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1 Einleitung

1.1 Das Auge

1.1.1 Anatomie und Physiologie

Der Augapfel (Bulbus oculi) sitzt zusammen mit den sechs Augenmuskeln und
seinen Leitungsbahnen in der knéchernen Orbita des Schadels. Die
Leitungsbahnen zur Versorgung des Auges (Tabelle 1) treten durch die Fissura

orbitalis superior und inferior und den Canalis opticus in die Orbita ein(1,2).

Tabelle 1: Die kndcherne Orbita

Offnung Inhalt
Canalis opticus N. opticus, A. ophthalmica
Fissura orbitalis superior N. oculomotorius, N. trochlearis, N.

abducens, N. ophthalmicus, V.

ophthalmica superior

Fissura orbitalis inferior N. zygomaticus, N. infraorbitalis, A.

infraorbitalis, V. ophthalmica inferior

Die Tabelle zeigt die drei wichtigsten Offnungen der knéchernen Orbita und die jeweils hindurchziehenden
Leitungsbahnen(1,2).

Das Auge wird durch vier gerade (M. rectus superior und inferior, M. rectus medialis
und lateralis) und zwei schrage Augenmuskeln (M. obliquus superior und inferior)
bewegt. Fast alle Augenmuskeln werden durch den N. oculomotorius innerviert.
Ausgenommen sind der M. rectus lateralis, welcher vom N. abducens innerviert

wird, und der M. oliquus superior, welcher vom N. trochlearis innerviert wird(1,2).

Das Auge selbst lasst sich durch die Linse (Lens) in den vorderen und den hinteren
Augenabschnitt gliedern. Zum vorderen Augenabschnitt gehort die Hornhaut
(Kornea), die Bindehaut (Sklera), die vordere und die hintere Augenkammer, der
Ziliarkdrper (Corpus ciliaris), die Regenbogenhaut (Iris) und die Linse. Zum hinteren
Augenabschnitt gehéren der Glaskorper (Corpus vitreum), die Aderhaut
(Choroidea) und die Netzhaut (Retina)(1,2).



Der Glaskorper ist die grofdte Struktur des Bulbus oculi und dient zu dessen
Formerhaltung. Weil er nahezu vollstandig aus Wasser (99%), Hyaluronséaure und

kollagenen Fasern besteht, ist der Glaskorper durchsichtig(1,2).

Die Retina besteht aus zehn Schichten, welche sich gut unter dem Mikroskop
betrachten lassen (Abb. 1). Von aufRen nach innen sind dies das retinale
Pigmentepithel, die Photorezeptorzellen, die &ufRere Grenzschicht, die &aul3ere
nukleére Schicht, die ul3ere plexiforme Schicht, die innere nukledre Schicht, die
innere plexiforme Schicht, die Ganglienzellschicht, die Nervenfaserschicht und die
innere Grenzschicht. Die Axone der Ganglienzellen vereinigen sich zum N. opticus.
Dort, wo dieser aus der Netzhaut austritt, befindet sich der blinde Fleck. Fur den
Seheindruck muss das durch die Kornea und die Pupille in das Auge einfallende
Licht folglich alle Schichten der Retina durchqueren, bevor es auf die
Photorezeptorzellen trifft. Im Bereich der Fovea centralis befinden sich keine
Blutgefalie in der Retina, sodass dort der Punkt des scharfsten Sehens lokalisiert
ist. Hier kann das Licht fast ungehindert auf die Photorezeptorzellen treffen, welche
das elektromagnetischen Signal des Lichts in biochemische Signhale umwandeln.
Diese Informationen gelangen Uber den zweiten Hirnnerv, den N. opticus, zum

visuellen Cortex des Gehirns(1,2).

Abb. 1: Die zehn Schichten der Retina
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Zu sehen ist die Histologie der Retina (Azan-Farbung, Vergréerung 200-fach). Die 10 Schichten der Retina
sind an der rechten Seite beschriftet. An die Choroidea grenzt das Pigmentepithel, gefolgt von der Schicht der
Stébchen und Zapfen, der &u3eren Grenzschicht, der &uReren Kdrnerschicht, der &ueren plexiformen Schicht,
der inneren Kdrnerschicht, der inneren plexiformen Schicht, der Ganglienzellschicht, der Nervenfaserschicht
und der inneren Grenzschicht. Letztere grenzt an den Glaskorper(3).



Die Choroidea besteht aus drei verschiedenen Schichten, in denen sich Nerven und
Gefal3e befinden. Diese gefalRreiche Struktur dient der Versorgung des retinalen
Pigmentepithels und der Photorezeptorzellen. Zudem gehort zur Choroidea die
Bruch-Membran, welche keine Leitungsbahnen enthélt. Sie ist Teil der Blut-Retina-
Schranke, welche aus einer inneren und einer aul3eren Schicht besteht. Die innere
Schicht bildet sich aus Endothelzellen, welche mit Tight Junctions verbunden sind.
Diese wird auch Lamina choroidocapillaris der Aderhaut genannt. Die aulRere
Schicht besteht aus verbundenen Epithelzellen des retinalen Pigmentepithels(1-3).

Das Auge ist folglich ein abgeschlossenes Kompartiment. Dadurch ist das Auge,
genau wie das Gehirn, die Hoden und die Plazenta, ein immunprivilegiertes
Organ(4—-6). Die ursprungliche Definition des Immunprivilegs grindete sich auf der
Beobachtung, dass in diesen Organen im Gegensatz zu nicht-immunpriviligierten
Organen korperfremde Transplantate nicht abgesto3en werden(7). Daraus folgt,
dass in immunpriviligierten Organen zum einen bestimmte vulnerable Zelltypen wie
z.B. Neurone nicht durch eine Immunreaktion erkannt und zerstort werden. Zum
anderen konnen immunpriviligierte Organe aber auch Tumorzellen die Mdglichkeit

der Immunevasion bieten(8).

1.1.2 Maligne Lymphome und deren Einteilung

Maligne Lymphome sind hamatologische Neoplasien und lassen sich in Hodgkin-
(etwa 10%) und Non-Hodgkin-Lymphome (NHL, etwa 90%) einteilen(9). Beim
Hodgkin-Lymphom (Erstbeschreibung 1832 von Thomas Hodgkin) lassen sich
mikroskopisch Hodgkin- und Sternberg-Reed-Zellen nachweisen(10,11). Diese
Zellen finden sich beim NHL nicht. NHL sind eine sehr heterogene Gruppe mit
unterschiedlichen Eigenschaften(12). Sie machen wungefahr 4% aller
Krebsneuerkrankungen in Deutschland aus (ca. 18.500 Neuerkrankungen im Jahr
2018)(13). Die NHL sind zu ca. 90% B-Zell- und zu ca. 10% T-Zell-Lymphome. B-
Zell-NHL-Lymphome tragen, wie viele andere B-Zell-Neoplasien auch, unter
anderem den B-Zell-Marker CD20 als charakteristisches Merkmal(14). Weiterhin
unterteilt werden diese Untergruppen in indolente und aggressive Formen. Das
haufigste NHL ist das diffus grof3zellige B-Zell-Lymphom, welches zu den

aggressiven NHL gezahlt wird und 25-30% aller NHL ausmacht. Das zweithaufigste



NHL ist das follikulare Lymphom, welches zu den indolenten NHL gehdrt. Es macht
etwa 15-20% aller NHL aus(11,15).

Eine genauere Einteilung erfolgt tUber die WHO Classification of Lymphoma
(Revision 2016). Darin werden Lymphome in fiinf grof3e Gruppen eingeteilt: B-Zell-
Neoplasien, T-Zell und NK-Zell-Neoplasie, Hodgkin-Lymphome, lymphoproliferative
Stérungen nach Transplantation (PTLD) und histiozytischen sowie dendritischen
Neoplasien. Je nach klinischer Prasentation werden diese Gruppen weiter unterteilt.
Zu diesen Untergruppen gehéren unter anderem die disseminierten, die primar
nodalen und die primar extranodalen Lymphome. Primar bedeutet dabei, dass das
Lymphom als Erstes am jeweiligen Ort entstanden ist. Sekundare Lymphome sind
meist systemische, disseminierte Lymphome, die sich im gesamten Korper
ausbreiten. Anhand ihrer morphologischen und immunphenotypischen

Charakteristika werden die Lymphome in diese Gruppen eingeteilt(16).

1.1.3 Stadieneinteilung von Lymphomen

Die Stadieneinteilung der malignen Lymphome erfolgt mit Hilfe der Ann-Arbor-
Klassifikation, welche 1971 in der gleichnamigen Stadt Ann Arbor, Michigan, USA
entwickelt wurde(17). Ursprunglich wurde die Klassifikation nur fir Hodgkin-
Lymphome entwickelt, sie ist aber auch fur das Staging von NHL geeignet(18), so
auch fur Lymphome des Auges(19). Die Klassifikation richtet sich dabei vorrangig
nach befallenen Lymphknotenstationen und extranodalem Befall, enthalt jedoch
keine Information zum Grading der Tumoren. Das Staging von NHL ist besonders
fur die spatere Therapieentscheidung von Bedeutung(19). In der nachfolgenden

Tabelle 2 sind die einzelnen Stadien aufgelistet und erklart.



Tabelle 2: Darstellung der Ann-Arbor-Klassifikation

Stadien

Stadium | Befall einer Lymphknotenregion oder eines extranodalen
Herdes

Stadium 1l Befall 22 Lymphknotenregionen auf einer Seite des
Zwerchfells oder lokalisierter Befall eines
extralymphatischen Organs mit Befall >1
Lymphknotenregionen auf derselben Seite des
Zwerchfells

Stadium 1l Befall von Lymphknotenstationen auf beiden Seiten des
Zwerchfells ggf. mit Befall eines extralymphatischen
Organs oder der Milz oder beidem

Stadium IV Disseminierter Befall von = 1 extralymphatischen
Organen mit oder ohne Lymphknotenbefall

Zusatze

A Ohne B-Symptomatik (Fieber, Nachtschweil3,
Gewichtsverlust)

B Mit B-Symptomatik

E Mit extranodalem Befall

S Mit Befall der Milz

X ,Bulky disease“: der Tumor misst mehr als 10cm oder das

Mediastinum entspricht > 1/3 des Thoraxdurchmessers

Zu sehen sind in dieser Tabelle die Stadien der Ann-Arbor-Klassifikation sowie deren Zusatzbezeichnungen mit

der jeweiligen Erklarung(17).

1.1.4 Lymphome des Auges

Tumorerkrankungen des Auges sind insgesamt selten(20). Auch extranodale

Lymphome kdnnen das Auge befallen. Von allen Lymphomerkrankungen sind rund

30% extranodale Lymphome, von denen wiederum ca. 10% im Auge auftreten

kbénnen. Dabei treten Lymphome in etwa 90% periokuldr und in unter 10%

intraokulér auf.(21,22) Am héaufigsten handelt es sich um B-Zell Non-Hodgkin-

Lymphome, T-Zell-Lymphome sind hingegen sehr selten(23).




Intraokuléare Lymphome (Abb. 2) lassen sich anhand ihrer anatomischen
Lokalisation in retinale und uveale Lymphome einteilen. Zu den uvealen
Lymphomen gehodren choroidale Lymphome, iridiale Lymphome und Lymphome
des Ziliarkorpers. Zu den retinalen Lymphomen gehdren die isoliert die Retina oder
den Glaskorper betreffenden Lymphome. Weiterhin dazu zahlt das beide Strukturen
befallende primare vitreoretinale Lymphom (PVRL), welches zu den haufigsten

primar intraokularen Lymphomen z&hlt(21,22,24,25).

Abb. 2: Die Einteilung intraokulérer Lymphome
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Die Abbildung zeigt eine schematische Einteilung intraokuldarer Lymphome. Retinale Lymphome betreffen
entweder isoliert die Retina bzw. den Glaskorper oder treten als primares vitreoretinales Lymphom auf. Uveale
Lymphome infiltrieren entweder den Ziliarkérper, die Choroidea oder die Iris. Die beiden Letzteren lassen sich
weiter in primére und sekundéare Lymphome einteilen(22,24).

1.2 Das primare vitreoretinale Lymphom

1.2.1 Definition

Das PVRL ist ein aggressives, seltenes Non-Hodgkin-Lymphom, dennoch gehort
es zu den haufigsten primaren okuldren Lymphomen. Zu 98% wird ein Lymphom
vom Typ des diffus grof3zelligen B-Zell-Lymphoms (DLBCL) nachgewiesen,
Lymphome vom T-Zell-Typ sind sehr selten(26). Das PVRL ist mit dem priméren
zentralen Nervensystem Lymphom (PZNSL) eng verwandt bzw. gilt als

Erscheinungsform des PZNSL im Auge. Dieses macht 4-6% aller Hirntumore
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aus(27,28). 20% der Patienten, die an einem PZNSL erkrankt sind, entwickeln auch
ein PVRL. Umgekehrt entwickeln 80% der Patienten, die an einem PVRL erkrankt
sind, auch im Krankheitsverlauf ein PZNSL(29-31).

1.2.2 Epidemiologie und prognostische Faktoren

Das primare vitreoretinale Lymphom ist eine seltene maligne priméare
Lymphomerkrankung des Auges. Die Inzidenz wird mit ca. 0,05-0,5 / 100.000
Einwohner pro Jahr angegeben, kann aber auf Grund der Seltenheit der Erkrankung
nur geschatzt werden(22,32,33). Dennoch gehdrt das PVRL zu den haufigsten
priméren intraokularen Lymphomen(27). Auf Grund der ZNS-Beteiligung hat das
PVRL eine sehr schlechte Prognose(34). Die 1-Jahres-Uberlebensrate beim ZNS-
Befall durch ein PVRL betragt 25-40%. Die mittlere Uberlebensrate fiir das isolierte
PVRL betragt 57 Monate. Das PVRL ist eine Erkrankung des &alteren Menschen mit
einem Durchschnittsalter von 60 Jahren(26,34). Beide Geschlechter sind etwa
gleich haufig betroffen(34).

Es sind kaum Risikofaktoren fiir das PVRL bekannt. Das PVRL kann aber im
Rahmen einer Immunsuppression durch eine HIV- oder EBV-Infektion auftreten und
wird dann als getrennte Erkrankung betrachtet(35,36). Dennoch steigt die Inzidenz

des PVRL auch bei immunkompetenten Personen lber die letzten Jahre an(37).

1.2.3 Symptome

Das PVRL zeigt in 60-90% der Féalle eine bilaterale Symptomatik, doch gerade zu
Symptombeginn kdénnen die Beschwerden auch einseitig vorliegen(31,34). Die
Diagnose des PVRL ist haufig durch unspezifische Befunde bzw. durch das
Masquerade-Syndrom im Sinne des Vortauschens einer unklaren intraokularen
Entzindung, wie z.B. einer Uveitis, erschwert(35). Im Mittel dauert es von

Symptombeginn bis hin zur Diagnose 6 bis 12 Monate(26).

Zu den eher unspezifischen Symptomen z&hlen Verschwommensehen,
Visusverlust und Glaskoérpertriibungen(22,32). Systemische Symptome und eine B-
Symptomatik treten selten auf. Bei einer ZNS-Beteiligung kommt es zur Ausbildung
neurologischer Symptome. Haufig entwickeln Patienten eine

Personlichkeitsveranderung, welche durch die Lokalisation des PZNSL im



Frontallappen erklart wird(26). Aber auch eine diffuse Beteiligung des ZNS ist
typisch fur PZNSL(37).

1.2.4 Diagnostik

Die Diagnose des PVRL ist oftmals langwierig und schwierig, da es wie ,ein
Chamaleon® verschiedene andere Erkrankungen imitieren kann und daher auch als

Maskerade-Syndrom bezeichnet wird(26,37).

Funduskopisch kénnen lymphomatdse Ablagerungen um retinale Blutgefalie eine
Vaskulitis vortauschen. Auch kdnnen weitere cremefarbene Ablagerungen retinal,
subretinal oder im retinalen Pigmentepithel (RPE) stark an Drusen erinnern (Abb.
3). Die Lymphomzellen kénnen sich zudem im subretinalen Raum ansammelin,
wobei sie selten die Bruchmembran passieren. In der Fluorescein-Angiographie
(FAG) konnen die genannten Veranderungen als sog. ,Leopardenmuster®
imponieren. RPE-Verdnderungen lassen sich auch in der okularen

Koharenztomographie (OCT) nachweisen(26).

Abb. 3: Fundusaufnahme einer Patientin mit PVRL

Auf dieser Fundusaufnahme einer Patientin mit primérem vitreoretinalen Lymphom sind inselartige Aufhellung
Uber den gesamten Fundus zu sehen, die eine Lymphomzellinfiltration der Retina darstellt.



Die malignen Zellen kénnen weiterhin in den Glaskdrper gelangen, wo sie wie ein
Schleier die Funduskopie erschweren kdonnen. Die Glaskdrperbeteiligung, die bei
50-100% der Patienten auftritt, gilt beim PVRL als die haufigste klinische
Manifestation(26,34,38). Auch in der Vorderkammer konnen solche Zell-Aggregate
nachgewiesen werden, weshalb falschlicherweise an eine Uveitis gedacht werden
kann. Sollten sich die Zellen im trabekularen Maschenwerk ansammeln, kdnnen sie

zu einem sekundéaren Glaukom fuhren(37).

Der Goldstandard zur Diagnose eines PVRL ist der Nachweis von Lymphomzellen
intraokular. Dazu bietet sich die diagnostische Vitrektomie an, da diese deutlich
geringere operative Risiken aufweisen als eine retinale Biopsie(29,39). Vor einer
Vitrektomie ist wichtig, dass eine Therapie mit Kortikosteroiden reduziert bzw.

ausgeschlichen wird, da diese die Zahl der Lymphomzellen reduzieren kann(26).

Zur Beurteilung einer moglichen ZNS-Beteiligung sollte zusétzlich ein kraniales
MRT angefertigt werden. Bei einer ZNS-Beteiligung lassen sich in der T2-Wichtung
iso- bis hypointense Lasionen nachweisen, die meist von einem Odem umgeben

sind und stark Kontrastmittel anreichern(35).

1.2.5 Immunphenotypische und molekulargenetische

Eigenschaften
Mit Hilfe von zytologischen und histopathologischen Verfahren kdnnen
Lymphomzellen auf Grund ihres typischen Expressionsmusters identifiziert werden.
Histologisch zeigen sich groRe Zellen, mit groRen unregelméRig geformten
Zellkernen und auffalligen Nukleoli. Zuséatzlich finden sich viele nekrotische Zellen,
da Lymphomzellen auferst instabil sind(40,41). Zu den molekularbiologischen
Markern gehoéren die B-Zell-Marker CD20 und CD79a sowie Bcl-2, Bcl-6,
MUM1/IRF4 und CD10(42). CD20 ist ein typisches Oberflachenprotein auf B-
Lymphozyten (aufRer auf enddifferenzierten Plasmazellen), wird aber auch auf
malignen B-Zellen exprimiert. Dabei schwankt die Expressionsstarke zwischen den
einzelnen Lymphomentitaten stark. DLBCL  zeigen die hochste
Oberflachenexpression von CD20. Die Funktion von CD20 bleibt bis heute
ungeklart(14). CD79a ist ebenfalls ein Oberflachenprotein, welches von B-Zellen
gebildet wird und vom DLBCL exprimiert wird. CD79a bindet an CD79b und bildet
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so den B-Zell-Rezeptor (BCR), welcher an der humoralen Immunantwort beteiligt
ist(43). CD79a und CD20 sind somit beide B-Zell-Marker, die haufig zusammen fur
eine Immunmarkierung von (malignen) B-Zellen verwendet werden(44). Bcl-2 ist ein
regulatorisches Protein bei der Apoptose von Zellen, Bcl-6 wirkt regulierend bei der
Keimzentrumsreaktion. Beide Proteine sind durch Chromosomentranslokation beim
DLBCL veréandert und fuhren so zur unkontrollierten Zellproliferation(45). Des
Weiteren zeigen die Lymphomzellen einen hohen Anteil des Proliferationsmarkers
Ki-67, welcher ebenfalls die Aggressivitat des PVRL widerspiegelt(46).

