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Abstrakt

Einleitung: Die Mechanismen, die zur Entstehung von Lymphomen im zentralen
Nervensystem (ZNS) fuhren - einem Organ, das unter physiologischen Bedingungen
kein eigenes lymphatisches System besitzt - sind bislang unklar. Das Homing von
Lymphozyten ins ZNS reguliert durch Chemokine konnte dabei eine wichtige Rolle
spielen. In der vorliegenden Arbeit gingen wir dieser Hypothese nach, indem wir die
Konzentration der Chemokine CXCL12 und CXCL13 im Liquor und Serum von
Patienten mit ZNS-Lymphomen (ZNSL) untersuchten und mit Kontrollpersonen
verglichen.

Methodik: Material von insgesamt 30 Patienten mit einem ZNSL (23 mit primarem und
7 mit sekundarem ZNSL) wurde untersucht und mit einer Kontrollgruppe bestehend aus
40 Patienten (10 mit anderen ZNS-Malignomen und 30 ohne eine maligne ZNS-
Erkrankung) verglichen. Die Messungen der CXCL12- und CXCL13-Konzentrationen
wurden mittels ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)-Methode durchgefuhrt.
Um den Schweregrad der Storung der Blut-Hirnschranke einzuschatzen, wurde der
Liquoralbumin-/Serumalbumin-Quotient (Qap) bestimmt.

Ergebnisse: Hinsichtlich der Konzentrationen von CXCL12 im Serum und im Liquor
bestand kein Unterschied zwischen den ZNSL-Patienten und der Kontrollgruppe. Die
CXCL13-Konzentrationen im Liquor waren bei den ZNSL-Patienten mit einem
medianen Wert von 468 pg/ml (range 41-1384) signifikant hoher als bei den Patienten
mit einem anderen ZNS-Malignom mit median 6 pg/ml (range 0-601), p=0,0005; und bei
Patienten ohne ein ZNS-Malignom mit median 8 pg/ml (range 0-187), p<0,0001. Die
CXCL13-Serumkonzentrationen waren in allen Patientengruppen niedrig. Es bestand
keine Korrelation zwischen den Chemokinkonzentrationen im Liquor und Serum. Bei
den ZNSL-Patienten korrelierte die CXCL13-Konzentration im Liquor mit dem Ausmal}
der Bluthirnschrankenstorung (r=0,66; p=0,003). Bei 7 ZNSL-Patienten wurde die
CXCL12- und CXCL13-Konzentration im Liquor im Verlauf ihrer Krankheit gemessen:
Bei 5 Patienten, die auf die Therapie angesprochen haben, fielen die Konzentrationen
und bei 2 Patienten mit Progress unter Therapie kam es zu einem Anstieg.
Schlussfolgerung: Unsere Ergebnisse unterstutzen die Hypothese, dass CXCL13 an

der Pathogenese der ZNSL beteiligt sein kann und die Tumorlast widerzuspiegeln



scheint. Sollten diese Ergebnisse bestatigt werden, konnte CXCL13 als diagnostischer

und prognostischer Marker bei ZNSL dienen.
Abstract

Purpose: Homing of malignant lymphocytes to the central nervous system (CNS) may
play a role in the pathogenesis of CNS lymphoma. In this study, we evaluated the
chemokines CXCL12 and CXCL13 in the cerebrospinal fluid (CSF) and serum of
patients with CNS lymphoma.

Methods: We examined samples from 30 patients with CNS lymphoma (23 with
primary and 7 with secondary CNS lymphoma) and 40 controls (10 patients with other
CNS malignancies and 30 without a malignant CNS disease). CXCL12 and CXCL13
concentrations were measured using enzyme-linked immunosorbent assay. The grade
of blood-brain barrier disruption was estimated by the CSF/serum albumin ratio.
Results: CNS lymphoma patients and controls did not differ in CXCL12 serum and CSF
levels. Serum levels of CXCL13 were generally low. CXCL13 CSF levels, however,
were significantly higher in CNS lymphoma patients with median 468 pg/ml (range 41-
1384) as compared to patients with other CNS malignancies (median 6 pg/ml, range 0O-
601), p=0.0005; and patients without malignant CNS disease (median 8 pg/ml, range O-
187), p<0.0001. Chemokine levels in CSF and serum did not correlate. In CNS
lymphoma, CXCL13 concentration in CSF correlated with the degree of blood-brain
barrier disruption (r=0.66; p=0.003). In seven patients CXCL12 and CXCL13 were
measured in CSF before and during therapy. The levels decreased in five patients who
responded to chemotherapy and increased in two with lymphoma progression.
Conclusions: Our results suggest a production of CXCL13 within the CNS of CNS
lymphoma patients, which decreases with response to therapy. Thus, CXCL13 may
represent a marker for further diagnostic and prognostic studies.



1. Einleitung

1.1. Definition primare und sekundare ZNS-Lymphome

Primare Lymphome des zentralen Nervensystems (primare ZNS-Lymphome, PZNSL)
sind extranodale Non-Hodgkin-Lymphome, die bei Diagnosestellung auf das
Gehirnparenchym, die Leptomeninx und/oder das Ruckenmark beschrankt sind. Die
Augen konnen in ca. 15-25 % der Falle initial befallen sein in Form einer Retina-,
Glaskérper- oder Uveainfiltration. ' Eine Beteiligung des Liquors wird bei bis zu 15% der
Patienten mit PZNSL beobachtet. % ® Pathologisch handelt es sich fast ausschlieRlich
um diffuse groRzellige B-Zell-Lymphome (DLBCL). *

Im Gegensatz zu den primaren ZNS-Lymphomen stellen sekundare Lymphome des
zentralen Nervensystems (SZNSL) eine - sehr seltene - ZNS-Beteiligung systemischer
(auBerhalb des ZNS lokalisierter) Lymphome dar.  Beim DLBCL, einem der haufigsten
maligner Lymphome, wird eine sekundare ZNS-Beteiligung in ca. 3-5% der Falle
diagnostiziert. Ein SZNSL kann zum Zeitpunkt der Primardiagnose des Lymphoms oder
im Rezidiv auftreten und im meningealen Kompartiment und/oder Hirnparenchym (sehr

selten im Ruckenmark) lokalisiert sein.

1.2 Epidemiologie

Die Inzidenz der PZNSL zeigte bis Mitte der 90er Jahre eine steigende Tendenz. ° Die
hochste Inzidenz wurde 1995 erreicht mit 10,2 Neuerkrankungen pro 1 Million. Seit
1998 zeigte sich ein Riickgang in der Erkrankungshaufigkeit. ® Dies wird auf die
EinfUhrung der hochaktiven antiretroviralen Therapie (HAART) und den konsekutiven
drastischen Ruckgang der Haufigkeit bei HIV-positiven Patienten zurtckgefuhrt. In der
alteren Population wird dagegen Uber eine bis zuletzt zunehmende Inzidenz berichtet.
6,7

Die Inzidenz der ZNS-Beteiligung bei neu diagnostizierten systemischen aggressiven
Lymphomen ist nicht bekannt, da die diagnostischen MaRnahmen zur Feststellung einer
ZNS-Beteiligung nicht routinemalig bei allen Patienten durchgefuhrt werden. Meist ist
diese Diagnostik begrenzt auf Patienten mit neurologischen Symptomen oder
besonderem Risiko fur eine ZNS-Beteiligung (siehe unten). Des Weiteren sind die



routinemalig verwendeten diagnostischen Methoden zur Evaluation einer potentiellen
ZNS-Beteiligung wie die zytomorphologische Liquoruntersuchung und CT- oder MRT-
Untersuchung des Gehirns nicht sehr sensitiv. In neueren Analysen wurde die
DurchfluBzytometrie des Liquors als eine potentiell sensitivere diagnostische Methode
verwendet. In einer Analyse von 246 Patienten mit neudiagnostiziertem systemischen
DLBCL und 80 Patienten mit Burkitt-Lymphom, alle mit klinisch definiertem erhdhten
Risiko fur eine ZNS-Beteiligung, fand sich mit Hilfe der DurchfluRzytometrie eine
Liquorbeteiligung bei 33 (13%) der DLBCL-Patienten und bei 9 (11%) der Burkitt-
Lymphom-Patienten; durch die zytomorphologische Liquoruntersuchung wurde

entsprechend bei 11 (4,5%) und 5 (6%) Patienten der Liquorbefall diagnostiziert. ®

PZNSL konnen in allen Altersstufen auftreten. Der Haufigkeitsgipfel bei
immunkompetenten Patienten liegt zwischen der 5. und 7. Lebensdekade. Das
durchschnittliche Alter bei der Diagnosestellung von PZNSL liegt zwischen 53 und 57,
wobei das Verhdltnis von Mannern zu Frauen 1,2 bis 1,7:1 betragt. ° Bei
immunsupprimierten Patienten liegt das Manifestationsalter niedriger. Bei den HIV-
positiven PZNSL-Patienten wird das mediane Alter von 31 Jahren berichtet; betroffen

sind hier Giberwiegend Manner. '

1.3 Risikofaktoren

Ein kongenitaler oder erworbener Immundefekt ist neben dem Alter der einzige
bekannte Risikofaktor fur das PZNSL. HIV-positive Patienten, die keine HAART
erhalten, haben gegenuber der Normalbevodlkerung ein 3.600fach erhohtes Risiko an
einem PZNSL zu erkranken. '° In der HAART-Ara ist das PZNSL bei HIV-positiven
Patienten selten geworden; die grof3te Gruppe der immunsupprimierten Patienten mit
PZNSL sind aktuell Patienten mit Langzeitimmunsuppression bei

Autoimmunerkrankungen oder nach Organtransplantation.

