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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Brustkrebs

1.1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist sowohl in Deutschland als auch weltweit die am haufigsten
diagnostizierte Krebserkrankung. Dabei macht es knapp 25% aller Krebserkrankungen
bei Frauen aus und ist mit rund 11% auch auf Platz eins im geschlechterunabhangigen
Vergleich. Allein im Jahr 2020 wurden in Deutschland knapp 70.000 und weltweit rund
2,26 Millionen neue Brustkrebsfalle diagnostiziert (Sung et al., 2021; The Global Cancer
Observatory, 2021). Dabei sind nur 1% der Betroffenen Manner (Robert Koch-Institut,
2016). Das mittlere Lebenszeitrisiko betragt 12,4%, was bedeutet, dass im Schnitt jede
achte Frau im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs erkrankt. Generell steigt das Risiko
einer Erkrankung mit zunehmendem Alter, wobei das durchschnittliche Erkrankungsalter
bei Frauen aktuell bei 64 Jahren liegt (Robert Koch-Institut & Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V, 2021).

1.1.2 Klassifikation von Brusttumoren

Der Grof3teil der Brusttumore sind entweder duktale Karzinome, welche aus dem Epithel
der Milchgéange hervorgehen, oder lobuldre Karzinome, welche sich aus dem Epithel der
Drisenlappchen entwickeln (Robert Koch-Institut, 2016). Weitere Kriterien fir die
Klassifizierung von Brusttumoren sind die Hormonempfindlichkeit durch Bestimmung
des Hormonrezeptor-(HR-)Status, die Empfindlichkeit fur Wachstumsfaktoren durch
Bestimmung des human epidermal growth factor receptor 2-(HER2-)Status sowie die
Zellteilungsrate Ki-67 (S3-Leitlinie Mammakarzinom, 2021). Anhand dieser Faktoren
lassen sich Brusttumore in vier grof3e Subtypen unterteilen: Luminal A (HR*, HER2", Ki-
67 <14%), Luminal B (HR*, HER2", Ki-67 >14% oder HR*, HER2*, unabhangig vom Ki-
67-Status), HER2* nicht-Luminal (HR", Her2"), triple-negativ (HR", HER2") (Goldhirsch et
al., 2011; Park et al., 2012). Dabei tritt der Luminal-A-Subtyp mit knapp 73% am
haufigsten und der HER2" nicht-Luminale-Subtyp mit rund 4% am seltensten auf. Die
anderen beiden Subtypen weisen eine ahnlich hohe Inzidenz auf (American Cancer
Society, 2019). Zuséatzlich werden Brusttumore wie alle Malignitaten in Stadien und
Grade eingeteilt. Insgesamt sind Mammakarzinome sehr heterogene Tumore, die sich

zum Teil massiv in ihrer Tumorbiologie und Entitat voneinander unterscheiden.
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1.1.3 Aufbau

Der grobe Aufbau ist bei allen Brusttumoren &hnlich: Sie bestehen nicht nur aus
Ansammlungen entarteter Zellen, sondern zudem aus Tumorstroma, welches auch als
Tumormikroumgebung (engl. tumor microenvironment, TME) bezeichnet wird
(Abbildung 1). Die TME umgibt die Tumorzellnester und enthalt eine Vielzahl nicht-
maligner Zellen, darunter Endothelzellen und Perizyten, tumor-assoziierte Fibroblasten
(engl. cancer-associated fibroblasts, CAFs), Adipozyten und Immunzellen. Zwischen
diesen Zellen befindet sich ein komplexes molekulares Netzwerk, die extrazellulare
Matrix. Sie dient der Stabilisierung der Zellen und enthalt zudem eine Vielzahl l6slicher
Faktoren, die fiir die interzellulare Kommunikation verantwortlich sind (Balkwill et al.,
2012; Christoph Wagener, 2010, p. 327f).

Abbildung 1: Aufbau eines duktalen Mammakarzinoms

A Ubersichtsaufnahme des Tumorgewebes. Zu erkennen sind einzelne Tumorzellnester in violett, die
vom rosa gefarbten Tumorstroma umgeben sind. B Ausschnitt aus dem Tumorstroma. C Tumorzellen.
Der weilRe Pfeil markiert eine einzelne Tumorzelle. Lichtmikroskopische Aufnahme aus dem Proteinatlas
(The Human Protein Atlas, 2022a).

114 Prognose

Durch die immer besser werdende Vorsorge und die Entwicklung neuer
Therapiekonzepte geht die Mortalitat bei Brustkrebs seit 1970 leicht zuriick (Robert
Koch-Institut, 2016). Trotz dieser positiven Entwicklung lag Brustkrebs im Jahr 2020
hinter Lungenkrebs und nur knapp hinter dem Pankreaskarzinom auf Platz drei der
haufigsten krebsbedingten Todesfélle in Deutschland (The Global Cancer Observatory,
2021). 2017 betrug die Anzahl der Sterbefalle in Deutschland 18.396 bei 67.297
Neuerkrankungen. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate lag bei 87%. Generell variieren

die Daten erheblich je nach Subtyp, Grad und Stadium des Tumors (Zentrum fir
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Krebsregisterdaten (RKI), 2017). Beispielsweise haben triple-negative und HER2*
Tumore im Schnitt eine deutlich schlechtere Prognose als die luminalen Subtypen (X. Li
et al., 2017; reviewed in Moo et al., 2018).

1.1.5 Standardtherapie bei Brustkrebs

Zu den drei groRen Saulen der Brustkrebstherapie gehodren die Operation, die
Bestrahlung und die systemische Therapie (Kwok-Leung Cheung, 2020, p. 1). Unter den
Begriff der systemischen Therapie fallen die Chemo-, die endokrine bzw.
Antihormontherapie und die zielgerichtete Therapie. Wahrend die Chemotherapie vor
allem bei den aggressiveren Formen eingesetzt wird, kann die Antihormontherapie nur
bei Hormonrezeptor-positiven  Tumoren angewendet werden (S3-Leitlinie
Mammakarzinom, 2021). HER2* Tumore erhalten eine zielgerichtete Therapie zur
Blockierung dieser Rezeptoren bzw. der nachgeschalteten Signalkaskade (Loibl &
Gianni, 2017; Pernas & Tolaney, 2019). Um den gré3tmdglichen Behandlungserfolg zu
erzielen, werden meist mehrere Therapieansatze miteinander kombiniert (S3-Leitlinie
Mammakarzinom, 2021). Trotz der vielfaltigen Behandlungsmdoglichkeiten endet die
Diagnose Brustkrebs in vielen Fallen noch immer tddlich. Daher ist die Entwicklung

neuer Therapieansatze auch heute noch von grof3er Bedeutung.

1.2 Immuntherapie

In den letzten zehn Jahren hat sich die Immuntherapie als weiterer vielversprechender
Ansatz zur Krebsbehandlung etabliert (Borghaei et al., 2015; Darvin et al., 2018; Herbel,
2021; Herzberg et al., 2017; Jelinek et al., 2017; Larkin et al., 2015; Motzer et al., 2015;
Robert et al., 2011). Sie basiert auf der grundsatzlichen Fahigkeit des Immunsystems
korpereigen von korperfremd unterscheiden zu kénnen und dadurch entartete Zellen zu
erkennen und abzutdten (Burnet, 1957; Schreiber et al., 2011; Thomas, 1959). Hier
spielen neben den Killerzellen, die zur angeborenen Immunitat gehoéren, vor allem die
CD4* T1-Helferzellen und die CD8" zytotoxischen T-Zellen als Vertreter der spezifischen
Immunantwort eine wichtige Rolle (Rolles et al., 2021). CD4" T1-Helferzellen sind
immunregulatorische Zellen. Ihre wichtigste antitumorale Funktion ist die Stimulierung
CD8* zytotoxischer T-Lymphozyten (engl. cytotoxic T lymphocytes, CTLs) durch die
Sekretion aktivierender Zytokine (Kennedy & Celis, 2008; Topalian et al., 2016). Die
CTLs sind daraufhin in der Lage, in veranderten Zellen die Apoptose einzuleiten. Dies

geschieht durch die Ausschittung von Perforinen, Granzymen und Fas-Liganden
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(Broker et al., 2019, pp. 174-177). Insgesamt sind an der Antitumorantwort noch eine

Vielzahl weiterer Zellen und Faktoren beteiligt (Rolles et al., 2021).

Im Normalfall gelingt es dem Immunsystem transformierte Zellen rechtzeitig zu erkennen
und zu eliminieren. Diese Immuntberwachung tberleben nur Zellen, die durch zufallig
erworbene Mutationen Mechanismen entwickelt haben, mit denen sie sich vor dem
Immunsystem verstecken oder dieses sogar aktiv unterdricken koénnen. Diese
Mechanismen werden auch ,Immun-Escape-Mechanismen® genannt (Dunn et al., 2002;
Schreiber et al.,, 2011). Hier setzt die Immunonkologie an. lhr Ziel ist es diese
Mechanismen zu dberwinden, damit das Immunsystem den Tumor wieder als
korperfremd erkennt und ihn dadurch selbst bek&mpfen kann (Pardoll, 2015).
Immuntherapeutika wirken demnach nicht direkt auf die Tumorzellen, sondern initiieren

bzw. verstéarken die Antitumor-Immunantwort des eigenen Korpers (Seidel et al., 2018).

1.2.1 Immuncheckpoints

Ein Escape-Mechanismus mit dem sich Tumorzellen vor dem Angriff von T-Zellen
schiitzen, ist die Uberexpression inhibitorischer Immuncheckpoint-Molekiile (Ai et al.,
2020; Jiang et al.,, 2020). Kommt es zur Interaktion dieser Molekile mit den
entsprechenden Rezeptoren auf der T-Zelloberflache, den sogenannten
Immuncheckpoints, so wird die T-Zelle gehemmt (Basu et al., 2019). Diese
inhibitorischen Co-Rezeptoren werden nach der initialen T-Zell-Aktivierung exprimiert
und dienen normalerweise der Aufrechterhaltung der immunologischen Eigentoleranz
des Korpers. Sie hindern Immunzellen daran, gesunde korpereigene Zellen anzugreifen,
wodurch  Autoimmunkrankheiten und UberschielBende Entzindungsreaktionen
verhindert werden (Fang et al., 2020; Latchman et al., 2001; Pardoll, 2012). Die beiden
bekanntesten inhibitorischen Immuncheckpoints sind der programmed cell death
receptor 1-(PD-1-)/ programmed death ligand 1-(PD-L1-)Signalweg und der cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4-(CTLA-4-)Signalweg (Muenst et al., 2015). CTLA-4
reguliert die Aktivierung und Proliferation naiver T-Zellen in den sekundér lymphatischen
Organen wahrend der Primingphase, wohingegen PD-1 die Immunreaktion der T-
Effektorzellen im peripheren Gewebe in der Effektorphase moduliert (Keilholz U., 2016;

reviewed in Rowshanravan et al., 2018).

1.2.2 Immuncheckpoint-Inhibitoren
Einer der vielversprechendsten Anséatze der Immuntherapie ist die Blockierung dieser

Immuncheckpoints. Dadurch soll deren inhibitorische Wirkung auf das Immunsystem
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aufgehoben werden. Hierflr werden monoklonale Antikérper verwendet, die entweder
gegen den Liganden oder gegen den Rezeptor gerichtet sind (Pardoll, 2012). Bei einigen
Tumorentitaten kommen sie bereits regelmafig zum Einsatz. Besonders bei malignen
Melanomen, aber auch bei nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen, Nierenzell-
karzinomen, Hodgkin Lymphomen und anderen Malignitdten konnten damit bereits
Erfolge verzeichnet werden (Borghaei et al., 2015; Darvin et al., 2018; Herbel, 2021;
Herzberg et al., 2017; Jelinek et al., 2017; Larkin et al., 2015; Motzer et al., 2015). Im
Gegensatz dazu zéhlen Brusttumore zu den Krebsarten, die bisher eher schlecht bis gar
nicht auf die Behandlung mit Immuncheckpoint-Inhibitoren (ICI) ansprechen (Adams et
al., 2019; Emens et al., 2019; Nanda et al., 2016). Dabei variiert die Wirksamkeit je nach
Subtyp des Tumors. In einer klinischen Studie von Dirix et al. erhielten Patientinnen mit
unterschiedlichen Subtypen von metastasierendem Brustkrebs eine Monotherapie mit
dem Anti-PD-L1 Antikdrper Avelumab. Dabei betrug die objektive Ansprechrate bei
triple-negativen Brusttumoren 5,2%, wahrend sie bei HR* HER2" Tumoren bei 2,8% lag.
HER2* Tumore sprachen Uberhaupt nicht auf die Therapie an (Dirix et al., 2018).

1.3 Ursachen fur geringe Immunzellinfiltration

Voraussetzung fir eine ICl-vermittelte Antitumorantwort ist das Vorhandensein
ausreichend vieler Immunzellen im Tumor (Chan et al., 2015). Tumore unterscheiden
sich jedoch stark in der Menge und Lokalisation der Tumor-infiltrierenden Lymphozyten
(engl. tumor-infiltrating lymphocytes, TILs) und kénnen in drei Immunphanotypen
eingeteilt werden. Unterschieden werden der immun-verlassene, der immun-
ausgeschlossene und der entzindete Phéanotyp. Von immun-verlassen wird
gesprochen, wenn gar keine Immunzellen im Tumor vorzufinden find. Im Gegensatz
dazu lassen sich beim entziindeten Typ grol3e Mengen im gesamten Tumor lokalisieren.
Beim immun-ausgeschlossenen Typ befinden sich die TILs Uberwiegend im Stroma und
nur wenige bis gar keine stehen in direktem Kontakt mit den Tumorzellen (Chen &
Mellman, 2017). Die Mehrheit der Brusttumore gehdrt zum immun-ausgeschlossenen
Immunphéanotyp (Ali et al., 2014; Mahmoud et al., 2011; Stanton et al., 2016; Thomas et
al., 2018). Von allen Subtypen weisen die HR* Tumore die geringste Anzahl von TILs
bzw. CD8" T-Zellen auf (Stanton et al., 2016). Die niedrige Ansprechrate von Brustkrebs
auf ICI lasst sich also damit erklaren, dass sich kaum Immuneffektorzellen in direktem
Kontakt mit den Tumorzellen befinden (Ledys et al., 2021). Hierfir sind weitere Immun-

Escape-Mechanismen verantwortlich, welche im Folgenden genauer erlautert werden.
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1.3.1 Geringe Tumorimmunogenitat

Vorab ein kurzer Uberblick tber den Ablauf der Aktivierung einer CD8* T-Zelle. Naive
CD8" T-Zellen differenzieren sich zu zytotoxischen T-Zellen, wenn es zur Interaktion
ihres T-Zell-Rezeptors (engl. t-cell receptor, TCR) mit einem passenden Antigen kommt.
Die Antigenprasentation erfolgt mittels major histocompatibility complex (MHC). Zur
vollstéandigen Aktivierung benétigen sie zusatzlich ein kostimulierendes Signal. Dies
erhalten sie uber die Bindung der Molekile CD80 oder CD86 an einen CD28-Co-
Rezeptor auf ihrer Oberflache (Broker et al., 2019, pp. 174-176). Wie bereits erwahnt,
entwickeln Tumorzellen im Verlauf des sogenannten Immunoeditings Fahigkeiten, um
der Kontrolle des Immunsystems zu entgehen. Hierzu zahlt, dass die meisten
Tumorzellen keine kostimulierenden Molekile exprimieren, wodurch die T-Zellen nicht
adaquat aktiviert werden (Becker et al., 1993; Staveley-O'Carroll et al., 1998). Aul3erdem
nutzen viele Tumore eine herunterregulierte Antigenprozessierung bzw. -prasentation,
was die Wahrscheinlichkeit, von den T-Zellen erkannt zu werden, verringert (Schreiber
et al., 2011; Seliger et al., 2000). Haufig wird dies durch eine reduzierte oder fehlende
Expression von MHC-I-Molekulen auf der Tumorzelloberflache erreicht (Cabrera et al.,
1996; Esteban et al., 1990; Ferrone & Marincola, 1995). Doch selbst wenn die
Antigenprasentation unverandert ist, kann es sein, dass die prasentierten Antigene den
korpereigenen zu sehr @hneln. Dadurch kénnen sie nicht als kdrperfremd erkannt
werden. Ursache dafir ist eine zu geringe Tumormutationslast (engl. tumor mutational
burden, TMB). Sie beschreibt die Anzahl an Mutationen in den Tumorzellen. Je hoher
die TMB ist, desto hdher ist die Wahrscheinlichkeit, dass Neoantigene entstehen. Diese
kénnen von den T-Zellen als korperfremd erkannt werden und eine Immunreaktion
auslosen (Chalmers et al., 2017). Maligne Melanome und nichtkleinzellige
Lungenkarzinome haben beispielsweise eine sehr hohe TMB (Samstein et al., 2019),
wahrend Brusttumore, vor allem die vom Luminal-A-Typ, eine eher geringere TMB
aufweisen (Thomas et al.,, 2018). Dies ist eine Ursache dafiir, weshalb Brusttumore

wenig immunogen und damit kaum sichtbar fiir die kdrpereigene Immunabwehr sind.

1.3.2 Immunsuppressives TME

Durch eine geringe Immunogenitat konnen sich Tumore vor dem Immunsystem
verstecken. Alternativ konnen sie die Anti-Tumorantwort auch durch die Etablierung
einer immunsuppressiven Tumormikroumgebung unterdriicken (Radoja et al., 2000).
Tumorzellen fordern die Ausbildung eines solchen Milieus, indem sie einen Teil der
immunsuppressiven Mediatoren selbst exprimieren und inhibitorische Zellen in ihre

Umgebung rekrutieren (DeNardo & Coussens, 2007; Vesely et al.,, 2011). Zu den
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haufigsten suppressiven Immunzellen in Brusttumoren gehéren regulatorische T-Zellen
(Treg) und Myeloide Suppressorzellen (MDSC) (Schreiber et al., 2011). Treg zahlen
neben den Typ-1-T-Helferzellen (Thl), Typ-2-T-Helferzellen (Th2), Typ-17-T-
Helferzellen (Th17) und den follikularen T-Helferzellen (Tfh), welche alle zu den
Effektorzellen gehoéren, zu den wichtigsten Subpopulationen der CD4* T-Zellen. Sie
besitzen jedoch eine gegensatzliche Wirkung (Zhu & Zhu, 2020). lhre suppressive
Wirkung entfalten die Treg zum einen direkt Uber Zell-Zell-Kontakte und zum andern
Uber die Expression hemmender Faktoren (Gabrilovich & Nagaraj, 2009; Sakaguchi et
al., 2010). Zu den wichtigsten immunsuppressiven Faktoren in der TME gehdren
Interleukin-10 (IL-10) und transforming growth factor B8 (TGF-B). IL-10 sorgt unter
anderem fir eine verminderte Expression von MHC- und kostimulierenden Molekiilen
auf Antigen-préasentierenden Zellen (engl. antigen-presenting cells, APCs) und hemmt
daruber die Aktivierung der Immuneffektorzellen (Sato et al., 2011). TGF- hemmt aktiv
T-Effektorzellen und Naturliche Killerzellen in ihrer Funktion (Wrzesinski et al., 2007), ist
an der Umwandlung ruhender CD4" T-Zellen zu Treg beteiligt (Olkhanud et al., 2011)
und sorgt fur die Rekrutierung und Aktivierung von CAFs (Shi et al., 2020; Tang et al.,
2019). Diese produzieren wiederum eine Vielzahl inhibitorischer Zytokine und locken
weitere regulatorische Immunzellen an (Jung et al., 2016; Luque et al., 2021; Monteran
& Erez, 2019). Daneben spielen die bereits beschriebenen Immun-Checkpoints und das
Enzym Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) eine entscheidende Rolle bei der Aushildung
einer immunsuppressiven TME. IDO wird von Tumorzellen und anderen stromalen
Zellen produziert und wirkt hemmend auf CD8*" T-Zellen, indem es das flir deren
Proliferation notwendige Tryptophan abbaut (Uyttenhove et al., 2003; Ye et al., 2018).
Insgesamt sind an der Ausbildung einer immunsuppressiven TME eine Vielzahl an
I6slichen Faktoren und Zellen beteiligt, die durch ein komplexes Zusammenspiel fur die

Unterdriickung der Immunantwort sorgen (Vesely et al., 2011).

1.3.3  Physikalische Diffusionsbarriere

Ein weiterer Grund fur die geringe Anzahl von Immunzellen im Bereich der Tumorzellen
ist die dichte extrazellulare Matrix (EZM) (Jiang et al., 2016; Lindblad et al., 2021; Salmon
et al., 2012; Vonderheide & Bear, 2020). Sie ist der azellulare Bestandteil des
Tumorstromas, welches die Tumorzellverb&dnde umgibt. Die EZM setzt sich aus der
Basalmembran und der interstitiellen Matrix zusammen. Die interstitielle Matrix wird aus
einem Netzwerk von Strukturproteinen gebildet, in welches eine gelartige
Grundsubstanz eingelagert ist (Roy & Walsh, 2014). Neben Elastin und Fibrillin besteht

das Fasernetz vor allem aus fibrillarem Kollagen. Die hydrophile Grundsubstanz wird
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hauptsachlich von Hyaluronsdure und Proteoglykanen, aber auch von den
Glykoproteinen Fibronektin und Laminin gebildet (reviewed in Barry-Hamilton et al.,
2010; Christoph Wagener, 2010, p. 327; Jain, 1987; Oskarsson, 2013; Shirley Ayad,
1998, pp. 11-17).

Charakteristisch fur Brustkrebs ist eine starke Fibrotisierung der Matrix, die auch
Desmoplasie genannt wird. Zu den desmoplastischen Tumoren gehdren auch das
Prostatakarzinom, das Pankreaskarzinom, das Ovarialkarzinom und das
Magenkarzinom (Christoph Wagener, 2010, p. 327; Neesse et al., 2011). Dabei agiert
die EZM als eine Art Diffusionsbarriere und hindert die Immunzellen daran zu den
Tumorzellen zu gelangen (Kuczek et al., 2019; Mariathasan et al., 2018). Dadurch sind
die Immunzellen vorwiegend im Tumorstroma, kaum aber im Bereich der

Tumorzellnester zu finden (Abbildung 2).

