutartiger Neurofibrome zugeschrieben werden?

In der vorliegenden Studie werden dazu mit immunhistochemischen Methoden ver-
schiedene Subtypen von Neurofibromen untersucht, die Patienten mit einer gesicherten
NF1-Diagnose entstammen. Bei den Neurofibromsubtypen wird zunichst die Mastzell-
dichte bestimmt. Im néchsten Schritt wird die Expression der Zytokine bzw. ihrer Re-

zeptoren evaluiert.



2 Einleitung

2.1 Neurofibromatose Typ 1

Die Neurofibromatose Typ 1 gehort mit einer Inzidenz von etwa 1:3500 zu den haufigs-
ten neurogenetischen Erkrankungen. Sie weist einen autosomal-dominanten Erbgang
auf, wobei die Penetranz im Alter von 20 Jahren bei nahezu 100 % liegt (Lynch &
Gutmann 2002) und die Rate spontaner Mutationen und vererbter Keimbahnmutationen
jeweils etwa 50 % betrédgt (Riccardi & Lewis 1988; Boyd et al. 2009). Von Recklingha-
usen beschreibt 1882 erstmals das gemeinsame Auftreten zahlreicher Fibrome und
,»Neurome* bei dieser Multisystemerkrankung (v. Recklinghausen 1882). Seitdem gel-
ten Neurofibromatosen, zu denen auch die NF1 zdhlt, als definierte Stérung (Boyd et al.
2009). Klinisch zeigen sich bei der NF1 vor allem neurologische und dermatologische
Auffalligkeiten sowie eine hohe Anzahl an Tumoren (Boyd et al. 2009). Aktuell wird
die NF1 nach den 1988 durch die National Institutes of Health (NIH) festgelegten Krite-

rien diagnostiziert, wobei mindestens zwei fiir die Diagnosestellung erfiillt sein miissen:

a. > 6 Café-au-lait-Flecken (> 0,5 cm vor und > 1,5 cm nach der Pubertét)
b. Axilldres oder inguinales Freckling
c. > 2 Neurofibrome jeden Typs oder
d. ein plexiformes Neurofibrom
> 2 Lisch-Knétchen (Irishamartome bei Spaltlampenuntersuchung)
f.  Optikusgliom

g. Dysplasien des Keilbeinfliigels, Pseudarthrosen, Kortikalisatrophie in den lan-
gen Knochen

h. Verwandtschaft 1. Grades mit einem NF1-Patienten

2.1.1 Kilinik der NF1

Der Verlauf der NF1 ist sehr variabel (Ruggieri 1999). Aufgrund des ubiquitidren Auf-
tretens der genetischen Verdnderung des NF1-Gens kann fast jedes Organ von der NF1
betroffen sein (Gutmann & Collins 1993). Es handelt sich bei der NF1 um eine klini-
sche Diagnose nach den oben genannten Kriterien, welche die Kardinalsymptome der
Erkrankung darstellen. Zu den Storungen der Pigmentierung gehoren die Café-au-lait-
Flecken. Sie sind die hiufigste Pigmentstérung der Haut und homogene, gut abgrenzba-

re, braunliche Verfarbungen. Aufgrund des frithen Auftretens (manchmal bereits kon-



genital) sind sie oft das erste Zeichen der NF1. Bei NF1-Patienten weisen sie eine er-
hohte Konzentration an Melanin und Riesenmelanosomen sowie eine gesteigerte An-
zahl an Melanozyten im Vergleich zum umliegenden Gewebe auf (Martuza et al. 1985;
Kaufmann et al. 1989; Boyd et al. 2009). Diese Melanozyten haben wie die Tumorzel-
len in Neurofibromen ebenfalls einen Funktionsverlust des verbleibenden aktiven Allels
fiir das NF1-Gen, einen loss of heterozygosity (Maertens et al. 2007; de Schepper et al.
2008). Weitere kutane Manifestationen sind axilldres und inguinales Freckling bei etwa
90 % der Drei- bis Fiinfjdhrigen (Antonescu et al. 2013c), eine generelle Hyperpigmen-
tierung (Boyd et al. 2009; Antonescu et al. 2013c) sowie Lisch-Knd&tchen bei 95 % der
NF1-Patienten (Lisch 1937). Weiterhin leiden die Patienten haufig unter Pruritus, was
vermutlich auf eine erhohte Mastzellanzahl in Neurofibromen und damit verbundener
Histaminfreisetzung zuriickzufiihren ist (Boyd et al. 2009). Eine Besserung bei Gabe

von Mastzellstabilisatoren stirkt diese Vermutung (Riccardi 1992).

Sehr charakteristisch fiir die NF1 sind benigne und maligne periphere Nervenscheiden-
tumore, die prinzipiell zu jedem Zeitpunkt auftreten konnen (Antonescu et al. 2013c¢). In
Abschnitt 2.1.4 werden diese ausfiihrlich besprochen. Fiir die malignen peripheren Ner-
venscheidentumoren wird im Verlauf die Abkiirzung MPNST verwendet. Zu héaufigen
Neoplasien des zentralen Nervensystems gehdren ein- oder beidseitige Optikusgliome

(bei 15-20 % der NF1-Patienten; Blatt et al. 1986).

Weitere NF1-assoziierte Lisionen sind skelettale Abnormalititen wie die Skoliose und
die Dysplasie der langen Rohrenknochen oder des Sphenoids (Antonescu et al. 2013c¢)
sowie blau-rote und pseudoatrophische Flecken (Westerhof & Konrad 1982). Zu den
NF1-assoziierten Tumoren gehdren bilaterale Phidochromozytome, Melanome (de
Schepper et al. 2005) und Glomustumoren (de Smet et al. 2002). Assoziierte Malignita-
ten sind vor allem die juvenile myelomonozytire Leukdmie (Boyd et al. 2009; Kehrer-
Sawatzki & Mautner 2009; Mautner 2017). Haufig sind auch neurologische bzw. psy-
chische Manifestationen wie Lern- und Konzentrationsschwierigkeiten, aber auch moto-
rische Probleme, Kopfschmerzen und epileptische Anfiélle (Boyd et al. 2009; Kehrer-
Sawatzki & Mautner 2009; Mautner 2017). Insbesondere aufgrund des vermehrten Auf-
tretens von MPNST ist die Lebenserwartung nach heutigem Wissen bei etwa 10 % der
NF1-Patienten reduziert (Mautner 2017), sodass der Erforschung der Entstehungsweise

dieser Tumoren eine enorme Bedeutung zukommit.



2.1.2 Genetische Grundlage der NF1

Der NF1 liegt ein genetischer Defekt zu Grunde. Das betroffene Gen liegt auf dem
Chromosom 17q11.2 und kodiert fiir das Protein Neurofibromin. Dieses Tumorsuppres-
sorprotein wird in zahlreichen Zellarten exprimiert, vor allem findet man es in Neuro-
nen, Glia- und Schwannzellen sowie in frithen Stadien von Melanozyten (Stocker et al.
1995; Boyd et al. 2009). Neurofibromin ist mit 320 kDa ein grof3es Protein (Welti et al.
2008) und greift an verschiedenen Stellen regulatorisch in die Zellproliferation
und -differenzierung ein (Dhillon et al. 2007; Boyd et al. 2009; Gutmann et al. 2012;
Berridge 2014).

2.1.3 Neurofibrominsignalweg

Uber eine Bindung von Wachstumsfaktoren beispielsweise aus der Familie der trans-
formierenden Wachstumsfaktoren (transforming growth factors = TGF; Wakefield &
Hill 2013; Neuzillet et al. 2015) oder der Neureguline (Falls 2003; Mei & Xiong 2008)
kommt es zur Aktivierung des entsprechenden Rezeptors, der das Signal von extra-
nach intrazelluldr iiber die Phosphorylierung von Tyrosinresten weiterleitet (Berridge
2014). Das rat sarkoma protein (Ras-Protein) wird phosphoryliert und damit aktiviert
(Berridge 2014). Davon ausgehend werden verschiedene Signalkaskaden ausgeldst, die
die Zellproliferation, die Transkription und den Umbau des Zytoskeletts regulieren
(Dhillon et al. 2007; Berridge 2014). Ras homologue (Rho), mitogen-activated protein
kinase / extracellular-signal regulated kinase (MEK) und mechanistic target of ra-
pamycin (mTOR) sind wesentliche Bestandteile dieser Signalwege (Dhillon et al. 2007,
Berridge 2014), die in Abbildung 1 graphisch dargestellt werden.

Neurofibromin sorgt unter normalen Bedingungen zum einen fiir die Inaktivierung des
Ras-Proteins und nimmt zum anderen Einfluss auf die Bildung und Ausschiittung von
zyklischem Adenosinmonophosphat im Signalweg der Proteinkinase A (Dasgupta et al.
2003; Gutmann et al. 2012), in Abbildung 1 nicht dargestellt. Liegt wie bei der NF1
eine nicht oder nur eingeschrankt funktionierende Form dieses Proteins vor, resultiert
ein unkontrolliertes Zellwachstum in entsprechenden Arealen durch eine verstirkte Ak-

tivierung des Ras-Proteins (Boyd et al. 2009; Gutmann et al. 2012).
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Abbildung 1: Neurofibrominsignalweg nach Boyd et al. (2009: S. 3); Dhillon et al. (2007: S. 3280);
Gutmann et al. (2012: S. 14088); Berridge (2014: S. 12, 16).

2.1.4 Neurofibrome

Neurofibrome sind meist gutartige periphere Nervenscheidentumore, die stark mit der
NF1 assoziiert sind, aber auch sporadisch vorkommen (Antonescu et al. 2013a; Perry et
al. 2016). Es werden verschiedene Neurofibromsubtypen unterschieden. Diese Tumor-
manifestationen konnen nach Typ und Lokalisation sehr variieren und sind im Wachs-
tumsverhalten nicht vorhersagbar (Kehrer-Sawatzki & Mautner 2009). Als gemeinsame
Ursprungszellen fiir diese Neoplasien werden Schwannzellen angesehen, die einen voll-
stindigen Verlust der NF1-Genfunktion aufweisen (Serra et al. 2000; Zhu et al. 2002;
Antonescu et al. 2013a). Auflerdem zeigen sich haploinsuffiziente Zellen in der Tu-
mormikroumgebung (de Schepper et al. 2008; Maertens et al. 2007; Zhu et al. 2002)
wie Mastzellen (Yang et al. 2008; Zhu et al. 2002), aber auch Perineuralzellen und Fib-

roblasten sowie vereinzelte residuale myelinisierte und nicht-myelinisierte Nervenfasern
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(Antonescu et al. 2013a; Perry et al. 2016). Die genaue zelluldre Zusammensetzung
sowie das maligne Potenzial, also der Progress zu einem MPNST, sind jedoch variabel
(Erlandson & Woodruff 1982; Zhu et al. 2002; Hirose et al. 2003; McClatchey 2007;
Jokinen & Argenyi 2010). Die mitotische Aktivitit steigt mit dem Malignitatsgrad (Er-
landson & Woodruff 1982).

Die Neurofibrommanifestationen sind in der Literatur nicht einheitlich klassifiziert. Im
Folgenden wird ein Uberblick iiber die gingigste Einteilung gegeben, wobei iiblicher-

weise nach histologischem Wachstumsmuster und Lokalisation eingeteilt wird.

2.1.4.1 Dermale/kutane Neurofibrome

Kutane Neurofibrome (KNF) sind die hdufigsten Tumore bei NF1, ein sporadisches
Auftreten, dann meist als solitires KNF, ist moglich (Antonescu et al. 2013a). Kenn-
zeichnend ist ihr umschriebenes Wachstum in Form nodulérer bis polypenartiger, wei-
cher, leicht erhabener Strukturen in der Kutis und Subkutis (Perry et al. 2016). In der
Regel bereiten sie keine Schmerzen, aber Brennen und Juckreiz (Huson et al. 1988). Thr
Auftreten beginnt oft erst mit der Pubertdt und das Wachstumsverhalten variiert stark.
So ist in einer Schwangerschaft teilweise eine deutliche Zunahme in Grée und Zahl der
Neurofibrome zu verzeichnen (Huson et al. 1988; Dugoff & Sujansky 1996), wihrend
sie generell eher durch langsames Wachstum charakterisiert sind (Antonescu et al.
2013a). Bei den KNF handelt es sich um benigne Tumore ohne Entartungstendenz
(Carroll 2012; Antonescu et al. 2013a). Aufgrund der Sichtbarkeit und des hiufig zahl-
reichen Auftretens kdnnen sie sehr entstellend sein und werden aus kosmetischen Griin-

den reseziert (Page et al. 2006; Boyd et al. 2009; Kehrer-Sawatzki & Mautner 2009).

Der Ursprung der KNF sind vermutlich sogenannte skin-derived precursors (Le et al.
2009; Antonescu et al. 2013a; Perry et al. 2016). Es handelt sich um multipotente
Stammzellen, die sich entlang der neuronalen und glialen Zelllinie in Schwannzellen
(Toma et al. 2001; Fernandes et al. 2004; Fernandes et al. 2006) und moglicherweise

Melanozyten differenzieren konnen und in Haarfollikeln zu finden sind (Carroll 2012).

Der histologische Aufbau von KNF dhnelt dem anderer Neurofibromsubtypen. Man
findet tumordse Schwannzellen und untermischt in unterschiedlicher Menge nicht-
tumordse Perineuralzellen, Fibroblasten sowie Mastzellen und Lymphozyten (Erlandson
& Woodruff 1982; Zhu et al. 2002; Hirose et al. 2003; McClatchey 2007; Jokinen &
Argenyi 2010). Die Zellkerne sind typischerweise gebogen oder kommaformig (Anto-



nescu et al 2013a). Das Wachstum der KNF findet extraneural statt, eine zugrunde lie-
gende Beteiligung eines Nerven ist nicht ersichtlich (Antonescu et al. 2013a; Carroll

2012). Abbildung 2 zeigt beispielhaft ein KNF in Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H.E.-

Féarbung).

Abbildung 2: Dermales/kutanes Neurofibrom in 10-facher VergroBerung, 1: Tumor, 2: subepidermales
Bindegewebe, 3: mehrschichtiges Plattenepithel, H.E.-Farbung, Mafistab 100 um

2.1.4.2 Plexiforme Neurofibrome

Die plexiformen Neurofibrome (PNF) sind pathognomisch fiir die NF1 und treten bei
30 bis 50 % der NF1-Patienten (Hirbe & Gutmann 2014), jedoch nur selten sporadisch
auf (MacCarron & Goldblum 1998; Woodruff 1999). Haufig findet man sie bereits kon-
genital oder wahrend der ersten zwei Lebensjahre (Woodruff 1999; Hirbe & Gutmann
2014). In der Studie von Piischel (2017) weisen die Patienten im Mittel ein Alter von
24,6 Jahren auf. Das Wachstum der PNF geht von multiplen Nervenfaszikeln aus und
verlauft dann intraneural entlang der peripheren Nerven unter der Haut oder tief im
Korper (Korf 1999; Carroll 2012). Fiir die Bildung und Proliferation plexiformer Neu-
rofibrome sind vermutlich nicht-myelinisierende Schwannzellen verantwortlich (Zheng
et al. 2008). Histologisch sind die PNF gekennzeichnet durch kurze, léngliche, leicht
gewundene Nuclei der Tumorzellen, die in eine myxoid- und kollagenfaserreiche Mat-
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rix eingebettet sind (Woodruff 1999; Antonescu et al. 2013a). Das Perineurium ist stets
intakt und in der Tumorperipherie finden sich vor allem in PNF tight junctions (Pummi
et al. 2006), was ein von der Umgebung unabhingiges Milieu innerhalb des Tumorge-

webes schafft. In Abbildung 3 sind charakteristische histomorphologische Merkmale

am Beispiel einer der in dieser Arbeit verwendeter PNF-Proben dargestellt.

Abbildung 3: Plexiformes Neurofibrom in 10-facher VergroBerung, 1: Perineurium, 2: Tumor mit
myxoidreicher Matrix, H.E.-Firbung, MaBstab 100 um
Das Tumorwachstum fiihrt zu einem Konglomerat verdickter Nerven (Korf 1999), das
entweder perlschnurartig oder als multinoduldres Knduel imponieren kann (Perry et al.
2016). PNF konnen Umgebungsstrukturen infiltrieren und verdridngen, was funktions-
einschrinkend und schmerzhaft sein sowie zu einer Knochenzerstorung fiihren kann
(Boyd et al. 2009; Hirbe & Gutmann 2014). Das Fehlen einer eindeutigen Begrenzung
im Verlauf des betroffenen Nervens macht die komplette chirurgische Exzision oft
schwierig bis unmoglich (Hirbe & Gutmann 2014). Aufgrund des Transformationsrisi-
kos vom PNF zum MPNST in etwa 10 % bei NF1-Patienten (Boyd et al. 2009; Kehrer-
Sawatzki & Mautner 2009; Hirbe & Gutmann 2014; Perry et al. 2016) kommt der Er-

forschung der Signalwege und der beteiligten Botenstoffe eine besondere Bedeutung zu.



2.1.4.3 Diffuse Neurofibrome

Diffuse Neurofibrome (DNF) zdhlen zu den selteneren Neurofibromsubtypen, wobei
sich in nur 10 % eine Assoziation zur NF1 feststellen ldsst (Antonescu et al 2013a). Sie
treten v. a. in der Kopf- und Nackenregion vorwiegend im Kindes- und jungen Erwach-
senenalter auf (Antonescu et al. 2013a). In der Studie von Piischel (2017) weisen NF1-
Patienten im Mittel ein Alter von 32 Jahren auf, waren also tendenziell dlter als Patien-
ten mit sporadischen Tumoren. Wichtige Kennzeichen sind diffuse, unscharf umschrie-
bene, plaqueartige Verdickungen der Kutis und Subkutis (Perry et al. 2016). Histolo-
gisch (siehe beispielhaft in Abbildung 4) konnen die DNF neben den fiir Neurofibrome
typischen Bestandteilen nicht-funktionsféhige Strukturen des Tastsinns (v. a. Pseudo-
Meissner-Korperchen) enthalten (Perry et al. 2016). Trotz des diffus-infiltrierenden
Wachstums und UmschlieBen von Hautanhangsgebilden kommt es nicht zur Zerstdrung

der Hautstrukturen und nur in seltenen Fillen zu einer malignen Entartung der DNF

(Antonescu et al. 2013a).

