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1 Zusammenfassung/Abstract

1 Zusammenfassung/Abstract

1.1 Zusammenfassung

Einleitung: Die hochmalignen Glioblastome (GBM) zeichnen sich durch eine
gesteigerte Vaskularisierung aus. Es gibt Hinweise darauf, dass myeloide Zellen als
Teil der Mikroumgebung des Glioblastoms Anteil an der erhdhten proangiogenen
Aktivitat im Tumor und auch an der Entwicklung von Therapieresistenz gegen
antiangiogene Wirkstoffe haben. In dieser Arbeit sollte eine vertiefende
Charakterisierung der proangiogenen Eigenschaften der Mikroglia/Makrophagen und
Granulozyten als Vertreter der myeloiden Zellen im humanen Glioblastom
vorgenommen werden.

Methoden: Gewebeproben von GBM-, Astrozytom °Ill- und Epilepsiepatienten wurden
direkt postoperativ prozessiert und fir die Isolation von CD11b*-Zellen mittels MACS-
Technologie, FACS-Farbungen oder Immunfluoreszenzfarbungen auf Gefrierschnitten
verwendet. Im FACS wurden typische M1/M2-Aktivierungsmarker der
Mikroglia/Makrophagen  gruppenabhangig  untersucht, wahrend in  den
Immunfluoreszenzfarbungen proangiogene Molekile in Kofarbung mit lbal und
CD66b dargestellt wurden. GefalRassoziationen und -struktur wurden mittels CD31-
CD66b-lbal-Kofarbung untersucht. Aus den isolierten Zellen wurde RNA gewonnen,
umgeschrieben und fir quantitative Realtime-PCRs sowohl von proangiogenen
Faktoren als auch den Aktivierungsstatus beschreibenden Molekilen verwendet.
Mithilfe der Online-Datenbank Cbioportal wurden Uberlebenskurven anhand der
Molekiilexpression erstellt und die Uberlebenszeit mittels CIBERSORT mit den
vorhandenen myeloiden Zellpopulationen korreliert.

Ergebnisse: Anhand der FACS-Analyse erfolgte eine Unterteilung der GBM-Patienten
in eine Gruppe mit hdéherem (GBM-hPMNL) und niedrigerem (GBM-IPMNL)
Neutrophilenanteil an der myeloiden Zellpopulation. Eine eindeutige M1/M2-
Polarisierung der Mikroglia/Makrophagen konnte nicht festgestellt werden, jedoch war
eine Hochregulation von CD86, CD45, CD163, TIE2 und HLA-ABC in der GBM-
hPMNL-Gruppe zu beobachten, was auf einen verdnderten Aktivierungsstatus
hinweist. Zudem konnte bei den Mikroglia/Makrophagen eine erhdhte Expression
alternativer proangiogener Faktoren wie CXCL2 und CD13 im Vergleich zur Epilepsie-,
Astrozytom- und GBM-IPMNL-Gruppe gefunden werden. Die Granulozyten der GBM-
hPMNL-Gruppe partizipierten Uber Produktion von IL-8 und CD13 an der
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Angiogenese. Zusatzlich zeigte sich in der GBM-hPMNL-Gruppe eine veranderte
Gefalstruktur mit erhohtem mittleren GefaRdurchmesser und vermehrter Assoziation
der Gefal3e mit Ibal*-Zellen im Vergleich zu den anderen untersuchten Gruppen. Mit
erhohter Neutrophilenfraktion, CD45- und CSF3-Expression sowie IL-8-Produktion im
gesamten GBM war ein Uberlebensnachteil assoziiert.

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen den Einfluss der
myeloiden Zellpopulation in der direkten Tumorumgebung. Die Neutrophilenfraktion
scheint hierbei einen Einfluss auf den Aktivierungsstatus, Phanotyp und die
proangiogenen Eigenschaften der Mikroglia/Makrophagen zu haben, wobei einige
Molekile, die zu potentiellen reziproken Interaktionen beitragen kdénnen, identifiziert
werden konnten. Beide myeloide Zellpopulationen kdnnen durch Partizipation an der
Produktion proangiogener Faktoren zur Angiogenese im humanen GBM beitragen und
so die Entwicklung einer Resistenz gegen die bisherigen antiangiogenen Therapeutika
unterstitzen. Auf dieser Arbeit aufbauende Untersuchungen kénnten somit dazu
beitragen, die Immuntherapien im humanen GBM weiterzuentwickeln und sie unter

Einbeziehung der myeloiden Zellpopulationen anzupassen.

1.2 Abstract

Introduction: The highly malignant glioblastoma (GBM) is characterized by increased
vascularization. Myeloid cells as part of the GBM microenvironment may participate in
the enhanced proangiogenic activity of the tumor and in development of therapy
resistance to antiangiogenic agents. Therefore, the aim of this study was to deepen
the characterization of proangiogenic features of myeloid cells like
microglia/macrophages and neutrophils in human glioblastoma.

Methods: Tissue samples of patients with GBM, astrocytoma °lll and epilepsy were
directly processed postoperative and used for isolation of CD11b* cells by MACS
technology, FACS-staining or immunofluorescence staining on frozen sections. During
FACS-analyses, typical M1/M2 activation markers of microglia/macrophages were
examined depending on groups. Furthermore, proangiogenic factors were analyzed by
Ibal and CD66b costain by immunofluorescence. The association of myeloid cells with
tumor blood vessels as well as vasculature were analysed by CD31-CD66b-lbal co-
staining. RNA was obtained from isolated cells and used for quantitative realtime-PCR

of proangiogenic factors as well as activation markers. To evaluate clinical relevance,

10
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survival data were extracted from online database Cbioportal, analyzed regarding
molecule expression and correlated with present myeloid cell populations by
CIBERSORT.

Results: Based on the neutrophil fraction by FACS-analyses, a classification of GBM
patients into a group with high (GBM-hPMNL) and low (GBM-IPMNL) percentage of
neutrophils was established. While microglia/macrophages could not be assigned to a
specific M1/M2-polarization, upregulations of CD86, CD45, CD163, TIE2 and
HLA-ABC in GBM-hPMNL group were detected, indicating a distinct activated
phenotype. Additionally, microglia/macrophages in this group showed an increased
expression of alternative proangiogenic factors like CXCL2 and CD13. Granulocytes
of GBM-hPMNL-group participated in angiogenesis by expression of IL-8 and CD13.
Moreover, a distinct vessel structure with increased mean diameter and association of
vessels with Ibal* cells were observed in GBM-hPMNL tissues compared to the other
groups. A survival disadvantage was related to higher neutrophil proportion, CD45,
IL-8 and CSF3 expression.

Conclusion: The data of this study demonstrated the importance of myeloid cells in
the tumor microenvironment. The neutrophil fraction seems to have an impact on
activation status, phenotype and proangiogenic features of microglia/macrophages,
Potential molecules responsible for reciprocal interaction between both myeloid cell
populations were identified. Microglia/macrophages and granulocytes are able to
promote angiogenesis in human GBM by expression of alternative proangiogenic
factors and therefore might support the development of therapy resistance to
antiangiogenic agents. Future studies based on this work could improve
immunotherapies by involving the myeloid cells for therapeutic approaches in human
GBM.
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2 Einleitung
2.1 Glioblastoma multiforme
2.1.1 Epidemiologie

Tumorerkrankungen des Zentralnervensystems (6700 Neuerkrankungen im Jahr
2014 [1]) machen im Vergleich zu anderen Tumorerkrankungen einen eher geringen
Anteil der Krebserkrankungen in Deutschland aus. Dennoch entfallen etwa zwei Drittel
der Falle im Erwachsenenalter auf die hochmalignen Glioblastome (GBM) [1].

Die Namensgebung leitet sich dabei von den Gliazellen des Gehirns ab. Diese
unterteilen sich in Astrozyten und Oligodendrozyten, wobei Glioblastome sowohl
Eigenschaften der einen als auch der anderen Gruppe in unterschiedlicher
Auspréagung aufweisen koénnen [2]. Im Moment ist es dabei unklar, ob die GBM aus
multipotenten neuronalen Vorlauferzellen, aus bereits Zelllinien-spezifischen
Progenitorzellen oder aus umprogrammierten differenzierteren Zellen entstehen.
Hierbei wurde gezeigt, dass bereits bestehende Tumorzellen auch bisher nicht
neoplastische Progenitorzellen zu exzessiver Proliferation anregen kénnen [2,3]. Der
Ursprung der GBM stellt sich also genauso heterogen dar wie die Tumore an sich und
tragt nach heutiger Auffassung wahrscheinlich zu dieser Heterogenitat bei [2].
Mehrere Risikofaktoren fir die Entstehung der Glioblastome wurden bereits diskutiert.
Hierbei zeigten sich (berwiegend heterogene Studienergebnisse oder lediglich
schwache Assoziationen wie zum Beispiel mit dem sonst mit der Karzinogenese haufig
vergesellschafteten Risikofaktor des Nikotinkonsums [4]. Die Exposition mit
ionisierenden Strahlen und das Vorliegen hereditarer Krankheiten mit generell
erhohtem Neoplasie-Risiko wie dem Li-Fraumeni-Syndrom, der Neurofibromatose Typ
1 und 2 und dem Turcot-Syndrom stellen bisher die einzigen sicher identifizierten
Risikofaktoren dar [4]. Die Assoziation mit bestimmten Virusinfektionen (z.B. CMV,
EBV) und der Uberdurchschnittlich hohen Exposition mit Tetrachlormethan wird
diskutiert [5-7].

Trotz multimodaler Therapieansatze mit maximal moglicher chirurgischer Resektion,
adjuvanter Radiotherapie und Chemotherapie wird das 5-Jahres-Uberleben meist mit
unter 5% angegeben, auch wenn die Behandlung mit Temozolomid fur die
entsprechende Patientengruppe einen signifikanten Uberlebensvorteil erbrachte [8,9].

In einigen Fallen sind fir jiingere Altersgruppen auch hohere Uberlebensraten mit bis
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zu 20% 5-Jahres-Uberleben berichtet worden [10]. Da die meisten Erkrankungen
jedoch im fortgeschrittenen Lebensalter auftreten, geben die meisten Studien ein

mittleres Uberleben von 12-15 Monaten an [8].

2.1.2 Einteilung der Glioblastome
2.1.2.1 Einteilung nach Kriterien der WHO 2007

Ein Grund fir die schwierige Behandlung der GBM ist die Heterogenitat dieser Gruppe
von Tumoren. Momentan erfolgt die Diagnose und Einteilung aufgrund
histopathologischer Kriterien, die fir den WHO Grad IV nekrotische Gewebeareale und
mikrovaskulére Proliferation vorsehen. Diese mussen aber nicht zwangslaufig mit
molekularen Eigenschaften des Tumors sowie dem Therapieansprechen und der
Uberlebenszeit korrelieren [11]. Weitere histopathologische Unterschiede wie zum
Beispiel kleinzellige Tumore oder Tumore mit oligodendroglialer Komponente kénnen
nach aktuellen Richtlinien der WHO zwar als solche beschrieben werden, die sich
ergebenen detaillierten Unterschiede fur Tumorbiologie, Therapieoptionen oder

Uberlebensvorteile miissen jedoch weiter erforscht werden [11,12].

2.1.2.2 IDH-Mutation und MGMT-Methylierung

Als Neuerung wurde in der WHO Klassifikation 2016 eine Differenzierung der diffusen
Gliome nach IDH-Status eingeflihrt, da beispielsweise gezeigt werden konnte, dass
eine IDH1-Mutationen sowohl mit einem besseren Gesamtuberleben als auch mit
gesteigerter Sensitivitat auf die Chemotherapie mit Temozolomid assoziiert ist,
wahrend eine bloBe Uberexpression des Gens zu einer Resistenz gegen die
Chemotherapie fihrt [13-15]. Die Mutation fuhrt Uber eine Fehlfunktion des
Zitratsaurezyklus letztlich zu einer veranderten Methylierung der DNA und damit zu
einer verminderten Zelldifferenzierung und Uber Aktivierung von Onkogenen zu
gesteigerter Tumorbildung [16]. Ein weiterer Anhaltspunkt fur die grol3e Bedeutung der
genaueren Klassifizierung der Glioblastome ist die MGMT-Promotor-Methylierung, die
in einigen Tumoren auftritt und die ebenfalls ein besseres Ansprechen auf
Temozolomid bedingt [17]. Eine Hoffnung fur zukiinftige Therapien liegt damit auf der
genaueren Klassifikation des zugrunde liegenden Tumorgenoms und den damit
potentiell moglich werdenden zielgerichteten Gentherapien, die als personalisierte

JLargeted therapy“ bezeichnet wird [11]. Zu diesem Zweck wurde in einigen aktuellen
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Studien damit begonnen, die Gen-Landkarten der Tumore zu klassifizieren und in
Datenbanken wie der der TCGA mit anderen Wissenschaftlern zu teilen und dadurch

eine bessere Vernetzung zu schaffen [18—20].

2.1.2.3 Priméare und sekundare Glioblastome

Bisher wurde aufgrund genetischer Unterschiede oft nur eine grobe Einteilung in
sogenannte primare und sekundare GBM vorgenommen. Es wird davon
ausgegangen, dass sich primare Glioblastome neu aus den bereits beschriebenen
Ausgangszellen entwickeln, wahrend die sekundaren Glioblastome einen
Umwandlungsprozess aus niedrigmaligneren Astrozytomen und Oligodendrogliomen
der WHO Stufe Il oder Il durchlaufen. Hierbei zeigen diese sekundéaren Glioblastome
in etwa 80% der Falle die beschriebene IDH1-Mutation. Sie ist jedoch in seltenen
Fallen (<5%) auch bei als ,primar* klassifizierten GBM zu finden [16]. Hier steht zur
Diskussion, ob es sich eventuell um besonders rasch fortschreitende Tumore handeln
konnte, die sich zwar aus Astrozytomen oder Oligodendrogliomen entwickelt haben,
jedoch zu diesem Zeitpunkt nicht klinisch auffallig geworden sind und somit priméar als
Glioblastom identifiziert wurden.

Des Weiteren weisen sekundare GBM haufig eine Mutation im TP53-Gen auf und
zeigen einen kombinierten Verlust des kurzen Armes des Chromosoms 1 und des
langen Arms von Chromosom 19 (1p/19q loss), wahrend primare GBM eher eine
Uberexpression von EGF-Rezeptor, eine PTEN-Mutation oder den Verlust des
Chromosoms 10 zeigen. Etwa 1 von 49 untersuchten Glioblastomen zeigte jedoch eine
Mutation im EGF-Rezeptor und im TP53-Gen, so dass auch hier noch keine
vollkommene Klarheit in Bezug auf die Einteilung vorliegt [21]. Insgesamt treten
sekundéare Glioblastome bei jungeren Patienten auf und zeigen eine langere
Uberlebenszeit. AuRerdem werden sie als homogenere Gruppe beschrieben, wahrend

primare GBM als heterogen gelten [16].

2.1.2.4 Definition von Subgruppen

Rein vom histopathologischen Erscheinungsbild lassen sich primare und sekundére
GBM jedoch nicht voneinander unterscheiden, so dass die molekulargenetische
Untersuchung auch in Hinblick auf die Therapieoptionen an Bedeutung gewonnen hat.
Zudem wird versucht, eine genauere Klassifizierung mit Hilfe mehrerer

molekulargenetischer Marker und Clusterbildung vorzunehmen. Dabei gibt es bisher
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unterschiedliche Bezeichnungen und Vorschlage fir die Anzahl der so definierten
Subgruppen [11]. Oft werden ein klassischer, mesenchymaler, neuraler und
proneuraler Subtyp unterschieden [20]. Eine Studie von Sturm et al. schlagt zum
Beispiel sechs verschiedene Subtypen vor und konnte nicht nur unterschiedliche
Altersverteilungen, sondern auch ein differentes Verteilungsmuster der
Tumorlokalisation zeigen. Obwohl die Datensatze fir die einzelnen Subgruppen
limitiert waren, ergaben sich Hinweise auf Unterschiede in der Uberlebenszeit der
Patienten [22].

2.1.3 Charakteristika des Glioblastoms
2.1.3.1 Allgemeine Charakteristika

Ein Grund fir die hohe Malignitat des GBM wird neben der Heterogenitat in den
Charakteristika des Tumors gesehen. Der Tumor wachst infiltrativ in das umliegende
Hirngewebe ein, wobei er auch praformierte Strukturen wie Gefalie oder Nerven nutzt,
um daran entlang zu wachsen [23]. Dies macht eine vollstandige Resektion selbst bei
kleineren oder noch nicht hoch malignen Gliomen unmaéglich, ohne dem umliegenden
Hirngewebe einen massiven Schaden zuzufiigen. Zudem wird fir das exzessive
Wachstum eine gute Nahrstoffversorgung bendtigt, welche das fur die histologische
Diagnose vorgesehene Kriterium der mikrovaskularen Gefal3proliferation erklart. Im
Zusammenhang mit den im priméaren wie auch im sekundaren GBM vorkommenden
genetischen Alterationen stehen auch vielfaltige Auswirkungen auf zellulare
Signalwege, die auf Hypoxie der Zellen reagieren, neue Gefal3e bilden oder bereits
vorhandene GefalRe zum Aussprossen anregen. In weniger gut mit N&hrstoffen
versorgten Regionen kommt es zur Nekrosenbildung und den ebenfalls typischen
Pseudopalisaden (Abb. 2-1) [11,24].
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Abb. 2-1 Charakteristika des Glioblastoms modifiziert mit Abbildung von
Pseudopalisadenbildung aus [25] und infiltrativem Wachstum aus [26] nach Robertson et al.
[27].

2.1.3.2 Angiogenese im Glioblastom

Mikrovaskulare  Gefal3proliferationen sind eines der histopathologischen
Diagnosekriterien des Glioblastoms [12]. Es wurden mehrere Mechanismen
identifiziert, durch die die Vaskularisierung im GBM gesteigert werden kann: Zunéchst
wurde postuliert, dass sich die Tumorzellen um bereits bestehende GefalRe herum
gruppieren und diese fur ihr Wachstum nutzen oder dass Tumorzellen an diesen
GefalRen entlangwandern [28,29]. Eine Induktion der Angiogenese erfolgt Gber die
Hochregulation der proangiogenen Faktoren VEGF, FGF, PDGF und Angiopoietin 2
(Ang-2), die Uber ihre Rezeptoren zu einer Destabilisierung bestehender Gefale mit

Verlust der Zell-Zell-Verbindungen und einer Proliferation endothelialer Zellen mit
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Aussprossung neuer GefalRe fuhren [29-31]. Zur Degeneration der bestehenden
Strukturen tragen hierbei auch Matrixmetalloproteinasen bei [32,33]. Zudem wird eine
Beteiligung von endothelialen Vorlauferzellen, die in den Tumor rekrutiert werden, und
dort zur Vaskulogenese beitragen, diskutiert [31]. Auch Glioblastomzellen selbst
kénnen Uber die Imitation von Gefalizellen zur Angiogenese beitragen. Hierbei kénnen
Tumorzellen in das Gefal3netzwerk integriert werden und eine Art Mosaik bilden, wobei
sie keine endothelialen Marker exprimieren oder aber eine endotheliale
Transdifferenzierung durchlaufen, an deren Ende die Tumorzellen im Mausmodell
GFP als Tumormarker zusammen mit endothelialen Zellmarkern exprimieren und
Gefale bilden [31]. Doch nicht nur die Glioblastomzellen, sondern auch Immunzellen
der Mikroumgebung des Tumors kénnen proangiogene Faktoren sezernieren und
damit zur Vaskularisierung des Tumors beitragen. Gliom-assoziierte Mikroglia und
Makrophagen wurden im Mausmodell, in vitro und in einigen humanen Studien bereits
auf ihre proangiogenen Eigenschaften hin untersucht [34—36]. FUr Tumor-assoziierte
Neutrophile wurden in letzter Zeit ebenfalls Studien publiziert, die ihr proangiogenes
Potenzial in anderen Tumormodellen und ihren moglichen Beitrag zur Angiogenese im
Glioblastom untersuchen [37—-40]. Eine genauere Beschreibung des Beitrags dieser

myeloiden Zellen zur Angiogenese findet sich in den Abschnitten 2.2.1.5 und 2.2.2.2.

Da die starke Vaskularisierung als eine der Schlisseleigenschaften fur das rasante
Wachstum und die Malignitdt des Glioblastoms identifiziert wurde, wurden in den
letzten Jahren auch anti-angiogene Therapien zum Beispiel mit Bevacizumab oder
Sunitinib erforscht, die jedoch nach initial vielversprechenden Ergebnissen mit einer
Verlangerung des  progressionsfreien  Uberlebens  keinen  signifikanten

Gesamtuberlebensvorteil zeigen konnten [41,42].

2.1.4 Immunzellen im Mikromilieu des Glioblastoms

Neben den Tumorzellen reichern sich auch Immunzellen im intratumoralen Gewebe
an (Abb. 2-2). Hierbei wurde gezeigt, dass Mikroglia und Makrophagen tber 30% der
Zellen im Tumor ausmachen kénnen [43-45]. Zudem wurde eine Infiltration von
Lymphozyten und Neutrophilen ins Tumorgewebe beschrieben [46-48]. Insgesamt
wird den Zellen im sogenannten Mikromilieu des Tumors eine bedeutende Rolle bei
der Regulation des Tumorwachstums und dem Ansprechen auf Therapien
zugeschrieben [46,49,50].
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Abb. 2-2 Immunzellen in der Mikroumgebung des Glioblastoms modifiziert nach [51].
Verschiedene Zellen des Immunsystems bilden ein komplexes Interaktionsnetzwerk im Tumor
und kommunizieren nicht nur untereinander, sondern auch mit Tumorzellen, Neuronen,

Astrozyten und Gefalien.
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2.2 Immunzellen in der Mikroumgebung des Glioblastoms
2.2.1 Mikroglia und Makrophagen

2.2.1.1 Allgemeine Ubersicht

Mikroglia werden haufig als die ,Makrophagen des Gehirns®“ bezeichnet und wurden
somit als spezielle ortsansassige Gewebemakrophagen wie zum Beispiel auch die
Kupffer-Sternzellen der Leber klassifiziert. In neueren Studien konnte jedoch im
Mausmodell gezeigt werden, dass Mikroglia nicht wie andere Makrophagen aus
hamatopoetischen Vorlauferzellen entstehen, sondern eine eigene Zelllinie bilden. Es
wurde gezeigt, dass am achten Tag der Embryonalentwicklung der Maus
Progenitorzellen aus dem Dottersack auswandern und ins Neuralrohr gelangen. Auf
dem Weg dorthin erfolgt eine weitere Differenzierung und sie bilden schlie3lich die
Ausgangszellen fur die sich im weiteren Lebensverlauf selbst erneuernde Mikroglia-
Population [52,53]. Nur ein kleiner Anteil der Zellen wird spater durch Makrophagen
mit Ursprung im Knochenmark erganzt [52,54]. Insgesamt machen Mikroglia etwa 10%
der Zellen des Gehirns aus, wobei mehr Zellen in der weil3en als grauen Substanz zu
finden sind [55,56]. Mikroglia gehdren wie auch die Makrophagen zu den Immunzellen,
welche mithilfe spezieller Oberflachenmolekile wie TLR (toll-like receptors), PRR
(pattern recognition receptors), non-TLR (non-toll-like receptors) und NOD (nucleotide-
binding oligomerization domain) - Proteinen Pathogene identifizieren und Abwehr-
reaktionen gegen diese in die Wege leiten kbnnen [57].

2.2.1.2 Differenzierungsmarker

Letztendlich haben Mikroglia, Monozyten und Makrophagen zwar alle eine spezifische
Gensignatur, die auf ihre unterschiedliche Differenzierung zuriickzufiihren ist, es ist
jedoch schwierig sie im Hirngewebe voneinander zu unterscheiden [53]. In den letzten
Jahren wurden verschiedene Differenzierungsmaglichkeiten vorgeschlagen, jedoch
auch stark diskutiert und fir Tumormodelle zudem widerlegt. Eines dieser
Unterscheidungskriterien ist die per FACS im Nagetiermodell etablierte Farbung von
Oberflachenmolektlen wie CD11b und CD45.

Ein gemeinsamer Marker beider Zelltypen ist CD11b, welcher jedoch auch auf anderen
Zellen der myeloiden Linie wie zum Beispiel neutrophilen Granulozyten exprimiert wird

[58]. CD45 ist ein weiterer Oberflachenmarker, der sowohl auf Mikroglia als auch
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Makrophagen zu finden ist, da er als allgemeiner Leukozytenmarker gilt. CD45
vermittelt seine Funktion Uber die an den Oberflachenrezeptor gebundene
Tyrosinphosphatase und spielt eine entscheidende Rolle bei der Zellaktivierung
[59,60]. Zwar sind diese beiden Molekile sowohl auf Mikroglia als auch Makrophagen
vorhanden, jedoch konnte im Nagetiermodell gezeigt werden, dass es zwei
verschiedene Expressionsmuster gibt. Eine Zellpopulation weist hierbei eine starkere
Expression des Oberflachenmarkers CD45 (CD45"9") auf, wahrend die anderen Zellen
zwar auch positiv gefarbt werden konnen, jedoch ein deutlich schwacheres Signal
emittieren  (CD45'°%). Hierbei wurde die CD45"d"-Population mit dem
Expressionsmuster peripher eingewanderter Makrophagen verglichen und mit diesen
gleichgesetzt, wahrend die CD45'°"-Population als Mikroglia beschrieben wurde
[61,62]. Es konnte jedoch auch gezeigt werden, dass sich diese Expressionslevel unter
bestimmten Umstanden angleichen kénnen, was dazu flihrt, dass die Unterscheidung
der Zellen mittels CD45 gerade in Krankheitsmodellen mit mdglicher oder
wahrscheinlicher Destruktion der Blut-Hirn-Schranke - wie Tumoren - eine unsichere
Unterscheidungsmethode darstellt [63]. Ahnliches wurde fiir das SPARC Glykoprotein
und TREM-2 gezeigt, wobei hier auch auf Unterschiede der Mikroglia-Konstitution in
verschiedenen Abschnitten des Gehirns hingewiesen wird [55,56,64]. In vielen Studien
wurde versucht, ein molekulares, fir Mikroglia typisches Expressionsmuster zu finden,
was die Abgrenzung von eingewanderten Makrophagen zulésst. Zusammenfassend
lasst sich jedoch sagen, dass es weder einen einheitlichen aktivierten oder inaktiven
Zustand der Zellen gibt, noch einen Zelltypen, dessen Expressionsmuster fur
samtliche Regionen des gesunden Gehirns einheitlich ist, wohl aber Tendenzen zu
Unterschieden von Mikroglia und Makrophagen in Molekilexpression und
Aktivierungsstatus [65—67].

Als typisches Oberflachenmolekll wird auRerdem Ibal angegeben, wobei dieses
spezifisch fur Mikroglia und Makrophagen ist [68]. Zusammen mit Ibal wurde eine
Hochregulation des scavenger Rezeptors CD68 und des humanen
Leukozytenantigenkomplexes (HLA-DR) auf aktivierten Mikroglia/Makrophagen
beschrieben [69]. Uber die kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 werden
T-Zell-Aktivierung und im Falle von Mikroglia auch eine Anderung des Phanotyps in

Richtung Antiinflammation vermittelt [70].
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2.2.1.3 Physiologische Funktion der Mikroglia

Im gesunden Gewebe weist der Phanotyp der Mikroglia lange Fortsatze auf, die die
Zelle wie ein Netzwerk umgeben. Sie wurden lange Zeit als ,ruhende” Zellen
beschrieben. In jungerer Zeit wurde jedoch gezeigt, dass die Mikroglia in diesem
,suhenden® Status Uberaus aktiv und agil sind. So bewegen sich die Zellfortsatze
standig, treten in Kontakt mit umliegenden Zellen und wirken am Signalaustausch mit,
so dass unter anderem eine direkte Reaktion auf Parenchymverletzungen erfolgen
kann [71,72]. AuBBerdem Ubernehmen Mikrogliazellen Uber Phagozytose eine
Synapsen-modulierende Funktion (Abb. 2-3) [73].
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Abb. 2-3 Ubersicht iiber die physiologische Funktion der Mikroglia (modifiziert nach [74]).

2.2.1.4 Funktion der Mikroglia/Makrophagen in Krankheitsmodellen

Aber auch wahrend verschiedener Erkrankungen spielt die Mikroglia eine
entscheidende Rolle. Bereits der Erstbeschreiber der Mikroglia, Dr. Rio-Hortega,
identifizierte eine drastische Veréanderung des Phanotyps der Zellen in der
Silbernitratfarbung, wenn Hirnpathologien vorlagen: Die vormals ,ruhenden”
Mikrogliazellen mit ihren charakteristischen langen Fortsatzen machten eine

Transformation durch, in deren Verlauf sich die Fortsatze zurtickbildeten, die Zellleiber
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deutlich an GroRRe gewannen und somit von ihm auch als amdboid bezeichnet wurden.
In diesem aktivierten Zustand sind die Zellen in der Lage, sich zu der jeweiligen Lasion
— zum Beispiel Tumor, Trauma, Entzindung oder hypoxischem Areal — zu bewegen
[75]. AuBRer den beschriebenen morphologischen Anderungen kommt es zu
Veranderungen der Molekulexpression und der Funktion der Mikroglia, zum Beispiel
mit Regulation von CD163, CD14 oder MHC Il [76].

Uber Adaptorproteine werden die Stimuli der Oberflachen-Rezeptoren weitervermittelt.
Es wird ein Signalnetzwerk aus Kinasen aktiviert, welche wiederum
Transkriptionsfaktoren beeinflussen und im Endeffekt zu einer proinflammatorischen
Zellantwort fuhren kénnen. In diesem Zuge werden typischerweise Molekile wie
Tumornekrosefaktor a (TNF-a), Interleukine (IL-1B3, IL-12, etc.), Chemokine,
Interferon y (IFN-y) und Proteinasen sezerniert, die wiederum zur Immunreaktion
beitragen und auch andere Abwehrzellen rekrutieren kénnen [75,77]. Nach Abwehr
der pathogenen Faktoren und Phagozytose untergegangener Zellen durch die
Mikroglia, kann sich deren Aktivierungsstatus andern. Es steht nicht mehr eine
proinflammatorische Funktion im Vordergrund, sondern es werden vermehrt
antiinflammatorische Zytokine produziert, welche zur Wiederherstellung des
ursprunglichen Gewebes und dessen Gleichgewicht unabdingbar sind. Zu diesen
Molekulen zahlen unter anderem die Interleukine IL-4, IL-13 und IL-10 sowie
Osteopontin und der sogenannte transforming growth factor TGF-B, welche zum
Beispiel von regulatorischen T- Zellen produziert werden und Mikroglia und
Makrophagen in ihrem Aktivierungsstatus beeinflussen kénnen [57,78,79]. Aufgrund
der unterschiedlichen Funktionen und Expressionsprofile der Mikroglia und
Makrophagen haben sich die Bezeichnung M1- oder klassischer Aktivierungsstatus -
fur einen proinflammatorischen und M2- oder alternativer Aktivierungsstatus - flir einen
antiinflammatorischen Phé&notypen herausgebildet [80]. Dabei wird die RNA-
Expression von Socs2, Argl, Mrcl, Chi3l3, CD163, TGF-B, IL-4, IL-10,
Fizz-1, und Ccl2 dem M2-Typen zugeordnet, wahrend Nos2, IL-12a, IL-128, IL-16, IL-
6, IL-23, TNF-a und Ciita den M1-Phénotyp beschreiben [36,78,80]. Wéahrend
M1-Mikroglia und Makrophagen also den als Thl bezeichneten Signalweg uber die
Sekretion von Lymphozyten anlockenden Chemokinen wie CXCL9 und CXCL10
triggern, produzieren M2-aktivierte Zellen Botenstoffe wie CCL17, CCL22 und CCL24,
die Eosinophile, Basophile und regulatorische T-Zellen anlocken kénnen [36]. Jedoch

wurde mehrfach darauf hingewiesen, dass dies eher eine vereinfachte Unterteilung ist
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und das Bild der Mikroglia- und Makrophagen-Funktion sich vor allem in
Krankheitsmodellen und in Interaktion mit anderen Zellen als wesentlich komplexer
darstellt, so dass die kategorische Unterteilung in M1- und M2-Phanotyp teilweise

diskutiert und von einigen Experten geraten wird, diese wieder zu verlassen [81,82].

