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3. Zusammenfassung/Abstract

3.1. Zusammenfassung

Einleitung: Die Prognose fur Patienten und Patientinnen mit Glioblastom (GBM), dem
haufigsten malignen Hirntumor des Menschen, ist nach wie vor fatal und die
Resistenzentwicklung gegen die Standardtherapie ist eine grof3e Herausforderung. Auch
neuere Therapieansatze, die in den VEGFR-Signalweg eingreifen, fihren nicht zu einem
verlangerten Gesamtiberleben. Die VEGF-alternativen proangiogenen Molekiile CXCL2 und
IL8 sowie ihr Rezeptor CXCR2 sind im GBM Uberexprimiert. Die CXCL2 und IL8-Expression
wird durch Temozolomid (TMZ) beeinflusst und tragt moglicherweise zur
Resistenzentwicklung bei. Vor diesem Hintergrund bietet sich dieser Signalweg als mdgliches
neues Therapieziel an. Unser Ziel war in der vorliegenden Arbeit der Einfluss des CXCR2
Signalwegs auf die Angiogenese und die Resistenzentwicklung im GBM naher zu
untersuchen.

Methoden: Insgesamt 76 Formalin-fixierte Paraffin-eingebettete (FFPE) Proben (38
Tumorpaare) von priméaren und rezidivierten Glioblastomen wurden retrospektiv rekrutiert.
Basierend auf dem Therapieregime erfolgte die Einteilung in zwei Gruppen: Standard (=4
Zyklen TMZ) und Nicht-Standard (<3 Zyklen TMZ). Die FFPE-Schnitte wurden hinsichtlich
TAMs, Blutgefal3en und proangiogenen Molekulen immunhistochemisch untersucht. Der
Einfluss der Parameter auf das Uberleben wurde mittels Kaplan-Meier-Kurve mit Log-Rank-
Test, Pearson-Korrelation und der Cox-Regressionsanalyse untersucht. Der Effekt von CXCL2
und IL8 auf die Proliferation, Migration, Chemotaxis, Angiogenese, Gen- und
Proteinexpression wurde an primaren humanen Endothelzellen aus der Peripherie (HUVEC)
und dem Gehirn (HBMEC) analysiert. Ebenso wurde der Effekt des CXCR2 Antagonisten
SB225002 allein und in Kombination mit TMZ auf diese Zellen in vitro untersucht.
Ergebnisse: Die Standard-Gruppe zeigte ein langeres progressionsfreies Uberleben. Die
Primartumore zeichneten sich durch eine hohe Infiltration von TAMs aus, die mit einem
friheren Rezidiv korrelierte. Weitere Analysen zeigten einen mdéglichen Zusammenhang
zwischen der TAM-Infiltration mit einem reduziertem Gesamtuberleben. VEGF sowie
vaskulare Parameter waren in der Patientenkohorte innerhalb der Gruppen sowie im Primar-
und Rezidivtumor unverandert. Alle Patienten und Patientinnen exprimierten CXCL2,
wohingegen IL8 im Primartumor von 43% und im Rezidivtumor von 67,6% exprimiert wurden.
Demgegentiber war CXCL2 in den Rezidiven der Nicht-Standard-Gruppe reduziert. CXCL2
und IL8 steigerten die Chemokinese und Angiogenese von primaren humanen Endothelzellen
in vitro. Diese Effekte wurden durch die Behandlung mit SB225002 inhibiert. SB225002 allein
und in Kombination mit TMZ fihrte zudem zu einer veranderten Genexpression von pro- und
antiapoptotischen Genen sowie CXCR2, CXCL2 und IL8.
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Schlussfolgerung: Die Infiltration von TAMs korreliert mit einem friheren Rezidiv, was die
Hypothese eines tumorférdernden Phanotyps dieser Zellen im GBM unterstitzt. CXCL2 und
IL8 fordern die Angiogenese und Chemokinese. Da Patienten und Patientinnen mit
CXCL2/IL8-Uberexpression von einer Anti-CXCR2-Therapie profitieren koénnten, sollten
kombinierte Ansatze mit SB225002 in praklinischen in-vivo-Studien weiterfiihrend untersucht

werden.

3.2. Abstract

Objective: Glioblastoma (GBM) prognosis is dismal, while GBM is the most common malign
brain tumour and development of resistance to the standard of care therapy remains a
challenge. New therapeutic approaches targeting VEGFR signalling do not prolong overall
survival. The VEGF-alternative proangiogenic molecules CXCL2 and IL8 and their receptor
CXCR2 are upregulated in GBM. CXCL2 expression is altered by temozolomide (TMZ) and
may contribute to the development of resistance. With that in mind, this signalling pathway
could be a potential new therapeutic target. Therefore, the aim of this study was, to investigate
the influence of CXCR2 signalling on angiogenesis and the development of resistance in GBM.
Methods: A total of 76 formalin-fixed paraffin-embedded samples (38 matched pairs) of
primary and recurrent GBMs were obtained. Based on the therapeutic regime, they were
divided into two groups: standard (= 4 cycles TMZ) and not-standard (< 3 cycles TMZ). FFPE
sections were stained for TAMs, blood vessels and proangiogenic molecules. Their influence
on patient survival was investigated using Kaplan-Meier survival curves with log-rank-test,
Pearson correlation and Cox-regression analysis. The effect of CXCL2 and IL8 on the
proliferation, migration, chemotaxis, angiogenesis, gene and protein expression, was analysed
in primary human endothelial cells from the periphery (HUVEC) and the brain (HBMEC).
Subsequently, the efficacy of SB225002, a CXCR2 antagonist, with and without TMZ was
investigated in vitro.

Results: The standard group had a prolonged progression free survival. Primary tumours were
highly infiltrated by TAMs, which correlated with early recurrence. Additional analyses revealed
a connection between TAM infiltration and a reduced overall survival. VEGF and vascular
parameters were unchanged in both groups and within primary and recurrent tumours. All
patients expressed CXCL2, whereas IL8 was expressed by 43% in primary tumours and by
67.6% in recurrent tumours. In contrast, CXCL2 was reduced in recurrent tumours of the not-
standard group. CXCL2 and IL8 increased chemokinesis and angiogenesis of endothelial cells
in vitro which was successfully inhibited by treatment with SB225002. Furthermore, SB225002
alone and combined with TMZ led to an altered gene expression of pro- and antiapoptotic
genes as well as CXCR2, CXCL2 and IL8.
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Conclusion: TAM infiltration correlates with early recurrence, supporting findings on the
tumor-promoting phenotype of myeloid cells in GBM. Additionally, CXCL2 and IL8 promote
angiogenesis and chemokinesis and are partly affected by TMZ treatment. As patients with
CXCL2/IL8 overexpression may benefit from anti-CXCR2 therapy, combined approaches with
SB225002 should be further investigated in preclinical in vivo studies.
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4. Einleitung

4.1. Das Glioblastom

Das Glioblastom ist ein maligner Tumor des zentralen Nervensystems (ZNS). Im Gegensatz
zu anderen soliden Tumoren werden ZNS-Tumore nach der WHO Classification of Tumors of
the Central Nervous System (1) eingeteilt und nicht nach der TNM-Klassifikation der Union for
International Cancer Control (UICC) (2). Die Einteilung der WHO erfolgt in die Grade | — IV
hinsichtlich neuropathologischer Charakteristika, der Malignitat und der Uberlebensrate.
Zudem wird zwischen primaren und sekundaren ZNS-Tumoren unterschieden. Die Gruppe
der primaren ZNS-Tumore besteht aus Tumoren, die aus hirneigenen Zellen entstehen und
u.a. von den Meningen ausgehen (Meningeome) sowie Tumoren neuroektodermalen
Ursprungs, den Gliomen. Zu diesen zahlen Astrozytome, Oligodendrogliome und
Ependymome. Im Kindesalter kbnnen zudem hochmaligne embryonale Tumore auftreten,
sogenannte primitive neuroektodermale Tumore (PNET). Von den zuvor genannten primaren
ZNS-Tumoren werden die sekundaren ZNS-Tumoren abgegrenzt. Zu dieser Gruppe gehoéren
Metastasen anderer solider Tumore, ZNS-Lymphome sowie primdr meningeale Melanome,
Sarkome und Keimzelltumore. Neben dem Ursprungsgewebe wird auch hinsichtlich der
Malignitat unterschieden. Der Anteil der bdsartigen Hirntumore liegt im Erwachsenenalter bei
30,2% (3). Das Glioblastom (GBM) gehdrt zu der Gruppe der malignen Gliome und ist nach
der WHO, ein Grad IV Tumor (1). Es macht rund 50-70% der bdsartigen zerebralen
Raumforderungen aus und ist damit der h&ufigste maligne primare ZNS-Tumor im
Erwachsenenalter (3-5). Die Inzidenz des GBM liegt in den USA bei 3,22 pro 100.000
Einwohner (3). In Deutschland ist diese mehr als doppelt so hoch und lag laut des Deutschen
Krebsregisters 2016 fur Frauen bei 8,3 und fur M&anner bei 9,8 pro 100.000 Einwohner (5).
Weltweit haben Studien gezeigt, dass Menschen mit einem kaukasischen Genpool deutlich
haufiger an einem GBM erkranken als andere ethnische Gruppen (6). Das GBM zeichnet sich
durch das aggressive Wachstum und eine hohe Malignitat aus, die zu einem medianen
Uberleben von nur knapp 15 Monaten (4) und einer 5-Jahres-Uberlebensrate von <7% filhren
(3). Glioblastome kénnen sich de novo oder aus einem vorbestehenden Astrozytom Grad Il
oder Il entwickeln. Erstere nennt man primare, und letztere sekundare Glioblastome (7). Diese
Einteilung wurde erstmalig 1940 durch den Neuropathologen Hans Joachim Scherer
verwendet (8). Erst vor rund einem Jahrzehnt wurde bei einer genomweiten Mutationsanalyse
von Glioblastomen eine Mutation im Isozitrat-Dehydrogenase-Gen (IDH-Gen) nachgewiesen
(9). Eine weitere Studie zeigte, dass bei primaren Glioblastomen die IDH in weniger als 5%
mutiert ist, also ein IDH-Wildtyp vorliegt, wéahrend in sekundaren Glioblastomen in mehr als
70% die IDH mutiert ist. Eine Mutation der IDH ist mit einem verlangerten Uberleben und damit

mit einer besseren Prognose assoziiert (1, 10). Aufgrund dieser Charakteristika wird das
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Vorhandensein bzw. Fehlen einer Mutation im IDH-Gen nun zur Klassifikation von
Glioblastomen herangezogen (1). In der aktuellen WHO Klassifikation von 2016 wird die
Einteilung in das primare und sekundare Glioblastom mafgeblich durch das Vorhandensein
einer Mutation in der IDH beschrieben (1).

Ein weiterer wichtiger Parameter in der Einteilung und Prognose der Glioblastome ist das O6-
Methylguanin-DNS-Methyltransferase (MGMT)-Gen. Zahlreiche Studien zeigten, dass eine
Hypermethylierung des MGMT-Promotors zu einem besseren Therapieansprechen fuhrt und
somit auch mit einem langeren Uberleben assoziiert ist, was das MGMT-Gen zu einem

wichtigen Prognosefaktor macht (4, 11-13).

4.1.1. Klinik und Diagnostik

Initial prasentiert sich das Glioblastom mit unspezifischen Symptomen wie Kopfschmerzen
(50-60%), Krampfanféllen (20-50%) sowie fokal neurologischen Ausfallserscheinungen (10-
40%) wie Gedachtnisverlust, motorische Schwache, visuelle Ausfallserscheinungen,
Sprachdefiziten, kognitive oder Personlichkeitsveranderungen (14). Den Goldstandard der
Diagnostik stellt die Magnetresonanztomografie (MRT) mit Kontrastmittel dar. In der T1-
Wichtung stellt sich das Glioblastom als hypointense Lasion mit heterogener
Kontrastmittelaufnahme und perifokalem Odem dar. Charakteristisch ist ein Girlanden
férmiges Kontrastmittel-Enhancement mit zentraler Nekrose (15). Die Diagnose wird durch
eine  stereotaktische Biopsie oder chirurgische Resektion mit nachfolgender

neuropathologischer Begutachtung gesichert (16).

4.1.2. Therapie des Glioblastoms

Die derzeitige Standardtherapie des Glioblastoms baut im Wesentlichen auf drei Saulen auf,
bestehend aus der chirurgischen Resektion, der Radiotherapie und der Chemotherapie (4).
Einen signifikanten Einfluss auf die Uberlebensdauer hat nach wie vor die chirurgische
Resektion von >98% der Tumormasse, die auch als Gross Total Resection (GTR) bezeichnet
wird (17-19). Trotz GTR liegt das mediane Uberleben der Patienten und Patientinnen bei nur
15-18 Monaten (18, 19). Da das GBM ein hoch infiltrativer Tumor ist, ist eine Resektion von
100% der Tumormasse nicht mdoglich, da immer mikroskopische Tumoranteile im
Hirnparenchym zurickbleiben. Aufgrund dieser Limitationen ist die anschlie3ende
Radiochemotherapie von enormer Bedeutung. Die Radiotherapie umfasst eine Dosis von 60
Gy, fraktioniert in 2 Gy pro Tag bei simultaner Gabe von Temozolomid (TMZ) Uber 6 Wochen,
gefolgt von weiteren 6 Zyklen TMZ (4, 20, 21). Diese Kombination aus Radiochemotherapie
gefolgt von einer zyklischen Temozolomidtherapie wird nach ihrem Erfinder als Stupp-Schema

bezeichnet (4, 22). TMZ gehort zu den alkylierenden Substanzen. Seine antineoplastische
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Wirkung basiert auf der Methylierung von Basen und einer dadurch gestdrten DNA-
Replikation.

Die Kombination der chirurgischen Resektion, der Radio- und Chemotherapie ist jeder
einzelnen Therapiemodalitat in Hinsicht auf das Uberleben der Patienten und Patientinnen
Uberlegen (23, 24). Ausgenommen davon sind lediglich éltere Patienten und Patientinnen (>70
Jahre), die im Gegensatz zu jungeren Patienten und Patientinnen von einer hypofraktionierten
Radiotherapie mit 34 Gy bei einer Tagesdosis von 3,4 Gy taglich Uber 2 Wochen profitierten
(25). So konnte eine Studie von Malmstrom et al. zeigen, dass in dieser Altersgruppe die

hypofraktionierte Radiotherapie der Standard-Radiotherapie tGiberlegen war (25).

4.1.3. Limitationen der Standardtherapie

Trotz der aktuellen intensiven multimodalen Therapie entwickeln sich haufig innerhalb weniger
Monate Rezidive (4, 26). Die Entstehung von Rezidivtumoren erfolgt durch ein Versagen der
aggressiven Therapie bzw. durch eine Resistenzentwicklung gegen diese. An der Entwicklung
neuer systemisch wirksamer Medikamente wird deshalb mit Hochdruck gearbeitet. Ein grol3es
Problem in der Entwicklung neuer systemischer Glioblastomtherapien ist, dass diese
bluthirnschrankengéngig sein und auf3erdem bis zum Tumorlokus gelangen muissen (27).
AuBBerdem  fuhrt das  aggressive  Wachstum der  Tumorzellen zu  einer
Volumenverdopplungszeit von weniger als 50 Tagen (27). Die abnormale Vaskularisierung mit
ungeordneten, extrem permeablen Gefal3en bildet die Grundlage eines guten Nahrstoff- und
Sauerstoffangebots fir die Tumorzellen (28). Deshalb ist die Erforschung der Angiogenese
und Vaskularisierung als mdglicher therapeutischer Angriffspunkt in den letzten Jahren
zunehmend in den Vordergrund gertckt. Allerdings zeigten alternative systemische anti-
angiogene Therapien z.B. solche, die in den VEGF-Signalweg eingreifen, bis dato gegentber
der etablierten Radiochemotherapie leider keinen signifikanten Vorteil hinsichtlich des
Gesamtiberlebens (aus dem Englischen: ,overall survival®, OS) (29, 30). In einigen Studien
zeigten sie jedoch ein signifikant verlangertes progressionsfreies Uberleben (aus dem
Englischen: ,progression free survival®, PFS) (29, 31). Abgesehen von VEGF, welches die
Tumorangiogenese fordert, beeinflussen auch andere Molekile und Zellen das
Tumorwachstum und sind Teil der Tumormikroumgebung, welche als Therapietarget
angesehen werden kodnnen. Dazu gehéren u.a. die tumorassoziierten Mikroglia und

Makrophagen.

4.2. Makrophagen und Mikroglia
Neben neoplastischen Gliazellen besteht das Glioblastom aus zahlreichen nicht-
neoplastischen Zellen. Dazu gehdren Astrozyten, Endothelzellen, Perizyten sowie Zellen des

Immunsystems wie die residenten Mikroglia, infiltrierende Monozyten/Makrophagen und
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Leukozyten (28, 32, 33). Mikroglia und Makrophagen gehdren zu dem mononuklear-
phagozytarem System (34-36). Die Hauptaufgaben dieser Zellen des angeborenen
Immunsystems ist die Abwehr von Erregern und die Phagozytose von Zelltrimmern und -
resten (36). Somit sind sie direkt an der Aufrechterhaltung der Gewebehomdostase beteiligt
(34, 35). Wahrend der Embryonalentwicklung stammen die primitive Makrophagen aus dem
Dottersack, im Verlauf ist die fotale Leber an der Blutbildung beteiligt bis dann im
Erwachsenenalter das Knochenmark fast ausschlie3lich die Hamatopoese tUbernimmt (35).
Von dort aus werden sie ins Blut abgegeben und dann Monozyten genannt (35). Monozyten
differenzieren abhangig von der Lokalisation zu gewebespezifischen Makrophagen; in der
Lunge beispielsweise zu alveolaren Makrophagen, in der Haut zu dendritischen Zellen, in der
Leber zu Kupffer-Sternzellen (35). Bei Inflammation oder anderen Pathologien wird die
spezialisierte Makrophagenpopulation durch infiltrierende Monozyten unterstiitzt (36). Dies gilt
nicht fir das Gehirn, Mikroglia, die spezialisierten Immunzellen des ZNS werden in der Regel
nicht durch zirkulierende Monozyten aufgefillt (37, 38). Infiltrierende Makrophagen sind im
ZNS nur dann zu finden, wenn die Bluthirnschranke beeintrachtigt ist wie z. B. im Rahmen von
Hirntumoren sowie zahlreichen weiteren ZNS-Pathologien (36, 39).

Mikroglia sind die residenten Immunzellen des Gehirns und gewissermalen die
gewebespezifischen Makrophagen des ZNS. Sie wurden vor mehr als 100 Jahren von Pio del
Rio-Hortega entdeckt (39). Sie stammen aus dem Dottersack (38) und wandern wahrend der
Embryogenese und in der friihen postnatalen Phase ins ZNS ein, wo sie u.a. eine Rolle in der
Ausreifung des Gehirns spielen (38, 40). Anders als bei Makrophagen erfolgt eine
VergroBerung der Mikrogliapopulation nicht durch Einwanderung von Progenitorzellen,
sondern allein durch Proliferation der bestehenden Mikrogliazellen im ZNS (37). Es gibt neben
den Mikroglia aber durchaus auch Makrophagen im ZNS. Dazu gehdren perivaskulare
Makrophagen, meningeale Makrophagen und Makrophagen des Plexus choroideus (41, 42).
Diese unterscheiden sich aber malRgeblich von peripheren Makrophagen (41) und somit auch
von infiltrierende Makrophagen. Mikroglia haben zwei phanotypische Erscheinungsbilder
zramified“ und ,amoeboid“. Ersteres wird sogenannten ,resting“, ergo ruhenden, und letzteres
,activated®, also aktivierten Mikroglia zugesprochen (Abbildung 1). Ruhende Mikroglia haben
lange Auslaufer mit denen sie das gesunde Gewebe patrouillieren und das sie umgebende
Gewebe schiitzen (43, 44). Weitere Funktionen sind die Regulation von Neurotransmittern und
Hormonen (45) aber auch die Beteiligung an zahlreichen Pathologien (40). Durch
pathologische Einflisse auf das ZNS z.B. durch Infektionen, werden Mikroglia aktiviert und
bilden den amdboiden Phanotyp aus (46, 47). Abhangig von der Pathologie kénnen aktivierte

Mikrogliazellen sowohl neuroprotektive als auch neurotoxische Eigenschaften haben (44, 47).

16



©

o

=

a

s}

= ramified" B R amoeboid"
ruhend h " aktiviert

c Uberwachung Inflammation

-2 Selbsterneuerung Pathologien I

= FPhagozytose Motilitat

= :

(T Inflammation Phagozytose

Abbildung 1: Unterschiedliche Morphologie und Funktionen von Mikroglia. Ruhende und aktivierte Mikroglia
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Funktion und Morphologie wie dargestellt. Es existieren auch Mischformen
und nicht immer kénnen Mikroglia im Tumormikromilieu einem bestimmten Phanotyp zugeordnet werden. Die

Abbildung wurde mit Biorender.com erstellt.

4.3. Die Rolle von Tumor assoziierten Mikroglia und Makrophagen im GBM

Myeloide Zellen zu denen Mikroglia und Makrophagen gehéren, machen 30-50% des
zellularen Anteils des GBM aus (39, 48). Die Rolle der Mikroglia und infiltrierenden
Makrophagen, auch tumorassoziierte Mikroglia/Makrophagen (TAMs) genannt, wird
kontrovers diskutiert. Wahrend einige Studien ihnen einen antitumoralen Phéanotyp
zuschreiben (49), zeigen andere Studien einen protumoralen Effekt dieser Zellen (50-52). Die
Anzahl an infiltrierenden TAMs korreliert positiv mit dem Tumorgrad (53), also der Malignitéat
und negativ mit dem progressionsfreien Uberleben in Gliomen (54). Zudem konnte eine andere
Studie zeigen, dass hohe Level an IL6 im Liquor, welches von TAMs sezerniert wird, zum
einen mit der Infiltration von TAMs im GBM korreliert und zum anderen mit einer schlechteren
Prognose assoziiert ist (55). Anders als bei lokalen Entziindungen setzen Mikroglia und
Makrophagen im GBM immunsupprimierende Stoffe frei (56, 57). Diese protumoralen
Eigenschaften lassen sich durch verschiedene Phanotypen von Mikroglia und Makrophagen
erklaren. Ein proinflammatorischer M1-Phéanotyp wird durch die klassische Stimulation tber
den Toll-like-receptor 4 (TLR4) erreicht, wéhrend eine alternative Aktivierung durch multiple
Interleukine zum M2-Phanotyp fiihrt (58). Dieser alternative M2-Phanotyp wird weiter unterteilt
in M2a (Th2-Antwort, Typ-2-Inflammation, Abtéten von Pathogenen, Allergie), M2b (Th-2-
Aktivierung, Immunregulation) und M2c (Immunregulation, Extrazellularmatrixablagerung,

Gewebeerneurerung) (58, 59). In der Literatur wird oft davon ausgegangen, dass M1-
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polarisierte, proinflammatorische Zellen antitumorale und M2-polarisierte, immunsuppressive
Zellen protumorale Eigenschaften aufweisen (39, 60, 61). Dieses Konzept wird allerdings
zunehmend kontrovers diskutiert und es wird angenommen, dass heterogene TAM
Populationen im GBM vorhanden sind. Anhand von RNA-Microarray-Analysen konnten die
Expressionsprofile von TAMs im Vergleich zu ,normalen® Mikroglia im Mausmodell untersucht
werden. In dieser Studie konnten die Autoren zeigen, dass TAMs ca. 1000 Gene
Uberexprimierten. Diese Uberschnitten sich mit allen bekannten Expressionsprofilen der M1-,
M2a-, M2b- und die M2c-Polarisation (62). Somit lasst sich, anders als oft vermutet, den TAMs
nicht eine eindeutige M2-Polarisation zuordnen (62) vielmehr ist davon auszugehen, dass die
TAMs im GBM verschiedene Aktivierungszustdnde aufweisen, die sich je nach
Mikroumgebung unterscheiden (61-63). In den vergangenen Jahren sind zahlreiche weitere
Studien hinzugekommen, die fur die Heterogenitat von TAMs im GBM sprechen (63-65).
Darmanis et al. konnten diese Diversitat der Mikroglia/Makrophagen anhand von Single-Cell
RNA-Sequenz-Analysen von Gliompatienten und Gliompatientinnen nachweisen und zeigten,
dass TAMs im Tumorzentrum eher antiinflammatorische Gene exprimierten, wéhrend

periphere TAMs eher proinflammatorische Gene exprimierten (Abbildung 2.) (65).
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Abbildung 2: TAM Subpopulationen in Glioblastompatienten und -patientinnen. In Abh&ngigkeit der
Ontogenese und ihrer raumlichen Lokalisierung, weisen TAMs in bestimmten Tumorgebieten unterschiedliche

Merkmale auf. Abge&ndert nach Pires Afonso et al. (64)

Auch wenn die phanotypische Vielfalt von TAMs noch nicht abschliel3end geklart ist, férdern
Mikroglia und Makrophagen das Tumorwachstum und die Angiogenese durch die Sekretion
von Chemokinen und Wachstumsfaktoren wie z.B. transforming growth factor beta (TGF-B)
(39, 66) und vascular endothelial growth factor (VEGF) (28, 39, 65). Neben VEGF sezernieren
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TAMs zudem auch CXCL2, ein bisher wenig untersuchtes proangiogenes Chemokin (28, 67),
dessen Rolle in dieser Arbeit nédher untersucht werden soll.

Zusammengefasst gesagt sind eine Vielzahl an Funktionen von TAMs im GBM bekannt. Sie
modulieren den Immunstatus und die unmittelbare Tumormikroumgebung (56), setzen
Chemokine frei und locken so weitere myeloide Zellen an und modulieren so die Angiogenese

(68). Ob ihre pro- oder antitumorale Wirkung Uberwiegt, ist bis dato aber weitgehend ungeklart.

4.4. Der CXCR2 Signalweg und dessen Relevanz im Glioblastom

Chemokine sind niedermolekulare Peptide. Der Name Chemokine zusammengesetzt aus
"chemoattraktive® und ,Zytokine" bezieht sich auf die ihnen initial zugeschriebene Funktion als
Stimulatoren der Migration verschiedener Zelltypen (69). Chemokine werden von einer
Vielzahl an Zellen, einschliellich Monozyten, Makrophagen inklusive TAMs (28, 70), T-
Lymphozyten, Neutrophilen und Fibroblasten, sowie Nerven-, Endothel- (21, 71-74) und
Epithelzellen sowie Tumorzellen (70, 75) synthetisiert (76, 77). Die Chemokine der CXCR2-
Achse zu denen IL8 (auch CXCL8 genannt) und CXCL2 gehoren, spielen eine wichtige Rolle
in der Glia- und Gliomazellbiologie (75). Ihr gemeinsamer Rezeptor CXCR?2 ist ein G-Protein
gekoppelter Transmembranrezeptor mit einer Vielzahl an Effektormechanismen. Die
Aktivierung von CXCR2 fihrt im Tumor priméar zur Aktivierung der Phosphatityl-Inositol-3-
Kinase oder der Phospholipase C, die wiederum zur Aktivierung von Akt-, PKC-, MAPK-
Signalkaskaden und zur Calciummobilisierung flhren. Diese Signalwege steigern dann die
Translation von HIF-1, NF-kB, AP-1, AR und modulieren die Aktivitat der
Transkriptionsfaktoren STAT3 und B-Catenin (77). Zu den Effektormechanismen gehdren u.a.
die Angiogenese (74, 78, 79 462, 80 461), die Chemotaxis (80 461, 81 474), das Zelliberleben
(74), die Zellproliferation und Invasion (77). Waugh et al. erdrterten 2008 mdgliche Effekte von
IL8 in der Tumormikroumgebung (77). Dazu gehodrten neben der Angiogenese und
Tumorzellproliferation auch, dass Tumorzellen selbst IL8 exprimieren und, dass IL8 zur
Therapieresistenz fuhren kann (Abbildung 3)(77).

Einige dieser Aspekte wurden bereits im Glioblastom untersucht (74, 75, 82). So wurde
nachgewiesen, dass CXCR2 im Gliom Gberexprimiert wird (82, 83). AuRerdem konnte gezeigt
werden, dass IL8 und CXCR2 nach antiangiogener Therapie mit VEGF-Signalweg-Inhibitoren
in vivo sowie nach Behandlung mit Temozolomid in vitro hochreguliert waren, was die
Relevanz dieses Signalwegs im Gliom und in der Tumorangiogenese unterstreicht (70, 75,
83). Weitere Studien konnten zudem einen Zusammenhang zwischen dem CXCR2-Signalweg
und einem reduzierten PFS und OS von GBM Patienten und Patientinnen nachweisen (70,
83). Somit handelt es sich um einen bedeutenden Signalweg im Glioblastom. Alles in allem

werden dem Signalweg verschiedene hoch relevante Effekte in der Gliomagenese, der
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Progression, der vaskularen Mimikry, der Tumorangiogenese und der Resistenzentwicklung
zugeschrieben (70, 73, 82-86). Aufgrund dieser wichtigen Rolle im Glioblastom und der bis
heute mangelhaften Standardtherapie ist der CXCR2-Signalweg in den letzten Jahren
zunehmend in den wissenschaftlichen Fokus gertickt. Flir moégliche therapeutische Ansétze
im Menschen ist die aktuelle Datenlage allerdings nicht ausreichend und bedarf weiterer
Untersuchungen. Zudem lag der Fokus der Untersuchung der CXCR2-Liganden in den letzten
Jahren auf IL8, wohingegen CXCL2 wenig Aufmerksamkeit zugutekam, weswegen das
Hauptaugenmerkt dieser Arbeit auf CXCL2 liegt. Durch die Vielzahl an Effektormechanismen,
die das Tumorwachstum und die Tumorprogression vorantreiben (Abbildung 3) sowie die
mdogliche Beteiligung an der Resistenzentwicklung, wurde eine CXCR2-Blockade bereits in
mehreren préklinischen Studien untersucht. Durch die Blockade von CXCR2 konnten bereits
erste therapeutische Erfolge an Tumorzellen in vitro und im Mausmodell in vivo gezeigt werden
(83, 85).
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Abbildung 3: Die Rolle des CXCR2 Signalweges in der Tumormikroumgebung. Der CXCR2 Signalweg ist in
zahlreiche Prozesse involviert, die die Tumorprogression fordern. Dazu gehdéren die Invasion, die Proliferation, das
Tumorwachstum, die Tumor-Angiogenese und die Vaskulare Mimikry. In einigen Studien in vitro und am Tiermodell
konnte die Wirksamkeit des CXCR2 Antagonisten SB225002 allein und in Kombination mit Vatalanib, einem
VEGFR-Kinase-Inhibitor, bereits nachgewiesen werden. AuRerdem wurde gezeigt, dass antiangiogene Therapien,

die in den VEGFR-Signalweg eingreifen die Entstehung der Vaskularen Mimikry férdern. Erstellt in Biorender.com
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4.5. Der CXCR2-Antagonist SB225002

Fehlende Langzeitbehandlungen und das kurze Gesamtlberleben von Patienten und
Patientinnen mit Glioblastom (ca. 15 Monate) (4) erfordern neue therapeutische Anséatze.
SB225002 ist ein potenter und selektiver Nicht-Peptid-CXCR2-Antagonist mit einer ICso von
22nM (87). Er gehdrt zu den sogenannten ,Small molecules® und wurde 1998 von White et al.
entdeckt und weist eine >150-fache Selektivitat fir CXCR2 gegeniiber CXCR1 und 7 weiteren
G-Protein-gekoppelten Transmembranrezeptoren auf (87). Zunéchst wurde gezeigt, dass
SB225002 die Migration von Neutrophilen Monozyten hemmt, (87). Im Laufe der letzten 20
Jahre konnte auch eine antitumorale (88) und antiangiogenetische (89) Wirkung
nachgewiesen werden. Die antitumoralen Effekte des CXCR2-Antagonisten konnten in
mehreren in vitro Studien solider Tumoren wie z.B. dem Osophagus- (90), Pankreas- (91),
Mamma- (92), Lungenkarzinom (93) sowie auch in der akuten lymphoblastischen Leukamie
(94) nachgewiesen werden. Die Wirksamkeit im Glioma Mausmodel konnte zudem in ersten
in vivo Versuchen bestatigt werden (83, 85). Acker et al. zeigte neben einem reduziertem
Tumorwachstum auch eine verminderte Gefal3dichte sowie eine reduzierte Akkumulation von
TAMs im Glioma Mausmodell (85). Somit bietet es sich an, SB225002 auch an humanen
Zellen zu erproben, um einer moglichen Anwendung am Menschen ein Stick naher zu

kommen.