Risikofaktoren fur das SZNSL sind bislang nur unzureichend analysiert worden. Zu den
bisher am  haufigsten  berichteten  Risikofaktoren  gehdren:  aggressive
Lymphombhistologie, extranodale Lymphomlokalisation, insbesondere im Hoden, und
Laktatdehydrogenase (LDH)-Erhdhung im Blut. ' Von der Deutschen Studiengruppe fiir
Hochmaligne Lymphome (DSHNHL) wurde ein Risiko-Modell fir Uber 60-jahrige
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Patienten mit DLBCL unter R-CHOP-Behandlung (Rituximab, Cyclophosphamid,
Doxorubicin, Vincristin, Prednisolon) etabliert, das auf der Anzahl extranodaler Befalle,
Allgemeinzustand nach Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) und Erhdhung
des Serum-LDH-Spiegels basiert. Fur Patienten mit >1 extranodalen Befall, ECOG-
Zustand>2 und erhohter Serum-LDH betrug die Wahrscheinlichkeit fur eine ZNS-
Manifestation in 2 Jahren 33,5% im Vergleich zu 2,8% fiur Patienten ohne diese
Risikofaktoren. '2

1.4 Diagnosestellung

Bei der Mehrheit der Patienten kommt es zu Wesensveranderungen, Desorientierung,
kognitiven Einbul3en sowie zu psychomotorischen Verlangsamung. Etwas seltener sind
akute Hirndruckzeichen wie Kopfschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen sowie fokale
Defizite. Bei einer okularen Mitbeteiligung kann es zu verschwommenem Sehen, dem

_mouches volantes* Phanomen und Visusverlust kommen. '

Bei klinischem Verdacht wird eine Bildgebung des Gehirns durchgefuhrt, die
vorzugsweise aus einem zerebralen MRT besteht. Typischerweise finden sich hier eher
solitéare als multiple Lasionen, haufig in Ventrikelndhe und mit starker und homogener
Kontrastmittelanreicherung. Die Diagnosesicherung erfolgt in der Regel Uber eine
Biopsie, vorzugsweise stereotaktisch. Die Gabe von Kortikosteroiden sollte wegen ihres
lymphotoxischen Effektes, der die Diagnosestellung erschweren kann, vor der Biopsie
nach Méglichkeit vermieden werden. ' Zur Ausbreitungsdiagnostik gehéren auch eine
Liquoruntersuchung sowie eine ophthalmologische Evaluation. Zwecks Unterscheidung
zwischen einem PZNSL und einem SZNSL wird eine umfassende Kklinische
Untersuchung inklusive Palpation peripherer Lymphknoten sowie der Hoden und eine
Computertomographie des Thorax, Abdomens und Beckens und eine

Knochenmarksuntersuchung durchgefiihrt. ’

1.4.1 Rolle der Liquordiagnostik

Eine im Vergleich zur Hirnbiopsie weniger invasive Diagnostik, z.B. Uber eine
Liquoruntersuchung, ware sowohl grundsatzlich bei allen Patienten, aber insbesondere

bei denjenigen Patienten winschenswert, deren Lasionen aufgrund ihrer Lokalisation
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einer Biopsie schwer zuganglich sind. Bisher ist die Diagnosestellung aus dem Liquor
nur bei AIDS-Patienten moglich, bei denen der Nachweis von hoher Ebstein-Barr-Virus
(EBV)-Last im Liquor verglichen mit Serum zur Sicherung der Diagnose eines PZNSL

als ausreichend gilt.

Bei den Immunkompetenten ist leider die Diagnosestellung eines ZNSL aus dem Liquor
unter Verwendung von Routineverfahren, wie die klassische Liquorzytomorphologie nur
bei einer Minderheit der Patienten mdglich. In der bisher groften prospektiven Serie
von 361 PZNSL-Patienten wurden Lymphomzellen mit Hilfe der Zytomorphologie bei
nur 44 (12,2%) nachgewiesen. Interessanterweise war in diesem Kollektiv die
vermeintlich sensitivere Methode, die Immunglobulinschwerkettengen (IgH)-PCR zum
Nachweis monoklonaler B-Zellen bei nur 16 von 152 (10,5%) der untersuchten
Patienten positiv. *> Inwieweit die DurchfluRzytometrie des Liquors das diagnostische
Spektrum beim PZNSL erweitert, ist gegenwartig noch nicht klar.

Die anderen fur die Routinediagnostik zur Verfugung stehenden Liquorparameter, die
bei ZNSL auffallig sind, wie die Erhdhung von Gesamteiweil3, Laktat, verminderte
Glukosekonzentration und oligoklonale Banden sind sehr unspezifisch.

1.5 Therapie und Prognose

Nach alleiniger Kortikosteroidgabe wurde eine Ruckbildung eines ZNSL bei ca. 40 bis
85% der Falle beschrieben. In der Regel sind diese Remissionen nur partiell und

dauern nur wenige Wochen an.
Die Chirurgie spielt in der Behandlung des ZNSL bisher keine Rolle.

Die Therapie der ZNSL basiert auf systemischer Chemotherapie, die imstande ist, die
intakte Blut-Hirnschranke zu uberwinden, insbesondere auf hochdosiertem Methotrexat
(HDMTX). Das optimale Chemotherapieprotokoll wurde bisher aufgrund der Seltenheit
dieser Erkrankungen nicht etabliert. Am haufigsten werden Kombinationsprotokolle mit
HDMTX und Ifosfamid oder hochdosiertem Cytarabin (HDAraC) benutzt. ' Eine
konsolidierende Ganzhirnbestrahlung flhrte in der bisher einzigen publizierten Phase ll|

15

Studie bei PZNSL nicht zu einer Verlangerung des Gesamtuberlebens ™ und sollte
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daher nicht routinemafig verwendet werden, zumal damit das Risiko der spaten
Neurotoxizitat steigt.

Bei jungeren PZNSL-Patienten ist eine konsolidierende Hochdosischemotherapie
gefolgt von autologer Stammzelltransplantation (HD-ASCT) moglicherweise von Vorteil.
Dieses Konzept wird in aktuell laufenden randomisierten Studien geprift und fuhrt
moglicherweise auch bei Patienten mit SZNSL zu einer guten Langzeitkontrolle und
moglicherweise Heilung. In der bisher einzigen Phase Il Studie mit kurativer Zielsetzung
resultierte eine HDMTX- und HDAraC-basierte Induktionschemotherapie gefolgt von
Hochdosischemotherapie mit Carmustin (BCNU), Thiotepa und Etoposid gefolgt von

ASCT in einem 2-Jahres progressionsfreiem Uberleben von 49%. '

Die Prognose der ZNSL gilt als ungunstig. Beim PZNSL lag in den meisten groferen
Studien das mediane Uberleben nach HDMTX-basierter Chemotherapie mit oder ohne
Radiotherapie bei etwas mehr als 3 Jahre. ' Die wichtigsten Prognosefaktoren sind hier
Alter und Allgemeinzustand des Patienten. Als noch ungunstiger gilt die Prognose der
SZNSL mit einem medianen Uberleben von nur wenigen Monaten. Allerdings beziehen
sich diese Daten auf Patienten, die in rein palliativer Intention mit nur intrathekaler
Chemotherapie, Radiotherapie oder konventionell dosierter Chemotherapie behandelt
wurden. "' Méglicherweise lasst sich die Prognose dieser Patienten durch eine
intensive Chemotherapie einschlieldlich HD-ASCT verbessern 16, was allerdings noch in

grolReren Studien demonstriert werden muss.

1.6 Pathogenese

Die Entstehung von malignen Lymphomen in einem Organ wie das ZNS, das unter
physiologischen Bedingungen kein eigenes Immunsystem besitzt und von Lymphozyten
- ganz uberwiegend T-Lymphozyten - nur passiert wird, ist heutzutage unklar.

