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1. Einleitung

a. Das Glioblastom — Allgemeines

Das Glioblastom (GBM) ist der haufigste und aggressivste hirneigene Tumor im
Erwachsenenalter mit einer Inzidenz von 4/100.000 pro Jahr [1]. Trotz maximaler Therapie ist
die Prognose mit einem medianen Gesamtiiberleben von nur 15 Monaten sehr eingeschréankt -
eine kurative Therapie existiert nicht [1, 2]. Neben der neurochirurgischen Resektion gab es
mafgebliche Durchbriiche im Bereich der Weiterbehandlung des GBM, die letztlich Einzug in
die Standardbehandlung fanden, mit der adjuvanten Nachbestrahlung im Jahre 1980 [3], der
Temozolomid-Chemotherapie im Jahre 2005 [4], und zuletzt 2017 mit der Einfilhrung der
Tumor-Therapiefelder (TTF) [5, 6]. Die schlechte Prognose ist bedingt durch das frithe und
ausgeprigte Auftreten von teils distanten, meist aber lokalen Rezidiven in der peritumoralen

Zone [7].

Zwar konnten kleinere Studien einen Vorteil in der Kombination von Lomustin und
Temozolomid bei methyliertem MGMT Promotor zeigen [8] und Immuntherapien in der
Frithphase von klinischen Untersuchungen oder in Single-Arm-Studien auf Wirksamkeit
hindeuten, in Phase-III-Studien zeigten jedoch Immun-Checkpoint Inhibitoren, Tumorvakzine,
CAR-T Therapien und onkolytische Virustherapieansitze als innovative neue Therapieregime
der letzten Jahre, die mit bahnbrechenden Erfolgen im Bereich anderer Tumorentitdten
eingefiihrt werden konnten, kein verbessertes Gesamtiiberleben im GBM [9, 10]. Das fehlende
Ansprechen auf immunologische Targets - insbesondere die richtungsweisende Immun-
Checkpoint Inhibition [9, 11, 12] - weist auf eine dringliche Frage hin: Was ist die Grundlage
des Versagens onkoimmunologischer Ansdtze im GBM? Und spezifisch: Ist das geringe
Ansprechen auf immunologische Therapien teils iatrogen mitbedingt? Hierfiir muss man einen
Schritt zurlicktreten und den allgemeinen Ablauf in der Behandlung bzw. der symptomatischen
Akutbehandlung des GBM beleuchten, wo zunéchst die neurochirurgische Resektion steht.
Diese ermoglicht neben einer moglichst vollstindigen Entfernung des MRT-
kontrastmittelaufnehmenden Tumorgewebes die neuropathologische Diagnose, gefolgt von
einer adjuvanten Therapie entsprechend der oben erwidhnten drei Pfeiler (Radiotherapie,
Chemotherapie und TTF). Allerdings steht bei den meisten Patienten noch vor der chirurgischen
Resektion und neuropathologischen Diagnosestellung die symptomatische Anbehandlung des
peritumoralen Odems mit Glukokortikoiden, meist mit Dexamethason. Dieses wird
perioperativ in hohen Dosen (6-16 mg téglich) verabreicht [13—15] und stellt mit pleiotropen

Effekten ein potentes immunsuppressives synthetisches Steroid dar [16]. Somit kann es
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durchaus einen Einfluss auf die immunologische Tumormikroumgebung und daraus

resultierend auf nachfolgende Therapieregime haben.

Als ,Glioblastoma multiforme‘ wurde die Tumorentitit erstmalig von Bailey und Cushing
(1926) beschrieben [17]. Damals bereits aufgrund des heterogenen makro- und
mikroskopischen Erscheinungsbilds als multiform beschrieben, zeigt sich bis heute die
neuropathologische Einteilung im Fluss: So wurden mit der WHO ZNS-Tumorklassifikation
von 2016 zur Einteilung von Hirntumoren erstmalig phdnotypische und molekulargenetische
Parameter integriert angewendet [18, 19], wihrend iiber fast ein Jahrhundert zuvor die
Einteilung rein nach morphologischen Kriterien bei der lichtmikroskopischen Untersuchung
von Héamatoxylin-Eosin  Féarbungen und immunhistochemischen Férbungen zur
Diagnosestellung angewendet wurden [17].

In der aktuellen WHO-Klassifizierung der Tumoren des Zentralen Nervensystems (ZNS) von
2021 werden zu den diffusen Gliomen im erwachsenen Patienten unter anderem Astrozytome
(IDH-mutiert, WHO-Grad 2-4), Oligodendrogliome (IDH-mutiert, 1p/19q-codeletiert, WHO
Grad 2 und 3) sowie Glioblastome (IDH-Wildtyp, WHO-Grad 4) gezdhlt und somit mithilfe
einer Kombination aus molekularen und histologischen Kriterien definiert [20]. Wéhrend in der
Vorgéngerversion ein IDH-mutierter und nicht 1p/19q kodeletierter Tumor mit entsprechenden
histomorphologischen Kennzeichen als sekundires Glioblastom bezeichnet wurde [18], wird
diese Nomenklatur (priméres/sekundéres Glioblastom) in der aktuellen Version verlassen und
hier stattdessen mit homozygoter CDKN2A/B Deletion bei IDH-mutiertem und nicht 1p/19q
kodeletiertem Gliom ein Astrozytom ZNS-WHO-Grad 4 definiert. Das Glioblastom wird in der
neuen Version als ein IDH-Wildtyp Gliom mit histologischen Glioblastommerkmalen
(thrombosierte Gefdle, Nekrosen, glomeruloide GefdBproliferate) oder ein IDH-Wildtyp
Gliom ohne histologische Glioblastommerkmale, aber mit TERT-Promotor-Mutation oder
EGFR-Genamplifikation +7/-10, definiert. Bei IDH-Wildtyp Gliomen mit Fehlen dieser
molekularer Glioblastomkriterien werden diese Tumoren durch Bestimmung weiterer
molekularer Merkmaler anderen Entitdten zugeordnet [20].

Als wichtiger prognostischer Faktor wird routinemdfig die Methylierung, also das
epigenetische Silencing, des MGMT (O6-methylguanine-DNA methyltransferase) DNA-
Reparaturgens im Glioblastom bestimmt. Der Methylierungsgrad ist in der klinischen
Behandlungsentscheidung relevant, da bei hohem Methylierungsgrad ein lingeres Uberleben
bei Behandlung mit dem alkylierenden Chemotherapeutikum Temozolomid gezeigt wurde

[21].



b. Tumorzellen und immunologische Mikroumgebung
i. Neoplastische Zellen: Von der statischen Cancer stem cells (CSC)

Hypothese zu fluiden phanotypischen Cell states

Die neoplastischen Zellen des Glioblastoms (GBM) zeichnen sich durch eine erhebliche intra-
und interindividuelle Heterogenitit aus, die eine der groBten therapeutischen
Herausforderungen darstellt und grundlegende Fragen zur zelluldren Ursprungsart des Tumors
offenldsst. Urspriinglich durch die Krebsstammzell-(CSC)-Hypothese erklart [22], fiihrte die
Inkonsistenz geeigneter Marker zu einer wachsenden Skepsis gegeniiber einem starren
hierarchischen Modell. Neuere hochauflosende Einzelzellanalysen (scRNA-seq) identifizierten
stattdessen dynamische und kontinuierliche Zellzustinde (z. B. AC-like, MES-like, OPC-like,
NPC-like) [23], die in allen Tumoren gleichzeitig auftreten und durch extrinsische Faktoren wie
Mikroumgebung, Therapie oder Lokalisation beeinflusst werden [24]. Die Konzepte der
proneural-mesenchymalen Transition (PMT) und andere entwicklungsbiologische Modelle
beschreiben die Féhigkeit von Tumorzellen, ihren Phinotyp flexibel zu veridndern, etwa von
einem migratorischen, CSC-dhnlichen proneuralen Typ zu einem resistenten, invasiven
mesenchymalen Typ [25-28]. Diese Plastizitdt unterwandert nicht nur therapeutische Ansétze,
sondern stellt auch die CSC-Hierarchie infrage und weist auf die Bedeutung extrinsischer
Modulatoren, insbesondere der immunologischen Tumormikroumgebung, fiir zukiinftige
Therapiestrategien hin. Ein tiefergehendes Verstindnis des Zusammenspiels zwischen Cell
state der neoplastischen Zelle und entsprechenden Faktoren aus der immunologischen

Tumormikroumgebung (TiME) ist Gegenstand aktueller Untersuchungen.

ii. Immunologische Tumormikroumgebung im GBM (TiME)

1. Das ,immunologisch kalte Glioblastom*

Die Begriftlichkeit von immunologisch ,heilen® oder ,kalten‘ Tumoren wurde erstmalig von
Camus et al. (2009) im Zusammenhang mit der immunologischen Subklassifizierung von
kolorektalen Karzinomen (heif}/variabel/kalt) eingefiihrt, was in diesem Zusammenhang drei
Subgruppen mit deutlich unterschiedlichem Rezidivrisiko abbildete [29]. Mit dem Aufkommen
der Immun-Checkpoint Inhibitoren zeigte sich diese Unterteilung als sehr passend, um ein
Therapieansprechen {iber unterschiedliche Tumorentititen hinweg vorherzusagen, oder als
therapeutisches Ziel die immunologische Tumormikroumgebung ,,aufzuwiarmen®, um dann ein

Ansprechen zu erzielen [30].



,Heile Tumoren® zeichnen sich insbesondere durch eine inflammatorisch ausgerichtete
Tumormikroumgebung, reich an tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILs), eine PD-L1
Uberexpression, aber auch genomische Instabilititen und eine bereits vorhandene
Immunantwort aus. ,Kalte Tumoren‘ enthalten nur eine sehr geringe Anzahl von
tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL), die groftenteils dysfunktional oder erschopft sind,

und insgesamt ist ein immunsuppressives Milieu ausgebildet [30].

Immunologisch gesehen ist das Glioblastom - neben seiner privilegierten Lage im
Hirnparenchym mit der Abschirmung durch die Blut-Hirn-Schranke - ein kalter Tumor mit
einer immunsupprimierenden Tumormikroumgebung, insbesondere vermittelt durch die M2-
Polarisierung der Glioblastom-assoziierten Mikroglia/Makrophagen (GAMM), und einer
Immunzellkomposition mit nur sehr wenigen und zugleich erschopften TIL oder

inflammatorischen Effektorzellen wie Neutrophilen oder NK-Zellen [31].

Gonzalez-Tablas Pimenta et al. (2021) schliisselten die immunzelluldre Zusammensetzung des
Glioblastoms an einer Serie von n=44 Patienten mittels FACS-Panel auf, wobei hier 73% der
zelluldren Zusammensetzung Tumor- oder andere astrozytire Zellen ausmachten und fast ein
Viertel Immunzellen darstellte (s. Tabelle 1). GAMM dominierten mit einem Gesamtanteil von
13%, davon v.a. Mikroglia (10%) und aus dem peripheren Knochenmark stammende
Makrophagen (BMDM) (3%), wobei diese Zusammensetzung zwischen den einzelnen

Patienten eine ausgepragte Streubreite zeigte [32].

Zellart Prozentanteil der Gesamtzellen

Tumorzellen/Astrozyten 73% £+ 16%
Immunzellen 24% £+ 18%
Myeloide Zellen ~45%
GAMM ~13%
Mikroglia 10% £+ 11%
BMDM 3% £ 5%
Neutrophile 5% + 9%
MDSC 4% £ 8%
Lymphoide Zellen <10%
CD4* T-Zellen 0,5% £ 0,7%
CD&" T-Zellen 0,6% £ 0,7%
Tregs 0,1% + 0,2%




B-Zellen 0,1% £ 0,2%
NK-Zellen 0,05% + 0,05%

Tabelle 1: Darstellung der zelluliiren Zusammensetzung der TiME nach Gonzalez-Tablas Pimenta
et al. (2021) [32].

Die eingangs beschriebenen molekularen Subgruppen der neoplastischen Zellen (und damit der
Prognose) im GBM im Sinne der Cell states sind assoziiert mit unterschiedlichen
immunologischen Phinotypien der Tumormikroumgebung, wie zum Beispiel erhohte CD163"

Zellen mit mesenchymalem GBM und schlechterer Prognose [33].

Ein gemischt-myeloid/lymphoider Immunzell-Subtyp wurde in dieser FACS-basierten Studie
mit einem deutlich schlechteren Outcome assoziiert [32]. Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass die intratumorale Dichte von GAMM und MDSC in malignen Gliomen am
hochsten ist und invers mit dem Patienteniiberleben korreliert [34]. Aulerdem wurde eine
hohere Anzahl von CD4" T-Zellen mit dem Status ,MGMT-unmethyliert, eine niedrigere CD4"
Zellzahl mit lingerem Uberleben, und eine hohere Anzahl von CD8" Zellen mit einer groBeren

TumorgrofBe assoziiert [35].

Weiterhin zeigten sich differentielle Mikroglia und Makrophagenprofile beim Vergleich von
IDH-mutierten und IDH-Wildtyp Gliomen [36]. In low-grade gliomas (LGG) wurde das
Vorhandensein von bone-marrow-derived macrophages (BMDM) mit signifikant schlechterem
Uberleben korreliert [37]. Anders als in anderen soliden Tumoren sind im Glioblastom (IDHwt)

TILs mit schlechter Prognose assoziiert [38].

Ravi et al. (2022) bringen den MES-like Subtyp in ortliche und molekulare Korrelation mit
mikroglialen Zellen, die wiederum zu einer T-Zell Erschopfung tliber IL-10 Signalisierung

fiihren [39].

Diese Korrelationen aus Genexpression der neoplastischen Zellen und der immunologischen
Mikroumgebung beschreibt einmal mehr das Wechselspiel und die bidirektionale

Beeinflussung dieser beiden Kompartimente.

2. GAMM (glioblastoma-associated microglia and macrophages)

Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM) sind in einer Vielzahl von Tumorentititen von
besonderem Interesse. Im Kontext von Gliomen oder Glioblastomen wird nomenklatorisch der

Begriff ,,Glioblastom-assoziierte Mikroglia/Makrophagen® (GAMM) verwendet, da hier die
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Unterscheidung zwischen Mikroglia und Makrophagen betont zur Geltung kommt, so dass in

dieser Arbeit der Begriff GAMM durchgehend verwendet wird.

Das vorherrschende Immunkompartiment im Glioblastom stellen, wie oben erwihnt, die
Glioblastom-assoziierten Mikroglia/Makrophagen (GAMM) — dieses macht bis zu 30% der

Tumormasse aus [40].

Ontogenetisch entspringen sowohl Mikroglia als auch Makrophagen aus der myeloiden
Zellreihe, wobei die hirn-residente Mikroglia in der friihen Embryogenese das Gehirn besiedelt
und aus hdmatopoietischen Stammzellen aus dem Dottersack stammt [41, 42], wohingegen
Knochenmarksmakrophagen (BMDM, engl. bone-marrow derived macrophages) aufgrund von
Chemokin-Signaling und Schiadigung der Blut-Hirn-Schranke sekundér aus der Peripherie ins

Gehirn invadieren konnen [43].

Abzugrenzen sind hiervon die der myeloiden Zellreihe angehdrenden MDSC (myeloid-derived
suppressor cells), die aus unreifen myeloiden Zellen des Knochenmarks stammen (s. Tabelle

2).

GAMM MDSC

Herkunft - Mikroglia: residente ZNS-Zellen | Unreife myeloide Zellen aus dem
- Makrophagen: Monozyten aus Knochenmark
dem Knochenmark

Rolle Phagozytose, Immunmodulation, | Suppression der T-Zell Aktivierung
Zytokinsekretion und -Funktion

Subtypen M1/M2-Spektrum, weitere M-MDSC (monozytisch) und
Subtypisierung PMN-MDSC (granulozytisch)

Marker (human)

z.B. CD11b*, IBA1*, CD68",
CD163" (M2-like), TMEM119
(Mikroglia)

CD11b", HLA-DR®Y~, CD14* (M-
MDSC), CD15* (PMN-MDSC)

Lokalisation Tumorzentrum/-peripherie Tumorinfiltrierend, angereichert im
Knochenmark
Funktion im GBM | Protumorigen, angiogen, Inhibieren CD8" T-Zellen

immunsuppressiv
Tabelle 2: Darstellung der Unterschiede zwischen GAMM und MDSC nach Huang et al. (2023)
[44].

Unterschiede zwischen den beiden GAMM-Subpopulationen bestehen bezogen auf die 6rtliche
Verteilung, den Stoffwechsel, immunologische Eigenschaften sowie in Bezug auf das
Krankheitsstadium. Einerseits nehmen BMDM bei Extravasation in das Gliom nicht den
mikroglialen Phédnotyp an, konnen anhand verschiedener inzwischen bekannter Marker
unterschieden werden und zeigen sich eher immunsuppressiv, phagozytierend und mit

erhohtem Citrat-Stoffwechsel [37]. Andererseits konnte gezeigt werden, dass Gliom-
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invadierende BMDM sich lokalisatorisch und anatomisch anders verteilen: wéhrend Mikroglia
vermehrt im Bereich der peritumoralen Zone zu finden ist, zeigen sich BMDM in peri-
vaskuldren Nischen und im Bereich nekrotischer Areale [37, 43, 45]. In longitudinalen Studien
zeigte sich in Therapie-naiven Patienten vor allem Tumor-assoziierte Mikroglia, im Rezidiv

wurden vermehrt BMDM identifiziert [46].

Ganz allgemein zeigen Makrophagen eine funktionelle Plastizitit abhédngig von
multifaktoriellen Einfliissen. Hier erfolgt klassischerweise eine Einteilung in die M1- und M2-
Polarisierung [47, 48]. So werden MI-Makrophagen auch als klassisch aktivierte
Makrophagen, induziert iiber Stimuli wie IFN-gamma und Lipopolysaccharide (LPS),
bezeichnet und sezernieren entsprechend pro-inflammatorische Zytokine wie TNF-alpha, IL-
18, IL-6, IL-12, IL-23, die wiederum die Th1-Reaktionen und die Aktivierung von natiirlichen
Killerzellen (NK) fordern [49]. Dieser Polarisierung wird ganz allgemein eine anti-tumorale
Immunitit zugeschrieben [49]. Getriggert durch Hypoxie, Azidose und von Tumorzellen
stammende Faktoren und vermittelt iiber Faktoren wie IL-4, IL-13 und TGF-B sezernieren
alternativ aktivierte Makrophagen (M2-Polarisierung) entziindungshemmende Zytokine wie
IL-10 oder TGF-B und spielen eine Rolle in der Wundheilung, der Angiogenese und der
Immunsuppression. Diesem Aktivierungszustand wird ganz allgemein Protumorigenitit
zugeschrieben, im Glioblastom im speziellen Immunevasion und Tumorwachstum [49, 50] (s.

Tabelle 3).

M1 M2
Zytokinprofil Pro-inflammatorisch (TNF-a, IL- | Anti-inflammatorisch (z.B.
12) IL-10, TGF-B)
Immunaktivierung Aktiviert Th1l und NK-Zellen Supprimiert Th1-Antwort
Tumorimmunitéit Anti-tumoral Pro-tumorigen
Pravalenz im GBM Niedrig Hoch

Tabelle 3: Darstellung der Charakteristika der M1/M2-Polarisierung in GAMM nach Ren et al.
(2023) [49].

Wihrend die Einteilung entsprechend der M1/M2-Marker weiterhin auch bei Untersuchungen
im Glioblastom von groBem Nutzen ist, muss gleichzeitig einschriankend die rudimentire
M1/M2 Dichotomie als stark vereinfachendes Konzept im Glioblastom betrachtet werden [51,
52]. Das ist nicht verwunderlich, da die MI1/M2-Polarisierung urspriinglich auf eine
Infektionsreaktion und in vitro definiert wurde, und somit die Ubertragbarkeit auf die in vivo

Situation im Glioblastom nur bedingt moglich ist [53]. Die eindeutige und robuste Zuordnung

12



von GAMM zum M2-Pol ist aufgrund der Abstufungen und Uberschneidungen gescheitert, so
dass auch der Versuch, tiber M2a, M2b und M2c Subkategorisierung dem durchmischten
GAMM Phinotypen gerecht zu werden, aufgrund vieler Uberschneidungen misslang [54]. So
konnte gezeigt werden, dass M1- und M2-Gene in ein und derselben Zelle parallel exprimiert
sein konnen [55] und dass im GBM ein GAMM-Anteil eher einem MO-Phénotyp entsprechen
konnte [52]. Dariiber hinaus expandieren Mikroglia und Makrophagen nicht klonal, so dass
sich, anders als im Th1/Th2 System - an das ja die M1/M2-Systematik angelehnt ist - keine
vergleichbaren Subsets ergeben [56]. Und schlussendlich miissen, wie oben bereits erwéhnt,
Makrophagen und Mikroglia als molekular vollig unterschiedliche Entitéten betrachtet werden,

so dass ein dariiberliegendes M 1/M2-Spektrum dieser Unterscheidung nicht gerecht wird [57].

Da bis vor kurzem die phanotypische und funktionelle Aufteilung zwischen diesen
ontogenetisch sehr unterschiedlichen Zellarten (hirn-residente Mikroglia vs. BMDM) innerhalb
des GAMM-Kompartiments kaum mdglich war, haben éltere Studien die Effekte der GAMM
als Ganzes betrachtet (im Sinne der M1/M2-Polaritét): hierbei wurden vor allem Tumor-
fordernde Effekte gezeigt, wo GAMM die Invasion antreiben [58—61], Glioma stem-like cells
(GSC) Proliferation [62—65] und GBM Wachstum fordern [58, 65], die Migration [66],
Immunsuppression [67] and  Tumorprogression [68] antreiben, und insgesamt mit

verschlechterter Prognose [69] und mit aggressiveren Tumoren korreliert wurden [70, 71].

Im Gegensatz hierzu jedoch gibt es bei differentieller Betrachtung der GAMM Hinweise darauf,
dass Subpopulationen der GAMM zu einer Begrenzung des Tumorwachstums fiihren konnen:
Beispielsweise wurden in pédriatischen SHH (Sonic Hedgehog) Medulloblastomen - einer der
vier molekularen Hauptsubtypen des Medulloblastoms, definiert durch eine aberrante
Aktivierung des Sonic Hedgehog Signalwegs - fiir die TAM als Ganzes anti-tumorale Effekte
beobachtet [72]. Ein hoherer mikroglialer Anteil im GAMM-Kompartiment konnte mit
verldngertem Gesamtiiberleben bei Glioblastompatienten assoziiert werden [73]. Weiterhin
konnte im GBM eine Effektorfunktion mit direkter Tumorzellphagozytose durch Mikroglia
nach anti-CD47 Blockade gezeigt werden [74]. Dariiber hinaus fanden Chen und Kollegen eine
Inhibition der Tumorinvasion durch die Mikroglia in einem 3D GBM Gelatin Hydrogel Model
[75]. Bis vor kurzem wurde die Mikroglia (als Untergruppe der GAMM) als homogene Gruppe
von Zellen betrachtet, die sich durch plastische Anpassung an Cues aus der Mikroumgebung
verdndern konnen — diese Ansicht wird immer mehr in Frage gestellt [76]. Anhand Einzelzell-
RNA-Sequenzierungen wurden im mikroglialen Kompartiment multiple transkriptionale

Phinotypen im humanen ZNS, abhingig von Ort und Aktivierungszustand (entziindetes ZNS
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vs. gesundes ZNS), beschrieben [55, 77, 78]. Weiterhin wurde von Ochocka und Kollegen im
Jahr 2021 eine unvorhergesehene molekulare Heterogenitit im GAMM-Kompartiment und
ebenso geschlechterspezifische Unterschiede beschrieben [79]. Die Subphénotypisierung der
Mikroglia (als GAMM-Subgruppe) ist also noch nicht abgeschlossen und es bedarf weiterer

ortlich-definierter und hochaufgeldster Untersuchungen.

Obwohl sich hirnresidente Mikroglia und aus dem Knochenmark stammende, in das GBM
infiltrierende Makrophagen ontogenetisch und funktionell stark unterscheiden, ist die
Differenzierung zwischen diesen GAMM-Untergruppen nach wie vor herausfordernd [80—82].
Traditionellerweise ~ wird  Mikroglia ~von  Makrophagen anhand unspezifischer
Makrophagenmarker unterschieden. So wird bei Untersuchung von Einzelzellsuspensionen
mittels Durchflusszytometrie anhand von CD45 und CD11b das Clustering der CD11b" Zellen
in CD45"e"  (Makrophagen) und CD45'ow/ntermediate  (\fikroglia) zur Unterscheidung
herangezogen [83], was jedoch unspezifisch ist. Auch leukozytire Zellpopulationen kdnnen
diese beiden Marker exprimieren [84]. Einen allgemeinen Marker fiir Mikroglia und
Makrophagen in immunhistochemischen Untersuchungen stellt nach wie vor Ibal dar, wobei
dann eine Unterscheidung der beiden Gruppen anhand morphologischer Features erfolgen muss
[85]. Auch dieses Vorgehen ist jedoch unspezifisch, da bei Aktivierung die morphologisch fiir
Mikroglia im Ruhezustand typischen verzweigten Zellfortsitze riickgebildet werden, so dass
hier die Unterscheidung deutlich erschwert bis unmdglich wird [85]. Dariiber hinaus gibt es
weitere allgemeine Mikroglia-Makrophagen Marker, die jedoch keine Unterscheidung der
beiden Gruppen ermoglichen, wie z.B. CD14, CD68, CD80, CD115, CD206, HLA-DR, F4/80,
CSF-1R und CD163. Bei Aktivierung zeigen sich Marker wie Ibal, CD68, CD206 und CD45
hochreguliert [86].

Durch die hoch-dimensional aufgeloste Auswertung von Einzelzell-RNA-Sequenzierungsdaten
konnten hochspezifische Marker fiir die mikrogliale Subpopulation identifiziert werden, wobei
teilweise eine Expression in Nicht-Makrophagen Zelltypen mdglich ist, so dass sich die
Spezifitdt nur bei Betrachtung und Co-Expression mit anderen Makrophagenmarkern ergeben.
Humane mikroglia-spezifische Marker beinhalten Tmem119, P2ryl12 (Chemotaxis), Hexb,
Salll (Expression auch in bestimmten neuronalen Populationen), Clq (beteiligt am

Synapsenpruning), Gpr34, Olfml3, Mertk (Efferozytose), Pros1, Tyro3 und Tgtbr1 [86, 87].

TMEM119 ist ein spezifischer Marker fiir reife Mikrogliazellen. Interessanterweise wird dieser

Marker - im Gegensatz zu vielen anderen Mikrogliamarkern - bei Mikrogliaaktivierung nicht
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herunterreguliert, so dass er sich besonders eignet, um reaktive Mikroglia von infiltrierenden
Makrophagen zu unterscheiden [88]. Weiterhin ist die Expression innerhalb des
Hirnparenchyms spezifisch fiir Mikroglia und wird nur an anderen Stellen im menschlichen
Korper von nicht-mikroglialen Zellen exprimiert (z.B. Osteoblasten) [84]. Mikroglia-
spezifische Marker wie P2ryl2 oder Salll werden im Vergleich dazu bei Aktivierung
herunterreguliert, eignen sich also in vielen Kontexten bei der Untersuchung pathologischer
Prozesse weniger gut als Marker [86]. Obwohl TMEM 119 inzwischen eine prominente Stellung
im Bereich der mikroglia-spezifischen Marker einnimmt, so ist hier die Funktion dieses Typ I
Transmembranproteins noch unklar [88]. Limitierend wurden kiirzlich auch TMEM119

negative Mikroglia-Subpopulationen identifiziert [89].

GAMM-bezogene therapeutische Ansédtze im Glioblastom lassen sich drei Prinzipien zuordnen:
a) GAMM-Depletion, b) GAMM-Re-Edukation oder Repolarisierung und c¢) Ansétze, die
spezifisch auf protumorale GAMM-Funktionen abzielen. Bisher wurde eine Vielzahl
verschiedener Targets in unterschiedlichen - vor allem préklinischen - Studien untersucht und
kiirzlich von Tang et al. (2023) zusammengefasst [90]. Prominent ist hierbei der Ansatz
abzielend auf den CSF1-Rezeptor, da hier auf alle drei Prinzipien (Depletion, Re-Edukation
und Inhibition protumoraler Funktionen) abgezielt wird und sogar eine Phase-II Studie an
Rezidiv-Glioblastompatienten von Butowski et al. (2016) durchgefiihrt wurde. Jedoch zeigte
der hier verwendete CSF1-Rezeptor-Antagonist Pexidartinib (PLX3397) - anders als bei

praklinischen murinen Modellen - keinen positiven Effekt [91].

Zusammenfassend ist es von grofer Wichtigkeit, Makrophagen bzw. Mikroglia isoliert zu
betrachten, um die unterschiedlichen pro- und anti-tumorigenen Rollen dieser einzelnen
Zellarten Ortlich definiert in der Tumormikroumgebung zu verstehen. Die Mikroglia als Teil der
GAMM (Glioblastom-assoziierten Mikroglia und Makrophagen) ist in der peritumoralen Zone
von besonderem Interesse, da diese moglicherweise einen stirkeren anti-tumorigenen Effekt
haben als bisher angenommen und beim Therapie-naiven Patienten das Tumorwachstum
begrenzen konnten, wobei beim therapierten Patienten (chirurgische Resektion + Radio-
Chemotherapie) die dann vorherrschenden BMDM und fehlende Mikroglia ein Rezidiv eher zu
beglinstigen scheinen. Weiterhin gilt es, Mikroglia-Subtypen zu identifizieren, die in der

komplexen Tumor Mikroumgebung besondere Rollen einnehmen.
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3. Organotypische Rattenhirnschnitt-Co-Kultur (OBSC) zur
Modellierung der immunologischen Tumormikroumgebung

(TiME), insbesondere des mikroglialen Kompartiments

Organotypische Hirnschnittkulturen (OBSC) stellen ein 3D in vitro/ex vivo Modell dar, das in
hohem MafBe die Tumormikroumgebung abbildet und phénotypische und funktionelle
Signaturen der in vivo Situation in einem ex vivo Setting replizieren kann [92]. Neben OBSC
von Nagern kommen im Bereich der neuroonkologischen Forschung inzwischen auch vermehrt
humane OBSC zum Einsatz [93]. Entscheidende Vorteile gegeniiber anderen 2D oder 3D in
vitro Technologien sind der Erhalt der morphologischen Eigenschaften des Gewebes und der 3-
dimensionalen Zytoarchitektur (sogar ohne Zusatz von externen Wachstumsfaktoren), die
Preservation der neuronalen elektrischen Aktivitdt und die Abbildung genetischer Signaturen
vergleichbar mit der in vivo Situation [92]. Dartiber hinaus sind OBSC deutlich kostengiinstiger
als die Untersuchung an in vivo Modellen und eine Reduzierung von in vivo Modellen verringert
die Anzahl der benétigten Tiere, begrenzt die Belastung dieser Tiere, und steht somit im
Einklang mit dem 3R-Prinzip (reduce, refine, replace). Aufgrund dieser Vorteile werden OBSC
nicht nur in der neuroonkologischen Forschung eingesetzt, sondern auch im Bereich der
Neurowissenschaften und Neurophysiologie (wofiir die Methode initial konzipiert wurde) [94],
zur Schlaganfall- und Schédel-Hirntrauma-Forschung [95], bei degenerativen [96],

autoimmunologischen oder demyelinisierenden neurologischen Erkrankungen [97].

Nachteile der OBSC sind die fehlende Integritit von Blutgefdlen und das damit einhergehende
Fehlen einer Blut-Hirn-Schranke. Es sind zwar epitheliale Zellen im Grundgeriist vorhanden,
jedoch ohne oder mit verdnderter Funktion bei fehlender Blutzirkulation. Dies schrinkt die

Vergleichbarkeit mit der in vivo Situation ein.

Zwar muss an dieser Stelle die Unvollstindigkeit der immunologischen
Tumormikroumgebung, bedingt durch das Ausbleiben von einwandernden Immunzellen aus
der zirkulatorischen Peripherie, im OBSC als Nachteil beschrieben werden, jedoch ermoglicht
diese Eigenschaft die isolierte Untersuchung des mikroglialen Einflusses aus dem GAMM-

Kompartiment und kann somit als Vorteil genutzt werden [98, 99].

Im Bereich der Neuroonkologie hat das OBSC als ex vivo Modell inzwischen einen hohen
Stellenwert [92]. Neben dem Einsatz im Bereich der Hirnmetastasenforschung zur
Untersuchung der Grenzzone [100] wurde im Bereich der hirneigenen Tumoren insbesondere

das Migrations- und Invasionsverhalten anhand muriner OBSC untersucht [101, 102].
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Die Ausnutzung der immunologischen Situation im OBSC mit dem isolierten Vorhandensein
von Mikroglia zur Untersuchung der mikroglialen Rolle beim Auswachsen von Hirntumoren

ist bis dato noch nicht erfolgt.

iii. Zonierung des Glioblastoms

Im Glioblastom (GBM) sind verschiedene Zonen beschrieben, die durch eine ausgeprigte
metabolische, zelluldre und immunologische Heterogenitit gekennzeichnet sind. Von auf3en
nach innen, also vom gesunden Gewebe ausgehend, zeigt sich zunichst die peritumorale Zone
mit einzelnen neoplastisch-migratorischen Zellen, gefolgt vom Ubergang des GBM-
Parenchym-Interfaces zur Zone der zellreichen Pseudopalisaden als Ubergang zum

nekrotischen Tumorkern mit aufsteigender Hypoxie von aullen nach innen [103].

Kiirzlich wurde ein gemeinsames Empfehlungspapier zur rdumlich kontrollierten und
standardisierten Entnahme und Verarbeitung bei der Resektion diffuser Gliome verodffentlicht.
Hier wurde die Entnahme von Proben aus den verschiedenen Zonen (Tumorkern,
kontrastmittelanreichernder ~ Anteil,  umliegender = nicht  kontrastmittelanreichernder
mutmaBlicher Tumoranteil und das unmittelbar angrenzende makroskopisch unbeeintrachtigte
Hirnparenchym (wenn machbar und indiziert)), die prdzise Entnahme und Dokumentation
innerhalb eines addquaten neuronavigatorischen Instruments und die Entnahme idealerweise

vor dem Debulking zur Vermeidung von Hirnverschiebungen empfohlen [104].

Von besonderem Interesse tritt die peritumorale Zone in Erscheinung, welche das eigentliche
postoperative therapeutische Target darstellt, das nach der totalen Resektion eines
kontrastmittelanreichernden Tumors zu behandeln ist, wihrend bis dato die Mechanismen des
Wiederauftretens in diesem Bereich nur unzureichend verstanden sind und therapeutische Ziele
in diesem Bereich schwer fassbar bleiben [7]. Andererseits erfordern die Konzepte des nicht
kontrastmittelanreichernden Tumors (nCET), der FLAIRektomie oder der supramaximalen
Resektion ein besseres Verstdndnis fiir die chirurgische Ausdehnung zur Miterfassung der
peritumoralen Parenchymzone, um den chirurgischen Horizont bei Glioblastom-Resektionen

moglicherweise zu erweitern.

Von besonderem Interesse ist in dieser Zone der spatio-temporale Verlauf der

Glioblastomausbreitung bzw. der Rezidiv-Entstehung und die damit einhergehende Kippung
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der immunologischen Tumormikroumgebung (insbesondere Mikroglia peritumoral) von anti-

tumoral zu protumorigen.

iv. Einfluss von Dexamethason auf das Glioblastom und TiME

Im klinischen Alltag wird Dexamethason seit den 1960er Jahren als Teil der standardmaBigen
perioperativen Behandlung von Hirntumorpatienten eingesetzt [105], wobei bis heute der
Einsatz nicht mit Klasse I Evidenz unterstiitzt ist, was bedeutet, dass der therapeutische Nutzen
nicht mit prospektiv-randomisierten Studien bewiesen wurde [106, 107].

Ein Grund hierfiir ist der offensichtliche und sofortig eintretende Nutzen in der
symptomatischen Akutbehandlung mit Dexamethason, vermittelt durch eine Verminderung des
Glioblastom-assoziierten peritumoralen Hirnddems und konsekutive Verbesserung der teils
hohen neurologischen Symptomlast [108—110]. Es weisen jedoch immer mehr Studien sowohl
auf perioperative Nebenwirkungen als auch auf ldngerfristige Auswirkungen, bezogen auf die
Weitertherapie, hin. Eine Umfrage im Jahr 2022 zeigte, dass von 80% der befragten
Neurochirurgen Dexamethason perioperativ eingesetzt wird und fast die Hilfte Dexamethason
niederschwellig unabhéngig von der bestehenden Symptomatik bei Patienten einsetzen [13].
Im Kontrast hierzu wurde kiirzlich der perioperative Einsatz von hochdosiertem Dexamethason

von Experten aus unterschiedlichen Disziplinen infrage gestellt [111].

Pathomechanistisch wirkt Dexamethason als synthetisches langwirksames Kortikosteroid iiber
eine Reduktion der mikrovaskuldren Permeabilitit tiber erhohte Tight Junction Integritdt und
Z0-1 und Occludin Expression [112], so dass prdoperativ das vasogene Tumorddem und damit
die Symptomlast offensichtlich reduziert werden kann [113—115]. Weiterhin kann es wéihrend
der chirurgischen Tumorresektion einer operativ induzierten Hirnschwellung vorbeugen [116].
Postoperativ zeigt Dexamethason eine Linderung von Schmerz- und Ubelkeitssymptomen, so
dass die postoperative Hospitalisierungszeit etwas kiirzer zu sein scheint [117], und der

neurologische Performanzstatus zu Beginn der adjuvanten Therapie besser ist [118].