4.6. Primare Humane Endothelzellen

Fast alle Gewebe des menschlichen Kérpers sind abhangig von der Blutversorgung. Diese ist
wiederum abhéangig von Endothelzellen. Endothelzellen sind mesodermalen Ursprungs und
bilden die innere Schicht von BlutgefalRen bzw. kleiden diese komplett aus (95). Sie besitzen
die bemerkenswerte Fahigkeit sich den lokalen Anforderungen durch ihre phanotypische
Vielfalt anzupassen (95, 96). Sie sind unter anderem verantwortlich fur die Neubildung von
Gefalen, fur Wachstum und Wundheilung und die Homdostase (95, 96) und sind somit in viele
physiologische, aber auch pathologische Prozesse eingebunden (97). Die Angiogenese, also
die Neubildung von GefaRen erfolgt durch die Proliferation, das ,Aussprielen“ von
Endothelzellen aus vorhandenen kleinen Gefalien innerhalb von wenigen Tagen (98). Judah
Folkman wird als Vater der Angiogenese angesehen (99). Er postulierte 1971 die Relevanz
der Tumorangiogenese, die heute als eines der ,Hallmarks of Cancer® gilt (100) und inspirierte
eine Vielzahl an hochkaratigen Wissenschaftlern sich mit der Angiogenese in Tumoren zu
beschaftigen (99). Doch schon weit vor seiner Zeit, vor mehr als 300 Jahren vermuteten
Forscher und Arzte Besonderheiten in der GefalRneubildung von Tumoren (99). Doch wie
wissen die Endothelzellen, dass sie aussprieen sollen? Eine bedeutende Rolle in der
Angiogenese spielen VEGF-A sowie dessen Rezeptoren VEGFR1 und VEGFR2 (101). VEGF

induziert die Zellproliferation, Migration und das ,Sprouting“ in vitro (101). Schon vor gut 25
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Jahren konnte gezeigt werden, dass ohne den VEGF/VEGFR2-Signalweg keine
GefalRneubildung in Embryonen mdglich ist (102-104). Diese bahnbrechende Entdeckung
fuhrte zur Entwicklung antiangiogener Therapien auch fir das stark vaskularisierte GBM, die
jedoch aufgrund verschiedener Resistenzmechanismen, wie im Abschnitt 4.1.3 ,Limitationen
der Standardtherapie® erlautert, leider keine Verlangerung des Gesamtuberlebens zeigten (83,
105-107). Daraufhin riickten andere proangiogene Signalwege wie der CXCR2-Signhalweg in
den Fokus der Wissenschaftler. Angara et al. zeigten, dass nach antiangiogener Therapie, die
in den VEGF-Signalweg eingreift, CXCR2 und IL8 im Tumor hoch reguliert werden (83).

Die angiogene Kapazitat von IL8 basiert auf der Expression von CXCR1 und CXCR2 auf
Endothelzellen (74). Eine Vielzahl von Endothelzellen wie humanen Umbilikalvenen
Endothelzellen (HUVEC), mikrovaskulare Endothelzellen und Hirnendothelzellen exprimieren
diese Rezeptoren (74, 78, 79, 108). In Abhangigkeit von der Expression von CXCR2 wurden
jedoch grof3e Unterschiede hinsichtlich des Endothelzelltyps und der Rolle des CXCR2-
Sighalwegs gezeigt (74). Die meisten in-vitro-Studien zum CXCR2-Signalweg in menschlichen
Endothelzellen wurden an HUVEC durchgefihrt, bei denen es sich um periphere priméare
Endothelzellen handelt (79, 80). Salcedo et al. zeigten, dass HUVEC im Vergleich zu humanen
mikrovaskularen dermalen Endothelzellen niedrige CXCR1- und CXCR2-Spiegel exprimierten
(109). Daher ist es von groRer Bedeutung, diesen Signalweg in priméren Hirnendothelzellen
zu analysieren. Da spezialisierte mikrovaskulare Endothelzellen des Gehirns sich grundlegend
von anderen Endothelien unterscheiden (110-112), sollten diese im Vergleich zu HUVEC
untersucht werden. ,Human Brain Microvessel Endothelial Cells“ (HBMEC) gelten als solides
Modell der Blut-Hirn-Schranke in vitro (113). Bis dato steht ein direkter Vergleich von HUVEC
und HBMEC jedoch noch aus.

4.7. Zielsetzung und Fragestellung
Trotz Fortschritte in der Therapie lasst sich das Glioblastom nicht heilen und die Prognose fiir
die Patienten und Patientinnen ist nach wie vor fatal (3-5). Der CXCR2-Signalweg spielt eine
wichtige Rolle in der Gliomagenese, Angiogenese und Therapieresistenz (70, 74, 75, 78-80,
83, 114). Die Liganden IL8 und CXCL2 werden von Tumorzellen und TAMs synthetisiert (28,
75, 85). Das Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle des CXCR2/CXCL2/IL8-Signalweges in der
Angiogenese und der Resistenzentwicklung im humanen Primar- und Rezidiv-Glioblastom zu
untersuchen. Dies l&sst sich in zwei Unterpunkte gliedern:
1. Analyse des Patientenkollektivs
a. Analyse Klinischer Routineparameter sowie der Infiltration von TAMs im primaren
und rezidivierten Glioblastom sowie die Vaskularisierung und die Expression von
CXCR2, CXCL2, IL8 und VEGF innerhalb der Tumore ex vivo.
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b. Den Einfluss der oben genannten Molekile auf das Gesamtiberleben, das
progressionsfreie Uberleben und das Intervall vom Rezidiv bis hin zum Tod ex vivo
Zu analysieren.

2. Analyse des CXCR2 Signalwegs in vitro

a. Untersuchung der angiogenetischen und chemotaktischen Potenz von CXCL2 und
IL8 im Vergleich zu VEGF auf primare humane Endothelzellen aus der Peripherie
(HUVEC) und aus dem Gehirn (HBMEC) in vitro sowie die Effektivitat des CXCR2-
Antagonisten SB225002, diese Prozesse zu hemmen.

b. AuRerdem sollte der Einfluss von SB225002 und TMZ unter einer simulierten
Uberexpression von CXCL2 und IL8 auf die Gen- und Proteinexpression des
CXCR2/CXCL2/IL8 Signalweg sowie weiterer proangiogener Rezeptoren
analysiert werden.
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5. Material und Methoden

5.1. Uberblick der verwendeten Methoden

Um den unterschiedlichen Fragen auf den Grund zu gehen, wurden verschiedene Methoden
verwendet, die in Abbildung 4 zusammengefasst dargestellt sind. In den nachfolgenden
Kapiteln werden diese im Detail erlautert.

Analyse des Patientenkollektivs Analyse des CXCR2 Signalwegs in vitro

Rekrutierung der Patienten und Patientinnen
mittels SAP
Einschlusskriterien: Primdr - und Rezidivglioblastom,
zweimalige Behandlung am CC15

l

Erfassen der klinischen und
routinehistologischen Parameter
Alter, Geschlecht, IDH, MGMT, TP53, Ki-67

l

Analyse der 76 Tumorproben (38 Tumorpaare)

mittels Immunfluoreszenzfarbung
TAMs, VEGF, CXCL2, IL8, GefdBe, CXCR2

l

Uberlebens- und Korrelationsanalysen
Kaplan-Meier-Kurve mit LogRank Test, Pearson- und
Cox-Regressionsanalyse

Untersuchung des Einflusses von CXCL2 und
IL8 im Vergleich zu VEGF auf die Proliferation
und Genexpression an HUVEC und HBMEC
Prolifereationsassay, Stimulationsassay, RNA-Isolation,
gRT-PCR, Immunfluoreszenzfarbung

|

Analyse der angiogenetischen und
chemotaktischen Potenz von CXCL2 und IL8
auf HUVEC und HBMEC verglichen mit VEGF

Etablierung eines 3D-Sphéroid-basierten Angiogenese-
modells sowie Etablierung des
uSlide-Chemotaxis-Assays

l

Aufbauend auf den vorherigen Experimenten,
Bestimmung des Effekts von SB225002 + TMZ
auf die Angiogenese, Chemotaxis und
Genexpression
3D-Sphéroid-basierten Angiogenesemodell,
LSlide-Chemotaxis-Assays, Stimulationsassay,
RNA-Isolation, Immunfluoreszenzfdrbung

Abbildung 4: Ubersicht der verwendeten Methoden. IDH = Isozitratdehydrogenase, MGMT = O6-Methylguanin-
DNS-Methyltransferase, TP53 = Tumorsuppressorgen 53, Ki-67 = Proliferationsmarker, TAMs = Tumorassoziierte
Mikroglia/Makrophagen, HUVEC = primare humane Umbilikalvenenzellen, HBMEC = primare humane
GehirnmikrogefaRendothelzellen, gRT-PCR = quantitative Realtime Polymerasekettenreaktion, SB225002 =
CXCR2 Antagonist, TMZ = Temozolomid

5.2.  Material und verwendete Programme
5.2.1. Geréate/Hersteller

Tabelle 1: Zusammenfassung der verwendeten Geréte

Gerét Hersteller Standort

Autoklav Laboklav SHP Steriltechnik AG AZH (Aschheim-
Zondek-Haus)

Chamber Slides (x-well Tissue | Sarstedt AZH

Culture Chambers)

Cell Scraper Corning Incorporated, costar AZH

Cycler GEA4852T, Bio-Center AZH

Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axio Observer Z1 (Carl Zeiss) AZH

24



Inkubator BBD6220 Thermo Scientific AZH
Inserts BD Fluoroblok™ individual inserts AZH
Kochplatte RETbasic, IKA Labortechnik AZH
Konfokalmikroskop Nikon A1Rsi+ Charité Cross Over
(CCO), AMBIO
Live Cell Microscope/ Nikon Widefield Ti2 CCO, Ambio
Lebendzell-Mikroskop
Magnetrihrer MSH AZH
Multikanalpipette 10-100pl Eppendorf AZH
MicroAmp® Fast 96-Well/384-Well | applied biosystems by life | AZH
Reaction Plate technologies
Objekttrager Superfrost® PLUS Thermo Scientific AZH
Petrischale (rund) Greiner Bio-One AZH
Petrischale (quadratisch) Greiner Bio-One AZH
Pipetten Eppendorf AZH
Pipettenspitzen (2,5, 5, 10, 200, 300 | Biosphere Filter Tips, Sarstedt AZH, CCO
und 1000pl)
Pipettenspitzen (filter tip FT 100) Greiner Bio-One AZH, CCO
Polypropylene Conical Tube 15/50ml | Falcon AZH
QuantStudio 6 Flex Thermo Scientific AZH
Schnellkochtopf Sicomatic-L Silit AZH
Sterile Mullkompressen Fink & Walter GmbH AZH
Vortexer Vortex Genie 2, Scientific Industries AZH
Vortexer Sunlab, SU1900 AZH
Widefieldmikroskop Nikon Ti2 CCO, AMBIO
Wippe Shaker DRS-12 NeoLab AZH
Workstation Asus CCO, AMBIO
p-Slide Chemotaxis ibidi AZH, CCO, AMBIO
Zellkulturplatte (6-Well) Sarstedt AZH
Zellkulturplatte (12-Well) Sarstedt AZH
Zellkulturplatte (24-Well) Sarstedt AZH
Zellkulturplatte (96-Well) Greiner-Bio-One AZH
Zellkulturplatte Rundboden (96-Well) | Greiner-Bio-One AZH
Zellkulturflasche T25 AZH
Zellkulturflasche T25 AZH
Zellkulturplatte (96-Well-Cellstar) greiner bio-one AZH
Zellkulturplatte (TC 96-Well) Sarstedt AZH
Zellkulturplatte (TC 6-Well) Sarstedt AZH
Zentrifuge Megafuge 1.0R, Thermo Scientific AZH
Zentrifuge Multifuge 3SR+, Thermo Scientific AZH
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5.2.2. Chemikalien/Puffer/Losungen

Tabelle 2: Zusammenfassung der verwendeten Puffer und Losungen

Reagenz

Beschreibung

Hersteller

Autofluorescence Eliminator

Reagent

1 Tropfen pro Schnitt

Merck Millipore

BSA 0,5%

5g Bovine Serum Albumin in 11 PBS

Sigma Aldrich

Casein 0,5/1%

5g/10g Milchprotein in 11 PBS

Sigma Life Science

Collagen Collagen Type I, rat tail 5Smg/ml ibidi

Collagen Collagen Type |, rat tail 3.57mg/ml Corning®

Cryo SFM 1ml pro Kryo-R6hrchen PromoCell
CyQuant-Assay Reagenz fir das Proliferationsassay Invitrogen
DAPI 4'6-diamidino-2- phenylindole Sigma Aldrich
DMSO Dimethylsulfoxid Merck-Millipore
Ethanol Ethanol Merck Millipore
Formalddehyd 4%-ige LOsung Sigma-Aldrich

Gelatine 1%

Aus Kaltwasserfisch-Haut

Sigma Life Science

Iso-Propanol Iso-Propanol Merck Millipore
IS mounting medium DAPI Dianova
PBS-Tabletten Phosphat buffered saline aufgelost in | Gibco
Millipore®-Wasser
PBS Phosphat buffered saline steril Gibco
PrimeScript™ RT reagent Kit | Zur Umschreibung von RNA zu cDNA TaKaRa
with gDNA Eraser
Protein CXCL2 Recombinant human CXCL2 (carrier-free) BioLegend
Protein IL8 Recombinant human CXCLS8 (carrier-free) BioLegend
Protein VEGF-165 Recombinant human VEGF-165 (carrier-free) | BioLegend
Methyl Cellulose Cellulose Puder mit zugesetzten | SIGMA
Methoxygruppen
SB225002 CXCR2-Antagonist fur in vitro Experimente TOCRIS
PureLink RNA Mini Kit Zur RNA Isolation aus pflanzlichen, tierischen | Ambion
oder menschlichen Zellen
RNAse-freies H20 Durch Biofilter von RNAsen befreites Wasser | Sigma Aldrich
Roti®-Histokit Zum Eindeckeln Carl Roth
TB Green™ Premix Ex Taq™ | Kit fiir die qRT-PCR TaKaRa
Temozolomid (Temodal®) Chemotherapeutikum MSD
Triton-X-100 Octylphenoxypolyethoxyethanol Sigma Aldrich
3-Mercaptoethanol RNA-Isolierung Sigma-Aldrich
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5.2.3. Zellkulturmedien/Zusatze

Tabelle 3: Zellkulturmedien

(ECGS)

essenzielle Proteine

Bezeichnung Inhalt Hersteller
ECGM2 500ml, basales Nahrmedium PromoCell
Supplemente Wachstumsfaktoren, Hormone und | PromocCell
essenzielle Proteine

Gentamicin (G) Antibiotikum (10mg/ml) Sigma Aldrich
Amphotericin B (A) Antimykotikum (2,5mg/ml) Sigma Aldrich
HEPES BSS HEPES Puffer PromoCell
Trypsin/EDTA Trypsin/EDTA (0,04%/0,03%) PromoCell
Trypsin Trypsin/EDTA (0,5%) GibcoTM
Endothelial Cell Medium 500ml, basales N&hrmedium ScienCell
Fetal Bovine Serum (FBS) Fotales Kalberserum ScienCell
Endothelial Cell Growth Supplement | Wachstumsfaktoren, Hormone und | ScienCell

Fibronectin

Human Plasma Fibronectin Purified

Protein 1mg/ml

Merck Millipore

Penicillin-Streptomycin (P/S)

Antibiotika- (50ug/ml) Lésung

PAA Laboratories
GmbH

5.2.4. Programme

Tabelle 4: Zusammenfassung verwendeter Programme

Programm Verwendung Hersteller
Axio Vision 4 Immunfluoreszenz-Aufnahmen Carl Zeiss
Excel 2016 Auswertung Microsoft

Graphpad Prism 5/9 Statistiken, Graphen STATCON

LaJolla; Carlifornia; USA

ImageJ/Fji Bildbearbeitung, Immunfluoreszenz-, https://imagej.net/Fiji/Dow
Confocal-, Live-Cell-Imaging-Auswertung | nloads
NIS-Elements Bildverarbeitungssoftware Nikon

Tool

OMERO 5.4.10 Zwischenspeichern von Daten https://www.openmicrosc
opy.org/omero/

SPSS 26.0 Auswertung und Analyse IBM

Chemotaxis and Migration | Auswertung und Analyse Ibidi

QuantStudio™ Real-Time

PCR Software v1.3

RTQ-PCR Einstellungen und Auswertung

Thermo Scientific

27



https://imagej.net/Fiji/Downloads
https://imagej.net/Fiji/Downloads

5.3. Patientenproben: Ethikantrag

Samtliche Untersuchungen wurden gemalf des Ethikvotums der Charité — Universitatsmedizin
Berlin (EA1/045/18) und nach den Richtlinien der guten wissenschaftlichen Praxis
durchgefuhrt. Die Patientendaten wurden pseudonymisiert gesammelt und anonymisiert
verblindet analysiert. Von allen Patienten und Patientinnen lag eine schriftliche

Einverstandniserklarung vor.

5.3.1. Auswahl der Patientenproben

Das Ziel dieser Arbeit war, das Primar- und Rezidivglioblastom desselben Patienten bzw.
derselben Patientin zu vergleichen. Zu den Einschlusskriterien gehérten deshalb zum einen,
die zweimalige Operation aufgrund einer Erkrankung am Glioblastom und zum anderen, die
durch zwei unabhéngige Neuropathologen bestétigte histologische Diagnose des
Glioblastoms zu beiden Zeitpunkten. AuRerdem wurde ein Mindestabstand von 2 Monaten
zwischen der ersten und zweiten Operation festgelegt, um sicher zu gehen, dass es sich nicht
um einen Resttumor handelte. Anhand von SAP-Daten und einer klinikinternen Datenbank
konnten 65 Patienten und Patientinnen mit primarem und rezidivierten Glioblastom identifiziert
werden. Von allen 65 GBM Patienten und Patientinnen, welche im CC15 — Klinik fur
Neurochirurgie der Charité - Universitdtsmedizin Berlin zwischen 2012 und 2017 zweimal
operativ behandelt wurden, wurde das praservierte Restmaterial an der Klinik flr
Neuropathologie erfragt. Zunéchst konnten 40 Patienten und Patientinnen eingeschlossen
werden, von denen dann jedoch im Verlauf zwei weitere ausgeschlossen werden mussten, da
nicht genligend Gewebe vorhanden war, sodass diese Studie insgesamt 38 Patienten und
Patientinnen zur Analyse einschloss (Abbildung 5). Anhand der erfolgten Therapie nach der
ersten Operation wurden die Patienten und Patientinnen in zwei Gruppen eingeteilt.
Diejenigen, die neben der Radiochemotherapie 24 Zyklen Temozolomid, also eine Therapie
nach dem Stupp-Schema (fur Details vgl. 4.1.2) erhielten, wurden als ,Standard* tituliert (n =
18). Die Patienten und Patientinnen, die <3 Zyklen Temozolomid erhielten, wurden als ,Nicht-
Standard“ benannt (n = 20). Die Grinde, warum Patienten und Patientinnen nicht die
empfohlene Therapie nach Stupp-Schema (4) erhielten, variierten von schwerwiegenden

Nebenwirkungen bis hin zum ausdrtcklichen Wunsch des Patienten bzw. der Patientin.
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Patienten mit Primar- und
Rezidivglioblastom und
zweimaliaer Operation am
CC15 - Klinik fiir Neurochirurgie
der Charité zwischen 2012 uns
2017, n=65

L Ausschluss aufgrund von

Materialmangel, n = 25

Eingeschlossene Patienten
n = 40, Einteilung nach
Therapieregime in "Standard"
und "Nicht-Standard"

¥—> Ausschluss aufgrund von

Materialmangel, n = 2
| }

"Standard’, "Nicht-Standard”,
Patienten, die Patienten, die keine
Behandlung nach Behandlung nach
Stupp* Schema Stupp* Schema
erhielten (=4 Zyklen erhielten (=3 Zyklen
TMZ),n=18 TMZ),n =20

Abbildung 5: Identifizierung und Einschluss der Patienten in die Studie. * = Stupp Schema: an OP
anschlieBende Radiochemotherapie gefolgt von 6 Zyklen adjuvanter Chemotherapie mit Temozolomid; TMZ =

Temozolomid

5.3.2. Analyse klinischer Parameter der Routinediagnostik

Zunachst wurden klinische und histologische Routineparameter untersucht. Dazu gehorten
neuropathologische Marker wie u.a. die MGMT-Methylierung, IDH-1/2- und TP53-Mutationen
und Ki67-Expression (Tabelle 17 und Tabelle 18) sowie klinische Daten wie u.a. das Alter,
Geschlecht, Zeit bis zum Rezidiv, Gesamtiberleben. Das 06-Methylguanin-DNA-
Methyltransferase-(MGMT-) Gen codiert fur das gleichnamige DNA-Reparaturprotein und hat
ebenso wie der IDH1-Status eine Relevanz fiur die Prognoseeinschatzung der Patienten und

Patientinnen.

5.4. Proteinbiochemie

5.4.1. Histologische Aufarbeitung

5.4.2. Hamatoxylin-Eosin (H.E.)-Farbung

Die 4um dicken FFPE-Schnitte (Formalin-fixiertes Paraffin-eingebettetes Gewebe aus dem

Englischen: formalin-fixed paraffin-embedded tissue) der Patientenproben wurden mittels

H.E.-Farbung analysiert, um einen Uberblick Gber das Tumorgewebe zu erhalten und
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nekrotische Areale zu identifizieren. Die H.E.-Farbung ist eine neuropathologische
Standardfarbung und erfolgte nach etabliertem Protokoll.

Zunachst erfolgte die Deparaffinisierung der FFPE-Schnitte. Dafiir wurden die Schnitte 2 x 5
Minuten in Xylol gegeben. Nach sorgfaltigem Abtropfen erfolgte die Rehydrierung mittels
absteigender Alkoholreihe von 100%-, 96%-, 90%-, 80%-, 70%-igem Ethanol, in dem die
Objekttrager jeweils 10x geschwenkt wurden. Dann wurden sie in dH2O gegeben. Nun konnte
die H.E.-Farbung erfolgen. Dafur wurden die Objekttrager fir 5 min in Mayers-Haemalaun
gegeben und anschlieend mit dH.O gewaschen. Fiur 2 sek wurden sie nun in 1%ige-HCI
gegeben. Die Differenzierung erfolgte unter laufendem Leitungswasser fir 5 min. Die néachste
Farbung erfolgte mit Eosin fir 25 sek. Nach dem Waschen wurden die Schnitte mittels einer
aufsteigenden Alkoholreihe von 70%, 80%-, 90%-, 96%- und 100%-igem Ethanol rehydriert.
AnschlieRend wurden die Schnitte nochmals fir 2x5 min in Xylol gegeben und mit dem Roti®-
Histokit-1I eingebettet und abschlieRend mit einem Deckglas versiegelt.

5.4.3. Immunfluoreszenzfarbungen

5.4.3.1. Prinzip

In fixierten Zellen und Geweben kénnen Proteine mithilfe der Immunfluoreszenz durch
markierte Antikdrper nachgewiesen und lokalisiert werden. Es gibt sowohl monoklonale als
auch polyklonale Antikorper. Letztere erkennen mehrere Epitope der Zielstruktur und sind
deshalb unspezifischer als monoklonale Antikérper, die gegen nur eine Zielstruktur — ein
Epitop — gerichtet sind. In dieser Arbeit wurden ausschlie8lich monoklonale Antikorper
verwendet. Des Weiteren wird zwischen direkter und indirekter Immunmarkierung
unterschieden. Ist an den Antikorper, der das gewiinschte Epitop erkennt, ein Fluorochrom
gekoppelt, spricht man von der direkten Immunmarkierung. Wenn der Primarantikdrper selbst
nicht fluoreszierend ist und erst durch einen fluoreszierenden Sekundarantikdrper markiert
werden muss, spricht man von der indirekten Immunmarkierung. Der Sekundarantikdrper
bindet dabei hochspezifisch an das Fc-Fragment des Primarantikorpers. In diesem Fall ist es
wichtig, dass Primar- und Sekundarantikbrper nicht aus der gleichen Tierart stammen und,
dass der Sekundarantikérper immer passend zum Primarantikérper gewéhlt wird. Stammt der
Primarantikorper beispielsweise vom Kaninchen, muss der Sekundarantikbrper gegen
Kaninchen sowie die gewahlte Immunglobulin-Klasse gerichtet sein. Einige Gewebe kénnen
zudem stark autofluoreszieren, was zum Teil am Gewebe selbst, aber auch an der Fixierung
liegen kann. Deshalb wurde zum einen ein Autofluoreszenz Eliminator verwendet und zum

anderen stets auch eine Positiv- respektive Negativkontrolle mit angefertigt.
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5.4.3.2. Vorgehen

Fur die Immunfluoreszenzfarbungen mussten die Tumorschnitte wie auch zur H.E.-Farbung
zunachst deparaffinisiert, und rehydriert werden. AnschlieRend wurden die Schnitte in einem
10mM Zitratpuffer (18ml 0,1M Zitronensaure und 82ml 0,1M Natriumcitrat und 900ml Aqua
dest) fur 15 min gekocht. Nachdem sie abgekuhlt waren, wurden sie 5 min in Aqua dest und 5
min in PBS gewaschen. Nun wurde je nach Farbung (Iba-1; CXCL2, IL8) ein Autofluoreszenz
Eliminator (Merck/Millipore, Autofluorescence Eliminator Reagent) nach Protokoll des
Herstellers appliziert. Eine Fixierung erfolgte mittels Methanols fir 10 min. Fir die
CD31/CXCR2-Farbung wurde der Autofluoreszenz Eliminator nicht eingesetzt, da er auch die
Epitope an den Endothelzellen blockierte. Vor der eigentlichen Farbung sollten nun
unspezifische Oberflachenproteine geblockt werden, damit die jeweiligen Antikorper
spezifischer binden konnten. Dafir wurde das Gewebe 60 min in 1%ige Casein-PBS-L&sung
(Iba-1, CXCL2, IL8) bzw. 30 min in 10%iges Ziegenserum (CD31/CXCR2) gegeben. Danach
wurde der Primarantikérper auf das Gewebe gegeben (Tabelle 5). Nach 2 h Inkubationszeit
mit den Primarantikbrpern in einer Dunkelkammer bei Raumtemperatur, wurde die
Antikorperldsung abgeschittelt und die Schnitte 4x fur 5 min in 0,5%iger Casein-PBS-Ldsung
gewaschen. AnschlieBend wurden die Sekundarantikérper (Tabelle 6) auf das Gewebe
pipettiert und die Schnitte fiir 1,5 h in einer Dunkelkammer inkubiert. Vor dem Eindecken mit
DAPI Mounting Medium (Sigma Aldrich) wurden die Schnitte 2 x 5 min in PBS und Aqua bidest

gewaschen.

Tabelle 5: Verwendete Primarantikorper fur die Immunzytochemie

Primérantikérper Donor Verdinnung Hersteller

Iba-1 Ziege 1:100 Abcam (ab5076)

CXCR2 Kaninchen 1:100 bzw. 1/200 Abcam (ab14935)

CXCL2 Kaninchen 1:100 BIO-RAD (AHP773)

IL8 Maus 1:100 R&D Systems
(MAB208-100)

VEGF A Kaninchen 1:100 Abcam (ab1316)

VEGFR2 Kaninchen 1:200 Cell Signaling (2479S)

CD31 Maus 1:50 DAKO (M0823)

CD31 Maus 1:25 R&D Systems (BBA7)

AlexaFluor™488 1:200 Thermo Fischer

phalloidin (A12379)
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Tabelle 6: Verwendete Sekundarantikrper fir die Immunzytochemie

Sekundarantikérper Epitop Verdlnnung Hersteller

Alexa Fluor®647 anti-Ziege 1:200 Jackson
ImmunoResearch
Europe Ltd.

Cy™3 anti-Kaninchen 1.200 Jackson
ImmunoResearch
Europe Ltd.

Rhodamine Red anti-Maus 1:200 Jackson
ImmunoResearch
Europe Ltd.

Fluorescein anti-Kaninchen 1:200 Jackson

ImmunoResearch

Europe Ltd.

Zu Beginn der Arbeit musste zunachst ein Protokoll fur die Immunfluoreszenzfarbung an
FFPE-Tumorschnitten etabliert werden. Nach intensiven Testfarbungen mit unterschiedlichen
Primar- und Sekundéarantikdrpern ergaben sich wie oben beschrieben unterschiedliche
Protokolle fur die Einzel- und Kofarbungen. Die Etablierung der CD31/CXCR2-Kofarbung
gestaltete sich als besonders schwierig, da insbesondere der CD31-Antikdrper in sehr hohen
Konzentrationen eingesetzt werden musste und, da die CXCR2-Farbung mit dem benutzten
Antikodrper generell noch nicht etabliert war. Zudem konnte der Autofluoreszenzinhibitor nicht
eingesetzt werden, was zu einem starken Hintergrundsignal fihrte. Ein weiteres Problem
stellten die autofluoreszierenden Erythrozyten dar, die bei den humanen Proben anders als
bei murinen Tumorschnitten nicht durch eine entsprechende Aufbereitung entfernt werden

konnten.

5.5. Zellkultur

5.5.1. Auftauen

Fur eine langerfristige Lagerung wurden die Zellen in Kryo-Réhrchen (Sarstedt) in einem
Stickstofftank bei -196°C gelagert. Damit ihre Funktionsfahigkeit moglichst wenig
eingeschrankt wird, wurden sie beim Auftauen direkt in das 37°C warme Wasserbad tberflhrt.
Nach 1 Minute im Wasserbad wurden die Zellen sofort in vorgewarmtes Medium
(ECGM2/ECM) in die Zellkulturflaschen Gberfuhrt und fur ca. 8h inkubiert. Dann erfolgte der

erste Medienwechsel.
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5.5.2. Kultivierung von HUVEC-Zellen
Die HUVEC-Zellen wurden in einem Spezialmedium (ECGM2 (Promocell) + Supplemente; +
Gentamicin/Amphotericin) in 25cm? und 75cm? Zellkulturflaschen (Falcon®) im Brutschrank

bei 37°C in wasserdampfgesattigter Atmosphare mit 5%-igem CO,-Kammerluftanteil kultiviert.

5.5.2.1. Splitten von HUVEC-Zellen

Sobald die Zellen eine ca. 90-%ige Konfluenz erreicht hatten, wurden sie mit dem Detach-Kit
von Promocell gesplittet. Daftir wurde das Medium mit einer Pasteurpipette abgesaugt und mit
einem HEPES-Puffer gewaschen. Nun wurde Trypsin/EDTA (0,04%/0,03%) in die
Zellkulturflasche gegeben, die dann fiir 5 min im Brutschrank inkubiert wurde. Trypsin ist eine
Serinprotease und spaltet Peptidbindungen, was dafir sorgt, dass sich die Zellen vom
Flaschenboden losen. Nun wurde das neutralisierende TNS (Trypsin Neutralisation Solution)
in die Flasche gegeben und die Zellen geerntet. In einem Rundkolbenréhrchen (Falcon®)
wurden die Zellen nun bei 900rpm fiir 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt. Das Zellpellet am Boden wurde in 1ml Medium resuspendiert. Davon
wurden 10pl entnommen und in eine 96-Well-Platte 1:10 in Trypanblau verdinnt. Nun wurden
10ul aus der verdiinnten Lésung aufgenommen und in eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert,
die mit einem Deckpléattchen versehen wurde. Nun konnte die Anzahl der Zellen in zehnfacher
Vergrof3erung lichtmikroskopisch in den vier Quadranten der Neubauer-Zahlkammer bestimmt
werden. Da Trypanblau tote Zellen anfarbt, konnten diese so von der Zahlung ausgeschlossen
werden. Unter Berlcksichtigung der zehnfachen Verdiinnung mit Trypanblau entsprach die

Anzahl der Zellen im Raster der Neubauer-Zahlkammer einer Konzentration von:

Summe der Zellzahlen
Gesamtzellzahl = x 105 x 1ml
4 Quadranten

Nach Bestimmung der Gesamtzellzahl wurden die Zellen je nach Bedarf wieder ausgesét.

5.5.2.2. Einfrieren von HUVEC-Zellen

Wie beim Splitten wurden die Zellen zun&chst vom Flaschenboden abgel6st. Statt sie
auszusaen, wurden sie in Cryo SFM (PromoCell) resuspendiert und in einer Konzentration von
7,5 x10° Zellen/ml in Kryo-Rohrchen (Sarstedt) pipettiert und dann mittels eines speziellen
Einfriercontainers (NalgeneTM; Cryo 1°C Freezing-Container) langsam uber 24h auf -80°C
heruntergekuhlt. AnschlieBend wurden die Zellen im Stickstofftank bei -196°C dauerhaft

gelagert.
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5.5.3. Kultivierung von HBMEC-Zellen

HBMEC-Zellen wurden in einem Spezialmedium (ECM, SCIENCECELL + ECGS + P/S) in
25cm? Zellkulturflaschen (Falcon®) im Brutschrank bei 37°C in wasserdampfgesattigter
Atmosphéare mit 5%igem CO.-Kammerluftanteil kultiviert. Die Zellkulturflaschen wurden am
Tag bevor die Zellen in Kultur genommen wurden, mit 15ug/ml Fibronektin (Fibronectin,
Human Plasma, Sigma-Aldrich) beschichtet. Das Zellkulturmedium wurde jeden zweiten Tag

gewechselt.

5.5.3.1. Splitten von HBMEC-Zellen

Bei Erreichen einer 90%igen Konfluenz, wurden die Zellen gesplittet. Alle notwendigen
Reagenzien wurden auf Raumtemperatur vorgewarmt, da der Hersteller der Zellen von einem
Aufwarmen im Wasserbad abrat. Das Medium wurde mit einer Pasteurpipette abgesaugt und
die Zellen mit PBS gewaschen. Nun wurden 3ml Trypsin/EDTA (0,025%/0,01mM) in die
Zellkulturflasche gegeben, die dann fir 2 min im Brutschrank inkubiert wurde. Nach Ablauf der
2 Minuten wurde die Zellmorphologie am Mikroskop beurteilt. Ein Grof3teil der Zellen sollte nun
eine rundliche Form haben. Wahrend der Inkubation wurde ein 14ml Rundkolbenrdhrchen
(Falcon®) mit 2ml FBS vorbereitet. Die Zell-Trypsin/EDTA-L6sung wurde nun vorsichtig
abpipettiert und zu den 2ml FBS gegeben. Da sich im ersten Schritt nicht alle Zellen vom
Flaschenboden I6sen, wurde die T25er-Flasche erneut fur 1-2 min inkubiert. Nun wurde unter
dem Mikroskop erneut geprift, ob sich die restlichen Zellen vom Boden geldst hatten. Falls
nicht, wurde sanft von beiden Seiten gegen die Zellkulturflasche geklopft. Sobald sich alle
Zellen geldst hatten, wurden 2ml TNS in die Flasche pipettiert, diese sanft hin und her gekippt
und der TNS-Zellldsung in das Rundkolbenréhrchen zu den restlichen Zellen gegeben. Nun
wurden die Zellen bei 900rpm fiir 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt. Das Zellpellet am Boden wurde in 500ul Medium resuspendiert. Mittels der
Neubauer Zahlkammer wurden die Zellkonzentration, wie oben fir die HUVEC beschrieben,

bestimmt und je nach Bedarf wieder ausgesat.