Abbildung 4: Diffuses Neurofibrom in 10-facher VergroBerung, H.E.-Farbung, Mafistab 100 um



2.1.4.4 Diffus-plexiforme Neurofibrome

In der Routinediagnostik ldsst sich eine weitere Subgruppe abgrenzen: Die diffus-
plexiformen Neurofibrome (DPNF). Die DPNF konnen in allen innervierten Geweben
entstehen. Es werden lange Segmente eines Nervs involviert (Washington et al. 2010).
Die DPNF sind histologisch gekennzeichnet durch Merkmale der DNF mit Anteilen, die
den PNF zuzuordnen sind (siehe beispielhaft in Abbildung 5). Es finden sich Reste von
Nervenfaszikeln und Tumorzellen im umliegenden Gewebe. Das Perineurium ist zwar

sichtbar, jedoch an mindestens einer Stelle nicht mehr intakt. Der Zellgehalt in den Fas-

zikeln ist hoher als bei den PNF, aber geringer als in der Umgebung der DNF. Das mitt-
lere Alter fiir Patienten mit DPNF liegt in der Studie von Piischel (2017) bei 25,6 Jah-
ren, also zwischen dem der PNF (24,6 Jahre) und dem der DNF (32 Jahre).

Abbildung 5: Diffus-plexiformes Neurofibrom in 10-facher VergroBerung, 1: intraneuraler Tumoranteil,
2: Perineurium, 3: diffuser Tumoranteil, H.E.-Farbung, Maf3stab 100 pm

2.1.4.5 Maligne periphere Nervenscheidentumoren

Bei den MPNST handelt sich um Neoplasien, die aus Schwannzellen entstehen (Ducat-
man et al. 1986; Carroll 2012) und etwa 5 % der primiren malignen Weichteiltumore

ausmachen (Lewis & Brennan 1996). In 50 % der Félle liegt eine Assoziation mit NF1
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vor (Evans et al. 2002). MPNST konnen de novo oder auf Basis eines PNF entstehen
(Boyd et al. 2009; Hirbe & Gutmann 2014; Perry et al. 2016). Kehrer-Sawatzki &
Mautner (2009) zeigen in einer MRT-Studie, dass die interne Tumorbelastung an Neu-
rofibromen, radiologisch bestimmt, ein wesentlicher Pradiktor fiir das Auftreten von
MPNST ist. Eine auffillige Progression, Schmerzen sowie neurologische Defizite deu-

ten ebenfalls auf eine maligne Entwicklung hin (Boyd et al. 2009).

Die NF1-assoziierten MPNST entwickeln sich meist aus vorbestehenden PNF (Ducat-
man et al. 1986; Boyd et al. 2009; Kehrer-Sawatzki & Mautner 2009; Hirbe & Gutmann
2014; Perry et al. 2016). In Abbildung 6 ist beispielhaft ein MPNST in H.E.-Farbung zu
sehen. Die Kriterien fiir eine maligne Transformation eines Neurofibroms variieren in
der Literatur. Woodruff (1999) und Lai et al. (2006) weisen histologisch vermehrt Mito-
sen, eine erhohte Zelldichte und Spindelzellproliferation sowie deutlich vergréferte und
hyperchrome Zellkerne im Vergleich zu gewohnlichem Neurofibromgewebe nach. Die
Tumorzellen in MPNST zeigen neben den deutlich vergrof3erten, hyperchromatischen,
gewundenen Kernen geringe Mengen an leicht eosinophilem Zytoplasma sowie undeut-
liche Zellmembranen und Kollagenfasern zwischen den Zellen (Antonescu et al.

2013b). Es lassen sich mehrkernige Riesenzellen sowie nekrotische Tumoranteile be-

obachten (Woodruff 1999).

Die beschriebenen Merkmale treten jedoch nicht immer und nicht immer alle gemein-
sam auf, sodass die Diagnose eines MPNST haufig nicht eindeutig zu stellen und die
Abgrenzung zu nicht-neuralen Tumoren schwierig ist (Antonescu et al. 2013b). Hier
helfen die Assoziation zur NF1, das Vorbestehen eines benignen Tumors (meist Neuro-
fibrom) und der noch sichtbare nervale Ursprung (Antonescu et al. 2013b). MPNST
treten im Gegensatz zu benignen peripheren Nervenscheidentumoren typischerweise
einzeln auf, auch wenn sie aus PNF hervorgehen (Woodruff 1999). Sie scheinen ver-
mehrt in tieferen Regionen zu entstehen und seltener aus oberfldchlichen PNF hervor-
zugehen (Evans et al. 2002). Es handelt sich meist um hochgradig aggressive Tumoren
(Antonescu et al. 2013b). Es besteht die Tendenz zu Rezidiven und der frithen Metasta-
sierung bei NF1-Patienten (Hagel et al. 2007), vor allem in die Lunge, Knochen, Leber
und das Gehirn (Antonescu et al. 2013b). Die Heilung ist daher unter den aktuellen the-
rapeutischen Mdglichkeiten, der groBziigigen Resektion, nur selten und in sehr frithen
Tumorstadien mdglich — die 5-Jahres-Uberlebensrate betriigt 18-21% (Evans et al.
2002). Dies erklart die deutlich herabgesetzte Lebenserwartung bei Patienten mit NF1
im Allgemeinen (Evans et al. 2011).
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Abbildung 6: Maligner peripherer Nervenscheidentuor in 10-facher VergroBerung, H.E.-Farbung,
MafBstab 100 pm

Es gibt Neurofibrome, die aufgrund ihrer Merkmale schwerer zuzuordnen und von den
MPNST abzugrenzen sind. Beim atypischen Neurofibrom findet man degenerative zy-
tologische Atypien — ein Charakteristikum, das auch die MPNST auszeichnet. Beim
zelluldren Neurofibrom findet sich wie auch bei den MPNST eine erhohte Zelldichte.
Andere Merkmale, die fiir ein MPNST sprechen, wie durchgingige zelluldre Atypien,
mitotische Aktivitit oder auffilliges Chromatin, fehlen jedoch bei atypischen und zellu-

laren Neurofibromen (Rodriguez et al. 2012).

Fiir die Entstehung von Neurofibromen ist das Vorhandensein verschiedener Zytokine
in der Mikroumgebung forderlich oder eine moglicherweise notwendige Voraussetzung
(Zhu et al. 2002). Es sollen daher im Folgenden einige Zusammenhénge von entziindli-

chen Reaktionen und Tumorgenese referiert werden.

2.2 Entziindung und Tumorgenese

Die Entziindung ist eine Reaktion des Korpers auf einen potenziell schddlichen Reiz,
die durch das Einwandern von Entziindungszellen und deren Sekretion von Entziin-

dungsmediatoren gekennzeichnet ist. Nach erfolgreicher Abwehr des auslosenden Rei-
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zes wird das Gewebe wiederhergestellt und die Entziindung beendet. Pathologisch ist

die Persistenz dieser Reaktion (Serhan & Savill 2005).

Dvorak (1986) kommt zu dem Ergebnis, dass es viele Gemeinsamkeiten im Wundhei-
lungs- und Tumorgewebebildungsprozess gibt. In beiden Féllen wird Fibrin-Fibronektin
gebildet, was als improvisiertes Stroma und so als Basis dient, Makrophagen und Fib-
roblasten anzulocken und neue Gefille zu bilden. Dvorak (1986) vermutet, dass Tumo-
ren die Fahigkeit besitzen, die Immunantwort zu untergraben oder zu umgehen, sowie
gleichzeitig das verdnderte Gewebe als Grundlage fiir das eigene Wachstum zu nutzen.
Die Tumoren lagern extravasal ein Gel aus Fibrin-Fibronektin ein und geben so vor,
eine Wunde zu sein. Im Gegensatz zu einer Wunde ist diese Reaktion nicht selbstlimi-
tierend, weshalb Dvorak (1986) von Tumoren als nicht-heilende Wunden spricht. Diese
These wird gestiitzt durch die Tatsache, dass Tumorgewebe — dhnlich wie Narbengewe-
be — in dedifferenzierten Stadien Areale aus schlecht durchblutetem, hypoxischem Bin-
degewebe aufweist (Dvorak 1986). Bei chronischer Entziindung bzw. Gewebeschédi-
gung wird die Regeneration nicht addquat abgeschlossen, was einen mdglichen Grund

fiir eine Tumorentwicklung darstellt (Grivennikov 2013; Dmitrieva et al. 2016).

Bereits 1863 weist Virchow auf einen moglichen Zusammenhang zwischen Entziindung
und Tumorbildung hin. Er beobachtet Leukozyten innerhalb verschiedener Tumoren
und nimmt an, dass wiederholte Gewebeschdadigung der Tumorbildung vorrausgeht
(Virchow 1863). Entziindungsreaktionen nehmen Einfluss auf die Zusammensetzung
des Gewebes und regulieren auf diese Weise auch die Voraussetzungen fiir eine Tumor-
bildung (de Visser et al. 2005). Sie konnen jeden Aspekt eines Tumors und gleichzeitig
auch die Effektivitdt von bestimmten Anti-Tumortherapien beeinflussen (Terzi¢ et al.
2010). Besonders in der Anfangsphase von Neoplasien wirken Immunzellen férderlich
auf das Tumorwachstum: Sie sorgen fiir eine entsprechende Mikroumgebung, fordern
die Angiogenese und die Instabilitit des Erbmaterials (Coussens & Werb 2002). De
Visser et al. (2005) kommen zu dem Ergebnis, dass B-Zellen durch ihre regulatorische
Rolle in chronischen Entziindungen einen wesentlichen Beitrag zur frithen Tumorent-
wicklung leisten. Bei verschiedenen Karzinomen ist bereits eine Assoziation mit einer
vorangegangenen Entziindung bekannt (Mantovani 2005). Eine Infektion mit dem hu-
manen Papillomavirus hat sich als Grundlage fiir ein malignes Geschehen im Gebéarmut-
terhals herausgestellt (Coussens et al. 2000) und chronisch-entziindliche Darmerkran-
kungen sind ein nachgewiesener Risikofaktor fiir die Entwicklung des Kolonkarzinoms
(Terzi¢ et al. 2010).
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Farrow et al. (2004) messen in ihrer Studie die Konzentration von Interleukin-8 (IL-8)
im Pankreasgewebe. Es zeigt sich dabei eine neunfach erhohte IL-8-Konzentration im
Gewebe einer chronischen Pankreatitis im Vergleich zum Normalgewebe. Ahnlich wie
im Gewebe einer chronischen Pankreatitis finden sie auch im Tumorgewebe eines Pan-
kreaskarzinoms Faktoren desselben Signalweges iiber den auch IL-8 wirkt. Es gibt also
dhnliche Entziindungskomponenten und Effektoren im Signalweg bei chronischer Pan-

kreatitis wie auch beim Pankreaskarzinom (Farrow et al. 2004).

Betrachtet man also eine (chronische) Entziindung zusammen mit der neoplastischen
Transformation auf molekularer Ebene, so scheint es eine Assoziation von Faktoren zu
geben. Es zeigen sich eine erhohte Expression von Zytokinen, die auch bei Entziin-
dungsreaktionen von Bedeutung sind, sowie ein Mangel an Tumorsuppressoren. Durch
eine gesteigerte lokale Immunantwort kann auch eine gesteigerte Tumorprogression

ausgelost werden (Dmitrieva et al. 2016).

Im Folgenden wird ndher auf einzelne Zytokine und ihre Rezeptoren sowie ihren mogli-

chen Einfluss auf die Tumorentwicklung und -progression eingegangen.

2.3 Zytokine und ihre Rezeptoren

Zytokine sind Proteine, die das Wachstum und die Differenzierung von Zellen regulie-
ren. Einige von ihnen werden dementsprechend als Wachstumsfaktoren bezeichnet,
andere spielen vor allem bei immunologischen und entziindlichen Prozessen eine Rolle
und zdhlen dann zu den Mediatoren (Paul & Seder 1994; Dinarrello 2000). Insgesamt
gliedert man die Zytokine in finf Gruppen: Interferone, Interleukine, koloniestimulie-
rende Faktoren, Tumornekrosefaktoren und Chemokine. Sie binden an den jeweils zu-
gehorigen Zytokinrezeptor, der sowohl in membrangebundener als auch geloster Form

vorliegen kann (Paul & Seder 1994; Luster 1998; Dinarello 2000).

2.3.1.1 Interleukin-8 und CXC-Motiv-Zytokinrezeptor-1

IL-8 ist ein Zytokin, das vor allem von Endothelzellen, Monozyten, Epithelzellen, Fib-
roblasten sowie Mastzellen (Theoharides et al. 2012) und auch Schwannzellen (Ozaki et
al. 2008) exprimiert wird. Es besitzt chemotaktische und aktivierende Féahigkeiten ge-
geniiber neutrophilen Granulozyten, Monozyten und T-Lymphozyten und kann so zur
Immunmodulation beitragen (Yoshimura et al. 1987; Zachariae et al. 1991). Die Sekre-
tion von IL-8 kann unter anderem durch IL-1 und TNF stimuliert werden (Matsushima

& Oppenheim 1989; Zachariae et al. 1991; Watanabe et al. 2002), hier korreliert die
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exprimierte Konzentration von IL-8-mRNA mit der ausgeschiitteten Menge an IL-8-

Protein (Zachariae et al. 1991).

IL-8 bindet mit hoher Affinitdt an seinen zugehorigen Rezeptor, den CXC-Motiv-
Zytokinrezeptor-1 (CXCRI1), was eine intrazelluldre Signaltransduktionskaskade aus-
16st. Es handelt sich bei CXCR1 um einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor mit sieben
Transmembrandoméinen, der zu den Chemokinrezeptoren gehort (Park et al. 2006; Park
et al. 2012). Damit spielt der Rezeptor auch eine wichtige Rolle bei der Chemotaxis und
bei normalen sowie pathologischen Immunreaktionen (Hammond et al. 1995). Er wird
von verschiedenen Zellen des Immunsystems wie Neutrophilen (Hammond et al. 1995)
und Mastzellen (Lippert et al. 1998; Juremalm & Nilsson 2005) sowie Schwannzellen
(Ozaki et al. 2008), aber auch von Tumorzellen (Glioblastomzelllinien) exprimiert (Ra-
ychaudhuri & Vogelbaum 2011). Moglicherweise ist IL-8 ein autokriner Wachstums-
faktor maligner Tumoren (Singh et al. 1994). Die Rolle von IL-8 und CXCRI1 bei der
Tumorgenese und Progression von Tumoren ist bereits seit ldngerer Zeit Inhalt ver-
schiedener Forschungsprojekte. In Tabelle 1 werden verschiedene Studien zu IL-8 und
seinem Rezeptor CXCRI1 vorgestellt. Die Ergebnisse dieser Studien machen deutlich,
dass IL-8 und CXCR1 von Tumorzellen exprimiert werden und eine Rolle bei der Tu-

morgenese spielen konnten.
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Tabelle 1: Studien zu IL-8 und CXCR1 und Tumorgenese

Studie Art der Studie Zellart Ergebnis
Shi et al. Tiermodell (thymusa- ~ Humane pankrea- -  Expression von IL-8 im gesamten
(1999) plastische BALB/c- tische Tumorzell- Tumorgewebe

Mause) und in vitro

Li et al. Humane Tumorbiop-
(2008) sien und in vitro

Yamanaka Mausmodell und in
et al. vitro
(1995)

Watanabe In vitro
et al.
(2002)

Chen etal. humane Tumorbiop-
(2014) sien und in vitro

linien

Pankreaskarzi-
nome und huma-
ne pankreatische
Tumorzelllinien

Humane Gliom-
zelllinien NP-1

oral-squamous-
cancer-cell-
Zelllinien

Zelllinien des
duktalen Adeno
karzinoms des
Pankreas

hochste IL-8-Konzentration in perinek-
rotischen Bereichen sowie bei niedri-
gem pH-Wert und O»-Gehalt
Hemmung von IL-8 fiihrt zu geringe-
rem Tumorwachstum

Anstieg IL-8 und IL-8-mRNA unter
hypoxischen Bedingungen

Erhohte Expression des vascular en-
dothelial growth factors (VEGF) und
Neuropilin-2 sowie gesteigerte Aktivie-
rung des Signalwegs aus rapidly ac-
celerated fibrosarcoma (Raf), MEK
und extracellular-signal regulated Ki-
nase (ERK) bei Behandlung mit IL-8
IL-8-Sekretion der Tumorzellen
IL-8-dosisabhangiges Wachstum der
Tumorzellen

Hemmung der Tumorzellproliferation
bei Behandlung mit anti-IL-8-
Antikorpern

Hohere Lebenserwartung der Mause,
denen mit /L-8-antisense-DNA behan-
delte Tumorzellen implantiert wurden
Kontinuierliche Expresion von IL-8
sowie des Rezeptors CXCR1 als auch
der IL-8-mRNA
IL-8-mRNA-Expression kann u.a.
durch Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)
stimuliert werden

Gesteigerte Freisetzung an Matrix-
Metallo-Proteinasen bei Stimulation
mit IL-8; mégliche Interaktion zwischen
IL-8 und anderen relevanten Faktoren
fur das Tumorwachstum

Gesteigerte Migration und Invasion der
Zellen zu hdheren IL-8-
Konzentrationen

Gesteigerte Migration und Invasion der
Zellen zu héheren |L-8-
Konzentrationen

Bei Neutralisierung von CXCR1 zeigt
sich signifikante Hemmung der Migra-
tion und Invasion der Tumorzellen
Korrelation zwischen erhéhter CXCR1-
Expression und schlechter Prognose
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2.3.1.2 Tumornekrosefaktor-o. und Tumornekrosefaktor-Rezeptor Typ 1

Der Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) ist ein Zytokin, das an entziindlichen und immuno-
logischen Prozessen beteiligt ist (Dayer et al. 1985; Ramesh & Reeves 2002). Er wird
hauptsdchlich von Makrophagen, Lymphozyten, natiirlichen Killerzellen und Epithel-
zellen (Rahman & McFadden 2006), aber auch von Mastzellen (Theoharides et al.
2012) und Schwannzellen (Wagner & Myers 1996) ausgeschiittet. Das Zytokin wirkt
unter anderem tiiber den zelluldiren TNF-Rezeptor Typ 1 (TNFRI1), der — wie TNF-a
selbst — mit Entzlindungsreaktionen in Verbindung gebracht wird (Chopra et al. 2013).
Durch TNF-a wird der nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
(NF-kB) aktiviert, wodurch wiederum die Sekretion weiterer Zytokine wie IL-8 ange-
regt wird (Wakabayashi 2004; Raychaudhuri et al. 2007). Uber diesen Mechanismus hat
TNF-o Einfluss auf Apoptose, Zellproliferation und -differenzierung (Rahman &
McFadden 2006).

