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1 Kurzfassung/Abstract

1.1 Kurzfassung

Einleitung: Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist durch seine heterogenen
Charakteristika eine groRe Herausforderung fur eine erfolgreiche antineoplastische
Therapie. Ein bedeutender Einflussfaktor in der Pathogenese st der
CXCL8/CXCL2/CXCR2-Signalweg innerhalb des Chemokin-Netzwerkes, dessen
Aktivierung zu Tumorprogression, Angiogenese und Resistenzentwicklung fuhrt.
Therapieinduzierte Expressionsveranderungen der Signalmolekile konnten dabei
insbesondere unter der Goldstandardtherapie mit Temozolomid (TMZ) beobachtet
werden. Darlber hinaus fuhrte die Blockierung von CXCR2 (intrathekal) im GBM-
Mausmodell zur Tumorregression. Hauptziel dieser Arbeit war es deshalb, zusatzlich zur
TMZ-Monotherapie den Signalweg durch CXCR2-Antagonisierung (SB225002) zu
blockieren, um potenzielle synergistische Effekte zu untersuchen. Aul3erdem wurde die
Effektivitat der systemischen Applikation von SB225002 vor Beginn der
Kombinationstherapie getestet.

Methoden: Die Versuche wurden an einem immunkompetenten GBM-Mausmodell
(C57BL/6N) durchgefuhrt. Nach orthotoper Implantation von syngenen GL261-Zellen
erfolgte die Therapie ab dem 14. Tag fur sieben aufeinanderfolgende Tage. Zunéchst
wurde die systemische Applikation von SB225002 in verschiedenen Dosen (30ugip.,
60pgip.und 200ugip.) getestet. Die Kombinationstherapie wurde anschliel3end in vier
Gruppen untersucht (Kontrolle, TMZ, SB225002 und TMZ+SB225002). Zur Verifizierung
des Tumorwachstums erfolgte die Bildgebung mittels MRT. Zusatzlich wurden
Therapieeffekte mittels Immunfluoreszenzfarbungen und gRT-PCR-Analysen untersucht.
Es wurden das Proliferations- und Apoptoseverhalten, die Tumorvaskularisation und die
Akkumulation von tumorassoziierten Mikroglia und Makrophagen (TAM) untersucht.
DarUber hinaus wurden sowohl Veranderungen in der Genexpression von Cxcl2 und
Cxcr2 als auch des klassischen angiogenen Signalwegs untersucht. Die statistische
Auswertung erfolgte entweder mittels Student’s t-test oder One-way ANOVA mit
Bonferroni-Korrektur (p<0.05).

Ergebnisse: Bei systemischer Applikation von SB225002 wies die 60ugip.-Gruppe mit
43% die grof3te Tumorvolumenreduktion auf, jedoch ohne statistische Signifikanz. Die

Tumorvaskularisation war tendenziell vermindert, wohingegen die TAM-Akkumulation
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unverandert blieb. In den Experimenten zur Kombinationstherapie fuhrte TMZ mit 61%
und TMZ+SB225002 mit 75% zu einer signifikanten Tumorvolumenreduktion (n= 7-8).
Zusatzlich war die Proliferation bei TMZ und TMZ+SB225002 signifikant zur Kontrolle
vermindert. Das Verhaltnis von Apoptose zu Proliferation war nur unter TMZ+SB225002
zugunsten der Apoptose verschoben, wahrend auch die gro3te Tendenz zur Abnahme
der Tumorvaskularisation in dieser Gruppe beobachtet werden konnte. Im Unterschied
dazu war die Akkumulation von TAM unter allen Therapien unveréandert. Die gqRT-PCR-
Analyse zeigte eine signifikante Hochregulation von Cxcr2 im Tumorgewebe, wobei die

Expression durch alle Therapien vermindert wurde.

Schlussfolgerung: Die systemische Applikation von SB225002 war im Vergleich zur
intrathekalen Anwendung aus Vorarbeiten unterlegen. Die Kombinationstherapie zeigte
bei guter Therapievertraglichkeit einen additiven antitumoralen Effekt im Vergleich zur
TMZ-Monotherapie. Der kombinatorische Ansatz ist deshalb vielversprechend und sollte

in einem langeren Beobachtungsintervall weiter untersucht werden.

1.2 Abstract (english)

Introduction: Glioblastoma multiforme (GBM) is a major challenge for successful
antineoplastic therapies due to its heterogeneous characteristics. The chemokine
signalling pathway CXCL8/CXCL2/CXCR2 has been identified to play a crucial role in
GBM pathogenesis. Its activation promotes tumor progression, angiogenesis and
development of resistance. Additionally, therapy with temozolomide (TMZ) induces
modification of this pathway during the development of resistance. Intrathecal CXCR2
antagonization has already been shown to reduce tumor progression. Thus, the aim of
this study was to inhibit the pathway (SB225002) in addition to TMZ therapy to investigate
potential synergistic effects. The effectiveness of the systemic application of SB225002

was also tested before the start of combinational experiments.

Methods: An immunocompetent GBM mouse model (C57BL/6N) was used. After
orthotopic inoculation of syngeneic GL261 cells, therapy was conducted for 7 consecutive
days starting from day 14. First, the systemic application of SB225002 was tested in
different doses (30ugip., 60ugip.und 200ugip). Second, the combination therapy was
investigated using four groups (Control, TMZ, SB225002, TMZ+SB225002). MRI imaging
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was performed to assess tumor growth. For analysis of therapy induced effects,
immunofluorescence staining and qRT-PCR were performed with focus on proliferation,
apoptosis, tumor vascularization and the accumulation of tumor-associated microglia and
macrophages (TAM). Furthermore, changes in the gene expression of Cxcl2 and Cxcr2
as well as the classic angiogenic signalling pathway were investigated. The statistical
analysis was conducted using either student's t-test or one-way ANOVA with Bonferroni

correction (p<0.05).

Results: The greatest tumor volume reduction with systemic application of SB225002
was observed with 60ugip. (43%), but without reaching a significant level. Tumor
vascularization tended to decrease, whereas the TAM accumulation was unaltered. In
the combinational approach tumor volume was significantly reduced with TMZ (61%) and
TMZ+SB225002 (75%) (n=7-8 per group). TMZ and TMZ+SB225002 significantly
reduced proliferation compared to the control group. Additionally, TMZ+SB225002 led to
a shift of the apoptosis/proliferation ratio in favor of apoptosis with the greatest tendency
of reduction of tumor vascularization. In contrast, the accumulation of TAM was not
affected by any therapy. The gRT-PCR analysis showed a significant upregulation of

CXCR2 in the tumor tissue which was reduced by all therapies.

Conclusion: The systemic application of SB225002 failed to achieve a comparable effect
to intrathecal administration as shown in a previous study. The combination therapy was
well tolerated and showed an additive antitumor effect compared to TMZ monotherapy.
Therefore, the promising combinational approach should be investigated in a longer
observation period.
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2 Einleitung

2.1 Glioblastoma multiforme

Das Glioblastoma multiforme (GBM) gehort zu der Gruppe der Gliome. Gliome sind
hirneigene neuroepitheliale Tumore und machen einen Anteil von 26% aller Hirntumore
aus (1). Die Einteilung erfolgt nach WHO in vier Grade (2, 3). Das GBM wird als
aggressivster und todlichster hirneigene Tumor dem Grad IV zugeordnet (2, 3). Der Anteil
an neudiagnostizierten GBM von allen Gliomen wird auf 77% geschatzt, sodass es unter
den Gliomen auch die haufigste Entitat der hirneigenen Tumore darstellt (4). Anhand des
IDH (Isocitrat-Dehydrogenase)-Status lasst sich die Entstehung des GBM ableiten (4, 5).
Dieses ist entweder de novo entstanden und besitzt einen IDH-Wildtyp oder entsteht
sekundéar aus geringgradigeren Astrozytomen und ist IDH-mutiert (2-4). Ein mutierter
IDH-Status ist mit einem verlangerten Uberleben assoziiert ist, lasst sich aber nur in 7%
neudiagnostizierten Gliome finden (4). Der grof3te Anteil mit 71% besitzt einen IDH-
Wildtyp (4).

Die Inzidenz wird in der Literatur, je nach Regionalitat, zwischen 0,59-3,69/100.000
angegeben, wobei das durchschnittliche Erkrankungsalter bei 64 Jahren liegt und
Manner haufiger als Frauen betroffen sind (6, 7). Trotz bestmdglicher Behandlung betragt
die medianen Uberlebenszeit nach Diagnosestellung aktuell nur 15-20,9 Monate (4, 8-
11). Die Uberlebensrate nach 5 Jahren betragt 5,5% (6).

Das GBM zeichnet sich durch besondere histologische Charakteristika aus, durch die es
sich von geringgradigeren Gliomen abgrenzen lasst. Dazu gehdren insbesondere
Nekroseareale sowie eine ausgepragte Gefal3proliferation (3, 12). Als weitere allgemeine
Malignitatskriterien sind eine hohe Invasivitat und Mitoserate, eine ausgepréagte
Kernpolymorphie sowie palisadenartige Zellanordnungen, die einen Migrationswall
bilden, zu nennen (3, 5, 13). Das GBM bildet ein spezifisches Tumormikromilieu, das
sowohl fur die Entwicklung und Ausbreitung als auch fiir die Resistenzentwicklung des
GBM eine entscheidende Rolle spielt (14). Es ist ein komplexes Zusammenspiel
verschiedenster Zellen, die entweder einen tumorférdernden oder einen
tumorhemmenden Einfluss haben (14). Das Tumormikromilieu setzt sich aus zellularen
Bestandteilen (u.a. Tumorstammzellen, Astrozyten, Immunzellen, Bindegewebszellen,
Endothelzellen, Perizyten) sowie Extrazellularmatrix und l6slichen Molekilen zusammen,
die die optimalen Bedingungen fir die Tumoretablierung und -erhaltung schaffen (14).
Das GBM besitzt eine geringe extrakranielle Metastasierungsrate von nur 0,5% (14).

Nichtsdestotrotz breitet es sich intrakraniell invasiv entlang der perivaskularen Nische
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sowie entlang der Axone bis auf die kontralaterale Seite aus (14). Diese aggressiven
Eigenschaften sind eine Herausforderung fir die Entwicklung von erfolgreichen

Therapien.

2.1.1 Aktueller Therapiestandard in der Behandlung des GBM

Aktueller Goldstandard in der Priméartherapie des GBM ist die chirurgische Resektion des
Tumors mit anschlieBender Radiochemotherapie (8). Das Ausmald der Resektion
korreliert positiv mit dem Uberleben, das sich bei einer Resektion von 78-98% deutlich
verbessert (15, 16). Es wird sogar ein zusatzlicher Uberlebensvorteil erwartet, wenn das
Ausmal’ der Resektion tiber die Tumorgrenzen hinaus erfolgt (16). Nichtsdestotrotz bleibt
die operative Resektion durch angrenzende eloquente Gehirnareale limitiert. Mit der
Einfuhrung des Stupp-Schemas, das die zusétzliche Gabe von Temozolomid (TMZ) zur
Radiotherapie etablierte, konnte das mediane Uberleben von 12,1 auf 14,6 Monate
verlangert werden (8). Die konkomitante Radiochemotherapie besteht aus fraktionierter
Bestrahlung mit einer Gesamtdosis von 60 Gy tiber 6 Wochen (2Gy pro Tag, 5 Tage pro
Woche) und taglicher Gabe von TMZ (75mg/m2/KO(Kdérperoberflache)). Die adjuvante
TMZ-Therapie erfolgt danach in sechs Zyklen. Ein Zyklus beinhaltet 150-200mg/m2/KO
TMZ in funf Tagen in einem Zeitraum von 28 Tagen (8).

2.1.2 Herausforderungen in der Behandlung des GBM und alternative
Therapieanséatze

Durch die ausgepréagte inter- und intratumorale Heterogenitat des GBM, die sich durch
unterschiedliche Mutationen und veranderter Signalwege zeigt, war die Entwicklung einer
heilenden Therapie bis heute unmdéglich (17-21). Einheitliche Therapiestrategien, die sich
auf einzelne Angriffspunkte beziehen, sind deshalb nicht zielfihrend (18). Weitere
Hurden sind Immunevasionsstrategien des Tumors sowie der erschwerte
pharmakologische Zugang uber die Bluthirnschranke (18, 22). Nicht zuletzt stellt auch die
ausgepragte Angiogenese im GBM eine Herausforderung dar (12, 23).

Uber die Goldstandardtherapie hinaus gibt es deshalb eine Vielzahl von neuen
therapeutischen Ansatzen, die auf unterschiedlichen Mechanismen beruhen. Fir
sogenannte Tumor Treating Fields, Bevacizumab und Immuntherapien wurde in Studien

die langste mediane Uberlebenszeit bestimmt (24).
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Tumor Treating Fields (TTF) wird bereits in Kombination bei der Primarbehandlung
eingesetzt und fuhrt zu einer Verlangerung des medianen Uberlebens auf 20,7 Monate
nach Diagnosestellung (24). TTF wurde im Mérz 2020 zur Kostenubernahme durch die
Krankenkassen in Deutschland zugelassen (25). Die Funktionsweise von TTF beruht auf
Elektroden, die auf der rasierten Kopfhaut angebracht werden und Wechselstromfelder
mit einer Frequenz von 200kHz erzeugen (26). Dadurch werden entscheidende
Mitoseschritte gestort und folglich das GBM in seinem Wachstum behindert (26). Trotz
des nebenwirkungsarmen Profils ist die Lebensqualitéat der Patienten*innen durch eine
minimale Tragezeit von 18h pro Tag eingeschrankt, was in einer verminderten
Compliance resultiert (26). Dies hat zur Folge, dass dieser Therapieansatz nicht fur alle
Patienten*innen geeignet ist und auch nicht grof3flachig als Standard eingesetzt werden
kann.

Bevacizumab ist ein VEGF-Antikdrper (27). Durch Blockade des im GBM hochregulierten
klassischen angiogenen VEGF-Signalwegs wird die Neovaskularisation im Tumor, die
die Grundvoraussetzung fir eine ausreichende Nahrstoffversorgung ist, gehemmt (23,
27). AulRerdem wirkt sich die Gefal3normalisierung auf eine bessere Verteilung von
Chemotherapeutika innerhalb des Tumors sowie auf die Reduktion der peritumoralen
Odems aus (23). Bevacizumab wird zur Therapie des rezidivierenden GBM eingesetzt
und fuhrt zu einer Verlangerung des progressionsfreien Intervalls, nicht aber zu einem
verlangerten Uberleben (24). Auch andere antiangiogene Therapien, die nicht auf VEGF
abzielen, konnten bisher keinen Uberlebensvorteil nachweisen (23).

GBM-Tumorzellen sind durch die Lokalisation hinter der Bluthirnschranke und den
immunsuppressiven Eigenschaften des Tumormikromilieus nur schwer fur die
korpereigene Tumorbekampfung durch das Immunsystem zuganglich (17, 28, 29).
Immuntherapien versuchen deshalb, Tumorzellen wieder ,erkennbar” zu machen. Zu den
wichtigsten Strategien gehort die Unterbrechung von Evasionsmechanismen des Tumors
durch antikdrpervermittelte Blockade des PD-1/PD-L1-Signalwegs (30). T-Zellen
besitzen den PD-1 Rezeptor und Tumorzellen den PD-L1 Ligand, durch die bei Bindung
keine Immunantwort gegen Tumorzellen ausgelést werden kann (30). Eine weitere
Strategie ist durch Impfung von tumorspezifischen Oberflachenmolekilen, eine gegen
diese Zellen gerichtete Immunantwort auszulésen (30). Ein &hnlicher Ansatz wird bei der
CAR-T-Zell-Therapie (chimére Antigenrezeptor-T-Zellen) verfolgt. Das Prinzip beruht
darauf, korpereigene T-Zellen zu entnehmen und gentechnologisch so zu veréndern,

dass sie sich gegen GBM-spezifische Oberflachenmolekiile (EGFRvIII oder IL-13Ra2)
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richten (30). Immuntherapien sind aussichtsreiche Ansatze, fir die insbesondere in der
Anwendung als Kombinationstherapie Erfolge erwartet werden (24, 30, 31).
Nichtsdestotrotz befinden sich diese noch in der Friilhphase der Entwicklung, sodass der
klinische Nutzen erst im Rahmen der laufenden Studien analysiert werden muss.

Trotz Anwendung der Goldstandardtherapie mit TMZ und alternativen Therapieansatzen
kommt es bei GBM-Patienten*innen innerhalb kurzer Zeit zu der Entwicklung von
Resistenzen mit Rezidiven oder lokalem Progress, weshalb nach wie vor ein grof3er

Forschungsbedarf fur weitere therapeutische Ansatze vorhanden ist (32).

2.1.3 Limitationen und Mechanismen der Resistenzentwicklung unter der
Goldstandardtherapie mit TMZ

Uber die letzten Jahre konnten Mechanismen identifiziert werden, die die Entwicklung
von Resistenzen unter der Goldstandardtherapie mit TMZ férdern. Temozolomid (4-
Methyl-5-0x0-2,3,4,6,8-pentazabicyclo[4.3.0]nona-2,7,9-trien-9-carboxamid)  ist ein
alkylierendes Chemotherapeutikum. Durch Methylierung, vorrangig der Base Guanin,
werden DNA-Strangbriiche induziert bzw. Replikationsvorgange gestoért, was konsekutiv
zu apoptotischen Zellvorgangen fihrt (24). Die zu Beginn der Therapie gute DNA-
destabilisierende Wirkweise fiihrt jedoch zu einer Selektion von Zell-Subpopulationen,
die dem Therapiestress widerstehen konnten (33). Diese zeichnen sich durch
therapieinduzierte genetische und phanotypische Heterogenitat aus, die als primarer
Grund fur tumorférdernde Eigenschaften von Krebsstammzellen angesehen wurden (34).
Der andauernde Therapiestress unter TMZ fihrt durch Selektionsprozesse zur
Tumorevolution, sodass sogar die Entwicklung zu hohergradigen Tumoren induziert
werden kann (34). Dies wird unter anderem durch TMZ-induzierte mutagene
Modifikationen des Genoms erklart (20). Es entstehen sogenannte ,Hypermutatoren®, die
zu einer Destabilisierung der DNA-Struktur fuhren und wiederrum neue Mutationen
produzieren (24, 30, 31). Zu den Resistenzmechanismen zahlen auch Mismatch-
Reparaturgene, darunter insbesondere MGMT (O8-Methylguanin-DNA
Methyltransferase), die TMZ-induzierte Methylierungen der DNA umgehend reparieren
und so die TMZ-Toxizitdt abschwachen (35). Auch die Aktivierung von Autophagie-
Prozessen durch TMZ wirkt sich protektiv auf die einzelne Zelle aus, da unwichtige
Proteine degradiert und abgebaut werden, die fiir das Uberleben nicht zweckdienlich sind
(35).
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Einer der wichtigsten Treiber von Therapieresistenzen sind Tumorstammzellen, die
unempfindlich gegentiber TMZ und Radiotherapie sind (18). Sie befinden sich in schwer
zuganglichen Nischen, wo sie ihr Proliferations- und Differenzierungspotential erhalten
konnen (36). Hasan et al. untersuchten die Adaptation an den therapeutischen Stress
durch TMZ an Glioma-initierenden Zellen, die weit gefasst Gliomastammzellen bzw.
Zellen mit Stammzelleigenschaften darstellen und Rezidive initiieren (37). Er beschrieb
den Prozess als zellulare Plastizitat, die entscheidend fir die Resistenzentwicklung ist
(37). Als ein bedeutender Regulator der Adaptation wurde der Interleukin-8 (IL8, synonym
CXCLB8)-Signalweg innerhalb des Chemokin-Netzwerkes identifiziert (37). TMZ erhdhte
zeitabhangig sowohl die CXCL8-Genexpression als auch die Expression der
Zielrezeptoren CXCR2 und CXCR1 (38). Umgekehrt fuhrte ein CXCL8-Knockdown zu
einer erhohten TMZ-Sensitivitat und konsekutiv zu einem verlangerten Uberleben (38).
Eine weitere Arbeit zu dem Einfluss von TMZ auf das Chemokin-Netzwerk wurde von
Bruyere et al. publiziert (38). Diese Arbeit zeigte ebenfalls, dass es unter TMZ-Wirkung
zu Veranderungen des CXCL8/CXCL2/CXCR2-Signalwegs kommt (38). Die
Langzeittherapie mit TMZ fuhrte bei GBM-Zellen astroglialen Ursprungs zur erhéhten
Expression und Sekretion von CXCL2 und CXCLS8 in vitro (38). AuRerdem flihrte die in
vitro Prakonditionierung von Tumorzellen durch TMZ zu einer reduzierten TMZ-
Wirksamkeit in vivo (38).

Aufgrund der einflussreichen Rolle des Signalwegs in der TMZ-induzierten
Resistenzentwicklung ist die Blockade des CXCL8/CXCL2/CXCR2-Signalwegs ein
maoglicher Ansatzpunkt fir neue Therapiestrategien. Wahrend der Fokus in der humanen
GBM-Forschung insbesondere auf dem Liganden CXCL8 liegt, muss an dieser Stelle
vorwegnehmend ergénzt werden, dass in der Maus kein CXCL8 exprimiert wird (39). In
der experimentellen Forschung an Mausen konnte CXCL2 identifiziert werden, das als
homolog zum humanen CXCL8 angenommen werden kann (40). Der theoretische
Hintergrund dieser Arbeit wird deshalb vorrangig anhand von CXCL8 erlautert, wahrend

sich der experimentelle Teil am GBM-Mausmodell auf CXCL2 bezieht.

2.2 Chemokin-Netzwerke in der Pathogenese des GBM

2.2.1 Der CXCL8/CXCL2/CXCR2-Sighalweg und seine Relevanz im GBM
Das inflammatorische Tumormikromilieu hat in der Pathogenese des GBM eine

bedeutende Funktion in der Aufrechterhaltung und Progression des Tumors (14, 41-43).
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Im Unterschied zu anderen Tumorentitdten induziert das GBM selbst die assoziierte
Entzindungsreaktion und entsteht nicht aus einer vorbestehenden chronischen
Entzindung (42). Die inflammatorischen Interaktionsprozesse werden vorrangig durch
Chemokine wie das bereits erwahnte Chemokin CXCL8 und CXCL2, vermittelt (39).
Ursprunglich wurden Chemokine bekannt durch ihre Funktion als Signalmolektile zur
Chemotaxis, also der Anlockung von Immunzellen entlang eines
Konzentrationsgradienten (39). Chemokine sind somit chemotaktische Zytokine und
gehdren zu einer grol3en Gruppe sekretierter kleiner Signalmolekile, die in vier
Untergruppen - CC, CXC, CX3C, CX — unterteilt werden kénnen (39). Innerhalb des
Tumormikromilieus bilden Chemokine und ihre Zielrezeptoren ein Netzwerk, durch das
neben der physiologischen immunologischen Funktion auch tumorférdernde
Eigenschaften direkt oder indirekt vermittelt werden (44, 45). Durch den Einfluss auf das
Tumorwachstum, die Vaskularisation, die Invasion sowie die Resistenzentwicklung
gegenuber Chemotherapeutika, ist die Bedeutung von Chemokin-Netzwerken fir die
Tumorgenese unumstritten (43, 44, 46-48).