5.5.3.2. Einfrieren von HBMEC-Zellen
Der Einfrierprozess erfolgte wie bei den HUVEC wie in 5.5.2.2 Einfrieren beschrieben, mit dem

einzigen Unterschied, dass 1x10° Zellen/ml eingefroren wurden.

5.5.4. Proliferationsassay

Das Proliferationsverhalten der Endothelzellen unter Einfluss von CXCL2, IL8 und VEGF in
unterschiedlichen Konzentrationen wurde mittels des CyQuant-Assays beurteilt. Daftr wurden
die Zellen auf 80-90%ige Konfluenz kultiviert, gesplittet und dann zu 16.000-25.000 Zellen pro

Well in 96-Well-Platten mit flachem Boden ausgesat und fur 24h inkubiert. Anschliel3end
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wurden die Zellen tber 16h in Basalmedium + 0,1% FCS ohne Wachstumsfaktoren gehungert.
Nun wurden CXCL2, IL8 und VEGF in unterschiedlichen Konzentrationen (1, 5, 10, 20,
50ng/ml) hinzugegeben und die Zellen wurden fir weitere 24h inkubiert. AbschlieRend wurde
nun das CyQuant-Reagenz fur 1h hinzugegeben. Nach Ablauf der Stunde erfolgte die
Fluoreszenzmessung am Multiwell-Spektrophotometer (Tecan) bei einer
Exzitationswellenlange von 480nm und einer Emissionswellenlange von 535nm. Des Weiteren
wurden alle Wells mikroskopiert und fotografiert. Die weitere Bildverarbeitung und Analyse

erfolgte in Image J, Excel und Graphpad Prism.

5.5.5. Stimulationsassay

5.5.5.1. Stimulation mit proangiogenen Proteinen

HUVEC und HBMEC wurden in 6-Well-Platten ausgesat und auf 75-80%ige Konfluenz
kultiviert. Fur die HBMEC wurden die 6-Well-Platten am Vortag mit 15pg/ml Fibronectin
beschichtet. Ein Mediumwechsel erfolgte in dem Zeitraum alle 2 Tage. Sobald die Zellen die
richtige Konfluenz erreichten, wurde das Vollmedium abgesaugt und die Zellen fur 4h in
Hungermedium (Basalmedium +0,5% FCS, +G/A bzw. P/S) weiter kultiviert, um méglichst alle
Zellen in einen Zellzyklus-Arrest zu bringen. Dann erfolgte die Behandlung in Voll- und
Hungermedium fir 4, 16 und 24h mit folgenden Konditionen jeweils in Triplikaten (Tabelle 7).

Tabelle 7: Ubersicht aller Konditionen der in vitro Stimulation mit Proteinen
HUVEC und HBMEC

Kontrolle Vollimedium/Basalmedium

Kondition A 5ng/ml VEGF A in Vollmedium/Basalmedium
Kondition B 25ng/ml VEGF A in Vollmedium/Basalmedium
Kondition C 5ng/ml CXCL2 in Vollmedium/Basalmedium
Kondition D 25ng/ml CXCL2 in Vollmedium/Basalmedium

Kondition E 5ng/ml IL8 in Volimedium/Basalmedium

Kondition F 25ng/ml IL8 in Volimedium/Basalmedium

5.5.5.2. Behandlung mit TMZ und SB225002

Aufbauend auf dem in 5.5.5 beschriebenen Stimulationsassay wurde der Effekt von
Temozolomid (TMZ) und des CXCR2-Antagonisten SB225002 auf die Endothelzellen
untersucht. Dafir wurden HUVEC wie in 5.5.5.1 Stimulation mit proangiogenen Proteinen
beschrieben, kultiviert und gehungert und dann in Triplikaten fur 24h in Voll- und
Hungermedium mit folgenden Konditionen behandelt (Tabelle 8).

Fur weiterfUhrende Analysen wurde das gleiche Assay auch auf 8-Well-glassbottom-Chamber-
Slides durchgefihrt (Abbildung 6.).
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Tabelle 8: Ubersicht aller Konditionen der in vitro Stimulation mit TMZ/SB225002

HUVEC
Kontrolle ECGM2/ECBM2 +1% DMSO
Kondition 1 ECGM2/ECBM2 +1% DMSO +25ng/ml CXCL2/IL8
Kondition 2 ECGM2/ECBM2 +1% DMSO +25ng/ml CXCL2/IL8 +10uM TMZ
Kondition 3 ECGM2/ECBM2 +1% DMSO +25ng/ml CXCL2/IL8 +0,03uM SB225002
Kondition 4 ECGM2/ECBM2 +1% DMSO +25ng/ml CXCL2/IL8 +10uM TMZ +0,03uM SB225002
Kondition 5 ECGM2/ECBM2 +1% DMSO +25ng/ml CXCL2/IL8 +10uM TMZ +0,03uM SB225002

Ausplattieren der Zellen, RNA-Isolation und Umschreiben
Kultivierung bis zu in cDNA. Analyse der
80%iger Konfluenz. Genexpression mittels gRT-PCR
Behandlung fir 24h.
A
COOC
D00
gy
<\\‘g v -
HUVEC/HBMEC p3-p6 Trypsinierung,
Resuspension in Medium
B
Ausplattieren der Zellen, Immunfluoreszenzmikroskopie
Kultivierung bis zu und Analyse der

80%iger Konfluenz. Proteinexpression
Behandlung fiir 24h.
Fixierung und Immun-

fluoreszenzfarbung

Abbildung 6: Ablauf des Stimulationsassays (HUVEC und HBMEC). Zuné&chst Kultivierung von HUVEC und
HBMECSs, splitten und dann A ausplattieren in 6-Well-Platten, Behandlung mit CXCL2, IL8, VEGF, SB225002 sowie
Temozolomid nach Protokoll. Nach 24h erfolgt die RNA-Isolation und nachfolgend qRT-PCR. In B (ausschlie3lich
HUVEC) ausplattieren in 8-Well-u-Slides, Behandlung mit CXCL2, IL8, VEGF, SB225002 sowie Temozolomid nach
Protokoll. Im Anschluss Fixierung und Immunfluoreszenzfarbung von CXCR2 und VEGFR2 und Aufnahme von

Bildern am Fluoreszensmikroskop. Die Abbildung wurde mit Biorender.com erstellt.

5.5.5.3. Zellfixierung

Die wie in 5.5.5.2 Behandlung mit TMZ und SB225002 auf 8-Well-glassbottom-Chamber-
Slides kultivierten Zellen, sollten nun fixiert werden. Daflir wurde zunachst das Medium
abgesaugt. Dann wurden die Objekttrager 2x mit PBS gewaschen und in 4% PFA bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach 20 min wurde das 4%ige PFA vorsichtig abpipettiert und die
Zellen wurden erneut 2x mit PBS gewaschen. Zur Lagerung wurde dann in jedes Well 100ul
PBS gegeben und die Objekitrager bei 4°C im Kiuhlschrank verwahrt.
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5.5.5.4. Immunfluoreszenzfarbung

Zur Immunfluoreszenzfarbung wurden die in 5.5.5.3 Zellfixierung praparierten p-Slides
zunachst mit einer 1%-Casein/PBS-Ldsung fur 30 min bei Raumtemperatur geblockt. Dann
wurden die Schnitte, je nach Kondition mit einem CXCR2-AK (1:200), VEGFR2-AK (1:200)
plus jeweils Phalloidin (1:200) fur 2h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Antikdrperlésungen
wurden anschlieBend verworfen und die Objekttrager 2x fir jeweils 5 min in 0,5%iger
Casein/PBS-Ldsung gewaschen. Nun konnte die Behandlung mit den Sekundarantikérpern,
die an ein Fluorchrom gebunden waren, begonnen werden. Um eine ausreichende Antikorper-
Antikorper-Reaktion zu gewahrleisten, wurden die Schnitte erneut fir 90 min in einer
Dunkelkammer inkubiert. Die Entfernung der Antikdrperlésung erfolgte in 2 Wachschritten auf
dem Schdttler fir 5 min in PBS. Anschlie3end wurde noch 1x flr 5 min mit bi-destilliertem
Wasser (Millipore®) gewaschen. Die 8-Well-Kammern wurden von den Objekttragern
abgeldst. Auf die nun trockenen Schnitte wurde dann ein spezielles DAPI- (4',6-Diamidin-2-
phenylindol-) Einbettmedium aufgetragen, um auch die Zellkerne anzuféarben. Die Objekttrager
wurden nun eingedeckelt und bei 4°C tiber Nacht im Dunklen getrocknet. Am nachsten Morgen

wurden sie mit Nagellack versiegelt, um ein Austrocknen zu verhindern.

5.5.6. Transwell Migrationsassay

Um das Migrationsverhalten der Endothelzellen unter Einfluss verschiedener Chemokine zu
beurteilen, wurde das Transwellassay durchgefiihrt. Dabei werden die Zellen in ein
sogenanntes Insert, eine Art Kammer, ausgesat, welches dann in eine 12 Well-Platte
eingesetzt wird. In die Wells werden dann verschiedene Lockstoffe pipettiert. Der Boden der
Inserts besteht aus einer semipermeablen Membran mit Poren, durch die die Zellen dann in
Richtung des Lockstoffes wandern kénnen.

Beide primaren Endothelzellarten wurden bis zu einer 80%igen Konfluenz kultiviert. Dann
wurde das Wachstumsmedium abgesaugt und die Zellen wurden mit Hungermedium,
bestehend aus 0,1% BSA (Bovines Serumalbumin) in Basalmedium ohne
Wachstumsfaktoren, gewaschen und anschlieBend darin fur 4h im Inkubator weiter kultiviert.
Wahrenddessen wurden die Inserts mit 10pg/ml Fibronektin beschichtet und fiir 2h bei 37°C
in wasserdampfgesattigter Atmosphare mit 5%igem CO2-Kammerluftanteil inkubiert.
AnschlieBend wurde das Fibronektin abgesaugt und die Inserts trockneten fir 30 min bei
Raumluft. Nach Ablauf der 4h wurden die Endothelzellen, wie bereits beschrieben gesplittet
und in 0,1% BSA-Hungermedium resuspendiert und gezahlt. Mit der gewtinschten Zellzahl (5
X 10%ml) wurden nun jeweils 200yl in jedes Insert gegeben. Das zu testende Chemokin
(CXCL2, IL8 und VEGF) wurde dann in unterschiedlichen Konzentrationen (1, 5, 10 respektive
20ng/ml) in die 24-Well-Platten pipettiert. Die Inserts wurden vorsichtig in die 24-Well-Platten

eingehangt, sodass der Boden der Inserts das Chemokin-haltige-Medium in den Wells
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beruhrte und anschlielend fiir 16h inkubiert. Danach mussten die Zellen fixiert werden, um ihr
Migrationsverhalten beurteilen zu kénnen. Dafir wurden sie 5 Minuten in kaltes Methanol
gegeben, anschlieBend fir weitere 5 Minuten getrocknet und abschlie3end fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur mit DAPI (1:50 in PBS) gefarbt. Nun konnten die Inserts am
Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden. Die aufgenommen Bilder wurden in ImageJ/Fiji

weiterverarbeitet bzw. analysiert.

5.5.7. p-Slide Chemotaxis

5.5.7.1. Vorbereitung

Tag 1: Zur Gas-Aquilibrierung wurden am Tag vor dem Experiment alle p-Slides sowie die
Deckel, Stopsel und das Medium uber Nacht in den Inkubator gestellt. Fiir das Experiment
sind zudem spezielle Pipettenspitzen mit einer abgerundeten Spitze nétig, damit beim
Pipettieren nicht zu viel Druck aufgebaut wird.

5.5.7.2. Durchfihrung

Tag 2: Die Zellen wurden auf 90-95% Konfluenz kultiviert. Nun wurden sie nach dem jeweiligen
Protokoll gesplittet und zu einer Konzentration von 3 x 10° Zellen/ml resuspendiert. Die
ausgepackten p-Slides wurden dann in eine quadratische Petrischale gestellt. Um eine allzeit
hohe Luftfeuchtigkeit zu gewéahrleisten, wurden 2 sterile Tupfer, die zuvor in sterilem PBS
getrankt wurden in die Petrischale hineingegeben (Abbildung 7).
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Aussaat der Zellen und Inkubation bis die Zellen adharent sind

Spulen und Verschluss des Beobachtungskanals, Befiillung Hinzugabe der Testsubstanz, Verschluss aller Kammern
der tibrigen Kammern mit Basalmedium und Inkubation bei simultaner Live Cell Mikroskopie

Abbildung 7: Ablauf der p-Slide-Chemotaxis. Verschluss der Einfulléffnungen C, D, E und F und anschlieende
Aussaat der Zellen in den Beobachtungskanal. Inkubation fir 1-1,5h des gesamten p-Slides in einer
verschlossenen Petrischale mit eingelegten befeuchteten sterilen Tupfern. Waschen der Zellen zur Entfernung von
Zelldebris und Befillen der beiden die Zellen umgebenden Kammern mit Medium. Dann Hinzugabe der
Testsubstanz und Inkubation auf dem Mikroskopiertisch fur bis zu 24h bei zeitgleicher Live Cell Mikroskopie. Frei
adaptiert nach Ibidi Application Note 17 (115) in Biorender.com
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AnschlieRend wurden die Einfulléffnungen D, C, E und F vorsichtig mit den dafur
vorgesehenen Stopseln verschlossen (Abbildung 7). Daraufhin  wurden 6ul der
Zellsuspension auf die Einfulléffnung A pipettiert und direkt danach mit der gleichen
Pipettenspitze 6l Luft aus der Einfulléffnung B aspiriert. Daflr wurde die Pipettenspitze direkt
auf die Einfulléffnung gesetzt. Durch den Unterdruck wurde die Zellsuspension in den
Observationskanal gesogen. AnschlieBend wurden die Stdpsel von allen Einfulléffnungen
entfernt und das p-Slide mit dem daflir vorgesehenen Deckel abgedeckt und inkubiert bis die
Zellen sich am Boden absetzten und adharierten (ca. 1-1,5h). Die Adharenz der Zellen wurde
am Lichtmikroskop Uberpruft. Dann wurden die Einfllléffnungen A, B, C und D mit den
Stopseln verschlossen. In die Einfull6ffnung E wurden nun 65ul Hungermedium gegeben.
Anschlieend wurden die Stopsel von den Einfllléffnungen C und D auf E und F transferiert,
sodass nun auch 65ul Hungermedium in Einfulléffnung C pipettiert werden konnte (Abbildung
7). Da nun alle Kammern mit Chemokin-freiem Medium geflillt waren, wurden die p-Slides
zunachst weiter inkubiert. Die Medien mit jeweils 20 und 200ng/ml CXCL2, IL8 und VEGF-A
in Hungermedium wurden nun vorbereitet. Um nun die Chemotaxis zu starten, wurden die p-
Slides aus dem Inkubator genommen und die Einfull6ffnungen A, B, E und F mit den Stopseln
verschlossen. Mit der abgerundeten Pipettenspitze wurden nun 15ul der jeweiligen Lésung
wie in Tabelle 9 angegeben auf die Einfllléffnung C gegeben. Direkt danach wurden 15pl
Hungermedium aus der gegenuberliegenden Einfulléffnung D aspiriert. Der Vorgang wurde
nochmal wiederholt, sodass sich letztendlich 30ul der jeweiligen Losung in der Kammer
befanden. Durch die schon vorher vorhandenen 65ul Hungermedium wurde das Protein-
haltige Medium so um den Faktor 1:1 verdinnt. Die Endkonzentration der Proteine betrug
somit 10 und 100ng/ml (Tabelle 9) (115). Die p-Slides wurden nun in das auf 37°C
vorgewarmte Widefield-Mikroskop hineingestellt und unter Inkubationsbedingungen (37°C, 5%
CO2) mikroskopiert. Aufnahmen des gesamten Observationskanals wurden in 20-facher

VergroRerung alle 10 min Uber 12-18h angefertigt und abgespeichert.

Tabelle 9: p-Slide-Chemotaxis — Etablierung verschiedener Konditionen

Kondition HUVEC und HBMEC
Kontrolle Basal-/Vollmedium

VEGF 10ng/ml in Basal-/Vollmedium
CXCL2 10ng/ml in Basal-/Vollmedium
IL8 10ng/ml in Basal-/Vollmedium
SB225002 in Basal-/Vollmedium

CXCL2 + SB 10ng/ml in SB22002-Medium
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5.5.7.3. Etablierung der Kontrolle und wichtige Messparameter als Grundlage fir
den Versuchsaufbau

Zur Unterscheidung einer gerichteten Chemotaxis im Vergleich zu einer ungerichteten
Chemokinese musste zunéachst eine Kontrollgruppe etabliert werden. Dafur wurde das Assay
mit einer Negativkontrolle (-/-), die ausschlie3lich Basalmedium enthielt, einer Positivkontrolle,
die ausschlief3lich Basalmedium + 0.1% FCS enthielt, sowie die Versuchsgruppe mit (-/+) bei
der eine der Kammern mit Basalmedium und die zweite Kammer mit Basalmedium + 0.1%
FCS beflllt wurde. In diesem Versuchsaufbau galt 0,1% FCS als Lockstoff. Die in der
Videomikroskopie aufgenommenen Migrationsverlaufe einzelner Zellen wurden in Pixelwerte
und Positionsangaben in um umgerechnet und nachfolgend in ein Koordinatensystem
eingeordnet. Der Startpunkt jeder einzelnen Zelle wurde als x = 0 und y = 0 zum Zeitpunkt t =
0 normiert. Die Migrationsverlaufe konnten so graphisch dargestellt werden, zudem ermdglicht
diese Einteilung eine normierte Analyse der einzelnen Zellen hinsichtlich der Chemotaxis und
Chemokinese. Der COM (center of mass) gibt den Schwerpunkt der Streckenendpunkte aller
untersuchten Zellen an. Die Forward migration indices (x-FMI und y-FMI) beschreiben die
Zellbewegung entlang der jeweiligen Achse. In diesem Versuchssetup steht der y-FMI (FMI")
parallel zum Gradienten und der x-FMI (FMI+) senkrecht zum Gradienten. Bei einer gerichteten
Zellmigration sollte der FMIL > 0 sein und der FMI" mdglichst um O herum liegen. Zur
Quantifizierung der Zellmigration wurden COM, FMI, Rayleigh-Test, Zellgeschwindigkeit und
die Direktheit untersucht (Tabelle 10).

Tabelle 10: y-Slide Chemotaxis — Etablierung der Kontrolle.

HUVEC | COM FMI p-Value Direktheit Velocity
(um/6h) Il 1 (Rayleigh-Test) (um/min)

-I- 5,32 -0,001 0,006 0,89 0,30 0,47 (0,07-1,00)

+/+ 28,50 -0,041 0,126 0,02 0,37 0,61 (0,26-1,27)

+/- 29,83 0,077 -0,089 0,14 0,39 0,61 (0,22-1,34)

Reprasentatives Experiment zur Etablierung der Kontrolle (0.1% FCS). COM (center of mass), FMI (forward
migration index) mit x-FMI = FMI|| parallel und y-FMI = FMIL senkrecht zum Gradienten, p-Value (Rayleigh-Test),
Direktheit (Direktheit), Velocity (Zellgeschwindigkeit, mit Angabe von Min und Max).

Die Nullhypothese des Rayleigh-Tests beruht auf einer gleichmafligen kreisformigen
Verteilung von Punkten - in unserem Fall den Zellen. Ist p < 0,05 wird die Nullhypothese
verworfen und die Zellen gelten als nicht homogen verteilt (116) und eine gerichtete
Chemotaxis als wahrscheinlich. Die ,Direktheit” ist ein Maf3 fir die Geradlinigkeit der Migration
von Zellen. D = 1 beschreibt die direkte geradlinige Migration der Zellen vom Start- zum

Endpunkt und wird berechnet in dem man die euklidische Strecke (euclidian distance) durch
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die akkumulierte Strecke (accumulated distance) der Zellen teilt. Es handelt sich hierbei nicht
um einen direkten Parameter, um die Chemotaxis einzuschatzen. Die ,Direktheit* kann
allerdings hilfreich sein, um die Migration der Zellen besser zu charakterisieren.

In Abwesenheit eines Gradienten sollten die Zellen homogen in alle Richtungen wandern.
Unter dieser Annahme sollte der COM-Wert der Positiv- und Negativkontrolle klein sein und
somit nahe am Koordinatenursprung liegen. Ein hoher COM-Wert deutet theoretisch auf ein
gerichtetes Migrationsmuster hin. Diese Annahme konnte fur die Negativkontrolle (5,32um)
bestétigt werden, allerdings zeigte sich bei der Positivkontrolle (28,50um) widererwarten auch
ein hoher COM-Wert. Chemotaktische Effekte sind zudem definiert durch einen hohen FMI" -
Wert (positiv oder negativ) und einen niedrigen FMIt-Wert, da sich die Zellen parallel zum
Lockstoffgradienten bewegen. Hier zeigte sich erneut, dass die FMI-Indices fur die
Negativkontrolle beide um 0 herum lagen, wahrend sich fur die Positivkontrolle héhere x- und
y-FMI-Werte  zeigten. Die Zellen wanderten demnach sowohl entlang des
Konzentrationsgradienten als auch senkrecht zu diesem. Fir die Lockstoffmessung mit 0,1%
FCS zeigte sich der hochste FMI" -Wert mit 0,077. Zuletzt ist noch der Rayleigh-Test
ausschlaggebend. Dabei zeigte sich eine homogene Verteilung der Zellen der Negativkontrolle
(p=0,89) und auch hier wiedererwarten eine inhomogene Verteilung der Positivkontrolle
(p=0,02). Der Rayleigh-Test in der Lockstoffgruppe zeigte lediglich eine Tendenz zur
inhomogenen Verteilung der Zellen. Die ,Direktheit” lagen fur (-/-) bei 0,30, fur (+/+) bei 0,37
und fur (+/-) bei 0,39. Demnach migrierten die Zellen in der Lockstoffgruppe am direktesten zu
ihrem Endpunkt. Die Geschwindigkeit im Mittel lag fur die (+/-) Gruppe bei 0,61um/min mit
einer Spanne von 0,22-1,34um/min. Fir die (+/+) Gruppe war diese identisch (Spanne 0,26 -
1,27). Damit waren die Zellen, die den Lockstoff erhielten schneller als die der
Negativkontrolle. Diese wanderten im Durchschnitt mit einer Geschwindigkeit von 0,47um/mim
(0,07-1,0um/min). In der Zusammenschau der Ergebnisse kann also nicht auf einen
chemotaktischen Effekt von 0,1% FCS geschlossen werden, sondern lediglich auf einen
chemokinetischen Effekt. In Abbildung 8a sind die Plots des Migrationsverhaltens der
einzelnen Zellen in den unterschiedlichen Gruppen dargestellt. Der Lockstoffgradient der (+/-)
Gruppe verlauft dabei parallel zur Y-Achse.

Reprasentative Bilder zum Zeitpunkt des Beginns sowie des Endes eines Versuchs sind in
Abbildung 8b dargestellt. Aufgrund dieser Ergebnisse konnte davon ausgegangen werden,
dass 0,1% FCS als Kontrollmedium fir den darauffolgenden eigentlich Versuch genutzt

werden konnte und keinen spezifischen chemotaktischen Effekt auf die HUVEC hatte.
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Abbildung 8: p-Slide Chemotaxis - Etablierung der Kontrolle mit 0.1% FCS. Durchfihrung der p-Slide
Chemotaxis mit (+) und ohne (-) 0.1% FCS. (a) Darstellung der individuellen Wege aller beobachteten Zellen. COM:
blaues Kreuz, Angabe der Distanz in um. (b) Repréasentative Bilder des Beobachtungskanals zu Beginn (t = Oh)
und nach 18h mit eingezeichneten Wegen der einzelnen Zellen; reprasentatives Experiment; n = 40
Zellen/Kondition.

5.5.8. 3D Spharoid-basierte Angiogenese

Die Sphéroid-basierte Angiogenese ist ein fur eine Vielzahl an Endothelzellen etabliertes 3-
dimensionales Modell, welches eine Nachahmung der Neubildung von GefalRen durch das
»Sprouting“ von Endothelzellen in vitro ermdglicht (117, 118). Fur die HBMEC hingegen
existieren bis dato nur Daten zu multizellularen Sphéaroiden (119, 120), sodass ein Protokoll
zur Generierung von HBMEC-Spharoiden und fiur die Durchfihrung des Assays erst etabliert

werden musste.

5.5.8.1. Vorbereitung

Herstellung von 1,2% Methocel: 1,5g Methylcellulose wurden mit der Feinwaage abgewogen
und in einer Glasflasche bei 127°C autoklaviert. Nun wurde das jeweilige Basalmedium
(ECGM2 oder ECM) im Wasserbad auf 37°C aufgewarmt. Unter der Sterilbank wurden 125ml
Basalmedium unter stdndigem Rihren auf einer Heizplatte zur Methylcellulose hinzugegeben
und fur 30 min bei 60°C weiter gemischt. Nachdem die Losung auf Raumtemperatur abgekihlt
war, wurde sie Uber Nacht bei 4°C gelagert. Am darauffolgenden Tag wurden dann 50ml
Aliquots der Lésung fiir 3 Stunden bei 4000rpm zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand
erneut aliquotiert und bei 4°C im Kuhlschrank fur maximal 3 Monate gelagert. Fur die
Herstellung von 0,6% Methocel wurde dementsprechend weniger Methylcellulose abgewogen

und wie oben beschrieben weiter verarbeitet.
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5.5.8.2. Durchfihrung

Tag 1: Die Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 90% kultiviert und dann nach dem
jeweiligen Protokoll gesplittet. Fir 120 Spharoide wurden 1ml 0,6% (fir HUVEC) respektive
1,2% (fur HBMEC) Methocel mit 4ml Basalmedium mit 20.000 (HUVEC) respektive 40.000
(HBMEC) Zellen/ml gemischt. Das entspricht 500/1000 Zellen pro Sphéroid (25ul). Die
optimale Zellzahl wurde im Rahmen des Etablierungsverfahrens mit 500-3000 Zellen pro
Spharoid je nach Zellreihe ausprobiert. Mit einer Multikanalpipette wurden nun 120-mal je 25ul
auf eine quadratische Petrischale ausplattiert und fir 24h falschherum als ,hanging drops*
inkubiert (Abbildung 9). Da sich die quadratischen Petrischalen nicht mikroskopieren lassen,
wurden als Kontrolle der Spharoidformierung jeweils auch 10 Spharoide in eine 96-Well-

Rundboden-Platte pipettiert und nach 24h mikroskopiert.

Tag 1 Tag2
~
<\ IIIII FL:‘ --------
-
HUVEC/HBMEC p4-p6 Trypsinierung, Resuspen-  Aussaat von 500/1000 Ernte der Spharoide, * 24h
sion in Medium und Zellen in jeweils 25yl auf Zentrifugation und
Methylcellulose einer nicht-adharenten einbetten in eine Methyl-
Platte. Die Platte dann  cellulose/Collagen-Matrix. Mikroskopie
kopfliber drehen flir 24h Behandlung mit den und Analyse

("hanging-drop"-Methode)  angegebenen Molekiilen

Abbildung 9: Schematische Darstellung des 3D-Sphéroid-basierten Angiogeneseassays. Zunachst wurden
HUVEC und HBMEC kultiviert, dann gesplittet und schlieBlich mittels der ,hanging drop“-Methode Sphéaroide
generiert. Diese wurden nach 24h in eine Methylcellulose-Kollagen-Matrix ausgeséat und wie angegeben behandelt.
Weitere 24h erfolgte die Konfokalmikroskopie und anschlieBende Analyse hinsichtlich der Sproutlange und

Sproutingflache. Erstellt mit Biorender.com

Tag 2: 0,125ml Basalmedium (ECGM2/ECM) und 1ml Kollagen-Stammlésung (3mg/ml; Ibidi
rat tail collagen) wurden vorsichtig in einem 2ml Eppendorf-Gefald gemischt und anschliel3end
auf Eis platziert. AnschlieRend wurden die Spharoide mit 5ml PBS/10% FCS geerntet. Die
10%ige FCS-Losung wurde vorsichtig auf die quadratischen Petrischalen verteilt und
anschlieend mit einer 5ml sterilen Glaspipette wieder aufgenommen und in ein 15ml
konisches Falcon-Gefal3 gegeben. Die Spharoide wurden nun fir drei Minuten bei 500 x g
zentrifugiert. Darauffolgend wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt und die Falcon-GefaRe
rasch Uber einen unebenen Untergrund gezogen. Dies ist notwendig, damit die Spharoide

nicht aneinanderkleben. Zusatzlich musste darauf geachtet werden, dass das Pellet
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spatestens nach 15-20 Minuten resuspendiert wird. 1,125ml Methocelstammldsung (1,2%)
wurden nun auf das Pellet herauf pipettiert. Direkt bevor die Kollagenstammlésung mit dem
Spharoid-Methocelpellet vermischt wurde, musste diese neutralisiert werden, damit sie nicht
vorher polymerisierte. Der pH-Wert der Kollagenstammltsung sollte optimalerweise bei 7,4
liegen und wurde mittels eiskalter Neutralisierungslésung (0,2 N NaOH) eingestellt. Die
neutralisierte Kollagenlésung musste weiterhin auf Eis gelagert werden. Nun wurden die
1,125ml Kollagenlésung rasch, aber vorsichtig mit den Spharoiden in 1,125ml Methocel
vermischt. Eine homogene Dispersion ist hier enorm wichtig zur Formierung einer Kklaren,
Sproutbildung unterstiitzenden Matrix. Die Kollagen-Spharoidmischung wurde nun
gleichmaRig auf vorgewarmte 8-Well u-Slide Glasplatten (8 x 0,15ml) pipettiert und im
Inkubator platziert (37°C, 5% CO,, 100% Feuchtigkeit). Nach 1-1,5h konnten die Spharoide
nun stimuliert werden. Dafur wurden 150-200ul Medium mit dem zu testenden Molekl (z.B.
VEGF, CXCL2, IL8, SB225002 s. Tabelle 11 und Tabelle 12.) in der gewinschten
Konzentration in jedes Well pipettiert und weiter inkubiert. Nach 24h wurden dann von jedem
Spharoid konfokale Hellfeld- oder Phasenkontrastbilder in 10- bzw. 20-facher Vergréf3erung

aufgenommen.

Tabelle 11: 3D-Spharoid basierte Angiogenese — Konditionen Schritt 1

Kondition HUVEC und HBMEC
Kontrolle Basalmedium

VEGF 25/50/100ng/ml Basalmedium
CXCL2 25/50/100ng/ml Basalmedium
IL8 25/50/100ng/ml Basalmedium

Tabelle 12: 3D-Spharoid basierte Angiogenese — Konditionen Schritt 2

Kondition HBMEC

Kontrolle Basalmedium

VEGF 50ng/ml in Basalmedium

CXCL2 25ng/ml in Basalmedium

IL8 50ng/ml in Basalmedium
SB225002 0,125/0,06/0,03uM in Basalmedium
VEGF +SB 50ng/ml/0,06uM SB22002-Medium
CXCL2 + SB 25/0,06puM SB22002-Medium

IL8 + SB 50/0,06uM SB22002-Medium
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5.6. Molekularbiologische Methoden

5.6.1. RNA-Isolierung

Aus den in 5.5.5.1 und 5.5.5.2 gewonnen Zellen wurde mit Hilfe des PureLink™ RNA Mini Kit
von ambion® nach Herstellerangaben RNA isoliert. Die Aufreinigung erfolgte Uber
Kieselgelsaulen. Nach Auftragen der Proben inklusive multipler Waschschritte wurde die RNA
mit 35ul RNAse freiem Wasser mit Hilfe eines Zentrifugationsschrittes (12.000g fur 2 min)

eluiert. Die RNA wurde umgehend auf Eis gegeben und bei -80°C gelagert.

5.6.2. RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Quantifizierung von RNA mittels eines Spektrophotometers ist eine gangige Methode. Es
ist in der Lage die durchschnittliche Konzentration, sowie die Reinheit der RNA in der
vorliegenden Probe zu messen. Verwendet wurde das Photometer Tecan Infinite® 200 PRO.
Das Prinzip der Konzentrationsbestimmung beruht dabei darauf, dass Nukleinsauren
ultraviolettes Licht in einem bestimmten Muster absorbieren. Das Absorptionsmaximum liegt
bei 260nm. Wird die RNA nun UV-Licht mit einer Wellenlange von 260nm ausgesetzt, misst
ein Photometer das Licht, dass durch die Probe hindurch geht. Je mehr UV-Licht von der Probe
absorbiert wird, desto hoher ist die Nukleinsdurekonzentration, also auch die optische Dichte
(OD) der Probe. Mit Hilfe des Verdiunnungsfaktors und eines fiir RNA spezifischen Faktors
(40) kann man nun mit Hilfe des Lambert-Beer schen-Gesetzes die RNA-Konzentration
bestimmen:

¢ (ug/ml) = OD2gonm X 40 X VF

Zur Bestimmung der Reinheit der Probe wird dann ein Quotient aus der OD bei 260nm und
bei 280nm gebildet, dem Absorptionsmaximum von Proteinen. Reine RNA-Proben bewegen
sich im Rahmen von 1,8-2,0. Liegt der Wert darunter, ist der Anteil an Proteinen héher und die
Probe somit verunreinigt. Man sollte diese Methode also nur dann verwenden, wenn man sich
sicher ist, dass die Probe auch wirklich RNA enthalt (121).