TNFRI ist ein transmembrandser Rezeptor (Rahman & McFadden 2006) und wird
ubiquitdr exprimiert (Charles et al. 2009). Er gehort zur TNFR-Superfamilie, die in drei
Gruppen gegliedert wird: (1) Rezeptoren mit Todesdoméne, (2) Decoy-Rezeptoren und
(3) Rezeptoren, die TNF-Rezeptor-assoziierte Faktoren binden (Aggarwal 2003).
TNFR1 gehort zur ersten Gruppe, beinhaltet also eine Todesdoméine im zytoplasmati-
schen Terminus (Hehlgans et al. 2005). Eine Aktivierung von TNFRI1 fiihrt bei blo-
ckierter Proteinbiosynthese iiber die Rekrutierung weiterer intrazelluldrer Todesdomaé-
nen und der sich anschlieenden Signalkaskade zur Apoptose (Chinnaiyan et al. 1996;
Micheau & Tschopp 2003). Neben der Regulation des Uberlebens bzw. der Apoptose
einer Zielzelle hat eine Ligandenbindung Auswirkung auf die Zellproliferation
und -differenzierung (Rahman & McFadden 2006) und induziert die Aktivierung und
Transkription von inflammatorischen Genen (Micheau & Tschopp 2003). Mitglieder
der TNFR-Superfamilie sind aufgrund ihrer Rolle bei Entziindung, Apoptose, Autoim-
munitit und Organogenese nun wichtige Ziele in Therapien bei Krankheiten wie Osteo-
porose, Autoimmunstérungen, chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen und Krebs

(Aggarwal 2003).

TNFR1 wird als wichtigster Mediator der tumorférdernden Wirkung von TNF-a ange-
sehen (Kitakata et al. 2002; Arnott et al. 2004; Tomita et al. 2004). In der Literatur gibt

es Hinweise auf einen Einfluss von TNF-a bzw. seinem Rezeptor TNFR1 auf die Bil-
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dung und den Progress von Tumoren. In Tabelle 2 werden verschiedene Studien zu

TNF-a und seinem Rezeptor TFNR1 vorgestellt.

Tabelle 2: Studien zu TNF-o und TFNR1 und der Tumorgenese

Studie Art der Studie Zellart Ergebnis

Kock et al. In vitro Humane Keratinozy- -  Signifikant erhéhte TNF-o-

(1990) ten und humane Produktion in beiden Zelltypen in
Plattenepithelkarzi- Stresssituationen (UV, Stimulation
nomzelllinien mit Lipopolysacchariden)

Moore et al. Mausmodell Unterschiedliche —  Geringere Anzahl und Wachs-

(1999) (TNF-a”--Knock- benigne und maligne tumsgeschwindigkeit benigner und

out-Mause) Tumoren maligner Tumoren im Vergleich
zum Wildtyp bei Behandlung mit
bekannten Tumorinitiatoren

Pikarsky et al. Mausmodell Hepatozyten bei — Bei Hemmung von NF-kB verrin-

(2004) (Mdr2-Knock-out-  Hepatits und hepato- gert sich die Progression des Tu-

Mause) zellularem Karzinom mors
(HCC) - Keine Unterschiede bei der Tumo-
rinitiierung messbar
—  Apoptose transformierter Hepato-
zyten sowie Unfahigkeit, zum HCC
zu malignisieren bei Neutralisie-
rung von TNF-a
Raychaudhuri In vitro Glioblastomzelllinien ~ —  NF-kB wird durch TNF-a aktiviert
et al. (2007) —  konstitutive IL-8-Expression
—  Steigerung der Invasivitat der Tu-
moren durch TNF-a

Charles etal. Mausmodell Ovarialkarzinom — Geringeres Tumorwachstum bei

(2009) (TNFR1--Knock- den TNFR17-Knock-out-Mé&usen

out-Mause)

Chopra et al. Mausmodell murine duktale pan- —  Hohere Tumorlast und T-Zell-

(2013) (TNFR1-Knock-  kreatische Adenokar- Infiltration bei TNFR1--Knock-out-

out-Mause) zinomzelllinien Mause

Die zum Teil widerspriichlichen Ergebnisse weisen darauf hin, dass TNF-a und seinem

Rezeptor TNFR1 unterschiedliche Rollen bei der Tumorentwicklung zukommen kénn-

ten. Auf der einen Seite trigt TNF-a zur Gewebeumstrukturierung bei, die fiir das Tu-

morwachstum notwendig ist. Auf der anderen Seite jedoch, moglicherweise im Zusam-

menspiel mit anderen Zytokinen, fiihrt die Produktion von TNF-a zu Tumorzellzersto-

rung und Wachstumsstopp der Tumorzellen (Szlosarek & Balkwill 2003).

2.3.1.3 Transformierender Wachstumsfaktor

Der transformierender Wachstumsfaktor B (transforming growth factor = TGF-P) ist

ein Zytokin, das iiber vielféltige Signalkaskaden einen Einfluss auf die Transkription
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sowie auf den Zellzyklus bzw. seinen Arrest, die Zellproliferation sowie die Apoptose
hat (Wakefield & Hill 2013; Neuzillet et al. 2015). Er spielt eine Rolle bei Entziin-
dungsreaktionen, Angiogenese und Zellinvasion (Neuzillet et al. 2015) sowie bei der
Regulation der Schwannzellproliferation und -differenzierung (Einheber et al. 1995;
Parkinson et al. 2001). TGF-B beeinflusst die Bildung der Nervenscheide negativ, in-
dem er die Myelinisierung irreversibel hemmt (Guénard et al. 1995). Weiterhin wird er
mit der Entwicklung neuronaler Zellen (Mirsky & Jessen 1996) sowie der Wundheilung
und Gewebereparatur in Verbindung gebracht (Wakefield & Hill 2013). Gebildet bzw.
freigesetzt wird er von einem GroBteil der Parenchymzellen sowie infiltrierenden Zellen
wie Mastzellen (Theoharides et al. 2012), Lymphozyten (Becker et al. 2004), Monozy-
ten bzw. Makrophagen, Thrombozyten (Branton & Kopp 1999) sowie Schwannzellen
und Ganglienzellen der Hinterwurzel (Guénard et al. 1995; Mirsky & Jessen 1996; Oz-
aki et al. 2008). Aufgrund seiner Funktionen wird ihm eine mdgliche Rolle in der Tu-

morgenese zugesprochen — fordernd sowie supprimierend. In Tabelle 3 werden ver-

schiedene Studien zur Rolle von TGF-f3 in Tumoren vorgestellt.

Tabelle 3: Studien zu TGF-f und der Tumorgenese

Studie Art der Studie Zellart Ergebnis
Singh et al. In vitro humane Melanom- — Niedrige Konzentration an TGF-3
(1994) zelllinien
Siegel et al. In vitro human epidermal — Dosisabhangige Wachstums-
(2003) growth factor receptor hemmung bei Behandlung mit

2 (HER2/neu)- TGF-B

positive Mammakar-

zinomzelllinien
Becker et al. Mausmaodell Kolorektales Karzi- —  Tumorwachstum wird gehemmt
(2004) (FVB/N-, C57 BL/6- nom durch Infiltration TGF-83-

Watanabe et

und RAG-1-Knock-
out-Mause) und in
vitro

Humane Tumorpro-

NF1-assoziierte be-

exprimierender T-Lymphozyten
TGF-B-Rezeptor wird vermindert
exprimiert in dysplastischen
Epithelzellen auf der Tumorau-
Renseite, Signalvermittlung tber
TGF-B wird so runterreguliert
Deutlich héhere Konzentration an

al. (2001) ben nigne Neurofibrome TGF-B in Bereichen von MPNST
und MPNST im Vergleich zu benignen Neuro-
fibromen
Furuta et al. In vitro Lewis lung carcinoma —  Unter hypoxischen im Vergleich
(2015) cells zu normalen Bedingungen steigt

die TGF-B-Konzentration und die
Intensitat der zellularen Antwort
auf TGF-B an
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TGF-p spielt eine wichtige und gleichzeitig divergente Rolle beim Tumorwachstum und
der Metastasierung (Siegel et al. 2003; Terzi¢ et al. 2010; Yang et al. 2010; Neuzillet et
al. 2015). In friihen Tumorstadien ist eine gesteigerte Expression an TGF-p mit einer
glinstigen Prognose verbunden, fiir eine Tumorprogression muss die Konzentration an
TGF-B aufgrund seiner tumorsupprimierenden Wirkung unterbunden werden. Kommt
es zum Funktionsverlust des TGF-B-Signalwegs, resultiert ein malignerer Phénotyp. In
spateren Tumorstadien scheint TGF- hingegen die Prognose durch eine héhere Ag-
gressivitdt und Invasivitit des Tumors zu verschlechtern (Siegel et al. 2003; Yang et al.
2010; Neuzillet et al. 2015). Zusammenfassend zeigt sich TGF-3 zum Teil als Suppres-

sor, zum Teil als Promotor der Tumorgenese.

Als hauptverantwortliches Zytokin fiir die Induktion einer epithelial-mesenchymalen
Transition (EMT), die eine zentrale Rolle bei der Zellplastizitét, metastatischen Progres-
sion und therapeutischen Resistenz von Karzinomen spielt, konnte TGF-B relevant fiir

die Tumorgenese sein (Polyak & Weinberg 2009).

Insgesamt zeigt die Literatur also, dass Zytokine sowohl eine fordernde als auch eine
hemmende Wirkung auf das Tumorwachstum haben kénnen. Ahnliches gilt fiir eine
Entziindungsreaktion, die je nach Zusammenhang das Tumorwachstum limitieren oder
fordern kann. Die besprochenen Zytokine IL-8, TNF-a und TGF- sowie ihre Rezepto-
ren CXCR1 und TNFR1 werden von Schwannzellen (Wagner & Myers 1996; Ozaki et
al. 2008) und auch von Mastzellen exprimiert (Theoharides et al. 2012). Fiir die vorlie-
gende Arbeit ist dies interessant, da zum einen Mastzellen als Entziindungszellen ver-
mehrt in Neurofibromen nachgewiesen wurden (Isaacson 1976; Piischel 2017) — auf
ihre Bedeutung wird im Kapitel 2.5 eingegangen — und zum anderen Schwannzellen die

Tumorzellen der Neurofibrome darstellen (Antonescu et al. 2013a).

2.4 Die Rolle der Schwannzelle

Die Schwannzelle als Tumorzelle in Neurofibromen (Antonescu et al. 2013a) ist in die-
ser Arbeit von besonderem Interesse. Durch ihre vielseitigen Funktionen wie Reparatur
und Wachstum von Nerven, Nahrstoffversorgung entlang der Axone, Produktion extra-
zelluldrer Matrix, Modulation neuromuskuldrer Aktivitit sowie Antigenproduktion spie-
len sie auch in Nicht-Schwannzelltumoren wie dem Adenokarzinom des Pankreas gera-
de in den Friihstadien von Tumoren eine Rolle (Deborde & Wong 2017). Sie besitzen
parakrine Funktionen und exprimieren beispielsweise den brain derived neurotropic
factor, ein Wachstumsfaktor, der die EMT der Tumorzellen férdert (Deborde & Wong
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2017). Weiterhin exprimieren Schwannzellen die Matrix-Metalloproteinasen 2 und 9,
was das Wachstum von Neuriten fordert (Ferguson & Muir 2000). In Nicht-
Schwannzelltumoren finden sich Schwannzellen vor allem in prikanzerdsen Lésionen.
Sie interagieren mit anderen Zellen in der Tumormikroumgebung und regulieren den
Tumorprogress, wobei sie sowohl die Nachbarzellen beeinflussen als auch selbst von
thnen beeinflusst werden (Deborde & Wong 2017). Schwannzellen sind in der Lage, die
Umgebung der Tumorzellen anzugreifen (Deborde et al. 2016). Unter anderem durch
die Sekretion verschiedener Zytokine konnen Schwannzellen das angeborene Immun-
system aktivieren (Jessen et al. 2015; Deborde & Wong 2017). Bei Studien an Vestibu-
larisschwannomen koénnen Taurone et al. (2015) zeigen, dass die Zytokine TNF-a,
TGF-B, IL-1B und IL-6 von Schwannzellen deutlich stirker exprimiert werden als in
gesundem Nervengewebe. Diese Zytokine werden neben den Schwannzellen auch von
aktivierten Leukozyten und Fibroblasten sezerniert. Ihre Beobachtungen machen deut-
lich, dass Zytokine an der Entwicklung und dem Progress von Vestibularissschwanno-
men iiber die Stimulation von Schwannzellproliferation beteiligt sind (Taurone et al.
2015). Die Literatur zeigt, dass das Zusammenspiel und die Stirke der Expression die-
ser Zytokine und Rezeptoren eine sowohl positive als auch negative Wirkung auf die
Proliferation und Differenzierung von Schwannzellen haben kann (Einheber et al. 1995;
Chandross et al. 1996; Bonetti et al. 2000; Parkinson et al. 2001). Weiterhin sind
Schwannzellen auch selbst dazu in der Lage, durch die Sekretion dieser Zytokine patho-
logische Zustédnde beispielsweise durch das Anlocken von Leukozyten zu modifizieren
und Axonstérungen voranzutreiben (Rutkowski et al. 1999; Ozaki et al. 2008). Bei ent-
ziindlichen Prozessen, die zum Beispiel durch Zerstérung eines Nervs hervorgerufen
werden, sind Schwannzellen mafigeblich an der Expression pro- und antiinflammatori-
scher Zytokine beteiligt (Dubovy et al. 2014). Fiir diese Arbeit leitet sich daraus die

Frage ab, inwieweit Zytokine in Neurofibromen exprimiert werden.

2.5 Mastzellen und Tumorgenese

Mastzellen gehen aus blutbildenden Stammzellen des Knochenmarks hervor und wer-
den als unreife Zellen ins Blut abgegeben. Thre weitere Differenzierung ist abhingig
vom komplexen Zusammenspiel von Transkriptionsfaktoren im Zielgewebe (Dahlin &
Hallgren 2015). Man findet Mastzellen in hoher Zahl in Bindegeweben bzw. Organen
mit hohem Bindegewebsanteil. Sie sind in Entziindungs- und Krankheitsprozesse unter-

schiedlicher Stadien involviert (Isaacson 1976; Coussens & Werb 2001 und 2002) und
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schiitten eine Vielzahl von Zytokinen aus, die darauf Einfluss nehmen (Yong 1997),
darunter IL-8, TNF-a und TGF- (Theoharides et al. 2012). Schon lange werden Mast-
zellen mit der Bildung und dem Wachstum von Tumoren in Verbindung gebracht

(Isaacson 1976; Coussens & Werb 2001 und 2002).

Abbildung 7 veranschaulicht die mdgliche Rolle von Entziindungszellen im Prozess der
Tumorbildung: Eine epitheliale Neoplasie wird durch Mutationen hervorgerufen. Die
betroffenen Zellen proliferieren allerdings bis zu einer Aktivierung durch eine Gewebs-
verletzung oder einen Tumorpromotor nicht. Sind die Zellen aktiviert, sorgt dies letzt-
lich fiir eine Rekrutierung und Aktivierung inflammatorischer Zellen, darunter Mastzel-
len, polymorphkernige Leukozyten und Makrophagen. Diese wiederum stimulieren das
Wachstum und die Progression der Epithelzellen und somit die Bildung eines benignen
Tumors. Im weiteren Verlauf fordern sie eine zusitzliche Entzlindungsreaktion sowie
Angiogenese und Umbau der extrazelluldren Matrix. Diese verdnderte Mikroumgebung
destabilisiert die Epithelzellen und ermoglicht eine maligne Konversion des Tumors

(Coussens & Werb 2001).
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Leukozyten EZM-Synthese/-abbau

Abbildung 7: Epithelial-stromale Interaktion wihrend der Neoplasiebildung. Nach Coussens & Werb
(2001: F24). EZM = extrazelluldare Matrix.
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2.5.1 Mastzellen und Neurofibrome

Mastzellen als Zellen des Immunsystems haben also vermutlich Einfluss auf die Tu-
morgenese. Baroni (1964) findet speziell in Nervenscheidentumoren Mastzellen. Histo-
logisch malignere Tumoren weisen eine geringere Zahl an Mastzellen als ihre Vorlaufer
auf, es besteht also ein inverser Zusammenhang zwischen Mastzellanzahl und Maligni-
tit. Die Beteiligung von Mastzellen beim Tumorwachstum scheint essenziell fiir die
Initiierung und abnehmend bei der Progression zu sein (Baroni 1964). Neurofibrome
sind durch eine hohe Anzahl an Mastzellen charakterisiert und ihr Vorhandensein kann
als Unterscheidungsmerkmal dienen, wie Isaacson (1976) in seiner Studie an benignen
humanen Schwannomen und Neurofibromen, zum Grofteil von NF1-Patienten, fest-

stellt.