CXCR2 gehort zu der gro3en Familie der G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren (GPCR),
genauer zu der Klasse der Rhodopsin-ahnlichen Rezeptoren, und besitzt wie alle GPCR
sieben transmembrane Domanen, durch die er auf der Zelloberflache verankert ist (39,
49). Davon befindet sich das N-terminale Ende mit drei Loops extrazellular und das C-
terminale Ende mit vier Loops intrazellular (50). Seine Struktur ist zu 78% identisch mit
CXCR1, wobei CXCR2 im Vergleich zu CXCR1 eine hdéhere Anzahl an Liganden bindet
(49). Inshesondere hat CXCR2 ein hdhere Affinitat zu proangiogenen Liganden, die durch
ihre charakteristische Aminosaurenabfolge Glu-Leu-Arg eine verstarkt Angiogenese an
den Effektorzellen fordern (49). CXCR2 wird nicht nur durch unterschiedliche Liganden,
CXCL1, 2, 3, 5, 6, 7 und 8 angesteuert, sondern aktiviert auch unterschiedliche
intrazellulare Signalwege (50, 51). Unter den Liganden des CXCR2-Rezeptors ist CXCL8
ein wissenschaftlich gut beschriebener Agonist. Dieser wird durch Stimuli, die im
Zusammenhang von Entziindungsprozessen oder der Tumorgenese entstehen,
hochreguliert, aber nicht oder kaum im gesunden Mikromilieu exprimiert (52).
Untersuchungen an humanen GBM-Gewebeproben zeigten, dass CXCL8 mit einer mehr
als vierfach erhdhten Expression im GBM hochreguliert ist (53). Im Vergleich mit anderen
Datenbanken war CXCL8 eines der haufigsten hochregulierten Chemokine, die eine
Uberexpression im GBM zeigten (53). Neben CXCL8 konnte auch fir CXCL2 eine

Uberexpression in humanen Gewebeproben beobachtet werden (54). Bei detaillierteren

17



Tumorgenom (TCGA)-Analysen korrelierte dariber hinaus sowohl die Expression von
CXCL8 als auch die von CXCL2 negativ mit dem Gesamtiberleben (54). Die mit der
Uberexpression einhergehende Verschlechterung der Prognose bezogen auf das
Gesamtuberleben bestatigt eindricklich die Relevanz in der Pathogenese des GBM (54-
56). Analog zum Liganden CXCL8 konnte der Einfluss auf relevante Endpunkte auch fur
seinen Rezeptor CXCR2 nachgewiesen werden. So korreliert eine alters- und
geschlechtsunabh&ngige Uberexpression fiir CXCR2 im Vergleich zu normalem Gewebe
mit dem Schweregrad und der Rezidivhaufigkeit des GBM (57). Korkolopoulou et al. und
Angara et al. beschrieben sowohl fur die Expression von CXCLS8 als auch die von CXCR2

ein verkirztes Gesamtiuberleben (58, 59).

2.2.2 Die Quelle von CXCL8 und CXCL2 und die Rolle der TAM im
Tumormikromilieu
Neben Tumorzellen konnten auch TAM (synonym und gliomspezifisch auch unter
Glioma-assoziierte Mikroglia und Makrophagen zu finden) als eine Hauptquelle fir die
Chemokine CXCL8 und CXCL2 identifiziert werden (42, 46, 49, 60-62). TAM werden
durch sekretierte Chemokine und Botenstoffe aus Tumorzellen rekrutiert und nehmen
innerhalb des Tumormikromilieus eine zentrale Rolle in der Aufrechterhaltung des
inflammatorischen Milieus und der Tumorprogression ein (42, 62-64). Sie bilden mit circa
einem Drittel und mehr einen grof3en Anteil der Gesamttumormasse (65, 66). Hauptanteil
dieser Zellpopulation sind vorwiegend aktivierte ortstandige Mikroglia (67). Im Kontext
der GBM-Pathogenese befinden sich TAM vorwiegend im sogenannten M2-Phéanotyp,
der im Gegensatz zum M1-Phénotyp einen tumorférdernden und immunsuppressiven
Einfluss auf das Tumormikromilieu ausibt (64-66, 68). Ein weiterer Hinweis fur die
Bedeutung dieser Immunzellpopulation ist die Korrelation der TAM-Akkumulation mit dem
Schweregrad des Tumors und der CXCL8-Expression (61, 69). Aul3erdem lasst sich
anhand des Anteils der sich im M2-Phanotyp befindlichen TAM die Prognose in Bezug
auf das Uberleben der Patienten abschatzen. Dieses ist umso schlechter, je mehr TAM

im M2-Phéanotyp vorzufinden sind (68).

2.2.3 Intrazellulare Signalkaskaden des CXCR2-Rezeptors
Die Bindung der Liganden CXCL8 und CXCL2 an CXCR2 |ost tumorfordernde Effekte
aus, die durch unterschiedliche intrazellulare Signalkaskaden vermittelt werden (50, 70,
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71). Eine der wichtigsten Downstream-Kaskaden ist PI3K/Akt (synonym
Phosphatidylinositol-3-Kinase/Proteinkinase B), die sehr haufig im Rahmen der
Karzinogenese verandert ist (50). Die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalwegs fordert die
Proliferation von Tumorzellen und deren Uberleben, die Angiogenese, die Motilitat und
die Migration (50). Dartiber hinaus ist die Aktivierung von PI3K ein Hauptibermittler zur
Aktivierung des konservierten MAPK-Signalwegs, der eine wichtige Funktion bei der
Regulierung der Proliferation und dem Uberleben der Zelle einnimmt (70, 71).

Des Weiteren fiuhrt die CXCR2-Rezeptoraktivierung zur Phosphorylierung und damit zur
Aktivierung von Phospholipase C. Das fihrt in nachgeschalteten Reaktionen unter
anderem zu einer Veranderung der intrazellularen Calciumkonzentration, die in
Konformationsanderungen des Zytoskeletts resultiert und dadurch Migrationsprozesse
auslost (70). Die Aktivierung von Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen und Rho-GTPasen
hingegen fihrt sowohl zu Proliferationsvorgangen als auch zu einer Induktion von
Chemoresistenz (70).

Auch auf Ebene der Regulation von Transkription und Proteinexpression konnte nach
CXCR2-Aktivierung eine erhohte transkriptionelle Aktivitat festgestellt werden, durch die
die Expression von Chemokinen und Zytokinen, darunter auch CXCL2 und CXCLS,
beeinflusst wird (50). Durch die vermittelte Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie
E2F und NF-kB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) wird
daruber hinaus auch die Transkription verschiedener Gene, die fur Zellzyklus, Invasion,

Apoptose, Angiogenese und Migration verantwortlich sind, beeinflusst (70, 71).

2.2.4 Auswirkung der Aktivierung des CXCL8/CXCL2/CXCR2-Signalwegs auf
Proliferation, Vaskularisation und Migration

Der CXCL8/CXCL2/CXCR2-Signalweg vermittelt tber die Aktivierung von CXCR2
tumorfordernde Effekte. Diese sind in Abbildung 1 schematisch dargestellt und werden
im Folgenden detailliert erlautert.

Die Aktivierung des Rezeptors erfolgt para- und autokrin in unterschiedlichen
Kompartimenten des Tumors (49, 53, 55). Die proliferationsférdernde Wirkung wird direkt
an der Tumorzelle vermittelt, wahrend der Signalweg in der perivaskularen Nische zu
Gefallneubildung fuhrt (41, 55, 56, 59). Infanger et al. beschreiben des Weiteren den

positiven Einfluss von CXCL8 auf die Migration und das Wachstum von
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Tumorstammzellen sowie die wechselseitige Beeinflussung von Endothelzellen, bei
denen nach Stimulation eine CXCL8-Hochregulation beobachtet werden konnte (72).

Im Rahmen der Angiogenese kommt es durch CXCR2-Aktivierung zu einer Erhéhung der
Permeabilitdt von Hirnendothelzellen, was wiederum die Bildung neuer Gefal3e und
Odeme beginstigt und die pharmakologische Erreichbarkeit des Tumors erschwert (73).
Insbesondere TAM haben durch die rdumliche Nahe in der perivaskularen Nische durch
Sekretion von CXCL2 einen besonderen Einfluss auf die Angiogenese (62). CXCL2 wirkt
proliferativ und im Vergleich zu VEGF sehr potent auf die Gefal3neubildung ein (54, 62).
Die Auswirkung auf die Gefal3neubildung wurde in vitro an Hirnendothelzellen verglichen,
wobei sich CXCL2 mindestens vergleichbar potent oder potenter zeigte (54, 62). Angara
et al. zeigte als Erganzung dazu, dass CXCR2-positive Tumorzellen insbesondere
perivaskular zu finden sind (59). Diese tragen mal3geblich zur Entstehung des
sogenannten Vaskularen Mimikry (VM) bei (59). VM beschreibt fragile gefal3ahnliche
Strukturen, die nicht von Endothelzellen gebildet werden, aber ebenfalls zur nutritiven
Versorgung des Tumors beitragen (74, 75). Die Auspragung des VM Kkorreliert nicht nur
mit dem Schweregrad des Tumors, sondern ist auch ein negativer Prognosefaktor fur
GBM Patienten*innen (74, 76). Fur die Bildung von VM im GBM sind Tumorzellen
verantwortlich, die in Folge der Stimulation iber CXCR2 endothelzellartige Eigenschaften
annehmen (59).

Ein weiteres Kompartiment, in dem sich vermehrt CXCL8 und CXCR2 nachweisen lassen
sind Regionen, die sich randstdndig zu Nekrosearealen befinden und
Pseudopalisadenzellen enthalten (49, 55, 58, 77). Es wird vermutet, dass die Expression
in diesen Arealen durch Hypoxie vermittelt wird und von nekrotischen Zellen ausgeht,
wodurch Invasions- und Migrationsprozesse begunstigt werden (49, 56, 58, 77). Die
Mobilisation der Zellen hinzu infiltrierenden Zellpopulationen wird dabei durch den
Mechanismus der epithelial-mesenchymalen Transition ermdglicht. Die Initiation erfolgt
ebenfalls durch Uberexpression von CXCL8 (56). Erganzend konnte durch Blockierung
der Rezeptorebene (CXCR2 bzw. CXCR1 und CXCR2) die Migrations- und

Invasionsaktivitdt von Tumorzellen gehemmt werden (55, 57).

20



Abbildung 1: Die Rolle des CXCL8/CXCL2/CXCR2-Signalwegs im GBM.

Die Abbildung zeigt eine vereinfachte Darstellung der Wirkmechanismen des CXCL8/CXCL2/CXCR2-
Signalwegs. Wahrend im humanen CXCL8 und CXCL2 als Liganden vorhanden sind, exprimieren Mause
kein CXCL8. Stattdessen wurde CXCL2 als Maushomolog zu CXCLS8 identifiziert, welches gleichermal3en
in der Lage ist, CXCR2 zu binden und zu aktivieren. Die Aktivierung des CXCR2-Rezeptors fuhrt zu
tumorférdernden Prozessen wie Angiogenese, Proliferation, Invasion und Migration, wodurch das Potential
der Blockade des Signalwegs in der Entwicklung von neuen Therapien deutlich wird. Die Abbildung wurde
mit biorender.com erstellt.

2.2.5 Das Potential der Blockierung des CXCL8/CXCL2/CXCR2-Signalwegs

Aufgrund der in den vorangegangenen Abschnitten dargestellten Schlusselrolle des
CXCL8/CXCL2/CXCR2-Signalwegs innerhalb tumorigen verdnderter Chemokin-
Netzwerke wird die Inhibierung und damit die Reduktion der Aktivierung als
vielversprechendes Therapieziel erforscht. Fir verschiedene Tumorentitdten und
inflammatorische Erkrankungen gibt es bereits CXCR2-Antagonisten, die in klinischen
Studien getestet werden (78, 79). Fur das GBM gibt es bisher nur tierexperimentelle
Untersuchungen zur Wirkung der Blockierung des CXCL2/CXCR2-Signalwegs. Die
Inhibierung des Signalwegs erfolgte dabei auf unterschiedliche Weise. In
vorangegangenen Studien unserer Arbeitsgruppe konnte im Mausmodell die Wirksamkeit

der lokalen Anwendung eines CXCR2-Antikdrpers mit konsekutiv reduziertem

21



Tumorvolumen in der Tumorinitierungsphase nachgewiesen werden (62). Die
Applikation von Antikdrpern zur Behandlung von intraparenchymatdsen Hirntumoren ist
jedoch eine Herausforderung, da die Passierbarkeit Uber die Bluthirnschranke bei
systemischer Gabe aufgrund der Grof3e und Eigenschaften der Antikorper erschwert ist
und eine ausreichende Konzentration in situ selten erreicht wird (80). Eine Alternative ist
deshalb die Verwendung von kleineren Molekilen (englisch ,small-molecule®). In
vorangegangenen Studien unserer und anderer Arbeitsgruppen wurde dabei SB225002
((N-(2-Bromophenyl)-N'-(2-hydroxy-4-nitrophenyl)urea)), ein selektiver, Nicht-peptid
small-molecule CXCR2-Antagonist, verwendet (59, 81, 82). SB225002 hat eine tber 150-
fach hohere Affinitat zu CXCR2 im Vergleich zu CXCR1 (82). In tierexperimentellen
Studien unserer Arbeitsgruppe wurde bei lokaler intrathekaler Applikation ein reduziertes
Tumorvolumen, eine Reduktion der TAM-Akkumulation und eine geringere Gefaldanzahl
beobachtet (81). Angara et al. zeigten auRerdem, dass SB225002 CXCR2+ (CXCR2-
positive) Subpopulationen reduziert und damit die Entstehung von VM hemmen kann
(59). Ebenfalls konnte das Aussprossen von humanen Endothelzellen unter SB225002
Therapie in vitro reduziert werden (54).

Weitere Mdglichkeiten, um im experimentellen Kontext die Auswirkung der Blockierung
des Signalwegs zu erforschen, sind siRNA bzw. shRNA-basierte CXCR2-Knockout-
Ansatze (59, 72). Hierdurch konnte ebenfalls eine Tumorvolumenreduktion erreicht
werden (59, 72).

Durch die antitumorale Wirkung der Blockade des CXCL8/CXCL2/CXCR2-Signalwegs
demonstrieren diese Ergebnisse einen vielversprechenden Ansatz in der Erforschung

neuer Therapiemdglichkeiten in der Behandlung des GBM.
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2.3 Zielsetzung der Arbeit

Wie in den vorangegangenen Kapiteln erlautert, spielen Veranderungen des Chemokin-
Netzwerkes, genauer die Hochregulation des CXCL8/CXCL2/CXCR2-Signalwegs eine
entscheidende Rolle in der Aufrechterhaltung, Progression und Rezidiventstehung des
GBM. Insbesondere die im Rahmen der TMZ-Therapie induzierten Veranderungen des
Signalwegs stellen einen Angriffspunkt dar, um die Wirksamkeit der Standardtherapie
durch Blockade von CXCR2 zu verbessern. Die Arbeit gliederte sich in zwei
Versuchsabschnitte. Der erste Versuchsabschnitt sollte vor dem Hintergrund eines
translationalen Ansatzes klaren, ob

1) die systemische Applikation des CXCR2-Antagonisten SB225002
vergleichbar effektiv wie die lokale Applikation Gber einen intrathekal platzierten
Katheter ist.

Der zweite Versuchsabschnittes sollte untersuchen, ob

2) die Kombination des CXCR2-Antagonisten SB225002 mit dem
Standardtherapeutikum TMZ zu einer Verstarkung der antitumoralen Antwort im
Vergleich zu den jeweiligen Monotherapien fihrt.
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3 Material und Methodik

3.1 Auflistung von Materialien, Geraten und Software

3.1.1 Materialliste

Tabelle 1: Ubersicht verwendeter Materialien

Bezeichnung

Besonderheiten

Hersteller

384-Well PlatteMicroAmp Optical Reaction

plate

Abdeckfolie, MicroAmp Optical Adhesive
Film

Alexa Fluor® 647-conjugated donkey anti
rabbit, 711-605-152

Alexa Fluor® 647-conjugated Donkey
Anti-Goat 1gG, 705-605-147

ApopTag® Red In Situ Apoptosis
Detection Kit, S7165

Aqua ad iniectabilia

Bepanthen Augensalbe

Casein 0,5%/1%

Combitips advanced fir Mulitpipette
Cyanacrylatklebstoff Contact Pen-System
CyTM3 donkey anti-rat, 712-165-153
D(+)-Saccharose

DAKO Pen

DAPI Mounting Medium

Deckglaser

DMEM

DMSO

Einfrierldsung

Ethanol

FCS

FITC-Lectin

Gadolinum (Magnevist)

Gelatine

5g/10g Casein in 1l
PBS

Dulbecco’s Modified
Eagle Medium +
D-Glucose +
L-Glutamine +
Pyruvate

Dimethyl Sulfoxide
DMSO+FCS (1:10)

Fetales Kalberserum

Aus Kaltwasserfisch-
Haut
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Applied Biosystems

Applied Biosystems

Jackson ImmunoResearch

Jackson ImmunoResearch

Merck Millipore

B/Braun
Bayer

Sigma Life Science

Eppendorf

Weicon

Jackson ImmunoResearch
Carl Roth

DAKO Agilent

Dianova

Carl Roth, Karlsruhe

Gibco by life technologies

Sigma Aldrich

Merck Millipore
PAA Laboratories
Vector Laboratories
Bayer AG

Sigma Life Science



GentleMacs M Tubes

Goat anti CXCL2, AF-452-NA
Hamilton 1pl Spritze
Isoflurane

Kanilen (Sterican)

Ketamin 10%

Kryotubes

Microfilter Millex - GV 0.22um
Mini-osmotic Pump (2001)

Nahrmedium

Nahtmaterial

Natriumchlorid 0,9%
Neubauer Zdhlkammer
Paracetamol Infusionslésung
Paracetamol, ben-u-ron Saft
Paraformaldehyd

PBS Tabletten, unsteril

PBS, steril, Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline
PCR Primer

Penicillin G

Penicillin/Streptomycin
Pipettenspitzen

Pipettenspitzen mit Filter (Biosphere Filter
Tips)

PrimeScript RT reagent Kit with gDNA
Eraser, RRO47A

Rabbit anti-CXCR2, ab14935

Rabbit anti-lbal, 019-19741

Rabbit anti-K167, RM-9106-S1

Rat anti-CD31, 550274

RNAse freies steriles destilliertes H20
RNeasy mini Kit

Saccharose Losung 10%/20%/30%

23G, 25G, 266G, 27G,
30G

DMEM+ 10% FCS +
1%
Penicillin/Streptomycin
Fadenstarke 4-0

Aufgeldst in
destilliertem H20
Dulbecco’s Phosphate

Buffered Saline

Benzylpenicillin-

Natrium

10g/20g/30g in 100ml
PBS
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Miltenyi Biotec
R&D Systems
Carl Roth

CP Pharma
B/Braun

WDT
Thermo Scientific
Merk Millipore Ltd.
Alzet

Ethicon

B/Braun

Brand

B/Braun

Bene Arzneimittel
Sigma Aldrich

Gibco by life technologies

Gibco by life technologies

TIB Molbiol

Infectopharm

PAA Laboratories
Falkon
Sarstedt

TaKaRa

Abcam
WAKO
Thermo Scientific
BD Pharmingen™
Qiagen
Qiagen



SB225002

Schlauchmaterial, Brain Infusion Kit 3
Spritzen

3-Mercapto-ethanol

SuperFrost Plus Objekttrager

SYBR Premix Ex Tag, RR420A
Temodal, TMZ

Tissue-Tek

Triton

Trypan Blau (0,4%)

Trypsin

Tubes 50ml

Xylazin (Xylavet 20mg/ml)
Xylocain Gel 2%
Zellkulturflaschen 75cm?2

N-(2-Hydroxy-4-

itrophenyl)- N'-(2-

bromophenyl)urea

Temozolomid

Trypsin in EDTA (1:10)

Tocris

Alzet

B/Braun, Becton Dickinson
Sigma Aldrich

R. Langenbrinck,
Emmerlingen

TaKaRa

MSD

Sakura

Sigma Aldrich

Gibco by life technologies
Thermo Scientific

Falcon

Cp-pharma

AstraZeneca

Falcon

3.1.2 Softwareliste

Tabelle 2: Ubersicht verwendeter Software

Programm Hersteller
AXxio Vision 4 Carl Zeiss
BioRender 2021 BioRender

EndNote X9

i-Control

Microsoft Office 2016

(Word, Excel, PowerPoint)
ImageJ 1.53c

Analyze 10.0

GraphPad Prism Version 9.1.2

ParaVision Version 5.1

Clarivate Analytics
Tecan

Microsoft

NIH

AnalyzeDirect, Inc.

GraphPad Software, Inc.

