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0.1. Kurzzusammenfassung (Deutsch)

Hintergrund und Zielsetzung:

Ein wesentlicher Bestandteil des Glioblastoms (GBM) sind sogenannte gliom-
assoziierte Makrophagen und Mikrogliazellen (GAMs). Da diese die Progression und
Invasivitat des GBMs fdordern, besitzen GAMs eine zentrale Rolle im Verstandnis der
Tumorbiologie. Eine der Schlisselfunktionen von Mikroglia und Makrophagen ist die
Phagozytose, deren Rolle im humanen GBM jedoch weitestgehend unklar ist. Ziel
dieser Arbeit war die Etablierung eines Phagozytose-Assays unter Benutzung humaner
organotypischer GBM-Schnittkulturen, anhand derer eine systematische Analyse dieser
zentralen Funktion von Mikroglia und Markrophagen im Gliomkontext erfolgen sollte.
Zudem wurde der Einfluss der in der Literatur beschriebenen phagozytose-relevanten
Nukleotide ATP, UDP (Experiment 1) sowie des klinisch eingesetzten
Chemotherapeutikums Temozolomid (Experiment 2) auf die Phagozytose von GAMs
getestet.

Methoden:

Nach Anfertigung der Schnittkulturen wurden diese zusammen mit Polystyren-Partikeln
als Phagozytose-Marker inkubiert. Die Auswertung erfolgte nach
immunhistochemischer Anfarbung, konfokalmikroskopischer Aufnahme und 3D-
Rekonstruktion der GAMs. Im Anschluss erfolgte eine computergestitzte
standardisierte quantitative Auswertung.

Ergebnisse:

In den humanen, organotypischen GBM-Schnittkulturen wurde die Phagozytose,
bedingt durch eine geringe Eindringtiefe der Polystyren-Partikel, randstandig
untersucht. Dabei hatte weder 100puM ATP noch 100uM UDP einen signifikanten
Einfluss auf die Phagozytose von GAMs. Uberraschenderweise inhibierte Cytochalasin
D ebenfalls die Phagozytose-Rate nicht signifikant. In Experiment 2 wurde gezeigt, dass
Temozolomid in einer Konzentration bis 200uM die Phagozytose-Rate von GAMs nicht
signifikant beeinflusste. In beiden Experimenten fiel eine ausgepragte intertumorale
Heterogenitat der Phagozytose-Aktivitat auf.

Schlussfolgerungen:

Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl 100uM ATP und UDP als auch Temozolomid (bis
zu einer Konzentration von 200uM) die Phagozytose von GAMs nicht relevant

beeinflussen. Aufgrund einer potenziell enukleierenden Wirkung von Cytochalasin D auf
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GAMs, kdnnte moglicherweise die Kihlung mit Eis eine alternative Negativkontrolle fur
Phagozytose-Experimente an GAMs darstellen (Experiment 1 mit modifizierter
Negativkontrolle). Fur kunftige Phagozytose-Experimente durfte eine vorherige
molekulargenetische Stratifizierung in GBM-Subtypen kombiniert mit einer héheren
Tumorfallzahl und der vorherigen Bestimmung des intratumoralen Entnahmeorts

wichtige Erkenntnisse zu tumorindividuellem Phagozytose-Verhalten von GAMs liefern.

0.2. Abstract (English)

Background and objective:

Glioma-associated microglia and macrophages (GAMs) constitute an important cell
population of glioblastoma multiforme (GBM). Promoting the progression and invasion
of GBMs, GAMs play a pivotal role in tumour biology. Though phagocytosis represents
one of the key functions in microglia and macrophages, the exact role of it in human
glioblastoma remains almost unknown. This study pursued to establish a phagocytosis
assay using human organotypic GBM slice cultures. Based on this experimental
platform two experiments were performed: The effect on phagocytosis was analysed for
a) UDP and ATP, two nucleotides which were reported previously in literature as
relevant in the process of phagocytosis (experiment 1), and b) the chemotherapeutical
Temozolomide, part of the current standard of care (experiment 2).

Methods:

Following to the preparation of organotypic GBM-slice cultures, slices were incubated
with polystyrene particles as markers for phagocytosis. GAMs were stained immuno-
histochemically, recorded by confocal microscopy and reconstructed digitally in 3D.
Analysis was performed in a standardized way with an imaging software.

Results:

Phagocytosis was analysed in both experiments close to the surface, due to a low
penetration depth of polystyrene particles into the organotypic slice cultures. Neither
100uM ATP nor 100pM UDP influenced phagocytosis of GAMs significantly. In the
second experiment it was shown that temozolomide (up to a concentration of 200uM)
had no significant effect on phagocytosis of GAMs. In both experiments intertumoral
heterogeneity was remarkable.

Conclusion:
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The results suggest that 100uM ATP as well as UDP and Temozolomid (up to 200uM)
do not influence phagocytosis of GAMs substantially. Surprisingly, cytochalasin D did
also not inhibit phagocytosis significantly. Ice cooled medium could serve as effective
negative control, as cytochalasin D potentially enucleated many GAMs. Previous
selection of intratumoral region, genetic determination of GBM subtypes and a higher n
number of tumours could provide interesting more differential insights of GAM

phagocytosis dependent on the individual tumour probe.
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1. Einleitung
1.1. Das Glioblastom (GBM)
1.1.1. Definition

Das Glioblastom (GBM), ein hochinvasives Gliom, stellt die haufigste maligne
hirneigene Tumorentitat des erwachsenen Menschen dar (Omuro und DeAngelis 2013;
Ostrom et al. 2018). Molekular und histopathologisch wird das Glioblastom nach der
WHO-KIlassifikation von Tumoren des zentralen Nervensystems (ZNS) eingeteilt und
zahlt zu den diffusen astrozytaren und oligodendroglialen Tumoren Grad IV (Louis et al.
2016). Kennzeichnend fir den vierten Grad ist das Zusammentreffen zytologischer
Atypien (Grad 2), Anaplasie und hoher mitotischer Aktivitat (Grad 3) sowie von
mikrovaskuléarer und/oder Nekrosearealen (Louis et al. 2007). Seit der WHO-
Klassifikation von 2016 werden zur diagnostischen Einteilung der Glioblastome immer
starker molekulargenetische Parameter wie z.B. der Mutationsstatus im
Isocitratdehydrogenase-Gen oder der 1p/19g-Status hinzugezogen (Wesseling und
Capper 2018). Die detaillierte Beschreibung der molekulargenetischen Aberrationen,

Subtypen und deren Bedeutung findet sich im nachfolgenden Abschnitt 1.1.3.

1.1.2. Epidemiologie und Atiologie

Etwa 3% der global auftretenden Malignome sind Hirn- und ZNS-Tumoren (Miranda-
Filho et al. 2017). Gliome stellen dabei mit 81% aller malignen Hirntumore die haufigste
Entitat dar, wovon ein wesentlicher Anteil mit etwa 45% auf das Glioblastom fallt. Die
altersstandardisierten Inzidenzraten des GBMs variieren im weltweiten Vergleich zum
Teil erheblich zwischen 0,59 (Korea) und 3,69 (Griechenland) pro 100.000 Menschen
(Ostrom et al. 2014). Diese beiden Beispiele sind insofern reprasentativ, da die
altersstandardisierten Neuerkrankungsraten fur astrozytare Tumoren mit den hdchsten
Raten in den westlichen Gesellschaften wie Europa und den USA zu finden sind,
wohingegen Asien deutlich niedrigere Inzidenzen aufweist (Leece et al. 2017). Das
Glioblastom tritt mit zunehmendem Alter haufiger auf und hat zwischen 75 und 84
Jahren die hochste Inzidenzrate und wird im Mittel mit 55 Jahren diagnostiziert (Tamimi
und Juweid 2017). Weitere positive Korrelationen finden sich in Bezug auf Geschlecht,
wobei die Inzidenzrate bei Mannern im Vergleich zu Frauen 1,6 mal hoher liegt, sowie
fur weiRe Hautfarbe (Thakkar et al. 2014).
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Die Diagnose ,Glioblastom® steht trotz grol3er wissenschaftlicher Anstrengungen und
Fortschritte im therapeutischen Bereich flr einen tédlichen Ausgang. Trotz kombinierter
Radiochemotherapie liegt das mediane Uberleben bei etwa 15 Monaten bei einer 5-
Jahrestberlebensrate von 9,8% (Stupp et al. 2009). In Abhéngigkeit des GBM-Subtyps
sowie des Alters der Patientinnen variieren die Uberlebensraten zum Teil deutlich. So
liegt bei Jugendlichen und jungen Erwachsenen mit 22,7% die 5-Jahresiuberlebensrate
deutlich Giber den 5,6 % von alteren Menschen tber 40 Jahren (Ostrom et al. 2018). Auf
Ursachen und Pradiktoren der geringen Uberlebensraten wird detaillierter in den
Abschnitten 1.1.3 und 1.1.4 eingegangen.

Gliome entstehen schrittweise mit der Akkumulation genetischer Aberrationen, deren
Ursache von intrinsischen und umweltabhéngigen Faktoren abhangen (Omuro und
DeAngelis 2013). Zu den positiv assoziierten, umweltabhangigen Risikofaktoren z&hlt
z.B. ionisierende Strahlung, insbesondere bei friher Exposition in der Lebenszeit
(Braganza et al. 2012). Eine Risikoreduktion fir Gliome hingegen wurde in
Zusammenhang mit der Vorgeschichte einer atopischen Diathese und Allergien
beschrieben (Ostrom et al. 2014). Passend dazu ist eine Erhéhung des Mediators und
pradiagnostischen Biomarkers von Erkrankungen aus dem allergischen Formenkreis,
Immunglobulin E, gemessen als Gesamt-lgE mit einem reduzierten Gliom- und
Glioblastomrisiko berichtet. Bemerkenswerterweise wurde diese inverse Assoziation
auch 20 Jahre vor der Tumordiagnose festgestellt (Schwartzbaum et al. 2012). Die
Vorgeschichte einer Allergie bei Gliom-Patientinnen geht nach jlingeren Erkenntnissen
auch mit einem langeren Uberleben einher (Lehrer et al. 2019).

Bei weiteren denkbaren Risikofaktoren wie nichtionisierender Strahlung in Form von
hochfrequenten elektromagnetischen Feldern bei der Nutzung von Mobilfunkgeréten,
extrem niedrigfrequenten Magnetfeldern oder Pestiziden konnte kein eindeutiger
Zusammenhang mit einem erhohten Risiko fur Gliome hergestellt werden (Ostrom et al.
2014).

1.1.3. Tumorgenese, Molekulargenetik und tumorale Heterogenitat

Bereits 1926 beschrieben Percival Bailey und Harvey Cushing aufgrund der auffalligen
histologischen Heterogenitat auRerst maligne Gliome als ,Spongioblastoma multiforme*
in Anbetracht der ,multiformen“ Erscheinungsform innerhalb der Gewebsproben. Die

polymorphen, atypischen Zellen fihrten sie zum Postulat eines differenten zellularen
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Ursprungs im Vergleich zu anderen Gliomen (Stoyanov und Dzhenkov 2018). Dabei
sind kennzeichnende, histopathologische Merkmale des Glioblastoms neben einer
generellen Hyperzellularitdt, eine hohe mitotische Aktivitat, nukleare Atypien,
mikrovaskulére Proliferationen und/oder Nekroseareale (Aldape et al. 2015).
Makroskopisch gesehen findet sich das Glioblastom, ausgehend von der weil3en
Substanz, hauptsachlich supratentoriell im Frontal-, Parietal, Temporal und
Okzipitallappen und metastasiert in der Regel nicht (Thakkar et al. 2014; Lun et al.
2011). Ortlich zeigt sich ein enger Bezug zwischen hochgradigen Gliomen und der peri-
sowie subventrikularen Zone (Sanai et al. 2005). Dies fuhrt zur Frage der lange
ungeklarten Gliomgenese. In letzter Zeit deuten immer mehr Ergebnisse darauf hin,
dass neuronale und oligodendrogliale Vorlauferzellen aus der subventrikularen und
subgranularen Zone von Mausen die hdchste Suszeptibilitdt fir gliomevozierende
Mutationen besitzen. Als Schliisselgene hierfur gelten die Tumorsuppressorgene NF1
(Neurofibromin Gen 1), TP53 und PTEN (Alcantara Llaguno et al. 2015). Obwohl einige
Studien nahelegen, dass auch differenzierte Neurone und Astrozyten Ursprung
maligner Gliome sein konnen und im Verlauf der Tumorgenese Eigenschaften
neuronaler Stammzellen reaktivieren, ist der Ursprung aus den genannten
Vorlauferzellen, den sog. Gliomstammzellen, aufgrund der abnehmenden Suszeptibilitat
maligner Transformation mit sukzessiver Zellreifung wahrscheinlicher (Friedmann-
Morvinski et al. 2012; Alcantara Llaguno et al. 2019). Die Ursprungszelle der
Gliomgenese durfte zudem eine wesentliche Determinante des molekularen GBM-
Subtyps sein (Alcantara Llaguno et al. 2015).

Die vier GBM-Subtypen werden seit 2010 anhand von Clusterbildungen der haufigsten
molekulargenetisch auftretenden Aberrationen in die vier Subtypen klassisch,
mesenchymal, neural und proneural stratifiziert (Verhaak et al. 2010). Grundlage hierfur
war die Bestimmung von Schliisselmutationen in der Pathogenese des Glioblastoms,
wie z.B. der Gene TP53, NF1, RB1 oder der EGFR-Familie sowie der resultierenden
haufigsten aberranten Signalwege (The Cancer Genome Atlas Research Network
2008). Fur den klassischen Subtyp sind z.B. EGFR-Mutationen charakteristisch, die
Expression neuronaler Marker ist typisch flir den neuralen Typ, mesenchymale
Subtypen besitzen oftmals Deletionen an NF1 mit haufigen Komutationen in PTEN,
wohingegen der proneurale Subtyp PDGFRA-Alterationen und IDH1-Mutationen
aufweist. Letztgenannter tritt haufiger atypisch im jingeren Alter auf und besitzt eine

hohe Uberlappung mit sekundaren Glioblastomen (Verhaak et al. 2010). Diese weitere
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Einteilung in primare und sekundare Glioblastome rekurriert auf der Erkenntnis, dass
einige Glioblastome (sekundéare Form) bei jingeren Menschen haufiger auftreten und
sich aus niedrig gradigen Gliomen entwickeln, wohingegen mit etwa 90% der Grol3teil
de-novo ohne klinischen oder histologischen Hinweis als primare Glioblastome entsteht.
Das wesentliche Kennzeichen der Differenzierung dieser beiden Formen ist das
Auftreten der IDH1-Mutation, welche bei etwa 80% der sekundaren und weniger als 5%
der primaren Glioblastome vorzufinden ist. Klinisch resultiert ein mutiertes IDH1-Gen in
einer langeren durchschnittlichen Uberlebenszeit (Ohgaki und Kleihues 2013).

Die beschriebene histopathologische und molekulargenetische Diversitat fihrt sowohl
zu einer hohen inter- wie auch intratumoralen Heterogenitét (siehe Abbildung 1). Zum
Zeitpunkt der Gewebsentnahme kann bei einem Individuum der dominante Subtyp
bestimmt werden, welcher auch die Histopathologie beeinflusst. So weisen
beispielsweise IDH1-mutierte, sekundare Glioblastome mit vornehmlich proneuralem
Profil seltener ausgedehnte Nekroseareale im Vergleich zu priméren Glioblastomen auf
(Ohgaki und Kleihues 2013). Komplexer wird das multiforme Bild des Tumors durch die
Erkenntnis, dass auch innerhalb eines Tumors mehrere zum dominanten Tumorsubtyp
alternierende Subtypen vorliegen kbnnen und sogar auf Einzelzellebene hybride Zellen
mit Charakteristika mehrerer Subtypen vorkommen (Sottoriva et al. 2013; Patel et al.
2014). Eine weitere Achse der Heterogenitat des Glioblastoms wird zeitlich durch die
klonale Evolution von Tumorzellen beschrieben. In einer intraindividuellen,
longitudinalen Analyse von Ursprungstumor und Rezidiv waren 54% der somatischen
kodierenden Mutationen geteilte Mutationen zwischen Ursprung und Rezidiv als
Hinweis auf eine frihe Genese in der Tumorevolution, wohingegen die restlichen
Mutationen als private Mutationen entweder in der Initialmalignitat oder dem rekurrenten
Abkdmmling vorzufinden waren. Trotz der raumlichen N&he zwischen Initiallasion und
Rezidivgliom durchlaufen Gliomzellen eine klonale Evolution und beherbergen nicht
mehr alle Ursprungsmutationen. Die Aufzweigungen in der Mutationsabfolge treten
dabei zu verschiedenen Zeitpunkten der klonalen Evolution eines/r Patientln auf (siehe
Abb. 2). Interessanterweise durfte auch die Therapie mittels Temozolomid, als
potenziell mutagenes Agens, zur intratumoralen longitudinal-temporalen Diversitat

beitragen (Johnson et al. 2014).
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Ebenen raumlicher Heterogenitat
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Abbildung 1: Darstellung raumlicher intertumoraler und intratumoraler Heterogenitat.

Nach bioptischer Probeentnahme Ilasst sich ein interindividuell dominanter GBM-Subtyp ausmachen
(intertumorale Heterogenitat, grau hinterlegtes Feld der 1. Spalte). Dieses Tumorprofil determiniert
histopathologische Charakteristika (Zeile 2) und eine charakteristische Mikroumgebung (unregelmafige
farbige Kreisumrandung). Innerhalb des Tumors kdnnen Areale anderer Subtypen vorliegen (Zeile 2,
kleine farbige Kreise). Molekulargenetisch (3. Zeile) kann anhand des IDH-Mutationsstatus eine
Unterteilung in primare und sekundare GBMs vorgenommen werden, welche wiederum anhand von
Schlusselmutationen in klassische (blau markiert), mesenchymale (griin markiert), neurale (gelb markiert)
und vornehmlich sekundare, proneurale (violett markiert) Subtypen klassifiziert werden kénnen. Die
Heterogenitat des GBMs manifestiert sich bis auf Einzelzellebene (Zeile 4) in hybriden Zellen, mit
dargestellten  Subtypkombinationen. Histopathologische, zellulére und molekulargenetische
Heterogenitat kann als intratumorale Heterogenitat zusammengefasst werden (blau markierte Felder der
1. Spalte) (Patel et al. 2014). Abbildung adaptiert aus: (Parker et al. 2015)
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Zeitliche Heterogenitiat im therapeutischen Kontext

Primares GBM

Therapie

Rekurrentes GBM

Ursprungs |
zele |

Intratumorale Heterogenitat Eradikation Genese neuer intratumoraler
Heterogenitat

Abbildung 2: Zeitliche und raumliche Heterogenitat von Glioblastomen

Schon die Ursprungszelle gilt als wesentliche Determinante der intratumoralen Heterogenitat des GBMs
(Alcantara Llaguno et al. 2015). Schon zu einem frilhen Stadium der Tumorevolution kdnnen Zellklone
Mutationen akkumulieren, Subklone bilden und Resistenzmechanismen erwerben (bunt markierte
Punkte). Sogar die Eradikationstherapie mittels Chemotherapeutika wie Temozolomid selbst durfte den
Selektionsdruck in der klonalen Evolution von Glioblastomen erhdhen, sowohl durch resistenzbedingte
unzureichende Eradikation als auch durch die Mutagenitat des Chemotherapeutikums selbst, sodass
Rezidive in der Folge oftmals distinkte Mutationen im Vergleich zur Ursprungszelle aufweisen (Johnson et
al. 2014; Qazi et al. 2017). Quelle: (Qazi et al. 2017). Abbildung modifiziert und Beschriftungen Ubersetzt.

Die aulRerordentliche Heterogenitat des Glioblastoms stellt eine grof3e Herausforderung
erfolgreicher Therapiestrategien dar, was exemplarisch anhand der sehr unterschied-
lichen Ansprechraten gemessen in Form der Zellviabilitdt von zellularen Glioblastom-
subklonen auf insgesamt 20 verschiedene Substanzen und medikamentdse

Therapeutika erahnt werden kann (Reinartz et al. 2017).

1.1.4. Klinik, Diagnose und aktuelle Therapie

Patientinnen mit Erstmanifestation eines Glioblastoms kénnen sich unter anderem mit
Kopfschmerzen, kognitiven Defiziten, epileptischen Anfallen (haufig mit fokaler
Einleitung), Personlichkeitsveranderungen, Gangunsicherheit, Inkontinenz-
beschwerden, fokalneurologischen Symptomen oder Veranderungen der Sprache

prasentieren. Der bildgebend diagnostische Standard zur Detektion und
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Therapieevaluation ist dabei das MRT. Da histopathologischer Befund und molekulare
Diagnose des Glioblastoms das weitere Behandlungsprozedere bestimmen, wird
zumeist eine Gewebeprobe im Rahmen der operativen Therapie gewonnen (Weller et
al. 2017). Seit der wegweisenden Studie von Stupp et al. besteht die Therapie des
Glioblastoms im Wesentlichen aus der operativen Tumorresektion und einer
fraktionierten Radiotherapie in Begleitung einer Chemotherapie mit dem Alkylans
Temozolomid (Stupp et al. 2005). Die operative Therapie dient dabei in erster Linie der
Pravention neuer neurologischer Defizite und einer Verlangerung der Uberlebenszeit
(Suchorska et al. 2016), eine Heilung durch die operative Intervention kann aufgrund
der weiten Streuung der Tumorzellen und des netzwerkartigen Wachstums nicht
erwartet werden. Eine deutliche Verbesserung der mittleren Uberlebenszeit kann durch
die Radiochemotherapie erreicht werden, welche die Kombination einer fraktionierten
Radiotherapie mit 60Gy in Kombination mit der oralen Einnahme des gut liguorgangigen
Chemotherapeutikums Temozolomid (75mg/m? Korperoberflache) wahrend der Zeit der
Radiotherapie beinhaltet (Stupp et al. 2005; Weller et al. 2017). Der
Methylierungsstatus des MGMT-Promotors ist dabei ein wesentlicher Pradiktor fir den
Therapieerfolg mit Temozolomid (Hegi et al. 2005). Die Wirkungsweise von TMZ
verdeutlicht diesen Zusammenhang.

