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EINLEITUNG

1 Einleitung

Jéhrlich erkranken in Deutschland rund 7000 Menschen an einem Hirntumor. Hierbei handelt
es sich in fast 20 % der Fille um ein Glioblastoma multiforme (GBM)'. Trotz friihzeitiger Di-
agnostik und multimodaler Therapieansétze gilt diese Form bosartiger Hirntumore immer noch
als unheilbar?. Mit der photodynamischen Therapie (PDT) ist eine neue, adjuvante Option bei
der Gliombehandlung in den Fokus des Interesses geriickt. Der zugrundeliegende antitumori-
gene Wirkmechanismus ist jedoch immer noch Gegenstand aktueller Forschungsvorhaben und

soll in der vorliegenden Arbeit diskutiert werden.

1.1 GLIOBLASTOMA MULTIFORME

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Das Glioblastoma multiforme gehort zur Gruppe der Astrozytome. Hier stellt es in der Klassi-
fikation der Weltgesundheitsorganisation WHO nach dem diffusen Astrozytom (Grad II) und
dem Anaplastischen Astrozytom (Grad III) die aggressivste Hirntumorentitét bei Erwachsenen
dar (Grad I'V) und ist mit einem Anteil von 40 % unter den Gliomen auch der hiufigste maligne
hirneigene Tumor®=. Der Median der Altersverteilung liegt bei ca. 64 Jahren>S, Insgesamt sind
Minner haufiger betroffen als Frauen®. Primére Glioblastome (de-novo) treten spontan und
ohne klinische oder histopathologische Hinweise auf praexistente Vorlauferldsionen auf, wo-
hingegen sekundire Glioblastome sich infolge maligner Transformationen ehemals niedergra-
diger (WHO Grad II/IIT) Gliome entwickeln??.

Eine genetische Pradisposition zur Entwicklung von Gliomen ist bei verschiedenen Syndromen,
wie der Neurofibromatose, dem Li-Fraumeni- oder dem Turcot-Syndrom, bekannt. Jedoch tritt
die Mehrheit der Glioblastome sporadisch und ohne Zusammenhang mit familidren Veranla-

gungen auf 78,

1.1.2 Histopathologie und Histochemie

Glioblastome gehen aus malignen Entartungen der Gliazellen im zentralen Nervensystem her-
vor’. Makroskopisch erscheint die Schnittfliche des Glioblastoms heterogen und vielgestaltig
(multiforme). Diese typische ,,bunt* erscheinende Schnittfldche basiert auf dem abwechselnden
Auftreten von gelblichen Nekrosen, zystischen Arealen, Neovaskularisationen mit dunklen Tu-
morblutungen und narbigen Reaktionen des umliegenden Gewebes*!°. Infolge einer kompro-

mittierten Blut-Hirn-Schranke mit konsekutiv erhohter GefdlBpermeabilitét ist die Tumorlédsion
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meist von einem perifokalen Odem als Reaktion des Gewebes auf die malige Neubildung um-
geben!!. Hiufig wirkt das Glioblastom makroskopisch scharf gegeniiber den gesunden Hirn-
arealen abgegrenzt. Mikroskopisch zeigen sich palisadenférmig angeordnete, oft spindelfor-
mige oder ovale Tumorzellen mit ausgeprégter pleomorpher und hyperchromatischer Zellkern-
morphologie mit umgebenden mehrkernigen Riesenzellen>!2. Neben einer erhohten Mitoseak-
tivitdt und einer gesteigerten Proliferationsrate zeigen sich zentrale Nekroseareale, Endothel-
proliferationen und glomeruldr angeordnete GefdBproliferationen mit einer typischen gir-

landenformigen Struktur und (teil-)thrombosierten Gefd- und Blutungsresiduen!®!2,

Immunhistochemisch zeigt sich eine Expression von saurem Gliafaserprotein (Glial fibrillary
acidic protein, GFAP) und Mikrotubuli-assoziiertem Protein 2 (Microtubule-associated protein
2, MAP2). GFAP stellt den Hauptbestandteil glialer Intermediérfilamente dar und ist vor allem
in Gliazellen des Zentralnervensystems (ZNS) nachweisbar?. MAP2, als das am haufigsten vor-
kommende Mikrotubuli-assoziierte Protein, ist verantwortlich fiir Stabilisierungsprozesse des
Zytoskelettes und ist assoziiert mit der Bildung des Mikrotubulusapparates und der Neuroge-
nese!>!4. Sie werden daher u.a. als Marker fiir Astrozyten und zur histologischen Diagnostik
glialer Hirntumore verwendet und konnen in unterschiedlichen malignen Hirntumorentititen

nachgewiesen werden?!3,

1.1.3 Molekulargenetik

Neben der histopathologischen Klassifikation spielen die Identifikation und Analyse verschie-
dener genetischer Modifikationen eine immer groBere Rolle!>:!¢, Die Charakterisierung mole-
kularbiologischer Marker und ihrer Konstellation fiihrt nicht nur zu einem besseren Verstandnis
der Tumorbiologie, sondern ist auch Grundlage fiir die Entwicklung individueller Therapiere-
gime®15, Molekulargenetische Analysen glialer Hirntumore basieren meist auf der Untersu-
chung des Methylierungsstatus des O6-Methylguanine-DNA-Methyltransferase-Gen-Promo-
tors (MGMT), der Mutationsrate des Isocitratdehydrogenase-Gens 1 und 2 sowie der Mutatio-
nen in der Telomerase-Reverse-Transkriptase (TERT)-Promoterregion®. Die MGMT entfernt
als DNA-Reparaturenzym Alkylreste an der O6-Position des Guanins. Einerseits schiitzt sie so
DNA vor potentiell prokarzinogenen Schéden, jedoch relativiert sie dadurch auch die Wirkung
alkylierender Chemotherapeutika, wie Temozolomid (TMZ), welche standardméBig bei der Be-
handlung des GBM eingesetzt werden. Eine Hypermethylierung des MGMT-Promotors kann
bei 40-50 % der Glioblastome nachgewiesen werden und fiihrt zur Reduktion der MGMT-Ge-
nexpression (,,epigenetic silencing)®!®, Damit stellt sie einen bedeutungsvollen positiven Pri-

diktor fiir das Ansprechen auf eine TMZ-haltige Chemotherapie dar*>.
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Der Enzymkomplex der Isocitratdehydrogenase (IDH) katalysiert die oxidative Umwandlung
von Isocitrat zu a-Ketoglutarat. Bei einer Punktmutation im IDH-1 bzw. IDH-2 Gen kommt es
infolge zur Abnahme der a-Ketoglutaratsynthese zugunsten des neuen Metaboliten 2-
Hydroxyglutarat (2-HG) (,,gain of function“-Mutation). 2-HG beeinflusst die Induktion
weiterer DNA-Methylierungen®. IDH-Mutationen sind besonders charakteristisch fiir
niedergradige Astrozytome, wohingegen primére Glioblastome meist als IDH-Wildtypen (ohne
Mutation) vorliegen. Bei ca. 10 % der Glioblastome lésst sich eine IDH-Mutation nachweisen.
Diese ist als Hinweis auf eine sekundire Transformation aus niedergradigen Gliomen zu werten
und geht tiblicherweise mit einer besseren Prognose einher??. Die Telomerase-Reverse-
Transkriptase (TERT) ist die katalytische Untereinheit des Telomerase Enzyms. Mutationen in
der TERT-Promoterregion kommen am héufigsten bei primdren Glioblastomen élterer

Patienten und Oligodendrogliomen vor und korrelieren mit einer reduzierten Uberlebenszeit®*.

1.1.4 Klinik und Diagnostik

Die Anamnese bei Glioblastoma multiforme ist in der Regel kurz. Patienten klagen erst spét —
jeweils abhéngig von der Tumorlokalisation — {iber unspezifische Symptome wie Kopfschmer-
zen, Ubelkeit, Schwindel oder Bewusstseinsstorungen als klinische Hirndruckzeichen, Sehstd-
rungen, Wesensverdnderungen bis hin zu fokalneurologischen Ausfillen und fokalen oder ge-
neralisierten epileptischen Krampfanfillen®®. Bei Diagnosestellung ist der Tumor deshalb hiu-

fig bereits weit fortgeschritten.

Die Verdachtsdiagnose eines GBM wird meist mittels kontrastmittelunterstiitzter Computerto-
mographie (CT) oder Magnetresonanztomographie (MRT) gestellt’. Hierbei zeigt sich in der
MRT, neben der inhomogenen Raumforderung mit 6dematdsem Randsaum, in der T2-Gewich-
tung ein girlandenférmiges, hyperintenses Kontrastmittel-Enhancement um eine zentrale Nek-
rose*S. In der CT stellt sich der Tumor hypo- bis isodens dar. Die Sicherung der Diagnose und
eine Beurteilung molekularbiologischer Marker erfolgt nach offener Resektion oder Durchfiih-

rung einer stereotaktischen Probenentnahme.

Bei Erwachsenen ist das GBM meist im Marklager der GroBhirnhemisphéren lokalisiert und
wichst primdr unifokal. Nur wenige Glioblastome sind primir multizentrisch. Jedoch kann es
in Laufe der Erkrankung durchaus zur intrazerebralen Dissemination oder — in seltenen Fillen
— zur Ausbildung spinaler Abtropfmetastasen kommen. Bei bilateralem Auftreten mit Uber-
schreitung des Corpus Collosum wird vom ,,Schmetterlingsgliom* gesprochen. Bei Kindern
kann es ebenfalls zum priméren Auftreten im Bereich des Hirnstammes kommen'. Eine Meta-

stasierung auBerhalb des ZNS ist duBerst selten!’. Durch die loko-regionale Kompromittierung
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lebenswichtiger Hirnstammareale im Laufe des Tumorprogresses kommt es final zum Bewusst-

seinsverlust und zum Tod des Patienten.

1.1.5 Therapie und Prognose

Die Entwicklung eines spezifischen neuroonkologischen Therapiekonzepts basiert auf den his-
topathologischen und molekularbiologischen Befunden. Die Standardtherapie bei Glioblastoma
multiforme besteht aus der mdglichst radikalen mikrochirurgischen Resektion gefolgt von der
Radiotherapie der erweiterten Tumorregion mit konkomitanter und adjuvanter Chemotherapie
mit Temozolomid>!®. Das Resektionsausmaf ist hierbei maBgeblich fiir die postoperative Prog-
nose verantwortlich>*. Eine signifikante Verlingerung des medianen Uberlebens wird lediglich
bei Komplettresektionen erreicht. Aufgrund der Tumorlokalisation an neurofunktionell kriti-
schen Stellen ist eine Komplettresektion trotz fluoreszenzgesteuerter Resektionsverfahren nur
in ca. 40-50 % aller Félle moglich. Teilresektionen bieten jedoch gegeniiber einer alleinigen
Biopsie keinen signifikanten Vorteil hinsichtlich der Uberlebenszeit'®. Alternativ erfolgt eine

stereotaktische Biopsie zur Diagnosesicherung und Bestimmung molekularer Marker*,

Der Median der Uberlebenszeit aller GBM-Patienten liegt trotz Maximaltherapie aktuell bei
lediglich 15 Monaten®’. Hierbei hat jedoch der MGMT-Methylierungsstatus einen signifikan-
ten Einfluss auf die Uberlebenszeit’. So liegt die mediane Uberlebenszeit bei Patienten mit me-
thyliertem MGMT-Promoter bei 22,1 Monaten, bei einem medianen progressionsfreien Inter-
vall von 10,3 Monaten, wohingegen die mediane Uberlebenszeit fiir Patienten mit einem un-
methylierten Glioblastom fast unverindert bei lediglich 12,7 Monaten, mit einem medianen

progressionsfreien Zeitraum von 5,3 Monaten, liegt!*-2°,

Diese Daten verdeutlichen die Notwendigkeit neuer und effektiverer Strategien bei der Behand-
lung von Glioblastompatienten. Diese kommen jedoch bisher nur im Rahmen klinisch-experi-
menteller Studienprotokolle zum Einsatz. Darunter finden sich Therapien mit elektrischen
Wechselfeldern (Tumortherapiefelder), Checkpoint-Inhibitoren, monoklonale Antikorper ge-
gen die Checkpoint-Molekiile, Tumorvakzine und CAR-T-Zell-Therapien®**°. Der antiangio-
gene Wirkstoff Bevacizumab (Avastin®), ein monoklonaler VEGF-Antikorper, besitzt derzeit
nur die Zulassung fiir die Rezidivtherapie des Glioblastoms auf3erhalb der Européischen Union
(u.a. USA und Schweiz)>?!. In Deutschland wird Bevacizumab auf individueller Basis bei Tu-
morprogress nach Radiochemotherapie eingesetzt’. Durch das wachsende Verstindnis immu-
nologischer Vorgidnge im Kontext tumorigener Erkrankungen riicken immunomodulatorische
Therapieansdtze zunehmend in den Fokus aktueller klinisch-experimenteller Forschungsvorha-

ben und Pilotstudien.
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1.2 IMMUNSYSTEM UND GLIOBLASTOMA MULTIFORME

Bei der Analyse immunologischer Prozesse im Kontext maligner Erkrankungen ist die diffe-
renzierte Betrachtung des tumorassozierten Entziindungsprozesses maB3geblich. Hierbei ist die
Unterscheidung zwischen der spezifischen antitumoralen Immunreaktion und einer ungerich-
teten Entziindung von ausschlaggebender Bedeutung??. Die APC(Antigenprisentierende Zel-
len)-vermittelte Priasentation von Tumorantigenen fiihrt als Schnittstelle zwischen angebore-
nem und adaptivem Immunsystem zur Aktivierung spezifischer Effektor-CD8" T-Zellen und
bildet so die Grundlage der gezielten Reaktion gegen den malignen Prozess?**. In den Granula
dieser zytotoxischen T-Zellen finden sich u.a. Perforin und Granzyme, die bei Aktivierung aus-
geschiittet werden. Nach Degranulation von Perforin formt dieses Poren in die Zellwand der
jeweiligen Zielzelle, durch welche Proteasen, wie beispielsweise GranzymB, eindringen und
apoptotische Signalwege initiieren konnen?>-?6, Neoplastische Zellen sezernieren jedoch eben-
falls proinflammatorische Mediatoren, durch welche — direkt oder indirekt — Proliferation, An-
giogenese und Metastasierung forciert werden. Dieses diffuse chronisch-proinflammatorische
Milieu (Tumormikromilieu, TME) begiinstig die Tumorprogression und darf nicht mit der ge-

richteten antitumoralen Immunreaktion verwechselt werden?>27,

1.2.1 Immunoediting und Tumormikromilieu

Die immunologische Reaktion auf maligne bzw. pathogene Zellen wird unter dem Begriff ,,Im-
munoediting” zusammengefasst. Er beschreibt die ablaufenden dynamischen Prozesse zwi-
schen Tumorzellen und Zellen des Immunsystems im Laufe der Erkrankung?®?°. Anfangs
kommt es nach Erkennung korperfremder Oberflachenantigene zur Aktivierung von Makro-
phagen, Natural-Killer-Zellen und Granulozyten und infolgedessen zur Ausbildung einer spe-
zifischen und effektiven antitumoralen Immunantwort durch CD4*/CD8" T-Zellen. Einzelne
Tumorzellen entwickeln jedoch ,,Escape"-Mechanismen, um dem Eliminationsprozess zu ent-
gehen (Immunevasion). Das Tumormikromilieu ist charakterisiert durch verschiedene proin-
flammatorische, aber auch immunsuppressive Zytokine und Enzyme, die entweder direkt von
Glioblastomzellen oder aber von Immunzellen innerhalb des Tumormikromilieus (TME) sezer-
niert werden?’-%°. Diese Molekiile, wie beispielsweise IL-1B, IL-10, TGFB oder Indolamin-2,3-
Dioxygenase, fordern die unspezifische Inflammation im TME, kompromittieren somit jedoch
eine gezielte antitumorale Immunantwort. Zusitzlich fordern sie die Ausbildung immunregu-
latorischer T-Zellen (Tregs) und myeloider Suppressorzellen (MDSC) sowie die Expression
immunosuppressiver Checkpoint-Molekiile wie PD1, PD-L1 und CTLA-43%33, Auch durch

eine verminderte Expression der MHC-I Molekiile konnen Glioblastome der effektiven T-Zell-
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Immunantwort entgehen. So kommt es im Laufe der Erkrankung zur Selektion nicht-immuno-

gener Tumorzellen und damit zur Progression des Glioblastoms3+33,

1.3 TEMOZOLOMID-CHEMOTHERAPIE

1.3.1 Pharmakologische Hintergriinde

Eines der am haufigsten bei der Behandlung des Glioblastoms eingesetzten Chemotherapeutika
ist Temozolomid (TMZ) (Temodal®). Es handelt sich hierbei um ein alkylierendes Zytostati-
kum. Die Applikation erfolgt meist peroral, prinzipiell ist es jedoch auch intravends anwendbar.
Nach Aufnahme passiert TMZ als Prodrug die Bluthirnschranke und wird hydrolytisch in die
Agens 5-(3-N-methyltriazen-1-yl)-imidazol-4-carboxamid (MTIC) umgewandelt. MTIC zer-
fallt weiter hydrolytisch in 5(4)-aminoimidazol-4(5)-carboxamid (AIC) und Methylhydrazin.
Methylhydrazin kann nun Guaninreste an der O6-Position methylieren®®. In der Folge kommt
es bei der DNA-Replikationsphase zur Basenfehlpaarung des Methylguanins mit einer Tymin-
base anstelle eines Cytosinmolekiils®’. AnschlieBende Reparaturmechanismen fiihren darauthin
zu Doppelstrangbriichen und zur DNA-Fragmentierung, welche zur Apoptose oder Autopha-
golyse der Tumorzelle fiihrt’. Findet die Umwandlung von TMZ in MTIC jedoch bereits im
peripheren Blutkreislauf statt, verliert TMZ seine Wirkung, da MTIC nicht die Bluthirn-

schranke iiberwinden kann (Abb. 1)*7.

N\_-NH lr\ll s o)
MTIC T™MZ © TMZ@CB[7]
inactive

HoN—7 [0}
Glioblastoma <Ny +H,0,-CO, L & H
Multiforme N\\/N Ve =~ N
Cells s NONH N -
™z © MTIC

Abb. 1: Schematische Ubersicht iiber den Temozolomid (TMZ)-Metabolismus. Als Prodrug passiert
TMZ die Bluthirnschranke und zerfallt weiter in seine aktiven Metabolite®’.
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1.3.2 Chemotherapie mit Temozolomid bei Glioblastoma multiforme

Ist eine adjuvante Chemotherapie mit Temozolomid (TMZ) bei Patienten mit resektablem
Glioblastom geplant, so beginnt diese zumeist vier bis sechs Wochen nach der operativen mik-
rochirurgischen Resektion als kombinierte Radio-/Chemotherapie. Zunéchst erfolgt die Appli-
kation des Chemotherapeutikums parallel zur Bestrahlung an sieben Tagen in der Woche mit
einer Dosis von 75 mg pro m? KOF (Kérperoberfliche). Diese konkomitante Chemotherapie
wird bis zum letzten Tag der Radiotherapie, jedoch maximal fiir 49 Tage fortgesetzt. Nach einer
anschlieBenden Pause von ca. vier Wochen erfolgen sechs Zyklen TMZ-Chemotherapie ohne
Bestrahlung. Ein Zyklus dauert hierbei 28 Tage. An den ersten 5 Tagen des Zyklus erfolgt die
tédgliche Einnahme von zundchst 150 mg pro m? KOF im ersten Zyklus, und ab dem zweiten
Zyklus von 200 mg pro m? KOF (Stupp-Protokoll)*=.

Die antitumorale Wirkung kann hierbei durch das Reparaturenzym MGMT abgeschwiécht wer-
den. MGMT wirkt der Alkylierung der DNA und damit dem zytotoxischen Effekt des
Chemotherapeutikums entgegen. So stellt der MGMT-Methylierungsstatus einen wichtigen
Pradiktor beziiglich des Ansprechens auf eine TMZ Chemotherapie dar?.

1.4 PHOTODYNAMISCHE THERAPIE

Die Photodynamische Therapie (PDT) stellt ein relativ neues und minimalinvasives Verfahren
zur Behandlung verschiedener Tumore dar. Sie basiert auf der Bestrahlung des Tumorgewebes
mit Licht spezifischer Wellenldnge (Laser) nach vorheriger Sensibilisierung mit einem sich im

Tumorgewebe anreichernden Photosensibilisator (Photosensitizer)?®.

1.4.1 Geschichtliche Entwicklung

Das therapeutische Potenzial des Lichtes wurde schon friih in der Geschichte erkannt und zur
Behandlung von verschiedenen Krankheiten eingesetzt. Bereits Ende des 19. Jahrhunderts ent-
wickelte der fardisch-dénische Arzt Niels Ryberg Finsen eine Lichttherapie zur Behandlung
von Windpocken und Hauttuberkulose, wofiir er 1903 mit dem Nobelpreis fiir Medizin und
Physiologie ausgezeichnet wurde. Die Miinchner Oscar Raab und Prof. Hermann von Tappei-
ner entdeckten das therapeutische Potential von Belichtung nach Gabe eines Photosensibilisa-
tors*. Zusammen mit Albert Jodlbauer fiihrten sie den Begriff der ,,Photodynamik* ein. Die
ersten Experimente mit Porphyrin-haltigen Photosensitizern wurden 1913 vom deutschen Arzt

Friedrich Meyer-Betz in Selbstversuchen durchgefiihrt*4!,
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Der Einsatz der PDT fiir die Behandlung maligner Gliome wurde erstmals 1972 von Ivan Dia-
mond entwickelt, der zeigen konnte, dass die PDT den Tumorprogress in Ratten verminderte.
Thomas Dougherty verhalf der PDT als neues Therapeutikum zum Durchbruch, nachdem er
1973 nachweisen konnte, dass Mammakarzinome nach medikamentdser Photosensibilisierung
und nachfolgender Bestrahlung eine deutlich reduzierte Wachstumsgeschwindigkeit aufzeig-
ten. Es folgte der experimentelle Einsatz bei Gallenblasenkarzinomen, Hautkrebs, Brust-, Lun-
gen-, Kolorektal- und Pankreaskarzinomen. 1993 wurde der Photosensitizer Photofrin erstmals

fiir die Behandlung bei Gallenblasenkarzinomen zugelassen**2,

Seitdem erfolgt die Entwicklung neuer Photosensitizer und die Etablierung PDT-basierter Be-

handlungsprotokolle fiir verschiedenste onkologische Indikationen*’.

