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1. Einleitung
Aufgrund des schnellen Wachstums der neoplastischen Zellen in Relation zur

Proliferation der versorgenden Gefafde sind hypoxische Gewebeareale ein typisches
Merkmal von soliden malignen Tumoren (1, 2). Die aktuelle Forschung beschaftigt sich
dabei mit der Frage, ob Hypoxie eine hemmende Wirkung auf die antitumorale
Immunantwort hat und durch welche Mechanismen ein solcher Effekt vermittelt
werden konnte. Die Existenz einer Hypoxie-vermittelten Immunsuppression konnte
unter anderem durch eine wegweisende Arbeit von Hatfield et al. (3) untermauert
werden, in der anhand eines Tumormodells der Maus gezeigt wurde, dass eine
inspiratorische = Hyperoxie der Versuchstiere die Immunsuppression im

Tumormikromilieu teilweise aufheben konnte.

Im Folgenden wird ein méglicher Mechanismus fiir dieses Phdnomen erklart. Als Teil
der Antwortreaktion des Tumors auf die Hypoxie werden, vermittelt durch den
Hypoxie-induzierten-Faktor (HIF)-1, auf Tumorzellen vermehrt die Ektonukleotidasen
CD39 und CD73 exprimiert. Diese Ektonukleotidasen metabolisieren im hypoxischen
Milieu ATP zu Adenosin, wobei CD73 den entscheidenden Schritt von AMP zu Adenosin
katalysiert. Freies Adenosin wirkt unter anderem vasodilatativ und soll so die
Durchblutung des Gewebes - und damit die Versorgung mit Sauerstoff - verbessern (4).
Gleichzeitig steigt die extrazellulare Konzentration von Adenosin, welches iiber
verschiedene Rezeptoren (vor allem AZ2a) einen direkten inhibitorischen Einfluss auf

verschiedene Zellen des Immunsystems hat (5).

Eine Methode, mit der verschiedene Zellen (Immunzellen) und/oder Gewebezustande
(Hypoxie) gleichzeitig in einem Tumorpraparat dargestellt werden kénnen, ist die
Immunfluoreszenz. @ Dabei werden mithilfe von  Antikérpern bestimmte
Oberflachenproteine angefarbt, die als Marker fiir verschiedene Zellen und funktionelle
Zustande des Gewebes fungieren. So weist CD8 zuverlassig zytotoxische T-Lymphozyten
(CTL) nach, wahrend eine hohe Dichte an CD73 nach weit verbreiteter Ansicht indirekt
eine hohe Adenosinkonzentration nachweist. Ein direkter Nachweis von Adenosin ist in
archiviertem Gewebematerial menschlicher Tumoren mit derzeitigen Methoden nicht
moglich. In der vorliegenden Arbeit wurden mithilfe der Multikanal-Immunfluoreszenz

vier Antigene gleichzeitig dargestellt. In der Zukunft werden immer weiter entwickelte



Techniken zur Verfiigung stehen, die die Anzahl der gleichzeitig detektierbaren Antigene
deutlich erhdhen werden. Dadurch wird es moglich sein, Zellpopulationen innerhalb

eines Praparates deutlich genauer zu definieren (6).

Problematisch ist hierbei jedoch, dass beim blofden Mikroskopieren des Praparates zwar
viele qualitative Aussagen getroffen werden kénnen, diese jedoch einer subjektiven
Wertung unterliegen. Im Gegensatz dazu ist es mithilfe der Durchflusszytometrie zwar
moglich, quantitative Aussagen zu treffen, jedoch geht hierbei methodenbedingt der
rdumliche Bezug verschiedener Zellen zueinander verloren. Die Entwicklung von
Moglichkeiten, aus den qualitativen Vermutungen der Mikroskopie belastbare
quantitative Aussagen zu erstellen, steht derzeit noch ganz am Anfang. Standardisierte

Algorithmen fehlen.

Ziel dieser Arbeit war urspriinglich die Uberpriifung des pathophysiologischen
Mechanismus einer hypoxieinduzierten und durch Adenosin vermittelten
Immunreaktion. Im friithen Verlauf der Arbeit zeigte sich jedoch, dass eine rein visuelle
Auswertung nicht ausreicht und zuverldssige Methoden fiir eine quantitative
Auswertung noch fehlen. Es wurde daher weiterhin zum Ziel dieser Arbeit, eine
Methode zu etablieren, die es ermdglicht, statt qualitativer Eindriicke beim
Mikroskopieren eines Tumorpraparates, mithilfe validierter spatialstatistischer

Methoden quantitative Aussagen zu treffen, die keinem subjektiven Bias unterliegen.

Zu diesem Zweck wurden hier CD8-positive Immunzellen (zytotoxische T-
Lymphozyten), ein Marker fiir Adenosin, CD73, sowie ein Marker fiir Hypoxie,
Carboanhydrase (CA) IX in einem Praparat gleichzeitig untersucht. Dabei kann zundchst
eine biologische Plausibilitatskontrolle der Methodik anhand des Verhaltnisses von
Immunzellen und Hypoxie erfolgen. Beziiglich der Inhibition von CTL liegen bereits
Daten aus in vitro Experimenten und aus Tiermodellen vor, die mit der hier bestimmten
Antigenkonstellation libereinstimmen (3, 7). Anschlief3end kann die Methodik auf die
eigentliche Fragestellung angewendet werden, ndamlich die Rolle von Adenosin in der

Vermittlung der hypoxieinduzierten Immunsuppression.
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2. Literaturdiskussion

2.1 Prognoserelevante Faktoren bei Kopf-Hals-Karzinomen

Mit insgesamt 4,9% aller neu aufgetretenen Krebserkrankungen und 4,8% aller durch
Krebs verursachten Todesfélle weltweit im Jahr 2018 stellt die Gesamtheit der Kopf-
Hals-Tumore eine wichtige Gruppe der Krebserkrankungen dar (8). Die Prognose der

Erkrankung ist dabei abhdngig von einer Vielzahl unterschiedlicher Faktoren (9).

Einige Faktoren, wie Tumorgrofie oder lokaler Lymphknotenbefall, sind durch das
Fortschreiten der Erkrankung bedingt (10). Sie erlauben eine erste Einschiatzung der
Prognose. Sie bestimmen zudem mafdgeblich das Ausmafé und die Intensitit der
Therapie (11). Andere Faktoren, so zum Beispiel das Resektionsausmafi, konnen
naturgemaf$ erst nach der operativen Resektion des Primarius bestimmt werden und
sind ebenfalls ausschlaggebend fiir Aspekte der Therapie (z.B. simultane Gabe einer

Chemotherapie mit einer adjuvanten Radiotherapie), sowie die weitere Prognose (12).

Auch Komorbiditdten tragen entscheidend zur Prognose des Patienten bei, da Patienten
mit einem schlechteren Allgemeinzustand (bspw. ECOG oder Karnofsky-Index) eine
vermehrte Anfalligkeit fiir Komplikationen haben, die dann auch haufig

schwerwiegender sind (13).

Ein Gegenstand aktueller Diskussionen und nicht nur entscheidend fiir die Prognose,
sondern auch fiir die Therapie, sind Infektionen mit High-Risk-Genotypen des Humanen
Papillomavirus (HPV) (14-16). Diese Viren konnen Teile ihrer DNA in das menschliche
Genom integrieren und haben aufgrund mehrerer Mechanismen (Inaktivierung von
Tumorsuppressor-Proteinen wie p53 oder Rb, Aktivierung von PIK3CA und dadurch
auch der mTOR-Signalkaskade, epigenetische Faktoren, gesteigerte Genominstabilitat,
sowie eine Hochregulation des APOBEC-Systems) ein hohes karzinogenes Potential (17,
18). Es konnte gezeigt werden, dass ein Kopf-Hals-Karzinom des Oropharynx, das auf
der Basis einer Infektion mit high-risk HPV entstanden ist, eine deutlich bessere
Prognose als ein HPV-negatives Karzinom des Oropharynx hat (19). Dies konnte jedoch
lediglich fiir Karzinome im Bereich des Oropharynx nachgewiesen werden, wahrend
Kopf-Hals-Tumore anderer Bereiche keine Prognoseverbesserung durch die Assoziation

mit den Viren zeigten (20-23). Auch das Therapieansprechen HPV-positiver Karzinome
11



ist besser als das Ansprechen von HPV-negativen Karzinomen (24). Ein wichtiger
Einwand ist jedoch, dass viele Studien wichtige Confounder aufder Acht liefden, wie zum
Beispiel die Tatsache, dass aufgrund der Epidemiologie und Verbreitung von HPV eine
Haufung von HPV-assoziierten Karzinomen bei jlingeren, und somit bei weniger

kranken Patienten zu beobachten ist (25, 26).

Neben der Lokalisation eines Karzinoms spielen auch weitere Faktoren, wie Geschlecht,
Raucheranamnese, Alkoholkonsum oder der Sozialstatus (z.B. Einkommen) eine

wichtige Rolle fiir die Prognose (27).

Weitere, vorwiegend flir die Forschung interessante Faktoren, die die Prognose
entscheidend beeinflussen konnen, sind molekulare Marker. Deren Bedeutung liegt vor
allem darin, dass sie die Basis fiir neue Therapieansatze darstellen und zum Beispiel im
Rahmen eines individualisierten Therapiekonzeptes zum Einsatz kommen kénnen. So
verdoppelt sich das Risiko, an einem Kopf-Hals-Karzinom zu sterben, wenn das
Karzinom den Angiogenese-stimulierenden Faktor "vascular endothelial growth factor"
(VEGF) exprimiert (28). Als Resultat wurden zwar verschiedene Antikdrpertherapien
fir die Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren etabliert, diese haben jedoch, bis auf die
Therapie mit Cetuximab, in der klinischen Arbeit bisher jedoch noch wenig Relevanz

(29-32).

Ein weiterer Faktor, der mit einer deutlich verschlechterten Prognose einhergeht und

daher eine wichtige Grundlage dieser Arbeit ist, ist die Tumorhypoxie (2, 33, 34).

2.2 Tumorhypoxie

Um zu verstehen, warum Tumorhypoxie mit einer schlechteren Prognose assoziiert

wird, ist es wichtig, die Pathogenese und die Folgen der Hypoxie zu kennen.

Hypoxische Gewebeareale werden als Bereiche definiert, in denen der
Sauerstoffdruckpartialdruck unter 10 mmHg liegt. Abweichend davon liegt der mittlere
physiologische Sauerstoffpartialdruck in den meisten Geweben zwischen 25 mmHg bis
hin zu tiber 50 mmHg (33, 35). Hypoxie ist also eine Mangelversorgung des Gewebes mit

Sauerstoff.
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In einem Review von 2004 zum Thema Hypoxie beschreiben Vaupel et al. drei
grundsatzliche Mechanismen, die zur Entwicklung von Tumorhypoxie fithren kénnen

(36):

1. Eine perfusionslimitierte Sauerstoffversorgung aufgrund der strukturellen
und funktionellen Abnormalitdten der das Tumorgewebe versorgenden
Kapillargefaf3e.

2. Eine diffusionslimitierte Sauerstoffversorgung durch die gestorte Struktur
der  Tumor-/Stromamatrix, die aufgrund der Grofde der
Tumorzellaggregate in erhohten Diffusionsdistanzen resultiert.

3. Eine Tumor- und/oder mit der Therapie assoziierte Andmie, die mit einer

verringerten Sauerstofftransportkapazitat des Blutes einhergeht.

Diese Mechanismen konnen gleichzeitig vorliegen und wirken synergistisch. Weiterhin

liegen jedem dieser drei Mechanismen mehrere Ursachen zugrunde.

So resultiert die Einschrankung der Perfusion eines Tumors und die damit
zusammenhangende Einschrankung der Sauerstoffversorgung einerseits aus der
gestorten Struktur der den Tumor versorgenden Gefdfde (37) und andererseits aus der

gestorten Funktion dieser Gefafde (38).

Die Struktur der Tumorgefafie unterscheidet sich mafdgeblich von der Struktur
normaler Blutgefafie. Wahrend das normale Gefiafdsystem in einer geordneten
Hierarchie (Arterien -> Arteriolen -> Kapillargefafie etc.) angeordnet und gleichmafiig
verteilt ist, zeigen Tumorgefifie ein geschlungenes Wachstumsmuster, irreguldre
Aufzweigungen, arteriovendse Shunt-Formationen und eine generell ungleichmafiige
Verteilung unter Missachtung der physiologischen Hierarchie oder enden sogar blind
(36, 37, 39). Abgesehen von der makroskopischen Struktur zeigen diese Tumorgefafe

auch eine gestorte mikroskopische Struktur (40).

So zeigen Tumorgefafie vergrofierte Fenestrationen zwischen Endothelzellen. Dies kann
so weit gehen, dass Tumorzellen sogar einen Teil des Endothels bilden (41). Wahrend
eine Basalmembran zwar in den meisten Fillen vorhanden ist, ist diese in vielen
Regionen fehlerhaft ausgebildet, da mindestens eine Komponente fehlt. Zusatzlich ist die
Expression von fiir die Endothelfunktion wichtigen Proteinen, wie z.B. Endoglin,

eingeschrankt (42, 43).
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Aus dieser gestorten Struktur resultiert auch eine gestorte Funktion. So werden diese
Gefafde zum Teil nur durch Plasma perfundiert, da die Gefafde zu klein fiir Erythrozyten
sind (38). Zusatzlich sind nicht alle offenen Gefafie dauerhaft perfundiert, so dass der
Blutfluss in einem Gebiet innerhalb von wenigen Minuten nicht nur einen
unterschiedlichen Verlauf nehmen, sondern auch unterschiedlich stark ausgepragt sein

kann (44).

Aufgrund des verdnderten Aufbaus der Gefifdwand ist die vaskulare Permeabilitat
deutlich erhoht, woraus eine Erhohung des interstitiellen Drucks resultiert, der
wiederum mit einer Komprimierung der Tumorgefaf3e und damit einer Verminderung

der Perfusion einhergeht (40).

Abgesehen von der Einschrankung der Perfusion des Tumogewebes aufgrund der
gestorten Architektur der Tumorgefafde resultiert aus der gestorten Architektur des
Tumorgewebes auch eine Limitierung der Diffusion. So ergeben sich aus einer
ungleichmafdigen Verteilung der Gefdfle im Gewebe zum Teil stark erhohte
Diffusionsdistanzen, so dass manche Tumorzellen weit tber 70 pm von einem
Kapillargefafd entfernt liegen. Vaupel et al stellen diese Entfernung auf der Basis von
berechneten Diffusionsdistanzen in dem oben erwahnten Review von 2004 als kritische
Grenze fir die zuverlassige Aufrechterhaltung eines physiologischen Mikromilieus dar
(36, 45). Dies konnte grofdenordnungsmafiig anhand von in vivo Daten von Hirntumoren
bestatigt werden (46). Die Folge dieser grofien Entfernung ist nicht nur eine
Minderversorgung mit Sauerstoff, und damit die Entwicklung eines hypoxischen
Gewebszustandes, sondern auch ein Mangel an weiteren Nahrstoffen, wie zum Beispiel

Glukose und ein fehlender Abtransport von Abbauprodukten (36).

Abgesehen von der Verteilung der Kapillaren wird diese Einschriankung der Diffusion
weiter verstarkt durch die Struktur mancher Kapillaren. Hier spielen die sogenannten
"Haarnadel"-Kapillaren eine wichtige Rolle, verldngerte Kapillaren mit einer 180°-
Wende an der Spitze, aufgrund derer zufiihrender und abflief3ender Teil des Gefafies
nah beieinander liegen (39, 47). Daraus resultiert ein longitudinaler Diffusionsgradient,
dhnlich des Gegenstromprinzips der Niere. So konnte gezeigt werden, dass Zellen am

Ende solcher Kapillaren ebenfalls Hypoxie-typische Marker wie Carbonic anhydrase IX
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(CA IX) exprimieren, obwohl diese Zellen direkt an das Kapillargefafd angrenzen und die

Diffusionsdistanz nur wenige um betragt (45).

Die durch Einschrankung von Perfusion und Diffusion entstandene Hypoxie wird weiter
verstarkt durch die Tumor-assoziierte Andmie. Hierunter versteht man einerseits die
Tumor- und andererseits die Therapie-induzierte Andmie (36). So sind tiber 40% aller
Karzinomerkrankungen vor Therapie bereits mit einer Andmie assoziiert (48).
Patienten, die eine zytostatische Therapie erhalten haben, leiden sogar in tiber 90% der

Falle an einer Andmie (49).

Die Mechanismen, mit denen ein Karzinom zu einer Anamie beitragen kann, sind dabei
vielfaltig (50). Abgesehen von einer mechanischen Komponente, die tiber eine Stérung
des Blutflusses zu Knochenmarksnekrosen (durch Metastasen) oder einer
mechanischen Hamolyse flihren kann, sowie einem Blutverlust durch chronische
Blutungen, ist der bedeutendste Faktor eine Aktivierung des Immunsystems und die
damit einhergehende Steigerung der Zytokinproduktion. Durch diese Zytokine wird
unter anderem die Produktion von Erythropoietin in der Niere gehemmt, so dass es zu
einer Suppression der Himatopoese auf humoraler, zelluldrer und renaler Ebene kommt
(50, 51). Zusatzlich kommt es aufgrund des erhohten Energie- und
Ressourcenverbrauchs des Tumors zu einer mangelhaften Neubildung von
Erythrozyten, auch bedingt durch eine Reduktion der erythropoetischen Stammzellen
im Rahmen von Knochenmarkskarzinosen und -metastasen (51, 52). Dies wird
zusatzlich durch einen veranderten Eisenstoffwechsel im Rahmen der Akut-Phase-

Reaktion verstarkt (53).

Wenn man nun von diesen Ursachen fiir die Entstehung der Tumorhypoxie auf die
Mechanismen schliefen will, aufgrund derer sich Tumorhypoxie negativ auf die
Prognose eines Patienten auswirkt, so kann man zwei zugrunde liegende Mechanismen
unterscheiden, die im Folgenden erklart werden: Erstens die Auswirkungen auf das
Verhalten der Tumorzellen selbst und zweitens die Auswirkungen auf dufdere Einfliisse,

wie zum Beispiel Strahlen- und Chemotherapie (36).

Ein hypoxisches Tumormikromilieu fiihrt zu verschiedenen Veranderungen innerhalb
einer Tumorzelle. So kommt es zu Veranderungen des Proteoms, die einerseits zu einem

Zellzyklusarrest oder einer Differenzierung fithren kénnen. ,Dies wiirde Phdnomene wie
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verzogerte Rezidive, inaktive Mikrometastasen oder ein verlangsamtes Wachstum von

grofden Tumoren erklaren.” (1)

Andererseits kann eine solche Proteomveranderung auch zu einem Kklinisch
aggressiveren Phdnotypen fithren, in dem vor allem die Zellen selektiert werden, die in
der Lage sind, sich trotz schlechter Bedingungen und Nahrstoffmangel uneingeschrankt

zu vermehren (54-56).

Gleichzeitig versuchen Tumorzellen dieser unvorteilhaften Umgebung zu entkommen,
was sich ebenfalls in einem Fortschreiten der Malignitdat dufdert (36). So scheinen
hypoxische Karzinome ein erhdhtes Potential fiir lokalinvasive Wachstumsmuster zu
haben (57). Zusatzlich weisen diese Karzinome eine verstirkte perifokale
Tumorzellausbreitung (54, 58) und eine erhoéhte regionale sowie globale

Metastasierungsrate (59-61) auf.

Als weitere Reaktion von Tumorzellen auf den Mangel an Sauerstoff und Nahrstoffen im
hypoxischen Milieu kommt es zu einer generellen Verlangsamung des Stoffwechsels
und einer reduzierten Zellteilung (1, 62). Diese Reaktion ist gleichzeitig ein wichtiger
Grund, um die Auswirkungen von Hypoxie auf &ufdere Einfliisse zu erkldren.
Zytostatische Therapien zielen auf sich rapide vermehrende Zellen ab. Sich aufgrund
von hypoxischen Bedingungen verlangsamt teilende Tumorzellen weisen daher eine

erhohte Therapieresistenz auf (63).

