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1. Einleitung

1.1 Glioblastom

Das Glioblastom (GBM) ist der haufigste und aggressivste maligne Hirntumor des
Menschen (Abb.1) und wird aufgrund seines infilirierenden Wachstums sowie dem
haufigen Vorhandensein von nekrotischen Arealen von der WHO als Grad IV eingestuft
[1]. Die Prognose ist trotz intensiver Forschung infaust. Das mediane Uberleben nach
GBM Diagnose betragt trotz multimodaler Therapie mit chirurgischer Resektion,
adjuvanter Radiotherapie, sowie Temozolomid (TMZ) Chemotherapie nur etwa 15 Monate
[2]. Das GBM entsteht aus Gliazellen, den Stitzzellen im Zentralennervensystem (ZNS)
wie den Astrozyten oder deren Vorlauferzellen [3, 4]. Wahrend sich das primare GBM de
novo innerhalb weniger Monate entwickelt, entsteht das sekundare GBM uber Jahre

hinweg aus einer Vorstufe, einem Astrozytom vom WHO Grad Il [5].

67,8% benigne Haufigkeiten der Hirntumore
Tumoren

8% 6,7%
1,1%

= Nicht-malignes Meningeom

= Nicht-maligner Hypophysen
Tumor
15,1% Nicht-maligner
Nervenscheidentumor
Weitere nicht-maligne Tumore

32,8% Nicht-malignes Gliom

11,3% = Glioblastom

= Weitere maligne Gliome

5,9% Weitere maligne Tumore
0,5%

= Malignes Meningeom

35,9%
32,8% maligne

Tumoren

Abbildung 1: Haufigkeiten der Hirntumore - Dargestellt sind die Haufigkeitsverteilungen der
Hirntumore. Die malignen Neoplasien machen etwa ein Drittel aus. Dabei kommt das GBM am

haufigsten vor. Eigene Darstellung angelehnt an [6].

Das Glioblastom tritt mit einer Haufigkeit von 2-3 pro 100.000 Erwachsene/Jahr auf.
Manner sind im Verhéltnis 1,26:1 etwas haufiger betroffen als Frauen. Die hdéchste
Inzidenz liegt im Alter zwischen 55 und 60 Jahren [7]. Bei Kindern kommt es sehr selten
vor, hat aber eine bessere Prognose [8]. Das juvenile GBM zeigt keine morphologischen

Abweichungen zum GBM des Erwachsenen. Lediglich der Ki-67 Index, ein
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immunhistochemischer Proliferationsmarker, ist bei Kindern hoéher [5]. Haufigste
Lokalisationen sind die zerebralen Hemispharen, entsprechend liegen 95% dieser
Tumoren supratentoriell. Der Tumor ist meistens im Frontal-, Temporal- oder
Parietallappen lokalisiert, nur selten im Kleinhirn und noch seltener im Ruickenmark [9,
10].

Das Glioblastom prasentiert sich makro- und mikroskopisch ausgesprochen heterogen.
Infiltrierendes schnelles Wachstum in umliegendes Gewebe und nekrotische Areale,
sowie mikrovaskulare Proliferationen sind kennzeichnend flir diesen Tumor [11]. Daneben
imponiert eine sogenannte bunte Schnittfliche mit multifokalen Hamorrhagien,
thrombosierten GefalRen sowie nekrotischen und zystischen Arealen [10]. Die
Heterogenitat spiegelt sich auch auf genetischer und molekularer Ebene wider (siehe
Kapitel 1.1.5), weshalb sich die Therapie insgesamt schwierig gestaltet. Das
progressionsfreie Uberleben liegt bei nur 7-8 Monaten, die 5 Jahresiiberlebensrate liegt
bei 9,8% [12]. Die Therapie ist unter anderem vom Alter des Patienten, sowie von der

Tumorlokalisation abhangig.

Der urspringliche Zusatz ,multiforme® ist immer noch gelaufig, obwohl er, nach der neuen
WHO-Klassifikation von 2016, nicht mehr langer Teil der Bezeichnung des Glioblastoms
ist [13]. Daflr werden in dieser zum ersten Mal, neben der Histologie, auch molekulare
Parameter in die Definition mit einbezogen [1]. Der prognostische Biomarker Isocitrat-
Dehydrogenase (IDH) ist nun Teil der Diagnosekriterien des GBMs. Es wird
unterschieden zwischen einem IDH-Wildtyp, -Mutant oder NOS (not otherwise specified)
[12]. Der IDH-Wildtyp macht etwa 90% aus und wird vor allem dem primaren GBM
zugeordnet. Die Patienten in dieser Gruppe sind bei Erkrankung zumeist 55 Jahre oder
alter. Das durchschnittliche Uberleben betragt bei ihnen ohne Therapie 4,7 Monate. Der
IDH-Mutant macht nur 10% aus und wird dem sekundaren GBM zugeteilt. Diese treten
eher bei jingeren Patienten unter 45 Jahren auf, die eine etwas bessere Prognose, mit
7,8 Monaten im Mittel, ohne Therapie haben (Abb. 2). Primare GBM kommen eher bei
Mannern vor, wahrend sekundare haufiger bei Frauen vorkommen [7]. NOS Formen sind

zumeist Folge einer unvollstandigen IDH Untersuchung [1].
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Abbildung 2: Uberlebensraten des GBM [7] - Die mittlere Uberlebensrate liegt beim sekundéren
GBM mit 7,8 Monaten deutlich hoher, als beim primaren GBM mit 4,7 Monaten.

1.1.1 Atiologie

Ethnien mit weiRer Hautfarbe haben gegentber Farbigen ein doppelt so hohes Risiko, an
einem GBM zu erkranken [9]. Hohe Dosen ionisierender Strahlung ist der einzige
bestatigte Risikofaktor flir das Auftreten eines GBM [7]. Routineuntersuchungen mit
diagnostischer Strahlung sowohl im Kindes-, als auch im Erwachsenenalter stehen
hingegen nicht im Zusammenhang mit der Entwicklung eines GBM [10]. Potentiell
gefahrlich kdbnnen Pestizide, polyzyklische aromatische Verbindungen und Lésungsmittel
sein. Elektromagnetische Felder stehen ebenfalls im Verdacht, mit der Ausbildung eines
GBM in Zusammenhang zu stehen [5]. Weitere Faktoren, die mit einem hoéheren Risiko
fur die Ausbildung eines Glioblastoms zusammenhangen, sind: hoher soziobkonomischer
Status und hoheres GroélRenwachstum. Es besteht keine Assoziation mit Lifestyle-
Faktoren wie Rauchen, Alkoholkonsum oder der Exposition gegenluber N-Nitrosaminen
[9]. Familidre Haufungen des GBMs machen lediglich etwa 1% aus. Das GBM kann
haufiger bei genetischen Erkrankungen wie der tuberésen Sklerose, dem Turcot-
Syndrom, multiple endokrine Neoplasie (MEN) Typ2a und der Neurofibromatose Typ1
auftreten. Auch das Cytomegalievirus (CMV) steht atiologisch mit der Verursachung eines
GBM in Verbindung [5].

1.1.2 Klinische Symptomatik

Die Symptome variieren abhangig von der GréRe und der Lokalisation des Tumors [13].
Unterschiedliche Mechanismen spielen dabei eine Rolle: Zum einem wird Hirngewebe
direkt durch das invasive Wachstum des Tumors zerstort, es kommt zu fokalen
neurologischen Defiziten und kognitiven Beeintrachtigungen. Im Temporallappen
imponieren beispielsweise hierdurch Hor- und Sehstérungen, wahrend es bei einer Lasion
im Frontallappen zu Persdnlichkeitsverdnderungen und Desorientiertheit kommen kann.

Durch das zunehmende Tumorvolumen und ein umgebendes Odem entsteht ein erhdhter
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Hirndruck, der sich durch Kopfschmerzen ohne spezifisches Muster duf3ern kann. Es
kann zu Erbrechen und einem Papillenddem kommen. Je nach Lokalisation des Tumors
kann es in 20-40% der Falle auch zu epileptischen Anfallen kommen, die meist fokal
beginnen [10]. Nicht selten werden die ersten unspezifischen Symptome eines Hirntumors
als Infektion, inflammatorischer Prozess oder immunologische Erkrankung gedeutet [5].
Hochdosissteroide wie Dexamethason konnen im akuten Fall die aufgetretenen
Symptome aufgrund eines Hirnédems bessern [13]. Extrakraniale Metastasen sind beim
GBM extrem selten [14], nur 0,4-2% metastasieren aulierhalb des Gehirns. Grinde
hierfir konnen sein, dass die Tumorzellen nicht in die Gefale infiltrieren konnen,
Patienten schon vor dem Auftreten extrakranieller Metastasen versterben oder

extrakraniales Gewebe nicht die richtigen Wachstumsfaktoren fir das GBM bietet [15].

1.1.3 Diagnostik

Mithilfe der Bildgebung kann die Lokalisation und das Ausmall des Tumors ermittelt
werden, Mittel der Wahl st die Magnetresonanztomografie (MRT) mit
Kontrastmittelaufnahmen in T1 und T2 Wichtungen, sowie FLAIR (Fluid Attenuated
Inversion Recovery) Sequenzen. Das GBM zeigt sich typischerweise als irregular
geformte und kontrastmittelaufnehmende Lasion mit hypointensem Kern (Nekroseareal).
Der irregulére Rand stellt die Tumorausbreitung entlang der weilen Substanz dar [13], es
wird von einer ,girlandenartigen“ Kontrastmittelanreicherung gesprochen (Abb. 3). Eine
Computertomographie (CT) wird selten und nur bei vorliegenden Kontraindikationen fur
ein MRT verwendet. Hier erscheint die Tumorlasion hypointens mit einem umgebenden
heterogenen hyperdensen Ring, der den aktiven Tumoranteil darstellt. Ein Odem wiirde
sich rundherum hypointens darstellen. Haufig ist eine Mittellinienverschiebung zu
beobachten, ebenso kann eine Kompression der Ventrikel oder selten eine unkale oder
tentorielle Herniation auftreten [13]. In der Bildgebung erscheint der Tumor oft unifokal,
mutifokale Nachweise sind auch mdglich [10]. Ein Tumor, welcher das Corpus callosum
infiltriert und bilateral auf die Gegenseite wachst, wird als Schmetterlings-Gliom
bezeichnet [5]. Die Fluordesoxyglukose (FDG) Aufnahme ist im PET-CT (Positronen
Emissions Tomographie) beim high-grade Gliom deutlich erhéht [13]. Ein PET-CT gehort
allerdings nicht zur Standardbildgebung.



Abbildung 3: MRT eines GBM (T1-Wichtung mit Kontrastmittel, Transversalschnitt) [13] -
Axiale Schnittbildgebung zeigt im Bereich der rechten Basalganglien eine heterogene anreichernde

Tumorlasion mit hypointensem nekrotischen Kern.

Fur die Diagnosestellung ist die Bildgebung alleine nicht ausreichend, es wird eine
Gewebeprobe des Tumors bendtigt. Die stereotaktische Nadelbiopsie ist der am
wenigsten invasive Weg, Tumormaterial fir die histopathologische Untersuchung zu
gewinnen. Der Tumor wird Uber eine Kraniotomie und ein stereotaktisches System,
welches auf prdoperativer Bildgebung basiert, zielgenau erreicht. Dieser Weg wird
vorbehalten fur Patienten mit Komorbiditdten, welche keinen groflen Operationen

tolerieren oder flr nicht resezierbare Tumore aufgrund ihrer Lokalisation [13].

Die letztendliche Diagnose ist also histopathologischer Natur, erhalten aus einer Biopsie
oder des chirurgisch entfernten Tumors. Dabei spielen die Histologie und Immun-

histochemie des Tumorgewebes eine Rolle.

1.1.4 Histologie

Histologische Kriterien fur ein high grade-Astrozytom (Grad Il und IV nach WHO-
Standard) umfassen Hyperzellularitdt, Zellkernatypien und erhdhte mitotische Aktivitat.
Fir die Diagnose eines GBM (Grad 1V) kommt die mikrovaskulare Proliferation und/oder
Tumornekrose hinzu [2]. Das GBM besteht aus einer pleomorphen Zellpopulation mit
Uberwiegend erhohter mitotischer Aktivitdt. Die histologische Charakteristik kann
verschieden stark ausgepragt sein. Es finden sich kleine Zellen mit Anaplasien und
Anisokaryose. Die Zellen sind polygonal spindelférmig mit eosinophilem Zytoplasma und
undeutlichen Zellgrenzen. Es zeigt sich ein hyperchromatischer Zellkern, nuklearer
Pleomorphismus, und eine erhdhte Kern-Zytoplasma Relation. Multinukleare Zellen sowie
Lymphozyten, Neutrophile und nekrotische Zellen kdénnen vorhanden sein. Eine
ausgepragte Vaskularisation aufiert sich in der Proliferation umgebenden vaskularen

Endothels. Nekrotische Zellen sind charakteristisch fir das GBM. Sie kommen entweder



in groen Arealen im Zentrum des GBMs oder als kleine irregular geformte nekrotische

Brennpunkte dicht umgeben von speziellen Tumorzellen, den Pseudopalisaden [5] vor.