Johnson et al. (1989) kénnen hohe Mastzellkonzentrationen in humanen Neurofibromen
vor allem auch im Vergleich zu anderen neoplastischen oder reaktiven Nervenscheiden-
tumoren (humane Schwannome, MPNST und traumatische Neurome) bestdtigen. Die
Anzahl an T- und B-Lymphozyten sowie Makrophagen zeigt hingegen keine signifikan-
te Abweichung zu anderen Tumortypen, allerdings findet sich eine moderate Anzahl
immunreaktiver Zellen in MPNST. Mastzellen stellen also nicht nur einen zelluldren
Marker fiir Neurofibrome dar, sondern scheinen auch an der Entstehung dieser Neopla-

sien beteiligt zu sein (Johnson et al. 1989).

Die medikamentose Behandlung mit Mastzellstabilisatoren scheint das Wachstumsver-
halten von Neurofibromen zu verdndern und zu hemmen (Riccardi 1987). Auch in einer
weiteren Studie von Riccardi (1992) ist eine Mastzellinfiltration dieser benignen Ner-
venscheidentumoren nachweisbar. Er vermutet daher, dass die von Mastzellen ausge-
schiitteten Faktoren wie IL-8, TNF-a und TGF-f eine Auswirkung auf Schwannzellen,
Endothelzellen und Fibroblasten und iiber diesen Mechanismus eine Rolle bei der Ent-

wicklung und dem Progress von Neurofibromen haben (Riccardi 1992).

Betrachtet man das Wachstum der Mastzellen, so spielt der Stammzellfaktor (SCF) eine
wichtige Rolle. Er fordert einerseits das Wachstum der Mastzellen und andererseits die
Produktion von Zytokinen und die Degranulierung von Mastzellen (Chen et al. 2005;
Theoharides et al. 2012). Bei Untersuchungen an Neurofibromgewebe von NF1-
Patienten finden Hirota et al. (1993) nicht nur eine hohe Anzahl an Mastzellen sondern
auch eine erhohte Konzentration an mRNA des SCF-Rezeptors c-kit im Vergleich zum

umliegenden Normalgewebe. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass SCF und der c-
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kit-Rezeptor an der hohen Mastzellanzahl in Neurofibromen beteiligt sind (Hirota et al.
1993). SCF wird unter anderem von humanen Schwannzelllinien in hohen Mengen se-
zerniert (Hirota et al. 1993) und ist ein starker Stimulus fiir die Migration von Wildtyp-,
aber vor allem von NF17--Mastzellen (Yang et al. 2003).

Die Ergebnisse von Ingram et al. (2000) legen eine Bedeutung der Mastzellen bei der
Bildung von Neurofibromen nahe. Sie zeigen in ihrer Studie, dass die Antwort auf SCF
bei NF1-Haploinsuffizienz die Anzahl und das Uberleben von Mastzellen sowie den
Ras-Protein-Signalweg verandert. Man kann also davon ausgehen, dass die Mastzell-

funktion potenziell wichtig fiir die Bildung von Neurofibromen ist (Ingram et al. 2000).

Zhu et al. (2002) zeigen, dass Mastzellen und verschiedene Zytokine neben Schwann-
zellen zur notwendigen Mikroumgebung fiir die Entstehung eines Neurofibroms geho-
ren. Eine maximale Anzahl neoplastischer Verdnderungen hin zu einem Neurofibrom
beobachten sie bei der Kombination aus NF17-Schwannzellen und NF17--Mastzellen.
Haploinsuffiziente Mastzellen sowie moglicherweise die von ihnen sezernierten Zytoki-
ne sorgen fiir eine Stimulation von NF1”--Schwannzellen zur Bildung und Wachstum

eines Neurofibroms (Zhu et al. 2002).

Packer et al. (2002) sprechen Mastzellen eine Rolle bei der Dedifferenzierung von Neu-
rofibromen zu, im Speziellen bei der Progression vom plexiformen Neurofibrom zum
MPNST. Diffuse Neurofibrome von NF1-Patienten weisen im Vergleich zu kapsuldren
eine signifikant hohere Mastzelldichte auf (Tucker et al. 2011), wobei diffuse von kap-
suldren Neurofibromen anhand der Integritit des Perineuriums unterschieden werden.
Auch die Verteilung unterscheidet sich deutlich: Bei diffusen Neurofibromen finden
sich die Mastzellen ubiquitér, bei den kapsuldren hingegen vor allem in der Peripherie.
Die ebenfalls untersuchte lymphozytéire Infiltration ist bei beiden Neurofibromtypen
dhnlich niedrig. Tucker et al. (2011) leiten daraus ab, dass Mastzellen eine unterschied-

liche Rolle in verschiedenen Neurofibrommanifestationen zukommt.

Insgesamt zeigt die Literatur also einige Ergebnisse, die Mastzellen mit Neurofibromen
in Verbindung bringen. Ergebnisse von Naber (2011) zeigen jedoch auch, dass ein Zu-
sammenhang zwischen Mastzellen und dem Progress von Neurofibromen zum MPNST
nicht herzuleiten ist. Naber (2011) untersucht verschiedene Neurofibromsubtypen auf
mogliche Pridiktoren einer Tumorprogression. Dabei beobachtet er in Ubereinstim-
mung mit anderen Autoren wie Tucker et al. (2011) eine abnehmende Mastzellanzahl

bei KNF, PNF und MPNST. Dies deutet auf einen kontrdren Zusammenhang zwischen
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Mastzellanzahl und maligner Progression der Neurofibrome hin. Diesen inversen Zu-
sammenhang zwischen Mastzellen und Malignitdt beobachtet auch Baroni (1964) bei

seinen Versuchen an Weichteiltumoren (siehe oben).

Es bleibt unklar, welchen Einfluss Mastzellen auf die Entwicklung und die maligne
Entartung von Neurofibromen haben. Die Mastzelldichte allein hat keine ausreichende
Aussagekraft. In Abbildung 8 sind die Mastzelle und einige der von ihr sezernierten
Mediatoren in Kommunikation mit anderen Zellen in der Tumormikroumgebung ge-
zeigt. Die exprimierten Molekiile wiederum nehmen Einfluss auf das Uberleben von
Tumorzellen sowie auf die Rekrutierung weiterer Immunzellen und den Umbau der
umliegenden Gewebestrukturen (Maltby et al. 2009). Moglicherweise spielen diese Zy-
tokine eine Rolle bei der Entwicklung und Progression von Neurofibromen bei Neuro-

fibromatose Typ 1.

Fibroblast
Neutrophiler

Granulozyt Endothelzelle

Mastzelle

—» sezerniert
- ===p wirkt

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Interaktionen zwischen Mast- und Tumorzelle in der
Tumormikroumgebung. Nach Maltby et al. (2009: S. 20); Theoharides et al. (2012: S. 22); Rahman &
McFadden (2006: S. 66); Branton & Kopp (1999: S. 1350); Zachariae et al. (1991: S. 595) Raychaudhuri
& Vogelbaum (2011: S. 228), Charles et al. (2009: S. 3011); Ozaki et al. (2008: S. 32-34); Wagner &
Myers (1996: S. 626)
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Tumorproben

Die Neurofibromproben entstammen dem Archiv des Instituts fiir Neuropathologie des
Universitétsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE). Sie wurden im Zeitraum von 1981
bis 2012 in der Klinik fiir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des UKE entnommen,
in Formaldehyd fixiert und in Paraffin eingebettet. Die Patienten erfiillen alle die NIH-
Diagnosekriterien fiir Neurofibromatose Typ 1 (siehe 2.1). Insgesamt liegen 520 Tu-
morproben vor, die durch zwei Neuropathologen nach den histomorphologischen Krite-
rien (siehe 2.1.4) anhand von zwei Standardfdarbungen (H.E.-Farbung und Periodsdure-
Schiff-Reaktion), zwei histochemischen (Elastika-van-Gieson, Turnbull-Blau) und vier
immunhistochemischen Farbungen (S100-Protein, epitheliales Membran-Antigen, Neu-
rofilament, Ki-67-Protein) klassifiziert wurden. Die Sammlung der Tumorproben be-
steht aus 136 kutanen (Gruppe 1), 128 diffusen (Gruppe 2), 116 diffus-plexiformen
(Gruppe 3), 118 plexiformen Neurofibromen (Gruppe 4) und 22 malignen peripheren
Nervenscheidentumoren (Gruppe 5). 283 Proben sind weiblichen, 228 ménnlichen Pati-

enten entnommen worden, in 9 Fallen liegt keine Angabe zum Geschlecht vor.

Am Institut fiir Pathologie des UKE erfolgte die Herstellung von elf tissue micro arrays
(TMA) mit bis zu 148 Stanzen. Jedem Tumor wurden dazu zwei Stanzen entnommen.
Von den TMA wurden histologische Schnitte erstellt und immunhistochemisch mit dem
Féarbeautomaten Ventana BenchMark xt markiert. Die Rohdaten zu den Tumorproben
sind im Institut fiir Neuropathologie des UKE hinterlegt. Als Kontrollen wurden im-
munhistochemische Farbungen mit den gleichen Antikérpern an Gewebe des N. suralis
von Nicht-NF1-Patienten durchgefiihrt. In Tabelle 16 im Anhang finden sich zum einen
Informationen iiber die Patienten, denen das Nervengewebe entnommen wurde, zum
anderen die Ergebnisse der Evaluation. Die Proben des Nervengewebes wurden eben-

falls vom Institut fiir Neuropathologie am UKE zur Verfligung gestellt.
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3.1.2 Reagenzien und Losungen

Tabelle 4: Verwendete Reagenzien in alphabetischer Reihenfolge

Reagenz Hersteller Bestellnummer
3-Aminopropyltriethoxysilane Sigma-Aldrich GmbH, Minchen #A3648
Aceton Sigma-Aldrich GmbH, Minchen #32201

Aqua dest
Ethanol abs., technisch
Ethanol, technisch 96%

Apotheke UKE
Apotheke UKE

Formafix 4 % gepuffert Grimm med. Logistik GmbH #70002-4-10

Formaldehyd

Glas Mounting Medium Sakura #1408

Paraffin Sakura/Tissue Tek #4511

Poly-L-Lysine Sigma-Aldrich GmbH, Minchen #P8920

TRIS-Buffered Saline, pH 7,6 Dako, Glostrup, Denmark #S1968

Triton x 100 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe #3051.3

Xylol ChemSolute/Th. Geyer #326.2500
Tabelle 5: Verwendete Losungen in alphabetischer Reihenfolge

Lésung Rezeptur

Ethanol 70 %
Ethanol 80 %
Silane-Arbeitsldsung
TRIS-Puffer

7 Teile Ethanol abs. + 3 Teile Aqua dest

8 Teile Ethanol abs. + 2 Teile Aqua dest

1 Teil 3-Aminopropyltriethoxysilane + 50 Teile Aceton

1 Paket TRIS-Buffered Saline, pH 7,6 + 5 L H20 + 5 ml Triton x
100
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Tabelle 6: Reagenzien fiir die immunhistochemischen Farbungen im Férbeautomaten
Ventana BenchMark xt

Reagenz

Hersteller

Bestellnummer

Bluing Reagent

CC1 cell conditioning solution (ready to use)

CC2 cell conditioning solution (ready to use)

EZ Prep ™ Konzentrat

Hematoxylin

LCS (ready-to use)

Protease 1

Reaction buffer (Konzentrat)

SSC (Konzentrat)

Ultraview Universal Alkaline Phosphatase RED

Detection Kit bestehend aus:
25ml ultraview Universal AP Red Enhancer
25ml ultraview Universal AP Red Multimer
25ml ultraview Universal AP Red Naphthol
25ml ultraview Universal AP Red Fast Red A
25ml ultraview Universal AP Red Fast Red B

Ultraview Universal DAB Detection Kit

bestehend aus:
25ml ultraview Universal DAB Inhibitor
25ml ultraview Universal HRP Multimer
25ml ultraview Universal DAB Chromogen
25ml ultraview Universal DAB H202
25ml ultraview Universal DAB Copper

Ventana Roche
Ventana Roche
Ventana Roche
Ventana Roche
Ventana Roche
Ventana Roche
Ventana Roche
Ventana Roche
Ventana Roche
Ventana Roche

Ventana Roche

#760-2037
#950-124
#950-123
#950-120
#760-2021
#650-010
#760-2018
#950-300
#950-110
#760-501

#760-500

Tabelle 7: Losungen fiir die immunhistochemischen Farbungen im Farbeautomaten

Ventana BenchMark xt
Lésung Rezeptur
2xSSC 16 Liter Aqua dest + 4 Liter 2xSSC Konzentrat
EZ Prep 18 Liter Aqua dest + 2 Liter EZ Konzentrat

Reaction buffer

18 Liter Aqua dest + 2 Liter Reaction buffer
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3.1.3 Antikorper

Tabelle 8: Antikorper der immunhistochemischen Féarbungen.

Antikorper Klonalitat Hersteller Bestellnummer Verdiinnung Vorbehandlung
IL-8 polyklonal Antikoerper- ABIN728053 1:50 P1 8 min.
online (Aachen)
CXCR1 polyklonal Antikoerper- ABIN730873 1:50 CC1m
online (Aachen)
TNF-a monoklonal Antikoerper- ABIN118949 1:100 CC2 st.
(4C&-H6) online (Aachen)
TNFR1 polyklonal Antikoerper- ABIN1105799 1:20 o. V.
online (Aachen)
TGF-B monoklonal Antikoerper- ABIN2476751 1:400 CC1 St.
(TB21) online (Aachen)

Vorbehandlungen im Farbeautomaten: o. V.: ohne Vorbehandlung; P1: Protease; CC1 m: Citratpuffer,
30 min Einwirkzeit; CC1 St: Citratpuffer, 60 min Einwirkzeit; CC2 St: EDTA-Puffer, 60 min Einwirkzeit

3.1.4 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 9: Verbrauchsmaterialien in alphabetischer Reihenfolge

Verbrauchsmaterialien Hersteller Weiteres

Deckglaser Paul Marienfeld GmbH & Co KG (Lau- REF 0101222, LOT 34726 017, 24
da-Konigshofen) x 50 mm

Einbettkapseln Biopsy-Uni-Cassette, Tissue Tek REF 8086

Mikrotomklingen pfm Medical

Objekttrager Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & SuperFrost/Plus, No. 2409/1,
Co. KG (Sondheim v. d. Rhén) 75 x 25 mm

Pipettenspitzen Eppendorf A.G. Hamburg ep T.I.P.S.

Tubes 1.5 pl Safe Seal Gefal3, Aktiengesellschaft &

Co Numbrecht (Sarstedt)
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3.1.5 Laborgeriite

Tabelle 10: Laborgerite in alphabetischer Reihenfolge

Laborgerat Hersteller Gerate-/Seriennummer
AusgieflRformen

Brutschrank Heraeus B6-Typ; 50042301
Einbettautomat Leica ASP 300S 74319 /2871
Einbettautomat Leica ASP 300S 74318 / 2705
Eindeckautomat Leica CV 5030 1.007.205/ 11076416

Farbeautomat Ventana Bench Mark XT/LT 1.017.646 / 714005
GieRstation Leica EG1160 73444 | 3693
Heizpinzette LeicaEG F

Kuhlplatte Leica EG 1150 C 70747 | 4055
Mikroskop Olympus BX51 1.003.440
Mikrotom Leica SM 2000 R 1.003.849 / 3851
Pipetten Eppendorf A.G. Hamburg

Wasserbad GFL 1052 43436

3.2 Methoden

Der folgende Abschnitt beschreibt die in dieser Arbeit verwendeten Methoden. Das La-
borpersonal des Instituts fiir Neuropathologie des UKE erstellte die Schnitte (3.2.1) und
flihrte die immunhistochemischen Farbungen durch (3.2.2).

3.2.1 Herstellung der Schnitte

Nach der Entnahme wurden die Tumorproben in Formalinldsung fixiert. Zur Herstel-
lung der Paraffinblécke wurden die Tumorproben zugeschnitten und in dieser Form in
Einbettkapseln in den Einbettautomat gegeben. Zur Entwisserung wurde danach fol-

gendes Programm durchlaufen:

1. Formalin 4 % gepuffert 90 Minuten
2. Aqua dest 15 Minuten
3. Aufsteigende Alkoholreihe
70 % Alkohol 30 Minuten
80 % Alkohol 30 Minuten
96 % Alkohol 30 Minuten
96 % Alkohol 45 Minuten
100 % Alkohol 30 Minuten
100 % Alkohol 90 Minuten
4. Xylol 90 Minuten
5. Xylol 150 Minuten
6. Paraffin 60 Minuten
7. Paraffin 150 Minuten
8. Paraffin 120 Minuten
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Die entwiésserte und an der GieBstation in Paraffin gegossene Tumorprobe wurde auf
der Kiihlplatte als Block gekiihlt. Als Paraffinblock lagerte die Tumorprobe im Archiv
fiir Neuropathologie des UKE. Zur Herstellung der TMA, die es ermdglichen, eine gro-
e Anzahl an Tumorproben unter den gleichen Bedingungen zu behandeln, zu farben
und zu evaluieren, wurden aus den 520 in Paraffinblocken vorliegenden Tumorproben
je zwei Stanzen a 1 mm Durchmesser entnommen und in einen neuen Paraffinblock mit

bis zu 148 Stanzen eingereiht. So entstanden 11 TMA.