1.4.2 Physikalische und Molekularbiologische Hintergriinde

Die Photodynamische Therapie beruht auf den photophysikalischen Eigenschaften eines ange-
regten Photosensibilisators (PS). PS sind Substanzen, die durch Ubertragung zuvor absorbierter
Energie mit umliegenden Molekiilen, beispielsweise gewebsstindigem Sauerstoff, reagieren
konnen**. Sie besitzen gepaarte Elektronen mit jeweils gegensitzlichem Spin, also dem Ge-
samtspin von 0. Dieser Zustand wird Singulett-Zustand genannt*. Durch die Absorption von
Energie nach Bestrahlung mit Licht einer spezifischen Wellenldnge (Laser) wird eines der
Elektronen angeregt und verlagert sich bei unverdnderter Multiplizitit vom energetischen
Grundzustand in ein energiereicheres Orbital. In diesem angeregten Singulett-Zustand verbleibt
das Molekiil jedoch nur wenige Nano- bis Pikosekunden und kann somit nicht mit Molekiilen
in der Umgebung reagieren. Um zum urspriinglichen Grundzustand zurtickzukehren, kommt es
zur Emission von Licht (Fluoreszenz) oder zur Abgabe von Wérmeenergie (innere Umwand-
lung). In beiden Fillen bleibt der Spin beider Elektronen und damit die Multiplizitét erhalten.
Wechselt das angeregte Elektron jedoch seinen Spin, kommt es zur Anderung der Multiplizitit.
Dieser strahlungslose Ubergang des elektronischen Anregungszustandes in einen Triplett-Zu-
stand wird Intersystem Crossing genannt*>*¢. Durch Emission von Licht (Phosphoreszenz) oder
Wirmeabgabe gelangt das Elektron wieder in den Grundzustand. Im Gegensatz zum angeregten
Singulett-Zustand verbleibt das Elektron langer im Triplett-Zustand (Milli- bis Mikrosekunden)
und kann mit zelluldren Bestandteilen in seiner Umgebung interagieren. Hierbei kann es durch
Elektronentransfer auf umliegende Molekiile zur Radikalbildung kommen (Typ I Reaktion).
Alternativ kann die Energie direkt auf molekularen Sauerstoff {ibertragen werden. Hierbei wird
das Sauerstoffmolekiil vom Triplett-Grundzustand in den hochreaktiven Singulett-Zustand

iiberfiihrt (Typ II Reaktion). Die so generierten reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen
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species, ROS) konnen darauthin mit Molekiilen und Zellorganellen in ihrer unmittelbaren Um-
gebung reagieren (Abb. 2)*#4, Beide Reaktionstypen treten gleichzeitig auf und sind abhéngig
von der Art des verwendeten Photosensitizers. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit der ROS
von nur < 0,04 us und dem damit einhergehenden eingeschrinkten Radius von ca. 0,02 pm
bleiben die Effekte lokal begrenzt’®#!. Die exakten Auswirkungen hingen neben der Wahl des
Photosensibilisators auch mal3geblich von der Lichtdosis, dem Sauerstoffgehalt und der zellu-

laren Lokalisation des Photosensitizers ab.

Die hochreaktiven ROS konnen direkt die Tumorzellen angreifen. Diese Reaktion ist abhdngig
vom Sauerstoffgehalt und aufgrund der kurzen Halbwertzeit nur sehr lokal wirksam. Zusétzlich
kommt es aufgrund der Reaktion mit tumorassoziiertem Gefd3endothel zur Mikrothrombosie-
rung und Vasokonstriktion und somit infolge auch zur indirekten Schidigung des Tumorgewe-

bes*®.
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Abb. 2: Jablonksi-Diagramm zur Ubersicht der Anregungszustinde des Photosensitizers bei der PDT:
Nach Energieabsorption (hvass) wird ein Valenzelektron des Photosensitizers aus dem Grundzustand
(So) in einen energetisch hoheren Anregungszustand gehoben (S1). Durch Intersystem Crossing
kommt es zum Spin-Wechsel des angeregten Elektrons und damit zum Ubergang in einen Triplett-
Zustand. Zur Relaxation in den Grundzustand kann die Energie nun auf umliegende Molekile bzw.
Sauerstoff Ubertragen werden (Type I/Il Reaktion)*é.

Die PDT induzierte Zytotoxizitdt kann iiber die Aktivierung verschiedener Signalwege erfol-
gen. Akkumulation des Photosensitizers in den Mitochondrien fiihrt zur Stérung membrange-
bundener antiapoptotischer Proteine wie BCL-2 und damit zur gestorten Integritét der Mito-
chondrienmembran (mitochondrial outer membrane permeabilization). Durch die konsekutive
Freisetzung von Cytochrom ¢ und SMAC/DIABLO aus dem mitochondrialen Intermembran-

43,47

raum in das Zytoplasma kommt es zur Initiierung der Apoptose™-*’. Im Gegensatz zur Apoptose

15



EINLEITUNG

stellt die Nekrose den pathologischen und unkontrollierten Zelltod dar. Es kommt zur Zell-
schwellung und aufgrund PS-vermittelter Membrandefekte zur Porenbildung in der Zellmemb-
ran. Die damit einhergehende Freisetzung von Zellmaterial in die extrazellulire Umgebung

fiihrt zur Entziindungsreaktion*3+7-48

. Geringere Dosierungen und die intra-mitochondriale Lo-
kalisation des PS begiinstigen proapoptotische Signalwege, wohingegen héherer Dosen und die
Anreicherung des PS in der Zellmembran eher zur Nekrose fiihren. Neben diesen beiden Sig-
nalwegen kommt es auch zur PDT-induzierten Autophagie, bei der es durch Aktivierung lyso-

somaler Prozesse zur Degradation intrazelluldrer Proteine bzw. Zellorganellen kommt*,

1.4.3 Lichtquelle und Photosensitizer

Die Durchfiihrung der PDT beinhaltet neben der Gabe des Photosensitizers die anschlie3ende
Bestrahlung des Tumors. Verschiedene Lichtquellen stehen hierfiir zur Verfligung. Wahrend
bei dermatologischen Anwendungen aufgrund des grof3eren Bestrahlungsfeldes und der einfa-
cheren und kostengiinstigeren Durchfiihrung selten Laser-Licht benutzt wird, kommt fiir die
Behandlung anderer Tumore Licht spezifischer Wellenldnge zum Einsatz. Das monochromati-
sche, polarisierte und phasensynchrone Licht kann hierbei {iber fiberoptische Lichtdiffusoren
— mit geringer Lichtstreuung und geringem Energieverlust — auch bei ansonsten unerreich-
baren Tumorlokalisationen verwendet werden**. Laser mit der Wellenldnge zwischen 600 und
850 nm sind fiir die Verwendung bei PDT optimal. Dieser Wellenldngenbereich stellt das ,,the-
rapeutische/optische Fenster* dar. Groere Wellenlédnge besitzen nicht geniigend Energie fiir
die effiziente Initiierung der phototoxischen Reaktionen. Licht kiirzerer Wellenldnge ist zwar
energiereicher, weist jedoch eine geringere Eindringtiefe in das Gewebe auf*’. Bei der Wahl
des Lasers mit der optimalen Wellenldnge ist ebenfalls der verwendete PS und das damit zu-

sammenhéingende optimale Absorptionsspektrum zu beachten.

Verschiedene Gruppen an Photosensibilisatoren werden aktuell in der klinisch-experimentellen
Behandlung angewendet. Neben den PS der ersten Generation, den Hidmatoporphyrin-Deriva-
ten wie Porfimer sodium (Photofrin®), stehen verschiedene Protoporphyrinderivate wie 5-
Aminolédvulinsdure (Gliolan®) und Methylaminolevulinat (Metvix®) sowie verschieden Chlo-
rin-/Bakteriochlorinabkémmlinge (Talaporfin®, FOSCAN®) zur Verfiigung*>.

5-Aminolavulinsaure

Als Prodrug ist 5-Aminoldvulinsdure (5-ALA) selber nicht phototoxisch wirksam. Die Wirkung
als Photosensitizer beruht auf der Umwandlung in den Metaboliten Protoporphyrin IX
(PPIX)*. 5-Aminoldvulinsdure ist eine Aminosaure und gehort zur Gruppe der Ketocarbonséu-
ren. In der Porphyrinsynthese wird sie im Mitochondrium aus Succinyl-Co und der Aminoséure
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Glycin synthetisiert und anschlieend im Zytosol durch die 5-ALA-Dehydratase in Porphobi-
linogen umgewandelt. Aus vier Molekiilen Porphobilinogen entsteht iiber weitere Zwischen-
schritte Coproporphyrinogen III, welches wieder in den mitochondrialen Intermembranraum
zurlickgeschleust wird. Hier dient es als Substrat fiir Protoporphyrin IX (PPIX). Im letzten
Schritt katalysiert die Ferrochelatase aus PPIX das Endprodukt Him (Abb. 3)°.

ALA-Dehydratase .
Porphobilinogen
2x 4x | PB-Deaminase
v Hydroxymethylbilan
Succinyl-CoA ALA-Synthase d-Aminolevulinsaur l Uroporphyrinogen-Ill-Synthase
& _—

Uroporphyrinogen Il
CO,=| UP-lli-Decarboxylase
Coproporphyrinogen IlI

CHémoglobin

Globinkette

Fe2+-bindende Elemente —> mRNA-Transkription Glycin

Protoporphyrinogen Il1
IPPG-Oxidase bl

Protoporphyrin IX >Héme

Ferrochelatase

Mitochondrion

CP-llI-Oxidase

Cytoplasma

@20 = Transportproteine; blau = Enzyme

Abb. 3: Him-Synthese im schematischen Uberblick. Vermehrte Bildung von Protoporphyrin IX (PPIX)
bei exogener Zufuhr von 5-Aminolavulinsaure (5-ALA). Abbildung modifiziert>.

Aufgrund von tumorspezifischen Enzymfunktionen werden die Vorstufen des PPIX innerhalb
der Tumorzellen vermehrt synthetisiert, wohingegen die Umwandlung des PPIX zu Hdm durch
eine reduzierte Aktivitit der Ferrochelatase gehemmt wird>’. Die negative Riickkopplung durch
vermehrt synthetisiertes Him auf die 5-ALA-Synthase wird bei exogener Zufuhr umgangen. In
der Folge reichert sich exogen zugefiihrtes 5-ALA in den Tumorzellen verstirkt an mit konse-

kutiver intratumoraler PPIX-Akkumulation’2.

Das Absorptionsmaximum von PPIX liegt bei 405 nm (Soret-Bande) mit vier weiteren, jedoch
deutlich kleineren Peaks zwischen 500-650 nm (Q-Banden). Von besonderer Bedeutung ist je-
doch auch die Absorption des oxygenierten und desoxygenierten Himoglobins, welche eben-
falls ihre Maxima im Bereich von 405-410 nm Wellenlédnge besitzen. Bei der PDT wird das
PPIX daher durch einen Laser mit 635 nm angeregt. Somit wird eine Abschwéchung des Lasers

durch Hamoglobin verhindert und eine groBere Eindringtiefe gewahrleistet (Abb. 4)33.
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Abb. 4: Absorptions- und Emissionsbereich von Protoporphyrin IX (PPIX) (oben). Absorptionsbereich
von oxygeniertem (rot) und desoxygeniertem Hamoglobin (blau) (unten). Aufgrund der Uberlappenden
Absorptionsmaxima von PPIX und Hamoglobin im Bereich von 300-500 nm wird zur Exzitation des
Photosensitizers ein Laser mit der Wellenlange von 635 nm verwendet®3,

5-ALA ist in den therapeutischen Dosen nicht toxisch, zeigt keine Wechselwirkungen mit an-
deren Medikamenten und ein nur geringes Nebenwirkungspotential®*. Der Zeitraum mit einer

erhohten Phototoxizitit ist mit ca. 24-72h relativ kurz>>.

Neben der PDT wird 5-ALA auch zur fluoreszenz-gestiitzten, mikrochirurgischen Tumorresek-
tion hirneigener Tumore genutzt. Durch die tumorspezifische Anreicherung ist somit eine bes-

sere Abgrenzung des Tumorrandes zum gesunden Hirngewebe moglich®6.

1.4.4 Photodynamische Therapie bei Glioblastoma multiforme

Bei der PDT im Rahmen der Gliomtherapie erfolgt die praoperative 5-ALA Applikation (20-
30 mg/kgKG) zumeist peroral ca. 2-4 Stunden vor Beginn des Eingriffes. Anschlieend wird
das photosensibilisierte Tumorgewebe mittels stereotaktisch implantierter Lichtdiffusoren be-
strahlt (interstitielle PDT, iPDT)>"-%%, In einer von der Neurochirurgischen Klinik und Poliklinik
der Klink der Universitdt Miinchen durchgefiihrten Pilotstudie wurde die PDT erstmalig als

Initialtherapie bei Patienten mit nicht komplett resektablen de-novo Glioblastomen eingesetzt.

Als Kontrollgruppe diente eine Patientenkohorte mit primérer totaler, mikrochirurgischer Tu-

morresektion. Zusdtzlich erfolgte bei allen Patienten eine Radiotherapie mit konkomitanter und
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adjuvanter Chemotherapie mit Temozolomid. Hierbei konnten deutliche Unterschiede beziig-
lich des Behandlungserfolges zwischen den Therapieansidtzen nachgewiesen werden. So zeigte
sich bei den PDT-Patienten ein deutlich verbessertes Outcome im Vergleich zur Kontroll-
gruppe. Das progressionsfreie Intervall war mit 16 Monaten signifikant verldngert (10,2 Monate
nach Resektion), wobei manche Patienten der PDT-Gruppe im Follow-Up iiber 5 Jahre pro-
gressionsfrei blieben. Betrug die 3-Jahresiiberlebensrate nach konventioneller Resektion ledig-
lich 21 % konnte diese in der PDT-Gruppe auf 65 % gesteigert werden. Hierbei war in beiden
Gruppen der MGMT-Promotorstatus der stérkste prognostische Faktor fiir den Therapierfolg>°.

1.4.5 Photodynamische Therapie und Immunsystem

Die erfolgversprechenden anti-tumorigenen Effekte der PDT sind nicht allein durch den indu-
zierten oxidativen Stress und die damit einhergehende lokale Destruktion des bestrahlten Tum-
orgewebes zu erkldren. Zunehmend werden auch die Auswirkungen auf immunologische Pro-
zesse diskutiert. Der PDT-induzierte Untergang bestrahlter Tumorzellen fiihrt zur Freisetzung
intrazelluldrer Bestandteile (u.a. HSP70). Durch die Bindung dieser ,,damage-associated
molecular patterns® (DAMPs) an Pattern-Recognition-Rezeptoren (PRR) wird eine erste und
unspezifische Reaktion innater Immunzellen initiiert**%°. Hierbei kommt es zunéchst zur Inva-
sion neutrophiler Granulozyten, Monozyten und Dentritischer Zellen*}. Zusitzlich steigt die
Permeabilitit tumorassoziierter GefaB3e mit konsekutiver Einwanderung weiterer Immunzellen
und in der Folge kommt es zur vermehrten Expression proinflammatorischer Zytokine wie IL-
1B, IL-6, TNF-o und IL-8%#, Fiir die beobachtete prolongierte Tumorkontrolle nach PDT er-
scheint jedoch die alleinige Induktion einer unspezifischen Entziindungsreaktion nicht suffi-
zient. Vielmehr bedarf es hierfiir der Differenzierung tumor-spezifischer Effektorzellen des
adaptiven Immunsystems. Fiir Lungen- und Kolonkarzinome konnte bereits tierexperimentell
gezeigt werden, dass es nach PDT zur Induktion CD8-positiver T-Zellen mit vermehrter Tu-
morinvasion kommt und dass Tiere mit reduzierter MHC-I-Expression — dem Proteinkomplex
zur Antigenprasentation fiir zytotoxische T-Zellen — deutlicher schlechter auf eine PDT-Be-

handlung ansprechen®*43-1.

Es liegt also nahe, dass das adaptive Immunsystem und eine Gedéchtniszell-Bildung fiir den
langanhaltende anti-tumorigenen Effekt der PDT eine mafigebliche Rolle spielen. Der genaue

Mechanismus bleibt jedoch noch Gegenstand aktueller Forschung.
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1.5 FRAGESTELLUNG DES DISSERTATIONSPROJEKTES

In einer Pilotstudie der Klinik fiir Neurochirurgie des Klinikums der Universitdt Miinchen
konnte erstmal gezeigt werden, dass Patienten mit irresektablem GBM nach photodynamischer
Behandlung im Vergleich zu Patienten nach operativer Tumorresektion ein signifikant verldn-
gertes progressionsfreies Intervall sowie eine deutlich prolongierte 3-Jahresiiberlebensrate auf-
weisen®. Der insbesondere fiir die langanhaltende Tumorkontrolle verantwortliche Wirkme-
chanismus ist jedoch noch nicht entschliisselt. Zunehmend werden hier mogliche Auswirkun-
gen der PDT auf die adaptive Immunitét und die Initiierung einer gezielten anti-tumoralen Im-

munreaktion diskutiert33-6!,

In der eigenen Arbeitsgruppe konnte bereits ein in-vitro-Modell zur experimentellen PDT-Be-
handlung von Glioblastomzelllinien entwickelt und hierbei eine Aktivierung des adaptiven Im-

munsystems nach PDT nachgewiesen werden®?.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll nun untersucht werden, ob es sich bei der Aktivierung
einer T-Zell-vermittelten Immunitit um einen PDT-spezifischen Effekt handelt. Daher soll zu-
nichst ein in-vitro-Modell zur Temozolomid-Behandlung entwickelt werden. AnschlieBend
soll mit Hilfe beider Modelle untersucht werden, welchen Einfluss eine Temozolomid-Chemo-

therapie im Vergleich zur PDT auf die T-Zell-spezifische antitumorale Immunitit hat.

Da die bisherigen Experimente in allogenen Modellen durchgefiihrt wurden, soll zusitzlich das

PDT-Modell auf ein autologes Setting iibertragen werden
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2 Materialien

2.1 GERATE

(Tisch-) Zentrifugen
autoMACS /autoMACSPro
Bestrahlungskammer
Inkubationsschrank (Kendro BB6220)
Cell Separation Magnet
Fieldmaster Powermeter
FLUOstar OPTIMA
ImmunoSpot Analyzer
Kdhlschrank

Laser 635 nm (Ceralas)
Lichtmikroskop

LightCycler® 480 Instrument
Mikro-Pipetten

MrFrosty™ Freezing Container
NanoDrop
Neubauer-Zahlkammer

Pipette boy (Easypet)
Sterilbank (Hera Safe Kendro)
Stickstofftank

Thermocycler (Mastercycler)
Thermoshaker

ViCell XR Cell Viability Analyzer
Vortex

Waage

Wasserbad

gentleMACS Dissociator

MATERIALIEN

Eppendorf AG, Hamburg

Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach

LIFE-Zentrum LMU, Minchen
Heraeus Holding GmbH, Hanau
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Coherent, Inc., USA

BMG LABTECH GmbH, Ortenberg
CTL Europe GmbH, Bonn
Liebherr-International GmbH, Biberach
CeramOptec GmbH, Bonn

Leica Microsystems Inc., USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Eppendorf AG, Hamburg

Thermo Scientific Inc., USA

Peglab Biotechnologie GmbH Erlangen
Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
Eppendorf AG, Hamburg

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Cryotherm GmbH & Co. KG, Kirchen (Sieg)

Eppendorf AG, Hamburg
Thermo Scientific Inc., USA
Beckman Coulter Inc., USA
Thermo Scientific Inc., USA
Sartorius AG, Gottingen

Julabo GmbH, Seelbach

Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach
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2.2 VERBRAUCHSMATERIAL

15 mI /50 ml Rohrchen
PCR-GefaRe 0,5 ml, 1,6 ml, 2,0 ml
Safe-Lock-Tubes

50 ml Leucosep Rohrchen
Zellkulturflaschen 25/75 cm?