Durch eine gesteigerte Ablagerung und Vernetzung der Matrix-Komponenten,
insbesondere des Kollagens, kommt es zur Versteifung des Gewebes (Cirri & Chiarugi,
2012; Kauppila et al., 1998). Ausloser fur die erhohte Matrixsynthese und -vernetzung
ist ein chronischer Entziindungsprozess in der TME (Mantovani et al., 2008). Dadurch
exprimieren die Immunzellen und zum Teil die Tumorzellen selbst vermehrt
Wachstumsfaktoren wie TGF-f3, plateled-derived growth factor (PDGF) oder fibroblast
growth factor 2 (FGF2). Diese Wachstumsfaktoren fiihren zur Rekrutierung und
Aktivierung von CAFs. Sie sind die Hauptquelle der EZM-Bestandteile und im Gegensatz
zu gewohnlichen Fibroblasten kontinuierlich synthetisch aktiv (Kalluri, 2016). Neben der
vermehrten Matrixproduktion sorgen sie auf3erdem fir eine gesteigerte Vernetzung des
Kollagens durch die Uberexpression gewisser Enzyme wie Lysyloxidasen (LOX) und
Lysylhydroxylasen (LH) (Gilkes et al., 2013; Kirschmann et al., 2002; Peyrol et al., 1997).
Ausloser dafir ist ein erhdhter Spiegel von TGF- und des Hypoxie-induzierten Faktors
1a (HIF-1a) in der TME (Egeblad et al., 2010; van der Slot et al., 2005). Sowohl LOX wie
auch LH spielen eine entscheidende Rolle bei der Quervernetzung des Kollagens (Gilkes
et al., 2013; Lucero & Kagan, 2006; Pinnell & Martin, 1968; Siegel, 1979; van der Slot et
al., 2003; Yamauchi et al., 2019).
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Abbildung 2: Verteilung CD8* T-Zellen im Mammakarzinom

A Querschnitt eines Brusttumors. Die violetten Bereiche zeigen Ansammlungen von Tumorzellen. Die
helleren Bereiche zwischen den Tumorzellnestern stellen die EZM dar. Die braun angefarbten Zellen
sind CD8* T-Zellen. B Ausschnitt aus der EZM. Im Zentrum ist ein Gefall erkennbar. Um das GefaR
herum befindet sich eine Vielzahl von CD8* T-Zellen. C Ausschnitt aus einem Tumorzellnest. Zwischen
den Tumorzellen ist lediglich eine einzelne CD8+ T-Zelle vorhanden. Lichtmikroskopische Aufnahme aus
dem Proteinatlas (The Human Protein Atlas, 2022b).

Durchmesser des Tumorschnitts: ca. 1400pum

1.4 Therapeutischer Ansatz zur Verbesserung der
Immunzellinfiltration

In Brusttumoren, wie auch in vielen anderen Tumoren, ist die Immunzellinfiltration auf
unterschiedliche Weise gestort (Joyce & Fearon, 2015; Thomas et al., 2018). Die geringe
Anzahl intratumoraler Immuneffektorzellen limitiert dabei den Erfolg von ICI. Fir diese
Tumore besteht daher die dringende Notwendigkeit der Entwicklung neuer Medikamente
zur Steigerung der Immunzellinfiltration. Diese Medikamente konnten als
Kombinationstherapie mit ICI eingesetzt werden und deren Wirkung verstéarken. Da die
Mechanismen des Tumors, die die Immunzellen am Eindringen hindern, vielfaltig sind,
gibt es auch zahlreiche Ansatzpunkte fir neue Therapeutika.

1.4.1  Verbesserung der Immunogenitat

Ein moglicher Ansatzpunkt zur Steigerung der Anti-Tumorimmunantwort und damit der
Immunzellinfiltration ist die Verstarkung der Immunogenitat des Tumors. Dies kann
durch gezieltes Induzieren eines immunogenen Zelltods (engl. immunogenic cell death,
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ICD) erreicht werden (Broker et al., 2019, pp. 174-176). ICD ist eine Form des Zelltods,
die eine Immunantwort auslést. Verantwortlich hierfir sind bestimmte endogene
Molekile, sogenannte damage-associated molecular patterns (DAMPS), die aus dem
Zellinneren freigesetzt werden (Galluzzi et al., 2020; Garg et al., 2015; Hodge et al.,
2013; Kenneth Murphy, 2018, p. 96; Zhu et al., 2021). Zur Exposition der DAMPs kommt
es, wenn die Zelle bestimmten Stressfaktoren ausgesetzt ist, die zur Ruptur der
Zellmembran und dadurch zur Freisetzung des gesamten Zellinhalts fiihren (Murao et
al., 2021). Solche Stressreize kénnen beispielsweise die Bestrahlung des Tumors oder
der Einsatz von Chemotherapeutika sein (Kepp et al., 2014; Tesniere et al., 2008;
Vanneman & Dranoff, 2012; Y. Wang et al., 2018). Deshalb kamen ICI bereits mehrfach
in Kombination mit diesen beiden Therapien zum Einsatz (Herrera et al., 2019; Judd &
Borghaei, 2020; Keam et al., 2020; Weinberg & Gadgeel, 2019).

1.4.2  Antifibrotische Therapie

Eine weitere Mdoglichkeit zur Erleichterung der Immunzellinfiltration ist die Auflockerung
der EZM. Dies kann durch den Abbau bereits bestehender Matrix erfolgen. Da fur die
Fibrose vor allem das dicht vernetzte Kollagen verantwortlich ist, kdnnen fur die
Degradierung der Matrix Kollagenasen eingesetzt werden. Sie gehdren zur Gruppe der
Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) und katalysieren die hydrolytische Spaltung von
Kollagenmolekilen (Chung et al.,, 2004; Levine, 2011, p. 127f). Neben Kollagen ist
Hyaluron eines der wichtigsten Bestandteile der EZM. Fir dessen Abbau werden
Hyaluronidasen eingesetzt. In préklinischen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass
sich die Medikamentenaufnahme einiger Tumore durch den Einsatz dieser beiden
Enzyme verbesserte (Choi et al., 2006; Eikenes et al., 2004; Erikson et al., 2008; Guan
et al., 2018; Jacobetz et al., 2013; X. Wang et al, 2018). Guan und seine
Forschungsgruppe konnten beim Einsatz von Hyaluronidasen eine gesteigerte
Infiltration von zytotoxischen CD8* T-Lymphozyten in Melanomen beobachten (Guan et
al., 2018). Statt den Abbau der vorhandenen Matrix zu férdern, kann auch die Produktion
neuer Bestandteile gehemmt werden. Angriffspunkte hierfir sind entweder die CAFs
selbst oder die Signalwege, die zu einer gesteigerten Expression fuhren (Takai et al.,
2016). Nicht nur die Synthese selbst, sondern auch die nachfolgende Vernetzung der
EZM kann gestort werden. Dies kann durch die Inhibition der in 1.3.3 erwahnten
vernetzenden Enzyme LOX oder LH erreicht werden (Barry-Hamilton et al., 2010;
Rossow et al., 2018; Santhanam et al., 2010; Zuurmond et al., 2005). Fur die Hemmung
von LOX kann beispielsweise 3-Aminopropionitril genutzt werden (Rossow et al., 2018).

LH, fur die das Gen Prokollagen-Lysin-2-Oxoglutarat-5-Dioxygenase 2 (PLOD2) kodiert,

10



1 Einleitung

kénnen durch einen PLOD2-Hemmer wie Minoxidil gehemmt werden (Du et al., 2017,
van der Slot et al., 2003; Zuurmond et al., 2005). Der Faktor, der sowohl die Kollagen-
und Hyaluronsynthese, als auch die Expression der Lysyloxidasen steigert, ist TGF-3
(Voloshenyuk et al., 2011; Xie et al., 2013). Durch dessen Hemmung in Kombination mit
einem PD-L1-Inhibitor konnte bereits in einer praklinischen Studie in Mamma- und
Kolonkarzinomen eine Steigerung der CD8" Immunzellinfiltration beobachtet werden
(Mariathasan et al., 2018).

1.43 Aufhebung der Immunsuppression

TGF-p fordert neben der Synthese und der Vernetzung der EZM auch die Ausbildung
einer immunsuppressiven TME (Batlle & Massagué, 2019; Larson et al., 2020; Van der
Jeught et al., 2015). Das Wegfallen der immunsuppressiven Wirkung durch die
Hemmung von TGF-B kdnnte bei der Studie von Mariathasan et al. auch Ursache fir die
gesteigerte Immunzellinfiltration gewesen sein (Mariathasan et al., 2018). Die
Blockierung immunsuppressiver Zytokine stellt damit einen weiteren Ansatz zur
Verbesserung der Immunzellinfiltration dar. Eine Alternative ist die Verabreichung
immunstimulierender Zytokine in die TME. Zu diesen gehoren Interleukin-2 (IL-2),
Interleukin-12 (IL-12) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) (Van der Jeught et al., 2015).
Bei einer Phase 1 Studie von Diab et al. wurden solide Tumore mit einer Kombination
aus einem IL-2-Signalweg-Agonisten und einem PD-1-Inhibitor behandelt. Dabei konnte
eine gesteigerte Infiltration und Aktivitat der CD8* T-Zellen beobachtet werden (Diab et
al., 2020).

1.5 Madoglichkeiten zur Darstellung und Quantifizierung der
Immunzellinfiltration in Brusttumoren

Bevor neue medikamentbse Ansatze zur Steigerung der Immunzellinfiltration in der
Krebstherapie zum Einsatz kommen, muss deren Wirkung in préklinischen Studien
getestet werden. Um zu evaluieren, inwiefern sich die Anzahl bzw. die r&dumliche
Verteilung der Immunzellen durch die Gabe der einzelnen Medikamente veréandert, ist
eine zuverlassige Methode zur Darstellung und Quantifizierung der Immunzellen in den

Tumoren notwendig.

151 Durchflusszytometrie
Eine  Mdglichkeit zur quantitativen Analyse der Immunzellen in der
Tumormikroumgebung ist die Durchflusszytometrie. Grundlage dafir ist die

Unterscheidung der Zellpopulationen mithilfe unterschiedlicher Fluorophor-gekoppelter
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Antikérper (Kenneth Murphy, 2018, p. 1002). Die Durchflusszytometrie kann allerdings
ausschlielich an Einzelzellsuspensionen angewendet werden, weshalb solide Tumore
daflr vorher dissoziiert werden missen (Rothe, 2007, p. 60). Sie wird deshalb auch als
destruktive Methode bezeichnet (Chen et al.,, 2019). Dadurch gehen samtliche
Informationen Uber die raumlichen Beziehungen und die Verteilung der Zellen verloren.
Die so ermittelten Daten geben lediglich Auskunft Uber die Anzahl bzw. das Verhaltnis
der einzelnen Zelltypen (Young et al., 2016). Fur die Entwicklung der Gesamtzahl CD8*
T-Zellen durch eine Behandlung ist dieses Verfahren geeignet (Diab et al., 2020;
Mariathasan et al., 2018). Um zu sehen, wie sich die Position der Zellen innerhalb des
Tumors verandert, werden dagegen andere Verfahren bengtigt. Es macht einen grof3en
Unterschied, ob sich die Immunzellen am Rand, im Tumorstroma oder in unmittelbarer

N&he der Tumorzellen befinden.

15.2 Immunfluoreszenz an Paraffinschnitten

Eine grobe Ubersicht {iber die Position und die Verteilung der Immunzellen kann durch
die Anfarbung histologischer Paraffinschnitte mittels Immunfluoreszenz gewonnen
werden. Die Schnitte sind aber in der Regel nur einige wenige Mikrometer diinn und
zeigen damit nur kleine Ausschnitte aus dem Gewebe. Da Brusttumore sehr heterogen
in ihrer Struktur sind, sind einzelne Schnitte nicht reprasentativ fir den gesamten Tumor.
Wird zufallig ein Schnitt gewahlt, der eine aufgelockerte nekrotische Struktur aufweist,
wird sich das Ergebnis deutlich von einem Schnitt desselben Tumors mit dichtem
Tumorgewebe unterscheiden. Bei unglicklicher Wahl der Schnitte kann schnell ein
falscher Eindruck entstehen, der zu Fehlschlissen fihren kann. Neben diesem Aspekt
ist die Tatsache, dass sich die Informationen lediglich auf den zweidimensionalen
Bereich beziehen, der gro3te Nachteil, da mogliche Lagebeziehungen nicht in vollem
Umfang ausgewertet werden kdnnen. Fir ein umfassendes Verstéandnis daftr, wie sich
ein Medikament auf die Anzahl bzw. die raumliche Verteilung der Immunzellen im Tumor
auswirkt, ist eine dreidimensionale (3D) Darstellung der Zellen im Gewebe zwingend
notwendig (Hofmann et al., 2020; Pichat et al., 2018).

153 Rekonstruktion von 2D-Schnitten zu 3D-Volumina

Eine 3D-Darstellung der Zellen im Gewebe ist durch die digitale Rekonstruktion serieller
Dunnschnitte moglich. Dabei wird das Gewebe in diinne Schnitte sequenziert, welche
einzeln gefarbt und anschlieRend aufgenommen werden. Die digitalen 2D-Bilder werden
dann im Nachhinein wieder Schicht fur Schicht zusammengefligt, wodurch erneut ein

3D-Volumen entsteht (Grothausmann et al., 2017). Die 3D-Rekonstruktion der einzelnen
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Schichten bringt jedoch mehrere Nachteile mit sich. So wird die Morphologie des
Gewebes durch die histologischen Schritte wie Schneiden, Fixieren oder Farben zum
Teil stark verandert. Dabei entstandene Artefakte wie Verzerrungen, Schrumpfungen,
inhomogene Intensitaten, Falten, Risse und Lécher erschweren die Rekonstruktion und
Auswertung (Pichat et al., 2018). Daruber hinaus ist es eine sehr aufwendige Methode,
da immens viele Schnitte zur Darstellung eines Gewebestlicks bendétigt werden. Ein
1mm dickes Stiick musste beispielsweise aus 500 2um dicken Schnitten rekonstruiert
werden (Parfitt, 2019). Insgesamt ist diese Methode nicht nur &auferst zeit- und

arbeitsintensiv, sondern zudem sehr fehleranfallig.

1.5.4  3D-Bildgebung von Gewebestiicken

Nach einem &hnlichen Prinzip aber mit viel geringerem Aufwand funktioniert die optische
Sektionierung eines Gewebestiicks am Lichtblattmikroskop (engl. light sheet
fluorescence microscope, LSFM). Auch hier werden 2D-Bilder im Nachhinein zu einem
3D-Konstrukt rekonstruiert. Allerdings wird die Probe in diesem Fall nicht mechanisch,
sondern optisch geschnitten, indem sie schichtweise mit einem Lichtblatt durchleuchtet
wird. Dadurch werden selektiv Fluorophore der jeweiligen Schicht angeregt. Das dabei
ausgeldste Fluoreszenzsignal wird dann von der Kamera des LSFM detektiert. So wird
die Probe Schicht fur Schicht aufgenommen. Je nach Dicke des Lichtblatts kann eine
1mm dicke Probe in bis zu 1000 Einzelbilder zerlegt werden. Dieser Bilderstapel, auch
z-stack genannt, kann im Anschluss wieder zu einem 3D-Volumen rekonstruiert werden
(Gopi Shah, 2017, p. 244 f; Selchow & Huisken, 2013). Voraussetzung fur die 3D-
Bildgebung ist, dass das Gewebe zuvor geklart, also durchsichtig gemacht wird. Daflr
wurden bereits unterschiedliche Ansatze entwickelt (Chung et al., 2013; Erturk et al.,
2012; Ke et al., 2013; Klingberg et al., 2017; Renier et al., 2014; Susaki et al., 2014). Die
Herausforderung besteht darin, dass die Antikbrper die dicken Gewebestiicke
vollstandig penetrieren muissen. Bei einigen Geweben, wie beispielsweise bei
Brusttumoren, ist die Antikdrperpenetration mittels Diffusion durch die steife und dicht
vernetzte EZM eingeschrénkt (Beyer et al., 2011; Henke et al., 2019; Lloyd-Lewis et al.,
2016; Xu et al., 2023).

Um die Diffusion zu umgehen, wurden in einigen Studien transgene Mause verwendet.
Diese wurden genetisch so modifiziert, dass sie in den jeweiligen Zielzellen
fluoreszierende Proteine exprimieren (Chalfie et al., 1994; Chung et al., 2013; Ertirk et
al., 2011; Puelles et al., 2019). Eine weitere Methode, die eine homogene Féarbung im

3D-Gewebe ermdglicht, ist die intravendse Injektion der fluoreszierenden Antikorper
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(Klingberg et al., 2017; Merz et al., 2019; Pan et al., 2019). Allerdings sind daflr grof3e
Antikérpermengen und eine Tierlizenz erforderlich (Hofmann et al., 2020). Wesentlich
weniger Aufwand und Antikérperverbrauch erfordert das nachtragliche Anfarben von
fixiertem Gewebe mittels Diffusion. Die fixierten Proben kénnen zudem bis zur Farbung
gelagert werden, wodurch zeitlich flexibel geplant werden kann. Au3erdem ermdglicht
das nachtragliche Anfarben, dass Stlcke desselben Tumors mit unterschiedlichen

Antikérpern gefarbt werden kénnen.

Es gab bereits vereinzelte Versuche, dicke Stiicke von Brusttumoren mittels
Immunhistochemie anzufarben und 3D abzubilden. Lloyd-Lewis und sein Team testeten
2016 beispielsweise unterschiedliche Clearing- und Immunfluoreszenzmethoden zur
Abbildung von Brustdriisen und Brusttumoren in 3D. Dabei stellte sich die Farbung der
Tumore viel schwieriger heraus als die der Brustdriise. Wahrend 1,5mm dicke Stlicke
der gesunden Brust vollstandig angefarbt und aufgenommen werden konnten, gelang
es bei den Tumoren gerade einmal eine 100pum dicke Schicht zufriedenstellend
abzubilden. Hier wurden allerdings keine Immunzellen, sondern HER2-Rezeptoren,
Zellkerne und Cytokeratin-8 angefarbt (Lloyd-Lewis et al., 2016).

Eine Studie bei der Immunzellen dargestellt wurden, ist die von Chen et al. Hier wurden
500um dicke Schnitte menschlicher Brusttumore unter anderem mittels CD3 Antikdrper
angefarbt und aufgenommen. Da die Antikérper hier von beiden Seiten diffundieren
konnten, kann davon ausgegangen werden, dass sie jeweils 250um tief in die Probe
kamen (Chen et al., 2019).

1.6 Ziel der Arbeit: Methode zur in vitro 3D-Farbung von
Immunzellen in Brusttumoren

Brusttumore gehéren zu den Tumortypen, die bisher kaum auf die Behandlung mit IClI
ansprechen. Ausschlaggeben hierfur sind verschiedene Mechanismen des Tumors, die
die Immunzellen am Eindringen in die Tumorzellnester hindern. Fir diese Tumore ist die
Entwicklung von Kombinationstherapien sehr wichtig. Dabei sollen Immuntherapeutika
gleichzeitig mit Medikamenten eingesetzt werden, welche die Immunzellinfiltration
verbessern. Méglichkeiten, den Behandlungserfolg dieser Medikamente in praklinischen
Studien zu evaluieren, sind bisher begrenzt. Fir ein umfassendes Verstdndnis der
Auswirkungen der Behandlung bedarf es der 3D-Visualisierung und Quantifizierung der
Immunzellen im Tumorgewebe. Da CD4" T-Helferzellen und CD8" T-Lymphozyten die

wichtigsten Immunzellen bei der Tumorbek&mpfung und deshalb beliebtes Ziel in der
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Immuntherapie sind, ist die Darstellung dieser beiden Zellpopulationen sinnvoll. Eine
zuverlassige Methode zur Anfarbung und Darstellung von T-Zellen in groReren
Tumorstiicken mittels Fluoreszenzmikroskopie gibt es aktuell noch nicht. Deshalb ist das
Ziel dieser Arbeit die Etablierung eines Immunfluoreszenzfarbeverfahrens zur 3D-
Darstellung und Quantifizierung von CD4* und CD8* T-Zellen in Brusttumoren. Dies soll
durch schrittweises Austesten unterschiedlicher Inkubationszeiten, Puffer und Antikorper
erreicht werden. Angestrebt wird eine tiefreichende homogene Farbung des Gewebes.
Die Ergebnisse der einzelnen Versuche werden jeweils am Lichtblattmikroskop
dokumentiert und anschlieRend mithilfe einer speziellen Bildanalyse-Software optimiert
und ausgewertet. Bei der Bildprozessierung werden ebenfalls unterschiedliche
Einstellungen und Modifikationen getestet, um schlief3lich das bestmégliche Ergebnis zu
erhalten.

Die dichte EZM behindert sowohl die Infiltration der T-Zellen in die TME, als auch die der
fur die Detektion verwendeten Antikorper. Die Schwierigkeit besteht nun darin zu
unterscheiden, ob sich in bestimmten Bereichen tats&chlich keine Immunzellen befinden
oder ob eine ungentigende Antikérperpenetration der Grund fur ein fehlendes Signal ist.
Eine Aussage darlber, ob die Farbung das ganze Gewebe durchdrungen hat oder nicht,
lasst sich hier kaum treffen. Leichter fallt dies durch das Anfarben der Tumorgefal3e. Da
diese in der Regel nicht abrupt enden, kann die Kontinuitdt der Farbung hier besser
nachvollzogen werden. Zunachst wird deshalb versucht schrittweise eine Methodik zur
durchgéngigen Farbung der BlutgefalRe zu etablieren. Gelingt dies, so kann davon
ausgegangen werden, dass die Antikdrper mithilfe des erarbeiteten Protokolls das
Gewebe vollstandig durchdringen kénnen. Im néachsten Schritt sollen dann im Zuge einer
Dreifachfarbung zusétzlich die CD4* und CD8* T-Zellen mit angefarbt werden. Final soll
die Methode dafiir verwendet werden, um die Immunzellinfiltration unterschiedlich
behandelter Tumore miteinander zu vergleichen. Eines der beiden zu testenden
Medikamente ist ein PLOD2-Inhibitor. Der erhoffte Effekt dieser Behandlung ist eine
Verringerung der Kollagenquervernetzungen und damit eine Verstarkung der T-
Lymphozyten-Infiltration in die Tumorzellnester. Das zweite Medikament ist ein PD-L1-
Inhibitor. Es sollte die Aktivitat der eingedrungenen T-Zellen steigern, indem es deren
Hemmung verhindert. Beide Medikamente werden jeweils einzeln und als

Kombinationstherapie getestet.
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2 Material und Methoden

2.1 Ethik-und Tierversuchsvotum

Fir die Arbeit wurde archiviertes Material aus einem friheren Tierversuchsvorhaben
verwendet (Regierung von Unterfranken AZ: 55.2-2531.01-74/12).