Inzwischen weisen jedoch immer mehr Studien und Analysen auf einen nachteiligen Einfluss
von Dexamethason auf das generelle klinische Outcome hin. Zuletzt wurde von Scheffler et al.
(2024) in einem systematischen Review und Metaanalyse nach Einschluss von insgesamt 22

retrospektiven  Untersuchungen eine hohere Dexamethasondosis mit schlechterem
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Gesamtiiberleben (hazard radio 1.62, KI 1,40-1,88) und einem schlechteren progressionsfreien
Uberleben (HR 1,40, KI 1,23-1,81) assoziiert, was bezogen auf das Gesamtiiberleben auch nach
Korrektur entsprechend dem klinischen Status nachvollziehbar war (HR 1,52, KI 1,38-1,67)
[119]. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich in einer Metaanalyse von Arora et al. (2024), wobei
hier sieben Studien mit gepoolten Daten von insgesamt 1257 Patienten eingeschlossen wurden
[120]. Dieser Effekt wird durch eine Reihe weiterer retrospektiver Metaanalysen unterstrichen
[121-123]. Limitierend hierbei ist der durchweg retrospektive Charakter der eingeschlossenen
Studien mit mittlerer bis niedriger Evidenzstirke fiir das Gesamtiiberleben bzw. das
progressionsfreie Uberleben, da hierbei per se das Kriterium fiir die Dexamethasongabe (wie
z.B. TumorgroBe, Odemlast und hohe Symptomlast bei ungiinstiger Tumorlokalisation) ein
Confounder fiir schlechteres Outcome darstellt, welcher retrospektiv nicht kontrolliert werden
kann.

Daneben zeigen sich auch mdgliche sonstige negative Nebenwirkungen durch die
Dexamethasonbehandlung. Beschrieben sind hier postoperative psychiatrische und kognitive
Nebenwirkungen [124], verschlechterte hohere neurologische Funktionen bei Rezidiv-
Glioblastompatienten [125], negative Einfliisse auf die Wirksamkeit der Radiochemotherapie
[126—-129], verschlechterte systemische Immunfunktion der Patienten [130] und ein erhdhtes

perioperatives Infektionsrisiko [131, 132].

Der Ruf nach einer randomisiert kontrollierten Studie zum Aufwiegen therapeutischer Vorteile
und potenzieller Nebenwirkungen wird deshalb immer lauter, insbesondere im Hinblick auf die
oben erwidhnten Metaanalysen, aber auch bezugnehmend auf unten aufgefiihrte Verdnderungen
und Einfliisse von Dexamethason auf das Glioblastom, die entsprechende Mikroumgebung und

die immunsuppressiven Wirkkomponenten [133—-135].

Mit dem FEinsatz von Immuntherapien (u.a. bei Glioblastomen, Melanom- und NSCLC-
Metastasen) und anderer mit dem Immunsystem in Zusammenhang stehenden Therapien (z.B.
GAMM-targeted therapy oder immunologische Signalweg-Inhibition) ist die Untersuchung
einer moglichen therapierelevanten Beeinflussung der immunologischen
Tumormikroumgebung durch Dexamethason im Glioblastom und bei zerebral metastasierten
Tumorentitidten von hoher klinischer Relevanz [136, 137].

Anhand verschiedener in vitro Untersuchungen an Zelllinien zeigte zwar Dexamethason eine
teils direkte oder indirekte anti-tumorale Wirkung [138-142]. Gleichzeitig konnten neuere

praklinische Studien zeigen, dass Dexamethason die anti-tumorale Immunantwort in Gliomen
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inhibiert und somit zu einer protumorigenen Tumormikroumgebung beitrdgt, jedoch sind
entsprechende  Vergleichsuntersuchungen = an  humanem = Gewebematerial ~ von
Glioblastompatienten bis dato kaum vorhanden [143]. Mehrere Studien zeigen zwar den
Einfluss von Dexamethason auf die systemisch zirkulierenden Zellen oder Interleukine im
Serum bei Gliompatienten [130, 144-151]. So fand sich in einer kiirzlich erschienen
Untersuchung von 169 Blutproben mittels hochdimensionaler Massenzytometrie durch
Dexamethason eine Abnahme von CD8+ T-Zellen und Monozyten sowie ein Anstieg von B-
Gedichtniszellen im peripheren Blut [152] bei generell vorhandener Lymphozytendepletion in
GBM Patienten [153, 154]. Einschridnkend konnten jedoch Moyes et al. (2018) auch darlegen,
dass die Dexamethason-bedingten Verdnderungen im Blut nicht mit den Verdnderungen im
Glioblastomgewebe korrelieren [155]. Vielmehr zeigten sie, dass sich die Frequenz myeloider
Zellen (immunhistochemisch dargestellt mit CD163, CD68, S100A9) in Dexamethason-
behandelten Patientenproben signifikant von Dexamethason-naiven Proben unterscheidet
[155]. Carenza et al. (2023) konnten einen schédlichen Effekt durch Dexamethason auf die
ohnehin bereits funktionell eingeschrinkten dendritischen Zellen im Bereich der Gliom-
Mikroumgebung feststellen [156].

Untersuchungen auf die Beeinflussung der Wirksamkeit von Immuntherapien weisen auf einen
negativen Einfluss durch die Dexamethasonbehandlung hin [157]. Im Mausmodell zeigte sich
ein aufgehobener Uberlebensvorteil von Immuncheckpoint-Inhibitoren (und onkolytischer
Virustherapie) durch T-Zell-Depletion und Blockade der intratumoralen und globalen
Immunantwort [158, 159]. Generell zeigte sich in einer Phase-III randomisiert-kontrollierten
Studie (RCT) keine Wirksamkeit von Immuntherapien im GBM [9, 11, 12], jedoch in einer
Subgruppenanalyse ein Ansprechen bei Dexamethason-naiven Patienten [12]. In einer
gescheiterten Phase-II RCT zeigte sich, dass 90% der Ansprechraten in GBM Patienten
stattfand, die kein Dexamethason erhalten hatten [160]. Weiterhin verhinderte Dexamethason
eine positive Neo-Antigen-spezifische T-Zell Antwort und T-Zell Infiltration in den Tumor
[161].

Zusammenfassend sollte bei der Untersuchung der immunologischen Mikroumgebung sowie
in Studien zu immunologisch abzielenden Therapien die prétherapeutische Dexamethasongabe
bei Glioblastompatienten mit einkalkuliert werden, da in diesem Zusammenhang eine relevante
medikamentdse Intervention noch vor neuropathologischer Diagnosesicherung stattfindet. Die
immunologischen Auswirkungen der Dexamethasongabe auf das Glioblastom sind nur im
Ansatz untersucht und bei weitem noch nicht verstanden, so dass diese Arbeit hier einen Beitrag

leisten soll.
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v. CXCR2/IL-8-CXCL2 Achse — Therapieansitze im Glioblastom

Chemokine ganz allgemein sind Signalproteine, die unter anderem die Chemotaxis
verschiedener Zellgruppen vermitteln. Diese werden in Familien entsprechend ihres
konservierten Cystein Motifs im Bereich des N-Terminus eingeteilt, so dass es hier insgesamt
vier Gruppen gibt: CCL, CXCL, XCL, CX3CL [162]. Die CXC-Chemokine werden wiederum
entsprechend des Vorhandenseins eines N-terminalen ELR-Motifs (Glu-Leu-Arg) in ELR" und
ELR™ CXC Chemokine unterteilt und spielen eine Rolle in verschiedenen inflammatorischen
und Stoffwechselerkrankungen, aber insbesondere auch bei verschiedensten Tumorentititen
[163].

Wihrend CXCL2 neben CXCL1, CXCL3, CXCLS5, CXCL6, CXCL7, CXCL8 (=IL-8) und
CXCL17 zu den ELR" CXC-Chemokinen gezéhlt wird, gehoren CXCL4, CXCL9, CXCLI10,
CXCLI11,CXCL12,CXCL13, CXCL14 und CXCL16 zu den ELR" CXC-Chemokinen, wobei
vereinfacht erstere eher protumorigene und zweitere eher tumorsuppressive Eigenschaften

aufweisen [162].

Neben den 17 CXC Chemokin Liganden existieren sieben CXC Chemokinrezeptoren (CXCR1-
7), wobei ELR" CXCL-Liganden an die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren CXCR1 und/oder
CXCR2 binden, welche meist pro-tumorigene Signalwege aktivieren [162]. Diese
protumorigenen Effekte erfolgen einerseits iiber die Regulation der Angiogenese, andererseits
iiber Recruitment verschiedener Immunzellarten und Regulation von Entziindungskaskaden

sowie die Verstarkung der Tumorzellaussaat (Invasion/Migration) [164].

Generell sind Effekte der CXCR2-Liganden auf die Prognose abhédngig von der Tumorentitit,
wobei diese ganz allgemein mit EMT, Angiogenese, Recruitment von Neutrophilen und der
Anzahl von M1-Makrophagen assoziiert sind [165, 166].

Neben einer Expression von IL-8 (=CXCLS), CXCL2, CXCR1 und CXCR?2 in verschiedenen
Glioblastom-Tumorzelllinien zeigt sich in Glioblastompatienten ebenso eine Expression durch
Tumorzellen und Endothelzellen [167].

Der CXCR2-Gehalt ist in Gliomgewebe im Vergleich zu normalem Hirngewebe signifikant
erhoht und in hohergradigen Gliomen im Vergleich zu niedriggradigen Gliomen sowie im
Rezidiv kann eine gesteigerte Sekretion beobachtet werden [168]. Mithilfe von TCGA-
Datenbank Analysen zeigte sich, dass hohergradige Gliome verstarkt CXCR2 exprimieren, eine

Korrelation mit dem Gesamtiiberleben konnte hier jedoch nicht gefunden werden [169].
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Widerspriichlich hierzu konnte in einem anderen Kollektiv von 63 Patienten eine prognostische
Signifikanz bei niedriggradigen Gliomen gezeigt werden [170]. In einer anderen TCGA
Datenbank Untersuchung zeigte sich allerdings ein Zusammenhang aus erhohter GBM

Aggressivitit und erhdhter CXCL1 und CXCL2 Expression [171].

Ein relevanter Einfluss der CXCR2-IL-8/CXCL2 Achse wurde insbesondere im Bereich der
tumorfordernden Neo-Angiogenese gezeigt. So zeigte sich in Untersuchungen am Glioblastom
ein Einfluss des CXCR2 Signalings auf endotheliale Zellen und ein entsprechender Effekt auf
die Angiogenese [167].

Der proangiogenetische Effekt von IL-8 wird vornehmlich durch die Bindung an CXCR2, aber
auch CXCRI vermittelt [172]. Neben VEGFA kann IL-8 gleichermaBlen die Angiogenese
induzieren und ein Fortschreiten eines niedriggradigen Glioms in ein Glioblastom mitbedingen
[173].

In vivo und in vitro konnte gezeigt werden, dass der IL8/CXCR2 Signalweg in Tumorzellen
eine Resistenz gegen anti-angiogenetische Therapien induziert und die Bildung von
sogenanntem ,,vascular mimicry* im Glioblastom durch eine CXCR2 Blockaden verringert
werden kann [174].

Dariiber hinaus wurde IL-8 iiber CXCR2 eine Schliisselfunktion in der Vermittlung

Glioblastom-induzierter GefaBpermeabilitdt zugeschrieben.[175]

Direkte Auswirkungen hat die CXCR2-IL-8/CXCL2 Achse auch isoliert auf die TIME. Durch
das Glioblastom sezerniertes CXCL1/2/3 fiihrt iiber CXCR2 exprimierende PMN-MDSCs zu
einer PD-L1 und CTLA-4 Resistenz [176].

Zur Verbesserung der CAR-T-Zell-Therapie konnte iiber die Modifizierung von IL-8-Rezeptor,
CXCR1 und CXCR2 die Persistenz von T-Zellen im Tumormausmodell verbessert werden
[177].

Eine Wechselwirkung von durch PDCD10 (programmed cell death receptor 10) vermitteltem
CXCL2-CXCR2 Signaling wurde zwischen Glioblastomzellen und GAMM beschrieben,
wobei eine CXCR2-Blockade die GAMM Zellmigration autheben kann [178].

In den meisten Féllen zeigt sich ein enger Zusammenhang zwischen immunologischen und
vaskuldren Einfliissen von CXCR2-IL8/CXCL2, da immunologische Zellen als Vermittler
auftreten und Endothelzellen immunologische Signalwege mitgestalten. In einer ersten

Untersuchung von Desbaillets et al. (1997) wurde bereits beschrieben, dass IL-8 friih in der
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Astrozytomentwicklung durch inflammatorische Stimuli induziert und spater aufgrund von
Sauerstoffmangel verstirkt exprimiert wird. So fordert es Angiogenese und die
Leukozyteninfiltration und Aktivierung gleichermallen und sequentiell [179]. IL-8 scheint die
Tumorzellproliferation und das ,vascular mimicry‘ zu verstarken [180].

Aus Mikroglia/Makrophagen Isolaten aus dem Gliom wurde eine Uberexpression pro-
aniogenetischer Molekiile festgestellt, wobei CXCL2 stark hochreguliert war und in vitro sogar
starkere angiogenetische Aktivitdt als VEGF zeigte. Durch eine Mikroglia/Makrophagen
Depletion in vivo zeigten sich eine deutlich verringerte GefaBBdichte und kleinere
Tumorvolumina; bemerkenswerterweise fiihrte eine Mikroglia spezifische Depletion zu einer
dhnlichen GefdBverringerung wie die Ablation des gesamten myeloiden Kompartiments, so
dass speziell residente Mikroglia eine entscheidende modulatorische Rolle in der vaskuldren
Homoostase in Hirntumoren zu spielen scheint und gleichzeitig eine wichtige Quelle von pro-
aniogenetischen Faktoren und Zytokinen darstellt, was wiederum die enge Uberlappung aus
Angiognese und immunzelluldrer Aktivitit verdeutlicht [181].

In Bezug auf die CXCR4-Blockade existieren inzwischen erste klinische Studien im
Glioblastom, eine CXCR2-Blockade ist bis dato lediglich am Tiermodell untersucht [182].
Immerhin befinden sich verschiedene Inhibitoren der CXCR2-IL-8/CXCL2 Achse in
zahlreichen Phase-I und Phase-II klinischen Studien zu anderen Tumorentititen (z.B.
metastasiertem Melanom: NCT03161431) [183].

In vivo zeigte sich durch CXCR2-Blockade ein 50% reduziertes Gliomvolumen mit verringerter
GefdBdichte und Akkumulation von Mikroglia/Makrophagen im Mausmodell, wobei die
Interaktion dieser myeloiden Zellen mit den Tumorgefden verstarkt war. Weiterhin gab es
einen direkten Einfluss auf die Proliferation von Gliom- und Endothelzellen in vitro [184].

In vitro zeigte die Kombination aus Temozolomid und einem CXCR2-Inhibitor Verdnderungen
in primdren humanen Endothelzellen, wobei CXCR2 auf Genexpressionsebene 5-fach
hochreguliert, auf Proteinexpressionslevel jedoch ca. 70% reduziert war [185].

Da eine geringere Infiltration von GAMM in Rezidiv-Glioblastomen gefunden wurde und
gleichzeitig eine erhohte GAMM Infiltration im Primdrtumor mit verringertem
Gesamtiiberleben assoziiert war, wihrend Patienten bei Temozolomidtherapie IL-8
exprimierten und Temozolomid die Expression von CXCL2 verstéirkte, konnte dies in einem
Mausmodell mit der Kombinationsbehandlung aus Temozolomid und CXCR2-Blockade mit
konsekutiv verbesserten anti-tumoralen Effekte nachvollzogen werden, moglicherweise

vermittelt durch Verhinderung von CXCR2-vermittelter Therapieresistenz [186].
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Einige Untersuchungen verdeutlichen den Einfluss der CXCR2-IL-8/CXCL2 Achse direkt auf
neoplastische, insbesondere auf Tumorstammzellen im Glioblastoma (CSC). Insbesondere
scheint CXCLS8 (=IL-8) ein Schliisselfaktor fiir verstarkte zelluldre Plastizitdt im Glioblastom
zu sein. Neben dem Zusammenhang zwischen IL-8 und Tumorprogression wurde IL-8
Signaling auf epigenetischer Ebene mit erhohtem Tumorauswachsen in Verbindung gebracht
[187].

Die Expression und Sekretion von IL-8 durch mesenchymale GSC aktiviert PI2K/Akt und NF-
kB Signalwege, die die GSC-Proliferation, Uberleben und Selbsterneuerung vermittelt.
Gleichzeitig wird liber CXCR2-JAK2/STAT3 Signaling in GAMM ein M2-Phénotyp iiber
parakrine und zellextrinsische Wege unterhalten [188].

Erhohte Tumorzellinvasion wurde durch die Stimulation von CSC durch endothelial
sezerniertes IL-8 beschrieben, wobei eine IL-8 Blockade in vitro die Sphéroidformation und in
vivo die Tumorbildung einschrankte [189]. IL8-abhidngig wurde ein Synergismus zwischen
Endothelzellen und CSC gefunden, der die malignen Eigenschaften der CSC steigert [190].
Ebenso wurde in vitro eine verminderte Proliferation und Migration von GSCs durch CXCR2-
Blockade erreicht [191]. Zur Erhaltung der Stammzelleigenschaften in GSCs schienen in einer
weiteren Untersuchung mehr die IL-8/CXCRI1/STAT3 Signalwege entscheidend zu sein,
weniger die CXCR2 Achse [192]. Uber ein aberrantes NF-kB Signaling wurde IL-8 eine
zentrale Rolle bei der Gliominvasion zugeschrieben [193].

Allgemein scheint autokrines IL-8 Signaling eine Schliisselrolle in der Aktivierung eines
aggressiven Phédnotyps im Glioblastom zu spielen, so dass CXCRI1/CXCR2 zentrierte

pharmakologische Ansétze denkbar erscheinen [194].

c. Fragestellung und Zielsetzung dieser Doktorarbeit

Ziel dieser Arbeit war es, hypothesen-bildend pro-tumorigene parakrine immunologische
Signale bzw. Zytokine zu identifizieren und diese im Kontext mit dem zelluldren
Hauptkompartiment der immunologischen Tumormikroumgebung im Glioblastom (also dem
mikroglialen Kompartiments und allgemein dem GAMM) zu untersuchen. Es sollte dann
hypothesen-zentriert der Einfluss von Dexamethasontherapie bei Glioblastompatienten auf das

GAMM-Kompartiment und die CXCR2-IL-8/CXCL2 Achse untersucht werden.

Hierflir wurden zunéchst in vitro Zellkultur-Experimente und ex vivo Rattenhirnschnitt-Co-
Kultur-Experimente durchgefiihrt, wodurch ein differentielles Signaling der CXCL2-CXCR2-

Achse abhéngig von Mikroglia und Dexamethason identifiziert werden konnte. Dariiber hinaus
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wurden diese Befunde anhand retrospektiv identifizierten Dexamethason-naiven und
gematchten Dexamethason-behandelten Patienten aus der prospektiv gefiihrten Regensburger
Bioregister-Studie (GlioOutcome) nachvollzogen: Untersuchungen auf Genexpressionsebene,
Proteinebene und zelluldrer Ebene sollten hier vor allem den Einfluss von Dexamethason auf
die Mikroglia-Makrophagen-Ratio, die klassische MI1/M2-Ausprigung sowie die
Beeinflussung der CXCL2/IL8-CXCR2-Achse zeigen und die Ergebnisse in einen klinischen

Kontext gebracht werden.

2. Material und Methoden
a. Materialien

i. Laborausstattung, Instrumente und Verbrauchsmaterialien

Ausstattung, Instrumente, Materialien Hersteller

Abzugshaube Renggli Laboratory System, Rotkreuz
Schweiz, Schweiz

Autoklav (VE-150) Systec, Wettenberg, Deutschland

Autoklav (VX-150) Systec, Linden, Deutschland

Begleitplatte 24-well (Falcon® 35/3504) Corning, New York, USA

Beurer TL8S5, Tageslichtlampe, 12.000 Lux, | Beurer GmbH, Ulm, Deutschland

EAN 6970229250293

Biologische Sicherheitswerkbank (Hera Safe | Thermo Fisher, Langenselbold,

Class II) Deutschland

BioRad Opus 96, Echtezeit-PCR-System Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen,

(qPCR) Deutschland

Bio-Vortex (V1) Kisker-Biotech, Steinfurt, Deutschland

Blotkammer Renner, Dannstadt, Deutschland

Blottingpapier (703) VWR International, Vienna, Osterreich

Blutgasanalysator (ABL800 Flex) Radiometer, Breonshgj, Ddnemark

BZO-Versiegelungsfolie Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland

Dampfindikatorband (Comply™) 3M, Saint Paul MN, USA

Deckglaser (13 mm) Thermo Fisher, Braunschweig, Deutschland

Deckglédser (Menzel Gléser) Thermo Fisher, Braunschweig, Deutschland

Digital-pH-Meter (647) Knick, Berlin, Deutschland

Drucker (DPU-414) Seiko, Mihama-ku Chiba-shi Chiba, Japan

Drucker (P93E) Mitsubishi, Senai, Malaysia

Einwegbeutel Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Einweg-Nitrilhandschuhe (VersaTouch®) Ansell, Querétaro, Mexico

Elektrophorese-Kammer fiir PCR PeQLab, Erlangen, Deutschland

Elektrophorese-Kammer fiir WB Whatman Biometra, Gottingen,
Deutschland

Entwickler (M35 X-OMAT Processor) Kodak, Stuttgart, Deutschland
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Fliissigstickstofftank (Thermolyne locator)

Thermo Fisher, Kerper Boulevard
Dubuque, USA

Gefrierbehilter (Cryo1°C)

Nalgene, Miinchen, Deutschland

Glaszylinder (Duran) Schott, Wertheim, Deutschland
Heizthermostat Julabo EM, Seelbach, Deutschland
Hochleistungs-Chemilumineszenzfilm Cytiva Amersham, Buckinghamshire,
(Hyperfilm™ ECL) Vereinigtes Konigreich (UK)

Hochtemperatur-Desinfektionsgerit (ED-
115)

Binder, Tuttlingen, Deutschland

Horizontalschiittler (Titramax 1000)

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Horizontalschiittler (WS-10)

Edmund Biihler, Hechingen, Deutschland

Hypercassette ™

Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, Vereinigtes Konigreich
(UK)

Ibidi 2-Well-Inserts (80209)

Ibidi GmbH, Miinchen, Deutschland

IncidineTM OxyWipe S

Ecolab, Monheim am Rhein, Deutschland

Inkubator (Hera cell 150)

Thermo Fisher, Langenselbold,
Deutschland

Invertiertes Fluoreszenzmikroskop (IX70)

Olympus, Tokyo, Japan

Kamm (14-well, 1,5mm)

PeQLab, Erlangen, Deutschland

Konstanttemperatur-Wasserbad 37°C (5A)

Julabo, Seelbach, Deutschland

Kryokonservierungsrohrchen (2ml)

TPP, Trasadingen, Schweiz

Kryostat Leica, CM 1950

Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland

Kiihlschrank -20°C (MedLine)

Liebherr, Lienz, Osterreich

Kiihlschrank 4°C (Glass line)

Liebherr, Lienz, Osterreich

Kiihlschrank -80°C (Forma 900 Series)

Thermo Fisher, Marietta, USA

Kunststofffolie

A.Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland

Kiivette

NeoLab, Heidelberg, Deutschland

Laborspiilmaschine (G7883 CD)

Miele, Giitersloh, Deutschland

Laborwaage

Wigetechnik Diirnberger Acculab,
Obertraubling, Deutschland

Liner-Pipette (30-300 pl)

Eppendoff, Hamburg, Deutschland

Magnetriihrer (MR2002)

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Mikrordhrchen fiir die Lagerung (0,5 ml/2
ml)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Mikroréhrchen fiir die Reaktion (0,5 ml/1,5
ml)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Mikrotiterplatte (96-Well, F-Boden,
Chimney Well, weil}) (Lumitrac 600)

Greiner Bio-one, Schwerte, Deutschland

Mikrowellenherd

Privileg, Fiirth, Deutschland

Milli-Q-Wassermaschine (Q-POD®;

Millipore, Darmstadt, Deutschland

Millipak® Express 40)
Mini-Wippe Kisker, Steinfurt, Deutschland
Monitor (CCTV RMB92) Rainbow, California, USA

Mx3000P, Echtzeit-PCR-System (qPCR

Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA

Nadel (0,9 x 40mm, 0,7 x 30mm)

Becton Dickinson Microlance, Fraga,
Spanien
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Neubauer Zdhlkammer

Marienfeld, Lauda-K6nigshofen,
Deutschland

Nikon Eclipse Ti2

Nikon Europe B.V., Niederlande

Nitrocellulose Transfermembran (300 mm x
3 m, PorengréBBe 0,45um) (Protran®)

Whatman, Dassel, Deutschland

Objekttrager (25 x 75 x 1,0mm)

Thermo Fisher, Braunschweig, Deutschland

(Superfrost® Plus)

Parafilm American National Can, Menasha, USA
Pasteurpipette (150 mm) John Poulten, Barking Essex, England
Pasteurpipette (230 mm) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

PCR 96-Well Diinnwandplatte (0,2 ml) Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland
PCR Soft Tube (0,2 ml) Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland
Pinzette Aesculap, Tuttlingen, Deutschland

Pipette (0,5-10 pL; 10-100 pL; 100-1000 pl)
(PhysioCare-Konzept)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenrohrchen-Reinigungsmaschine

H. Hoélzel, Horlkofen, Deutschland

Pipettenspitze (10 ul; 200 pl; 1000 pl)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Pipettensteuerung

NeoLab, Heidelberg, Deutschland

Pipettensteuerung (Accu-jet® pro)

Brand, Wertheim, Deutschland

Pipettenstopfmaschine

IsmaTec, Glattbrugg-Ziirich, Schweiz

Prazisionsspenderspitze (4 pl; 10 pl; 50 pl;
100 pl)

Brand, Wertheim, Deutschland

QIAquant 96, Echtezeit-PCR-System
(qPCR)

Qiagen, Venlo, Niederlande

qTOWER iris, Echtzeit-PCR-System (qPCR)

Analytica Jena, Jena, Deutschland

Quecksilber-Hochdruckbrenner (U-RFL-T-
200)

Olympus, Tokyo, Japan

Reagenzglasgestell (Rotilabo®)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

RNA/DNA-Rechner (GeneQuant I1)

Pharmacia Biotech, Darmstadt, Deutschland

RotiColl Sekundenkleber

SafeSeal-Mikrorohrchen (2ml)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Saugflasche (Duran)

Schott, Wertheim, Deutschland

Scanner und Drucker (Laser Jet 1536dnf
MEFP)

HP, Chinden Blvd Boise, Idaho, USA

Scherbeneismaschine (AF-10)

Scotsman, Ipswich, Suffolk, Vereinigtes
Konigreich (UK)

Schutzbrille

EAC uvex, Fiirth, Deutschland

Spritze 1 ml (Plastipak™)

Becton Dickinson, Madrid, Spanien

Stickstoff 95% (+5% Kohlendioxid)

Linde, Unterschlei3heim, Deutschland

Thermocycler fiir PCR (1732-1210)

VWR, Leuven, Belgien

Thermocycler fiir gPCR (Mx3005pTM)

Stratagene, Foster city, California, USA

Timer

Oregon Scientific, Shenzhen, China

Tissue Ruptor mit disposable probes (Cat-
No.: 990890)

Qiagen, Venlo, Niederlande

Trockenschrank (ED-115)

Binder, Tuttlingen, Deutschland

Ultraviolett-Transilluminator

PeQLab, Erlangen, Deutschland

Vakuum-Exsikkator

VWR, Darmstadt, Deutschland

Vakuumpumpe

CE knf, Freiburg, Deutschland
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Varioskan-Flash Thermo Fisher, Vantaa, Finnland

Vibratom Leica VT1200 S Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland

Video-Digitalkamera (XC10) Olympus, Tokyo, Japan

Vollpipetten (5 ml; 10 ml; 20 ml; 25 ml; 50 | Brand, Wertheim, Deutschland
ml)

Wattestdbchen (Bel premium) Hartmann, Heidenheim, Deutschland
Wiederholungspipette (Handy Step® S) Brand, Wertheim, Deutschland
Wiederholungsspitze (0,2 ml) (Combitips Eppendorf, Berzdorf Wesseling,
advanced®) Deutschland

Zahler Infactory, Buggingen, Deutschland
Zahler IVO, Frauenfeld, Schweiz
Zellkultureinsatz, 0,4 um porig (REF Corning, New York, USA

353090)

Zellkultureinsatz 35/3097 (8,0 um Corning, New York, USA

Porengrof3e) (Falcon®)

Zellkulturflasche T75 (Standard) (CellStar®) | Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Zellkulturflasche T75/T175 (Standard/Vent. | Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Cap)

Zellkultur-Testplatte (6-well, 24-well, 96- TPP, Trasadingen, Schweiz

well)

Zellkulturplatte 6-well, low evaporation Corning, New York, USA

(REF 353046)

Zellsieb (70 pm, 100 pm), Falcon™ Corning, New York, USA

Zentrifuge (5417C) Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Zentrifuge (ROTINA 420R) Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Zentrifugenrohrchen (15 ml/50 ml) Corning, Reynosa, Tamaulipas, Mexico
(CentriStar™)

Tabelle 4: Ausstattung, Instrumente, Materialien

ii. Software
Software Firma
Biorender © 2025 BioRender, USA
FlowJo™ v10.8 BD Life Sciences, Franklin Lakes, NJ, USA
GraphPad Prism 10.4.1 GraphPad Software, USA
Imagel] Fiji Schneider, C. A., Rasband, W. S., & Eliceiri, K. W.

(2012). NIH Image to ImagelJ: 25 years of image
analysis. Nature Methods, 9(7), 671-675.

Microsoft Word, Excel, Powerpoint | Microsoft, USA

MMI Cell Tools Software MMI, Eching, Deutschland

QuickSpots Ideal Eyes Systems, Bountiful, UT, USA

Tabelle 5: Verwendete Software.
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iii. Reagenzien

Reagenzien

Hersteller

I1x SDS (Natriumdodecylsulfat) Laufpuffer 1 1

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

25x Proteaseinhibitor-Cocktail 100 pl

Roche, Mannheim, Deutschland

2-Mercapto-Ethanol 100 ml

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

2-Propanol 70% 1000 ml (Isopropanol)

B|Braun, Melsungen, Deutschland

6x Blauer Ladepuffer (Bromphenolblau und
Xylencyanol) 5 ml

PeQlab, Erlangen, Deutschland

Accutase™ 100 ml

PAA Laboratories , Colbe, USA

Acrylamid/Bis-Losung 30% (37,5:1) 500ml

Bio-Rad, Munich, Deutschland

AEBSF (4-(2-

Aminoethyl)benzolsulfonylfluorid-

Hydrochlorid) 25 mg Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Agarosepulver 500 g Biozym, Oldendorf, Deutschland

Anti-CXCL2, PolyklonalerAntikorper (Kat.-
Nr.: 500-P104-50UG) (Invitrogen)

Thermo Fisher, Carlsbad, USA

Anti-Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP)
Antikorper (Z0334)

DAKO, Wiirzburg, Deutschland

Anti-IL-8-Antikorper (Kat.-Nr.: 500-M08-
500UG) (Invitrogen)

Thermo Fisher, Carlsbad, USA

Aprotinin

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

APS 10% (Ammoniumper-sulfat) 25¢g

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Bio-Rad DCTM Protein Assay, Reagenz A
250ml, Reagenz S 5ml, Reagenz B 1L

Bio-Rad, California, USA

Borsaure 500 g

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Bromophenolblau 5 g

Merck, Darmstadt, Deutschland

BSA (Rinderserumalbumin) 100 g

PAA, Pasching, Osterreich

CCL20 (ASC0217081)

R&D System, Minneapolis, USA

CellBrite® Cytoplasmic Membrane Dye, griin

Biotium, Fremont, CA, USA

Cell Titer-Glo® Lumineszenz-Assay zur
Bestimmung der Zelllebensfahigkeit, Cell
Titer-Glo® Substrat 1 Flaschchen Pulver, Cell
Titer-Glo® Puffer 100 ml

Promega, Madison, USA

Chemilumineszenzsubstrat, SuperSignal ™
West Pico PLUS stabil, Peroxidlosung 250 ml,
SuperSignal™ West Pico Plus,
Luminol/Enhancer-Lésung 250 ml

Thermo Fisher, Rockford, USA

Collagenase IV, 4160 U/ml, #L.S004209

Worthington Biochemical Corporation,
Lakewood, NJ, USA

CXCL2 murin (Murine MIP-2) (#0516152
D1422)

PeproTech GmbH, Hamburg, Deutschland

Danirixin #HY 19768/CS-5465)

MedChem Express, New Jersey, USA
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DEPC (Diethylpyrocarbonat) Wasser 20 ml

Carl Roth, Karlsruhe, Germany

Dk anti rbt Biotin (0,5 mg/ml) (711-065-152)

Jackson Immuno-Research, Suffolk, England

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium) 500 ml, NaHCO3 3.7g/L, D-Glucose
4.5 g/L, Low endotoxin

Merck Biochrom, Berlin, Deutschland

DMSO 1000 ml

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

DNAse I (10 mg/ml, #11284932001)

Merck, Darmstadt, Deutschland

dNTP (Desoxy-Ribonukleosid-Triphosphat)-
Mix 1,0 ml (Invitrogen)

Thermo Fisher, Carlsbad, USA

DuoSet ELISA Rat CXCL2/CINC-3

R&D System, Minneapolis, USA

EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure) 100 g

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

EGTA (Ethylenglykol-Tetraessigsdure)

100g Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Elektrolytlésung (3 mol/L KCI) 200 ml

WTW, Weilheim, Deutschland

Ethanol >99.8% 2. 5L

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethidiumbromid-Losung 1% (10mg/ml) 10ml

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

FBS 500ml

Merck Biochrom, Berlin, Deutschland

Forward/Backward-Primer

Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland

GAPDH (Glyceraldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase)-Antikorper 10pg/50ul

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA

GeneRuler™ DNA-Leiter (50-1050 bp, 0,1
pg/ul, 50 pg)

Fermentas, Carlsbad, USA

Glycerol 100 ml

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Glycin 1 kg

Merck, Darmstadt, Deutschland

H20: (30%)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Hoechst33345 (Bisbenzimid)

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA

Hemacolor® Schnellfirbung, Losung 1
Fixierlosung 100 ml, Losung 2 Farbreagenz
rot 100 ml, Losung 3 Farbreagenz blau 100 ml

Merck, Darmstadt, Deutschland

HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinethansulfonsdure) 1000 g

ICN Biomedicals, Aurora, USA

HRP (Meerrettichperoxidase-Konjugate)
Antikorper 0,40 mg/ml

Bio Source, Camarillo, USA; Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, USA

IL-10, murin (1008110)

PeproTech GmbH, Hamburg, Deutschland

IL17A, murin (5K15L41780)

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

IL22, murin (GXC0419101)

R&D System, Minneapolis, USA

IL23, murin (NXJ1220081)

R&D System, Minneapolis, USA

KCl1kg Merck, Darmstadt, Deutschland
KH;PO4 1 kg Merck, Darmstadt, Deutschland
Kristallviolett 25 g Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Leupeptin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

L-Glutamin (200 mM) 100 ml

Merck Biochrom, Berlin, Deutschland
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Matrigel® (Cultrex® reduzierter
Wachstumsfaktor Basalmembran-Extrakt)
(3433-005-01), 5 ml

Bio-Techne, Wiesbaden, Deutschland

Mercaptoethanol 250 ml Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Methanol 99,8% 2,5 1 Merck, Darmstadt, Deutschland
Milchpulver 250 g Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Na?HPOs 1 kg Merck, Darmstadt, Deutschland
NaCl 1 kg VWR Chemicals, Leuven, Belgien

Natriumacetatpulver 250 g (EMSURE®)

Millipore, Darmstadt, Deutschland

Natriumdeoxycholsdure 25 g

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Navarixin (#HY-10198/CS-0609)

MedChem Express, New Jersey, USA

Nonidet P-40 100 ml

ICN Biomedicals, Aurora, Ohio, USA

Normales Eselsserum (60 mg/ml; 017-000-
121) 10,0 ml

Jackson ImmunoResearch Laboratories,
Pennsylvania, USA

Papain

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

PBS (phosphatgepufferte Salzlosung) 500 ml

Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany,
Invitrogen gibco, Paisley, Vereinigtes
Konigreich (UK)

Penicillin (10.000 U/ml)/ Streptomycin
(10.000p g /ml1)100 ml

Merck Biochrom, Berlin, Deutschland

PFA (Paraformaldehyd) 1 kg

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

PKH26 (MINI26)

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

PKH67 (MINI67)

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

PLX5622 (HY-114153/CS-0077157)

MedChem Express, New Jersey, USA

PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid) 1 g

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Poly-D-Lysin (PDL) Coating solution

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Ponceau S 10 g

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Primer random 1,0 ml

Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland

Propidium Iodid

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Proteinmarker IV 250 pl
(170~130~100~70~55~40~35~25~15~10)
kDa

PeQlab, Erlangen, Deutschland

Proteome ProfilerTM - Rat XL Cytokine Array
Kit DY994

R&D System, Minneapolis, USA

PVA (Polyvinylalkohol)-DABCO (1,4-
Diazobicyclo(2,2,2)-octan)10981-100 ml

Merck, Darmstadt, Deutschland

QuantiFast™ SYBR® Green PCR Kkit,
SYBR® Green PCR master mix (2 x 1,7 ml),
HotStarTaq® Plus DNA-Polymerase,
QuantiFast SYBR Green PCR-Puffer, ANTP-
Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), ROX™
passiver Referenzfarbstoff, RNase-freies H.O
(1,9 ml)

Dianova, Hamburg, Deutschland
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RNase-freies H2O 1,9 ml

Qiagen, Hilden, Deutschland

Rinderserumalbumin (BSA)

PAA, Pasching, Osterreich

Rhodamin Red-X konjugierten sekundaren
Antikorper dk-anti-rb, 711-295-152

Qiagen, Hilden, Deutschland

SDS 10% 250 g

Serva, Heidelberg, Deutschland

Stripping-Puffer 500 ml (Pierce's Restore™)

ThermoFisher Scientific, Rockford, USA

Super Script® II Reverse Transkriptase-Kit
(Invitrogen), Super Script Il Reverse
Transkriptase 10.000 U, 5x Erststrangpufter
200 ul, 0,1 M DTT (Dithiothreitol) 500ul

Thermo Fisher, Carlsbad, USA

Taq PCR-Mastermix-Kit, Taq PCR-Mastermix
(250 Einheiten; 1,7 ml), RNase-freies H,O
(1,9 ml)

Qiagen, Hilden, Deutschland

TissueTek® O.C.T. compound

Sakura Finetek, Torrance, CA, USA

TriplePrep Kit (Kat.- Nr. 28-9425-44)

Cytiva, MA, USA

Tris 1 kg

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Triton®X-100 (t-Octylphenoxypoly-
ethoxyethanol) 500 ml

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Trypanblau 0,4% 100 ml

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Trypsin/EDTA-Losung 100 ml

Merck Biochrom, Berlin, Deutschland

TWEEN® 20 viskose Fliissigkeit 500 ml

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

unkonjugierter polyklonaler Ibal-Antikorper
(PAS5-27436)

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA

Wasser 250 ml

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Ziege-Anti-Maus-HRP-Antikorper (Kat.-Nr.
115-035-166)

Dianova, Hamburg, Deutschland

Tabelle 6: Verwendete Reagenzien.

iv. Kulturmedien OBSC

Zellkulturmedien

Hersteller

100 ml Kulturmedium fiir organotypische
Rattenhirnschnitte

0,8 g MEM Pulver (11700-077)

Life Technologies, Paisley, Vereinigtes
Koénigreich (UK)

AquaDest 44,57 ml

HBSS 25 ml

Merck Biochrom, Berlin, Deutschland

1,2 ml gluose 10%

B|Braun, Melsungen, Deutschland

2 ml L-Glutamin 200mM

Merck Biochrom, Berlin, Deutschland

2 ml Penicillin, 0,05% (v/v) und Streptomycin

25mM

Merck Biochrom, Berlin, Deutschland

100 ul Ascorbinsdure 4 mM

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
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50 ul Mediumsupplemente (ITS, SITE, SPITE,
Fatty Acid-Albumin Supplements)

Sima-Aldrich, St. Louis, USA

580 ul Bikarbonat 7,5%

B|Braun, Melsungen, Deutschland

500 pl Tris-Base 1 M

Thermo Fisher, Braunschweig,
Deutschland

25 ml 5% hitzeinaktivierte Pferdeserum
(26050)

Life Technologies, Paisley, Vereinigtes
Kénigreich (UK)

17-22 pl HCI (zur pH-Wert Einstellung)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

520 ml Priparationsmedium fiir organotypische
Rattenhirnchnitte

0,8 g MEM Pulver (11700-077)

Life Technologies, Paisley, Vereinigtes
Konigreich (UK)

AquaDest 44,57 ml

1,2 ml gluose 10%

B|Braun, Melsungen, Deutschland

2 ml L-Glutamin 200 mM

Merck Biochrom, Berlin, Deutschland

2 ml Penicillin, 0,05% (v/v) und Streptomycin
25 mM

Merck Biochrom, Berlin, Deutschland

5 ml Tris-Base (1 M)

Thermo Fisher, Braunschweig,
Deutschland

Tabelle 7:
Rattenhirnschnittmodells (OBSC).