2.2.1.5 Tumor-assoziierte Mikroglia und Makrophagen (TAM)

In mehreren Tumormodellen wurde das Zusammenwirken des Tumors und seiner
unter anderem aus Immunzellen bestehenden Mikroumgebung bereits beschrieben
und flr viele Entitaten auch gezeigt, dass Makrophagen sich in der unmittelbaren
Tumorumgebung anreichern. Dies korreliert bei Gliomen mit dem Grad der Malignitat
[35,83]. Da Immunzellen normalerweise dazu dienen, kdrperfremde oder zum Beispiel
durch Virusinfektion oder Entartung veranderte Zellen zu erkennen und zu bekampfen,
wirkt die unter anderem durch Tumorzellen bedingte Anlockung von Makrophagen
zunachst paradox. Es konnte jedoch bereits in mehreren Studien gezeigt werden, dass
Tumor-assoziierte Makrophagen auch Funktionen wahrnehmen konnen, die das
Tumorwachstum auf vielfaltigem Wege unterstitzen kdnnen, statt es einzudammen
(Abb. 2-4).
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Abb. 2-4 Ubersicht tumorsupportiver Funktionen von TAMs am Beispiel des
Glioblastoms (modifiziert nach [84]).
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Es konnte zudem gezeigt werden, dass unterschiedliche Tumore verschiedene
Verteilungsmuster der prozentualen Differenzierung in  M1- oder M2-
Phanotypenrichtung aufweisen. So wird in kolorektalen Tumoren haufiger eine
Differenzierung in M1 Richtung beobachtet, wahrend zum Beispiel Brustkrebs oder
Hirntumore aufgrund ihres weniger pathogenassoziierten Kompartiments eine
Auspragung des M2-Expressionsmusters zu begunstigen scheinen [85]. Jedoch zeigt
sich auch hier keine Statik, sondern ein flieRender Ubergang zwischen beiden
Extremauspragungen der Phanotypen und eine jederzeit moégliche Anpassung an
geanderte Umwelteinfllisse [85].

Die Faktoren, die zur Anreicherung der Makrophagen im Tumor flihren, sind vielfaltig.
So konnte in Studien zum Beispiel die chemotaktische Wirkung von MCP-1 (CCL2),
M-CSF (CSF1), GM-CSF (CSF2), CXCL12 und EGF auf Mikroglia/Makrophagen in
verschiedenen Gliommodellen identifiziert werden [86—88].

Zudem wurde gezeigt, dass TAMs verschiedene Faktoren sezernieren, die die
Invasivitdt von Tumoren steigern konnen. Im Kontext der GBM zé&hlen dazu unter
anderem IL-6, IL-10, IL-18, SDF-1, TGF-B, Fibronektin, Vitronektin, CXCL12 und
Matrixmetalloproteinasen, von denen MMP-2 und MMP-9 am besten untersucht sind
[87,89-93]. Zytokine wie CXCL12 kénnen zudem die Uberlebenszeit der Tumorzellen
steigern [94]. In anderen Entitdten konnte nachgewiesen werden, dass TAMs einen
Einfluss auf die Metastasierung eines Tumors haben kdnnen und eine Inhibition von
Rezeptoren der Makrophagen im Tumormodell zu einer Reduktion von Metastasen,
zu einer Verlangerung der Uberlebenszeit und sogar zu einer Verbesserung des
Ansprechens auf Chemotherapie fuhren kénnen [95,96].

Immundepressive Mediatoren wie PGE2 hemmen weitergehende proinflammatorische
Reaktionen anderer Zellen und unterstitzen so das Tumorwachstum [35]. Eine weitere
tumorsupportive Eigenschaft der TAMs ist eine immunsuppressive Wirkung. In
Gliomen konnte hier eine gesteigerte TGF-B Sekretion bei Mikroglia/Makrophagen
gezeigt werden, die Uber eine Herunterregulation von CD80, CD86 und MHC Il zu
einer Reduktion der phagozytischen Aktivitat fihrt [91,97]. Auch das als M2-Marker
geltende IL-10 wirkt Gber die Inhibition von Antigenprasentierenden Zellen und der
Proliferation von T-Lymphozyten sowie die Induktion regulatorischer T-Zellen
immunsuppressiv und damit tumorsupportiv [98,99].

Zudem konnen proangiogene Faktoren wie FGF, VEGF, PDGF, TGF- oder IL-8 durch
TAMs freigesetzt werden und die vorhandene Gefal3struktur modulieren, aber auch
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eine Neovaskularisierung anregen. In beiden Fallen profitiert der Tumor durch die
verbesserte Nahrstoffversorgung [35,36,100]. Die Hochregulation proangiogener
Faktoren wie VEGF und CXCL2 wurde im Mausmodell bereits gezeigt [34]. Zudem
konnte fir IL-6 und IL-8 nachgewiesen werden, dass diese Interleukine im
Gliommodell von Mikroglia/Makrophagen exprimiert werden und die Angiogenese und
das Tumorwachstum férdern [101,102]. Sowohl IL-1 und IL-6 als auch TNF kdnnen
zum Beispiel Uber eine VEGF-Hochregulation die Angiogenese steigern [103]. Der
Einfluss auf die Uberlebenszeit scheint sich jedoch nicht pauschalisieren zu lassen, da
in bestimmten Tumormodellen auch eine positive Korrelation des Uberlebens mit dem
Auftreten von TAMs oder bestimmten Subpopulationen beobachtet werden
konnte [36].

Die Bedeutung der TAMs im Glioblastom wird dadurch verdeutlicht, dass in einer
Studie mittels CSF-1R Behandlung sowie zugesetztem GM-CSF und IFN-y die
Depletion der TAMs verhindert und das Expressionsmuster in Richtung des M2-Typs
verschoben werden konnte, was bei proneuralen Gliompatienten mit einem besseren

Gesamtuberleben assoziiert war [104].

2.2.2 Neutrophile Granulozyten
2.2.2.1 Allgemeine Ubersicht

Neutrophile Granulozyten sind Zellen des nativen Immunsystems und machen bis zu
70% der Leukozyten des Menschen aus. Sie werden auch als polymorphnukleare
Zellen (PMN) bezeichnet. Neutrophile Granulozyten entwickeln sich im Knochenmark
uber mehrere Differenzierungsschritte aus hamatopoetische Stammzellen. Nach
einem Reifungsprozess gelangen diese schlief3lich in die Blutbahn und zirkulieren dort
fur ein bis funf Tage. Wenn sie in dieser Zeit keinen Stimulus zum Beispiel aufgrund
einer Inflammation erfahren, verlassen sie die Blutbahn wieder und werden nach
Apoptose durch Makrophagen abgebaut [105,106]. Charakteristisch fur die reifen
Neutrophilen sind ihre segmentierten Zellkerne. In der Blutbahn sind sie in der Lage,
Uber Produktion verschiedener Zytokine, T-Zellen zu rekrutieren und auch ihre eigene
Freisetzung aus dem Knochenmark und Granulopoese zu férdern [106].

Granulozyten besitzen mehrere Granula und sekretorische Vesikel, in denen
antimikrobielle Enzyme wie Elastase, Myeloperoxidase, Defensine, Cathelicidine und

Matrixmetalloproteinasen enthalten sind. Inzwischen wurden viele verschiedene
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Subpopulationen von Neutrophilen unterschieden, die sich anhand spezifischer
Expressionsmuster von Oberflachenmolekilen unterscheiden. So konnte unter
anderem gezeigt werden, dass Neutrophile, die das Knochenmark gerade erst
verlassen haben, eine andere Signatur aufweisen als solche, die sich bereits seit
sechs Stunden in der Zirkulation befinden. Auch jene neutrophile Granulozyten, die
sich im Gewebe befinden, zeigen eine andere Variation von Rezeptorexpressionen,
wobei spezifische Gewebe wie Lymphknoten (CCR7, LFA-1, CXCR4) und Milz
(CD62L'°%, CD11b"9", ICAM-1Mdh) wieder spezifische Expressionsmuster zu initiieren
scheinen. Ein CD49dMdh CXCR4Mdh VEGFR1-Subtyp konnte mit gesteigerter
Angiogenese-Aktivitat assoziiert werden. Diese Modifikationen kénnen unter anderem
aufgrund von Faktoren wie bakterielle Infektion oder HIF-1a als Indikator fur Hypoxie,
denen die Neutrophilen ausgesetzt sind, hervorgerufen werden [105-108].
Insgesamt  werden Neutrophile als CD14™ CD15* CD16" CD66b* definiert
[109]. Durch sogenannte Chemoattractants wie fMLF, Zytokine mit ELR-Motiv wie
CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCLS5 und IL-8 oder C5a werden die Neutrophilen einem
Gradienten folgend zu ihrem Wirkort rekrutiert. Die Aktivierung der Neutrophilen kann
unter anderem Uber N-Formyl-Peptide erfolgen, die ihre Wirkung Uber PRRs (pattern
recognition receptor) wie FPR1 (formyl peptide receptor 1) entfalten. Zusatzlich
exprimieren Neutrophile auch Rezeptoren der TLR-Familie, CLEC7A, CLEC2, RIG-I
und MDAS5, welche ebenfalls als PRR klassifiziert werden [37,110]. Neben ihrer
altbekannten Tatigkeit des Erkennens und Phagozytierens von korperfremden Zellen
wie Bakterien, wurde in den letzten Jahren sukzessive auch die Fahigkeit der
Neutrophilen selbst zur Produktion von Zytokinen erforscht. Hierbei kdnnen sie nicht
nur selbst eine grol3e Anzahl dieser Immunmodulatoren fur die systemische Antwort
freisetzen und somit auf diese einwirken, sondern auch durch autokrine
Ruckkopplungsschleifen ihre eigene Aktivitat beeinflussen [111-113].

Zudem kann eine Kommunikation mit anderen Zellen und sogar eine Verlangerung
des Uberlebens von Makrophagen initiiert werden. Dies wird vor allem tiber IL-1B, IL-6,
G-CSF, GM-CSF und IFN-B vermittelt [37,114]. Auch mit dendritischen Zellen,
Lymphozyten und natlrlichen Killerzellen erfolgt eine Interaktion. So kodnnen
regulatorische T-Zellen und Twl7-Zellen durch Ausschittung von IL-8 Neutrophile
anlocken. ydT-Zellen induzieren in Neutrophilen wiederum die IL-8-Produktion und
damit mdglicherweise ihre eigene Rekrutierung, aber auch eine Hochregulation von

CD64 und HLA-DR, was einem erhohten Aktivierungsstatus entspricht und auch fur
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eine verlangerte Uberlebenszeit sorgt. Insgesamt ergibt sich ein Netzwerk intensiver
bidirektionaler Kommunikation, gegenseitiger Stimulierung und Rekrutierung [37].
Neutrophile sind in der Lage Uber PRMs (pattern recognition molecules) eine humorale
Antwort des nativen Immunsystems zu bewirken. Diese PRMs umfassen Collectine,
Ficoline und Pentraxine, welche antikdrperdhnliche Molekile darstellen und mit
mikrobiellen Strukturen interagieren. Ihre Wirkung wird vor allem tber die Aktivierung
des Komplementsystems vermittelt. Einige dieser Molekule wie zum Beispiel M-Ficolin
konnen jedoch auch Bestandteil der sogenannten ,Extrazellularen Fallen® (neutrophil
extracellular traps; NET) sein [37]. Diese wurden 2004 erstmals beschrieben und
scheinen bei vielen pathologischen Prozessen wie dem Entstehen von Thrombosen,
vaskularer Inflammation, sowie Erkrankungen der Lunge (TRALI, COPD),
Autoimmunitat und Tumoren in Zusammenhang zu stehen [107,115-117].
Inzwischen wurde die Funktion von neutrophilen Granulozyten in vielen weiteren
Krankheitsbildern neben klassischen Entzindungsreaktionen untersucht. Auch in
mehreren Tumormodellen wurde die Zugehorigkeit von Neutrophilen zum
Tumorumfeld beschrieben und ihre Rolle in diesem Zusammenhang in den letzten
Jahren zunehmend diskutiert [37,118-120].

2.2.2.2 Tumor-assoziierte Neutrophile (TAN)

Fir viele Tumorentitditen wurde bereits beschrieben, dass bei Patienten eine
Neutrophilie im Blut festgestellt werden konnte und dass diese auch bis auf wenige
Ausnahmen mit einer eingeschrankten Prognose korreliert [36,121,122]. Daftr wird
unter anderem eine Erhéhung von G-CSF verantwortlich gemacht [123]. In letzter Zeit
sind jedoch auch die intratumoralen Neutrophilen in den Fokus der Aufmerksamkeit
geruckt. Hier konnte fir einige Mausmodelle die Beobachtung gemacht werden, dass
Neutrophile sich in frihen Tumorstadien nur in dessen Peripherie anreichern und erst
im Laufe des Tumorprogresses ins Zentrum des Tumors wandern [124].

Wie bereits fur Makrophagen aufgrund unterschiedlicher Expressionsmuster von
Molektlen, die eher einem pro- oder antiinflammatorischen Phanotyp zugeordnet
werden koénnen, beschrieben, wurde eine &hnliche Nomenklatur fur Neutrophile
eingefuhrt. Wahrend der durch TGF-B-Inhibition induzierbare N1-Typ eher
proinflammatorisch und somit antitumoral wirksam ist, kann durch TGF-B3-Expression

ein protumoraler N2-Typ induziert werden (Abb. 2-5).
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Abb. 2-5 Ubersicht der Neutrophilen-Funktion in N1/N2-Polarisierung (modifiziert nach
[38]). Ahnlich der M1/M2-Klassifikation von Makrophagen, weisen N1-Neutrophile
antitumorale Charakteristika auf, wahrend die N2-Polarisation tumorsupportive Eigenschaften

zeigt.

Der N1-Typ erscheint dabei hypersegmentiert, durch héhere Level von TNF-a, CCL3,
ICAM1, NO und H202 und niedrigere Expression von Arginase 1 mit gesteigerter
Zytotoxizitat assoziiert zu sein und vor allem in friihen Tumorstadien aufzutreten, was
fur eine Veranderung oder ,Umprogrammierung® wahrend der Tumorprogression
spricht [37,124]. Passend dazu konnte in Studien gezeigt werden, dass je nach
Stadium des Tumors eine TGF-B-Inhibition auch den gegenteiligen Effekt zeigen und
die Tumorprogression fordern kann [125,126]. Eine eindeutige Differenzierung beider
Phanotypen anhand eines Markerprofils ist zur Zeit jedoch noch nicht méglich
[126,127].

Zudem konnte auch in Mausmodellen gezeigt werden, dass in bisher nicht durch
Metastasen betroffenen Organen ein erhdhtes Aufkommen an Neutrophilen zu
vermerken ist und diese zu einer gesteigerten Metastasierungsrate beitragen
konnen [36].

Neben der direkten Interaktion von Tumorzellen und TANs kénnen diese auch mit
anderen Immunzellen kommunizieren. Hervorzuheben ist hierbei unter anderen die
Sekretion von CCL17 aus TANSs, die zur Rekrutierung von regulatorischen T-Zellen in
den Tumor fuhrt und wiederum zu einem immunsuppressiven Tumormilieu beitragt
[36]. Im Glioma-Mausmodell konnte eine erh6hte Neutrophilenfraktion im Tumor mit
einer gesteigerten Resistenz gegen anti-VEGF-Therapien korreliert werden. Dieser

Mechanismus wurde auf Neutrophilen-induzierte S100A4-Uberexpression der
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Tumorzellen zurtckgefuhrt [40]. Auch die direkte VEGF-A-Produktion durch
neutrophile Granulozyten kann in vivo Uber eine Hochregulation von CXCL1 zur
Angiogenese beitragen. In einem Xenograft-Modell der Maus konnte gezeigt werden,
dass eine gesteigerte Verfugbarkeit von G-CSF eine erhthte Expression von BV8
(Prokineticin 2) bei Neutrophilen hervorruft und dies zu vermehrter angiogener Aktivitat

im Tumor beitragt [37,128] (Abb. 2-6).
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Abb. 2-6 Ausschnitt der vielfaltigen Interaktionen von TANs mit Tumorzellen und

anderen Immunzellen (modifiziert nach [129]).

Die Neutrophilen-Depletion wurde dabei h&ufig als Kontrollmechanismus eingesetzt
und zeigte eine Reduktion der zuvor beobachteten Effekte sowie eine Reduktion der
Angiogenese, des Tumorwachstums und der Metastasierungsrate in verschiedenen
Tumormodellen. Es wird jedoch gleichzeitig darauf hingewiesen, dass die meisten
Erkenntnisse im Tiermodell gewonnen wurden und die Ubertragung auf das humane
System nur eingeschrankt erfolgen kann [36].

Bei all den verschiedenen Ansatzen, Tumorentitaten und Modellen zeichnet sich
bereits jetzt ein hochkomplexes Interaktions-Netzwerk der TANs mit den Tumorzellen

und anderen Zellen der Tumorumgebung ab.
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2.2.3 Fragestellung

Trotz intensiver Bemihungen und vielen Fortschritten sowohl in der Tumorforschung
als auch im Feld der Immunologie ist es bisher nicht gelungen, einen kurativen
Therapieansatz fur Glioblastom-Patienten zu finden. Neben den eigentlichen
Tumorzellen riucken jedoch die Zellen im Umfeld des Tumors, das sogenannte
Microenvironment, zunehmend in den Fokus und es wird klar, dass eine Bekampfung
der Tumorzellen allein, ohne die Kenntnis des komplexen Netzwerks von Signalwegen
und gegenseitiger Zellinteraktion, kaum moglich ist. Initial vielversprechende
Therapieansatze wie Blockaden von Angiogenese-Signalen oder Chemotherapie
blieben ohne den erwtinschten Erfolg oder hinter den Erwartungen zurick. Es konnten
in den vergangenen Jahren eine Vielzahl von mdglichen Interaktionen und
Signalkaskaden aufgedeckt werden, die zur Tumorprogression beitragen und diese
sowie die Metastasierung beschleunigen. Jedoch sind viele Kenntnisse der Interaktion
von Immunzellen und Tumor in verschiedenen Tumormodellen gewonnen worden, die
sich nicht ganzlich kongruent auf das immunpriviligierte Gewebe des
Zentralnervensystems Ubertragen lassen. Zum anderen entstammen viele Kenntnisse
Uber Interaktionen in vitro Experimenten oder Tiermodellen, was zu berechtigter
Vorsicht bei der direkten Ubertragung der Ergebnisse ins humane System fiihrt.

In unserer Arbeitsgruppe wurde in den letzten Jahren die Auswirkung der Interaktion
von Mikrogliazellen auf die Angiogenese und der damit verbundenen
Tumorprogression im Glioblastom-Mausmodell untersucht. Es konnten Molekiile wie
CXCL2, IL-8 und CD13 identifiziert werden, die angiogenes Potenzial aufwiesen und
alternative Signalwege darstellen, die von klassischen Angiogenese-Molekilen wie
VEGF weitgehend unabhangig agieren kdnnen und somit auch einer VEGF-Blockade
entgehen kdnnen [34]. Inwiefern Mikroglia/Makrophagen diese Molekule auch im
humanen Glioblastom exprimieren und welchen Einfluss dies auf die Gefal3struktur im
Tumorgewebe hat, war bisher unklar. Auch das angiogene Expressionsprofil von
Tumor-assoziierten Neutrophilen im humanen Glioblastomgewebe war bisher kaum
erforscht.

Ziel dieser Arbeit war es, Uber die Analyse von direkt postoperativ prozessierten
Gewebeproben von Glioblastom-, Astrozytom °lll- und Epilepsiepatienten weitere
Einblicke in die Komposition der myeloiden Zellfraktion im humanen Glioblastom zu

gewinnen. Durch die Charakterisierung dieser Zellen, ihres Aktivierungsstatus und der
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proangiogenen Expressionsprofile sollte ein besseres Verstandnis fur die
tumorsupportiven Eigenschaften der myeloiden Zellen der Tumormikroumgebung des
Glioblastoms gewonnen werden. Zudem sollten die gefundenen Unterschiede in den
proangiogenen Faktorexpressionsprofilen mit der Gefal3struktur und der Assoziation
mit den myeloiden Zellen korreliert werden, um weitere Hinweise auf die Bedeutung

der myeloiden Zellpopulationen fir die Tumorprogression zu gewinnen.
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3 Material und Methoden

3.1 Aufstellung der verwendeten Geréate, Materialien und Software

Tab. 3-1 Ubersicht iiber die verwendeten Gerate

Gerat

Hersteller

FACS Canto Il

BD Biosciences

Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axio Observer Z1

Carl Zeiss Microscopy GmbH

Inkubator Heraeus BBD620

Thermo Fisher Scientific

Kryostat HM 650

Microm International GmbH
(Thermo Fisher Scientific)

Magnetrihrer MSH basic mit Heizung
(Yellow Line)

IKA (Janke & Kunkel)

Microplate Reader Tecan Infinite®200 PRO

Tecan Trading AG

Neubauer Zahlkammer

LO Laboroptik GmbH

PCR-Cycler T-Gradient

Biometra GmbH

Sicherheitswerkbank HeraSafe

Thermo Fisher Scientific

ThermoMixer comfort Eppenorf AG
Vortex-Genie 2 Scientific Industries
Wippschuttler ,Rocking Shaker* NeoLab

Zentrifuge Heraeus Fresco 17

Thermo Fisher Scientific

Zentrifuge Heraeus Megafuge 1.0R

Thermo Fisher Scientific

Tab. 3-2 Ubersicht iiber die verwendeten Materialien

Materialien Hersteller
Cryotube CryoPure (1,5 ml) Sarstedt
DAKO Fettstift DAKO

Kryostat Objekttrager SuperFrost Plus

R. Langenbrinck GmbH

MACS® magnetische Saulen (LS, MS)

Miltenyi Biotec

MACS® Separator

Miltenyi Biotec

Pipetten (verschiedene Grol3en)

Eppendorf

Pre-Separation-Filter (30 um)

Miltenyi Biotec

Sterile Pipetten-Filter (verschiedene Gro3en)

Merck Millipore

Tab. 3-3 Ubersicht tiber die verwendeten Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung Hersteller

Inhaltsstoff

B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich

2-Mercaptoethanol

CD11b MicroBeads Miltenyi Biotec

An monoklonale Ratte anti-human
CD11b-Antikorper gekoppelte
MicroBeads, stabilisiert in 0,05%
Natriumlésung

DAPI Sigma-Aldrich

4' 6-Diamidin-2-phenylindol

DMEM Gibco®

Hoher Glukose-Anteil, L-Glutamin,

32




3 Material und Methoden

Pyruvat, Phenolrot

DNA Ladder (QuickLoad | NewEngland DNA
1kb) BioLabs GmbH
Ethanol Merck Millipore Ethanol

FcR Blocking reagent
human

Miltenyi Biotec

Gel6st in Stabilisator und 0,05%

Natriumazid

HBSS(+) igchrom Hank Salt Solution mit Ca?*, Mg?*
. o

HBSS() Biochrom AG uzr;k Salt Solution ohne Ca**,

Matrigel ™ BD Biosciences Basis Membran Matrix

Methanol Merck Millipore Methanol

Proteinase, gewonnen aus dem

Proteinase K Sigma-Aldrich Schlauchpilz Tritirachium album
RNAseZAP™ Invitrogen Enthalt Detergent 66
Triton X-100 Sigma-Aldrich t-Oct-CsH4-(OCH2CH2)xOH

Tab. 3-4 Ubersicht tber die verwendeten vorbereiteten Losungen

Bezeichnung

Hersteller

Inhaltsstoff

Zusammensetzung

Antigen Retrieval

Solution Universal

R&D Systems

Lt. Hersteller 3

verschiedene ARS

Vor Nutzung:
Verdinnung 1/10 in

(ARS) Komponenten destilliertem Wasser
: Vor Nutzung:
Brefeldin A LIFE Strji]:tlg;?oﬁ’ Verdinnung 1/1000
TECNOLOGIES in DMEM vor
Methanol
Verwendung
Albumin aus
BSA 0,5% Sigma-Aldrich Rinderserum 5gBSA aufllPBS
(BSA)
. . , Casein (Protein 59 Casein auf 1 |
0 -
Casein 0,5% Sigma-Aldrich aus Kuhmilch) PBS
. . : Casein (Protein 10 g Casein auf 1 |
0, -
Casein 1% Sigma-Aldrich aus Kuhmilch) PBS
PAA Laboratories | Fetales 10 g FCS auf
0,
FCS 10% GmbH Kélberserum 100 ml DMEM
. . : Kaltwasser- 2 g Gelantine auf 1 |
) -
Gelatine 2% Sigma-Aldrich Fischhaut destilliertem Wasser
Gibco Phosphate 2 Tak_al:_stten PBS auf
PBS . . 1 | Millipore®-
Invitrogen™ buffered saline
Wasser
PFA 4% Sigma-Aldrich Paraformaldehyd i%g PFAauf 1l
10 g/20 g/30 g
Saccharose ,
Roth C12H22011 Saccharose in
0 0 0
(10%, 20%, 30%) 100 m| PBS
. . : . 5 g Sapogenin auf
0 -
Saponin 0,5% Sigma-Aldrich Sapogenin 1 BSA 0,5%
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Tab. 3-5 Ubersicht iiber die verwendeten Hersteller-Kits

Bezeichnung Hersteller Inhalt

Papain Neuronal
Tissue Dissociation Kit | Miltenyi Biotec

(P)

Enzym P, Puffer X (steril), Puffer Y
(steril), Enzym A, Puffer A

Lyse-Puffer, Wasch-Puffer I, Wasch-
PureLink™ RNA Mini Thermo Fisher Puffer Il, RNase-freies Wasser, Spin
Kit Scientific Catridge mit Collection Tube;
Collection Tube, Recovery Tube

gDNA Wipeout Puffer, Quantiscript

QuantiTect Reverse

o . Qiagen Reverse Transkriptase, Quantiscript
Transcription Kit RT Puffer, RT Primer Mix
SYBR® Premix Ex SYBRPremix Ex Tag (Tli RNaseH
Tag™ TAKARA BIO Inc | Plus), ROX Referenz Farbstoff, ROX
(Tl RNaseH Plus) Referenz Farbstoff Il

Tab. 3-6 Auflistung der verwendeten Software

Programm Hersteller Verwendung
AxioVision 4 Carl Zeiss Microscopy Aufnahme von Meh.rkanal-
Immunfluoreszenzbildern
Excel 2019 Microsoft Vorbereitung zur Analyse der
Daten
FACSDiva™ BD Biosciences Aufnahme der FACS-Daten
Tree Star Inc.,
FlowJo 7 und 10 seit 2017 BD Analyse der FACS-Daten
GraphPad Prism 8 GraphPad Software Statistische Auswertung und
Erstellung der Graphen
Auswertung und Bearbeitung
ImageJ Open source Software der Immunfluoreszenz-
aufnahmen
. Uberprifung von RNA- und
™
Magellan TECAN Trading AG DNA-Qualitat
Mendeley Mendeley Ltd. Management von
Referenzmanager Referenzen
SDS 2.3 RQ Manager | Thermo Fisher Scientific gl;f(\a/\:]ertung der Realtime-
, Qualitatskontrolle der RNA
2100 Expert Software | Agilent und DNA

3.2 Humane Gewebeproben

Fur die im Rahmen dieser Dissertation durchgefihrten Experimente wurden

Gewebeproben von 65 Patienten gewonnen, die sich in den Jahren 2013 bis 2014
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einer neurochirurgischen Operation an der Charité - Universitatsmedizin Berlin
unterzogen. Das Vorgehen der Operation und das Ausmal’ des Resektionsvolumens
wurden dabei nicht beeinflusst. Alle Patienten gaben vor der Operation ihr schriftliches
Einverstandnis, dass im Rahmen der Operation gewonnenes Tumorgewebe fir
wissenschaftliche Zwecke verwendet werden durfte. Das Einverstandnis der
Ethikkommission der Charité - Universitatsmedizin Berlin liegt unter der Antrags-
nummer EA4/065/13 vor.

Fiur alle Patienten wurde unabhangig von dieser Arbeit ein histopathologisches
Gutachten erstellt. Erst nach Vorlage der endgiltigen Diagnose konnte die
Eingruppierung des Patienten in eine der Tumorgruppen oder die Kontrollgruppe der
Epilepsiepatienten erfolgen. Patienten, deren histopathologische Begutachtung stark
verandertes Gewebe im Rahmen einer zuvor erfolgten Strahlentherapie oder
Entzindungsreaktion, kein Tumorgewebe, keine eindeutige Klassifikation oder keine
der betrachteten Tumorentitaten zeigte, wurden von den weiteren Analysen
ausgeschlossen. So konnten letztendlich 30 Patienten in die Analysen einbezogen
werden. Hiervon gehorten sechs Patienten zur Epilepsiepatienten-Gruppe, 18 waren
GBM Patienten und in sechs Fallen bestatigte das histopathologische Gutachten die
Diagnose Astrozytom °lll. In zwei Fallen wurde hierbei eine mdgliche
oligodendrozytische Komponente beobachtet. Weitere Patientencharakteristika sind in
Tabelle 4-1 zusammengefasst. Fur alle Analysen und Datenverarbeitungen wurden

die Patienten anonymisiert.

3.3 Prozessierung der Gewebeproben

Die direkt im Operationssaal in Empfang genommenen Proben wurden in
HBSS(-)-Puffer uberfuhrt. Um die Verunreinigung durch Blut in den frisch
entnommenen Gewebesticken fir die darauffolgenden Analysen so gering wie
mdglich zu halten, wurde eine Waschreihe mit Uberfiihrung der Probe in zwei weitere
mit HBSS(-) gefillite 50 ml Tubes durchgefuhrt. Es erfolgte der Transport in auf Eis
gekuhlter PBS-LOsung direkt ins Labor der Experimentellen Neurochirurgie.

Mit den ersten erhaltenen Gewebeproben wurde die Mikroglia-Isolierung fir humanes
Gewebe in unserem Labor etabliert. Anschliel3end wurden die erhaltenen Proben so
aufgeteilt, dass die einzelnen Gewebestlcke fir die Mikroglia-Isolierung zwischen 250

und 400 mg wogen, da sich dies zuvor als ideale Menge fur das Verfahren
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herausgestellt hatte. Kleinere Gewebesticke wurden fir die Immunfluoreszenz-
farbungen weiter behandelt und eingefroren. Insgesamt wurden die Gewebeproben so
aufgeteilt, dass die Mikroglia-Isolierung mit anschlie3ender RNA-Isolierung sowie den
Genexpressionsanalysen, die Prozessierung der Proben fir die FACS-Analyse und
die Aufarbeitung des Gewebes fir Immunfluoreszenzfarbungen erfolgen konnte
(Abb. 3-1).

Stand nicht gentugend Gewebe fir die Durchfuhrung aller Analysemethoden zur
Verfigung, wurde je nach Vorbehandlung des Patienten und klinischer Einschatzung
des Operateurs fir die Wahrscheinlichkeit eines vorliegenden Tumors der zu
untersuchenden Entitdten zum sparsamen Umgang mit Ressourcen entweder die
Mikroglia-Isolierung durchgefuhrt oder das Gewebe zur spateren Immunfluoreszenz-
farbung, nach Bestatigung der Diagnose durch die Kollegen der Pathologie,

eingefroren.

Intraoperativ gewonnene
humane Gewebeproben

Entwasserung uber Saccharose-
Konzentrationsreihe und Einfrieren

Enzymatische Gewebsdissoziation

FACS-Farbung Isolier%gﬂ e(r:1D1 1b* Anfertigung von Gefrierschnitten

- e : ellpermeabilisierung, nach ARS-

Abb. 3-1 Ubersicht Giber die verwendeten Methoden.

3.4 Gewebsdissoziation und Isolierung myeloider Zellen
3.4.1 Enzymatische Auftrennung des Gewebes

Zur Analyse des RNA-Expressionsprofils der myeloiden Zellen mussten diese
zunachst aus dem Gewebeverbund geldst werden. Dazu wurde im Rahmen dieser
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Arbeit das Neural Tissue Dissociation Kit P (Miltenyi Biotec) benutzt, da es laut
Herstellerinformation das fir die Betrachtung von myeloiden Zellen notwendige
Zelloberflachenmolekil CD11b bei der enzymatischen Gewebeaufspaltung
konserviert. Die frisch aus der Operation gewonnenen Gewebeproben wurden wie
bereits in Abschnitt 3.3 beschrieben aufgeteilt, abgewogen und fir diesen
Arbeitsprozess mithilfe eines Skalpells so weit wie méglich mechanisch zerkleinert, um
den folgenden Reagenzien eine mdglichst groRe Angriffsflache zu bieten.
Anschliel3end wurde das zerkleinerte Gewebe mit HBSS(-)-Puffer gewaschen und in
ein 15 ml Falcon®-Tube Uberfihrt. Es folgte die Zentrifugation (1300 rpm) fur zwei
Minuten und das Absaugen des Uberstandes.

Nach Angaben des Herstellers erfolgte die Vorbereitung der Enzymmixe 1 und 2.
Enzymmix 1 wurde nach grindlicher Durchmischung fir 10-15 Minuten bei 37°C im
Wasserbad vorgewarmt. Nach Zugabe von 1950 pl des vorgewéarmten Enzymmix 1 zu
dem prozessierten Gewebe wurde eine Durchmischung von Gewebe und Enzymen
durch Invertieren der Tubes durchgefiihrt. Wahrend der darauffolgenden 15 Minuten
Inkubationszeit bei 37°C im Wasserbad wurde das Invertieren alle finf Minuten
wiederholt. AnschlieBend wurde der zuvor vorbereitete Enzymmix 2 hinzugegeben. Es
erfolgte erneut eine Durchmischung durch Invertieren des Tubes. Dann wurde das
Gewebe Uber speziell vorbereitete, am Glasschliff abgerundete Pasteur-Pipetten in
zwei Schritten erneut mechanisch zerkleinert. Nach zehnminutiger Inkubation bei 37°C
und Invertierung alle funf Minuten wurde die nun homogene Suspension Uber einen
Pre-Separation-Filter (Miltenyi Biotec, 30 um) erneut gefiltert und mit HBSS(+) und
PBS/0,5% BSA gewaschen.