Temozolomid vereint mit einer guten Liquorgangigkeit, einer anndhernd 100%
Bioverfugbarkeit bei oraler Applikation, relativ geringer Knochenmarkssuppression und
einer spontanen, pH-abhangigen Konversion zum aktiven Metaboliten MTIC in der
Reaktion mit Wasser ginstige Eigenschaften fur die Behandlung von Hirntumoren. In
der Folge der Konversion verursacht MTIC in abnehmender Haufigkeit die Methylierung
dreier Positionen des Guanins, der N’-Position, der O3-Position oder der O8-Position.
Letztgenannte scheint die kritische Rolle des antitumoralen Effekts innezuhaben
(Friedman et al. 2000). An eben dieser Position setzt die Funktion der O%-Methylguanin-
DNA-Methyltransferase an, welches als DNA-Reparaturenzym durch das MGMT-Gen
kodiert wird, die Alkylierung von Temozolomid an der O8-Position revidiert und so einen
wichtigen Resistenzmechanismus gegen die Chemotherapie darstellt (Wick et al. 2014).
Im Falle der epigenetischen Stillegung des MGMT-Promotors resultiert somit ein
signifikant langeres Uberleben im Vergleich der Radiochemotherapie mit Temozolomid
zur alleinigen Bestrahlungstherapie (Hegi et al. 2005). Insgesamt gesehen liegt jedoch
das mediane Gesamtuberleben trotz multimodaler Therapie bei nur 14,6 Monaten

(Stupp et al. 2005). Mogliche Grinde hierfir sind zahlreich wie z.B. die Evasion
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einzelner Tumorzellen bei chirurgischer Therapie oder die angesprochene MGMT-
bedingte Temozolomidresistenz, wobei ein lbergeordneter Schlisselmechanismus fiur
das Therapieversagen die intratumorale Heterogenitat zu sein scheint (Weller et al.
2017; Wick et al. 2014; Qazi et al. 2017). So ist es moglich, dass schon vor Behandlung
der Tumoren temozolomidresistente Klone vorliegen (Meyer et al. 2015). Zusétzlich
besitzen insbesondere CD133-positive Tumorstammzellen, welche ein intrinsisches
Potenzial zur Generierung neuer Tumoren in sich tragen, eine Chemo- und
Radioresistenz (Qazi et al. 2017). Diese Stammzellen finden sich haufig in sogenannten
Tumornischen, mikroanatomischen Teilbereichen des Tumors und entgehen so dem
immunologischen und therapeutischem Zugriff. In diesen Nischen stehen
Tumorstammzellen in enger Interaktion mit der Mikroumgebung, deren Bedeutung und

Zusammensetzung nachfolgend erlautert wird (Hambardzumyan und Bergers 2015).

1.1.5. Mikroumgebung des Glioblastoma multiforme

Bereits in der 18. Vorlesung im Jahr 1863 der Reihe ,Die krankhaften Geschwilste*
beschreibt Rudolf Virchow das Hervorgehen der Gliome aus der Interzellularsubstanz,
den Neuroglia und bemerkt die Diversitat der Substanz zwischen den Zellen, die
schwere Abgrenzbarkeit des Tumors gegeniber dem umliegenden Gewebe und den
GefalRreichtum der Gliome (Virchow 1865). Heutzutage ist bekannt, dass sowohl bei der
Gliomgenese, wie auch der Propagierung von Wachstum und Infiltration die
Tumormikroumgebung, also das spezifisch gebildete Milieu aus rekrutierten und
residenten Zellen, mit denen die Tumorzellen tGber die Ausschittung von Chemokinen,
Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Enzymen interagieren, entscheidend ist (Feng et al.
2015; Charles et al. 2012). In der Wirkung trAgt dabei die spezifische
Tumormikroumgebung wesentlich zum hochgradig immunosuppressiven Phanotyp im
Glioblastom bei und macht das Glioblastom als ,immunologisch kalten® Tumor zudem
schwer fur Immunotherapien zuganglich (Tomaszewski et al. 2019). Zu den Zelltypen,
welche die Mikroumgebung des Glioblastoms formen, zahlen unter anderem
Astrozyten, Perizyten, Endothelzellen, neuronale Vorlauferzellen, Tumorstammzellen,
Fibroblasten, vaskulare glatte Muskelzellen und Immunzellen wie T-Zellen,
Makrophagen und Mikroglia (Charles et al. 2012). Mit einer variablen Anzahl, aber
ungefahr 30% der Gesamttumormasse, machen gliom-assoziierte Mikroglia und

Makrophagen (GAMs) den dominanten Zellanteil der Mikroumgebung in Gliomen aus,
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auf deren Bedeutung und besondere Rolle in der Umgebung von Gliomen im Weiteren
eingegangen wird (siehe Abschnitt 1.2.2) (Morantz et al. 1979; Morimura et al. 1990;
Badie und Schartner 2000). Dabei ist es wahrscheinlich, dass die Schlisselmutationen
des Glioblastoms die Zusammensetzung des Tumormikromilieus mit Mikroglia und
Makrophagen beeinflusst (siehe auch Abbildungl) (Herting et al. 2017). So finden sich
im mesenchymalen GBM-Subtyp durchschnittlich die meisten GAMs (Engler et al.
2012).

1.2. Mikroglia und Makrophagen
1.2.1. Ursprung, Morphologie und funktionelle Eigenschaften

Abhangig von der Hirnregion machen Mikrogliazellen, die residenten Makrophagen des
zentralen Nervensystems, zwischen 0,5% und 16,6% aller Zellen des gesunden,
humanen Gehirns aus (Mittelbronn et al. 2001). Abstammend von Vorlauferzellen aus
dem Dottersack kolonisieren Mikrogliazellen das Hirnparenchym in frihen Stadien der
Embryonalentwicklung. Sie besitzen das Potenzial sich selbst zu erneuern, werden
nicht wesentlich durch hamatopoetische Stammzellen regeneriert und bilden einen
konstanten, eigenen Zellpool, welcher im Krankheitsfall aus knochenmarks-
deszendierenden Monozyten/Makrophagen unterstitzt wird (Alliot et al. 1999; Ajami et
al. 2007; Ajami et al. 2011; Ginhoux et al. 2010). Obwohl Mikroglia mit peripheren
Monozyten und Makrophagen viele Eigenschaften gemein haben, sind sie eine
eigenstandig differenzierbare Zellpopulation und stellen die primaren Immunzellen des
gesunden Gehirns dar (Haage et al. 2019).

Mikrogliazellen, als Teil des angeborenen Immunsystems und professionelle
Phagozyten Uberwachen das Gehirnparenchym konstant mit ihren Auslaufern und
interagieren vielseitig mit dem neuronalen Netzwerk, indem sie beispielsweise
synaptische Verbindungen phagozytieren, Zell- und Myelindebris phagozytotisch
eliminieren und Antigene prasentieren. Sie tragen somit wesentlich zur Neuroprotektion
und Homoostase des Gehirns beim Gesunden bei. Bei jeder Form pathologischer
Stérungen werden sie Uber eine Vielzahl von l6slichen Mediatoren aktiviert, proliferieren
und migrieren zum Ort der Gewebsverletzung, namentlich beispielsweise im Prozess
von Infektionen, Schlaganfallen, Multipler Sklerose, Alzheimer-Erkrankungen, Autismus,

Schizophrenie, amyotropher Lateralsklerose, Morbus Parkinson und Hirntumoren wie
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Gliomen. Phanotypisch durchlaufen Mikrogliazellen mit der Aktivierung eine
morphologische Transformation von einer hochverzweigten zu einer amdoboiden
Zellform (Wolf et al. 2017; Kreutzberg 1996).

Dies wurde klassischerweise als der Ubergang der ,ruhenden“ zur ,aktivierten®
Mikroglia beschrieben, was allerdings die standige Uberwachende Funktion -
einhergehend mit hoher Zellfortsatzmotilitét — in der Attribution ,ruhend negiert
(Nimmerjahn et al. 2005; Ransohoff 2016). Der Aktivierungsstatus von Makrophagen
wurde lange Zeit in den klassischen, proinflammatorischen, antimikrobiellen M1-Status,
sowie den mit Reparaturmechanismen und humoraler Immunitat assoziierten M2-Status
unterteilt (Gordon und Taylor 2005). M1-aktivierte Makrophagen zeigen zum Beispiel
eine hohe Antigenprasentationsfahigkeit, produzieren toxische Metabolite wie reaktive
Sauerstoffspezies. Die M2-Polarisation kann noch weiter in M2a, M2b und M2c
unterteilt werden. Diese M2-Subphé&notypen sind mit Typ-2 Immunantworten (M2a),
immunoregulativen (M2b) oder mit der Umstrukturierung der Extrazellularmatrix (M2c)
vergesellschaftet (Mantovani et al. 2004). Allerdings wird dieses insbesondere in-vitro
an knochenmarksstammigen Monozyten/Makrophagen etablierte M1/M2-Postulat in
jungerer Vergangenheit mehr und mehr verlassen, um der transkriptionellen
Unterschiede zwischen Makrophagen und Mikroglia und der Heterogenitat von
Makrophagen und Mikroglia in-vivo besser gerecht zu werden (Ransohoff 2016). In
Abhangigkeit von unterschiedlichen Pathologien besitzen Mikroglia und Makrophagen
auch differente Aktivierungsformen, die sich auch im Verlauf einer Erkrankung
dynamisch verandern kdnnen, wie beim M2-gepragten Erkrankungsbeginn von Morbus
Alzheimer, welcher im Verlauf in Richtung M1-Phanotyp tendiert (Du et al. 2017). Im
Fall von Gliomen besitzen Gliom-assoziierte Mikroglia und Makrophagen nur eine
teilweise Ubereinstimmung mit dem M1/M2-Polarisiationskonzept und nehmen eine

Sonderform ein (Szulzewsky et al. 2015).
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1.2.2. Eigenschaften und Heterogenitat gliom-assoziierter Mikroglia und Makrophagen
(GAMSs)

Mikrogliazellen  Gberwachen das Hirnparenchym und Dbesitzen intrinsische
tumorzytotoxische Kapazitaten (Kreutzberg 1996; Rosales und Roque 1997). Nach der
Gliometablierung sezernieren die Tumorzellen eine Reihe l6slicher Mediatoren wie z.B.
MCP-3, CSF-1 oder ATP, um einige exemplarisch aufzugreifen, welche Mikroglia und
Makrophagen anlocken (Charles et al. 2012; Hambardzumyan et al. 2016). Kontrovers
ist der Anteil residenter Mikrogliazellen und eingewanderter Makrophagen aus dem
Blutstrom. Mittels der CD11b*/CD45  Marker fur Mikrogliazellen und der CD11b*/CD45"-
Unterscheidung fur Makrophagen zeigten sich in einer Studie die eingewanderten
Makrophagen als vorherrschend (Parney et al. 2009). Allerdings kénnen Mikroglia in der
Umgebung der Gliome das CD45-Antigen hochregulieren und waren in der
Untersuchung die dominante Makrophagenpopulation in den Mausgliomen, sodass die
Unterscheidung anhand dieser Proteine im Tumorkontext nicht weiterhilft (Mdller et al.
2015). Die Diskrepanz zwischen unterschiedlichen Ergebnissen und dem Beitrag der
eingewanderten und residenten Makrophagen ist aktuell nicht weiter aufzulésen. Die
kurzliche Validierung von spezifischen Mikroglia und peripheren Monozyten/Makro-
phagen-Markern im Gesunden und im Tumorkontext dirfte jedoch hier weitere
Erkenntnisse liefern (Haage et al. 2019).

Aus morphologischer Perspektive ist nicht von einer homogenen Zellpopulation
auszugehen, da je nach Position im Tumor mehrere phanotypische Populationen
differenziert werden konnen. In infiltrativen Tumorbereichen prasentierten sich GAMs
mit feinen Auslaufern, in soliden Tumorarealen war deren Prasenz reduziert,
wohingegen an Tumornekrosen runde, makrophagenartige GAMs vorherrschend waren
(Annovazzi et al. 2018). In dieser Arbeit wird einschlieBend die Terminologie ,gliom-
assoziierte Mikroglia und Makrophagen (GAM)“ verwendet und fir die
Immunmarkierung der zytosolische Marker IBAL fur myeloide Zellen verwendet (Imai et
al. 1996; Annovazzi et al. 2018).

In der N&he des Glioblastoms prasentieren sich Mikroglia und Makrophagen in
immunsupprimierter  Funktion als  gliom-assoziierte  Mikroglia/Makrophagen,
unterstitzen das Tumorwachstum, beschleunigen die Migration von Tumorzellen,
fordern die Vaskularisation des Tumors und sorgen fir eine hohere Invasivitat der

Glioblastomzellen in das umliegende Gewebe (Wu et al. 2010; Zhai et al. 2011,
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Bettinger et al. 2002; Brandenburg et al. 2016; Markovic et al. 2009). Das Tumormilieu
verandert also die Zellen zu pro-tumorgenen ,Helferzellen* und reguliert die anti-
tumoralen Fahigkeiten der Mikroglia und Makrophagen herunter. Diese Transformation
konnte innerhalb der ersten Stunden nach Rekrutierung der Immunzellen geschehen,
worauf ein Experiment mit der CHMES5-Mikrogliazelllinie in der Co-Kultur mit C6-
Gliomzellen hinweist. Innerhalb der ersten 3h in der Néhe der Gliomzellen zeigten sich
die Mikroglia aktiviert mit einer hoheren Phagozytose-Rate, wohingegen die
Phagozytose-Aktivitdt nach 24h bereits stark reduziert war (Voisin et al. 2010). Die
Glioblastom-Stammzellen scheinen dabei einen wesentlichen Einfluss auf die
verminderte Funktionsfahigkeit der GAMs zu spielen, da gerade das Medium von
humanen Gliom-Stammzellen die Phagozytose von Mikrogliazellen herunterreguliert
(Wu et al. 2010). Welche funktionelle Bedeutung der Phagozytose allgemein und

insbesondere im Tumorkontext zukommt wird im Folgenden besprochen.

1.3. Phagozytose im ZNS
1.3.1. Definition, Funktionen und physiologische Grundlagen

Phagozytose bezeichnet den rezeptorabhangigen, dreiteiligen Prozess, bestehend aus
dem chemotaktischem Auffinden (in der Literatur auch als ,Find-Me“ bezeichnet), der
Internalisierung von >0,5um grofen Partikeln ins Zellinnere (,Eat-Me®) und der
Degradierung im Phagolysosom (,Digest-Me®) mit anschlie@ender Reaktion der
phagozytierende Zelle in Abh&ngigkeit zum aufgenommenen Material. Hauptséchlich
sind Makophagen, Neutrophile und dendritische Zellen, die sogenannten
professionellen Phagozyten, flir Phagozytoseprozesse zustandig. Im ZNS nehmen
Mikroglia diese Rolle ein, mit geringeren Fressraten sind aber auch beispielsweise
Astrozyten zur Phagozytose befahigt. Im gesunden Gewebe phagozytieren Mikroglia
apoptotische Zellen, myelinergen und axonalen Debris und synaptische Verbindungen
insbesondere wahrend der postnatalen neuronalen Entwicklung und tragen so zur
Homoostase des Gehirns bei. Im Krankheitsfall konnen Infektionserreger, lebende
Neurone, AB-Ablagerungen bei Alzheimer-Erkrankungen oder auch maligne Zellen
detektiert und eliminiert werden (Sierra et al. 2013). Das breite Spektrum an
Zielstrukturen legt einen hochkomplexen Prozess nahe, welcher einer starken
rezeptorgesteuerten Regulierung bedarf. Fir die drei Schritte der Phagozytose wird
nachfolgend der Grundprozess exemplarisch an in der Arbeit verwendeten Nukleotiden

24



dargestellt. Allerdings sind eine Vielzahl weiterer Rezeptor-Antigen-Bindungen und

Signalmolekile beteiligt.

Angelockt werden Phagozyten durch Chemokine (,Find-me“-Signale). Von
apoptotischen Zellen freigesetztes ATP und UTP kann beispielsweise von peripheren
Makrophagen uber P2Y:-Rezeptoren detektiert werden und positiv chemotaktisch
wirken (Elliott et al. 2009). Der Besatz an purinergen Rezeptoren von Mikrogliazellen
umfasst ionotrope P2X-Rezeptoren (P2Xs, P2X7) und die metabotropen P2Y-
Rezeptoren (P2Y2, P2Ya, P2Ys, P2Y12, P2Y14). ATP scheint besonders lUber P2Y12,
moduliert durch die P2Xs-Rezeptoraktivitat, chemotaktisch auf Mikrogliazellen zu wirken
(Koizumi et al. 2013).

Ausgeschiuttete lokal-hohe Konzentrationen der Nukleotide, ATP und UTP, werden
rasch extrazellular abgebaut. UTP kann Uber Ekto-Nukleotidasen zu UDP und UMP
abgebaut werden. ATP wird unter anderem direkt von Mikrogliazellen tber CD39, eine
Ekto-Nukleotidase zu ADP hydrolisiert (Koizumi et al. 2007; Bulavina et al. 2013). Eine
komplexe Mischung aus der Detektion der Ursprungsmetabolite ATP, UTP, deren
Abbauprodukten und der Modulation der entsprechenden Rezeptoren ist bei der

Chemotaxis zu diesen ,Find-me*“-Signalen wahrscheinlich.

So bewirkt zum Beispiel 100uM UDP Uber den P2Ys-Rezeptor auf Mikrogliazellen eine
erhohte Phagozytose-Rate in-vitro und in-vivo. Nukleotide durften somit sowohl
chemoattraktiv (,Find-Me"“), als auch signalgebend zur Phagozytose (,Eat-Me®) wirken
(Koizumi et al. 2007). Nach Rezeptorstimulation durch entsprechend aktivierende
Signale (,Eat-Me-Signal) findet in Mikroglia und Makrophagenzellen ein Umbau des
Aktin-Zytoskeletts zur Aufnahme der Zielstruktur statt, eine Voraussetzung fir alle
morphogenetischen Zellveranderungen (Koizumi et al. 2007; Greenberg 1995).
Aufgenommenes Material wird im Anschluss in der aus Endosom und Lysosom
gebildeten Fusionstruktur des Phagolysosoms durch den sauren pH < 5, reaktive
Sauerstoffspezies und Hydrolasen zerlegt (siehe Abbildung 3). Degradierte Produkte
kénnen im Anschluss entweder als Antigen prasentiert werden, eine pro- oder
antiinflammatorische Antwort auslésen oder zu einer Freisetzung toxisch wirkender,

reaktiver Sauerstoffspezies fuhren (Sierra et al. 2013).
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Abbildung 3: Uberblick tiber den prinzipiellen Ablauf der Phagozytose einer Mikrogliazelle

Wahrend des ersten Schritts wird der Phagozyt durch Signalmolekille zur Zielstruktur gefuhrt
(Chemoattraktion), welche er mittels einer Vielzahl von Rezeptoren detektiert und bei entsprechender
Rezeptoraktivierung ins Phagosom aufnimmt (Anbindung und Aufnahme). Mit der Fusion von Phagosom
und Lysosomen entsteht das Phagolysosom, welches den Ort der Degradierung des phagozytierten
Materials darstellt. Die Zellantwort kann in einer Antigenprasentation, der Freisetzung von
proinflammatorisch wirkenden, reaktiven Sauerstoffspezies oder im Falle der Phagozytose von
apoptotischem Material auch in der Freisetzung antiinflammatorischer Chemokine bestehen (Sierra et al.
2013). Quelle: (Sierra et al. 2013). Abbildung Ubersetzt und modifiziert.

Diese im gesunden ZNS ablaufenden Prozesse kdnnen im Kontext von Tumoren,
allerdings Uber phagozytoseinhibierende Signale (,Don’t eat me“-Signale) blockiert
werden, sodass humane Tumorzellen der inkorporierenden Degradierung durch GAMs

entgehen konnen (Willingham et al. 2012).