Weiterhin fithrt Hypoxie zu einer Erhohung der Strahlenresistenz. Der grofdte Teil der
DNA-Schdden, die durch Rontgenstrahlung erzeugt werden, ist indirekt durch freie
Radikale vermittelt. Unter normoxischen Bedingungen entstehen bei diesen
Reaktionsketten Endprodukte, die nicht mehr repariert werden konnen. Unter
hypoxischen Bedingungen entstehen ebenfalls Radikal-bedingte Verdnderungen der
DNA, diese sind jedoch anderer chemischer Natur und kénnen repariert werden. Man
spricht deshalb von einer Fixierung des Strahlenschadens in Anwesenheit von
Sauerstoff (64, 65). In hypoxischen Gewebearealen fehlen diese Effekte, so dass die
Strahlendosis, die benotigt wird, um in vitro bei hyp- oder anoxischen Tumoren den
gleichen Effekt zu erreichen wie bei einem normoxischen Tumor, bis zu Zwo6lf-mal hoher
sein kann (66, 67). Wahrscheinlich ist die oben erklarte Sauerstoff-Fixationshypothese

jedoch nicht der einzige Grund fiir diesen Effekt (68).
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Zudem wird durch die ungiinstigen Bedingungen eines hypoxischen Areals die
Produktion von Stoffen und Proteinen, die einer Zelle helfen, extreme Situationen zu
tiberstehen, erhoht (z.B. Glutathion oder Hitzeschockproteine). Diese erhohen die
Strahlenresistenz ebenfalls, wenn auch tiber unterschiedliche Mechanismen. Wahrend
Glutathion als Radikalenfanger fungiert und statt DNA mit Alkylantien reagieren kann
(63, 69), sind Hitzeschockproteine wie Hsp70 ebenfalls mit einer erhohten

Strahlenresistenz verbunden (70-73).

Ebenso findet, wie bereits oben beschrieben, eine Selektion von Zellen statt, die ein
vermindertes apoptotisches Potential haben und so ebenfalls eine erhohte Resistenz

gegeniiber Strahlenschiaden haben (71).

Eine weitere Ursache fiir ein schlechteres Outcome ist, dass hypoxische Areale zu einem
grof3en Teil aufgrund einer verminderten Perfusion und Diffusion entstehen, so dass
eine systemische Chemotherapie in diesen Bereichen haufig ebenfalls keine
ausreichende Konzentration erreichen kann (74, 75). Dies konnte unter anderem

anhand des Beispiels von Cisplatin sehr anschaulich demonstriert werden (76).

2.3 Das Hellstrom-Paradox und die Suppression des antitumoralen Immunsystems

2.3.1 Das Hellstrom-Paradox, oder auch Immunsuppression durch Hypoxie

Weiterhin scheint Hypoxie zu einem grofien Teil fiir das sogenannte "Hellstrom-
Paradox" verantwortlich zu sein. Hier ist es wichtig zu verstehen, dass das
Immunsystem einen der zentralen korpereigenen Schutzmechanismen gegen die
Entwicklung entarteter Zellen darstellt. So sind langfristig immunsupprimierte
Patienten tberdurchschnittlich haufig von Karzinomerkrankungen betroffen (77).
Daher kam es entsprechend iiberraschend, als Hellstrom et al. (78) bei
Karzinompatienten die Existenz von gegen den Tumor gerichteten Lymphozyten
nachweisen konnten. Diese waren in der Lage, neoplastische Zellen des jeweiligen

Patienten in vitro zu zerstoren, konnten selbiges jedoch nicht in vivo.

Hellstrom et al. (78) propagierten zum Zeitpunkt der Veroffentlichung ihrer Publikation

zwei mogliche Begriindungen fiir dieses Paradoxon:
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1. Die Anti-Tumor-Reaktion der CTL findet auch im Patienten statt, jedoch ist
das Wachstum des Karzinoms insgesamt so stark ausgepragt, dass es den

destruktiven Prozess der Tumorzellen durch CTL ubersteigt.

2. Es existiert ein anderer Effekt, der die Destruktivitat der CTL herabsetzt
(Z8).

Lange Zeit war unklar, welcher dieser Umstande fiir diesen Effekt verantwortlich ist und
uiber welchen Mechanismus dies vermittelt wird. Inzwischen konnte jedoch gezeigt
werden, dass in vielen Fallen vor allem die zweite Begriindung, also die Hemmung des
antitumoralen Immunsystems, ursachlich ist. Vor allem Hypoxie spielt tiber den im
Folgenden dargestellten Mechanismus eine wichtige Rolle fiir dieses Phanomen (79, 80).
Dabei ist jedoch zuerst wichtig zu verstehen, wie Hypoxie in ein biochemisches Signal
umgewandelt wird. Der wichtigste Signalweg hierfiir ist der Hypoxie-induzierbare-

Faktor 1a (HIF1a)-Signalweg (81).

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass dieser Signalweg auch fiir Wachstum und
Vaskularisation, sowie Hypoxie-induzierte Apoptose eines Tumors verantwortlich ist

(82).

Der HIF1a wird unter normoxischen Bedingungen durch Prolyl-Hydroxylase-Domane-
enthaltende Proteine (PHD1, PHD2, PHD3) an einem Prolinrest hydroxyliert (83-85)
und bindet daraufhin das von-Hippel-Lindau-Tumorsuppressor-Protein. Uber mehrere
Schritte kommt es nun zur Ubiquitinisierung und anschlieffend zur proteasomalen
Degradation (86). Zusatzlich wird die Interaktion von HIF1la mit Co-Aktivatoren wie
p300 oder cAMP-responsive-binding (CREB)-binding-protein (CBP) durch den Factor
inhibiting HIF1la (FIH1) verhindert, indem dieser einen Asparaginrest des HIFla
hydroxyliert (87). Im Gegensatz dazu werden PHD1&PHD3 unter hypoxischen
Bedingungen durch die Ubiquitin-Ligasen seven in absentia homologue 1A (SIAH1A)
und 2 nicht nur fiir den proteasomalen Abbau markiert, unter hypoxischen Bedingungen
sind sie zusatzlich in ihrer Funktion eingeschrankt (88, 89). Dadurch wird HIFla
stabilisiert und kann so die Expression von einer Reihe an Genen aktivieren, die unter
anderem fiir Proteine der Glykolyse, Erythropoietin, Adrenomedullin und VEGF
kodieren (90, 91). Diese Expression ist unter anderem verantwortlich fiir den Progress

der malignen Erkrankung durch eine vermehrte Expression von VEGF, wie bereits in der
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ersten Version von Hanahan & Weinbergs “Hallmarks of cancer” beschrieben wurde (92,
93). Auflerdem kommt es durch die Aktivierung des HIF-Systems zu einer Erhohung der
Endonukleotidasen CD73 und CD39 (79). Bei einem Energiemangel werden diese
Enzyme vermehrt exprimiert und katalysieren den Abbau von ATP und ADP zu AMP
(CD39) und anschliefRend zu extrazellulirem Adenosin (CD73). Dieses filihrt iiber
Bindung an den von diversen Immunzellen exprimierten Adenosin-Rezeptor A2a zu
einer Erhohung des intrazellularen cAMP der Zielzelle (5). Ein erhohter intrazellularer
cAMP-Spiegel fiihrt bei CTL wiederum zu einer Herabregulation der Zellaktivitat und

somit zu einer Immunsuppression.

Der physiologische Zweck dieses Mechanismus ist es, gesunde Zellen bei einer
Entziindungsreaktion des umliegenden Gewebes vor der Lyse durch Immunzellen zu
schutzen (94-96). Bei einer malignen Erkrankung hat dies jedoch den unerwiinschten
Nebeneffekt des Schutzes maligner Zellen. Wie stark der immunsuppressive Effekt
durch Hypoxie sein kann, konnten Hatfield et al. durch die Experimente an Mausen
zeigen. Karzinome dieser Tiere zeigten unter Beatmung mit einem hyperoxischen
Gasgemisch mit einem pOz von 60% zunadchst eine deutliche Zunahme der

Immuninfiltration und anschlief3end eine deutliche Regredienz (3).

2.3.2 Die Rolle von CD73 im Tumormikromilieu von Kopf-Hals-Karzinomen

Neben der oben beschriebenen direkten Inhibition von CTL scheint CD73 dabei jedoch
noch weitere, bis jetzt noch nicht vollstandig geklarte Funktionen zu haben, die fiir den
Progress und damit auch die Prognose einer Karzinomerkrankung von grofder Relevanz
sind. So ist eine hohere Expression von sowohl CD39 als auch CD73 mit einer

schlechteren Prognose assoziiert (97).

CD73 wird dabei sowohl von Immun- (98) als auch von Tumor- und Stromazellen (z.B.
Tumor-assozierte Fibroblasten) sowie gesundem Gewebe (z.B. Endothelzellen)

exprimiert und spielt dabei je nach Lokalisation unterschiedliche Rollen.

So konnte gezeigt werden, dass von Endothelzellen exprimiertes CD73 dafiir sorgt, nach
der Durchwanderung von neutrophilen Leukozyten entstandene Liicken im

Gefafdendothel wieder zu verschliefen (99). Eine Hochregulation in Tumorgefifden
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kénnte so moglicherweise die Infiltration durch Leukozyten bremsen. Gleichzeitig kann
durch eine erhohte Expression bereits die Adhdsion der Leukozyten an das Endothel
gehemmt werden (100). Eine pharmakologische Blockade von CD73 mit “o,B-
methylenadenosine 5’-diphosphate” (APCP) reduzierte einerseits das Tumorwachstum

und erhohte gleichzeitig die Effektivitit einer adaptiven T-Zell-Therapie in Mdusen

(100).

In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass eine erhohte
Adenosinkonzentration eine treibende Rolle in der Metastasierung von
Mammakarzinomen spielt. So metastasierten Mammakarzinome von Mausen deutlich
seltener bei einer Blockade von CD73, beispielsweise mit einem monoklonalen Anti-

CD73-Antikoérper oder mit APCP.

2.3.3 Weitere Faktoren in der antitumoralen Immunsuppression
Solche immunsuppressiven Effekte werden weiter verstarkt durch eine Herabregulation
von MHC-Molekiillen auf der Oberflaiche der Tumorzellen, die dadurch deutlich

schlechter von CTL erkannt und zerstért werden kénnen (101, 102).

Ein weiterer wichtiger Faktor, der es Karzinomen erlaubt dem Immunsystem zu
entkommen, ist die Fahigkeit, in CTL eine Apoptose zu induzieren. Dies kann iiber
mehrere Mechanismen geschehen, allen voran eine Hochregulation z.B. des Fas-

Liganden oder TNF-a (101, 103, 104).

Diese Entwicklungen in der Forschung haben weitreichende klinische Folgen. So
konnten auf Basis dieser Thesen mehrere Therapien mit verschiedenen Ansaitzen
zugelassen werden. Auf der einen Seite die Checkpoint-Inhibitoren, die iliber eine
Blockade von z.B. PD-1 oder CTLA-4 eine direkte und relevante Disinhibition des
Immunsystems bewirken (105, 106). Auf der anderen Seite die AZ2a-
Rezeptorantagonisten, die den oben beschriebenen Mechanismus der
Immunsuppression durch das Tumormikromilieu blockieren und so durch eine “lokale”
Wirkung moglicherweise eine komplikationsarmere Alternative darstellen oder in
Kombination die Wirkung der Checkpoint-Inhibitoren sogar weiter verstarken kénnten

(79).
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2.4 Exkurs: Anwendungen und Einfluss der Spatialstatistik

Die Entwicklung der spatialen Statistik reicht weit in die Vergangenheit und ist von
vielen verschiedenen Fachrichtungen adaptiert und zuweilen auch parallel
vorangetrieben worden, woraus sich eine aufderst komplexe Historie ergibt. Einige
interessante Aspekte dieser Historie, die unter anderem ausfiihrlich in dem Buch

,Statistics for spatial data“ von Cressie dargestellt wird, werden hier dennoch aufgefiihrt

(107).

Bereits 1686 schilderte Halley der Royal Society of London seine Versuche mithilfe einer
Landkarte physikalische Griinde fiir Anderungen der Passat- und Monsunwinde in den

Tropen zu ergriinden (108).

Eine der ersten Erwdhnungen einer rdaumlichen Komponente in der statistischen
Literatur kommt 1935 von R. A. Fisher, der in seinem Werk “The design of experiments”
anmerkt, dass sich Flachen eines Feldes, gemessen am Ausmaf} der Ernte,
wahrscheinlicher dhneln, wenn sie naher beieinander liegen. Davon ausgehend
versuchte Fisher Methoden zu entwickeln, um diese Komponente auszugleichen, ein
Vorhaben, welches letztendlich in der Methodik der randomisierten Studie gipfelte

(109).

Fishers Methoden wurden im Lauf der nachsten Jahre stetig verfeinert und ausgebaut.
Exemplarisch soll hier Papadakis erwdhnt werden, der ausgehend von Fisher bereits
1937 eine Nearest-neighbor-Methodik entwickelte, um ortliche Gegebenheiten wie
Bodenbeschaffenheit bei der Analyse von Ernteertriagen auszuschliefien, in dem die

Ertrage in Relation zu den Ertrdagen benachbarter Parzellen gesetzt wurden (110).

Parallel zu biologischen Fragestellungen wuchs auch in anderen Fachbereichen, wie
beispielsweise der Geologie, bereits in den 1950er-Jahren das Bediirfnis nach soliden
statistischen Methoden. Krige setzte sich bereits 1951 mit dem Problem auseinander,
die Reserven von Erzvorkommen zu schitzen. Ein Problem, fiir das er zusammen mit
Sichel 1952 ein Verfahren entwickelte, um, ausgehend von mehreren Stichproben, die
zwischen diesen liegenden Werte moglichst genau zu interpolieren (111, 112). Dieses
Verfahren wurde unter anderem 1962 von Matheron weiterentwickelt und nach seinem
Erfinder als “Kriging” benannt (113). Es wird bis heute in den verschiedensten
Bereichen (bspw. Bergbau oder Olindustrie) zur Reservoirschitzung benutzt (114, 115).
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Der Zusammenhang zwischen rdaumlichen Gegebenheiten und dem Auftreten von
Krankheiten ist auch in der Medizin bereits seit langem bekannt. So konnte John Snow,
ein englischer Arzt, bereits 1854 zeigen, dass der Ausbruch einer Choleraepidemie in

London auf die Kontamination einer Wasserpumpe in Soho zuriickzufithren war (116).

Und auch in der Onkologie wird immer wieder auf spatialstatistische Methoden
zuriickgegriffen. Beispielsweise bei der Frage nach lokalen Tumorclustern im
Zusammenhang mit Umweltfaktoren wie Luftverschmutzung oder Fabriken (117). Doch
auch bei der Erforschung der Tumorpathophysiologie wird seit neuestem auf die
Verwendung der Spatialstatistik gesetzt. So wurden wahrend der Erstellung der
vorliegenden Arbeit bereits erste Studien verodffentlicht, die spatialstatistische
Funktionen nutzen, um pradiktive Aussagen tber die Prognose von Pankreasldasionen zu

tatigen (118, 119).
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Gerat Firma Modell Modell-/

Katalognummer

Feinwaage Sartorius Extend BD ED 100

Pglypropylen Greiner Bio-One Cellstar Tubes 188271

Rohrchen 15ml

Mikroreaktionsgefalie | Greiner Bio-One ?Z?ﬁltlonsgefars 618201

pH-Meter Schott Instruments |Lab 850 10709784
Eppendorf

Pipette Eppendorf Research 1000 |3111 000.165
ul (variabel)
Eppendorf

Pipette Eppendorf Research 100 pul {3111 000.149
(variabel)
Eppendorf

Pipette Eppendorf Research 10 I [3111 000.122
(variabel)

. . . 1000 pl blue
Pipettenspitze Tip One graduated tip S1111-6701
Pipettenspitze Tip One 200 pl yellow tip | S1111-0706
. . . 10/20 pl XL

Pipettenspitze Tip One graduated tip S1110-3700

Magnetrthrer Heidolph MR3000 504-00011-00

Thermomixer Eppendorf Thermomixer 5350 000.013
Compact

Waage Ohaus Adventurer Pro |AV2101

Warmeschrank Memmert TV-40u 770633

(Schwabach)




3.1.2 Chemikalien

Chemikalie Hersteller Katalognummer
PBS Dulbecco ohne Mg?2+/CaZ2* Biochrom GmbH, Berlin L.182-50

Aqua Dest. Braun 0082479E
Tween 20 Carl-Roth GmbH + Co. KG  |9127.1

Tris Pufferan, >99,9% p.a. Carl-Roth GmbH + Co. KG 4855.2
NaCl>99,8% Carl-Roth GmbH + Co. KG  |9265.2

Ammoniumacetat, >97% p.a., ACS Carl-Roth GmbH + Co. KG 7869.2

EDTA >99% Carl-Roth GmbH + Co. KG CNO06.2
Citronensaure-Monohydrat,

>99,5%, Ph. Eur. Carl-Roth GmbH + Co. KG 5110.1
Kupfer-(II)-Sulfat, >98%, p.a,

wasserfrei Carl-Roth GmbH + Co. KG P023.1
Tris-HCI, >99%, p.a. Carl-Roth GmbH + Co. KG 9090.3
Wasserstoffperoxid, 30%, p.a., ISO,

stabilisiert Carl-Roth GmbH + Co. KG |8070.2
DAKO Antibody Diluent (Blocking

Medium) DAKO North America Inc. |S0809
DAKO Fluorescent Mounting

Medium DAKO North America Inc. |S3023
Dulbecco Phosphate buffered Saline | Sigma-Aldrich D8537
AVS Titrinorm pH 4 VWR Chemicals 32095.264
AVS Titrinorm pH 7 VWR Chemicals 32096.267
AVS Titrinorm pH 9 VWR Chemicals 32039.261
DAPI Thermo Fisher Scientific D1306
3.1.3 Puffer

Der Tris/EDTA-Puffer wurde mit einer Konzentration von 10 mmol Tris Base und 1
mmol EDTA pro Liter angesetzt, der pH-Wert wurde mithilfe von 4 molarer Natronlauge

oder 1 molarer Salzsaure auf 9,0 korrigiert.
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Der PBS-Puffer wurde mit 9,55g PBS Dulbecco ohne Mg%* und Ca2 angesetzt.

Fiir den Citratpuffer wurden 4,5 ml einer 0,1 molaren Zitronensdure mit 20,5 ml einer
0,1 molaren Natriumcitratlésung vermischt, und mit 250 ml Aqua dest. aufgefiillt. Der

pH-Wert lag bei 6,0.

Der TBS-T-Puffer wurde mit 10 ml Tween 20, 175,3 g NaCl, 65,7 g Tris-HCl und 10,1 g
Tris-Base pro Liter Aqua dest. angesetzt. Der pH-Wert betrug 7,6. Hiervon wurden vor

Verwendung 100 ml mit 900 ml Aqua dest. gemischt.

3.1.4 Antikorper

Es wurden folgende Antikorper in den angegebenen Konzentrationen benutzt:

e Anti-Humanes CD73 (Cell Signaling Technology, Kat.-Nr.: 13160, Klon: D7F9A,
Spezies: Kaninchen, Konzentration: 1 : 100)

e Anti-Humanes CA IX (Abcam, Kat.-Nr.: ab108351, Klon: EPR4151[2], Spezies:
Kaninchen, Konzentration: 1 : 200)

e Anti-Humanes CD8 (DAKO, Kat.-Nr.. M7103, Klon: 144B, Spezies: Maus,

Konzentration: 1 : 50)

Als Anti-Maus Sekundarantikérper wurde das ,SuperPicture Polymer Detection Kit"
(Artikel-Nr.: 879163) verwendet, als Anti-Kaninchen Sekundarantikérper ,,SuperPicture
HRP Polymer Conjugate Rabbit Primary” (Artikel-Nr.: 879263). Beide Artikel stammen

von der Firma , Thermo Fisher Scientific”.