3.4.2 Isolierung myeloider Zellen

Nach erfolgter Dissoziation des Gewebes erfolgte die Zelltrennung mittels Magnetic
Cell Sorting (MACS). Bei dieser Technik ist es mdglich, Zielzellen mit spezifischen,
gegen Oberflachenmarker der Zellen gerichtete Antikérper (MicroBeads) zu
markieren. An diese Antikorper sind magnetische Mikropartikel gebunden, die weder
die Proliferation noch die Lichtstreuung oder Fluoreszenz der Zellen beeintrachtigen
[130]. Die so magnetisch markierten Zellen werden durch ebenfalls mit
Magnetpartikeln beladene Saulen geleitet und im Magnetfeld gehalten, wahrend Zellen

ohne Markierung diese durchlaufen.
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Pro Probe wurden der Suspension 450 pl PBS/0,5% BSA und 50 ul der CD11b
MicroBeads zugesetzt und diese Losung 15 Minuten bei 8°C inkubiert. Anschliel3end
erfolgte ein Lauf Uber eine LS-Saule, die sich in einem zuvor gekihlten Magneten
befand. Die durchgelaufene, nicht magnetisch markierte Negativ-Fraktion wurde
verworfen und die Positiv-Fraktion mit den durch Oberflachenmarker magnetisch
markierten Zellen nach Waschen ausgelost, indem die Séule aus dem Magnetfeld
entfernt und mittels PBS/0,5% BSA ausgespult wurde. Die so erhaltene Losung wurde
aufgefangen und das Prozedere mit einer kleineren MS-Saule wiederholt. War die
Reinheit der erhaltenen Positivfraktion zufriedenstellend (>97%), konnte mit weiteren
Verarbeitungsprozessen und Analysen fortgefahren werden. Andernfalls wurde die
Sortierung wiederholt oder bei noch immer ungenigender Reinheit die Probe
verworfen. AnschlielRend wurden die Zellen mit Trypanblau (Verdinnung 1:10) gefarbt
und in einer Neubauer Zahlkammer gezahlt, um eine ausreichende Anzahl lebendiger
Zellen sicherzustellen. Hierbei wurden die vier GroRquadrate bei zehnfacher
VergréRerung im Lichtmikroskop ausgezéhlt, der Mittelwert gebildet und dann
nachfolgender Formel die Zellzahl bestimmt:

Mittelwertausgezaniten zellen X Verdiinnungsfaktor x 104 = Zellen/ml der Zellsuspension.

3.5 RNA-Isolation und quantitative Realtime-PCR
3.5.1 Gewebe-Aufarbeitung und RNA-Isolation

Fir die RNA-Isolation wird eine hohe Reinheit der zu analysierenden Zellpopulation
bendtigt, andernfalls kénnen Mischpopulationen das Analyseergebnis verfalschen.
Diese Voraussetzung konnte nach Anwendung des MACS-Verfahrens erfullt werden,
da eine Reinheit der CD11b* Zellfraktion von >97% erreicht werden konnte. Die
Isolation wurde mittels PureLink RNA Mini Kit (Invitrogen) nach entsprechendem
Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Die Proben wurden in Mikrozentrifugen-Tubes
dberflhrt und mit 0,2 ml des zuvor mit B-Mercaptoethanol vorbereiteten Lyse-Puffers
versetzt. Nach ausgiebigem Vortexen wurde das Lysat fir zwei Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert (12000 x g). Der Uberstand wurde dann in ein neues
Tube Uberfuhrt, 200 ul 100% Ethanol zugesetzt und erneut gevortext. Die Probe wurde
dann in ein spezielles Spin Cartridge Uberfihrt und erneut zentrifugiert. Der
durchgeflossene Probenanteil wurde entfernt. Im Folgenden wurden drei

Waschschritte unter Verwendung von Wasch-Puffer | und Il durchgefiihrt, bei denen
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jeweils nach Zentrifugation der Durchfluss verworfen wurde. Zuletzt wurde der Spin
Cartridge zum Trocknen der Membran erneut zentrifugiert und in ein Recovery Tube
Uberfuhrt. Zur Elution der RNA wurden 100 pl RNAse freies Wasser zugesetzt, eine
Minute bei Raumtemperatur inkubiert und die Proben erneut zentrifugiert. Im gesamten
Arbeitsprozess musste auf zigiges Arbeiten ohne Verunreinigungen durch RNAsen
geachtet werden, um die Qualitat der erhaltenen RNA nicht zu gefahrden. Deshalb
wurde der Arbeitsplatz vor und wahrend des Arbeitens auch mehrfach mittels
RNAseZAP™ (Invitrogen) gereinigt.

Vor der Weiterverarbeitung wurde die RNA mittels TECAN auf ausreichende
Konzentration hin kontrolliert und die Qualitat mittels Bioanalyzer (Agilent) Uberprift.
Die Kontrolle mittels TECAN basiert auf Absorptions-Messungen und wird als
Absorptions-Monochromator bezeichnet. Die Kalibrierung erfolgte auf eine Losung
ohne enthaltene RNA-Partikel (RNAse freies Wasser). Die 2 pl Proben wurden in die
auf der Platte vorgesehenen Vertiefungen pipettiert und anschliel3end die Absorption
bei spezifischen Wellenlangen (260/280 nm) gemessen. Nach Verrechnung mit der
Kalibrierungs-Probe kann so mit hoher Genauigkeit die Konzentration der RNA
bestimmt werden.

Der Bioanalyzer zur Bestimmung der Reinheit der RNA verwendet die Methode der
Kapillarelektrophorese: Uber die Elektroden wird ein Strom angelegt und eine
elektrophoretische Aufteilung der in den Vertiefungen enthaltenen RNA auf winzigstem
Raum innerhalb einer Kapillare nach der GroRe und Ladung der Teilchen
vorgenommen. Die aufgenommenen Signale werden mit einem Standard - der ladder
- verglichen und schlief3lich in Elektropherogrammen dargestellt. Die Fl&ache unter dem
jeweiligen Graphen gibt dabei die Konzentration an.

Die Vorbereitung der vom Hersteller stammenden Stammldsungen von ladder und Gel
Matrix wurden durch die Mitarbeiter der Neuropathologie vorgenommen und die fertig
vorbehandelten Aliquots unter den jeweils vom Hersteller angegebenen
Lagerungsbedingungen verwahrt und fir die durchzufiihrende Analyse vorbereitet.
Nach ausfuhrlicher Reinigung des Geréats wurden auf den Boden einer mit dunklem
(G) gekennzeichnete Vertiefung eines RNA Nano Chips 9 pl des Gel-Dye Mix
pipettiert. Unter langsamem, gleichmé&figem Druck wurde der Kolben der Spritze bis
zum Einrasten abwarts bewegt und nach 30 Sekunden wieder entriegelt, so dass sich
der Kolben der Spritze zurtick bewegte.

In zwei markierte Vertiefungen wurden nun erneut 9 pl des Gel-Dye Mix pipettiert. Im
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Folgenden wurden 5 pl des RNA 6000 Nano Marker in alle fir Proben vorgesehene
Vertiefungen und eine mit einem Leiter-Symbol markierte Vertiefung gegeben.
Abschliel3end wurde 1pl der ladder-Losung in das daftir vorgesehene well und jeweils
1 pl der zu untersuchenden RNA-Probe in jeweils eine der fiir Proben vorgesehenen
Vertiefungen pipettiert.

Der so beladene Chip wurde nun fir 60 Sekunden bei 2400 rpm geschuttelt.
Anschliel3end wurde der Chip vorsichtig in den Bioanalyzer tberfuhrt und die Agilent
2100 Bioanalyzer Software gestartet.

3.5.2 Synthese von cDNA

Die Synthese von cDNA aus der isolierten RNA erfolgte mithilfe der Reversen
Transkriptase. Dieses Enzym wurde erstmals in Retroviren nachgewiesen, wozu auch
das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) zahlt. Anders als andere Polymerasen zahlt
die Reverse Transkriptase zu den RNA-abhangigen DNA-Polymerasen. Das bedeutet,
sie ist dazu in der Lage, aus einem Einzelstrang RNA zun&chst einen sogenannten
Hybridstrang, bestehend aus einem RNA- und einem DNA-Strang, zu synthetisieren.
AnschlielRend wird der RNA-Strang durch einen Teil des Enzyms abgebaut und der
zweite DNA-Strang komplementér zum ersten synthetisiert.

Die Umschreibung der erhaltenen und in ihrer Qualitat gepriiften RNA erfolgte mithilfe
des QuantiTect® Reverse Transcription Kits (Qiagen) nach Angaben des Herstellers.
Auch hierfir war die oben beschriebene Konzentrationsbestimmung der RNA mittels
TECAN unabdingbar, da je nach Konzentration der RNA nach folgender Formel

RNAse freies Wasser hinzugefligt werden musste:

RNAse freies Wasser = 12ul — (1000 pl/ gemessene Konzentration der RNA)

Die zu verwendende RNA, 2 pul gDNA Wipeout Puffer und RNAse freies Wasser wurde
zu einem Gesamtvolumen von 14 pl zusammen pipettiert. Dieses Gemisch wurde flr
zwei Minuten in einem Cycler bei 42°C inkubiert. Pro Probe wurden nun 4 pl eines RT
Puffers, 1 ul des Primer Mixes und 1 pl Reverse Transkriptase hinzugefligt. Es erfolgte
eine erneute 30-minutige Inkubation im Cycler (42°C). Anschliel3end wurde die Probe
fur drei weitere Minuten auf 95°C erhitzt, um die Reverse Transkriptase zu inaktivieren.
AnschlieRend wurden die Proben auf 4°C heruntergekihlt und die Quantitat der
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erhaltenen cDNA mittels TECAN gemessen.

3.5.3 Quantitative Realtime-Polymerase-Kettenreaktion

Bei der quantitativen Realtime-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR) erméglicht der
Zusatz von Fluoreszenzfarbstoffen Uber Messungen der Signale wahrend der
exponentiellen Phase der Vervielfaltigung eine Quantifizierung der PCR-Produkte. Da
die Messung der Fluoreszenzsignale wahrend der nur einige Zyklen andauernden
exponentiellen Phase der Reaktion - und nicht erst nach Abschluss der gesamten
Reaktion - stattfindet, wird die Methode als Realtime-Verfahren bezeichnet. In dem in
dieser Arbeit verwendeten SYBR Premix Ex Taq Kit (Takara Bio) ist als
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green | enthalten. Dieser Fluoreszenzfarbstoff bindet
vorrangig an doppelstrangige DNA, absorbiert Licht der Wellenlange Amax= 494 nm und
emittiert Licht der Wellenlange Amax= 521 nm. Ist SYBR Green | an RNA oder
Einzelstrang-DNA gebunden, ist das ausgesendete Fluoreszenz-Signal deutlich
schwécher.

Wahrend der PCR werden in mehreren Zyklen unterschiedliche Phasen durchlaufen.
Hierbei handelt es sich zunachst um eine Denaturierungs-Phase bei 95°C. Die
doppelstrangige DNA wird voneinander gel6st, so dass die Bindungsstellen fur Primer
frei werden. AnschlieRend lagern sich diese an die nun einstrangige DNA an und die
DNA-Polymerase beginnt mit der Neusynthese des komplementaren Stranges. Die
Fluoreszenzfarbstoff-Moleklle werden dabei an die neu entstehende doppelstrangige
DNA angelagert. Es folgt die Elongations-Phase, in der die Synthese des
Komplementéarstranges weiter fortschreitet.

Die fur die verschiedenen zu analysierenden Gene benutzten Primer-Sequenzen (TIB
MOLBIOL) sind in Tab. 3-7 dargestellt. Als interne Kontrolle wurde dabei das
sogenannte Housekeeping Gene 18S verwendet, welches sich in Analysen humaner

Immunzellen als stabilstes Vergleichsmolekil darstellte [131].
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Tab. 3-7 Ubersicht der verwendeten Primer-Sequenzen mit Quellenangabe. Der
VEGFR2-Primer wurde von einer Mitarbeiterin unserer Arbeitsgruppe, Frau Dr. rer. nat. Kati

Turkowski, mittels PrimerBlast designt.

Primer Sequenzen Referenz

5-GGCCCTGTAATTGGAATGAGTC-3’ (forward) 132)
18S 132
5’-CCAAGATCCAACTACGAGCTT-3’ (reverse)

5 -CATCCATCAGAGATGGCAGAC-3’ (forward)
CD13 [133]
5. TGCTGAAGAGATCGTTCTGG-3’ (reverse)

5’-CCCATGGTTAAGAAAATCATCG-3’ (forward)
CXCL2 [134]
5’-CTTCAGGAACAGCCACCAAT-3’ (reverse)

5. CAAGACCCAAAAGGCAGAAG-3’ (forward)
CXCR?2 [135]
5 TTTTCAAGGTTCGTCCGTGT-3’ (reverse)

5’-CATCCATGTGACCATGAGG-3’ (forward)
Hif-1a [136]
5-TTCATATCCAGGCTGTGTCG-3’ (reverse)

5 CTTTAAGGGTTACCTGGGTTGC-3’ (forward) -
IL-10 137
5-CCTTGATGTCTGGGTCTTGGT-3’ (reverse)

5-CTCCTGGACCACCTCAGTTTG-3’ (forward)
IL-12a [138]
5’-GGTGAAGGCATGGGAACATT-3’ (reverse)

5'-CGGTCATCTGCCGCAAA-3’ (forward)
IL-12b [138]
5-TGCCCATTCGCTCCAAGA-3’ (reverse)

” 5-AAACCTCTTCGAGGCACAAG-3’ (forward) (139]
IL- 139
5-GTTTAGGGCCATCAGCTTCA-3’ (reverse)

5’-AGCCCTGAGAAAGGAGACATGTA-3’ (forward) (140]
IL-6 140
5-TCTGCCAGTGCCTCTTTGC-3’ (reverse)

5-CTGAGAGTGATTGAGAGTGG-3’ (forward) (135]
IL-8 135
5’-ACAACCCTCTGCACCCAGTT-3’ (reverse)

5-TGGCGATACCTCAGCAACC-3’ (forward)
TGF-8 [141]
5.CTCGTGGATCCACTTCCA-3’ (reverse)
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5-GGAGAAGGGTGACCGACTCA-3’ (forward)
TNFa [142]
5’-CTGCCCAGACTCGGCAA-3’ (reverse)

5’-TGCAGATTATGCGGATCAAACC-3’ (forward)
VEGF [143]
5-TGCATTCACATTTGTTGTGCTGTAG-3’ (reverse)

5-CAGGCCCAGTTTCTGCCATT-3’ (forward)
VEGFR1 [144]
5-TTCCAGCTCAGCGTGGTCGTA-3’ (reverse)

5-CATGTACGGTCTATGCCATTCCTC-3’ (forward)
VEGFR2 NM_002253.2
5-TTGGCGCACTCTTCCTCCAAC-3’ (reverse)

Die Primer wurden in RNAse freiem Wasser geldst, aliquotiert und bei -20°C gelagert.
Zur Durchfuihrung der gqRT-PCR wurden sie ebenso wie das SYBR Premix Ex Taq Kit
zum Auftauen auf Eis gelagert, um eine zu schnelle Erwarmung zu verhindern. Der
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green | wurde dabei zu jeder Zeit vor Lichteinstrahlung
geschutzt. Anschlieend wurde fir jedes zu untersuchende Gen ein Mastermix
hergestellt, der pro zu untersuchender Probe 12,5 pul SYBR Green |, 1,25 ul des
vorwarts gerichteten Primers, 1,25 ul des riickwarts gerichteten Primers, 0,5 pl Rox
Reference Dye und 4,5 pl ddH20 enthielt. Rox stellt hierbei einen Referenz-Farbstoff
dar, der fur Gerate benutzt wird, die Fluoreszenz-Signale zwischen den einzelnen
Proben-Vertiefungen korrigieren.

20 ul dieses Mastermixes wurden nun in jede auf dieses Gen zu testende Proben-
Vertiefung der 96-Well-Platte pipettiert, wobei fiir einen Patienten immer drei Analysen
- sogenannte Triplets - durchgefuhrt wurden, um Messungenauigkeiten zu verringern
und falsche Analysen, zum Beispiel aufgrund von Pipettierfehlern, zu erkennen.
Anschlieend wurden in jede Mastermix-enthaltende Vertiefung 5 ul der 1:20
verdinnten cDNA pipettiert. Die Platte wurde mit einem Applied Biosystems®
MicroAmp® Optical Adhesive Film verschlossen und dieser an allen Seiten und
zwischen den einzelnen Vertiefungen luftdicht angedriickt. Die Platte wurde fur 60
Sekunden bei 1000 rpm zentrifugiert und anschlieBend in den vorbereiteten
Thermocycler (PCR 7900 HAT FAST) gestellt. Auf jeder Platte wurde fir jeden
Patienten zuséatzlich zu den zu analysierenden Genen auch das Referenzgen 18S
gemessen. Anschlieend wurden die in Tabelle 3-8 dargestellten Phasen durchlaufen.

Der Reaktionsverlauf wurde mit der SDS 2.4 Software aufgezeichnet, anschliel3end
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exportiert und mittels Microsoft Excel ausgewertet.

Tab. 3-8 Protokoll der quantitativen Realtime-PCR

Ansatz PCR-Ablauf
Initialisierung 95°C 30 Sekunden
Denaturierung 95°C 5 Sekunden

Hybridisierung und Elongation 60°C 30 Sekunden 20
X
Fluoreszenz-Analyse 95°C 15 Sekunden

60°C 1 Minute

Dissoziationskurvenanalyse
95°C 15 Sekunden

Fiar die Analyse wurde die AACt-Methode verwendet. Ct steht hierbei fir Crossing
Point und beschreibt die Anzahl an PCR-Zyklen, die bendtigt werden, um mittels der
Fluoreszenzmolekile, die in die neu synthetisierten DNA-Doppelstrange eingearbeitet
werden, ein bestimmtes, zuvor definiertes, Fluoreszenzniveau zu erreichen. Zur
Quantifizierung wird der erhaltene Ct-Wert des Normalisierungs-Gens (18S) von dem
Ct-Wert des zu analysierenden Gens abgezogen. Dies entspricht der ACt-Methode.
Werden nun noch die so erhaltenen ACt-Werte einer Kontrollgruppe von den ACt-
Werten einer Behandlungsgruppe abgezogen, spricht man von der AACt-Methode. In
diesem Fall dienten die Tumorgruppen als ,Behandlungsgruppe“ und die

Epilepsiepatienten-Gruppe als ,Kontroligruppe®.

3.6 FACS-Analysen
3.6.1 Grundlagen der Technik

Die Methode des fluorescence activated cell sorting (FACS) stellt eine spezifische
Form der Durchflusszytometrie dar. Hierbei wird Uber eine Impedanzanderung beim
Vorbeistromen eines Teilchens dieses automatisch registriert und gezahlt. Diese
Technik wurde seit ihrer Erstbeschreibung vielseitig eingesetzt und weiterentwickelt,
so dass heutzutage auch eine Markierung der zu charakterisierenden Zellen mit einem
oder mehreren Antikérpern erfolgen kann, die wiederum an Fluoreszenzfarbstoffe

(Fluorochrome) gekoppelt sind. Diese Technik wurde zuerst von L.C. Herzenberg und
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seinen Kollegen beschrieben [145]. Beim durch Unterdruck erzeugten Fluss der
Zellsuspension durch das Messgerat werden die Zellen durch einen sich verengenden
Trichter geleitet, so dass sie sich einzeln hintereinander reihen. In der Messkapillare
kann die einzelne Zelle dann nicht nur anhand ihrer Impedanzanderung am Messpunkt
gezahlt, sondern auch von einer — je nach verwendetem Gerat — unterschiedlichen
Anzahl und Art optischer Systeme wie Lasern analysiert werden. In Abhangigkeit der
Zelleigenschaften wie GroRe, Struktur der Zellmembran und intrazellularen
Bestandteilen tritt der Effekt der Lichtstreuung auf, der durch Ablenkplatten
aufgefangen, in ein elektrisches Signal umgewandelt und spéater rickgerechnet
werden kann. Das Vorwartsstreulicht (FSC) gibt hierbei Aufschluss tber die Zellgré(3e,
wahrend das Seitenstreulicht (SSC) Zellgranularitdt und -komplexitat beschreibt. Die
Fluoreszenz-Markierung  wird  durch  Licht eines fur sie typischen
Wellenlangenbereichs angeregt und dabei Elektronen auf ein héheres Energieniveau
gehoben. Sinken diese wieder ab, werden Photonen emittiert, die ebenfalls detektiert
werden konnen. Durch das Fehlen oder Vorhandensein verschiedener
Oberflachenmolekiile werden unterschiedliche Zelltypen also an den fluoreszierenden
Antikdrper gekoppelt oder nicht. So ergibt sich eine spezifische Signatur fur die in der
Zellsuspension enthaltenen Zellen und eine genauere Klassifizierung der Zellen und
ihrer Expressionsmuster ist moglich. Durch spezifische Vorbehandlungen kénnen
auch intrazellulare Proteine durch eine vorhergehende Permeabilisierung der

Zellmembran sichtbar gemacht werden.

3.6.2 Farbung vitaler Zellen

Ein Teil der nach enzymatischer Gewebsdissoziation erhaltenen Zellsuspension
(siehe Abschnitt 3.4.1) wurde verwendet, um eine Charakterisierung der noch vitalen
Zellen durchzufihren. Dies erforderte im gesamten Prozess unverzugliches Arbeiten
sowie eine unbedingte Kuhlung der Zellen in allen und zwischen allen Arbeitsschritten,
die dies erlaubten, um eine mdglichst groRe Anzahl der Zellen vital zu erhalten. Vor
der Farbung mit Antikbrpern wurde zunachst bei 4°C Uber zehn Minuten eine
Blockierung unspezifischer Reaktionen mittels 20 pl FCR Blocking reagent (Miltenyi
Biotec) durchgeftihrt. Nach erneutem Waschen mit PBS/0,5% BSA und Zentrifugation
bei 4°C unter 2400 rpm fir sieben Minuten wurde die Zellsuspension mit den

entsprechenden Antikérpern (Tab. 3-9) und Isotypen (Tab. 3-10) fir 20 Minuten im
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Dunkeln auf Eis inkubiert. Nach anschlieRendem erneutem Waschen mit PBS/0,5%
BSA zur Vermeidung von Antikdrper-Prazipitaten und Verunreinigung durch nicht
gebundene Antikérper, Zentrifugation und Absaugen des Uberstandes wurde die
Probe in PBS/0,5% BSA aufgenommen und in die FACS-Tubes tberfuhrt. Direkt vor
der Messung wurden 1 pl DAPI pro 100 ul Probenvolumen zugefihrt, um eventuell

vorkommende nicht mehr vitale Zellen aus den Analysen ausschliel3en zu kénnen.

Tab. 3-9 Ubersicht der verwendeten FACS-Priméarantikorper fiir vitale Zellen

Primarantikdrper | Donor- | Verdinnung | Hersteller Isotypenkontrolle
Spezies
CD11b-PE Maus 1:5 BD /
CD11b-FITC Maus 1:10 Biolegend /
CD45-APC Maus 1:5 BD /
HLA-ABC-PE Maus 1:20 Biolegend IgG2a
HLA-DR-PE Maus 1:20 Biolegend IgG2a
CD80-PE Maus 1:20 Biolegend IgG1
CD86-PE Maus 1:20 Biolegend lgG2b
CD14-FITC Maus 15 Biolegend lgG2a
CD14-PE Maus 1:20 Biolegend lgG1

Tab. 3-10 Ubersicht verwendeter Isotypen-Kontrollen der FACS-Farbung vitaler Zellen

Isotyp-Kontrolle | Donor- | Kontrollierter Verdinnung | Hersteller
Spezies | Primarantikorper
lgG1-PE Maus CD80 1:200 Biolegend
lgG1-PE Maus CD14 1:20 Biolegend
lgG2a-PE Maus HLA-ABC 1:200 Biolegend
lgG2a-PE Maus HLA-DR 1:200 Biolegend
IgG2a-FITC Maus CD14 1:25 Biolegend
IgG2b-PE Maus CD86 1:20 Biolegend
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3.6.3 FACS-Farbung fixierter Zellen

Ein weiterer Teil der nach Behandlung mit dem Neural Tissue Dissociation Kit P
(Miltenyi Biotec) erhaltenen Zellsuspension (siehe Punkt 3.4.1) wurde fur Farbungen
fixierter Zellen genutzt. Dies ist notwendig, um eine Quantifizierung der Expression zu
einem bestimmten Zeitpunkt durchfihren zu kénnen oder aber intrazellular liegende
Zielstrukturen nach Permeabilisierung der Zellen zu analysieren. Dazu wurde die
Zellsuspension zunachst mit PBS gewaschen um Proteine zu entfernen und eine gute
Fixierung zu erreichen. Nach Zentrifugation (1200 rpm) wurde der Uberstand entfernt.
Die Fixierung erfolgte mittels 2 ml PFA (2%) je Probe tber 20 Minuten Inkubationszeit
bei Raumtemperatur. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS/0,5% BSA und
darauffolgender Zentrifugation (1200 rpm) wurden die Proben erneut in PBS/0,5%
BSA suspendiert und konnten bis zur weiteren Verarbeitung einige Tage bei 8°C
gelagert werden. Um teilweise oder ganz intrazellular liegende Proteine messen zu
kénnen, musste zuvor die Zellmembran mittels Saponin fur die fluoreszenzmarkierten
Antikorper durchlassig gemacht werden, so dass alle folgenden Schritte in 0,5%
Saponin als Trager- und Waschlésung durchgefuhrt wurden, da die Zellmembran sich
nach Entfernung des Saponins sofort wieder schlie3t. Das Saponin wirkt hierbei Gber
eine Loslichmachung des Cholesterols der Zellmembran, ohne die Zellstruktur
ganzlich zu zerstoren oder  signifikante  Auswirkungen auf  die
Fluoreszenzeigenschaften der Zellen zu haben [146]. Es erfolgte ein neuer
Waschschritt in 0,5% Saponin und die darauffolgende Zentrifugation fur 7 Minuten bei
2400 rpm bei 4°C. AnschlieRend wurden die Uberstande entfernt und die Zellpellets in
100 uI 0,5% Saponin  mit entsprechendem Antikérper-Zusatz (Tab. 3-11)
resuspendiert. Fir VEGFR2 wurde Mouse IgGl (Biolegend; 1:20) als Isotypen-
Kontrolle genutzt. Zur Differenzierung der zu betrachtenden Zellpopulation wurde auch
hier die Farbung von CD11b und CD45 durchgefuhrt. Als Sekundarantikdrper wurde
IgG-FITC (Kaninchen, 1:100, Dianova) fur Ibal verwendet. Nach 20-mindtiger
Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur folgte ein erneutes Waschen und
Zentrifugieren, bevor die Proben in 300 ul PBS/0,5% BSA aufgenommen und mittels

FACS analysiert wurden.
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Tab. 3-11 Ubersicht der verwendeten Primarantikorper fur fixierte Zellen

Primarantikdrper Donor- Verdinnung | Hersteller
Spezies

CD11b-PE Maus 1:5 BD
CD11b-FITC Maus 1:10 Biolegend
CD45-APC Maus 1:5 BD
VEGFR2 (CD309) -Alexa Fluor® 647 Maus 1:20 Biolegend
Ibal Kaninchen 1:100 Wako
CD66b-PE Maus 1:20 Biolegend

3.6.4 FACS-Farbung nach Restimulation

Bei den Analysen von IL-10 und TNF-a wurde vor der Fixierung der Zellen eine
Restimulation mittels Brefeldin A durchgefuhrt. Dieses Molekil wird von einigen Pilz-
arten hergestellt und hat eine toxische Wirkung auf viele Arten von Zellen: Der Golgi-
Apparat, welcher flr den Transport von zu sezernierenden Proteinen zustéandig ist,
zerfallt und es kommt somit zu einer Anreicherung der normalerweise zligig
abgegebenen Proteine im Zellinneren [147]. Dieses Phdnomen macht normalerweise
schnell sezernierte Zytokine einer FACS-Analyse zuganglich, da sie in den Zellen
verweilen und nicht sofort in die Umgebung der Zelle abgegeben werden, wo sie
keinem spezifischen Zelltypen mehr zugeordnet werden kdnnen. Es wurden pro Probe
3 mlI DMEM und 3 pul Brefeldin A zugesetzt. Es erfolgte eine Inkubation Uber etwa funf
Stunden bei 37°C, bevor mit dem Protokoll fur fixierte Zellen und dem Zusatz von
Saponin fortgefahren wurde. Die verwendeten Antikoérper, Isotypen und

Konzentrationen kénnen den Tabellen 3-12 und 3-13 enthommen werden.

Tab. 3-12 Ubersicht tiber die verwendeten Antikorper fir FACS-Farbungen mit

Restimulation

Primarantikdrper | Donor- | Verdinnung | Hersteller | Isotyp

Spezies

CD11b-FITC Maus 1:10 Biolegend |/
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CD45-APC Maus 15 BD /
IL-10-PE Ratte 15 BD lgG2a
TNF-PE Maus 15 BD lgG1

Tab. 3-13 Ubersicht der Isotypen-Kontrolle fiir die FACS-Farbung nach Restimulation

Isotyp-Kontrolle | Donor- | Kontrollierter Verdinnung | Hersteller

Spezies | Primarantikorper

lgG1-PE Maus TNF 1:5 BD

lgG2a-PE Ratte IL-10 1:5 BD

3.7 Immunfluoreszenz-Farbungen
3.7.1 Vorbereitung des Gewebes und Farbeprotokoll ohne Zellpermeabilisierung

Nach initial durchgefuhrter Waschreihe der intraoperativ erhaltenen Gewebeproben
(siehe Abschnitt 3.3) wurden diese aufgeteilt. Das Gewebe, das fir Immunfluoreszenz-
Farbungen genutzt werden sollte, wurde flir 24 Stunden in 4% PFA-LAsung fixiert. PFA
lagert sich hierbei in einem schnellen Prozess an die Proteine des Gewebes an. Es
entstehen Imine, welche in der Lage sind, Uber Bindungen zu anderen reaktiven
Gruppen der Peptide Briicken zu bilden. Dieser zweite Schritt verlauft langsamer und
ist reversibel. Durch diese Vernetzung werden die Proteine in ihrer momentanen
Struktur zwar verandert, jedoch auch in diesem Zustand stabilisiert. Anderungen des
Umgebungsmilieus wie Anderung des pH-Wertes oder der Temperatur, die in der
weiteren Prozessierung der Proben auftreten und zu einer Anderung der
Sekundarstruktur der Proteine mit darauffolgender Denaturierung fuhren wirden,
werden so vorgebeugt [148].

Um die Bildung von Eiskristallen beim Einfrieren zu minimieren, wurde das Gewebe
anschlieBend mittels einer Saccharose-Reihe ansteigender Konzentration entwassert.
Hierbei wurde die Probe zunachst bei 8°C in einer zehnprozentigen Saccharose-
Losung belassen, bis sie als Zeichen einer Gewebesattigung in dem Tube abgesunken
war. Das Prozedere wurde mit 20% und 30% Saccharose-Losung wiederholt.

Anschlieend wurde das Gewebe mittels flissigen Stickstoffs unter Einhaltung
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entsprechender Sicherheitsstandards eingefroren. Hierbei wurde ein direkter Kontakt
von flussigem Stickstoff und Gewebe vermieden, indem die Probe auf ein dinnes
Kunststoffschalchen gelegt wurde, das von dem fllissigen Stickstoff umspult wurde.
Innerhalb von Sekunden wurde die Probe durch den -196°C kalten Flissigstickstoff
gefroren und anschliel3end bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert.

Zur Vorbereitung fur Immunfluoreszenzfarbungen mussten zunachst 10 pum dicke
Gefrierschnitte angefertigt werden. Hierzu wurden die entwasserten Proben aus dem
Gefrierschrank entnommen und zunachst auf einem Mikrotom in 2% Gelatine
eingebettet. AnschlieRend wurden an einem Kryostat (Microm HM 560) die Schnitte
angefertigt und anschlieRend auf Objekttrager (SuperFrost®PIlus) aufgenommen. Die
eingestellte Temperatur im Kryostat betrug zwischen -28°C und -32°C. Die erhaltenen
10 pm Schnitte wurden erneut bei -80°C gelagert.