Zur Unterscheidung zwischen einem malignen Geschehen und einer reaktiven
Lymphozytose eignen sich zum einen Polymerase-Kettenreaktion-Untersuchungen
(PCR) der Zell-DNA und zum anderen die Bestimmung von Zytokinen im
Kammerwasser und Glaskoérper. Bei einem malignen Prozess wie dem PVRL zeigt
die PCR-Untersuchung eine Monoklonalitat der B-Zellen und zusatzlich Gen-
Rearrangements der Leichtketten Immunglobuline, wie es fur B-Zell-Lymphome
typisch ist. Ebenfalls erlaubt eine Erhebung des IL-10/IL-6-Quotienten eine
Unterscheidung zwischen malignem und entzindlichem Geschehen. Da B-
Lymphomzellen vermehrt IL-10 produzieren und inflammatorische Zellen vermehrt
IL-6 sezernieren, spricht ein Quotient von tber 1 fur das Vorliegen eines PVRL. Ein
Quotient von unter 1 spricht dagegen eher das Vorliegen einer Uveitis(26,41). Auf
Grund geringer Zellausbeute bei Glaskdrperbiopsien und der daraus resultierenden
hohen Falsch-Negativ-Rate werden zur Zeit weitere zellunabhangige diagnostische
Marker erforscht(34). Die Analyse von vitrealer micro Ribonukleinsaure (miRNA)
sowie der MYD88 Mutation in den Lymphomzellen stellen neue Optionen zur
Erhéhung der Diagnosesicherheit dar, die aktuell weiter erforscht werden
mussen(47,48).

1.2.6 Therapie

Bis heute gibt es auf Grund der Seltenheit der Erkrankung wenig Evidenz und daher
keinen international einheitlichen Konsens zur Therapie des PVRL(35). Die
derzeitigen Therapieempfehlungen fir das PVRL wurden 2011 von der
,international PCNSL Collaborative Group® erarbeitet(49). Die Therapie des PVRL

richtet sich nach dem Krankheitsstadium. Entscheidend ist der Befall (unilateral,
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bilateral) sowie das Auftreten einer ZNS-Beteiligung. Ziele der Behandlung sind die

vollstdndige Remission und die Erhaltung des Sehsinns(35).

Bei einem unilateral auftretendem PVRL ohne ZNS-Dissemination wird lokal mit
intravitrealen Injektionen von Methotrexat (MTX) und / oder dem Anti-CD20-
Antikdrper Rituximab behandelt. Alternativ kann eine systemische medikamentdse
Therapie und eine lokalisierte perkutane Strahlentherapie mit Dosen von 30-50 Gy
erfolgen. Auf Grund der hoheren okuldren Nebenwirkungsraten der Bestrahlung
bzw. der systemischen Nebenwirkungen bei der medikamentésen Therapie wird
jedoch bei gleicher Wirksamkeit die intravitrealen Therapie eher empfohlen(26).
Hohere Strahlendosen finden bei PVRL-Rezidiven Anwendung(33). Bei einem
bilateralen PVRL oder bei einer zusatzlichen ZNS-Beteiligung wird die lokale
Injektion von MTX / Rituximab mit einer systemischen Therapie, die in der Regel
Hochdosis-MTX beinhaltet, kombiniert. Zusatzlich kann am Auge gerade im

Rezidivfall eine bilaterale perkutane Bestrahlung erfolgen(25,26,33).

1.3 Pathogenese des primaren vitreoretinalen Lymphoms

Die Pathogenese des PVRL ist bis heute weitestgehend unverstanden. Es werden
verschiedene Hypothesen zur Lymphomentstehung diskutiert. Diese werden

nachfolgend erklart.

1.3.1 Hypothesen der Lymphomentstehung beim PVRL / PZNSL

Da das Gehirn und auch das Auge zu den immunpriviligierten Organen gehéren, ist
es eher unwahrscheinlich, dass die sog. primaren Lymphome PVRL bzw. PZNSL
tatsachlich primar dort entstehen, obwohl ihr Name dies suggeriert(4,5,50). Es
werden verschiedene Hypothesen zur Pathogenese des PVRL diskutiert(5): Es
besteht die Moglichkeit, dass Patienten ein sporadisches systemisches Lymphom
bekommen, dass sich Uberall im Koérper, auch im Gehirn, ausbreitet. Der Kérper
reagiert mit einer generalisierten Immunantwort und das Lymphom wird
zurlckgedrangt. Da das Gehirn aber zu den immunpriviligierten Organen gehort,
dort demnach kaum Immunzellen vorkommen, kann sich das Lymphom hier
ausbreiten. Gegen diese Theorie spricht aber, dass andere immunpriviligierte
Organe, wie z.B. der Hoden, nicht von diesem systemischen Lymphomtyp befallen

werden(51).
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Die zweite Hypothese besagt, dass eine normale Entzindung, eine Infektion oder
ein Trauma des ZNS Lymphozyten anlockt. Dort kdnnen sie entarten und ein
Lymphom kann entstehen. Allerdings zeigt sich bei Patienten mit ZNS-
Entziindungen nicht unbedingt eine erhdhte Inzidenz fur ZNS-Lymphome(52).

Die dritte Theorie geht davon aus, dass das Lymphom au3erhalb des ZNS entsteht
und dann mit Hilfe spezieller Zielmolekule in das ZNS disseminiert. Dieser Vorgang
wird Homing genannt. Diese Theorie wird durch Pasqualucci et al. (2018) ebenfalls
aufgenommen. Laut diesem Review entstehen DLBCL in Lymphfollikeln sekundér
lymphatischer Organe. Erklart wurde die These dadurch, dass sich die genetischen
Eigenschaften der B-Lymphome, die der Keimzentrumsreaktion unterlagen, sehr

ahneln und deshalb nur in einem Keimzentrum entstanden sein kénnen(53).

1.3.2 Homing von Lymphozyten und B-Lymphomzellen

Homing beschreibt das Wandern bzw. das Zurtickkehren von immunkompetenten
Lymphozyten in den Lymphfollikel bzw. in andere sekundare lymphatische Organe,
nachdem sie durch Gewebe gewandert sind. Im Follikel vermehren sich dann die
spezifisch gegen ein Antigen gerichteten Immunzellen(54,55). Der Begriff Homing
wird auch in der Onkologie — v.a. in der Erklarung der Pathogenese von primaren
ZNS-Lymphomen verwendet. Hier meint Homing das Wandern eines malignen
(meist B-Zell-) Klons in das ZNS, oder im Falle des von uns untersuchten PVRLSs in
das Auge(56-58).

Das Homing (Abb. 4) wird von vielen verschiedenen Rezeptor-Liganden-
Interaktionen vermittelt. Grob einteilen Iasst sich der Prozess in die vier Schritte:
Rollen, Aktivierung, Adhasion und Diapedese von Lymphozyten. Lymphozyten
wandern mit dem Blutstrom durch den Korper. Dabei kommt es zuerst durch
Selektine und deren Liganden zu lockeren Bindungen zwischen Lymphozyten und
GefalRendothel. Durch die Scherkrafte des Blutes werden diese Bindungen immer
wieder geldst und erneut geknupft. Dies wird auch als ,Rollen” der Lymphozyten am
GefalRendothel bezeichnet. Durch die Bindung von Chemokinen an ihren Rezeptor
kobnnen Lymphozyten wahrend des Rollens aktiviert werden. Durch das
Chemokinsignal verandern Integrine, die auf der Oberflache der Lymphozyten
sitzen, ihre Konformation und erhdhen die Affinitat zu ihren Liganden, die auf der
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Endotheloberflache sitzen. Nun ist eine feste Bindung zwischen Lymphozyten und
Endothel entstanden. Als Nachstes folgt die Diapedese der Lymphozyten durch das
GefalRendothel in das Gewebe. Die weitere Wanderung der Lymphozyten im
Gewebe erfolgt dann entweder zufallig oder aber anhand von
Konzentrationsgradienten chemotaktischer Substanzen, wie z.B. den Chemokinen.
Deren Konzentration ist am Ort ihrer Produktion, z.B. durch eine Entziindung oder

einen malignen Prozess, am hdchsten(59,60).

Abb. 4: Die Hypothese des Homings von malignen B-Lymphomzellen

Endothel Hypothese des
(e)® (@ [® (e e e)(® (® (®) Priméren vitreoretinalen Lymphoms

Rollen Aktivierung  Adhasion Diapedese Homing
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{/'\

Lymphknoten O

,@ Homing-Rezeptoren und Liganden Nachweis mittels doppelter

Immunfluoreszenzfarbung

s

.
A M
b A

erstellt mit Biorender.com

Maligne B-Zelle

CXCLx: CXC-Motif Ligand (z.B. CXCL12, CXCL13)

CXCRx: CXC-Motif Rezeptor (z.B. CXCR4, CXCR7, CXCR5)
CDx: Cluster of differentiation (z.B. CD20, CD44)

HA: Hyaluronséaure

Dargestellt ist eine schematische Abbildung, welche den Weg der B-Lymphomzelle anhand von
Chemokingradienten in das Auge illustriert. Am wabhrscheinlichsten ist es, dass Lymphomzellen im
Lymphknoten entstehen. Die Zellen verlassen diesen und gelangen in die Blutbahn, welche sie genau wie
Lymphozyten verlassen. Dieser Prozess besteht aus den Schritten Rollen, Aktivierung, Adhé&sion und
Diapedese durch das Endothel. Die Aktivierung erfolgt durch Bindung von Chemokinen an
Chemokinrezeptoren. Im Gewebe erfolgt die Wanderung dann anhand von Chemokingradienten zum Ort der
hdchsten Chemokinkonzentration. Dies kann z.B. das Auge sein. Dort infiltrieren die Lymphomzellen vorrangig
den Glaskorper und die Retina, wodurch das PVRL entsteht. Fir diesen Prozess, der Homing genannt wird,
sind besonders vier Homing-Rezeptoren interessant: CXCR4, CXCR5, CXCR7 und CD44. CXCL12 kann
sowohl an CXCR4 und CXCRY7 binden, wobei letzterer ein negativer Regulator von CXCR4 ist. CXCL13 ist der
Ligand von CXCR5. Der Ligand von CD44 ist die Hyaluronsaure (HA). Wir vermuten, dass CD20-positive
Lymphomzellen die genannten Rezeptoren ko-exprimieren. Dies wollen wir mit doppelten indirekten
Immunfluoreszenzfarbungen nachweisen. (Diese Abbildung wurde als Graphical Abstract von der Doktorandin
selbst erstellt und im Rahmen des Graphical Abstract Contest des Universitédren Cancer Centers Schleswig
Holstein (UCCSH) mit dem 3. Platz pramiert(61).)
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1.3.3 Tiermodelle fir das PVRL

Die Pathogenese des primaren vitreoretinalen Lymphoms ist bis heute
weitestgehend ungeklart. Studien am Menschen gestalten sich schwierig, da das
PVRL eine sehr niedrige Inzidenz aufweist. Zuséatzlich sind in Glaskérperproben
meist sehr wenige bis keine Lymphomzellen vorhanden. Hinzu kommt, dass die
malignen Zellen sehr instabil sind und sich schwer anziichten lassen. All dies fuhrte
zu der Entwicklung von verschiedenen Tiermodellen (Tabelle 3) zur Erforschung
der Pathogenese der PVRL. Die meisten Tiermodelle basieren auf T-
Lymphomzellen, B-Zell-Modelle sind seltener. Touitou et al. und Aronow et al.
haben verschiedene Tiermodelle fir das PVRL zusammengefasst(62,63). Wichtig
ist zu erwahnen, dass in einigen Quellen noch von primaren intraokularen
Lymphomen (PIOL) geschrieben wird. Nach heutiger Nomenklatur ist diese
Bezeichnung nicht mehr aktuell, daher wird hier immer der Begriff PVRL genutzt.

Die Modelle werden nachfolgend kurz erklart.

Das erste Mausmodell fur T-Zell-Lymphome entwickelten Assaf et al. (1997). Sie
konnten zeigen, dass T-Lymphomzellen in neugeborenen M&ausen in die Augen und
das Gehirn gelangen, und dort PVRL bzw. PZNSL induzierten(64). Hochman et al.
(2001) konnten in ihrem Mausmodell zeigen, dass T-Lymphomzellen, welche
intraperitoneal gespritzt wurden, in die Augen und das Gehirn der Mause homen.
Dabei gelangten die malignen T-Zellen Uber die Hirnnerven bzw. den Plexus
choroideus in das Gehirn, wo sie sich diffus ausbreiten. Von dort gelangen die
Lymphomzellen retrograd tber den N. opticus in das Auge. Uber das Chiasma
opticum kann auch das kontralaterale Auge erreicht werden(56). Chan et al. (2005)
nutzten die gleichen T-Zell-Linien, welche in diesem Mausmodell intravitreal
gespritzt wurden. Auch hier entwickelten die Tiere PVRL(65). Allerdings beziehen
sich all diese ersten Mausmodelle auf T-Zell-Lymphome, welche nur etwa 10% der
PVRL ausmachen. In all diesen Modellen wurden murine T-Lymphomzellen in
BALB/c-Mause (Wortverknipfung aus Bagg (Erstbeschreiber Healsy J. Bagg 1913)
und Albino(66)) injiziert.

Li et al. (2006) entwickelten ein neues xenogenes Mausmodell, in dem humane B-
Lymphomzellen SCID-Mausen intravitreal gespritzt wurden. SCID steht fur ,severe

combined immunodeficiency®. Die Mause entwickeln eine schwere
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Immunschwache bedingt durch eine eingeschrankte B- und T-Zellfunktion(67).
Auch in diesem Modell entwickelten die Mausen PVRL(68). Da in diesem SCID-
Maus-Modell die Mikroumgebung des Tumors und die Rolle des adaptiven
Immunsystems nicht gut beurteilt werden konnten, entwickelten Touitou et al. (2007)
ein neues B-Lymphom-Mausmodell, das mit immunkompetenten adulten BALB/c
Mausen arbeitet. Die murinen B-Lymphomzellen wurden intravitreal gespritzt,
woraufhin die Mause PVRL entwickelten(69). Mineo et al. (2008) entwickelten ein
xenogenes B-Lymphom-Mausmodell zur Testung von einer intravitrealen
Rituximab-Therapie. Daftir wurden humane DLBCL-Zellen sowohl intravitreal als
auch direkt in das Gehirn von 6 Wochen alten C3H/HeN-Mausen (Kreuzung aus
weiblichen BALB/c- und mannlichen DBA-M&usen) injiziert. Auch in diesem Modell
entwickelten die Mause nach wenigen Wochen PVRL bzw. PZNSL(70). Auch Ben
Abdelwahed et al. (2013) entwickelten ein Mausmodell zur Uberprifung einer
Therapie mit dem CD20-Antikérper Ublitiximab. In diesem Modell erfolgte bei
weiblichen, 6-8 Wochen alten BALB/c-Mausen sowohl eine intravitreale als auch
eine intrazerebrale Injektion mit murinen B-Lymphomzellen. Die Mause
entwickelten daraufhin ebenfalls PVRL bzw. PZNSL(71).

Tabelle 3: Mausmodelle fir PVRL bzw. PZNSL

Autor Maus Zellen Injektion
Assaf et al. (1997) BALB/c Murine T-Lymphomzellen | intraperitoneal
(S49)
Hochman et al. (2001) Murine T-Lymphomzellen (H2¢
Chan et al. (2005) Rev-2-T-6 aus S49) intravitreal
Li et al. (2006) SCID Humane B-Lymphomzellen
(CA46)

Touitou et al. (2007) | BALB/c Murine B-Lymphomzellen (H2¢
IIA1.6 aus A20-2J)

Mineo et al. (2008) C3H/HeN | humane B-Lymphomzellen | Intravitreal
(DLBCL, 38C13 CD20-positiv) | intracerebral

Ben Abdelwahed et | BALB/c Murine B-Lymphomzellen
al. (2013) (A20.11A-GFP)

Diese Tabelle fasst die im Textabschnitt 1.3.3. erklarten Mausmodelle fur das primére vitreoretinale Lymphom
bzw. primére ZNS Lymphome zusammen. Modifiziert nach: Touitou et al. und Aronow et al.(62,63)
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Wir nutzen ein neues Patient-derived-Xenograft (PDX) B-Zell-Lymphom-
Mausmodell, in dem Tumorbiopsien humaner zerebraler B-Zell Lymphome in
immunsupprimierte Mause orthotop (intracerebral) oder heterotop (subkutan,
intrasplenisch, intraperitoneal, intraveno®s) injiziert werden und dann in einem Tell
der Falle Lymphommanifestationen innerhalb des ZNS ausbilden(72). Dies erlaubt
als erstes Mausmodell genaue Untersuchungen des Homings von humanen CD20-

positiven B-Lymphomzellen und wird im Methodenteil weiter beschrieben.

1.3.4 Chemokin-Rezeptoren CXCR4, CXCR5, CXCR7, CD44

Auf molekularer Ebene gibt es viele Rezeptoren und Liganden, die ein Homing der
Zellen vermitteln konnten (Tabelle 4). Besonders interessant sind dabei die
Chemokine und ihre Rezeptoren. Dabei sind die CXCR4-CXCR7-CXCL12 und die
CXCR5-CXCL13-Achse besonders relevant fur das B-Zell-Homing.

Tabelle 4: Ort der Expression von Chemokin-Rezeptoren und deren Liganden

Rezeptor Exprimiert von:

CXCR4 Eher ubiquitares Expressionsmuster: Stammzellen (z.B.
hamatopoietische Stammzellen, epitheliale Stammzellen,
retinales Pigmentepithel Stammzellen) und Krebszellen
(Leukdmie, Lymphome, Hirntumore und andere solide
Tumoren)(59,73-76)

im Auge: Endothel, RPE, Photorezeptorzellen(77)

CXCR5 reife B-Zellen, T-Helfer-Zellen(59,78)

CXCR7 Gehirn, Herz, Niere, Leber; Astrozyten, neutrophile
Granulozyten(59,79)

CD44 Eher ubiquitdres Expressionsmuster: T-Zellen, B-Zellen,

Monozyten,  Granulozyten, Erythrozyten, Epithelzellen,
Fibroblasten, Tumorzellen(59,80-82)

Ligand Exprimiert von:

CXCL12 Lymphknoten, Knochenmark, Milz, Neuronen, meningeale
Zellen, Endothel; aber weder ZNS noch Lymphozyten(74—76)

im Auge: Endothel, RPE, Photorezeptorzellen(77)
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CXCL13 Follikulardendritische Zellen in Lymphknoten, Milz und anderen
sekundéare lymphatische Organen; aber weder ZNS noch
Lymphozyten(75,83)

im Auge: Retina, RPE, Endothel(84)

Hyaluronsaure | ubiuitéares Expressionsmuster: Hauptbestandteil der
(Hyaluronan) | Extrazellularmatrix, synthetisiert durch Hyaluronan-Synthasen in
der Plasmamembran von nahezu allen Zelltypen, auch von
Krebszellen(82,85)

Diese Tabelle zeigt die Orte der Expression der Rezeptoren CXCR4, CXCR5, CXCR7 und CD44 sowie ihren
Liganden CXCL12, CXCL13 und Hyaluronsaure.

1.3.4.1 Rezeptoren CXCR4 und CXCR7

CXCR4 wird vor allem von Lymphozyten, aber auch von vielen Organen, wie z.B.
dem Gehirn, exprimiert. Die Organe exprimieren den Rezeptor vermehrt unter
hypoxischen Bedingungen, aber auch wenn sie verletzt bzw. pathologisch veréndert
sind. Der Chemokin-Ligand CXCL12 ist ein homdostatisches Chemokin und dient
u.a. in der Embryonalentwicklung als Wachstumsfaktor. Er wird auch vom Gehirn
und von vielen anderen Organen ausgeschittet. Stimulus hierfur ist die Hypoxie,
ein Gewebeschaden oder auch ein Wachstumsstopp. Durch das Zusammenspiel
von Rezeptor und Ligand kommt es zur Chemotaxis, aber auch zur Angiogenese

und Proliferation.

CXCR4 ist ein Gi-Protein-gekoppelter Rezeptor. Durch die Bindung von CXCL12
dissoziieren die einzelnen Untereinheiten. Die alpha-Untereinheit kann bestimmte
Proteinfamilien aktivieren, die letztendlich tber den MEK1/2-ERK1/2-Signalweg zur
Chemotaxis fuhren. Die beta-gamma-Untereinheit kann die Phospholipase C (PLC)
aktivieren, die wiederum Uber den MEK-Signalweg zur Chemotaxis fuhrt. Diese
Untereinheit kann auch Phosphoinositid 3-Kinase (PI3K) aktivieren, die ihrerseits
wiederum eine andere Proteinfamilie aktiviert, welche wiederum zur Chemotaxis
fuhrt. Alle Signalwege fuhren dazu, dass F-Aktin schnell polymerisiert und so eine
Zellbewegung initiiert wird. Durch Ligandenbindung kénnen indirekt auch Integrine
aktiviert werden. Diese sind ebenfalls fir das Homing verantwortlich. Nach
Ligandenbindung wird die Signalkaskade normalerweise schnell gestoppt. Durch
Phosphorylierung des intrazellularen C-Terminus wird die beta-Arrestin- und

Clathrin-mediierte Endozytose des Rezeptors angestof3en. CXCL12 kann auch an
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CXCR7/ACKR3 bhinden, welches beta-Arrestin aktiviert, welches den Rezeptor
CXCR4 direkt hemmt. Damit ist CXCR7, dessen Affinitat zu CXCL12 10-mal héher
ist als die von CXCR4, ein negativer Regulator von CXCR4(74,76,86).

