Mannheim Center for Translational Neurosciences (MCTN)
der Medizinischen Fakultat Mannheim
Institut fiur Neuroanatomie
(Direktor: Prof. Dr. med. Christian Schultz)

Analyse der Aktivitat des neuronalen Netzwerks mit
Glioblastoma multiforme

Inauguraldissertation
zur Erlangung des medizinischen Doktorgrades
der
Medizinischen Fakultat Mannheim
der Ruprecht-Karls-Universitat
zu

Heidelberg

vorgelegt von
Michael Gunther Bock

aus
Boppard
2023






Dekan: Prof. Dr. med. Sergij Goerdt
Referent: Prof. Dr. med. Christian Schultz






Offenlegung teilpublizierter Inhalte

Die wesentlichen methodischen Ergebnisse in Form der Etablierung von
organotypischen Kulturen aus dem Hippocampus der Maus von bis zu 21 Tagen

wurden bereits veroffentlicht in:

Christian Thome'.2:3, Jan Maximilian Janssen'4, Seda Karabulut4, Claudio Acuna®, Elisa D’Este®,
Konrad Baum?, Michael Bock#, Nadja Lehmann4, Masashi Hasegawa’, Dan Alin Ganea®, Chloé
Maélle Benoit”-8, Jan Griindemann’-8, Christian Schultz4, Vann Bennett®, Paul M. Jenkins10", Maren

Engelhardt’-4" Live imaging of excitable axonal microdomains in ankyrin-G-GFP mice: publiziert in
eLife am 27.06.2023: doi:https://doi.org/10.1101/2023.02.01.525891

Die Ergebnisse der hippocampalen Entwicklungsreihe (abgebildet in Fig. 8 der
Veroffentlichung) bildeten die Grundlage fur die weiteren Experimente dieser Arbeit
und unterstutzen die These, dass neuronale Netzwerke strukturell in organotypischen

Kulturen erhalten bleiben.

Der Autor der vorliegenden Arbeit, Michael Bock, konzipierte die Studie, die Protokolle,
sowie die Kultivierung von organotypischen Kulturen, flhrte die Experimente, die
Datenerfassung und -analyse durch und erstellte alle grafischen Darstellungen der
Daten dieser Arbeit. Folgenden Mitarbeiter:innen ist der Autor fur ihre Mithilfe zu Dank

verpflichtet:

Nadja Lehmann, Mannheim Center for Translational Neurosciences (MCTN),

Medizinische Fakultdt Mannheim, Universtiat Heidelberg, Deutschland, fuhrte
teilweise die elektrophysiologischen Messungen und die zugehdrige Datenanalyse

durch.

Alle Herausgeber erteilten die Genehmigung zur Verwendung einiger der Abbildungen
dieser Arbeit, insb. in der Einleitung. Wurde das Material aus einer anderen Publikation
entnommen, so ist dies durch die Angabe "modifiziert nach" in in den einzelnen

Abbildungslegenden gekennzeichnet.






INHALTSVERZEICHNIS

Seite

ABKURZUNGSVERZEICHNIS ..o 1
T EINLEITUNG ...t 3
1.1 Glioblastoma multiforme ............oooiiiiiiiiiiiiiieeee 4
1.1.1 Diagnostik und makroskopische Darstellung............cccccvvvvvviviiiennnnen. 5

1.1.2 Risikofaktoren und Pathogenese...........cccoovvvvviiiiiiiiiieiieiccee e 7

1.1.3 Das funktionelle Tumornetzwerk ...........ccccoveeiiiiiiiiiiiiice e 10

1.2  Das Axoninitialsegment ... 17
1.2.1 Molekularer Aufbau des AlS ... 18

1.2.2 lonenkandle am AIS ... 20

1.2.3 Plastizitdt des AlS........ooo i 21

1.3  Die Gewebekulturen ... 25
1.3.1 Organotypische Schnittkulturen.............ccooo 25

R S B =T ol o [T o) o Yo Toz=1 0 ] 11 1< P 27
1.4.1 Struktur und Funktion der Hippocampusfraktion..................cccceeee. 27

1.5 ZIEISEIZUNG ... 29

2 MATERIAL UND METHODEN......ccoiiiiiii e 31
2.1 GEWEDE ... 31
211 HUMaNEs GEWEDE ..........ooviiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 31

21.2 11T = PP 31

2.2  Praparation und Kultivierung der organotypischen Kulturen ....................... 32
2.3 Tumorimplantation ............ooooiiiiii e 34
2.4  Immunfluoreszenz und Bilderfassung..........ccccvvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 35
241 Immunfarbungen der humanen Glioblastomschnitte ....................... 35

242 Immunfarbungen der OTC.......oooviiiiiiiiieeeeeeeeeee 35

243 BilderfasSuNG........coveviiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeee e 39

2.5  ElektrophySiOlOgie. ... ... oo 40
2.6  Analyse und StatistiK............oooviiiiiiiiii 42

2.6.1 Morphologische ANalySe..........ooooiiiiiiiiie e 42



26.2 Elektrophysiologische Analyse ... 44

2.6.3 StAtISTIK .o 44

3 ERGEBNISSE ... 46
3.1 Neuronale Strukturen in humanen Tumorresektaten ..........cccccccevvvveeenennn.e. 46
3.1.1 Fixierung und Farbung humaner Resektate ...........ccccccevvvvivininnnnn. 47
3.1.2 AlIS-Vergleiche in humanen Geweberesektaten zeigten keine

0] (T ST d =Y = SRR 49

3.2 Neuronale Plastizitat in organotypischen Kulturen...........c..c.oviiiiiiinnn. 50
3.2.1 Fixierung und Farbung der OTC .......cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee 51
3.2.2 Die Entwicklung des AlS im Hippocampus der organotypischen Kultur

54

3.3  Der Einfluss von Glioblastomzellen auf die AlS-Plastizitat in OTC ............. 57
3.3.1 Humane Glioblastomzellen infiltrieren OTC und bilden TMs aus..... 57
3.3.2 AlS-Langenentwicklung ist in Tumor-OTC &hnlich zur Entwicklung in

[0 a1 (o] | I 1 59
3.3.3 AIS werden unter Tumorwachstum langer..........cccccccvvviiiiiiiiiinnnne. 63
3.34 In Tumor-OTC bilden sich weniger Connexin 43 Kontakte am AIS aus

69

3.4  Der Einfluss von Glioblastomzellen auf elektrophysiologische Eigenschaften
[0 =T AL U] 1 PSS 76
3.4.1 Aktive und passive Eigenschaften blieben nach Tumorwachstum
groltenteils UNVEraNdErt. . ...........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiii e 76
3.4.2 Vergleich der AlS-Langen in gepatchten OTC..........cccoooeiiiiiiininnnnnn. 80

4 DISKUSSION ...ooei e 83
4.1 Uberlegungen zur Methodik und statistischen Auswertung ........................ 83
4.1.1 Das AIS als Mediator neuronaler Plastizitat...............ccccccvieeeeeen. 83
4.1.2 Implementierung der Farbeprotokolle.............coovvviiiiiiiiiiiiiinn, 85
4.1.3 Limitationen der Modelle............ooommniiiii i 87
4.2  Morphologische Auswirkungen des Tumorwachstums .........cccccccvvvvvveeenee. 94
4.2.1 Plastizitat des AIS innerhalb eines Netzwerks...........ccovvvvvveeeenne... 94
422 Zusammenhang der Tumorgenese mit der Entwicklung neuronaler
NEIZWETKE ...t e e e e e eeeeeees 96

4.3  Auswirkung des Glioblastoms auf elektrophysiologische Eigenschaften..100



4.31 Erhohte Epileptogenitat als klinisches Korrelat der Ubererregbarkeit

100

432 Die Rolle von Cx43 als Mediator modulierter Netzwerkaktivitat..... 103

N 4 1 [ 105

5 ZUSAMMENFASSUNG .. ... 107
6 LITERATURVERZEICHNIS .. ..o 111
T ANH AN G . e 130
7.1 EQUIPMENT.....eeee e 130
T2 SO WA ... e e 132
7.3 Individuelle statistische Resultate ............ooovieiiiiiie e, 133

8 LEBENS L AUF ..o e 142

O DANKSAGUNG ... 143



Abkurzungsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkurzung Bedeutung

°C Grad Celsius

AcD axon-carrying dendrite (Axon tragender Dendrit)

ACSF artificial cerebrospinal fluid

AIS Axoninitialsegment

AnkG Ankyrin G

AP Aktionspotential

CA cornu ammonis

CAM cell-adhesion molecule (Zelladhasionsmolekdl)

ch chicken (Huhn)

CO cisternale Organelle

CT Computertomograpie

Cx43 Connexin 43 (Gap Junction Protein)

DG dentate gyrus (Gyrus dentatus)

DIV Days in vitro (Tage in vitro)

EGFR epidermal growth-factor receptor (epidermaler
Wachstumsfaktor-Rezeptor)

EPSCP exzitatorische postsynaptische Potentiale

GABA y-Amino-Buttersaure

GABA A-R GABA A-Rezeptor

GBM Glioblastoma multiforme

ap guinea pig (Meerschweinchen)

gt goat (Ziege)

GWAS genomweite Assoziationsstudien

Gy Gray (Einheit der Strahlendosis in Joule/kg)

h hour/s (Stunden)

ICW intracellular calciumwave (intrazellulare Kalziumwelle)

IDH Isocitrat-Dehydrogenase

IF Immunfluoreszenz

IHC Immunhistochemie

IPSC inhibitorische postsynaptische Potentiale

kDa Kilo-Dalton (Einheit der atomaren Masse)

KV voltage-gated (spannungsgesteuerte) Kaliumkanale

LTP Long-term potention (Lanzeitpotenzierung)

MGMT 06-Methylguanin-DNA-Methyltransferase

Min Minuten

MRT Magnetresonanztomographie

ms mouse (Maus)

mV Milivolt

NA numerische Apertur

NaV voltage-gated (spannungsgesteuerte) Natriumkanale



Abkurzungsverzeichnis

NGS
NLGN
NSC
OCT
oTC

PFA
rat
rb
Rm
RMP
ROI
Rs
S24
SD
SNP
SNT
TAM
™
TMZ

Wit
z.B.
ZNS
i
um

Neuron-gliomale Synapse

Neuroligine

neuronal stem cell (neuronale Stammzelle)
optimal cutting temperature

organotypical slice culture (organotypische Kultur)
postpartale Tage

Pikoampere

Paraformaldehyd

Ratte

rabbit (Kaninchen)

Membranwiderstand
Ruhemembranpotential

region of interest (Interessensregion)
Serienwiderstande

humane Glioblastomzelllinie
Standarddeviation (Standardabweichung)
single-nucleotid Polymorphism

"single neurite tracer"

Tumor assoziierte Makrophage
Tumormicrotube (Tumor-Nanordéhrchen)
Temozolomid

Volt

Wildtyp-Tiere

zum Beispiel

zentrales Nervensystem

microliter

micrometer



Einleitung

1 EINLEITUNG

Das Astrozytom WHO-Grad 1V, das sogenannte Glioblastoma multiforme (GBM), ist
einer der haufigsten und gleichzeitig aggressivsten primaren Hirntumore des
Menschen. Mit einem mittleren Uberleben nach Erstdiagnose von ca. 12-18 Monaten
(Ostrom et al., 2014) bei stetigem Anstieg der Pravalenzen (Korja et al., 2019) gerat
diese Tumorentitat zunehmend in den Fokus der Forschung. Trotz stetigen
Weiterentwicklungen der modernen Medizin, kennzeichnet das Glioblastom noch
heute eine besonders hohe Chemo- und Strahlentherapieresistenz (Wick et al., 2018).
In den vergangenen Jahren ruckte daher ein besonderer Forschungsansatz vermehrt
in den Fokus: die sogenannte ,Cancer-Neuroscience“ (Krebs-Neurowissenschaften),
die auf Erkenntnissen dariber beruht, dass Tumorzellen untereinander ein
funktionelles neuronales Netzwerk ausbilden und zudem nicht nur in Kontakt
miteinander stehen, sondern auch Verbindungen mit Neuronen bilden. Nachdem
bereits in den 1930er Jahren der Neuropathologe Scherer die auffallende Gruppierung
von Gliomzellen um Neurone herum beschrieben hatte (Scherer, 1938), zeigen
mittlerweile eine Vielzahl von Studien, dass diese funktionellen Verbindungen der
vermutlich  bedeutendste Resistenzmechanismus des Glioblastoms gegen
zytotoxische Therapiemalinahmen darstellt (Jung et al., 2019; Osswald et al., 2015).
Es konnte beobachtet werden, dass die Kommunikation der Tumore mit dem
Nervensystem eine wachstumsfordernde und stabilisierende Mikroumgebung
gewahrleistet und zusatzlich Uber gegenseitige Feedbackmechanismen die
Erregbarkeit des umgebenden neuronalen Netzwerks zu Gunsten einer erhdhten
Invasivitat, Progression und Resistenz des Tumors beeinflusst. Die
zugrundeliegenden Mechanismen beinhalten sowohl parakrine, als auch elektrische
Signalubertragung (Venkataramani et al., 2019; Venkatesh et al., 2015). Genauere
Mechanismen sind noch zu gro3en Teilen unverstanden.

Das ubergeordnete Ziel dieser Arbeit ist es, die Verbindungen und Einflisse des
Glioblastoms auf das neuronale Netzwerk zu untersuchen. Dabei wurde besonderer
Fokus auf das Axoninitialssegment (AIS) gelegt, das als Aktionspotential
Initierungsstelle eine entscheidende Rolle in der Vermittlung neuronaler
Signaltransmission einnimmt (Bender and Trussell, 2012; Engelhardt et al., 2019). Die
Kommunikation zwischen Tumor und Nervensystem stellt ein vielversprechendes

therapeutisches Ziel dar, weshalb wir einen Beitrag zum Verstandnis der Interaktion
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zwischen Glioblastom und Neuronen leisten wollen. Zunachst wurden die
entsprechenden neuronalen Strukturen in einem humanen Tumorresektat einer
neurochirurgischen Operation untersucht, um dann in einem geeigneten
zellkulturbasierten Tiermodell, den sog. organotypischen Kulturen (OTC), genauere

morphologische und elektrophysiologische Fragestellungen zu adressieren.

1.1 Glioblastoma multiforme

Gliome sind mit einer altersstandardisierten Inzidenz von ca. 6/100.000 Einwohner die
haufigsten primaren Hirntumore bei Erwachsenen (Crocetti et al., 2012; Larjavaara et
al., 2007; Louis et al., 2016). Dabei sind Manner etwa 1,5-Mal haufiger betroffen als
Frauen. Das GBM, sprich das Astrozytom WHO-Grad IV, macht laut des CBTRUS'
Statistikreports zwischen 60-85% der astrozytaren Tumore aus (Ostrom et al., 2014;
Ostrom et al., 2020).

Das Glioblastom ist gekennzeichnet durch eine hohe mitotische Aktivitat,
Gefalproliferation und Nekrosen (Omuro and DeAngelis, 2013). Insgesamt steigt die
Inzidenz mit dem Alter und erreicht ihren Hohepunkt in der Altersgruppe von 75-84
Jahren (Ostrom et al., 2014). Mehrere Analysen hinsichtlich der Inzidenzrate von
Gliomen im Zeitverlauf zeigen zumindest zwischen 1979 und 2008 eine relative
Stabilitat (Deltour et al., 2012; Hess et al., 2004; Wohrer et al., 2009).

Bei der Entitat des GBM handelt es sich um eine diffuse Erkrankung des gesamten
Gehirns mit massiver Proliferationssteigerung von Zellen glialen Ursprungs. Die
aktuelle WHO-Klassifikation 2016 sortiert das Glioblastom anhand von
histomorphologischen und molekulargenetischen Merkmalen in die Gruppe der
diffusen astrozytaren und oligodendroglialen Tumore (Louis et al., 2016). Klinisch
werden das primare und sekundare Glioblastom unterschieden. Primare GBMs
entstehen de novo, zumeist bei alteren Patienten ohne klinischen oder histologischen
Nachweis einer weniger malignen Vorlauferlasion. Sekundare GBMs entstehen aus
Gliomen niedrigeren Grades (Astrozytom Grad Il und Ill) und betreffen vermehrt
jungere Patienten (Louis et al., 2016; Wick et al., 2018). Sie unterscheiden sich nicht
nur durch ihren geringeren Nekrosegrad und ihre Uberwiegende Lokalisation im
Frontallappen von den primaren GBMs, sondern vor allem weichen sie hinsichtlich
ihrer genetischen und epigenetischen Profile voneinander ab (Ohgaki and Kleihues,
2013). Beide Arten kennzeichnet eine sehr hohe Morbiditat und Mortalitat (Ostrom et

4
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al., 2014). Im Allgemeinen sind weniger als 5% der Patienten 5 Jahre nach
Erstdiagnose noch am Leben, wobei die mittlere Lebenserwartung nach Diagnose ca.
14 Monate betragt (Hegi et al., 2005; Soomro et al., 2017; Stupp et al., 2010).

1.1.1 Diagnostik und makroskopische Darstellung

Die Symptome und das klinische Erscheinungsbild beim GBM sind stark variabel und
primar abhangig von der Lokalisation der Tumormasse und der Funktion der jeweiligen
Hirnregion, in die der Tumor hineinwachst und Kompressionen auslost. Die
Hauptsymptome sind Hirndruckzeichen, Wesensveranderungen, epileptische Anfalle
und fokal neurologische Defizite mit sensomotorischen Lahmungen (Omuro and
DeAngelis, 2013; Weller et al.,, 2017; Weller et al., 2015). Hemiparesen,
Gangstorungen oder Gesichtsfeldeinschrankungen kénnen dabei schon konkrete
Hinweise auf die Lokalisation der Tumormasse geben (Omuro and DeAngelis, 2013).
Zumeist bildet die Magnetresonanztomographie (MRT) die bildmorphologische
Grundlage der Tumordiagnostik bei Verdacht. Insbesondere wenn Kontraindikationen
fur ein MRT bestehen (z.B. Metallimplantate oder Herzschrittmacher) erfolgt eine
Computertomographie (CT). Maligne Gliome weisen typischerweise eine
girlandenformige  Kontrastmittelanreicherung  (Abb. 1, gelber Pfeil) der
Tumorinfiltrationszone auf und kdnnen zentrale Nekrosen beinhalten. Besonders bei
hochgradigen Gliomen findet sich zumeist auch ein perifokales Odem mit T2-
Gewichtung im MRT.
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Abb. 1: Darstellung eines Glioblastoms in der radiologischen Diagnostik

Magnetresonanztomographische Untersuchung des Gehirnes zweier Patienten (Patient A: A-
C; Patient B: D) mit einem Glioblastom im Cortex der linken GroRRhirnhemisphare. Ein axiales
T1-gewichtettes MRT ohne Kontrastmittel (A), das eine gut abgrenzbare Lasion mit zentraler
Nekrose zeigt. Die T2-Aufnahme (B) zeigt deutlich eine zystisch/nekrotische zentrale
Einschmelzung mit Spiegelbildung. In der FLAIR-Sequenz (C) ist zu sehen, dass hyperdense
Areale Uber die Grenzen der zsystischen Lasion hinaus reichen, was a.e. fur ein peritumorales
Odem spricht. Die Gadolinium-Kontrasmittelinjektion in (D) bei einem Glioblastom eines
anderen Patienten im linken Temporallappen zeigt die charakteristische randstandige,
girlandenférmige Kontrasmittelaufnahme der Glioblastome. Zur Verfigung gestellt von Dr.
Miriam Ratliff, Institut fur Neurochirurgie der Universitatsmedizin Mannheim.

Der Therapiestandard bei Verdacht auf ein malignes Gliom stellt in erster Linie die
grofl3zugige chirurgische Resektion dar. Einerseits mit dem Ziel die Tumormasse zu
reduzieren und dadurch symptomatische Linderung zu verschaffen, andererseits um
ausreichend Gewebe fur die histologische, molekulare und genetische
Tumorcharakterisierung zu gewinnen (Weller et al., 2017; Wick et al., 2017; Wick et
al., 2018), die bezuglich weiterer Therapiemallhahmen und der Prognose
entscheidend ist. Das Ziel einer vollstandigen makroskopischen Tumorresektion kann
am ehesten mit Hilfe von intraoperativer Bildgebung (Senft et al., 2011) oder
fluoreszenzgesteuerter Visualisierung durch 5-Aminolavulinsdure erreicht werden

(Stummer et al., 2006). Die zusatzlich diffuse mikroskopische Invasion der
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Tumornetzwerke erklart die schlechte Prognose. Begleitend wird als Standard das
Chemotherapeutikum Temozolomid aus der Klasse der Alkylantien verwendet (Louis
et al., 2016).

1.1.2 Risikofaktoren und Pathogenese

Wie bei den meisten anderen Tumorpathogenesen wird auch bei Glioblastomen eine
genetische Komponente vermutet (Shete et al., 2009; Sun et al., 2012). Allerdings
konnten bisher noch keine Gliom-Risikovarianten mit hoher Penetranz identifiziert
werden, sodass eine polygene Tumorgenese bisher als wahrscheinlich angenommen
wird (de Andrade et al., 2001; Goodenberger and Jenkins, 2012). Um auf wenige
dieser Mutationsorte einzugehen, seien die Signalwege von p53, TP53, IDH,
PDGFRA, Retinoblastoma und verschiedene Varianten der epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptoren (EGFR) genannt (Alifieris and Trafalis, 2015; Ludwig
and Kornblum, 2017). In den letzten Jahren werden zudem einige epidemiologische
Risikofaktoren diskutiert. Dazu zahlen vor allem die Exposition gegenuber
ionisierender (Bondy et al., 2008) und mittlerweile auch nicht-ionisierender Strahlung
(Barchana et al., 2012; Little et al.,, 2012), sowie das Vorliegen atopischer
Erkrankungen und deren Therapien. Interessanterweise stellte eine grolRe Meta-
Analyse mit > 50.000 Probanden fest, dass allergische Erkrankungen das Gliomrisiko
senken (Linos et al., 2007). Die Frage nach potenziellen molekularen Mediatoren
dieses vermeintlich protektiven Faktors flhrte zum Immunglobulin E, zu
verschiedenen Interleukinen und deren Rezeptoren (IL13, IL4, IL4-R etc.) (Sun et al.,
2013; Wiemels et al., 2009) sowie zu CD25 (Schwartzbaum et al., 2010), einem
Oberflachenmarker von immunsuppressiven regulatorischen T-Zellen. Den genauen
Zusammenhang mit der Pathogenese der Gliome gilt es aber noch weiter zu
untersuchen.

Bei der Suche nach Friherkennungsmarkern und damit verbundenen molekularen
Mechanismen der Tumorgenese fallt der Blick schnell auf die Beobachtungen des
belgischen Neuropathologen Scherer, der zytologische Merkmale von Gliomen
beschrieben hat (Scherer, 1938). Dabei entdeckte er das Phanomen eines
perineuralen Wachstums und stellte die Frage, ob Gliomzellen nur den Weg des
geringsten Widerstandes entlang der Axone wahlten, um in entfernte Hirnregionen

vorzudringen oder ob sie tatsachlich aktiv an einer Signalbeziehung und damit einer
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Netzwerkintegration in neuronale Schaltkreise involviert waren. Die neuronale
Regulation von Krebszellen hat sich in den letzten Jahren als ein grundlegender
Aspekt in der Biologie von Hirntumoren herausgestellt, sodass sich sogar eine eigene
Forschungsrichtung, die sogenannte ,Cancer-Neuroscience” etabliert hat (Gibson et
al.,, 2014; Monje et al., 2020). Schon lange ist bekannt, dass die Aktivitat des
Nervensystems die Koordinationsstelle der neuralen Stammzellentwicklung, ihrer
Proliferation und Differenzierung, sowie der synaptischen Integritat und Plastizitat
darstellt (Deisseroth et al., 2004; Goodman and Shatz, 1993; LoTurco et al., 1995).
Z.B. konnte per optogenetischer in vivo Studien (Gibson et al., 2014) gezeigt werden,
dass neuronale Aktivitat glutamaterge Projektionsneurone im pramotorischen Kortex
neuronale und oligodendrozytare Vorlauferzellen stimuliert, wodurch schlussendlich
eine adaptorische Veranderung der Myelinstruktur erfolgte. Wenn neuronale Aktivitat
die Proliferation glialer Vorlauferzellen fordert, die als Ursprungszellen hochgradiger
Gliome diskutiert werden, liegt die Hypothese nahe, dass auch Gliomzellen selbst auf

neuronale Aktivitat reagieren (Venkatesh et al., 2019b; Wirsching and Weller, 2020).

Erst vor circa 40 Jahren etablierte sich allmahlich die Erkenntnis, dass sich Neurone
nicht nur wahrend der Embryonalzeit entwickeln konnen, sondern lebenslang ein
kleiner Pool von neuronalen Stammzellen (NSCs) mit der Fahigkeit zur langfristigen
Selbsterneuerung von Neuronen und Gliazellen durch asymmetrische Teilung von
neuralen Vorlauferzellen (NPCs; (Mattson, 2008)) persistiert, was allerdings auch
kontrovers diskutiert wird (Lim and Alvarez-Buylla, 2016; Paton and Nottebohm, 1984).
In adulten Saugetiergehirnen befinden sich die Mehrzahl der NSCs in der
subventrikularen Zone (SVZ) der lateralen Liquorventrikel, jener Zone, in deren Nahe
Glioblastome gehauft auftreten (Larjavaara et al., 2007). Zusatzlich zu den Stamm-
und Vorlauferzellen sind auch andere Zelltypen wie Astrozyten, Mikroglia,
Makrophagen, sowie Bestandteile von extrazellularer Matrix und Gefal3en Teil dieser
Nischenkomplexe, um den Erhalt von Stammzelleigenschaften zu gewahrleisten
(Alvarez-Buylla et al., 2008). Diese Eigenschaften teilen sie sich mit Krebszellen
(Hanahan and Coussens, 2012). Wie noch genauer erlautert wird, ist das Schicksal
der NSCs bzw. NPCs von einer Reihe verschiedener Signalwege, welche durch
Neurotransmitter, Zytokine, Wachstumsfaktoren oder Zelladhasionsmolekule aktiviert
werden, abhangig (Cameron et al., 1998; Guo et al., 2017; Mattson, 2008; Suzuki et
al., 2006).
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Eine spezielle Subpopulation von Zellen mit Stammzelleigenschaften und
Oberflachenmarkerexpressionsprofilen, einschliefdlich Nestin und CD133, namens
,orain tumor stem-like cells“ (BTSCs) wurden in Hirntumoren identifiziert (Galli et al.,
2004; Muller Bark et al., 2020). Gemeinsam mit ihrer spezifischen Mikroumgebung von
verschiedenen Wachstumsfaktoren, Neurotransmittern und Neurotrophinen existieren
Ruckkopplungsschleifen mit verstarkter NSC-Proliferation bei Reduktion der
Tumormasse (z.B. durch Bestrahlung), sodass eine Invasion zuvor inaktiver BTSCs
aus der neurogenen Nische verstarkt wird (Jung et al., 2020; Kaur et al., 2014). Diesem
Mechanismus liegt zugrunde, dass maligne Transformationen in Zellen mit
Stammzellpotential bereits intrinsische anti-apoptotische und pro-mitotische
Signalwege beherbergen (Lee et al., 2018). Voraussetzung fir diese
Regenerationsmechanismen ist ein gegebener Informationsaustausch und
gemeinsame Signalwege zwischen Stammzellen, Vorlauferzellen, Tumorzellnetzwerk

und neuronalem Netzwerk.
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Abb. 2: Eine perivaskulare Nische fiir neurale Stammzellen und BTSCs

Sowohl NSCs als auch BTSCs stehen Uber die perivaskulare Nische in direkter
Kommunikation mit bspw. Endothelzellen, Astrozyten, Neuronen und Perizyten. Ein spezielles
Mikromillieu wird einerseits durch direkte Zell-Zell-Interaktionen und andererseits durch die
Sekretion [8slicher Faktoren (wie NO, Wachstumsfaktoren oder Neurotransmitter)
bereitgestellt, wodurch die Aufrechterhaltung der Stammzelleigenschaften und eine
Proliferationskontrolle mdglich ist. Wahrend die NSCs in der Neurogenese weiter
differenzieren und z.B. NPCs bilden, bilden BTSCs in ahnlicher Weise schnell proliferierende
Gliomzellen. Modifiziert nach Jung et al. 2017 in Nature Neuroscience.
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1.1.3 Das funktionelle Tumornetzwerk
1.1.3.1 Der Einfluss von Neurotransmittern

Es ist bekannt, dass die Neurogenese mitsamt Gliazellen und Mikroumgebung
malfdgeblich von Neurotransmitter-Signalen reguliert wird und nur durch korrekte
Signalintegration korrekte Netzwerkintegration maoglich ist (Platel et al., 2010). Viele
Arbeiten konnten Dysregulationen in diesen Neuotransmitter-Signalwegen beim GBM
feststellen. So korreliert z.B. die Expression von GABAa-Rezeptor (GABAA-R) invers
mit dem Tumorgrad und damit der Proliferationsrate, da sie das Zellwachstum
hemmen und somit GABAA-R in GBMs auch deutlich weniger exprimiert werden (Smits
etal., 2012). GABA wird u.a. von Neuroblasten und reifen Neuronen (Song et al., 2012)
freigesetzt und wirkt Uber den GABAA-R (Liu et al., 2005) auf NSCs depolarisierend
(Labrakakis et al., 1998a). Uber einen Chloridefflux und Calciuminflux wird die
Proliferation von NSCs gedampft, sodass mittlerweile von einer lokalen GABAergen
Ruckkopplung der Proliferation ausgegangen wird (Liu et al., 2005; Nguyen et al.,
2003). Trotz des Fehlens von GABAA-R werden im GBM GABA-bindende Proteine wie
z.B. der Diazepam-bindende Inhibitor (DBI) hochreguliert, wodurch z.B. ein eigener
GABA-unabhangiger Lipidstoffwechselweg aufrechterhalten wird (Alfonso et al.,
2012). Neben GABA ist auch die zentrale Rolle von Glutamat in der Neurogenese,
dem Neuritenwachstum und der Synaptogenese schon lange bekannt (Jansson and
Akerman, 2014). Glutamat hemmt selektiv das Auswachsen von Dendriten, fordert
aber gleichzeitig die Axogenese (Mattson, 2008). Ein Glutamatsignal kann Uber
metabotrope, NMDA- und AMPA-Rezeptoren (Rao and Finkbeiner, 2007) zur
Erhohung des intrazellularen Calciums in neuronalen Vorlauferzellen fuhren und hat
damit entscheidenden Einfluss auf Viabilitat, Proliferation (Gallo et al., 1996),
Plastizitat (Wiltgen et al., 2010) und Differenzierung (Brazel et al., 2005; Platel et al.,
2010). Diese Prozesse werden Uber Veranderungen der Membranerregbarkeit und der
Zytoarchitektur infolge von Transkriptionsveranderungen in einer Vielzahl von Genen
vermittelt (Mattson and Meffert, 2006). Durch den Calciuminflux induziert Glutamat
eine schnelle Polymerisation von Aktin im Axon und hemmt die Tubulin-Polymerisation
in Dendriten (Mattson, 2007; Savtchouk and Volterra, 2018). Ein anhaltender Anstieg
von intrazellularem Ca?* infolge von z.B. vermehrter Aktivierung von
Glutamatrezeptoren kann allerdings auch zur Depolymerisationen von
Mikrofilamenten oder Mikrotubuli fihren und damit eine sogenannte Exzitoxizitat

bewirken (Furukawa et al., 1995; Leal et al., 2014). Uber postsynaptische Rezeptoren
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beeinflusst Glutamat den Calciuminflux und somit schnelle Kinase- und Protease-
vermittelte Signalkaskaden wodurch transkriptionsabhangige Wege aktiviert werden
(Mattson, 2003, 2008).

Ahnlich wie in GABAergen Signalwegen verandern Dysregulationsmechanismen
glutamaterge Signalwege, die zugunsten erhdhter Proliferation, Invasion und Migration
vom GBM genutzt werden (de Groot and Sontheimer, 2011; Venkataramani et al.,
2019). In Glioblastomen werden AMPA-Rezeptoren haufig ohne die spezielle GIluR2-
Untereinheit exprimiert (Ishiuchi et al., 2002), die fiir Impermeabilitat von Ca?* sorgt
(Hollmann et al., 1991). Die Blockade von AMPA-Rezeptoren oder des
Calciumeinstroms (Rzeski et al.,, 2002) wiederum konnte genauso wie die
Reintegration der calciumpermeablen GIuR2-Untereinheit das Gliomwachstum
hemmen (Ishiuchi et al, 2002). Passend dazu stellte sich in einer
Genexpressionsstudie eine verringerte Expression von GIuR2 als Pradiktor fur
kirzeres Gesamtuberleben heraus (Colman et al., 2010). Zusatzlich zum parakrinen
Einfluss anderer Vorlauferzellen, sezernieren Gliomzellen selbst Glutamat, sodass das
Tumorwachstum sowohl Uber parakrine als auch autokrine Mechanismen gefordert
wird (Ye and Sontheimer, 1999). Hinzu kommt, dass Gliomzellen wiederum
Wachstumsfaktoren, die die Wirkung von Glutamat unterstiitzen kénnen, sezernieren
und dabei in direktem synaptischem Kontakt zum neuronalen Netzwerk stehen
(Venkatesh et al., 2015).

Die Regulation und Expression von NMDA- und AMPA-Rezeptoren wird u.a. durch
verschiedene Neurotrophine wie z.B. den basic fibroblast growth factor (bFGF; (Cheng
and Mattson, 1994)), nerve growth facotor (NGF; (Guo and Mattson, 2000)) oder brain-
derived neurotrophic factor (BDNF; (Li et al., 2005; Marini et al., 1998) per Aktivierung
von Tyrosinkinaserezeptoren vermittelt. Diese Tyrosinkinase-Rezeptoren dimerisieren
und autophosphorylieren Tyrosinreste und setzen so einen spezifischen
Signalkomplex fur Wachstumsfaktoren in Gang, die dann wiederum die
Empfindlichkeit gegentber Glutamat verandern kdnnen (Cheng and Mattson, 1994)
oder synaptische Endigungen und die mitochondriale Funktion stabilisieren (Guo and
Mattson, 2000).

Wie Studien zur synaptischen Ubertragung im murinen Hippocampus gezeigt haben,
sind AMPA- und NMDA-Rezeptoren von grundlegender Bedeutung fur eine

aktivitatsinduzierte Starkung der synaptischen Dichte und damit auch fir den Prozess
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der Langzeitpotenzierung (LTP; (Lisman, 2003)). Dabei ist allerdings zu beachten,
dass die vielseitigen zellularen Adaptationen in Reaktion auf erhdhtes intrazellulares
Ca?* in Abhangigkeit von der Frequenz der glutamatergen Stimulation sowohl zur
langfristigen LTP, als auch zur Langzeitdepression (LTD) fuhren (Massey and Bashir,
2007) koénnen. So kann es durch anhaltende Uberstimulation zur Degeneration von
postsynaptischen Spines kommen (Mattson, 2003).