3.1.5 Fluorochrome

Folgende Fluorochrome wurden in den angegebenen Konzentrationen verwendet:

e Cy3+ (PerkinElmer, Inc; Kat.-Nr.: NEL744001KT, Konzentration: 1 : 50)
e Cy5+ (PerkinElmer, Inc; Kat.-Nr.: NEL745E001KT, Konzentration: 1 : 50)
e FITC (Thermo Fisher Scientific, Kat.-Nr.: 46410, Konzentration: 1 : 250)

3.1.6 Gewebe
Es wurden 11 "whole slide" Praparate von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-

Region, sowie 1 Microarray mit 80 Spots gefarbt. Auf dem Microarray waren je 2 Proben
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von 30 Kopf-Hals-Tumoren, sowie je 2 Proben von 5 Schnitten eines gesunden Gewebe.
Von den 60 Tumorproben konnten aufgrund der Prdparatqualitit jedoch nur 57
analysiert werden. Weitere Einschrankungen bei der Analyse waren teilweise aufgrund
einer fehlenden Antigenexpression notwendig. Da diese Arbeit sich primadr mit einer
einzelnen wissenschaftlichen Hypothese und der Erarbeitung einer neuen Methodik

befasst, wurde auf den Einschluss klinischer Daten verzichtet.
3.2 Methoden

3.2.1 Immunfluoreszenz

Das im Folgenden geschilderte Farbeprotokoll ist eine Variation des von Téth und
Mezey dargestellten Prinzips der Tyramid-basierten Signalverstarkung (120).

3.2.1.1 Vorbereitung der Schnitte

Um die in Paraffin fixierten Schnitte fir die Farbung nutzbar zu machen, wurden diese
zuerst flr eine Stunde im Warmeschrank bei 60°C erhitzt und dann dreimal 10 Minuten
in Xylol entparaffiniert, bevor sie in einer absteigenden Ethanolreihe in ein wassriges
Milieu tiberfiihrt wurden. Dabei wurden die Schnitte 5 Minuten in 99,8-prozentigem und
96-prozentigem Ethanol und 2 Minuten in 70-prozentigem Ethanol inkubiert.
Anschliefdend wurden die Schnitte nacheinander je 2 Minuten mit Aqua dest. und einem

TBS-T Puffer gespiilt.

3.2.1.2 Antigendemaskierung

Um die volle Immunreaktivitat wiederherzustellen (121) wurden die Schnitte im ersten
Durchgang in einem Citrat-Puffer bei pH 6,0 zuerst auf 100°C erhitzt, 90 Sekunden
gekocht und dann fiir weitere 15 Minuten bei 180W in der Mikrowelle behandelt und
anschliefiend eine halbe Stunde bei Raumtemperatur ruhen gelassen. Dann wurde der
Schnitt mit einem speziell fiir die Immunhistochemie konzipierten Fettstift umrandet.
Die hierdurch erzeugte hydrophobe Barriere reduziert die Menge an bendétigten
Antikoérpern und Fluorochromen. Fertig vorbereitete Schnitte wurden in einem PBS-

Puffer gesammelt.

3.2.1.3 Fluoreszenzléschung
Um die Autofluoreszenz auf ein moglichst niedriges Niveau zu senken, wurden nun alle
Schnitte zuerst zweimal fiir 10 Minuten in einem PBS-Puffer gewaschen, dann 5 Minuten

in Aqua dest. gespiilt und anschlieflend 10 Minuten mit einer 10-millimolaren
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Kupfersulfat-Ammoniumacetat Losung behandelt (122). Um spateren Verunreinigungen
vorzubeugen, wurden die Schnitte danach 5 Minuten in Aqua Dest. und zweimal 10

Minuten in PBS-Puffer gesaubert.

3.2.1.4 Primdirantikérper
Anschliefend wurde 2 Minuten mit einem TBS-T-Puffer behandelt, um spatere
unspezifische Wechselwirkungen der Antikoérper zu vermeiden. Dann wurde fiir 10

Minuten ein Blocking-Medium aufpipettiert.

Parallel zur oben beschriebenen Fluoreszenzloschung wurde der Kaninchen Anti-
Humanes-CD73 Antikorper mit sterilem PBS 1:200 verdiinnt und fiir mindestens eine
halbe Stunde bei 27°C im Thermomixer inkubiert, bevor circa 100-150 pl pro Schnitt
aufpipettiert wurde. Dann wurden die Schnitte fiir eine Stunde in einer Dunkelkammer

im feuchten Milieu bei 22°C Raumtemperatur gelagert.

3.2.1.5 Sekunddrantikérper

Danach wurden die Schnitte dreimal fiir 2 Minuten in TBS-T-Puffer bei stindiger
Bewegung gewaschen. Auch die folgenden Waschschritte bei denen dreimal 2 Minuten
in TBS-T gewaschen wird, erfolgen unter stindiger Bewegung. Anschliefdend wurde ein
Anti-Kaninchen-Sekundarantikorper aufpipettiert und 10 Minuten inkubiert, bevor die

Schnitte erneut dreimal 2 Minuten in TBS-T gewaschen wurden.

3.2.1.6 Vorbereitung und Reaktion des Fluorochroms

Wahrend der Sekundarantikérper einwirkte, wurde Cy5+ mit einem sogenannten
Amplification Buffer 1:50 verdiinnt. Dann wurden circa 100-150 pl des Fluorochroms
auf jeden der Schnitte aufpipettiert und fiir 10 Minuten in einer Dunkelkammer
inkubiert. Anschlief3end wurden die Schnitte wieder dreimal 2 Minuten in TBS-T-Puffer
gewaschen, bevor mit der Antigenmaskierung des nachsten Durchgangs begonnen

wurde.

3.2.1.7 Anderungen in weiteren Durchgéingen

In allen der drei folgenden Durchginge wurde die Antigendemaskierung in einem
Tris/EDTA-Puffer bei pH 9,0 durchgefiihrt. Auflerdem wurde keine weitere
Fluoreszenzldschung durchgefiihrt. Stattdessen wurde nach der Antigendemaskierung

direkt mit der Primarantikérperinkubation begonnen. Der Anti-Humanes CDS8
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Antikorper wurde bei 4°C iiber Nacht im Kiithlschrank inkubiert, wahrend Anti-Humanes
CA IX Antikérper wie oben beschrieben inkubiert wurde. Da es sich bei den Anti-
Humanes CD8 Antikérpern um Mausantikorper handelt, wurden diese mit einem Anti-
Maus-Sekundarantikérper behandelt. Die Antikorper wurden letztendlich mittels einer

Tyraminamplifikation durch die folgenden Fluorochrome dargestellt:

e Maus Anti-Humanes CD8 wurde mit Cy3+ gekoppelt
e Kaninchen Anti-Humanes CA IX wurde mit FITC gekoppelt

3.2.1.8 Kernfdirbung und Eindecken

Nach dem letzten Waschgang des letzten Durchgangs wurden die Zellkerne mit DAPI
gefarbt. Dafiir wurde die 300 nm DAPI-Stammldsung zuerst 1:2000 mit Aqua dest.
verdiinnt, bevor den Schnitten ca. 100-150 dieser Losung aufpipettiert wurde. DAPI
wurde 5 Minuten in einer Dunkelkammer bei feuchtem Milieu einwirken gelassen, bevor

die Schnitte zweimal 5 Minuten in PBS-Puffer gewaschen wurden.

Abschliefdend wurden die Schnitte mithilfe eines einen Ausbleichschutz enthaltenden
Mounting Mediums eingedeckt, wobei besonders darauf geachtet wurde, dass keine

Luftblasen eingeschlossen wurden.

3.2.2 Whole slide-Scan
Die Schnitte wurden mithilfe des Zeiss AxioScan.Z1 als ".czi"-Datei digitalisiert. Dafiir
wurden angemessene "Single-Bandpassfiltersets fiir die Fluorochrome "DAPI", "FITC",

"Cy3+" und Cy5+" gewahlt.
3.2.3 Auswertung

3.2.2.1 Digitale Auswertung mit ,,QuPath”
Die eingescannten Schnitte wurden in ,QuPath“ unter Zuhilfenahme der Bioformats-

Erweiterung analysiert. Als erstes wurde eine visuelle Analyse durchgefiihrt, dabei
wurden Interaktionen zwischen den verschiedenen Populationen eingeteilt in positive,

negative und keine Interaktion.

Positive Interaktion bedeutete dabei, dass sich Zellen einer Population gehauft in der
Nahe der einer anderen aufhalten, wahrend eine negative Interaktion das Fehlen von

Zellen einer Population in der Nadhe einer anderen Populationen beschreibt. Wurde
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keine Interaktion gesehen, sind zwei Populationen unabhéngig voneinander durch den

Tumor verteilt.

Anschliefdend wurde fiir die quantitative Analyse zunachst eine Zellerkennung mithilfe
eines "watershed"-Algorithmus anhand des DAPI-Signals durchgefiihrt. Die
Intensitatsgrenze wurde dabei von Schnitt zu Schnitt aufgrund von Unterschieden in der
Hintergrund- und Kernintensitat angepasst. Die Notwendigkeit solcher Unterschiede
resultiert aus der Behandlung der Schnitte im Labor (unterschiedliche Fixierungs- und

Lagerungszeiten).

Bereits bei dieser Zellerkennung wurden in ,QuPath“ samtliche Daten fiir jede Zelle
einzeln generiert (sog. "single-cell-Daten”). Unter anderem sind darin inbegriffen:
Koordinaten, Flache des Kerns, Flache der Zelle, morphometrische Daten zur Form von
Kern und Zelle, die Kern-Plasma-Relation, sowie die minimale, maximale und

durchschnittliche Intensitat der verschiedenen Fluoreszenzkanaile.

Anhand der Intensitit wurden Zellen oberhalb eines Grenzwertes als CD8-positiv
Klassifiziert. Alle verbliebenen Zellen wurden mithilfe des in ,QuPath“ integrierten

,Random-Forest“-Classifiers in Tumor- und Stromazellen unterteilt.

Tumor- und Stromazellen wurden anhand der CD73 und CA IX-Intensitiaten in jeweils
vier Subklassifikationen eingeteilt, sodass am Ende jede Zelle einer von insgesamt neun
Subpopulationen (CD8-positive Zellen, Tumor: CD73-positiv, Tumor: CA IX-positiv,
Tumor: doppelt positiv, Tumor: doppelt negativ, Stroma: CD73-positiv, Stroma: CA IX-
positiv, Stroma: doppelt positiv und Stroma: doppelt negativ) zugeteilt werden konnte.
Dies ist sinnvoll, da die CD8-positiven Zellen prinzipiell frei zwischen den
Kompartimenten ,Tumor” und ,Stroma“ wechseln kénnen und deshalb keinem der

beiden Kompartimente zugehorig sind.

3.2.3.2 Auswertung mit dem ,,R“-package ,, Spatstat”

Im Folgenden werden die benutzten Befehle des ,Spatstat“-package dargestellt.
Auflerdem wird auf einige Grundlagen der Spatialstatistik eingegangen, um die Auswahl
benutzter Befehle verstindlicher zu machen. Auf die Interpretation der Kurven wird
hauptsachlich in der Diskussion eingegangen. Um die Vor- und Nachteile der

verschiedenen Funktionen, sowie die Aussagen, die anhand dieser getroffen werden
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konnen, zu verstehen ist eine gewisses Verstandnis der zugrundeliegenden Mathematik
jedoch unabdingbar. Das vollstandige R-Skript mit dem die Auswertung in Spatstat

erfolgte, ist im Anhang mit kurzen Erlduterungen dargestellt.

3.2.3.2.1 "planar point pattern"

Die in “QuPath“ generierten Single-cell-Daten wurden in ,R“ importiert. Mithilfe des
»Spatstat“-Package wurde nun ein Objekt der Klasse ,planar point pattern“ (ppp)
erstellt. Um statistische Berechnungen durchfiihren zu kénnen, wird dabei jede Zelle als
ein Punkt betrachtet. Dafiir werden alle Zellen anhand ihrer in QuPath erstellten
Koordinaten in ein kartesisches Koordinatensystem eingeordnet. Anschliefend wird
jedem Punkt die Klassifizierung der reprasentierten Zelle als Markierung zugewiesen

wird.

Wichtig hierbei ist die Angabe eines sog. "observation window" oder
Beobachtungsfensters, also des Bereiches des zweidimensionalen Raums, in dem die
Daten erhoben wurden. Bei Ausschnitten aus den "whole slide"-Bildern wurden dafiir
jeweils die Minima und Maxima der dargestellten Punkte gewahlt, da die Ausschnitte in
einer rechteckigen Form gewahlt wurden. Bei den Microarray-Spots wurde ein Kreis mit
einem Radius von 1000 pym mit dem Mittelpunkt ins Zentrum des Spots gelegt und als

Beobachtungsfenster deklariert.

Zur Validierung sowohl des Imports der Daten als auch der Erstellung des ppp, wurden

das gesamte ppp sowie jede Subpopulation einzeln bildlich dargestellt.

3.2.3.2.2 K-Funktion

Alle Berechnungen, die im Folgenden mithilfe von Spatstat durchgefiihrt wurden,
basieren auf Ripley's "K-Funktion" (123). Die K-Funktion berechnet die
durchschnittliche Anzahl der Punkte einer Population, die innerhalb der Distanz r eines
zufélligen Punktes des ppp liegen. Sie wird genutzt, um Abweichungen von "Kompletter
spatialer Zufalligkeit" (Complete Spatial Randomness; CSR) in einem homogenen ppp
nachzuweisen. Dafiir wird, ausgehend von jedem einzelnen Punkt, ein Kreis in
regelmafdigen Schritten ausgedehnt, angefangen mit dem Radius r = 0. Fir jede
Vergrofderung des Radius werden fiir jeden Kreis samtliche Punkte gezahlt, die
innerhalb des Kreises liegen, wobei der urspriingliche Punkt nicht gezdhlt wird.

Anschliefend wird fiir diese Distanz der Durchschnitt aller Kreise berechnet und fir
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diesen Radius gespeichert. Der Radius wird anschliefdend fiir die nachste Iteration des

Prozesses um ein vorgegebenes Inkrement vergrofiert.

Die durchschnittliche Anzahl der Punkte in einem bestimmten Gebiet ist abhangig von
der Intensitit A = n/W des ppp, wobei "n" der Gesamtzahl der Punkte und "W" der
Fliche des Beobachtungsfensters entspricht. Um nun verschiedene Datensitze
miteinander vergleichen zu kénnen, miissen deren K-Funktionen standardisiert werden.
Dafiir werden die Ergebnisse der K-Funktion durch die Intensitat des ppp dividiert. Da
jedoch stets der Punkt, der den Mittelpunkt eines Kreises darstellt, nicht gezahlt wird,

wird hier eine leicht modifizierte Intensitat A1 = (n-1)/W genutzt.

Um einordnen zu kénnen, ob die so bestimmte Funktion fiir ein Clustern, gegen ein
solches oder fiir eine rein zufallige Verteilung spricht, vergleicht man das Resultat der K-
Funktion mit der K-Funktion eines komplett zufilligen ppp mit einer sogenannten
Poisson-Verteilung. Eine solche Verteilung ist definiert durch Unabhangigkeit und
Homogenitat. Unabhangigkeit bedeutet hier, dass Informationen tber Punkte in einem
Teil der beobachteten Region keinen Einfluss auf Punkte in einem anderen Teil der
beobachteten Region haben, wahrend Homogenitit bedeutet, dass die Punkte keine
Praferenz fiir ein bestimmtes Gebiet innerhalb der beobachteten Region zeigen. Die K-
Funktion eines ppp mit Poisson-Verteilung entspricht demnach A*nr?, also der Anzahl
der Punkte in einem Kreis mit der Flache mr2. Da die K-Funktion jedoch standardisiert

wird, ist die theoretische K-Funktion definiert als

KPoiss(r) — 2’ 7Z-r2.

Da Daten aufderhalb des Beobachtungsfensters nicht bekannt sind, ist die Anzahl der
Punkte innerhalb eines Kreises unbekannt, wenn Teile des Kreises aufierhalb des
Fensters liegen. Diese sogenannten Randeffekte konnen und sollen in der Berechnung
beriicksichtigt werden. Dafiir gibt es verschiedene Methoden, von denen jedoch nur eine
fiir unsere Fragestellung realistisch nutzbar ist, da die anderen Methoden aufgrund der
grofden Stichprobengrofie von vielen tausend Zellen pro Schnitt mit einer
unverhaltnismafdig hohen Steigerung der benotigten Computerleistung einhergehen. Die
von uns genutzte Korrekturmethode ist die sogenannte "border"-Korrektur, bei der nur

die Punkte in die Berechnung mit einfliefden, die einen Abstand zur Grenze des
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Beobachtungsfensters haben, der grofder ist als der untersuchte Radius. Die statistische
Effizienz ist bei grofden Stichproben ausreichend, obwohl es einen Datenverlust fiir hohe

Werte von r gibt.

Baddeley et al. (124) definieren die K-Funktion dabei als "die kumulative
durchschnittliche Anzahl der Punkte, die innerhalb der Distanz r eines typischen Punktes
liegen, korrigiert fiir Randeffekte und standardisiert indem durch die Intensitdt dividiert

wurde."

3.2.3.2.3 Loh's Bootstrap

In einem nachsten Schritt wird ein Konfidenzintervall fiir die K-Funktion berechnet, also
ein Bereich, in dem die wahre K-Funktion mit einer bestimmten Wahrscheinlichkeit
liegt. Dies hat mehrere Griinde: Zum einen ist die von Spatstat berechnete K-Funktion
eine geschatzte Funktion, also eine Anndherung an die wahre Funktion des
zugrundeliegenden Punktmusters. Der Grund dafiir ist, dass Faktoren wie Randeffekte,
die Reduktion der Zellen auf Punkte sowie Ungenauigkeiten bei der Ubertragung
analoger Beobachtungen in digitale Werte es sehr schwierig machen, die wahre
Funktion eines ppp zu bestimmen. Zum anderen ist ein Konfidenzintervall wichtig, da
CSR fur Distanzen, bei denen das Konfidenzintervall die K-Funktion eines zufalligen ppp
einschliefdt, nicht ausgeschlossen werden kann, auch wenn die K-Funktion selbst diese

Linie nicht bertihrt.

Die K-Funktion ist eine relativ komplexe Funktion, die sich aus den durchschnittlichen
Werten einer Vielzahl von Punkten und einer grof3e Breite an Distanzen zusammensetzt.
Daher ist es anspruchsvoll, ein valides Konfidenzintervall fiir die K-Funktion zu
bestimmen. Spatstat enthdlt bereits einen Befehl, der zur Losung dieses Problems

benutzt werden kann.

Der Spatstat-Befehl "lohboot" basiert auf der Herangehensweise von Loh (125). Bei
diesem Ansatz werden lokale K-Funktionen genutzt, um die wahre K-Funktion zu
schatzen. Eine lokale K-Funktion ist dabei eine K-Funktion, die die Situation eines
einzelnen bestimmten Punktes im ppp widerspiegelt. Jeder Punkt hat dabei seine eigene

lokale K-Funktion.
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Um ein Konfidenzintervall zu berechnen, wird nun eine zuféllige Anzahl an zufalligen
lokalen K-Funktionen, ,mit Zuriicklegen“, ausgewahlt und die durchschnittliche K-
Funktion dieser Stichprobe berechnet. ,Mit Zuriicklegen“ bedeutet, dass eine einzelne
lokale K-Funktion nach ihrer zufdlligen Auswahl wieder in den virtuellen Lostopf
zuriickgelegt wird, und somit mehrfach ausgewdhlt werden kann. Durch eine haufige
Wiederholung dieses Vorganges, bei dem eine K-Funktion anhand von zufalligen lokalen
K-Funktionen "mit Zuricklegen" berechnet wird, erhdlt man eine gewisse
Verteilungsbreite der K-Funktion. Hiervon ausgehend wird ein punktuelles
Konfidenzintervall berechnet. Stellt man dieses Konfidenzintervall grafisch dar, so

spricht man von einem Konfidenzband.

Auch die Berechnung eines robusteren, globalen Konfidenzintervalles ist mithilfe der
"lohboot"-Funktion in Spatstat problemlos méglich. Daftir wird die Maximale Absolute
Abweichung (maximum absolute deviation, MAD) aller aus den verschieden Stichproben
berechneten K-Funktionen von der urspringlichen K-Funktion bestimmt. Fiir ein
Konfidenzband von beispielsweise 95 % wird nun die 95. Perzentile dieser
Abweichungswerte bestimmt und einmal sowohl mit der K-Funktion addiert als auch
von der K-Funktion subtrahiert. Daraus resultiert ein globales 95%-iges Konfidenzband

mit den Grenzen K dem Abweichungswert.
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Abbildung 1: Darstellung verschiedener Konfidenzintervalle durch die "lohboot"-Funktion anhand eines

reprasentativen Ausschnittes eines Plattenepithelkarzinoms des Hypopharynx, 10x Vergrof3erung.

