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1 Zusammenfassung / Abstract

1.1 Zusammenfassung

EINLEITUNG Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist ein extrem wandlungsfahiger und
aggressiver Tumor und stellt Forscher immer wieder vor Herausforderungen. Es existieren bereits
zahlreiche Ansatze zur Therapie dieses Hirntumors. Die derzeit etablierte Standardtherapie
verlangert das mittlere Uberleben der Patientlnnen bisher aber nur um wenige Monate. Neue
experimentelle Ansatze ricken deshalb immunologische und anti-angiogene Therapien in den
Vordergrund. Die uber Chemokine vermittelte Chemotaxis ist unter anderem Teil des
Immunsystems, Chemokine kénnen aber auch angiogene Wirkung entfalten. Die Signalachse
Uber CXCR2/CXCL2 stellt einen alternativen Angiogenesesignalweg im Glioblastom dar. Ziel
dieser Arbeit ist die Erforschung eines neuen therapeutischen Ansatzes zur Verlangsamung des
Tumorwachstums durch die Blockade des CXCR2-Signalwegs Uber den small-molecule Inhibitor
SB225002.

METHODEN GL261 Glioblastomzellen wurden intrakraniell in ein syngenes Mausmodell
implantiert. Der Antagonist wurde mittels osmotischer Minipumpen direkt in den Ventrikel
appliziert. Der 14- bzw. 7-tagige Behandlungszeitraum wurde am Tag der Tumorzellimplantation
bzw. nach 14-tadgiger Tumorwachstumsphase begonnen. Die Tumorvolumina wurden mittels
MRT vor Therapiestart und am Ende des Behandlungszeitraumes gemessen. AnschlieRend
wurden die Gewebeproben immunhistochemisch gefarbt und Molekile des Signalweges,
Gefalde, Zellen der perivaskularen Nische und Proliferations- und Apoptosemarker ausgewertet
und verglichen. GL261 wurden auflerdem in vitro mit SB225002 inkubiert und anschlielend in
Proliferationsassays analysiert. Die Expression der Gene des Signalweges wurden nach

Antagonisttherapie mittels real time-PCR ausgewertet.

ERGEBNISSE Die Therapie mit SB225002 fUhrte zu signifikant reduzierten Tumorvolumina um
51% nach Tumorzellimplantation mit simultanem Therapiebeginn. Nach CXCR2-Blockade der
etablierten Tumore im zweiten Versuchsaufbau waren die Tumorvolumina um 47% reduziert. Die
Anzahl der Mikroglia und GefaRe war nach CXCR2-Blockade durch den Antagonisten signifikant
reduziert wohingegen CXCR2, CXCL2, Proliferations- und Apoptose-Marker keine
Veranderungen zeigten. Die Proliferation von Tumor- und Endothelzellen war in vitro nach
Behandlung mit dem CXCR2-Antagonisten signifikant reduziert, bei den Glioblastomzellen war
der beobachtete Effekt grofRer. Die Behandlung der Tumorzellen mit dem small-molecule Inhibitor
veranderte auflerdem die Expression der Gene des CXCR2-Signalweges in Tumor- und

Endothelzellen.



SCHLUSSFOLGERUNG Die Blockade des CXCR2/CXCL2 Signalweges im GBM-Mausmodell
resultiert in einer reduzierten TumorgroRe, sowohl im Anfangsstadium als auch in der
exponentiellen Tumorwachstumsphase. Der small-molecule Antagonist SB225002 reprasentiert
somit einen erfolgsversprechenden neuen Therapieansatz. Tiefergehende Untersuchungen des
Signalweges und Studien zu Kombinationstherapien sind nétig, um die Etablierung einer

lebenszeitverlangernden Therapie des Glioblastoma multiforme voranzutreiben.
1.2 Abstract

INTRODUCTION Glioblastoma multiforme (GBM) is one of the most aggressive and
heterogeneous tumor entities and is still a challenge for clinicians and scientists in the
development of new therapy strategies. Under current standard therapies, patients’ overall
survival improves only for a few months. New approaches in GBM therapy relate to immunological
and anti-angiogenic strategies. The chemokine system and its receptors are part of the immune
system but can also act as an alternative angiogenic mediator. Specifically, CXCL2 and its
receptor CXCR2 could be identified as an alternative signaling pathway regulating angiogenesis
in GBM. This study investigated the blockage of the CXCR2/CXCL2 signaling axis using the

small-molecule inhibitor SB225002 as a new therapeutic approach in GBM.

METHODS GL261 glioma cells were implanted intracranially into a syngeneic mouse model.
Small-molecule antagonist SB225002 was applied to the ventricle system via osmotic mini
pumps. Treatment started either on the day of tumor cell implantation and was administered for
14 days or after two weeks of tumor growth with a shorter treatment period of 7 days. MRI
measurements of the tumor volumes were carried out before and after treatment period.
Immunofluorescence analysis were conducted focusing on therapy induced changes of the
signaling pathway, the tumor vasculature and its perivascular niche with accumulation of tumor
associated microglia and macrophages (TAMs) as well as the proliferation and apoptosis
behavior. In vitro, MTT-proliferation assay as well as gene expression studies were carried out

using GL261 glioma cells and endothelial cells.

RESULTS Tumor volumes were reduced by 51% when CXCR2 antagonist were administered in
the initial growth phase and by 47% starting administration after two weeks of tumor growth. The
tumor vasculature was impaired by significantly reduced vessel counts accompanied by reduced
accumulation of TAMs, whereas CXCL2/CXCR2 as well as proliferation and apoptosis were
unaffected in vivo. CXCR2 antagonization in vitro showed reduced proliferation in MTT-assay of
GL261 tumor cells and endothelial cells. Altered gene expression of CXCR1, CXCR2 and CXCL2

could be detected as well.



CONCLUSION The blocking of chemokine receptor CXCR2 resulted in significantly reduced tumor
volume in vivo among with diminished vasculature. SB225002, a small-molecule CXCR2 inhibitor,
may represent a new and promising treatment strategy in fighting glioblastoma multiforme. Now,
further studies and combination strategies are needed to establish effective and life prolonging
therapy in GBM.
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2 Einleitung

2.1 Das Glioblastoma multiforme

2.1.1 Epidemiologie

Das Glioblastoma multiforme (GBM) gehort zu den am schlechtesten differenzierten
hirneigenen Tumoren. Rund 70% aller bosartigen Hirntumore werden in diese Gruppe
der Gliome eingeteilt (1). Die maligne Neoplasie des Gehirns weist eine hohe Mitoserate
und ein hohes Rezidivrisiko auf und geht mit einer deutlichen Verringerung der
Lebenserwartung einher (2). Fur bosartige Hirntumore im Allgemeinen liegt die relative
5-Jahres-Uberlebensrate fir Frauen bei 24%, fir Manner bei 21% (1). Die relative 5-
Jahres-Uberlebensrate von Glioblastomerkrankten betragt hingegen nur 9% bei Frauen
und 6% bei Mannern (1).

Bosartige Tumore des Zentralen Nervensystems (ZNS) treten in jedem Lebensalter auf.
Far 2020 geht das Zentrum fur Krebsregisterdaten von 3500 (Frauen) bzw. 4400
(Manner) Neuerkrankungen in Deutschland aus (1). Die hochste Erkrankungsrate liegt
bei beiden Geschlechtern in der Altersgruppe von 75 — 79 Jahren (1). Das mediane
Erkrankungsalter liegt bei 66 (Frauen) bzw. 62 (Manner) Jahren (3).

Obwohl Glioblastome meist spontan auftreten, gibt es eine Haufung von Fallen unter
Kaukasiern und Menschen aus industriell gepragten Regionen. Familiar auftretende
Formen betreffen mit 1% aller Falle nur einen geringen Anteil der Erkrankten. Dazu
zahlen zum Beispiel das Li-Fraumeni- und das Lynchsyndrom (4). Aul3er einer starken
Exposition  durch ionisierende  Strahlung, wie zum Beispiel bei einer
Ganzkopfbestrahlung, gibt es keine eindeutigen Risikofaktoren, die die
Wahrscheinlichkeit, an einem Glioblastom zu erkranken, deutlich erhohen (2).
Interessanterweise wird ein Zusammenhang zwischen Autoimmunerkrankungen wie
Atopie, Allergien und einer erniedrigten Erkrankungswahrscheinlichkeit vermutet. Die
Grundlagen dieser protektiven Mechanismen sind bisher nicht geklart (5).

Rund 90% der Glioblastome entstehen als Primartumor. Nur 10% der diagnostizierten
Glioblastome sind Sekundartumore, haben sich also aus einer weniger aggressiven
Vorstufe entwickelt (6). Die primare Form des GBM wachst schnell und aggressiv in nur
circa drei Monaten zu einer GroRe heran, die durch ihre raumfordernden Eigenschaften
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Symptome verursacht. Nach aktueller Datenlage unterscheiden sich primare und

sekundare Gliome morphologisch nicht voneinander (7).

2.1.2 WHO-KIlassifikation

Primare ZNS-Tumore entstehen aus hirneigenen Zellen. Uber die Pathogenese von
Hirntumoren ist insgesamt wenig bekannt. Maligne ZNS-Tumoren werden nach der
jeweiligen Ausgangszellpopulation eingeteilt (8). Bei Erwachsenen finden sich, wie oben
beschrieben, Uberwiegend Gliome. Diese werden nach den entarteten Ursprungszellen,
aus denen sie hervorgehen, benannt. Sie entstehen aus Gliazellen, benannt von Rudolf
Virchow nach dem griechischen Wort fur Leim, Glia (9). Gliazellen bilden das
Stutzgewebe des Nervensystems und sind im Zellverband des ZNS an vielfaltigen
Funktionen wie der Bildung von Myelinscheiden um Axone oder an Entzindungs- und
Reparaturprozessen beteiligt (9). Aufgrund der Beteiligung an Proliferationsprozessen
sind Gliazellen im Gegensatz zu Nervenzellen flexibel und besonders teilungsfahig.
Diese Eigenschaft macht sie anfallig fur eine maligne Entartung (9).

Die grofdte Gruppe innerhalb der durch die Weltgesundheitsorganisation (WHO)
etablierten Klassifikation der Gliome bilden die Astrozytome (10). Es erfolgt eine weitere
Einteilung in niedriggradige Astrozytomen in Grad | und Il mit sehr guter bis guter
Prognose, hin zu den hohergradigen Astrozytomen in Grad Il und IV mit schlechter bis
sehr schlechter Prognose (7). Das Glioblastom entspricht einem Astrozytom Grad IV und
damit der bosartigsten Form der hirneigenen Gliome (11).

Im Jahr 2016 wurde die Klassifikation der Gliome durch die WHO aktualisiert und im
Rahmen dessen eine neue Leitlinie zur Diagnostik und Therapie veroffentlicht (12). In der
Klassifikation geht die WHO besonders auf molekulare Parameter ein, welche die
neuropathologische Diagnostik verbessert und eine genauere Differenzierung bei der
Einteilung der Gliome erlaubt (13). Die wichtigsten molekularen Marker, welche

implementiert wurden, werden im Folgenden kurz aufgefuhrt und erlautert.

Die Isocitratdehydrogenase-1 oder -2 (IDH-1/-2) ist ein Enzym, das DNA-Methylierungen
stimuliert (14). Eine Punktmutation in diesem Gen (IDH-mutiert) spricht fur ein Astrozytom
(15). Bei Glioblastomen deutet eine IDH-Mutation auf die Genese aus einem niedrig
gradigeren Gliom hin, also auf ein sekundares Glioblastom. Die meisten Glioblastome
sind primare Glioblastome und damit nicht IDH-mutiert, sogenannte IDH-Wildtypen (11).

Die Identifizierung der |IDH-Mutation ist in der neuen WHO-Klassifikation von
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diagnostischer Relevanz. Fur die Therapie spielt die Einteilung keine Rolle, die Prognose

IDH-mutierter Glioblastomen ist aber besser als die der IDH-Wildtyp Tumoren (11).

Das Gen der O8-Methylguanine-DNA-Methyltransferase (MGMT) codiert fiir ein DNA-
Reparaturenzym (14). Eine Methylierung des Promotors des MGMT-Gens senkt dessen
Expression und erlaubt damit einen verbesserten Angriff DNA-schadigender Substanzen
auf Tumorzellen, wie zum Beispiel durch Medikamente aus der Gruppe der Alkylantien
(11). Die Einteilung in MGMT-methyliert und MGMT-nicht-methyliert hat somit klinische
Relevanz. Eine Methylierung ist ein positiver Pradiktor fur das Ansprechen auf eine
Therapie mit Temozolomid, einem Alkylanz und Standardmedikament in der Therapie
von Gliomen, und geht mit einer besseren Prognose einher (11).

Die 1p/19q Kodeletion ist eine unbalancierte Translokation zwischen Chromosom 1 und
19, welche charakteristisch fur Oligodendrogliome ist. Ist keine Deletion vorhanden, weist
dies auf eine astrozytare Herkunft hin (14). Als weitere Kriterien der neuen WHO
Klassifikation zu nennen sind die Histon 3 K27M Mutation und die Adenosintriphosphat-
abhangige Helikase (ATRX) Mutation (14).

Die WHO Kilassifikation setzt den Fokus auf aktuelle Forschungsergebnisse der
molekularen Marker und ruckt damit die pathologische Diagnostik bei Hirntumoren weiter
in den Vordergrund. Trotz molekularer Charakterisierung und differenzierter Diagnostik
gibt es bisher keine nachhaltige Therapie des GBM.

2.2 Klinik, Diagnostik und Therapie des Glioblastoma multiforme

2.2.1 Klinik und Diagnostik

Glioblastome werden aufgrund ihres schnellen Wachstums frih symptomatisch. Haufig
treten fokale oder generalisierte Krampfanfalle sowie fokale neurologische Ausfalle auf
(16). FrGhsymptome konnen, bedingt durch den erhdhten Hirndruck, Kopfschmerzen

sowie Ubelkeit und Erbrechen sein (17).

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist in der Diagnostik die bildgebende Methode
der Wahl. Eine Kontrastmittelaufnahme im Tumorareal weist auf das Vorhandensein
einer Schrankenstorung hin und gilt als hinweisend auf ein Gliom Grad IIl oder IV (12).
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Klassischerweise stellt sich das GBM mit girlandenformiger Kontrastmittelaufnahme,

Nekrosearealen im Zentrum und einer vaskularisierten Auf3enzone dar (18).

2.2.2 Etablierte Standardtherapie

Der erste Schritt der Standardtherapie ist die chirurgische Resektion. Es sollte dabei eine
Entfernung von Uber 98% des Tumorgewebes angestrebt werden (19). Eine vollstandige
Resektion ist durch das infiltrierende Wachstum nahezu unmdglich (20). Der Versuch
einer kompletten Resektion ist trotzdem die primare und sofortige Therapie der Wahl
nach Diagnosestellung (12). Hilfsmittel zur moglichst genauen Tumorresektion ohne
Verletzung intakter Gehirnareale wahrend der Operation sind Neuromonitoring, eine
Darstellung der Tumorrander oder die Durchfuhrung intraoperativer MRTs oder
Computertomographien (CT) (12). Die Auswahl der perioperativen Hilfsmittel zur
moglichst genauen Resektion ist immer abhangig vom Patienten und der Erfahrung der
Klinik und des Teams. Die alleinige Resektion reicht allerdings als Therapie nicht aus.
Erster groRer Meilenstein in der Verbesserung der Therapie des GBM war die 2005 von
Stupp et al. veroffentliche Studie zur Modifizierung der bis dahin etablierten
Standardtherapie (21). Das Goldstandard Therapieschema baut bis heute auf dieser
Arbeit auf. Die weiter als Erstlinientherapie geltende chirurgische Resektion wurde durch
eine Kombination aus adjuvanter Strahlentherapie mit systemischer Temozolomid-Gabe
erganzt (21). Dadurch konnte das mediane Uberleben weiterhin nur von 12,1 auf 14,6

Monaten verlangert werden (21).

2.2.3 Neue Therapieansatze in der Klinik

Das Glioblastom stellt durch seine speziellen biologischen Faktoren wie der veranderten
Blut-Hirn-Schranke, dem einzigartigen Tumormikromilieu und den Besonderheiten des
lokalen Immunsystems des ZNS eine besondere Herausforderung fur die Entwicklung
neuer Therapiekonzepte dar (2). Durch das bunte Bild molekularer Profile wie den IDH-
1/2 Mutationen und dem MGMT-Methylierungsstatus gibt es neben der Goldstandard
Therapie nach dem Stupp-Schema bereits Strategien, die je nach Alter,
Gesundheitszustand und Genotyp als ergadnzende Optionen zum Einsatz kommen. In der
Therapie neu diagnostizierter Gliome kommen aul3erdem verschiedene experimentelle

Ansatze zum Einsatz, die in Form von Studien getestet werden.

Beispiel eines vielversprechenden Ansatzes ist die CeTeG-Studie, welche die
Kombination von Temozolomid mit Lomustine bei MGMT-methylierten Tumoren
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untersucht. Die Ergebnisse der Studie zeigten ein verlangertes medianes
Gesamtuberleben von 31,4 Monaten bei einfacher Temozolomid Therapie auf 48,1
Monaten bei Kombination mit Lomustine (22). Der Ansatz ergab aufgrund von
Nebenwirkungen und der Kohortenauswahl keine klinisch ableitbare Relevanz, sodass

Lomustine nicht in die routinemafige Therapie des Glioblastoms Ubernommen wurde.

In einem kurzlich erschienenen Review prasentieren Marenco-Hillembrand et al. eine
Zusammenfassung und Evaluation neuer Therapieansatze, welche in den letzten Jahren
in klinischen Studien getestet wurden (23). Aufgrund der bisweilen unubersichtlichen
Studienlage und der Vielzahl der experimentellen Therapieoptionen und -kombinationen
verglichen sie das mediane Uberleben der Patientinnen in den verschiedenen
Therapieprotokollen. Die Therapie mit der héchsten Tendenz im medianen Uberleben
war eine adjuvante Behandlung mit Tumortherapiefeldern (TTF), zusatzlich zu den
etablierten Standardtherapien (23). Bei der TTF-Therapie werden von extern Elektroden
auf der Kopfhaut befestigt, Uber die elektromagnetische Wechselfelder aufgebaut
werden. Die erzeugte Oszillation der Molekule induziert eine Mitosehemmung im
verbliebenen Resttumorgewebe und hemmt damit das Wachstum (24). Das Review
verglich das deutlich erhéhte mediane Uberleben unter TTF-Therapie von 20,7 Monaten
mit dem durchschnittlichen medianen Uberleben aller ausgewerteten Studien der
verschiedenen Therapien von nur 13,5 Monaten (23). Die wichtigste Limitation der TTF
Therapie ist die lange Tragedauer von 18 Stunden pro Tag, welche die Lebensqualitat
der Patientlnnen teilweise stark beeintrachtigt und die Compliance reduzieren konnte.
Auch wenn die TTF Daten nur auf einer einzigen groRen randomisierten Phase Il
Interventionsstudie von Stupp et al. basieren, wurde die Therapie aufgrund des geringen
Nebenwirkungsprofils sowie des vielversprechenden Effekts von der FDA (U.S. Food and
Drug Administration) bereits vor einigen Jahren als zusatzliche Therapieoption bei neu
diagnostizierten Glioblastomen in den USA genehmigt (25-27). Seit Anfang 2020 wird die
Therapie auch in Deutschland von den gesetzlichen Krankenkassen iUbernommen (28).

Trotz grolRRer Fortschritte in der Erforschung des Glioblastoms, einem enormen
Wissenszugewinn und zahlreichen neuen Therapieansatze konnte das mittlere
Gesamtuberleben in den letzten Jahrzehnten nur wenig gesteigert werden (29). Vor
diesem Hintergrund werden weiterhin neue Therapieansatze bendtigt. Strategien der
personalisierten Medizin in Form von ,targeted therapy, Immuntherapien, anti-

angiogenen Therapeutika und Kombinationstherapien erwiesen sich in anderen
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aggressiven Tumorentitaten bereits als vielversprechend und sind aktuell in das Zentrum

der Aufmerksamkeit geruckt.

2.3 ,Targeted therapy”“ - Personalisierte Krebstherapie in der

Glioblastomforschung

2.3.1 Immunologische Therapien in Klinik und Forschung

Immunologische Therapien zielen auf eine Verstarkung der Immunantwort des Korpers
gegen Tumorzellen ab (30). Die Immunevasion, also das Verstecken der Tumorzellen
vor dem Immunsystem, stellt eine wichtige Strategie in der Tumorgenese dar (31). Durch
die Heterogenitat innerhalb des Tumors ist die Immunevasion im Glioblastom besonders
ausgepragt und damit ein moglicher Angriffspunkt in der Tumorbekampfung (31). Aktuell
gibt es in dem weiten Feld der Tumorforschung viele immuntherapeutische Ansatze,
unter anderem kommen die im Folgenden vorgestellten Checkpoint-Inhibitoren und
Tumorimpfstoffe bei anderen Krebsarten bereits klinisch zum Einsatz. In der Therapie
des Glioblastoma multiforme gibt es bisher keine etablierte und zugelassene
Immuntherapie, mehrere klinische Phase Ill Studien ergaben keine erfolgversprechenden
Ergebnisse im Vergleich zu den Standardtherapien (30). Im Folgenden werden die
wichtigsten ~ Wirkprinzipien vorgestellt, um einen Einblick in das Prinzip

immunmodulierender Therapien zu geben.

Checkpoint-Inhibitoren modulieren Strukturen auf Immunzellen, die zuvor im Rahmen der
Tumorgenese von Tumorzellen auller Kraft gesetzt wurden (32). Durch Checkpoint
Inhibitoren wird das Immunsystem wieder reaktiviert und greift Tumorzellen an.
Angriffspunkte fur Checkpoint-Inhibitoren, die auch schon in klinischen Tumorstudien
zum Einsatz kamen, sind u.a. der Programmed Death-Ligand 1 (PD-L1) und das
Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4 (CTLA4) (32). Cloughesy et al. zeigten
2019 in einer klinischen Studie mit 35 Patientinnen mit rezidiviertem Glioblastom, dass
eine neoadjuvante Gabe von Pembrolizumab, einem Checkpoint Inhibitor, im Vergleich
zu einer adjuvanten Gabe das Uberleben der Patientinnen signifikant verlangerte (33).