1.3.4.2 Rezeptor CXCR5

Der Rezeptor CXCRS5 ist eher spezifisch fur B- und T-Lymphozyten. Sein Ligand
CXCL13 wird von follikular-dendritischen Zellen in Lymphknoten, Milz und anderen
sekundar lymphatischen Organen exprimiert. Im Auge selbst finden sich unter
physiologischen Bedingungen keine CXCR5-positiven Zellen. CXCL13 kann von
der Retina, dem RPE und Endothel exprimiert werden(77). Die CXCL13-CXCR5-
Achse dient in erster Linie zur Aufrechterhaltung der lymphofollikel-typischen
Architektur. Dabei wird CXCL13 durch zuvor durch Lymphotoxin stimulierte
follikular-dendritische Zellen ausgeschittet. Dieses Chemokine lockt daraufhin
CXCR5-positive B-Zellen in den Follikel. Auf molekularer Ebene &ahnelt die
Signalkaskade stark der von CXCL12-CXCR4 und wird daher nicht erneut
beschrieben(87).

1.3.4.3 Rezeptor CD44
Auch CD44, ein sog. Homing-Rezeptor, kann zur Metastasierung beitragen. Der
Rezeptor zeigt ein ubiquitdres Expressionsmuster und wird auf hAmatopoetischen
Zellen, aber auch auf Epithelzellen und Fibroblasten exprimiert. Der Ligand von
CD44 ist die Hyaluronsaure, welche ebenfalls eher ubiquitar exprimiert wird. Es gibt
eine Hyaluronsaure-abhangige und -unabhangige Signalkaskade, die sich beide
sehr @hneln. Wenn Hyaluronsaure (HA) an CD44 bindet, dann kann der Rezeptor
in die Nahe anderer Signalling/Ko-Rezeptoren wie z.B. EGFR oder TGF-3-
Rezeptoren gelangen. CD44 bindet nicht HA allein, es kann auch im Komplex mit
RHAMM (receptor for hyaluron mediated motility) vorliegen. Der Ko-Rezeptor
aktiviert weitere intrazellulare Proteine wie Ras (kleine G-Proteine), ERK (MEK-
Signalweg, Serin-Threonin-Kinase), PI3K, Akt (Proteinkinase), welche dann weitere
Proteine aktivieren und letztendlich zu den aufgefihrten Folgen fihren. Auch die
Proteinphosphatase 2A wird aktiviert, welche wiederum die anderen Kinasen
inaktiviert und so einen Regulationsschritt darstellt. Uber den PI3K-Signalweg kann
es auch zu einem positiven Feedback-Mechanismus kommen, sodass vermehrt
CD44 und RHAMM auf der Zelloberflache exprimiert werden(88).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Das priméare vitreoretinale Lymphom stellt Augendarzte und -arztinnen vor eine grof3e
Herausforderung. Dieses ist schwer zu diagnostizieren und zu therapieren. Zudem
ist das PVRL mit einer schlechten Prognose und mit einer kurzen Uberlebenszeit
assoziiert. Um betroffenen Patienten zu helfen, ist ein tieferes Verstandnis der
Pathogenese dieser Erkrankung unabdingbar. Um die Disseminationstheorie beim
PVRL weiter zu untersuchen, wurde daher das erste PDX-Mausmodell fur die
Homing-Situation bei diesem Krankheitsbild genutzt, bei dem humane
Lymphomzellen von primaren ZNS-Lymphom-Patient:innen intrasplenisch und nicht
direkt intravitreal injiziert wurden. Bei der Vergleichsgruppe wurden humane
Lymphomzellen von sekundaren ZNS-Lymphom-Patient:innen intrasplenisch

appliziert(72).

Ziel dieser Arbeit war es, mit diesem PDX-Mausmodell eine PVRL-Situation
herzustellen und dann die Augen hinsichtlich einer Infiltration mit CD20-positiven
Zellen zu untersuchen. Weiterhin war es das Ziel, zu untersuchen, ob CD20-positive
Lymphomzellen zusétzlich einen der vier Homingrezeptoren CXCR4, CXCRS5,
CXCR7 und CD44 ko-exprimieren. Die Expressionsstarke der Rezeptoren wurde
zusatzlich mit einem immunreaktiven Score (IRS) (89) evaluiert. Die

Arbeitshypothesen lauten:

1. CD20 und CXCR4 werden bei Mausen mit einem primaren B-Zell-
Lymphombefall ko-exprimiert

2. CD20 und CXCR5 werden bei Mausen mit einem primaren B-Zell-
Lymphombefall ko-exprimiert

3. CD20 und CXCR7 werden bei Mausen mit einem primaren B-Zell-
Lymphombefall ko-exprimiert

4. CD20 und CD44 werden bei M&ausen mit einem primaren B-Zell-
Lymphombefall ko-exprimiert

5. CXCR4, CXCR5, CXCR7 und CD44 werden im Allgemeinen bei M&usen mit
einem primaren B-Zell-Lymphombefall h6her exprimiert als bei Mausen mit

einem sekundaren B-Zell-Lymphombefall
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2 Methoden

2.1 Beschreibung des Mausmodells

Das Mausmodell wurde in Freiburg im Breisgau von Fr. Dr. Lisa Isbell in
Zusammenarbeit mit Cordula Tschuch und Julia Schiler von Charles River
durchgeftiihrt (Abb. 5). Die Augen des Mausmodells wurden uns
dankenswerterweise mit ihrem und dem Einverstandnis des Leiters der
Arbeitsgruppe, Herr Professor von Bubnoff, zugesendet. Die Experimente wurden
nach den Grundsétzen und Prinzipien der Deklaration von Helsinki der World
Medical Association durchgefiihrt und von der Ethikkommission der Albert-Ludwigs-
Universitat Freiburg (Registriernummer 91/14 170606, Titel ,Xenograft Maus
Modell von primaren ZNS Lymphomen®, Tierantrags-Nummern G-18/78 und G-

17/138 von Charles River) genehmigt.

Fur das Mausmodell wurden immunsupprimierte NSG Mause (NOD/Shi-scid/IL-
2Rynull; Charles River, Frankreich) genutzt. Die Mause tragen zum einen die SCID-
Mutation (severe combined immunodeficiency), durch welche die Entwicklung von
B- und T-Zellen stark eingeschrankt ist. Zum anderen entstammen die Mause einem
speziellen Mausstamm, bei dem gehauft Diabetes mellitus auftritt (NOD, non-obese

diabetic). Bei diesen Méausen besteht eine fehlerhafte Funktion der NK-Zellen.

Die Mause sind zum Zeitpunkt der Injektion 4-6 Wochen alt. Nach erfolgter
Anasthesie der Mause mit Isofluran wurden humane Lymphomzellen intrasplenisch
injiziert. Die Lymphomzell-Injektion wurde von der Firma Charles River Discovery
Research Services (Freiburg im Breisgau, Deutschland) durchgefiihrt. Dazu wurden
vorab die biopsierten Lymphomzellen durch ein Zellsieb (100 um) gefiltert, um eine
Zellsuspension zu erhalten. Fur das PZNSL-Modell (4031) wurden humane ZNS-
Biopsien eines PZNSL vom DLBCL-Typ und fur das SZNSL-Modell (2958) wurden
humane ZNS-Biopsien eines SZNSL vom DLBCL-Typ genutzt. Biopsien von
mannlichen Patienten wurden mannlichen Mausen injiziert. Umgekehrt wurden

Biopsien von Patientinnen weiblichen Mausen injiziert.

Nach dem Auftreten von Krankheitszeichen, wurden die Mause getotet und fur

weitere Untersuchungen u.a. die Augen entnommen und in Paraffin eingebettet. Zu
20



den Krankheitszeichen gehdren unspezifische Zeichen wie stumpfes Fell und
Nahrungsverweigerung. Spezifische Zeichen sind angeschwollene Bauche, welche
durch eine Splenomegalie hervorgerufen werden. Auch neurologische Zeichen sind
moglich. Dazu gehoren Lahmungserscheinungen, z.B. der Vorder- und
Hinterpfoten. Teilweise wurde auch beobachtet, dass die Mause nicht mehr
aufstehen konnten. Bei beiden Modellen wurden die Augen ca. 3 Wochen nach
Injektion entnommen. Die in Paraffin eingebetteten Augenpaare wurden uns

anschlieBend nach Libeck geschickt und dort weiter aufbereitet.

Abb. 5: Herstellung des PDX-Mausmodells
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Stereotaktische Biopsie
oder CSF
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Analyse der Organe
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Auf dieser Abbildung sind schematisch die einzelnen Arbeitsschritte zur Etablierung des PDX-Mausmodells
dargestellt. Der orangene Pfeil zeigt in einer rekonstruierten MRT-Aufnahme eines Patienten mit einer
suspekten ZNS-Lasion, typisch fur ein Lymphom. Entnommene Lymphomzellen aus stereotaktischen Biopsien
dieser Lasionen oder aus Liquor (CSF) wurden anschlieRend intrasplenisch (i.s.) in NSG-M&use injiziert.
Nachdem sich die Tumorzellen in den Mausen stabil vermehrten, wurden diese Zellen wieder entnommen und
aufbereitet. Die Lymphomzellen wurden erneut i.s. in NSG-Mause injiziert. Anschlieend wurden Gehirn,
Augen, Milz, Leber und Knochenmark entnommen und weiter aufbereitet. Die Augen wurden von uns in Liibeck
weiter untersucht. Abb. modifiziert nach Isbell et al.(72).

21



2.2 Materialien

2.2.1 Positivkontrollen

Alle Farbungen wurden auf Paraffinschnitten von humaner Tonsille durchgefihrt

(siehe Anhang, Abb. 23). Hierbei handelt es sich um ein sekundares lymphatisches

Organ, in dessen Lymphfollikeln viele B-Lymphozyten vorhanden sind. Diese tragen

die zu untersuchenden Chemokin- und CD-Rezeptoren(75,78,80,90).

2.2.2 Antikorper

Tabelle 5: Primare und sekundére Antikdrper

Priméare Firma & | Verdinnungs- Referenz | Sekundére Firma & Katalog- | Verdinnungs-
Antikérper Katalog- faktor Antikérper nummer faktor

nummer
CD20 goat | Abcam, 1:200 (91) Donkey Anti- | Thermo Fisher | 1:200
anti-human Cambridge, goat Scientific,

UK DyLight550 Waltham,

(ab194970) Massachusetts,

USA
(SA5-10087)

CD44 rat anti- | Thermo 1:400 (92) Donkey anti- | Thermo Fisher | 1:200
human/mouse | Fisher rat AlexaFluor | Scientific,

Scientific, 488 Waltham,

Waltham, Massachusetts,

Massachuse USA

tts, USA (A21208)

14-0441-82
CXCR4 rat | Bio-Techne, | 1:25 (93)
anti-mouse Minneapolis,

USA

(MAB21651)
CXCRS5 rabbit | Abcam, 1:100 (94-97) Donkey anti- | Thermo Fisher | 1:200
anti- Cambridge, rabbit Scientific,
human/mouse | UK DyLight488 Waltham,

(ab133706) Massachusetts,
CXCR7 rabbit | Abcam, 1:200 (93) USA
anti- Cambridge, (SA5-10038)
human/mouse | UK

(ab72100)

Ubersicht tiber die genutzten priméaren und sekundaren Antikérper sowie deren Hersteller, Katalognummern
und den ermittelte optimale Verdinnungsfaktor.
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2.2.3 Chemikalien

Tabelle 6: Chemikalien

Triton X-100 Serva, Heidelberg, Deutschland
(39795)

Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland
(A4503)

4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Invitrogen, Kalifornien, USA
(D1306)

Alkohol

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Chlorwasserstoff (HCI)

Merck, Deutschland

(1.09057.1000)

Darmstadt,

Dinatriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt, Deutschland
(Naz2HPOa4) (1.06586.0500)
Ethanol 99% vergallt (ChemSolute) TH Geyer GmbH % Co. KG,

Renningen, Deutschland (2212.5000)

Ethylendiamintetraacetat
C10H16N20s)

(EDTA,

Karl Roth, Karlsruhe, Deutschland

(8043.2)

Fetal Bovine Serum (FBS)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
(10100147)

Glycerin

Karl Roth, Deutschland

(3783.1)

Karlsruhe,

Goat Serum

Merck, Darmstadt, Deutschland
(S26)

Kaliumchlorid (KCI)

Karl Roth,
(HNO02.2)

Karlsruhe, Deutschland

Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4)

Fluka Chemie Buchs, St.
Schweiz (60219)

Gallen,

Mowiol-488

Karl Roth, Deutschland

(0713.2)

Karlsruhe,

Natriumchlorid (NaCl)

ChemSolute, Renningen, Deutschland

(1367.5000)
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Natriumhydroxid (NaOH)

Merck, Darmstadt,

(1.06498.0500)

Deutschland

Tri-Natriumcitrat Dihydrat (NasCsHsO7)

Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland

(51804)

Tris-Hydrochlorid (C4H11NO3s - HCI) Karl Roth, Karlsruhe, Deutschland
(9090.1)

Tween 20 Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland
(P9416)

Xylol J.T. Baker /[ Avantor, Radnor,

Pennsylvania, USA

2.2.4 Angesetzte Losungen

Tabelle 7: Angesetzte Losungen

10x PBS Waschldsung

80,0g NaCl

2,0g KCI

11,5g Na2HPO4
2,0g KH2PO4
In 1L Aqua dest.

1x PBS Waschldsung

100ml 10x PBS
900ml Aqua dest.

DAPI Gebrauchsldsung

100 mL 1x PBS
20 uL DAPI Stammldsung

DAPI Stammldsung 5 mg/mL
Blockierungspuffer (fur 200ml) 1,7892 g KClI
0,2338 g NaCl

2ml0.5MEDTA

2 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,5)
200 pL Triton X-100 (& 0,1%)
6 g BSA (2 3%)
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in 160 ml Aqua tridest / dest
[6sen, dann Gesamtvolumen auf

200ml einstellen, steril filtrieren

Mowiol zum Eindecken

6,0 g Glycerin

2,4 g Mowiol 4-88

6,0 mL Aqua dest., steril

12,0 mL 0,2 M Tris-HCI (pH 8,5)

Natrium-Citrat-Puffer (pH 6.0)

2,94 g Tri-Sodium-Citrat (dihydrate)
1L Aqua dest.

pH auf 6.0 einstellen (mit 1M HCI)
0,5ml Tween-20 dazugeben

2.2.5 Verbrauchsmaterial

Tabelle 8: Verbrauchsmaterial

Deckglaschen 24x20 mm

Karl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Deckglaser 24x40 mm (Labsolute)

TH Geyer GmbH & Co. KG, Renningen,
Deutschland

Falcons Greiner Bio-one GmbH,
Frickenhausen, Deutschland
Filter Schleicher & Schuell GmbH, Keene,

New Hamshire, USA

Handschuhe (Micro-Touch Nitra-Tex)

Ansell Healthcare Europe N.V.,

Brissel, Belgien

Objekttrager superfrost plus

Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA
(J1800AMNZ)

Parafilm American National Can, Neenah,
Wisconsin, USA

Pipettenspitzen Greiner Bio-one GmbH,

Frickenhausen, Deutschland

ReagiergefalRe 0,5 ml, 1,5 ml, 2ml|

Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland
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Transferpipetten

Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland

2.2.6 Laborwaren

Tabelle 9: Laborwaren

0,5 L Laborflaschen (Biochrom)

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

0,5L, 1L Laborflaschen (Duran)

Schott AG, Mainz, Deutschland

Becherglaser 25ml, 50ml (Duran)

Schott AG, Mainz, Deutschland

Diverse Glaswaren

Schott AG, Mainz, Deutschland
TH Geyer GmbH & Co. KG, Renningen,

Deutschland

Farbebanke Alte Diakisten
Farbekasten, Objekttragerhalter | Karl Roth, Karlsruhe, Deutschland
(Rotilabo)

Farbetroge, Hellendahl

Brand, Wertheim, Deutschland

Farbezylinder

Brand, Wertheim, Deutschland

Messzylinder 1L, 100ml (Duran) Hirschmann  Laborgerdate  GmbH,
Eberstadt, Deutschland
Petrischale aus Glas (Steriplan) DWK Life Sciences GmbH,

Wertheim/Main, Deutschland

2.2.7 Laborgerate

Tabelle 10: Laborgerate

Auflichtmikroskop Standard 20

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Autoklav (DX-23)

Systec GmbH, Linden, Deutschland

Brutschrank Memmert GmbH und Co. KG,
Schwabach, Deutschland
Eisschrank Scotsman Ice Srl, Mailand, Italien

Eppendorf Pipetten (Reference)
10, 100, 1000l

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Fluoreszenzkamera (Leica DFC350FX
R2)

Leica, Wetzlar, Deutschland
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Fluoreszenzmikroskop (Leica DMI 6000
B)

Leica, Wetzlar, Deutschland

Kuihlschrank -20°C

Liebherr International GmbH, Bierbach,

Deutschland

Kihlschréanke 4°C Bosch, Gerlingen-Schillerhdhe,
Deutschland
Liebherr International GmbH, Bierbach,
Deutschland

Magnetrihrer Heidolph GmbH und Co KG,

Deutschland

Mikrotom (Leica RM2165)

Leica, Wetzlar, Deutschland

Paraffinsteckbad (Typ 1052)

GFL, Lauda-Koénigshofen, Deutschland

PH-Meter

WTW GmbH, Weilheim, Deutschland

Pipettierhilfe (PipetBoy acu)

INTEGRA Biosciences AG, Zizers,

Schweiz

Reiskocher (Multi Gourmet 31226)

Braun, Neu-Isenburg, Deutschland

Schiittler (Vortex-Genie 2)

Scientific Industries

New York, USA

Inc., Bohemia,

Tischzentrifuge

neolLab, Heidelberg, Deutschland

Waagen

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

2.2.8 Elektronische Datenverarbeitung

Tabelle 11: Fur die elektronische Datenverarbeitung genutzte Programme

Bildauswertung (Fiji / Image J)

Version 1.53c, National Institute of

Health, Bethesda, Maryland, USA(98)

Bildnachbearbeitung (Gimp)

GNU Image Manipulation Program,
Version 2.10.24

Literaturprogramm (Zotero)

Version 5.0.96.2, Roy Rosenzweig
Center for History and New Media,
Fairfax, Virginia, USA
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Mikroskopische Bildverarbeitung Leica Application Suite, advanced
(LAS AF) fluorescence, Version 2.7.0.9329,
Leica, Wetzlar, Deutschland

Schreiben und Berechnungen | Version 2107, Microsoft, Redmond,
(Microsoft Word und Excel) Washington, USA

Statistik und Graphik (GraphPad Prism) | Version 8.0.2, GraphPad Software Inc.,
San Diego, Kalifornien, USA

2.3 Allgemeine Methoden

Von den in Freiburg durchgefuhrten PDX-PZNSL bzw. PDX-SZNSL-Mausmodellen
wurden paarweise die Augen entnommen und in Paraffin eingebettet. Die Blécke
wurden anschlielend nach Lubeck in das Labor fir experimentelle Ophthalmologie
geschickt. Dort wurden aus den Blocken mehrere Schnitte angefertigt, welche

mittels indirekter Immunfluoreszenz angefarbt wurden (Abb. 6).