1.3.3. Phagozytose von GAMs unter dem Einfluss von Gliomzellen

Bereits 1925 beschrieb Wilder Penfield die Phagozytose degenerierender
Neurogliafasern durch Mikrogliazellen innerhalb von Gliomen (Penfield 1925). Generell
scheinen humane GAMs zu Phagozytose prinzipiell befahigt. Allerdings ist diese
Kernfunktion der Phagozyten in der Umgebung von Glioblastom-Stammzellen reduziert

(Hussain et al. 2006; Wu et al. 2010). Eine weitere Studie mit gliom-konditioniertem
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Medium (GCM) einer humanen, primaren Gliomzellkultur konnte eine Erhdéhung der
Phagozytose-Rate ko-kultivierter Mikrogliazellen feststellen (Walentynowicz et al. 2018).
Anscheinend ist somit die Phagozytose im Gliom differenzierter zu betrachten. So
kbnnte es sein, dass in direkter Umgebung zu GBM-Stammzellen die Phagozytose
supprimiert wird, jedoch ansonsten GAMs anfallenden Zelldebris intratumoral rasch
aufnehmen. Die Vergleichbarkeit beider Studien ist jedoch aufgrund methodischer
Differenzen begrenzt, da einmal direkt isolierte humane CD11b+-Zellen verwendet
werden, wahrend im anderen Experiment ein speziesubergreifender Ansatz mit
priméren, murinen Mikrogliazellen und humanem GCM zum Einsatz kommt (Wu et al.
2010; Walentynowicz et al. 2018). Ebenfalls in einer speziestbergreifenden Kokultur
der Rattengliomlinie C6 und der humanen Mikroglialinie CHME-5 erhéhte sich die
Phagozytosaktivitat der Mikrogliazellen transient und fiel anschlieend in langer
andauernder Nachbarschaft zu den C6-Zellen ab (Voisin et al. 2010).

In organotypischen Schnittkulturen des Hippocampus von Ratten, in welche C6-
Gliomzellen injiziert wurden, zeigte sich im Vergleich zu nicht tumorbefallenen
Hippocampi, ein generell deutlich erhdhter Anteil CD68+-Mikrogliazellen in der
Tumorgruppe (Billingham et al. 2013). Dabei wird CD68, ein Antigen auf der Membran
des Phagolysosoms und der Zellmembran als Marker von Phagozytose-Aktivitat
verwendet (Damoiseaux et al. 1994).

Mogliche Erklarungen fur die divergenten Ergebnisse der Studien bestehen in den
Speziesunterschieden, den unterschiedlichen experimentellen Modellen und den
verwendeten Methoden zur Erfassung der Phagozytose-Aktivitat. Inwieweit die
Phagozytose von humanen GAMs modulierbar ist, soll in dieser Arbeit beleuchtet

werden.

1.3.4. Experimentelle Modelle zur Untersuchung von Phagozytose

Kritisch fur die Datenlage der recht unerforschten Phagozytose von Mikrogliazellen sind
die zur Verfugung stehenden Modelle zu ihrer Untersuchung (Sierra et al. 2013).
Prinzipiell kann Phagozytose entweder indirekt (in-vitro oder in-vivo) oder direkt (in-vivo)

bestimmt werden.

Da uber indirekte Methoden Phagozytose oft nicht in-vivo untersucht wird, erlangt die
Wahl der jeweiligen zellularen Grundlage eine wichtige Rolle. So kann beispielsweise

Phagozytose in-vitro z. B. an immortalisierten Zellen oder in-situ im Gewebsverband
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untersucht werden (Diaz-Aparicio et al. 2016; Voisin et al. 2010). Bei erstgenannten
besteht jedoch das Problem in der artifiziell erzeugten Unreife der Mikroglia, die
frihzeitig aus dem sich entwickelnden Hirnparenchym entnommen werden sowie im
Fall der héaufig zur Anwendung kommenden Nagerkulturen in der speziesbedingten
evolutionaren Divergenz im Vergleich zu humanen Kulturen (Diaz-Aparicio et al. 2016;
Timmerman et al. 2018). Zudem sind immortalisierte Zelllinien genetisch und funktionell
distinkt zu primaren Kulturen (Timmerman et al. 2018). Als Alternative zu
Einzelzellkulturen kann Phagozytose auch innerhalb von organotypischen
Schnittkulturen untersucht werden, welche den Vorteil innehaben, Phagozytose
innerhalb einer erhaltenen Gewebsarchitektur zu bestimmen und zeitgleich auch fur
potenzielle pharmakologische Manipulationen gut zuganglich zu sein (Merz et al. 2013).
Wahrend im Tiermodell bereits Phagozytose in organotypischen Schnittkulturen
untersucht wurde, wird hier erstmals eine Methode als Grundlage fir kiinftige in-vivo
Validierungen etabliert, welche die Phagozytose-Aktivitdst von GAMs innerhalb der
humanen Glioblastomgewebsmatrix zu evaluieren vermag (Billingham et al. 2013). Da
Mikroglia humanen und murinen Ursprungs jedoch deutliche funktionelle Unterschiede
aufweisen, wie z. B. die auf inflammatorisch Reize unterschiedlich stark ausfallende
Stickstoffmonoxid-Ausschittung, bietet das in dieser Arbeit verwendete Modell groR3e
Vorteile in der Translation gewonnener Erkenntnisse (Wolf et al. 2017). Die indirekte
Bestimmung von Phagozytose erfolgt oft Uber fluoreszierende Mikrosphéaren
(Latexpartikel), Surrogat-Antigenmarker wie CD68 oder uber morphologische
Assoziation der Mikroglia (siehe Abb. 4). Allerdings weisen alle drei Methoden in ihrem
»ourrogat-Charakter® Schwierigkeiten auf. So kdnnen zum Beispiel Latexpartikel nicht
vollstandig lysosomal degradiert werden. Die genaue Funktion von CDG68 ist bisher nicht
bekannt und sowohl amoboide wie auch ramifizierte Mikroglia kdnnen phagozytierend
sein (Sierra et al. 2013; Diaz-Aparicio et al. 2016).

Direktere Methoden zur Quantifizierung erlauben die Visualisierung des Inkorporations-
prozesses in-vivo und kommen aus dem Bereich der Mikroskopie, wie z. B. die
Konfokalmikroskopie oder Elektronenmikroskopie. Aufgrund der in-vivo Erhebung
durften diese Methoden weniger anfallig fir mogliche Biasfaktoren sein (Diaz-Aparicio
et al. 2016).

Die Auswertung der Phagozytose bei bildgebender Phagozytosebestimmung kann etwa

Uber Phagozytose-Index-Bildung (Anzahl phagozytierter Partikel pro Gesamtzahl IBA1-
28



positiven Zellen), Bestimmung der Phagozytose-Kapazitat (Anteil der Mikroglia
IMakrophagen mit einem oder mehreren Partikeln pro Zelle oder dem Anteil
aufgenommenen Volumens/ Zellvolumen) oder der gekoppelten Phagozytose/
Apoptose-Ratio [PH/A-Quotient = (Phagozytose-Kapazitdt x Mikrogliazahl)/ Anzahl
apoptotischer Zellen)] erfolgen (Bulavina et al. 2013; Beccari et al. 2018; Schafer et al.
2012) (siehe auch Abbildung 4).

Untersuchungsmethoden von Phagozytose bei Mikroglia/Makrophagen

Indirekt Direkt

A L ‘1( | 5% '. D
Y -'.'r--_:_"."‘ \@
o L e °
'. P 2 H
" y=CD68 ]
/

Licht- Konfokal- Elektronen-
mikroskopie mikroskopie/ mikroskopie
Multiphotonen-

Mikroskopie

Berechnung:

* PH-Index
= PH-Kapazitat
» PH/A-Quotient

Latex-Partikel Surrogatmarker Morphologie

Abbildung 4: Ubersicht zu methodologischen Verfahren zur Phagozytose-Bestimmung

Quelle: (Diaz-Aparicio et al. 2016) Inhalt und Bildelemente Ubernommen, Ubersetzt und teilweise

adaptiert.

1.3.2. Modulation der Phagozytose-Aktivitat von Mikroglia/Makrophagen
1.3.2.1. Nucleotide ATP, UDP

Die Nukleotide ATP und UDP kdnnen auf Phagozyten potenziell als ,Find-Me“-Signal
bzw. ,Eat-Me“-Signal wirken (siehe auch Abschnitt 1.3.1 dieser Arbeit); (Elliott et al.
2009; Koizumi et al. 2007). Im gesunden Gewebsverband liegt die extrazellulare ATP-
Konzentration im kaum nachweisbaren Bereich, wohingegen diese in der
Tumormikroumgebung - mitverursacht durch vermehrten Zelltod - deutlich erhéht im p-
Molarbereich liegt (Di Virgilio 2012). Dazu beitragen konnte auch die aktive Freisetzung

der Nukleotide ATP durch Tumorzellen, worauf Zelllkulturexperimente mit der humanen
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Astrozytomzelllinie 1321N1 hindeuten (Harden und Lazarowski 1999). Eine Verletzung
von Neuronen kann ebenfalls UDP freisetzen. Uber dessen extrazellulare Konzentration
und Signalwirkung im Tumormilieu ist weniger als zu ATP bekannt (Koizumi et al. 2013;
Di Virgilio und Adinolfi 2017). Fur ATP z. B. ist bekannt, dass die Phagozytose-Rate
unter 100uM ATP nicht-tumorassoziierter Makrophagen erhoéht ist, wohingegen
Mikroglia unter ImM ATP mit einer Reduktion der phagozytierten Fluoreszenzpartikel
reagierten (Marques-da-Silva et al. 2011; Fang et al. 2009). Wie GAMs auf eine Zugabe
von ATP reagieren, ist nicht gut erforscht und soll in dieser Arbeit zur Betrachtung
kommen. Ob UDP als ein typisches ,Eat-Me“-Signal fir Mikroglia im gesunden Gewebe
auch im Tumorkontext die Phagozytose beeinflusst, soll ebenfalls nachfolgend

untersucht werden.

1.3.2.2. Cytochalasin D

Um die fur die Phagozytose bendtigten zytoskelettalen Umstrukturierungen zu
blockieren, kann der Aktinpolymerisationsinhibitor Cytochalasin D als Negativkontrolle
fur Phagozytoseprozesse verwendet werden, welcher auch in dieser Arbeit zur

Anwendung kam (Brown und Spudich 1979; Marques-da-Silva et al. 2011).

1.3.4. Einfluss von Temozolomid auf GAMs

Das oben beschriebene Alkylans TMZ sorgt flir das apoptotische Absterben von
Tumorzellen (Friedman et al. 2000). In einem dieser Arbeit analogen Versuchsaufbau,
konnte die Gruppe um Merz et al. zeigen, dass nach 72h-Inkubation mit Temozolomid
in humanen Glioblastom-Schnittkulturen ein signifikanter Anstieg des Zelltods resultiert
(Merz et al. 2013). Aufbauend auf diese Ergebnisse wurde die vorliegende Studie
durchgefuhrt. Jingste Ergebnisse aus der Zellkultur legen einen phagozytose-
steigernden Effekt von GBM-Zellen durch Makrophagen fur Temozolomid nahe, wobei
dies nur fir hohe Konzentrationen (>500 uM) galt (Gholamin et al. 2020). Allerdings ist
es bisher nicht bekannt, ob Temozolomid die Phagozytose-Rate von GAMs in der
Gewebsmatrix organotypischer Schnittkulturen beeinflusst. Die Auswirkungen des
Chemotherapeutikums auf die Funktion der GAMs durfte einen weiteren Baustein im

klinischen Therapieverstandnis darstellen.
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1.4. Ziele der Forschungsarbeit

Diese Forschungsarbeit zielt darauf ab, die Phagozytoseaktivitat humaner
gliomassoziierter Mikroglia/Makrophagen in situ zu untersuchen, um erstmalig in
humanen, organotypischen Glioblastomschnitten einen Phagozytose-Assay zu
etablieren und somit eine Grundlage fir die in vivo Untersuchung der Ergebnisse zu

schaffen. Diese Plattform soll dabei folgende Fragen beantworten:

1. Wirkt sich die Heterogenitat des Tumors auf die Phagozytose-Aktivitdt von GAMs
aus?

2. Lasst sich die Phagozytose-Rate von GAMs, gemessen am Phagozytose-Index,
- innerhalb des etablierten Modells - Uber in-vitro ermittelte Signalmolekile auf
Phagozytoseprozesse wie ATP und UDP bzw. Inhibitoren wie Cytochalasin D
modulieren?

3. Welchen Einfluss auf die Phagozytose von GAMs hat das in der Klinik

eingesetzte Chemotherapeutikum Temozolomid in-situ?
Die Etablierung eines solchen Modells bietet die Mdglichkeit, klinisch eingesetzte

Therapeutika sowie bisher unbekannte Modulatoren der Phagozytose-Aktivitdt von

GAMs nahe an der in-vivo Situation zu erforschen.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Chemikalien und Reagenzien

Reagenzien

Im Text genannt:

Hersteller

Agua Poly/Mount

Adenosintriphosphat

Albumin Fraktion V, biotinfrei
Calciumchlorid (CaClz)
Cytochalasin D
D-(+)-Glucose-Monohydrat
(CeH1206 x H20)
Di-kaliumhydrogenphosphat-
Trihydrat

(K2HO4P x 3H20)
Dimethylsulfoxid

Dulbecco’s Modified Eagle
Medium; high glucose
Dulbecco’s Phosphate buffered
saline (DPBS); no calcium, no
magnesium

Fetales Kalberserum

Hank’s balanced salt solution; no
calcium, no magnesium, no
phenol red

Hank’s balanced salt solution
calcium, magnesium, no phenol
red

Kaliumchlorid (KCI)

L-Glutamin; 100x

Minimal essential medium; no
glutamine

Magnesiumchlorid Hexahydrat
(MgCl2 x 6H20)

Natriumchlorid (NaCl)

Poly-Mount
ATP

Albumin
Calciumchlorid
Cytochalasin D

Glucose

Di-kaliumhydrogen-
phosphat Trihydrat

DMSO
DMEM

PBS

FKS

HBSS-

HBSS+

Kaliumchlorid

Glumatin

MEM

Magnesiumchlorid

Hexahydrat

Natriumchlorid
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Polysciences, Inc. (Eppelheim,
Deutschland)

Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Sigma Aldrich (Minchen, Deutschland)
Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Vereinigte Staaten von Amerika
Thermo Fisher Scientific (Waltham,

Vereinigte Staaten von Amerika)

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Vereinigte Staaten von Amerika)
Thermo Fisher Scientific (Waltham,

Vereinigte Staaten von Amerika)

Thermo Fisher Scientific (Waltham,

Vereinigte Staaten von Amerika)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Vereinigte Staaten von Amerika)
Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Vereinigte Staaten von Amerika)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)



Natriumhydrogencarbonat Natrium-
(NaHCO:3)

Normal Donkey Serum

Normal Horse Serum, heat Normales
inactivated Pferdeserum
Penicillin, Streptomycin, PSG
Glutamin; 100x

Penicillin, Streptomycin; 100x PS
Paraformaldehyd PFA

Temozolomid
Triton X 100
Uridine 5'-diphosphate sodium

Triton
UDP

Normales Eselserum

Temozolomid, TMZ

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

hydrogencarbonat

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Vereinigte Staaten von Amerika)
Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Vereinigte Staaten von Amerika)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma Aldrich (Munchen, Deutschland)
Sigma Aldrich (Minchen, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Abcam (Cambridge, Vereinigtes

salt Kdnigreich Grol3britannien und
Nordirland)

Tabelle 1: Reagenzien und Chemikalien

2.1.2. Puffer und Lésungen

Puffer/Lésung Zusammensetzung

ACSF Destilliertes Wasser supplementiert mit 134mM

Preparationsmedium: Medium 1

Kultivierungsmedium: Medium 2

Phosphatpuffer

Blockierungs- und Permeabilisationspuffer: Puffer
A

Farbepuffer: Puffer B

NaCl; 2,5mM KCI; 2mM CacClz; 1,3mM MgCly;
1,26mM K2HPO4; 10mM Glucose;

26mM NaHCOs3; pH 7,4

MEM supplementiert mit 200 U/ml Penicillin;
100ug/ml Streptomycin; 292ug/ml Glutamin;
4,5mg/ml Glucose

MEM supplementiert mit 25% normalem
Pferdeserum; 25% HBSS+; 2 mM Glutamin;
100 U/ml Penicillin; 100 pg/ml Streptomycin; 4,5
mg/ml Glucose

100mM NazHPO4x 2 H20;

100mM NaH2PO4 x H20; pH 7,4

0,1M Phosphatpuffer supplementiert mit 10 %
normalem Eselserum; 2% (v/v) Triton X-100; 2%
BSA;pH 7,4

1:10 (v/v) Verdinnung von Puffer A

Tabelle 2: Puffer und L6sungen
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2.1.3. Antikorper und fluoreszierende Reagenzien

Produktname und Spezifikationen Verdinnung Hersteller

Anti-IBA1 Antikorper; polyklonales IgG 1:150 Abcam (Cambridge, Vereinigtes
(Ziege); 0,5mg/ml Konigreich Grof3britannien)

Esel IgG anti-Ziege 1gG (H+L) - Alexa Fluor  1:200 Dianova (Hamburg; Deutschland)
488

Fluoresbrite Bright Blue (BB) Carboxylate 1:100 Polysciences, Inc. (Eppelheim,
Microspheres; Diameter 1.75um; ~ 8.49 x Deutschland)

109 Partikel/ml; 5% Variabilitat des

Durchmesserkoeffizienten

Propidiumiodid (PI); 1mg/ml gel6st in 1:500 Thermo Fisher Scientific (Waltham,

Wasser

Vereinigte Staaten von Amerika)

Tabelle 3: Antikarper und fluoreszierende Reagenzien

2.1.4. Ausrustung und Gerate

Produktname

Im Text genannt

Hersteller

Stereomikroskop Olympus
SZ40

Becherglas mit Becherglas
Netzeinséatzen

Deckgléaser 24x40mm Deckglaser
Sartorius Analysenwaage Feinwaage
Competence CPA224S-0CE

Rundes Filterpapier MN615;  Filterpapier
150mm

Menzel-Glaser; Superfrost Objekttrager

Plus

Minisart Spritzenfilter 0,2um

Rotmarderpinsel Gro3e 0,1 Pinsel
Orion Star A211 pH- pH-Meter
Tischmessgerat

Zellkulturschale 35/10mm Petrischale

Spritzenfilter

Stereomikroskop
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Olympus (Tokio, Japan)

selbst konstruiert

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Sartorius (Gottingen, Deutschland)

Macherey-Nagel (Duren, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Vereinigte Staaten von Amerika)
Sartorius (Géttingen, Deutschland)

Th. Geyer GmbH & Co. KG (Renningen;
Deutschland)

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Vereinigte Staaten von Amerika)

Greiner Bio-One (Kremsmiinster,



Doppelseitige
Rasierklingen

Millicell Zellkultureinsatz, 30
mm; 0,4um

Einmalskalpelle CUTFIX;
Fig. 21

3D Rocking Platform STR9

Mcllwain tissue chopper
TC752

Standard-Glasthermometer

Eppendorf Thermomixer
compact 5350
PV-1 Vortex Mixer

Wasserbad WBT 22

TC-Platte 6 well, standard;
TC-Platte 24 well, standard
Eppendorf Safe-Lock Tubes
0,5ml, 1,5ml, 2ml

Forma Steri-Cult CO2-
Inkubator

Eppendorf 5417R Zentrifuge
und 5810R

ZEISS Beleuchtungs-
einrichtung HXP 120 C

Rasierklingen

Zellkultureinsatz

Skalpelle

Schuttelplatte

Gewebeschneider

Thermometer

Thermomixer

Vortexmischgerat

Wasserbad

6- und 24- Wellplatten

Mikroreaktionsgefar

Inkubator

Zentrifuge

HXP-Lampe

Zeiss LSM 710 NLO inverted Konfokalmikroskop

Osterreich)

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Vereinigte Staaten von Amerika)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

B. Braun Melsungen (Melsungen,
Deutschland)

Cole-Parmer (Stone, Vereinigtes Kodnigreich

Grof3britannien)

Cavey Laboratory Engineering Co. Ltd.