Eine weitere immunologische Therapiestrategie ist die der Tumorimpfstoffe (30).
Impfstoffe vermitteln Uber die Stimulation des korpereigenen Immunsystems eine

spezifische Immunantwort gegen Antigene auf Tumorzellen (34). Die Idee der
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Tumorimpfstoffen und erste experimentelle Versuche gehen bis in die 1970er Jahre
zurlck (35). Die bekannteste Impftherapie bei Krebserkrankungen ist BCG (Bacillus
Calmette-Guérin), ein Tuberkulose Impfstoff, der bei lokal begrenztem Urothelkarzinom
in der Blase eingesetzt wird (36). Seit der Entdeckung von BCG ist ein weiterer Impfstoff
gegen Prostatakrebs zugelassen worden (37). In der experimentellen Glioblastom-
Forschung gibt es derzeit mehrere laufende Studien zu individualisierten Impfungen mit
Antigen-bestuckten dendritischen Zellen (DCs) (38). DCs sind die effektivsten Antigen-
prasentierenden Zellen im menschlichen Immunsystem (39). Sie konnen dem
Immunsystem Epitope aus Tumorlysat prasentieren und initieren dadurch eine
Immunreaktion gegen Tumorzellen (38). Vorexperimente zu einer grof3en noch laufenden
klinischen Phase IlI/lll Studie aus Oslo mit DC-Impfung zeigten ein 2,9-fach langeres
Uberleben der sieben geimpften Glioblastompatientlnnen im Vergleich zu entsprechend
zugeordneten Kontrollpatientinnen sowie eine gute Vertraglichkeit der Therapie (34).
Eine weitere groRe Studie aus Kalifornien mit DC-Impfung bei Glioblastom startete
bereits 2006 mit insgesamt 331 eingeschlossenen Patientlnnen (40). Die Ergebnisse der
Studie sind noch immer unter Verschluss. 2018 veroffentlichte Vorergebnisse weisen auf
ein mdgliches verlangertes Uberleben der geimpften Patientinnen hin (40).

Eine weitere Immuntherapie ist die Chimaren-Antigen-Rezeptor-T-Zellen Therapie (CAR-
T), welche vor allem bei bestimmten B-Zell-Lymphomen und Leukamien erfolgreich
eingesetzt wird (41). AulRerdem gibt es Ansatze, Tumorzellen mit Viren zu infizieren, um
eine Tumorlyse durch das von den Viren aktivierte Immunsystem auszulosen (42). Weder
CAR-T- noch Impftherapien brachten bisher nennenswerte klinische Erfolge beim
Glioblastom. In der Therapie anderer Tumorerkrankungen nehmen sie allerdings bereits
einen hohen Stellenwert ein (30). Vor allem bei Melanomen und nicht-kleinzelligen
Lungentumoren haben Therapien mit Checkpoint Inhibitoren oder Chimaren-Antigen-
Rezeptor T-Zellen ihren Platz in der Therapie bestimmter Mutationstrager gefunden (43).

2.3.2 Anti-angiogene Therapien in Klinik und Forschung

Bosartige Gliome wachsen schnell und unkontrolliert. Um eine ausreichende Versorgung
mit Nahrstoffen und Sauerstoff fur das schnell wachsende Tumorgewebe zu
gewabhrleisten, mussen die Tumorzellen ein neues Netzwerk aus BlutgefalRen aufbauen.
Die Aussprossung neuer Blutgefalle aus bereits vorhandenen GefalRen nennt man
Angiogenese (44). Die Angiogenese ist im Korper ein streng regulierter Vorgang, der nur

durch pathologische Veranderungen wie Neoplasien oder in der Wundheilung ausgelost
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wird und, zum Beispiel im Menstruationszyklus, in sehr begrenztem Umfang auch als
physiologischer Prozess ablauft (44). Charakteristischerweise verlauft die
Tumorangiogenese unkontrolliert und chaotisch. Neu entstandene Gefalle haben oft
groRe Kaliberschwankungen und eine erhohte Permeabilitat, sodass sie den Tumor
stellenweise nur unzureichend versorgen konnen und es in hypoxischen Arealen zu

Nekrosen kommt (45).

Durch die dynamische und schnelle Proliferation des Glioblastoms kann die Versorgung
mit Nahrstoffen und Sauerstoff Uber die Blutbahn nicht mehr mithalten. Dadurch
entstehen innerhalb des Tumorareals hypoxische Bereiche und nekrotische Zonen (46).
Die Hypoxie induziert unter anderem die Ausschuttung des vaskularen endothelialen
Wachstumsfaktors (VEGF) (47). Der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor und der
zugehorige Rezeptor VEGFR bilden die zentrale und bisher am besten erforschte
Signalachse der GefalRineubildung, -proliferation und -modulation. Anti-angiogene
Therapieansatze setzen an der veranderten Gefal3architektur des Tumors als
Angriffspunkt zur Reduktion des Tumorwachstums an (48). Es werden verschiedene
Strategien genutzt, um in die Signalwege der Angiogenese einzugreifen und diese zu

verandern oder zu unterbinden.

Der Antikorper Bevacizumab inhibiert die GefalRneubildung im Tumor, indem er an VEGF
bindet und die Aktivierung der Zelle durch den Liganden verhindert (49). Der Antikorper
hat aktuell eine Zulassung in der Schweiz fur die Monotherapie von Glioblastom-
Rezidiven (50). Ein systematisches Review der Cochrane Datenbank aus 2018 zeigte,
dass Bevacizumab zwar das rezidivfreie Intervall bei neu diagnostizierten Glioblastomen
verlangert, die Therapie aber zu keinem verlangerten allgemeinen Uberleben fiihrt (51).
Ameratunga et al. stutzten sich dabei vor allem auf die Ergebnisse von zwei Studien, die
beide 2014 im New England Journal of Medicine veroffentlicht wurden. Sowohl Chinot et
al. mit der AVAglio-Studie als auch Gilbert et al. untersuchten in grol3en randomisierten
klinischen Phase Il Studien den Nutzen einer Bevacizumab Gabe zusatzlich zur bis dahin
etablierten Standardtherapie (52, 53). In einer klinischen Phase Il Studie zur
Rezidivtherapie des Glioblastoms wurde durch Bevacizumab ebenfalls das rezidivfreie
Intervall postoperativ verlangert, aber nicht die mittlere Uberlebenszeit (54). Neben einem
fehlenden positiven Therapieoutcome in der Bevacizumab-Gruppe wiesen die
therapierten Patientinnen zusatzlich eine deutlich erhohte Rate an Nebenwirkungen wie

Thrombosen, Blutungen und arterieller Hypertonie auf (54).
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Dieser und weitere Ansatze sind Fragestellung der gegenwartigen Forschung. Aufgrund
langjahriger Erfahrung mit Bevacizumab und dem dafur geringen Fortschritt in der
Glioblastomtherapie mit dem Antikorper wurde in den letzten Jahrzehnten nach
alternativen Signalwegen gesucht. Chemotaktische Enzyme und Rezeptoren bilden ein
wichtiges zellulares Kommunikationssystem. Indem sie sowohl in das lokale
Immunsystem des Tumors als auch in die GefalRentwicklung eingreifen, stellen sie einen

attraktiven Angriffspunkt fur die Tumortherapie dar.

2.4 Chemokine regulieren Immunsystem und Angiogenese in Tumoren

2.4.1 Klassifikation und Funktion von Chemokinen

Chemotaktische Enzyme (Chemokine) sind Proteine, die von Zellen zur Kommunikation
untereinander ausgeschuttet werden (55). Aktuell sind mehr als 50 Chemokine und 19
Chemokin-Rezeptoren im menschlichen Organismus beschrieben (56-58). Bei der
zielgerichteten Wanderung von Zellen, der Chemotaxis, bewegen sich die Zellen entlang
eines Konzentrationsgradienten von Chemokinen innerhalb des Gewebes oder migrieren
aus der Blutbahn zu ihrem Zielort (55). Chemokine kdnnen sowohl homdostatisch als
auch inflammatorisch agieren und regulieren die Migration, Adhasion, Phagozytose,
Zytokinsekretion, Proliferation und Apoptose von Zellen (59). Je nach Anordnung der
Cystein-Motive im molekularen Aufbau der Chemokine werden diese in XC-, CC-, CXC-
und CX3C-Chemokine eingeteilt (60). Die Untergruppe der CXC-Chemokine greift neben
allgemeinen chemotaktischen Effekten auch in die Regulation der Angiogenese ein (61).

Chemokine der CXC-Familie werden in ELR-positiv (ELR+) und ELR-negativ (ELR-)
eingeteilt, je nachdem, ob eine Abfolge der Aminosauren Glutamat-Leucin-Arginin als
Motiv zu finden ist (61). CXCLA1, 2, 3, 5, 6, 7 und 8 gehoren zu den ELR-positiven CXC-
Chemokinen (62). Im Gegensatz zu den ELR-negativen Chemokinen CXCL4 und 14 sind
ELR-positive Liganden pro-angiogen (63).

Chemokine binden an Chemokin-Rezeptoren auf Zelloberflachen und aktivieren
Signalkaskaden in den Zellen. Ligand und Rezeptor sind in der Regel nicht spezifisch,
sondern konnen jeweils an unterschiedliche Partner binden. Der Chemokinrezeptor
CXCR2 wird von allen ELR-positiven CXC-Chemokinen aktiviert und nimmt damit eine

besondere Rolle in den durch Chemokinen induzierten Angiogenese-Signalwegen ein
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(61). CXCR2 wurde erstmals 1991 von Murphy et al. beschrieben und zeigt eine 77%ige
Ubereinstimmung der Aminosduren mit CXCR1 (64-66). An CXCR1 binden aber
ausschlieRBlich CXCL6 und 8 (67, 68). Bezogen auf die Aktivierungsachsen der
Chemokine fur Chemotaxis, Angiogenese und die Transdifferenzierung von Zellen zu
stammzellahnlichen Zustanden ist malRgeblich CXCR2 und nicht CXCR1 beteiligt (45,
61, 69). Im zentralen Nervensystem wird CXCR2 vor allem von Granulozyten,
Oligodendrozyten, T-Lymphozyten und Endothelzellen exprimiert (66).

2.4.2 Der CXCR2/CXCL2 Signalweg

CXCL8 ist im humanen Glioblastom einer der prominentesten pro-angiogenen CXC-
Liganden und bildet gemeinsam mit CXCR2 die wichtigste Chemokin-Signalachse der
Angiogenese (70). Synonym wird CXCLS8 als Interleukin-8 (IL-8) bezeichnet, da es durch
seine pro-inflammatorischen Eigenschaften auch zur Familie der Interleukine zahlt (56).

Die vorliegende Arbeit basiert auf tierexperimentellen Arbeiten an Mausen. Da Mause
kein CXCL8 exprimieren, liegt der experimentelle Schwerpunkt auf CXCL2, einem bisher
weniger gut erforschtem CXCR2-Liganden. CXCL2 ist von allen CXC-Liganden in seiner
Expression und Signaltransduktion am Rezeptor CXCR2 dem Liganden CXCL8 am
nachsten (71-74). Aufgrund der Ahnlichkeit von CXCL2 und CXCLS8 in Bezug auf die
Interaktion mit CXCR2 und der luckenhaften Forschungslage zu CXCL2 wird der
Signalweg hier anhand von CXCL8 besprochen. Dies kann nach bisherigem
Forschungsstand analog auf CXCL2 Ubertragen werden (71).

Der Schlusselrezeptor CXCR2 ist ein G-Protein gekoppelter Rezeptor, dessen
biologische Funktionen die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten, die
Akkumulation von Makrophagen und die Angiogenese einschlielen (44). Als Folge der
Aktivierung des heterotrimeren kleinen G-Proteins durch Phosphorylierung starten zwei
wichtige Signalkaskaden (61).

Zum einen wird Uber die Aktivierung der Phosphoinositid-3-Kinasen, der Phospholipase
C und weiterer Kinasen und Phosphorylasen Calcium mobilisiert und/oder der Mitogen
Activated Protein (MAP)-Kinase-Weg initiiert (61). Am Ende der jeweiligen Signalwege
folgt die Aktivierung von Promotoren und Transkriptionsfaktoren, welche wiederum die
Proteintranslation regulieren. Die aktivierten Transkriptionsfaktoren des CXCR2/CXCL8
Signalweges regulieren ausschlieBlich proliferativ wirkende Gene. Diese fordern unter
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anderem das Zellwachstum und die Angiogenese, sichern das Uberleben der Zelle und

aktivieren die Invasion der Zelle in den Blutkreislauf (75).

Die zweite wichtige Signalkaskade, die durch die Aktivierung von CXCR2 startet,
resultiert in einer Aktin-Polymerisation. Aktin ist Bestandteil des Zytoskeletts der Zelle.
Durch den Umbau des Zytoskeletts wird die Zelle motil und kann sich zielgerichtet
bewegen. Dies fordert die Migration, Invasion und die Metastasierung der Tumorzelle
(75).

2.4.3 Chemokin-Signalwege als therapeutische Angriffspunkte

Chemokine und ihre Rezeptoren bilden aufgrund der Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten potentielle therapeutische Ansatzpunkte fur eine Vielzahl von
entzundlichen Erkrankungen wie der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung, Asthma,
akutem Lungenversagen und Autoimmunerkrankungen (76). Tumorgenese,
Tumorangiogenese und Metastasierung in verschiedenen Tumorentitaten wie Melanom,
Lungen-, Prostata-, Leber- und Pankreaskarzinom zeigten ebenfalls eine Korrelation mit
der Hochregulation von CXCR2 in den Tumorzellen (77). Aufgrund der hohen Relevanz
von CXCR2 in der Vermittlung der pro-angiogenen Effekte von ELR+ Chemokinen nimmt
der Rezeptor eine tragende Rolle in der Tumor- und Krebsforschung ein (61). CXCR2-
defiziente Mause im Lungenkarzinom-Modell zeigten in Studien beispielsweise ein
verlangsamtes Tumorwachstum durch reduzierte Angiogenese (78). Diese Erkenntnisse
fordern eine weitere Exploration der Chemokin-Signalwege und eine Ubertragung auf

andere Tumorentitaten, um neue therapeutische Ansatze zu etablieren.

2.4.4 Die Rolle von CXCL2/8 und CXCR2 im ZNS und in Gliomen

In der Entwicklung von Gliomen spielen Chemokine eine wichtige Rolle in der Tumor-
assoziierten Entzindungsreaktion, der Angiogenese, dem Tumorwachstum und der
Metastasierung (63). Die perivaskulare Nische, bestehend aus Gefalken, Gliom-
Stammzellen, Mikrogliazellen bzw. Tumor-assoziierten Makrophagen (TAMs), Perizyten
und weiteren gewebsspezifischen Komponenten ist Dreh- und Angelpunkt der
Tumorangiogenese (79). ELR-positive Chemokine induzieren die Angiogenese, indem
sie pro-angiogene hamatopoetische Zellen und Immunzellen sowie endotheliale
Vorlauferzellen in neu entstandene perivaskulare Nischen rekrutieren (45). Im zentralen
Nervensystem werden CXCL2 und CXCL8 von aktivierten Mikroglia und Astrozyten
sowie Endothelzellen und infiltrierenden neutrophilen Granulozyten exprimiert (74).
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CXCL2 und CXCL8 mit den Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 gehoéren zu den fur die
Angiogenese im GBM relevantesten und am besten erforschten Signalwegen. In
humanen Gliomen konnte eine Hochregulation von CXCL8 sowohl in vitro als auch in
vivo nachgewiesen werden (44, 80). Studien ergaben eine vermehrte Tumorprogression
bei erhohten CXCL8 Levels in humanem GBM Gewebe und zeigten somit die Relevanz
hochregulierter CXCL8 Expression auf (44, 81, 82). Des Weiteren nehmen sowohl die
CXCLS8 als auch CXCR2 Expression mit hdheren Tumorgraden in Gliomen zu, sodass in
Stadium IV (GBM) und in Rezidiv-Tumoren die hochste Expression zu sehen war (83).

Durch ihre Schlusselposition in der Tumorangiogenese stellt die CXCR2 Signalachse mit
den Liganden CXCL2 und CXCLS8 einen attraktiven Angriffspunkt fur Therapiekonzepte
dar. Ein Eingriff in den Signalweg konnte Einfluss auf sowohl immunologische als auch
angiogene Effekte im Tumormilieu haben und die Wachstumsdynamik verandern.

2.5 Die Blockade des CXCR2-vermittelten Signalweges im Glioblastom

2.5.1 CXCR2-Blockade durch Antikorper

Die Inhibierung des CXCR2/CXCL8 bzw. CXCL2 Signalwegs wird als Ansatzpunkt in der
Therapie von Glioblastomen diskutiert. Versuche, CXCR2 mit spezifischen monoklonalen
Antikorpern zu blockieren und somit die Angiogenese zu inhibieren, wurden bereits
erfolgreich in einigen Modellen anderer Tumorentitdten in vivo durchgefuhrt, unter
anderem in Weichteilsarkom- und Pankreaskarzinom-Modellen (84, 85). Die CXCR2-
Blockade mittels Antikdrper wurde bisher in vitro an Glioblastom- sowie Astrozytomzellen
mit vielversprechenden Ergebnissen getestet (86, 87). Uberdies konnte in
vorangegangenen Studien unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass die lokale
Antikorper-vermittelte Blockade von CXCR2 zu verminderter Tumorgrof3e im
Glioblastom-Modell fuhrt (88). Antikorper sind allerdings relativ gro3e Moleklle. Sie
konnen in aller Regel auf Grund ihrer GroRe die Blut-Hirn-Schranke nicht von alleine
uberwinden und nur begrenzt in solides Tumorgewebe eindringen. Des Weiteren haben
sie ein hohes Nebenwirkungspotential, unter anderem durch Kreuzreaktionen mit
unbeteiligten Zellen und Akteuren des Immunsystems (89). Die Ubertragung der
Medikamente aus dem experimentellen Rahmen in die Klinik ist somit haufig limitiert.
Hinzu kommen hohe Produktions- und damit auch Therapiekosten durch aufwendige
Herstellungsprozesse (89).
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2.5.2 CXCR2-Blockade durch small-molecule Inhibitoren

Eine Alternative zu Antikorpern stellen die small-molecule Antagonisten dar. Bekannte,
in der Klinik bereits regular eingesetzte Beispiele sind Tyrosinkinaseinhibitoren wie
Imatinib bei chronisch myeloischer Leukamie oder Sorafenib beim hepatozellularen
Karzinom (90). Small-molecule Antagonisten sind niedermolekulare organische
Verbindungen, die an Oberflachenproteine wie Chemokin-Rezeptoren binden und deren
Konfiguration verandern (91). Schon 2003 konnten Rubin et al. zeigen, dass ein
Antagonist des Chemokinrezeptors CXCR4 in vivo im Mausmodell das Wachstum von
primaren Hirntumoren hemmt (92). Yang et al. prasentierten 2015 eine Studie, in der sie
sowohl einen Zusammenhang zwischen vermehrter CXCR2 Expression und hohem
Gliom-Grad aufzeigten als auch eine reduzierte Gliomzellmigration nach Applikation des
CXCR2 small-molecule Antagonisten SB225002 in vitro beobachteten (83).

SB225002 wurde Mitte der 1990er entwickelt und gilt als der erste non-peptide small-
molecule CXCR2 Inhibitor (93). Der Antagonist verandert die Aminosauren der
Bindungsstellen fur Chemokine an CXCR2, sodass Liganden nicht mehr an den Rezeptor
binden konnen (91). Dies fuhrt zu einer Unterbrechung der Signaltransduktion, zu
verminderter Angiogeneseaktivierung und Leukozytenrekrutierung (94). SB225002
inhibiert die Bindung von CXCL8 an CXCR2 mit sehr hoher Affinitat (ICso = 22nM) und
weist eine 150fach hohere Selektivitat zu CXCR2 gegenuber CXCR1 auf (95). Der
Antagonist wurde bereits in zahlreichen in vitro und in vivo Experimenten eingesetzt und
zeigte neben einer hohen anti-inflammatorischen Potenz auch Effekte in der
experimentellen Tumortherapie (96-100). Auch eine Kombinationstherapie mit dem
Tyrosinkinaseinhibitor Sorafenib und dem Antagonisten SB225002 im experimentellen
Ovarialkrebsmodell ergab eine verbesserte anti-angiogene Antwort (96). Im Gehirn
reduzierte der Antagonist die endotheliale Aktivierung und die Leukozytenrekrutierung in
zerebralen GefalRen in vitro und verringerte die Infiltration neutrophiler Granulozyten in

ischamischem Hirngewebe in vivo (94, 101).

Derzeit gibt es funf CXCR2 small-molecule Antagonisten (Danirixin, AZD5069, Reparixin,
Ladarixin und SX-682), welche bereits in klinischen Studien getestet werden (102).
SB225002 wurde bisher noch nicht klinisch eingesetzt. Durch seine Stellung als altester
bekannter CXCR2 Antagonist ist er in vielen Tiermodellen, vor allem auch in
verschiedenen Mausmodellen, etabliert und getestet. Der Antagonist wurde bereits in

experimentellen neurologischen Modellen wie der Schlaganfallforschung und zerebralen
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Ischamien in Mausen eingesetzt und in einer Publikation zu in vitro Versuchen an
zerebralen Gehirnzellen verwendet (94, 101, 103). Die langjahrige experimentelle
Erfahrung mit SB225002 qualifiziert den CXCR2 Inhibitor als erfolgsversprechenden
Kandidaten in der Gliom-Forschung.