Damit wird der Bogen zu einem weiteren potenziellen Einflussfaktor auf die
Tumorprogression gespannt: Die neuronale Aktivitdt des peritumoralen Netzwerks
(Gillespie and Monje, 2018).
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Abb. 3: Die Neurotransmitter-Signaliibertragung in der neurogenen Nische bei Gliomen

A,B, Neurotransmitter-Signaltbertragung in der Neurogenese und bei Gliomen. Die lllustration
zeigt die Charakteristika in neuronalen Stamm- und Vorlauferzellen, aus denen sich auch
BTSCs entwickeln kénnen. Die mechanistischen Merkmale bei Gliomen sind in den weil3en
Kasten und die tumorbiologischen Folgen davon in den braunen Kasten hervorgehoben. (A)
GABA-Signaltbertragung. Die Expression des Natrium-Kalium-Chlorid-Co-Transporters
(NKCC1) auf NSCs vermittelt die intrazellulare Chloridakkumulation. Das von neuronalen
Progenitorzellen (NPC) freigesetzte GABA wirkt auf ionotrope GABAA-Rezeptoren, die
widerum einen Chlorid-Efflux und damit eine Depolarisation bewirken, sodass durch die
Phosphorylierung von Histon H2AX die Proliferation hemmt und eine Ruckkopplung bewirkt.
GABA selbst wird durch DBI moduliert, indem die Signallbertragung am GABAAa-Rezeptor
gehemmt wird. Im Gliom erfolgt durch Uberexpression der NKCC1 und der damit verbundenen
Hyperpolarisation in Zusammenhang mit einer Minderexpression von GABAa-Rezeptoren eine
verminderte Phosphorylierung des H2AX-Histons und damit eine erhdhte Zellproliferation. (B)
Glutamat-Signallbertragung. Sezerniertes Glutamat wirkt Gber NMDA-, metabotrope und
AMPAR-Rezeptoren. Im Gliom ist die GluR2-Untereinheit Calcium-permeabel, sodass
Proliferation gefordert wird. Extrazellulares Glutamat kann Uber Glutamat-Cotransporter
aufgenommen werden. Mittels Cystein-Antiport kdnnte ein weiterer Mechanismus zur
Verfugung stehen, der zur zuséatzlichen autokrinen und parakrinen Glutamat-Freisetzung
beitragt. Modifiziert nach Jung et al. 2017 in Nature Neuroscience.
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1.1.3.2 Der Einfluss neuronaler Aktivitat auf die Tumorgenese

Ein weiteres Indiz fur die entscheidende Rolle durch Glutamat sowie anderer
Neurotransmitter ausgeloster Effekte, stellt auch die erhdhte Epileptogenitat von
Gliompatienten dar (Buckingham et al., 2011; Campbell et al., 2012; Parent et al.,
2002). Verursacht wird sie durch eine synchrone Erhdhung der elektrischen
Netzwerkaktivitat (Campbell et al.), die bishin zur Exzitoxizitat fuhren kann (Ye and
Sontheimer, 1999). Unter Exzitoxizitat versteht man eine erhdhte Vulnerabilitat von
Neuronen aufgrund von Ubermaliger glutamaterger Aktivierung insbesondere unter
Bedingungen verringerter Energieverfigbarkeit und erhéhtem oxidativen Stress
(Hazell, 2007; Mattson, 2003). Im Verlauf wird deutlich, dass auch der Zusammenhang
zwischen peritumoraler Netzwerkaktivitdt und der GBM-Progression eine
entscheidende Rolle in der Entstehung bedeutender Resistenzmechanismen darstellt
(Gillespie and Monje, 2018; Osswald et al., 2015). Vor allem, da je nach Spiegel der
verschiedenen neurotrophen Faktoren wie NGF, BDNF oder bFGF ein Schutz vor
Exzitoxizitast und Ubererregung besteht. Bspw. kann BDNF ({iber den
Transkriptionsfaktor NF-kB antioxidative Enzyme sowie anti-apoptotische Proteine wie
Bcl-2 induzieren (Cheng and Mattson, 1994; Pappas and Parnavelas, 1997). Die
Gruppe um (Campbell et al., 2012) konnte durch extrazellulare elektrophysiologische
Ableitungen zeigen, dass bei tumortragenden Mausen sowohl die Eintrittslatenz als
auch die Haufigkeit von synchron verlaufenden Netzwerkaktivitaten erhdht war. Durch
den Entzug von Mg?*-lonen aus dem N&hrmedium der Hirnschnitte wahrend
Einzelzell-Ableitungen wurde die Blockierung von NMDA-Rezeptoren aufgehoben und
epileptiforme Aktivitaten erzeugt. Zusatzlich wurde gezeigt, dass Glutamat nicht nur
Uber autokrine und parakrine Mechanismen die eigene Progression fordern, sondern
auch durch peritumorale Netzwerkaktivitat verschiedenste Neurotrophine in die
Mikroumgebung sezerniert wurden und dies eine Uberregbarkeit des Netzwerks
bewirkte (Buckingham et al., 2011; Campbell et al., 2012;(Gibson et al., 2014). Auch
klinisch ist festzustellen, dass Glioblastompatienten in bis zu 80% der Falle an
Krampfanfallen leiden kénnen (Moots et al., 1995). Ein bedeutsames Bindeglied
zwischen neuronaler Aktivitat und  Glioblastomprogression kénnte die
aktivitatsregulierte Sekretion von Neuroligin 3 (NLGN3) darstellen, zumal eine NLGN3-
Uberexpression ein potentieller Prognosemarker darstellt (Venkatesh and Monje,
2017; Venkatesh et al., 2017). Bei Neuroliginen handelt es sich um postsynaptische
Adhasionsmolekiile (Varoqueaux et al., 2006), die gekoppelt an prasynaptisches
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Neurexin (Sudhof, 2008) vermutlich direkt am Expressionsverhalten von
intrazellularen Wachstumsfaktoren beteiligt sind und damit auch synaptische
Plastizitat vermitteln (Venkatesh et al., 2017).

Zusammengenommen legt eine Fulle von Daten nahe, dass Neurotransmitter,
Neuropeptide und die Netzwerkaktivitat das Verhalten von Gliomzellen beeinflussen
(Alfonso et al., 2017; Cuddapah et al., 2014; Robert and Sontheimer, 2014), wenn

nicht sogar lenken.

1.1.3.3 Die Interkonnektivitat des Tumornetzwerks

Wie auch bei Gliazellen finden sich zahlreiche elektrische Synapsen in Form von Gap
Junctions zum direkten Ladungsaustausch an der Plasmamembran von
Glioblastomzellen (Larson et al., 2018). Besonders die Arbeit von Osswald et al., 2015
konnte zeigen, wie bedeutsam diese Interkonnektivitat zwischen Tumor und
neuronalem Netzwerk fur Tumorprogression, Therapieresistenz und Invasivitat sind.
Unter anderem pragte diese Arbeit ein neues Verstandnis von der Etablierung der
Gliome als diffuse Tumornetzwerke, die nicht nur eine solide Tumormasse mit
zentralen Nekrosen bilden, sondern spinnennetzartig das gesamte ZNS durchziehen
und sowohl miteinander uber sogenannte Tumor-Nanorohrchen (Tumormicrotubes,
abgekurzt TMs), sondern auch mit Neuronen und Zellen der Mikroumgebung (z.B.
Mikroglia) in direkter Verbindung stehen (Hong et al., 2015; Peinado, 2001). Wie
Osswald et al. aullerdem herausfanden, korrelierte die Haufigkeit und Lange der
verbindenden TMs stark mit der Malignitat des Glioms. Beim Glioblastom weisen 93%
der TMs eine Lange zwischen 50-300 ym auf und wurden auch in der kontralateralen
Hemisphare identifiziert (Venkatesh and Monje, 2017). Zudem kommunizieren die in
Verbindung stehenden Zellen mittels interzellularer Kalziumwellen (ICWs) in
multizellularen Netzwerken (Cornell-Bell et al., 1990). Die ICW Fortleitung innerhalb
des TM-Netzwerks konnte durch Blockade der Gap Junctions inhibiert werden, wobei
die Synchronizitat selektiv in Gliomzellen, nicht aber in Astrozyten der getesteten
Tumorregion, abnahm (Osswald et al., 2015). Es stellte sich heraus, dass Connexin
43 (Cx43) sowohl in IDH-mutierten, als auch Wildtyp-Glioblastomen hochreguliert
wurde und besonders haufig an den TMs per Immunfluoreszenz nachgewiesen
werden konnte. Die Dichte der Immunreaktivitat war dabei an TM-Kreuzungen
besonders hoch (Osswald et al., 2015). Im Gesamten teilen sprossende Axone und

TMs nicht nur morphologische Merkmale, sondern reagieren auch auf ahnliche
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chemotaktische Signale und haben ahnliche molekulare Mechanismen, die an der
Zellmigration beteiligt sind, wie z.B. Myosin Il, Integrine, Adharenzmolekule und viele
mehr (Devoto, 1990; Marin et al., 2010).
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Abb. 4: Ahnlichkeit des Protrusionsverhaltens von NPCs und TMs von Gliomzellen

Das Migrationsverhalten von NPCs und auch Gliomzellen folgt ebenfalls den
Regulationsmechanismen durch NKCC1 regulierten Chloridefflux und AMPA-Rezeptor-
Aktivierung und calciumabhangige Proliferation. Ahnliche molekulare Mechnismen sind an der
Bildung und Funktion von auswachsenden Axonen beteiligt wie auch zu zellularen
Ausstulpungen wie TMs in Gliomen fuhren. Neurotrophine, Integrine und Pleiotrophine, die
durch Gap43 induziert werden, sind an dieser Signalgebung beteiligt, die letztendlich das
dynamische Gebilde des Zytoskeletts in Form von Aktin, Myosin Il und Mikrotubuli
beeinflussen. Modifiziert nach Jung et al. 2017 in Nature Neuroscience.

Im Zuge all der Mechanismen, die zur funktionellen Netzwerkintegration fuhren,
wurden Reparaturprozesse bei Hirnlasionen angetrieben. Die Daten deuten darauf
hin, dass Gliomzellen in der Lage sind geschadigte Netzwerkmitglieder zu erkennen
(Arvidsson et al.,, 2002; Kreuzberg et al., 2010), zu ersetzen und die
Gesamtorganisation wiederherzustellen (Osswald et al., 2015).

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass Gliomzellen untereinander nicht nur mittels
elektrischer Synapsen verbunden sind, sondern auch bona fide exzitatorische
Synapsen zwischen Gliom und Neuronen ausbilden (Venkataramani et al., 2019;
Venkatesh and Monje, 2017). In elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnten von
Venkatesh et al. sogenannte neurogliomale Synapsen (NGS) mit prasynaptischen
Vesikeln, synaptischem Spalt und einer postsynaptischen Verdichtungszone
identifiziert werden (Gray, 1959; Harris and Weinberg, 2012). Einheitlich bestanden
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diese NGS aus einem prasynaptisch neuronalen und postsynaptisch gliomalen Teil
(Venkatesh et al., 2019a). In den Versuchen von Venkatamarani et al. und Venkatesh
et al. wurde per Stimulation von Schaffer-Kollateralen und kommissuralen Afferenzen
aus dem CA3-Feld des Hippocampus die Gliomantwort auf neuronale Aktivitat
gemessen. Dabei kam es zu depolarisierenden Strémen in der Gliomzelle, wodurch
Aktionspotentiale ausgelost wurden und Uber AMPA-Signalwege im Netzwerk
weitergeleitet wurden (Venkatesh and Monje, 2017). Zusatzlich wurde durch die
Erregung des Netzwerks mittels loneneinstrom die Dichte an glutamatergen NGS
verstarkt (Venkatesh et al., 2015). Dabei gilt festzuhalten: Neuron-Gliom-Interaktionen
sind bidirektional und neuronale Aktivitat erhoht das Gliomwachstum, wobei
angenommen wird, dass umgekehrt Gliome auch die neuronale Aktivitat per
Glutamatsignal erhéhen konnen (Campbell et al., 2012; Venkataramani et al., 2019).
Mehrere Beweislinien unterstutzen mittlerweile den direkten Einfluss der NGS-
getriebenen, calciumabhangigen Aktivierung von GBM-Zellen auf die Zellinvasion (de
Groot and Sontheimer, 2011; Venkataramani et al., 2022; Venkatesh et al., 2015).
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Abb. 5: Multizelluldres Netzwerk mit interzellulirer Kommunikation der neurogenen
Nische und Gliomen

Schematische Darstellung der Mechanismen und Wirkungen multizellularer Netzwerke in den
neurogenen Nischen und Hirntumoren. In den weilen Kasten sind die Merkmaleigenschaften
im Tumornetzwerk im Vergleich zu den Netzwerken aus NSCs und NPCs dargestellt und in
braun die sich daraus ergebenden Konsequenzen flr die Gliombiologie. Gap Junctions, die
hauptsachlich aus Cx43 bestehen, werden genutzt um Zell-zu-Zell-Kontakte herzustellen und
ICWs die Ausbreitung zu ermdglichen. Aulderdem wird diese Verbindung genutzt, um die
zellulare Homoostase zu gewahrleisten. Weitere resistenzerhdhende Mechanismen werden
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durch die Calcium-aktivierten Kanale (CRAC) Orai1 und STIM1 mittels IP3-Erhéhung reguliert.
Intrazellular ansteigendes Calcium bewirkt dabei Progression und Proliferation. Die
Komplexitat dieser Netzwerke wird zusatzlich durch Zellkontakte mit Astrozyten (und weiteren
Zelltypen wie Neuronen, Mikroglia etc.) erhéht. Sowohl homo- als auch heterozellulare
Verbindungen kénnen ICWs ubertragen und dadurch Reparaturreaktionen nach Lasionen des
Netzwerks ausldsen. Modifiziert nach Jung et al. 2017 in Nature Neuroscience.

1.2 Das Axoninitialsegment

Das Axoninitialsegment (AIS) ist eine Mikrodomane am proximalen Axon und ist
gekennzeichnet durch eine spezifische Zusammensetzung verschiedener
Gerustproteine sowie einer hohen Dichte von lonenkanalen an der Membran.

Das AIS ermoglicht es Neuronen, Aktionspotentiale (APs) zu generieren, ihre
Erregbarkeit zu modulieren und sich an Veranderungen der Netzwerkerregbarkeit
anzupassen (Grubb and Burrone, 2010; Kole and Stuart, 2012; Wefelmeyer et al.,
2016). Eine weitere elementare Funktion des AIS ist die Etablierung einer
Diffusionsbarriere fur den vesikularen Transport, damit somatodendritsche und
axonale Ladungen sortiert bleiben und die Polaritat der Zelle nicht verloren geht
(Leterrier and Dargent, 2014).

Obwohl diese Doméane als solche schon seit den 1960ern bekannt ist, wurde seine
fundamentale Rolle in der Entwicklung beispielsweise des auditorischen,
somatosensiblen und motorischen Cortex, sowie auch bei Pathologien, erst wahrend
der letzten zehn Jahre genauer erkannt (Engelhardt et al., 2019; Gutzmann et al.,
2014; Leterrier, 2018; Rasband, 2010; Schluter et al., 2017). Das aktuelle
Lehrbuchwissen schreibt die entscheidenden plastischen Veranderungen eines
Netzwerks bis dato eher der somatodendritischen Domane zu. Einige Arbeiten deuten
mittlerweile darauf hin, dass das AIS als Drehscheibe flir kurz- und langfristige
Veranderungen sowohl in der Struktur, als auch seiner Funktion Plastizitat aufweist
und damit die Leistung eines Neurons und dessen Rolle in einem funktionierenden
Netzwerk entscheidend beeinflusst (Engelhardt et al., 2019; Jamann et al., 2018; Kuba
and Ohmori, 2009; Wefelmeyer et al., 2016). Daran angelehnt ist es nicht besonders
Uberraschend, dass sich das AIS auch als zentraler Bestandteil von
pathophysiologischen Zustanden wie Epilepsie, Demenz oder Lahmungen
herausgestellt hat, da dies Erkrankungen sind, die unmittelbar die Funktionsweise
neuronaler Netzwerke betreffen (Engelhardt et al., 2019; Nelson and Jenkins, 2017;
Rasband, 2010). Neben der Regulation neuronaler Erregbarkeit (Kole and Brette,
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2018) kommt dem AIS vor allem noch die Aufgabe der Aufrechterhaltung neuronaler
Polaritat als physikalische Barriere zu (Rasband, 2010; Sobotzik et al., 2009).

1.2.1 Molekularer Aufbau des AlIS

Das AIS wird durch seine spezifische Ausstattung mit Gerustproteinen unterhalb des
Axolemmas und Zytoskelettkomponenten charakterisiert, die fur die Funktion
entscheidend sind (Leterrier et al., 2017). Ankyrin-G aus der Proteinfamilie der
Ankyrine stellt dabei eine wichtige strukturelle Basis fur den Aufbau des AIS dar
(Rasband, 2010)(Abb. 6), da einige der Cytoskelettkomponenten in Interaktion mit
AnkG stehen (Huang and Rasband, 2018). Insgesamt werden die Ankyrine von drei
Genen ANK1 (AnkR), ANK2 (AnkB) und ANK3 (AnkG) codiert (Mohler et al., 2002),
wobei AnkG in drei verschiedene Isoformen exprimiert werden kann. Allerdings sind
nur die 270 kDa und 480 kDa Varianten an der Bindung von Transmembranproteinen
wie spannungsabhangigen Natrium- (NaV) (Akin et al., 2015) und Kaliumkanalen (KV;
(Pan et al.,, 2006)) beteiligt. Die entscheidende Rolle von AnkG bei der AlS-
Assemblierung und Aufrechterhaltung neuronaler Polaritat wurde durch
Deletionsversuche von AnkG bestatigt, bei denen auffiel, dass die anderen
elementaren Zytoskelettkomponente am AIS ohne AnkG nicht kolokalisiert waren
(Bennett and Chen, 2001; Hedstrom et al., 2008; Jenkins and Bennett, 2001; Kordeli
et al., 1995; Leterrier et al., 2017; Sobotzik et al., 2009). Mutierte Mause, bei denen
ein AnkG-Knockdown im Kleinhirn durchgefuhrt wurde, litten an Ataxien durch AP-
Initiierungsstérungen und gestértem Feuerverhalten der Axone (Jenkins and Bennett,
2001; Tseng et al., 2015). Ebenso bestehen Hinweise auf Assoziationen beziglich
Mutationen im ANKS3-Gen und dem Auftreten von psychischen Storungen wie
Schizophrenie (Harrison, 2016), Autismus (Bi et al., 2012) und biopolaren Stérungen
(Schulze et al., 2009). Daruber hinaus spielt die 480 kDa AnkG-lsoform auch eine
wichtige Rolle in der Stabilisierung von GABAa-Rezeptoren an der
somatodendritischen Domane (Tseng et al., 2015).

Eine weitere bedeutende strukturelle Komponente neuronaler Plastizitat bilden axo-
axonische Interneurone, die sogenannten Chandelier-Zellen, welche Synapsen mit
dem AIS bilden (Inan and Anderson, 2014). Es wurde vorgeschlagen, dass diese
Synapsen mit Chandelier-Zellen als Schaltkreisregulatoren fungieren (Woodruff et al.,
2010), da sie das Feuerverhalten unmittelbar am AIS modulieren. Allerdings ist noch

unklar, ob sie postsynaptische Pyramidenzellen erregen oder hemmen. Man geht
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davon aus, dass dies vom Netzwerkzustand abhangt (Woodruff et al., 2010; Woodruff
et al., 2011).

In Abwesenheit von AnkG verlieren Neurone ihre Polaritdt und Axone erhalten
dendritische  Eigenschaften mit veranderten = Membraneigenschaften  und
Rezeptorverteilungen (Hedstrom et al., 2008; Sobotzik et al., 2009). Unmittelbar
unterhalb des Axolemmas befinden sich Aktin-Ringe, die in Verbindung mit BIV-
Spektrin (Yang et al., 2007) und all-Spektrin (Huang and Rasband, 2018) stehen und
sich so wiederum mit AnkG verbinden, wodurch sich ein periodisches Muster mit
Abstanden von ca. 190 nm bildet (D'Este et al., 2015; Xu et al., 2013). Auch die
multiplen  Querverbindungen zwischen  BIV-Spektrin  und den diversen
Strukturproteinen des AlS, die u.a. lonenkanale integrieren, sprechen flr eine wichtige
Rolle in der Aufrechterhaltung axonaler Funktionen (Berghs et al., 2000). In Mausen,
die BIV-Spektrin nicht exprimierten, konnten weder AnkG noch spannungsabhangige
Natriumkanale gefunden werden (Komada and Soriano, 2002) mit der Folge, dass
auch in diesem Fall neuronale Dysregulationen auftraten, die in Symptomkomplexen
wie Zittern und motorischen Neuropathien mindeten (Buffington and Rasband, 2011).
Neben lonenkanalen werden von AnkG auch Zelladhasionsmolekile (CAMs) wie
Neurofascin-186 kDa (NF-186) und das sogenannte ,Neuron-glia related CAM®
(NrCAM) an axonale Mikrotubuli verankert (Hedstrom et al., 2008; Leterrier et al.,
2017). Ihre Hauptaufgaben bestehen darin, die Polaritdt und molekulare

Zusammensetzung am AlS zu unterstutzen (Leterrier, 2018).
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Abb. 6: Molekulare Struktur des AIS

Links: Dieses Bild zeigt eine Pyramidenzelle mit einem AIS (griin), das direkt am Soma
entspringt.

rechts: Dargestellt ist der molekulare Aufbau eines AlS. Gekennzeichnet durch periodisch
angeordnete Aktin-Ringe, an denen wiederum die elementaren Geristproteine AnkG und BIV-
Spektrin verankert sind. AnkG selbst bindet verschiedene lonenkanale an der Membran. Fir
genauere Darstellungen siehe Abschnitt 1.2.2 MaRstabsbalken = 10 ym. Modifiziert nach
Engelhardt et al., 2019 in Neuroforum.

1.2.2 lonenkanale am AIS

Die molekulare Grundlage flr eine AP-Initierung am AIS bilden die
spannungsabhangigen Natriumkanale, deren Dichte am AIS am hdchsten ist (Kole et
al., 2008). Insbesondere die Isoformen Nav1.1, Nav 1.2 und Nav1.6 sind die von den
meisten exzitatorischen, kortikalen Neuronen exprimierten Formen. Allerdings kdnnen
in unterschiedlichen Zelltypen auch unterschiedliche Nav-Subtypen exprimiert werden
(Lorincz and Nusser, 2008; Yoshimura and Rasband, 2014).

Es hat sich herausgestellt, dass Nav1.6 der primare, an der AP-Generierung beteiligte,
lonenkanal ist, da er schneller und bei niedrigeren Schwellenwerten aktiviert wird
(Colbert and Pan, 2002; Hu et al., 2009; Katz et al., 2018; Van Wart et al., 2007). Der
maximale Natriumstrom wurde am distalen AIS beobachtet, wo auch die maximale
Nav1.6 Expression zu beobachten ist (Hu et al., 2009). Eine Verlagerung des AlS nach
distal weg vom Soma bewirkt auch eine zunehmende Isolation von der kapazitativen
Last des Somas, was die Rolle der Nav1.6 zusatzlich unterstreicht (Kole and Brette,
2018; Lorincz and Nusser, 2008). Die Nav1.2-Kanale akkumulieren jedoch naher am
proximalen Beginn des AlS nahe der somatodendritischen Domane wodurch ihre Rolle
in der AP Ruckubertragung (backpropagation) im Gegensatz zur AP-Generierung
betont wird (Hu et al., 2009). Die Rickubertragung beschreibt neben der unidirektional
ausbreitenden AP-Spannung das Phanomen eines weiteren, vom Soma erzeugten
Impulses, der sich in Richtung der apikalen Dendriten ausbreitet (Hu et al., 2009). Da
die lonenkanale wahrend der Entwicklung unterschiedlich verteilt sind, sollte betont
werden, dass sich diese Erlauterungen auf adulte Stadien bezieht.
Spannungsabhangige Kaliumkanale (Kvs) am AlS spielen eine entscheidende Rolle in
der Repolarisation des Membranpotentials. Einzelzellableitungen (s. Erklarungen in
Material und Methoden) haben gezeigt, dass in AIS von Pyramidenzellen
hauptsachlich Kv1-Isoformen exprimiert werden (Goldberg et al., 2008), die einen

schnell aktivierbaren aber nur langsam inaktivierenden Kaliumefflux bewirken und so
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die Depolarisation ausgleichen und die AP-Wellenform und das repetitive
Feuerverhalten beeinflussen (Shu et al., 2007). Dabei fallt auf, dass jeder Neuronentyp
ein unterschiedliches Muster an spannungsabhangigen Kaliumkanalen aufweist,
sodass in kortikalen Neuronen eine Inaktivierung von Kv1-Kanadlen zu langsamer
Depolarisation flhrt und eine Verbreiterung der APs bewirkt (Kole et al., 2007). In
anderen Zelltypen hat eine Blockade dieser Kanale zu erhdhter Spike-Dauer geflihrt
(Shu et al., 2007), sodass deutlich wird, dass das einzigartige Feuerverhalten
verschiedener Neuronenpopulation vermutlich malfigeblich von unterschiedlichen
lonenkanalkonstellationen abhangt (Van Wart et al., 2007).

Die Kv7.x-Kanédle werden in einem Gradienten von proximal nach distal durchaus
anpassungsfahig ans Feuerverhalten der Zelle (Petersen et al.,, 2017) im AIS
exprimiert und vermitteln den muskarinergen Strom, der auch als ,M-Strom*
bezeichnet wird (Pan et al., 2006). Dieser Strom wirkt langsam nicht-inaktivierend und
wird knapp unterhalb der AP-Schwelle aktiviert (Halliwell and Adams, 1982).
Aufgrund ihrer Eigenschaften, wurde auch der Einfluss verschiedener K*-Kanale auf
die Regulation des Tumornetzwerks beim Glioblastom mit der Fragestellung, ob der
K*-Kanal ein potenzielles gentherapeutisches Ziel bei der Krebsbehandlung darstellen
koénnte, untersucht (Liu et al., 2018). Zunachst zeigte sich, dass spannungsabhangige
Kaliumkanale, auf die hier fokussiert wird, in Tumorgewebe Uberexprimiert werden (Bai
et al., 2013; Cazares-Ordonez and Pardo, 2017), explizit auch im Glioblastom (Patt et
al., 2004; Staudacher et al., 2014). Zusammen mit einigen anderen Typen von
Kaliumkanalen konnte entdeckt werden, dass ihre Uberexpression nicht nur mit der
Malignitat von Gliomen Kkorrelierte, sondern auch, dass ihre Inaktivierung das
Wachstum signifikant reduzierte (Felipe et al., 2012; Huang et al., 2009; Liu et al.,
2019).

1.2.3 Plastizitat des AIS

Bei Betrachtung der Funktion und Rolle des AIS von Neuronen ist vor allem diejenige
Plastizitat von Interesse, die eine Veranderung des Netzwerkszustandes hervorruft.

Die axialen Strome entlang des Axons folgen dem Grundprinzip des Ohmschen
Gesetzes: Der Spannungsgradient zwischen Soma und AIS ist abhangig von der
Eingangsstromstarke und dem axialen Widerstand, der wiederum von Geometrie und

Komposition des AIS abhangt (Kole and Brette, 2018). Abgeleitet aus diesen
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Prinzipien gibt es flr jedes Neuron eine optimale Komposition des AIS in Bezug auf
Position und Beschaffenheit, die minimaler Schwellenstrom und Isolation von
somatischer Kapazitat beinhaltet (Goethals and Brette, 2020).

Die ersten Belege dafur, dass die Struktur und damit auch die Funktion des AIS
dynamisch ist und durch die Beeinflussung der neuronalen Aktivitdt moduliert wird,
wurden 2010 von Kuba et al. und der Gruppe um Grubb und Burrone erbracht.
Einerseits konnte beobachtet werden, dass eine erhohte neuronale Aktivitat in vitro zu
einer distalen Verlagerung des AIS in Hippocampus-Neuronen fuhrte und eine
verringerte intrinsische Erregbarkeit nach sich zog. Dies wurde als Hinweis auf einen
homdostatischen Zweck verstanden, um die neuronale Aktivitdt wieder auf das
Ursprungsniveau zurickzufiihren (Grubb and Burrone, 2010). Kuba et al., 2010
fanden heraus, dass durch sensorische Deprivation in vivo eine AlS-Verlangerung und
Umverteilung der lonenkanale erfolgt mit dem Effekt einer erhéhten Erregbarkeit (Kuba
and Ohmori, 2009; Kuba et al., 2015).

Aus theoretischen Versuchen wurden folgende Paradigmen fur die Funktions-Struktur-
Relation des AIS definiert: Je langer und distaler das AlS liegt, desto erregbarer ist das
Neuron, da die Leitfahigkeit fur Natrium und Kalium zunimmt. Dies hangt jedoch stark
von der Grofle des Neurons und der Verteilung des somatodendritischen Inputs ab
(Goethals and Brette, 2020; Gulledge and Bravo, 2016; Hamada et al., 2016; Kole and
Brette, 2018). Laut Modellierungsdaten ist ein langes AIS fur gro3e Neurone optimal
und ein kurzes fur kleinere Neurone, da mit der Verlagerung des AlS nach distal die
Strommenge verringert wird, die nach Initiation das AIS erreicht und es somit auch zu
einer geringeren Anzahl schwellenwerterreichender Ereignisse kommt (Grubb and
Burrone, 2010). In der Theorie musste die Menge des Stroms, die bendtigt wird, um
ein AP am AIS zu erzeugen umgekehrt proportional zum axialen Widerstand zwischen
AIS und Soma sein (Goethals and Brette, 2020). Folglich ware in einem distalen AIS
der axiale Widerstand hoch und die Rheobase damit niedriger. Die Rheobase ist der
Mindeststrom, bei dem gerade noch APs ausgeldst werden.

Derzeit besteht noch Unklarheit dartuber, ob die AIS-Lange oder seine Position den
gréReren Einfluss auf die Erregbarkeit habe (Gulledge and Bravo, 2016; Hamada et
al., 2016). Daran angelehnt kann abgeleitet werden, dass bei grofierem Durchmesser
des Axons ein hdherer Strom bendtigt wird, um die AP-Schwelle zu erreichen. Die
Fahigkeit des AIS sich an unterschiedliche dendritische Parameter anzupassen,

ermoglicht erst eine elektrische Homdoastase eines neuronalen Netzwerks (Hamada
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etal., 2016). Dass sich die Dynamik des AlIS und der Einfluss auf die Erregbarkeit nicht
monokausal verhalt, hat eine Folgestudie der Erkenntnisse von Grubb und Burrone
von Wefelmeyer et al. ergeben, die zeigte, dass bei distaler Verlagerung des AlS die
axo-axonalen Synapsen der Chandelier-Zellen ihre Position konstant halten.
Strukturelle und funktionelle Veranderungen des AIS dienen wahrscheinlich der
Anpassung der Erregbarkeit an Veranderung des prasynpatischen Inputs. Bei
reduziertem Input verringert das Neuron seine Erregbarkeit Uber bspw. eine
Verlangerung des AIS, um die Homoostase innerhalb des Schaltkreises
aufrechtzuerhalten und umgekehrt (Jamann et al., 2018; Kuba et al., 2010; Meza et
al., 2018).

In Diskussion bleibt aber weiterhin, ob AlS-spezifische Veranderungen der
Erregbarkeit eines Netzwerks kausal fur einen Krankheitstypus sind oder lediglich
damit korrelieren und als Symptom erscheinen. So sind z.B. Mutationen an
spannungsabhangigen Natriumkanalen, die gehauft am AIS vorkommen, mit
zahlreichen Epilepsieformen oder auch mit Demyeliniserungspathologien assoziiert
worden (Child and Benarroch, 2014; Hamada and Kole, 2015). Nicht zuletzt kdnnen
Tumorerkrankungen und explizit die primaren Hirntumore als Einflussfaktor auf die
Veranderung am AIS diskutiert werden, da in ihrer Pathogenese zahlreiche Faktoren
durch neuronale Netzwerkmodulation vermutet werden (Johung and Monje, 2017;
Venkatesh et al., 2019b).
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Abb. 7: Plastizitat des AIS

(A) Unreife AIS sensorischer Cortices durchlaufen eine Phase der Verlangerung bis zum
Einsetzen neuronalen Inputs, woraufhin sie sich meist verkirzen, um ihren optimalen
physiologischen Bereich zu finden (s. Kuba et al.,2010; Gutzmann et al., 2014 etc.). Die AlS-
Lange adaptiert dabei an ein optimales Verhaltnis von Input zu Output. Das Verhindern von
Input, z.B. einer sensorischen Deprivation (B) fuhrt zur Verlangerung der AIS im Rahmen eines
homoostatischen Prozesses. Durch die Deprivation nimmt die Eigenaktivitdt ab, die AIS
wachsen und steigern so ihre Erregbarkeit. Gegensatzlich verhalt es sich bei chronischer
Depolarisation. Je nach Region werden die AIS nach distal verschoben (Grubb und Burrone,
2010) und/oder verkirzen sich (Gulledge und Bravo, 2016), wodurch die Erregbarkeit sinkt.
Zahlreiche pathologische Ursachen von AlS Plastizitat sind in Buffington und Rasband, 2011
einzusehen. (C) Daten aus Computermodellisierungsversuchen weisen auf3erdem darauf hin,
dass es ein optimales Verhaltnis zwischen der Lage und Lange des AlS gibt. Bei zunehmender
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Grolie des Neurons erfolgt eher eine Distalisierung und Verlangerung des AlS und umgekehrt.
Wie bereits erwahnt, nimmt die AIS-Lange bei chronischer Depolarisation ab und/oder werden
nach distal verschoben. (D) Dabei bleiben GABAere, hemmende axo-axonale Synapsen ohne
Anderung des Innervationsmusters bestehen und verringern so die Erregbarkeit. Modifiziert
nach Jamann et al., 2018 in Neuroscience.

1.3 Die Gewebekulturen

1.3.1 Organotypische Schnittkulturen

Viele Verfahren sind in der Vergangenheit getestet worden, um Explantate von
neuronalem Gewebe in Kultur vital zu halten. Viele Autoren entwickelten eine
detaillierte Technik, wie Schnitte von vielen verschiedenen Bereichen des ZNS
mehrere Wochen lang in Kultur gehalten werden, um funktionelle Eigenschaften von
Neuronen und Gliazellen gut replizierbar untersuchen zu kénnen (Gahwiler, 1984;
Gahwiler et al., 1997; Stoppini et al., 1991). Dabei bestand das Ziel, nicht nur
Informationen uUber einzelne homogene Zellkulturen zu erhalten, sondern die Funktion
von Zellen des ZNS in einem dreidimensionalen Netzwerk bei Erhalt der jeweiligen
Zytoarchitektur untersuchen zu kénnen (Humpel, 2015). Besonders fiur Studien zur
Neuroprotektion, elektrophysiologischen Experimenten am neuronalen Netzwerk oder
Fragestellungen, die Tumorinvasion betreffen, wird diese Model haufig genutzt,
insbesondere da die extrazellulare Umgebung leicht zu kontrollieren und zu
manipulieren ist (Grabiec et al., 2017).