Die am weitesten verbreitete Hypothese basiert auf der Annahme, dass die maligne
Entartung von Lymphozyten aullerhalb des ZNS stattfindet und dass die entarteten
Zellen im ZNS, das immunologisch gesehen ein privilegiertes Organ darstellt, glnstige
Entwicklungsbedingungen finden, wahrend sie systemisch durch ein intaktes
Immunsystem eliminiert werden. Daflr spricht auch, dass sogar in fortgeschrittenen
Stadien der Erkrankung kaum eine systemische Beteiligung des PZNSL beobachtet

wird.
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Die Rolle des Immunsystems in der Pathogenese der ZNSL wird durch die Assoziation
der PZNSL mit angeborener und erworbener Immunsuppression unterstrichen.
Immunsupprimierte PZNSL-Patienten weisen einige Charakteristika auf, die sie von
immunkompetenten PZNSL-Patienten unterscheiden. Die Oligo- oder Polyklonalitat der
Lymphomzellen und die Korrelation mit dem Ausmal} der Immunsuppression sind
typisch fur diese Patientengruppe. Der Nachweis von Ebstein-Barr-Virus (EBV) -DNA in
fast 100% der PZNSL-Zellen bei immunsupprimierten Patienten stellt das wichtigste
Unterscheidungsmerkmal dar. Das EBV infiziert B-Lymphozyten und induziert ihre
polyklonale Proliferation. Wahrend dieser Vorgang normalerweise durch die
Regulationsmechanismen eines intakten Immunsystems limitiert wird, ist das bei
Immunsupprimierten nicht der Fall. Bei der Proliferation von B-Lymphozyten kdnnen
genetische Alterationen einiger Klone auftreten, die in einem Wachstumsvorteil und

Entstehung oligo- oder monoklonaler Tumoren resultieren kann.

1.6.1 Rolle der Chemokine

Es ist moglich, dass bei der Migration und Ansiedlung maligner Lymphozyten im ZNS
Chemokine eine wichtige Rolle spielen. Bei den Chemokinen handelt es sich um kleine
Signalproteine, die bei Zellen eine Wanderungsbewegung ausldsen und die Migration
iiber die Blut-Hirn-Schranke vermitteln. " Chemokinen und Chemokinrezeptoren wird
eine bedeutsame Rolle in der Pathogenese und Disseminierung maligner Lymphome
zugeschrieben. ® In den letzten Jahren wird auch die Bedeutung von Chemokinen,
insbesondere von chemokin stroma cell-derived factor 1 (SDF-1), auch als chemokin
ligand 12 (CXCL12) bekannt und B-cell attracting chemokine-1 (BCA-1; auch bekannt
als CXCL13) fur die Pathogenese der PZNSL diskutiert.

CXCL12 wird von einer Vielzahl an Geweben exprimiert und spielt eine Schlusselrolle in

der Regulation der Hamatopoese '°

, in dem es auf Lymphozyten und Monozyten
chemotaktisch anziehend wirkt und die B-Zell-Proliferation fordert. ?° Es wurde gezeigt,
dass Bindegewebszellen in Lymphknoten dber CXCL12-Produktion auf B-Zell-
Lymphome anziehend wirken. ' CXCR4 (CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4), der
Rezeptor fur CXCL12, wird physiologisch auf B- und T-Zellen, Stromazellen des

Knochenmarks und anderen hamatopoetischen Zellen exprimiert. Die Expression von
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CXCR4 auf malignen Zellen ist bei einer Vielfalt von Tumoren nachgewiesen worden,

wie Glioblastom, Mammakarzinom, sowie B- und T-Zell-Lymphome.

CXCL13 wird von hochendothelialen Venolen (HEV) in Lymphknoten und Peyer-
Plaques exprimiert, wobei CXCL13 die Adhasion von B-Zellen an die HEV bewirkt. %
Die CXCL13-Expression wird mit durch Helicobacter pylori-Infektion induziertem

2 und rheumatoider Arthritis *

lymphatischem Gewebe, gastrischem Lymphom
assoziiert. CXCR5 (CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 5) ist der primare Rezeptor fur
CXCL13. Dieser Rezeptor wirkt auf T-Helfer-Zellen chemotaktisch anziehend.
Follikulare dendritische Zellen, die in den Keimzentren der lymphatischen Follikel
lokalisiert sind, werden als Hauptquelle fur CXCL13 betrachtet. % Die Expression von
CXCL13 wurde bei mehreren B-Zell- Lymphomen, u.a. mit extranodaler Lokalisation wie

gastrische oder adnexale Lymphome, gefunden. 26%°

Beim PZNSL wurde die Expression von Chemokinrezeptoren CXCR4, CXCRS und
CCR7 (C-C chemokine receptor type 7) sowie der Chemokinliganden CXCL12 und
CXCL13 auf den Tumorzellen gefunden. Die Expression von CXCL12 und CXCL13
wurde zusatzlich auf zerebralen Endothelzellen gefunden und die Expression von
CXCL12, CCR5 und CCRS6 auf reaktiven Astrozyten und aktivierten Mikrogliazellen. %34
Es konnte gezeigt werden, dass intrazellular exprimierte Chemokinrezeptoren
funktionell inaktiv waren. Die bei PZNSL festgestellte zytoplasmatische Expression der
Chemokinrezeptoren CXCR4 und CCRY7 bei gleichzeitigem Fehlen einer membrandsen
Expression konnte die mogliche Erklarung fur die nahezu fehlende Disseminierung

auRerhalb des ZNS sein. 2

1.11 Fragestellung und Ziele der Arbeit

Fur die Diagnosestellung eines ZNSL ist nahezu immer noch eine Biopsie der im CT
oder MRT sichtbaren Tumorlasion notwendig. Diese geschieht heutzutage ganz
Uberwiegend Uber eine stereotaktische Biopsie, die an erfahrenen Zentren mit einer
minimalen (<1%) Rate an schwerer wiegenden Komplikationen einhergeht, dennoch
aber eine invasive MalRnahme ist. Insbesondere bei stark reduziertem
Allgemeinzustand des Patienten kann die Entscheidung 2zu einer invasiven

diagnostischen Mallnahme schwer zu treffen sein. In einigen Fallen sind die Lasionen
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aufgrund ihrer Lokalisation einer Biopsie nur schwer oder gar nicht zuganglich. Auch
kommt es immer wieder vor, dass das bioptisch gewonnene Material keine Diagnose
erlaubt. Dies ist insbesondere immer wieder der Fall, wenn die Patienten vorher zu
einer Symptomkontrolle Kortikosteroide bekommen haben. Die Moglichkeit der
Diagnosestellung aus einem anderen Material, das leichter zugangig ist als das

Hirngewebe, ware daher grundsatzlich winschenswert.

Daruber hinaus ware es wunschenswert, einen Marker in einem leicht zuganglichem
Kompartiment zu haben, der mit dem Verlauf der Erkrankung korreliert und daher zur
Abschatzung der Prognose oder fruhzeitiger Erkennung eines Progresses/Rezidivs

genutzt werden konnte.

Ziel der vorliegenden Studie war es zu untersuchen, ob die Konzentration der
Chemokine CXCL12 und CXCL13 im Liquor ein solcher diagnostischer und
prognostischer Marker fur ZNSL ist. Dazu wurden Konzentrationen beider Chemokine
im Serum und im Liquor von Patienten mit ZNSL gemessen und mit Patienten mit
anderen Erkrankungen verglichen. Zusatzlich wurden die Konzentrationen von CXCL12
und CXCL13 im Liquor bei einigen Patienten im Verlauf ihrer Erkrankung bestimmt und
mit denen vor der Therapie verglichen.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Reagenzien

2.1.1 Kits

Human CXCL12 Immunoassay, R&D Systems, Minneapolis, USA

CXCL12-Mikroplatte:

CXCL12-Konjugat:

CXCL12-Standard:

Assay-Verdunnung:
Kalibrator-Verdunnung:
Waschpufferkonzentrat:
Farb-Reagenz A:
Farb-Reagenz B:
Stopplosung:
Plattenabdeckung:

96-Well-Mikrotiterplatten aus Polystyrol beschichtet mit
monoklonalem Mause-Antikorper gegen CXCL12
polyklonaler Antikorper gegen CXCL12 konjugiert an
Meerrettich-Peroxidase

100 ng rekombinant hergestelltes humanes CXCL12 in
gepufferter Proteinldsung

gepufferte Proteinlosung mit blauem Farbemittel
tierisches Serum

25fach konzentrierte Losung an gepuffertem Tensid
Wasserstoffperoxid (H202)

Tetramethylbenzidin (TMB)

Schwefelsaure-Mallosung (2M H2SO4)

Klebestreifen

Human CXCL13 Immunoassay, R&D Systems, Minneapolis, USA

CXCL13-Mikroplatte:

CXCL13-Konjugat:

CXCL13-Standard:

Assay-Verdunnung:
Kalibrator-Verdunnung:
Waschpufferkonzentrat:
Farb-Reagenz A:
Farb-Reagenz B:
Stopplosung:
Plattenabdeckung:

96-Well-Mikrotiterplatten aus Polystyrol beschichtet mit
monoklonalem Mause-Antikorper gegen CXCL13
monoklonaler Mause-Antikorper gegen CXCL13 konjugiert
an Meerrettich-Peroxidase

5 ng rekombinant hergestelltes humanes CXCL13 in
gepufferter Proteinldsung

gepufferte Proteinlosung mit blauem Farbemittel
gepufferte Proteinldsung

25fach konzentrierte Losung an gepuffertem Tensid
Wasserstoffperoxid (H20,)

Tetramethylbenzidin (TMB)

Schwefelsaure-Mallosung (2M H2SO4)

Klebestreifen

15



2.1.2 Vorbereitung der Reagenzien

Waschpuffer
Zur Herstellung von 500 ml Waschpuffer wird 20 ml des Waschpufferkonzentrats in

destilliertem Wasser verdinnt.
Substratlésung

Jeweils 12,5 ml des Farb-Reagenzes A und B werden miteinander vermischt und
innerhalb von 15 min verbraucht, wobei die Einwirkung von Licht vermieden wird.
CXCL12-Standard

Der Standard wird mit 1 ml destilliertem Wasser wiederhergestellt, sodass man eine

Stammlosung von 100.000 pg/ml erhalt. Der Standard wird behutsam gemischt und fur
mindestens 30 min ruhen gelassen.