Am Schlittenmikrotom wurden aus den TMA anschlieend Schnitte in 2 um Dicke an-
gefertigt und im kalten Wasserbad gesammelt. Gelungene Schnitte wurden mit dem
Objekttrager aufgenommen und im heilen Wasserbad gestreckt. Falls die Schnitte nicht
hafteten, wurden ein paar Tropfen Poly-L-Lysin-Losung auf dem Objekttriager verstri-
chen, angetrocknet und der Schnitt bei Raumtemperatur aufgezogen. Als Objekttrager
wurden Silane-beschichtete SuperFrost/Plus-Objekttrager verwendet. Die Silanebe-

schichtung wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

1. Ansetzen der Silane-Arbeitsldsung 4 ml 3-Aminopropyltriethoxysilane + 200 ml Aceton mi-
schen

2. Reinigung der Objekttrager 2 Minuten in Aceton stellen

3. Trocknen der Objekttrager an der Luft

4. Silane-Benetzung der Objekttrager 2 Minuten in Silane-Arbeitslésung stellen

5. Spulen der Objekttrager zweimal mit Aqua dest spllen

6. Trocknen der Objekttrager im Brutschrank trocknen lassen

7. Lagerung der Objekttrager im Dunkeln bei Raumtemperatur

3.2.2 Immunhistochemische Firbung

Die immunhistochemischen Férbungen der Tumorproben erfolgte im Férbeautomat
Ventana Benchmark xt. Zur Etablierung der verwendeten Antikorper gegen IL-8,
CXCRI1, TNF-a, TNFR1 und TGF- wurden zundchst Farbungen mit verschiedenen
Verdiinnungen und Vorbehandlungen angesetzt und bewertet. Als Gewebe wurden fiir
die Antikorper gegen IL-8 und CXCRI1 ein Teil der Neurofibromproben (Mastzellen
dienten als Positivkontrolle) und fiir die Antikorper gegen TNF-a, TNFR1 und TGF-3
Glioblastomproben aus dem Institut fiir Neuropathologie des UKE verwendet. Die
Kombination aus Vorbehandlung und Verdiinnung, die in diesem Etablierungsverfahren

die besten Farbungen lieferte, wurde im Folgenden an allen Neurofibromschnitten an-
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gewandt. Die Antikorper wurden manuell nach folgendem Protokoll angesetzt, die Ver-

diinnung und Vorbehandlung ist der Tabelle 8 zu entnehmen.

1. Antikdrperansatz: 100 ml Antibody Diluent + 10 ml Ziegenserum + 90 ml TRIS-Puffer
2. Antikérper mit Antikérperansatz in entsprechender Verdiinnung mischen

Die manuell angesetzten Antikorper wurden dem Farbeprotokoll des Automaten Venta-
na Benchmark xt zugewiesen. Der Farbeprozess wurde fiir alle Antikdrper (siche Tabel-

le 8) nach folgendem Farbeprotokoll vollautomatisiert durchlaufen:

Deparaffinieren 76°C 4 Minuten
Hitzevorbehand- - 0. V. (ohne Vorbehandlung)
lung - P1 (Protease) 8 Minuten
- Cell conditioning solution 1 (Citratpuffer)
mildes CC1 (CC1m) 30 Minuten
standard CC1 (CC1 st) 60 Minuten
- Cell conditioning solution 2 (EDTA-Puffer)
standard CC2 (CC2 st) 60 Minuten
Hemmung endo- 1 Tropfen UV Inhibitor 4 Minuten
gener Peroxidase
Inkubation mit 1 Tropfen Antikdrperansatz 32 Minuten
Primarantikorper
Inkubation mit Reagenzien aus Detektionskit (Ultraview Universal DAB)
Sekundarantikor- 1 Tropfen ultraview Universal HRP Multimer 8 Minuten
per 1 Tropfen ultraview Universal DAB Chromogen
+ 1 Tropfen ultraview Universal DAB H202 + LCS-Puffer 8 Minuten
1 Tropfen ultraview Universal DAB Copper 4 Minuten
Gegenfarbung 1 Tropfen H.E. + LCS-Puffer 4 Minuten
1 Tropfen Bluing Reagent + LCS-Puffer 4 Minuten
Aufsteigende Al- 70 % Alkohol jeweils
koholreihe 80 % Alkohol wenige
96 % Alkohol (3 x) Sekunden
100 % Alkohol (3 x) schwenken
Xylol
Eindeckeln Im Eindeckelautomat mit Deckglaschen

Die Firma Ventana Medical Systems gibt die verwendeten Sekundérantikdrper und Blo-
cking-Seren in einem Detection Kit heraus. Die genaue Zusammensetzung ist nicht be-

kannt, weshalb keine detailliertere Angabe moglich ist.
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3.2.3 Evaluation

Die Auswertung der immunhistochemischen Férbungen der Neurofibromschnitte er-
folgte quantitativ und semiquantitativ. Es wurde stets die gesamte Flache eines TMA-
Spots (0,79 mm?, 1 mm Durchmesser) bewertet. Durch das standardisierte und techni-
sierte Farbeverfahren im Fiarbeautomaten konnte, im Gegensatz zu manuellen Farbun-
gen, von nahezu identischen Bedingungen fiir die immunhistochemischen Reaktionen

der einzelnen Gewebeproben ausgegangen werden.

Zunichst erfolgte die quantitative Untersuchung der gefarbten Neurofibromschnitte
hinsichtlich ihrer Mastzellanzahl. Dazu wurden bei den Féarbungen mit dem Antik6rper
gegen IL-8 und CXCRI1 die markierten Mastzellen in allen Tumorproben in der 20er,
40er und 100er VergroBerung des Lichtmikroskops ausgezahlt.

Darauthin wurde die Intensitit der Immunreaktion aller Antikérper in den Neuro-
fibromproben von NF1-Patienten sowie dem N. suralis-Gewebe von Nicht-NF1-
Patienten ausgewertet. Hierfiir wurde eine semiquantitative Evaluation (0 bis 6) und

ordinale Skalierung gewahlt:
0 keine Farbung
1 minimale Farbung
leichte Farbung
mittelleichte Farbung

2
3
4  mittelstarke Farbung
5 starke Farbung

6

sehr starke Farbung
3.2.4 Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung wurde die Version 21 der Statistiksoftware /BM SPSS
Statistics (IBM 2012) fiir Windows verwendet. In die statistische Auswertung sind die
in dieser Studie erhobenen Daten, hinterlegt im Institut fiir Neuropathologie des UKE

hinterlegt, eingegangen.

Das Alter der Patienten bei Probenentnahme erfiillt hinreichend die Annahme einer
Normalverteilung, sodass hier der Mittelwert angegeben wird. Die absolute Mastzellan-
zahl erfiillt nicht hinreichend die Bedingung einer Normalverteilung. Zur Beschreibung

der Verteilung wird der Median gebildet und in den Ergebnissen folgendermallen ange-
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geben: Median (25 %- / 75 %-Quartile). Nach einem deskriptiven Vergleich der Media-

ne werden die Ergebnisse einer Korrelationsanalyse nach Pearson unterzogen.

Fiir die Intensitit der durch die Antikorper ausgelosten Immunreaktionen wird ebenfalls
der Median errechnet. Die erhobenen Daten werden einer nicht-parametrischen Korrela-
tionsanalyse nach Kendall-Tau-b unterzogen. In die Analyse flieBen die Variablen
Mastzellanzahl, Intensitidt der Antikorperfirbung und Tumorsubtyp ein und sie wird
ebenfalls fiir die unterschiedlichen Subtypen getrennt durchgefiihrt. Bei der Présentation
der Ergebnisse wird bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 von einer signifi-

kanten, bei p < 0,01 von einer hoch signifikanten Korrelation ausgegangen.
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4 Ergebnisse

Es wurden 520 Neurofibrome untersucht, die nach den in der Einleitung beschriebenen
histomorphologischen Kriterien in fiinf Gruppen eingeteilt wurden: Es handelte sich um
136 dermale (KNF), 128 diffuse (DNF), 116 diffus-plexiforme (DPNF), 118 plexiforme
Neurofibrome (PNF) und 22 maligne periphere Nervenscheidentumore (MPNST).

4.1 Klinische Daten

Die 520 untersuchten Proben stammten von 385 Patienten mit der klinisch gesicherten
Diagnose einer NF1. 54,4% davon waren weiblich, 43,8% mannlich und in 1,7% war
das Geschlecht nicht genannt. Der Altersmittelwert bei Probenentnahme der Patienten
lag bei 30,9 Jahren (n=513), in 1,8% der Félle (n=7) gab es keine Altersangabe. Das
mittlere Alter bei Betrachtung der Tumorsubtypen lag bei den KNF bei 39,4 Jahren, bei
den DNF bei 31,3 Jahren, bei den DPNF bei 26,4 Jahren, bei den PNF bei 24,1 Jahren
und bei den MPNST bei 38 Jahren.

4.2 Mastzellen

Die Mastzellanzahl wurde mit Antikdrpern gegen IL-8 und Antikorpern gegen den zu-
gehorigen Rezeptor CXCR1 ermittelt. Es zeigte sich eine deutlich erkennbare Markie-
rung mit beiden Antikorpern (siche Abbildung 9).

Abbildung 9: Immunhistochemische Farbung eines plexiformen Neurofibroms mit A IL-8 (Patient 121)
und B CXCRI1 (Patient 245), roter Pfeil = Mastzelle

Da die Bedingung der Normalverteilung nicht hinreichend erfiillt war, wird die mediane

Mastzellanzahl (25%- / 75%-Quartile in Klammern) angegeben.
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Bei der separaten Betrachtung der Tumorsubtypen ergab sich bei der Darstellung der
Mastzellen mit Anti-IL-8-Antikorper je Gewebespot ein Median von 16 (6 / 28) Mast-
zellen fir die KNF (n=125/136), von 16,5 (6/27,25) Mastzellen fiir die DNF
(n=102/128), von 12 (4 / 21,25) Mastzellen fiir die DPNF (n=102/116), von 3 (1/5)
Mastzellen fiir die PNF (n=95/118) und von 0 (0/5) Mastzellen fiir die MPNST
(n=21/22). Die Fiarbung mit Anti-CXCRI1-Antikérper lieferte einen Median von 8
(2/22) Mastzellen fiir die KNF (n=122/136), von 6 (2/14,25) Mastzellen fiir die
DNF (n=98/128), von 7 (2/16) Mastzellen fiir die DPNF (n=99/116), von 2 (0/3)
Mastzellen fiir die PNF (n=90/118) und von 0 (0/1) Mastzellen fiir die MPNST
(n=22/22).

Der Trend der Mastzellanzahl bei der Farbung mit Antikdrpern gegen IL-8 und CXCR1
stimmte dahingehend iiberein, dass die Anzahl von Mastzellen bei den KNF, DNF und
DPNF hoch, bei den PNF und MPNST hingegen niedrig war. Es zeigte sich eine deutli-
che Zunahme der Mastzellanzahl von den PNF zu den DPNF. In Abbildung 10 ist die
mediane Mastzellanzahl der verschiedenen Tumortypen fiir die Bestimmung mit den

unterschiedlichen Antigenen in Form von Balkendiagrammen dargestellt.
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KNF DNF DPNF PNF MPNST KNF DNF DPNF PNF MPNST
Tumorsubtyp Tumorsubtyp

Abbildung 10: Mittlere Anzahl an Mastzellen bei den verschiedenen Neurofibromsubtypen. Farbung der
Mastzellen mit Antikdrpern gegen A IL-8 und B CXCRI1

Die Korrelationsanalyse nach Pearson zeigte einen signifikanten Zusammenhang zwi-
schen den Mastzellanzahlen, die mittels der unterschiedlichen Methoden bestimmt wur-

den (IL-8 ~ CXCR1: 1= 0,717 p < 0,01).
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4.3 Antigenexpression in peripheren Nervenscheidentumoren

An den 520 Proben wurde die Expression von fiinf Antigenen untersucht (IL-8,
CXCRI1, TNF-a, TNFR1, TGF-B). Aus technischen Griinden kam es bei der Erstellung
der Neurofibromschnitte und immunhistochemischen Farbungen hin und wieder zu Ver-
lust einzelner TMA-Spots. Aus diesem Grund konnten nicht immer alle Tumoren aus-
gewertet werden, was zu Differenzen in der Gesamtfallzahl fiihrte. Hinter der Angabe

des Medians findet sich die 25%- / 75%-Quartile in Klammern.

4.3.1 Interleukin 8

In die Auswertung der Firbeintensitit gingen 444 Neurofibromschnitte ein
(n =444/520). Die Immunreaktion aller Tumorsubtypen auf den Anti-IL-8-Antikorper
war minimal, der Median lag bei 1 (0/2). Die Immunreaktion durch IL-8 beschrinkte
sich vor allem auf das Tumorzellzytoplasma, aber auch Zellkerne der Tumor- und
Mastzellen waren teilweise markiert. Bei getrennter Betrachtung der Neurofibromsub-
typen zeigte sich bei den KNF im Median keine messbare Farbung, bei den DNF eine
leichte und bei den DPNF eine minimale Farbung. Die PNF sowie die MPNST wiesen
keine messbare Farbung auf. Der N. suralis zeigte eine stark variierende Farbung von
nicht messbar bis mittelstark. In Abbildung 11 ist beispielhaft an einem DNF die Im-

munreaktion fiir IL-8 gezeigt.
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Abbildung 11: Immunreaktion fiir IL-8 in 20-facher Vergroferung bei einem DNF, Patient Nummer 586,
roter Pfeil = Mastzelle; blauer Pfeil = Tumorzelle; Mafistab = 100 pm

43.2 CXCR1

In die Evaluation der immunhistochemischen Farbung mit Anti-CXCR1-Antikorper
gingen 431 (n=431/520) Neurofibromschnitte ein. Der Median der Farbeintensitit lag
insgesamt bei 1 (0/ 2). Die Markierung betraf vor allem die Kerne der Tumorzellen. Es
zeigte sich eine minimale Farbung bei den KNF, DNF, DPNF und PNF sowie eine
leichte Farbung bei den MPNST. Der N. suralis wies eine nicht messbare Farbeintensi-

tat auf. Abbildung 12 zeigt beispielhaft am MPNST die Immunreaktion fiir CXCR1.
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Abbildung 12: Immunreaktion fiir CXCR1 in 20-facher VergroBerung bei einem MPNST, Patient
Nummer 36, roter Pfeil = Mastzelle; blauer Pfeil = Tumorzelle; MaBstab = 100 um

4.3.3 Tumornekrosefaktor o

Bei der immunhistochemischen Farbung mit Anti-TNF-a-Antikorper konnten 426
(n =426/520) Neurofibromschnitte ausgewertet werden. Die Firbeintensitit aller Tu-
morproben lag bei einem Median von 5 (4 / 6). Die KNF, DNF, DPNF und PNF zeigten
eine starke, die MPNST hingegen eine mittelstarke Farbung. Sehr deutlich waren die
Kerne der Tumorzellen markiert. Die Immunreaktion im N. suralis-Gewebe war im Zy-
toplasma nicht messbar, in den Zellkernen jedoch intensiv. In Abbildung 13 ist am Bei-

spiel eines PNF die Immunreaktion fiir TNF-a dargestellt.
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Abbildung 13: Immunreaktion fiir TNF-a in 20-facher Vergroferung bei einem PNF, Patient Nummer
92, roter Pfeil = Mastzelle; blauer Pfeil = Tumorzelle; Maf3stab = 100 pm

4.3.4 Rezeptor fiir Tumornekrosefaktor a vom Typ 1

In die Auswertung der immunhistochemischen Fiarbung mit Anti-TNFR1-Antikorper
gingen 432 (n =432/520) Neurofibromschnitte ein. Der Median der Farbeintensitit lag
insgesamt bei 5 (4 / 6), wobei hier sowohl die Kerne als auch das Zytoplasma der Tu-
morzellen markiert waren. Es zeigte sich eine starke Immunreaktion bei allen untersuch-
ten Subtypen (KNF, DNF, DPNF, PNF, MPNST). Die immunhistochemische Farbung
des N. suralis mit Anti-TNFR1-Antikorper fiel ebenfalls stark positiv aus. Die Immun-
reaktion fiir TNFR1 ist am Beispiel eines KNF in Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 14: Immunreaktion fiir TNFR1 in 20-facher Vergroferung bei einem KNF, Patient Nummer
662, roter Pfeil = Mastzelle; blauer Pfeil = Tumorzelle; MafBistab = 100 pm

4.3.5 Transforming Growth Factor f

Die Auswertung der immunhistochemischen Férbung mit Anti-TGF-B-Antikdrper er-
folgte an 439 (n =439/520) der Neurofibromschnitte. Die mediane Farbeintensitit be-
trug insgesamt 0 (0 / 0). Bei den KNF, DNF, DPNF und PNF zeigte sich keine messba-
re, bei den MPNST hingegen eine minimale bis leichte (1,5) Markierung. Auffillig war
insgesamt eine sehr heterogene Farbung, die sich mafBigeblich im Zytoplasma zeigte. Es
ergab sich im Mittel eine sehr schwache Férbeintensitit. Beim Gewebe des N. suralis
zeigte sich keine messbare Markierung bei der Férbung mit Anti-TGF-B-Antikorper.
Die Abbildung 15 stellt beispielhaft am MPNST die Immunreaktion fiir TGF-f dar.
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Abbildung 15: Immunreaktion fiir TGF-f in 40-facher Vergroflerung bei einem MPNST, Patient
Nummer 46, blauer Pfeil = Tumorzelle; Maf3stab = 50 um

Die Abbildung 16 zeigt vergleichend die Medianwerte der Immunreaktionen auf die
verwendeten Antikdrper bei den unterschiedlichen Tumortypen. Insgesamt war die Re-
aktion mit Anti-TNF-o- und Anti-TNFRI1-Antikérpern deutlich stirker als mit Anti-
IL-8, Anti-CXCR1- und TGF-B-Antikérpern. Weiterhin wurde bei der Verwendung von
Anti-CXCR1- und Anti-TGF-B-Antikorpern eine intensivere Anfarbung der MPNST im
Vergleich zu den restlichen untersuchten peripheren Nervenscheidentumoren deutlich.
Bei der Verwendung von Anti-TNF-a-Antikdrpern hingegen fiel die Immunreaktion bei

den MPNST geringer aus.
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B CXCR1, C TNF-a, D TNFR1 und E TGF-§
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4.4 Korrelationsanalyse nach Kendall-Tau-b

Tabelle 11: Ergebnisse der Korrelationsanalyse nach Kendall-Tau-b, alle Tumorsubtypen

Tumortyp kodiert Mastzellen IL-8 Mastzellen CXCR1 Farbeintensitit Farbeintensitdt Farbeintensitat Farbeintensitat
IL-8 CXCR1 TNF-a TNFR1
Mastzellen IL-8 T -,330**
p 0,000 a
N 445
Mastzellen CXCR1 ¢ -,288** ,586**
p 0,000 e 0,000
N 431 428
Farbeintensitat T -0,062 ,110** ,086*
IL-8 p 0,116 0,003 ° 0,022 a
N 444 442 430
Farbeintensitat T 0,051 0,048 0,051 ,183**
CXCR1 p 0,201 0,194 0,173 0,000 a
N 431 428 428 430
Farbeintensitat T -,106** 0,061 0,074 ,168** 0,075
TNF-a p 0,008 e 0,097 0,051 0,000 @ 0,069
N 426 417 409 418 409
Farbeintensitat T 0,039 0,072 0,073 0,029 ,134** 0,039
TNFR1 p 0,335 0,055 0,057 0,476 0,001 m 0,345
N 432 422 413 422 413 420
Farbeintensitat T ,309** -,148** -,134** -0,022 0,050 -0,065 0,028
TGF-B p 0,000 Q 0,000 e 0,001 e 0,601 0,249 0,125 0,517
N 439 423 414 424 414 422 425

Die Kodierung fiir den Tumortyp 1 = KNF, 2 = DNF, 3 = DPNF, 4 = PNF, 5 = MPNST; 7 = Korrelationskoeffizient; p = p-Wert der Korrelationsanalyse (zweiseitig); ** = Korrelation ist
auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig); * = Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig); signifikante Korrelationen sind gelb hinterlegt.
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4.4.1.1 Mitdem Tumortyp assoziierte Variablen

Die statistische Analyse nach Kendall-Tau-b zeigte, wie auch die Analyse nach Pearson,
dass die Anzahl an Mastzellen am hochsten in den KNF war und zu den MPNST ab-
nahm (siehe 1 und 2 in Tabelle 11). Ebenso verhielt es sich mit der TNF-a-Expression:
Sie war in den MPNST geringer als in den KNF, DNF, DPNF und PNF (siehe 3 in Ta-
belle 11). Die gegenteilige Beobachtung liel sich bei TGF-$ machen: Eine Expression
von TGF- im Tumorgewebe liel sich nur bei MPNST, nicht jedoch bei KNF, DNF,
DPNF und PNF nachweisen (siehe 4 in Tabelle 11).