Bruker
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3.1.3 Gerateliste

Tabelle 3: Ubersicht verwendeter Gerate

Gerat

Hersteller

Homogenisator dispomix
Inkubator Heraeus BBD 6220
Konfokalmikroskop SP8
Kryostat Microm HM 560
Kihlschranke -4°C,-20°C,-80°C
Lichtmikroskop Nikon Diaphot
Magnetrihrer Yellowline
Mikroskop Axio Observer Z1
Multipipette E3

PCR System Quant Studio 6 Flex System
Pharmascan 70/16 AS

Pipette Pipetus

Pipetten 2.5, 10, 20, 100, 1000
Plate Reader Infinite M200
Rotationsmixer M2000
Stereotaxierahmen
Sterilwerkbank Hera Safe
Thermocycler UnoCycler
Thermomixer Comfort
VortexGenie I

Waage EMB 1000-2

Waage Sartorius

Warmebad W32

Wippe Shaker DRS-12
Zentrifuge

Zentrifuge Heraeus Fresco 17
Zentrifuge Heraeus Megafuge 1.0R

Zentrifuge Heraeus Pico 17

Xiril

Thermo Scientific

Leica

Thermo Scientific
Unterschiedliche Hersteller
Nikon

MSH

Microlmaging 217
Eppendorf

Applied biosytems
Bruker BioSpin
Hirschmann Laborgeréate
Eppendorf

Tecan

Sarstedt

Stoelting

Thermo Scientific

VWR

Eppendorf

Scientific Industries

Kern

Entris

Medingen

NeolLab

Labnet International, Inc.
Thermo Scientific
Thermo Scientific

Thermo Scientific

3.2 Anteilserklarung Methodenteil

Die unten beschriebenen Arbeitsschritte wurden selbstdndig von mir, Claudius

Jelgersma, durchgefiihrt. Davon ausgenommen ist die einmalige FITC-Lektin-Farbung

und Mikroskopie, die freundlicherweise durch Till de Bortoli durchgefuhrt wurde.
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3.3 GBM-Mausmodell

3.3.1 Zellkultur

Fir die Tumorzellinokulation wurden syngene GL261-Zellen verwendet. Diese Zellen
entstammen aus GBM-Tumoren die chemisch in immunkompetenten Mausen durch 3-
Methylcholanthreninjektion induziert wurden [87]. Die Aufbewahrung der GL261 Zellen
erfolgte bei -80°C im Stickstofftank in einer Einfrierlosung aus DMSO und fetalem
Kalberserum (FCS) im Verhdltnis 1:10. Fur die Anlage einer Zellkultur mit dem Ziel,
entweder Zellen zu passagieren oder Zellen fir die Implantation vorzubereiten, wurden
die Zellen aus dem Stickstofftank entnommen und im 37°C Wasserbad zligig aufgetaut.
Es erfolgte die sofortige Auswaschung von DMSO durch Zugabe von Nahmedium
(=DMEM + 10% FCS + 1% Penicillin/Streptomycin) und anschliel3ender Zentrifugation
(7min, 22°C, 1300/min). Die Zellen wurden nach Entfernung des alten Nahrmediums mit
DMSO in 1ml Nahrmedium resuspendiert und in der Neubauer Zahlkammer
lichtmikroskopisch gezahlt. Hierzu wurde zweimalig je 10upl der Zellsuspension
entnommen und mit 90ul Trypanblau verdinnt. Nach Mittelwertbildung der Zahlwerte
wurde die Gesamtzellzahl nach Rickrechnung des Verdinnungsfaktors bestimmt. Zum
Passagieren wurden 1Mio Zellen inkubiert. Fur die Vorbereitung der Zellen fur die
Implantation wurden im ersten Versuchsabschnitt 1Mio bzw. im zweiten
Versuchsabschnitt 550.000 fur 60-72h inkubiert. Die Inkubation erfolgte in einer 75cm?2
Zellkulturflasche in 10ml Nahrmedium bei 37°C, 5% Kohlendioxid und einer relativen
Luftfeuchte von 95-98%. Nach dem Erreichen einer Konfluenz von 70-90% wurde nach
lichtmikroskopischer Beurteilung der Qualitat der Uberstand entfernt und mit 10 ml PBS
gewaschen. Die Abldsung der Zellen von dem Boden der Zellkulturflasche wurde mit 2mi
Trypsin (1-fach) bei 37°C fir 2min erreicht. Die Trypsinreaktion wurde durch Zugabe von
20ml Nahrmedium gestoppt. Die Zellsuspension wurde anschlieend zentrifugiert (7min,
22°C, 1300/min). Zur Vorbereitung der Zellimplantation wurden die Zellen jetzt in PBS
gezahlt und nach erneuter Zentrifugation auf die entsprechende Konzentration von
20.000 Zellen/ul (Versuchsabschnitt 1) bzw. 100.000 Zellen/ul (Versuchsabschnitt I1)
gebracht. Die Aufbewahrung bis zur Implantation erfolgte in PBS auf Eis. Im Gegensatz
zur Vorbereitung der Zellen fir die Implantation wurden fur das Passagieren 1Mio Zellen
in Nahrmedium erneut inkubiert (37°C, 5% CO2, 95-98% rel. Luftfeuchte). Nach
Erreichen der gewinschten Konfluenz wurden alle qualifizierten Zellkulturen
entsprechend dem beschriebenen Protokoll entnommen und anschliel3end gepoolt. Nach

Zahlung der jetzt gepoolten Zellen wurden diese nach einer abschlieRenden
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Zentrifugation auf eine Konzentration von 1Mio Zellen/ml in Einfrierldésung gebracht. Die
Zellen wurden daraufhin schonend eingefroren. Dies wurde zum einen durch DMSO in
der Einfrierldsung, das die Bildung von Eiskristallen verhindert sowie durch das langsame
Herunterkihlen der Zellsuspensionen in einem speziellen Behélter (Mr. Frosty™
Gefrierbehélter) befillt mit Propanol bei -80°C, gewahrleistet. Die Zellen wurden nach
24h in den Stickstofftank (-80°C) Uberfuhrt.

3.3.2 Tierexperimente

Alle Tierexperimente wurden entsprechend der Bestimmungen des geltenden deutschen
Tierschutzgesetzes durchgefiihrt. Die Experimente wurden durch das Landesamt fir
Gesundheit und Soziales (LAGeSo) Berlin unter der Registrierungsnummer G0221/17
genehmigt. Fur die Experimente wurden weibliche C57BL6/N Mause im Alter von 13 £ 4
Wochen und einem Gewicht von 22 £+ 1,6 Gramm verwendet. Dabei handelte es sich um
Mause mit erhaltener Immunkompetenz die haufig in der immunologischen und

onkologischen Forschung verwendet werden (83, 84).

3.3.3 Tierhaltung, Monitoring, Abbruchkriterien

Die Unterbringung der Tiere erfolgte in individuell belufteten Kafigen (IVC-System
(Individual Ventilated Cages)) die mit Streu und Nestmaterial (Zellstoff und
Unterschlupfmdglichkeit) ausgestattet waren. Die Haltung der Tiere erfolgte bei einem
Tag-Nacht-Rhythmus von 12h. Des Weiteren erhielten die Mause Futter und Wasser ad
libitum. Die Beobachtung und das Scoring auf Nebenwirkungen oder Abbruchkriterien
wahrend der Experimentalphase erfolgte 1-2x taglich. Des Weiteren wurden die Tiere
wochentlich gewogen. Eine intensivere Beobachtung der Tiere erfolgte an den Tagen
nach operativen Eingriffen sowie zum Ende der Experimentalphase. Definitive
Abbruchkriterien waren u.a. neurologische Ausfélle, verminderte Wasser- und

Futteraufnahme und ein signifikanter Gewichtsverlust (>20% des Ausgangsgewichts).

3.3.4 Narkose und Analgesie
Die Tiere wurden fur die Tumorzellinokulation, die Implantation der mini-osmotischen
Pumpe und die Perfusion durch eine intraperitoneal applizierte Narkose mit Ketamin und

Xylazin abgeschirmt. Diese wurde in einer Konzentration von 1mg Xylazin mit 9mg
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Ketamin pro 100g gewichtsadaptiert appliziert. Die Tiefe der Narkose wurde durch
Uberprifung des Zwischenzehenreflex getestet. Bei Bedarf wurden die Tiere in 5-10%
Schritten der Ausgangsdosis titriert, bis das gewiinschte Toleranzstadium erreicht war.
Fir die Perfusion mit anschliel3ender T6tung erhielten die Tiere initial zusatzlich 25% der
ursprunglichen Gesamtdosis. Eine zusatzliche Analgosedierung erfolgte praoperativ
durch 2mg Paracetamol subkutan pro Maus. Postoperativ erhielten die Tiere fiir drei Tage
Paracetamol in das Trinkwasser. Fur die MRT-Untersuchungen wurde eine
Inhalationsnarkose mit Isofluran 1,0-1,8% im Gasgemisch (70% Distickstoffmonoxid +
30% Sauerstoff) durchgefihrt. Die Tiere wurden nach Durchfihrung der Narkosen
engmaschig Uberwacht und erst in adaquatem Zustand zurtick in den Kéafig gesetzt und

in den Tierstall gebracht.

3.3.5 Tumorzellinokulation

Die Vorbereitung der Tiere fiur die Tumorzellinokulation erfolgte nach Erreichen des
Toleranzstadiums durch Rasur der Kopfhaare und Desinfektion des Hautareals. Die Tiere
erhielten praoperativ subkutan 2mg Paracetamol und intramuskular 10.000 IE
Benzylpenicilin-Natrium als Single-Shot zur Infektionsprophylaxe. Die Kopfhaut wurde
zusatzlich mit einem Lokalanasthetikum (Lidocain) betaubt. Die Augen wurden durch
Bepanthen-Salbe geschuitzt. Im Anschluss erfolgte die Fixierung des Kopfes durch
Einspannung in den Stereotaxierahmen (Abbildung 2). Hierzu wurden die Frontzahne in
den Zahnschlitten gelegt und die Kalotte durch stumpfe aurikular platzierte Pins fixiert.
Nach erneuter Hautdesinfektion, Hautschnitt und Praparation konnte das Bregma als
Orientierungspunkt markiert werden. Die Trepanation erfolgte mit einer 23G-Kanule 1mm
rostral und 2mm rechtslateral des Bregma. GL261-Zellen wurden mit einer 1pl-Hamilton-
Spritze in 3mm Tiefe ab Kalottenoberflache in das Striatum ventral des Corpus Callosum
injiziert. Die Hamilton-Kanule wurde initial auf 4mm Tiefe vorgeschoben und nach 30s
zur Implantation entsprechend auf eine Tiefe von 3mm zuriickgezogen. Die Injektion
erfolgte Uber eine Dauer von 5min. Die Hamilton-Kanile wurde fur 5min in Position
belassen und langsam uber einen Zeitraum von weiteren 5min zurickgezogen, um
artifizielle Blutungen und das Verschleppen von Tumorzellen in den Implantationskanal
zu vermeiden. Die Haut wurde mit einem polyfilen nicht-resorbierbaren Faden in der
Starke 4:0 fortlaufend verschlossen. Die Tiere wurden mit Ohrstanze und

Schwanzmarkierung gekennzeichnet.
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Abbildung 2: Stereotaktische Tumorzellinokulation.

Auf der Abbildung ist eine eingespannte Maus im Stereotaxierahmen zu sehen. Die Hamilton-Kandile ist
zur Tumorzellinokulation rechtslateral platziert.

3.3.6 Implantation der mini-osmotischen Pumpe

Die Vorbereitung der Tiere erfolgte wie in Kapitel 3.3.5 beschrieben. Nach Einspannung
erfolgte die Hautinzision idem zur Tumorzellinokulation mit Schnitterweiterung nach
kaudal. Nach stumpfer Praparation einer subkutanen Tasche als Pumpenlager erfolgte
die Markierung des Bregma. Die Trepanation mit einer 27G Kandle erfolgte zwischen 0,8-
1mm linkslateral der Markierung, was abhangig des gemessenen Abstands des linken
Seitenventrikels zur Mittellinie im MRT war. Der Katheter des Kopfteils wurde nach
Konnektierung mit Schlauch und Pumpe langsam in den Ventrikel eingebracht. Die
Auflageplatte wurde auf der Kalottenoberflache fest verklebt. Der Wundverschluss
erfolgte wie beschriecben (3.3.5) mit zusatzlichen Sicherungsnahten in
Einzelknopftechnik. Die Pumpenlage und die Lokalisation des Katheters sind
schematisch in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Lage der mini-osmotischen Pumpe zur intrathekalen Applikation.

Die Abbildung zeigt schematisch die Lage der mini-osmotischen Pumpe in der préparierten subkutanen
Tasche unter der Rickenhaut. Ein subkutan liegender Schlauch verbindet die Pumpe mit dem Kopfteil.
Das Kopfteil ist mit dem intrathekal liegenden Katheter konnektiert. Die Abbildung wurde mit biorender.com
erstellt.

3.3.7 Vorbereitung der Therapien und Applikationsform

3.3.7.1 SB225002

Fur die Experimente dieser Arbeit wurde der CXCR2-Antagonist SB225002 von Tocris
verwendet (Molekulargewicht: 352,14; Formel: C13H10BrN304). Dieser wurde
entsprechend den Angaben des Herstellers in einer Stammldsung von 100mM in DMSO
geldst und bei -20°C aufbewahrt. Zur Vorbereitung der intraperitonealen Therapie sowie
der Pumpenbefiullung fur die Kombinationstherapie wurde der CXCR2-Antagonist
entsprechend der gewiinschten Endkonzentration mit NaCl 0,9% diluiert. Aufgrund der
schweren Ldoslichkeit erfolgte dies in einem Wasserbad bei 57°C fiur 20min. Nach
kraftigem Schitteln wurde die Losung mikrofilitriert (0,22pum Porengrof3e; Merk Millipore
Ltd.) und entweder in Tageseinzeldosen (30ug, 60ug und 200ug) eingefroren oder zur
Beflllung der Pumpen verwendet. Die Konzentration fir die intrathekale Applikation
mittels mini-osmotischer Pumpe betrug 30ug pro Tag pro Tier. Es wurden mini-
osmotische-Pumpen (ALZET, Model 2001) mit einer Laufrate von 1pl/h fir 7Tage
verwendet. Die Vorbereitung der Pumpen erfolgte mindestens 6-8h vor Implantation, da
diese schon anlaufen mussten, um einen kontinuierlichen Fluss ab Implantation zu
gewahrleisten. Dazu erfolgte nach dem luftfreien Befillen der Pumpen in aufrechter
Position, die Einlage des Reservoirs in 10ml NaCl 0,9% bei 37°C bis zur Implantation.

Voraussetzung fur die Implantation war das sichtbare Anlaufen der Pumpe.

3.3.7.2 Temozolomid

Aufgrund der schlechteren Ldslichkeit von TMZ (TEMODAL®; MSD) in NaCl 0,9%, wie
es in der Vergangenheit durchgefiihrt worden war, erfolgte in dieser Arbeit die Auflosung
des Pulvers laut Herstellerangaben in Aqua ad iniectabilia (B/Braun) (85). Es wurde eine
Konzentration von 3mg/ml hergestellt, um anschlieBend Aliquote in der
Tagesgesamtdosis vorzubereiten und bei -20°C bis zur Verwendung aufzubewahren.
Kurz vor Applikation wurden diese aufgetaut. Die Tiere erhielten gewichtsadaptiert an

sieben aufeinanderfolgenden Tagen 60ug/g/d. Die gewéhlte Konzentration entsprach der
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humanen Maximaldosis von 200mg/m2 berechnet auf die Kérperoberflache. TMZ wurde

fur die Experimente dieser Arbeit intraperitoneal (26G-Kandle) appliziert.

3.3.8 Perfusion, Tétung und Entnahme der Gewebeproben

Die Perfusion der Tiere erfolgte intrakardial in vertiefter Narkose (3.3.4). Nach T-formiger
Inzision des Abdomens wurden die Rippenbbgen sowie das Diaphragma von abdominal
dargestellt. Der Zugang zum schlagenden Herzen erfolgte durch Inzision des Zwerchfells
und Herausnahme der vorderen Thoraxwand. Nach Durchtrennung der Vena cava
inferior oberhalb der Leber konnte tiber den linken Ventrikel entweder je 10 ml kaltes PFA
4%ig oder PBS infundiert werden. Die erfolgreiche Perfusion konnte anhand der
Beobachtung des Abblassens der inneren Organe, insbesondere der Leber,
sichergestellt werden. Nach Abtrennung des Kopfes konnte das Gehirn nach
vorsichtigem Er6ffnen der Kalotte entnommen werden. Im Falle der PFA Perfusion fur
histologische Analysen, wurde das Gehirn direkt in 4%iger PFA LOsung fur 24h bei 4°C
inkubiert. Fir mRNA-Analysen wurden im Anschluss an die Entnahme der PBS
perfundierten Gehirne die Tumore unter mikroskopischer Sicht herausprapariert und
direkt eingefroren. Das Einfrieren erfolgte schonend durch Einlegen in schon vorgekuhlte
Cryotubes bei -80°C.

3.4 Versuchsaufbau

3.4.1 Versuchsabschnitt | — Wirksamkeit der systemischen intraperitonealen
Applikation von SB225002
Im ersten Versuchsabschnitt wurde die Wirksamkeit des CXCR2-Antagonisten
SB225002 bei systemischer Applikation untersucht. Dabei wurden die Dosierungen
30ugip., 60ugip. und 200ugip. pro Tag pro Tier verglichen. Die Wahl der Dosis richtete
sich primé&r nach den Erfahrungen der Experimente unserer Arbeitsgruppe bei
intrathekaler Dosis von 30upg/Tag, bei der ein signifikanter antitumoraler Effekt
beobachtet werden konnte (81). Da der Einfluss der Bluthirnschranke auf die
Passierbarkeit von SB225002 sowie maogliche Distributions- und
Metabolisierungsverluste bei systemischer Applikation unbekannt waren, wurden
entsprechend auch hohere Dosen getestet. Flir SB225002 ist eine dosisabhangige
Verminderung der Aktivierbarkeit von CXCR2 bekannt (82). Durch Verwendung

unterschiedlicher Dosen sollte ein  mdglicher Dosis-Wirkungs-Zusammenhang
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berticksichtigt werden. Die Applikation erfolgte intraperitoneal einmal taglich an sieben
aufeinander folgenden Tagen. Die Kontrollgruppe erhielt das Lésungsmedium aquivalent
zu SB225002 (NaCl 0,9%+Dimethylsulfoxid (DMSQ)) in gleicher Volumenmenge wie die
SB225002-Gruppe. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 4 dargestellt. Vor
Therapiebeginn an Tag 14 nach Tumorzellinokulation, wurde die erste MRT-Bildgebung
durchgefiihrt, um das Tumorwachstum zu bestimmen. Nach 21 Tagen wurde die zweite
MRT-Bildgebung durchgefuhrt, bevor die Tiere anschlie3end fur histologische Analysen
perfundiert wurden (siehe 3.3.8 und 3.6.1). Die histologischen Analysen wurden in der
Gruppe mit dem gro3ten Volumenreduktionseffekt und den dazugehdrigen Kontrollen

durchgefiihrt. Die Gruppenzugehdrigkeit wurde per Zufall festgelegt.

Versuchsabschnitt |

C' G - Placebo i.p.
B - . _ )

][ C 05 sB225002ip.

Tag 0 Tag 14 Tag 21

Tumorzellinokulation Therapiebeginn MRT
IF

Abbildung 4: Schematischer Versuchsaufbau — Versuchsabschnitt I.

Die stereotaktische Tumorzellinokulation erfolgte an Tag 0. Unmittelbar vor Therapiebeginn an Tag 14
wurde zur Wachstumskontrolle der Tumore eine Tumorvolumenvolumetrie mittels MRT-Bildgebung
durchgefiihrt. Nach einer siebentagigen Therapiedauer erfolgte vor Perfusion und Tétung der Tiere an Tag
21 die zweite MRT-Bildgebung. Nach der Perfusion wurde das Gewebe fir weitere Analysen mittels
Immunfluoreszenz aufgearbeitet. Der CXCR2-Antagonist SB225002 wurde systemisch Uber eine
intraperitoneale Injektion appliziert. Die Kontrollgruppe erhielt als Placebo intraperitoneal das
Losungsmedium von SB225002 in gleichem Volumen. (Abkirzungen: i.p., intraperitoneal; MRT,
Magnetresonanztomografie; IF, Immunfluoreszenzfarbung; gRT-PCR, quantitative Real-Time-
Polymerase-Kettenreaktion) Die Abbildung wurde mit biorender.com erstellt.
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3.4.2 Versuchsabschnitt Il — Kombinationstherapeutischer Ansatz mit TMZ und
SB225002
Die Kombinationstherapie von TMZ und SB225002 wurde in vier Gruppen analysiert
(Abbildung 5). Diese waren: Kontrolle, Monotherapien mit TMZ oder SB225002 und die
Kombinationstherapie TMZ+SB225002. Die Kontrollgruppe erhielt intraperitoneal Aqua
ad iniectabilia (B/Braun) in gleicher Volumendosis der intraperitoneal verabreichten
Menge an TMZ in der TMZ-Gruppe. Die Tiere der TMZ-Gruppe erhielten die auf die
Korperoberflache berechnete Aquivalenzdosis (60ug/g/d) zur humanen Maximaldosis
von 200mg/m2. Die Applikation von SB225002 erfolgte intrathekal, da sich im Rahmen
der Auswertungen des Versuchsabschnittes | eine Unterlegenheit der systemischen
Applikationsform gegeniiber der lokalen Anwendung gezeigt hatte. SB225002 wurde in
einer Dosierung von 30ug pro Tag kontinuierlich tber eine mini-osmotische-Pumpe
appliziert. Dabei wurde SB225002 direkt tber einen intrathekal im linken Seitenventrikel
implantierten Katheter appliziert. Der zeitliche Versuchsaufbau erfolgte analog zu
Versuchsabschnitt I, bei dem die Therapie an Tag 14 eingeleitet wurde (Abbildung 5). Im
Unterschied zu Versuchsabschnitt | wurden zusatzlich gqRT-PCR Analysen durchgefihrt

(Abbildung 5). Die Gruppenzugehdérigkeit wurde per Zufall festgelegt.
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Versuchsabschnitt Il
‘@% Placebo i.p.
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Abbildung 5: Schematischer Versuchsaufbau — Versuchsabschnitt II.