2.6 Forschungsziel

In der Glioblastomtherapie mangelt es an vielversprechenden therapeutischen Ansatzen.
Die Strategie der Blockade des Chemokinsignalweges uber CXCR2 zielt unter anderem
auf verminderte Nahr- und Sauerstoffversorgung durch eine Inhibierung der
Tumorangiogenese und dadurch auf ein reduziertes Tumorwachstum ab. Ziel dieser
Arbeit war es, durch die Nutzung eines GBM-Mausmodells den Einfluss eines small-
molecule CXCR2-Inhibitors auf das Wachstum der Tumore, die Tumorvaskularisierung
und die Zellen der perivaskularen Nische zu untersuchen. Hierfur wurde ein neuer
therapeutischer Ansatz mit dem CXCR2 Antagonisten SB225002 wahrend verschiedener
Tumorwachstumsphasen etabliert. Auf3erdem wurde der Einfluss des Antagonisten auf
die Proliferation und Genexpression in Tumor- und Endothelzellen untersucht.
Zusammenfassend soll ein besseres Verstandnis fur die Rolle des Chemokinrezeptors
CXCR2 in der Gliom-Biologie und das therapeutische Potential der spezifischen Inhibition
des Rezeptors durch einen small-molecule Antagonisten in der Primartherapie des
Glioblastoms hergestellt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Tabellarische Auflistung von Materialien, Geraten und Software

3.1.1 Chemikalien, Losungen, Materialien

Tab. 3-1: Verwendete Chemikalien und Losungen

Bezeichnung

Zusammensetzung

Firma

Antagonist SB225002

N-(2-Hydroxy-4-nitrophenyl)-
N'-(2-bromophenyl)urea

Tocris

ApopTag® Red In Situ
Apoptosis Detection Kit

Merck Millipore

3-Mercapto-ethanol

Sigma Aldrich

Casein 0,5/1 %

5g/10g Casein aus Kuhmilch
in 1 Liter PBS

Sigma Life Science

DAPI IS Mounting Medium DAPI Dianova
Eindeckelmedium Shandon Immu-Mount Thermo Scientific
Eosin 0,5% in H20 Carl Roth
Ethanol 70/80/96/100% in H.O Merck Millipore
Saccharose Losungen 10g/20g/30g D(+)-Saccharose | Carl Roth

in H20

Gelatine Gelatine from cold water fish | Sigma Life Science
skin
Haemalaun Carl Roth
Magnevist Kontrastmittel | 0,05 mmol/ml (1:4 verdunnt in | Bayer
NaCl)
Methanol Carl Roth
MTT Cell Proliferation Cayman
Assay Kit
NaCl Natriumchlorid 0,9% Braun
PBS, unsteril Phosphate Buffered Saline, Gibco by life
eine Tablette / 500ml H.O technologies
PFA 4% Paraformaldehyd Sigma Aldrich
PrimeScript RT reagent TaKaRa

Kit with gDNA Eraser
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PureLink RNA Mini Kit Ambion

SYBR Premix Ex Taq TaKaRa

Triton Triton 100nM Sigma Aldrich

Xylol Carl Roth

Tab. 3-2: Verwendete Zellkulturmedien und Zusatze
Bezeichnung | Zusammensetzung Firma
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium + D- | Gibco by life
Glucose + L-Glutamine + Pyruvate + technologies
Phenolrot

DMEM ohne | Dulbecco’s Modified Eagle Medium + D- | Gibco by life

Phenolrot Glucose technologies

DMSO Dimethyl Sulfoxide Sigma Aldrich

FCS Fetal Calf Serum PAA Laboratories

GlutaMax Glutamat (100nM) Gibco by life
technologies

PBS, steril Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline Gibco by life
technologies

Pen/Strep Penicillin Streptomycin Losung PAA Laboratories

Pyruvat Natriumpyruvat (100nM) Gibco by life
technologies

Trypsin Trypsin in EDTA (1:10) Thermo Scientific

Trypanblau Trypan Blue Stain 0,4% Gibco by life
technologies

Tab. 3-3: Verwendete Materialien

Bezeichnung

Firma

ben-u-ron Paracetamolsaft

Bene Arzneimittel

Bepanthen Augensalbe Bayer

Brain Infusion Kit 3, Schlauchmaterial Alzet

Cryotube Thermo Scientific
Cyanacrylatklebstoff Contact Pen-System WEICON

DAKO Fettstift DAKO Agilent
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Deckglaser Carl Roth
Hamilton 1pl Spritze Carl Roth
Kanulen (Sterican) Braun
Konische Rohrchen Falcon

MicroAmp Fast 96-Well Reaction Plate for real-time PCR

Applied biosystems
by life technologies

Mini-osmotische Pumpen Model 2001/2002

Alzet

Nahtmaterial

Johnson & Johnson
(Ethicon, Prolene)

Neubauer Improved Zahlkammer Carl Roth
Pipetten Eppendorf
Stereotaksie Rahmen Stoelting

SuperFrost Plus Objekttrager

R. Langenbrinck

Xylocain Gel 2% AstraZeneca
Zellkulturflaschen Falcon
Zellkulturplatte 96-Well Sarstedt

3.1.2 Antikorper

Tab. 3-4: Verwendete Primarantikorper fur immunhistochemische

Fluoreszenzfarbungen

Antikorper Wirt Verdinnung Firma/Kat.-Nr.
Anti-CD3 rat 1:50 BD Pharmingen
(5650274)
Anti-CXCL2 goat 1:100 R&D Systems
(AF-452-NA)
Anti-CXCR2 rabbit 1:200 Abcam
(ab14935)
Anti-Desmin rabbit 1:100 Abcam
(ab15200)
Anti-lba1 rabbit 1:250 Wako
(019-19741)
Anti-Ki67 rabbit 1:100 Thermo Scientific
(RM-9106)
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Tab. 3-5: Verwendete Sekundarantikorper fur immunhistochemische

Fluoreszenzfarbungen

Fluoreszenzmarker | Antigen Verdiunnung | Firma

Cy3 anti-goat 1:200 Dianova

Cy3 anti-rabbit 1:200 Dianova

Cy3 anti-rat 1:200 Dianova

Cy5 anti-rabbit 1:200 Dianova

FITC anti-rabbit 1:200 Dianova

3.1.3 Primer
Tab. 3-6: Verwendete Primer fiir real-time PCR
Gen Primersequenz 5°-3° Firma Quelle
18S forward | AACCCGTTGAACCCCATT TibMolBiol (88)
Berlin

reverse | CCATCCAATCGGTAGTAGCG

CXCL2 |forward | CGCTGTCAATGCCTGAAG (88)
reverse | GGCGTCACACTCAAGCTCT

CXCR1 | forward | AATCTGTTGTGGCTTCACCCA (104)
reverse | GCTATCTTCCGCCAGGCATAT

CXCR2 | forward | AGCAAACACCTCTACTACCCTCTA (105)
reverse | GGGCTGCATCAATTCAAATACCA

Hif-1a forward | GCTTACACACAGAAATGGC (88)
reverse | ATCGTCCTCCCCCGGCTTGT

mTor forward | CCATCCAATCTGATGCTGGA (106)
reverse | GGTGTGGCATGTGGTTCTGT

Stat3 forward | GAAGGGAGGCAAAGGGGAACA (107)
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reverse | ACTTGTCTAACAACCAACCCCC
VEGF forward | GAAGAAGAGGCCTGGTAATGG
reverse | AAGCCACTCACACACACAGC
VEGFR | forward | CTAATGACGATGGCAACAGG
1 reverse | GCTAGCATGCTCTGCTCTCC
VEGFR | forward | TGGAGGAAGAGGAAGTGTGC
2 reverse | TCAGCTCTTCTGATGCAAGG

(88)

(88)

(88)

3.1.4 Gerate und Software

Tab. 3-7: Verwendete Gerate

Gerat

Firma

Fluoreszenzmikroskop Axio Observer Z1

Carl Zeiss

Inkubator Heraeus BBD 6220

Thermo Scientific

Kryostat MICROM HM 650 MICROM
Lichtmikroskop Nikon
Magnetruhrer Yellowline MSH

PharmaScan 7.0 Tesla MRT

Bruker Biospin MRI

Plate Reader inifite M200

Tecan

StepOne™ Real-Time PCR System

Thermo Scientific

Sterilwerkbank Hera Safe

Thermo Scientific

Thermocycler

VWR

Thermomixer Comfort

Eppendorf

VortexGenie |l

Scientific Industries

Wippe Shaker DRS-12

NeolLab

Zentrifuge Heraeus Fresco

Thermo Scientific

Zentrifuge Heraeus Megafuge 1.0 R

Thermo Scientific
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Tab. 3-8: Verwendete Software

Programm Firma

Analyze 10.0 AnalyzeDirect

Axio Vision 4 Carl Zeiss

Excel 20X Microsoft

Graphpad Prism 6 Statcon

i-Control Tecan

ImageJ ImageJ

Magellan Tecan

Para Vision 4.0 Bruker

Primer3web v4.1.0 © by A. Untergasser

StepOne™ Software v2.3 Thermo Scientific
3.2 Zellkultur

3.2.1 Kultivierung der Zellen

Die GL261 Tumorzellen wurden in DMEM (4,5g/L Glucose + 10% FCS + 5%
Penicillin/Streptomycin + L-Glutamin + Pyruvat) in 75 cm? Zellkulturflaschen kultiviert.
Die bEnd.4 Endothelzellen wurden in DMEM (4,5g/L Glucose + 10% FCS + 5%
Penicillin/Streptomycin + L-Glutamin, ohne Pyruvat) in 75 cm? Zellkulturflaschen kultiviert.

Zur langfristigen Lagerung wurden die Zellen zu je 1 Millionen pro ml in einer
Gefrierlosung bestehend aus 10% DMSO in FCS in einem Stickstofftank gelagert. Das
Wiederauftauen der Zellen erfolgte dann zugig im Wasserbad bei 37°C. Anschliel3end
wurden die Zellen aus der DMSO-haltigen Gefrierlosung in DMEM Uberfuhrt.

Die Zellen wurden 7min mit 1300 U/min bei RT zentrifugiert, das Medium bis auf das
Zellpellet abgesaugt. Anschlie3end wurden die Zellen mit 1 ml DMEM resuspendiert, in
eine Zellkulturflasche (75 cm?) mit 15ml DMEM Uberfuhrt und im Inkubator bei 37°C und
5% CO:2 kultiviert. Das Splitten der Zellen erfolgte immer bei circa 80% Konfluenz.

3.2.2 Vorbereitung der Tumorzellen zur intrakraniellen Implantation
Bei 80%iger Konfluenz der GL261 Zellen wurde das Medium in der Zellkulturflasche

abgesaugt. Die Zellen wurden mit 10ml PBS gewaschen, dieses wurde abgesaugt. Zur
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Losung der am Flaschenboden adharenten Zellen wurden 3ml einer 1%ige Trypsin in
PBS Losung auf die Zellen gegeben. Nach funf Minuten im Inkubator bei 37°C wurde
mikroskopisch die Losung der Zellen kontrolliert. Sollten noch einzelne Zellen am
Flaschenboden sitzen wurden diese durch leichtes Klopfen gelost. Die Trypsinierung
wurde anschliellend mit 8ml Medium gestoppt, die Zellen in ein Falcontube Uberfuhrt und
7min mit 1300 U/min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Absaugen des Mediums
wurde das Zellpellet mit 1ml PBS resuspendiert. AnschlieRend erfolgte das Zahlen der
Zellen, um eine Zellzahl von 20.000 Zellen/ul bei der Implantation zu erreichen.

Zum Zahlen der Zellen wurde ein Ansatz von 10pl Zellen in PBS mit 90ul Trypanblau
hergestellt. Tote Zellen werden aufgrund der Zerstorung ihrer Zellintegritat durch das
Trypanblau angefarbt und kénnen dadurch von den vitalen Zellen abgegrenzt werden.
Die Zahlung erfolgte unter dem Lichtmikroskop mit einer Neubauer Zdhlkammer. In diese
Zahlkammer wurden 10ul des Ansatzes aus Trypanblau und Zellen gegeben, unter dem
Lichtmikroskop konnten dann mit Hilfe eines Rasters die Zellen gezahlt werden und
anschliefend entsprechend mit PBS auf eine Zellzahl von 20.000/ul verdinnt werden.
Dieser Schritt erfolgte moglichst zeitnah zur Implantation, die Zellen wurden bis zur

weiteren Verarbeitung durchgehend auf Eis gelagert.

3.3 Durchfuhrung der Tierexperimente

3.3.1 Tierschutz und Tierversuchsantrag

Alle Experimente wurden in Ubereinstimmung mit dem Tierschutzgesetz durchgefhrt.
Die Genehmigung vom Landesamt fur Gesundheit und Soziales Berlin (LaGeSo) liegt in
Form des Tierversuchsantrages G0281/14 vor. Die Qualifikation fur die
Versuchsdurchfuhrung erfolgte durch Teilnahme am Grundkurs Tierschutz und
Versuchstierkunde, Kompetenzstufe A.

3.3.2 Narkoseverfahren

Fur die Operationen und die Gewebeenthahme wurden die Mause mit einem
Narkosegemisch betaubt. Die Narkose wurde kurz vor der Operation vorbereitet und den
Mausen je nach Korpergewicht ca. 180ul intraperitoneal (8 ml pro kg Korpergewicht)
verabreicht.
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Tab. 3-9: Zusammensetzung der Narkose

Wirkstoff/Bestandteile Volumen | Name/Hersteller
Esketamin 340ul Ketanest 100 mg/ml (Pfizer)
Xylazin 120pl Rompun 2% (Bayer)
Kochsalzl6sung 1620pl NaCl 0,9% (Braun)

3.3.3 Tumorzellimplantation

Die Tumorzellimplantation erfolgte mit Hilfe eines stereotaktischen Rahmens. Sobald die
tiefe Narkose mittels eines Schmerzreizes Uberpruft war, wurde den Tieren Bepanthen
Augensalbe zum Schutz der Augen aufgetragen und die Kopfhaut rasiert. Anschliel3end
erfolgte das Auftragen von Xylocain Gel auf die Schadelhaut. Diese wurde mit einer
Schere er6ffnet und die Maus in den Rahmen eingespannt. Die Tumorzellimplantation
wurde standardmallig 2mm rechts lateral und 1mm kranial des Bregmas durchgefuhrt.
Nach Bestimmung und Markierung der Implantationsstelle wurde mit Hilfe einer 23G
Kanule manuell ein Loch in den Schadelknochen gebohrt. Die Tumorzellsuspension
wurde direkt vor der Implantation vom Eis genommen, kurz mit einem Vortexschuttler
gemischt, und in eine 1yl Hamilton Spritze aufgezogen. Die Spritze wurde daraufhin in
den Rahmen eingespannt und Uber dem vorgebohrten Loch platziert. Die Implantation
erfolgte anschlieRend durch das Senken der Spritze um 4mm in das Gehirngewebe,
anschliefend wurde die Nadel um 1mm gehoben, sodass sie sich fur die Implantation
3mm tief im Schadel befand und darunter 1mm Platz fur die Zellen geschaffen wurde.
Das Senken der Spritze erfolgte langsam und regelmafdig uber einen Zeitraum von funf
Minuten. Der Spritzenkolben wurde dann uber funf Minuten heruntergedrtckt belassen,
damit sich die Zellsuspension im Gewebe verteilen kann. Auch das Heben der Nadel
erfolgte langsam und gleichmaRig uber finf Minuten. Diese langsame Implantation Uber
einen Zeitraum von insgesamt 15 Minuten ist notwendig, um Schaden an Gewebe und
den Tumorzellen zu minimieren. Aulerdem soll so eine gleichmallige Ausbreitung der
Tumorzellen im Gewebe gewahrleisten werden. Nach dem Ausspannen der Maus wurde
die Haut mit 3-0 Prolene genaht, 10ul Penicillin intramuskular als Infektionsprophylaxe
verabreicht und die Maus anschlie3end in einem Kafig auf einer Warmeplatte Uberwacht,
bis sie vollstandig wach war. Postoperativ wurde den Tieren fur zwei Tage

Paracetamolsaft Uber das Trinkwasser verabreicht.
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3.3.4 Pumpenimplantation

Aufgrund der unterschiedlichen Applikationszeit wurde mit unterschiedlichen
Pumpenmodellen gearbeitet, die sich zwar in der Fordermenge aber weder in Grof3e noch
Handhabung unterschieden.

Je nach Versuchsaufbau wurden die Pumpen am gleichen Tag oder 14 Tage nach der
Tumorzellimplantation eingesetzt.

Das Fullen der Pumpen erfolgte am Abend vor der Implantation. Der Antagonist wurde
mit einer Konzentration von 100mM in sterilem DMSO gel6st und diese Suspension
anschlielend wiederum mit NaCl bis zur gewunschten Konzentration titriert. Fur die
Kontrolltiere wurden Pumpen mit derselben Menge DMSO und NaCl ohne Antagonisten
gefullt. Die Konzentration von 15ug Antagonist pro Tag lehnten wir an die Protokolle
anderer Studien an. Der Antagonist war zum Zeitpunkt der Versuche in keinem
Tumormodell intrathekal zur Anwendung gekommen, weshalb wir uns an Studien zur
intraperitonealen Applikation anderer Tumorentitaten und der intrathekalen Applikation
bei neuropathischen Schmerzen orientierten (108). In diesem Zusammenhang ist es
wichtig zu erwahnen, dass die maximale Tagesdosis durch die Loslichkeit und
Fordermenge der Pumpen beschrankt war. Fiur den ersten Versuchsaufbau zur
Hemmung der Tumorentstehung war eine Konzentration von 15ug ausreichend. Fur den
zweiten Teil zur Blockade des Tumorwachstums in der exponentiellen Wachstumsphase
musste die Konzentration auf 30ug Antagonist pro Tag verdoppelt werden. Dies konnte
nur durch den Einsatz neuer Pumpen mit doppelter Laufrate erfolgen, da die

Loslichkeitsgrenze des Antagonisten in DMSO/NaCl bereits erreicht war.

Nach Befullen und Zusammensetzen der Pumpen nach MalRgaben des Herstellers wurde
der Flussigkeitsstand im konnektierten Schlauch markiert und die Pumpen tuber Nacht in
NaCl im Inkubator bei 37°C gelagert. Durch die Markierung konnte am nachsten Tag die
Funktionsfahigkeit der Pumpe Uberpruft werden. Bei einwandfreier Forderung sollte sich
der FlUssigkeitsspiegel zum Implantationszeitpunkt einige Zentimeter uber der
Markierung befinden.

Um keine Temperaturschwankungen innerhalb der Pumpe zu riskieren, wurden diese
jeweils erst kurz vor der Implantation aus dem Inkubator genommen, der Schlauch
gekurzt und das Kopfteil mit dem Schlauch verbunden. Es wurde dabei akribisch darauf
geachtet, dass sich keine Luftblasen im Schlauch befanden, da dies die Funktion der
Pumpe beeintrachtigen konnte.
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Die Vorbereitung der Tiere erfolgte in den gleichen Schritten wie bei der
Tumorzellimplantation. Zusatzlich wurde unter Zuhilfenahme eines Nadelhalters die
Ruckenhaut leicht vom Unterhautgewebe abgeldst, um eine Tasche fur die Pumpe zu
bilden. Nach Einspannen der Maus in den stereotaktischen Rahmen wurde die
Implantationsstelle 0,5mm links lateral des Bregmas markiert und mit einer 27G Kanule
ein Loch in den Schadelknochen gebohrt. Die Pumpe wurde in die Ruckentasche
eingesetzt. Mit Hilfe des Stereotaksie-Rahmens wurde das Kopfteil in die
Trepanationsstelle eingesetzt und mit Gewebekleber am Schadelknochen befestigt.
Nach Trocknung des Klebers wurde die Maus ausgespannt und die Hautnaht mit
zusatzlichen Stichen um den Pumpenkopf gesichert. Die Nachbereitung erfolgte analog

zur Tumorzellimplantation.

3.3.5 Magnetresonanztomographie

Fur die Bildgebung wurde das Bruker PharmaScan 7.0Tesla MRT im
Neurowissenschaftlichen Forschungsinstitut auf dem Campus Charité Mitte, Berlin,
genutzt. Wegen zwischenzeitlicher Reparaturarbeiten musste fur einige Versuchsrunden
auf das Bruker BioSpec 7.0Tesla MRT ausgewichen werden. Das Messprotokoll inklusive
aller Einstellung konnte ubertragen werden, sodass eine Vergleichbarkeit der Messungen
garantiert werden kann. Es wurde au3erdem darauf geachtet, dass zusammengehorige
Runden stets an demselben MRT-Gerat durchgefuhrt wurden.

Von jedem Tier wurden Aufnahmen sowohl in T1- als auch T2-Wichtung angefertigt. In
der T1-Wichtung erfolgte die Abgrenzung des Tumors durch das Kontrastmittel
Magnevist, welches den Tieren kurz vor der Messung verabreicht wurde.

In der T2-Wichtung ist die Odematisierung des Tumors zu erkennen, dadurch kann der
Tumor auch ohne Kontrastmittel gut von gesundem Gewebe abgegrenzt werden.

Die Untersuchung wurde in einer 1.5-2% Isofluran / 30% N0 / 70% O2
Inhalationsnarkose durchgefuhrt, um Bewegungsartefakte zu vermeiden. Eine Elektrode
auf dem Riicken gewahrleistete eine kontinuierliche Uberwachung der Vitalparameter.
Die Messungen wurden mit dem Programm Para Vision 4.0 von Bruker aufgenommen.
Die anschlieRende Auswertung der MRTs erfolgte verblindet und mit dem Programm
Analyze 10.0.
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3.3.6 Kardiale Perfusion

Zur histologischen Aufarbeitung wurden die Gehirne nach der MRT Messung am letzten
Versuchstag entnommen. Dazu wurden die Tiere mit 100ul pro 10g Korpergewicht in eine
tiefe Narkose versetzt und anschlieRend mit einer 4%igen PFA-LOsung perfundiert. Um
eine Verteilung des Konservierungsmittels im gesamten Gehirn zu ermoglichen, wurde
der Brustkorb er6ffnet und 10ml PFA mit einer 30G Kanule in den schlagenden linken
Ventrikel injiziert. Dabei wurde zuvor mit einer Schere die venose Blutzufuhr zum Herzen
durchtrennt, um eine Auswaschung des Blutes zu ermoglichen. Nach Entnahme der
Gehirne aus dem Schadel wurden diese bei 4°C fur 24 Stunden in 4%iger PFA LOsung
gelagert. Um das Gewebe zu dehydrieren wurden die Proben nacheinander fur jeweils
24 Stunden in einer 30, dann 20, dann 10%igen Saccharose Losung gelagert. Am vierten
Tag nach Probenentnahme wurden die Gehirne schonend, auf einem in flissigem
Stickstoff schwimmenden Aludeckel tiefgefroren und dann bei -80°C gelagert.