2.2 Verwendete Materialien

221

Tabelle 1: Liste der verwendeten Primarantikorper

Antikorper

Zielstruktur Ursprung Verdiinnung Markierung Firma

CD31 Kaninchen 1:50 PECAM-1 Abcam
(Endothelzellen) | (ab28364)

CD34 Maus 1:50 Endothelzellen | DAKO (M7164)

CD8a Ratte 1:50 CD8*-T- Invitrogen (14-
Lymphozyten 0808-82)

CD4 Ratte 1:50 CD4*-T- Abcam
Lymphozyten (ab25475)

CD4 Meer- 1:50 CD4"-T- SySy (HS-360

schweinchen Lymphozyten 004)

CD4 Ratte 1:50 CD4*-T- Invitrogen (14-
Lymphozyten 0041-82)

CD4 Kaninchen 1:50 CD4*-T- Sino Biological
Lymphozyten (50134-R766)
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Tabelle 2: Liste der verwendeten Sekundarantikdrper

Konjugat Ursprung Verdinnung | Firma

Cy5 Ziege (Anti-Kaninchen) | 1:200 Jackson ImmunoResearch
(JIR) (111-175-144)

Cy5 Ziege (Anti-Ratte) 1:200 JIR (112-175-143)

Alexa 750 | Ziege (Anti-Kaninchen) | 1:100/ 1:200 | Invitrogen (A-21039)

Alexa 647 | Ziege (Anti- 1:100/ 1:200 | Invitrogen (A-21450)

Meerschweinchen)

Cy3 Ziege (Anti-Ratte) 1:100/ 1:200 | Abcam (ab98416)

Alexa 647 | Ziege (Anti-Ratte) 1:200 JIR (112-605-143)

Alexa 647 | Ziege (Anti-Kaninchen) | 1:200 Invitrogen (A-21246)

Cy3 Ziege (Anti-Kaninchen) | 1:200 JIR (111-165-003)
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2.2.2 Reagenzien
Tabelle 3: Liste der verwendeten Reagenzien
Artikelnummer

Reagenz Hersteller

Ethyl-Cinnamate/ Zimtséureethylester = Sigma-Aldrich W243000-1KG-K

N,N,N,N’-Tetrakis (2-hydroxypropyl) Sigma-Aldrich 122262-1L
ethylendiamin

Harnstoff AppliChem A1049

Triton X-100 Sigma-Aldrich T9284
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich A9647
Tween-20 Roth 9127.1
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth 4720.2
Ziegenserum Sigma-Aldrich G9023
Paraformaldehyd (PFA) Roth 0335.4
Methyl-B-Cyclodextrin Sigma-Aldrich C4555-1G
trans-1-Acetyl-4-hydroxy-L-prolin Sigma-Aldrich 441562-10G
Natriumazid Roth K305.1
Ethanol (EtOH) absolute Sigma-Aldrich 32205-2.5L-M
Natriumchlorid Roth P031.2/ 3957.2
Wasserstoffperoxid (H202) 35% Roth 9683.1

Glycin Roth 3908.3

EtOH 99%, vergallt mit 1% Nordbrand Sorte 642

Methylethylketon (MEK)
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2.2.3 Losungen

Tabelle 4: Liste der verwendeten Puffer und Losungen

Losung Zusammensetzung

Phosphat-gepufferte 137mM Natriumchlorid
Salzlosung 2,68mM Kaliumchlorid

(engl. phosphate 9,58mM di-Natriumhydrogenphophat

buffered saline, PBS)
1,47mM Kaliumdihydrogenphosphat

CuBIC 1 2,5g N,N,N’,N’-Tetrakis(2-hydroxypropyl)ethylendiamin
2,5g Harnstoff
1,5ml Triton X-100
3,5ml PBS

CuBIC 1A 253mg N,N,N’,N’-Tetrakis(2-hydroxypropyl)ethylendiamin
500mg Harnstoff
500pl Triton X-100
7,3mg Natriumchlorid

3,75ml destilliertes Wasser

Waschpuffer 200pul Tween-20
99,8ml PBS

Blockpuffer 1 200pl 10%iges Triton X-100
600mg BSA
1ml DMSO
8,2ml PBS

Blockpuffer 2 250ul 10% Triton X-100
500p! Ziegenserum
4,25ml PBS

Immunfarbungsloésung | 1ml 10%iges Triton X-100
13,1mg Methyl-B-Cyclodextrin
40mg trans-1-Acetyl-4-hydroxy-L-prolin
10mg Natriumazid

1,5% Ziegenserum
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Losung Zusammensetzung
Antikorperpuffer 40pl Tween-20
18,36ml PBS
600mg BSA
1ml DMSO
H>0O>-haltige 1ml 35%iges H20:
Entfarbungsreagenz 1ml DMSO
3ml EtOH
Penetrationspuffer 2ml Triton X-100
200ml 1.5M Glycin
598ml PBS
224 Gerate

Tabelle 5: Verwendete Gerate

Gerat Name Hersteller

Konfokales Mikroskop Nikon Eclipse Ti-Al Nikon

Lichtblattfluoreszenzmikroskop = 20x Lichtblattfluoreszenz- | Universitat Wirzburg
mikroskop

Prazisionswaage Kern PLJ-G Kern

Schittler DUOMAX1030 Heidolph

Inkubations-Schittler Certomat IS B. Braun Biotech

International
Mischer Mini-3D-Mischer SLG
Vortex Genie 2 Scientific Industries
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2.2.5 Softwareprogramme

Tabelle 6: Verwendete Softwareprogramme

Software Hersteller

ImageJ 1.53c Wayne Rasband, National Institutes of
Health

Imaris File Converter 9.8.0 Oxford Instruments

Imaris 9.8.0 Oxford Instruments

Excel. Microsoft 365 Microsoft

Word, Microsoft 365 Microsoft

Power Point, Microsoft 365 Microsoft

R4.3.1 R Core Team

2.3 Versuchsaufbau

2.3.1  Versuchstiere

Fur die vorliegenden Versuche wurden Mause des C57BL/6J-Substamms verwendet.
Alle Tiere waren weiblich und gleich alt. Sie wurden in kleinen Gruppen von zwei bis drei
Tieren in einem 12h/12h Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten und hatten freien Zugang zu
Futter und Wasser. Im Alter von acht Wochen wurden ihnen AT3-Tumorzellen in das
Brustfettpolster des inguinalen Zitzenpaares implantiert. 13 Tage nach der Implantation,
nachdem die Tumore ein durchschnittliches Volumen von 50mm? erreicht hatten, wurde

mit der Behandlung begonnen.

2.3.2 Behandlungsgruppen

Die Behandlung erfolgte Uber sieben Tage. Die Kohorte wurde dabei in drei
Behandlungsgruppen und eine Kontrollgruppe unterteilt. Gruppe 1 erhielt taglich
15mg/kg des PLOD2-Inhibitors Minoxidil. Gruppe 2 bekam alle zwei Tage 20mg/kg
Bristol-Myers Squibb (BMS)-1166, einen niedermolekularen PD-L1-Inhibitor (Skalniak et
al., 2017). Dieser wurde bisher nur fir Forschungszwecke zugelassen (biomol, 2021;
MedChemExpress, 2021), hat jedoch gegeniiber den monoklonalen Antikérpern unter
anderem die Vorteile, dass er kostengunstiger, stabiler und kleiner ist (Guzik et al., 2017;
Skalniak et al., 2017). Die Tiere der dritten Gruppe erhielten eine Kombinationstherapie
beider Medikamente. Die Verabreichung der Medikamente erfolgte intraperitoneal. Dazu

wurden 20mg/ml Minoxidil in EtOH geldst und vor der Injektion zehnfach mit PBS

21



2 Material und Methoden

verdiinnt. Bei BMS-1166 wurden 50 mg/ml in DMSO geldst. Die fertige Injektionslésung
enthielt 10% der BMS-1166/DMSO-L6sung, 30% Polyethylenglycol-300 und 60%
Wasser. Tiere einer Gruppe erhielten jeweils die Tragerldsung der anderen Gruppe als
Kontrollsubstanz. Den Mausen der Kontrollgruppe wurden beide Lésungen ohne

Wirkstoff injiziert. Die Tumorentnahme fand drei Tage nach Ende der Behandlung statt.

2.3.3  Tumorentnahme und Fixierung des Tumorgewebes

Zur Tumorentnahme wurden die Mause durch zervikale Dislokation getdtet und in
Ruckenlage fixiert. Daraufhin wurden die Brusttumore mittels Schere und Pinzette
freiprapariert und entnommen. Im Anschluss folgte die Fixierung der gewonnenen
Proben. Sie dient dazu, die enzymatische Autolyse des Gewebes zu verhindern und
gleichzeitig die Morphologie der darzustellenden Antigene zu erhalten (Lang, 2013, p.
49). Als Fixiermittel wurde 4% PFA in PBS verwendet, welches die Stabilisierung des
Gewebes durch eine reversible Quervernetzung der Proteine bewirkt (Melan, 1999). Die
Tumore wurden darin 24 Stunden lang bei 4°C eingelegt. Wahrend dieses Zeitraums
wurde die Fixierlosung mehrmals ausgetauscht. Anschliel3end wurden die Proben fur 45
Minuten in PBS gewaschen und tber Nacht in 70% EtOH gelegt. Daraufhin kamen sie
fir 4 Stunden in 96% EtOH. Bis zur Weiterverwendung wurden sie in 100% EtOH
gelagert.

234 Farbeprinzip 3D-Immunhistochemie

Die Immunhistochemie basiert auf der spezifischen Bindung eines Antikdrpers an sein
zugehoriges Zielepitop. Sie ermdglicht es, spezifische Strukturen im Gewebe
nachzuweisen und zu visualisieren (Im et al., 2019; Lang, 2013, p. 270). Dabei besitzt
jede Zellpopulation fir sich charakteristische Oberflichenmerkmale. Zellen des
Immunsystems kdnnen beispielweise anhand sogenannter cluster of differentiation
(CD)-Molekile voneinander unterschieden werden (Julius M. Cruse, 2004, p. 47). Fur
die Markierung dieser Molekile werden Antikbrper verwendet. Zuerst binden
unkonjugierte Primarantikorper an das zugehérige Epitop. Im n&chsten Schritt werden
dann Fluorochrom-gekoppelte Sekundarantikdrper, die gegen den Primé&rantikdrper
gerichtet sind, dazugegeben. Das Fluorochrom emittiert bei Anregung durch Strahlung
einer bestimmten Wellenlange Licht einer etwas héheren Wellenlange (Im et al., 2019;
Oliver & Jamur, 2010). Vor der eigentlichen Farbung muss das Gewebe permeabilisiert
werden. Ziel hiervon ist es, das Gewebe durchlassiger fir die Antikérper zu machen.
Dabei muss gleichzeitig auf den Erhalt der Antigene geachtet werden. Antikdrper binden

nicht nur spezifisch an ihr jeweiliges Antigen, sondern kénnen auch unspezifisch an
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Strukturen binden, die nicht dargestellt werden sollen (Kalyuzhny, 2016, p. 30). Die
unspezifischen Bindungsstellen missen deshalb vor der Antikdrperinkubation blockiert
werden, um eine moglichst spezifische Farbung der gewlnschten Strukturen ohne
unerwinschte Hintergrundfarbung zu erlangen. Die Absattigung dieser irrelevanten
Bereiche erfolgt haufig mit BSA oder mit Serum, welches aus derselben Spezies wie die
Sekundarantikérper stammt (Kalyuzhny, 2016, p. 30f). Als nachstes erfolgt die
Markierung der gewiinschten Strukturen mithilfe der Primar- und Sekundarantikdrper.
Damit im Anschluss an die Farbung tiefreichende 3D-Aufnahmen der Gewebestiicke
madglich sind, missen diese vorher optisch geklart, also transparent gemacht werden.
Dadurch werden Streuung und Absorption in der Probe reduziert. Dies ermdglicht dem
Laser sowie der durch ihn angeregten Fluoreszenz trotz zunehmender Tiefe einen
weitestgehend ungestorten Durchtritt durch das Gewebe. Dies spiegelt sich in einer
gesteigerten Signalintensitat und damit verbesserten Bildqualitat wider. Der Prozess des
Transparent-Machens wird optische Klarung oder Clearing genannt. Er basiert auf der
Entfernung lichtabsorbierender Pigmente wie Ham und stark lichtstreuender Molekdle
wie Lipide und auf der Homogenisierung des Brechungsindexes (engl. refractive index,
RI) innerhalb der Probe (Huang et al., 2019; Masselink et al., 2019; Muntifering et al.,
2018).

2.3.5 Modifikationen am Protokoll

Tabelle 7 und Tabelle 8 geben einen Uberblick tiber die inkrementellen Modifikationen
der Inkubationszeiten, Puffer und Antikdrper. Ausgangspunkt fur die Entwicklung des
Protokolls war das Tumor-Organoid-Basisprotokoll. Parameter, die sich zum

vorausgehenden Versuch verandert haben, sind in den Tabellen rot hervorgehoben.

2.35.1 Versuch 1

Fur den ersten Versuch wurden die Inkubationszeiten des Basisprotokolls verlangert.
Die Farbung wurde einmal an einem 5mm? groBen Tumorsttick und einmal an einer
500um dicken Tumorscheibe durchgefihrt. Nach erfolgter Rehydrierung kamen die
Proben zur Permeabilisierung statt bisher einer Stunde fir insgesamt 24 Stunden bei
4°C in den Penetrationspuffer und anschlieend fir weitere vier Stunden bei 4°C in den
Blockpuffer 1. Nach dem Auswaschen des Blockpuffers wurden die CD31-
Primarantikérper aus dem Kaninchen von Abcam (ab28364) zur Markierung der Gefalle
1:50 in Antikoérperpuffer verdiinnt auf die Stiicke gegeben. Die Inkubation erfolgte mehr
als doppelt so lang wie bei den Organoiden fur insgesamt zwei Tage bei 4°C auf dem

Kippbrett. AnschlieRend wurden ungebundene Antikdrper mittels Waschpuffer Gber 24
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Stunden hinweg aus der Probe herausgespult. Analog zu den Primarantikorpern erfolgte
die Inkubation mit Cy5-konjugierten Sekundarantikérpern Anti-Kaninchen von Jackson
ImmunoResearch (111-175-144). Diese wurden 1:200 verdunnt. Daraufhin folgte die
optische Klarung der Proben. Als Klarreagenz wurde Zimtsaureethylester verwendet,
welche nach 24 Stunden einmal ausgetauscht und bis zum Mikroskopieren auf den

Proben belassen wurde.

2.3.5.2 Versuch 2

Im zweiten Versuch wurden die Inkubationszeiten noch einmal weiter gesteigert. Die
Permeabilisierung erfolgte Uber 48h, das Blockieren tber Nacht und die Antikdrper
inkubierten jeweils fir vier Tage. Entsprechend wurden auch die Waschvorgange von
24 auf 48 Stunden verlangert. Zusétzlich zu den Inkubationszeiten wurde die Probenform
etwas modifiziert. Fur die Farbung wurde eine 5mm? grof3e und 1,5-2mm dicke Scheibe

vom Tumor geschnitten.

2.3.5.3 Versuch 3

Beim néchsten Versuch wurde CUBIC 1 zur Permeabilisierung statt dem bisher
genutzten Penetrationspuffer verwendet. Zudem wurde der Antikérperpuffer durch eine
bereits in Kombination mit CUBIC 1 eingesetzte Immunfarbungslésung ersetzt (Pan et
al., 2019). Nach der Rehydrierung kamen die Proben ca. 48 Stunden lang bei
Raumtemperatur (RT) in CUBIC 1. Hier musste ein zuséatzlicher Waschschritt eingefligt
werden, bei dem CUBIC 1 Uber einen Zeitraum von 48 Stunden grindlich ausgespult
wurde. AnschlieBend folgten das Blockieren und die Antikdrperinkubation in der
Immunfarbungslésung. Es wurden dieselben Antikbrper wie in den beiden vorherigen

Versuchen verwendet.

2354 Versuch 4

In Versuch 4 wurde CUBIC 1 durch das geringer konzentrierte CUBIC 1A ersetzt. Zudem
wurde der Blockpuffer 2 statt der zuvor verwendeten Immunfarbungslésung eingesetzt
(Lloyd-Lewis et al., 2016). Das Tumorstick kam diesmal bei 37°C unter leichtem
Schutteln fir 48 Stunden in CUBIC 1A.

2.355 Versuch 5

Im nachsten Schritt wurde die Probe vor der Rehydrierung tiber Nacht mit einem H>O»-
haltigen Entfarbungsreagenz behandelt. Die nachfolgenden Schritte wurden analog zu

Versuch 4 durchgefihrt.
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2.3.5.6 Versuch 6

Im weiteren Vorgehen wurde eine Dreifachfarbung von Gefalien, CD4* und CD8" Zellen
angestrebt. Das Protokoll wurde von Versuch 4 tbernommen. Zur Markierung der
Gefal3e wurde der bereits bewahrte CD31-Priméarantikbrper aus dem Kaninchen von
Abcam (ab28364) zusammen mit dem Alexa 750-Sekundérantikdrper Anti-Kaninchen
von Invitrogen (A-21039) verwendet. Fir die Immunzellen kamen der CD4-
Primarantikérper aus dem Meerschweinchen von SySy (HS-360 004) mit dem Alexa
647-Sekundarantikdrper Anti-Meerschweinchen von Invitrogen (A-21450) und der CD8-
Primarantikbrper aus der Ratte von ThermoFisher (14-0808-82) mit dem Cy3-

Sekundarantikdrper Anti-Ratte von Abcam (ab98416) zum Einsatz.

2.3.5.7 Versuch 7

Dieser Versuch wurde fast identisch zum Vorherigen durchgefiihrt. Einzige Anderung

war die Verdinnung der Sekundarantikdrper auf 1:100.

2.3.5.8 Versuch 8

Im achten Versuch wurden geeignete Primarantikdrper gesucht. Dafur wurden der CD4-
Antikérper aus der Ratte von Invitrogen (14-0041-82), der CD4-Antikdrper aus dem
Kaninchen von SinoBiological (50134-R766) und ein anderer CD4-Antikdrper aus der
Ratte von Abcam (ab25475) verwendet. Um auszuschliel3en, dass sich in den beiden
vorherigen Versuchen die Antikdrper gegenseitig negativ beeinflusst haben, wurden der
CD4-Antikorper aus dem Meerschweinchen von SySy (HS-360 004) und der CD8-
Antikbrper aus der Ratte von Invitrogen (20-8080-82) nochmal als Einzelfarbung
getestet. Alle Primarantikdrper wurden mit Alexa 647-Sekundarantikbrpern kombiniert.
Diese waren Anti-Ratte Alexa 647 von Jackson ImmunoResearch (112-605-143), Anti-
Kaninchen Alexa 647 von Invitrogen (A-21246) und Anti-Meerschweinchen Alexa 647
von Invitrogen (A-21450).

2.3.5.9 Versuch 9

In diesem Schritt wurden parallel zwei Doppelfarbungen mit CD4 und CD8 durchgefihrt.
Der CD8-Primarantikorper aus der Ratte von Invitrogen (20-8080-82) wurde bei beiden
Farbungen mit dem Alexa 647-Sekundarantikorper Anti-Ratte von Jackson
ImmunoResearch (112-605-143) kombiniert, da sich diese Kombination bereits bewahrt
hatte. Der CD4-Priméarantikérper aus dem Kaninchen von SinoBiological (50134-R766)

wurde einmal in Kombination mit dem Anti-Kaninchen Cy3-konjugierten
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Sekundarantikorper von Jackson ImmunoResearch (111-165-003) und einmal mit dem

Anti-Kaninchen Alexa 750-Sekundarantikoérper von Invitrogen (A-21039) getestet.

2.3.5.10 Versuch 10

Fur den letzten Versuch wurde je eine Probe aus jeder Behandlungs- bzw. aus der
Kontrollgruppe genommen. Verwendete Antikorper waren der CD8-Priméarantikdrper aus
der Ratte von Invitrogen (20-8080-82) zusammen mit dem Alexa 647-
Sekundarantikorper Anti-Ratte von Jackson ImmunoResearch (112-605-143) und der
CD4-Antikorper aus dem Kaninchen von SinoBiological (50134-R766) in Kombination
mit dem Cy3-Sekundarantikdrper Anti-Kaninchen von Jackson ImmunoResearch (111-
165-0039).

2.3.6 Erarbeitetes Endprotokoll
Das vollstandige Protokoll, das letztendlich erarbeitet wurde, wird im Folgenden
ausfihrlich erlautert.

Die Tumore wurden in ca. 1,5-2mm dicke Scheiben geschnitten und rehydriert. Daftr
kamen die Tumorscheiben zuerst fur vier Stunden und dann Uber Nacht in 20%
DMSO/EtOH. Danach wurden sie in absteigender Reihenfolge in 90% EtOH, 70% EtOH
und 50% EtOH gelegt, wobei die Proben bei jedem Schritt flir mindestens vier Stunden
in der jeweiligen Ldsung verweilten. Alle Rehydrierungsschritte erfolgten in 15ml
Zentrifugenréhrchen bei 4°C auf dem Kippbrett. AnschlieBend mussten sie fir 24
Stunden in PBS und weitere 24 Stunden in 0,2% Triton X-100/PBS inkubieren. Die
Permeabilisierung der Tumorstiicke erfolgte drei Tage lang mithilfe von CUBIC 1A bei
37°C und 50 Umdrehungen im Inkubations-Schiittler. Damit die einzelnen Bestandteile
bei Benutzung vollstandig ineinander geldst sind, wurde CUBIC 1A bereits zwei Tage

vor Verwendung angesetzt und bei 37°C im Inkubations-Schuttler gelagert.

Bevor die Antikérper auf die Proben gegeben wurden, musste CUBIC 1A grindlich
ausgewaschen werden. Dazu wurden die Gewebestiicke fur 48 Stunden im Waschpuffer
gewaschen. Zu Beginn wurde der Waschpuffer alle 20 Minuten, danach nochmal nach
24 Stunden ausgetauscht. Anschlie3end kam jeweils eine Tumorscheibe in ein 2ml
Eppendorf-Gefal3 und wurde mit 1ml Blockpuffer 2 bedeckt, welcher tiber Nacht bei 4°C
auf den Proben belassen wurde. Daraufhin erfolgte die Prim&rantikdrperinkubation mit
dem CD8-Priméarantikdrper aus der Ratte von Invitrogen (20-8080-82) und dem CD4-

Antikérper aus dem Kaninchen von SinoBiological (50134-R766). Diese kamen in einer
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Verdinnung von 1:50 in den Blockpuffer 2. Damit die Proben vollstdndig bedeckt waren
und der Antikdrperverbrauch dabei gleichzeitig mdglichst geringgehalten wurde, wurden
8ul Antikdrper in 400ul Blockpuffer 2 verdinnt und auf die Sticke gegeben. Die
Primarantikorper inkubierten dann fir vier Tage bei 4°C, bevor die Stiicke erneut fiir 48
Stunden mit Waschpuffer gewaschen wurden. Dazu wurde der Puffer anfangs vier bis
funf Mal und nach 24 Stunden ein weiteres Mal gewechselt. Daraufhin erfolgte die
Sekundarantikorperinkubation mit dem Alexa 647-Sekundarantikbrper Anti-Ratte von
Jackson ImmunoResearch (112-605-143) und dem Cy3-Sekundarantikbrper Anti-
Kaninchen von Jackson ImmunoResearch (111-165-0039). Ab diesem Schritt mussten
die Proben stets dunkel gelagert werden, um die Fluoreszenz bestmdglich zu erhalten.
Die Sekundarantikorper wurden in einem Verhaltnis von 1:200 in Blockpuffer 2 verdunnt
und ebenfalls fur vier Tage bei 4°C auf den Proben belassen. Sie wurden analog zu den
Priméarantikdrpern tiber 48 Stunden ausgewaschen.