1.1.5 Genetische und molekulare Pathogenese

Das GBM zeichnet sich durch ein diffus infiltrierendes Wachstum aus. Es migriert entlang
der Basalmembran von kleinen Blutgefallen und kompakten Myelinbahnen durch den
Extrazellularraum (EZM) der weilten Substanz [15]. Die Invasion des EZM erfolgt mittels
Beeintrachtigung der Tight junctions zwischen den Zellen. Das GBM kann Connexin 43
herunterregulieren, dadurch wird die Adharenz und Kommunikation der benachbarten
Zellen eingeschrankt, was wiederum die Invasion erleichtert [12]. Metastasen Uber den
Liquor- oder Blutweg sind selten, dafir imponiert ein schnelles Tumorwachstum und
geringe Krankheitsdauer [5]. Es kommt zu einem Zusammenbruch der Blut-Hirn-
Schranke, weil der Kontakt zwischen Blutgefall und Astrozytenfortsatz unterbrochen wird.
Dies erlaubt potentiell zytotoxischen Zellen und Immunzellen, das Hirnparenchym zu

infiltrieren [15].

Die Tumorentwicklung steht mit einer gestorten Regulation des Zellzyklus und weiteren
genetischen Veranderungen in den Gliazellen, die in einer anhaltenden Proliferation
resultieren, in Zusammenhang [5]. Eine genomische Charakterisierung wurde 2008 vom
Cancer Genome Atlas (TCGA) Research Network durchgefihrt [16].

Der 0O6-Methylguanine-DNA-Methyltransferase (MGMT) -Methylierungsstatus ist ent-
scheidend fur die Prognose bzw. das Ansprechen auf die Temozolomid (TMZ) -Therapie.
TMZ als Therapie des GBM fugt Alkylgruppen zur DNA hinzu, die zum Zelltod fuhren. Ist
der MGMT-Promoter methyliert, ist das Reparaturgen des Tumors weniger aktiv. Dies
fuhrt zu einem besseren Ansprechen auf TMZ und damit zum Untergang der Tumorzellen.
Der Tumor kann diesem Mechanismus entgehen, wenn das MGMT-Protein nicht
methyliert und dadurch aktiv ist. Die DNA des GBM wird durch ein Reparaturgen, welches
die durch TMZ hinzugefiigten Alkylgruppen entfernt, repariert. Der Tumor besteht weiter
und spricht nur schlecht auf die Therapie an [17]. Ein Patient mit einem Tumor mit MGMT-
methyliertem Gen hat eine Uberlebenszeit von 22—-26 Monaten, im Vergleich dazu zeigt

ein nicht-methylierter Tumor nur eine Uberlebensdauer von 12—15 Monaten [12].

Genetische Veranderungen wie die EGFR Amplifikation (Epidermal Growth Factor
Receptor), sowie die Phosphatase und Tensin homologe (PTEN) Gen Mutation und
Verlust der Heterozygotie (LOH) auf Chromosom 10q sind haufiger beim primaren GBM
zu finden, wohingegen TP53 (Tumorsuppressorgen p53) und IDH1 Mutationen signifikant

haufiger beim sekundaren GBM auftreten [7].



LOH10: Der Verlust auf Chromosom 10 ist die haufigste genetische Veranderung im GBM
(60-80%), in vielen Fallen ist eine Kopie des Chromosoms 10 verloren gegangen. Diese
genetische Veranderung ist mit einer kurzen Uberlebenszeit des GBM assoziiert [7].
EGRF ist ein Wachstumsfaktor-Rezeptor, der extrazelluldre Liganden bindet [7]. Das
EGFR-Signal fordert die Zellteilung, steigert die Invasion des Tumors und die Resistenz
gegenlUber Radio- und Chemotherapie. 40% aller GBM zeigen eine EGFR-Amplifikation,

welche im primaren GBM haufiger vorkommt, als im sekundaren [9].

Das PTEN-Gen codiert ein Protein, welches eine wichtige Rolle in der Regulation der
Zellproliferation, Apoptose und Tumorinvasion spielt. Dieses Tumorsuppressorgen ist auf
Chromosom 10g23.3 lokalisiert. In 20-40% der GBM ist das PTEN-Gen inaktivierend

mutiert, fast ausschlieBlich im primaren GBM [9].

P53-Signalweg: Das TP53-Gen spielt eine wichtige Rolle im Zellzyklus, es leitet bei DNA-
Schaden die Apoptose ein. Durch Mutationen entfallt dieser Kontrollmechanismus, die
Mutation des TP53 wurde in Uber 60% beim sekundaren GBM bei vergleichsweise

jungeren Patienten gefunden und in 25-30% des primaren GBM [9].

Das Glioblastom kann aufgrund spezifischer Mutationsmuster in vier Subtypen unterteilt

werden:
Subtyp Prognose, Haufigkeit Charakteristik
Therapieansprechen
klassisch schlecht 39% EGFR Amplifikation, CDKN2A
Deletion, Verlust Chromosom
10, Chromosom 7
Amplifikationen
mesenchymal schlecht 35% NF1 Deletion, Wildtyp IDH1,
CHI3L1 Amplifikation
proneural besser, langsame 26% PDGFRA Ampilifikation, IDH1
Progression, sekund. Mutation, TP53 Mutation
GBM, jungeres Alter
neural ahnlich Eindeutige GBM Morphologie

normalem
Hirngewebe =~ NEFL, SYT-1

Tabelle 1: Charakteristik der Hauptphanotypen des GBM - Eigene Darstellung, in Anlehnung an
[18, 19].

Die genetische Charakteristik der einzelnen Subtypen kann Tabelle 1 entnommen
werden. Ubergange zwischen den Einteilungen sind maglich. Auch durch Veranderungen
der Tumormikroumgebung wurden bereits mehrere Subtypen im selben Tumor

nachgewiesen. Hohe Expression mesenchymaler und astrozytotischer Marker kdénnen



einen Ubergang vom epithelialen zum mensenchymalen Subtyp anzeigen [18]. Klinische
Konsequenz des mesenchymalen Subtyps ist eine erhdhte Menge an Nekrose,
inflammatorischen Infiltraten und ein sich verschlechterndes Odem [13]. Eine aggressive
Therapie reduziert die Mortalitadt des klassischen und mesenchymalen Subtypen, hat aber
keine Auswirkung auf das Uberleben des proneuralen Subtyps. Der proneurale Subtyp
wird dem sekundaren GBM zugeordnet, ist also mit jingerem Alter und besserem
Uberleben assoziiert [18] (Tab. 1).

1.1.6 Therapie

Seit der 2005 von Roger Stupp eingeflihrten Standardtherapie mit Radiotherapie und
gleichzeitiger TMZ Chemotherapie, die sich an eine Resektion des Tumors anschliel3en,
liegt das Uberleben der Patienten im Mittel bei 14,6 Monaten [20]. Etablierte
prognostische Faktoren sind dabei die Tumorlokalisation, die Vollstandigkeit der
chirurgischen Resektion, das Patientenalter, sowie der Karnofsky Performance Status
(KPS) [5].

Die chirurgische Resektion ist eine Hauptkomponente der Standardtherapie des GBM. Ein
Einflussfaktor, ob der Patient flr eine chirurgische Resektion in Frage kommt, ist neben
der Tumorlokalisation der KPS-Index [13]. Der KPS beschreibt das physische
Wohlbefinden und die Einschrankung bei Aktivitaten des Krebspatienten und quantifiziert
diese auf einer Skala von 0-100, wobei 100 den Normalzustand darstellt. Das Ausmalf}
der Resektion ist Uberwiegend abhangig von der Lokalisation des Tumors. Da es sich um
einen sehr invasiven Tumor handelt, kann nur selten der komplette Tumor reseziert
werden. Es kommt zu Rezidiven, in 80% im Abstand von 2 - 3 cm zu den Grenzen der
Resektion. Nicht resezierbare Tumore haben eine noch schlechtere Prognose [10]. Je
besser die Resektion gelingt, desto langer das Uberleben. Zur Unterstiitzung der
Resektion kann mit 5-Aminolavulinsdure (5-ALA) gearbeitet werden: 5-ALA wird
praoperativ oral gegeben und reichert sich im Gliom an, hier akkumuliert der Metabolit
Protoporphyrin 9 mit fluoreszierenden Eigenschaften. Das diffus infiltrierte maligne
Gewebe ist somit durch eine Fluoreszenz optisch zu erkennen, die sensitiver als eine
Kontrastmittelanreicherung in der MRT-Bildgebung ist [21]. Die Resektion erfolgt nun
mithilfe eines intraoperativen Mikroskops deutlich genauer mit Randkontrolle. Zwar kann
eine komplette Tumorexstirpation den Patienten nicht heilen [22], dennoch ist das Ziel der
chirurgischen Resektion, moéglichst viel Tumormasse zu entfernen, ohne unerwiinschte
neurologische Folgen zu riskieren. Die Entfernung des Tumors ist der wichtigste
therapeutische und prognostische Faktor [23]. Es zeigt sich ein signifikant langeres

Uberleben bei einer kompletten Resektion, im Vergleich zur subtotalen Resektion [9].



Eventuell konnen Patienten auch von einer Re-Resektion in der Rezidivsituation

profitieren [13].

Eine Bestrahlung sollte sich der chirurgischen Resektion anschlie3en [10]. Dabei stellt die
fraktionierte Radiotherapie mit 55-60 Gy - aufgeteilt in 2 Gy Fraktionen Gber 6 Wochen -
den Standard dar [22, 23]. Zeitgleich mit einer Chemotherapie sind die Zellen noch

radiosensitiver.

Der therapeutische Ansatz der Chemotherapie zusatzlich zur Radiotherapie hat das
Uberleben der Patienten mit neu diagnostiziertem Glioblastom signifikant um 2,5 Monate
verbessert [20]. Temozolomid (Temodal®) ist hierbei das Standardtherapeutikum. Es
erfolgt eine orale oder intravendse Applikation, gleichzeitig mit der Radiotherapie, welche
dariber hinaus als Erhaltungstherapie fortgefiihrt wird. TMZ ist zytotoxisch, indem es die
DNA an Guanin O6 methyliert, blockiert den Zellzyklus und induziert Apoptose [10]. Der
aktive Metabolit MTIC (5-3-Methyl(triazen-1-yl)-imidazol-4-carboxamid) erreicht die
héchste Konzentration nach 30-90 Minuten nach Einnahme. Die Standarddosierung
betragt 150-200 mg/m? Koérperoberflache an Tag 1-5 bei einem 28 Tage Zyklus. Es
erfolgen maximal 6 Zyklen aufeinander. Ein MRT wird zur Kontrolle alle 3 Monate
durchgefluhrt [22].

Zusammenfassend fuhrt die alleinige chirurgische Resektion zu einem medianen
Uberleben von circa 6 Monaten. In Kombination mit einer Radiotherapie verlangert sich
das Uberleben durchschnittlich auf 12,1 Monate. Kommt eine zusatzliche Chemotherapie
mit TMZ hinzu, kann mit einem medianen Uberleben von insgesamt 14,6 Monaten

gerechnet werden [23].

Weitere Therapieansatze wurden in der Vergangenheit untersucht, bisher nur mit
eingeschranktem Erfolg [10]. Klassische Ansatze sind die Inhibition der Wachstumsfaktor-
Signalwege. So sind z.B. Gefitinib und Erlotinib (Tyrosinkinase-Inhibitoren) im
praklinischen Modell erfolgreich, konnten in klinischen Studien aber nicht mit einer
héheren Effektivitat gegentber der Standardtherapie Uberzeugen. Auch die Angiogenese
Inhibition durch Bevacizumab bei Uber-exprimierten VEGF (Vaskular Endothelial Growth
Factor), welcher die Blutzufuhr des Tumors unterbrechen soll, hat nur eingeschrankte
klinische Bedeutung [23]. Eine Therapie durch Beeinflussung der RNA oder eine
Immuntherapie ahnlich einer Impfung ist ebenso mdglich. Dabei soll das Immunsystem
trainiert werden, Tumorzellen zu erkennen und zu eliminieren [5]. Des Weiteren sind
Mikrogliazellen als therapeutische Vektoren, welche Substanzen oder Gene in die
Tumorumgebung bringen, denkbar. Eine weitere Therapiemdglichkeit sind natirliche

Toxine gekoppelt an Medikamente, die an Uber-exprimierten Faktoren an Krebszellen



binden. So entstehen zielgerichtete Toxine, die selektiv Krebszellen, die gegen Radio-
und Chemotherapie resistent sind, vernichten [24]. In Zukunft sollte auch der IDH-Status
oder der MGMT Methylierungs-Status eine Rolle bei einer individuellen Therapie spielen
[12]. Das Therapieversagen ist zum einen der Blut-Hirn-Schranke geschuldet: zu geringe
Konzentrationen des Chemotherapeutikums kommen am Wirkort an, zum anderen
erschwert die diffuse Invasion der GBM Zellen eine Therapie [15]. Das invasive
Wachstum mit einem hohen Risiko an Rezidiven, welche nur schwer zu therapieren sind,
ist unter anderem der Prasenz von stammzellahnlichen Glioblastomzellen geschuldet,
welche sich selbst erneuern kénnen und hohes tumorerzeugendes Potential besitzen [3].
Die stammzellahnlichen Zellen CSC (cancer stem like cells) bieten einen viel-

versprechenden Therapieansatz.