(Gomshall, Vereinigtes Kdnigreich
Grol3britannien)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Grant Instruments Ltd (Shepreth,
Vereinigtes Konigreich
GroRbritannien)

GK Sondermaschinenbau (Arnsdorf,
Deutschland)

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Vereinigte Staaten von Amerika)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Vereinigte Staaten von Amerika)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Carl Zeiss (Oberkochen, Deutschland)

Carl Zeiss (Oberkochen, Deutschland)

Tabelle 4: Ausriistung und Gerate
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2.1.5. Software

Name

Hersteller

Adobe lllustrator CC

Adobe Systems Inc. (San Jose; Vereinigte

Staaten von Amerika)
Graph Pad Prism 6 GraphPad Software, Inc. (La Jolla, Vereinigte
Staaten von Amerika)
The MathWorks, Inc. (Natick, Vereinigte

Staaten von Amerika)

Matlab Runtime Compiler x64 (Windows)
IBM SPSS Statistics 25 IBM Coop. (Armonk, Vereinigte Staaten von
Amerika)
Microsoft Office 2010 Microsoft (Redmond, Vereinigte Staaten von
Amerika)
Imaris Software; Version 8.3. Bitplane (Zurich; Schweiz)

Zen Software; Version 2.1 Carl Zeiss (Oberkochen, Deutschland)

Tabelle 5: Software

2.2. Methoden
2.2.1. Humane GBM-Proben

Fur die Etablierung eines Phagozytose-Assays humaner, gliom-assoziierter Mikroglia
und Makrophagen wurde Glioblastomgewebe aus neurochirurgischen Operationen des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein (Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Kiel,
Deutschland) und des Helios-Klinikums Berlin-Buch (Helios-Klinikum Berlin-Buch,
Berlin, Deutschland) genutzt (siehe auch Tabelle 6). Die Verwendung des
Resektionsmaterials geschah nur nach ausdricklicher Einwilligung durch die Patienten
und konnte jederzeit widerrufen werden. Alle Experimente mit humanen Gewebeproben
wurden durch die Ethikkomissionen der Charité Universitatsmedizin Berlin und des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein in Kiel im Rahmen des Projekts “Investigating
the interaction of high-grade gliomas and microglia cells genehmigt (Antragsnummern
der Charité Universitdtsmedizin Berlin: EA112/2001; EA3/023/06; EA2/101/08;
Ethikvotum fur Proben aus Kiel : Ethikvotum D477/18). Die Studie wurde in Einklang mit
der Deklaration von Helsinki 1964 durchgefuhrt. Im Zuge der neurochirurgischen

Operation zur Entfernung des Glioms wurde Tumorgewebe entnommen, sofort in
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eisgekihltem DMEM (Thermo Fisher Scientific) ohne weitere Zusatze uberfihrt und

stol3sicher verschickt. Die experimentelle Arbeit mit den Proben begann spatestens 24h

nach Gewebeentnahme.

Ein Uberblick {ber

Experimente ist der Abbildung 1 und Abbildung 2 zu entnehmen.

2.2.2. Patienteninformation

den chronologischen Ablauf der

Diagnose
(WHO
Kodierter Grad), Histologische o Experiment
Name Primér- Geschlecht  Alter Merkmale Lokalisation (L oder 2)
tumor/
Rezidiv
MSY20042016 GBM (IV), m 62 MGMT- Links frontal/ 2
primar Methylierung: callosal
17,6%, IDH n.v.
DM02052016 GBM (IV), m 60 MGMT- Links 1,2
primar Methylierung: temporal
21,6%; IDH Wt
DM19052016 GBM (IV), m 46 MGMT- Rechts 1,2
Rezidiv Methylierung: frontal
nicht erhoht;
IDH Wt
MSY21052016 GBM (IV), m 65 MGMT- Links 1
primar Methylierung: temporal
n.e.; IDH Wt
MSY21062016 GBM (IV), m 66 MGMT- Rechts 1
primar Methylierung frontal
n.e.; IDH Wt
DM05072016 GBM (IV), m 60 MGMT- Rechts 1,2
Rezidiv Methylierung temporal
11,2%, IDH Wt
MSY05082016 GBM (IV), m 74 MGMT- Rechts 2
primar Methylierung parieto-
77,4%, IDH Wt okzipital
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MSY09082016 GBM (IV), m 77 MGMT- Rechts 1

Rezidiv Methylierung frontal
19,6%; IDH Wt
MSY20092016 GBM (IV), m 64 MGMT- Rechts 1* (Kontrolle
primar Methylierung temporo- modifiziert)
n.e.., IDH Wt parietal

Tabelle 6: Charakteristika der GBM-Patienten

Legende: (IV): Grad 4, GBM: Glioblastom, IDH Wt: Isocitrate dehydrogenase (NADP(+)) 1-Wildtyp, m:
mannlich, MGMT: O6-Methylguanin-DNS-Methyltransferase-Gen ,n.e.: nicht erhdht, n.v.: nicht verfiigbar

2.2.3. Praparation humaner organotypischer Glioblastomschnitte

Nach Erhalt der Gewebeprobe wurde das Tumorresektionsmaterial in eine Petrischale
mit eisgekihltem Medium 1 dberfahrt, makroskopisch begutachtet und sichtbar
schwarz-verfarbte, nekrotische Bereiche des Tumors mit einem Skalpell entfernt. Im
Anschluss wurden vier, makroskopisch mdoglichst heterogene, sich nicht bertihrende
Tumorbereiche ausgewahlt, mit einem Skalpell ca. 5mm x 5mm groRe Stlicke
abgetrennt und in vier Petrischalen mit eisgekihltem und gefiltertem Medium 1
Uberfuhrt. Die methodischen Grundlagen zur Anfertigung und Kaultivierung der
Schnittkulturen wurden zuvor etabliert und fir den Assay modifiziert (Stoppini et al.
1991; Merz et al. 2013). Die vereinzelten, vier selektierten Tumorfraktionen wurden auf
den Probenhalter eines Gewebsschneiders (Mcllwain tissue chopper; Gomshall,
GrolRbritannien) auf steriles - mit Medium 1 befeuchtetes - Filterpapier aufgebracht,
sukzessive in 350um dicke Schnitte zerkleinert und rasch in die - mit eisgekihltem
Medium gefullten - Petrischalen zuriickgefihrt. Zusammenh&ngende Schnitte wurden
im Anschluss unter dem Stereomikroskop mittels eines Pinsels und Skalpells getrennt
(Olympus SZ40; Olympus, Japan).

Das bisher geschilderte Vorgehen haben beide durchgefihrten Experimente
gemeinsam, prozedurale Unterschiede werden nachfolgend beschrieben und im
Anschluss die methodisch analoge Endstrecke beider Experimente erlautert.
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2.2.4. Methodische Durchfihrung der Phagozytose-Experimente

2.2.4.1: Experiment 1 und Experiment 1*

Tag 0 Tag 1
+ Testsubstanzen™
+ Mikrospharen ‘ =0,1M PB
R = 4% PFA
+ — = H m /"\ 6 = Puffer A
* 00 ¢ =¢
> > & - ropidiumiodid

Testsubstanzen™:

ATP (100uM)
y \ & UDP (100uM)

és é
f‘\‘ | f‘\' ”/“\ [\\ Cytochalasin D (1M, Sph, 10pA)
* (0.1uM, 0.5uM, 1aM)
e e @ I — R R I — oMso (01%]
< < <

* DMSOeisgekiihlt
é, HBSS

+ Tage + Tage Tag 3 Tag 2

Abbildung 5: Chronologischer Uberblick zu Experiment 1 und Experiment 1*

Nach der Operation wurde das GBM-Gewebe direkt eisgekiihlt in DMEM uberfuhrt und verschickt. Am
darauffolgenden Tag begann Experiment 1 mit der Anfertigung der Tumorschnitte, der Begasung in
ACSF, Inkubation im Inkubator zusammen mit den Testsubstanzen und Mikrosphéaren (rechteckiges
Symbol) und endete nach der Fixierung der Tumorschnitte mit 4% PFA-L6sung. Die zweischrittige
Farbung (antikérperbasierte Farbeschritte sind mit dem Symbol eines Antikorpers dargestellt) erfolgte in
den darauffolgenden beiden Tagen, sodass die am Ende von Tag 3 auf Objekttragern Ubertragenen und
gefarbten Gewebsschnitte in den anschlieRenden Tagen mittels Konfokalmikroskopie aufgenommen

Imaris-basiert (Computer-lcon) werden konnten.

Nach Anfertigung der Tumorschnitte wurden je zwei der Schnittfraktionen mit der
Glaspipette in eines der beiden nylonbespannten Auffangkdrbchen transferiert und in
ACSF (Zusammensetzung: 134mM NaCl; 2,5mM KCI; 2mM CaCl2; 1,3mM MgCIz2;
1,26mM K2HPO4; 10mM Glucose; 26mM NaHCO3; pH 7,4) bei Raumtemperatur fir 2h
mit Carbogen (95% O2; 5% CO2) begast. Im genannten Vorgehen wurde auf das in der
Arbeitsgruppe bereits etablierte Vorgehen fir die Begasung von Schnittkulturen
zurtckgegriffen (Bulavina et al. 2013). Zwischenzeitlich wurden die bei -20°C
gelagerten Testsubstanzen vorbereitet und mit destilliertem Wasser in die gewiinschten
Konzentrationen verdinnt. Alle Konzentrationen wurden fir 500ul HBSS pro Well
berechnet. ATP und UDP wurde zu den Zielkonzentrationen von 100uM verdinnt und
mit DMSO versetzt, um die gleiche Losungsmittelkonzentration von 0,1% DMSO zu
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erreichen, welche die Negativkontrolle der Cytochalasin D Testreihe aufwies.
Cytochalasin D als bekannter Aktin-Polymerisationsinhibitor wurde als Negativkontrolle
in den Konzentrationen 10uM, 5uM und 1pM verwendet (Mimura und Asano 1976;
Ribes et al. 2010; Brown und Spudich 1979; Ribes et al. 2010). Die Kontrollen des
Experiments bestanden in einer Testgruppe mit 0,1% DMSO und einer Testgruppe mit
HBSS (bezeichnet als Medium in Experiment 1), um potenzielle Effekte des
Losungsmittels zu bestimmen. Pro Tumor durchliefen 2-3 Testschnitte ohne
Testsubstanzen und ohne die Polystyren-Mikrospharen alle experimentellen Schritte,
um die Eigenfluoreszenz des Gewebes in der Auswertung subtrahieren zu kdnnen.

Zur modifizierten Testung der Negativkontrollen (Experiment 1*) durchlief das Gewebe
einer Tumorprobe den experimentellen Ablauf wie in Experiment 1, wurde allerdings mit
geringeren Cytochalasin D-Konzentrationen von 0,1uM, 0,5uM und 1pM behandelt,
sowie Testgruppe mit DMSOeisgekihlt (DMSOe) eingefihrt.
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2.2.4.2: Experiment 2

Tag 0 Tag 1 Tage 2-4
" " VR

+TMZ (S5uM, S0uM,100uM, 200uM)
DMS0 0,2%

+ — H /\v Medium 2

_—
@ — + Mikrospharen
N
¢ I P
@ ' 2R ' 'R
< < < < <
+ Tage + Tage Tag 6 Tag 5
=PBS . =0,1M PB =4% PFA 0 =Puffer A ‘ = Propidiumiodid

Abbildung 6: Chronologischer Uberblick zu Experiment 2

Tag 0 entspricht derselben prozeduralen Chronologie wie bei Experiment 1/1* (siehe auch Abbildung 5).
Am Tag 1 wurden die Schnitte auf Kulturplatteneinsatzen (kleine schwarze Quadrate, z.B. an Tag 1)
platziert und fir weitere 72h mit intermittierenden Medienwechseln und Austausch der Testsubstanzen
inkubiert (Inkubationsschritte im Inkubator sind symbolisiert durch das schwarze Rechteck). Am Tag 5
wurde der Phagozytose-Assay durchgefihrt und nach der Fixierung mit 4% PFA direkt der erste Schritt
der Farbung angeschlossen, welche mit Ende des 6. Tages beendet war (antikérperbasierte
Féarbeschritte sind mit dem Symbol eines Antikorpers dargestellt). Konfokalmikroskopische Aufnahme-
und Analyseschritte (symbolisiert durch Mikroskop- und Computer- Abbildungen) wurden in den

darauffolgenden Tagen angeschlossen.

Je nach GrolRe des Tumorresektionsmaterials und resultierender Menge an
Glioblastomschnitten  wurden vorsichtig drei bis vier Tumorschnitte auf
Zellkultureinsatze in gleichem Abstand voneinander platziert. Die Wells einer 6-well-
Platte wurden jeweils mit 1ml gefiltertem Medium 2 beflllt und ein Zellkultureinsatz pro
Well in diese positioniert. Die Tumorschnitte hatten im Anschluss eine Ruhezeit im
Inkubator von 24h bei 37°C, 5% CO2. Am n&chsten Tag wurde das bei -20°C gelagerte,
aliquotierte und in DMSO geléste Temozolomid in Mikroreaktionsgefaf3en mittels einer
Verdiunnungsreihe in die gewinschten Konzentrationen pro Testgruppe von 200uM,
100uM, 50uM und 5uM verdinnt. Der Bereich dieser TMZ-Konzentrationen beeinflusst

im in-vitro-Experiment nicht die Viabilitat von Mikrogliazellen (Vairano et al. 2004). Die
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Konzentrationen wurden so berechnet, dass pro Well 2ul DMSO und 998ul Medium 2
pro Well die erwiinschte Konzentration ergab. Aufgrund des DMSO als Lésungsmittel
wurden als Kontrollgruppe pro Tumor jeweils 3 Schnitte (entsprechend einer
Testgruppe) mit einer DMSO-Konzentration von 0,2% behandelt. Ein moéglicher Effekt
von DMSO auf die Phagozytose wurde mit der Kontrollgruppe, in dem sich nur Medium
2 befand, Uberpruft. Die verdinnten Testsubstanzen wurden fur 15min bei 37°C im
Wasserbad aufgewadrmt und nachfolgend in eine neue 6-Wellplatte gegeben. Zum
Wechsel der bereits 24h inkubierten Glioblastomschnitte wurden die Zellkultureinsatze
mit einer Pinzette vorsichtig unter der Arbeitsbank aus der Wellplatte in die
vorgewarmten Medien der neuen Zellkulturplatte Gberflhrt und diese wieder zurlck in
den Inkubator gebracht. Es wurde darauf Wert gelegt, die Zeit unter der Arbeitsbank
wahrend des Mediumwechsels kurz zu halten. Nach jeweils weiteren 24h wurden
erneut in oben beschriebener Weise ein Mediumwechsel mit Austausch aller
Testsubstanzen und Kontrollen durchgefihrt. Insgesamt wurden die Glioblastom-
Schnittkulturen far 72h mit dem Zytostatikum inkubiert (Merz et al. 2013).

2.2.4.3: Inkubation mit Polystyren-Mikrospharen

Die berechnete Gesamtmenge der monodispersen, blau-fluoreszierenden Polystyren-
Mikrospharen (Fluoresbrite BB Carboxylate Microspheres, Durchmesser 1.75um;
Polysciences, Inc. Eppelheim, Deutschland) wurde mit fetalem Kalberserum (Thermo
Fisher Scientific) beschichtet. Daftr wurde die Suspension aus Mikropartikeln und 1ml
fetalem Kalberserum fur 30min bei 1000rpm in Raumtemperatur in einem Thermomixer
gemischt und im Anschluss 2 Minuten lang bei 3000rpm bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, die Mikrospharen mit 1ml PBS gewaschen
und der Zentrifugationsschritt und das anschlieRende Verwerfen des Uberstands
wiederholt. FUr die Resuspension der gewaschenen Mikrospharen wurde mit 500ul
HBSS pro Tumorschnitt gerechnet. Je nach Grol3e des Resektionsmaterials wurden flr
die Behandlung mit den jeweiligen Testsubstanzen fur Experiment 1 und 2 pro

Testkondition zwischen 2 und 6 Tumorschnitte verwendet.

Im Rahmen von Experiment 1 wurden die vorbereiteten, verdiinnten Testsubstanzen in
die Suspension aus Mikrospharen und HBSS zugegeben, welche fur 500ul HBSS pro
Well berechnet wurde. Anschlielend wurden die Tumorschnitte mithilfe einer Pipette
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mit abgeschnittener, grol3er Pipettenspitzendffnung und eines Pinsels vorsichtig in eine
24-Wellplatte transferiert.

Im Falle des Experiments 1 wurden die Glioblastomschnitte aus der ACSF-LOsung in
die beschriftete 24-Wellplatte Gberfuhrt, das transportierte ACSF aus den Welleinsatzen
entfernt und mit der mit den Testsubstanzen versehenen 500ul HBSS-

Mikrospharensuspension pro Well versehen.

Die zuvor fur 72h inkubierten Tumorschnittkulturen in Experiment 2 wurden vorsichtig
mit 37°C warmen PBS von den Zellkultureinsatzen gelést und gewaschen, in die 24-
Wellplatte gesetzt, transportiertes Medium aus den Wells entfernt und 500ul der

vorbereiteten HBSS-Mikrospharensuspension in jedes Well pipettiert.

Analog fur beide Experimente wurden die Tumorschnitte in den 24-Wellplatten im
Anschluss fur 1h bei 37°C, 5%CO: inkubiert (s. Tabelle 7). Nach der Inkubation wurde
die HBSS-Mikrosphérensuspension mittels einer Pasteurpipette mit aufgesetzter
Pipettenspitze entfernt und die Schnitte mit 500ul 0,1M Phosphatpuffer pro Well fur
zweimal 30 Minuten auf einer Schittelplatte lichtgeschitzt gewaschen. Anschliel3end
wurde der Phosphatpuffer entfernt und die Tumorschnitte 1h in 4% PFA-L6sung fixiert.
Die PFA-L6sung wurde aus den Wells beseitigt und dreimal fir 20min mit 1ml pro Well
0,1M Phosphatpuffer gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt konnten die
Tumorschnitte in 0,1PB bei 4°C lichtgeschutzt im Kihlschrank gelagert oder direkt im

Anschluss mit den Féarbeschritten begonnen werden.
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Charakteristika der beiden Experimente in Uberblick:

Merkmale der Testreihen

Experiment 1/1*

Experiment 2

Beginn des Phagozytose-Assays
(nach Probenankunft)
Inkubationsdauer mit Medium 2
Inkubationsdauer mit Testsubstanz
Inkubationsdauer mit Mikrosphéren
Zeitpunkt der Behandlung mit

Testsubstanzen

Testsubstanzen (Konzentration)

Kontrollen (Konzentration)

ca. 2,5h

keine
1h
1h

Zusammen mit Polystyren-

Mikrosphéren

ATP (100uM)

UDP (100puM)
Cytochalasin D
(AuM, 5uM, 10uM)
E1*: Cytochalasin D

(0.1uM, 0.5uM, 1uM)

DMSO (0,1%)
HBSS (Medium)

E1*: DMSO eisgekunhlt

96h

24h

72h

1h

Vor Zugabe der
Polystyren-
Mikrospharen
Temozolomid

(5uM, 50uM,100uM,
200uMm)

DMSO (0,2%)
Medium 2

Tabelle 7: Experimentelle Unterschiede zwischen Experiment 1 und 2

Legende: E1*, Experiment 1*

2.2.5. Farbung der Glioblastomschnitte

Am nachsten Tag wurden alle Tumorschnitte mit den gleichen Testkonditionen unter
Verwendung einer Pipette mit abgeschnittener, vergrol3erter Pipettenspitzendffnung und
einem Pinsel vorsichtig in einem Well gesammelt, um fir die Farbeschritte den
Verbrauch an Antikorpern zu reduzieren. Der Phosphatpuffer wurde abpipettiert, mit 1ml
Puffer A pro Well ersetzt und die Tumorschnitte auf der Schiittelplatte fur 4h bei
Raumtemperatur inkubiert. Kurz vor Ende der Inkubationszeit wurde der primare Anti-
IBAL1-Antikdrper 1/150 in Puffer B verdinnt und nach Austausch von Puffer A durch
300ul der Antikorper-Puffer B-Losung pro Well fir eine Nacht bei 4°C auf einer
langsam, rotierenden Schittelplatte inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde der

nichtgebundene, primare Antikérper Uber dreimaliges Auswaschen mit je 1ml 0,1M
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Phosphatpuffer pro Well fir 20min auf einer Schuttelplatte bei Raumtemperatur
entfernt. Wéahrend des letzten Waschvorgangs wurde der sekundare, mit Alexa488
gekoppelte Antikorper in Eis zwischengelagert, die berechnete Menge in ein
Mikroreaktionsgefal3 pipettiert und dieses bei 4°C fur 15 Minuten bei 12.000rpm
zentrifugiert, um lagerungsbedingte Antikérperaggregationen zu reduzieren. Alle
Arbeitsschritte ab der Verwendung der Fluorophore wurden UV-lichtgeschitzt
durchgefiihrt. Nach der Zentrifugation wurde ein weiterer Farbeschritt mit 200ul pro Well
des sekundaren Antikérpers, welcher zuvor 1/200 in Puffer B verdinnt wurde, fir zwel
Stunden bei Raumtemperatur unter langsamer Rotation auf der Schittelplatte
vorgenommen. Ungebundene, sekundare Antikérper wurden - analog zu den
Waschschritten nach der Inkubation mit dem primaren Antikérper - nach zweimal 20
Minuten durch 0,1M Phosphatpuffer ausgewaschen. Zellnuklei wurden mit 2ug/ml
Propidiumiodid, geldst in Puffer B, in zweistliindiger Inkubation bei Raumtemperatur
angefarbt. Die Glioblastomschnitte wurden nach insgesamt drei jeweils 10-minttigen
Waschschritten mit 0,1M PB bei Raumtemperatur mithilfe eines Pinsels und einer
Pipette mit einer abgeschnittenen, groR3lumigen Pipettenspitze auf Objekttrager
aufgezogen. Transportiertes, tUberschissiges Medium wurde entfernt und die Schnitte
in der Raumluft kurz angetrocknet. Zunéchst aufgebrachtes Aqua Polymount und
abschlieBende Deckglaser fixierten und schitzten die Tumorschnitte, sodass diese fur

einige Zeit bei 4°C kuhl gelagert werden konnten.