5.6.3. Reverse Transkription

Die in 5.6.1 gewonnene RNA sollte nun fir weitere Analysen in komplementare cDNA
umgeschrieben werden, um sie anschliel3end im Rahmen einer quantitativen Real-Time PCR
zu quantifizieren. Zur Reversen Transkription wurde das PrimeScript™ RT reagent Kit with
gDNA Eraser von TAKARA verwendet. Die Reverse Transkription besteht grundlegend aus
zwei Schritten. Im ersten Schritt wird die genomische DNA eliminiert. Diese kann durch
Verunreinigung bei der RNA-Isolation anfallen. Im zweiten Schritt findet dann die eigentliche
Reverse Transkription statt. Fir den ersten Schritt wurde ein Mastermix nach Angaben in

Tabelle 13 hergestellt. Es wurden pro Probe 500ng RNA eingesetzt. Das Reaktionsgemisch
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wurde im Thermocycler (Bio-Center, GE4852T) auf 42°C erhitzt, fir 2 min inkubiert und dann
auf Eis gelagert. Nun wurde der Mastermix zur cDNA-Synthese (Schritt 2, Tabelle 14) zum
Reaktionsgemisch aus Schritt 1 hinzugeflgt und fur 25 min bei 37°C im Thermocycler
inkubiert. Darauf folgte die 2-minitige Inaktivierung der Transkriptase, um so ein Ende der
Reaktion herbeizufiihren. Die Tubes mit 20ul Gesamtvolumen wurden nun 1:10 in RNAse

freiem Wasser verdinnt und dann bei -20°C gelagert.

Tabelle 13: Schritt 1 - gDNA Eliminierung

Reagenz Volumina Inkubationsdauer
5X gDNA Erase Buffer 2,0ul

gDNA Eraser 1,0ul 2 min bei 42°C

RNA (500ng) in RNAse free H20 7,0pl

Tabelle 14: Schritt 2 — Reverse Transkription

Reagenz Volumina Inkubationsdauer
5X PrimeScript Buffer 2 (for Real Time) 4,0l

PrimScript RT Enzyme Mix | 1,0ul 25 min bei 37°C

RT Primer Mix 1,0ul 5 sek bei 85°C
RNAse free H20 4,0pl Lagerung bei -20°C

5.6.4. Quantiative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Eine moderne Methode zur Quantifizierung von Nukleinsauren in Echtzeit ist die Real Time
guantitative PCR zu Deutsch quantitative Echtzeit-PCR. Der Begriff ist etwas ungenau gewahlt
und wird besser beschrieben als quantitative Real Time Detection PCR. Der Unterschied zur
herkdbmmlichen PCR ist, dass bereits wahrend des Amplifikationsvorgangs der eingesetzten
Nukleinsauren Messungen mittels eine Fluoreszenzsignals durchgefihrt werden kénnen.
Dadurch ist die Quantifizierung deutlich praziser. Fir samtliche Analysen wurde das TB
Green™ Premix Ex Taq™ Kit von TaKaRa genutzt. Darin enthalten ist der Fluoreszenzfarbstoff
SYBR Green. Dieser interkaliert zwischen doppelstrangiger DNA und lasst sich bei einer
charakteristischen Wellenlange anregen und fuhrt dadurch wiederum zu Lichtemissionen.
Sobald der Farbstoff zu einer Probe hinzugegeben wird, bindet er an jede doppelstrangige
DNA in der Probe. Wahrend der PCR amplifiziert die DNA-Polymerase die Zielsequenz der
spezifisch eingesetzten Primerpaare (Tabelle 16) und erzeugt so die PCR-Produkte. Der
SYBR-Farbstoff bindet an jede neue Kopie der doppelstrangigen DNA. Das Fluoreszenzsignal
erhoht sich so proportional zur Menge des hergestelliten PCR-Produkts. Ein wesentlicher
Vorteil des SYBR Farbstoffs ist, dass jede beliebige DNA-Sequenz mit dessen Hilfe amplifiziert

werden kann. Die Quantifizierung erfolgt allerdings nicht tber absolute Mengen an PCR-
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Produkt. Stattdessen wird die Kinetik der PCR-Reaktion genutzt. Wahrend in frihen PCR-
Runden eine mehr oder weniger exponentielle Vermehrung an cDNA-Fragmenten stattfindet,
erreicht diese im Verlauf ein Plateau und stagniert schlie3lich. Quantifiziert wird der Zeitpunkt
bzw. die Zykluszahl, bei der sich das Fluoreszenzsignal durch die exponentielle Vermehrung
erstmals deutlich vom Hintergrund abhebt. Dies nennt man den cycle threshold (C+-Wert) (121,
122). Die Quantifizierung erfolgt dann relativ, indem der Cr-Wert des Zielgens mit dem Cy -
Wert eines ubiquitar exprimierten Gens verglichen wird. Als interne Kontrolle wurde 18S
genutzt. Der Cr -Wert des Kontrollgens wird in jeder Probe vom Ct -Wert des Zielgens
subtrahiert, wodurch sich der ACt-Wert ergibt. Die ACt-Werte der Zielgene werden dann von
den ACt-Werten der Kontrollen subtrahiert. Daraus ergeben sich die AACr-Werte (122). Die

relative Expression eines Zielgens im Verhaltnis zum Referenzgen lautet also:

A CT = CT ZIELGEN ~ CT KONTROLLE

AA CT = A CT BEHANDELTE GRUPPE — A CT REFERENZGRUPPE

Potenz = 2724¢T

Der Mastermix fur die gPCR setzte sich wie in Tabelle 15 beschrieben zusammen. Er wurde
mit einer Multistepper Pipette auf eine 384-Well Platte (MicroAmp®) pipettiert. Alle Proben
wurden in Triplikaten ausplattiert. Die Platte wurde anschlieBend mit dem Applied
Biosystems™ MicroAmp™ Optical Adhesive Film verschlossen, bei 1000rpm zentrifugiert und
in das Messgerat gegeben (QuantStudio 6 Flex, Thermo Scientific). Die Einstellung des Geréts
erfolgte Uber QuantStudio™Real-Time PCR Software v1.3. Die weitere Analyse erfolgte in
eben diesem, Microsoft Excel und Graphpad Prism. Die zur Amplifikation genutzten Primer
wurden von der Firma TIB MolBiol synthetisiert (Tabelle 16). Wenn nicht anders angegeben,
wurden die Primer mit Hilfe der Datenbank ,Primer-BLAST"
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/) des ,NCBI  National Center for

Biotechnology Information“ entworfen.

Tabelle 15: Zusammensetzung des bei der gPCR verwendeten Mastermixes

Reagenz Volumina PCR-Programm
SYBR Green 5,0ul 95°C 30 sek
Primer fw+rev (10pM) 0,4ul 95°C 5 sek
ROX II (1:3) 0,2ul 60°C 30 sek 40x
RNAse free H20 0,4l 95 °C 15 sek
cDNA (1:20) 4,0ul 60°C 60 sek
95 °C 15 sek
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Tabelle 16: gPCR-Primersequenzen

Gen Primersequenz 5 — 3~ Ref. Hersteller
18S fwd GGCCCTGTAATTGGAATGAGTC (123)
rev CCAAGATCCAACTACGAGCTT
VEGFR1 fwd CAGGCCCAGTTTCTGCCATT *
rev TTCCAGCTCAGCGTGGTCGTA
VEGFR2 fwd CATGTACGGTCTATGCCATTCCTC *
rev TTGGCGCACTCTTCCTCCAAC
hVEGFA fwd TGCAGATTATGCGGATCAAACC (124)
rev TGCATTCACATTTGTTGTGCTGTAG
CXCR2 fwd GGTGTCCTACAGGTGAAAAG *
rev TGTCACTCTCCATGTTAAAA
hCXCR1 fwd GCAGCTCCTACTGTTGGACA * TIB Molbiol Berlin
rev GCCCTACCCCACAGAAAGTC
hCXCL2 fwd TCCCTTGGACATTTTATGTCTTTC *
rev TCTCTGCTCTAACACAGAGGGA
hIL8 fwd CTGAGAGTGATTGAGAGTGG (125)
rev ACAACCCTCTGCACCCAGTT
hBAX fwd GCCCTTTTGCTTCAGGGTTT *
rev TGAGACACTCGCTCAGCTTC
hBCL2 fwd TGCGGCCTCTGTTTGATTTC *
rev GGCAGGCATGTTGACTTCAC

* = eigener Entwurf

5.7. Mikroskopiemethoden

5.7.1. Immunfluoreszensmikroskopie

Die Immunfluoreszenzmikroskopie ist eine Form der Lichtmikroskopie und nutzt bestimmte
Eigenschaften fluoreszenter Stoffe, sogenannter Fluorochrome, aus. Diese zeichnen sich
dadurch aus, dass sie mit Licht einer bestimmten Wellenlange angeregt und dadurch auf ein
hoheres Energieniveau gehoben werden. Dieser Zustand ist instabil, sodass sie wenige
Nanosekunden spater auf das Ausgangshiveau zurlckfallen. Dabei wird die freigesetzte
Energie in Form eines Photons in einer veranderten Wellenldange wieder abgegeben. Dies
macht man sich zu Nutze, indem bestimmte Filter angewendet werden, um ausschlie3lich das
abgestrahlte Licht zu detektieren und lokalisieren. Je nach Immunfluoreszenzfarbstoff gibt es
spezifische Anregungs- und Emissionsspektra (126-128). Um Zellstrukturen darzustellen,
mussen diese vor der Mikroskopie mit einem Fluorochrom-markierten Antikbrper angefarbt
werden. Mikroskopiert wurde mit einem inversen Fluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss
(Zeiss Axio Observer Z1, Carl Zeiss Micro Imaging GmbH, Minchen, Deutschland). Mit Hilfe

der Kamera (Camera AxioCam MRc, Carl Zeiss, Micro Imaging, GmbH, Minchen
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Deutschland) und der Fotosoftware AxioVision (Release 4.8.2 (06-2010)) wurden pro
Tumorfarbung 5-25 Bilder bei 20-facher VergroRerung aufgenommen. Die Anzahl der Bilder
der Zellkulturen siehe dort. Die Bilder entsprechen eine Flache von 0,351mm? und haben eine
Auflésung von 1388x1040 Pixeln. Jedes Bild wurde mit vier verschiedenen Fluoreszenzfiltern
(DAPI-Filter [Zellkerne], GFP-Filter fur die CXCL2-, IL8- sowie CXCR2-Farbung, Cy5-Filter fur
die Iba-1-Farbung [Mikroglia und Makrophagen], Cy3-Filter fur die Blutgefaflie) aufgenommen
und als Gesamtbild der Uberlagerung aller Kanale sowie als Einzelbilder abgespeichert.
Insgesamt entstanden ca. 3000 Bilder der Tumorschnitte sowie weitere 200 Bilder der

Zellkulturen.

5.7.2. Konfokalmikroskopie

Die konfokale Mikroskopie ist eine moderne Methode, die es ermdglicht Zellen, Organoide
oder sonstige Zielstrukturen 3-dimensional und punktgenau darzustellen. Die Probe wird vom
Mikroskop sequenziell also Punkt fiir Punkt in x-, y- und z-Richtung beleuchtet und abgebildet.
Zu jedem Zeitpunkt wird nur ein Teil der Probe angeleuchtet. Im Strahlengang des detektierten
Lichts ist eine Lochblende integriert, die nur Licht aus dem scharf abgebildeten Bereich
durchlasst, sodass nur wenig Licht direkt um den Fokuspunkt zum Detektor gelangt, wodurch
Schnittbilder mit einem guten Kontrast ermdglicht werden (129) (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Prinzip der Konfokalen Mikroskopie. Schematisches Bild zur Veranschaulichung des Prinzips
der Konfokalmikroskopie. In (a) ist die Exzitation und in (b) die Emission des Lichts dargestellt. Ein Laserstrahl
(blaue Linien) wird auf einen Punkt der Probe fokussiert und vom gesamten Lichtkegel angeleuchtet. Das vom
Fokus emittierte Licht (grine Linien) wird von der Objektivlinse geblindelt und von einer zweiten Linse durch eine
Lochblende (pinhole Lens) auf den Detektor fokussiert. Licht, das von auf3erhalb des Fokus emittiert wird, z.B. von
der Oberflache der Probe (grau gestrichelte Linie), wird nicht durch die Lochblende abgehbildet und ist demzufolge
weitgehend blockiert. Entnommen aus: Methods in Cell Biology, Jennifer Waters und Torsten Wittmann, Figure
7.2, Kapitel 7, S.116. (130)
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Je Kkleiner die Lochblende, desto geringer ist auch die Fokustiefe. Mit den Pixel-Informationen
zu jedem Punkt wird dann ein 2-dimensionales Rasterbild generiert. Durch das Andern des
Fokus kann eine ganze Probe in allen Ebenen abgebildet werden. Die Einzelbilder werden
dann am Computer zu einem 3D-Bild zusammengefigt (129, 130). Verwendet wurde das
Nikon A1Rsi+ Mikroskop fir Hellfeld- und Phasenkontrastaufnahmen von Sphéroiden. Vorteile
der Konfokalmikroskopie sind scharfe Bilder, das hohe Auflésungsvermdgen und die
Mdglichkeit prazise 3D-Rekonstruktionen zu erschaffen. Auch die Morphologie bis auf
Zellebene und Interaktion mehrerer Zellen miteinander Ilasst sich mittels der
Konfokalmikroskopie beurteilen. Nachteile sind hingegen der hohe Zeitaufwand sowohl

wahrend des Mikroskopierprozesses als auch bei der Weiterverarbeitung der Daten.

5.7.3. Live-Cell-Mikroskopie

In der Live-Cell-Mikroskopie kdnnen lebende Zellen in Echtzeit mikroskopiert und so tber
einen definierten Zeitraum beobachtet werden. Dadurch erhalt man Einblicke in die Dynamik
und Interaktion der Zellen untereinander. Verwendet wurde das Nikon Widefield Ti2 Mikroskop
und die dazugehdrige Mikroskopie-Software. In der Widefield-Mikroskopie wird die Probe im
Gegensatz zur Konfokal-Mikroskopie zu jeder Zeit als Ganzes angeleuchtet. Durch
Phasenkontrast kann die Bildqualitat noch gesteigert werden, deshalb wurde das Chemotaxis-
Assay im Phasenkontrast mikroskopiert. Diese Art der Analyse wurde genutzt, um das
Migrationsverhalten von den Endothelzellen in den p-Slides aus 5.5.7 zu beobachten. Genutzt
wurde eine Lebendzellkammer, in der die gleichen Bedingungen wie in einem Inkubator
vorherrschten, also 37°C in wasserdampfgesattigter Atmosphare mit 5%-igem COo-
Kammerluftanteil. Zu Beginn wurde der Software-gesteuerte Mikroskopiertisch, auf dem
jeweils drei p-Slides Platz hatten, programmiert. Die Positionen des Tisches wurden so
eingestellt, dass er in einem Intervall von 10 Minuten alle 9 Beobachtungskanale der 3 p-Slides
abfuhr und von jedem Kanal ein Mosaikbild anfertigte. Dadurch war es mdglich zeitgleich alle
9 Kammern innerhalb eines Experiments zu beobachten. Pro Kammer wurden je nach
Beobachtungsdauer 91 bis 144 Aufnahmen (15, 18 bzw. 24 Stunden x 60 Minuten + 10
Minuten) gemacht. Diese wurden von der Software pro Kammer zu einer Videosequenz
zusammengeflgt, sodass sie der Reihe nach als Film abgespielt und ausgewertet werden

konnten.
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5.8. Datenanalyse

5.8.1. Auswertung der Fluoreszenzmikroskopie

Die Analyse erfolgte mittels der Bildbearbeitungssoftware ImageJ 1.50i (National Institute of
Health, USA). Mithilfe der integrierten Tools wurden Zellen und BlutgefaRe ausgezahlt sowie
Flachen inklusive der Gesamtflache der Tumorschnitte und der GeféalRe ermittelt. Fur das
Stimulationsassay wurde zudem die mean intensity der aufgenommenen Bilder berechnet.
Grundlage dessen ist es, dass alle Bilder mit der gleichen Belichtungszeit aufgenommen
werden konnten und somit die Fluoreszenz quantitativ messbar ist. Im Verlauf dieser
Dissertation wird die mean intensity des gesamten Bildes angegeben. Im Rahmen der
Etablierung der Auswertung wurde auch die mean intensity einzelner Zellen (pro Kondition 120
Zellen) ausgewertet, die aber keinen wesentlichen Unterschied zur konventionellen Methode
des gesamten Bildes zeigte. Dies ist zu erklaren durch wenig bzw. kaum vorhandene
Hintergrundfluoreszenz. Da die Einzelzellmessung wesentlich aufwendiger ist und keinen
Mehrwert zur mean intensity des gesamten Bildausschnitts zeigte, wurde die letztere Methode
zur Auswertung der Rezeptorexpression nach Stimulation der Zellen verwendet. In Microsoft
Excel 2016/365 und Graphpad Prism wurden dann verschiedene Parameter aus den
erhobenen Daten berechnet und anschlieRend in Graphpad Prism graphisch dargestellt. Als
signifikant wurde p < 0,05 bestimmt. p-Werte >0.01 mit *, p <0.01 mit **, p <0.001 mit *** und

p <0.0001 mit **** gekennzeichnet.

5.8.2. Auswertung der 3D-Spharoid-basierten Angiogenese

Die Bildersequenzen wurden als .nd2-Dateien abgespeichert und in Image J weiterverarbeitet.
Von jedem Datensatz wurde ein Bild der maximalen Projektion angefertigt. Dieses wurde in
das ,Weka Trainable Weka Segmentation“ Plugin importiert und dort in drei Gruppen
klassifiziert (Core, Sprouts, Background). Die dadurch entstandenen Probability Maps sowie
einzelne Bilder der segmentierten Teile des Sphéaroids wurden dann als bindre Bilder
abgespeichert und weiter handisch in ImageJ ausgewertet. Gemessen wurde die Sprouting-
Flache, sowie die durchschnittliche Lange der Sprouts. Die weitere statistische Auswertung

erfolgte in Microsoft Excel und Graphpad Prism.

5.8.3. Auswertung der p-Slide-Chemotaxis

Auch die Bilder der p-Slide-Chemotaxis wurden als .nd2-Dateien abgespeichert und in Image
J weiterverarbeitet. Zunachst wurde im ,Bioformats-Importer” jeder Datensatz in die
zugrundeliegenden Serien (Stimulationsbedingungen) unterteilt. Dann wurde jede Serie
einzeln mittels des Plugins ,Manual Tracking® verarbeitet. Pro Serie wurden zwischen 40 und
60 Zellen verfolgt. Die Datentabellen mit den X-, Y- sowie Zeitwerten wurden als .csv- und .txt-

Tabellen abgespeichert. Die grafische Darstellung sowie die statistische Auswertung wurde
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dann im ,Chemotaxis und Migration Tool“ von Ibidi fortgesetzt. Der Vergleich der Gruppen

erfolgte in Graphpad Prism.

5.8.4. Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung wurden Excel, Chemotaxis and Migration Tool, SPSS sowie
Graphpad Prism benutzt. Verwendet wurden, wie angegeben und je nach experimentellem
Setup, der ungepaarte/gepaarte Student’s t-test oder One- bzw. Two-Way ANOVA. Die
Signifikanzangaben wurden im NEJM (New England Journal of Medicine) Stil wiedergegeben,
d.h. p-Werte >0.05 werden mit ns, Werte >0.01 mit *, p <0.01 mit **, p <0.001 mit *** und p
<0.0001 mit **** gekennzeichnet. Sofern nicht anderweitig angegeben, wurden Versuche
mindestens 3 x wiederholt, wobei die Ergebnisse aller Wiederholungen vergleichbar waren.
Die Graphen zeigen den Mittelwert mit Standardabweichung sofern nicht anders angegeben.

5.8.5. Korrelationsanalysen und Lineare Regression

Eine Mdglichkeit den linearen Zusammenhang zweier Merkmale von Patienten und
Patientinnen zu berechnen, ist die Pearson Korrelation. Der Korrelationskoeffizient (r) nach
Pearson gibt dabei an wie sehr sich eine Variable andert, wenn sich auch die andere Variable
andert und ist somit ein Mal fur die Starke der Korrelation zweier Merkmale. Er reicht von -1
bis 1. Wenn r = 0,0 ist, bedeutet das, dass es keine Beziehung zwischen Variable x und
Variable y gibt. Wenn r positiv ist, zeigt dies den Trend an, dass wenn eine Variable steigt auch
die andere steigt. Dementsprechend zeigt ein negatives r, dass die Werte der Variable x
steigen, wahrend die der Variable y fallen. In dieser Arbeit wurden Korrelationsanalysen
genutzt, um den Zusammenhang verschiedener Merkmale von Patienten und Patientinnen zu
untersuchen. Neben der Korrelationsanalyse erfolgte eine einfache lineare
Regressionsanalyse. Dabei wird eine Gerade mithilfe zweier Parameter durch die Punktwolke
gelegt, umso den Zusammenhang zwischen den Variablen x und y mdoglichst gut zu
beschreiben bzw. darzustellen. Zum Test der Signifikanz des Korrelationskoeffizienten wurde

ein zweiseitiger t-Test verwendet (131).

5.8.6. Cox-Regressionsanalyse

Eine weitere Mdglichkeit um den Einfluss mehrerer Variablen auf die Uberlebenszeit
respektive progressionsfreie Zeit zu untersuchen, ist die Cox-Regression (132). Zudem lasst
sich mit diesem Modell ein Schéatzwert fur die Gré3e des Einflusses berechnen, den man auch
Hazard Ratio nennt. Die Bedingung fir diese Berechnung ist jedoch, dass sich das
Ereignisrisiko der zu vergleichenden Gruppen proportional verhalt (132). Vereinfacht gesagt,
kann man davon ausgehen, wenn sich die Kaplan-Meier Kurven nicht tberschneiden. Das

bedeutet auch, dass das Hazard Ratio sich in den Gruppen unterscheiden kann, solang es
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sich Uber die Zeit hinaus proportional verhalt. Fir die Analyse der verschiedenen
Einflussfaktoren auf das Gesamtilberleben, das progressionsfreie Uberleben und das
Uberleben vom Rezidiv bis zum Tod wurde zunachst eine univariate Analyse fur Infiltration
von TAMs, VEGF, CXCL2, IL8, die GefalRanzahl, Gefal¥flache sowieso CXCR2* Gefaldanzahl
und Gefal3flache sowie die erhaltenen Zyklen TMZ berechnet. Alle Einflussfaktoren mit p <
0,20 wurden eingeschlossen fir die multiple Analyse, um eine mogliche Abhéngigkeit der
Einflussfaktoren vorhersagen zu kénnen. Neben dem Hazard Ratio und dem p-Wert wurde

stets auch das 95% Konfidenzintervall berechnet und angegeben.

53



6. Ergebnisse

6.1. Der CXCR2-Signalweg ex vivo - Analyse von gematchten Primér- und

Rezidivtumoren

6.1.1. Analyse klinischer Patientendaten sowie der diagnostischen Merkmale

Von den 38 eingeschlossenen Patienten und Patientinnen war in etwa ein Drittel (34%)
weiblich. Das Alter bei Diagnosestellung des pGBM (priméres Glioblastom) lag bei 58,7 £ 12,9
Jahren (Standard: 56,8 + 12,3; Nicht-Standard: 60,3 + 13,5 Jahre). Bei Auftreten des Rezidivs
waren die Patienten und Patientinnen im Schnitt 59,7 + 12,8 Jahre alt (Standard: 58,2 + 12,3;
Nicht-Standard: 61 + 13,5 Jahre) (Tabelle 17 und fir die Einzeldarstellung Tabelle 18).
Aufgrund des schnellen Auftretens von Rezidiven, ist die Standardtherapie, bestehend aus der
chirurgischen Resektion und der Radiochemotherapie nach Stupp-Schema (4), nicht immer
moglich. Dies ist in dieser Arbeit, wie in 5.3.2 beschrieben, u.a. durch die Nicht-Standard-
Gruppe  widergespiegelt. Eine  Hypermethylierung des  O6-Methylguanin-DNS-
Methyltransferase (MGMT)-Gens ist mit einem besseren Therapieansprechen und somit
einem langerem Uberleben assoziiert (11, 133, 134), was das MGMT-Gen zu einem wichtigen
Prognosefaktor macht. Aus diesem Grund gehért er zu der Routinediagnostik nach OP.
Weniger als die Halfte, namlich 16 von 38 (42%) Patienten und Patientinnen zeigten eine
Hypermethylierung bei einem Cut-off-Wert von 10. In der Standard-Gruppe hatten 55% (10/18)
der Patienten und Patientinnen ein hypermethyliertes MGMT-Promotor-Gen, wohingegen in
der Nicht-Standard-Gruppe nur 30% (6/20) eine Hypermethylierung aufwiesen (Tabelle 17).
Neben dem MGMT-Status wird in der Routinediagnostik auch immer die Mutation der IDH
sowie von TP53 untersucht (1). Wie bereits beschrieben, ist eine Mutation der IDH mit
sekundaren Glioblastomen assoziiert. Diese sind seltener als primére Glioblastome und haben
zudem eine bessere Prognose (1). Eine Mutation von TP53 ist charakteristisch fur das
Glioblastom, gehort jedoch nicht zu den Diagnosekriterien (1). Fast alle Patienten und
Patientinnen mit Ausnahme von #22 zeigten einen IDH-Wildtyp in der Mutationsanalyse. Diese
eine Patientin gehotrte der Standard-Gruppe an. Des Weiteren wurde der TP53-
Mutationsstaatus des Patientenkollektivs retrospektiv analysiert. Im Prim&rtumor zeigten
89,5% der Patienten und Patientinnen ein mutiertes TP53 (Standard: 18/18 = 100%; Nicht-
Standard: 16/20 = 80%). Zu der neuropathologischen Standarddiagnostik gehért auch die
Proliferationsaktivitdat der Tumore, die durch den Marker Ki-67 angefarbt werden kann.
Angegeben wird dann der prozentuale Anteil der proliferierenden Zellen. In der Standard-
Gruppe reichte er von 10 — 40% und in der Nicht-Standard-Gruppe von 5 — 40% im

Primartumor.
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Zusammengefasst lasst sich sagen, dass die beiden Gruppen sich in Bezug auf die Patienten-
Charakteristika ahnlich waren (Tabelle 17). Beziglich des Alters bei Diagnosestellung, der
Geschlechterverteilung, des MGMT-Promotor-Methylierungsstatus und der IDH-Mutation gab
es keine Unterschiede in den Gruppen (Tabelle 17). Somit die Gruppen als vergleichbar

anzusehen.

Tabelle 17: Uberblick der Patientencharakteristika

Studienkohorte: n = 38 n % p-Wert
Geschlecht (f/m) 13/25 34/66
Standard 8/10 44/56 J 0.2
Nicht-Standard 5/20 25/75 ’
Alter in Jahren bei Diagnose des pGBM (MW % SD) 58,7+12,9
Standard 56,8 +£12,3
. 0,41
Nicht-Standard 60,3 +£13,5 J
Alter in Jahren bei Diagnose des rGBM (MW + SD) 59,6 £12,8
Standard 58,2+ 12,3 J 0.50
Nicht-Standard 61,0+ 135
MGMT (methyliert 210%/unmethyliert <10%) 16/22 42/58
Standard 10/8 55/45 } 0.2
Nicht-Standard 6/20 30/70
IDH1/2-Status (wt/mut) 37/1 97,4/2,6
Standard 1711 94,5/5,5 J 0.30
Nicht-Standard 20/0 100/0
TP53 (+/-) 34/4 89,5/10,5
Standard 18/0 100/0 J 0,05
Nicht-Standard 16/4 80/20

Standard = 4 Zyklen Temozolomidtherapie; Nicht-Standard < 3 Zyklen Temozolomidtherapie; pGBM = priméares
Glioblastom; rGBM = rezidiviertes Glioblastom; MGMT = O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase-Promotor; IDH
= |sozitratdehydrogenase
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Tabelle 18: Individuelle klinische Patientencharakteristika

ID | Alter Geschlecht Intervall Therapie- T™MZ MGMT IDH Lokalisation
(Jahre) (Monate) regime (Zyklen) (MW)
1 61,57 m 6,25 Stupp 4 10 wt temporal re.
Stupp
2 54,69 m 1,87 abgelehnt 0 5,8 wit parietal re.
temperomesial
3 59,61 f 6,64 Stupp 3 8 wt li.
Stupp parieto-
4 62,64 m 3,22 Abbruch* 0 3,6 wit occipital li.
Nordic temperomesial
5 71,94 m 2,07 Glioma 0 2,6 wit li.
Stupp parietal
6 66,87 m 5,92 Abbruch* 0 3 wit parafalzin
tempero-lateral
7 63,49 m 4,08 Stupp 3 54 wt re.
54,89 m 5,36 Stupp 4.4 wit li. frontal
63,15 f 6,97 Stupp 3 7 wit Gyrus cinguli
parietookzipital
10 | 23,70 f 4,47 Stupp 3 31,6 wt li.
Nordic parietookzipital
11 | 81,86 m 7,04 Glioma 0 60,4 wit re.
Stupp
12 | 62,76 f 4,77 abgelehnt 0 36,6 wt temporal Ii.
Gyrus supra-
marginalis re.,
13 | 70,87 m 4,37 Stupp 0 10,2 wit hochparietal
Gyrus angula-
14 | 54,52 m 5,95 Stupp 4 wit ris, okzipital li.
16 | 55,17 m 6,58 Stupp 0 wit okzipital re.
zunéchst
abgelehnt
17 54,81 m 4,80 Stupp 2 17,6 wt n.a.
18 | 66,57 m 3,85 Stupp 1 3,4 wit n.a.
Nordic parietookzipital
19 | 75,03 m 7,33 Glioma 0 7,2 wit re.
21 | 65,35 f 36,39 Stupp 29,6 wt  temperomesial
22 | 46,98 m 21,99 Stupp 6 32,2 mut temporal
Stupp
23 |30,90 m 15,98 begonnen 0 33 wit temporal re.
24 | 46,54 f 11,01 Stupp 8,4 wit prézentral li.
25 | 50,69 f 12,20 Stupp 6 2,6 wit frontal Ii.
temperomesial
26 | 61,44 m 9,04 Stupp 6 5 wit re.
temperoinsular
27 | 69,68 f 12,46 Stupp 6 0,4 wit re.
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28 | 50,54 f 8,52 Stupp 6 1,6 wt  frontolateral li.
29 | 65,09 m 23,61 Stupp 6 26,4 wt  temporopolar li.
temporal li.,
Nordic Gyrus
30 | 70,20 f 32,48 Glioma 0 2,6 wit fusiforme
temperofrontal
31 | 60,31 m 7,63 Stupp 3 0,4 wt li.
Stupp temperoparie-
32 | 56,57 m 25,28 abgelehnt 0 3,8 wit tal-insular re.
temporoparietal
li., Gyrus
33 | 50,61 m 15,35 Stupp 6 20,6 wt  supramarinalis
parietemporal
34 | 73,51 f 14,96 Stupp 6 14,6 wit li.
parieto-
35 | 63,65 m 12,43 Stupp 6 44,8 wt okzipital re.
36 | 70,42 m 11,08 Stupp 6 7,2 wit n.a.
temporobasal
37 | 49,53 m 19,82 Stupp 6 7 wit re.
38 | 63,98 f 29,03 Stupp 22 18,2 wt frontal re.
frontal re.,
Infiltration des
39 | 57,64 m 21,60 Stupp 6 47 wt Balkens
40 | 21,23 f 22,45 Stupp 5 17,4 wit n.a.

Patienten und Patientinnen IDs: 1 bis 40, Patient 15 und 20 wurden nach Zuweisung der ID aufgrund von fehlendem
Probenmaterial der Rezidive ausgeschlossen. Geschlecht definiert als m = mannlich, f = weiblich, Alter bei
Diagnosestellung und Intervall als PFS. Das Therapieregime beschreibt kurz die geplanten und erhaltenen
Therapien, Stupp = konkomitante Radiochemotherapie nach Stupp (4) und Nordic Glioma (alleinige
hypofraktionierte Bestrahlung), dabei gilt *= Abbruch aufgrund einer Thrombozytopenie. TMZ in Zyklen gibt die
Anzahl der voll erhaltenen Zyklen Temozolomid als adjuvante Chemotherapie an. MGMT gibt den Mittelwert der
MGMT-Methylierung an. Der IDH-Status wird mit wt = Wildtyp oder mut = mutiert angegeben und unter Lokalisation
wird das drtliche Auftreten des Glioblastoms, sofern dokumentiert, angegeben. Die Farbkodierung in Hellgrau und
Dunkelgrau ist zur Hilfestellung und unmittelbaren Gruppenzugehérigkeit gedacht. Dunkelgrau zeigt dabei
Patienten und Patientinnen der Standard-Gruppe und Hellgrau die Zugehdrigkeit zur Nicht-Standard-Gruppe.