Medien fiir die Herstellung

b. Zellbiologische Methoden

und Kultivierung des

organotpyischen

i. Kaultivierung von Zelllinien - in vitro

Abbildung 1: Morphologie der 3 verwendeten Ratten-Zelllinien. S635 (links), 9L (mittig),
Astrozyten (rechts).

Die S635 Rattenzelllinie und Rattenastrozyten wurden dankenswerterweise von Prof. M.
Proescholdt (Klinik und Poliklinik fiir Neurochirurgie) zur Verfiigung gestellt. Die 9L
Gliomzelllinie wurde initial durch wiederholte Gabe von Nitrosoharnstoffen induziert [195],

S635 wurde urspriinglich aus durch das Avian Sarcoma Virus (ASV) induzierten Hirntumoren
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aus Fischer 344 Ratten gewonnen [196], wihrend die verwendeten archivierte Rattenastrozyten

von Neugeborenen Ratten gewonnen worden waren (s. Abbildung 1).

Das Kryokonservierungsrohrchen mit den gewiinschten Zellen wurde aus dem fliissigen
Stickstoff entnommen und auf Trockeneis transportiert. 2-5 ml Medium wurden im Voraus in
ein 50ml Falcon Tube gegeben. Das Kryokonservierungsrohrchen wurde zum Auftauen in
einem 37°C warmen Wasserbad geschwenkt, bis ein kleines Stiick Eis (etwa 1/3 des
Gesamtvolumens) darin verblieb und dann die aufgetaute Zellsuspension in das 50 ml
Zentrifugenrohrchen transferiert. 6-10 ml Medium wurden pipettiert und langsam mit der
Zellsuspension vermischt, um das DMSO zu verdiinnen. Nach 5-miniitiger Zentrifugation bei
1.200 rpm wurde der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde mit 10 ml Medium
resuspendiert, und die Zellsuspension in eine Kulturflasche pipettiert. Die Kulturflasche wurde
vorsichtig geschiittelt, um eine gleichmiBige Verteilung der Zellen zu gewihrleisten. Nach
Beobachtung unter dem Mikroskop wurde die Kulturflasche bei 37°C und 5%iger CO»-
Atmosphire in den Inkubator gestellt.

Die Kultivierung der Rattenglioblastomzelllinien und der Astrozyten erfolgte in DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s, Medium, NaHCO3 3.7g/L, D-Glucose 4.5 g/L, low endotoxin)
mit 10% fetalem bovinen Serum (FBS), 2 mM L-Glutamin und 100 U/ml
Penicillin/Streptomycin bei 37°C und 5% CO2. Das Medium wurde zweimal pro Woche
komplett erneuert, um das Wachstum der Zellen bei niedriger und mittlerer Konfluenz zu
gewihrleisten. Hierzu wurde das alte Medium vorsichtig abgesaugt und anschlieBend neues
Medium hinzugegeben, um ein Abldsen der adhdrenten Zellen zu vermeiden. Bei 90%iger

Konfluenz erfolgte das Splitten und Passagieren.

Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 90% passagiert: Zunichst wurde das Medium
vollstindig abgesaugt, ohne die adhdrenten Zellen von der Kulturflasche zu 16sen. Die Zellen
wurden einmal vorsichtig mit 3-5 ml PBS gewaschen, 3-5 ml Trypsin wurden hinzugefiigt, so
dass der gesamte Boden der Kulturflasche bedeckt war. Es erfolgte eine Inkubation bei 37°C
fiir 4 Minuten. Anschlieend erfolgte die mechanische Ablosung der Zellen durch Klopfen auf
die Seite der Kulturflasche. Die vollstindige Ablosung aller Zellen wurde unter dem Mikroskop
iiberpriift. Dann wurden 6-10 ml DMEM mit FBS (2-faches Volumen von Trypsin) zum
Abstoppen des Trypsins zugegeben und auf- und abpipettiert. Die Zellsuspension wurde in ein
50 ml Zentrifugenrdhrchen tiberfiihrt und 5 Minuten bei 1200 U/min zentrifugiert. 10-20 ml
DMEM mit FCS wurden vorab in die neuen Kulturflaschen gegeben. Nach der Zentrifugation
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wurde der Uberstand vollstindig abgesaugt und das Zellpellet wurde je nach GroBe mit 1-5 ml
Medium resuspendiert. Ein bestimmtes Volumen der Zellsuspension wurde fiir Experimente
oder kontinuierliche Zellkultur verwendet, je nach Ergebnis der Zellzdhlung oder des
Verhiltnisses (1: X). Die Kulturflasche wurde geschiittelt, um eine gleichméfige Verteilung der
Zellen zu gewéhrleisten. Nach der Beobachtung unter dem Mikroskop wurde die Kulturflasche

in den Inkubator gestellt.

Zur Zellzéhlung wurden 40 pl resuspendierte Zellsuspension entnommen und mit 10ul
Trypanblau in einem 1,5-ml-Mikroréhrchen vermischt, oder bei hoherer Zellzahl zur besseren
Zahlbarkeit weiter verdiinnt. 10 pl der Mischung wurden vollstindig in den Spalt zwischen dem
Deckglas und der Zahlkammer luftblasenfrei gefiillt. Die Zellen in vier Quadranten wurden
unter dem Mikroskop mit 10-facher VergroBerung gezihlt. Intensiv gefarbte Zellen wurden als
nicht vital deklariert und somit nicht gezéhlt. Die Zellen wurden unten links gezéhlt, wenn sie
sich auf den Gittern befanden. Die folgenden Formeln kénnen zur Berechnung verwendet
werden.

Gesamtzellzahl in der Zellsuspension = (Gesamtzellzahl durch Zéhlung + 4 Quadranten) x 1,25

Verdiinnungsfaktor x 10* x Volumen des resuspendierten Mediums

Zur Kryokonservierung von Zellen wurde das Zellpellet in 90% FCS/10% DMSO re-
suspendiert und die Zellsuspension in die beschrifteten Kryokonservierungsrohrchen pipettiert.
Die Kryokonservierungsrohrchen mit den Zellen wurden in den Gefrierbehélter gegeben und
in den -80°C-Kiihlschrank iiberfiihrt. Nach 24 Stunden wurden sie in Fliissigstickstoff fiir die
Langzeitlagerung tiberfiihrt.

ii. In vitro Zellkultur-Assays

1. Wound Healing Migrationsassay

Prepare the Seed cells Remove Fill with Microscopy of
Culture-Insert on and wait for cell Culture-insert medium cell-free gap
a fiat, clean surface attachment

Abbildung 2: Ablauf der Zellaussaat in zweikammrigen Ibidi-Inserts. Bildquelle:
https://ibidi.com/culture-inserts/24-culture-insert-2-well.html (abgerufen am 10.01.2025)
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Zweikammerige Ibidi-Inserts wurden zunéchst in 24-Well Platten (pro Well 1 Ibidi-Insert) mit
einer sterilen Pinzette mittig eingebracht, so dass diese vollstindig anhafteten. Die Zellkultur-
Zellen wurden mit Trypsin abgelost und die Zellzahl bestimmt und so verdiinnt, dass 350.000
Zellen/ml erreicht wurden. Es wurden dann 70 pl der Zellsuspension in jede der zwei Kammern
gegeben (24.500 Zellen/Ibidi-Kammerseite) (s. Abbildung 2). Nach 24 Stunden wurde eine
Konfluenz erreicht, das Medium wurde mit der Pipette aus den Ibidi-Kammern abgenommen,
die Ibidi-Inserts entfernt und pro Well wurden 800 pl Kulturmedium +/- Behandlung
zugegeben. An drei Stellen (oben/mittig/unten) wurde mit dem Mikroskop nach 24 und 48h

fotodokumentiert. Ins zellfreie Areal eingewanderter Zellen wurden gezahlt (s. Abbildung 3).

Abbildung 3: Auswertung des Wound Healing Migrationsasays. Exemplarisch 9L Zelllinie und
Auswertung der Migration in den oberen Teil des zellfreien Spaltes zu den Zeitpunkten 0 Stunden, 6
Stunden, 24 Stunden und 48 Stunden (v.l.n.r.). Bei allen Zelllinien zeigte sich eine Migration von mehr
oder weniger Einzelzellen. Eine flichige Migration des gesamten Zellverbands war nicht zu beobachten.

Die Auswertung erfolgte iiber eine gleichformige Maske und manuelle Auszéhlung migrierter Zellen.

2. Transwell Matrigel Invasionsassay
Matrigel wurde am Vortag von -80°C auf 4°C iiberfiihrt und dann im Anschluss auf Eis langsam
aufgetaut. Werkzeuge und Materialien (Inserts, Platten, Pipettenspitzen und R6hrchen) wurden
im Vorfeld auf 4°C im Kiihlschrank gekiihlt, um ein vorzeitiges Gelieren des Matrigels zu
verhindern. Bis zum finalen Pipettieren in das Insert wurden alle Arbeitsschritte auf Eis
durchgefiihrt. An Tag 1 wurde zunédchst das Matrigel in sterilem H2O auf 10 mg/ml verdiinnt.
Die Einsidtze mit 8,0 um Porengroe wurden in 24-Well Platten mit einer sterilen Pinzette

platziert. In jedes Insert wurden dann 50 pl des verdiinnten Matrigels pipettiert und gleichmiBig
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auf der Membran verteilt. Die mit Matrigel befiillten Inserts und Platten wurden bei 37°C zum
Gelieren inkubiert.

Die Zellkultur-Zellen wurden trypsiniert, einmal mit serumfreiem Medium gewaschen, die
Zellzahl bestimmt und eine Suspension mit 1x10° Zelle/ml in serumfreiem Medium mit 1%
BSA hergestellt. Es erfolgte das Auftragen von 200 pl dieser Zellsuspension auf die Inserts. 600
ul des serumfreien Mediums mit 1% BSA (+/- Behandlung) wurde in den unteren Teil des Wells
pipettiert. Die Wells mit den Inserts wurden dann fiir 48 Stunden bei 37°C und 5% CO2
inkubiert.

AnschlieBend erfolgte die HE-Schnellfarbung der durch das Matrigel und die Membran an die
Unterseite des 8,0 um porigen Inserts gewanderten Zellen. Hierfiir wurde zunichst aus jedem
Insert das Matrigel mit Wattestabchen entfernt. Dann erfolgte das Eintauchen der Inserts in eine
Fixierlosung fiir 1 Minute. AnschlieBend wurde fiir 1 Minute in der Eosin- und dann fiir 1
Minute in der Hdmatoxylin-Losung inkubiert. Abschlieend erfolgte ein Waschschritt in
Leitungswasser und die Uberfiihrung der Inserts in eine neue 24-Well Platte, wo die Inserts fiir
24 Stunde trocknen konnten. Dann erfolgte die Fotodokumentation der gefdrbten Zellen und
die Auszdhlung mit einer Mikroskop-eigenen Zahlsoftware (s. Abbildung 4).

-

L S hTAy e Y : ) S NEp L gy s

-

1 3% 0 NN =% w3
« TSR NG RO )

L § 2 A g N e 8 g . A W s . : ;
R TP A S TN SO S SO L S S S mcorr =R TR SRR AR RN N

Abbildung 4: Auswertung des Transwell Matrigel Invasionsassays. Exemplarisch S635, 10ng/ml IL-
22 Behandlung. Links HE-Férbung der durch das Matrigel invadierten Zellen. Rechts die automatisierte

Auszihlung der Zellkerne (Markierung mit roter Farbe) zur Auswertung der Invasion.

3. Sphéroidmigrationsassay
Zur Herstellung von sphéroid-artigen Zellkonglomeraten (im Folgenden der einfachheithalber
als ,Sphéroide‘ bezeichnet) aus den Zellkultur-Zellen erfolgte zunédchst die Beschichtung von

96-Well Platten Wells mit Agarose 1%. Hierfiir werde zundchst 1%ige Agarose (1% in PBS) in
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der Mikrowelle aufgekocht und davon jeweils 100 ul pro Well zum Auskleiden der Wells
pipettiert. Zum Aushirten wurden die Wells fiir 2 Tage bei 37°C inkubiert.

Auf diese Agarose beschichteten Platten wurden dann Zellkulturzellen - je 4000 Zellen/Well a
100pl/Well Medium +FBS - in einer 96 Well-Platte aufgetragen. Nach 3 Tagen zeigte sich hier
eine Zusammenlagerung zu Sphéiroiden.

Fiir die Sphiroid-Migration wurden die Sphéroide in agarosefreie 96-Well U-Boden-Platten
iibertragen und 7 Tage lang in serumfreiem DMEM-Medium kultiviert. Bilder wurden an Tag
0 und Tag 7 (4-fache VergroBerung) mit einem inversen Mikroskop (Olympus 1X70)
aufgenommen, um die zellbedeckte Fliche innerhalb der U-Boden-Vertiefung messen zu
konnen. Die Bilder wurden ausgewertet und die konzentrische Vergroferung der mit Zellen
bedeckten Fliche wurde manuell und verblindet mit ImageJ durchgefiihrt (s. 4bbildung 5). Die

Uberstéinde wurden gesammelt und bei -20°C gelagert.

S635 9L Astrozyten

do

d7

Abbildung 5: Auswertung des Sphiroidmigrationsassays. Flichenmessung an Tag 0 und Tag 7 bei

allen drei Zelllinien exemplarisch.

4. ATP-Assay
Wir verwendeten den Cell Titer Glo Luminescent Cell Viability Assay (G7570, Promega, Mad-
ison, USA) im Layout einer 96-Well Platte. Cell Titer Glo Buffer und Cell Titer Glo Substrate
wurden gemischt, bis das Substrat vollstindig im Puffer aufgelost war. Pro 96-Well-Platte
wurden 4000 Zellen mit oder ohne Behandlung in serumfreiem DMEM-Medium fiir 7 Tage
kultiviert. 100 pl/Vertiefung Cell Titer Glo Reagenz wurden pro Vertiefung zugegeben und fiir
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12 Minuten auf eine Schiittelplatte gestellt, um die Zelllyse zu induzieren. Danach wurden 150
ul des Uberstands in eine 96-Well-Platte (F-Boden/Kaminwell, weif3, Lumitrac 600) pipettiert
und mit dem Varioskan Flash (Thermofisher Scientific, Vantaa, Finnland) luminometrisch

gemessen.

c. Ex vivo Organotypische Rattenhirnschnitt-Co-Kulturen (OBSC)

1. Tiere und Organentnahme

Fiir die Vorbereitung der Hirnschnittkulturen wurden Fisher #344 Ratten (Charles River,
Deutschland) aus einer hauseigenen Einrichtung bezogen. Die Tiere wurden geméill den
institutionellen Richtlinien mit einem 12-Stunden-Licht-/12-Stunden-Dunkel-Zyklus und ad

libitum-Zugang zu Futter und Wasser im Haus gehalten.

Fiir die organotypische Rattenhirnschnitt-Co-Kultur wurden Rattenhirne von 6-14 Tage alten
Ratten verwendet. Zunichst erfolgte die Totung mittels zervikaler Dislokation durch die
Anwendung einer groflen sterilisierten Schere. Der Kopf wurde sodann mit 70% Isopropanol
abgespiilt und in eine Petrischale transferiert. Hier wurde die Haut entlang der Mittellinie vom
Nacken bis zu den Augen mit einer kleinen Schere aufgeschnitten und dann die Haut nach
lateral skalpiert. Sodann wurde die Schiddeldecke mit einer kleinen Schere gedffnet. Hierfiir
wurde die Schere am Foramen magnum eingefiihrt und der weiche Knochen bis zu den Augen
aufgeschnitten. Die Schiadeldachhidlften wurden dann mit einer Pinzette zu beiden Seiten
entfernt. Das Gehirn wurde aspetisch mit einem feinen Spatel entfernt und direkt in eiskaltes

Priparationsmedium (s. 7abelle 7) iiberfiihrt und restliches Blut dadurch abgespiilt.

1. Préparation des Organotypischen Rattenhirnschnittmodells (OBSC)

In Préaparationsmedium (s.7abelle 7) und auf Eis erfolgte der ziigige Transfer immer zweier
Gehirne ins Labor, um diese sofort zu Schnitten weiterverarbeiten zu konnen und eine ziigige
Kultivierung zu gewéhrleisten. Zunédchst erfolgte die Abtrennung des Kleinhirns mit einem
Skalpell und die Platzierung zweier Gehirne hintereineinander in eine kleine @ 6 cm messende
Petrischale. Es erfolgte sodann das AusgieBen der Petri-Schale mit 37°C warmer 5%iger
Agarose, so dass die Gehirne vollstindig bedeckt waren. Nach Agarosepolymerisation auf Eis
wurde {iberschiissige Agarose an den Seiten des kreisformigen Agaroseblocks abgetrennt und
der Block mit den zwei hintereinanderliegenden in Agarose eingebetteten Gehirnen mit

Sekundenkleber auf der Vibratomplatte fixiert. Die Vibratomplatte wurde entsprechend ins

39



Vibratom eingebracht und mit Préparationsmedium, das auf Eis bei 4°C gehalten wurde,
umspiilt. Sodann wurden die Gehirne mithilfe des Vibratoms (Leica VTI1200 S,
Frequenzeinstellung 4,8/s, Geschwindigkeitseintellung 5) in 350 pum dicke Scheiben
geschnitten. Diese wurden einzeln in eine mit Praparationsmedium gefiillte und auf Eis liegende
Petrischale mithilfe eines Spatels und eines Pinsels transferiert. Nach Abschluss des
Schneidevorgangs der kompletten Gehirne wurden unter dem Binokularmikroskop geeignete
Schnitte ausgewdhlt. Jeder Schnitt wurde in der Mitte durchtrennt, so dass jeweils zwei
hippokampale Schnitte je einer Hemisphire auf einen 0,4 um porigen Zellkultureinsatz und in
6-Well low evaporation eingesetzt werden konnten, so dass diese von unten umspiilt auf
entsprechendem Kulturmedium schwammen (s. 4bbildung 6). Fir 100 ml Kulturmedium
wurden 0,8 g MEM powder (Life Technologies, Paisley, UK, 11700-077), 44,57 ml AquaDest,
25 ml HBSS (Merck Biochrom Berlin), 1,2 ml gluose 10%, 2 ml L-glutamine 200mM, 2 ml
Penicillin, 0,05% (v/v) and Streptomycin, 25 mM mix, 100 ul Ascorbinsdure 4 mM, 50 pl
Mediumsupplemente (ITS, SITE, SPITE, Fatty Acid-Albumin Supplements, Sigma-Aldrich,
St. Louis), 580 ul Bikarbonat 7.5% und 500 pl Tris-Base 1M vermischt und steril-filtriert und
dann 25 ml 5% hitzeinaktiviertes Pferdeserum (Life Technologies, 26050) hinzugefiihrt und
schlieBlich auf einen pH von 7,4 mit HCI adjustiert [197, 198]. Nicht geeignete bzw nicht
hippokampale Schnitte wurden entweder verworfen oder zur Mikroglia Isolierung

weiterverwendet (s. unten).

Die Schnitte wurden bei 37°C und 5% CO» kultiviert, das Medium erstmals nach 24 Stunden
gewechselt und im Anschluss alle 72 Stunden ausgetauscht. Nach optionaler Vorbehandlung fiir
bis zu 10 Tage wurde ein Zellkulturzell-Sphéroid aus 4000 vitalgefarbten Zellen im Bereich des
hippokampalen Areals mit einer 200 pl Pipettenspitze unter dem Binokularmikroskop platziert.
Die Fotodokumentation erfolgte mit dem Mikroskop an Tag 0 und Tag 7 (Olympus IX 70) und
die Fluoreszenzintensitdt-Schwellenwertbestimmung mit ImageJ wurde durchgefiihrt, um das
AusmalB des Sphiroidauswachsens zu objektivieren. Die Uberstinde zu den Zeitpunkten des
Kulturmediumwechsels wurden gesammelt und bei -80°C fiir weitere Untersuchungen
asserviert. Nach Abschluss des Untersuchungszeitraums wurden die Schnitte in TissueTek®

eingebettet und fiir die Anfertigung von Kryo-Schnitten bei -80°C archiviert (s. Abbildung 7).

Représentative Viabilitétsiiberpriifungen mit Propidium Iodid (PI) wurden 18 Tage nach
Préparation der OBSC angefertigt. Hierfiir wurde PI mit einer Konzentration von 1 mg/ml dem

Kulturmedium beigefiigt und unter dem Mikroskop (Olympus IX 70) evaluiert.
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Abbildung 6: Priparation der organotypischen Rattenhirnschnitte (OBSC). Generierung von
Rattenhirnschnitten. A: In Agarose 5% eingebettete Rattenhirne, B: Wihrend des Schneideprozesses,
Hirne werden mit 4°C kaltem Priparationsmedium umspiilt. C: In gekiihltes Praparationsmedium
iiberfiihrte Rattenhirnschnitte. D: Mit Spatel auf 0,4 um porige Inserts, die in entsprechenden Wells auf

Kulturmedium schwimmen, {ibertragene Rattenhirnschnitte mit hippokampalem Anschnitt.
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Preparation of rat organotypic brain slice cultures (OBSC)
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Abbildung 7: Allgemeiner Ablauf der OBSC-Generierung, -Behandlung und Analysen. Gehirne
von 6 bis 14 Tage alten Ratten wurde in 350 pm dicke Stiicke geschnitten und auf ein spezielles 0,4 pm
poriges Insert, das auf einem Kulturmedium schwimmt, aufgebracht (1). Drei verschiedene
Rattenzelllinien (9L, S635 und eine Kontroll-Astrozytenlinie) wurden vitalgefarbt (PKH67, CellBrite
green), Sphéroide, die jeweils 4000 Zellen enthalten, auf Agarose angefertigt (2) und anschlieend auf
die Ratten OBSC bzw. zur in vitro Untersuchung mittels Spharoidmigrationsassay in U-formige Wells
mittels Pipette gebracht. Das Auswachsen wurde nach 7 Tagen gemessen, indem die fluoreszierende
Flache um das eingebrachte Sphéroid gemessen wurde. Zur Mikrogliadepletion wurde eine 2 x 3 Tage
dauernde PLX5622-Vorbehandlung der OBSC durchgefiihrt (3). Ein Membran-basierter semi-
quantitativer Proteom Profiler wurde verwendet, um nach differentiellem Zytokin Signaling in den
Uberstinden zu screenen. ELISA wurde durchgefiihrt, um die CXCL2 Konzentrationen in den

Uberstinden zu quantifizieren (4). (Fiir die Abbildung wurden Icons aus biorender.com verwendet)
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iii. Isolierung und Kultivierung von Ratten-Mikroglia

Rattenhirngewebe, das nicht hippokampal war und fiir die OBSC nicht verwendet werden
konnte, wurde manuell mithilfe zweier Skalpelle zerkleinert und mit einer 10 ml Pipette in ein
50 ml Falcon iiberfiihrt. AnschlieBend fiir 5 Minuten bei 400g zentrifugiert, der Uberstand
wurde abgesaugt und das verbliebene Pellet mit 1 ml Trypsin-EDTA behandelt und mit einer
1000 pl Pipette auf- auf und abpipettiert, so dass sich das Pellet weiter auflosen konnte. Es
folgte eine Inkubation fiir 5 Minuten im 37°C Wasserbad, danach wurde erneut resuspendiert
mit weiteren 5 ml 37°C warmem Kulturmedium (DMEM, 10% FBS, 1% Glutamin, 1% P/S)
und erneut auf- und abpipettiert. AnschlieBend wurde erneut bei 400g fiir 5 Minuten
zentrifugiert. Es wurden 5 ml Kulturmedium in der zuvor mit 10 pl/ml Poly-D-Lysin
beschichteten mittleren Kulturflasche (fiir 1,5 Stunden inkubieren, mit PBS ausspiilen und dann
trocknen lassen) vorgelegt und das Pellet in 5 ml Kulturmedium mit einer 10 ml Pipette
aufgenommen und in die Flasche tiberfiihrt. Es erfolgte der Mediumwechsel am Folgetag und
dann alle 5 Tage. Nach 5-7 Tagen bildeten die Astrozyten Konfluenz und Mikroglia und
Oligodendrozyten wuchsen auf der Astrozytenschicht. Es erfolgte die physikalische Ablosung
durch Klopfen auf den Flaschenboden. Im Uberstand konnten dann vornehmlich mikrogliale
Zellen geernet und erneut auf einer Poly-D-Lysin (PDL)-beschichteten Flasche ausgesit
werden. Nach 2 Stunden - nachdem sich die Mikroglia am Boden festgesetzt hatte - wurde ein
Mediumwechsel durchgefiihrt. Am Folgetag erfolgte das Passagieren und die Féarbung der
Mikroglia zur Re-Population oder weiteren Verwendung (s. vitale Zellfarbung mit PKH67,
PKH26 oder CellBrite Griin) mit vorheriger mikroglialer Sphéroidbildung (s. Absétze 2.b.ii.3.

und 2.c.iv.).

iv. Vitalfirbung Rattenzelllinien

Es wurden zwei verschiedenen Methoden zur Vitalfarbung lebender Rattenhirnzellen

ausgetestet und verwendet:

CellBrite® green: Der zytoplasmatische Membranfarbe-Kit umfasst einen lipophilen
Carbocyanin-Farbstoff Neuro-DiO (DilCig(3)) bei laut Hersteller minimaler Toxizitdt und ist
sehr einfach in der Anwendung bei zuverldssigem Farbeergebnis. Die Zelllinien wurden in
Medium mit FBS Serum kultiviert, trypsiniert und gezihlt. 1x10% Zellen/ml in PBS wurden
inkubiert und mit 5 pl lipophiler DiO (CellBrite® green #30021, Biotium, Fremont, CA) fiir 30

Minuten bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden anschlieend zweimal mit PBS gewaschen und
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dann (wie unter 2.b.ii.3 beschrieben) Sphéroide hergestellt. Die Qualitit der Farbung wurde im

Mikroskop (Olympus IX70) verifiziert.

PKH67/PKH26: PKH67 (griin) oder PKH26 (rot) sind amphiphile Farbstoffe, die verwendet
werden, um in bipolare Membranen (wie Zellmembrane) zu interkalieren. Entsprechend dem
Herstellerprotokoll ist die Anwendung mit mehr Arbeitsschritten verbunden verglichen mit
CellBrite®-Farbstoffen. Zunichst werden die Zellen trypsiniert und 2 x10° Zellen bei 400g fiir
5 Minuten zentrifugiert und mit 500 pl serumfreiem Medium resuspendiert, erneut zentrifugiert
und 100 pl einer Diluent C/PKH-Losung (1,6ul PKH auf 400 ul Diluent C) zugegeben, fiir 3
Minute inkubiert, mit 1 ml FCS-Medium zum Abstoppen resuspendiert, in ein neues 1,5 ml
Eppendorf Cup iiberfithrt und insgesamt zweimal mit Serum-Medium gewaschen.

Abschlieflend erfolgt die Zellzdhlung und dann wie oben beschrieben die Generierung von

Sphiroiden (s. Absatz 2.b.ii.3).

v. Zeitlicher Ablauf von Préparation, Vorbehandlung, Behandlung und

Auswertung

Nach Anfertigung der OBSC erfolte die Kultivierung bei 37°C und 5%-CO; Atmosphire. Am
Tag nach der Aufbringung der OBSC auf die Zellkultureinsitze erfolgte bereits der erste
Medienwechsel. Fiir die OBSC Mikroglia-Depletion erfolgte die Vorbehandlung mit 2 uM
CSF-1R Antagonist PLX5622 in zwei Zyklen fiir jeweils 3 Tage und einer dazwischenliegenden
2-tagigen Auswaschphase mit Medium ohne PLX5622 (s. Abbildung 8) Anschlieend erfolgte
eine zweitidgige Zwischenbehandlung mit Kulturmedium, um PLX5622 aus dem OBSC System
zu entfernen. Native OBSC wurden parallel iiber den gleichen Zeitraum ohne PLX5622-
Behandlung kultiviert. An Tag 0 erfolgte die Archivierung der Uberstinde, die Platzierung der
Sphiroide und anschlieBende das Imaging. Weitere Uberstinde wurden an Tag 3 und Tag 6
asserviert im Rahmen des Medienwechsels. Fiir die Behandlungen mit Dexamethason, 1L-10,
IL-22, Navarixin, Danirixin und CXCL2 wurden diese in entsprechender Dosierung dem
Kulturmedium zugesetzt. An Tag 7 erfolgte das abschlieBende Imaging und das Einbetten der
OBSC in TissueTek®, Einfrieren und die Archivierung bei -80°C zur spéteren
Kryosektionierung (s. Abbildung 8).
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Abbildung 8: Zeitlicher Ablauf des gesamten Versuchsablauf von Priparation, Vorbehandlung
und Behandlung. Die zweitdgige Priparation mit Beginn der Inkubation ist gefolgt von einer 10-
tagigen Vorbehandlungsphase (mit und ohne PLX5622), gefolgt von der 7-tdgigen Behandlungs- und
Beobachtungsphase.

Die Auswertung des Auswachsens der Sphéroide erfolgte anhand des in der Ausdehnung
zunehmenden Fluoreszenzsignals iiber die Zeit. Hierfiir wurde an Tag 0 direkt nach Aufbringen
der Sphiroide sowie an Tag 7 in 4-facher VergroBerung im Fluoreszenzkanal bei immer gleicher
Belichtungsdauer eine Aufnahme mit dem Mikroskop gemacht. Ein fiir alle Einzel-OBSC

fixierter Threshold wurde angewendet und die entsprechend Fluoreszenz-positive Flache

gemessen (s. Abbildung 9).

Abbildung 9: Darstellung des Fluoreszenzsignals durch das vitalgefirbte Sphiroid im

parahippokampalen Bereich des Rattenhirnschnittes.
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vi. Membranbasierter Proteom Profiler und ELISA

Zum Screening nach differentiellem immunologischen Signaling in den 8 Konditionen (OBSC
ohne Sphéroid +/- PLX5622-Vorbehandlung, OBSC mit Sphéroid +/- PLX5622-
Vorbehandlung, OBSC mit Dexamethason +/- PLX5622-Vorbehandlung, OBSC mit IL-10 +/-
PLX5622-Vorbehandlung) flihrten wir einen semi-quantitativen membranbasierten Proteom-
Profiler entsprechend dem Herstellerprotokoll durch (XL rat Cytokine Profiler, Cat: DY 994,
R&D, Minneapolis, USA).

Fiir das Screening wurden die Uberstinde von Tag 3 und Tag 6 von 4 verschiedenen
Wiederholungen (je Pool n=8) aus jeder oben erwdhnten Kombination jeweils

zusammengefiihrt. Die Auswertung erfolgte mit der QuickSpots Software zur Densitometrie.

Zur Quantifizierung der CXCL2-Konzentration in den einzelnen Wells zu den
unterschiedlichen Uberstandentnahmezeitpunkten (Tag 0, Tag 3, Tag 6), abhingig von den
einzelnen  Behandlungen/Vorbehandlungen, fiihrten wir einen enzymgekoppelten
Immunadsorptionstest (Rat CXCL2/CINC-3 DuoSet ELISA, Kat: DY 525, R&D, Minneapolis,
USA) entsprechend dem Protokoll des Herstellers durch.

vii. Kyrosektionierung und Immunfluoreszenzfiarbung

Fir die GFAP-Farbung verwendeten wir einen unkonjugierten, polyklonalen Anti-Glial
Fibrillary Acidic Protein (GFAP) Antikorper (Z0334, DAKO, Wiirzburg). Kryoschnitte der in
TissueTek® eingebetteten OBSC (7 um, hergestellt mit Leica, CM 1950; auf Superfrost Plus,
Thermo Fisher, Braunschweig) wurden aufgetaut, luftgetrocknet und 10 Minuten in 4%
Paraformaldehyd bei Raumtemperatur fixiert, 3 x 10 Minuten mit PBS gewaschen und
anschlieBend mit Blocking-Losung (3% dk Serum/PBS-0,1% Triton®X-100) blockiert. Die
Inkubation mit dem primdren Antikorper erfolgte iiber Nacht (1:200) bei 4°C und wurde
anschlieBend 3 x 10 Minuten in PBS gewaschen. Fiir die GFAP-Farbung verwendeten wir den
mit Rhodamin Red-X konjugierten sekundidren Antikorper (1:100 in Blocking Solution,
donkey-anti-rabbit, 711-295-152 dianova, Hamburg) und inkubierten fiir 2 Stunden bei

Raumtemperatur.

Fir die Farbung der Mikroglia verwendeten wir einen unkonjugierten polyklonalen Ibal-
Antikdrper (PA5-27436, ThermoFisher Scientific). Die Kryoschnitte wurden aufgetaut, an der
Luft getrocknet und dann 15 Minuten lang in 4 % Paraformaldehyd fixiert, 3 x 10 Minuten in
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PBS gewaschen, anschliefend 10 Minuten lang in Triton®X-100 (0,1 % in PBS, Sigma
Aldrich) permeabilisiert und anschlieBend erneut 2 x 10 Minuten in PBS gewaschen. Die
Blockierung erfolgte fiir 1 Stunde mit 2% BSA (Rinderserumalbumin, PAA, Pasching,
Osterreich). Die Gewebeschnitte wurden mit einem polyklonalen Ibal-Antikdrper (1:200) iiber
Nacht bei 4°C inkubiert. Die Objekttriger wurden 3 x 10 Minuten in PBS gewaschen, bevor
der mit Rhodamin Red-X konjugierte Sekundirantikorper (1:100 in 0,1 % BSA, dk-anti-rb,
711-295-152 dianova, Hamburg) fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur aufgetragen wurde.

Nach der Inkubation mit den sekundédren Antikorpern wurde ein weiterer Waschschritt (2 x 10
Minuten in PBS) durchgefiihrt, und die Kerne wurden mit Hoechst 33345 (1:20.000, Thermo
Fisher Scientific) bei einer Inkubationszeit von 10 Minuten bei Raumtemperatur geférbt. Nach
einem weiteren Waschschritt wurde DABCO (1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan) fiir das

Eindeckeln verwendet (Menzel Glaser, Thermo Fisher, Braunschweig).