Es wurden insgesamt vier unterschiedliche indirekte Immunfluoreszenz-
Doppelfarbungen geplant: CD20 und CXCR4, CD20 und CXCR5, CD20 und
CXCRY7 sowie CD20 und CD44. Die Funktionsfahigkeit der Antikbrper wurden mit
Positivkontrollen auf humaner Tonsille Uberprift (siehe Anhang, Abb. 23). Bei jeder
Farbung wurde von jedem Augenpaar ein Schnitt gefarbt. D.h. pro Farbung wurden
10 Schnitte der SZNSL-Gruppe und 13 Schnitte der PZNSL-Gruppe gefarbt. Fur
jede Farbung wurden zwei Negativkontrollen mitgefiuihrt, jeweils eine pro Gruppe.
Fur die Negativkontrollen wurden Mausaugen der PZNSL- bzw. SZNSL-Gruppe
ohne primaren Antikorper gefarbt. Insgesamt wurden folglich 100 Schnitte gefarbt.
Alle bendétigten Antikdrper wurden mit mehreren Testfarbungen etabliert. Bei der
Durchfihrung der Farbungen wurde sich, sofern moglich, nach den Protokollen und
Vorgaben der Hersteller gerichtet. Die Antikbrper wurden nach den Vorgaben der
Hersteller gelagert. Fur jede Farbung missen zwei Tage geplant werden.
Anschlie3end wurden die Schnitte mikroskopiert. Der gesamte Ablauf ist in Abb. 7

schematisch dargestellt.
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Abb. 6: Das Prinzip der Indirekten Immunfluoreszenzfarbung
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Die Abbildung zeigt schematisch den Ablauf der indirekten Immunfluoreszenzfarbung. Zu den Schnitten werden
primare Antikorper passend zu den Antigenen gegeben und anschlie3end inkubiert (1). Danach werden die
Schnitte gewaschen und mit dem sekundéaren Antikérper, welcher mit einem fluoreszierenden Farbstoff markiert
ist, inkubiert (2). Nach erneutem Waschen ergibt sich folgendes Bild: Die priméren Antikdrper binden am
Antigen, die sekundére Antikdrper binden am priméaren Antikoérper (3). Durch die Nutzung zweier Antikorper
erhoht sich die Prazision einer Farbung.

Abb. 7: Schematischer Ablauf der Methodik
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Zu sehen ist ein Schema, welches den Ablauf der Methodik darstellt. In Freiburg wurde von der Arbeitsgruppe
von Herrn Prof. von Bubnoff das genutzte Mausmodell etabliert(72). Dazu wurden Mausen humane PZNSL-
bzw. SZNSL-Zellen intrasplenisch (i.s.) gespritzt. Wenn die Mause Krankheitszeichen zeigten, wurden sie
getdtet und die Augen entnommen. Diese wurden anschlieBend mit Paraffin in Blocke eingebettet. Diese
wurden zu uns nach Lubeck gesendet. Hier wurden die Blocke mit dem Mikrotom geschnitten und auf
Objekttrager aufgezogen. Es wurden doppelte Immunfluoreszenzfarbungen durchgefuhrt. Anschlielend
wurden die Schnitte mit dem Fluoreszenzmikroskop mikroskopiert.
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2.4 Vorbereitung der Proben

2.4.1 Anfertigung der Schnitte

Die in Freiburg enukleierten und in Paraffin eingebetteten Augenpaare wurden zu
uns in das Labor fir experimentelle Ophthalmologie geliefert. Dort wurden 5 pum
dicke Schnitte mit dem Mikrotom angefertigt und auf Superfrost Objekttrager

aufgezogen.

2.4.2 Entparaffinierung

Zur weiteren Vorbereitung der Schnitte gehort weiterhin die Entparaffinierung. In
diesem Schritt werden die Schnitte entparaffiniert und erneut hydriert. Hierfur wird
die absteigende Alkoholreihe genutzt. Dazu werden die Schnitte fur jeweils 5
Minuten in Xylol und Alkohol unterschiedlicher Konzentration getaucht. Die
absteigende Alkoholreihe umfasst folgende Schritte: Dreimaliges Waschen in Xylol,
anschlieBend zweimaliges Waschen in 100%igem Alkohol, es folgen einmalige
Waschschritte in 90%igem Alkohol, 80%igem Alkohol, 70%igem Alkohol und
50%igem Alkohol. Als letztes werden die Schnitte 5 Minuten in Aqua dest.

gewaschen.
2.5 Immunfluoreszenzfarbungen

2.5.1 CD20 und CXCR4
25 Schnitte (10 SZNSL und 1 Negativkontrolle; 13 PZNSL und 1 Negativkontrolle)

wurden wie beschrieben entparaffiniert. Anschlieend wurden die Schnitte in
Citratpuffer pH 6.0 fur 20 Minuten gekocht, um die Zielantigenstrukturen der
Farbung zu demaskieren. Der Citratpuffer sollte zu diesem Zeitpunkt bereits 20
Minuten vorgekocht worden sein, damit die optimale Temperatur fur den
nachfolgenden Schritt erreicht ist. Nach dem Kochen verblieben die Schnitte fir 30

Minuten im Citratpuffer, um abzukthlen.

Als Nachstes wurden alle Schnitte jeweils dreimal fur 10 Minuten in PBS-
Waschpuffer gewaschen. Nach dem Waschen musste die verbleibende Flussigkeit
vorsichtig vom Objekttrager gewischt werden. Es folgte die Inkubation der Schnitte
mit jeweils 50 pl des 5% FBS Blockierungspuffers fur 30 Minuten in der feuchten

Kammer. Durch diesen Schritt sollen unspezifische Antikérperbindungen
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unterbunden werden. Wahrend der Wartezeit wurde die Antikorperldsung mit den
zwei primaren Antikérpern gegen CD20 und CXCR4 angesetzt. Goat Anti-CD20 hat
eine Verdunnung von 1:200, Rat Anti-CXCR4 hat eine Verdinnung von 1:25. Beide
Antikérper wurden gemeinsam mit Blockierungspuffer angesetzt. Alle Schnitte
wurden mit 30 pl Antikorperlosung und Parafilm bedeckt und Uber Nacht im
Kuhlschrank bei 4°C inkubiert.

Am néachsten Tag wird der Parafilm entfernt und die Schnitte dreimal fur jeweils 5
Minuten in PBS-Puffer gewaschen. Wichtig ist dabei, dass die Negativkontrollen
getrennt von den anderen Schnitten gewaschen werden, um falsch positive
Ergebnisse zu vermeiden. Nach dem Waschen wurden die Schnitte mit den
sekundaren Antikorpern, welche den Fluoreszenzfarbstoff tragen, inkubiert. Die
Antikdrper Donkey Anti-Goat (AlexaFluor 550) und Donkey Anti-Rat (AlexaFluor
488) haben beide eine Verdinnung von 1:200 und wurden zusammen in
Blockierungspuffer angesetzt. Die Schnitte wurden jeweils mit 30 pl
Antikorperldosung und Parafilm bedeckt und fur eine Stunde bei 37°C in der feuchten
Kammer inkubiert. FiUr alle nachfolgenden Farbeschritte musste darauf geachtet
werden, dass auf die Schnitte moglichst wenig Licht fallt, da die
Fluoreszenzfarbstoffe an den sekundéaren Antikdrpern sowie DAPI lichtempfindlich
sind.

AnschlieRend wurden die Schnitte erneut dreimal fir jeweils 5 Minuten in PBS-
Puffer gewaschen. Es folgt die Kernfarbung mit verdinnter DAPI-LAsung (1 pg/ml)
fur 8 Minuten. Nachfolgend wurden alle Schnitte erneut fir jeweils 5 Minuten in PBS-
Puffer gewaschen. Vor dem Eindecken mussten die Schnitte fr 5 Minuten in Aqua
dest. stehen. Als Letztes folgte das Eindecken mit Mowiol. Die Schnitte wurden
anschlieBend lichtgeschitzt bei 4°C gelagert und konnten am folgenden Tag
mikroskopiert werden. Die Schnitte werden fiir 10 Jahre bis Oktober 2030 / Mai 2031

im Labor fur experimentelle Ophthalmoskopie hinterlegt.

2.5.2 CD20 und CXCR5

Das Farbeprotokoll entspricht dem der vorher dargestellten Farbung von CD20 und
CXCRA4. Es wurde eine Doppelfarbung mit Antikbrpern gegen CD20 und CXCR5
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durchgefihrt. Informationen zu Antikdrpern und deren Verdinnungen kénnen aus

Tabelle 5 entnommen werden.

2.5.3 CD20 und CXCR7

Das Farbeprotokoll entspricht dem der vorher dargestellten Farbung von CD20 und
CXCRA4. Es wurde eine Doppelfarbung mit Antikdrpern gegen CD20 und CXCR7
durchgefihrt. Informationen zu Antikdrpern und deren Verdinnungen kénnen aus

Tabelle 5 entnommen werden.

2.5.4 CD20 und CD44

Das Farbeprotokoll entspricht dem der vorher dargestellten Farbung von CD20 und
CXCR4. Es wurde eine Doppelfarbung mit Antikdrpern gegen CD20 und CD44
durchgefihrt. Informationen zu Antikérpern und deren Verdinnungen kénnen aus
Tabelle 5 entnommen werden. Der Antikdrper reagiert mit allen Isoformen von
CD44.

2.6 Mikroskopieren und Bildaufnahmen

2.6.1 Mikroskopische Bildauswertung

Die Schnitte wurden méglichst zeithah nach den erfolgten Farbungen mikroskopiert.
Dazu wurde das Leica-Mikroskop DMI 6000 B mit der Fluoreszenzkamera Leica
DFC350FX R2 genutzt. Die Bildaufnahmen und die Mikroskop- und

Kameraeinstellungen wurden mit dem Programm LAS AF vorgenommen.
Folgende Filter wurden genutzt:

- Fur die Kernfarbung (DAPI): A4
- Fur Alexa Fluor 550: Y3

- Fur Alexa Fluor 488: L5

- Fur DyLight 488: L5
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Tabelle 12: Liste der genutzten Filter und deren Eigenschaften

Filter Anregungsfilter Dichroitischer Spiegel Sperrfilter
A4 BP 360/40 400 BP 470/40
LS BP 480/40 505 BP 527/30
Y3 BP 545/30 565 BP 610/75

Dargestellt sind die Eigenschaften bzw. Einstellungen der genutzten Filter am Fluoreszenzmikroskop, welche
bendtigt werden, um die Fluoreszenz sichtbar zu machen. Durch den Anregungsfilter wird die benétigte
Wellenlange herausgefiltert. Da in diesem Wellenlangenbereich dennoch mehrere Fluoreszenzfarben
entstehen, wird mit dem Sperrfilter der Wellenlangenbereich erneut angepasst. Der dichroitische Spiegel lenkt
das einfallende Licht ohne Verlust der Fluoreszenz in das Objektiv. Der Bandpassfilter (BP) lasst nur bestimmte
Wellenlangen eines Frequenzbereichs hindurch.

Weitere Einstellungen zu den einzelnen Farbungen werden in nachfolgender
Tabelle 13 aufgefuhrt.

Tabelle 13: Darstellung der vorgenommenen Einstellungen am Mikroskop

Farbekomponenten | Belichtung / ms | Verstarkung | Intensitat / % | Hintergrund
CD20 580 3,3 100 450 / 4093
CD44 960 3,2 100 128 /4093
CXCR4 932 3,1 100 337 /4093
CXCR5 775 3,4 100 177 /4093
CXCRY7 730 3,0 100 80 /4093
DAPI 207 2,9 100 0 /4093

Die Tabelle zeigt die vorgenommenen Einstellungen am Mikroskop. Die Belichtungszeit wird in Millisekunden
(ms) angegeben. Die (Farb-)Verstéarkung ist ein einheitenloser Wert. Die Intensitat ist in % angegeben. In der
letzten Spalte ist die Nachbearbeitung der Bilder gezeigt, welche vor allem die Hintergrundfarbung etwas
reduziert. Die Werte beziehen sich auf die Rot-Grun-Blau-Skala. Normalerweise umfasst die Skala Werte von
0 bis 4093. Pixel mit dem Wert 0 sind schwarz. Ist nun dieser erste Wert erhoht, werden alle Pixel bis zu eben
jenem Wert ebenfalls schwarz

Von jedem Augenpaar wurden Aufnahmen in 200-facher VergroRerung von

folgenden Strukturen angefertigt:

- Choroidea
- Retina
- Sehnerv
- Ziliarkorper
Wahrend des Mikroskopierens wurde anhand der Farbung gegen CD20, einem B-

Zell-Lymphommarker, festgehalten, ob die Augen eine Infiltration aufwiesen.
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2.6.2 Manuelle Zellzahlung
Um den Anteil der Zellen mit einer Ko-Expression von Homing-Rezeptor und CD20
an allen CD20-positiven Zellen anzugeben, wurden alle Aufnahmen der Choroidea

der PZNSL-Augen mit Hilfe von ImageJ (Version 1.52a) manuell ausgezabhit.

2.6.3 Bildbearbeitung

Die Aufnahmen wurden mit dem Bildbearbeitungsprogramm GIMP (GNU Image
Manipulation Program, Version 2.10.24) bearbeitet. Die vorgenommenen
Einstellungen kdnnen Tabelle 14 entnommen werden. Anschliel3end wurden die
einzelnen Kanale (Rot-grin-blau, RGB) mit dem Programm ImageJ (Version 1.52a)
zusammengestellt, sodass ein Bild vom Typ RGB-Stack entsteht. Der Bildtyp wurde
in RGB umgewandelt. Die Retinae wurden beschriftet (GCL = Ganglienzellschicht,
ONL = &ulRere Kornerschicht, INL = innere Kérnerschicht). Weiterhin wurden ko-
exprimierende Zellen, CD20-positive und CD44-positive Zellen mit Pfeilen markiert.
Der Ziliarkdrper wurde mit einem Sternchen gekennzeichnet. Der Mal3stab wurde
mit 150 Pixeln, entspricht 50 um, festgelegt und ebenfalls in die Bilder eingefigt.
Grundlage der Auswertung sind die unbearbeiteten Rohdaten der Aufnahmen.

Tabelle 14: Bildbearbeitung

RGB-Kanal Schwarzwert Belichtung
CD20 - Y3 (rot) 0,008 1,000
CD44 — L5 (grin) 0,003 1,869
CXCR4 — L5 (griin) 0,002 2,944
CXCR5 — L5 (griin) 0,002 3,220
CXCR7 — L5 (griin) 0,002 1,449
DAPI — A4 (blau) 0,030 0,000

Dargestellt sind die mit GIMP vorgenommenen Parameter der Bildbearbeitung. Die erste Spalte zeigt die
bearbeiteten Komponenten. Nicht aufgefiihrte Komponenten wurden original belassen. Der Schwarzwert
reduziert die Hintergrundférbung, die Belichtung (= relative Helligkeitsdnderung in Blendenzahlen) erhéht die
Intensitat, vor allem der Pixel im Mitteltonbereich.

2.7 Auswertung mit dem immunreaktiven Score

Um die Expression der Homing-Rezeptoren beider Gruppen statistisch vergleichen
zu kénnen, wurden alle Schnitte mit einem semiquantitativen Score ausgewertet.

Der sogenannte immunreaktive Score nach Semmele und Stegner (IRS) wird
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normalerweise fir Ostrogen- und Progesteronrezeptoren beim Mamma-Karzinom
angewandt, kann aber genauso fur alle anderen Zellen genutzt werden(99,89). Der
IRS wird wie folgt erhoben: Die Farbintensitat wird mit der Anzahl der positiven
Zellen in Prozent (in einer reprasentativen Aufnahme) multipliziert, dieses Ergebnis
ist der immunreaktive Score (IRS). Dabei werden sowohl die Intensitat als auch die
Anzahl der Zellen vom Untersucher abgeschéatzt. Daher sollte eine Farbereihe an
einem Tag gemessen werden, um den Fehler zu minimieren. Diese Methode ist fur
diese Schnitte sehr gut geeignet, denn bei einem Auge, bei dem nachweislich keine
Lymphomzellen vorhanden sind, ist der IRS immer O und damit eindeutig negativ.
Bei einer reinen Intensititsmessung wirde die unterschiedlich starke

Hintergrundfarbung verféalschte Werte liefern.

Folgende Tabelle 15 stellt die Erhebung des IRS dar.

Tabelle 15: Immunreaktiver Score

Farbintensitat Anzahl der positiven | immunreaktiver Score
Zellen 1 % (IRS)

0 = keine Reaktion 0 = keine 0 = negativ

1 = schwache Reaktion 1 = unter 10% 1-3 = schwach positiv

2 = malige Reaktion 2 = 10-50% 4-8 = maliig positiv

3 = starke Reaktion 3 =51-80% 9-12 = stark positiv
4 = mehr als 80%

Dargestellt ist die Ermittlung des immunreaktiven Scores (IRS) aus der Farbintensitat und der Anzahl der
positiven Zellen in Prozent. Durch die Einschatzung des Untersuchers werden Intensitat und Anzahl der Zellen
ganzzahlige Werte zugeordnet, die dann miteinander multipliziert werden und so den IRS bilden. Dieser kann
die Werte 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9, 12 annehmen und dient als Bewertungsskala zur Quantifizierung von
Rezeptoren(89).

Fur Choroidea, Retina, Sehnerv und Ziliarkérper wird pro Auge pro Farbung ein
Wert erhoben. So ergeben sich pro Schnitt, auf dem jeweils ein Augenpaar
aufgezogen ist, zwei Werte. Da der IRS eine ordinal verteilte GroR3e ist, wird aus
den beiden Werten der Median berechnet. So ergeben sich, wenn alle Strukturen
angeschnitten sind und ausgewertet werden konnten, in der SZNSL-Gruppe 10
Mediane und in der PZNSL-Gruppe 13 Mediane pro ausgewerteter Struktur pro
angefarbtem Rezeptor. Mit dem IRS lassen sich nicht nur Unterschiede hinsichtlich
der Expressionsstarke von Homing-Rezeptoren beider Gruppen, sondern auch die

Gleichartigkeit der Infiltration beider Augen eines Augenpaares darstellen. Die
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erhobenen IRS-Werte wurden im Vier-Augen-Prinzip (PD Dr. Kakkassery)

besprochen und reevaluiert.

2.8 Statistik

Fur die statistische Auswertung werden die IRS-Werte der SZNSL-Gruppe (n=10)
und der PZNSL-Gruppe (n=13) miteinander verglichen. Augen, bei denen
bestimmte Strukturen nicht darstellbar waren und daher nicht ausgewertet werden

konnten, wurden von den Berechnungen ausgeschlossen.

Die Nullhypothese lautet: Die Verteilung der IRS-Werte der Rezeptoren CD20,
CXCR4, CXCR5, CXCR7 und CD44 ist bei der SZNSL-Gruppe identisch zur
Verteilung der PZNSL-Gruppe. Die Alternativhypothese lautet: Beide Verteilungen
haben einen unterschiedlichen Schwerpunkt. Die statistische Auswertung der IRS-
Daten wurde mit dem Programm GraphPad Prism (Version 8.0.2.) durchgefuhrt. Flr
die deskriptive Statistik wurden aus den ordinal verteilten IRS-Werten der Median,
die Spannweite, Maximum, Minimum sowie die 25%- und die 75%-Perzentile
berechnet. Zur Ermittlung der Verteilung der Daten wurden Box-Plots (als Beispiel

siehe Abb. 8)angelegt.

Abb. 8: Beispiel der Darstellung eines Box-Plots

12 - Maximum
10 - 75%-Perzentil
8
2]
n_: 6f /M1 Median
4
2 - 25%-Perzentil
0 Minimum
Beispiel

Dargestellt ist beispielhaft der Aufbau eines Box-Plots, wie er in dieser Arbeit immer wieder vorkommt. Die obere
Grenze der Box wird durch das 75%-Perzentil der Messwerte bestimmt, entsprechend ist die untere Grenze der
Box das 25%-Perzentil. Der Median befindet sich innerhalb der Box. Die obere bzw. untere Klammer
entsprechen dem maximalen bzw. minimalen Wert der Messreihe.
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Als statistischer Test wurde der Mann-Whitney-U-Test fur unverbundene
Stichproben angewandt, da dieser fur ordinalskalierte Grol3en angewendet werden
kann. p-Werte kleiner als 0,05 wurden als statistisch signifikant angenommen. Alle

statistischen Berechnungen wurden von der Autorin selbststandig durchgefinhrt.
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3 Ergebnisse

Wesentliche in dieser Dissertation gewonnene Daten wurden von der Autorin im

International Journal of Molecular Science im Oktober 2022 publiziert (100).

3.1 Expression von CD20 in SZNSL- und PZNSL-Augen

Die subjektive Auswertung der Expression von CD20 in beiden Mausmodellgruppen
ergab Folgendes: In der SZNSL-Gruppe fanden sich in 0/10 Augenpaaren CD20-
positive Zellen. In der PZNSL-Gruppe fanden sich unabhéngig vom Gewebe im
Auge in 11/13 CD20-positive Zellen. Die meisten CD20-positiven Zellen der PZNSL-
Gruppe waren in der Choroidea lokalisiert. Die mitgeflihrten Negativkontrollen
zeigten keine unspezifischen Bindungen. Tabelle 16 fasst die Anzahl der Augen der
PZNSL-Gruppe mit und ohne Infiltration nach Lokalisation geordnet zusammen.