(a) Histologischer Schnitt nach 4-fach Farbung und Digitalisierung im Slidescanner AxioScanZ1. In dieser
Aufnahme ist der DAPI-Kanal in blau, CA IX in griin, CD8 in gelb und CD73 in rot dargestellt. (b)
Einzelzellerkennung in QuPath, die berechneten Zellgrenzen sind in rot eingezeichnet, zusitzlich ist das in
Spatstat generierte ppp der CTL eingezeichnet. Jeder CD8*-CTL wird dabei durch ein weif3es Kreuz
reprasentiert. (c) Darstellung aller lokalen K-Funktionen in grau. Man erkennt eine erhebliche Heterogenitit
der Kurvenverliufe. Die gemittelte K-Funktion des gesamten Ausschnittes (siehe Text) ist in schwarz
dargestellt, wihrend die theoretische K-Funktion einer CSR rot gestrichelt dargestellt ist. (d) Darstellung
eines mit der "lohboot"-Funktion berechneten PUNKTUELLEN Konfidenzbandes um die K-Funktion in grau.
Aufgrund der exponentiellen Natur der K-Funktion nimmt die Breite des Konfidenzbandes mit steigendem r
exponentiell zu. (e) Darstellung eines mit der "lohboot"-Funktion berechneten GLOBALEN Konfidenzbandes
um die K-Funktion in grau. Ab einer Distanz von ca. 50 pm weist die Kurve samt Konfidenzband eine

signifikante Abweichung von CSR auf (s. schwarze Linie).

3.2.3.2.4 Pair correlation function
Da die K-Funktion alle Punkte innerhalb einer Distanz < r beriicksichtigt, muss man
beachten, dass sie kumulativ ist, also starke Effekte auf kurzer Distanz einen Effekt tiiber

eine deutlich groflere Strecke vortduschen koénnen. Sie ist also gut geeignet, um eine
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Ubersicht zu erhalten, wie ein ppp insgesamt verteilt ist, jedoch fehlen Daten zum
tatsachlichen Auftreten von Punkten auf einer gewissen Distanz. Um also genauere
Aussagen zur Richtung und Auspragung der Verteilung einer Population auf
verschiedenen Distanzen treffen zu konnen, muss daher eine Variation der K-Funktion

verwendet werden.

Die pair correlation function (pcf) (126, 127) betrachtet dabei im Gegensatz zur K-
Funktion nicht alle Punkte, die in die Flache eines Kreises fallen, sondern lediglich die
Punkte, die die Distanz r zum Mittelpunkt des Kreises haben, also auf die Kreislinie
fallen!. Aus mathematischer Sicht ist die pcf die erste Ableitung der K-Funktion, dividiert
durch 2mr. Die Division von 2nr dient dabei ebenfalls der Standardisierung, da ein
groferer Kreis natiirlich einen grofieren Umfang hat, woraus eine grofiere Chance
resultiert, dass ein Punkt auf der Kreislinie liegt. Alternativ kann die pcf allerdings auch
direkt aus dem ppp berechnet werden. Dabei erfolgt die Berechnung dhnlich wie bei der
K-Funktion, jedoch werden, wie bereits beschrieben, nur die Punkte, die auf die
Kreislinie fallen, gezahlt. Auch fir die pcf kann ein Konfidenzintervall berechnet und als
Konfidenzband dargestellt werden. Wie bei der K-Funktion werden die Werte auch hier
mit der pcf eines ppp mit Poisson-Verteilung verglichen, wobei die pcf eines solchen
zufallig verteilten ppp gleich "1" gesetzt wird, da die Wahrscheinlichkeit , dass sich ein
Punkt auf einer bestimmten Distanz eines zufdlligen Punktes befindet, fiir jede Distanz

gleich sein sollte.

3.2.3.2.5 G-Funktion

Die G-Funktion (128) ist analog zur K-Funktion eine kumulative Funktion. Sie gibt die
durchschnittliche Wahrscheinlichkeit an, mit der ein beliebiger Punkt eines ppp einen
"Nachsten Nachbar" innerhalb der Distanz r hat. Da es sich um eine kumulative
Wahrscheinlichkeitsfunktion handelt, sind die Werte der G-Funktion als
Wahrscheinlichkeiten zu verstehen und nehmen im Verlauf nicht ab. Um eine Aussage
tiber das Verteilungsmuster treffen zu kénnen, wird die G-Funktion, dhnlich der K-

Funktion, mit der theoretischen G-Funktion bei CSR verglichen. Diese entspricht

1 Da eine Linie streng betrachtet keine Flache haben kann, wird die Kreislinie genau genommen als eine
Flache zwischen der Linie eines Kreises mit dem Radius r, sowie der Linie eines Kreises mit dem Radius
r + h definiert. "h" ist dabei eine gegen Null gehende Zahl. Die pcf nutzt also eher einen Ring statt eines
Kreises.
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GPoiss(r) =1- e(_Mrz).

- 2
Hierbei entspricht e( Axr) der Wahrscheinlichkeit dafiir, dass bei einer Intensitit A null

Punkte des ppp in einen Kreis mit der Flache mr? fallen.

Ein wichtiger Unterschied zur K-Funktion ist hierbei, dass die theoretische G-Funktion

von der Intensitat des ppp abhéngig ist. Zur Erinnerung: Dies ist bei der theoretischen K-

Funktion Kpoiss(l') = A7r? nicht der Fall. Da die G-Funktion nicht standardisiert wird,

ist es nicht moglich, die G-Funktionen verschiedener ppp miteinander zu vergleichen.

3.2.3.2.6 Inhomogene ppp

Da CTL einerseits in der Lage sind, peripheres Gewebe an jeder Stelle zu infiltrieren
(129, 130) und andererseits die Verteilung von CTL innerhalb eines Tumors relativ
gleichmafdig ist (131), wurde fiir die Analyse der Verteilung der CTL zundchst ein
homogenes Verteilungsmuster angenommen. Im Verlauf der Arbeit zeigte sich jedoch,
dass CTL im Tumor tatsdchlich inhomogen verteilt sind, weswegen die K-Funktion
angepasst werden musste (132). Auch Tumorgewebe an sich ist aufgrund der
unterschiedlichen histologischen Varianten mit verschiedenen Zelltypen und Zellgréf3en
sehr inhomogen. So kann die Zell- und damit die Punktdichte zwischen zwei
verschiedenen Regionen stark schwanken. Diese Unterschiede konnen zu
Veranderungen der berechneten Funktionen fithren und falschlicherweise einen Effekt
vortauschen oder unterdriicken. Daher ist es wichtig, diese Unterschiede bei der Analyse
eines inhomogenen ppp zu beriicksichtigen. Dies ist relativ komplex, jedoch sind in der
Spatialstatistik auch hier bereits einige Ansdtze etabliert und daher auch in Spatstat

implementiert.

Bevor eine solche Korrektur flir Inhomogenitdat durchgefiihrt wird, muss tiberpriift
werden, ob das Gewebe tatsiachlich inhomogen ist. Dafiir wird der Spatstat-Befehl
"quadrat .test" (133) genutzt. Hierbei wird das gesamte ppp in viele kleinere Rechtecke
geteilt, und deren Intensitit berechnet. Anschlieffend werden die einzelnen
Intensititswerte mit Hilfe eines Chi-Squared-Testes verglichen. Die Uberlegung hinter
diesem Vorgehen ist, dass bei einem homogen verteilten ppp in jedem Rechteck in etwa

die gleiche Anzahl an Punkten zu erwarten ware. An dieser Stelle ist es sinnvoll, auf den
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Unterschied zwischen Clustering und Inhomogenitat einzugehen. So resultieren beide
Vorgdnge in dhnlich verteilten Punktmustern und sind anhand eines einzelnen
Punktmusters quasi nicht zu unterscheiden. Der Unterschied liegt dabei jedoch in der
Ursache fiir diese Verteilung. Bei einem inhomogen verteilten Punktmuster sind die
Punkte in bestimmten Bereichen gehauft, weil Umgebungsbedingungen dazu fiihren. Bei
einem Punktmuster, das Clustering zeigt, treten Punkte in bestimmten Bereichen
gehauft auf, weil sie sich gegenseitig anziehen. Auf diese Arbeit bezogen ware der
Unterschied, ob die CTL zum Beispiel aufgrund bestimmter Bedingungen an bestimmten
Orten innerhalb des Tumorgewebes gehduft auftreten, oder ob sie sich durch Zell-Zell-

Interaktionen gegenseitig anziehen.

Sollte der Test die Nullhypothese einer homogenen Verteilung ablehnen, so werden die
folgenden Schritte vor und wahrend der Berechnungen durchgefiihrt, um die

Inhomogenitat des Gewebes auszugleichen und verzerrte Ergebnisse zu vermeiden.

Als erstes wird durch den Spatstat-Befehl "density.ppp" eine Kernel-geglittete
Intensitatsfunktion berechnet, die lokale Intensititswerte Ax flir jede Stelle der
untersuchten Region beinhaltet. Dafiir wird die Region wieder in viele kleinere Areale
unterteilt. Die Intensitat dieser Areale wird berechnet und anschlieféend werden diese

Intensitaten liber die gesamte beobachtete Region geglattet.

Spatstat stellt Funktionen zur Verfiigung, die in der Lage sind, inhomogene ppp zu
handhaben, indem sie den Einfluss jedes einzelnen Punktes auf die gesamte Funktion
modifizieren. Der Einfluss, den ein Punkt auf die Funktion hat, wird dabei korrigiert,
indem der Punkt mit dem Gewicht w = 1 / Axmodifiziert wird. Dies bedeutet fiir die
Funktion, dass Punkte in einem Bereich mit hoher Intensitit einen kleineren Einfluss auf
die Kurve haben, da das ansonsten beobachtete Cluster an dieser Stelle nicht das
Ergebnis eines Effektes ware, sondern lediglich aus der erhéhten Punktdichte an dieser

Stelle resultieren wirde.

3.2.3.2.7 Kombinierte ppp

Bis zu diesem Schritt der Analyse wurden immer nur Zellen einer einzelnen Population
(CTL) untersucht. Die Funktionen, die im nachsten Kapitel behandelt werden, sind in der
Lage, zwei verschiedene Populationen eines ppp in Abhédngigkeit voneinander zu
untersuchen, um so die Natur - oder das Fehlen - von Interaktionen nachweisen zu
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kénnen. Voraussetzung fiir diesen Befehl ist ein ppp mit zwei Populationen. Dafiir
miissen die benotigten Populationen jedoch zuerst erstellt und zusammengebracht
werden. Mochte man zum Beispiel die Interaktion von CTL und hypoxischem Gewebe
untersuchen, so ist die erste Population klar definiert. Die zweite Gruppe ist jedoch
etwas schwieriger zu beschreiben, da insgesamt vier Subpopulationen CA IX-positive,
und damit hypoxische Zellen beinhalten. Mithilfe des Befehls "superimpose" kann
Spatstat diese vier Subpopulationen jedoch in einem neuen ppp als eine Population
zusammenfassen. Aufierdem kann man den Befehl "superimpose” nutzen, um zwei
unterschiedliche Populationen in einem neuen ppp libereinanderzulegen, sodass diese

dann mithilfe der oben genannten Funktionen zusammengefasst werden konnen.

3.2.3.2.8 Cross-Funktionen

Wenn sich die Frage von Effekten, die innerhalb einer Population stattfinden, dndert hin
zu Effekten, die zwischen zwei verschiedenen Populationen stattfinden, dann sind die K-
Funktion und die pcf, wie sie oben beschrieben wurden, nicht mehr geeignet, um diese
Fragen zu beantworten. Die Prinzipien bleiben jedoch bestehen, die Funktionen miissen
nur an die verdnderte Fragestellung angepasst werden (134, 135). Wo die K-Funktion
die durchschnittliche Anzahl der Zellen innerhalb einer bestimmten Distanz von einer
reprasentativen Zelle der Population berechnet hat, errechnet die sogenannte "Kcross"-
Funktion die durchschnittliche Anzahl der Zellen einer Population, die innerhalb einer
bestimmten Distanz von einer reprasentativen Zelle einer zweiten Population liegen. Im
gleichen Sinn untersucht die Funktion "pcf.cross” die durchschnittliche Anzahl der
Zellen einer Population, die die exakte Distanz von einer reprasentativen Zelle einer

zweiten Population haben.

In diesem Sinne kann man die Ergebnisse der Cross-Funktionen nattirlich nicht mit der
Kurve einer zufillig verteilten Population vergleichen. Stattdessen wird das Ergebnis
mit der Kurve verglichen, die aus der Analyse von zwei zufdllig, beziehungsweise

unabhangig voneinander verteilten Populationen resultiert.

Da diese Funktionen in dieser Arbeit auf inhomogene ppp angewendet werden, wurden
die dafiir modifizierten "Cross.inhom"-Funktionen verwendet. Genau wie bei den
Ausgangsfunktionen wurde mithilfe des "lohboot"-Befehles ebenfalls ein

Konfidenzintervall berechnet.
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Mithilfe von Ripley’s K-Funktion, der pcf und der G-Funktion wurden CTL auf ein
internes Clustering, also das Bilden von Clustern innerhalb der eigenen Population

untersucht.

Mithilfe der Gcross, sowie der inhomogenen Kcross, und pcf.cross-Funktionen wurden

die Beziehungen zwischen den folgenden Populationen untersucht:
- CTL und hyp-/normoxische Tumorzellen
- CTL und CD73-positive/CD73-negative Tumorzellen
- CTL und CD73-positives/CD73-negatives Stroma

Dafiir wurden die Kurven der Funktionen visuell verglichen und interpretiert.
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4. Ergebnisse

4.1 Clustern CTL?

Zundchst wurden fiir die Beantwortung dieser Frage alle gefarbten Schnitte betrachtet
und die Verteilung von CTL interpretiert. Dabei entstand in 46 der 57 (80%)
Microarray-Spots der Eindruck, dass CTL in Clustern vorliegen. Dieser Eindruck

entstand auch in allen "whole slide"-Schnitten.

Um die Frage nach einer intrapopuldaren Clusterbildung mithilfe der beschriebenen
statistischen Methoden zu beantworten, wurden die G-Funktion, die K-Funktion sowie
die "pair correlation function" verwendet. Dabei zeigten alle Funktionen bei allen
"whole slide"-Praparaten eine signifikante positive Abweichung von "Complete Spatial
Randomness" (CSR), die mit der Hypothese einer Clusterbildung vereinbar ware. Bei
den 57 untersuchten Microarray-Spots sprach die K-Funktion in 54 von 57 Fillen
(95%), die pcf in 55 von 57 Fallen (96%) und die G-Funktion in allen Fillen fiir eine

signifikante Abweichung von CSR im Sinne einer Clusterbildung.

Implizierte Verteilung | Clustern Zufallig Inhibierung
der CTL

K-Funktion 11/11 0/11 0/11

Pcf 11/11 0/11 0/11
G-Funktion 11/11 0/11 0/11
Tabelle 1: Ergebnisse der Spatstat-Funktionen beziiglich des Clusterns von CTL in “whole slide”-Priaparaten.
Implizierte Verteilung | Clustern Zuféllig Inhibierung
der CTL

K-Funktion 54/57 3/57 0/57

Pcf 55/57 2/57 0/57
G-Funktion 57/57 0/57 0/57

Tabelle 2: Ergebnisse der Spatstat-Funktionen beziiglich des Clusterns von CTL in Microarray-Spots.

Bei den "whole slide"-Praparaten zeigte sich dabei ein durchschnittlicher Gipfel der pcf
von 5,7 bei einer durchschnittlichen Entfernung von ca. 59 pum. Dies bedeutet, dass ca.
5,7-mal mehr T-Lymphozyten eine Distanz von 59 pm zueinander haben, als man dies

bei einer zufalligen Verteilung erwarten wiirde. Die G-Funktion zeigte im Schnitt bereits
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ab ca. 21 pm eine im Vergleich mit CSR deutlich erhéhte Wahrscheinlichkeit, einen

weiteren CTL anzutreffen.

Bei den Microarray-Spots zeigte sich ein durchschnittlicher Gipfel der pcf von 4,75 bei
einer durchschnittlichen Entfernung von ca. 21 pm. Gleiches gilt fiir die G-Funktion, hier
zeigte sich ein drastischer Sprung der nearest-neighbor-Wahrscheinlichkeit auf ca. 70%

zwischen ca. 6 pm und 12 pm.

Die Distanzen fallen bei den Ergebnissen Microarray-Spots aufgrund der deutlich
kleineren Grofde des beobachteten Feldes etwas geringer aus. So ware es zwar auch
moglich gewesen, den maximalen Radius fiir die Untersuchung der ,whole slide“-
Schnitte zu begrenzen, jedoch handelt es sich hier um eine neue Methodik, und mégliche
Fehlerquellen und Verfalschungen sollten méglichst geringgehalten werden. Aufgrund
der Ergebnisse dieser Arbeit wird man rmax jedoch in zukiinftigen Arbeiten auch auf

Distanzen von bspw. 150 bis 200 pm festlegen konnen.

4.2 Der Einfluss von Tumorhypoxie auf CD8* T-Lymphozyten

Flir diese Fragestellung wurden 51 von 57 Spots des Microarrays ausgewertet. 6 Spots
zeigten keine Hypoxie und konnten daher fiir diese Fragestellung nicht berticksichtigt
werden. Aufderdem wurden aus dem gleichen Grund nur 7 der 11 "whole slide"-

Praparate ausgewertet.

Ahnlich wie in Kapitel 4.1. wurden die Schnitte auch hier zunichst visuell betrachtet.
Dabei zeigte sich in 16 von 51 (31%) ausgewerteten Microarray-Spots der Verdacht,
dass CTL hypoxische Areale meiden. Der gleiche Verdacht zeigte sich in 5 der 7 (71%)

ausgewerteten "whole slide"-Praparate.

Um die Frage nach dem Einfluss der Tumorhypoxie auf die Verteilung von CTL
statistisch beantworten zu konnen, wurden zwei Varianten von zwei Tests durchgefiihrt.
Einerseits wurden die inhomogene Kcross-Funktion und die inhomogene pcf.cross-
Funktion von CTL und normoxischem Tumorgewebe bestimmt. Andererseits wurden
die inhomogene Kcross-Funktion und die inhomogene pcf.cross-Funktion von CTL und
hypoxischem Tumorgewebe bestimmt. In einem nidchsten Schritt wurden diese Kurven

miteinander verglichen. Da dies zu einem Problem der Testung multipler Hypothesen

41



fiihrt, wurde fiir eine endgiiltige Konfidenz von 99% fiir beide Tests ein

Konfidenzintervall von /99% festgelegt.

Bei den "whole slide"-Praparaten zeigte sich dabei in 6 von 7 Fillen (85%) ein
signifikanter Unterschied zwischen den Kurven der Kcross-Funktionen. In 7 von 7 Fallen
war ein signifikanter Unterschied zwischen den pcf.cross-Funktionen der Schnitte
detektierbar. In allen Fallen, in denen ein signifikanter Unterschied zwischen den
Kurven vorlag, zeigten die Kurvenverldufe fiir das Verhaltnis zwischen CTL und
hypoxischen Tumorzellen eine stiarkere Abstofiung als fiir CTL und normoxische
Tumorzellen. Visuell dufdert sich die Abstofdung in einer stiarkeren Abweichung des
Kurvenverlaufs von der Poisson-Verteilung nach unten. Ein Beispiel solcher Kurven ist

in Abbildung 10, Seite 63, sowie Abbildung 11, Seite 65 dargestellt.

Hypoxie vs Immuninfiltrat Inhibition | Neutral Kolokalisation
Kcross-Funktion 6/7 1/7 0/7
Pcf.cross 7/7 0/7 0/7

Tabelle 3: Ergebnisse der Spatstat-Funktionen beziiglich hypoxieinduzierter Inmunsuppression in “whole
slide”Praparaten.

19 der 51 Spots (37%) zeigten dabei eine signifikante Abweichung der Kcross-
Funktionen voneinander. In 27 von 51 Fillen (53%) zeigten die pcf.cross-Funktionen
eine signifikante Unterscheidung. Wie bei den "whole slide"-Praparaten war auch hier
bei jeder der signifikanten Abweichungen voneinander die Kurve von CTL und

normoxischem Tumor héher als die Kurve von CTL und hypoxischem Tumor.

Hypoxie vs Immuninfiltrat Inhibition | Neutral Kolokalisation
Kcross-Funktion 19/51 32/51 0/51
Pcf.cross 27/51 24/51 0/51

Tabelle 4: Ergebnisse der Spatstat-Funktionen beziiglich hypoxieinduzierter Inmunsuppression in
Microarray-Spots.