Die stereotaktische Tumorzellinokulation erfolgte an Tag 0. Unmittelbar vor Therapiebeginn an Tag 14
wurde zur Wachstumskontrolle der Tumore eine Tumorvolumenvolumetrie mittels MRT-Bildgebung
durchgefiihrt. Nach einer siebentagigen Therapiedauer erfolgte vor Perfusion und Tétung der Tiere an Tag
21 die zweite MRT-Bildgebung. Nach der Perfusion wurde das Gewebe flr weitere Analysen mittels
Immunfluoreszenz und gRT-PCR aufgearbeitet. Die Tiere erhielten intraperitoneal TMZ, wéahrend der
CXCR2-Antagonist SB225002 intrathekal Uber einen Katheter, der mit einer mini-osmotischen Pumpe
verbunden war, appliziert wurde. Die Kontrollgruppe erhielt als Placebo intraperitoneal Aqua ad iniectabilia
(Aquivalenzvolumen zu TMZ). (Abkurzungen: i.p., intraperitoneal; MRT, Magnetresonanztomografie; IF,
Immunfluoreszenzfarbung; gRT-PCR, quantitative Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion) Die Abbildung
wurde mit biorender.com erstellt.
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3.5 MRT und Tumorvolumetrie

Zur Kontrolle des Tumorwachstums und zur Bestimmung der Tumorvolumina wurde eine
Schnittbildgebung mittels 7-Tesla Kleintier-Magnetresonanztomographie durchgefthrt.
Dazu wurde ein horizontaler Magnet mit einer Bohrung von 16cm und einem
Gradientenrohr mit Innendurchmesser von 9cm, 'H-Resonanzfrequenz 300MHz und
einer maximalen Gradientenstarke von 300mT/m verwendet (Pharmascan 70/16 AS,
Bruker BioSpin, Ettlingen, Germany und Paravision 5.1 Software). Die Aufnahme erfolgte
mit einem 'H-RF-Quadraturvolumenresonator (Rapid Biomed, Rimpar, Germany) mit
einem Innendurchmesser von 20mm. Die Mause erhielten intraperitoneal
kontrastgebendes Gadolinum (Magnevist®, Bayer AG) in einer Konzentration von
0.5mmol/kg. In Inhalationsnarkose (3.3.4) wurden die Tiere auf einer Warmematte (37°C)
gelagert, um die Korpertemperatur aufrechtzuerhalten. Die Uberwachung der Narkose
erfolgte mittels Messung der Atemfrequenz (Zielfrequenz 100-120/min, Small Animal
Monitoring & Gating System, SA Instruments). Zuerst wurde eine T2 gewichtete Sequenz
(T2) und 20-25min nach Kontrastmittelinjektion eine T1 gewichtete Sequenz mit
Kontrastmittel (T1+KM) in 32 Schichten mit einer Schichtdicke von 0,5 mm durchgefihrt.
Die Bildgebungsparameter waren fur die T2: Turbo-Spin-Echo Sequenz mit TR / TE =
4200 / 36 ms, RARE Faktor 8, 4 Averages, Scan Zeit 6min 43s und fur T1+KM: Turbo-
Spin Echo Sequenz mit TR/ TE = 975/ 11.5 ms, RARE Faktor 2, 4 Averages, Scan Zeit
8minl9s. Das Field of View (Bildausschnitt) betrug jeweils 2,56 x 2,56cm und die
Bildmatrix von 256 x 256 ergab eine Auflosung von 0,100mm?2. Die Tumorvolumetrie
erfolgte mit Analyze 10.0. (AnalyzeDirect, Inc.). Zur Berechnung des Volumens wurden
die Tumorrander in allen vorhandenen Schichten manuell markiert (hyperintense Areale
in T2 bzw. T1+KM). Aus den in den Arealen liegenden Voxeln wurde abschlielRend
automatisiert eine dreidimensionale Rekonstruktion des Tumors erstellt und das Volumen
in mm?3 berechnet. Zur Berechnung des Wachstumsfaktors wurden die Tumore der
einzelnen Tiere vor und nach der Behandlung ins Verhaltnis gesetzt (Volumen Tag

21/Volumen zu Therapiebeginn).

3.6 Immunfluoreszenzhistologische Analysen

3.6.1 Vorbereitung, Aufarbeitung und Aufbewahrung der Gehirne
Fur die Fixierung des Gewebes wurde 4%iges PFA verwendet, in dem die Gehirne fir 24

h nach Perfusion verblieben (3.3.8). Im Anschluss wurden die Gehirne in einem
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mehrstufigen Prozess durch Einbettung in Saccharose-Lésung unterschiedlicher
aufsteigender Konzentrationen (10%ig, 20%ig, 30%ig) entwassert. Die Gehirne
verblieben so lange in der jeweiligen Losung, bis sie von der Oberflache absanken. Dies
dauerte in der Regel 24h bei -8°C. Zum schonenden Einfrieren wurden die Gehirne
trocken auf eine sich in Stickstoff (N2) befindliche Metallplatte gelegt. Dies ermdglichte
das Einfrieren ohne direkten Kontakt der Gehirne mit N2. Die Gehirne verblieben bis zur
weiteren Verarbeitung bei -80°C. Zur Anfertigung von Gewebsschnitten wurden die
Gehirne in 2%iger Gelantine eingebettet. Das Gewebe wurde mit dem Mikrotom (Microm
HM 560, Thermo Scientific) bei einem Temperaturoptimum zwischen -20 bis -32°C und
einer 2-3°C warmeren Klingentemperatur auf eine Schichtdicke von 10um Dicke
zugeschnitten. Auf speziell beschichteten Objekttragern (SuperFrost Plus Objekttrager,
R. Langenbrinck) wurden drei Schnitte unterschiedlicher Lokalisation innerhalb des

Tumors aufgetragen. Die Lagerung der angefertigten Objekttrager erfolgte bei -80°C.

3.6.2 Immunfluoreszenzfarbung und Mikroskopie

Die Anfarbung der Zielstrukturen erfolgte mittels Immunmarkierung. Dazu wurden die
Zielmolekile durch spezifische Primarantikorper gebunden. Zur Darstellung erfolgte die
Zugabe von Fluorochrom markierten Sekundarantikérpern, die die Zielstrukturen durch
emittierendes Licht unterschiedlicher Wellenlange indirekt sichtbar machten. Die
jeweiligen Farbungen sind in den nachfolgenden Unterkapiteln detailliert beschrieben
(3.6.3, 3.6.4 und 3.6.5.), wahrend in diesem Absatz die durchgefiihrten Schritte erlautert
werden, die fur alle Immunfluoreszenzfarbungen bis auf die Farbung der Apoptose mittels
TUNEL zutrafen. Zur Vorbereitung wurden die Objekttrager aus -80°C entnommen und
an Raumtemperatur (RT) luftgetrocknet. Die Umrandung der einzelnen Schnitte auf dem
Objekttrager wurde mittels DAKO-Pen durchgefiuhrt. Dies erfolgte, um Farbeldsungen auf
dem Gewebe zu halten und ein Uberlaufen zu verhindern. Durch das Waschen der
Schnitte wurden alte Gelatinereste und Verschmutzungen entfernt. Des Weiteren wurde
ein Blockierungsschritt mit Casein 1% in PBS durchgefuhrt, um unspezifische
Bindungsstellen zu besetzen und so das Hintergrundrauschen zu reduzieren.
Sekundarantikdrper wurden bei Mehrfachfarbungen so ausgewahlt, dass sie aus
unterschiedlichen Spezies abstammten. Dadurch wurde die spezifische Bindung des
Zielprimarantikorpers sichergestellt und eine Kreuzreaktivitat vermieden. Nach der

Inkubation der jeweiligen Antikorper erfolgten erneut Waschschritte, um nicht gebundene
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Antikdrper zu entfernen. Am Ende der Farbungsprotokolle wurden Zellkerne durch DAPI
in Mounting-Medium (Dianova) angefarbt und eingebettet. Fir intrazellulare Molekule
wurde vor Verwendung der Priméarantikdrper eine Permeabilisierung mit Triton (Sigma
Aldrich) durchgefuhrt. Zur Verminderung von Verschmutzungen durch verklumpte
Sekundarantikdrper wurden die Antikorperldsungen kurz zentrifugiert, bevor sie auf den
Objekttrager aufgebracht wurden. Die Schnitte wurden in der Regel innerhalb einer
Woche mikroskopiert, um einem Abblassen der Fluoreszenzintensitat zuvorzukommen.
Als Negativkontrollen wurden Farbungen ohne Primarantikorper durchgefuhrt. Dadurch
wurde sichergestellt, dass keine unspezifischen Bindungen des Sekundarantikérpers an
Hintergrundstrukturen vorhanden waren. Zur Mikrospie wurde ein Zeiss, Axio Observer
Z1 Mikroskop und AxioVision Software verwendet (Microlmaging 217). Die gefarbten
Gewebeschnitte wurden, um einen Uberblick tiber die Tumorkonfiguration zu bekommen,
in funf- und zehnfacher VergréRerung angeschaut. Reprasentative Bilder wurden
anschlieBend in 20-facher VergroRerung aus der Tumormitte und dem Tumorrand
aufgenommen. Es wurden pro Farbung mindestens drei Schnitte unterschiedlicher
Tumorregionen pro Tier analysiert. So war es mdglich, einen mdglichst grofRen Abschnitt
der Tumorflache abzubilden. Fir die Gewebeschnitte der FITC-Lektin-Farbung wurde ein

Konfokalmikroskop verwendet (Confocal microscopy system SP8, Leica).

3.6.3 Proliferation und Apoptose

Die Farbung von Proliferation (Ki67) und Apoptose (TUNEL) erfolgte in einer
Kombinationsfarbung. Zuerst wurde das ApopTag® Red In Situ Apoptosis Detection Kit
(Merck Millipore) verwendet, um die Apoptose darzustellen. Das Kit wurde entsprechend
den Herstellerangaben verwendet. Das Prinzip beruht darauf, dass durch DNA-
Fragmentierung wahrend der Apoptose freiwerdende 3°-OH Gruppen an DNA-
Strangbriichen enzymatisch durch Nukleotide markiert werden. Die entstehende
Digoxigenin Polymere werden durch Rhodamin gekoppelte Anti-Digoxigenin-Antikérper
gebunden und anschlief3en fluoroskopisch dargestellt. Die Ki67-Farbung erfolgte direkt
im Anschluss nach mehrmaligem Waschen der Schnitte in PBS (5 x 2min) und
Permeabilisierung mit Triton (0,3% in PBS, 10min, RT). Ki67 ist ein etabliertes Antigen
zur Abschatzung der proliferierenden Zellfraktion einer Zellpopulation, genauer der
Darstellung der Zellkerne, die sich nicht in der GO Ruhephase befinden und gibt somit

Aufschluss Uber die aktuelle Teilungsrate (86, 87). Das Antigen wird an die Oberflache

39



von Chromosomen befdrdert, sobald sich die DNA fir Zellteilungsschritte lockert (87).
Die Blockung (1% Casein in PBS, RT) erfolgte im Anschluss an die Permeabilisierung.
Ki67 Primarantikorper (rabbit anti-K167, Thermo Fisher Scientific (RM-9106-S1)) wurden
in einer Konzentration von 1:200 in Casein 0,5% in PBS bei 4°C Uber Nacht in der
Feuchtkammer inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Schnitte vor Inkubation mit dem
Sekundarantikérper (Alexa Fluor® 647 donkey anti rabbit, Jackson ImmunoResearch
(711-605-152), 1:200) in Casein 0,5% in PBS (3 x 5min) gewaschen. Der
Sekundarantikérper wurde ebenfalls in einer Konzentration von 1:200 in 0,5% Casein in
PBS fur 2h bei RT in der Feuchtkammer inkubiert. Vor dem Eindeckeln mit DAPI
Mounting Medium (Dianova) wurden Uberfliissige Antikdrperldsungen mit PBS (3 x 5min)
ausgewaschen. Die Auswertungskriterien fur eine positive proliferierende oder
apoptotische Zelle war die Uberlappung mit einem DAPI positiv gefarbten Zellkern. Die
Angabe der positiven Zellen erfolgte pro mmz2. Des Weiteren wurde der Quotient zwischen
apoptotischen und proliferierenden Zellen berechnet ((TUNEL+ Zellen/mm?2)/(Ki67+

Zellen/mm?)).

3.6.4 Angiogenese und TAM-Akkumulation

Zur Bestimmung der Vaskularisation und Angiogenese des Tumors, wurde CD31 als
Endothelzellmarker verwendet. TAM wurden mit Ibal (lonisiertem Calcium-Bindungs
Adapter Molekl 1) gefarbt. Die Objekttrager wurden 15min an der Luft bei RT getrocknet,
anschlieBend gewaschen (2 x 5min in PBS) und fir 30min mit 1% Casein in PBS
geblockt. Primarantikdrper wurden in Casein 0,5% in PBS im Verhaltnis von 1:50 (CD31,
rat anti-CD31, BD Pharmingen™ (550274)) bzw. 1:250 (Ibal, rabbit anti-lbal, WAKO
(019-19741)) Uber Nacht bei 4°C in der Feuchtkammer inkubiert. Nach dem Waschen in
Casein 0,5% in PBS (2 x 5min) wurden die Sekundarantikérper (CyTM3 donkey anti-rat
(712-165-153) und Alexa Fluor® 647 donkey anti rabbit (711-605-152), 1:200, Jackson
ImmunoResearch, West Grove, Pennsylvania, USA) fur 1,5h in der Feuchtkammer
inkubiert. Danach erfolgte das erneute Waschen in PBS (2 x 5min) sowie destilliertem
H20 (2 x 5min). Das Eindeckeln der Objekttrager erfolgte wie bereits beschrieben (3.6.3).
In der Analyse wurden Zellen als TAM gewertet und gezahlt, wenn sie sowohl Ibal positiv
waren als auch eine DAPI-positive Kernfarbung enthielten. Die Analyse der
Tumorvaskularisation erfolgte anhand der Parameter: Gefal3gesamtflache in Prozent der

ausgewerteten Flache, durchschnittliche Gefal3groRe in pm2 und Gefal3dichte in
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Anzahl/mmz. Die Gefal3e wurden dazu manuell markiert und die Flache berechnet. Die
Interaktion zwischen TAM und den GefalRen war durch die unmittelbar rAumliche Néhe
von mindestens zwei TAM pro Gefal3 definiert, wie es bereits von unserer Arbeitsgruppe
beschrieben wurde (81). Die Berechnung erfolgte als Anteil der interaktionspositiven
GefalRe an allen GefalRen.

Zusatzlich wurde zur Darstellung der Gesamttumorvaskularisation einmalig eine FITC-
Lektin-Farbung durchgefuhrt. Im Rahmen der Perfusion (3.3.8) erhielten die Tiere 100yl
FITC-Lektin (Vector Laboratories). Die entnommenen Gehirne wurden nach Explantation
in 4% PFA in PBS Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Danach erfolgte eine kurze Dehydrierung
Uber 48h in 30%iger Saccharose-Ldsung (4°C) sowie die Lagerung bis zur weiteren
Verwendung bei -80°C. Das Gehirn wurde in TissueTek (Sakura) eingebettet und in einer
Dicke von 70um geschnitten (Microm HM 560, Objekt/Klinge -20°C/-20°C). Nach
Aufnahme auf den Objekttrager wurden die Schnitte 30min bei RT getrocknet und mit
PBS gewaschen. Danach erfolgte das Eindeckeln mit ImmuMount (Thermo Scientific)

Medium.

3.6.5 CXCR2und CXCL2

Die Féarbung von CXCL2 und CXCR2 erfolgte mit Triton zur Permeabilisierung der
Zellmembran. Fir die CXCL2-Farbung wurden die Schnitte wie beschrieben 15min an
RT getrocknet und in PBS gewaschen (3 x 5min) und anschlieRend mit Casein 1% und
Triton 0,3% in PBS fur 30min blockiert. Der CXCL2-Priméarantikdrper (goat anti CXCL2,
R&D Systems AF-452-NA) wurde in einem Verhéltnis von 1:20 in 0,5% Casein in PBS
geldst und Uber Nacht bei 4°C in der Feuchtkammer inkubiert. Vor und nach dem
Aufbringen des Sekundarantikorpers (1:200, Alexa647-conjugated Donkey Anti-Goat IgG
(705-605-147), Jackson ImmunoResearch) fur 1,5h bei RT wurden die Schnitte mit PBS
(je 2x 5min davor und danach) sowie mit destilliertem H20 (2x 5min danach) gewaschen.
Die CXCR2-Farbung wurde ahnlich wie die CXCL2-Farbung durchgefihrt.
Unterschiedlich waren die zusatzlichen Waschschritte (3x) sowie die Inkubationszeit des
CXCR2-Priméarantikorpers (rabbit anti CXCR2, Abcam (ab14935), 1:200) fur 48h bei 4°C.
Als Sekundarantikdrper wurde hier (Alexa Fluor® 647 donkey anti rabbit (711-605-152),
Jackson ImmunoResearch) gewahlt. Das Eindeckeln der Objekttrager erfolgte wie bereits
beschrieben (3.6.3). Um die Vergleichbarkeit der Intensitatsmessungen zu

gewabhrleisten, wurden fur alle Aufnahmen eine identische Belichtungszeit gewahlt.

41



3.7 Quantitative Real-Time-PCR

3.7.1 RNA Isolierung und Reverse Transkriptase

Zur Gewinnung der RNA wurden PBS perfundierte Gehirne bzw. isolierte
Tumorgewebsproben (siehe 3.3.8) verwendet. Die RNA Isolation wurde mit dem RNeasy
Mini Kit von QIAGEN und nach entsprechenden Herstellerangaben durchgefihrt. Vor der
eigentlichen Isolation der RNA wurde das in PBS bei -80°C tiefgefrorene Tumorgewebe
ohne Kuhlungsunterbrechung direkt in das vorgelegte Lysat (RLT Buffer + Beta-
Mercaptoethanol) in gentleMAC Tubes (M-tubes, Miltenyi Biotec) Uberfuhrt und grob
homogenisiert (40s, Homogenisator dispomix, Xiril). AnschlieRend wurde das lysierte
Gewebe entnommen und erneut mit einer 20G-Kanule (1ml Spritze) zur feineren
Homogenisierung resuspendiert. Nach Zentrifugation (3min, 17g, RT) wurde der
Uberstand in 70%igen Ethanol zur RNA Préazipitation Uberfiihrt und resuspendiert. Die
RNA wurde anschliel3end in weiteren Waschschritten in daflir vorgesehenen Minisaulen
mit Filtereinheit nach Herstellerangaben aufgereinigt. Zuletzt wurde die RNA durch
Zugabe von RNAse-freiem destillierten H20 und Zentrifugation (1min, 10g, RT) eluiert.
Die gewonnene RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt oder
direkt zur Messung der Konzentration vorbereitet. Die photometrische
Konzentrationsmessung sowie die Messung des Reinheitsgrades der RNA erfolgte am
Photometer von Tecan (Infinite M200, Tecan) und i-Control Software (Tecan). Hierzu
wurde das Geréat mit RNAse-freiem H20 kalibriert und anschlieRend die optische Dichte
der Nukleinsauren bei 260nm (Absorptionsmaximum) bestimmt. Die Konzentration wurde
zweifach gemessen und daraus der Mittelwert gebildet. Die Reinheit der RNA wurde
durch den Quotienten aus 260nm und 280nm bestimmt. 280nm ist das
Absorptionsmaximum flr Proteine. Fir die Reinheit wurde ein Wert von 1,8-2 oder hdher
akzeptiert. Nach Bestimmung des Reinheitsgrades wurde fir das Umschreiben von RNA
in cDNA (Reverse Transkriptase (RT)) 500ng RNA verwendet. Zur kompletten
Entfernung der restlichen genomischen DNA wurde im Zuge der Reversen Transkription
das PrimeScript™ RT reagent Kit with gDNA Eraser Kit von TaKaRa (RR047A)
verwendet. Die Herstellung entsprechender Reaktionsansatze und Mastermixe erfolgte
nach Herstellerangaben. Zur DNA-Elimination wurde der in Tabelle 4 aufgefiihrte
Reaktionsansatz hergestellt, der fur 2min im Thermocycler (UnoCycler, VWR) bei 42°
inkubiert wurde. Nach diesem Schritt wurde zlgig der schon vorbereitete Mastermix
(Tabelle 4) mit der enthaltenen Reversen Transkriptase hinzu pipettiert. Der

Thermocycler wurde mit einem festgelegten Programm eingestellt (42°C
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Ausgangstemperatur, 25min 37°C, 5s 85°C, Abkuhlung auf 4°C), um komplementare
cDNA herzustellen. Fertige cDNA wurde bis zur Verwendung bei -20°C eingefroren. Um
eine Kontamination mit genomischer DNA auszuschlieRen, wurden zur Uberprifung der
DNA-Elimination Proben ohne Reverse Transkriptase erstellt, die keine Amplifikate bei
der gRT-PCR zeigten.

Tabelle 4: Reaktionsansatze zur DNA-Elimination und Reversen Transkriptase

Reaktionsansatz DNA-Elimination Reaktionsansatz Reverse Transkriptase
5X gDNA eraser buffer 2u Reaktionsansatz aus DNA-Elimination 10 pl
gDNA eraser 1l 5X PrimeScript Buffer 2 (for Real Time) 4 ul
RNA 500 ng PrimeScript RT Enzyme Mix | 1l
RNAse free ddH20 RT Primer Mix 1l
RNAse free dd H20 4 ul
Totalvolumen (pro Well) Tpl Totalvolumen (pro Well) Tpl

3.7.2 Quantitative Real-Time-PCR

Zur Quantifizierung der unter 3.7.1 umgeschriebenen cDNA wurde eine quantitative Real-
Time-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR) in Echtzeit durchgefihrt. Die verwendete
SYBR-Green Methode ist dadurch gekennzeichnet, dass sich ein fluoreszierender
Farbstoff an die gebildete doppelstrangige DNA anlagert. Entsprechend der
Vervielfaltigung der gebildeten DNA wird mehr oder weniger Farbstoff gebunden, was in
unterschiedlichen Intensitaten resultiert. Dadurch kann eine Aussage uber die Menge der
enthaltenen DNA in einem Probenansatz getroffen werden. Die Messung wird in CT-
Werten (=Cycle Treshold; Wert, ab dem die exponentielle Phase der Schmelzkurve
eintritt und sich von der Hintergrundintensitat absetzt bzw. die Anzahl der
Replikationszyklen, die bis zu diesem Moment durchgefuhrt wurden) angegeben. Die
Menge der gemessenen DNA wurde ins relative Verhaltnis zu dem Housekeeping-Gen
18S gesetzt, das die interne Referenz darstellte, da es nicht durch Pathologien reguliert
wird (88). Dadurch konnte der Faktor, um den die Expression der Zielgene verandert war,
bestimmt werden. Fiur die qRT-PCR wurde das SYBR® Premix Ex Taq™ (TaKaRa
(RR420A)) verwendet. Spezifische Primer (hergestellt durch TIB Molbiol, Berlin) fur

entsprechende Zielgene sind in Tabelle 5 aufgefihrt.
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Tabelle 5: Primersequenzen

Zielgen Primersequenz 5°‘-3°
18s (62) forward AACCCGTTGAACCCCATT
reverse CCATCCAATCGGTAGTAGCG
Bax (89) forward TGAAGACAGGGGCCTTTTTG
reverse AATTCGCCGGAGACACTCG
Bcl2 (90) forward GTCGCTACCGTCGTGACTTC
reverse CAGACATGCACCTACCCAGC
Cxcl2 (62)  forward CGCTGTCAATGCCTGAAG
reverse GGCGTCACACTCAAGCTCT
Cxcr2 (91)  forward AGCAAACACCTCTACTACCCTCTA
reverse GGGCTGCATCAATTCAAATACCA
Cxcrl (92) forward AATCTGTTGTGGCTTCACCCA
reverse GCTATCTTCCGCCAGGCATAT
Vegf (62) forward GAAGAAGAGGCCTGGTAATGG
reverse AAGCCACTCACACACACAGC
Vegfrl (62) forward CTAATGACGATGGCAACAGG
reverse GCTAGCATGCTCTGCTCTCC
Vegfr2 (62) forward TGGAGGAAGAGGAAGTGTGC
reverse TCAGCTCTTCTGATGCAAGG

Die Primer wurden in einer Konzentration von je 10 uM (forward (fwd), reverse (rev)) in
einem Mastermix (Tabelle 6) vorbereitet. Der Mastermix wurde zu den entsprechenden
Proben (je 4ul cDNA 1:10) in eine 384-Well Platte (MicorAmp Optical Reaction plate,
Applied biosystems) pipettiert, wobei jedes Zielgen dreifach (Triplets) abgebildet wurde.
Die Platte wurde mit einer Folie versiegelt. Die qRT-PCR wurde mit dem QuantStudio 6
Flex System (Thermo Scientific) durchgefuhrt. Die Amplifikation und die Messung liefen
Uber 40 Zyklen (Tabelle 6). AnschlielBend wurde die Amplifikationsqualitat Gberpruft. Dies
beinhaltete den Vergleich der Einzelwerte (CT-Werte) der Zielgene in den Triplets sowie
die Beurteilung der Schmelzkurven. Dadurch konnten fehlerhafte Messwerte, die
beispielsweise durch eine Kontamination zustande gekommen sind, ausgeschlossen
werden. Die Expressionsunterschiede wurden nach Mittelwertbildung der Triplets nach
der AACT-Methode berechnet (93). Mittels der DeltaDeltaCT-Methode wird zuerst die
Differenz (A-CT) des Zielgens zum Housekeeping-Gen in der jeweiligen Gruppe
berechnet. Danach wird der errechnete A-CT Wert der Kontrolle von den A-CT Werten

der Gruppen subtrahiert und es ergibt sich AA-CT. Der relative Expressionsunterschied
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zwischen der Therapiegruppe und der Kontrolle lasst sich zum Schluss durch Einsetzen

in die Formel 2 -22CT perechnen (93).