Die Gehirne wurden in eine 2%ige Gelatinelosung eingebettet. Bei -30°C wurden an
einem Kryostat-Gerat 10um dunne Gewebsschnitte angefertigt. Dabei wurde darauf
geachtet, dass auf jedem Objekttrager Schnitte aus drei unterschiedlichen Regionen des
Tumors aufgenommen wurden, je einer aus dem rostralen, dem mittleren und dem
okzipitalen Drittel des Tumors. Die Objekttrager wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei
-80°C gelagert.

3.4 Histologische Aufarbeitung der Gewebe

3.4.1 Immunhistochemische Fluoreszenzfarbungen

Immunhistochemischen Farbungen liegt ein Primar- und Sekundarantikrper-Prinzip
zugrunde. Der Primarantikorper bindet antigenspezifisch an das darzustellende Molekdl.
AnschlieRend wird ein Sekundarantikoper appliziert, der mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiert ist und wiederum spezifisch an den Primarantikorper bindet. Dadurch ist dann
die Darstellung der Molekule in einem Fluoreszenzmikroskop maoglich.

Die Schnitte auf den Objekttragern wurden zunachst aufgetaut, fur 30min an der Luft
getrocknet und anschlieend fur 30min in 1% Casein in PBS mit 0,3% Triton bei
Raumtemperatur inkubiert. Das Casein bewirkt eine Blockade der Bindungsstellen und
verhindert eine unspezifische Antikorperbindung an Strukturen im Gewebe. Triton offnet

die Zellmembran, sodass die Antikorper in die Zellen eindringen und auch Strukturen
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innerhalb der Zelle markiert werden konnen. Bei der Farbung von extrazellularen
Strukturen kann das Triton weggelassen werden. Nach 30min Blockierungszeit wurde die
Flussigkeit vorsichtig von den Schnitten abgeschuttelt und die einzelnen Schnitte,
insgesamt drei pro Objekttrager, mit einem DAKO® Fettstift umrandet, um spater das

Vermischen und Verlaufen der Antikorperlosungen zu vermeiden.

Von der Primarantikorperlosung wurden 80ul pro Schnitt aufgetragen und in einer
feuchten Dunkelkammer bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Nach der Inkubationszeit folgte
zweimal funfminutiges Waschen der Schnitte in einer Kuvette in 0,5% Casein in PBS.
AnschlieRend wurde die Sekundarantikorperlosung aufgetragen. Die Sekundarantikorper
haben fluoreszierende Eigenschaften und verlieren unter Lichteinstrahlung an
Leuchtkraft, sodass von nun an stets unter abdunkelnder Alufolie gearbeitet wurde. Die
Inkubationszeit betrug 90 Minuten bei Raumtemperatur. Danach wurden die Schnitte
noch dreimal fur jeweils funf Minuten in PBS und zweimal in destilliertem Wasser
gewaschen und anschliel3iend mit DAPI Mounting Medium eingedeckt. In dem Mounting
Medium befindet sich ein fluoreszierender DAPI Antikorper, der die Zellkerne anfarbt. Ein
eigener Schritt fur die Zellkern Farbung ist somit nicht mehr nétig. Die Schnitte konnen
bei Aufbewahrung im Kuhlschrank (4°C) circa drei Tage mikroskopiert werden, danach
verlieren sie an Leuchtkraft.

In jeder Farberunde wurde ein Objekttrager ohne die Applikation von Primarantikorpern
als Negativkontrolle mitgefarbt, um unspezifische Bindungen der Sekundarantikdrper
auszuschliel3en. Eine Liste der verwendeten Primar- und Sekundarantikorper mit der

jeweiligen Verdunnung in 0,5% Casein findet sich in Tab. 3-4 und 3-5.

Die Apoptose-Farbung wurde mittels ApopTag® Red In Situ Apoptosis Detection Kit nach
Herstelleranleitung der Firma Merck Millipore durchgefuhrt. Die Funktionsweise des Kits
basiert auf der TUNEL (terminal desoxyribonucleotidyl transferase (TdT) -mediated
dUTP-biotin nick end labeling) - Methode. Im Gegensatz zu nekrotischen Vorgangen
werden bei der Apoptose von Zellen DNA-Strange systematisch fragmentiert. Die Enden
dieser Spaltprodukte konnen mittels Antikorper detektiert werden. Nach der Anwendung
des Kits konnen weitere Fluoreszenzmarker auf den Schnitten nach o.g. Art und Weise
gefarbt werden.
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3.4.2 Fluoreszenzmikroskopie und Auswertung

Die Darstellung der immunhistochemischen Fluoreszenzfarbungen erfolgte an einem
Fluoreszenzmikroskop mit dem Programm Axio Vision 4. Es wurden Aufnahmen mit
10facher und 20facher Vergrof3erung angefertigt und diese mit dem Programm ImageJ
ausgewertet. Zur Quantifizierung von Strukturen wurde der ImagedJ Cell Counter genutzt.
Von jedem Tier wurde ein Objekttrager mit zwei bis drei Bildern pro Schnitt ausgewertet.
Es wurde darauf geachtet, dass die ausgewerteten Bilder aus vergleichbaren
Tumorregionen stammten, zum Beispiel zwei aus dem Randbereich und eines aus dem
Tumorzentrum. Fur die statistische Auswertung wurden die einzelnen Datenpunkte jedes
Tieres zu einem Mittelwert zusammengefasst (mean-of-the-mean-Prinzip).

Die Auswertung der CXCL2-positiven Flache wurde mit /ImageJ durchgefuhrt. Die
Quantifizierung der CXCR2 Farbung erfolgte uber eine Intensitatsmessung. Auch diese
Intensitatsmessung erfolgte mit ImagedJ.

Bei beiden Farbungen wurde akribisch darauf geachtet, die Bilder wahrend des
Mikroskopierens mit gleichbleibender Belichtungszeit aufzunehmen. Des Weiteren
wurden alle Gewebeschnitte in kurzen Zeitintervallen nach Anfarben der Molekule
mikroskopiert, um Messabweichungen durch ein Abblassen der Schnitte zu minimieren.

3.4.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die HE-Farbung erfolgte nach einem standardisierten Protokoll unseres Labors.
Zunachst wurden die Schnitte auf den Objekttragern fur 5min in Methanol fixiert,
anschliefend fur 3min in Haemalaun gefarbt. Dieses wurde dann fur 2-3min unter
laufendem Wasser ausgewaschen. Fur den zweiten Teil der Farbung wurden die Schnitte
fur 30 Sekunden in Eosin gefarbt, anschlieRend fur 15 Sekunden in Wasser gewaschen.
Die Entwasserung der Schnitte erfolgte fur 20 Sekunden in 70% Ethanol, dann fur jeweils
1-2min in 80%, 96% und 100% Ethanol und zuletzt fir jeweils 1min in einer Xylol Losung.
Abschlielend wurden die Schnitte in Eindeckmedium gebettet und mit Deckglasern
versehen. Die Objekttrager wurden unter dem Lichtmikroskop hinsichtlich
Hyperzellularitat, nekrotischer Areale und Wachstumsverhalten betrachtet. Die
Tumorrander wurden zur deskriptiven Beurteilung des infiltrativen Wachstums

begutachtet.
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3.5 Durchfuhrung der in vitro Versuche

Zusatzlich zu den GL261 Tumorzellen wurden alle in vitro Versuche auch an bEnd.4
Endothelzellen durchgefuhrt. Diese wurden im Gegensatz zu den GL261 in DMEM ohne
Pyruvat kultiviert.

Die Endothelzellen wurden nach den gleichen Protokollen wie die GL261 Zellen kultiviert,
gesplittet und gezanhilt.

3.5.1 MTT Proliferation-Assays

Die GL261 Tumorzellen wurden in DMEM ohne Phenolrot (4,5g/L Glucose + 10% FCS +
5% Penicillin/Streptomycin + L-Glutamin + Pyruvat) in 75 cm? Zellkulturflaschen kultiviert.
Die bEnd.4 Endothelzellen wurden in DMEM ohne Phenolrot (4,5g/L Glucose + 10% FCS
+ 5% Penicillin/Streptomycin + L-Glutamin, ohne Pyruvat) in 75 cm? Zellkulturflaschen
kultiviert.

Um die dosisabhangige Reduktion der Proliferation nach Zugabe des Antagonisten
SB225002 in der Zellkultur zu evaluieren, wurden MTT Cell Proliferation Assays mit
GL261 Tumorzellen und bEnd.4 Endothelzellen durchgefuhrt. Hierfur wurde das MTT
Cell Proliferation Assay Kit verwendet und das Protokoll des Herstellers Cayman befolgt.
Die Zellen wurden mit einer Multikanalpipette in 96-Well Platten ausplattiert und
anschlie3end fur 16-18 Stunden bis zu einer Konfluenz von 80% bei 37°C im Inkubator
inkubiert. Um den Effekt des Antagonisten zu untersuchen, wurde nun eine Abstufung
verschiedener Konzentrationen des Antagonisten gesucht, die von einer maximalen
Reduktion der Proliferation bis zu einer Konzentration ohne signifikante Verminderung in
der Zellzahl reichte. Nach Literaturrecherche wurden zunachst Konzentrationen des
Antagonisten von 4uM bis 0,25uM getestet (83, 96, 109). Keine der aufgefuhrten
Publikationen hatte mit GL261 Zellen gearbeitet und die Konzentrationen mussten stark
reduziert werden, um das gewunschte Spektrum von maximaler Reduktion der
Proliferation bis zu einer Konzentration ohne Effekt zu erreichen. Nach mehreren
Versuchen wurden die Konzentrationen von 0,5uM, 0,25uM, 0,125uM, 0,06uM, 0,03uM
etabliert. Durch die Vorversuche konnten wir 0,5uM als Startpunkt mit absoluter
Reduktion festlegen, da selbst die achtfache Dosis von 4uM in unseren Experimenten
keinen grof3eren Effekt auf die Proliferation hatte. Da der Antagonist zur Verwendung in
DMSO geldst sein musste, wurde eine Referenzreihe mit der hochsten verwendeten
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DMSO Konzentration (0,5uM) ohne Zugabe des Antagonisten behandelt. Diese DMSO
Reihe wurde wiederum mit Zellen ohne jeglichen Zusatz verglichen, um einen alleinigen

Effekt des DMSO auf die Proliferation auszuschliel3en.

Die 80% konfluenten Zellen wurden nach dem etablierten Versuchsaufbau fur 24
Stunden mit dem Antagonisten SB225002 und DMSO behandelt, anschlieRend wurden
die Reagenzien des MTT Cell Proliferation Assay Kits nach Protokoll der Firma Cayman
hinzugegeben. Die Funktionsweise des Assays beruht dabei auf der Fahigkeit von vitalen
Zellen, den namensgebenden MTT Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid in blaulich violettes Formazan umzuwandeln. Diese
Farbreaktion wird mit zunehmender Zellzahl intensiver und kann bei 570nm in einem
Plattenleser mit Absorptionsmessung der Firma Tecan und dem dazugehorigen
Programm Magellan detektiert werden. Die visuell sichtbaren Unterschiede in der Zellzahl
wurden aullerdem am Lichtmikroskop dokumentiert. Zur statistischen Auswertung wurde
bei jedem Versuch ein Mittelwert aus den Einzelwerten von acht Wells pro Konzentration
gebildet. Als Referenz wurde eine Reihe Zellen ausschliefldlich mit DMSO behandelt.

Insgesamt wurden drei unabhangige Versuche durchgefluhrt, welche jeweils das gleiche

Ergebnis zeigten.

3.5.2 Real Time Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) ist ein etabliertes Verfahren zur Darstellung der
Genexpression von Zellen. Das Prinzip ist die Vervielfaltigung der zu untersuchenden
Gene. Dazu wird ein Primerpaar generiert, welches an den zuvor getrennten
Einzelstrangen der DNA den jeweiligen Anfang des darzustellenden Gens markiert.
AnschlieRend repliziert eine DNA-Polymerase das Gen. Dies erfolgt exponentiell, da die
bereits synthetisierten Produkte wiederum als Vorlage fur neue Replikationen dienen.
Je starker das gesuchte Gen von den Zellen exprimiert wird, desto groRer ist die Menge
der amplifizierten Genkopien. Durch die Anwendung der real-time PCR (rt-PCR) kann
eine Gelelektrophorese zur Bestimmung der GroRe des PCR-Produktes umgangen
werden. Stattdessen wird ein Fluoreszenzfarbstoff bei der DNA-Amplifikation eingebaut,
durch den in Echtzeit die Quantitat der Replikationen bestimmt wird.

Dies ist eine grobe Zusammenfassung der Funktionsweise der real-time PCR. Der

wissenschaftliche Umfang dieses Verfahrens ist sehr komplex und wirde den Rahmen
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dieser Arbeit sprengen. Fur tiefergehende Details verweise ich auf einschlagige

Fachliteratur und Publikationen.

Das Ausgangsprodukt der real-time PCR ist die cDNA der zu untersuchenden Zellen. Um
diese zu erhalten, waren verschiedene Arbeitsschritte einzuhalten. Zunachst wurden die
Zellen in der Zellkultur kultiviert und bei einer Konfluenz von 80% mit dem Antagonisten
SB225002 behandelt. Es wurden dafur zwei Konzentrationen (0,25uM und 0,06uM)
verwendet, die anhand der Ergebnisse der MTT Cell Proliferation Assays ausgewahlt
wurden. Die Konzentrationen sollten bestmdoglich einen Verlauf der Zu- oder Abnahme
der Genamplifikationen zeigen. Deshalb wurde mit 0,06 uM die niedrigste Konzentration
mit noch signifikanter Reduktion der Proliferation in den GL261 Zellen ausgewahlt, mit
0,25uM eine Konzentration, welche die Proliferation signifikant, aber nicht maximal
hemmt. Des Weiteren wurden Zellen mit 0,25uM DMSO ohne Zugabe des Antagonisten
SB225002 behandelt, um vergleichbare Kontrollwerte zu erhalten. Die Zellen wurden in
DMEM Medium bei 37°C kultiviert, bei 80% Konfluenz gezahlt und zu je einer Million in
25cm? Zellkulturflaschen ausgesat. Nach 24 Stunden Inkubation bei 37°C wurde DMSO
bzw. der Antagonist in DMSO in den unterschiedlichen Konzentrationen hinzugefugt und
die Zellen nochmals fur 24 Stunden inkubiert. Anschlief3end erfolgte die RNA Isolation
mit dem RNA Isolation Kit nach Protokoll der Firma ambion. Die gewonnene RNA der
Zellen wurde im Anschluss an die Isolation im Plattenleser der Firma TECAN auf
Verunreinigungen getestet. Dazu wurde Uber die Funktion ,Nuclein acid quantification®
des i-Control Programms die Absorption bei 260nm und 280nm bestimmt. Sollte der
Quotient der Werte beider Wellenlangen unter 2.0 liegen, ist von einer Verunreinigung
der RNA auszugehen. Die RNA wurde bei -80°C gelagert.

Das Umschreiben der RNA in cDNA, welche das Ausgangsprodukt fur die PCR darstellt,
erfolgte mit Hilfe des PrimeScript RT reagent Kit nach Protokoll der Firma TaKaRa. Mit
diesem Kit wird die RNA zunachst von eventuellen gDNA Resten gereinigt und
anschliellend eine Reverse-Transkriptase-Reaktion induziert. Dieser Prozess wurde in
einem Thermocycler durchgefuhrt. Im Anschluss wurde im TECAN-Gerat die

Konzentration der cDNA bestimmt.
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Der Mastermix setzte sich zusammen aus:
- je 1,25yl forward- und reverse Primer 2,5uM in RNAse freiem Wasser
- 12,5ul SYBR-Green
- 0,5ul ROX (cDNA Kit)
- 4,5ul RNAse freies Wasser

20ul des Mastermix wurden mit Sul der 1:20 verdunnten cDNA in ein Well einer Fast 96-
Well Reaction Plate for real-time PCR gegeben. Fur jedes Gen wurden drei Einzelwerte
bestimmt und aus diesen der Mittelwert gebildet. Die PCR wurde mit jedem Gen in
mindestens drei unabhangigen Versuchen mit dem StepOne™ Real-Time PCR System
durchgefihrt und mit der StepOne™ Software v2.3 aufgezeichnet.

Die Primerpaare wurden aus einem etablierten Primerbestand des Labors oder aus
Publikationen enthommen, siehe Tab. 3-6. Qualitatskriterien fur die Primerauswahl waren
eine PrimergrofRe von 18-22 Basenpaaren, eine Schmelztemperatur von 58-62°C, ein GC
Quotient von 40-60% sowie eine ProduktgroRe von 800-200 Basenpaaren. Die
Qualitatskriterien wurden mit dem Programm Primer3web gepruft.

Die Auswertung der PCR erfolgte anhand statistischer Analyse der ,delta cycle threshold®
( A Ct) Werte. Vereinfacht gesagt gibt der Ct-Wert an, wie viele Zyklen der rt-PCR bendtigt
wurden, um das Gen zu detektieren. Je mehr Zyklen bendtigt werden, desto geringer ist
die Konzentration bzw. Expression des Gens. Folglich entspricht ein niedriger Ct-Wert
einer hohen Expression und ein hoher Ct-Wert einer niedrigen Gen-Expression. Zur
Vergleichbarkeit aller Gene wurden die Ct-Werte jeweils mit dem Housekeeping-Gen

(18S) verrechnet. Dies resultiert in negativen A Ct-Werten. Bezogen auf die Abbildung
im Ergebnisteil bedeutet das: Je weniger negativ der A Ct-Wert, desto hoher die

Expression des Gens (110).

3.6 Statistische Auswertung

Zur statistischen Analyse der Daten wurden in jedem Experiment Mittelwerte und
Standardabweichungen der zu vergleichenden Gruppen gebildet. Die Mittelwerte der
Fluoreszenzfarbungen erfolgten nach dem ,mean-of-the-mean® Prinzip. Die
ausgewerteten mikroskopischen Aufnahmen der einzelnen Tiere wurden zu einem

Mittelwert zusammengefasst. Aus den Mittelwerten aller Tiere wurde wiederum ein
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Mittelwert der gesamten Gruppe gebildet, dessen Standardabweichung berechnet wurde.
Zum Nachweis signifikanter Unterschiede zweier unabhangiger Gruppen wurde der
ungepaarte doppelseitige t-Test verwendet. Dieser Test wurde bei den Tierexperimenten
und den immunhistochemischen Farbungen angewendet.

Zum Vergleich mehrerer verschiedener Gruppen mit einer Gruppe wurde eine
Varianzanalyse mittels one- bzw. two-way ANOVA mit Bonferroni Korrektur durchgefuhrt.
Die Varianzanalyse wurde bei den Ergebnissen der MTT Proliferation Assays und der rt-
PCR angewendet. Bei diesen Experimenten wurde eine gleichbleibende Kontrolle mit
mehreren unabhangigen Konzentrationen bzw. Primern verglichen. Die Ergebnisse der
MTT Proliferation Assays basieren auf Messungen dreier unabhangiger Experimente mit
vergleichbaren Resultaten. Die Ergebnisse der rt-PCR wurden ebenfalls nach dem
,mean-of-the-mean® Prinzip berechnet. Es wurde dabei mindestens drei unabhangige
Versuchsrunden pro Gen und Konzentration durchgefuhrt, die anschlieRend zu einem
Mittelwert zusammengefasst wurden.

Die statistische Analyse und Darstellung wurden mit GraphPad Prism 6 durchgefuhrt. Als
Signifikanzniveau wurde ein p-Wert < 0,05 festgelegt. Bei nicht-signifikanten Ergebnissen

wurde in den Diagrammen kein p-Wert angegeben.

3.7 Anteilserklarung Methodenteil

Alle aufgefuhrten Arbeitsschritte wurden von mir, Julia Zollfrank, selbststandig
durchgefuhrt. Lediglich folgende Farbungen wurden von Kollegen auf durch mich zur

Verfugung gestellten Gewebeschnitten angefertigt:

- CXCR2-Farbung der ersten Versuchsrunde: Valentin Jiinger (Medizinstudent,
Farbung im Rahmen einer Hausarbeit), Claudius Jelgersma (Doktorand der AG
Acker, Intensitatsmessung)

- CXCR2-Farbung der zweiten Versuchsrunde: Claudius Jelgersma (Farbung und
Intensitatsmessung)

- TUNEL-Farbung der zweiten Versuchsrunde: Dr. Adnan Ghori (PostDoc im Institut
fur Experimentelle Neurochirurgie der Charité, Farbung), Claudius Jelgersma

(Auswertung)
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4 Ergebnisse

Teilergebnisse dieser Doktorarbeit wurden 2020 im European Journal of Cancer
veroffentlicht (111).

4.1 Reduktion des Tumorwachstums in vivo nach Antagonist-Therapie

4.1.1 Die Blockade des Rezeptors CXCR2 mit dem Antagonisten SB225002
Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe ergaben ein reduziertes Tumorwachstum im
Glioblastom-Mausmodell nach Blockade durch einen CXCR2-Antikorper. Dieser
Versuchsaufbau sollte auf einen Therapieansatz mit dem small-molecule Antagonisten
SB225002 ubertragen werden. Im Gegensatz zu Antikorpern verandern small-molecule
Inhibitoren die Konfiguration von Aminosauresequenzen auf der Zelloberflache. Sie
konnen aulRerdem die Zellmembran uberwinden und direkt Einfluss auf die intrazellulare
Signaltransduktion nehmen (90). Die im Folgenden vorgestellten Ergebnisse zeigen,
dass die Blockade des Rezeptors CXCR2 mit dem small-molecule Antagonisten
SB225002 im Mausmodell zu signifikant reduziertem Tumorwachstum fuhrt. Neben in
vivo Experimenten testeten wir auch die Wirkung des Antagonisten in vitro an
Glioblastom- und Endothelzellen und evaluierten die Effekte auf die Proliferation und die
Genexpression des CXCR2- und VEGFR- Signalweges.