2.2.6. Konfokalmikroskopische Aufnahmen von z-Stapeln

Die konfokalmikroskopischen Bilder wurden unter Benutzung eines LSM 710 NLO (Carl
Zeiss, Oberkochen, Deutschland) mit einem 40x-Immersionsobjektiv aufgenommen.
Dazu wurden mit Hilfe der HXP-Lampe pro Tumorschnitt zwei Regionen aufgesucht,
welche eine gleichmalige Verteilung der fluoreszierenden Polystyren-Mikrosphéaren
sowie das Vorhandensein von Mikrogliazellen aufwiesen. Pro Tumorschnitt wurden
aufgrund einer erwarteten intratumoralen Heterogenitdt mindestens zwei Bilder
aufgenommen. Die Auswahl der Zielregion geschah unter Beachtung der beiden
genannten Kriterien zufallig. Nekrotische Areale erfillten die genannten Kriterien nicht,
sodass diese nicht fur Aufnahmen selektiert wurden. Eine Aufnahme erfolgte als z-
Stapel von insgesamt 20um in Intervallen von 1um sowie in x- und y-Achse bei

gegebenen Einstellungen als Bild von 213,3um x 213,3um (siehe Tabelle 8). Weitere
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Aufnahmeeinstellungen sind der Tabelle 8 zu entnehmen. Anzumerken ist, dass
aufgrund der sehr unterschiedlichen Farbeintensitaten in jedem Schnitt zum Erreichen
einer maximalen Pixelsaturierung der ,Gain“ von 500um +/- 25% angepasst werden
musste, um weder zellulare Strukturen auszulassen noch Uberbelichtung zu erzeugen
(siehe auch Tabelle 8). Die Anpassung des Gains erfolgte unter Zuhilfenahme des
.,Range Indicator® der Zen Software; Version 2.1 (Carl Zeiss, Oberkochen,
Deutschland). Ansonsten wurden alle Einstellungen beibehalten. Die Bildnamen und die
darin enthaltenen Testkonditionen wurden zur Auswertung von testunabhangigen
Personen verblindet und erst nach kompletter Auswertung des Tumors wieder
entblindet.

Konfokalmikroskopische Einstellungen am LSM 710 NLO (Carl Zeiss, Oberkochen,
Deutschland):

Parameter:

Objektiv: Plan-Apochromat 40x/1,3 Oil DIC

Scan Mode Frame

Frame Size 1024 x 1024

Image Size 213,3um x 213,3pm

Speed 7 (entspricht Pixel Dwell Time von 1,58us)

Averaging 2

Bit Depth 16

Pixel Size 0,21pm

Zoom 1

Laser: Argon Diode 405-30 DPSS 561-30

Filter: A488 A405 Pl
Wellenlange: 503-547nm 410-484nm 597-725nm
Laserintensitat: 2% 2% 2%
Pinhole: 3 AU =2,3um 3 AU =2,3um 3 AU =2,3um
Gain: 375-625 375-625 375-625
Digital Gain: 1,2 1,0 1,0
Digital Offset: 0 0 0

z-Stack:
Intervall lum
Slices 21
Range 20um

Speicherformat Czi.

Tabelle 8: Bildeinstellungen der Konfokalmikroskopie (LSM 710)

Legende: AU, Airy unit, DIC, Differential interference contrast



2.2.7. 3D-Rekonstruktion der z-Stapel mittels Imaris

Die dreidimensionale Rekonstruktion der IBAl-positiven Zellen und der
fluoreszierenden Mikrospharen erfolgte mithilfe der Imaris Software (Bitplane; Zirich,
Schweiz). Zur Minimierung sowohl der Autofluoreszenz des humanen Tumorgewebes
als auch der farbebedingten Hintergrundfluoreszenz wurde fir jede Tumorprobe eine
Referenzwertbestimmung durchgefiihrt, indem anhand eines ungefarbten und nur eines
mit sekundaren Antikorpern gefarbten Tumorschnittes fir jeden Kanal ein Basiswert
definiert wurde. Dieser Referenzwert wurde vor der weiteren Analyse von allen
gefarbten  Tumorschnitten  subtrahiert.  Zur  Oberflachenglattung der zu
rekonstruierenden Formen wurde ein zuvor definierter Gaul3-Filterwert von 0,15 fur
jedes auszuwertende Bild angewendet. Beginnend mit der Rekonstruktion der
Polystyren-Mikrosphéren wurde im MenuU der Imaris-Software die ,Spot-Erkennung®
aktiviert und alle Kanale aul3er dem aktuell zu bearbeitenden ausgeschaltet. Ausgehend
von einem geschatzten Durchmesser von 1um in der Spoterkennung wurden die
meisten Mikrospharen detektiert und die markierten Spots anschlielend auf die
UrsprungsgréfRe von 1,75um vergrof3ert, um Signal und sphérische Spotrekonstruktion
in Uberlappung zu bringen. Indem die urspringliche blaue Kanalfarbe zur
Kontrastierung der ebenfalls blau markierten Spots zu Gelb verandert wurde, konnte
manuell das Ergebnis der Rekonstruktion dberpruft und gegebenenfalls manuell
korrigiert werden. Das Alexa488-Signal der IBAl-positiven Zellen wurde mittels einer
Oberflachenrekonstruktion dreidimensional Ubersetzt, indem in einem zweischrittigem
Verfahren mittels der ,Surface“-Funktion in Imaris bei einem ,Detaillevel® von 0,01um
zunachst Uber einen Intensitats-, nachfolgend Uber einen Voxelfilter eine mdglichst
umfassende Deckungsgleichheit zwischen Signal und ,Surface® hergestellt wurde. Die
Zellnuklei wurden in Imaris unter der Pramisse, dass diese innerhalb der Zelle liegen,
als Teilmenge der rekonstruierten IBAl-positiven ,Surface als Spots dargestellt. Alle
zuvor definierten, einzelnen IBA1l-Oberflachenstrukturen wurden hierzu als ein Objekt
vereint, um mittels der ,Mask Channel“-Funktion einen weiteren Kanal zu generieren,
welcher die Teilmenge des Propidiumiodid- und des IBAl-Kanals abbildete. Die ,Spot*-
Funktion von Imaris erkannte bei einem angenommenen Durchmesser von 6um und
eines Filtergrenzwerts fur die Signalqualitat den tUberwiegenden Anteil der Zellkerne.
Die Zahl der IBA1-positiven Zellen wurde Uber die Zellkernanzahl innerhalb der IBA1-

Surface bestimmt, manuelle Korrekturen wurden fiur offensichtliche Fehlmarkierungen,
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z.B. bedingt durch partielle Signaliberlappung offensichtlich nah an die Zellmembran
angrenzender, aullerhalb der Zelle liegender Zellkerne vorgenommen. Die
phagozytierten Mikrospharen wurden mittels der Funktion ,split spots into surface
objects” als Teile der IBA1-Oberflachenstruktur unter Nutzung eines Matlab Runtime
Compilers (The MathWorks, Inc. Natick, Vereinigte Staaten von Amerika) ermittelt,
wobei die Kongruenz des Spotmittelpunkts mit der rekonstruierten Oberflachenstruktur

des IBAl-Kanals fur die Definition ,phagozytiert® bestimmend ist.

Phagozytierte Mikrospharen: Phagozytierte Mikrospharen:
kleine Spots kleine Spots

Abbildung 7: Imaris-basierte Schritte der 3D-Rekonstruktion konfokalmikroskopisch aufgenommener
GBM-Schnitte
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Eigenfluoreszierende ,Fluoresbrite Bright Blue* Mikrospharen mit einem Durchmesser von 1.75 um (blau)
dienen als Phagozytosemarker, Zellkerne sind mit Propidiumiodid markiert (rot), das Zytosol von
Mikroglia/Makrophagen wurde immunzytochemisch mittels Anti-IBA1-Antikdrpern angefarbt (grin) [A].
Darstellung der Polystyren-Mikrosphéaren als kleine Spots (blau), der IBA1-positiven Zellen mittels der
~Surface“-Funktion (grin) sowie der Zellkerne als groRe Spots (blau) [B]. Phagozytierte Mikrosphéren,
definiert als Teil der IBA1*-Oberflachenstruktur, sind als kleine helle Spots visualisiert [C]. Zur besseren
Sichtbarkeit wurde der in Bild [C] rechts unten markierte Ausschnitt vergroBert [D]. WeilRe

Skalierungsmarkierung in Bild [A-C]: 10um; Z-Stapel: 20um

2.2.8. statistische Analyse

Die Auswertung der Experimente erfolgte mittels Microsoft Excel 2010 (Redmond,
Vereinigte Staaten von Amerika), IBM SPSS Vers. 25 (IBM Coop.; Armonk, Vereinigte
Staaten von Amerika) und Graph Pad Prism 6 (GraphPad Software, Inc.,La Jolla,
Vereinigte Staaten von Amerika). Die Phagozytose-Aktivitat wurde mittels des zuvor
etablierten folgenden Index bestimmt (Bulavina et al. 2013):

phagozytierte Polystyrene — Partikel

Ph —1 =
agozytose — Index Ibat — Zellen pro konfokaler Stapelaufnahme

In beiden Experimenten wurden fur jede Tumorprobe je Testgruppe mindestens zwei
Schnitte angefertigt, von denen wiederum mindestens zwei konfokale Stapelaufnahmen
aufgenommen wurden. Aufgrund der sich daraus ergebenden hierarchischen
Datenstruktur bestehend aus drei Ebenen (Tumor-Schnitt-Bild) und gegebener
Abhangigkeit der Daten vom jeweils nachst hoheren Level wurde eine
Mehrebenenanalyse zur differenzierten Varianzanalyse und zur Berechnung der Intra-
Klassenkorrelation (ICC) vorgenommen (Aarts et al. 2015). Eine vollstandige
Auswertung der Daten innerhalb der Mehrebenenanalyse war jedoch aufgrund der
Datenstruktur nicht moglich, sodass die Auswertung des Effekts der Testsubstanzen
nach Mittelwertbildung der Phagozytose-Indices der Einzelbildobservationen
vorgenommen wurde, obwohl damit ein Informationsverlust resultierte. Die n-Anzahl pro
Experiment und Level ist der Abbildung 9 zu entnehmen. Experimente mit nicht-
normalverteilten Testgruppen wurden mittels Kruskal-Wallis mit post-hoc Dunn’s Test
miteinander verglichen, ebenso wie die Analyse der Penetrationstiefe der Latexpartikel
in die Gewebsschnitte. Ein Signifikanzniveau a < .05 wurde als signifikant definiert,
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dessen Erreichen folgendermalRen gekennzeichnet ist: p-Wert < .05 (*), < .01 (**), <
.001 (***). Angegebene Werte sind auf zwei Nachkommastellen gerundet. Um die Daten
moglichst unverandert darzustellen und die breite Streuung der Werte abzubilden,
wurde auf Outlier-Verfahren weitestgehend verzichtet. Ausnahme bildet ein extremer
Bildwert aus Experiment 1 (DM02052016; ATP-Kondition, Schnitt 3, Bild 1), dessen
Grundlage eine alleinige Zelle im gesamten z-Bildstapel bildete und deren
Phagozytose-Index (Indexwert = 21) > 15x des Interquartilenabstands bestand.

Ergebnisse wurden auf zwei Nachkommastellen gerundet.

LEVEL 1 Experiment 1 (n=) Experiment 2 (n=) Experiment 1* (n=)
6 5 1
(=]
EN
m Medium = 19 Medium = 20 Medium =3
DMSO = 21 DMSO = 20 DMSO = 3
m ATP =21 TMZ 5=19 DMSOgekiihlt = 3
UDP =23 TMZ 50 =22 ATP =3
.- LEVEL2 CD1pM =19 TMZ 100 =18 UDP =3
i CD5uM =21 TMZ200 = 20 CD1uM =3
CD 10uM = 25 CD0.5uM =4
B
Medium = 40 Medium = 41 Medium = 6
m DMSO = 43 DMSO = 42 DMSO = 6
ATP =142 TMZ 5= 38 DMSQeisgek. = 6
m UDP =49 TMZ 50 = 45 ATP=6
CD 1pM = 38 TMZ 100 =37 UDP=6
CD 5pM = 42 TMZ200 = 41 CD1uM =6
m CD 10uM = 50 CD 0.5uM = 8
CDO.1pM =8

Abbildung 8: Hierarchische Struktur des Datensatzes mit n-Anzahl/Ebene

Pro Glioblastomprobe (Level 1) wurden mehrere Schnitte (Level 2) angefertigt, welche mit
Testsubstanzen behandelt wurden. Pro Tumorschnitt wurden mindestens zwei Bilder angefertigt, ein Bild
entspricht einer konfokaler Stapelaufnahme (z-Stack) (Level 3). Die unterschiedlichen Grautone (Spalte
auf linker Abbildungshélfte, Zeilen in rechter tabellarischer Darstellung) sind korrespondierend zur

Levelzugehdorigkeit. n-Zahlen sind abhéangig des jeweiligen Levels notiert.
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3. Ergebnisse
3.1. Patientencharakteristika

Das durchschnittliche Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Gewebsentnahme betrug
63,7 Jahre (Bereich zwischen 46-77 Jahren). Alle Gewebsproben sind als Glioblastom
(WHO Grad V) diagnostiziert worden und stammten von mannlichen Patienten (s. Tab.
6). Bis auf drei GBM-Rezidive (DM19052016, DM05072016, MSY09082016) waren alle
Proben priméare Glioblastome. Bis auf einen Tumor, dessen IDH Status nicht ermittelt

werden konnte, wiesen alle Gliome einen IDH-Wildtyp auf.

3.2. Penetrationstiefe der Polystyren-Partikel im Glioblastomschnitt
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Abbildung 9: Darstellung der Penetrationstiefe der fluoreszierenden Polystyren-Mikrospharen in uM

gemessen vom Schnittrand.

Die unterschiedlichen Testsubstanzen sowohl in Experiment 1 (ohne Experiment 1*) [A], als auch in
Experiment 2 [B] haben keinen signifikanten Einfluss auf die Penetrationstiefe (z-Achse) der 1,75um
groRRen Partikel. Darstellung der Daten als Box-Plot mit maximaler Spannweite der Datenwerte (Whisker)
und Median. Zur Signifikanzanalyse wurde ein Kruskal-Wallis-Test mit post-hoc Dunn’s-Testung
durchgefihrt. Ein n entspricht den gepoolten Bildwerten (Level 3) des jeweiligen Experiments, wie in
Abbildung 8 beschrieben.
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Um die Frage zu beantworten in welcher Tiefe der Glioblastomschnittkulturen die
Phagozytose-Aktivitat von GAMs beobachtet wird sowie um einen Einfluss der
Testsubstanzen auf die Gewebspermeabilitat der Polystyren-Partikel zu detektieren,
wurde mittels der Imaris-Software (Bitplane; Zirich; Schweiz) die z-Position der
fluoreszierenden Phagozytose-Partikel innerhalb der konfokalen Stapelaufnahme
bestimmt. Durchschnittlich drangen die Partikel gemittelt Gber alle Testgruppen in
Experiment 1 (ohne Experiment 1*) 6,34um (SD= 2.86) und in Experiment 2 6.68um
(SD= 3.11) in das Gewebe ein. Die Betrachtung der Phagozytose-Aktivitat liegt damit
innerhalb des 350um dicken Schnittes randstandig. Innerhalb der DMSO-
Kontrollgruppe von Experiment 1 drangen die Mikrospharen im Mittel 6.63um (SD=
3.19) ein. Dies war damit nicht signifikant unterschiedlich im Vergleich zu den anderen
Testsubstanzen (Medium: 5.82um [SD= 2.94]; ATP: 5.71um [SD= 2.92]; UDP: 6.82um
[SD= 3,02]; Cytochalasin D 1uM: 5.83um [SD= 2.62]; Cytochalasin D 5uM: 6.33uM
[SD= 2.68]; Cytochalasin D 10uM: 6.96um; [SD= 2.59]). In Experiment 2 hatte das
Zytostatikum Temozolomid in steigender Konzentration ebenfalls keinen signifikanten
Einfluss auf die Eindringtiefe der Fluoreszenzmarker im Vergleich zur Kontrollgruppe
DMSO (DMSO: 6.77um [SD= 3.3], Medium: 6.63um [SD= 2.76]; TMZ 5uM 6.22um
[SD= 3.01], TMZ 50uM 6.93um [SD= 3.07], TMZ 100yM 5.95um [SD= 2.46], TMZ
200pM 7.39um [SD= 3.79]). Damit wurde die Gewebspermeabilitat der Polystyren-
Partikel in den durchgefiihrten Experimenten nicht durch die Testsubstanzen

beeinflusst.
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3.3. Ebenenbezogene Heterogenitatsstratifizierung der GBM-Proben

Die vorbeschriebene intratumorale Heterogenitat des Glioblastoms war in beiden
Experimenten sowohl mikroskopisch in Bezug auf die Glioblastomschnitte, als auch
nach Rekonstruktion - wie vorbeschrieben — in Bezug auf die IBAl-positiven GAMs
visuell nach Rekonstruktion auffallend (siehe Abbildung 10 und 11).

)

Abbildung 10: Reprasentative Darstellung der intratumoralen IBA1-Oberflachenheterogenitat nach 3D-
Rekonstruktion.

Beide Bilder (A, B) des Experiments 2 stammen aus unterschiedlichen Schnitten derselben Tumorprobe
DM02052016 und wurden zuvor mit TMZ50uM behandelt. Wahrend die GAMs in Bild A ein
netzwerkartiges Geflecht diinner Zellauslaufer bilden, formen die gliom-assoziierten Phagozyten in B
phanotypisch makrophagenartige, améboide Zellcluster. Weil3e Skalierungsmarkierung: 20um; Z-Stapel:
20um
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Abbildung 11: Intratumorale histopathologische Heterogenitat.

Bild [A] und [B] stellen konfokale Stapelaufnahmen von Bildern zweier unterschiedlicher, jeweils mit
Medium inkubierter Schnitte der Tumorprobe DM02052016 des Experiments 2 dar. Bild [C] und [D] sind
entsprechend zusammengehotrige Aufnahmen ebenfalls nur mit Medium behandelter Schnitte der
Tumorprobe MSY20042016. Sowohl die Zellzahl, gemessen an den mit Propidiumiodid markierten Nuklei
(rot), als auch die Anzahl der IBAl-positiven Zellen (Alexa488, griin markiert) und deren Morphologie
divergieren zwischen den Schnitten sichtbar. Blau markiert sind die Polystyren-Partikel. Weil3e

Skalierungsmarkierung: 20um; Z-Stapel: 20pm

Um auch statistisch der hierarchischen Datenstruktur gerecht zu werden und eine

Einschatzung der Varianzabhangigkeit in Bezug zur Levelzugehdrigkeit zu erlangen,
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wurde fir beide Experimente eine Mehrebenenanalyse Uber die Bestimmung der
Intraklassenkorrelation (inter class correlation, ICC) durchgefihrt. Die Einzelschritte
beziehen sich dabei auf das vorbeschriebene Vorgehen von Aarts et al. und umfassten
fur beide Experimente eine Transformierung der Datenstruktur, die Standardisierung
des Phagozytose-Index (z-Faktorenwert) vorbereitend zur Abschatzung der ICC (Aarts
et al. 2015). Aufgrund der Datenstruktur mit zu geringer Cluster- und Bildwertanzahl war
jedoch eine vollstdndige Mehrebenenanalyse nicht durchfuhrbar, sodass nur die

Berechnung eines limitierten Nullmodells erfolgen konnte.

3.3.1. Intraklassenkorrelation in Experiment 1

Experiment 1: SPSS-Schatzungen der Kovarianzparameter bezliglich der abhéngigen Variable
(z-Faktorwert des Phagozytose-Index)

Parameter Schatzung Standardfehler Wald-z Berechnete ICC:
Residuum .738617 .077992 9.470%** 727932408
Slice-ID (Level 2) .205100 .073618 2.786** 20213309
Sample-ID (Level 1) .0700961 .054777 1.295 .069934501

Abbildung 12: Schatzung der levelabhangigen Kovarianzparameter beziiglich des standardisierten und
testsubstanzstratifizierten z-Faktorwert des Phagozytose-Index mit Darstellung der berechneten

Intraklassenkorrelation fir Experiment 1 (inklusive 1%).

Die Tumorebene, Level 1, ist hier als ,samplelD“ beschriftet, wohingegen die Schnittebene, Level 2, mit
»SlicelD“ gekennzeichnet ist. Aus der berechneten SPSS-Schatzung der Kovarianzparameter wurde in die
levelabhangige Intraklassenkorrelation (ICC) in Excel berechnet. Unter Residuum ist der Anteil der
Varianz enthalten, welcher auf die Zugehdrigkeit zur Bildebene sowie auf den Effekt der Testsubstanzen
rekurriert.