Einige Phdnomene, wie zum Beispiel die Akkumulation von Lipofuscin im humanen
Hirngewebe, rufen unspezifische Autofluoreszenz hervor, die die Auswertung von
Immunfluoreszenzbildern erschweren konnen. Aus diesem Grund wurden alle
Gewebeschnitte vor Verwendung fiur Immunfluoreszenzfarbungen nach einem
Autoimmunfluoreszenz-Inhibitions-Protokoll bearbeitet. Hierfir wurden die Schnitte
Uber 30 Minuten langsam aufgetaut und zunachst funf Minuten in 70% Ethanol
getaucht. AnschlieBend wurden sie mit Autofluorescence Eliminator Reagent
(Millipore) betraufelt bis die gesamte Oberflache des Objekttragers gut bedeckt war
und fiur weitere funf Minuten in der Dunkelkammer inkubiert. Dann wurden die
Objekttrager drei Mal fur jeweils eine Minute in 70% Ethanol gespult. Zur weiteren
Vermeidung unspezifischer Reaktionen wurden die Objekttrager fir 30 Minuten in
1% Casein/PBS geblockt. Nach dem Trocknen wurde um die einzelnen
Gewebeschnitte herum DAKO®-Fettstift aufgetragen, um zu verhindern, dass die im
Folgenden aufgetragenen Antikdrperldsungen verlaufen.

Anschlie3end wurde eine Primarantikérperldsung auf die einzelnen Schnitte gegeben.
Die Antikorper und die zugehdrigen verwendeten Sekundarantikorper sind in den
Tabellen 3-14 und 3-15 dargestellt.
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Tab. 3-14 Ubersicht der verwendeten Primarantikorper fur Inmunfluoreszenzfarbungen

nach Protokoll ohne Zellpermeabilisierung

Priméarantikorper | Donor- Dilution | Hersteller Sekundarantikorper
Spezies
' DyLight488-
Ibal Kaninchen | 1:250 Wako

gekoppeltes 1gG
Alexa Fluor®647-

Ibal Ziege 1:100 Abcam
gekoppeltes IgG
Rhodamin-gekoppeltes
CD31 Maus 1:50 R&D
19G
_ Fluorescin-gekoppeltes
TIE2 Kaninchen | 1:100 Abcam oG
g

Tab. 3-15 Ubersicht der verwendeten Sekundarantikorper fir

Immunfluoreszenzfarbungen nach Protokoll ohne Zellpermeabilisierung

Sekundar- Donor- Ziel- Dilution | Hersteller | Ziel-Primar-
antikorper Spezies | Spezies antikdrper
DyLight488- . .

Esel Kaninchen | 1:200 Dianova Ibal

gekoppeltes 1gG
Alexa Fluor®647-

Esel Ziege 1:200 Dianova Ibal
gekoppeltes 1gG
Rhodamin- )

Esel Maus 1:200 Dianova CD31
gekoppeltes 1gG
Fluorescin- Esel Kaninchen | 1:200 Dianova TIE2

gekoppeltes 1gG

Die Inkubationszeit betrug zwei Stunden unter Raumtemperatur und wurde in einer
lichtundurchldssigen Feuchtkammer durchgefihrt. Anschlieend wurden die
Antikdrper abgeschiittelt und die Objekttrager vier Mal Uber funf Minuten in

0,5% Casein/PBS bei Raumtemperatur in einer Kivette unter standiger Bewegung
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gewaschen (Wippschdttler, 25 rpm). Es folgte eine eineinhalbstiindige Inkubation der
Sekundarantikdrper, die ebenfalls im Dunkeln bei Raumtemperatur durchgefuhrt
wurde. Auch hier wurden die Antikdrper anschlieRend abgeschuttelt und es erfolgte
das dreimalige Waschen mit PBS fur jeweils funf Minuten und erneutes dreimaliges
Waschen mit Aqua Bidest fur ebenfalls fiunf Minuten. Zum Schutz der fluoreszierenden
Antikdrper wurde erneut unter Lichtausschluss gearbeitet. Vor Platzierung eines
Deckplattchens wurden 1-2 Tropfen DAPI Mounting medium (DAKO®) auf jedem
Schnitt verteilt, um die Zellkerne anzufarben.

3.7.2 Immunfluoreszenzfarbung bei Permeabilisierung mittels Methanol

Proangiogen wirkende Molekile wie CXCL2, VEGF und HIF-1a konnen sich
intrazellular befinden. Aus diesem Grund musste die Zellmembran der zu
untersuchenden Zellen in diesen Fallen permeabilisiert werden, damit die
fluoreszenzbeladenen Antikorper in diese eindringen und an die Ziel-Antigene binden
konnten. Fur die oben genannten Ziel-Molekiile erwies sich die Behandlung mit
Methanol nach PFA-Fixierung am spezifischsten. Daflr wurden die entsprechenden
Objekttrager fur 10 Minuten mit eiskaltem Methanol behandelt und fur diese Zeit auch
im Gefrierschrank bei -20°C gelagert. Anschlie3end wurden auch diese Schnitte fir 30
Minuten in 1% Casein/PBS geblockt und nach dem oben beschriebenen Protokoll
fortgefahren (Abschnitt 3.7.1). Die verwendeten Primar- und Sekundarantikdrper sind
in den Tabellen 3-16 und 3-17 dargestellt.

Tab. 3-16 Ubersicht der verwendeten Primarantikorper fur Inmunfluoreszenzfarbungen

nach Protokoll mit Zellpermeabilisierung mittels Methanol

Primar- Donor-
) ) Dilution Hersteller | Sekundarantikdrper
antikorper Spezies
) Alexa Fluor®647-
Ibal Ziege 1:100 Abcam
gekoppeltes 1gG
Rhodamin-gekoppeltes
CD31 Maus 1:50 BD
19G
. AbD Fluorescin-gekoppeltes
CXCL2 Kaninchen | 1:100
Serotec 19G
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. Alexa Fluor®488-
HIF-1a Kaninchen | 1:100 Abcam
gekoppeltes IgG
_ Fluorescin-gekoppeltes
VEGF Kaninchen | 1:100 Abcam
19G
CD66b-PE Maus 1:50 Biolegend |/
_ Fluorescin-gekoppeltes
CD13 Kaninchen | 1:400 Abcam oG
g

Tab. 3-17 Ubersicht der verwendeten Sekundarantikérper fur Immunfluoreszenz-

farbungen nach Protokoll mit Zellpermeabilisierung mittels Methanol

Sekundar- Donor- Ziel- Dilution | Hersteller | Ziel-Primar-
antikorper Spezies Spezies antikdrper
Alexa Fluor®647- ) _
Esel Ziege 1:200 Dianova Ibal
gekoppeltes 1gG
Rhodamin- .
Esel Maus 1:200 Dianova CD31
gekoppeltes 1gG
. CD13,
Fluorescin- _ _
Esel Kaninchen | 1:200 Dianova CXCLz2,
gekoppeltes 1gG
VEGF
Alexa Fluor®488- _ _
Esel Kaninchen | 1:200 Dianova HIF-1a
gekoppeltes IgG

3.7.3 Immunfluoreszenzfarbung und Permeabilisierung bei Antigen Retrieval

Fur andere Ziel-Molekile wurde ebenfalls beschrieben, dass Farbungen durch
vorangegangene Gewebebehandlungen wie PFA-Fixierungen erschwert oder ohne
weitere Prozessierung zu unspezifisch sein kénnen. Aus diesem Grund wurde fir die
Farbung von IL8, CD13, CSF3 und CD163 ebenfalls eine zusatzliche Methode
verwendet, um die Spezifitdt der durchgefuhrten Farbung zu erh6hen. Hierbei wurde
eine Behandlung des Gewebes mittels Antigen Retrieval Reagent (ARS) UNIVERSAL
10X (R&D Systems) durchgefuhrt, um die Epitope der Ziel-Antigene freizulegen,
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dadurch die Bindung der Antikdrper zu erleichtern und unspezifische Reaktionen zu
vermindern. Das ARS wurde hierbei mit ddH20 im Verhaltnis 1:10 verdiinnt und in eine
Kivette geflllt. Diese wurde in ein weiteres zu etwa einem Drittel mit Wasser gefulltes
Zylinderglas gestellt, welches sich auf einer Heizplatte befand. Nun wurde das
Wasserbad erhitzt und die Temperatur in der Kivette gemessen. Erreichte diese
94,5°C wurden die Objekttrager jeweils fur 15 Sekunden in die erhitzte ARS-L6sung
getaucht und anschlieRend sofort mit der Blockung fortgefahren. Hierfir wurde
zusatzlich Triton X-100 (Sigma-Aldrich) verwendet, um Proteine aus der Zellmembran
herauszulésen und diese durchlassig zu machen. Zunachst wurden die Objekttrager
zweimalig Uber zehn Minuten in 0,5 %Casein/PBS mit 0,4% Triton X-100 gewaschen.
Anschliel3end erfolgte das Blocken mittels 1% Casein/PBS mit 0,1% Triton X-100 Uber
30 Minuten bei Raumtemperatur. Die Schnitte wurden mit den angegebenen
Primarantikdrper (Tab. 3-18) Gber Nacht bei 8°C im Dunkeln inkubiert. Anschlie3end
wurden diese wieder entfernt, die Objekttrager abgeklopft und vier Mal Uber flnf
Minuten mit 0,5% Casein/PBS mit 0,1% Triton-X in Klivetten gewaschen. Die Fettstift-
Umrandung wurde getrocknet und der entsprechende Sekundarantikdrper (Tab. 3-19)
aufgetragen. Die Inkubationszeit betrug eineinhalb Stunden und wurde bei
Raumtemperatur im Dunkeln durchgefuhrt. Es folgte dreimaliges Waschen mittels
0,5% Casein/PBS mit 0,1% Triton-X unter Ausschluss von Licht. Anschliel3end wurden
die Objekttrager noch drei weitere Male in Aqua Bidest fur jeweils finf Minuten
gewaschen. Auch dies geschah im Dunkeln. Vor Platzierung eines Deckplattchens

wurden 1-2 Tropfen DAPI Mounting medium auf jeden Schnitt verteilt.

Tab. 3-18 Ubersicht der verwendeten Primarantikorper fiir das ARS-Protokoll

Priméarantikdrper | Donor- Dilution | Hersteller Sekundarantikdrper
Spezies
) DyLight488-
Ibal Kaninchen | 1:250 Wako

gekoppeltes IgG
Alexa Fluor®647-
gekoppeltes 1gG
DyLight488-
gekoppeltes 1gG

Ibal Ziege 1:100 Abcam

IL-8 Ziege 1:50 Abcam
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' Fluorescin-

CSF3 Kaninchen | 1:100 Abcam

gekoppeltes IgG

Fluorescin-
CSF3R Kaninchen | 1:100 GeneTex

gekoppeltes IgG

Fluorescin-
CD163 Kaninchen | 1:50 Abcam

gekoppeltes 1gG
CD66b-PE Maus 1:50 Biolegend /

Tab. 3-19 Ubersicht der verwendeten Sekundarantikorper fir das ARS-Protokoll

Sekundar- Donor- Ziel- Dilution | Hersteller | Ziel-Primar-
antikorper Spezies | Spezies antikdrper
DyLight488- . .

Esel Kaninchen | 1:200 Dianova Ibal

gekoppeltes 1gG
Alexa Fluor®647-

Esel Ziege 1:200 Dianova Ibal
gekoppeltes 1gG
. CSF3,
Fluorescin- ) )
Esel Kaninchen | 1:200 Dianova CSF3R,
gekoppeltes 1gG
CD163
DyLight488- _ .
Esel Ziege 1:200 Dianova IL-8

gekoppeltes 1gG

3.7.4 Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen

Die Aufnahmen wurden mithilfe eines Fluoreszenz-Mikroskops (Zeiss Axio Observer
Z1) durchgefihrt. Die Fotos zum Auszéhlen von Zellen wurden in zwanzigfacher
VergroBerung  aufgenommen, die  Ubersichtsaufnahmen bei  zehnfacher
VergréRerung. Fur die quantitativen Auswertungen wurden pro Schnitt mindestens
neun Bilder in einem maanderformigen Muster aufgenommen, um Uberlappungen zu
vermeiden und den gesamten Schnitt in die Auswertung miteinzubeziehen. Fir jeden
Patienten wurden mindestens zwei Schnitte in die Auszéhlungen eingeschlossen,

wobei darauf geachtet wurde, auch diese aus nicht nebeneinander liegenden Anteilen
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des urspringlichen Gewebesticks auszuwahlen, um den Einfluss mdglicher
regionaler Besonderheiten innerhalb des Tumors in der Auswertung zu verringern.

Zur Analyse der aufgenommenen Bilder wurde die Software ImageJ verwendet.

3.8 Kaplan-Meier Uberlebenskurven

Aus der frei verfigbaren Online-Datenbank Cbioportal (http://www.cbioportal.org/) des
Memorial Sloan Kettering Cancer Center (MSK) in New York wurden Uberlebensdaten
der TCGA Provisional Studie tiber Glioblastoma multiforme extrahiert [149,150]. Der
Schwellenwert der Uber- und Unterexpression wurde dabei auf 0,5 gesetzt. Zudem
wurden die extrahierten Daten der TCGA-Studie genutzt, um sie in das Online-Tool
CIBERSORT (https://cibersort.stanford.edu/) der Stanford Universitat einzupflegen
[151]. Mithilfe des dort hinterlegten Datensatzes ,LM22“, der ein
Genexpressionsmuster fur Immunzellen darstellt, ist es mittels dieses Online-
Programms maoglich, aus eigenen oder verfigbaren Datenbank-Datensatzen, die
Genexpressionsanalysen im geforderten Dateiformat enthalten, Rickrechnungen
durchzufihren und so Ruckschlisse auf den Anteil der zu untersuchenden
Immunzellen im ganzen Tumorgewebe zu ziehen. Die im LM22-Datensatz geforderten
Gene wurden also bei allen Patienten der TCGA-Provisional Studie gesucht. Bei 521
Patienten konnten genug Ubereinstimmungen im U133 microarray gefunden werden,
um sie in weitere Analysen einzuschlie3en. Der Datensatz wurde heruntergeladen und
in Excel so formatiert, wie das Benutzerhandbuch der Website CIBERSORT es
vorgibt. AnschlieBend wurden die Daten dort hochgeladen und die entstandenen
Immunzell-Expressionsmuster Uber die Patientenkennung der TCGA-Studie den zuvor
ebenfalls heruntergeladenen Uberlebensdaten zugeordnet. Mittels GraphPad Prism

wurden dann die Kaplan-Meier-Kurven erstellt.

3.9 Statistik

Die statistischen Analysen wurden mittels der Software GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software, San Diego) durchgefiihrt. Dabei wurden Mittelwerte und die entsprechenden
Standardabweichungen der unterschiedlichen Patientengruppen errechnet und
angegeben. Hierbei wurden zur statistischen Analyse je nach Indikation der
einfaktorielle ANOVA-Test mit Bonferroni-Korrektur, ein gepaarter oder ein

ungepaarter Student’s t-Test durchgefuhrt. Fir die Auswertung nominaler Daten wurde
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der exakte Fisher-Test mit Erweiterung auf Kontingenztabellen mit rxc Spalten und
Reihen genutzt. Hierzu wurde das Statistikprogramm R und die in ihm hinterlegten
Formeln und Algorithmen [152] verwendet, da in GraphPad Prism 8 nur der Fisher-
Test fur 2x2-Tabellen hinterlegt ist. Der verwendete Code ist dabei an den im Beispiel
des Benutzermanuals von R (Version 3.6.2; 2019-12-12) hinterlegten Code angelehnt
und auf die entsprechenden zu analysierenden Daten angepasst worden.

Die entsprechenden verwendeten Tests sind in den Legenden der Abbildungen

hinterlegt. Die Signifikanzniveaus sind wie in Tabelle 3-20 zu entnehmen angegeben.

Tab. 3-20 Darstellung der Signifikanzniveaus

p-Wert Signifikanzniveau

p > 0,05 nicht signifikant; ns
p <0,05 signifikant; *

p <0,01 sehr signifikant; **
p < 0,001 hoch signifikant; ***
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4.1 Differenzierung der myeloiden Zellen
4.1.1 Distinktion von Mikroglia/Makrophagen und Neutrophilen

Da neben Mikroglia/Makrophagen auch neutrophile Granulozyten im Glioblastom-
Gewebe beschrieben worden waren und diese aufgrund ihrer gemeinsamen
myeloiden Vorlauferzelle ebenfalls CD11b und CD45 exprimieren, wurde eine Farbung
der vorbereiteten Gefrierschnitte mit Ibal als gemeinsamer Marker fur
Mikroglia/Makrophagen, DAPI und CD66b als Neutrophilenmarker durchgefihrt [48].
Hier zeigte sich eine Anfarbung von kleinen, runden Zellen mit CD66b, deren DAPI-
Kernfarbung dem charakteristischen Bild eines segmentierten Zellkernes entsprach,
wie sie in der Histologie beschrieben werden (Abb. 4-1 A). Mikroglia/Makrophagen
zeigten eine deutliche lbal-Farbung, waren CD66b negativ und wiesen deutlich
differente Zellmorphologien auf. Da beide Zellpopulationen CD11b und CD45
exprimieren, erfolgte nach Homogenisierung der intraoperativ erhaltenen
Gewebeproben eine Farbung auf diese beiden Oberflachenmolekile mit
anschlieBender Analyse der Proben im FACS. Hierbei zeigte sich, dass im Gewebe
der GBM zwei voneinander abgrenzbare CD11b*CD45* Zellfraktionen auftraten. Diese
konnen, miteinander verglichen, als CD11bMd"CD45'°% und CD11b"%CD45hgh
bezeichnet werden. Die  CD11b°“CD45Md"-Population war auch im
Epilepsiepatientengewebe und in den Astrozytom °llI-Gewebeproben sichtbar,
wahrend die CD11b"9"CD45'°%-Fraktion in hoherem Prozentsatz in den GBM-Proben
auftrat und dort eine deutliche Diversitat aufwies (Abb. 4-1 B). Es zeigte sich ein
signifikanter Unterschied in der Fluoreszenzintensitat von CD11b und CD45 zwischen
beiden Zellpopulationen, so dass die Bezeichnung der Gruppen bestatigt werden
konnte (Abb. 4-1 C, D). Zur Unterscheidung der beiden Populationen der myeloiden
Zellen wurde im FACS eine Farbung von CD66b und Ibal durchgefiihrt. Die
CD11bMd"CD45°%-Fraktion zeigte dabei eine Farbung fur CD66b, wahrend die
CD11b'°"CD45Meh-Population durch CD66b nicht angefarbt wurde. Im Gegenzug
zeigten die CD11b'°“CD45"e"-Zellen eine Farbung fur lbal, wahrend die
CD11bMd"CD45°%-Population Ibal- war (Abb. 4-1 E). Die Mikroglia/Makrophagen
entsprachen also der CD11b'°“CD45"9"-Fraktion, wahrend die Granulozyten als
CD11bMd"CD45°% charakterisiert wurden.
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Abb. 4-1 Differenzierung der myeloiden Zellpopulationen (A) In der Immunfluoreszenz-
farbung konnten Mikroglia/Makrophagen (Ibal*) und neutrophile Granulozyten (CD66b*) gut
voneinander unterschieden werden, wie hier beispielhaft gezeigt wurde. Die Pfeilspitzen
zeigen auf morphologisch typische segmentierte Zellkerne. Der Mal3stabsbalken entspricht 50
um. (B) Beispielhafte Darstellung der unterschiedlichen CD11b*CD45* Zellfraktionen in den
Patientengruppen. In der FACS-Analyse fielen in den GBM-Proben unterschiedlich stark
ausgepragte Zellfraktionen auf, die als CD11b""CD45"" und CD11b""CD45"" klassifiziert
wurden. Die Prozentzahlen geben den Anteil der CD11b""CD45"°% Zellen an der Gesamtheit
der CD11b*CD45* Zellen an. Dargestellt sind Patient 65 (rechter Dotplot) und Patient 35
(zweiter Dotplot von rechts) als Beispiele fur GBM-Patienten. (C) Es besteht ein signifikanter
Unterschied zwischen der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) von CD11b zwischen den
beiden Zellpopulationen; p < 0,001; Student’s t-Test. (D) Auch fir die Expression von CD45
konnte ein signifikanter Unterschied in der mittleren Fluoreszenzintensitat gefunden werden;
p = 0,0442; Student’s t-Test. (E) Wahrend die CD11b"“CD45"9"-Population lbal exprimiert,
zeigen die CD11b""CD45°"-Zellen eine Expression von CD66b. Die Zahlen geben den
jeweiligen Prozentsatz der positiv gefarbten Zellen fur die Population der CD11b*"CD45"M"
(grun, Mikroglia/Makrophagen) und die CD11b"9"CD45"" (rot, neutrophile Granulozyten)
Zellen an.

4.1.2 Charakterisierung des immunmodulatorischen Phanotyps der Mikroglia/
Makrophagen und Neutrophilen

Zur weiteren Charakterisierung der myeloiden  Zellpopulation  wurden
Oberflachenmarker und Zytokine untersucht, die immunmodulatorische Eigenschaften
besitzen. Wahrend die Mikroglia/Makrophagen nahezu vollstandig HLA-ABC und HLA-
DR exprimierten, zeigte nur ein geringer Prozentsatz von im Durchschnitt 13,16% der
Granulozytenpopulation eine HLA-DR-Expression (Abb. 4-2 A, B). Die mittlere
Fluoreszenzintensitdt von HLA-DR unterschied sich ebenfalls signifikant zwischen
Mikroglia/Makrophagen und Granulozyten (Abb. 4-2 C). Zwar wurde von beiden
Zellfraktionen kaum CD80 gebildet, jedoch zeigte sich ein deutlich h6herer Prozentsatz
der Mikroglia/Makrophagen positiv fir CD86, wohingegen dieser Oberflachenmarker
von den Neutrophilen nahezu gar nicht exprimiert wurde (Abb. 4-2 D,E). CD14 wurde
von Mikroglia/Makrophagen zu einem geringen Anteil exprimiert, wahrend Neutrophile

kaum eine Expression zeigten (4-2 E).
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Abb. 4-2 Vergleich der Aktivierungsmarker der beiden CD11b*CD45* Zellpopulationen.
(A) Analyse der Expression von Haupthistokompatibilititskomplexen (HLA). Dargestellt sind
die Histogramme, die die Expression auf Mikroglia/Makrophagen (griin) und neutrophilen
Granulozyten (rot) zeigen. Die prozentualen Anteile sind in der jeweiligen Farbe der
Zellpopulation dargestellt. (B) Die Diagramme zeigen den prozentualen Anteil an HLA
exprimierenden Zellen. Hier zeigt sich bei HLA-DR ein signifikanter Unterschied (p < 0,0001);
n = 6-7 je Gruppe, Student’s t-Test. (C) Darstellung der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI)
der HLA-Molekile. Mikroglia/Makrophagen haben eine signifikant héhere MFI von HLA-DR als
Granulozyten (p < 0,0001); n = 6-7 je Gruppe, Student’s t-Test. (D) Analyse von Cluster of
Differentiation-Markern. Dargestellt sind die Histogramme der jeweiligen Molekile. Die
prozentualen Werte der jeweiligen Probe sind in der entsprechenden Farbe der Zellpopulation

dargestellt. (E) Expressionsanalyse der Oberflachenmarker. Fur CD80 zeigt sich kein
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signifikanter Unterschied. CD86 wird von Mikroglia/Makrophagen signifikant héher exprimiert
als von neutrophilen Granulozyten (p = 0,0003). CD14 zeigt eine dezent hdhere Expression
bei Mikroglia/Makrophagen (p = 0,0129); n = 7-8 je Gruppe, Student’s t-Test.

Das Zytokin TNF-a, welches fur einen proinflammatorischen, antitumoralen Phanotyp
steht, wurde nur von den Mikroglia/Makrophagen gebildet (Abb. 4-3 A), wéahrend das

protumoral wirkende IL-10 von beiden Zelltypen kaum exprimiert wurde (Abb. 4-3 B).
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Abb. 4-3 Analyse protumoraler und antitumoraler Zytokine. (A) Analyse des der M1-
Differenzierung zugeordneten Zytokins TNF-a. Die prozentualen Werte der jeweiligen Probe
sind in der entsprechenden Farbe der Zellpopulation im Histogramm dargestellt. Die Analyse
zeigt fir TNF-a eine leicht erhohte Expression in der Mikroglia/Makrophagen-Population, die
sich auch als signifikant darstellte (p < 0,0001), n = 5 je Gruppe; Student’s t-Test. (B) Analyse
des der M2-Differenzierung zugeordneten Zytokins IL-10. Die im Histogramm dargestellten

prozentualen Anteile entsprechen den IL-10* Zellen der jeweils farblich gekennzeichneten
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Population. Es zeigten sich keine signifikanten Expressionsunterschiede; n = 5 je Gruppe;
Student’s t-Test.

4.1.3 Differenzierung der Patientengruppen nach Neutrophilenfraktion

Aufgrund der deutlichen Unterschiede in der Zellzusammensetzung der myeloiden
Zellpopulation wurde beschlossen, die GBM-Patienten in eine Gruppe mit hohem und
eine mit niedrigem Anteil der neutrophilen Granulozyten an der CD11b*CD45*-
Zellpopulation zu unterteilen, um mdogliche Einflisse auf das Expressionsmuster der
zu untersuchenden immunmodulatorischen und proangiogenen Molekile
herausarbeiten zu kdnnen. Da es sich um Granulozyten handelte und diese in der
Literatur auch als PMNL abgektirzt werden, entschieden wir uns fir eine Bezeichnung
der Gruppen als GBM-hPMNL fur high und GBM-IPMNL flr low in Bezug auf den
Vergleich zum Mittelwert des Prozentsatzes der Granulozytenfraktion (17,2%)
(Abb. 4-4).
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Abb. 4-4 Einteilung der GBM-Proben in eine GBM-IPMNL und GBM-hPMNL-Gruppe
basierend auf dem Anteil der Granulozyten (CD11b"9"CD45°") an der Gesamtpopulation der
CD11b*CD45*Zellen. Der Mittelwert lag bei 17,2% und wurde somit als cut-off-Wert fur die
Einteilung der Proben benutzt.

Bei den meisten Patienten stand genug Material zur Verfigung, um ein oder zwei
Gewebestlcke in die FACS-Analysen aufzunehmen. Bei einigen Patienten wurden

aber auch vier Gewebeproben in der Durchflusszytometrie untersucht. Meistens
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stellten sich die Granulozytenfraktionen dabei in dhnlicher Grélenordnung dar. Nur
bei zwei Patienten differierten die Granulozytenfraktionen der Gewebeproben so sehr,
dass es zu einer unterschiedlichen Gruppierung der untersuchten Gewebeproben in
die GBM-IPMNL und GBM-hPMNL-Gruppe gefuhrt hatte (Abb. 4-5). Die fir die RNA-
Isolation verwendeten Gewebeproben wurden immer anhand der jeweiligen
zugehorigen FACS-Analysen in die GBM-IPMNL- oder GBM-hPMNL-Gruppe
eingeteilt.

4 5,24%
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CD45 Mikroglia/Makrophagen === Granulozyten

Abb. 4-5 Darstellung der FACS-Analysen von Patient 24. Wahrend im ersten analysierten
Gewebestiick ein Granulozytenanteil (CD11b"9"CD45°%) von 3,28% an der Gesamtpopulation
der CD11b*CD45" Zellen gefunden werden konnte, war es in der zweiten analysierten Probe
21,59% und in der dritten 30,06%.

4.2 Analyse der Patientencharakteristika

Die ausfuhrlichen Patientencharakteristika sind in Tabelle 4-1 aufgefiihrt. Aufgrund der
nun geteilten  Glioblastom-Patientengruppe  wurde eine  Analyse der
Patientencharakteristika  durchgefihrt, um  mogliche Einflisse auf die
Granulozytenfraktion ebenso zu erkennen wie eine mdgliche Beeinflussung weiterer
Analyseergebnisse.

Da beschrieben wurde, dass Mikroglia bereits im gesunden adulten Hirngewebe eine
unterschiedliche lokale Verteilung aufweisen - wobei die groéf3ten Unterschiede jedoch
zwischen grauer und weil3er Substanz auftraten -, scheint es wichtig, entweder in allen
Tumorgruppen unterschiedliche Hirnregionen vertreten zu haben oder aber alle
Tumoren in der gleichen Ursprungsregion lokalisiert zu haben [55]. Aufgrund der
Kapazitaten der Durchfihrung dieser Studie war eine Homogenitat der
Patientengruppen in Hinsicht der Lokalisation leider nicht realisierbar.
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Tab. 4-1 Darstellung der Patientencharakteristika

Alter (Mittelwert £ SD) 49,14 + 17,59
GBM 56,00 + 17,88
GBM-hPMNL 62,67 £ 13,52
GBM-IPMNL 51,22 + 20,43
Aclll 40,17 £ 9,09
EP 38,67 £ 15,44
Geschlecht (f/m) 0,52
GBM 0,47
GBM-hPMNL 0,33
GBM-IPMNL 0,67
Aclll 0,67
EP 0,50
Lokalisation des Tumors Aclll GBM- GBM- Summe
IPMNL hPMNL
frontal 2 5 2 9
parietal 1 0 0 1
temporal 2 3 2 7
davon insular 1 0 1 2
okzipital 0 0 1 1
periventrikular 0 0 1 1
Mischlokalisation 1 1 3 5
davon temporo-parietal 0 0 1 1
temporo-frontal 1 0 0 1
parieto-okzipital 0 0 1 1
Operculum 0 1 1 2
Summe 6 9 9 24

In allen Tumorpatientengruppen waren verschiedene Lokalisationen des Tumors
vertreten. Nur bei Epilepsiepatienten konnten aufgrund der Operationsmethode bei
zugrundeliegender Grunderkrankung (Temporalpolresektion) nur Gewebe des
Temporallappens zur Untersuchung gewonnen werden. Der Temporallappen war
auch in den drei Tumorgruppen eine der haufigsten vertretenen Lokalisationen. So

befanden sich in der Astrozytom °IllI-Gruppe drei der sechs Tumore in dieser
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Lokalisation. Sowohl in der GBM-IPMNL-Gruppe als auch in der GBM-hPMNL-Gruppe
zeigten vier von neun Tumoren zumindest eine Beteiligung des Temporallappens. In
der GBM-IPMNL-Gruppe war der Frontallappen mit 55,56% die am haufigsten
betroffene Hirnregion. Funf Tumore der gesamten GBM-Gruppe waren in ihrer
Lokalisation nicht eindeutig einem Hirnareal zuzuordnen, wobei vier Félle auf die
GBM-hPMNL-Gruppe entfielen und in zwei von vier Féllen hier wieder eine
Temporallappen-Beteiligung vorlag. Zum Vergleich der GBM-IPMNL und GBM-
hPMNL-Gruppe wurde der exakte Fisher-Test in seiner Erweiterung fir
Kontingenztabellen mit r x ¢ Reihen und Spalten verwendet. Dazu wurde das
Statistikprogramm R mit dem hinterlegten Code genutzt [152]. Aufgrund der
aufgetretenen gemischten Tumorlokalisationen wurden mehrere
Gruppierungsvarianten der Tumore in den GBM-Gruppen analysiert. So kann die
Lokalisation ,Operculum® aufgrund der nicht genau méglichen Zuordnung zu einer
Kortex-Region entweder als eigenstandige Mischlokalisation betrachtet werden oder
aber jeweils dem einen oder anderen Operculum-bildenden Kortexareal zugerechnet
werden. Die Insel-Region wurde, der klassischen Einteilung des Kortex in vier Lobi
folgend, in allen Gruppen dem Temporallappen zugeordnet. Werden die
Tumorlokalisationen so gruppiert betrachtet wie in Abbildung 4-6 dargestellt, ergibt
sich ein p-Wert von 0,71 was keiner statistisch signifikanten Abweichung zwischen den
beiden Gruppen entspricht. Werden die Mischlokalisationen entweder dem einen oder
anderen Kortexareal zugeordnet ergeben sich p-Werte zwischen 0,1 und 0,26. Hierbei
wurde die Umgruppierung in beiden GBM-Gruppen immer simultan durchgefiihrt. Es
kann also resumiert werden, dass die Lokalisation der Tumoren trotz einiger
Differenzen zwischen GBM-IPMNL und GBM-hPMNL-Gruppe als statistisch gesehen

,gleich® angenommen werden kann.
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Abb. 4-6 Schematische Darstellung der Verteilung der Tumorlokalisation.
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Aufgrund der Unterteilung der Glioblastom-Patienten in zwei Untergruppen wurden
Patientencharakteristika wie Alter und Geschlechter-Verteilung verglichen, da auch fur
diese Faktoren bereits Relevanz fir das Uberleben gezeigt wurde [153-155]. In
Hinblick auf die Geschlechter-Verteilung konnte kein signifikanter Unterschied
gefunden werden, auch wenn die GBM-Gruppen entgegengesetzte Verhéltnisse
zeigten. Hinsichtlich der Altersverteilung konnte gezeigt werden, dass das
durchschnittliche Alter in der GBM-hPMNL-Gruppe mit 62,67 Jahren zwar héher lag
als in der GBM-IPMNL-Gruppe (49,89 Jahre), dieser Unterschied jedoch nicht
signifikant war (Abb. 4-7).
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Abb. 4-7 Analyse der Patientencharakteristika. (A) Darstellung der Verteilung von
weiblichen und mannlichen Patienten in den beiden GBM-Gruppen. Die Ermittlung des
Signifikanzniveaus wurde mit dem exakten Fisher-Test durchgefihrt. p = 0,3469. (B) Die

Analyse der Altersverteilung der Glioblastom-Patienten erfolgte mittels t-Test. p = 0,1219.