CXCL12-Standard-Verdunnungsreihe (Abbildung 1)

In das 10.000 pg/ml Polypropylen-Rohrchen wird 900 pl Kalibrator-Verdunnung

pipettiert. In die restlichen Rohrchen werden jeweils 500 ul Kalibrator-Verdinnung
pipettiert. Zur Herstellung der Verdlinnungsreihe wird die Stammlosung verwendet
(siehe Abbildung unten). Vor der nachsten Ubertragung wird jedes Réhrchen grindlich
vermischt. Der 10.000 pg/ml Standard dient als hochster Standard und die Kalibrator-
Verdunnung als Null-Standard (0 pg/ml).
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Abbildung 1: CXCL12-Standardverdinnungsreihe

CXCL13-Standard

Der Standard wird mit 1 ml destilliertem Wasser wiederhergestellt, sodass man eine

Stammldsung von 5.000 pg/ml erhalt. Der Standard wird behutsam gemischt und far

mindestens 15 min ruhen lassen.
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CXCL13-Standard-Verdunnungsreihe (Abbildung 2)
In das 5.000 pg/ml Rohrchen wird 450 pl Kalibrator-Verdunnung pipettiert. In die

restlichen Rohrchen werden jeweils 250 pl Kalibrator-Verdunnung pipettiert. Zur
Herstellung der Verdunnungsreihe wird die Stammlosung verwendet (siehe Abbildung
unten). Vor der nachsten Ubertragung wird jedes Réhrchen griindlich vermischt. Der
500 pg/ml Standard dient als hochster Standard und die Kalibrator-Verdinnung als Null-
Standard (0 pg/ml).

250 L 250 u

7
| ! .

250 pl

] 4

500

: 31.2 15.6 7.8
pg/mL pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

125
Abbildung 2: CXCL13-Standardverdinnungsreihe

2.2 \Weitere Verbrauchsmaterialien

Name Hersteller bzw. Lieferant

9 ml Serum-Monovetten, Einmalkantulen Sarstedt, Numbrecht
Destilliertes Wasser Fresenius GmbH, Bad Homburg
Einwegpipetten Greiner, Frickenhausen
Einmalpipetten Falcon, Becton

Dickinson, Heidelberg

8-Kanal Pipette Eppendorf, Hamburg
Pipettenspitzen (10 ul, 100 yl, 1ml) Sarstedt, Nurnbrecht
Eppendorf Réhrchen ( 2 ml) Eppendorf, Hamburg
Zentrifugenrohrchen Falcon, Becton

Dickinson, Heidelberg
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2.3 Gerate

Name Hersteller bzw. Lieferant
SANYO Ultra low, Gefrierschrank (-80 °C) SANYO, Japan
Mikrotiterplatten-Photometer VERSAmax Molecular Devices, Minchen
Zentrifuge Eppendorf, Hamburg
Schuttler, Vortex Genie 2 Scientific Industries, USA

2.4 Computer-Software

Name Hersteller bzw. Lieferant

MS Word fur Mac 2011 Microsoft, UnterschleiRheim
MS Excel fur Mac 2011 Microsoft, UnterschleiRheim
SPSS Win 18.0 SPSS Inc., Chicago, USA
SoftMax Pro v5 Molecular Devices, Minchen

2.5 Patienten

Es wurden Proben von immunkompetenten erwachsenen Patienten mit histologisch
(Uber eine Tumorbiopsie) oder zytologisch (aus dem Liquor) gesichertem PZNSL oder
SZNSL benutzt. Das ZNSL war entweder neu diagnostiziert oder befand sich im
Rezidiv, in beiden Fallen wurde das Material vor dem Beginn einer ursachlichen
Therapie gewonnen. Eine Vorbehandlung mit Kortikosteroiden stellte kein
Ausschlusskriterium dar. Die Patienten wurden wegen ihres ZNSL in der Klinik fur
Hamatologie, Onkologie und Transfusionsmedizin (Direktor: Prof. Dr. Eckhard Thiel)
des Campus Benjamin Franklin, Charité Universitatsmedizin Berlin, oder in der Klinik fur
Innere Medizin | - Onkologie, Hamatologie, Klinische Immunologie und Rheumatologie
(Direktor: Prof. Dr. Michael Pfreundschuh), Universitatsklinikum des Saarlandes,
Homburg behandelt.
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In die Kontrollgruppen wurden Patienten der Charité eingeschlossen, die sich wegen
einer anderen Erkrankung als ein ZNSL einer diagnostischen Lumbalpunktion in
unseren hamato-onkologischen und neurologischen Einrichtungen unterzogen.

Fur die Analysen lag ein Votum der Ethikkommission der Charité vor und alle Patienten

unterzeichneten eine schriftliche Einverstandniserklarung.

2.6 Probengewinnung

Nachdem ein erhohter intrakranialer Druck ausgeschlossen wurde, wurde den
Patienten Uber eine Lumbalpunktion zwischen dem 3. und 4. oder 4. und 5.
Lumbalwirbelkorper 1 bis 2 ml Liquor entnommen. Unmittelbar danach wurde Uber eine
periphere vendse Punktion 3 ml Blut enthommen.

Die Liquorprobe wurde unverzlglich bei Raumtemperatur weiter verarbeitet. In einer
Zahlkammer wurde die Zellzahl bestimmt. Die Protein- und Albuminkonzentration
wurden mithilfe der Nephelometrie gemessen.

Um das Vorhandensein einer Bluthirnschrankenstorung zu Uberprufen, wurde jeweils
aus der Albuminkonzentration im Liquor und Serum der dazugehdrige Albuminquotient
berechnet (Qap). >° Anhand der ermittelten Qa-Werte war eine Einteilung der
Bluthirnschrankenstorung in vier verschiedene Grade mdoglich, die sich an den

folgenden Grenzwerten orientierte:

I keine Bluthirnschrankenstorung: Qab 7,4 X 10’3
Il geringgradige Bluthirnschrankenstorung: 7,4 x 10°< Qap <10 x 10°
I mittelschwere Bluthirnschrankenstorung: 10 x 10°°< Qapp <20 x 10°°
\Y hochgradige Bluthirnschrankenstorung: Qap >20 x 107

Fur die Bestimmung der Chemokinkonzentrationen wurden die Zellen im Liquor durch
Zentrifugation (4 Minuten; 4000 rpm) pelletiert. Die erhaltenen Uberstande wurden
gemeinsam mit den dazugehdrigen Serumproben bis zu ihrer Verwendung bei einer

Temperatur von -80°C gelagert.
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2.7 Probenanalysen mittels Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

2.7.1 Prinzip

Bei diesem Assay wird die Sandwich-Enzym-Immunoassay-Technik verwendet. Dabei
wird ein Enzym als Marker benutzt, sodass anhand des Substratumsatzes die
quantitative Bestimmung der Zytokine ermoglicht wird. Es kam eine ELISA-Mikroplatte
zum Einsatz, deren Matrix bereits vom Hersteller mit einem fur das zu bestimmende
Zytokin spezifischen monoklonalen Antikdrper beschichtet worden war. Diesen
Antikorper bezeichnet man als Fangerantikorper. Als erstes wird in jede Kavitat Assay-
Verdinnungsmittel, das proteinhaltiges Blockierungspuffer enthalt, pipettiert, um
unspezifische Proteinbindungsstellen abzusattigen. Anschliefend wird das quantitativ
zu untersuchende Zytokin in die Kavitaten hinzupipettiert. Es erfolgt eine Bindung der
Zytokine an die immobilisierten Fangerantikorper. Zur Entfernung ungebundener
Substanzen erfolgt ein Waschschritt. Im Folgenden werden Enzym-gebundene
monoklonale Antikorper, die sich spezifisch an das zu bestimmende Zytokin binden, in
die Kavitaten hinzugegeben. Diese Antikorper nennt man Detektionsantikorper. Um
ungebundene Detektionsantikorper zu entfernen, erfolgt ein weiterer Waschschritt. Als
nachstes wird zum Starten der Enzymreaktion eine Substrat-Losung in die Kavitaten
hinzugegeben. Es enthalt ein colorimetrisch detektierbares Substrat und einen Puffer,
der einen pH-Wert gewahrleistet, bei dem das Enzym optimal arbeitet. So kommt es zur
Farbentwicklung in Abhangigkeit von der Menge an gebundenen Zytokinen. Durch
Zugabe der entsprechenden Stopplosung wird die Enzymreaktion gestoppt. Dann wird
die Intensitat der Farbe, welche durch das bis zu diesem Zeitpunkt gebildete Produkt
hervorgerufen wird, bei der entsprechenden Wellenlange gemessen.