75 cm? Advanced TC™ Flaschen
Pipettenspitzen 0,5-20 pl
Pipettenspitzen 2-200 pl
Pipettenspitzen 100-1000 pl
Pipettenspitzen 1000-5000 pl
Filterspitzen 0,5-10 pl
Filterspitzen 2-200 pl
Serologische Pipetten 2 ml
Serologische Pipetten 5 ml
Serologische Pipetten 10 ml
Serologische Pipetten 25 ml
Serologische Pipetten 50 ml

RNA Isolationstubes

RNA Isolation Filter
96-Multiwell-Platte

6-Well Multiwell-Platte

12-Well Multiwell-Platte

24-Well Multiwell-Platte
Advanced TC™ 6-Well-Platten
8-Well Zellkulturkammer auf Glas
Deckglaser, Mikroskopie 18 x 18 mm
Menzel™ Mikroskop-Deckelglaschen
Kryorohrchen

EASYstrainer™ (100 pM, 70 pM, 40 pM)

Greiner Bio-One International GmbH, Osterreich
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Greiner Bio-One International GmbH, Osterreich
Sarstedt AG & Co., Niumbrecht

Greiner Bio-One International GmbH, Osterreich
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Biozym Scientific GmbH & Co. KG

Biozym Scientific GmbH & Co. KG

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Life Technologies, USA

Life Technologies, USA

Life Technologies, USA

Greiner Bio-One International GmbH, Osterreich
Greiner Bio-One International GmbH, Osterreich
Greiner Bio-One International GmbH, Osterreich
Greiner Bio-One International GmbH, Osterreich
Sarstedt AG & Co., Niumbrecht

CLS Medizintechnik und Vertrieb, Krebeck
Thermo Fisher Scientific; USA

neoLab Migge GmbH, Heidelberg

Greiner Bio-One International GmbH, Osterreich
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Skalpell B. Braun Melsungen AG, Melsungen
gentleMACS C Tubes Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach
S-Monovette, Lithium-Heparin, 7,5 ml Sarstedt AG & Co., Numbrecht
Safety-Multifly™- Kanule Sarstedt AG & Co., Numbrecht

2.3 CHEMIKALIEN UND REAGENZIEN

Zellkulturmedium (U87):

Dulbecco’s Modified Eagle's Medium Biochrom AG, Berlin
(DMEM), +/- Phenolrot

+ 10 % fetales Kalberserum (FCS) Biochrom AG, Berlin
+ 1 % Natriumpyruvat (100 mM) Biochrom AG, Berlin
+ 1 % Minimum Essential Medium Biochrom AG, Berlin
+ 1 % Penicillin-Streptomycin Biochrom AG, Berlin

Zellkulturmedium (PBMC):

RPMI-1640 Medium Biochrom AG, Berlin
+ 10 % fetales Kalberserum (FCS) Biochrom AG, Berlin
+ 1 % Natriumpyruvat (100 mM) Biochrom AG, Berlin
+ 2 % L-Glutamin (200 mM) Biochrom AG, Berlin
+ 1 % Penicillin-Streptomycin Biochrom AG, Berlin

Zellkulturmedium (primare Tumorzel-

len):

MACS Neuro Medium Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach
+ 10 % fetales Kalberserum (FCS) Biochrom AG, Berlin

+ 1 % Penicillin-Streptomycin Biochrom AG, Berlin

+ 2 % L-Glutamin (200 mM) Biochrom AG, Berlin

+ 2 % Neurobrew ohne Vitamin A Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, USA

Phosphate bufferd saline (PBS) Biochrom AG, Berlin

Trypsin/EDTA (10X) Biochrom AG, Berlin
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Biotase

Accutase

Temzolomid =98% (HPLC)
Ethanol fur die Molekularbiologie
5-Aminolavulinsaure-Hydrochlorid
Ficoll-Histopaque®-1077
Trypanblau

Calcein-AM

Triton X-100 (1 %)

DMSO (anhydrous)

Human Perforin ELISpot™-Vs Kit
rh Interleukin-2

CTL Test™ Medium

Dynabeads™ Human T-Activator
CD3/CD28

autoMACS Running Buffer -
MACS Separation Buffer

autoMACS Washing Buffer -
MACS Separation Buffer

autoMACS Rinsing Solution
CD8 MicroBeads, human
Brain Tumor Dissociation Kit (P)

Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit

UPL-Sonden
Oligonukleotid -Primer fur qRT-PCR
Lightcycler 480 Probes Master

Ambion™ RNAqueous total
RNA Isolation Kit

miRNeasy Mini Kit (50)

QlAzol Lysepuffer

MATERIALIEN

Biochrom AG, Berlin
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Merck Millipore, USA

medac GmbH, Wedel
Sigma-Aldrich, USA

Biochrom AG, Berlin
Sigma-Aldrich, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Life-Technologies, USA

Mabtech AB, Schweden

Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach
CTL Europe GmbH, Bonn

Thermo Fisher Scientific; USA

Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach

Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach

Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Metabion, Martinsried, Munchen
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Life Technologies, USA

Quiagen, Hilden

Quiagen, Hilden
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SignalStain® DAB Substrate Kit
SignalStain® Antibody Diluent

SignalStain® Boost IHC Detection
Reagent (HRP, Mouse)

SignalStain® Boost IHC Detection
Reagent (HRP, Rabbit)

Wasserstoffperoxid-Losung

Anti-GFAP Antikorper,
monoklonal, Rabbit

Anti-MAP2 Antikorper,

monoklonal, Mouse

Ziegenserum, Normal Goat Serum

MATERIALIEN

Cell Signaling Technology, USA
Cell Signaling Technology, USA

Cell Signaling Technology, USA

Cell Signaling Technology, USA

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, USA

Cell Signaling Technology, USA

Mayers Hamatoxylin Losung

Entellan®

Iscove's Modified Dulbecco's Medium

(IMDM)

+ GlutaMAX™ Supplement

Sigma-Aldrich, USA

Merck Millipore, USA

Oligonukleotid-Primer (qRT-PCR)

Thermo Fisher Scientific; USA

Thermo Fisher Scientific; USA

Ziel-mRNA Primersequenz - forward Primersequenz - reverse

PRF1 (Perforin) 5-CAC TCA CAG GCA GCC AAC | 5- GGG AGT GTG TAC CAC ATG -3’
T-3

IFNG (IFN-y) 5-GGCATT TTG AAG AATTGG | 5- TTT GGA TGC TCT GGT CAT CTT -
AAA -3 3

GZMB 5- GGG GGA CCC AGA GAT | 5-CCaTTGTTT CGT CCA TAG -3’
TAA -3°

IL1B (IL-18) 5'-GAG GCA CAA GGC ACAACA | 5'- CCATGG CTG CTT CAGACA C- 3’
G-3'

beta-Aktin 5'- CCAACC GCGAGAAGATGA | 5'- CCA GAG GCG TAC AGG GAT AG -
-3 3

TBP 5- GAA CAT CAT GGA TCA GAA | 5'- ATA GGG ATT CCG GGA GTC AT -
CAA CA -3’ 3
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2.4 SOFTWARE

Bestrahlungssoftware der Bestrahlungskammer: Laser Forschungslabor, Miinchen
ImmunoSpot® Software: CTL Europe GmbH, Bonn

Fluostar Optima series und Optima MARS: BMG LABTECH GmbH, Ortenberg

Statistik: GraphPad PRISM 7, GraphPad Software, Inc., USA

Light Cycler® 480 Relative Quantification Software: Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Literaturverwaltung: Mendeley Ltd, London, UK
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3 Methoden

3.1 ZELLKULTUR U87-GLIOBLASTOMZELLEN

3.1.1 Auftauen von Zellen

Kryokonservierte U87-Zellen wurden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, in ein steriles 15 ml-
Tube transferiert und dieses mit vorgewdrmtem Tumormedium aufgefiillt. Anschlieend wur-
den die Zellen zentrifugiert (1300 rpm, 5 min) und der Uberstand abgenommen, um den zyto-
toxischen Effekt des bei der Kryokonservierung verwendeten DMSO zu minimieren. Nach ei-
nem erneuten Waschschritt wurden die Zellen gezdhlt und entsprechend ihrer Zellzahl kulti-

viert.

3.1.2 Inkubation und Zellsplitting

Die U87-Zellen wurden in 75 cm? Zellkulturflaschen unter wasserdampfgesattigter Atmosphére
mit 5 % CO2 bei 37 °C im Inkubationsschrank kultiviert. Als Medium diente 12 ml Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) supplementiert mit 10 % fetalem bovinen Serum
(FBS/FCS), 1 % Sodium Pyruvat (100 mM), 1 % nicht-essentiellen Aminosduren und 1 % Pe-
nicillin/Streptomycin. Alle 72 Stunden wurden die Zellen passagiert und auf neue Zellkultur-
flaschen aufgeteilt, damit eine Zellzahl von 3x10° Zellen pro Kulturschale nicht {iberschritten
wurde. Hierfiir wurde das Medium {iber den adhirenten U87-Zellen abgenommen. Nach drei-
mintitiger Inkubation mit Trypsin / EDTA im Brutschrank wurden die Zellen mit FCS-haltigem
Néhrmedium abgespiilt, gezéhlt und anschlieBend auf neue Zellkulturflaschen aufgeteilt oder

fiir experimentelle Ansétze ausgesit.

3.1.3 Kryokonservierung

US87-Zellen wurden aus der Kulturflasche abgeldst, zentrifugiert und die Zellzahl bestimmt.
Mindestens 2x10° Zellen wurden in 500 ul Tumormedium aufgenommen und in ein Kryoréhr-
chen transferiert. AnschlieBend wurde 500 pl Kryokonservierungsldsung (40 % DMEM, 40 %
FSCund 20 % DMSO) tropfenweise hinzugegeben. Fiir eine kontrollierte Temperaturreduktion
von 1 °C pro Stunde wurden die Kryorohrchen 24 Stunden im Mr. Frosty Freezing Container
(befiillt mit 2-Propanol) bei -80 °C gelagert und im Anschluss in die Stickstofftonne (-196 °C)
iiberfiihrt. Die Lagerung im Freezing Container gewéhrleistete eine schonende Temperaturre-

duktion der Proben um 1 °C/ pro Stunde.
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3.2 ZELLKULTUR PRIMARER TUMORZELLEN

3.2.1 Isolation primarer Glioblastomzellen

Bei 5-ALA-fluoreszenzgestiitzten, mikrochirurgischen Tumorresektionen, durchgefiihrt in der
Neurochirurgischen Klinik am Campus Grohadern des Klinikums der Universitdt Miinchen
(LMU), wurde Tumorgewebe entnommen. Die Zellisolation erfolgte mittels des Brain Tumor
Dissociation Kit (P) im gentleMACS™ Dissociator nach Vorschrift unter sterilen Bedingungen
und im abgedunkelten Labor. Hierfiir wurde das Gewebe zunichst in einer Petrischale mittels
Skalpell mechanisch zerkleinert und anschlieend in gentleMACS C Tubes iiberfiihrt. Die che-
mische und weitere mechanische Dissoziation erfolgte im gentleMACS™ Dissociator. Ab-
schlieBend wurde die Zellsuspension durch Filter mit absteigender Porendichte (100 pm,
70 um, 40 um) gefiltert, zentrifugiert, in Neuromedium aufgenommen und die Zellzahl be-

stimmt.

Die stereotaktisch-gewonnenen Biopsate wurden direkt in eine 12-Well-Platte mit Neurome-
dium transferiert. Es erfolgte weder eine mechanische noch chemische Dissoziation. Nach 24
bis 72 Stunden konnte eine Aussprossung einzelner Zellen aus dem Biopsat beobachtet werden
(Abb. 5) Nach einer Woche wurden die Zellen mit Neuromedium vorsichtig abgespiilt und zur

weiteren Kultivierung in eine Zellkulturflasche (Advanced TC™) iiberfiihrt.

Abb. 5: Kultivierung primarer Tumorzellen aus stereotaktischen GBM-Biopsaten direkt nach Proben-
entnahme (links) und nach 24-stindiger Kultivierung (rechts). Deutliche Aussprossung einzelner Tu-
morzellen sichtbar.
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3.2.2 Inkubation und Zellsplitting primarer Tumorzellen

Die Kultivierung primérer Glioblastomzellen erfolgte in Neuromedium (Neuromedium mit
10 % FCS, 2 % Penicillin/Streptomycin, 2 % L-Glutamin, 2 % Neurobrew ohne Vitamin A).
Ein Mediumwechsel erfolgte alle 48 Stunden. Abhéngig vom Zellwachstum wurden die Zellen
passagiert. Hierfiir wurde das Medium abgenommen und zentrifugiert. Die adhdrenten Primér-
zellen wurden anschlieBend mit Accutase nach 5-miniitiger Inkubation im Brutschrank abgeldst
und mit Neuromedium abgespiilt. Nach Ermittlung der Zellzahl erfolgte die Aufteilung auf neue
Zellkulturflaschen (75 ¢cm? mit 10 ml Medium). Fiir die weitere Kultivierung wurde Medium

der alten Passage und frisches Medium im Verhéltnis 1:1 genutzt.

3.2.3 Kryokonservierung primarer Tumorzellen

Primére Tumorzellen wurden wie beschrieben abgeldst und gezahlt. Mindestens 2x10° Zellen
wurden in 1 ml Kryokonservierungslosung bestehend aus Neuromedium mit 2 % Neurobrew
ohne Vitamin A, 20 % FCS und 10 % DMSO aufgenommen und in ein Kryordhrchen transfe-
riert. Auch hier erfolgte die Lagerung zundchst im Mr. Frosty-Freezing Container mit anschlie-
Bender Uberfiihrung in die Stickstofftonne (siehe 3.1.3.).

3.2.4 Immunhistochemische Farbung primarer Tumorzellen

Primérzellen wurden auf eine 8-Well Zellkulturkammer mit Deckglas-Objekttriager in einer
Dichte von 20.000 Zellen pro Well ausgesit und im Brutschrank inkubiert. Nach 48 Stunden
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschlieBend fiir 10 Minuten in Aceton (-20°C)
permeabilisiert und fixiert. Nach erneutem Waschen der Zellen erfolgte die Blockierung der
endogenen Peroxidasen durch 10-miniitige Inkubation in Wasserstoffperoxid (1 %, verdiinnt in
Methanol). Zur Reduktion unspezifischer Bindungen wurden die Zellen in Blocking Serum
(5 % Ziegenserum) inkubiert und anschlieBend der jeweilige Primdrantikorper hinzugegeben:
Microtubule-associated protein 2 (MAP2) verdiinnt 1:20.000, Glial fibrillary acidic protein
(GFAP) verdiinnt 1:40.000. Die Inkubation erfolgte auf dem Kippmischer bei 4 °C. Nach 24
Stunden wurden die Zellen mit TBST gewaschen und in der Polymer-Meerrettichperoxidase
(HRP)-Sekundirantikorper Losung inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen erneut gewa-
schen und das Substrat 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) hinzugefiigt. Durch die HRP-vermittelte
Oxidierung des DAB kommt es zur Ablagerung brauner Farbpigmente am Ort der Antikorper-
bindung. Sobald mikroskopisch erste Ablagerungen erkennbar waren, wurde die Reaktion
durch mehrmaliges Waschen mit TBST und destilliertem Wasser gestoppt. Es erfolgte die Ge-

genfarbung der Zellkerne mit Himatoxylin. Die Zellkulturkammern wurden vom Deckglas ge-
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16st, der Objekttrager in Aqua dest. gewaschen und die Priparate mittels aufsteigender Etha-
nolreihe (70 %, 96 %, 100 %) dehydriert, gefolgt von zweimaliger Prozessierung mit Xylol.
Abschliefend wurden die Zellen mit Deckglas und Entellan® als Eindeckmedium manuell ein-
gedeckt und 20 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Die Auswertung erfolgte mikrosko-
pisch.

3.3 ERMITTLUNG VON ZELLZAHL UND ZELLVIABILITAT

Fiir die Bestimmung der Zellzahl und der Zellviabilitit wurde der Vi-Cell™ XR Cell Viability
Analyzer verwendet. Basierend auf der automatisierten Féarbung mit Trypanblau und der paral-
lelen Bildaufnahme werden lebende von toten Zellen bzw. Zellresten unterschieden und so die
Gesamtanzahl, die Anzahl der lebenden Zellen sowie die Grofle der gemessenen Zellen ermit-
telt. Alternativ wurden die Zellen mit Trypanblau gefarbt und lichtmikroskopisch, manuell in

der Neubauer-Zahlkammer gezahlt.

3.4 BLUTENTNAHMEN

Blut gesunder Probanden und Patienten wurde mittels steriler Punktion einer peripheren Vene
mit Fliigelkaniilen/Butterflys entnommen. Die Abnahme erfolgte in Sarstedt® S-Monovetten.
Die PBMC-Isolation erfolgte aus Lithium-Heparin-Monovetten. Diese enthalten Heparin (16
LE. / ml Blut) als Antikoagulans. Zusétzlich wurde Blut in Serum-Monovetten abgenommen.
Das in den Serum-Monovetten enthaltene Silikat diente als Gerinnungsaktivator. Nach einer
Inkubationszeit von 20 Minuten bei Raumtemperatur werden die Serum-Monovetten bei
3000 rpm ohne Bremse zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Serum als Uberstand abpipettiert
und weiterverarbeitet oder ggf. bei -80°C gelagert.

3.5 PERIPHERAL BLOOD MONONUCLEAR CELLS (PBMC)

3.5.1 PBMC-Isolation

Leucosep®-Rohrchen mit pordser Trennscheibe aus Polyethylen wurden mit 15 ml Ficoll
(1.077 g/mL) befiillt. Nach der Zentrifugation bei 2000 rpm fiir 5 Minuten befindet sich das
Ficoll unter der Trennmembran. So wird eine Vermischung von Blut und Ficoll verhindert und
das Risiko einer Kontamination durch Erythrozyten und Granulozyten minimiert. Gesunden
Probanden bzw. Patienten wurde das benétigte Volumen Vollblut in Li-Hep-Monovetten abge-

nommen, mit PBS verdiinnt und je 25 ml in ein vorbereitetes Leucosep®-Rohrchen gegeben.
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Bei der Dichtegradienten-Zentrifugation (2000 rpm, 17 min, ohne Bremse) erfolgte die Sepa-
ration des Vollblutes aufgrund der Dichteunterschiede der Zellpopulationen (Abb. 6). Die
PBMC-haltige Interphase wurde im Anschluss abgenommen, mehrfach in PBS gewaschen und

die Zellzahl ermittelt.

Plasma

Vollblut Dichtegradientzentrifugation PBMC

"

Trennscheibe Trennscheibe

Ficoll Ficoll

Granulozyten
Erythrozyten

Abb. 6: Schematische Darstellung der PBMC-Isolation mittels Dichtegradienten-Zentrifugation in Leu-
cosep®-Rohrchen.

3.5.2 Standard-Kryokonservierung von PBMC

Zur Standard-Kryokonservierung der PBMC wurden die Zellen in einer Resuspensionslosung
(95 % RPMI und 5 % HSA) aufgenommen und in ein Kryo-Rdhrchen iiberfiihrt. AnschlieBend
wurde die Kryokonservierungslosung (80 % HSA und 20 % DMSO) langsam hinzugefiigt. Die
maximale Zellzahl pro Kryorohrchen lag bei 20x10°. Die Kryorohrchen wurden umgehend in
den Mr. Frosty Freezing Container (2-Propanol) transferiert und dieser im -80 °C Tiefkiihl-
schrank fiir 24 Stunden gelagert. Nach 24 Stunden wurden die Proben in den stickstoffgefiillten
Kryotank (-196 °C) iiberfiihrt.

3.5.3 Auftauen von PBMC

Als Vorbereitung wurden die bendtigten Medien und das Wasserbad auf 37 °C erwdrmt und
2 ml erwdrmtes RPMI-Néhrmedium in ein 15 ml-Réhrchen gegeben. Die Zellen wurden nach
Entnahme aus der Kryotonne auf Trockeneis gelagert und im Wasserbad aufgetaut. Darauthin
wurden die Zellen in das vorbereitete ROhrchen iiberfiihrt, mit erwdrmten FCS-Nahrmedium
auf 15 ml aufgefiillt und 4 Minuten bei 300 g abzentrifugiert. Dieser Schritt wurde nochmals

wiederholt und die Zellen anschlieBend gezihlt.
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3.6 T-ZELL-ISOLATION

Die T-Zell-Isolation aus isolierten PBMC wurde mittels MicroBead-Separation im AutoMACS
bzw. AutoMACSPro nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Die MicroBead-Separation basiert
auf der Markierung der gesuchten Antigen-Zielstruktur mit spezifischen monoklonalen Anti-
korpern, welche mit superparamagnetischen Nanopartikeln gekoppelt sind. AnschlieBend
durchlduft die Zellsuspension im AutoMACSPro-Separator eine Sdule mit ferromagnetischer
Beschichtung innerhalb eines Magnetfeldes. Die MicroBead-markierten Zellen werden somit
am Magneten zuriickgehalten, die ungelabelten Zellen aufgefangen. Anschliefend werden die
gelabelten Zellen automatisch eluiert und separat gewonnen (positive Selektion) (Abb. 7)%.
Durch die Antikdrper-Antigen-Bindung kommt es weder zur Aktivierung der Zelle noch zur
Beeinflussung der Oberfldchenstruktur oder der Zellfunktionalitdt’®. Als Vorbereitung fiir die
Isolation wurde die benétigte Zentrifuge auf 4 °C heruntergekiihlt und der Puffer A auf Eis
schonend aufgetaut. Zur Antigenmarkierung werden die PBMC in Puffer A und fiir 15 Minuten
bei 4 °C mit CD8 MicroBeads inkubiert. AnschlieBend werden die PBMC gewaschen und es
erfolgt die Isolation im AutoMACSPro-Separator.

Magnetic labeling Magnetic separation Elution of the labeled cells

og | d |0}

o
o, d
Abb. 7: Schematische Darstellung der Zellseparation mittels magnetischer MicroBeads (Miltenyi Bio-

tec) durch Positivselektion der zu isolierenden Zellpopulation und anschlieBendem Durchlaufen der
magnetischen Saule im AutoMACSPro%.

3.7 PHOTODYNAMISCHE THERAPIE DER U87-ZELLEN IN-VITRO

Die PDT Behandlung setzt sich aus zwei Teilschritten zusammen. Zunédchst werden die Tumor-
zellen mit dem Photosensitizer 5-Aminoldvulinsdure (5-ALA) inkubiert. Im Anschluss folgt die

Bestrahlung mit Laserlicht mit einer Wellenlédnge von 635 nm.