Vor der abschlieRenden Klarung des Tumorgewebes wurden die Stiicke vollstandig
dehydriert. Die Dehydrierung erfolgte durch eine aufsteigende Alkoholreihe (50% EtOH,
70% EtOH, 96% EtOH). Pro Schritt mussten die Stiicke fur mindestens vier Stunden
inkubieren. Zur vollstandigen Entfernung des Wassers kamen die Proben danach noch
fir weitere 24 Stunden in 100% EtOH, welcher alle acht Stunden ausgetauscht wurde.
Im letzten Schritt des Protokolls kamen die Proben bis zur Aufnahme in

Zimtsaureethylester. Dieses wurde nach 24 Stunden einmal ausgewechselt.
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Tabelle 7: Ubersicht der vorgenommenen Modifikationen von Versuch 1 bis Versuch 5
Veranderungen im Vergleich zum Vorversuch in Rot dargestellt

Ausgangs- Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5
Protokoll
(’éumbrfg)h/ Scheibe Scheibe Scheibe Scheibe
Probenform Organoide . (1,5-2mm (1,5-2mm (1,5-2mm (1,5-2mm
Scheibe dick) dick) dick) dick)
(500pm dick)
Entfarbungs-
Entfarbung X X X X X reagenz
(ON)
Permeabili- Penetrations- | Penetrations- | Penetrations- CUBIC 1 CUBIC 1A CUBIC 1A
sierung putfer puifer puffer (48h) (48h) (3d)
(1h) (24h) (48h)
. Blockpuffer 1 Blockpuffer 1 Blockpuffer 1 Immurlféir- Blockpuffer 2 Blockpuffer
Blockieren bungslésung 2
(1h) (4h) (ON) (ON) (ON) (ON)
- Antikérper- Antikérper- Antikorper- Immunfar- Blockpuffer
Ant|k?frper- puffer puffer puffer bungslésung Bloclzgggfer 2 2
putter (ON) (2d) (4d) (4d) (4d)
CD31rb CD31rb CD31rb CD31rb CD31rb CD31rb
Primar- Abcam Abcam Abcam Abcam Abcam Abcam
antikérper (ab28364) (ab28364) (ab28364) (ab28364) (ab28364) (ab28364)
(1:50) (1:50) (2:50) (2:50) (2:50) (2:50)
Anti-rb Cy5 Anti-rb Cy5 Anti-rb Cy5 Anti-rb Cy5 Anti-rb Cy5 Anti-rb Cy5
Sekundar- JIR JIR JIR JIR JIR JIR
antikorper | (111-175-144) | (111-175-144) | (111-175-144) | (111-175-144) | (111-175-144) | (111-175-144)
(1:200) (1:200) (1:200) (1:200) (1:200) (1:200)
Zimtsaure- Zimtsaure- Zimtsaure- Zimtséaure- Zimtsaure- Zimtséaure-
Klarung ethylester ethylester ethylester ethylester ethylester ethylester
(2x 24h) (2x 24h) (2x 24h) (2x 24h) (2x 24h) (2x 24h)
rb: rabbit/ Kanninchen rt: rat/ Ratte gp: guinea pig/ Meerschweinchen  h: hour/ Stunde

ON: over night/ tber Nacht

d: day/ Tag

JIR: Jackson ImmunoResearch
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Tabelle 8: Ubersicht der vorgenommenen Modifikationen von Versuch 6 bis Versuch 10

Veranderungen im Vergleich zum Vorversuch in Rot dargestellt

Versuch 6 Versuch 7 Versuch 8 Versuch 9 Versuch 10
Scheibe . Scheibe Scheibe Scheibe
Probenform . Scheibe . . -
(1,5-2mm dick) (1,5-2mm dick) (2,5-2mm dick) (1,5-2mm dick) (2,5-2mm dick)
Entfarbung X X X X X
Permeabili- CUBIC 1A CUBIC 1A CuBIC 1 CUBIC 1A
sierung CUBIC 1A (3d) (3d) (3d) (3d)
(3d)
Blockieren Blockpuffer 2 Blockpuffer 2 Blockpuffer 2 Blockpuffer 2 Blockpuffer 2
(ON) (ON) (ON) oN) (ON)
Antikorper- Blockpuffer2 Blockpuffer2 Blockpuffer2 Blockpuffer2 Blockpuffer2
puffer (4d) (4d) (4d) (4d) (4d)
a. CD4 gp SySy
(HS-360 004)
— CD31 1b b. CD4 rt Abcam
a. r a. rl
Abcam Abcam (ab25475) a. CD4 b a. CD4 b
(ab28364) (ab28364) c. CD4rt SinoBiological SinoBiological
b. CD4 gp SVS b. CD4 gp SyS Invitrogen (14- (50134-R766) (50134-R766)
Primar- | 00 9P SYSY D 9D SYSy 0041-82) b. CD8 rt b. CD8 1t
e (HS-360 004) (HS-360 004) Lo T
antikérper c. CD8 rt c. CD8 1t d. CD4rb Invitrogen Invitrogen
Invitrogen Invitrogen (14- (SinoBioIogica)I (14-0808-82) (14-0808-82)
(14-0808-82) 0808-82) 50134-R766 ) .
e. CD8 rt (1:50) (1:50)
(1:50) (1:50) Invitrogen
(14-0808-82)
(1:50)
a. Anti-gp A647
Invitrogen
a Antih A7S0 | a AntibA7SO | MELASO) o eo
Invitrogen Invitrogen ' JIR Invitrogen o Anti-rb Cv3
(A-21039) (A-21039) (112- 605-143) | (A-21039) R
b. Anti-gp A647 b. Anti-gp A647 c. Anti-rt A647 a. Anti-rb Cy3
Sekundar- Invitrogen Invitrogen IR JIR (111-165-003)
c. Anti-rt Cy3 c. Anti-rt Cy3 d. Antirb A647 b. Anti-rt A647
Abcam Abcam Invitragen JR (112-605-143)
(1:200) (1:100) e. G\I'g”t ABAT (1:200)
(112-605-143)
(1:200)
Zimtsaure- Zimts&ure- Zimts&ure- Zimtsaure- Zimtsaure-
Klarung ethylester ethylester ethylester ethylester ethylester
(2x 24h) (2x 24h) (2x 24h) (2x 24h) (2x 24h)

rb: rabbit/ Kanninchen
ON: over night/ Gber Nacht

rt: rat/ Ratte
d: day/ Tag

gp:
JIR:
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2.4 Mikroskopie

2.4.1 Konfokales Mikroskop

Zur Uberpriifung des Farbeerfolgs wurde das konfokale Mikroskop Nikon Eclipse Ti-Al
verwendet. Damit konnte ein grober Eindruck davon gewonnen werden, ob eine Farbung
an sich funktioniert hat oder nicht. Dies vermied eine Uberflissige Verwendung des
LSFM, welches im nachsten Abschnitt genauer beschrieben wird. Aufnahmen wurden
mit dem konfokalen Mikroskop nicht angefertigt. Zum Mikroskopieren wurden
verschiedene Laser genutzt. Je nachdem welche Fluorophore angeregt werden sollten,
wurden Laser mit einer Wellenlange von 488nm, 561nm und 647nm verwendet. Alexa
750-Fluorophore konnten mit diesem Mikroskop nicht dargestellt werden, da das

Konfokalmikroskop keinen entsprechenden Laser besitzt.

2.4.2 Lichtblattfluoreszenzmikroskop

Zur Anfertigung der hochauflésenden 3D-Aufnahmen wurde das 20x LSFM der
Universitat Wirzburg verwendet. Es handelt sich hierbei nicht um ein kommerzielles
Mikroskop, da es von Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern der Universitat Wirzburg selbst
konstruiert wurde. Das LSFM uberzeugt durch eine geringe Phototoxizitat, eine hohe
Eindringtiefe und eine sehr gute Auflosung (Selchow & Huisken, 2013). Aul3erdem
bendtigt es, im Vergleich zum konfokalen Mikroskop, viel weniger Zeit um eine 3D-
Aufnahme zu erstellen. Insgesamt eignet es sich damit besser zur 3D-Darstellung dicker

Gewebestiicke. Allerdings ist die Nutzung des LSFM sehr kostspielig.

Die Aufnahmen wurden mit dem Leica HCX APO L20x/0.95 IMM Objektiv mit 20-facher
VergroBerung angefertigt. Dafir wurden die Proben an einen Metallstab befestigt in
Zimtsaureethylester gehangen. Die aufzunehmende Region wurde manuell ausgewabhilt,
wobei die XY-Flache stets 512x512um betrug. Alle Aufnahmen haben eine Auflésung
von 2048x2048 Pixeln. Die Schnittbilder wurden in 1um Schritten aufgenommen. Die
Menge der Schnittbilder und damit die Tiefe der Aufnahme variierte von Aufnahme zu
Aufnahme. Zur Anregung der Autofluoreszenz des Hintergrunds wurde ein Laser mit
einer Wellenlange von 500-550nm verwendet. Laser mit den Wellenlangen 550-614nm
und 572-642nm lieBen Cy3 fluoreszieren. Cy5 bzw. Alexa 647 wurden mit einer
Wellenldange von 668-726nm und Alexa 750 mit einer Wellenlange von 751-813nm
angeregt. Die entsprechenden Belichtungszeiten und Laserintensitaten wurden je nach

Starke des Fluoreszenzsignals individuell festgelegt.
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2.5 Elektronische Bildverarbeitung

Fur die elektronische Bildbearbeitung wurden die Bildverarbeitungsprogramme ImageJ

1.53c und Imaris 9.8.0 verwendet.

25.1 Imaged

ImageJ 1.53c ist ein gemeinfreies Bildbearbeitungsprogramm. In der vorliegenden Arbeit
wurde es verwendet, um die separat gespeicherten Schnittbilder eines Kanals zu einem
Bilderstapel zu vereinen. Zusatzlich wurden die Bildproportionen angepasst und mithilfe
des 3D Median Filters das Rauschen des Bildes reduziert. Die zuvor separat
bearbeiteten Kanale wurden schlieRlich zu einer TIFF-Datei zusammengefligt und dabei

unterschiedlichen Farben zugeteilt.

25.2 Imaris

Die TIFF-Dateien wurden mithilfe des Imaris File Converters 9.8.0 in ein IMS-Dateiformat
konvertiert, damit sie in der 3D-Bildvisualisierungs- und Analysesoftware Imaris 9.8.0
weiterbearbeitet werden konnten. Bei der Bearbeitung wurden die Fluoreszenzsignale
zu 3D-Objekten umgewandelt. Die Rekonstruktion der GefaRoberflachen wurde lber
das Tool Add New Surface vorgenommen. Fir die Immunzelldarstellung wurde die
Option Add New Spots verwendet. Der Intensitatsbereich der zu erkennenden Signale

wurde bei jeder Aufnahme individuell festgelegt.

Im Allgemeinen gibt es einige Einstellungen, die fir alle Aufnahmen in gleicher Weise
vorgenommen werden sollten, wahrend andere fur jede Aufnahme individuell gewahlt
werden muissen. In Tabelle 9 sind sowohl die konstanten als auch die variablen
Parameter fir die Oberflachenkreation der GefaRe aufgelistet. Tabelle 10 zeigt die

Einstellungsparameter bei der Rekonstruktion der Immunzellen.
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Tabelle 9: Einstellungen in Imaris bei der Surface Creation (Oberflachenerstellung)

x: nicht auswahlen, v auswahlen

Algorithm

Enable Region Of Interest
Enable Region Growing
Enable Tracking

Enable Classify

Enable Shortest Distance

Source Channel

Source Channel Index
Enable Smooth

Enable Grain Size

Enable Eliminate Background

Diameter of Largest Sphere
Threshold

Enable Automatic Threshold
Manual Threshold Value
Active Threshold

Enable Automatic Threshold B
Manual Threshold Value B
Active Threshold B

Filter Surfaces

Number of Voxels Img=1

X
X

X

Wenn Klassifizierung gewinscht

X

1,00pm

3,75

X

Individuell einzustellen
v

X

Ergbit sich aus Manual Threshold Value

X

Individuell einzustellen

32



2 Material und Methoden

Tabelle 10: Einstellungen in Imaris bei der Rekonstruktion der Immunzellen
x: nicht auswahlen, v auswéhlen

Algorithm

Enable Region Of Interest
Enable Region Growing
Enable Tracking

Enable Classify

Enable Shortest Distance

Source Channel

Source Channel Index
Enable Smooth

Enable Grain Size

Enable Eliminate Background

Diameter of Largest Sphere
Threshold

Enable Automatic Threshold
Manual Threshold Value
Active Threshold

Enable Automatic Threshold B
Manual Threshold Value B
Active Threshold B

Filter Surfaces

Number of Voxels Img=1

X
X

X

Wenn Klassifizierung gewinscht

X

1,00pm

10pm

X

Individuell einzustellen
v

X

Ergbit sich aus Manual Threshold Value

X

Individuell einzustellen

2.6  Statistische Auswertung

Fur die quantitative Auswertung der Aufnahmen wurden die Daten von Imaris 9.8.0 in
Microsoft Excel 365 exportiert. Dieses wurde auch zur Erstellung der Diagramme von
Abbildung 17 verwendet. Die beiden Grafiken von Abbildung 12 wurde mithilfe der

Software R Version 4.3.1 erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Entwicklung einer Immunfluoreszenzfarbung zur 3D-
Darstellung von Immunzellen in Brusttumoren

Ausgangspunkt fur die Entwicklung des Farbeprotokolls zur 3D-Darstellung von CD4*
und CD8" T-Lymphozyten in  Brusttumoren war das Protokoll zur
Immunfluoreszenzfarbung von Tumor-Organoiden, welches bereits in der Arbeitsgruppe
etabliert war. Organoide sind ,dreidimensionale, organahnliche Zellverbande®, die im
Labor geziichtet werden (Sina Bartfeld, 2020, p. 13). Da die Farbung der Tumor-
Organoide unter Anwendung des Protokolls bereits erfolgreich war und diese im
Wesentlichen aus den gleichen Zellen wie die Brusttumore bestehen, wurde das
Protokoll an den Tumoren getestet. Aufgrund der geringeren GroRe und der
durchlassigeren Struktur der Organoide sind diese jedoch einfacher zu farben als die

dichten und strukturell sehr inhomogenen Tumorstticke.

Angestrebt wurde eine tiefe gleichmafige Farbung des Tumorgewebes. Faktoren, die
modifiziert wurden, um das Protokoll zu optimieren, sind Puffer und Losungen, mit denen
die Gewebestiicke behandelt wurden, die Inkubationszeiten sowie die Antikdrper bzw.

Antikdrperkombinationen.

Es folgt ein kurzer Uberblick tber den Ablauf des Organoid-Basisprotokolls: Die
Rehydrierung des PFA-fixierten und in EtOH konservierten Gewebes wurde in Funf-
Minuten-Schritten in der absteigenden Alkoholreihe durchgefiihrt. Die Permeabilisierung
und Blockierung erfolgten fir je eine Stunde im Penetrationspuffer bzw. im Blockpuffer 1.
Die Priméar- und Sekundarantikdrper inkubierten jeweils tber Nacht im Antikdrperpuffer.
Fur das Mikroskopieren am LSFM wurden die gefarbten Organoide in einen
Agaroseblock eingebettet und daraufhin mit Zimts&dureethylester geklart. Insgesamt

nahm die Farbung der Organoide drei Tage in Anspruch.

Um, wie bereits beschrieben, eine bessere Kontrolle Uber den Farbeerfolg zu erhalten,
wurden die ersten Versuche mit dem Ziel durchgefiuhrt, eine vollstdndige Darstellung der
Tumorgefalie zu erlangen. Im Weiteren sollten dann die CD4" und CD8* Immunzellen

mitangefarbt werden.
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3.1.1 Modifikation der Inkubationszeiten
3.1.11 Versuch 1: Ubertragung des Basisprotokolls auf Gewebeproben

Im ersten Versuch wurde das an Tumor-Organoiden etablierte Basisprotokoll mit den
darin verwendeten Puffern an den Tumorstiicken getestet. Die einzige Anderung

bestand in der Verlangerung der Inkubationszeiten.

Die Farbung wurde an einem ca. 5mm?® groRRen Stiick PFA-fixiertem Tumorgewebe
getestet, welches mittels eines Skalpells von der eingelagerten Nekropsie ab- und
kubisch zurechtgeschnitten wurde. Als zweite Option wurde eine 500um dicke Scheibe
am Kryotom vom Tumorgewebe abgeschnitten. Diese erwies sich jedoch als
ungeeignet, da sie sich nach dem Auftauen zusammenrollte und dadurch keine sinnvolle
Aufnahme zuliel3. Fir die Befestigung des kubischen Tumorstiicks am Probenhalter des
LSFM, wurde die Probe nach der Farbung in Agarose eingebettet.

Nachdem unter dem konfokalen Mikroskop einige Gefa3strukturen an den
Randbereichen der Probe zu erkennen waren, wurde eine Aufnahme mit dem LSFM
angefertigt (Abbildung 3A). Die Aufnahme hat ein Gesamtvolumen von knapp 0,3mm?
und ist vom Probenrand ausgehend aufgenommen. Der Probenrand befindet sich am
linken unteren Bildrand. In diesem Bereich sind stark fluoreszierende Gefaf3strukturen
sichtbar. Zum rechten oberen Rand, also zur Probenmitte hin, wird das Signal schwécher
und ist teilweise nicht mehr sichtbar. Die Aufnahme zeigt, dass das Anfarben der GefalRe
in Brusttumoren mit den verwendeten Antikérpern und dem leicht modifizierten
Basisprotokoll generell méglich ist. Es wird allerdings auch deutlich, dass die Antikdrper

nicht ausreichend tief in die Probe eindringen konnten.

Mithilfe der beiden Bildverarbeitungsprogramme ImageJ und Imaris wurden die
GefaRoberflaichen rekonstruiert. Die Rekonstruktion der GefalR3e basiert auf der
Berucksichtigung lokaler Kontraste. Dadurch kénnen auch schwache Signale verarbeitet
werden, wenn sie sich vom lokalen Hintergrund abheben. Aus diesem Grund sind in der
Rekonstruktion in Abbildung 3B mehr GefalRe dargestellt, als auf den ersten Blick in der
unbearbeiteten Version in Abbildung 3A zu erkennen sind. Dennoch wird auch hier
ersichtlich, dass die Eindringtiefe der Antikdrper unzureichend war. Eine suffiziente

Anfarbung der GefalRe ist nur bis zu einer Tiefe von ca. 200um gewahrleistet.

Durch das gleichzeitige Darstellen von Erythrozyten, die durch ihre Autofluoreszenz

detektierbar sind, und CD31"-GefalRen wird dieser Eindruck nochmal bestéatigt
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(Abbildung 4). Besonders deutlich wird es, wenn beide Strukturen rekonstruiert werden
(Abbildung 4B). Die linienformigen grinen Strukturen stellen langs hintereinander-
liegende Erythrozyten dar (Abbildung 4C). Diese Anordnung ist dadurch zu erklaren,
dass sich diese Erythrozyten in GefalBen befinden. Teilweise Uberlagern sich die
rekonstruierten GefaRe mit den Erythrozyten (weiRer Pfeil in Abbildung 4C). Hier
konnten die GefalRe mittels CD31-Antikdrper detektiert werden. An anderen Stellen ist
nur eine grine Linie autofluoreszierender Erythrozyten zu sehen (gelber Pfeil in
Abbildung 4C). Die hier verlaufenden GefalRe konnten nicht angefarbt werden. Ziel war
es nun die Penetrationstiefe der Antikdrper in den nachfolgenden Versuchen weiter zu
steigern.
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Abbildung 3: 3D-Immunfluoreszenzaufnahme eines AT3-Brusttumorsstiicks mit CD31-GefalRmarkierung
bei zweitagiger Antikdrperinkubation

Fur die Farbung wurde das Basisprotokoll mit verlangerten Inkubationszeiten verwendet. Die Antikdrper
inkubierten fur je zwei Tage auf den Tumorproben. A Unbearbeitete Aufnahme. Die Gefal3e am Probenrand
sind kraftig angefarbt, wahrend die Intensitat zur Probenmitte hin abnimmt. B Bearbeitete Version von A
nach Gefalrekonstruktion. Lichtmikroskopische Aufnahme am LSFM.

GroR3e der Aufnahmen: 512pum x 512um x 1242pum (Rasterweite: 50um)
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Abbildung 4: 3D-Immunfluoreszenzaufnahme eines AT3-Brusttumorsstiicks mit CD31-Gefalimarkierung
(rot) und Autofluoreszenz des Gewebes mit Erythrozyten (gruin)

A Unbearbeitete Aufnahme mit den detektierten Gefaf3en in rot und der Autofluoreszenz des Gewebes und
der Erythrozyten in griin. B Rekonstruierte Version von A. C Ausschnitt aus B. Der wei3e Pfeil zeigt die
Uberlagerung von Erythrozyten mit einem markierten Gefal als Zeichen einer erfolgreichen GefaRfarbung,
wahrend der gelbe Pfeil Erythrozyten ohne erfolgreiche GefaBmarkierung kennzeichnet.
Lichtmikroskopische Aufnahme am LSFM.

GroRRe der Aufnahmen: 512pum x 512pum x 1242pm (Rasterweite: 50um)
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3.1.1.2 Versuch 2: Verlangerung der Antikdrperinkubationszeiten

Eine mogliche Ursache fir die geringe Penetrationstiefe der Antikdrper konnten zu kurze
Inkubationszeiten sein. Deshalb wurden die Antikdrperinkubationszeiten in diesem
Versuch von zwei auf vier Tage erhoht. Zusatzlich wurde eine 1,5-2mm dicke
Tumorscheibe als Probenform getestet, wodurch auf die Agaroseeinbettung verzichtet

werden konnte.

Von der Schnittflache der Tumorscheibe aus konnte eine 1242um tiefe
Fluoreszenzaufnahme angefertigt werden (Abbildung 5A). Eine vollstandige Aufnahme
einmal quer durch die Scheibe war mit diesem LSFM nicht méglich. Der aufgenommene
Ausschnitt reicht, um zu sehen, dass hier eine tiefere Gefal3farbung als im vorherigen
Versuch erzielt werden konnte. Die Farbung ist jedoch weiterhin ziemlich inhomogen.
Wahrend das linke Drittel intensiv fluoresziert, nimmt die Intensitat der Strahlen im
mittleren und rechten Drittel der Aufnahme stark ab. Dort scheinen nicht alle Geféal3e
angefarbt worden zu sein. Durch Rekonstruktion der Gefal3e zeigt sich, dass das
GefalRnetz Richtung Probenmitte weniger dicht ist, als am linken Probenrand
(Abbildung 5B). Da man davon ausgehen kann, dass die meisten GefalRe im Tumor
miteinander vernetzt sind, mussten die Gefal3e bis auf wenige Ausnahmen ein grof3es
zusammenhangendes Netzwerk darstellen. Durch Markieren des grof3ten
zusammenhangenden Volumens wird ersichtlich, dass die Farbung nicht so

kontinuierlich ist wie es auf den ersten Blick scheint (Abbildung 6).

Das abfallende Signal kénnte weiterhin auf eine ungenigende Antikdrperpenetration
zurlickzufuihren sein. Da die Antikorper dieses Mal aufgrund der Scheibenform von
beiden Seiten in die Probe penetrieren konnten, misste die Intensitat zum rechten Rand
hin wieder zunehmen. Das ist im Vorliegenden nicht der Fall. Urséchlich hierftr kénnte
eine zu starke Abschwéachung der Fluoreszenz beim Durchtritt durch das Gewebe hin
zur Kamera des LSFM sein. Dies konnte an einer unvollstandigen Klarung bzw.

Entfarbung des Gewebes liegen.
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Probenmitte

Probenrand

Abbildung 5: 3D-Immunfluoreszenzaufnahme eines AT3-Brusttumorsstiicks mit CD31-GeféaRmarkierung
bei viertagiger Antikdrperinkubation

Fur die Farbung wurden die Antikdrperinkubationszeiten von zwei auf vier Tage erhoht.