Tabelle 6: gRT-PCR Mastermix (fiir 384 Wellplatte pro Well) und PCR Programm

Mastermix PCR-Programm

SYBR® Premix ExTaq™ 5ul 95°C 30s

Primer fwd und rev (je 10 uM) 0,8 ul 95°C 5s

ROX I 1:3 0,2 ul 60°C 30s

CDNA 4l 95°C 155 | 40X
60°C 1 min

Totalvolumen BEGITE 95°C 15s

3.8 Datenverarbeitung und Statistik

Die Erstellung der Graphen sowie die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad
Prism (v9.1.2, San 224 Diego, CA, USA). Fur die Datenerhebung und -verarbeitung
wurde Microsoft Excel verwendet. Zur statistischen Testung wurde in Einzelvergleichen
der Student’s T-Test verwendet. Fir den Vergleich aller Gruppen wurde die univariate
Varianzanalyse (One-way ANOVA) mit anschlielender Bonferroni-Korrektur verwendet.
Es wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 angenommen. Bei nicht-signifikanten
Ergebnissen wurde kein p-Wert angegeben. Die Darstellung der Werte entspricht den

Mittelwerten + Standardabweichungen.
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4 Ergebnisse

4.1 Versuchsabschnitt | — Analyse der systemischen Wirksamkeit des CXCR2-
Antagonisten SB225002

4.1.1 Einfuhrung Ergebnisse Versuchsabschnitt |

Unsere Arbeitsgruppe zeigte in friiheren Studien, dass bei intrathekaler Anwendung eines
CXCR2-Antikdrpers und des small-molecule CXCR2-Antagonisten SB225002 eine
signifikante Volumenreduktion von GBM-Tumoren der Maus in vivo erreicht werden
konnte (62, 81). Es wurden insbesondere bei der Blockade durch SB225002 antitumorale
Effekte im Sinne einer verminderten Vaskularisation und Reduktion der Akkumulation von
TAM beobachtet (81). Basierend auf diesen Erkenntnissen sollte in diesem
Versuchsabschnitt die Wirksamkeit einer systemischen Therapie mit SB225002 tberpruft
werden. Hintergrund war zum einen die Handhabbarkeit fur die Experimente in der
Kombinationstherapie (Versuchsabschnitt II) zu erleichtern. Zum anderen ware der
Transfer in die klinische Anwendung an Patienten*innen vereinfacht, da so eine
aufwendigere invasive Katheter- oder Reservoir-Implantation und den damit

verbundenen moglichen Komplikationen nicht notwendig wére.

4.1.2 Tumorvolumenreduktion  ohne  Dosis-Wirkungszusammenhang bei
systemischer Applikation des CXCR2-Antagonisten SB225002
Um die Effektivitat von SB225002 bei systemischer intraperitonealer Applikation zu
untersuchen, wurden zunachst unterschiedliche Dosierungen appliziert. Diese
orientierten sich an der intrathekalen Maximaldosis von 30ug pro Tag wie in Abschnitt
3.4.1 erklart. Als erster Endpunkt wurde die Tumorvolumenreduktion mittels MRT-
Bildgebung bestimmt (Abbildung 6a, c). Die in diesem Abschnitt angegebenen
Messwerte der Tumorvolumina beziehen sich auf die T1-Sequenz mit Kontrastmittel. Die
Volumetrie-Daten der T2 Gewichtung sind zum Vergleich dargestellt, unterscheiden sich
jedoch nicht wesentlich von den gemessenen Volumina der T1-Sequenz (Abbildung 6b,
d). Der grofite Volumenreduktionseffekt an Tag 21 zeigte sich bei 60ugip., also bei der
doppelten Dosis der intrathekalen Anwendung (81). Das Volumen war in der T1-Sequenz
mit Kontrastmittel mit 42,87% deutlich reduziert (Abbildung 6b), der Unterschied war
jedoch statistisch nicht signifikant. Bei einer Dosis von 200ugip. deutete sich eine
Volumenzunahme an (Abbildung 6e). Aus diesem Grund wurde zusatzlich eine Dosis von

30ugip. getestet, um einen mutmalilichen paradoxen Dosis-Wirkungs-Effekt detektieren
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zu konnen. Hier zeigte sich hingegen kein Unterschied in der Gré3e der Tumorvolumina
(Abbildung 6f).
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Abbildung 6: Tumorvolumina nach systemischer Applikation von SB225002.

(a) Reprasentative MRT-Schnittbilder in T1+KM-Sequenz der Kontrollgruppe und 60ugip.-Gruppe. (b) Die
guantitative Auswertung der T1+KM-Tumorvolumina an Tag 21 zeigte in der 60ugip.-Gruppe eine
Volumenreduktion von 42,87% ohne statistische Signifikanz (n= 9-10). (c) Reprasentative MRT-
Schnittbilder in T2-Sequenz derselben Tiere wie in (a). (d) Die quantitative Auswertung der Tumorvolumina
in T2-Sequenz zeigte ein vergleichbares Bild zur T1+KM-Sequenz in (b). (e, f) Die quantitative Auswertung
der T1+KM-Tumorvolumina von 200ugip. (n= 6-7) und 30ugip. (N= 3-4) zeigten keine bessere Wirksamkeit
an Tag 21. Die statistische Testung erfolgte mit dem Student’s T-Test. Die Graphen zeigen die Einzelwerte
der Tiere als kleine Quadrate und den Gruppenmittelwert + Standardabweichung als Linien.
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Zusammengefasst lasst sich  festhalten, dass der maximal erreichte
Volumenreduktionseffekt von 42,87% bei systemischer Applikation von 60ugi.p.
SB225002 im Vergleich zur intrathekalen Applikation niedriger war (81). Die
Volumenreduktion betrug bei intrathekaler Anwendung 47% und erreichte in Vorarbeiten
eine statistische Signifikanz im Vergleich zu der Kontrollgruppe (81).

Um einen Gesamteindruck tber die Wirkweise der systemischen Therapie mit SB225002
zu bekommen, wurden trotz unterlegender Wirksamkeit in Bezug auf die
Volumenreduktion, histologische Analysen dieser Gruppe durchgefihrt. Es wurde die
Tumorvaskularisation, die Akkumulation von TAM sowie deren Interaktionsprozesse

untersucht.

4.1.3 Analyse der Veranderungen in der Tumorvaskularisation und TAM-
Akkumulation bei systemischer Applikation des CXCR2-Antagonisten
SB225002

Die histologische Analyse der systemischen Applikation des CXCR2-Antagonisten wurde

far die 60ugip.-Gruppe durchgefuhrt, da diese den groften

Tumorvolumenreduktionseffekt zeigte (4.1.2). Diese wurde mit der entsprechenden

Kontrollgruppe verglichen. Charakteristisch fir das Glioblastom ist die ausgepragte

Tumorvaskularisation (12). Als alternativer angiogener Signalweg, nimmt CXCR2, wie in

2.2.4 beschrieben, eine zentrale Rolle in der Regulation der Angiogenese ein (59). Unter

systemischer Therapie zeigte sich in der 60ugip-Gruppe eine reduzierte

Gesamtgefal3flache (prozentualer Anteil der Gefal3flache an der gemessenen

Gesamtfache) von 46,8% und eine Reduktion der durchschnittlichen Gefal3gréRe um

64% (Abbildung 7a-c). Die GefaRanzahl war hingegen gering erhdht (+11,8%, Abbildung

7d). Die gemessenen Unterschiede waren statistisch nicht signifikant, wobei eine

besonders grol3e Varianz in der Kontrollgruppe, die durch die grof3e Standardabweichung

verdeutlicht wurde, zu sehen war.
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Abbildung 7: Effekte der systemischen Applikation von SB225002 auf die Tumorvaskularisation.

(&) Reprasentative Immunfluoreszenzbilder zeigen geringgradige Veranderungen in  der
Tumorvaskularisation. (DAPI: blau, CD31: rot; MaRstabsbalken = 100um) (b) Die Quantifikation der
Gefal3flache zeigt eine schwache, nicht-signifikante Reduktion. (n=9-10) (c) Die durchschnittliche
GefalRgrofle gemessen in um?2 war ebenfalls geringgradig reduziert. (n=9-10) (d) Die GefalRdichte blieb
zwischen den Gruppen Kontrolle und 60pg;,, unverandert. (n=9-10) Die statistische Testung erfolgte mit

dem Student’s T-Test. Die Graphen zeigen die Einzelwerte der Tiere (kleine Quadrate) und den
Gruppenmittelwert (Balken) + Standardabweichung (Linien).

Im nachsten Schritt wurde die Akkumulation von TAM untersucht, da diese nicht nur mit
dem histologischen Schweregrad von Gliomen korreliert, sondern auch als eine
Hauptquelle von CXCL2 identifiziert werden konnten (62). Aus Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe ist bekannt, dass die intrathekale Applikation des CXCR2-Antagonisten
SB225002 die TAM-Akkumulation signifikant reduziert (69, 81). Im Gegensatz dazu,

konnte bei systemischer Applikation mit 60ugip. pro Tag kein signifikanter Unterschied
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gemessen werden (Abbildung 8a, b). Die Analyse der TAM-Gefal3-Interaktion zeigte

ebenfalls keine Unterschiede zwischen der 60ugip.- und Kontrollgruppe (Abbildung 8a,
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Abbildung 8: Effekte der systemischen Applikation von SB225002 auf die TAM-Akkumulation und TAM-
Gefalinteraktion.

(a) Reprasentative Immunfluoreszenzbilder zeigen weder eine unterschiedliche TAM-Akkumulation noch
eine vermehrte Interaktion von Tumorgefalen und TAM unter systemischer Therapie mit 60g, ,. (DAPI:
blau, CD31: rot, Ibal: grin; Mal3stabsbalken = 100um) (b) Die systemische Applikation des CXCR2-
Antagonisten SB225002 hatte keinen nachweisbaren Effekt auf die TAM-Akkumulation. (n= 9-10) (c) In der
guantitativen Auswertung der TAM-GefaR-Interaktion konnte kein Unterschied zwischen den Gruppen
festgestellt werden. Eine TAM-GefaRinteraktion war definiert durch den Kontakt von mindestens zwei TAM
pro Gefal3. (n= 9-10) Die statistische Testung erfolgte mit dem Student’s T-Test. Die Graphen zeigen die
Einzelwerte der Tiere (kleine Quadrate) und den Gruppenmittelwert (Balken) + Standardabweichung

(Linien).
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4.2 Versuchsabschnitt Il — Analyse therapieinduzierter Effekte auf

tumorbiologische Charakteristika durch die Kombinationstherapie

4.2.1 Einfuhrung Ergebnisse Versuchsabschnitt Il

Aufgrund der zentralen Rolle des CXCL8/CXCL2/CXCR2-Signalwegs in der
Pathogenese des GBM und der Veranderung der Expression unter TMZ-Therapie (2.2.1
und 2.1.3), stellt die Blockade des Signalwegs zusatzlich zu TMZ ein vielversprechendes
Therapieziel dar. Aus diesem Grund sollte im zweiten Versuchsabschnitt die Wirkung
eines kombinatorischen Ansatzes untersucht werden(81).

Die Ergebnisse aus Versuchsabschnitt | haben gezeigt, dass die systemische Therapie
in unserem Set-Up der lokalen intrathekalen Applikation unterlegen war (siehe 5.2). Aus
diesem Grund wurde sich fur die Untersuchung der Kombinationstherapie erneut fur eine
intrathekale Applikation des CXCR2-Antagonisten SB225002 entschieden, wie sie

bereits in unserer Arbeitsgruppe durchgeftihrt wurde (81).

4.2.2 Additiver Tumorvolumenreduktionseffekt durch Kombinationstherapie

Vor Beginn der Therapie erfolgte eine Tumorvolumetrie, um ein vergleichbares
Ausgangsniveau fur alle Gruppen sicherzustellen und die regelrechte Inokulation in das
rechtsseitige Striatum zu Uberprifen. Es zeigten sich keine Wachstumsunterschiede
(Abbildung 9b). Die zweite MRT-Bildgebung erfolgte nach Therapie an Tag 21,
unmittelbar vor der Perfusion und Toétung. Die dargestellten MRT-Sequenzen zeigen
reprasentative Bilder der jeweiligen Gruppen an Tag 21 (Abbildung 9a). Die Auswertung
der Volumina ergab einen Reduktionseffekt in allen Therapiegruppen, wobei der Effekt
zwischen der TMZ-Monotherapie und der Kombinationstherapie jeweils im Vergleich zur
Kontrollgruppe am deutlichsten war. Der Volumenreduktionseffekt von TMZ im Vergleich
zur Kontrollgruppe betrug in der T1l-gewichteten Sequenz mit Kontrastmittel 61,12%
(p=0,017; n=7-8) und in der Kombinationstherapie 75,14% (p=0,003; n=7-8) (Abbildung
9b). Die Unterschiede zwischen den jeweiligen Monotherapien im Vergleich zur
Kombinationstherapie waren jedoch statistisch nicht signifikant. Die Auswertung der T2-
gewichteten Sequenz kam zu vergleichbaren Ergebnissen (Abbildung 9c). Der
zusatzliche Volumenreduktionseffekt unter Kombinationstherapie im Vergleich zur TMZ
Monotherapie betrug 36,1%. Als weiterer Hinweis fiir ein gutes Therapieansprechen
konnte die geringe Standardabweichung und die homogene Verteilung der Volumina der

Kombinationsgruppe im Vergleich zu allen anderen Gruppen beobachtet werden
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(Abbildung 9b). Die Berechnung der Wachstumsfaktoren der einzelnen Tumore aus den
Tumorvolumina vor und nach Therapie (3.5) zeigten ahnliche Unterschiede wie die
Auswertung der Tumorvolumina (Abbildung 9d). Die Gruppen, Kontrolle vs. TMZ
(p=0,0068; n=7-8) und Kontrolle vs. Kombinationstherapie (p=0,0006; n=7-8) waren

signifikant unterschiedlich, wahrend sich keine Unterschiede der Monotherapien mit TMZ

bzw. dem Antagonisten im Vergleich zur Kombinationstherapie zeigten.
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Abbildung 9: Tumorvolumetrie an Tag 21 nach Kombinationstherapie.

(a) Reprasentative MRT-Schnittbilder in T1+KM-Sequenz. Es zeigte sich eine Volumenreduktion in den
Monotherapien und der Kombinationstherapie. (b) Durch Messung der Tumorvolumina (T1+KM) vor
Therapiebeginn konnte ein vergleichbares Ausgangsniveau sichergestellt werden. Nach siebentégiger
Therapie (Tag 21) war die gréf3te Tumorvolumenreduktion in der Kombinationstherapie zu beobachten. Die
Reduktion betrug 75% im Vergleich zur Kontrolle, wahrend die Reduktion in der TMZ-Monotherapie zur
Kontrolle nur 61% betrug. (n=7-8; * p<0,05; ** p<0,01) (c) Die quantitative Auswertung der Tumorvolumina
in T2-Sequenz zeigt vergleichbare Ergebnissen zur T1+KM-Sequenz derselben Tiere. (n=7-8; * p<0,05; **
p<0,01) (d) Der Wachstumsfaktor (Berechnung: Volumen Tag 21/ Volumen zu Therapiebeginn) zeigte ein
zur Volumenreduktion konkordantes Bild, wobei sich die TMZ- und Kombinationstherapie signifikant von
der Kontrolle unterschieden. (n=7-8; * p<0,05; ** p<0,01) Zur statistischen Testung wurde der One-way
ANOVA-Test mit anschlieRender Bonferroni-Korrektur verwendet. Die Graphen zeigen die Einzelwerte der
Tiere als kleine Quadrate und den Gruppenmittelwert + Standardabweichung als Linien.

4.2.3 Verminderte Proliferationsaktivitat bei gleichbleibender Apoptose

Sowohl fur SB225002 (nur in vitro) als auch TMZ konnte in vorangegangenen Studien
eine proliferationshemmende Wirkung gezeigt werden (81, 94-97). Aus diesem Grund
wurde im folgenden Abschnitt untersucht, ob die simultane Anwendung zu einer
Potenzierung der antiproliferativen Wirkung fuhrt. Alle Therapieansatze fuihrten zu einer
Reduktion der Proliferationsaktivitat im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 10a, b).
Die Kombinationstherapie zeigte den gréf3ten Unterschied mit 36,8 % und war statistisch
im Vergleich zur Kontrolle signifikant (p=0,033; n=4). Die TMZ-Monotherapie reduzierte
die Proliferation um 25,3 % ebenfalls mit Erreichen eines statistischen Signifikanzniveaus
(p=0,026; n=4) wohingegen die SB225002-Monotherapie nur zu einer nicht-signifikanten
Reduktion von 12,4 % fuhrte (Abbildung 10b). Dartber hinaus konnte eine signifikante
Reduktion der Proliferationsaktivitat zwischen Kombinationstherapie im Vergleich zur
SB225002-Monotherapie um 27,9% (p=0,033; n=4) beobachtet werden (Abbildung 10b).
Im Vergleich zur TMZ-Monotherapie gab es ebenfalls eine Reduktion um 15,4%, jedoch
ohne Erreichen eines statistischen Signifikanzniveaus.

Neben einer verminderten Proliferationsaktivitat gilt umgekehrt ein gesteigertes
Apoptoseverhalten als Indikator fur ein gutes Ansprechen auf Anti-Tumor-Therapien (98,
99). Auf Proteinebene gibt es in vitro-Daten, die eine Zunahme der Apoptose bei
Behandlung mit dem CXCR2-Antagonisten SB225002 in unterschiedlichen
Tumorentitaten beschreiben (94, 100-102). Untersuchungen tber die Wirkweise von TMZ
ergaben zudem, dass die Induktion von Apoptosevorgangen ein zentraler
Wirkmechanismus von TMZ ist (103-105). Die Auswertung der Apoptose anhand der
apoptotischen Zellen ergab keinen Unterschied zwischen den Gruppen (Abbildung 10c).

Im Gegensatz dazu war das Verhaltnis von Apoptose zu Proliferation zugunsten der
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Apoptose verschoben (Abbildung 10d). Diese Verschiebung war nur in der
Kombinationsgruppe signifikant und unterschied sich sowohl zur Kontrolle (p=0,0006;
n=4) als auch zu den Monotherapien mit SB225002 (p=0,0102; n=4) bzw. TMZ
(p=0,0389; n=4). Damit zeigte die Kombinationstherapie einen additiven Effekt durch die
zusatzliche Blockade des CXCR2-Rezeptors in Bezug auf das Verhaltnis von
Proliferation und Apoptose im Vergleich zu den Monotherapien.
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Abbildung 10: Analyse von Proliferationsaktivitat und Apoptoseverhalten.

(a) Reprasentative Immunfluoreszenzbilder von Proliferation und Apoptose mit abnehmender Proliferation
in allen Gruppen, wobei die gréRte Reduktion in der Kombinationsgruppe zu sehen ist. Keine der Therapien
beeinflusste das Apoptoseverhalten. (DAPI: blau, Ki67: griin, TUNEL.: rot; MaRstabsbalken = 100um) (b)
Die quantitative Auswertung immunhistologischer Farbungen ergab eine verminderte Proliferationsaktivitat
von 36,8% in der Kombinationstherapie im Vergleich zur Kontrolle, im Vergleich zum Antagonisten 27,9%.
TMZ reduzierte die Proliferation um 25,3%. (n=4, * p<0,05; ** p<0,01) (c) Die Apoptose war in der
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quantitativen Analyse unverandert zwischen den Gruppen. (n=4) (d) In der Analyse des Verhaltnisses von
Apoptose zu Proliferation konnte nur in der Kombinationsgruppe eine signifikante Verschiebung in Richtung
Apoptose beobachtet werden. Diese Verschiebung unterschied sich zur Kontrolle sowie zu den jeweiligen
Monotherapien und zeigte einen additiven Effekt durch die Applikation beider Wirkstoffe in Kombination.
(n=4, * p<0,05; *** p<0,001) Zur statistischen Testung wurde der One-way ANOVA-Test mit anschlielender
Bonferroni-Korrektur verwendet. Die Graphen zeigen die Einzelwerte der Tiere (kleine Quadrate) und den
Gruppenmittelwert (Balken) + Standardabweichung (Linien).

Um die Ergebnisse weiter zu verifizieren, wurden Genexpressionsanalysen durchgefihrt.
Das Expressionsverhaltnis des pro-apoptotischen Molekils Bax zum anti-apoptotischen
Molekul Bcl2 hat regulierenden Einfluss auf die Induktion der Apoptose und kann je nach
Expressionsverhaltnis als Indiz fur das Ansprechen einer Tumortherapie gewertet werden
(98, 99, 106). Die Untersuchung des Tumorgewebes auf Veranderungen der mRNA-
Expression von Bax und Bcl2 ergab keinen therapiespezifischen Unterschied (Abbildung
11a, b).
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Abbildung 11: Genexpressionsanalyse der Molekiile Bax und Bcl2.