4.1.2 Antagonist-Wirkung im Initialstadium des Tumorwachstums

Zum Zeitpunkt der Durchfuhrung unserer Experimente existierte keine Literatur zum
Einsatz des Antagonisten SB225002 in einem in vivo Glioblastom-Modell. In einem ersten
Versuchsaufbau wurden die Tumorzellen und die osmotischen Mini-Pumpen zeitgleich
an Tag 1 des Versuchsprotokolls implantiert (Abb. 4-1).

Ziel war es, den Effekt eines CXCR2-Antagonisten auf die Glioblastomentstehung in vivo
zu untersuchen. Reprasentative MRT-Schnittbilder in T1- und T2-Wichtung als auch die
Volumetrie der MRT-Daten ergaben ein signifikant geringeres Tumorvolumen der
Therapiegruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe nach 14-tatigem Tumorwachstum und
simultaner Antagonist-Therapie mit 15ug pro Tag (Abb. 4-2; 4-3).
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Tag 1 Tag 14

Implantation
GL261
N

Blockade von CXCR2

Pumpe / (Antagonist in DMSO und NaCl)
—

Kontrollgruppe
(DMSO und NacCl)

MRT +
Gehirnentnahme

Abbildung 4-1: Schematische Darstellung des ersten Versuchsaufbaus zur

Erfassung der Wirkung eines CXCR2-Antagonisten in der Phase der
Tumorentstehung.

— Kontrolle ! Antagonist

Abbildung 4-2: Reprasentative MRT-Schnittbilder nach 14-tagigem Wachstum -
(A) Kontroll- und (B) Therapiegruppe in T2-Wichtung im ersten Versuchsaufbau (14-
tagiges Tumorwachstum mit simultaner Antagonist-Therapie). Die Tumore liegen
paraventrikular und substriatal in der rechten Gehirnhalfte. Der Tumore der

Kontrolltiere waren sichtbar kleiner im Vergleich zu den Tumoren der Therapietiere.
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Gruppe; *=p<0,05).

4.1.3 Therapieansatz im Exponentialstadium des Tumorwachstums

Der erste Versuchsaufbau diente als explorativer Einstieg und zur Bestatigung der These,
dass ein small-molecule CXCR2-Antagonist in vivo das Wachstum von Glioblastomen
hemmt. Um den Tumor in der exponentiellen Wachstumsphase zu erfassen, wurde ein
zweiter Versuchsaufbau durchgefuhrt. Damit sollte eine klinische Situation, in der der
bereits an einem Tumor erkrankte Patient therapiert wird, besser erfasst werden. Die
Zeitraume der Versuchsaufbauten gehen auf langjahrige Erfahrung im
neurochirurgischen Forschungslabor der Charité zurtck, nach denen im GL261
Mausmodell der 14. Tag des Tumorwachstums ein guter Zeitpunkt fur den
Therapiebeginn ist. Die Tumore sind nach diesen zwei Wochen bereits in die
exponentielle Wachstumsphase Ubergegangen. AulRerdem ist die TumorgrofRe zu
diesem Zeitpunkt ausreichend, um eine Volumetrie mit Hilfe des Kleintier-MRTs
durchfuhren zu kdnnen.

In einem urspringlichen Entwurf des zweiten Versuchsaufbaus wurde die
Abschlussuntersuchung fur Tag 28 der Versuchsrunden angesetzt, um, wie im ersten
Aufbau, 14 Tage Therapiezeitraum zu haben. In einer 28-Tage-Testrunde zeigte sich
aber ein zu aggressives und rasantes Tumorwachstum in der Kontrollgruppe, um eine
14-tagige Therapie durchzufuhren. Mehrere Kontrolltiere Uberlebten diesen Zeitraum
nicht oder mussten wegen eines verschlechterten Allgemeinzustandes getdtet werden.

Durch die fehlenden MRT Untersuchungen und Gewebeproben konnten diese Runden
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nicht bis zu Tag 28 ausgewertet werden. Im Rahmen der verkurzten Experimente

gewannen wir aber die Erkenntnis, dass die Dosis von 15ug pro Tag nicht ausreicht, um

das Tumorwachstum in der exponentiellen Wachstumsphase zu verlangsamen. Der

Unterschied der TumorgrofRe in Kontroll- und Therapiegruppe ergab mit dieser Dosis

keine signifikanten Ergebnisse (Abb. 4-4).
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Abbildung 4-4: Ergebnisse der Therapie etablierter Tumore mit dem CXCR2-
Antagonisten SB225002 in einer Dosierung von 15ug pro Tag. Reprasentative

MRT Bilder zeigen eine verringerte Tumorgrof3e der Therapietiere (B) im Gegensatz

zur Kontrollgruppe (A) an Tag 21 der Versuche. Die Auswertung der Tumorvolumina

ergaben reduzierte Werte in der Therapiegruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe in

T1- (C) und T2-Wichtung (D), welche aber nicht signifikant waren (n=6 pro Gruppe).

Die Versuche wurden mit einem gekurzten 21-Tage Protokoll wiederholt, um ein

Uberleben aller Tiere bis zu den Abschlussuntersuchungen zu gewahrleisten. Dabei

wurden Pumpen mit doppelter Pumprate genutzt, um die Dosis auf 30ug pro Tag zu

erhodhen.
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In dem endgultigen Versuchsaufbau folgte auf die 14-tagige Etablierungsphase der
Glioblastome ein siebentagiger Therapiezeitraum. Die GL261-Tumorzellen wurden an
Tag 1 des Versuchsprotokolls implantiert. Nach 14-tagiger nativer Tumoretablierung
wurde das Ausgangsvolumen der Tumore aller Tiere im MRT erfasst. AnschlielRend
wurden am selben Tag die osmotischen Mini-Pumpen mit Therapie- und Kontrollldsung
in die Ventrikel eingesetzt. Die abschlielende MRT-Messung wurde nach siebentagiger
Therapie an Tag 21 durchgefuhrt (Abb. 4-5).

Tag 1 Tag 14 Tag 21

Implantation

GL261
N\

MRT + Blockade von CXCR2

Pumpe (Antagonist in DMSO und NaCl)
A MRT +

— Gehirn-
> entnahme
\ Kontroligruppe
(DMSO und NaCl)

Abbildung 4-5: Schematische Darstellung des zweiten Versuchsaufbaus zur

Therapie der Glioblastome im exponentiellen Wachstumsstadium.

Da der Antagonist bereits fur die einfache Dosis an die Loslichkeitsgrenze heran titriert
wurde, musste zur Dosiserh6hung ein anderes Pumpenmodell mit einer verdoppelten
Laufrate genutzt werden. Nach Verdopplung der Dosis auf 30ug pro Tag in weiteren
Versuchsrunden konnte der Effekt der Wachstumshemmung gesteigert werden. Die
Grolde der Tumore ergab mit einer Dosierung des small-molecule Antagonisten von 30ug
pro Tag sowohl in der T1- als auch in der T2-Wichtung signifikante Unterschiede

zwischen Therapie- und Kontrollgruppe (Abb. 4-6).
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Abbildung 4-6: Ergebnisse der Therapie etablierter Tumore in einer Dosierung
von 30ug pro Tag. Reprasentative MRT-Schnittbilder der (A) Kontroll- und (B)
Antagonist-Gruppe in T2-Wichtung nach insgesamt 21 Tagen Therapiezeitraum im
zweiten Versuchsaufbau bei 14-tagiger Etablierungsphase und anschlie3end
siebentagiger Therapie mit einer Tagesdosis von 30ug Antagonist. (C, D) Die
absoluten Werte der Tumorvolumetrie zeigten signifikant reduzierte Werte nach
SB225002 Therapie in beiden MRT-Wichtungen (n=6-7 pro Gruppe; *=p<0,05).

Weitere Analysen unter Einbeziehung der Ausgangsvolumina der Glioblastome zu
Beginn der Therapiephase verdeutlichen die Wirksamkeit der CXCR2-Antagonisierung
auf das Tumorwachstum. Anhand dieser Darstellungen kann eine Effektverzerrung durch
unterschiedliche Volumina und Wachstumsstadien an Tag 14 ausgeschlossen werden.
Abb. 4-7 zeigt alle Datenpunkte der Versuchstiere in der 30ug-Dosis Runde sowie eine
Abbildung der Wachstumsfaktoren der einzelnen Tumore.

48



T2 - 30 pg/Tag T2 - 30 pg/Tag
40+ 15+
- m  Kontrolle
¢ Antagonist -
— 30- 5
o z 10 -
£ :
S 20- o = .
£ > o
3 2 P
° & 5- n % J
> 104 .3 2 ole
b
0 0

Tag 14 Tag 21 Kontrolle Therapie

Abbildung 4-7: Absolute Volumenwerte (A) und Wachstumsfaktoren (B) der
Glioblastome der einzelnen Versuchstiere an Tag 14 und Tag 21 im zweiten
Versuchsaufbau mit 30ug Antagonist pro Tag. Zum Ausgangszeitpunkt vor
Therapiebeginn an Tag 14 waren die Volumina der Tumore innerhalb der Gruppen als
auch im Vergleich Kontrolle vs. Therapie nahezu identisch. Die Berechnung des
Wachstumsfaktors der einzelnen Versuchstiere verdeutlicht die Homogenitat der

TumorgrofRRen in der Therapiegruppe (n=6-7 pro Gruppe; *=p<0,05).

41.4 \Vertraglichkeit und Nebenwirkungen der Antagonist-Therapie im
Versuchsaufbau

Der Einsatz und die Dosierung medikamentOser Therapieansatze werden haufig durch
Nebenwirkungen begrenzt. Um etwaige Nebenwirkungen auf die Versuchstiere zu
analysieren, fuhrten wir regelmafRige Gewichtskontrollen durch und bewerteten die
Odematisierung des peritumoralen Gewebes. Des Weiteren bewerteten wir kritisch die
Morphologie der Glioblastome. Ein Tier der Therapiegruppe zeigte im Versuchsaufbau
mit 30ug Antagonist-Dosis pro Tag im Abschluss-MRT an Tag 21 eine diffuse und
grof¥flachige Einblutung um den Tumor. In der statistischen Auswertung der 30pg Runde
wurde dieses Tier nicht eingeschlossen, da eine einwandfreie Quantifizierung der
TumorgroRe technisch nicht erfolgen konnte. Blutungen gehéren generell zum
Variationsspektrum der  Glioblastom-Morphologie. In  unseren Experimenten
beobachteten wir im Tumorstadium nach drei Wochen Wachstum keine weiteren
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Blutungen in Therapie- oder Kontrolltieren. Durch die langjahrige Erfahrung in unserer
Arbeitsgruppe wissen wir, dass auch grof3flachige Blutungen zum normalen Spektrum
der Glioblastomentwicklung im Mausmodell ab einem gewissen
Tumorwachstumsstadium gehoren. Ein weiteres Tier starb, bevor die MRT Aufnahmen
an Tag 21 durchgefuhrt werden konnten und fliel3t somit ebenfalls nicht in die Auswertung

ein. Dies wird als mogliche Nebenwirkung der Therapie aufgefuhrt.

Zur weiteren Evaluation von moglichen Nebenwirkungen der Antagonist-Therapie
verglichen wir die Gewichtszunahme der Kontroll- und Therapietiere wahrend des
Versuchszeitraumes. Wir stellten keine Gewichtsabweichung der therapierten Tiere im
Vergleich mit den Kontrolltieren fest. Kontroll- und Therapietiere zeigten eine ahnliche
Gewichtszunahme von 9% bzw. 8% wahrend des Therapiezeitraums. Neben Gewicht
und Tumormorphologie verglichen wir die Auspragung des peritumoralen Odems der
Gruppen. Das Odem wurde durch die Differenz der hyperintensen Areale in den T2- und
T1-gewichteten MRT-Messungen festgelegt. Auch hier gab es keinen Hinweis auf eine
Nebenwirkung der Therapie in Form einer Schrankenstorung der Gefalde und eines
dadurch vermehrten Odems (Abb. 4-8).

Tumorododem
30- Abbildung 4-8: Tumorodem der Kontroll- und

Therapiegruppe. Therapierte Tiere =zeigten im

N
o
1

Vergleich mit der Kontrollgruppe keine Veranderungen
in der GréRe des peritumoralen Odems (n= 6-7).

Odem- / Tumorvolumen (%)
S
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4.2 Immunhistochemische Untersuchungen auf Gewebsschnitten

4.2.1 CXCR2-Antagonisierung beeinflusst Glioblastomentstehung tiber angiogene
Wege

Die Untersuchung der Veranderungen auf Zellebene durch die Therapie mit dem small-
molecule Antagonisten erfolgte anhand immunhistochemischer Farbungen auf
Gewebeschnitten der Versuchstiere. Der erste Versuchsaufbau untersuchte die
Antagonist-Behandlung  simultan  zur  Tumoretablierung und diente als
Einstiegsexperiment zur Exploration der Therapiewirkung des Antagonisten im GBM.
Hierfur wurden der Rezeptor CXCR2 und Mikroglia- und Gefal3strukturen untersucht.

Die Rezeptordichte, gemessen in der mittleren Intensitat der Farbung, war im Vergleich
der Gruppen nicht verandert (Abb. 4-9).
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Abbildung 4-9: CXCR2 Farbung nach 14-tagiger Antagonist-Therapie in der
Entstehungsphase des Glioblastoms. (A) Immunhistochemische Farbungen von
Gewebeschnitten der in vivo Experimente zeigten eine vergleichbare CXCR2-Dichte.
(B) Die Messung der mittleren Intensitat ergab keine signifikanten Unterschiede in
Therapie und Kontrollgruppe. CXCR2 = rot. DAPI/Zellkerne = blau (n=4 pro Gruppe).

51



Mikroglia spielen im Tumorverband des Glioblastoma multiforme eine wichtige Rolle, da
sie mit Endothelzellen der Gefalie interagieren und Chemokine als Signalstoffe fur
proliferative und angiogene Effekte nutzen. Mikrogliazellen und Gefalde zeigten in den
Farbungen eine signifikant verminderte Anzahl in der Antagonist-Gruppe (Abb. 4-10).
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Abbildung 4-10: Mikroglia und GefaRfarbung nach 14-tagiger Therapie in der
Entstehungsphase des Glioblastoms. (A) Farbungen von Gewebeschnitten
wahrend der Therapie in der Phase der Tumoretablierung zeigten eine reduzierte
Dichte von Mikrogliazellen und Gefallen nach CXCR2-Antagonisierung. Die
Quantifizierung ergab eine signifikant reduzierte Anzahl an (B) Mikrogliazellen (TAMs)
und eine signifikante Verminderung der (C) Gefalle in der SB225002-Gruppe im
Vergleich zu den Kontrolltieren. Iba1/Mikroglia = grun. CD31/Gefalle = rot.
DAPI/Zellkerne = blau (n=3 pro Gruppe; *=p<0,05).
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Die folgenden immunhistochemischen  Fluoreszenzfarbungen  wurden  auf
Gewebeschnitten des zweiten Therapieansatzes im etablierten Tumor angefertigt, der
die klinische Situation der Therapie bereits etablierter Glioblastome widerspiegelt. Da in
den in vivo Versuchen nur bei einer Therapiedosis von 30ug Antagonist pro Tag eine
signifikante Reduktion des Tumorwachstums in den MRT-Analysen erzielt wurde, lag der

Untersuchungsfokus auf den Gewebeproben dieser Untersuchungsreihe.

Ziel der Farbungen sollte ein besseres Verstandnis der molekularen Prozesse in den
Tumoren der Versuchstiere sein. Durch die von uns erwartete anti-angiogene Wirkung
des Antagonisten im Glioblastoma multiforme fokussierten wir uns auf die
Veranderungen der Gefalle und der anliegenden Zelltypen, auf beteiligte Signalmolekule

im CXCR2/CXCL2 Signalweg sowie auf die Proliferation und Apoptose von Tumorzellen.

4.2.2 Analyse von GefaRen und Akteuren der Angiogenese

4.2.2.1 Mikroglia und GefaRe

Mikrogliazellen interagieren eng mit Endothelzellen. Deshalb untersuchten wir, ob der
Antagonist die Interaktion der Mikroglia mit den GefalRen beeinflusst. Zur Quantifizierung
wurden Gefalle gezahlt, an deren Endothelzellen mindestens zwei Mikrogliazellen direkt
mit ihrem Zellkdrper anliegen. Die Interaktion der Mikrogliazellen mit den Gefalden nahm
nach Behandlung mit dem Antagonisten zu. Gefalle und Mikrogliazellen wurden
aullerdem isoliert gezahlt und zusatzlich die Flache der Gefalle quantifiziert. Signifikant
vermindert waren sowohl die GefalRanzahl als auch die Anzahl der Mikrogliazellen pro
mm? in der Therapiegruppe. Die Gefaldflache pro mm? Tumorflache war in beiden
Gruppen identisch. Bei geringerer Anzahl der Gefalle ist die durchschnittliche
Gefalflache in der Therapiegruppe groller als die der Kontrollgruppe, jedoch nicht
signifikant (Abb. 4-11).

Um Veranderungen durch die Verabreichung des Antagonisten in gesunden Gefalien zu
Uberprufen, analysierten wir zusatzlich zu den Gefallen im Tumor auch die Gefalde der
kontralateralen, nicht vom Tumor betroffenen Gehirnhalften. Wir stellten keine
Abweichungen in GefalRanzahl, Gesamtflache der Gefalde oder durchschnittlicher
Gefaldflache in den kontralateralen Hemispharen der therapierten Tiere fest (Abb. 4-12).
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Abbildung 4-11: Verringerte Anzahl an (A) Mikrogliazellen und (B) GefalRe nach
CXCR2-Therapie etablierter Tumore. Die mit Antagonist SB225002 therapierten
Tiere (30ug pro Tag) zeigten eine (C) signifikant geringere Zahl an Mikrogliazellen, (D)
signifikant weniger Gefalle, (E) eine unveranderte gesamte Gefaliflache, (F) eine nicht
signifikant erhohte durchschnittliche Flache je GefalR und eine (G, H) signifikant
erhohte Interaktion zwischen Mikrogliazellen und Gefallen. Iba1/Mikroglia = grun.
CD31/Gefalke = rot. DAPI/Zellkerne = blau (n=6 pro Gruppe; *=p<0,05).
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Abbildung 4-12: GefaBanalyse der kontralateralen Hemispharen. (A)
Reprasentative Farbungen der Kontroll- und Therapiegruppe mit unveranderter (B)
Anzahl sowie (C) Flache der GefalRe in der kontralateralen, gesunden
Gehirnhemisphare in vivo. Betrachtet man Farbungen aus der Tumorregion (wie in
Abb. 4-11), erkennt man besonders gut die Unterschiede in der Gefalarchitektur und
Dichte der Mikroglia zwischen gesundem Gehirn und Tumorgewebe. Iba1/Mikroglia =
grun. CD31/Gefale = rot. DAPI/Zellkerne = blau (n=6 pro Gruppe).
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4.2.2.2 Perizyten

Wichtige Akteure in der perivaskularen Nische sind neben Mikrogliazellen auch die
Perizyten. Aus ihrer Anzahl rund um Gefalle konnen Schlisse Uber die Gefalintegritat
gezogen werden (112, 113). Ein Gefal® wurde als positiv gezahlt, wenn mindestens zwei
Perizyten mit ihrem Zellkorper direkt an den Endothelzellen anliegen. Das gemeinsame
Anfarben von Perizyten mit GefalRen ergab keine signifikante Veranderung in der Anzahl
der Perizyten oder der Interaktion von Perizyten mit GefalRken (Abb. 4-13). Trotz der
veranderten Gefal3groRe und der erhohten Interaktion von Mikroglia mit Gefallen

beeinflusste der Antagonist die Interaktion von Perizyten mit Gefallen nicht.
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4.2.3 Charakterisierung assoziierter Marker des CXCR2/CXCL2 Signalweges
4.2.3.1 Expressionsmuster von CXCL2

Die CXCL2 Farbung der mit Antagonist SB225002 blockierten Therapiegruppe zeigte
eine vergleichbare mittlere Flache/mm? mit der der Kontrollgruppe (Abb. 4-14). Es konnte
demnach keine Veranderung der CXCL2 Expression in den immunhistochemischen

Analysen der Gewebeprobe nach in vivo Therapie mit SB225002 gezeigt werden.

B Abbildung 4-14: CXCL2 Farbung nach
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Einen Schwerpunkt in der Farbung molekularer Marker setzten wir auf die Untersuchung
von CXCL2 als Ligand des blockierten Rezeptors CXCR2. CXCL2 liel3 sich im
Tumorgewebe im Vergleich zum gesunden Gewebe in der kontralateralen Hemisphare
gut darstellen. AulRerhalb der Tumorgrenze war kaum CXCL2 zu finden, im peritumoralen
Saum, rund 100pm um den Tumor, exprimierten es noch einige wenige Zellen (Abb. 4-
15). Innerhalb des Tumors fiel auf, dass CXCL2 im Randbereich starker exprimiert wurde.
In jedem der untersuchten Tumoren war eine starke Ansammlung von CXCL2 im Zentrum
des Tumors zu finden (Abb. 4-16). Dies korrelierte nicht zwingend mit einer hohen

allgemeinen Zelldichte aber haufig mit einer erhhten Dichte von Mikroglia.
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Abbildung 4-15: Ubersichtsaufnahme des Ubergangs von Tumor- zu
Normalgewebe in einer 20fachen VergroRerung. Das neoplastische Gewebe war
deutlich abgrenzbar durch die erhdhte Zelldichte, erkennbar an der Anzahl der mit
DAPI angefarbten Zellkerne. Sowohl die Anzahl der Mikrogliazellen als auch die
Menge von CXCL2 waren im Randbereich des Tumors im Vergleich zum restlichen
Tumorgewebe erhoht. Iba1/Mikroglia = grun. CXCL2 = rot. DAPI/Zellkerne = blau.
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Abbildung 4-16: Reprasentative CXCL2-Farbung des Tumorzentrums in einer
20fachen Vergroerung. Eine Anhaufung von CXCL2 und Mikroglia ist erkennbar, die
in dieser Form im umgebenden Tumorgewebe nicht auszumachen war. Iba1/Mikroglia
= grun. CXCL2 = rot. DAPI/Zellkerne = blau.