4.4.1.2 Mit den Mastzellen assoziierte Variablen

Es zeigte sich weiterhin eine Assoziation der Mastzellanzahl und der IL-8-Expression
(siehe 5 und 7 in Tabelle 11): Mit der Anzahl an Mastzellen stieg auch der Nachweis
von IL-8 im Tumor. Bei der Expression von TGF-f verhielt es sich entgegengesetzt: Je
hoher die Mastzellanzahl, desto geringer die TGF-B-Expression im Tumorgewebe (sie-

he 6 und 8 in Tabelle 11).

4.4.1.3 Zytokine und Rezeptoren untereinander

Die statistische Analyse nach Kendall-Tau-b zeigte auBBerdem eine Korrelation der Ex-
pression von CXCR1 sowie TNF-a mit der IL-8-Expression im Tumor (siche 9 und 10
in Tabelle 11). Genauso verhielt es sich mit der Expression von CXCR1 und TNFR1 im
Tumor (siehe 11 in Tabelle 11).

Um einen moglichen Zusammenhang von Mastzellen und der von ihnen exprimierten
Zytokine bzw. Rezeptoren auf den Progress der unterschiedlichen Tumormanifestatio-
nen aufzudecken, wurde die Korrelationsanalyse fiir die Tumortypen getrennt durchge-
fiihrt (Tabelle 12, Tabelle 13, Tabelle 14, Tabelle 15). Die Ergebnisse dieser statisti-

schen Auswertung werden im Folgenden préisentiert.
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Tabelle 12: Ergebnisse der Korrelationsanalyse nach Kendall-Tau-b, kutanes Neurofibrom

KNF Mastzellen Mastzellen Farbe- Farbe- Farbe- Farbe-
IL-8 CXCR1 intensitdt  intensitat  intensitat intensitat
IL-8 CXCR1 TNF-a TNFR1
Mastzellen ¢ ,518**
CXCR1 p 0,000
N 120
Farbe- T -,163* -,185**
intensitat p 0,020 0,010
IL-8 N 124 121
Farbe- T 0,027 0,040 0,080
intensitat 0,701 0,569 0,308
CXCR1 N 122 122 123
Farbe- T -0,094 0,111 0,031 0,122
intensitat | p 0,187 0,124 0,703 0,125
TNF-a N 117 115 117 117
Farbe- T ,183* 215% -,161* 0,064 -0,097
intensitat 0,011 0,003 0,049 0,425 0,232
TNFR1 N 115 112 114 114 113
Farbe- T -0,058 -0,033 -0,053 -0,039 0,066 -,168*
intensitat | p 0,442 0,671 0,531 0,649 0,434 0,050
TGF-g N 121 118 121 120 118 116

T = Korrelationskoeffizient
p = p-Wert der Korrelationsanalyse (zweiseitig)

** = Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig)
* = Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig)

Signifikante Korrelationen sind gelb hinterlegt.

In den KNF (sieche Tabelle 12) zeigte sich eine negative Korrelation zwischen der An-

zahl an Mastzellen und der IL-8-Expression: je stirker die Mastzelldichte, desto gerin-

ger die IL-8-Expression im Tumor. Genau umgekehrt verhielt es sich mit der Mastzel-

lanzahl und TNFR1: je mehr Mastzellen, desto stirker die TNFR1-Expression im Tum-

orgewebe. Weiterhin zeigte sich eine negative Korrelation zwischen der IL-8- und der

TNFR1-Expression sowie zwischen der TNFR1- und der TGF-B-Expression im Tumor.

Je geringer also die Dichte des TNF-a-Rezeptors TNFR1 im Tumorgewebe, desto hoher

die Expression von IL-8 und TGF-3 im Tumor.
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Tabelle 13: Ergebnisse der Korrelationsanalyse nach Kendall-Tau-b,

diffuses/diffus-plexiformes Neurofibrom

DNF/DPNF Mastzellen Mastzellen Farbe- Farbe- Farbe- Farbe-
IL-8 CXCR1 intensitat intensitiat  intensitat intensitat
IL-8 CXCR1 TNF-a TNFR1
Mastzellen ¢ ,572%*
CXCR1 p 0,000
N 197
Farbe- r 109 0,080
intensitat p 0,039 0,141
IL-8 N 204 197
Farbe- z 0,106 0,095 ,202*
intensitat 0,054 0,087 0,001
CXCR1 N 197 197 197
Farbe- 0,025 0,078 212% 0,058
intensitat | p 0,642 0,159 0,000 0,348
TNF-a N 195 188 195 188
Farbe- Tz 0,065 0,065 0,115 194 ,125*
intensitat , 0238 0,247 0,056 0,002 0,037
TNFR1 N 199 192 199 192 201
Farbe- T -0,071 -0,066 0,060 0,035 -0,017 0,069
intensitat p 0,209 0,253 0,333 0,582 0,777 0,265
TGF-B N 198 191 198 191 201 204

7 = Korrelationskoeffizient

p = p-Wert der Korrelationsanalyse (zweiseitig)

** = Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig)
* = Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig)
Signifikante Korrelationen sind gelb hinterlegt.

Mit steigender Mastzellanzahl wurde in den DNF/DPNF mehr IL-8 exprimiert (siche
Tabelle 13). Es wurde in den DNF/DPNF auflerdem eine Assoziation zwischen der Ex-

pression von IL-8 und seinem Rezeptor CXCR1 mit der Expression von TNF-a im Tu-

mor deutlich. Dariiber hinaus zeigte sich eine Korrelation zwischen TNF-a und seinem

Rezeptor TNFRI1: je starker die Expression des Zytokins TNF-a, desto hoher die Rezep-

tordichte von TNFR1 im Tumor. Die Expression von TNFR1 korrelierte zudem mit der

Expression von CXCR1 im Tumorgewebe.
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Tabelle 14: Ergebnisse der Korrelationsanalyse nach Kendall-Tau-b, plexiformes Neurofibrom

PNF Mastzellen Mastzellen Farbe- Farbe- Farbe- Farbe-
IL-8 CXCR1 intensitat intensitdt  intensitat intensitat
IL-8 CXCR1 TNF-a TNFR1
Mastzellen ¢ ,391**
CXCR1 p 0,000
N 90
Farbe- T 0,044 0,071
intensitat p 0,608 0,422
IL-8 N 93 90
Farbe- Tz  -0,013 0,044 ,348*
intensitat , 0,882 0,615 0,000
CXCR1 N 88 87 88
Farbe- Tz  -0,078 -0,035 0,113 0,105
intensitat p 0,350 0,680 0,219 0,247
TNF-a N 85 85 85 83
Farbe- T -0,043 -0,062 -0,158 0,089 -0,025
intensitat , 0613 0,481 0,095 0,338 0,785
TNFR1 N 87 87 87 85 85
Farbe- T 0,132 0,070 -0,088 0,015 0,059 0,022
intensitat ' p 0,129 0,429 0,354 0,874 0,510 0,817
TGF-g N 83 83 83 81 82 83

T = Korrelationskoeffizient

p = p-Wert der Korrelationsanalyse (zweiseitig)

** = Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig)
* = Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig)
Signifikante Korrelationen sind gelb hinterlegt.

Bei der statistischen Auswertung der PNF (siche Tabelle 14) zeigte sich eine Assoziati-

on zwischen der Expression von IL-8 und seinem Rezeptor CXCRI1 durch die Mastzel-

len sowie in den Tumoren.
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Tabelle 15: Ergebnisse der Korrelationsanalyse nach Kendall-Tau-b, maligner peripherer Nervenschei-

dentumor
MPNST Mastzellen Mastzellen Farbe- Farbe- Farbe- Farbe-
IL-8 CXCR1 intensitdt  intensitat  intensitat intensitat
IL-8 CXCR1 TNF-a TNFR1
Mastzellen T ,420%
CXCR1 p 0,032
N 21
Farbe- T 0,295 0,126
intensitat p 0,142 0,528
IL-8 N 21 22
Farbe- T 0284 0,219 0,348
intensitét p 0,131 0,240 0,067
CXCR1 N 21 22 22
Farbe- Tz 0,007 -0,090 0,218 ,540**
intensitét p 0,970 0,644 0,277 0,004
TNF-a N 20 21 21 21
Farbe- T 0,125 -0,197 A57* 0,126 0,187
intensitat p 0,519 0,306 0,020 0,493 0,336
TNFR1 N 21 22 22 22 21
Farbe- T 0,047 0,334 0,197 0,028 -0,108 -0,189
intensitét p 0,804 0,075 0,305 0,877 0,566 0,309
TGF-B N 21 22 22 22 21 22

T = Korrelationskoeffizient

p = p-Wert der Korrelationsanalyse (zweiseitig)

** = Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig)
* = Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig)
Signifikante Korrelationen sind gelb hinterlegt.

In den MPNST (siehe Tabelle 15) wurde zum einen eine Assoziation zwischen der Ex-

pression an TNF-a und CXCRI1 sowie zwischen IL-8 und TNFR1 deutlich. Eine hohe

TNF-a- bzw. IL-8-Expression ging einher mit einer hohen Expression der Rezeptoren

CXCRI1 bzw. TNFR1 im Tumorgewebe.
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5 Diskussion

5.1 Mastzellen in verschiedenen Tumortypen bei NF1-Patienten

In allen in dieser Studie untersuchten Nervenscheidentumoren konnten Mastzellen
nachgewiesen werden. Es bestétigten sich zudem die Ergebnisse von Isaacson (1976),
Naber (2011), Tucker et al. (2011) und Piischel (2017), dass ein inverser Zusammen-
hang zwischen der Anzahl an Mastzellen und dem Tumorsubtyp besteht. Die benignen
Subtypen KNF, DNF und DPNF sind durch hohe Mastzellzahlen charakterisiert. Die
PNF, die ein Entartungsrisiko von etwa 10 % besitzen (Boyd et al. 2009), sind durch
signifikant niedrigere Anzahlen an Mastzellen gekennzeichnet und die MPNST selbst
zeichnen sich durch sehr vereinzelte Mastzellen aus (siche 4.2 und Abbildung 10). Uber
ihre bloBe Anzahl ldsst sich nicht kldren, ob Mastzellen an der Dedifferenzierung oder
dem Progress von Neurofibromen beteiligt sind. So exprimieren Mastzellen zahlreiche
Zytokine und Zytokinrezeptoren (Lippert et al. 1998; Theoharides et al. 2012), deren
Zusammenspiel moglicherweise sogar den Progress bzw. die Malignisierung benigner
Tumoren aufhilt. Eine mogliche Rolle der Mastzelle ist die des Entziindungsmodula-

tors. Im Folgenden wird diese Moglichkeit genauer beleuchtet.

5.2 Expression von Zytokinen sowie ihren Rezeptoren und ihre Rolle

bei der Dedifferenzierung gutartiger Neurofibrome

In der vorliegenden Studie lieBen sich IL-8, CXCR1, TNF-a, TNFR1 und TGF-f in
peripheren Nervenscheidentumoren von NF1-Patienten nachweisen. Diese untersuchten
Zytokine und Rezeptoren werden alle grundsitzlich von Mast- als auch Schwannzellen
exprimiert (Wagner & Myers 1996; Lippert et al. 1998; Ozaki et al. 2008; Charles et al.
2009; Theoharides et al. 2012). Die Stirke der Expression variierte je nach Zytokin
bzw. Rezeptor und Tumorsubtyp. Da die Mastzelldichte mit dem Dedifferenzierungs-
grad abnahm (siehe 4.2), ist zu liberlegen, ob die Expression der untersuchten Zytokine
bzw. Rezeptoren in den maligneren Tumortypen von den Tumorzellen selbst iibernom-
men wird oder moglicherweise bei hohergradig dedifferenzierten Tumoren keine Rolle

mehr spielt.

Sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Zytokine und Rezeptoren wurden in Tumo-
ren nachgewiesen und mit der Tumorgenese in Verbindung gebracht (Isaacson 1976;

Coussens & Werb 2001 und 2002). Speziell in Neurofibromen konnte eine hohe Kon-
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zentration von Mastzellen nachgewiesen werden, die als Entziindungszellen solche Zy-
tokine und Rezeptoren exprimieren (Isaacson 1976; Coussens & Werb 2001; Piischel

2017).

In Abbildung 17 ist die mogliche Histogenese und der Progress bzw. der Malignisie-
rungsprozess peripherer Nervenscheidentumore dargestellt. Es gilt als wissenschaftlich
etabliert, dass sowohl KNF, PNF als auch MPNST de novo entstehen kénnen (Boyd et
al. 2009; Hirbe & Gutmann 2014; Perry et al. 2016). Die PNF gelten als Vorstufe der
MPNST (Boyd et al. 2009). Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass aus den PNF eben-
falls die benignen Tumortypen DPNF und DNF hervorgehen konnen (Piischel 2017).
Die KNF zeigten bisher keine Entartungstendenz (Carroll 2012; Antonescu et al.
2013a), vermutlich geht das fibrose dermale Neurofibrom, ebenfalls ein benigner Tu-

mortyp, aus ihnen hervor (Piischel 2017).

p|exif0rmes | -

Neurofibrom
! diffus-plexiformes

Neurofibrom

- — - diffuses Neurofibrom

kutanes Neurofiborom - - - fibroses dermales

Neurofibrom
Zeit
Legende:
wissenschaftlich etabliert _ benigne
= = = Hypothese I oemeione

Abbildung 17: Mogliche Histogenese humaner Neurofibrome. Nach Piischel (2017: S. 137)

5.2.1 IL-8

Die in dieser Studie insgesamt niedrige Immunreaktion fiir IL-8 beschrinkte sich vor
allem auf das Tumorzellzytoplasma der benignen Tumorsubtypen DNF und DPNF, aber
auch Zellkerne der Tumor- und Mastzellen waren teilweise markiert. In den DNF war
die IL-8-Expression deutlich stirker als in den DPNF. Wenn man, in Anlehnung an die

mogliche Histogenese (Abbildung 17), davon ausgeht, dass die DNF aus den DPNF
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entstehen, konnte die deutlich hohere Expression von IL-8 in den DNF auf eine Rolle
von IL-8 im Entwicklungsprozess von den DPNF hin zu den DNF hinweisen. Um dies
zu iberprifen, miissten zeitversetzte Histologien beider Tumortypen auf ihre IL-8-
Expression untersucht werden. Es sollte sich ein Anstieg von IL-8 in den DPNF {iber
die Zeit zeigen. Dabei muss auch geklart werden, dass es sich um DPNF handelt, die

sich zu DNF entwickeln.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sprechen fiir eine Bedeutung von IL-8 in den
benignen peripheren Nervenscheidentumoren, moglich erscheint sogar, dass IL-8 den
Wachstumsprozess hin zu (prd)malignen Tumortypen aufhilt. In verschiedenen Studien
konnte eine Uberexpression von IL-8 in Tumorzellen nachgewiesen werden, vor allem
in fortgeschrittenen Tumorstadien (Waugh & Wilson 2008). Betrachtet man die Histo-
genese peripherer Nervenscheidentumoren (siche Abbildung 17), gelten DPNF sowie
vor allem auch DNF als zeitlich fortgeschrittene Tumorstadien, sodass sich die Ergeb-
nisse der vorliegenden Arbeit mit denen von Waugh & Wilson (2008) sowie Watanabe
et al. (2002) decken. Geht man bei fortgeschrittenen Tumorstadien hingegen von einem
malignen Tumortyp aus — in diesem Fall dem MPNST — konnen die Ergebnisse von
Waugh & Wilson (2008) sowie Watanabe et al. (2002) durch diese Arbeit allerdings
nicht bestétigt werden. Auch die Vermutung, dass IL-8 ein autokriner Wachstumsfaktor
bosartiger Tumoren sei (Singh et al. 1994) lasst sich durch die vorliegende Studie nicht

stiitzen.