3.7.1 Inkubation mit 5-Aminolavulinsaure (5-ALA)

U87-Zellen wurden in 6-Well-Platten mit einer Konzentration von 0,4x10° Zellen pro Well in

4 ml Tumormedium ausgesit. Nach einer Inkubationsphase von 18 Stunden im Brutschrank
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erfolgte die Inkubation mit 5-ALA. Die dafiir bendtigten Arbeitsschritte fanden auf Grund der
Lichtempfindlichkeit des Photosensitizers im abgedunkelten Labor statt. Zundchst wurde mit
PBS eine 5-ALA-Losung mit der Konzentration von 1 mg/ml hergestellt. Der pH-Wert wurde
anschlieBend mittels Natronlauge an das physiologische Niveau (7,35-7,45) angeglichen, um
wihrend der Inkubationszeit keinen Zellschaden zu induzieren. Fiir die vierstiindige Inkubation
erfolgte die Verdiinnung mit DMEM (ohne FCS) auf eine finale 5-ALA Konzentration von
25 pg/ml. Fiir die Bestrahlung wurde das Nahrmedium der Tumorzellen durch jeweils 4 ml 5-
ALA-LG6sung, das Medium der Kontrollzellen (ohne PDT) durch FCS-freies DMEM ersetzt.

3.7.2 in-vitro-PDT-Bestrahlung

Bei der intraoperativen stereotaktischen PDT-Behandlung erfahren die an der Oberfléche des
Tumors liegende Zellen eine hohere Strahlungsenergie als die weiter innen liegenden Zell-
schichten. So wurde auch im in-vitro-Modell mit unterschiedlichen Energielevel gearbeitet.
Anhand verschiedener Bestrahlungszeiten (Sekunden, s) bei einer konstanten Zielleistung von
100 mW/cm? wurden die gewiinschten Bestrahlungsenergielevel (J/cm?) von 1 J/em? (10s),
3 J/em? (30s) und 5 J/em? (50s) fiir die jeweiligen Wells festgelegt. Fiir die Bestrahlung wurde
das Medium durch FCS-freies, farbloses DMEM ersetzt. Die Platten wurden in die Laservor-

richtung eingespannt und nach folgendem Schema bestrahlt (Abb. 8):

>
. . _‘
. . N
. . w

Abb. 8: Schematische Darstellung der 6-Well-Platte fir die in-vitro-PDT-Behandlung. Die unterschied-
lichen Bestrahlungsenergien wurden anhand der Bestrahlungszeit (in Sekunden, s) reguliert.

AnschlieBend wurden die bestrahlten Zellen mittels Biotase enzymatisch aus den Wells gelost
und die Zellen unterschiedlicher Bestrahlungsenergien zu gleichen Teilen zusammenfiigt.

Ebenso wurden die unbehandelten Zellen der Kontrollgruppe geldst und gezihlt.

3.7.3 Kultivierung der PBMC und U87-Zellen nach PDT

Fiir die Co-Kulturen von U87-Tumorzellen mit PBMC gesunder Probanden wurden die PDT-

behandelten Tumorzellen bzw. die Kontrollzellen zusammen mit PBMC im Verhéltnis 1:10 in
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6-Well-Platten bzw. 25 cm? Zellkulturflaschen in DMEM kultiviert. Zusitzlich erfolgte die T-
Zell-Stimulation durch Zugabe von Human T-Activator CD3/CD28 Dynabeads® in einer Kon-
zentration von 2,5 ul pro 1x10° PBMC. Diese paramagnetischen Beads sind konjungiert mit
monoklonalen Antikdrpern gegen CD3 und CD28 Oberflaichenmolekiile. Somit wurde eine
physiologische T-Zellaktivierung durch antigenprésentierende Zellen (APC) iiber MHC-I und
CD80 (B7-1) bzw. CD86 (B7-2) imitiert. Nach 48-stiindiger Inkubation bei 37 °C im abgedun-
kelten Brutschrank wurden die Zellen ohne enzymatische Abldsung geerntet, in PBS gewa-
schen, in 2.0 ml Eppendorfreaktionsgefd3e transferiert und diese fiir 3 Minuten im Cell Sepa-
ration Magnet platziert. Die magnetischen Dynabeads® verblieben am Rand der Tubes, die

restliche Zellsuspension konnte entnommen, gezéhlt und analysiert werden.

3.8 PHOTODYNAMISCHE THERAPIE DER PRIMARZELLEN IN-VITRO

Die in-vitro-PDT im autologen Ansatz erfolgte analog zur PDT der U87-Zelllinie. Primére
Glioblastom-Zellen wurden auf 6-Well-Platten ausgesét und fiir 24 Stunden im Brutschrank
inkubiert. Die 5-ALA Konzentration betrug 25 pg/ml in FCS-freiem Neuromedium. Nach der
PDT wurden die Zellen mittels Accutase aus den Wells gelost und gezdhlt. Fiir die anschlie-
Bende Co-Kultivierung wurden die primiren Tumorzellen und autologe PBMC vom selben Pa-
tienten benutzt. Als Ndhrmedium der Co-Kultur diente Neuromedium. Stimulation und Inku-

bation unterschieden sich nicht vom Ansatz mit U87-Zellen und PBMC gesunder Probanden.

3.9 ERMITTLUNG DER PDT-AQUIVALENTEN TEMOZOLOMID-DOSIS

3.9.1 Vorbereitung der TMZ-Stock-Solution

Zur Herstellung einer 50 mM TMZ Stock-Losung wurden 25 mg Temozolomid (194,15 g/mol)
in 2,6 ml DMSO gelost, in Eppendorf-Tubes aliquotiert und im Gefrierschrank bei -24 °C ge-
lagert.

3.9.2 TMZ-Titration

Um die bendtigte Temozolomid-Dosis zu ermitteln, bei welcher der provozierte Zellschaden
dem der PDT-Behandlung entspricht, wurden U87-Zellen mit einer Dichte von 0,1x10° Zellen
pro Well auf einer 24-Well-Platte in Ndhrmedium ausgesét und iiber Nacht im Brutschrank
inkubiert. Nach 24 Stunden wurde eine definierte Menge der TMZ Stock-Solution hinzugefiigt

um — je nach Well — eine TMZ-Endkonzentrationen im Néhrmedium zwischen 0 und 500 uM
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zu erreichen. Nach insgesamt 72 Stunden Inkubation erfolgte die Analyse der Zellviabilitdt
mittels MTT-Assay.

3.9.3 Bestimmung der Zellschadigung durch PDT

Auf 6-Well-Platten wurden 0,4x10° Tumorzellen pro Well ausgesét. Nach 24-stiindiger Inku-
bation erfolgte die vierstiindige 5-ALA-Inkubation und PDT-Behandlung nach dem oben be-
schriebenen Schema. Hierbei wurden in Doppelbestimmungen die Wells entweder mit 1, 3 oder
5 J/cm? bestrahlt und zusétzlich Zellen in 5-ALA, jedoch ohne anschlieBende Bestrahlung oder
nur in Zellmedium ohne 5-ALA-Applikation/ohne Bestrahlung, inkubiert. Nach der PDT wur-
den die Zellen mittels Biotase geldst und jeweils 0,1x10° Zellen der jeweiligen Gruppen in 1 ml
Zellmedium auf eine 24-Well-Platte transferiert. Zusatzlich wurden die restlichen PDT-behan-
delten U87-Zellen zu gleichen Teilen zusammengefiihrt und hiervon ebenfalls 0,1x10° Zellen
ausgesét. AnschlieBend erfolgte die Inkubation der Zellen, analog zu den Co-Kulturen, fiir 48
Stunden und die Viabilititsbestimmungen wurden mittels MTT-Assay durchgefiihrt. Als Refe-

renzgruppe dienten unbehandelte Zellen.

3.10 TEMOZOLOMID-BEHANDLUNG DER U87-ZELLEN IN-VITRO

3.10.1 in-vitro-TMZ-Behandlung

0,25x10° U87-Zellen pro Well wurden auf 6-Well-Platten in 2 ml Tumormedium ausgesit.
Analog zu den TMZ-Vorversuchen erfolgte nach 24 Stunden die Zugabe von 14 ul TMZ der
50 mM Stock Solution (finale Konzentration 350 pM). Die Zellen der Kontrollgruppe blieben
unbehandelt. Nach insgesamt 72 Stunden Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen mit
Biotase geldst, die Zellen der jeweiligen Gruppe zusammengefiigt und mehrmals in PBS gewa-
schen, um eine Kontamination der Co-Kultur mit Temozolomidriickstdnden zu verhindern. An-

schlieBend wurde die Zellzahl bestimmt.

3.10.2 Kultivierung von PBMC und U87-Zellen nach TMZ-Behandlung

Die Co-Kultivierung TMZ-behandelter U87-Zellen mit PBMC gesunder Probanden erfolgte
analog zu den in-vitro-PDT Versuchen. Das Verhiltnis von Tumorzellen zu PBMC betrug 1:10.
Zusitzlich erfolgte zur Stimulation die Zugabe von Human T-Activator CD3/CD28 Dynabe-
ads® in einer Konzentration von 2,5 pul pro 1x10° PBMC. Nach 48 Stunden Inkubation wurden
die PBMC geerntet, die Dynabeads® entfernt und die Zellzahl fiir weitere Analysen ermittelt.
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3.11T ANALYSE KRYOKONSERVIERTER PBMC

PBMC gesunder Spender wurden isoliert und die Zellzahl sowie die Viabilitdt bestimmt. Lag
die ermittelte Viabilitdt der PBMC bei mindestens 90 %, wurden die Zellen in einer 24-Well-
Platte mit einer Dichte von 0,6x10° Zellen pro Well in 1 ml RPMI-Nédhrmedium kultiviert. Die
eine Halfte der Zellen wurde direkt durch Zugabe von 2,5 pl Human T-Activator CD3/CD28
Dynabeads® stimuliert, die andere Hilfte blieb unstimuliert. Als Negativkontrolle dienten nur
mit Zellmedium gefiillte Wells. Die Zellen wurden 72 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Stoff-
wechselaktivitit wurde alle 24 Stunden mittels MTT-Assay bestimmt. Das erste MTT-Assay
erfolgte 4 Stunden nach Beginn der Inkubationsphase. Die restlichen, isolierten PBMC wurden

in verschiedenen Kryomedien aufgenommen und kryokonserviert.

Folgende Kryokonservierungsmedien wurden benutzt:

1)
50 % IMDM, GlutaMAX™ Supplement
40 % Serum des jeweiligen PBMC Spenders
10 % DMSO

2)6°
50 % RPMI-1640 Medium, 1% L-Glutamin
40 % Serum des jeweiligen PBMC Spenders
10 % DMSO

3)
47,5 % RPMI-1640 Medium, 1% L-Glutamin
42,5 % Human-Albumin 20%
10 % DMSO

4)
100% PromoCell Cryo-SFM
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Die PBMC wurden hierbei jeweils entweder im IMDM-GlutaMAX™ Supplement oder im
RPMI-1640 Medium (1 % L-Glutamin) resuspendiert und in die Kryordhrchen transferiert. Die
maximale Anzahl an Zellen pro Kryordhrchen betrug 20x10°. Das Spenderserum bzw. das Hu-
man-Albumin 20 % wurde mit DMSO versetzt und tropfenweise den jeweiligen Kryotubes hin-
zugefiigt. PromoCell Cryomedium wurde unverdiinnt und nach Herstellerangaben benutzt. Die
Zellen wurden 24 Stunden im Mr. Frosty-Gefrierbehélter bei -80 °C gelagert und anschlieend
fiir 96 Stunden in den stickstoffgefiillten Kryotank (-196 °C) tiberfiihrt. Fiir die Bestimmung
der Stoffwechselaktivitit nach Kryokonservierung wurden die Zellen aufgetaut, gewaschen und
gezihlt. Die Viabilitdt wurde ermittelt und die Zellen in 24-Well-Platten transferiert (6x10°
Zellen/Well, 1 ml Zellmedium). Die erste Gruppe wurde direkt mit 2,5 pl Human T-Activator
CD3/CD28 Dynabeads® stimuliert, die zweite Gruppe blieb unstimuliert. Analog zu den Ver-
suchen mit frischen PBMC erfolgte die erste MTT Messung nach 4 Stunden und anschlieBend
erneut nach 24, 48 und 72 Stunden im Inkubationsschrank.

3.12 CO-KULTUREN MIT KRYOKONSERVIERTEN PBMC

Alle Co-Kultur-Experimente mit kryokonservierten PBMC wurden analog zu den bei 3.7 be-
schriebenen Experimenten durchgefiihrt. Die PBMC wurden hierfiir nach der Isolation in Kry-
okonservierungsmedium bestehend aus 50 % RPMI-1640 Medium mit 1 % L-Glutamin, 40 %
Serum des jeweiligen Spenders und 10 % DMSO aufgenommen und fiir 96 Stunden in Stick-
stoff gelagert. Fiir die Co-Kulturen wurden die PBMC aufgetaut, die Viabilitit bestimmt und
anschlielend in Co-Kultur mit PDT-behandelten oder unbehandelten U87-Zellen gegeben. Ge-
gebenenfalls erfolgte zuvor eine 24-72-stlindige Vorinkubation der PBMC unter T-Zell-spezi-
fischer Stimulation. Die T-Zell-Stimulation erfolgte mit Human T-Activator CD3/CD28 Dy-
nabeads®. Nach 48-stiindiger Co-Kultivierung bei 37 °C im Inkubationsschrank wurden die
PBMC geerntet bzw. die anschlieBend isolierten CD8" T-Zellen mittels qRT-PCR oder Cal-
cein-AM-Assay analysiert.
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3.13 QUANTIFIZIERUNG DER GENEXPRESSION

3.13.1 RNA-Isolation

Zellen wurden im Vorfeld in RNAqueous® Lysis/Binding Solution (Probanden) oder QIAzol
Lysis Reagent (Patienten) lysiert und bei -80 °C gelagert. Die RNA-Isolation erfolgte mittels
Ambion™ RNAqueous total RNA Isolation Kit bzw. miRNeasy Mini Kit.

3.13.1.1 RNA-Isolation bei gesunden Probanden

Den bereits im RNAqueous® Lysis/Binding Solution aufgeschlossenen Zellen wurde Ethanol
(64 %) hinzugefiigt und anschlieBend das Lysat in RNA-Isolation-Tubes mit Glasfaser-Filter
transferiert. Nach drei Reinigungsschritten mit RNAqueous® Waschpuffern erfolgte die Elu-
tion der RNA aus den Filtern mittels 75 °C warmem nukleasefreiem Wasser. Bei diesem und

allen noch folgenden Arbeitsschritten wurden Pipettenspitzen mit Filter benutzt.

Moglicherweise verbliebenden DNA-Molekiile wurden mittels Inkubation mit Turbo-DNase
(Ambion1907) und 10xDNAse Puffer bei 37 °C fiir 30 Minuten entfernt und die Reaktion durch
Zugabe von DNase inactivation reagent beendet. Im Anschluss wurden die Proben abzentrifu-
giert, die im Uberstand befindliche RNA abgenommen und in ein neues RNAse-freies Tube
transferiert. Quantifizierung der extrahierten RNA (ng/ul) und der Grad der Reinheit wurden
am NanoDrop™ 2000/2000c Spektralphotometer ermittelt.

3.13.1.2 RNA-Isolation bei Patienten

Die geernteten Zellen wurden in QIAzol Lysis Reagent aufgenommen. Nach Zugabe von Chlo-
roform erfolgt durch Zentrifugation die Separation in eine wissrige und eine organische Phase.
RNA-Molekiile verblieben in der wéssrigen Phase, wohingegen denaturierte Proteine und Lip-
ide in der organischen Phase geldst wurden. Die obere, wéssrige Phase wurde abpipettiert, Etha-
nol hinzugegeben und auf die Siliciumdioxid-Membran der RNA-Isolation-Tubes gegeben.
Nach mehreren Waschschritten wurde die RNA mittels Elutionslosung aus der Membran geldst
und in ein nukleasefreies Tube transferiert. Die Menge der extrahierte RNA (ng/pul) und der

Reinheitsgrad wurden am NanoDrop™ 2000/2000c Spektralphotometer ermittelt.

3.13.2 cDNA-Synthese

Die zu transkribierenden RNA-Proben wurden vor der Umschrift mit nukleasefreiem Wasser

auf eine Konzentration von 1000 ng/ul in 10 pl verdiinnt. Lagen geringere Mengen an RNA
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vor, wurde die geringste Konzentration als Verdiinnungskonzentration gewdhlt. Zu den ver-
diinnten RNA-Proben wurden in einem ersten Schritt jeweils 1 pl Oligo-dt Primer 0,4 pg/ul,
1 ul ANTP Mix 10 nM und 1 pl Random Hexamer Primer 0,4 pg/ul hinzugefiigt und die RNA
im Eppendorf Mastercycler fiir 5 Minuten bei 65°C denaturiert. Bei der anschlieBenden ein-
miniitigen Inkubation auf Eis erfolgte die Anlagerung der Oligo-dt Primer und Hexamer Primer
als Startpunkte der darauffolgenden cDNA-Synthese. Fiir diese wurde jeweils 4 pl 5x First
Strand Buffer, 1 ul 0,1M DTT, 1 pl RNaseOUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor (40 U/ul)
und 1 pl SuperScript® III Reverse Transcriptase (200 U/ul) hinzugefiigt und die Probe gut
durchmischt. Die cDNA-Synthese erfolgte mittels drei Inkubationsphasen: zunédchst 5 Minuten
bei 25 °C anschlieend 45 Minuten bei 50 °C und in der letzten Phase 15 Minuten bei 70 °C.
Die nun fertigen cDNA-Ansétze wurden bei -80 °C gelagert oder direkt im Anschluss fiir die

quantitative real-time PCR verwendet.

3.13.3 Quantitative real-time PCR (qRT-PCR)

Die quantitative real-time PCR (polymerase chain reaction) ermdglicht neben der Amplifika-
tion die gleichzeitige Quantifizierung der gesuchten und vervielféltigten Genabschnitte. Grund-
lage dafiir ist, neben der PCR-Amplifikation, die vorherige Markierung der bekannten Zielre-
gion mittels UPL-Oligonukleotid-Sonden. Diese enthalten am 5’ Ende einen Reporter-Farb-
stoff. Basierend auf dem Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer (FRET) wird die Fluoreszenz-
Emission durch einen am 3’ Ende sitzenden Dark-Quencher unterdriickt. Wird dieser wéihrend
der Elongationsphase durch die Tag-Polymerase hydrolytisch abgespalten, kann nach Anre-
gung durch eine Lichtquelle spezifischer Wellenldnge die Signalmessung der Fluoreszenz in
Echtzeit (,,real time*) erfolgen. Die qRT-PCR erfolgt im LightCycler®480 in drei Phasen. Zu-
nichst wird der Ansatz auf 95 °C erwédrmt. Hierbei kommt es zur Denaturierung und Auftren-
nung der dsDNA. Wihrend der darauffolgenden Annealing-Phase bei 50 °C kommt es zur An-
lagerung der Primer und Sonden. In der abschlieBenden Elongationsphase bei 72 °C erfolgt die
eigentliche Amplifikation der DNA. Die Fluoreszenzintensitit nimmt proportional zur Menge
des gesuchten PCR-Amplikons zu. Die Quantifizierung erfolgt in der exponentiellen Phase der
Amplifikation in dem Template, Primer und Polymerase in einer optimalen Konzentration zu-
einander vorliegen. Bestimmt wird hierbei der Zyklus, an dem die Fluoreszenz erstmals den
Schwellenwert der Hintergrund-Fluoreszenz iibersteigt (Cp-Wert = crossing point). Je frither
der Cp Wert erreicht wird, desto mehr cDNA ist in der Probe vorhanden (Abb. 9).

Zunichst wurden die cDNA-Proben mit Nuklease-freiem Wasser auf eine Konzentration von
2 ng/ml verdiinnt. Hiervon wurden 5 pl pro Well in eine 96-Multiwell-Platte pipettiert (10 ng
cDNA pro Well). AnschlieBend wurden jeweils 15 pl des Mastermixes bestehend aus 4,4 pl
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PCR-Grade nukleasefreiem Wasser, 0,2 pl Forward Primer (20 uM), 0,2 ul Reverse Primer
(20 uM), 0,2 pl fluoreszierender UPL-Sonde (10 uM) sowie 10 ul DNA Probes Master hinzu-
gefligt, die Platte mit einer Folie verschlossen, zentrifugiert und die QRT-PCR im LightCyc-
ler480 gestartet. Nach Ablauf der qRT-PCR konnte mittels der LightCycler® RelativeQuanti-
fication Software die mRNA-Expression der gesuchten Zielgene, jeweils in Bezug zur Expres-
sion der Housekeeping Genes beta-Aktin und TBP, bestimmt werden. Die Bestimmung der

Expression erfolgte fiir Zielgene (Targets) und Referenzgene (Houskeeper) in Duplikaten.
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Abb. 9: Schematische Darstellung der qRT-PCR unter Verwendung von UPL-Oligonukleotid-Sonden
(Hydrolyse-Sonden). Wahrend der Elongationsphase kommt es zur hydrolytischen Trennung von Re-
porter und Quencher mit anschlieBender Fluoreszenzmessung der Lichtemission®®.
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3.14 FUNKTIONELLE ASSAYS

3.14.1 Enzyme Linked Immuno Spot Assay (ELISpot)

Die Quantifizierung von Perforin-sezernierenden CD8-positiven T-Zellen erfolgte mittels En-
zyme Linked Immuno Spot Assay (ELISpot). Das ELISpot-Assay ermdglicht den direkten
Nachweis von sezernierten Zytokinen oder Antikdrpern. Nach Fixierung der zu detektierenden
Zytokine an eine mit spezifischen Antikdrpern beschichteten PVDF-Membran erfolgt die Mar-
kierung der Ziel-Zytokine mit biotinylierten, monoklonalen Zweitantikdrpern. Diese sind an
ein Enzym gekoppelt, welches mittels Umsetzung eines hinzugefiigten Farbstoffsubrates den
Ort der Zytokinsekretion farbig markiert. Anschliefend konnen diese Spots mittels Mikroskop-
kamera gezdhlt werden. Die hierbei ermittelte Anzahl ist proportional zur Menge der sezernier-
ten Zytokine (Abb. 10).