Viele Mikrogliazellen exprimieren CXCL2, erkennbar an der auffallend hohen
Uberschneidung der beiden Farbungen. Allerdings produzieren auch die Tumorzellen
CXCL2 und nicht alle Mikrogliazellen exprimieren CXCL2 (Abb. 4-17).
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Abbildung 4-17: Mikroglia exprimieren CXCL2. (A) Ubersichtaufnahme eines
Gewebeschnittes aus der Therapiegruppe mit einer 20fachen VergroRerung. Die
Aufnahme stammt aus dem Tumorrand. (B) Beispielhafte Vergro3erung einiger
Mikrogliazellen zur Darstellung der Expression von CXCL2 aus Mikroglia und anderen
Tumorzellen. [1] Eine CXCL2 positive und [2] negative Mikrogliazelle. Das die Zellen
umgebende CXCL2 wird von anderen Tumorzellen exprimiert, deren Zellkerne
innerhalb der CXCL2-Wolken zu erkennen sind. Iba1/Mikroglia = griin. CXCL2 = rot.
DAPI/Zellkerne = blau.

60



4.2.3.2 Expressionsmuster von CXCR2

Der Antagonist SB225002 beeinflusst durch Blockade des Rezeptors CXCR2 die
Signalachse uber CXCL2/CXCR2. Da wir keinen Unterschied in der Farbung des
Liganden sahen, untersuchten wir den Rezeptor im Gewebe der Kontroll- und
Therapietiere. Die Farbung des Rezeptors CXCR2 auf den Proben aus den in vivo
Experimenten ergab vergleichbare Intensitaten der CXCR2 Expression in Kontroll- und
Therapiegruppe (Abb. 4-18).

Diese Daten bestatigen die oben dargestellten Farbungen in der ersten Versuchsrunde
mit synchronem Tumorwachstums- und Therapiestart. In beiden Experimenten gab es
keinen Unterschied in der Expression von CXCR2 auf den Gewebeschnitten.

B Abbildung 4-18: CXCR2 Farbung nach
CXCR2 Blockade etablierter
Glioblastome. (A) Vergleichbare
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ergab keine signifikanten Unterschiede in
beiden Gruppen. CXCR2 = rot (n=6 pro
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4.2.4 Vergleich der proliferativen und apoptotischen Aktivitat

4.2.4.1 Vermehrte Proliferation im Randbereich der Tumore

Neben den bereits festgestellten Einflissen auf die Vaskularisierung wirken auch
antiproliferative Effekte des Antagonisten auf das verlangsamte Tumorwachstum in vivo.
Um den Einfluss dieser Effekte zu testen, wurde eine Immunfluoreszenzfarbung mit dem
Proliferationsmarker Ki67 durchgefuhrt. Besonderes Augenmerk legten wir auf die
Randbereiche der Tumore, da wir dort bereits eine erhdohte Expression von CXCL2
feststellen konnten. In den Randbereichen war in beiden Gruppen eine erhohte
proliferative Aktivitat der Zellen zu sehen (Abb. 4-19). Insgesamt gab es keine

Veranderung der Proliferation im Vergleich von Kontroll- und Therapiegruppe.
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Abbildung 4-19: Proliferation nach CXCR2 Blockade etablierter Glioblastome.
(A) Vergleichbare Dichte Ki67-positiver Zellen. (B) Ubersichtaufnanme aus der
Therapiegruppe mit einer 10fachen VergroRerung. Die hochste Dichte der Ki67
Farbung war im Tumorrand zu erkennen. (C) Die Anzahl der Ki67-positiven Zellen war
in Kontroll- und Therapietieren ahnlich hoch. Ki67/Proliferation = grin. CD31/Gefalde
= rot. DAPI/Zellkerne = blau (n=4 pro Gruppe).
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4.2.4.2 Unveranderte Apoptose trotz Wachstumsreduktion in vivo

Nachdem die Proliferationsfarbung keinen Unterschied zeigte, untersuchten wir die
Apoptose des Tumorgewebes nach CXCR2-Blockade durch TUNEL-Farbung der
Gewebeproben. Im Vergleich zeigte sich die Apoptoseaktivitdt sowohl insgesamt als
auch im Zusammenhang mit den Mikrogliazellen unverandert (Abb. 4-20).

B 150 C 10
o S 8
£ 100 » l
E 1 =6
* =
Kontrolle g *y4
2 50 4
- |
=2
o
<
(]

TUNEL

Therapie

O

TUNEL

Kontrolle ‘ _ Thei'apie

Iba1

Abbildung 4-20: Apoptose nach CXCR2 Blockade etablierter Glioblastome. (A)
Apoptose in Kontroll- und Therapietieren mit (B) vergleichbarer Anzahl TUNEL-
positiver Zellen nach CXCR2 Blockade. (C) Auch der prozentuale Anteil der Mikroglia
mit Apoptosesignal ist nicht verandert, erkennbar in (D) Ubersichtsaufnahmen von
Gewebeschnitten beider Gruppen. Iba1/Mikroglia = grin. TUNEL/Apoptose = rot.
DAPI/Zellkerne = blau (n=4 pro Gruppe).
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4.3 Vergleichbares Wachstumsverhalten nach CXCR2-Blockade

Einfache HE-Farbungen eignen sich, einen Uberblick tber die Struktur eines Gewebes
zu erhalten und um beispielsweise Tumorrander und dadurch das Wachstumsverhalten
zu vergleichen. Allgemein erkennt man in Abb. 4-21 die typische Morphologie eines
Glioblastoms mit stark erhohter Zelldichte, pleomorphen Zellkernen und zum Teil
flachenhaften Tumornekrosen. Der infiltrative Charakter des Tumors wurde in allen
Gewebeproben auf mehreren Schnitten betrachtet und war durch die Antagonist-
Therapie nicht verandert.

T

25

Abbildung 4-21: Vergleichbar infiltratives @ Wachstumsverhalten der
Glioblastome nach CXCR2-Blockade. HE-Farbungen des gesamten Tumorareals
in reprasentativen (A) Kontroll- und (B) Therapietieren. Die Ausschnitte zeigen ein
vergleichbares Bild der tumordésen Gewebsveranderungen, auch das
Wachstumsverhalten ist in der naheren Betrachtung der Tumorrander ahnlich
infiltrativ.
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4.4 Reduktion der Proliferation nach Antagonist-Therapie in vitro

4.4.1 Morphologische Zellveranderungen durch Antagonist-Stimulation

Zur Evaluation des Effekts von SB225002 auf die Tumor- und Endothelzellen in vitro
wurde den Zellen in verschiedenen Konzentrationen Antagonist in DMSO zugesetzt und
anschlie®Bend MTT Assays durchgefuhrt. Nach 18 Stunden Inkubationszeit des
Antagonisten auf den Zellen zeigte sich im Lichtmikroskop eine dosisabhangige
Verringerung der Zellzahl sowie morphologische Veranderungen der Zellen in Form einer
Abrundung. Abb. 4-22 zeigt eine reprasentative Darstellung der
konzentrationsabhangigen Veranderung der GL261 Zellen im Lichtmikroskop.

Abbildung 4-22: Morphologische Zellveranderungen durch Antagonist-

Stimulation. GL261 Zellen in vitro nach 18 Stunden Inkubation mit dem Antagonist
SB225002 in DMSO sowie DMSO Kontrolle ohne zugesetzten Antagonisten. Man
erkennt morphologisch veranderte, abgerundete Zellen, die aber im anschliellenden
MTT Assay als vitale Zellen markiert wurden. Die Anzahl der veranderten Zellen nahm

mit geringeren Mengen des Antagonisten ab.
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4.4.2 Verminderte Proliferation der Tumorzellen im Vergleich mit Endothelzellen
nach Antagonist-Stimulation

Aus den durchgefuhrten MTT Assays wurde in Abb. 4-23 reprasentativ eine
Versuchsrunde aus drei identischen Versuchen je Zellreihe dargestellt. Die GL261
Tumorzellen reagierten auf den Antagonisten mit signifikant geringerer Proliferation bei
Konzentrationen bis 0,06uM. Zum Vergleich der Wirkung auf gesunde Zellen wurden die
Versuche mit Endothelzellen wiederholt. Die bEnd.4 Endothelzellen zeigten nur bis zu
einer Konzentration von 0,125uM signifikant weniger Proliferationsaktivitat nach CXCR2-
Blockade mittels SB225002. Betrachtet man die prozentuale Verminderung der Zellzahl
und vergleicht die beiden Zellreihen miteinander, stellt man fest, dass die Tumorzellen
bei gleicher Konzentration des Antagonisten signifikant starker in ihrer Proliferation
eingeschrankt werden. Dies gilt bei allen Konzentrationen von 0,5uM bis 0,06uM und ist
in Abb. 4-23C bespielhaft mit zwei Konzentrationen dargestellt.

Analog zu den Ergebnissen in den in vivo Versuchen und den histologischen
Aufarbeitungen der Gewebeschnitte sahen wir auch in den MTT Assays einen
konzentrationsabhangigen Effekt des Antagonisten, sowohl auf Tumor- als auch
Endothelzellen. Anhand der Proliferationsessays wurde der Wirkbereich des
Antagonisten fur die folgenden real-time-PCR Versuche bestimmt.
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Abbildung 4-23: Verminderte Proliferation nach in vitro Stimulation mit
SB225002. Sowohl die (A) GL261 Tumorzellen als auch die (B) bEnd.4 Endothelzellen
reagierten auf die erhohten Antagonist Konzentrationen mit reduzierter
Proliferationsaktivitat. Die Tumorzellen waren im Gegensatz zu den Endothelzellen bis
zu einen Dosisreduktion von 0,06uM signifikant reduziert. (C) zeigt die prozentuale
Reduktion der Proliferation von Endothel- und Gliomzellen, ausgehend von der
jeweiligen Negativkontrolle mit DMSO. Dies verdeutlicht den erhohten anti-
proliferativen Effekt auf die Gliomzellen im Vergleich zu den Endothelzellen (*=p<0,05.
**=p<0,01. ****=p<0,0001; n=3 pro Gruppe).
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4.5 Effekte des Antagonisten auf die Gene des CXCR2/CXCL2 Signalweges

4.5.1 Signifikante Hochregulation von Cxcl2, Cxcr1 und in Cxcr2 Tumorzellen
Mittels real-time PCR untersuchten wir die Wirkung des Antagonisten auf DNA-Ebene.
Es wurden Key-Points der CXCR2/CXCL2 und VEGFR1,2/VEGF Signalwege bestimmt,
welche jeweils in den Gliomzellen GL261 und den Endothelzellen bEnd.4 nach CXCR2
Blockade durch SB225002 analysiert wurden. Abbildung 4-24 zeigt die Expression der
ausgewahlten Gene in den beiden Zellreihen nach Inkubation der Zellen mit DMSO
(Kontrolle) bzw. Konzentrationen des Antagonisten von 0,06uM und 0,25uM in DMSO.
Die GL261 Zellen reagierten mit einem signifikanten Anstieg der Cxcl2, Cxcr1 und Cxcr2
Expression auf die hdhere Konzentration des Antagonisten.

Alle untersuchten Gene zeigten einen tendenziellen Anstieg der Expression, signifikant
waren nur die Akteure des CXCR2-Signalweges. Da CXCL2 sowohl an CXCR2 als auch
an CXCR1 bindet, der Antagonist aber 150mal selektiver an CXCR2, konnte durch die
Blockade die Expression von CXCL2 uber den CXCR1-Signalweg hochreguliert worden
sein.

N O &
F & & ¢
-10- ,
5 : | T
£ [
© .15.
207 mm DMSO
Em 0.06 pM
* 0.25 pM
-25- »
CXCR2 Signalweg VEGF Signalweg

Abbildung 4-24: Expression CXCR2- und VEGF-Signalweg-assoziierter Gene
nach CXCR2 Blockade in Tumorzellen. Nach Inkubation von GL261 Zellen mit
0,25uM Antagonist nahm die Expression der Gene von Cxcl2, Cxcr1 und Cxcr2
signifikant zu (*=p<0,05. ****=p<0,0001; n=3 pro Gruppe).
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4.5.2 Signifikante Hochregulation von Cxcl2 in Endothelzellen
Im Gegensatz zu den Tumorzellen konnten bei den bEnd.4 Endothelzellen der
Rezeptoren Cxcr2 teilweise nicht amplifiziert werden (Abb. 4-25). Ohne Stimulation wird
der Rezeptor in vitro in Endothelzellen so gering exprimiert, dass mit der Methode einer
real-time-PCR die Detektion der Gene nicht moglich war. Bei dem Liganden Cxcl2 zeigte
sich eine signifikante Hochregulation der Genexpression der Endothelzellen nach
Zugabe der hoheren Konzentration des Antagonisten von 0,25uM. Bei den Ubrigen
Genen sah man eine Tendenz der Herunterregulation durch den Antagonisten, die nicht
signifikant war. Dieser Eindruck verstarkt sich, wenn man die Ergebnisse in

Zusammenschau mit denen der Tumorzellen betrachtet.
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Abbildung 4-25: Expression CXCR2- und VEGF-Signalweg-assoziierter Gene
nach CXCR2 Blockade in Endothelzellen. In den bEnd.4 Endothelzellen
beobachteten wir ebenso wie in den GL261 Tumorzellen eine signifikante Erhdhung
der Expression des Cxcl2 Gens bei einer Konzentration von 0,25uM. Der Rezeptor
Cxcr2 konnte nur nach Stimulation mit der hoheren Dosis des Antagonisten amplifiziert
werden. Ohne bzw. mit wenig Stimulation durch den Antagonisten konnte keine
Amplifikation detektiert werden (nd = nicht detektierbar; ****=p<0,0001; n=3 pro
Gruppe).
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Die in vitro Ergebnisse der MTT Assays und der real-time-PCR geben weitere Hinweise
auf die Ursachen des reduzierten Tumorwachstums nach Antagonist-Therapie in den in
vivo Modellen. Wir konnten zeigen, dass der Antagonist auch in der Zellkultur
konzentrationsabhangige Effekte auf die Proliferation der Tumorzellen hatte. Au3erdem
werden, ebenfalls konzentrationsabhangig, verschiedene Gene des CXCR2-

Signalweges reguliert.
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5 Diskussion

5.1 Morphologische und molekulare Veranderungen durch die Antagonist-

Therapie

In unserer Studie konnten wir erstmals zeigen, dass ein small-molecule Inhibitor des
Chemokin-Rezeptors CXCR2 signifikant das Tumorwachstum im murinen Glioblastom-
Modell hemmt. In den untersuchten Tumorgeweben analysierten wir die mikroskopischen
Veranderungen durch die Rezeptorblockade und konnten eine verminderte Dichte an
Gefallen sowie eine reduzierte Anzahl Mikrogliazellen bzw. Tumor-assoziierter
Makrophagen feststellen. Wir fuhren diese wachstumsreduzierende Wirkung insgesamt
auf eine Beeintrachtigung der Tumorangiogenese durch den Antagonisten zurlck.

5.1.1 Tumorwachstumsreduktion durch anti-angiogene Effekte der in vivo Therapie
Forschungsergebnisse der letzten Jahre zeigen, dass Chemokine mal3geblich an der
Tumorentstehung und insbesondere an der Tumorangiogenese beteiligt sind (76). Die
Signalachse Uber den Chemokin-Rezeptor CXCR2 nimmt eine wichtige Rolle in der
Kommunikation von Tumorzellen mit GefalRen ein (61). Auch im Glioblastoma multiforme,
einem Hirntumor mit sehr schlechter Prognose, ist CXCR2 ein potentieller Angriffspunkt
fur Therapien. Vorexperimente unserer Arbeitsgruppe ergaben eine geringere
TumorgrofRe nach CXCR2-Antikorper Therapie in der initialen Wachstumsphase (88). In
der vorliegenden Arbeit konnten wir erstmals demonstrieren, dass eine lokale Therapie
mit dem small-molecule CXCR2-Antagonisten SB225002 eine effektive Reduktion des
Glioblastomwachstums in einem syngenen Modell immunkompetenter Mause bewirkt. In
ersten Versuchen einer initialen 14-tagigen Verabreichung des Antagonisten, synchron
zum Wachstumsstart des Tumors, sahen wir reduzierte Tumorvolumina im MRT. Die
darauffolgenden Experimente zum therapeutischen Einsatz des Antagonisten bei
bestehendem Tumor ergaben nach Dosisanpassung ebenfalls signifikant kleinere
Tumore. Die Tumorvolumetrie im MRT zeigte eine bis zu 51%ige Reduktion der
TumorgrofRe in der Therapiegruppe (111).

Die Aufarbeitung der Gewebeproben mittels Immunfluoreszenzfarbungen ergab eine
Beeintrachtigung der Angiogenese, dargestellt durch eine geringere Dichte an
Tumorgefalien um 23% nach CXCR2 Blockade. Die durchschnittliche Gefalflache pro
mm? Tumorflache war durch die CXCR2 Blockade wider Erwarten nicht verandert. Eine
Erklarung dafur konnte sein, dass Tumorgewebsschnitte ein zweidimensionales Abbild
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einer dreidimensionalen Struktur darstellen und somit die Genauigkeit der
Quantifizierung, vor allem die der Gefaldflache, limitiert ist. Dies gilt im Allgemeinen fur
alle Strukturen, die auf Gewebsschnitten ausgewertet werden. Die Abweichungen durch
Schnittwinkel, Schichtdicke etc. fallen bei groReren und zusammenhangenden Strukturen
wie Gefallen aber starker ins Gewicht als bei kleineren Strukturen wie Zellen. Durch sehr
genaue Ausmessung und eine gro3e Anzahl an ausgewerteten Schnitten wurde
versucht, diesen Fehler zu minimieren und eine moglichst akkurate Abbildung der Gefalie

zu gewabhrleisten.

Die therapierten Tiere zeigten nach siebentagiger Behandlung mit dem Antagonisten eine
signifikant verminderte Anzahl an Gefal3en in den analysierten Gewebeproben. Somit
konnten wir, wie in der Literatur auch fur andere Tumorentitaten beschrieben (61, 78, 85),
zeigen, dass der CXCR2-Signalweg in der Tumorangiogenese des Glioblastoms eine
zentrale Rolle einnimmt. Die gehemmte Angiogenese nach CXCR2 Blockade fuhrt am
ehesten zu einer Unterversorgung des Tumorgewebes und dadurch zu vermindertem
Tumorwachstum. Die Therapie mit dem Antagonisten verlangsamte insgesamt das
Wachstum der Tumore im Anfangsstadium der Tumorbildung sowie in der exponentiellen
Wachstumsphase (111).

Als nachstes stellten wir die Frage, uUber welche Mechanismen die CXCR2
Signalwegblockade die Angiogenese beeinflusst und welche Akteure im Gewebe eine
Rolle spielen. Die Beeintrachtigung der Angiogenese konnte durch einen direkten Effekt
des Antagonisten auf die Endothelzellen oder durch die veranderte Kommunikation von
Zellen Uber Chemokine erklart werden. Die Aspekte dieser Theorien werden in den
folgenden Kapiteln der Diskussion naher beleuchtet. Bei den Experimenten legten wir
den Schwerpunkt auf die Untersuchung von Mikroglia bzw. TAMs, da sie eine tragende
Rolle in der immunologischen Glioblastom-Biologie einnehmen und ebenfalls an der
Chemokin-vermittelten Angiogenese im Tumor beteiligt sind.

5.1.2 Einfluss des Antagonisten auf Zellen der perivaskularen Nische

Von Tumorzellen produzierte Chemokine rekrutieren neutrophile Granulozyten und
andere Entzindungszellen, die daraufhin CXCR2-vermittelt zu Tumor-assoziierten
Makrophagen/Mikroglia differenzieren (114). Dieser Zelltyp neigt dazu, sich an Gefalle

anzulagern, um direkt mit den Endothelzellen zu interagieren (88). Die TAMs sind
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malfdgeblich am Erhalt und Wachstum des Tumors, vor allem im Rahmen der zellularen

peritumoralen Mikroumgebung, beteiligt.

Mikrogliazellen sind im physiologischen Hirngewebe netzartig und gleichmaRig verteilt
(115). Die Form der Zellen andert sich je nach Aktivitatszustand der Mikroglia. Sie
besitzen, wie fast alle Gliazellen, zahlreiche Auslaufer, welche sie im ruhenden Zustand
weit in das Gewebe ausstrecken. Im aktivierten Zustand ziehen die Mikroglia ihre
Auslaufer zur Phagozytose zurtick, runden sich ab und die Zellkorper vergrofRern ihr
Volumen (116). Die Funktionen der Mikroglia sind vielfaltig, bei einer Schadigung des
Nervensystems gehen sie in ihren aktivierten Zustand Uber, konnen durch Chemokine
mit den umliegenden Zellen kommunizieren, zytotoxische Signale aussenden und
Antigene prasentieren (117). Die Wachterfunktion Uber das zentrale Nervensystem ist ein
Grund dafur, dass Mikrogliazellen bei vielen entzundlichen, malignen und degenerativen
Erkrankungen (u.a. Multiple Sklerose, Alzheimer- oder Parkinson-Krankheit) vermehrt
vorhanden sind und in ihren aktivierten Zustand ubergehen (118). Aktivierte Mikroglia in
GL261 Hirntumorgewebe prasentieren sich in der Intravitalmikroskopie runder,

hypertropher und motiler als Mikroglia in physiologischem Hirngewebe (119).

In den Farbungen unserer Gewebeproben konnten wir die Akkumulation sowie die
Aktivierung durch Abrundung der Mikrogliazellen im Tumor ebenfalls beobachten. Die
mikroskopische Grenze des Tumorgewebes war, neben der erhohten Zelldichte, deutlich
durch die veranderte Morphologie der Mikrogliazellen erkennbar. Die Zellen waren im
Vergleich zum gesunden Hirngewebe nicht nur quantitativ erhoht, sondern zeigten im
aktivierten Zustand auch einen vergroRerten Zellkorper, eine abgerundete Form und das
Fehlen von Auslaufern (111).