Anhand der entstandenen Gruppeneinteilung der Glioblastom-Patienten wurden auch
fur den Tumor spezifische Merkmale wie MGMT-Methylierung und IDH-Mutation
erhoben. Da fur beide Faktoren ein Einfluss auf Therapieansprechen und Uberleben
der Patienten beschrieben wurde, erfolgte eine Analyse der beiden GBM-Gruppen in
Hinblick auf unterschiedliche Verteilung beider Merkmale [13,17,156—159]. Auch hier
wurde wegen der geringen Gruppengrof3e der exakte Fisher-Test gewahlt. Aufgrund
des zuletzt diskutierten cut-off-Wertes der MGMT-Methylierung wurde eine Analyse
mit einem cut-off-Wert von 10% (Abb. 4-8 A) und eine weitere mit dem von Radke et
al. vorgeschlagenen Wert von 20% (Abb. 4-8 B) durchgefihrt [160]. Ein Patient der
GBM-IPMNL-Gruppe wurde dadurch umgruppiert. In der GBM-hPMNL-Gruppe gab es
keine Veranderungen. Fir den MGMT-Status konnten fiir einen Patienten in der GBM-
hPMNL-Gruppe und fir zwei Patienten der GBM-IPMNL-Gruppe keine Angaben
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gefunden werden. Fir den IDH-Status fehlten die Angaben bei drei Patienten der
GBM-hPMNL und fur zwei Patienten der GBM-IPMNL-Gruppe. Die p-Werte fir die
MGMT-Methylierung ergaben jeweils keine statistische Signifikanz, so dass keine
Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden konnten. Fur den IDH-Status
zeigte sich sogar eine statistische Ubereinstimmung der Verteilung zwischen den
Gruppen (Abb. 4-8 C).

Eine weitere mdoglicherweise wichtige Einflussgrof3e war der Rezidivstatus des
Patienten. Hier zeigte sich zwar eine Tendenz, dass Rezidive haufiger der
GBM-IPMNL-Gruppe angehérten, auch dieser Unterschied zeigte jedoch keine
statistische Signifikanz (Abb. 4-8 D).
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Abb. 4-8 Kontingenztabellen der Tumorcharakteristika. (A) Dargestellt ist die Verteilung
der MGMT positiven und negativen Tumore in der GBM-IPMNL und GBM-hPMNL-Gruppe,
wenn ein cut-off-Wert von 10% angenommen wird; p = 0,6193; ns (B) Bei einem cut-off-Wert
von 20% &ndert sich die Zusammensetzung der GBM-IPMNL-Gruppe; p = 0,3147; ns. (C) Die
Verteilung der IDH-Mutation in den Tumoren ist fur beide GBM-Gruppen dargestellt.
p > 0,9999; ns. (D) Darstellung der Verteilung von Erstdiagnose (ED) und Rezidiven (R) in den
GBM-Gruppen. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied (p = 0,1312). Beide Gruppen

umfassen jeweils neun Patienten. Fir alle Analysen wurde der exakte Fisher-Test gewahilt.
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4.3 Aktivierungsstatus der myeloiden Zellen
4.3.1 Expressionsmuster immunmodulatorischer Zytokine

Aufgrund der Unterteilung der GBM-Patientengruppe in die GBM-hPMNL- und
GBM-IPMNL-Gruppe nach dem Anteil der infiltrierenden Granulozyten, wurde eine
Analyse des Aktivierungsstatus im Vergleich zwischen diesen beiden Gruppen
durchgefiihrt, um  den  Einfluss der unterschiedlichen  Zellfraktions-
zusammensetzungen zu untersuchen. Verschiedene Zytokine sind mit der
Ausprégung von einem eher protumoralen oder antitumoralen Phanotyp der
Mikroglia/Makrophagen in Zusammenhang gebracht worden. Dabei wird die
RNA-Expression von IL-18, IL-6, IL-12a und IL-128 eher einem proinflammatorischem
M1-Typen zugeordnet, wahrend die Expression von TGF-f bei einem protumoralen
M2-Phanotypen hochreguliert wird. Es erfolgte die Analyse der RNA-Expression der
zuvor isolierten CD11b* Zellen. Hier konnte allerdings kein Unterschied im
Expressionsmuster der myeloiden Zellen zwischen den beiden GBM-Gruppen oder im
Vergleich der GBM-Gruppen zu Astrozytom °lll gefunden werden (Abb. 4-9). Alle
Tumorgruppen wiesen jedoch eine signifikant niedrigere IL-12a und IL-728 Expression

auf als die Kontrollgruppe der Epilepsiepatienten (Abb. 4-9 A).
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Abb. 4-9 Darstellung des immunmodulatorischen Zytokinexpressionsmusters in

verschiedenen Hirngeweben (A) Expressionsmuster von klassischen proinflammatorischen
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Zytokinen. In Bezug auf IL-712a lasst sich eine Herunterregulation in der A°lll, GBM-IPMNL-
und GBM-hPMNL-Gruppe im Vergleich zu den Epilepsiepatienten nachweisen (p = 0,0006
(A°l), p = 0,0003 (GBM-IPMNL), p = 0,004 (GBM-hPMNL)). Fur IL-728 ist die Expression in
den Tumorgruppen ebenfalls signifikant geringer (jeweils p < 0,0001); one-way-ANOVA, n =
4-7 pro Gruppe. (B) Darstellung der Expression von antiinflammatorischen Zytokinen. Es
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen nachgewiesen werden,
wobei jedoch eine Erhéhung des Mittelwertes der durchschnittlichen Expression von IL-10
ermittelt werden konnte. Hier zeigte sich bei hoher Standardabweichung eine Tendenz und
keine statistische Signifikanz (p = 0,1019), one-way-ANOVA,; n = 6-7 je Gruppe.

4.3.2 Aktivierungsstatus der Mikroglia/Makrophagen
4.3.2.1 Betrachtung immunmodulatorischer Zytokine

Bei der Analyse der gRT-PCR Daten ist zu beachten, dass diese RNA aus den CD11b*
isolierten Zellen gewonnen wurde. Somit sind in der Zellfraktion nicht nur
Mikroglia/Makrophagen inkludiert, sondern mdglicherweise auch ein variierender
Anteil von Neutrophilen. Zudem kann sich aufgrund verschiedener
Regulationsmechanismen eine Hochregulation eines Molekils teilweise nur auf
Proteinebene manifestieren, wahrend sich die RNA-Expression nicht verandert. Es
wurde also exemplarisch die Expression von TNF-a und IL-10 mittels FACS
untersucht, um die Zytokinexpression der Mikroglia/Makrophagen zu analysieren. Hier
zeigte sich eine Tendenz zur Hochregulation von TNF-a durch Mikroglia/Makrophagen
in der GBM-hPMNL-Gruppe im Vergleich zu den Epilepsiepatienten (Abb. 4-10 A).
Aufgrund der geringen Gruppenstarke konnte keine statistische Auswertung erfolgen.
Fir IL-10 konnte ebenfalls keine signifikante Regulation ermittelt werden
(Abb. 4-10 B).
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Abb. 4-10 FACS-Analyse der Expressionsmuster immunmodulatorischer Zytokine
durch Mikroglia/lMakrophagen. (A) Die Expression von TNF-a zeigte sich bei
Mikroglia/Makrophagen der GBM-hPMNL-Gruppe im Vergleich zur EP-Gruppe erhéht; n = 2-
4, keine statistische Auswertung erfolgt. (B) Die IL-10-Expression zeigte keine Differenz

zwischen den Gruppen, n = 2-4; keine statistische Auswertung maglich.

4.3.2.2 Analyse der Oberflachenmarker der Mikroglia/Makrophagen

Die Haupthistokompatibilitatskomplex-Molekile (HLA-ABC, HLA-DR) dienen der
Antigenprasentation und damit der Aktivierung des Immunsystems. Sie finden sich
unter anderem auf Antigenprasentierenden Zellen, so auch Mikroglia und
Makrophagen und kdénnen bei Aktivierung dieser Zellen hochreguliert werden [69]. Es
zeigte sich zunachst kein Unterschied im Prozentsatz der Mikroglia/Makrophagen,
welche HLA-ABC und HLA-DR exprimierten. Bei einer Analyse der mittleren
Fluoreszenzintensitats-Werte (MFI) konnte jedoch gezeigt werden, dass nur die
GBM-hPMNL-Gruppe in Bezug auf HLA-ABC-Expression einen signifikanten
Unterschied zur Epilepsie- und Astrozytom °llI-Gruppe aufwies (Abb. 4-11 A). Der
Mittelwert der Fluoreszenzintensitat lag in dieser Gruppe héher als in der GBM-IPMNL-
Gruppe, jedoch konnte hier keine Signifikanz erreicht werden (Abb. 4-11 B). Bei der
Expression von HLA-DR konnten keine Unterschiede zwischen den Gruppen
festgestellt werden (Abb. 4-11 A, B). Zusammengefasst ist zu beobachten, dass in
allen Gewebeproben zwar der gleiche Prozentsatz an Mikroglia/Makrophagen HLA-
ABC exprimieren, die Intensitdt des Signals jedoch in der GBM-hPMNL-Gruppe
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zunimmt, so dass von einer vermehrten Expression des Moleklls pro Zelle
ausgegangen werden kann.
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Abb. 4-11 Expression von HLA-Molekilen. (A) Prozentuale Expression von HLA-ABC und
HLA-DR auf Mikroglia/Makrophagen. Fast alle Mikroglia/Makrophagen exprimieren die beiden
HLA-Molekile, unabhangig von der Patientengruppe. Der leichte Trend zur Herunterregulation
von HLA-DR in der GBM-hPMNL-Gruppe im Vergleich zu EP ist nicht signifikant (p = 0,3447);
n = 3-6 je Gruppe, one-way-ANOVA. (B) Darstellung der Expression von HLA-ABC und HLA-
DR auf Mikroglia/Makrophagen anhand von mittleren Fluoreszenzintensitatswerten (MFI). Die
Analyse zeigt eine signifikante Erhéhung der Immunfluoreszenzintensitét in der GBM-hPMNL-
Gruppe fur HLA-ABC gegeniber EP (p = 0,0041) und A°lll (p = 0,0238). Der Vergleich der
GBM-hPMNL-Gruppe zu der GBM-IPMNL-Gruppe zeigt keine Signifikanz (p = 0,0926). Auch
fur HLA-DR konnte keine signifikante Abweichung zwischen GBM-hPMNL und EP-Gruppe
gefunden werden (p = 0,4846); n = 3-6 je Gruppe, one-way-ANOVA.
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CD80 (B7-1) und CD86 (B7-2) werden von Antigenprasentierenden Zellen exprimiert
und kénnen als sogenannte kostimulatorische Molekile sowohl mit CD28 als auch mit
CD152 interagieren. Sie kdonnen dadurch zur Aktivierung von T-Zellen beitragen, diese
jedoch auch regulieren. Besonders wichtig erscheinen sie bei der Aktivierung bis dahin
naiver T-Zellen [161]. Beide Moleklle werden auf aktivierten monozytaren Zellen
exprimiert, wobei CD86 eine raschere Regulation als CD80 zeigt und auch ein
starkeres konstitutives Expressionsmuster beschrieben wurde [162]. CD80 und CD86
werden in der Literatur auf aktivierten Mikroglia mit M1-Differenzierung beschrieben
[163,164]. In dieser Studie konnte in der Expression von CD80 kein Unterschied
zwischen den Gruppen nachgewiesen werden (Abb. 4-12 A). Die Expression von
CD86 jedoch unterschied sich bei der GBM-hPMNL-Gruppe signifikant von der
Epilepsie- und Astrozytom °llI-Gruppe (Abb. 4-12 B). Auch hier war der Mittelwert des
Prozentsatzes der Zellen, welche den Oberflachenmarker exprimieren, in der
GBM-hPMNL-Gruppe (29,46%) hoher als in der GBM-IPMNL-Gruppe (16,2%). Eine
Signifikanz wurde aufgrund der Standardabweichung aber nicht erreicht (p = 0,3689).
CD14 wird ebenfalls als Aktivierungsmarker beschrieben. So exprimieren ruhende
Mikroglia/Makrophagen wenig CD14, sind jedoch dazu befahigt, dieses
Oberflachenmolekil nach Stimulation hochzuregulieren. CD14 zahlt zu den pattern
recognition receptors (PRR), welche dazu dienen, charakteristische Muster von
Pathogenen zu erkennen und daraufhin tber Signalkaskaden das Immunsystem zu
aktivieren [165]. Es konnte aufgrund hoher Streuung der Werte kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen gefunden werden, auch wenn der Mittelwert der
GBM-hPMNL-Gruppe (11,81%) hoher lag als der Mittelwert der EP-Gruppe (0,78%)
(Abb. 4-12 C).
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Abb. 4-12 Expression von Aktivierungsmarkern der Mikroglia/Makrophagen. (A) Dar-
gestellt ist die Expression von CD80. Es konnte keine Differenz zwischen den
Patientengruppen gefunden werden, n = 3-6 je Gruppe; one-way-ANOVA. (B) Fiur CD86 ergab
die Analyse eine Hochregulation in der GBM-hPMNL-Gruppe im Vergleich zu EP (p = 0,0006)
und A°lll (p = 0,009), n = 3-6 je Gruppe, one-way-ANOVA. (C) Fir den Oberflachenmarker
CD14 konnte keine signifikante Regulation gefunden werden, n = 3-6; one-way-ANOVA.

Auch CD45 wurde in der Literatur als Aktivierungsmarker beschrieben, der
Mikroglia/Makrophagen in ihrer Funktion beeinflussen kann [60,166-168]. Dieses
Oberflachenmolekil ist eine rezeptoréhnliche Protein-Tyrosin-Phosphatase, welche
multiple Funktionen im Immunsystem vermittelt und unter anderem fur B- und
T-Zellaktivierung eine Rolle spielt. Neutrophile kénnen in ihrer Funktion moduliert
werden, wobei diskutiert wird, ob diese Modulation einer Aktivierung oder Suppression
entspricht. Auch fir die Makrophagen-vermittelte Adhasion ist CD45 relevant [166].
Untersucht man die Mikroglia/Makrophagen der GBM-Patientengruppen auf die
Expression dieses Molekils hin, kann eine signifikante Erhdhung der mittleren
Fluoreszenzintensitat zwischen GBM-hPMNL und allen anderen drei untersuchten
Gruppen nachgewiesen werden (Abb. 4-13 A). In der Gesamtheit der GBM-Patienten
besteht eine Korrelation zwischen CD45-Expression und Infiltration der Granulozyten
(Abb. 4-13 B).
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Abb. 4-13 Analyse der CD45 Expression. (A) Darstellung der mittleren Fluoreszenzintensitét
von CD45 bei Mikroglia/Makrophagen. Es zeigt sich eine signifikante Differenz zwischen
GBM-hPMNL und EP (p = 0,0026), A°lll (p = 0,0010) und GBM-IPMNL (p = 0,0017); n = 6-8
je Gruppe; one-way-ANOVA. (B) Die Analyse ergibt eine signifikante Korrelation zwischen
mittlerer Fluoreszenzintensitat von CD45 und prozentualem Anteil der Granulozyten an der
CD11b*CD45*-Zellpopulation (p = 0,0222; r = 0,5929); Spearman-Korrelation, n = 15.

4.3.2.3 CD163 und TIE2 als M2-assoziierte Marker und Modulatoren der

Angiogenese

Sowohl das Transmembranprotein CD163 als auch die transmembranare Tyrosin-
Kinase TIE2 wurden in der Literatur als immunmodulierende Oberflachenmolekile
beschrieben, die eher immunsuppressive Funktionen vermitteln [169-173]. Zudem
sind sie mit verstarkter Angiogenese assoziiert und kdnnen damit das Tumorwachstum
fordern [174-177]. CD163 wird zudem als Marker einer M2-Polarisierung genannt
[164]. Sowohl fur CD163 als auch TIE2 konnte eine Expression in den
Immunfluoreszenzfarbungen fast nur von Mikroglia/Makrophagen der GBM-hPMNL-
Gruppe nachgewiesen werden, was fur einen unterschiedlichen Aktivierungsstatus der
Ibal positiven Zellen spricht (Abb. 4-14).
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Abb. 4-14 Expression von CD163 und TIE2. (A) CD163 wird von Mikroglia/Makrophagen
(Ibal®) in der GBM-hPMNL-Gruppe exprimiert, wohingegen die Mikroglia/Makrophagen in der
GBM-IPMNL-Gruppe kaum eine Expression von CD163 zeigen. Im Diagramm ist die
Verteilung der CD163" Mikroglia/Makrophagen in der GBM-IPMNL und GBM-hPMNL-Gruppe
dargestellt. Hier zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (p = 0,0017).
(B) Viele Ibal* Zellen zeigten in der GBM-hPMNL-Gruppe eine Expression von TIE2. In der
GBM-IPMNL-Gruppe war kaum Expression von TIE2 nachzuweisen. Der Unterschied der
Expression war statistisch signifikant (p = 0,0002). Die MaRRstabsbalken entsprechen jeweils
50 um. Die statistische Auswertung erfolgte jeweils mit dem Student’s t-Test, n = 3 je Gruppe.

Die Auszahlung erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Dr. rer. nat. S. Brandenburg.

Insgesamt kdnnen zwar einige Unterschiede im Aktivierungsstatus von
Mikroglia/Makrophagen in der GBM-Gruppe gegenuber den Epilepsie- und Astrozytom
°lll-Patienten gesehen werden, diese bestehen in signifikanter Auspragung jedoch nur
in der GBM-hPMNL-Gruppe. Die Analysen von CD86, CD45, CD163 und TIE2
implizieren zudem eine Differenz zwischen der GBM-IPMNL- und GBM-hPMNL-
Gruppe. Dennoch kénnen Unterschiede nicht in allen untersuchten Markern und
Zytokinen nachgewiesen werden. Es liel3 sich keines der klassischen M1/M2-
Expressionsmuster beobachten, was fir die These spricht, dass es sich eher um ein

Kontinuum handelt.
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4.4 Infiltration von Lymphozyten ins Tumorgewebe

Lymphozyten sind ebenfalls CD45 positive Zellen, die jedoch kein CD11b exprimieren.
Es wird davon ausgegangen, dass sie im normalen Hirngewebe nicht oder nur in
geringer Anzahl Uber ihren momentanen Aufenthalt in Blutgeféafien vorkommen sollten.
Bei fortschreitendem Glioblastom wird die Blut-Hirn-Schranke jedoch durchlassig und
Lymphozyten kbnnen vermehrt ins Gewebe eindringen. Es ist somit mit einer Zunahme
dieser Zellpopulation zu rechnen. Diese Beobachtung konnte in dieser Studie
nachvollzogen werden, indem das perioperativ gewonnene Gewebe enzymatisch
homogenisiert und die Zellsuspension mittels FACS untersucht wurde. Es zeigte sich
eine  Zunahme der Lymphozytenfraktion zwischen den Tumorgruppen
(Mittelwerta=m = 5,99%, Mittelwerteem-Pmne =15,82% und Mittelwerteem-npmne = 9,20%)
und Epilepsiepatienten (Mittelwert = 2,45%). Besonders in der GBM-IPMNL-Gruppe
konnte eine deutliche Zunahme der Lymphozytenfraktion in einigen Patientenproben
gefunden werden. Hier zeigte sich ein signifikanter Unterschied zu den
Epilepsiepatienten, wahrend der Mittelwert in der GBM-hPMNL-Gruppe zwar auch
hoher lag, aber kein Signifikanzniveau erreicht wurde (Abb. 4-15 A).

Fur die Lymphozytenpopulation wurde ebenfalls eine Analyse der
immunmodulierenden, kostimulatorischen Molekile und Zytokine durchgefiihrt. Hier
zeigte nur CD14 einen signifikanten Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen
(Abb. 4-15 B, C). Allerdings ist zu beachten, dass in die Population der CD45*CD11b"
Lymphozyten wiederum verschiedene Untergruppen (T-Lymphozyten,
B-Lymphozyten, etc.) eingehen. Diese Zellfraktion stellte allerdings nicht den Fokus
der vorliegenden Arbeit dar, so dass keine weitere Analyse der Subpopulationen
erfolgte und somit nur eine eingeschrénkte Aussage in Hinblick auf mogliche
Regulationen zu treffen ist. Zudem machte die Lymphozytenfraktion einen bedeutend
kleineren Anteil der CD45* Zellen aus, so dass auch Uber die kleinere Anzahl der im

FACS detektierten Zellen eine Limitation der Aussagekraft resultiert.
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Abb. 4-15 Analyse der Lymphozytenfraktion. (A) Nur zwischen EP und GBM-IPMNL konnte
ein signifikanter Unterschied im Anteil der Lymphozytenfraktion nachgewiesen werden
(p = 0,0102). Zwischen EP und A°lll lie3 sich eine Tendenz erkennen (p = 0,0578). In der
GBM-hPMNL-Gruppe konnte im Mittel ein geringerer Lymphozytenanteil gefunden werden als
in der GBM-IPMNL-Gruppe. Dies war aber nicht signifikant (p = 0,4308); n = 6-10 je Gruppe,
one-way-ANOVA. (B) Weder der Anteil der HLA-ABC* Lymphozyten noch der Prozentsatz der
HLA-DR* Lymphozyten differierte zwischen den verschiedenen Gruppen (Bezug auf linke
y-Achse). Auch eine Untersuchung der MFI von HLA-ABC und HLA-DR erbrachte keine
signifikanten Unterschiede (Bezug zur rechten y-Achse). (C) In Hinblick auf die Expression
von CD14 konnte eine hohere Expression in der GBM-hPMNL-Gruppe im Vergleich zu EP
gefunden werden (p = 0,0442). Der Anteil der CD80* und CD86* Lymphozyten zeigte jeweils
keine signifikanten Abweichungen. In Hinblick auf die proinflammatorischen (TNF-a) und
antiinflammatorischen (IL-10) Molekdle zeigte sich ebenfalls kein Unterschied zwischen den
Gruppen. Far (B) und (C) gilt n = 2-6 je Gruppe, one-way-ANOVA (CD80, HLA-ABC, HLA-
DR), fur die Molekile mit einer Gruppe mit n = 2 wurde kein statistischer Test durchgefiihrt
(CD86, CD14, TNF-a, IL-10).
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4.5 Analyse von Morphologie und Verteilung der Mikroglia/Makrophagen
4.5.1 Akkumulation von Mikroglia/Makrophagen im humanen Glioblastom

Es wurde bereits mehrfach eine Akkumulation von Mikroglia/Makrophagen im
humanen Glioblastom beziehungsweise Makrophagen in anderen Tumoren
beschrieben. Teilweise wurde gezeigt, dass Mikroglia/Makrophagen bis zu 30% der
Tumormasse ausmachen koénnen [43,44]. Aufgrund der in dieser Studie
vorgenommenen Unterteilung der Glioblastom-Gruppe in eine Gruppe mit hoher
Granulozytenanzahl und einer Gruppe mit niedriger Granulozytenanzahl wurde die
Akkumulation der Mikroglia/Makrophagen in Abhangigkeit davon mittels Auswertung
von Immunfluoreszenzfarbungen analysiert. Die Mikroglia/Makrophagen wurden
hierbei mit Ibal angefarbt. Beide GBM-Gruppen zeigten eine Akkumulation von Ibal
positiven Zellen im Vergleich zur EP-Gruppe. Eine signifikante Erhdhung der Zellzahl
im Vergleich zur Astrozytom °llI-Gruppe konnte nur bei der GBM-hPMNL-Gruppe
gefunden werden (Abb. 4-16).
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Abb. 4-16 Akkumulation von Ibal*-Zellen im humanen Glioblastom. Dargestellt ist die
Analyse von Immunfluoreszenzschnitten, auf denen Mikroglia/Makrophagen (Ibal*) angefarbt
und ausgezahlt wurden. Es kann eine signifikante Anreicherung von Mikroglia/Makrophagen
in GBM-IPMNL (p = 0,0309) und GBM-hPMNL-Gruppe (p = 0,0006) im Vergleich zu EP
beobachtet werden. Auch gegentiber A°lll wurde eine signifikante Erh6hung der Ibal* Zellen
in der GBM-hPMNL-Gruppe gefunden (p = 0,0023). Es wurden die einzelnen untersuchten
Patientenproben in den verschiedenen Gruppen dargestellt, um die Streuung innerhalb einer
Probe ebenso zu visualisieren wie die Abweichungen innerhalb einer Gruppe, n =5 je Gruppe,

2-5 Schnitte pro Patient, mindestens 29 Bilder pro Patient; one-way-ANOVA.
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4.5.2 Morphologie der Mikroglia/Makrophagen

Roggendorf et al. beschrieben 1996 verschiedene Morphologien bei
Mikroglia/Makrophagen im Hirngewebe. Dabei wurden die Mikroglia/Makrophagen des
normalen Hirngewebes als ,verzweigt® beschrieben, wahrend im GBM aktivierte,
amoboide Zellen beobachtet wurden [178,179]. Der Unterteilung der GBM-Gruppe
folgend, wurden reprasentative Aufnahmen der verschiedenen Gewebe angefertigt.
Zur Darstellung der Mikroglia/Makrophagen wurde erneut Ibal verwendet. Im
Epilepsiegewebe konnten die typischen, vormals als ,ruhend” beschriebenen, Zellen
mit ihren stark verzweigten Auslaufern abgebildet werden. Beim Astrozytom °lll
herrschten kleine runde Phénotypen vor. In beiden GBM-Gruppen fanden sich die
beschriebenen amodboiden Zellen, wobei in Abschnitten der GBM-IPMNL-Gewebe
auch noch Mikroglia/Makrophagen mit Auslaufern beobachtet werden konnten, was
als Anzeichen des zuvor beschriebenen distinkten Aktivierungsstatus der Zellen in den

unterschiedlichen Geweben gewertet werden kann (Abb. 4-17).

> . ‘ -’
#6BM-PMNL

Abb. 4-17 Morphologie der Mikroglia/Makrophagen. Exemplarische Darstellung der
unterschiedlichen Mikroglia/Makrophagen-Morphologie in den Patientengruppen. Die
Mikroglia/Makrophagen wurden mit Ibal (griin) angefarbt. Die MaRRstabsbalken entsprechen
100 pm.
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4.6 Expression proangiogener Molekile
4.6.1 Expressionsprofile in der quantitativen Realtime-PCR

Angiogenese ist ein wichtiger Faktor der Tumorprogression und gilt als ein
Charakteristikum des GBM. Um die angiogene Funktion der myeloiden Zellen zu
untersuchen, wurden diese zunachst aus dem Patientengewebe isoliert. Hierzu
wurden CD11b Microbeads verwendet. Nach Isolation der RNA der myeloiden Zellen
erfolgte mittels quantitativer Realtime-PCR deren Analyse auf funf proangiogene
Molekule (HIF-71a, VEGF, CXCL2, IL-8 und CD13), da diese von unserer Arbeitsgruppe
bereits im Mausmodell als heraufreguliert beschrieben worden waren [34]. Zu
beachten ist, dass die isolierten Zellen sowohl Mikroglia/Makrophagen als auch
neutrophile Granulozyten enthalten und die RNA-Expressionsprofile somit diese
Mischpopulation wiedergeben. Der Einteilung der Gruppen nach Granulozytenfraktion
folgend, wurden diese beiden GBM-Gruppen mit Epilepsiepatienten und
Astrozytom °llI-Patienten verglichen.

Ein typischer GefaRwachstum induzierender Faktor ist Hypoxie. Als Antwort auf
vermindertes Sauerstoffangebot wird HIF beziehungsweise dessen Untereinheit HIF-
1a reguliert, welche wiederum in der Lage ist, Uber seine Expression VEGF zu
beeinflussen und somit die GefaRneubildung und das GefaRwachstum anzuregen
[180,181]. In dieser Studie zeigte HIF-1a auf RNA-Ebene keine signifikanten
Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen, was unter anderem an den
zahlreichen Regulationsmechanismen in Transkription, Translation und Degradierung
liegen koénnte [180] (Abb. 4-18 A). VEGF hingegen war in der GBM-hPMNL-Gruppe
signifikant im Vergleich zu der Kontrollgruppe der Epilepsiepatienten erhéht
(Abb. 4-18 B).
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Abb. 4-18 Relative Expression klassischer proangiogener Molektle (A) Darstellung der
relativen RNA-Expression von HIF-7a. Die Analyse erfolgte mittels one-way-ANOVA, p = 0,3
bis 0,99; ns, n = 6 pro Gruppe (B) Relative RNA-Expression von VEGF. Die Differenz zwischen
EP und GBM-hPMNL-Gruppe ist statistisch signifikant; p = 0,0497; one-way-ANOVA; n = 6-8
pro Gruppe.

Um ein umfassenderes Bild Uber die Regulationsmechanismen zu erhalten, wurden
aulRerdem die beiden Rezeptoren von VEGF, VEGFR1 und VEGFR2 untersucht. Hier
zeigte sich auf RNA-Level, also fur die gesamte myeloide Zellpopulation, fir VEGFR1
keinerlei signifikante Regulation (Abb. 4-19 A). Fur VEGFR2 war eine
Herunterregulation in den Tumorgruppen im Vergleich zu EP zu sehen (Abb. 4-19 B).
Es zeigte sich jedoch eine Expression in einigen GBM-Proben. Eine Analyse der
myeloiden Zellen im FACS identifizierte die Granulozyten als Quelle der VEGFR2-
Expression, wahrend die Mikroglia/Makrophagen VEGFR2" waren (Abb. 4-19 C).
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Abb. 4-19 Relative Expression der Rezeptoren von VEGF. (A) Fur die RNA-Expression von
VEGFR1 konnte keine signifikante Regulation gefunden werden. Gerade in der GBM-hPMNL-
Gruppe zeigt sich jedoch eine grof3e Varianz der Expression. (B) VEGFR2 wird im Vergleich
zur EP-Gruppe auf RNA-Ebene in allen Tumorgruppen herunterreguliert (jeweils p < 0,0001).
Fur beide Analysen gilt: n = 4-8 je Gruppe; one-way-ANOVA. (C) Expression von
VEGF-Rezeptor 2 (VEGFR2) im FACS. Im Histogramm erfolgt eine beispielhafte Darstellung
des Expressionsprofils von VEGFR2. Der prozentuale Wert gibt den Anteil der VEGFR2*
Zellen an der jeweiligen Zellpopulation (Mikroglia/Makrophagen = griin; Neutrophile = rot) in
der dargestellten Probe an. Es lie3 sich nur bei neutrophilen Granulozyten eine Expression
nachweisen (p < 0,0001); n = 5 je Gruppe, Student’s t-Test.

Neben den klassischen proangiogenen Faktoren wurden in den letzten Jahren einige
Molekule identifiziert, die ebenfalls proangiogene Eigenschaften besitzen, weil sie
selbst Uber Rezeptorbindung die Formation von Gefél3zellen anregen kdonnen und
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somit andere Signalwege als VEGF nutzen. Zu diesen Molekilen gehdéren CXCL2,
IL-8 und CD13 [182-185]. CXCL2 und IL-8 binden dabei an ihren gemeinsamen
Rezeptor, CXCR2. Dieser steuert tiber mehrere Signalkaskaden (Jak2/STAT3, NF-kB,
MTOR) letztendlich auch die Angiogenese [186,187]. Der exakte Wirkmechanismus
von CD13 wird zur Zeit diskutiert, jedoch konnte die Beteiligung des
Oberflachenmolekiils an der Angiogenese Uber tubeformation-assays und Inhibitions-
Experimente gezeigt werden [182]. Fur CXCL2 zeigte die GBM-hPMNL-Gruppe eine
signifikant hohere Expression im Vergleich zu EP und A°lll-Patienten (Abb. 4-20 A).
Interessanterweise zeigte sich hier auch ein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden GBM-Gruppen.

Fur IL-8, welches ebenfalls Uber den CXCR2-Rezeptor bindet, zeigte sich sogar ein
hochsignifikanter Unterschied zwischen GBM-hPMNL und GBM-IPMNL-Gruppe,
wobei die relative Expression von IL-8 in der Gruppe mit vermehrter
Granulozytenfraktion gegentber der anderen GBM-Patientengruppe mehr als

sechsfach erhoht war. Der Unterschied zu den beiden anderen Gruppen war ebenfalls
hochsignifikant (Abb. 4-20 B).
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Abb. 4-20 Relative Expression der RNA alternativer proangiogener Faktoren.
(A) Darstellung der Expression von CXCL2. Der Unterschied der GBM-hPMNL-Gruppe zu EP
(p =0,001), A°lll (p = 0,0008) und GBM-IPMNL-Gruppe (p = 0,0036) ist jeweils statistisch
signifikant, one-way-ANOVA, n = 6-8 je Gruppe. (B) Dargestellt ist die relative Expression von
IL-8. Es zeigte sich eine signifikant erhdhte Expression von IL-8 in der GBM-hPMNL-Gruppe
im Vergleich zu EP, A°lll und GBM-IPMNL (jeweils p < 0,0001), one-way-ANOVA; n = 6-7 je
Gruppe. (C) Es zeigte sich eine relative Uberexpression von CD13 in der GBM-hPMNL-
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Gruppe gegenuber EP (p = 0,0002), A°lll (p < 0,0001) und GBM-IPMNL (p = 0,0015), one-
way-ANOVA,; n = 6-8 je Gruppe.