In den Rezidivtumoren lagen die Daten zur TP53-Mutation nicht fur alle Patienten und
Patientinnen vor. Dort zeigten 75% ein mutiertes TP53 (Standard: 11/15 = 73%; Nicht-
Standard: 15/17 = 88,2%). Die Proliferationsaktivitat der Tumorzellen war auch im
Rezidivtumor sehr heterogen. In der Standard-Gruppe reichte sie von 2 — 50% und in der
Nicht-Standard-Gruppe von 5 — 40%. AnschlieRen sollte nun die Analyse des Einflusses der
MGMT-Methylierung und der Proliferationsaktivitdt auf das Gesamtiberleben und das

progressionsfreie Uberleben untersucht werden.
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6.1.1.1. Korrelation diagnostischer Merkmale mit dem Gesamtiiberleben

Vor dem Hintergrund, dass die MGMT-Hypermethylierung einen positiven Einfluss auf das
Gesamtuberleben von GBM Patienten und Patientinnen hat (134), wurde diese in Hinsicht auf
das progressionsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben untersucht. Bei der Analyse aller
Patienten und Patientinnen zeigte sich eine signifikante Korrelation des PFS und OS mit der
Hypermethylierung der MGMT-Promotorregion (Abbildung 11a und b), womit die
vorbeschriebenen Daten bestétigt werden konnten.

Ki67, ein Marker, mit dem die Zellproliferation evaluiert werden kann, wurde in der
neuropathologischen Routinediagnostik ebenfalls untersucht. Dies ist von Relevanz, da man
davon ausgehen kann, dass stark proliferierende Zellen, also sich schnell teilende Gewebe,
zu einem beschleunigten Tumorwachstum fihren. Deshalb wurde der Einfluss der Ki67-
Expression im Primartumor auf das PFS und OS untersucht. Dabei zeigte sich keine
Korrelation (Abbildung 11c und d).
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Abbildung 11: Eine MGMT-Promotorhypermethylierung korreliert mit einem langeren PFS und OS.
Korrelationsanalysen der MGMT-Promotor Methylierung und der Ki67-Expression in den priméren Glioblastomen
mit linearer Regression wurden erstellt. Dargestellt ist das progressionsfreie Uberleben (a) in Abhangigkeit vom
MGMT-Status (r = 0,3281; p = 0,0444) und das Gesamtuberleben (b) (r = 0,3656; p = 0,0239). Die Analyse der
prozentualen Ki67-Expression Kkorrelierte nicht mit dem progressionsfreien (r = 0,1549; p = 0,3531) (c) und
Gesamtuberleben (r = 0,1668; p = 0,3169) (d). n = 38, Korrelationskoeffizient nach Pearson, lineare Regression,

zweiseitiger t-Test
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6.1.2. Zeit bis zum Rezidiv und Gesamtiuberleben der Patientenkohorte

Die Zeit bis zum Rezidiv lag im Durchschnitt bei 12 Monaten (Median = 8 Monate), unterschied
sich innerhalb der Gruppen allerdings signifikant (p = 0,0002). So war das mediane
progressionsfreie Uberleben in der Nicht-Standard-Gruppe mit 5,64 Monaten deutlich kiirzer
als in der Standard-Gruppe (13,71 Monate) Abbildung 12a. Das Gesamtlberleben der
Patienten und Patientinnen lag im Mittelwert bei 19,4 Monaten (x 9,7 Monate), der Median
betrug 16,7 Monate. In der Standard-Gruppe war das mediane Uberleben mit 28,2 Monaten
beinahe doppelt so hoch wie in der Nicht-Standard mit 14,6 Monaten (p = 0,0525). Bei den
Patienten und Patientinnen, von denen zum Zeitpunkt der Analyse noch kein Sterbedatum
vorlag, wurde der letzte Kontakt zur Analyse genutzt und die Daten dementsprechend zensiert.
Des Weiteren wurde das progressionsfreie Uberleben und Gesamtiiberleben hinsichtlich der
Expression von Iba -1 (Marker fur die TAMs), VEGF, CXCL2 und IL8 analysiert.

Die Patienten und Patientinnen wurden hinsichtlich der Anzahl an TAMs in 3 Gruppen
eingeteilt: sehr hoch mit 21000 Zellen pro mm?, hoch mit 520-1000 Zellen pro mm? und niedrig
mit <520 Zellen pro mm?Z. Diese Einteilung erfolgte, da Hori et al. in einer Arbeit zeigen konnten,
dass hohe Level des von TAM exprimierten Interleukin 6 im Liquor mit einer schlechteren
Prognose assoziiert sind und, dass das IL6-Level mit der Infiltration von TAMs im GBM
korrelierten (55). In der Iba-1-Gruppe sehr hoch zeigte sich ein signifikant friiheres Rezidiv
gegenuber der Iba-1-Gruppe hoch (PFS: sehr hoch = 6,25 Monate, hoch = 16,05 Monate; n =
5-6, p = 0,008). Die Infiltration von TAMs in Patienten und Patientinnen der lba-1-Gruppe
niedrig zeigte kein Vorteil hinsichtlich des PFS gegenliber der hoch oder sehr hoch Gruppe
(PFS: 7,63 Monate) (Abbildung 12c). Zudem konnte die Tendenz beobachtet werden, dass
eine sehr hohe Infiltration von TAMs im Primartumor zu einem kirzeren OS fihrt (OS: sehr
hoch: 13 Monate; hoch: 28.2 Monate, niedrig: 19.9 Monate) Abbildung 12d. Demnach scheint
sich eine sehr hohe oder sehr niedrige Infiltration von TAMs negativ auf das progressionsfreie
und das Gesamtuberleben der Patienten und Patientinnen auszuwirken.

Die Analyse des PFS und OS nach Kaplan-Meier ergab keinen Unterschied in Hinsicht einer
hohen oder niedrigen Expression von VEGF (Abbildung 12e,f). Als Cutoff-Wert wurde der
Mittelwert der VEGF-Expression im Primartumor gewahlt. Auch eine hohe oder niedrige
CXCL2 Expression zeigte in dieser Patientenkohorte bei der Analyse der Kaplan-Meier-Kurven
keinen Einfluss auf das progressionsfreie bzw. das Gesamtiberleben der Patienten und
Patientinnen (Abbildung 12g,h). Die Expression von IL8 im primaren GBM hatte ebenfalls
keinen signifikanten Effekt auf das PFS und OS der Patienten und Patientinnen (Abbildung
12i,)).
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Abbildung 12: Das progressionsfreie und Gesamtiberleben der Patientenkohorte nach Therapieregieme
und Expression verschiedener Merkmale. Analyse des PFS und OS nach Kaplan-Meier anhand verschiedener
Patientencharakteristika. In der linken Spalte stets das PFS und in der rechten das OS. Die Graphen (a) und (b)
zeigen in schwarz die Patienten und Patientinnen der Standard-Gruppe und in grau Patienten und Patientinnen der
Nicht-Standard-Gruppe. Die Zeit bis zum Rezidiv beider Gruppen zeigte einen signifikanten Unterschied. Das
mediane progressionsfeie Uberleben in der Standard-Gruppe: 13,71 Monate; in der Nicht-Standard-Gruppe: 5,64
Monate; p = 0,0058. (b) das mediane Uberleben in der Standard-Gruppe lag bei 28,2 Monaten im Vergleich zu
14,6 Monaten in der Nicht-Standard-Gruppe, p = 0,0525; n = 18 (Standard), n = 20 (Nicht-Standard); Die Analyse
hinsichtlich der Infiltration von TAMs nach Unterteilung der Patienten und Patientinnen in drei Gruppen ist in (c)
(PFS) und (d) (OS) dargestellt. Die Gruppeneinteilung erfolgte anhand der Infiltration von Mikroglia/Makrophagen
im Primartumor in >1000 (sehr hoch), 520-1000 (hoch) und <520 TAMs/mm? (niedrig). Als Cutoff-Werte dienten die
Mittelwerte der Gesamtpopulation fur die Einteilung in hoch/niedrig und zur weiteren Unterteilung der hoch Gruppe
wiederum der Mittelwert dieser. Bemerkenswert war, dass die Patienten und Patientinnen in der Gruppe mit >1000
TAMs/mm? signifikant friiher an einem Rezidiv erkrankten als Patienten und Patientinnen der Gruppe mit 520-1000
TAMs/mm? (6,25 vs 16,01 Monate, p = 0,008, n = 5/6/27). Patienten und Patientinnen der niedrig-Gruppe zeigten
nach durchschnittlich 7,63 Monaten ein Rezidiv. Das Gesamtiiberleben unterschied sich nicht signifikant zwischen
der sehr hoch und hoch Gruppe (p = 0,1081, n = 5/6, OS: sehr hoch: 13 Monate; hoch: 28,2 Monate; niedrig: 19,9
Monate). Die Kaplan-Meier-Kurve und Analyse (e und f) zeigte keinen Vorteil des progressionsfreien Uberlebens
und des Gesamtiiberlebens unabhéngig davon, ob viel oder wenig VEGF exprimiert wurde. Der Median der Zeit
bis zum Rezidiv lag in der VEGFhoch-Gruppe bei 7,4 Monaten gegeniiber 8,3 Monaten in der VEGFniedrig-Gruppe
(e). Das mediane Gesamtiberleben fir VEGFhoch lag bei 19,2 Monaten gegeniber 17,8 Monaten in der
VEGFrunter-Gruppe (f). Diese Unterschiede waren nicht signifikant. Als Cutoff-Wert fur die Patienteneinteilung
wurde der Mittelwert der VEGF-Expression im primaren Tumor gewahlt (MW = 2,159; e: p = 0,4113; f: p = 0,2292),
VEGFhoch: n = 12; VEGFniedrig: n = 26. Das PFS und OS der Patienten und Patientinnen in Abhangigkeit der
CXCL2-Expression wurde wie bei VEGF gemalf der Expression im hoch und niedrig CXCL2 eingeteilt. Als Cutoff-
Wert wurde der Mittelwert im pGBM (MW = 3,07) gewahlt. Die Analyse zeigte keine signifikanten Unterschiede der
CXCL2hoch- vs. der CXCL2niedrig-Gruppe in Bezug auf das progressionsfreie Uberleben (g) und das
Gesamtuberleben (h); p = 0,3963 fiir (g) und p = 0,3243 fiir (h); n = 15-16. In Bezug auf die IL8-Expression wurden
die Patienten und Patientinnen in IL8* und IL8" eingeteilt. Die Kaplan-Meier-Kurve und Analyse (i, j) zeigte keinen
Unterschied hinsichtlich des PFS und OS unabhéngig davon, ob IL8 exprimiert wurde oder nicht. IL8" n = 16; IL8"
:n=21,(g): p=0,66; (h): p=0,23, *p <0,01; ** p < 0.001, LogRank-Test (Mantel-Cox)

6.1.3. Vergleich der Infiltration von TAMs in Primar — und Rezidivglioblastomen

Nach der Analyse der klinischen und histologischen Routineparameter der Patientenkohorte,
sollte nun die Relevanz des CXCR2 Signalwegs hinsichtlich der Resistenzentwicklung und die
Vaskularisierung sowie potenzielle Unterschiede durch die Therapie mit Temozolomid
untersucht werden. Dafur wurden verschiedene Immunfluoreszenzfarbungen an den
Tumorpaaren durchgefiihrt. Die Infiltration von Immunzellen, speziell von TAMs, macht rund
die Halfte des zellularen Anteils in Glioblastomen aus (39, 48). Insbesondere die Mikroglia sind
nicht nur Teil des residenten Immunsystems, sondern exprimieren zudem eine Vielzahl an
Chemokinen u.a. auch CXCL2 und IL8 die Liganden des CXCR2 Rezeptors (28, 75, 85). In
der Literatur wird seit einiger Zeit auch eine potenzielle protumorale Funktion dieser Zellen

diskutiert (28, 135). Die Infiltration von Mikroglia/Makrophagen in den priméaren und
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rezidivierten Glioblastomen zu untersuchen, war somit ein wichtiger Bestandteil der Arbeit.
Nach der Immunfluoreszenzfarbung mit dem Iba-1-Antikodrper erfolgte die Auszahlung der Iba-
1*-Zellen. Die Akkumulation von TAMs in den Primartumoren war unabhéngig von der Gruppe
signifikant hoher als in den Rezidivtumoren mit einem Mittelwert von 520 Zellen/mm? im pGBM
(Standard: 517 + 309; Nicht-Standard: 523 + 356) und 309 Zellen/mm?in rGBM (p= 0,0004)
(Standard: 282 + 135; Nicht-Standard: 330 + 147). Einen Unterschied in der Infiltration von
Iba-1*-Zellen im pGBM oder rGBM im Vergleich der Therapiegruppen gab es nicht (Abbildung
13a, b).

a Standard Nicht-Standard

IBA1

DAPI

b c

* *

20009 == “g 1000+ - = 100~ *
~ b a £ 5 M pGBM
£ 1500+ g S e s rGBM
= o |1 3 P A 3 pGBM
g ' N ' N
= 10004 * L. + 500 : s 504 rGBM
N i © i ©
% : = . o
. 500 : i ) K
] H N :
E :§: 2k e 3 b T:% I 3
0 ' < 0+ i O
0-—]— o > 0-
S oS S @S o

Abbildung 13: Hoéhere Infiltration von TAMs im priméaren Glioblastom. (a) Immunfluoreszenzfarbung der
Infiltration von Mikroglia/Makrophagen in magenta (Iba-1) und Zellkernen in blau (DAPI) und CXCL2 in grun. Die
Anzahl der infiltrierenden TAMs pro Quadratmillimeter (b) war unabhangig von den Gruppen im Rezidiv signifikant
geringer als im Primartumor (Mittelwert Standard: pGBM: 517 + 309, rGBM: 283 + 135; Nicht-Standard: pGBM: 523
+ 356, rGBM: 331 + 147; Standard: p = 0,0059, Nicht-Standard: p = 0,0137). In (c) sind die CXCL2* TAMs pro
Quadratmillimeter dargestellt. In der Nicht-Standard-Gruppe kommt es zu einer signifikanten Reduktion in den
Rezidivtumoren (p = 0,0147). Die Auswertung des prozentualen Anteils an CXCL2 positiven TAMs (d) ergab
ebenfalls eine signifikante Reduktion im Rezidivtumor (p = 0,0383). MaRstabbalken 100um; Standard dargestellt
als ,S und Nicht-Standard dargestellt als ,8S*“; Standard: n = 18, Nicht-Standard: n = 20; *p < 0,05; ** p < 0.01;

gepaarter t-test, one-way ANOVA mit Bonferroni Korrektur.
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Da TAMs proangiogene Molekile wie CXCL2 sezernieren, wurde nun auch die Anzahl der
CXCL2 positiven TAMs innerhalb der Gruppen und im Primar- sowie Rezidivtumor
ausgewertet. In beiden Gruppen nahm die Anzahl der CXCL2 positiven TAMs ((Abbildung
13a c) sowie der prozentuale Anteil an der Gesamtanzahl an TAMs ((Abbildung 13a d) im
Rezidivtumor ab. Diese Abnahme war fur beide Parameter jedoch nur in der Nicht-Standard-
Gruppe signifikant (CXCL2*Iba-1*Zellen/mm?: p = 0.0147; prozentualer Anteil der CXCL2*Iba-
1*Zellen: p = 0,0383). Zusammenfassend gesagt, zeigte sich also eine signifikant geringere
Infiltration von TAMs in den Rezidivtumoren - unabhdngig von der Therapie-Gruppe.
AuBBerdem nimmt der Anteil an CXCL2 exprimierenden TAMs im Rezidivtumor ab,
insbesondere dann, wenn die Patienten und Patientinnen kein oder wenig Temozolomid

erhielten.

6.1.4. Analyse proangiogener Molekile in Primar — und Rezidivglioblastomen

Schon seit einiger Zeit ist die Rolle von VEGF im Glioblastom bekannt und wird auch
therapeutisch insbesondere bei rezidivierten Glioblastomen eingesetzt (136-138). Allerdings
fuhren Therapieansatze, die den VEGFR/VEGF Signalweg hemmen, allein nicht zu einem
verlangerten Gesamtiberleben (139-141). Diese Arbeit hat das Ziel, die Rolle des
alternativen proangiogenen Signalwegs mittels CXCR2 in der Resistenzentwicklung zu
untersuchen und die Mechanismen besser zu verstehen. Uber das Chemokin CXCL2, eines
der Liganden von CXCR2 ist bis dato im humanen Glioblastom insbesondere in Bezug auf die

Resistenzentwicklung noch wenig bekannt.

6.1.4.1. Expression von VEGF in Primar — und Rezidivglioblastomen

Die  Expression des gut untersuchten VEGF wurde im Rahmen der
Immunfluoreszenzfarbungen als Referenz fir die proangiogene Aktivitdit des Tumors
untersucht. Insgesamt zeigte sich ein sehr heterogenes Expressionsmuster mit
Tumorregionen in denen sehr wenig VEGF zu finden war und solchen, wo es eine sehr starke
Expression gab (Abbildung 14). Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den
priméren und rezidivierten Tumoren in beiden Gruppen. Auch ein Vergleich zwischen der
Standard- und Nicht-Standard-Gruppe gab es keine signifikanten Unterschiede (Abbildung
14). Ebenso zeigte es sich in Bezug auf die VEGF-A-Expression als nicht relevant, ob die

Patienten und Patientinnen die Standardtherapie erhielten oder nicht.
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Abbildung 14: Kein Unterschied in der VEGF Expression im pGBM und rGBM. (a) Reprasentative
Immunfluoreszenzfarbung der VEGF Expression (in rot) im pGBM und rGBM in beiden Gruppen; MaRstabbalken
100pum. Die VEGF Expression war interindividuell, aber auch innerhalb der Gruppen sowohl im pGBM als auch im
rGBM sehr heterogen. (b) Hier ist die VEGF Expression der pGBMs und rGBMs anhand der Gruppen dargestelit.
Der Mittelwert der Standard-Gruppe lag im pGBM bei 2,37 + 1,69mm? und im rGBM bei 2,64 + 1,69 mm?2. Dazu
zeigten sich keine relevanten Unterschiede in der Nicht-Standard Gruppe mit 1,97 + 2,4 mm? im pGBM und 2,0 +
1,69 mm? im rGBM. Standard dargestellt als ,S“ und Nicht-Standard dargestellt als ,2S*“. Standard: n = 18, Nicht-
Standard: n = 20, gepaarter t-test, one-way ANOVA mit Bonferroni Korrektur.

6.1.4.2. Expression von CXCL2 und IL8 in Primé&r — und Rezidivglioblastomen

Die alternativen proangiogenen Chemokine CXCL2 und IL8 sind in den letzten Jahren
vermehrt in den Fokus von neuroonkologischen Wissenschaftlern gertckt. CXCR2 und seine
Liganden CXCL2 und IL8 sind im Glioblastom tberexprimiert (82, 83, 86). Au3erdem ist dieser
Signalweg an der Bildung von gefalRahnlichen Strukturen, der sogenannten ,Vaskularen
Mimikry“ im Glioblastom beteiligt (73, 83). Mehrere Studien haben gezeigt, dass die
Expression von CXCL2 in vitro und IL8 in vivo durch den therapeutischen Stress des
alkylierenden Chemotherapeutikums TMZ verandert wird. Deshalb wurde im Folgenden die
Expression dieser Molekile im Primar- und Rezidivtumor der beiden Patientengruppen
untersucht.

Die Immunfluoreszenzfarbungen mit einem spezifischen Antikdrper gegen CXCL2 zeigte, dass
alle Patienten und Patientinnen im primaren als auch im rezidivierten Glioblastom CXCL2
exprimierten. In der vorliegenden Patientenkohorte konnte lediglich in der Nicht-Standard-
Gruppe ein signifikanter Unterschied, namlich eine Reduktion der CXCL2-Expression im
Rezidiv gezeigt werden (Abbildung 15). Ebenso wie bei VEGF fiel auch bei CXCL2 eine

heterogene Expression innerhalb desselben Tumors auf. So gab es Teile innerhalb eines
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Tumors, in denen fast kein CXCL2 exprimiert wurde und wiederum andere, wo sich viel CXCL2
anfarben liel3.
a b
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Abbildung 15: Die Expression von CXCL2 in Rezidivtumoren ist bei Patienten und Patientinnen, die weniger
TMZ erhielten geringer und IL8 ist im Rezidivtumor hochreguliert. Reprasentative Immunfluoreszenzfarbung
(a) der CXCL2 und (c) der IL8 Expression (beide in griin) im pGBM und rGBM in beiden Gruppen; Maf3stabbalken
100pum. (b) Die Expression von CXCL2 in den Rezidivtumoren der Nicht-Standard Gruppe war signifikant geringer
als in den Primartumoren (Mittelwert pGBM = 3,4 + 1,8 mm? und rGBM = 2,2 + 1,9 mm?, p = 0,0055) wohingegen
es keinen Unterschied in der Standard-Gruppe gab (Mittelwert pGBM = 2,7 + 2,4 mm? und rGBM = 2,4 + 1,9 mm?,
p = 0,55). Standard dargestellt als ,S* und Nicht-Standard dargestellt als ,2S". Standard: n = 18, Nicht-Standard: n
=20, **p < 0.01, gepaarter t-test, one-way ANOVA mit Bonferroni Korrektur. (d) In den Primartumoren konnte bei
43% eine Expression von IL8 im Primartumor festgestellt werden (Standard: 44,4%; Nicht-Standard: 42,1%). Ein
deutlich héherer Anteil an Patienten und Patientinnen exprimierte IL8 im Rezidivtumor: 67,6% (Standard: 61,1%;
Nicht-Standard: 77,8%). Standard: n = 18, Nicht-Standard: n =19.
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Da die Quantifizierung der IL8 Expression sich als sehr schwer erwies und da auch schon
bekannt ist, dass diese in Rezidivtumoren nach Temozolomidtherapie erhoht ist (70), wurde
IL8 nur hinsichtlich einer vorhandenen bzw. nicht vorhandenen Expression analysiert. Dabei
fiel auf, dass mehr Patienten und Patientinnen im Rezidivtumor IL8 exprimierten (Abbildung
15). In den Primartumoren konnte bei 43% eine Expression von IL8 festgestellt werden
(Standard: 44,4%; Nicht-Standard: 42,1%), wohingegen in den Rezidivtumoren 67,6% IL8
(Standard: 61,1%; Nicht-Standard: 77,8%). Zudem schien die Regulation der Expression
davon unabhangig zu sein, ob IL8 im Primartumor exprimiert wurde oder nicht. So gab es
Patienten und Patientinnen, bei denen im pGBM IL8 nachgewiesen werden konnte und im
Rezidiv nicht (Tabelle 19). Genauso gab es aber auch solche, bei denen IL8 nur im Rezidiv
per Immunfluoreszensfarbung dargestellt werden konnte (Tabelle 19).

Tabelle 19: IL8 Expression in Primaren- und Rezidivtumoren

Standard Nicht-Standard
Pat. pGBM rGBM Pat. pGBM rGBM
#1 + + #2 + -
#14 - - #3 - +
#21 - + #4 + +
#22 + + #5 - -
#24 + - #6 + +
#25 + + #7 - +
#26 - - #8 + +
#27 - + #9 - +
#28 + - #10 + +
#29 + + #11 - +
#33 - + #12 - -
#34 - + #13 - -
#35 - - #16 / +
#36 - - #17 + +
#37 - + #18 - +
#38 - - #19 - -
#39 + + #23 - +
#40 + + #30 + -
#31 - +
#32 + +
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6.1.5. Die Vaskularisierung in Primar — und Rezidivglioblastomen

Das Glioblastom ist ein hoch vaskularisierter Tumor, was die Angiogenese und generell die
Architektur der Gefalle zu einem spannenden Ziel von Untersuchungen macht. Die
Neubildung aber auch die Aufrechterhaltung der GefaR3strukturen sind fur den Tumor
essenziell, um die Tumorzellen mit ausreichend Nahrstoffen zu versorgen. Schon seit mehr
als einem Jahrzehnt wird der VEGF-Antikorper Bevacizumab (Avastin®) in der Behandlung
von rezidivierten Glioblastomen eingesetzt, jedoch mit maRigem Erfolg. So fuhrt eine
Behandlung mit Bevacizumab nur zu einem langeren PFS, nicht aber zu einem langeren OS
(26). Die Bedeutung des CXCR2-Signalwegs und die potenzielle Rolle als Alternativ-
Signalweg zu VEGF in der Vaskularisierung von Glioblastomen sollte in dieser Arbeit
beleuchtet werden. Dass Endothelzellen den CXCR2 Rezeptor exprimieren, ist seit einigen
Jahren bekannt (78). Zudem wird seit einiger Zeit auch diskutiert, dass Tumorzellen selbst
CXCR2 exprimieren (70, 83). AuBerdem konnten in den letzten Jahren mehrere Studien
CXCR2 an Tumorzell-initiierten gefalahnlichen Strukturen nachweisen (73, 83). Nach einer
intensiven Etablierungsphase gelang es, CXCR2 und CD31 — ein Oberflachenmarker von
Endothelzellen — gemeinsam anzuféarben.

Die Anzahl an Gefal3en, Gefallgrof3e und auch die Gefal¥flache unterschieden sich nicht
signifikant zwischen den Gruppen. In der Standard-Gruppe gab es jedoch signifikant weniger
Gefalie in den Rezidivtumoren (Abbildung 16b). Die Gefaf3flache und GefaRgréf3e waren
nahezu identisch in beiden Gruppen sowie in den primaren sowie rezidivierten GBMs
(Abbildung 16c und d). Die Variabilitat der einzelnen Patienten und Patientinnen war auch
hier sehr hoch. So gab es sehr stark vaskularisierte Tumorareale mit vielen kleinen GefalRen
und solche in denen nur einzelne groRere Gefalle nachgewiesen werden konnten (siehe
Abbildung 16a). Nicht an allen GefaRen war der CXCR2 nachweisbar. In manchen Patienten
und Patientinnen liel3 sich der Rezeptor gar nicht anfarben (n = 28; davon in pGBM 5 negativ
und im rGBM 7 negativ fir den CXCR2). Die CXCR2-positiven GefalRe zeigten in den
jeweiligen Gruppen keine Unterschiede hinsichtlich der GroRRe. Sie waren sowohl im Primar-
als auch im Rezidivtumor in etwa gleich groR. Auch wenn die Patienten und Patientinnen
CXCR2 exprimierten, so bedeutete das nicht, dass der Rezeptor an allen Gefal3en
nachgewiesen werden konnte. Auch dabei gab es keine Unterschiede zwischen den pGBMs

und rGBMs sowie innerhalb der Gruppen (Abbildung 16f und g).
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Abbildung 16: Die Vaskularisierung im pGBM und rGBM im Vergleich. (a) Analyse der
Immunfluoreszensfarbung der GeféaRe mittels CD31 hinsichtlich der GefaRanzahl (b) der durchschnittlichen
GefalgréRe (c) und der gesamten Gefalflache (d) in beiden therapeutischen Gruppen sowie im primaren und
rezidivierten GBM. Die GréRRe der CXCR2* GefaRRe (f) sowie deren prozentualer Anteil (g) wurden untersucht;
MaRstab 100um. (b) Anzahl der GeféRRe pro Quadratmillimeter pro Gruppe sowie pGBM und rGBM dargestellt
(Standard: pGBM: MW = 43,8 + 23,5 pro mm?; rtGBM: MW = 31,2 + 14,7 pro mm?; Nicht-Standard: pGBM: MW
=37,9 + 29,3 pro mm?; rtGBM: MW = 37,6 + 20,7 pro mm?). In der Standard-Gruppe wiesen die Rezidivtumore eine
signifikant geringere GefalRanzahl auf (p = 0,0369). Die durchschnittliche Gefal3flache pro Quadratmillimeter
unterschied sich nicht signifikant innerhalb der Gruppen sowie zwischen pGBM und rGBM (Standard: pGBM MW=
0,04 + 0,02mm?; r~GBM MW= 0,04 + 0,02mm?; Nicht-Standard: pGBM: MW = 0,04 + 0,02mm?; rtGBM MW = 0,05 +
0,03 mm?). Auch die Flache pro GefaR unterschied sich nicht signifikant (Standard: pGBM: MW = 0,0014 + 0,0005
mm?; r~GBM MW = 0,0030 + 0.0052 mm?; Nicht-Standard: pGBM: MW = 0,0038 + 0,0045 mm?; -tGBM MW = 0,0026
+ 0,0025 mm?). Fur beide Gruppen galt n = 15. Die anderen 8 Patienten mussten aufgrund von mangelndem
Material von der Auswertung ausgeschlossen werden. (f) Die CXCR2-exprimierenden GefaRe waren sowohl
innerhalb der Therapiegruppen als auch im pGBM und im rGBM nicht unterschiedlich grof3 (f). Es gab zudem keine
signifikanten Unterschiede im prozentualen Anteil der CXCR2 positiven Geféal3e innerhalb der Therapiegruppen
und zwischen den pGBMs und rGBMs (g); n = 28 (Standard = 13; Nicht-Standard = 15), *p < 0,05; gepaarter t-test,
one-way-ANOVA mit Bonferroni-Korrektur.

6.1.6. Korrelationsanalyse des OS aller Patienten und Patientinnen hinsichtlich der
Einteilung nach Therapieregime in Standard- und Nicht-Standard nach Pearson
Die Korrelation der Infiltration von TAMs, die Expression der proangiogenen Molekile VEGF
und CXCL2 sowie die Anzahl der Gefale im Primartumor mit dem Gesamtiberleben wurde
nachfolgend analysiert (Abbildung 17). Die Korrelationsanalyse zeigte, dass eine hohe
Infiltration von TAMs tendenziell zu einem friheren Tod fuhrt. Dieser Effekt war nicht
signifikant, aber schien vor allem fir die Patienten und Patientinnen der Standard-
Therapiegruppe eine Bedeutung zu haben (r = - 0,4644; p = 0,0520). In der Nicht-Standard
Gruppe ergab sich keine Korrelation (Abbildung 17a-c). Die Expression von VEGF korrelierte
nicht mit dem OS. Das zeigte die Analyse aller Patienten und Patientinnen und die, der Nicht-
Standard-Gruppe (Abbildung 17d-f). Auch hinsichtlich der CXCL2-Expression zeigte sich
keine signifikante Korrelation mit dem OS insgesamt, sowie in beiden Gruppen.
Interessanterweise wies die lineare Regression jedoch eine gegenlaufige Tendenz in der
Standard- und Nicht-Standard-Gruppe auf; sodass in der Standard-Gruppe die Patienten und
Patientinnen mit einem hoheren CXCL2 im pGBM ein langeres OS hatten, wahrend in der
Nicht-Standard Gruppe niedrige Expressionen im pGBM von Vorteil zu sein schienen. Die
Ergebnisse waren allerdings nicht signifikant (Abbildung 17g-i). Die Anzahl der Gefal3e im
Primartumor korrelierte weder insgesamt noch in der Standard- oder Nicht-Standard Gruppe

mit dem Gesamtuberleben (Abbildung 17j-I).
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Abbildung 17: Korrelationsanalysen in Bezug auf das Gesamtiberleben der Patienten. Hier wurde eine
mogliche Korrelation zwischen dem OS und der Infiltration von TAMs (Iba-1; a-c), der Expression von VEGF (d-f),
CXCL2 (g-i) und der GefalRanzahl (j-1) analysiert. Die linke Spalte zeigt alle Patienten, die mittlere die Standard-
Gruppe und die rechte die Nicht-Standard Gruppe. Eine héhere Infiltration von TAMs (a-c) im pGBM zeigt eine
Tendenz zur Korrelation mit einem kirzeren OS, insbesondere in der Standard-Gruppe. (d-f) die Expression von
VEGF korrelierte in keiner der Gruppen mit dem OS. (g-i) auch die CXCL2 Expression korrelierte nicht mit dem
Gesamtlberleben der Patienten. Ebenso zeigte sich keine Korrelation zwischen der GeféaRanzahl und dem
Gesamtiberleben (a-i) Standard: n = 18; Nicht-Standard: n = 20; (j-I) Standard: n = 14; Nicht-Standard: n = 14; r-

und p-Werte wie angegeben; Pearson Korrelation mit linearer Regression.
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6.1.7. Eine hohe Infiltration von TAMs korreliert negativ mit dem Gesamtiberleben

Zur weiteren explorativen Analyse des Einflusses der untersuchten Parameter, wurde nun eine
Cox-Regressionsanalyse durchgefiihrt. Untersucht wurde dabei der Einfluss von der TAM-
Infiltration, der Expression von VEGF, CXCL2, und IL8 sowie vaskuldre Parameter wie die
GefaRanzahl, Gefal¥flache inklusive der CXCR2* Gefalle auf das OS, das PFS und die Zeit
vom Rezidiv bis hin zum Tod. Um den Einfluss der Temozolomidtherapie besser abschatzen
zu konnen, wurde auch die Anzahl der erhaltenen Zyklen analysiert. Zunachst wurde der
Einfluss dieser Variablen einzeln untersucht, gefolgt von einer multiplen Analyse. Diese wurde
nur dann durchgefihrt, wenn p < 0,20 in der univariaten Analyse war, um zu schauen, ob der
Einfluss einer spezifischen Variablen unabhéngig von anderen Variablen ist. Die Analyse der
TAM-Infiltration zeigte, dass diese ein positiver Pradiktor fir ein signifikant reduziertes OS in
der univariaten Analyse ist. Mit Anstieg der TAM-Infiltration im Primartumor um bereits eine
Zelle, stieg auch das Risiko der Patienten und Patientinnen friiher zu versterben. Die multiple
Analyse bestatigte zudem, dass TAM-Infiltration ein unabh&angiger positiver Pradiktor ist und,
dass die CXCR2" Gefaliflache ebenfalls einen unabhangigen Pradiktor fur das
Gesamtuberleben darstellt (Tabelle 20). Dabei zeigte sich, dass eine geringe CXCR2*
Gefaikflache in den Primartumoren als negativer Pradiktor fir das Gesamtiberleben der
Patienten und Patientinnen gilt (Tabelle 20). Demnach Uberleben Patienten und Patientinnen
langer, die eine grofRere CXCR2* Gefaldflache im Primartumor aufweisen. Es gab zudem
Hinweise darauf, dass Patientinnen und Patienten langer Uberleben, die mehr TMZ-Zyklen

erhalten. Dieser Effekt erreichte jedoch nicht das Signifikanzniveau (Tabelle 20).