1.2 Stammzellhypothese

Ein Tumor besteht aus einer heterogenen Zellpopulation, dazu gehdren
stammzellahnliche Zellen (CSC), Vorlauferzellen und differenzierte Zellen. CSC haben die
Fahigkeit zur Selbsterneuerung, Proliferation und Differenzierung zu Vorlauferzellen, die
das Tumorwachstum vorantreiben [25], wie in Abb. 4 ersichtlich. Herkdmmliche Therapien
dammen das Tumorwachstum ein, indem die Zellen mit limitiertem proliferativem Potential
untergehen. Da die CSC weniger sensitiv flr diese Therapien sind, bleiben sie erhalten
und initiieren den Tumor nach der Therapie erneut, und sind damit fir dessen
Rezidivwachstum verantwortlich [26]. Somit hat eine tumorspezifische Subpopulation von
CSC die Fahigkeit, einen Tumor zu formieren und vermittelt die Radio- und
Chemoresistenz [27]. CSC haben in den meisten Tumoren keine multipotenten
Fahigkeiten und kénnen keine asymmetrische Zellteilung vollziehen, sie kénnen sich nur
in einen Typ von Zellen differenzieren und nicht in eine ganze Abstammungslinie [28].
Vorlauferzellen sind meistens unipotent und haben stark eingeschrankte Fahigkeit zur

Selbsterneuerung [25].
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Abbildung 4: Tumorstammzell-Charakteristik [29] - Funktionelle Kriterien der CSC sind
anhaltende Selbsterneuerung, persistente Proliferation und die Tumorinitiation nach sekundarer
Transplantation. Diese drei Merkmale gehdren zur Definition. CSC teilen zusatzlich auch einige
Merkmale mit somatischen Stammzellen wie eine bestimmte Haufigkeit in einem Tumor, die
Fahigkeit sich zu differenzierten Vorlduferzellen zu entwickeln und Stammzellmarker zu

exprimieren.

1.2.1 Stammzellmodelle

Hierarchisches Stammzellmodell

Das hierarchische Modell nimmt an, dass sich der Tumor aus einer heterogenen
Zellpopulation, die aus den CSC hervorgegangen sind, entwickelt [25]. Das Tumor-
wachstum geht von einer kleinen Subpopulation an der Spitze aus. Diese CSC haben
exklusiv die Kapazitat zur Selbsterneuerung und Tumorprogression [27]. Die Mehrzahl der
Zellen, die aus den CSC durch Differenzierung entstanden sind, hat keine Fahigkeit zur
Selbsterneuerung, sie bilden den Anteil schnell wachsender Tumorzellen (vergleiche Abb.
5 (A)). Damit entsteht Heterogenitat auf Grundlage der Differenzierung der CSC [30]. Das
hierarchische Stammzellmodell wurde hinterfragt, nachdem entdeckt wurde, dass in
Nischen mit Hypoxie oder niedrigem pH-Wert differenzierte Zellen ohne Stammzell-
eigenschaften (non-CSC) stammzellahnliche Eigenschaften annehmen kénnen [19].

Stochastisches Stammzellmodell

Das stochastische Modell oder klonales Evolutionsmodell geht von der Annahme aus,
dass die meisten Tumorzellen zur Selbsterneuerung und Tumoraufrechterhaltung fahig

sind. Heterogenitat entsteht hier nicht nur aus der Differenzierung, sondern aus
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epigenetischer  intraklonaler = genetischer  Variation  durch  Mutationen  und
Umgebungseinflissen. Hier steht, im Gegensatz zum hierarchischen Modell, keine
Subpopulation an der Spitze, sondern mehrere Zellen haben die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung und Tumoraufrechterhaltung [30], siehe Abb. 5 (B). Jede differenzierte
Zelle kann durch multiple Mutationen, Fahigkeiten einer Stammzellen - wie die
Selbsterneuerung - erwerben [27]. Alle Zelltypen kénnen ineinander Ubergehen, ohne

einer hierarchischen Ordnung zu unterliegen.

Das Konzept der zellularen Plastizitat vereint die beiden Modelle zu einem [28]. Im
hierarchisch organisierten Modell kdnnen Zellpopulationen ineinander Ubergehen, die
Zustande sind nicht so starr, wie zunachst angenommen. Auch aus dem stochastischen
Modell kénnen hierarchisch organisierte Zellpopulationen hervorgehen [28], die beiden

Modelle schlieRen sich gegenseitig nicht aus.

Ruhende Stammzellen

Erganzt werden diese Modelle durch die Annahme, dass ein ruhender und ein aktiver
Pool von Stammzellen existiert, die ineinander Ubergehen koénnen [31]. Auch
Vorlauferzellen, die von ruhenden Stammzellen abstammen und aus denen sich der
Tumor entwickelt, konnen sich wieder zu CSC de-differenzieren [3]. Ruhende
Stammzellen befinden sich im GO Stadium der Mitose und sind deshalb sehr
therapieresistent, verglichen mit einem Stadium der aktiven Proliferation oder Teilung [3,
31]. Sie befinden sich ebenfalls in Gewebenischen in der Tumormikroumgebung. Durch
eine Therapie werden nur die differenzierten Zellen sowie die aktiven CSC eliminiert,

wahrend die ruhenden Stammzellen Uberleben und ein Rezidiv initiieren kdnnen.

() :m (®)

Abbildung 5: Stammzellmodelle - (A) hierarchisches Modell: CSC stellen eine kleine
Subpopulation des Tumors da, nur aus ihnen kann sich der Tumor entwickeln. (B) klonales,
stochastisches Modell: jede Zelle kann durch Mutationen oder duRere Umgebungseinflisse eine
Tumor-auslésende-Zelle werden. Es herrscht intratumorale genetische Heterogenitat. Eigene
Darstellung, in Anlehnung an [30].
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1.2.2 Tumormikroumgebung

Die Tumormikroumgebung stellt einen wichtigen Faktor flr die intratumorale Heterogenitat
dar. Nischen sind abgegrenzte Bereiche in der Tumorumgebung, CSC existieren in
spezifischen perivaskularen, immunologischen oder hypoxischen Nischen [32, 33]. Die
Nische hat dabei sowohl anatomische, als auch funktionale Dimensionen [34].
Stammzellen und ihre Nischen unterhalten eine bidirektionale Interaktion, CSC
beeinflussen einerseits ihre Umgebung und werden andererseits von Signalen dieser
reguliert (Abb. 6). Die Nischen erhalten z.B. die Eigenschaften der CSC aufrecht,
schutzen sie vor dem Immunsystem, erleichtern die Metastasierung und erhalten deren
phanotypische Plastizitdt [28]. Daraus ergibt sich ein neuer Therapieansatz: die
Tumorentwicklung kénnte durch eine gezielte Beeinflussung der Tumormikroumgebung
die CSC limitieren [33].

CSC Regulation

Microenvironment Niche factors

Complex
carbohydrates

Metabaolism

Epigenetic

Abbildung 6: CSC Regulationen und Interaktionen [29] - Zu den intrinsischen, autonomen CSC-
Einflissen gehoéren die genetischen, epigenetischen und die metabolischen Interaktionen. Zu den
extrinsischen von extern kommenden Signalen gehéren das Immunsystem, die Tumorumgebung

und die Nischenfaktoren.

Hypoxische Nische

CSC reichern sich unter anderem in Nischen mit hypoxischen Arealen an. Diese finden
sich meisten in der Mitte der Tumorlasion, da dort die Gefaltversorgung bei zunehmender
GroRe nicht mehr ausreicht, das vaskulare System weniger gut ausgereift ist und die

Sauerstoffkonzentration abfallt [35]. Hypoxie fordert die Tumorangiogenese, die
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Aggressivitat, und steigert Therapieresistenzen. Ebenso unterstitzt diese Nische die
CSC-Selbsterhaltung und -Proliferation und induziert non-CSC, CSC-Eigenschaften
auszubilden. Hypoxie fordert die Expression des Hypoxie-induzierten Faktor (HIF). HIF
kann als Transkriptionsfaktor Gene aktivieren, um die Zelle an die mangelnde
Sauerstoffversorgung anzupassen, wie z.B. die EPO-Synthese oder die Aktivierung der
anaeroben Glykolyse. Im GBM sorgt HIF wiederum flr die Aktivierung der Notch-
Signalkaskade in den CSC, dies fiuhrt zu einer erhéhten Expression von
Stammzellmarkern wie CD133 oder Nestin [33, 36]. Hypoxie fordert somit die
Aufrechterhaltung von Stammzellen und inhibiert die Differenzierung der CSC. Die VEGF
Expression wird durch hypoxische Bedingungen und HIF ebenfalls ausgelést. VEGF
férdert die Angiogenese und die Tumorigenitat [33]. Medikamente kdnnen das hypoxische
Gewebe weniger gut penetrieren, sodass die CSC in ihrer Nische vor externen Einflissen
geschitzt sind [19]. Hypoxie schiitzt CSC damit auch vor Radio- und Chemotherapie [28].
Das Glioblastom zeichnet sich desweiterem durch nekrotische Zellen aus. CSC reichern
sich in perinekrotischen Regionen mit hypoxischen Bedingungen an [33]. Die Migration
und Invasion des GBM wird durch nekrotische Zellen geférdert [11]. Nekrotische Zellen
fuhren Uber Aktivierung von NF-kB (nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer' of
activated B-cells) und AP-1 (Aktivator Protein 1) Signalwegen zu einer erhéhten IL-8-
Ausschattung. IL-8-positive Zellen sind somit vor allem in der perinekrotischen Zone

lokalisiert und sind mit einer erhdhten Migration und Invasion des GBMs verbunden [11].

Immunologische Nische

Die immunologische Nische spielt ebenfalls eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung
von CSC. Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM) sind tumorinfiltrierende Zellen im GBM,
diese sind neben CD133-positiven Zellen in hypoxischen Arealen lokalisiert [33]. TAM
haben einen Einfluss auf das Tumorwachstum und den Malignitatsgrad des Tumors. Die
Interaktion zwischen CSC und inflammatorischen Zellen sorgt fur eine inflammatorische
Umgebung mit hohem Tumorigenitatspotential. TGFB (Transforming growth Factor),
VEGF, SDF-1 (stromal cell-derived factor 1) und Stickstoffmonoxid werden von
Immunzellen produziert und sorgen ebenfalls fur die Aufrechterhaltung der CSC [33].
Hypoxische CSC verhindern auf’erdem die Proliferation CD8+ T-Lymphozyten und

schutzen sich so vor dem Immunsystem [28].

Vaskulére Nische

Die Nahe zu Gefalen spielt bei der Erhaltung sowie der Invasion des GBMs eine
besondere Rolle. Die perivaskuldre Nische ist reich an extrazellularen Matrixproteinen
(z.B. Laminin) die Proliferation, Uberleben und Migration von Stammzellen férdern [33].

CSC setzen proangiogenetische Faktoren wie VEGF frei, diese verursachen die Migration
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von Endothelzellen in die Tumormasse und férdern somit die Angiogenese und erhdhte
BlutgefalRpermeabilitat [33]. Osteopontin, welches sich in der perivaskularen Nische
bildet, fordert die Aufrechterhaltung von CSC, durch die Aktivierung von CD44, eines
Stammzellmarkers. Das GBM sezerniert FGF-2 (Fibroblast Growth Factor 2), welches die
Blut-Hirn-Schranke aufrechterhalt und somit unter anderem fir die Medikamenten—

Resistenz des Tumors verantwortlich ist [33].

1.2.3 Stammzellmarker
SOX-2 ist ein Transkriptionsfaktor, welcher im GBM lberexprimiert wird. Er sorgt fur die
Aufrechterhaltung der Pluripotenz der Stammzellen, weshalb er auch als neuronaler

Stammzellmarker bezeichnet wird [25].

Nestin ist ein Marker fiir neuronale Vorlauferzellen und ist ein Intermediarfilament. Zellen,
welche Nestin exprimieren, wird die die Fahigkeit zur Differenzierung zugeschrieben [25].
Nestin und SOX-2 sind zwar typische Stammzellmarker, werden aber von mehreren
neuronalen Zellen exprimiert, weshalb sie nicht als einzige Stammzellmarker benutzt

werden sollten [31].