Zur Quantifizierung der Perforin-Sekretion wurde das ELISpot-Assay mit dem ELISpot PLUS
Human Perforin-Kit nach Herstellerprotokoll unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Hierfiir
wurden aus vorherigen Co-Kultivierungs-Experimenten mit PDT- bzw. TMZ-behandelten oder
unbehandelten U87-Zellen die jeweiligen CDS8-positiven T-Zellen kryokonserviert. Fiir die
Durchfiihrung des ELISpot-Assay wurden die T-Zellen aller Probanden gleichzeitig aufgetaut,
separat gezéhlt und anschlieBend jeweils 0,3x10° Zellen in 150 pul CTL-Medium aufgenommen.
Die nativen U87-Zellen fiir die erneute Stimulation wurden geerntet, gezihlt und ebenfalls in
CTL-Medium resuspendiert (5000 Zellen/75 pl). Verwendet wurde CTL-Medium (CTL-
Test™ Medium), supplementiert mit IL-2 (2 U/ml), CD3/CD28 Stimulation-Beads (1 pg/ml)
und L-Glutamin (10 %).

Die bereits mit Perforin-spezifischen Antikorpern beschichteten ELISpot Platten wurden vier-
mal mit sterilen PBS (200 pl/Well) gewaschen. Um die unspezifischen Bindungsstellen zu blo-
ckieren, wurden die Wells anschlieBend mit 200 pl Ndhrmedium mit 10 % CTL-Zellmedium
fiir 45 Minuten bei 37 °C inkubiert. Fiir jeden Probanden wurden ein Stimulations-Well und
ein Basal-Well angelegt. In alle Wells wurde 75 ul der CD8" T-Zell-Losung gegeben. Dieses
entsprach einer Konzentration 0,15x10° Zellen pro Well. Bei den Stimulations-Wells erfolgte
die Zugabe von 5000 Zellen nativer U87-Zellen (75 pul). Die Basal-Wells wurden auf das Ge-
samtvolumen von 150 pl mit CTL-Medium aufgefiillt. Jede Probe wurde als Doppelmessung

aufgetragen. Zusitzlich wurden jeweils drei Wells ausschlieflich mit Medium oder nur mit
U87-Zellen befiillt.

Die Platte wurde bei 37 °C im Inkubationsschrank gelagert. Wiahrend dieser Zeit wurde sicher-

gestellt, dass die Platten nicht bewegt wurden und es zu keinerlei Erschiitterungen der Proben
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kommen konnte. Nach 72 Stunden wurde der Uberstand abgenommen und die Platte fiinfmal
mit sterilen PBS (200 ul/Well) gewaschen.

100 pl des biotinylierten monoklonalen Antikorpers (Pf-344-biotin, verdiinnt in 0,5 % FCS-
haltigem-PBS auf eine Konzentration von 1 pg/ml) wurde in jedes Well gegeben und die Platte
anschlielend fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur gelagert. Die Wells wurden erneut gewa-
schen (5x mit je 200 ul PBS) und pro Well 100 pl des Farbstoff-umsetzenden Enzymkon-
jungats Streptavidin-Alkalische Phosphatase (1:1000 verdiinnt in 0,5 % FCS-haltigem-PBS)
zugegeben. Nach einstiindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Platte mehrfach mit
PBS gewaschen. Im Anschluss wurde das Farbstoffsubstrat BCIP/NBT 5-Brom-4-chlor-3-in-
doxylphosphat Nitroblau-Tetrazoliumchlorid durch einen sterilen 0,45 pm Filter gereinigt und
pro Well jeweils 100 pl zugegeben. Dieser Schritt erfolgte ziigig, um fiir alle Wells eine annéa-
hernd gleiche Inkubationszeit fiir den Umsatz des Farbstoffes zu gewihrleisten. Die Platte wur-
den nun erneut bei Raumtemperatur inkubiert bis blaue Farbstoffpunkte (Spots) zu erkennen
waren. Die Reaktion wurde nun durch mehrmaliges Waschen der Platte mit Aqua bidest ge-
stoppt und die Platte 48 Stunden lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur getrocknet. Die Zéhlung
der Spots erfolgte automatisiert am ELISpot-Reader.

@ Streptavidin-ALP-Konjungat

SA

9 biotinylierter Detektions-Antikorper

// Perforin

/ Antikorperbeschichtete PVDF Platte

Abb. 10: Schematische Darstellung des Enzyme Linked Immuno Spot Assay (ELISpot) zur Quantifizie-
rung der Perforin-Sekretion. Auf eine mit Antikorpern vorbeschichtete Platte werden Zellen ausgesat
und stimuliert. Das sezernierte Perforin bindet an die Antikorper. Die Zellen werden abgewaschen und
biotinylierte Detektionsantikorper hinzugegeben. Das nun hinzugefugte Streptavidin (SA)-Alkalische
Phosphatase (ALP)-Konjugat bindet den Detektionsantikorper und setzt ein Farbsubstrat in unlosliche
Prazipitate um (hier nicht dargestellt), die anschlieBend mikroskopisch quantifiziert werden®.

3.14.2 Calcein-Acetoxymethylester-Toxizitats-Assay

Die Analyse der CD8" T-Zell-vermittelten Zytotoxizitit erfolgte mittels Calcein-AM-Lyse-As-
say. Hierbei wurde die Lysekapazitat PDT- bzw. TMZ-geprimter CD8" T-Zellen bei erneuter
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Inkubation mit nativen U87-Zellen bestimmt. Nach Calcein-AM-Aufnahme in lebende und
stoffwechselaktive Zielzellen, kommt es zur enzymatischen Abspaltung des Acetoxymethyles-
ters (AM) des zellpermeablen Calcein-AM Molekiils. Komplexierung intrazelluldrer Calciumi-
onen fiihrt zur Fluoreszenz des hydrophilen Molekiils. Dieses kann die Zellmembran nun nicht
mehr passieren und verbleibt in der intakten Zelle. Kommt es nach Kontakt mit zytotoxischen
Zellen zur Lyse der mit Calcein-markierten Zielzellen, wird der emittierende Farbstoff in das
gemeinsame Zellmedium freigesetzt und kann nun im Uberstand quantifiziert werden. Die Flu-
oreszenzintensitdt ist proportional zur Anzahl der lysierten Zielzellen und damit ein MaB3 fiir

die Lysekapazitit der eingesetzten zytotoxischen Zellen (Abb. 11).

Als Zielzellen wurden native U87-Zellen am Vortag der Messung mit einer Konzentration von
20.000 Zellen pro Well auf eine 96-Well-Platte in 200 pl Ndhrmedium ausgesét. Nach 24-stiin-
diger Inkubation erfolgte die Fluoreszenzmarkierung. Hierfiir wurde das Medium abgenommen
und die Zellen fiir 60 Minuten in 8§ uM Calcein-AM-Losung (gelost in DMSO, verdiinnt in
PBS) inkubiert. Im Anschluss wurden die Wells mehrfach mit PBS gewaschen, um mogliche

Calceinreste zu entfernen.

Nach 48-stiindiger Inkubation mit behandelten (PDT oder TMZ) bzw. unbehandelten U87-Zel-
len wurden die PBMC geerntet, gewaschen und die Stimulations-Beads magnetisch entfernt.
Zu den Calcein-gelabelten U87-Zellen wurden nun jeweils 0,2x10° PBMC pro Well hinzuge-
fiigt. Zusétzlich wurde die basale Autolyserate der Tumorzellen (Spontanrelease) durch Inku-
bation gelabelter U87-Zellen ohne PBMC ermittelt. Zur Ermittlung der maximalen Lyserate
wurden U87-Zellen in Zellmedium mit 1 % Triton X inkubiert (Maximumrelease). Mehrere
Wells wurden als Blindwerte lediglich mit Medium gefiillt. Nach 8 Stunden Inkubation im
Brutschrank wurde die Platte zentrifugiert, die Hilfte des Uberstandes abgenommen und die
Fluoreszenzintensitit des Calceins detektiert. Die Messungen erfolgten am FLUOstar OPTIMA
bei einer Anregungswellenldnge von 490 nm und einer Emissionsmessung bei 520 nm. Die Be-
rechnung der Lyserate erfolgte durch folgende Formel:
Probe — Spontanrelease

L re 1041 = 100
yserate [%] Maximalrelease — Spontanrelease *
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Abb. 11: Schematische Darstellung des Calcein-Acetoxymethylester-Assays. Nach Aufnahme von Cal-
cein-AM in die viable Zielzelle kommt es zur Abspaltung der Acetoxymethylester-Reste durch cyto-
plasmatische Esterasen. Calcein kann die intakte Zellmembran nun nicht mehr passieren und verbleibt
als grunlich fluoreszierendes Molekul in der Zelle. Zur Bestimmung der Lyseaktivitat zytotoxischer T-
Zellen wird das bei Lyse der Zielzellen freigesetzte Calcein im Uberstand quantifiziert¢®.

3.14.3 MTT Cell Proliferation Assay

Das MTT Cell Proliferation Assay diente der Ermittlung der metabolischen Zellaktivitit. Der
Nachweis basiert auf der Aufnahme des MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltet-
razolium Bromid) durch stoffwechselaktive Zellen. Diese metabolisieren MTT iiber NADPH-
abhinge Enzymreaktionen, wobei wasserunlosliche, violette Formazankristalle entstehen. For-

mazankristalle beeintrichtigen anschlieBend die Absorptionsmessung und geben so Riick-
schluss auf die Zellaktivitét (Abb. 12).

Die folgenden Schritte wurden im abgedunkelten Labor durchgefiihrt, um die lichtempfindli-
chen Substanzen zu schiitzen. 25 mg des MTT-Pulvers wurden in 5 ml PBS gelost (5 mg/ml).
Die MTT Stock Solution wurde anschlieBend mittels steriler Filter (0,2 pm) gereinigt, um mog-
lichen Kristalle zu entfernen und Sterilitdt zu gewihrleisten. Das Medium der zu untersuchen-
den Zellen (6-Well- oder 96-Well-Platten) wurde entfernt und das MTT hinzugefiigt. Hierbei
entsprach die Menge an MTT-Losung 10 % des urspriinglichen Zellmediums. Nach einer
Stunde Inkubationszeit bei 37 °C wurde der Uberstand abgenommen und die Formazankristalle
in DMSO (Menge = urspriingliche Zellmediumsmenge) gelost. Die violette Losung wurde auf
eine neue 96-Well-Platte mit Flachboden transferiert, sofern die Zellen nicht auf diesen kulti-
viert und inkubiert wurden. Die Messung der Absorption bzw. der optischen Dichte (OD) er-
folgte im FilterMax F3 Multi-Mode Microplate Reader bei einer Wellenlédnge von 550 nm. Der
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Anteil der stoffwechselaktiven Zellen wurde durch Bildung des Quotienten aus der OD behan-
delter und unbehandelter Kontrollzellen ermittelt (OD behandelter Zellen / OD unbehandelter
Zellen x 100). Die ermittelte Absorption ist proportional zur Stoffwechselaktivitét.

A )
\w/N’\ N N N/

N R i i N* N
K Mitochondriale Reduktion \ Y N/
Br~

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) Formazan

Abb. 12: Chemische Grundlage des MTT-Assays. Metabolisierung von MTT durch NADPH-abhangige
Enzymreaktionen in stoffwechselaktiven Zellen zu wasserunldslichen Formazan-Kristallen®.

3.15 STATISTIK

Die Darstellung der Daten erfolgt als Mittelwert = Standardfehler des Mittelwertes (SEM), so-
fern nicht anders beschrieben. Alle Datensdtze wurden mittels Kolmogorov Smirnov und
D’Agostino & Pearson Test auf Normalverteilung und die p-Werte mittels t-Test, Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test oder Mann-Whitney-U-Test auf ihre statistische Signifikanz {iberpriift.
Eine statistische Signifikanz wurde bei einem p-Wert von < 0,05 angenommen, mit *p < 0.05,
**p <0.01, ***p <0.001. Alle Experimente wurden in Duplikaten durchgefiihrt und mindes-

tens dreimal wiederholt.

Die Studie wurde nach Priifung und positiver Bewertung durch die Ethikkommission der Me-
dizinischen Fakultit der Universitdt Miinchen gemdf3 der Deklaration von Helsinki mit ihren
Revisionen und Ergénzungen (von Tokio/1975, Venedig/1983, Hongkong/1989, Somerset
West/1996, Edinburgh/2000, Seoul/2008 und Fortaleza/2013) durchgefiihrt (Projekt-Nr.:
216/14).
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4 Ergebnisse

4.1 ETABLIERUNG EINES IN-VITRO-TMZ-MODELLS

Ziel der vorliegenden Arbeit war die vergleichende Charakterisierung der adaptiven Immunre-
aktion nach unterschiedlichen Therapieregimen bei Glioblastoma multiforme. Hierbei sollten
die Auswirkungen einer Chemotherapie mit Temozolomid (TMZ) im Vergleich zur Photody-
namischen Therapie (PDT) auf die T-Zell-spezifische Immunitét untersucht werden. In der ei-
genen Arbeitsgruppe konnte hierfiir bereits ein in-vitro-PDT-Modell entwickelt werden. Um
eine entsprechende Vergleichbarkeit der beiden grundsitzlich unterschiedlichen Behandlungs-
ansétze in-vitro zu gewéhrleisten, war es zunichst ndtig, ein TMZ-Model mit einer geeigneten
Konzentration des Chemotherapeutikums zu etablieren, bei dem ein zur in-vitro-PDT-Behand-

lung dquivalenter Zellschaden provoziert werden wiirde.

4.1.1 Analyse des Therapie-induzierten Zellschadens

Zunichst wurde der durch die in-vitro-PDT induzierte Zellschaden ermittelt. Hierfiir wurde die
Stoffwechselaktivitit der Glioblastomzellen nach PDT mittels MTT-Assay quantifiziert. U87-
Tumorzellen wurden nach photodynamischer Behandlung mit 1, 3 bzw. 5 J/cm? im gleichen
Verhéltnis zusammengefiihrt und die Stoffwechselaktivitit wurde quantifiziert. Zusitzlich er-
folgte die isolierte Analyse fiir jede Gruppe. Durch die Verwendung verschiedener Strahlungs-
dosen wurde versucht, die unterschiedlichen Bestrahlungsintensititen verschiedener Tumorzel-
len in Abhdngigkeit ihrer Lokalisation im Tumorgewebe bei der in-vivo-Behandlung nachzu-
empfinden. Als Kontrollgruppe dienten unbehandelte Tumorzellen. Im Vergleich zur Kontroll-
gruppe zeigte sich 48 Stunden nach PDT-Behandlung eine Reduktion der Stoffwechselaktivitit
der Tumorzellen auf 78,22 % + 7,82 % (Abb. 13A). AnschlieBend wurde die Stoffwechselre-
duktion nach Behandlung mit Temozolomid bestimmt. Hierfiir wurde eine Titrationsreihe mit
unterschiedlichen Konzentrationen des Chemotherapeutikums angesetzt und nach 48 Stunden
Behandlungsdauer ebenfalls die Stoffwechselaktivitit mittels MTT-Assay ermittelt. Als Kon-
trollgruppe dienten native Zellen ohne Temozolomid-Applikation. Es zeigte sich eine zu den
PDT-Versuchen dquivalente Stoffwechselreduktion auf 77,38 % + 4,56 % bei einer Temozo-
lomid-Konzentration von 350 uM (Abb. 13B). Alle weiteren Versuche wurden daher mit einer

TMZ Konzentration von 350 uM durchgefiihrt.
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Abb. 13: Analyse der Stoffwechselreduktion mittels MTT-Assay nach photodynamischer Behandlung
von U87-Zellen (A) bzw. nach Temozolomid-Behandlung (B). Auswirkungen der unterschiedlichen
PDT-Lichtdosen (J=Joule) sind einzeln dargestellt und nach Zusammenfihrung der Zellen (PDT, rot).
Normalisiert wurde auf die Stoffwechselaktivitat jeweils unbehandelter U87-Zellen (nativ, 100%). Rot
markiert sind die Balken der aquivalenten Stoffwechselreduktion. n=7

4.1.2 Durchfuhrung der in-vitro-Behandlung mit TMZ

Basierend auf den Ergebnissen der Vorversuche konnte ein Modell zur in-vitro-Behandlung
von Glioblastomzellen mit Temozolomid etabliert werden. Dieses Modell fiihrte zu einem
PDT-4quivalenten Zellschaden, definiert durch die gleichwertige Reduktion der Stoffwech-
selaktivitdt der Tumorzellen. U87-Zellen wurden auf 6-Well-Platten mit einer Dichte von
0,25x10° Zellen pro Well ausgesit. Nach 24 Stunden Inkubation erfolgte die Applikation von

Temozolomid. Nach insgesamt 72 Stunden wurden PBMC gesunder Probanden isoliert und mit
48



ERGEBNISSE

TMZ-behandelten bzw. unbehandelten U87-Zellen kultiviert. Das Verhéltnis von Tumorzellen
und PBMC betrug 1:10. Nach 48 Stunden gemeinsamer Kultivierung wurden die PBMC ge-

erntet und gegebenenfalls die CD8" T-Zellen fiir weitere Analysen isoliert.

Fiir eine bessere Vergleichbarkeit wurden fiir die Durchfiihrung der TMZ- und PDT-in-vitro-
Behandlungen PBMC derselben Probanden verwendet.

Im Folgenden wird die Kultivierung von PBMC mit TMZ- bzw. PDT-behandelten Tumorzellen
auch als TMZ- bzw. PDT-Priming oder TMZ- bzw. PDT-Sensibilisierung bezeichnet.

4.2 ANALYSE DER CD8* T-ZELLEN NACH KONTAKT MIT PDT- ODER TMZ-
BEHANDELTEN U87-ZELLEN

4.2.1 Analyse der mRNA-Expression sensibilisierter CD8* Zellen

Fiir die Analyse der mRNA-Expression in CD8" T-Zellen nach Durchfiihrung des jeweiligen
Behandlungsregimes wurden mit TMZ- bzw. PDT-behandelte U87-Zellen zusammen mit
PBMC gesunder Probanden inkubiert. Nach 48 Stunden wurden die PBMC geerntet, die CDS§-
postiven-Zellen isoliert und die Genexpression mittels qRT-PCR quantifiziert. Als Kontroll-

gruppe diente die Inkubation von PBMC mit unbehandelten Tumorzellen.

Wie in ersten Arbeiten der eigenen Arbeitsgruppe bereits nachgewiesen, zeigte sich bei Analy-
sen CD8-positiver T-Zellen nach Kontakt mit PDT-behandelten U87-Zellen ein signifikanter
Anstieg der Genexpression des zytolytischen Proteins Perforin (PRF1) (+69,71% =+ 22,18%;
p=0,008) (Abb. 14A). Es wurde daher untersucht, ob der Kontakt mit TMZ-behandelten Tu-
morzellen ebenfalls eine vergleichbare Genexpression in CD8" T-Zellen induzieren kann.
Uberraschenderweise zeigte sich, dass es nach Priming mit TMZ-behandelten U87-Zellen
ebenfalls zu einem Anstieg der mRNA-Expression von PRF1 in den CD8-positiven T-Zellen
kam (+28,09% =+ 8,49%; p=0,032) (Abb. 14B). Diese PRF1-Induktion war jedoch in den PDT-
geprimten T-Zellen signifikant hoherer als nach Kultivierung mit TMZ-behandelten Tumorzel-
len (+48,17% + 20,0%; p=0,048) (Abb. 15).
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Abb. 14: PRF1-Expression in CD8* T-Zellen. Nach 48-stundiger Co-Kultur von PBMC mit PDT-(A) bzw.
TMZ-behandelten (B) oder unbehandelten U87-Zellen (Kontrolle) wurden CD8* T-Zellen isoliert und
die mRNA-Expression mittels gqRT-PCR quantifiziert. Die Ergebnisse wurden auf die jeweilige Kon-
trollgruppe normalisiert (Kontrolle =1). n =17 (TMZ); n=17 (PDT); *p < 0,05, **p < 0,01
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Abb. 15: Vergleich der PRF1-Expression in CD8* T-Zellen nach TMZ- bzw. nach PDT-Behandlung.
Nach 48-stundiger Co-Kultur von PBMC mit behandelten (TMZ oder PDT) U87-Zellen wurden CD8*
T-Zellen isoliert und die mRNA-Expression mittels qRT-PCR quantifiziert. n =17 (TMZ); n=17 (PDT)
*p=0,048
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Nach PDT-Priming kam es ebenfalls zur mRNA-Induktion der Protease GranzymB (GZMB)
(+40,48% = 29,90%; p = n.s.), jedoch unterhalb des Signifikanzniveaus. In den T-Zellen nach
TMZ-Behandlung konnte jedoch eine deutlichere, signifikante Induktion der GZMB-mRNA-
Expression nachgewiesen werden (+57,66% + 16,42%; p = 0,01) (Abb. 16).
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Abb. 16: GZMB-Expression in CD8* T-Zellen. Nach 48-stundiger Co-Kultur von PBMC mit PDT- bzw.
TMZ-behandelten oder unbehandelten U87-Zellen (Kontrolle) wurden CD8* T-Zellen isoliert und die
mRNA-Expression mittels qRT-PCR quantifiziert. Die Ergebnisse wurden auf die jeweilige Kontroll-
gruppe normalisiert (Kontrolle =1). n=17 (TMZ); n=17 (PDT); *p < 0,05

Sowohl Priming mit PDT- als auch mit TMZ-behandelten Tumorzellen filihrte zu einem deutli-
chen Anstieg der Genexpression des proinflammatorischen Zytokins Interferon-y (IFN-y) im
Vergleich mit der Kontrollgruppe (PDT: +87,14% =+ 33,72%; p =0,030; TMZ: +197,3% =+
59,6%; p = 0,048). Die Geninduktion nach TMZ-Priming war hierbei auch im Vergleich mit
der PDT-Gruppe signifikant erhoht (+126.4% + 37,16%; p = 0,028) (Abb. 17).