2.7.2 Durchfuhrung

Die Messungen erfolgten in der Abteilung fur Medizinische Immunologie (Leiter: Prof.
Dr. Hans-Dieter Volk), Charité Universitatsmedizin Berlin. Hierfur wurden jeweils
Quantikine Human CXCL13/BLC/BCA-1 und Quantikine Human CXCL12/SDF-1a
Immunoassay kits von R&D Systems ® (Minneapolis, USA) fur CXCL12 und CXCL13

verwendet.
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Die jeweiligen Konzentrationen der Chemokine CXCL12 und CXCL13 wurden in
Doppel- oder Einzelbestimmungen gemessen, wobei nach den Herstelleranweisungen
vorgegangen wurde (R&D Systems; Minneapolis, USA). Die untere Nachweisgrenze
wurde fur CXCL12 mit 1,0 pg/ml und far CXCL13 mit 0,4 pg/ml angegeben.

Als Reagenzien wurden 96-Well-Mikrotiterplatten aus Polystyrol verwendet, die schon
mit monoklonalen Mause-Antikorpern als Fangerantikdrper gegen jeweils CXCL12 oder
CXCL13 beschichtet waren.

Zunachst wurden alle Reagenzien und Proben auf Raumtemperatur gebracht. Nach
Entfernen der Abdeckungen der Mikrotitierplatten wurde jeweils 100 pl Assay-
Verdunnungsmittel in jede Kavitat pipettiert. Das Assay-Verdinnungsmittel bestand aus
proteinhaltigem Puffer. Im nachsten Schritt wurden die Proben wund die
Verdlinnungsreihe des jeweiligen Standards in Duplikaten mit 50 pl bei CXCL13-
Immunoassay bzw. 100 pl beim CXCL12-Immunoassay pro Kavitat pipettiert. Als
Standard wurde humanes rekombinant hergestelltes CXCL12 oder CXCL13 verwendet.
Die Mikrotiterplattenoberfachen wurden mit Klebefolien bedeckt wund Dbei
Raumtemperatur fur 2 h inkubiert. Dazu wurden die CXCL12-Mikrotiterplatten auf einen
Shaker, der auf 500+50 rpm eingestellt wurde, platziert. Nach Entfernung der
Klebefolien folgten insgesamt 4 Waschvorgangen. Dabei wurden die Mikrotiterplatten
mit 400 pl Waschpuffer pro Kavitat gewaschen. Zwischen den einzelnen
Waschvorgangen wurden sie auf Zellstoff ausgeklopft, um fliissige Uberreste méglichst
vollstandig zu entfernen. Dann wurde in jede Kavitat 200 yl CXCL12- bzw. CXCL13-
Konjugat pipettiert. Das Konjugat enthielt mit Meerrettich-Peroxidase konjugierte
Detektionsantikorper. Die Platten wurden mit neuen Klebefolien bedeckt und fur weitere
2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die CXCL12-Platten wurden dabei auf einen Shaker
platziert. Es folgten nach Entfernen der Folien wieder 4 Waschvorgange. Danach wurde
in jede Kavitat jeweils 200 ul Substratidsung hinzugegeben. Die Substratlosung enthielt
Wasserstoffperoxid und Tetramethylbenzidin (H202/TMB). AnschlieBend wurden die
Mikrotiterplatten fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, wobei eine direkte
Lichteinwirkung vermieden wurde. Im Folgenden wurde 50 ul pro Kavitat Stopplosung,
die 2 M HySOq4 enthielt, pipettiert. Das Reaktionsprodukt zeigte eine Farbanderung von
blau zu gelb. Falls die Farbe grun blieb oder nicht einheitlich erschien, wurden die
Mikrotiterplatten vorsichtig zum Durchmischen angetippt. Innerhalb der nachsten 30 min
wurde die optische Dichte jeder Kavitat mithilfe eines Mikroplatten-Lesers bestimmit.
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Dies erfolgte bei einer Testwellenlange von 450 nm und einer Referenzwellenlange von
540 nm.

Zur Berechnung der Zytokinkonzentrationen wurden aus den Extinktionswerten der
Standardverdunnungsreihen Eichgeraden ermittelt. Diese dienten als Grundlage zur
Berechnung der unbekannten Zytokinkonzentrationen.

2.7.3 Statistik

Es wurde eine deskriptive und explorative Analyse aller erhobener Variablen
durchgefuhrt. Die Deskription kategorialer Variablen erfolgte durch die Angabe von
absoluten und relativen Haufigkeiten. Quantitative Variablen wurden beschrieben durch
die Angabe von Mittelwerten, Standardabweichungen, Medianwerten und Range. Da
keine Normalverteilung der quantitativen Parameter bekannt war, kamen die im
Folgenden genannten Tests zum Einsatz. Bei quantitativen Variablen wurde zum
Vergleich zweier Stichproben der U-Test von Mann und Whitney und bei mehr als zwei
Stichproben der Kruskal-Wallis-Test verwendet. Der exakte Test nach Fisher kam zum
Einsatz, wenn Stichproben bezuglich nicht quantitativer Parameter verglichen werden
sollten und die Voraussetzungen fiir den Chi®>-Test nicht erfiillt waren, d.h. wenn die
erwarteten Haufigkeiten zu klein waren. Zur Beschreibung des Zusammenhangs
zwischen zwei Variablen wurde der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman
berechnet.

Mittels dieser statistischen Tests wurde Uberpruft, ob die Unterschiede, die beim
Vergleich der Stichproben beobachtet wurden, zufallig oder ob sie signifikant waren.
Das Signifikanzniveau wurde bei 5% festgesetzt, d.h. ein Ergebnis war signifikant wenn
der p-Wert kleiner als 0,05 war, wobei stets zwei-seitige Tests durchgefuhrt worden
sind.

Fur die statistische Auswertung der gewonnen Daten wurde das Statistikprogramm
SPSS Statistics 18.0 ® verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

Die Patienten wurden entsprechend ihrer Diagnose in drei Gruppen unterteilt.
Die Gruppe der Patienten mit einem ZNSL umfasste insgesamt 30 Patienten:

- 23 Patienten mit PZNSL

- 7 Patienten mit SZNSL.
Die histologische Aufarbeitung der Proben zeigte bei 28 Patienten ein DLBCL, wobei
bei drei dieser Patienten eine sekundare aggressive Transformation eines indolenten
systemischen B-Zelllymphoms vorlag. Bei zwei Patienten, einem mit PZNSL und einem
mit SZNSL, lag ein indolentes B-Zelllymphom vor. Alle Patienten hatten Lasionen im
Hirnparenchym und 4 hatten zusatzlich einen zytomorphologisch nachgewiesenen
leptomeningealen Befall. Keiner der Patienten hatte eine intraokulare Beteiligung,
welche mit Spaltlampenuntersuchungen ausgeschlossen wurde. Alle Lymphom-
Patienten waren HIV-negativ.

Die Kontrollgruppe 1 bestand aus 10 Patienten, die eine ZNS-Beteiligung eines
malignen Tumors aufwiesen:
- 7 Patienten mit meningealer Aussat oder Hirnmetastasen eines soliden Tumors

- 3 Patienten mit einem Glioblastom.

Die Kontrollgruppe 2 bestand aus 30 Patienten ohne eine maligne ZNS-Erkrankung:
- 7 Patienten mit einem systemischen Lymphom ohne ZNS-Beteiligung,
- 3 Patienten mit einem anderen malignen Tumor ohne ZNS-Beteiligung,
- 12 Patienten mit einem Normaldruckhydrozephalus,
- 4 Patienten mit einer Demenzerkrankung
- 4 Patienten, die zum Ausschluss einer inflammatorischen ZNS-Erkrankung eine

Liquorpunktion erhielten.