CD133 (Prominin-1) ist ein Glykoprotein, welches an der Oberflache und im Zytoplasma
neuronaler Stammzellen exprimiert wird. Es reichert sich in Zellen mit hoher Rate an
Selbsterneuerung, Proliferation und erhdhter Differenzierungskapazitat an [29]. CD133
spielt eine zentrale Rolle bei der Tumorinvasion und Rezidiventstehung, weshalb es als
typischer Stammzellmarker gilt. Singh et al. beobachteten 2005, dass nur die CD133-
positiven Zellen einen Tumor im Mausmodell initiieren konnten, woraufhin die Meinung
entstand, nur die CD133-positive Fraktion koénne proliferieren, zeige eine
Selbsterneuerung in vitro und enthalte tumorauslésende Zellen, die den originaren Tumor
in immundefizienten Mausen wachsen liel3e [37]. Diese Annahmen sind nicht mehr ganz
richtig, nachdem nachgewiesen wurde, dass auch aus einer Subpopulation von CD133-
negativen Zellen CD133-positive Zellen entstehen koénnen [33]. Somit haben sowohl
CD133-positive, als auch -negative Subpopulationen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung
und Tumorinitiation [38]. CD133 bestimmt die Tumoraggressivitat (CD133-positiven Zellen
wird nachgesagt resistenter gegentiber Radiotherapie zu sein) [3], ist aber nicht essentiell
fur die Tumorentstehung [25]. Trotzdem wird die Expression von CD133 weiterhin als eine
typische Eigenschaft von Stammzellen gesehen und deshalb als Stammzellmarker

genutzt.

Die CSC im GBM exprimieren CD133 und Nestin, welche aber auch von differenzierten
Zellen oder Vorlauferzellen exprimiert werden [39]. Stammzellmarker sind zwar sinnvoll

um Stammzellpopulationen von den Zellen ohne Stammzelleigenschaften zu
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unterscheiden, dennoch sind sie nicht ausreichend um eine Population eindeutig und
alleinig als Stammzellen zu definieren - insbesondere da diese Eigenschaften (teilweise)
durch Veranderungen der Mikroumgebung erworben werden kénnen [29]. Es sollte daher

immer eine Kombination von verschiedenen Markern benutzt werden.

1.2.4 Resistenzen

CSC sind im Gegensatz zu hoher differenzierten Gliomzellen resistent gegenuber Radio-
und Chemotherapie [33]. Die exakten Mechanismen sind noch unklar, hangen aber
vermutlich mit einem langsameren Zellzyklus, Resistenzen der DNA gegeniber
Zellschaden und der Vermeidung des Zelltods zusammen. Multiple drug resistance (MDR)
— Gene, codieren unter anderem fir Transporter, welche Substanzen wieder aus der Zelle
herausschleusen [3] und sind vor allem in CD133-positiven Zellen iberexprimiert. Die
Heterogenitat des GBM ist im Allgemeinen eine der Hauptursachen der Therapieresistenz
und des malignen Ruckfalls [19]. Die Zellen unterliegen dynamischen Veranderungen
angepasst an die Tumorentwicklung und die Tumormikroumgebung [40], sodass nicht alle
Zellen mit einem Therapieansatz erreicht werden. Etliche DNA-Reparatur-Aberrationen,
wie z.B. ein unmethylieter MGMT-Promoter in CSC, sind verantwortlich flr das schlechte
Ansprechen der Therapien und ein verkirztes Uberleben. CSC profitieren insgesamt von

einer verbesserten DNA Reparatur [19].

1.3 Tumormodelle

Tumorzellen werden in der in vitro Forschung in Zellkulturen kultiviert, dafir gibt es
verschieden Mdglichkeiten, um die Zellen moglichst unter realitatsgetreuen Bedingungen
zu vermehren und untersuchen zu kénnen. Adharente Zellkulturen in der Petrischale
stellen den einfachsten Weg dar, Tumorzellen zu vermehren, jedoch gibt es einige
deutlich komplexere Modelle, die besser die in vivo Tumorumgebung darstellen. Das
Medium, aus welchem die Zellen die Wachstumsfaktoren beziehen, stellt einen weiteren

Aspekt dar, Einfluss auf die Versuche auszutiben.

1.3.1 2D in vitro Modelle

In der Standardzellkultur (2D) vermehren sich die Zellen adharent auf dem Boden der
Petrischale und werden an ihrer Oberflache mit Medium versorgt. Allerdings zeigen 2D-
Kulturen genetische und molekulare Abweichungen gegeniiber dem origindren Tumor
[41]. Die Muster der Genexpression sind in ihrer Komplexitat reduziert. Es wird berichtet,
dass die Heterogenitat des Tumors verschwindet, sobald er aus dem Patienten entfernt
wurde und im Labor in einer 2D-Kultur angezichtet wird. Der in der Zellkultur herrschende

selektive Druck fuhrt dazu, dass sich die wenig differenzierten Zellen vermehren und
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deshalb wichtige biologische Eigenschaften der Zelllinie verloren gehen. Zusatzlich zeigen
sich wahrend der in vitro Kultur viele genomische Veranderungen, z.B. werden EGFR
Amplifikationen, welche im Originaltumor eines GBM imponieren, nicht aufrechterhalten
[42]. GBM-Zelllinien, die in 2D in vitro Systemen kultiviert werden, sind phanotypischen
Veranderungen unterlegen und reagieren auf zytotoxische Behandlungen anders als
nachher in der klinischen Phase beim Patienten [43]. Neue Therapien kdnnen oft trotz
vielversprechender praklinischer Daten in der klinischen Anwendung nicht Uberzeugen.
Eine Ursache dafir konnte die Nutzung simpler 2D in vitro Zellkulturen sein, die die

klinische Effektivitat weniger gut vorhersagen koénnen [43].

Zellkulturen, mit denen man CSC anreichern kann und die die molekulare Charakteristik
und Heterogenitat des GBM abbilden, sind essentiell fir die Untersuchung geeigneter
Therapien fir das GBM [41]. Das 2D in vitro Modell hat nur eine reduzierte
pathophysiologische Relevanz und bildet nur wenige Aspekte der Tumormikroumgebung
ab. Allerdings gelingt hierbei die Kontrolle der meisten experimentellen Variablen und das
Erstellen quantitativer Analysen am einfachsten. Dies ist der Grund dafir, dass das 2D in
vitro System noch oft zum Einsatz kommt. Eine Abwandlung dieser Kulturen kann z.B. die
Migrationsfahigkeit von Zellen darstellen; so werden Transwell-based-Assays zur
Beurteilung der Migrations- und Invasionsfahigkeit der Tumorzellen genutzt. Dabei kommt
eine permeable Membran mit Mikroporen zum Einsatz. Durch diese entstehen zwei
Kompartimente mit verschiedenen Einflissen, die die Migration der Zellen Uber die
Membran beobachten lasst [44]. Hybrid-Modelle sind Versuche, in denen ex vivo
Tumoranteile in extrazellularer Matrix (EZM) eingebettet werden. So kann das
Ansprechen verschiedener Therapien oder das Wachstumsverhalten untersucht werden
[44]. Die 2D-Kultur in der Petrischale bildet dennoch nicht die komplexen
Umgebungseinflisse der Tumornischen ab. Fur in vivo Versuche spricht, dass der
komplexe Prozess der Interaktion des Tumors mit seiner Umgebung, sowie die
Metastasierung in einem lebenden System untersucht werden kénnen. Jedoch werden
etliche Versuchstiere fur in vivo Versuche bendtigt. Diesen Aspekt sollte man ebenfalls bei
der Wahl des richtigen Tumormodells bedenken. Auch die Visualisierung ist in vivo
schwieriger, ebenso wie die Extraktion quantitativer Daten [44]. Die Planbarkeit der

Versuche mit Versuchstieren ist insgesamt deutlich schwieriger und weniger berechenbar.

1.3.2 Tumorsphéren

Das Modell einer Tumorsphare ist weit verbreitet in der Stammzellforschung, da die
Selbsterneuerung sowie die Differenzierung auf dem Niveau einer einzigen Zelle
untersucht werden kann [31]. Es handelt sich um Zellaggregate, die in Suspension oder

eingebettet in einer 3D-Matrix, wachsen. Das Spharen-Modell erhalt die Hauptmutationen
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des Tumors aufrecht und kann dariber hinaus fir Xenotransplantationen verwendet
werden, die dem humanen GBM sehr ahnlich sind [45]. Spharen ahneln dem in vivo
Tumor mehr als die 2D-Modelle, da sie die Protein- und Genexpression des GBM
weitestgehend beibehalten. Aufgrund eines Nahrstoffgradienten in das Innere der Sphare
entsteht oft ein nekrotischer Kern. Insgesamt ist dieses Modell sehr zeitaufwandig und
teuer, verglichen mit dem 2D in vitro Model [44]. Spharen werden serumfrei mit einem
hohen Zusatz an Wachstumsfaktoren kultiviert. Diese hohen Konzentrationen
beeinflussen die Differenzierung der kultivierten Zellen z.B. in Richtung der Gliazellen,
niedrigere Konzentrationen beglinstigen eine neuronale Differenzierung [31]. Zellulare
Dichte ist ein wichtiger Parameter flir den Spharen-Assay. Denn jede Sphare soll nur
einer Zelle entstammen und damit die Klonalitat gewahrleisten. Eine zu hohe Zelldichte
fuhrt zu Fusionen, auch eine zu niedrige Dichte kann problematisch werden. Wirkliche
Klonalitat kann nur gewahrleistet werden, wenn in extrem niedriger Dichte ausgeplattet
wird, bestenfalls nur eine Zelle pro Well, um Zellfusion und Aggregation zu vermeiden
[31]. Eine weitere Limitation ist die GroRe der Tumorsphare. Innerhalb nicht anhaftender
Oberflachen kann die GroRe der Tumorsphare nicht kontrolliert werden. Es kann zur
Entwicklung von Nekrose kommen und die Zell-Interaktion limitieren [44]. Individuelle
Neurospharen enthalten neben Stammzellen auch Vorlauferzellen und differenzierte
Zellen. Sowohl aus Stammzellen, als auch aus den Vorlauferzellen kdnnen Neurospharen
hervorgehen [31]. Die Mehrzahl der Spharen stammt damit von normalen Zellen, also
von Vorlauferzellen und nicht von Stammzellen, wie angenommen, ab [29]. Ein weiterer
Nachteil ist, dass der Neurospharen-Assay keine ruhenden Stammzellen detektieren kann
[31], die vermutlich fir das Rezidivwachstum verantwortlich sind — diese werden im

Verlauf eradiziert, da sie sich nicht im Zyklus der Zellteilung befinden.

1.3.3 Scaffold

Ein neues 3D in vitro Modell hat die Firma Alvetex mit einer 3D-Matrix, einem
sogenannten Scaffold, auf den Markt gebracht. Es handelt sich um eine 200 ym dicke
Membran aus Polystyrol, die mit zahlreichen Poren durchsetzt ist, in der sich die Zellen
dreidimensional ausbreiten kdénnen. Die Membran befindet sich in einer
Kunststoffhalterung, sodass die Zellen von beiden Seiten Medium angeboten bekommen
(Abb. 7). Dies sorgt fur optimales Zellwachstum, Differenzierung und Funktion der Zellen
[46]. Die Tumorzellen zeigen eine spharische Morphologie und keine abgeflachte und
langliche Form wie im 2D in vitro Modell. Es kénnen sich im Scaffold histopathologische
Charakteristiken abbilden, wie hohe Zelldichte, Invasion und hypoxische Regionen.
Dieses Modell bildet somit essentielle Faktoren der GBM-Mikroumgebung in vivo ab [43].
Die Zellen in der 3D-Kultur proliferieren langsamer, im Vergleich mit der 2D-Kultur. Eine

erhdhte Expression von Genen, die mit Stammzelleigenschaften zusammenhangen, wie
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z.B. Notch3 wurde bereits in 3D-Kulturen beobachtet [43]. Dies beweist, dass sich auch

dieses Modell eignet, um CSC anzureichern und zu untersuchen.

In 3D-Kulturen kann eine realitatsgetreue Tumormikroumgebung besser abgebildet
werden [31], weshalb dieses Tumormodell auch klinische Relevanz besitzt [43]. Daher
sollten neue potentielle Therapieansatze in aussagekraftigen 3D-Modellen untersucht
werden, bevor in vivo oder klinische Untersuchungen durchgefiihrt werden [43]. Allerdings

sind die 3D Scaffold Systeme deutlich kostenintensiver, als herkdmmliche 2D-Kulturen.

Abbildung 7: Scaffold [46] - Die 200um dicke Membran wird durch die Kunststoffhalterung
waagerecht im Medium gehalten. Im Scaffold kénnen sich die Zellen dreidimensional ausbreiten.

Die Handhabung gleicht einer normalen Zellkultur.

1.3.4 PDX

Beim Patient-derived Xenograft (PDX) wird der primare Tumor vom Patienten direkt in
eine immundefiziente Maus (NOD SCID) transplantiert. Heterotope Modelle implantieren
den Tumor subkutan in die Flanke der Maus. Orthotope Modelle nutzen die originare
Lokalisation, das Gehirn der Maus. Sie sind technisch anspruchsvoller und
zeitaufwandiger, aber dem humanen Tumor ahnlicher, auch aufgrund der
Tumormikroumgebung [47]. Molekulare Muster, sowie die Histologie des PDX stimmen
mit dem Ausgangstumor des Patienten Uberein. Die intratumorale Heterogenitat und
genomische Veranderungen, wie z.B. EGFR-Amplifikationen kénnen in diesem Modell

aufrechterhalten werden [42, 44].