In den Immunfluoreszenzfarbungen demonstrierten wir im Vergleich zur Kontrollgruppe
eine reduzierte Akkumulation von TAMs in den therapierten Tieren. Diese Beobachtung
konnte ein Effekt der veranderten Kommunikation der Zellen durch die
Signalwegblockade sein. Brandenburg et al. wiesen in isolierten Mikrogliazellen eine
erhohte Expression von CXCL2, aber keine Expression von CXCR2 nach (88). Flynn et
al. wiesen in ihrer Arbeit auf eine geringe Expression von CXCR2 durch Mikrogliazellen
hin (120). Obwohl Mikrogliazellen CXCR2 scheinbar nur wenig oder sporadisch
exprimieren, werden sie von der Blockade des Rezeptors beeintrachtigt. Auch fehlendes
Feedback des Rezeptorsignalweges und dadurch unterbrochene
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Ruckkopplungsschleifen konnten die Effekte auf die Mikrogliazellen erklaren. Der
Signalweg uber CXCR2 kdnnte somit sowohl direkte als auch indirekte Effekte auf die
Akkumulation von TAMs im Glioblastom haben (94, 121).

In den Farbungen der Therapiegruppe stellten wir neben der reduzierten Anzahl an
Mikrogliazellen eine erhohte Interaktion der Zellen mit Tumorgefalen fest (111). Die
Blockade des Rezeptors CXCR2 durch den Antagonisten und die dadurch veranderte
Chemokinantwort im Bereich der Endothelzellen kdnnte eine vermehrte Rekrutierung von

Mikrogliazellen an die GefaRwande bewirkt haben.

Neben den Mikrogliazellen sind auch Perizyten Teil der perivaskularen Nische. Diese
exprimieren ebenfalls CXCL2, wenn auch in geringerem Ausmal} als die Mikroglia (122).
Auch Perizyten interagieren direkt mit Gefal3en. In einer ausfuhrlichen Literaturrecherche
konnte nicht evaluiert werden, ob Perizyten CXCR2 exprimieren. Bodnar et al. zum
Beispiel widmen sich schwerpunktmalig den Perizyten und zahlen in ihrer
Veroffentlichung Zellen auf, die CXCR2 exprimieren (123). Perizyten werden hier nicht
genannt. Wir gehen davon aus, dass Perizyten ebenso wie Mikroglia nur den Liganden
exprimieren, nicht aber den Rezeptor. Es stellt sich die Frage, warum sich die Anzahl der
Mikrogliazellen verandert, aber nicht die der Perizyten. Perizyten scheinen durch ihre
geringen CXCL2-Expressionslevel bei der pro-migratorischen Aktivitat eine deutlich
kleinere Rolle als Mikrogliazellen zu spielen (122). In unseren Experimenten zeigten die
Perizyten keine Veranderungen in Anzahl oder Interaktion mit den Gefal3en (111). Dies
spricht dafur, dass sie keinen oder nur einen geringen Anteil an den therapieinduzierten
Veranderungen des Wachstumsverhaltens haben.

5.1.3 Expressionsmuster der Chemokine und Rezeptoren

In der Farbung der Gewebeproben konnten wir keine Veranderung der CXCL2
Expression nach CXCR2 Blockade feststellen (111). In der Literatur gibt es keine
einheitlichen Erkenntnisse zur Veranderung der CXCL2 Expression nach in vivo
Applikation von CXCR2 Antagonisten. Eine reduzierte CXCL2 Expression im
Nierenzellkarzinommodell und im Schlaganfallmodell in vivo nach SB225002 Therapie
wurde ebenso berichtet wie eine erhohte CXCL2 Expression in vitro nach der Behandlung
von Brustkrebszellen (99, 103, 124). Ahn et al. zeigten, dass die CXCL8 Sekretion von
Tumorzellen durch nekrotische Tumorareale induziert wird und es zu einer verstarkten

Expression von CXCLS8 in perinekrotischen Arealen kommt (125). In unseren Farbungen
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beobachteten wir eine zentrale Verstarkung der CXCL2 Expression, was fur ein
fortgeschrittenes Tumorstadium mit zentralen Nekrosen in den Tumoren spricht und
zusatzlich die Validitat der Farbung bestarkt. Nekrotische Areale gelten als
charakteristisches histologisches Merkmal der Morphologie von Glioblastomen.
Vermehrte Nekrosen in Tumoren sind ein negativ prognostischer Faktor fur die
Uberlebenswahrscheinlichkeit, da sie die Migration und Invasion von Glioblastomzellen
fordern (126). Eine Erklarung fur das Verteilungsmuster von CXCL2 kdnnte aul3erdem
eine erhohte Wachstumsaktivitat an den Randern des Tumors sein. Auch konnten Areale
mit vielen Mikrogliazellen ein erhohtes Aktivitatspotential des Tumors mit vermehrter
Expression angiogen wirkender Faktoren darstellen.

Anders als im Schlaganfallmodell sowie in den in vivo Experimenten bei Angara et al.
veranderte sich in den Experimenten der vorliegenden Arbeit die Expression des
Rezeptors CXCR2 in den Immunfluoreszenzfarbungen der Tumorgewebe nicht (69, 103,
111). Catusse et al. analysierten den Wirkmechanismus von SB225002 in vitro an
humanen CXCR2 Rezeptoren (91). Sie stellten fest, dass SB225002 an Epitope aus
verschiedenen Aminosauren bindet. Diese Epitope sind uber die Rezeptorstruktur verteilt
und die Angriffspunkte des Antagonisten entsprechen nicht den Bindungsstellen der
Liganden CXCL1 oder CXCL8. Die Bindungsstellen der Liganden liegen raumlich
gesehen sehr viel weiter auseinander als die des Antagonisten. Die wahrscheinlichste
Erklarung hierfur scheint eine Konformationsanderung des Rezeptors nach SB225002
Aktivierung zu sein, welche die Bindung der Liganden verhindert (91).

Die Konformationsanderung, die CXCR2 durchlauft, konnte der Grund fur die schlechte
Darstellbarkeit von Veranderungen des Rezeptors im Gewebe nach in vivo Antagonist-
Therapie sein. Die antikorperbasierte Farbung von Molekilen auf Gefrierschnitten
spiegelt zwar wider, ob eine Struktur eine hohere oder niedrigere Expression aufweist.
Es lasst sich aber keine Aussage uber den Aktivitatszustand treffen. CXCR2 koénnte also
in den therapierten Tumoren ahnlich intensiv gefarbt worden sein, ohne im lebenden Tier
aktiv gewesen zu sein. Die Bindung des fur die Farbung verwendeten Antikorpers scheint

durch die strukturelle Veranderung des Rezeptors nicht beeinflusst zu werden.

Inwiefern CXCL2 bzw. CXCL8 Ruckkopplungsschleifen mit CXCR2 bilden ist bisher nicht
vollstandig geklart. Einerseits geht man davon aus, dass Tumorzellen sich uber CXCL8
autokrin selbst stimulieren, da nach CXCR2 Blockade in vitro eine erhohte CXCL8
Ausschuttung aus Tumorzellen beobachtet wurde (127). Andererseits wird CXCR2 nicht
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konstitutiv auf Gliomzellen exprimiert, was wiederum gegen die Theorie der autokrinen
Stimulation Uber diese Signalwege spricht (44). Vielmehr wird vermutet, dass es einen
Zusammenhang zwischen hoher CXCL8 Expression und der Resistenz gegenuber
proapoptotischen Signalwegen gibt. Folglich konnte es hier eine Verbindung zwischen
der Expression proapoptotischer Rezeptoren und der CXCL8 Ausschuttung geben (44).

5.1.4 Unveranderte Apoptose und Proliferation sprechen gegen anti-mitotischen
Effekt

Anhand der mikroskopischen Untersuchung der therapierten Glioblastome stellten wir
fest, dass der durch den Antagonisten erzeugte Effekt auf die Tumore Uber die
Angiogenese und damit eher Chemokin-vermittelt als anti-mitotisch bzw. proapoptotisch
ist. In den Farbungen zu Proliferation und Apoptose sahen wir keine Unterschiede
zwischen Kontroll- und Therapiegruppe (111). In anderen Publikationen findet sich u.a.
im Mausmodell bei Lungenkrebs und Nierenzellkarzinom eine reduzierte Proliferation
nach in vivo Therapie mit SB225002 (99, 128). Lungenmetastasen von Brustkrebszellen
zeigen zusatzlich erniedrigte Apoptoseaktivitat (129). Diese Erkenntnisse aus anderen
Krebsmodellen konnten wir in vivo im Glioblastom-Modell nicht bestatigen. Grund fur die
fehlenden Unterschiede in Apoptose und Proliferation konnte eine zu geringe Dosis des
CXCR2-Inhibitors in unseren in vivo Experimenten sein. Das Volumen der
therapeutischen Losung von Antagonist SB225002 in DMSO und NaCl war durch die
Fullmenge der Pumpen limitiert. Die Konzentration in der Losung wiederum war durch
die Loslichkeit des Antagonisten in den Tragersubstanzen begrenzt, so dass die Dosis
des Therapeutikums im Tierexperiment nicht weiter gesteigert werden konnte. Auf Grund
dieser Vermutung untersuchten wir den Einfluss des Antagonisten auf die Proliferation

auch in vitro auf Tumor- und Endothelzellen.

Im Gegensatz zu den Farbungen der Gewebeproben reagierten die Glioblastomzellen in
den in vitro Versuchen anti-proliferativ auf den Antagonisten (111). In den Proliferations-
Assays der Tumor- und Endothelzellen sahen wir einen dosisabhangigen Effekt des
Antagonisten, vergleichbar zu anderen Publikationen mit Prostata-, Ovarial- und
Osophaguskarzinomzellen sowie Leukamiezellen (100, 130-132). Der dosisabhangige
Effekt konnte erklaren, warum wir in vivo keine Veranderung der Proliferation in den
immunhistochemischen Farbungen sehen konnten. Ein weiterer Grund fur die fehlenden

anti-proliferativen Effekte des Antagonisten in vivo konnte sein, dass sich die Therapie
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nur in bestimmten Tumorwachstumsphasen sichtbar auf die Zellproliferation auswirkt. Mit
unserem Protokoll und der Probenentnahme am siebten Therapietag stellen wir nur einen
kleinen Ausschnitt der dynamischen Tumorentwicklung dar, etwaige Effekte in anderen
Wachstumsphasen sind nicht erfassbar.

5.1.5 In vitro Analysen der Signalwegveranderungen durch SB225002

Zur Vertiefung der Signalweganalysen behandelten wir Gliomzellen sowie Endothelzellen
in vitro mit verschiedenen Dosen des Antagonisten. Im Gegensatz zu den Analysen der
in vivo Experimente konnten wir in vitro Veranderungen der Expression von Chemokinen
und Rezeptoren feststellen. Wir beobachteten eine dosisabhangige, signifikante
Erhohung der Genexpression von CXCL2, CXCR1 und CXCR2 in den Gliomzellen nach
Behandlung mit SB225002 (111). CXCL2 zeigte eine ausgepragte Hochregulation,
sowohl in Gliom- als auch in Endothelzellen. Der Anstieg der Genexpression von CXCL2
wurde auch in einer Publikation mit Brustkrebszellen beschrieben (124). Die Reaktion der
Zellen auf den Antagonisten bestatigt den Wirkmechanismus Uber die
Chemokinsignalachse und sprechen fur einen anti-angiogenen Effekt durch den

Antagonisten.

Um festzustellen, ob die Beeinflussung der Angiogenese Uber Chemokine eine
Ruckkopplung mit einem anderen pro-angiogenen Signalweg bildet, untersuchten wir
zusatzlich zu CXCL2 und den Rezeptoren des CXCR2 Signalweges die Expression von
Molekulen des VEGF-Signalweges. Alle getesteten Molekule dieser Signalachse zeigten
in den Gliomzellen einen tendenziellen Anstieg, der aber nicht signifikant war. Dies
konnten Anzeichen fur die Verknupfung beider Signalwege sein. Die erhohte
Permeabilitat von Endothelzellen und Angiogenese wird im VEGF-Signalweg vorwiegend
uber den Rezeptor VEGFR2 vermittelt (133). Petreaca et al. konnten zeigen, dass CXCL8
uber CXCR1 und CXCR2 auch VEGFR2 mitstimuliert bzw. transaktiviert (134). Die
Rezeptoren CXCR1/2 bildeten nach Stimulation durch CXCL8 in in vitro Experimenten
Komplexe mit VEGFR2 und sorgten so fur eine von VEGF unabhangige Aktivierung des
VEGFR2 Signalweges (134). Die Inhibition des CXCR2 Signalweges durch den
CXCR1/2 Antagonisten Reparixin in vitro blockierte auch die Signalweiterleitung und
Aktivierung des VEGFR2 Signalweges (134). Von allen Molekulen des VEGF/VEGFR
Signalweges zeigte die Genexpression von VEGFR2 in unseren in vitro Experimenten
die grofdte Veranderung nach Behandlung der Tumor- und Endothelzellen mit dem

CXCR2 Antagonisten. Dies konnte dafur sprechen, dass auch der von uns genutzte
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Antagonist SB225002 durch die CXCR2 Blockade Einfluss auf den Signalweg des
VEGFR2 nimmt. Des Weiteren zeigten Yu et al. eine Blockade der VEGF Expression und
Sekretion in humanen Brustkrebszellen nach SB225002 Therapie in vitro, welche wir
jedoch in unseren Experimenten zur Genexpression in Gliomzellen nicht feststellen
konnten (135). Auch in den Endothelzellen sahen wir in vitro einen Effekt auf die Molekule
des VEGF/VEGFR Signalweges in Form eines tendenziellen Abfalls der Expression aller
Gene, diese Beobachtung war ebenfalls nicht signifikant. Die Erkenntnisse der
Verknupfung von CXCL8 und VEGF bzw. CXCR1/2 und VEGFR2 geben Hinweise auf
die mogliche Wirkweise von Kombinationstherapien, die an beiden Signalwegen

angreifen.

5.2 Gestaltung des Versuchsaufbaus

5.2.1 Auswahl des Tumormodells

Generell gibt es verschiedene Mausmodelle, die je nach Arbeitshypothese und den zu
untersuchenden Strukturen mehr oder weniger fur die experimentelle Forschung
geeignet sind (136). Das Chemokin-Netzwerk ist ein wichtiger Teil des Immunsystems,
weshalb sich immunkompetente Mausmodelle fur die Untersuchung der Interaktion von
Glioblastom, Immunantwort sowie zu untersuchender therapeutischer Substanz anbieten
(137). Ein Glioblastom-Modell sollte au3erdem die Invasion und Angiogenese eines
menschlichen Glioms wiederspiegeln und reproduzierbare und vorhersagbare
Wachstumseigenschaften vorweisen (137). Das Modell mit in C57BL6 Mause
implantierten GL261-Tumorzellen bringt viele dieser Eigenschaften mit. Es wurde in den
1970er Jahren etabliert und hat seit Mitte der 1990er Jahre stabile Zelllinien (137). Durch
seine Eigenschaften als syngenes Modell hat es den Nachteil, dass beispielsweise das
Chemokin CXCLS8 nicht exprimiert wird (138). Der Phanotyp ist, soweit beim Glioblastom
moglich, reproduzierbar und zeigt histologisch ahnliche Merkmale zum humanen
Glioblastom wie Pleomorphismus und pseudopalisadenartige Nekrosen (137). Das
GL261 Mausmodell eignet sich damit besonders gut zur Darstellung von aggressivem
und infiltrativem Wachstum. Aul3erdem metastasiert es nicht und bildet sich nicht spontan
zuruck. Durch seinen sehr haufigen Einsatz in der praklinischen Forschung gibt es viele
Publikationen und einen grof3en Erfahrungspool zu dem Modell (138).
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5.2.2 Umgehung der Bluthirnschranke durch lokale Therapie

Zur Verabreichung des Antagonisten wahlten wir die lokale Applikation Uber den Liquor
mittels osmotischer Minipumpen. Grinde fur die intrathekale Applikation waren zum
einen, dass die Operationstechnik in unserem Labor bereits etabliert war und
Vorexperimente mit lokaler CXCR2-Antikorper-Therapie bereits positive Ergebnisse
erzielt hatte (88). Des Weiteren sollte ein Einfluss der Bluthirnschranke auf die
Ergebnisse soweit wie moglich reduziert werden. Zwar ist die Bluthirnschranke nach
aktuellem Forschungsstand durchlassig fur Molekule bis zu einer Masse von 500 Dalton.
Der Antagonist hat nur eine Masse von 352,14 Dalton und sollte deshalb die
Bluthirnschranke Uberwinden konnen. Fur uns war trotzdem von hoher Prioritat, einen
moglichst hohen Wirkspiegel am Zielort zu erreichen und den Einfluss der
Bluthirnschranke zu umgehen, um die maximale Wirkung des Antagonisten zu erfassen.
Die intrathekale Applikation des Antagonisten in einem Tumormodell wurde von uns
erstmals etabliert. Bei anderen neurologischen Erkrankungen wie neuropathischen
Schmerzen und Hyperalgesie bei Knochenmetastasen konnte die intrathekale
Applikation bereits positive Ergebnisse erzielen (108, 139). Die Arbeitsgruppe von
Manjavachi et al. stellte zudem eine Wirkung bei Hyperalgesie nach intrathekaler
Verabreichung von SB225002, nicht jedoch nach intraperitonealer Gabe fest (139).

Als nachster Schritt nach erfolgreichem Abschluss der intrathekalen Therapie wurde in
unserer Arbeitsgruppe eine intraperitoneale (i.p.) Applikation des Antagonisten evaluiert.
Die Ergebnisse dieser Experimente werden in einer weiteren Dissertation veroffentlicht
werden (Jelgersma C., in Arbeit).

5.2.3 Aktualitat der Studienlage

Experimente im Zusammenhang mit dieser Arbeit wurden ab 2016 durchgefihrt. Das
Projekt wurde seit 2012 geplant und Vorarbeiten zur Etablierung der Methodik wurden im
neurochirurgischen Forschungslabor der Charité durchgefuhrt. Das Forschungsfeld der
Gliomtherapie ist ein Gebiet, das sich durchgehend im Wandel befindet und
weiterentwickelt. Dies hat zur Folge, dass hochaktuelle Forschungsthemen an
verschiedenen Standorten weltweit gleichzeitig erforscht werden und die Ergebnisse, wie
ublich in der Forschung, erst im Zeitversatz veroffentlicht werden. So ergab es sich auch
bei dieser Arbeit, dass im Laufe der Ergebniszusammentragung und -auswertung neue
Forschungsergebnisse von anderen Arbeitsgruppen veroffentlicht wurden. Um die
eigenen Ergebnisse im richtigen Zusammenhang zu demonstrieren, gehe ich deshalb bis
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zu diesem Diskussionsteil nicht auf Ergebnisse von Studien ein, die zeitlich nach der
Durchfuhrung der Experimente veroffentlicht wurden und sich den konkreten
Fragestellungen dieser Arbeit widmen.

Zu Beginn der Experimente zu dieser Dissertation gab es noch keine Studie, die den
Antagonisten SB225002 in vivo in einem Glioblastom-Modell etabliert und getestet hat.
Angara et al. veroffentlichten im Oktober 2018 die Ergebnisse von Experimenten mit dem
Antagonisten in vivo an immundefizienten Nacktmausen mit U251 Glioblastomzellen
(69). SB225002 wurde sowohl alleine als auch in Kombination mit Vatalanib, einem
VEGFR2-Antikorper, verabreicht (69). Die Applikation des Antagonisten erfolgte
intraperitoneal und auch in einem anderen zeitichen Rahmen als in unserem
Versuchsaufbau. Am achten Tag nach Tumorimplantation wurde die Therapie fur zwei
Wochen an funf Tagen pro Woche i.p. gespritzt (69). Die Auswertung erfolgte ebenfalls
mittels Volumenmessung im MRT und Immunfluoreszenzfarbungen der Gewebeproben.
Mit einer GruppengrofRe von n=3 konnten Angara et al. sowohl in der Einfach- als auch
in der Kombinationstherapie ein signifikant kleineres Tumorvolumen nach Therapie
feststellen. Sie stellten histologisch verminderte Expressionen von CXCR2 sowie
vaskularem Laminin nach Therapie fest, welche aber nicht quantifiziert wurden (69).

Im Vergleich zur Angara-Studie nutzten wir ein immunkompetentes Mausmodell, da der
Antagonist als Chemokinrezeptorblocker auch mit dem Immunsystem interagiert und ein
Einfluss auf diese Wirkachse durch Immundefizienz vermieden werden sollte. Weiterhin
starteten wir die Therapie sieben Tage spater als Angara et al. und fuhrten die Therapie
anschlieBend nur sieben statt 14 Tage durch. Die Wachstumsgeschwindigkeit
unterschiedlicher Zelllinien kann stark variieren und muss im Versuchsaufbau
bertcksichtigt werden. Die Vermessung sehr kleiner Tumore ist mitunter durch die
begrenzte Auflosung der Aufnahmen des Kleintier-MRTs ungenau. Durch das langere
Zeitfenster des anfanglichen Tumorwachstums von 14 Tagen nach Implantation der
GL261 Zellen und den dadurch grof3eren Tumorvolumina konnten die Ausgangsgrofden
vor Therapiebeginn in unserer Studie sehr genau bestimmt werden. Die notige
Dosisverdopplung in der exponentiellen Wachstumsphase im Vergleich zur Initialtherapie
ist vermutlich ebenfalls Resultat des spateren Therapiebeginns in unserem
Versuchsprotokoll. Die initial geringe Dosis reichte nach 14 Tagen unbeeinflusstem

Tumorwachstum nicht mehr aus, um signifikante Ergebnisse zu erzielen. Angara et. al
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konnten durch die intraperitoneale Applikation deutlich hdhere Volumina pro Tag und
damit auch hohere Dosen verabreichen.

Die Ergebnisse der Angara-Studie bestarken die Ergebnisse der hier prasentierten
Arbeit. Es konnte ebenfalls ein Effekt des Antagonisten auf das Tumorwachstum in vivo
gezeigt werden. Somit gibt es nun positive Ergebnisse zur Therapie mit dem
Antagonisten SB225002 mit zwei verschiedenen Tumorzellreihen in unterschiedlichen
Mausmodellen aus zwei unabhangigen Laboren. Diese Erkenntnisse untermauern die

Wirksamkeit des Antagonisten im Glioblastom.