Tabelle 16: Anzahl der Augenpaare der PZNSL-Gruppe mit und ohne Infiltration

Infiltration Keine Infiltration Nicht auswertbar
Choroidea 11 2 0
Retina 7 6 0
Ziliarkorper 4 9 0
Sehnerv 4 4 5

Diese Tabelle zeigt die Anzahl der Augenpaare der PZNSL-Gruppe mit und ohne Infiltration bzw. nicht
auswertbaren Augen nach Lokalisation geordnet auf.

3.1.1 Lokalisation der CD20-positiven Zellen

In der SZNSL-Gruppe waren unabhangig von der Lokalisation keine CD20-positiven
Zellen zu finden. Lediglich der Sehnerv zeigte vereinzelt positive Signale (siehe
Anhang, Abb. 24). Die meisten CD20-positiven Zellen waren in der Choroidea der
PZNSL-Gruppe lokalisiert. Hier zeigten 11/13 Augenpaaren eine Infiltration (Abb.
9). Die CD20-positiven Zellen der Choroidea waren im Vergleich zu den anderen
Strukturen zudem am starksten angefarbt. In der PZNSL-Retina hingegen waren
nur vereinzelt Zellen CD20-positiv. Hier zeigten 7/13 Augenpaaren vereinzelte
schwach angefarbte CD20-positive Zellen (Abb. 10). Es fanden sich auch vereinzelt
Lymphomzellen subretinal. Vergleichbar mit der Retina waren im Ziliarkérper kaum

CD20-positive Zellen zu finden. Hier waren 4/13 Augenpaaren mit einzelnen CD20-

38



positiven Zellen infiltriert. Weiterhin fanden sich vereinzelte CD20-positive Zellen im
bindegewebigen Stroma. Im Sehnerv fanden sich in 4/8 Fallen CD20-positive
Zellen. In 5 Augenpaaren war der Sehnerv nicht vorhanden bzw. nicht
angeschnitten.

Abb. 9: Infiltration der Choroidea der PZNSL-Gruppe

PZNSL — Choroidea mit Infiltration (CD20+)

PZNSL — Choroidea ohne Infiltration (CD20-)

205 210

Dargestellt sind Ausschnitte von Aufnahmen der Choroideae der PZNSL-Gruppe, in der 11/13 Augen mit CD20-
positiven Zellen (rot angefarbt) infiltriert waren. Positive Zellen sind exemplarisch mit wei3en Pfeilen markiert.
Scale bar 50 um
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Abb. 10: Infiltration der Retina der PZNSL-Gruppe

PZNSL — Retina mit Infiltration (CD20+)

Auf dieser Abbildung sind Ausschnitte von Aufnahmen der Retinae der PZNSL-Gruppe zu sehen. 7/13
Augenpaaren zeigten eine Infiltration mit Rot angefarbten CD20-positiven Zellen, welche sich in nahezu allen
Schichten der Retina fanden. Positive Zellen sind exemplarisch mit weiRen Pfeilen markiert.
ONL = outer nuclear layer, INL = inner nuclear layer, GCL = ganglion cell layer, Scale bar 50 pm

3.1.2 Vorkommen von CD20/Homingrezeptor-positiven Zellen

Ziel der Durchfiihrung von Doppelfarbungen von CD20 mit jeweils einem der vier
Homing-Rezeptoren CXCR4, CXCR5, CXCR7 und CD44 war es, herauszufinden,
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ob es Zellen gibt, die beides exprimieren. In der SZNSL-Gruppe gab es keine Zellen,
die CD20 und einen der Homing-Rezeptoren ko-exprimierten, da es keine CD20-
positiven Zellen in dieser Gruppe gab. In der PZNSL-Gruppe wurden doppelt
positive Zellen gefunden, wenn sich diese auch vorrangig in der Choroidea
befanden. Dabei handelte es sich vor allem um Zellen, die entweder CD20/CXCR4
(Abb. 11) oder CD20/CXCR5 (Abb. 12) exprimierten. CD20/CD44-positive Zellen
wurden nur vereinzelt gefunden (Abb. 14). Hier fanden sich eher rein CD44-positive
Zellen in Blutgefallen in unmittelbarer Nahe zu CD20-positiven Zellen.
CD20/CXCRT7-positive Zellen gab es kaum (Abb. 13). Eine genauere Auswertung

ist nachfolgend mit Hilfe des IRS zu finden.

3.1.2.1 Doppelfarbung CD20 und CXCR4
Abb. 11: Doppelféarbung von CD20 und CXCR4

Farbung von CD20 und CXCR4

PZNSL + PZNSL - SZNSL
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Exemplarisch dargestellt sind Aufnahmen der Farbung von dem Lymphommarker CD20 (rot) und dem
Chemokinrezeptor CXCR4 (griin). A-C zeigt Aufnahmen der Choroidea, D-F der Retina und G-l des
Ziliarkorpers (markiert mit *). A, D und G zeigen jeweils die Choroidea, Retina und Ziliarkdrper von Mausaugen,
die mit CD20-positiven primaren ZNS-Lymphomzellen (PZNSL+) infiltriert sind. In der Choroidea (A) sind
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CD20/CXCR4-positive Zellen zu finden (Dreiecke). In der PZNSL+ Retina und dem PZNSL+ Ziliarkorper sind
vereinzelt CD20-positive Zellen zu finden (Pfeil). B, E und H zeigen die Choroidea, Retina und Ziliarkérper von
Mausaugen aus der PZNSL-Gruppe, die aber nicht mit Lymphomzellen infiltriert sind (PZNSL-). Hier wurden
keine CD20-positiven und wenige CXCR4-positive Zellen gefunden. In C, F und | sind Choroidea, Retina und
Ziliarkorper der SZNSL-Gruppe gezeigt. Hier findet sich keine Infiltration mit CD20-positiven Lymphomzellen.
Im Gegensatz zu den anderen Gruppen ist die Ganglienzellschicht der Retina (F) haufig CXCR4-positiv(100).
ONL = outer nuclear layer, INL = inner nuclear layer, GCL = ganglion cell layer, Scale bar 50 um

3.1.2.2 Doppelfarbung CD20 und CXCR5
Abb. 12: Doppelfarbung von CD20 und CXCR5

Féirbung von CD20 und CXCR5
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Exemplarisch dargestellt sind Aufnahmen der Farbung von dem Lymphommarker CD20 (rot) und dem
Chemokinrezeptor CXCR5 (griin). A-C zeigt Aufnahmen der Choroidea, D-F der Retina und G-l des
Ziliarkorpers (markiert mit *). A, D und G zeigen jeweils die Choroidea, Retina und Ziliarkdrper von Mausaugen,
die mit CD20-positiven primaren ZNS-Lymphomzellen (PZNSL+) infiltriert sind und zuséatzlich CXCR5
exprimieren (Dreiecke). In der PZNSL- Gruppe (B, E und H) und in der SZNSL-Gruppe (C, F und I) fanden sich
weder CD20- noch CXCR5-positive Zellen(100). ONL = outer nuclear layer, INL = inner nuclear layer, GCL =
ganglion cell layer, Scale bar 50 um
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3.1.2.3 Doppelfarbung CD20 und CXCR7
Abb. 13: Doppelféarbung von CD20 und CXCR7

Farbung von CD20 und CXCR7
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Exemplarisch dargestellt sind Aufnahmen der Farbung von dem Lymphommarker CD20 (rot) und dem
Chemokinrezeptor CXCR7 (griin). A-C zeigt Aufnahmen der Choroidea, D-F der Retina und G-l des
Ziliarkorpers (markiert mit *). A, D und G zeigen jeweils die Choroidea, Retina und Ziliarkdrper von Mausaugen,
die mit CD20-positiven priméren ZNS-Lymphomzellen (PZNSL+) infiltriert sind (Pfeile). Es waren kaum CXCR7-
positive Zellen angefarbt. In der PZNSL- Gruppe (B, E und H) und in der SZNSL-Gruppe (C, E und |) fanden
sich keine CD20-positiven Zellen. CXCR7 war in der Choroidea der PZNSL- (B) und der SZNSL Gruppe (C)
schwach angefarbt. In der Retina der PZNSL- (E) und der SZNSL Gruppe (F) war CXCR7 schwach bis maRig
angefarbt. Im Ziliarkdrper der nicht infiltrierten Gruppen (H und I) war CXCR7 maRig stark angefarbt(100).
ONL = outer nuclear layer, INL = inner nuclear layer, GCL = ganglion cell layer, Scale bar 50 pm r
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3.1.2.4 Doppelfarbung CD20 und CD44
Abb. 14: Doppelfarbung von CD20 und CD44

Farbung von CD20 und CD44

PZNSL + PZNSL - SZNSL

Choroidea
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Exemplarisch dargestellt sind Aufnahmen der Farbung von dem Lymphommarker CD20 (rot) und dem
,Homingrezeptor* CD44 (griin). A-C zeigt Aufnahmen der Choroidea, D-F der Retina und G-I des Ziliarkorpers
(markiert mit*). A, D und G zeigen jeweils die Choroidea, Retina und Ziliarkérper von Mausaugen, die mit CD20-
positiven primaren ZNS-Lymphomzellen (PZNSL+) infiltriert sind (Pfeile). A zeigt CD44-positive Zellen (Chevron
Pfeil), welche sich oft in Kapillaren in unmittelbarer Nahe zu den CD20-positiven Lymphomzellen befanden. In
der Retina (D) fanden ebenfalls CD44-positive Zellen in Kapillaren. Im Ziliarkérper fanden sich weniger CD44-
positive Zellen. In der PZNSL- Gruppe (B, E und H) und in der SZNSL-Gruppe (C, F und I) fanden sich in
Choroidea, Retina und Ziliarkdrper keine CD20-positiven und selten CD44-positive Zellen(100). ONL = outer
nuclear layer, INL = inner nuclear layer, GCL = ganglion cell layer, Scale bar 50 pm
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3.1.3 Anteil der ko-exprimierenden Zellen an allen CD20-positiven

Zellen in der Choroidea
Bei allen Aufnahmen der PZNSL-Augen von der Choroidea wurden sowohl alle
CD20-positiven Zellen als auch alle Zellen mit Ko-Expression von Homing-Rezeptor
und CD20 ausgezahlt, um einen Anteil anzugeben (Abb. 15). Die Auszéhlung der
Zellen ergab Folgendes: Uber alle PZNSL-Augen zeigen in der Choroidea 21/138
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Zellen (ca. 15%) der CD20-positiven Zellen zuséatzlich eine Ko-Expression mit
CXCR4. Die Féarbung von CD20 und CXCRS5 zeigte, dass 32/91 (ca. 35%) CD20-
positiven Zellen zusatzlich CXCRS5 exprimierten. Die Farbungen von CD20/CXCR7
und CD20/CD44 zeigten kaum ko-exprimierende Zellen. Von 152 CD20-positiven
Zellen zeigten 3 zusatzlich eine Expression mit CXCR7 (ca. 2%). Bei der Farbung
von CD20 und CD44 exprimierten 10/132 (ca. 8%) CD20-positiven Zellen ebenfalls
CD44.

Abb. 15: Anteile der ko-exprimierenden Zellen in der Choroidea

Choroidea

A CD20+CXCR4 R CD20+CXCR5 [JCD20+CXCR7 [l CD20+CD44
B CD20 B CD20 § CD20 B CD20

Die dargestellten vier Balkendiagramme A-D stellen die Anteile der ko-exprimierenden Zellen an allen CD20-
positiven Zellen in der Choroidea graphisch dar. Die Hohe des Balkens entspricht dabei jeweils 100%, bzw. bei
A =138, bei B=91, bei C=152 und bei D=132 ausgezahlten Zellen.

3.1.4 Anteil der ko-exprimierenden Zellen an allen CD20-positiven

Zellen in der Retina

Auch bei allen Aufnahmen der Retina der PZNSL-Gruppe wurden manuell sowohl
die CD20-positiven als auch die Zellen mit einer Ko-Expression der Homing-
Rezeptoren ausgezahlt (Abb. 16). In den Retinae der PZNSL-Gruppe zeigten 0/13
(0%) Zellen eine Ko-Expression mit CXCR4. 7/21 (ca. 33%) der CD20-positiven
Zellen zeigten zuséatzlich auch eine Ko-Expression mit CXCR5. CXCR7 wurde bei
2130 (7%) CD20-positiven Zellen ko-exprimiert. Aul3erdem waren 3/18 (ca. 18%)
der CD20-positiven Zellen zusatzlich positiv fur CD44. Die Auszahlung zeigt
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aulRerdem, dass in der Retina im Vergleich zur Choroidea eine deutlich geringere

Infiltration mit CD20-positiven Zellen zu beobachten war.

Abb. 16: Anteile der ko-exprimierenden Zellen in der Retina

Retina

A

K CD20+CXCR4 R CD20+CXCR5 []JCD20+CXCR7 [ CD20+CD44
B CD20 B CD20 B CD20 B CD20

Die dargestellten vier Balkendiagramme A-D stellen die Anteile der ko-exprimierenden Zellen an allen CD20-
positiven Zellen in der Retina graphisch dar. Die H6he des Balkens entspricht dabei jeweils 100%, bzw. bei A
= 13, bei B=21, bei C=30 und bei D=18 ausgezahlten Zellen.

3.1.5 Anteil der ko-exprimierenden Zellen an allen CD20-positiven

Zellen im Ziliarkorper
Zusatzlich wurden bei allen Aufnahmen der Ziliarkdrper der PZNSL-Gruppe manuell
sowohl die CD20-positiven als auch die Zellen mit einer Ko-Expression der Homing-
Rezeptoren ausgezahlt (Abb. 17). In den Ziliarkdrpern der PZNSL-Gruppe zeigten
2/9 (ca. 22%) Zellen eine Ko-Expression mit CXCR4. 1/4 (25%) der CD20-positiven
Zellen zeigten zusatzlich auch eine Ko-Expression mit CXCR5. CXCR7 wurde bei
4/19 (ca. 21%) CD20-positiven Zellen ko-exprimiert. Aul3erdem waren 0/5 (0%) der
CD20-positiven Zellen zusatzlich positiv fir CD44. Die Auszéhlung zeigt auf3erdem,
dass im Ziliarkdrper noch mehr als in der Retina eine deutlich geringere Infiltration

mit CD20-positiven Zellen zu beobachten war.
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Abb. 17: Anteile der ko-exprimierenden Zellen im Ziliarkorper

Ziliarkorper

A B

) CD20+CXCR4 K CD20+CXCR5 []JCD20+CXCR7 [ CD20+CD44
B CD20 B CD20 BCD20 B CD20

Die dargestellten vier Balkendiagramme A-D stellen die Anteile der ko-exprimierenden Zellen an allen CD20-
positiven Zellen im Ziliarkorper graphisch dar. Die Hohe des Balkens entspricht dabei jeweils 100%, bzw. bei A
=9, bei B=4, bei C=19 und bei D=5 ausgezahiten Zellen.

3.2 Auswertung IRS PZNSL und SZNSL

Dass sich in der SZNSL-Gruppe keine doppelt positiven Zellen finden, wurde bereits
erklart. Dennoch exprimierten bestimmte Gewebe der SZNSL-Gruppe CXCRA4,
CXCRS5, CXCR7 und CD44. Um zu prufen, ob die PZNSL-Gruppe diese Rezeptoren
vermehrt exprimiert, wurden beide Gruppen mit dem IRS ausgewertet und
anschlieend statistisch mit dem Mann-Whitney-U Test miteinander verglichen. Ein

p-Wert kleiner als 0,05 wurde als statistisch signifikanter Unterschied gewertet.

3.2.1 Untersuchung der Gleichartigkeit der Infiltration mit CD20-

positiven Zellen der Choroidea der Augenpaare mit dem IRS
Mit Hilfe des erhobenen IRS kann statistisch Uberpruft werden, ob die Choroidea
beider Augen eines Augenpaares gleichmalig infiltriert wurden. Dazu wurden alle
Farbungen der PZNSL-Gruppe mit CD20 ausgewertet und die Augenpaare in zwei
Gruppen (a und b) aufgeteilt. Aus den IRS-Werten wurde sowohl flr Auge a als
auch Auge b (Tabelle 17) der Median berechnet. Als Teststatistik wurde der Mann-

Whitney-U angewandt, ein p-Wert kleiner als 0,05 wurde als signifikant
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angenommen und bedeutet, dass sich beide Gruppen in ihrem Infiltrationsmuster
unterscheiden (Tabelle 18, Abb. 18).

Tabelle 17: Gleichartigkeit der Infiltration der Choroidea — deskriptive Statistik

Auge a Auge b
n 13 13
Minimum 0 0
25% Perzentile 1 2
Median 3 3
75% Perzentile 4 3
Maximum 9 9
Variationsbreite 9 9

Dargestellt ist die deskriptive Statistik der Auswertung der Gleichartigkeit der Infiltration der Augen. In der
obersten Zeile sind die Partneraugen a und b der PZNSL-Gruppe aufgefuhrt. Darunter folgen die Anzahl der
Werte (n; number of values), das jeweilige Minimum, die 25%-Perzentile, der Median, die 75%-Perzentile, das
Maximum und die Variationsbreite.

Tabelle 18: Gleichartigkeit der Infiltration der Choroidea — schlieRende Statistik

Auge b vs. Auge a
Mann-Whitney-Test
p-Wert 0,9251
p-Wert Zusammenfassung ns
Signifikanter Unterschied (p<0.05)? Nein
Rangsummen Auge a; b 173,5;177,5
Mann-Whitney-U 82,50

Dargestellt sind die mit dem Mann-Whitney-U-Test berechneten Werte der Augen a und b. Ein p-Wert von p <
0,05 wird als signifikant angenommen.
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Abb. 18: Boxplots — Infiltration der Choroidea
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Dargestellt sind Box Plots von der Auswertung der Infiltration der Choroideae. Auf der X-Achse sind die Augen
a (n=13) und b (n=13) aufgelistet, auf der Y-Achse ist der immunreaktive Score (IRS) aufgetragen. Die Ranke
beider Gruppen unterscheiden sich nicht. p-Werte nach Mann-Whitney-U: siehe Tabelle 18.
Abklrzungen: ns = nicht signifikant

3.2.2 Choroidea

3.2.2.1 Deskriptive Statistik

Wie der nachfolgenden Tabelle 19 zu entnehmen ist, wurden in der SZNSL-Gruppe
10 und in der PZNSL-Gruppe 13 Augenpaare mit dem IRS ausgewertet. Wie bereits
erklart, fanden sich in der SZNSL-Gruppe keine CD20-positiven Zellen (IRS=0). Die
Expression von CD20 in der PZNSL-Gruppe hingegen zeigt eine groR3e
Variationsbreite von IRS-Werten von 0 bis 9. Der Median des IRS von 3 zeigt, dass
es sich bei CD20 in der Choroidea insgesamt um einen mafRig stark exprimierten
Rezeptor handelt. Eindeutige Unterschiede zwischen den Gruppen sind bei dem
Rezeptor CXCR5 zu erkennen, welcher in der SZNSL-Gruppe nicht exprimiert
wurde. CXCRY7 zeigt in beiden Gruppen eine schwache Expression, hinsichtlich des
IRS-Medians von 2 unterscheiden sie sich nicht. Bei CXCR4 sind leichte
Unterschiede zwischen den Gruppen zu erkennen. Ahnliches ist bei CD44 zu

sehen.
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Tabelle 19: Deskriptive Statistik - Choroidea

CD20 CXCR7 CXCR5 CXCR4 CD44
SZNSL PZNSL [SZNSL PZNSL |SZNSL PZNSL |SZNSL PZNSL |[SZNSL PZNSL
n 10 13 10 13 10 13 10 13 10 13
Minimum 0 0 0 1 0 0 0 0 1
25% Perzentile 0 1 0,8 1 0 0,5 0 0 0 1
Median 0 3 2 2 0 2 0 1 2
75% Perzentile 0 4 2 2 0 3 0 1 0,3 3
Maximum 0 9 3 3 0 4 1 3 1 4
Variationsbreite 0 9 3 2 0 4 1 3 1 3
Dargestellt ist die deskriptive Statistik der Auswertung der Choroidea. In der obersten Zeile sind alle Farbungen
fur jeweils die SZNSL-Gruppe und die PZNSL-Gruppe aufgefuhrt. Darunter folgen die Anzahl der Werte (n;
number of values), das jeweilige Minimum, die 25%-Perzentile, der Median, die 75%-Perzentile, das Maximum
und die Variationsbreite.
3.2.2.2 SchlieBende Statistik
Mit dem Mann-Whitney-U Test wurden die Ranke der SZNSL-Gruppe mit der
PZNSL-Gruppe auf ihre statistischen signifikanten Unterschiede hin tberpruft. Die
Ergebnisse kénnen der nachfolgenden Tabelle 20 und der Abb. 19 entnommen
werden. Alle Rezeptoren aul3er CXCR7 der beiden Gruppen unterscheiden sich
hinsichtlich ihrer Expressionsstarke in der Choroidea signifikant. Deutliche
Unterschiede waren bei den Rezeptoren CD20, CXCR5 und CD44 zu sehen.
Tabelle 20: SchlieRende Statistik - Choroidea
CD20 CXCRY CXCR5 CXCR4 CD44
PZNSL vs. SZNSL PZNSL PZNSL PZNSL PZNSL PZNSL
VS. VS. VS. VS. VS.
CD20 CXCR7 CXCR5 CXCR4 CD44
SZNSL SZNSL SZNSL SZNSL SZNSL
Mann-Whitney-Test
p-Wert (exakt, zweiseitig) <0,0001 0,7408 0,0004 0,0205 <0,0001
p-Wert Zusammenfassung il ns il * il
Signifikanter Unterschied? Ja Nein Ja Ja Ja
Rangsummen SZNSL; PZNSL 65; 211 113,5;162,5 | 70; 206 85,5;190,5 | 59; 217
Mann-Whitney-U 10 58.5 15 30.5 4

Dargestellt sind die mit dem Mann-Whitney-U-Test berechneten Werte der Choroidea. In der obersten Zeile
sind die Farbungen der Gruppen SZNSL und PZNSL dargestellt, welche miteinander verglichen werden. Ein p-
Wert von p < 0,05 wird als signifikant angenommen.
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Abb. 19: Boxplots — Choroidea
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Dargestellt sind Box Plots von der Auswertung der Choroideae. Auf der X-Achse sind die Farbungen aufgelistet,
auf der Y-Achse ist der immunreaktive Score (IRS) aufgetragen. Box Plots der Gruppe des SZNSL (n=10) sind
weil3, die der Gruppe des PZNSL (n=13) sind schwarz-gestreift. Die Rénke beider Gruppen unterscheiden sich
bei allen Farbungen signifikant au3er bei der Farbung von CXCR7(100). p-Werte nach Mann-Whitney-U: siehe
Tabelle 20.