A Unbearbeitete Aufnahme. B Bearbeitete Version von A nach GefaRRrekonstruktion. A Intensiv gefarbter
Randbereich (links) und abnehmende Intensitat in Richtung Probeninneres (rechtes Drittel). Bei der
GefaRrekonstruktion in B sind innerhalb der gesamten Aufnahme Gefal3e dargestellt. In der rechten Halfte
der Aufnahme ist das GeféaRRnetz lockerer als in der linken Halfte. Lichtmikroskopische Aufnahme am LSFM.
GroR3e der Aufnahmen: 512pum x 5um x 1242um (Rasterweite: 100um)
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Abbildung 6: 3D-Rekonstruktion der GefaRe und Markierung des gréRten zusammenhéngenden
GefalRnetzes in  einem  AT3-Brusttumorsstick mit CD31-GefalBmarkierung bei viertagiger
Antikorperinkubation

Die Abbildung zeigt eine 3D Immunfluoreszenzaufnahme am LSFM mit nachtraglicher Rekonstruktion der
GefalRe. Alle rot gefarbten GeféalRe sind einzelne GefalRstrange oder kleinere GefalRnetzwerke. Das gelb
markierte GefaBnetz ist das groRte zusammenhdngende Gefallnetzwerk und macht 52% des
GesamtgefaRvolumens aus. Lichtmikroskopische Aufnahme am LSFM.

GrolRe der Aufnahme: 512um x 512um x 1241um (Rasterweite: 100um)

3.1.2 Modifikation der Puffer
3.1.2.1 Versuch 3: Einsatz des Puffers CUBIC 1

Ein Ansatz, der sowohl die Antikdrperpenetration verbessern, als auch die Streuung im
Gewebe reduzieren sollte, war der Einsatz von CUBIC 1 (Susaki et al., 2014). Die
erhoffte Wirkung sollte durch die Delipidierung, die Homogenisierung des RI sowie durch
die Entfarbung des Gewebes erreicht werden. CUBIC 1 ersetzte den bisher verwendeten
Penetrationspuffer und wurde zusammen mit der Immunfarbungslésung getestet. Die

Scheibenform der Probe wurde beibehalten.

Beim Mikroskopieren am konfokalen Mikroskop waren weder in der Tumormitte noch am
Probenrand Gefal3strukturen zu sehen. Lediglich eine unspezifische Hintergrundfarbung
war erkennbar. Da bereits hier ersichtlich war, dass die Farbung nicht funktioniert hat,

wurde keine Aufnahme am LSFM angefertigt.
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3.1.2.2 Versuch 4: Verwendung des niedriger konzentrieren CUBIC 1A

Im n&chsten Versuch wurde CUBIC 1 durch CUBIC 1A ersetzt. Dieses besitzt eine
ahnliche Zusammensetzung, ist aber niedriger konzentriert. Zusétzlich wurde der
Blockpuffer 2 verwendet. Im Gegensatz zum Blockpuffer 1 nutzt dieser Ziegenserum
statt BSA zur Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen und hat sich bereits in
Kombination mit CUBIC 1A bewahrt (LIoyd-Lewis et al., 2016).

Die Anfarbung der Gefal3e erscheint innerhalb der gesamten Aufnahme recht homogen
(Abbildung 7A). Die Intensitatsunterschiede innerhalb der Probe sind geringer als im
vorherigen Versuch. Dennoch ist das Signal im rechten Viertel, welches wahrend der
Aufnahme weiter von der Kamera entfernt war, schwacher als im Rest der Aufnahme.
Verantwortlich fur die Abschwachung des Fluoreszenzsignals konnte die starke
Einblutung am linken Rand der Farbung sein (Abbildung 8A). Das Hamoglobin in den
Erythrozyten fuhrt zu Streuungen und Absorptionen des Fluoreszenzsignals. Die
Strahlen, die einen weiteren Weg durch das Gewebe hin zur Kamera zurticklegen
missen, werden dabei starker abgeschwécht. Dennoch ist das Ergebnis dieses
Versuches das bisher Beste.

In der bearbeiteten Version ist ein gleichmafiges Gefalinetz sichtbar (Abbildung 7B).
Durch Markieren des grof3ten zusammenhangenden Volumens bestétigt sich dieser
Eindruck (Abbildung 9). Lediglich am Rand befinden sich vereinzelt Kkleine
GefalRabschnitte, die nicht mit dem restlichen Netzwerk in Verbindung stehen. Vergleicht
man Abbildung 9 mit Abbildung 6 wird klar, dass die beiden neuen Puffer zu einer
Verbesserung der Farbequalitat gefiihrt haben.
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Abbildung 7: 3D-Immunfluoreszenzaufnahme eines AT3-Brusttumorsstiicks mit CD31-GefalRmarkierung
unter Verwendung von CUBIC 1A

Fir diese Aufnahme wurde die Tumorprobe mit CUBIC 1A permeabilisiert. A Unbearbeitete Aufnahme und
B die rekonstruierte Version von A. Der linke Rand der Aufnahme zeigt den Probenrand, von wo aus die
Antikdrper in das Gewebe penetriert sind. Die GefaBmarkierung in A ist weitestgehend homogen. Die
Gefalirekonstruktion in B zeigt ein stark verzweigtes gleichmafiges Gefal3netz. Lichtmikroskopische
Aufnahme am LSFM.

GroRRe der Aufnahmen: 512pum x 512pum x 1015pum (Rasterweite: 50um)
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Abbildung 8: 3D-Immunfluoreszenzaufnahme eines AT3-Brusttumorsstiicks mit CD31-GefalRmarkierung
und Autofluoreszenz der Erythrozyten

Die Aufnahmen zeigen eine Einblutung im Tumorgewebe mit gleichzeitiger GefaRdarstellung.

A Unbearbeitete Aufnahme mit GefalBmarkierung in rot und Autofluoreszenz der Erythrozyten in grin. Am
linken und oberen Rand der Aufnahme befindet sich eine Ansammlung von Erythrozyten. Es handelt sich
hierbei um eine Einblutung in das Tumorgewebe. B GefalRmarkierung mit zusatzlicher Darstellung
rekonstruierter Erythrozyten. Lichtmikroskopische Aufnahme am LSFM.

GroRe der Aufnahmen: 512pum x 512pum x 1015pm (Rasterweite: 50um)
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Abbildung 9: 3D-Rekonstruktion der Gefalle und Markierung des gréfRten zusammenhangenden
GefalRnetzes in einem AT3-Brusttumorsstick mit CD31-Gefallmarkierung unter Verwendung von CUBIC 1A
Die Abbildung zeigt eine 3D Immunfluoreszenzaufnahme mit nachtréaglicher Rekonstruktion der GefalRe. Alle
rot gefarbten Gefae sind einzelne Gefal3strange oder kleinere Gefal3netzwerke. Das gelb markierte
Gefalinetz ist das grofite zusammenhangende Gefal3netzwerk und macht 94% des GesamtgefalRvolumens
aus. Lichtmikroskopische Aufnahme am LSFM.

GroRRe der Aufnahme: 512um x 512pm x 1015um (Rasterweite: 50pm)

3.1.2.3 Versuch 5: Vorbehandlung der Proben mit H.O»-haltigen
Entfarbungsreagenz

Aufgrund der Moglichkeit, dass das Hamoglobin der Erythrozyten das Fluoreszenzsignal

aus den tieferen Bereichen abschwachte, wurde zur weiteren Optimierung der Farbung

versucht, die Hamoglobinpigmente starker zu entfarben. Hierfir wurde H.O> verwendet.

Es erzielt seine bleichende Wirkung durch die direkte Zersetzung der Farbpigmente (Yu

et al., 2021).

Die Verwendung des H,O;-haltigen Entfarbungsreagenz brachte keine Verbesserung.
Vielmehr war das Ergebnis schlechter als beim vorigen Versuch (Abbildung 10A). Die
Rekonstruktion der GefalRe (Abbildung 10B) und die Markierung des grofdten
zusammenhangenden Gefalinetzes (Abbildung 11) zeigen, dass die Farbung ab der

Mitte der Aufnahme nicht mehr kontinuierlich war.

Um die Kontinuitat der Farbungen miteinander vergleichen zu kdnnen, wurden die Daten

uber die Volumina der Gefal3rekonstruktionen aus Imaris in Excel Ubertragen. Die
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Summe aller Volumina ergibt das Gesamtvolumen aller GefalRe. Um zu sehen, welchen
Anteil daran das groRte zusammenhangende Gefal3netz hat, setzt man dessen Volumen
zum errechneten Gesamtvolumen in Relation. Eine Gegeniberstellung der prozentualen
Anteile aller Einzelvolumina am GesamtgefaRvolumen von Versuch 2, 4 und 5 ist in
Abbildung 12 zu sehen. A zeigt den gesamten Bereich von 0-100%, B nur den Bereich
zwischen 0 und 2%, da der prozentuale Anteil der Einzelvolumina am Gesamtvolumen
vorwiegend in diesem Intervall liegt. Bei Versuch 4 bildet das grofdte
zusammenhangende Stick mit 94,6% den Hauptanteil des GefaRvolumens. Die
restlichen Einzelvolumina sind deutlich kleiner. Das zweitgréf3te Einzelvolumen macht
gerade einmal 0,2% des Gesamtgefal3volumens aus. Insgesamt beinhaltet die Farbung
203 Einzelvolumina, wahrend in Versuch 2 mit 655 dreimal so viele Einzelvolumina
vorhanden sind. Hier macht das grof3te Einzelvolumen nur 56,5% des Gesamtvolumens
aus. Dafir gibt es hier mehrere mittelgrof3e Stiicke. Die drei nachstgrofReren Stlicke
haben einen Anteil von 5,7%, 3,1% und 1,7% am Gesamtvolumen. Bei Versuch 5 hat
das grofte Stick einen Anteil von 74% am Gesamtvolumen der GefdlR3e. Das
zweitgré3te Stiick macht nur noch 1,8% des Gesamtvolumens aus. Dadurch stellt sich
heraus, dass es sich bei den GefalRen auf der rechten Seite der Aufnahme nicht um ein
zweites groRRes Gefallnetzwerk handelt, sondern nur um einzelne Gefalabschnitte, die
nicht durchgéngig angefarbt wurden (Abbildung 11). Insgesamt sind 272 Einzelvolumina

vorhanden.
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Abbildung 10: 3D-Immunfluoreszenzaufnahme eines AT3-Brusttumorsstiicks mit CD31-GefaRmarkierung
unter Einsatz eines Entfarbungsreagenz

Fur diese Aufnahme wurde die Tumorprobe vor der Farbung mit einem H202-haltigen Entfarbungsreagenz
bearbeitet. A Unbearbeitete Aufnahme. B Rekonstruierte Version von A. Der linke Rand der Aufnahme ist
gleichzeitig der Probenrand. Hier ist die Intensitdt der Fluoreszenz am stéarksten. In Richtung des
Probeninneres nimmt sie stark ab. Das Gefa3netz wird, wie in B zu sehen ist, zum rechten Rand der
Aufnahme hin immer lockerer und diskontinuierlicher. Lichtmikroskopische Aufnahme am LSFM.

Grof3e der Aufnahmen: 512pum x 512pm x 1165um (Rasterweite 50um)
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Abbildung 11: 3D-Rekonstruktion der Gefalle und Markierung des gréfRten zusammenhangenden
GefalBnetzes in einem AT3-Brusttumorsstick mit CD31-Gefalmarkierung unter Verwendung des
Entfarbungsreagenz

Alle rot gefarbten GefaRRe sind einzelne GefaRstrange oder kleinere Gefalinetzwerke. Das gelb markierte
Gefallnetz ist das grote zusammenhangende GefaBnetzwerk und macht 74,6% des
Gesamtgefallvolumens aus.

Grol3e der Aufnahme: 512pum x 512um x 1165um (Rasterweite 50um)
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Abbildung 12: Anteil der Einzelvolumina am GesamtgeféalRvolumen (Gegenuberstellung der Versuche 2, 4
und 5)

A Wertebereich 0-100%. B Ausschnitt des Wertebereichs 0-2%, da Grol3teil der Werte in diesem Bereich
liegt. Bei Versuch 2 betragt das gro3te Einzelvolumen 56,5% vom Gesamtgefavolumen. NachstgroRere
Stiicke liegen bei 5,7% und 3,1%. Vereinzelt Sticke, die sich von der Mehrheit knapp tber 0% abheben.
In Versuch 4 macht das gro3te Einzelvolumen 94,6% aus. Alle weiteren Volumina haben einen Anteil
zwischen 0 und 0,25% am GesamtgefalRvolumen. Insgesamt gibt es hier rund zwei Drittel weniger
Einzelvolumina als bei Versuch 2. Bei Versuch 5 liegt der Anteil des grof3ten Einzelvolumens bei 74%.
Restliche Volumina liegen bis auf eine Ausnahme bei 1,8% unter 1%.

Anteil der Einzelvolumina am Gesamtvolumen (%)

49




3 Ergebnisse

3.1.24 Zwischenfazit

In Abbildung 13 sind die Ergebnisse der Gefal3farbungen von Versuch 1, 2, 4 und 5
unbearbeitet und nach Rekonstruktion zur besseren Ubersicht noch einmal
gegenibergestellt. Da von Versuch 3 keine Aufnahme angefertigt wurde, wird dieser hier
nicht mit aufgefihrt. Man erkennt eine deutliche Steigerung der Farbequalitat von
Versuch 1, Uber Versuch 2 zu Versuch 4. Da Versuch 5 eher wieder zu einer
Verschlechterung geftihrt hat, wurde das Protokoll von Versuch 4 flr die Farbung der

Immunzellen iibernommen.

Versuch Unbearbeitete Aufnahme Gefalrekonstruktion

Abbildung 13: Gegenuberstellung der Ergebnisse von Versuch 1, 2 ,4und 5
1 Verwendung des Basisprotokolls mit gesteigerten Inkubationszeiten. Die Antikdrperinkubation erfolgte
jeweils fur zwei Tage. 2 Erhéhung der Inkubationszeiten auf vier Tage. 4 Permeabilisierung der Probe vor
Antikorperinkubation mit CUBIC 1A. 5 Erganzung des Protokolls mit einer H202-haltigen
Entfarbungsreagenz. Am meisten liberzeugte das Ergebnis von Versuch 4.
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3.1.3 Modifikationen der Antikdrper

3.1.31 Versuch 6: Versuch einer Dreifachfarbung von GefaRen, CD4* und
CD8* T-Zellen

Mit dem bisher erarbeiteten Protokoll sollten im nachsten Schritt die Immunzellen mit

angefarbt werden.

Ziel war eine gleichzeitige Darstellung der CD4* und CD8* T-Zellen zusammen mit den
TumorgefalRen. Um alle drei Strukturen parallel anfarben zu kénnen, mussten die drei
verwendeten Primérantikérper von unterschiedlichen Spezies stammen. Deshalb wurde
neben dem bisher verwendeten CD31-Primarantikérper aus dem Kaninchen ein CD8-

Antikdrper aus der Ratte und ein CD4-Antikdrper vom Meerschweinchen benutzt.

Der Ubersicht halber werden die vier verschiedenen Kanéle einzeln dargestellt
(Abbildung 14A-D). A zeigt nur die GefaRRe, B gibt die Autofluoreszenz des Gewebes
wieder, C die CD4* und D die CD8" Zellen. Das Anfarben der Gefalde funktionierte auch
in diesem Versuch gut (Abbildung 14A). Probleme bereitete jedoch der CD4-Antikdrper
aus dem Meerschweinchen. So konnte mit diesem Antikorper nur ein ca. 50um schmaler
Streifen am Rand der Probe eingeféarbt werden (Abbildung 14C). Im Vergleich zum CDA4-
Antikdrper konnte der CD8-Antikdrper tiefer in die Probe penetrieren (Abbildung 14D).
Am Rand und in aufgelockerten nekrotischen Bereichen markierte der Antikdrper recht
spezifisch einzelne Zellen. Tiefer im dichten Gewebe konnten damit keine Zellen
detektiert werden. Stattdessen sorgte er dort fir eine unspezifische Farbung des
gesamten Tumorgewebes. Dies wirft die Frage auf, ob der Antikoérper diese Bereiche
nicht in ausreichender Menge erreichen konnte oder ob dort keine Zellen vorhanden

sind.
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Abbildung 14: 3D-Immunfluoreszenzaufnahme  eines  AT3-Brusttumorsstiicks mit  Gefal- und
Immunzellmarkierung

Es wurde nur eine geringe Schichtstarke aufgenommen, da diese ausreicht, um den Farbeerfolg der
einzelnen Antikdrper beurteilen zu kénnen. A GefaRRdarstellung in rot mithilfe des CD31-Antikérpers.

B Autofluoreszenz des Tumorgewebes in griin. C mittels CD4-Antikérper detektierte Strukturen in violett
und D CD8* Strukturen in turkis. Lichtmikroskopische Aufnahme am LSFM.

GroRRe der Aufnahmen: 512um x 512um x 19um (Rasterweite: 20um)

3.1.3.2 Versuch 7: Anderung der Sekundéarantikérperverdiinnung

Eine mogliche Ursache, weshalb sich die Farbung der Immunzellen in Versuch 6 fast
ausschlie3lich auf den Randbereich bezogen hat, kdnnte eine zu geringe Konzentration
der Sekundarantikbrper sein. Diese wurden bisher immer in einem
Verdinnungsverhaltnis von 1:200 zugegeben. Im kommenden Versuch wurde das
Verhaltnis auf 1:100 erhoht.

Bei der Kontrolle der Farbung am konfokalen Mikroskop zeigte sich, dass die

Verdopplung der Sekundarantikdrper dazu gefuhrt hat, dass innerhalb der gesamten
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Probe eine unspezifische Hintergrundfluoreszenz entstanden ist. Einzelne Strukturen
waren nicht mehr zu erkennen. Aus diesem Grund wurde in den néchsten Versuchen

wieder das urspringliche Verdiinnungsverhaltnis verwendet.

3.1.3.3 Versuch 8: Suche geeigneter Primarantikdrper

In Versuch 8 wurden in Einzelfarbungen geeignete Antikorper zur Immunzelldarstellung
gesucht. Da die Farbung des CD8-Antikdrpers in Versuch 6 besser war als die des CD4-
Antikérpers, beschrankte sich die Suche auf einen CD4-Antikorper. Wie bereits erwahnt,
misste der CD4-Antikdrper fur die Dreifachfarbung aus einer anderen Spezies als der
CD8- und der CD31-Primarantikorper, also nicht aus der Ratte oder dem Kaninchen,
stammen. Diese sind allerdings mit Abstand die am haufigsten verwendeten Wirtstiere.
Abgesehen von dem Antikérper aus dem Meerschweinchen konnte kein weiterer CD4-
Antikérper aus einem anderen Tier gefunden werden. Deshalb wurde erst einmal
unabhéangig von der Spezies ein CD4-Antikorper gesucht, der in Verbindung mit diesem
Protokoll funktioniert. Um auszuschlieBen, dass sich die Antikoérper in Versuch 6
gegenseitig negativ beeinflusst haben, wurde der CD8-Antikérper aus der Ratte und der
CD4-Antikorper aus dem Kaninchen parallel dazu auch als Einzelfarbung getestet.

Die Aufnahmen aller getesteten CD4-Antikorper sind in Abbildung 15 zu sehen. Bei allen
Farbungen wurde ein Alexa 647-konjugierter Sekundarantikdrper eingesetzt. Wie schon
bei der Dreifachfarbung zeigte sich auch bei der Einzelfarbung mit dem
Meerschweinchen-Antikdrper eine starke recht unspezifische Fluoreszenz der &ul3eren
200-300um (Abbildung 15A). Nur ganz am Rand waren vereinzelt zellahnliche
Strukturen erkennbar. In Regionen tiefer als 300um konnte der Antikdrper tberhaupt
nicht eindringen. Sowohl wegen seiner geringen Spezifitat als auch aufgrund der
unzureichenden Eindringtiefe wurde der CD4-Antikdrper aus dem Meerschweinchen flr

dieses Verfahren als unbrauchbar eingestuft.

Mit den beiden CD4-Antikdrpern aus der Ratte (Invitrogen und Abcam) wurden &hnlich
unzureichende Ergebnisse erzielt. Sie kamen beide jeweils nicht weiter als 200-300um
in die Probe. Wahrend bei Verwendung des Antikérpers von Abcam (Abbildung 15C) vor
allem der Randbereich recht unspezifisch fluoresziert, war der Antikdrper von Jackson
ImmunoResearch etwas besser in der Lage, spezifisch Zellen anzufarben (Abbildung
15B). Aufgrund der geringen Penetrationstiefe eignet sich dieser Antikorper jedoch auch

nicht fir das Anfarben von 3D-Gewebestlcken.
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Das beste Ergebnis der CD4-Antikdrper verzeichnete der Antikoérper aus dem Kaninchen
von SinoBiological (Abbildung 15D). Hier konnten spezifisch Zellen bis zu einer Tiefe
von mehr als 500um markiert werden. Zur Mitte hin schwécht das Signal ab und wird
erst ganz rechts am Rand wieder starker. Es scheint, als wéren nicht ausreichend viele

Antikérper bis in die Mitte der Probe gelangt.

Da nur Aufnahmen in den Bereichen angefertigt wurden, in denen ein Signal zu

vernehmen war, weisen die einzelnen Aufnahmen unterschiedliche Grof3en auf.

Das beste Ergebnis der Einzelfarbungen wurde mit dem CD8-Antikorper von Invitrogen
(20-8080-82) aus der Ratte erzielt (Abbildung 16A). Abgesehen von einem schmalen
Streifen am Probenrand, der intensiv fluoresziert, wurde hier eine spezifische und

homogene Farbung der T-Zellen erlangt. Im gesamten Bereich sind Zellen erkennbar.

Diese Farbung war die erste, bei der in einem grof3en Bereich spezifisch Immunzellen
detektiert werden konnten. Deshalb wurde diese Aufnahme verwendet, um exemplarisch
zu zeigen, wie daran die Verteilung der Immunzellen quantitativ analysieret werden
konnte. Zuerst wurde ein Ausschnitt ausgewahlt, der eine homogene Farbung aufwies
(Abbildung 16B). Innerhalb dieses Ausschnitts wurden die CD8" T-Zellen als
kugelformige dargestellt (Abbildung 16C). Insgesamt wurden in dem knapp 0,225mm?
groBen Stick 1243 CD8* Zellen detektiert. Bei allen wurde der Abstand zur
nachstgelegenen Nachbarzelle gemessen. Einige Zellen waren nur rund 8um
voneinander entfernt, wahrend zwischen anderen Zellen Abstande von bis zu 218um
lagen. In Abbildung 17A sind die Haufigkeiten aller Werte in einem Histogramm
dargestellt. Da der Grof3teil der Werte zwischen 7um und 75um und der Mittelwert aller
Abstande bei 37,33um lag, wurde mit Abbildung 17B ein weiteres Histogramm erstellt,

welches den Bereich zwischen 7um und 75um detaillierter darstellt.
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Abbildung 15: 3D-Immunfluoreszenzaufnahme von AT3-Brusttumorsstiicken mit Markierung CD4* T-
Zellen unter Verwendung unterschiedlicher CD4-Antikorper

A Test des CD4-Antikdrpers aus dem Meerschweinchen von Invitrogen. Es ist zu erkennen, dass der
Antikdrper nur bis zu einer Tiefe von rund 250um eindringen konnte. B Einsatz des CD4-Antikorpers aus
der Ratte von Invitrogen. C Farbung mit dem CD4-Antikérper von Abcam ebenfalls aus der Ratte. A, B und
C weisen sehr geringe Eindringtiefen der Antikdrper auf. Zudem sind die Farbungen recht unspezifisch. D
Test des CD4-Antikdrpers aus dem Kaninchen von SinoBiological. Farbung mehr als doppelt so tief wie
bei den anderen CD4-Antikdrpern. Es sind einzelne Zellen erkennbar. Lichtmikroskopische Aufnahmen am
LSFM.