Die Berechnung des Nullmodells fur Experiment 1 (inklusive Experiment 1*) basierte auf
der Schatzung der Kovarianzparameter durch die SPSS-Software (siehe Abbildung 12).
Dabei war der Anteil der Varianz der abh&ngigen Variable (z-Faktorwert des
Phagozytose-Index), welcher auf Level 1 (Tumorebene) aufgeklart wird, laut Wald-Z
Statistik nicht signifikant verschieden von Null (s. Abb. 12). So konnte kein Effekt auf die
abhangige Variable festgestellt werden. Die manuell in Excel berechnete
Intraklassenkorrelation (ICC) wies fur die Tumorebene (entspricht ,sample ID“ in
Abbildung 12) nur einen geringen Varianzanteil von etwa 7% (0.069) auf. Die

Interpretation dieses Werts kann allerdings nur unter Beachtung der Schnitt- und
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Bildebene betrachtet werden, deren Varianzsumme korrespondierend bei annahernd
93% liegt. Sowohl die anteilige Varianz, aufgeklart auf Schnittebene (,slice-ID* in
Abbildung 12) als auch auf der Ebene der Residuen, erwiesen sich dabei laut Wald-Z
Statistik der SPSS-Schatzung als signifikant unterschiedlich von Null, sodass auf diesen
beiden Ebenen ein groBer Anteil der Varianz der abhangigen Variable erklart wird
(siehe Abbildung 12 ).

Der Grol3teil der Varianz ist auf Ebene der Schnitte (,slice-ID in Abbildung 12) und der
Residuen zu finden. Etwa 20 % (0.2021) der Gesamtvarianz fand sich auf Schnittebene
(Level 2), wobei sich der grol3te Teil mit etwa 72.8% (0.7279) aus der Zugehdrigkeit zu
den Residuen ergab. Im Falle der Residuen bestehen diese aus der Kombination der
Bildebene (Level 3), der durch die Testsubstanz entstandenen Varianz. Die Berechnung
eines Nullmodells mit Differenzierung der Residuen in die Zugehorigkeit zu Level 3
(Bildebene) und dem residualen, stratifizierten Anteil bedingt durch die
Testsubstanzbehandlung war aufgrund der Datenstruktur mit zu geringer n-Anzahl auf

Bildebene pro Behandlungskondition nicht moglich.

3.3.2. Intraklassenkorrelation in Experiment 2

Fur Experiment 2 wurde analog zu Experiment 1 ein limitiertes Nullmodell berechnet.
Aus der SPSS-Schatzung der Kovarianzparameter wurde fur die abhangige Variable,
dem standardisierten Phagozytose-Index, die Intraklassenkorrelation in Excel
berechnet.

Fur die SPSS-Schatzung der Kovarianzparameter war - im Gegensatz zu den anderen
beiden Ebenen (,Slice-ID* und ,Residuum®) — der Anteil der Varianz fur die Tumorebene
(,Sample-ID®) laut Wald-Z Statistik nicht signifikant verschieden von Null und damit
ohne wesentlichen Effekt auf die abhangige Variable (siehe auch Abbildung 13). Im
Hinblick auf die berechnete Intraklassenkorrelation (ICC) teilte sich wie in Experiment 1
der geringste Anteil der Gesamtvarianz auf Level 1 auf, wohingegen mit ungefahr 28%
(0.2844) Level 2 und mit 62.5% (0.6245) fur Level 3 das Gros der Varianzvariabilitéat in
der Schnittebene und den Residuen zu finden war (siehe Abbildung 13). Letztere
bestehen wiederum - wie in Experiment 1 - aus einer Kombination von Bild- und Test-
substanzgruppenzugehdérigkeit. Die Datenstruktur ermdglichte auch hier keine weitere
Differenzierung des Effekts von Temozolomid in den verschiedenen Konzentrationen

und den Effekt intratumoraler Heterogenitat.
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Experiment 2: SPSS-Schatzungen der Kovarianzparameter beziglich der abhangigen Variable
(z-Faktorwert des Phagozytose-Index)

Parameter Schatzung Standardfehler Wald-z Berechnete ICC:
Residuum .639556 .081604 7.837%%* .624563357
Slice-ID (Level 2) .291282 .090902 3.204%* .284453689
Sample-ID (Level 1) .093167 .083958 1.110 .090982954

Abbildung 13: Schatzung der levelabhéngigen Kovarianzparameter beziglich des standardisierten und
testsubstanzstratifizierten z-Faktorwert des Phagozytose-Index mit Darstellung der berechneten

Intraklassenkorrelation fur Experiment 2.

Die Kennzeichnung erfolgte analog zu Experiment 1, sodass die Tumorebene der Kennzeichnung
~samplelD* entspricht, die Schnittebene mit ,slicelD“ gekennzeichnet und unter ,Residuum* die Bildebene
und der Effekt der Testsubstanzen enthalten ist. Aus der berechneten SPSS-Schéatzung der
Kovarianzparameter wurde auch hier die levelabh&ngige Intraklassenkorrelation (ICC) in Excel
berechnet.

Aufgrund der grof3en ICC-Anteile innerhalb der Residuen, welche nicht weiter tGber das
Modell differenziert werden konnen, sollte bei kinftigen Experimenten dieser Art auf
eine hohere Anzahl sowohl an Observationen auf Level-3 als auch an Tumorclustern

geachtet werden (Aarts et al. 2015).

3.4. Analyse der Phagozytose-Aktivitat

3.4.1. Einfluss von ATP, UDP und Cytochalasin D auf die Phagozytose-Aktivitat
von GAMs

Um den Einfluss von 100pM ATP, 100pM UDP wie auch des vorbekannten
Aktinpolymerisationsinhibitors Cytochalasin D auf die Phagozytose gliom-assoziierter
Mikroglia und Makrophagen im Glioblastomschnitt zu analysieren, wurden die
Bildeinzelwerte der Phagozytose-Indices als Mittelwert pro Tumor und Testsubstanz
zusammengefasst und mittels Kruskal-Wallis-Test und post-hoc Dunn’s Test
miteinander verglichen. Als Kontrollgruppe fungiert DMSO, wohingegen der Effekt von
DMSO auf die Phagozytose im Vergleich zur Mediumkondition (HBSS) Uberpruft
werden kann. Interessanterweise war mit einem mittleren Phagozytose-Index (Ph-1) von
0.24 (SD= 0.2) kein signifikanter Anstieg der Phagozytose nach Zugabe von 100uM
UDP im Vergleich zu DMSO festzustellen, deren mittlerer Phagozytose-Index sich auf
0.28 (SD= 0.16) belief (siehe Abbildung 14). 100uM ATP beeinflusste ebenso die
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Phagozytose-Rate der GAMs nicht signifikant (mittlerer Ph-1= 0.37; SD= 0.23), wie auch
Cytochalasin D in den drei Konzentrationen keine signifikante Reduktion im
Phagozytose-Index erkennen lasst (Cytochalasin 1uM: mittlerer Ph-1= 0.14, SD= 0.07,
Cytochalasin D 5uM: mittlerer Ph-I= 0.33, SD= 0.34; Cytochalasin D 10uM: mittlerer Ph-
I= 0.28, SD= 0.3). DMSO als Lésungsmittel zeigt den die Phagozytose veréndernden
Einfluss im Vergleich der mit HBSS behandelten Schnitte (mittlerer Ph-I= 0.28; SD=
0.47). Relativ gesehen wies Cytochalasin D 1uM die geringste Streubreite auf.
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Abbildung 14: Abbildung des Phagozytose-Index gliom-assoziierter Mikrogliazellen/Makrophagen nach
1h Inkubation mit ATP, UDP, DMSO und Cytochalasin D (1uM, 5uM, 10uM).

Nach Zugabe von DMSO, 100uM ATP, 100uM UDP, den Cytochalasin D-Konzentrationen 1pM, 5pM und
10uM zu den Glioblastomschnittkulturen lasst sich nach 3D-Rekonstruktion kein signifikanter Unterschied
der Phagozytose-Aktivitat im Vergleich zur Kontrollkondition DMSO feststellen. DMSO selbst beeinflusst
die Phagozytose nicht signifikant im Vergleich zu HBSS (= Medium). Die Mittelwerte der Bilder pro
Kondition und untersuchtem Tumor wurden mittels Kruskal-Wallis-Test mit post-hoc Dunn’s Test bei
einem Signifikanzniveau a < .05 verglichen. Darstellung als Boxplot-Diagramm mit Whisker von Minimum

bis Maximum und Kennzeichnung des Medians.
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In der Mittelwertbildung der Bilddaten zu einem unabhéangigen Phagozytose-Index-Wert
pro Tumor zur Berechnung der Effekte von ATP, UDP und Cytochalasin D auf die
Phagozytose-Rate von GAMs findet auch gleichzeitig eine Reduktion der intertumoralen
Heterogenitat statt. Zur Visualisierung derselbigen sind nachfolgend in Abbildung 15 die
Phagozytose-Indices von Level 3 (Bilder) des 1. Experiments aufgetragen. Obwohl die
Pramisse der Unabhangigkeit innerhalb eines Tumors nicht gegeben ist, wurde
dennoch die Darstellung und Auswertung in dieser Form in Abwagung des
Informationsgewinnes der differenziellen Betrachtung intertumoraler Heterogenitat der
Phagozytose-Aktivitdt gewdahlt. Wie oben beschrieben war eine Berechnung mittels
Mehrebenenanalyse durch die Bildanzahl limitiert. Mittels Kruskal-Wallis-Test und post-
hoc Dunn’s Test sind die Effekte auf Bildebene miteinander verglichen, jedoch aufgrund
der Independenzverletzung beinhalten die Signifikanzen nur eingeschrankte
Aussagekraft und es wird in der Beschreibung der Daten starker auf die
unterschiedlichen Reaktion der Phagozyten zwischen den Tumorproben eingegangen.

Nahere Erwahnung finden bei erhéhtem Fehler 1. Art nur p-Werte < 0.01.

Innerhalb des ersten Tumors DMO02052016 (A in Abbildung 15) reagierten
Mikroglia/Makrophagen mit leicht erhdhter Phagozytose-Aktivitdt unter 100uM ATP
(mittlerer Ph-1= 0.36; SD= 0.27) und 100puM UDP (mittlerer Ph-I= 0.42, SD= 0.35) im
Vergleich zu DMSO (mittlerer Ph-I= 0.3, SD= 0.46), wohingegen Cytochalasin D
(Cytochalasin D 1uM: mittlerer Ph-1= 0.22, SD= 0.38; Cytochalasin D 5uM: mittlerer Ph-
I= 0.17, SD = 0.23; Cytochalasin D 10uM: mittlerer Ph-I= 0.05, SD= 0.07) eine
geringfugig dosisabhangige, aber nicht signifikante Hemmung der Phagozytose-Raten
zur Folge hatte. Ein annahernd inverses Bild von DM02052016 bietet die Tumorprobe
DM19052016 (B in Abb. 15), in welcher Cytochalasin D 5uM (mittlerer Ph-I= 0.98, SD=
1.88) und 10uM (mittlerer Ph-1= 0.82, SD= 1.09) die htchsten mittleren Phagozytose-
Indices aufweist und UDP 100uM deutlich darunter liegt (mittlerer Ph-I= 0.1, SD= 0.12).
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Abbildung 15: Darstellung der intertumoralen Heterogenitat der Phagozytose-Aktivitéat in Experiment 1

bei Betrachtung der Bildebene fiir die einzelnen Tumorproben.

Mangels passender Datenstruktur zur Multilevel-Analyse und zur Abbildung der unterschiedlichen
intertumoralen Phagozytose-Raten erfolgte die Auswertung der Einzelbildwerte der Phagozytose-Indices
pro Tumor trotz verletzter Abhangigkeitsvoraussetzung mittels Kruskal-Wallis-Test mit post-hoc Dunn’s
Test. Die Signifikanzen sind aus diesem Grund aufgrund des héheren Fehlers 1. Art eingeschréankt zu
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beurteilen (Aarts et al. 2015). Die n-Anzahl ist nebenstehend notiert. p-Werte finden nachfolgende
Kennzeichnung: p < .05 (*), p < .01 (**). Darstellung der Werte mittels Boxplots mit Umfang der Whisker

von Minimum bis Maximum und Markierung des Median.

Vergleichbar zu Tumor DM19052016 verhielt sich die Phagozytose-Rate innerhalb von
Tumor MSY2105216 (C in Abb. 15) mit sehr niedrigen Indices von UDP 100uM
(mittlerer Ph-I= 0.12, SD= 0.19), bei nicht wesentlich abweichenden mittleren
Phagozytose-Indices der anderen Testkondition im Vergleich zu DMSO (mittlerer Pl=
0.44, SD= 0.43). Unter dem Einfluss aller Testsubstanzen in Experiment 1 zeigte sich
die Phagozytose-Aktivitat in Tumor MSY21062106 (D in Abbildung 15) - allerdings bei
geringer Bildzahl - niedriger als in der HBSS (Medium)- Kondition (mittlerer Ph-1= 1.22,
SD= 0.7), sodass im Vergleich zu Cytochalasin D 1uM (mittlerer Ph-1= 0.2, SD= 0.09)
ein signifikanter Unterschied p < 0.01 besteht. Zwischen den anderen Konditionen
bestanden keine signifikanten Unterschiede. Bei Tumor MSY09082016 hingegen
reagierten GAMs bis auf eine Tendenz zu leicht héheren Phagozytose-Indices unter
Cytochalasin D 5uM (mittlerer Ph-I= 0.15, SD= 0.13) und 10puM (mittlerer Ph-1= 0.19,
SD= 0.25) bei annahernd blockierter Phagozytose durch 1uM Cytochalasin (mittlerer
Ph-I= 0.04, SD = 0.08) nicht wesentlich unterschiedlich auf die verschiedenen,
experimentellen Additive. 100uM ATP (mittlerer Ph-I= 0.21, SD= 0.18) erhothte die
Phagozytose-Raten tendenziell bei Tumor DM05072016, allerdings ohne Signifikanz
zur Kontrolle zu erreichen, wohingegen die hdchste Cytochalasin-Konzentration
(mittlerer Ph-I= 0.01, SD= 0.03) die starkste Inhibition der Phagozytose in dieser
Tumorprobe erreichte. Bemerkenswert ist das differentielle phagozytierende

Antwortverhalten Gber alle Tumorproben hinweg.
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Phagozytose-Index

Abbildung 16: Darstellung des Phagozytose-Index bei modifizierten Negativkontrollen in

Experiment 1*.

Test des Einflusses modifizierter Negativkontrollen in Form geringerer Cytochalasin D-Konzentrationen
(0.1uM, 0.5pM) sowie eisgekiihlter DMSO-Schnitte auf die Phagozytose-Rate (Bildebene, Level 3).
Innerhalb der Tumorprobe sind keine signifikanten Veranderungen in der Phagozytose-Aktivitat im
Vergleich zu DMSO festzustellen, unter Cytochalasin D 1uM und eisgekiihitem DMSO sind in der
Tendenz die Phagozyten am starksten inhibiert. Darstellung der Werte mittels Boxplots mit Umfang der

Whisker von Minimum bis Maximum und Markierung des Median, n-Werte nebenstehend.

Aufgrund der nur teilweisen Wirksamkeit von Cytochalasin D als Negativkontrolle wurde
fur Experiment 1* diese modifiziert, indem geringere Konzentrationen von Cytochalasin
D (0.1pM, 0.5uM) und eisgekihltes DMSO probatorisch verwendet wurde (siehe
Abbildung 16). Die niedrigsten, aber nicht signifikanten, mittleren Phagozytose-Werte
fanden sich dabei mit 1uM Cytochalasin D (mittlerer Ph-I= 0.11, SD= 0.12) und
eisgekihltem DMSO (mittlerer Ph-1=0.13, SD= 0.13). Weder die Zugabe von ATP
100uM (mittlerer Ph-I= 0.79, SD= 1.35) noch UDP 100uM (mittlerer Ph-I= 0.6, SD=
0.49) veranderte die Phagozytose-Aktivitat der GAMs innerhalb dieses Tumors

signifikant.
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3.4.2. Phagozytose von GAMs nach Temozolomid-Inkubation

Experiment 2
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Abbildung 17: Darstellung des Phagozytose-Index gemittelter Bildwerte pro Tumor nach 72-stindiger

Inkubationszeit von Temozolomid in verschiedenen Konzentrationen.

Nach Farbung der Schnitte wurden mittels Konfokalmikroskopie mindestens zwei Bilder pro Tumorschnitt
aufgenommen, der Phagozytose-Index pro Bild nach dreidimensionaler Rekonstruktion berechnet, fir
jede Kondition und Tumor ein Mittelwert der Level-3-Bilddaten gebildet und diese mittels Kruskal-Wallis
und post-hoc Dunn’s Test miteinander verglichen. Temozolomid hatte keinen signifikanten Einfluss auf
die Phagozytose-Rate von gliom-assoziierten Mikroglia und Makrophagen in den Konzentrationen 5-
200pM. DMSO selbst veranderte im Vergleich zu Medium 2 (Medium) den Phagozytose-Index ebenfalls
nicht signifikant. Visualisierung mittels Box-Plot, deren Whisker eine Abdeckung der Maximalwerte

beschreibt. n-Werte sind nebenstehend, Signifikanzniveau a < .05.

Zur Uberpriifung der Hypothese einer gesteigerten Phagozytose-Rate, bedingt durch
einen chemotherapeutisch evozierten, verstarkten Zelltod der Tumorzellen im
Glioblastomschnitt durch das klinisch eingesetzte Alkylans Temozolomid, wurde nach
72-stindiger Inkubation mit dem Chemotherapeutikum der Assay begonnen. Die
erfassten Bildwerte wurden gemittelt und zu einem Wert pro Tumor zusammengefasst,

sodass Unabhangigkeit im Vergleich zwischen den Tumorproben fir die Auswertung
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mittels Kruskal-Wallis-Test und post-hoc Dunn’s Testung gegeben war. In
Zusammenschau der Ergebnisse beeinflusste Temozolomid in den Konzentrationen
zwischen 5-200pM die Phagozytose der assoziierten IBAl-positiven Zellen nicht
signifikant (siehe Abbildung 17). Durch DMSO (mittlerer Ph-I= 0.84, SD = 0.81) wiesen
GAMs eine geringfiigig geringere phagozytierende Aktivitdt auf, als unter Medium 2
(Medium: mittlerer Ph-1= 1.08, SD = 0.74). Ein geringfligig angestiegenen Phagozytose-
Quotient im Vergleich zu DMSO verzeichnete TMZ 50uM (mittlerer Ph-I= 0.98, SD=
0.42), wohingegen TMZ 200uM (mittlerer Ph-1= 0.63, SD= 0.44) die geringste mittlere
Partikelaufnahme bedingte. Alle Ergebnisse bleiben allerdings unter Signifikanzniveau,
sodass zusammenfassend Temozolomid die Phagozytose von GAMs innerhalb der

untersuchten Gewebematrix nicht zu beeinflussen schien.

Wie in Experiment 1 maskiert die Mittelwertbildung zu einem gemitteltem Phagozytose-
Index-Wert pro Tumor und Kondition jedoch die darunterliegende Bildebene, deren
Betrachtung die intertumorale, funktionelle Heterogenitat der Partikelaufnahme von
GAMs nach Behandlung mit dem Chemotherapeutikum aufzeigt. Aus diesem Grund
sind in Abbildung 18 die Bildwerte der jeweiligen Konzentration von Temozolomid fur
jeden Tumor einzeln aufgelistet. Im Vergleich der Einzeltumoren fir die Kontrollgruppe
DMSO, war die mittlere Phagozytose-Aktivitat nicht konstant. So war in MSY20042016
(A in Abbildung 18; DMSO: mittlerer Ph-I= 0.66, SD = 0.59), aber auch in
MSY05082016 (D in Abbildung 18; DMSO: mittlerer Ph-I= 1.42, SD = 1.2) diese
nachweisbar, jedoch z.B. in DM02052016 (B in Abbildung 18; DMSO: mittlerer Ph-I=
0.06, SD = 0.07) fast nicht vorhanden. Wahrend im erstgenanntem GBM unter allen
Konzentrationen des Alkylans ahnlich hohe mittlere Phagozytose-Indices vorlagen (A in
Abb. 18; TMZ 5uM: mittlerer Ph-1= 0.84, SD = 0.94; TMZ 50uM: mittlerer Ph-1=0.78, SD
= 0.82; TMZ 100uM: mittlerer Ph-1= 0.65, SD = 0.62; TMZ 200uM: mittlerer Ph-1= 0.47,
SD = 0.27), bewirkte TMZ 100uM in DM02052016 einen relativen, wenn auch nicht
signifikanten Anstieg der mittleren Phagozytoserate der GAMs im Vergleich zur
Kontrolle (B in Abbildung 18; TMZ 100uM: mittlerer Ph-1= 2.18, SD = 2.54 vs. DMSO:
mittlerer Ph-1= 0.06, SD = 0.07; p= 0.15).
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Abbildung 18: Funktionelle intertumorale Heterogenitat der Phagozytose-Aktivitat von GAMs nach 72h
Inkubation mit TMZ 5-200uM.