Abklrzungen: ns = nicht signifikant; *** = p < 0,001; * = p < 0,05

3.2.3 Retina

3.2.3.1 Deskriptive Statistik

Die nachfolgende Tabelle 21 zeigt die Auswertung der Retina beider Gruppen mit
dem IRS. Insgesamt ist an den IRS-Werten vom Rezeptor CD20 zu erkennen, dass
es kaum CD20-positive Zellen in der Retina gab, und dass diese schwach positiv
sind. Die Rezeptoren CXCR5 und CD44 zeigten ebenfalls ein schwaches
Expressionsmuster sowohl in der SZNSL- als auch in der PZNSL-Gruppe. Der
Rezeptor CXCR7 zeigt in beiden Gruppen eine schwach bis mafige Expression.
CXCR4 war mehr in der SZNSL-Gruppe als in der PZNSL-Gruppe in der Retina

manig stark exprimiert.
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Tabelle 21: Deskriptive Statistik - Retina

CD20 CXCR7 CXCR5 CXCR4 CD44
SZNSL PZNSL | SZNSL PZNSL | SZNSL PZNSL | SZNSL PZNSL | SZNSL PZNSL
n 10 13 10 13 10 13 10 13 9 13
Minimum 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
25% Perzentile 0 0 1 2 0 0 0,8 0 0 0
Median 0 1 3 2 0 1 3 0 0 1
75% Perzentile 0 1 4 4 1 2 5 0 0 2
Maximum 0 1 5 6 1 2 5 1 2 2
Variationsbreite 0 1 4 6 1 2 5 1 2 2
Dargestellt ist die deskriptive Statistik der Auswertung der Retina. In der obersten Zeile sind alle Farbungen fir
jeweils die SZNSL-Gruppe und die PZNSL-Gruppe aufgefiihrt. Darunter folgen die Anzahl der Werte (n; number
of values), das jeweilige Minimum, die 25%-Perzentile, der Median, die 75%-Perzentile, das Maximum und die
Variationsbreite.
3.2.3.2 Schliel3ende Statistik
Mit dem Mann-Whitney-U Test wurden die Ranke der SZNSL-Gruppe mit der
PZNSL-Gruppe auf ihre statistische Signifikanz Uberpruft. Die Ergebnisse kénnen
der nachfolgenden Tabelle 22 und Abb. 20 entnommen werden. Es unterscheiden
sich die Expression der Rezeptoren CD20 und CXCR4 in der Retina signifikant.
CD20 war in der PZNSL-Gruppe signifikant hoher exprimiert als in der SZNSL-
Gruppe. CXCR4 wurde in der SZNSL-Gruppe signifikant hoher exprimiert als in der
PZNSL-Gruppe. Die ubrigen Rezeptoren CXCR7, CXCRS5 und CD44 zeigten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen auf.
Tabelle 22: SchlieRende Statistik - Retina
CD20 CXCR7 CXCR5 CXCR4 CD44
PZNSL vs. SZNSL PZNSL PZNSL PZNSL PZNSL PZNSL
Vs. Vs. VS. VS. Vs.
CD20 CXCR7 CXCR5 CXCR4 CD44
SZNSL SZNSL SZNSL SZNSL SZNSL
Mann-Whitney-Test
p-Wert (exakt, zweiseitig) 0,0075 0,9706 0,1193 0,0008 0,0594
p-Wert Zusammenfassung ** ns ns il ns
Signifikanter Unterschied? Ja Nein Nein Ja Nein
Rangsummen SZNSL; PZNSL 85; 191 121, 155 95; 181 168; 108 76.5; 176.5
Mann-Whitney-U 30 64 40 17 315

Dargestellt sind die mit dem Mann-Whitney-U-Test berechneten Werte der Retina. In der obersten Zeile sind
die Farbungen der Gruppen SZNSL und PZNSL dargestellt, welche miteinander verglichen werden. Ein p-Wert
von p < 0,05 wird als signifikant angenommen.
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Abb. 20: Boxplots — Retina
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Dargestellt sind Box Plots von der Auswertung der Retinae. Auf der X-Achse sind die Farbungen aufgelistet,
auf der Y-Achse ist der immunreaktive Score (IRS) aufgetragen. Box Plots der Gruppe des SZNSL (n=10) sind
weil3, die der Gruppe des PZNSL (n=13) sind schwarz-gestreift. Die Ranke beider Gruppen unterscheiden sich
nur bei den Farbungen CD20 und CXCRA4 signifikant(100). p-Werte nach Mann-Whitney-U: siehe Tabelle 22.

Abkirzungen: ns = nicht signifikant; *** = p < 0,001; ** = p < 0,01

3.2.4 Ziliarkorper
3.2.4.1 Deskriptive Statistik

Die nachfolgende Tabelle 23 zeigt die Auswertung des Ziliarkérpers beider Gruppen
mit dem IRS. Insgesamt ist an den IRS-Werten vom Rezeptor CD20 zu erkennen,
dass es kaum CD20-positive Zellen im Ziliarkorper gab. Der Rezeptor CXCR5
zeigte ebenfalls ein schwaches Expressionsmuster in der PZNSL-Gruppe. Der
Rezeptor CXCR7 zeigt in beiden Gruppen eine schwach bis maRige Expression.
CXCR4 war mehr in der SZNSL-Gruppe als in der PZNSL-Gruppe in der Retina
mafig stark exprimiert. CD44 wurde in beiden Gruppen &hnlich stark exprimiert.
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Tabelle 23: Deskriptive Statistik: Ziliarkdrper

CD20 CXCR7 CXCR5 CXCR4 CD44
SZNSL PZNSL | SZNSL PZNSL | SZNSL PZNSL | SZNSL PZNSL | SZNSL PZNSL
n 10 13 10 13 10 13 10 13 9 13
Minimum 0 0 2 2 0 0 0 0 0 0
25% Perzentile 0 0 3 3 0 0 0 0 0 0
Median 0 0 4 4 0 1 0 0 1 2
75% Perzentile 0 1 5 4 0 1 0 2 2 2
Maximum 0 1 5 6 0 2 7 2 3 2
Variationsbreite 0 1 3 4 0 2 7 2 3 2
Dargestellt ist die deskriptive Statistik der Auswertung des Ziliarkérpers. In der obersten Zeile sind alle
Farbungen fur jeweils die SZNSL-Gruppe und die PZNSL-Gruppe aufgefiihrt. Darunter folgen die Anzahl der
Werte (n; number of values), das jeweilige Minimum, die 25%-Perzentile, der Median, die 75%-Perzentile, das
Maximum und die Variationsbreite.
3.2.4.2 Schliel3ende Statistik
Mit dem Mann-Whitney-U Test wurden die Ranke der SZNSL-Gruppe mit der
PZNSL-Gruppe auf ihre statistische Signifikanz tberprift. Die Ergebnisse kdnnen
der nachfolgenden Tabelle 24 und der Abb. 21 entnommen werden. Es
unterscheidet sich hier lediglich die Expression des Rezeptors CXCR5 in dem
Ziliarkorper signifikant. CXCR5 wurde in der PZNSL-Gruppe signifikant hoher
exprimiert als in der SZNSL-Gruppe. Die Ubrigen Rezeptoren CD20, CXCR4,
CXCR7 und CD44 zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
auf.
Tabelle 24: SchlieRende Statistik — Ziliarkdrper
CD20 CXCR7 CXCR5 CXCR4 CD44
PZNSL vs. SZNSL PZNSL PZNSL PZNSL PZNSL PZNSL
VS. VS. Vs. Vs. VS.
CD20 CXCR7 CXCR5 CXCR4 CD44
SZNSL SZNSL SZNSL SZNSL SZNSL
Mann-Whitney-Test
p-Wert (exakt, zweiseitig) 0,1045 0,9355 0,0075 0,1573 0,6809
p-Wert Zusammenfassung ns ns ol ns ns
Signifikanter Unterschied? Nein Nein Ja Nein Nein
Rangsummen SZNSL; PZNSL 100; 176 121,5;154,5 | 85;191 99,5;176,5 | 98; 155
Mann-Whitney-U 45 63,5 30 44,5 53

Dargestellt sind die mit dem Mann-Whitney-U-Test berechneten Werte des Ziliarkdrpers. In der obersten Zeile
sind die Farbungen der Gruppen SZNSL und PZNSL dargestellt, welche miteinander verglichen werden. Ein p-
Wert von p < 0,05 wird als signifikant angenommen.
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Abb. 21: Boxplots — Ziliarkorper
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Dargestellt sind Box Plots von der Auswertung der Ziliarkdrper. Auf der X-Achse sind die Farbungen aufgelistet,
auf der Y-Achse ist der immunreaktive Score (IRS) aufgetragen. Box Plots der Gruppe des SZNSL (n=10) sind
weil3, die der Gruppe des PZNSL (n=13) sind schwarz-gestreift. Die Ranke beider Gruppen unterscheiden sich
bei allen Farbungen nicht, au3er bei der Farbung von CXCR5(100). p-Werte nach Mann-Whitney-U: siehe
Tabelle 24.
Abklrzungen: ns = nicht signifikant; ** = p < 0,01

3.2.5 Sehnerv
3.2.5.1 Deskriptive Statistik

Die nachfolgende Tabelle 25 zeigt die Auswertung der Sehnerven beider Gruppen
mit dem IRS. Insgesamt ist an den IRS-Werten vom Rezeptor CD20 zu erkennen,
dass es kaum CD20-positive Zellen in den Sehnerven gab, und dass diese schwach
positiv sind. Die Rezeptoren CXCR4, CXCR5 und CXCR7 zeigten ebenfalls ein
schwaches Expressionsmuster sowohl in der SZNSL- als auch in der PZNSL-

Gruppe. CD44 war im Sehnerv nicht exprimiert.
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Tabelle 25: Deskriptive Statistik - Sehnerv

CD20 CXCRY7 CXCR5 CXCR4 CD44
SZNSL PZNSL|SZNSL PZNSL|SZNSL PZNSL | SZNSL PZNSL|SZNSL PZNSL
n 3 8 3 8 3 7 3 8 3 8
Minimum 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
25% Perzentile 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Median 0 0,5 1 0 0 0 1 0 0 0
75% Perzentile 1 1 1 0 0 2 2 0 0 0
Maximum 1 2 1 1 0 3 2 2 0 0
Variationsbreite 1 2 1 1 0 3 2 2 0 0
Dargestellt ist die deskriptive Statistik der Auswertung des Sehnervs. In der obersten Zeile sind alle Farbungen
fur jeweils die SZNSL-Gruppe und die PZNSL-Gruppe aufgefuhrt. Darunter folgen die Anzahl der Werte (n;
number of values), das jeweilige Minimum, die 25%-Perzentile, der Median, die 75%-Perzentile, das Maximum
und die Variationsbreite.
3.2.5.2 Schlief3ende Statistik
Mit dem Mann-Whitney-U Test wurden die Ranke der SZNSL-Gruppe mit der
PZNSL-Gruppe auf ihre statistische Signifikanz Uberpruft. Die Ergebnisse kénnen
der nachfolgenden Tabelle 26 und der Abb. 22 entnommen werden. Keiner der funf
untersuchten Rezeptoren CD20, CXCR4, CXCR5, CXCR7 und CD44 wird in der
PZNSL-Gruppe signifikant starker exprimiert. Es lasst sich aber bei CXCRS5 eine
Tendenz erkennen, dass dieser Rezeptor in der PZNSL vermehrt exprimiert wurde.
Tabelle 26: SchlieRende Statistik - Sehnerv
CD20 CXCR7 CXCR5 CXCR4 CD44
PZNSL vs. SZNSL PZNSL PZNSL PZNSL PZNSL PZNSL
VS. VS. VS. VS. VS.
CD20 CXCR7 CXCR5 CXCR4 CD44
SZNSL SZNSL SZNSL SZNSL SZNSL
Mann-Whitney-Test
p-Wert (exakt, zweiseitig) 0,9091 0,1515 0,4750 0,1515 >0,9999
p-Wert Zusammenfassung ns ns ns ns ns
Signifikanter Unterschied? Nein Nein Nein Nein Nein
Rangsummen SZNSL; PZNSL 15.50; 50.50 | 24.50; 41.50 | 12; 43 24; 42 18; 48
Mann-Whitney-U 9.500 5.500 6 6 12

Dargestellt sind die mit dem Mann-Whitney-U-Test berechneten Werte des Sehnervs. In der obersten Zeile sind
die Farbungen der Gruppen SZNSL und PZNSL dargestellt, welche miteinander verglichen werden. Ein p-Wert
von p < 0,05 wird als signifikant angenommen.
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Abb. 22: Boxplots - Sehnerv
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Dargestellt sind Box Plots von der Auswertung der Sehnerven. Auf der X-Achse sind die Farbungen aufgelistet,
auf der Y-Achse ist der immunreaktive Score (IRS) aufgetragen. Box Plots der Gruppe des SZNSL (n=3) sind
weil3, die der Gruppe des PZNSL (n=8) sind schwarz-gestreift. Die Réanke beider Gruppen unterscheiden sich
bei allen Farbungen nicht signifikant. p-Werte nach Mann-Whitney-U: siehe Tabelle 26.

Abklrzungen: ns = nicht signifikant
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob in einem PDX-PZNSL Mausmodell im
Vergleich zur Kontrollgruppe eines PDX-SZNSL Mausmodell eine PVRL-Situation
hergestellt werden kann. Dazu wurden 13 Augenpaare der PZNSL-Gruppe und 10
Augenpaare der SZNSL-Gruppe auf eine Infiltration mit CD20-positiven B-
Lymphomzellen untersucht. Zusétzlich wurde untersucht, ob die Lymphomzellen zu
CD20 auch einen Homingrezeptor (CXCR4, CXCR5, CXCR7 oder CD44) ko-

exprimieren. Es wurden dazu Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen angefertigt.

Die Auswertung der Augen unter dem Immunfluoreszenzmikroskop ergab, dass
11/13 Augenpaare der PZNSL-Gruppe mit CD20-positiven Lymphomzellen infiltriert
waren. In der SZNSL-Gruppe fand sich keine Infiltration. In der PZNSL-Gruppe
waren die Lymphomzellen, welche zusatzlich CXCR4, CXCR5 und CD44
exprimierten, vor allem in der Choroidea lokalisiert. Vereinzelt liel3en sich auch ko-
exprimierende Zellen in der Retina und im Ziliarkdrper nachweisen. Dies lasst sich
auch mit Hilfe der angegebenen Anteile der ko-exprimierenden Zellen an allen
CD20-positiven-Zellen nachvollziehen. Auch im Sehnerv der PZNSL-Gruppe
fanden sich CD20-positive Zellen. Die Auswertung mit dem IRS ergab, dass die
Rezeptoren CXCR4, CXCR5 und CD44 v.a. in der Choroidea der PZNSL-Gruppe
signifikant hoher als in der SZNSL-Gruppe exprimiert wurden.

4.2 Vergleich mit anderen Mausmodellen fir das PVRL

4.2.1 Infiltration mit CD20-positiven Lymphomzellen

In allen unter 1.3.3. erwahnten PVRL-Mausmodellen konnte eine intraokulare
Infiltration mit Lymphomzellen nachgewiesen werden. Assaf et al. (1997), Hochman
et al. (2001) und Chan et al. (2005) nutzen fir ihre Modelle murine T-
Lymphomzellen, welche entweder intraperitoneal (Assaf, Hochman) oder
intravitreal (Chan) BALB/c-Mausen injiziert wurden. Bei Assaf und Hochman
infiltrierten die T-Lymphozyten viele intraokulére Strukturen. Vor allem die

Choroidea zeigte eine starke Infiltration, aber auch in der Tranendriise, dem
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Sehnerv, dem Ziliarkdrper, der Iris und der vorderen Augenkammer lieRen sich
Lymphomzellen nachweisen. Assaf et al. beschreiben zusatzlich subretinale
Infiltrationen sowie eine Infiltration der Lider, der Konjunktiva der &uf3eren
Augenmuskeln(56,64). Bei Chan et al. fanden sich T-Lymphomzellen im
Glaskdrper, subretinal und in der vorderen Augenkammer(65). Diese Ergebnisse
lassen sich nur sehr eingeschrankt mit unseren Ergebnissen vergleichen, da sich
T-Zell-Lymphome stark von B-Zell-Lymphomen unterscheiden. Vermutlich
gelangen maligne T-Zellen eher Uber Hirnnerven in das Gehirn und tber den N.
opticus in das Auge. Zudem treten die sehr seltenen und ungewo6hnlichen
intraokularen T-Zell-Lymphome im Rahmen von systemischen Lymphomen und
kaum priméar auf(101). Daher muss bei okularen T-Zell-Lymphomen von einer
generalisierten Disseminierung ausgegangen werden, die nicht nur spezifisch das
Auge betrifft, wie es bei PVRL der Fall ist.

Touitou et al. (2007) und Ben Abdelwahed et al. (2013) arbeiteten mit BALBc-
Mausen, denen murine B-Lymphomzellen intravitreal injiziert wurden. Bei beiden
Modellen waren Glaskorper und die Retina mit B-Lymphomzellen infiltriert. Touitou
et al. beschreiben zusatzlich, dass auch die vordere Augenkammer, die lIris, der

Ziliarkorper und die Choroidea infiltriert waren(69,71).

Li et al. (2006) und Mineo et al. (2008) entwickelten beide Xenograft-Mausmodelle,
in denen SCID-Mausen (Li) bzw. C3H/HeN-Mausen (Mineo) humane B-
Lymphomzellen intravitreal injiziert wurden. Beide Arbeitsgruppen konnten in ihren
Modellen eine Infiltration des Glaskoérpers und der Retina nachweisen. Bei Li et al.
zeigten sich zusatzlich auch B-Lymphomzellen um den Sehnerv herum und im
Gehirn. Mineo konnten zeigen, dass die B-Lymphomzellen nach langerer Zeit nach
der Retina auch den subretinalen Raum, die vordere Augenkammer und die
Konjunktiva infiltrierten(68,70).

Bei der Untersuchung der Augen unseres Modells konnten wir ahnliche Ergebnisse
finden. Hier fanden sich CD20-positive Lymphomzellen vor allem in der Choroidea,
aber auch die Retina und der Ziliarkérper waren infiltriert (Abb. 11, Abb. 12, Abb.
13, Abb. 14). Ob einzelne Lymphomzellen unter dem RPE und somit nicht choroidal

lokalisiert waren, lasst sich auf Grund der schlechten Darstellbarkeit der
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Bruchmembran mit Hilfe der Immunfluoreszenz nur schlecht beurteilen. Im Sehnerv
fanden sich vereinzelt B-Lymphomzellen (Abb. 24). Auch in der Glandula lacrimalis
konnten wir B-Lymphomzellen nachweisen. Interessanterweise fanden wir im
Glaskdrper keine Infiltration, genauso wenig in der vorderen Augenkammer, der Iris

oder der Konjunktiva.