Tabelle 20: Cox-Regressionsanalyse des Gesamtiberlebens

0K Univariate Analyse Multiple Analyse
p-Wert HR  95% KiI p-Wert HR 95% KI
plba-1 0,02 1,00 1,00-1,00 0,02 1,00 1,00-1,03
pVEGF 0,57 1,07 0,85-1,33
pCXCL2 0,60 1,04 0,85-1,22
pIL8 0,57 0,80 0,37-1,73
pGefaRanzahl 0,77 1,00 0,99-1,02
pGefakflache 0,45 0,00 0,00-1873571,60
pCXCR2* GeféRRe 0,72 1,00 0,99-1,02
pCXCR2'Gefalkflache | 0,12 0,00 0,00-8874E+22 0,04 0,00 0,00-,001
TMZ Zyklen 0,20 0,94 0,86-1,03 0,07 0,86 0,73-1,012

p steht fur Primartumor; TMZ = Temozolomid; HR = Hazard Ratio; 95% Kl = 95% Konfidenzintervall

Die Cox-Regressionsanalyse der Variablen mit dem PFS zeigte lediglich, dass die erhaltenen
TMZ-Zyklen als Pradiktor fir das PFS dienen kénnen. Der signifikante negative Koeffizient (-
0,151) zeigt an, dass die Hazard Ratio fur die Entwicklung eines friheren Rezidivs bei

Patienten und Patientinnen, die weniger Temozolomid-Zyklen erhalten haben, hoher ist
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(Tabelle 21). Somit sinkt die Gefahr der Entwicklung eines Rezidivs, je mehr Zyklen TMZ die

Patienten und Patientinnen erhalten.

Tabelle 21: Cox-Regressionsanalyse des PFS

0,99-1,00
0,35 0,90 0,73-1,12
0,29 1,08 0,93-1,26
0,60 0,82 0,39-1,72
0,48 1,01 0,99-1,02
0,49 1114,81 0,00-6,63E+11
0,25 0,99 0,98-1,01

0,32 0,00 0,00-4,34E+41
0,01 0,86 0,77-0,96

p steht fur Primartumor; TMZ = Temozolomid; HR = Hazard Ratio; 95% Kl = 95% Konfidenzintervall

In der univariaten Analyse der Zeit vom Rezidiv bis zum Tod ergab, dass die moglicherweise
die VEGF-Expression im Rezidivtumor sowie die IL8-Expression im Rezidivtumor Pradiktoren
fur ein kirzeres Intervall zwischen Rezidiv und dem Tod darstellen (Tabelle 22). Dabei galt
eine Zunahme der VEGF* Flache als potenzieller Pradiktor fur einen friheren Tod nach dem
Rezidiv, der jedoch in der univariaten und multiplen Analyse nicht das Signifikanzniveau
erreichte (Tabelle 22). Die IL8 Expression in der univariaten Analyse war negativ pradiktiv fur
einen friheren Tod nach dem Rezidiv. Sofern Patienten und Patientinnen IL8 im Rezidivtumor
exprimierten, war demnach das Risiko friher zu versterben geringer, als wenn sie kein IL8 im
Rezidiv exprimierten. Die darauffolgende multiple Analyse zeigte, dass diese Variablen jedoch

keinen unabhéngigen Einfluss haben, da keine das Signifikanzniveau erreichte (Tabelle 22 ).

Tabelle 22: Cox-Regressionsanalyse des Uberlebens nach Rezidiv

1,00 0,99-1,01 0,31 1,00 1,00-1,00
0,07 1,22 0,98-1,52 0,20 1,16 0,92-1,45
0,34 1,11 0,89-1,39
0,03 0,41 0,18-0,93 0,19 0,56 0,24-1,32
0,41 1,01 0,98-1,04

0,26 0,00 0,00-1738,45
0,80 0,99 0,99-1,01

0,71 1614E+10 0,00-2294E+75
0,35 1,06 0,94-1,19

r steht fir Rezidivtumor; TMZ = Temozolomid; HR = Hazard Ratio; 95% Kl = 95% Konfidenzintervall
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6.2. Der CXCR2-Signalweg an HUVEC und HBMEC in vitro

6.2.1. Der Einfluss des CXCR2-Signalwegs auf die Proliferation von primaren humanen
Endothelzellen
Da der CXCR2-Signalweg eine wichtige Rolle in der Tumorangiogenese spielt und diese
klassischerweise von Endothelzellen ausgeht, wurde der Signalweg nun anhand von priméren
Endothelzellen untersucht (73, 83). In vorangegangenen Studien wurde hauptséchlich die
Wirkung von IL8 auf Endothelzellen der Nabelschnurvene (HUVEC) untersucht (79, 80).
CXCL2 ist bis dato kaum evaluiert und vor allem ist Uber das proangiogene Potential von
CXCL2 und IL8 im Vergleich zu VEGF wenig bekannt. Da Endothelzellen aus verschiedenen
Kdrperregionen unterschiedlich auf angiogene Reize reagieren kénnen, war es zudem wichtig,
dass neben den gut etablierten HUVEC auch primare Hirnendothelzellen, HBMEC, untersucht

wurden (142, 143). Zur Untersuchung der Proliferationskapazitat der Endothelzellen wurde

das CyQuant-Proliferationsassay verwendet.
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Abbildung 18: Proliferation von HUVEC und HBMEC unter Einfluss von proangiogenen Molekiilen. Bei dem
CyQuant-Proliferations-Assay wird das Proliferationsverhalten der Zellen analysiert, nachdem sie mit
verschiedenen Molekulen stimuliert wurden. (a), (b), und (c) zeigen die Proliferation von HUVEC nach Stimulation
mit VEGF (a), CXCL2 (b) und IL8 (c) verglichen zur Kontrolle ,C* (0,1% FCS in Basalmedium). Hier zeigt sich der
signifikante Einfluss von VEGF in hohen Konzentrationen sowie der Effekt von CXCL2 in mittleren Konzentrationen.
Unter Stimulation durch IL8 konnte hier kein signifikanter Unterschied ermittelt werden. n = 5, repréasentatives
Experiment. Die Graphen in (d), (e) und (f) zeigen die Proliferation von HBMECs nach Stimulation mit VEGF (d),
CXCL2 (e) und IL8 (f) verglichen zur Kontrolle ,C* (0,1% FCS in Basalmedium). Hier konnten keine signifikanten
Unterschiede durch die Stimulation mit den jeweiligen Molekilen gezeigt werden. n = 3-4, repréasentatives
Experiment aus mehreren ahnlichen Experimenten. ns = nicht signifikant, *p < 0,05; **** p < 0.0001; one-way
ANOVA, Bonferroni Korrektur.
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Die Stimulation der primaren Endothelzellen mit verschiedenen Konzentrationen von VEGF,
CXCL2 und IL8 zeigte bei den HUVEC einen signifikanten Effekt von CXCL2 und insbesondere
VEGF in héheren Konzentrationen, wahrend keines der Molekile einen signifikanten Effekt
auf die Proliferation von HBMEC hatte (Abbildung 18).

Das CyQuant-Proliferationsassay ist ein fur viele Zelltypen und -linien etabliertes Assay.
Aufgrund der bendétigten hohen Zellzahlen ergab sich insbesondere mit den HBMEC ein
Problem, da diese als primare humane Gehirnendothelzellen zum einen nur bis fir wenige
Passagen zu verwenden waren und sich zum anderen extrem schlecht expandieren liel3en,
sodass eine andere Mdglichkeit gesucht werden musste, den Einfluss der proangiogenen

Molekiile auf diese Zellen zu beobachten.

6.2.2. Stimulation von HUVEC und HBMEC und der Einfluss auf die Genexpression

6.2.2.1. Stimulation mit proangiogenen Proteinen

Als mogliche Option das Proliferationsassay in anderer Form durchzufihren und potenzielle
Veranderungen auf zellularer Ebene, insbesondere auf Genexpressionsebene zu sehen
erfolgte eine Stimulation mit proangiogenen Molekuilen. Zundchst wurden die Endothelzellen
kultiviert und dann mit VEGF, CXCL2 und IL8 in unterschiedlichen Konzentrationen fir 24h

stimuliert.
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Abbildung 19: Genexpression von HUVEC und HBMECs nach Stimulation mit proangiogenen Molekulen.
Analyse von VEGFR1 (a, e), VEGFR2 (b, f), CXCR1 (c, g) und CXCR2 (d, h) in HUVEC und in HBMEC. Nach
Stimulation mit VEGF, CXCL2 und IL8 in Konzentrationen von 5 respektive 25ng/ml zeigten sich nach 24h keine
relevanten Unterschiede in der Genexpression proangiogener Rezeptoren in HUVEC und HBMEC. Als Kontrolle
diente 0,1% FCS in ECGM2 respektive ECM. Der CXCR1-Rezeptor (c,g) war nicht bei allen Konditionen
nachweisbar, insbesondere dann nicht, wenn mit VEGF stimuliert wurde. Im Vergleich von HUVEC und HBMEC
konnte lediglich fur VEGFR2 (b, f) nach Stimulation mit 25ng/ml IL8 ein signifikanter Unterschied ermittelt werden
(p =0,0319). Die RNA-Isolation erfolgte nach 3 unabhé&ngigen Versuchen mit jeweils 3 Wells/Kondition, die weiteren

Analysen wurden auch in Triplikaten durchgefiihrt. nd = nicht detektierbar; one-way ANOVA, Bonferroni Korrektur.
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Die Genexpressionsanalysen zeigten bei den HUVEC und HBMEC keinen Unterschied in
Hinsicht auf die Expression von VEGFR1 VEGFR2 CXCR1l oder CXCR2 nach 24h
(Abbildung 19). Der direkte Vergleich zwischen HUVEC und HBMEC zeigte nur fur die
VEGFR2-Expression nach Stimulation mit 25ng/ml IL8 Unterschiede.

Um zu ermitteln, ob bereits nach 4 bzw. 18h der Stimulation Effekte auf die Genexpression zu
sehen waren, wurde der Versuch fur die HUVEC wiederholt. Dabei erfolgte die Stimulation
zunéchst nach 18h mit und ohne VEGF im Kontrollmedium. Da sich auch nach 18h keine
Unterschiede in der Rezeptorexpression nach Stimulation mit VEGF, CXCL2 und IL8 zeigten
und das Vorhandensein von VEGF in der Kontrollgruppe keinen Einfluss hatte (Abbildung
20a-c)., wurde nun der Effekt von VEGF auch nach 4h untersucht. Auch dabei zeigten sich
keine Unterschiede hinsichtlich der Expression der Rezeptoren (Abbildung 20d-f). Folglich
waren die Molekile in verschiedenen Konzentrationen nicht in der Lage die
Rezeptorexpression in HUVEC und HBMEC zu modulieren.
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Abbildung 20: Genexpression von HUVEC zu verschiedenen Zeitpunkten nach Stimulation mit
proangiogenen Molekilen. Analyse von VEGFR1 (a), VEGFR2 (b), CXCR2 (c) nach Stimulation mit VEGF,
CXCL2 und IL8 in Konzentrationen von 5 respektive 25ng/ml. Als Kontrolle ,C“ wurde hier 0,1% FCS in ECGM2
verwendet. Die Gruppe ,C-“ erhielt nur 0,1% FCS in Basalmedium ohne jeglichen Zusatz von VEGF. Es zeigten
sich nach 18h keine Unterschiede in der Genexpression von VEGFR1 (a), VEGFR2 (b) und CXCR2 (c) in HUVEC
auf RNA-Ebene. Zudem zeigte auch die Kontrolle ohne VEGF-Zusatz keinen Unterschied hinsichtlich der
Genexpression von VEGFR1 (a), VEGFR2 (b) und CXCR2 (c). Die proangiogenen Rezeptoren waren auch nach
4h Stimulation mit 5 bzw. 25ng/ml VEGF nicht verandert (d-f,). Reprasentative Experimente, n = 2 Wells; one-way
ANOVA, Bonferroni Korrektur.

6.2.2.2. Der Effekt der Behandlung mit TMZ und SB auf die Genexpression
Aufbauend auf den Daten aus den Stimulationsassays stellte sich nun die Frage, inwiefern
sich die Genexpression auf RNA-Ebene sowie auf Proteinebene unter Einfluss der

Standardchemotherapie im Glioblastom — Temozolomid (TMZ) — und in Kombination dem
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CXCR2-Antagonisten — SB225002 (SB) verandern wirde. Neben der Stimulation mit
CXCL2/IL8 (STIM), die eine wie im Krankheitszustand zu erwartende Hochregulation der
beiden Molekiile in vitro widerspiegeln sollte, folgte nun auch die Behandlung mit TMZ allein

und in Kombination mit den vorher genannten sowie mit dem CXCR2-Antagonisten tUber 24h.
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Abbildung 21: Genexpression von HUVEC nach Behandlung mit TMZ und SB. Nach Stimulation mit 25ng/ml
CXCL2/IL8 (STIM), 10uM fir TMZ und 0.03uM fir SB zeigten sich nach 24h relevante Unterschiede in der
Genexpression von HUVEC auf RNA-Ebene. Untersucht wurden BAX (proapoptotisch), BCL-2 (antiapoptotisch),
Gene des VEGFR-Signalwegs (VEGF, VEGFR1 und VEGFR2) sowie Gene des CXCR2-Signalwegs (IL8, CXCL2,
CXCR2, CXCR1). BAX (a) war signifikant hochreguliert nach Behandlung mit CXCL2/IL8 und SB. Das
antiapoptotische BCL-2 (b) hingegen war in den Konditionen, die mit dem Antagonisten behandelt wurden, herunter
reguliert. Von den Genen des VEGF-Signalwegs zeigte sich lediglich bei VEGFR1 (c) eine signifikante
Herabregulation nach Behandlung mit STIM + SB und TMZ + SB. In den Gruppen, die mit STIM + SB, TMZ + SB
respektive der Kombination der beiden behandelt wurden, zeigte sich eine signifikante Uberexpression von IL8 (f)
und CXCR2 (h). Eine Uberexpression von CXCL2 (g) lieR sich auch beobachten, allerdings war diese nur nach
Behandlung mit STIM + SB signifikant. Die Expression von CXCR1 (i) zeigte zwar eine Dynamik, die jedoch nicht
signifikant war. Nd = nicht detektierbar; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001, **** p < 0,0001; one-way ANOVA,
Bonferroni Korrektur.
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Mittels der quantitativen Realtime PCR wurde die Genexpression von pro - (BAX) und
antiapoptotischen Molekulen (BCL-2), sowie von VEGF, CXCL2, IL8 und deren Rezeptoren
untersucht (Abbildung 21). Die Expression von BAX (Abbildung 21a) und BCL-2 (Abbildung
21b) war signifikant verandert, vor allem dann, wenn die Zellen zuvor mit dem Antagonisten
behandelt wurden. Das proapoptotische BAX wurde in den Zellen hoch reguliert, die mit dem
Antagonisten unter Stimulation oder in Kombination mit TMZ behandelt wurden. Passend dazu
war das antiapoptotische BCL-2 herunter reguliert. Die Zellen, die nur CXCL2/IL8 (STIM) oder
CXCL2/IL8 in Kombination mit TMZ (STIM +TMZ) erhielten, zeigten keine signifikant
veranderte Expression von BAX und BCL-2. Die Expression von den Genen des
VEGFR/VEGF-Signalwegs war nur teilweise verandert. So zeigte sich nach Behandlung mit
CXCL2/1L8 (STIM) respektive CXCL2/IL8 und SB (STIM + SB) eine signifikante
Herunterregulierung von VEGFR1 (Abbildung 21c), wahrend die Expression von VEGFR2
(Abbildung 21) und VEGF (Abbildung 21e) in keiner der Gruppen signifikant ver&ndert war.
Interessanterweise war die Expression der Proteine bzw. Rezeptoren des CXCR2-Signalwegs
signifikant verandert. (Abbildung 21f-i). Alle Konditionen, die den Antagonisten enthielten,
zeigten eine signifikante Hochregulation von IL8. Am starksten verandert war diese nach
Behandlung mit CXCL2/IL8 (STIM) in Kombination mit SB. Die alleinige Stimulation mit
CXCL2/IL8 sowie die Behandlung mit CXCL2/IL8 und TMZ zeigte keine signifikante
Veranderung der IL8-Expression. Das gleiche galt auch fir die Expression von CXCL2
(Abbildung 219g), obwohl im Gegensatz zu IL8 die Hochregulation nach Behandlung mit dem
Antagonisten in allen Konditionen weniger stark ausfiel. Analog zur Expression von IL8 und
CXCL2 war in den Gruppen, die mit dem Antagonisten behandelt wurden, auch die Expression
des gemeinsamen Rezeptors CXCR2 (Abbildung 21h) signifikant hochreguliert. Eine
Tendenz dazu zeigte sich auch fir den CXCR1 (Abbildung 21i).

6.2.2.3. Der Effekt der Behandlung mit TMZ und SB auf die Rezeptorexpression
von VEGFR1 und CXCR2
Nach gleichem Protokoll wie in 6.2.2.2 beschrieben wurden die Zellen wieder kultiviert und fir
24h in verschiedenen Kombinationen behandelt. Anders als bei dem vorangehenden
Experiment wurden die Zellen auf Glas kultiviert und nach Ablauf der Behandlungszeit fixiert
um anschlielend eine Immunfluoreszenzfarbung durchzufuhren (vgl. 5.5.5.3 Zellfixierung
und 5.5.5.4 Immunfluoreszenzfarbung). Untersucht wurde hier die Expression von VEGFR2
und CXCR2 auf Proteinebene (Abbildung 22). Anders als in der Analyse auf mMRNA-Ebene
zeigte sich hier, dass nach Stimulation von CXCL2/IL8 (STIM) beide Rezeptoren im Vergleich
zur Kontrolle deutlich Uberexprimiert wurde. Bei ausschlielicher Behandlung mit der
Kombinationstherapie (TMZ + SB) wurde die Expression von CXCR2 auch signifikant

hochreguliert, was sich mit den mRNA-Leveln des Rezeptors deckte. Gegensatzlich zu den
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Ergebnissen auf RNA-Ebene war jedoch die CXCR2-Expression unter simulierter
Uberexpression mit der Kombinationstherapie (STIM + TMZ + SB) signifikant herunter reguliert
(Abbildung 22c).
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Abbildung 22: Die Expression von CXCR2 und VEGFR2 von HUVEC nach Behandlung mit der
Kombinationstherapie. Repréasentative Immunfluoreszenzbilder von CXCR2 (a) und VEGFR2 (b) nach 24h
Behandlung mit CXCL2/IL8 (STIM) in Konzentrationen von 25ng/ml, 10uM fir TMZ und 0,03uM fir SB. DAPI
(Zellkernmarker) in blau, CXCR2 in a und VEGFR2 in b in rot (Cy3) und PHALLOIDIN (Zellgeristmarker) in grin.
Auswertung der mittleren Intensitat des jeweiligen Rezeptors. Es zeigten sich relevante und signifikante
Unterschiede in der Expression von HUVEC auf Rezeptor-Ebene sowohl fir CXCR2 (c) als auch fir VEGFR2 (d).
Die Expression von CXCR2 war signifikant erhéht in den Gruppen, die 1. mit CXCL2/IL8 und 2. mit TMZ/SB
behandelt wurden. Eine Kombination der Molekille zeigte hingegen eine signifikante Herunterregulation der
CXCR2-Expression auf Rezeptorebene. Auch der Vergleich der Gruppen zeigte signifikante Unterschiede (c). Die
Expression hinsichtlich des VEGFR2 war in den Gruppen hochreguliert, die mit CXCL2/IL8 allein oder in
Kombination mit TMZ/SB behandelt wurden. Auch hier zeigten sich signifikante Unterschiede innerhalb der
Gruppen. Repréasentatives Experiment, n = 10 Bilder pro Kondition; ns = nicht signifikant; * p < 0,05, ** p < 0,01, ***
p <0,001, **** p < 0,0001; one-way ANOVA, Bonferroni Korrektur

Die VEGFR2-Expression war in diesem Experiment in allen Konditionen nach Stimulation mit
CXCL2/IL8 signifikant hochreguliert. Bei alleiniger Applikation der Kombinationstherapie
(TMZ+SB) gab es keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle (Abbildung 22d).

6.2.3. Der Einfluss des CXCR2-Signalwegs auf die Migration von primdren humanen
Endothelzellen

Die Migration von Zellen, insbesondere von Endothelzellen, ist eine unabdingbare Fahigkeit.
Endothelzellen bendtigen diese Fahigkeit, um neue Gefal3e ausbilden zu kdnnen. Mittels des
Transwellmigrationsassays kann der Effekt eines Lockstoffes auf die Zellen getestet werden.
Dabei wird der Lockstoff in eine untere Kammer gegeben. Die Endothelzellen werden in eine
andere Kammer, die obere Kammer ausgesét, und wandern dann, je nach Potenz, in Richtung
des Lockstoffes. Dabei werden die beiden Kammern durch eine Membran mit winzigen Poren
getrennt, die die Zellen Gberwinden missen.

Die Anzahl (Abbildung 23a) sowie der prozentuale Anteil (Abbildung 23b) der migrierten
HUVEC unter Einfluss von VEGF, CXCL2 und IL8 in unterschiedlichen Konzentrationen war
lediglich durch VEGF verandert. VEGF hatte je nach Konzentration einen bis zu 500%igen
Effekt auf das Migrationsverhalten der HUVEC. Im Zuge von Etablierungsarbeiten erfolgte
auch eine Versuchsreihe mit den HBMEC. Bei diesen Endothelzellen lief3 sich sowohl in der
absoluten Anzahl als auch am prozentualen Anteil kein signifikanter Effekt von VEGF
nachweisen. Tendenziell war die Migration bei Stimulation mit VEGF leicht erhéht (p = 0,07,
Abbildung 23c und d).

Da fir das Transmigrationsassay verhaltnismaRig viele Zellen verwendet werden mussten,
war schnell klar, dass nach einer Alternative gesucht werden musste. Insbesondere auch
aufgrund der beschrénkten Kapazitaten die HBMEC zu expandieren sowie wegen des

Verkaufstopps auf dem europaischen Markt.
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Abbildung 23: Migrationsverhalten von HUVEC und HBMEC. Analyse des Migrationsverhaltens von HUVEC
und HBMEC anhand des Transwellassays unter Einfluss von VEGF (fur HUVEC und HBMECSs), CXCL2 und IL8
(HUVEC) in Konzentrationen von 1, 5, 10 respektive 20ng/ml. Zellzahl pro Hauptgesichtsfeld (HPF) (a) und
prozentualer Anteil an migrierten HUVEC (b), Mittelwerte mit Standardabweichung von 3 unabhangigen
Experimenten mit je 3-4 Wells pro Kondition pro Versuch. (c) Zellzahl pro Hauptgesichtsfeld und prozentualer
Anteil an migrierten HBMECs (d) unter Einfluss von VEGF. Dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung, reprasentatives Experiment fir HBMECs. ** p < 0,01, *** p <0,001, **** p < 0,0001; one-
way ANOVA, Bonferroni Korrektur (a, b) und n = 1 (4/Kondition), ungepaarter student’s t-test.

6.2.4. p-Slide Chemotaxis

6.2.4.1. Chemotaktische und chemokinetische Potenz von CXCL2 und IL8

Die p-Slide Chemotaxis macht es moglich das Migrationsverhalten von Zellgruppen zu
analysieren, ohne dabei eine hohe Anzahl von Zellen ausséden zu mussen. So genilgen
100.000 Zellen, um theoretisch mehr als 16 Beobachtungskandle zu fillen, also 16
verschiedene Konditionen zu untersuchen. Zudem kann eine Beobachtung des
Migrationsverhaltens dank moderner Mikroskopiemethoden in Echtzeit erfolgen.

Zu Beginn wurde der Aufbau eines stabilen Gradienten mit Lebensmittelfarbe getestet. Dabei
wurde fest gestellt, dass eine Diffusion des Farbstoffs von einer zur anderen Kammer nicht
komplett zu unterbinden war, was bei der Interpretation der Ergebnisse als Limitation
angesehen werden muss. Nach der Etablierung der Kontrolle wie im Kapitel ,Etablierung der
Kontrolle und wichtige Messparameter” beschrieben, wurden nun die schon zuvor
untersuchten Molekile zur Initierung der Chemotaxis ausgetestet. VEGF, CXCL2 und IL8
wurden in verschiedenen Konzentrationen (10ng/ml und 100ng/ml) hinzugegeben und das
Migrationsverhalten von HUVEC videomikroskopisch tber mehrere Stunden beobachtet. Die
Analyse der Gesamtstrecke, der Euklidischen Strecke, des COM (Center of Mass), der
Direktionalitat, des FMI (Forward Migration Index), der Geschwindigkeit und der Rayleigh Test
wurde nach 6, 12 und 15h durchgefuhrt (Abbildung 24b-h). Hierbei zeigte sich ein
signifikanter Rayleigh Test bei Hinzugabe von VEGF zu allen Zeitpunkten und fur IL8 nach
12h (Abbildung 24h). Durch die Stimulation mit CXCL2 waren die Zellen immer homogen
verteilt, sodass der Rayleigh Test nicht signifikant ausfiel. Allerdings war die Akkumulierte
Strecke und die Euklidische Strecke lediglich unter Einfluss von CXCL2 nach 6h signifikant
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gréRer als die der Kontrollgruppe (Abbildung 24b,c). Der COM, die Direktionalitat, der FMI
und die Geschwindigkeit unterschieden sich fur keines der Molekile signifikant von der
Kontrolle (Abbildung 24d-g).
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Abbildung 24: VEGF, CXCL2 und IL8 haben keinen chemotaktischen Effekt auf HUVEC. Behandlung von
HUVEC mit 10ng/ml VEGF, CXCL2 und IL8 mittels der p-Slide Chemotaxis mit 0.1% FCS als Kontrolle. (a)
Darstellung der individuellen Wege aller beobachteten Zellen mit den angegebenen Molekilen nach 6h (obere
Reihe) und nach 15h (untere Reihe); COM: blaues Kreuz; Angabe der Distanz in um. Darstellung der einzelnen
Messparameter wie die (b) Akkumulierte Distanz, (c) die Euklidische Distanz, (d) Verschiebung des COM, (e) die
Direktionalitét, (f) der FMI, (g) die Geschwindigkeit sowie (h) des Rayleigh Tests im Zeitverlauf. Ein représentatives
Experiment; n = 40 Zellen/Kondition; * p < 0,05, **** p < 0,0001; two-way ANOVA, Bonferroni Korrektur
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Es lie3en sich jedoch einige Tendenzen feststellen. Der FMI erreichte fir alle Molekile sein
Maximum bereits nach 6h. Interessanterweise wanderten die Zellen in Anwesenheit von IL8
nicht entlang des Konzentrationsgradienten, sondern von diesem weg, was durch die
negativen FMI-Werte dargestellt wird (Abbildung 24f). Ebenso wie der FMI erreichten auch
die Direktionalitat und auch die Geschwindigkeit bereits nach 6h ihr Maximum und nahmen
danach stetig ab, was in diesem Zusammenhang flir einen instabilen Gradienten sprechen
kénnte. Da fur keine Kondition die Bedingungen fiir eine gerichtete Zellwanderung erflllt
wurden, muss von einer ungerichteten Migration ausgegangen werden. Die beobachteten
Unterschiede sind damit am ehesten durch eine gesteigerte chemokinetische Wirkung von
VEGF, CXCL2 und IL8 zu erklaren. Zu der chemotaktischen Potenz lasst sich anhand dieser
Daten somit keine Aussage treffen.

6.2.4.2. Die Wirkung von SB225002 auf die Chemotaxis und Chemokinese

Um die Mechanismen der CXCR2-Blockade besser verstehen zu konnen, wurden nun
weiterfiihrende Analysen nach Hinzugabe des Antagonisten durchgefiihrt. Da IL8 als Ligand
des CXCR2 in vielerlei Hinsicht besser erforscht ist als CXCL2 lag der Fokus auch hier auf
letzterem. So wurde das Migrationsverhalten von HUVEC uber 15h nach Hinzugabe von
CXCL2, SB225002 sowie einer Kombination aus beiden, videomikroskopisch beobachtet
(Abbildung 25a). Als Kontrolle diente auch hier 0.1% FCS. Es zeigten sich zu keinem
Zeitpunkt signifikante p-Werte im Rayleigh-Test (Abbildung 25h). Die Zellen, die mit dem
Antagonisten behandelt wurden, zeigten im Vergleich zu CXCL2 eine signifikant geringere
akkumulierte Distanz nach allen Zeitpunkten, eine geringere euklidische Strecke nach 6h
sowie reduzierte Geschwindigkeit zu allen Zeitpunkten. Somit wurde die Geschwindigkeit der
Zellen durch den Antagonisten signifikant reduziert. Der COM, die Direktionalitéat und der FMI
unterschieden sich jedoch nicht signifikant von denen unter alleiniger CXCL2 Stimulation. Im
Vergleich zur Kontrolle zeigte sich unter Behandlung mit dem Antagonisten lediglich in der
akkumulierten Strecke nach 6 und 12h ein Unterschied. Alle anderen Parameter waren nicht
signifikant verandert. Unter CXCL2 als Lockstoff waren die akkumulierte Strecke und die
euklidische Strecke nach 6h jedoch signifikant groRer als die der Kontrolle. Nichtsdestotrotz
zeigten sich auch hier keine signifikanten Veranderungen des COM, der Direktionalitat, des
FMI und der Geschwindigkeit (Abbildung 25d-g). Der Vergleich vom Antagonisten allein zur
Kombination mit CXCL2 ergab keinerlei Unterschiede. Die Kombination von CXCL2 mit dem
Antagonisten im Vergleich zur CXCL2 allein zeichnete sich durch eine signifikante Reduktion
der akkumulierten Strecke, der euklidischen Strecke und der Geschwindigkeit zu allen
Zeitpunkten aus, wohingegen diese Parameter durch alleinige Behandlung mit dem

Antagonisten weniger stark reduziert waren (Abbildung 25b,c,g). Obwohl fur keines der
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Molekile ein signifikanter Einfluss auf die Chemotaxis zu beobachten ist, da die dafir
notwendigen Kriterien nicht erfllt wurden, lasst sich doch schlussfolgern, dass der Antagonist
die Migrationsgeschwindigkeit und damit die zuriickgelegte Strecke reduziert. Die Kombination
von CXCL2 und SB225002 sollte hier die im Glioblastom nachgewiesene CXCL2
Uberexpression nachstellen (67, 86, 114). Der signifikante Effekt des Antagonisten auf priméare
humane Endothelzellen unter Standardbedingungen (SB) sowie in der nachgeahmten

Uberexpression (CXCL2 + SB), bestétigt seine hohe Wirksamkeit in vitro.
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Abbildung 25: SB225002 reduziert die Migrationsgeschwindigkeit und die zuriickgelegte Distanz von
HUVEC. Die Endothelzellen wurden in die p-Slides ausgesat und sobald sie adharent waren, wurde mittels CXCL2
(10ng), SB225002 (SB; 0,03uM) und einer Kombination aus beiden (CXCL2 + SB) in 0.1% FCS in ECBM2 ein
Chemokingradient aufgebaut. Die Zellen wurden tber 15h videomikroskopisch beobachtet und nach 6,12 und 15h
analysiert. (a) Darstellung der individuellen Wege aller beobachteten Zellen mit den angegebenen Molekiilen nach
6h (obere Reihe) und nach 15h (untere Reihe); COM: blaues Kreuz; Angabe der Distanz in um. Darstellung der
einzelnen Messparameter wie die (b) Akkumulierte Distanz, (c) die Euklidische Distanz, (d) Verschiebung des
COM, (e) die Direktionalitat, (f) der FMI, (g) die Geschwindigkeit sowie (h) des Rayleigh Tests im Zeitverlauf. Die
p-Werte des Rayleigh Tests waren zu keiner Zeit signifikant, was ein Zeichen der inhomogenen Verteilung der
Zellen zu allen Zeiten bedeutet. * zeigt das Signifikanzniveau im Vergleich zur Kontrollgruppe an; # zeigt das
Signifikanzniveau im Vergleich von CXCL2 zu CXCL2+SB an. Ein reprasentatives Experiment; n = 40
Zellen/Kondition; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001; # p < 0,01, ## p <0,001, ## p <0,0001 one-way ANOVA,
Bonferroni Korrektion.