Zusitzlich zeigte sich nach PDT eine Reduktion der IL-1B-Expression (-30,81% + 15,66%;
p =n.s.). Auch das Priming der PBMC mit TMZ-behandelten U87-Zellen fiihrte zur einer re-
duzierten Genepression von IL-1B (-30,07% + 13,62%; p = n.s.). In beiden Gruppen wurde je-
doch das Signifikanzniveau nicht erreicht (Abb. 18).
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Abb. 17: IFN-y-Expression in CD8" T-Zellen. Nach 48-stundiger Co-Kultur von PBMC mit PDT- bzw.
TMZ-behandelten oder unbehandelten U87-Zellen (Kontrolle) wurden CD8* T-Zellen isoliert und die
MRNA-Expression mittels qRT-PCR quantifiziert. Die Ergebnisse wurden auf die jeweilige Kontroll-
gruppe normalisiert (Kontrolle=1). n=17 (TMZ); n=17 (PDT); *p < 0,05
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Abb. 18: IL-1B-Expression in CD8* T-Zellen. Nach 48-stundiger Co-Kultur von PBMC mit PDT- bzw.
TMZ-behandelten oder unbehandelten U87-Zellen (Kontrolle) wurden CD8* T-Zellen isoliert und die
MRNA-Expression mittels qRT-PCR quantifiziert. Die Ergebnisse wurden auf die jeweilige Kontroll-
gruppe normalisiert (Kontrolle=1). n=17 (TMZ); n=17 (PDT)
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PDT- und TMZ-Priming fiihrten beide zur verstirkten Genexpression des zytolytischen Effek-
tor-Proteins Perforin. Jedoch war die relative Induktion in der PDT-Gruppe im Vergleich mit
der TMZ-geprimten Gruppe signifikant erhoht. Da Perforin als Schliisselmolekiil der T-Zell-
Funktion agiert, stellte sich nun die Frage, ob diese verstirkte Genexpression auch zu einer

verstdrkten Perforin-Expression auf Proteinebene fiihrte.

4.2.2 Analyse der Perforin-Sekretion sensibilisierter CD8* Zellen
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Abb. 19: Quantifizierung der Perforin-Sekretion CD8* T-Zellen mittels ELISpot. Priming der CD8-po-
sitiven T-Zellen durch 48-stindige Inkubation mit PDT-(A) bzw. TMZ-behandelten (B) U87-Zellen und
anschlieBender erneuter Stimulation mit nativen Tumorzellen. Die Ergebnisse wurden auf die jewei-
lige Kontrollgruppe normalisiert (Kontrolle =1). n=6; *p < 0,05

Fiir die Analyse der Perforin-Expression auf Proteinebene wurde die Perforin-Sekretion der
CDS8-positiven T-Zellen mittels ELISpot-Assay untersucht. Hierfiir wurden nach 48-stiindiger
Kultivierung mit PDT- oder TMZ-behandelten bzw. unbehandelten U87-Zellen die CD8" T-
Zellen aus den PBMC isoliert. Zur Aktivierung der zytotoxischen T-Zellen erfolgte die erneute
Stimulation mit nativen U87-Zellen (Stimulations-Wells). Die basale Perforin-Sekretion wurde
in Wells ohne erneuten Stimulus durch Tumorzellen bestimmt (Basal-Wells). Die Perforin-
Spots wurden automatisch erfasst und die stimulationsspezifische Sekretion durch Bildung des
Quotienten (Stimulations-Well / Basal-Well) bestimmt. AnschlieBend konnte der Einfluss der

jeweiligen Behandlung auf die Perforin-Sekretion CD8-positiver T-Zellen quantifiziert werden.
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In Ubereinstimmung mit vorherigen Untersuchungen der Arbeitsgruppe konnte in den PDT-
geprimten CD8" T-Zellen — im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe — nach erneu-
tem Stimulus mit nativen Glioblastomzellen eine signifikant erh6hte Perforin-Sekretion nach-
gewiesen werden (+36,16% + 11,97%; p = 0,027) (Abb. 19A). Demgegeniiber kam es jedoch
nach TMZ-Priming, im Gegensatz zu den mRNA-Expressions-Analysen, zu keiner signifikan-
ten Induktion der Perforin-Sekretion durch zytotoxische T-Zellen nach erneutem Kontakt mit
Glioblastomzellen. Hierbei zeigte sich sogar eine Reduktion der Perforin-Sekretion, jedoch
ohne das Signifikanzniveau zu erreichen (-10,44% =+ 8,75%; p = n.s.) (Abb. 19B).

4.2.3 Quantifizierung der Lysekapazitat sensibilisierter PBMC

In den vorherigen Untersuchungen zeigte sich, dass PDT-Priming im Gegensatz zur Behand-
lung mit Temozolomid zu einer erhdhten Perforin-Sekretion durch CD8" T-Zellen fiihrt. Die
spezifische Tumorzelllyse wird mafgeblich durch Perforin als das Schliisselmolekiil fiir die
zytotoxischen Eigenschaften dieser Zellen vermittelt. Im néchsten Schritt wurde nun die tumor-
spezifische Lysekapazitit der PDT- oder TMZ-geprimten Immunzellen untersucht. Die Ana-
lyse der zytotoxischen Aktivitdt der PBMC bei erneutem Kontakt mit nativen Tumorzellen er-
folgte nach 48-stiindiger Co-Kultur mit PDT- bzw. TMZ-behandelten U87-Zellen mittels Cal-
cein-AM (Acetoxymethylester)-Assay.

In beiden Gruppen wiesen die PBMC ohne vorherigen Tumorkontakt die hochste Lysekapazitdt
bei Erstkontakt mit Glioblastomzellen auf. Nach Kultivierung mit U87-Zellen lieB3 sich in bei-
den Behandlungsgruppen eine Glioblastom-vermittelte Immunparalyse durch eine reduzierte
Lyserate nach Tumorkontakt nachweisen (PDT: -7,32% + 0,81%; p = 0,048; TMZ: -15,58% +
0,85%; p = 0,023) (Abb. 20).
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Abb. 20: Quantifizierung der PBMC-vermittelten Lyse-Aktivitat nach 48 Stunden bei erneutem Kontakt
mit nativen U87-Zellen. Vergleich der Lyserate nativer PBMC mit PBMC nach Kontakt mit unbehan-
delten Tumorzellen. Normalisierung der Ergebnisse auf die Lyserate nativer PBMC. n =6, *p < 0,05

Das Priming durch PDT-behandelte Tumorzellen fiihrte zu einer signifikant erhohten PBMC-
vermittelten Lysekapazitit bei erneutem Tumorkontakt (+10,94% + 3,39%; p = 0,023) (Abb.
21A). Nach Sensibilisierung mit TMZ-behandelten U87-Zellen konnte jedoch die Tumor-ver-
mittelte Suppression der Lyseaktivitdt nicht abgeschwécht werden. Hier zeigte sich keine In-

duktion der Lyseaktivitdt im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 21B).
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Abb. 21: Analyse der Lyse-Aktivitat der PBMC nach 48-stindiger Co-Kultur mit (A) PDT- bzw. (B)
TMZ-behandelten oder unbehandelten U87-Zellen (Kontrolle). Normalisierung der Ergebnisse auf die
Lyserate der Kontrollgruppe. n = 6; *p < 0,05

4.2.4 Korrelation von PRF1-Genexpression und Lysekapazitat

Es konnte gezeigt werden, dass die Inkubation von PBMC mit PDT-behandelten U87-Zellen
zu einer Induktion der Perforin-Expression auf mRNA-Ebene in zytotoxischen T-Zellen fiihrt.
Auch funktionell konnte eine verstirkte Lyseaktivitit dieser PDT-geprimten PBMC mittels
Calcein-Lyse-Assay quantifiziert werden. Interessanterweise liel3 sich hier eine deutliche Kor-
relation zwischen dem Anstieg der PBMC-vermittelten Zelllyseaktivitidt und der PRF1-Induk-
tion nach PDT-Behandlung nachweisen (r = 0,88, p = 0,049) (Abb. 22). TMZ-geprimte CD8*
T-Zellen wiesen zwar ebenfalls eine — wenn auch im Vergleich zu den PDT-Versuchen signi-
fikant geringere — Induktion der PRF1-Genexpression auf, jedoch kam es funktionell zu keiner
verbesserten Lyserate bei erneutem Tumorkontakt. Hierbei bestand auch keine Korrelation zwi-
schen der PRF1-Induktion und der Induktion der Lyseaktivitdt der PBMC nach TMZ-Behand-
lung (r= 0,15, p =n.s.) (Abb. 23).
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Abb. 22: Zusammenhang zwischen Expressionsinduktion der PRF1-mRNA und der induzierten PBMC-
vermittelten Lyseaktivitat nach vorherigem Kontakt mit PDT-behandelten U87-Zellen. Darstellung der
Regressionslinie. r=0,88, p=0,049, n =5
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Abb. 23: Zusammenhang zwischen Expressionsinduktion der PRF1-mRNA und der induzierten PBMC-
vermittelten Lyseaktivitat nach vorherigem Kontakt mit TMZ-behandelten U87-Zellen. Darstellung der
Regressionslinie. r=0,15, p=n.s.,,n=5
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4.3 ANALYSE ZUVOR KRYOKONSERVIERTER PBMC

Die bisherigen, im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten in-vitro-Experimente zur Analyse des
Einflusses verschiedener Therapieansétze auf die adaptive Immunitét erfolgten jeweils in Mo-
dellen mit einer U87-Glioblastomzelllinie und mit PBMC gesunder Probanden. Da kultivierte
Tumorzellen und Immunzellen aus unterschiedlichen Spenderorganismen und ohne vorherige
HLA-Typisierung isoliert wurden, konnten mogliche allogene Effekte nicht ausgeschlossen
werden. Um eine Interferenz allogener Immunreaktionen zu minimieren wurden daher bei allen

Experimenten mit unbehandelten Tumorzellen geprimte PBMC als Kontrollgruppen mitge-
fiihrt.

Dennoch stellte, insbesondere fiir eine addquate Vergleichbarkeit mit der in-vivo-Behandlung,
die Durchfiihrung der Experimente im autologen Modell den néchsten Schritt zur Reevaluation
der Ergebnisse dar. Dabei sollte das bei mikrochirurgischen Tumorresektionen oder stereotak-
tischen Biopsien gewonnene Tumorgewebe nach in-vitro-PDT-Behandlung mit PBMC dessel-

ben Patienten kultiviert werden (autolog).

Um den Einfluss einer mdglicherweise peri- oder postoperativ begonnenen Therapie mit Glu-
kokortikoiden bzw. einer darauffolgenden adjuvanten Chemo- und/oder Strahlentherapie auf
die Immunzellen zu verhindern, war zunichst vorgesehen, die Blutentnahme zur Isolation der
PBMC bereits praoperativ durchzufiihren. In diesem Setting wiirde der Zeitraum zwischen
préoperativer Blutentnahme und Durchfiihrung der in-vitro-PDT ca. ein bis drei Wochen betra-
gen. Grund hierfiir war die zunéchst benétigte Zeit fiir eine postoperative Tumorzellextraktion
aus dem gewonnen soliden Tumorgewebe. Damit wurde es jedoch nétig, die praoperativ iso-
lierten PBMC kryokonserviert zu lagern und anschlieBend fiir die jeweiligen Kultivierungsex-
perimente nach Tumorresektion aufzutauen. Allerdings war jedoch unklar, ob nach Kryokon-
servierung die immunologische Funktionalitit der PBMC, insbesondere der T-Zellen noch ge-
wihrleistet war. Daher wurden zunichst Viabilititsmessungen und Stoffwechselanalysen kry-
okonservierter PBMC gesunder Spender durchgefiihrt und anschlieBend die Genexpressionsle-
vel und Zytotoxizitétskapazititen im autologen PDT-Modell mit U87-Zellen und kryokonser-
vierten PBMC analysiert.
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4.3.1 Viabilitats- und Stoffwechselanalysen der PBMC nach Kryokonservierung

Zur Viabilitits- und Stoffwechselanalyse nach Kryokonservierung wurden PBMC gesunder
Spender isoliert. Bei einem Teil der Zellen wurde direkt nach Isolation die Zellviabilitit ermit-
telt und die Stoffwechselaktivitét iiber 72 Stunden mittels MTT-Assays analysiert. Die restli-
chen Zellen wurden in verschiedenen Kryokonservierungslosungen (siehe 3.11) aufgenommen.
Nach einer initialen Inkubation fiir 24 Stunden im Mr. Frosty Freezing Container erfolgte der
Transfer in den Stickstofftank (-196 °C). Nach 96 Stunden wurden die Zellen aufgetaut, die
Zellviabilitit wurde ermittelt und die Stoffwechselaktivitét erneut im Verlauf iiber 72 Stunden
gemessen. Bei allen Versuchen wurde ein Teil der Zellen mit CD3/CD28 Dynabeads® stimu-
liert, der andere Teil verblieb unstimuliert. Fiir eine bessere Vergleichbarkeit wurde auf die
Stoffwechselaktivitét der frischen PBMC (ohne Kryokonservierung) nach 72 Stunden Stimu-

lation als Referenzwert (=100%) normalisiert.

Bei der Analyse zuvor kryokonservierter PBMC war keine Reduktion der Zellviabilitdt im Ver-
gleich zu frisch isolierten Zellen nachweisbar. Hierbei spielte es keine Rolle welches Kryokon-

servierungsmedium verwendet wurde (Abb. 24).
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+ Serum + HSA

Abb. 24: Analyse der Zellviabilitat mittels Vi-Cell™ XR Cell Viability Analyzer direkt nach Isolation
(frisch) und nach 96 Stunden Kryokonservierung in verschiedenen Kryokonservierungslosungen im
Stickstofftank. Rohwerte [%], ohne Normalisierung. n =8

Frische PBMC zeigten nach Isolation unter Stimulation eine deutliche Induktion der Stoffwech-
selaktivitdt im Verlauf der 72 Stunden (+56,01% + 4,87%). Unstimuliert zeigte sich hingegen
eine Reduktion der Aktivitit im Zeitverlauf der Messungen (-14,92% =+ 9,17%) (Abb. 25).
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Abb. 25: Analyse der Stoffwechselaktivitat mittels MTT-Assay nach lIsolation der PBMC gesunder
Spender. Die Inkubation erfolgte ohne bzw. unter Stimulation mit CD3/CD28 Dynabeads®. Normali-
sierung auf die Stoffwechselaktivitat stimulierter PBMC nach 72 Stunden.n=6

Bei der Stoffwechselanalyse nach Kryokonservierung wurden die Werte auf die Stoffwech-
selaktivitit stimulierter, frisch-isolierter PBMC nach 72 Stunden normalisiert. Auch dabei wa-
ren keine Unterschiede zwischen den verschiedenen Einfrierlosungen nachweisbar. Dargestellt
ist hier deshalb exemplarisch die Stoffwechselaktivitdt nach Kryokonservierung in 50 %
RPMI-1640-Medium, 40 % Probandenserum und 10 % DMSO (Losung 2). Die Quantifizie-
rung der Stoffwechselaktivitit mittels MTT-Assay zeigte, dass kryokonservierte PBMC unter
Stimulation erst nach 72 Stunden das Aktivititsniveau frisch isolierter Zellen erreichten (Abb.
26).
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Abb. 26: Analyse der Stoffwechselaktivitat mittels MTT-Assay nach 96-stindiger Kryokonservierung,
hier am Beispiel des Einfriermediums 50 % RPMI-1640, 40 % Probandenserum und 10 % DMSO.
Normalisierung auf die Stoffwechselaktivitat stimulierter frischer PBMC nach 72 Stunden. n=8

4.4 ANALYSE DER CD8*" T-ZELLEN IM ALLOGENEN PDT-MODELL MIT
KRYOKONSERVIERTEN PBMC

Nach isolierter Analyse der Stoffwechselaktivitit der PBMC nach Kryokonservierung stellte
sich nun die Frage, ob die PDT-vermittelte Immunomodulation auch bei Sensibilisierung zuvor
kryokonservierter PBMC mit PDT-behandelten Glioblastomzellen nachweisbar ist. Analog zu
den vorhergingen Versuchen sollte die Genexpression der zytolytischen Schliisselmolekiile in
CD8" T-Zellen sowie die Zytotoxizititskapazitit der Immunzellen bei erneutem Tumorkontakt
im bekannten autologen PDT-Modell mit U87-Zellen, jedoch unter Verwendung zuvor kryo-
konservierter PBMC, analysiert werden. Als Kontrollgruppe wurden Co-Kulturen mit frischen

(ohne Kryokonservierung) PBMC mitgefiihrt.

Zunichst wurden PBMC gesunder Spender isoliert. Ein Teil dieser Zellen wurde direkt nach
Isolation mit zuvor PDT-behandelten U87-Zellen kultiviert. Zellzahl und Zellstimulation ent-
sprachen den vorherigen Experimenten im in-vitro-PDT-Model fiir 48 Stunden. Die restlichen
PBMC wurden in Kryokonservierungslosungen aufgenommen und kryokonserviert. Nach 96
Stunden wurden die PBMC aufgetaut, gewaschen und es wurde die Zellviabilitit ermittelt.

Hierbei konnte keine Reduktion der Viabilitit der PBMC festgestellt werden und die Zellen
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wurden mit PDT-behandelten Tumorzellen inkubiert. Basierend auf den zuvor durchgefiihrten
Stoffwechseluntersuchungen der PBMC nach Kryokonservierung wurde zusitzlich ein Teil der
aufgetauten PBMC zunéchst fiir 24, 48 oder 72 Stunden mit CD3/CD28 Dynabeads® stimu-
liert, um die Stoffwechselreduktion nach Kryokonservierung auszugleichen. AnschlieBend er-
folgte die Kultivierung mit PDT-behandelten Glioblastomzellen. Im Anschluss wurden die
PBMC geerntet, die Dynabeads magnetisch entfernt, die CD8-positiven T-Zellen separiert und
in RNA-Lysepuffer aufgenommen. Alternativ erfolgte die Analyse der PBMC-vermittelten Ly-

sekapazitét nach erneuter Stimulation mit nativen Tumorzellen.

Zwischen den unterschiedlichen Co-Kultur-Modellen mit kryokonservierten PBMC (unter-
schiedliche Einfrierlésungen und unterschiedliche Stimulationsdauer vor Kultur) konnte kein
signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Dargestellt werden daher exemplarisch die
Ergebnisse der Co-Kulturen mit vorheriger 48-stiindiger Stimulation der kryokonservierten
PBMC mit Einfrierl6sung 2 (siche Kapitel 3.11).

4.4.1 Analyse der mRNA-Expression in CD8* T-Zellen nach Kultivierung PDT-
behandelter U87-Zellen mit kryokonservierten PBMC

Wie bereits in den vorangegangenen Versuchen gezeigt, kam es auch hierbei in den CD8"* T-
Zellen ohne vorherige Kryokonservierung nach Priming mit PDT-behandelten U87-Zellen zu
einer signifikant induzierten mRNA-Expression des zytolytischen Effektorproteins Perforin
(PRF1) (+48,01% = 11,08%; p=0,001) und des Zytokins IFN-y (+102,8% =+ 42,72%;
p =0,037). Die Expressionssteigerung von GranzymB (GZMB) erreichte auch hier nicht das
Signifikanzniveau (+23,59% + 19,01%; p = n.s.) (Abb. 27A, C, E). Analysen der PDT-geprim-
ten CD8" T-Zellen derselben Probanden aus den Kulturen mit zuvor kryokonservierten PBMC
zeigten zwar ebenfalls einen Anstieg der IFN-y-Expression, jedoch verblieb dieser im Ver-
gleich zu den direkt nach Isolation kultivierten Immunzellen unterhalb des Signifikanzniveaus
(+45,00% = 21,69%; p = n.s.) (Abb. 27D). Dariiber hinaus konnte allerdings weder eine Induk-
tion der PRF1- (-8,16% = 7,11%; p = n.s.) noch der GZMB-Genexpression (-5,81% =+ 9,83%;
p = n.s.) nachgewiesen werden (Abb. 27B, F).