Diese leichten Unterschiede resultieren méglicherweise aus der anderen Methodik,
die fUr das in dieser Arbeit verwendete Mausmodell von Isbell et al (2022) genutzt
wurde. Im Unterschied zu anderen Mausmodellen fir das PVRL(65,68-71), bei
denen die Lymphomzellen direkt intravitreal injiziert wurden, wurden bei dem Modell
von Isbell et al. humane DLBCL-Xenograft-Lymphomzellen von SZNSL oder
PZNSL den Mausen intrasplenisch injiziert(72). Dadurch handelt es sich hier um ein
Homing-Modell, da die Lymphomzellen von diesem Organ in das ZNS und in die
Augen gelangen. Auch die Modelle von Assaf et al. und Hochman et al. kbnnen als
Homing-Modelle bezeichnet werden, da die Lymphomzellen intraperitoneal
gespritzt wurden. Allerdings handelt es sich hier um T-Zell-Modelle, welche sich auf
Grund der deutlich unterschiedlichen Pathogenese von T-Zell-Lymphomen nicht mit

B-Zell-Lymphomen und B-Zell-Modellen vergleichen lassen.

In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass ein grol3er Teil der Augenpaare des
PZNSL-Modells jedoch keine der Augenpaare des SZNSL-Modells mit CD20-
positiven Lymphomzellen infiltriert waren. Daraus kdnnen wir folgern, dass das
genutzte Modell zur Untersuchung des B-Lymphomzell-Homings geeignet ist.
Weiterhin konnten die Ergebnisse von Isbell et al., welche das Modell etablierten,
weitestgehend bestatigt werden(72). Zudem lasst sich aus den Ergebnissen
ableiten, dass PZNSL und somit auch PVRL durch Homing von B-Lymphomzellen
entstehen kénnen, wodurch sie sich in ihrer Pathogenese deutlich von den SZNSL
unterscheiden, welche keine Infiltration des Auges zeigten.

4.3 Ko-Expression von CD20 und Homing-Rezeptoren

Auf Grund der geringen Datenlage zu Chemokinen und Homing-Rezeptoren beim
PVRL werden die Ergebnisse sowohl mit Mausmodellen zu DLBCL, PZNSL und
priméaren testikularen Lymphomen (PTL) als auch mit Untersuchungen an DLBCL-
Patientenproben verglichen. Die drei primaren Lymphome PVRL, PZNSL und PTL
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lassen sich dabei gut vergleichen, da alle gréf3tenteils vom DLBCL-Typ sind und
alle in immunpriviligierten Organen (Auge, Gehirn, Hoden) priméar entstehen(4—
6,26,102,103). In diesen immunpriviligierten Organen mit vulnerablen Geweben ist
die physiologische Immunantwort und die Fahigkeit zur Antigenerkennung
unterdriickt(104). Somit kann flur diese drei primaren Lymphome eine &hnliche

Pathogenese angenommen werden.

4.3.1 Ko-Expression von CD20 und CXCR4

CXCR4 wird bei vielen Krebs-Entitaten, wie z.B. der Nieren, der Lunge, der Brust
und vielen weiteren Organen, vermehrt exprimiert und gilt bei diesen haufig als
prognostisch ungunstiger Faktor. Zudem ist CXCR4 mit einer beschleunigten
Metastasierung und der Entwicklung von Therapieresistenzen bei z.B. Brustkrebs
assoziiert(105-112). Bei DLBCL, welche am haufigsten bei PVRL, PZNSL und PTL
diagnostiziert werden, kann CXCR4 zum einen die Proliferation der Tumormasse
erh6hen und das Uberleben dieser sichern(113). Daher wird vermutet, dass CXCR4
und sein Ligand CXCL12 mit urséchlich fur die Pathogenese dieser extranodalen

priméren B-Zell-Lymphome sind.

Es gibt nur wenige Studien, die CXCR4 und CXCL12 bei PVRL, PZNSL und PTL
untersucht haben. Das bereits beschriebene Xenograft-Mausmodell von Li et al.
(2006) ist zwar kein Homing-Modell, aber es ist das einzige Modell fur PVRL,
welches Chemokine untersuchte. Hier konnte mittels Flow-Zytometrie und real-time
PCR nachgewiesen werden, dass die intravitreal gespritzten humanen
Lymphomzellen CXCR4 und auch CXCR5 exprimierten(68).

Chan et al. (2003, 2004), welche PVRL-Zellen, und Lemma et al. (2016), welche
PZNSL-Zellen untersuchten, konnten eine Expression von CXCR4 auf
Lymphomzellen in den Patientenproben nachweisen. Auch wurde eine Expression
von CXCL12, dem Liganden von CXCR4, in der Retina, vom retinalen
Pigmentepithel und von zerebralen Gefallendothelien gefunden(38,114,115).

Brunn et al. (2007) untersuchten die Expression von CXCR4, CXCR5, CXCL12 und
CXCL13 in Patientenproben von PZNSL-Patienten mittels Reverse-Transkriptase-
PCR und Immunhistochemie. Die Lymphomzellen exprimierten sowohl CXCR4 als
auch CXCL12. CXCL12 wurde zusatzlich von GefalRendothelien und aktivierten
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Mikrogliazellen exprimiert(102). Auch Smith et al. (2007) untersuchten PZNSL-
Patienten-Biopsien mit immunhistochemischen Farbungen und konnten ebenfalls

eine CXCR4-Expression von malignen B-PZNSL-Zellen nachweisen(116).

Ahnliche CXCR4-Expressionsmuster finden sich auch in primaren testikularen
Lymphomen (PTL), welche PZNSL- und somit auch PVRL durch ihre
immunpriviligierte Nische stark &hneln(6). Menter et al. charakterisierten den
Phanotyp von humanen PTL vom DLBCL-Typ und untersuchten daher u.a. CXCR4,
welches bei rund der Haélfte der Tumoren exprimiert wurde(117). Auch Ollikainen et
al. (2021) untersuchten PTL (DLBCL) und systemische DLBCL aus
Patientenproben und konnten ebenfalls eine vermehrte Expression von CXCR4 bei
PTL feststellen. Auf3erdem war CXCR4 mit einer schlechteren Prognose

assoziiert(118).

In unserer Arbeit konnte eine Ko-Expression von CD20 und CXCR4 auf
Lymphomzellen in der PZNSL-Gruppe nachgewiesen werden. In der Choroidea
betrug der Anteil der ko-exprimierenden Zellen an allen CD20-positiven Zellen ca.
15%. Zudem war der Rezeptor CXCR4 in der PZNSL-Gruppe in der Choroidea
signifikant hoher exprimiert als in der SZNSL-Gruppe. So kdnnen die Hypothesen,
CD20 und CXCR4 werden bei Mausen mit einem primaren B-Zell-Lymphombefall
ko-exprimiert und CXCR4 wird im Allgemeinen bei Mausen mit einem primaren B-
Zell-Lymphombefall héher exprimiert als bei Mausen mit einem sekundéaren B-Zell-
Lymphombefall, zumindest fur die Choroidea bestatigt werden. Unsere Ergebnisse
bestéatigen somit die Erkenntnisse der anderen Arbeiten.

Entgegen den Erwartungen wurde CXCR4 in der Retina in der SZNSL-Gruppe
signifikant héher exprimiert. Dies legt nahe, dass CXCR4 in der Retina von anderen
Zellen exprimiert wird, da sich keine CD20/CXCR4-positiven Lymphomzellen in der
Retina fanden. Bhutto et al. (2006) untersuchten in ihrer Arbeit u.a. humane
gesunde Retinae. Dort wurde CXCR4 ebenfalls in der Retina von
Photorezeptorzellen, Endothelzellen und dem retinalen Pigmentepithel (RPE)
exprimiert(77). Da sich aber in der Retina der PZNSL-Gruppe kaum CXCR4-positive
Zellen fanden, gehen wir von einer unspezifischen Farbung in der SZNSL-Retina

aus.
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Es lasst sich somit festhalten, dass CXCR4 von CD20-positiven Lymphomzellen in
PVRL bzw. PZNSL exprimiert wird. Ob CXCR4 tatsachlich das Homing von B-
Lymphomzellen allein vermittelt oder eventuell Ko-Faktoren bendétigt, lasst sich
anhand dieser Ergebnisse nicht sagen. Trotzdem bleibt CXCR4 weiterhin fur die
These des Homings interessant, v.a. da sein Ligand CXCL12 im Auge exprimiert
werden kann und die Chemotaxis von CD20/CXCR4-positiven Lymphomzellen
vermitteln konnte(38,114).

4.3.2 Ko-Expression von CD20 und CXCR5

CXCRS5 und sein Ligand CXCL13 sind eher B-Zell spezifisch und daher besonders
interessant fur das Homing von B-Lymphomzellen(78). CXCR5 und CXCL13
spielen ahnlich wie CXCR4 und CXCL12 eine Rolle im Tumorwachstum, -
uberleben, -invasion und Metastasierung sowohl bei hamatologischen Neoplasien
als auch bei soliden Tumoren. Bei Letzteren ist eine erhdhte Expression von CXCR5
und CXCL13 mit einem schlechteren Outcome assoziiert(87,119-125).

Die bereits beschriebene Arbeit von Li et al. (2006) beschrieb eine Expression von
CXCR4 und CXCR5 in einem Xenograft-PVRL-Mausmodell. Im Gegensatz zu
CXCR4 konnten fir CXCR5 zudem eine Hochregulation in vivo (Mausmodell) im
Gegensatz zu Untersuchungen in vitro (Zellkultur) gezeigt werden, obwohl in beiden

Fallen die gleiche Zelllinie untersucht wurde(68).

Auch Chan et al. (2003, 2004) untersuchten nicht nur CXCR4, sondern auch
CXCRS5 in PVRL. Dabei wurde CXCR5 exklusiv von Lymphomzellen exprimiert.
Ahnlich wie CXCL12 wurde auch CXCL13 vom RPE exprimiert(38,114).

Die ebenfalls vorbeschriebene Arbeit von Lemma et al. (2016) fand in PZNSL-
Proben zusatzlich zur Expression von CXCR4 auch eine Expression von CXCR5
auf den Lymphomzellen, welche mit der ZNS-Infiltration stark korrelierte(115).
Brunn et al. (2007) konnten auch eine starke Expression von CXCRS5 in PZNSL
nachweisen. Zusatzlich zeigte sich eine Expression von CXCL13 in Endothelzellen,
was die Homing-Hypothese weiter unterstitzt(102). Letzteres zeigt auch die Arbeit
von Smith et al. (2003)(83).
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Ollikainen et al. (2021) hat, wie bereits beschrieben, humane PTL vom DLBCL-Typ
untersucht. Zusatzlich zu CXCR4 war dort auch CXCR5 exprimiert, allerdings in
geringerem Maf3e als CXCR4. Auch CXCL13 wurde von den Lymphomzellen
exprimiert(118).

Die Auswertung unserer Ergebnisse zeigt, dass CXCR5 auf CD20-positiven
Lymphomzellen ko-exprimiert wird. Der Anteil der ko-exprimierenden Zellen an allen
CD20-positiven Zellen ist in der Choroidea mit 35% und in der Retina mit 33% in
etwa gleich gro3. Im Ziliarkdrper zeigten 25% der Lymphomzellen eine Ko-
Expression mit CXCR5. Damit ist CXCR5 auch der Rezeptor, der von allen
untersuchten Rezeptoren am haufigsten zusatzlich exprimiert wurde. Dies wird
durch die Ergebnisse der Auswertung mit dem IRS bestatigt. CXCR5 wird in der
Choroidea und dem Ziliarkorper signifikant hoher exprimiert. In der Retina wurde
CXCRS5 ebenfalls hoher exprimiert, allerdings war das Ergebnis nicht signifikant. Es
lasst sich aber eine deutliche Tendenz erkennen. Hervorzuheben ist aul3erdem,
dass die IRS-Werte von CXCRS5 in der Choroidea, der Retina, dem Ziliarkérper und
dem Sehnerv der SZNSL-Gruppe im Median immer 0 betrugen. Das bedeutet, dass
der Rezeptor in der SZNSL-Gruppe nicht exprimiert wird. Die Hypothesen, CD20
und CXCR5 werden bei Mausen mit einem priméaren B-Zell-Lymphombefall ko-
exprimiert und CXCRS5 wird im Allgemeinen bei M&usen mit einem priméren B-Zell-
Lymphombefall héher exprimiert als bei Mausen mit einem sekundaren B-Zell-
Lymphombefall, konnten somit bestatigt werden. Die gefundenen Ergebnisse

passen gut zu den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen.

CXCRS5 und sein Ligand CXCL13 scheinen so von besonderer Bedeutung fur das
Homing von Lymphomzellen zu sein. Da CXCR5 in dieser Arbeit von allen
Rezeptoren am meisten ko-exprimiert wurde, vermuten wir, dass die CXCRS5-
CXCL13-Achse besonders relevant fur das Homing und die Pathogenese von PVRL
und PZNSL ist.

4.3.3 Ko-Expression von CD20 und CXCR7

CXCRY7, ein negativer Regulator von CXCRA4, bindet ebenfalls an den Liganden
CXCL12. Die CXCR4-CXCR7-CXCL12-Achse gilt bei vielen Krebsarten, wie z.B.
Brust- und Prostatakrebs, als wichtiger Signalweg fiir Wachstum und Uberleben
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dieser Tumore, aber auch fiir die Entwicklung von Therapieresistenzen. Ob CXCR7
zur Metastasierung beitragen kann oder diese sogar verhindert, ist in der Literatur
umstritten(126,107,108,127,128). Auch bei Non-Hodgkin-Lymphomen gilt CXCR7
als mit ursachlich fur die Pathogenese dieser Erkrankungen. Zabel et al. (2011)
untersuchten beispielsweise die transendotheliale Migration (TEM) einer humanen
Burkitt-Lymphom-Zelllinie in vitro und konnten zeigen, dass TEM besonders
ausgepragt bei CXCR4/CXCR7-positive Lymphomzellen in Gegenwart von
CXCL12 zu beobachten war(129).

Puddino et al. (2017) untersuchten die Expression von CXCR7 in einem Xenograft-
Mausmodell. Bei diesem Modell wurden humane DLBCL-Zellen subkutan bzw.
intravends NOD/SCID-Méausen injiziert. Interessanterweise gelangten CXCR7-
positive DLBCL-Zellen in das Knochenmark, die Milz, das Gehirn und die Lunge,
wohingegen CXCR7-knockout DLBCL-Zellen die Organe deutlich seltener
infiltrierten. Trotzdem wird auch beschrieben, dass nur ein kleiner Teil der DLBCL-
Zellen CXCR7 auf ihrer Oberflache exprimieren, obwohl der Anteil der mRNA-
Transkripte von CXCR7 bei den CXCR7-positiven und -negativen Zellen gleich war.
Es besteht daher die Mdglichkeit, dass CXCR7 vorrangig intrazellular gespeichert
und nur bei bestimmten Stimuli vermehrt auf der Zelloberflache exprimiert wird(130).

Moreno et al. (2018) konnten durch Untersuchungen an Patientenproben beweisen,
dass DLBCL, welche CXCR7 vermehrt exprimieren, eine gunstigere Prognose
aufweisen und mit einem langeren Uberleben assoziiert waren als CXCR7-negative
Lymphome. CXCR7 wirkt als negativer Regulator auf CXCR4, welcher als
prognostisch ungunstiger Faktor gilt. Damit reguliert CXCR7 gegebenenfalls die
aggressive Wirkung von CXCR4(131).

Die Ergebnisse unserer Arbeit zeigen, dass sich sowohl in der Choroidea als auch
in der Retina, dem Ziliarkérper und dem Sehnerv kaum CD20-positive Zellen
fanden, welche zuséatzlich den Rezeptor CXCR7 exprimierten. Auch die Auswertung
mit dem IRS legte nah, dass CXCR7 in der PZNSL-Gruppe nicht hoher exprimiert
wird als in der SZNSL-Gruppe. Damit konnten die Hypothesen, CD20 und CXCR7
werden bei Mausen mit einem priméaren B-Zell-Lymphombefall ko-exprimiert und

CXCR7 wird im Allgemeinen bei Mausen mit einem primaren B-Zell-Lymphombefall
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hoher exprimiert als bei Mausen mit einem sekundaren B-Zell-Lymphombefall, nicht

bestétigt werden.

Unsere Ergebnisse stimmen nicht mit denen von Puddino et al. (2017)(130) Gberein.
Moglicherweise handelt es sich bei dem in dieser Arbeit untersuchtem PVRL um
eine aggressive Variante eines DLBCL, bei dem CXCR7 kaum exprimiert wird. Auch
ist es moglich, dass die Mikroumgebung in diesem PDX-Mausmodell eine
vermehrte Expression von CXCR7 unterdrickte bzw. nicht forderte. So konnte die
niedrige Expression von CXCR?7 in diesem Fall sogar die Expression von CXCR4
positiv beeinflusst haben. Sicher ist, dass die Rolle von CXCR7 beim Homing von
B-Lymphomzellen weiterhin unklar ist und kontrovers diskutiert und erforscht

werden muss.

4.3.4 Ko-Expression von CD20 und CD44

CD44, ein multifunktionales Zelloberflachenmolekll und Rezeptor, wird bei vielen
Krebsarten vermehrt exprimiert. Meist ist CD44 mit einer besseren Prognose
assoziiert, dieses gilt allerdings nicht fur NHL. Der Rezeptor spielt eine Rolle bei der
Proliferation, Migration und Angiogenese bei verschiedenen soliden humanen
Tumoren wie z.B. Brustkrebs. Aul3erdem kann CD44 an der Prasentation von
Chemokinen beteiligt sein(132-140).

Leider fanden sich keine Arbeiten zur Expression von CD44 in PVRL. Da PVRL aber
eng mit PZNSL verwandt ist, sollten die Ergebnisse von Studien zur Expression von
CD44 beim PZNSL mit PVRL vergleichbar sein. CD44 wird schon seit langerer Zeit
als Homing-Rezeptor fir PZNSL diskutiert. Aho et al. (1993) untersuchten in ihrer
Arbeit sowohl chirurgische Proben als auch Material von Autopsien von PZNSL-
Patienten mit Hilfe von immunhistochemischen Farbungen. Es fanden sich sowohl
CD44-positive Lymphomzellen als auch CD44-positve GefalRendothelien(4).
Weiterhin zeigten Aho et al. (1994) in einem in vitro Modell, dass humane CD44-
positive B-Lymphozyten durch Bindung an Hyaluronséure die weil3e Substanz des
Gehirns infiltrieren konnen. Diese Infiltration nahm ab, wenn sowohl die
Lymphozyten als auch das Hirngewebe entweder mit Hyaluronidasen oder mit
CD44-Antikorpern behandelt wurden. Dies legt nahe, dass das CD44-vermittelte
Homing der Lymphozyten von der Expression von Hyaluronsaure abhéngt und nicht
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von anderen moglichen CD44-Liganden wie z.B. Kollagen(141). Auch die
Untersuchungen von Yuan et al. (2013) wiesen eine Expression von CD44 in
PZNSL-Patientenproben nach(142). Lemma et al. (2017) untersuchten in einer
weiteren Arbeit die Expression von CD44 Proben von Patienten mit PZNSL, SZNSL
und systemischen DLBCL mittels immunhistochemischen Farbungen. CD44 war in
dieser Arbeit bei PZNSL am héchsten exprimiert(143).

Interessanterweise fanden He et al. (2013) in einem PZNSL-Mausmodell, in dem
humane DLBCL-Zellen in BALB/c-Mausen intrazerebral injiziert wurden, ahnliche
Ergebnisse. Die Tumorzellen, welche sich haufig perivaskular fanden, waren CD44-
positiv. Aul3erdem wurden PZNSL-Patientenproben untersucht, welche ebenfalls
CD44-positiv waren. Lymphome, die CD44-positv waren, waren zudem mit einem

kirzeren Gesamtiberleben assoziiert als CD44-negative PZNSL(144).

Auch bei primaren testikularen Lymphomen wurde die Expression von CD44
untersucht. Horstmann et al. (1996) wiesen CD44 in Patientenproben von
testikularen DLBCL mit immunhistochemischen Farbungen nach(145). In der Arbeit
von Hasselblom et al. (2004) war CD44 besonders hoch exprimiert bei Patienten
mit testikularen DLBCL im spaten Krankheitsstadium(146). Auch die bereits
beschriebene Studie von Menter et al. (2014) fand in fast allen humanen testikuléaren
DLBCL-Proben CD44-positive Lymphomzellen(117).