Aufgrund der unveranderten Morphologie der neuronalen Zellen und ihrer in vivo
ahnlichen Organisation werden Schnitte als organotypisch bezeichnet (Grabiec et al.,
2017). Das Modell der organotypischen Kulturen besteht darin, dass praparierte
Gewebescheiben an einer Grenzflache zwischen Luft und Kulturmedium in einem
Inkubator gehalten werden. Diese Grenzflache stellt zumeist eine sterile, porése
Membran dar, die auf Nahrmedium inkubiert wird. In den Versuchen von Stoppini et
al., in denen die morphologische und funktionale Integritat der OTC aus mehreren
Regionen zu mehreren Zeitpunkten untersucht wurde, konnte festgestellt werden,
dass einige Schnitte binnen weniger Tage von 500 um auf 150 ym abflachten
(Gahwiler et al., 2001; Humpel, 2015). Das Abflachen dient aul3erdem neben post-hoc
Immunfluoreszenzfarbungen (Humpel, 2015; Lossi et al., 2010) als Vitalitatsmerkmal
einer organotypischen Kultur. Neben der Abflachung kann generell die Farbe der OTC
als Vitalitatszeichen angesehen werden. Nach weillich-graulicher Farbe sollte binnen
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weniger Tage die Kultur in eine transparent-graulich Struktur Ubergehen. Eine
deutliche Weilfarbung bei Intransparenz wirde fir sklerotisch/nekrotische
Veranderungen sprechen (Humpel, 2015). Der Erhalt der organisatorischen Integritat
eines zellularen Netzwerks und die Vitalitat der Neurone hangt naturlich auch
entscheidend vom Alter des praparierten Donortieres ab (Humpel, 2015; Stoppini et
al.,, 1991). In Bezug auf die Resistenz gegentber mechanischen Traumata und
moglichst optimalen Reorganisationspotential wird in der Literatur eine Praparation
von murinen Neugeborenen an den postnatalen Tagen 4-8 empfohlen (Grabiec et al.,
2017; Kim et al., 2013).

Per Immunfluoreszenz konnte ein starkes gliales Wachstum festgestellt werden, das
die Moglichkeit der elektrophysiologischen Analysen per Patch-Clamp Technik und
das Uberleben der Pyramidenzellen jedoch nicht verringerte. Auch das Verhalten von
Oligodendrozyten scheint in Kultur organotypisch zu verlaufen, sodass Axone
myelinisiert werden (Berger and Frotscher, 1994). Bei Astrozyten besteht der
Verdacht, dass ein groRerer Anteil an Zellen keine vollstandige Reifung erfahrt
(Derouiche et al., 1993). AbschlieRend kann dies aber nicht bestatigt werden, da valide
Marker fur die Aktivierungsschritte der Astrozyten noch fehlen (Bonde et al., 2003;
Derouiche et al., 1993).

In den ersten Tagen in Kultur war deutlich zu beobachten, dass es zu synaptischen
Konnektivitatsveranderungen kam, die sich aber im Verlauf wieder normalisierten
(Gahwiler et al., 2001). Die Gesamtzahl der synaptischen Verbindungen ist nach einer
Zeit der Aquilibration mindestens drei Wochen stabil (De Paola et al., 2003).
Adaptationen in Form von LTP konnte jedoch nur verlasslich bei Kulturen festgestellt
werden, die langer als 7 Tage in Kultur waren (Bliss and Gardner-Medwin, 1973;
Debanne et al., 1996). Stoppini et al. fuhrten ihre Untersuchungen an hippocampalen
OTC durch und konnten zeigen, dass die Pyramidenzellschichten in voller Integritat
erhalten blieben, auch wenn davon ausgegangen wird, dass binnen der ersten Tage
in Kultur Entwicklungs- und Maturationsaspekte bedeutsam sind, um Plastizitat in
Kultur zu entwickeln (Harris and Teyler, 1984). Mit Hilfe von immunzytochemischen
Methoden und Hybridisierungstechniken konnte gezeigt werden, dass auch die
Expressions- und Verteilungsmuster von Glutamatrezeptoren denen in adultem,
intaktem Gehirn ahnlich sind (Bahr et al., 1995; Gerfin-Moser and Monyer, 2002).

Es kann also rekapituliert werden, dass organotypische Schnittkulturen ein zeitliches

Profil von hemmenden und erregenden synaptischen Ereignissen aufweisen, die

26



Einleitung

quantitativ und qualitativ mit entsprechenden Zeiten in vivo Ubereinstimmen (De
Simoni et al., 2003; Gahwiler, 1984). Trotz aller Daten kann nicht abschliel3end geklart
werden, inwiefern die zwangslaufig notwendigen Axotomien durch die Praparation zu
funktioniellen Veranderungen und zu beschleunigtem neuronalen Zelltod fuhren.
Zusammengenommen zeigen alle Experimente jedoch, dass organotypische
Schnittkulturen ein attraktives und potentes Modell flr vielerlei Fragestellungen
darstellen (Bahr et al., 1995; Humpel, 2015).

1.4 Der Hippocampus

Im Jahr 1973 konnten die Gruppen um LaVail und Wolf zum ersten Mal Studien zur
postnatalen Entwicklung des Gyrus dentatus der Maus durchfuhren (LaVail and Wolf,
1973). Mittlerweile sind Morphologie, Histogenese und Ultrastruktur, sowie funktionelle
Entwicklung der verschiedenen Hippocampusareal gut untersucht und zahlreich
beschrieben worden (Booker and Vida, 2018; Lazarov and Hollands, 2016; Zimmer
and Gahwiler, 1984). Seitdem dienen hippocampale organotypische Kulturen als
Modell zur Untersuchung von zahlreichen Fragestellungen wie synaptischer
Plastizitat, Neurogenese und Pathologien wie Neurodegeneration (z.B. oxidativer
Stress Hypoxie, Hypothermie, Hypoglykamie etc.), Neurotoxizitat (z.B. NMDA, Metalle,
Exzitoxizitat), Neuroprotektion, Neuroinflammation und Tumorinvasion (Humpel,
2015).

1.4.1 Struktur und Funktion der Hippocampusfraktion

Der Hippocampus ist eine von mehreren Regionen, die zusammen die
Hippocampusformation bilden. Sie bildet gemeinsam mit dem Gyrus dentatus (DG)
eine doppel-C-formige Struktur, die sich vom Boden des Schlafenhorns der
Seitenventrikel am medialen Rand des Temporallappens befinden. Der Aufbau der
Hippocampusformation ist bei den meisten Saugetieren sehr ahnlich (Schultz and
Engelhardt, 2014). Der eigentliche Hippocampus ist ein Allocortex und besteht aus
drei Unterfeldern (CA1-CA3; CA = cornu ammonis) und wird vom Gyrus dentatus, dem
subicularen Komplex (Subiculum, Prasubiculum und Parasubiculum) und dem
entorhinalen Kortex zur sogenannten Hippocampusformation komplettiert (Schultz and
Engelhardt, 2014).
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Die einzelnen Areale sind grofdtenteils unidirektional miteinander verbunden. Vom
entorhinalen Kortex aus projiziert der Tractus perforans in den DG, dessen
Hauptzellschicht die Kérnerzellen bilden. Von den Kornerzellen im DG projizieren dann
wiederum Moosfasern auf Pyramidenneurone des CA3-Feldes, von wo aus Schaffer-
Kollaterale die verschiedenen CA-Felder miteinander verbinden. CA3-Neurone
projizieren normalerweise nicht zurtck Richtung DG, sondern bilden vor allem
Kollaterale in die anderen CA-Felder, wo wiederum untereinander Kollateralen
gebildet werden. CA1-Neurone selbst bilden keine assoziativen Verbindungen
untereinander, konnen aber Uber Interneurone in CA1 ein inhibitorisches Feedback
bewirken (Amaral et al., 2007; Amaral and Witter, 1989; Witter et al., 2000).

In allen Schichten des DG und CA1-CA3 finden sich verschiedenste Interneurone, die
eine elementare Funktion darin besitzen, Input und Output innerhalb dieses Netzwerks
zu modulieren. Eine entscheidende Rolle in der Verarbeitung sensorischer
Informationen hat der entorhinale Cortex, der das Eingangstor fur Informationen zum

hippocampalen Netzwerk darstellt.
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Abb. 8: Cytoarchitektur und Verschaltungen im Hippocampus von Saugern

(A) Horizontalschnitt durch eine dorsale Hippocampus-Formation der Ratte wie in der 3D-
Rekonstruktion zu sehen ist. Pragnant ist die charakteristische Doppel-C-Formation, die aus
Gyrus dentatus (eher V-férmig) und dem Cornu ammonis (CA1-3; eher U-férmig) gebildet wird.
Malfstabsbalken = 250 um. Modifiziert nach Amaral et al., 2007 in Elsevier Books.

(B) Das Schaubild zeigt die grundlegende Anatomie des Hippocampus, die im Abschnitt 1.4
beschrieben werden. Synpatischer Input erfolgt Uber die Perforansbahnen aus dem
entorhinalen Cortex und wird Uber die Moosfasern von den Koérnerzellen des DG auf die
proximalen Dendriten der CA3-Pyramidenzellen projiziert. Von dort aus dann ihrerseits tUber
Schaffer-Kollaterale zu ipsilateralen CA1-Pyramidenzellen, schlieRlich erfolgt Gber eine
Kommissurverbindungen eine Projektion zu den kontralateralen CA-Zellen. Hemmende
Neurone sind hier nicht dargestellt. Modifiziert nach Neves et al., 2008 in Nature Review
Neuroscience.
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Die funktionelle Rolle des Hippocampus wurde erst durch den in der klinischen
Neurowissenschaft bekannten Patient H.M. (Squire, 2009), der an einer schweren
Epilepsie litt, bekannt. Im Alter von 27 Jahren wurden bei ihm beide medialen
Temporallappen mitsamt Hippocampusfraktion operativ entfernt. Danach war Patient
H.M. zwar anfallsfrei, jedoch fiel auf, dass er an einer anterograden und retrograden
Amnesie litt. So war sein Langzeitgedachtnis unbeeintrachtigt aber sein
Kurzzeitgedachtnis (ca. 3 Jahre pra-operativ) vollig erloschen (Scoville and Milner,
1957). Da die Amnesien allerdings nur das deklarative, nicht aber das prozedurale
Gedachtnis betraf, stieg das Interesse an der Funktionsweise der Gedachtnisbildung
im medialen Temporallappen stark, sodass sich in weiteren Studien Erkenntnisse
bezlglich der Rolle des Hippocampus in der Bildung des deklarativen Gedachtnisses
manifestierten (Neves et al., 2008; Squire and Zola-Morgan, 1991; Zola-Morgan et al.,
1991). Tierstudien, kontrollierte Lasionen, pharmakologische Inaktivierungen oder
molekulare Knock-outs, die sich auf den Hippocampus beschrankten, bestatigten
diese Erkenntnisse (Martin et al., 2005; Morris, 1989; Pastalkova et al., 2006). Mit der
Entdeckung des Prinzips der Lanzeitpotenzierung (LTP) als physiologisches Korrelat
einer Lernfunktion kamen sukzessive Erkenntnisse Uber die einzelnen Schritte der
Gedachtnisbildung hinzu (Bliss and Lomo, 1973). Heute ist die Bedeutung der
Hippocampus-Formation fur Lernen und Gedachtnis weithin anerkannt (Neves et al.,
2008).

1.5 Zielsetzung

Wie oben beschrieben, geht man mittlerweile davon aus, dass ein entscheidender
Einfluss auf die Progression, Invasion und Resistenz gegenuber TherapiemalRnahmen
des Glioblastoms die Vernetzung des gesamten Tumornetzwerks innerhalb des
peritumoralen neuronalen Netzwerks darstellt (Monje et al., 2020; Venkatesh and
Monje, 2017). Dabei nimmt neuronale Erregung sowohl Uber parakrine und autokrine
Mechanismen, als auch direkte synaptische Inputs eine entscheidende Rolle auf die
Tumorgenese ein (Venkataramani et al., 2022; Venkatesh et al., 2015). Auf der
anderen Seite wissen wir, dass das AIS eine eminent wichtige Rolle bei der
dynamischen  Regulation  zelluldarer  Erregbarkeit und der neuronalen

Schaltkreisfunktion einnimmt (Engelhardt et al., 2019; Jamann et al., 2018; Kole and
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Brette, 2018). Folglich entstand die Hypothese, dass Tumorwachstum in direkter
Umgebung eines funktionalen neuronalen Schaltkreises eine Veranderung der
Erregbarkeit einzelner Neurone bewirkt und damit eine Veranderung des AIS als
homdoostatischer Regulator intrinsischer Erregbarkeit einhergeht. Das Ziel dieser
Arbeit war es, das Verstandnis des Zusammenhangs zwischen Erregbarkeit der
Neurone innerhalb eines neuronalen Netzwerks und Tumorinvasion in Form einer
neuen experimentellen Grundlage zu erweitern.

Hier wurden die folgenden Fragestellungen untersucht:

- Exprimieren humane Resektate des Glioblastoms neuronale Strukturen, die fur
die neuronale Erregbarkeit entscheidend sind?

- Stellen OTC ein geeignetes Model dar, um den Einfluss von Glioblastomen auf
die neuronale Erregbarkeit des umgebenden Netzwerks zu Uberprifen?

- Wie beeinflusst das Tumornetzwerk eines Glioblastoms die neuronale
Erregbarkeit im murinen Hippocampus als Beispiel eines funktionellen
Schaltkreises?

- Versursacht ein Glioblastom plastische Veranderungen des AIS?

- Bestehen direkte Tumornetzwerk-Kontakte mit dem AlS?

Zusammengefasst zeigen die Resultate dieser Arbeit, dass sich innerhalb von
humanen Glioblastomen neuronale Strukturen gut mit gangigen Antikorpern in der
Immunfluoreszenz darstellen lassen. Aullerdem konnte das Modell der
organotypischen Kulturen erfolgreich etabliert werden und eignete sich gut flr den
Zweck unserer Fragestellungen (s. oben), da neuronale Schaltkreise in Form des
Hippocampus ausreichend lang vital blieben und sich Tumore auf den
Gewebeschnitten etablierten. Es gelang uns au3erdem TMs in direktem Kontakt mit
neuronalen Strukturen zu identifizieren und einen morphologischen Einfluss auf das
AIS zu zeigen. Trotz Limitierungen der rdumlichen, dreidimensionalen Tumorinvasion,
konnten funktionelle Veranderungen der Erregbarkeit und damit auch des AIS

gemessen werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Detaillierte Auflistungen Uber die genutzten Losungen (Tab.1 und 4), Antikorper (Tab.
2 und 3), das Equipment (Tab. 7,8 und 9) und die Software (Tab. 10) lassen sich im
Laufe der Dissertation im jeweiligen Abschnitt und im Anhang finden.

Das Projekt, das dieser Dissertation zu Grunde liegt, kann in zwei Schwerpunkte
unterteilt werden.

1. Morphologische Untersuchung der AIS-Langen von Pyramidenzellen in
menschlichen OP-Resektaten aus unmittelbarer Tumorpenumbra im Vergleich
zu makroskopisch tumorfreiem Cortexgewebe.

2. Morphologische und elektrophysiologische Untersuchung von Parametern und
Strukturen, die Aussagen der neuronalen Erregbarkeit ableiten lassen, in
organotypischen Kulturen des murinen Hippocampus. Dieses Prozedere wird

naher in Abb. 9 veranschaulicht.

2.1 Gewebe
2.1.1 Humanes Gewebe

Die humanen Astrocytom Grad IV Glioblastomschnitte (zur Verfligung gestellt von Dr.
Miriam Ratliff, Institut far Neurochirurgie der Universitatsmedizin Mannheim) aus
Operationsresektaten wurden in OCT-Masse (Tissue Tek ®, Tab. 4) eingebettet.
Anschlieend wurden die Gewebeblocke mit Isopenthan (Tab. 4) in flissigem
Stickstoff bei -20°C eingefroren. Mit einem Kryostat (Tab. 7) wurden Schnitte mit einer
Dicke von 20 um angefertigt, die dann auf einem herkdmmlichen Objekttrager
eingebettet und mit 2% Paraformaldehyd (PFA; Tab. 4) fur 10 Minuten fixiert wurden.
Anschlieend wurden entsprechende Immunfluoreszenzfarbungen anhand validierter
Standardprotokolle des Labors und eigener Vorarbeit vorgenommen. Die genaue
Prozedur ist dem Abschnitt 2.4.1 zu entnehmen.

2.1.2 Mause

Alle Experimente wurden nach den Richtlinien der Landesregierung von Baden-

Warttemberg und den Tierschutzvereinbarungen der Universitat Heidelberg der
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Medizinischen Fakultdt Mannheim durchgefiihrt, in Ubereinstimmung mit den
Richtlinie 2010/63/EU des Europaischen Parlaments und des Rates vom
22.September 2010 zum Schutz der fur wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere
(I-20/05). Es wurden mannliche und weibliche C57BL/6N Wildtyp-Mause (Janvier,
Frankreich) genutzt. Alle Tiere wurden im normalen 12-Stunden-Hell-Dunkel-Zyklus
gehalten und hatten freien Zugang zu Futter und Wasser ad libitum. Die Tiere waren

bei der Organentnahme zwischen 4 bis 8 Tage alt.

2.2 Praparation und Kultivierung der organotypischen Kulturen

Wir wahlten P4-P8 als Zeitpunkt der Praparation aus, da in diesen Altersstufen das
neuronale Netzwerk noch jung genug ist, um sich aus dieser vulnerablen Phase zu
reorganisieren (Gahwiler, 1984; Humpel, 2015).

Zunachst wurden die Gehirne der Mause nach Dekapitation unter sterilen
Bedingungen schnellstmoéglich entfernt und in eine Praparationslosung (Tab. 1) in die
2-8°C kalte Kihlkammer bei pH 7,4 des Vibratoms (Tab. 8) gelegt. Damit wurden
Horizontalschnitte der Gehirne mit einer Dicke von 275 pym angefertigt, sodass
anschliellend mit Hilfe eines Binokulars selektiv der Hippocampus der jeweiligen
Schnitte auf einen Transwell-Filter einer 6-Well-Platte Gbertragen werden konnte (s.
Tab. 8). Dabei wurde darauf geachtet, dass die Temperatur wahrend des
Praparationsvorgangs moglichst zwischen 2-8°C gehalten werden kann, damit die
organotypischen Kulturen erst im Inkubator eine Erwarmung auf 35°C bei befeuchteter
Atmosphare mit 5% CO: erfuhren. Die Praparationsschritte sollten unter aller Sorgfalt
dennoch so schnell wie mdglich durchgeflihrt werden. Die Kulturen wurden jeweils in
1000 pl eines auf Korpertemperatur aufgewarmten Kulturmediums (Tab. 1) bei pH 7,3
inkubiert. Ein kompletter Mediumwechsel erfolgte alle 2 Tage mit aufgewarmtem
Medium. Unter diesen Bedingungen konnte von einer Vitalitat der Kulturen von
Minimum 21 Tagen ausgegangen werden (Gahwiler et al., 2001; Humpel, 2015;
Stoppini et al., 1991). Ergebnisse dieser Promotion in Form der methodischen
Etablierung wurden mitsamt Analyse einer hippocampalen Entwicklungsreihe aus
OTC bereits publiziert (Thome et al., 2023).
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Abb. 9: Projektskizze

Zur Beantwortung der Frage, ob Glioblastome einen Einfluss auf die neuronale Erregbarkeit
des peritumoralen neuronalen Netzwerks haben, wurden zunachst organotypische Kulturen
von horizontal geschnittenen Hippocampi 4-8 Tage alter Wildtyp-Mause-Pups angelegt. Fur
eine Versuchsreihe wurden Thy1-Mause verwendet, bei denen intrinsisch die Neurone der
Zellschicht CA1 grun fluoreszieren. An Tag zwei in vitro wurde ein Teil der Kulturen mit S24
Glioblastom-Stammzellen beimpft, um dann an DIV 7, 14 und 21 jeweils verschiedene
Messungen durchzuflihren. Die Schwerpunkte bildeten dabei, elektrophysiologische
Messungen v.a. an DIV 7 und DIV 14, sowie die Analyse der AlS-Lange und Position an allen
drei Zeitpunkten. Erstellt mit BioRender.
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Tab. 1: Losungen zur Praparation der OTC

Losung Inhaltsstoffe Quelle

Thermo Fisher Scientific Invitrogen Life
o
94% MEM Technologies Corporation, Waltham, USA

25% HEPES 1M g\ hittaker Inc, Walkersville, USA

Pufferldsung
Praparationsldsung
(pH =7,38-7.4) Thermo Fisher Scientific Invitrogen Life
o
10% GlutaMAX Technologies Corporation, Waltham, USA
10% Glukose Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

10% Penicillin and

Streptomycin Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Thermo Fisher Scientific Invitrogen Life

0,
42% MEM Technologies Corporation, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific Invitrogen Life
o
25% BME Technologies Corporation, Waltham, USA
25% NHS
(hitzeinaktiviertes
Pferdeserum)
(0]
2,5% IMHEPES g1, hittaker Inc, Walkersville, USA
Pufferldsung

Kulturmedium
(PH=7.3+/-0,01) ( 159 Bikarbonat  Biowhittaker Inc, Walkersville, USA
0,65% Glukose Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

gf mg/ml Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
reptomycin

100 U/ml Penicillin ~ Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Thermo Fisher Scientific Invitrogen Life

)
1% GlutaMAX Technologies Corporation, Waltham, USA

Ethanol Ethanol 70% Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

2.3 Tumorimplantation

Nach 2 Tagen in Kultur (DIV 2) wurden 0,5 pl einer hochdosierten S24-Glioblastom-
Tumorzellsuspension, die zuvor unter mehrmaliger Waschung in PBS mit
anschlielender Verdauung der Extrazellularmatrix durch Akutase vorbereitet wurden,
(IDH Wildtyp, 1p/19qg undeletiert; zur Verfiigung gestellt von Dr. Miriam Ratliff, Klinik
fur Neurochirurgie der Universitatsmedizin Mannheim) mit einer feinen Pipette (1 pl)
auf die OTC gegeben. Es ist darauf zu achten, dass der Suspensionstropfen auf dem

Hirngewebe der Kultur verbleibt und nicht auf den Filter verlauft, da sonst die
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Tumorzellen in unmittelbarer Nahe des Mediums auf dem Filter proliferieren und

weniger invasiv in das Hirngewebe proliferieren.

2.4 Immunfluoreszenz und Bilderfassung

Alle verwendeten Antikérper sind in Tabelle 2 und Tabelle 3 zusammengefasst.

2.4.1 Immunfarbungen der humanen Glioblastomschnitte

Die bereits fixierten Kryoschnitte wurden gemal’ der zuvor beschrieben und bereits
veroffentlichten Methoden (Engelhardt et al., 2013; Hofflin et al., 2017) bearbeitet.
Nach 10 Min Fixierung in 4% PFA wurden die Schnitte 3 x 5 Min in PBS gewaschen
und anschlieBend 20 Min bei Raumtemperatur in  Blockier- und
Verdlinnungspufferlésung (Tab. 3) inkubiert, um alle nicht spezifischen
Bindungsstellen  zu  blockieren.  Dieser  Schritt ist zur  selektiven
Antikdrperbindungsfahigkeit an die vorgesehenen Epitope der Antikorper notwendig.
Alle Primarantikérper (Tab. 1) inkubierten Gber Nacht bei Raumtemperatur geldst in
Verdunnungspuffer (1 % Rinderserumalbumin, 0,2 % Fischhautgelatine, 0,1 % Triton
X-100 in PBS (0,1 M, pH 7,4)). Am nachsten Tag wurden die Schnitte dann wieder 3
x 5 Min zur Entfernung aller Reste der Primarantikérperlosung mit PBS gewaschen
und wiederum fir 2 h in Sekundarantikérperlésung (Tab. 2) nach gleichem Prinzip bei
Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert. Zur Farbung von Zellkernen wurde To-Pro-
3-lodid (TOPRO) in 1:1000 Verdunnung verwendet. Negativkontrollen wurden
simultan durchgefuhrt. Abschliefend wurden die Schnitte mit Eindeckelungsmedium
(Roti®-Mount, Tab. 3) benetzt und fur die konfokale Mikroskopie mit einem Deckglas

geschutzt.

2.4.2 Immunfarbungen der OTC

Nach Entfernung des Kulturmediums aus den Wells, wurden die OTC fur 20 Min mit
2% PFA noch auf dem Filter fixiert. Durch die Fixierung waren die Schnitte leicht von
der Filtermembran losbar und konnten dann mit Hilfe eines feinen Pinsels zur
freischwimmenden Farbung in PBS einer 48-Well Costarplatte Gbertragen werden. Im
Unterschied zu den zuvor beschriebenen Immunfarbungen der adharenten

Kryoschnitte wurden die OTC nach freischwimmenden Farbeprotokollen gefarbt. Um
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die Penetration der Losungen bzw. Antikorper in die Tiefe der Gewebsschnitte zu
erhdhen, wurde die Inkubationszeit in Blockier- und Verdinnungspufferldsung auf 2 h
erhoht. In der Sekundarantikérperlosung inkubierten die OTC Uber Nacht. Nicht

genannte Farbeschritte unterschieden sich nicht zur adharenten Farbeprozedur.
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Tab. 2: Primarantikorper

tikorper gegen

pezies) Zielstruktur Epitop Verdiinnung Klon/Typ Quelle
Fusionsprotein, ca. 1000
Aminosauren,
kyrin-G (ms) AIS Gerustprotein Fusionsprotein, N106/36 1:500 monoclonal  Neuromab, Davis
Santa Cruz
Aminosauren 4163-4377 Biotechnology, S
kyrin-G (rb) AIS Geristprotein am C-terminus, Klon H-215 1:500 polyclonal Cruz, USA
synthetisches Peptid, das
der Sequenz von Cell Signaling
Transkriptionsfaktor / menschlichem c-Fos Technology, Dan
-0s (rb) nukledres Onkogen entspricht 1:500 polyclonal USA
synthetisches Peptid der C-
terminalen Region des
elektrische Synapse Connexin 43-Proteins, Sigma-Aldrich, S
nnexin 43 (ms)  (Gap Junction) CXN-6 1:1000 monoclonal USA
synthetisches Peptid der C-
terminalen Region des
elektrische Synapse Connexin 43-Proteins, Sigma-Aldrich, S
nnexin 43 (rb) (Gap Junction) CXN-6 1:1000 polyclonal USA
Nestin-transfizierte NSO-
Zellen, transfiziert mit
einem humanen Nestin-
Neuronaler Fragment aa-Reste 618-
stin (ms) Differenzierungsmarker 1618, 196908 1:500 monoclonal  Abcam, Camebri
Rekombinantes Protein,
Aminosauren 1-97 von Synaptic systems
uN (ch) neuronales Soma Maus-NeuN 1:500 polyclonal Gottingen, Deuts
Rekombinantes Protein,
das dem N-Terminus von Synaptic systems
uN (gp) neuronales Soma Maus-NeuN entspricht 1:500 polyclonal Gottingen, Deuts
rekombinantes Protein Selbstproduktion
angelehnt an humanes B4- (Schluter et al., 2
/-Spectrin (rb) AIS Gertstprotein spectrin 1:1000 polyclonal Mannheim, Deuts
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Tab. 3: Sekundarantikorper

Antikorper
(Spezies)

kombiniert mit...

Verdiinnung Quelle

Anti-ch 1gG (gt)

Anti-gp 1gG (gt)

Anti-gp 19G (gt)

Anti-gp 19G (gt)

Anti-ms 1gG (gt)

Anti-ms 1gG (gt)

Anti-ms 1gG (gt)

Anti-ms 1gG (gt)

Anti-rb IgG (gt)

Anti-rb IgG (gt)

Anti-rb IgG (gt)

Anti-rb 1gG (gt)

Anti-rt IgG (gt)

Streptavidin

Streptavidin

ToPro3

Alexa Fluor® 488

Alexa Fluor® 488

Alexa Fluor® 568

Alexa Fluor® 647

Alexa Fluor® 488

Alexa Fluor® 568

Alexa Fluor® 647

Alexa Fluor® 514

Alexa Fluor® 488

Alexa Fluor® 568

Alexa Fluor® 647

Alexa Fluor® 514

Alexa Fluor® 647

Alexa Fluor® 488

Alexa Fluor® 568

To-Pro-3-iodide

1:1000

1:1000

1:1000

1:500

1:1000

1:1000

1:500

1:500

1:1000

1:1000

1:500

1:500

1:500

1:500

1:500

1:1000
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Thermo Fisher Invitrogen Life
Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Fisher Invitrogen Life
Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Fisher Invitrogen Life
Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Fisher Invitrogen Life
Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Fisher Invitrogen Life
Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Fisher Invitrogen Life
Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Fisher Invitrogen Life
Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Fisher Invitrogen Life
Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Fisher Invitrogen Life
Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Fisher Invitrogen Life
Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Fisher Invitrogen Life
Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Fisher Invitrogen Life
Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Fisher Invitrogen Life
Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Fisher Invitrogen Life
Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Fisher Invitrogen Life
Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Fisher Invitrogen Life
Technologies, Darmstadt,
Deutschland
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Tab. 4: Losungen fur Immunfluoreszenzfarbungen

Bezeichnung

Bestandteile

Quelle

in ddH20:
10 nM NazHPO4 * 2H20
1.47 nM KH2PO4

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

PBS (1x) 130 nM NaCl Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
2.68 nM KCI AppliChem, Darmstadt, Deutschland
pH=7.2
In 1x TBS:

Blockier- und 1% BSA PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

Verdinnungspufferlésung

0.2% fish skin gelatin
0.1% Triton X-100

Sigma, St.Louis, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

in ddH,0:

TBS (1x) 20 nM Tris Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
150 nM NaCl Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
pH=7.6
in 1x PBS

o) . H

PFA (2%/4%) ‘olr{?\ep\ljg d!]';n:;]ngS bZW. " \terck, Darmstadt, Deutschland
gelagert bei -20°C
filtered, 4°C, pH=7.4

Sudanblack 0,3g/100ml 70% Ethanol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol Ethanol 99% Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tissue Clear Sakura Finetek, Alphe, Niederlanden

n-Butylacetat

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Einbettungsmedien

Tissue Tek ®
Roti®-Mount FluorCare

Sakura Finetek, Alphe, Niederlanden
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

N2-Isopenthan

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Histofluid

neoLab Migge GmbH, Heidelberg,
Deutschland

PBS: phosphate-buffered saline, PFA: paraformaldehyde, POD= peroxidase, IF: Immunofluorescence,

POD: peroxidase

2.4.3 Bilderfassung

Die konfokale Mikroskopie wurde an einem Nikon C2 oder Leica SP5 MultiPhoton

Mikroskop (s. Tab. 7) aufgenommen, welche insgesamt mit 10x (0,3 NA), 20x (0,75
NA), 60x (Olimmersion, 1,4 NA) und einem 63x (Glycerinemersion, 1,3 NA) Objektiv

ausgestattet sind. Die Laserdetektoren und Verstarkereinstellungen wurden individuell

an die Pixelintensitaten und Farbequalitdten angepasst, um ein optimales Signal-

Hintergrund-Verhaltnis zu erhalten. Folgende Bedingungen galten jeweils fir die
Aufnahmen: Scangeschwindigkeit 74 bei 1024 x 1024 Pixeln pro Bild. Die Anzahl der

Infokusstrukturen, wie z.B. ein AlS in der Z-Ebene, konnten durch Bildstapel erhdht

und anschlieRend zu einer Maximalintensitatsprojektion fusioniert werden. Die Dicke
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der einzelnen optischen Schnitte betrug zwischen 0,25-0,5 ym und ergaben in Stapeln
eine Tiefe von 7-15 pm. In einzelnen Ausnahmen wurden Bilder mit wesentlich
groRerer Z-Ausdehnung aufgenommen. So konnten z.B. Antikorpereindringtiefen oder

die Gewebsresttiefe der OTC beurteilt werden.

2.5 Elektrophysiologie

Die OTC wurden jeweils mit Filtermembran aus dem Plastikring der Millipore-Filter
herausgeschnitten, in die Flussigkeitskammer des Patch-Setups Ubertragen und mit
einer Harfe fixiert. Die Kammer wurde mit frischem ACSF (artifical cerebral spinal fluid:
125 mM NacCl, 2,5 mM KCl, 1,25 mM NaH2PO4, 25 mM NaHCOs, 1 mM MgClz, 2 mM
CaClz, 25 mM Glukose bei einer Osmolaritat von 295 mOsm; s. Tab. 4) gefullt, unter
kontinuierlichem Fluss mit Carbogengas (95% Oz, 5% COz2) begast und konstant auf
35°C beheizt (npi TC-20). Hippocampale Pyramidenzellen der CA3-CA1-Schichten
wurden mit einem aufrechten Nikon Eclipse FNA1-Mikroskop, ausgestattet mit einem
DIC-Kontrastfilter und einem Wasserimmersionsobjektiv (10x, 0,1 NA; 40x, 0,8 NA,
Olympus), visualisiert. Die somatischen Einzelzellaufnahmen (,whole-cell Patch-
Clamp*®) wurden mit einem HEKA EPC10-USB-Verstarker, der von der Patchmaster
Software (HEKA Electronics) angesteuert wurde, durchgefiihrt. Gefiltert wurden die
Daten mit 10 kHz und 2,9 kHz Tiefenfiltern, anschlielend digitalisiert und mit 50kHz
abgefragt. Schnelle und langsame Kapazitaten wurden mit den Autofunktionen der
Patchmaster Software in den Konfigurationen ,cell-attached® und ,whole-cell
kompensiert. Der Serienwiderstand (Rs) wurde wiederholt gemessen und bei -10 mV
im ,voltage-clamp“-Modus Uberpruft.

FUr die durchgefihrten Messungen wurden Patch-Pipetten aus Borosilikatglas-
Kapillaren mit Hilfe eines  Flaming/Brown-Mikropipetten  Pullers  auf
Spitzenwiderstande zwischen 3,5-5 mQ gezogen und mit Intrazellularflissigkeit (140
mM K-Gluconat, 3 mM KCI, 4 mM NaCl, 10 mM HEPES, 0,2 mM EGTA, 2 mM MgATP,
0,1 mM NaGTP und 3 mg/ml Biocytin fur die post-hoc Immunfluoreszenz
Rekonstruktion, bei pH 7,2-7,25 mit KOH adjustiert und einer Osmolaritat von 280
mOsm) gefullt.

Das Ruhemempranpotential (RMP) wurde sofort nach Er6ffnung der Zellmembran und
Stabilisierung der Zelle im Ganzzellmodus bei einem Stromfluss von =0 pA im

zcurrent-clamp“-Modus, sprich ohne jegliche Stimulusinjektion, gemessen. Im gleichen
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Modus wurden auch intrinsisch neuronale Feuereigenschaften gemessen, indem die
Stromstarke schrittweise um 10 pA bei einer Dauer von 20 ms erhéht wurde, sodass
Anderungen der Membranspannung und schlieBlich Aktionspotentiale (APs) ausgeldst
wurden. Zur Analyse von AP-Frequenzmustern wurde auch ein Protokoll mit jeweils
500 ms andauernden Stromimpulsen mit schrittweiser Erhdhung um 50 pA verwendet.
Anschlieliend wurden spontane postsyaptische Strome (sPSCs) fur 2 Min bei -70 mV
im ,voltage-clamp“-Modus aufgezeichnet.

Dabei wurde ein OTC nicht langer als 2h genutzt und anschlieend fur 20 Min in 2%
PFA fixiert. AnschlieBend wurden die zuvor beschriebenen Protokolle der
Immunfluoreszenzfarbungen angewandt. Eine Auflistung des gesamten Equipments

ist in Tab. 7 zu entnehmen.

Tab. 5: Losungen fir Elektrophysiologie

Bezeichnung

Bestandteile

Quelle

ACSF

125 mM NaCl

2,5 mM KCI

1.25 mM NaH2PO4
25 mM NaHCO3

1 mM MgClI2

2 mM CaCl2

25 mM Glucose

Constant oxygeniert mit
95% 02/5% CO2

annahernd. 300 mosmol.