5.3 Limitationen und Herausforderungen anti-angiogener Therapieansatze

5.3.1 Der Antagonist als Schnittpunkt immunologischer und anti-angiogener
Therapien

Das Glioblastom stellt Forscher immer wieder vor Herausforderungen, da es regelhaft
Resistenzen gegen alle therapeutischen Ansatze entwickelt. Die Resistenzentstehung
gegenuber anti-angiogenen Therapien ist eng verstrickt mit der Rolle des Immunsystems
im Glioblastom. Wie bereits dargestellt nehmen myeloide Zellen eine wichtige Position
im Zusammenspiel der pro-angiogen agierenden Zellen ein (114, 117). Anti-angiogene
Therapien resultieren in einer erhohten Einwanderung myeloider Zellen und weiterer
Stammzellen. Deshalb wird davon ausgegangen, dass Akteure des Immunsystem eine
tragende Rolle in der Resistenzentwicklung anti-angiogener Therapien spielen (140). Ein
tieferes Verstandnis des Immunsystems im Glioblastom sowie eine Weiterentwicklung
immunologischer und anti-angiogener Ansatze konnte die Glioblastom-Forschung
vorantreiben. Die Therapie mit dem CXCR2 Antagonisten SB225002 stellt einen
interessanten Schnittpunkt zwischen immunologischen und anti-angiogenen Ansatzen
dar, da der Rezeptor CXCR2 sowohl Akteur im Immunsystem als auch Teil angiogener
Signalachsen ist.

Die Blut-Hirn-Schranke ist eine Besonderheit in der Therapie von ZNS Tumoren und
erniedrigt die Wahrscheinlichkeit des Ansprechens von systemisch verabreichten
Immuntherapien (141). Einerseits verhindert sie, dass Medikamente zu ihrem
Angriffspunkt im Gehirn vordringen. Andererseits halt sie auch Immunzellen aus dem Blut
davon ab zu passieren (142). Die Anwesenheit von Immunzellen ist entscheidend fur die
erfolgreiche Anwendung immunologischer Therapien, da Antikorper, Tragerviren oder
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Tumorimpfungen nur mit Immunzellen wirksam sein konnen (143). Neben der Blut-Hirn-
Schranke gibt es auch eine Blut-Hirntumor-Schranke. Durch die defekten Tumorgefalle,
die abnormale Gefalstruktur durch Neovaskularisierung und den irregularen Blutfluss
innerhalb des Tumors werden Medikamente davon abgehalten, in den Tumorblutfluss zu
gelangen (141). Anti-angiogene Therapien unterstutzen die Normalisierung der
Gefaldarchitektur des Tumors und konnen dadurch positiv zur Pharmakokinetik beitragen
(144). Die pathologische Durchlassigkeit der Gefalle nimmt ab und das peritumorale
Odem wird reduziert. Wegen dieses Effekts wird der in der Einleitung bereits erwahnte
VEGF Antikorper Bevacizumab palliativ zur Symptomkontrolle und zur Senkung des
Steroidbedarf genutzt (46). Auch gibt es Hypothesen, dass es durch die Reduzierung von
Odemen und dem damit verbundenen erniedrigten Gewebedruck zu einem erleichterten
Transport von Chemotherapeutika in das Tumorareal kommt (29). Die funktionelle und
strukturelle GefalRnormalisierung durch anti-angiogene Therapien fuhren einerseits, wie
bereits beschrieben, zur Hypoxie von Tumorarealen. Zusatzlich generiert die
Gefal3stabilisierung durch anti-angiogene Substanzen eine gleichmalligeres und
naturlicheres Sauerstoffversorgungsprofil im geschadigten Gewebe und erzeugt damit
unter anderem eine erhohte Effizienz von Radiotherapie in Gliomen (145).

5.3.2 Therapieresistenz durch Vaskulare Mimikry

Forscher gehen davon aus, dass Glioblastome unter anderem alternative Signalwege der
Angiogenese aktivieren bzw. hochregulieren und somit Resistenzmechanismen gegen
die zunachst effektive Therapie entwickeln. Es wird vermutet, dass es bei der Therapie
mit Bevacizumab durch die anti-angiogene VEGF-Blockade zu einer Normalisierung der
Gefalstrukturen kommt (146). Der Tumor ist auf seine eigene, chaotische Gefaldstruktur
angewiesen, da nur diese die Versorgung des extrem schnell wachsenden
Tumorgewebes garantiert. Durch die Ruckbildung der Tumorgefalle kommt es zur
verminderten Durchblutung und Hypoxie des Tumorgewebes (144). Dadurch werden
Faktoren wie der Hypoxie-induzierende Faktor 1a (Hif-1a) in den Zellen hochreguliert
(144). Hif-1a ist mitverantwortlich fur die Ausschuttung von Chemokinen und
Wachstumsfaktoren und reguliert deren Genexpression (44). Dies fuhrt zur Ausbildung
und erhohten Inanspruchnahme alternativer Signalwege der Angiogenese neben dem
VEGF/VEGFR Signalweg (146). Anti-angiogene Therapien entwickeln im GBM, im
Vergleich zu anderen Tumorentitaten, besonders haufig Resistenzen (147). Eine
Ursache ist unter anderem die Vaskulare Mimikry (VM), ein entscheidender Prozess fur
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das rasante Tumorwachstum (147). Das Phanomen der VM wurde erstmals 1999 in
Melanomzellen entdeckt und beschreibt die Transdifferenzierung von Tumorzellen,
welche Uber einen stammzellahnlichen Zustand endothelzellartige Phanotypen
annehmen (148). In der remodellierten krebsspezifischen GefalRarchitektur besteht die
Auskleidung der Blutgefale sowohl aus Endothel- als auch aus Tumorzellen (8, 149).
Diese bilden keine regularen, homogenen Gefal’e sondern vaskulare Kanale, die auch
von extrazellularer Matrix, sezerniert durch die Tumorzellen, ummantelt und ausgekleidet
sein konnen (8). Die Tumorzellen bilden bei der VM quantitativ einen viel hoheren Anteil
an der Gefallmatrix, vaskulare Kanale konnen sogar ganz ohne Endothelzellen gebildet
werden und stellen fir den Tumor eine weitere Quelle zur Blutversorgung fur schnelles
Wachstum und hamatogene Streuung dar (150). Dadurch schafft der Tumor neue Wege
der Angiogenese und die Instabilitdt, Permeabilitat und Desorganisation der
Tumorgefaldarchitektur wird potenziert (63). Vaskulare Mimikry ist im normalen
Tumorkonstrukt ein seltener Prozess, wird aber durch die Anwendung anti-angiogener
Substanzen wie Bevacizumab geférdert und geht mit der Entstehung von Resistenzen
einher (147). Bevacizumab greift nur an einem Signalweg der Angiogenese und dort auch
nur an einem Liganden, VEGF, an. Man konnte nun davon ausgehen, Inhibitoren, die an
mehreren Signalwegen gleichzeitig angreifen, seien effektiver in der Tumortherapie. In
Studien hat sich aber genau das Gegenteil gezeigt. Tyrosinkinaseinhibitoren, welche
multiple Angiogenesewege blockieren, waren klinisch weniger wirksam als z.B.

Bevacizumab (48).

CXCL8 und CXCR2 beeinflussen im GBM ebenfalls die vaskulare Mimikry. Anti-angiogen
therapierte GBM Tumore zeigen eine erhohte Zahl CXCR2 positiver Stammzellen mit
Endothelzell-ahnlichen Phanotypen, wie bei der VM zu erwarten (69). CXCR2 positive
Zellen in dieser Konstellation waren dazu fahig, funktionale VM Strukturen im
Tumorgewebe auszubilden, wahrend eine Antagonisierung von CXCR2 mit dem
Antagonisten SB225002 im Experiment eine Verminderung der Bildung von VM

Strukturen nach anti-angiogener Therapie im Tiermodell ergab (69).
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5.4 Kombinationsstrategien und klinische Ubertragbarkeit von Antagonisten

5.4.1 Auswege aus der Resistenz durch Kombinationstherapien

Das Zusammenspiel unterschiedlicher therapeutischer Ansatze in der Therapie von
Glioblastomen konnte der Schlissel zu einer erfolgreichen Umgehung von
Resistenzentwicklungen gegenuber einzelnen Therapeutika sein. Wie bereits dargestellt
zeigen anti-angiogene und immunologische Therapieansatze Erfolge und Ruckschlage.
Eine Kombination der Ansatze konnte die jeweiligen Nachteile ausgleichen. Jackson et
al. beschreiben die rasante Veranderung molekularer Strukturen in Primar- und Rezidiv-
Glioblastomen (141). Die Expression von 90% der medikamentdsen Angriffspunkte
zeigte sich in Rezidivtumoren im Vergleich zur Expression bei initialer Diagnose
verandert (151). Glioblastome entwickeln sich demnach extrem schnell und flexibel und
prasentieren der Mikroumgebung und dem veranderten Immunsystem viele komplexe
Signalwege. Der Eingriff in nur einen Signalweg hat isoliert kaum die Chance, nachhaltig
und rezidivfrei diese aggressive Tumorerkrankung zu heilen (23).

Diese Aspekte wurden in therapeutischen Studien beobachtet und kommentiert. Da
Monotherapien langfristig keinen Erfolg zu haben scheinen, wird an flexiblen
Therapieansatze und Kombinationsstrategien unterschiedlicher Therapeutika geforscht.
Einige der erfolgsversprechenden Kombinationen mit dem CXCR2-Antagonisten
SB225002 werden im Folgenden dargestellt.

Der Macrophage colony stimulating factor 1 (CSF1) ist ein Zytokin, welches von
Tumorzellen exprimiert wird und zur Rekrutierung, Infiltration und Differenzierung von
Mikroglia und Makrophagen fuhrt (152). Sowohl CSF1 als auch sein Rezeptor CSFR1
sind in humanen Glioblastomen uberexprimiert (152). In einem Melanom- sowie
Lungenkarzinommodell zeigte der Antagonist SB225002 erst in Kombination mit einem
CSFR1 Inhibitor eine signifikante Tumorwachstumsreduktion. Noch ausgepragter waren
die Effekte im Lungenkarzinom nach dreifach-Kombination mit einem zusatzlichen anti-
PD1-Inhibitor (153). Zusammenfassend erzielte die Publikation mit der Kombination aus
anti-angiogener (SB225002) und doppelter immunologischer (CSFR1-Inhibitor und PD1-
Checkpoint-Inhibitor) Therapie die besten Ergebnisse und bestatigt damit die

theoretischen Uberlegungen zur Verkniipfung der beiden Therapieansatze (153).

Devapatla et al. fuhrten Experimente zum Ovarialkarzinom durch und behandelten
Mause mit Sorafenib, bis diese Resistenzen gegen die Therapie entwickelten. Sorafenib
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ist ein Tyrosinkinaseinhibitor und unterbindet die Signalkaskade des VEGF/VEGFR-
Signalweges. Es wirkt somit unter anderem anti-angiogen (96). Nach
Resistenzentwicklung erhielten die Mause SB225002, Sorafenib oder eine Kombination
aus beiden Substanzen. Die Monotherapie mit SB225002 zeigte die geringste Wirkung.
Interessanterweise erzielte die Kombinationstherapie im Gegensatz zur Sorafenib
Monotherapie eine drastische Wachstumshemmung (96). Dies zeigt, dass auch die
Kombination verschiedener anti-angiogener Mechanismen, insbesondere nach

Resistenzentwicklung, erfolgversprechende Wirkungen erzielen kann.

ljichi et al. kombinierten im Pankreaskarzinom-Modell das Zytostatikum Gemcitabine mit
dem Antagonisten SB225002. Sie beschreiben nur mafige therapeutische Erfolge (97).
Die Ergebnisse der Kombinationstherapie unterschieden sich nicht signifikant von denen
der Monotherapien. Stattdessen zeigten die Tiere der Kombinationsgruppe erhohte
Nebenwirkungsraten, sie verloren Gewicht und hatten eine erhohte Mortalitat (97).

Angara et al. fuhrten eine Kombinationstherapie mit zwei small-molecule Antagonisten
durch (69). Sie kombinierten die SB225002-Therapie im Glioblastom-Mausmodell mit
Vatalanib, einem small-molecule Inhibitor  des VEGF-Rezeptors. Die
Kombinationstherapie der beiden Antagonisten ergab eine ausgepragte
Tumorwachstumsreduktion im Vergleich zur SB225002 Monotherapie (69).

Das Zytostatikum Temozolomid ist bereits fester Bestandteil der Therapie von
Hirntumoren. Studien an Glioblastomzellen ergaben eine Hochregulation von IL-8,
CXCR1 und CXCR2 durch Temozolomid in vitro. Es zeigte sich au3erdem eine erhohte
Wirksamkeit des Therapeutikums in einem |L8-knockout Mausmodell (154). Eine
Kombinationstherapie von Temozolomid mit den CXCR2 Inhibitor SB225002 wird aktuell

von unserer Arbeitsgruppe etabliert und analysiert.

5.4.2 small-molecule Inhibitoren der Chemokinsignalwege in der klinischen
Forschung

Obwohl CXCL8 und CXCR2 seit einem Jahrzehnt im Fokus der GBM Forschung stehen,
sind die therapeutischen Ansatze fur den Signalweg noch nicht in der klinischen
Tumorforschung etabliert. Speziell der von uns genutzte Antagonist SB225002 wird
bisher in keiner klinischen Studie getestet. Die CXCR2 Signalkaskade betreffend stehen
vor allem die CXCR2 Antagonisten AZD5069 beim Pankreaskarzinom (NCT02583477,
Studie abgebrochen), SX-682 beim Melanom und myelodysplastischen Syndrom
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(NCT03161431 und NCT04245397, aktuell Rekrutierung) sowie Reparixin bei Brustkrebs
im Fokus Kklinischer Studien (155). Die Studien betreffen bisher vor allem die
Vertraglichkeit der Therapien, sodass es keine aussagekraftigen Ergebnisse zu CXCR2
Antagonisten in der klinischen Krebsforschung gibt. In der Therapie anderer
Erkrankungen wie der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung, Asthma oder koronarer
Herzerkrankung werden CXCR2 Antagonisten hingegen bereits in klinischen Studien
getestet (76).

Weiter vorangeschritten ist die klinische Tumorforschung mit der Gruppe der CXCR4
Inhibitoren. Ahnlich wie CXCR2 ist CXCR4 in hochgradigen Gliomen Uberexprimiert, in
perinekrotischen Arealen finden sich besonders hohe Konzentrationen des Rezeptors
(63). CXCR4 interagiert vor allem mit dem Liganden CXCL12, welcher ELR-negativ ist
aber trotzdem pro-angiogene Eigenschaften aufweist (156). Im Tumorverband
exprimieren neben Tumorzellen vor allem Endothelzellen und Leukozyten CXCR4, die
Signalachse uber CXCL12 stimuliert den Rezeptor und induziert unter anderem die
Sekretion von VEGF, CXCL1 und CXCL8 (157). Damit erzielt der Rezeptor neben
Tumorzellproliferation und -migration auch pro-angiogene Effekte (158). Im Vergleich zu
CXCR2 ist die pro-angiogene Aktivitat weniger ausgepragt (70). Studien zeigten, dass im
Glioblastomrezidiven der pro-angiogene Signalweg uber VEGFR2 unter anderem von der
CXCR4/CXCL12-Signalachse abgeldst wird (159).

Im Gegensatz zu CXCR2 werden bereits zahlreiche CXCR4 Antagonisten klinisch
getestet, unter anderem bei akuter myeloischer Leukamie, kolorektalem Karzinom,
Lungen-, Brust- und Prostatakrebs sowie hamatologischen Erkrankungen (160-163).
Bisher gibt es keine durchschlagenden Erfolge. Gliome betreffend gibt es aktuell laufende
klinische Studien zu zwei CXCR4 Antagonisten. Der CXCR4 Inhibitor Plerixafor ist
europaweit seit 2009 zur Mobilisierung von Stammzellen im Zuge der
Stammzelltransplantation bei malignen Erkrankungen zugelassen (164). Zur direkten
Therapie von Krebserkrankungen mit Plerixafor gibt es bisher nur erste klinischen
Studien zur Vertraglichkeit, u.a. bei der akuten myeloischen Leukamie und hoher
gradigen Gliomen (165, 166). Eine weitere klinische Studie zu Glioblastomrezidiven mit
dem CXCR4 Antagonisten USL311 in Kombination mit Lomustine wurde 2020 beendet,
es wurden noch keine Ergebnisse veroffentlicht (NCT02765165).

Besonders vielversprechend erweist sich in praklinischen Studien der CXCR4 Antagonist
PRX177561, der in in vivo Experimenten mit Mausen bei Glioblastomen eingesetzt wurde
(167). Die Kombination mit Bevacizumab, Sunitinib und PRX177561 ergab ein deutlich
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reduziertes Tumorwachstum im Vergleich zu den Monotherapien (167). Auch hier erzielte
wieder eine Kombination von VEGFR- und Chemokinrezeptorinhibitor positive
Ergebnisse.

Zusammenfassend zeigt die Inhibition eines Chemokinrezeptor-Signalweges klinische
Erfolge in der Glioblastomtherapie, wobei CXCR2 im Gegensatz zu CXCR4 noch starker
pro-angiogen agiert. Dies spricht fur das grof3e Potential, das in der klinischen Erprobung
von CXCR2 Antagonisten wie SB225002 besteht und unterstreicht die Dringlichkeit von
klinischen Studien mit dem CXCR2-Antagonisten.

5.5 Zusammenfassung und Ausblick

Die Heterogenitat und extreme Wandlungsfahigkeit des Glioblastoma multiforme
beschaftigt Forscher seit Jahrzehnten und erschwert die Entwicklung suffizienter
Therapien. Ein potentielles Therapeutikum sollte auf verschiedenen Ebenen in die
Biologie des Tumors einwirken. Der Signalweg Uber den Chemokinrezeptor CXCR2
verknupft immunologische und angiogene Prozesse und stellt somit eine Schnittstelle
beider Angriffspunkte auf molekularer Ebene dar. Der small-molecule Antagonist
SB225002 blockiert die Weiterleitung von Signalen des CXC-Rezeptors und zeigte in
unseren Experimenten das Potential zur Reduktion des Glioblastomwachstums in vivo
nach lokaler SB225002-Therapie. Bei der Betrachtung anti-angiogener Therapien im
Glioblastom gilt es zu beachten, dass diese Tumorentitat das Gehirn durch diffuse
Invasion von einzelnen Tumorzellen infiltriert und dass dieser Prozess unabhangig von
den Angiogenesestrategien des Tumors ablauft. Das Glioblastom ist damit keine auf
einen Bereich des Gehirns lokalisierte Entitat, sondern betrifft global das gesamte Gehirn.
Typischerweise ist das GBM ein dynamischer Tumor mit vielen Facetten und einer hohen
Wandlungsfahigkeit im Verlauf der Erkrankung. Im Licht dieser Erkenntnisse haben anti-
angiogene Therapieansatze alleine keine Chance zur Heilung von Glioblastomen. Selbst
ein kompletter Stillstand der Angiogenese wurde die Verbreitung der Tumorzellen im
Gehirn nicht unterbinden und konnte auch die Entstehung von Rezidiven nicht
verhindern. In praklinischen sowie einigen klinischen Studien zeichnet sich deshalb die
Kombination verschiedener Therapieansatze als erfolgversprechendste Strategie der
Tumorbekampfung ab. Der CXCR2-Antagonist SB225002 blockiert eine der wichtigsten
angiogenen und myleoiden Signalachsen und reprasentiert deshalb einen potentiell

vielversprechenden Kandidaten in zukunftigen klinischen Studien.
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7 Anhang

7.1 Eidesstattliche Versicherung und Anteilserklarung

.ich, Julia Zollfrank, versichere an Eides statt durch meine eigenhandige Unterschrift, dass ich
die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,Die Blockade des CXCR2/CXCL2 Signalweges als
therapeutischer Ansatz im Glioblastoma multiforme® selbststadndig und ohne nicht offengelegte
Hilfe Dritter verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel genutzt
habe.

Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortragen anderer
Autoren/innen beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung kenntlich gemacht. Die Abschnitte
zu Methodik (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen, statistische Aufarbeitung)
und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und Tabellen) werden von mir
verantwortet.

Ich versichere ferner, dass ich die in Zusammenarbeit mit anderen Personen generierten Daten,
Datenauswertungen und Schlussfolgerungen korrekt gekennzeichnet und meinen eigenen
Beitrag sowie die Beitrdge anderer Personen korrekt kenntlich gemacht habe (siehe
Anteilserklarung).

Meine Anteile an etwaigen Publikationen zu dieser Dissertation entsprechen denen, die in der
untenstehenden gemeinsamen Erklarung mit dem/der Erstbetreuer/in, angegeben sind. Fir
samtliche im Rahmen der Dissertation entstandenen Publikationen wurden die Richtlinien des
ICMJE (International Committee of Medical Journal Editors; www.icmje.og) zur Autorenschaft
eingehalten. Ich erklare ferner, dass ich mich zur Einhaltung der Satzung der Charité —
Universitatsmedizin Berlin zur Sicherung Guter Wissenschaftlicher Praxis verpflichte.

Weiterhin versichere ich, dass ich diese Dissertation weder in gleicher noch in dhnlicher Form
bereits an einer anderen Fakultat eingereicht habe.

Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen einer
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Anteilserklarung an etwaigen erfolgten Publikationen

Julia Zollfrank hatte folgenden Anteil an den folgenden Publikationen:

Publikation 1:
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Vajkoczy P, Brandenburg S. The CXCR2/CXCL2 signalling pathway - An alternative therapeutic
approach in high-grade glioma. Eur J Cancer. 2020;126:106-15.
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- Durchfiihrung und Auswertung der in vivo Experimente zur intrathekalen Therapie sowie
Erstellen der dazugehorigen Grafiken
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Gewebeproben zu o.g. Experimenten sowie Erstellen der dazugehoérigen Grafiken und
Bilder
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Unterschrift, Datum und Stempel des/der erstbetreuenden Hochschullehrers/in

Unterschrift des Doktoranden/der Doktorandin
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7.2 Lebenslauf
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