Ob die weniger eindeutigen Ergebnisse der Microarray-Spots dabei in einer biologischen
Realitdt begriindet sind oder aber aus dem deutlich kleineren Beobachtungsgebiet
resultieren, kann dabei nicht klar beantwortet werden. Jedoch zeigt sich auch bei den
nicht-signifikanten Spots die deutliche Tendenz, dass die Kurve von CTL und

normoxischem Tumor héher verlauft als die Kurve von CTL und hypoxischem Tumor.
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4.3 Der Einfluss von CD73 auf CD8* T-Lymphozyten

Um den Einfluss von CD73 auf CTL zu untersuchen, wurde zwischen dem Einfluss von
im Stroma exprimierten CD73 und dem Einfluss von in Tumor exprimiertem CD73

unterschieden. Analog zu Kapitel 4.2. wurde auch hier das Konfidenzniveau aufgrund

eines "Multiple Hypothesen Test"-Problems auf 1/99% festgelegt.

4.3.1 Im Tumor

Fur diese Fragestellung wurden 33 von 57 Spots des Microarray ausgewertet. In 24
Spots zeigten Tumorzellen keine CD73-Expression und wurden daher fiir diese
Fragestellung nicht beriicksichtigt. Aufderdem wurden aus dem gleichen Grund nur 3 der

11 "whole slide"-Praparate ausgewertet.

Visuell entstand bei 2 von 3 "whole slide"-Praparaten der Eindruck, dass CTL sich
unabhdngig von CD73 im Tumor verteilen, wahrend in einem der Praparate der
Eindruck entstand, dass CTL CD73-positive Tumorareale meiden. Bei 2 der 33
Microarray-Spots entstand dabei der Eindruck, dass CTL CD73-positive Tumorareale
meiden, wahrend bei 8 der 33 Spots der Eindruck entstand, CTL wirden gehauft in
CD73-positiven Tumorarealen vorkommen. In den restlichen 23 Spots blieb unsicher,

wie den Tumor infiltrierende CTL durch CD73 beeinflusst wurden.

In der statistischen Auswertung zeigte sich bei den "whole slide"-Praparaten in zwei der
3 Falle (66%) ein signifikanter Unterschied zwischen den Kurven der Kcross.inhom-
Funktionen. Ebenfalls in 2 von 3 Fillen (66%) war ein signifikanter Unterschied
zwischen den pcf.cross-Funktionen der Schnitte detektierbar. In je einem der zwei Falle
(je 50%) in denen ein signifikanter Unterschied zwischen den Kurven sichtbar war, war
die Kurve von CTL und CD73-positivem Tumor hoher, beziehungsweise niedriger als die

Kurve von CTL und CD73-negativem Tumor.

CD73 im Tumor vs Immuninfiltrat Inhibition | Neutral Kolokalisation
Kcross-Funktion 1/3 1/3 1/3
Pcf.cross 1/3 1/3 1/3

Tabelle 5: Ergebnisse der Spatstat-Funktionen beziiglich tumoraler CD73-induzierter Inmunsuppression in
“whole slide”-Praparaten.
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Der Vergleich der Gcross-Funktionen zeigte in 2 von 3 Fallen (66%) einen deutlichen
Unterschied der Kurven. Jedoch sprach dieser Unterschied in allen Fillen dafiir, dass
CTL bereits auf kiirzeren Distanzen eine hohere Wahrscheinlichkeit dafir besitzen, auf

eine CD73-negative statt auf eine CD73-positive Tumorzelle zu stofden.

In den Microarray-Spots zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
Kcross.inhom- und pcf.cross-Funktionen bei 12 der 33 Spots (36%). Bei 7 dieser 12
Spots (58%) lag die Kurve von CTL und CD73-positivem Tumor liber der Kurve von CTL

und CD73-negativem Tumor.

CD73 im Tumor vs Immuninfiltrat Inhibition | Neutral Kolokalisation
Kcross-Funktion 5/33 21/33 7/33
Pcf.cross 5/33 21/33 7/33

Tabelle 6: Ergebnisse der Spatstat-Funktionen beziiglich tumoraler CD73-induzierter Inmunsuppression in
Microarray-Spots.

Insgesamt zeigt sich beziiglich des Verhaltnisses zwischen CTL und CD73-positiven
Tumorzellen ein gemischtes und nicht klar einzuordnendes Bild. Es scheint keinen
klaren Zusammenhang zwischen CD73-positivem Tumor und CTL zu geben. Ursache
dafiir kdnnen sowohl nicht getestete Confounder als auch, bei insgesamt wenig CD73-
positivem Tumornachweis, Zufdlle sein. Es ware jedoch auch moglich, dass hier zwei
verschiedene biologische Varianten vorliegen, die sich bspw. bei der Prognose
unterscheiden. Weiterfithrende Untersuchungen, sowie die Korrelation mit

Uberlebensdaten zur Uberpriifung eines solchen Szenarios wiren sicherlich sinnvoll.

4.3.2 Im Stroma
Flir diese Fragestellung wurden alle 57 Spots des Microarray ausgewertet. Es wurden

ebenfalls alle 11 "whole slide"-Praparate ausgewertet.

Visuell entstand bei 4 der 11 "whole slide"-Praparate (37%) der Eindruck, dass CTL sich
unabhédngig von CD73 im Stroma verteilen. Bei den restlichen 7 Praparaten (63%)
entstand der Eindruck, dass CTL sich hauptsachlich in CD73-positiven Arealen des
Stromas aufhalten. Bei 16 der 57 Spots (28%) entstand der Eindruck, dass CTL CD73-
positive Stromaareale bevorzugen, wahrend bei 3 der 57 Spots (5%) der Eindruck
entstand, CTL wiirden seltener in CD73-positiven Stromaarealen vorkommen. In den
restlichen 41 Spots blieb unsicher, wie im Stroma befindliche CTL durch CD73

beeinflusst wurden.
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In der statistischen Auswertung zeigte sich bei den "whole slide"-Praparaten in 4 der 11
Falle (36%) ein signifikanter Unterschied zwischen den Kurven der Kcross.inhom und
pcf.cross-Funktionen. In allen Fillen, in denen ein signifikanter Unterschied zwischen
den Kurven sichtbar war, war die Kurve von CTL und CD73-positivem Stroma héher als

die Kurve von CTL und CD73-negativem Stroma.

CD73 im Stroma vs Immuninfiltrat Inhibition | Neutral Kolokalisation
Kcross-Funktion 0/11 7/11 4/11
Pcf.cross 0/11 7/11 4/11

Tabelle 7: Ergebnisse der Spatstat-Funktionen beziiglich stromaler CD73-induzierter Inmunsuppression in
“whole slide”-Priaparaten

Der Vergleich der Gcross-Funktionen zeigte in 6 von 11 Fallen (54%) einen deutlichen
Unterschied der Kurven. Jedoch sprach dieser Unterschied nur in 50% der Falle dafiir,
dass CTL bereits auf kiirzeren Distanzen eine hohere Wahrscheinlichkeit dafiir besitzen,
auf eine CD73-negative statt auf eine CD73-positive Stromazelle zu stoflen. In den
anderen drei Fallen sprach dieser Unterschied wiederum dafiir, dass ein typischer T-
Lymphozyt eine hohere Wahrscheinlichkeit dafiir hat, auf kurzen Strecken auf eine

CD73-positive Stromazelle zu stofden.

In den Microarray-Spots zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
Kcross.inhom-Funktionen bei 7 der 57 Spots (12%). Bei allen Spots lag die Kurve von

CTL und CD73-positivem Stroma tiber der Kurve von CTL und CD73-negativem Stroma.

Zusatzlich dazu zeigten sich in den pcf.cross-Funktionen in drei weiteren Fallen
deutliche Hinweise darauf, dass CTL eher in CD73-positivem als in CD73-negativem

Stromagewebe vorkommen.

CD73 im Stroma vs Immuninfiltrat Inhibition | Neutral Kolokalisation
Kcross-Funktion 0/57 50/57 7/57
Pcf.cross 0/57 47/57 10/57

Tabelle 8: Ergebnisse der Spatstat-Funktionen beziiglich stromaler CD73-induzierter Inmunsuppression in
Microarray-Spots.

Zusammengenommen zeigen diese Daten fiir das Verhaltnis zwischen CTL und CD73-
positiven Stromazellen, dass es nur einen mafiigen Effekt von im Stroma exprimiertem

CD73 auf CTL gibt. Dieser scheint jedoch eher einer anziehenden Effekt zu haben.
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5. Diskussion

5.1 Diskussion der Methodik

5.1.1 Immunfluoreszenzfarbung

Die Immunfluoreszenz hat in der Kklinischen Arbeit, vor allem im Bereich der
Autoimmunerkrankungen, eine hohe diagnostische Relevanz. Aber auch in der
Forschung ist sie als Weiterentwicklung klassischer histologischer Methoden relevant.
Die Schwachen der Immunfluoreszenz sind dabei unter anderem das Ausbleichen der
Praparate, die Autofluoreszenz, sowie eine Limitierung der gleichzeitig detektierbaren

Antigene.

Ersteres ist aufgrund der heute moglichen Digitalisierung der Schnitte kein allzu grofes
Problem, muss jedoch wahrend der Farbung und Lagerung sowie beim Transport und

wahrend des Scanvorganges beachtet werden.

Auch die Autofluoreszenz ist ein Problem, das durch weiterentwickelte Labormethoden

heutzutage keine relevante Rolle mehr spielt.

Die Anzahl der gleichzeitig darstellbaren Antigene ist im Vergleich mit anderen
einzelzellbasierten Methoden wie der Durchflusszytometrie aufgrund der sich
tiberschneidenden Fluoreszenzspektren jedoch begrenzt. Die Anzahl der anfarbbaren
Antigene kann durch tiberlegte Auswahl von Fluorochromen und ein geschicktes Design
der Anregungs- und Emissionsfilter soweit optimiert werden, dass in einem
Gewebeschnitt bis zu 5 Antigene gleichzeitig dargestellt werden kénnen (136). Mit der
OPAL-Methode konnen sogar bis zu 7 verschiedene Antigene in einem Schnitt
dargestellt werden (137). Das digitale Uberlagern von Serienschnitten ist ebenfalls
moglich (138). Dies ist jedoch mit einem ausgepragten Mafd an Mehrarbeit verbunden
und die Anzahl der gleichzeitig darstellbaren Antigene liegt derzeit immer noch deutlich
hinter anderen Methoden zurtick. Durch neue Methoden wie das "multiplexed ion beam
imaging" (6) wird sich diese Zahl jedoch deutlich vergrofiern, so dass Zellpopulationen

deutlich differenzierter als bisher unterschieden und definiert werden konnen.

Bisher fehlten weitgehend standardisierte Moglichkeiten, den in

Immunfluoreszenzpraparaten vorhandenen raumlichen Bezug verschiedener
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Zellpopulationen zueinander quantitativ auszuwerten. Daraus resultierte eine hohe
Subjektivitat der Analysen, welche die Formulierung belastbarer Aussagen tiber
pathophysiologische Zusammenhdnge erschwerte. Solche Aussagen sind aus
verschiedenen Griinden kritisch zu werten. Die Leistungsfahigkeit des visuellen Systems
des Menschen wird gegenwartig von keinem Computeralgorithmus erreicht. Die fiir
wissenschaftliche Fragestellungen notwendige Objektivitdt ist jedoch in einer Vielzahl
von Situationen nicht gegeben. Dies zeigt sich eindrucksvoll am Beispiel der optischen
Tauschungen. Ein Schwachpunkt des visuellen Systems liegt beispielsweise in der
starken Tendenz Objekte in einem komplexen Kontext zu identifizieren, auch wenn
diese tatsdachlich nicht vorhanden sind. Dies kann mithin zur Identifikation von
»,Pseudoobjekten” fiihren. Nicht nur das, es ist zusitzlich darauf ausgelegt Objekte in
einem erwarteten Kontext zu interpretieren (139). Auf Basis dieses Prinzips existieren
die verschiedensten optischen Tauschungen, wie beispielsweise die Illusion der

"Jungen-Alten-Frau" von W.E. Hill (140).

In dieser Illusion haben verschiedene
Betrachter abhdngig von ihrem Alter einen
unterschiedlichen Eindruck. So sehen altere
Menschen in dem in Abbildung 2
dargestellten Bild eher eine alte Frau die
nach links unten schaut, wahrend jiingere
Betrachter in dem Bild eher eine junge Frau
sehen, die nach links in die Ferne schaut

(141).

Doch nicht nur in solch komplexen Fallen

= ' T .:/"';7";' [//’
Abbildung 2: Bild der Jungen/Alten Frau.

weist das visuelle System des Menschen
Schwachen auf. Bereits bei einfachen Fragestellungen wie dem Grauwert bestimmter
Felder lasst es sich durch die Umgebung eindrucksvoll tauschen. Eine von Adelson
entwickelte Illusion, die sogenannte ,Schachbrett-Schatten-Illusion“ macht dies deutlich.
Diese Illusion zeigt wie das visuelle System des Menschen Objekte anhand der
Umgebung beurteilt (142). Die im linken Teil von Abbildung 3 dargestellten Felder ,A“
und ,B“ wirken wie ein helles und ein dunkles Feld des Schachbrettes, haben jedoch die

gleiche Farbe (143). Dies wird deutlich, wenn man die Felder isoliert betrachtet in dem
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man beispielsweise ein Blatt mit zwei Lochern nutzt, um die restliche Abbildung
abzudecken oder wie im rechten Teil der Abbildung beide Felder mit einem Balken in

der gleichen Graufarbe verbindet.

Edward H. Adelson

Abbildung 3: Adelsons “Schachbrett-Schatten-Illusion und der Beweis der Illusion.

Durch die einzelzellbasierte Auswertung und der Nutzung von spatialstatistischen
Methoden ist nun jedoch eine Objektivitat in der Auswertung von histologischen ,whole
slide“-Immunfluoreszenschnitten zuverldssig und reproduzierbar moglich. Dies
ermoglicht eine Absicherung gegen eventuelle, die Ergebnisse verfalschenden,

[llusionen.

Wahrend zu Beginn dieser Arbeit weltweit keine Studien existierten, in denen
Immunfluoreszenzschnitte mithilfe von etablierten und weitgdngig angewandten
spatialstatistischen Methoden ausgewertet wurden, zeigte sich im Verlauf ein
beginnender Trend zur Nutzung dieser Methoden. Mit Zunahme der gleichzeitig
darstellbaren Antigene und der Etablierung spatialstatistischer Methoden in der
wissenschaftlichen Gemeinschaft konnte dies zu einer rasanten Entwicklung dieser
Methodik fiihren. Es wird sich zeigen, welche pathophysiologischen Modelle diesen

objektiven in vivo Studien standhalten konnen.

5.1.2 QuPath
Bei der Auswertung in QuPath zeigt sich, dass fast alle Probleme bei der

einzelzellbasierten Analyse eines "whole slide"-Prdparates letzten Endes auf ein
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Problem reduziert werden konnen, namlich der derzeit in der Immunfluoreszenz noch

zu geringen Anzahl an gleichzeitig darstellbaren Antigenen.

Daraus resultiert, dass Teile der Auswertung in QuPath den subjektivsten, ungenauesten

und am wenigsten reproduzierbaren Teil der gesamten Auswertung darstellen.

So miissen die Cut-Off-Werte fiir die verschiedenen Antigene von Schnitt zu Schnitt
manuell neu bestimmt werden. Ob eine Zelle beispielsweise eine ausreichend hohe "CA
IX" Expression zeigt, um als hypoxisch gewertet zu werden oder nicht, ist zum Teil eine

subjektive Entscheidung des Untersuchers.

Weiterhin zeigen Erythrozyten eine sehr hohe Autofluoreszenz im FITC-Kanal im Sinne
einer Pseudoexpression von "CA IX" , so dass besonders Zellen in unmittelbarer Nahe
von grofderen Gefafden gelegentlich als hypoxisch gewertet wurden. Dies passiert, da die
einzelnen Zellen nur anhand des Nukleus mithilfe der DAPI-Farbung bestimmt werden.
Anschliefiend werden die Zellgrenzen mithilfe eines Algorithmus berechnet. Dabei
werden die Zellgrenzen vom Nukleus ausgehend ausgedehnt, bis sie mit anderen
Zellgrenzen zusammenstofien oder eine vorher festgelegte maximale Ausdehnung
erreichen. Da Erythrozyten keinen Zellkern besitzen, werden Gefaf3e bei der Berechnung
haufig als ein "leerer Raum" gesehen, in den hinein sich die Zellgrenzen ausbreiten
konnen. Zellen von GefafRwanden werden daher haufig grofier berechnet als sie sind und
konnen Erythrozyten beinhalten. Eine so entstandene Fehlklassifizierung konnte die
Ergebnisse relevant verfalschen, weswegen hier besondere Vorsicht an den Tag gelegt

werden muss.

Ein universaler Marker flir Zellmembranen - analog zu DAPI fiir den Nukleus - kénnte
helfen, genauere Bestimmungen der Zellmorphologie erméglichen. Dadurch wiirde auch
eine genauere Zuteilung von exprimierten Antigenen zu den entsprechenden Zellen
ermoglicht werden. Eine Kombination mit weiteren - nicht auf Erythrozyten
exprimierten-Hypoxiemarkern, wie beispielsweise HIF-1, oder VEGF (144) oder einem
Marker fiir Erythrozyten konnte ebenfalls dazu beitragen, diese Fehlklassifizierung zu
vermeiden. Da Erythrozyten kein CA IX exprimieren, scheint es sich hier um
Autofluoreszenz zu handeln, so dass Methoden, wie zum Beispiel "imaging mass
cytometry” oder "ion beam imaging”, in denen Autofluoreszenz keine Rolle spielt,

ebenfalls hilfreich sein konnte.
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Zusatzlich ist auch der Algorithmus zur Tumor-Stroma-Klassifizierung nicht frei von
Fehlern. Diese Fehlklassifikation von Stroma und Tumorzellen ist vor allem in den
Randbereichen zwischen Tumor und Stroma prasent. Aufgrund der geringen Anzahl von
fehlklassifizierten Zellen bei insgesamt sehr hohen Zellzahlen sowie der
Verlangerung der Distanzen um nur wenige pum, sollte dies jedoch nur minimal ins

Gewicht fallen.

Mit Fortschreiten der Methodik der Immunfluoreszenz und mit steigender Anzahl an
gleichzeitig farbbaren Antigenen wird diese "Unschéarfe" in Zukunft erwartungsgemaf3
weiterhin abnehmen. So konnte die Genauigkeit dieser Tumor-Stroma-Klassifizierung in
anderen Experimenten vor allem durch den Einsatz von Panzytokeratin, eines Markers
epithelialer Zellen, deutlich verbessert werden. Komplementar hierzu kann das Stroma
durch Marker wie Vimentin abgegrenzt werden. Auch das Fortschreiten der
Algorithmen zur Tumor-Stroma-Klassifizierung wird dazu fiihren, eine solche Unscharfe

zu reduzieren.

Zuletzt scheint "CA IX" prinzipiell zwar als Hypoxiemarker geeignet zu sein, wird jedoch
nicht in jedem hypoxischen Areal und auch nicht von jedem hypoxischen Tumor
exprimiert (s. Abbildung 4). Zusatzliche Hypoxiemarker, wie oben erwahnt, kdnnen
auch hier helfen, alle hypoxischen Areale abzubilden, um so ein genaueres Bild des

Tumormikromilieus zu zeichnen (145).
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Abbildung 4: 10x Vergroéferung eines Plattenepithelkarzinoms der Nase.

Ausgeprigte CD73-Expression (rot) sowohl des Stromas in der rechten Hilfte des Bildes, sowie im Tumor in
der linken Hilfte. Die CD73-Expression des Tumors ist dabei vor allem in den am weitesten vom Stroma
entfernt liegenden Bereichen, in denen man auch den Hypoxiemarker CA IX erwarten wiirde, zu sehen. CA IX
ist im gesamten Schnitt nur minimalst exprimiert und scheint daher nicht alle hypoxischen Areale von
Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region abzubilden. Zusitzlich muss an dieser Stelle erwahnt

werden, dass eine solche Verteilung von CD73 die Ausnahme in den untersuchten Tumoren darstellt.