Allerdings herrschen auch bei Xenotransplantationen Limitationen: Das Tumorwachstum
braucht ein Netzwerk aus Interaktionen und Unterstlitzungszellen wie Fibroblasten,
Endothelzellen, Makrophagen und Mastzellen. Viele Zytokine und Rezeptoren sind
inkompatibel zwischen Maus und Mensch. Ob menschliche Tumorzellen in der Maus die
richtige Nische finden kdnnen, ist fraglich [30]. Aufgrund dessen, ist PDX momentan kein
Standard in der Tumorforschung des GBM, sie sind deutlich zeitaufwandiger als
Zellkulturen und sind mit hohen Kosten verbunden. Es kann eine lange Latenzperiode von

mehreren Monaten zwischen der Implantation und der Entstehung eines wachsenden
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Tumors, entstehen. Die Einpflanzungsraten hangen mit der Aggressivitat des Tumors
zusammen und sind relativ unzuverlassig [47], sodass dieses Modell zwar nah am

originaren Tumor arbeitet, aber leider auch einige Nachteile zeigt.

1.4 Zielsetzung

Das Glioblastom ist Bestandteil intensiver Forschung, da trotz multimodaler
Therapieansatze die Prognose weiterhin infaust ist. Die Tumorstammzelle stand lange im
Fokus bei der Erforschung neuer Therapieansatze. Neueste Forschungsergebnisse
beziehen die Tumormikroumgebung der CSC mit ein [27]. Dieser Ansatz ist
vielversprechend und soll in ein Tumormodell integriert werden. Unser Ziel ist es in einem
dreidimensionalen Tumormodell in vitro die Umgebungsbedingungen, die zu einem
vermehrten Wandel zu stammzellahnlichen Zellen fihren, genauer zu untersuchen. Damit
soll ein realitatsnahes Tumormodell entstehen, welches dem GBM in vivo nahekommt.
Die Stammzellnische soll definiert und ihre Komponenten in Versuchen erprobt und

mittels Stammzellmarker quantifiziert werden.

In unseren Versuchen arbeiten wir mit verschiedenen Tumormodellen. Simple 2D
Kulturen liefern aktuell noch keine zuverlassigen praklinischen Daten [43], sodass der
Scaffold als 3D Modell hinzugezogen wird. Hier koénnen die Komponenten der
Tumormikroumgebung untersucht werden, um insgesamt ein vielversprechendes
Tumormodell zu validieren. Es werden Grenzschichten zu nekrotischen Zellen
ausgebildet, sowie der Einfluss der Hypoxie untersucht. Beiden Faktoren sagt man nach,
dass sich in diesen Nischen bevorzugt CSC anreichern lassen [33]. In unseren Versuchen
werden die funktionellen- (Viabilitdt, Migration) und phanotypischen Eigenschaften
(Stammzellmarker-Expression) in Abhangigkeit von der Tumormikroumgebung verglichen.
Es werden insgesamt drei verschieden Zelllinien genutzt, um der Heterogenitat des GBM
gerecht zu werden und die Modelle angemessen auswerten zu kénnen. Das Modell,
welches sich am besten eignet die Umgebungseinflisse abzubilden und in einer erhéhten
Expression von Stammzellmarkern resultiert, soll als Forschungsmodell weiter verwendet
werden. Des Weiteren wird der Einfluss von TMZ auf die Viabilitdt der Zellen in diesem
Modell getestet, um die Resistenz der angereicherten CSC zu prifen. Generell ist das
Problem, dass schon viele verschiedene Tumormodelle existieren, die jeweils nur einen
bestimmten Aspekt, z.B. die Endothelintegration, betrachten. Daraus resultiert eine
fehlende Vergleichbarkeit [44]. Deshalb sollen hier in dieser Arbeit verschiedene Modelle
untersucht werden und mithilfe aussagekraftiger Daten ein Modell validiert werden,
welches resistente Tumorzellen beinhaltet und zum anderen die Umgebungszustéande

berlcksichtigt, die die Stammzelleigenschaften der Zellen fordert. Insgesamt soll unser
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Tumormodell dem GBM in vivo mit den Umgebungszustanden im Patienten gerecht
werden. Hypoxische Bedingungen und die Umgebung von nekrotischen Zellen stehen
dabei im Mittelpunkt. Unser Ziel ist es unter diesen Bedingungen moglichst viele
resistente CSC anzureichern, die die Grundlage fur weitere Forschung bilden. Das 3D-
Modell soll die Lucke zwischen in vitro und in vivo Modellen schlieen und als Standard

fur weitere Anschlussarbeiten dienen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

Nachfolgend sind die verwendeten Gerate, Materialien, Reagenzien etc. tabellarisch

aufgelistet.

2.1.1 Laborgeréte

Gerat

Hersteller

CO, Inkubator Heracell 150

CO, Inkubator Innova CO-48-230
CryoCut Leica CM1850

Cytocentrifuge Cellspin
Durchflusszytometer FACS Calibur
Elektrische Absaughilfe

Elektrische Pipettierhilfe Pipetus
Gefrierschrank -20°C

Konfokales Mikroskop Leica SP2-AOBS
Kuhlschrank 4°C

Mikroskop Leica DMI4000B
Multikanalpipette

Pipette (10, 20, 100, 200, 1000 pl)
Plattenlesegerat 2030 Victor X3
Schuttler vertikal CM-9

Stickstofftank Cryogenic Storage RS Series
Sicherheitswerkbank Herasafe
Tiefkalter-Lagerschrank -80 °C
Vortexer RS-VA10

Wasserbad SUB6

Zahlkammer nach Neubauer

Zentrifuge Allegra X-12R

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
New Brunswick Scientific, Edison, USA
Leica, Wetzlar, DE

Tharmac, Wiesbaden, DE

Becton Dickinson, New Jersey, USA
HLC Biotech by Ditabis, Pforzheim, DE
Hirschmann Laborgerate, Eberstadt, DE
Liebherr, Bulle FR, CH

Leica, Wetzlar, DE

Liebherr, Bulle FR, CH

Leica, Wetzlar, DE

Eppendorf, Hamburg, DE

Eppendorf, Hamburg, DE

Perkin Elmer, Waltham, USA

Sarstedt, Nimbrecht, DE
Taylor-Wharton, UK

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Kryotec-Kryosafe, Hamburg, DE
Phoenix Instrument, Garbsen, DE

Grant Instruments, Cambridge, UK

Marienfeld Superior, Lauda-Kdnigshofen,
DE

Beckmann Coulter, Brea, USA

Tabelle 2: Laborgerite
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

6-, 12-, 96-well Platte

Cryo Tube Vials

Deckglaser 24 x 50 mm Menzel Glaser
Einbettschalen, Cryomold 25 x 20 x 5 mm
Falconréhrchen (15, 50 ml)

Falcontube 5ml fir FACS

Handschuhe Peha-soft nitrile

Objekttrager Polysine Slides Menzel Glaser

Pipettenspitzen Eppendorf Tips (10, 20,
100, 200, 1000 pl)

Pasteurpipetten Glas, 150 mm
Pipette Glas (5, 10, 25 ml)
Reaktionsgefalt 1,5 ml

Scaffold Alvetex12 well insert
Zellkulturschale 100 mm x 20 mm

Zellschaber 16 cm

Greiner Bio-One, Kremsmunster, AUT
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sakura Finetek, Alphen aan den Rijn, NLD
Greiner Bio-One, Kremsmiunster, AUT
Corning Science, Tamaulipas, MEX
Hartman, Heidenheim, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Unsteril: Eppendorf, Hamburg, DE
Steril von Sarsted, Nimbrecht, DE

Karl Hecht Assistent, Sondheim, DE
Greiner Bio-One, Kremsmiunster, AUT
Eppendorf AG, Hamburg, DE

Reprocell Europe, Glasgow, UK

Techno Plastic Products, Trasadingen, CH

Sarstedt, Nimbrecht, DE

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Produkt

Hersteller

Accutase™ 100 ml

alamarBlue® Lésung

Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit
Antibody Diluent 125 ml

DMSO Dimethyl sulfoxide

Ethanol 70%

Fetales Kalber Serum (FBS Superior 500
ml)

Flourescence Mounting Medium

Human HIF-1a ELISA Kit

Merck Millipore, Burlington, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Agilent Dako, Santa Clara, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Biochrom, Berlin, DE

Agilent Dako, Santa Clara, USA
Abcam, Cambridge, UK
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Human IL-8 Quantikine ELISA Kit
L-Alanyl-L-Glutamine 50 ml

Minimum Essential Medium Eagle M2279
MycoAlert Mycoplasma Detection Kit
Non-essential Amino Acid Solution 100x
Permeabilization/ Wash Buffer
Penicillin/ Streptomycin 50 ml

Protein Block

PBS pH 7,4 Gibco

Sodium pyruvate solution

Stickstoff (flissig)

Tissue-Tek

Trypan Blue Stain 0,4% 100 ml

Triton X-100 0,2%

R & D Systems, Minneapolis, USA
Biochrom, Berlin, DE

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Lonza Bioscience, Basel, CH
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

R & D Systems, Minneapolis, USA
Merck Millipore, Burlington, USA

Agilent Dako, Santa Clara, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Air Liquide by ROFIA, Rostock, DE
Sakura Finetek, Alphen aan den Rijn, NLD
Invitrogen, Carlsbad, USA

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Tabelle 4: Chemikalien und Reagenzien

2.1.4 Medien und Puffer

Produkt

Zusammensetzung

Einfriermedium
FACS Puffer

Medium

90% FCS + 10% DMSO
PBS + 0,5% BSA + 0,1% NaN;

MEM + 10% FCS + 1% Pen.strep. + 1%
NEAS + 1% L-Glutamin, + 1 mM Sodium
Pyruvat

Tabelle 5: Medien und Puffer
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2.1.5 Antikérper

Marker Isotyp Label Spezies Hersteller  Antikorper
-Losung
Nestin IgG1 Mouse Abcam 1:1000
CD133 IgG Rabbit Aviva 1:200
Syst.Biology
SOX-2 IgG Alexa 488 Rabbit Abcam 1:100
Vimentin lgG1 Alexa 647 Mouse Abcam 1:2000
DRAQS Red 646nm Thermo 1:1000
697nm Scientific
Anti Mouse IgG Alexa488 Mouse Abcam 1:500
IgG
Anti Rabbit IgG Dylight 488  Rabbit Abcam 1:200
IgG
CD133/2 lgG/2 FITC Human Miltenyi
IgG2b FITC Mouse Miltenyi
Nestin IgG1 PE Mouse R&D System
IgG1 PE Mouse R&D
Systems

Tabelle 6: Antikorper
2.1.6 Medikamente
Medikament Stock Verdiinnungslosung Hersteller
Temozolomid25mg 50 mM DMSO Sigma-Aldrich,

St. Louis, USA
Tabelle 7: Medikamente
2.1.7 Software
Programme und Software
Cell Quest Pro FACS Analysen

ImagedJ, Wound Healing Tool

Leica Application Suite LAS AF

SPSS

WorkOut 2.5

Scratch Auswertung

Mikroskopie

Statistik

Extinktionsmessung Plattenlesegerat

Tabelle 8: Software
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellbiologische Arbeitstechniken

Tumorzellen

Fur diese Arbeit wurden insgesamt drei verschiedene humane Glioblastom-Zelllinien
verwendet. U251 ist eine konventionelle humane Glioblastom-Zelllinie, die bei der Culture
Collection, Public Health London bestellt wurde. Diese Zelllinie war friher bekannt als U-
373 MG. Bei den anderen zwei Zelllinien handelt es sich um Patientenzelllinien aus
Rostock, die freundlicherweise vom Labor der Kinderklinik zur Verfligung gestellt worden
sind. Diese Glioblastom-Tumorzellen entstammen  Primartumormaterial  von
Patienteninnen der Universitatsklinik Rostock, welche aufgrund ihrer Tumorerkrankung in
der Abteilung fir Neurochirurgie operiert wurden. Die Patientendaten wurden
anonymisiert und fortlaufend nummeriert (HRO GO06 und G36). Alle drei Zelllinien

verfligen Uber einen unmethylierten MGMT-Promotor.

