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ZUSAMMENFASSUNG

Glioblastoma multiforme (GBM) ist ein primarer bdsartiger Hirntumor bei
Erwachsenen. Das Tumorparenchym enthalt verschiedene Zelltypen, darunter ein
Drittel Mikroglia/Makrophagen. In den Untersuchungen haben wir uns mit der
Interaktion von Mikroglia/Makrophagen mit BlutgefalRen befasst und die Lokalisierung
von Mikroglia/Makrophagen in bestimmten Bereichen des Tumors angeschaut, um
ihre mogliche Rolle in der Tumorvaskularisation zu definieren.

Wir verwendeten ein syngenes Tumor — Mausmodell vom Glioblastoma multiforme.
Dabei wurden GL261 — Tumorzellen in die Gehirne von C57/BL6-Mausen implantiert.
Dann wurden die Gehirnschnitte bezuglich der Interaktion der
Mikroglia/Makrophagen mit Endothelzellen und/oder Perizyten mit Hilfe von
Immunfluoreszenzfarbungen analysiert. Weiterhin wurden TUNEL - und Hifla —
positive Zellen analysiert, um die apoptotische Aktivitat von Mikroglia/Makrophagen
und ihr Verhalten in den hypoxischen Tumorarealen zu beschreiben.
Wir fanden, dass bis zu 30% der Blutgefalle von Tumoren mit zwei oder mehr
Mikroglia/Makrophagen assoziiert sind. Diese |Ibal — positive Zellen befanden sich
uberwiegend in Kontakt mit Endothelzellen im Tumorbereich. Aul3erdem stellten wir
auch die Interaktion der Mikroglia/Makrophagen mit Perizyten fest (ca. 20% im
Tumorareal). Daruber hinaus zeigten Mikroglia/Makrophagen im hypoxischen
Tumorbereich teilweise die Expression von Hif1a. Uberraschenderweise zeigten die
Analysen der TUNEL — Farbung nur wenige apoptotische Zellen im Tumor an. Die
meisten dieser apoptotischen Zellen waren dabei Mikroglia/Makrophagen, die keine
Hif1a — Expression zeigten.

Desmin zeigte sich als nur schwer zu verwendender Marker flir die Perizytenanalyse,
da auch Desmin® - Zellen detektiert wurden, die keinen Kontakt zu den
Endothelzellen der TumorblutgefalRe aufwiesen. Zudem waren diese Zellen zum Teil
auch Iba-1". Dabei wurde die =zelluldre Transformation von Perizyten in
Mikroglia/Makrophagen postuliert. Ferner wurden im Tumor Gliomzellen entdeckt,
welche das Protein mesenchymalen Ursprunges Desmin exprimierten. Dartber
hinaus erwiesen einige der Gliomzellen die mikroglialen Eigenschaften, wie z.B. die
Iba-1 — Expression, was die neue Hypothese der zellularen Fusion zwischen

Tumorzellen und Mikroglia/Makrophagen unterstitzen wirde.



In  zuklnftigen  Studien koénnte die  detaillierte  Untersuchung  der
Mikroglia/Makrophagen — Gefall — Interaktion zu einem besseren Verstandnis der
Rolle der Mikroglia/Makrophagen in der Tumorangiogenese und damit auch fur die

Progression des Glioms fuhren.
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ABSTRACT

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most malignant primary brain tumor in adults.
The tumor compartment contains various cell types, with about one third of
microglia/macrophages. In our investigations, we analyzed the interaction of
microglia/macrophages with blood vessels and at the localization of
microglia/macrophages in specific areas of the tumor to define their putative role for
tumor vascularisation.

We used a syngenic tumor mouse model of glioblastoma multiforme. Therefore, we
implanted GL261 tumor cells into brains of C57/BL6 mice. Then, we evaluated brain
sections for the interaction of microglia/macrophages with endothelial cells and/or
pericytes by immunofluorescence stainings. Furthermore, we analyzed TUNEL and
Hif1a positive cells to clarify the apoptotic activity of microglia/macrophages and their
appearance in hypoxic areas of the tumor.

We found that up to 30% of the tumor blood vessels are associated with two or more
microglia/macrophages. These Iba1 positive cells are predominantly contacting
endothelial cells but in the intratumoral area we detected also interaction of
microglia/macrophages  and pericytes (approx. 20%). In addition,
microglia/macrophages in the hypoxic tumor area partly showed expression of Hif1a.
Most of the hypoxic microglia/macrophages are located in the perivascular niche or
around Hifla positive tumor cells. Surprisingly, the analyses of TUNEL staining
showed only a few apoptotic cells in the tumor area. And most of these apoptotic
cells were microglia/macrophages, which did not express Hif1a.

Desmin proved to be a difficult-to-use marker for analysis of pericytes, as well as
desmin® - cells were detected which had no contact with the endothelial cells of
tumor blood vessels. In addition, these cells were also partly Iba-1*. The cellular
transformation of pericytes in microglia / macrophages has been postulated.
Furthermore, glioma cells were detected in the tumor expressing the protein of
mesenchymal origin desmin. Some of the glioma cells demonstrated the microglial
characteristics, such as the Iba-1 - expression, which would support the new

hypothesis of cellular fusion between tumor cells and microglia / macrophages.
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In future studies, the detailed investigation of the microglia/macrophages and vessel
interaction could lead to a better understanding of the role of microglia/macrophages

on tumor angiogenesis.
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1.  EINLEITUNG

11 Gliome

Gliome gehdren zu den primaren Hirntumoren, da sie am haufigsten aus Gliazellen,
dem Stitz- und Nahrgewebe der Nervenzellen (Neuroglia), entstehen. Gliome sind
am haufigsten vorkommende neuroepitheliale Tumore des ZNS. Sie machen etwa
30-40% der intrakraniellen Tumore aus. Die Inzidenz von primaren Hirntumoren in
den USA wird auf 10 von 100 000 Einwohnern pro Jahr und eine
geschlechtsspezifische Verteilung von 6 : 4 (mannlich zu weiblich) geschatzt. Gliome
sind typische Tumore des mittleren Alters, mit einem Gipfel zwischen 40 und 65
Jahren [1].

Entsprechend ihrer zytogenetischen Herkunft werden den Gliomen Astrozytome,
Oligodendrogliome, Ependymome sowie Mischtumore zugerechnet. Nach der
Klassifizierung der World Health Organisation (WHO) werden sie anhand ihres

Differenzierungsgrades bzw. ihrer Malignitat in vier Grade eingeteilt (Tab. 1) [2; 3].

Tabelle 1: Zusammenfassung der WHO - Grade von astrozytaren Tumoren des

zentralen Nervensystems (2007).

WHO - Grad | Dignitat Kommentar Beispiele
Kraniopharyngeom,
. | durch operative Entfernun
WHO | gutartig P 9 | Neurinom, pilozytisches
madgliche Heilung
Astrozytom
WHO I niedrig | haufig infiltratives Wachstum | diffuses Astrozytom,
maligne | und Rezidive Oligodendrogliom
WHO III hoch Uberlebenszeit haufig Anaplastisches
maligne | reduziert Astrozytom
hoch deutliche Reduktion der Glioblastom,
WHO IV , , ,
maligne | Uberlebenszeit Medulloblastom
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Weitere Mdoglichkeit der Einteilung von Gliomen erfolgt nach ihrer Lokalisation. So
wird zwischen Gliomen des Hirnstammes (pontin) sowie der Region, die Uber
(supratentoriell) oder unter (infratentoriell) dem Tentorium cerebelli (eine
querverlaufende Membran zwischen dem Okzipitallappen des Grof3hirns und dem
Kleinhirn) befindet, unterschieden. Maligne Gliome (Grad II-1V) findet man meistens
supratentoriell. Dabei ist die Lokalisation des Tumors entscheidend, durch welche
Symptomatik die Patienten letzendlich klinisch  auffallig werden. Die
Wachstumsgeschwindigkeit des Tumors ist der andere Einflussfaktor, welcher das
klinische Bild der Patienten beeinflusst: fir schnell wachsende Hirntumore sind
Hirndruckzeichen typisch (Kopfschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen,
Bewusstseinseintribung), langsam wachsende Tumore manifestieren sich hingegen

haufig durch zerebrale Krampfanfalle [4].

1.2 Glioblastoma multiforme

Etwa die Halfte der Gliome im Erwachsenenalter sind Glioblastome [5]. Die
Glioblastome als echte Hirntumore gehen von der Glia des Gehirns aus und sind
stets als maligne im Sinne von Grad IV der WHO - Kilassifikation (Tab. 1)
anzusehen.

Zwei Wege der Enstehung der malignen Hirntumore werden untertschieden.
Einerseits wird postuliert, dass sie sich aus gutartigen Vorformen entwickeln
(sekundare Glioblastome), andererseits, dass sie als primar maligne Tumore
innerhalb des Gehirns wachsen [4; 6] (Abb. 1).
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Abb. 1: Darstellung der chromosomalen und genetischen Abberationen in
Glioblastoma multiforme. Die Abbildung zeigt die Beziehungen zwischen Uberleben,
Pathobiologie und molekularen Lasionen, die zur Bildung von primaren (de novo) und
sekundaren (progressiven) Glioblastomen fiihren. (Bildmaterial aus Nieto-Sampedro M et al.
Clin Med Insights Oncol, 2011 [7]).

1.2.1 Neuro - und Histopathologie
Die Zusatzbezeichnung Glioblastoma multiforme bezieht sich auf das durch

Einblutungen, Nekrosen und pathologisch thrombosierte Gefalie gekennzeichnete
Lbunte“ Bild der Tumorschnittflache (Abb. 2).
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Abb. 2: Makroskopisches und mikroskopisches Praparat des Gehirns mit
Glioblastoma multiforme. Makroskopisches Praparat zeigt das hamorrhagische
Glioblastom mit Infiltration des Corpus callosum (Bildquelle: Graham DI et al. (1997)
Greenfields Neuropathology). Histopathologisches Bild zeigt Pseudopalisaden um ein

nekrotisches Areal bei einem Glioblastom (HE — Farbung, Bildquelle: de.wikibooks.org).

Histologisch zeigen sich charakteristischerweise ausgepagte Kern- und
Zellpleomorphie, erhéhte Mitose- und Proliferationsrate, strichformige Nekrosen mit
Palisadenstellung von Tumorzellen im Randbereich sowie mikrovaskulare
Proliferation in Form von glomerulumartigen GefalRknaueln mit weitlumigen, evtl.
thrombosierten Tumorgefallen [8].

Das Glioblastom wachst und metastasiert GUberwiegend lokal innerhalb des ZNS (z.B.
als Schmetterligsgliom oder bei Befall der Leptomeningen als meningeale

Gliomatose). Metastasen aul3erhalb des ZNS sind extrem selten [9].

1.2.2 Diagnostik, Therapie und Prognose

An erster Stelle in der Diagnostik von Glioblastoma multiforme steht die klinische

Untersuchung des Patienten. Neben Allgemeinsymptomatik (siehe 1.1),

epileptischen Anfallen, Visusstorungen und Hemiparese sind Gedachtnisdefizite,

Sprachstorungen und Personlichkeitsveranderungen aufgrund der haufigen
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Lokalisation des malignen Prozesses in der Temporal- und Frontalregion zu
beobachten.

Zur Bekraftigung der Verdachtsdiagnose gelingt der beste diagnostische Nachweis
mithilfe der kranialen Computertomographie (CCT) nach Kontrastmittelgabe (KM).
Dabei zeigt sich typische KM — Anreicherung mit girlandenartigen Ringstrukturen
(ringférmiges Enhancement). In der Magnetresonanztomographie (MRT) lasst sich
auBerdem in der T2 — gewichteten Sequenz das perifokale Hirnédem deutlich
darstellen. Das Erscheinungsbild des Glioblastoms ist aber sehr variabel, sodass
eine sichere Diagnose letztendlich nur durch eine neuropathologische Untersuchung
des Praparats nach einer stereotaktischen Biopsie mdglich ist.

In den letzten Studien wurde belegt, dass die Patienten von einer weitgehenden
Tumorresektion wirklich profitieren [10]. Signifikant Iangeres Uberleben fir Patienten
wurde dabei mittels fluoreszenzgestitzter Mikrochirurgie mit 5-Aminolaevulinsaure
(5-Ala) zur intravitalen Visualisierung des Tumors erreicht [11]. Aufgrund der
Fahigkeit der Gliomzellen zu Migration bzw. Bildung von Mikrosatelliten ist eine
vollstandige Resektion des Tumors praktisch nicht moglich. Dies stellt den
Hauptgrund flir eine hohe Rezidivrate dar und erfordert eine weitere
Anschlusstherapie. Dabeit scheint neben einer Radio- bzw. Chemotherapie (z.B.
BCNU, CCNU) eine kombinierte postoperative Strahlentherapie (fraktioniert auf das
Tumorgebiet mit Gesamtdosis von etwa 55-60 Gy) mit begleitender Chemotherapie
mit alkylierendem Zytostatikum Temozolomid das Uberleben der Patienten zu
verlangern [9]. Dabei ist der Nachweis des DNA-Reparaturenzyms MGMT (O6-
Methylguanin-DNA-Methyltransferase) von  prognostischer  Bedeutung, da
Temozolomid durch Hemmung dieses Enzyms eine Apoptose in den Tumorzellen
induziert [12].

Als supportive Therapie zur Behandlung des perifokalen, vasogenen Odems,
welches die raumfordernde Wirkung des Tumors deutlich verstarken und zu
neurologischen Ausfallen bei den Patienten fihren kann, wird das Kortikosteroid
Dexamethason eingesetzt [13; 14]. Des Weiteren soll eine prophylaktische
Antithrombosetherapie mit  niedermolekularen Heparinen in der frihen
postoperativen Phase eingesetzt werden [15], da Patienten mit malignen Gliomen
ein deutlich erhdhtes Risiko fur Beinvenenthrombosen und Lungenembolien haben.

Da bei etwa 50% der Glioblastom — Patienten im Laufe der Erkrankung epileptische
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Krampfanfalle auftreten, wird bereits nach dem ersten aufgetretenen Krampfanfall
und gleichzeitigem bildmorphologischem Verdacht auf einen zerebralen malignen
Prozess mit einer antikonvulsiven Behandlung begonnen [13].

In den letzten Jahren wurde deutlicher Wissenszuwachs Uber die molekularen
Mechanismen der Entstehung und Progression von malignen Gliomen beobachtet.
Somit wurden die Pforten fur die neuen Therapieansatze gedffnet.

Zu den neuen Therapieansatzen gehdrt die Hemmung der Angiogenese durch die
Blockade von VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) mittels VEGF -
neutralisierenden Antikorpers (Bevacizumab). VEGF ist ein Regulator der
physiologschen Angiogenese (z.B. wahrend der Embriogenese), ist aber auch in den
pathologischen Prozess der Neovaskularisierung in Tumoren involviert [16]. JUngste
Studien haben einige Resistenzmechanismen gegen Anti-VEGF-Therapien,
insbesondere bei der Behandlung von Glioblastoma multiforme, gezeigt [17].
Einerseits spielt dabei die Aktivierung von intrazellularen Signalkaskaden (MET
signaling) in den Tumorzellen, induziert durch Inhibierung von VEGF, andererseits
durch die Tumorzellen selbst induzierte Neovaskularisation (vaskulare Mimikry) eine
Rolle [18]. Positive Behandlungsergebnisse wurden durch kombinierte Therapie mit
Bevacizumab und Irinotecan erreicht. Einige Phase-I/lII-Studien zeigten eine
deutliche Erhdhung der sechsmonatigen progressionsfreien Uberlebensrate auf bis
zu 43 % bei Glioblastomen [19]. Ein anderer Ansatz der spezifischen anti — angiogen
gerichteten Therapien stellt die Inhibition des PDGF — Signalweges (Platelet Derived
Growth Faktor), der aktueller Gegenstand der Forschung ist [20].

Das weitere Zielmolekul in der Behandlung des Glioblastoms ist EGF (Epidermal
Growth Faktor), welches eine deutliche Uberexpression in diesem Tumor zeigt [21].
EGF gehdért zu der Familie der ErbB - Membran - Rezeptoren
(Tyrosinkinaserezeptoren). Durch Blockade des EGF — Rezeptors wird das
Zellwachstum gebremst und die Zellapoptose induziert. Mit Hilfe von spezifischen
Antikérpern (Cetuximab), sowie durch die Anwendung von sogenannten "small
molecules" (Gefitinib, Erlotinib) wird spezifisch die Kinasefunktion des EGF -
Rezeptors blockiert (Tyrosinkinaseinhibitoren) [22; 23].

Zu den experimentellen Therapiestrategien gehort die sogenannte Immuntherapie.
Dabei unterscheidet man die aktive und passive Immuntherapie. Bei der passiven

Immuntherapie handelt es sich um die Verwendung von Interferonen, Interleukinen
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(z.B. IL-2) und Zytokinen (TNFa), die systemisch oder lokal intratumoral appliziert
werden [24]. Zur aktiven Immuntherapie gehort die Verwendung von Tumorvakzinen,
die aus patienteneigener, kultivierter Glioblastomzellen hergestellt und anschlielend
subkutan appliziert werden [25].