5.1.3 Spatstat

Die Spatialstatistik ist ein dufderst divers einsetzbares Feld der Statistik, fiir das viele
verschiedene Programme mit unterschiedlicher Funktionalitit und wechselnder
Qualitat und Dokumentation zur Verfiigung stehen. Aus diesem Grund ist es wichtig, sich
Gedanken bei der Wahl des Programms, mit dem die Auswertung vorgenommen werden

soll, zu machen.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Analyse machte dabei nur von einem Teil
der in Spatstat verfiigbharen Funktionalititen Gebrauch. Die Zukunft der
spatialstatistischen Auswertung von Immunfluoreszenz-Praparaten wird in der
Entwicklung von neuen statistischen Modellen liegen, um so verschiedene Hypothesen

und deren Effekte in einem hochkomplexen biologischen System zu tiberpriifen.
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Das "R"-Package Spatstat besticht dabei aufgrund seiner Open-Source-Verfiigbarkeit
und der Moglichkeit, auch grofde Mengen an Daten (liber eine Millionen verschiedener

Punkte gleichzeitig) zu verarbeiten.

Vor allem die Open-Source-Verfiigbarkeit, kombiniert mit einer ausfiihrlichen
Dokumentation, verbessert dabei die Transparenz und Reproduzierbarkeit der

Ergebnisse deutlich.

Durch die "R"-Umgebung ist auflerdem eine hohe Reproduzierbarkeit und eine
Verkiirzung redundanter Aufgaben durch die Méglichkeit des Einsatzes komplexer

Abfolgen von Befehlen (,Skripte”) gegeben.

Die Wahl der richtigen Funktionen sowie die korrekte Einstellung der dazugehoérigen
Parameter sind bei der Analyse von elementarer Bedeutung. Dies ist vor allem dann
relevant, wenn Parameter iiber die statistische Signifikanz der Ergebnisse entscheiden,

bspw. im Rahmen der "lohboot"-Funktion.

Die Beratung durch einen Statistiker mit Erfahrung im Bereich der Spatialstatistik ist
daher aufderst wichtig. Die Angabe der in Spatstat verwendeten Funktionen und
Parameter in Publikationen ist unverzichtbar, um einerseits die Moglichkeit zur
Reproduktion der Ergebnisse zu behalten und andererseits nachvollziehen zu kénnen,
dass Ergebnisse nicht aufgrund fehlerhafter Statistik eine Signifikanz zeigen, die so

eventuell gar nicht existiert.

Das fiir diese Auswertung verwendete exemplarische R-Skript findet sich daher im

Anhang.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

d

Abbildung 5: Reprasentativer Ausschnitt eines Plattenepithelkarzinoms des Hypopharynx, 10x Vergrof3erung

(a) In dieser Aufnahme ist der DAPI-Kanal in blau, CA IX in griin, CD8 in gelb und CD73 in rot dargestellt. Der
graue Maf3stabsbalken in der unteren linken Ecke definiert eine Distanz von 50 pm. (b) Einzelzellerkennung

in QuPath, die berechneten Zellgrenzen sind in rot eingezeichnet.

Zunichst erfolgt eine kurze Diskussion der Auswertung der verwendeten Funktionen

anhand eines in Abbildung 5 dargestellten reprasentativen Beispielausschnittes.
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AnschliefSend werden die in Kapitel 4 aufgefiihrten Ergebnisse anhand einiger Beispiele
und unter dem Kontext der Literaturdiskussion diskutiert. Eine etwas tiefergehende
Erklarung der Berechnung der verschiedenen Funktionen findet sich in Kapitel 3.2.3..
Eine detaillierte Beschreibung und Herleitung des mathematischen Hintergrundes ist in
dem Buch "Spatial Point Patterns: Methodology and Applications with R" von Baddeley,
Turner & Rubak (124) dargestellt.

5.2.1 Anwendung der spatialstatistischen Funktionen

Das erste Ziel dieser Arbeit war, eine objektive Aussage Uber die raumliche Verteilung
der Population von CTL treffen zu kdnnen. Wir stellten die Frage, ob das beobachtete
Muster vollig zuféllig ist oder ob es Anzeichen einer Clusterbildung oder einer

regelmafiigen Verteilung zeigt.

Zunachst wurde mithilfe der G-Funktion die Wahrscheinlichkeit bestimmt, mit der ein
weiterer CTL innerhalb einer Distanz r von einem beliebigen CTL liegt. Dies erlaubt
bereits eine erste Aussage liber die Verteilung einer Population. Dabei wird das Ergebnis

mit einer theoretischen Kurve von CSR verglichen.
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Abbildung 6: Berechnung der G-Funktion eines repriasentativen Ausschnittes eines Plattenepithelkarzinoms

des Hypopharynx, 10x VergrofRerung

(a) In dieser Aufnahme ist der DAPI-Kanal in blau, CA IX in griin, CD8 in gelb und CD73 in rot dargestellt. (b)
Einzelzellerkennung in QuPath, die berechneten Zellgrenzen sind in rot eingezeichnet, zusitzlich ist das in
Spatstat generierte ppp der CTL eingezeichnet. Jede CD8+*-Zelle wird dabei durch ein weifles Kreuz
reprasentiert. (c) Die Verbindungen zwischen den jeweiligen "Ndchsten Nachbarn" sind als weif3e Linien
dargestellt. (d) G-Funktion. die typische G-Funktion von CSR ist durch die rote Linie dargestellt, die
berechnete G-Funktion durch die schwarze Linie. Die griine und blaue Linie zeigen dabei zusitzliche
Funktionen nach einer anderen "Randkorrektur" an. Wie man erkennt, verlaufen die Kurven fast
deckungsgleich. Die Varianten der Randkorrektur haben in diesem konkreten Fall also keinen sehr starken

Einfluss auf die Ergebnisse.

Bei der visuellen Auswertung der G-Funktion wird die berechnete Funktion (schwarz) in
Bezug zur theoretischen Funktion von CSR (rot) gesetzt. Dabei kann die Linie ungefahr
analog zur G-Funktion von CSR verlaufen, was dafiir sprache, dass Zellen unabhangig
voneinander verteilt sein konnten. Die Funktion konnte jedoch auch deutlich ober- oder
unterhalb dieser roten Kurve verlaufen, was entsprechend dafiir stlinde, dass die Zellen
eine Tendenz zur Abweichung von CSR zeigen im Sinne einer Anziehung (oberhalb) oder

Abstof3ung (unterhalb).
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In dem in Abbildung 6 dargestellten Beispiel sieht man deutlich, dass die
Wahrscheinlichkeit, dass ein zufdlliger CTL einen Nachbarn innerhalb der ersten 5 pm
hat, gleich Null ist. Dies resultiert aus der Tatsache, dass die Zellen nur als Punkt
dargestellt werden und diese Punkte aufgrund der Zellgrofde nicht ndher aneinander
liegen konnen. Diesem Plateau folgt ein deutlicher Sprung innerhalb der Distanz von 5 -
15 pm auf eine Wahrscheinlichkeit von ca. 50%. Dies bedeutet, dass der nachste
Nachbar bei 5 von 10 CTL innerhalb von 15 pm liegt. Bei CSR ware die
Wahrscheinlichkeit bei gleicher Intensitit des ppp nur bei ca. 25%.

"Ripley's K-Funktion" ist die Grundlage fiir die weiteren statistischen Methoden, die zur
Beantwortung dieser Frage eingesetzt werden. Die Ergebnisse der einzelnen
Punktmuster werden dabei, wie bereits bei der G-Funktion, immer in Bezug zu einem
komplett zuféllig verteilten Punktmuster (CSR) gesetzt. Um einen validen Vergleich
zwischen dem beobachteten Punktmuster und CSR zu ermdoglichen, ist eine
Standardisierung notwendig, da die Anzahl der gezahlten Punkte innerhalb eines
Bereiches, abhangig von der Dichte eines Punktmusters, unterschiedliche Bedeutungen
haben kann. Wenn man beispielsweise die Punkte eines Musters mit sehr niedriger
Dichte zahlt, konnen vergleichsweise hohe Punktzahlen ein Clustering bedeuten.
Umgekehrt wiirde in einem Muster mit einer deutlich hoheren Punktdichte die gleiche
Anzahl moglicherweise fiir eine zufdllige oder sogar eine einander vermeidende
Verteilung der Punkte sprechen. Die Dichte eines Punktmusters wird in Spatstat als
"Intensitat" bezeichnet. Nach der Standardisierung ihrer "Intensitatswerte" konnen zwei
Punktmuster miteinander verglichen werden. Da vor allem bei den Microarray-Spots
keine Daten aufderhalb des untersuchten Spots existieren, muss dieser Mangel an
Informationen in einem letzten Schritt der Berechnung der K-Funktion berticksichtigt
werden. Da es verschiedene Moglichkeiten gibt, fiir diese sogenannten "Randeffekte" zu
korrigieren, wurde ein Ansatz gewahlt, der eine erhebliche Verlangerung der Rechenzeit
vermeidet und dabei aufgrund der hohen Punktzahl nur mit einer geringen Minderung
der statistischen Effizienz einhergeht. Eine so berechnete K-Funktion samt dem

zugrunde liegenden Punktmuster ist in Abbildung 7 dargestellt.

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgt anschliefiend visuell und ist verhdltnismafig

leicht, sind die Prinzipien einmal verstanden.
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Abbildung 7: Berechnung der K-Funktion eines reprasentativen Ausschnittes eines Plattenepithelkarzinoms

des Hypopharynx, 10x VergrofRerung

(a) In dieser Aufnahme ist der DAPI-Kanal in blau, CA IX in griin, CD8 in gelb und CD73 in rot dargestellt. (b)
Einzelzellerkennung in QuPath, die berechneten Zellgrenzen sind in rot eingezeichnet, zusitzlich ist das in
Spatstat generierte ppp der CTL eingezeichnet. Jede CD8+*-Zelle wird dabei durch ein weifles Kreuz
reprasentiert (c) Beispielhafter Zwischenschritt der Berechnung der K-Funktion fiir einige CTL mit r = 100
pm. Jeder Kreis wird von einem CTL aus ausgedehnt und alle weiteren CTL entsprechenden Punkte, die in die
Kreisfldche fallen, werden fiir jedes r gezihlt. Dies wird fiir alle CTL wiederholt. Dabei sind die CTL schwarz
markiert, von denen in diesem Beispiel ein Kreis ausgeht. (d) K-Funktion, die typische K-Funktion von CSR ist
durch die gestrichelte rote Linie dargestellt, die berechnete durch die schwarze Linie. Das mit "lohboot"-

bestimmte 99%-ige globale Konfidenzintervall ist als graues Konfidenzband um die K-Funktion dargestellt.

Analog zur G-Funktion sind auch bei der K-Funktion prinzipiell drei Verldaufe denkbar.
Einerseits kann das Konfidenzband die theoretische Kurve von CSR im gesamten Verlauf
einschliefden, was fiir ein zufallig verteiltes Muster sprechen wiirde. Andererseits kann
die Kurve deutlich ober- oder unterhalb der theoretischen Kurve verlaufen, was fiir ein

anziehendes oder ein vermeidendes Verhalten der Population sprechen kann.

Aus der in Abbildung 7 dargestellten K-Funktion kann man gut erkennen, dass CTL eine

deutliche Abweichung von CSR mit der Tendenz einer Clusterbildung zeigen. Auch hier
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zeigt sich analog zur G-Funktion ein Plateau innerhalb der ersten pm, begriindet durch
die Zellgrofie. Anschliefdend zeigt die K-Funktion, verglichen mit CSR, einen deutlichen
Anstieg, bis das Konfidenzband die K-Funktion einer theoretischen Poisson-Verteilung
schliefdlich bei ca. 50 um verlasst. Dieser "verspateten" Abweichung liegt einerseits die
kumulative Natur der K-Funktion zugrunde. Die niedrige Punktdichte auf den ersten 5
um muss erst ausgeglichen werden, bevor die Kurve der berechneten K-Funktion tiber
die theoretische Funktion von CSR steigen kann. Zusatzlich nimmt das Konfidenzband
aufgrund der exponentiellen Natur der K-Funktion mit steigendem r exponentiell zu.
Dies wirkt sich bei globalen Konfidenzbdndern als verhdltnismafdig grofes
Konfidenzband auf kurzen Distanzen aus. Da die K-Funktion jedoch eine kumulative
Funktion ist, ist es trotzdem richtig, festzustellen, dass die Population der CTL eine

Tendenz zur Clusterbildung innerhalb der Distanzen von 0 - 50 pm zeigt.

Wihrend die K-Funktion einen guten Uberblick iiber ein bestimmtes Punktmuster
erlaubt, gibt es Fragen, bei denen andere Funktionen eine bessere Aussagekraft haben.
So ist die Verwendung der K-Funktion zwar sinnvoll, um zu beschreiben, wie ein
Punktmuster verteilt ist. Sie ist jedoch weder geeignet, das Ausmaf? des Effektes, den ein
einzelner Punkt auf andere Punkte bei bestimmten Distanzen hat, zu beschreiben, noch

kann sie die Tendenz dieses Effektes (positiv oder negativ) angeben.

Dies begriindet sich aus der kumulativen Natur der K-Funktion, d.h. es werden alle
Punkte mit einem Abstand unter oder gleich r beriicksichtigt. Um das Verhalten eines
ppp auf bestimmten Distanzen besser beschreiben zu kénnen, muss also eine andere
Funktion verwendet werden, die sogenannte "pair correlation function" (pcf). Die pcf
zahlt nur Punkte mit einem Abstand gleich r und erlaubt somit Aussagen tuber das
Auftreten von Punkten in bestimmten Abstinden. Dafiir ist sie in statistischen Tests
deutlich weniger robust. Bei der pcf handelt es sich um eine Abwandlung der K-

Funktion, welche ebenfalls standardisiert und kantenkorrigiert ist.
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Abbildung 8: Berechnung der pair correlation function (pcf) eines reprisentativen Ausschnittes eines

Plattenepithelkarzinoms des Hypopharynx, 10x Vergréfierung

(a) In dieser Aufnahme ist der DAPI-Kanal in blau, CA IX in griin, CD8 in gelb und CD73 in rot dargestellt. (b)
Einzelzellerkennung in QuPath, die berechneten Zellgrenzen sind in rot eingezeichnet, zusitzlich ist das in
Spatstat generierte ppp der CTL eingezeichnet. Jede CD8+*-Zelle wird dabei durch ein weifles Kreuz
reprasentiert. (c) Beispielhafter Zwischenschritt der Berechnung der pcf fiir einige CTL mit r = 100 pm. Jeder
Kreis wird von einem CTL aus ausgedehnt und alle Punkte, die auf die Kreislinie fallen, werden fiir jedes r
gezihlt. Dies wird fiir alle CTL wiederholt. Dabei sind die CTL, von denen in diesem Beispiel ein Kreis ausgeht,
schwarz markiert. (d) Graphische Darstellung einer pcf. Die typische pcf von CSR ist durch die rote Linie
dargestellt, die berechnete durch die schwarze Linie. Das mit "lohboot"-bestimmte 99%-ige globale

Konfidenzintervall ist als graues Konfidenzband um die pcf dargestellt.

Auch die pcf wird im Vergleich mit CSR betrachtet. Liegt die Kurve oberhalb der Kurve
von CSR, so spricht dies fiir eine Haufung von Punkten mit dieser Distanz zueinander.
Liegt sie darunter, so spricht dies fiir eine geringere Anzahl von Punkten mit dieser
Distanz zueinander als von einem zufillig verteilten Muster zu erwarten ware. Das
besondere an der pcf ist dabei, dass sie nicht kumulativ ist und daher Abweichungen von
CSR entdecken kann, die mithilfe der K-Funktion nicht zu sehen gewesen waren. So

konnte bei der Darstellung der K-Funktion einerseits ein ausgepragtes Clustern von
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Punkten innerhalb einer bestimmten Distanz durch eine sparliche Anzahl von Punkten
auf kiirzeren Distanzen unterdriickt werden. Andererseits kdnnte ein ausgepragtes
Clustern auf einer kurzen Distanzspanne sich iiber eine weitaus langere Distanzspanne
darstellen. Solche Effekte wiirde man im Gegensatz dazu in der pcf deutlich erkennen

konnen.

Die in Abbildung 8 dargestellte pcf zeigt einen deutlichen Peak innerhalb der ersten 20
um, hier scheint die Haufung von CTL also am starksten ausgepriagt zu sein.
Anschliefdend fallt die Kurve langsam ab, bis sie bei ca. 70 pm die Kurve eines zufallig
verteilten Musters beriihrt. Dies konnte beispielsweise bedeuten, dass die CTL in
Ansammlungen vorliegen, die sich iiber eine grofiere Strecke als 20pum erstrecken. Die
Tatsache, dass die K-Funktion in Abbildung 7 sich im Verlauf einer langeren Distanz

ebenfalls immer weiter von CSR entfernt, konnte ebenfalls fiir diese Tatsache sprechen.

Die K-Funktion und die pcf kénnen nur Muster innerhalb einer einzelnen Population
beschreiben. Wenn es jedoch um die Wirkung von Hypoxie auf das Immunsystem geht,
miissen jedoch zwei verschiedene Populationen miteinander vergleichen werden. Die
Kurve der beobachteten Punktmuster wird anschliefiend mit der Kurve von zwei
zufadlligen und unabhdngig voneinander verteilten Mustern verglichen. Das Ergebnis

wird also nicht mit CSR, sondern vielmehr mit Unabhangigkeit verglichen.

Auch hier wird zunachst die Gcross-Funktion genutzt, um die Verteilung der Distanzen
von einem Punkt der ersten Population zum nachsten Punkt der zweiten Population zu

schitzen.
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Abbildung 9: Vergleich der Gcross-Funktionen von CTL und normoxischen (c+d) oder hypoxischen (e+f)
Tumorzellen eines repriasentativen Ausschnittes eines Plattenepithelkarzinoms des Hypopharynx. 10x

Vergroflerung

(a) In dieser Aufnahme ist der DAPI-Kanal in blau, CA IX in griin, CD8 in gelb und CD73 in rot dargestellt. (b)
Tumor(rot)-Stroma(blau)-Klassifizierung mittels "machine-learning”. Auflerdem wurden hypoxische
Tumorareale (griin) sowie CTL (gelb) anhand des Signals der zugehorigen Fluoreszenzkanile dargestellt. (c)
Berechnung der Gcross-Funktion von CTL und normoxischen Tumorzellen. Die Verbindungen zwischen den
CTL und der jeweils nachsten normoxischen Tumorzelle sind als weif3e Linien dargestellt. Aufgrund der teils
sehr kurzen Distanzen wurde zur besseren Ubersicht statt einem Kreuz ein kleinerer Kreis verwendet. (d)
Gceross-Funktion. Die typische Gcross-Funktion von zwei unabhingig voneinander verteilten ppp ist durch die
rote Linie dargestellt, die berechnete Gcross-Funktion durch die schwarze Linie. Die griine und blaue Linie

zeigen dabei zusitzliche Funktionen nach einer anderen "Randkorrektur” an. (e) Berechnung der Gcross-
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Funktion von CTL und hypoxischen Tumorzellen. Die Verbindungen zwischen den CTL und der jeweils
nichsten hypoxischen Tumorzelle sind als weif3e Linien dargestellt. (f) Gecross-Funktion. Die typische Gcross-
Funktion von zwei unabhingig voneinander verteilten ppp ist durch die rote Linie dargestellt, die berechnete
Gceross-Funktion zwischen CTL und hypoxischen Tumorzellen durch die schwarze Linie. Die griine und blaue

Linie zeigen dabei zusitzliche Funktionen nach einer anderen "Randkorrektur” an.

In Abbildung 9 sieht man einen deutlichen Unterschied in den Gcross-Funktionen. So
sind zwar beide Kurven unterhalb der Kurve zweier unabhingig voneinander verteilten
Muster, jedoch ist die Kurve der CTL und normoxischen Zellen deutlich héher als die
Kurve der CTL und hypoxischen Zellen. Die Bedeutung wird deutlicher beim Vergleich
dieser Kurven mit den eingezeichneten Distanzen. So liegen viele CTL an der Grenze
zwischen Tumor und Stroma, oder haben das Tumorgewebe bereits infiltriert. Im
Gegensatz dazu haben es nur wenige Zellen geschafft, bis in den hypoxischen Bereich
des  Tumorgewebes vorzudringen. Dementsprechend niedriger ist die
Wahrscheinlichkeit, dass eine hypoxische Tumorzelle innerhalb einer kurzen Distanz

eines CTL liegt.