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Intracellulare Lésung

In ddH.0

140 mM K-Gluconate
3 mM KCI

4 mM NaCl

10 mM HEPES
0.2 mM EGTA

2 mM Mg ATP

0.1 mM Na3 GTP
260-280 mosmol
pH 7.2 mit 1 M KCI
+3mg/ml Biocytin

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

ACSF: artificial cerebral spinal fluid, HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1- piperazineethanesulfonic acid,
EGTA: ethylene glycol-bis-(3-aminoethyl ether)-N,N,N’,N- tetraacetic acid
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2.6 Analyse und Statistik
2.6.1 Morphologische Analyse

Die Bilder wurden in Adobe Photoshop 2021 (Adobe Systems) und FIJI 2.0.0 (ImageJ,
frei zuganglich) kontrastverstarkend bearbeitet, sodass anschlielfend mit einer von
unserem Labor selbst entworfenen Software AlSuite (Roos & Engelhardt,
unveroffentlicht; github.com/jhnnsrs/aisuite2) die AIS-Langen analysiert werden
konnten (Hofflin et al., 2017; Jamann et al., 2018; Schluter et al., 2017). Die AlSuite
definiert proximale und distale AIS-Grenzen als Punkte mit einem vordefinierten
Fluoreszenzschwellenwert in Bezug auf die maximale Fluoreszenzintensitat entlang
einer Linie, die Uber ein individuelles AIS gezogen und dann geglattet wird. Die
maximale Fluoreszenzintensitat jedes ausgewahlten AIS wurde als 100% definiert und
die Fluoreszenzschwelle dabei in Abhangigkeit vom Hintergrundrauschen zwischen
20-40% gewahlt. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass der Beginn und das Ende
des AIS nicht individuell und damit nicht subjektiv definiert werden missen, sondern
automatisch Uber die Fluoreszenzschwelle bestimmt wird. Das Risiko einen
sogenannten selection bias (Auswahlverzerrung) zu begehen wird dadurch minimiert.
Anhand der Einstellungen und der Kalibrierung des konfokalen Mikroskops kann die
Software die Anzahl der Pixel in um umrechnen (beim 60x-Objektiv = 0,21 um/Pixel).
Des Weiteren wurden AlS-Langen in Imaged 2.0.0 und dem Add-on ,Single neurite
tracer” (SNT) in Erganzung eines vom Labor selbst erstellten Phyton-Skriptes (frei
zuganglich, unverodffentlicht; github.com/NadjaLe/ChannelAnalysis) analysiert. Dazu
wurden in 3-dimensionaler Ausrichtung jeweils das Soma Ende, AIS Beginn und
Endpunkt pixelgenau Uber das Ende der Fluoreszenz hinaus definiert. Dabei wurden
nur Neurone berucksichtigt, deren komplettes Soma mit NeuN angefarbt werden und
ein eindeutiges AIS zugeordnet werden konnte. Auch hier kann die Software anhand
der Kalibrierung des Mikroskops Pixel in um umrechnen. Auch mit dieser Methode
wurden im Verlauf Experimente AlS-Langenmessungen vorgenommen. Das Python-
Skript zusammen mit dem SNT verhindert ebenfalls einen selection bias, da auch hier
Anfang und Ende des AIS mittels einer Fluorszenschwelle von 40% der normierten
Maximalintensitat der Pixel in direkter Umgebung der definierten Interessensregion
(,region of interests“; ROIs) ermittelt werden. Ein Vergleich beider Methoden ist in

Abb.10 zu sehen und wird im Diskussionsteil noch genauer diskutiert.
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Um synaptische Strukturen wie Connexine oder andere direkte Zellkontakte zu
analysieren wurden Bilderstapel zur morphologischen Veranschaulichung in der Z-
Ebene mit der Software AutoQuant X3® (Media Cybernetics, USA, Tab. 10)
dekonvolutioniert. Danach wurden die dekonvolutierten Bilder zur 3D-Rekonstruktion
in die Software Imaris® (Bitplane, Schweiz, Tab. 10) eingeladen. Alle
Rekonstruktionsverfahren wurden mit Hilfe der Anweisungen der Software
durchgefuhrt, einschlieRlich der Hintergrundsubtraktion. Die quantitative Analyse der
Connexin 43 Gap Junctions erfolgte anhand einer Colokalisationsanalyse mit AnkG in
Abhangigkeit der AlS-Lange. Dazu wurde im ersten Schritt in Imaged ein AIS
dreidimensional als ROI bestimmt, nachdem eine Hintergrundsubtraktion durchgeftihrt
wurde. AnschlieBend wurde diese ROI mit Hilfe des Tools ,ComDet* auf
Colokalisationen zwischen Cx43 und AnkG hin untersucht. Die maximal geduldete
Distanz zwischen zwei potentiell colokalisierten Pixeln der minimalen Grdoflke von 5
Pixeln fir AnkG und 3 Pixeln flr Cx43 wurde mit 4 Pixeln (ca. 0,84 um) definiert. Die
Intensitatsschwellenwerte wurden einheitlich mit 3 Standardabweichungen (SD) fur
AnkG und 4 SDs fur Cx43 bestimmt. Die jeweiligen AIS-Langen wurden wie zuvor

beschrieben mit dem SNT gemessen.
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Abb.10: Darstellung SNT in ImageJ und AlSuite

(A) Originalbild im Single Neurite Tracer in Image J in 1024x1024 px. Die Pfeile deuten auf ein
markiertes AlS, das in (B) in einer Zoom-Darstellung gezeigt wird. Anhand der Fluoreszenz-
Intensitat-Kurve (C) misst ein zusatzliches Makro, das Rohwerte der Pixelintensitaten in
Distanzen umwandelt mit einem vorgegebenem Schwellenwert von 40% der normierten
Maximalntensitat. Anfang und Ende des AIS wurden immer dann erkannt, wenn der
Schwellenwert Gberschritten bzw. unterschritten wurde (*). Die Pixellange wird auf Grundlage
der Kalibrierung der Mikroskopeinstellungen je nach Objektiv (hier 60x = 0,21px/um)
umgerechnet. Malistabsbalken in (A) = 10 ym

(D) Originalbild der selben Aufnahme wie in (A) in der maximalen Intensitatsprojektion in
AlSuite in ebenfalls 1024 x 1024 px. Auch hier zeigt der Pfeil auf das gleiche bereits markierte
AIS. (E) Begradigtes markiertes AIS in zweidimensionaler Erfassung. (F) Profil der
Fluoreszensintensitat des in (D) und (E) ausgewahlten AIS. Aufgetragen wurde die Lange
gegen die Intensitat, wobei 1.0 = 100%. Hier wurden Anfang und Ende immer dann erkannt,
wenn 40% der maximalen Intensitat erreicht wurden (*). Pixellange und Malstabsbalken sind
identisch zu (A-C).

2.6.2 Elektrophysiologische Analyse

Alle elektrophysiologischen Daten wurden offline mit folgenden Programmen
analysiert: Fitmaster Software (HEKA Electronics, Deutschland; Tab. 10) und
AxoGraph (AxoGraph Scientific, John Clements, USA; Tab. 10). Neurone mit einem
Serienwiderstand >30 mQ wurden von weiteren Analysen ausgeschlossen und
Spannungen auf das berechnete FlUssigkeitsibertragungspotential von 12 mV
korrigiert. Der AP-Schwellenwert wurde beim ersten Impuls von 20 ms definiert, bei
dem zuverlassige APs erzeugt wurden. Der Startpunkt der ansteigenden Phase und
damit der Schwellenpunkt eines APs wurde bei einer Schwellenrate von 50 mV/ms
definiert. Die AP-Amplitude ist die Differenz zwischen Spannungsschwelle und
Spitzenspannung. Die AP-Halbwertsbreite (sog. ,half-width®) ist die Breite bei mittlerer
Spannung dieser AP-Amplitude. EPSCs wurden mit der automatischen

Ereigniserkennungsfunktion von AxoGraph X (AxoGraph Scientific) ausgewertet.

2.6.3 Statistik

Die Mittelwerte und Stadardabweichungen (SD) der AlS-Langen und AlS-Soma-
Abstande wurden in GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, Inc.; Tab. 10) berechnet,
geplottet und analysiert. Die Normalitat einer Verteilung wurde mit dem Shapiro-Wilk-
Test beurteilt. Um die statistische Signifikanz von parametrischen bzw. nicht-
parametrischen Vergleichen zweier Gruppen/Merkmale zu testen wurde ein t-Test

oder Mann-Whitney-Test im Falle einer nicht-parametrischen Verteilung angewendet,
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wenn es darum ging Unterschiede der Mediane zu ermitteln. Da es in dieser Arbeit
mehrfach von Bedeutung war zu ermitteln, inwiefern sich die Verteilung von
Messwerten unterscheiden, wurde bei nicht-parametrischen Verteilungen vereinzelt
auch der Kolmogorov-Smirnov-Test genutzt. Der Welch-Test kann verwendet werden
um parametrische Verteilungen ungleicher Varianzen zu testen, allerdings wurde
aufgrund gleicher Stichprobengroflen meist davon abgesehen. Flr parametrische
Vergleiche von >2 Gruppen/Merkmalen wurden einfache bzw. mehrfaktorielle ANOVA-
Tests ggf. gefolgt von einer entsprechenden Post-hoc-Korrektur (Tukey’s multiple
comparisons) durchgefuhrt. Bei nicht-parametrischen Verteilungen wurden ein- oder
zweifache ANOVA-Tests Uber Range (Kruskal-Wallis-Test) durchgefihrt und ggf.
post-hoc korrigiert. Alle Daten werden in Diagrammen oder Tabellen nach folgendem
Schema dargestellt: * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001. Boxplots zeigen den
Median, die Interquartilverteilung und den Minimal- bzw. Maximalwert der Stichprobe.
Genauere Informationen zu den Tests, p-Werten und dem Stichprobenumfang sind

jeweils in den Legenden der Abbildungen erlautert.

45



Ergebnisse

3 ERGEBNISSE

FUr eine detaillierte Zusammenfassung aller statistischer Ergebnisse siehe Tab. 11-28

im Anhang.

In dieser Arbeit untersuchten wir, inwiefern ein Glioblastom als interkonnektives
Tumornetzwerk die Erregbarkeit des peritumoralen neuronalen Netzwerks beeinflusst.
Zu diesem Zweck wurde neben morphologischen Aspekten im humanen
Tumorpraparat und der organotypischen Kultur muriner Hippocampusschnitte wie die
AIS-Lange und die Verteilung moglicher Kontaktpunkte zwischen Tumorauslaufern
und AIS auch elektropyhsiologische Parameter im Vergleich zu nicht tumorbefallenen
Kulturen untersucht. Mit der Charakterisierung der AIlS-Plastizitat wollen wir
strukturelle und funktionelle Korrelate der Tumor-Neuron-Kommunikation finden, die
bekanntlich einen Einfluss auf die Therapieresistenz der Tumorerkrankung hat

(Venkataramani et al., 2019).

3.1 Neuronale Strukturen in humanen Tumorresektaten

Das AIS nimmt als molekulare Mikrodomane am Axon eine besondere Stellung in der
neuronalen Funktion ein, da es fur die Generierung von APs essenziell ist (Kole and
Stuart, 2012). Das AIS kann mit Hilfe von Immunfluoreszenzfarbungen mit Antikdrpern
gegen seine wichtigsten GerUstproteine AnkG und BIV-Spektrin mikroskopisch
sichtbar gemacht wurden. Alle genutzten Antikdrper und Farbeprotokolle wurden
bereits zuvor in unserem Labor erprobt und etabliert (Gutzmann et al., 2014; Hofflin et
al., 2017; Jamann et al., 2018). Fur diese Arbeit wurden die in Tab. 1 und 2 genutzten
Primar- und Sekundarantikorper in geeigneten Wirtskombinationen ausgewahlt, um
optimale Farbeergebnisse zu erhalten. Die Verwendung und Anpassung erprobter
Farbeprotokolle soll reproduzierbare und konsistent gute Ergebnisse garantieren.
Obwohl bereits geeignete Protokolle flir den Hippocampus getestet worden sind
(Thome et al., 2014), mussten geeignete Protokolle fur humane OP-Tumorresektate,

sowie organotypische Kulturen aus Maushirn getestet werden.
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Die Gute einer Farbung wurde anhand folgender Parameter beurteilt, die von

verschiedenen Antikorperkonzentrationen und Fixierungstechniken abhangen:

- Intensitat der Farbung als solche gegen die Zielstruktur

- Intensitat der Hintergrundfarbung mit optimalem Signal-zu-Rauschen Verhaltnis
und Minimierung unspezifischer Immunreaktivitat

- Integritat des Gewebes nach der Fixierung und Farbung

3.1.1 Fixierung und Farbung humaner Resektate

Die Prafung von Antikérpern und Farbeprotokollen in verschiedenen Konzentrationen,
Kombinationen und Wirtsarten fihrte zu dem Ergebnis, dass die relevanten getesteten
Antikérper zur Farbung des AIS, neuronaler Somata und Zellkerne auch in humanem,
in 4% PFA fixiertem Gewebe verwendet werden kdnnen (Abb.11). Allerdings waren
auf nahezu allen Objekttragern im Hintergrund Lipofuszingranula sichtbar (gelbe Pfeile
in Abb.11). Um die unspezifische Hintergrundfluoreszenz des Lipofuszins zu
reduzieren, wurde eine Sudanschwarz-Farbung durchgefiihrt (Neumann and Gabel,
2002). Trotz verschiedener Inkubationszeiten (10 Sek., 1 Min. und 10 Min.) konnte
keine Farbung erzeugt werden, bei der die Primarantikérper ihre Epitopspezifitat
beibehielten und gleichzeitig die Autofluoreszenz des Lipofuszins reduziert wurde. Die
qualitative Analyse der Schnitte zeigte deutlich neuronaler Strukturen, meist Somata,
die sich in Nestern sammelten, wahrend andere Bereiche weitgehend frei von
neuronalen Strukturen waren (Abb.11). Bereiche, die angefarbt und analysiert wurden,
entstammten zumeist aus dem Bereich der Penumbra, wo Gewebe in seiner Integritat

weitestgehend erhalten blieb. Nekrosierte Tumorkerne wurden nicht analysiert.
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Abb.11: Implementierung einer AlS-Farbung im humanen Tumorresektat
Reprasentative Bilder der getesteten Antikorper.

(A) Neuronen (Pfeile) mit AIS, gefarbt gegen ankG (ms; griin), NeuN (gp; rot) und TOPRO
(blau).

(B) Hbhere Vergrofierung von Neuronen mit AlS, wie durch Pfeil angezeigt. Farbung gegen
AnkG (ms; grun), NeuN (gp; rot) und TOPRO (blau).

(C) Neuron mit AIS (Pfeil), gefarbt gegen AnkG (ms; griin), NeuN (gp; rot) und TOPRO (blau).
(D) Ubersicht tiber das Gebiet mit hoher Neuronendichte, gefarbt gegen NeuN (gp; rot) und
TOPRO (blau).

(E) und (F) VergroRerte Aufnahme eines Neurons mit ebenfalls NeuN, (gp; rot) und ankG (ms;
blau) mit invertierter schwarz-weil3 Darstellung des AnkG in (F). Gelbe Pfeile deuten auf
Lipofuszingranula.

(A,B,C,E,F) Neben AIS farbt der ankG-Ak putativ auch die punktférmigen Ranvier'sche Knoten
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im neuronalen Gewebe an. Mal3stabsbalken in A =25 ym; B = 50 ym; C= 20 pym; D = 50 pym;
E = 5um

3.1.2 AlS-Vergleiche in humanen Geweberesektaten zeigten keine Unterschiede

Wie sich gezeigt hat, spielt das AIS eine entscheidende Rolle als Modulator bzw.
Indikator fur Veranderungen eines Netzwerkzustandes (Engelhardt et al., 2019;
Jamann et al, 2018). Jungste Erkenntnisse zeigen, dass Malignitat und
Therapieresistenz astrozytarer Tumore direkt mit den Kommunikationsprinzipien der
Tumorzellen untereinander und dem neuronalen Netzwerk zusammenhangen (Jung
et al., 2020; Jung et al., 2019; Osswald et al., 2016). Ergebnisse legten nahe, dass
neuronale Aktivitat die Proliferation glialer Vorlauferzellen fordert und sich daraus die
Hypothese bildete, dass Gliomzellen direkten, funktionellen Einfluss auf die neuronale
Aktivitat nehmen (Osswald et al., 2015; Osswald et al., 2016).

Um die Verteilung neuronaler Strukturen im Tumorresektat zu untersuchen,
analysierten wir, inwiefern sich AIS morphologisch in Neuronenclustern, wie wir sie in
humanen Tumorresektaten beobachten konnten, im Vergleich zu einem
mikroskopisch nicht befallenen Resektionsgebiet des peritumoralen Cortex
unterscheiden. Wie unter 1.1 beschrieben, handelt es sich bei den Astrozytomen um
diffus wachsende Tumore, deren Fortsatze und TMs nicht nur als solide, lokale
Tumormassen zu finden sind, sondern spinnennetzartig das gesamte Gehirn befallen
konnen (Louis et al., 2016). Dieser Fakt erschwerte die Auswahl eines geeigneten
Kontrollgewebes malgeblich, da es erwartungsgemall nahezu unmdglich ist
gesundes, operativ gewonnenes, menschliches Hirngewebe zu untersuchen. So
entschieden wir uns dazu, als Kontrollgewebe peritumoralen Cortex, der keine
Tumormarker positiven Zellen (z.B. Nestin) enthielt, zu nutzen, obwohl dieses Praparat
ebenso aus dem Hirn eines Glioblastompatienten stammt.

Wie in allen folgenden AlS-Langen-Analysen wurde die Immunfluoreszenzfarbung der
GeruUstproteine BIV-Spektrin oder AnkG zur Bestimmung der AIS-Lange verwendet.
Die Langen der AIS im peritumoralen Cortex unterschieden sich zu den AIS in
Neuronennestern des Tumorgewebes nicht signifikant (n=100 vs. n=60, Mann-
Whitney-Test, p>0,05; Abb. 12B).

Wie bereits angedeutet wurde, ist die Datenqualitat aus humanen OP-Proben stark
eingeschrankt, da zunachst die Kontrollgruppe im eigentlichen Sinne keine Kontrolle
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darstellt, da auch vermeindlich tumorfreie Areale dem Hirn eines Glioblastompatienten
entnommen wurden und somit davon auszugehen ist, dass das Mikromillieu ebenso
pathologisch verandert war. Des Weiteren waren in Schnitten von Tumorgewebe nur

sehr vereinzelt und heterogen verteilte Bereiche mit hoher Neuronendichte zu finden
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mit unklarer Integration ins neuronale Netzwerk des betroffenen Areals.

Abb. 12: Kein Unterschied zwischen AlS-Langen in humanen Tumorproben

Repréasentative konfokale Bilder von AIS und Somata von Pyramidenzellen.

(A) Reprasentatives AIS (ms-Anti-AnkG, grun) aus peritumoralem Cortex.

(B) AIS Langen weisen in beiden Bereichen keinen signifikanten Unterschied auf (p=0,22).
Gemessen wurden im peritumoralen Cortex ohne Nestin-postive Astrozytomzellen in n=100
AIS. In Neuronennestern mitten im Glioblastom-Bereich wurden insgesamt n=60 AIS
gemessen. Angewandt wurde der Mann-Whitney Test (P = 0,22) als nicht-parametrischer t-
Test. Boxplots zeigen den Median mit einem Intervall von 25 bis 75% der Messwerte, die
Fehlerbalken zeigen die Minimal- bzw. Maximalwerte. Die beiden Gewebeproben stammten

nicht aus dem gleichen Patienten.
(C) Reprasentatives AIS (ms-Anti-AnkG, griin) aus Tumorbereich. Mal3stabsbalken in A = 5

pm; C =5 um

3.2 Neuronale Plastizitat in organotypischen Kulturen

Eine geeignete Methode, die es ermdglicht reproduzierbar ein intaktes Gewebe auf
neuronale Plastizitat hin innerhalb eines aktiven Netzwerks zu untersuchen und dieses
auch noch mittels Tumorinjektion manipulieren zu konnen, stellen die organotypischen

Kulturen (OTC) dar. Die Wahl fiel auf das Areal des Hippocampus, der in vitro eine
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weitestgehend unveranderte Morphologie und Funktion aufweist (Grabiec et al., 2017;
Humpel, 2015; Stoppini et al., 1991).

3.2.1 Fixierung und Farbung der OTC

Zunachst wurden die im Labor etablierten Farbe- und Fixierungsprotokolle in den OTC
muriner Hippocampi reproduziert.

In fixieten OTC konnten die Immunfluoreszenzfarbungen mit zuvor etablierten
Protokollen nach Laborstandard zuverlassig angewendet werden (Abb.13). Je nach
verwendetem Antikdrper wurden reproduzierbare Farbungen sowohl mit 2% PFA, also
auch 4% PFA-Fixierung erzielt. Zunachst stellte sich die Frage, ob die
Filtermembranen der MilliPore®-Einsatze, auf denen die OTC kultivierten, entfernt
werden mussen. Zwar erhohten verbleibende Membranen in tiefen Schnittebenen die
Hintergrundfluoreszenz, dafir konnte die Integritat des Gewebes unter Vermeidung
eines traumatischen Abléseversuchs deutlich verbessert werden.

Generell wurden fur samtliche Analysen qualitativer und quantitativer Art nur OTC
verwendet, die nach den gangigen Kriterien der Vitalitdt solcher Kulturen fir vital
erachtet wurden (Einleitung Abschnitt 1.3). Neben den Antikérperfarbungen (explizit
NeuN und negative Caspase-Aktivitat), die mikroskopisch beurteilt eine gute
Einschatzung des Kulturzustandes ergeben, wurde aulerdem das makroskopische
Erscheinungsbild der OTC beurteilt und auf weillliche Sklerosierungen geachtet
(Humpel, 2015; Lossi et al., 2010; Noraberg et al., 1999; Noraberg et al., 2005). Nicht
zuletzt zeigten auch die elektrophysiologischen Untersuchungen die Vitalitat der
gemessenen Neurone (Ergebnisse 3.4).

Im Zuge der Analyse neuronaler Strukturen wurden folgende reproduzierbar
angefarbt:

- AIS: Auch in OTC dienten die Gerustproteine AnkG und BIV-Spektrin als
reproduzierbare AlS-Marker (Rasband, 2010). Wie in Abb.13 zu sehen, konnten
die Ergebnisse unserer Farbeprotokolle bestatigt werden (Gutzmann et al.,
2014). Sowohl die monoklonalen ms-Anti-ankG-Antikérper, als auch die
polyklonalen rb-Anti- BIV-Spektrin-Antikorper zeigten keine offensichtlichen
Unterschiede in Bezug auf Spexzifitdt, Zuverlassigkeit und Uberlappung der
Fluoreszenzintensitat.

- Soma: Eine zuverlassige Anfarbung der Somata von Neuronen war aus

mehreren Grinden wichtig. Die erfolgreich erprobten Anti-NeuN-Antikdrper
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lieRen nicht nur die Analyse der morphologischen Integritat der verschiedenen
Zellschichten zu, sondern dienten auch als Viabilitatsnachweis der gesamten
Kultur (Gusel'nikova and Korzhevskiy, 2015)

- Glioblastom-Zellen: Die verwendeten S24-Glioblastomzellen humanen
Ursprungs waren intrinsisch mit dem Farbstoff tdTomato versehen, sodass
prinzipiell keine weitere Farbung notwendig gewesen ware. Allerdings war das
Signal in jeder Zellzucht unterschiedlich stark ausgepragt, sodass der ms-Anti-
Nestin-Antikorper zusatzlich verwendet wurde, um die Farbeintensitat
einerseits zu verbessern und andererseits einen gangigen Tumormarker, der
von vielen Laborgruppen (z.B. Osswald et al.; Singh et al.) verwendet wird,
anzuwenden (Abb. 13).

- Connexin-43: Die Betrachtung der Connexine rickte wahrend des Projekts in
den Fokus, da sich die Anzeichen verdichteten, dass diese Gap Junction-
Proteine nicht nur an der Kommunikation der einzelnen TMs untereinander eine
entscheidende Rolle spielen (Osswald et al., 2015), sondern vielleicht sogar in
der Tumor-Neuron-Kommunikation (Kirichenko et al., 2017; Tabernero et al.,
2016; Venkataramani et al., 2019). Zwar wiesen sowohl die getesteten ms-Anti-
Cx43-Antikorper, als auch die rb-Anti-Cx43-Antikorper eine maximale
Eindringtiefe von ca. 15-20 um auf, dennoch konnten sie zuverlassig sowohl an

axonalen, als auch Tumorstrukturen angefarbt werden (Abb. 13)

Teile der hier genannten Ergebnisse in Form von vitalen OTC des murinen
Hippocampus Uber 21 DIV hinweg, in denen neuronale Strukturen reproduzierbar und
zuverlassig angefarbt werden konnten, wurden bereits publiziert (Thome et al., 2023).
Mit der Etablierung dieser Methode wurde die Grundlage fur viele experimentelle
Fragestellungen gelegt, in denen einzelne Parameter und deren Auswirkungen auf

bspw. das Verhalten des gesamten neuronalen Netzwerks untersucht werden konnen.
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ankG

Abb.13: Implementierung der Immunfarbungen in OTC

Reprasentative Bilder der getesteten Antikorper.

(A) Aufnahme eines horizontal geschnittenen Hippocampus im OTC nach 21 Tagen in vitro
mit AIS gefarbt gegen ankG (ms; grin).

(B) 3D-Rekonstruktion von Connexin 43 im AIS bei hoher VergréRerung. Die weillen Pfeile
deuten auf Cx43-Cluster.

(C) Ausschnitt auf der CA-Schicht mit kongruenten AlS-Farbungen gegen ankG (ms; grin)
und BIV-Spektrin (rb; rot). Die jeweiligen Einzelkanale sind auf der rechten Seite der Grafik (C)
zu sehen.

(D) Ein Cluster von Glioblastomzellen, die gegen Nestin (ms; rot) und CFOS (rb; cyan) gefarbt
wurden. Die Somata der Gliozellen sind jeweils CFOS-positiv.

(E) Glioblastomzellen auf Zellen der CA-Schicht des Hippocampus. In der invertierten
schwarz-weify Aufnahme am rechten unteren Rand der Abbildung ist ein sich entwickelnder
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Tumor-Mikrotubuli mit einem blauen Pfeil gekennzeichnet. Hier wurden dieselben Antikdrper
wie in (A)-(D) genutzt.
Mafstabsbalken in A =100 ym; B=1 um; C =10 ym; D =50 ym; E =20 pym

3.2.2 Die Entwicklung des AlS im Hippocampus der organotypischen Kultur

Tab. 6: Ubersicht aller verwendeter OTC

Anzahl .
Versuch OTC (n) / P‘.\."e' bt?' gemﬁlsssene
Kondition raparation
3.2.2 5 5 Tage 1429
Entwicklung der AIS in OTC im Kulturverlauf 9
3.3.2
AlS-Langenentwicklung in OTC. 5 8 Tage 1250
Vergleich Kontrolle vs. Glioblastom
3.3.3
AlS-Langenentwicklung in OTC verschiedener >5 20,7 und 8 8091
age
Altersstufen
3.34
Connexin 43-Versuche 4 5 Tage 400
11.170

Wie bereits in der Einleitung ausfuhrlich erklart wurde, besteht die These, dass das
AIS selbst als empfindlicher Indikation fur Netzwerkveranderungen herangezogen
werden kann (Jamann et al., 2018). Daher haben wir uns vorgenommen die
Entwicklung der AlIS-Lange im Modell der OTC zu untersuchen und die Frage zu
stellen, inwiefern ein Glioblastomwachstum auf den OTC die Entwicklung der AIS
verandert, um dadurch Rulckschlusse auf eine Netzwerkmodulation und
Erregbarkeitszustande zu schlieflen (Jung et al., 2020; Jung et al., 2019; Monje et al.,
2020; Venkataramani et al., 2022).

Anders als in anderen, bisher gut beschriebenen Cortices, gibt es bis dato keine
Beschreibung Uber die AIS-Entwicklung im Hippocampus im Zeitverlauf, geschweige
denn in OTC. Aus diesem Grund wurde eine Entwicklungsreihe zur AIS Lange in
hippocampalen OTC ausgewertet. Mit dieser Grundlage sollten weitere Entwicklungen
im Vergleich zur pathologischen Manipulation des Netzwerks mit Glioblastomzellen
beurteilt werden kénnen.

Zur Langenbestimmung des AIS wurde die Immunfluoreszenzfarbung gegen AnkG
herangezogen (Abb.14). Es wurden in jeder Reifungsstufe >100 AIS analysiert, die

jeweils aus 5 OTC stammten. Die Tiere waren bei der Praparation 5 Tage alt.
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DIV 3

DIV 21

Abb.14: Repréasentative Immunfarbung von AIS in CA-Schichten der OTC

(A-F) Reprasentative konfokale Aufnahmen von AIS in Entwicklung mit Soma der
Pyramidenzellen am jingsten (DIV 3) und altesten (DIV 21) beobachteten Zeitpunkt der CA1-
Schicht eines murinen Hippocampus im OTC. Immunfarbung, wie angegeben, gegen ankG
und NeuN. Zu beachten sind die repasentativ ausgewahlten AlS in (C) und (F) mit deutlichem
Langenunterschied.

Mafstabsbalken in A, B, D, E=10 ymundin Cund F =2 um

Im jungen Stadium nach 3 Tagen in vitro (days in vitro, DIV) waren die AIS im
Durchschnitt am langsten (30,93 £ 2,69 um). Auffallig war dabei, dass junge AIS dinn
erschienen und eine verringerte Durchmesserveranderung von proximal nach distal
aufwiesen (Abb. 14). Dieser Effekt erschwerte die Analyse und kdnnte die groRere
Streuung der Messwerte erklaren (SD = 2,691, Abb. 15). Im Vergleich zu DIV 3 erfolgte
an DIV 10 eine signifikante Verkirzung der AIS um 11,1% (n=5 OTC; 30,93 £ 2,69 pym
auf 27,48 + 1,02 um; Einweg-ANOVA *P<0,05; Tab. 12-14; Abb.15). Eine weitere
Verkirzung um 9,7% ereignete sich dann wieder erst von DIV 14 auf DIV 21 (n=5
OTC; 7,86 + 0,494 ym auf 24,91 £ 1,373 um; P=0,0569 bei DIV 14 vs. DIV 21; Tab.

95



Ergebnisse

12-14). Im spatesten analysierten Reifungsstadium an DIV 21 wiesen die AIS rein
qualitativ beurteilt die charakteristische Durchmesserabnahme von proximal nach
distal auf (Abb.14D-F). Die Verteilung der AIS Langen in
Langenfrequenzhistogrammen zeigt, dass von DIV 3 bis DIV 21 eine zunehmende
Homogenitat in der Langenverteilung sichtbar ist (Abb. 15C).

Bestatigung fanden diese Ergebnisse bereits in einer publizierten weiteren
Versuchsreihe, in der hippocampale OTC Uber 20 Tage untersucht worden sind. Auch
dort war eine signifikante Verkurzung nach 20 DIV zu beobachten (Thome et al., 2023).
Auf die Darstellung der Originaldaten wurde verzichtet, da es sich um eine andere

Mauslinie handelte.
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Abb.15: AIS in OTC verkiirzen sich wahrend Reifung in vitro

(A) Abgebildet sind die AIS-Langen von Neuronenpopulationen in den CA-Schichten des
murinen Hippocampus in OTC im Zeitverlauf von 3 DIV bis 21 DIV in Addition zum

56



Ergebnisse

Praparationsalter der Mausepups von 5 Tagen (Einweg-ANOVA, Tukeys Mehrfachvergleiche
P<0,05, > 100 AIS pro Kondition in n=5 OTC pro Reifungsstufe, *P<0,05, **P<0,01,
***P<0,001, ****P<0,0001). Die AIS verkiirzen sich initial im Zuge der Reifung von mittleren
30,93 um an DIV 3 bis zu mittleren 24,91 pm an DIV 21. Die grof3ten Entwicklungsschritte
erfahren sie zwischen den Reifungstagen 7-10 und 14 bis 21 mit einer Langenreduktion von
jeweils knapp 10% (B).

(C) AIS-Langenpopulationsverteilung zeigt an DIV 3 deutliche Verbreiterung der AIS-
Langenverteilung mit héherer Streuung im Vergleich zu spateren Stadien. Dargestellt wurden
DIV3, 10 und 21 aus reprasentativen Grinden. DIV 21 zeigt die engste Verteilung an.

3.3 Der Einfluss von Glioblastomzellen auf die AlS-Plastizitat in OTC

3.3.1 Humane Glioblastomzellen infiltrieren OTC und bilden TMs aus

Das diffuse, infiltrative Wachstum des Glioblastoms mit Integration in das neuronale
Netzwerk stellt einen maligeblichen Malignitatsfaktor dar (Johung and Monje, 2017;
Jung et al., 2019).

Entsprechend verfolgten wir das Ziel ein replizierbares und kontinuierliches
Tumorwachstum auf bzw. in den OTC mit Ausbildung eines dreidimensionalen
interkonnektierenden Tumornetzwerkes zu etablieren. Wie oben genauer
beschrieben, nutzten wir dazu humane S24-Glioblastomstammzellen (IDH Wildtyp,
1p/19q undeletiert), indem wir auf jede OTC der Tumorgruppe 0,5 pl
Tumorzellsuspension pipettierten. Wir gaben der OTC nach Praparation 2-3 Tage Zeit
zur Inkubation und Aquilibration, bevor Tumorzellen hinzugefligt wurden.

Auch hier wurden wieder konfokale Immunfarbungen mit den zuvor beschriebenen
Antikorpern angefertigt. Die intrinsisch tdTomato exprimierenden Tumorzellen wurden
zusatzlich mit einem Nestin-Antikdrper angefarbt, um das Signal zu verstarken und so
TM’s deutlicher darzustellen (Abb.16 und 19). In Abb. 16 sind einige reprasentative
konfokale Immunfluoreszenzaufnahmen abgebildet, die darstellen, wie sich
Tumornetzwerke nach 11 DIV ausbilden kénnen. Jede der Aufnahmen stammt aus
dem Gyrus dentatus einer OTC an DIV 14. Deutlich ist zu sehen, dass Tumorzellen
zwar oberflachlicher integrieren als die CA-Schichten mitsamt Neuronen abgebildet
sind, hier aber (Abb. 16E) die gesamte Kultur infiltriert haben. In anderen Kulturen
konnten Tumorzellen bis in 30 um Eindringtiefe beobachtet werden. Inwiefern dies
funktionell relevant ist, bleibt noch zu Uberprifen. Des Weiteren konnte beobachtet
werden, dass die Tumorzellen fortlaufend Zellprotrusionen (TM’s; Abb.16D;
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magentafarbene Pfeile) ausbilden und so die Interkonnektivitat und damit die Stabilitat

des Tumornetzwerks weiter erhohen.

BIV-Spectrin NeuN

Nestin
A‘“,- 2 T 1 ha

Abb.16: Tumorzellen bilden interkonnektierendes Tumornetzwerk im Hippocampus von
oTC

Reprasentative Immunfarbungen von sich entwickelnden Tumorzellnetzwerken im
Hippocampus von OTC.

(A) Dichtes Netzwerk von Glioblastomzellen in unmittelbarer Nahe eines DG im OTC nach 14
DIV. (B) Invertierte Darstellung des selben Bildes stellt feines Tumornanoréhrchen (TM’s)
deutlicher dar. (C) VergroRerter Bereich aus dem gleichen Areal wie (A-B) mit deutlichem
Fokus auf ausstlilpende TM’s in (D), mit magentafarbenem Pfeil markiert. (E) Aufnahme eines

58



Ergebnisse

9,5um dicken Bilderstapels in X-, Y- und Z-Ebene, der die 3D-Ausbreitung der TM’s inmitten
einer Schicht von Pyramidenzellen zeigt.
Mafstabsbalken in A-B = 50um; C-D =20 um; E =10 ym

3.3.2 AlS-Langenentwicklung ist in Tumor-OTC ahnlich zur Entwicklung in Kontroll-
OoTC

Nachdem unser Model der Glio-OTC etabliert wurde und wir ein reliables
Tumorwachstum ohne apoptotische bzw. nekrotische Tendenzen verzeichnen
konnten, stellte sich die Frage wie sich die AlS-Langenentwicklung von DIV 3 bis DIV
21 mit Glioblastom im Vergleich zur Langenentwicklung ohne Glioblastom verhalt.
Dazu wiederholten wir die urspringliche Entwicklungsreihe (Abb. 15), nur mit dem
Unterschied, dass die Kulturen in eine Kontrollgruppe und eine Tumorgruppe geteilt
wurden und die Mause zum Zeitpunkt der Praparation bereits 8 Tage alt waren.