Mittels Immuntoxintherapie wird der von der Normalzelle abweichende Aufbau der
Tumorzellmembran ausgenutzt, um selektiv die Gliomzellen durch intrazellulare
Aktivierung des an den tumorspezifischen Antikdrper gebundenen Toxins zu
eliminieren [26]. Die Gentherapie beinhaltet den Versuch, die Zielgene (Suizidgene,
z.B. HSV - Thymidinkinase) mit Hilfe von Vektoren (Viruspartikel, z.B. Retro- oder
Adenoviren) in Tumorzellen einzubringen [27]. Die Verwendung von multipotenten
mesenchymalen Stammzellen scheint dabei eine neue Hoffnung in der Behandlung
von Glioblastoma multiforme zu bringen [28].

Grundsatzlich bleiben die Ergebnisse der moderenen Therapieansatze weitgehend
hinter den Erwartungen zuriick. Eine signifikante Anderung des Gesamtiiberlebens
konnte bisher bei keiner der Therapien nachgewiesen werden. Die Prognose bleibt
mit einer durchschnittlichen Uberlebenszeit von 14,6 Monaten [10] nach
Diagnosestellung und Einleitung der multimodalen Therapie weitgehend infaust.
Deshalb sind neue Therapieansatze notwendig. Dazu ist es aber erforderlich, die

Tumorbiologie besser zu verstehen.

1.3  Mikroglia im ZNS

1.3.1 Ursprung und Funktion der Mikroglia

Die Mikrogliazellen stellen bis zu 20% aller Neuroglia des ZNS dar [29]. Die
erstmalige Beschreibung von Mikroglia ist bereits im 19. Jahrhundert durch den
Neuropathologen und Psychiater Nissl erfolgt [30]. Aber erst durch del Rio —
Hortega, den spanischen Neuroanatomen, konnte eine spezifische Darstellung von
Mikroglia (durch Silberkarbonatimpragnation) erreicht werden [31]. Auf seine
systematischen Untersuchungen bezuglich des Ursprunges der Mikroglia geht die

Vermutung der mesodermalen Herkunft dieser Zellen (aus Pia (Mesoderm) mater)
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zuruck. Der ontogenetische Ursprung der Mikroglia wird bis heute kontrovers
diskutiert. Einige Experten auf diesem Gebiet unterstitzen die Hypothese der
Rekrutierung der Zellen myeloiden Ursprunges bzw. der Monozyten mit
anschlieBendem Ausbau der Mikrogliapopulation im ZNS. Es existieren zahlreiche
Gemeinsamkeiten der Mikroglia mit Monozyten/Makrophagen, wie z.B.
Effektorfunktionen (Phagozytose), Produktion von Zytokinen und Chemokinen sowie
die Freisetzung von zytotoxischen Sauerstoffradikalen [32; 33]. Eine starke
Vaskularisierung des ZNS bildet dabei die Grundlage flr die Einwanderung von
myeloiden Zellen sowie fur eine verbreitete Mikrogliakolonisation [34-36]. Daneben
spielt das GefalRendothel des ZNS eine wichtige Rolle wahrend der Infiltration der
Makrophagen durch Expression von Adhasionsmolekuilen (z.B. ICAM-1) als homing
— Rezeptoren [37].

Als nachstes wird die Hypothese des neuroektodermalen Ursprunges der Mikroglia
postuliert, basierend auf der Detektierung von Mikroglia wahrend der noch
avaskularen Phase der embrionalen Entwicklung des ZNS [38]. Anschliel3end wird
die Hypothese der perizytaren Transformation in Mikroglia [39] sowie der Ursprung
der Mikroglia von den subependymalen, ventrikel — assoziierten Makrophagen [40]
diskutiert.

Die Mikrogliazellen werden nach ihrer Morphologie in drei Typen eingeteilt:
ansassige ramifizierte, aktivierte und amoéboid — phagozytierende Mikroglia [41]. Im
perinatalen Gehirn sind die amdboid — phagozytierenden Mikroglia dabei die
vorherrschende Form [42]. Wahrend der postnatalen Reifung transformieren die
amoboiden Mikroglia in den verzweigten Zelltyp (resting microglia) [42; 43]. Als
ansassige ramifizierte Mikroglia Uberwachen sie ihre Mikroumgebung, dabei passen
sie ihre Morphologie und Expressionsmuster ihrer Zelloberflachenmarker
entsprechend den Gewebeverhaltnissen an [10]. Sie bleiben im sogenannten
.,Ruhezustand®, bis die Reize aus der pathologisch veranderten Region (z.B. durch
Verletzung, Infektion oder neurodegenerativen Prozess) ihre Migration zum Ort der
Schadigung (aufgrund chemotaktischen Fahigkeit der Mikroglia) sowie ihre
Transformation in eine amoboid — aktivierte bzw. phagozytische Form induzieren [44;
45].
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1.3.2 Mikroglia als Modulator der Inflammation

Ahnlich den Makrophagen aus der Peripherie sind Mikroglia in der Lage eine
EntzGndungsreaktion am Ort der Schadigung im ZNS zu generieren. Dabei tragen
verschiedene Zytokine (IFN-gamma, LPS, IL-10) zur Aktivierung von ramifizierten
Mikroglia bei (Abb. 3). Es entstehen zwei Phanotypen von aktivierten Mikrogliazellen:
der erste Phanotyp (M 1), getriggert durch die Einwirkung pro-inlammatorischer
Zytokine (z.B. IFN-gamma), sorgt fur die Modullierung der angeborenen
Immunantwort durch darauf folgende eigene Zytokinproduktion (IL-6, TNF-alpha, IL-
1 beta). Diese Veranderungen wiederum verstarken die Durchlassigkeit der Blut-
Hirn-Schranke, um den Eintritt von I6slichen Faktoren und peripheren Immunzellen,
einschlieBlich Makrophagen zu ermdglichen [46]; der entzindungshemmende (anti-
inflammatorische) Phanotyp (M 2) steht mehr im Zusammenhang mit einer
Feinabstimmung der Entziindung, Aufraumen der Trimmer, die Forderung der
Angiogenese, Gewebeumbau und Reparatur [47]. Die autoregulatorischen Prozesse,
einschlieBlich Phagozytose von Zelltrimmern und apoptotischen Zellen, kdnnen zur
Verschiebung des M 1- in M 2 — Phanotyp fuhren. Die Signalwege des umgekehrten

Uberganges des M 2 in M1 - Phanotyp sind noch nicht verstanden.
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Abb. 3: Darstellung von zwei unterschiedlichen Immunphédnotypen der aktivierten
Mikroglia als Mediatoren der Inflammation. M1-Zellen setzen pro-inflammatorische
Zytokine wie IL-6, TNF -alpha, IL -1 beta und freie Radikale frei, was zur Verstarkung der
neuroinflammatorischen Reaktion beitragt. Pro-inflammatorische Zytokine wirken zytotoxisch
auf Oligodendrozyten und Neuronen und flihren zu Demyelinisierung und axonalen
Schaden. M2-Zellen setzen neurotrophe Faktoren (bFGF, IGF-1, TGF-beta) frei, welche
Neurone in der verletzten Region, teilweise durch Rekrutierung, Proliferation und
Differenzierung von Vorlauferzellen der Oligodendrozyten sowie durch Expression von
angiogenen Faktoren (VEGF) unterstlitzen. (Bildmaterial aus Fumagalli M et al. Frontiers in
Bioscience, 2011 [47]).
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1.3.3 Mikroglia/Makrophagen in der Tumorbiolgie

Infiltrative Astrozytome sind durch das Auftreten einer gro3en Zahl von Mikroglia /
Makrophagen charakterisiert. Ein Drittel aller Zellen in Gliombiopsien exprimieren
Mikroglia / Makrophagen — Marker [48]. Aktivierte amoboide Mikroglia sind meist mit
hochgradigen malignen Tumoren wie Glioblastoma multiforme assoziiert [49]. Die
Mikrogliazellen  werden dabei durch Chemokine (z.B. MCP-1) und
Wachstumsfaktoren (z. B. CSF-1 und G-CSF) des Tumors angelockt, welche lokal
durch  tumorassoziierte Astrozyten produziert werden [50-52]. Diese
Wachstumsfaktoren induzieren eine starke Proliferation von Mikroglia innerhalb des
Tumors. Trotz ihrer Prasenz im Tumor ist die Funktion der Mikroglia / Makrophagen
im Glioblastom wahrscheinlich unterdrtickt. In einigen Arbeiten wurde bereits gezeigt,
dass die tumor — assoziierten Makrophagen (TAMs) zu dem M 2 — Phanotyp der
inflammatorischen Zellen gehoéren (Abb. 4) [53]. Die neuesten Studien berichten Uber
eine wichtige Rolle endogener TGFB1 und autokriner TGFB Signalwege in der
Regulation der mikroglialen Funktionen und in der Neuroinflammation [54].
Zusatzlich sezernieren Mikroglia EGF (endothelial growth factor) und VEGF in
Hirntumoren. Basierend auf diesen Erkenntnissen lasst sich vermuten, dass die
Anwesenheit der Mikroglia und TAMs im Glioblastom zu einer aktiven
Wachstumsférderung, durch die Produktion von angiogenen Faktoren (z.B. VEGF)
zur besseren Blutversorgung und damit zur weiteren Tumorausdehnung beitragen
konnten [55; 56].

1.3.4 Zelltypen der perivaskularen Nische im ZNS

Als Virchow — Robin Raum, genannt nach dem deutsche Arzt Rudolf Virchow und
dem franzésischen Anatomen Charles-Philippe Robin), wird der mit Liquor
ausgefullte perivaskulare Spaltraum um die Blutgefalde des zentralen Nervensystems
(mit Ausnahme der Kapillaren) definiert. Dieser Raum liegt zwischen der Membrana
limitans gliae superficialis und dem Endothel der Blutgefalie. Er stellt einen Teil der
Blut-Hirn-Schranke dar und steht mit dem Subarachnoidalraum in Verbindung. Die
Virchow — Robin Raume beinhalten die gefallassoziierten Perizyten und stellen eine

Leitstruktur fur Makrophagen dar, die in diesen Raumen relativ ungehindert in die
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Tiefe des Hirngewebes migrieren kénnen. Der Ursprug der im Virchow — Robin
Raum zirkulierenden Makrophagen ist der Gegenstand aktueller Forschung. Einige
Arbeiten deuten darauf, dass es sich bei den detektiereten Makrophagen um
aktivierte Perizyten handelt, welche auch eine Fahigkeit zur Phagozytose besitzen
[57; 58].

Allgemein wird angenommen, dass Perizyten die Zellen mesodermalen Ursprungs
darstellen [59]. Sie scheinen in das Gewebe wahrend der letzten Stadien der
Vaskularisierung zu wandern und nehmen dort ihre charakteristischen Eigenschaften
auf. Mesenchymale Vorlauferzellen wandern zu den neu gebildeten Kapillarsprossen

und differenzieren sich in Perizyten (Abb. 4).

Tirain micrnyasculay

eadothelial cell
Perlvascular
macrophage
Infirating
macrophage

Abb. 4: Vereinfachte schematische Darstellung der Zellen myeloiden Ursprunges in
der perivaskularen Nische des ZNS. (Bildmaterial aus Guillemin GJ and Brew BJ. J

Leukoc Biol, 2004 [60]).

Es zeigt sich immer deutlicher, dass Perizyten nicht nur eine entscheidende Rolle flr
die Entwicklung und die Aufrechterhaltung eines funktionierenden Gefal3systems
spielen, sondern auch in pathologisch veranderten TumorblutgefalRen auftreten.
Diese neue Perspektive lasst denken, dass die eigentliche Angiogenese durch das
Tumorgeschehen gestért wird. Im Gegenteil findet man im Glioblastom ein
funktionierendes Gefalinetz, welches die Progression des Tumors begulnstigt. Es
wird somit postuliert, dass sich die Tumorperizyten durch ihre morphologischen und

molekularen Veranderungen von den Perizyten im normalen Gewebe unterscheiden
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und somit ein zusatzliches therapeutisches Ziel der antiangiogenen Therapie
darstellen [18].

Die eigentliche Rolle der Perizyten in der Tumorangiogenese ist weitgehend unklar.
Weitere Untersuchungen der Perizytenbiologie sind daher gerechtfertigt, um die
Eigenschaften der Tumorperizyten zu definieren und die Mechanismen ihrer

Rekrutierung zu identifizieren.

1.4 Mechanismen der Gliom - assoziierten GefaRneubildung

1.4.1 Das Prinzip des ,,angiogenic switch“ - Konzeptes

Ein charakteristisches Merkmal der Glioblastome ist ein stark ausgebildetes
GefalRsystem. Prozesse der GefalBmitnutzung, Angiogenese (Wachstum von
Blutgefalien) und Vaskulogenese (Blutgefalneubildung) sind in der Vergangenheit
intensiv untersucht worden. Seit Kurzem ist jedoch bekannt, dass diese Prozesse
nicht die einzigen Mechanismen sind, die eine Neovaskularisation in Gliomen
bedingen. Zudem scheint es, als wirden diese Prozesse umfangreich und
Uberlappend zusammenwirken [61]. Bisher wurden funf Mechanismen, die zu einer
Neovaskularisation fuhren, entdeckt (Abb. 5): I. GefaBmitnutzung, Il. Angiogenese,
lll. Vaskulogenese, IV. vaskulare Mimikry sowie die kulrzlich entdeckte V.

Transdifferenzierung der Tumorzellen in die Endothelzellen im Glioblastom [62].
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Abb. 5: Mechanismen der GefaRneubildung in Tumoren. (A) Endothelsprossung stellt
den Hauptprozess der Gefalneubildung. (B) Vaskulogene Mimikry bedeutet, dass nicht-
endotheliale Zellen die Funktion von Endothelzellen Gbernehmen und sich an der Bildung
von BlutgefalRen beteiligen. Solcherart gebildete ,Mosaikgefalle* bestehen Uberwiegend aus
Tumorzellen. (C) Tumorzellen verwenden bereits existierende Blutgefalle flr die
Aufrechterhaltung der Oxygenierung. (D) Tumorgefallneubildung durch Freisetzung von
proangiogenen Faktoren (z.B. VEGF) seitens Tumorzellen mit Endothelaktivierung und
anschlieBender Tumorexpansion. (Bildquelle aus Spannuth at al. Clinical Practice Oncology,
2008 [63]).

Das Prinzip der ,angiogenic switch“ beinhaltet die Hypothese der Balance zwischen
den angiogenen Aktivatoren (z.B. VEGF, bFGF, PDGF, TNF-alpha, MMPs, Ang-1)
und den angiogenen Inhibitoren (z.B. TIMPs, Ang-2, IL-4, IL-12, INF-alpha). Der
Begriff der ,angiogenic switch® bestimmt den Anfangszeitpunkt der nachfolgenden
angiogenen Prozesse. Beim Uberwiegen der angiogenen Stimulatoren, wie es z.B. in
malignen Gliomen der Fall ist, kann somit die Gefalineubildung ungebremst weiter
fortgesetzt werden [64]. Dabei gelten Mikrogliazellen, eingewanderte Makrophagen
(durch Bildung von VEGF) sowie Perizyten (PDGF, TGF-beta, MMPs) als

Stimulatoren der Neovaskularisation im Glioblastom [65-67].
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1.4.2 Hif-1a - assoziierte GefaBneubildung in malignen Gliomen

Gliomzellen sind in der Lage, sich an die hypoxischen Bedingungen im Gewebe
anzupassen. Dabei wird die Expression von Zielgenen geférdert, welche fur den
anaeroben Zellstoffwechsel zustandig sind. Als Folge solcher Genaktivierung wird
das Uberleben der Tumorzellen, Angiogenese, Metastasierung und Invasion
begulnstigt [68]. Dieser Transkriptionsweg wird Uberwiegend von den Heterodimeren
HIF-1 und HIF-2 vermittelt. Uber die Rolle von HIF-2 ist weniger bekannt. Es wird
vermutet, dass bei der Uberexpression von HIF-2 bzw. seiner o - Untereinheit das
Stammzellphanotyp der Gliomzellen geférdert wird [69].

HIF-1 ist ein heterodimerer nuklearer Transkriptionsfaktor, welcher aus zwei
Untereinheiten, HIF-1a und HIF-1[3, besteht. Die HIF-1a - Untereinheit bestimmt die
Aktivitat von HIF-1 durch Veranderungen des Sauerstoffpartialdruckes im Gewebe.
Unter normoxischen Bedingungen wird die a - Untereinheit durch Ubiquitinierung
rasch abgebaut, unter hypoxischen Bedingungen bleibt sie jedoch intakt und bindert
an die B - Untereinheit. Als Folge wird HIF-1 im Zellkern verstarkt exprimiert. HIF-1
induziert dabei die Expression vieler Gene, reguliert durch den ,hypoxia responce
element” (Abb. 6). Dies wiederum fuhrt zur Hochregulierung von proangiogenen
Faktoren (z.B. VEGF). Das Resultat dieser Hochregulierung ist die Migration und
Proliferation von Endothelzellen als Schllsselereignis in der angiogenen Kaskade
[62].
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Sauerstoff — abhdngigen Regulation der
Genexpression, vermittelt durch HIF-1a. PDHs (HIF-Prolyl-Hydroxylasen) und FIH-1 (HIF-
Asparaginyl-Hydroxylase bzw. Faktor-HIF-Hemmung) sind Sauerstoff — abhangige Enzyme.
VHL (von-Hippel-Lindau-Protein) ist ein Teil des E3-Ubiquitin-Ligase-Komplexes, welches
den proteosomalen Abbau von HIF-1a férdert (transkriptionelle Co — Aktivatoren: CBP und
p300). Epo (Erythropoietin), VEGF und GLUT1 (Glukose Transporter 1) sind HIF — Zielgene.
(Bildmaterial aus Peet Laboratory, The University of Adelaide).