Whole Slide Images wurden mit Nikon Eclipse Ti2 (Amstelveen, Niederlande) im
Mehrkanalmodus (DAPI-, Cy3-, GFP-Kanile) bei 20-facher Vergrof3erung und MMI CellTools
Software (Molecular Machines & Industries, Eching) aufgenommen. Die Datensétze wurden

mit ImageJ verarbeitet.

d. Untersuchungen an retrospektiven humanen Biobank Proben
1. Versuche auf transkriptionaler Ebene
1. RNA- und Proteinextraktion aus fresh frozen (FF)
Biobankproben

Zur parallelen RNA- und Proteinextraktion wurde der TriplePrep Kit (Cat.-Nr. 28-9425-44,
Cytiva) verwendet. Hierfiir wurden von jeder bei -80°C gelagerten Probe ca. 20 mg Material
verwendet und das Protokoll entsprechend der Herstellerempfehlung angewendet. Zunachst
erfolgte das Abwiegen der Gewebeproben auf Trockeneis, wobei das abgewogene Stiick im
Anschluss sofort in den Lysepuffer gegeben wurde, gefolgt von der Homogenisierung des
Gewebes im Lysepuffer mittels Tissue Ruptor mit Einweg-Homogenisatoraufsétzen (Qiagen,
Cat-No.: 990890). Das Lysat wurde sodann auf die DNA-bindenden Sdulen iibertragen und bei
11.000g fiir 1 Minute zentrifugiert. Zur RNA-Isolierung wurden in das durchgeflossene Lysat
350 pl Aceton zugegeben und durch Auf- und Abpipettieren gut vermischt. Es erfolgte der
Transfer auf die RNA-bindende Saule und die Zentrifugation bei 11.000g fiir 1 Minute. Der

Durchfluss wurde fiir die Proteinpréizipitation bei Raumtemperatur voriibergehend asserviert.
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Die RNA-bindende Sédule wurde sodann in ein neues Sammeltube gegeben und 100 pl DNase
Reaktionsmix direkt auf die Mitte der Sdule pipettiert und bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten
inkubiert. Es erfolgte die Zugabe von 500 ul Typ 6 Waschpuffer und die Zentrifugation bei
11.000g fiir 1 Minute, wobei der Durchfluss verworfen wurde. Die Saule wurde sodann in ein
neues RNase-freies 1,5 ml Eppendorf Cup transferiert und dann 30 ul des Elutionspuffers Type
9 zugegeben, gefolgt von einer 1-miniitigen Zentrifugation bei 11.000g. Dieser Schritt wurde

einmal wiederholt, um die Ausbeute zu erhdhen. Die Proben wurden dann auf Eis gelagert.

Zur Proteinprézipitation wurden zunichst 600 ul Proteinprézipitationspuffer Type 1 zum
entsprechenden Durchfluss gegeben, gut vortexiert und fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur
gelagert. Es folgte die Zentrifugation bei 20.800g fiir 10 Minuten. Der Uberstand wurde im
Anschluss abgenommen und das Pellet in 1 ml autoklaviertem Aqua Dest. resuspendiert und
erneut bei 20.800g fiir 10 min zentrifugiert. Es folgte die Zugabe von 250 ul 7M Urea-Puffer
zum Pellet und Inkubation fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurde das Pellet

resuspendiert und bei -20°C zur Lagerung eingefroren.

2. Bestimmung der RNA Konzentration

Von jeder Probe wurde eine 1:50 verdiinnte RNA-Probe (RNA-Probe 2 ul: DEPC-Wasser 98
pul) in eine Prizisionskiivette fiir die photometrische Messung pipettiert, und die
Leerwertreferenz wurde mit DEPC-Wasser eingestellt. Der Arbeitsablauf entsprach dem
Protokoll des Herstellers. Die Kiivette wurde nach jeder Messung zweimal mit 100 pl Milli-Q-
Wasser gespiilt. Das Verhiltnis von A260/A280 sollte zwischen 1,9 und 2,1 liegen, was eine
qualitativ hochwertige gereinigte RNA darstellt.

3. Reverse Transkription (RT)

Je nach gemessener RNA-Konzentration wurde das erforderliche Volumen von 1 pg RNA und
kompensiertem RNase-freiem Wasser berechnet und auf ein Gesamtvolumen von 10 pl pro
Probe pipettiert. 10 pl RNase-freies HoO wurden als cDNA-Negativkontrolle pipettiert. 3
Reagenzienmischungen wurden entsprechend der Anzahl der Proben und dem Protokoll des

Herstellers berechnet und pipettiert.
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Nach der Vorbereitung der in Tabelle 8 aufgefiihrten Mischungen wurden 2 pl der Mischung (D
pipettiert und mit jeweils 10 pul der RNA-Probenldsung in einem RNase-freien PCR-Soft-Tube
gemischt. Sie wurden in den VWR-Thermocycler gegeben und das Programm wurde gestartet.
Alle Probenmischungen wurden zur Denaturierung 5 Minuten bei 65°C erhitzt. Danach wurden
sie 1 Minute auf 4°C abgekiihlt, um die Random-Primer mit der Template-RNA zu verbinden.
In jedes PCR-GefdB wurden 6 pl Mischung @) auf- und abpipettiert. Die Temperatur wurde fiir
2 Minuten auf 25°C erhoht. 2 pl der Mischung 3 wurden in jedes PCR-GefiB8 auf- und
abpipettiert. Nach weiteren 10 Minuten bei 25°C wurde die reverse Transkriptionsreaktion bei
42°C fir 50 Minuten gestartet. Die Reaktion konnte durch Inaktivierung der reversen
Transkriptase bei 70°C fiir 15 Minuten abgebrochen werden. Alle Probenreaktionsgemische
wurden bei 4°C gehalten. SchlieBlich wurden alle 20 pl ¢cDNA-Probenldsungen und die
Negativkontrolle mit 80 pl RNase-freiem H20 verdiinnt, aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Reagenz Reagenz
x lul dNTP-Mix x lul Random Primer 2ul/Probe D
x 4ul 5x  First  Strand | x 2 pl 0,1l MDTT 6ul/Probe @
Puffer
x 1ul SuperScript II RT x 1 pl RNase-freies Wasser | 1 ul/Probe | B

Tabelle 8: Reagenzienmischungen fiir die Reverse Transkription.

4. PCR — Polymerase-Ketten-Reaktion

Name Linge | Richtung | Sequenz

ARGI1 130bp | forward | 5-TCATCTGGGTGGATGCTCACAC-3*
reverse 5°-GAGAATCCTGGCACATCGGGAA-3¢

iNOS 136bp | forward | 5‘-GCTCTACACCTCCAATGTGACC-3*
reverse 5-CTGCCGAGATTTGAGCCTCATG-3¢

CXCL2 127bp | forward | 5*-GGCAGAAAGCTTGTCTCAACCC-3¢
reverse 5-CTCCTTCAGGAACAGCCACCAA-3¢

IL-8 112bp | forward | 5*-GAGAGTGATTGAGAGTGGACCAC-3¢
reverse 5-CACAACCCTCTGCACCCAGTTT-3¢

CXCR2 140bp | forward | 5*-TCCGTCACTGATGTCTACCTGC-3°
reverse 5-“TCCTTCAGGAGTGAGACCACCT-3°

157bp | forward | 5’-CATAGGAAGCTGGGAGCAAG-3’
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RPLI3A (ribosomales reverse 5’-GCCCTCCAATCAGTCTTCTG-3’
Protein L13)

Denaturierung Zyklen Denaturierung Anneal/Extend Lagerung
95°C 35/40 95°C 61,5°C 10°C
10 min 15 sec 45 sec o0

Tabelle 9: Ubersicht der Primereigenschaften der fiinf untersuchten Gene und des Referenzgens

(oben) sowie verwendetes Thermocycler-Reaktionsprogramm (unten).

Zur Herstellung der Primer-Stammldsung wurde ein bestimmtes Volumen an RNase-freiem
H>O gemill dem Herstellerprotokoll in das Primer-Flaschchen pipettiert (Endkonzentration:
100 pmol/pl). Die Primer-Stammldsung wurde fiir die PCR-Reaktion mit RNase-freiem H>O

auf eine Arbeitslosung von 1:10 weiter verdiinnt.

Fiir die PCR wurde pro Probe 12,5 pl Tag PCR Mastermix (Qiagen, Kat.-Nr.: 201443) mit 1,0
ul des Forward-Primers, 1,0 ul des Reverse-Primers und 8,5 ul RNase-freies Wasser vorbereitet
und mit jeweils 2,0 ul cDNA-Probe oder Kontrollldsung in einem RNase-freien PCR-Soft-Tube
gemischt und eine negative Primerkontrolle (ohne Template-DNA) hinzugefiigt. Die
Reaktionsabldufe wurden gemifB dem in Zabelle 9 aufgefiihrten Programm gestartet im VWR-
Thermocycler gestartet. SchlieBlich wurden 25 pl spezifische DNA-Proben und die Kontrolle
in einem 4°C-Kiihlschrank gelagert.

2%iges Agarosegel wurde mit 5 pl 1%iger Ethidiumbromidlosung versetzt und anschlielend in
den mit Kdmmen versehenen Geltrager gefiillt. Die Affiilllinie der Elektrophoresekammer
wurde mit Ix TBE-Puffer aufgefiillt, um sicherzustellen, dass das Gel wéhrend der
Elektrophorese vollstandig untergetaucht war. 6x Ladepuffer 2 pl wurden pipettiert und mit
jeweils 10 pl spezifischer DNA-Probe oder Kontrolllosung in 0,5 ml-Réhrchen gemischt. 4 pl
DNA-Leiterlosung und alle Probenmischungen wurden vorsichtig in den Boden der
Vertiefungen gegeben. Die Elektrophorese wurde bei 80 V fiir 75 Minuten durchgefiihrt. Die
Auftrennung der DNA-Molekiile konnte als klare Banden unter 230 nm Ultraviolett im

Transilluminator sichtbar gemacht werden.

5. qPCR — quantitative Real-Time PCR

Fiir die quantitative PCR-Untersuchungen wurden verschiedene Real-Time PCR-Thermocycler

verwendet: MX3000P von Agilent Technologies, qTOWER iris (Analytik Jena), BioRad Opus
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96 (Bio-Rad Laboratories GmbH) oder QIAquant 96 von Qiagen. In der Anwendung war der
QuantiFast SYBR Green PCR Kit von Qiagen.

10 ul Ansétze fiir die verschiedenen Primer (Zielgen und Referenzgen) wurden mit jeweils 5 pl
2x QuantiFast SYBR Green Master Mix, 0,5 ul Forward Primer und 0,5 pl Reverse Primer, 2
ul H20O und 2 pl cDNA-Probe oder Kalibratorlosung hergestellt und in die PCR-Platte mit 96
Vertiefungen pipettiert. Nach dem Versiegeln mit einer Folie wurde die PCR-Platte mit 96
Vertiefungen 1 Minute lang bei 2500 U/min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die 96-Well-
PCR-Platte wurde in den entsprechenden Real-Time PCR-Thermocycler eingesetzt, und die

Reaktionsablaufe wurden geméal des in der des in Tabelle 9 aufgefiihrten Programms gestartet.

Fiir jedes untersuchte Gen und bei allen verwendeten Real-Time PCR-Thermocyclern wurde
jeweils eine Standardkurve mit einer Verdiinnungsreihe (5x 1:3 Verdiinnung) zu
Kontrollzwecken der Effizienz mitgefiihrt. Alle Proben wurden mindestens in zwei separaten
Durchlidufen mit jeweils zwei Replikaten analysiert. Bei Abweichungen der vier erhaltenen
Werte um mehr als 15% zwischen den zwei Durchldufen erfolgte ein dritter Durchlauf mit
jeweils zwei Replikaten. Die Mittelwertbildung erfolgte dann unter Ausschluss des

abweichenden Wertes der drei Replikate. Bei ,no Ct* wurde Ct=40 eingesetzt.

Die Auswertung erfolgte gemiB der relativen Genexpression mithilfe der 222“T-Methode
[199], bei vergleichbarer Effizienz zwischen Zielgen und Referenzgen. Die Angabe der

relativen Genexpressionsverdnderung erfolgt als

Z-AACT

Fold change = , wobei

-AACt = [(Cr Zielgen - Ct Referenzgen)Dex-naiv — (Cr Zielgen — Ct Referenzgen)Dex-
behandelt)].

1. Western Blotting
1. Bestimmung der Proteinkonzentration (Bradford dye-binding

method)

Die Proteinphase der Proben wurde wie unter Abschnitt 2.d.i.1. beschrieben im Rahmen der
RNA-Isolierung gewonnen. Eine Kalibrierungskurve war erforderlich, um die Messwerte der
Proben in die entsprechenden Proteinkonzentrationen umzurechnen. Standard-Proteinlésungen
konnten durch die 1:2-Serienverdiinnung von 2000 pg/ml BSA-Ldsung erzielt werden. Die

2000 pg/ml BSA-Losung wurde durch 150-fache Verdiinnung von 30 % BSA hergestellt. Von
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jeder Probe wurden 25l einer 1:10-Proteinlosung berechnet und pipettiert. Sowohl die Proben-
als auch die Standardproteinlosungen wurden mit RIPA-Puffer im Verhiltnis 1:10 verdiinnt.
Die Reagenzien A und S wurden berechnet und im Verhiltnis 50:1 entsprechend der Gesamtzahl
der zu messenden Wells pipettiert. 17,5 ul Reagenz A+S-Gemisch, 10 pul
Standardproteinldsung, Probenproteinlosung oder Milli-Q H»O als Leerwert und 140 pl
Reagenz B wurden in die Wells gegeben. Nach der Inkubation auf dem Horizontalschiittler fiir
10 Minuten bei Geschwindigkeit 3 wurde jede Probe bei 650 nm mit dem Varioskan Flash
photometrisch gemessen. Wenn die Probenproteinkonzentration zu hoch war und den
Messbereich  iiberschritt, musste eine 1:20-Verdiinnung der Probenproteinldsungen
vorgenommen werden. Die verbleibenden Proteinproben sollten aliquotiert und bei -80 °C

gelagert werden.

2. SDS-PAGE (Polyacrylamid Gelelektrophorese) Gel Préparation

Nachdem die 15%ige Trenngel-Losung entsprechend dem Herstellerprotokoll pipettiert wurde,
wurde die Trenngel-Losung vortexiert und in den Spalt zwischen den Glasplatten bis zur
Markierung gefiillt. Milli-Q H20 wurde zugegeben, um einen glatten Rand zu erhalten, und es
wurde auf die Gelierung gewartet. Milli-Q H>O wurde entfernt und der Spalt wurde mit
saugfahigem Papier getrocknet. Nachdem die 5%ige Stapelgel-Losung gemédll dem
Herstellerprotokoll pipettiert wurde, wurde die Stapelgel-Losung gevortext und in den Spalt
zwischen den Glasplatten gefiillt, um sofort voll zu werden. Es wurden Kdmme eingesetzt, um

Vertiefungen fiir das Einfiillen der Proben zu schaffen, und es wurde auf die Gelierung gewartet.

3. Beladen, Elektrophorese, Blotting und Ponceau S staining

Die Elektrophoresekammer und ihr Kiihlsystem wurden wihrend des Gelierens vorbereitet.
Alle Reagenzien wurden vor der Verwendung geschiittelt und kurz zentrifugiert. Das
erforderliche Volumen von 20 pg pro Probe wurde berechnet und vorbereitet. Ein gleiches
Volumen von 5x RSB wurde pipettiert und mit jeder Probe gemischt. 7 pul Markerlosung wurden
mit 13 pl 5x RSB gemischt. Nach 5-miniitigem Erhitzen in abgekochtem deionisiertem Wasser
wurden alle Proben auf Eis gelegt. 1x SDS-Laufpuffer wurde bis zur Standardlinie aufgefiillt.
Nach einer kurzen Zentrifugation wurden Marker und Proben mit langen Spitzen geladen. In

jede der verbleibenden Vertiefungen wurden 10 pl 2xRSB pipettiert. Die Elektrophorese wurde
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bei 140 V gestartet und die Proben liefen auf das Trenngel. Die Spannung wurde fiir die
Proteintrennung bis auf 185 V erhoht. Die Elektrophorese wurde beendet, wenn der blaue
Streifen bis zum Boden des Trenngels lief. 1 Blatt Nitrocellulosemembran und 2x 5 Blatt
Blotting-Papier pro Gel wurden entsprechend der Flache des Gels vorbereitet. Sie wurden mit
Transferpuffer benetzt und in eine Schale gelegt. Es war wichtig, die Nitrocellulosemembranen
fiir das vordere und hintere Gel zu markieren. Die Glasplatten wurden vorsichtig mit einem
Spatel voneinander gelost. Das vordere und hintere Gel wurden mit einem Skalpell geschnitten
und bis zu den Nitrocellulosemembranen gelegt. Sie wurden wie ein Sandwich in die Mitte von
2x 5 Bldttern Loschpapier geklemmt. Dabei sollte auf die richtige Platzierung, die
Stromungsrichtung und darauf geachtet werden, dass keine Luftblasen dazwischen entstehen.
Sie wurden in die Blotkammer gelegt und mit 1 kg Fliissigkeit unter Druck gesetzt, um eine

bessere Verbindung herzustellen. Die Stromstidrke wurde nach der Formel
[Stromstirke (mA) = Lange (cm) x Breite (cm) x 2 Gele x Koeffizient 0,8]

berechnet und fiir 75 Minuten iibertragen. AnschlieBend wurden die Membranen mit Ponceau
S angefirbt, um das erfolgreiche Blotting sicherzustellen. Nach der Entwicklung und

Aufzeichnung wurde Ponceau S mit deionisiertem Wasser abgespiilt.

4. Blocken, primdrer und sekunddrer Antikdrper, Entwicklung,

Stripping und Lagerung
Antikorper | Klonalitit Erwartete Verdiinnung | Verdiinnungspuffer
Bande
Anti-CXCL2 | Rabbit, 11 kDa 1:100 3% Milch PBS-T
polyclonal
Anti-IL-8 Mouse, 11 kDa 1:250 3% Milch PBS-T
monoclonal

Tabelle 10: Antikorper im Western Blot.

Die Nitrocellulosemembranen wurden mit PBS-T gewaschen, bis sie farblos waren. Sie wurden
in 3%iger Milch/PBS-T-Losung inkubiert, um die unspezifische Bindung zu blockieren, und 30
Minuten bei entsprechender Leistung geschiittelt. Das Aliquot der priméren Antikorperlosung
wurde vor der Verwendung kurz zentrifugiert. Die primdre Antikdrperldsung in PBS-T wurde

berechnet und im richtigen Volumen und Verdiinnungsverhiltnis pipettiert. Nachdem die
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Nitrocellulosemembranen in die verdiinnte primére Antikdrperldsung gelegt und in Plastikfolie
eingeschweif3t wurden, wurden sie liber Nacht fiir die Inkubation bei entsprechender Leistung
bei 4°C geschiittelt. Am néchsten Morgen wurden die Membranen dreimal 10 Minuten lang mit

dem entsprechenden Volumen an PBS-T gewaschen.

Die Sekundirantikorperlosung in PBS-T wurde berechnet und im richtigen Volumen und
Verdiinnungsverhdltnis  pipettiert. Die Membranen wurden in die verdiinnte
Sekundérantikorperlosung gegeben und fiir die Inkubation bei Raumtemperatur 1 oder 2
Stunden mit entsprechender Leistung geschiittelt. Die Membranen wurden 3 x 10 Minuten mit
PBS-T gewaschen. Das Chemilumineszenz-Substrat (4 ml stabile Peroxidlosung und 4 ml
Luminol/Enhancer-Lésung) wurde auf die Membranen pipettiert und anschlieBend 3 Minuten
lang fiir den Nachweis von HRP inkubiert. Die Membranen wurden unter Verwendung von
Rontgenfilmen zu einem geeigneten Zeitpunkt in der Dunkelkammer entwickelt. Die
Informationen wurden auf den Filmen markiert. Nach 10-miniitigem Waschen der Membranen
mit PBS-T wurden die gebundenen spezifischen Antikérper durch 10-miniitiges Strippen mit
Puffer entfernt. Die oben beschriebenen Verfahren waren auch fiir den Nachweis anderer
Proteine (z. B. GAPDH) geeignet. SchlieBlich wurden die Membranen versiegelt und mit PBS-
T in Plastikfolie autbewahrt.

iii. Immunfluoreszenz-Farbung von FFPE-Proben

1. Schnitte, Deparaffinisierung und Rehydrierung

Hierfiir wurden entsprechend vorhandene FFPE-Blocke der jeweiligen Patienten verwendet,
die durch die Kollegen der Neuropathologie zur Verfligung gestellt wurden. Die FFPE-Blocke
wurden freundlicherweise vom Institut fiir Neuropathologie am Universititsklinikum
Regensburg mit einem Mikrotom in 5 pm dicke Schnitte geschnitten, jeweils auf ein Glass Slide
aufgetragen und uns zur Verfiigung gestellt. Die Schnitte auf Glas wurden dann zundchst
deparaffinisiert und rehydriert. Zunichst erfolgte die Inkubation der Objekttriger bei 37°C {iber
Nacht, gefolgt von einer Xylol- und absteigenden Ethanol-Behandlung in Coplin-Féarbegefd3en
(fiir bis zu 9 Objekttrager) nach folgendem Schema: Xylol 3 x 3 Minuten, 100% Ethanol 2 x 3
Minuten, 95%, 70% und 50% Ethanol jeweils 1 x 3 Minuten mit anschlieBendem Abspiilen
unter Leitungswasser. Daraufhin erfolgte die Antigenfreilegung mit Tris/EDTA pH 9,0 Puffer:
der Puffer wurde zunédchst in der Mikrowelle fiir 2 Minuten aufgekocht, die Schnitte in den

heillen Puffer gestellt, dann kurz aufgekocht und anschlieBend in der geschlossenen Kiivette fiir
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10 Minuten stehen gelassen. Dieser Vorgang wurde insgesamt 3 Mal durchgefiihrt, wobei

abschlielend der Objekttriager fiir 15 Minuten in TBS auf Raumtemperatur abgekiihlt wurde.

2. Tageslichtbleaching zur Unterdriickung der Autofluoreszenz

Zur Unterdriickung der Autofluoreszenz bei FFPE-Schnitten erfolgte das Ausbleichen mittels
Tageslichtlampe (Beurer TL85, Tageslichtlampe, 12.000 Lux, EAN 6970229250293). Das
entsprechende Protokoll wurde am Institut fiir Neuropathologie etabliert und wuns
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Hierzu wurde zunichst ein Ausbleichpuffer zur
Anwendung an je 12 Schnitten hergestellt mit 150 ml 1X PBS, 27 ml 30% H>O> und 4,8 ml
NaOH. Es erfolgte die Bestrahlung mit der Tageslichtlampe fiir 30 Minuten, dann ein Wechsel
des Ausbleichpuffers und eine erneute Bestrahlung fiir weitere 30 Minuten. AnschlieBend

erfolgte die Inkubation der Objekttriger fiir 2 Minuten in 1X TBS.

3. Immunfluoreszenz-Féarbung

Zunichst erfolgte die Inkubation fiir 2 x 5 Minuten in TBS mit 0,025% Triton®X-100 unter
leichten horizontalen Schiittelbewegungen auf dem Riittelgerat. Dann erfolgte die Blockierung
mit 10% Eselserum und 1% BSA in TBS fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur. Sodann wurde die
Blocklosung abgeschiittet und der primdre Antikorper bzw. die IgG Kontrollen in
entsprechender Verdiinnung in TBS und 1% BSA aufgetragen und iiber Nacht bei 4°C inkubiert
(s. Tabelle 11). Am Folgetag wurde die Losung mit primdrem Antikdrper bzw. IgG Kontrolle 2
x 5 Minuten (s. Tabelle 11) mit TBS und 0,025% Triton®X-100 inkubiert bzw. abgespiilt. Es
erfolgte dann das oben beschriebene Tageslichtbleaching. Der sekundére Antikorper wurde in
der jeweiligen Verdiinnung in 1X TBS und 1% BSA aufgetragen und bei Raumtemperatur fiir
1 Stunde inkubiert. Es erfolgte die dreimalige Inkubation fiir 5 Minuten bzw. Spiilung mit 1X
TBS und dann die Zellkernfarbung mit Hoechst33342 (Invitrogen). AnschlieBend erfolgte das
blasenfreie Eindecken mit DABCO (1,4-Diazabicyclo(2.2.2)octan, Roth, #0718). Die
eingedeckten Objekttrager wurden fiir 24 Stunden im Dunkeln bei Raumtemperatur getrocknet

und dann bei 4°C dunkel gelagert.
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Primére Antikorper Katalognummer | Firma Verdiinnung

Anti-Ibal goat recombinant ab289874 abcam 1:1000

antibody (EPR16588)

Anti-CD3  epsilon recombinant | abl6669 abcam 1:150

monoclonal antibody (SP7) (rabbit)

TMEM119 monoclonal antibody #MAS-35043 Invitrogen 1:100

(CL8714) (mouse/IgG1)

CXCR2 polyclonal antibody #PAS5-100951 Invitrogen 1:100

(rabbit/IgG)

iNOS monoclonal antibody (4E5) # MAS5-17139 Invitrogen 1:200

(mouse/IgG1)

CD206 polyclonal antibody ab64693 abcam 1:200

(rabbit)

Sekundire Antikorper Katalognummer | Firma Verdiinnung

Donkey Anti-Goat IgG H&L ab6566 abcam 1:1000

(Cy5®) preadsorbed

Donkey Anti-Rabbit [gG H&L ab150068 abcam 1:1000

(Alexa Fluor® 594) preadsorbed

Donkey Anti-Mouse IgG H&L ab150109 Abcam 1:1000

(Alexa Fluor® 488) preadsorbed

Kernfirbung Katalognummer | Firma Verdiinnung

Hoechst33342 (Bisbenzimid) 130-111-569 Miltenyi 1:20.000

IgG-Kontrollen Katalognummer | Firma Verdiinnung

(Negativkontrolle)

Rabbit IgG NIO1-100UG Sigma-Aldrich 1:100 / 1:150 /
1:200

Mouse IgG PP54-1GKC Sigma-Aldrich 1:100/ 1:200

Goat IgG PP40-KC Sigma-Aldrich 1:1000

Tabelle_11: Ubersicht der verwendeten Reagenzien zur Immunfluoreszenzfirbung der FFPE-

Schnitte.
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4. Imaging mit Nikon Eclipse Ti2

Es erfolgte die Digitalisierung mit einem invertierten Mikroskop (Nikon Eclipse Ti2-E, Nikon
Europe B.V., Niederlande) mit motorisierter Plattform und der CellScan® und CellView®
Software v6.0 von Molecular Machines & Industries (MMI, Eching, Deutschland). Hierbei
wurden BigTiff-Dateien in 20facher VergroBerung von mindestens zwei Stellen des
Gewebeschnitts im Multi-Channel Modus (s. Tabelle 12) und automatischem Bild-Stitching
angefertigt und zur Auswertung und digitalen Mikroskopie gespeichert. Von jeder Gewebestelle
wurden zwischen 20 und 50 Bilder aufgenommen und {iber die MMI Software zu einer gro3en
Tiff-Datei zusammengefiigt, so dass nachtraglich grof3flichige Auswertungen vorgenommen

werden konnten.

Filter Cube Exzitationfilter Dichroitischer Spiegel | Bandpass Filter (BA)
(EX) (DM)

Nikon HQ, DAPI- 377/50 nm 409 nm 447/60 nm

5060C

Nikon HQ GFP-3035D | 472/30 nm 495 nm 520/35 nm

Nikon HQ mCherry-C 562/40 nm 593 nm 640/75 nm

Filter Cube

Nikon HQ Cy5-4040C 628/40 nm 660 nm 692/40 nm

Tabelle 12: Verwendete Filter Cubes zur Darstellung der jeweiligen Kanile bei 2- bis 4-plex

Immunfluoreszenzfirbungen.

5. Digitale Mikroskopie und Auswertung mit ImageJ

Zur Auswertung der T-Zellhdufigkeit in den FFPE-Schnitten zum Gruppenvergleich zwischen
Dexamethason-behandelten und Dexamethason-naiven Patienten wurden von den
Gewebeschnitten an mindestens drei zufillig ausgewidhlten Stellen - unter Exklusion von
nekrotischen Anteilen - in 20-facher VergroBerung in zwei Kanélen (Nikon HQ, DAPI-5060C
und Nikon HQ mCherry-C Filter Cube) zwischen 20 und 50 Felder aufgenommen und zu
jeweils einer groflen TIF-Datei zusammengefiigt. Als Positivkontrolle diente hier humanes

Lymphknotengewebe.

Das archivierte Bildmaterial wurde in Image] gedffnet und im jeweiligen Kanal ein Color
Thresholding durchgefiihrt. Das RGB Color Bild wurde dann in den 8-bit Modus konvertiert,

um dann iiber Watershedding sich beriihrende Partikel bzw. positive Areale aufzutrennen.
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AnschlieBend erfolgte die Zihlung positiver Partikel, wobei hier nur 3-250 pm? groBe Partikel
in die Zéhlung eingeschlossen wurden. So wurde iiber die Kernfirbung (DAPI-Kanal) die
Gesamtzahl der Zellkerne und iiber die CD3-Farbung (mCherry-Kanal) CD3-positive Partikel
ermittelt. Somit konnte die im Gewebe vorhandene T-Zellfrequenz ausgelesen werden (s.

Abbildung 10).

Abbildung 10: Darstellung der Auswertung der T-Zell-Frequenz in FFPE-Schnitten. Overlay des
mCherry- und DAPI-Kanals (oben), Einzelkanaldarstellung (unten linke Spalte), Bindrdarstellung mit
Watershedding und Partikel-Count (unten rechte Spalte). Im Beispiel ergeben sich 2041 Partikel
(Zellkerne) im DAPI-Kanal und 138 Partikel (CD3+) im mCherry-Kanal, so dass hier eine C3 positive
Partikelfrequenz von 6,76% im Verhéltnis zur Zellkernfrequenz zur Darstellung kommt. Weiller Balken

im rechten unteren Bildeck: Skalierung entspricht 100 pm.

Zur Auswertung der GAMM- und CXCR2-Verteilung in den FFPE-Schnitten zum
Gruppenvergleich zwischen Dexamethason-behandelten und Dexamethason-naiven Patienten
wurden von den Ibal/TMEMI119/CXCR2/Hoechst33342-gefdarbten Gewebeschnitten einer
zufdllig ausgewéhlten Stellen - unter Exklusion von nekrotischen Anteilen - in 20-facher
VergroBerung in allen vier Kandlen (s. Tabelle 12) zwischen 20 und 50 Felder aufgenommen
und zu jeweils einer groflen TIF-Datei zusammengefiigt. Als Positivkontrolle diente hier
Tonsillengewebe mit hoher Expression aller drei beteiligten Marker, das uns
dankenswerterweise von PD Dr. Katja Evert (Institut fiir Pathologie, UKR) zur Verfligung

gestellt wurde.

Zur Abschétzung des generellen Anteils von Ibal-, TMEM119- und CXCR2-Positivitit erfolgte
zunichst die Bestimmung der relativen Fldche des Immunfluoreszenz-positiven Areals an der
Gesamtflache mittels ImagelJ. Hierfiir wurde die Tiff-Datei gedftnet, die Einzelkanéle gesplittet
und das 8-bit Bild in ein RGB-Image konvertiert und sodann iiber Threshold Color anhand der
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Intensitét ein sinnvoller Schwellenwert bestimmt, der das Hintergrundsignal ausschaltet. Es

wurde dann der relative Anteil des positiven Signals vom Gesamtbild bestimmt.

Zur Quantifizierung der GAMM Verteilung (Mikroglia vs. Makrophagen) anhand Ibal- und
TMEM119-Positivitit erfolgte eine Kolokalisierungsanalyse mittels ImageJ-Plugin JACoP
(Just Another Colocalisation Plugin v2.1.4.21/02/03) [200]. Hierzu wurde zunichst die 4-
Channel Composite Tiff-Datei in ImageJ importiert. Die Kanédle wurden vereinzelt (Split
Channel) und im JACoP Kolokalisierung-Plugin sodann der Cy5-Channel mit dem GFP-
Channel kolokalisiert. Es erfolgte ein sorgfaltiges manuelles Thresholding zur sinnvollen
Abgrenzung des Immunfluoreszenzsignals vom Hintergrund bzw. des Autofluoreszenzsignals,
und anhanddessen die Bestimmung des Mander’s Coefficient, der auf Hintergrundsignale

relativ sensitiv reagiert [201].

Manders-Koeffizienten —(Manders-Uberlappungskoeffizienten) geben den Grad der
Kolokalisierung zwischen zwei Fluoreszenzsignalen in der Fluoreszenzmikroskopie an, um
festzustellen, ob sich zwei Marker in denselben rdumlichen Arealen der Probe befinden.
Mander’s Coefficient M1 gibt den Anteil des Gesamtsignals von Kanal 1 (z.B. rot) an, der sich

mit dem Signal von Kanal 2 iiberschneidet (z.B. griin). Folgende Formel wird hier angewendet:

ﬂa{l _ Z If:r.rﬂu(:_.l
>0

I; = die Fluoreszenzintensitdt in Kanal 1, und
Leotoe,1 = die Intensitdit in Kanal 1, wo das Signal von Kanal2 oberhalb einer bestimmten
Schwelle vorhanden ist.

Hieraus ergeben sich Werte zwischen 0,0 und 1,0, wobei eine schwache Kolokalisierung bei
0,0-0,5 vorliegt, eine starke Kolokalisierung bei 0,8-1,0 bzw. eine komplette Kolokalisierung

bei 1,0 vorliegt [201].

In unserem Fall ergibt sich durch den Mander’s Coefficient der Anteil des mit Ibal-Fluoreszenz
kolokalisierten TMEMI119-Fluoreszenzsignals vom Gesamt-Ibal-Fluoreszenzsignal als

mikroglialer Anteil des GAMM.

Analog hierzu erfolgte die Kolokalisierungsanalyse zur Abschidtzung der CXCR2-Verteilung
aufIbal und TMEM119 positiven Zellen/Arealen, es wurde also der Anteil von Ibal-Positivitit
(bzw. TMEM119-Positivitit), der mit CXCR2-Fluoreszenz kolokalisiert ist, vom Gesamt-
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CXCR2-Fluoreszenzsignal bestimmt und somit der Grad der CXCR-Positivitdt auf GAMM
(bzw. Mikroglia) vom Gesamt-CXCR2-Gehalt ausgelesen.

Zur Auswertung der myeloiden M1/M2-Spektrum-Verteilung in den FFPE-Schnitten zum
Gruppenvergleich zwischen Dexamethason-behandelten und Dexamethason-naiven Patienten
wurden von den Ibal/iNOS/CD206/Hoechst33342-gefdrbten Gewebeschnitten an zufillig
ausgewdhlten Stellen - unter Exklusion von nekrotischen Anteilen - in 20-facher Vergrof3erung
in allen vier Kandlen (s. Tabelle 12) zwischen 20 und 50 Felder aufgenommen und zu jeweils
einer groflen TIF-Datei zusammengefiigt. Als Positivkontrolle diente hier humanes
Bronchusgewebe mit hoher Expression aller drei beteiligten Marker, das uns
dankenswerterweise von PD Dr. Katja Evert (Institut fiir Pathologie, UKR) zur Verfiigung

gestellt wurde.

Zur Abschitzung des generellen Anteils von iNOS- und CD206-Positivitit in den FFPE-
Schnitten erfolgte die Bestimmung der relativen Fliache des Immunfluoreszenz-positiven Areals
an der Gesamtfliache mittels Imagel. Hierflir wurde die Tiff-Datei gedffnet, die Einzelkanéle
gesplittet und das 8-bit Bild in ein RGB-Image konvertiert und sodann iiber Threshold Color
anhand der Intensitit ein sinnvoller Schwellenwert bestimmt, der das Hintergrundsignal

ausschaltet. Es wurde dann der relative Anteil des positiven Signals vom Gesamtbild bestimmt.

e. Statistische Analysen

Die in vitro und ex vivo Experimente und die Analysen wurden in mindestens zwei, wo moglich
drei, unabhédngigen Wiederholungen durchgefiihrt. Statistiken wurden mit GraphPad Prism v.9
(GraphPad Software Inc.) berechnet und statistische Diagramme erstellt. Nicht normal verteilte
Datengruppen wurden mit dem Mann-Whitney U Test (zwei Gruppen) oder dem Kruskal-
Wallis Test (mehr als zwei unabhéngige Gruppen) auf Signifikanz gepriift. Parametrische Tests
wurden mit dem Student's t-Test durchgefiihrt, Vergleiche zwischen mehreren Gruppen
erfolgten mit der einfaktoriellen ANOVA oder bei mehreren Parametern mit der
zweifaktoriellen ANOVA. Fiir Mehrfachvergleiche erfolgte je nach Fragestellung oder
Abhiéngigkeit der erhobenen Werte (z.B. Messung an unterschiedlichen Zeitpunkten) eine
Auswertung mit Dunnett’s Mehrfachvergleichstest, Tukey’s Mehrfachvergleichstes oder
Sidédk's Mehrfachvergleichstest. Paarweise Vergleiche erfolgten mit dem unkorrigierten
Fisher’s LSD-Test (Least Significant Difference). Einfache lineare Korrelationen wurden mit

dem Spearman-Korrelations-Test getestet. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p <
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0,0001; ,,n.s.”“ bedeutet ein nicht signifikanter p-Wert. Alle Zahlen sind als Mittelwert, Median

oder geometrische Mittel und Standardabweichung oder 95%-Konfidenzintervall angegeben.

3. Ergebnisse
a. invitro und ex vivo
1. Vorversuche in vitro und ex vivo OBSC: Effekte von IL-17A, IL-22, IL-
23 und CCL20 auf drei Rattenzelllinien (S635, 9L und Astrozyten)

In einem ersten Set an Vorversuchen - insbesondere zur Etablierung unseres Rattenhirnschnitt-
Co-Kultur-Modells (OBSC) - testeten wir zundchst die Anwendung von vier verschiedenen
Interleukinen auf das Auswachsen dreier Rattenzellkultur-Zelllinien (9L, S635, Astrozyten).
Diese immunologischen Faktoren wurden anhand zweier Kriterien in einer Literaturrecherche
ausgewdhlt: Einerseits sollten sie pro-invasive Eigenschaften in anderen Tumorentitéiten zeigen,
andererseits eine (erhohte) Expression im Glioblastom oder im Serum von

Glioblastompatienten aufweisen (s. Tabelle 13).