Zellkultur

Bei den drei Zelllinien handelt es sich um adharent wachsende Zellen. Alle Zelllinien
wurden im selben Minimum Essential Medium Eagle kultiviert, um eine bessere
Vergleichbarkeit zu ermdglichen. Die Kultivierung der Zellen erfolgte standardmaRig in
einem Inkubator bei 37°C und 5% CO, in Petrischalen mit einer Grofe von 10 mm x 2
mm. Zum Splitten wurden zuvor alle benétigten Materialien auf 37 °C erwarmt. Zunachst
wurde Zelldetritus durch eine schonende Spilung mit 10 ml PBS entfernt und
anschlielend 2 ml Accutase zum Abldsen der adharenten Zellen verwendet. Accutase
ermoglicht gegenuber Trypsin ein schonenderes Ablosen der Zellen vom Boden der
Petrischalen und verhindert dadurch in geringem MaRe die Zerstdrung von bestimmten
Oberflachenmarkern (insbesondere CD133) [27]. Nach drei bis finf Minuten wurde die
enzymatische Reaktion durch das Hinzugeben von 8 ml Medium gestoppt. Die geldsten
Zellen wurden anschliefend in ein Tube Uberfihrt, welches bei 1400 rpm flr vier Minuten
zentrifugiert wurde. Um ein Zellpellet herzustellen, wurde der Uberstand entfernt und die
Zellen am Boden des Tubes sorgfaltig in 10 ml frischem Medium resuspendiert. Dies hat
den Vorteil, dass fur die anschlieRende Zellzahlung fast alle Zellen einzeln vorliegen. Die
Zellzahl wurde mit einer Neubauer Zellkammer ermittelt und die Zellen in gewlnschter
Anzahl weiterkultiviert. Nach dem Splitten gehdrten die Zellen der nachsthéheren

Passage an. Der Mediumwechsel erfolgte etwa alle zwei Tage.

Kryokonservierung

Wurden die Zellen Uber einen langeren Zeitraum nicht bendtigt, erfolgte die
Aufbewahrung bei -196 °C in einem Stickstofftank. Daflir wurden die Zellen mit speziellen

Reagenzien behandelt, um ein Platzen der Zellen zu verhindern. Standardmagig erfolgte
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das Einfrieren von etwa 1 x 10° Zellen pro Tube. Diese Zellzahl wurde in 1 ml (90% FCS
und 10% DMSO) resuspendiert. Ein Einfriertube wurde beschriftet, die Zellen Uberfihrt
und zunachst in einer Thermobox auf -80 °C schonend herunter gekuhlt (ca. 1 °C
Abkiihlung pro Minute), anschlieRend folgte in den nachsten 24 h die Uberfiihrung in den
Stickstofftank.

Vor der Kryokonservierung fand standardmafRig ein Mykoplasmentest statt. Dieser
Lumineszens-Assay aus Mediumiberstand stellte sicher, dass ausschlief3lich Zellen ohne
Kontamination aufbewahrt wurden. Das Auftauen der Zellen erfolgte schonend bei 37 °C
im Wasserbad. Nachfolgend wurden die Zellen aus dem Tube in vorgewarmtes Medium in

eine Petrischale Gberfuhrt und zur Kultivierung im Inkubator gelagert.

Herstellung nekrotischer Zellen

Die nekrotischen Zellen wurden fiir jede Zelllinie separat hergestellt. Jeweils 5 x 10°
Zellen wurden in 500 pl PBS geldst und in ein 1 ml Tube Uberflhrt. Die Zellen wurden im
flissigen  Stickstoff schockgefroren, anschlielend folgte das Auftauen bei
Raumtemperatur. Dieser Zyklus wurde mit jedem Tube vier Mal hintereinander
durchgefiihrt [48]. Diese Abfolge aus mehrfachem Einfrieren ohne den Gefrierschutz
DMSO gewahrleistet, dass die GBM Zellen platzen und anschlief’end nur noch aus toten
Zellen und Detritus bestehen, im Gegensatz zu apoptotischen Zellen. Die nekrotischen

Zellen wurden fur jede Zelllinie separat bei -20 °C im Gefrierschrank aufbewahrt.

Scaffolds
Die Scaffolds der Firma Alvetex bestehen aus einer 200 ym dicken Membran aus
Polystyrol. Diese ist mit Poren durchsetzt, in die die Zellen hineinwachsen kdnnen, ihre

physiologische Struktur ausbilden und sich untereinander vernetzen kénnen.

Die Scaffolds sind fiir nahezu jede PlattengréfRe erhaltlich, fir die Versuche wurde mit
einem 12-well-Insert gearbeitet. Die Scaffolds wurden trocken in einer sterilen
Verpackung geliefert. Zunachst wurde die Membran mit 70% Ethanol permeabilisiert,
danach folgte die zweifache Spllung mit PBS, um Alkoholrtickstande auszuwaschen. Die
permeablen Scaffolds konnten nun bis zu ihrer Verwendung mit 2,5 ml Medium bedeckt
im Inkubator aufbewahrt werden. Beim ,Aussaen” der Zellen auf die Scaffolds mussten
folgendes beachtet werden: Die gewinschte Zellzahl wurde in 100 pl Medium
resuspendiert und vorsichtig auf die Scaffold-Oberflache aufgebracht. Erst nach drei
Stunden wurde das Well mit 2,5 ml Medium geflutet. Diese Zeit bendtigten die Zellen, um
sich in der Membran festzusetzen. Wird dies zu frih durchgefuhrt oder werden die Zellen
in einem zu groRen Volumen auf den Scaffold gegeben, kdnnen die Zellen in der

dreidimensionalen Umgebung nicht richtig anwachsen und rutschen durch die Membran
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auf den Boden des Wells. Im Anschluss wurde lichtmikroskopisch kontrolliert, ob sich
Zellen am Boden des Wells befinden. Die gesamte Membran sollte mit Medium bedeckt
sein, um ein Austrocknen zu verhindern. Da die Membran sowohl oben als auch unten
eine Kontaktseite zum Medium hat, konnten so Grenzflachen kreiert werden. Fir einige
Versuche konnten die Zellen in dem Scaffold verbleiben, fir andere wurden die Zellen aus
ihrer Umgebung gel6st. Dies erfolgte ebenfalls mit Accutase. Daflir wurde das Well mit
dem Scaffold mit PBS gespdilt und 2,5 ml Accutase, fir 10 Minuten unter standiger
Rotation, hinzugegeben. Die enzymatische Reaktion wurde gestoppt und die Zellen, die
sich nun in der Flussigkeit befanden wurden weiterverarbeitet. Die Scaffolds sind
Einmalprodukte und wurden, nachdem die Zellen aus den umgebenden Strukturen geldst

worden sind, verworfen.

2.2.2 Versuchsarme

Alle Versuche wurden parallel mit drei Zelllinien durchgeflihrt, um der heterogenen
Auspragung des Glioblastoma multiforme gerecht zu werden. Das Augenmerk dieser
Arbeit liegt auf den Scaffolds (3D), als Kontrolle wurden konventionelle Petrischalen
mitgefuhrt (2D). Eine Halfte der Versuche fand komplett in Normoxie statt, wahrend die
andere Halfte fur die letzten 72 h in einem Hypoxieinkubator mit nur 5% O, kultiviert
wurde. In beiden Ansatzen wurden sowohl 3D, als auch die 2D Kontrolle aller Zelllinien
mitgefuhrt. Ein zusatzlicher Scaffold wurde an Tag 4 mit nekrotischen Zellen im Verhaltnis
1:1 behandelt. Die nekrotischen Zellen wurden in 500 ul PBS gel6ést, oben auf die
Scaffoldmembran gegeben, um eine Grenzschicht zu bilden. Zusammenfassend sollte der
Vergleich der 2D- und 3D-Kultur im Mittelpunkt stehen. Des Weiteren war von Interesse,

welche Einflisse die Hypoxie gegenuber der Normoxie ausubt und in welchem Malfe die

Zugabe nekrotischer Zellen die Ergebnisse beeinflusst (Abb. 8).

Abbildung 8: Ubersicht der Versuchsarme - Dargestellt sind die Petrischale als 2D-Kultur, der
Scaffold als 3D-Modell sowie ein Scaffold unter Zugabe nekrotischer Zellen. Alle Versuchsanséatze
wurden sieben Tage kultiviert, wobei ein Versuchsarm die letzten 72h in Hypoxie verwahrt wurde.

AnschlielRend erfolgten verschiedene beispielhaft aufgefiihrte Messungen.
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Die Kultivierungsdauer im Versuch, sowohl in 2D, als auch in 3D betrug sieben Tage. 5 x
10° Zellen wurden jeweils ausgeplattet, nach zwei Tagen erfolgte ein Mediumwechsel. An
Tag vier wurde erneut das Medium gewechselt, der zweite Scaffold wurde mit
nekrotischen Zellen versehen und eine Halfte der Kulturen wurde im Hypoxieinkubator fir
die nachsten 72 h weiter verwahrt. Tag sieben stellte das Ende der Versuchskultivierung
dar und es schlossen sich verschiedene Untersuchungen der Zellen an. Ein beispielhaftes
Ubersichtsprotokoll ist in Abb. 9 ersichtlich. Jeder Versuch wurde in voneinander

unabhangigen Triplikaten durchgeflhrt.

day 0
|

Zellen ausplatten

day 2
|

Medium wechseln

Isabelle Apitz da

U251 GBM

day 4

12 well Medium wechseln Auswertung

U251 A12D  510%cells
A2 Scaffold 5 10° cells

A3 Scaffold 5 10 cells

HROGO6 B12D |5 10%cells

B2 Scaffold 5 10° cells
B3 Scaffold 5 10° cells

U251

"Normoxy"”

5 10% cells
5 10° cells
510% cells

LI

A12D 5 10°cells
A2 Scaffold 5 10° cells

72 h Hypoxie!

A3 Scaffold 5 10° calls

HROGO6 B12D |5 10° cells

B2 Scaffold 5 10° cells
B3 Scaffold 5 10° cells

“Hypoxy”

72h Hypoxiel

5 10% cells

72h Hypoxie

5 10° cells
510° cells

f

jeweils n=3

Abbildung 9: Beispielhaftes Versuchsprotokoll - Dargestellt sind die drei Versuchsarme (2D,
3D, 3D + NZ) durchgefuhrt mit jeweils drei unterschiedlichen Zelllinien, einerseits in Normoxie,
sowie fur die letzten 72 h des Versuchsablaufs in Hypoxie. Die nekrotischen Zellen wurden

ebenfalls an Tag 4 dazugegeben. Nach sieben Tagen erfolgten verschiedene Messungen.

2.2.3 Viabilitdts-Analyse

alamarBlue® ist eine Losung, mit der die Zellviabilitdt mittels einer Reduktionsreaktion
bestimmt werden kann. Resazurin wird nur von viablen Zellen zu Resorufin reduziert.
Resorufin ist pink, wahrend die Ausgangsfarbe des Resazurins blau ist. Die Menge des
produzierten Resorufins ist proportional zur Anzahl der viablen Zellen. Der Anteil
lebensfahiger Zellen wird durch deren Extinktion bei einer Wellenlange von 570 nm

gemessen.

29



Dieses Experiment fand in 12 well-Platten statt, hierfiir wurden in den 2D-Kulturen 5 x 10*
Zellen ausgeplattet, wéhrend in 3D 5 x 10° Zellen ausgeplattet wurden. Der
Versuchsablauf blieb unverandert bei einer Woche; an Tag 4 wurden die nekrotischen
Zellen auf die Scaffolds aufgebracht und eine Halfte des Versuchs unter hypoxischen
Bedingungen weitergefuhrt. Am siebten Tagen wurde das Medium erneut gewechselt und
1/10tel des Mediumvolumens an alamarBlue®-Lésung hinzugegeben. Die Zellen in 3D
konnten hierflr im Scaffold verbleiben, da das umgebende Polystyrol die Reaktion nicht
beeinflusst. Ein Well ohne Zellen, nur mit Medium und der alamarBlue®-Losung versetzt,
diente als Nullwert der Extinktionsmessung und als Kontrollkultur. Nach 3h Inkubation lief3
sich eine Farbreaktion erkennen. Um diese zu quantifizieren, wurde aus jedem Well
100 ul des Uberstandes in Dreifachbestimmung in eine schwarze 96 well-Platte pipettiert
und anschlieRend bei 570 nm die Extinktion ausgelesen. Von der Extinktion aller Wells
wurde der gemessene Nullwert (nur Medium mit alamarBlue®) abgezogen. Zuséatzlich
wurde die Zellzahl der einzelnen Wells ermittelt, um die gemessene Extinktion auf diese

zu beziehen.

2.2.4 IL-8-ELISA

Interleukin 8 ist ein Chemokin, welches die Angiogenese und die Invasivitat des Tumors
fordert. IL-8 wird mit Hilfe eines Sandwich-ELISAs quantitativ bestimmt. Die Proben
werden auf eine mit Antikérper beschichtete Platte aufgebracht. Nach einem Waschschritt
wird ein zweiter polyklonaler Antikdrper hinzugegeben, daran bindet ein Substrat, welches
eine Farbentwicklung katalysiert. Diese enzymatische Reaktion wird gestoppt und die

Intensitat der Farbentwicklung gemessen.