Die erhdhte HIF1a — Aktivitat ist in Tumoren mit einer schlechten klinischen
Prognose assoziiert. Die Anwesenheit von HIF1a im Tumor induziert die Expression
von SDF1a in Tumorzellen, was wiederum die Tumorprogression durch Rekrutierung
Knochenmark — stammenden Zellen (BMDC) férdert, um die Angiogenese zu
stimulieren (Abb. 7). Diese Ergebnisse stellen den molekularen Mechanismus, durch
den HIF-1a zur aggressiven Tumorprogression beitragt und somit eine rationale
Grundlage fur zukinftige therapeutische Modalitaten darstellt. Die neuesten Daten

zeigen auch den Einfluss von VEGF — Aktivitat auf die Invasivitat von Tumorzellen.
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VEGF verhindert zwar die Tumorzellmigration entlang der Blutgefalde, fordert aber
Tumorzellinfiltration in das Hirngewebe. Daher verwenden Tumorzellen die Fahigkeit
zur perivaskularen Invasivitat als Adaptationsmechanismus, wenn die Angiogenese

beeintrachtigt wird.
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Abb. 7: HIF-1 ist ein wichtiger Regulator der Rekrutierung von Knochenmark -
stammenden Zellen (bone marrow derived cells) in Tumoren. Hypoxie erhdht in Tumoren
HIF-1-Expression, dadurch folgt die Induktion von VEGF- und SDF1a — Produktion in
Tumorzellen. Als Folge dieser Produktion werden BMDC, einschliellich EPC (endothelial
progenitor cells), PPC (pericyte progenitor cells) und CD45" Monozyten rekrutiert, um den
GefdBumbau in Glioblastomen zu unterstitzen. SDF1a dient als Retentionsfaktor von
CXCR4" vaskularen Vorlauferzellen und Monozyten (BMDC) in GBM. HIF1 induziert nicht
nur die Transkription von VEGF in GBM, sondern erhéht auch die VEGF — Aktivitat durch die
Rekrutierung von CD45" BMDC, welche MMP-9 im Tumor sezernieren, was wiederum die
Bioverfugbarkeit von VEGF flir seinen Rezeptor VEGFR2 erhdht. (Bildquelle aus Du R et al.
Cancer Cell, 2008 [70]).

Die letzten Untersuchungen haben gezeigt, dass durch die Hemmung von HIF-1a

der STAT3 — Signalweg synergisch unterdrtickt wird. Als Folge dieser Hemmung wird
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die Apoptose im Tumor induziert und VEGF — Expression reduziert, was wiederum
den anti — angiogenen Effekt im Tumor hervorruft [71].

Obwohl Hypoxie ein bekannter Induktor der Angiogenese ist, gibt es mittlerweise
Beweise, welche zeigen, dass Hypoxie — unabhangige Mechanismen der
Gefalneubildung existieren, einschliellich p53 und Hypoxie — unabhangiger VEGF-

vermittelten Neovaskularisierung [55; 72].

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Die Mikroglia / Makrophagen sind meist mit hochgradigen malignen Hirntumoren, wie
Glioblastomen, assoziiert und machen dabei ein nicht unwesentlicher Anteil an
Zellmasse in solchen Tumoren aus. Als Zellen des korpereigenen Immunsystems
haben Mikroglia / Makrophagen eigentlich die Aufgabe, die pathologischen Prozesse
zu erkennen und anschlieliend zu bekampfen. Trotz ihrer Prasenz im Tumor wird die
ungebremste Progression des Glioblastoms beobachtet, womit die schlechte
Prognose dieser Erkrankung erklart werden koénnte. Die Beobachtung der
Assoziation der Mikroglia / Makrophagen mit Blutgefal3en innerhalb des Tumors wirft
zusatzlich Fragen zu allgemeiner Rolle dieser Zellen in Tumorbiologie auf.

In diesem Kontext wurde in der vorliegenden Arbeit die Mikrogliazellen /
Makrophagen bezuglich ihrer Interaktion mit Tumorblutgefallen sowie ihrer Aktivitat
in einem murinen Gliommodell naher charakterisiert. Syngene immunkompetente
C57Bl/6 — Mause dienten dabei als Tiermodell. Zunachst wurde geschaut, ob die
Mikrogliazellen / Makrophagen in engem Kontakt mit Tumorblutgefal3en stehen bzw.
eine Art Interaktion zeigen. Bei positiven Ergebnissen sollte diese Interaktionsart
spezifiziert werden, indem die Zellen der perivaskularen Nische, Perizyten / VSMC
(vaskular smooth muscle cells) sowie Endothelzellen, zusammen mit Mikrogliazellen
/ Makrophagen dargestellt und ihre Kontaktstellen analysiert wurden.

Als nachstes wurden hypoxische Gebiete im Tumor, auch wahrend der
Tumorprogression, visualisiert und der Bezug der Mikroglia / Makrophagen zu
solchen Tumorgebieten wurde evaluiert. Weiterhin sollte ermittelt werden, ob
Mikroglia / Makrophagen im Tumorgebiet unter Sauerstoff — armen Konditionen
selbst die Expression von HIF - 1a hochregulieren. Dabei wurde der Bezug der

Hypoxie zur apoptotischen Aktivitat im Tumor hergestellt: es stellte sich die Frage, ob
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und in wiefern die hypoxischen Tumorzellen bzw. hypoxische Mikroglia /
Makrophagen apoptotisch sind.

Des Weiteren wurde die Differenzierung der Mikrogliapopulation im Tumorgebiet
dargestellt: dabei sollte gezeigt werden, wie sich die BMDC bezlglich ihres
Expressionsmusters und ihrer Verteilung im Tumor verhalten. Als letztes erfolgte die
Darstellung von Mikroglia / Makrophagen und Gliomzellen, um deren Interaktion zu

beurteilen.

31



2. MATERIALIEN UND METHODEN

2.1 Verwendete Puffer und Medien

Tabelle 2: Zusammenfassung der verwendeten Puffer und Medien.

Bezeichnung Inhalt Hersteller

10xPBS 1:10 in Mlllipore® -

PBS ib
Wasser gibeo

,Dulbecco’s Modified Eagle

DMEM o , gibco
Medium*® (Zellkulturmedium)

DMSO Dimethylsulfid Sigma
10xAntigen Retrieval Reagent-
ARR , R&D Systems
Universal

Trypsin/Natrium-ethylendiamin-

Trypsin/EDTA PAA Laboratories
tetraacetat
PFA 4% PFA in 1xPBS Sigma Aldrich
Casein Milchprotein Sigma Life Science
Triton X-100 Detergens Sigma Aldrich

2.2 Tierexperimentelles Arbeiten

2.2.1 Versuchstiere / Zelllinie

In dieser Arbeit wurde fur die in vivo - Experimente ein syngenes Tumormodell des
Glioblastoma multiforme verwendet [73]. Dabei wurden die murinen GL261 —

Tumorzellen in die Gehirne von C57Bl/6-Mausen (Charles River).
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Die Mausinzuchtstamme werden seit Jahrzehnten in der immunologischen und
onkologischen Forschung verwendet. Da es bereits viele Daten Uber diese
Mausstamme gibt, auf die man bei der Experimentenplanung zurtickgreifen kann, ist

es mdglich, bei der geringeren Tierzahl die experimentellen Fragen zu beantworten.

Tabelle 3: Charakteristika der verwendeten Tierart.

Spezies Geschlecht Gewicht Alter

Mus musculus weiblich 20-35¢ 8 -12 Wochen

Die Mause wurden in einer Tierhalteeinrichtung unter kontrollierten Bedingungen in
Makrolonkafigen des Typs Il gehalten, wobei maximal 5 Tiere pro Kafig gesetzt
wurden (soziale Anreicherung). Des Weiteren wurden die Kafige mit grober Einstreu
bestlickt, sowie Nestmaterial, wie Papierticher und Papprohren, hinzugefugt. Die
Mause wurden durch erfahrene und gut ausgebildete Tierpfleger betreut.

Fur die Versuchsdurchfihrung an Tieren wurde die erforderliche Qualifikation
(Teilnahme am Tierkundekurs) nachgewiesen. Die Tierversuche erfolgten in
Ubereinstimmung mit der Tierschutzgenehmigung des Landesamtes fiir Gesundheit
und Soziales Berlin, Aktenzeichen GO 152/09.

2.2.2 Narkoseverfahren

Fur die intrazerebrale Implantation von Tumorzellen wurden die Mause mittels
intraperitonealer Injektion von einem Gemisch aus 10% Ketanest® (50mg/ml
Ketaminbase), 2% Rompun® (20mg/ml Xylazine-Hydrochlorid) in 0,9% NaCl (1620
Ml NaCl + 120 yl Rompun® + 340 pl Ketanest®) narkotisiert. Die Tiere wurden
gewogen. 60 pl des Narkosegemisches pro 10 g Kdrpergewicht der Tiere wurden
intraperitoneal mittels einer Insulinspritze (30 G Kanule) verabreicht. Dabei betrug die
Dauer der Narkose im Schnitt bis zu einer Stunde. Die Tiefe der Narkose wurde bei
den Tieren durch Prifung der Reflexe beurteilt (Hinterpfote dricken). Zum
Augenschutz wahrend der Sedierung wurde Bepanthen® Augensalbe (Roche,

Grenzach- Wyhlen, Deutschland) verwendet.
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2.2.3 Tumorzellimplantation

Die stereotaktischen Operationen wurden in den speziellen OP — Raumen des
Laboratoriums durchgefihrt. Die Instrumente fur die Operationen wurden im Autoklav
sterilisiert.
Nach Einleitung der Narkose (siehe 2.2.2) wurde die Kopfhaut der Tiere rasiert und
mit 70% Iso-Propanol desinfiziert. Der Kopf der Maus wurde anschlieRend in den
sterotaktischen Rahmen eingespannt, dabei musste der Kopf unbeweglich sein.
Fir die stereotaktische Tumorimplantation wurde eine Hamilton — Spritze (Hamilton
SYR 1ul 7001 KH) verwendet. Nach dem Spullen der Spritze mit Ethanol und
anschlieRend mit Wasser, wurde 1 pl der Tumorzellsuspension (2x10* Zellen)
aufgezogen und die Spritze in den stereotaktischen Rahmen eingespannt.
Nach Prifung der Reflexe der Mause wurde ein sagittaler Schnitt der Kopfhaut
mittels einer OP — Schere von den Augen bis kurz vor die Ohren gesetzt. Als
Orientierungspunkt fur die Bestimmung des Implantationsortes wurde das Bregma
aufgefunden. Als Bregma wird am Schadel derjenige Punkt bezeichnet, an dem die
Sutura coronalis (Kranznaht), die das Stirnbein von den Scheitelbeinen trennt, und
die Sutura sagittalis (Pfeilnaht), die die beiden Scheitelbeine trennt,
zusammentreffen. Das stereotaktische System mit der Hamilton — Spritze wurde nun
auf das Bregma geeicht. Anhand eines Atlas flr Stereotaxie der Maus wurden die
Koordinaten fur die Implantation berechnet: vom Bregma 1mm nach vorn und 2 mm
nach lateral (rechts). Dieses Areal entspricht grundsatzlich einem stummen Gebiet
des Kortex, sodass keine deutlichen neurologischen Ausfalle der Tiere nach dem
operativen Eingriff zu erwarten waren.
Als nachstes wurde mit einem sterilen Marker die Stelle fur das Bohrloch markiert
und mittels einer 23 G — Kanule durch wiederholte Drehbewegungen die knécherne
Schadeldecke aufgebohrt. Als weiteres wurde die Spitze der Hamilton — Spritze leicht
in das Bohrloch eingetaucht, dann 4 mm in die Tiefe und 1 mm zurickgezogen. Nun
konnte die vorbereitete Tumorzellsuspension intrazerebral langsam (Uber ca. 5 min.)
eingespritzt werden. Nach dem Einspritzen wurde wiederum 5 min. gewartet, damit
die Gliomzellen sich verteilen konnten. AnschlieRend wurde die Spritze langsam
(Uber ca. 5 min.) herausgezogen. Nach dem Entfernen der Injektionskanlle wurde
die Wunde mit steriler NaCl — Lésung (Fresenius Kabi Deutschland GmbH) gespuilt
und mit 70% Iso-Propanol desinfiziert. Die Wunde wurde mittels einer
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kontinuierlichen Hautnaht (Ethicon, PROLENE® 4/0, Johnson & Johnson int.)
verschlossen. Wahrend der Behandlung wurden standig die Vitalfunktionen der Maus
im Auge behalten.

Nach dem Eingriff wurden die Tiere in Papierticher eingerollt, um ein Auskihlen zu
vermeiden, und in ihre Kafige mit frischer Einstreu und kontollierter
Umgebungstemperatur Gberfuhrt. Innerhalb einer Stunde wurden die Tiere intensiv
uberwacht, bis sie aufgewacht waren. AnschlieBRend wurden die Papierticher
entfernt.

Nach der Behandlung mussten die Tiere regelmallig, hinsichtlich von
Wundverhaltnissen sowie von Ausfallen aufgrund des Tumorwachstums, kontrolliert

werden.

2.2.4 Kardiale Perfusion, Enthnahme und Fixierung von

Mausgehirnen

Je nach Wachstumsphase des Tumors wurden die tumorhaltigen Gehirne der Mause
nach 7, 14 sowie nach 21 Tagen des Tumorwachstums explantiert. Dazu wurden die
Tiere zunachst narkotisiert (siehe 2.2.2). Dabei war die Uberdosierung mit dem
Narkosegemisch (80 ul / 10 g Kérpergewicht) erforderlich.

Nach dem Uberpriifen der Reflexe und ausbleibender Reaktion wurde die Maus an
Extremitaten am Styroporbrett unter der Abzughaube fixiert, die Bauchhaut
desinfiziert und in der Mittellinie ein Hautschnitt mittels einer Schere gelegt. Die
Bauch- und Thoraxwand wurden freigelegt. Ein Querschnitt wurde in der vorderen
Bauchwand direkt unterhalb der Rippenbdgen gelegt, die Zwerchfellkuppen wurden
von unten freigelegt. Das Zwerchfell wurde vom Thorax an seinem vorderen Ansatz
vorsichtig geldst. Die Rippen wurden lateral beidseitig bis oberhalb des Herzens mit
der scharfen Schere durchgetrennt. Die geloste vordere Thoraxwand wurde nun
hochgeklappt. Nach der Freilegung des Herzens wurde der rechte Vorhof
aufgeschnitten und der grol3e Kreislauf somit eréffnet. Das Tier wurde vorzugsweise
auf die rechte Seite gelegt, damit das Blut zur besseren Ubersicht aus dem Thorax
abflielRen konnte. Die vorbereitete mit 4% PFA gefullte 10 ml — Spritze mit einer 23 G

- Kanule wurde genommen und der linke Ventrikel wurde unter Festhalten des
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Herzens (z.B. des rechten Ventrikels) vorsichtig punktiert. Der Inhalt der Spritze
wurde langsam injiziert.

Zur Uberpriifung des Perfusionserfolges wurde der Ausfluss aus dem rechten Atrium
beobachtet: zuerst sollte 1,5 — 2 ml Blut, danach klare PFA — Lésung ausfliel3en. Bei
erfolgreicher Perfusion sollte sich aulRerdem die Farbe des Darms, der Leber und
der Extremitaten verandern (verblassen), das Tier sollte versteifen. Dabeit wurden
Faszikulationen der Extremitdten sowie des Schwanzes beobachtet, was als ein
Zeichen der Gewebeveranderung durch die Einwirkung der PFA — Losung und somit
als Erfolg der Perfusion zu werten war.

Nach der Perfusion wurde der Kopf des Tieres mit der Schere abgetrennt. Die
Kopfhaut wurde mittig ausgeschnitten und soweit wie moglich abgezogen. Mit der
kleinen Schere wurde die Sutura sagittalis langs durchgeschnitten und der
Schadelknochen stiickweise mit einer kleinen Pinzette abgebrochen und entfernt.
Nach dem Entfernen der oberen Schadeldecke wurden alle sichtbaren Hirnnerven
(v.a. I, Il, V) durchtrennt und das Gehirn vorsichtig entnommen.

Nach der Entnahme wurde das Gehirn in ein Falcon®-Rdhrchen mit ca. 10 ml 4%
PFA — Losung uberfuhrt und tber 24h bei 8° C gelagert. Anschliesend wurde das
Gehirn zum Gefrierschutz in eine Reihe von Saccharosel6sungen steigender
Konzentration Uberfuhrt: zuerst in eine 10%-, dann 20%- und schlieBlich 30% -
Saccharoseldsung Uber jeweils 24 — 48h.