Im Gegensatz zu all diesen Erkenntnissen wurde CD44 in unserem Modell nur von
sehr wenigen CD20-positiven Zellen in der Choroidea und Retina ko-exprimiert. Im
Ziliarkorper fand sich auBerdem keine Ko-Expression dieser beiden Rezeptoren.
Dennoch wurde CD44 in der Choroidea der PZNSL signifikant h6her exprimiert als
in der Choroidea der SZNSL-Gruppe. Interessanterweise zeigten sich CD44-
positive Zellen in Kapillaren in unmittelbarer Nahe zu CD20-positiven
Lymphomzellen. Wir gehen daher davon aus, dass es sich hier um CD44-positive
Leukozyten (59,80—-82) wie z.B. Monozyten oder Makrophagen handelt, welche an
der Extravasation der Lymphozyten beteiligt sind, indem sie Chemokine
prasentieren(132). CD44 auf Lymphomzellen kénnte auch zu deren Homing und
Diapedese beitragen, da sich Hyaluronsdure, der Ligand von CD44, haufig von

GefalRendothelien gebildet wird, aber auch eine der Hauptkomponenten der
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extrazellularen Matrix des Gehirns ist und ebenfalls im Glaskérper der Auges
vorkommt(2,147). Mdglicherweise lasst sich die geringe Anzahl von CD20/CD44-
positiven Lymphomzellen mit der Anzahl der CD20/CXCR4-positiven
Lymphomzellen erklaren. Da die CXCL12-CXCR4-Achse die Expression und
Aktivierung von CD44 beeinflussen kann (148), ist der Anteil von CD20/CXCR4-
positiven Zellen an allen CD20-positiven Lymphomzellen mit 15% mdglicherweise

zu gering, um CD44 ebenfalls vermehrt zu exprimieren.

Daher kénnen die Hypothesen, CD20 und CD44 werden bei Mausen mit einem
primaren B-Zell-Lymphombefall ko-exprimiert und CD44 wird im Allgemeinen bei
M&ausen mit einem primaren B-Zell-Lymphombefall hoher exprimiert als bei Mausen
mit einem sekundaren B-Zell-Lymphombefall, nicht eindeutig bestatigt werden. Aber
CD44 ist fur das PZNSL und somit auch fir das PVRL ein interessanter Rezeptor,
der durchaus fur das Homing von Lymphomzellen in das Auge verantwortlich sein

kann. CD44 sollte fir das PVRL in Zukunft weiter erforscht werden.

4.4 Limitationen

Als Erstes muss beachtet werden, dass die Daten dieser Arbeit an einem PDX-
Mausmodell erhoben worden sind. Die Ergebnisse lassen sich demnach nicht ohne
Weiteres direkt auf den Menschen ubertragen. So sind in diesem Modell entgegen
der humanen Situation Lymphomzellen nichtim RPE zu finden, wobei diese Struktur
mit Hilfe der Immunfluoreszenz methodisch nur eingeschrankt beurteilbar ist. Hinzu
kommt die leicht unterschiedliche Morphologie der Mausretina(149). Trotzdem ist
ein Mausmodell fur uns die beste Mdglichkeit, das Homing von B-Lymphomzellen
fur das PVRL zu untersuchen. Da das PVRL eine sehr seltene Erkrankung ist
(22,32,33), gestalten sich experimentelle Studien an Patientenproben schwierig, da
ein langer Zeitraum notig ware, um eine ausreichend hohe Fallzahl zu erlangen.
Zudem bietet das hier genutzte PDX-Mausmodell einige Vorteile gegeniber
konventionellen Xenograft-Mausmodellen. Letztere arbeiten mit humanen
Krebszelllinien, welche durch zahlreiche Selektionsprozesse die genetische
Heterogenitat des urspringlichen Tumors kaum widerspiegeln. In einem PDX-
Modell werden die Zellen nicht in vitro kultiviert, wodurch die Heterogenitat der
Tumorzellen auch Uber viele Generationen erhalten bleibt(150). Dies ist
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entscheidend fur eine realistische Interaktion der malignen Zellen mit der
Mikroumgebung des Modellorganismus und somit auch fur die Untersuchung von
Homingmechanismen beim PVRL. Daher bietet ein Xenograft-Mausmodell,
welches mit humanen Lymphomzellen aus Patientenproben (PDX) arbeitet, eine

sehr gute Mdglichkeit, dass PVRL in vivo zu untersuchen.

In diesem PDX-Mausmodell konnte nachgewiesen werden, dass CD20-positive
Lymphomzellen ebenfalls die Homingrezeptoren CXCR4, CXCR5 und CD44
exprimieren. Fir einen eindeutigen Nachweis einer Uberexpression dieser
Rezeptoren waren aber zusatzlich quantitative Messmethoden wie PCR-
Untersuchungen notig. Diese kdnnen in eventuellen nachfolgenden Experimenten
angestrebt werden. Fir eine erste orientierende Untersuchung sind die
durchgefuihrten  doppelten  Immunfluoreszenzfarbungen  aber  durchaus
aussagekraftig. Wichtig ist dabei, dass die Farbungen gewissenhaft etabliert und

durchgefuhrt werden, so wie es in dieser Arbeit erfolgt ist.

Fur eine umfassendere Beurteilung der Rolle der fir das Homing relevanten
Rezeptoren CXCR4, CXCR5 und CD44 ware es sinnvoll, ebenfalls die Expression
von den Liganden dieser Rezeptoren (CXCL12, CXCL13 und HA) in den PDX-
Mausmodellen zu untersuchen. Hier kdnnen analog Immunfluoreszenzfarbungen
und PCR-Untersuchungen angestrebt werden. Dadurch liel3e sich beurteilen, ob in
den Augen, in denen die Homingrezeptoren gefunden wurden, ebenfalls deren
Chemokinliganden vermehrt exprimiert werden. Wir vermuten, dass CXCL12,
CXL13 und HA in den Augen der PZNSL-Gruppe ebenfalls vermehrt exprimiert
werden. Andere Autoren beschreiben analog dazu eine Expression von diesen
Chemokinen bzw. Liganden bei Patienten mit PVRL und PZNSL(38,114,83,115).
Dieses Zusammenspiel der Uberexpression der Chemokinrezeptoren auf den
Lymphomzellen und deren Liganden im Zielorgan Auge kann so das Homing der

Lymphomzellen vermitteln.
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5 Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Lymphomzellen in einem PDX-PZNSL-
Mausmodell im Vergleich zu einem PDX-SZNSL Mausmodell neben CD20
zusatzlich die Chemokinrezeptoren CXCR4, CXCR5 und CD44 exprimieren. Diese
Rezeptoren kdnnen daher am Homing von B-Lymphomzellen maf3geblich beteiligt

sein und so einen Erklarungsansatz fiur die Pathogenese des PVRL liefern.

Die Rolle der Rezeptoren CXCR4, CXCR5 und CD44 beim Homing von B-
Lymphomzellen kann in Knockout-Modellen weiterhin charakterisiert werden. So
konnten bereits He et al. (2021) in ihrem in vitro Modell zeigen, dass DLBCL-Zellen,
welche mit den RNA silencing Vektoren siCXCR4 und siCD44 behandelt wurden, in
ihren Fahigkeiten der Invasion und Migration deutlich eingeschrankt waren. Im in
vivo ZNS-Xenograft-Mausmodell dieser Arbeitsgruppe zeigten die mit siCXCR4 und
siCD44 vorbehandelten Zellen ein eingeschranktes Tumorwachstum und die Mause
zeigten ein langeres Gesamtiiberleben(151). Ahnliche Studien sollten auch fiir die
anderen Rezeptoren CXCR5 und CXCR7 und die Liganden CXCL12, CXCL13 und
HA durchgefihrt werden, um den Einfluss der Chemokinrezeptoren und der

Chemokine auf das B-Zell-Homing beim PVRL weiter zu untersuchen.

Die Arbeit von He et al. (2021) zeigt auBerdem, dass die Chemokinrezeptoren ein
interessanter Ansatzpunkt fir die Therapie der primaren Lymphome PVRL, PZSNL
und PTL sein kann, da siCXCR4 und siCD44 einen Einfluss auf den Tumorprogress
und das Gesamtuberleben zeigten(151). Es gibt bereits wenige Studien, die Anti-
CXCR4-Therapien in vivo untersuchen. Liu et al. (2017) nutzen beispielsweise ein
Xenograft-Mausmodell, in dem NHL-Tumorzellen subkutan (s.c.) in weibliche SCID-
Mause injiziert wurden. CXCR4 wurde in diesem Modell stark exprimiert. Es konnte
gezeigt werden, dass der humanisierte IgG1-Antikérper PF-06747143 nicht nur
spezifisch an CXCR4 band, sondern auch das Tumorwachstum effektiv inhibierte
und zudem die initiale Tumormasse reduzieren konnte(152). Eine Therapie mit
einem Anti-CXCR4-Antikdrper scheint also ein mdglicher neuer Ansatzpunkt fur die
Therapie von PVRL zu sein. Bei positiven Knockout-Modellen kdnnten auch
Antikdrper-Therapien fur die anderen Mediatoren CXCR5, CXCR7 und CD44

vielversprechend sein.
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Es lasst sich somit abschliel3end festhalten, dass die untersuchten Rezeptoren
CXCR4, CXCR5 und CD44, welche in dieser Arbeit in einem PDX-Mausmodell fiir
das PVRL auf CD20-positiven Lymphomzellen nachgewiesen wurden, von
besonderem Interesse fur das Homing von malignen B-Lymphomzellen sind. Auch
CXCRY7 soll nicht aus dem Fokus geraten, auch wenn der Rezeptor in dieser Arbeit
nicht auf CD20-positiven Lymphomzellen nachgewiesen werden konnte. All diese
Homing-Rezeptoren sollten weiterhin beforscht werden und kdnnten mogliche neue
Ansatzpunkte fur zukunftige Immuntherapien fir das PVRL darstellen.
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6 Zusammenfassung

Einleitung Das primare vitreoretinale Lymphom (PVRL) ist eine seltene, aggressive
hamatogene Krebserkrankung des Auges. Haufig ist das PVRL mit einem priméaren
ZNS-Lymphomen (PZNSL) assoziiert. Bis heute ist die Pathogenese des PVRL
weitgehend ungeklart. Aufgrund aktueller wissenschaftlicher Erkenntnisse spricht
beim PVRL viel dafir, dass Lymphomzellen auf3erhalb des Auges entarten und
anschlieBend mit Hilfe bestimmter Rezeptoren, wie z.B. CXCR4, CXCR5, CXCR7
und CD44, in das Auge gelangen. Dieser Vorgang wird als Homing bezeichnet. Ziel
dieser Studie ist es, die Ko-Expression vom B-Zell-Marker CD20 und den Homing-
Rezeptoren auf B-Lymphomzellen in den madglichen morphologischen

Zielstrukturen des PVRL zu testen.

Methoden Mit Hilfe eines primaren ZNS-Mausmodells (PZNSL-Gruppe) wurde im
Vergleich zu einem sekundaren ZNS-Mausmodell (SZNSL-Gruppe) eine PVRL-
Situation etabliert. Hierfur wurden PZNSL- bzw. SZNSL-Zellen aus Patientenproben
intrasplenisch in NSG-Mause injiziert. Auf den entnommenen Augen beider Modelle
(npznsL=13, nsznst=10) wurden mit doppelter Immunfluoreszenzfarbung die
Rezeptoren CD20/CXCR4, CD20/CXCR5, CD20/CXCR7 und CD20/CD44 gefarbt.
Die Auswertung der Expressionsstarke der jeweiligen Rezeptoren in der Choroidea,
der Retina, des Ziliarkdrpers und des Sehnervs erfolgte mit dem immunreaktiven
Score (IRS). Fur die statistische Auswertung der ordinalverteilten Daten wurde der
Mann-Whitney-U-Test angewandt. Ein p-Wert kleiner als 0,05 wurde als statistisch

signifikant angesehen.

Ergebnisse 11/13 paarigen Augen der PZNSL-Gruppe, aber keine Augen der
SZNSL-Gruppe, zeigten eine Infiltration mit CD20-positiven Zellen besonders in der
Choroidea, aber auch in der Retina und dem Ziliarkérper. Vor allem die Choroidea
der PZNSL-Gruppe war mit CD20/CXCR4-positiven, CD20/CXCR5-positiven,
wenigen CD20/CD44-positiven, aber keinen CD20/CXCR7-positiven Zellen
infiltriert. In der Retina wurden weniger ko-exprimierende Zellen gefunden. Auch im
Sehnerv der PZNSL-Gruppe zeigten sich doppelt positive Zellen. Die Auswertung
mit IRS ergab signifikant erhdhte Expressionen von CXCR4 (p=0,02), CXCR5

(p=0,004) und CD44 (p>0,001) in der Choroidea der PZNSL-Gruppe. In der Retina
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war CD20 in der PZNSL-Gruppe signifikant héher exprimiert. Die Expressionsstarke
von CXCR7 unterschied sich in beiden Gruppen nicht. In dem Sehnerven fanden

sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede.

Diskussion Insgesamt unterstiitzen diese Ergebnisse somit die These, dass die
untersuchten Rezeptoren am Homing von CD20-positiven Lymphomzellen in das
Auge beteiligt sein und somit mit urséchlich fir die Entstehung von PVRL sein
kénnen. Das untersuchte Mausmodell ist somit ein erstes Homing-Modell fiir das
PVRL. Die weitere Untersuchung der Homing-Rezeptoren, insbesondere auch der
Downstream-Signalwege, sind somit vielversprechende zukUnftige

Forschungsziele.
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.  Anhang

A. Abbildungen des Anhangs

Abb. 23: Positivkontrollen

Positivkontrollen auf humaner Tonsille - Doppelfarbungen

humane Tonsille
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Hier sind die Positivkontrollen zu sehen, welche auf humaner Tonsille durchgefiihrt wurden. Bild A zeigt die
Doppelfarbung von CD20 und CXCR4, Bild B zeigt die Doppelfarbung von CD20 und CXCRYS5, Bild C zeigt die
Doppelfarbung von CD20 und CD44 und Bild D zeigt die Doppelfarbung von CD20 und CXCRY7. Alle Bilder
wurden in 200x VergroRerung aufgenommen. Scale bar 50 um
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Abb. 24: Sehnerven der PZNSL- und SZNSL-Gruppe

Farbungen der Sehnerven
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Dargestellt sind die Aufnahmen (A-H) der Sehnerven von allen vier Farbungen geordnet nach PZNSL und
SZNSL. Vereinzelt lassen sich in der PZNSL-Gruppe positive Zellen nachweisen. Die Gruppen unterscheiden
sich nicht in der Expression von den Rezeptoren CXCR4, CXCR5, CXCR7 und CD44, allenfalls waren diese
sehr schwach exprimiert. Scale bar 50 um
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B. Abklrzungsverzeichnis

Tabelle 27: Abklrzungsverzeichnis
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Gramm
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microRNA
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Non-Hodgkin Lymphom
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Sehr geehrter Herr Professor von Bubnoff,

die Ethik-Kommission hat wber lhren Antrag aufgrund der eingereichten
Unterlagen beraten. Die Kommission hat weder ethische noch rechtliche
Bedenken gegen die Durchfihrung der Studie.

Alle Anderungen im Prifplan missen der Ethik-Kommission vorgelegt werden
und durfen erst nach der zustimmenden Bewertung umgesetzt werden.

Unabh&ngig vom Beratungsergebnis macht die Ethik-Kommission darauf
aufmerksam, dass die ethische und rechtliche - Verantwortung fur die
Durchfiihrung einer klinischen Prifung beim Leiter der klinischen Prifung und
auch bei allen an der Prifung teilnehmenden Arzten liegt.

Der Abschluss/Abbruch der Studie ist mitzuteilen und ein Abschlussbericht
vorzulegen. '

Mit freundlichen GruRen

Wte,,

Prof. Dr. S. Pollak
Vorsitzender der Ethik-Kommission




lll. Tierantrag

Der originale Tierantrag mit dem Aktenzeichen G-17/138 ist ein vertrauliches
Dokument von Charles River Laboratories und kann daher nicht zur Verfligung
gestellt werden. Nachfolgend ist hier die 6ffentliche Zusammenfassung des Antrags
(NTP) angefugt.

NTP-1D: 00018712-1-8

(Kurz-)Titel bzw. Bezeichnung des Versuchsvorhabens
disseminierte Leukamie-Modelle
Zweck des Versuchsvorhabens
e Translationale und angewandte Forschung
Zu erwartender Nutzen des Versuchsvorhabens

Weltweit werden nach WHO-Angaben ca. 14. Mio. neu an Krebs erkrankte
Menschen mit steigender Tendenz mit bis zu 20 Mio. im Jahr 2025 erwartet
[World Cancer Report 2014]. Jahrlich erkranken allein in der Bundesrepublik
Deutschland ca. 500.000 Menschen, im Jahr 2010 sind 218.258 Menschen an
Krebs verstorben. Dem gegentber stehen in Deutschland jahrlich ca. 21.000
Patienten, die mit einer medikamentdsen Therapie geheilt werden kénnen.
Diese Verhaltnisse stellen sich in nahezu allen Industrienationen der Welt
ahnlich dar. Die medikamentdse Behandlungsform ist als solche neben
Operation und Bestrahlung also zwar bewahrt, aber die Situation bei der
Krebsbehandlung ist nach wie vor unbefriedigend und somit die Entwicklung
neuer Substanzen und Therapiekonzepte zur Behandlung von
Tumorerkrankungen nach wie vor unerlasslich. Pharma- und
Biotechnologieunternehmen arbeiten daher seit Jahrzehnten unvermindert an
der Entwicklung neuer medikamentdser Therapieideen gegen
Tumorerkrankungen. Im Rahmen dieses beantragten Versuchsvorhabens sollen
in Mause eingebrachte humane Leuk&mien mit Testsubstanzen behandelt und
so die Wirksamkeit anhand verschiedener Parameter von Tumorerkrankungen
untersucht werden. Darlber hinaus sollen im Rahmen dieser Versuche Proben
gewonnen werden, die der Untersuchung z.B. des Wirkmechanismus und/oder
der Verstoffwechselung der Substanzen dienen.
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Schéaden

Es wird ein mittlerer Schweregrad des Versuchsvorhabens erwartet. Schwere
Belastungen werden durch Anwendung versuchsspezifischer Abbruchkriterien
und engmaschiger Betreuung der Tiere verhindert. Geringe Belastungen treten
durch eine Kurzzeit-Isofluran-Narkose zur Tumorzellinjektion ins
Knochenmark der Tibia auf. Mittlere Belastungen treten auf durch die
wiederholte Gabe von Testsubstanzen lber einen andauernden Zeitraum bzw.
deren maoglicher Nebenwirkungen. Die Krebstherapien stellen, wie beim
Menschen, eine Belastung mit unterschiedlichen Auswirkungen dar (z.B.
Mudigkeit, Appetitlosigkeit, Durchfall). Auch die Blutabnahme und eine
Operation zur Tumorzellinjektion in die Milz kdnnen eine mittlere Belastung
darstellen. Die Tiere werden am Ende schmerzfrei getotet.

Tiere

Tierart Tierzahl Frell\_mlllge
Erganzungen

1von 2

Mause 10875

Anwendung der 3R

Replacement/Vermeidung

Trotz intensiver Suche nach alternativen Testsystemen gilt das vom Patienten
gewonnene Tumormaterial, abstoRungsfrei kultiviert im Labornager, nach wie
vor und bis auf weiteres als Goldstandard der praklinischen onkologischen
Testsysteme. Die Richtlinien der Zulassungsbehdrden setzen eine
nachvollziehbare Dokumentation der praklinischen Wirksamkeit von neu
zuzulassenden Tumortherapeutika im Nagermodell voraus. Daher ist es
unerlasslich, dafir Versuchstiere zu verwenden.

Reduction/Verminderung

Die geschatzte Anzahl der Tiere basiert auf unseren derzeitigen Erfahrungen
auf diesem Gebiet. Es werden so wenige Tiere wie moglich verwendet, um ein
statistisch gesichertes Ergebnis zu erhalten. Es werden unterschiedliche
Auswerteparameter bemuht, um aus dem Versuch maximalen
Erkenntnisgewinn zu erzielen.

Refinement/Verbesserung

Die Tiere leben in Gruppen und werden mit Einstreu, Nistmaterial sowie Futter
und Wasser versorgt. Die Behandlung mit Medikamenten belastet die Tiere. Die
Dosierungen werden so gewahlt, dass diese Belastungen unter Beachtung des
Untersuchungszieles so gering wie moglich sind.

2 von 2
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