62



ERGEBNISSE

T
PDT

kryokonserviert
Kontrolle

I T T T
Q 1 Q 1 Q
Ll o o

N -
Hmmcmr_u U_Ouﬁ_ CO_mmMLQXm_ VNJW |L4¥d 2Al1e|ad

frisch
*
T
PDT

I T T T
< 1 < 1 <
N - o o

[obueyd p|o}] uolssaldxg YNYW L4Yyd oA1le|al

Kontrolle

<

PDT

o i o n o
(o] - - o o
mecmr_u _u_Ou: CO._mww‘_me <ZW_E >Zn__ ®>_Hm_®‘_

Kontrolle

=)
T
* — &)
o
2
-
=
o
Y
* ~ - o
[0bueyd p|oj] uoissaidxg YNYW ANH| 9A1lE|D
@)

63



ERGEBNISSE

-
(6,
1
-
(8,1
1

-
o
1
-
o
1

e
n
|
o
o
1

o
o
L
o
o

Kontrolle PDT Kontrolle PDT

relative GZMB mRNA Expression [fold changel
relative GZMB mRNA Expression [fold changel

Abb. 27: Genexpression von PRF1, GZMB und IFN-y in CD8* T-Zellen nach 48-stundiger Inkubation
mit PDT-behandelten U87-Zellen. Quantifizierung der mRNA-Expression erfolgte mittels qRT-PCR.
Jeweils gegenulibergestellt sind die Expressionen aus Kulturen mit frischen (A, C, E) und kryokonser-
vierten PBMC (B, D, F). Die Ergebnisse wurden auf die jeweilige Kontrollgruppe normalisiert (Kon-
trolle=1). n=6; *p < 0,05, **p < 0,01

Der bereits nachgewiesene Effekt der PDT auf die Geninduktion zytotoxischer T-Zellen konnte
nach vorheriger Kryokonservierung der PBMC nicht erzielt werden. Insbesondere die fehlende
Induktion der Perforin-Expression nach Priming mit PDT-behandelten Tumorzellen stellte da-
mit die Verwendung kryokonservierter PBMC fiir spétere autologe in-vitro-PDT-Ansédtze in

Frage.

4.4.2 Quantifizierung der Lysekapazitat sensibilisierter PBMC nach Kultivierung
PDT-behandelter U87-Zellen mit kryokonservierten PBMC

Kryokonservierung der PBMC fiihrte zu einer fehlenden Perforin-Geninduktion nach PDT-Pri-
ming. Angesichts der Schliisselfunktion von Perforin als ma3gebliches Effektorenzym zytoto-
xischer T-Zellen war somit auch von einer kompromittierten antitumoralen Immunantwort aus-
zugehen. Die PBMC-vermittelte antitumorale Lyseaktivitit nach Priming mit PDT-behandelten
Tumorzellen wurde im Calcein-Assay nach erneutem Kontakt mit nativen U87-Zellen analy-
siert. Bei Verwendung der frischen PBMC direkt nach Isolation bestitigte sich, wie bereits in

den Vorversuchen gezeigt, eine erhohte Lyserate der PBMC nach vorheriger Kultivierung mit
PDT-behandelten U87-Zellen (+8,01% + 2,03%; p = 0,034) (Abb. 28A). Nach PDT-Priming
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der kryokonservierten PBMC kam es jedoch zu keiner Induktion der Zytotoxizitdtsrate im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe (-5,55% =+ 2,10%; p =n.s.) (Abb. 28B).
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Abb. 28: Analyse der Lyse-Aktivitat der PBMC nach 48-stundiger Co-Kultur mit PDT-behandelten
(PDT) oder unbehandelten U87-Zellen (Kontrolle). Gegenubergestellt ist die Lyserate aus Co-Kulturen
mit frischen (A) und kryokonservierten PBMC (B). Normalisierung der Ergebnisse auf die Lyserate der
mit unbehandelten Tumorzellen geprimten PBMC. n =5; *p < 0,05

4.5 ETABLIERUNG EINES IN-VITRO-PDT-MODELLS MIT PRIMAREN
GLIOBLASTOMZELLEN

Zusammenfassend lieBen sich in den vorherigen Ergebnissen weder auf mRNA-Ebene noch im
Funktionalititsassay die zuvor beobachteten immunomodulatorischen Effekte bei Verwendung
zuvor kryokonservierter PBMC nach Sensibilisierung mit PDT-behandelten Tumorzellen nach-
weisen. Somit konnte eine kompetente immunologische Funktionalitét zuvor kryokonservierter
T-Zellen im in-vitro-PDT-Modell nicht gewihrleistet werden und es wurde entschieden, die
PBMC erst nach operativer Tumorresektion und erfolgreicher Kultivierung der jeweiligen pri-

méren Glioblastomzellen fiir die autologen in-vitro-Ansitze zu isolieren.

4.5.1 Immunhistochemische Analyse primarer Glioblastomzellen

Nach Isolation primérer Glioblastomzellen aus Tumorresektaten bzw. stereotaktischen Biopsa-
ten erfolgte zundchst der immunhistochemische Nachweis von saurem Gliafaserprotein (Glial
fibrillary acidic protein, GFAP) und Mikrotubuli-assoziiertem Protein 2 (Microtubule-associa-
ted protein 2, MAP2) zur Bestitigung des glialen Ursprungs der Zellen. Somit konnte eine
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mogliche Kreuzkontamination der Zellkultur, beispielsweise durch Fibroblasten, ausgeschlos-
sen werden. Primére Glioblastomzellen wurden nach Isolation und mindestens einwochiger
Kultivierung im Brutschrank auf 8-Well Zellkulturkammern mit Deckglas-Objekttriager ausge-
sdt. Durch den immunhistochemischen Nachweis GFAP- und MAP2-doppelt-positiver Zellen
lieB sich der gliale Ursprung der Zellen bestétigen (Abb. 29).

Abb. 29: Immunhistochemische Analyse von isolierten primaren Glioblastomzellen. Nachweis von
GFAP (oben) und MAP2 (unten). Darstellung eines reprasentativen Patienten in 10x (links) und 20x
(rechts) VergroBerung. n=6

4.5.2 Zusammenfassung des in-vitro-PDT-Modells mit primaren
Glioblastomzellen

Die in-vitro-PDT im autologen Modell wurde wie folgt durchgefiihrt:

1) Zunichst wurde Tumorgewebe von Patienten bei 5-ALA-Fluoreszenz-unterstiitzten Tu-
morresektionen oder stereotaktischen Probeentnahmen (PE), durchgefiihrt von der Neu-
rochirurgischen Klinik am Campus Grofhadern des Klinikums der Universitidt Miin-
chen (LMU), gewonnen. Voraussetzung hierfiir war die vorherige histopathologisch ge-
sicherte Diagnose eines GBM.

2) Nach Isolation und Aufreinigung primédrer Tumorzellen aus dem Gewebe erfolgte die

Kultivierung in Neuromedium und der immunhistochemische Nachweis von GFAP und
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MAP?2 in der primédren Zelllinie zum Ausschluss einer moglichen Kreuzkontamination
mit Zellen nicht glialen Ursprungs.

3) Sobald nach ca. ein bis drei Wochen Glioblastomzellen in ausreichender Anzahl fiir die
Durchfiihrung der Experimente vorhanden waren, wurden PBMC des/der jeweiligen
Patienten/in isoliert. Hierbei wurde ein Mindestabstand zur letzten Glukokortikoidthe-
rapie oder Chemotherapie von zwei Wochen eingehalten, um mégliche immunomodu-
latorischen Interferenzen zu minimieren.

4) Die am Vortag auf 6-Well-Platten ausgesiten primédren Tumorzellen wurden nach vier-
stiindiger 5-ALA-Inkubation der PDT-Behandlung unterzogen.

5) AnschlieBend wurden PDT-behandelte bzw. unbehandelten Tumorzellen mit den
PBMC des jeweiligen Patienten unter T-Zell spezifischer Stimulation analog zu den
allogenen Experimenten kultiviert. Mit unbehandelten Tumorzellen sensibilisierte
PBMC dienten als Kontrollgruppe.

6) Nach 48-stiindiger Inkubation erfolgte die Charakterisierung der CD8* T-Zellen sowie

die Analyse der Zelllyseaktivitit der Immunzellen.

4.6 ANALYSE DER CD8* T-ZELLEN IM AUTOLOGEN PDT-MODELL

4.6.1 Analyse der mRNA-Expression in CD8* T-Zellen im autologen PDT-Modell

Aufgrund der in den Vorversuchen gezeigten Geninduktion zytolytischer Proteine wurde nach-
folgend zunichst die mRNA-Expression in CD8-positiven T-Zellen nach Kontakt mit PDT-
behandelten primdren Glioblastomzellen im autologen Setting analysiert. Hierbei wurden
PBMC und Tumorzellen desselben Patienten isoliert und anschlieBend die PBMC mit PDT-
behandelten bzw. mit unbehandelten (Kontrolle) primédren Tumorzellen kultiviert. Nach 48
Stunden wurden die PBMC geerntet und die T-Zellen fiir die spezifischen qRT-PCR Analysen

separiert

Da sich im Rahmen der Pilotstudie der Klinik und Poliklinik fiir Neurochirurgie des KUM ge-
zeigt hatte, dass der Methylierungsstatus der MGMT-Promotorregion den starksten prognosti-
schen Pradiktor fiir die Therapieantwort darstellt>, wurden die Genexpressionslevel zusitzlich
auch stratifiziert nach MGMT-Methylierungsstatus des jeweiligen Patienten (unmethyliert /
methyliert) quantifiziert.

In der qRT-PCR der zytolytischen Proteine konnten die bisherigen Ergebnisse der allogenen
Ansitze auch im autologen Setting gezeigt werden. Bei der gemeinsamen Analyse aller Patien-

ten konnte eine verstarkte mRNA-Expression von PRF1 in den CD8-positiven T-Zellen nach
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Kontakt mit PDT-behandelten Tumorzellen nachgewiesen werden (+14,97% =+ 5,33%;
p =0,013) (Abb. 30A). Bei differenzierter Betrachtung des MGMT-Promotorstatus zeigten sich
jedoch Unterschiede. In T-Zellen von Patienten mit methyliertem Promotor kam es zu einer
deutlichen und signifikanten PRF1-Induktion (+17,87% + 7,81%; p = 0,047), wohingegen der
Anstieg bei nicht-methyliertem Promotor geringer ausfiel, ohne das Signifikanzniveau zu er-
reichen (+10,12% + 6,07%; p = n.s.) (Abb. 30B).

Ein dhnliches Bild zeigte sich bei der Analyse der GZMB mRNA-Level. Gemittelt iiber alle
Patienten zeigte sich eine signifikant verstirkte Genexpression (+27,71% + 10,28%; p = 0,017)
(Abb. 31A). Auch diese Geninduktion war in den T-Zellen von Patienten mit methyliertem
MGMT-Promotor stirker als in der Gruppe mit unmethyliertem Promotor (methy.: +31,44% =+
15,71%; p = n.s.; unmethy.: +21,51% + 9,55%; p = n.s.) (Abb. 31B).
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Abb. 30: PRF1-Expression in CD8* T-Zellen im autologen PDT-Modell. Nach 48-stindiger Co-Kultur
von PBMC mit PDT-behandelten (PDT) oder unbehandelten (Kontrolle) primaren Glioblastomzellen
desselben Patienten wurden CD8* T-Zellen isoliert und die mMRNA-Expression mittels gRT-PCR quan-
tifiziert. Die Ergebnisse wurden auf die Kontrollgruppe normalisiert (A). n = 16. Zusatzlich wurde die
relative Geninduktion differenziert nach MGMT-Promotor-Status aufgetragen (B): unmethy.: unmethy-
lierter Promotor, n = 7; methy.: methylierter Promotor. n =9, *p < 0,05

68



ERGEBNISSE

-
N
I
=y
o
|

H
1
—

—
(¥
1

-
o
1
-
N
1

o
o]
1
—
o
|

e 9
H o
1 1
o
o
1

o
N
1

e o ©°
o N »
1 1 1

o
o
1

Kontrolle PDT Kontrolle PDT PDT

unmethy. methy.

relative GZMB mRNA Expression [fold changel
relative GZMB mRNA Expression [fold changel
o
0o

Abb. 31: GZMB-Expression in CD8* T-Zellen im autologen PDT-Modell. Nach 48-stiindiger Co-Kultur
von PBMC mit PDT-behandelten (PDT) oder unbehandelten (Kontrolle) primaren Glioblastomzellen
desselben Patienten wurden CD8* T-Zellen isoliert und die mRNA-Expression mittels gRT-PCR quan-
tifiziert. Die Ergebnisse wurden auf die Kontrollgruppe normalisiert (A). n = 16. Zusatzlich wurde die
relative Geninduktion differenziert nach MGMT-Promotor-Status aufgetragen (B): unmethy.: unmethy-
lierter Promotor, n = 7; methy.: methylierter Promotor. n =9, *p < 0,05

Auch bei der Quantifizierung der Genexpression von IFN-y konnte ein deutlicher Anstieg der
mRNA-Expression nachgewiesen werden, dieser verblieb jedoch unterhalb des Signifikanzni-
veaus (+21,04% = 10,74%; p = n.s.) (Abb. 32A). Bei der nach MGTM-Promotorstatus stratifi-
zierten Analyse zeigte sich jedoch, dass PDT-Priming bei unmethyliertem Promotorstatus kei-
nen mafigeblichen Anstieg der IFN-y-Expression zur Folge hatte (+3,74% + 17,29%; p =n.s.),
wohingegen die Gruppe der methylierten Patienten einen signifikanten IFN-y Anstieg nach

PDT-Priming aufwies (+31,42% + 13,26%; p = 0,042) (Abb. 32B).

69



ERGEBNISSE

>
w

—
&

-—
(¥
1

=y
o
1

e
o]
1

e
o
1

©
i

o
N
1

e o 2 o0 0 =2 =2 = =
o N £ o (o <] o N E o
| 1 1 1 1 1 1 1 ]

e
o
|

Kontrolle PDT Kontrolle PDT PDT

unmethy. methy.

relative IFNy mRNA Expression [fold changel
relative IFNy mRNA Expression [fold changel

Abb. 32: IFN-y-Expression in CD8* T-Zellen im autologen PDT-Modell. Nach 48-stundiger Co-Kultur
von PBMC mit PDT-behandelten (PDT) oder unbehandelten (Kontrolle) primaren Glioblastomzellen
desselben Patienten wurden CD8* T-Zellen isoliert und die mMRNA-Expression mittels gRT-PCR quan-
tifiziert. Die Ergebnisse wurden auf die Kontrollgruppe normalisiert (A). n = 16. Zusatzlich wurde die
relative Geninduktion differenziert nach MGMT-Promotor-Status aufgetragen (B): unmethy.: unmethy-
lierter Promotor, n = 7; methy.: methylierter Promotor. n =9, *p < 0,05

4.6.2 Quantifizierung der PBMC-vermittelten Lyserate im autologen PDT-Modell

Die auf mRNA-Ebene nachgewiesene Induktion zytolytischer Proteine wurde mittels Calcein-
AM-Assays auch funktionell untersucht. Dafiir wurde die Lysekapazitit der PBMC nach auto-
loger Kultivierung mit PDT-behandelten oder unbehandelten Tumorzellen bei erneutem Kon-

takt mit nativen Glioblastomzellen desselben Patienten quantifiziert.

Hierbei zeigten, analog zu den allogenen Versuchen, auch im autologen Modell PDT-sensibi-
lisierte PBMC eine signifikant erhohte Lyserate bei erneutem Kontakt mit nativen priméren
Tumorzellen im Vergleich zu PBMC der Kontrollgruppe (+103,1% =+ 39,95%; p = 0,048) (Abb.
33). Eine Stratifizierung nach Promotorstatus konnte aufgrund einer ungleichmifigen Vertei-

lung des Methylierungsmusters dieser Patienten nicht erfolgen.

70



ERGEBNISSE

©

(@)]

c

© 37

N *
(@]

o

@]

=

L 24

©

—

(D)

w

>

—

1

o 17

N

-S - -
%]

=

N O

s Kontrolle PDT
wn

Abb. 33: Analyse der Lyse-Aktivitat der PBMC im autologen Modell nach 48-stindiger Co-Kultur von
PBMC mit PDT-behandelten (PDT) oder unbehandelten (Kontrolle) primaren Glioblastomzellen des-
selben Patienten bei erneutem Kontakt mit nativen primaren autologen Tumorzellen. Normalisierung
der Ergebnisse auf die Lyserate der mit unbehandelten Tumorzellen geprimten PBMC. n =6, *p < 0,05
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DISKUSSION

5 Diskussion

Das Glioblastoma multiforme gehort zu den aggressivsten Hirntumorentititen. Zur Stan-
dardtherapie gehoren die mikrochirurgische- und 5-ALA fluoreszenzunterstiitzte Tumorresek-
tion mit adjuvanter und konkomitanter Radio-/Chemotherapie mit Temozolomid®!>!8, Trotz
der Entwicklung multimodaler Therapieregime liegt die 3-Jahres-Uberlebenszeit auch aufgrund
der spéten Diagnosestellung und der raschen Tumorprogredienz immer noch bei unter 10 Pro-
zent’%"2, Somit riickt die Entwicklung neuer Therapieansitze in den Vordergrund aktueller

Forschungsvorhaben?.

Die interstitielle Photodynamische Therapie (iPDT) stellt eine neuartige mikroinvasive Thera-
pieoption bei Tumorerkrankungen dar’. Dabei wird nach oraler Gabe des Photosensibilisator-
Prodrugs 5-ALA der Tumor mit Licht einer spezifischen Wellenldnge bestrahlt>”->8, Durch Me-
tabolisierung von 5-ALA kommt es zur verstirkten Akkumulation von Protoporphyrin IX
(PPIX) im Tumor, welches dort als eigentlicher Photosensibilisator wirkt’®>’. Nach Bestrah-
lung des PPIX-angereicherten Tumorgewebes kommt es durch Bildung reaktiver Sauer-
stoffspezies zur partiellen Destruktion des umliegenden Tumorgewebes****, In einigen Studien
wurde bereits versucht, das mogliche Potential einer solchen Behandlung bei Patienten mit
hirneigenen Tumoren aufzuzeigen. Aufgrund der heterogenen Patientenkohorten und der un-
terschiedlichen Studienprotokolle war es jedoch bisher nicht mdglich, die PDT standardméBig

als adjuvante Therapie bei GBM zu etablieren’*7>,

In einer Pilotstudie der Klinik fiir Neurochirurgie des Klinikums der Universitdt Miinchen in
Kooperation mit der eigenen Arbeitsgruppe wurde die iPDT erstmals als initiales Therapiere-
gime bei Patienten mit nichtresektablem GBM eingesetzt. Diese Patienten zeigten im Vergleich
zu Patienten nach kompletter Tumorresektion ein signifikant verldngertes Gesamtiiberleben,
wobei 40 % der Patienten nach iPDT ein auflerordentlich langes progressionsfreies Intervall
von 32-68 Monaten aufwiesen®®. Beide Gruppen erhielten eine adjuvanter Radio-/Chemothe-
rapie. Auch in weiteren Studien konnten Beck et al. und Stummer et al. verlingerte Uberle-
benszeiten bei Patienten mit Glioblastomrezidiv nach photodynamischer Behandlung nachwei-
sen>®7°, Die in diesen Studien erstmals beschriebene Zunahme des progressionsfreien Uberle-
bens nach PDT ist jedoch nicht alleine durch die Sauerstoffradikal-vermittelten, lokoregionalen
Reaktionen des aktivierten Photosensitizers mit dem umliegenden Tumorgewebe und einer da-
mit einhergehenden unspezifischen Entziindungsreaktion zu erkléren. So wird in aktuellen Stu-
dien die PDT-vermittelte Modulation der adaptiven Immunitit als méglicher Mechanismus fiir

die Langzeittumorkontrolle diskutiert*-#4,
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In tierexperimentellen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass die Aktivierung Antigen-
préasentierender Zellen und die Einwanderung zytotoxischer T-Zellen nach PDT als potentielle
Mechanismen der Tumorkontrolle eine wichtige Rolle spielen®”’-7°, Jedoch fehlten bisher
etablierte Modelle zur Untersuchung des immunomodulatorischen Potentials der PDT bei Pa-
tienten mit GBM. Auch die klinischen PDT-Studien mit Glioblastompatienten haben bisher die

moglichen zugrundeliegenden Mechanismen eines Therapieerfolges nicht adressiert.

Um den Einfluss der PDT auf die adaptive Immunitdt zu charakterisieren, wurde in unserer
Arbeitsgruppe bereits ein in-vitro-PDT-Tumorzell-Immunzell-Modell entwickelt, mithilfe des-
sen erstmals die Interaktion zwischen Glioblastom- und Immunzellen nach PDT charakterisiert
werden konnte. Hierbei zeigte sich eine Induktion antitumorigener, zytolytischer Effektorpro-
teine in CD8-positiven T-Zellen und eine verstirkte Immunzell-vermittelte Tumorzelllyse bei

erneutem Tumorkontakt®?.

In der vorliegenden Arbeit sollte zundchst untersucht werden, ob es sich hierbei um einen spe-
zifischen PDT-vermittelten Effekt handelte, oder ob sich bei Verwendung anderer Therapiere-
gime, hier am Beispiel einer TMZ-Therapie, eine vergleichbare Modulation der T-Zell-spezi-

fischen Immunantwort beobachten l4sst.

In der zweiten Projektphase sollte zusitzlich die Ubertragung des in-vitro-PDT-Modells auf ein
autologes in-vitro-Modell unter Verwendung von bei Tumorresektionen oder Biopsien gewon-
nenem Tumorgewebe und Immunzellen derselben Patienten erfolgen. Hierdurch wiirde zusitz-
lich die differenzierte Analyse der Immunantwort in Abhdngigkeit vom MGMT-Methylie-

rungsstatus des jeweiligen Patienten ermdglicht werden.