(a, b) Die Genexpressionsanalyse (qRT-PCR) der Molekile Bcl2 (anti-apoptotisch) und Bax
(proapoptotisch) zeigten keine Hinweise auf therapieinduzierte Veranderungen in den unterschiedlichen
Gruppen. (n=3-4) Zur statistischen Testung wurde der One-way ANOVA-Test mit anschlieBender
Bonferroni-Korrektur ~ verwendet. Die Graphen zeigen den Gruppenmittelwert (Balken) =
Standardabweichung (Linien).

4.2.4 Beginnende Abnahme der Tumorvaskularisation bei unveranderter TAM-
Akkumulation

Ein wichtiges Merkmal des GBM ist die ausgepragte Tumorvaskularisation (12). Um

einen Eindruck zu bekommen, inwiefern das verwendete GL261-GBM-Mausmodell

dieses Charakteristikum abbildet, wurde einmalig exemplarisch eine FITC-Lektin-

Farbung durchgefihrt. Auf dem abgebildeten koronaren Anschnitt ist die

GefalRarchitektur zwischen Nicht-Tumor- und Tumorgewebe erkennbar (Abbildung 12).
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Die feingliedrige GefalRRarchitektur der kontralateralen Seite steht den chaotisch und

destruktiv anmutenden, funktional minderwertigen GefaRen des Tumors gegenuber
(Abbildung 12b, c).

C)

Abbildung 12: Tumorvaskularisation im syngenen orthotopen GL261-Mausmaodell.

(a) Die Immunfluoreszenzaufnahme zeigt eine koronare Ubersichtsdarstellung des Gehirns eines
unbehandelten Kontrolltieres nach FITC-Lektin-Farbung. Zu erkennen ist die veranderte GefalRarchitektur
der kontralateralen Seite (links im Bild) zum Tumor (rechts im Bild). (b) Die Nahaufnahme der
kontralateralen Seite zeigt eine geordnete GeféaRarchitektur im tumorfreien Hirnparenchym. (c) In der
Nahaufnahme des Tumors mit Anschnitt der peritumoralen Umgebung (links unten im Bild) sind chaotisch
organisierte, im Kaliber schwankende und destruktiv veranderte TumorgeféafRe zu sehen.
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Der alternative angiogene Signalweg tber CXCR2 wird durch Rezeptoren aktiviert, die
sich auf Tumorzellen und Endothelzellen befinden (59, 107). In Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe konnte bei intrathekaler Anwendung des CXCR2-Antagonisten SB225002
eine antiangiogene Wirkung erzielt werden (81). In der vorliegenden Arbeit sollte
untersucht werden, inwiefern sich die antiangiogene Wirkung bei gleichzeitiger
Applikation von TMZ verandert. Die Tumorvaskularisation zeigte insgesamt nur geringe
therapieinduzierte Veranderung in den analysierten Gefal3parametern Gefaldflache,
Gefalidichte und durchschnittliche Gefal3grol3e (Abbildung 13, 14). Die Veranderungen
waren in keiner Gruppe statistisch signifikant. Es zeichnete sich eine Verminderung der
Gefaliflache sowie eine Abnahme der durchschnittlichen Gefal3gro3e ab (Abbildung 14a,
b). Die zusatzliche Verminderung der Gefal3flache durch CXCR2-Rezeptorblockade
zwischen der Kombinationsgruppe und der TMZ-Gruppe betrug 36,5%. Die Abnahme der
durchschnittlichen GefaRgrolRe betrug 40,5%. Die Anzahl der GefalRe war in allen
Therapiegruppen etwas hoher als in der Kontrollgruppe, zwischen den einzelnen
Therapien aber ohne einen sich abzeichnenden Trend (Abbildung 14c).

In Kapitel 2.2 wurde bereits erlautert, dass TAM eine Hauptquelle fur die Sezernierung
von CXCL2 sind und tumorférdernde Eigenschaften besitzen (62). In Vorarbeiten aus
unserer Arbeitsgruppe konnte beobachtet werden, dass die lokale intrathekale
Anwendung von SB225002 die Akkumulation von TAM vermindert, was ebenfalls mit
einer Reduktion der Vaskularisation einherging und als einer der Mechanismen
identifiziert wurde, der zur Reduktion des Tumorvolumens fihrte (81). Fur TMZ in
Monotherapie gibt es bisher wenig Literatur. Riva et al. untersuchten u.a. den Einfluss
von TMZ auf die Modulierung des Tumormikromilieus und fanden heraus, dass auch die
TMZ-Monotherapie zu einer Reduktion der TAM fiihren kann (108). Es konnten in der
vorliegenden Arbeit keine Unterschiede in der Akkumulation der TAM zwischen den
jeweiligen Monotherapien (SB225002 oder TMZ) bzw. der Kombinationstherapie
gegenuber der Kontrollgruppe festgestellt werden (Abbildung 13, 14d).

57



Abbildung 13: Immunfluoreszenzfarbung der Tumorvaskularisation und TAM-Akkumulation.
Die reprasentativen Immunfluoreszenzbilder zeigen eine tendenziell abnehmende Tumorvaskularisation in

der Kombinationsgruppe. Die Akkumulation von TAM ist hingegen unverandert. (DAPI: blau, CD31.: rot,
Ibal: griin; Maf3stabsbalken = 100um)
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Abbildung 14: Quantitative Analyse der Tumorvaskularisation und TAM-Akkumulation.

(a) Die quantitative Auswertung der Gefal3parameter zeigt tendenziell eine Abnahme der Gefaldflache,
gemessen in Prozent der analysierten Gesamtflache. Die Reduktion war in der Kombinationstherapie am
starksten ausgepragt, blieb jedoch ohne statistische Signifikanz. (n=4) (b) Weiterhin war eine verminderte
durchschnittliche GefaRgroRe messbar. (n=4) (c). Die GefaRdichte, gemessen als Anzahl der GefélRe pro
mm?2 blieb unveréndert. (n=4) (d) Die Akkumulation von TAM zeigte keinen Unterschied zwischen den
unterschiedlichen Gruppen. (n=4) Zur statistischen Testung wurde der One-way ANOVA-Test mit
anschlieBender Bonferroni-Korrektur verwendet. Die Graphen zeigen die Einzelwerte der Tiere (kleine
Quadrate) und den Gruppenmittelwert (Balken) + Standardabweichung (Linien).

4.2.5 Therapieinduzierte Veranderungen des CXCL2/CXCR2-Signalwegs

Um festzustellen, ob der untersuchte CXCL2/CXCR2-Signalweg, in dem in der
vorliegenden Arbeit verwendeten syngenen GL261-Mausmodell, grundlegend verandert
bzw. hochreguliert ist, wurde eine Genexpressionsanalyse der Molekile CXCL2 und
CXCRZ2 durchgefuhrt. Dartiber hinaus sollte auch der Therapieeinfluss auf die Expression
unter Therapie untersucht werden. Hierzu wurde Tumorgewebe mit Nicht-Tumorgewebe
verglichen. Dabei konnte eine Hochregulation der Cxcl2-Expression und Cxcr2-
Expression in Tumorisolaten im Vergleich zu Nicht-Tumor Gewebe auf der
kontralateralen Seite beobachtet werden. Cxcl2 war dabei um den Faktor =5 und Cxcr2
um den Faktor =7 hochreguliert (Abbildung 15a, b). Dabei war allerdings nur die
Hochregulation von Cxcr2 statistisch signifikant. (p=0,0434; n=4). Das Verfehlen des
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Signifikanzniveaus bei der CXCL2-mRNA-Expression ist am ehesten auf die geringe

Anzahl an Tieren pro Gruppe zurtickzufihren.

(a) Cxcr2 (b) Cxcl2
20 = 20
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Abbildung 15: Genexpressionsanalyse der Molekiile Cxcl2 und Cxcr2 im Tumor vs. Nicht-Tumor.

(a, b) Die Expression der Molekile Cxcr2 und Cxcl2 zeigte im Tumorgewebe eine Hochregulation. Die
Hochregulation von Cxcr2 erfolgt um den Faktor =7 und unterschied sich signifikant im Vergleich zum
gesunden Gewebe. (n=4; * p<0,05) Die statistische Testung erfolgte mit dem Student’s T-Test. Die
Graphen zeigen den Gruppenmittelwert (Balken) + Standardabweichung (Linien).

Die Veranderungen des CXCL2/CXCR2-Signalwegs durch TMZ im Rahmen der
Entwicklung von Resistenzen und die daraus resultierende Relevanz als potenzieller
Angriffspunkt wurde in 2.1.3 erlautert. Aus diesem Grund wurde im nachsten Schritt
untersucht, inwiefern sich die Hochregulation der Molekile CXCL2 und CXCR2 unter
Therapie verandert. Die Analyse erfolgte auf Protein- und mRNA Ebene. Fur die Analyse
der CXCR2-Rezeptorexpression auf der Zelloberflache sowie der Expression von CXCL2
wurden zuerst Intensitatsmessungen mit Immunfluoreszenzfarbungen durchgefihrt
(Abbildung 16 und 17). Der Vergleich der mittleren Intensitaten zeigte bei dieser Analyse
keinen Unterschied (Abbildung 16b und 17b). Des Weiteren waren auch in
Mosaikaufnahmen, die den gesamten Tumor abbildeten, keine therapiespezifischen
Unterschiede bzw. Verteilungsmuster von CXCR2 bzw. CXCL2 innerhalb der Tumoren
zu erkennen (Abbildung 16a und 17a). Im Kontrast dazu, konnten therapieinduzierte
Veranderungen auf Genexpressionsebene festgestellt werden. Dabei fihrten sowohl die
jeweiligen Monotherapien wie auch die Kombinationstherapie zu einer erheblichen
Verminderung der Cxcr2-Expression, die jedoch statistisch nicht signifikant war und sich
zwischen den Therapien nicht unterschied (Abbildung 16c). Die Expression war im
Vergleich zur Kontrolle bei SB225002 um den Faktor 2,5, bei TMZ um den Faktor 5,6 und
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in der Kombinationsgruppe um den Faktor 3,5 reduziert. Die Cxcl2-Expression wurde

durch keine der Therapien beeinflusst (Abbildung 17c).
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Abbildung 16: Therapieinduzierte Verdnderungen des CXCR2-Rezeptors.

(a) Die Ubersicht der CXCR2 Immunfluoreszenzfarbungen zeigte keine gruppenspezifischen Unterschiede
in der Intensitat oder dem Verteilungsmuster des Rezeptors auf der Zelloberflache. (CXCR2: griin) Die
einzelnen Tumore wurden als Mosaikaufnahmen aufgenommen und zur Abgrenzung zum umliegenden
Parenchym wei3 umrandet. (b) Die Quantifizierung der CXCR2-Proteinexpression mittels
Intensitdtsmessungen an Immunfluoreszenzfarbungen zeigte keine therapieinduzierten Verénderungen.
(n=4; n=4; Einzelwerte der Tiere (kleine Quadrate); Gruppenmittelwert (Balken) + Standardabweichung
(Linien)) (c) Im Vergleich dazu kam es auf Genexpressionsebene (QRT-PCR) zur Runterregulation in allen
Therapiegruppen, die jedoch statistisch nicht signifikant war und sich innerhalb der Gruppen nicht
unterschied. (n=3-4; Gruppenmittelwert (Balken) + Standardabweichung (Linien)). Zur statistischen
Testung wurde der One-way ANOVA-Test mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur verwendet.
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Abbildung 17: Therapieinduzierte Veranderungen des CXCL2-Liganden.

(a) Die Ubersicht der CXCL2 Immunfluoreszenzfarbungen zeigte keine gruppenspezifischen Unterschiede
in der Intensitat oder dem Verteilungsmuster des Liganden. (CXCL2: rot) Die einzelnen Tumore wurden als
Mosaikaufnahmen aufgenommen und zur Abgrenzung zum umliegenden Parenchym weil3 umrandet. (b)
Die Auswertung der CXCL2-Proteinexpression zeigte keine therapieinduzierten Veranderungen. Diese
wurde mittels Intensitdtsmessungen an Immunfluoreszenzfarbungen gemessen. (n=4; Einzelwerte der
Tiere (kleine Quadrate); Gruppenmittelwert (Balken) + Standardabweichung (Linien)) (¢) Genauso konnte
auf Genexpressionsebene (QRT-PCR) kein therapieinduzierter Unterschied festgestellt werden. (n=3-4;
Gruppenmittelwert (Balken) £ Standardabweichung (Linien)). Zur statistischen Testung wurde der One-way
ANOVA-Test mit anschlieRender Bonferroni-Korrektur verwendet.

4.2.6 Expression klassischer proangiogener Molekiile sowie CXCR1

Um ein Gesamtbild tber therapieinduzierte Veranderungen auf Genexpressionsebene
zu bekommen, wurde in dieser Arbeit erganzend einer der ,klassischen® proangiogenen
Regulatoren, Vegf mit seinen Rezeptoren Vegfrl und Vegfr2, untersucht (12). Die
Expression dieser Molekile korreliert mit dem histologischen Schweregrad sowie der
Tumorgefal3bildung und -progression des GBM (109). Es sollte daher untersucht werden,
inwiefern die Blockade des proliferationsfordernden und proangiogenen CXCR2-

Rezeptors die VEGF-Genexpression beeinflusst und gegebenenfalls kompensatorisch
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hochreguliert. Dies war insbesondere bei der Konstellation des reduzierten
Tumorvolumens bei nur geringgradig veranderter Tumorvaskularisation (siehe Kapitel
4.2.2 und 4.2.4) interessant. In der vorliegenden Arbeit konnten keine therapieinduzierten
Veranderungen des Vegf-Signalwegs und seiner Rezeptoren Vegfrl und Vegfr2
festgestellt werden (Abbildung 18a, b, c).

Als nachstes sollte die Rolle des CXCR1 Rezeptors untersucht werden. Es ist bekannt,
dass CXCR1 sehr ahnliche Eigenschaften wie CXCR2 besitzt und ebenfalls, zumindest
im humanen Organismus, von CXCL8 stimuliert wird (49, 55, 71). So gibt es Hinweise,
dass CXCL8 bei Blockade durch SB225002 vermehrt an CXCR1 bindet (82). Ein Indiz
fur eine kompensatorische Hochregulation bei SB225002-Monotherapie ergaben sich
auch aus in vitro Daten unserer Arbeitsgruppe (81). Die Therapie mit SB225002 fuihrte in
GL261-Zellen zur Cxcrl Uberexpression (81). Nicht zuletzt, kann es durch TMZ-
induzierten therapeutischen Stress ebenfalls zu einer erhéhten Expression von CXCL8
und den Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 kommen (37). In der vorliegenden Arbeit zeigte
die Genexpressionsanalyse aus Tumorisolaten nur eine geringe, nicht signifikante
Zunahme der Cxcrl-Expression in der SB225002- und Kombinationsgruppe um den
Faktor = 1,8 (Abbildung 18d).
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Abbildung 18: Genexpressionsanalyse therapieinduzierter Veranderungen des klassischen angiogenen
Signalwegs und Cxcrl.

(a-c) Die Analyse der Molekile des klassischen angiogenen Signalwegs Uber Vegf und seine Rezeptoren
Vegfrl und Vegfr2 ergab keinen therapieinduzierten Unterschied. (n=3-4) (d) Der Chemokinrezeptor Cxcrl,
der ahnliche Effekte wie CXCR2 vermittelt, wurde nicht durch eine der Therapien kompensatorisch
reguliert. In der quantitativen Auswertung gab es keinen Unterschied. (n=3-4) Zur statistischen Testung
wurde der One-way ANOVA-Test mit anschlieRender Bonferroni-Korrektur verwendet. Die Graphen zeigen
den Gruppenmittelwert (Balken) + Standardabweichung (Linien).

4.3 Therapievertraglichkeit, Verlust und Ausschluss von Tieren

Fur diese Arbeit wurden insgesamt 72 Tiere operiert. Die Therapien wurden in beiden
Versuchsabschnitten ohne schwerwiegende Nebenwirkungen gut vertragen. Der
Gewichtsverlauf war wéahrend den Therapien stabil. Es konnten vereinzelt, vom
Tumorgewebe getrennte, intrakranielle Blutungen festgestellt werden. Diese traten
insbesondere in der peritumoralen Umgebung auf (Abbildung 19a). Eine
gruppenspezifische Haufung gab es allerdings nicht. Als gruppenspezifische
Nebenwirkung waren die Gruppen, die mit TMZ behandelt wurden, bei der Perfusion und
Er6ffnung des Abdomens an Tag 21 durch einen geringgradig gereizten
Gastrointestinaltrakt auffallig. Dies hatte allerdings keine feststellbaren Auswirkungen auf

das Verhalten der Tiere, die Nahrungsaufnahme oder den Gewichtsverlauf.
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Insgesamt mussten acht Tiere aus den Analysen ausgeschlossen werden. Im ersten
Versuchsabschnitt verstarben zwei Tiere nach Narkoseeinleitung. Ein weiteres Tier
wurde ungeklarter Ursache am zweiten postoperativen Tag tot im Kafig aufgefunden.
Zwei Tiere mussten aufgrund einer Fehlimplantation der Tumorzellen
(extraparenchymatts intraventrikular (Abbildung 19b) bzw. extradural an der
Schadelbasis) ausgeschlossen werden. In Versuchsabschnitt Il verstarb ein Tier durch
eine infizierte Wundheilungsstorung entlang des Schlauches der implantierten mini-
osmotischen Pumpe. Ein Tier musste aufgrund von neurologischen Auffalligkeiten
(seitliche Fallneigung) an Tag 20 vor Versuchsende getttet werden. Das Tier war in der
Antagonisten Gruppe und erhielt intrathekal SB225002. In der durchgefihrten
Bildgebung war eine fur das GBM typische diffuse Einblutung zu sehen, welche nach
unserer Erfahrung auch in Kontrolltieren regelmaf3ig auftritt. Ein weiteres Tier musste aus
der Analyse ausgeschlossen werden, weil an Tag 14 in der Bildgebung vor

Therapiebeginn kein eindeutiges Tumorwachstum verifizierbar war.

(a) Peritumorale Blutung

Bild 1
Bild 2

T1+KM

Abbildung 19: Exemplarische MRT-Schnittbilder peritumorale Blutung und Ausschlusstier.
(a) Exemplarische Darstellung einer peritumoralen Blutung (rot umrandet) in 2 Schnittebenen. (b)

Ausschlusstier: Ausschluss von der Analyse aufgrund der dargestellten intraventrikularen Inokulation von
Tumorzellen in T1+KM und T2 Wichtung an Tag 21.

65



5 Diskussion

Die Relevanz des CXCL8/CXCL2/CXCR2-Signalwegs in der Pathogenese des GBM
sowie der Entstehung von Resistenzen unter TMZ-Therapie wurde bereits in der Literatur
berichtet (37, 38, 53-59, 81). Der erste Abschnitt dieser Arbeit zeigte, dass die
systemische Applikation des CXCR2-Antagonisten SB225002 dosisunabhangig der
intrathekalen Applikation unterlegen ist. Im zweiten Abschnitt zeichnete sich durch die
zusatzliche Blockade des CXCR2-Rezeptors bei TMZ-Therapie ein verstarkter
antitumoraler Effekt ab. Im Vergleich zur TMZ-Monotherapie kam es durch die zuséatzliche
Applikation von SB225002 zu einer additiven Volumenreduktion und einer reduzierten
Proliferationsaktivitdt. Gleichzeitig konnte ein signifikant verschobener Apoptose-
Proliferationsquotient  zugunsten der  Apoptose beobachtet werden. Die
Tumorvaskularisation zeigte eine abnehmende Tendenz in der Gefaligesamtflache als
auch der durchschnittlichen GefaRgréRe, wobei die Unterschiede zwischen den
Therapiegruppen insgesamt nur gering ausgepragt waren. Aufgrund der kurzen
Behandlungsdauer von sieben Tagen kann von einem Hinweis auf einen zusétzlichen
Effekt durch Blockierung des Signalwegs ausgegangen werden, der aber in weiteren

Uberlebensversuchen noch tiefergehend verifiziert werden muss.

5.1 Kritische Betrachtung des verwendeten GBM-Mausmodells

In vitro Modelle kdnnen heute einzelne Zell-Zell-Interaktionen untersuchen, sind jedoch
noch nicht in der Lage, die vollstandige Komplexitat von Tumoren in ihrer natirlichen
Umgebung sowie das spezifische Tumormikromilieu nachzuahmen (110). Aus diesem
Grund wurde zur Beantwortung der Fragestellungen in der vorliegenden Arbeit ein
tierexperimenteller Versuchsaufbau gewahlt. Anforderungen an das Modell waren ein
erhaltenes Immunsystem, ein spezifisches Tumormikromilieu und vergleichbare
histopathologische Kriterien. Es wurde daher ein orthotopes syngenes GL261-
Mausmodell verwendet, dass diese Eigenschaften abbildete und somit die bestmdgliche
Ubertragbarkeit ermoglichte (84).

Zur Anwendung kamen immunkompetente C57BL6N Wildtyp-Mause die seit
Jahrzehnten als Inzucht-Mausstamm  aufgrund der  Zuverlassigkeit und
Reproduzierbarkeit in vielen Studien zur Immunologie und Krebsforschung verwendet
werden (83). Die Tumore wurden durch Implantation von syngenen GI261-Zellen

induziert. GL261-Zellen sind murine GBM-Zellen, die urspringlich durch 3-
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Methylcholanthreninjektion chemisch induziert wurden (111). Der Vorteil syngene Zellen
zu verwenden ist, dass es trotz der erhaltenen Immunitat zu keiner Abstol3ungsreaktion
kommt. Des Weiteren zeichnete sich das verwendete Modell durch &hnliche Mutationen
und vergleichbare histopathologische Eigenschaften zum humanen GBM aus (112). Dies
beinhaltete unter anderem die Bildung von TumorgefaRen, Nekrosen und
Pseudopalisaden (112). Aulerdem gab es trotz des invasiven Charakters kein
metastatisches Potential (112).

Kritisch muss jedoch erwdhnt werden, dass Mause kein CXCL8 exprimieren (39).
Stellvertretend wurde hier, wie in der Einleitung erlautert, CXCL2 adressiert, das als
funktionelles Maushomolog zu CXCLS8 identifiziert werden konnte (81). CXCL2 ist wie
CXCL8 ein Ligand des CXCR2-Rezeptors und ist in der Lage, die gleichen
Signalkaskaden auszulésen (70, 78). Die durchgefuhrten Genexpressionsanalysen fur
Cxcl2 und Cxcr2 zwischen Nicht-Tumor- und Tumorgewebe zeigten eine Hochregulation
in dem verwendeten GBM-Mausmodell. Dies war eine wichtige Grundlage zur
Verifizierung der Tauglichkeit des Mausmodells sowie eine Bestatigung der zentralen
Bedeutung in der Pathogenese. Auch wenn aufgrund der erlauterten Eigenschaften das
GL261 GBM-Mausmodell reprasentativ fur das humane GBM ist, gibt es im Rahmen von
tierexperimentellen Versuchen Limitationen. Diese ergaben sich u.a. aus der Festlegung
des experimentellen Ablaufs, der Definition des Beobachtungszeitraumes, der
Therapiedauer und der Wahl der Analysezeitpunkte.