In der Betrachtung von Level-3 des Experiments 2 (Bildebene) ist - analog zu Experiment 1- aufgrund der
zu geringen Bilddatenzahl pro Cluster keine Analyse durch ein hierarchisch lineares Modell mdglich,

sodass wiederum auf eine Auswertung mittels Kruskal-Wallis-Test zurlickgegriffen worden ist. In der
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Nichtbeachtung der Abhéangigkeit der Bilddaten ergibt sich ein steigender Fehler 1. Art, der fir den
Informationsgewinn im Vergleich zur Mittelwertbildung in Kauf genommen wurde. Die n-Anzahl ist
rechtsseitig angefiigt, p-Werte unterhalb des Signifikanzniveaus a < .05 sind nachfolgend markiert: p <
.05 (*). Graphische Abbildung der Daten als Boxplot mit min-to-max. Umfang der jeweiligen Whisker. Fir
keinen der Tumoren [A-E] ergab sich ein signifikanter Einfluss auf die Phagozytose-Rate der GAMs durch
Temozolomid im Vergleich zur Kontrolle DMSO. Allerdings erschien das phagozytare Antwortverhalten
auf das Chemotherapeutikum von der individuellen Tumorzugehorigkeit unterschiedlich. So war ein
Anstieg der Phagozytose unter TMZ 100uM in [B] nachweisbar, wohingegen in [A] keine der Konditionen

durch TMZ verandert schien.

Eine weitere Konzentrationserhbhung auf TMZ 200uM zu den Schnitten in
DM02052016 fuhrte zu keiner weiteren Erhéhung der durchschnittlichen
Partikelaufnahme pro Zelle (B in Abb. 18; TMZ 200uM: mittlerer Ph-I= 0.58, SD= 0.69).
Innerhalb von DM19052016 wiederum fand sich der hdchste relative Phagozytose-
Index nach 72h-Einwirkzeit von Temozolomid 5uM (C in Abbildung 18; mittlerer Ph-I=
0.87, SD =0.95) bei kaum detektierbarer mittlerer Partikelaufnahme unter TMZ 200uM
(mittlerer Ph-I= 0, SD =0.01). Innerhalb von MSY05082016 und DM05072016 liel3en
sich, wie in D und E in Abbildung 18 zu sehen, keine bemerkenswerten relativen
Veranderungen der Phagozytose-Rate durch das Chemotherapeutikum ausmachen.
Weder in DM19052016 noch in allen anderen Tumoren hatte Temozolomid einen
signifikanten Einfluss auf die Phagozytose-Rate von GAMs in Relation zu DMSO
(niedrigster p-Wert im Vergleich von Kontrolle zu verschiedenen TMZ-Konzentrationen
(B in Abb. 18; DM02052016 TMZ200uM vs DMSO p= 0.11).

Die funktionelle Heterogenitat in Bezug auf die Phagozytose von GAMs war somit auch

in Experiment 2 wesentlich.
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4. Diskussion
4.1. Zusammenfassung

Trotz vieler Erkenntnisse Uber die zentrale Rolle von GAMs fir die Tumorbiologie des
Glioblastoms bleibt die genaue Bedeutung einer der SchlUsselfunktionen der
Mikrogliazelle, der Phagozytose, innerhalb des Tumors bis heute ungeklart. Jedoch
zeigt sich im Tiermodell eine wesentliche Bedeutung der Phagozytose sowohl fir
Tumorwachstum als auch fiir die Metastasierung und damit fur das Uberleben, wie am
Beispiel des auf Tumorzellen Uberexprimierten ,don’t eat me“-Signals CD47 gezeigt
werden konnte (Willingham et al. 2012). Wahrend fur Tier- und Zellkulturmodelle einige
Daten vorliegen, existieren nur wenige Studien mit menschlichem Tumorgewebe zur
Erforschung intratumoraler Phagozytoseprozesse.

In dieser Arbeit wurde erstmalig ein funktionelles Modell etabliert, welches erlaubt, die
Phagozytose-Aktivitdt von GAMs mittels humaner, organotypischer Schnittkulturen des
Tumors und anschlieBender 3D-Rekonstruktion zu untersuchen. Wie auch in
histopathologischen Studien humaner Glioblastom-assoziierter IBAl-positiver Zellen
wurden innerhalb einer Tumorprobe sowohl amdboide als auch ramifizierte,
netzwerkartige Zellmorphologien der GAMs in den Schnittkulturen aufgefunden und
analysiert (siehe auch Abbildung 10) (Kvisten et al. 2019).

Neben dem Effekt der Nukleotide ATP, UDP und des Aktinpolymerisationsinhibitors
Cytochalasin D, wurde auch die Wirkung des Kklinisch eingesetzten Chemo-
therapeutikums Temozolomid auf die Phagozytose von Mikrogliazellen und
Makrophagen bestimmt.

Dabei wurden innerhalb der 350uM dicken Tumorschnitte vornehmlich oberflachliche
Phagozytose-Ereignisse (von Experiment 1 und Experiment 2) analysiert, bedingt Gber
die mittlere Eindringtiefe der Mikrosph&ren von etwa 6um in das Gewebe. Keine der
Uberpriften Substanzgruppen hatte einen signifikanten Effekt auf die Permeabilitat der
Polystyren-Mikrosphéren (siehe Abb. 9). In Experiment 1 wies weder 100uM ATP noch
100uM UDP einen signifikanten Effekt auf die mittlere Phagozytose-Rate von GAMs
auf. Uberraschenderweise hatte selbst Cytochalasin D keine signifikant inhibitorische
Wirkung.

Aus diesem Grund wurden probatorisch innerhalb einer Tumorprobe niedrigere
Cytochalasin D-Konzentrationen 0.1uM, 0.5uM sowie die Kihlung mit Eis als mégliche

Negativkontrolle gewahlt (Experiment 1*). 1uM Cytochalasin D und eisgekiihltes DMSO
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wies dabei die starkste Hemmung auf die Phagozytose auf. Eine weiterfiihrende
statistische Aussage Uber die Wirkung der geringeren Konzentrationen und der
EiskUhlung innerhalb nur einer Tumorprobe ist nicht moglich.

Die 72-stindige Inkubation des Chemotherapeutikums Temozolomid in den
Konzentrationen zwischen 5-200uM beeinflusste die Phagozytose-Aktivitat gliom-
assoziierter Mikroglia/Makrophagen nicht signifikant.

Fur beide Experimente (Experiment 1 und 2) fiel eine bemerkenswerte intertumorale
Heterogenitat der Phagozytose-Aktivitat als Reaktion auf verschiedene Testsubstanzen
auf. Zusammenfassend empfiehlt sich fir zukinftige Phagozytose-Assays dieser
Methodik aufgrund der stark variablen inter- und intratumoralen Heterogenitéat sowie der
hierarchischen Datenstruktur in Tumor-, Schnitt- und Bildebene eine hdhere n-Anzahl
insbesondere der erst- und letztgenannten Ebene. In dieser Arbeit war dies war
aufgrund operationaler Faktoren, wie z.B. der Abh&ngigkeit von der Operationszahl und

der Menge an genugend Tumorgewebe pro Tumorprobe leider nicht weiter mdglich.

4.2. Methodik und Limitationen

Die experimentelle Phagozytosebestimmung von GAMs wird oft mittels 2D-Zell-
Kokulturen durchgefuhrt, welche zwar die zu untersuchenden Zellen homogen nutritiv
versorgen lassen, aber beispielsweise den funktionellen Effekt abgestorbener Zellen im
Zellverband auf die zu untersuchende Zellentitat aul3er Acht lassen (Edmondson et al.
2014). Im Hinblick auf eine in-vitro herbeigeflihrte Kokultur zwischen Gliomzellen und
Immunzellen scheint die Bestimmung der Kokulturzeit von Mikroglia/Makrophagen mit
Gliomzellen ebenfalls einen kritischen Punkt fur die Bestimmung der Phagozystoserate
darzustellen, wie sich in Studien mit diesem Ansatz andeutet (Voisin et al. 2010; Zhai et
al. 2011). Ein konstanter Einfluss der Gliomzellen auf die phagozytierenden
Immunzellen innerhalb von Schnittkulturen dirfte somit andere Ergebnisse liefern als
Zellkulturexperimente, in denen die Dauer der Interaktion zwischen maligner Zelle und
Phagozyt dem experimentellen Protokoll unterliegt. Auch der Gewebsverband selbst
durfte sich auf die Phagozytose-Rate auswirken. So legen Ergebnisse von
Untersuchungen humaner phagozytarer Immunzellen eine Beeinflussung der
Phagozytose durch extrazellulare Matrixproteine nahe (Brown 1986). Eine konstante
Umgebung zur organotypischen Extrazellularmatrix bieten die hier verwendeten

Schnittkulturen und erweisen sich somit als wichtiges praklinisches Testsystem,
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welches wesentliche Tumoreigenschaften des Glioblastoms abbildet und auch viele der
oben genannten Limitationen anderer Modelle Uberwindet (Merz et al. 2013; Diaz-
Aparicio et al. 2016). Aufgrund der in dieser Arbeit beschriebenen starken
intratumoralen Heterogenitat der Tumorproben wund der Tatsache mehrerer
chirurgischer Entnahmeorte (Helios Klinikum Berlin-Buch, Universitatsklinikum
Schleswig-Holstein) durfte bei mehreren beteiligten operierenden Personen durch die
individuell abhangige Selektion einer experimentell-geeigneten Gewebsprobe ein
potentieller Confounder resultieren. Der genaue tumorinterne Entnahmeort durfte
jedoch eine wichtige Rolle spielen, da sich myeloide Zellen aus Tumorkern und -
peripherie transkriptionell unterscheiden lassen. So kbnnen Makrophagen haufiger im
Tumorkern und Mikroglia eher peripher vorgefunden werden. Zudem konnte gezeigt
werden, dass antiinflammatorische Marker vermehrt im Tumorkern und myeloide
proinflammatorische Zellen praferentiell starker in der Peripherie eines GBMs vorliegen.
Diese Differenzierung suggeriert ebenfalls eine funktionelle Konsequenz fur die
genannten Immunzellen (Darmanis et al. 2017).

Der zeitliche Versatz zwischen Probeentnahme und der experimentellen Prozessierung
konnte sich zudem auf die Funktionalitéat der GAMs auswirken und eine Teilursache fur
deren geringe phagozytare Reaktivitat auf z.B. UDP oder Temozolomid darstellen.

Da in der vorliegenden Arbeit zufallsbedingt nur Gewebe von mannlichen Patienten
verwendet wurde, ergibt sich hierdurch ein Bias, der sich auch funktionell auswirken
durfte, zumal tierexperimentelle Daten geschlechtsspezifische Unterschiede in der
Phagozytosekapazitat von Mikroglia nahelegen (Yanguas-Casas et al. 2018).

Einer der wesentlichen Limitationen der Ergebnisinterpretation ist der fehlende
Vergleich der Phagozytose-Raten der GAMs mit Vergleichsproben aus gesundem
Hirngewebe. In einigen Studien wurde hierzu dem Glioblastom jeweilig benachbartes
Gewebe als Kontrolle genutzt (Willingham et al. 2012). Da jedoch einige Tumorzellen
auch entfernt des Primarius histologisch und makroskopisch verborgen vorliegen
kénnen und auch die kontralaterale Hemisphére von Glioblastompatientinnen durch das
funktionelle, multizellulare Tumornetzwerk verandert sind, verbleibt jedoch die Naivitat
der Mikrogliazellen/Makrophagen innerhalb von Gliompatientinnen fraglich (Sahm et al.
2012; Osswald et al. 2015). Der Mangel an geeignetem Kontrollgewebe in der
Hirntumorforschung wird deshalb oftmals durch Epilepsiegewebe zu Uberbricken
versucht. (Glass und Synowitz 2014). Allerdings liegen Hinweise einer funktionellen

Phagozytosestorung von Mikroglia bei Epilepsie vor, sodass die durch dieses Gewebe
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gewonnenen Ergebnisse nur schwer als ,normale” Kontrolle zu interpretieren sein
durften (Abiega et al. 2016). Obwohl organotypische Modelle - wie bereits beschrieben -
besser als 2D-Kulturen die in-vivo Situation abbilden durften, verbleiben dennoch in
dieser Arbeit wesentliche experimentelle Limitationen, welche die Interpretation und
Translation gewonnener Erkenntnisse erschweren.

So entsteht durch Zugabe von nicht zu zersetzenden Polystyren-Partikeln in
Kombination mit fetalem Kalberserum zur erleichterten Aufnahme, z. B. Uber
Opsonierung mittels Komplementfaktoren eine kinstliche Umgebung, welcher GAMs in-
vivo nicht ausgesetzt sind (Diaz-Aparicio et al. 2016; Sierra et al. 2013). Aufgrund
mangelnder stabiler Farbetechniken fur die heterogenen Priméartumorzellen, wurde
dennoch auf letztgenannte zurlckgegriffen, obwohl bekannt ist, dass die
rezeptorvermittelte Phagozytose von Polystyren-Partikeln durch Mikrogliazellen dartber
hinaus andere Rezeptoren als beispielsweise bei Phagozytose von apoptotischem
Zellmaterial involvieren dirfte (Sierra et al. 2013). Eine Schwierigkeit von Polystyren-
Mikrospharen zur Bestimmung von Phagozytose war seit langem die Unterscheidung
zwischen aufgenommenen und der Zellmembran eng anliegenden Partikeln (Vétvicka
und Fornlsek 1987). Hinsichtlich dieser lang bestehenden Problematik liegt eine Starke
in der beschriebenen Auswertungsmethode dieser Studie, da mittels 3D-Rekonstruktion
konfokaler Schnittbildstapelbilder die Diskriminierung zwischen zellextern und -intern
gelegenen Polystyren-Partikeln deutlich erleichtert wird.

Obwohl in der Auswertung mittels Imaris ein Grof3teil der methodischen Schritte
konstant gehalten werden konnte, ergab sich dennoch aus der sehr variablen
Farbungsqualitat und der daraus resultierenden Bildqualitat die Notwendigkeit
manueller Korrekturen bei offensichtlich fehlerhafter Bilderkennung. Da diese jedoch bei
allen Konditionen und unter Verblindung der auswertenden Person stattfanden, durfte
sich der daraus resultierende Bias geringhalten. Dennoch ware es von Vorteil in
kunftigen Arbeiten mittels verbesserter Farbetechniken, diese Problematik Gberwinden
zu konnen.

Um auch statistisch die bemerkenswerte intra- und intertumorale Heterogenitat des
Glioblastoms abzubilden sowie aufgrund des geschachtelten, ebenenunterteilten
Datensatzes wurde in dieser Arbeit versucht, mittels Mehrebenenanalyse eine Methode
zur Auswertung fur Phagozytosedaten mit derartigem Aufbau durchzufihren. In beiden
Experimenten konnte zwar der grof3te Teil der Varianzheterogenitat auf Ebene der

Residuen ausgemacht werden, allerdings aufgrund der zu geringen Observationszahl
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(Bildebene) keine weitere Differenzierung in den Behandlungseffekt und den Teil aus
der Bildzugehorigkeit resultierenden Teil vorgenommen werden. Die statistische
Auswertung von Experimenten mit vergleichbarem Aufbau sollte aus diesem Grund ein
hoheres n anstreben, um das statistische Modell stabil durchflihren zu kénnen (Aarts et
al. 2015).

4.3. Experiment 1: Kein Effekt von ATP, UDP und Cytochalasin D auf die
Phagozytose-Aktivitat von GAMs

Uberraschenderweise zeigte sich in Experiment 1 auf Tumorebene (Abbildung 14)
keine signifikante Anderung der Phagozytose-Aktivitat von GAMs durch 100uM UDP,
obwohl bei tumorunabhangigen Mikroglia aus Ratten eine stimulierende Wirkung von
100puM UDP dber den P2Y6-Rezeptor auf die Aufnahme von Latexpartikeln gezeigt
wurde (Koizumi et al. 2007). Allerdings weist die zitierte Studie von Koizumi et al. einige
methodische Unterschiede zur vorliegenden Arbeit auf, sodass die Ergebnisse nur
bedingt vergleichbar sind, da in der zitierten Studie Mikroglia von Ratten zu
Verwendung kamen, sodass auch hier ein Speziesunterschied zu dieser Arbeit vorliegt.
Des Weiteren betrug die Inkubationszeit der Mikroglia mit 100uM UDP bei Koizumi et
al. nur 20 Minuten, es wurden etwas kleinere 1uM grol3e Latexpartikeln verwendet und
die Studie wurde unabhangig von einem tumorspezifischen Mikromilieu durchgefihrt.
Zum Beispiel die Partikelgrof3e scheint dabei die Zahl phagozytierter Partikel zu
beeinflussen (Champion et al. 2008). Eine weitere Erklarung ware eine veranderte
Rezeptorexpression des P2Yes Rezeptors der Mikroglia in der Umgebung des
Glioblastoms. So findet sich in einer RNA-Sequenzierung von humanen GAMs im
Vergleich zu nicht-tumorentstammenden Mikroglia/Makrophagen das Gen des P2Ys-
Rezeptors nicht unter den 334 signifikant veranderten (= 2 fach) Genen (Szulzewsky et
al. 2016). Auf mRNA Ebene scheint somit im Gegensatz zu murinen
Glioblastommodellen der Rezeptor in humanen GAMs nicht signifikant erhéht zu sein
(Szulzewsky et al. 2015). Dies konnte darauf hindeuten, dass unter dem Einfluss
humaner Glioblastomzellen Phagozytoseprozesse - vermittelt Gber den mikroglialen
P2Ys-Rezeptor - eine untergeordnete Rolle spielen. Jedoch verbleibt dies aufgrund der
mangelnden Datenlage und aufgrund methodischer Differenzen zwischen den beiden

genannten Studien hypothetisch. Zur weiteren Bestéatigung der Ergebnisse bestiinde
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beispielsweise die Mdglichkeit in Zellkulturexperimenten den Effekt von UDP auf die

mikrogliale Phagozytose nach Behandlung mit GCM zu tberprifen.

Extrazellulares ATP, unter anderem Hinweissignal flr Mikroglia auf apoptotisches
Zellmaterial im Gehirn, ist gradientenabhangig sowohl bei Chemotaxis, als auch bei der
Phagozytose von Mikroglia beteiligt (Di Virgilio et al. 2009). Besonders mikrograduelle
Unterschiede scheinen dabei als ,Find-me® Signal zur Beseitigung abgestorbener
Zellen zu wirken, wohingegen weitverteilte hohe ATP-Konzentrationen die
phagozytische Detektionsfahigkeit hemmen (Abiega et al. 2016). Obwohl in der zitierten
Studie die Aufnahme apoptotischen Materials durch Mikroglia in Epilepsiemodellen
untersucht wurden und keine Latexpartikel verwendet wurden, ist es gut denkbar, dass
ahnliche Mechanismen im Falle von Glioblastomen eine Rolle spielen. Allgemein ist
eine intratumoral erh6hte extrazellulare ATP-Konzentration bei malignen Tumoren im
Vergleich zu gesundem Gewebe bekannt, welche auch durch die geringe hydrolytische
Degradationsaktivitat von ATP durch Gliomzellen bedingt sein durfte (Di Virgilio 2012;
Wink et al. 2003). In dieser Arbeit beeinflusste die Zugabe von 100uM ATP zu GAMs in
organotypischen Schnittkulturen die mittlere Aufnahme von Latexpartikeln pro Zelle
nicht signifikant. Wie bei Abiega 2016 diskutiert, konnte der Effekt von zusatzlichen
100uM ATP innerhalb generell erhéhter ATP-Konzentrationen im Tumorschnitt ihre
signalgebende Wirkung auf GAMs verloren haben. In der vorliegenden Arbeit wurde im
Rahmen der experimentellen Gewinnung der organotypischen GBM-Schnitte das
Tumorgewebe an den Schnittrandern geschadigt und die Phagozytose randstandig
analysiert (siehe Abb. 9), sodass auch eine Beeinflussung der Ergebnisse durch
freigesetzte Nukleotide aus dem Zytosol dieser verletzter Zellen vorstellbar ist (Di
Virgilio et al. 2009).

Da allerdings innerhalb der hier untersuchten Glioblastomschnittkulturen die primar
vorliegende, extrazellulare Nukleotidkonzentration von UDP oder ATP an
unbehandelten Schnitten nicht weiter bestimmt wurde, verbleibt diese Annahme
hypothetisch. Um dies zu vermeiden, kdnnte zukunftig der Versuch unternommen
werden, die ATP-Konzentration in der Schnittkultur zu bestimmen, um einen Hinweis
auf das generell vorliegende ,ATP-Niveau® zu bekommen. Insgesamt liegen
widerspruchliche Daten zum Effekt von 100uM ATP auf Mikroglia oder Makrophagen
vor, da in Makrophagen einerseits eine Erhohung der Phagozytose-Aktivitat gezeigt

wurde, wohingegen in der mikroglialen Zelllinie BV2 keine Veradnderung im Vergleich
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zur Kontrolle festzustellen war (Marques-da-Silva et al. 2011; Hassan et al. 2014). Ein
Teil der unterschiedlichen Ergebnisse dirfte wiederum methodische Ursachen haben,
bedingt Uber die unterschiedliche Zellgewinnung (primére peritoneale Makrophagen
versus mikrogliale Zelllinie), der unterschiedlichen Bestimmung der Phagozytose
(durchflusszytometrisch versus konfokalmikroskopisch) und der unterschiedlichen
Inkubationszeit (30min versus 2h). Eine differenziertere Analyse mit Testung
verschiedener Inkubationszeiten auch in der Schnittkulturen durfte dabei mehr Hinweise

auf die Wirkung von ATP in der organotypischen GBM-Kultur liefern.