6.2.5. 3D Spharoid-basierte Angiogenese

6.2.5.1. Etablierung der Sphéaroid-basierten Angiogenese an HBMEC

Die Spharoid-basierte Angiogenese ist ein dreidimensionales in vitro Modell der Neubildung
von Gefalien. Zur Etablierung des Modells an HBMEC wurden unterschiedliche Zellzahlen
(500, 1000, 2000, 3000 Zellen/Spharoid) sowie verschiedene Konzentrationen der Methocel
(0,6% und 1,2%) - und Collagen-Matrix (1,0 -3,0 mg/ml) ausprobiert. Es zeigte sich, dass die
HBMEC im Vergleich zu den HUVEC bei einer Aussaat von 1000 Zellen die stabilsten
Spharoide bildeten. Fur die HUVEC waren es 500 Zellen pro Spharoid. Die Stabilitat der
Spharoide garantierte eine Vergleichbarkeit der beiden Zelltypen. Zur Generierung der
HBMEC-Spharoide wurden diese in 1,2%iger Methocellésung ausplattiert wohingegen die
HUVEC-Sphéroide in einer 0,6%igen Losung die beste Stabilitat erreichten. Zur Testung des
Modells wurden beide Spharoidtypen mit unterschiedlichen Konzentrationen VEGF stimuliert,
was fur die HUVEC-Zellen ein gut etabliertes Modell ist (118). An HUVEC- und HBMEC-
Spharoiden fuhrten die unterschiedlichen Konzentrationen von VEGF (25, 50 und 100ng/ml)
nach 24h zu einer Steigerung der Sproutingflache und Sproutlange im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Interessanterweise zeichneten sich die HBMEC-Sphéaroide durch sehr lange
feine Sprouts aus, wohingegen die HUVEC-Sphéroide eher kiirzere Sprouts mit einer breiten
Basis aufwiesen (Abbildung 26a). Diese morphologische Veranderung wurde weiter
untermauert durch die signifikant gesteigerte mittlere und maximale Sproutlange der HBMEC-
Sphéroide (Abbildung 26e-f), wohingegen die HUVEC-Spharoide im Vergleich zur Kontrolle
lediglich signifikante Veradnderungen der mittleren Sproutlange und der Sproutingflache
aufwiesen. Ausschliel3lich bei 100ng/ml VEGF zeigte sich eine signifikante Zunahme der
maximalen Sproutlange in HUVEC (Abbildung 26a-d). Der Vergleich von HUVEC- zu
HBMEC-Sphéaroiden zeigte zudem hoch signifikante Unterschiede hinsichtlich der
Sproutingflache (p < 0,0001), der mittleren Sproutldnge (p < 0,0001) und der maximalen
Sproutlange (p < 0,0001) (Abbildung 26h-j).
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Abbildung 26: Etablierung der HUVEC- und HBMEC-Sphéroide. 3D Sphéroid-basierte Angiogenese (b-d) an
HUVEC und (e-g) HBMEC sowie (h-j) im direkten Vergleich nach Behandlung mit VEGF fur 24h in aufsteigenden
Konzentrationen (25, 50, 100ng/ml), 0,1% FCS in ECBM bzw. EBM diente als Kontrolle und ist mit ,C*
gekennzeichnet. (a) Représentative Bilder der HUVEC- und HBMEC-Sphéroide in maximaler Projektion und
daneben Bilder des jeweiligen klassifizierten Spharoids mit dem ,core” (aus dem Englischen, Kern) in dunkelgrau
und den ,Sprouts® in hellgrau. MaRstab 100um. Die Abbildungen zeigen die Sproutingflache (b, e), die mittlere
Sproutlange (c, f) und die maximale Sproutlange (d, e) nach Behandlung mit VEGF (25, 50 und 100ng/ml) wie
angegeben. Der Vergleich von HUVEC zu HBMEC zeigte (fur b-d vs.e-f) signifikante Unterschiede (p < 0,01-
0,0001). 3-4 unabhéangige Versuche mit jeweils n = 3 Sphéaroide/Kondition, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001, ****
p < 0,0001; one-way ANOVA, Bonferroni Korrektur

6.2.5.2. Der Einfluss von CXCL2 und IL8 auf die Angiogenese

Um die proangiogene Wirksamkeit von CXCL2 und IL8 im Vergleich zu VEGF analysieren zu
kénnen, wurde das 3D Spharoid basierte Sprouting Model nun herangezogen. Der Einfluss
der Molekile auf die Endothelzellen in unterschiedlichen Konzentrationen wurde untersucht.

Die Daten zeigen, dass CXCL2 und IL8 potente Alternativen zum VEGF-Signalweg sind.
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Sowohl auf die HUVEC als auch auf die HBMEC hatte VEGF den erwarteten proangiogenen
Effekt (Abbildung 27a-c).
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Abbildung 27: 3D-Angiogenese von HUVEC und HBMEC unter Einfluss von CXCL2 und IL8. Der
proangiogene Effekt von CXCL2 und IL8 im Vergleich zu VEGF wurde nach 24h Stimulation der Sphéroide
untersucht. Alle Molekile hatten einen Effekt. (a) zeigt reprasentative Bilder der HUVEC-Sphéaroide in der
Maximumprojektion und darunter binére Bilder der Sprouts fir die Kontrollgruppe und unter Stimulation mit VEGF,
CXCL2 und IL8 (100ng/ml), MaRstab 100um. (b) und (c) zeigen die prozentuale Anderung der Sproutingflache und
der Sproutldnge von HUVEC-Sphéroiden nach 24h Stimulation mit VEGF, CXCL2 und IL8 in den angegebenen
Konzentrationen (25, 50 und 100ng/ml), 0,1% FCS in ECBM diente als Kontrolle und ist mit ,C* gekennzeichnet. In
(d) Darstellung reprasentativer Bilder der HBMEC-Sphéroide in der Maximumprojektion und darunter binare Bilder
der Sprouts fur die Kontrollgruppe und unter Stimulation mit VEGF, CXCL2 und IL8 (100ng/ml), Maf3stab 100um.
(e) und (f) zeigen die prozentuale Anderung der Sproutingflaiche und der Sproutlange von HBMEC-Sphéroiden
nach 24h Stimulation mit VEGF, CXCL2 und IL8 in den angegebenen Konzentrationen (25, 50 und 100ng/ml), 0,1%
FCS in EBM diente als Kontrolle und ist mit ,C* gekennzeichnet. n = 6-12 Sphéroide/Kondition, * p < 0,05, ** p <
0,01, *** p <0,001, *** p < 0,0001; one-way ANOVA, Bonferroni Korrektur.

So waren die Sproutingfliche und die Sproutlange durch die verschiedenen Molekiile
unterschiedlich stark gesteigert. Unter VEGF-Stimulation kam es zu einer Steigerung der
Sproutingflache und Sproutldnge bei beiden primaren humanen Endothelzelltypen wie in
Abbildung 27b, c, e und f dargestellt. Auch durch die alternativen proangiogenen Molekiile
wurde die Sproutingflache und Sproutlange der HUVEC und HBMEC signifikant gesteigert
(Abbildung 27b, c, e und f). Wahrend bei den HUVEC hohere Konzentrationen von VEGF (2
50ng/ml) wirksamer waren, war der Effekt bei den HBMEC hinsichtlich geringerer

Konzentrationen verschoben (vgl. Abbildung 27e und f).
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CXCL2 und auch IL8 steigerten die Angiogenese der Hirnendothelzellen sowohl was die
Flache als auch die Sproutlange anging, signifikant. CXCL2 hatte in allen Konzentrationen
einen ahnlich groRen Effekt auf die Hirnendothelzellen wie VEGF. Im Gegensatz zu den
HUVEC, wurden die Angiogenese der HBMEC durch IL8 signifikant gesteigert. Somit lasst
sich schlussfolgern, dass CXCL2 und IL8 in allen Konzentrationen éhnliche Effekte auf die
HBMEC hatte.

6.2.5.3. Der Effekt des CXCR2-Antagonisten auf die Angiogenese

Als potenzielle Therapieoption im GBM war der antiangiogene Effekt des CXCR2-
Antagonisten insbesondere in Hinsicht auf die Gehirnendothelzellen interessant, da die
alternativen proangiogenen Molekile CXCL2 und IL8 die Neoangiogenese dieser Zellen
besonders stark steigerten, wohingegen ihr Effekt auf die HUVEC geringer ausfiel (Abbildung
27). Deshalb wurden diese Zellen genutzt, um den Effekt des CXCR2-Antagonisten,
SB225002, auf die Angiogenese zu analysieren. Dabei zeigte sich, dass der Antagonist allein
schon einen starken antiangiogenen Effekt auf die HBMEC hatte (Abbildung 28a-g).
Zunachst wurde die Wirksamkeit des Antagonisten in verschiedenen Konzentrationen allein
und in Kombination mit CXCL2 untersucht. Bei der Dosisfindung ergab die Literaturrecherche
sehr stark unterschiedliche Konzentrationen, die von 0,004uM bis 10uM reichten (82, 88, 94).
Da die HBMEC als primare humane Endothelzellen sehr empfindlich sind, erfolgten
Testversuche mit den geringsten bereits bekannten Konzentrationen, die in der Arbeitsgruppe
an einer murinen Gehirnendothelzelllinie bereits erprobt waren (85). Es wurden Versuche mit
unterschiedlichen Konzentrationen von SB225002 (0,125uM, 0,06uM und 0,03uM)
durchgeflihrt, um zu evaluieren in welcher Konzentration der Antagonist auf die Endothelzellen
besonders wirksam ist. Es zeigte sich, dass bei der Behandlung der Zellen in der Zellkultur
schon sehr niedrige Konzentrationen eine enorme Wirkung zeigten, deshalb wurden diese hier
dann angewandt. Die Spharoide wurden fir 24h allein mit dem Antagonisten SB225002 oder
in Kombination mit CXCL2 behandelt. Als Kontrollgruppen wurden die Zellen mit Basalmedium
+ 0,1% FCS oder CXCL2 stimuliert. Hierbei zeigte sich eine signifikante Reduktion der
Sproutingflache und Sproutlange sowohl bei alleiniger Behandlung mit SB225002 als auch in
Kombination mit CXCL2 in allen Konzentrationen (Abbildung 28a,b).

Zwischen der alleinigen Behandlung mit dem Antagonisten und der Stimulation mit CXCL2
gab es in keiner der Konzentrationen signifikante Unterschiede, was fir einen Effekt sprechen
wirde, der Uber den alleinigen CXCR2-Antagonismus hinaus geht. Um diesen moglichen
Effekt weiter zu quantifizieren wurde der Versuch auch in Kombination mit IL8 und VEGF
wiederholt. Hierfur wurden die eben genannten Molekile mit der bestwirksamen Konzentration
(0,06uM) von SB225002 kombiniert. Auch in diesem Versuchsaufbau fuhrte der Antagonist

87



allein und in Kombination mit den Molekilen zu einer signifikanten Reduktion der

Sproutingflache und der Sproutlange.

a b -
=,
ke ddEE
__ 200 P @ 250
-2 s
= @ 200
2 5
IThE Q 2 150 Fkhd
% o0 W o
B2 & 2 100
IS Is
p= =
LD o
(=1 cC
® >
ﬂJ
z OFdP & g\@,\ﬂiﬁ
< BETS F HRe
\j/ 3] »
fexeriVe
c orolgh
» 250
= LT e~
&
L
[
I @
= =
o2
L=
3
o
IEL C
w et
ar
®
< & O &
o gh

1]
—r
(o]

=il =
£ o © 0
g =2
o -204 € .20
= 5
05 40 O 2 404
w o W o
2 o 604 52 -0-
T To
D g0 e ° g0
o S EEE EEE 2 *
= 5 FEEH padn
5 -100 - 5 100+
~ = D LD =) el
HBMEC binare Bilder 3 S RN
o (00 D\j’ W (00 o
SO G o

Abbildung 28: 3D-Angiogenese unter Behandlung mit dem CXCR2-Antagonisten. Um die Wirkungsweise
des CXCR2-Antagonisten SB225002 analysieren zu kdnnen wurden HBMEC Sphéaroide zuné&chst mit dem
Antagonisten SB225002 (SB) allein in verschiedenen Konzentrationen (0,03uM; 0,06uM; 0125uM) sowie unter
Stimulation von CXCL2 (25ng/ml) behandelt. EBM mit 0,1% FCS diente als Kontrolle und ist mit ,C*
gekennzeichnet. Dargestellt sind die prozentuale Sproutingflache (a) und die Anderung der Sproutlange (b). n =
3-4 Sphéroide/Kondition, Daten aus zwei unterschiedlichen Experimenten. Da SB in einer Konzentration von
0,06puM die beste Wirksamkeit zeigte, folgte anschlieend eine Behandlung mit VEGF (50ng/ml), CXCL2
(25ng/ml) und IL8 (50ng/ml) sowie SB (0.06pM) allein und in Kombination der proangiogenen Molekile mit dem
Antagonisten. Interessanterweise hatte SB in allen Kombinationen einen antiangiogenen Effekt, auch in
Kombination mit VEGF. (c) und (d) zeigen die Anderung der Sproutingflache und der mittleren Sproutlange von
HBMEC-Sphéroiden nach 24h Stimulation mit VEGF, CXCL2 und IL8 sowie dieser in Kombination mit SB und
SB allein. (e) zeigt reprasentative Bilder der HBMEC-Sphéroide in der Maximumprojektion und darunter binare
Bilder der Sprouts fur die Kontrollgruppe und unter Stimulation mit VEGF + SB (50ng/ml/0,06uM), CXCL2 + SB
(25ng/ml/0,06puM) und IL8 + SB (50ng/ml/0,06uM), MalRstab 100um. (f) und (g) zeigen die prozentuale Abnahme
der Sproutingflache und mittlere Sproutlange von HBMEC-Spharoiden nach 24h Stimulation mit SB, VEGF + SB,
CXCL2 + SB und IL8 + SB im Vergleich zu der jeweiligen Kontrollgruppe (fur VEGF + SB vs. VEGF usw.). n =
1-4 Spharoide/Kondition, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001, **** p < 0,0001; one-way ANOVA, Bonferroni
Korrektur
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Die filigranen Sprouts, die unter mono-Stimulation mit VEGF, CXCL2 und IL8 entstanden,
waren in Kombination mit SB zudem nicht mehr sichtbar. Stattdessen zeigten sich oft auch
einzelne losgeloste einzelne Zellen (Abbildung 28e), die so ohne SB nicht auftraten. Die
Starke des Effekts von SB auf die Sproutingflache der HBMEC-Zellen in Kombination mit den
anderen Molekulen ist in Abbildung 28c und f abgebildet. Die prozentuale Abnahme der
Angiogenese in der Kontrollgruppe (SB vs. 0.1% FCS) lag bei -61%. Fiur VEGF lag sie im
Durchschnitt bei -74%, fiur CXCL2 bei -77% und fur IL8 bei -76%. Hier gab es kaum
Unterschiede zwischen den Gruppen. Die prozentuale Reduktion der Sproutlange (Abbildung
28d und g) lag fur VEGF bei -76%, fur CXCL2 und IL8 bei -85% und flr die Kontrolle (SB vs.
0.1% FCS) bei -69% im Durchschnitt. Interessanterweise war die Sproutingfliche und
Sproutlange bei der Kombinationsbehandlung mit VEGF ahnlich stark reduziert wie bei einer
kombinierten Behandlung mit CXCL2 oder IL8. Dies bestatigt nochmals die Theorie, dass der
Wirkmechanismus von SB225002 iber einen reinen CXCR2- Antagonismus hinaus gehen

muss.
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7. Diskussion

7.1. Zusammenfassung der Hauptergebnisse dieser Arbeit

In der retrospektiv untersuchten Patientenkohorte erlitten diejenigen Patienten und
Patientinnen erwartungsgemafd spater ein Rezidiv, die die Standardtherapie nach Stupp-
Schema erhielten. Die Rezidivtumore waren im Vergleich zu den Primartumoren von
signifikant weniger TAMs infiltriert. Zudem hatten Patienten mit einer sehr hohen TAM-
Infiltration ein signifikant verklirztes PFS und eine hohe TAM-Infiltration zeigte sich als positiver
Pradiktor fur ein kirzeres OS von Glioblastompatienten und -patientinnen. Entgegen der
Erwartung gab es keine Unterschiede innerhalb der Patientengruppen beziglich der VEGF-,
CXCL2- und IL8-Expression und auch das PFS und OS der Patienten war durch eine
Uberexpression der Molekiile nicht beeinflusst. CXCL2 war jedoch in den Rezidivtumoren der
Nicht-Standard-Gruppe signifikant reduziert und es fanden sich auch weniger CXCL2
exprimierende TAMs in den Rezidivtumoren dieser Gruppe. Auch wenn diese retrospektive
Analyse der Tumorproben keine ausschlaggebende Rolle des CXCR2 Signalwegs in der
Resistenzentwicklung im Glioblastom feststellen konnte, ist bekannt, dass dieser bei einer
Uberexpression mit einem Uberlebensdefizit assoziiert ist und die Angiogenese im GBM
fordert (70, 83, 86). So zeigten CXCL2 und IL8 eine mit VEGF vergleichbare proangiogene
Kapazitat an humanen Hirnendothelzellen im neu etablierten 3D Sphéaroid-basierten
Angiogeneseassay und der CXCR2 Antagonist SB225002 hemmte die Angiogenese und
Chemokinese in vitro. Die Anwendung von SB225002 allein und in Kombination mit
Temozolomid fiihrte zu einer verénderten Genexpression von pro- und antiapoptotischen
Genen sowie von Genen des VEGFR und CXCR2 Signalwegs. Im Folgenden sollen die
Starken und Schwéchen dieser Arbeit beleuchtet und die Ergebnisse vor dem Hintergrund der

aktuellen Literatur eingeordnet werden.

7.2. Vergleich der Patientenmerkmale mit der Literatur — kritische
Betrachtung der untersuchten Kohorte

In dieser Arbeit wurde die Relevanz des CXCR2 Signalwegs in der Angiogenese und
Resistenzentwicklung im Glioblastom untersucht. Dafir wurden zunachst klinische
Routineparameter und anschlieBend Immunfluoreszenzfarbungen an insgesamt 76
Tumorproben einer retrospektiven Patientenkohorte analysiert. Eine der wichtigsten Fragen,
die man sich als Forscher stellen sollte, ist, ob das angewandte Modell, in diesem Fall die
Patientenkohorte, ein repréasentatives Bild der zu untersuchenden Situation, hier der am
Glioblastom erkrankten Menschen, abbildet. Diese Frage lasst sich zumindest teilweise durch
einen Vergleich der Gruppenmerkmale wie Geschlecht, Alter, MGMT- und IDH-Status,

progressionsfreies Uberleben, Gesamtiiberleben mit anderen Studien klaren.
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Allgemein erkranken mehr Mé&nner als Frauen am Glioblastom sowie auch durch die
Patientenkohorte hier dargestellt, allerdings liegt das Verhaltnis laut WHO und dem Deutschen
Krebsregister eher bei 1,1-1,5:1 (3:9)(1, 5, 134). In dieser Arbeit war das Verhéaltnis mit 2:1
leicht verschoben. Das durchschnittliche Erkrankungsalter von Patienten und Patientinnen mit
IDH-Wildtyp Glioblastom liegt laut mehreren Studien zwischen 56 und 63 Jahren (1, 4, 27,
134), somit scheint die hier untersuchte Kohorte mit einem mittleren Erkrankungsalter von 58,7
Jahren reprasentativ zu sein.

Zu der molekularen Routinediagnostik gehdren die MGMT-Promotor-Methylierung die IDH1/2
Mutation, und weitere Mutationen von Genen wie z.B. ATRX (Alpha-Thalassamie-X-linked),
TP53 (Tumorsuppressor Protein p53) und dem TERT-Promotor (Telomerase Reverse
Transkriptase) die im Folgenden diskutiert werden sollen (1, 144).

Der Status der MGMT-Methylierung ist von besonderer Bedeutung, da eine
Hypermethylierung mit einem besseren Ansprechen auf Temozolomid und dadurch einem
verlangerten Gesamtiiberleben einhergeht (11, 133). Zahlreiche Studien zeigten, dass
Patienten und Patientinnen mit einer MGMT-Hypermethylierung gegeniiber Patienten und
Patientinnen ohne MGMT-Hypermethylierung sowohl ein signifikant verlangertes PFS und OS
haben (11, 133, 134). Per Definition wird von einer MGMT-Hypermethylierung ab einem Wert
von 10% gesprochen. Radke et al. zeigten 2019, dass dieser strenge Cutoff-Wert obsolet zu
sein scheint. In der Studie, die 111 Patienten und Patientinnen mit IDHwt GBM nach GTR und
Standardtherapie nach Stupp-Schema einschloss, hatten Patienten und Patientinnen mit
einem Methylierungsgrad von >20% ein deutlich verlangertes OS als solche mit <10% oder
10-20% (134). Auch in der in dieser Arbeit untersuchten Patientenkohorte hatte eine starke
MGMT-Promotormethylierung einen positiven Einfluss auf das PFS und das OS, was mit den
Daten in der Literatur einhergeht bzw. diese unterstitzt.

Des Weiteren wurden die Daten hinsichtlich der IDH-Expression analysiert. Seit etwas tber
10 Jahren werden Tumorproben auf eine Mutation des Enzyms untersucht (9). Mutationen im
IDH-1, seltener der IDH-2 treten in 5-10% der Glioblastompatienten und -patientinnen auf (1,
144, 145). Diese Patienten und Patientinnen haben im Vergleich zu Patienten und
Patientinnen mit IDHwt eine bessere Prognose (10, 145). Eine retrospektive Studie, die mehr
als 300 Patienten und Patientinnen einschloss, konnte zeigen, dass eine IDH1/2-Mutation bei
knapp einem Drittel der Patienten und Patientinnen nachgewiesen werden konnte, die langer
als 36 Monate Uberlebten wohingegen nur 4 % der Patienten und Patientinnen, die weniger
als 36 Monate Uberlebten eine solche Mutation aufwiesen. Allerdings macht der Anteil der
Patienten mit mutierter IDH, also die Anzahl an sogenannten sekundaren Glioblastomen
(siehe 4.1) nur ca. 10% aller Glioblastompatienten aus (1). In dieser Studie wies nur ein Patient
eine IDH-Mutation auf, sodass keine statistische Auswertung erfolgte. Da in dieser Arbeit die

Entwicklung eines Rezidivtumors eine Voraussetzung war und Patienten mit einer IDH-
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Mutation generell eine bessere Prognose haben, ist es durchaus mdglich, dass aufgrund
dieser nur ein Patient mit IDH-Mutation in die Studie eingeschlossen werden konnte.

Weitere molekulare Diagnosekriterien wie ATRX, TP53 und TERT, die spatestens seit der
WHO-Klassifikation von 2016 zum Standard der neuropathologischen Untersuchungen
gehdren (1), wurden in dieser Studie nicht ausgewertet, da Patienten und Patientinnen mit
Primartumoren aus den Jahren 2012-2016 eingeschlossen wurden und die diagnostischen
Daten nur fir einen kleinen Anteil der Gruppe vorlagen. Die Kriterien helfen hauptsachlich
dabei die Tumoren neuropathologisch sicher als Glioblastom einordnen zu kénnen. Aul3er dem
TERT-Promotor, dessen Mutation mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist, haben diese
Molekile keine Ubergeordnete prognostische Relevanz fir Glioblastompatienten und -
patientinnen (1, 144). Somit sollte das Fehlen dieser diagnostischen Parameter keinen
negativen Einfluss auf diese Studie haben.

Die Log-Rank-Test-Analysen des progressionsfreien Uberlebens und des Gesamtiiberlebens
konnten zeigen, dass Patienten und Patientinnen der Standardtherapie Gruppe wie erwartet
langer Uberlebten als die Patienten und Patientinnen, die nicht die Standardtherapie erhielten.
In der Standardtherapiegruppe lag das PFS bei 13,71 Monaten und das OS bei 28,2 Monaten
und somit deutlich Gber dem in der Literatur angegebenen OS von 15 Monaten fir IDHwt
Tumore (1, 4). Aber auch das Gesamtiberleben der Nicht-Standardtherapiegruppe war mit
14,6 Monaten gegenuber 9,9 Monaten bedeutend hoher als in anderen Studienpopulationen,
die nicht die Standardtherapie erhielten (1). Diese deutlich bessere Prognose im Vergleich
zur Literatur konnte daran liegen, dass zum einen nicht alle Patienten und Patientinnen ein
Rezidiv entwickeln und zum anderen nur 20-30% der Glioblastompatienten und -patientinnen
Uberhaupt eine Rezidivoperation erhalten, was ein Einschlusskriterien dieser Studie war (146).
Eine giinstige Prognose hangt bei Re-OP maf3geblich vom guten Allgemeinzustand, Alter,
einem langeren Intervall zwischen 1. Und 2. OP sowie dem Ausmal der 2. OP ab (147-149),
sodass diese Faktoren die Kriterien fur eine Re- OP ausmachten. Somit lie3e sich das deutlich
bessere OS in der hier untersuchten Patientenkohorte auch durch einen generell besseren
klinischen Zustand der Patienten und Patientinnen zum Zeitpunkt des Rezidivs erklaren. Diese
Selektion konnte das verlangerte PFS und OS im Vergleich zu anderen Studien erklaren (1,
4).

Das Glioblastom ist fir seine Heterogenitat bekannt, welche ein Grund fir die schnelle
Rezidiventwicklung ist (150-153). Diese Heterogenitat und grof3e interindividuelle Variabilitat
innerhalb desselben Tumors zeigten sich auch in dieser Arbeit. So muss bei der Entwicklung
neuer Therapieanséatze stets beachtet werden, dass die konkrete Strategie vielleicht nicht fur
alle Patienten und Patientinnen relevant ist.

Was diese Studie besonders positiv auszeichnet ist, dass hier erstmals in einem grof3eren

Rahmen (Nmawched = 38) gematchte Primér- und Rezidivtumoren analysiert wurden. Studien
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dieser Art existieren bis dato nur mit geringeren Fallzahlen von Nmarched = 14-17 Patienten und
Patientinnen (70, 154). Dies erlaubt den enorm wichtigen direkten Vergleich von priméren und
rezidivierten Glioblastomen. Insgesamt muss diese Fallzahl trotzdem kritisch betrachtet
werden, da 38 Patienten und Patientinnen bei einem so heterogenen Tumor natirlich nicht
unbedingt repréasentativ fur ein Kollektiv von tausenden Patienten und Patientinnen sein kann.
Wenn man aber bedenkt, dass die Charité eines der grof3ten neuroonkologische Zentren
Europas hat und alle Patienten und Patientinnen mit ausreichend Primar- und
Rezidivtumormaterial aus den Jahre 2012 — 2017 eingeschlossen wurden, ist dies als eine
beachtliche Anzahl anzusehen.

Um moglichst viele Patienten und Patientinnen einschlieen zu kénnen, wurden in dieser
Studie FFPE-Tumorproben verwendet, die zuvor auch von den Neuropathologen der Charité
zu diagnostischen Zwecken verwendet wurden. Dies hatte den entscheidenden Vorteil, dass
von Beginn an bewusst nur Patienten und Patientinnen eingeschlossen wurden, die zwei Mal
aufgrund des Glioblastoms operiert wurden. Von den initial 65 (130 Tumoren) Patienten und
Patientinnen, die identifiziert wurden, konnten aufgrund von fehlendem Patientenmaterial nur
38 (76 Tumoare) eingeschlossen werden. Der Vorteil Gewebe in FFPE zu fixieren ist, dass es
dadurch fiir Jahrzehnte haltbar gemacht wird (155). Zudem ist es ein standardisierter Prozess,
der weltweit durchgefihrt wird und zu einer Vergleichbarkeit von nachfolgenden
immunhistochemischen Analysen fihrt (155). Ein Nachteil der Formalin-Fixierung ist, dass es
zu einer Veranderung der DNA und einem ,Cross-Linking“ zwischen Proteinen und
Nukleinsduren kommt (156). Davon ist vor allem die RNA durch Degradation und chemische
Modifikationen betroffen (157). Auch wenn es inzwischen Methoden gibt, trotzdem RNA und
DNA zu isolieren, werden FFPE-konservierte Gewebeproben haufig nicht fur molekulare
Analysen genutzt (155, 158). Eine weitere Limitation stellt auch die manuelle Auswertung dar,
die trotz Verblindung und =zufédlliger Anordnung keine objektive Methode darstellt.
Nichtsdestotrotz  sind die in  dieser Arbeit durchgefihrten H.E.- und
Immunfluoreszenzfarbungen als Bereicherung anzusehen, da sie zur Erweiterung des
wissenschaftlichen  Kenntnisstands beitragen. Weiterfilhrende  molekulargenetische
Untersuchungen waren in der Zukunft allerdings wiinschenswert, um den Ergebnissen dieser
Arbeit mehr Gewicht zu verleihen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die hier untersuchte Patientenkohorte aufgrund der
klinischen und diagnostischen Parameter als reprasentativ angesehen werden kann fur all jene
Glioblastompatienten und -patientinnen, die zwei Mal aufgrund des GBM operiert werden
mussen. Die Verwendung von gematchten Tumorproben zeichnet diese Studie aus,
wohingegen die Fallzahl von 38 Patienten und ausschlie3liche Verwendung von FFPE-

Material als Limitationen genannt werden missen.

93



7.3. Die Relevanz der Mikroglia/Makrophagen-Infiltration im Primar- und
Rezidivtumor

Im Glioblastom werden Mikroglia und infiltrierenden Makrophagen kontroverse Rollen
zugeschrieben. Dass diese Zellen hochrelevant fir den Tumor sind, liegt nahe, da sie knapp
die Halfte seiner zellularen Anteile ausmachen (39, 48). In den letzten Jahren konnten TAMs
sowohl protumorale (50-52) als auch antitumorale (49) Eigenschaften nachgewiesen werden.
Die lang angenommene strikte Einteilung in M1 (antitumoral) - und M2-Phé&notypen
(protumoral) ist auf dem Hintergrund neuerer Daten nicht mehr haltbar (62, 159). Zunehmend
zeigt sich auch in der Population der TAMs die Heterogenitat des Glioblastoms (62-65). Warum
sind diese Zellen nun aber so wichtig? TAMs fordern wie eingangs in Kapitel 4.3 beschrieben
das Tumorwachstum und die Angiogenese durch die Sekretion von Wachstumsfaktoren, wie
VEGF (28, 39, 65) und Chemokinen wie CXCL2 und IL8 (28, 67, 160). Zudem konnte in
praklinischen und klinischen Studien anderer solider Tumoren gezeigt werden, dass eine hohe
Infiltration von TAMs mit einer schlechteren Prognose verbunden ist (161-163). In Gliomen
korreliert die Anzahl an infiltrierenden TAMs positiv mit dem Tumorgrad (53) und negativ mit
dem progressionsfreien Uberleben (54). In dieser Studie konnten wir zeigen, dass die Anzahl
der infiltrierenden TAMs im Rezidivtumor unabhangig von der Gruppe signifikant reduziert ist.
Dies bestéatigt Daten einer kleineren Studie, die dies bei 3 Patienten und Patientinnen mit
rezidiviertem Glioblastom bereits beobachtet hatte (164). Wahrend eine hohe Infiltration von
TAMs nicht mit dem PFS korrelierte, sprechen mehrere Analysen daflir, dass eine hohe Anzahl
von TAMs im Primartumor mit einem kirzeren Gesamtiberleben korreliert. Die Pearson-
Korrelationsanalyse zeigte dahingehend eine Tendenz (Alle: p = 0,07) und die Cox-
Regressionsanalyse bestatigte schlie3lich diesen Verdacht (univariat: p = 0,02; multipel p =
0,02) und zeigte, dass die TAM Infiltration einen positiven Pradiktor fur ein kirzeres
Gesamtiberleben darstellt. Diese Daten unterstutzen die These, dass TAMs hauptséchlich
protumorale Eigenschaften aufweisen. Interessanterweise zeigte eine Subgruppenanalyse der
Uberlebensdaten im Log-Rank-Test, dass insbesondere Patienten und Patientinnen mit einem
sehr hohen Anteil an TAMs (>1000 Zellen/mm?, n = 5) gegeniiber Patienten und Patientinnen
mit einer hohen Infiltration (520-1000 Zellen/mm?, n = 6) beim PFS (p < 0,01) und auch
tendenziell beim OS einen Uberlebensnachteil hatten. Somit tragen Mikroglia/Makrophagen
zur Tumorprogression bei und ihre Modulation bietet ein hochrelevantes therapeutisches
Target. Aber wie entfalten sie ihre protumorale Wirkung? Neben der in Kapitel 4.3
beschriebenen Sekretion von Wachstumsfaktoren und zahlreichen Chemokinen (28, 39, 65-
67, 160) beeinflussen sie die Tumormikroumgebung (56) und spielen so auch eine wichtige
Rolle in der Tumorangiogenese (68). So ist das Versagen antiangiogener Therapien auch mit
einer starkeren Infiltration von TAMs assoziiert (106, 161). Auf die Vaskularisierung und die

Expression proangiogener Molekile soll deshalb nachfolgend eingegangen werden.
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7.4. Die Vaskularisierung vor und nach TMZ-Therapie

Die Angiogenese gehért zu den ,Hallmarks of Cancer® (100) und ist ein wichtiger
therapeutischer Angriffspunkt der GBM Therapie (100, 165, 166). Die Blutversorgung des
Tumors ist notwendig, um ihn zum einen mit Nahrstoffen zu versorgen und zum anderen, um
ihn fur Therapeutika zuganglich zu machen. Die GefaRarchitektur im Glioblastom ist eine
besondere, da die GefaRe oft desorganisiert, unreif und dysfunktional sind (167, 168). Eine
besondere Rolle spielt hier auch die vaskulare Mimikry (168). Darunter versteht man, dass
Gefal3e entstehen, die nicht von Endothelzellen gebildet werden, sondern von
Gliomastammzellen, die dann an der Expression von spezifischen Stammzell- und
Endothelzellmarkern erkennbar sind (169). Baisiwala et al. zeigten, dass Temozolomid in vitro
und in einem Glioma-Xenograft-Mausmodell in vivo zu einer Induktion der vaskularen Mimikry
fuhrte (169). In unserer Studie zeigten sich keine Unterschiede hinsichtlich der Gefalzanzahl,
Gefaldflache und Gefal3grofie zwischen der Standard- und Nicht-Standard-Gruppe. Auch auf
das OS oder PFS hatte die Vaskularisierung keinen Einfluss. Mit Ausnahme der Gefa3anzahl,
die in den Rezidivtumoren der Standard-Gruppe reduziert war (p < 0,05), gab es auch keine
Unterschiede zwischen den Priméar- und Rezidivtumoren. Die Reduktion der Gefaf3anzahl bei
gleichbleibender Flache kdnnte in der Standard-Gruppe eine Folge der vaskularen Mimikry
und der daraus resultierenden Gefal3normalisierung sein, denn es ist auch bekannt, dass TMZ
zumindest im Xenograft-Modell in vivo zu einer Reduktion der Tumorgefal3e fihrt (170, 171).
Zudem haben wir die Gefal3e auch hinsichtlich der CXCR2-Expression untersucht. Dies war
kein einfaches Unterfangen, da sich die Ko-Farbung von Gefal3en (CD31) und CXCR2 als
sehr kompliziert herausstellte, sodass letztendlich auch nur ein Teil der Patienten und
Patientinnen untersucht werden konnte (n = 28; Standard: n = 13; Nicht-Standard: n =15).
Allerdings zeigten sich auch hinsichtlich der CXCR2*-GefalRen und ihrer Anzahl keine
Unterschiede innerhalb der Gruppen bzw. in Primér- und Rezidivtumoren. Angara et al. wiesen
kirzlich nach, dass insbesondere CXCR2*-Gliomastammzellen im Falle einer erfolgten
antiangiogenen Therapie fur die vaskulare Mimikry in vivo verantwortlich sind (83). Ein CXCR2
knockdown in diesen Tumorzellen bewirkte neben einem reduzierten Tumorwachstum auch
inkomplette Gefal3strukturen, die ihren mutmallichen Ursprung in der vaskularen Mimikry
hatten (83). CXCR2 ist in der alternativen Angiogenese im Glioblastom demnach ein wichtiges
therapeutisches Ziel. In dieser Kohorte hatte eine Behandlung mit Temozolomid allerdings
keinen Einfluss auf die Expression von CXCR2 in Endothelzellen der untersuchten
Tumorproben. Grunde dafur kdnnten auch hier die kleine Kohorte sein, denn nur 18 der 38
Patienten und Patientinnen erhielten eine zyklische TMZ-Therapie nach dem Stupp-Schema.
Ein weiterer Einflussfaktor kdnnte auch die Kontrollgruppe sein, denn diese bestand nicht
ausschlief3lich aus TMZ-naiven Patienten und Patientinnen, denn das Einschlusskriterium war

< 3 Zyklen TMZ. Da die kombinierte Radiochemotherapie der alleinigen Radiotherapie in den
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meisten Altersgruppen jedoch Uberlegen ist (22), ware es unethisch Patienten fir eine Studie
zu rekrutieren ohne ihnen, bei der ohnehin schon fatalen Diagnose, eine Temozolomidtherapie
anzubieten. Des Weiteren sind die Voraussetzung der Entwicklung eines Rezidivs und das
Matching der Tumorproben auch als limitierender Faktor anzusehen, da dadurch nur ein
Bruchteil der an der Klinik behandelten Patienten und Patientinnen in die Studie
eingeschlossen werden konnte. Deshalb sind diese Ergebnisse mit Vorsicht zu betrachten.
Zwar kénnen die Daten fir diese Subgruppe an Glioblastompatienten und -patientinnen als
reprasentativ angesehen werden, nichtsdestotrotz ist es mdglich, dass die Ergebnisse dieser
Studie nicht auf alle am Glioblastom erkrankten Menschen anwendbar sind. Neben
Endothelzellen, die durch die Ko-Markierung mit CD31 zu identifizieren waren, wurden
allerdings auch andere Zellen von dem CXCR2 Antikérper angefarbt. Welche Relevanz diese
Zellen im Glioblastom haben, lasst sich mit dieser Arbeit nicht klaren, sodass weitere

Untersuchungen notwendig sind, um die Relevanz von CXCR2* Tumorzellen zu klaren.