Nachdem der Fixierungsprozess abgeschlossen war, konnte das Gehirn eingefroren
werden. Zur Kryokonservierung wurde der flissige Stickstoff verwendet. Das fixierte
Gehirn wurde im Plastikbecher platziert und der flissige Stickstoff wurde vorsichtig
zugefuhrt. Nach ca. einer Minute wurde das feste Gehirn aus dem Becher
entnommen und in ein 10 ml Falcon®-Rdhrchen bis zum nachsten Gebrauch bei -80°

C im TiefkUhlfach (Thermo Scientific, Hera Freeze) gelagert.
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2.3 Zellkultur

2.3.1 Kultivieren der Gliomzellen

FUr die Kultivierung der GL261-Zellen wurde flir sie geeignetes Medium (DMEM
GlutaMax ) verwendet. Unter sterilen Bedingungen im Zellkulturlabor wurde das
Arbeitsmedium flr die GL261-Zellen hergestellt: dem Medium (DMEM, gibco by Life
technologies) wurden 10% FCS und 1% Penicillin-Streptomycin (P/S) (PAA
Laboratories, Austria) bei Raumtemperatur hinzugeflgt.

Die eingefrorenen GL261-Zellen wurden aus dem flissigen Stickstoff entnommen
und aufgetaut (siehe 2.3.3). Nach dem Resuspendieren der Zellen wurden sie in das
vobereitete Medium Uberfihrt und in der Zentrifuge sieben Minuten bei 1300
rom/min. abzentrifugiert. Das dadurch entstandene zellulare Pellet am Boden des
Falkon® - Gefaldes (Falcon®, Becton Dickinson Europe, France) wurde durch das
vorsichtige Absaugen des Mediums freigelegt. Nach dem Resuspendieren des
Zellpellets in einem Milliliter des Mediums wurden die GL261-Zellen in die
vorbereitete Zellkulturflasche (Becton Dickinson Labware, USA) mit 25 ml Medium
vorsichtig pipettiert. Nach dem Mikroskopieren der Tumorzellen wurden die
Zellkulturflaschen fur 3-4 Tage in den Brutschrank (Thermo Scientific, Heraeus BBD
6220) bei 37° C mit wasserdampfgesattigter Atmosphare und 5% CO,-Anteil gestellt.
Danach erfolgte die Beurteilung der GL261-Zelldichte am Boden der Zellkulturflasche

unter dem Lichtmikroskop.

2.3.2 Splitten von Gliomzellen

Zur Vermehrung der Tumorzellen wurden sie gesplittet (z.B. 1:5). Die Vorbereitung
der Tumorzellen erfolgte wie in 2.3.1. Im Auflichtmikroskop wurde die Konfluenz des
adharenten Monolayers der Tumorzellen beurteilt. Bei einer Konfluenz von 80% bei
mittlerer KulturflaschengroRe (entspricht ca. 2x10° Zellen) wurden die Gliomzellen
gesplittet. Zuerst wurde das Medium (DMEM; 10% FCS; 1% P/S) abgesaugt,
anschlieRend wurden die Zellen durch Zugabe von 5 ml sterilem PBS — Puffer und
vorsichtiges Schwenken der Kulturflasche gewaschen. Nach dem erneuten
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Absaugen wurde der Monolayer durch Zugabe von 2 — 25 ml einer 0,5 %
Trypsin/EDTA — Ldésung trypsinisiert. Die Kulturflasche wurde dabei vorsichtig
geschwenkt, damit alle Zellen von der Lésung bedeckt wurden. Nach einer Minute
Inkubationszeit im Brutschrank bei 37° C wurde zum Ldésen der adhéarenten Zellen
vorsichtig gegen die Kulturflasche geschlagen. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 20 ml Medium gestoppt und die gelésten Zellen wurden zum Abzentrifugieren in
ein 50 ml Falcon®-Roéhrchen Uberfuhrt (1300 rpm, RT, 7 min.). Nach Absaugen des
Mediums wurden die Zellen in entsprechender Menge Medium resuspendiert (z.B.
beim Splitten von 1:5 in 5 ml Medium). Danach wurde jeweils 1 ml Zellsuspension in
je eine Kulturflasche mit 20 ml Medium vorgelegt. Nach dem Schwenken der Flasche
zum gleichmaligen Verteilen der Zellsuspension wurden sie fur 3 — 4 Tage bei 37° C
inkubiert.

2.3.3 Wegfrieren und Auftauen von Gliomzellen

Zum Einfrieren wurden die adharenten Zellen (siehe 2.3.1) trypsinisiert (Inkubation 1
Minute in 0,5 % Trypsin/EDTA — Lésund bei 37° C), zwei-mal in PBS gewaschen und
anschlieBend abzentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurden die
Tumorzellen in 5 ml eiskalter Einfrierlésung (FCS; 10% DMSO) aufgenommen,
vorsichtig resuspendiert und auf 5 Einfrierréhrchen (Tubes) mit jeweils 1 ml der
Zellsuspension verteilt. Aufgrund der ausgepragten Zelltoxizitat der DMSO — Lésung
mussten die Tubes sofort in Propanolbehalter (Nalgene Mr. Frosty™ Cryo Freezing
Container, USA) (zum langsamen Einfrieren) in Einfrierkontainer bei -80° C Uberfuhrt
werden. Zur langeren Aufbewahrung wurden die Tumorzellen im flissigen Stickstoff
gelagert.

Im Gegensatz zum langsamen Einfrieren mussen die tiefgefrorenen Zellen aufgrund
ihrer hohen Empfindlichkeit gegenuber dem DMSO im Einfriermedium schnell
aufgetaut werden. Nach der Enthahme aus dem Stickstofftank wurden die Kryotubes
rasch bei 37° C im Wasserbad (Memmert GmbH, Deutschland) erwarmt.

AnschlielRend wurden die Zellen in frischem Medium auf Kulturflaschen verteilt.
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2.3.4 Vorbereitung der Tumorzellen fur Implantation

Wie in 2.3.1 beschrieben, wurden die Tumorzellen kultiviert. AnschlieRend wurde die
Zellzahl ermittelt (siehe 2.3.4.1). Die Zellzahl wurde durch Verdunnen mit PBS auf
2x10* / pl eingestellt. 2x10* lebende GL261 — Tumorzellen sollten intrazerebral
implantiert werden. Bis zur eigentlichen Implantation wurden die Tumorzellen auf Eis
gelegt, da bei solcher Lagerung ein Sterben der Zellen minimiert wird. Grundsatzlich

sollte die Implantation zlgig erfolgen.

2.3.4.1 Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauer — Zahlkammer

FiUr die Implantation einer definierten Menge an Tumorzellen musste deren Anzahl
bestimmt werden. Die Zellzahlermittlung wurde manuell mittels Lichtmikroskopie in
der Neubauer — Zahlkammer (neolLab, Heidelberg) durchgefihrt. Nach dem
Kultivieren der Tumorzellen (siehe 2.3.1) wurden die Zellen trypsinisiert (siehe 2.3.2)
und anschlieend in PBS 2 - 3-mal gewaschen. Das abzentrifugierte und
abpipettierte Zellpellet wurde nun in 1 ml PBS aufgenommen. 10 ul der
resuspendierten Zellen wurden in 90 yl Trypan Blau Lésung (2% Trypan Blau,
GIBCOTM, Invitrogen Corporation, UK) 1:10 verdinnt. Die Berechnung der Zellzahl

erfolgte nach der Formel:

Zellzahl / ml = (¥n/2) x F x 10*

> n — Summe der Zellzahl in zwei Quadranten der Neubauer — Zahlkammer
F — Verdinnungsfaktor (1:10)
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24 Aufarbeitung und Analyse der Gehirne

2.41 Herstellung von Gehirnschnitten mittels Kryotomie

Das gefrorene Gewebe wurde aus dem Tiefklhlfach entnommen und in den
Innenraum des Kryotoms (Microm, HM560) mit der Innentemperatur von mindestens
-16° C fur eine halbe Stunde zum Temperaturausgleich gelegt. Das an die
Umgebungstemperatur adaptierte Gehirn wurde nun mit dem Kleinhirn auf dem
Praparathalter platziert und mittels TissueFreezing-Mediums® (Leica Microsystems
Nussloch GmbH) eingebettet. Nach der Befestigung des eingebetteten Hirngewebes
am Kryostat wurden 10 um dicke Gewebeschnitte fur die Fluoreszenzmikroskopie
und 20 um dicke Gewebeschnitte fur die Konfokalmikroskopie angefertigt. Die
Schnitte wurden anschlieRend auf beschichtete Objekttragern (SuperFrost®Plus, R.
Langenbrinck, Deutschland) gelegt, um wahrend der Anfarbung eine bessere
Haftigkeit zu erreichen. Auf jedem der Objekttrager wurden drei Schnitte aus jeweils
unterschiedlicher Schnitttiefe des Tumorareals aufgebracht. Die Anwesenheit des
Tumorareals in den Schnitten wurde intermittierend wahrend des Schniedens mit
Hilfe der Hamatoxylin/Eosin — Farbung (siehe 2.4.2.8) kontrolliert. Anschliel3end
wurden die Schnitte bei Raumtemperatur luftgetrocknet. Zum Aufbewahren wurden
die angefertigten Kryostatschnitte in den Objekttragerboxen (HS, China) bis zum

weiteren Gebrauch bei - 20° C aufbewahrt.

2.4.2 Immunhistochemie

2.4.2.1 Verwendete Antikorper

FUr die immunhistochemische Untersuchungen wurden folgende primare und

sekundare Antikérper sowie nukleare Farbstoffe verwendet (Tab. 4).
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Tabelle 4: Primare Antikorper.

Name Spezies Verdiinnung Marker Hersteller
Anti — Iba1 Ziege 1:100 Mikroglia Abcam
Anti — Iba1 Kaninchen 1:250 Mikroglia Wako

Anti — CD31 Ratte 1:50 Gefallendothel BD
Anti - Hifla Kaninchen 1:100 Hypoxie Abcam

Anti -

«SMA/Cy3 Maus 1:200 Perizyten Sigma

Anti -

. Kaninchen 1:100 Perizyten Abcam
Desmin
Knochenmark-
Anti — CD34 Kaninchen 1:50 Santa Cruz
stammzellen
Anti — CD144 Kaninchen 1:200 Endothelzellen | Santa Cruz
Anti — Lymphgefal3-
Kaninchen 1:200 Santa Cruz
VEGFR3 endothel
Anti - aSMA Kaninchen 1:100 Perizyten Abcam
Anti — NG2 Kaninchen 1:200 Perizyten Millipore
Tabelle 5: Sekundare Antikorper.
Absorption/Emission
Name Spezies Verdiinnung Hersteller
(nm)

Esel-anti-Ratte

Cy3 1:200 550/570 Dianova
IgG

Cy 3 Esel-anti- 1:200 550/570 Dianova

Kaninchen IgG
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DyLight

Esel-anti-Ziege

Jackson

1:200 493/518
488 IgG Immuno
Research
DyLight |  Esel-anti- Jackson
y 1:200/1:400 493/518 |
488 Kaninchen IgG mmuno
Research
. — Jackson
Dynght Esel'ant|'2|ege 1:200 555/568
549 IgG Immuno
Research
DyLight |  Esel-anti- Jackson
y 1:200/1:400 555/568 |
549 Kaninchen IgG mmuno
Research
. . Jackson
Dynght Esel-anti- 1:200 652/670
649 Kaninchen IgG Immuno
Research
. A Jackson
Dynght Esel'ant|'2|ege 1:200 652/670
649 IgG Immuno
Research
Alexa Esel-anti-Ziege :
1:200 346/442 Life Techn.
350 IgG
AMCA Esel-anti- 1:50 350/450 Dianova
Kaninchen IgG
AMCA | Esel-anti-Ziege 1:50 350/450 Dianova

IgG




Tabelle 6: Nukleadre Farbungen.

Absorption/Emission
Name Funktion Hersteller
(nm)
DAPI 365/480 Kerndarstellung Dianova
To-Pro®-3 642/661 Kerndarstellung Invitrogen
ApopTag® Red
.. 540/550 Apoptotische Kerne | Millipore
in situ
ApopTag®
Fluorescein 490/520 Apoptotische Kerne | Millipore
in situ
Click-iT®TUNEL
495/519 Apoptotische Kerne | Invitrogen
Alexa 488

2.4.2.2 Immunfarbung an Kryostatschnitten

Die Immunfarbung wurde an mit 4% PFA-fixierten, 10 uym bzw. 20 um dicken
Kryostatschnitten  durchgefihrt, bei der alle Inkubationsschritte in einer
Feuchtkammer ohne Lichtexposition erfolgten. Die Negativkontrolle zum Ausschluss
unspezifischer  Antikérperbindungen erfolgte jeweils durch Zugabe des
Sekundarantikdrpers ohne Verwendung des Primarantikorpers. Nach der Enthnahme
der Kryostatschnitte auf speziell beschichteten Objekttragern aus -80 °C
Klihlaggregaten wurden diese Uber 10-15 min. luftgetrocknet. Jeder Schnitt auf dem
Objekttrager wurde mit dem speziellen Dako — Fettstift umkreist und in PBS, pH 7,4,
10 min. auf einem Schuttler (neoLab®) gewaschen. Danach wurden die Schnitte in
einer Loésung (0,5% Casein / PBS) zur Blockierung unspezifischer
Antigenbindungsstellen Gber 30 min. bei RT (Raumtemperatur) inkubiert. Nach dem
Blockierungsschritt wurden die Kryostatschnitte mit primaren Antikdrpern, die
entsprechend in einer 0,5% Casein / PBS — Losung verdunnt wurden (siehe 2.4.2.1),
zwei Stunden bei RT inkubiert. Dabei wurden 80 — 100 uyl primarer Antikdrperldsung

auf jeden Schnitt mit einer Pipette (Eppendorf PhysioCare) so aufgetragen, dass es
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sich ein dicker Tropfen Uber dem Kryostatschnitt bildete, ohne die markierte Grenze
(durch den Fettstift) zu Uberschreiten. Nach dem Ausschitteln der primaren
Antikorperlosung wurden die Schnitte in einer Klvette in 0,5% Casein / PBS —
Lésung 5 min. ausgespult. Um nicht gebundene Antikorper zu entfernen wurden die
Schnitte zweimal & 5 min. in 0,5% Casein / PBS — Lésung gewaschen. Anschlie3end
wurde die Sekundarantikoérperldsung in entsprechender Verdinnung (ca. 80 — 100 pl
pro Schnitt) auf die Kryostatschnitte augetragen und fur eine bis zwei Stunden bei RT
inkubiert. Danach wurde das Sekundarantikbrpergemisch ausgeschuttelt. Die
Kryostatschnitte wurden mit PBS ausgespllt, zweimal mit PBS und einmal mit
Millipore® - Wasser (Milipore A10TOC Monitor, SDS 200 Tank and Pump) jeweils 5
min. lang bei RT in einer Kuvette auf dem Schuttler und unter Lichtschutz (durch
Alufolie) gewaschen. Zum Schluss wurden die Zellkerne gefarbt (DAPI oder To-
Pro®-3). Nach Eindeckung mit DAPI oder PI (bei der Zellkerndarstellung mit To-
Pro®-3 (1:10000 in PBS) wurden die gefarbten Kryostatschnitte mit Deckglaschen
versehen, ca. 30 min. luftgetrocknet und mittels des durchsichtigen Nagellacks am
Rand des Deckglaschen zum Luftausschluss verschlossen. Am gleichen bzw. am
nachsten Tag wurden die gefarbten Kryostatschnitte umgehend unter dem
Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Observer Z.1) untersucht und fotografiert. Die
Aufbewahrung der Schnitte erfolgte bis zum weiteren Gebrauch bei 4° C in einer

lichtundurchlassigen Box.

2.4.2.3 Permeabilisierung von Kryostatschnitten mittels ARR
(Antigen Retrieval Reagent Universal, R&D)

Zur besseren Darstellung der Mikroglia mittels des Primarantikorpers Iba1 aus der
Ziege wurde das spezielle warmeinduzierte Permeabilisierungssystem (ARR)
verwendet. Dazu wurde die 10 — fache ARR — Stocklésung in Millipore® - Wasser
1:10 verdlnnt. Danach wurde in eine Glaskuvette 63 ml Millipore® - Wasser mit 7 ml
der verdinnten ARR - Ldsung beigemengt. Die Glaskuvette mit der hergestellten
Lésung wurde in ein groReres, mit einem Drittel Wasser gefilltes Zylinderglas
gestellt und auf der Heizplatte platziert. Mit dem in der Glaskuvette platzierten
Glasthermometer wurde die Temperatur der Losung Uberwacht. Beim Erreichen der
Temperatur von 94,5° C wurden die Objekttrager mit vorher luftgetrockneten
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Kryostatschnitten darauf in die Losung eingetaucht und 30 Sekunden lang gekocht.
Danach wurden die Kryostatschnitte sofort in die Blockldsung (0,5% Casein / PBS)
fur 30 min. Uberflhrt. AnschlieBend wurde das in 2.4.2.2 beschriebene Protokoll zum

Anfarben von Kryostatschnitten verwendet.