Ahnliches konnte fir CD13 beobachtet werden: Auch hier war ein signifikanter
Unterschied in der Expression des alternativen proangiogenen Molekils zu
verzeichnen: Die GBM-hPMNL-Gruppe zeigte eine deutliche Hochregulierung im
Vergleich zu den anderen drei Gruppen (Abb. 4-20 C).

Aufgrund der unterschiedlichen Expressionsmuster lasst sich schlussfolgern, dass die
CD11b* Zellen der GBM-hPMNL-Gruppe vermehrt proangiogene Aktivitat aufweisen
und dass sich dieser Unterschied auch in der Summe oder Struktur der Gefal3e des
Tumors aulRern kdnnte.

Der gemeinsame Rezeptor von CXCL2 und IL-8, CXCR2, wurde ebenfalls analysiert.
Hier zeigte sich zumindest in Bezug auf die RNA keine signifikante Regulation
zwischen den Gruppen (Abb. 4-21).

60~
40-

20+

Relative Expression von CXCR2

Abb. 4-21 Expressionsanalyse von CXCR2. Es zeigte sich kein Unterschied zwischen
Kontroll- und Tumorgruppen, jedoch ist eine hohe Variabilitat in der GBM-hPMNL-Gruppe zu
beobachten; n = 5-7 pro Gruppe; one-way-ANOVA.

4.6.2 Zuordnung der Expressionsprofile zu Mikroglia/Makrophagen und
Granulozyten

Da bei der mRNA-Isolation alle CD11b* Zellen durch die Mikrobeads markiert werden
und somit sowohl Granulozyten-mRNA als auch mRNA der Mikroglia/Makrophagen in

die Analyse einflossen, wurde die Expression in einem nachsten Schritt Uber
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Immunfluoreszenzfarbungen dem jeweiligen Zelltypen zugeordnet. Verwendet wurden
dazu Gefrierschnitte der GBM-hPMNL-Gruppe. Hierbei wurden auf allen Schnitten
Ibal als Mikroglia/Makrophagen-Marker, CD66b als Granulozyten-Marker, DAPI fur
Zellkernfarbung und das jeweilige zu untersuchende Molekil (HIF-1a, VEGF, CXCL2,
IL-8 und CD13) gefarbt. Die jeweiligen Antikorper kénnen den Tabellen 3-14 bis 3-19
im Material und Methoden-Teil enthommen werden.

Es zeigte sich, dass HIF-1a sowohl von Mikroglia/Makrophagen (Abb. 4-22 A) als auch
von Granulozyten (Abb. 4-22 B) exprimiert wird. Sowohl Ibal als auch CD66b negative
Zellen zeigten eine Expression dieses Molekils (Abb. 4-22 C). Hierbei konnte es sich
um Tumorzellen handeln, von denen eine HIF1a-Produktion bereits nachgewiesen
wurde [188].

Abb. 4-22 Expression von HIF-1a. (A) Mikroglia/Makrophagen (Ibal*) exprimierten HIF-1a
in der GBM-hPMNL-Gruppe. (B) Auch bei CD66b* Granulozyten konnte eine HIF-1a-
Expression nachgewiesen werden. (C) Einige CD66b’lbal" Zellen (weil3e Pfeilspitzen) zeigten

HIF-1a-Produktion. Der MaRRstabsbalken entspricht jeweils 50 pm.

Die Expression von VEGF erfolgte durch Mikroglia/Makrophagen (Abb. 4-23 A), nicht
aber durch Granulozyten (Abb. 4-23 B). Im Tumorgewebe zeigten viele Zellen eine
Expression, auch wenn sie kein Ibal oder CD66b exprimierten (Abb. 4-23 C), was

vermuten lasst, dass es sich um Tumorzellen handelt [189,190].
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Abb. 4-23 Expression von VEGF. (A) Mikroglia/Makrophagen (lbal*) produzierten VEGF in
der GBM-hPMNL-Gruppe. (B) Granulozyten (CD66b*) zeigten keine VEGF-Expression. (C)
Auf vielen CD66blbal  Zellen konnte eine VEGF-Expression nachgewiesen werden. Der

Maf3stabsbalken entspricht jeweils 50 um.

CXCL2 wurde von Mikroglia/Makrophagen (Abb. 4-24 A) und nur in sehr geringem
Umfang von Granulozyten (Abb. 4-24 B) exprimiert. Auch hier zeigten sich einige
Zellen, die weder Ibal noch CD66b positiv waren, aber eine Féarbung fir CXCL2
aufwiesen (Abb. 4-24 C). Diese Zellen kdonnten ebenfalls Tumorzellen sein, da eine

maogliche CXCL2-Expression auf diesen in vitro nachgewiesen wurde [190].

C

CXCL2 CXCL2

Abb. 4-24 CXCL2 Expression in der GBM-hPMNL-Gruppe. (A) Ibal+ Zellen
(Mikroglia/Makrophagen) exprimierten CXCL2. (B) CD66b* Granulozyten hingegen zeigten
meist keine CXCL2-Produktion. (C) Einige CD66b’lbal™ Zellen (weile Pfeilspitzen) zeigten
eine CXCL2-Expression. Der Mal3stabsbalken entspricht jeweils 50um.
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Wahrend Ibal* Mikroglia/Makrophagen keine Expression von IL-8 zeigten
(Abb. 4-25 A), konnten Granulozyten positiv fir das Molekul gefarbt werden (Abb. 4-
25 B). IL-8 produzierende Tumorzellen wurden in der Literatur in vitro beschrieben und
kénnten den CD66b'Ibal’IL-8* Zellen (Abb. 4-25 C) entsprechen [191].

Abb. 4-25 Expression von IL-8. (A) Mikroglia/Makrophagen (Ibal*) exprimieren kein IL-8.
(B) Bei CD66b* Granulozyten wurde hingegen eine IL-8-Expression beobachtet. (C) Vereinzelt
zeigten auch CD66b’lbal™ Zellen (weil3e Pfeilspitzen) die Expression von IL-8. Der

Mafstabsbalken entspricht 50 um.

Fir CD13 konnte eine Expression sowohl von Mikroglia/Makrophagen (Abb. 4-26 A)
als auch von Granulozyten (Abb. 4-26 B) nachgewiesen werden. Es fand sich zudem
eine starke Produktion von CD13 in anderen Zellen, die weder CD66b noch Ibal
positiv gefarbt wurden (Abb. 4-26 C). Auch hier kdonnte es sich um Tumorzellen
handeln, da zumindest Tumorstammzellen in anderen Studien die Expression von
CD13 zeigten [192].
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Abb. 4-26 Expression von CD13 in der GBM-hPMNL-Gruppe. (A) Ibal*- Zellen
(Mikroglia/Makrophagen) exprimieren CD13. (B) Granulozyten (CD66b*) zeigten ebenfalls
CD13-Expression. (C) Auch CD66blbal Zellen zeigten sich positiv fir CD13. Der

Malf3stabsbalken entspricht jeweils 50 um.

Eine genaue Auszdhlung des Prozentsatzes der fir die proangiogenen Molekile
positiv gefarbten Mikroglia/Makrophagen und Granulozyten in den verschiedenen
Gruppen ist im Rahmen der Vorbereitung der Daten zur Veroéffentlichung in einem
Journal durch Frau Dr. rer. nat. S. Brandenburg erfolgt, wird hier jedoch nicht
dargestellt. Hier zeigten sich auch eine Expression der proangiogenen Molekile in der
GBM-IPMNL und A°lll- Gruppe (Daten hier nicht gezeigt). Auch in der Kontrollgruppe
der Epilepsiepatienten konnten einzelne Zellen nachgewiesen werden, die positiv fur
die proangiogenen Molekile gefarbt werden konnten. Sehr vereinzelt zeigten auch
Mikroglia/Makrophagen eine positive Farbung, meist zeigten die Ibal* Zellen jedoch
keine Co-Expression (Abb. 4-27). Die Darstellung erfolgte hier zur Diskussion der
Kontrollgruppe der Epilepsiepatienten (Abschnitt 5.2.2).
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Abb. 4-27 Expression von proangiogenen Molekilen bei Epilepsiepatienten. Die meisten
Ibal* Mikroglia/Makrophagen zeigten keine Co-Expression mit den proangiogenen Molekilen
(Ubersichtsbilder, links). In der VergroRBerung sind einzelne Zellen dargestellt, die das
entsprechende Molekul (griin) exprimieren. Pfeilspitzen zeigen dabei Mikroglia/Makrophagen

(Ibal*) mit Co-Expression. Es konnten jedoch auch Ibal” Zellen nachgewiesen werden, die fur
das jeweilige proangiogene Molekll gefarbt werden konnten (»). In der VergréfRerung
dargestellte Mikroglia/Makrophagen ohne Molekulexpression sind mit (*) gekennzeichnet. Der
Malstabsbalken entspricht 100 pm.

4.7 Analyse der Gefal3struktur
4.7.1 Gefallarchitektur

Glioblastome sind als Tumore mit hoher Gefal3proliferation charakterisiert [12]. Dabei
wird haufig von einer MikrogefalRproliferation gesprochen, teilweise werden jedoch
auch Tumormakrogefalie mit Thrombosen beschrieben [25,193-196]. Die Bedeutung
der GefalRarchitektur fur das Glioblastom wird dadurch deutlich, dass die WHO-
Klassifikation als ein Kriterium fur die Diagnose eines °IV Astrozytoms die
mikrovaskuléren Proliferate nennt.

Zur Evaluation des Einflusses des mit dem Granulozyten-Prozentsatz assoziierten
unterschiedlichen Aktivierungsstatus und der differenter Expression von angiogenen
Molekulen, die von den myeloiden Zellen sezerniert werden, wurden
Immunfluoreszenzschnitte von Patienten der GBM-hPMNL und GBM-IPMNL-Gruppe
mit Epilepsie- und Astrozytom °lll-Patientenproben verglichen. Hier zeigte sich, dass
die GefalRanzahl pro Quadratmillimeter insgesamt in den beiden Glioblastom-Gruppen
im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen reduziert war (Abb. 4-28 A). Die
GefalR3flache pro Quadratmillimeter zeigte sich hingegen erhéht (Abb. 4-28 B).
Allerdings konnte nur im Vergleich zwischen GBM-hPMNL-Gruppe und Epilepsie- und
Astrozytom °lll-Patienten ein signifikanter Unterschied gefunden werden. Bei der
Berechnung der mittleren Gefal3flache pro Quadratmillimeter ergab sich ein deutlich
signifikanter Unterschied zwischen GBM-hPMNL-Gruppe und allen anderen
untersuchten Patientenproben (Abb. 4-28 C). Bei geringerer Gefal3anzahl und leicht
erhohter Gefal3flache ergeben sich im Mittel grol3ere Gefal3e in den GBM-Gruppen.
Wahrend in den EP und A°lll-Proben viele, kleine Gefél3e vorherrschen, beginnen sich

bei GBM-IPMNL-Patienten grol3ere Gefalde zu zeigen, deren Lumen bereits erkennbar
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ist. Bei der GBM-hPMNL-Gruppe finden sich haufig riesenhafte Tumorgefalie, die

teilweise als Konglomerat auftreten (Abb. 4-28 D).
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Abb. 4-28 Analyse der Gefal3struktur. (A) Es wird die Verteilung der GefaRanzahl in Kontroll-
und Tumorgruppen dargestellt. In beiden GBM-Gruppen konnten weniger GefalRe pro
Quadratmillimeter beobachtet werden als in der Epilepsie- und in der Astrozytom °llI-Gruppe
(p < 0,0001 fur alle vier Analysen). (B) Die Gefal3flache war in der GBM-hPMNL-Gruppe im
Vergleich zu EP (p = 0,0483) und A°lll (p = 0,037) vergrofRert, wobei zwischen GBM-IPMNL
und GBM-hPMNL kein signifikanter Unterschied bestand (p = 0,0568). (C) Wird die
durchschnittliche Gefal’grof3e bestimmt, wird jedoch ein Unterschied deutlich: Die
GBM-hPMNL-Proben weisen zwar weniger, daflr aber gréRere GefalRe auf als EP
(p < 0,0001), A°lll (p < 0,0001) und GBM-IPMNL (p = 0,001). Fir die dargestellten Analysen
(A-C) wurden pro Gruppe jeweils 5 Proben verwendet, 2-5 Schnitte pro Patient und
mindestens 29 Bilder ausgezahlt; one-way-ANOVA. (D) Beispielhafte Darstellung der
typischen GefaRRarchitektur in den untersuchten Gruppen in DAPI/CD31-Farbung, der
Mafstabsbalken entspricht 100 um.
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4.7.2 Assoziation von Mikroglia/Makrophagen und Geféaf3en

Bereits in mehreren Studien wurde der Einfluss von Mikroglia/Makrophagen auf die
Angiogenese im Glioblastom untersucht. Zuletzt wurde im Mausmodell beschrieben,
dass sich auch die Verteilung der im Tumor angereicherten Mikroglia/Makrophagen im
Verlauf der Tumorprogression andert. Hier konnte gezeigt werden, dass sich nach flnf
Wochen eine Assoziation der Zellen zu den Gefal3en abzeichnet [194]. Eine solche
Untersuchung ist beim Menschen per se nicht moglich. Dennoch sollte die Assoziation
zwischen Ibal* Zellen und Gefal3en auch in dieser Studie untersucht werden, um die
Korrelation der Zellen zur Angiogenese zu analysieren. Die Gefal3e wurden auf
Gefrierschnitten mittels CD31 angefarbt und jene Gefalde gezahlt, die mit mindestens
zwei Mikroglia/Makrophagen (Ibal* Zellen) direkten Kontakt hatten. Hierbei zeigte sich
schon bei der Betrachtung, dass Mikroglia/Makrophagen in den verschiedenen
Patientengruppen unterschiedlich in Kontakt zu den Gefal3en treten (Abb. 4-29 A).

Abb. 4-29 Beispielhafte Darstellung der Assoziation von Mikroglia/Makrophagen und
GefaRRen. (A) Exemplarische Darstellung der Mikroglia/Makrophagen-Gefal3interaktion in
Ubersicht (oben) und in VergroRerung relevanter Bereiche (unten). Die GefaRe wurden mit
CD31 (rot) dargestellt, die Mikroglia/Makrophagen mittels Ibal (grin); der Mal3stabsbalken
entspricht 100 um. (B) Mikroglia/Makrophagen (Ibal*) in GBM-Proben akkumulieren um die
Gefal3e herum, wahrend diese Assoziation bei EP und A°lll nicht zu beobachten ist. Der

Malstabsbalken entspricht 100 pm.
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Dabei fiel gerade in der GBM-hPMNL-Gruppe auf, dass sie oftmals charakteristische
ringférmige Strukturen um die TumorgefalRe bilden (Abb. 4-29 B). Diese Strukturen
konnten in der GBM-IPMNL-Gruppe nicht in dieser Intensitat beobachtet werden. Auch
bei vergleichbar grol3en Gefal3en in der Epilepsiegruppe oder in Astrozytom °lll-

Proben konnte diese spezifische Anordnung der Iba* Zellen nicht beobachtet werden.

Die genauere Analyse ergab einen signifikanten Unterschied in Hinblick auf die Anzahl
der Ibal* Zellen mit Gefal3kontakt der GBM-hPMNL-Gruppe im Vergleich zu Epilepsie-
und Astrozytom °lll-Patienten. Bei grofRer intratumoraler Varianz zeigte sich hier
dennoch eine weitaus groRere Zahl an Mikroglia/Makrophagen in Kontakt mit den
GefaBen (Abb. 4-30 A). Aufgrund des zuvor beschriebenen Anstieges der
Mikroglia/Makrophagen-Anzahl im GBM-hPMNL-Gewebe ist zu beobachten, dass der
prozentuale Anteil von Mikroglia/Makrophagen, die in Kontakt mit den Gefal3en treten,
allerdings erniedrigt ist (Abb. 4-30 B). Dies lasst sich auch an dem gezeigten
Beispielbild (Abb. 4-29 B) gut visualisieren, da die Mikroglia/Makrophagen sich zwar
um das Gefal3 gruppieren, ein Grol3teil von ihnen jedoch im untersuchten Schnitt des
Gewebes keinen direkten Kontakt zur mit CD31 gefarbten Gefal3struktur aufnehmen
kann. Andersherum betrachtet zeigte sich aber auch ein gesteigerter Anteil der
Gefalde, die Kontakt mit Mikroglia/Makrophagen aufwiesen (Abb. 4-30 C). Hier zeigte
sich nicht nur eine Zunahme innerhalb der GBM-Gruppen im Vergleich zu
Kontrollgruppe und Astrozytom °llI-Gruppe, sondern auch ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Glioblastompatientengruppen. Insgesamt deuten
die erhobenen Daten erneut auf eine mit Malignitdit des Tumors zunehmende
Gefalinteraktion der Ibal* Zellen sowie auf eine unterschiedliche angiogene Aktivitat
der Mikroglia/Makrophagen in Abhangigkeit vom Anteil der infiltrierenden

Granulozyten hin.
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Abb. 4-30 Analyse der Assoziation von Mikroglia/Makrophagen und Gefalien. (A) Es
GBM-hPMNL-Gruppe zu einer
Mikroglia/Makrophagen, die mit Gefal3en interagieren. Der Unterschied zeigt sich im Vergleich
zu EP (p = 0,0288) und A°lll (p = 0,0306) signifikant. (B) Betrachtet man den prozentualen
Anteil der Ibal* Zellen mit GefaRkontakt, sinkt dieser in allen Tumorgruppen im Vergleich zu
EP (A°lll p = 0,0342; GBM-IPMNL p = 0,0002; GBM-hPMNL p = 0,0008). (C) Der Anteil der
Gefale mit Kontakt zu 22 Iba1* Zellen steigt in beiden GBM-Gruppen im Vergleich zu EP (peew-
ipmnL = 0,0188 und peem-hemn < 0,0001) sowie A°lll (peem-pvne = 0,0149 und peam-nevne< 0,0001)
an und ist auch zwischen GBM-hPMNL und GBM-IPMNL signifikant unterschiedlich
(p = 0,0005). Fur alle statistischen Auswertungen dieser Abbildung gilt: n = 5 je Gruppe,

kommt in der

Zunahme der absoluten Zahl von

mindestens 29 Bilder je Patientenprobe; one-way-ANOVA.

95



4 Ergebnisse

4.8 Rekrutierung von Granulozyten ins humane Glioblastom

Neben Zytokinen mit ELR-Motiv, zu denen auch das in dieser Studie untersuchte
CXCL2 und IL-8 zahlen, werden G-CSF und GM-CSF fur die Rekrutierung von
Granulozyten verantwortlich gemacht [110]. Die erhdhte Expression von CXCL2 und
IL-8 durch Mikroglia/Makrophagen beziehungsweise Granulozyten wurde bereits unter
Abschnitt 4.6.2 beschrieben. Mikroglia/Makrophagen kdnnen damit ebenso wie
Tumorzellen zur Rekrutierung von Granulozyten beitragen, wie diese uber IL-8-
Produktion auch ihre eigene Chemotaxis steuern kdnnen. Die Expression von GM-
CSF ist in Glioblastomen bereits ausfuhrlich beschrieben worden und es handelt sich
zudem um ein Molekil, welches sowohl auf Mikroglia/Makrophagen als auch
Granulozyten wirken kann [197,198]. Somit beschrankten wir uns im Rahmen dieser
Studie auf CSF3, welches vorwiegend auf Granulozyten einwirkt. Es wurden
Immunfluoreszenzschnitte angefertigt, auf denen der Rezeptor von CSF3, CSF3R,
gefarbt wurde. Wie angenommen exprimierten die Granulozyten CSF3R (Abb. 4-31).
Jedoch konnte auch eine Expression des Rezeptors auf Mikroglia/Makrophagen
nachgewiesen werden. Diese Expression trat vor allem in GBM-hPMNL-Proben auf.

CSF3R
GBM-hPMNL GBM?PMNL : GBM-/PMNL

3

Abb. 4-31 Exemplarische Darstellung der CSF3R-Expression. In der GBM-hPMNL-Gruppe
konnte die Expression von CSF3R sowohl fur Granulozyten (CD66b"; links) als auch fur
Mikroglia/Makrophagen (Ibal*; Mitte) nachgewiesen werden (Pfeilspitzen). Auch in der
GBM-IPMNL-Gruppe (rechts) konnte CSF3R detektiert werden. Hier zeigten sich sowohl
einige Mikroglia/Makrophagen (Pfeilspitze) als auch andere, Ibal  Zellen (») gefarbt. Es
wurden jedoch auch Ibal*CSF3R" Zellen detektiert (*). Der Mal3stabsbalken entspricht 50 pm.
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Zudem konnte gezeigt werden, dass Mikroglia/Makrophagen ebenfalls in der Lage sind
CSF3 zu exprimieren (Abb. 4-32). Hier konnte eine Expression sowohl in der
GBM-hPMNL- (Abb. 4-32 A), als auch in der GBM-IPMNL-Gruppe (Abb. 4-32 B)
gefunden werden. Da es zunachst so schien, als kénnte ein Unterschied zwischen der
GBM-IPMNL- und GBM-hPMNL-Gruppe bezuglich der CSF3-Expression bestehen
und dies somit einer der Faktoren sein, die zu einem vermehrten Influx von
Granulozyten fuhren kdnnten, wurde in Vorbereitung der Veroéffentlichung der Daten
in einem Journal von anderen Mitarbeitern der Arbeitsgruppe zusatzliche Experimente
mittels Westernblot auch in Hinblick auf die CSF3-Expression durchgefihrt. Da sich
dort jedoch keine Unterschiede zwischen GBM-IPMNL und GBM-hPMNL detektieren
lieRen (Daten hier nicht gezeigt), wurde auch im Rahmen dieser Arbeit auf eine
Auszahlung und genauere Analyse der CSF3 exprimierenden Zellen verzichtet.

'

oL e EBM-PMINL

Abb. 4-32 Expression von CSF3. (A) Exemplarische Darstellung der Expression von CSF3
in der GBM-hPMNL-Gruppe als Ubersicht (links) und in VergroRerung. Ibal*
Mikroglia/Makrophagen exprimierten CSF3 (Pfeilspitzen). Zudem konnten Ibal- Zellen

detektiert werden, die CSF3 exprimierten (>). (B) In der GBM-IPMNL-Gruppe konnten in der

Ubersicht (links) ebenfalls CSF3* Zellen gefunden werden. Diese lieRen sich in der
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VergroRerung (Mitte) ebenfalls als Ibal* Mikroglia/Makrophagen (Pfeilspitzen) als auch andere
Zellen (Ibal?) identifizieren. Zuséatzlich erschienen einige Ibal* Zellen CSF3  (*). Der

Mafstabsbalken entspricht 100 um.

4.9 Analyse der klinischen Relevanz von angiogenen Faktoren und

Granulozytenfraktion anhand von Uberlebenskurven

Da die Patientenkohorte in dieser Studie relativ klein war, wurden online verfiigbare
Analyseportale genutzt, um eine mogliche Relevanz der Ergebnisse dieser Studie fur
das Uberleben von Glioblastom-Patienten abzuschatzen. Fir die Einordnung der
klinischen Relevanz der Expression der proangiogenen Faktoren wurde dafir das
online verfligbare Analysetool Cbioportal herangezogen. Dort sind mehrere Studien
und deren Ergebnisse hinterlegt und kénnen fir eigene zielgerichtete Analysen
genutzt werden. Fur die folgenden Analysen wurde die TCGA Datenbank mit der
TCGA Provisional Glioblastom Studie genutzt. Zu beachten ist jedoch bei allen
Analysen mithilfe dieser Datenbank, dass dort das gesamte Zellgemisch des Tumors
auf seine RNA-Expression hin untersucht wurde, wahrend in dieser Arbeit CD11b*
Zellen isoliert, die RNA dieser Zellen isoliert und dann die Regulation der Molekile
untersucht wurde.

Es wurden sowohl die Kaplan-Meier-Uberlebenskurven fiir die klassischen
proangiogenen Molekile HIF-71a und VEGF, als auch die alternativen proangiogenen
Faktoren CXCL2, IL-8 und CD13 generiert (Abb. 4-33 A). Es zeigte sich nur fur I1L-8
eine statistisch signifikante Abweichung zwischen hdherer und niedriger Expression
von IL-8 im Tumor, wobei jene Patienten mit einer niedrigeren IL-8-Expression einen
Uberlebensvorteil hatten. Dies wiirde am ehesten jenen Patienten der GBM-IPMNL-
Gruppe entsprechen.

CD45 wird nicht von Glioblastomzellen exprimiert. Die Analyse hatte zum Ziel zu
untersuchen, ob die Akkumulation CD45* Zellen im Tumor eine Auswirkung auf das
Uberleben der Patienten zeigt (Abb. 4-33 B). Hier konnte ein signifikant kiirzeres
Uberleben bei jenen Patienten festgestellt werden, in deren Proben
Uberdurchschnittlich viel CD45 — und damit auch Mikroglia/Makrophagen und
Neutrophile — nachweisbar war. Jedoch zahlen auch Lymphozyten zu den CD45*
Zellen und konnten auf diesem Wege nicht klar von den anderen Immunzellen

differenziert werden.
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Zur Vervollstdndigung der Untersuchung wurde auch der Einfluss von CSF3 als
Rekrutierungsfaktor fur Granulozyten auf das Uberleben der Patienten analysiert.
Auch hier fand sich ein signifikanter Unterschied, der mit einem Uberlebensvorteil fiir
Patienten mit niedrigerer CSF3-Expression einherging (Abb. 4-33 C).

A
~ 100
=X
2
g — erhdhte Molekilexpression
fo 50 =
2 — erniedrigte Molekulexpression
o
@
Q
) 0
0 50 100
—_—
Uberlebenszeit (Monate)
S CXCL2
o p=0,3180
[
2
S| 50
el
o
@
3
| 0 T T
0 50 100
e
Uberlebenszeit (Monate)
B
= %7 CD45 <
by p=0,0130 P
S S
@ 7
5| < 5
fel o
] o
o o
E E
2o T T ) 0 T 1
0 50 100 0 50 100
Uberlebenszeit (Monate) Uberlebenszeit (Monate)
— erhdhte Molekillexpression — erhdhte Molekulexpression
— erniedrigte Molekilexpression — erniedrigte Molekiilexpression

Abb. 4-33 Analyse von Uberlebensdaten. (A) Darstellung der Kaplan-Meier-
Uberlebenskurven fiir die untersuchten proangiogenen Molekiile. Hier konnte nur fur IL-8 ein
signifikanter Uberlebensvorteil bei niedriger Expression gezeigt werden. (B) Analyse der
Uberlebensdaten fiir CD45. Es zeigte sich ein signifikant kiirzeres Gesamtiiberleben der
Patienten bei hoherer Expression. (C) Analyse von CSF3 als Rekrutierungsfaktor fir
Granulozyten. Patienten mit niedrigerer Molekillexpression hatten einen signifikanten

Uberlebensvorteil. Fir alle Analysen wurden die Datensatze der TCGA-Database mit 206
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verflgbaren Patientendatensatzen fir mRNA aus dem Cbioportal verwendet [149,150]. Dabei
konnten unterschiedlich viele Patienten in die Gruppe mit erhdhter und erniedrigter
Molekilexpression einbezogen werden (Molekill(Nemsht/Nemierarig)):  HIF-7a (105/101);
VEGF (115/91); CXCL2 (100/106); IL-8 (96/110); CD13(79/127); CD45 (99/107); CSF3
(80/126). Mantel-Cox-Test. Die Gruppeneinteilung in erhdhte und erniedrigte
Molekulexpression erfolgte anhand des Mittelwertes (HIF-71a=0,0073; VEGF =-0,0225;
CXCL2 =-0,0111; IL-8 =0,0085; CD13 =-0,0163; CD45 =-0,00997; CSF3 =-0,0099) der
gesamten Expressionsdaten des jeweiligen untersuchten Molekdls.

Zudem konnte Uber das online-tool CIBERSORT aufgrund der Genexpression ein
Ruckschluss auf die prozentuale Verteilung der Immunzellfraktionen in den TCGA-
Tumoren erfolgen [151]. Hier zeigte sich, dass fur Patienten mit niedrigerer absoluter
Anzahl von neutrophilen Granulozyten in der Probe ein signifikanter Uberlebensvorteil
besteht (Abb. 4-34 A). Um eine Vergleichbarkeit zu den zuvor in dieser Studie
erhobenen Daten zu schaffen, in der die Granulozyten nicht als Anteil der gesamten
Zellen in der Probe, sondern als Anteil der CD11b*CD45* Zellfraktion betrachtet
werden, wurde eine zweite Analyse durchgefihrt, in der zunachst der Anteil der
Granulozyten an der Gesamtpopulation von CD11b*CD45* Zellen ermittelt wurde
(Abb. 4-34 B). Es zeigte sich eine noch ausgepragtere statistische Signifikanz
zwischen erhoéhter Granulozytenfraktion und kiirzerer Uberlebenszeit. Die Einteilung
in die Gruppe mit héherer und niedrigerer Fraktion erfolgte dabei simultan zur
Einteilung der Patientenproben zur Differenzierung nach GBM-IPMNL und GBM-
hPMNL anhand des Mittelwertes (9,44%) aller Proben.

Neben der Granulozytenfraktion erlaubte der Datensatz von CIBERSORT auch eine
Differenzierung der Mikroglia/Makrophagen und auch der M1 und M2-Polarisation.
Diese wurden ebenfalls auf inre Relevanz fiir das Uberleben der Patienten analysiert
(Abb. 4-34 C). Es zeigten sich jedoch keine relevanten Unterschiede zwischen
erhohtem oder erniedrigtem Vorkommen der Zellpopulation und dem Uberleben der
Patienten.

Zusammenfassend konnte also ein signifikanter Uberlebensvorteil fir Patienten mit
niedrigerer Granulozytenfraktion und verminderter Expression des vorwiegend von
Granulozyten produzierten IL-8 gezeigt werden, was den Ergebnissen dieser Studie

klinische Relevanz verleiht.
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Abb. 4-34 Kaplan-Meier-Uberlebenskurven mit Analyse der Zellpopulationen.
(A) Darstellung der Uberlebenskurve in Abhangigkeit von der absoluten Zahl der neutrophilen
Granulozyten im Gewebe. Es ergab sich ein Uberlebensvorteil fiir Patienten, in deren
Tumorgewebe weniger Granulozyten vorhanden waren. (B) Auch mit dem Anteil der
Neutrophilen an der Gesamtheit der CD11b*CD45* Zellen konnte ein Uberlebensvorteil
korreliert werden. (C) Fur die Anzahl der Mikroglia/Makrophagen und die Verteilung der
M1/M2-Polarisation konnte kein signifikanter Unterschied gefunden werden. Die Unterteilung
der Patienten in eine Gruppe mit hoherer oder niedrigerer Préasenz der Zellpopulationen
erfolgte  jeweils nach dem  Mittelwert der zu Dbetrachtenden  Zellfraktion
(Mittelwertneutrophile = 0,044; Mittelwertneutrophilentraktion = 9,44%; Mittelwertvikrogiiaimakrophagen = 0,466;
Mittelwertm: = 0,03; Mittelwertyw, = 0,35. Fir die Analyse wurden jeweils 521 Patienten-
datensatze einbezogen. Dabei konnten unterschiedlich viele Patienten in die Gruppe mit Uber-
und unterdurchschnittlicher Préasenz der jeweiligen Zellpopulation einbezogen werden
(Zellpopulation (Naberdurchschnittich/ Nunterdurchschnittich) ) - Anzahl Neutrophiler (231/290);
Neutrophilenfraktion (207/313); Mikroglia/Makrophagen gesamt (267/254); M1 (184/337); M2
(282/239).
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5 Diskussion

5.1 Distinktion von Zellpopulationen

Im Glioblastom akkumulieren myeloide Zellen, zu denen auch Mikroglia, Makrophagen
und Neutrophile zéhlen. Da die Gesamtheit der myeloiden Zellen durch eine
Expression von CD11lb und CD45 gekennzeichnet ist, gestaltet sich eine
Differenzierung mitunter schwierig. So wurde versucht, Marker zu definieren, die eine
eindeutige Unterscheidung der Zellpopulationen ermdglichen. Die Unterteilung von
Mikroglia und Makrophagen wurde beispielsweise durch ein Experiment im
Rattenmodell von Sedgwick et al. 1991 anhand der unterschiedlich stark ausgepréagten
Expression von CD11b und CD45 vorgenommen. Dort zeigten sich zwei Zellfraktionen
(CD11b*CD45"°% und CD11b*CD45Md"), welche im Tiermodell als Mikroglia
(CD11b*CD45"%) und infiltrierenden Makrophagen aus dem Blut (CD11b*CD45Mdh)
gedeutet wurden [43,199]. Teilweise wurde auch eine dritte Zellpopulation eingefihrt,
die ein intermediares Expressionsmuster zeigt [200]. Es wurde versucht, dies vom
Nagetiermodell auf das humane System zu Ubertragen, jedoch auch mehrfach
diskutiert, da unter anderem das Auftreten von Inflammation die Unterscheidung der
Fraktionen erschweren koénnte und in einem Maus-Chiméaren-Tumormodell zudem
gezeigt werden konnte, dass Mikroglia selbst in der Lage sind, CD45 in verschiedenen
Intensitaten zu exprimieren [75,201]. In dieser Arbeit wurde eine CD11bM"CD45'0%-
und eine CD11b'“CD45"dh-Zellpopulation identifiziert (Abb. 4-1 B). Jedoch konnte
uber den Nachweis der Expression von CD66b in der CD11bM9"CD45'" und Ibal in
der CD11b“CD45"9"-Fraktion gezeigt werden, dass es sich hierbei nicht um die im
Rattenmodell beschriebenen Populationen handeln kann, sondern die CD66b* Zellen
Neutrophilen entsprechen, wahrend die CD11b“CD45Md"bal* Zellen als
Mikroglia/Makrophagen zusammengefasst werden kénnen (Abb. 4-1 E).