Die Ergebnisse der Studien von Shi et al. (1999) und Yamanaka et al. (1995) stimmen
nicht mit den Beobachtungen der hier vorliegenden Arbeit iiberein. Shi et al. (1999)
malen eine deutliche IL-8-Produktion in malignen Tumorzellen sowie ein gesteigertes
Tumorwachstum durch IL-8. Yamanaka et al. (1995) zeigten ein dosisabhidngig gestei-
gertes Wachstum maligner Gliomzellen (NP-1) durch IL-8 sowie eine dosisabhingige
Wachstumshemmung durch Hemmung von IL-8. Die beiden Studien sprechen aufgrund

ihrer Ergebnisse von einer fordernden Wirkung von IL-8 auf maligne Tumoren.

Li et al. (2008) maBlen in Zellen der malignen Gliomzelllinie NP-1 eine gesteigerte Ak-
tivierung des Signalwegs aus rapidly accelerated fibrosarcoma (Raf), MEK und extra-
cellular-signal regulated Kinase (ERK) durch IL-8. Dieser Signalweg ist relevant fiir
die Zellentwicklung und -proliferation und damit letztlich auch fiir das Tumorwachstum
(Dhillon et al. 2007). Piischel (2017) untersuchte in ihrer Studie auch die Expression

eines Proteins dieses Signalwegs. Es zeigte sich in den (prd)malignen Tumortypen eine
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signifikant hohere Expression der aktiven, also phosphorylierten MEK (pMEK) als in
den benignen Tumortypen. Die pMEK-Expression wies jedoch keine signifikante Kor-
relation mit der in der hier vorliegenden Arbeit untersuchten IL-8-Expression. Diese
Studie liefert also keinen Hinweis darauf, dass IL-8 iiber die Aktivierung des Raf-MEK-
ERK-Signalwegs zum Tumorprogress beitragt.

Insgesamt muss die Aussage der unterschiedlichen Studien also eingeschrinkt werden:
IL-8 hat fiir bestimmte maligene Tumortypen eine fordernde Wirkung. Fiir den Progress
gutartiger peripherer Nervenscheidentumoren hin zu (prd)malignen Tumortypen spielt

IL-8 jedoch eine untergeordnete Rolle.

5.2.2 CXC-Motiv-Zytokinrezeptors Typ 1

Die Expression von CXCR1 war insgesamt ebenfalls niedrig, die Markierung zeigte
sich vor allem in den Zellkernen. Interessant war hier, dass CXCR1 in jedem Tu-
morsubtyp exprimiert wurde, was sich mit den Ergebnissen von Watanabe et al. (2002)
deckt. Am stirksten zeigte sich die Expression von CXCR1 in den MPNST. Inwieweit
dem Marker eine negative prognostische Bedeutung zukommt, wie in Pankreaskarzi-
nomen (Chen et al. 2014), konnte hier nicht gekldrt werden. Die Expression des Rezep-
tors CXCR1 in allen Tumortypen, am stdrksten jedoch in den MPNST, konnte eine Be-
teiligung am Dedifferenzierungsprozess vermuten lassen. Im Vergleichsgewebe des

N. suralis liefy sich CXCR1 in dieser Studie nicht nachweisen.

5.2.3 TNF-a

TNF-a wurde in allen Tumortypen stark exprimiert. TNF-o konnte eine tumorfordernde
Wirkung haben wie in fritheren Studien fiir andere Tumoren gezeigt. Kock et al. (1990)
wiesen ein erhohtes Wachstum humaner Plattenepithelkarzinomzelllinien beeinflusst
durch unter anderem TNF-a nach. Auch Pikarsky et al. (2004) sprachen TNF-a eine
Bedeutung sowohl beim Tumorwachstum als auch im Malignisierungsprozess zu (siche
auch Tabelle 2). Bei beiden Studien handelte es sich allerdings um Tumore mit anderen
Ursprungszellen als denen in Neurofibromen bzw. peripheren Nervenscheidentumoren,

sodass ein Vergleich nur bedingt moglich ist.

In der vorliegenden Studie zeigte sich eine negative Korrelation der Expression von
TNF-o mit dem Tumortyp. Die Expression von TNF-a war in den benignen Neuro-
fibromen hoch wohingegen sie in den MPNST geringer austiel. Dies konnte dem Dedif-

ferenzierungsprozess der Schwannzellen geschuldet sein. Sie sind im peripheren Ner-
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vensystem unter anderem fiir die Sekretion von TNF-a verantwortlich (Qin et al. 2008)
und konnten diese Fahigkeit mit zunehmender Dedifferenzierung bzw. Malignisierung
verlieren. In der Studie von Moore et al. (1999) an Wildtyp- sowie TNF-o”-Miusen
zeigte sich eine Resistenz der TNF-a”--Miuse gegen bekannte Tumorinitiatoren und
eine signifikant stirkere Tumorbildung beim Wildtyp. Bei den Mausen, bei denen
TNF-a funktionslos war, kam es dementsprechend zu einer signifikant geringeren Aus-
bildung von Tumoren. In fortgeschrittenen Tumorstadien hingegen lies sich kein signi-
fikanter Unterschied des Tumorwachstums zwischen den Wildtyp- und den TNF-a’-
Maiusen nachweisen. Nach Moore et al. (1999) ist also von einer Rolle von TNF-a bei
der Tumorinitiierung und weniger beim Progress bzw. der Malignisierung auszugehen.

Dies deckt sich mit den Ergebnissen der hier vorliegenden Studie.

Bei Messungen von TNF-a-Spiegeln im Serum von NF1-Patienten im Vergleich zu
einer gesunden Kontrollgruppe zeigten Park et al. (2013) signifikant hohere TNF-a-
Werte im Serum von NF1-Patienten. Das Zytokin konnte also eine Rolle bei dieser Er-
krankung und moglicherweise auch bei der Bildung der mit ihr assoziierten Neuro-
fibrome spielen. Beim Vergleich der TNF-a-Spiegel im Serum von NF1-Patienten mit
gegeniiber NF1-Patienten ohne MPNST zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
(Park et al. 2013). Diese Ergebnisse deuten eher nicht darauf hin, dass TNF-a an der

Dedifferenzierung bzw. Malignisierung von Neurofibromen beteiligt ist.

In der Studie von Reuss et al. (2013) wurde deutlich, dass TNF-a flir eine Hemmung
des Tumorwachstums von Bedeutung sein kann. Der TNF-related apoptosis-inducing
ligand (TRAIL) ist ein Protein, das durch seine Bindung Apoptose induzieren kann und
als Homolog zu anderen Mitgliedern der TNF-Superfamilie gezdhlt wird (Wiley et al.
1995). Im Vergleich zu normalen Schwannzellen, die eine Resistenz gegen eine
TRAIL-Behandlung zeigten, waren MPNST-Zelllinien von NF1-Patienten {iberwiegend
sensibel fiir TRAIL. Es zeigte sich eine reduzierte Lebensfahigkeit der Zellen und eine
verstiarkte Apoptose, wobei vermutlich durch den Funktionsverlust von Neurofibromin
sowie durch den Signalweg aus Raf, MEK und ERK sowie Phosphatidylinositol-3-
Kinase (PI3K), der Proteinkinase Akt (auch als Proteinkinase B bekannt) und mTOR
die TRAIL-Sensitivitdt gesteigert wird (Reuss et al. 2013). Demgegeniiber stehen die
Ergebnisse von Bonetti et al. (2000), die Schwannzellen in normalem und in
Schwannomgewebe untersuchten. Schwannzellen gelten als Zielzellen von TNF-a und
konnten in der Studie von Bonetti et al. (2000) nicht als Ausldser fiir Apoptose-
Signalwege verantwortlich gemacht werden.
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5.2.4 TNFRI1

Neben der starken Expression von TNF-a zeigte sich in der vorliegenden Arbeit auch
eine durchweg starke Expression seines Rezeptors TNFR1. TNF-a wirkt iiber eine Ak-
tivierung von TNFR1, welcher von Schwannzellen exprimiert wird (Qin et al. 2008;
Charles et al. 2009). Im peripheren Nervensystem wird TNF-a durch aktivierte
Schwannzellen ausgeschiittet. Durch Bindung von TNF-a und folgender Aktivierung
von TNFR1 wird also die Expression von TNF-a herbeigefiihrt (Qin et al. 2008). Es
kann folglich bei TNF-a und TNFR1 von einer autokrinen feedback loop bei der Akti-
vierung von Schwannzellen ausgegangen werden, was sich auch mit der Hypothese von
Riccardi (1992) und Qin et al. (2008) sowie den Ergebnissen der hier vorliegenden Stu-
die deckt.

Die deutliche Markierung durch TNFR1 in den unterschiedlichen Tumorsubtypen deckt
sich mit den Ergebnissen von Charles et al. (2009), dass TNFR1 eine Rolle beim Tu-
morwachstum zukommt (siehe auch Tabelle 2). Weiterhin bewirkt die Aktivierung von
TNFR1 auf Schwannzellen zum einen den programmierten Zelltod (Liu et al. 1996),
zum anderen indirekt iiber TNF-a eine erhdhte Zytokinproduktion von IL-6 und IL-10
(Qin et al. 2008). Interessant wire in diesem Zusammenhang, ob dies auch fiir andere
Zytokine wie IL-8 gilt. TNFR1 wird als wichtigster Mediator der tumorférdernden Wir-
kung von TNF-a besprochen (Kitakata et al. 2002; Arnott et al. 2004; Tomita et al.
2004). Es ist bei einer solch starken Expression in allen Tumorsubtypen von einer Be-
deutung fiir den Erhalt, eventuell sogar den Progress des Tumors auszugehen, wobei
einschrinkend hinzugefiigt werden muss, dass TNFR1 auch im N. surallis-Gewebe von

Nicht-NF1-Patienten stark exprimiert wurde.

5.2.5 TGF-B

TGF-p lieB sich im Mittel nur schwach in den in dieser Arbeit untersuchten Tumoren
nachweisen, allerdings zeigten sich sehr starke Unterschiede der TGF-B-Expression
zwischen den Tumorproben. Der insgesamt geringe Nachweis von TGF-f deckt sich
mit den Ergebnissen von Singh et al. (1994). Sie stellten bei ihren Untersuchungen an
Melanomzelllinien eine geringe Konzentration von TGF- fest. Wahrend Becker et al.
(2004) sowie Yamate et al. (2003) eine Hemmung des Tumorwachstums durch TGF-
feststellten und TGF-B eine tumorsuppressive Wirkung zusprachen, deuten die Ergeb-
nisse der vorliegenden Studie auf eine Bedeutung von TGF-f bei der Dedifferenzierung

von Neurofibromen hin. Die Markierung zeigte sich verstérkt in den MPNST. Es resul-
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tierte eine positive Korrelation mit dem Tumorsubtyp, was in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen von Watanabe et al. (2001) steht, die ebenfalls eine erhéhte Expression von
TGF-B in den MPNST im Vergleich zu den benignen Tumorsubtypen beobachteten. Die
positive Korrelation von TGF-§ mit dem Tumorsubtyp konnte auf eine Beteiligung von

TGF-pB an der malignen Transformation bzw. Dedifferenzierung hindeuten.

Schon Wu et al. (1993) zeigten mit ihrer Studie an humanen Kolonkarzinomzelllinien,
dass die Hemmung von TGF-f zu einer erhdhten Tumorgenitit dieser Zellen fiihrte. Die
Tumorbildung der TGF-B-supprimierten Zellen war im Vergleich zu den nicht behan-
delten Tumorzellen um das Achtfache gesteigert. Auch Jakowlew (2006) sprach TGF-3
in normalem Gewebe und frithen Tumorstadien suppressive Eigenschaften hinsichtlich
tumordser Entwicklung zu, wéhrend in fortgeschrittenen Tumoren das Tumorwachstum
durch TGF-B gefordert werde und sich die Malignitdt der Tumoren erhohe. Die Er-
kenntnisse von Jakowlew (2006) konnen grundsitzlich durch die hier vorliegende Ar-
beit bestitigt werden, wobei Jakowlew (2006) nicht konkret auf den Einfluss von
TGF-p bei der Malignisierung gutartiger Tumoren eingegangen ist. Auch Padua & Mas-
sagué (2009), Tian et al. (2011) und Neuzillet et al (2015) betonten die suppressiven
Eigenschaften von TGF- bei der Initiierung sowie in frithen Stadien von Tumoren. In
fortgeschrittenen Tumorstadien sprachen sie TGF-f hingegen eine tumorférdernde Wir-
kung und eine damit einhergehende Prognoseverschlechterung aufgrund einer hoheren

Tumoraggressivitit zu.

Siegel et al. (2003) stellten ebenfalls eine suppressive Wirkung von TGF-B auf die Tu-
morbildung, jedoch eine Prognoseverschlechterung durch TGF-f in spédteren Tumorsta-
dien aufgrund einer hoheren Tumoraggressivitit fest. Sie fiihrten eine Studie an
Mammakarzinomzelllinien durch, bei denen sich vor allem eine erhohte Metastasie-
rungsneigung durch TGF-f in die Lunge feststellen lie, wihrend die Hemmung von
TGF-p diese herabsetzte. Diese Tumoren in der Lunge zeigten durch TGF- ein gestei-
gertes Wachstumsverhalten (Siegel et al. 2003). Bei der Entwicklung von einem Ade-
nom zu einem Karzinom wurden beim Pankreaskarzinom TGFBR2- und SMAD4- Mu-
tationen beobachtet (Jaffee et al. 2002; Jones et al. 2008). Diese Gene kodieren fiir Pro-
teine des TGF-B-Signalweges, sodass durch ihre Mutation die Wirkung von TGF-B ein-
geschrinkt ist. Dies deckt sich mit den Ergebnissen, dass aktives TGF-B kanzerogenes
Wachstum einschrianken kann (Padua & Massagué 2009). In unterschiedlichen Tumo-

ren wurde fiir TGF-B eine suppressive Wirkung auf die Tumorbildung und eine for-
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dernde Wirkung auf das Tumorwachstum in fortgeschrittenen Tumorstadien gezeigt.

Dies stimmt mit den Ergebnissen dieser Arbeit {iberein.

Das sowohl von Mast- als auch Schwannzellen sezernierte Zytokin TGF-B (Ozaki et al.
2008; Theoharides et al. 2012) wird in den MPNST, die kaum Mastzellen aufwiesen,
vermutlich verstarkt durch die Tumorzellen selbst oder ein Zusammenspiel zwischen
Mast- und Tumorzellen exprimiert. Moglicherweise spielt dabei auch die regulatorische
Wirkung von TGF-B auf die Schwannzellproliferation und -differenzierung eine Rolle
(Einheber et al. 1995; Parkinson et al. 2001). Die negative Korrelation zwischen der
Anzahl an Mastzellen und der Expression von TGF-f3 spricht auch fiir eine untergeord-
nete Rolle der Mastzellen bei der TGF-B-Sekretion. Der Malignisierungsprozess und die
damit einhergehenden Anderungen des Tumormikromilieus kénnen zu einer vermehrten
Sekretion und auch Wirkung von TGF- fiihren, da auch der TGF-B1-Rezeptor hiufig
in Tumorzellen hochreguliert ist (Derynck & Zhang 2003). Es ldsst sich weiterhin ver-
muten, dass TGF- einen Einfluss auf die Entwicklung von Mastzellen und die Sekreti-
on anderer Zytokine wie z. B. TNF-a hat: Wahrend TGF-f in der vorliegenden Arbeit
eine positive Assoziation mit dem Tumorsubtyp zeigte, verhielt sich TNF-a genau ent-

gegengesetzt.

Torres et al. (2016) untersuchten Zytokine im Plasma von NF1-Patienten und einer ge-
sunden Kontrollgruppe. Das Plasma der NF1-Patienten wies im Mittel, verglichen mit
der Kontrollgruppe, einen hoheren TGF-B-Wert auf. Es sollte jedoch angemerkt werden,
dass die Verteilungen der beiden Gruppen in der Form deutlich voneinander abwichen.
Bei den NF1-Patienten zeigten sich vier Ausreiler in extrem hohen Werten. Diese Aus-
reiler trugen erheblich zum Unterschied der Mittelwerte bei. Darunter befanden sich
zwei NF1-Patienten mit MPNST und ein Patient mit einem grof3en PNF. Die Ausreiler
mit hohen TGF-B-Plasmaspiegeln zeigten also zum GroBteil (prd)maligne Lisionen.
Dies deckt sich mit den Ergebnissen der hier vorliegenden Studie, in der eine hohere
TGF-B-Expression mit einem maligneren Tumortyp assoziiert war. Es muss dabei er-
wéhnt werden, dass Torres et al. (2016) TGF-B im Plasma bestimmten, wéhrend in der
vorliegenden Arbeit die TGF-B-Expression in den peripheren Nervenscheidentumoren

von NF1-Patienten bestimmt wurde.