2.4.2.4 ApopTag® Red (Fluorescein) in situ — Kit Methode

Die ApopTag® — Technologie zur Darstellung von apoptotischen Zellkernen basiert
auf der sogenannten TUNEL — Methode (z.B. Click-iT® TUNEL). Dabei werden die
ein — und doppelstrangigen DNA — Briche (DNA 3’- OH Endigungen) im Kern der
apoptotischen Zelle detektiert, bevor noch diese Zelle ein typisches morphologisches
Bild der Apoptose zeigt. Die normalen oder proliferativen Zellen haben im Gegensatz
zu apoptotischen Zellen eine nicht signifikante Anzahl an solchen DNA 3°- OH
Endigungen. Es ist trotzdem wichtig, die mit ApopTag® positiv gefarbten Zellkerne
auf ihre Morphologie zu untersuchen, um vor allem nekrotische von den
apoptotischen Zellen zu unterscheiden (z.B. Vorhandensein von apoptotischen
Korpern, Deletion von einzelnen Zellen bei der Apoptose).

Da die Benutzung von Click-iT® TUNEL ein starkes Hintergrundbild lieferte, wurde
die Alternativmethode ApopTag® mit erfolgreicher Darstellung der apoptotischen
Zellkerne verwendet.

Das Prinzip dieser Methode (Abb. 8) besteht in einer Bindung von
Nukleotidtriphosphaten (dNTP, im Reaktionspuffer) mithilfe von terminaler
Desoxynukleotidyl — Transferase (TdT — Enzym) an die 3- OH Endigungen der ein-
und doppelstrangigen DNA einer apoptotischen Zelle (Abb. A und B). Die dNTPs
beinhalten das Desoxygenin, an welches der Anti — Desoxygenin — Antikorper bindet
(Abb.8, C). Dieser Antikorper ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Rhodamin oder
Fluorescein) conjugiert, was letzendlich die Detektion der Bindungsstellen mittels

eines Fluoreszenzmikroskops ermdglicht (Abb. 8, D).
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Abb. 8: Dartstellung der ApopTag® Methodik (Bildmaterial: www.chemicon.com).

Die mit 4% PFA perfundierten Kryostatschnitte wurden aus dem Tiefkuhlfach
entnommen und an der Luft bei RT getrocknet. Danach wurden die Schnitte zweimal
in PBS fur jeweils 5 min. gewaschen und flir 5 min in einer vorgekuhlten Ethanol /
Essigsaure — Ldsung (2:1 miteinander vermengt) bei —20° C in einer Kulvette
inkubiert. Daraufhin erfolgte wiederholt der zweimalige Waschvorgang in PBS flr
jeweils 5 min. Als nachstes erfolgte die Inkubation der Kryostatschnitte im
Equilibrationspuffer (einer der Komponenten im ApopTag® Kit) fir 10 Sekunden
(75l des Puffers pro Kryostatschnitt). Nach Ausschutten des Equilibrationspuffers
wurde den Kryostatschnitte das TdT — Enzym beigemengt (55 pl des Enzyms pro
Kryostatschnitt) und Gber einer Stunde bei 37° C in einem Brutschrank inkubiert.
Nach einer Stunde wurden die Kryostatschnitte aus dem Brutschrank entnommen,
die TdT — Enzymlésung ausgeschuttet und die Schnitte in einer Klvette mit dem
Stopp / Wasch — Puffer (fertige Losung im ApopTag® Kit) unter standiger Bewegung
auf dem Schuttler fir 10 min. bei RT eingetaucht. In dieser Zeit wurde die bendtigte
Menge des Anti — Digoxigenin — Konjugates unter Lichtschutz und bei RT aliquotiert.
Anschlie®end wurden die Kryostatschnitte dreimal fur eine Minute in PBS, pH 7,4
gewaschen und mit dem Anti — Digoxigenin — Konjugat fur 30 min. unter
Lichtprotektion bei RT inkubiert (65 ul des Konjugats pro Kryostatschnitt). Nach dem
Auswaschen des Anti — Digoxigenin — Konjugates wurden die Kryostatschnitte
viermal in PBS fur jeweils 2 min. gewaschen und die weiteren Primar- bzw.

Sekundarantikdrper wurden, wie es in 2.4.2.2 beschrieben ist, zugegeben.
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2.4.2.5 Darstellung der Mikroglia im Tumor

Zur Darstellung von ansassigen Mikroglia wurde eine Immunfarbung mit anti-lba1-
Antikoérper durchgefuhrt (siehe 2.4.2.1). Um die ansassigen Mikroglia von den aus
dem Knochenmark eingewanderten Makrophagen zu unterscheiden, wurden die
letzten GFP — markiert (S. Brandenburg, A. Mdller).

Die Auswertung der Iba1 — positiven Zellen erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie
bei 10- und 20-facher VergroRerung sowie mittels Konfokalmikroskopie (Zeiss, Axio
LSM 700) bei 40-facher VergréRerung.

2.4.2.6 Analyse der Hif-1a Expression

Hypoxie-induzierter Faktor (HIF) ist ein Transkriptionsfaktor, der die Versorgung der
Zelle mit Sauerstoff reguliert. HIF besteht aus einer labilen a-Untereinheit (drei
Isoformen) und einer B-Untereinheit. In dieser Arbeit wurde das Isoenzym Hif-1a
(siehe Tab.1) zur Darstellung von hypoxischen Zellen im Tumor verwendet. Dazu
wurden Doppel- (z.B. Iba1 und Hif-1a) sowie Trippelimmunfarbungen (lba1, Hif-1a,
ApopTag®) etabliert, um vor allem die Aktivitdt der Mikroglia im Tumor zu
untersuchen. Die Analyse erfolgte sowohl an einem Fluoreszenz- (10- bie 20-fache

VergroéRerung), als auch Konfokalmikroskop (40-fache VergrofRerung).

2.4.2.7 Immunhistochemie mit CD31, a SMA und Desmin zur

Darstellung von GefaRendothel und von Perizyten

Die Verwendung von Doppelimmunfarbung mit CD31 und aSMA diente grundsatzlich
nicht nur der Darstellung von gefallassoziierten Zellen, sondern auch der Beurteilung
der GefalRmorphologie und Gefalireife im Tumor. Diese Gefaldifferenzierung stellte
die Basis flr weitere Auswertungen in dieser Arbeit dar (vor allem von
gefalassoziierten Mikroglia/Makrophagen).

Die zusatzliche Darstellung von Desmin im Tumor (Trippelfarbung) diente zur

Unterscheidung von unterschiedlichen Typen von Perizyten auf der einen Seite, auf
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der anderen Seite von aus der Peripherie eingewanderten mesenchymalen Zellen im
Tumor.

Die Analyse und Auswertung von gefal3assoziierten Mikroglia/Makrophagen erfolgte
nach Bildaufnahme mittels Fluoreszenzmikroskopie bei 20-facher VergroRerung
mithilfe einer Software zur statistischen Analyse Imaged (Version 1.47). Die Zahlung
von Iba1*-Zellen erfolgte manuell durch Zellzahlung. Die Ergebnisse der Zellzdhlung

wurden mittles Excel-Programm (Microsoft, 2004) statistisch ausgewertet.

2.4.2.8 Experimentelle vierfache Immunfarbung an Kryostatschnitten

Zum Verstandnis des komplexen Bildes der Antigenverteilung und der
Gewebevehaltnisse im Tumor wurde eine experimentelle vierfache Immunfarbung
(Iba1, Desmin, CD31, aSMA) mit konventioneller histologischer Farbung mittels
Hamatoxylin / Eosin kombiniert (Abb. 11). Hierzu wurden die Iluftgetrockneten
Kryostatschnitte fur drei Minuten in Hamatoxylin — Losung und nach dem Abspulen
fur 30 Sekunden in Eosin — Ldsung eingetaucht. Danach erfolgte eine Dehydrierung
der Gewebeschnitte in aufsteigender Ethanolreihe und eine erneute Rehydrierungin
in Xylol (Roth). Anschlielend wurden die Kryostatschnitte nach dem allgemeinen
Protokoll (siehe 2.4.2.2) angefarbt.

2.5 Konfokalmikroskopie

Bei der Analyse der Co-Lokalisation von Mikroglia/Makrophagen mit Endothelzellen
bzw. mit Perizyten wurden mit Hilfe eines Konfokalmikroskops pro Schnitt mehrere
Bilder vom kompletten Tumorgebiet sowie von der Tumorperipherie (eine Strecke
von 100um ab dem Tumorrand) aufgenommen. Die Aufnahmen wurden mit einer 40-
fachen VergroBerung in 10 Schichten (Slices) durchgeflhrt. Die Bilder der

maximalen Projektion wurden in dieser Arbeit prasentiert.
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2.6 Statistische Auswertung

Alle Daten sind als Mittelwerte mit jeweils Standardabweichung angegeben. Zur
Uberpriifung auf signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurde
der ungepaarte doppelseitige t-Test verwendet, wobei die Berechnung mittels Excel

(Microsoft) erfolgte. Werte mit p < 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Interaktion der Mikroglia/Makrophagen mit TumorblutgefafRen

Die Vaskularisierung und das invasive Wachstum von Glioblastomen ist das
Ergebnis eines komplexen Zusammenspiels zwischen rasch proliferierenden und
migrierenden Tumorzellen, stetem Umbau der extrazellularen Matrix des
Wirtsgewebes, hypoxischen Konditionen im Tumorgebiet und kontinuierlicher
mikrovaskularer Proliferation. Aktuell wird die Rolle von immunkompetenten Zellen in
der Tumorbiologie stark diskutiert. Einige Arbeiten berichten Gber den Bezug von den
Zellen des Immunsystems zur Modulierung der Blutgefal3bildung, des
Blutgefallphanotyps sowie der Blutgefallfunktion [75; 76]. Frihere Studien weisen
darauf hin, dass Mikroglia/Makrophagen — System eine wichtige Rolle in der
physiologischen sowie in der pathologischen Angiogenese spielen kdnnte [77; 78].
Dabei wird immer wichtiger die Fahigkeit der Zellen des Immunsystems, zu welchen
die Mikrogliazellen ebenfalls gehdren, im pathologisch veranderten Gewebe die pro —
angiogenen Wachstumsfaktoren (z.B. VEGF) zu produzieren [79]. Das Glioblastom
zeichnet sich zusatzlich durch eine starke Hypoxie aus, was die Migration von
aktivierten Mikroglia/Makrophagen zu neoplastisch verandertem Gewebe induziert
[80]. Es ist beschrieben worden, dass die Zellen des Monozyten/Makrophagen —
Systems  durch  Produktion von angiogenen Wachstumsfaktoren und
Matrixmetalloproteasen (MMP) die Angiogeneseaktivitat im Tumor verstarken und
modulieren kénnen [81; 82].

Bei in dieser Arbeit verwendetem syngenem Tumormodell handelte es sich um
Gliome, die durch eine stereotaktische, intrazerebrale Implantation muriner GL261 —
Zelllinie in die Wirtshirne von C57BL/6 — Mausen induziert worden waren. Nach der
Entnahme der PFA - fixierten Hirngewebe wurden die Explantate eingefroren.
AnschlieBend wurden Kryoschnitte angefertigt. Nach der immunhistochemischen
Aufbereitung der Hirnschnitte mit darauf folgender Identifizierung des Tumorareals
wurden die Grenzen des Tumors festgelegt. Als Rand des Tumors wurde die Grenze
entlang der letzten groRen akkumulierenden Gliomzellkerne, betrachtet im DAPI —

Kanal, bestimmt. Als direkte Tumorperipherie wurde der Bereich von 100 um ab dem
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Tumorrand bis in das Hirnparenchym, entlang des kompletten Tumorgewebes
ebenso im DAPI — Kanal definiert. Solche Aufteilung des Tumorimplantationsgebiets
wurde in userer Arbeitsgruppe als Standard fur alle Experimente festgelegt. Diese
Aufteilung koénnte auRerdem zum Verstandnis des Wachstumsmusters des Glioms
beitragen.

In den friheren Experimenten unserer Arbeitsgruppe wurde bereits festgestellt, dass
bis zu einem Fulnftel aller Tumorblutgefalle mit zwei oder mehreren
Mikrogliazellen/Makrophagen assoziiert waren. Im Zuge dieser Arbeit soll nun diese
Assoziation naher analysiert werden.

Um die Rolle der Mikroglia in einem komplexen System mit Schwerpunkt der direkten
mikroglialen Gefaldinteraktion zu untersuchen, wurden die relevanten Bestandteile

der Gefalarchitektur, wie Endothelzellen und Perizyten, dargestellt.

3.1.1 Auswahl des Markers fiir die Perizyten — Analyse

Um eine genauere Charakterisierung der Mikroglia — Tumorgefald — Interaktion
durchfihren zu kénnen, musste zuerst geklart werden, welcher Perizyten — Marker
verwendet werden soll. Denn vorrangig sollte ermittelt werden, ob Mikroglia eher mit
Endothelzellen oder Perizyten in Kontakt stehen. Die Gefallendothelzellen wurden
stets mit CD31 als Marker dargestellt. Zur Visualisierung von gefallassoziierten
Perizyten im Tumorgewebe wurden zwei Marker aSMA und Desmin miteinander
verglichen. Der Marker aSMA zeigte eine strenge Assoziation mit der GefalRwand
(Abb. 9 A). Somit eignete sich dieser Marker zur Darstellung von gefalsassoziierten
Perizyten. Im Vergleich zur Normalanatomie der GefalRwand fanden sich bei den
TumorblutgefaRen deutlich hypertrophierte Perizyten, teilweise ohne engen Kontakt

zum Gefallendothel.
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Abb. 9: aSMA" - Zellen sind streng mit TumorblutgefaBen assoziiert. cSMA" - Zellen

zeigten im Tumorgewebe engen Kontakt mit Endothelzellen (A). Tag 21 nach der GL261-

Implantation.

Als nachster potentieller Marker zur Darstellung von Perizyten wurde Desmin
getestet. Wie erwartet, standen Desmin” - Zellen in Kontakt mit BlutgefaRen (Abb. 10
B). Die gefaRassoziierten Desmin” - Zellen fanden sich in der unmittelbaren Nahe zu
den GefalRendothelzellen und zeigten ein typisches histologisches Muster von
Desmin mit prolongierten, ausgezogenen Auslaufern. Da Desmin zu den
Intermediarfilamenten Typ Il gehdrt, handelt es sich bei diesem Protein um ein
seilartiges Filament, welches durch spezifische Proteine zu groleren Bundeln
verbunden ist [83]. Uberraschend, dass einzelne Desmin® - Zellen im Tumorgewebe
ohne Kontakt zu BlutgefalRen detektiert wurden (Abb. 10 A). Die detektierten

Desmin” - Zellen ohne Kontakt zu BlutgefaRen zeigten aber eine ganz andere Form
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der Desminproduktion. Diese morphologisch kugelférmige Desmin® - Zellen sind nur

im Tumorgewebe anzutreffen.

oRd
E;--

Abb. 10: Desmin® — Zellen sind im Tumorgewebe sowohl in Kontakt mit BlutgefiRen

als auch vereinzelt zu finden. Isoliert vorliegende Desmin® — Zellen (A, Pfeil). Ein Teil der
Desmin — positiven Zellen waren mit Tumorblutgefallen assoziiert (B, Pfeil). Tumor (T),

Tumorgrenze (gestrichelte Linie). Tumorprogression, Tag 21.

Zur Unterscheidung zwischen einzelnen Populationen von Perizyten im

Tumorgewebe wurde eine kombinierte vierfache Immunfluoreszenzfarbung etabliert
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Diese Co — Farbung beider Perizytenmarker machte deutlich, dass es sowohl aSMA*

- Zellen als auch aSMA™ Desmin® doppelt gefarbte Zellen gibt (Abb. 11).

Sl
100 m b

A--
B--

Abb. 11: Darstellung von zwei wesentlichen Populationen der Perizyten

im
Glioblastom. Die aSMA" — Zellen waren ausschlieRlich mit BlutgefaRen assoziiert (A, Pfeil).

Ein Teil von aSMA" — Zellen zeigte eine Desminexpression (B, Pfeil). Tumorwachstum, Tag
21.
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Aufgrund des unerwarteten Expressionsmusters wurde Desmin fur die Darstellung
der Perizyten ausgeschlossen, da es fraglich war, worum es sich bei den Desmin” -
Zellen ohne Kontakt zu Blutgefallen handelt (Abb. 10 A).

3.1.2 Mikroglia/Makrophagen interagieren vorrangig mit Endothelzellen

von TumorblutgefaRen

Zur Untersuchung von der Interaktion der Mikroglia/Makrophagen mit Zellen der
GefalRwand im Tumor wurden Mikroglia/Makrophagen via Iba-1, das GefaRendothel
via CD31 und die Perizyten via aSMA gemeinsam dargestellt (Abb. 12). Es zeigte
sich eine stark verzweigte Architektur der MakrogefaRe im Tumor (Abb. 12). Das
Gefallendothel stellte sich ummantelt durch eine diskontinuierliche Zellschicht von
Perizyten dar (Abb. 12 B, linker Pfeil). Die Mikroglia/Makrophagen befanden sich
sowohl mit Endothelzellen als auch mit Perizyten in Kontakt (Abb. 12 A und B,
Pfeile).