Orientierung fur die Festlegung auf den Beobachtungszeitraum von 21 Tage waren
Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe, bei denen die erfolgreiche Monotherapie des
CXCR2-Antagonisten SB225002 bei intrathekaler Applikation und einer Therapiedauer
von sieben Tagen ab Tag 14 erfolgreich etabliert wurde (81). Eine Limitation an dieser
Stelle war die Pumpe, durch die es nicht mdglich war einen langeren Versuchszeitraum
zu wahlen. Das Reservoir ermdglichte eine kontinuierliche Applikation von SB225002
Uber sieben Tage, hatte aber anschlieRend unter einer zusatzlichen Narkose und
erhohter Infektionsgefahr gewechselt werden missen. Aufgrund der schlechten
Loslichkeit von SB225002 war es auch nicht mdglich eine Pumpe mit langerer Laufzeit
zu wahlen und eine hohere Konzentration herzustellen. Die Pumpengrof3e konnte
aufgrund der Relation zum Mausgewicht ebenfalls nicht gréRer gewahlt werden. Um die
zusatzliche Belastung der Tiere im Rahmen eines Pumpenwechsels zu vermeiden,
wurde an der Behandlungsdauer von sieben Tagen festgehalten. So konnten erste

Eindriicke von der Wirksamkeit der Kombinationstherapie gewonnen werden.
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Ein wichtiger Grundsatz in der experimentellen Forschung mit Tierversuchen ist die
Achtung und Einhaltung des 3R-Prinzips (,Replacement®, ,Reduction®, ,Refinement®).
Das Ziel war es, den Einsatz und die Benutzung von Versuchstieren auf das absolut
Notwendige zu beschrénken. Es ist deshalb im Rahmen von Tierexperimenten Ublich
kleinere GruppengréRen zu wahlen. Daraus ergibt sich die Limitation, dass sich
geringgradige Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen aufgrund der kleinen

GruppengrofRe nicht Uber das statistische Signifikanzniveau abgrenzen.

5.2 Systemische Effektivitat des CXCR2-Antagonisten SB225002

Die intraperitoneale Applikation von SB225002 wurde durchgefihrt, um zu Uberprifen,
ob der systemische Applikationsweg eine Alternative zur intrathekalen
Pumpenimplantation darstellt (siehe auch 4.1.1). Vorteile waren eine einfachere
Handhabbarkeit sowie eine bessere Ubertragbarkeit in die klinische Anwendung an
Patienten*innen. Auch die erwéhnte Limitation der begrenzten maximalen Laufzeit der
Pumpe von sieben Tagen hétte somit umgangen werden kdnnen.

Die systemische Applikation des Antagonisten SB225002 erfolgte in unterschiedlichen
Dosen (30ugip/Tag, 60ugip/Tag, 200ugip/Tag) Uber eine intraperitoneale Injektion an
sieben aufeinanderfolgenden Tagen einmal pro Tag. Die Dosis mit 60ugip. pro Tag zeigte
die grol3te Tumorvolumenreduktion und wurde nach histologischen Endpunkten mit der
intrathekalen Applikation verglichen (81). Dabei konnte im Gegensatz zu der
vorangegangenen Arbeit unserer Arbeitsgruppe zur intrathekalen Anwendung weder eine
vergleichbare noch eine statistisch signifikante Reduktion des Tumorvolumens
festgestellt werden (81). Es konnte dartber hinaus keine vergleichbare Dynamik
hinsichtlich der Reduktion der Gefaf3zahl oder der TAM-Akkumulation erreicht werden
(81).

Es wurden (drei) wesentliche Faktoren identifiziert, die eine Erklarung fur die unterlegene
Wirksamkeit sein kdonnten. In der Literatur gibt es keine pharmakologische Studie an
Mausen, die pharmakokinetische und -dynamische Merkmale des CXCR2-Antagonisten
SB225002 untersucht. Es ist unbekannt, welche Metabolisierungs- und
Distributionsverluste kalkuliert werden missen, um eine definierte wirksame
Konzentration im Bereich des Tumors zu erreichen. Wir wissen aus in vitro-Versuchen,
dass die Reduktion der Zellviabilitat von GL261-Tumorzellen dosisabhangig zu sein

scheint und dass die Aktivierbarkeit des CXCR2-Rezeptors mit héheren Dosen von
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SB225002 abnimmt (81). Somit wéare es denkbar, dass im Bereich des Tumors keine
wirksame Konzentration erzielt werden konnte. Ein weiterer Hinweis auf die schwere
Abschatzbarkeit ist, dass trotz der Verwendung unterschiedlicher Dosen pro Tag, kein
Dosis-Wirkungszusammenhang fur SB225002 bei systemischer Applikation festgestellt
werden konnte. Die 60ugip Gruppe zeigte den gréf3ten antitumoralen Effekt, wahrend
niedrigere (30upgip) und hohere (200ugip) Konzentrationen keinen Einfluss hatten.
Paradoxerweise waren bei 200ugip sogar tendenziell gréRere Tumoren als in der
Kontrollgruppe feststellbar. Dieses Paradoxon wurde in der vorliegenden Arbeit nicht
weiterverfolgt. Aufgrund dieser Erkenntnisse ware es denkbar, dass noch andere
Mechanismen die Wirkweise in vivo beeinflussen und dazu fuhren, dass die in vitro
beobachtete Konzentrationsabhangigkeit nicht einfach tbertragbar ist (81, 113).
AulRerdem kann zur Debatte gestellt werden, ob durch die intermittierende Gabe bei
systemischer Applikation kein vergleichbarer Wirkspiegel wie durch eine kontinuierliche
Applikation Uber die mini-osmotische Pumpe erreicht werden konnte. Es gibt aktuell keine
Studien zu der Halbwertszeit von SB225002. Deshalb war es unklar, ob mdglicherweise
eine zu kurze Halbwertszeit bei intermittierender Gabe zu einem geringeren Wirkspiegel
und damit zu Wirkverlusten gefuhrt hat.

Im Literaturvergleich gibt es im Kontext der systemischen Anwendung von SB225002 in
experimentellen GBM-Mausmodellen nur eine Studie von Angara et al. (59). Die
Arbeitsgruppe verwendete ein xenogenes U251-GBM-Mausmodell mit Nacktmausen und
konnte eine Tumorvolumenreduktion beobachten (59). Angara et al. verwendete eine
Dosis von 10mg/kg/Tag intraperitoneal ab dem achten Tag fur 2 Wochen an fuinf Tagen
in der Woche (59). Die Dosis entspricht bei einem angenommenen durchschnittlichen
Mausgewicht von 20-25g 200-250ug SB225002 pro Maus pro Tag und kann somit mit
der angewandten Dosis von 200ug in dieser Arbeit verglichen werden. Im Gegensatz zu
Angara et al. konnte in der vorliegenden Arbeit bei 200ugip. jedoch keine
Volumenreduktion erreicht werden. Auch wenn die Dosis pro Tag vergleichbar war,
unterschieden sich die Modelle und Therapieschemata gravierend. Angara et al.
verwendeten eine humane Zelllinie in einem immunkompromittierten Mausmodell. Des
Weiteren wurde die Therapie mit SB225002 zu einem friiheren Zeitpunkt begonnen und
Uber einen langeren Zeitraum appliziert (59).

Ein weiterer Aspekt bezuglich der systemischen Wirksamkeit von SB225002 ist der
Einfluss der Bluthirnschranke, der fir den Antagonisten noch nicht detailliert untersucht

wurde. Aus diesem Grund kann man sich nur an anderen Studien, auch Nicht-Tumor
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Studien, orientieren, die genauso wie Angara et al. Uber eine systemische Applikation
eine zentrale Wirkung erzielen konnten (59, 114, 115). Nimmt man eine vergleichbare
Permeabilitdt der Bluthirnschranke bei Mausen und Menschen an, kbénnen Molekile
neben anderen beglnstigenden Charakteristika aufgrund ihres molekularen Gewichts
von <400-500 kDa die Bluthirnschranke passiv Uberwinden (116, 117). Der CXCR2-
Antagonist SB225002 erfillte dieses Kriterium mit einem molekularen Gewicht von
352,14 kDa, sodass nach diesen Erkenntnissen von einer prinzipiellen Permeabilitat fur
SB225002 ausgegangen werden konnte.

5.3 Stellenwert kombinatorischer Therapieansatze

Die Herausforderungen, die fir eine erfolgreiche Behandlung des GBM iberwunden
werden missen, wurden ausfuhrlich in 2.1.2 und 2.1.3 beschrieben. Diese liegen
insbesondere in der inter- und intratumoralen Heterogenitat, sodass bei Wahl eines
monotherapeutischen Ansatzes Zellpopulationen vorhanden sind, die nicht adressiert
werden und folgend keine vollstandige Tumorkontrolle erreicht werden kann (18). Aldape
et al. appellierten deshalb an Kliniker und Forscher, dass die Vorstellung, Hirntumore
seien monogenetischen oder monoklonalen Ursprungs, verlassen werden muss (17).
Ghosh et al. beschrieben das Potential, durch Kombinationstherapien synergistische
Effekte zu erzielen, die den summierten Therapieeffekt der verschiedenen
Monotherapien Ubertreffen (118). Daruber hinaus wird angenommen, dass durch
gezieltes Eingreifen in unterschiedliche Signalwege geringere Medikamentendosen
verwendet werden kénnen und so spezifische Nebenwirkungen reduziert bzw. der
Resistenzentwicklung der Monotherapien entgegen gewirkt werden kann (118). Vor
diesem Hintergrund war die Untersuchung eines Kombinationstherapeutischen Ansatzes
zeitgeman und vielversprechend.

Die Kombination des Standardtherapeutikums TMZ mit additiven Substanzen konnte
bereits in anderen Kleintierstudien einen Vorteil gegenuber der alleinigen Monotherapie
zeigen (118-120). Dabei wurden unterschiedlichste additive Substanzen verwendet, zu
denen u.a. antiangiogene Therapien, Immuntherapien, Strahlentherapie und Therapien,
die sich gegen spezifische Molekile richten, gehoren. Jedoch zeigt die klinische Praxis,
dass in vivo beobachtete Vorteile nicht immer auf den Menschen tbertragbar sind. Am
Beispiel von Bevacizumab (Anti-VEGF Antikorper) in Kombination mit TMZ, konnte der

in in vivo-Tierexperimenten beobachtete Uberlebensvorteil in humanen Studien nicht
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bestétigt werden und fihrte lediglich zu einer Verlangerung des progressionsfreien
Intervalls (24, 119). Es muss deshalb parallel weiter an Mechanismen geforscht werden,
die auf lange Sicht auch in der Klinik einen entscheidenden Behandlungsvorteil
generieren konnen. Wie in 2.1.3 und 2.2 erlautert, hat der CXCL8/CXCL2/CXCR2-
Signalweg eine wichtige Rolle in der Pathogenese des GBM und wird durch die
Standardtherapie mit TMZ beeinflusst (37, 38). Aus diesem Grund war gerade diese
Kombinationsbehandlung aus zusatzlicher Blockade des Signalwegs kombiniert mit TMZ
ein vielversprechender Ansatz, um die Effektivitat von TMZ zu erh6hen und der

Entwicklung von Resistenzen entgegenzuwirken.

5.4 Auswirkungen der zusatzlichen CXCR2-Antagonisierung bei TMZ-Therapie im
GBM

5.4.1 Effekte auf das Tumorvolumen

In der Literatur wurde sowohl fir SB225002 als auch TMZ ein volumenreduzierender
Effekt beschrieben (81, 85, 121, 122). Fiur SB225002 konnte unsere Arbeitsgruppe in
Vorarbeiten einen Reduktionseffekt von 47% bei intrathekaler SB225002-Monotherapie
zeigen (81). Dies ist konkordant mit der aus dieser Arbeit erhobenen Reduktion um =
53% verglichen zur Kontrolle. Entgegen der Erwartung war das Ergebnis, trotz des
starken Reduktionseffektes, nicht signifikant. Dies lasst sich am ehesten durch die
geringe Anzahl der Tiere (n=4), die grol3e Standardabweichung in der Kontrollgruppe
bzw. der Absenkung des Signifikanzniveaus bei dem hier verwendeten Einfaktoriellen
ANOVA-Test mit nachfolgender Bonferroni-Korrektur zum Vergleich aller Gruppen
erklaren. Am eindrtcklichsten war die Volumenreduktion in der Kombinationstherapie mit
= 75%, die noch héher als die der TMZ-Monotherapie (= 61%) im Vergleich zu Kontrolle
war. Die Kombinationsgruppe wies aul3erdem eine sehr homogene Verteilung
einhergehend mit der kleinsten Standardabweichung auf, was ebenfalls auf einen
zuverlassigen Therapieeffekt schlie3en lasst. Aus diesen Erkenntnissen l&sst sich ein
Vorteil der Kombinationstherapie in der Volumenreduktion gegeniber den
Monotherapien erkennen. Der Unterschied ist zu der schon sehr potenten Wirkung der
TMZ-Monotherapie aber als gering additiv einzuschétzen, da das Signifikanzniveau in
dem verwendeten Versuchsaufbau mit der kleinen Gruppenstdrke das festgelegte
Signifikanzniveau nicht unterschritt. Allerdings ist aufgrund des gewahlten

Therapieschemas und der kurzen Beobachtungszeit keine definitive Interpretation
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maoglich. Daraus folgend, ware fur zukinftige Studien die Untersuchung des
kombinatorischen Therapieansatzes in Uberlebensexperimenten oder/und
unterschiedlichen Therapieschemata notwendig, die im Rahmen dieser Arbeit aufgrund
der Limitation durch die Pumpenlaufzeit (5.1) nicht méglich waren. Das Kapitel 5.5
beschreibt tiefergehend den madglichen Einfluss des Therapieschemas auf die
Wirksamkeit und Therapiestrategien, die das Potential der zuséatzlichen CXCR2-
Antagonisierung weiter ausschopfen konnten.

Um den Mechanismus hinter der beobachteten Tumorvolumenreduktion zu verstehen,
wurden in dieser Arbeit u.a. Charakteristika wie das Proliferations- und
Apoptoseverhalten, die Veranderung der Vaskularisation unter Therapie sowie der

Einfluss des Immunsystems im Sinne der TAM-Akkumulation untersucht.

5.4.2 Therapieinduzierte Effekte auf tumorbiologische Charakteristika

5.4.2.1 Proliferation

In Kapitel 2.2.4 wurde detailliert erlautert welche tumorférdernden Effekte Uber den
CXCR2-Rezeptor ausgelést werden. Dazu gehodren insbesondere Proliferation,
Apoptose, Migration und Angiogenese (70, 71). Die Kombinationstherapie zeigte im
Vergleich zu beiden Monotherapien weniger Proliferationsaktivitat, war jedoch nur zum
CXCR2-Antagonist SB225002 statistisch signifikant. Der geringere Reduktionseffekt der
SB225002-Monotherapie war rechnerisch zwischen Kontrolle und SB225002-
Monotherapie genauso grof3 wie zwischen TMZ- und Kombinationstherapie. Diese
Ergebnisse lassen darauf schliel3en, dass die Hemmung der Proliferation Giberwiegend
von TMZ ausgeht und weniger durch Blockade des CXCR2-Rezeptors mittels SB225002.
Passend dazu, lasst sich in der Literatur in in vivo GBM-Studien lediglich fur TMZ-
Monotherapie eine Reduktion finden (96, 97). Ein Hinweis, dass TMZ in der vorliegenden
Arbeit einen sehr guten antiproliferativen Effekt zeigte, war der Vergleich zu Delgado-
Goni et al., die erst nach mehreren Zyklen eine Reduktion erzielen konnten (121).

Die Ergebnisse der Wirkung des CXCR2-Antagonisten in Monotherapie konnten mit
Analysen unserer Arbeitsgruppe verglichen werden. Diese zeigten ebenfalls in vivo keine
Wirkung auf die Proliferationsaktivitat durch SB225002 (81). Im Gegensatz zu der eher
geringen Auswirkung auf die Proliferationsaktivitat in vivo, zeigte SB225002 in vitro
eindeutigere antiproliferative Eigenschaften (81, 100, 113, 123). Goda et al. beschrieben,
dass SB225002 durch Hyperphosphorylierung einen destabilisierenden Effekt auf
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Mikrotubulusstrukturen hat und so die Polymerisation in der Prometaphase verhindert
(100). Dies fuhrt zum Zellzyklusarrest und spater zur Apoptose (100). Diese Erkenntnisse
lassen vermuten, dass die immunhistochemische Farbung von Ki67 in den mit SB225002
behandelten Tieren die Hemmung auf die Proliferationsaktivitat unterschatzt haben
konnte. Ki67 befindet sich als Protein auf der Oberflache von Chromosomen und ist in
allen Zellzyklusphasen aufler der GO-Phase exprimiert (87). Somit auch in der
Prometaphase, in der die SB225002-induzierte Polymerisation und Destabilisierung von
Mikrotubulusstrukturen stattfindet (87, 100). Zellen die Ki67-positiv sind, befinden sich
gegebenenfalls schon im Zellzyklusarrest und gehen im nachsten Schritt in die Apoptose
Uber, aber kénnten so falschlicherweise noch zu der proliferierenden Zellpopulation
zéhlen.

Der antiproliferative Effekt von SB225002 ist in vitro wie auch in anderen Entitaten in vivo
messbar, spielt aber unter Beriicksichtigung der Literatur und den hier erhobenen
Ergebnissen im Gegensatz zu TMZ vermutlich eine eher untergeordnete Rolle in seiner

antitumoralen Wirkung auf das GBM im Mausmodell (81, 101).

5.4.2.2 Apoptose

Wie in 4.2.3 aufgefuhrt, wurde in der Literatur prinzipiell die Zunahme der Apoptose unter
Behandlung mit SB225002 beziehungsweise TMZ beobachtet.

Fur TMZ wurde dariber hinaus die Induktion der Apoptose als ein zentraler
Wirkmechanismus beschrieben (103, 104). Im Vergleich zu TMZ, ist fir den CXCR2-
Antagonisten SB225002 in der Literatur lediglich in vitro ein positiver Einfluss
beschrieben (94, 102). Dabei ist der Mechanismus zwischen den Studien und Entitaten
der verwendeten Zellen unterschiedlich erklart. Die Autoren interpretieren, dass
Apoptose z.B. Uber die Aktivierung von p53 oder eines seiner Zielgene GLIPR1 (Glioma
pathogenesis-related proteinl) induziert wird (94, 102). Darlber hinaus kann Apoptose
durch SB225002 induzierte PARP (Poly (ADP-ribose) polymerase)-Spaltung ausgeldst
werden (101). TMZ verandert hingegen u.a. die zellulare Balance von pro- und anti-
apoptotischen Molekilen infolge von Einfach- und Doppelstrangbriichen, die durch
Methylierung und Stérung der DNA-Integritat hervorgerufen werden (124).

In der selektiven Betrachtung des Apoptoseverhaltens zwischen den Gruppen konnte in
der vorliegenden Arbeit kein Unterschied festgestellt werden. In der Literatur gibt es

vergleichbare Studien, die ebenfalls ein syngenes GL261-Mausmodell verwendeten und
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zumindest unter TMZ-Monotherapie keinen Unterschied in vivo beobachteten (122). Fur
SB225002 kann als interne Kontrolle die SB225002-Monotherapie aus Vorarbeiten
unserer Arbeitsgruppe verglichen werden (81). Dort blieb das Apoptoseverhalten
Ubereinstimmend unbeeinflusst von SB225002 (81).

Ein Aspekt, der auf die Limitation der Analyse apoptotischer Zellen hinweist, wurde von
Holdenrieder et al. aufgegriffen. Die Studie beschreibt, dass der Nachweis von
Apoptosevorgangen zeitabhangig ist und je nach Zelltyp und Gewebe bereits nach
Minuten bis Stunden abgelaufen sein kann (98). Bei einmaliger Gabe von TMZ alle 24
Stunden kdnnte so eine Verzerrung stattgefunden haben, die nur einen Teil der Apoptose
Dynamik als Momentaufnahme darstellt. Das Zeitfenster zwischen der letzten TMZ
Applikation und der endgultigen Perfusion der Tiere betrug in unserem Versuch 22-26h.
Damit liel3e sich auch die unveranderte Bax- und Bcl2-Genexpression in unserem Modell
erklaren, die durch den schnellen Ablauf der Prozesse die Messbarkeit erschwert haben
konnte. Uber den Quotienten von Bax zu Bcl2 lieRe sich bei Zunahme von Bax (pro-
apoptotisch) und gleichzeitiger Abnahme von Bcl2 (anti-apoptotisch), im Sinne eines
erhéhten Bax/Bcl2-Quotienten, ein gutes Therapieansprechen ableiten (97, 105, 124).
Interessanterweise demaskierte sich bei der Berechnung des Verhaltnisses von
apoptotischen zu proliferierenden Zellen auf Proteinebene eine Verschiebung der
Balance in der Kombinationsgruppe Richtung Apoptose. Dieser Trend wurde als
zusatzlicher Hinweis auf eine additive Wirksamkeit der Therapien durch die Kombination
beider Substanzen gewertet (99). Im statistischen Vergleich war nur die
Kombinationsgruppe im Vergleich zu den Einzeltherapien und der Kontrolle signifikant

unterschiedlich, was zusatzlich fir einen Nutzen der Kombinationstherapie spricht.