Dass neuronale Plastizitat durch Tumorwachstum verstarkt wird, war ein bis dahin
neuer Ansatz, der die sog. ,Cancer-Neuroscience® beschaftigt. Da wir aus anderen
Forschungsansatzen aus der Literatur und auch unserer eigenen Forschungsgruppen
(Engelhardt AG) wissen, dass die AlS-Lange einer der relevantesten Marker fur die
Erregbarkeit und damit auch flr plastische Veranderungen eines neuronalen
Netzwerkes darstellt (Gutzmann et al., 2014; Hofflin et al., 2017; Jamann et al., 2018),
untersuchten wir in erster Instanz diesen Parameter. In Abb. 17 sind reprasentative
Immunfluoreszenzaufnahmen der Entwicklungsreihne nach DIV 3 und DIV 21
dargestellt. Neben BIV-Spektrin- und NeuN wurden die Tumorzellen mit Nestin
angefarbt (auf den reprasentativen Beispielaufnahmen sind allein die Strukturen von
Interesse, in diesem Fall die AIS, abgebildet). Bereits in der qualitativen Darstellung
ist zu erkennen, dass AIS auch in dieser Entwicklungsreihe im Zeitverlauf kurzer
werden (Abb. 18).

59



Ergebnisse

Kontrolle Glioblastom

DIV 3

DIV 21

Abb.17: Reprasentative Immunfarbungen von AIS der Entwicklungsreihe in CA-
Schichten der OTC

Dargestellt sind reprasentative konfokale Immunfluoreszenzaufnahmen von AIS (BIV-Spektrin;
grun) und Neuronen (NeuN; rot bzw. blau) der CA-Schicht im Hippocampus von OTC der
Konktrollgruppe links (A+C) und OTC mit Glioblastom rechts (B+D). (A-B) zeigen die jlingste
Altersstufe nach 3 DIV. (C-D) zeigen die alteste Alterstufe nach 21 DIV. Die Tendenz einer
Verklrzung der AIS ist hier qualitativ zu erkennen.

Mafstabsbalken A-D = 10 pym

Auch bei Praparation von 8 Tage alten Mausen wies die AlS-Langenentwicklung in
den CA-Schichten des Hippocampus gleiche Tendenzen auf, wie in der
Entwicklungsreihe, die an P5 prapariert wurde (Abb.15 und Abb.18). Mit der
Praparation an P8 beabsichtigen wir Hinweise dahingehend zu erhalten, inwiefern die
Entwicklung der AlS-Lange altersabhangig erfolgt und so die Entwicklung, die in P5
OTC beobachtet wurde, um 5 Tage nach vorn verlagert ist oder ob der beobachtete
Effekt in Abb. 15 eher kulturabhangig war.
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Nach 3 DIV waren die AlS mit 36,85 £ 2,04 ym und 36,56 + 1,13 um in beiden Gruppen
fast exakt gleich lang (n=5, Einweg-ANOVA, P=0,999, Abb.18D, Tab.15). In beiden
Gruppen erfolgte die grofdte Langenabnahme bis DIV 10 (n=5; von 38,27 + 2,7 ym an
DIV 7 auf 31,83 = 0,97 ym an DIV 10 in der Kontrollgruppe; Einweg-ANOVA;
***P=0,001; Abb.18A; Tab.15 und von 36,15 + 1,13 ym an DIV 3 Uber 30,92 + 0,9 ym
an DIV 7 auf 33,72 £ 2,47 um an DIV 10 in der Glio-Gruppe, Einweg-ANOVA, P=0,083;
Abb. 18; Tab.15) sowie zwischen DIV 14 und DIV 21 (von 31,8 £ 2,769 ym an DIV 14
auf 28,09 £ 1,208 ym an DIV 21 in der Kontrolle; n=5, Einweg-ANOVA, P=0,07,
Abb.18; Tab. 15 und von 32,20 + 3,06 ym an DIV 14 auf 29,07 + 2,16 pm an DIV 21
in der Glio-Gruppe; Einweg-ANOVA, P=0,207; Abb.18; Tab.15). Damit wurde derselbe
Effekt wie in der vorherigen Entwicklungsreihe, die an P5 in Kultur genommen wurde,
beobachtet. In der Kontrollgruppe ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (n=5,
Einweg-ANOVA, P=0,812; Abb.18A, B; Tab.15).

Bei den Glio-OTC hingegen konnte eine Langenreduktion von 36,56 + 1,13 ym an DIV
3 auf 30,92 + 0,91 ym an DIV 7 um 17,7% gemessen werden (n=5, Einweg-ANOVA,
**P=0,005; Abb.18C, D, Tab.15). Nach DIV 21 erfuhren die AIS der Kontrollen eine
Langenreduktion um 23,7% auf 28,09 £ 1,21 um (Abb.18; Tab.15). Die AIS von
Glioblastom-OTC waren mit 29,07 + 2,16 um unwesentlich langer und reduzierten ihre
Lange im Verlauf der 18 Tage um 22,72% (Abb.18; Tab.15).

An den anderen Altersstufen der Tumor- und den Kontrollkulturen gab es trotz
Tendenzen zur Verlangerung der AIS unter Tumorwachstum keine signifikanten
Unterschiede (Abb. 18D; Tab.15).

Diese Beobachtungen flhrten zu der Frage, ob die AIS in Kulturen mit
Tumorwachstum morphologisch reproduzierbar langer wurden oder ob dieser Effekt

zufallig in dieser Kultur auftrat.
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Abb.18: AlS-Langen auf Tumor-OTC verhalten sich in der Entwicklung wie Kontroll-OTC
mit Tendenz zur AlS-Verlangerung

(A+C) Abgebildet sind die AlS-Langen von Neuronenpopulationen in der CA-Schicht des
murinen Hippocampus in OTC im Zeitverlauf von 3 DIV bis 21 DIV in Addition zum
Praparationsalter der Mausepups von 8 Tagen einmal in der Kontrollgruppe und in der
Versuchsgruppe mit Glioblastomzellen auf den OTC (Einweg-ANOVA, Tukeys
Mehrfachvergleiche P<0,05, ca. 100 AIS pro Kondition (genaue Anzahl s. Tab. 15 im Anhang)
in n=5 OTC pro Reifungsstufe mit Ausnahme DIV 3 Glio, dort n=3 OTC, *P<0,05, **P<0,01,
***P<0,001, ****P<0,0001).

(B) Von DIV 3 zu DIV 7 verlangerten sich die AIS nicht signifikant um 4,09%. Von da an
verkilrzten sich AIS bis auf 76,3% der Ausgangslange. In der Tumorgruppe waren OTC an
DIV 3 und DIV 7 noch nahezu gleich lang und verkirzten sich erst bis DIV 10 um ca. 11%, bis
DIV 14 wieder um 4% und dann noch einmal bis DIV 21 um ca. 7,5%. Die Tendenzen waren
in beiden Gruppen gleich.

(D) Dargestellt sind die Ergebnisse aus (A) und (C) in einer Plotgrafik im Vergleich miteinander
(Zweiweg-ANOVA, Tukeys Mehrfachvergleiche *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001,
****P<(0,0001). Angegeben wurden nur signifikante Ergebnisse.
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3.3.3 AIS werden unter Tumorwachstum langer

Um einen Alterseffekt auszuschlie3en, untersuchten wir zusatzlich zu den vorherigen
Versuchen, inwiefern sich AIS-Langen in Tumor- und Kontrollkulturen zu
verschiedenen Praparationszeitpunkten unterschieden. Wieder wurden dazu die CA-
Schichten muriner Hippocampi untersucht.

Auch in diesen Experimenten nutzten wir wieder Immunfarbungen zur Visualisierung
des AIS (ankG-, BIV-Spektrin-Antikdrper), der Somata (NeuN) zur Orientierung
innerhalb des Hippocampus und der Glioblastomzellen (Nestin, tdTomato).

Die OTC wurden nach Praparation in den verschiedenen Altersstufen (P5-P8) jeweils
14 bzw. 21 Tage inkubiert. Neben diesem Grund, der sich auf die Beschaffenheit des
Gewebes bezieht, haben wir auch die Erkenntnisse aus den vorherigen Experimenten
einbezogen, wo die stabilsten AIS-Langen nach der dynamischen Phase zwischen DIV
3 bis DIV 10 zu beobachten waren (Abb. 15, 18).

In Abb. 19 ist ein exemplarischer Hippocampus aus einer der OTC dargestellt, die mit
Glioblastomzellen beladen wurden. Dabei ist zu sehen, dass tatsachlich feine, sich
miteinander verbindende Tumornanoréhrchen (TM’s) ausgebildet werden und diese in
unmittelbarer Nahe zu Neuronen wachsen. Wie in Abb. 19D gut zu sehen ist, konnte
eine Immunfarbung gegen Nestin die Darstellung der TM’'s im Vergleich zur

intrinsischen tdTomato-Farbung verbessern.
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BIV-Spectrin

/

Abb. 19: Tumorzellen bilden dreidimensionales Netzwerk direkt auf CA-Schicht im
Hippocampus aus

Repéasentative Immunfarbungen von sich entwickelnden Tumorzellnetzwerken im
Hippocampus von OTC inmitten der neuronendichten CA-Schicht. (A) Tumorzellnetzwerk
dargestellt in gelb, aufgrund der Vermischung von Signalen durch Nestin (griin) und tdTomato
(rot) in der CA-Schicht eines horizontal geschnittenen Hippocampus einer OTC an DIV 21. (B)
Gleiches Bild wie (A) ohne Tumorzellen mit Betonung der AIS-Struktur. Anhand solcher
Aufnahmen wurden die AIS-Langenmessungen durchgefuhrt. (C) Darstellung eines
reprasentativ ausgewahlten Neurons mit AlS in VergroRerung. (D) Alleinige Darstellung des
Tumorzellnetzwerks gemischt (links) und jeweils in der alleinigen Farbung mit tdTomato (rot)
und Nestin (griin) sowie einer kontrastverstarkten schwarz-weifR-Darstellung. Die Farbung mit
Nestin verstarkt insbesondere die Darstellung der feinen TM’s. Mal3stabsbalken A-B = 20 ym;
C =5 pum; D = jeweils 20 um.

Nachdem wir qualitativ deutliche Tumorinfiltration in den OTC feststellen konnten,
untersuchten wir den Einfluss des Tumorwachstums in den OTC auf die AlS-Lange
als morphologischen Indikator einer plastischen Veranderung im neuronalen
Netzwerk. Wir schlossen dazu OTC ein, die zwischen P5 und P8 an jeweils allen
Altersstufen prapariert wurden, um wie zuvor erwahnt Alterseffekte ausschliel}en zu
kénnen (Abb. 21). Sowohl nach 14, als auch nach 21 Tagen in vitro waren die AlS in
Glioblastom-OTC deutlich langer (n=5 Wirfe; 28,82 + 2,88 um in der Kontrolle vs. n=7
Wirfe; 33,06 £ 1,93 um bei den Tumor-OTC nach DIV 14 und n=6 Wiirfe; 27,02 + 3,39
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pMm im Vergleich zu n=5 Wirfe; 30,96 + 1,65 uym nach DIV 21, Zweiweg-ANOVA,
*P<0,05, Abb. 20A; Tab.18-19). Ein Entwicklungseffekt innerhalb der Konditionen war
zwar qualitativ sichtbar, bestatigte sich jedoch statistisch nicht (bei den Ctl von 28,82
+ 2,88 um an DIV 14 auf 27,02 + 3,39 ym an DIV 21, Zweiweg-ANOVA, P=0,35; bei
den Glio-OTC von 33,06 + 1,93 ym auf 30,96 + 1,65 uym, Zweiweg-ANOVA, P=0,392,
Tab. 18-19).

In der Langenfrequenzdarstellung (Abb. 20B), in die nicht die mittlere AIS-Lange der
Population eines Mausewurfs einfloss, sondern gesammelte Einzelwerte aufgetragen
wurden, konnte erneut bestatigt werden, dass sich die AlS-Langenpopulationen im
Vergleich zwischen Kontroll- und Tumor-OTC unterscheiden und AIS von Glioblastom-
OTC deutlich langer waren (nach DIV 14 n=2393 AIS; 28,75 + 7,03 pym in den Kontroll-
OTC und n=2058 AIS; 32,74 £ 6,94 um in den Tumor-OTC, sowie an DIV 21 n=1996
AlIS; 28,12 + 7,31 ym in der Kontrolle und n=1649 AIS; 30,87 + 6,04 um bei den Glio-
OTC, Kolmogorov-Smirnov-Test, ****P<0,0001, Tab.19).
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Abb. 20: AIS sind in den CA-Schichten von Glioblastom-OTC signifikant langer als in
Kontroll-OTC

(A) Abgebildet sind die AlS-Langen von Neuronenpolulationen in der CA-Schicht des murinen
Hippocampus in OTC im Vergleich zwischen Kontroll-OTC und Tumor-OTC nach jeweils DIV
14 bzw. 21. Sowohl an DIV 14, als auch DIV 21 weisen die Glioblastom-OTC signifikant
langere AIS auf, als in den Kontroll-OTC. Zweiweg-ANOVA, Tukeys Mehrfachvergleiche
P<0,05, 100-500 AIS pro Messwert, n = Mittelwert aller AlIS der OTC aus einem Wurf Mause
zu je einem Alterspunkt (P5-P8), *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001.
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(B) Auch die AlS-Langenverteilung zeigt zu beiden Zeitpunkten ein nach rechts verschobenes
Verteilungsmaximum. Kolmogorov-Smirnov-Test, ****P<0,0001, n>1000 AIS pro Kondition.
Als wir diesen deutlichen Effekt der AIS-Langenzunahme in der Tumorgruppe sahen,

wollten wir wissen, ob sich dieser auf alle Altersstufen, an denen die OTC prapariert
wurden, erstreckt und inwiefern das Praparationsalter dabei eine Rolle spielt.

Wie in Abb. 21 zu sehen ist, gibt es unter den Kontrollen kaum signifikante
Unterschiede. Lediglich die P8 OTC an DIV 21 unterscheiden sich von den P5 und P6
Kulturen an DIV 14 (n=300 AIS; 24,91 £+ 3,33 um P8 DIV 21 vs. n=919 AIS; 29,82 +
2,53 ym an P5 DIV 14 und n=671 AIS; 29,86 + 1,734 ym an P6 DIV 14; Einweg-
ANOVA, *P<0,05, Abb. 21A; Tab. 20-21). Dies ist aufgrund der Altersunterschiede aus
den Entwicklungsreihen auch erwartungsgemal, da sich die AIS physiologisch in den
CA-Schichten des murinen Hippocampus im Zeitverlauf zu verkirzen scheinen (Abb.
15, 18). Besonders in den Kontroll-OTC, die an P8 prapariert wurden, ist zu sehen,
dass die Tendenz zu kirzeren AlS Uber die Zeit in vitro erhalten bleibt und an DIV 21
gleiche Tendenzen zu beobachten sind hinsichtlich der entwicklungsbedingten
Verkarzung (Abb. 21A und Tab. 20-21).

In Abb. 21B, D sind Violin-Plot-Darstellungen gezeigt, die die Populationsverteilung
der AlS-Langen aufzeigen. Grundlage dieser Darstellung sind alle gemessenen AIS
und nicht wie in Abb. 21A, C und E die Mittelwerte der verschiedenen OTC. Diese
grolRe Stichprobe liefert keine statistische Analyse, weshalb die Violin-Plots nur
qualitativ beurteilt werden sollen. Die Plots zeigen, dass die Form der Plots aus den
verschiedenen Altersstufen im Zeitverlauf ahnlich bleibt zu in vitro. Die AIS-
Langenverteilung ist demnach in den P8 Kulturen jeweils ahnlich mit Verteilungspeaks
an der unteren Quartile. Auch die AlS-Langen aus P6 sind sowohl an DIV 14, als auch

DIV 21 annahernd tropfenformig verteilt.
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Abb. 21: Kein bedeutender Alterseffekt bei AlS-Langenvergleich zwischen Kontroll- und
Glioblastom-OTC

(A) Abgebildet sind die AlS-Langen pro Altersstufe zur Praparation der OTC (P5-P8) jeweils
an DIV 14 und DIV 21 in den Kontroll-OTC. Keine signifikanten Unterschiede zwischen
Altersstufen, bis auf DIV 14 P5 und P6 im Vergleich zu P8 an DIV 21. Einweg-ANOVA, P<0,05,
> 100 AIS pro Kondition in n=5 OTC pro Mausewurf, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001,
****P<0,0001.

(B) Die AlS-Langen pro Altersstufe zum Praparationsalter der Mause (P5-P8) jeweils an DIV
14 und DIV 21 in den Kontroll-OTC aller Einzelwerte als Violin-Plot dargestellt. Keine Statistik,
dient nur der Veranschaulichung zum Vergleich der Langenhaufigkeitsverteilungen.

(C) Abgebildet sind die AlS-Langen pro Altersstufe zur Praparation der OTC (P5-P8) jeweils
an DIV 14 und DIV 21 in den Tumor-OTC. Einweg-ANOVA, P<0,05, > 100 AIS pro Kondition
in n=5 OTC pro Mausewurf, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001.

(D) Die AlS-Langen pro Altersstufe zum Praparationsalter der Mause (P5-P8) jeweils an DIV
14 und DIV 21 in den Tumor-OTC aller Einzelwerte als Violin-Plot dargestellt. Keine Statistik,
dient nur der Veranschaulichung zum Vergleich der Langenhaufigkeitsverteilungen.

(E) Boxplots aus (A) und (C) in einer Grafik zum direkten Vergleich. In den OTC von P5, P7
und P8 an DIV 14 unterscheiden sich die AlS-Langen signifikant, sowieso an P5 und P8 an
DIV 21. Einweg-ANOVA, P<0,05, > 100 AIS pro Kondition in n=5 OTC pro Mausewurf,
*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001.

(F) Violin-Plots aus (B) und (D) jeweils pro Altersstufe im direkten Vergleich zwischen Kontrolle
und Glio-OTC dargestellt.

In Abb. 21C sind die AIS-Langen der verschiedenen Altersstufen in Tumor-OTC
dargestellt. Auch hier bestatigt sich die Tendenz zu kirzeren AIS von P8 praparierten
Kulturen im Vergleich zu P5 praparierten OTC sowohl an DIV 14, als auch nach DIV
21 (n=522 AIS; 33,99 £ 2,508 um an P5 DIV 14 bzw. n=802 AlS; 31,62 + 1,768 ym an
PS5 DIV 21 vs. n=442 AIS; 31,35 + 2,37 um an P8 DIV 14 bzw. n=83 AIS; 28,99 £ 2,07
um an P8 DIV 21, Einweg-ANOVA, * bzw. ***, s. Abb. 21C und Tab. 20-21). Die AIS
der Kulturen von P6 weisen sowohl an DIV 14 (n=497 AIS; 29,86 £ 1,73 um), als auch
an DIV 21 (n=431 AIS; 31,31 + 2,85 um) klrzere AIS auf als an P5 oder P7 praparierte
OTC. Auffallig ist aulRerdem, dass die AIS der Glio-OTC auch in diesen
Darstellungsformen in jeder Altersstufe deutlich langer waren als in Kontroll-OTC (Abb.
21E, Tab. 20-21). In Abb. 21E sind die Daten aus Abb. 21A und C gemeinsam
dargestellt mit dem Unterschied, dass pro Altersstufe verglichen wurde, ob sich die
AlIS-Langen zwischen Kontroll-OTC und Tumor-OTC unterscheiden. Nach DIV 14
unterschieden sich die beiden Gruppen tatsachlich in den Kulturen von P5 (n=919 AIS;
29,82 + 2,52 ym Ctl vs. n=522 AIS; 33,99 + 2,51 pym Tumor, Einweg-ANOVA,
***P=0,0008, Tab. 21), P7 (n=480 AIS; 28,01 + 3,31 um Ctl vs. n=380 AIS; 33,39 +
1,08 ym Tumor, Einweg-ANOVA, **P=0,0014, Tab. 21) und P8 (n=416 AIS; 25,99 *
3,24 ym Ctl vs. n=442 AIS; 31,35 + 2,37 ym Tumor, Einweg-ANOVA, ****P<0,0001,
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Tab. 21). Nach 21 DIV unterscheiden sich die AlS-Langen der P5 (n=724 AIS; 28,28
+ 3,08 um Ctl vs. n=802 AIS; 31,62 £ 1,77 ym Tumor, Einweg-ANOVA, *P=0,0127,
Tab. 21) und P8 Kulturen (n=300 AIS; 24,91 £ 3,33 um Ctl vs. n=83 AIS; 28,99 + 2,01
pm Tumor, Einweg-ANOVA, *P=0,0306, Tab. 21) voneinander. Die gesammelten
Populationsdaten wurden in Abb. 20 dargestellt und beschreiben einen signifikanten
Unterschied in der AIS-Lange zwischen Kontroll-OTC und Tumor-OTC insgesamt
(28,82 + 2,88 um in der Kontrolle vs. 33,06 £ 1,93 ym bei den Tumor-OTC nach DIV
14 und 27,02 £ 3,39 ym im Vergleich zu 30,96 £ 1,65 ym nach DIV 21, Zweiweg-
ANOVA, *P<0,05, Abb. 20A; Tab. 20-21).

Trotz mancher Langenunterschiede in Abhangigkeit zum Praparationsalter sind die
Tendenzen in DIV 14 und DIV 21 gleich. So wie AIS in P6 DIV 14 Kulturen kirzer
waren, waren sie es auch in P6 DIV 21 Kulturen.

Es kann also festgehalten werden, dass das Praparationsalter trotz aller
interindividuellen Variabilitdt die Effektstarke in den AIS-Langenunterschieden
zwischen Kontroll-OTC und Tumor-OTC nicht erklart.

3.3.4 In Tumor-OTC bilden sich weniger Connexin 43 Kontakte am AIS aus

Bereits Abb. 19 deutet auf einen direkten Zellkontakt zwischen Tumorzellen und
Neuronen hin. Die Erkenntnis, dass eine Kommunikation zwischen Tumorzellnetzwerk
und neuronalem Netzwerk bspw. Uber parakrine und autokrine Mechanismen existiert,
gilt als gesichert (Osswald et al., 2015; Venkataramani et al., 2022; Venkatesh and
Monje, 2017). Daten aus der vorliegenden Arbeit untermauern diese Annahme
(Abb.19, 22). Dass diese Interkonnektivitat auch auf Ebene zahlreicher elektrischer
Synapsen in Form von Gap Junctions und so ein direkter Ladungsaustausch in den
Plasmamembranen von Glioblastomzellen besteht, konnten einige Labore in den
letzten Jahren beschreiben (Cornell-Bell et al., 1990; Larson et al., 2018; Osswald et
al., 2015; Venkataramani et al., 2022; Venkatesh and Monje, 2017). Wie in Abb. 22 zu
sehen ist, fanden wir auch beispielhaft dargestellt einige Tumorzellen, die nicht nur
untereinander mittels ihrer spinnennetzartig verlaufenden TMs Kontaktstellen
aufbauten, sondern auch in unmittelbaren Kontakt mit axonalen Strukturen traten (hier
mit dem AIS, grin dargestellt mittels Anti-ankG-Immunfluoreszenzfarbung). Um
diesen Befund qualitativ eindeutiger darstellen zu koénnen, wurden die Bilder
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dekonvolutiert und mit Hilfe der IMARIS-Software 3D rekonstruiert und in
verschiedenen Perspektiven dargestellt (Abb. 22B-D). Bereiche potenzieller
Kontaktstellen sind durch gelbe Pfeile markiert. Wie in Abb. 22G-H zu erkennen ist,
gelang auf diesem Wege auch die Darstellung putativer Kontaktstellen zwischen
Tumorzelle und Neuron (Cx43-positive Strukturen). Als eines derjenigen Proteine, fur
die angenommen wurde, dass es eine elementare Rolle in der Zell-Zell-

Kommunikation spielen kdnnte, rickte das Connexin 43 in den Fokus.
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Abb. 22: Tumorzellen bilden Kontaktstellen mit axonalen Strukturen aus

(A) Dargestellt ist eine konfokale Immunfluoreszenzaufnahme von kontaktierenden
Tumorzellen (Nestin; magenta) in unmittelbarer Umgebung der CA-Schicht im Hippocampus
einer DIV 14 OTC in einer Ubersichtsaufnahme mit Tumorzellen (Nestin), neuronalen Somata
(NeuN; blau) und AIS (ankG; grin).

(B-D) Darstellung derselben Aufnahme als 3D Rekonstruktion mit IMARIS aus verschiedenen
Perspektiven. Der gelbe Pfeil deutet auf eine direkte Kontaktstelle zwischen TM und AIS eines
Neurons.

(E) Abgebildet ist eine weitere Kontaktaufnahme von Tumorzellen mit Neuronen. Hier
neuronale Somata (NeuN, griin) und Cx43 (blau) mit Tumorzellen (Nestin, rot). In (F) sind die
Tumoranteile der gleichen Abbildung in schwarz-weil} dargestellt.

(G) Bereich der in (E-F) gelb umrahmt ist, wurde hier vergréRert dargestellt. Kontaktestellen
zwischen Tumorzelle und Neuron mittels Cx43 wurden in (H) mit Hilfe von IMARIS 3D
rekonstruiert. Darstellung aus 2 Perspektiven. Gelbe Pfeile deuten auf mdogliche
Kontaktstellen. MalRstabsbalken A-B, E-F=20 um; C,G=5umund D =10 ym; H=2 ym

Nachdem wir festgestellt haben, dass Tumorwachstum erhebliche morphologische
Effekte auf die AlS-Lange hat, wollten wir herausfinden, ob diese eventuell durch eine
veranderte Dichte von Cx43 Kontakten am AIS vermittelt sein konnte.

Dazu beobachteten wir in diesem Experiment einen einzigen Wurf Mause, um die
Einflisse der interindividuellen Variabilitdt zwischen verschiedenen Wadrfen
ausschlieRen zu kénnen und untersuchten alle quantitativen Parameter im Zeitverlauf
von DIV 7 und DIV 14, die fur diese Arbeit von Interesse waren. Neben der AlS-Lange

ruckte nun also auch die Verteilung der Cx43 Kontakte am AlS in den Fokus.

Zu Beginn der Auswertung dieses Experiments galt es erneut zu Uberprtfen, inwiefern
sich die AlS-Langenentwicklungen (Abb. 23) dieser Kulturen in das bisher gewonnene
Bild einfugt.

Die AIS aus den Tumor-OTC nach DIV 7 (n=4 OTC; 28,34 + 1,83 um Ctl vs. 35,54 +
2,19 uym Tumor, Einweg-ANOVA, **P<0,01, Abb. 23C; Tab 22 im Anhang) und DIV 14
(n=4 OTC; 28,33 £ 1,31 um Ctlvs. n=4 OTC; 36,63 £ 3,27 um Tumor, Einweg-ANOVA,
***P<0,001, Abb.23A; Tab 22) waren deutlich langer als in den Kontroll-OTC, wodurch
die Ergebnisse der in Abschnitt 3.3.3 beschriebenen Versuche bestatigt wurden. Die
Stichproben umfassten auch hier wieder jeweils die Anzahl der OTC, aus denen die
AIS gemessen wurden pro Kondition (n=4). Ein reprasentatives Beispielbild zu diesen
AlIS-Messungen ist in Abb. 23A zu sehen.

Die Entwicklung innerhalb der 7 Tage in vitro zwischen DIV 7 und 14 ergab keine

signifikanten Veranderungen innerhalb der Gruppen. In Abb. 23B, D sind in Erganzung
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dazu die AlS-Langenfrequenzverteilungen aufgetragen. Auch hier ist zu erkennen,
dass insbesondere die AIS in der Glio DIV 14 Gruppe deutlich heterogener verteilt

waren als in den anderen Gruppen.
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Abb. 23: AIS in Tumor-OTC sind auch in diesem Experiment langer

(A) Dargestellt ist ein reprasentatives Immunfluoreszenzbild, mit Hilfe derer die AIS-
Langenmessungen durchgeflhrt wurden. AIS (ankG, griin), Somata (NeuN, rot) und Cx43
(blau) sind dargestellt. Gelber Rahmen zeigt Bildausschnitt der schwarz-weil} dargestellten
AIS an. Malistabsbalken A =20 ym; B =10 um

(B und D) Abgebildet sind die AlS-Langenverteilungen nach DIV 7 und DIV 14. Insbesondere
an DIV 14 zeigen die AIS-Langen der Glio-OTC ein deutlich inhomogeneres
Verteilungsmuster. Kolmogorov-Smirnov-Test, ****P<0,0001, n= ca.100 AIS pro Kondition.
(C) Dargestellt sind die AlS-Langen aus einem Wurf jeweils an DIV 7 und DIV 14 im Vergleich
zwischen Kontroll-OTC und Tumor-OTC. Zu beiden Entwicklungsstufen sind die Tumor-AlS
signifikant langer. Einweg-ANOVA, P<0,05, > 100 AIS pro Kondition in n=4 OTC pro Kondition,
*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001.
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Im nachsten Experiment wurde die Cx43-Verteilung am AIS innerhalb beider Gruppen
gepruft. Dazu wurden die gleichen OTC wie im vorherigen Versuch genutzt. Nach
Immunfarbung gegen Cx43 wurden dessen Kolokalisationen mit Hilfe des Add-Ons
,comDet“ in Image J entlang den Signalen von ankG analysiert. In Abb. 24A, B ist ein
reprasentatives Bild einer Immunfarbung dargestellt. In B kdnnen am vergrélierten
Bildausschnitt Immunfluoreszenziiberlagerungen zwar sichtbar, aber nur schwer
eindeutig und quantifizierbar zugeordnet werden. Deshalb wurde zu qualitativen
Zwecken in Abb. 24C eine Dekonvolution mit anschlieRender 3D-Rekonstruktion der
gefarbten Strukturen vorgenommen, sodass Fluoreszenziberlagerungen eindeutig
zugeordnet werden kénnen. In Abb. 24C ist im grinen Kanal der Thy1-Farbstoff
gezeigt, der das gesamte neuronale Soma intrinsisch farbt. Mit dieser Mausreihe
wurden keine weiteren Experimente gemacht. Die Farbung soll lediglich das zum AIS

gehdrende Soma zeigen.
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Abb. 24: Cx43-Kontakte am AIS sind in Glioblastom-OTC seltener als in Kontroll-OTC

(A) Abgebildet ist eine reprasentative Immunfluoreszenzaufnahme von OTC in diesem Fall
nach DIV 14 anhand derer Cx43-Analysen am AIS durchgefiihrt wurden. Zu sehen sind AIS
(ankG, grun), neuronale Somata (NeuN, rot) und Cx43 (blau). Gelb umrahmt ist derjenige
Bereich, der in (B) vergrofiert dargestellt wurde. Die Pfeile deuten auf mogliche Cx43-Spots
innerhalb des AlS.

(C) Darstellung eines mit IMARIS 3D rekonstruierten AlS mit Cx43-spots darin aus einem OTC
anderer Versuchsreihen mit Thy1 positiven Zellen in der CA3-Schicht des Hippocampus. Zu
sehen sind einige Cx43-Punkte an der Oberflache des rekonstruierten ankG-Signals.
Mafstabsbalken A =20 um; B =3 ym; C =5 bzw. 20 um

(D) Daragestellt sind die Colokalisationen/um AIS zwischen Cx43 und AnkG. Nach DIV 7 sind
Cx43-Kontakte in Glio-OTC deutlich reduziert. Auch innerhalb der Kontroll-OTC nahm die
anzahl an Colokalisationen von DIV 7 nach DIV 14 ab. Zweiweg-ANOVA, P<0,05, in n=25 AIS
pro Kondition, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001.

(E) Dargestellt ist die lineare Regression, die zeigt, dass die Anzahl der Cx43-Colokalisationen
nur zu 4% von der reinen AlS-Lange abhangt. R?2= 0,04, bei n=100 AIS-Werten.

Wir stellten fest, dass die Anzahl der Cx43-Colokalisationen am AIS nach 7 Tagen in
der Glioblastom-Gruppe signifikant niedriger waren als in den Kontrollen (1,08 + 0,43
Col./um Ctl vs. 9,57 £ 0,16 Col./um Tumor an DIV 7, ****P<0,0001, Zweiweg-ANOVA,
n=25 AlIS/Kondition, Abb. 24, Tab. 25-26). Nach 14 DIV war dieser Effekt nicht mehr
messbar (P=0,89). Im Zeitverlauf reduzierten sich aulerdem die Kolokalisationen
insbesondere in der Kontroll-Gruppe (1,08 £ 0,43 Col./um DIV 7 vs. 0,74 = 0,38
Col./Jum DIV 14, *P<0,05, Zweiweg-ANOVA, n=25 AlS/Kondition, s. Tab. 25-26).
Zuletzt stellt sich in diesem Zusammenhang noch die Frage, ob die veranderten
Dichten der Colokalisationen gleichmafig am AIS verteilt vorkommen oder bspw. nur
am proximalen oder distalen Ende des AIS sitzen. Die entsprechende lineare
Regressionsanalyse (Anzahl der Colokolisationen pro um AlS-Lange; r? = 0,04) ergab,
dass in dieser Stichprobe kein linearer Zusammenhang zwischen AlS-Lange und der
Anzahl der Colokalisationen mit Cx43 und AnkG besteht.
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3.4 Der Einfluss von Glioblastomzellen auf elektrophysiologische
Eigenschaften der Neurone

Anderungen der AIS-Lange kénnen zu Veranderungen der neuronalen Erregbarkeit
fuhren (Grubb and Burrone, 2010; Jamann et al., 2018; Kuba et al., 2010). Da eine
Pyramidenzelle mit langerem AIS einen niedrigeren axonalen Widerstand aufweist,
sollte die AP-Schwelle laut geltender biophysikalischer Theorie niedriger sein und
dadurch das Neuron erregbarer werden. Umgekehrt verhalt es sich in der Theorie
genauso. Ein kurzeres AIS bedeutet eine hohere AP-Schwelle und dadurch eine
verringerte Erregbarkeit (Gulledge and Bravo, 2016; Kuba et al., 2010).

Um zu Uberprifen, inwiefern das Wachstum von Gliomzellen auf einer OTC Einfluss
auf die Erregbarkeit des einzelnen Neurons hat, haben wir Patch-Clamp-Ableitungen
in Pyramidenzellen der CA-Schichten in P5-praparierten OTC nach DIV 7 bzw. 14
durchgefuhrt. Die OTC stammten aus demselben Wurf Mause wie fur die Cx43-
Analysen und die AlS-Langenmessungen in Abb. 23. Im Fokus der Analyse standen
die aktiven AP Eigenschaften wie z.B. die Spannungs- und Stromschwelle der APs.

Alle elektrophysiologischen Daten sind in Tab. 27-28 aufgefuhrt.