IL-22 IL-23 IL-17A CCL20
Mammakarzinom Magenkarzinom [205] | Glioblastom [206] Hepatozelluléres
[202-204] Karzinom [207,
208]
Hepatozelluléres Schilddriisenkarzinom | Magenkarzinom [212,213] | Eierstock-
Karzinom [209, 210] | [211] karzinom[214,
215]
Malignes Melanom | Urothelkarzinom [217] | Plattenepithelkarzinom[218] | Endometrium-
[216] karzinom [219]
Plattenepithel- Kolorektales Mammakarzinom[222] Peniskarzinom
karzinom[220] Karzinom[221] [223]
Urothelkarzinom
[224]

Tabelle 13: Ubersichtstabelle von Tumorentitiiten, bei denen jeweils die vier verwendeten

Interleukine pro-tumorigene Eigenschaften aufweisen.

Interleukin-22 (IL-22) ist ein Paradebeispiel fiir die Uberlappung von Signalfaktoren fiir die
Geweberegenerierung und Wundheilung mit pro-tumorigenen Kaskaden, so dass Interleukin-
22 in einigen Tumorentititen mit entsprechenden tumor-forderlichen Eigenschaften assoziiert

wird [225].
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IL-22 ist bei Brustkrebspatienten mit einer erhohten Infiltration von tumor-assoziierten
Makrophagen und einer schlechten Prognose assoziiert [202, 203] und fordert im Mausmodell
die Bildung maligner Mammakarzinom-Manifestationen [204]. Beim hepatozelluldren
Karzinom wird neben erhohter Migrationsfahigkeit, vermittelt durch IL-22 [210], die
Infiltration von tumor-infiltrierenden IL-22" Zellen und erhohte Serumlevels mit einer
ungiinstigen Prognose assoziiert [209]. Ebenso zeigten kutane Melanome und orale
Plattenepithelkarzinome eine erhdhte Proliferation, Migration und Invasion durch IL-22 [216,
220], sowie eine Assoziation mit einem immunevasiven Subtyp im muskelinvasiven
Blasenkarzinom [224]. Gleichzeitig scheint es ein erhdhtes Uberleben von Glioblastomzellen
zu induzieren [226].

Interleukin-23 (IL-23) wiederum ist ebenfalls mit einer schlechten Prognose beim
Blasenkarzinom assoziiert [217], fordert die Migration und Invasion von Magenkarzinomzellen
durch EMT [205], ermdglicht die Migration von Schilddriisenkarzinomzellen [211] und fordert
die Absiedelung von kolorektalen Karzinomzellen [221].

IL-17A wiederum zeigt eine EMT-auslosende Wirkung mit Forderung von Migration und
Invasion im Magenkarzinom [212, 213], Mammakarzinom [222] wund oralen
Plattenepithelkarzinom [218], und wurde mit erhohter Migration und Invasion bei
Glioblastomzellen assoziiert [206].

CCL20 fordert Migration und Invasion im Mammakarzinom, Endometrium- und
Eierstockkarzinom, sowie im hepatozelluldren Karzinom durch EMT-Induktion [207, 208, 214,
215, 219, 223, 227], und zeigt eine verstirkte mikrogliale Migration und Infiltration bei
Glioblastomzellen [228].

Im Plasma von Hirntumorpatienten zeigten sich systemisch zirkulierendes IL-17A, IL-23 und

CCL20 erhoht [229].
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1. Wundheilungsmigrationsassay
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Abbildung 11: Darstellung der Ergebnisse des Wundheilungsmigrationsassay (zweikammriger
Ibidi-Assay) fiir die drei Zelllinien, und IL-22, IL-23, IL-17A und CCL20. In der einfaktoriellen
ANOVA zeigt sich durchweg kein Effekt fiir die Behandlungen innerhalb der einzelnen Zelllinien..

Generell zeigten die drei Rattenzelllinien im Wundheilungsmigrationsassay ein per se geringes
Migrationsverhalten in den zellfreien Raum zwischen den konfluenten Zellrasen im
zweidimensionalen Raum auf Plastik. Grundsétzlich zeigte sich keine Migration des gesamten
Zellverbands, wohl aber ein Auswandern einzelner Zellen aus dem Zellverband in den zellfreien
Raum, so dass die Auswertung in der Auszdhlung der eingewanderten Zellen in einem
vorgegebenen Zeitraum von 48 Stunden bestand. Wenn iiberhaupt zeigte sich nur tendenziell
ein erhohtes Migrationsverhalten von Einzelzellen im Mehrfachvergleich fiir 9L bei

Behandlung mit IL-23 100 ng/ml (s. Abbildung 11).
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2. Transwell Matrigel Invasionsassay
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Abbildung 12: Darstellung der Ergebnisse des Transwell Matrigel Invasionsassays fiir die drei
Zelllinien, und IL-22, IL-23, IL-17A und CCL20. In der einfaktoriellen ANOVA zeigt sich durchweg

kein Effekt fiir die Behandlungen innerhalb der einzelnen Zelllinien.

In der Testung des Invasionsverhaltens der einzelnen Zelllinien im in vitro Transwell Matrigel
Invasionsassay zeigen sich in der einfaktoriellen ANOVA keine Effekte fiir die Behandlung.
Auffillig war die grofle Streubreite der Einzelansdtze speziell fiir die S635 Zelllinie und
teilweise auch die Astrozytenzellen. Eine Tendenz zeigte sich lediglich in einem abnehmenden
Invasionsverhalten fiir die S635 Zelllinie fiir die Behandlung mit 15 ng/ml IL-17A (s.
Abbildung 12).
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3. Sphiroidmigrationsassay
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Abbildung 13: Darstellung der Ergebnisse des Sphiroidmigrationsassays fiir die drei Zelllinien
und IL-22, IL-23, IL-17A und CCL20. In der zweifaktoriellen ANOVA zeigt sich nur fir die S635
Zelllinie ein Effekt fir die Behandlung mit 1L-22 p=0,0397 und IL-17A p=0,0431. Im Dunnett’s
Mehrfachvergleich findet sich eine Abnahme durch IL-22 (S635), 0 vs. 60 ng/ml p=0,0164 und IL-17A
(5635), 0 vs. 50 ng/ml p=0,0303.

Wihrend sich im Wundheilungsmigrationsassay nach 48-stiindiger Beobachtungsdauer fiir die
Zelllinien kein differentielles Migrationsverhalten von Einzelzellen aus dem Verband in den
zellfreien Raum zeigte, so zeigte sich das Migrationsverhaltens im Sphéroidmigrationsassay
bei 8-tdgiger Beobachtungsdauer fiir die S635 Zelllinie signifikant durch IL-22 und IL-17A
beeinflusst, mit einem signifikant reduzierten Migrationsverhalten bei den hochsten

Konzentrationen von IL-22 bzw. IL-17A (s. Abbildung 13).
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Zusammenfassend lisst sich aus unseren umfanglichen in vitro Testungen schlussfolgern, dass
direkte Effekte durch die angewendeten Interleukine auf unsere drei Zelllinien im
Wundheilungsmigrationsassay ~ und Invasionsassay  bei  jeweils 48-stlindiger
Beobachtungsdauer nicht gegeben sind, beim Sphiroidmigrationsassay (bei 8-tdgiger
Beobachtungsdauer) die hochsten Konzentrationen von IL-22 und IL-17A (60ng/ml bzw. 50

ng/ml) zu einem geringeren Ausmigrieren fiihrten.

4. Exvivo OBSC: IL17A, 1L22,1L23, CCL20
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Abbildung 14: Darstellung der Ergebnisse im ex vivo OBSC fiir die drei Zelllinien und IL-22, IL-
23, IL-17A und CCL20. Fiir die S635 Zelllinie zeigt sich in der einfaktoriellen ANOVA kein
signifikanter Effekt (p=0,0511). In Dunnett’s Mehrfachvergleichstest zeigt sich durch Applikation von
IL-22 ein signifikant erhohtes Auswachsen des Sphéroids (adjustiertes p=0.0333). Fiir alle anderen

Zytokine zeigt sich in keiner Zelllinie ein signifikanter Unterschied durch die Behandlung.

Das Auswachsen eines Sphédroids im ex vivo Rattenhirnschnittmodell (OBSC) - mit erhaltener
Zytoarchitektur und vorhandenem mikroglialem Immunkompartiment - stellt schlussendlich
das Ergebnis aus direkten Einfliissen auf die Zelllinien bezogen auf die Migration und Invasion
- entsprechend unserer in vitro Ergebnisse nicht gegeben - und indirekte Einfliisse durch
Auswirkung der Zytokine auf die zelluldre Sphéroidmikroumgebung dar. In einer Anwendung
der vier Interleukine auf alle drei Rattenzelllinien (je Kondition und Zelllinien n=4) im
Vorversuch wurde zunéchst eine breite Streuung in der 9L- und Astrozytenzelllinie sichtbar.
Signifikanzen wurden fiir beide Zelllinien nicht erreicht. Ein signifikant hoheres Auswachsen
zeigte sich nach Behandlung mit IL-22 fiir die S635-Zelllinie, die in der Baseline insgesamt ein

robusteres und stabileres Auswachsverhalten zeigte (s. Abbildung 14).
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ii. Ex vivo OBSC Versuche — Dexamethason, Mikroglia-Depletion,
CXCR2-CXCL2-Achse
1. Mikrogliadepletion in OBSC mit PLX5622

a) Auswirkungen der PLX5622 Behandlung auf die Astroyzten im OBSC
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Abbildung 15: Darstellung des Einflusses der PL.X5622-Vorbehandlung und Verinderung iiber die
Zeit Tag 0 vs. Tag 6) der GFAP-Positivitit auf Kontroll-OBSC. Links: Quantifizierung von GFAP in
Kontrollgewebeschnitten ohne Sphéroid (nativ vs. mit PLX5622 vorbehandelt) an Tag O (erster Tag nach
der Vorbehandlung) und an Tag 6 ohne weitere Behandlung. Es zeigen sich keine Effekte in der
zweifaktoriellen ANOVA fiir die Zeitpunkte (d0 und d6) (p=0,9690) oder die Vorbehandlung
(p=0,1936). Reprisentative Bilder von immunfluoreszenzgefiarbten Schnitten A=Tag0/nativ,
B=Tag0/PLX5622-behandelt, C=Tag6/nativ, D=Tag6/PLX5622-behandelt. Abbildung adaptiert aus der
Publikation von Falter et al. (2023) [230].

Zur Uberpriifung von Auswirkungen der Vorbehandlung der Ratten-OBSC mit PLX5622 (s.
Methodenteil) auf das astrozytire Kompartiment des OBSC erfolgte die
Immunfluoreszenzfarbung auf glial fibrillary acidic protein (GFAP) [231] von den bei -80°C
kryokonservierten OBSC, die zu Kontrollzwecken nicht mit einem Glioblastom-
Rattenzelllinien Sphéroid belegt worden waren. Einerseits wurden OBSC ohne Sphiroide an
Tag 0 (also direkt nach der Vorbehandlungsphase mit/ohne PLX5622) kryokonserviert,
andererseits wurden OBSC ohne Sphiroid an Tag 6 archiviert. Von diesen in TissueTek
konservierten OBSC wurden Kryoschnitte angefertigt und entsprechend anti-GFAP-

immunfluoreszenzgefarbt (s. Methoden). Hier zeigten sich keine Effekte, weder innerhalb der
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Gruppe zwischen Tag 0 und Tag 6 noch zwischen den Gruppen (native vs. PLX5622-
vorbehandelt) (s. Abbildung 15).

b) Vollstindigkeit der mikroglialen Depletion und intrinsische Re-Population iiber die Zeit

Die immunfluoreszierende Ibal-Farbung wurde an den Kontrollschnitten (ohne Sphéroide)
durchgefiihrt, um den Erfolg der Mikroglia-Depletion an den OBSC zu den beiden Zeitpunkten
(d0, d6) zu kontrollieren. An Tag 0 und am Tag 6 wurden signifikant weniger Ibal*-Zellen in
den mit PLX5622 vorbehandelten OBSC gefunden, wihrend im Laufe der Zeit, wenn man Tag
0 und Tag 6 vergleicht, eine gewisse Regeneration der Ibal-Zellen mit einem signifikant
hoheren Gehalt an Ibal*-Zellen an Tag 6 in den mit PLX5622 vorbehandelten OBSC im
Vergleich zu den mit PLX5622 vorbehandelten OBSC an Tag 0 festgestellt werden kann. Ein
signifikanter Unterschied zwischen der ,,Mikroglia-depletierten” Bedingung (PLX5622-
behandelt) und den nativen OBSC bleibt jedoch bis Tag 6 erhalten (s. Abbildung 16)
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Abbildung 16: Auswirkungen von PLX5622 auf Ibal-positive Zellhidufigkeit. Bei der Ibal-Farbung
(blau: Hoechst33342, gelb: Ibal ™) zeigt sich in der Auswertung der Ibal-positven Zellhdufigkeit an Tag
0 und Tag 6 flir Mikroglia native und PLX5622-vorbehandelte Schnitte in der zweifaktoriellen ANOVA
kein signifikanter Effekt fiir den Faktor Zeitpunkt (p=0,6539), ein signifikanter Effekt fiir PLX5622-
Vorbehandlung (p<0,0001) und die Interaktion aus Zeitpunkt x Vorbehandlung (p=0,0018). Bei
paarweisen Vergleichen mittels uncorrected Fisher’s LSD zeigt sich fiir Tag 0 (native vs. PLX5622-
pretreated) eine signifikant verminderte Ibal-Zellfrequenz (p<0,0001) sowie fiir Tag 6 (native vs.
PLX5622-pretreated) (p=0,0012). Eine Abnahme zeigt sich in der Mikroglia nativen Kondition von Tag
0 im Vergleich zu Tag 6 (p=0,0473) und in der nativen Kondition eine Zunahme von Tag 0 im Vergleich
zu Tag 6 (p=0,0137). Abbildung aus der Publikation von Falter et al. (2023) [230].
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¢) Mikrogliale Isolierung, vitale Féarbung und autologe Re-Population eines
Mikrogliasphédroids

Neben der reinen Mikroglia-Depletion wurde im Rahmen der Untersuchung auch die
Moglichkeit der mikroglialen Depletion mit anschlieBender autologer bzw. heterologer
Repopulation mit vital gefiarbter Mikroglia getestet. Einerseits wurde Mikroglia entweder aus
den Resten des Gehirns derselben Ratte (autolog) oder kumuliert aus den Resten aller
verbliebenen Rattengehirniiberreste (heterolog) isoliert, vitalgefarbt (PKH26) und entweder in
Form einer Zellsuspension auf die Rattenhirnschnitte aufgebracht oder in Form eines
Mikroglia-Sphéroids analog zum auf Agarose generierten Tumorsphéroid in der Nihe des
Tumorsphéroids auf den OBSC platziert.
Beim Aufbringen der Mikrogliazellsuspension waren die mikroglialen Zellen in Interaktion zu

den Glioblastomzelllinienzellen ex vivo in rdumlicher Interaktion (s. Abbildung 17).

9L GBM-Cell-Line (CellBrite)

S635 GBM-Cell-Line (CellBrite)

Abbildung 17: Fluoreszenzmikroskopie des Sphiiroids im OBSC mit gleichzeitiger Darstellung
vitalgefirberter und re-populierter Mikroglia. Nachweis des vitalgefirbten Tumorsphéroids
(CellBrite, griin) und mit PKH26 vitalgefarbter Mikrogliazellen (rot, mit weillen Pfeilen markiert) in
ortlicher Interaktion nach Wiederaufbringen auf den Mikroglia-depletierten OBSC in 4-facher
VergroBerung im intakten OBSC.

Technisch bedingt zeigten sich die Mikrogliasphédroide nach Inokulation auf dem OBSC mehr
oder weniger distant zum Tumorsphéroid, so dass mehr oder weniger bis keine Interaktion bei
begrenzter gezielter Migrationsfahigkeit der Mikrogliazellen zu erwarten war. In einer kleinen

Serie zeigte sich tendenziell ein verringertes Auswachsen des Tumorsphidroids bei Ortlicher
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Néhe des Mikrogliasphéroids und ein hoheres Auswachsen bei sehr distant aufgebrachten

Mikrogliasphdroiden (s. Abbildung 18).

Abbildung 18: Darstellung der vitalgefirbten Zelllinien- und mikroglialen Sphéiroide. Links und
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Mitte: Zellliniensphéroid (griin) und Mikrogliasphéroid (rot) in unterschiedlichem Abstand zueinander.
Rechts: Das Auswachsverhalten zeigte sich tendenziell erhdht bei sehr distant aufgebrachten
Mikrogliasphéroiden. Bei sehr niedriger Fallzahl ergibt sich im zweiseitigen Spearman-Korrelationstest

ein Spearman‘s p = 0,6000 (p = 0,3500).

Der Ansatz der Mikroglia-Depletion mit anschliefender Re-Population wurde im Rahmen
dieser Dissertation nicht weiterverfolgt, da es fragestellungsbezogen keinen Mehrwert bei
gleichzeitig hoherer Artefaktanfalligkeit erbrachte. Es konnte aber im Zusammenhang mit einer
zwischenzeitlichen Behandlung der mikroglialen Zellen fiir zukiinftige Untersuchungen und

Fragestellungen durchaus interessant sein.

d) Effekte von Mikroglia auf das Auswachsen des Tumorsphéroids
Die Ratten-Glioblastom-Zelllinien S635 und 9L sowie die Kontroll-Astrozyten wurden einer
vitalen Fluoreszenzfairbung unterzogen, bevor sie als sphdroidales Konglomerat auf
organotypische Hirnschnitt-Kokulturen (OBSC) von Ratten aufgebracht wurden, die mit dem
CSF1-Rezeptor-Antagonisten PLX5622 (zur Mikroglia-Depletion) vorbehandelt oder als
Kontrolle mit PBS behandelt wurden (native OBSC-Bedingung) [232]. PLX5622 fiihrt zu einer
sehr spezifischen Mikroglia-Depletion mit geringen Auswirkungen auf andere Zellen auf den
OBSC [233]. Das Wachstum von Sphiroiden wurde mit Hilfe einer
Fluoreszenzflichenmessung mittels digitaler Intensitdtsschwellenwerte in den OBSC der Ratte

nach sieben Tagen bestimmt.

70



9L

Astrocytes
ns
60000 80000- ns
2 & . a 5 60000 A
. 4
o ° 40000+ NS y
[ c c —
< < :C: 40000 A
S S 20000- A S .
£ £ E £ 20000 -
2 3 2 i |
2 o 0- o
2 2 2 0 A
> > > -
o o o
-20000 T T -20000 T T -20000 T T
> > >
R\ & 4 @ 4 @
X 2 O 2 X 2
(\'b ‘Q’,ée ("b ‘,60 ({b *,ée
R R R
v v
& & &
v L2 2

Abbildung 19: Auswirkungen auf das Sphiaroidauswachsen durch mikrogliale Depletion. Vergleich
des Sphéroidwachstums von S635-, 9L und Ratten-Astrozyten unter nativen OBSC-Bedingungen und
unter PLX5622-behandelten Bedingungen ohne jegliche andere Behandlung. Das Sphiroidwachstum
war bei der S635-Zelllinie unter den nativen OBSC-Bedingungen signifikant reduziert (ungepaarter t-
Test, p=0,0010). Bei der 9L-Zelllinie (ungepaarter t-Test, p=0,2498) und Astrozyten-Kontrollzelllinie
(ungepaarter t-Test, p=0,4242) war kein Unterschied zwischen den beiden Bedingungen feststellbar.

Bei der S635-Zelllinie war das Wachstum unter den mit PLX5622 vorbehandelten OBSC-
Bedingungen signifikant erhoht, wéhrend in der 9L-Zelllinie und der Astrozyten-
Kontrollzelllinie kein Unterschied zwischen den beiden Bedingungen feststellbar war (s.

Abbildung 19).
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Abbildung 20: Ergebnisse des Auswachsverhaltens der drei Zelllinien abhingig von PLX5622-
Vorbehandlung und Behandlung mit IL-22 (pro-inflammatorisch) oder IL-10 (anti-
inflammatorisch). Beim Vergleich des Auswuchsverhaltens auf Mikroglia nativen und PLX5622-
vorbehandelten OBSC zeigte sich bei Behandlung mit IL-22 ein Effekt fiir die S635 Zelllinie bei
Mikroglia nativer Kondition (zweifaktorielle ANOVA, Interaktion p=0,4594; Faktor IL-22 p=0,0005,
Faktor PLX5622-Behandlung p=0,0988; bei Dunnett’s Mehrfachvergleichen 0 vs. 20 ng/ml p=0,0115,
0 vs. 60 ng/ml p=0,0090). Bei Behandlung mit IL-10 bei S635 in der Mikroglia nativen Kondition:
zweifaktorielle ANOVA, Interaktion p=0,1875, Faktor IL-10 p=0,0016, Faktor IL-10 p=0,0772
(Dunnett’s Mehrfachvergleiche: 0 vs. 20 ng/ml p=0,0017 und 0 vs. 60 ng/ml p=0,0207).

Aufgrund des im Vorversuch aufgefallenen vermehrten Auswachsens des Zellsphiroids im ex vivo
OBSC-Modell durch die Behandlung mit Interleukin-22 wurde zur Untersuchung dieses Effekts 1L-22
auf Mikroglia nativen und PLX5622-vorbehandelten OBSC angewendet. Hier zeigten sich die Effekte
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wiederum nur fiir die expansivere S635 Zelllinie, und zwar im Sinne von vermehrtem Auswachsen in
beiden angewandten Konzentrationen (20 ng/ml und 60 ng/ml) im Mikroglia nativen OBSC,
wohingegen kein Effekt in der PLX5622-vorbehandelten Kondition zu beobachten war. An sich ist IL-
22 ein pro-inflammatorisches Zytokin, das bei Defizienz zu einer reduzierten Aktivierung von
mikroglialen und astrozytiren Zellen bei Infektionsgeschehen fiithren kann [234], wobei gleichzeitig ein
immunsuppressiver Effekt auf Makrophagen beschrieben wurde [235], was auf eine kontext-abhéngige
komplexe Rolle im Tumor und bereits in unserem reduzierten Modell vermuten lisst. Dariiber hinaus
wurde IL-10 als immunsuppressives Interleukin eingesetzt, welches bei Mikroglia einen
immunsuppressiven M2-Phénotyp induzieren kann [236]. Hier zeigte sich ebenso ein gesteigertes
Auswuchsverhalten im Mikroglia nativen OBSC unter IL-10-Behandlung fiir die S635 Zelllinie, jedoch
keine Effekte bei PLX5622-Vorbehandlung bzw. auf die anderen beiden Zelllinien (s. Abbildung 20).

2. Effekte der Dexamethasonbehandlung der OBSC (Mikroglia
nativ und mikroglia-depletiert)

Die in unserer Untersuchung verwendete Dexamethason-Dosis von 0,1 pg/ml wurde anhand
der humanpharmakokinetischen Spitzenplasmakonzentrationen festgelegt, die zwischen 8,4+/-
3,6 pg/l/Img Dosis (nach Czock et al. 2005) bei etablierten klinischen Dosen bei GBM-
Patienten im Bereich von 8-16 mg liegen [237]. AuBerdem fiigten wir eine iliberméfige
Dexamethason-Dosis von 1 pg/ml hinzu. Die Dosis wurde also unabhdngig von den
Eigenschaften der Zelllinien festgelegt, sondern begriinden sich in vorbeschriebenen im

klinischen Setting erreichten Plasmakonzentrationen.

a) Dexamethason in vitro: Sphéroidmigrationsassay
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Abbildung 21: Darstellung der Auswirkungen von Dexamethasongabe auf die Migration im

Sphiroidmigrationsassay. Die Migration von Sphéroiden auf Plastik war bei den mit Dexamethason
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behandelten S635- (einfaktorielle ANOVA, p=0,0104) und 9L-Zelllinien (einfaktoriclle ANOVA,
p=0,0110) in Abhingigkeit von der Konzentration signifikant reduziert. Fiir die allgemein geringe

astrozytare Migration auf Plastik wurde kein Effekt festgestellt (einseitige ANOVA, p=0,5842).

Um die direkte Wirkung von Dexamethason auf die isolierten Ratten-GBM-Zellen in vitro zu
untersuchen, flihrten wir zunichst einen in vitro Sphéroid-Migrationstest mit verschiedenen
Konzentrationen von Dexamethason (0,1 pg/ml und 1 pg/ml) durch und maBlen die Zunahme
der zellbedeckten Fliache innerhalb von sieben Tagen. Die Sphiroidmigration auf Plastik war
bei der mit Dexamethason behandelten S635- und 9L-Zelllinie konzentrationsabhéngig deutlich

reduziert (s. Abbildung 21).

b) ATP-Assay
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Abbildung 22: Luminometrisch bestimmte ATP-Menge nach Zugabe zweier Dexamethasondosen
(0,1 pg/ml und 1 pg/ml) zu den kultivierten Zelllinien. S635: Effekt durch Dexamethasongabe,
einfaktorielle ANOVA, p=0,0016. Dunnett’s Mehrfachvergleiche zeigen keinen Effekt bei 0,1 pg/ml
Dexamethason im Vergleich zur Kontrolle (p=0,2842), jedoch eine signifikante Zunahme in der
Behandlung mit 1 pg/ml Dexamethason (p=0,0008). 9L: Signifikanter Effekt durch Dexamethasongabe,
einfaktorielle ANOVA, p<0,0001. Signifikante Abnahme in der {iberhdhten Konzentration (Dunnett’s
Mehrfachvergleich, adjustiertes p<0,0001). Astrozyten: Signifikante Verdnderung durch den Faktor
Dexamethason (einfaktorielle ANOVA, p=0,0002). Nach Dunnett’s Mehrfachvergleichstest zeigt sich
eine signifikante Abnahme bereits durch 0,1 pg/ml Dexamethason (adjustiertes p=0,0033), und durch 1
pg/ml Dexamethason (adjustiertes p=0,0001) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.
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Um die Dexamethason-abhédngige Zelllinienviabilitdt zu liberpriifen, fithrten wir einen ATP-
Assay durch. Hier wurde fiir S635 durch die tiberh6hte Dexamethasondosis eine zunehmende
ATP-Menge  festgestellt, also eine  gesteigerte  Viabilitit.  Die  iiberhdhte
Dexamethasonkonzentration fiihrte bei 9L zu einer signifikant abnehmenden ATP-Menge und
somit zu verringerter Zellviabilitdt. Bei der mitgefiihrten Ratten-Astrozytenzelllinie zeigte sich
eine signifikante Abnahme der ATP-Menge und somit der Zellviabilitét bereits in der 0,1 pg/ml
Dosierung und entsprechend auch in der 1 pg/ml Dosierung (s. Abbildung 22).

¢) Dexamethasoneftfekte im OBSC auf das Sphéroid-Auswachsen (S635, 9L, Astrozyten)
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Abbildung 23: Darstellung der Effekte von Dexamethason auf das Auswachsen der
Zellliniensphéroide in Abhéngigkeit von PLX5622-Vorbehandlung auf den OBSC. In OBSC fiihrte
bei der S635 Zelllinie die Dexamethason-Behandlung zu einem signifikant verstarkten Wachstum in der
Mikroglia nativen Gruppe mit 0,1 (Tukey’s multiple comparisons test p<0,0001) und 1 pg/ml
(p=0,0003) Dexamethason (zweifaktoriclle ANOVA, Effekt fiir Interaktion p<0,0001, Effekt fiir
Dexamethason p=0,0378, kein Effekt fiir PLX5622-Behandlung p=0,4326), wihrend in der mit
PLX5622 vorbehandelten Bedingung nur eine tendenziell tumorwachstumshemmende Wirkung von
Dexamethason 0,1 pg/ml nachweisbar war (Tukey’s multiple comparisons test, p=0,0854). Fiir die 9L
Zelllinie zeigte sich unter Dexamethasonbehandlung ein anti-9L-Effekt, der sogar zu einem
signifikanten Riickgang der Sphiroidausbreitung {iber die Zeit fiihrte (zweifaktorielle ANOVA, Effekt
fiir Dexamethason p<0,0001).

Bei den OBSC fiihrte die Dexamethason-Behandlung auch zu einem signifikant verstirkten
S635-Auswachsen in der nativen Mikrogliabedingung, sowohl fiir 0,1 pg/ml, als auch fiir 1
png/ml Dexamethason, wéhrend sich in der mit PLX5622 vorbehandelten Bedingung ein
tendenziell wachstumshemmender Effekt von Dexamethason 0,1 pg/ml zeigte (s. Abbildung
23). Der in vitro beobachtete anti-migratorische Effekt von Dexamethason auf S635
(Sphiroidmigrationsassay) bei erhaltener bis erhdhter Viabilitidt (ATP-Assay) resultiert im ex
vivo Ansatz nichtsdestotrotz in erhohtem Sphiroidauswachsen durch Dexamethason im
Mikroglia nativen Ansatz, was wiederum auf die relevanten pleiotropen und indirekten Effekte

von Dexamethason, vermittelt tiber die Mikroumgebung, hinweist.

Die bei den in vitro Versuchen beobachteten Effekte auf die 9L Zelllinie mit deutlich reduzierter
Migration (Sphardoidmigrationsassay) und anti-9L-Wirkung im Sinne einer abnehmenden
Vitalitit (ATP-Assay) durch Dexamethason resultierten auf den Ratten-OBSC in einem
ausbleibenden, teils iiber die Zeit abnehmenden Spharoidausmal (bei gemessener Differenz aus
Tag 0 und Tag 7 als negativer Wert in der Darstellung) sowohl fiir die nativen als auch die
PLX5622-vorbehandelten Schnitte. Dies war bei 0,1 und 1 pg/ml zu beobachten und entspricht
der im ATP-Assay nachvollziehbaren Abnahme der Viabilitdt und der verminderten Migration
in vitro durch die Dexamethasonbehandlung. Bei ausgesprochener Dexamethason-
empfindlichkeit mit entsprechender anti-9L Wirkung durch Dexamethason musste fiir die
weiteren Untersuchungen beziiglich der Wirkungen von Dexamethason auf den Einschluss der

OL Zelllinie verzichtet werden (s. Abbildung 23).
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Die Ratten Astrozyten-Sphéroide zeigten keine signifikanten Unterschiede im Auswachsen
durch die PLX5622-Behandlung oder die Gabe von Dexamethason bei niedriger Fallzahl (s.
Abbildung 23).

d) Dexamethasoneftekte auf die astrozytdren und mikroglialen Kompartimente im OBSC
Bei verminderter Viabilitét der Ratten-Astrozyten-Zelllinie im ATP-Assay untersuchten wir den
Einfluss von Dexamethason auf den OBSC selbst, insbesondere auf das astrogliale
Kompartiment, da ein Dexamethason-bedingter Zellniedergang nicht auszuschlieBen war. Die
bei -80°C archivierten OBSC wurden kryosektioniert und GFAP-immunfluoreszenzgeférbt.
Bei der Dexamethason-Behandlung wurde in beiden Bedingungen (nativ und PLX5622-
behandelt) kein Unterschied in der GFAP-Immunfluoreszenz zwischen 0 pg/ml Dexamethason
und 0,1 pg/ml Dexamethason-Behandlung festgestellt. Die {iberhohte Konzentration von 1
ug/ml fithrte jedoch zu einem signifikant verminderten GFAP-Fluoreszenzsignal in PLX5622-
behandelten Schnitten und einem tendenziell verringerten Signal in nativen OBSC (s.

Abbildung 24).

. GFAP"* PLX-pretreated OBSC
GFAP™ native OBSC

ns %k %k
m 0.6

” 0.6 ns ® ns
] X
X o
S . 2
:‘.E 0.4_ [ ] % 0.4_ :
n | o
o . o °
- 5 L
° A
S 0.2 S 0.2- A
t Hg H t [ Y I
g- g_ ° A
) Ala o . ——
o - o AAMA

0.0 | | T 0.0 | 1 |

0 01 1 0 01 1
Dexamethasone [ug/ml] Dexamethasone [ug/ml]

77



0 pg/ml Dex 0.1 pg/ml Dex

Abbildung 24: GFAP-Positivitit im OBSC unter Dexamethasonbehandlung. Oben: Anteil der
GFAP"-Pixel in nativen OBSC mit Sphéroid (links) und PLX5622-behandelten OBSC an Tag 6 (rechts)

1 pg/ml Dex

native OBSC

PLX5622-pretreated OBSC

nach Dexamethason-Behandlung. Es war kein signifikanter Unterschied zwischen den nicht mit
Dexamethason behandelten, den mit 0,1 pg/ml und den mit 1 pg/ml Dexamethason behandelten
Schnitten feststellbar (einfaktorielle ANOVA, p=0,2117). Fiir PLX5622-vorbehandelte Schnitte zeigte
sich in der einfaktoriellen ANOVA ein signifikanter Effekt (p<0,0001). Dunnett’s Test fiir
Mehrfachvergleiche ergab hier keinen Unterschied zwischen 0 und 0,1 pg/ml Dexamethason (p=0,0727)
jedoch ein signifikantes Abfallen der GFAP-positiven Zellen bei 1 ug/ml Dexamethason (p=0,0014).
Unten: Beispielbilder von GFAP-gefarbten Schnitten. Nur die iiberméfBige Dexamethason-

Konzentration von 1 pg/ml fiihrt zu einer signifikanten astroglialen Degeneration.

3. Identifikation differentieller Zytokinsekretion auf dem Rattenhirnschnittmodell
abhéngig von Mikroglia-Depletion und Dexamethasonbehandlung
a) Proteom Profiler
Zur Identifikation differentieller immunologischer Signalkaskaden in den beiden Bedingungen
(native OBSC vs. PLX5622-behandelt) in Kombination mit Dexamethason bzw. dem anti-
inflammatorischen Interleukin-10 wurden die Uberstinde (entnommen an Tag 3 und Tag 6) von

vier verschiedenen Replikaten jeder Bedingung gepoolt und mit einem semi-quantitativen,
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membranbasierten Proteom-Profiler (R&D Systems) untersucht. Wir haben OBSC ohne GBM-

Zellsphéroide als Kontrollen in unsere Analyse einbezogen.

Wir konnten einen allgemeinen Hintergrund aus dem Serum, den Supplementen und anderen
Bestandteilen des Kulturmediums beobachten, waren aber dennoch in der Lage, differentielle
Signale zu erkennen: fiir MMP-3 sahen wir z. B. kein Signal in den Kontroll-OBSC ohne GBM-
Sphéroid, allerdings ein gutes Signal in den Bedingungen mit GBM-Sphéroid, was darauf
hinweist, dass das Screening trotz des vorhandenen Hintergrunds schliissige Ergebnisse fiir

bestimmte differenzielle Zytokinkonzentrationen lieferte (s. Abbildung 25).

Beim Vergleich der jeweiligen Bedingungen miteinander fanden wir eine Sphéaroid-, PLX5622-
Behandlungs-, Dexamethason- und IL-10-abhingige Sekretion fiir CXCL2 und ein > 3-fach
hoheres Signal in der nativen OBSC-Bedingung mit vorhandenem Sphéroid im Vergleich zur
nativen OBSC-Bedingung ohne Sphiroid, was auf eine potenziell wichtige Rolle bei der
Interaktion des Sphiroids mit dem TiME in unserem Modell hinweist, so dass wir die Rolle der

CXCL2-CXCR2-Achse in unserem Modell weiter untersuchten und quantifizierten.
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Abbildung 25: Heatmap des membranbasierten Ratten-Zytokin Proteom-Profilers (XL Rat

Cytokine, R&D Systems): gepoolte Proben aus Uberstinden von zwei Zeitpunkten und vier
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verschiedenen Replikaten (Pool aus n=8 Uberstinden pro Kondition). Beispielhaft zeigt MMP3 ein
eindeutiges Signal, das von der Anwesenheit des Sphéroids herriihrt. CXCL2 zeigt Sphéroid- (fast
keine), PLX5622-Behandlungs- (am hdchsten in nativen OBSC) und Dexamethason-abhéngige
(mittlere) Konzentrationen sowie IL-10 (hdhere Konzentration als mit Dexamethason), was auf eine
potenziell differentielle Rolle der CXCL2-Achse beim Spharoidwachstum in unserem Modell hinweist.
Rechts ist beispielhaft eine Auswahl der densitometrischen Signalintensititen bezogen auf den
Referenz-Spot von vier differentiell exprimierten Proteinen (GDF-15, MMP3, VEGF und CXCL2)

aufgetragen.

b) Enzymgekoppelten Immunadsorptionstest (ELISA) zur Quantifizierung von CXCL2
in den Uberstéinden
Um unsere semiquantitative Beobachtung weiter zu untersuchen, fiihrten wir einen
Enzymgekoppelten Immunadsorptionstest (ELISA) durch, um die CXCL2-Konzentrationen in
den Uberstinden pro OBSC und Zeitpunkt (Tag 0 = Ausgangswert nach Auswaschen der
PLX5622-Vorbehandlung, Tag 3 und Tag 6) quantitativ zu tiberpriifen.
Betrachtet man alle CXCL2-Konzentrationen in den Uberstéinden der einzelnen Zeitriume
unabhingig von ihrer Behandlung in OBSC mit Sphéroid, so findet man einen signifikanten
Unterschied zwischen den beiden OBSC-Bedingungen (native OBSC vs. PLX5622-behandelt),
der zeigt, dass die PLX5622-Behandlung eine generelle Reduktion der CXCL2-Sekretion
bewirkt. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen ist im zweiten Teil des
Beobachtungszeitraums (Uberstand von Tag 6) jedoch deutlich weniger ausgeprigt bei

insgesamt zuriickgehender CXCL2-Sekretion (s. Abbildung 26).

81



CXCL2 concentration d0 CXCL2 concentration d3 CXCL2 concentration d6

= * % %k % =
% 2 800- 2 800
é& 800+ % =
& 600- £ 6007 2 600+ *
5 %k 3k %k % s g
7 400 ¢ 4007 2 400-
p= = =
S 2 200 S
2 200 s = 200+
£ ‘ € =
§ (i1 EXEEERETTTR TR, I T qé 0- 3 0+
5 8 g
(]
N
4 -200 T , o -200 y 200 . .
X X
&S N L o O °§<b L
o@ > Q O '5\'
Ko < @) o) <@
NG > N
& <
R & &
& & &

Abbildung 26: CXCL2-Konzentrationen aller untersuchten Uberstinde im Vergleich von
Mikroglia nativen und PLX5622-vorbehandelten OBSC. Violin plot, n=58 Werte pro Kondition.
Vergleich der Konzentrationen von CXCL2 in allen OBSC-Uberstéinden mit und ohne Mikroglia
unabhéngig von sonstiger Behandlung. Links: ungepaarter t-test, p<0,0001; Mitte: ungepaarter t-test,
p<0,0001; Rechts: ungepaarter t-test, p=0,0103.