5.4.2.3 Tumorvaskularisation

Das GBM besitzt charakteristisch eine starke Tumorvaskularisation, die bereits in
verschiedenen Therapieansatzen als mogliches Angriffsziel definiert wurde (12, 23).
Bisher angewandte antiangiogene Therapieansatze im GBM, die insbesondere den
klassischen angiogenen VEGF-Signalwegs als Angriffsziel definierten, stellten sich
allerdings als erfolgslos in Bezug auf ein verlangertes Gesamtiberleben dar (23, 24). Aus
diesem Grund war die Blockade des CXCR2-Signalwegs, der als alternativer angiogener
Signalweg identifiziert wurde, eine madgliche Option die dysregulierte

Tumorvaskularisation therapeutisch zu beeinflussen (59, 81).
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5.4.2.3.1 Der unterschiedliche Einfluss von SB225002 und TMZ auf die
Tumorvaskularisation

Im Vergleich zu der eher untergeordneten Rolle des CXCR2-Antagonisten SB225002 in
der Beeinflussung der Proliferationsaktivitat (4.2.3) kann SB225002 vielmehr eine
antiangiogene Wirkung zugesprochen werden (81, 101). Die antiangiogene Wirkung von
SB225002 konnte experimentell in vivo beim GBM sowie beim Nierenzellkarzinom
beobachtet werden (81, 101). Endothelzellen exprimieren selbst CXCR2, sodass die
Hemmung unmittelbar an den Gefal3en stattfindet (107). Als messbares Korrelat konnte
unsere Arbeitsgruppe im GBM-Mausmodell bei intrathekaler Applikation von SB225002
zeigen, dass die Gesamtzahl der TumorgefalRe verringert wird (81). Ebenfalls wurde in
anderen Studien der Mechanismus des VM beeintrachtig, bei dem die Bildung von
gefalRdhnlichen Strukturen von Tumorzellen ausgeht (59, 74, 75). Angara et al.
beobachteten, dass die vermehrte Bildung von VM insbesondere durch Tumorzellen mit
CXCR2 positivem Rezeptorstatus mit endothelartigen Eigenschaften ausging (59).
Passend dazu beschrieben sie, dass die in vitro-Blockade des Rezeptors durch
SB225002 zur Abnahme der Bildung von , Tubes® durch Tumorzellen fiihrte (59).

Im Gegensatz dazu, gibt es fir TMZ in Monotherapie, insbesondere im experimentellen
Kontext, keine eindeutigen Beobachtungen beziglich einer antiangiogenen Wirksamkeit.
In vivo wurde insbesondere in GBM-Xenograft-Modellen die Abnahme der Gefal3dichte
beobachtet (96, 104, 125). In GL261-Mausmodellen konnte hingegen keine Auswirkung
von TMZ als Monotherapie auf die Angiogenese festgestellt werden (126, 127).

5.4.2.3.2 Therapieeffekte der Kombinationstherapie auf die Tumorvaskularisation

In der Analyse der Effekte der Kombinationstherapie auf die Tumorvaskularisation war
keiner der GefalRparameter signifikant verandert. Es konnte jedoch fir die
Kombinationstherapie die grof3te Abnahme der GefaRgesamtfliche gemessen werden,
was auf einen additiven Effekt durch zusétzliche Blockade des CXCR2-Rezeptors in
Kombination mit TMZ hinweisen kénnte. Die Interpretation wird hier in Bezug auf die
kleinen GruppengrofRen mit Vorsicht vorgenommen.

Eine weitere Beobachtung war die tendenzielle Zunahme der Gefal3zahl in allen
Therapiegruppen. Diese Beobachtung steht im Kontrast zu den Ergebnissen aus
Vorarbeiten, die bei intrathekaler SB225002-Monotherapie eine Abnahme der
GefalRdichte und eine tendenzielle Zunahme der durchschnittlichen Gefal3gréf3e zeigten

(81). Der wichtigste methodische Unterschied zwischen den beiden Arbeiten lag in der
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Zahl der inokulierten Zellen. Diese war in der vorliegenden Arbeit um ein 5-faches hoher,
was als Loésung von aufgetretenen Wachstumsprobleme der Tumore durchgefiuhrt
werden musste. Nur dadurch konnten vergleichbare Tumorgréf3en vor Therapiebeginn
sichergestellt werden. Moglicherweise kann aber die abweichende Ausgangssituation ein
Grund fur die beschriebenen Beobachtungen sein. Fir eine unterschiedliche
Tumormorphologie zwischen den zwei Studien spricht ebenfalls, dass die Kontrolltumore
dieser Arbeit deutlich mehr proliferierende Zellen und weniger TAM enthielten. Die
Proliferationsaktivitdt war um das 1,9-fache héher, wahrend TAM um die Halfte reduziert
waren. Aufgrund dieser wesentlichen morphologischen Unterschiede in der
Ausgangssituation der Tumore ist die Vergleichbarkeit der Experimente im Allgemeinen
nur eingeschrankt maoglich.

Die Konstellation aus reduzierter Gefaliflache bei Zunahme der GefaRanzahl und
geringgradig abnehmenden GefaRdurchmessern koénnte hier in den Kontext einer
beginnenden Normalisierung des Gefal3systems eingeordnet werden (128). Jain et al.
beschrieben in einer ausfiihrlichen Ubersichtsarbeit, dass sich im Rahmen der
Gefallnormalisierung beobachtete Gefal3parameter unter der Therapie verandern und
sehr heterogen sein kénnen, bevor erst bei spaterer Tumorregression die endgultige
Abnahme der Gefal3dichte und des GefalRdurchmessers beobachtet werden kann (75,
128). Dies ware zumindest eine mogliche Erklarung fur die widerspruchlich wirkende
Abnahme des hier beobachteten GefalRdurchmessers bei Zunahme der Gefal3dichte.
Nimmt man das Prinzip der Gefal3normalisierung an, lieBen sich die beobachteten
Veranderungen der Anfangsphase zuordnen (74, 76). Aufgrund der fehlenden Signifikanz
sollte der Effekt aber in einem verlangerten Beobachtungszeitraum verifiziert werden.
Die geringe Gefalidichte bei groflem Gefalldurchmesser, die insbesondere in der
Kontrollgruppe zu beobachten war, kdnnten auflerdem als Resultat des VM erklart
werden. Es wurde beschrieben, dass in Bereichen mit VM-Strukturen, die Gefal3dichte
geringer ist (128). Liu et al. beobachteten, dass dies insbesondere auf hdhergradige
Gliome zutrifft (55, 59).

5.4.2.3.3 Der Einfluss der Kombinationstherapie auf die Angiogenese Uber VEGF und
CXCR1

In dem Behandlungszeitraum von sieben Tagen waren die Effekte der Therapien,

insbesondere die Effekte von SB225002, auf die Tumorvaskularisation, nur geringgradig

ausgepragt. Um eine kompensatorische Hochregulation der anderen Signalwege
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auszuschlieBen, wurden Genexpressionsanalysen des klassischen angiogenen VEGF-
Signalwegs und CXCR1 durchgefuhrt. Es wurden zuerst die klassische Angiogenese-
Moleklle Vegf und die dazugehotrigen Rezeptoren Vegfrl und Vegfr2 untersucht. Die
durchgefiihrten PCR-Analysen zeigten allerdings keine therapieinduzierten
Veranderungen der mRNA-Expression der Molekile. Daraus lasst sich ableiten, dass
keine therapieinduzierte kompensatorische Regulation des Vegf-Signalwegs stattfand.
Vorangegangene in vitro-Versuche unserer Arbeitsgruppe unterstitzen dieses Ergebnis
(81). Es konnte zumindest fir SB225002 in Monotherapie keine Regulation dieser Achse
an GL261-Tumorzellen oder Endothelzellen in vitro festgestellt werden (81).

Eine weitere Uberlegung war, ob eine alternative Regulierung der Angiogenese,
spezifischer des VM, lUber den CXCR1 Rezeptor erfolgte (55, 82). SB225002 besitzt eine
150-fach hohere Affinitat zu CXCR2 im Vergleich zu CXCR1 (82). Das bedeutet, dass
CXCRL1 trotz SB225002 weiterhin durch Liganden gebunden werden konnte. Vorarbeiten
zeigten zumindest in vitro eine Hochregulation von Cxcrl unter SB225002-Monotherapie
(81). In den durchgefuihrten Genexpressionsanalysen von Tumorgewebe konnte dies
jedoch nicht bestatigt werden. Deshalb kann dieser Mechanismus nicht als Erklarung fur
das geringe antiangiogene Ansprechen in vivo von SB225002 in Betracht gezogen

werden.

5.4.2.4 Akkumulation Tumorassoziierter Mikroglia und Makrophagen

Die enge Verbindung und Beeinflussung des Tumors durch das Tumormikromilieu wurde
in 2.2 beschrieben. Ein besonderer Aspekt in der Pathogenese des GBM ist die
Rekrutierung von TAM, die durch die Veradnderung ihres Status aus einem tumor-
hemmenden proinflammatorische M1-Status in den tumorférdernden M2-Status
wechseln und die Tumorprogression befeuern (64). Eine wichtige Rolle spielt dabei die
enge Interaktion mit dem Gefal3system (127). Als alternative Quelle von proangiogenen
Faktoren, darunter CXCL2, unterstitzen TAM die Gefal3bildung und fordern die Migration
von Tumorzellen (62, 129). Entgegen der Beobachtung aus Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe, in denen SB225002 zu einer Reduktion von TAM geftihrt hat, war die
TAM-Akkumulation in der vorliegenden Arbeit in allen Gruppen unverandert (81). Die in
dieser Arbeite fehlende Reduktion von TAM durch SB22500 kann am ehesten auch durch
die morphologischen Unterschiede der Tumoren erklart werden. In den Kontrollgruppen

lag die Anzahl der TAM in der vorliegenden Arbeit im Mittel bei 670,2/mm?2 und in der
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Vorarbeit bei 1304/mmz2, was ungefahr dem Doppelten entspricht (81). Die erhdhte initiale
Zellzahl bei der Tumorzellinokulation stellt somit einen wesentlichen Unterschied zu der
Vorarbeit dar, wodurch ein dichterer Zellverbund ein Migrationshindernis fur TAM
dargestellt haben konnte (81).

Ein weiterer in der Literatur beschriebener Aspekt ist die immunmodulatorische
Eigenschaft von TMZ auf das Tumormikromilieu was sich insbesondere durch die
Erzeugung eines tumorférdernden M2-Phenotyps der TAM manifestiert (130). Die
Untersuchung des Status der TAM (M1 oder M2) zu Abschéatzung der Dynamik stand
nicht im Fokus dieser Arbeit, ware jedoch ein interessanter Ansatzpunkt fur zukinftige

Projekte.

5.4.2.5 Therapieinduzierte Auswirkungen auf die zentralen Molekile des Signalwegs:
CXCL2 und CXCR2

Eine wichtige Grundlage fur die Analyse therapieinduzierter Veranderungen war die
Hochregulation der Cxcr2- bzw. Cxcl2-mRNA-Expression, die im Tumorgewebe des
verwendeten GBM-Mausmodells beobachtet werden konnte.

Auf Genexpressionsebene reduzierten alle Therapien die Cxcr2-Expression bei
gleichbleibender Cxcl2-Expression. Die Cxcr2-Expression war je nach Therapie, um den
Faktor 2,5 bis 5,6 reduziert und damit deutlich ausgepragt, erreichte aber keine
statistische Signifikanz. Hier konnten die kleinen Gruppengrd3en von drei bis vier Tieren
pro Gruppe Grund fir die ausbleibende Signifikanz gewesen sein. In der Literatur ist
ebenfalls eine Reduktion von CXCR2 durch SB225002 beschrieben, die in FACS-
Analysen und auf mRNA-Ebene beobachtet werden konnte (59, 131). Dem gegentiber
steht die Beobachtung aus Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe, bei denen es in vitro in
GL261-Zellen und Endothelzellen zu einer Hochregulation kam (81). Unklar bleibt die
Situation auch fir TMZ. In dieser Arbeit wurde in vivo eine Reduktion in der TMZ-Gruppe
beobachtet. Das steht aber im Kontrast zu Hasan et al. (37). Die Arbeitsgruppe beschrieb
eine CXCR2-Hochregulation in vitro (in ,in vitro FACS® Analysen), die als adaptiver
Mechanismus auf den therapeutischen Stress durch TMZ im langeren Zeitverlauf zur
Rezidiventstehung beitragt (37).

Auch die in der Literatur beschriebene TMZ-induzierte Hochregulation von CXCL2 in vitro
konnte in dem GBM-Mausmodell nicht beobachtet werden (38). Neben der Verwendung

von unterschiedlichen Modellen, war allerdings auch der Behandlungszeitraum von
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sieben Tagen deutlich kirzer. Die CXCL2-Hochregulation, die an GBM Zellen
astroglialen Ursprungs (U373 und T98G) in vitro gemessen wurde, konnte erst nach einer
mehrwochigen Behandlungsdauer festgestellt werden (38).

Aufgrund der unklaren Ergebnisse war es von besonderem Interesse, die Expression von
CXCR2 und CXCL2 auch auf Proteinebene zu messen. Mittels Intensitdtsmessungen
konnte jedoch kein Unterschied zwischen den unterschiedlichen Therapien
nachgewiesen werden. Allerdings ist hier auf die methodenbedingte Limitation
hinzuweisen. Es ist nicht auszuschlie3en, dass trotz grof3er Sorgfalt und der Aufnahme
der Bilder mit gleicher Belichtungszeit, geringgradige Effekte durch Artefakte Gberlagert
wurden.

Der Vergleich der in vivo-Ergebnisse dieser Arbeit mit den vorrangig in vitro erhobenen
Daten in der Literatur ist nur eingeschrankt moglich. Dennoch lasst sich anhand der
erhobenen Daten und den Erkenntnissen aus der Literatur zusammenfassen, dass
sowohl SB225002 als auch TMZ in der Lage sind, Veranderungen der zentralen Molekiile
des Signalwegs hervorzurufen. Die in dieser Arbeit beobachteten antitumoralen Effekte
(Volumenreduktion und Ruckgang der Proliferation) durch zusatzliche CXCR2-Blockade
waren nur schwach ausgepragt. Dies passt zu der ausgebliebenen Hochregulation der
CXCL2/CXCR2-Achse durch TMZ, die am wahrscheinlichsten durch die Kkurze
Behandlungsdauer von sieben Tagen bedingt war. Fiur weitere Projekte wére es deshalb
sehr interessant, die Behandlungsdauer zu verlangern und den genauen Zeitpunkt der

Hochregulation in vivo zu bestimmen.

5.5 Einfluss des Therapieschemas und Strategien zur Steigerung des Effektes der
zusatzlichen CXCR2-Antagonisierung

In dieser Arbeit ist deutlich geworden, dass sich durch zusatzliche CXCR2-Blockade ein
additiver Effekt abzeichnete, dessen Potential aber in dem Behandlungszeitraum von
sieben Tagen nicht abschlie3end evaluiert werden konnte.

In Anbetracht der guten Vertraglichkeit ware als nachster Schritt vorzuschlagen, den
Beobachtungszeitraum nach Therapie zu verlangern. Es konnte auf diese Weise die
Wirksamkeit der Kombinationstherapie mit aussagekréaftigeren Endpunkten wie dem
Gesamtuberleben validiert werden.

Neben dieser Option steht zur Diskussion, wie die Effektivitat der Kombinationstherapie

weiter gesteigert werden kann. Durch die Unterlegenheit der systemischen Therapie von
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SB225002 besteht aktuell die Notwendigkeit, SB225002 intrathekal zu applizieren. Die
Therapiedauer ist dadurch aber auf sieben Tage begrenzt. Wie in 5.1 beschrieben, ware
andernfalls ein invasiver Pumpenwechsel mit einem erhohten Infektionsrisiko notwendig.
Eine Moglichkeit wére es, den Stellenwert eines systemischen Applikationsweges erneut
zu Uberprufen, um die limitierte Behandlungsdauer durch die begrenzte Pumpenlaufzeit
zu umgehen. Dies konnte beispielsweise mit einem CXCR2-Antagonisten Uberprift
werden, tber dessen Wirkung bei systemischer Applikation und dem Ubertritt Giber die
Bluthirnschranke schon mehr Erkenntnisse vorliegen (132). Ebenfalls ware es denkbar,
den systemischen Effekt von SB225002 in Rahmen von ,Targeted Therapies“ zu
erhohen. Durch Kopplung an ausgewéhlte Molekile (L19-SIP, F8-SIP) kann spezifisch
die Wirkstoffkonzentration in Tumorgefal3en erhoht werden (50, 133). Die Spezifitat wird
durch das Vorhandensein von Molekilen gewahrleistet, die insbesondere im
Zusammenhang mit der Tumorvaskularisation auftreten (134, 135).

Ein weiterer Schritt, der trotz Limitation durch die Pumpe durchgefiihrt werden kénnte, ist
die Verbesserung der TMZ Wirksamkeit. Die Wirksamkeit wird maf3geblich durch das
angewandte Therapieschema beeinflusst. Goldstandard in der klinischen Anwendung ist
die zyklische TMZ-Therapie (8). Im Kontrast dazu, lassen sich verschiedene Schemata
in der GBM-Grundlagenforschung an Mausen finden (85, 97, 121, 122, 136, 137).
Delgado-Moni et al. sowie D'Alessandro et al.,, die beide vergleichbar GL261-
Tumormodelle verwendeten beschrieben, dass die zyklische Therapie, der
kontinuierlichen Applikation (bzw. entsprechend einem Zyklus bei Anwendung an
mehreren aufeinander folgenden Tagen) uUberlegen ist (121, 122). Dies lasst sich
insbesondere in Bezug auf das Gesamtiberleben feststellen. So tberlebten Mause nach
Anwendung von drei Zyklen a funf Tagen (60mg/kg/Tag p.0.) mit einer Pause von vier
Tagen zwischen den Zyklen = 13 Tage langer (121). Bei D'Alessandro et al. sogar 24
Tage langer (50mg/kg/Tag i.p., vier mal alle zwei Tage, danach zwei Wochen Pause)
(122). In der vorliegenden Arbeit wurde TMZ zeitgleich zur kontinuierlichen Applikation
von SB225002 verabreicht. Eine weitere Alternative ware die Evaluation des Wirkeffektes
im Rahmen eines sequenziellen Therapieschemas. Auch wenn bei einer anderen Studie,
die gleichzeitige Applikation von TMZ und eines weiteren antiangiogenen Wirkstoffes
(Sunitinib) gegenlber den Einzeltherapien in unterschiedlicher aufeinanderfolgender
Reihenfolge tUberlegen war, gibt es Argumente, die fur ein sequenzielles Schema bei der
zusatzlichen Anwendung der CXCR2-Antagonisierung bei TMZ-Therapie sprechen (85).

Im Rahmen dieser Arbeit zeigte die TMZ-Monotherapie in dem kurzen
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Behandlungszeitraum von sieben Tagen keine adaptive Hochregulation des
CXCL2/CXCR2-Signalwegs wie es im Rahmen der Entstehung von Resistenzen
beobachtet wurde (37, 38). Somit ist es vorstellbar, dass die Modifikation des Signalwegs
in dem verwendeten Modell erst zu einem spateren Zeitpunkt auftreten wird.
Moglicherweise wirde der Effekt der CXCR2-Blockade zu diesem Zeitpunkt eine starkere
Wirkung haben, da die antitumorale Wirkung von TMZ erhalten und verlangert werden
kann. Hasan et al. beobachteten, dass durch verminderte Wirkung des CXCR2-
Rezeptors ein besseres Ansprechen der TMZ-Therapie mit verlangertem Uberleben der
Tiere erzielt werden kann (37). Sie reduzierten durch einen shRNA Knock-down CXCL8
und damit die Aktivierung des CXCR2-Rezeptors, was mechanistisch aber auch durch
andere Substanzen wie dem CXCR2-Rezeptorantagonist SB225002 erreicht werden
kann (37).

Ein wichtiger Aspekt, der in dem Versuchsaufbau noch nicht berticksichtigt wurde, ist der
Einsatz der Radiotherapie wie sie standardmafRlig nach Stupp in der Klinik angewandt
wird (2.1.1). Bisher gab es kein etabliertes Bestrahlungsmodell fur intrakranielle Tumoren
der Maus an unserem Institut. Dieses wurde von unserer Arbeitsgruppe in dem letzten
Jahr etabliert und im Juli 2021 publiziert (138). Grundlage ist ein stereotaktisches
Radiochirurgieverfahren mittels CyberKnife System, das unter Schonung des
umliegenden Gewebes Tumore mit einer hohen Prazision bestrahlt (138). Die Integration
der Radiotherapie in den kombinatorischen Therapieansatz ist nicht nur zur
Verbesserung der TMZ-Wirksamkeit notwendig, sondern auch interessant, da fur
SB225002 ein radiosensitivierender Effekt beschrieben wurde (8, 139). Der
radiosensitivierende Effekt wurde an subkutan implantierten Nasopharynxkarzinomen in
einem Xenograft-Mausmodell beobachtet, sodass die Wirkung erst fiur das GBM
Uberpruft werden misste (139). Durch CXCR2-Antagonisierung mit SB225002 liel3e sich
dann nicht nur die TMZ-Wirksamkeit verbessern und die Resistenzentwicklung
verzogern, sondern auch ein synergistischer Effekt in Kombination mit der Radiotherapie
erzeugen. Ein letzter aussichtsreicher Aspekt sind CXCR2-Antagonisten, die sich bereits
fur andere Erkrankungen in klinischen Phase Il und Phase Ill Studien befinden (50, 133).
Wenn sich der Vorteil der zusétzlichen CXCR2-Rezeptorblockade in weiteren Studien
bestatigt, konnte so die Ubertragbarkeit der CXCR2-Antagonisten auf das GBM tiberpriift
und der Transfer in die Klinik beschleunigt werden. Patienten*innen kénnten so zligig

neue Therapiemdoglichkeiten erdffnet und zuganglich gemacht werden.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Aus der Gesamtinterpretation der erhobenen Daten lasst sich schlussfolgern, dass die
Kombinationstherapie eine gute Vertraglichkeit zeigte und innerhalb einer
Behandlungsdauer von sieben Tagen zu einem additiven Effekt durch die zusatzliche
Blockierung des CXCR2-Rezeptors bei TMZ-Therapie fiuhrte. Auch wenn der
reduzierende Effekt der Kombinationstherapie auf die Tumorgrof3e im Vergleich zur TMZ-
Monotherapie nicht signifikant war, spricht die homogene Verteilung und die geringe
Standardabweichung der Einzelwerte in dieser Gruppe sowie die beobachteten
histologischen Effekte fuir eine Uberlegenheit gegeniiber den jeweiligen Monotherapien.

Die Forschungsziele dieser Arbeit lassen sich abschliel3end wie folgt beantworten:

1) Die systemische Applikation des CXCR2-Antagonisten SB225002 war in
unserem experimentellen Modell der intrathekalen Applikation unterlegen,
da sie keine vergleichbare Wirkung in Bezug auf die antitumoralen Effekte
zeigte.

2) Die zusatzliche Blockade des CXCL8/CXCL2/CXCR2-Signalwegs mit dem
CXCR2-Antagonisten SB225002 bei TMZ-Therapie fiihrte innerhalb des
beobachteten Zeitraums zu einer verstarkten antitumoralen Antwort, deren
Wirksamkeit im Vergleich zur TMZ-Monotherapie geringgradig uberlegen
war und in weiteren Versuchen mit langerem Beobachtungszeitraum

verifiziert werden muss.
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