Es wurde in anderen Studien nach weiteren Markern gesucht, die eine eindeutige
Differenzierung der myeloiden Zellen ermdglichen. Ibal farbt Zellen monozytarer
Linien wie Makrophagen, Mikroglia aber auch TEMs (TIE2 expressing monocytes) an
[202]. Ein neu postulierter spezifischer Mikroglia-Marker, TMEM119, soll zwar nur
Mikroglia anfarben, jedoch auch nur einen Teil von diesen, so dass im Anschluss
wieder nicht klar wére, ob die nicht gefarbten Zellen Makrophagen entsprechen oder
der nicht anfarbbaren Mikroglia-Restpopulation [164]. Eine Unterscheidung der
Mikroglia und Makrophagen im humanen GBM erscheint zum jetzigen Zeitpunkt nicht
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zweifelsfrei moglich [63,203].

Im Rahmen dieser Studie wurde deswegen auf eine Trennung von Mikroglia und
Makrophagen verzichtet, da beide Zellpopulationen eine &hnliche Funktion
wahrnehmen konnen und letzten Endes zunéchst eine Partizipation der myeloiden
Zellpopulation an der Expression alternativer proangiogener Faktoren im humanen
Glioblastom an sich nachgewiesen und untersucht werden sollte. Weitere Studien
kénnen anhand validierter Distinktionsmarker, sofern in Zukunft vorhanden, genutzt
werden, um eine genauere Differenzierung vorzunehmen.

Zudem konnte noch eine Zellart identifiziert werden, die einen protumoralen Einfluss
Uber Angiogenese ausubt: TEMs [204]. TEMs werden teilweise auch als TIE2
exprimierende Makrophagen bezeichnet und stellen eine eigene Zellpopulation dar,
die jedoch ebenso aus noch undifferenzierten myeloiden Vorlauferzellen hervorgeht
[205,206]. Sie kbnnen Uber Genexpression von anderen Zellen unterschieden werden
[207]. Auch TIE2 exprimierende Zellen konnten in dieser Arbeit - vor allem in der GBM-
hPMNL-Gruppe - nachgewiesen werden (Abb. 4-14 B). Dies konnte auf einen
vermehrten Influx von TEMs zurlickzufuihren sein. Auffallig ist, dass sie in der Literatur
als CD14* bezeichnet werden (Tab. 5-1), wohingegen in dieser Arbeit nur ein geringer
Anteil von 11,81% der CD11b*CD45* Zellen in der GBM-hPMNL-Gruppe CD14
exprimierte (Abb. 4-12 C). Aufgrund der hohen TIE2-Expression von etwa 80% der
Ibal* Mikroglia/Makrophagen in der GBM-hPMNL-Gruppe scheint es
unwahrscheinlich, dass alle TIE2 exprimierenden Zellen CD14* TEMs entsprechen.
Hier konnte eine zweite, CD14 TIE2* Population vorliegen, die in zukinftigen Studien
genauer charakterisiert werden musste oder residente Mikroglia kénnten aufgrund
spezifischer Stimuli zur Expression von TIE2 angeregt worden sein. Unterschiede der
Zusammensetzung der TEMs in GBM-IPMNL- und GBM-hPMNL-Gruppe konnten
ebenfalls vorliegen und Gegenstand weiterfihrender Studien sein, in denen zum
Beispiel anhand von Genexpressionspanels Subpopulationen definiert werden
kénnten.

Neben den Mikroglia/Makrophagen wurden CD66b* Neutrophile in dieser Studie als in
ihrem Vorkommen variierender Bestandteil der myeloiden Zellpopulation im humanen
Glioblastom identifiziert (Abb. 4-1 A, 4-1 B und 4-4). Granulozyten als Bestandteil der
myeloiden Zellpopulation wurden im GBM zwar bereits beschrieben [48], jedoch nicht
in die Diskussion um die CD11b*CD45" Zellpopulationen einbezogen. Neben

Neutrophilen existieren auch sogenannte MDSC (myeloid-derived suppressor cells),
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die teilweise wiederum noch in PMN-MDSC (polymorphnukledr) und M-MDSC
(monozytisch) aufgeteilt werden, die sich in ihrem Phéanotyp leicht unterscheiden.
PMN-MDSC sind ebenfalls in der Lage CD66b zu exprimieren (Tab. 5-1). Somit kann
iIm humanen System zurzeit nicht klar zwischen PMN-MDSC und Neutrophilen
unterschieden werden [208,209]. Zunachst wurden sie anhand ihrer Dichte in der
Zentrifugation  voneinander  unterschieden.  Zuletzt wurde LOX-1 als
Unterscheidungsmarker eingefiihrt, wobei jedoch auch ein niedriger Prozentsatz von
Neutrophilen LOX-1 heraufregulieren kann und in dieser Studie dann als PMN-MDSC
klassifiziert wird. Inwiefern pathologische Prozesse die Umwandlung in anderen
Situationen bedingen, wurde nicht aufgegriffen und muss weiter untersucht werden.
Ansonsten verbleibt nur ein Gen-Panel zur Unterscheidung der myeloiden Zelltypen
[210]. Somit konnte die CD11b*CD45*CD66b*-Fraktion auch PMN-MDSC beinhalten.
Jedoch gilt hier ahnliches wie fiur die Mikroglia/Makrophagen: Ziel dieser Studie war
es, die unterschiedliche Zusammensetzung der myeloiden Zellfraktionen mit einem
proangiogenen Expressionsmuster zu korrelieren. Eine genauere Unterscheidung der
CD66b*-Population sollte in zukinftigen Studien durchgefiihrt werden, wenn valide

Differenzierungsmarker vorhanden sind.

Tab. 5-1 Humane Markerprofile Tumor-assoziierter myeloider Zellen
(modifiziert nach [208])

Tumor-assoziierte Zellpopulation | Markerexpression (human)
TAM CD11b*; CD206*; CD163*; HLA-DR""; |bal*
TEM CD11b"; CD14*; CD15; HLA-DR*; TIE2*; Ibal*
M-MDSC CD11b*; CD14*; CD157; HLA-DR'"®"
PMN-MDSC CD11b*; CD14; CD15%; CD66b*; LOX-1*
TAN CD11b"; CD147; CD15%; CD66b"*; LOX-1"
TADC CD11b"¥;, CD11c*; HLA-DR*

Insgesamt gestaltet sich die Identifikation der Zelltypen mittels Markern und

Immunfluoreszenzen sehr schwierig und eine genaue Zuordnung zum Beispiel einer
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Expression proangiogener Molekile zu einer Subpopulation ist in dieser Studie nicht
maoglich gewesen. Zudem wurde gerade in der Tumorumgebung eine hohe Plastizitéat
der Zellen mit entsprechender Umprogrammierung und Regulation von Faktoren
nachgewiesen, die auch wieder rickgangig gemacht werden kann [208,211]. Alle
betrachteten Zellgruppen entspringen letztendlich myeloiden Vorlauferzellen und das
Ziel der Arbeit war vor allem die Evaluation des proangiogenen Expressionspotenzials
der myeloiden Zellen im humanen Glioblastom. Hier konnte eine deutliche Expression
der proangiogenen Faktoren in verschiedenen Zellpopulationen nachgewiesen und
somit ihre tumorsupportiven Eigenschaften gezeigt werden. Welche Subgruppen
letztendlich dazu beitragen und ob diese Diskriminierung weitere therapeutische
Konsequenzen nach sich ziehen wirde, muss in weiteren Untersuchungen geklart

werden.

5.2 Kritische Betrachtung des Studiendesigns
5.2.1 Prozessierung der Gewebeproben

Ein grol3er Vorteil der vorliegenden Studie zeigt sich sicherlich in der engen
Kooperation zur neurochirurgischen Klinik der Charité. Durch die direkt intraoperative
Probenentgegennahme und die unverzugliche weitere Prozessierung der Proben im
Labor, konnten noch lebende humane Zellen aus dem erhaltenen Hirngewebe
gewonnen und diese auf ihre Eigenschaften hin untersucht werden. Dadurch konnten
FACS-Analysen in kurzem zeitlichem Abstand zur Probenentnahme durchgefihrt
werden und die Zellen in ihrem Aktivierungszustand fixiert oder nach Restimulation
analysiert werden. Auch die CD11b* Zellen, die zur RNA-Isolation genutzt wurden,
wiesen so noch ein moglichst unverandertes Expressionsprofil im Vergleich zum
intraparenchymattsen Zustand auf. In der Literatur sind nur wenige humane Studien
beschrieben, die so zeitnahe Untersuchungen der Mikroglia/Makrophagen im
humanen Glioblastom ausfiihren. Auch die Wahl der Kontrollgruppe und das gleiche,
prompte Vorgehen bei der Aufarbeitung des Epilepsiegewebes sind als Starken der
vorliegenden Arbeit zu sehen, da wenige humane Studien zu Glioblastomen uber
diese Mdoglichkeiten verfligen. Durch diesen optimierten Prozessablauf war es nicht
nur moglich humane myeloide Zellen in hoher Reinheit zu isolieren, sondern auch
mittels FACS eine Einteilung der CD11b*CD45* Zellpopulationen vorzunehmen, die

neutrophilen Granulozyten im humanen Gewebe zu beschreiben und sie ebenso wie
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die Mikroglia/Makrophagen zu charakterisieren und ihre proangiogenen Eigenschaften

zu analysieren.

5.2.2 Auswahl der Kontrollgruppe

Ein kritisch zu betrachtender Punkt des Studiendesigns ist sicher die Auswahl der
Kontrollgruppe. Gesunde Kontrollprobanden zu operieren und ihnen einen Telil
Hirngewebe zu entfernen verbieten die medizinische Ethik und der Menschenverstand.
Eine mogliche Kontrollgruppe stellen deswegen Gewebeproben aus pathologischen
Sektionen dar, wie es in einigen Studien praktiziert wird [212]. Es bleibt jedoch unklar,
inwiefern die Zeit, die zwischen diagnostiziertem Tod des Patienten bis hin zur
Entnahme des Hirngewebes in der durchgefiihrten Autopsie und folgender
Aufarbeitung des Gewebes, einen Einfluss auf die Zellaktivitdt und Expression
verschiedenster zu untersuchender Molekile hat. In einer Studie von Mizee et al.
wurde zwar beschrieben, dass die Zeit bis zur Prozessierung des Gewebes keinen
Unterschied auf die Menge der isolierten Zellen hat, es wurde jedoch eine Anderung
der Expression von CD11b in Zellen der grauen Substanz beobachtet [213]. Da CD11b
einen der Marker darstellt, der zur Differenzierung zwischen Granulozyten und
Mikroglia/Makrophagen-Population herangezogen wurde, kénnte eine Anderung der
Expression die Distinktion der beiden Zellfraktionen mittels FACS erschweren oder
sogar unmdoglich machen. Unterschiedliche Studiendesigns und Zeitablaufe kénnten
hier unter anderem zu den Beobachtungen von den zwei oder drei anhand von
CD11b-Expression zu unterscheidenden Zellpopulationen fuhren, die in friheren
Studien beschrieben und teilweise unterschiedlich gedeutet wurden [43,75,199-201].
Zudem wurde zwar kein Einfluss der postmortalen Zeit auf die Zahl der isolierten
Mikrogliazellen gefunden, es gilt aber zu bedenken, dass méglicherweise ein kritisches
Zeitfenster direkt nach dem Tod existiert, in welchem die Mikroglia/Makrophagen
maoglicherweise ihren Aktivierungsstatus andern und dieses aufgrund des
Studiendesigns bei allen Autopsie-Studien Uberschritten wird. So konnte in einer
Studie mit isolierten Zellen aus Epilepsiepatienten-Gewebe gezeigt werden, dass
Mikroglia bereits nach 15 Minuten auf Stimulation durch ADP reagieren und einen
anderen morphologischen Phanotyp zeigen [214]. Studien zur Alteration der anderen
untersuchten Molekile post mortem konnten bisher nicht gefunden werden (Stand
08.04.2020). Zudem wirde dies bedeuten, dass das Gewebe der operierten
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Tumorpatienten anders prozessiert wird als das Kontrollgewebe, da das intraoperativ
gewonnene Gewebe sofort weiter analysiert wurde. Die Chance, Analysen méglichst
bald nach Entnahme des Gewebes durchzufuihren aufgrund der Vergleichbarkeit mit
Autopsiegewebe verrinnen zu lassen und einen gleich langen Wartezeitraum
einzurdumen, erschien ebenfalls nicht ideal.

Eine weitere mdgliche Kontrollgruppe stellen, wie in unserer Studie verwendet,
Epilepsiepatienten dar. Auch diese Mdglichkeit wird in vielen Studien genutzt, muss
jedoch auch kritisch betrachtet werden. Es wurde zum Beispiel beschrieben, dass der
auch in dieser Arbeit bei Mikroglia/Makrophagen im Epilepsiegewebe beobachtete
typische Phanotyp der weit verzweigten Auslaufer der Mikroglia/Makrophagen in
Regionen mit niedrigerer Neuronen-Dichte seltener auftritt. Mit der Anfallsfrequenz
konnte wiederum keine Korrelation nachgewiesen werden [214]. Allerdings wurden
auch Unterschiede in Expressionsmustern von Zytokinen gefunden. So konnte allein
schon innerhalb einer Gruppe von Epilepsiepatienten in Arealen mit geringerer
Neuronen-Dichte eine hohere Expression von IL-10 und CD163 gefunden werden als
in anderen Arealen [214]. Ob eines der beiden Expressionslevel jeweils den Zustand
in gesundem Hirngewebe darstellt, oder ob dieser dazwischen liegt, ist derzeit nicht
geklart. Dies fuhrte jedoch dazu, dass diesen Arealen im Epilepsiegewebe eine
gewisse angiogene Aktivitat zugesprochen wird, die zur Neuroprotektion beitragen und
weiteren Verlust von Neuronen verhindern soll. Zudem wurde beobachtet, dass im
Gewebe von Epilepsiepatienten eine hohere GefalRdichte herrscht als in dem Gewebe,
das aus Autopsien gewonnen wurde [215]. Zusatzlich wurde auch der Einfluss von
epileptischen Anfallen auf die Expression von Molekllen untersucht. Hierbei zeigten
sich kurzzeitige, lokale Erh6hungen von IL-8, IL-1q, IL-1B8, TNF-a und IL-6 sowie
anderer Molekile, die aber in dieser Arbeit nicht betrachtet wurden (CCL13, OSM,
REL, MAFF, etc.). Da die Expression mit zunehmendem Abstand zum letzten Anfall
vor der Geweberesektion wieder abnahm und auch nur lokal nachweisbar war, konnte
dies daflir sprechen, dass das basale Level tatsachlich niedriger liegt. Der Beweis
bleibt aber ausstehend. Auch fir HLA-DR und TLR4 wurde in einer Studie eine positive
Korrelation mit der praoperativen Anfallsfrequenz gefunden, wahrend dort eine
Abnahme von IL-8 und ATF-3 Expression bei héherer Anfallsfrequenz beobachtet
wurde [216-218].

Die Expression proangiogener Molekile konnte vereinzelt im Gewebe der

Epilepsiepatienten  nachgewiesen  werden  (Abb. 4-27). Dabei waren
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Mikroglia/Makrophagen groR3tenteils negativ fur die untersuchten Molekile, konnten
teilweise jedoch auch positiv gefarbt werden. Wenngleich die Aufschlisselung,
inwiefern Mikroglia/Makrophagen an der Expression beteiligt waren, in dieser Arbeit
nicht dargestellt ist, so erfolgte sie dennoch in Vorbereitung des Manuskripts zur
Verotffentlichung dieser Daten in einem Journal durch Frau Dr. rer. nat.
S. Brandenburg. Hier zeigt sich auch ein Teil der Mikroglia/Makrophagen aus
Epilepsiegewebe positiv fir den Grol3teil der proangiogenen Molekile, wenngleich ein
deutlicher Unterschied zu den Mikroglia/Makrophagen der Tumorgruppen,
insbesondere der GBM-hPMNL-Gruppe, bestand. Dies kann auch anhand anderer
Studien, zum Beispiel fur IL-8 nachgewiesen werden, wo die Expression jedoch von
der Anfallsfrequenz praoperativ abhangig war und auch nur lokal erhéht schien. Auch
der Vergleich von Epilepsiegewebe mit einem GBM-Patienten zeigte eine hohere
Expression von VEGF im Tumorgewebe in einer anderen Studie [215]. Zudem konnte
auch die VEGF-Expression auf Mikroglia/Makrophagen aus nicht tumorésem Gewebe
bereits nachgewiesen werden [219].

Insgesamt kann also festgestellt werden, dass nicht sicher davon auszugehen ist, dass
Epilepsiegewebe eine in allen Punkten angemessene Kontrollgruppe darstellt, da die
Expression proangiogener Molekile bei Epilepsiepatienten mdglicherweise im
Vergleich zu physiologischem Hirngewebe etwas erhoht ist. Sollte dies der Fall sein
und es kann trotzdem eine signifikante Erh6hung der Molekilexpression in den
Tumorgruppen nachgewiesen werden, wirde die Hochregulation im Vergleich zu einer
niedrigeren Basalexpression aus Autopsie-Proben nur umso héher ausfallen. Auch
aus diesem Grund wurden Astrozytome des WHO-Grad Il ebenfalls in die Analysen
mit einbezogen. Mdglicherweise kann eine erhdhte Expression von proangiogenen
Molekilen im Epilepsiegewebe eine im Vergleich zur GBM-hPMNL geringere
Uberexpression von angiogenen Faktoren in A°lll oder GBM-IPMNL-Proben
kaschieren. Jedoch stellt die Kontrollgruppe der Epilepsiepatienten insofern einen
groBen Vorteil dar, da so die bereits zuvor beschriebene direkt postoperative
Gewebeprozessierung mit minimalem zeitlichen Verzdgerungsintervall stattfinden
konnte und die Proben der Kontrollgruppe somit genauso behandelt werden konnten
wie die Tumorproben - ohne eine zeitliche Verzégerung bis zur Analyse zu haben.
Auch der méglicherweise bestehende Reiz einer Operation ist somit in allen Gruppen

identisch und kann nicht zu einer Verzerrung der Ergebnisse einer der Gruppen fihren.
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5.2.3 Interventionsmoglichkeiten und zeitlicher Ablauf

Eine Limitation des Studiendesigns stellt die fehlende Interventionsmdoglichkeit und
damit auch mogliche Betrachtung eines zeitlichen Verlaufs dar. So kdénnen zum
Beispiel Anderungen des Phanotyps von Mikroglia/Makrophagen im Mausmodell
einem bestimmten Zeitpunkt nach Tumorzellimplantation zugeordnet werden, wie es
auch mit der lokalen Umverteilung der Neutrophilen geschehen ist [124]. Dies war in
der vorliegenden Studie nicht moglich. Weder kann der Zeitpunkt der Entstehung des
Tumors zuriickverfolgt werden, noch kann bei ein und dem gleichen Patienten
mehrfach Gewebe entnommen und mit der vorigen Probe verglichen werden. Selbst
wenn dies der Fall gewesen ware — beispielsweise eine Probenentnahme bei einer
Biopsie und eine weitere bei endgultiger Tumorresektion — hatte nicht ausgeschlossen
werden konnen, dass eine erste Operation mit dem konsekutiv folgenden
Entzindungsreiz einen Einfluss auf die Mikroglia/Makrophagen gehabt hatte.

Genauso wenig kann mit Sicherheit gesagt werden, ob der Neutrophileninflux nach
Stimulation durch die aktivierten Mikroglia/Makrophagen einsetzt oder die neutrophilen
Granulozyten fur die Aktivierung verantwortlich oder zumindest mitverantwortlich sind.
Es kann sich jedoch auch um einen sich gegenseitig bedingenden Prozess handeln.
In einem Mausmodell kénnten verschiedene Zeitpunkte untersucht werden, was
Klarheit bringen wirde. So konnen jedoch nur deskriptive Aussagen zu einem
bestimmten Zeitpunkt getroffen werden. Der Zeit-Faktor dirfte bei dem Vergleich der
beiden Glioblastom-Gruppen untereinander jedoch zumindest in dieser Studie eine
eher untergeordnete Rolle spielen, da sich in den Patientencharakteristika keine
signifikanten Unterschiede zeigten. Géanzlich auszuschlieBen ist dies bei dem
vorliegenden Studiendesign jedoch nicht. Um weitere Einsicht in die zugrunde
liegenden Prozesse zu bekommen, missen die aus dieser Arbeit gewonnenen
Erkenntnisse in anderen Experimenten, zum Beispiel in vitro oder aber erneut am
Tiermodell nachvollzogen und weiter untersucht werden. Das Mausmodell kdnnte sich
hierbei als unglnstig erweisen, da Nagetiere wie zuvor erwahnt kein IL-8 exprimieren,
was jedoch entscheidenden Einfluss auf die Granulozyten haben kdnnte. Da gezeigt
werden konnte, dass IL-8 ein Chemoattractant flir Neutrophile darstellt [37], kbnnte der
Einstrom der Granulozyten Uber diesen Weg im Mausmodell erheblich beeintrachtigt
sein und dazu fuhren, dass eine deutlich geringere Granulozytenfraktion im Tumor des

Mausmodells nachweisbar ist.
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5.2.4 Probengewinnung

Eine weitere Einschrankung ergab sich daraus, dass nicht bei allen gesammelten
Patientenproben genug Material zur Verfiigung stand, um sowohl FACS-Analysen als
auch Immunfluoreszenzfarbungen durchzufiihren. Da die Einteilung der Patienten
nach Granulozytenfraktion in der FACS-Analyse durchgefuhrt wurde, konnten somit
einige der erhaltenen Patientenproben nicht fir weitere Analysen verwendet werden,
obwohl Gefrierschnitte zur Verfigung gestanden hatten. Auf der anderen Seite gab es
einen einzelnen Patienten, bei dem genug Material zur Verfiigung stand, so dass auch
mehrere Gewebestlicke fiir FACS-Analysen zur Verfligung standen. Hier zeigten sich
unterschiedliche Granulozytenfraktionen, so dass dieser eine Patient mit einem Teil
der Gewebeproben in die GBM-IPMNL-Gruppe und mit einer anderen Probe in die
GBM-hPMNL-Gruppe eingeordnet wurde (Abb. 4-5). Bei anderen Patienten konnte
dieses Phanomen nicht so ausgepragt festgestellt werden. Hier lagen zwar auch leicht
unterschiedliche prozentuale Anteile von Granulozyten vor, es kam aber nicht vor,
dass auch genugend Material fir mehrere RNA-Analysen vorlag, so dass sich nicht
noch einmal die Frage der Einordnung in verschiedene Gruppen stellte und somit auch
nicht weiter verfolgt werden konnte, ob die unterschiedlichen Proben sich trotz
unterschiedlicher Granulozytenfraktion in den weiteren Analysen ahnlich
gruppenkonform verhalten wirden oder ob die Tatsache, dass irgendwo im Tumor
eine  hohere Granulozytenfraktion vorlag, bereits eine Anderung des
Expressionsmusters auch in denjenigen Anteilen mit niedrigerem Granulozytenanteil
bedingte. Der eine untersuchte Patient schien in der Expression der RNA jeweils mit
dem jeweiligen Gewebestiick anhand seines Granulozytenanteils in die Gruppe zu
passen. Diese Aussage kann aber aufgrund des einen exemplarisch beobachteten
Patienten nicht verallgemeinert werden. Eine grol3ere Fallzahl ware notwendig, um
sowohl die Gruppeneinteilung zu bestatigen als auch zu untersuchen, ob sich weitere
Patienten finden, bei denen sich die Infiltrationsrate der Granulozyten in verschiedenen
Gewebestlicken unterscheidet. Zudem gibt es nicht allzu viele Studien, in denen genug
Gewebe einer Probe vorlag, um mehrere Analysen parallel durchfiihren zu kénnen und
diese auch noch miteinander zu korrelieren, was sicher eine Starke der vorliegenden
Arbeit darstellt.

Generell stellt die Fallzahl eine Limitation dieser Arbeit dar. Zwar wurde insgesamt von

65 Patienten Gewebe gewonnen, jedoch mussten 35 Patienten exkludiert werden, da
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entweder keine eindeutige histologische Zuordnung méglich war, die Entitat nicht zu
den zu untersuchenden Gruppen passte, das Gewebe durch therapeutische
Vorbehandlung stark verandert war oder nicht genigend Gewebe zur Verfigung
stand, um die Granulozytenfraktion zu bestimmen und anschlieRend noch weitere
Analysen durchzufihren. Zudem muss beachtet werden, dass ein Patientenkollektiv
eben keinem geplanten Versuchsaufbau mit klaren Zeitmarken und einer einheitlichen
Studienpopulation entspricht, so dass generell in Patientenstudien mit einer héheren
Standardabweichung der gemessenen Ergebnisse gerechnet werden muss. Dies zeigt
sich auch in der vorliegenden Arbeit bei verschiedenen Analysen, in denen sich zwar
Tendenzen im Vergleich der einzelnen Gruppen erkennen lassen, es jedoch aufgrund
einer geringen Fallzahl und einer hohen Standardabweichung nicht zu einem
signifikanten Unterschied kommen kann (z. B. Abb. 4-9 B, 4-10 A, 4-11).

Insgesamt lasst sich jedoch sagen, dass trotz geringer Fallzahl hohe
Signifikanzniveaus vor allem bei der Betrachtung der Expression der proangiogenen
Faktoren erreicht werden konnten, was fur das Ausmal3 der Differenzen zwischen den

Gruppen und auch fur eine klinische Relevanz spricht.

5.3 Potentielle Rekrutierungsmechanismen der ins humane Glioblastom

einwandernden neutrophilen Granulozyten

Ein wichtiger Punkt ist die Klarung, wie es zu der vermehrten Granulozytenfraktion in
einigen Glioblastom-Proben kommt. In dieser Arbeit konnte die Expression von CXCL2
von Mikroglia/Makrophagen und anderen Zellen im Tumorgewebe nachgewiesen
werden. CXCL2 wurde zumindest in Mausexperimenten Dbereits als
Rekrutierungsfaktor von Granulozyten beschrieben [220]. Zudem konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass Neutrophile im GBM selbst IL-8 exprimieren. Bisher war
IL-8 auf Tumorzellen nachgewiesen und seine Wirkung zur Rekrutierung von
Neutrophilen analysiert worden [221]. Mit den Erkenntnissen dieser Arbeit ist jedoch
auch eine Eigenrekrutierung der Neutrophilen im humanen Glioblastom tber das von
ihnen sezernierte 1L-8 denkbar. Zudem kann IL-8 Makrophagen zumindest in vitro
anlocken, was sowohl die beobachtete Mikroglia/Makrophagen-Akkumulation mit
verstarken, als auch Uber das von Mikroglia/Makrophagen sezernierte CXCL2
wiederum zu einer positiven Rekrutierungsschleife fuhren konnte [222]. Andere

Faktoren wie CSF2 und CSF3 konnten ebenfalls eine Rolle in der Chemotaxis der
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Neutrophilen spielen. Hier wurden fur die Vorbereitung eines Manuskripts zur
Verotffentlichung eines Papers Westernblot-Analysen der fir diese Arbeit
gesammelten Tumorproben durchgefuhrt, in denen sich keine
Expressionsunterschiede zwischen GBM-IPMNL und GBM-hPMNL-Proben zeigten
(Daten nicht gezeigt, Manuskript in Vorbereitung). Somit stellt sich die Frage, ob CSF2
und CSF3 in diesem Kontext keinen Einfluss haben, oder ob das schon diskutierte
Problem des zeitlichen Ablaufs hier eine Rolle spielt. Theoretisch kdnnte eine
Tumorprobe der GBM-IPMNL-Gruppe ein paar Tage oder Wochen spater entnommen
zur GBM-hPMNL-Gruppe gehéren — oder anders herum. Im Mausmodell wurde eine
positive Korrelation zwischen zeitlichem Progress und Neutrophilen-Invasion
gefunden [40]. Dieser Zusammenhang musste in zuklnftigen Studien weiter
untersucht werden, auch um ihn ins humane System zu ubertragen.

Die Einteilung der GBM-Proben in eine GBM-hPMNL-Gruppe und eine
GBM-IPMNL-Gruppe erfolgte anhand des Mittelwertes, um einen Uberblick uber
mogliche Veranderungen zwischen den Gruppen zu bekommen. Hier wéren weitere
Studien mit grol3erer Fallzahl notwendig, um einen moglichen cut-off-Wert zu
definieren oder nachzuweisen, dass es sich um ein Kontinuum handelt. Dieses
Vorgehen Uberstieg jedoch leider die Mdglichkeiten dieser Arbeit.

Zudem ist nicht auszuschlief3en, dass es sich bei der vermehrten Granulozytenfraktion
den Ausdruck eines anderen Unterschiedes zwischen den untersuchten
Patientengruppen handelt. Zwar wurden Patientenalter, Tumorlokalisation, MGMT-
Status, IDH-Mutation und Rezidivstatus der Patienten erhoben (Abb. 4-6, 4-7, 4-8,
Tab.4-1), zwischen den beiden Gruppen verglichen und kein signifikanter Unterschied
zwischen GBM-hPMNL und GBM-IPMNL gefunden, jedoch misste zur
abschlieBenden Sicherung der Erkenntnisse erneut eine Studie mit hoherer Fallzahl
durchgefuhrt und dort ebenfalls die Patientencharakteristika untersucht werden, um

die Mdglichkeit einer Beeinflussung durch bisher unbekannte Variablen zu minimieren.

5.4 Der Einfluss der Granulozytenfraktion auf den Aktivierungsstatus der

Mikroglia/Makrophagen

Basierend auf der Einteilung der GBM-Proben nach Granulozytenanteil an den
CD11b*CD45*  Zellen  wurde  zunachst eine  Charakterisierung  der

Mikroglia/Makrophagen anhand ihrer Aktivierungs- und Polarisationsmarker
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vorgenommen und mit der Epilepsie- und Astrozytom °llI-Gruppe, als auch innerhalb
der Glioblastom-Gruppen verglichen.

Zunachst erfolgte die Analyse von bisher beschriebenen M1/M2-Polarisationsmarkern
wie TNF-a, IL-18, IL-6, TGF-B und IL-10 auf RNA-Ebene. Hier zeigten sich allerdings
keine Unterschiede zwischen den Gruppen (Abb. 4-9). In der FACS-Analyse zeigte
sich fur TNF-a eine Tendenz zur leichten Hochregulation in der GBM-hPMNL-Gruppe,
wobei hier eine niedrige Fallzahl zu beachten ist. Es konnte sich hierbei um eine
Regulation auf Proteinebene handeln, was erklaren kdnnte, warum in der RNA-
Expression keine Hochregulation erfolgte. Ein anderer Punkt, der zu beachten ist, ist
dass alle CD11b* Zellen in die RNA-Isolation einflossen. Sollten also in einer Probe
viele Granulozyten enthalten sein, die kein TNF-a produzieren, kénnte daruber eine
erhbhte Expression der Mikroglia/Makrophagen verschleiert werden. Eine
Uberexpression von TNF-a wiirde hierbei fir eine proinflammatorische,
tumorsuppressive Differenzierung sprechen. Dazu passend zeigte sich ein Anstieg der
mittleren  Fluoreszenzintensitdt von HLA-ABC in der GBM-hPMNL-Gruppe,
wenngleich nur eine Tendenz wund kein signifikanter Unterschied zur
GBM-IPMNL-Gruppe gefunden werden konnte (Abb. 4-11 B). Auch hier ist eine
niedrige Fallzahl und eine hohe Standardabweichung zu beachten. Ebenfalls fir eine
proinflammatorische Polarisierung spricht die Uberexpression von CD86 in der
GBM-hPMNL-Gruppe (Abb. 4-12 B). Allerdings zeigen CD80, CD14 und auch die
anderen Analysen der HLA-Molekile keine signifikanten Unterschiede (Abb. 4-11 und
4-12), so dass insgesamt nur wenige Anhaltspunkte fir eine proinflammatorische M1-
Polarisierung der Mikroglia/Makrophagen gefunden werden konnten.