Um die Sekretion von CXCL2 durch die S635 Zelllinie zu untersuchen, wurden Uberstinde
von isolierten GBM-Zelllinien-Sphéroiden untersucht, die liber einen lingeren Zeitraum (7
Tage) in einem Zehntel des Volumens im Vergleich zum OBSC-Kulturmedium auf Kunststoff
kultiviert wurden. Insgesamt zeigte sich eine sehr niedrige CXCL2-Basissekretion im

Uberstand (bis zu 13 ng/ml) (s. Abbildung 27).
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Abbildung 27: CXCL2-Konzentrationen in den Uberstinden Tag 0, Tag 3 und Tag 6 von Mikroglia
nativen und PLX5622-vorbehandelten OBSC ohne und mit aufgebrachtem Zellliniensphiiroid.
Oben links: Baseline CXCL2-Sekretion von S635 Zellen. Dexamethason fiihrt zu einer signifikant
héheren CXCL2-Konzentration im Uberstand (ungepaarter t-test, p=0,167) bei jedoch sehr niedrigen
Konzentrationen bei 10-fach niedrigerem Uberstandvolumen. Oben mittig: Baseline CXCL2-Sekretion
von OBSC ohne Sphéroide (mit und ohne PLX5622-Vorbehandlung). Zweifaktorielle ANOVA, Effekt
fiir Zeit p=0,0105; adjustierte p-Werte fiir Tukey‘s Mehrfachvergleiche: Mikroglia nativ, Tag 0 vs. Tag
3 p=0,0007 und Tag 0, Mikroglia nativ vs. PLX5622-vorbehandelt p=0,0116. Oben rechts: Baseline
CXCL2-Sekretion von OBSC mit Sphéroid ohne sonstige Behandlung (mit und ohne PLX5622-
Vorbehandlung). Zweifaktorielle ANOVA, Effekte fiir PLX5622 (p=0,0011) und Zeit (p=0,0020);
signifikante adjustierte p-Werte fiir Tukey’s Mehrfachvergleiche in Klammern abgebildet. Unten links:
Direkte Gegeniiberstellung der Mikroglia nativen OBSC mit und ohne Sphéroid (ohne sonstige
Behandlung). Sidak's Mehrfachvergleich, ohne vs. mit Sphiroid an Tag 3 adjustierter p=0,0184 und an
Tag 6 adjustierter p=0,0026. Unten rechts: Direkte Gegeniiberstellung der PLX5622-vorbehandelten
OBSC mit und ohne Sphiroid (ohne sonstige Behandlung). Sidék's Mehrfachvergleich, ohne vs. mit
Sphéroid an Tag 3 adjustierter p=0,0256.

Betrachtet man die CXCL2-Sekretion des OBSC ohne Sphiroid iiber die Zeit, so zeigt sich fiir
Mikroglia native OBSC eine stabile CXCL2 Sekretion in die Uberstande von Tag 0 und Tag 3,
jedoch eine signifikante Abnahme im letzten Abschnitt des Experiments (Uberstand an Tag 6).
Der Unterschied in den Uberstinden an Tag 0 zwischen PLX5622 und Mikroglia nativen OBSC
zeigt sich signifikant unterschiedlich mit weniger CXCL2 in PLX5622-vorbehandelten OBSC.
Ein CSF-1R-bedingter Effekt moglicherweise auch auf andere Zellen ist hier nicht
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auszuschlieBen, da dieser Unterschied an Tag 3 nicht mehr signifikant ist (s. Abbildung 27,
oben mittig).

Betrachtet man die CXCL2-Konzentrationen in den Uberstinden von OBSC mit aufgebrachten
Sphiroiden ohne sonstige Behandlung, so zeigt sich hier zunichst ein vergleichbarer
Ausgangswert an Tag 0 (Mikroglia nativ vs. PLX5622-vorbehandelt). Das Aufbringen des
Sphéroids an Tag 0 fiihrt iiber drei Tage zu einem steigenden CXCL2-Gehalt im Uberstand, und
zwar in beiden Konditionen. Fiir Mikroglia native OBSC zeigt sich diese CXCL2-Erhéhung
bis zum Ende des Versuchs an Tag 6. Fiir Tag 3 und Tag 6 zeigt sich durchweg eine erhohte
CXCL2-Konzentration fiir die Mikroglia nativen Schnitte im Vergleich zu den PLX5622-
behandelten OBSC (s. Abbildung 27, oben rechts).

Im Vergleich von OBSC mit und ohne aufgebrachten Sphéroid zeigt sich fiir Mikroglia native
OBSC ein signifikanter Unterschied an Tag 3 und Tag 6 mit hoherer CXCL2-Konzentration im
Uberstand (s. Abbildung 27, unten links). Ein derartiger Effekt zeigt sich auch in PLX5622-
vorbehandelten OBSC, jedoch nur fiir Tag 6 (s. Abbildung 27, unten rechts).

Durch die Darstellung der CXCL2-Konzentration des isolierten Zelllinien-Sphéroids, das 7
Tage lang auf Kunststoff kultiviert wurde, konnten wir zeigen, dass die Baseline CXCL2-
Sekretion der S635 Zelllinie selbst vernachldssigbar ist (s. Abbildung 27, oben links). Auf der
anderen Seite zeigen wir durch eine niedrigere CXCL2-Konzentration in den Uberstéinden der
OBSC ohne den S635-Zelllinien-Sphéroid (Baseline der OBSC selbst), dass die Interaktion des
Sphiroids mit den OBSC zu einer erhdhten CXCL2-Sekretion fiihrt.

Weiterhin quantifizierten wir die CXCL2-Konzentrationen aus den Uberstinden der OBSC mit
Sphéroiden, die mit IL-22 (inflammatorisches Zytokin aus den Vorversuchen), mit
Dexamethason (immunsuppressiv und als synthetisches Kortikosteroid mit pleiotropen
Effekten [16]) sowie mit IL-10 (immunsuppressives Zytokin) behandelt wurden (s. Abbildung
28).
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Abbildung 28: CXCL2-Konzentrationen in den Uberstinden Tag 0, Tag 3 und Tag 6 von Mikroglia
nativen und PLX5622-vorbehandelten OBSC mit aufgebrachtem Zellliniensphéaroid und
Behandlung mit IL-22, IL-10 und Dexamethason. Oben links: Bei Behandlung mit IL-22 zeigen sich
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in der zweifaktoriellen ANOVA Effekte fiir Zeitpunkt (p=0,0021), PLX5622-Vorbehandlung (p=0,0018)
und deren Interaktion (p=0,0182). Tukey’s Mehrfachvergleiche zeigen einen signifikanten Anstieg von
CXCL2 in der Mikroglia nativen Kondition bei Tag 0 vs. Tag 3 (adjustiertes p=0,0020). Weiterhin zeigt
sich ein signifikanter Unterschied, vergleicht man die Konditionen ,Mikroglia nativ‘ vs. ,PLX5622-
vorbehandelt® an Tag 3 (adjustiertes p<0,0001). Oben rechts: Bei Behandlung mit IL-10 ergeben sich in
der zweifaktoriellen ANOVA Effekte fiir Zeitpunkt (p=0,0004) und PLX5622-Vorbehandlung
(p=0,0146). Tukey’s Mehrfachvergleiche zeigen ein signifikantes Ansteigen von CXCL2 bei Tag 0 vs.
Tag 3 fiir beide Konditionen, sowie ein Abfallen von CXCL2 in der PLX5622-vorbehandelten
Kondition. Niedrigere CXCL2-Konzentrationen ergeben sich hier fiir PLX5622-Vorbehandlung an Tag
0 und Tag 6. Mitte: Bei Behandlung mit Dexamethason ergeben sich in der zweifaktoriellen ANOVA
kein signifikanter Effekt fiir die Vorbehandlung (p=0,5387), jedoch signifikante Effekte fiir Zeitpunkt
(p<0,0001) und die Interaktion Zeitpunkt x Vorbehandlung (p=0,0402). Tukey’s Mehrfachvergleiche
ergeben einen signifikanten Unterschied zwischen Mikroglia nativ und PLX5622-vorbehandelter
Kondition an Tag 0 (p=0,0008); ein signifikanter Abfall der CXCL2-Konzentration an Tag 6 (Mikroglia
nativ) und ein Anstieg in der PLX5622-Vorbehandlung an Tag 3 sowie ein erneuter Abfall an Tag 6 sind
festzustellen (s. p-Werte in der Graphik). Insgesamt zeigen sich hier deutlich erniedrigte CXCL2-
Konzentrationen. Unten links: Beim Vergleich der einzelnen Behandlungen innerhalb einer Kondition
zeigen sich flir ,Mikroglia nativ® (links) signifikante Effekte in der zweifaktoriellen ANOVA fiir
Behandlung (p<0,0001) und Zeitpunkt (p=0,0003). Es ergibt sich nach Dunnett’s Mehrfachvergleich ein
signifikant hoheres CXCL2 im Uberstand fiir IL-22 an Tag 3 (p=0,0005) im Vergleich zu nicht-
behandelten OBSC, sowie eine signifikant niedrigere CXCL2-Konzentration filir die
Dexamethasonbehandlung an Tag 3 (p=0,0171) und Tag 6 (p=0,0056). Unten rechts: Bei PLX5622-
Vorbehandlung zeigen sich in der zweifaktoriellen ANOVA entsprechend signifikante Effekte fiir
Behandlung (p=0,0024) und Zeitpunkt (p=0,0342), wobei Dunnett’s Mehrfachvergleich einen
signifikanten Anstieg bei IL-22-Behandlung im Vergleich zur nicht-behandelten Gruppe zeigt
(p=0,0389).

Die Auswirkungen des pro-inflammatorischen IL-22, des anti-inflammatorischen IL-10 und des
mit pleiotropen Effekten wirkenden Dexamethason wurden hinsichtlich der CXCL2-Sekretion

iiber die Zeit und in Abhéngigkeit der Vorbehandlung mit PLX5622 genauer dargestellt.

Bei IL-22-Behandlung zeigt sich ein betonter Anstieg von Tag 0 auf Tag 3 in der Mikroglia
nativen Kondition und entsprechend ein signifikanter Unterschied zwischen den PLX5622-
vorbehandelten und Mikroglia nativen Konditionen. Diese zeitabhéngigen Unterschiede zeigen
sich dhnlich auch bei IL-10-behandelten Schnitten, wobei hier ein Anstieg an Tag 3 und erneuter

Abfall an Tag 6 auch fiir die PLX5622-Vorbehandelten beobachtbar ist und insgesamt ein
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Unterschied zwischen PLX5622-vorbehandelten und Mikroglia nativen Konditionen besteht,

insbesondere an Tag 6.

In der Reihe mit Dexamethasonbehandlung zeigt sich fiir Mikroglia native OBSC kein Anstieg
der CXCL2-Sekretion an Tag 3, jedoch ein deutliches Abfallen an Tag 6, was fiir eine mit Latenz
auftretende CXCL2-Repression durch Dexamethason spricht. Nach PLX5622-Vorbehandlung
zeigt sich mit Dexamethason ein Anstieg der CXCL2-Konzentration an Tag 3 und dann auch
ein signifikanter Abfall an Tag 6. Statistisch ergibt sich in der zweifaktoriellen ANOVA kein
Effekt fiir Vorbehandlung, was fiir eine komplette Repression mikroglialer Aktivitidt oder
zumindest mikroglialer CXCL2-Sekretion durch Dexamethason sprechen konnte, da sich hier

die Mikroglia-depletierte Kondition von der Mikroglia nativen Kondition nicht unterscheidet.

Im Direktvergleich von OBSC ohne sonstige Behandlung (mit und ohne PLX5622-
Vorbehandlung und den einzelnen Behandlungen (IL-22, IL-10, Dexamethason) zeigen sich
Unterschiede an Tag 3 in der Mikroglia nativen Kondition fiir IL-22 mit erhdhter CXCL2-
Konzentration und an beiden Zeitpunkten fiir Dexamethason mit erniedrigter CXCL2-
Konzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Behandlung. In Mikroglia-depletierten
OBSC zeigen sich insgesamt keine Unterschiede im Vergleich von Kontroll-OBSC ohne
sonstige Behandlung und den einzelnen Behandlungen (IL-22, IL-10 und Dexamethason),
lediglich an Tag 3 mit IL-22-Behandlung, so dass hier Mikroglia-unabhéngig vermittelte
CXCL2-Sekretion tiber Induktion mit dem pro-inflammatorischen IL-22 vermutet werden muss

(s. Abbildung 28).

c) Effekte der CXCR2-Blockade und -Uberstimulation im Kontext von
Mikroglia-Depletion und  Dexamethasonbehandlung  auf das
Auswachsen eines Rattenzelllinien-Sphéroids (S635) im OBSC

Um die Rolle der CXCL2-CXCR2-Achse in unserem Modell weiter zu untersuchen,
blockierten wir den entsprechenden CXCL2-Rezeptor (CXCR2) mit zwei verschiedenen
Inhibitoren (small molecules Danirixin und Navarixin) und durch ungerichtete Uberstimulation

mit rekombinantem CXCL?2.

Um die direkten Auswirkungen der Hemmstoffe auf die isolierte GBM-Zelllinie S635 zu
iiberpriifen, wurde ein Spharoidmigrationsassay durchgefiihrt, bei dem die small molecules

Danirixin und Navarixin sowie die Blockierung der ungerichteten CXCR2-Uberstimulation
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keine Auswirkungen auf die Migration zeigten; in Kombination mit Dexamethason wurde unter

der Bedingung der CXCL2-Uberstimulierung eine geringere Migration beobachtet (s.

Abbildung 29).
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Abbildung 29: Ergebnisse des Sphiroidmigrationsassays (S635 Zelllinie) in Abhéingigkeit von

Danirixin, Navarixin und CXCL2 mit und ohne Dexamethason. Die Hemmung von CXCR2 zeigte

keine signifikante Auswirkung auf die isolierte Zellmigration im Sphéroid-Migrationsassay. Bei einer

CXCL2-Uberstimulation in Kombination mit Dexamethason wurde eine signifikante Verringerung der

Spharoidmigration festgestellt (ungepaarter t-Test, p = 0,0082).

In unserem ex vivo OBSC-Modell induzierten die drei hemmenden Bedingungen ein verstéirktes

Auswachsen in der Mikroglia nativen Bedingung, was in Kombination mit Dexamethason

sogar noch verstirkt wurde und somit einen tumorfordernden Effekt hervorrief. In der

Mikroglia-depletierten Bedingung wurde keine Verdnderungen des Wachstums mit CXCR2-

Inhibition beobachtet, auch nicht in Kombination mit Dexamethason (s. Abbildung 30).

88



CXCR2-Inhibition +/- dexamethasone

p = 0.0294

p = 0.0020 |

I
p = 0.0003

p <0.0001 | p=0.0373

100000 p =0.0058 p = 0.0002
= =3 native
2 80000 OBSC
~ PLX5622-
©
< pretreated
g 60000 N
S ® wlo CXCR2-Inhibitor
E 40000 *  Danirixin 20ng/ml
2 ®  Navarixin 25uM
@ ®  CXCL2 overstimu-
‘S 20000 lation 10ng/ml
(2]

0_

©
S
=
c
o
)

Abbildung 30: Darstellung des Sphiroidauswachsen (S635) in Abhingigkeit von CXCR2-
Inhibition, PL.X5622-Vorbehandlung +/- Dexamethasongabe. Zweifaktorielle ANOVA mit Effekten
fiir Inhibitor/control (p=0,0055), PLX5622-Vorbehandlung+/-Dexamethason (p=0,0002) und deren
Interaktion (p=0,0008); Tukey’s Mehrfachvergleiche ergeben signifikante Verdnderungen (p-Werte und
Richtung siehe Graphik). Abbildung teilweise {ibernommen aus Falter et al. (2023) [230].

d) Effekte auf Zellebene

Im peri-sphiroidalen Bereich unterscheidet sich die Anzahl der Ibal™ Zellen je nach
Vorbehandlung signifikant. Eine Dexamethason-Behandlung mit 0,1 pg/ml fiihrte nicht zu einer
Verringerung des Ibal’-Signals, aber eine Behandlung mit 1 pg/ml Dexamethason fiihrte unter
beiden Bedingungen (nativ und mit PLX5622 vorbehandelt) zu einem deutlich verringerten
Ibal*-Signal (s. Abbildung 31).

Die Behandlung mit CXCR2-hemmenden Wirkstoffen fiihrte auch zu weniger Ibal -Partikeln
im peri-sphiroidalen Bereich nativer OBSC; in Kombination mit Dexamethason ist dieser

Riickgang sogar noch ausgeprigter (s. Abbildung 31).
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Abbildung 31: Auswirkungen von Dexamethason auf das Auftreten peri-sphiroidaler Ibal-
positiver Zellen abhiingig von PLX5622-Vorbehandlung sowie Auswirkungen von CXCR2-
Inhibition auf entsprechendes Zellvorkommen in Mikroglia nativen OBSC. Links: Im peri-
sphéroidalen Bereich an Tag 7 finden wir einen signifikanten Effekt fiir die Dexamethasonbehandlung
und die native/PLX5622-Vorbehandlung (Zwei-Wege-ANOVA, keine Interaktion, p = 0,1096; Effekt
fiir Dexamethasonbehandlung, p = 0,0048; Effekt fiir native/PLX5622-Vorbehandlung; p = 0,0017).
Paarweise Vergleiche zeigen keinen signifikanten Unterschied zwischen 0 pg/ml und 0,1 pg/ml
Dexamethason unter beiden Bedingungen (ungepaarter t-Test, p = 0,6456 [nativ] und p = 0,4917
[PLX5622]), wihrend beim Vergleich von 0 pg/ml und 1 pg/ml Dexamethason in nativen und mit
PLX5622 vorbehandelten Slices signifikant weniger Ibal+ Partikel nachgewiesen werden kénnen
(ungepaarter t-Test, p = 0,0041 [nativ] und p = 0,0424 [PLX5622]). Vergleicht man native und mit
PLX5622 vorbehandelte OBSC ohne Dexamethasonbehandlung, so findet man signifikant weniger
Ibal+ Partikel peri-sphéroidal in mit PLX5622 vorbehandelten OBSC (ungepaarter t-Test, p = 0,0003).
Rechts: Wir fanden eine signifikante Reduktion der Ibal+ Zellen im peri-sphiroidalen Bereich mit
CXCR2-Inhibitor (ungepaarter t-Test, p = 0,0408) und nach Behandlung mit CXCR2-Inhibitor und
Dexamethason (0,1 pg/ml) (ungepaarter t-Test, p = 0,0247). Abbildung iibernommen aus Falter et al.
(2023) [230].

Morphologisch fanden wir in nativen OBSC ohne Sphiroid an Tag 0 verzweigte/ruhende

Mikroglia. Im peri-sphéroidalen Bereich fanden wir an Tag 6 reichlich aktivierte amdboide
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Mikroglia. Trotz der Depletion konnten wir auch an Tag 7 amdboide Mikroglia im peri-
sphiroidalen Bereich der mit PLX5622 vorbehandelten Bedingungen finden, allerdings nur in
sehr geringem Ausmalfl. Unmittelbar nach der Vorbehandlung mit dem CSF-1R-Antagonisten
PLX5622 sind nur noch dystrophische Mikroglia mit sehr geringem Ibal™ Signal erkennbar (s.
Abbildung 32).

native / d0 native / d7 / peri-spheroidal

PLX5622-pretreated / dO PLX5622-pretreated / d7 / peri-spheroidal

Abbildung 32: Beispielhafte Aufnahmen zur Darstellung peri-sphiroidaler Mikroglia-
Morphologie. Betrachtet man die morphologischen Merkmale unserer Ibal" gefarbten Zellen, so findet
man verzweigte Mikroglia in Tag 0 unbehandelten nativen OBSC (oben links), amdboide (=aktivierte)
Mikroglia-Merkmale bei Tag 7 in nativen OBSC im peri-sphiroidalen Bereich (oben rechts).
Dystrophische Ibal+-Mikroglia findet man an Tag 0 (unten links) und amoboide, aber wenige Mikroglia
am Tag 7 im peri-sphiroidalen Bereich in mit PLX5622 vorbehandelten OBSC (unten rechts).
Abbildung iibernommen aus Falter et al. (2023) [230].
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b. Humane

Immunzellmikroumgebung

Proben:

Einfluss von

und

Glioblastompatienten

die

Dexamethason auf die

myeloide

CXCL2/IL8-CXCR2-Achse

bei

1. Klinische Daten, Vergleich der Dex-naiven mit den DEX-behandelten

Gruppen
Kein prioperatives Dexamethason-behandelt | p =
Dexamethason
n= 16 27
Geschlecht (f/m) 8/8 (50,0%/50,0%) 12/16 (44,4%/55,6%) 0,724
Alter (median) 71.7 (range: 50,1 —79,5) | 68,9 (range: 40,3 — 86,3) 0,701
Praoperativer KPI 80 (range: 50 — 100) 80 (range: 60 — 100) 0,598
(median)
MGMT-promoter Status | Methyliert: 10 (62,5%) | Methyliert: 16 (57,3%) 0,834
Unmethyliert: 6 (37,5%) | Unmethyliert: 11 (40,7%)
Tumorvolumen 45,7 (range: 12,7 — 53,8 (range: 20,3 — 94,2) 0,283
103,8)
Resektionsausmafy
Biopsie 1(6,3%) 0 (0%) 0,170
Inkomplette Resektion 4 (25%) 13 (48,2%)
Komplettresektion 11 (68,7) 14 (51,2%)

Tabelle 14: Klinische Daten der gematchten Gruppen. Im Gruppenvergleich zeigen sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Dexamethason-naiven und Dexamethason-behandelten
Gruppe bezogen auf die Verteilung von Geschlecht, Alter, dem praoperativen Karnofsky-Performance-

Index (KPI), dem MGMT-Promoter-Status, volumetrierten TumorgréBe oder dem Resektionsausmal.

Zunichst erfolgte die Identifikation aller Glioblastomproben in unserer Biobank (NOMOReg,
ZKS-Nr.: Z-2020-1431-10) aus den Jahren zwischen 2012 und 2020, die im Rahmen der
Erstoperation entnommen wurden und von denen geniigend Material vorhanden ist (n=325). In
einem zweiten Schritt wurden die entsprechenden Patientenunterlagen und Krankenakten dieser
325 Patienten, insbesondere digital archivierte Stationskurven, hinsichtlich einer praoperativen
Dexamethasongabe genau durchsucht. Es konnten letztlich n=16 Patienten (4,9%) identifiziert
werden, die praoperativ kein Dexamethason erhalten haben und auch ansonsten dem Profil
,Erstoperation bei IDH-Wildtyp Glioblastom in der postoperativen neurophathologischen
Beurteilung® entsprachen und von denen gleichzeitig genligend Material in der Biobank

vorhanden war. Insgesamt entspricht die sehr geringe Anzahl identifizierter Patienten, die
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préoperativ kein Dexamethason erhalten haben, unserer Erwartung, da die niederschwellige
Dexamethasongabe bei Verdacht auf Glioblastom lange Zeit {iblich war, was sich auch in einer
entsprechenden Umfrage unter Neurochirurgen zur Applikation von Dexamethason im
klinischen Alltag widerspiegelt [13]. In einem zweiten Schritt erfolgte die Identifikation einer
nach Tumorvolumen, MGMT-Promoter-Methylierungsstatus, Resektionsausmal3  und
Behandlung gematchten prioperativ Dexamethason-behandelten Kohorte aus der zur ZHT-
Biobank mitgefiihrten klinischen Datenbank, so dass insgesamt n=27 Patientensamples mit
geniigend vorhandenem Material identifiziert werden konnten. Fiir diese Kollektiv wurde
entsprechend die kumulative Dexamethasondosis aus den Unterlagen entnommen. Als
Kontrolle sollten Genexpressionsanalysen auch an nicht-hirneigenen Hirntumoren, die
entweder préoperativ Dexamethason erhalten haben oder kein Dexamethason, durchgefiihrt
werden. Hierfiir konnte auf ein separat durchgefiihrtes Screening zuriickgegriffen werden, das
dankenswerterweise von Dr. T. Araceli (Klinik und Poliklinik fiir Neurochirurgie) zur
Verfligung gestellt wurde. Hier konnten n=4 Patienten mit cerebralen Melanommetastasen und
n=5 Patienten mit cerebralen NSCLC-Metastasen identifiziert werden, die prédoperativ
Dexamethason-naiv waren. Entsprechend konnten n=10 (cerebrale Melanommetastasen) bzw.
n=12  (cerebrale = NSCLC-Metastasen) = Dexamethason-behandelte  Patientenproben

eingeschlossen werden.

Die klinischen Daten der eingeschlossenen Glioblastompatienten zeigten sich ohne signifikante
Unterschiede hinsichtlich des Geschlechtes, des medianen Alters, des medianen praoperativen
Karnofsky-Index, des MGMT-Promoter-Status, des Tumorvolumens oder des

Resektionsausmales (s. Tabelle 14).

Im Vergleich des progressionsfreien Uberlebens zeigte sich zwischen den Gruppen kein
signifikanter Unterschied, jedoch zeigte sich im Gesamtiiberleben fiir unserer Kohorte ein
signifikanter Unterschied (p=0,021) mit deutlichem Uberlebensvorteil in der prioperativ
Dexamethason-naiven Kohorte (15,2 Monate vs. 7,3 Monate). In der multivariaten Cox-
Regressionsanalyse war Dexamethason signifikant mit einem erhohten Risiko fiir schlechteres

Gesamtiiberleben assoziiert (HR=3,290; 95%-KI: 1,285-8,423, p=0,013) (s. Abbildung 33).
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Dexamethason-naiv | Dexamethason-behandelt | p =

PFS (median; Monate) 10,8 (range: 2,1-28,1) | 7,2 (range: 1,1-23,8) 0,621
OS (median; Monate) 15,2 (range: 2,2-42,1) | 7,3 (range: 1,2-28,8) 0,021

Harzard 95% Konfidenzintervall p -Wert

Ratio
Alter 1.058 1.005 1.115 0.032
KPI 1.009 0.973 1.047 0.617
MGMT-Status 1.587 0.710 3.546 0.259
Dexamethason 3.290 1.285 8.423 0.013

Abbildung 33: Vergleich von PFS und OS beider Gruppen sowie Multivariate Cox
Regressionsanalyse (Gesamtiiberleben). Oben links: Kaplan-Meier Kurve zur Darstellung des PFS in
beiden Gruppen. Oben rechts: Kaplan-Meier Kurve zur Darstellung des Gesamtiiberlebens in beiden
Gruppen. Mitte: PFS und Gesamtiiberleben beider Gruppen. Patienten dieser Kohorte, die préoperativ
(vor der ersten Operation) mit Dexamethason behandelt wurden, zeigen ein signifikant schlechteres
Gesamtiiberleben (p=0,021). Unten: Multivariate Cox-Regressionsanalyse mit signifikanten Effekten

fur Alter und Dexamethason.

In der Gruppe der pridoperativ mit Dexamethason behandelten Patienten zeigte sich die Dauer
der préoperativen Dexamethasonexposition im Median mit 5 Tagen (range: 2 - 14d) und die
mediane kumulative Dosis iiber die Zeit mit 56 mg (range: 12 - 204 mg), wobei als Ausrei3er
ein Patient statt Dexamethason das Glucokortikoid Methylprednisolon erhalten hat, wo sich ein
Dexamethasondquivalent von 800 mg ergibt. Zur besseren Wiedergabe der Exposition iiber die

Zeit wurde die Area under the Curve (AUC) tageweise anhand der Trapezregel berechnet:
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In Abbildung 34 ist fir jeden Dexamethason-behandelten Patienten die Anzahl der

préoperativen Dexamethasongaben

aufgetragen.
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Abbildung 34: Funktion des Zeitraums der Dexamethasongabe prioperativ und der kumulativen

Dexamethasondosis iiber die Zeit (AUC). Area under the curve (AUC) nach der Trapezregel als

Anndherung an die kumulative Dexamethasonexposition iiber die Zeit.
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Abbildung 35: Darstellung der geometrischen Mittelwerte mit 95% Konfidenzintervall des fold

change der Transkripte von ARG1 im Glioblastom. Oben links: Subgruppierung in préoperativ

Dexamethason-naive, Dexamethason < 4 Tage und Dexamethason > 4 Tage behandelte Patienten. Oben

rechts: Dichotomer Vergleich von Dexamethason-naiven und Dexamethason-behandelten Patienten.

Unten: Korrelation der kumulativen Dexamethasondosis mit der Trapezregel (AUC) (= x-Achse) mit

der Genexpressionsverdnderung (= y-Achse). Es ergibt sich eine moderate positive Korrelation

zwischen kumulativer Dexamethasondosis und ARG1 Genexpressionsverdanderung im zweiseitigen

Spearman-Korrelations-Test: p = 0,5653, p = 0,0021.

96



Im Vergleich der Gruppe, die kein, <4 und > 4 Tage Dexamethason erhalten haben, zeigen sich
signifikante Effekte in der ARGI1-Genexpressionsverdanderung (Kruskal-Wallis Test,
p=0,0112). Der angepasste p-Wert fiir Mehrfachvergleiche zwischen unbehandelter Gruppe und
<4 Tage bzw. > 4 Tage mit Dexamethason behandelter Gruppe ergibt hier keinen Unterschied
(p=0,9749) bzw. eine signifikant erhohte ARGI1-Expression in der > 4d Dexamethason
behandelten Gruppe (p=0,0071). Im dichotomen Vergleich von unbehandelt vs. Dexamethason-
behandelt zeigt sich ein signifikanter Effekt (Mann-Whitney U Test, p=0,0218).

Es ergibt sich eine moderate positive Korrelation zwischen kumulativer Dexamethasondosis
und ARG1 Genexpressionsverdnderung im zweiseitigen Spearman-Korrelations-Test: p =

0,5653, p = 0,0021 (s. Abbildung 35).
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Abbildung 36: Darstellung der geometrischen Mittelwerte mit 95% Konfidenzintervall des fold
change der Transkripte von ARG1 in Hirnmetastasen (malignes Melanom und NSCLC). Links:
Vergleich der prdoperativ Dexamethason-naiven und Dexamethason-behandelten cerebralen
Metastasenpatienten. Mitte: Nur cerebrale Melanommetastasen. Rechts: nur cerebrale NSCLC-

Metastasen.

Im Vergleich der unbehandelten Gruppe und der Dexamethason-behandelten Gruppe zeigt sich
ein  signifikanter =~ Unterschied mit erhohter Expression von ARGl nach
Dexamethasonbehandlung (Mann-Whitney U Test, p=0,0018). Bei Betrachtung nur der
Melanommetastasen zeigt sich hier kein signifikanter Unterschied (Mann-Whitney U Test,
p=0,1419) bei sehr geringer n-Zahl, jedoch eine tendenzielle Zunahme der Expression von
ARGI1 bei Dexamethasonbehandlung. In der NSCLC-Gruppe zeigt sich eine signifikante
Zunahme der ARGI1-Expression in der Dexamethasongruppe (Mann-Whitney U Test,
p=0,0094) (s. Abbildung 36).
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Abbildung 37: Darstellung der geometrischen Mittelwerte mit 95% Konfidenzintervall des fold
change der Transkripte von iNOS im Glioblastom. Oben links: Subgruppierung in préoperativ
Dexamethason-naive, Dexamethason < 4 Tage und Dexamethason > 4 Tage behandelte Patienten. Oben
rechts: Dichotomer Vergleich von Dexamethason-naiven und Dexamethason-behandelten Patienten.
Unten: Korrelation der kumulativen Dexamethasondosis mit der Trapezregel (AUC) (= x-Achse) mit
der Genexpressionsverdanderung (= y-Achse) ohne Signifikanz: zweiseitiger Spearman-Korrelations-

Test: p=-0,1719, p = 0,3911.
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Im Vergleich der Gruppe, die kein, <4 und > 4 Tage Dexamethason erhalten haben, zeigen sich
keine signifikanten Effekte (Kruskal-Wallis Test, p=0,7946). Der angepasste p-Wert fiir
Mehrfachvergleiche zwischen unbehandelter Gruppe und < 4 Tage bzw. > 4 Tage mit
Dexamethason behandelter Gruppe ergibt auch hier keine signifikanten Unterschiede
(p>0,9999 bzw. p=0,9984). Im dichotomen Vergleich von unbehandelt vs. Dexamethason-
behandelt zeigt sich kein signifikanter Effekt (Mann-Whitney U Test, p=0,5423).

Es ergibt sich keine Korrelation zwischen kumulativer Dexamethasondosis und iNOS-
Genexpressionsverdnderung im zweiseitigen Spearman-Korrelations-Test: p = -0,1719, p =

0,3911 (s. Abbildung 37).
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Abbildung 38: Darstellung der geometrischen Mittelwerte mit 95% Konfidenzintervall des fold
change der Transkripte von iNOS in Hirnmetastasen (malignes Melanom und NSCLC). Links:
Vergleich der pridoperativ Dexamethason-naiven und Dexamethason-behandelten cerebralen
Metastasenpatienten. Mitte: Nur cerebrale Melanommetastasen. Rechts: Nur cerebrale NSCLC-

Metastasen.

Im Vergleich der unbehandelten Gruppe mit der Dexamethason-behandelten Gruppe zeigt sich
kein signifikanter Unterschied (Mann-Whitney U Test, p=0,4798). Mitte: Bei Betrachtung nur
der Melanommetastasen zeigt sich hier tendenziell eine verringerte Expression von iNOS, ein
signifikanter Effekt wird bei geringer n-Zahl jedoch verpasst (Mann-Whitney U Test,
p=0,0539). In der NSCLC-Gruppe zeigt sich keine signifikante Zunahme der iNOS-Expression
in der Dexamethasongruppe (Mann-Whitney U Test, p=0,7990) (s. Abbildung 38).
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2. CXCL2/IL8-CXCR2-Achse
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Abbildung 39: Darstellung der geometrischen Mittelwerte mit 95% Konfidenzintervall des fold

change der Transkripte von IL-8 im Glioblastom. Oben links: Subgruppierung in préoperativ
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Dexamethason-naive, Dexamethason < 4 Tage und Dexamethason > 4 Tage behandelte Patienten. Oben
rechts: Dichotomer Vergleich von Dexamethason-naiven und Dexamethason-behandelten Patienten.
Mitte: Western Blot fiir IL-8 von Glioblastomproben. Qualitativ bildet sich im Western Blot ein gewisser
Zusammenhang der erhohten Genexpression (fold change) mit der Bandenintensitét. Unten: Korrelation
der kumulativen Dexamethasondosis mit der Trapezregel (trapezoidal rule) (AUC) (= x-Achse) mit der
Genexpressionsverdnderung (= y-Achse) ohne Signifikanz: zweiseitigen Spearman-Korrelations-Test:

p=0,2733,p = 0,1678.

Im Vergleich der Gruppe, die kein, <4 und > 4 Tage Dexamethason erhalten haben, zeigen sich
keine signifikanten Effekte (Kruskal-Wallis Test, p=0,0770). Der angepasste p-Wert fiir
Mehrfachvergleiche zwischen unbehandelter Gruppe und < 4 Tage bzw. > 4 Tage mit
Dexamethason behandelter Gruppe ergibt keinen signifikanten Unterschied fiir < 4 Tage
(p>0,9999), fiir die > 4 Tage behandelte Gruppe zeigt sich eine tendenziell erhohte IL-8
Expression, ein signifikanter Effekt wird hier allerdings verpasst (p=0,0770). Im dichotomen
Vergleich von unbehandelt vs. Dexamethason-behandelt zeigt sich kein signifikanter Effekt

(Mann-Whitney U Test, p=0,1573).

Es ergibt sich keine Korrelation zwischen kumulativer Dexamethasondosis und IL-8-
Genexpressionsverdnderung im zweiseitigen Spearman-Korrelations-Test: p = 0,2733, p =

0,1678 (s. Abbildung 39).

Zur qualitativen Darstellung der vorhandenen Konzentration des Liganden IL-8 auf
Proteinebene (nur M1/M2-Marker und CXCR2 wurden auf Proteinebene im FFPE-Schnitt
nachvollzogen) in der Gewebeprobe wurde die Bandenausprigung im Western Blot im

Vergleich zu vorhandenen Genexpression gegeniibergestellt (s. Abbildung 39).
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Abbildung 40: Darstellung der geometrischen Mittelwerte mit 95% Konfidenzintervall des fold
change der Transkripte von IL-8 in Hirnmetastasen (malignes Melanom und NSCLC). Links:
Vergleich der préoperativ. Dexamethason-naiven und Dexamethason-behandelten cerebralen

Metastasenpatienten. Mitte: Nur cerebrale Melanommetastasen. Rechts: Nur cerebrale NSCLC-

Metastasen.

Im Vergleich der unbehandelten Gruppe mit der Dexamethason behandelten Gruppe zeigt sich
kein signifikanter Unterschied (Mann-Whitney U Test, p=0,8403). Bei Betrachtung der
Melanommetastasen zeigt sich kein signifikanter Effekt (Mann-Whitney U Test, p=0,5185).
Ebenso zeigt sich in der NSCLC-Gruppe kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen

(Mann-Whitney U Test, p=0,7214) (s. Abbildung 40).
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Abbildung 41: Darstellung der geometrischen Mittelwerte mit 95% Konfidenzintervall des fold
change der Transkripte von CXCL2 im Glioblastom. Oben links: Subgruppierung in préoperativ
Dexamethason-naive, Dexamethason < 4 Tage und Dexamethason > 4 Tage behandelte Patienten. Oben

rechts: Dichotomer Vergleich von Dexamethason-naiven und Dexamethason-behandelten Patienten.
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Mitte: Western Blot fiir CXCL2 von Glioblastomproben. Ein qualitativer Zusammenhang im Western
Blot mit Genexpressionsverdnderungen (fold change) ergibt sich nur teilweise bei insgesamt schwacher
Bandenauspragung. Unfen: Korrelation der kumulativen Dexamethasondosis mit der Trapezregel
(AUC) (= x-Achse) mit der Genexpressionsverdnderung (= y-Achse) ohne Signifikanz: zweiseitiger

Spearman-Korrelations-Test: p = -0,04428, p = 0,8264.