Die Messung von IL-8 erfolgte aus dem Uberstand der Zellkultur. Im bekannten
Versuchsaufbau wurden jeweils 5 x 10° Zellen in 3D und 5 x 10* in 2D ausgeplattet und
Uber 7 d kultiviert. An Tag 7 wurde 1000 pl des Uberstand aller Wells genommen. Dieser
wurde durch einen Zentrifugationsschritt aufgereinigt und zunachst eingefroren.
AnschlieBend wurde mit den Proben in dreifacher Bestimmung mit dem IL-8-ELISA-Kit
nach Herstellerangaben die Extinktion bei 450 nm mit einem Plattenlesegerat gemessen
und mithilfe der Standardkurve die Expression von IL-8 in pg/ml bestimmt. Zuséatzlich
wurde die Zellzahl der einzelnen Wells ermittelt, um die Ergebnisse auf diese zu

beziehen.

2.2.5 HIF-1a-ELISA

Hypoxie induzierter Faktor ist ein Transkriptionsfaktor, der die Sauerstoffversorgung einer
Zelle reguliert. Im vorliegenden Experiment interessierte uns, wie viel HIF-1a unter den

beschriebenen Bedingungen in 2D und 3D, beeinflusst durch unterschiedlichen
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Sauerstoffgehalt in den Inkubatoren, exprimiert wird. Die Menge des HIF-1a wird ebenfalls

mit einem ELISA quantitativ bestimmt (Antikdrper-Probe- Detektions-Antikbrper Komplex).

HIF-1a wurde aus dem Zelllysat gewonnen, dazu wurde der standardmaRige
Versuchsaufbau genutzt. Es wurden jeweils 5 x 10° Zellen ausgeplattet. Nach sieben
Tagen wurde der Zelliberstand verworfen und die Zellen im Scaffold oder am Boden des
Wells (2D) mit einem Cell Extraction Buffer behandelt. Nach einer kurzen Einwirkzeit von
einer Minute wurden die Zellen in der 2D Petrischale mechanisch mit einem Zellschaber
vom Boden abgekratzt. In 3D wurde die Scaffold Membran aus der Halterung geldst und
in einem Falcon Tube mit dem Puffer behandelt, der Scaffold wurde anschlief3end
entfernt. Das so entstandene Proteinlysat wurde flr 15 min auf Eis gelagert. Nach dem
Zentrifugieren wurde der Uberstand, in dem sich das Proteinlysat nun befand, in ein
frisches Rdhrchen Uberflhrt und bei -80 °C aufbewahrt. Zu einem spateren Zeitpunkt
wurde laut Herstellerangaben die HIF-1a-Expression mithilfe eines ELISA Kits in ng/ml
quantifiziert. Dabei wurde zum einen die unterschiedliche Verdinnung der Proteinlysats in

2D und 3D beachtet, zum anderen die Zellzahl der verschiedenen Wells.

2.2.6 Farbung und konfokale Mikroskopie

Dieser Versuch diente der naheren Charakterisierung der Zellen unter verschiedenen
Bedingungen. Nach regularem Versuchsaufbau von 7 Tagen wurden die Scaffolds mit
PBS gespllt, die Scaffolds aus der Plastikhalterung gelést, halbiert und mittels Tissue
Tek in Plastikschadlchen eingebettet. Diese wurden anschlieRend in flissigem Stickstoff
kryokonserviert und bei -20 °C aufbewahrt. Mit dem Cryocut wurden von den Praparaten
6 um diinne Schnitte angefertigt und auf Objekttrager fixiert, dabei wurde der Scaffold und
die darin liegenden Zellen quer angeschnitten. Die 2D-Kontrolle wurde mittels eines
Cytospin mit jeweils 5 x 10* Zellen pro Objekttrager gewahrleistet. Es folgte die Farbung

mit verschiedenen Antikérpern:

DRAQ5 Kern-/DNA-Farbung

CD133 Typischer Stammzellmarker, Protein der Plasmamembran und im
Zytoplasma

SOX-2 neuronaler Stammzellmarker, Transkriptionsfaktor, iberexprimiert im GBM

Nestin Marker fir neuronale Vorlauferzellen, Intermediarfilament

Vimentin Marker fur Weichgewebstumoren, Intermediarfilament

Alle Objekttrager wurden nach der Lufttrocknung fir 10 min mit 0,2% Triton behandelt, um

die Zellen fur die Farbung zu permeabilisieren. AnschlieRend folgte eine dreifache
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Spulung mit Leitungswasser. Als nachstes wurde ein Proteinblock auf die Zellen gegeben,
der nach 30 Minuten von den Objekttragern abgeklopft wurde. Nun wurden 80 ul des
Primarantikorpers auf die Objekttrager pipettiert, die Verdinnung wurde mit AK Diluent
hergestellt (siehe Tabelle AK). Dieser inkubierte Uber Nacht bei 4°C im Kuhlschrank in
einer feuchten Kammer. Am nachsten Tag wurden die Schnitte erneut auf
Raumtemperatur gebracht und nach einer dreifachen Spilung der Sekundarantikdrper
aufgebracht. Dieser inkubierte 30 — 60 min bei Raumtemperatur, nach der Spulung
wurden die Objekttrager mit Eindeckmedium und einem Deckglas abgedeckt. Die Objekte
mit fluoreszenzmarkierten AK konnten nun wenige Tage waagerecht im Kihlschrank bis

zur Mikroskopie verwahrt werden.

Die mikroskopische Betrachtung erfolgte am konfokalen Leica Mikroskop der Abteilung fur
Immunologie an der Universitat Rostock. Das 40xObjektiv und ein Zoom von 1,49 wurden
verwendet. Alle Praparate einer Farbung wurden mit derselben Helligkeit und gleichem

Kontrast dargestellt. Lediglich die Z-Ebene wurde in jedem Praparat individuell angepasst.

2.2.7 Durchflusszytometrie (FACS)

Bei der Durchflusszytometrie wird Laserlicht genutzt, um Zellen einer Zellsuspension zu
charakterisieren. Die einzelnen Zellen flieken hintereinander durch eine Messkammer und
werden mit Laserlicht angestrahlt. Durch das entstehende Streulicht kann die GroRRe einer
Zelle (forward scatter = FSC), sowie die Granularitat (sideward scatter = SSC)
abgeschatzt werden. Pro Durchgang wurden immer 20.000 Zellen analysiert und
graphisch dargestellt. Es wurden verschiedene Antikérper zur Charakterisierung der

Zellen verwendet:

CD133-2 Stammzellmarker
Annexin 5/ Propidium lodid Nekrose/Apoptose-Assay
Nestin Marker fir neuronale Vorlaufer Zellen

Die Zellen wurden nach sieben Tagen aus den Scaffolds oder der 2D-Kultur gelést. Pro
Messdurchlauf wurden 5 x 10° Zellen benétigt. Diese wurden zunachst in einem Tube bei
1400 rpm fur 4 min zentrifugiert, dekantiert und anschlielend in FACS-Puffer
resuspendiert. Danach wurden die verschiedenen Roéhrchen nach Herstellerangaben mit
den unterschiedlichen Antikérpern gefarbt. Dabei ist wichtig, dass zu jeder Antikdrper-
Messung eine Isotyp-Kontrolle sowie ein ungelabeltes Réhrchen gehdren. Nach einer
festgelegten Inkubationszeit der Antikérper im Dunklen erfolgte ein Waschschritt
(hinzugeben von Puffer, zentrifugieren, dekantieren), um Uberschissige Antikérper zu

entfernen. Die gefarbten Proben waren am Schluss alle in 500 pyl FACS Puffer geldst und
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wurden bis zur anschlieBenden Messung in der Dunkelheit aufbewahrt, damit die
Floureszenzmarkierung nicht ausblich. Bei dem Nekrose/Apoptose-Assay musste darauf
geachtet werden, schnell zu arbeiten, damit die viablen Zellen nicht in der Wartezeit

zugrunde gehen.

Die Messung erfolgte mit dem Cell Quest Pro-Programm am Gerat FACS Calibur.
Zunachst wurde das ungelabelte Rohrchen eingestellt. Es 6ffneten sich zwei Fenster: In
der einen Grafik wurde der FSC gegen den SSC auf linearen Achsen dargestellt. Die
Punktwolke der gemessenen Zellen sollte sich als homogener Anteil in der linken unteren
Ecke darstellen. Die andere Grafik stellt eine logarithmierte X-Achse mit Fluoreszenz 1, 2
oder 3 (je nach AK-Markierungen) gegen die Zellanzahl auf der Y-Achse dar. Der
Hauptanteil der Zellen wurde auf der X-Achse zwischen null und zehn eingestellt. Als
nachstes wurde mit dieser Einstellungen die Isotyp-Kontrolle gemessen, anhand derer
eine Markierung gesetzt wurde (siehe Abb. 10). Nun wurden die eigentlichen Proben mit
Antikorpermarkierung gemessen. Als positiv markiert ist dann jede Zelle, wenn sie Uber

die Markierung der Isotyp-Kontrolle, also Uber zehn Einheiten hinausgeht.
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Abbildung 10: Beispiel Auswertung FACS Analyse Nestin - Dargestellt sind beispielhaft die
Einstellung des ungelabelten Réhrchens (A). Darunter die Einstellung der IgG-Kontrolle (B) daran
angepasst die eigentliche Messung eines Marker M2 in (C). Die beiden Fenster zeigen links die
Darstellung des SSC gegen FSC, sowie daneben die Zellzahl gegen die Fluoreszenz des Markers

aufgetragen.
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Die Messung des Nekrose/Apoptose markierten Rohrchen erfolgte mittels log.
Fluoreszenz 1 auf der X-Achse, gegen log. Fluoreszenz 2 auf der Y-Achse. Das
ungelabelte Rohrchen stellte sich wieder in der linken unteren Ecke dar. Nun wurde das
Fenster in vier Quadranten geteilt. Das mit AK markierte R6hrchen wurde mit denselben
Einstellungen gemessen. Nekrotische Zellen stellten sich auf Grund des Propidium lodids
bei Fluoreszenz 2 oder 3 mit hohen Werten dar (linker oberer Quadrant). Wahrend
Apoptotische Zellen mit Annexin angefarbt wurden, welches sich in der unteren rechten
Ecke bei hohen Werten flir Fluoreszenz 1 darstellte (Abb. 11). So kann auf die

verschieden ausgepragte Viabilitat der Zellen geschlossen werden.
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Abbildung 11: Bespiel FACS Auswertung Nekrose-Apoptose-Assay - Die Propidium lodid AK-
Markierung stellt sich in vier Quadranten dar. Jeder davon entspricht einem anderen
Viabilitdszustand. Unten links befindet sich der Hauptteil der Zellen, dies sind die lebenden Zellen,
unten rechts die friihe Apoptose, oben rechts die spate Apoptose und links oben befinden sich die

nekrotischen Zellen. Beide Achsen dieser Darstellung sind logarithmiert.

2.2.8 Scratch-Assay

Diese Methode ist eine mikroskopische Analyse der Migration und Proliferation
adharenter Zellen. Ausgang ist ein konfluenter Zellrasen, in den mit einer Pipette ein
Strich freigekratzt wird. AnschlieBend wird beobachtet, wie schnell die Zellen in der Lage

sind, die freigekratzte Flache wieder zu schlieen (,Wundheilung®).

In einer 12-Well-Platte wurden 2,5 x 10° Zellen aus einer 2D- und einer 3D-Kultur
ausgesat. Die 3D-Zellen wurden, bevor sie mit Accutase gelést und anschlie®end in 2D
ausgeplattet wurden, auf dem Scaffold entsprechend des standardisierten Protokolls
zuvor sieben Tage kultiviert, unter Zugabe nekrotischer Zellen am vierten Tag. Nach 24
stindigem Anwachsen der Zellen war eine Konfluenz von 80% gegeben. Unter sterilen
Bedingungen wurden mit dem gleichmaRigen Druck einer Pipettenspitze ein horizontaler
sowie ein waagerechter Streifen im Zellrasen freigekratzt. Es folgte die
Fotodokumentation nach 0 h, 8 h, 24 h und 48 h bis zum vollstandigen Schluss der Licke.
Die Auswertung erfolgte mit dem Wound Healing Tool innerhalb der Software ImageJ und

anschlieend die Berechnung, wie viel Prozent der freien Flache innerhalb welcher
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Zeitrdume wieder besiedelt wurde. Daraus kann auf die Migrationsfahigkeit der Zellen aus

der 2D-, sowie aus der 3D-Kultur geschlossen werden.

2.2.9 Temozolomid

Temozolomid (TMZ) ist ein alkylierendes Zytostatikum und wird als Standard-
Chemotherapeutikum zur Behandlung des Glioblastoms eingesetzt. Es wirkt

antineoplastisch, indem es die DNA-Replikation der Tumorzellen stért.

Zunachst wurde eine Toxizitatsanalyse durchgefuhrt. Eine Stock Solution von 50 mM
wurde in DMSO hergestellt, daraus wurden Konzentrationen von 50, 125, 250, 500 und
1000 uM TMZ bereitet. Die funf verschiedenen Konzentrationen und eine Kontrolle ohne
TMZ, bestehend aus DMSO wurden zu jeweils 5 x 10* Zellen ins 12-well gegeben. Das
TMZ in unterschiedlichen Konzentrationen wirkte 48 h auf die Zellen in 2D-Kultur ein.
Anschlieend erfolgte eine Viabilitdsanalyse der Zellen durch Zellzahlung mit Trypanblau.