7.5. Die Relevanz des CXCL2/CXCR2 Signalwegs und der Einfluss auf das
Uberleben der Patienten und Patientinnen

Es gibt viele Hinweise zur Relevanz von CXCL2 und IL8 in Hinsicht auf die Tumorprogression
und Angiogenese im Glioblastom (70, 73, 83, 85, 86, 172). Hasan et al. wiesen 2019 nach,
dass die Uberexpression von IL8 im Rezidivtumor von GBM Patienten und Patientinnen mit
einem reduzierten progressionsfreien Uberleben und einem verkirzten Gesamtiiberleben
einhergeht (70). Zudem wurde anhand einer kleinen GBM Patientenkohorte mit gleichzeitiger
Uberexpression von IL8 und CXCR?2 ein signifikant reduziertes progressionsfreies Uberleben
(n = 4) und Gesamtiuberleben (n = 10) gezeigt (83). Die Analyse dieser Patientenkohorte
hinsichtlich der Expression alternativer proangiogener Molekle im Vergleich zu VEGF zeigte,
dass CXCL2 von allen Patienten und Patientinnen exprimiert wurde und, dass der Anteil der
IL8 exprimierenden Patienten und Patientinnen im Rezidivtumor zunahm (vgl. 6.1.4). Bruyére
et al. demonstrierten 2012, dass eine Langzeitbehandlung mit TMZ zu einer Uberexpression
von CXCL2 und IL8 in vitro fuhrt. Diese konnten anhand dieser Kohorte zwar nicht
nachgewiesen werden, allerdings weisen Vorarbeiten der Arbeitsgruppe darauf hin, dass
CXCL2 und IL8 bei ca. 1/3 der Patienten und Patientinnen bereits im Primartumor
Uberexprimiert sind (86). Unsere Analyse von Uber 500 Patienten und Patientinnen aus der
TCGA-Datenbank (The Cancer Genome Atlas) zeigte, dass eine Uberexpression von CXCL2
und IL8, aber auch VEGF mit einem reduzierten OS assoziiert sind (86). Eine hohe Expression
der Rezeptoren hingegen zeigte keinen Uberlebensnachteil (86). Die Analyse der 38 Patienten
und Patientinnen dieser Studie, konnte der Uberexpression der drei Molekiile im Log-Rank-
Test keinen Einfluss auf das PFS und OS nachweisen, was an der geringen Fallzahl liegen

konnte. Bei der in dieser Arbeit untersuchten Patientenkohorte wurde die Proteinexpression
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von CXCL2, IL8 und VEGF analysiert, wohingegen in unserer Vorarbeit mittels der TCGA-
Datenbank die Genexpression der proangiogenen Molekile untersucht wurde (86). Dass sich
Protein- und Genexpression durchaus unterscheiden kénnen, wurde in dieser Arbeit im Kapitel
»Stimulation mit proangiogenen Proteinen® in vitro nachgewiesen.

Allerdings kénnen auch anhand der hier untersuchten Patientenproben neue Aussagen
getroffen werden. Erstens konnte in der Cox-Regressionsanalyse nachgewiesen werden, dass
eine vorhandene IL8-Expression im Rezidivtumor als negativer Pradiktor fir einen friiheren
Tod gilt (univariat; p = 0,03). Somit leben Patienten, die IL8 im Rezidiv exprimieren
maoglicherweise langer als solche, die es nicht exprimieren. Dies ist allerdings mit Vorsicht zu
betrachten, da die multiple Analyse die IL8-Expression nicht als unabhangigen pradiktiven
Faktor identifizieren konnte (vgl. Tabelle 22) und, da die Hohe der IL8-Expression in dieser
Studie nicht betrachtet wurde. In diesem Zusammenhang ist es wichtig, dass bekannterweise
die Patienten und Patientinnen mit einer IL8 und CXCL2 Uberexpression auf
Genexpressionsebene eine kirzere Lebenserwartung haben als diejenigen ohne
Uberexpression (70, 73, 86). Dies konnten wir kirzlich unter Verwendung eines groRRen
Patientenkollektivs mit mehr als 500 GBM Proben aus der TCGA Datenbank aufzeigen (86).
AulRRerdem zeigte sich in der hier untersuchten Kohorte eine Tendenz dazu, dass die
CXCR2*Gefaliflache im Priméartumor mdoglicherweise einen positiven Einfluss auf das
Gesamtiberleben hat (univariat; p = 0,12). Die multiple Analyse ergab, dass die
CXCR2*Gefal¥flache das OS unabhangig von der TAM-Infiltration (p = 0,02) und unabhangig
von der Anzahl an erhaltenen TMZ-Zyklen (p = 0,07) beeinflusst (vgl. Tabelle 20). Das ist
Uberraschend, denn Yang et al. zeigten, dass eine Hochregulation von CXCR2 auf
Proteinebene in Gliomen mit einer schlechten Prognose verbunden ist (82). Anders als in
dieser Studie untersuchten die Autoren dort jedoch den ganzen Tumor und nicht nur die
Gefalie, was ein Grund fur die gegensatzlichen Ergebnisse sein kdnnte (82). AuRerdem muss
auch die GroRe der hier untersuchten Kohorte (n = 23) als Faktor fur eine limitierte
Aussagekraft des Ergebnisses angesehen werden. Nichtsdestotrotz handelt es sich um ein
interessantes Ergebnis, was in zukinftigen Patientenkohorten weitergehend analysiert werden
sollte.

Zweitens war die CXCL2-Expression bei der mit TMZ behandelten Gruppe im Rezidivtumor
gleich, wohingegen sie in der Nicht-Standard-Gruppe im Rezidivtumor signifikant sank.
AuRerdem konnte auch gezeigt werden, dass in den Rezidivtumoren weniger TAMs CXCL2
sezernierten und dieses demnach vermehrt von anderen Zellen exprimiert wurde. Auch hier
zeigte die Nicht-Standard-Gruppe eine signifikante Reduktion, was mit der dort reduzierten
CXCL2 Expression einhergeht. Somit Iasst sich die Rolle des CXCR2/CXCL2 Signalweges
zwar nicht abschlieBend klaren, dennoch unterstitzen diese Daten, was bereits Gber den

Signalweg bekannt ist und untermauern seine Relevanz im Glioblastom. Die Vorerkenntnisse

97



und Subgruppenanalyse der eigenen Vorarbeiten und die Arbeit Hasan et al. legen nahe, dass
der Signalweg insbesondere fir eine spezielle Subgruppe der GBM Patienten relevant ist (70,
86). Darlber hinaus konnten wir unter Verwendung der TCGA-Datenbank mit mehr als 500
eingeschlossenen GBM Tumorproben ermitteln, dass ca. 30% der Patientinnen und Patienten
CXCL2 Uberexprimierten (86).

7.6. Kritische Betrachtung des gewahlten in vitro Modells

Um auch in vitro ein méglichst realitdtsnahes Modell zur Untersuchung der angiogenetischen,
proliferativen, chemotaktischen Potenz und der Genexpression der alternativen prangiogenen
Molekile CXCL2 und IL8 zu haben, wurden primare humane Endothelzellen verwendet.
Priméare Zellen werden direkt aus Geweben isoliert und unterscheiden sich mal3geblich von
immortalisierten Zelllinien und weisen dadurch verschiedene Vorteile auf. Zum einen haben
sie weiterhin die in vivo Zellmorphologie, zum anderen behalten sie viele der in vivo
beobachteten Zellmarker und Funktionen bei (173, 174). Ein weiterer Vorteil des gewahlten in
vitro Modells dieser Arbeit ist, dass humane Zellen gegeniiber priméaren tierische Zellen, die
eine weitere Option zur Untersuchung dargestellt hatten, durch die unterschiedliche
Expression von Arzneimitteltransportern und anderen Rezeptoren zur Evaluation des
Signalwegs im Menschen Uberlegen sind (175). Ein Nachteil von priméren Zellen allgemein ist
jedoch, dass sie eine begrenzte Lebensdauer und Expansionskapazitat aufweisen und
schwieriger zu Kkultivieren sind. In dieser Arbeit wurden Humane Umbilikalvenen
Endothelzellen (HUVEC) und humane Gehirnendothelzellen (HBMEC) verwendet. So wurden
die beiden Endothelzelltypen bewusst und sorgféltig ausgewéhlt, denn HUVEC sind einfach
und kostengtinstig zu gewinnen und ein weit verbreitetes, gut erforschtes und zuverlassiges
Modell (79, 80). Ein Nachteil ist aber, dass sie nicht aus dem ZNS stammen und somit zur
Analyse von ZNS-spezifischen Pathologien und -relevanten Prozessen nur bedingt geeignet
sind. HBMEC hingegen haben den Vorteil aus dem Gehirn zu stammen, sind allerdings schwer
zu gewinnen und zu kultivieren bzw. zu expandieren und nur fir wenige Passagen verwendbar
(176), was als klarer Nachteil angesehen werden muss. Die Blutgefalie des Gehirns
unterscheiden sich von anderen GefaBen des menschlichen Kérpers u.a. durch ihre
aulRergewohnliche Funktion: die Ausbildung und Aufrechterhaltung der Bluthirnschranke
(111). Inwieweit primére Hirnendothelzellen diese Funktion in vitro beibehalten, ist umstritten.
So gibt es Daten, die darauf hinweisen, dass Hirnendothelzellen gemeinsam mit Perizyten
(177) bzw. Astrozyten oder deren Uberstand kultiviert werden missen (178, 179), um die in
vivo Charakteristika beizubehalten. Eine andere Studie, die vier immortalisierte
Hirnendothelzelllinien untersuchte und miteinander verglich, darunter auch immortalisierte
HBMEC, zeigte, dass eben diese in einer Monokultur in vitro die besonderen Eigenschaften
am besten beibehalten (113).
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das gewahlte in vitro Modell der Situation im
Menschen und vor allem auch im ZNS von den derzeit verfiigbaren Modellen sehr nahekommit.
Inshesondere die Kombination gut erforschter peripherer Zellen im Vergleich zu den weniger
erforschten, aber spezifischen Hirnendothelzellen zeichnet diese Arbeit aus. Fir die
Experimente wurden 2 Vials HBMEC gekauft und flr die Etablierung der Assays sowie die
Versuche verwendet. Noch wahrend der Arbeit nahm der Hersteller die Zellen vom
europaischen Markt, weshalb nicht alle Experimente mit beiden Zelltypen durchgefiihrt werden

konnten.

7.7. Der Effekt der alternativen proangiogenen Molektle auf die Proliferation,
Chemotaxis, Angiogenese und Genexpression von humanen Endothelzellen
Im Gegensatz zu IL8 ist Uber die Wirkung von CXCL2 auf Endothelzellen noch wenig bekannt.
Im Verlauf der letzten 30 Jahre wurde gezeigt, dass IL8 die Chemotaxis (80, 81), die
Proliferation, das Zelliberleben und die Angiogenese (79, 80) verschiedener Endothelzellen
fordert. Es ist bekannt, dass die Reaktion von Endothelzellen aus unterschiedlichen
Kdrperregionen auf angiogene Stimuli sich unterscheidet (142, 143), weshalb es wichtig war
neben dem gut etablierten Standard, HUVEC, auch Hirnendothelzellen zu untersuchen. Ein
entscheidender Faktor der angiogenetischen Kapazitat ist die Expression von CXCR1 und
CXCR2 (74) bei der es massive Unterschiede zwischen den verschiedenen Endothelzelltypen
wie z.B. HUVEC, mikrovaskulare Endothelzellen und Hirnendothelzellen gibt (74, 78, 79, 108).
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass neben VEGF auch CXCL2 und IL8 einen
signifikanten Effekt auf die Proliferation und Migration von HUVEC haben (86). Zum Erlernen
der Methodik wurden diese Versuche wiederholt und konnten den Effekt von VEGF und
CXCL2 bestatigen (6.2.1, 6.2.3). Fir IL8 konnte kein signifikanter Effekt nachgewiesen
werden. Vergleichend dazu sollten beide Assays auch fir HBMEC etabliert werden. In den
Etablierungsversuchen zeigte CXCL2 eine vergleichbare Wirkung wie VEGF in HBMEC, die
aber kein Signifikanzniveau im Vergleich zur Kontrolle erzielte (6.2.1). Nach mehreren
Testversuchen stellte sich heraus, dass aufgrund der reduzierten Expansionsféahigkeit der
Zellen diese Assays mit enorm hohen Zellzahlen nicht durchfihrbar war. Eine T25-
Zellkulturflasche HBMEC ergab zwischen 500.000 und 750.000 Zellen wohingegen fiir das
Proliferations- und Migrationsassay ca. 1,5 Mio. respektive 750.000 Zellen pro
Versuchsdurchlauf bendétigt wurden.
Folglich wurde nach alternativen Moglichkeiten gesucht. Um den Einfluss der simulierten
Uberexpression auf HUVEC und HBMEC zu untersuchen, wurden diese mit VEGF, CXCL2
und IL8 in verschiedenen Konzentrationen stimuliert. AnschlieRend erfolgten die RNA-Isolation
und eine Genexpressionsanalyse mittels gRT-PCR. Die Genexpression von
VEGFR1/VEGFR2 und CXCR1/CXCR2 in HUVEC und HBMEC anderte sich nach 24h
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Stimulation mit den proangiogenen Molekulen in vitro nicht (6.2.2.1). Die Vermutung, dass dies
ein zeitabhangiger Effekt sei, bestatigte sich nach Analyse zuséatzlicher Zeitpunkte (4h und
18h) nicht. Wahrend einige Studien gezeigt haben, dass unter physiologischen Bedingungen
nach Behandlung mit VEGF der Proteinspiegel von VEGFRL1 sinkt und der mRNA-Spiegel
steigt (180) konnte das in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. Ahnlich wie in dieser
Arbeit haben andere Studien jedoch gezeigt, dass VEGF die Expression seiner Rezeptoren
nicht erhéht (181, 182). Statt VEGFR2 zeigten Saito et al., dass die Expression des l6slichen
(soluble) VEGFRL1, der antiangiogene Funktionen besitzt und eine Splicevariante von VEGFR1
ist, hochreguliert wird (182). Die Uberexpression vom léslichen VEGFR1 erfolgte durch die
Hochregulation des von VEGF vermittelten VEGFR2-MEK-PKC-Signalwegs in Endothelzellen
(182). Somit konnte die durch VEGF, CXCL2 und IL8 initiilerte Reaktion von HUVEC und
HBMEC in vitro trotz der nicht verdnderten Genexpression durch alternatives Splei3en, post-
transkriptionelle Veranderungen oder eine erhdhte nachgeschaltete Signallbertragung erklart
werden (86).

Um die Migration der Endothelzellen zu untersuchen, ergab die Literaturrecherche das Ibidi p-
Slide-Chemotaxis Assay als Alternative zum zuvor verwendeten Boyden-Kammer-
Transwellmigrationsassay. Offensichtliche Vorteile dieses Assays sind, dass nur sehr geringe
Zellzahlen verwendet werden mussen. So werden fur einen Versuch mit 9 verschiedenen
Konditionen nur ca. 180.000-200.000 Zellen benétigt, was bedeutete, dass nach der Ernte
einer Zellkulturflasche zeitgleich das Chemotaxis-Assay und das 3D Angiogenese-Assay
durchgefuihrt werden konnte. Ein weiterer Grund warum die Entscheidung auf das p-Slide-
Chemotaxis fiel, war da dieses mit HUVEC bereits etabliert war und es eine Arbeit gab, die
dieses mit der Boyden-Kammer verglich (183-185). Zu den voraussehbaren Nachteilen
gehorten die hohen Kosten sowie der aufwendige Versuchsaufbau. Zunachst wurde der
Versuchsablauf an die Fragestellung angepasst. Fir die Etablierung wurden HUVEC
verwendet. Dabei zeigte sich, dass ein Konzentrationsgradient aufbaut, der jedoch nicht
konstant Uber 18h gehalten werden konnte, was durch die Diffusion von Lebensmittelfarbe
dargestellt werden konnte. Unter den genannten Aspekten, sollten die Ergebnisse des p-Slide-
Chemotaxis-Assays deshalb vorsichtig betrachtet werden. Nichtsdestotrotz steigerten VEGF
und CXCL2 das Migrationsverhalten von HUVEC in verschiedenen Testversuchen. Zwar
wurde die gerichtete Chemotaxis durch CXCL2 nicht gesteigert, so aber die Chemokinese.
Dies geschah durch die Steigerung der Gradlinigkeit (Euklidische Distanz) und der
akkumulierten Distanz der Zellen insbesondere innerhalb der ersten 6h des
Beobachtungszeitraums. Die Ergebnisse gehen zumindest teilweise mit den beobachteten
Effekten wahrend des Transwellassays (6.2.3; Abbildung 23) einher. Dort hatte lediglich
VEGF einen signifikanten Einfluss auf die Migration von HUVEC. Das steht jedoch im
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Widerspruch mit anderen Studien die zeigten, dass IL8 (80, 81) und CXCL2 (86) die Migration
von HUVEC steigern.

Durch die gelungene Etablierung des 3D-Spharoid-basierten Angiogeneassays konnte
erstmals gezeigt werden, dass HUVEC und HBMEC unterschiedlich auf die alternativen
proangiogenen Molekile CXCL2 und IL8 reagieren (6.2.5.2). CXCL2 und IL8 zeigten eine
hohe Wirksamkeit in dem neu etablierten 3D-Angiogenesemodell durch eine starke Steigerung
der angiogenetischen Aktivitat von HBMEC. Die Wirkung der alternativen proangiogenen
Molekile war in HBMEC vergleichbar mit VEGF, wahrend sie in HUVEC VEGF unterlegen
waren (6.2.5.2). Diese Ergebnisse untermauern die Relevanz des CXCR2 Signalweges in der
Angiogenese und zeigen erstmalig auch, dass CXCL2 mindestens genauso potent ist wie das
gut erforschte IL8 (73, 74, 82, 83, 186). Zudem konnte erstmals gezeigt werden, dass in
Abh&ngigkeit der Herkunft von Endothelzellen CXCL2 und IL8 variable Effekte haben. Die
unterstreicht die Bedeutung der CXCR2-Achse in der Umgehung der VEGF-vermittelten
Angiogenese generell und bietet einen Erklarungsansatz fur die Resistenzentwicklung im
Glioblastom.

7.8. Der CXCR2-Antagonist SB225002 reduziert die Chemokinese,
Angiogenese und verandert die Genexpression der Endothelzellen

Da sich der CXCR2-Signalweg als mdglicher Therapieansatz im Glioblastom anbietet, wurde
dessen Wirksamkeit in verschiedenen Versuchen an den Endothelzellen untersucht. Der
ausgepragte Effekt des CXCR2-Antagonisten SB225002 auf die Angiogenese und das
chemokinetische Verhalten von Endothelzellen legt eine hohe Wirksamkeit auch unter
simuliertem Uberangebot von CXCL2, wie es im GBM zu erwarten wére, nahe. Dies bestatigt
die Ergebnisse einer durch die Arbeitsgruppe durchgefihrten Studie an murinen
Endothelzellen in vitro und im Glioma-Mausmodell (85). Nach Behandlung mit SB225002 in
vivo zeigte sich dort eine verringerte Gefal3dichte, eine reduzierte Infiltration von Tumor-
assoziierten Mikroglia/Makrophagen und kleinere Tumorvolumina (85). In dem hier
verwendeten 3D-Sphéroid-basierten Angiogenesemodell reagierten auch Spharoide der
Kontroll- sowie der VEGF-behandelten Gruppe auf den Antagonisten. Dieser Effekt kdnnte
durch die zuvor beschriebenen antimitotischen und antiproliferativen Wirkungen des
Antagonisten erklart werden (88, 94). Petreacea et al. zeigten zudem, dass die Aktivierung
von CXCR2 in humanen mikrovaskularen Endothelzellen zu einer VEGF-unabhangigen Ko-
Aktivierung von VEGFR2 fuhren kann (187). Darlber hinaus gibt es Hinweise auf einen
,Crosstalk®, also eine gegenseitige Beeinflussung zwischen dem VEGF- und CXCL2/IL8-
Signalweg (86). Dieser wird durch das antiapoptotische BCL-X. und BCL-2 vermittelt wird
(188-190). Dabei kommt es zu einer durch BCL-X_ tUber den MAPK / ERK-Signalweg
vermittelten Uberexpression von VEGF. Uber den VEGFR2-Signaweg fiihrt VEGF dann zur
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Expression von BCL-2. Es ist bekannt, dass eine Hochregulierung von BCL-2 zur Expression
von IL8 in menschlichen Endothelzellen fuhrt (189). Durch die Anwendung von SB225002
koénnte dieser ,Crosstalk” mdglicherweise auch umgekehrt funktionieren. Dafiir spricht auch,
dass nach Behandlung mit dem Antagonisten die Genexpression des VEGF-Signalweges
insbesondere VEGFR2 nicht beeinflusst war, auf Proteinebene VEGFR2 jedoch in simulierter
Uberexpression von CXCL2/IL8 allein sowie in Kombination mit dem Antagonisten
hochreguliert war (Abbildung 22). Daher ist es wahrscheinlich, dass die Hemmung von
CXCR2 indirekt die VEGFR-Signallbertragung Uber jene Signalwege beeintrachtigt, die in
Kombination mit den antimitotischen, antiproliferativen Wirkungen den Effekt des Antagonisten

auf die Kontrollgruppen, sowie die VEGF- behandelten Gruppen erklaren kbnnte.

7.9. Erstein vitro Versuche der Kombinationstherapie

Die starke Wirkung des Antagonisten nicht nur auf murine Tumor- und Endothelzellen, sondern
auch auf die humanen Endothelzellen warf die Frage auf, wie sich SB225002 in Kombination
mit der Stadardchemotherapie Temozolomid auf die Gen- und Proteinexpression auswirken
wurde. In 6.2.2.2 wurde gezeigt, dass das proapoptotische BAX durch den Antagonisten allein
signifikant, aber auch in Kombination mit Temozolomid hochreguliert, und das
antiapoptotische BCL-2 signifikant herunter reguliert wurde. de Vasconcellos et al. zeigten
2015, dass es durch SB225002 zur Einleitung der Apoptose durch Triggerung eines sonst flr
die Tubulinbindung typischen Transkriptionsprogramms kommt (94). IL8 und CXCR2 wurden
durch den Antagonisten allein und durch die Kombinationstherapie induziert, nicht aber durch
TMZ allein. Interessanterweise wurde die Expression von CXCL2 nicht durch die Behandlung
mit TMZ induziert. Dies widerspricht der von Bruyére et al. 2011 gezeigten Uberexpression
von CXCL2 und IL8 in vitro nach Behandlung mit TMZ (75). Allerdings erfolgte die TMZ
Applikation anders als in dieser Arbeit als Langzeitbehandlung tiber mehrere Wochen, was mit
den hier verwendeten primaren humanen Endothelzellen nicht mdglich war. Ein direkter
Vergleich zu der Studie von Bruyere et al. ist somit nicht zulassig. Eine wichtige Frage ware,
ob die Kombinationstherapie einen additiven Effekt auf die Endothelzellen hat. Anhand der
Genexpressionsanalysen nach Kurzzeitbehandlung konnte kein Effekt festgestellt werden,
was nicht bedeutet, dass eine Kombination von SB225002 und TMZ keine synergistische
Wirkung hat. Um diese Frage zu klaren sind weiterfihrende préklinische Studien in vitro und

in vivo notwendig.

7.10. Zukunftige Therapieansatze als ,,Targeted Therapies*

Das katastrophale mittlere Uberleben von Patienten mit GBM sowie zahlreiche Studien und
Therapieversuche sprechen dafir, dass ein einzelner Therapieansatz im Glioblastom nicht
zielfuhrend ist. Auch wenn in dieser Patientenkohorte kein bestimmtes Verteilungsmuster der

CXCL2 Uberexpression nachgewiesen werden konnte, geht es darum, fir den einzelnen
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Patienten die beste Therapie zu finden. Diese These wird durch die TCGA-Analyse gestitzt,
die zeigte, dass ca. 30% der 528 untersuchten Patienten und Patientinnen CXCL2 hoch
regulieren und gegeniiber anderen Personen ohne Uberexpression ein Uberlebensdefizit
haben (86). Fir diese Patienten und Patientinnen kdnnte eine Kombinationstherapie mit einem
CXCR2-Antagonisten wie SB225002 von Bedeutung sein. Wie diese Arbeit zeigen konnte, hat
dieser einen grofRen Effekt auf primdre humane Endothelzellen in vitro sowie zahlreiche
antitumorale Effekte in verschiedenen Mausmodellen (83, 85). Die Relevanz des Signalwegs
insbesondere in der Angiogenese wurde anhand des neu etablierten 3D Angiogeneseassays
an Hirnendothelzellen nachgewiesen. Zudem ist bekannt, dass CXCR2 zur Entstehung von
GefalRahnlichen Strukturen beitragt, die sogenannte Vaskulare Mimikry (73, 83), und damit
direkt an der Resistenzentwicklung im Glioblastom beteiligt ist. Erste klinische Studien, mit
personalisierten Therapieansatzen gegen andere Chemokinrezeptoren wie z.B. CXCR4
zeigten sowohl allein als auch in Kombination mit der Standardtherapie bzw. antiangiogenen
Therapien vielversprechende Ergebnisse (191-193). Somit wére es hdchst relevant den Effekt
von SB225002 in Kombination mit der etablierten Standardtherapie in vivo und schlief3lich

auch in klinischen Studien zu untersuchen.
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Interpretation der Daten mithilfe von den Programmen Excel, Chemotaxis and Migration Tool, ImageJ
und Graphpad Prism sowie Erstellung der Abbildungen 3, 5 und 6. Verfassen des Manuskriptes und
Einreichen des Papers, Beantwortung und Diskussion der Fragen der Reviewer, Revision des

Datensatzes und des Manuskriptes, Korrespondenz mit den Editoren bis zur Veroéffentlichung.

Aus der oben genannten Publikation sind Teile der Figure 3 in dieser Arbeit wiederzufinden als
»Abbildung 18: Proliferation von HUVEC und HBMEC unter Einfluss von proangiogenen Molekulen.” Die
als Figure 5 veréffentlichten Daten finden sich nachfolgend zum Teil in ,Abbildung 26: Etablierung der
HUVEC- und HBMEC-Sphéroide.“, ,Abbildung 27: 3D-Angiogenese von HUVEC und HBMEC unter
Einfluss von CXCL2 und IL8.“ wieder. Daten aus Figure 6 der oben genannten Publikation lassen sich
zudem in ,Abbildung 25: SB225002 reduziert die Migrationsgeschwindigkeit und die zurtickgelegte
Distanz von HUVEC.“ und ,Abbildung 28: 3D-Angiogenese unter Behandlung mit dem CXCR2-
Antagonisten.” finden. Die Ergebnisse der oben genannten Abbildungen werden in dieser Arbeit in den
Kapiteln 6.2.2.1, 6.2.4.2,6.2.4.1, 6.2.5.1, 6.2.5.2, und 6.2.5.3 beschrieben.
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Kremenetskaia, J. Zollfrank, S. Mueller, K. Rubarth, A. Koch, P. Vajkoczy und G. Acker.
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Etablierung und Durchfihrung der Immunfluoreszenzfarbungen, Fluoreszenzmikroskopie sowie

Aufnahme entsprechender Datensatze. Statistische Analyse und Interpretation der Daten mithilfe von
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den Programmen Excel, ImageJ, SPSS und Graphpad Prism sowie Erstellung der Abbildungen 1, 2, 3
und 7 sowie der Tabellen 1, 2 und 3. Verfassen des Manuskriptes und Einreichen des Papers,
Beantwortung und Diskussion der Fragen der Reviewer, Revision des Datensatzes und des

Manuskriptes, Korrespondenz mit den Editoren bis zur Veroffentlichung.

Aus der oben genannten Publikation sind Teile der Figure 1 in dieser Arbeit wiederzufinden als
Abbildung 12: Das progressionsfreie und Gesamtiberleben der Patientenkohorte nach
Therapieregieme und Expression verschiedener Merkmale. und Abbildung 13: H6here Infiltration von
TAMSs im priméren Glioblastom. Die als Figure 2 und 3 vergffentlichten Daten finden sich nachfolgend
zum Teil in Abbildung 14: Kein Unterschied in der VEGF Expression im pGBM und rGBM. Abbildung
15: Die Expression von CXCL2 in Rezidivtumoren ist bei Patienten und Patientinnen, die weniger TMZ
erhielten geringer und IL8 ist im Rezidivtumor hochreguliert. und Abbildung 16: Die Vaskularisierung im
pGBM und rGBM im Vergleich. Daten aus der Tabelle 1 der oben genannten Publikation lassen sich
zudem in Tabelle 17: Uberblick der Patientencharakteristika und Tabelle 18: Individuelle klinische
Patientencharakteristika finden. Die Daten der Tabelle 2 finden sich in dieser Monographie in Tabelle
20: Cox-Regressionsanalyse des Gesamtlberlebens und die Daten der Tabelle 3 entsprechen den
Daten der Tabelle 21: Cox-Regressionsanalyse des PFS der vorliegenden Monographie. Die
Ergebnisse der oben genannten Abbildungen werden in dieser Arbeit im Kapitel 6.1 und seinen
Unterkapiteln 6.1.1 bis 6.1.7 beschrieben.
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Veroffentlichung.

Aus der oben genannten Publikation sind Teile der Figure 2, 3, 4, 5 in dieser Arbeit wiederzufinden als
Abbildung 21: Genexpression von HUVEC nach Behandlung mit TMZ und SB. und Abbildung 22: Die
Expression von CXCR2 und VEGFR2 von HUVEC nach Behandlung mit der Kombinationstherapie. Die

Ergebnisse der oben genannten Abbildungen werden in dieser Arbeit im Kapitel 6.2.2. und seinen
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Unterkapiteln beschrieben.
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Unterschrift des Doktoranden/der Doktorandin
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Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Version meiner
Arbeit nicht veroffentlicht.
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