Im Vergleich der Gruppe, die kein, <4 und > 4 Tage Dexamethason erhalten haben, zeigen sich
keine signifikanten Effekte (Kruskal-Wallis Test, p=0,1111). Der angepasste p-Wert fiir
Mehrfachvergleiche zwischen unbehandelter Gruppe und < 4 Tage bzw. > 4 Tage mit
Dexamethason behandelten Gruppe ergibt eine tendenzielle Zunahme der CXCL2-Expression
fiir < 4 Tage, ein statistisch signifikanter Unterschied ergibt sich jedoch nicht (p=0,0784). Kein
signifikanter Unterschied zeigt sich fiir die > 4 Tage mit Dexamethason behandelte Gruppe
(p=0,4103). Im dichotomen Vergleich von unbehandelt vs. Dexamethason behandelt zeigt sich
lediglich die Tendenz zu erhohter CXCL2-Expression (Mann-Whitney U Test, p=0,0607).

Es ergibt sich keine Korrelation zwischen kumulativer Dexamethasondosis und CXCL2
Genexpressionsverdnderung im zweiseitigen Spearman-Korrelations-Test: p = -0,04428, p =

0,8264 (s. Abbildung 41).

Zur qualitativen Darstellung der vorhandenen Konzentration des Liganden CXCL2 auf
Proteinebene (nur M1/M2-Marker und CXCR2 wurden auf Proteinebene im FFPE-Schnitt
nachvollzogen) in der Gewebeprobe wurde die Bandenausprigung im Western Blot im

Vergleich zu vorhandenen Genexpression gegeniibergestellt (s. Abbildung 41).
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Abbildung 42: Darstellung der geometrischen Mittelwerte mit 95% Konfidenzintervall des fold
change der Transkripte von CXCL2 in Hirnmetastasen (malignes Melanom und NSCLC). Links:

Vergleich der prdoperativ Dexamethason-naiven und Dexamethason-behandelten cerebralen
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Metastasenpatienten. Mitte: Nur cerebrale Melanommetastasen. Rechts: Nur cerebrale NSCLC-

Metastasen.

Im Vergleich der unbehandelten Gruppe mit der Dexamethason behandelten Gruppe zeigt sich
kein signifikanter Unterschied fiir CXCL2 bei cerebralen Metastasen (Mann-Whitney U Test,
p=0,5635). Bei Betrachtung der Melanommetastasen zeigt sich kein signifikanter Effekt
(Mann-Whitney U Test, p>0,9999). Ebenso zeigt sich in der NSCLC-Gruppe kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen (Mann-Whitney U Test, p=0,4103) (s. Abbildung 42).
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Correlation Dexamethasone x CXCR2 expression
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Abbildung 43: Darstellung der geometrischen Mittelwerte mit 95% Konfidenzintervall des fold
change der Transkripte von CXCR2 im Glioblastom. Oben links: Subgruppierung in praoperativ
Dexamethason-naive, Dexamethason < 4 Tage und Dexamethason > 4 Tage behandelte Patienten. Oben
rechts: Dichotomer Vergleich von Dexamethason-naiven und Dexamethason-behandelten Patienten.
Unten: Korrelation der kumulativen Dexamethasondosis mit der Trapezregel (AUC) (= x-Achse) mit
der Genexpressionsverdanderung (= y-Achse) ohne Signifikanz: zweiseitiger Spearman-Korrelations-

Test: p=0,2380, p = 0,2320.

Im Vergleich der Gruppe, die kein, <4 und > 4 Tage Dexamethason erhalten haben, zeigen sich
keine signifikanten Effekte fiir die CXCR2-Genexpression (Kruskal-Wallis Test, p=0,0962) bei
groler Streubreite innerhalb der Gruppen. Der angepasste p-Wert fiir Mehrfachvergleiche
zwischen unbehandelter Gruppe und < 4 Tage bzw. > 4 Tage mit Dexamethason behandelter
Gruppe ergibt einen signifikanten Unterschied fiir < 4 Tage (p>0,9999), fiir die > 4 Tage
behandelte Gruppe zeigt sich eine tendenziell erhohte CXCR2-Expression, ein signifikanter
Effekt findet sich jedoch nicht (p=0,1965). Im dichotomen Vergleich von unbehandelt vs.
Dexamethason behandelt zeigt sich kein signifikanter Effekt (Mann-Whitney U Test,
p=0,3731).

Es ergibt sich keine Korrelation zwischen kumulativer Dexamethasondosis und CXCR2
Genexpressionsverdnderung. Zweiseitiger Spearman-Korrelations-Test: p =0,2380, p = 0,2320

(s. Abbildung 43).
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Abbildung 44: Darstellung der geometrischen Mittelwerte mit 95% Konfidenzintervall des fold
change der Transkripte von CXCR2 in Hirnmetastasen (malignes Melanom und NSCLC). Links:
Vergleich der préoperativ. Dexamethason-naiven und Dexamethason-behandelten cerebralen
Metastasenpatienten. Mitte: Nur cerebrale Melanommetastasen. Rechts: Nur cerebrale NSCLC-

Metastasen.

Im Vergleich der unbehandelten Gruppe mit der Dexamethason-behandelten Gruppe zeigt sich
kein signifikanter Unterschied (Mann-Whitney U Test, p=0,5635). Bei Betrachtung der
Melanommetastasen zeigt sich kein signifikanter Effekt (Mann-Whitney U Test, p=0,4535).
Ebenso zeigt sich in der NSCLC-Gruppe kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
(Mann-Whitney U Test, p=0,7990) (s. Abbildung 44).

107



Correlation CXCL2 x IL-8 expression (GBM Dex) Correlation CXCR2 x IL.-8 expression (GBM Dex)

60— [
100 L4
- © 30
g ™ 220y
o » ®© °
& 30 S
5 o 15-°
o ]
S 204 o 10 -
- o
*® O
= 104 X 5
© i ° °
0 . 0 —e L So .
0 2 4 6 8 10 12 0 10 20 30 110
CXCL2 (fold change) IL-8 (fold change)

Correlation CXCR2 x CXCL2 expression (GBM Dex)

60 °

H
o
1

CXCR2 (fold change)
S
1

1
0 5 10 15 20 25

CXCL2 (fold change)

Abbildung 45: Darstellung moglicher Zusammenhinge innerhalb der CXCR2-CXCL2/IL-8
Achse.

Es zeigt sich eine moderate positive Korrelation zwischen CXCL2- und IL-8-
Genexpressionsveranderung im einseitigen Spearman-Korrelations-Test: p = 0,3767, p =
0,0264. Keine Korrelation zeigt sich zwischen CXCR2- und IL-8-Expression (zweiseitiger
Spearman-Korrelations-Test: p = 0,18877, p = 0,3459). Eine moderate positive Korrelation
zeigt sich zwischen CXCR2- und CXCL2-Genexpressionsverdnderung (zweiseitiger

Spearman-Korrelations-Test: p = 0,4034, p = 0,0370) (s. Abbildung 45).

iii. Dexamethasongabe hat Einfluss auf zellulirer Ebene -
Immunfluoreszenz-Farbung FFPE

1. T-Zell Haufigkeit: Dexamethason fiihrt zu messbarer Depletion

In unserer Immunfluoreszenzfarbung an FFPE-Schnitten zur Darstellung CD3-positiver Zellen

zeigte sich in unserem Patientenkollektiv eine signifikant geringere Anzahl CD3-positiver
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Partikel pro Zellkern (s. Abbildung 46) und somit einen T-Zell-Depletionseffekt durch eine
priaoperative Dexamethasongabe im Glioblastastom. Das Auftreten von T-Zellen im FFPE-
Schnitt war deutlich variabel insbesondere abhidngig von benachbarten Gefaf3strukturen, so dass
zur Auswertung pro Fall {iber eine Vielzahl von Sichtfeldern (im Durchschnitt n=85 Sichtfelder
pro Schnitt) bei 20-facher VergroBerung die Haufigkeit von CD3-positiven Partikeln bestimmt

wurde, um die lokalisationsabhéngige Effekte zu reduzieren.
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Abbildung 46: Auswertung der T-Zell-Frequenz in immunfluoreszenzgefirbten FFPE-Schnitten.

ratio of mCherry* / number of nuclei

Bildausschnitt mit niedrigem Anteil von CD3"-Partikeln pro Zellkern (links), und Bildausschnitt mit
hohem CD3"-Partikel-Anteil (mittig). Rechts: Verhiltnis von mCherry-positiven Partikeln (CD3-
Positivitdt) zu Anzahl der Nuclei bei Dexamethason-Nativen und Dexamethason-Behandelten. Jeder
Datenpunkt ergibt sich aus der Analyse zusammengesetzter Bilder (BigTIFF) bestehend aus im Mittel
85 Sichtfeldern bei 20facher Vergrofierung.

2. Einfluss von Dexamethason auf das GAMM-Kompartiment und
GAMM-assoziierte CXCR2-Expression.

Zur Untersuchung der zelluldren Verteilung innerhalb des GAMM-Kompartiments und zur
Einordnung der CXCR2-Verteilung haben wir eine 4-fach Immunfluoreszenzfiarbung zur
Anwendung auf den entsprechenden FFPE-Schnitten der einzelnen humanen
Glioblastomproben etabliert. Es erfolgte die kombinierte Anwendung von priméiren goat anti-
Ibal (zur Darstellung der gesamten GAMM), rabbit anti-CXCR2 und mouse anti-TMEM119
(zur Darstellung der Mikroglia) Antikorper in Kombination mit entsprechenden sekundéren
Antikorpern donkey Anti-Goat IgG (Cy5), donkey Anti-Rabbit IgG (Alexa Fluor 594) und
donkey Anti-Mouse IgG (Alexa Fluor 488) sowie Hoechst33342 zur nukledren Darstellung.
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Abbildung 47: Relative Fliche (%), die sich in den immunfluoreszenzgefarbten FFPE-Schnitten
Ibal* (links) und TMEMI119" zeigt. In der Dexamethason-behandelten Gruppe zeigt sich ein
signifikant niedriger Ibal-positiver Anteil (ungepaarter t-Test, p=0,0077). In der Dexamethason-
behandelten Gruppe zeigt sich ein signifikant erniedrigter TMEM119-positiver Anteil (ungepaarter t-
Test, p=0,0026).

Zunichst erfolgte die einfache Auswertung nach Ibal- bzw. TMEM119-positiver relativer
Fliache (%) anhand zufillig ausgewéhlter Areale, die bei 20-facher Vergrof3erung aus multiplen
(im Mittel n=40) Sichtfeldern zusammengesetzt waren. Hier zeigte sich bei
Dexamethasonbehandlung sowohl eine signifikant geringere Ibal-positive, als auch geringere

TMEM119-positive relative Flache (s. Abbildung 47).
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Abbildung  48: Auswertung der Makrophagen-Mikroglia-Verteilung abhingig von

Dexamethasongabe. Oben: Exemplarische Darstellung von Mikroglia-dominiertem (links) bzw.
Makrophagen-dominiertem (rechts) Ausschnitt. Ibal = rot, TMEMI119 = griin, Kernfarbung = blau.
Unten: In der Kolokalisierungsanalyse zeigt sich der Anteil des TMEM119%/Ibal* Areals am gesamt
Ibal* Areal nach Dexamethasonbehandlung signifikant erniedrigt (ungepaarter t-Test, p=0,0286), was
auf einen erhohten Makrophagen-Anteil hindeutet. Beispielhaft mit weilen Pfeilen markiert sind
Ibal/TMEM119 Zellen im Mikroglia-dominierten Schnitt dargestellt, welche aus dem Knochenmark

eingewanderte Makrophagen darstellen.

Zur Abschitzung der GAMM-Verteilung in Mikroglia und Makrophagen erfolgte eine
Kolokalisierungsanalyse. Indem man die Flache des kolokalisierten TMEM119-positiven und
Ibal-positiven Areals ins Verhiltnis zur Gesamtfliache, die Ibal-positiv ist, setzt, erhdlt man
einen Schitzwert des mikroglialen Anteils am gesamten GAMM-Kompartiment. Hier zeigt sich
in der Dexamethason-behandelten Gruppe ein erhohter Anteil von aus dem Knochenmark
stammenden Makrophagen bzw. im Verhéltnis ein erniedrigter Anteil mikroglialer Zellen im

GAMM-Kompartiment (s. Abbildung 48).

Zur Abschitzung der GAMM bezogenen CXCR2-Expression fithrten wir eine entsprechende
Kolokalisierungsanalyse ~ mit  Darstellung der  Ibal+/CXCR2+  Fliche  bzw.
TMEMI119"/CXCR2" kolokalisierten Flidche im Verhiltnis zur Gesamt-CXCR2" Fliache. Hier
zeigte sich CXCR2-Positivitdt durch Dexamethason vermehrt auf Ibal-negativen Zellen bzw.

relativ gesechen im GAMM vermindert exprimiert. Das Verhéltnis von TMEM119 positiver
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CXCR2-Expression  zur  Gesamt-CXCR2-Expression  zeigte sich  durch  die
Dexamethasonbehandlung unverdndert (s. Abbildung 49).
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Abbildung 49: Auswertung der CXCR2-Expression und Kolokalisierung mit Makrophagen oder
Mikroglia in FFPE-Schnitten. Oben links: In der Kolokalisierungsanalyse zeigt sich der Anteil des
Ibal "/CXCR2" Areals am Gesamt-CXCR2" Areal nach Dexamethasonbehandlung signifikant erniedrigt
(ungepaarter t-Test, p=0,0094), was auf einen erh6hten Anteil anderer CXCR2 exprimierender Zellen
hindeutet oder auf einen niedrigeren Anteil CXCR2-positiver GAMM. Oben rechts: Exemplarische
Darstellung Ibal-positiver Zellen (rot) und CXCR2-positiver Zellen (gelb). Zweite Reihe links:
Kolokalisierungsanalyse mit Abbildung der TMEM119"/CXCR2" Flache am Gesamt-CXCR2", was
sich nach Dexamethasonbehandlung unverindert zeigt (ungepaarter t-Test, p=0,2075) und somit auf
eine Dexamethason-unabhédngige mikrogliale CXCR2-Expression hindeutet. Zweite Reihe rechts:
Exemplarische Darstellung TMEM119-positiver Zellen (griin) und CXCR2-positiver Zellen (gelb).
Dritte Reihe links: Relative Flache (%), die sich in den immunfluoreszenzgefarbten FFPE-Schnitten
CXCR2" zeigt. In der Dexamethason-behandelten Gruppe zeigt sich keine signifikante Anderung des
CXCR2-positiven Anteils (ungepaarter t-Test, p=0,1981). Dritte Reihe rechts: Exemplarische
Darstellung CXCR2-positiver Zellen (gelb) und der Zellkerne (blau). Unten: Darstellung aller vier
iiberlagerten Kanile (Ibal = rot, TMEM119 = griin, CXCR2 = grau, Zellkerne = blau).
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3. iINOS/CD206-Verhiltnis: iNOS/CD206-Quotient = M1/M2-
Verhiltnis im Schnitt

Zur Darstellung der M1-/M2-Marker im zelluldiren Kontext haben wir eine 4-fach
Immunfluoreszenzfiarbung zur Anwendung auf den entsprechenden FFPE-Schnitten der
einzelnen humanen Glioblastomproben etabliert. Es erfolgte die kombinierte Anwendung von
priméren goat anti-Ibal (zur Darstellung der gesamten GAMM), rabbit anti-CD206 (M2) und
mouse anti-INOS (M1) Antikérper in Kombination mit entsprechenden sekundéren
Antikdrpern donkey Anti-Goat IgG (Cy5), donkey Anti-Rabbit IgG (Alexa Fluor 594) und
donkey Anti-Mouse IgG (Alexa Fluor 488) sowie Hoechst33342 zur nukledren Darstellung.

Zur Auswertung wurde die CD206 und iNOS positive relative Fliache (%) anhand zufillig
ausgewdhlter Areale, die bei 20-facher VergroBerung aus multiplen (im Mittel n=40)
Sichtfeldern zusammengesetzt waren, bestimmt und anschliefend der Quotient aus iNOS und

CD206 bestimmt. Hier zeigte sich bei Dexamethasonbehandlung ein signifikant geringerer

Quotient (s. Abbildung 50).
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Abbildung 50: Darstellung der iNOS (M1) und CD206 (M2) Verteilung im FFPE-Schnitt. Oben
links: Verhéltnis der iNOS" Flache (M1-Marker) zur CD206" Flache (M2-Marker). Hier zeigt sich der
Quotient in der Dexamethason-Gruppe erniedrigt (ungepaarter t-Test, p=0,0005), was auf eine geringere
iNOS- oder erhohte CD206-Positivitdt hinweist. Oben rechts: Beispielhaft Darstellung von CD206
(gelb) und iNOS positiven (griin) Zellen im Overlay. Mitte: CD206 (gelb) und Zellkernfarbung (blau)
(links) sowie iNOS (griin) und Zellkernfarbung (blau). Unten: Overlay der gesamten 4-fach
Immunfluoreszenzfarbung (Ibal = rot, iNOS = griin, CD206 = gelb, Zellkerne = blau).
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4. Diskussion

a. Ubersicht

Ziel des ersten Teils dieser Dissertation war zunédchst die Etablierung des ex vivo Ratten-OBSC-
Modells zur Untersuchung von immunologischen Einfliissen auf das Auswachsen von
Glioblastomzelllinien-Spharoiden. Hier waren das mikrogliale Kompartiment, die mit
pleiotropen immunologischen Effekten einhergehende und routinemiBig durchgefiihrte
Dexamethasonbehandlung, sowie immunologische Signalachsen im Glioblastom von
besonderem Interesse. Mehrere Uberlegungen wurden hier vorausgesetzt: 1) Zur Reduktion
xenogener Effekte wurden speziesgetreu Rattenzelllinien verwendet, welche zunichst anhand
verschiedener in vitro Experimente (Transwell Invasion, Wundheilungsmigrationsassay, ATP-
Assay etc.) in ihrem Verhalten charakterisiert wurden. 2) Das Vorherrschen von Mikroglia ohne
einwandernde peripheren Makrophagen (BMDM) im OBSC eignet sich als Modell fiir eine
gewisse Nachbildung der Situation in der Randzone des Glioblastoms mit Erstkontakt zu
vorherrschenden hirnresidenten Mikroglia. 3) Die Moglichkeit der Mikroglia-Depletion eignet
sich zur Darstellung des mikroglialen Effekts auf das Auswachsen des Zellliniensphéroids. 4)
Aus dem Uberstand des OBSC kann hypothesen-generierend die differentielle Sekretion von
immunologischen Faktoren, abhédngig von Behandlung und Mikroglia-Depletion, untersucht
werden. 5) Die Beeinflussung eines differentiellen Signalweges kann durch entsprechende

Behandlung den Effekt auf das Zelllinienauswachsen aufzeigen.

Im zweiten Teil dieser Dissertation sollte der durch Dexamethason und Mikroglia differentiell
beeinflusste  Signalweg  (=CXCL2-CXCR2-Achse) an  retrospektiven = humanen
Glioblastomproben nachvollzogen werden: 1) Zundchst wurden Glioblastompatienten mit
vorhandenem FF-Gewebe in unserer Biobank identifiziert, die praoperativ kein Dexamethason
erhalten hatten. Entsprechend gematchte Patienten, die prdoperativ Dexamethason erhalten
hatten, wurden dariiber hinaus identifiziert. 2) Hypothesen-getrieben erfolgte die Untersuchung
der CXCL2/IL8-CXCR2-Achse bezogen auf die Genexpressionsebene mittels qPCR (FF-
Sample), der Proteinebene (CXCL2/IL8) mittels Western Blot und der Verteilung der CXCR2-
Expression in situ in Bezug auf Mikroglia (Ibal+/TMEMI119+) und Makrophagen
(Ibal+/TMEMI119-) anhand der entsprechenden FFPE-Schnitte. 3) Das myeloide
Kompartiment wurde auf die differentielle Expression der klassischen M1/M2-Marker mittels
gPCR (iNOS-Expression=M1/Argl=M2) sowie die zelluldre Verteilung mittels 4-plex
Immunfluoreszenzfarbung (Ibal, iINOS, CD206) an den entsprechenden FFPE-Schnitten

untersucht.
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b. Einordnung der in vitro und ex vivo Ergebnisse

Die Untersuchungen am Rattenhirnschnittmodell (OBSC) stellen einen Kompromiss zwischen
mechanistischer Vereinfachung zur experimentellen Untersuchung einzelner Komponenten
(z.B. Mikroglia, CXCL2-CXCR2-Achse) und biologischer Realitdtsnéhe dar. Insbesondere die
von systemisch ~ einwandernden =~ Immunzellen = abgetrennte immunologische
Tumormikroumgebung (TiME) ermoglicht die isolierte Betrachtung des Effektes des
mikroglialen Kompartiments auch durch die Mdglichkeit der hochspezifischen Mikroglia-
Depletion. Hierdurch lésst sich insbesondere die mikroglia-dominierte peritumorale Zone des
Glioblastoms nachstellen und ermdglicht entsprechende mechanistische Untersuchungen.
Somit konnten wir den Einfluss von zwei unterschiedlichen OBSC Sphiroid
Mikroumgebungen (Mikroglia nativ und Mikroglia-depletiert) untersuchen und die Effekte der
Behandlung mit Dexamethason und CXCR2-Blockade nachvollziehen.

1. Mikroglia im ex vivo Modell

Das als GAMM zusammengefasste Kompartiment im Glioblastom stellt den Hauptanteil der
immunologischen Tumormikroumgebung im Glioblastom dar [238]. Die phéanotypische
Betrachtung dieses Kompartiments im Glioblastom kann klassischerweise bestimmten Markern
entsprechend der M1/M2-Klassifikation folgen [47, 48], ohne hierbei zwischen den
ontogenetisch unterschiedlichen Zellgruppen der hirn-residenten Mikroglia und den aus der
Peripherie eingewanderten Makrophagen zu unterscheiden [41-43].

Wihrend Untersuchungen zur prognostischen Rolle des GAMM-Kompartiments
unterschiedliche, aber meist Zusammenhinge mit negativen protumorigenen Einfliissen auf das
GBM herstellen konnten [58-61] und eine hohe Anzahl von GAMM-Zellen mit einer
schlechteren Gesamtiiberlebensrate in Verbindung gebracht wurde, und dementsprechend
préklinische Studien mit Re-Edukation oder Depletion von GAMM-Zellen Vorteile aufzeigen
konnten, erwies sich dies jedoch in klinischen Studien als nicht wirksam (79). Gleichzeitig
korrelierte ein hoherer Anteil von Mikrogliazellen im Kompartiment der Immunzellen mit
einem verbesserten Gesamtiiberleben bei GBM-Patienten (80). Insbesondere gilt es, die hohe
Heterogenitit in der ortlichen Verteilung der mikroglialen und Makrophagen-Anteile zu
beachten, was wiederum fiir eine differentielle Rolle der GAMM-Subgruppen spricht: Wahrend
im zellreichen Tumorzentrum, Nekrosen-assoziiert und perivaskuldr eingewanderte

Makrophagen vorherrschen, findet sich in der peritumoralen Randzone des Glioblastoms als
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~immunologischer Erstkontakt® die Gruppe der hirn-residenten Mikroglia [45]. Die
Umwandlung von direkt anti-tumoral wirksamer mikroglialer Effektorzelle {iber
Tumorpermissivitit hin zu Generierung einer protumorigenen immunologischen
Tumormikroumgebung im ridumlich-zeitlichen Verlauf der peritumoralen Glioblastomzone
wird von verschiedenen immunologischen Signalkaskaden und Zell-Zell-Interaktionen
ausgelost [103, 239]. Ein Ziel dieser Dissertation war es, zundchst eben diese mikroglia-
dominierte Randzonen-Situation mdglichst realititsnah und gleichzeitig experimentell
beeinflussbar im ex vivo OBSC-Modell darzustellen und Effekte auf das Auswachsen von
allogenen Rattenzelllinien-Sphiroiden abhidngig vom mikroglialen Kompartiment zu

untersuchen.

Aufgrund einer Vielzahl bisheriger Untersuchungen zur therapeutischen mikroglialen
Depletion im Glioblastom mit der Rationale einer mikroglialen Re-Edukation hin zu anti-
tumoral wirksamer Mikroglia sind unterschiedliche Wirkstoffe zur mikroglialen Depletion
verfligbar [240]. PLX5622 als CSF1-Rezeptor-Antagonist fiihrt iiber eine Suppression der
pERK1/2 Stimulation zu einem reduzierten Uberleben der myeloiden Zellen, es zeigt sich
effizienter zu schon ldnger verwendeten Mikrogliadepletions-Systemen (wie z.B. Clodronat)
oder dem Vorgénger Pexidartinib (PLX3397), ist sehr selektiv in der Suppression der pERK1/2
Stimulation mit 20-fach hoherer Selektivitat fiir den CSF1-Rezeptor verglichen mit anderen
Kinaseninhibitoren und somit sehr spezifisch in der myeloiden Depletion mit nur geringfiigigen
langanhaltenden Effekte auf andere Zellarten [232, 241]. In unserem Modell zeigte die
Vorbehandlung mit PLX5622 zur Depletion der Mikroglia keinen Einfluss auf das astrogliale
Kompartiment im OBSC.

Uber den gesamten Beobachtungzeitraum hinweg zeigte sich in unserer Untersuchung zwar
eine moderate Regeneration von Mikroglia, wie bei den therapeutischen Ansédtzen der Re-
Edukation erwiinscht [242], jedoch war die Mikrogliazellzahl anhaltend erniedrigt, so dass ein

Vergleich von Mikroglia nativen und Mikroglia-depletierten OBSC moglich war.

Zunichst zeigte sich nach dem Aufbringen des Sphéroids auf die OBSC, dass das
Vorhandensein von Mikroglia mit einem geringeren Auswachsen (Proliferation, Migration,
Invasion) der Glioblastomzelllinien verbunden war bzw. auf den Mikroglia-depletierten OBSC
ein erhohtes Auswachsen zu beobachten war. Dies zeigt einmal mehr die initiale anti-tumorale
Funktion von Mikroglia, die auch alleinstehend als immunologische Effektorzellen fungieren

und somit ein Auswachsen begrenzen kdnnen [74]. Morphologisch konnten wir peri-sphéroidal
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im OBSC aktivierte amoboide Mikroglia nachvollziehen, was eben diese anti-tumorale

Aktivitdt dieses Zellkompartiments unterstreicht.

1i. Dexamethasoneinfliisse in vitro und ex vivo

Da sich in einer Reihe von Zellkulturexperimenten in vitro direkte hemmende Effekte auf die
entsprechende Zelllinien gezeigt hatten, wurden Dexamethason zeitweise sogar anti-tumorale
Effekte bei der Anwendung im Glioblastom zugeschrieben [121, 122, 138-140].

Bei der direkten zweidimensionalen Untersuchung in in vifro Assays konnten wir fiir unsere
Zelllinien unterschiedliche Effekte beobachten:

So zeigte sich im Sphéroidmigrationsassay fiir die S635 und die 9L Zelllinien mit steigender
Dexamethasondosis ein signifikant abnehmendes Auswandern. Fiir die nicht-neoplastische
Astrozytenzelllinie zeigte sich hier kein signifikanter Unterschied durch Dexamethason.
Andererseits zeigte sich im ATP-Assay eine dexamethasondosisabhidngige steigende Viabilitét
fiir die S635 Zelllinie, jedoch mit steigender Dexamethasonbehandlung eine abnehmende
Viabilitat sowohl fiir die 9L und die Astrozytenzelllinie. Bei entsprechend negativen
Auswirkungen von Dexamethason auf die Astrozytenzelllinienviabilitdt in vifro wurde der
Effekt von Dexamethason auf das astrozytire Kompartiment mittels GFAP-
Immunfluoreszenzfiarbung im Ratten OBSC untersucht: Bei der sehr hohen Dosierung (1pg/ml)
zeigten sich hier tatsdchlich ein abnehmender Astrozytengehalt mittels GFAP-Farbung im
kryosektionierten OBSC, jedoch keine Verdnderung des Astrozytengehalts fiir die geringere
Dexamethasondosis.

Einerseits konnte also ein antimigratorischer Dexamethason-Effekt in vitro fiir beide Zelllinien
gezeigt werden, andererseits zeigte die Dexamethasonbehandlung einen deutliche
Zelllinienabhdngigkeit bezogen auf die Viabilitdt: fiir S635 zeigte sich anti-parallel zur
abnehmenden Migration durch Dexamethason im Sphiroidmigrationsassay sogar eine
zunehmende Viabilitit im ATP-Assay, widhrend 9L sowohl anti-migratorisch und mit
verminderter Viabilitdt auf Dexamethason reagierte.

Diese in vitro beobachtete anti-9L-Wirkung (Beobachtungszeitraum 48 Stunden) kam im ex
vivo OBSC-Modell (Beobachtungszeitraum 7 Tage) sogar mit einer fiir manche Schnitte
abnehmenden Fldche des Zellliniensphéroids iiber die Zeit zum Ausdruck, was entsprechend
der anti-migratorischen Effekte und der verringerten Viabilitdt in vitro zu werten ist bei

zusdtzlichem Einwirken der zelluldiren OBSC-Mikroumgebung.
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Aufgrund dieser direkten Toxizitdt auf die 9L Zelllinie (in vitro und ex vivo) musste diese
Zelllinie zur weiteren Untersuchung des Wechselspiels von Dexamethason und Mikroglia
ausgeschlossen werden. Das Ergebnis fiir die 9L Zelllinie reflektierte hier einmal mehr
Ergebnisse aus in vitro Untersuchungen, wo Dexamethason ,,tumorizid*“ auf die Zelllinien in
vitro wirkte, und daraus folgernd Dexamethason im Glioblastom zwischenzeitlich sogar anti-

tumorale Wirkung zugeschrieben wurde [138—-142].

Anders zeigten sich flir die S635-Zelllinie in unserer ex vivo Untersuchung im mikroglia-
nativen OBSC ein erhohtes Auswachsen bei Behandlung mit Dexamethason und kein Effekt im
mikroglia-depletierten OBSC.

In vitro beobachtete Einfliisse im Sinne eines anti-migratorischen Effekts oder eine gesteigerte
Viabilitit zeigten sich hier im Kontext mit indirekten FEinfliissen in Abhingigkeit des
Vorhandenseins von Mikroglia.

Durch die Behandlung mit Dexamethason zeigte sich der anti-tumorale Effekt des mikroglialen
Kompartiments auf mikroglia-nativen OBSC blockiert, mdglicherweise durch Induktion einer
Dysfunktionalitit des mikroglialen Zellkompartiments bzw. durch immunsuppressive Wirkung

auf die Mikroglia durch Dexamethason [243].

1. CXCL2-CXCR2-Achse in vitro und ex vivo

In unserem Modell haben wir CXCL2 als ein von Dexamethasonbehandlung und vom

Vorhandensein von Mikroglia abhéngiges, differenziell sezerniertes Chemokin identifiziert.

CXCL2 wird hauptsédchlich von Astrozyten im Gehirn, aber auch von myeloiden Zelltypen
ausgeschiittet, wiahrend der entsprechende Rezeptor CXCR2 von Mikroglia und anderen
Immunzellen exprimiert wird [84]. Auch wenn der genaue CXCL2-sezernierende Zelltyp in
unserer ex vivo Situation unklar bleibt, wurden Verdnderungen der CXCL2-Sekretion und des

allgemeinen humoralen Fingerabdrucks in Abhédngigkeit von (Vor-)Behandlungen analysiert.

Generell zeigte sich eine verringerte CXCL2-Sekretion in den PLX5622-vorbehandelten
Schnitten zu allen drei Zeitpunkten, vergleicht man diese unabhingig von den sonstigen
Behandlungen, wobei sich die Uberstinden der zweiten Versuchshilfte (Tag 6) weniger
unterschieden als die Uberstiinde der ersten Versuchshilfte (Tag 3) oder der Baseline an Tag 0.
Die tendenzielle Nivellierung der CXCL2-Sekretion iiber die Zeit konnte mehrere Griinde

haben: 1) Die auch in unserem Versuch in der Immunfluoreszenz nachgewiesene Regeneration
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der Mikroglia kann zu einer vermehrten CXCL2-Sekretion in der PLX5622-vorbehandelten
Kondition beitragen und somit die Unterschiede egalisieren. 2) Wechselwirkungen mit dem
Tumorsphéroid konnten iiber die Zeit zu einer Verminderung der CXCL2-Sekretion fiihren,
indem die mikrogliale oder von sonstigen Zellen ausgehende CXCL2-Sekretion unterdriickt
wird, wéihrend eine initiale Antwort auf das Tumorsphéroid zu einem hdéheren Signal fiihrt. 3)
Die kontinuierliche Degradation des OBSC konnte zu verminderter Aktivitdt und Viabilitdt und
somit verringerter CXCL2-Sekretion, unabhéngig von der Vorbehandlung, fiihren. 4) Direkte
Effekte durch die CSF-1R-Antagonisierung fithren am Anfang des Beobachtungszeitraum zu
betonten Effekten, lassen aber im Verlauf nach. 5) Mikrogliale Exhaustion durch entziindliche
Reaktionen und Vorginge durch die Rattenhirnschnitt-Situation fithren zu einem deutlichen

Nachlassen der CXCL2-Sekretion tiber die Zeit.

Bei Betrachtung der CXCL2-Sekretion in den Kontroll-OBSC ohne Sphiroid mit und ohne
PLX5622-Vorbehandlung ist auffallend, dass die CXCL2-Sekretion in Mikroglia nativen
Kontroll-OBSC {iber die Zeit deutlich abnimmt und sich hier eine anfanglich hohere CXCL2-
Sekretion im Vergleich zu den PLX5622-vorbehandelten Kontroll-OBSC an Tag 6 nivelliert.
Das Aufbringen eines Sphéroids auf den Rattenhirnschnitt war mit einer Induktion der CXCL2-
Sekretion vergesellschaftet. Die CXCL2-Konzentration in Kontroll-OBSC mit Sphéroid und
ohne PLX5622-Vorbehandlung ist iiber die Zeit anhaltend erhoht. Dieser Gegensatz
verdeutlicht, dass durch Aufbringen des Sphéroids ein entsprechender mikroglialer Reiz zum
Tragen kommt, der zu einer Zunahme der CXCL2-Konzentration fiihrt. Moglicherweise durch
die Regeneration der Mikroglia oder durch sonstige OBSC-Zellen vermittelt zeigt sich eine
erhohte CXCL2-Konzentration an Tag 6 dann auch in der PLX5622-vorbehandelten Kondition.
Eine Sekretion von CXCL2 durch das S635-Sphéroid selbst konnte als vernachladssigbar gering
in der Baseline Messung ausgeschlossen werden. Es scheint also vielmehr die Interaktion des
Sphéroids mit den co-kultivierten Zellen des OBSC zu sein, die zu einer erhohten CXCL2-
Zytokinsekretion fiihrt.

Bei gleichzeitiger Behandlung mit dem inflammatorischen IL-22 zeigte sich eine signifikant
verstiarkte CXCL2 Sekretion nach Aufbringen des Sphéaroids im Mikroglia nativen OBSC. Eine
entsprechend IL-22-induzierte Erhdhung von CXCL2 ist bei kolorektalen Tumorzelllinien
beschrieben worden, da hier die pro-inflammatorische Wirksamkeit von IL-22 {iber ein

CXCL2-vermitteltes Neutrophilen-Recruitment vermittelt wird [244].
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Uber die Zeit betrachtet fiihrt Interleukin-10 als anti-inflammatorisches Zytokin ebenso zu
verstiarkter CXCL2-Sekretion an Tag 3 sowohl Mikroglia nativ als auch PLX5622-
vorbehandelt, jedoch zeigt sich im Direktvergleich kein Unterschied zur Kontrolle ohne
Behandlung. Es zeigt sich also durch die anti-inflammatorische Signalisierung durch IL-10
keine verminderte CXCL2-Sekretion. Zwar konnte im murinen Modell eine Repression von
CXCL2-Sekretion durch IL-10 in Makrophagen beobachtet werden [245], moglicherweise hat
IL-10 in diesem Zusammenhang keinen Effekt auf die in unseren OBSC isoliert vorhandene

Mikroglia.

Zwar induziert Dexamethason die Ausschiittung von IL-10 zum Beispiel in dendritischen
Zellen [246], jedoch vermittelt Dexamethason anscheinend - nach Integration der
ausbleibenden Effekte durch IL-10 - direkt oder iliber andere Signalwege einen deutlichen
Abfall der CXCL2-Konzentration am Ende des Beobachtungszeitraum, der sich abhidngig vom
Vorhandensein von Mikroglia zeigt. Dies wire im Einklang mit Beobachtungen an LPS-
stimulierten Lungen-Makrophagen von COPD-Patienten, deren CXCL2-Sekretion durch

Dexamethason ebenfalls reprimierbar war [247].

Zusammenfassend zeigen sich Verdnderungen der CXCL2-Expression durch die verschiedenen
Behandlungen in Abhéngigkeit von der Vorbehandlung. Parallelen lassen sich hier in erster
Linie mit vorangegangenen in vitro Zellkulturexperimenten ziehen. Untersuchungen der
humanen in vivo Situation stellen sich moglicherweise durch multifaktorielle Einfliisse und eine

komplexere TIME vielschichtiger und anders dar.

iv. Zusammenspiel von Mikroglia, Dexamethason und CXCL2-CXCR2-
Achse

Kontext-abhingige Effekte der CXCL2-CXCR2-Achsen-Blockade auf das Auswachsen der
Sphéroide im OBSC lieen sich insbesondere in Abhédngigkeit der Behandlung mit

Dexamethason und dem Vorhandensein von Mikroglia auf den OBSC nachweisen.