3.4.1 Aktive und passive Eigenschaften blieben nach Tumorwachstum grofdtenteils
unverandert

Passive Eigenschaften von Neuronen, wie der Eingangswiderstand (Ir) und das
Ruhemembranpotential (RMP) konnen das Feuerverhalten von Neuronen
beeinflussen. Daher wurden zunachst diese Parameter gemessen (Abb. 25, Tab. 27
im Anhang). Zwischen Zellen von Kontroll-OTC und Tumor-OTC wurden keine
signifikanten Unterschiede festgestellt. Die Daten haben gezeigt, dass das RMP in
beiden Gruppen jeweils ca. -70 mV betrug (Abb. 25 ; n=12 fur DIV 7 Ctl: -67,84 £ 7,34
mV; n=10 fur DIV 7 Glio: -67,03 + 2,372 mV; n=13 fur DIV 14 Cil: -72,31 + 13,68 mV;
n=9 fur DIV 14 Glio: -68,21 + 8,09 mV; Mann-Whitney Test, P = 0,72 (DIV 7); P = 0,39
(DIV 14)) und Serienwiderstande (Ir; Abb.25; DIV 7 Ctl: 18,36 + 11,73 MQ; DIV 7 Glio:
26,53 £ 10,55 MQ; DIV 14 Ctl: 19,68 + 6,283 MQ ; DIV 14 Glio: 25,42 + 18,22 MQ;
Mann-Whitney Test, P = 0,101 (DIV 7); P = 0,3867 (DIV 14)), wie auch
Eingangswiderstande unverandert blieben (DIV 7 Ctl: 165,3 + 67,51 MQ ; DIV 7 Glio:
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167,5 + 58,27 MQ ; DIV 14 Ctl: 181,3 £ 62,08 MQ ; DIV 14 Glio: 173,1 £ 142,2 MQ;
Mann-Whitney Test, P = 0,935 (DIV 7); P = 0,874 (DIV 14)).

Zur Messung aktiver Eigenschaften der Neurone wurde die Stromstarke bei 0 A im
Stromklemmenmodus gehalten. Die AP-Schwelle wurde definitionsgemal} beim ersten
AP-generierenden, depolarisierenden 20 ms Schritt gemessen, wobei die AP-
Eigenschaften jeweils beim ersten AP analysiert wurden, das im Stromklemmenmodus
ausgelost wurde. Wir fanden weder nach DIV 7, noch nach DIV 14 Unterschiede in der
AP-Halbwertsbreite (Abb. 25; DIV 7 Ctl: 1,867 £ 0,88 ms; DIV 7 Glio: 1,58 £ 0,17 ms;
DIV 14 Ctl: 1,258 + 0,356 ms; DIV 14 Glio: 1,35 + 0,64 ms, Mann-Whitney Test, P=0,29
(DIV 7); P=0,7035 (DIV 14)) und der AP-Amplitude (Abb. 25; DIV 7 Ctl: 97,04 + 16,48
mv; DIV 7 Glio: 104,7 £ 12,11 mv; DIV 14 Ctl: 109,6 + 12,8 mV; DIV 14 Glio: 105,5
32,64 mV; Mann-Whitney Test, P=0,223(DIV 7); P=0,725 (DIV 14)). Ebenso blieben
auch die Stromschwelle (Abb. 25; ; DIV 7 Ctl: 179,9 + 137,2 pA; DIV 7 Glio: 96,71
61,16 pA; DIV 14 Ctl: 193,4 £ 121,9 pA; DIV 14 Glio: 132,1 + 79,89 pA, Mann-Whitney
Test, P=0,07 (DIV 7); P=0,1695 (DIV 14)) und die Spannungsschwelle zur Auslésung
von APs unverandert (Abb. 25; ; DIV 7 Ctl: -48,17 + 2,45 mV; DIV 7 Glio: -51,17 £
4,33 mV; DIV 14 Ctl: -46,19 £ 7,45 mV; DIV 14 Glio: -44,58 + 10,61 mV, Mann-Whitney,
P=0,072 (DIV 7); P=0,7 (DIV 14)). Zusatzlich ergaben sich auch in der AP-Kinetik
(Analyse der Steigungen (dV/dt) fir die De- und Repolarisationsphase) keine
Unterschiede. Reprasentative Phasenabbildungen sind in Abb. 26A dargestellt
(Tab.27: far AlIS-Spitze: Ctl: 213,66V/s; Glio: 161,1 V/s; fur Soma-Spitze: Ctl:
401,71V/s; Glio: 389,21V/s). Im Vergleich beider Gruppen hatte das Tumorwachstum
auch keinen signifikanten Einfluss auf die AP-Frequenz (Abb. 26C; Zweiweg-ANOVA,
P>0,05), auch wenn die Neurone in Glio-OTC tendenziell bei niedrigem Input (50-250
pA) hohere AP-Frequenzen feuerten und bei hohem Input (>500 pA) zu niedrigeren
Frequenzen tendierten (Abb. 26D).
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Abb. 25: Elektrophysiologische Messungen zeigen keine Veranderungen der
Erregbarkeit in Tumor-OTC

(A) Reprasentative Abbildung von einzelnen AP-Verldufen von Pyramidenzellen aus der CA-
Schicht des Hippocampus, die mit 20ms langen Strominjektionen erregt wurden. 10pA
Steigerungen wurden zur Bestimmung der Stromschwelle appliziert. Keine Unterschiede
zwischen beiden Gruppen.

(B-D) Statistische Analyse der passivem AP-Eigenschaften: Keine Unterschiede nach DIV 7
oder DIV 14 im Ruhemembranpotential (RMP; B), dem Eingangswiderstand (Ry; C) oder dem
Serienwiderstand (Rs; D).

(E-H) Statistische Analyse aktiver Parameter. Auch hier keine Unterschiede zwischen Kontroll-
OTC und Tumor-OTC nach DIV 7 und DIV 14 in der AP-Amplitude (E), der AP-Halbwertsbreite
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(F), der Stromschwelle zur AP-Erzeugung (G) und der Spannungsschwelle (H). Jeweils Mann-
Whitney Test, n=ca. 10 Zellen/Kondition.
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Abb. 26: AP-Verlauf zeigen keine Veranderungen in Tumor-OTC

(A) Dargestellt sind die Phasenplots von Neuronen der Kontroll- (beige) und Tumor-OTC (rot).
Ahnlichkeiten im AP-Verlauf ohne signifikante Unterscheide. (B) Analyse des ersten (AlS) und
der zweiten (Soma) Spitze des Phasenplots, die keine signifikanten Unterschiede nach DIV 7
und DIV 14 zwischen beiden Gruppen zeigen.

(C) Reprasentative Aufnahmen von AP-Verlaufen, die bei um jeweils 50 pA aufsteigenden 500
ms langen Strominjektionen aufgenommen wurden. Keine Unterschiede (Mann-Whitney-Test,
n=ca. 10 Zellen/Kondition) zwischen beiden Gruppen.

(D) Verhaltnis zwischen Eingang und Frequenz, bestimmt durch die Anwendung von
ansteigenden Stromschritten von 50 pA bei einer Dauer von 500 ms. Héhere Frequenzen bei
niedrigen Stréomen in der Glio-Gruppe und niedrigere Frequenzen bei hohen Injektionen,
allerdings nicht signifikant. Zweiweg-ANOVA fur Strominjektion, Frequenz und Gruppe, s. Tab.
27. (E) Reprasentative post-hoc Immunfarbung einer gepatchten Zelle aus der CA-Schicht des
Hippocampus eines OTCs. Die Zelle wurde wahrend der Patch-Clamp Aufnahmen mit Biocytin
(rot) geflillt. Neben Biocytin als Zellmarker, der innerhalb der Zelle bis in Dendriten diffundiert,

wurde RIV-Spektrin als AlS-Marker (griin) genutzt und NeuN (blau) um die Somata von Neuronen zu
farben. Mastabsbalken X = 20 ym.

3.4.2 Vergleich der AIS-Langen in gepatchten OTC

Zur Kontrolle der korrekten Lage gepatchter Zellen in der CA-Schicht des
Hippocampus und Identifikation als Pyramidenzelle wurden post-hoc Immunfarbungen
durchgefuhrt (Abb.26E). Dabei wurde Biocytin als Marker der Pyramidenzelle und BIV-
Spektrin als AlS-Marker, sowie Nestin als Marker flr Tumorzellen in entsprechenden
Tumor-OTC verwendet. Mehrfach stellten wir in Vorversuchen fest, dass es im Zuge
der Patch-Clamp-Messungen zu autolytischen Veranderungen im AIS kommt und so
eine Immunfarbung fur post-hoc Analysen nicht reliabel moglich war. Um zu
Uberprifen, ob die AIS in gepatchten OTC die vorher festgestellten
Langenunterschiede im Gruppenvergleich aufwiesen, wurden stichprobenartig in
genau den OTC AIS-Langen gemessen, die auch zuvor gepatcht wurden. Auf diese
Art konnte eine Vorstellung von den morphologischen Verhaltnissen der
elektrophysiologisch untersuchten OTC gewonnen werden.

Hierzu wurden erneut die AIS mit dem ,Single neurite tracer” in Image J im 3D-Verlauf
gemessen. In gepatchten OTC wurde keine signifikante Verlangerung der AIS nach
DIV 7 gemessen (n= ca. 50 AIS; Ctl: 30,03 + 10,69 um; Glio: 31,64 £ 7,73 um; Einweg-
ANOVA, P=0,7671, Abb. 27C, Tab. 29-30). Die Langenunterschiede in den Glio-OTC,

die nach den vorherigen Versuchen zu erwarten gewesen waren, wurden nach DIV 14
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beobachtet (n=ca. 50 AIS; Ctl: 30,82 £ 9,051 ym; Glio: 38,28 + 9,384 um; Einweg-
ANOVA, **P<0,01, Abb. 27C, Tab. 29-30).
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Abb. 27: AIS sind in gepatchten DIV 14 Tumor-OTC langer

(A) Abgebildet ist eine reprasentative Immunfluoreszenzaufnahme von einem gepatchten
OTC nach DIV 7, anhand dessen AlS-Langenmessungen durchgefuhrt wurden. Dargestellt
sind AIS (ankG, magenta) und neuronale Somata (NeuN, grun). Grau umrahmt ist der
vergrofRerte Bildausschnitt, der in (B) die AIS schwarz-weil} darstellt. Deutlich zu erkennen
sind die teilweise korkenzieherartigen AIS. Malistabsbalken A-B = 10um.

(C) AlS-Langen aus den gepatchten OTC aus beiden Gruppen jeweils nach DIV 7 und DIV
14. Signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen ergeben sich nur nach DIV 14.
Einweg-ANOVA, n= ca.50 AIS/Kondition, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001.

Zusammenfassend konnten wir zunachst an humanen OP-Resektaten relevante
neuronale Strukturen in  Tumor-Penumbra identifizieren. Aufgrund grofer
Heterogenitdten im Sinne von interindividueller Variabilitdt, mangelnder
Kontrollmdglichkeiten und den limitierten Gewebeverfugbarkeiten konnten keine
reliablen, quantitativen Messungen an humanem Material erfolgen (unter 3.1). Aus
diesem Grund wurde zunachst bestatigt, dass auch in OTC die AlS-Dynamik typisches
und vitales Verhalten aufwies und Tumorzellen im Gewebe infiltrierten (unter 3.2 und
3.3.1). Es konnte auf’erdem beobachtet werden, dass Tumorwachstum einen
deutlichen Einfluss auf die Morphologie des AlS hat. Unter Tumorwachstum waren AIS
in Kultur deutlich langer bei gleicher Normalentwicklung (unter 3.3.2 und 3.3.3). Das
funktionelle Korrelat einer veranderten Erregbarkeit in OTC mit langeren AIS unter

Tumorwachstum konnte elektrophysiologisch nicht gezeigt werden. Aktive und passive
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Parameter waren grofdtenteils gleich in beiden Gruppen (unter 3.4). Interzellulare
Kontaktpunkte zwischen Tumor und neuronalem Netzwerk konnten sowohl qualitativ,
als auch quantitativ gezeigt werden. Nach 7 DIV gab es in der Tumorkultur weniger
Cx43 Colokalisationen als in der Kontrolle. Eine Korrelation der Cx43 Verteilung am
AIS mit der AIS-Lange konnte verneint werden (unter 3.3.4).

Samtliche Messergebnisse und statistische Resultate sind im Anhang unter 7.6 zu

finden.
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4 DISKUSSION

Die Ergebnisse dieser Arbeit erbringen erstmals Hinweise auf eine morphologische
Plastizitat des AIS unter pathologischen Tumorbedingungen.
Im folgenden Kapitel werden potentielle Ausléser, Mechanismen und

Zusammenhange, die die gemessenen Effekte vermitteln kdnnten, diskutiert.

4.1 Uberlegungen zur Methodik und statistischen Auswertung

411 Das AIS als Mediator neuronaler Plastizitat

Wie eingangs beschrieben, steht das AIS als plastische Mikrodomane am Neuron
schon seit einigen Jahren im Zentrum zahlreicher Studien. Das AIS kann je nach
Netzwerkzustand seine morphologischen Parameter wie Lange oder Position sowie
seine molekulare Ausstattung modulieren (Jamann et al.,, 2018; Rasband, 2010;
Yoshimura and Rasband, 2014). Dies geschieht in Anlehnung an homdostatische
Mechanismen. Es wurde bereits in zahlreichen Studien gezeigt, dass langere AlS in
Verbindung mit einer gesteigerten Erregbarkeit des neuronalen Netzwerkes stehen
und APs leichter auslésen (Gutzmann et al., 2014; Kole and Brette, 2018; Kuba et al.,
2010; Meza et al., 2018; Yamada and Kuba, 2016; Yoshimura and Rasband, 2014).
Wie bereits in der Einleitung beschrieben wurde, hangt die Erregbarkeit u.a. von der
Geometrie und damit den elektrophysiologischen Eigenschaften des gesamten
Neurons ab (Gulledge and Bravo, 2016). Neben der AIS-Position entlang des
proximalen Axons hat sich vor allem die AlS-Lange als ein Parameter, der AlS-
Plastizitat widerspiegelt, erwiesen (Bender and Trussell, 2012; Engelhardt et al., 2019;
Grubb and Burrone, 2010; Hofflin et al., 2017; Jamann et al., 2018; Kuba et al., 2010;
Pan-Vazquez et al., 2020; Schluter et al., 2017; Wefelmeyer et al., 2015; Yamada and
Kuba, 2016).

Die hier vorgelegte Arbeit bezog sich ausschlieB3lich auf die AlS-Lange als Parameter
fur physiologische Reifung und plastische Netzwerkveranderungen. Dieser
Entscheidung liegen mehrere Faktoren zu Grunde. Um Aussagen (iber Anderungen
des AIS Abstandes zum Soma zu treffen, misste grundsatzlich ein messbarer Abstand
erkennbar sein. Das war aber nur in wenigen Zellen verlasslich der Fall. Neurone

unterliegen, je nach Zelltyp, einer gewissen Heterogenitat der AIS Positionen (Hofflin
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et al.,, 2017). In der vorliegenden Arbeit wurden Uberwiegend Pyramidenzellen
analysiert, die grundsatzlich keine bzw. nur eine marginale Licke zwischen AIS und
Soma aufweisen (Hofflin et al., 2017). Die Somagrenzen konnten mit Hilfe des NeuN-
Signals der hippocampalen Neurone in den Immunfarbungen detektiert werden,
sodass sich die Lucke zwischen Ende des NeuN-Signals und Beginn des AIS-Signals
(entweder AnkG oder BIV-Spektrin) ergab. Auch wenn NeuN streng genommen nur
ein Marker neuronaler Kerne darstellt, farbt er das Zytoplasma zuverlassig (Mullen et
al.,, 1992). Des Weiteren herrscht Unklarheit Uber die Definition des AIS-Soma
Abstandes. In einigen Arbeiten wurde der kegelférmige Bereich des Axonhugels der
Licke zugerechnet, obwohl dies nicht einheitlich definiert ist (Harty et al., 2013). Die
unterschiedlichen Definitionen und ungleichen Messmethoden machen Vergleiche
zwischen verschiedenen Studien aulierst schwierig und unzuverlassig. Des Weiteren
wurde eine Verlagerung seltener beobachtet als eine Langenanderung des AlS. Dies
konnte damit zusammenhangen, dass AlS-Verlagerungen bisher nur in vitro
nachgewiesen werden konnten (Evans et al., 2013; Grubb and Burrone, 2010). Von
den in vitro Ergebnissen des Burrone Labors abgesehen, korreliert die AlS-Lange
deutlich besser mit funktionellen Veranderungen (Baalman et al., 2013; Jamann et al.,
2018; Kole and Brette, 2018; Kuba et al., 2010). Teil einer mdglichen Erklarung dieses
multifaktoriellen Effekts konnte sein, dass in vitro isolierte Zellen in Kultur keine
physiologische Mikroumgebung, wie die Extrazellularmatrix, umgibt und so
Modulationen einschichtiger ablaufen kdnnen. Da unsere Versuche und Messungen
alle im funktionalen Zellverbund abliefen, entschieden wir uns dafir, allein die AlS-
Lange als morphologischen Parameter zu untersuchen.

Um die statistische Zuverlassigkeit der verschiedenen AIS-Langenmessungen zu
erhdhen, wurden in dieser Arbeit > 10.000 einzelne AIS analysiert. Aufgrund der
Tatsache, dass jedes Neuron eine individuelle Rolle innerhalb der Netzwerkintegration
spielt, sollten geometrische AlS-Paramater mit hoher Heterogenitadt immer in
ausreichender Quantitat beurteilt werden. Dass einzelne Werte eine signifikante
Varianz auch Uber vergleichbaren Zelltypen hinweg aufzeigen, wurde bereits in einigen
Studien festgestellt (Hofflin et al., 2017; Kole and Brette, 2018; Thome et al., 2014).
Obgleich gilt es zu beachten, dass die Lange des AlS immer von der Gesamtgeometrie
des Neurons abhangt (Thome et al., 2014). Daher wurden zumeist in jedem definierten
Experiment aus jeder Gruppe pro Kondition mindestens 100 AIS analysiert, aus diesen

dann Mittelwerte pro Tier gebildet und statistisch analysiert.
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4.1.2 Implementierung der Farbeprotokolle

Wie bereits in Kapitel 1.2 und 2.4 dargelegt, wahlten wir auch fur diese Studie
Antikdrper gegen BIV-Spektrin und ankG, um die entscheidenden Gerustproteine des
AIS per Immunfluoreszenzprotokollen anzufarben und konfokale
Mikroskopieaufnahmen anzufertigen. Fur die Darstellung der Gap Junctions, die TMs,
Gliazellen und neuronale Strukturen miteinander verbinden, nutzen wir Antikoérper
gegen Cx43. Dieser sehr haufig im ZNS eingesetzte Antikdrper konnte auch in
unserem Labor erfolgreich an humanem und murinem Gewebe etabliert werden
(Bennett and Chen, 2001; Cotrina et al., 2008; Khosla et al., 2020; Traub et al., 2018).
Durch bereits publizierte Arbeiten, die Lokalisation von Connexinen an Axonen und
Dendriten zeigten (Bahner et al., 2011; Schmitz et al., 2001; Traub et al., 2018),
vermuteten wir, dass Connexine auch am AIS existieren konnten, zumal weitere
Arbeiten innerhalb unserer Laborgruppe darauf hinweisen (bisher nicht publiziert). Die
Identifikation der Cx43-Farbung am Axon gestaltet sich allerdings aufgrund der
ubiquitdren Expression an Gliazellen auferst schwierig. Aufgrund der scheinbar
immensen Bedeutung in der Kommunikation zwischen Tumorzellen und
Mikroumgebung war es uns wichtig, diese Farbung erfolgreich zu etablieren (Osswald
et al., 2015). Wie in Abb. 22 und 23 zu sehen ist, konnten wir in Form von
Kolokalisationsanalysen mit AnkG bzw. BIV-Spektrin Cx43-Cluster am AIS
nachweisen. Insbesondere durch die Uberlagerungseffekte der vermehrt
differenzierenden, Cx43 exprimierenden Astrozyten im OTC war eine quantitative
Analyse nur pro einzeln markiertem AIS aussagekraftig. Das Ziel dieser Arbeit war es,
diesbeztglich zu zeigen, dass Kolokalisationen am AIS zu beobachten sind und damit
den Zusammenhang von AlS-Lange und Anzahl der Kolokalisationen zu analysieren.
Die Antikdrper gegen AnkG und BIV-Spektrin haben in vielen Studien voneinander
unabhangiger Labore gezeigt, dass sie im Cortex und auch im Hippocampus
zuverlassige und reproduzierbare Ergebnisse liefern (Hofflin et al., 2017; Huang and
Rasband, 2018; Jamann et al., 2018; Jenkins et al., 2015; Rotheneichner et al., 2018).
AuRerdem wurden weder in unseren, noch in anderen Laboren signifikante
Unterschiede zwischen AIS-Langenmessungen mit AnkG- oder BIV-Spektrin-
Farbungen dokumentiert (Gutzmann et al., 2014; Jamann et al., 2018). Erfolgreiche
Farbeprotokolle wurden bereits in unserem Labor erprobt und publiziert (Hofflin et al.,
2017; Jamann and Kole, 2022; Schluter et al., 2017). Naturlich erfolgte eine wie in
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Abschnitt 2.4 beschriebene Anpassung der Fixierungsmethodik an die Gegebenheiten
in OP-Resektaten bzw. OTC.

4.1.2.1 Standardisierung der AlS-Messung

Da die exakte Messung der AlS-Lange funktionell von groRer Aussagekraft ist, wurden
hierzu schon mehrere verschiedene Methoden publiziert (Baalman et al., 2013; Grubb
and Burrone, 2010; Gutzmann et al., 2014; Jamann et al., 2018). Entscheidend waren
jeweils die Fragen nach der Wahl der Antikorper, des mikroskopischen Ansatzes, der
Software, die zur Messung der Lange benutzt wurde und der Bestimmung des
Anfangs- und Endpunktes des AlIS. Neben manuellen Methoden, bei denen Anfang
und Ende des AIS subjektiv bestimmt wird, wurden haufig auch halbautomatische
Methoden genutzt, bei denen die AlS Erkennung durch den Nutzer erfolgte, Anfangs-
und Endpunkte jedoch nach definierten Kriterien automatisch ermittelt wurden. Wie in
Abschnitt 2.6 ausgefiihrt, wurde in dieser Arbeit jeweils ein halbautomatischer Ansatz
gewahlt. In den meisten anderen Publikationen erfolgte ebenso eine halbautomatische
Analysemethode (Grubb and Burrone, 2010; Gutzmann et al., 2014; Jamann et al.,
2018; Kuba et al., 2015). Insbesondere in Regionen mit sehr dichten
Neuronenschichten und komplizierten 3-dimensionalen Verlaufen der Axone wird eine
vollautomatische Analyse zu fehleranfallig und intransparent (Baalman et al., 2013).
Der entscheidende Unterschied zwischen verschiedenen Studien zur AlS-Lange liegt
meist in der Festlegung des Schwellenwertes der Fluoreszenzschwelle. Manche
Studien definierten z.B. Anfang und Ende der gemessenen Fluoreszenzschwelle als
50% der maximalen Fluoreszenzintensitat (Duflocq et al., 2011). Bei Grubb und
Burrone et al. wurde die Schwelle wiederum als 33% des durchschnittlichen
Intensitatsprofils  definiert, Kuba et al. definierten die Schwelle der
Immunfluoreszenzintensitat in Bezug auf die Farbung des Somas. Um die
Vergleichbarkeit kinftiger Studien zur AlS-Lange besser vergleichen zu kénnen, ist
ein einheitlicher Ansatz erstrebt.

Das Problem dabei ist jedoch, dass die definierte relative Fluoreszenzschwelle
erheblich von den Mikroskopiereinstellungen, der Farbequalitat und des Verhaltnisses
von Signal zum Rauschen abhangt. Je weniger Hintergrund im entsprechenden Kanal
gefarbt ist, desto niedriger kann die Schwelle definiert werden, sodass zuvor bereits

eine Bildbearbeitung zur Reduktion des Signal-zu-Rauschens Verhaltnis erfolgt ist.
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Auch diese sogenannte Hintergrundsubtraktion kann automatisiert erfolgen, sodass
fir jedes zu analysierende Bild die gleichen Analysebedingungen herrschen. Durch
die Nutzung des von unserem Labor modifizierten Imaged Add-ons ,Single neurite
tracer® gelang es, insbesondere fur die Cx43-Analysen durch automatisierte
Hintergrundsubtraktion und Fluoreszenzschwellenwertbestimmung unter immer
gleichen Bildbedingungen AIS im dreidimensionalen Bildstapel zu identifizieren und
halbautomatisch auszuwerten. Insbesondere in der 3-dimensionalen und zelldichten
CA Region des Hippocampus konnte so die Genauigkeit der Analysen erhdoht werden.
Auch wenn fur die vorherigen Messungen der Versuche, die in den Abschnitten 3.1 bis
3.3.2 ausgeflhrt wurden, die AlSuite genutzt wurde und bei dieser Methode durch die
Reduktion von Informationen der Z-Ebene in 2-dimensionale Bilder eine potenzielle
Fehlerquelle darstellt, lag immer derselbe Fehler vor. Auch bei dieser Software liegt
der wesentliche Vorteil darin, dass die AIS Anfangs- und Endpunkte halbautomatisch
entsprechend einer zur Farbequalitat adaptierten Intensitatsschwelle gemessen
werden und so keine subjektive Selektion erfolgt. Um tatsachlich eine
Fehlerkonsistenz zu erreichen, ist es hierbei wichtig, dass nur eine Person die
Messungen  durchfuhrt um interindividuelle  Variabilitat innerhalb  von
zusammenhangenden Versuchsreihen ausschliellen zu kénnen und den ,selection
bias“konstant zu halten. Insbesondere in zelldichten Regionen wie dem Hippocampus

muss auch hier explizit auf Uberschneidungen verschiedener AlS geachtet werden.

4.1.3 Limitationen der Modelle

In der Auswahl passender Modelle zur Uberpriifung einer Hypothese gilt die Pramisse,
dass ein Modell umso besser geeignet ist, je physiologischer die
Versuchsbedingungen sind. Auch wenn Nagetiermodelle ein sehr beliebtes Modell zur
Untersuchung molekularer, struktureller oder funktioneller Veranderungen sowohl in
der physiologischen Entwicklung, als auch im Fortschreiten von Pathologien sind,
mussen Gutekriterien immer neu angewandt werden. Inwiefern ein Modell geeignet
ist, um ein Krankheitsgeschehen abzubilden, hangt u.a. von konditionellen
Gemeinsamkeiten und physiologischen Ahnlichkeiten zum Menschen ab. Dabei gilt
zu beachten, dass Tiermodelle, in diesem Falle OTC, nie ideale Bedingungen abbilden
konnen, oft aber valide Aussagen zulassen (Gahwiler, 1984; Gahwiler et al., 2001).

Um die Gultigkeit eines Nagetiermodells zur Untersuchung von Veranderungen durch
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Tumorexposition zu bewerten, missen Gemeinsamkeiten bzw. Unterschiede der
hippocampalen Schaltkreise zwischen Nagetieren und Menschen bericksichtigt
werden. Im Folgenden sollen Vor- und Nachteile der genutzten Modelle beschrieben

werden.

4 1.3.1 Limitationen der OP-Resektate

Hinsichtlich der inhaltlichen Validitat scheint es naheliegend zu sein, Experimente aus
humanen OP-Resektaten abzuleiten, da diese aus der pathophysiologischen Situation
eines Menschen heraus resiziert wurden. Erwartungsgemal konnten in dieser Arbeit
allerdings keine echten Kontrollen identifiziert werden, da Resektate aus ,gesunden”
Hirnen aus ethischen Grinden nicht zur Verfligung stehen. Insbesondere hinsichtlich
der Erkenntnisse des diffusen Tumorwachstums in Form spinnennetzartiger TMs (s.
1.1.3), lasst sich ableiten, dass auch Gewebeproben aus umliegenden, nicht
tumorbefallenen Zonen keinesfalls als ,gesunde” Kontrolle angesehen werden kdnnen
und das neuronale Netzwerk ebenso unter pathologischen Einflissen steht. Neben
der problematischen Augenscheinvaliditat, konnte zudem die heterogene Verteilung
von Neuronennestern als Storvariable identifiziert werden, sodass selektive
Stichproben einzelner Verdichtungen von neuronalen Clustern wiederum die Validitat
der Aussagen aus OP-Resektaten gefahrden. Dennoch war es hinsichtlich der
Ubertragbarkeit der Erkenntnisse aus den Tiermodellen nitzlich, die Regionen von

Interesse zunachst im humanen Praparat nachzuweisen.

4.1.3.2 OTC und Tumorinvasion

Wir konnten feststellen, dass auch in unseren Versuchen Tumorzellen nach
Implantation auf OTC aus Mausen zuverlassig wachsen und eine leichte
Tumorinvasion erfolgt (Chadwick et al., 2015).

Obwohl OTC immer wieder von verschiedenen Laboren zu Experimenten mit Ko-
Kultivierung von Tumorzellen mit Messung der Zellinvasion genutzt worden sind, gibt
es noch kein standardisiertes reproduzierbares Protokoll (Del Turco and Deller, 2007;
Eisemann et al., 2018; Grabiec et al., 2017). Hinsichtlich der Konstruktvaliditat, sprich
der Ahnlichkeit in Atiologie und Phanotyp, lieRen sich mitden OTC bessere Ergebnisse
erzielen als mit frlheren zweidimensionalen Zellkulturmodellen wie z.B. den
Rollertubes (Gahwiler et al., 2001; Grabiec et al., 2017; Stoppini et al., 1991).
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Neben der Frage nach adaquater Tumorzellinvasion nach Applikation war vor allem
die Frage der Vitalitat der hippocampalen Kulturen nach Praparation von grolder
Bedeutung, da nur unter diesen Umstanden eine Vergleichbarkeit zum lebenden
Organismus bestehen kann.

Wir entschieden uns fur ein Praparationsalter von 4-8 Tagen und eine Schnittdicke
zwischen 250-300 um, auch wenn Glioblastome in der Regel Tumore altere Menschen
sind. Dementsprechend wurde die Praparation erwachsener Maushirne die pradiktive
Validitat eventuell erhdhen, jedoch steht dem eine verminderte Vitalitdt der Neurone
innerhalb der Kultur gegentber (Eisemann et al., 2018; Gahwiler, 1984; Grabiec et al.,
2017). In frGheren Stadien sind die zellularen Bestandteile noch weniger differenziert,
migrieren und koénnen dabei zum Verlust der organotypischen Zellstruktur fihren
(Gahwiler, 1984; Gahwiler et al., 2001). Der Vorteil junger Praparationsalter (<12
Tagen) liegt in der hdheren Widerstandsfahigkeit gegenuber mechanischen Traumata
bei der Praparation aufgrund hdherer Plastizitat des Gewebes (Gahwiler et al., 2001;
Noraberg et al., 1999; Noraberg et al., 2005). Dickere Schnitte degenerieren aufgrund
von Diffusionsbeschrankungen und dunnere sind noch anfélliger gegenuber
mechanischen Traumata und Integritatsverlust (Gahwiler et al., 2001). Unsere
Beobachtungen bestatigten auch eine erhéhte Tendenz zur Gewebsnekrose bei
Schichten >300 pm Dicke. Binnen der ersten drei Tage in vitro reagieren
Mikrogliazellen mit Migration und Proliferation an der Gewebeoberflache, wo sie
zusammen mit Astrozyten die sogenannte Glianarbe bilden (Grabiec et al., 2017). Ein
zelluldr hochreaktiver Zustand wird durch die Odembildung angezeigt, die auch wir
bestatigen konnten. Die Axone werden auch in Kultur binnen 14 Tagen myelinisiert
(Grabiec et al., 2017). Uber die regelrechte Differenzierung der Astrozyten kann
aufgrund fehlender Aktivitatsmarker keine abschlieRende Aussage getroffen werden
(Derouiche et al., 1993; Grabiec et al., 2017).

Das phanotypische Erscheinungsbild der Glioblastome lasst sich in ex vivo-Versuchen
wie OTC natlrlich nur auf zelluldarer und abstrahierter Ebene beurteilen, nicht auf
klinisch symptomatischer Ebene. Ein typisches Krankheitssymptom der primaren
Hirntumore stellt die erhdhte Epileptogenitat aufgrund neuronaler Ubererregbarkeit
dar, passend zu der Frage dieser Arbeit nach Veranderung der Erregbarkeit durch
Tumorwachstum (Louis et al., 2016). Das morphologische Korrelat der erhdhten
Erregbarkeit stellt neben veranderten AP-Eigenschaften in elektrophysiologischen

Messungen u.a. auch die Veranderung der AlS-Lange dar (Baalman et al., 2013; Harty
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et al., 2013; Wimmer et al., 2010). Aufgrund dessen verfolgt diese Arbeit einen
aktuellen und innovativen Ansatz.

Die typischen Auswirkungen eines Glioblastoms wie z.B. oxidativer Stress,
Veranderungen der  Neurotransmitterhomodostase, Rezeptorplastizitat und
Veranderung von Zellzyklen und Mikroumgebung erfolgen ebenso in OTC (Chadwick
etal., 2015; Jung et al., 2020; Osswald et al., 2015; Venkatesh and Monje, 2017). Zwar
war es nicht Ziel dieser Studie, aber es ware auflerdem mdglich die aulleren
Bedingungen der OTC durch Manipulation des Nahrmediums (z.B. durch
Medikamente etc.) zu verandern und so Einflussfaktoren zu untersuchen. Zudem
deckten sich die Beschreibungen von Gahwiler et al. und Humpel et al. mit unseren
Beobachtungen hinsichtlich einer Restgewebsdicke von mindestens 50 um in vitro bei
physiologischen Bedingungen (4% CO2bei 37°C).

Interessanterweise konnten wenige Regelmaligkeiten in Etablierung der Tumorzellen
und Ausbildung zu interkonnektierenden Tumornetzwerken beobachtet werden,
obwohl auf jeder Kultur unter gleichen Bedingungen die gleiche Menge
Tumorzellsuspension (0,5 ul) appliziert wurde. Auch zuvor wurde eine geringere
Zellinvasion beobachtetet, wenn die Tumorzellen allein auf die Gewebeoberflache
appliziert wurden, als im Vergleich zur Implantation in Form von Spharoiden ins
Gewebe hinein (Eisemann et al., 2018). Wir entschieden uns trotz der Vermutungen,
dass sich Tumorwachstum vor allem an der Grenzflache zwischen Luft und Gewebe
und damit auf der Kulturoberflache ablaufen wird, fur eine oberflachliche
Tumorzellimplantation, aufgrund des deutlich starkeren Gewebstraumas bei
Applikation in das Gewebe hinein. Dennoch konnten zahlreiche Infiltrationen bis >30
pMm ins Gewebe beobachtet werden. Das wiederum bewirkte eine hdohere Reliabilitat
bezlglich funktioneller Verbindungen zu intaktem neuronalem Gewebe, da die
oberflachliche Schnittflache infolge von Mikroverletzungen und Gliazellrasen nur
eingeschrankt beurteilbar ist.

Bezlglich einiger entscheidender Faktoren wie z.B. 3D-Gewebeintegritat,
Mikroumgebung und Gliaintegration sind die OTC der herkdmmlichen Zellkultur
deutlich Uberlegen und eignen sich deshalb gut zur Untersuchung morphologischer
und funktioneller Parameter nach Integration der Glioblastomzellen in eine
dreidimensionale Gewebematrix. Der derzeitige Stand der Wissenschaft zur
Nachahmung der natirlichen Umgebung von Gliomzellen stellen OTC dar, die

mehrere Tage bis Wochen ex vivo kultiviert werden kdnnen, ohne ihre Zytoarchitektur
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wesentlich zu verandern (Eisemann et al., 2018). AulRerdem besteht so die Moglichkeit
kritische Faktoren in Tumorzellen und ihre mutmaRlichen Interaktionspartner der
Tumormikroumgebung zu identifizieren und therapeutisch zu manipulieren, um
letztendlich neue Mdglichkeiten der Therapie zu eruieren.