5.2.5.1 TGF-p und der Neurofibrominsignalweg

TGF-p ist als Wachstumsfaktor einer der Mediatoren, die den Neurofibrominsignalweg

aktivieren konnen (Wakefield & Hill 2013; Neuzillet et al. 2015). Signalkaskaden, die
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in der Folge zu Stande kommen und relevant fiir die Zellproliferation, Transkription und
den Umbau des Zytoskeletts sind (Dhillon et al. 2007; Berridge 2014), waren in den in
der hier vorliegenden Studie untersuchten peripheren Nervenscheidentumoren verstirkt
aktiv (Piischel 2017). Eine genauere Besprechung der Signalkaskaden findet sich in
Abschnitt 2.1.3. Piischel (2017) verwendete fiir ihre Studie dieselben Tumorproben wie
in der hier vorliegenden Arbeit und untersuchte unter anderem die Enzymaktivitit in
den Neurofibromen bzw. peripheren Nervenscheidentumoren. Thre Ergebnisse zeigten
eine signifikant stirkere Expression der pMEK in den PNF und MPNST im Vergleich
zu den KNF, DNF und DPNF. In den KNF war pMEK gar nicht vorhanden, wéhrend
sie in den MPNST verstirkt zu finden war. Weiterhin wurde im Neurofibromgewebe
wurde das Enzym mTOR nachgewiesen, in physiologischem Nervengewebe jedoch
nicht. Zudem war eine signifikant starkere mTOR-Aktivitdt in den PNF und MPNST im
Vergleich zu den benignen peripheren Nervenscheidentumoren messbar. Auch Rho war
in den untersuchten Tumortypen vermehrt aktiv, es konnte also am Wachstum dieser
Tumore beteiligt sein. In den MPNST wurde signifikant mehr Rho exprimiert als in den
benignen Neurofibromen, sodass davon auszugehen ist, dass der sich anschlieende
Signalweg in den benignen Neurofibromen tatsdchlich weniger aktiv war (Piischel
2017). Die TGF-B-Expression, welche in der hier vorliegenden Studie untersucht wurde,
zeigte sich ansteigend von den KNF zu den MPNST. Es verhielt sich also dhnlich wie
die oben genannten Schliisselproteine der Neurofibrominsignalwege (pMEK, mTOR,
Rho), welche unter anderem durch TGF-B ausgelost werden (Waketfield & Hill 2013;
Neuzillet et al. 2015). Die Korrelationsanalyse nach Kendall-Tau-b zwischen der
TGF-B-Expression und den oben besprochenen Schliisselproteinen der Neurofibromin-
signalwege zeigte eine signifikante Korrelation zwischen der TGF-B-Expression und
pMEK (7 =0,219; p=0,001; n=207) sowie Rho (t =0,244; p=0,002; n=123). Eine
erhohte TGF-B-Expression ging also mit einer erhohten Expression von pMEK und Rho
einher. Das stiitzt die Vermutung, dass TGF- — iiber die Aktivierung der Neurofibro-
minsignalwege — zur Dedifferenzierung und Malignisierung von Neurofibromen beitra-

gen konnte.

Der genaue Mechanismus ldsst sich allerdings anhand dieser Studie nicht abschlieBend
klaren, wobei auch die Literatur diesbeziiglich widerspriichliche Resultate liefert:
TGF-f wurde schon in normalen Schwannzellen fiir unterschiedliche Effekte wie
Proliferation und Anderung im Phinotyp auf der einen Seite (Mirsky & Jessen 1996)

und Apoptose auf der anderen Seite (Parkinson et al. 2001) verantwortlich gemacht. In
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Studien an Tumoren werden ebenso unterschiedliche Ergebnisse erzielt: In humanen
Neurofibromzelllinien wird durch TGF-B die DNA-Synthese stimuliert (Kadono et al.
1994), wihrend sich in MPNST-Zelllinien von Ratten eher eine Hemmung der Prolife-
ration durch TGF- nachweisen lasst (Yamate et al. 2003).

5.3 Tumorsuppressive Wirkung von Entziindung und ihren

Mediatoren

Bei der Entziindungsreaktion wird sowohl die tumorférdernde als auch die tumorsupp-
ressive Wirkung diskutiert (Bui & Schreiber 2007; Swann et al. 2008). In der hier vor-
liegenden Studie waren die Mastzelldichte sowie die Expression von Zytokinen und
thren Rezeptoren in den benignen Neurofibromen von NF1-Patienten deutlich hoher als
in den (prd)malignen Tumortypen. Die Entzlindungsreaktion war also besonders stark in
den Tumortypen, die keine Entartungstendenz besitzen. Piischel (2017), verwendete,
wie bereits erwihnt, fiir ihre Studie die gleichen Tumorproben wie in der vorliegenden
Arbeit. Sie zeigte eine Fibrosierung in den kutanen Neurofibromen, die mit dem Alter
zunahm und sich als Anstieg des Fibroblastenanteils zeigte. Die vermutlich durch Mast-
zellen ausgeldste Entzlindungsreaktion hat eine Fibrosierung und Vernarbung des Neu-
rofibromgewebes zur Folge. Die Entziindungsreaktion fiihrte also nicht zum Progress
dieser gutartigen Tumore, eher im Gegenteil. In der Literatur gilt auch TNF-a insgesamt
als pro-inflammatorisches Zytokin (Torres et al. 2016). Die Ergebnisse der hier vorlie-
genden Studie sprechen ebenfalls dafiir. An dieser Stelle soll die Arbeit von Gao et al.
(2017) erwdhnt werden. Ihre Ergebnisse zeigten, dass TNF-a den Signalweg der mito-
gen-activated protein kinase (MAP-Kinase) aktiviert. Dies wiederum fiihrt zu einer Sta-
bilisierung der Mastzellmembran, sodass die Degranulation der Mastzellen gehemmt
wird. Diese negative Wirkung von TNF-a auf die Mastzelldegranulation miisste somit
eigentlich in einer verringerten Ausschiittung von Entziindungsmediatoren durch Mast-

zellen resultieren (Gao et al. 2017).

Das periphere Nervensystem ist, ebenso wie das Gehirn, charakterisiert durch Schran-
ken gegeniiber dem Blut und dem angrenzenden Gewebe, wobei letztere aus tight junc-
tions und einem intakten Perineurium gebildet wird (Pummi et al. 2006). Diese Schran-
ke grenzt auch intraneurale Tumore von der Umgebung ab, es resultiert ein abgeschlos-
senes Tumormilieu, das einerseits den Eintritt von Entziindungsmediatoren erschweren
und andererseits das Anreichern von toxischen Metaboliten erleichtern konnte. Die PNF

konnen sich auf diese Weise dem korpereigenen Immunsystem teilweise entziehen.
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Folglich fehlt in diesen Tumoren die tumorsuppressive Wirkung der Entziindungsreak-
tion, was dem Prozess der Dedifferenzierung dieser Tumore zutridglich sein konnte. In
Ubereinstimmung zeigte sich in der hier vorliegenden Arbeit eine deutlich geringere
Mastzellanzahl und Zytokinexpression in den PNF im Vergleich zu den anderen Neuro-
fibromtypen. Das Anreichern von toxischen Substanzen konnte ebenfalls zur Maligni-
sierung beitragen. Weiterhin waren in MPNST mit vielen Mastzellen weniger Mitosen
zu sehen, was dafiir sprechen konnte, dass Mastzellen bzw. Entziindungsreaktionen zu
weniger proliferativen MPNST fiihren (Piischel 2017). In Ubereinstimmung mit Piischel
(2017) ergibt also die hier vorliegende Studie, dass Mastzellen und die lokale Entziin-
dungsreaktion nicht zum Tumorprogress beitragen sondern eventuell sogar der Tu-

morbekdmpfung dienlich sind.

Lee et al. (2006) untersuchten Mechanismen zur Umgehung des korpereigenen Immun-
systems an normalen humanen Schwannzellen und an MPNST-Zellen der Linie T265.
Zum einen war das Transporter-aktivierende Protein 1 (TAP1) herunterreguliert, wel-
ches Antigenpeptide gegeniiber dem major histocompatibility complex(MHC)-I préasen-
tiert. Zum anderen war CD74, ein Chaperon-Protein, das flir die Bildung und den
Transport von MHC 1I zusténdig ist, herunterreguliert und wies Splice-Varienten auf,
sodass ein nicht verwendbares RNA-Transkript entstand. MHC sind Proteinkomplexe,
die von essentieller Bedeutung fiir das Immunsystem sind (The MHC Sequencing Con-
sortium 1999). Die Studie von Lee et al. (2006) zeigte also zwei Mechanismen, mit de-
nen sich MPNST-Zellen sich dem korpereigenen Immunsystem entziehen. Man konnte
nun vermuten, dass der Entzug des Immunsystems fiir den Progress zum MPNST be-
deutsam ist. In der hier vorliegenden Studie zeigten sich in den (prd)malignen Tumoren
deutlich weniger Mastzellen und Zytokine. Diese Ergebnisse konnten auch auf einen

Entzug des korpereigenen Immunsystems hindeuten.

5.4 Fazit

In der vorliegenden Studie an peripheren Nervenscheidentumoren von NF1-Patienten
wurden Mastzellen vor allem in den benignen Tumortypen nachgewiesen. Die Anzahl
an Mastzellen korrelierte mit der Expression von IL-8 und TNF-o und auch die Expres-
sion der Rezeptoren CXCR1 und TNFR1 war in den benignen Tumortypen sehr deut-
lich. Es konnte insgesamt vermutet werden, dass Mastzellen als bekannte Entziin-
dungsmediatoren in Interaktion mit den Zytokinen und deren in den benignen Tumorty-

pen eine Rolle spielen. Die Signalwege aus PI3K, Akt (auch Proteinkinase B genannt)
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und mTOR sowie aus Raf, MEK und ERK ausgelost durch IL-8 iiber CXCR1, die die
Translation und Transkription regulieren kommen unter anderem in Frage
(Waugh & Wilson 2008). TNF-a wirkt sich iiber TNFR1 und die folgende Signalkaska-
de aus verschiedenen Caspasen oder aber iiber die MAP-Kinase-Kinase und NF-«xB auf
Apoptose oder Aktivierung entziindlicher Gene aus (Rahman & McFadden 2006). Die
Entziindungsreaktion ist dem Malignisierungsprozess vermutlich nicht dienlich sondern

sogar hinderlich.

TGF-p wurde vor allem im malignen Tumortyp gefunden. Da TGF-B die Neurofibro-
minsignalwege aktivieren kann (Wakefield & Hill 2013; Neuzillet et al. 2015), kdnnten
diese Ergebnisse auf eine Rolle von TGF-B beim Wachstum und Erhalt von MPNST
hinweisen. Die positive Korrelation der TGF-B-Expression mit dem Tumorsubtyp, also
ein Anstieg der TGF-B-Expression mit zunechmendem Dedifferenzierungsgrad, konnte

auch eine Beteiligung von TGF-3 im Prozess der Dedifferenzierung vermuten lassen.
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Deutsche Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Expression einiger Zytokine und deren
Rezeptoren in peripheren Nervenscheidentumoren von NF1-Patienten zu untersuchen.
Dazu wurden 520 Tumorproben benigner und maligner peripherer Nervenscheidentu-
more von Patienten mit NF1 immunhistochemisch auf die Anzahl an Mastzellen sowie
auf die Expression der Zytokine IL-8, TNF-a, TGF-f und der Rezeptoren CXCR1 und
TNFR1 untersucht. Als Kontrollen dienten sechs Proben von N. suralis-Gewebe von
Nicht-NF1-Patienten. Die Untersuchungen zeigten, dass alle Tumortypen Mastzellen
sowie die untersuchten Zytokine und Rezeptoren exprimieren. Die benignen Neuro-
fibrome (KNF, DNF und DPNF) waren durch eine deutlich hohere Anzahl an Mastzel-
len gekennzeichnet als die (prd)malignen Tumortypen (PNF und MPNST). Die Anzahl
an Mastzellen zeigte eine Assoziation mit der Expression von IL-8 und TNF-a. Die Ex-
pression von IL-8 und CXCRI1 fiel gering, die Expression von TNF-a und TNFR1 hin-
gegen sehr stark aus. Bei TNF-a fiel die Immunreaktion in den benignen deutlich gerin-
ger aus als in den malignen Tumortypen. Genau umgekehrt verhielt sich das Zytokin
TGF-B: Hier wiesen die MPNST eine stiarkere Expression auf als die benignen Tumor-
proben. Die gewonnenen Ergebnisse machen deutlich, dass die untersuchten Zytokine
und Rezeptoren sowohl in Tumor assoziierten Mastzellen als auch in den Tumorzellen
benigner und maligner peripherer Nervenscheidentumore von NF1-Patienten selbst ex-
primiert werden. Da Mastzellen und Zytokine mit Entziindungsreaktionen assoziiert
sind, konnte deren Expression in den benignen Tumoren eine Rolle fiir die Tumoriniti-
ierung und das Tumorwachstum spielen. Die sehr geringe Anzahl von Mastzellen in den
(prd)malignen Tumortypen deutet darauf hin, dass eine Entziindungsreaktion keine Rol-
le bei der Dedifferenzierung von benignen zu malignen Tumoren spielt. In Zusammen-
schau mit der hohen Anzahl von Mastzellen in den benignen Tumortypen, konnte der
Entziindungsreaktion sogar eine limitierende Wirkung bei der Malignisierung zuge-
schrieben werden. Als einziges der untersuchten Zytokine zeigte TGF- eine deutliche
Hochregulation im malignen Subtyp, dem MPNST, im Vergleich zu den anderen Tu-
morsubtypen, eine Beobachtung, die in Ubereinstimmung mit fritheren Studienergeb-
nissen steht. Dies konnte also auf eine Bedeutung von TGF-f fiir das Wachstum dieser
malignen Tumoren moglicherweise iiber die Neurofibrominsignalwege, welche durch

TGF-p aktiviert werden kénnen, hindeuten.
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English summary

The present work investigated the expression of cytokines and their receptors in peri-
pheral nerve sheath tumors of patients with NF1. 520 tumor samples of benign and ma-
lignant nerve sheath tumors of patients with NF1 were examined in an immunohistolo-
gic study. Of these samples, the numbers of mast cells and the cytokines IL-8, TNF-a,
TGF-B as well as the receptors CXCR1 and TNFRI1 were analyzed. Six samples of
N. suralis tissue from patients without NF1 were used as controls. The results showed
that all tumor types — both benign and malignant — express mast cell, the cytokines and
receptors under scrutiny. The benign neurofibroma (KNF, DNF and DPNF) were chara-
cterized by a substantially higher number of mast cells, compared to the (pre)malignant
tumor types (PNF and MPNST). The number of mast cells correlated positively with the
expression of IL-8 and TNF-a. In contrast to a low expression of IL-8 and CXCRI1, the
expression of TNF-a und TNFR1 was observed to be high. A lower expression of
TNF-a could be attested in malignant tumors compared to benign tumors. Conversely,
the malignant showed a higher expression of TGF- compared to the benign tumors.
These observations reveal that the investigated cytokines and receptors are expressed in
tumor associated mast cells as well as by tumor cells of benign and malignant nerve
sheath tumors of patients with NF1. Since mast cells and cytokines are generally associ-
ated with inflammatory processes, their expression might play a role in the initiation
and proliferation of benign tumors. The low number of mast cells in (pre)malignant tu-
mors indicates that inflammation may not be important in the dedifferentiation of be-
nign to malignant tumors. Taken together with the high number of mast cells in benign
tumors, inflammation could even be ascribed a limiting role in the process of maligniza-
tion. Solely TGF-B showed substantially increased expression in malignant (MPNST)
compared to all other tumor subtypes. This observation is in line with previous research
and might indicate that TGF-f is important for the proliferation in these malignant tu-

mors via signaling pathways of neurofibromin activated by TGF-p.
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Abkiirzungsverzeichnis

CXCRI1 — CXC-Motiv-Zytokinrezeptors Typ 1
DNF — diffuses Neurofibrom

DPNF — diffus-plexiformes Neurofibrom
EMT - epithelial-mesenchymale Transition
ERK — extracellular-signal regulated Kinase
EZM — extrazelluldre Matrix

GDP — Guanosindiphosphat

GTP — Guanosintriphosphat

H.E.-Fiarbung — Himatoxylin-Eosin-Féarbung
HCC — hepatozelluldres Karzinom

HER2/neu — human epidermal growth factor receptor 2
IL — Interleukin

KNF — kutanes/dermales Neurofibrom

MAP — mitogen-activated protein

(p)MEK — (phosphorylierte) mitogen-activated protein kinase /| extracellular-signal

regulated kinase

MPNST — maligne periphere Nervenscheidentumoren

mTOR — mechanistic target of rapamycin

NF1 — Neurofibromatose Typ 1

NF-xB — nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
NIH — National Institutes of Health

PI3K — Phosphatidylinositol-3-Kinase

PNF — plexiformes Neurofibrom

Raf — rapidly accelerated fibrosarcoma

Ras-Protein — rat sarcoma protein
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SCF — Stammzellfaktor

TGF — transforming-growth-factor (transformierender Wachstumsfaktor)
TGF-B — transforming-growth-factor [ (transformierender Wachstumsfaktor 3)
TMA — tissue micro arrays

TNFR1 — Tumornekrosefaktor-Rezeptor Typ 1

TNF-a — Tumornekrosefaktor a

TRAIL — tumor-necrosis-factor-a-related apoptosis inducing ligand

UKE — Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf

VEGF — vascular endothelial growth factor
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Anhang

Tabelle 16: Rohdaten Vergleichsnervengewebe N. suralis von Nicht-NF1-Patienten

E-Nummer  Alter Geschlecht Diagnose IL-8 CXCR1 TNF-a TNFR1 TGF-B

1556-2010 70 Jahre Weiblich CIDP (Chronische inflammatorische demyelini- 2 0 0 (stark pos. Zellkerne) 6 0
sierende Polyradikuloneuropathie)

1400-2009 47 Jahre Mannlich Vaskulitis 3 0 0 (stark pos. Zellkerne) 6 0

1495-2011 69 Jahre Mannlich Chronische Axonopathie 4 0 0 (stark pos. Zellkerne) 6 (Zellkerne neg.) 0

1321-2010 45 Jahre Mannlich CIDP/Vaskulitis 1 0 0 (stark pos. Zellkerne) 5 (Zellkerne neg.) 0

1860-2012 38 Jahre Weiblich Hochgradige nicht-entziindliche Axonopathie, 0 0 0 (stark pos. Zellkerne) 6 0
Vit.B12-Mangel

1568-2011 71 Jahre Mannlich Chronische Axonopathie, Mikroangiopathie 0 0 0 (stark pos. Zellkerne) 6 (Zellkerne neg.) 0
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