Bei der Betrachtung der Skalen fallt auf, dass die Kurve von CTL und hypoxischer Region
nicht nur visuell langsamer steigt, sondern dies zusatzlich tiber eine ldngere Distanz tut,
also noch langsamer steigt als man visuell vermuten wiirde. Auch die Kurven zweier
unabhdngig voneinander verteilter Populationen unterscheiden sich dadurch. Dies
resultiert aus der Tatsache, dass die G-Funktion und die Gcross-Funktion nicht
standardisiert sind und die Intensitdt der ppp daher einen Einfluss auf die Funktionen
hat. Daher ist die Gcross-Funktion auch nur in der Lage, einen ersten Uberblick iiber das
mogliche Verhalten zweier Punktmuster zueinander zu geben, nicht jedoch, um auf

dieser Basis valide, in solider Statistik begriindete Aussagen zu tatigen.

Aus diesem Grund werden anschliefiend die inhomogenen Kcross- und pcf.cross-
Funktionen verwendet. Aufgrund der mathematischen Standardisierung der Kurven ist
es hier moglich, Kurven verschiedener Populationen miteinander zu vergleichen, da hier

die Intensitat verschiedener Punktmuster keine Rolle spielt.

62



S [ ey, 7 SN (] 1 S ] VG S ) |
o L o
C S | d
o Aiso
2 . K:nham, 1, z(r)
i. @© —
1 Kinnom, 1,2(1) °
P hict
et 8 K:nhom‘ 1, 2(’)
T a7 1oCl =
- o -
g = Kinnom,1,2(r) %, .
3 i
X
Br. -
o o
o
o -
o
. — q()
o - g -1 B gpo:s(r)
T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
r r
o
e s =
o - : —
8 _ aiso g(r)
K:nhom‘ s [© 2(!) © i gpo:s(r)
4 pois o' ]
T K:nhom‘ 1, 2(f)
P hici
& § dl inhom, 1, 2(() ©o _|
: 9) loC! o e
g Kinhom, 1,2(r) g
g .
< 2o
o
o
s -
= o~
S 4
o -
o
T T T T T T T o T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
r r

Abbildung 10: Vergleich der Kcross- und pcf.cross-Funktionen von CTL und normoxischen (c+d) oder
hypoxischen (e+f) Tumorzellen eines reprisentativen Ausschnittes eines Plattenepithelkarzinoms des

Hypopharynx. 10x Vergréf3erung

(a) In dieser Aufnahme ist der DAPI-Kanal in blau, CA IX in griin, CD8 in gelb und CD73 in rot dargestellt. (b)
Einzelzellerkennung in QuPath, die berechneten Zellgrenzen sind in rot eingezeichnet, zusitzlich ist das in
Spatstat generierte ppp der CTL eingezeichnet. Jede CD8+-Zelle wird dabei durch ein weifles Kreuz
reprisentiert. (c) Kcross-Funktion von CTL und normoxischen Tumorzellen, die typische Kcross-Funktion
zweier unabhingig voneinander verteilter ppp ist durch die rote Linie dargestellt, die berechnete durch die
schwarze Linie. Das mit "lohboot"-bestimmte 99%-ige globale Konfidenzintervall ist als graues

Konfidenzband um die K-Funktion dargestellt. (d) pcf.cross-Funktion der gleichen Populationen wie in c, die
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typische pcf.cross-Funktion zweier unabhidngig voneinander verteilter ppp ist durch die rote Linie
dargestellt, die berechnete durch die schwarze Linie. (e) Kcross-Funktion von CTL und hypoxischen
Tumorzellen, die typische Kcross-Funktion zweier unabhingig voneinander verteilter ppp ist durch die rote
Linie dargestellt, die berechnete durch die schwarze Linie. Das mit "lohboot"-bestimmte 99%-ige globale
Konfidenzintervall ist als graues Konfidenzband um die K-Funktion dargestellt. (d) pcf.cross-Funktion der
gleichen Populationen wie in e, die typische pcf.cross-Funktion zweier unabhingig voneinander verteilter

ppp ist durch die rote Linie dargestellt, die berechnete durch die schwarze Linie.

In Abbildung 10 zeigt sich ein deutlicher Unterschied zwischen den Kurven der CTL und
der normoxischen Tumorzellen und den Kurven der CTL und der hypoxischen
Tumorzellen. Obwohl letztendlich die Kurven beider Kcross-Funktion von der
theoretischen Kurve von zwei unabhdngig voneinander verteilten ppp abweichen,
weicht die Kcross-Funktion von CTL und normoxischen Tumorzellen erst spat (bei ca.
80 pum) und nur minimal von dieser Kurve ab. Im Gegensatz dazu weicht die Kcross-
Funktion von CTL und hypoxischen Tumorzellen, trotz eines deutlich breiteren
Konfidenzbandes, bereits deutlich friiher (bei ca. 40 um) und starker von der Kurve von
zwei unabhingig voneinander verteilten ppp ab. Das breitere Konfidenzband resultiert
dabei aus einer niedrigeren Anzahl an hypoxischen Tumorzellen verglichen mit den
normoxischen Zellen. Eine detailliertere Erklarung zur Signifikanztestung ist im
folgenden in Abbildung 11 dargestellt. Analog zu anderen medizinischen
Fragestellungen werden Ergebnisse dabei als signifikant bezeichnet, wenn es zwischen

zwei miteinander verglichenen Konfidenzintervallen keine Uberschneidungen gibt.
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Abbildung 11: Beispiel fiir die visuelle Signifikanztestung beim Vergleich von Kcross.inhom-Funktionen.

(a) Kcross.inhom-Funktion von normoxischen Tumorzellen und CTL. Die untere Grenze des Konfidenzbandes
ist hier mit einer schwarzen Linie hervorgehoben. (b) Kcross.inhom-Funktion von hypoxischen Tumorzellen
und CTL. Die obere Grenze des Konfidenzbandes ist hier mit einer roten Linie hervorgehoben. (c)
Signifikanztestung der Hypothese. Da erwartet wird, dass CTL hdufiger in normoxischem Gewebe
vorkommen als in hypoxischem, muss die untere Grenze des Konfidenzintervalles der Kcross.inhom-
Funktion von normoxischen Tumorzellen und CTL (s. (a), schwarze Linie) iiber der oberen Grenze des
Konfidenzintervalles der Kcross.inhom-Funktion von hypoxischen Tumorzellen und CTL (s. (b), rote Linie)

liegen. Zur Verdeutlichung wurde der Bereich, in dem dies der Fall ist, griin markiert.

Auch die in Abbildung 10 dargestellten pcf.cross-Funktionen untermauern das Bild
einer Inhibition von CTL durch Hypoxie. Wahrend die pcf.cross-Funktion zwischen CTL
und normoxischen Tumorzellen rasch auf ein Niveau knapp unterhalb von CSR ansteigt
und dieses halt, steigt die pcf.cross-Funktion zwischen CTL und hypoxischem Tumor nur
zogerlich an und erreicht auch nach 130 um noch nicht den Wert der anderen pcf.cross-

Funktion.

Es fallt auf, dass das Fehlen der Informationen tber die Umgebung der untersuchten

Region sich besonders bei einer so kleinen Region wie in diesem Beispiel sehr stark
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auswirkt. Dies begriindet sich vor allem aus den Randeffekten, die mit zunehmender
Grofde der untersuchten Region zunehmend abgeschwacht werden. Besonders gilt dies
fir die G- und die Gcross-Funktionen, da diese nur die Strecke bis zum nichsten Punkt
einer Population in die Berechnung mit einbeziehen. Womaéglich sollten nachfolgende
Studien daher, trotz des hoheren Arbeitsaufwandes, mit "whole slide"-Schnitten statt
mit Microarray-Spots durchgefiihrt werden, da die so erhaltenen Ergebnisse deutlich

robuster sind.

Abbildung 12: Umgebung des Ausschnittes eines Plattenepithelkarzinoms des Hypopharynx, anhand dessen

die Beispielanalyse durchgefiihrt wurde. 5x Vergréf3erung

In Abbildung 12 ist die Region, anhand der die obige Beispielanalyse durchgefiihrt
wurde, von einem gelben Rechteck umrahmt mit ihrer Umgebung abgebildet. Betrachtet
man die Umgebung der Region in Abbildung 12, so sieht man in diesem Fall ein relativ
dahnliches Bild des Tumorgewebes. Bei der in einem Tumor vorherrschenden
Inhomogenitit des Gewebes konnen sich jedoch auch Gebiete mit verschiedensten
Expressionsmustern in einem Schnitt finden. Dies ist ein weiterer Grund, der fiir die

Verwendung von "whole slide"-Schnitten spricht.

Jedoch zeigt sich beim Vergleich der resultierenden Kurven auch, dass die Tendenz der

Microarray-Spots haufig der der "whole slide"-Schnitte dhnelt. Aufgrund der bei
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kleineren Zellzahlen jedoch deutlich grofieren Konfidenzbiander werden hier im Schnitt

allerdings seltener signifikante Ergebnisse erreicht.

5.2.2 Clustern CTL?
Um die Frage nach dem Clustern von CTL zu beantworten, ist es zunachst wichtig, sich

den Unterschied zwischen Inhomogenitat und Clustern vor Augen zu fiihren.

Wahrend eine Inhomogenitét in der Verteilung beispielsweise aufgrund von besseren
Bedingungen an verschiedenen Stellen des Gewebes auftritt, ist das Clustern als ein
Resultat aus der Anziehung zwischen einzelnen Punkten bedingt. Da das Ergebnis
beider Vorgdange sowie eine eventuelle Kombination beider Effekte am Ende zu einem

sehr dhnlichen Resultat fiihrt, ist es schwierig, diese Ursachen zu differenzieren (146).

Im Kontext dieser Arbeit konnte eine inhomogene Verteilung beispielsweise bedingt
sein durch eine bessere Sauerstoff- oder Energieversorgung im Stroma, wahrend

Clustern das Resultat von -von CTL ausgeschiitteten- Zytokinen sein konnte.

Wie in Kapitel 3.2.3.2.7. beschrieben, ist es aus diesem Grund sinnvoll, die inhomogenen

Versionen der K-Funktion und der pcf zu verwenden.

Fiur die Diskussion der Ergebnisse ist es sinnvoll, die Kurven der verschiedenen
Funktionen noch einmal genauer zu betrachten. Um die Diskussion auf das Wesentliche
zu reduzieren, werden im Folgenden noch einmal reprasentative Beispiele ausgewahlt,

die weitestgehend den durchschnittlichen Ergebnissen entsprechen.
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Inhomogeneous K-function of CD8-positive T-Lymphocytes Inhomogeneous pcf of CD8-positive T-Lymphocytes
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Abbildung 13: Exemplarische’ und reprasentative Darstellung der inhomogenen K-Funktion und der
inhomogenen pcf eines Microarray-Spots.

Betrachtet man zunéchst die K-Funktion in Abbildung 13, so wird deutlich, dass CTL sich

deutlich haufiger in der Nahe voneinander befinden als dies bei CSR zu erwarten ware.

In der dort dargestellten K-Funktion sieht man eine deutliche und signifikante
Abweichung von CSR bereits ab einer Distanz von ca. 25 um. Diese Abweichung nimmt
bis hin zu einer Distanz von ca. 150 - 200 um zu und bleibt dann ungefahr gleich.
Untermalt wird dies durch die entsprechende, ebenfalls in Abbildung 13 abgebildete pcf,
die bereits auf einer sehr kurzen Distanz ihren Peak bei ca. 4,5 erreicht und sich dann

langsam wieder der mit CSR gleichzusetzenden Linie annadhert.

Die Kurven der verschiedenen Spots sind sich in ihrer Form weitestgehend dhnlich und
unterscheiden sich lediglich in der Hohe und der Distanz des Peaks. Hier ist es wichtig
zu betonen, dass die Breite des Konfidenzintervalles mafdgeblich durch die Anzahl der
CTL bestimmt wird. Je mehr CTL in einem Spot vorhanden sind, desto genauer ist die

Einschatzung durch Loh's Bootstrap-Methode.
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G-function of CD8-positive T-Lymphocytes
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Abbildung 14: Exemplarische und reprisentative
G-Funktion eines Microarray-Spots.

Auch die in Abbildung 14 dargestellte G-

Funktion spricht deutlich fiir

Ansammlungen von CTL. So ist die
Wahrscheinlichkeit, dass ein weiterer
CTL innerhalb der ersten 15 pum eines CTL

liegt, bei tiber 80%.

Aus den oben gezeigten Abbildungen
lassen sich klare Hinweise dafiir ableiten,
dass CTL gehduft auftreten. Da sich ein
dhnliches Muster in den verschiedenen

Proben findet, spricht dies deutlich dafiir,

dass die Ergebnisse nicht zufallig bedingt

sind, sondern durch den gleichen zugrundeliegenden Effekt bedingt sind.

Da die verschiedenen Tumore jedoch unterschiedliche Ursprungsgewebe haben und

auch die Architektur der verschiedenen Tumore sehr unterschiedlich ist, scheint der

Effekt nicht ausschlief3lich durch bessere Bedingungen im Stroma bedingt zu sein (s.

Abbildung 15).
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Abbildung 15: Vergleich der Tumor-Stroma-Architektur verschiedener Kopf-Hals-Karzinome in jeweils 3x
VergrofRerung.

Oben links ist ein Plattenepithelkarzinom des Larynx mit ausgepragter Stromakomponente und nur wenigen,
deutlich abgegrenzten Tumorballen (hellblau mittig) dargestellt. Oben rechts ist ein Plattenepithelkarzinom
der Nase abgebildet. Die Tumor-Stroma-Architektur ist ungeordnet und nur schwer zuzuweisen. Unten links
ist ebenfalls ein Plattenepithelkarzinom des Larynx abgebildet, hier jedoch mit einer deutlich geringeren
Stromakomponente (rot) und vermehrten Tumorballen. Unten rechts ist ein Plattenepithelkarzinom der
Nase mit einer sehr geringen Stromakomponente (rot) und einer ausgeprigten Tumorzellkomponente. Aus

allen Microarray-Spots (0.l. 12; o.r. 13; u.l. 26; u.r. 51) ergeben sich dabei dhnliche Kurven der K-Funktion und
der pcfvon CTL.

Ob dieser Effekt jedoch beispielsweise auch durch andere Immunzellen vermittelt wird,
oder aber durch CTL selbst, ist in dieser Situation weiterhin schwer zu sagen.
Nichtsdestotrotz gibt es jedoch starke und konsistente Hinweise dafiir, dass
CTL - wie erwartet - an einigen Stellen in Clustern auftreten. Zusatzlich scheint dieser
Effekt nicht nur durch bessere Bedingungen im Stroma, sondern auch durch weitere

immunologische Mechanismen bedingt zu sein.

Diese Ergebnisse zeigen damit klar, dass die Nutzung spatialstatistischer Methoden
moglich und sinnvoll ist, um visuelle Eindriicke, die aus der mikroskopischen

Betrachtung eines Praparates entstehen, statistisch zu belegen.
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5.2.3 Der Einfluss von Tumorhypoxie auf CD8* T-Lymphozyten

Um die Frage nach dem Einfluss einer durch die Tumorhypoxie bedingten
Immunsuppression zu beantworten, ist hauptsiachlich der Vergleich der Kurven der
inhomogenen Kcross- und pcf.cross-Funktionen relevant. Wichtig ist hierbei erneut der
Hinweis, dass die jeweiligen Kurven mit der roten Linie verglichen werden, die hier
nicht mehr CSR reprasentiert, sondern Unabhédngigkeit zweier Muster voneinander.
Theoretisch konnten jedoch auch beide Kurven unter der Linie fiir Unabhangigkeit
liegen und somit Anzeichen fiir ein Vermeidungsverhalten geben. Da eine Kurve
allerdings eine deutlich starkere Abweichung von der Linie der Unabhangigkeit zeigen

konnte als die andere, werden die Kurven vor allem miteinander verglichen.

Hier zeigt sich, vor allem bei den ,whole-slide“-Praparaten, aber auch bei den
Microarray-Spots, ein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Kcross-
Funktionen. (Siehe auch Abbildung 11) Dieser Unterschied zeigt deutlich, dass CTL
haufiger normoxische Tumorzellen in ihrer Umgebung haben als hypoxische
Tumorzellen. Zudem liegen die meisten der Kcross-Funktionen von CTL und
hypoxischen Tumorzellen unterhalb der Kurve fiir Unabhdngigkeit, was den Verdacht

einer hypoxiebedingten Immunsuppression weiter verstarkt.
Verglichen mit den visuellen Eindriicken fallen vor allem zwei relevante Dinge auf:

1. Mithilfe der Kcross-Funktionen kann deutlich 6fter ein Effekt gezeigt werden, der
auf eine Interaktion von hypoxischen Arealen und CTL hindeutet.

2. Sowohl visuell als auch spatialstatistisch scheint es, dass es einen - durch
Hypoxie bedingten - inhibitorischen Einfluss des Tumormikromilieus auf CTL

gibt.

Dies scheint jedoch kein universeller Effekt zu sein, denn es gibt auch einige Praparate,
wie beispielsweise in Abbildung 16 dargestellt, aus denen klar ersichtlich ist, dass

Tumorhypoxie nicht immer einen immunsuppressiven Effekt ausiibt.
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Abbildung 16: Plattenepithelkarzinom der Nase in 3x Vergroéfierung.
Massive Infiltration von CTL (gelb) in das Tumorgewebe trotz vieler hypoxischer Areale (griin). Dabei werden
die hypoxischen Areale von CTL nicht gemieden, sondern werden durch diese ebenfalls infiltriert. Analog zu

dem in Abbildung 12 unten links dargestellten Tumor zeigt sich hier ebenfalls eine sparliche
Stromakomponente (rot) bei ausgepragter Tumorzellkomponente.

Ein moglicher Grund fiir dieses Phianomen konnte sein, dass die Hypoxie in diesen
Praparaten nicht hinreichend durch CA IX charakterisiert und dargestellt wird, oder
aber CA IX in diesen Fallen nicht aufgrund von Hypoxie, sondern aus einem anderen
Grund vom Tumorgewebe exprimiert wird. Dies scheint zumindest in dem in Abbildung
16 dargestellten Pridparat jedoch nicht der Fall zu sein, denn die Areale die

erwartungsgemaf$ hypoxisch sein sollten weisen eine CA IX-Expression auf.

Ein weiterer Grund konnte sein, dass es dem Immunsystem dieser Patienten gelungen

ist, eine gewisse Resistenz gegeniiber Hypoxie zu entwickeln. Die Erforschung der
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Ursache einer solchen Resistenz - falls vorhanden - konnte sowohl bei der Entwicklung
neuer als auch bei der Verbesserung alter Therapieoptionen entscheidende

Moglichkeiten aufdecken.

Die Tatsache, dass es, verglichen mit den ,whole-slide“-Praparaten, vor allem bei den
Microarray-Spots deutlich weniger signifikante Ergebnisse gibt, lasst sich wie folgt
begriinden: Auf der einen Seite kann es sein, dass hier eine biologische Realitit gezeigt
wird, eine Korrelation bspw. mit der Prognose konnte hier wichtige Erkenntnisse zu
Tage fordern. Auf der anderen Seite kann dies auch durch die Grofde des beobachteten
Fensters und den damit verbundenen deutlich kleineren Zellzahlen zusammen hdngen.
Je mehr Zellen in die Berechung der Konfidenzbdnder einfliefden, desto genauer und
auch kleiner wird das Konfidenzintervall. Durch kleine Zellzahlen entstehen so zum Teil
sehr grofde Konfidenzbander, die es fast unmoglich machen, signifikante Unterschiede
zu erreichen. Dennoch existiert auch bei diesen Fallen eine Tendenz, die auf eine

hypoxievermittelte Inmunsuppression hindeutet.
5.2.4 Der Einfluss von CD73 auf CD8* T-Lymphozyten

5.2.4.1 Im Tumor
In Zusammenschau der Ergebnisse wird deutlich, dass der aufgrund der Literatur
erwartete immunsuppressive Effekt durch tumorexprimiertes CD73 nicht zuverlassig

nachweisbar ist.