5.1 ETABLIERUNG EINES IN-VITRO-TMZ-MODELLS UND ANALYSE DER
CD8* T-ZELLEN IM VERGLEICH ZUR IN-VITRO-PDT

Fiir die Etablierung eines in-vitro-Modells zur TMZ-Behandlung von Glioblastomzellen wurde
zunichst die TMZ-Dosis ermittelt, die einen zur in-vitro-PDT-Behandlung dquivalenten Zell-
schaden induziert. Als Parameter des Zellschadens wurde hierfiir die Reduktion der Stoffwech-
selaktivitdt der TMZ- oder PDT-behandelten Glioblastomzellen herangezogen. Hierbei wurde
eine TMZ-Konzentration von 350 uM ermittelt. U87-Glioblastomzellen wurden darauthin ent-
weder mit TMZ behandelt oder einer in-vitro-PDT unterzogen. AnschlieBend erfolgte die In-
kubation mit PBMC gesunder Spender. Nach 48 Stunden wurden die PBMC geerntet und die

Modulation einer antitumoralen Immunantwort charakterisiert.
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Zunichst erfolgte die Analyse der Zytokinexpression in CD8" T-Zellen. Diese T-Zellsubpopu-
lation ist nachweislich von herausragender Bedeutung fiir eine spezifische antitumorale Im-
munantwort®®3!, Hierfiir wurde die Genexpression der zytotoxischen Effektorproteine Perforin
(PRF1) und GranzymB (GZMB) in den CD8" T-Zellen nach Sensibilisierung mit PDT-behan-
delten, sowie nach Kontakt mit TMZ-behandelten Tumorzellen, analysiert. Perforin ist das
Schliisselenzym zytotoxischer T-Zellen, da es durch Polymerisierung und Integration in die
Membran der Zielzellen die Infiltration von Granzymen wie GZMB ermdglicht®?#3, Diese Se-
rinproteasen, ebenfalls sezerniert von CD8" T-Zellen, fithren aufgrund ihrer proteolytischen
Aktivitit zum Untergang der Tumorzellen®?®. In Studien konnte gezeigt werden, dass ein
Mangel an Perforin und GZMB mit einer insuffizienten Immunreaktion und in der Folge auch

mit einem verstirkten Tumorwachstum einhergeht®6-47.

Interessanterweise fithrte sowohl eine Immunzellsensibilisierung mit PDT- als auch mit TMZ-
behandelten Tumorzellen zu einer signifikanten Geninduktion von Perforin in den jeweiligen
T-Zellen. Jedoch war diese nach Behandlung mit PDT, im Vergleich zur TMZ-Gruppe, deutlich
ausgeprégter. Bei Analyse der Proteinsekretion von Perforin durch zytotoxische T-Zellen bei
erneutem Kontakt mit nativen Tumorzellen im ELISpot Assay zeigte sich eine signifikante In-
duktion der Perforinsekretion durch die PDT-sensibilisierten T-Zellen, wohingegen bei den T-
Zellen der TMZ-Gruppe keine vermehrte Freisetzung von Perforin nachgewiesen werden

konnte.

Zudem kam es in den T-Zellen beider Gruppen zu einer verstirkten Genexpression von GZMB.
Diese war sogar nach TMZ-Priming deutlich stérker ausgeprigt als nach PDT. Grund hierfiir
konnte eine kompensatorisch verstirkte GZMB-Induktion aufgrund einer, im Gegensatz zur
PDT-Gruppe, verringerten Perforininduktion sein. Ohne ausreichende Perforin-Level kann
GZMB nicht in die Tumorzellen gelangen und damit auch nicht zur einer effektiven antitumo-

rigenen Immunreaktion beitragen.

Dies zeigte sich insbesondere bei der funktionellen Untersuchung der Lyseaktivitit der sensi-
bilisierten Immunzellen bei erneutem Kontakt mit nativen Glioblastomzellen. Priming mit
PDT-behandelten Tumorzellen schwéchte nicht nur die Glioblastom-vermittelte Immunpara-
lyse ab, sondern fiihrte auch zur signifikant verstiarkten Tumorzelllyse durch die sensibilisierten
Immunzellen. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Perforin ELISpot-Analysen kam
es zu keiner verbesserten tumorspezifischen Lysekapazitdt der TMZ-sensibilisierten PBMC bei

erncutem Kontakt mit Tumorzellen.

Nach Inkubation mit TMZ- oder PDT-behandelten Tumorzellen konnte eine verstirkte mRNA-
Expression von Interferon-y (IFN-y) in den CD8"* T-Zellen nachgewiesen werden. Hier fiel, im
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Vergleich mit der PDT-Gruppe, der Anstieg der IFN-y-Expression in den TMZ-sensibilisierten
T-Zellen signifikant stirker aus. IFN-y ist bekannt als ein multifunktionelles proinflammatori-
sche Molekiil und spielt in der antitumoralen Immunabwehr eine wichtige Rolle®s. Insbeson-
dere durch Induktion des Major Histocompatibility Complex (MHC) I und II sowie durch Sti-
mulation der Differenzierung von zytotoxischen T-Zellen und phagozytierenden Makrophagen
kann es die antitumorale Immunabwehr fordern®-!. Die verstérkte IFN-y-Expression in T-Zel-
len nach TMZ-Priming fiihrte jedoch nicht zu einer verbesserten antitumoralen Reaktion der T-
Zellen. Studien konnten jedoch nachweisen, dass IFN-y auch protumorigene Eigenschaften be-
sitzt®®22, So haben Brody et al beschrieben, dass IFN-y {iber die Induktion immunsuppressiver
Zellpopulationen und Ausbildung immunsuppressiver Oberflichenproteine wie PD-L1 (pro-
grammed cell death ligand 1) auf GBM-Zellen die spezifische Immunreaktion kompromittieren
kann®*?3-%3, Bei einer Induktion von IFN-y bei Tumorerkrankungen ohne verbesserte antitumo-
rale Kompetenz der Immunzellen muss die Expression proinflammatorischer Zytokine und ins-
besondere die Rolle von IFN-y zunehmend kritisch hinterfragt und kontrovers diskutiert wer-

den.

Zusammenfassend konnte zunédchst gezeigt werden, dass die nach photodynamischer in-vitro
Behandlung verbesserte antitumorale Immunreaktion zytotoxischer T-Zellen nicht durch eine
Behandlung mit Temozolomid induziert werden kann. Die beobachtete Induktion der tumor-
spezifischen adaptiven Immunitét ist somit als eine PDT-spezifische Immunmodulation anzu-

sehen.

5.2 ETABLIERUNG EINES AUTOLOGEN IN-VITRO-PDT-MODELLS

Die bisher im Rahmen dieser Fragestellung durchgefiihrten Experimente zur Analyse des Ein-
flusses verschiedener Therapieansitze auf die adaptive Immunitét wurden in allogenen in-vitro-
Modellen mit U87-Glioblastomzellen und PBMC gesunder Probanden durchgefiihrt. Mogliche
immunologische Auswirkungen der allogenen Co-Kultivierung wurden jedoch aus Griinden
der Praktikabilitit zundchst nicht beriicksichtigt. Daher sollte in einer zweiten Projektphase die
Ubertragung der Experimente in ein autologes Modell, in dem Tumor- und Immunzellen vom
selben Pateinten stammen, erfolgen. Zudem wiirde durch ein solches Modell die differenzierte
Charakterisierung der PDT-vermittelten Immunomodulation in Abhéngigkeit vom MGMT-
Methylierungsstatus des jeweiligen Patienten moglich. Dieser stellt den starksten positiven Pra-
diktor fiir das Langzeitiiberleben bei GBM dar’>* und wurde auch von Schwartz et al. als
wichtigster prognostischer Faktor fiir den Therapieerfolg nach iPDT als Initialtherapie bei
GBM beschrieben®.
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5.2.1 Quantifizierung der immunologischen Funktionalitat zuvor kryokonser-
vierter PBMC

Fiir das autologe PDT-Modell sollte das bei mikrochirurgischen Tumorresektionen oder stere-
otaktischen Biopsien gewonnene Tumorgewebe nach in-vitro-PDT-Behandlung mit PBMC
desselben Patienten kultiviert werden. Da fiir die Isolation und Kultivierung der priméren
GBM-Zellen ein Zeitraum von bis zu drei Wochen bendtigt werden wiirde, war es zunichst
vorgesehen, die PBMC bereits priinterventionell zu isolieren und im Anschluss kryokonser-
viert zu lagern. Sobald die benétigte Anzahl primédrer Tumorzellen des jeweiligen Patienten fiir
die Durchfiihrung der in-vitro-PDT vorldgen, sollten die PBMC des Patienten aufgetaut und
anschlieBend mit den behandelten Tumorzellen analog zum allogenen Modell inkubiert wer-
den. Somit sollte verhindert werden, dass durch eine moglicherweise postoperativ begonnene
Glukokortikoidtherapie die Immunanalysen beeinflusst werden konnten. Aufgrund der hetero-
genen morphologischen Struktur der Resektate und einer damit einhergehenden kompromit-
tierten Vergleichbarkeit der Ergebnisse, wurde bewusst auf die Durchfiihrung einer PDT mit

undissoziiertem Tumorgewebe direkt nach Resektion oder Biopsie verzichtet.

In mehreren Studien konnte bisher gezeigt werden, dass die Kryokonservierung von PBMC
weder zu einer reduzierten Zellviabilitit noch zu einer kompromittierten Immunantwort nach
erneutem Antigen-Stimulus fiihrt®”?%, Jedoch konnten Owen et al., nach Langzeit-Kryokonser-
vierung von mehreren Monaten, eine eingeschrinkte Zytokinsekretion von T-Zellen bei erneu-
tem Antigenkontakt beobachten®. Damit war zunéchst die Verifikation der kompetenten im-
munologischen Funktionalitidt zuvor kryokonservierter PBMC fiir das in-vitro-PDT-Modell
notwendig. Hierzu wurden neben der bereits im Institut etablierten Kryokonservierungslo-

0

sung®, auch modifizierte Versionen'” sowie ein industriell vorgefertigtes Kryokonservie-

rungsmedium verwendet.

In den zunidchst durchgefiihrten vergleichenden Viabilitdtsanalysen frisch isolierter und zuvor
kryokonservierter PBMC konnte keine Reduktion der Zellviabilitit nach Kryokonservierung
nachgewiesen werden. Jedoch erreichten die zuvor kryokonservierten Zellen auch unter T-Zell-
spezifischer Stimulation erst nach 72 Stunden das Aktivitétsniveau der analog inkubierten und
stimulierten frischen PBMC. Auch Kutscher et al. haben beschrieben, dass eine 5-24-stiindige
Ruhephase nach dem Auftauprozess kryokonservierter Zellen die T-Zell vermittelte Immunre-
aktion in anschlieBenden Funktionalitdtsassays deutlich verbessern kann!°!:192, Daher wurden
die aufgetauten PBMC vor Kultivierung mit behandelten Tumorzellen fiir 24, 48 oder 72 Stun-
den vorinkubiert (Ruhephase). Bei der Charakterisierung der CD8-spezifischen Immunantwort

nach PDT konnte jedoch in den zuvor kryokonservierten CD8" T-Zellen, im Vergleich mit den
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direkt nach Isolation sensibilisierten T-Zellen, weder eine signifikante Induktion der zytolyti-
schen Effektormolekiile Perforin und GranzymB nachgewiesen werden, noch kam es zu einer
Induktion der Tumorzelllysekapazitdt der Immunzellen bei erneutem Tumorkontakt. Auch
zeigten sich keine Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Kryokonservierungsmedien
oder der Dauer der préinterventionellen Inkubationsphase der aufgetauten PBMC. Bei Riick-
sprache mit verschiedenen Herstellerfirmen der Kryokonservierungsmedien konnte zusitzlich
festgestellt werden, dass durch die firmeneigenen Qualitdtsanalysen der PBMC nach Kryokon-
servierung lediglich eine ausreichende Viabilitit der Zellen gewihrleistet wurde. Die Frage
nach der intakten immunologischen Funktionalitdt der PBMC, insbesondere der T-Zellen, nach
Kryokonservierung, wurde hierbei bisher nicht adressiert. Aufgrund der nachgewiesenen kom-
promittierten Effektorfunktion nach Kryokonservierung wurde das autologe in-vitro-PDT-Mo-
dell mit frisch isolierten PBMC der Patienten durchgefiihrt. Auch stellen diese Ergebnisse die
Verwendung zuvor kryokonservierter PBMC fiir immunologische Fragestellungen der adapti-

ven Immunitét weiterhin deutlich in Frage.

5.2.2 Analyse der CD8-spezifischen Immunantwort im autologen PDT-Modell

Fiir die Durchfiihrung des autologen in-vitro-Modells wurden zundchst primdre Glioblastom-
zellen aus bei mikrochirurgisch reseziertem oder stereotaktisch gewonnenem Tumorgewebe
isoliert. Hierbei wurde nur Tumorgewebe von Patienten mit histopathologisch gesicherter Di-
agnose eines GBM verwendet und lediglich GFAP/MAP2 doppeltpositive Primérzelllinien ein-
gesetzt. Sobald eine ausreichende Anzahl primérer Glioblastomzellen kultiviert werden konnte,
wurden PBMC des/der jeweiligen Patienten/in isoliert. Um die Auswirkung immunomodulato-
rischer Medikamente zu minimieren, wurde ein Mindestabstand zur letzten Glukokortikoid-

und Chemotherapie von mindestens zwei Wochen eingehalten.

Nach 48-stiindiger Inkubation erfolgte zunachst die Analyse der Genexpression zytolytischer
Effektormolekiile in den CD8" T-Zellen. Hierfiir wurden die mRNA-Expression sowohl gemit-
telt liber alle Patienten sowie zusitzlich stratifiziert nach MGMT-Methylierungsstatus des je-
weiligen Patienten (unmethyliert bzw. methyliert) quantifiziert. Analog zu den Ergebnissen der
allogenen Experimente zeigte sich auch hier insgesamt eine signifikante Geninduktion des
Schliisselenzyms Perforin in den PDT-geprimten T-Zellen. Interessanterweise kam es bei Pati-
enten mit methyliertem MGMT-Promotorstatus zu einer signifikanten Perforin-Induktion, wo-
hingegen die mRNA-Expression bei Patienten mit unmethyliertem Promotor geringer ausfiel
und unterhalb des Signifikanzniveaus blieb. Ein vergleichbares Expressionsmuster zeigte sich
auch bei der Quantifizierung der GranzymB Genexpression. Bei Promotor-unabhingiger Un-

tersuchung konnte eine deutliche und signifikante Induktion nachgewiesen werden. Diese war
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in der Gruppe mit methyliertem MGMT-Promoter ausgepragter als bei Patienten mit unmethy-
liertem Promotorstatus. Allerdings blieb die Geninduktion beider Gruppen bei MGMT-diffe-
renzierter Betrachtung unterhalb des Signifikanzniveaus. Bei MGMT-unabhéngiger Analyse
der IFN-y-Expression in den T-Zellen erreichte die beobachtetet Geninduktion nicht das Signi-
fikanzniveau. Bei der differenzierten Analyse zeigte sich jedoch, dass der IFN-y-Anstieg in der
Gruppe der Patienten mit unmethyliertem Promotor auf dem Level der Kontrollgruppe blieb,
wohingegen es bei Patienten mit methyliertem MGMT-Promotor zu einer deutlichen und sig-
nifikanten IFN-y-Geninduktion kam, die hier in Kombination mit der zuvor beschriebenen ver-

besserten Zelllyserate als antitumorigener Faktor bei der PDT zu werten ist.

Auch im autologen Setting zeigten die PDT-sensibilisierten PBMC bei erneutem Kontakt mit
nativen Glioblastomzellen desselben Patienten eine deutlich verbesserte Zelllysekapazitit im
Vergleich mit PBMC, die mit unbehandelten Tumorzellen inkubiert wurden. Es lieB3 sich somit
auch funktionell die Induktion einer effizienteren antitumorigenen Immunantwort nachweisen.
Eine differenzierte Betrachtung der Lysekapazitit, stratifiziert nach MGMT-Promotorstatus,
war jedoch aufgrund der ungleichen Verteilung methylierter und unmethylierter Patienten bei

diesem Assay noch nicht moglich.

Die in den allogenen Versuchen nachgewiesene PDT-vermittelte Immunomodulation lief3 sich
im Rahmen des hier diskutierten Forschungsprojektes somit erstmalig auch in einem autologen
in-vitro-Modell mit priméren Glioblastom- und Immunzellen nachweisen. Auch kam es in den
PDT-sensibilisierten zytotoxischen T-Zellen zur Induktion antitumoraler Effektormolekiile und
infolge zu einer verbesserten Tumorlyserate. Die Ausprigung dieser PDT-vermittelten Immu-
nomodulation war abhidngig vom Methylierungsstatus der MGMT-Promotorregion, wobei ins-
besondere zytotoxische T-Zellen von MGMT-methylierten Patienten eine verstirkte Genex-

pression der Effektormolekiile aufzeigten.

Eine unterschiedlich ausgeprigte Induktion der adaptiven Immunitdt nach photodynamischer
Therapie, basierend auf dem Methylierungsmuster der MGMT-Promotorregion, sollte als eine
mogliche Ursache fiir eine reduzierte oder prologierte Tumorkontrolle nach iPDT bei GBM in
zukiinftigen Studien weiter untersucht werden. Die zugrundeliegenden, multifaktoriell beein-
flussten Mechanismen der PDT-vermittelten Verbesserung der T-Zell-spezifischen Immunitét
bei GBM-Patienten sind ebenfalls noch nicht ausreichend verstanden. Diskutiert werden hier
u.a. die verstirkte Aufnahme PDT-behandelter Tumorantigene durch dendritische Zellen (DC)
sowie eine dadurch effizientere Aktivierung und Differenzierung zu reifen dendritischen Zellen

als Grundlage fiir eine verbesserte adaptive Immunreaktion!3:194,
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Die PDT stellt eine innovative und vielversprechende Option bei der Therapie von Patienten
mit GBM dar. Die Charakterisierung der fiir den Therapieerfolg nach PDT verantwortlichen
Mechanismen ist ein essentieller Schritt fiir die Etablierung dieser neuartigen Therapieform und
fiir die Identifikation derjenigen Glioblastompatienten, die von einer photodynamischen Be-

handlung besonders profitieren kdnnten.

Die vorliegende Arbeit hat nun weitere notwendige Grundlagen geschaffen, um diese Untersu-

chungen durchfiihren zu konnen.
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6 Zusammenfassung

Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist die aggressivste Hirntumorentitdt bei Erwachsenen
und der haufigste maligne hirneigene Tumor?*. Trotz radikaler mikrochirurgischer Resektion
und konkomitanter bzw. adjuvanter Radio-/Chemotherapie mit Temozolomid liegt die mediane
Uberlebenszeit bei ca. 15 Monaten, wobei der MGMT-Promotorstatus den stiirksten positiven
Pradiktor fiir das Langzeitiiberleben darstellt*>.

Basierend auf der Bestrahlung des Tumorgewebes mittels stereotaktisch implantierter faserop-
tischer Diffusoren mit Licht spezifischer Wellenldnge nach vorheriger Sensibilisierung mit ei-
nem sich im Tumorgewebe anreichernden Photosensibilisator, stellt die Photodynamische The-
rapie (PDT) eine neuartige mikroinvasive Therapieoption bei GBM dar. In einer Pilotstudie der
Klinik fiir Neurochirurgie des Klinikums der Universitdt Miinchen, bei der erstmals die PDT
als Initialtherapie bei Patienten mit nichtresektablem GBM eingesetzt wurde, zeigten PDT-be-
handelte Patienten, im Vergleich zu Patienten mit kompletter Tumorresektion, ein signifikant
verlangertes Gesamtiiberleben sowie eine deutlich verlangerte 3-Jahresiiberlebensrate. Der zu-
grundeliegende Wirkmechanismus der langanhaltenden Tumorkontrolle nach PDT ist Gegen-
stand aktueller Forschungsvorhaben. Erste Ergebnisse der eigenen Forschungsgruppe zeigten
eine verbesserte Tumorlysekompetenz PDT-sensibilisierter zytotoxischer T-Zellen in einem

etablierten in-vitro-Modell.

In der vorliegenden Arbeit konnte der Nachweis erbracht werden, dass die nach photodynami-
scher in-vitro-Behandlung verbesserte antitumorale adaptive Immunitét— charakterisiert durch
vermehrte Perforinsekretion und eine gesteigerte Tumorlysekompetenz zytotoxischer T-Zellen
— eine PDT-spezifische Modulation darstellt und nicht durch eine Behandlung mit Temozo-
lomid induziert werden kann. Zudem konnte erstmals ein autologes in-vitro-PDT Modell etab-
liert werden. Bei Tumorresektionen oder Biopsien gewonnenes Tumorgewebe wurde nach
PDT-Behandlung mit Immunzellen derselben Patienten inkubiert und anschlieBend das Zyto-
kinexpressionsmuster der CD8" T-Zellen in Abhéngigkeit vom MGMT-Promotormethylie-
rungsstatus sowie die Zelllysekapazitit der Immunzellen charakterisiert. Insbesondere in den
zytotoxischen T-Zellen von Patienten mit methyliertem MGMT-Promotor kam es zu einer
Geninduktion der zytolytischen Effektormolekiile Perforin und GranzymB, sowie zur verstirk-
ten mRNA-Expression von IFN-y. Auch funktionell zeigte sich eine insgesamt verbesserte Zell-

lysekapazitit der PDT-geprimten primdren Immunzellen bei erneutem Tumorkontakt.

Die in dieser Arbeit beschriebene Charakterisierung der tumorspezifischen adaptiven Immuni-

tat nach PDT im autologen in-vitro-Modell stellt einen wichtigen Schritt dar, um zukiinftig den
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Mechanismus der prolongierten Tumorkontrolle nach PDT aufkldren zu koénnen. Dies ist Vo-

raussetzung, um PDT-sensitive Patienten zu identifizieren und die PDT als adjuvante Thera-

pieoption bei GBM zu etablieren.
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