Um moglichst physiologische zellulare Bedingungen zu erhalten, sahen wir von der
Verwendung von Knock-Out Mausen zur Beschleunigung des Tumorwachstums ab

und verwendeten Wildtyp-Mause.

In Anbetracht aller Ergebnisse und Erfahrungen kdonnen folgende Fehlerquellen, die
zum frihzeitigen Verlust der Vitalitdt der Kulturen flhrte, identifiziert werden:
1.) unsterile Bedingungen

2.) schwankende Temperatur- und pH-Bedingungen des Nahrmediums

3.) mechanische Verletzungen des Gewebes bei der Praparation oder

Tumorimplantation

OTC stellen demnach eine gut geeignete Erganzung zu in vitro Methoden dar, um
vielerlei Fragestellungen auf den Grund zu gehen. Zum Beispiel kdnnten auch
verschiedenste Pharmaka antitumoraler Wirkstoffe getestet werden, auch wenn dies
nicht Fragestellung dieser Arbeit war. Im Vergleich zur herkdbmmlichen, homogenen
Zellpopulation in Einzellzellkulturen bieten die OTC die Moglichkeit, ein komplexes

Gewebe und dessen Adaptation auf explizite Bedingungen zu untersuchen.

4.1.3.3 OTC und der Hippocampus

Der Hippocampus ist eine hochgradig geordnete und sehr komplexe Struktur. Die
Projektionen der afferenten Fasern enden in verschiedenen sich nicht Gberlappenden
Schichten. Einige Studien zeigen, dass die Efferenzen zwischen dem entorhinalen
Kortex und dem DG, sowie CA-Neuronen auch nach Praparation intakt bleiben und
funktionell der Situation in vivo ahneln (De Simoni et al., 2003; Grabiec et al., 2017;
Noraberg et al., 2005). Auf Grundlage dieser Studien wurde auch festgestellt, dass die
Entwicklung der Dendritenbdume, die Synapsenbildung und die extrazellulare
Netzwerkaktivitat in OTC mit akuten Hirnschnitten vergleichbar sind (Grabiec et al.,
2017; Noraberg et al., 2005). Passend dazu konnten Grabiec et al. auch beobachten,

dass die Expression und Verteilung der Glutamatrezeptoren in OTC nicht signifikant
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unterschiedlich zu akuten Schnitten waren, ebenso wenig wie die Haufigkeit
synaptischer GABAerger Potentiale. Einzig die Haufigkeit glutamaterger spontaner
Strome war in OTC erhoht. Es ist bereits gelungen mittels immunzytochemischen
Methoden die Ahnlichkeit von Glutamatrezeptor-Verteilungsmustern (NMDA- und
AMPA-Rezeptoren) zu zeigen (Bahr, 1995; Bahr et al., 1995; Gerfin-Moser and
Monyer, 2002). Laut Gahwiler et al. (2001) kommt es vor allem in den ersten Tagen
nach Praparationen zur synaptischen Konnektivitatsanderungen, die sich im Verlauf
normalisierten. OTC, die eine Nekrotisierungstendenz aufwiesen, zeigten dies zumeist
in den ersten Tagen. Dies war auch in unseren OTC vor allem an erhohter Labilitat der
Schnitte in den ersten Tagen in Kultur sichtbar. Die Gesamtzahl der synaptischen
Verbindungen scheint nach einer Zeit der Aquilibration stabil zu bleiben, ebenso die
Konnektivitat innerhalb des Hippocampus (De Paola et al., 2003; De Simoni et al.,
2003; Gahwiler et al., 2001). Wir konnten keine Veranderungen der Zytoarchitektur
beobachten.

Bisherige Untersuchungen bezogen sich beispielsweise auf den visuellen Cortex,
denen nach Praparation der primare Input aus subkortikalen Quellen fehlte (Hofflin et
al., 2017). Im visuellen System entspricht das Reifungsprofil der AIS-Langen
weitgehend der Situation in vivo (Gutzmann et al., 2014), weshalb auch fir den
Hippocampus von keiner signifikanten Abweichung zur in vivo Situation ausgegangen
wird (Gahwiler et al., 2001).

Die Betrachtung der Literatur deckt sich demnach mit den eigenen Beobachtungen
und zieht die Schlussfolgerung nach sich, dass OTC eine geeignete Methode
darstellen, um die Plastizitdt komplexer Hirnregionen wie dem Hippocampus zu
untersuchen. Allerdings haben bisher kaum Untersuchungen stattgefunden, in denen
das AIS, seine Entwicklung und Maturierung in OTC untersucht wurden. Aufgrund
unseres innovativen Ansatzes in dieser Methode die komplexen Themenfelder der
neuronalen Plastizitat und die Tumorbiologie miteinander zu verbinden, bleiben
naturlich noch einige Fragen offen. Der Mangel an externen Referenzen erschwerte
zudem die Vergleichbarkeit der eigenen Versuche und stellt sicherlich eine
Herausforderung bei der Bewertung der Validitat dar. Griinde daflir kdnnten sein, dass
durch die komplexe Anatomie der Neurone, der Afferenzen und Efferenzen im
Hippocampus und die vielfaltigen Verbindungen innerhalb des Netzwerks nur schwer

kausale Aussagen getroffen werden kénnen. Hinzu kommt, dass durch die 3-
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dimensionale Ausrichtung der Axone in der CA-Region potenzielle Fehlerquellen bei
morphometrischen Messungen vorliegen kdnnten. Aus diesem Grund haben wir fr

verschiedene Fragestellungen verschiedene Messmethoden weiterentwickelt.

4.1.3.4 OTC und Ubererregbarkeit

Neben der morphologischen Betrachtung von Tumor- und Neuronennetzwerk war flr
den elektrophysiologischen Teil dieser Arbeit nicht nur die Zytoarchitektur von
Bedeutung, sondern vor allem die elektrophysiologische Homoostase. Insbesondere
beim Thema Epileptogenitat konnte gezeigt werden, dass akute Hirnschnitte in Kultur
epilepsiedhnliche Ereignisse Uber den CA-Schichten zeigten und epilepsieartige
Erregungszustdande in OTC reproduzierbar durch externe Erregung oder
pharmakologische Manipulationen ausgeldst werden kdnnen (Dyhrfjeld-Johnsen et al.,
2010; Prestigio et al., 2019; Valente et al., 2021; Ziobro et al., 2011). Auch wenn es in
der vorgelegten Arbeit nicht um Epilepsie geht, sondern die veranderte Erregbarkeit
durch astrozytare Tumore, ist an diesem Themenfeld erkennbar, dass OTC eine
geeignete Methode darstellen, um Erregungszustande zu Uberprifen.

Allerdings muss an dieser Stelle erwahnt werden, dass in den meisten Studien zur
Epileptogenitat mit OTC extrazellulare Ableitungen in Form von lokalen
Feldpotenzialen gemessen wurden, um die Spontanaktivitat eines Netzwerks
aufzeichnen zu kénnen (Valente et al., 2021). Diese Art der Messung ist deutlich
weniger fehlersensibel und quantitativ besser umsetzbar als Einzelzellmessungen wie
wir sie durchfihrten. Allerdings erlauben nur Einzelzellmessungen Aussagen uber
Erregungszustander einzelner Zellen spezifischer Zellarten (wie z.B. Neurone)
abzuleiten. Da wir die AIS-Lange als morphologischen Parameter mit der
elektrophysiologischen Eigenschaft eines einzelnen Neurons korrelieren wollten,
entschieden wir uns gegen extrazellulare Ableitungen. Auch wenn es schwer war
einzelne elektrophysiologische Zustandsanderungen zu messen, ware die Frage der
erhdhten Epileptogenitat auf die gesamte Region bezogen auch von Interesse und
konnte in weiteren Versuchen evaluiert werden.

Als abschliefenden Punkt zu den OTC sollte noch erwahnt werden, dass es zu
deutlichen Verbesserungen bezlglich Replizierbarkeit und zeitlicher Effektivitat der
Versuchsplanungen und Durchfuhrbarkeit im Vergleich zu alternativen Gewebeproben
wie der Implantation in lebende Mause kam (Corcoran et al., 2003). Nicht zu

vernachlassigen ist auch der deutlich geringere Einsatz von Versuchstieren, da pro
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Maus zwischen 6-10 Hippocampi in Kultur genommen werden koénnen, welche

unabhangig voneinander untersucht und behandelt werden konnen.

4.2 Morphologische Auswirkungen des Tumorwachstums
4.2.1 Plastizitat des AlS innerhalb eines Netzwerks

In der vorliegenden Arbeit wurden signifikante Langenveranderungen des AIS im
Vergleich zwischen Kontroll-OTC und Glio-OTC festgestelit.

In den ersten Versuchen zeigten wir, wie sich die AlS-Entwicklung in hippocampalen
OTC verhalt. Auch die Verteilungsbreite der einzelner AlS-Langen bleibt ahnlich. Dies
deutet darauf hin, dass ein stabiles Netzwerk vorliegt, das zum Zeitpunkt der Fixierung
keinen groRen Umstrukturierungen unterlegen war (Abb.15). Bisher gibt es weder in
vivo noch in vitro Studien, die die AIS-Entwicklung im murinen Hippocampus
untersucht haben. Deshalb fuhrten wir diese Entwicklungsreihe durch, um zumindest
eine interne Referenz der Messwerte zu erhalten. Im Abschnitt 4.1.3.3 wurde bereits
diskutiert, welche Griinde es haben kdnnte, dass wenige Daten Uber hippocampale
AIS vorliegen. In sensorischen Kortices gibt es einige Erkenntnisse daruber, wie sich
das AIS im Zeitverlauf mit wechselnden synaptischen Inputs verhalt (Gutzmann et al.,
2014; Jamann et al., 2018; Kim et al., 2019; Zhang et al., 2019). Wie eingangs erwahnt,
unterliegen AIS Langen einer gewissen Heterogenitat und unterscheiden sich je nach
Spezies, Hirnregion und neuronalem Zelltyp (Duflocq et al., 2011; Gulledge and Bravo,
2016; Hofflin et al., 2017; Jamann et al., 2018; Thome et al., 2014) . Da im
Hippocampus zwar die Schaltkreise weitgehend aufgeklart sind, ein Neuron aber Gber
verschiedene Afferenzen direkten Input erhalt und die Verschaltungsstrukturen dabei
sehr komplex sind, gibt es keine klar abgeleiteten Prinzipien, wie Input und Output im
Hippocampus gut modulierbar sind. Deshalb ist es komplex Fragestellungen mit
verandertem Input abzuleiten. Aber auch fur dieses Areal gilt die These, dass die AlS-
Plastizitat ahnlichen aktivitdtsabhangigen Regulationsmechanismen unterworfen ist

wie die unter Abschnitt 1.2 beschriebenen.
Wahrend der normalen Entwicklung von DIV 3 zu DIV 21 erfolgte eine

Langenreduktion der AIS um ca. 20% (Abb.15). Weiter zeigten wir, dass es sich
ahnlich auch in Tumor-OTC verhalt (Abb. 18). Nach Feststellung dieser
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Vergleichbarkeit wurden AIS der CA-Regionen aus Tumor- und aus Kontroll-OTC
mehrerer Praparationsalter an DIV 14 und DIV 21 verglichen. Die AIS unter
Tumorwachstum waren signifikant langer als AIS der Kontrollen (Abb. 20). Auffallend
dabei war, dass auch hier der Verkurzungstrend an DIV 21 im Vergleich zu DIV 14 zu
sehen war, was wahrscheinlich als Zeichen vitaler Kulturen zu werten ist (Gahwiler et
al., 2001; Stoppini et al.,, 1991). Zum Ausschluss eines Praparationsalterseffekts
verglichen wir von P5 bis P8 alle eingeschlossenen Praparationsalter. Dadurch
konnten wir einen Langeneffekt durch das Alter bei Praparation ausschliefen
(Abb.21).

Andere Studien zeigen, dass die AlS-Lange mit dem Netzwerkzustand als Folge des
sensorischen Inputs zusammenhangt (Abschnitt 1.2.3) ebenso wie verschiedene
Studien nahelegen, dass langere AIS die Erregbarkeit der Neuronen erhdhen
(Gutzmann et al., 2014; Hofflin et al., 2017; Jamann et al., 2018; Kuba and Ohmori,
2009; Yamada and Kuba, 2016). Insgesamt kann davon ausgegangen werden, dass
bei Neuronen mit langem AIS niedrigere Schwellenwerte fur die AP-Initiierung
vorliegen und auf einen Zustand erhdhter Erregbarkeit hinweisen (Jamann et al.,
2018). Bei all den Daten, die die Bedeutung des AIS hinsichtlich neuronaler
Erregbarkeit unterstlitzen, gilt es zu betonen, dass noch nicht final geklart ist, auf
welche Reize hin z.B. eine AlS-Verlangerung zur Aufrechterhaltung der
Netzwerkhomoostase geschieht. So geht es nicht nur um die Relation zwischen
somatischem Input und Output, sondern auch z.B. direkter axo-axonaler Modulation
am AIS durch GABAerge Interneurone, die eine aktivitatsspezifische Dynamik
hemmender Schaltkreise darstellen (Dudok et al., 2021; Wefelmeyer et al., 2016).
Auch aus diesem Grund stellten wir in dieser Arbeit die Frage nach Cx43-
Colokalisationen direkt am AIS. Cx43-Kontakte stellen zwar keine axo-axonischen
GABAergen Synapsen dar, kdnnten moglicherweise aber auch einen direkten Input
am AIS liefern und aufgrund der schnellen Ubertragungsrate elektrischer Synapsen

nachhaltig in die AP Initiierung eingreifen.

Bei dem Thema dieser Arbeit handelt es sich um eine Frage, die viele Themenfelder
subsummiert und derartig noch nicht gestellt wurde. Dadurch ist eine monokausale
Erklarung fur die gemessenen Effekte nicht definierbar. Weder die Prinzipien

neuronaler Plastizitdt und die Einflisse auf Veranderung neuronaler Erregbarkeit,
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noch die Tumorbiologie und entsprechende Interaktionen der Entwicklung sind
ausreichend erforscht. Dennoch sind in dieser Arbeit viele potenzielle Einflussfaktoren,
die sich gegenseitig beeinflussen, beschrieben worden. Die verschiedenen Aspekte
der Interaktion zwischen Tumor- und Neuronennetzwerk werden nachfolgend
diskutiert.

4.2.2 Zusammenhang der Tumorgenese mit der Entwicklung neuronaler Netzwerke

Diese Arbeit hat festgestellt, dass ein starker morphologischer Effekt des Tumors auf
die AlS-Lange als Parameter der Netzwerkerregung zu beobachten ist und die AlS in
Tumor-OTC signifikant langer waren (Abb. 20A, 21E). Auf Basis bisheriger
Erkenntnisse zu morphologischen und elektrophysiologischen Zusammenhangen am
AlIS liegt die Vermutung nahe, dass individuelle Neurone erregbarer sind (ihr AlS ist
langer), was wiederum auf eine homoostatische Reduktion der Netzwerkaktivitat
hinweist (eine Deprivation fihrt zur AIS Verlangerung, eine Stimulation zu seiner
Verkilrzung).

Im folgenden Abschnitt sollen die in Kapitel 3 beschriebenen Ergebnisse diskutiert
werden und anhand der aktuellen Erkenntnisse bewertet werden. Schwerpunkt soll
dabei die Interaktion mit der Mikroumgebung als einen erheblichen Einfluss auf die
Interkonnektivitat des Tumornetzwerks mit anderen Zelltypen sein. Die zellularen
Mechanismen bezlglich der NGS, Gap Junctions, sowie die Effekte verschiedener
Neurotransmitter und Rezeptoraffinitaten wurden bereits dargelegt. Die entscheidende
Frage Uber die Initiation und die Kausalitatsketten dieser Effekte bleibt allerdings noch

offen und bendtigt weitergehende Forschungsprojekte.

4.2.2.1 Bedeutung der pertitumoralen Mikroumgebung

Zunehmend setzt sich die Erkenntnis durch, dass Gliome komplexe Tumorgebilde
sind, die sich aus neoplastischen sowie nicht-neoplastischen Zellen zusammensetzen
(Louis et al., 2016). Dabei steht die Frage im Zentrum wie die verschiedenen
Komponenten des neuronalen Netzwerks und dessen Mikroumgebung miteinander
kommunizieren und ihre Entwicklung bzw. Differenzierung koordinieren. Lange Zeit
dachte man, dass primare Hirntumore allein aus entarteten Gliazellen bestiinden, die

ihre Malignitat durch Verdrangung der bewucherten Hirnstrukturen erreichen.
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Mittlerweile ist ausreichend bekannt, dass die Malignitat erst durch die Beeinflussung
samtlicher Zellstrukturen und Kommunikationswege der Mikro- und Makroumgebung
zustande kommt (Buonfiglioli and Hambardzumyan, 2021; Johung and Monje, 2017;
Jung et al., 2020; Jung et al., 2019; Melgarejo da Rosa, 2020; Monje et al., 2020),
deren Bestandteile einzeln und in komplexer Wechselwirkung miteinander zur

Progression, Malignitat und Invasivitat beitragen.

Nun bleibt dennoch die Frage offen, wie es im Zusammenhang zwischen Tumor und
intaktem Nervengewebe zur gegenseitigen zellularen und molekularen Beeinflussung,
wie z.B. der Veranderung neuronaler Erregungszustande kommen kann.

Venkatesh et al. charakterisierten die onkogene Wirkung neuronaler Aktivitat in
Gliomen und konnten durch Induktion von APs die Proliferation von Glioblastomzellen
erhohen (Venkatesh et al., 2015). Daruber hinaus wurde gezeigt, dass Neuroligin 3
(NLGN3) als primarer parakriner Treiber fir Wachstum hauptverantwortlich ist und
BDNF die Proliferation zusatzlich beschleunigt, da in NLGN3-Knockout-Mausen
transplantierte Gliomzellen nicht wuchsen (Venkatesh et al., 2015; Venkatesh et al.,
2017). In weiteren Versuchen wurde festgestellt, dass NLGN3 aktivitatsabhangig die
Freisetzung von EGFR, FGF-Rezeptor und VEGF erhohte (Quail and Joyce, 2017;
van Schaijik et al., 2019; Venkatesh and Monje, 2017; Venkatesh et al., 2017;
Wirsching and Weller, 2020). Daraufhin wurde erkannt, dass Gliomzellen und Neurone
synaptisch in Kontakt stehen und ca. 10% der Gliomzellen, je nach Subpopulation
NGS entwickelten und somit direkt per intrazellularer Calciumwellen (ICWs) in Kontakt
mit Neuronen stehen (Osswald et al., 2015; Osswald et al., 2016; Venkatesh et al.,
2015; Venkatesh et al., 2019a). Diese Strome wiederum verbreiteten sich Uber die Gap
Junctions der Gliomzellen uber TMs im Gliomnetzwerk und regulierten die AMPA- und
NMDA-Rezeptor Expression (Hollmann et al., 1991; Sommer et al., 1991).

Als ein bekannter Einflussfaktor ware an dieser Stelle die massive Ausschuttung von
Glutamat als exzitatorischen Neurotransmitter zu erwahnen, dessen potenzieller
Einfluss auf die von uns gemessenen Effekte im folgenden diskutiert wird (Buckingham
et al., 2011; Corsi et al., 2019; de Groot and Sontheimer, 2011; Labrakakis et al.,
1998b; LoTurco et al., 1995; Mattson, 2008; Venkataramani et al., 2019; Ye and
Sontheimer, 1999; Zeng et al., 2019). Von besonderem Interesse in dieser Frage ist in
den letzten Jahren vor allem die Tumormikroumgebung als entscheidende Instanz

dariber, wie die in der Einleitung beschriebenen Effekte der Interkonnektivitat
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vermittelt werden kénnten. Einige Erkenntnisse weisen darauf hin, dass sich eine
Vielzahl an Veranderungen in interzellularen Kommunikationswegen der
Tumorgenese abspielen (Buonfiglioli and Hambardzumyan, 2021; Hambardzumyan et
al., 2016; Ma et al., 2021; Pinton et al., 2019; Wolf et al., 2017). Auch vom klinischen
Blickwinkel her findet diese Hypothese Unterstltzung. Zwischen Tumor und intaktem
Hirngewebe bildet sich eine Ubergangszone, die von beiden Seiten beeinflusst wird
(Hambardzumyan et al., 2016; Louis et al., 2016; Ma et al., 2021). Diese peritumorale
Ubergangszone wird MRT-morphologisch auch als Zone 2 des Drei-Zonen-Modell
postuliert (Eyupoglu et al., 2005). Zone 1 stellt darin das stoffwechselaktive,
Kontrasmittel aufnehmende Tumorgewebe dar, Zone 2 die peritumorale
Ubergangszone, die sich 6dematts mit lokaler Entziindungsreaktion prasentiert und
Zone 3 entspricht dem Gewebe, das makroskopisch nicht von nicht-neoplastischem
Gewebe zu unterscheiden ist, jedoch von TMs durchzogen wird. In Zone 2 kann des
Weiteren eine erhdhte Dichte von aktivierter Mikroglia und Endothelzellen identifiziert
werden, was sowohl flr eine erhohte Vaskularisierung, als auch fir eine

immunologische Auseinandersetzung mit dem Tumor spricht (Baghban et al., 2020;
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Abb. 28: Auswirkungen von abweichenden Glutamatspiegeln in der Mikroumgebung
des Tumors

Das vom Gliom stammende Glutamat aktiviert AMPA-Rezeptoren auf Gliomzellen und fordert
die Invasion und Proliferation. Glutamat fihrt auBerdem zu neuronaler Ubererregung,
vermutlich per AMPA- und NMDA-Rezeptor Aktivierung auf peritumoralen Neuronen. Die
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neuronale Ubererregung wiederum vermittelt dann die Freisetzung von prasynaptischen und
pro-tuméren Proteinen wie BDNF oder NLGNS, die Invasion und Synpatogenese und damit
auch Malignitat der Gliome férdern. Publiziert in Radin et al. in International Journal of
Molecular Sciences. Es wurden keine Veranderungen vorgenommen und der Artikel ist
lizensiert unter CC BY 4.0. Modifiziert nach Radin and Tsirka, 2020 in International Journal of
Molecular Science.

4.2.2.2 Die Rolle der Mikroglia in der Tumormediation

Die komplexe und bis dato groRtenteils unverstandene Funktionsweise der Mikroglia
ist zwar nicht Schwerpunkt dieser Arbeit, darf aber hinsichtlich der Entstehung und
Progression von primaren Hirntumoren nicht unerwahnt bleiben. Um die potenziellen
Prinzipien der Interaktion zwischen Tumornetzwerk und neuronalem Gewebe und
damit auch den Grund der AIS-Verlangerung unter Tumorbedingungen besser
verstehen zu konnen, wird die Rolle der Mikroglia hier kurz diskutiert.

Diese Zellgruppe scheint eine elementare Rolle in der Interaktion zwischen
Tumorzellen und anderen Bestandteilen des ZNS einzunehmen (Hambardzumyan et
al., 2016; Hoelzinger et al., 2007). So unterstitzen sie u.a. die Synapsenbildung, die
zur beschriebenen Ubererregbarkeit im Patienten und damit zur Entwicklung
verschiedenster Komorbiditaten fuhren kann (Radin and Tsirka, 2020). Auch die
Frage, durch welche Mechanismen die erhdhte Sekretion von proangiogenetischen
Faktoren wie bspw. VEGF und PDGF vermittelt wird, ware von besonderem Interesse
(Hanahan and Coussens, 2012; Monje et al., 2020). Denn Tumorgenese und der
grolRe Umsatz von Neurotransmittern und Stoffwechselsubstraten erfordert eine gute
Mikrozirkulation, sodass sich auch in diesem Bereich Interaktionen zwischen Tumor
und Nervensystem potenziell therapeutisch verhindern lieRen.

Die Mehrzahl der zuvor genannten nicht-neoplastischen Zellen innerhalb der Gliome
stellen neben der Mikroglia die Tumor-assoziierten Makrophagen (TAMs) entweder
aus der Peripherie oder der hirneigene Mikroglia dar (Chadwick et al., 2015; Yang and
Bennett, 2021). Mit einem gesteigerten Anteil in Abhangigkeit der Hirnregion zwischen
35-50% aller Zellen in Gliomen im Vergleich zu 10-15% Makrophagen in gesunden
Gehirnen wird deren Bedeutung unterstitzt (Simmons et al., 2011). Insbesondere die
Abhangigkeit des Zellanteils zur Malignitat und das umgekehrte Verhaltnis zwischen
Rezidivfreiheit und Anteil der Makrophagen im Tumor unterstreichen deren Einfluss
weiterhin, zumal die Tumorproliferation experimentell unter Mikrogliadepletion
verringert war (Bettinger et al., 2002; Daginakatte et al., 2008; Komohara et al., 2008).

TAMs werden in die Tumorumgebung rekrutiert, haben dort verschiedene
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Immunfunktionen und unterstitzen die Sekretion von Wachstumsfaktoren und
Zytokinen, die insgesamt die Tumorprogression und v.a. die Tumormigration uber
verschiedenste Wege fordern (Hambardzumyan et al., 2016; Hoelzinger et al.,
2007)(s. Einleitung 1.1.3). Interessanterweise konnte nachgewiesen werden, dass in
OTC, aus denen mit Hilfe des Toxins Clodronat die Mikroglia entfernt wurde, das
Tumorwachstum deutlich verlangsamt ablief (Markovic et al., 2005).

Einen relevanter Hinweis flr den tatsachlichen Einfluss dieser Zelltypen auf den
Erregungszustand liefern die Erkenntnisse uber den Zusammenhang von Mikroglia
und zwischen Ubererregbarkeit in Form von Epilepsie. So bestehen Hinweise, dass
Mikroglia in Abhangigkeit des Inputs Synapsenbildung férdert oder hemmen kann
(Radin and Tsirka, 2020).

Trotz aller Unklarheiten im Detail liefern viele gewonnene Daten wertvolle Hinweise
auf eine vielversprechende therapeutische Zielstruktur. Somit wirden sich hieraus fur
die Zukunft interessante Forschungsansatze ergeben. In OTC mit verlangerten AIS
unter Tumorwachstum konnte gemessen werden, ob sich Microglia und TAMs im
Vergleich zu nicht-neoplastischem Gewebe qualitativ und quantitativ anders verhalten.
An dieser Stelle lasst sich verknupfen, dass diese beiden zuvor beschrieben
Zusammenhange  zwischen  Tumorzellnetzwerk  und  aktivitatsabhangiger
Mikroumgebung einen entscheidenden Einfluss auf die Pathogenitat von primaren
Hirntumoren zu haben scheinen. Dabei sticht die dysregulierte Rolle der Mikroglia und
TAMSs, deren Aktivitat wiederum von NLGN3 und damit neuronaler Aktivitat abhangig
ist und somit zu anhaltender NGS-Bildung in Gliomen fuhrt, heraus (Radin and Tsirka,
2020; Venkataramani et al., 2019; Venkatesh et al., 2019a; Venkatesh et al., 2017).
Bei diesem Thema gibt es neben den hier diskutierten Einflussfaktoren noch viele
weitere potenzielle Ziel- und Regulationsmolekule, die wiederum Teil eines variabel

regulierten Systems sind und Aktivitat und Homdostase im Netzwerk beeinflussen.

4.3 Auswirkung des Glioblastoms auf elektrophysiologische Eigenschaften

4.3.1 Erhohte Epileptogenitat als klinisches Korrelat der Ubererregbarkeit

Krampfanfalle als klinisches Zeichen erhohter Erregbarkeit neuronaler Netzwerke

stellen eine charakteristische Komorbiditat des Glioblastoms dar (Armstrong et al.,
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2016; Buckingham et al., 2011). Dies erscheint nicht verwunderlich, da eine
dysregulierte Gliafunktion im Sinne von chronisch aktivierten Astrozyten und Mikroglia
die Epileptogenese malgeblich fordert (Wetherington et al., 2008). Mehr als 30% der
Gliompatienten erleiden wahrend des Krankheitsverlaufs Krampfanfalle (Kerkhof and
Vecht, 2013).

Darauf aufbauend erwarteten wir in unseren elektrophysiologischen Messungen
Zustande erhohter Erregbarkeit, die das elektrophysiologische Korrelat zu
Krampfanfallen abbildet (s. Abschnitt 1.1.3). Es zeigte sich jedoch ein etwas paradoxes
Bild (s. Abschnitt 3.4). Wir konnten kein konsistentes Bild von intrazellularen
Erregungszustanden ableiten, sondern bemerkten eine heterogene Verteilung der
elektrophysiologischen Parameter (Abb. 25 + 26). Auch wenn beispielsweise in den
Tumor-OTC eine niedrigere (auch wenn nicht signifikant) Stromschwelle gemessen
wurde, zeigten sich im GroRen und Ganzen keine eindeutigen Effekte. Im folgenden
Abschnitt soll deshalb diskutiert werden, weshalb sich dieses paradoxe Bild zeigen
kénnte und von welcher Vielzahl von Einflissen elektrophysiologische Eigenschaften
einzelner Zellen innerhalb eines funktionellen Netzwerks abhangen.

Neben der massiven Sekretion von Glutamat weisen neueste Erkenntnisse darauf hin,
dass Neurone direkte Synapsen (NGS) mit Gliomzellen ausbilden und so deren
Proliferation und Ausbreitung mittels glutamaterger Wirkung férdern (s. Abschnitt
1.1.3). Die abnorme Glutamatfreisetzung wird wohl in erster Instanz durch den xCT-
Glutamat/Cystein-Antiporter vermittelt, der wiederum zu grof3en Anteilen von EGFR,
einem der pro-onkogenen Wachstumsfaktoren abhangt (Buckingham et al., 2011;
Savaskan et al., 2011, 2023; Ye and Sontheimer, 1999). In ausfihrlichen Studien
wurden in den letzten Jahren die biophysikalischen Eigenschaften der pro-onkogenen
Interaktionen zwischen Gliomen und peritumoralem Netzwerk studiert (Johung and
Monje, 2017; Jung et al., 2020; Venkataramani et al., 2022; Venkatesh et al., 2015;
Venkatesh et al., 2019a). Das erweiterte Verstandnis Uber Wechselwirkungen wie z.B.
die Aktivierung von Glutamatrezeptoren vom AMPA- und NMDA-Typ auf Gliomzellen
war u.a. Grundlage flur die elektrophysiologischen Fragestellungen dieser Arbeit. Der
Uber diesen de novo Input erzeugte Kalziumstrom (s. Abschnitt 1.1.3.) breitet sich im
Gliomnetzwerk Uber die TMs aus und flhrt so vermutlich zur kalziumabhangigen
Zunahme der Invasivitat und Progression (Osswald et al., 2015; Osswald et al., 2016;
Venkatesh et al., 2019a).
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Ein weiterer interessanter Aspekt ist die Tatsache, dass die Aktivierung der AMPA-
und NMDA-Rezeptoren auf Neuronen exzitoxisch wirkt, wohingegen sie auf der
Membran von Gliomzellen die Proliferation und Invasion unterstitzen (van Vuurden et
al., 2009). Die Literatur deutet darauf hin, dass Gliomzellen diese Rezeptoren
einerseits herunterregulieren um die Vitalitat in glutamatreichem Gewebe zu
garantieren, andererseits im Bereich der Zonen 2 und 3 eine hohe Expression
aufweisen (Cancer Genome Atlas Research, 2008; Cancer Genome Atlas Research
et al, 2015; van Vuurden et al.,, 2009). Diese dynamische Regulation der
Rezeptorexpression konnte somit einen entscheidenden Hinweis darauf liefern,
weshalb diese ubiquitaren Rezeptortypen einerseits per Exzitoxizitat zu erhohter
Epileptogenitat flihren und andererseits ein Malignitatsfaktor der Gliome sein kénnten.
Wahrend unserer Einzelzell-Ableitungen war nicht feststellbar welche Rolle, diese
einzelne Zelle innerhalb der Regulationsmechanismen innerhalb des Netzwerks spielt.
Auch deshalb ist eine Interpretation der heterogenen Messungen auldert schwierig.

Parallel zu den Hinweisen auf aberrante glutamaterge Signallbertragungen
hinsichtlich erhdhter Epileptogenitat im peritumoralen Netzwerk, wurde die
Aufmerksamkeit ebenso auf die dysregulierte GABAerge SignalUbertragung gerichtet.
Die Literatur berichtet darUber, dass in peritumoralen Neuronen veranderte
Expressionsmuster von Na-K-Cl-1 (NKCC1) und CI-K-Symporter 5 (KCC2) auffielen,
die spezifisch fur Neurone sind und konsekutiv eine veranderte intrazellulare
Chloridkonzentration messbar war, sodass ein direkter Einfluss auf die neuronale
Erregbarkeit gezeigt werden konnte (Campbell et al., 2012; Conti et al., 2011). In
Summe ergibt die GABA-Signallbertragung ein paradox Bild. Einerseits scheint die
Proliferation und Invasion des Glioblastoms GABAerg unterdrickt zu werden,
andererseits werden peritumorale Neurone funktionell erregt. Dadurch wiederum wird
die Entstehung von epileptischen Anfallen als Folge erhdhte Netzwerkaktivitat
geférdert und somit ein tumordser Wachstumsreiz gesetzt (Radin and Tsirka, 2020).
Mechanistisch scheint dies mdglich zu sein, indem die GABA-Aktivierung per Chlorid-
Efflux depolarisierend wirkt (Pallud et al., 2014). Die GABA-Applikation nach einer
Glutamat-Exposition depolarisiert Neurone und NMDA wirkt antagonistisch, sodass
die funktionelle GABAerge Erregung gehemmt wird (Lee et al., 2011). Damit besteht
das Paradoxon darin, dass GABA genauso wie NMDA in Abhangigkeit der
individuellen Konstellation der GABA-Rezeptorexpression und des

Konzentrationsverhaltnisses sowohl hemmend, als auch erregend wirken kann. Unter
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hohen Glutamatkonzentrationen in der peritumoralen Umgebung kénnen dadurch die
KCC2-Spiegel so herabgesenkt werden, dass GABA von einem hemmenden zum
funktionell erregenden Neurotransmitter wird (Lee et al., 2011; Radin and Tsirka,
2020). Bis dato gibt es relativ wenige Studien, welche die Folgen GABAerger
Wirkmechanismen im peritumoralen Netzwerk sowohl auf das Gliom-, als auch das
neuronale Netzwerk erklaren. Es scheint aber so zu sein, dass GABA hauptsachlich
auf GSC ahnlichen Gliozellen wirkt und der Einfluss von Glutamat auf differenzierteren
Tumorzellen Uberwiegt (Radin and Tsirka, 2020; Venkataramani et al., 2019;
Venkatesh and Monje, 2017). Die Einflusse auf die GABAergen Synapsen werden
dartber hinaus noch interessanter, da sie als axo-axonische Modulationen auch direkt
am AIS Einfluss auf die Erregbarkeit des Netzwerks nehmen kénnen (Wefelmeyer et
al., 2015; Wefelmeyer et al., 2016). Auch wenn bis dato die Beweise fur einen
Zusammenhang zwischen epileptischen Phanotypen und einer AlS-Dysfunktion noch
weitgehend indirekt sind, ware es lohnenswert den Zusammenhang zwischen AlS-
Funktion und Epileptogenese zu untersuchen (Harty et al., 2013). Insbesondere, da in
unseren Versuchsreihen die eindrucklichen morphologischen Ergebnisse nicht

elektrophysiologisch bestatigt werden konnten.