Grole der Aufnahmen: A 512um x 512pm x 103pm (Rasterweite: 50pm), B 512pm x 512pm x 519pum
(Rasterweite: 50um), C 512um x 512um x 398um (Rasterweite: 50um), D 512pm x 512um x 1435um
(Rasterweite: 100um)
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Abbildung 16: 3D-Immunfluoreszenzaufnahme eines AT3-Brusttumorsstiicks mit Markierung CD8* T-Zellen
Fir diese Farbung wurden CD8-Antikdrper aus der Ratte von Invitrogen verwendet. A Unbearbeitete
Aufnahme in OriginalgréRe. Da die Farbung nicht Gberall homogen war, wurde der intensiv fluoreszierende
linke Rand sowie der schwacher geféarbte Bereich am rechten Rand abgeschnitten (B). Der gewahlte
Ausschnitt ist in A mit einem roten Kasten gekennzeichnet. AuRerdem wurden in B die Anzeigeparameter
so angepasst, dass nur noch die intensiv fluoreszierenden Signale Ubriggeblieben sind. C Rekonstruktion
der Signale als kugelférmige Spots.

GroRRe der Aufnahmen: A 512um x 512um x 1672um (Rasterweite: 100um), B 512pm x 512um x 900um
(Rasterweite: 50um)
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Abbildung 17: Histogramm zum Abstand der CD8* T-Zellen zu ihren nahegelegensten CD8* Nachbarzellen
A Gesamte Verteilung der Abstande der CD8* Zellen zueinander. Der geringste Abstand zweier CD8+ T-
Zellen lag bei 7um, der weiteste bei 220um. Der Grof3teil der Zellen befindet sich in einem Abstand zwischen
7 und 75um zueinander. Dieser Bereich ist in B noch einmal im Detail dargestellt.
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3.1.34 Versuch 9: Test Sekundarantikérper-Kombinationen fur
Doppelfarbung CD4/CD8

Nachdem nun jeweils ein CD4- und ein CD8-Primarantikdrper gefunden wurde, der in
Kombination mit dem erarbeiteten Farbeprotokoll funktioniert hat, wurde als nachstes
eine Doppelfarbung der CD4* und CD8" Zellen angestrebt. Diese Doppelfarbung wurde
zuvor von einer anderen Doktorandin der Arbeitsgruppe an histologischen
Dunnschnitten der Brusttumore getestet. Hier hatte die Wahl des Sekundarantikérpers
einen entscheidenden Einfluss auf das Farberesultat. So stellte sich heraus, dass die
Féarbung nur dann ein gutes Ergebnis hervorbrachte, wenn der CD8-Primé&rantikdrper
mit einem Alexa 647-Sekundéarantikérper und der CD4-Antikbrper mit einem Cy3-
Sekundarantikdrper kombiniert wurde. Andersherum fiel das Farberesultat schlechter
aus. Aus diesem Grund wurde die Antikdrperkombination fir die Doppelfarbung der 3D-
Tumorstiicke Ubernommen. Da langwellige Strahlen Gewebe besser durchdringen
kénnen als kurzwellige, wurde eine weitere Farbung angefertigt, bei der der Cy3-
Sekundarantikorper durch einen Alexa 750-gekoppelten Sekundarantikbrper ersetzt
wurde. Dieser konnte im zweidimensionalen Bereich nicht getestet werden, da es fir
dieses Fluorochrom keinen geeigneten Laser am institutseigenen Konfokalmikroskop
gibt.

Bei Farbung 1 wurde der CDB8-Primarantikbrper mit einem Alexa 647
Sekundarantikérper und der CD4-Primarantikérper mit einem Cy3-gekoppelten
Sekundarantikdrper kombiniert (Abbildung 18). Die CD8* Zellen wurden turkis angefarbt,
wahrend die CD4* Zellen violett dargestellt wurden. Abbildung 18A und C zeigen jeweils
die unbearbeitete Version der Aufnahmen. In beiden Kandlen lassen sich sowohl
Bereiche mit besonders intensiven als auch mit sehr schwachen Signalen finden. Bei
den rekonstruierten Versionen verdeutlicht sich dieser Eindruck (Abbildung 18B und D).
Hier sind Regionen mit einer Vielzahl nahe beieinander liegender Punkte zu sehen,
wahrend in anderen Bereichen kaum Zellen detektiert wurden. Da die
Hintergrundfluoreszenz innerhalb der Aufnahme recht homogen ist, scheint die
unregelmafige Verteilung der Spots weniger dem Verfahren geschuldet zu sein, als
vielmehr der reellen Verteilung der Zellen zu entsprechen. Durch die gemeinsame
Darstellung der rekonstruierten CD4" und CD8" Spots wird ersichtlich, dass sich die
Bereiche in denen sich viele oder kaum Zellen befinden, in beiden Kanélen
tiberschneiden (Abbildung 18F).
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Fur Farbung 2 wurde statt dem Cy3-Sekundarantikorper der Alexa 750-gekoppelte
Sekundarantikorper eingesetzt (Abbildung 19). Auch hier stellen Abbildung 19A und C
jeweils die unbearbeitete Version und Abbildung 19B und D die Aufnahmen nach
Rekonstruktion der Spots dar. Die CD8" Strukturen sind auch hier turkis und die CD4*
Strukturen violett dargestellt. Wie sich zeigt, hat die gleichzeitige Markierung der CD8*
und CD4* Zellen auch bei dieser Variante recht gut funktioniert. Nicht eindeutig ist der
Farbeerfolg jedoch in Abbildung 19A. Hier ist am linken oberen Rand ein kleiner Bereich
zu sehen, bei dem kaum Zellen angefarbt wurden. Gleichzeitig ist hier auch die
Hintergrundfluoreszenz schwacher als im Rest der Aufnahme ausgepréagt. Fraglich ist,
ob die Verteilung der Zellen reell ist, oder ob die abgeschwéchte Farbung in diesem
Bereich an einer insuffizienten Farbung liegt. Da die Farbung im Normalfall erst zur
Probenmitte hin und nicht direkt am Rand abschwécht, scheint es wahrscheinlicher, dass
sich in diesem Fall hier kaum Zellen befinden. Bei der gleichzeitigen Darstellung beider
Zellgruppen in Abbildung 19F gibt es im Gegensatz zur Farbung 1 nur teilweise
Uberschneidungen der CD4* und CD8* Spots. Die CD4* Zellen verteilen sich recht
gleichm&Rig im Gewebe. Dagegen weisen die CD8" Zellen vermehrt Ansammlungen auf

und sind dafiir in anderen Regionen gar nicht vorhanden.

Vergleicht man die Aufnahmen, in denen jeweils die CD4* und die CD8" T-Zellen
markiert sind (Abbildung 18/Abbildung 19A und C) mit Abbildung 18E und
Abbildung 19E, welche beide die Autofluoreszenz des Tumorgewebes zeigen, so lasst
sich kein Zusammenhang zwischen dem Vorkommen der T-Zellen und der
Beschaffenheit des Gewebes erkennen. Im direkten Vergleich brachte die Verwendung
der zwei verschiedenen Sekundarantikorper vergleichbare Ergebnisse. Da der Cy3-
gekoppelte Antikdrper etwas kostengunstiger und bereits in grél3eren Mengen vorratig

war, wurde dieser fur die nachsten Farbungen gewahlt.
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Abbildung 18: 3D-Immunfluoreszenzaufnahme eines AT3-Brusttumorsstiicks mit Doppelfarbung von CD8*
(Alexa 647-Sekundarantikorper) und CD4* T-Zellen (Cy3-Sekundarantikorper) (Farbung 1)

A Unbearbeitete Aufnahme mit Markierung der CD8* Zellen (turkis). B Rekonstruktion der CD8* Zellen als
kugelférmige Spots. Links zu sehen ist der Probenrand, von welchem die Antikorper in die Probe
penetrierten. Innerhalb der Aufnahme sind viele intensiv fluoreszierende Punkte erkennbar. Daneben gibt
es Bereiche mit schwach gefarbten Strukturen vor einer intensiven Hintergrundfluoreszenz.
C Unbearbeitete Aufnahme der CD4*-Markierung. B Rekonstruktion der CD4* Zellen als kugelférmige
Spots. Die Farbung ist recht homogen. Innerhalb der gesamten Aufnahme sind Zellen detektiert.
E Autofluoreszenz des Tumorgewebes. In der linken Halfte der Aufnahme lassen sich vermehrt intensive
Fluoreszenzsignale erkennen. Diese stellen Erythrozyten dar. Zur Probenmitte sind weniger Erythrozyten
sichtbar. F Gleichzeitige Darstellung der CD4* und CD8* Zellen. GroRtenteils Uberschneiden sich die
Bereiche mit vielen und die mit wenigen Zellen in beiden Farbungen.

GroRRe der Aufnahmen: 512pum x 512um x 1354um (Rasterweite: 100um)
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Abbildung 19: 3D-Immunfluoreszenzaufnahme eines AT3-Brusttumorsstiicks mit Doppelfarbung von CD8*
(Alexa 647-Sekundarantikorper) und CD4* T-Zellen (Alexa 750-Sekundarantikdrper) (Farbung 2)

A Unbearbeitete Aufnahme mit CD8* Markierung. B Aufnahme nach Rekonstruktion der CD8* Zellen als
kugelférmige Spots. Sowohl A als auch B zeigen, dass ein Bereich am oberen Rand der Aufnahme nicht
suffizient gefarbt wurde. Im Rest der Aufnahme sind Zellen erkennbar. Diese sind teilweise locker im
Gewebe verteilt, teilweise eng in Gruppen zusammengelagert.

C Unbearbeitete Aufnahme mit CD4* Markierung und B Aufnahme nach Rekonstruktion der CD4* Zellen
als kugelférmige Spots. Die Farbung erscheint recht homogen. In der gesamten Aufnahme lassen sich
gleichmaRig verteilte Zellen erkennen. E Autofluoreszenz des Tumorgewebes. Die intensiv
fluoreszierenden Punkte stellen Erythrozyten dar. F Die turkis gefarbten Punkte stellen CD8* Zellen, die
violetten CD4* Zellen dar. Wahrend die violetten Spots recht gleichmafig innerhalb des Gewebes verteilt
sind, gibt es bei den tlrkisenen Spots Bereiche mit Zellansammlungen und andere Bereiche, in denen sich
gar keine CD8" Zellen befinden.

Grole der Aufnahmen: 512pum x 512um x 1558um (Rasterweite: 100um)
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3.1.35 Versuch 10: Doppelfarbung CD4/CD8 an Proben der verschiedenen
Behandlungsgruppen

Beim abschlieRenden Versuch wurde anhand des erarbeiteten Protokolls an je einem
Tumorstiick jeder Behandlungsgruppe eine Doppelfarbung mit CD4- und CD8-
Antikdrpern vorgenommen. Im Anschluss sollten die Proben beziglich ihrer
Immunzellzahl und -verteilung miteinander verglichen werden. Fir den Versuch wurden
die Antikorper verwendet, die fur die Farbung 2 im vorherigen Versuch verwendet
wurden. Diese waren der CD8-Priméarantikérper aus der Ratte von Invitrogen (20-8080-
82) mit dem Alexa 647-Sekundarantikdrper von Jackson ImmunoResearch (112-605-
143) und der CD4-Priméarantikdrper aus dem Kaninchen von SinoBiological (50134-
R766), welcher mit dem Cy3-Sekundarantikérper von Jackson ImmunoResearch (111-
165-003) kombiniert wurde. Die Proben stammten im Gegensatz zu denen der
vorausgehenden Probefarbungen aus einer spateren Versuchsreihe. Obwohl die
Behandlung der Mause identisch zu der der ersten Versuchsreihe war, waren die

entnommenen Tumore diesmal kleiner.

Unter dem Mikroskop war zu erkennen, dass die Tumore weniger nekrotische Areale
aufwiesen und daher kompakter strukturiert waren. Dies war vermutlich der Grund fur
die deutlich schlechteren Farbeergebnisse. Von jeder Probe wurde eine Aufnahme von
der Probenmitte gemacht und eine weitere von einem Bereich, an dem die Féarbung
etwas tiefer eindrang (Abbildung 20 und Abbildung 21). Dabei handelte es sich entweder
um den Rand der Probe oder um einen nekrotischen Abschnitt. Allerdings fielen die
Ergebnisse selbst hier immer noch wesentlich schlechter aus, als die der beiden

vorausgehenden Versuche.
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Abbildung 20: 3D-Immunfluoreszenzaufnahmen von AT3-Brusttumorsstiicken aus der Kontrollgruppe und
der Behandlungsgruppe Minoxidil mit Doppelfarbung CD8* und CD4* Zellen

Mithilfe des CD8-Antikdrpers markierte Strukturen sind tirkis dargestellt, CD4* Strukturen violett. A-D
Tumorstiicke aus der Kontrollgruppe. A+B Aufnahmen aus der Tumormitte. A Auf der rechten Seite haben
die CD8-Antikorper gefaRahnliche Strukturen markiert. B In der Probenmitte fehlt die Markierung
vollstéandig. Weder der CD4- noch der CD8-Antikdrper erzielten eine suffiziente Farbung. C+D Aufnahmen
eines nekrotischen Bereiches. Jeweils ein intensiv gefarbter Bereich am linken Rand und vereinzelte
zellahnliche Strukturen vom rechten Rand bis hin zur Probenmitte erkennbar. E-H Tumorstiicke aus der
Behandlungsgruppe Minoxidil. E+F Aufnahmen aus der Tumormitte. Ergebnis ahnlich wie bei A+B. In der
Probenmitte keine Markierung. Die CD8-Markierung in E ist sehr intensiv, sodass kaum einzelne Zellen
sichtbar sind. F Einzelne CD4* Zellen in den Randbereichen erkennbar. G+H Aufnahmen vom Tumorrand.
Die Farbung reicht vom Probenrand aus ca. 250um in die Tiefe. Im Rest der Probe wurden keine CD8*
bzw. CD4* Strukturen detektiert. Lichtmikroskopische Aufnahmen am LSFM.

GroRRe der Aufnahmen: A+B 512pm x 512pum x 1534pm (Rasterweite: 100pm), C+D 512pum x 512um x
1456um (Rasterweite: 100um), E+F 512pm x 512pm x 1456um (Rasterweite: 100pm), G+H 512um x
512pm x 501pm (Rasterweite: 50pm)
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Abbildung 21: 3D-Immunfluoreszenzaufnahme von AT3-Brusttumorsstiicken aus der Behandlungsgruppe
BMS und der Behandlungsgruppe BMS+Minoxidil mit Doppelfarbung CD8* und CD4* Zellen

CD8* Strukturen sind turkis, CD4* Strukturen violett dargestellt. A-D Tumorsticke aus der
Behandlungsgruppe BMS. A+B Aufnahmen aus der Tumormitte. In beiden Aufnahmen ist der linke
Probenrand angefarbt. Einzelne Zellen sind nicht zu erkennen. A Innerhalb der gesamten Féarbung
schwache Hintergrundfluoreszenz. C+D Aufnahmen von nekrotischem Bereich. C Ausschlief3lich
Uberbelichteter Bereich am linken Rand der Aufnahme zu sehen. B Zusétzlich zu Diesem einzelne
zellahnliche Strukturen im Rest der Aufnahme. E-H Tumorsticke aus der Behandlungsgruppe
BMS+Minoxidil. E+F Aufnahmen aus der Tumormitte. E+F In beiden Aufnahmen ist nur ein schmaler
Bereich am Probenrand (links) angefarbt. Im Rest der Aufnahme sind keine Fluoreszenzsignale sichtbar.
G+H Aufnahmen vom Tumorrand. In beiden Farbkanélen zieht sich ein gefarbter Streifen quer durch die
Aufnahme. G Kaum zelldhnliche Strukturen zu erkennen. H Innerhalb dieses Streifens punktférmige
Signale detektiert. Lichtmikroskopische Aufnahmen am LSFM.

GroR3e der Aufnahmen: A+B 512um x 512pm x 1456um (Rasterweite: 100pm), C+D 512um x 512pm x
1456um (Rasterweite: 100um), E+F 512um x 512pum x 1456um (Rasterweite: 100um), G+H 512pum X
512pm x 1456um (Rasterweite: 100pum)
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3.2 Mikroskopieren am LSFM

Das Blickfeld des am LSFM verwendeten 20x Objektives betragt in Fokalebene 512um
x 512um. Dagegen variierte die Lange der Aufnahme in z-Richtung von Aufnahme zu
Aufnahme. In einigen Fallen sollte nur ein kleiner Ausschnitt aufgenommen werden. Dies
war z.B. erforderlich, um zu zeigen, dass ein bestimmter Antikdrper nicht funktioniert hat.
Bei der Mehrzahl der Proben sollte die Aufnahme so weit wie moglich in die Tiefe gehen.
Dies war allerdings nicht immer realisierbar. Fir das erste Experiment wurde aus dem
Tumor ein Kubus mit einer Kantenl&nge von ca. 5Smm geschnitten. Um die Fixierung der
Probe am Probenhalter des LSFM zu erleichtern, wurde das Tumorstiick in Agarose
eingebettet. Hierbei erwies sich die korrekte Positionierung der Probe im Agaroseblock
als schwierig. Dartiber hinaus erschwerte die Agarose das Mikroskopieren. Durch die
gekippte Position des Tumorstiicks war es nicht moglich, eine gleichmafige Aufnahme
vom Tumorrand ausgehend anzufertigen. Hinzu kam, dass das 20x LSFM-Objektiv
einen relativ geringen Arbeitsabstand hat, so dass die Probe nicht vollstandig
aufgenommen werden konnte. Um auf die Agaroseeinbettung verzichten zu kdnnen,
wurden die Tumore fur die folgenden Versuche in 1,5 bis 2mm dicke Scheiben
geschnitten. Dies ermdglichte eine Aufhangung der Probe ohne Agaroseeinbettung, eine
Verringerung des Arbeitsabstandes der Probe zum Objektiv und zusatzlich eine
Verkirzung der Diffusionsstrecke fir die Reagenzien. Auerdem konnte die Probe so
senkrecht vor das Objektiv gehangt werden, was eine gleichmalige Aufnahme

ermdglichte. Es konnte eine maximale Aufnahmetiefe von 2354um erreicht werden.

3.3 Entwicklung eines geeigneten Bildbearbeitungsverfahrens

3.3.1 Gefalkdarstellung

Fur die Bildverarbeitung in Imaris wurde die Oberflachenrekonstruktion zur 3D-
Visualisierung des GefalRnetzwerkes eingesetzt. Die Oberflachenrekonstruktion dient
der quantitativen und qualitativen Erfassung der dargestellten Strukturen.
Unterschiedliche Bearbeitungsparameter konnen das Endergebnis dabei massiv
beeinflussen. Fir die GefaRRdarstellung soll dies am Beispiel von Versuch 1 gezeigt
werden. In Tabelle 11 sind die fur die jeweilige Darstellung gewahlten Parameter
aufgefuhrt. Zur besseren Nachvollziehbarkeit der Schritte werden im Folgenden
Uberwiegend die englischen Originalbezeichnungen aus Imaris verwendet. Das

unbearbeitete Bild ist Ubersichtshalber noch einmal in Abbildung 22A dargestellt.
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Den grofiten Einfluss auf das Endresultat hatte die Wahl des Schwellenwerts bzw. des
Schwellenwertverfahrens. Sie spielen bei der Binarisierung der Aufnahmen eine
entscheidende Rolle. Dabei wird jedes Voxel entweder dem Vorder- oder dem
Hintergrund zugeordnet. Fluoreszenzsignale unterschiedlicher Intensitaten werden ab
bzw. bis zu einem bestimmten Intensitéats-Schwellenwert einheitlich dargestellt. Bei den
Schwellenwertverfahren konnte zwischen Absolute Intensity und Background

Subtraction (Local Contrast) gewahlt werden.

Bei Absolute Intensity wird ein globaler Schwellenwert fir die gesamte Aufnahme
festgelegt. Jedes Voxel wird unabhangig von seiner Umgebung betrachtet. Die Intensitét
der abzubildenden Strukturen in den tiefen Schichten ist haufig &hnlich oder geringer als
die Hintergrundfluoreszenz in den stark fluoreszierenden Randpartien. Bei Wahl eines
niedrigen Schwellenwertes konnten auch die schwach gefarbten Gefal3e in der Mitte des
Gewebes erkannt werden. Dies hatte zur Folge, dass die Hintergrundfluoreszenz am
Rand zum Vordergrund gezahlt wurde, wodurch der Hintergrund mit den Gefal3en zu
einem einheitlichen Komplex verschmolz (Abbildung 22G). Wurde dagegen ein zu hoher
Schwellenwert festgelegt, so konnten die GefaBe am Rand von der
Hintergrundfluoreszenz unterschieden und einzeln dargestellt werden. Dadurch wurden
die schwach gefarbten Gefal3e in der Tiefe nicht mehr detektiert (Abbildung 22H). Das
Schwellenwertverfahren Absolute Intensity ist bei homogenen Farbungen sinnvoll. Fur
die vorliegende Arbeit ist diese Einstellung ungeeignet, da die Farbeintensitaten

innerhalb der Proben oft stark variierten.

Die Alternative zu Absolute Intensity ist die Einstellung Background Subtraction. Dabei
handelt es sich nicht um ein globales, sondern um ein lokales Schwellwertverfahren.
Hier definiert der lokale Kontrast die lokalen Grenzwerte. Das bedeutet, dass in
verschiedenen Regionen des Bildes unterschiedliche Schwellenwerte gelten. Dies
ermgglicht eine gleichzeitige Detektion der GefalRe der Randbereiche und der
Probenmitte. Durch die Verwendung unterschiedlicher Schwellwerte innerhalb einer
Aufnahme ist diese Methode besser fur uneinheitlich gefarbte Proben geeignet. Fir die

Bearbeitung von Abbildung 22B-F wurde Background Subtraction gewahlt.

Hier musste zuséatzlich der maximale Durchmesser der darzustellenden Strukturen
(Diameter Of Lagest Sphere) festgelegt werden. Um eine realistische Grol3e der Gefalie
zu erlangen, sollte dieser Wert nicht zu gro3 gewahlt werden. Wie sich der Wert auf die
Rekonstruktion auswirkt, zeigt der Vergleich von Abbildung 22B und D. In Abbildung 22D
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lag der Wert des maximalen Durchmessers bei 3,75um, in Abbildung 22B lag er mit
7,5um doppelt so hoch. Abgesehen davon wurden beide Aufnahmen mit denselben
Einstellungen bearbeitet. Je héher der Wert gewahlt wurde, desto dicker wurden die
einzelnen GefalRe dargestellt. Die Rekonstruktion in Abbildung 22D entspricht eher der
Realitat als die in Abbildung 22B.