Abhédngig von der Zusammensetzung unserer sphdroidalen Mikroumgebung fiihrte
Dexamethason zu einem verstirkten Auswachsen bei nativen OBSC, aber zu einem
verringerten Auswachsen bei PLX5622-behandelten (Mikroglia-depletierten) OBSC. Es hat

sich gezeigt, dass die von GAMM ausgehenden Signale entweder pro-tumorigene oder anti-
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tumorigene Wirkungen haben [62, 75], und es wurden kontextabhingige Synergismen

beschrieben [81].

Die Rolle von immunmodulierenden Zytokinen, die von Mikroglia freigesetzt werden [248],
scheint zumindest teilweise der Grund fiir die Dexamethason-abhéngige wachstumshemmende

oder -fordernde Wirkung zu sein.

Die Blockade von CXCR2 zeigte synergistische Wirkungen mit Dexamethason auf die
Steigerung des Auswachsens in Mikroglia nativen OBSC, hatte aber keine Auswirkungen auf
das Sphiroid-Auswachsen in der PLX5622-behandelten, Mikroglia-depletierten OBSC-
Mikroumgebung.

Préklinisch zeigte die Blockierung der CXCR2-Achse in Mausexperimenten ein geringeres
Tumorwachstum, aber in klinischen Studien wurde kein Vorteil festgestellt [182, 185].
Interessanterweise zeigte die Blockade der CXCL2-CXCR2-Achse in unserem Modell stark
kontextabhingige Wirkungen, je nachdem, ob eine Dexamethason-Behandlung und/oder eine

PLX5622-Vorbehandlung beteiligt war.

Die gegenseitige Beeinflussung von Mikroglia, Dexamethason und der CXCL2-CXCR2-Achse
verdeutlicht in unserem mechanistischen ex vivo Modell, dass mikroglia-bezogene
therapeutische Ansitze (Mikroglia-Depletion) oder die Chemokin-bezogene Blockade der
CXCL2-CXCR2/IL8- Achse durch die routinemifige Behandlung mit Dexamethason in ihrer
Wirksamkeit und ihrem Effekt verdndert oder sogar umgekehrt werden kdénnen und
insbesondere bei der klinischen Testung etwaiger Substanzen die prioperative Behandlung mit

Dexamethason beriicksichtigt werden sollte.

In unserem Modell verdeutlicht die pro- oder anti-tumorale Wirkung der Mikroglia innerhalb
der ersten Tage der Interaktion mit den Tumorzellen einmal mehr, warum Mikroglia-zentrierte
Strategien gegen das Glioblastom, wie z. B. die Depletion oder Umerziehung mit Wirkstoffen

wie PLX5622, in vielen Studien gescheitert sein konnten [249].

Die Zusammenhédnge zwischen Dexamethason, PLX5622-Vorbehandlung (d. h. Mikroglia-
Depletion) und der CXCL2/CXCR2-Achse unterstreichen die Schwierigkeit,

Behandlungsoptionen zu finden, die sich in verschiedenen Kontexten als wirksam erweisen.

Limitationen unseres ex vivo Modells ergeben sich aus der moglichen Induktion von Mikroglia-
oder Tumormikroumgebungs-bezogenen Verdnderungen durch externe Stimuli, oder mogliche

nachhaltige Effekte der vorab durchgefiihrten CSF-1R-Inhibition mit PLX5622 auch auf
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sonstige Zellarten im OBSC. Dariiber hinaus geht aus dem Modell nicht hervor, auf welchen
Zellarten der CXCR2-Rezeptor sitzt und auf welche Zellarten somit die Blockade des CXCR2-
Rezeptors wirksam wird. Zur besseren translationalen Einordnung der differentiellen Effekte
im OBSC wurden daher die generierten Hypothesen aus dem Ratten OBSC weiter an humanen

Glioblastomproben untersucht.

c. Kontextualisierung der Untersuchungen an humanem GBM-Gewebe
1. Patienten mit Dexamethasongabe vor der ersten Glioblastom-OP zeigen

verkiirztes Gesamtiberleben in unserer Kohorte

Prominent in der retrospektiven Auswertung der klinischen Daten zeigt sich, tibereinstimmend
mit der jlingsten Meta-Analyse von Scheftler et al. (2024) [119], dass die Dexamethason-
behandelte Gruppe ein schlechteres Gesamtiiberleben bei unverédndertem progressionsfreiem
Uberleben im Vergleich zur doch geringen Anzahl Dexamethason-naiver Patienten an unserem
Zentrum zeigte. Zwar handelt es sich hier um eine zu den Dexamethason-naiven Patienten
gematchte Kohorte, dennoch ist die Vergleichbarkeit aufgrund der retrospektiven Natur der
klinischen Datenauswertung limitiert. Effekte durch Begleiterkrankungen, die zum Beispiel zu
einer Verzogerung der Operation und damit einhergehend zu einer moglicherweise verldngerten
pridoperativen Dexamethasongabe fiihren, aber per se mit einem moglicherweise schlechteren
Outcome assoziiert sind, wiren beispielsweise Confounder, die hier keinerlei Beriicksichtigung
finden. Grundsitzlich besteht die Frage, warum genau diese Kohorte von Patienten bei
insgesamt niederschwelliger Gabe von Dexamethason bei fast allen anderen
Glioblastompatienten eben kein Dexamethason erhalten hat, und ob sich diese Voraussetzung
dann in einem insgesamt besseren Gesamtiiberleben widerspiegelt, oder ob das Ausbleiben der

Dexamethasongabe per se zu einem verlangerten Gesamtiiberleben gefiihrt hat.

Immunologisch  bezogene Genexpressionsverdnderungen zeigen sich in  unseren
Untersuchungen unabhingig oder - wenn iiberhaupt - nur mit moderater Korrelation zur
Dexamethasondosis. Eine ausbleibende Korrelation aus kumulativer Dosis und entsprechenden
immunologischen Verdnderungen konnte durch einen sehr frithen Sattigungseftekt bedingt sein.
So beschreiben Vecht et al. (1994) in cerebralen Metastasen einen Deckeneftekt zur
Symptomkontrolle bereits bei 4 mg Dexamethason pro Tag [250], wihrend Wong et al. (2015)
ein verringertes Gesamtiiberleben ab einer Dosierung von > 4,1 mg/d bei Rezidiv-GBM

beschreiben [113]. Eine Korrelation von Dexamethasondosis und Gesamtiiberleben war in
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unserer Kohorte mit durchweg hoheren Dosierungen aufgrund dessen oder aufgrund der

geringen Gruppengrofe somit ebenso nicht zu fiihren.

Dartiber hinaus konnten andere Einfliisse, wie die vorhandene immunologische
Zusammensetzung und dadurch bedingte kontext-abhingige Effekte, oder das Ausmal} der
Blut-Hirn-Schranken-Stérung und damit ein unterschiedliches Ausmal} der Penetration von
Dexamethason in das Tumorareal unabhidngig von der gegebenen Dosierung entscheidende

Einflussfaktoren auf die tatsédchliche Auswirkung von Dexamethason sein.

Eine weitere Problematik bei der Verallgemeinerung unserer Ergebnisse stellt die im GBM
vorhandene intratumorale Heterogenitit dar. Die Proben aus unserer Biobank sind nach
Entnahmeort oder Tumorzone nicht kontrolliert, so dass Einfliisse wie Nekrose, Hypoxie,
Invasionszone und sonstige lokalisatorisch bedingte Einfliisse auf die Dexamethasonwirkung
keine Beachtung finden  konnen. Lokalisatorisch ~ bedingte differentielle
Zellzusammensetzungen (z.B. Mikroglia/Makrophagen-Verteilung) fiihren zu einem

zusitzlichen Hintergrundrauschen bei relativ kleiner Gruppengrof3e.

ii. Einfliisse von Dexamethason auf iNOS (M1) und ARGl (M2) im
humanen Glioblastom und humanen cerebralen Melanom und NSCLC

Metastasen

ARGI ist ein klassischer M2-Marker der myeloiden Zellreihe, zeigt somit eine Polarisierung
zum protumorigenen Phénotyp an mit Forderung der Angiogenese, Tumorinvasion und
Immunsuppression durch Bildung von Faktoren wie VEGF, TGFf und IL-10 [50]. Funktionell
ist ARG ein metabolisches Enzym und spielt eine entscheidende Rolle im Harnstoffzyklus mit
Katalyse von L-Arginin in Harnstoff und Ornithin und vermittelt somit bei erhohter Expression
eine verringerte Verfiigbarkeit von L-Arginin in der Tumormikroumgebung fiir verschiedene
zelluldre Prozesse [251]. Eine Hochregulierung von ARG1 ist im Glioblastom beschrieben,
sowohl in den Tumorzellen als auch in GAMM, was wiederum iiber eine verringerte
Verfligbarkeit von L-Arginin zu einer unterdriickten T-Zell-Funktion, verringerten NO-
Produktion durch iNOS, und Tumorprogression fiihren kann [251, 252]. Versuche zur
therapeutischen Blockade mit selektiven ARG1/2-Inhibitoren haben inzwischen Daten zu
verringertem Gliomwachstum erbracht und ein erhdhtes Ansprechen von PD-1-Blockern

gezeigt [253].
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Effekte von Dexamethason auf die ARGI1-Expression scheinen gewebespezifisch zu sein:
wihrend z.B. in Leberzellen Dexamethason die ARGI-Expression durch die Induktion von
CCAAT/enhancer-binding protein B (C/EBPP) hochreguliert [254, 255], hemmt es die
Lipopolysaccharid-induzierte ARGI1-Expression in Alveolarmakrophagen [256], was
wiederum auf einen komplexen Regulationsmechanismus mit Transaktivierungs- und

Transrepressionswegen hindeutet.

Einerseits ist also ARG1 ein Marker fiir die M2-Polarisierung im klassischen myeloischen
M1/M2 Spektrum, andererseits funktionell ein immunmetabolisch wirksames Enzym, welches

wiederum gewebespezifisch durch Dexamethason in der Expression beeinflusst wird.

In dieser Arbeit zeigen wir - nach bestem Wissen - erstmalig die Auswirkungen von
Dexamethasongabe auf die ARGI1-Expression in humanen Glioblastom- und
Hirnmetastasengewebeproben, die retrospektiv als praoperativ Dexamethason-behandelt bzw.
Dexamethason-naiv identifiziert wurden. Hier zeigt sich eine deutlich erhohte Genexpression
sowohl in der Gruppe der Glioblastome als auch bei Hirnmetastasen nach Anwendung von
Dexamethason. Interessanterweise zeigt sich dieser Effekt bei den nach praoperativer Dauer
der Dexamethasongabe stratifizierten Patientenproben (< 4 Tage und > 4 Tage prioperative
Dexamethasonanwendung) nur in der Gruppe mit einer Dexamethasonanwendung > 4 Tage,
was fiir eine entsprechende Latenz im Sinne von Verdnderungen der zelluldren
Zusammensetzung oder in Gang gesetzten Signalwegen zu werten wére. Dariiber hinaus zeigt
sich eine moderate positive Korrelation der ARGI-Expression mit Dosis/Dauer der
Dexamethasongabe, was bei beobachteter Latenz der Genexpressionsverdnderung allerdings

erwartbar erscheint.

Bei den Hirnmetastasen zeigt sich der Effekt mit ausgepragter Hochregulierung der ARGI-
Expression insbesondere bei den cerebralen NSCLC-Metastasen trotz sehr kleiner
GruppengroBBen (n=5 bzw. n=12). Derselbe Effekt ist - wenn auch nur tendenziell bei noch

geringerer n-Zahl (n=4 bzw. n=10) - auch bei den cerebralen Melanommetastasen erkennbar.

Das Mitfiihren der cerebralen Metastasen als Vergleichsgruppe lohnt sich in diesem
Zusammenhang durchaus. Musca et al. (2023) fiihrten eine komparative Untersuchung der
Immunzelllandschaft zwischen GBM und cerebralen Metastasen durch und beobachteten in
beiden Entitdten eine Dominanz der myeloiden Zellen, jedoch mehr BMDM im Glioblastom
und mehr TIL in cerebralen Metastasen [257]. Dass in beiden Entititen durch Dexamethason

eine Hochregulierung von ARGI1 beobachtet wird, ist durchaus bemerkenswert:
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Moglicherweise ist die Hochregulierung von ARG1 unabhingig von der GAMM-Art
(Mikroglia oder Makrophagen), wobei aus unseren Untersuchungen die Quelle der ARG1-
Expressionsveranderungen nicht eindeutig hervorgeht und durchaus Tumorzellen selbst ARG -

Hochregulieren konnten.

Im Einklang zur Hochregulierung von ARG1 im Sinne einer M2-Polarisierung steht die
Beobachtung auf unseren FFPE-Immunfluoreszenzfiarbungen, dass sich hier der Anteil von
CD206 durch Dexamethason erhoht. Gleichzeitig scheint der Anteil von Ibal+ GAMM und
TMEM119+ Mikroglia in der Dexamethason-behandelten Gruppe erniedrigt. Eine Verdnderung
der zelluldren Zusammensetzung konnte eine Latenz in der verdnderten Genexpression mit

erklaren.

Die mit T-Zell-Funktionseinschrankung einhergehende erhohte ARGI-Expression im
Glioblastom scheint durch Dexamethasongabe moglicherweise verstirkt, so dass hier

Dexamethason die Effektoraktivitat und anti-tumorale Reaktion weiter einschrinkt.

Dem gegeniiberstehend wird iNOS als klassischer Marker im M 1/M2-Spektrum verwendet und
zeigt eine M1-Polarisierung der Makrophagen an, es werden also in diesem Kontext pro-
inflammatorische und anti-tumorale Effekte zugeschrieben [258]. Andererseits katalysiert das
Enzym die Entstehung von NO in Glioblastomzellen, das {iber eine Steigerung von
Angiogenese, Zellproliferation und Immunevasion zur Tumorprogression beitrdgt [258]. Im
GBM wird iNOS iiber den Transkriptionstaktor STAT3 reguliert, welcher als hoch
exprimierend in GBM-Stammzellen beschrieben wurde und hieriiber proliferativ und

protumorigen wirkt [259].

Im Vergleich zu anderen Tumorentititen wurde eine erhohte glioblastomspezifische iINOS-
Expression beschrieben, jedoch zeigen sich sehr starke inter-individuelle Unterschiede, was

einmal mehr auf die sehr heterogene Rolle von iNOS hindeutet [260, 261].

Durch Dexamethason wird die iNOS-Expression in unterschiedlichen Zelltypen wie
Makrophagen oder Endothelzellen durch transkriptionelle (via NF-kB Suppression) [262] und
post-transkriptionelle  Regulierung (verringerte mRNA  Stabilitdt oder verstérkte
Proteindegradation) unterdriickt [263].

Bei unserer Untersuchung zeigte sich fiir die Glioblastomproben keine Dexamethason-

vermittelte verringerte Genexpression von iNOS. Eine entsprechende Korrelation fiir

128



Dauer/Dosis der Dexamethasongabe mit der iNOS-Expression zeigt sich nicht. Insgesamt
fanden sich hier die oben erwdhnten inter-individuellen Unterschiede zwischen den einzelnen
Patienten im Sinne einer hohen Streubreite in allen Subgruppen. Auch bei Untersuchung der
Hirnmetastasen zeigen sich durch Dexamethason keine Effekte, jedoch zeigte sich in der
Subgruppenbetrachtung eine deutliche Tendenz zu verringerter iNOS-Expression in
Dexamethason-behandelten cerebralen Melanommetastasen (bei sehr geringer Fallzahl nicht

statistisch signifikant), keinerlei Tendenz ist bei den cerebralen NSCLC-Metastasen erkennbar.

Interessanterweise besteht ein Zusammenhang zwischen niedriger bis keiner iNOS-Expression
in malignen Melanomzellen und distanten Metastasen [264], so dass man hier schlussfolgern
konnte, dass die mittels qPCR abgebildete iNOS-Expression in erster Linie vom myeloischen
Zellkompartiment stammt und nicht von den distant metastasierten Melanomzellen exprimiert
wird, und Dexamethason so invers zur ARGI1-Erh6hung zu einer verminderten iNOS-

Expression fiihren kann.

Im NSCLC wiederum wird iNOS intrinsisch von Tumorzellen in ca. 1/5 der Félle exprimiert,
was hier nicht mit der Prognose zu korrelieren scheint [265]. Das wiederum konnte in unserem
Fall die hohe Streubreite der iNOS-Expression ohne Effekt durch Dexamethason bei geringer

Fallzahl erklaren.

In unserer iNOS-Expressionsanalyse an Glioblastomproben ist davon auszugehen, dass diese
Expression sowohl in Makrophagen als auch in Tumorzellen stattfinden kann, was sich
wiederum als eine hohe Varianz innerhalb der Gruppen &ufBlert und andererseits durch

Dexamethason nur schwer beeinflussbar sein konnte.

Wie oben beschrieben, ergibt sich ein Einfluss von Dexamethason auf iNOS insbesondere auch
post-transkriptional und post-translational. In unserer Immunfluoreszenzuntersuchung an
FFPE-Schnitten derselben Patienten zeigt sich der M1-Marker iNOS im Verhiltnis zu CD206

durch Dexamethason relativ erniedrigt.

iii.  Einfliisse von Dexamethason auf die CXCL2/IL-8-Achse im humanen
Glioblastom (und humanen cerebralen Melanom- und NSCLC

Metastasen)

Neben gesteigerter Invasionsfahigkeit iiber autokrin sezerniertes IL-8 und konsekutiver

Induktion von EMT [193, 266], und Forderung der Angiogenese iiber eine Stimulierung
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endothelialer Zellproliferation [267], wird auch die Induktion von Therapieresistenz mit

erhohter IL-8-Expression im Glioblastom assoziiert [187].

In zwei dlteren Untersuchungen an Glioblastomzelllinien (T98G oder GBM8401) zeigte sich
durch Dexamethasonzugabe eine Abnahme der IL-8-mRNA-Expression und -Sekretion {iber
eine Suppression des NF-kB-Signalweges, der normalerweise bei Aktivierung {iber
inflammatorische Zytokine oder ROS zu einer Erhéhung der IL-8-Produktion fiihren wiirde
[268, 269]. Sonstige Untersuchungen zum Einfluss von Dexamethason auf die IL-8-Sekretion
oder Genexpression im humanen Glioblastomgewebe gibt es - wie in der Einleitung bereits
erwdhnt - nicht. Interessanterweise zeigt sich in unserem untersuchten Kollektiv eine
tendenziell erhohte IL-8-mRNA-Expression bei prdoperativer Dexamethasongabe von > 4
Tagen, wenn auch hier erneut eine statistische Signifikanz bei geringer Fallzahl nicht erreicht
wird. Diese Tendenz zeigt sich fiir die kiirzer mit Dexamethason behandelten Patienten im

Vergleich zu den Dexamethason-naiven Patienten nicht.

Auch wenn eine statistische Signifikanz verpasst wird, so erscheint unser tendenzielles
Ergebnis mit Steigerung der IL-8-Expression nach lédngerer Dexamethasonbehandlung aus
mehreren Griinden relevant: 1) Zwar wird der NF-kB Signalweg als wichtiger Regulationsweg
der IL-8-Sekretion im Glioblastom beschrieben, so erscheint der hemmende Einfluss durch
Dexamethason auf diesen Signalweg fiir die Regulation von IL-8 hier nicht entscheidend. 2)
Erst eine ldnger andauernde Dexamethasongabe scheint zu einer Verdnderung der IL-8-
Expression zu fiihren, so dass indirekte Signalwege, oder eine mogliche Anderung der
zelluldren Zusammensetzung oder Polarisierung bei der verdnderten Expression zum Tragen
kommen. 3) Der Einfluss von Dexamethason kdnnte ein glioblastomspezifisches Phanomen
sein, da sich im Vergleich dazu in den cerebralen Metastasen keinerlei Tendenzen erkennen
lassen. 4) Die Genexpressionsidnderung korreliert mit der semi-quantitativen Darstellung der

letztlichen Proteinexpression im Western Blot.

Einschrinkend ergibt sich jedoch keine Korrelation mit der AUC aus Dosis und Dauer der
Gabe, so dass hier Dosis-unabhidngige Effekte zu vermuten sind, die moglicherweise
kontextabhingig sind. Ein Zusammenhang zwischen IL-8-Expression und Gesamtiiberleben
war in unserer Kohorte - anders als bei Hasan et al. 2019 vorbeschrieben [187] - bei sehr kleiner

Kohorte nicht nachvollziehbar.

Interessanterweise wurde von Zhang et al. (2015) eine erhohte IL-8-Expression mit kiirzerem

Gesamtiiberleben bei Gliomen und Glioblastomen assoziiert und als prognostischer Marker in
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Erwédgung gezogen [266]. Einmal mehr stellt sich hier die Frage, ob der zugrundeliegende
prognostische Marker der erhohten IL-8 Expression nicht eher die Dauer der préoperativen

Dexamethasongabe indirekt abbildet.

Neben IL-8 stellt CXCL2 den zweiten relevanten Liganden in der humanen CXCL2/IL-8-
CXCR2 Achse dar, wihrend in der murinen Achse einzig CXCL2 der Hauptligand ist (s.
Ergebnisse und Diskussion ex vivo OBSC). Wie IL-8 wird auch CXCL2 iiber Aktivierung des
NF-kB Signalwegs vermehrt exprimiert [270]. Analog zu IL-8 wére hier also durch
Dexamethason und folgliche NF-kxB-Suppression eine verminderte CXCL2-Expression zu
erwarten. Im Gegensatz zu den Ergebnissen aus unserem Ratten-ex vivo-Modell zeigt sich in
unserem humanen Kollektiv eine tendenzielle Erhohung von CXCL2 in der Subgruppe mit
kurzzeitiger Dexamethasonanwendung < 5 Tage, sowie bei dichotomer Gruppierung eine
tendenziell erhohte CXCL2-Expression im Vergleich der Dexamethason-behandelten mit der
Dexamethason-nativen Gruppe. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu unseren
Erkenntnissen aus dem OBSC-Modell, wo Dexamethason zu einer ausgepriagten Verringerung
der CXCL2-Sekretion gefiihrt hat, was wiederum in der humanen Glioblastomprobe fiir eine
NF-kB-unabhingige indirekte Beeinflussung der CXCL2-Sekretion spricht, oder zu einer
vermehrten autokrinen Sekretion durch die Glioblastomzellen bedingt durch indirekte

Dexamethasoneinfliisse zu erkldren ware.

Keinerlei Effekte oder Tendenzen ergeben sich bei Betrachtung der cerebralen Metastasen, so

dass moglicherweise Glioblastom-spezifische Signalwege oder Einfliisse zum Tragen kommen.

Zwischen CXCL2 und IL-8 zeigte sich unter Dexamethasongabe lediglich eine moderate
positive Korrelation der Genexpressionsverdnderungen der beiden Liganden. Auch das zeitlich
verzogerte Auftreten der Genexpressionserhohung von IL-8 bzw. das sehr schnelle Ansprechen
von CXCL2 auf Dexamethasongabe konnte ein Hinweis auf eine unabhéngige oder nur indirekt
zusammenhdngende Genregulation beider Liganden, augenscheinlich unabhingig vom NF-xB
Signalweg, sein. Eine Korrelation der AUC (Dosis x Dauer) entsprechend der Trapezregel mit
der CXCL2-Expression konnten in unseren Daten jedoch nicht gefunden werden, so dass hier

kontext-abhéngige Voraussetzungen vermutet werden konnen.

Weitere Untersuchungen werden hier zur genaueren Einordnung dieser neuen Erkenntnisse

notwendig sein.
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Vorbeschriebene Einfliisse von Dexamethason auf die CXCR2-Genexpression scheinen
gewebe- und kontextabhingig zu sein: So zum Beispiel konnte die CXCR2-Expression in
myeloid-derived suppressor cells (MDSC) im murinen Herztransplantationsmodell durch
Dexamethason erhoht werden [271], andererseits zeigten zum Beispiel Adipozyten eine
Repression der CXCR2 mRNA Level unter Dexamethasonbehandlung [272]. Die
Genexpression von CXCR2 zeigte in unserer Untersuchung sowohl in der Dexamethason-
behandelten wie auch -naiven Gruppe eine hohe Streubreite mit groBen Konfidenzintervallen.
Eine signifikant relevante Verdnderung durch Gabe von Dexamethason zeigt sich somit weder
fiir die Glioblastome, noch fiir die cerebralen Metastasen. Entsprechend ergibt sich hier keine

Korrelation aus AUC (Dex) und CXCR2-Genexpression.

Die Untersuchung der CXCR2-Expression in unseren FFPE-Schnitten zeigt einerseits, dass
Dexamethason die CXCR2-Expression insgesamt nicht beeinflusst, jedoch durch
Dexamethason die CXCR2-Expression auf GAMM relativ gesehen erniedrigt. Moglicherweise
ist dies durch Hochregulierung der CXCR2-Expression in Glioblastomzellen zu erkldren. So
beschreiben Anara et al. (2018), dass anti-angiogen behandelte orthotopische
Glioblastommodelle eine erhohte Anzahl CXCR2-exprimierender Tumorzellen aufweisen
[174]. Durchaus denkbar wire ein entsprechender Effekt auch durch die Verabreichung von

Dexamethason.

iv. Auswirkungen von Dexamethason auf zelluldrer Ebenen (GAMM,

Mikroglia, T-Zellen)

In der Untersuchung der zelluldren Zusammensetzung anhand Immunfluoreszenzfiarbungen
zeigte sich durch Dexamethasonbehandlung eine Abnahme der Ibal®™ Zellen allgemein,
insbesondere des mikroglialen TMEM119" Gehalts. Bei der Kolokalisierungs-Analyse zeigte
sich der Anteil von TMEM119 Positivitdt am Ibal™ Fluoreszenzsignal erniedrigt. Park et al.
(2019) zeigten auf, dass durch Dexamethasonbehandlung die phagozytische Aktivitit und
Zytokinproduktion sowie die Zellproliferation der mikroglialen Zellen zuriickgeht, was auf
einen Ubergang in einen Seneszenz-artigen Zustand hindeuten kdnnte [243]. Dies konnte ein
Erkladrungsansatz fiir die Beobachtung an unserer Kohorte darstellen. Ob generell die
Expression von TMEM119 durch Dexamethasonbehandlung zuriickgeht, scheint bis dato noch
nicht untersucht und kann durch unsere durchgefiihrten Analysen nicht beantwortet werden.

Andererseits zeigten Zhang et al. (2007), dass Dexamethason im Kontext eines Schiadel-Hirn-
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Traumas bei Ratten durchaus die Ibal-Expression reduzieren kann [273], was jedoch im

Kontext unserer Analyse vermutlich nicht ginzlich zur Ibal-Negativitét fithren wiirde.

In einem Gliom-Mausmodell wurde eine Abnahme um 43% der Gesamtzahl der TIL durch
Dexamethasongabe beobachtet [140], in einer anderen Untersuchung am murinen Modell
wurde wiederum eine T-Zell-Depletion durch Dexamethason-induzierte Apoptose beschrieben
[158]. Dies steht im Einklang mit unserer Untersuchung an humanen Glioblastomproben, wo
wir eine Abnahme von T-Zellen in der FFPE-Immunfluoreszenzfarbung feststellen konnten. Ob
dieser Effekt indirekte Einfliisse oder direkte Dexamethason-vermittelte Auswirkungen
abbildet, ldsst sich an dieser Stelle nicht sagen. Denkbar sind auch Mechanismen der
Dexamethason-induzierten T-Zell-Apoptose iiber eine Glucocorticoid-Rezeptor-Aktivierung
iber verschiedene Signalkaskaden, wie von Herold et al. (2005) zusammengefasst [274]. Eine
Reduktion der T-Zellzahl kann durchaus im weiteren Verlauf bei sowieso erschopftem T-Zell-
Zustand im Glioblastom die weitere Prognose und den Krankheitsverlauf negativ beeinflussen
und somit die Assoziation von Dexamethasongabe und schlechterem Gesamtiiberleben mit

erkléaren.

5. Zusammenfassung

Kommend von Untersuchungen an Ratten-Zelllinien in einem ex vivo Setting, wo wir
mechanistisch zunichst direkte Einfliisse von verschiedenen Interleukinen/Chemokinen und
dem immunologisch wirksamen Dexamethason, und weiterhin den indirekten Einfluss des
immunologischen Hauptakteurs im Glioblastom, ndmlich hirn-residente Mikroglia, untersucht
haben, entwickelten wir anhand dieser Beobachtungen Fragestellungen, die an retrospektiv

identifizierten humanen Glioblastomproben nachvollzogen werden sollten:

Im ex vivo Modell zeigte sich durch Mikroglia-Depletion ein vermehrtes Auswachsen der S635
Zelllinie. In Mikroglia nativen OBSC war ein vermehrtes Auswachsen fiir S635 sowohl durch
das pro- als auch das anti-inflammatorische Zytokin IL-22 bzw. IL-10 induzierbar, und eben
auch durch das pleiotrop wirksame Dexamethason. Entsprechende Effekte waren fiir 9L nicht
nachvollziehbar bzw. zeigte 9L eine ausgesprochene Dexamethason-Empfindlichkeit. Im
Screening wurde eine differentielle Sekretion von CXCL2 abhdngig von Mikroglia und den
Behandlungen mit Dexamethason und IL-10 beobachtet. Bei der genaueren Quantifizierung
zeigte sich unter IL-22 eine erhohte CXCL2-Sekretion durch Mikroglia als Antwort auf das
Aufbringen des Zellliniensphédroids, unter Dexamethason jedoch ein Riickgang der CXCL2-
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Sekretion. Eine Blockade des entsprechenden Rezeptors CXCR2 zeigte schlussendlich einen
Synergismus mit Dexamethason hin zu erhdhtem Sphéroidauswachsen bei Vorhandensein von

Mikroglia.

Die identifizierten Patienten, die kein praoperatives Dexamethason erhalten hatten, zeigten bei
Gegentiberstellung mit gematchten Dexamethason-behandelten Patienten ein besseres
Gesamtiiberleben. Bei der Untersuchung des GAMM zeigte sich eine gesteigerte
Genexpression von ARG1 (anti-inflammatorischer M2-Marker) sowohl beim Glioblastom als
auch beim mitgefiihrten Kollektiv der Hirnmetastasen unter Dexamethasonbehandlung.
Verdnderungen in der CXCR2-CXCL2/IL-8 Achse zeigten sich nur tendenziell bei kleiner
Gruppengrofe, allerdings - anders als im Rattenmodell gesehen - hin zu vermehrter Expression
der Liganden CXCL2 und IL-8 unter Dexamethasoneinfluss im Glioblastom. Auf zellulérer
Ebenen lieBen sich eine Zunahme der M2-Polarisierung, vermehrte Makrophagen- bzw.
verminderte Mikrogliahdufigkeit, veranderte CXCR2-Verteilung und eine Verminderung der T-

Zell Frequenz zeigen.

Die Ergebnisse zeigen allgemein die Schwierigkeit der Ubertragbarkeit von in vitro / ex vivo
Modell auf die Situation mit hochkomplexer Tumormikroumgebung und mannigfaltigen
Einfliissen im humanen, ,multiformen‘ Glioblastom. Andererseits wird der nachhaltige Einfluss
von Dexamethason auf Genexpressions-, Protein- und zelluldrer Ebene auf die immunologische
Tumormikroumgebung im Glioblastom deutlich, so dass bei ubiquitir eingesetzter
prdoperativer Dexamethasongabe  bisherige  hochauflosende  Untersuchungen  der
immunologischen Tumormikroumgebung des Glioblastoms durch Dexamethasoneinfluss
durchaus verdndert zur Darstellung kommen. In der klinischen Praxis sollte der Einsatz von
Dexamethason generell kritisch hinterfragt und nur wenn symptomatisch notwendig zum

Einsatz kommen.
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d. Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Langform

AC-like astrocyte-like

ANOVA Analysis of Variance

Aqua Dest. Destilliertes Wasser

ARGI1 Arginase |

ATP Adenosine Triphosphate

AUC Area under the curve

BMDM Bone Marrow-Derived Macrophages
BSA Bovine Serum Albumin

C3 Complement Component 3

CAR chimeric antigen receptor

CCAAT CCAAT-Box (DNA-Motiv)

CCL Chemokine (C-C motif) Ligand
CCL20 Chemokine (C-C motif) Ligand 20
CD14 cluster of differentiation 14

CD3 cluster of differentiation 3

CD4 cluster of differentiation 4

CD45 cluster of differentiation 45

CD47 cluster of differentiation 47

CD68 cluster of differentiation 68

CDS cluster of differentiation 8

CD80 cluster of differentiation 80

CINC Cytokine-Induced Neutrophil Chemoattractant
cm Zentimeter

CO, Kohlenstoffdioxid

COPD Chronic Obstructive Pulmonary Disease
CSC Cancer Stem Cells

CSF1 Colony Stimulating Factor 1
CSF-1R CSF1-Rezeptor

CTLA Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen
CXC Chemokine (C-X-C motif)

CXCL Chemokine (C-X-C motif) Ligand
CXCL2 Chemokine (C-X-C motif) Ligand 2
CXCR2 C-X-C Chemokine Receptor 2
CXCR4 C-X-C Chemokine Receptor 4

d Tag (day)

DABCO 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octane
DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindole
DEPC Diethylpyrocarbonate

DEX Dexamethason

dk Esel (engl. donkey)

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethyl Sulfoxide

DNA Deoxyribonucleic Acid

EDTA Ethylenediaminetetraacetic Acid
EGFR epithelial growth factor receptor
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ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
ELR Glu-Leu-Arg motif (ELR motif)

EMT Epithelial-Mesenchymal Transition

FACS fluorescence-activated cell sorting

FBS / FCS Fetal Bovine / Calf Serum

FFPE Formalin-Fixed Paraffin-Embedded
GAMM Glioblastom-assoziierte Mikroglia und Makrophagen
GAPDH Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase
GBM Glioblastom

GDF Growth Differentiation Factor

GFAP Glial Fibrillary Acidic Protein

GFP Green Fluorescent Protein

GSC Glioma stem-like cells

gt Ziege (engl. goat)

HBSS Hank's Balanced Salt Solution

HE Hiamatoxylin-Eosin

HLA-DR Human Leukocyte Antigen - DR isotype
HR Hazard Ratio

HRP Horseradish Peroxidase

IDH Isocitrat-Dehydrogenase

IELTS International English Language Testing System
IFN-y Interferon gamma

IL Interleukin

1L.22 Interleukin 22

1L.23 Interleukin 23

IL8 Interleukin 8

ITS Insulin-Transferrin-Selenium Supplement
1X70 Olympus IX70 Microscope

JAK?2 Janus Kinase 2

KPI Karnofsky-Performance Index

KI Konfidenzintervall

KPI Karnofsky-Performance-Index

1 Liter

LGG niedriggradige Gliome (engl. low grade glioma)
LPS Lipopolysaccharide

LSD Least Significant Difference

M molar

MDSC myeloid-derived suppressor cells

MEM Minimum Essential Medium

MES-like mesenchymal-like

mg Milligramm

MGMT 0O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase
ml Milliliter

mm Millimeter

mM Millimolar

MMP Matrix Metalloproteinase

MMP3 Matrix Metalloproteinase 3
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MRT

Magnetresonanztomogramm

ms Maus (engl. mouse)

um Mikrometer

nCET nicht-kontrastmittelanreichernder Tumor
NF1 Neurofibromatose Typ 1

ng Nanogramm

NK-Zellen Natiirliche Killerzellen

nm Nanometer

NMR Nuclear Magnetic Resonance

NO Nitric Oxide

NPC-like neural progenitor cell like

NSCLC nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom
OBSC Organotypic Brain Slice Culture (organotypische Hirnschnittkultur)
OP Operation

OPC-like oligodendrocyte-like

OS Overall Survival

pmol pikomol

P/S Penicillin/Streptomycin

PAGE Polyacrylamide Gel Electrophoresis
PBS Phosphate Buffered Saline

PCR Polymerase Chain Reaction

PD-L1 programmed death ligand 1

PDCDI10 Programmed Cell Death 10

PDL Poly-D-Lysin

PFS Progression-Free Survival

PI Propidium lodid

PKH Lipophilic Fluorescent Dye

PKH26 Lipophiler Fluoreszenzfarbstoff (griin)
PKH67 Lipophilic Fluorescent Dye (green)
PMN Polymorphonuclear Neutrophils

PMT proneural-mesenchymale Transition
b Kaninchen (engl. rabbit)

RCT randomisiert-kontrollierte Studie
RIPA Radioimmunoprecipitation Assay Buffer
RNA Ribonucleic Acid

ROS Reactive Oxygen Species

RT Reverse Transkription

sc-RNAseq single-cell RNA-Sequencing

SDS Sodium Dodecyl Sulfate

SHH Sonic Hedgehog

STAT3 Signal Transducer and Activator of Transcription 3
SYBR SYBR Green Dye

TAM Tumor-assoziierte Makrophagen

TBS Tris-Buffered Saline

TCGA The Cancer Genome Atlas

TERT Telomerase Reverse Transcriptase
TGF-$ Transforming Growth Factor beta
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TIL tumor infiltrating lymphocytes

TiME Immunologische Tumormikroumgebung
TNF-a Tumornekrosefaktor alpha

Tregs Regulatorische T-Zellen

TTF Tumor-Therapie Felder

U Units (Einheiten)

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
VEGFA Vascular Endothelial Growth Factor A
WHO World Health Organization

XCL Chemokine (C motif) Ligand

XL Extra Large (z. B. KulturgefaBBgrof3e)
z.B. zum Beispiel

ZHT Zentrum flr Hirntumorforschung

ZKS Zentrum fiir Klinische Studien

ZNS Zentrales Nervensystem

70 Zonula occludens
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