Die Charakteristika der drei Gruppen sind in der Tabelle 1 aufgefuhrt. Der Vergleich der
Gruppen ergab folgende Ergebnisse: Unter den ZNSL-Patienten befanden sich
signifikant mehr mannliche Individuen als in den Kontrollgruppen. Die ZNSL-Patienten

wiesen die hochste Zellzahl im Liquor und den hoéchsten Qg auf; diese Werte waren in
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der Kontrollgruppe ohne ZNS-Tumor am niedrigsten. Die Gesamtproteinkonzentration
im Liquor war bei den ZNSL- und den Tumor-Patienten hoher im Vergleich zu den
Patienten ohne ZNS-Tumor. Eine mittelschwere oder schwere
Bluthirnschrankenstorung war signifikant haufiger in der Gruppe der ZNSL-Patienten als
in der Kontrollgruppe ohne ZNS-Tumor.

ZNS- Kontrollgruppe 1  Kontrollgruppe 2
Lymphom (ZNS-Tumor) (kein ZNS-Tumor) P
Anzahl der Patienten 30 10 30
Anzahl der Liquorproben 29 9 25
Alter [Lebensjahre]
median 67 63 62
(range) (52-86) (54-76) (25-83) 0,39
Geschlecht [mannlich/weiblich] 19/11 4/6 9/21
0,032
Zellzahl im Liquor [/pl]
median 9 6 1
(range) (0-81) (1-40) (0-26) 0,0003
Proteinkonzentration im Liquor [mg/dl]
median 98 100 52
(range) (16-376) (44-136) (24-129) 0,014
Qan (Liquor/Serum) [x10™]
median 19.2 13.7 6.7
(range) (3,4-62,7) (7,3-24,4) (2,8-25) 0,001
Bluthirnschrankenstérung: n=21 n=7 n=19
Keine 3 1 13
Leichte 2 2 1
Mittelgradige 6 3 4
Schwere 10 1 1
0,0007

Tabelle 1: Charakteristika der ZNSL-Patienten und der Kontrollen
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3.2 Chemokinkonzentrationen bei ZNSL-Patienten und in den
Kontrollgruppen

Die CXCL12-Konzentrationen im Serum waren sowohl bei den ZNSL-Patienten als
auch in den beiden Kontrollgruppen hoch, wobei kein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen festgestellt werden konnte (Tabelle 2). Tendenziell waren die
Konzentrationen bei den ZNSL-Patienten mit einem medianen Wert von 2088 pg/ml
hoher verglichen mit allen Kontrollprobanden mit einem medianen Wert von 1500 pg/ml
(p=0,059). Die CXCL12-Konzentrationen im Liquor waren niedriger als die Serum-
Konzentrationen in allen Gruppen und unterschieden sich nicht signifikant zwischen
ZNSL-Patienten und den Kontrollen (Abbildung 3).

Die CXCL13-Serum-Konzentrationen waren im Gegensatz zu CXCL12 in allen Gruppen
niedrig (median <100 pg/ml). In den beiden Kontrollgruppen war auch die CXCL13-
Konzentration im Liquor sehr niedrig. Die ZNSL-Patienten hatten dagegen hohe
CXCL13-Konzentrationen im Liquor; dieser Unterschied war im Vergleich zu beiden
Kontrollgruppen hoch signifikant (Abbildung 4).

CXCL13 CXCL12

Liquor Serum Liquor Serum
ZNS-Lymphom
median [pg/ml] 468 77 880 2088
(range) [pg/ml] (41-1384) (36-657) (144-3537) (692-2944)
Kontrollgruppe 1
(ZNS-Tumor)
median [pg/ml] 6 94 934 1987
(range) [pg/ml] (0-601) (21-363) (111-2040) (1643-2345)
Kontrollgruppe 2
(kein ZNS-Tumor)
median [pg/ml] 8 65 785 1352
(range) [pg/ml] (0-187) (28-170) (139-2442) (851-2566)
p 0,000000047 0,57 0,48 0,091

Tabelle 2: Chemokinkonzentrationen im Liquor und Serum
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Abbildung 3: CXCL12-Konzentration im Liquor bei Patienten mit einem ZNSL (n = 29),
einer malignen ZNS-Erkrankung (n =9) und ohne eine maligne ZNS-Erkrankung (n =
25)
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Abbildung 4: CXCL13-Konzentration im Liquor bei Patienten mit einem ZNSL (n = 29),
einer malignen ZNS-Erkrankung (n =9) und ohne eine maligne ZNS-Erkrankung (n =
25)
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3.3 Bluthirnschrankenfunktion und Chemokinkonzentrationen bei ZNSL-

Patienten

Es wurde die Korrelation zwischen Serum- und Liquorchemokinkonzentrationen
untersucht, um einen moglichen Einfluss hoher systemischer Chemokinkonzentrationen
auf die Liquorkonzentrationen bedingt durch eine gestorte Bluthirnschranke
auszuschliefen. Es fand sich keine Korrelation von CXCL12- und CXCL13-
Konzentrationen im Liquor und Serum mit einem r-Korrelationswert nach Spearman von
0,13 (p=0,67) fur CXCL12 (Abbildung 5) und 0,14 (p=0,62) fur CXCL13 (Abbildung 6).
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Abbildung 5: Korrelation zwischen CXCL12- Liquor- und Serumkonzentration bei
ZNSL-Patienten (n =13)
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Abbildung 6: Korrelation zwischen CXCL13- Liquor- und Serumkonzentration bei
ZNSL-Patienten (n = 16)

Die fehlende Korrelation blieb auch bestehen, wenn alle Kontrollpatienten in die
Analyse miteinbezogen wurden (Abbildungen 7 und 8).
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Abbildung 7: Korrelation zwischen CXCL12- Liquor- und Serumkonzentration bei
Patienten mit einem ZNSL (n = 13), einer malignen ZNS-Erkrankung (n =5) und ohne
eine maligne ZNS-Erkrankung (n = 15)

o
1250
1000 o
£
> o
£
® o
®
3 7501
et ° °©
S o
Z 500 5
-l
0o
2501
§o° o o
o0
o %o 00 o©

0 200 400 600
Serum CXCL13 (pg/ml)

Abbildung 8: Korrelation zwischen CXCL13- Liquor- und Serumkonzentrationen bei
Patienten mit einem ZNSL (n = 16), einer malignen ZNS-Erkrankung (n =5) und ohne

eine maligne ZNS-Erkrankung (n = 16)
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Es fand sich bei den ZNSL-Patienten keine Korrelation zwischen CXCL12-
Konzentrationen im Liquor und dem Qg (Abbildung 9), wohingegen CXCL13-
Konzentrationen im Liquor signifikant mit dem Qg assoziiert waren (Spearman r=0,66,
p=0,003) (Abbildung 10).
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Abbildung 9: Korrelation von CXCL12- Liquorkonzentrationen mit dem Qg, bei ZNSL-
Patienten (n = 16)
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Abbildung 10: Korrelation von CXCL13- Liquorkonzentrationen mit dem Qg bei ZNSL-
Patienten (n = 18)

30



Es fand sich weder eine Korrelation beider Chemokine mit der Zellzahl im Liquor
(Abbildungen 11 und 12) noch mit dem Nachweis von Lymphomzellen im Liquor
(zytomorphologisch oder immunzytologisch detektiert).
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Abbildung 11: Korrelation der CXCL12- Liquorkonzentration mit der Liquorzellzahl bei
ZNSL-Patienten (n = 23)
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Abbildung 12: Korrelation der CXCL13- Liquorkonzentration mit der Liquorzellzahl bei
ZNSL-Patienten (n = 25)

3.4 Vorbehandlung mit Glukokortikoiden

Daten Uber die Vorbehandlung mit Glukokortikoiden waren bei 26 von 30 ZNSL-
Patienten vorhanden: 20 Patienten erhielten Dexamethason in einer Dosis von 3 bis 24
mg systemisch taglich, und 6 Patienten waren nicht mit Glukokortikoiden vorbehandelt
gewesen.