Wie bereits erwahnt, hat der Schwellenwert einen groRen Einfluss auf das Endresultat.
Er ist fir jede Aufnahme individuell festzulegen und sollte so gewahlt werden, dass
moglichst viele GefalRe dargestellt werden, ohne dass deren Auflosung beeintrachtigt
wird. Bei Abbildung 22E wurde der Schwellenwert gemald der automatischen
Erkennungsfunktion der Software auf 39,4 gesetzt. Dadurch wurden nur intensiv
fluoreszierende Gefalle erkannt, schwache Signale zur Mitte hin wurden nicht
wahrgenommen. In Abbildung 22D, welche ansonsten identisch bearbeitet wurde, wurde
der Schwellenwert manuell auf 10 festgelegt, wodurch mehr Gefal3e dargestellt wurden.

Im nachsten Schritt wurden mithilfe des Filters Number of Voxels besonders kleine
Objekte herausgefiltert, welche haufig Artefakte darstellen und das Ergebnis verféalschen
konnten. Der Wert des Filters beschreibt die maximale Anzahl zusammenhangender
Voxel, die entfernt werden sollen. Er muss fir jede Aufnahme individuell eingestellt
werden. Welchen Einfluss diese Einstellung hat, zeigt ein Vergleich zwischen
Abbildung 22D und F. In D wurden Objekte bis zu einer GréRe von 2000
zusammenhangender Voxel (2000um?®) herausgefiltert. In F wurden keine Objekte

herausgefiltert.
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Tabelle 11: Ubersicht der getesteten Einstellungsparameter in Bezug auf Abbildung 22
x: nicht auswahlen, v* auswéhlen

Abbildung 22 B C D E F G H
BackgrOL_Jnd v v v v v Absolu_te Absolu_te
Subtraction Intensity | Intensity
Diameter of
Largest 7,5 7,5 3,75 3,75 7,5 X X
Sphere
Manual
Threshold 10 394 10 394 10 45 145
Value
Manual
Threshold 208 208 163 163 208 255 255
Value B
Number of ' 5500 | 2000 = 2000 = 2000 0 0 0
Voxels
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sk

Abbildung 22: Unterschiedliche Bearbeitungen der 3D-Immunfluoreszenzaufnahme von Versuch 1

A unbearbeitete Version der Aufnahme. B-H Aufnahme nach Bearbeitung mit unterschiedlichen
Einstellungen. Die Bearbeitungsparameter von B-H sind Tabelle 11 zu entnehmen. C, E und H
ausschlielich GeféaRRe im stark fluoreszierenden Randbereich. Die schwach markierten GeféRRe in der Tiefe
wurden hier nicht erkannt. F Werten aller Signale als Gefaf3. Dadurch wurden mehr GeféRe dargestellt als
der Realitat entsprechen. G kaum Gefal3strange erkennbar, da hier der Hintergrund mit den detektierten
Gefallen verschwommen ist. D Version, die am ehesten der Realitat entspricht.

GroRRe der Aufnahmen: 512pum x 512um x 1242um (Rasterweite: 50um)
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3.3.2 Immunzelldarstellung

Die Entwicklung eines geeigneten Bildbearbeitungsverfahrens zur Darstellung der
Immunzellen fand anhand der Farbung der CD8" T-Zellen von Versuch 8 statt.
Abbildung 23A zeigt diese Aufnahme im unbearbeiteten Zustand. Ziel der
Bildprozessierung war es, den Grof3teil aller Zellen zu detektieren, ohne falsch positive
Signale zu erhalten. Dafiir wurde die Aufnahme so zugeschnitten, dass alle Bereiche, in
denen die Farbung insuffizient war, entfernt wurden. Der Ausschnitt ist mit einem roten
Kasten in Abbildung 23A markiert und in Abbildung 23B dargestellt. Dabei wurde der
stark Uberbelichtete linke Rand sowie der insuffizient angefarbte rechte Rand der
Aufnahme  weggeschnitten. Die zugeschnittene Aufnahme wies dennoch
Inhomogenitaten auf. Die Detektionsmethode musste daher so gewahlt werden, dass
sie sowohl fur die intensiven als auch fiur die schwachen Grenzbereiche funktioniert.
Zuerst wurden die Anzeigeparameter so eingestellt, dass sehr schwache Signale nicht
mehr dargestellt und die Ubrigen Signale in ihren Intensitaten angeglichen wurden.
Entscheidend ist, dass dies ausschlielich Uber die Veranderung des Maximal- bzw.
Minimalwerts geschieht, wahrend der Gammawert stets bei 1 bleiben muss. Dadurch
wird das urspriingliche Verhdltnis beibehalten. Die Aufnahme mit den angepassten
Anzeigeeinstellungen ist in Abbildung 23C dargestellt.

Fur die Detektion und Visualisierung der Immunzellen wurde die Funktion Spot Creation
verwendet. Damit erkennt das Programm automatisch punktférmige Strukturen und stellt
diese als Kugeln dar (Bitplane, 2018, p. 428). Wie auch bei der Gefal3darstellung kénnen
unterschiedliche Einstellungen das Endergebnis stark beeinflussen. Analog zum
Diamter of Largest Sphere bei der Gefalidarstellung gibt es hier die Variable Estimated
Diameter. Damit wird der minimale Durchmesser der Objekte festgelegt, die noch vom
Programm erkannt werden sollen. Strukturen mit geringeren Durchmessern werden
nicht detektiert (Bitplane, 2018, p. 431). Die Spots werden anschlie3end auch in dieser
Grole dargestellt. Bereits eine geringe Variation des Werts hat einen grof3en Einfluss
auf die Rekonstruktion. Da die Lymphozyten der Maus zwischen 7 und 12um grof3 sein
kénnen (Hendrich, 2012, p. 338), wurden die Werte 7um (Abbildung 24A), 10um
(Abbildung 24B) und 12um (Abbildung 24C) getestet. Ansonsten wurden die drei
Aufnahmen mit denselben Einstellungsparametern bearbeitet. Je kleiner der
Durchmesser gewahlt wurde, desto mehr Strukturen wurden vom Programm erkannt.
Dies fiihrte dazu, dass auch kleine punktférmige Artefakte als Zellen gewertet wurden.

Wurde der Wert zu hoch gewahlt, wurde ein Teil der Zellen nicht erkannt. Um die falsch
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positiven Signale zu reduzieren und trotzdem den Grof3teil der Zellen zu erhalten, scheint

der Wert 10um am besten geeignet zu sein.

Den groRten Einfluss auf das Endresultat hat das Filterkriterium, nach welchem die
Spots selektiert wurden, und dessen Wert. Hierfur standen unterschiedliche Filter zur
Auswahl. Einer davon ist der Filter Intensity Center, bei dem das Filterkriterium ,the
intensity of the voxel at the center of the Spot* ist (Bitplane, 2018, p. 161). Bei Intensity
Mean und Intensity Median wird nach dem Mittel- bzw. der Medianwert der Intensitaten
der Voxel innerhalb eines Spots gefiltert. Als vierte Moglichkeit stand der Filter Quality
zur Verfuigung, der folgendermalfen definiert ist: ,intensity at the center of the spot in the
channel the spot was detected. [...] the intensity is the one of a Gaussian filtered channel
from above minus the intensity of the original channel Gaussian filtered by 8/9 of spot
radius“ (Bitplane, 2018, p. 432f). Abhangig vom Filter wahlt das Programm
unterschiedliche Spots aus. An dieser Stelle musste entschieden werden, bei welchem
Filter die meisten Zellen erkannt werden, ohne dass Artefakte als Zellen gewertet
wurden. Um herauszufinden, welcher Filter fur die T-Zelldarstellung am besten geeignet
ist, wurde die Aufnahme zum Vergleich mit unterschiedlichen Filtern bearbeitet. Bei
jedem Filter musste ein oberer und ein unterer Grenzwert festgelegt werden. Objekte,
die innerhalb dieses Intervalls lagen, wurden angezeigt. Die Werte der Filter wurden so
gewabhlt, dass die Mehrheit der vom Betrachter als Zellen identifizierten Signale erkannt
wurden. Gleichzeitig musste darauf geachtet werden, dass nicht zu viele Objekte erkannt
wurden, welche zu falsch-positiven Ergebnissen fiihren wirden. Das Ergebnis war
allerdings bei keinem der Filter vollstandig zufriedenstellend. Durch die Inhomogenitaten
innerhalb der Aufnahme fiihrten die getesteten Filter je nach Wert entweder zu zu vielen
falsch-negativen oder zu falsch-positiven Signalen. In Bereichen, in denen die Zellen
locker verteilt und ohne intensive Hintergrundfluoreszenz waren, brachte der Filter
Quality das beste Resultat, auch wenn die Signale dort unterschiedliche Intensitaten
aufwiesen. In Regionen mit hohen Intensitaten, einer starken Hintergrundfluoreszenz
und viele Zellen dicht aufeinander, konnten damit jedoch nicht alle Zellen erkannt
werden. Selbst, wenn der Wert weiter gesteigert wurde, wurden die Signale in diesen
Regionen nicht erkannt. Stattdessen wurden dann sehr schwache und kleine artifizielle
Signale als Spots gewertet. In diesen stark fluoreszierenden Bereichen konnte der Filter
Intensity Center am meisten Uberzeugen. Diesem Filter gelang es, einzelne Zellen in
den dichten Bereichen voneinander zu unterscheiden. Im Rest der Aufnahme wurden
damit jedoch nicht alle Signale erkannt. Da keiner der Filter in allen Bereichen

Uiberzeugen konnte, wurde die Aufnahme zwei Mal separat bearbeitet; einmal mit Quality
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und einmal mit Intensity Center. Abgesehen von den Filterwerten wurden die tbrigen
Parameter bei beiden Durchlaufen gleich eingestellt. Beim Festlegen des Filterwerts
wurde jeweils nur auf die Regionen geachtet, fir die der verwendete Filter besser
geeignet war. Die beiden einzelnen Bearbeitungen sind in Abbildung 25A und B zu
sehen. C zeigt die Aufnahme, bei der die Spots der beiden Bearbeitungen in einer
Abbildung zusammengefligt wurden. Die gelben Spots wurden nur bei Quality erkannt,
wahrend die Violetten nur bei Intensity Center detektiert wurden. Die roten Spots wurden
in beiden Bearbeitungen erkannt. Das Zusammenfligen wurde uber die Funktion
Colocalize Spots vorgenommen. Mithilfe dieses Tools war es moglich, die Eigenschaften
beider Filter miteinander zu kombinieren und damit das Maximum der Zellen zu

erkennen und dabei méglichst wenige falsch positive Zellen mitzuzéhlen.
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Abbildung 23: Bearbeitung einer 3D-Immunfluoreszenzaufnahme vor Spot-Rekonstruktion am Beispiel der
Aufnahme mit CD8-Markierung aus Versuch 8

A Unbearbeitete Aufnahme in der urspringlichen GréRRe. B ist der in A rot markierte Ausschnitt. C Derselbe
Ausschnitt mit veranderten Anzeigeparametern. Hier werden nur noch die intensiv fluoreszierenden Punkte
dargestellt.

GroRRe der Aufnahmen: A 512um x 512pm x 1672pm (Rasterweite: 50pm), B und C 512um x 512pm x
900um (Rasterweite: 50um)
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Abbildung 24: Einfluss des Diameter of Largest Sphere auf die Spot-Rekonstruktion am Beispiel der 3D-
Immunfluoreszenzaufnahme mit CD8-Markierung aus Versuch 8

A Durchmesser 7um. Hier wurde jedes Fluoreszenzsignal als Spot gezahlt. B Wert des Durchmessers
10um. Hier gibt es ein paar kleine schwache artifizielle Signale, die nicht als Zellen gewertet wurden.

C Durchmesser 12um. Dadurch wurden nur grof3e stark fluoreszierende Signale als Spots gewertet. Hier
scheinen nicht alle Zellen erkannt worden zu sein.

GroRe der Aufnahmen: 512pum x 512pum x 900um (Rasterweite: 50um)
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Abbildung 25: Kombination unterschiedlicher Filter zur Spot-Rekonstruktion am Beispiel der 3D-
Immunfluoreszenzaufnahme mit CD8-Markierung von Versuch 8

A fur die Bearbeitung wurde der Filter Quality verwendet. Damit konnten vor allem die locker verteilten
Zellen innerhalb der Aufnahme erkannt werden. Bei der Zellansammlung am rechten oberen Rand wurden
damit nicht alle Zellen detektiert. B in diesem Bereich konnte durch den Filter Intensity Center wesentlich
mehr Zellen erkannt werden. C Kombination von A und B. Die roten Spots sind diejenigen, die in beiden
Aufnahmen vorkommen.

GroRRe der Aufnahmen: 512pum x 512pum x 900um (Rasterweite: 50um)
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4 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines Verfahrens, durch welches die
Immunzellanzahl und -verteilung in experimentellen Brusttumorstiicken in 3D dargestellt
und analysiert werden kann. Dazu gehorte die Erarbeitung eines suffizienten
Farbeverfahrens, die Erprobung verschiedener Methoden um reproduzierbar 3D-
Aufnahme anzufertigen und die Entwicklung entsprechender Bildnachbearbeitungs- und
Bildanalyseprozesse. Die Farbung sollte gewisse Anforderungen erfillen. Hierzu zéhlten
eine Mindestpenetrationstiefe von 500um, Homogenitat innerhalb der Farbung und eine
spezifische Markierung der gesuchten Zellen. AufRerdem sollte das Verfahren

O0konomisch, verlasslich und reproduzierbar sein.

4.1 Uberlegungen zu den Modifikationen am Farbeprotokoll

4.1.1 Inkubationszeiten

Ausgangspunkt fir die Entwicklung des Farbeverfahrens war das Protokoll zur
Immunfluoreszenzfarbung von Tumor-Organoiden. Organoide sind ,dreidimensionale,
organahnliche Zellverbande® (Sina Bartfeld, 2020, p. 13), die im Labor gezlichtet werden.
Innerhalb der Arbeitsgruppe war es bereits gelungen Brusttumor-Organoide mithilfe des
erwahnten Basisprotokolls anzufarben. Die Organoide setzten sich aus Gefal3en bzw.
Endothelzellen, Kollagen, Fibroblasten und Tumorzellen zusammen. Diese Zellen sind
im Wesentlichen die Grundbausteine der Brusttumore. Aufgrund der geringen GroR3e
und des vereinfachten Aufbaus der Organoide sind diese jedoch einfacher anzuféarben

als die dichten, strukturell sehr komplexen und inhomogenen Brusttumorstiicke.

Aus diesem Grund wurden die Inkubationszeiten fir die Anfarbung der Brusttumore
deutlich erhoht. Im Gegensatz zum Ausgangsprotokoll, welches nur knapp drei Tage in
Anspruch nahm, betrug die Gesamtdauer einer Farbung beim ersten Versuch bereits 19
Tage. Jeweils zwei Tage nahm davon allein die Antikdrperinkubation in Anspruch. Bei
Versuch 1 konnte eine zufriedenstellende Farbung der Gefalie in den &ulReren 200pum

erreicht werden.

Die unzureichende Farbetiefe liel3 darauf schlieRen, dass die Antikdrper noch nicht
ausreichend tief in das Gewebe penetrieren konnten. Eine mdgliche Ursache hierfir
konnte eine immer noch zu kurz gewdahlte Kontaktzeit der Antikdrper mit den
Gewebestiicken sein. Aus diesem Grund wurden sowohl die Primar- als auch die

Sekundarantikorper im zweiten Versuch noch einmal doppelt so lang, also fur jeweils

76



4 Diskussion

vier Tage, auf den Proben belassen. Dieser Zeitraum hatte sich bereits in anderen
Studien fur Immunfluoreszenzfarbungen von Gewebe bewéhrt (Boateng et al., 2021;
Hofmann et al., 2020; Jiang et al., 2018). Da diesbezlglich auch die nachfolgenden
Waschschritte angepasst wurden, entwickelte sich die anfangs 3-, dann 19-tagige
Farbung bereits im zweiten Versuch zu einem vierwéchigen Verfahren. Durch die
erneute Steigerung der Inkubationszeiten verbesserte sich die Eindringtiefe der
Antikérper erneut erheblich. So konnten in Versuch 2, wenn auch nicht sehr homogen,
bereits fast alle Gefal3e in einem etwa 1,2mm dicken Stuick angefarbt werden. Die Dauer
der einzelnen Schritte wurde deshalb in den weiteren Versuchen so beibehalten.

Mit Kontrollaufnahmen zur generellen Uberpriifung von Farbergebnissen, Bildakquise
am LSFM und anschlieBender Bildbearbeitung/-auswertung mittels mehrerer
Softwarepakete lag der gesamte Zeitumfang fir die Durchfiihrung und Bewertung eines
Farbeversuches bei funf Wochen. Dann erst konnten Uberlegungen fir weitere
Anderungen am Protokoll angestellt werden. Aus diesem Grund war das Austesten
unterschiedlicher Modifikationen am Farbeprotokoll zeitlich limitiert. Sobald sich ein
Faktor bewdahrt hat, wurde er fir die weiteren Versuche ilbernommen, wie beispielweise
die Inkubationszeiten. Dabei kénnte es durchaus sein, dass bei einigen Schritten auch
kirrzere Zeitraume ausreichend wéaren oder dass bestimmte Inkubationszeiten noch zu
kurz gewahlt wurden. Vor allem bei der Antikdrperinkubation variieren die Zeiten anderer
Publikationen, bei denen groRere Gewebestiicke fur die 3D-Bildgebung gefarbt wurden,
erheblich. So inkubierten die Primarantikérper bei Chandrasekharan und Neish zum
Anfarben von Mausedarmen nur Uber Nacht und die Sekundarantikdrper gerade einmal
fur 1,5 Stunden. Die Proben wiesen jedoch eine wesentlich geringere Schichtstarke auf
als die hier verwendeten Brusttumorstiicke (Chandrasekharan & Neish, 2021). Dagegen
beliel3 eine andere Gruppe die Antikérper jeweils fir zwei Wochen auf den Proben.
Dadurch gelang es ihnen Sticke einer Dicke von 5mm anzufarben. lhre Farbungen
wurden allerdings an Mausegehirnen durchgefuhrt, deren Beschaffenheit nicht mit
denen der Brusttumore vergleichbar ist (Chung et al, 2013). Derart lange
Inkubationszeiten kénnten die Penetrationstiefe der Antikdrper gegebenenfalls noch
einmal etwas erhdhen. Dadurch wiirde die Gesamtdauer des Verfahrens noch einmal
verlangert werden und dieses dadurch fir die regelmafige Verwendung unbrauchbar

machen.

Ein moglicher Ansatz zur Weiterentwicklung des Protokolls kénnte die Verwendung

hdherer Reaktionstemperaturen sein. Diese kénnten zu einer Beschleunigung einzelner
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Reaktionsschritte fihren und eine Verkirzung der Inkubationszeiten ermdglichen.
Allerdings kénnen zu hohe Temperaturen zu einer Verringerung der Antikdrperstabilitat
fuhren, weshalb die Antikorperinkubationsschritte in der vorliegenden Arbeit
ausschlielich bei 4°C durchgefiihrt wurden. Einige Publikationen zeigen jedoch, dass
ein Grof3teil der Antikdrper auch bei Raumtemperatur oder sogar bei 37°C ausreichend
stabil sind und auch fur mehrtagige Inkubationsschritte kein Problem darstellen (Brenna
et al., 2020; Gleave et al., 2013; Henning et al., 2019; Hofmann et al., 2020; W. Li et al.,
2017; Renier et al., 2014).

4.1.2 Puffer und L6ésungen

Obwohl durch die Steigerung der Inkubationszeiten bereits Verbesserungen erreicht
werden konnten, war das Ergebnis noch nicht zufriedenstellend. Die Intensitat in den
tiefer gelegenen Bereichen schwachte ab und es schienen dort nicht alle Gefal3e
detektiert worden zu sein. Dies kdnnte zum einen daran liegen, dass die dichte EZM
trotz der langeren Kontaktzeit, die Antikdrper am Eindringen in die Tiefe hindert. Ein
abgeschwachtes oder fehlendes Signal in den tieferen Gewebsschichten kann aber nicht
nur Folge einer unzureichenden Antikdrperpenetration sein, sondern auch durch eine zu
starke Abschwachung der Strahlenintensitat beim Durchtritt durch das Gewebe bedingt

sein. Ursache dafur sind Streu- und Absorptionseffekte durch eine insuffiziente Klarung.

Ein Ansatz, der sowohl das dichte Gewebe auflockern, als auch die Streuung im Gewebe
reduzieren sollte, war die Verwendung von CUBIC 1. Urspriinglich wurde CUBIC 1
entwickelt, um ganze Mausegehirne fir die 3D-Darstellung zu entfarben (Susaki et al.,
2014). Die Permeabilisierung sollte durch die Delipidierung des Gewebes mithilfe des in
CUBICL1 in hoher Konzentration vorliegenden Triton X-100 erreicht werden (Susaki et
al., 2014). Dabei werden Lipide unter Bildung von Micellen aus der Zellmembran gelost
(Jamur & Oliver, 2010). Die Delipidierung sollte aber nicht nur fir die Auflockerung des
Gewebes sorgen, sondern auch zur Klarung des Gewebes durch die Homogenisierung
des RI beitragen. Gleichzeitig sollte der enthaltene Aminoalkohol N,N,N’,N’-Tetrakis(2-
hydroxypropyl)ethylendiamin der Entfarbung des Gewebes dienen, indem er die im
Hamoglobin enthaltenen H&m-Gruppen herauslost (Tainaka et al., 2014). Sowohl die
Delipidierung als auch die Entfarbung des Gewebes sind fir das Anfertigen von 3D-

Aufnahmen von grof3er Bedeutung.

Die Verwendung von CUBIC 1 brachte allerdings statt einer Verbesserung eine

Verschlechterung des Ergebnisses mit sich. So konnte bei dieser Farbung am
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konfokalen Mikroskop tberhaupt kein Signal wahrgenommen werden, weshalb hiervon
keine Aufnahme am LSFM angefertigt wurde. Eine Untersuchung von Chung et al.
zeigte, dass hohe Triton-Konzentrationen zu einem massiven Proteinverlust fihren
kénnen (Chung et al., 2013). Dies kdnnte die Ursache fir das komplette Scheitern des
dritten Versuchs sein. Auch Lloyd-Lewis et al. vermuten, dass die hohen
Konzentrationen der Bestandteile von CUBIC 1 die Epitopverfugbarkeit im Gewebe
verringern. Sie verweisen dabei auf CUBIC 1A. Dieses beinhaltet im Grunde dieselben
Substanzen wie CUBIC 1, jedoch in viel geringeren Konzentrationen. Deshalb wurde
CUBIC 1 in Versuch 4 durch das starker verdinnte CUBIC 1A ersetzt. Zuséatzlich wurde
mit dem Blockpuffer 2 ein anderer Blockpuffer verwendet, der sich bereits in Kombination
mit CUBIC 1A bewéhrt hatte (Lloyd-Lewis et al., 2016). Durch diese Veranderung konnte
die Homogenitéat der Farbung nochmal verbessert werden. Das Signal im hinteren, weiter
von der Kamera entfernten Drittel schwéchte jedoch weiterhin ab. Ursache dafiir kénnten
Einblutungen im Gewebe sein, die durch die Autofluoreszenz der Erythrozyten in der
Aufnahme sichtbar waren. Da die Mdglichkeit bestand, dass das Hamoglobin in den
Erythrozyten zu einer Abschwéchung des Fluoreszenzsignals aus den tieferen
Bereichen filhrte, wurde zur weiteren Optimierung der Farbung versucht, die Ham-
Gruppen starker zu entfarben. Hierfir wurde H,O, verwendet. Seine bleichende Wirkung
erzielt es durch die direkte Oxidation der Pigmente (Yu et al., 2021). Allerdings fiihrte
der Einsatz des H:O:-haltigen Entfarbungsreagenz tendenziell wieder zu einer
Verschlechterung des Ergebnisses, weswegen es in den darauffolgenden Versuchen
nicht mehr verwendet wurde. Mit dem soweit erarbeiteten Protokoll war die Farbung der
Gefale zufriedenstellend. Demzufolge wurde es im néchsten Schritt fir die Detektion

der Immunzellen Gbernommen.