Abb. 12: Darstellung von Kontaktstellen der Mikroglia/Makrophagen mit der
TumorgefaBwand. Ein Teil der Mikroglia war mit Endothelzellen (A), der andere Teil mit
Perizyten (B, rechter Pfeil) assoziiert. Die Ummantelung des Endothels durch Perizyten (B).

Tumor (T), Tumorrand (gestrichelte Linie). Tumorprogression, Tag 21.
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Mit der  Konfokalmikroskopie konnten die Kontaktstellen zwischen
Mikroglia/Makrophagen und Zellen der Gefallwand noch naher verdeutlicht werden
(Abb. 13).

Abb. 13: Darstellung der Assoziation von Mikroglia/Makrophagen mit Endothelzellen
(A) und Perizyten (B) in GL261-Tumoren mittels Konfokalmikroskopie. (A)
Mikrogliazellen/Makrophagen gefarbt mit Iba-1" (griin) zeigten Kontakt mit CD31" -
Endothelzellen (rot) des Tumors. (B) Zudem konnten Mikroglia/Makrophagen identifiziert
werden, die direkt mit Perizyten (aSMA, rot) assoziiert waren. Kontaktierende

Mikrogliazellen/Makrophagen sind mit Pfeilen markiert. To — Pro ( blau) Tumorwachstum,
Tag 21.

Fir die statistische Auswertung der Assoziationsrate der Mikroglia/Makrophagen mit

den Zellen der GefaRwand wurde die kombinierte Immunfluoreszenzfarbung Iba-1,
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CD31, aSMA verwendet. Zu jedem Zeitpunkt des Tumorwachstums von 7, 14 und 21
Tagen wurden vier Mausgehirne (n=4) analysiert. Bei der Auswertung wurden nur die
MakrogefalRe  berlcksichtigt, deren  GefalBwand beide Zellpopulationen
Endothelzellen und Perizyten aufwies. Fur die Analyse wurden folgende Gruppen
herangezogen: |. Mikroglia/Makrophagen, die nur mit Endothelzellen assoziiert
waren, Il. Mikroglia/Makrophagen, die nur mit Perizyten in Kontakt standen und III.
Mikroglia/Makrophagen, die mit beiden Zellpopulationen interagierten.

Es wurden alle Mikroglia/Makrophagen gezahlt, die mit vorher definierten
Tumorblutgefalen (siehe oben) in Kontakt standen und dann die prozentualen
Anteile dieser ermittelt.

Die Auswertung der Untersuchungen zeigte, dass die Mikroglia/Makrophagen im
Tumorareal vorrangig mit Endothelzellen in Kontakt standen (Abb. 14 A). Im
zeitlichen Verlauf zeigte sich dabei keine wesentliche Anderung der mikroglialen
Assoziationsrate mit Endothelzellen. Der Anteil mikroglialer Assoziation mit Perizyten
fiel wesentlich geringer aus (Abb. 14 A).

Im Tumorrandgebiet wurden insgesamt nur wenige MakrogefaRe mit aSMA™ - Zellen
detektiert. Im Gegensatz zum Tumorareal zeigte sich im Tumorrand bei 7 Tage
Tumoren eine hohe Assoziationnsrate von Mikroglia/Makrophagen zu Perizyten, die
mit der Tumorprogression abnahm (Abb. 14 B). Die Assoziation von
Mikroglia/Makrophagen mit GefalRendothelzellen nahm im zeitlichen Verlauf dagegen
leicht zu. Am Tag 14 nach der Implantatiion zeigten die Mikroglia/Makrophagen eher
Kontakt mit Endothelzellen. Die Interaktion von Mikroglia/Makrophagen mit Perizyten
und Endothelzellen war im Tumorrandgebiet am Tag 21 des Tumorwachstums
ausgeglichen (Abb. 14 B).
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Abb. 14: GefaR — assoziierte Mikroglia/Makrophagen in Abhangigkeit vom Zelltyp der
GefaBwand und der Tumorprogression. (A) Mikroglia/Makrofagen interagierten im
Tumorareal vorrangig mit GefaRendothelzellen. (B) Im Tumorrandgebiet waren
Mikroglia/Makrophagen vorrangig mit Perizyten assoziiert (Tag 7). In Abhangigkeit von der
Tumorprogression interagierten Mikroglia/Makrophagen zunehmend mit
Gefalkendothelzellen (n=4). (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).
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3.1.3 Néihere Charakterisierung der Desmin® - Zellen im GL261 Gliom

Da bei der Markersuche fiir Perizyten festgestelt wurde, dass Desmin™ - Zellen nicht
nur in Kontakt mit Blutgefallen gefunden wurden, sollten diese Zellen naher

untersucht werden.

3.1.3.1 Iba-1" - Zellen exprimieren Desmin

Es wurde eine vierfache Immunfluoreszenzfarbung etabliert und dabei konnten
Desmin® - Zellen identifiziert werden, die zum einen ein mikrogliales
Expressionsprofil (Abb. 15 A, Pfeil) und zum anderen eine isolierte zellulare
Desminexpression ohne jeglichen Kontakt zu Blutgefallen in Form einer eher

kugeligen Struktur zeigten (Abb. 15, Pfeil). Einige Iba-1" Desmin® - Zellen zeigten

engen Kontakt mit Tumorgefalden (Abb. 15 A).

Abb. 15: Iba-1* - Zellen exprimieren Desmin. (A) Detektierung von Iba-1* Desmin® - Zellen
ohne Kontakt zu den Blutgefalken (Pfeil). aSMA (orange), CD31 (magenta), Desmin (blau),

Iba-1 (grin). Tumorprogression, Tag 21.
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Um zu ermitteln, ob die residenten Mikroglia oder die eingewanderten Makrophagen
Desmin exprimieren, wurden Gefrierhirnschnitte von Mausen analysiert, deren
Knochenmark nach einer Bestrahlung durch GFP* - Blutzellen rekonstruiert wurde
(experimentelle Durchfuhrung: Annett Miller, Susan Brandenburg). Diese Mause
erhielten ebenfalls GL261 Tumorzellen und wurden am Tag 21 des
Tumorzellwachstums aus dem Versuch genommen. Da die in das Hirnparenchym
eingewanderten Blutzellen (Monozyten) die Eigenschaft besitzen, das mikrogliale
Antigen Iba-1 zu produzieren, ist es schwierig, diese von den residenten Mikroglia zu
unterscheiden [58; 84]. Aufgrund der GFP - Markierung konnten nun die
eingewanderten Monozyten/Makrophagen von den hirnansassigen Mikrogliazellen
unterschieden  werden.  Uberraschend zeigte sich keine  monozytare
Desminproduktion im Tumorgebiet (Abb. 16 B, Pfeile). Die GFP* Iba-1" - Zellen
konnten detektiert werden (Abb. 16 A, Pfeil). Dies bedeutet, dass entweder die
Mikroglia Desmin exprimieren oder aber Perizyten mikrogliale Eigenschaften

aufnehmen.
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Abb. 16: Ubersichtsbild der eingewanderten Zellen aus dem Knochenmark (GFP -
transfizierte Monozyten, griin). Es fand sich eine grole Anzahl an ansassigen aktivierten
Mikroglia im Tumor mit und ohne Desminexpression (Pfeile im Ubersichtsbild). (A) Einige
GFP" - Zellen exprimierten Iba-1 (Pfeil). (B) Die meisten Monozyten waren nur GFP markiert
(Pfeile). DAPI (blau), Desmin (orange), Iba-1 (magenta). Tumor (T), Tumorrand (gestrichelte

Linie). Tumorprogression, Tag 21 nach der Implantation.

3.1.3.2 Tumorzellen exprimieren Desmin

Interessant erschien die Detektierung der isolierten zellularen Desminexpression. Um
zu ermitteln, ob GL261 Tumorzellen fur Desmin positiv sind, wurden mit GFP — stabil
transfizierte Gliomzellen ins Mausgehirn implantiet und am Tag 21 des
Tumorwachstums mittels Immunfluoreszenzfarbung analysiert. Die entsprechenden
Hirngefrierschnitte wurden von Kati Turkowski zur Verfiugung gestellt. Die Farbung
ergab, dass tatsachlich die Gliomzellen Expression von Desmin zeigten (Abb. 17).
Das Gliomzellen — assoziierte Desmin zeigte ein nur fur den Tumor spezifisches

kugelig konfiguriertes intrazellulares Verteilungsmuster (Abb. 17 A).
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Abb. 17: GFP - transfizierte Gliomzellen zeigen Desminexpression. Ein auffallend
groRer Anteil der Gliomzellen exprimierten Desmin, welches kugelférmig um die
Tumorzellkerne akkumuliert war (Pfeile). Desmin (magenta), Iba-1 (orange), DAPI (blau).
Tumor (T), Tumorrand (gestrichelte Linie). Tumorprogression, Tag 21 post implantationem.
GFP — Transfektion (Turkowski, K.).

3.1.3.3 Tumorzellen zeigen Iba-1- und Desminexpression

Eine auffallende Beobachtung erschien die Koexpression von Iba-1 seitens
Gliomzellen. Einige von Iba-1" GFP" - Tumorzellen zeigten Desminexpression (Abb.
18 A, Pfeil).
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Abb. 18: GFP - transfizierte Gliomzellen zeigen Iba-1- und Desminexpression. (A)
Einige der lba-1" GFP* - Gliomzellen exprimierten zuséatzlich Desmin (Pfeil). Desmin
(magenta), Iba-1 (orange), DAPI (blau). Tumor (T), Tumorrand (gestrichelte Linie).
Tumorprogression, Tag 21. GFP — Transfektion (Turkowski, K.).

In der experimentellen, kombinierten Immunfluoreszenz- und immunhistochemischen
Farbung wurde der Nachweis von Desmin — produzierenden Tumorzellen ohne (Abb.
19 A, Pfeil links) und mit Kontakt zu den BlutgefalRen (Abb. 19 A, Pfeil rechts oben)
sowie von Iba-1" Desmin® - Zellen morphologisch bestatigt (Abb. 19 A, Pfeil rechts
unten). In dieser Kombinationsfarbung ist das Hirngewebe zusatzlich
immunhistochemisch mit Eosin/Hamatoxylin bearbeitet worden. Die
Immunfluoreszenzmethode konnte somit durch die standard — histologische Farbung
erganzt werden und die umfassend abgebildeten Gewebeverhaltnisse naher
untersucht werden. Dabei konnte die Tumorzellmorphologie mit pleomorphem
Kernbild und haufigen Mitosen nachvollziehbar dargestellt weden. Die Zellkerne
einiger Iba-1" Desmin® - Zellen zeigten eine typische Tumorzellkernmorphologie
(Abb. 19 A).
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Abb. 19: Tumorzellen (groBe violette Kerne) mit Desminexpression ohne (A, Pfeil
links) und mit (A, Pfeil rechts oben) Kontakt zu BlutgefidBen. (A) Einige von Desmin® -
Zellen exprimierten Iba-1 (unterer rechter Pfeil). Experimentelle kombinierte vierfache
Immunfluoreszenz — und immunhistochemische Farbung (Eosin/Hamatoxylin). CD31 (rot),

aSMA (orange), Zellkerne (violett), Iba-1 (grtin), Desmin (blau). Tumorwachstum, Tag 21.

3.2 Apoptose im GL261 - Tumorgewebe

3.2.1 Gesamte apoptotische Aktivitat im Tumorareal

Es ist bekannt, dass Glioblastome sich durch nekrotische Bereiche auszeichnen [85;
86]. Hinsichtlich der apoptotischen Aktivitat gibt es bisher zahlreiche Untersuchungen
zur Induktion der Apoptose im Glioblastom [87-89]. In den aktuellen Publikationen
wird die Frage der apoptotischen Dysfunktion im Tumor in den Raum gestellt, was
zur Induktion der Tumorigenese und der Proliferation sowie zur Resistenz gegenuber
der Chemo- und Radiotherapie beitragen kann [90; 91]. Eine Quantifizierung der
apoptotischen Aktivitat im Glioblastom ist bisher noch nicht beschrieben worden. In
unserem Tumormodell sollte daher ermittelt werden, wie viele Zellen im
Tumorbereich apoptotisch sind. Es wurde eine sehr geringe Anzahl an apoptotischen

Zellen im Tumorbereich detektiert (Abb. 20). Hingegen wurden auf der
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kontralateralen Seite der Mausgehirne keine apoptotischen Zellen gefunden (nicht

dargestellt), sodass die apoptotische Aktivitat tumorspezifisch zu sein scheint.

o

Abb. 20: Apoptotische Kerne im Tumorbereich. Eine niedrige Anzahl an apoptotischen
Kernen (A, Pfeil) konnte im GI261-Tumor festgestellt werden. 21 Tage nach der

Tumorimplantation. DAPI (blau), ApopTag (rot).

Die hochste apoptotische Aktivitat wurde im initialen Stadium des Tumorwachstums
am Tag 7 detektiert (Abb. 21). Die quantitative Bestimmung ergab insgesamt eine
Abnahme der Anzahl von apoptotischen Zellnuclei in Bezug auf die zeitliche
Progression des Tumors. Zudem konnte festgestellt werden, dass die hdchste
apoptotische Aktivitat direkt im Tumorgewebe anzutreffen ist, wahrend im Tumorrand

weniger apototische Zellen zu finden waren.

65



**

200 1

**k*

150 -

100 -

(S
o
1

Anzahl apoptotischer Kerne / mm?
o

7d 14d 21d

M Tumorareal @ Tumorrand

Abb. 21: Quantitative Bestimmung der Anzahl apoptotischer Zellkerne im Tumorareal
und im Tumorrand. Apoptotische Zellkerne nahmen mit Tumorprogression ab. Es wurden
apoptotische Zellkerne pro mm? im Tumor und Tumorrand zu drei verschiedenen
Zeitpunkten des Tumorwachstums bestimmt. Im Tumor selbst wurden zu jedem Zeitpunkt
mehr apoptotische Zellen als im Tumorrand gefunden. (n=4), (* p < 0,05; ** p < 0,01; ** p <
0,001).

3.2.2 Apoptotische Aktivitat der Mikroglia/Makrophagen in GL261 -

Tumoren

Um nun genauer zu definieren, welche Zellen apoptotische Aktivitat aufweisen,
wurden die Mikroglia/Makrophagen hinsichtlich dieser Eigenschaft analysiert. Dies
erschien deshalb von Bedeutung, da Mikrogliazellen/Makrophagen zwar das
Tumorareal infiltrieren, jedoch die Progression des Tumors nicht ausreichend
inhibieren  kénnen.  Somit sollte geklart werden, ob insbesondere
Mikrogliazellen/Makrophagen in den programmierten Zelltod gehen und deshalb
nicht gegen den Tumor ankdmpfen kdnnen. Generell konnte eine niedrige Anzahl
apoptotischer Mikroglia/Makrophagen im Tumor zu jedem Zeitpunkt des

Tumorwachstums festgestellt werden (Abb. 22). Die Zahl der apoptotischen
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Mikrogliazellen/Makrophagen im Tumor blieb im zeitlichen Verlauf immer konstant. In
der Tumorperipherie wurde eine deutlich geringere Anzahl apoptotischer
Mikroglia/Makrophagen am Tag 14 detektiert (Abb. 23). Nur ca. 2-10% aller
Mikroglia/Makrophagen zeigten apoptotische Aktivitat, was einen sehr geringen
Anteil darstellte (Abb. 24). Somit ist die apoptotische Aktivitat der
Mikroglia/Makrophagen offensichtlich nicht dafir verantwortlich, dass das
Tumorwachstum im Glioblastom nicht suffizient inhibiert wird und dadurch eine hohe

Progressionsrate zeigt.

Abb. 22: Apoptotische Aktivitat in GL261 — Tumoren in Abhéadngigkeit vom
Tumorwachstum. (A) Tag 7; (B) Tag 14; (C) Tag 21. Eine niedrige Anzahl von
apoptotischen  Mikroglia/Makrophagen (Pfeile) konnte zu jedem Zeitpunkt des
Tumorwachstums beobachtet werden. Iba-1 (griin), ApopTag (orange). DAPI (blau). Tumor

(T), Tumorrand (gestrichelte Linie).
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Abb. 23: Anzahl apoptotischer Mikroglia/Makrophagen pro mm? im Tumor und
Tumorrand zu drei verschiedenen Zeitpunkten des Tumorwachstums (Tag 7, Tag 14
und Tag21). Die Anzahl der apoptotischen Mikroglia/Makrophagen anderte sich im zeitlichen
Verlauf im Tumorareal nicht, in der Tumorperipherie zeigte sich die reduzierte Anzahl von
apoptotischen Mikroglia/Makrophagen am Tag 14 nach Implantation. (n=4), (* p < 0,05; ** p
<0,01; ** p <0,001).
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Abb. 24: Ermittlung und Vergleich im zeitlichen Verlauf des Anteils an apoptotischen
Mikroglia/Makrophagen innerhalb der gesamten Mikroglia/Makrophagen-Population
pro mm? im Tumorareal und Tumorrand. Mikroglia zeigte insgesamt eine niedrige
apoptotische Aktivitat. (n=4), (* p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001).
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3.3 Charakterisiereung der hypoxischen Gebiete in GL261 — Tumoren

In diesem Teil sollte Uberprift werden, ob die mikroglialen Zellen zu den
Tumorbereichen rekrutiert werden, die sich durch Hypoxie auszeichnen. Weiterhin
soll auf der zellularen Ebene gezeigt werden, ob eine Interaktion zwischen

hypoxischen Tumorzellen und Mikrogliazellen/Makrophagen stattfindet.