Die Serum- und Liquorkonzentrationenen der Chemokine waren nicht signifikant
unterschiedlich bei Patienten mit und ohne Glukokortikoidvorbehandlung. Es fand sich
lediglich eine Tendenz zu niedrigeren CXCL12-Serum-Konzentrationen bei Patienten,
die mit Glukokortikoiden vorbehandelt waren (Tabelle 3).
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Liquor Serum

CXCL12 CXCL13 CXCL12 CXCL13
Kortikosteroid-
Vorbehandlung, n=20
median [pg/ml] 888 457 1860 55
Keine Kortikosteroid-
Vorbehandlung, n=6
median [pg/ml] 556 584 2620 65
p 0,24 0,27 0,06 1,0

Tabelle 3: Chemokinkonzentrationen in Abhangigkeit der pratherapeutischen
Glukokortikoidtherapie bei ZNSL-Patienten

3.5 Chemokinkonzentrationen im Serum bei Patienten mit systemischem
Lymphom

Neun Patienten mit einem systemischen Lymphom, 5 davon mit ZNS-Beteiligung (5 mit
DLBCL und 4 mit einem indolenten B-Zell-Lymphom) wurden bezlglich der
Chemokinkonzentrationen im Serum mit den insgesamt 19 Patienten ohne eine
Lymphomerkrankung verglichen. Die mediane CXCL12-Serumkonzentration betrug bei
Patienten mit einem systemischen Lymphom 2059 pg/ml und bei Patienten ohne eine
Lymphomerkrankung 1357 pg/ml, dieser Unterschied war nicht signifikant (p=0,069)
(Abbildung 13). Die mediane CXCL13-Konzentration betrug bei Patienten mit einem
systemischen Lymphom 105 und war damit signifikant hoher als bei Patienten ohne
eine Lymphomerkrankung mit 65 pg/ml (p=0,039) (Abbildung 14).
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Abbildung 13: CXCL12-Serumkonzentration bei Patienten mit einem systemischen

Lymphom (n = 9) versus ohne eine Lymphomerkrankung (n =19)
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Abbildung 14: CXCL13-Serumkonzentration bei Patienten mit einem systemischen

Lymphom (n = 9) versus ohne eine Lymphomerkrankung (n = 19)
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3.6 Chemokinkonzentrationen im Verlauf der Therapie

Bei 5 Patienten wurden serielle Messungen von CXCL12-Konzentrationen im Liquor
vor, wahrend oder nach Chemotherapie durchgefuhrt; bei 6 Patienten wurde CXCL13
seriell gemessen. In beiden Gruppen befand sich jeweils ein Patient mit einem Progress
unter der Therapie, wahrend bei allen anderen die Erkrankung angesprochen hatte
(partielle oder komplette Remission). Die Therapie bestand bei allen Patienten aus
HDMTX (4 g/m? intravends Uber 4 Stunden am Tag 1) und Ifosfamid (1,5 g/m?
intravends Uber 1 Stunde 1x pro Tag; Tag 3-5).

Wahrend der Chemotherapie sanken die Chemokinkonzentrationen im Liquor 1,1 bis
10,1-fach (durchschnittlich 3,8-fach) bei allen Patienten mit Ansprechen und stiegen bei
beiden Patienten mit Progress (Abbildung 15 A und B). Bei einem Patienten, der eine
komplette Remission erreicht hatte, fanden sich nach der Therapie sehr niedrige
CXCL12- und CXCL13-Konzentrationen im Liquor; Konzentrationen vor der Therapie
lagen bei diesem Patienten nicht vor, da zu diesem Zeitpunkt bei ihm keine Liquorprobe

fur die Messung asserviert wurde.

Bei allen Patienten, die auf die Therapie ansprachen, fielen die CXCL13-
Konzentrationen auf Werte ab, die vergleichbar niedrig waren mit den Kontrollpatienten
(<100 pg/ml). Die einzige Ausnahme war ein Patient mit einer kompletten Remission
seiner intrazerebralen Lasion, jedoch Persistenz der vorbestehenden meningealen
Beteiligung. Bei einem Patienten, der eine komplette chirurgische Entfernung seines
PZNSL hatte, wurde eine niedrige CXCL13-Konzentration vor der Chemotherapie

gefunden.
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Abbildung 15: Liquorkonzentration von CXCL12 (A) und CXCL13 (B) bei ZNSL-
Patienten ((A) n = 6; (B) n = 7) vor, wahrend und nach der Chemotherapie
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® patienten, die auf Chemotherapie ansprechen
B Patient mit progressiver Erkrankung
O Patient in vollstéandiger Remission nach Therapie, keine pratherapeutischen Messungen vorhanden

Patient mit vollstandiger Tumorresektion
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4. Diskussion

Im Liquor der 30 ZNSL-Patienten fanden wir hohe CXCL12- und CXCL13-
Konzentrationen, wobei der Unterschied zu den Kontrollen fur CXCL13 signifikant war,
fur CXCL12 dagegen nicht. Es erscheint wahrscheinlich, dass diese Ergebnisse die
Rolle der Chemokine in der Entstehung, im Homing und fiir das Uberleben der
Lymphomzellen im ZNS widerspiegeln. Beide Chemokine sind bekannt als Homing-
Faktoren fur B-Lymphozyten, allerdings bleibt es unklar, ob die maligne Transformation
bei ZNSL vor oder nach dem Eintritt der B-Zellen ins ZNS vollzogen wird. Im gesunden
ZNS wird CXCL13 nicht exprimiert. Auf den Tumorzellen des PZNSL wurde die
CXCL13-Expression Uber in situ Hybridisierung des CXCL13-mRNA nachgewiesen.
Follikulare dendritische Zellen sind die einzige eindeutig nachgewiesene Quelle von
CXCL13, das normale ZNS beinhaltet jedoch keine Lymphfollikel mit Keimzentren. Die
Entstehung von ektopen Keimzentren in den Meningen und die Produktion von CXCL13
im ZNS wurde bei entzundlichen ZNS-Erkrankungen wie der Neuroborreliose oder der
Multiple Sklerosen nachgewiesen. ' %% Eine entziindliche Lasion, die ein Homing von
B-Lymphozyten im ZNS initiiert, konnte den ersten Schritt in der Pathogenese des
ZNSL darstellen. Die CXCL12-Expression auf den Endothelzellen der Hirnkapillaren,

t 30, 34

die die Lymphozytenpassage durch die Bluthirnschranke begunstig , sowie die

Apoptose verhindert (wie bei der chronischen lymphatischen Leukamie und malignen

Gliomen gezeigt), kdnnte zu der ZNSL-Entstehung beitragen. 4! 42

Da die Tumorzellen des PZNSL sowohl die beiden Chemokine, als auch ihren
jeweiligen Rezeptor exprimieren *°3* erscheint die Rolle der Chemokine in der
Pathogenese des PZNSL wahrscheinlich. Da das Tumorgewebe des PZNSL keine
follikularen dendritischen Zellen enthalt, wird CXCL13, das im Liquor nachgewiesen
werden kann, wahrscheinlich von den Lymphomzellen selbst produziert. Fur diese
Hypothese spricht auch die Tatsache, dass die CXCL13-Serumkonzentrationen bei
Patienten mit einem systemischen Lymphom hoher waren als bei denen ohne eine

systemische Lymphomerkrankung.

Unsere Ergebnisse wurden inzwischen von einer amerikanischen Gruppe bestatigt.
Rubenstein et al. verglichen 123 ZNSL-Patienten (100 PZNSL-Patienten und 23
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SZNSL-Patienten, 6 Patienten HIV-positiv) mit Patienten mit anderen Tumoren
aullerhalb des ZNS, mit neuroinflammatorischen und neurodegenerativen
Erkrankungen und mit anderen ZNS-Tumoren. Bei Patienten mit einem ZNSL wurde
eine >50fach hohere mittlere CXCL13-Konzentration im Liquor gefunden verglichen mit
Patienten ohne ZNSL. ** Durch Genexpressionsanalysen und Immunhistochemie
konnte die Produktion von CXCL13 in den Tumorzellen des PZNSL bestatigt werden.
Interessanterweise wurde auch in Migrationsversuchen gezeigt, dass die Migration von
Zellen, die aus den Tumorproben oder Liquor der ZNSL-Patienten isoliert wurden, von
CXCL13 signifikant beschleunigt wurde.

Die Erkenntnis, dass CXCL13 auch im Liquor von SZNSL-Patienten erhoht ist, kdnnte
wichtige Implikationen haben. Insbesondere ware es interessant zu prufen, inwiefern
sich das Chemokin als ein fruher diagnostischer Marker fur die ZNS-Beteiligung bei
systemischen Lymphomen eignet, d.h. bereits zu einem Zeitpunkt erhoht ist, zu dem
nur der mikroskopische ZNS-Befall vorliegt. Solche frihen Marker eines subklinischen
ZNS-Befalls bei Lymphomen wurden bisher nicht identifiziert und werden dringend
bendtigt, um Patienten fur die ZNS-Prophylaxe adaquat selektieren zu konnen. B

Abgesehen von CXCL13 wurde bei den ZNSL inzwischen eine Reihe von
diagnostischen Biomarkern in Liquor beschrieben: I8sliches CD27 (sCD27) *, B2-
Mikroglobulin *°, Antithrombin 11l *°, freie Leichtketten *’, bestimmte microRNA “, sowie
Interleukin (IL)-10, IL-6 und I6slicher IL-2-Rezeptor (slL2-R) 9 Die Studien wurden mit
10 bis 49 ZNSL-Patienten durchgefuhrt, die Sensitivitat der Marker lag zwischen 57%
(slL2-R) und 100% (sCD27), die Spezifitdt zwischen 63% (IL-6) und 100% (IL-10). Mit
einer Sensitivitat von 71% und Spezifitdt von 91% ** gehért CXCL13 zu den méRig
sensitiven aber relativ spezifischen Markern. Allerdings konnte nur far IL-10, IL-6,
sCD27 und B2-Mikroglobulin der Vergleich zu anderen Hirntumoren gezogen werden,
da es in den anderen Studien keine Tumorpatienten zum Vergleich gab oder die
Patientenkollektive zu klein waren fur robuste Schlussfolgerungen.