4.3.2 Die Rolle von Cx43 als Mediator modulierter Netzwerkaktivitat

In unserem Versuch wurden Cx43-Cluster quantitativ gemessen. Dementsprechend
ging es um die Frage der Uber- oder Unterregulation von Cx43-Clustern im Vergleich
zwischen Tumor-OTC und Kontroll-OTC. Wie in 4.2.2 ausfuhrlich diskutiert, scheint
eine grolde Abhangigkeit der Gliomzellen zur Mikroumgebung des ZNS zu bestehen.
Dabei ist bisher allerdings noch nicht klar, welche Rolle Connexine bei der Interaktion
zwischen Gliazellen und Neuronen spielen. Wie nachfolgend erklart wird, ist die
Bedeutung der Connexine bei der Differenzierung und Entwicklung der Tumore
mittlerweile viel deutlicher.

Zahlreiche Studien liefern, wie im Abschnitt 1.1.3.3 beschrieben, deutliche Hinweise
darauf, dass NGS, TMs und damit auch die interzellulare Verbindung mittels Gap
Junctions wesentliche Einflussfaktoren der Proliferation und Invasion von Gliomen
darstellen (Osswald et al., 2015; Venkatesh et al., 2019a). Dabei wird der Cx43-
Regulation eine entscheidende Rolle auf die Chemotherapieresistenz mit
Temozolomid und die damit verbundene Modulation von Bcl-2 und Bax2 in der

mitochondrialen Apoptoseregulation zugesprochen (Cottin et al., 2011; Gielen et al.,

103



Diskussion

2013). Des Weiteren wird dartber diskutiert, ob Gliomzellen per Cx43 Gap Junctions
miRNA an Astrozyten weitergeben kénnen und dadurch die Invasivitat von Gliomen
erhdhen konnten (Guan et al., 2018). Uber Cx43 erfolgt auRerdem der Austausch von
Stoffwechselmetaboliten zwischen Astrozyten und Gliomzellen, sodass der
Tumorstoffwechsel aufrechterhalten werden kann (Crivii et al., 2022). Scheinbar
korreliert die Expression von Cx43 umgekehrt mit dem Tumorgrad, sodass davon
ausgegangen wird, dass bei Glioblastomen die geringste Expression herrscht
(Soroceanu et al., 2001). Mechanistisch erklarbarer wird dies mit der dafur erhdhten
EGFR Sekretion und der damit einhergehenden Phosphorylierung der Cx43 Gap
Junctions (Lund-Johansen et al., 1990). Es ergab sich eine Hochregulation von Cx43
in Glioblastomen (Gielen et al., 2013), was sich mit anderen Beobachtungen aus
humanen Proben deckt (Cottin et al., 2011). Andere Autoren zeigten wiederum, dass
in hochmalignen Gliomen eine Herabregulation der Cx43-vermittelten Zellkontakte zu
beobachten war (Naus et al., 2016; Sin et al., 2012). Konsens ist aktuell die Hypothese,
dass eine Uberexpression von Cx43 die Invasion und Progression von Glioblastomen
fordert und bei endgradig, ausdifferenzierten Glioblastomen die Expressionsrate sinkt
(Aasen et al., 2017; Naus et al., 2016; Sin et al., 2012). Dies erhartet den Verdacht,
dass Cx43 vor allem fir die maligne Transformation der Astrozyten verantwortlich ist
und somit per Modulation der Mikroumgebung die Tumorprogression unterstutzet
(Aasen et al., 2017; Gielen et al., 2013; Naus et al., 2016; Sin et al., 2012). Dennoch
sind TMs uber zahlreiche Cx43 elektrisch miteinander verbunden, sodass davon
ausgegangen wird, dass ICWs von Tumorzelle zur Tumorzelle weitergeleitet werden
kénnen (Osswald et al., 2015; Radin and Tsirka, 2020; Venkatesh et al., 2019a).

In diesem Zusammenhang fuhrten wir, wie in Abschnitt 3.3.4 dargestellt wurde, eine
Cx43-Dichtemessung am AIS durch. Wir konnten dabei einen Rickgang der Cx43-
Colokalisationen am AIS im Zeitverlauf bei langer werdenden AIS verglichen zur
Kontrolle feststellen (Abb. 23 + 24). Somit scheinen AIS-Lange und Anzahl der Cx43-
Kolokalisationen in unserem Versuch umgekehrt miteinander zusammenzuhangen,
auch wenn statistisch kein linearer Zusammenhang festgestellt werden konnte (s.
Abschnitt 3.3.4).

Ob diese Interaktion mit ggf. elektrischer Ankopplung von Astrozyten direkt ans AIS
eine elektrophysiologische Relevanz auf die Erregbarkeit dieses Neurons hat, kdnnte
nur durch entsprechende Patch-Clamp Aufnahmen dieser Zellen beantwortet werden.

Bemerkenswerterweise wurde in einem Review der Einfluss der Cx43-Expression auf
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die Anfallsanfalligkeit bei Gliompatienten untersucht. Es zeigte sich, dass perilasional
die Zunahme der Cx43-Expression auch mit einer Zunahme der Epileptogenitat und
damit der neuronalen Erregbarkeit einherging (Dong et al., 2017).

Vor diesem Hintergrund gewinnt die pharmakologische Cx43-Inhibition mit Substraten,
die die Blut-Hirn-Schranke passieren kdnnen, eine immer grof3ere Bedeutung in der
Gliomtherapie. Bisher konnte bereits mehrfach gezeigte werden, dass dadurch die
Sensibilitat fur einen TMZ-vermittelten Zelltod erhéht wird (Potthoff et al., 2019; Well
et al., 2017). AuRerdem konnte diese Art von Therapie vor allem fur niedriggradige
Gliome zur Progressionsinhibition von grolRer Bedeutung sein. Um diesen Ansatz
weiter zu validieren, braucht es allerdings noch weitere Forschungsanstrengungen,

vor allem da bisher zu diesem Ansatz noch keine klinischen Studien vorliegen.

44 FAZIT

Die Erforschung vom Zusammenhang zwischen neuronaler Erregbarkeit und der
Tumorprogression stehen sicher erst an ihrem Beginn, vor allem auf Ebene einzelner
Neurone und deren Parameter.

In der Summe dieser Beobachtungen Uber die durchaus komplexen
Regulationsweisen von Tumor- und Nervenzellnetzwerk kdonnten bereits elementare
Hinweis liegen, wieso in unseren Versuchen die Effekte auf elektrophysiologischer
Ebene nicht messbar waren. In Anbetracht dessen erscheint logisch, dass nicht im
gesamten Netzwerk (selbst innerhalb eines sehr dicht konnektierten Netzwerks wie
dem Hippocampus) alle Zellen den gleichen Einflissen und Regulationsmechanismen
unterliegen. AulRerdem kennen wir in OTC noch kein Korrelat zur Einteilung in
verschieden aktive Zonen wahrend der Gliominvasion und konnten daher nicht
beurteilen in welcher Regulationsphase sich das interkonnektierende Netzwerk
befindet. Diese hochdynamischen Prozesse zwischen Aktivitatssteigerung mittels
ICWs einerseits und Exzitoxizitat des neuronalen Netzwerks andererseits macht die
Ableitung allgemeiner Prinzipien sehr komplex. Elektrophysiologisch sind die
deutlichen morphologischen Veranderungen der Plastizitat nicht valide messbar und
nachvollziehbar gewesen. Die Daten der morphologischen Messungen profitieren von
einer sehr viel umfangreicheren Stichprobe, wohingegen die deutlich aufwandigeren
Patch-Clamp-Messungen nur gezielte Stichproben von kleinem Umfang waren.

Mehrere Erklarungsansatze resultieren daraus. Der aktivitdtsmodulierende Einfluss
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des Tumornetzwerks betrifft nur Neurone, die unmittelbarer, vielleicht sogar in
funktioneller, direkter Verbindung mit den TMs stehen oder wir konnten schlichtweg

durch mangelnde Stichprobengrolle die Effekte statistisch nicht darstellen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Gliome sind die haufigsten primaren Hirntumoren. Darlber hinaus zahlt das
Glioblastom als Astrozytom WHO Grad IV zu den Hauptursachen hirntumorbedingter
Todesfalle in allen Altersgruppen. Die Mehrheit der Patienten stirbt innerhalb von 15-
18 Monaten nach der Diagnose, wobei weniger als 5 % langer als funf Jahre leben.
Das Glioblastom ist eine Erkrankung des gesamten Gehirns, meist ohne
Metastasierung, aber mit einer variablen fokalen Proliferationszunahme, die eine
Tumormasse erzeugt, die haufig symptomatisch wird, sodass erst hierdurch eine
Diagnosestellung erfolgt. Zusatzlich bildet es einen weitgehend unsichtbaren, diffus
infiltrierenden Teil, der aus einem funktionellen Netzwerk von Glioblastom- und
anderen Zellen der peritumoralen Mikroumgebung besteht. Tumorzellen sind dabei
durch lange interkonnektierende Tumormicrotubes (Tumor-Nanorohrchen, TM)
verbunden. In der Interaktion zwischen Tumorzellen und der Mikroumgebung wird die
bedeutendste Ursache der ausgepragten Chemo- und Strahlentherapieresistenz
gesehen.

Mittlerweile ist bekannt, dass die Entwicklung der primaren Hirntumore malgeblich
von der aktivitatsgesteuerten Sekretion von Neurotransmittern und Neurotrophinen als
Differenzierungsregulatoren der gesamten zellularen Mikroumgebung abhangt. Neben
bereits einigen bekannten aktivitatsregulierenden Molekilen wie BDNF, EGFR und
NLGN3 setzte sich auRerdem bereits die Erkenntnis durch, dass die Ubererregbarkeit
neuronaler Schaltkreise, unter anderem durch erhdhte Glutamat-Ausschittung und
Expression von NMDA- und AMPA-Rezeptoren, ein weiterer elementarer
Progressions- und damit Malignitatsfaktor der Glioblastome darstellt. Insbesondere
der Nachweis von direkten neuroglialen Synapsen (neuron-glia Synapse, NGS), dem
Vorkommen von Connexin 43 (Cx43) und die dadurch einhergehende direkte
elektrische Verbindung mittels intrazellularer Kalziumwellen (ICW) zwischen Neuronen
und Glioblastomzellen, fuhrte zu der Hypothese, dass die elektrische Aktivitat von
Neuronen ein direktes Wachstumssignal des Tumors darstellt.

Neurone werden morphologisch in eine somatodendritische Domane, die eingehende
Informationen empfangt und integriert sowie in eine axonale Domane, die
entscheidend fur die Initiierung der Aktionspotenziale (APs) ist und damit eine wichtige
Rolle bei der Regulation zellularer Erregbarkeit einnimmt, eingeteilt. Mittlerweile ist

bekannt, dass das Axoninitialsegment (AlS) und seine morphologischen Parameter
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sowohl unter physiologischen, als auch pathologischen Bedingungen ein
entscheidender Regulator neuronaler Erregbarkeit darstellt. Aus dieser Struktur-
Funktionsbeziehung ergibt sich die Hypothese, dass die Lange des AIS ein Indikator
fur den individuellen Erregungszustand sowie die Erregbarkeit einzelner Neurone
darstellt: Auf gesteigerte Netzwerkaktivitat reagieren Neurone mit einer AIS
Verkidrzung, was wiederum zu einer Reduktion zellularer Erregbarkeit fuhrt.
Umgekehrt werden im aktivitatsdeprivierten Netzwerk die AlS der betroffenen Neurone
langer und die Zellen damit erregbarer. Dies konnte direkten Einfluss auf die
Tumorprogression und -Invasivitat haben.

Aufgrund der Beobachtung, dass in humanen Glioblastom-OP-Resektaten keine
replizierbaren und kontrollierten Bedingungen vorherrschen, wurde die Methode der
organotypischen Kulturen (OTC) etabliert. Damit sollte der Frage auf den Grund
gegangen werden, inwiefern Tumorwachstum Einfluss auf die neuronale Aktivitat hat.
Bei OTC handelt es sich um Schnittkulturen von Maushirnen, bei denen die
organtypische Zytoarchitektur und Gewebsintegritat iber mehrere Wochen erhalten
bleibt. Dadurch stellen sie ein gut replizierbares, tierschonendes und vor allem
modulierbares Modell zur Untersuchung vieler Fragestellung am Gehirn dar. Die
Herausforderungen bei der Etablierung dieses Models waren die Vitalitat und Integritat
des Gewebes und Tumorinvasion bei erhaltener 3D Zytoarchitektur sicherzustellen
und diese Strukturen zuverlassig elektrophysiologisch untersuchen und

immunzytochemisch anfarben zu kdnnen.

Mit Hilfe einer Kombination aus Immunfluoreszenzfarbungen, konfokaler Mikroskopie,
3D-Rekonstruktion und elektrophysiologischen Ganzzell-Ableitungen wurde ein
breites Spektrum anatomischer und funktioneller Parameter abgebildet, die die Effekte
von Interkonnektivitat beleuchten sollten. Nach Etablierung der OTC gelang es,
replizierbare Gliomzell-Nester auf vitalem Hippocampusgewebe zu kultivieren und so
gesunde Hirnkulturen mit tumorbefallenen Kulturen zu vergleichen. Hierzu wurden
sowohl morphologische Kriterien am AIS und funktionelle Kriterien per
elektrophysiologischer Ableitungen verglichen. In mehreren Versuchen wurden die
AIS-Langen innerhalb der CA-Region des Hippocampus analysiert. Im ersten Schritt
wurde die grundsatzliche Entwicklung der AlIS-Lange im Hippocampus untersucht,
bevor dann in Kontrollen und Tumor-OTC eine umfangreiche morphometrische

Analyse angeschlossen wurde. Hierbei stellte sich heraus, dass Schnitte der Tumor-
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Zusammenfassung

OTC deutlich langere AIS besitzen. Um verschiedene verzerrende Faktoren
auszuschliel3en, untersuchten wir AIS sowohl zu unterschiedlichen Zeitpunkten in vitro
(DIV), als auch unterschiedlicher Praparationsalter der Mause.

Mehrere Mechanismen konnten zur Verlangerung der AlS beitragen. Veranderung der
synaptischen Ubertragung und der lonenkanalexpression verschiedenster
Neurotransmitter und lonen konnten bei Ubererregbarer Mikroumgebung zur erhdhten
Erregbarkeit einzelner Neurone fihren. Denn es gilt als gesichert, dass eine
gesteigerte neuronale Erregung das Tumorwachstum fordert und die Mechanismen
der parakrinen und autokrinen Sekretion verschiedenster Neurometabolite die
Erregbarkeit der Mikroumgebung erhohen. Es gibt eine Vielzahl maoglicher
Mechanismen, nicht zuletzt GABAerg und glutamaterg vermittelt, die den Effekt einer
erhdhten Erregbarkeit trotz Gbererregter Mikroumgebung erklarbar machen.

Wir konnten, vermutlich methodisch bedingt, keine veranderten Feuereigenschaften
aus den elektrophysiologischen Messungen mit den Ergebnissen der
morphologischen Messungen korrelieren. Aufgrund der kleineren Probengrof3e gehen
wir davon aus, dass die elektrophysiologischen Ergebnisse nicht reprasentativ waren,
sodass weitere Untersuchungen fir eine Korrelation notwendig sind.

Es erscheint ebenso mdglich, dass die Effekte einer invasions- und
progressionsfordernden Neurotransmitter- und Neurotrophinsekretion sich weniger auf
einzelne Zellen, als auf die ganze Mikroumgebung beziehen.

In der vorliegenden Arbeit konnte zudem nachgewiesen werden, dass auch in OTC
direkte Zellkontakte zwischen Tumor- und Nervenzellen mittels Cx43, u.a. auch am
AIS auftreten und die Anzahl der Kolokalisationen umgekehrt proportional mit der AIS-
Lange korreliert. Diese direkten elektrischen Kontaktstellen kdnnten Veranderungen

der Langlebigkeit per direktem Molekul- und Ladungsaustausch erklaren.

Die vorliegende Arbeit liefert somit einen deutlichen Hinweis darauf, dass
Tumorwachstum im Gehirn einen erheblichen Einfluss auf die AlS-Lange individueller
Neurone sowie das Expressionsprofil von Cx43 nimmt und damit indirekt neuronale
Erregungsmuster beeinflussen kann. Die hier gewonnen Daten liefern einen weiteren
wichtigen Hinweis darauf, dass Veranderungen neuronaler Aktivitdtsmuster einen
Einfluss auf die Progression, Invasion und damit die Malignitat von Glioblastomen
nehmen kénnen und diese Veranderungen nicht nur von Neuron-Glia-Synapsen

(NGS) ausgehen mussen. Glioblastomen scheint es zu gelingen, ihre Mikroumgebung
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Zusammenfassung

Uber mehrere Zelltypen hinweg der eigenen Progression dienlich zu modulieren,
sodass in diesen Modulationsmechanismen auf mehreren Ebenen pharmakologische
Interventionsmaglichkeiten bestehen konnten. In Bezug auf viele dieser Mechanismen

sind klinische Studien bereits in Entwicklung.
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Anhang

7  ANHANG

7.1 Equipment

Tab. 7: Equipment fiir Farbungen und Mikroskopie

Equipment Name/Version Quelle

Axio Imager® Carl Zeiss AG,

Fluoreszenzmikroskop Rhodamine und EITC Filter Oberkochen,

Deutschland
Digital Eclipse C2 plus
Laser:

488nm, 548nm, 642nm Nikon Instruments

Europe, Dusseldorf,
Germany

Konfokales Mikroskop 1 Objektiv:

Nikon Plan Apo VC 20x NA 0.75
Nikon Plan Apo VC 60x NA 1.4 oil
immersion

Leica VT1200S Sp5

Laser:

488 nm/ 20 mW

514 nm /20 mW, Leica, Wetzlar,
DPSS 561 nm/ 20 mW Deutschland
HeNe 633 nm /10 mW

Konfokales Mikroskop 2

Objektiv: VC 63x NA 1.3

Thermo Scientific,

Kryostat Microm HM550 Waltham, USA
. _ Thermo Scientific,
Glas-slides SuperFrost® plus slides Waltham, USA

Tab. 8: Equipment fiir OTC-Praparation

Equipment Name/Version Quelle

Cell inserts 0.4 pores,

Durchmesser 30mm Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Transwell-Filter

Binokular

Costar-Platten

Vibratom VT 1200 S Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland
Vibratomkihlung Thermo Scientific, Waltham, USA
Inkubator
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Tab. 9: Equipment fiir Elektrophysiologie

Equipment Name/Version Quelle
Temperaturkontrollsystem npi TC-20 Scientifica LLC.,
Clarksburg, USA
Puller Flaming/Brown P-97 Sutter instruments
N HEKA Electronics GmbH,
Verstarker EPC 10 USB Lambrecht/Pfalz, Germany
Amplifier software PatchMaster 2x90

Pipetten Puller

P-97 Flaming/ Brown micropipette
puller

Sutter Instruments,
Novato, USA

Leica Biosystems,

Vibratom VT 1200 S Wetzlar, Deutschland
ECLIPSE FN1
Auflichtmikroskop, IR-DIC
Mikroskop 10x Objektive Wasserimmersion Ni_kon Instruments Europe,
NA 0.10, WD 3.5 mm Disseldorf, Deutschland
40x Objektive, Wasserimmersion,
NA 0.80, WD 3.5mm
OrcaFLas_h 4.0 LT, Scientific Hamamatsu Photonics
Kamera CMOS Microscopy Camera Hamamatsu City Japa’n
FL400-Sensor mit 4.0 MP ’
Lichtquelle Photofluor LM-75 89 North, Williston, USA

Mikromanipulator

Sensapex piezo-driven
micromanipulator, SMX series

Sensapex, Oulu, Finnland

XY Microskopbthne

MT-10001

Sutter Instruments,

Novato, USA
. . Ismatec, Wertheim,
Peristaltikpumpe Reglo analog Germany
Flissigkeitskammer RC-27, rektangular gedffnete Warner Instruments,
9 Badkammer Hamden, USA

Glaskapillare

GB 150F-10 0.86x1.50x100 mm
Borosilikatglas mit Filament

Science products,
Hofheim, Deutschland

Harfe

HSG-5F Harfengitter

ALA Scientific Instruments,
New York, USA
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7.2 Software

Tab. 10: Software

Anwendung

Programm

Quelle

AIS Langenanalyse

AlSuite

Roos, Engelhardt et al., unpubliziert

Bildverarbeitung

Adobe Photoshop CS4, V

2020

Adobe Inc., San José, USA

AIS Messungen und
Bildverarbeitung

ImagedJ 1.51, FIJI

Wayne Rasband, NIH, USA

Elektrophysiologie

FitMaster 2x90

AxoGraph 1.7.2

HEKA electronics GmbH,
Lambrecht/Pfalz, Deutschland

OriginLab, Northhamptom, USA

AxoGraph Scientific, John Clemets,
USA

Statistische Analyse

SigmaPlot 12.5

Systat Software GmbH, Erkrath,
Deutschland

GraphPad Software, San Diego,

Graphen GraphPad Prism 8.0 USA
BioRender BioRender, Toronto, Kanada
Illustration
Adobe lllustrator CS4, V Adobe Inc., San José, USA
2020
Zitationen EndNote X9 Clarivate Analytics, Jersey, USA

Textverarbeitung

Microsoft Word for Mac,

Version 16.45

Microsoft Cooperation, Redmont,
USA

Bilddekonvolution

Autoquant X3

Media Cybernetics, Rockville, USA

Bildrekonstruktion

IMARIS V9.0

Bitplane, Zurich, Schweiz
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7.3 Individuelle statistische Resultate

Tab.11: humane Tumorresektate: Individuelle Ergebnisse der AlS-Langenmessung

Gruppe n mittlere Lange (um) SD min. Lange (um) max. Lange (um)
Cortex 100 25,28 5,626 14,29 43,92
plioplastom g 24,4 5,462 15,74 44,33
umormasse

Tab.12: Entwicklungsreihe in OTC. Ergebnisse der einzelnen Langenmessungen, n=5
OTC/Reifungsstufe

Gruppe Anz. AIS n mittlere Lange (um)

SD  min. Lange (um)

max. Lange (um)

DIV 3
DIV7
DIV 10
DIV 14
DIV 21

158 5
221
350
467
233

[, IS, BNE) |

1429

30,93
30,61
27,48
27,86
24,91

2,691
1,514
1,02
0,494
1,373

27,22
29,33
26,27
27,43
23,41

34,52
33,08
29,03
28,62
26,72

Tab.13: Entwicklungsreihe in OTC: p-Werte des mehrfachen Vergleichs der AlS-
Langenentwicklung wahrend in vitro Entwicklung zwischen DIV 3 und DIV 21. *P<0,05,
**P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001

VS. DIV 3 DIV7 DIV 10 DIV 14 DIV 21
DIV 3

DIV 7 0,9976

DIV 10 * *

DIV 14 * 0,0842 0,9956

DIV 21 i e 0,1164 0,0569
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Tab. 14: AlS-Langen der Entwicklungsreihe in OTC in Prozent. Herangezogen wurden
die Mittelwerte der jeweiligen Reifungsstufen.

DIV Langenentwicklung in % ausgehend von 100
3 100

7 98,997

10 88,903

14 90,1

21 80,362

Tab.15: AIS-Langenentwicklung in OTC. Vergleich Kontrolle vs. Glioblastom.
Ergebnisse der einzelnen Langenmessungen, n= 5 OTC/Reifungsstufe

Alt Anz. mittlere min. Lange max.
ersstufe  Gruppe AlS n Lange (um) SD (um) L(e:jrr]g)e
DIV 3 Cil. 63 5 36,85 2,039 33,89 39,26

Glio 174 5 36,56 1,132 36,15 39,28
DIV7 Ctl. 59 5 38,27 2,703 34,95 42,11
Glio 117 3 30,92 0,9061 30,19 31,94
DIV 10 Cil. 201 5 31,83 0,9721 30,62 33,3
Glio 134 5 33,72 2,465 29,89 38,1
DIV 14 Ctl. 89 5 31,8 2,769 28,85 35,79
Glio 193 5 32,2 3,055 27,52 35,97
DIV 21 Cil. 137 5 28,09 1,208 26,68 29,16
Cil. 83 5 29,07 2,163 26,07 31,6
1250

Tab.16: AlS-Langenentwicklung in OTC. Vergleich Kontrolle vs. Glioblastom: P-Werte
des mehrfachen Vergleichs der AlS-Langenentwicklung wahrend in vitro Entwicklung
zwischen DIV 3 und DIV 21. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001

Kontrolle

VS. DIV 3 DIV 7 DIV 10 DIV 14 DIV 21
DIV 3

DIV 7 0,812

DIV 10 ** b

DIV 14 > b 0,999

DIV 21 i i 0,0672 0,0703

Glioblastom
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VS. DIV 3 DIV7 DIV 10 DIV 14 DIV 21
DIV 3

DIV7 *

DIV 10 0,0831 0,4356

DIV 14 > 0,9292 0,8074

DIV 21 i 0,7757 * 0,2065

Vergleich Kontrolle vs. Glioblastom

VS. DIV3Ctl |[DIV7Ctl |DIV10CH DIV 14 Ctl DIV 21 Ctl
DIV 3 Glio 0,999 0,999 > > i
DIV 7 Glio * ** 0,9999 0,9999 0,6408
DIV 10 Glio 0,4126 0,0535 0,9205 0,9134 **

DIV 14 Glio * * 0,999 0,9999 0,1116
DIV 21 Glio b il 0,5839 0,5984 0,9992

Tab. 17: AlIS-Langenentwicklung in OTC in Prozent. Herangezogen wurden die
Mittelwerte der jeweiligen Reifungsstufen.

Kontrolle
DIV Langenentwicklung in %
ausgehend von 100
3 100
7 104,09
10 86,5
14 86,79
21 76,32
Glio
DIV Langenentwicklung in %
ausgehend von 100
3 100
7 82,29
10 89,74
14 85,74
21 77,28

Tab.18: AlS-Lange OTC. Vergleich Kontrolle vs. Glioblastom. Ergebnisse der einzelnen
Langenmessungen, n=5 OTC/Kondition
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Alt tuf G Anzahl der . rrljijctlere sD Lr.'."”- Lrgax.
ersstufe ruppe : n ange ange Lange
zugrundeliegenden AlS (um) (um)  (um)

DIV14 Ctl 2393 5 28,82 2,882 24,48 31,87
Glio 2058 7 33,06 1,931 30,63 35,61

DIV 21 Ctl 1996 6 27,02 3,394 21,87 30,46
Glio 1649 5 30,96 1,654 28,59 32,54

* Anzahl der Wiirfe, aus denen der jeweilige Mittelwert aller AIS ermittelt wurde

Tab. 19: AlS-Langenfrequenzverteilung. Ergebnisse der einzelnen Lingenmessungen,
n=AIS, Kolmogorov-Smirnov-Test, *P<0,05, **P<0,01,***<P0,001, ****P<0,0001

Vergleich P-Wert
DIV 14 Ctl vs. DIV 14 Glio  ****
DIV 21 Ctl vs. DIV 21 Glio  ****

Tab. 20: AlS-Lange in OTC nach Praparationsalter aufgeteilt. Ergebnisse der einzelnen
Langenmessungen, n 2 5 OTC/Kondition

. Anzahl mi:[tlere r.'.“”- max.

Prapalter Altersstufe Gruppe AlS n* Lange SD Lange Lange

(um) (um) (um)
P5 DIV 14 Ctl 919 10 29,82 2,528 2717 35,27
P6 DIV 14 Ctl 671 10 29,86 1,734 26,67 32,31
P7 DIV 14 Ctl 480 5 28,01 3,309 22,3 30,72
P8 DIV 14 Ctl 416 10 25,99 3,24 22,71 23,72
P5 DIV 21 Ctl 724 10 28,28 3,084 23,42 32,68
P6 DIV 21 Ctl 734 10 28,78 3,843 24,66 37,34
P7 DIV 21 Ctl 380 5 29,17 2,753 26,45 32,97
P8 DIV 21 Ctl 300 10 24,91 3,332 20,31 28,77
P5 DIV 14 Glio 522 15 33,99 2,508 28.94 37,73
P6 DIV 14 Glio 497 5 31,31 2,851 27,38 33,84
P7 DIV 14 Glio 356 10 33,39 1,08 32,04 35,34
P8 DIV 14 Glio 442 10 31,35 2,369 27,81 35,17
P5 DIV 21 Glio 802 15 31,62 1,768 29,31 34,78
P6 DIV 21 Glio 431 5 28,6 0,6806 27,72 29,38
P7 DIV 21 Glio 334 10 32,43 1,23 30,23 34,29
P8 DIV 21 Glio 83 5 28,99 2,006 26,07 30,94
8091

* Anzahl der OTC

Tab. 21: AIS-Liange in OTC nach Praparationsalter aufgeteilt. P-Werte des
Mehrfachvergleichs zwischen verschiedenen Altersstufen, n 2 5 OTC/Kondition,
Einweg-ANOVA, *P<0,05, **P<0,01,***<P0,001, ****P<0,0001
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Kontrolle
DIV 14 DIV 21
vs. |P5 P6 P7 P8 P5 P6 P7 P8
P5
DIV 14 P6 |0,9999
P7 10,9566 |0,9523
P8 10,1085|0,1026 (0,925
P5 [0,9958|0,9397 10,9999 |0,6978
DIV 21 P6 [0,9942|0,993 |0,9998 |0,4553 0,999
P7 10,9999|0,999 |0,9987 |0,5514(0,9994 | 0,9999
P8 |* * 0,5792 |0,9926 | 0,2224 | 0,1006 |0,1908
Glioblastom
DIV 14 DIV 21
vs. |P5 P6 P7 P8 P5 P6 P7 P8
P5
DIV 14 P6 |0,1576
P7 10,9948|0,5337
P8 *10,9999| 0,2985
P5 *10,9999] 0,3582]0,9999
DIV 21 P6 **| 0,37 ***10,1856 | 0,072
P7 10,5255)|0,9654| 0,9574| 0,919)0,9696 *
P8 ***10,5737 **10,3636 |0,1755| 0,9999 *
Gruppe Vergleich P-Wert
P5 Ctl vs. P5 Glio e
P6 Ctl vs. P5 Glio 0,94
bivi14 P7 Ctl vs. P5 Glio >
P8 Ctl vs. P5 Glio il
P5 Ctl vs. P5 Glio *
DIV 21 P6 Ctl vs. P5 Glio 0,9999

P7 Ctl vs. P5 Glio 0,15
P8 Ctl vs. P5 Glio *

Tab.22: AIS-Lange in OTC. Vergleich Kontrolle vs. Glioblastom. Ergebnisse der
einzelnen Langenmessungen, n= 4 OTC/Kondition
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Anzahl der mittlere min. max.
Altersstufe Gruppe * Lange SD Lange Lange
AIS

(um) (um) (um)

DIV7 Ctl 106 4 28,34 1,825 25,61 29,49
Glio 98 4 35,54 2,188 32,9 38,04

DIV 14 Ctl 100 4 28,22 1,305 26,83 29,95
Glio 96 4 36,63 3,274 34,05 41,41

* Anzahl der Wiirfe, aus denen der jeweilige Mittelwert aller AIS ermittelt wurde

Tab. 23: AlS-Langenfrequenzverteilung. Ergebnisse der einzelnen Lingenmessungen,
n=AIS, Kolmogorov-Smirnov-Test, *P<0,05, **P<0,01,***<P0,001, ****P<0,0001

Vergleich P-Wert
DIV 7 Ctl vs. DIV 7 Glio b
DIV 14 Ctl vs. DIV 14 Glio  ****

Tab.24: AIS-Linge in OTC. Vergleich Kontrolle vs. Glioblastom: P-Werte des
mehrfachen Vergleichs der AlS-Liange zwischen DIV 7 und DIV 14. *P<0,05, **P<0,01,
***P<0,001, ****P<0,0001

Vergleich P-Wert
DIV 7 Ctl vs. DIV 7 Glio **
DIV 7 Ctl vs. DIV 14 Citl 0,9999

DIV 7 Glio vs. DIV 14 Glio 0,9431
DIV 14 Ctl vs. DIV 14 Glio  ***

Tab.25: Anzahl der Cx43-Kolokalisationen an AnkG in OTC. Vergleich Kontrolle vs.
Glioblastom. Ergebnisse der einzelnen Messungen, n=25 AlS/Kondition

mittlere Anz.

n = Anz. o min. max.
Altersstufe Gruppe AlS CoIokallial’gonen/pm SD Anzahl Anzahl
DIV7 Ctl 25 1,081 0,4367 0,4273 2,116
Glio 25 0,5708 0,1596 0,3208 0,9948

DIV 14 Ctl 25 0,7409 0,3818 0,3735 1,63

Glio 25 0,6623 0,4836 0,2732 2,79
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Tab.26: Anzahl der Cx43-Kolokalisationen an AnkG in OTC. Vergleich Kontrolle vs.
Glioblastom. P-Werte des mehrfachen Vergleichs, Zweiweg-ANOVA, n=25
AlS/Kondition, *P<0,05, **P<0,01,***<P0,001, ****P<0,0001

Vergleich P-Wert
DIV 7 Ctl vs. DIV 7 Glio b
DIV 7 Ctl vs. DIV 14 Ctl *
DIV 7 Ctl vs. DIV 14 Glio *
DIV 7 Glio vs. DIV 14 Ctl 0,418

DIV 7 Glio vs. DIV 14 Glio 0,8402
DIV 14 Ctl vs. DIV 14 Glio 0,8918
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Tab. 27: Aktive und Passive AP-Eigenschaften der Ganzzell-Patch-Clamp Aufnahmen
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Tab. 28: p-Werte multipler Vergleiche der Einfang-Frequenz Kurve im Vergleich
Kontrolle vs. Glio, Zweifache-ANOVA, *P<0,05, **P<0,01,***<P0,001, ****P<0,0001

Stromstufe (pA) DIV7 DIV 14
0 >0,9999 >0,9999
50 0,9979 >0,9999
100 0,713 >0,9999
150 0,8621 >0,9999
200 0,8858 >0,9999
250 >0,9999 >0,9999
300 >0,9999 >0,9999
350 >0,9999 >0,9999
400 >0,9999 >0,9999
450 >0,9999 0,9781
500 >0,9999 0,9961
550 0,9982 0,9417
600 >0,9999 0,804
650 >0,9999 0,3982
700 0,9556 0,3744
750 0,9982 0,2934
800 0,8596 0,1554
850 0,9969 0,1273

Tab. 29: AIS-Lange gepatchter OTC. Vergleich Kontrolle vs. Glioblastom. Ergebnisse
der einzelnen Langenmessungen, n= ca.50 AlS/Kondition

mittlere min. max.
Lange Lange Lange
Altersstufe Gruppe n* (um) SD (um) (um)
DIV7 Ctl 50 30,03 10,62 13,56 48,47
Glio 34 31,64 7,67 16,43 45,79
DIV 14 Ctl 50 30,82 9 10,68 55,32
Glio 56 38,38 8,78 17,55 65,24

* Anzahl der gemessenen AlS

Tab. 30: AIS-Lange in OTC. Vergleich Kontrolle vs. Glioblastom: P-Werte des
mehrfachen Vergleichs der AIS-Lange zwischen DIV 7 und DIV 14. n= ca. 50
AlS/Kondition, Einweg-ANOVA, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001

Vergleich

P-Wert

DIV 7 Ctl vs. DIV 7 Glio
DIV 14 Ctl vs. DIV 14

Glio

ns

*k%k
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