3.3.1 Identifizierung hypoxischer Areale im Tumor

Zur Untersuchung des Expressionsmusters von Hif-1a in Gliomzellen wurde eine
immunhistochemische Farbung mit dem monoklonalen Hif-1aa - Antikorper
durchgefuhrt, die Zellkerne wurden mittels DAPI dargestellt. Es zeigte sich eine
ausgepragte perinukledre Anreicherung vom Hif-1a - Antikdrper in Gliomzellen
(Abb.25). Aullerdem konnte das ungleichmaRige Expressionsmuster von Hif-1a im
Tumor festgestellt werden (Abb. 26). Die starkste Expression von Hif-1a. fand sich

am Tumorrand und um die nekrotischen Areale im Tumor.

Abb. 25: Darstellung von hypoxischen Gliomzellen (Pfeile) am Rand des Tumors, 21
Tage nach der Implantation. Man sieht eine starke perinukledre Expression von Hif-1a
(rot). DAPI (blau).
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3.3.2 Anstieg der Expression von Hif-1a mit dem Tumorwachstum

FUr die Expressionsanalyse von Hif-1a. wurden nach der Gehirnentnahme
Kryoschnitte von vier Mausgehirnen pro Zeiteinheit angefertigt. Die Schnitte wurden
mit anti-lba-1, anti-Hif-1a. sowie mit DAPI gefarbt. Im jeden der vier entnommenen
Gehirne pro Versuchsgruppe fand sich das ahnliche Expressionsmuster sowohl von
Hif-1a als auch von Iba-1. Es konnte gezeigt werden, dass die Anzahl an
hypoxischen Gliomzellen sowie Mikrogliazellen/Makrophagen als auch die
Expressionsstarke von Hif-1a dieser Zellen in Abhangigkeit vom Tumorwachstum

kontinuierlich anstiegen (Abb. 18).

Abb. 26: Ubersicht von hypoxischen Arealen im Tumor im zeitlichen Verlauf. Mit dem
Tumorwachstum stieg sowohl die Anzahl an hypoxischen Zellen (einschliellich
Mikroglia/Makrophagen) im Tumor als auch die Starke der Expression von Hif-1a (rot) der
einzelnen Zelle. 7, 14 und 21 Tage nach Implantation. Iba-1 (grin), To-Pro-3 (blau).

Tumorgrenze (gestrichelte Linie). Konfokalmikroskopie.

3.3.3 Unterschiedliche Aktivitatsformen und Expressionsmuster

von Iba-1" - Zellen im Tumor

Um das Hif-1a Expressionsmuster der Mikroglia/Makrophagen naher zu
untersuchen, wurden die Bilder mit Doppelimmunfluoreszenzfarbung in relevanten
Tumorgebieten angefertigt und die Morphologie der Mikroglia/Makrophagen prazise
dargestellt (Abb. 27 A). Zum einen konnten hypoxische Gliomzellen ringférmig
umschlossen von Iba-17-Zellen beobachtet werden (Abb. 27 B). Zum anderen fand
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sich eine mikrogliale Hif-1a. - Zellpopulation, welche sich in Assotiation mit

Gliomzellen befand (Abb. 27 C). Zuletzt konnten Hif-1a” Iba-1*- Zellen detektiert
werden (Abb. 27 D).

Abb. 27: Aktivititsformen von Mikroglia/Makrophagen im Tumor. (A) Ubersichtsbild des
Tumorareals und des Tumorrandes. Starke Expression von Hif-1a. am Tumorrand; (B) Das
Bild der Phagozytose der anhand ihrer Kernmorphologie identifizierten hypoxischen
Gliomzelle durch Mikrogliazelle/Makrophage mit ringférmigem lba-1" — Expressionsmuster

(Pfeil); (C) Eine aktivierte amébiode Form von Hif-1a" - Mikrogliazelle/Makrophage (Pfeil)
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wurde im direkten Kontakt mit einer hypoxischen Gliomzelle dargestellt. (D) Eine direkt am
Rand des Tumors gelegene Mikrogliazelle (bzw. Makrophage) wurde mit Koexpression Iba-
1* Hif-1a” detektiert (Pfeil). DAPI (blau), Hif-1a (griin), Iba-1 (orange). T (Tumor). 21 Tage

nach der Tumorimplantation.

3.3.4 Mikroglia/Makrophagen interagieren mit hypoxischen Tumorzellen

Die Konfokalmikroskopie diente zur naheren Betrachtung der Interaktion von
Mikrogliazellen/Makrophagen mit hypoxischen Gliomzellen (Abb. 28). Es zeigte sich,
dass Mikroglia/Makrophagen in engem Kontakt mit Tumorzellen standen. Es fanden
sich hypoxische Gliomzellen, welche mit mehreren Mikroglia/Makrophagen assoziiert
waren. Ebenso fanden sich einige Mikrogliazellen/Makrophagen, die mit mehreren
Tumorzellen in Kontakt standen (Abb. 28, Pfeile). Bei diesen mikroglialen
Zellpopulationen handelte es sich sowohl um hypoxische
Mikrogliazellen/Makrophagen als auch um Mikroglia/Makrophagen ohne Hif-1a -

Expression.
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Abb. 28: Veranschaulichung der Interaktion von Mikroglia/Makrophagen mit
hypoxischen Gliomzellen im Maustumormodell. Darstellung von Mikroglia/Makrophagen,
welche direkt mit hypoxischen Tumorzellen in Kontakt standen (Pfeile). Die mikrogliale
Expression von Hif-1a war dabei nicht obligat (Iba-1" Hif-1a" - Mikroglia/Makrophage mit
gelbem Punkt perinuklear). Iba-1 (grin), Hif-1a (rot), To-Pro-3 (blau). Tumorgrenze

(gestrichelte Linie). 21. Tag nach Implantation. Konfokalmikroskopisches Bild.

3.3.5 Gliomzellen exprimieren Hif-1a in der perivaskularen Nische

Zur Evaluierung der Hif-10" Gliomzellen wurden zusétzlich die GefaRe mittels CD31
dargestellt. Erstaunlicher Weise konnten diese hypoxischen Tumorzellen zum Teil in
der perivaskularen Nische gefunden werden (Abb. 29). Dies wurde nicht erwartet, da
davon auszugehen ist, dass Zellen in GefalRnahe gut mit Sauerstoff versorgt sein

sollten.
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Abb. 29: Detektierung von gefaBassoziierten hypoxischen Gliomzellen. Perivaskulare
Ansammlung von Hif-1a’- Tumorellen (Pfeile). Die hypoxischen Gliomzellen sind ebenfalls
mit GefalRen assoziiert. CD31 (rot), Iba-1 (grin), Hif-1a (orange), DAPI (blau). Tumorrand

(gestrichelte Linie), Tumor (T). 21 Tage nach der Tumorimplantation.

3.3.6 Residente Mikroglia und eingewanderte Makrophagen zeigen eine

Hif-1a - Expression im Tumor

Um den Anteil an eingewanderten Blutmonozyten im Tumor zu ermitteln, wurde das
Hirngewebe von den Mausen analysiert, deren Knochenmark nach einer Bestrahlung
durch GFP — markierten Knochenmarkszellen rekonstruiert wurde (experimentelle
Durchfihrung: Annett Muller, Susan Brandenburg). Die eingewanderten Blutzellen
konnten nun anhand der GFP — Markierung von den hirnansassigen Zellen

unterschieden werden.
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Es zeigte sich eine deutliche Infiltration mit Blutmakrophagen im Tumor (Abb. 30 A).
Neben hypoxischen Mikroglia (Abb. 30 B) fanden sich zum Teil lba-1" Hif-1a*
Blutmakrophagen (Abb. 30 C).

Abb. 30: Hypoxische Mikroglia und Makrophagen im Tumor (A). (B) Ein grofRer Anteil
der aktivierten residenten Mikroglia zeigte Hif-1a - Expression; (C) Ein Teil der GFP —

markierten Makrophagen zeigte Expression von Iba-1 und Hif-1a. (D) Das Bild des
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gefalassoziirten Monozyten (Pfeil). Iba-1 (cyan), aSMA (orange), Hif-1a (magenta). 21 Tage

nach der Tumorimplantation.

3.3.7 Einfluss der Hif-1a - Expression auf apoptotische Aktivitat von

Mikroglia/Makrophagen

Um die Frage zu beantworten, ob hypoxische Konditionen im Tumor einen Einfluss
auf die apoptotische Aktivitdt von Mikroglia/Makrophagen haben, wurden
Gefrierschnitte von den Mausen mit Darstellung von Apoptose und Hypoxie
analysiert (Abb. 31).

Wie in der Abbildung 31 A dargestellt, konnten die Iba-1" Hif-1a™ - Zellen ohne
Anzeichen der apoptotischen Aktivitat detektiert werden. Im Unterschied dazu
zeigten die apoptotischen Mikrogliazellen/Makrophagen keine Expression von Hif-1a

(Abb. 31 B).

Abb. 31: Hypoxische und apoptotische Aktivitit im Tumor. (A) lba-1" Hif-1a" - Zelle
zeigte keine apoptotische Aktivitat (Pfeil); (B) Apoptotische Mikrogliazellen/Makrophagen

waren negativ fur Hif-1a (Pfeile). 21 Tage nach der Tumorimplantation.
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4. DISKUSSION

Die neuesten Erkenntnisse Uber die Rolle von Mikroglia/Makrophagen in Gliomen
beruhen auf der allgemeinen Beobachtung, dass die Infiltrationsrate der mikroglialen
Zellpoulation mit dem Malignitatsgrad des Hirntumors zunimmt [92]. Einerseits
besagen die neu aufgestellten Postulate von dem  Einfluss der
Mikroglia/Makrpohagen auf die Migration von Gliomzellen durch Produktion von
spezifischen Matrixmetalloproteasen (MMP-9) [93; 94]. Des Weiteren soll
Mikroglia/Makrophagen durch die Sekretion von VEGF zur Neovaskularisierung im
Tumor, durch Expression von EGF zur Proliferation von Gliomzellen beitragen [95;
96]. Somit konnten Mikroglia/Makrophagen eine rasche Progression des
Tumorwachstums induzieren und einen potentiellen Modulator flr die Angiogenese
an der Tumor-Gefal3-Schnittstelle darstellen. Andererseits wurde es uber die
Induktion der Apoptose von Mikroglia/Makrophagen durch FAS- / FASL — Expression
im erkrankten Hirnparenchym berichtet [97]. Dies deutet darauf hin, dass die
Vermehrung und somit die Infiltration der Mikroglia/Makrophagen ins geschadigte
Gebiet im ZNS durch eigene Apoptose limitiert ist. Diese Beobachtungen machen es
notwendig, anhand eines Tumormodells die Mikroglia/Makrophagen in mdglichst
vielen Aspekten zu charakterisieren.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass nicht nur die residenten Mikroglia, auch
die eingewanderten Makrophagen im Tumorgebiet vorzufinden waren,
Mikroglia/Makrophagen mit Tumorblutgefalen interagierten und mit Gliomzellen in
Kontakt standen. Desweiteren konnten die hypoxischen Bedingungen im Tumor

sowie die Hif-1a - Expression von Mikroglia/Makrophagen veranschaulicht werden.

4.1 Darstellung von Perizyten im Glioblastom

Es gibt eine Hypothese, welche besagt, dass im Tumor drei Typen von Perizyten

existieren [98]. Fur die spezifische Darstellung von Perizyten im Glioblastom standen

mehrere primare Antikoérper zur Verfigung: anti — aSMA (o smooth muscle actin),

anti — Desmin und anti — NG2 (chondroitin sulfate proteoglycan) [99; 100]. Da NG2

auch von den Gliomzellen produziert wird [101], was die experimentelle
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Immunfarbung im vorliegenden Mausmodell GI261 gezeigt hat, wurde auf die
Verwendung dieses Antikdrpers verzichtet. Dank strenger Assoziation mit den
GefalRen erschien die Verwendung des anti — aSMA - Antikérpers als einzige
spezifische Immunfarbung fir die Perizyten. In der vorliegenden Arbeit wurde mit
Hilfe von kombinierten Immunfarbungen zwei Typen von Perizyten identifiziert: die
oSMA" - und die aSMA*/Desmin® - Zellen (Abb. 11). Aufgrund des disseminierten
Expressionsprofils des Desmin — Antigens im Glioblastom war die separate
Visualisierung von Perizyten mit Hilfe des anti — Desmin — Antikdrpers allein nicht
mdglich (Abb. 18).

Das aSMA wird auch von den glatten Muskelzellen der Gefaldwand produziert
(VSMC, vascular smooth muscle cells) [102; 103]. Morphologisch betrachtet,
erscheinen Perizyten und VSMC sehr ahnlich [104-106]. Eine sichere
Differenzierung zwischen diesen beiden Zellpopulationen ist bis jetzt nicht gegeben
[107]. Einige Publikationen berichten Uber die Fahigkeit von Perizyten und VSMC
ineinander zu differenzieren [108]. Aullerdem scheint die Verteilung von Perizyten
und VSMC in den verschiedenen Gefallbetten unterschiedlich zu sein [109-111].
Aufgrund dieser Tatsachen wurden in der vorliegenden Arbeit fur die Auswertung von
gefalassoziierten Zellen die Perizyten und die VSMC als eine Zellgruppe betrachtet
und evaluiert. Die angiogenen, schnell wachsenden Blutgefal’e unterscheiden sich
qualitativ. von den ruhenden Blutgefallen. Wahrend der physiologischen
Angiogenese reifen die neuen Blutgefalde schnell. Sie sind durch ein stabiles
Netzwerk charakterisiert, welches unter anderem mit Hilfe von Zellen in der
perivaskularen Nische, wie Perizyten/VSMC, ausgebildet wird. Durch standiges
Verlangen des wachsenden Tumors nach der Blutversorgung kommt es zu der
kontinuierlichen Induktion der Neoangiogenese. Somit kommt es zu keiner
physiologischen Reifung der tumorassoziierten Blutgefale [112]. Diese Blutgefalie
zeichnen sich durch eine ungeordnete Architektur aus und bilden ein chaotisches
Netz aus allen GefaRtypen, verursacht durch Uberexpression von VEGF [113; 114].
Perizyten sind Zellen mesenchymalen Ursprunges mit unterschiedlichen Funktionen.
Uber die Struktur und Funktion von gefaRassoziierten Perizyten in Tumoren ist
immer noch wenig bekannt [115; 116]. In neuesten Studien wurde gezeigt, dass die
humanen mesenchymalen Stammzellen im Glioblastom in die GefalRwand eingebaut

werden und sich eher zu den Perizyten entwickeln [117]. Im gesunden Organismus
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tragen die Perizyten z.B. zur postnatalen Entwicklung des Gefal3systems, zu seiner
Erneuerung und Stabilisierung bei [118; 119]. Es gibt Hinweise, dass Perizyten sich
aus den Progenitorzellen des Knochenmarks entwickeln kénnten [108; 120-122].
Aulerdem zeigen Perizyten eine phanotypische Plastizitat, d.h. sie kénnen zu
anderen Zelltypen differenzieren [123-125]. Interessant ist es, dass im aktivierten
Zustand, hervorgerufen durch eine Noxe, Perizyten hypertrophieren kénnen und zur
Migration fahig sind [126-128]. In dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass
gefalRassoziierte Perizyten/VNSMC im Tumor hypertrophiert sind und ein
diskontinuierliches Verteilungsprofil langs der Makrogefalle zeigen. Diese
Beobachtung korreliert mit starker, ,glomerularer‘ Gefalproliferation im Glioblastom,
was in der Literatur als ,angiogenic switch“ bezeichnet wird [107; 129; 130]. Dabei
zeigte sich die auffallend starke Akkumulation von Mikrogliazellen/Makrophagen um
die TumorblutgefalRe (Abb. 9).

4.2 Die Rolle der Desminexpression in malignen Gliomen

In  frGtheren Studien wurde die Annahme der Expression von den
Intermediarfilamenten des nicht glialen Ursprunges in Gliomen kontrovers diskutiert
[131; 132]. In vielen Arbeiten wurde der anti — Desmin — Antikorper zur Darstellung
von Perizyten in Gliomen verwendet [133]. Jedoch konnte nun in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass dieses Antigen nicht spezifisch fur die Visualisierung von
gefalRassoziierten Perizyten ist. Wahrend das perizytare Expressionsprofil dieses
Proteins mit deutlicher Identifizierung des Zytoskeletts in unmittelbarer Nahe zu den
Blutgefallen einem konventionellen Verteilungsmuster entsprach, zeigte sich die
Desminexpression in ihrer nicht erwarteten Form auch bei den anderen
Zellpopulationen im Tumor.