Die diagnostische Wertigkeit von CXCL13 konnte erhoht werden durch die Kombination
mit anderen diagnostischen Methoden. Rubenstein et al. konnten zeigen, dass der
pradiktive Wert der Erhdhung von sowohl CXCL13 als auch Interleukin 10 (IL-10) im
Liquor 95% betrug bei einem negativen pradiktiven Wert von 88%. ** Eine andere
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Moglichkeit, den diagnostischen Wert von CXCL13 zu erhdhen, ware die Kombination
mit bestimmten MRT-Techniken, wie das Perfusions-MRT oder die MRT-Spektroskopie.
Der Ruckgang der Chemokinkonzentration im Liquor parallel zum Ansprechen des
Tumors auf die Therapie in unserer Studie suggerierte eine Korrelation der
Liquorkonzentration mit dem Tumorvolumen. Fur diese Annahme sprach auch die
signifikante Korrelation zwischen CXCL13-Konzentration im Liquor und dem Ausmal}
der Bluthirnschrankenstorung. Bei groReren Tumoren ist das Ausmald der
Bluthirnschrankenstorung grofRer; sie baut sich wieder auf, wenn sich der Tumor unter
einer erfolgreichen Therapie zuruckbildet. Daher kann geschlussfolgert werden, dass
CXCL13 einen prognostischen Wert beim PZNSL haben konnte, ahnlich wie
Liquoreiweil3, das ebenfalls mit dem Ausmall dem Schweregrad der
Bluthirnschrankenstorung korreliert und als prognostischer Faktor beim PZNSL
beschrieben wurde.®® Der prognostische Wert von CXCL13 bei ZNSL konnte
inzwischen tatsachlich demonstriert werden: In der bereits erwahnten amerikanischen
Studie mit insgesamt 123 ZNSL-Patienten waren Liquorkonzentrationen von CXCL-13
<200 pg/ml mit einem signifikant langerem progressionsfreien Uberleben assoziiert
verglichen mit Patienten mit hoheren Konzentrationen. Bezeichnenderweise zeigte
keiner der Patienten ohne nachweisbares CXCL13 im Liquor zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose einen Progress der Erkrankung nach der Therapie bei einer medianen
Beobachtungszeit von 46 Monaten. *3

Aus dem Nachweis einer prognostischen Rolle von CXCL13 beim PZNSL konnten sich
wichtige Konsequenzen fur die Therapie dieser Erkrankung ergeben. Bei Patienten mit
einem sehr hohen CXCL13-Wert und damit einer ungunstigen Prognose ware eine
Intensivierung der Therapie zu diskutieren, z.B. durch eine primare
Hochdosischemotherapie gefolgt von ASCT oder eine Konsolidierung der HDMTX-
haltigen Primartherapie durch eine nicht-kreuzresistente andere konventionelle
Chemotherapie. Bei Patienten mit niedrigen CXCL13-Werten und gunstiger Prognose
dagegen ware eine weniger intensive Therapie vorstellbar und dadurch die Einsparung
der unnotigen Toxizitat. Es erscheint auch sinnvoll, die Interaktion CXCL13-CXCRS als
Therapieziel zu nutzen. Die Evaluation von CXCL13-Inhibitoren ware vorzugsweise
zunachst in der Rezidiv-Situation denkbar, in der es derzeit keine etablierte Therapie
gibt. Ein therapeutischer CXCL13-Antikorper wurde bereits erfolgreich in einem
Mausmodel der rheumatoiden Arthritis eingesetzt. °'
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CXCL12 im Liquor stammt wahrscheinlich aus verschiedenen Quellen. Das CXCL12-
Molekul ist mit 89 Aminosauren deutlich kleiner als Albumin, das aus 584 Aminosauren
besteht. Da CXCL12-Konzentrationen im Serum hoher waren als die im Liquor,
erscheint es maoglich, dass Liquor-CXCL12 aus dem Serum stammte, insbesondere in
Anwesenheit einer durchbrochenen Blut-Hirn-Schranke, wie dies bei ZNS-Tumoren
oder entzundlichen ZNS-Prozessen der Fall ist. Andererseits haben wir keine
Korrelation zwischen Serum- und Liquorkonzentrationen von CXCL12 und dem
Ausmald der Bluthirnschrankenstorung gefunden, was fur die Produktion von CXCL12
im ZNS spricht. Abgesehen von Lymphomzellen sind Endothelzellen der Tumorgefalle
und reaktive Gliazellen potentielle Quellen des Chemokins im ZNS. *?

Eine Limitation der vorliegenden Arbeit ist der potentielle Einfluss der Kortikosteroide
auf die gemessenen Chemokinkonzentrationen. Dies ist ein haufiges Problem bei
Diagnostikstudien bei ZNSL, die aufgrund ihres schnellen und aggressiven Wachstums
eine bedrohlich rasch voranschreitende klinische Symptomatik verursachen konnen, die
wiederum die behandelnden Arzte zu Kortikosteroidgabe veranlasst, haufig noch bevor
der diagnostische Prozess abgeschlossen ist. Eine Herunterregulierung der Chemokin-
Expression durch Kortikosteroide wurde beschrieben. ** ** Gegen die Verfilschung
unserer Ergebnisse durch Kortikosteroide spricht allerdings, dass wir keine Korrelation
zwischen der Vorbehandlung mit Kortikosteroiden und der Chemokinkonzentrationen im
Liquor fanden. Lediglich CXCL12-Konzentrationen im Serum waren bei Patienten, die
mit Kortikosteroiden vorbehandelt waren, etwas niedriger, was moglicherweise den anti-

inflamatorischen Effekt der Kortikosteride wiederspiegelt.

Insgesamt erscheint unseren Ergebnissen und den nachfolgenden Erkenntnissen
zufolge das Chemokin CXCL13 ein vielversprechender diagnostischer und
prognostischer Marker bei ZNSL zu sein, dessen Wertigkeit durch weitere Studien

untermauert werden sollte.
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5. Zusammenfassung

Unter der Annahme, dass das durch Chemokine regulierte Homing von Lymphozyten
ins ZNS eine wichtige pathogenetische Rolle bei ZNSL spielen konnte, untersuchten wir
die Konzentration der Chemokine CXCL12 und CXCL13 im Liquor und Serum von
Patienten mit ZNSL und verglichen diese mit Kontrollpersonen.

Analysiert wurden Proben von insgesamt 30 Patienten mit einem ZNSL: 23 mit
primarem und 7 mit sekundarem ZNSL. Die Kontrollgruppe bestand aus 40 Patienten:
10 mit einem anderen ZNS-Malignomen und 30 ohne eine maligne ZNS-Erkrankung (7
mit systemischem Lymphom, 3 mit einem anderen systemischen Tumor, 12 mit
Normaldruckhydrozephalus, 4 mit Demenz und 4 mit Ausschluss einer entzindlichen
ZNS-Erkrankung). Die Messungen der CXCL12- und CXCL13-Konzentrationen wurden
mittels ELISA durchgefuhrt. Um den Schweregrad der Bluthirnschrankenstorung
einzuschatzen, wurde der Liquoralbumin/Serumalbumin-Quotient (Qap) bestimmt.
CXCL12-Konzentrationen im Serum und im Liquor unterschieden sich nicht zwischen
den ZNSL-Patienten und der Kontrollgruppe. Fur CXCL13 fanden sich niedrige
Serumspiegelkonzentrationen in allen Patientengruppen, die Konzentrationen im Liquor
waren dagegen bei den ZNSL-Patienten mit median 468 pg/ml (range 41-1384)
signifikant hoher als bei den Patienten mit einem anderen ZNS-Malignom mit median 6
pg/ml (range 0-601), p=0,0005; und bei Patienten ohne ein ZNS-Malignom mit median 8
pg/ml (range 0-187), p<0,0001. Es fand sich keine Korrelation zwischen den
Chemokinkonzentrationen im Liquor und Serum. Die CXCL13-Konzentration im Liquor
bei den ZNSL-Patienten korrelierte mit dem Ausmal} der Bluthirnschrankenstorung
(r=0,66; p=0,003). Diese Ergebnisse sprechen fur die Produktion von CXCL13 durch die
ZNSL und unterstutzen die Hypothese zu dem pathogenetischen Beitrag des
Chemokins bei dieser Erkrankung.

Die Messung der CXCL12- und CXCL13-Konzentration im Liquor im Verlauf der
Krankheit bei 7 ZNSL-Patienten ergab einen Abfall der Konzentration bei 5 Patienten,
die auf die Therapie angesprochen haben, und einen Anstieg bei 2 Patienten mit
Progress unter Therapie. CXCL13 konnte somit die Tumorlast widerspiegeln und
moglicherweise als prognostischer Marker bei ZNSL dienen.
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