Dies beginnt mit den Unterschieden zwischen dem erwarteten und dem tatsachlich
beobachteten Expressionsmuster von CD73. So wiirde man aufgrund der Literatur und
der darauf aufbauenden pathophysiologischen Uberlegungen eine Hochregulation von
CD73 hauptsachlich in hypoxischen Bereichen erwarten. Dies ware das Resultat einer
unzureichenden Sauerstoffversorgung mit dem Resultat eines intrazelluldren
Energiemangels. Das durch die CD73-vermittelte Spaltung von AMP freigewordene
Adenosin dient unter anderem als Vasodilatator und soll so eine bessere Perfusion des

Gewebes verursachen.

Tatsachlich fand sich jedoch nur selten eine relevante CD73-Expression des
Tumorgewebes. Ist diese Expression jedoch vorhanden, so ist sie haufig in

normoxischen oder, wie in Abbildung 4, zumindest in nicht CA IX exprimierenden
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Bereichen des Tumors zu finden, jedoch wie erwartet mit einem membrandsen

Verteilungsmuster.

Weiterhin scheint die Verteilung von CTL in den meisten Fallen nicht durch das vom
Tumor exprimierte CD73 beeinflusst zu werden. Dieser Eindruck besteht nicht nur
visuell, sondern bestdtigt sich auch in der statistischen Analyse. So gibt es in den
meisten Fallen keinen signifikanten Unterschied zwischen den Kurven. In den statistisch
signifikanten Fillen zeigt sich jedoch keine klare Tendenz der Ergebnisse, weder fiir
eine immunsuppressive, noch fiir eine immunogene Wirkung des tumorexprimierten

CD73.
Weitere Forschung hinsichtlich Verteilung und Funktion von CD73 scheint sinnvoll.

5.2.4.2 Im Stroma

In den meisten Fallen stellte sich CD73 entweder als Stroma- oder Gefafimarker dar.
Entweder kam es zu einem gleichmidfdiigen membrandsen Expressionsmuster des
gesamten Stromas oder die Endothelzellen von den Tumor durchziehenden Gefafien

wurden markiert.

Beide Varianten entsprachen nicht der - noch einmal in 5.2.4.1. zusammengefassten -
aufgrund der Literatur erwarteten Expression von CD73. Einige Arbeiten schreiben
CD73 eine wichtige Rolle in der Endothelfunktion zu (99). Wahrend dies die Darstellung
als Gefafdmarker erklart, bleiben die Griinde fiir eine ausgepriagte stromale CD73-
Expression zundchst unklar. Auffillig ist jedoch, dass es einen deutlichen
Zusammenhang zwischen CD73-Expression und dem Auftreten von CTL gibt. Dies ist
sowohl bei der visuellen Interpretation als auch in der statistischen Analyse

nachweisbar. So befinden sich CTL gehauft in CD73-positivem Stroma.

Es sind mehrere Griinde denkbar, die diesen Effekt erklaren konnten. Einerseits konnten
hier die Gegebenheiten besonders vorteilhaft fiir CTL sein, weswegen diese sich an
diesen Orten sammeln. Andererseits konnte CD73 - entgegen der gegenwartig
vorherrschenden Meinung in der Literatur - jedoch auch einen immunstimulatorischen
Effekt haben und so zu einer Anhdufung von CTL fiihren. Zuletzt konnte CD73 auch

einen starken immunsuppressiven Effekt haben, der CTL in einen Ruhezustand versetzt.
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Einmal in diesem CD73-positivem Gebiet gefangen, konnten CTL es nicht mehr

verlassen: Es kdme ebenfalls zu einer Anhaufung von CTL.

5.2.5 Kommentar zur G-Funktion

Bei der Auswertung wurde deutlich, dass die Gcross-Funktion zwar helfen kann, einen
ersten Uberblick iiber ein ppp zu erhalten, aber mit Vorsicht genutzt werden muss. Im
Gegensatz zur Kcross und pcf.cross-Funktion hat sie eine &dufderst relevante
Einschrankung. Die G- und Gcross-Funktionen sind nicht standardisiert. Das bedeutet,
dass sie bei gleichem Beobachtungsfenster und unterschiedlicher Anzahl an Punkten
auch andere Werte fiir die theoretische Funktion berechnet. So ist es natiirlich
wahrscheinlicher, ausgehend von einem CTL im gleichen Areal bereits auf kiirzeren
Distanzen auf eine normoxische Tumorzelle zu stofden, wenn diese Population im

besagten Areal deutlich gréfder ist als die Population der hypoxischen Tumorzellen.

Diese Abhangigkeit zwischen der Anzahl der Zellen einer Population und den
Ergebnissen verbietet es, die Kurven der Gcross-Funktionen verschiedener
Populationen miteinander zu vergleichen. Dies wurde als Demonstration fir die
Problematik der Ergebnisse fiir die Fragestellungen in Kapitel 5.2.3. und 5.2.4. dennoch
getan und zeigt deutlich wie unzuverldssig die Gcross-Funktion bei einer solchen

Fragestellung ist.

Dennoch sind die G- und die Gcross-Funktion bei anderen Fragestellungen, wie
beispielsweise dem Clustern von CTL oder bei Studien, in denen die Abhdngigkeit

verschiedener Immunzellen voneinander erforscht werden soll, niitzliche Werkzeuge.
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6. Zusammenfassung

Urspringliches Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung des Einflusses der
Tumorhypoxie auf die Verteilung von zytotoxischen T-Lymphozyten. Weiterhin sollte
erarbeitet werden welche Rolle freies extrazelluldres Adenosin in der Vermittlung
dieses Einflusses spielt. Auf Basis der Literatur war eine Hochregulation von CD73 in
hypoxischen Mikroregionen der Tumoren zu erwarten. Es zeichnete sich friith im Verlauf
der Experimente ab, dass eine rein visuelle Beantwortung dieser Fragen unzureichend
ist und objektive quantitative Methoden bisher fehlen. Daher wurde erstmalig ein
Arsenal von spatialstatistischen Methoden zur Auswertung von

Immunfluoreszenzfarbungen eingesetzt und systematisch evaluiert.

Bis heute werden Immunfluoreszenzfirbungen d&hnlich der Immunhistochemie
liberwiegend mittels der Eindriicke, die beim Mikroskopieren entstehen, sowie mittels
deskriptiver Statistik beschrieben. Diese Art der Auswertung reduziert ein solches
Praparat jedoch auf subjektives Empfinden und darauf, wie viel Prozent des Gewebes
sich fir jeweilige Marker positiv anfarben lasst. Bis vor kurzem war diese Methode der
Auswertung aufgrund von Einschrankungen im Bereich der Computertechnik, sowie
fehlender Software, die einzig realistische, wenn auch unzufriedenstellende, Methode
um solche histologische Farbungen auszuwerten. Durch rasante Entwicklungen sowohl
von Soft- als auch Hardware in den letzten Jahrzehnten ist es heute jedoch moglich, jede
Einzelne der Millionen Zellen eines solchen Praparates binnen Minuten zu erkennen und
zu Klassifizieren. Dies erlaubt den Einsatz von anspruchsvollen spatialstatistischen
Funktionen. Beim Vergleich dieser Methoden wird deutlich, dass der spatialstatistische

Ansatz der traditionellen, visuellen Auswertung systematisch tiberlegen ist.

Die folgenden pathophysiologischen Aussagen konnen dabei sowohl aufgrund der
visuellen Auswertung, als auch auf Basis der in der vorliegenden Arbeit fiir den

genannten Zweck etablierten spatialstatistischen Methoden getroffen werden:

1. CD8-positive zytotoxische T-Lymphozyten in Plattenepithelkarzinomen der
Kopf-Hals-Region zeigen auf kurzen Distanzen eine ausgepragte Anziehung
zueinander. Sie entsprechen damit dem erwarteten Verhalten einer

Clusterbildung.
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2. Hypoxie spielt eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der antitumoralen
Immunsuppression, da hypoxische Bereiche von CTL in vielen Fallen

statistisch signifikant gemieden werden.

3. In der untersuchten Kohorte von Kopf-Hals-Tumoren scheidet CD73 als
Vermittler zwischen Hypoxie und antitumoraler Immunsuppression aus. Dies
konnte - rein visuell - bereits in einer Studie an Melanomen gezeigt werden

(147).

Anhand der ersten Aussage, einer verhaltnismafiig einfachen Fragestellung mit einer
logischen und gut liberpriifbaren Antwort, konnten bereits grofde Teile der Methodik
etabliert werden. Hier zeigte sich bereits, warum die Spatialstatistik eine wertvolle Hilfe
bei der Interpretation komplexer Punktmuster darstellt. Sowohl der subjektive visuelle
Eindruck als auch die aus der statistischen Analyse resultierenden Aussagen sprechen
fiir eine Clusterbildung von CTL auf kurzen Distanzen. Jedoch ist die Moglichkeit, diese
Aussagen durch eine objektive computeraugmentierte Analyse belegen und andererseits
das Ausmaf3 einer solchen Clusterbildung quantifizieren zu kdnnen, ein erheblicher
Vorteil der Spatialstatistik. Die eigentliche Starke der Spatialstatistik kommt jedoch erst
bei der Analyse komplexerer Vorginge, wie beispielsweise dem Einfluss von Hypoxie

auf das Immunsystem zu tragen.

So kommt es bei der Beantwortung wissenschaftlicher Fragestellungen darauf an, die
Ergebnisse frei von Vorurteilen und den eigenen Uberzeugungen zu interpretieren. Die
hohe Leistungsfahigkeit des visuellen Systems basiert aber auf der Fahigkeit,
vorhandene Daten in einem Kontext zu betrachten. Es sind jedoch zahlreiche
neurophysiologische Schwachstellen des visuellen Systems bekannt die aus der
kontextabhdngigen Interpretation von Bilddaten resultieren. Dies kann eindrucksvoll
anhand von optischen Tduschungen, wie bereits in Abbildung 2 und Abbildung 3
dargestellt, demonstriert werden (148, 149). Die Stdrke der spatialstatistischen
Methodik liegt deshalb in Threr Objektivitit, die eine, fiir wissenschaftliche
Fragestellungen zwingend notwendige, Erganzung der Intuition der kontextabhdngigen

menschlichen Interpretation darstellt.

77



Weitergehende Untersuchungen hinsichtlich der Stiarke des hier nachgewiesenen
immunsuppressiven Effektes der Tumorhypoxie, sowie der prognostischen und

therapeutischen Relevanz scheinen sinnvoll und dringend notwendig zu sein.

Zuletzt zeigt sich, dass mit den hier dargestellten Methoden keine Hinweise fiir eine
Hochregulation von CD73 in hypoxischen Arealen gefunden werden konnten. Und auch
wenn bereits visuell der Eindruck bestand, dass es keinen systematischen Einfluss von
CD73 auf CTL gibt, so hilft die Spatialstatistik diesen Aussagen soviel Gewicht zu

verleihen, dass ihnen Beachtung geschenkt werden muss.

Es wurde erstmals eine Methodik fiir eine objektive, valide, reproduzierbare und vor
allem statistisch fundierte Auswertung von Immunfluoreszenzpraparaten entwickelt
und damit eine Tur in die Welt der Spatialstatistik gedffnet. Die Etablierung und
Verwendung weiterer spatialstatistischer Methoden kann und sollte maf3geblich dazu
filhren, die bisherige Methodik der subjektiven Betrachtungsweise mikroskopischer
Praparate zu verlassen, um sie einem rasant voranschreitenden digitalen Zeitalter
anzupassen und so zuverldssige Erkenntnisse zu erhalten, die fiir Patienten mit
Tumorerkrankungen neue Moglichkeiten fiir Diagnose und individualisierte Therapie

eroffnen.
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8. Anhang

8.1 R-Skript
#Import von benotigten R-Paketen
library(spatstat)

#Auswahl des zu analysierenden Schnittes
i <- "image_name"

#Import der QuPath-Daten, hier fiir die Microarray-Spots
QuPath_Data <-read.delim(paste@("Data ", i, ".txt"),
na.strings ="NaN",

quote ="\"")

#Erstellung des Beobachtungsfensters fiir Microarray-Spots

#In Annotation _Data 1ist unter anderem der Mittelpunkt des in QuPath gesetz
ten Beobachtungsfensters enthalten. Es wurde ein Kreis mit einem Radius vo
n 1000 um gewdhlt, da dies am ehesten der Gréfie der Spots entspricht.
Annotation_Data <-read.delim(paste@("Annotation ", i, ".txt"),

header =FALSE,

skip =1,
comment.char ="#"
)

Observation_window <- disc(1000,
c(Annotation_Data[1, 4], Annotation_Data[1, 5]))

#Erstellung des Beobachtungsfensters fiir "whole slide"-Prdparate
#D1ie Beobachtungsfenster der "whole-slide"-Schnitte wurden dabei hdndisch

in QuPath eingezeichnet unddie Eckpunkte als ".txt"-Datei exportiert. Da z
um Teil mehrere Fenster notig waren um einen Schnitt sinnvoll auszuwerten,

wurde die Erstellung der point pattern in "R" individuell entsprechend an
gepasst.

#Import der Eckkpunkte des Beobachtungsfenster aus QuPath. Zusdtzlich Wech
sel von Zeilen zu Spalten und umgekehrt. Dies wird - mit aufsteigender Num
merierung flr alle Fenster wiederholt.

wl <-t(read.csv("Eckpunkte Fenster 1.txt", header=FALSE))

w2 <-t(read.csv("Eckpunkte Fenster 2.txt", header=FALSE))

.....

#Entweder Kombination der Beobachtungsfenster
Observation_window <-owin(poly =list(wl, w2))

#0der, wenn nur ein Fenster notig war, Erstellung des Beobachtungsfenster
in R
Observation_window <-owin(poly = wl)
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#Erstellung des "planar point pattern" und Differenzierung in die Subpopul
ationen
#QuPath_Data[,1] enthdlt die Marks der Zellen,
#QuPath_Data[,4] enthdlt die X-Koordinaten,
#QuPath_Data[,5] enthdlt die Y-Koordinaten
pp <-ppp(QuPath_Data[, 4],
QuPath_Data[, 5],
Observation_window,
marks = QuPath Data[, 1])

sp <-split(pp)

#Erstellung der flir die zu untersuchenden Fragestellungen bendtigten liberl
agerten ppp
sil <- superimpose("1" = sp$ Immune cells,
"2" = superimpose(sp$ Tumor: CD73°,
sp$ Tumor: double neg’))

si2 <- superimpose("1" = sp$ Immune cells’,
"2" = superimpose(sp$ Tumor: CA IX+ ,

sp$ Tumor: double pos’))
si3 <- superimpose("1" = sp$ Immune cells’,
"2" = superimpose(sp$ Tumor: CA IX+ ,

sp$ Tumor: double neg’))
si4 <- superimpose("1" = sp$ Immune cells’,
"2" = superimpose(sp$ Tumor: CD73+ ,

sp$ Tumor: double pos’))
si5 <- superimpose("1" = sp$ Immune cells , "2"
si6 <- superimpose("1" sp$ Immune cells , "2"

sp$ Stroma: neg’)
sp$ Stroma: CD73")

#Benennung der jeweiligen lberlagerten ppp
S1 <- "Immune cells and normoxic tumor"

S2 <- "Immune cells and hypoxic tumor"

S3 <- "Immune cells and CD73-negative tumor"
S4 <- "Immune cells and CD73-positive tumor"
S5 <- "Immune cells and CD73-negative stroma"
S6 <- "Immune cells and CD73-positive stroma"

superimposed_Images <-solist(sil, si2, si3, si4, si5, si6)

#Vorbereitung fiir die Ausgabe von ".tiff" und ".pdf"-Dateien
my_plots <-vector(23, mode ='list")

#PLot des ppp und des gesplitteten ppp zur Uberpriifung des korrekten Daten
importes
tiff(paste@("Analysis Spot ", i, " whole slide.tif"),
width =960,
height =960,
res =144
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)

dev.control("enable")
print(plot(pp,

cols =c("#ffffad",
"#4d804d",

"#661a33",

"#96c896",

"#000000" ,

"#21fe09",

"#b36680",

"#c80000",

"#999999"),

pch =20,

cex =0.25,

legend =TRUE,

leg.args =list(cex =2),
main =paste@("Spot ", i)
))

my_plots[[1]] <-recordPlot()

tiff(paste@("Analysis Spot ", i, " whole slide split.tif"),
width =960,

height =960,

res =144

)

dev.control("enable")

print(plot(sp,

pch =".",

cex =1.5,

cex.main =0.45,

main =paste@("Split view Spot
))

my_plots[[2]] <-recordPlot()

> 1)

#Berechnung der inhomogenen K-Funktion mit 99%-igem Konfidenzband durch di
e "lohboot"Funktion

tiff(paste@("Analysis Spot ", i, " K-function CTL.tif"))
dev.control("enable")

print(plot(lohboot(sp$ Immune cells’,

Kinhom,
confidence =0.99,
global =TRUE,
rmax =150),
main ="K-function of CD8-positive T-Lymphocytes"
)
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my_plots[[3]] <-recordPlot()

#Berechnung der pcf mit 99%-igem Konfidenzintervall
tiff(paste@("Analysis Spot ", i, " pcf CTL.tif"))
dev.control("enable")
print(plot(lohboot(sp$ Immune cells’,

pcfinhom,
confidence =0.99),
main ="pcf of CD8-positive T-Lymphocytes"))

my plots[[4]] <-recordPlot()

#Berechnung der G-Funktion

tiff(paste@("Analysis Spot ", i, " G-function CTL.tif"))
dev.control("enable")

print(plot(Gest(sp$ Immune cells’),

main ="G-function of CD8-positive T-Lymphocytes"))

my_plots[[5]] <-recordPlot()

#Zdhler fiir den folgenden Loop
a <-0
b <-5

#Der folgende Loop berechnet fiir jedes "pattern" in der Liste von "superim
posed_Images" die inhomogene Kcross-Funktion, deren pcf, sowie die Gcross-
Funktion.
for (pattern in superimposed Images) {
tryCatch({

a <-a +1

b <-b +1

#Berechnung der benotigten Blockzahl, 10 Zellen pro Block scheinen dabei e
ine gute Mitte zwischen statistischer Validitdt und einem moéglichst Rleine
n Konfidenzintervall zu sein.

nblocks <-floor(sqrt((npoints.ppp(pattern) /10)))
tiff(paste@("Analysis Spot ", i, " Gcross ",
eval(parse(text = (pasteo("s", a)))),
"otif"))
dev.control("enable")
print(plot.fv(Gcross(pattern),
main =paste@("Gcross ", eval(parse(text = (paste@("S", a)))))))

my plots[[b]] <-recordPlot()

b <-b +1
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tiff(paste@("Analysis Spot ", i, " Kcross.inhom ",
eval(parse(text = (pastee("s", a)))),
"Ltif"))
dev.control("enable")
print(plot.fv(lohboot(pattern,
Kcross.inhom,
block =TRUE,
global =TRUE,
confidence =sqrt(0.99),
rmax =150,
nx = nblocks,
ny = nblocks),

main =paste@("Kcross.inhom ",
eval(parse(text = (pastee("s", a)))))

)

my plots[[b]] <-recordPlot()

b <-b +1
tiff(paste@("Analysis Spot ",i," pcfcross.inhom ",
eval(parse(text = (pastee("s", a)))),
" tif"))
dev.control("enable")
print(plot.fv(pcf(lohboot(pattern,
Kcross.inhom,
block =TRUE,
global =TRUE,
confidence =sqrt(0.99),
rmax =150,
nx = nblocks,
ny = nblocks)),
main =paste@("pcfcross.inhom ",
eval(parse(text = (pastee("s", a)))))

)

my plots[[b]] <-recordPlot()

#Falls ein Fehler auftritt, bspw. keine hypoxischen Zellen vorhanden sind,
so wird der Loop aufgrund der "tryCatch"-Funktion nicht abgebrochen, sond
ern der Fehler wird abgespeichert und nach Abschlufs aller Berechnungen ang
ezeigt.
}, error =function(err) {
cat("ERROR in run", b, ":", conditionMessage(err), "\n")

)
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graphics.off(
)

#Zur besseren Ubersicht werden alle berechneten Kurven nicht nur als ".tif
"-Dateil sondern auch als ".pdf"-Datei gespeichert. Dafiir werden alle berei
ts berechneten Plots noch einmal abgespielt und diesmal in ein ".pdf"-Doku
ment gespeichert.
pdf(paste("Analysis Spot
for (plot in my plots) {
print(replayPlot(plot))
}

graphics.off()

, i, ".pdf", sep =""))
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