Uberraschend erwies sich die Detektierung von Desmin® - Zellen ohne Kotakt zu den
BlutgefaRen (Abb. 15, Pfeil im Ubersichtsbild). Wie es sich im Laufe der weiteren
Untersuchungen herausgestellt hat, handelte es sich dabei um die Gliomzellen,
welche das Desmin lokal exprimierten (Abb. 17, 18). Diese Beobachtung korreliert
mit beschriebener protektiver Wirkung von zellularen Autophagosom — resistenten

mutierten Desmineinschllssen, welche eine Autophagie in der Tumorzelle induzieren
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kénnen und in dieser Weise das Uberleben von Tumorzellen durch Bereitstellen von
zellularen Bausteinen begulnstigen [134]. Andererseits kdnnten solche Autophagie
— resistenten Desmineinschliisse das Uberleben von Tumorzellen in Lysosomen der
Zellen des Immunsystems unterstitzen [135-140].

Des Weiteren wurden die amébioden Iba-1"/Desmin” - Zellen im gleichen Tumor mit
und ohne Kontakt zu den Blutgefallen beobachtet (Abb. 19). Diese Zellen kénnten
die mobilisierten Perizyten darstellen, welche nun die Rolle der Mikroglia
ubernehmen [123; 128; 141-145]. Der Sinn solcher zellularen Transformation kdnnte
in der Unterstltzung der Phagozytose im Tumor liegen [146] (Abb. 27 B) oder in der
Rekrutierung von Perizyten sowie in der Ausnutzung ihrer Fahigkeit zur mikroglialen
Transformation seitens der Gliomzellen, um die Produktion von angiogenen Faktoren
(VEGF, MMP-9) anzutreiben [147].

4.3 Die neoplastische Transformation im Glioblastom

Die neuesten Studien haben eine Hypothese der zelluldaren Fusion zwischen
Tumorzellen und Mikroglia aufgestellt [135]. In einigen Arbeiten wurde die Existenz
von neoplastischen Zellen mit mesenchymalen/monozytaren Eigenschaften vermutet
[148]. Diese neoplastischen Makrophagen zeigen oft die hoéchste Invasivitat und
tragen zur metastatischen Ausbreitung des Tumors bei [149; 150]. Der mdgliche
Mechanismus solcher Fusion kdénnte durch oxydativen Stress, chronische
Entzindung sowie durch die hypoxischen Konditionen im Tumor erklart werden
[151]. Dabei kdnnen entweder die Gliomzellen von der Mikroglia phagozytiert werden
und im Phagosom weiter existieren oder die Tumorzellen phagozytieren die
geschwachten Mikrogliazellen mit gestorter mitochondrialen Funktion [135]. Die
Stérung der mitochondrialen Funktion im hypoxisch/entzindlich veranderten Gewebe
kénnte das Uberleben von Tumorzellen begiinstigen [152]. Im verwendeten
Tumormodell der GI261 — Zelllinie wurde die Madglichkeit der Existenz solcher
neoplastischen Mikrogliazellen gezeigt (Abb. 28).

Eine weitere Hypothese besagt, dass die Gliomstammzellen sich in die perivaskulare
Nische einnisten kénnen und sogar in die GefalRwand eingebaut werden [61; 153].

Somit konnten sie die weitere Neoangiogenese vor Ort induzieren. Bis jetzt wird
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diese Hypothese kontrovers diskutiert [154; 155]. In Abbildung 29 konnte nun eine

direkte Nahe, teilweise ein Kontakt von Gliomzellen zum Endothel gezeigt werden.

4.4 Verteilung und Differenzierung von knochenmarksabstammenden

Monozyten im Glioblastom

In den friheren Publikationen wurde postuliert, dass es sich bei den ins geschadigte
Hirnparenchym durch die zerstoérte Blut — Hirn — Schranke einwandernden und zu
Mikroglia bzw. zu Perizyten sich transformierenden Blutzellen um Monozyten handelt
[58; 84]. Allerdings wurde in vielen Experimenten mit Tiermodellen zu Pathologien
des Gehirns eine Ganzkoérperbestrahlung der Mause durchgefihrt, wobei die Blut —
Hirn — Schranke partiell zerstort wird. Im Gegensatz dazu wurde gezeigt, dass es bei
ZNS Pathologien ohne vorherige Bestrahlung zu keiner Monozytenrekrutierung aus
dem Knochenmark kommt [156-158]. Flr Tumore des ZNS ist jedoch nicht bekannt,
ob diese zu einer Rekrutierung der peripheren Monozyten flhren.

Die Unterscheidung von verschiedenen Arten der Makrophagen im Gehirn ist von
essentieller Bedeutung. Die eingewanderten Monozyen und Mikroglia unterscheiden
sich wesentlich in ihrer Genexpression und Funktion [60; 159-164]. In Abbildung 16
wird deutlich, dass eine groRe Population von eingewanderten Monozyten (GFP —
markiert) im Tumor detektiert werden kann. Dabei verwendeten wir ebenso das
Modell der Ganzkoérperbestrahlung der Mause, sodass die Detektierung von vielen
GFP*-Zellen im Gliom mit aktueller Literatur vereinbar ist [58; 84]. Weiterhin konnte
die unmittelbare Nahe von eingewanderten Monozyten zu der extraluminalen Seite
der BlutgefalRe gezeigt werden (Abb. 30 D). Dies ist das morphologische Korrelat fur
den Prozess der Einwanderung der monozytaren Zelllinie aus der Peripherie in das
Tumorparenchym. Diese Tatsache spricht fir eine Beeintrachtigung der Blut — Hirn —
Schranke im Glioblastom. Des Weiteren kann in Abbildung 16 enthommen werden,
dass einige der eingewanderten Monozyten das mikrogliale Antigen Iba-1
exprimieren. Diese Beobachtung wirde das Postulat der monozytaren
Differenzierung in Mikroglia im Tumor bekraftigen [58; 84]. Als nachstes fiel es auf,
dass die GFP* - markierten Monozyten keine Desminexpression zeigen (Abb. 16).

Somit wird die postulierte monozytare Differenzierung in die Perizyten im Tumor in
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Frage gestellt. Die knochenmarksabstammenden Progenitorzellen (hMSC, human
mesenchymal stem cells) kdnnten diese Funktion Gbernehmen [117; 165].
Eine weitere Funktion der eingewanderten Makrophagen konnte in der zusatzlichen

Induktion und in der Unterstutzung der Angiogenese im Tumor liegen [66].

4.5 Mikrogliazellen/Makrophagen stehen im engen Kontakt zu den

TumorblutgefaBen

In der Arbeit von Rymo im Maus — Retinamodell wurde gezeigt, dass der direkte Zell
— zu — Zell — Kontakt zwischen Mikroglia und Endothelzellen fur die Stimulation der
Angiogenese nicht notwendig ist, sondern lediglich die mikrogliale Expression von
I6slichen Faktoren [78]. Die Nahe der Mikroglia zu den wachsenden
Gefalverzweigungen wurde durch Sekretion von den Mediatoren der so genannten
endothelialen ,Tip“ — Zellen (endothelial tip cells) erklart [166-169]. Die direkte
Interaktion der Mikroglia/Makrophagen mit Tumorblutgefallen wurde daher nicht
naher untersucht. Jedoch konnte nun in dieser Arbeit gezeigt werden, dass
Mikroglia/Makrophagen nicht nur mit Endothelzellen, sondern zum relevanten Teil
auch mit den anderen gefalRwandbildenden Zellen, den Perizyten, interagieren (Abb.
12, 13).

Durch folgende Uberlegungen wird auf die Frage eingegangen, ob es sich bei den
gefaRassoziierten lba-1" - Zellen um Mikroglia handelt. Es ist bekannt, dass Iba-1
(ionized calcium-binding adapter molecule 1) nicht nur fur Mikroglia spezifisch ist,
sondern auch fur die Makrophagenpopulation. In den aktivierten Mikroglia/
Makrophagen wird dieses Molekll hochreguliert [170-172]. Die hypoxischen sowie
inflammatorischen Konditionen im Glioblastom sorgen flr die Aktivierung dieser
Zellen. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die eingewanderten Monozyten das
mikrogliale Antigen Iba-1 produzieren und sich haufig um die Blutgefal’e aufhalten
(Abb. 30) [141]. In frUheren Studien wurde gezeigt, dass die hochregulierte
Expression von Iba-1 die Proliferation von VSMC moduliert sowie ihre Migration
stimuliert [173-175]. Wie bereits erwahnt, wurden die hypertrophierten
gefalRassoziierten Perizyten/VSMC im hier verwendeten GI261 — Tumormodell

detektiert (Abb. 9). Die andere, Desmin® monozytdre Population der Perizyten
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scheint von der GefaBwand ins Tumorparenchym zu migrieren (Abb. 15, 16). Dies
wirde die Beobachtung der Iba-1 - induzierten Stimulation der Migration von
Perizyten/VSMC bekraftigen. Wie oben beschrieben, besitzen die Periziyten die
Fahigkeit, sich in andere Zelltypen zu defferenzieren. Die detektierten Desmin*/Iba-1"
- Zellen konnten somit das Bild der perizytaren Transformation in
Mikroglia/Makrophagen — Population darstellen (Abb. 15).

Bei der Auswertung von gefaBassoziierten Iba-1" - Zellen wurden sowohl im Tumor
als auch in der direkten Peripherie nur die reifen Blutgefalde in Betracht gezogen, die
mit zwei oder mehreren Iba-1"-Zellen assoziiert waren. Die Reife eines BlutgefalRes
wird dadurch definiert, dass die Endothelzellen durch kontinuierliche Schicht von
glatten Muskelzellen (VSMC) bzw. von Perizyten stabilisiert werden [176]. Die reifen
Blutgefalle im Tumor im Rahmen der Neovaskularisierung enthalten die
unterbrochene Perizyten-/ glatte Muskelzellenschicht. Die Perizyten erscheinen
dabei hypertrophiert mit deutlicher Identifizierung des Zellkérpers bzw. der
Zellauslaufern als Ausdruck der aktiven Proliferation dieser Zellpopulation [177]
(Abb. 9). Im Tumor fand sich eine groe Zahl der CD31"/ aSMA" Blutgefalie, welche
stetig mit mehreren lba-1*-Zellen assoziiert waren (Abb. 12). Diese Beobachtung
spricht fur eine Uberwiegend im Tumor voranschreitende Neoangiogenese. Durch
das diskontinuierliche Expressionsmuster von aSMA der reifen Tumorblutgefalle
wurde eine starkere Assoziation von Iba-1*- Zellen mit Endothelzellen als mit
Perizyten festgestellt (Abb. 14 A und B). Die Untersuchung der Dynamik der
mikroglialen Einwanderung in das Tumorparenchym und des Verhaltens der
Mikroglia/Makrophagen an der Tumor - Gefal3schnittstelle zeigte, dass bereits ab
dem frihen bis ins spate Stadium des Tumorwachstums trotz der raschen
Progression des Glioblastoms die Mikroglia/Makrophagen eine konstante
Assoziationsrate mit Endothelzellen der Tumorblutgefal’e aufweisen (Abb. 14 A). Die
Assoziation bzw. Interaktion von Mikroglia/Makrophagen mit Endothelzellen kann
somit als spezifisch flur diese Tumorentitat interpretiert werden. Daher ist diese
Tatsache ein Indiz dafir, dass bereits im Anfangsstadium der Tumorigenese die
Mikroglia/Makrophagen in den Prozess der Neoangiogenese involviert zu sein
scheinen.

Im Gegensatz dazu wurden viele unreife BlutgefaRe in der Tumorperipherie

detektiert, die selten mit zwei oder mehreren lba-1*-Zellen assoziiert waren; die
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Anzahl der reifen BlutgefalRe fiel deutlich geringer aus (Abb. 12). Im gesunden
Hirnparenchym sind die meisten Blutgefale reif, was der Vergleich mit der
kontralateralen Seite des Maushirns zeigte (hier nicht dargestellt). Wie in der Arbeit
von Naito et al. gezeigt wurde, kdnnten die Tumorzellen dabei die extrazellulare
Matrix von reifen Blutgefallen als Schiene zur weiteren Infiltration ins gesunde

Hirnparenchym benutzen [178].

4.6 Beurteilung apoptotischer Aktivitat im Glioblastom

Einer der Grunde fur ausgepragte Malignitat des Glioblastoms kann mitunter durch
generelle Beobachtung seiner geringen apoptotischen Aktivitat erklart werden (Abb.
20). Mit dem Tumorwachstum sank sogar die Anzahl apoptotischer Zellkerne im
Glioblastom (Abb. 21). Etwa die Halfte aller apoptotischen Zellen im Tumor
exprimierten Iba-1 (Abb. 23). Einerseits sind Mikrogliazellen durch Sekretion
zellschadigender Substanzen, wie NO und Cathepsin B, zur Induktion einer
Apoptose in Gliomzellen fahig [179]. In diesem Kontext scheint die mikrogliale
Expression von zellschadigenden Substanzen im Glioblastom inhibiert zu sein.
Andererseits sind Mikroglia als Zellen der Immunabwehr zu einer aktiven
Phagozytose entweder von abgestorbenen Zellresten oder von apoptotischen Zellen
bzw. von aktiven Tumorzellen fahig (Abb. 27 B) [180]. Diese Tatsache kdnnte die
Anwesenheit von apoptotischen Mikroglia/Makrophagen im Tumor vortauschen. Fur
die spezifisch induzierte Apoptose in den Iba-17-Zellen spricht aber eine konstante
Anzahl apoptotischer Mikroglia/Makrophagen wahrend des Tumorwachstums (Abb.
22 und 24).

4.7 Einfluss der Tumorhypoxie auf mikrogliale Aktivitat

Glioblastome zeichnen sich durch starke Hypoxie aus [181]. Die Tumorhypoxie
wurde mit einer schlechten klinischen Antwort auf Bestrahlungen oder die
Chemotherapie korreliert [182-184]. Ein wichtiger Trankskriptionsfaktor, der durch

Hypoxie sowie durch genetische Instabilitat im Glioblastom induziert wird, ist HIF-1
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mit seiner regulatorischen Untereinheit Hif-1a [185]. Aulerdem ist Hif-1a ein
SchlUsselfaktor far die Rekrutierung und Mobilisierung von
knochenmarksabstammenden Zellen im Tumor, welche zur Induktion der
Agiogenese fahig sind [66; 186; 81]. So wurden in der Abb. 30 die eingewanderten
Monozyten mit dem mikroglialen Expressionsprofil dargestellt, welche in hypoxischen
Bedingungen selbst die Hif-1a. - Expression zeigten.

In den aktuellen Studien wird die Rolle von Hif-1a in der tumorassoziierten
Angiogenese sowie der Einsatz seiner Inhibitoren in der Behandlung von Tumoren
diskutiert [187; 186; 135; 188]. Der Einfluss der hypoxischen Konditionen auf
mikrogliale Aktivitat im Glioblastom wurde bisher nicht beschrieben.

In dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass wahrend des Tumorwachstums die
Expression von Hif-1a im Glioblastom stets ansteigt (Abb. 26). Trotz der intensiven
Hif-1a - Expression im Glioblastom konnten im Tumor perinekrotische sowie
randstandige Areale mit besonders starker Hypoxie detektiert werden (hier nicht
dargestellt). Interessanterweise fanden sich im Tumor nicht nur die hypoxischen
Gliomzellen, sondern auch die Hif-1a- Mikroglia (Abb. 27 D). Interessant erschien
auch die Beobachtung, dass diese hypoxischen Mikrogliazellen nur im Tumor bzw. in
der nachsten Umgebung des Tumors gefunden wurden (Abb. 27, 28). Somit lasst
sich schlussfolgern, dass die hypoxischen Bedingungen im Glioblastom in ihrer
maximalen Intensitat loko-regionaler Natur sind, wobei die nachste Umgebung als
Rekrutierungsflache in den Prozess des hypoxischen Wechsels bereits involviert ist.
Dabei fanden sich die hypoxischen Gliomzellen sowohl in der direkten Umgebung als
auch weit entfernt von den Blutgefallen im Tumorareal (Abb. 29). Diese
Beobachtung wirden die Ergebnisse der Arbeit von Evans et al. Uber
gefalunabhangige disseminierte Verteilung des Sauerstoffpartialdruckes in
Hirntumoren bekraftigen [189]. Aullerdem zeigten sich Mikrogliazellen/Makrophagen,
welche mit hypoxischen Gliomzellen in direktem Kontakt standen ohne Anzeichen
der induzierten Phagozytose (Abb. 28). Der Mechanismus dieser Interaktion ist noch
unklar.

Uberraschenderweise wurden in einer Kombinationsfarbung die hypoxischen
Mikrogliazellen/Makrophagen ohne Anzeichen einer apoptotischen Aktivitat detektiert
und umgekehrt die apoptotischen Mikrogliazellen/Makrophagen zeigten keine Hif-1a

- Expression. Der ahnliche Zusammenhang zwischen Apoptose und Hypoxie wurde
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in der Arbeit von Kilic-Eren et al. in Rhabdomyosarkomen und Ewing — Sarkomen
beschrieben [190].
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