Es ergaben sich jedoch durchaus Hinweise fir einen unterschiedlichen
Aktivierungsstatus der Mikroglia/Makrophagen in den beiden GBM-Gruppen. So
konnte ein deutlicher Unterschied in der Fluoreszenzaktivitdt von CD45 gefunden
werden (Abb. 4-13 A). Hier war eine signifikant héhere Expression in der GBM-
hPMNL-Gruppe im Vergleich zu allen anderen Gruppen zu beobachten und es konnte
auch eine positive Korrelation mit dem Prozentsatz der infiltrierenden Neutrophilen
gefunden werden (Abb. 4-13 B). Da CD45 in der Literatur als Aktivierungsmarker
beschrieben wurde, der auch die Funktion der Mikroglia/Makrophagen modulieren
kann, spricht eine Hochregulation fir einen distinkten Aktivierungsstatus, auch wenn
dieser nicht dem klassischen postulierten M1/M2-Muster zugeordnet werden kann

[60,167,168]. Zudem zeigten sich einige morphologische Unterschiede zwischen den
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Mikroglia/Makrophagen der untersuchten Gruppen mit vermehrt auftretenden
amoboiden Zellleibern der Mikroglia/Makrophagen in der GBM-hPMNL-Gruppe
(Abb. 4-17). Diese Zellmorphologie wurde friiher bereits einem aktivierten Phanotypen
zugesprochen, wobei beachtet werden muss, dass damals auch von einem ,ruhenden”
Phanotypen mit weit verzweigten Auslaufern gesprochen wurde, was in dieser Form
heutzutage widerlegt wurde [75,178].

Obwohl in den RNA-Expressionsmustern auch keine typische Regulation der
M2-Marker gefunden werden konnte, zeigten CD163 wund TIE2 in den
Immunfluoreszenzbildern  beinahe  ausschlie3lich  eine  Expression  auf
Mikroglia/Makrophagen der GBM-hPMNL-Gruppe mit deutlich signifikantem
Unterschied zur GBM-IPMNL-Gruppe (Abb. 4-14). CD163 wird hierbei der M2-
Differenzierung der Mikroglia/Makrophagen zugeordnet und ist mit einem schlechteren
Patiententiberleben bei Glioblastomen mit hohem IDH-Mutationsanteil assoziiert
[164,179]. Beide Molekile verfiigen zudem Uber proangiogene Eigenschaften, so dass
TIE2 zwar nicht dem klassischen M2-Profil zugeordnet wird, jedoch dadurch auch als
tumorsupportiv angesehen werden kann [174-177].

Zusammenfassend konnte kein eindeutiger M1 oder M2 Polarisationstyp in den GBM-
Proben nachgewiesen werden. Diese Beobachtung ist mit den Resultaten anderer
Arbeitsgruppen konform, die ebenfalls versuchten, im Glioblastom eine
Differenzierung der Mikroglia/Makrophagen-Polarisation vorzunehmen und zu dem
Schluss kamen, dass keine klare Abgrenzung der beiden Maximalauspragungen
mdglich ist, sondern es sich um einen flieBenden Ubergang handelt [85]. Es lassen
sich aber dennoch Unterschiede im Aktivierungsstatus der Mikroglia/Makrophagen
abhangig von der Granulozytenfraktion ausmachen, so dass hier ein Hinweis auf die
Beeinflussung der Mikroglia/Makrophagen durch den vermehrten Influx von
Neutrophilen gesehen werden kann. Auffallig ist, dass Regulationen vor allem die
GBM-hPMNL-Gruppe betreffen und teilweise sogar signifikante Unterschiede
zwischen GBM-IPMNL- und GBM-hPMNL-Gruppe gefunden werden konnten.

Wie bereits beschrieben,

ist es im vorliegenden Studiendesign nicht mdglich zu differenzieren, ob der differente
Aktivierungsstatus der Mikroglia/Makrophagen den Influx der Granulozyten bedingt
oder ob die einstrétmenden Granulozyten durch Sekretion von Botenstoffen oder Zell-
Zell-Interaktion erst die Veranderungen der Mikroglia/Makrophagen hervorrufen, da es

sich um eine Momentaufnahme handelt.
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5.5 Angiogene Faktoren und Therapie-Escape
5.5.1 Méglicher Zusammenhang von Therapieresistenz und TIE2-Expression

Es wurde bereits mehrfach gezeigt, dass Mikroglia/Makrophagen von Tumorzellen
beeinflusst und dazu veranlasst werden konnen, protumoral zu wirken. So wurde
beispielsweise nachgewiesen, dass Mikroglia/Makrophagen im Glioblastom VEGF
produzieren koénnen, was zumindest im Mausmodell zu einem gesteigerten
Tumorwachstum fuhrt [223,224]. Daraufhin wurden anti-VEGF-Therapien entwickelt,
die entweder VEGF direkt blockieren (Bevacizumab) oder aber dessen Rezeptoren
(z.B. Sunitinib, Cediranib, Pazopanib). Trotz initial vielversprechender Daten mit
verlangertem progressionsfreien Intervall konnten kaum signifikante Vorteile im
Gesamtuberleben beobachtet werden [41,42].

Als Erklarung hierfur wurden entweder tumorzellspezifische Mechanismen oder die
Beeinflussung der Tumor-assoziierten Zellen vorgeschlagen. So konnte zum Beispiel
gezeigt werden, dass nach antiangiogener Therapie eine Steigerung des PDGF-
Signalwegs Uber eine erhdhte Bedeckung der Gefal3e mit Perizyten und somit erh6hte
Angl/TIE2- Interaktion zu einer Stabilisierung der Gefal3e beitragen und somit einen
Teil der antiangiogenen Therapiewirkung blockieren [225]. TIE2 wiederum kann - wie
bereits beschrieben und auch in dieser Arbeit nachgewiesen (Abb. 4-14 B) - auch von
Mikroglia/Makrophagen vor allem der GBM-hPMNL-Gruppe exprimiert werden. Somit
kann die Stabilisierung von Gefal3en theoretisch auch ohne die vorherige Rekrutierung
von Perizyten Uber PDGF ablaufen, was potentiell zu einer Umgehung des
zusatzlichen Effekts der PDGFR-Blockade von Substanzen wie Sunitinib und

Pazopanib fuhren kénnte.

5.5.2 Assoziation von Therapieresistenz und Akkumulation myeloider Zellen

Im Mausmodell konnte der Zeitpunkt der einsetzenden Therapieresistenz mit dem
vermehrten Einstrom myeloider Zellen, darunter auch Granulozyten, assoziiert werden
[39]. In anderen Tumormodellen wurde bereits ein Einfluss von Granulozyten auf die
Tumorprogression sowie den Makrophageneinstrom und die Therapieresistenz
gezeigt [226,227]. Auch Glioma-Zelllinien zeigten in vitro eine erhéhte Proliferation in
Ko-Kultur mit Neutrophilen [40]. Hier wurde allerdings die mdgliche Interaktion mit
anderen Zelltypen wie Mikroglia/Makrophagen in vivo nicht abgebildet. In dieser Arbeit
konnte im humanen Glioblastomgewebe gezeigt werden, dass beide myeloiden
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Zellpopulationen Molekile sezernieren, die nicht nur protumoral wirken, sondern auch
in der Lage sind, Ruckkopplungsschleifen mit den myeloiden Zellen selbst zu bilden:
Wahrend das vorwiegend von Mikroglia/Makrophagen gebildete CXCL2 ebenso wie
CSF3 zur Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten beitragen kann, wirkt das von
den Neutrophilen sezernierte IL-8 sowohl als Chemoattractant fir Neutrophile, als
auch fur Mikroglia/Makrophagen [37,220-222]. Dies konnte Uber die potentiellen
reziproken Beeinflussungen zu einer Vervielfaltigung der protumoralen Wirkung
beitragen. Theoretisch wére Uber einen antitumoralen Phanotyp der
Mikroglia/Makrophagen auch eine hemmende Wirkung auf die positiv fir das
Tumorwachstum wirkende Neutrophilen-Tumorzell-Interaktionen mdglich. Die
Ergebnisse dieser Arbeit weisen jedoch eher auf eine proangiogene, tumorsupportive
Wirkung beider Zellfraktionen hin. Eine Depletion von Neutrophilen fuhrte in anderen
Tumormodellen zu einem verringerten Tumorwachstum, dezimierter Angiogenese und

weniger Metastasierung [220].

5.5.3 Magliche Umgehung klassischer antiangiogener Therapiekonzepte durch

Expression alternativer proangiogener Molektle durch myeloide Zellen

Insgesamt konnte Uber den Nachweis der Expression von angiogen wirkenden
Faktoren von Mikroglia/Makrophagen (CXCL2, CD13, CD163, TIE2) und Neutrophilen
(IL-8, CD13), die nicht tber den VEGF-Signalweg wirken, gezeigt werden, dass diese
Zellen des Tumormikromilieus zur Angiogenese und damit dem Tumorwachstum
beitragen konnen. Besonders hervorzuheben ist hierbei, dass die Expressionsprofile
aller alternativer proangiogener Faktoren der Mikroglia/Makrophagen sich dabei
signifikant zwischen GBM-IPMNL- und GBM-hPMNL-Gruppe unterscheiden. Die
Expression von CXCL2 und CD13 auf murinen Mikroglia/Makrophagen im GBM-
Modell wurde von unserer Arbeitsgruppe bereits beschrieben [34]. Auch der Beitrag
der Faktoren zur Angiogenese in anderen Tumormodellen wurde nachgewiesen
[182,183,191], die Expression auf humanen Mikroglia/Makrophagen im GBM unseres
Wissens nach jedoch nicht. Erganzend dazu konnte in einer aktuellen Studie mit
lokaler anti-CXCR2-Therapie, der Blockade des gemeinsamen Rezeptors von CXCL2
und IL-8, eine Reduktion des Tumorwachstums im murinen System gezeigt werden
[228]. Eine Studie konnte in vitro eine Hochregulation der CXCL2/IL-8-Achse nach
Gabe von Angiogenese-Blockern feststellen [229]. Somit besteht fur die Tumore die
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Moglichkeit die Hemmung der Angiogenese Uber VEGF/VEGFR-Blockade in
antiangiogenen Therapien zu umgehen — entweder durch eigene Produktion anderer
Faktoren oder durch die Nutzung der Immunzellen in der Tumorumgebung. Zu dieser
Annahme wirde die Beobachtung einer weiteren Studie passen, in welcher nach
antiangiogener Therapie eine Anreicherung von CD11b* Zellen im GBM beobachtet
wurde [230]. Diese CD11b* Zellen wurden dort als TAMs definiert, kdnnten jedoch
gleichwohl auch Neutrophile mit beinhalten, da diese ebenso CD11b exprimieren und
in der veroffentlichten Studie keine weitere Differenzierung gezeigt wurde.

5.5.4 Anderung der GefaRarchitektur in Abhangigkeit von der Granulozyten-
fraktion

Dass Mikroglia/Makrophagen sich im Glioblastom-Mikromilieu anreichern, wurde
bereits gezeigt und auch in dieser Arbeit erneut nachgewiesen ([178], Abb. 4-16). In
anderen Tumormodellen konnte bei Mausen gezeigt werden, dass Makrophagen in
hypoxischen Arealen akkumulieren und dort zur Angiogenese beitragen, so dass sich
mehr GefalRe in der direkten Umgebung in in vitro Experimenten ausbilden [231]. In
dieser Arbeit konnten in vivo in den GBM-Gruppen zwar nicht mehr Gefal3e gefunden
werden, dafir aber eine deutliche Assoziation von Gefal3en und Ibal* Zellen
(Abb. 4-29, 4-30 A). Auch grol3ere Tumorgefalie und insgesamt eine deutlich erh6hte
durchschnittliche Gefal3flache (Abb. 4-28 C) konnte in GBM-hPMNL-Proben
nachgewiesen werden. Neben der, vor allem in den GBM-hPMNL-Geweben erhéhten,
Expression von proangiogenen Faktoren durch Mikroglia/Makrophagen und
Granulozyten fallt auch auf, dass die Unterschiede in der GefalRarchitektur vor allem
in dieser Gruppe zu finden sind. Es erfolgte zwar kein direkter Nachweis, dass die
GefalRumstrukturierung erst durch den vermehrten Einstrom der myeloiden Zellen oder
die von ihnen ausgeschitteten proangiogenen Molekile erfolgte, die Korrelation lasst
diesen Zusammenhang jedoch vermuten. Auch hier waren weitere Experimente
notwendig, um die zugrundeliegenden Ablaufe aufzuklaren und gegebenenfalls einen
zeitlichen Ablauf der Veranderungen der Zellfraktionszusammensetzung im humanen
Glioblastom aufzudecken.

Es gibt multiple Studien, die sich um eine Einordnung und strukturierte Analyse der
Gefal3struktur des GBM ebenso wie um eine Korrelation zum Patiententberleben
bemuhen. Eine grol3e Einschréankung dabei ist, dass eine vollstandige Abbildung der
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GefaRarchitektur beim lebenden Patienten nur mit nichtinvasiven Malinahmen wie der
MRT moglich ist. Dies weist jedoch Limitationen auf und kann Gefél3e erst ab einer
gewissen GrolRe des Durchmessers darstellen. Hier kbnnen die charakteristischen
MikrogeféalRe nicht abgebildet werden, so dass eine gewisse Diskrepanz in der
Beschreibung der Gefal3struktur entsteht [195]. Allerdings werden Tumormakrogefalle
beschrieben, die auch in dieser Arbeit vor allem in der GBM-hPMNL-Gruppe deutlich
nachweisbar waren [195] (Abb. 4-28 B, C, D).

5.5.5 Betrachtung der klassischen proangiogenen Molekule

Auffallig ist, dass die meisten signifikanten Unterschiede zwischen den GBM-Gruppen
tatsachlich im Zusammenhang mit angiogen wirksamen Molekilen stehen. Wahrend
nur wenige Aktivierungsmarker der Mikroglia/Makrophagen signifikante Unterschiede
aufweisen, konnte sowohl bei CXCL2, IL-8, CD13, TIE2 als auch dem mit Angiogenese
in Verbindung stehendem M2-Marker CD163 eine signifikante Erhohung in der GBM-
hPMNL-Gruppe gezeigt werden [175]. Interessanterweise zeigen die klassischen
Angiogenese-Marker HIF-1a und VEGF keine oder kaum signifikante Regulation. Zum
einen konnte hier ein erhéhtes Turnover vorliegen, so dass neu gebildete RNA gleich
zur Translation genutzt wird und demzufolge selbst in den Tumorgruppen wenig RNA
detektiert werden kann. Dafir wirde die deutlich sichtbare Expression von VEGF und
HIF-1a auf den Immunfluoreszenzbildern sprechen. Eine genauere Analyse der
prozentualen Expression dieser Molekile durch Mikroglia/Makrophagen und
Granulozyten erfolgte durch Frau Dr. S. Brandenburg im Rahmen der Vorbereitung
der Daten fur die Veroffentlichung in einem Journal und zeigt ebenfalls signifikante
Unterschiede zwischen den GBM-Gruppen in Abhangigkeit von der
Granulozytenfraktion.

Zum anderen konnte auch die Wahl der Kontrollgruppe einen Einfluss haben, da auch
bei Epilepsiepatienten aufgrund der durch die hohe Stoffwechselaktivitat bei Anfallen
resultierende Hypoxie angiogene Aktivitdt mit Expression von HIF-1a und VEGF
nachgewiesen werden konnte (Abb. 4-27) [215]. Damit im Zusammenhang stehen
konnte die fehlende Regulation des entsprechenden Rezeptors fur VEGF, VEGFR1
und die scheinbare Herunterregulation von VEGFR2 auf RNA-Ebene (Abb. 4-19).
Ahnlich wie bei VEGF koénnte es hier zu einer raschen Translation kommen, die die

Proteinexpression ansteigen lasst, die RNA-Expression jedoch absinkt, da diese erst
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wieder synthetisiert werden muss. Daflr sprechen wirde auch der Nachweis von
VEGFR2 zumindest auf Granulozyten im FACS (Abb. 4-19 C), da es unlogisch
erscheint in der GBM-hPMNL-Gruppe mit vielen VEGFR2 exprimierenden
Granulozyten in der isolierten CD11b* Zellgruppe eine &hnlich niedrige Expression von
VEGFR2 zu detektieren wie in der Astrozytom oder GBM-IPMNL-Gruppe. Auch hier
konnten zusatzliche Immunfluoreszenzfarbungen in zukinftigen Studien helfen,
zwischen Regulationen der Protein- und RNA-Ebene zu differenzieren und die

exprimierenden Zellen genauer zu klassifizieren.

5.5.6 Kritische Betrachtung der Expression von IL-12

Ein weiteres Molekiil, das durch eine Herunterregulation in den Tumorgruppen auffiel,
war IL-12. Hier zeigten beide Untereinheiten eine verminderte RNA-Expression im
Vergleich zur Epilepsiegruppe (Abb. 4-9 A). Wahrend IL-12 als Marker des M1-
Aktivierungsstatus genutzt wird, hat dieses Interleukin jedoch auch antiangiogene
Eigenschaften, die Uber CXCL10 vermittelt werden [232,233]. Auch soll es einen
Einfluss auf Lymphozyten haben. In dieser Studie konnte bei einer ersten Betrachtung
der Lymphozytenpopulation in den verschiedenen Gruppen jedoch kaum ein
signifikanter Unterschied gefunden werden (Abb. 4-15). Weitere Untersuchungen und
eine genauere Charakterisierung der Lymphozytenfraktion waren hier sicherlich auch
maoglich, um dies zu untermauern. Im Rahmen dieser Studie wurde jedoch aufgrund
der Fokussetzung auf die myeloiden Zellen darauf verzichtet. In Anbetracht der
Tatsache, dass Regulationsunterschiede zwischen GBM-hPMNL und GBM-IPMNL-
Gruppe, wie in dieser Arbeit gezeigt, vorwiegend angiogene Faktoren zu betreffen
scheinen, kénnte die isolierte Regulation von IL-12 als M1-Marker mit der angiogenen
Aktivitdt in Verbindung stehen. Hierzu sollte in einer kinftigen Analyse CXCL10
zusammen mit IL-12 betrachtet und - wenn mdoglich - auch auf Proteinebene
nachgewiesen werden. Im Mausmodell konnte unsere Arbeitsgruppe bereits eine
signifikante Erh6hung von CXCL10 bei Tumor-assoziierten Mikroglia/Makrophagen
nachweisen [34]. Eine andere Moglichkeit, die zu einer scheinbaren
Herunterregulation von IL-12 beitragen kénnte, ist, dass erhéhte IL-12-Expression bei

Epilepsiepatienten in bestimmten Gewebearealen nachweisbar ist [234].
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5.6 Abschéatzung der klinischen Relevanz durch Uberlebensanalysen

Insgesamt lasst sich feststellen, dass vor allem in der GBM-hPMNL-Gruppe eine
ausgepragte Hochregulation proangiogener Faktoren zu beobachten ist, wobei die
Regulation bei jenen Molekllen, die nicht Uber den klassischen VEGF-Signalweg
wirken, sogar - zumindest auf RNA-Ebene - ausgepragter erscheint. Dabei tragen nicht
nur Mikroglia/Makrophagen, sondern auch neutrophile Granulozyten zu dem
proangiogenen Expressionsprofil bei (Abb. 4-22 bis 4-26). In den Analysen von den
untersuchten angiogen wirksamen Faktoren zeigte jedoch nur die Uberexpression von
IL-8, welches auch fir die Neutrophilen-Rekrutierung wichtig ist, einen signifikanten
Uberlebensnachteil fir die entsprechende Patientengruppe (Abb. 4-33 A). Hierbei ist
zu beachten, dass es fur die proangiogenen Faktoren keinen cut-off-Wert gibt, der eine
Hochregulation definiert. Demzufolge hangen die Analysen der Uberlebenskuren auch
von der Definition der beiden Gruppen ab. Im Rahmen dieser Arbeit wurde analog zur
Festlegung der GBM-IPMNL- und GBM-hPMNL-Gruppe der Mittelwert der jeweiligen
Regulation als cut-off-Wert fiir eine Einteilung gewahlt. Ist ein direkter Wert fur die
Gruppeneinteilung nicht bekannt, kdnnen auch Quartilen, der Median oder im Falle
von Expressionsanalysen der z-score als definierter Grenzwert genutzt werden.
Werden andere cut-off-Werte gesetzt, konnen die Ergebnisse der Uberlebensanalysen
also variieren. So konnte bei Zugrundelegen des z-scores als Unterteilungskriterium
beispielsweise auch fiir VEGF ein signifikanter Uberlebensnachteil fiir Patienten mit
hoherer VEGF-Expression im Glioblastom gefunden werden, wahrend dieser
Unterschied bei Begutachtung der Analyse nach Mittelwert nicht signifikant war
(p=0,0179 vs. p=0,4301). Bei IL-8 blieb das Signifikanzniveau bei beiden
Untersuchungen erhalten. Fir die anderen proangiogenen Faktoren zeigten sich bei
beiden Methoden keine signifikanten Unterschiede.

Dem Gedanken nachgehend, dass IL-8 nicht nur proangiogen, sondern auch
chemotaktisch wirkt und dass Neutrophile in anderen Tumormodellen mit
Therapieresistenz und erhohter Metastasierungsrate korreliert werden konnten,
wurden weitere Analysen in diese Richtung durchgefthrt. Zunachst konnte in den
FACS-Analysen eine Korrelation zwischen ansteigender Neutrophilenfraktion und
Fluoreszenzintensitat von CD45 gefunden werden, so dass auch die Expression von
CD45 auf ihren Einfluss des Patienteniiberlebens untersucht wurde. Hier zeigte sich

ebenso eine signifikante Regulation wie auch fur die Hochregulation von CSF3, was
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als Chemoattractant ftir Neutrophile gilt (Abb. 4-33 B und C). Nachdem dadurch also
erneut Hinweise gefunden wurden, dass der vermehrte Influx von neutrophilen
Granulozyten ins Glioblastomgewebe Uberlebensnachteile fiir die entsprechende
Patientengruppe bedeutet, wurde mittels CIBERSORT versucht, den Zusammenhang
zwischen Uberleben und Zellpopulationen im GBM darzustellen. Hier zeigte sich der
grof3te statistische Zusammenhang zwischen Neutrophilenanteil an der Population der
myeloiden Zellen und dem Uberleben der Patienten (Abb. 4-34 B). Zu Bedenken ist
hierbei, dass der Mittelwert der Proben aus der Datenbank nicht mit dem der frisch
nach der Operation verarbeiteten Gewebeproben Ubereinstimmt, was sich aber unter
anderem durch unterschiedliche zeitliche Abldufe und Methoden erklaren lasst.

Insgesamt ist bei den Analysen der Daten von Cbioportal und CIBERSORT zu
beachten, dass die Untersuchung der proangiogenen Molekuile in GBM-IPMNL- und
GBM-hPMNL-Gruppe anhand der aus den isolierten CD11b* Zellen erfolgte, wahrend
in Cbioportal alle in der homogenisierten Tumorprobe vorhandenen Zellen in die
Analyse eingehen. Sollten in einer Probe also viele Tumorzellen ein Molekul
exprimieren, CD11b* Immunzellen jedoch nicht, wiirde ein Unterschied zwischen der
Gruppeneinteilung in dieser Studie und der Analyse der Daten von Cbioportal
entstehen. Diese Analysen liefern also einen Anhaltspunkt fur die klinische Relevanz
der gewonnenen Daten, diese miussen jedoch in weiteren Studien mit grol3erer
Fallzahl und - wenn mdglich - einer Korrelation zwischen den Befunden der isolierten

CD11b* Zellen und dem Uberleben der Patienten der Studie tberprift werden.

5.7 Fazit

Es konnten in dieser Arbeit anhand des Prozentsatzes der den Tumor infiltrierenden
neutrophilen Granulozyten zwei Gruppen von GBM unterteilt werden (Abb. 4-1 B, 4-4).
In Abhéngigkeit von den Neutrophilen konnte ein unterschiedlicher Aktivierungsstatus
der Mikroglia/Makrophagen mit Hochregulation von CD86, CD45, CD163 und TIEZ2 in
der GBM-hPMNL-Gruppe identifiziert werden (Abb. 4-12 B, 4-13, 4-14). Auch in
Hinblick auf die untersuchten proangiogenen Molekile fand sich eine hdhere
Expression von CXCL2, IL-8 und CD13 in der GBM-hPMNL-Gruppe (Abb. 4-20). Dabei
trugen sowohl Mikroglia/Makrophagen (CXCL2, CD13) als auch neutrophile
Granulozyten (IL-8, CD13) zu dieser Expression bei (Abb. 4-24, 4-25, 4-26). Passend
zu einer erhdhten proangiogenen Aktivitat bei vermehrtem Neutrophilenanteil konnte
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eine Korrelation zu einer veranderten Gefal3struktur mit deutlich hoherem mittleren
GefaRdurchmesser und einer vermehrten Assoziation von GefdBen mit
Mikroglia/Makrophagen beobachtet werden (Abb. 4-29, 4-30).

In der Gesamtschau der Ergebnisse konnte zwar aufgrund des Studiendesigns keine
experimentelle Kausalkette der Interaktionen zwischen den verschiedenen myeloiden
Zellen im humanen Glioblastom erstellt werden, es ergeben sich jedoch vielfaltige
Hinweise auf die Partizipation von Neutrophilen und Mikroglia/Makrophagen am
Tumorprogress durch Unterstiitzung der Angiogenese, sowie mdgliche gegenseitige
Interaktion mit der Mdéglichkeit reziproker Rekrutierung und Aktivierung (Abb. 5-1). In
den Gewebeproben mit hoher angiogener Aktivitdt der myeloiden Zellpopulationen
konnte auch eine signifikante Verdnderung der GefalRarchitektur nachgewiesen
werden. Die klinische Relevanz wird tiber die implizierten Mdglichkeiten zum Beitragen
zur Therapieresistenz und Uber die analysierten Uberlebenskurven deutlich. Um eine
klare Differenzierung zwischen direktem und indirektem Einfluss der Komposition der
myeloiden Zellen und den beobachteten Unterschieden zu treffen, sind weitere
Studien mit gréRerer Fallzahl oder eine Ubertragung ins Tiermodell notwendig, wobei
die IL-8-Defizienz der Nagetiere oder eine gegebenenfalls vorhandene Auswirkung der
Immunmodulation beim IL-8 exprimierenden Mausmodell beachtet werden musste.
Denkbar waren retrospektive Studien an Paraffinschnitten der Tumorbanken zur
Erhdhung der Fallzahl mit Farbung von Ibal und CD66b und eine Analyse der
Expression proangiogener Faktoren. Ebenfalls ware eine Untersuchung der myeloiden
Zellpopulationen sowie deren proangiogene Expressionsprofile nach verschiedenen
antiangiogenen Therapien interessant, um den Beitrag der myeloiden Zellen zum
Therapieversagen genauer zu charakterisieren.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Erkenntnisse aus der Arbeit einen
interessanten Einblick in das Zusammenspiel der verschiedenen myeloiden
Zellpopulationen im  humanen Glioblastom erméglichen. Die  multiplen
Interaktionsmdglichkeiten machen deutlich, dass ein unimodaler Therapieansatz bei
heterogenen Tumoren mit so vielfaltiger, immunologisch aktiver und verknipfter
Zellumgebung wie beim Glioblastom kaum langerfristige Ergebnisse erbringen kann
und ein weitergehendes Verstandnis der Interaktion zwischen Tumorzellen und
Immunzellen der Tumorumgebung unbedingt vonnéten ist, um suffiziente
Therapiekonzepte fur die Patienten zu entwickeln. Es wird in Zukunft jedoch noch

weitere Studien bendtigen, sowohl in Tiermodellen als auch im humanen System, um
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die gewonnenen Erkenntnisse zu Ubertragen, zu validieren, zu vertiefen und somit

spezifischere Therapiekonzepte zu erarbeiten.

Juhende”
Mikroglia/Makrophagen

Rekrutierung myeloider Zellen
(CSF2, CSF3, CXCL2, IL-8)

[ ]
GBM-/PMNL GBM-hPMNL
i a Vermehrte Expression
Phanotyp der o proangiogener
ﬁ Mikroglia/Makrophagen Faktoren
HLA-ABC* HLA-ABC* (VEGF, CXCL2, IL-8,
HLA-DR* HLA-DR* cD13)
CD45* CD45*
CcD86* cD86*
CD163¢) CD163*
TIE2® TIE2*
HIF-1at) HIF-1g*+
- VEGF+* VEGF+*
CXCL2®) CXCL2+
- "__8— ”_-8’
CD13® CD13*

Eine mittlere Expression von <30% ist als (+) angegeben, eine mittlere Expression 230% ist als +
angegeben, eine signifikant héhere Expression in der GBM-hPMNL-Gruppe ist mit ++

gekennzeichnet.
Weniger aktivierte : Aktivierte ® PMNL
Mikroglia/Makrophagen Mikroglia/Makrophagen (Neutrophile)

Abb. 5-1 Zusammenfassung der Ergebnisse. In dieser Studie wurde anhand der
Unterschiede in der Zusammensetzung der myeloiden Zellfraktion eine Unterteilung in eine
GBM-IPMNL (low, <17,2% Neutrophilenanteil) - und eine GBM-hPMNL-Gruppe (high, =2 17,2%
Neutrophilenanteil) vorgenommen. In der GBM-hPMNL-Gruppe fiel ein verénderter
Aktivierungsstatus der Mikroglia/Makrophagen sowie ein differentes Expressionsprofil der
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proangiogenen Faktoren durch Mikroglia/Makrophagen auf. Bei vermehrter Expression
proangiogener Molekule in der GBM-hPMNL-Gruppe konnten in dieser Gruppe im Mittel zwar
weniger, aber groRere GefalRe mit mehr Assoziation zu Mikroglia/Makrophagen gefunden
werden. Ebenso sind mogliche Rekrutierungsfaktoren und reziproke Wechselwirkungen der
myeloiden Zellfraktionen durch die in dieser Arbeit untersuchten Molekule dargestellt (CSF3,
CXCL2, IL-8).
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7.1 Eidesstattliche Versicherung und Anteilserklarung

,lch, Anne Blank, versichere an Eides statt durch meine eigenhandige Unterschrift,
dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema:

,Einfluss der Zusammensetzung der myeloiden Zellpopulation auf die Expression
alternativer proangiogener Faktoren durch Mikroglia/Makrophagen im humanen
Glioblastom®/“Influence of composition of myeloid cell population to expression of
alternative proangiogenic factors in microglia/macrophages in human glioblastoma®“
selbststandig und ohne nicht offengelegte Hilfe Dritter verfasst und keine anderen als
die angegebenen Quellen und Hilfsmittel genutzt habe.

Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortragen
anderer Autoren/innen beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung kenntlich
gemacht. Die Abschnitte zu Methodik (insbesondere praktische Arbeiten,
Laborbestimmungen, statistische Aufarbeitung) und Resultaten (insbesondere
Abbildungen, Graphiken und Tabellen) werden von mir verantwortet.

Ich versichere ferner, dass ich die in Zusammenarbeit mit anderen Personen
generierten  Daten, Datenauswertungen und  Schlussfolgerungen  korrekt
gekennzeichnet und meinen eigenen Beitrag sowie die Beitrage anderer Personen
korrekt kenntlich gemacht habe (siehe Anteilserklarung). Texte oder Texiteile, die
gemeinsam mit anderen erstellt oder verwendet wurden, habe ich korrekt kenntlich

gemacht.

Meine Anteile an etwaigen Publikationen zu dieser Dissertation entsprechen denen,
die in der untenstehenden gemeinsamen Erklarung mit dem/der Erstbetreuer/in,
angegeben sind. Fur samtliche im Rahmen der Dissertation entstandenen
Publikationen wurden die Richtlinien des ICMJE (International Committee of Medical
Journal Editors; www.icmje.og) zur Autorenschaft eingehalten. Ich erklare ferner, dass
ich mich zur Einhaltung der Satzung der Charité — Universitatsmedizin Berlin zur

Sicherung Guter Wissenschatftlicher Praxis verpflichte.

Weiterhin versichere ich, dass ich diese Dissertation weder in gleicher noch in

ahnlicher Form bereits an einer anderen Fakultat eingereicht habe.
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Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen
einer unwahren eidesstattlichen Versicherung (88156, 161 des Strafgesetzbuches)

sind mir bekannt und bewusst.”

Datum Unterschrift

Anteilserklarung an etwaigen erfolgten Publikationen

Anne Blank hatte folgenden Anteil an den folgenden Publikationen:

Publikation 1: Turkowski K, Brandenburg S, Mueller A, Kremenetskaia |, Bungert AD,
Blank A, Felsenstein M, Vajkoczy P, VEGF as a modulator of the innate immune
response in glioblastoma, Glia, 2018

Beitrag im Einzelnen: Zur Verfigung stellen der humanen Glioblastomproben und

Farbung von VEGF zusammen mit DAPI und Ibal (Suppl. Figure 4).

Unterschrift, Datum und Stempel des/der erstbetreuenden Hochschullehrers/in

Unterschrift des Doktoranden/der Doktorandin
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