Es gabe noch unzahlige weitere Ansatze, durch die versucht werden kdnnte, eine
Verbesserung des Farbeprotokolls zu erlangen. Einige davon werden im Folgenden kurz
beschrieben. In Punkt 1.4.2 wurden bereits die beiden Enzyme Kollagenase und
Hyaluronidase angesprochen. Der enzymatische Abbau der EZM kann nicht nur in der
antifibrotischen Therapie sinnvoll sein, sondern auch dafir eingesetzt werden, um die
Antikdrperpenetration bei immunhistologischen Farbungen zu erleichtern. Es gibt
Studien, in denen die Gewebestiicke vor der Antikdrperinkubation mit einem der beiden
Enzyme vorverdaut wurden (Akhtar et al., 2009; Hofmann et al., 2020; Yee & Pack,
2005). Eine zeigte Vorteile im Einsatz von Hyaluronidasen gegentuber Kollagenasen, da
diese das strukturelle Netzwerk erhalten und nur die dazwischen eingelagerte

Grundsubstanz entfernen (Hofmann et al., 2020).
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Ein alternativer Ansatz ware die Verwendung anderer Klarungsreagenzien. Im
Vorliegenden wurden CUBIC 1A und Zimtsaureethylester zur Klarung der Proben
verwendet. Die Funktionsweise von CUBIC 1A wurde bereits beschrieben. Beim
Zimtsaureethylester wird der klarende Effekt durch die Homogenisierung des Rl erreicht.
Vor der Klarung mit Zimtsdureethylester werden die Proben hierflir dehydriert. Das
Entfernen des Wassers, welches einen Rl von 1,33 besitzt und das Zurlickbleiben
dehydrierter Proteine mit einem RI Uber 1,5 fuhrt zu einer Erh6hung des RI. Durch das
Herausldsen von Lipiden, welche einen recht geringen RI besitzen, wird der Rl nochmals
gesteigert. Indem sich der Zimtsédureethylester mit einem RI von tber 1,5 im restlichen
Gewebe verteilt, stabilisiert sich der Rl der Probe nahe 1,5 (Hinsberg, 1936, p. 64,
National Center for Biotechnology Information, 2021; Richardson & Lichtman, 2015).

Bei anderen Versuchen, die CUBIC 1 oder 1A zur Entfarbung benutzt haben, wurde die
abschlie3ende Klarung mit CUBIC 2 durchgefihrt (Lloyd-Lewis et al., 2016; Nojima et
al., 2017; Susaki et al., 2015; Xu et al., 2019). Dieses ist allerdings hoch viskés und
dadurch schlecht fur den Gebrauch des Wirzburger LSFM geeignet. Das liegt daran,
dass die Proben fur die Aufnahme in das Klarungsreagenz, welches in eine Kammer
geflllt wird, gehangt werden mussen. Die Probe kann in dem hochviskésen Reagenz
nicht vor der Linse fokussiert und fiir die gestaffelten Aufnahmen in z-Richtung bewegt
werden. Dartber hinaus muss das Reagenz nach der Aufnahme wieder vollstandig aus
der Kammer entfernt werden. Flissige Reagenzien konnen mithilfe einer Pipette
entnommen werden, wohingegen die Reinigung beim Gebrauch viskdser Substanzen
aufwandiger ist. Bei den meisten kommerziellen LSFM werden die Proben jedoch nicht
im Klarungsreagenz mikroskopiert, sondern in ein transparentes Gel eingebettet. CUBIC
2 stellt daher eine mdgliche Alternative dar, sollte ein anderes Mikroskop zur Verfligung
stehen (Selchow & Huisken, 2013). Hyperhydrationstechniken wie CUBIC sind fir
Immunfluoreszenzverfahren nur bedingt geeignet, da hohe Konzentrationen ionischer

Detergenzien und denaturierender Agenzien (Harnstoff) im Gewebe verbleiben.

Bisher existieren nur wenige Arbeiten, die sich mit der 3D-immunhistologischen Farbung
und Darstellung von Brusttumoren beschéftigen. Eine der wenigen vorliegenden
Arbeiten befasst sich zwar nicht mit der immunhistologischen Farbung, dafir aber mit
der Klarung und 3D-Bildgebung von Brusttumoren. Fur die Aufnahme wurde die
Autofluoreszenz des Tumorgewebes genutzt. Als Klarungsreagenz wurde Dibenzylether

verwendet (Sabdyusheva Litschauer et al., 2020).
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Daruber hinaus wurden von Lloyd-Lewis und seinem Team verschiedene Klarungs- und
Immunfluoreszenzmethoden getestet, um Brustdrisen und Brusttumore in 3D
darzustellen. Dabei zeigte sich, dass Brusttumore wesentlich schwieriger anzuféarben
sind als Brustdrisen. Wahrend von der gesunden Brust Stilicke mit einer Dicke von 1,5
mm vollstandig angefarbt und aufgenommen werden konnten, war es bei den Tumoren
nur moglich, eine Schicht mit einer Dicke von 100 um zufriedenstellend abzubilden. Zum
Einsatz kamen Tumore der TUBO-Zelllinie, die mit Her2- und K8-Antikérpern und DAPI
angefarbt wurden. Die Forschungsgruppe testete drei unterschiedliche
Klarungsmethoden: Die CUBIC-basierte, die SeeDB-basierte und die PACT-sRIMS-
basierte Klarung; alle drei sind Hyper-Hydrationstechniken, die sich grundsétzlich von
[6sungsmittelbasierten Verfahren wie der Klarung mittels Zimtséureethylester
unterscheiden. Bei allen Versuchen betrug die Inkubationszeit der Prim&rantikorper vier
Tage und die der Sekundarantikdrper zwei Tage. Beide Inkubationsschritte erfolgten bei
4°C. Unterschieden haben sich die Experimente in den jeweils verwendeten
Blockpuffern. Insgesamt waren die Ergebnisse der SeeDB-basierten Klarung etwas
schlechter als die der anderen beiden. In der Arbeit werden Schichtbilder aus
verschiedenen Tiefen der Tumore gezeigt. Die maximal abgebildete Schichttiefe betragt
jedoch nur 35um. Somit kann keine Aussage Uber die Qualitdt der Farbung in tieferen

Schichten gemacht werden (Lloyd-Lewis et al., 2016).

Eine etwas tiefere Farbung von Brusttumorstiicken wurde in den Versuchen von Chen
et al. erreicht. Hier wurde die Klarungsmethode CLARITY an humanen, durch
Nadelbiopsie gewonnenen Mammatumoren in Kombination mit Fluoreszenzantikérpern
getestet. Die Farbung erfolgte allerdings nur an 500um diinnen Tumorschnitten. Markiert
wurden unter anderem CD3* Zellen. Die Inkubation der Antikdrper erfolgte jeweils fir
finf Tage bei 37°C (Chen et al., 2019).

4.1.3  Antikorper

In Versuch 6 sollten zuséatzlich zu den GefaRen die CD4" und CD8" Immunzellen
mitangefarbt werden. Die Schwierigkeit bestand darin, dass jeder parallel verwendete
Antikérper aus einer unterschiedlichen Spezies stammen musste. Der Grol3teil
kommerzieller Priméarantikdrper stammt jedoch entweder aus der Ratte oder dem
Kaninchen. Andere Antikérper sind schwerer erhaltlich und meist weniger erprobt.
Obwohl nach intensiver Suche ein CD4-Antikorper aus dem Meerschweinchen gefunden
wurde, war eine Dreifachfarbung von Gefafien, CD4* und CD8" T-Zellen nicht méglich.

Wahrend die GefalRe, wie auch in den Versuchen zuvor, gut dargestellt waren, farbte der
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CD4-Antikorper nur einen schmalen Streifen am Rand der Probe. Der CD8-Antikdrper
konnte zwar etwas weiter in die Probe penetrieren, farbte allerdings auch nur am
Randbereich und in den aufgelockerten Bereichen einzelne Zellen an (Abbildung 14).
Die Tatsache, dass jeder der drei verwendeten Antikérper unterschiedlich weit in das
Tumorgewebe penetrieren konnte, lasst den Schluss zu, dass nicht alle
Antikérperpreparationen fur die 3D-Farbeverfahren von Brusttumoren geeignet sind.
Deshalb mussten im Weiteren zuerst Antikérper gefunden werden, die fir dieses

Verfahren geeignet sind.

Da kein weiterer CD4-Antikorper gefunden werden konnte, der weder aus der Ratte noch
aus dem Kaninchen stammt, wurde das anfangliche Ziel einer Dreifachfarbung
zuriickgestellt. Stattdessen wurde eine Doppelfarbung der CD4* und CD8* T-
Lymphozyten angestrebt. Da der CD8-Antikérper im vorherigen Versuch zumindest
einigermal3en funktionierte, beschrankte sich die Suche auf einen geeigneten CD4-
Antikérper. Mit dem CD4-Antikorper aus dem Kaninchen (SinoBiological 50134-R766)
konnte dann im siebten Versuch ein Primarantikorper gefunden werden, der aus einer
anderen Spezies als der CD8-Priméarantikdrper (Invitrogen 20-8080-82) stammt und

spezifisch Immunzellen detektiert.

Die Doktorandin Theresa Ruf, welche ebenfalls Teil der Tumor-Arbeitsgruppe war,
fertigte parallel zu dieser Arbeit ebenfalls Farbungen von CD4* und CD8* Immunzellen
an. Diese erfolgten an histologischen Dinnschnitten der AT3-Brusttumore. lhre
Ergebnisse deckten sich tiberwiegend mit den hier erlangten Erkenntnissen. So kam es
beim Einsatz des CD4-Antikdrpers aus dem Meerschweinchen auch bei den
Diinnschnitten zu keiner spezifischen Farbung einzelner Zellen. Dagegen stellten sich
der CD8-Antikorper aus der Ratte (Invitrogen 20-8080-82) und der CD4-Antikdrper aus
dem Kaninchen (SinoBiological 50134-R766) auch im zweidimensionalen Bereich als
beste Option heraus. Bei den Versuchen einer Doppelfarbung auf den Dinnschnitten
hatte die Wahl des Sekundarantikdrpers einen entscheidenden Einfluss auf das
Ergebnis. Nur wenn CD8 mit Alexa 647 und CD4 mit Cy3 gekoppelt wurde, war das
Ergebnis Uberzeugend. Umgekehrt, also bei der Kopplung von CD8 mit Cy3 und CD4
mit Alexa 647, fiel das Ergebnis schlechter aus. Aufgrund dieser Erfahrungen wurde in
Versuch 9 der CD8-Primarantikorper mit Alexa 647 gekoppelt. CD4 wurde einmal mit
Cy3 und einmal mit Alexa 750 kombiniert. Die zweidimensionalen Aufnahmen der
Dunnschnitte wurden am konfokalen Mikroskop angefertigt. Dieses besitzt keinen Laser,

der Alexa 750-Fluorophore anregen kann. Da sich langwellige Strahlen aber leichter im
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Gewebe ausbreiten kénnen und das LSFM einen entsprechenden Laser besitzt, wurde
Alexa 750 zusatzlich zu Cy3 getestet. Weil die Ergebnisse beider Ansatze letztlich recht
ahnlich ausfielen, wurde im letzten Versuch der Cy3-gekoppelte Sekundarantikdrper
verwendet, da dieser etwas kostengunstiger ist. Farbungen von Gewebestlicken sind
durch die hohen Antikérperkonzentrationen, die benétigt werden, sehr kostenintensiv
(Tabelle 12). Aufgrund der heterogenen Struktur der Tumore wére eine parallele
Farbung mehrerer Proben fiir die Beurteilung der Reliabilitat der Ergebnisse von Vorteil
gewesen. Aus Kostengrinden wurde darauf verzichtet. Dies war auch der Grund,
weshalb pro Probe nur jeweils 8ul Primarantikdrper in 400ul Puffer verwendet wurden.
In der Regel sollte das Volumen von Puffer oder Lésungen rund zehn Mal gréRer sein
als das der Probe. Bei einem durchschnittlichen Probenvolumen von ca. 80mm?3, hatte
das Volumen der umgebenden Flussigkeiten im Idealfall rund 800ul betragen sollen.
Dadurch wére der Antikorperverbrauch und die damit verbundenen Kosten jedoch
doppelt so hoch ausgefallen.
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Tabelle 12: Ubersicht der Preise einiger verwendeter Priméarantikérper

Preis einer
Primarantikorper Preis 100pl [€] Farbung (8ul) Quelle
[€]
CD31 Kaninchen Abcam

(ab28364) 360 28,80 (abcam, 2022)

CD4 Meerschweinchen 320 25 60 (SYSY Synaptic
SySy (HS-360 004) ’ Systems, 2022)
CD8a Ratte Invitrogen (ThermoFisher
(14-0808-82) 214 21,92 scientific, 2022b)

CD4 Ratte Invitrogen (14- (ThermoFisher
0041-82) 83,50 6.68 scientific, 2022a)

CD4 Kaninchen Sino 210 16,80 (SinoBiological,

Biological (50134-R766) 2022)

4.2 Schwierigkeiten bei der Reproduzierbarkeit und
Vergleichbarkeit

421 Farbung

Bisher wurde das Verfahren nur an Tumoren der AT3-Tumorlinie getestet. Bereits hier
zeigten sich grof3e Unterschiede in der Beschaffenheit des Gewebes. Teilweise gelang
eine durchgéngige Farbung des gesamten Tumorstiicks. Es gab aber auch Bereiche,
die gar nicht oder nur sehr schlecht angefarbt werden konnten. Grél3ere Tumore mit
vielen nekrotischen Bereichen konnten besser gefarbt werden, als kleine kompakte
Tumore. Vor allem die Tatsache, dass die Farbungen in Experiment 10 an Tumoren der
zweiten Versuchsreihe so viel schlechter funktionierten als in den Vorversuchen, zeigt,
wie empfindlich das Verfahren derzeit noch auf Verdnderungen reagiert. Denn eigentlich
wurden die Mause in der zweiten Versuchsreihe unter den gleichen Bedingungen
gehalten, erhielten die gleichen Tumorzellen und wurden identisch behandelt. Bei
weiterfihrenden Versuchen wére es sicherlich sinnvoll, die Tumore wieder etwas groRer
werden zu lassen, bevor sie entnommen werden, und das Protokoll zudem an anderen

Tumorlinien zu testen, damit das endgultige Farbeverfahren vielfaltiger einsetzbar ist.
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4.2.2 Mikroskopieren

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Evaluation der Modifikationen des Farbeprotokolls
kleine Bereiche der Tumorproben aufgenommen. Nach weiterer Optimierung des
Verfahrens soll dieses verwendet werden, um den Behandlungseffekt unterschiedlicher
Medikamente zu bewerten. Da die Tumore strukturell sehr heterogen sind, reichen
einzelne kleine Ausschnitte nicht aus, um eine zuverlassige Aussage uber die Wirkung
der Medikamente machen zu kdnnen. Hierfir miissen mehrere grof3e Bereiche innerhalb
eines Tumors evaluiert werden. Zuséatzlich sollten mehrere biologische Replikate

verwendet werden.

Neben der Wahl der Aufnahmebereiche haben die Einstellungen wahrend des
Mikroskopierens Einfluss auf das Endergebnis. Die Parameter mit dem starksten Effekt
sind die Belichtungszeit und die Laserintensitat. Wie in Abbildung 26A und B zu sehen
ist, kann eine Erh6hung der Laserintensitat um nur 0,1 dazu fiihren, dass Signale in der
Tiefe erkannt werden, die zuvor nicht detektiert werden konnten. Im Idealfall sollten die
Einstellparameter fir die zu vergleichenden Aufnahmen identisch gewéahlt werden. Dies
ist jedoch nicht immer umsetzbar, da fur unterschiedliche Proben unterschiedliche

Einstellungen benétigt werden, um das bestmdogliche Ergebnis zu erzielen.
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Abbildung 26: 3D-Immunfluoreszenzaufnahmen eines AT3-Brusttumorsstiicks mit Markierung CD8-
positiver Strukturen unter Verwendung unterschiedlicher Laserintensitaten

Beide Aufnahmen zeigen denselben Ausschnitt aus einer Tumorprobe. A ist in z-Richtung deutlich kiirzer
als B, da sich die Farbung nur auf den Randbereich beschréankte. Fur Aufnahme A wurde eine
Laserintensitat von 3,2 gewahlt. Dadurch sind am Probenrand einzelne Zellen erkennbar. Im Rest der
Aufnahme konnten dagegen keine Strukturen detektiert werden. Fur Aufnahme B wurde die Laserintensitat
auf 3,3 gestellt. Dadurch zeigt sich eine Uberbelichtung des Probenrandes, weshalb hier keine einzelnen
Zellen zu sehen sind. Dagegen konnten im Rest der Aufnahme Zellen erkannt werden. Lichtmikroskopische
Aufnahme am LSFM.

GroRRe der Aufnahmen: A 512um x 512um x ca.197um (Rasterweite: 50um), B 512um x 512um x 1672um
(Rasterweite: 100pm)

4.2.3 Bildprozessierung

Bei der abschliel3enden Bildbearbeitung haben die Einstellungen einen gro3en Einfluss
auf das Endresultat. Einige Parameter mussen fiir jede Versuchsreihe individuell
eingestellt werden. Dabei liegt es im Ermessen des Bearbeitenden, bis zu welcher
Intensitdt ein Signal gewertet wird. Insbesondere die Festlegung des
Intensitatsschwellenwerts bei der Gefalidarstellung sowie der Filterwert bei der
Spotdetektion haben eine groRe Auswirkung auf das Endergebnis. Beide Werte missen
manuell festgelegt werden und sind somit von der individuellen Wahrnehmung des
Bearbeiters abhangig. Innerhalb einer Reihe ist es jedoch zwingend erforderlich,

identische Einstellungsparameter zu verwenden, um die Aufnahmen vergleichbar zu
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machen. Dabei sollte die Parametrisierung nach festgelegten, einheitlichen Kriterien

erfolgen.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde eine Farbemethode zur 3D-Darstellung von CD4* und CD8*
Immunzellen in  Brusttumoren durch  schrittweise  Veranderungen eines
Ausgangsprotokolls entwickelt. Die Zwischenergebnisse wurden anschlieend am
Mikroskop aufgenommen und bewertet. Fuhrte eine Modifikation zu einer Verbesserung,
so wurde dieser Schritt beim néchsten Versuch tbernommen. Daraufhin wurden weitere
Anderungen vorgenommen, welche im Anschluss wiederum evaluiert wurden. Deutliche
Verbesserungen ergaben sich durch die Steigerung der Inkubationszeiten. Den grof3ten
Einfluss auf das Farberesultat hatte die Erhéhung der Antikérperinkubationszeiten auf je
vier Tage. Zur Permeabilisierung der Proben stellte sich CUBIC 1A als beste getestete
Option heraus, da dieses die Proben gleichzeitig permeabler und transparenter machte.
Beziiglich der Probenform bewéhrte es sich die Tumore in ca. 1,5mm dicke Scheiben zu
schneiden, da diese Form zum einen die Penetration der Antikdrper von beiden Seiten
ermdglicht und zum andern die Befestigung der Probe im LSFM erleichtert. Die
Modifikationen des Protokolls wurden unter Verwendung des CD31-Antikérpers (Abcam
ab28364) vorgenommen. Durch das Anfarben der GefaRe war die Bewertung des
Farbeerfolgs einfacher. Hatte man direkt bei der Protokollentwicklung Immunzellen
angefarbt, hatten fehlende Zellen in der Probenmitte ein schlechtes Farbeergebnis
vortauschen koénnen. Daher wurden die Immunzellen erst mitangefarbt, nachdem die
Darstellung der TumorgefaRe mit dem optimierten Protokoll zufriedenstellend war. Es
zeigte sich, dass die Farbungen mit verschiedenen Antikérpern unterschiedlich gut
funktionierten. Deshalb und aufgrund der begrenzen Antikdrperverfiigbarkeit stellte sich
die Suche nach geeigneten Antikdrpern als grof3e Hiirde heraus. Letztendlich konnten
mit dem CD4-Primarantikdrper aus dem Kaninchen von SinoBiological (50134-R766)
und dem CD8-Antikérper aus der Ratte von Invitrogen (20-8080-82) zwei Antikdrper
gefunden werden, die zwar etwas schlechter als der CD31-Antikorper funktionieren,
jedoch fur dieses Verfahren geeignet sind. Beim letzten Versuch sollten dann
Tumorstiicke aus den vier verschiedenen Behandlungsgruppen mithilfe des optimierten
Protokolls angefarbt und anhand ihrer Immunzellinfiltration miteinander verglichen
werden. Dies war allerdings nicht moglich, da ein Grof3teil der Proben nicht suffizient
gefarbt und deshalb nicht sinnvoll ausgewertet werden konnte. Ursachlich hierfur war
vermutlich, dass die Tumore des letzten Versuchs aus einer anderen Versuchsreihe
stammten als die der Vorversuche. Sie waren trotz nahezu identischer Vorbehandlung

kleiner und kompakter in ihrer Struktur, was wohl die Penetration der Reagenzien und
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Antikérper starker behinderte. Zusatzlich zur Protokollentwicklung sollten auch ein
geeignetes Aufnahme- und Bildbearbeitungsverfahren entwickelt werden, welche eine
Visualisierung und quantitative Auswertung der Aufnahmen ermdglichen. Hier konnten
einige Einstellungsparameter festgelegt werden, die fur jede Aufnahme identisch
eingestellt werden sollten. Bei anderen Parametern stellte sich heraus, dass diese jedes

Mal individuell gewahlt werden muissen.

Im Grof3en und Ganzen konnte im Verlauf dieser Arbeit ein Verfahren entwickelt werden
mit dem die 3D-Bildgebung von CD4* und CD8" Immunzellen in Brusttumoren mdglich
ist. Damit dieses Verfahren allerdings in Studien angewendet werden kann, um die

Wirksamkeit neuer Medikamente zu ermitteln, bedarf es noch weiterer Optimierungen.
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HER2 human epidermal growth factor receptor 2
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ICD immunogenic cell death

IDO Indolamin-2,3-Dioxygenase

IL-10 Interleukin-10
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LOX Lysyloxidasen

LSFM light sheet fluorescence microscope
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