4.3.1. Cytochalasin D-Wirkung auf GAMs im GBM-Tumormilieu

Cytochalasin D, in vielen Studien als Negativkontrolle fir mikrogliale Phagozytose
verwendet (Hassan et al. 2014; Marques-da-Silva et al. 2011), inhibierte die
Phagozytose in Experiment 1 Uberraschenderweise nicht signifikant (siehe auch
Abbildung 14). Obwohl sich tendenziell eine niedrigere Phagozytose-Rate unter 1uM
Cytochalasin D im Vergleich zu DMSO abzeichnete, zeigte sich fur alle Tumoren
gemittelt weder ein statistisch signifikanter Effekt noch eine dosisabhangige starkere
Inhibierung der Phagozytose-Rate unter den hoheren Cytochalasin-Konzentrationen
5uM und 10uM. Bei Einzelbetrachtung der Tumoren deutete sich zwar eine
Dosisabhangigkeit an (siehe Abbildung 15A und 15F), allerdings fir die Gesamtheit der
Tumoren traf dies nicht zu. Eine mdglich Erklarung ergibt sich aus folgendem
Zusammenhang: Erstens dirfte die heterogene Farbequalitat der Tumorschnitte, das
konfokalmikroskopische Auflésungsvermdgen und das von der Bildqualitat abhéngige,
semi-manuelle 3D-Rekonstruktionsverfahren eine ,Unscharfe” im Sinne eines basalen
Grundfehlers fiur alle Konditionen nach sich ziehen. Dadurch konnten an die
Zellmembran angrenzende Polystyren-Mikrospharen ungenau detektiert werden und
teilweise falsch positiv erfasst werden. Vor dem Hintergrund einer generell hohen
Streubreite innerhalb der Phagozytose-Indices humaner Glioblastomschnitte ware tber
ein hoheres n auf Tumorebene dieser Problematik teilweise beizukommen. Diese
,unscharfe® durfte sich jedoch auf die Phagozytose-Indices von Cytochalasin D starker
auswirken, aufgrund eines bereits in den 1960er Jahren beschrieben Zusammenhangs,
dass Saugetierzellen unter dem Einfluss von Cytochalasin ihren Zellkern ausstilpen
oder sogar ganz ,enukleiuren“ kdnnen (Carter 1967). Dieser Prozess wurde haufiger mit

hoheren Konzentrationen von Cytochalasin B beobachtet. Tatsachlich war auch in
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einigen GAMs ein ahnliches Phanomen zu beobachten, insbesondere bei den héheren
Cytochalasin D-Konzentrationen (5uM und 10uM) (siehe auch Abbildung 19). Im
Hinblick auf den Phagozytose-Index, berechnet als Quotient aus phagozytierten
Partikeln zu Zellzahl, dirfte bei geringer gezahlter Zellzahl im Verhéaltnis zu wenigen
phagozytierten oder nahe anliegenden Mikrosphéren der Phagozytose-Index falsch
hoch ausfallen, da die Zellzahl sich aus der Anzahl der Zellnuklei innerhalb der IBA1-
positiven Oberflache zusammensetzt. Probatorisch wurden aus diesem Grund fir eine
Tumorprobe geringere Cytochalasin D- Konzentrationen von 0.1uM und 0.5uM sowie
eisgekihltes DMSO als Negativkontrolle eingesetzt. Die niedrigsten mittleren
Phagozytose-Indices fanden sich dabei fur die 1uM-Konzentration und fir eisgekihltes
DMSO. Obwohl aus den Einzelwerten fur nur eine Tumorprobe keine weitergehende
Aussage moglich ist, erscheinen die beiden letztgenannten als aussichtsreichste
Negativkontrollen fir zukinftige Testreihen, da insbesondere fir eisgekihltes DMSO
die oben beschriebene Problematik einer Zellkern-Enukleation nicht bekannt ist und

sich damit die Zellzahl valider bestimmen lasst.

Abbildung 19: Représentatives Beispielbild einer IBAL1-positiven Zelle nach einstiindiger Inkubation mit
Cytochalasin D 10uM vor (A) und nach (B) 3D-Rekonstruktion.

Die rotgefarbte, zur Zelle zugehdrig erscheinende Zellkernstruktur befindet sich teilweise aul3erhalb der
IBA1-positiven, rekonstruierten Oberflache (siehe Pfeilmarkierung). WeiRe Langenmarkierung am jeweils

linken unteren Bildrand entspricht 4pum.

4.4. Temozolomid und die Phagozytose von GAMs

Temozolomid, Teil der derzeitigen Standardtherapie fir die Behandlung des
Glioblastoms, besitzt neben des direkten tumorzellschddigenden Effekts auch noch

dosisabhangig immunmodulatorische Auswirkungen auf die umgebenden Immunzellen
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des Tumors, wie z. B. dendritische Zellen und T-Zellen (Karachi et al. 2018). Allerdings
verbleibt der direkte Effekt von Temozolomid auf Mikroglia und Makrophagen, als
wichtiger Bestandteil des tumoralen Zellverbandes, dabei weitgehend unbekannt. Aus
diesem Grund wurde erstmalig in dieser Studie der Effekt einer 72-stindigen Inkubation
mit TMZ auf die Phagozytose-Aktivitdit von humanen GAMs im Zellverband von
Glioblastomschnittkulturen in einem breiten Dosisspektrum von 5-200uM untersucht,
wobei sich fir keine der Konzentrationen eine signifikante Anderung der
phagozytotischen Aufnahme der Polystyren-Mikrosphéaren ergab. Diese Ergebnisse
passen zu den Resultaten einer kirzlich erschienenen Studie, in welcher in-vitro die
Phagozytose einer humanen GBM-Zelllinie durch Makrophagen - stammend aus
mononukledren Zellen des peripheren Blutes - untersucht wurde. Dabei wurde im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle erst ab 500uM Temozolomid ein signifikanter Anstieg der
phagozytotischen Elimination von Gliomzellen beobachtet, welcher in geringeren
Konzentrationen nicht nachweisbar war (Gholamin et al. 2020). Mdglicherweise liegt
diese Konzentrationsabhangigkeit an der Tatsache, dass - wie in einer weiteren Studie
festgestellt - erst ab 500uM die Apoptoserate ab diesem Grenzwert signifikant anstieg
(Roemeling et al. 2020). Jedoch unter der Kombination von Temozolomid und der
Blockade von CD47 liel3 sich die Phagozytose von GBM-Zellen deutlich erhéhen
(Roemeling et al. 2020; Gholamin et al. 2020). Zuklnftig ware es dabei interessant
diese therapierelevanten Ergebnisse in der GBM-Schnittkultur zu testen. Ein
wesentlicher Wirkmechanismus des potenziell phagozytosesteigernden Effekts von
Temozolomid wurde ebenfalls kirzlich nachgewiesen. Das Alkylans scheint dabei die
Translokation von Proteinen des endoplasmatischen Retikulums an die
Plasmamembran zu induzieren, welche die Phagozytose der jeweiligen Zellen durch
Phagozyten erleichtern (Roemeling et al. 2020). Innerhalb der zuletzt zitierten Studie
war allerdings schon bei einer Konzentration von 100uM TMZ die Phagozytose drei
verschiedener Glioblastomzelllinien signifikant erhéht. Methodische Unterschiede z. B.
in der Verwendung unterschiedlicher Tumorzelllinien (LN-299 versus LN-229, U251,
U87), unterschiedlich langer Inkubationszeiten mit TMZ (24h versus 72h) und
divergierender Kokulturzeiten der Phagozyten mit den Tumorzellen (2h versus 4h)
konnten die unterschiedlichen Ergebnisse erklaren (Gholamin et al. 2020; Roemeling et
al. 2020). Zur Beeinflussung der Phagozytose in Schnittkulturen liegen jedoch keine
vergleichbaren Studienergebnisse vor. Die in dieser Arbeit festgestellten, unveranderten

Phagozytose-Raten durch Temozolomid stehen aus mehreren Grinden jedoch nicht
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unbedingt im Widerspruch mit dem Ergebnis, dass in-vitro 100uM Temozolomid die
Phagozytose von GBM-Zelllinien durch Makrophagen signifikant erhéhte (Roemeling et
al. 2020). Dies lasst sich auf die methodischen Unterschiede dieser Arbeit mit der
zitierten in-vitro Studie zurtckfihren. Folgende Grinde waren hier exemplarisch
aufzufiihren: a) Ein wesentlicher Unterschied liegt in den primar beteiligten Zellen, da in
dieser Studie primare Mikroglia und Makrophagen (GAMs) untersucht wurden,
wohingegen die Gruppe um Roemeling et al. entweder die humane, monozytare THP-1-
Zelllinie oder dem Knochenmark entstammende, murine antigenprasentierende Zellen
verwendete. Des Weiteren wurde b) im Gegensatz zur Bestimmung der Phagozytose-
Rate Uber Latexpartikel die direkte Tumorzellaufnahme gemessen. Obwohl die
Inkubationszeit mit Temozolomid von 72h vergleichbar ist, besteht c) in einer
Kokulturzeit von 4h zwischen GBM-Zelllinie und Phagozyten eine evidente Differenz, zu
der durch die Architektur der Schnittkultur determinierten, konstanten Beeinflussung der
GAMs durch das Tumormilieu im Zellverband einer GBM-Schnittkultur. Jeder der
aufgefihrten Punkte (a-c) kann potenziell die Phagozytose beeinflussen. So
unterscheiden sich z.B. Zelllinien (wie THP-1) oftmals genetisch und funktionell von
primaren Zellen. Zudem ist die Translation von Ergebnissen aus murinen
Zellenpopulationen durch die evolutiondre Divergenz zum humanen Organismus
limitiert (Timmerman et al. 2018). Eine divergierende rezeptorische Detektion von
Latexpartikeln im Vergleich zu Zellmaterial, der Einfluss sowohl unterschiedlicher Ko-
kulturzeiten im Gliomkontext als auch des Zellverbandes in Schnittkulturen auf die
Phagozytose wurde bereits an anderer Stelle dieser Arbeit erwahnt. Im Falle der
Schnittkulturen kénnten zudem inhibitorische Effekte z. B. durch sich langsam teilende
Gliomstammzellen innerhalb des Zellverbandes generell phagozytosesteigernde Effekte
z.B. durch Temozolomid, wie in der Einzellzellkultur festgestellt, nivellieren (Roemeling
et al. 2020; Wu et al. 2010).

Die Phagozytose-Aktivitat als Reaktion auf die mehrtagige Behandlung mit
Temozolomid zeigte sich in Abhéangigkeit von der jeweiligen Tumorprobe deutlich
heterogen (siehe auch Abbildung 18). So variierte der mittlere Phagozytose-Index unter
100puM Temozolomid zwischen dem relativ héchsten Wert innerhalb eines Tumors und
dem niedrigsten Relativwert innerhalb des Gewebes eines anderen Patienten (vgl.
Abbildung 18B und 18E). Dies deutet auf die Notwendigkeit einer weiteren
subgruppenspezifischen Stratifizierung in der Bewertung der Phagozytose von GAMs

hin. Besonders interessant fur zuklnftige Arbeiten wére dabei eine funktionelle

76



Differenzierung der Phagozytose im Hinblick auf den tumordominanten genetischen
Subtyp. Hierzu misste zunéachst der jeweilige Subtyp des/r Patienten/In bestimmt und
in den Schnittkulturen bestétigt werden. Obwohl dies nicht in dieser Studie analysiert
wurde, wirde die Entschlisselung subtypspezifischer, funktioneller Unterschiede von
GAMs im Glioblastom eine aufRerst therapierelevante Information bedeuten, dessen
Vorliegen bisher zwar vermutet, jedoch trotz intensiver in-vitro Studien bisher nicht
systematisch nachgewiesen werden konnte (Chen und Hambardzumyan 2018).
Einschrankend ist darauf hinzuweisen, dass die Fallzahlen fur eine solche weitere
subtypspezifische Analyse nochmals deutlich erh6ht werden mussten, um fir jeden der
vier Subtypen ausreichende Anzahlen fir die statistische Auswertung vorzuweisen und

trotz intratumoraler Heterogenitat valide Ergebnisse zu erzielen.

4.5, Limitation und Ausblick

Bedingt durch die schlechte Therapierbarkeit des inter- und intratumoral sehr
heterogenen Glioblastoms besteht ein hoher Bedarf fir neue Therapiestrategien und
deren préklinische Testmoglichkeiten. Gerade die Nutzung bereits angelegter,
antitumoraler, korpereigener Immunantworten erscheint dabei vor dem Hintergrund
erster Therapieerfolge im Rahmen anderer Tumorentitaten als erfolgsversprechend. Die
Phagozytose, eine der grundlegenden Funktionen von Mikroglia und Makrophagen, ist
eine dieser potenziellen Immunantworten des Korpers - auch gegen Tumorzellen. Unter
dem Einfluss des Glioblastoms und insbesondere dessen Tumorstammzellen scheint
diese jedoch supprimiert zu sein. Evidenz zu diesem Thema wurde jedoch
hauptsachlich in-vitro oder tierexperimentell gewonnen, wohingegen Arbeiten zur
Ubertragung bisheriger Erkenntnisse auf den humanen Organismus eine Seltenheit
sind. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit ein Modell zur Untersuchung der
Phagozytose-Aktivitdat von GAMs innerhalb der zellularen Matrix humaner GBM-
Schnittkulturen etabliert und anhand zweier Experimente getestet. Experiment 1
untersuchte dabei die Nukleotide UDP und ATP, beide als Signalmolekile in
Phagozytose-Prozessen involviert, sowie Cytochalasin D als Aktinpolymerisations-
inhibitor in drei verschiedenen Konzentrationen. Die gemittelten Werte Uber alle
Tumoren hinweg ergaben keine signifikante Beeinflussung des Phagozytose-Index
durch die Testsubstanzen in Experiment 1. Uberraschenderweise wirkte sich weder
UDP, vorbekannt mit phagozytosesteigernder Wirkung auf tumorunabh&ngige Mikroglia,
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noch Cytochalasin D, als oftmals verwendeter Phagozytose-Inhibitor, signifikant auf die
Ergebnisse aus. Im Falle von UDP waére es in kinftigen Arbeiten von Bedeutung, die
fehlende Phagozytose-Induktion zu validieren und mogliche Ursachen, z. B. aufgrund
einer funktionellen oder strukturellen Hemmung des UDP-Signalwegs im Tumormilieu,
zu uUberprifen. Cytochalasin D als Negativkontrolle zeigte zwar fir einige einzelne
Tumoren eine dosisabhangige Reduktion, erwies sich jedoch in der Gesamtschau als
nicht suffizient, um in GAMs die Phagozytose im Sinne einer Negativkontrolle relevant
zu inhibieren. Dabei durften auch vorbeschriebene zellulare Sekundéareffekte von
Cytochalasin D, wie eine mogliche Enukleation, fir das Zustandekommen der
Ergebnisse eine Rolle gespielt haben. Eisgekiihltes DMSO als Negativkontrolle wies
innerhalb eines Tumors vergleichbar niedrige, mittlere Phagozytose-Werte wie 1uM
Cytochalasin D auf und kdnnte eine Alternative fur zukinftige derartige Assays sein.
Dies musste uber eine hdhere Fallzahl fur diese Kondition validiert werden.

Das alkylierende Chemotherapeutikum Temozolomid hatte bis zu einer Konzentration
von 200uM nach 72-stindiger Inkubation der Tumorschnitte ebenfalls keinen Einfluss
auf den mittleren Phagozytose-Index. Dies korrespondiert mit bisherigen Ergebnissen
aus der Zellkultur, dass die Phagozytose (hier jedoch von Tumorzellen) bis zu einer
Konzentration von 500uM nicht signifikant erhéht war (Gholamin et al. 2020).

In der Gesamtschau zeigten sowohl Experiment 1 als auch Experiment 2 eine hohe
Streubreite der mittleren Phagozytose-Indices, deren Ursache unter anderem in der
Zusammenfassung der sehr heterogenen intertumoralen Phagozytosewerte der
jeweiligen Einzeltumoren begriindet sein durfte. Diese Tatsache legt neben einer
generellen Fallzahlerh6hung auf Tumorebene die Notwendigkeit einer Bestimmung des
genetischen Subtyps nahe, um ein eventuell subtypspezifisches Phagozytoseverhalten
von GAMs in Abhangigkeit zum vorherrschenden Glioblastomtyp nachzuweisen. Zudem
bote eine Fallzahlerhéhung die Mdglichkeit einer stabilen statistischen Auswertung der
resultierenden, geschachtelten Datensatze im Rahmen einer Mehrebenenanalyse. Die
Fallzahl war in dieser Arbeit aufgrund einer inkonstanten Verfligbarkeit von
Tumorgewebe limitiert.

Ein Teil der hohen Streubreite beider Experimente konnte in zukinftigen Arbeiten
ahnlichen Aufbaus reduziert werden, indem vor Gewebsentnahme der Zielbereich
radiologisch definiert wird. Eine damit resultierende Auswahl jeweils ahnlicher
Tumorbereiche (Tumorperipherie versus Tumorkern) wirde eventuell die intratumoral

Heterogenitat reduzieren und somit eine weitere Differenzierungsebene der
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experimentellen Methodik hinzufigen. Innerhalb dieses klinisch-radiologischen
Vorbereitungsschritt ware es zudem mdoglich auch das operative Zugangsgewebe als
Kontrollgruppe zu verwenden. Obwohl dieses aufgrund des naheliegenden Tumors
nicht als vollkommen tumorunabhéngiges Gewebe gelten durfte, dirfte es fir einen
Uberblick des generellen ,phagozytotischen Niveaus® von GAMs in GBM-
Schnittkulturen im Vergleich zum Zugangsgewebe ausreichen.

Trotz einiger noch zu verbessernder methodischer Limitationen ist mit dieser Arbeit die
Etablierung einer translationalen Plattform zur Testung unterschiedlichster Substanzen
auf die Phagozytose-Aktivitat von GAMs im Glioblastom gelungen. Mit der Verwendung
von Schnittkulturen dirfte die Erforschung der Phagozytose im GBM deutlich naher an
die in-vivo Situation rticken und kdnnen bereits erfolgte Ergebnisse aus der Zellkultur
validiert werden. Die hieraus gewonnenen Ergebnisse dirften einen weiteren Schritt hin
zu einer individualisierten GBM-Therapie liefern, insbesondere, wenn das beschriebene
Testsystem Uber die genetische Subtypbestimmung des Glioblastomgewebes eine

weitere patientenindividualisierte Differenzierungsebene erfuhre.

4.6. Zusammenfassung

Mit der Diagnose des haufigsten, hirneigenen Malignoms des erwachsenen Menschen,
des Glioblastoms, ist trotz intensiver Forschung an therapeutischen Mdglichkeiten eine
geringe mittlere Uberlebensdauer verbunden. Ein wesentlicher Anteil der zellularen
Zusammensetzung des Glioblastoms wird von gliom-assoziierten Mikroglia und
Makrophagen (GAMs) bestimmt. Obwohl im Verstandnis der Phagozytose
therapeutisches Potenzial liegt, ist diese zentrale Funktion von GAMs im humanen
Tumorkontext in Ermangelung experimenteller Modelle weitestgehend unerforscht.
Deshalb bestand das Ziel der hier durchgefiihrten Untersuchung in der Etablierung und
Testung eines humanen in-situ Phagozytose-Assays fur GAMSs.

Diesbeziglich wurden aus humanem Glioblastomgewebe von insgesamt neun
Patienten organotypische Schnitte angefertigt und innerhalb zweier Experimente die
Phagozytose-Indices der GAMs nach konfokalmikroskopischer Aufnahme und
anschlieender 3D-Rekonstruktion bestimmt. Experiment 1 fokussierte sich dabei auf
die Beeinflussung der Phagozytose-Rate der GAMs durch jeweils 100uM ATP und UDP

sowie Cytochalasin D in den Konzentrationen 1uM, 5uM und 10uM, wohingegen
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Experiment 2 die Wirkung des Chemotherapeutikums Temozolomid in den
Konzentrationen 5uM, 50uM, 100uM und 200uM beobachtete.

Nach Mittelwertbildung der Phagozytose-Indizes aus den Bildwerten der sechs fir
Experiment 1 verwendeten Tumoren zeigte weder UDP, ATP oder Cytochalasin D eine
signifikante Beeinflussung der Phagozytose im Vergleich zur Kontrollgruppe DMSO.
Auch Temozolomid wirkte sich nicht signifikant auf die Phagozytose-Rate der GAMs
innerhalb der funf wuntersuchten humanen Glioblastomproben aus. Sowohl
morphologisch als auch funktionell offenbarten GAMs aus humanen organotypischen
Glioblastom-schnittkulturen tUber beide Experimente hinweg eine evidente intertumorale
Heterogenitat.

Das hier etablierte Modell humaner gliom-assoziierter Mikroglia und Makrophagen
liefert erstmalig Ergebnisse zur Phagozytose der Immunzellen innerhalb einer humanen
Tumorgewebsarchitektur, zeigt die hohe morphologische und phagozytotische
Heterogenitat von GAMs und durfte nach Validierung der Ergebnisse durch z.B. durch
subtypspezifischen Klassifizierung der Tumoren eine geeignete
patientenindividualisierte Plattform zur funktionalen Testung neuer Therapeutika auf
den Einfluss auf die Phagozytose humaner GAMs im GBM bieten.
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