Die Konzentration fur ein 50%iges Absterben wurde ermittelt.

Diese Konzentration (LDsy) wurde anschlielend bei 3D-Kulturen der Zellinie G36
angewendet, nachdem diese entsprechend des Standardversuchs sieben Tage auf den
Scaffolds kultiviert wurden. Als Kontrolle diente wieder DMSO ohne TMZ. Die Substanzen
wirkten fir 48 h auf die Zellen in den Scaffolds ein. Es folgte eine Nekrose/Apoptose-
Analyse mittels FACS, um die Auswirkung der TMZ-Behandlung auf die Viabilitat der

Zellen zu messen.

2.2.10 Statistik

Alle Versuche erfolgten in voneinander unabhangigen Triplikaten. Bei n = 3 kann
statistisch gesehen keine Normalverteilung vorliegen, deswegen konnte kein
herkdmmlicher t-Test fur (un)abhangige Variablen verwendet werden. Fir die statistische
Analyse der Ergebnisse wurde im SPSS System zunadchst ein Friedman-Test
durchgefiihrt, da es sich um verbundene Daten handelt, die nicht normalverteilt sind. Es
handelt sich um drei gepaarte Stichproben, die auf Gleichheit des Lageparameters
untersucht wurden. Bei signifikanten Unterschieden <0,05 schloss sich der Post-hoc Test
an, um die Unterschiede beim Paarvergleich zu lokalisieren, die Stichproben wurden nun
gegeneinander getestet. Dabei wurden alle Signifikanzwerte mit Hilfe der Bonferroni-

Korrektur angepasst, um ein moglichst genaues Ergebnis prasentieren zu kénnen.

In einem Fall wurde mit einer 6 x 3 Kreuztabelle gearbeitet, in dieser werden Haufigkeiten
fur mehrere miteinander verknlpfte Merkmale dargestellt. Daran schloss sich ein Chi
Quadrat-Test an. Die statistischen Analysen wurden fir alle drei Zelllinien separat
durchgefiihrt. Signifikante Abweichungen < 0,05 sind im folgenden Ergebnisteil in den

Diagrammen mit einem Sternchen gekennzeichnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Zellzahlung

Die Zellzahlung dient dem Nachweis des Proliferationsvermdgens der drei Zelllinien unter
verschiedenen Bedingungen. Die Ergebnisse sind in Abb. 12 graphisch dargestellt. In

samtlichen nachfolgenden Abbildungen ist der Mittelwert als Balken dargestellt. Die

Querstriche bezeichnen die einfache obere und untere Standardabweichung.
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Abbildung 12: Zellzahlen - Zellzahlen nach einer Woche unter verschiedenen Kulturbedingungen.
Initial ausgeplattet wurden jeweils 5 x 10° Zellen (n = 3). (A) zeigt Zelllinie U251, (B) die Zelllinie
HRO GO06 und (C) die Zelllinie HRO G36.
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In den 2D-Kulturen konnten deutlich héhere Zellzahlen nachgewiesen werden als in den
3D-Kulturen, wie in Abb. 12 ersichtlich. Die Zelllinie HRO GO06 proliferierte am starksten
und wies nach sieben Tagen in der 2D-Kultur im Mittel Zellzahlen von 13 x 10° Zellen auf,
dies entsprach einer Erhéhung um 8 x 10° Zellen gegenilber dem Ausgangswert
(Vervielfachung um den Faktor 2,6). In der Zelllinie U251 waren nach sieben Tagen in 2D
in Normoxie 10 x 10° Zellen zu finden. Die Zelllinie HRO G36 proliferierte am langsamsten
und zeigte nach einer Woche in der 2D-Kultur eine Zunahme von 3 x 10° Zellen. In der
3D-Kultur konnten im Allgemeinen nur deutlich geringere Zellzahlen nachgewiesen
werden. Hier konnten nach sieben Tagen nur noch ungefahr die Halfte der urspriinglich
ausgeplatteten Zellen nachgewiesen werden. Auch in der 3D Kultur zeigte die Zelllinie
HRO GO06 im Vergleich noch die hdchsten Zellzahlen auf, mit Maximalwerten von Gber 3 x
10° Zellen in der 3D-Kultur in Normoxie unter Zugabe nekrotischer Zellen. Dies entsprach
einer Verminderung um 2 x 10° Zellen gegeniiber dem Ausgangswert (40%). Die Zelllinie
U251 lag mit Zellzahlen von 2,5 x 10° Zellen in den 3D-Kulturen am niedrigsten, dies
entsprach einer Reduktion um 50%. Die Zelllinie HRO G36 lag mit den Zellzahlen
zwischen den Werten der anderen beiden Zelllinien. Zwischen den verschiedenen
Zustéanden in der 3D-Kultur zeigten sich kaum Unterschiede. Es konnten keine
signifikanten Veranderungen in der 3D-Kultur unter hypoxischen Bedingungen oder der
Zugabe nekrotischer Zellen nachgewiesen werden (p = 1); die Zellzahlen blieben konstant
auf ihrem niedrigen Niveau. In den 2D-Kulturen konnte allerdings eine Verminderung der
Zellzahl von bis zu 15% unter hypoxischen Bedingungen, im Vergleich zu normoxischen

Bedingungen, nachgewiesen werden.

37



3.2 alamarBlue® Viabilitatstest

Zum einen diente dieser Versuch der Uberprifung der Viabilitit der Zellen in der
Petrischale (2D), im Vergleich zum Scaffold (3D). Die Viabilitat spielt fir das Tumor-
wachstum eine wesentliche Rolle. Zum anderen soll Gberprift werden, wie die Faktoren

Hypoxie und die Zugabe nekrotischer Zellen die Lebensfahigkeit der Zellen beeinflussen.
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Abbildung 13: Viabilitat mittels alamarBlue® - Nach sieben Tagen in entsprechender Kultur
wurde dieser Assay durchgeflihrt. Die Extinktion wurde mit der Negativkontrolle verrechnet und auf
die Zellzahl des jeweiligen Wells bezogen. (A) zeigt die Ergebnisse der Zelllinie U251, (B) zeigt die
Viabilitat der Zelllinie HRO G06 und (C) die der Zelllinie HRO G36 (n = 3).
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Bei der Zelllinie U251 fiel auf, dass hypoxische Bedingungen die Viabilitat der Zellen
gegenuber den Zellen in Normoxie reduziert hat. Alle Ergebnisse der Viabilitatsanalyse
sind in Abb. 13 graphisch dargestellt. Die hypoxischen Zellen waren 20 — 60% weniger
viabel als die normoxischen unter denselben Bedingungen. Den groften Viabilitdtswert
erzielte die 3D-Kultur in Normoxie, mit Uber 4000 Einheiten stach dieser Wert aus dem
gesamten Experiment deutlich heraus. Die Zugabe der nekrotischen Zellen hatte eher

einen senkenden Effekt auf die Viabilitat.

Die Zellen der Zelllinie HRO GO06 zeichneten sich durch héhere Werte in der 2D, als in der
3D-Kultur aus. In der 2D-Kultur in Normoxie konnte der Hochstwert verzeichnet werden,
gegenlUber dem niedrigsten Wert in der 3D-Kultur in Hypoxie ergab sich allerdings keine
Signifikanz (p = 0,132). Die Werte der 3D-Kultur lagen alle unter 1000, wahrend die Werte
in der 2D Kultur doppelt bis dreimal so hoch ausfielen. Die hypoxischen Bedingungen
veranderten die Viabilitatswerte der Zellen in der 3D-Kultur nicht wesentlich, sie
entsprachen weitestgehend denen der Zellen in Normoxie. Auch unter Zugabe

nekrotischer Zellen blieb der Anteil viabler Zellen auf einem konstanten Level.

Die Zellen der Zellinie HRO G36 wiesen insgesamt die groften Viabilitatswerte,
verglichen mit den anderen Zelllinien, auf. Auch hier konnten in der 2D-Kultur doppelt so
hohe Werte, wie in der 3D-Kultur beobachtet werden. Die Zellen, die in der Hypoxie
kultiviert worden sind, wiesen minimal geringere Werte auf, als die normoxischen Zellen
unter denselben Bedingungen, sodass sich auch hier der hochste Wert in 2D Normoxie
ergab, und der niedrigste in der 3D-Kultur in Hypoxie (p = 0,132). Unter Zugabe

nekrotischer Zellen konnte eine gering erhohte Viabilitat der Zellen beobachtet werden.

Insgesamt sind die Zellen der 2D-Kultur deutlich viabler, mit Ausnahme des Spitzenwertes
der Zellen in 3D Normoxie der Zelllinie U251. Um die Lebensfahigkeit der Zellen noch
differenzierter quantifizieren zu konnen, wurde noch ein Nekrose/ Apoptose-Assay

durchgefuhrt, um die alamarBlue® Methode zu erganzen (siehe 3.9).
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3.3 IL-8-Analyse

In diesem Versuch sollte herausgefunden werden, unter welchen Bedingungen die Zellen

am meisten IL-8 sezernieren. Eine hohe Sekretion spricht fir eine hohe Tumorigenitat.
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Abbildung 14: IL-8-Sekretion der Zelllinien - Die Bestimmung des IL-8 Gehaltes erfolgte aus

Mediumuberstand, mit einem herkdbmmlichen ELISA, nach sieben Tagen Kultivierung in der
Petrischale (2D) oder im Scaffold (3D). Zusatzlich wurde die Sekretion durch die Zugabe

nekrotischer Zellen im Verhaltnis 1:1 stimuliert. Auf der X-Achse sind die verschiedenen Zustande

der Zellen dargestellt, wahrend auf der Y-Achse die IL-8-Konzentration in pg/ml pro 10° Zellen

aufgetragen ist (n = 3).
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Die IL-8-Sekretion der Zelllinie HRO GO06 lag komplett unter der Nachweisgrenze der
Standardkurve. (Abb. 14). U251 zeigte unter normoxischen Bedingungen in der
Petrischale einen Wert von 1300 pg/ml, der in der 3D-Kultur um das 2-fache gesteigert
werden konnte. Dieser Wert verdoppelte sich noch einmal unter Zugabe der nekrotischen
Zellen. Die 3D-Kultur unter normoxischen Bedingungen unter Zugabe nekrotischer Zellen
stellte mit 6572 pg/ml den Hochstwert der IL-8-Sekretion dieser Zelllinie dar. Dieser
Messwert ist signifikant gegeniber dem Wert der 2D-Kultur in Normoxie (p = 0,011).
Ebenfalls fiel auf, dass sich unter hypoxischen Bedingungen keine Steigerung der IL-8-
Sekretion erkennen liel3; die Werte stimmten annahrend mit denen der Normoxie Uberein.
Auch hier war der Unterschied der Werte 2D Normoxie zu 3D Hypoxie mit nekrotischen
Zellen im Paarvergleich hochsignifikant (p = 0,006). Die Zugabe nekrotischer Zellen im

Scaffold steigerte also deutlich die IL-8-Sekretion, unabhangig vom Sauerstoffgehalt.

Bei der Zelllinie HRO G36 konnten insgesamt hdhere IL-8-Werte gemessen werden als
bei der Zelllinie U251. Mit 3658 pg/ml pro 10° Zellen zeigte sich in der 2D-Kultur unter
normoxischen Bedingungen bereits ein deutlich hoherer Wert, als dies in der Zelllinie
U251 unter denselben Bedingungen der Fall war. Dieser Wert konnte in der 3D-Kultur
noch auf das 1,6-fache gesteigert werden. Der Hochstwert mit 17.777 pg/ml pro 10°
Zellen konnte in dieser Zelllinie ebenfalls in der 3D-Kultur unter Normoxie und Zugabe
nekrotischer Zellen erreicht werden. Dies entsprach einer fast flinffachen Steigerung
gegenuber dem Ausgangswert in 2D-Kultur unter normoxischen Bedingungen (p = 0,037).
Auch unter hypoxischen Bedingungen bewirkte die Zugabe der nekrotischen Zellen in der
3D-Kultur im Scaffold den groten Zuwachs an IL-8-Sekretion. Insgesamt lagen die Werte
der Kulturen in Hypoxie etwas unter den Werten der Kulturen unter normoxischen

Bedingungen.
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3.4 HIF-1a-ELISA
HIF-1a ist essentiell bei der Uberpriifung der Hypothese der Hypoxie-vermittelten

Aufrechterhaltung der Glioblastomstammzellen. Nur bei Abwesenheit von Sauerstoff wird

dieser Transkriptionsfaktor stabilisiert.
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Abbildung 15: HIF-1a-Expression der Zelllinien - Alle Zellen wurden sieben Tage nach
Standardprotokoll kultiviert. Die HIF-1a-Expression wurde aus dem Proteinlysat der Zellen mithilfe
eines ELISAs bestimmt. (A) zeigt die Expression der Zelllinie U251, (B) die der Zelllinie HRO G06
und (C) die der Zelllinie HRO G36 (n = 3). Auf der X-Achse sind die verschiedenen Zusténde

dargestellt und die Expression in ng/ml pro 10° Zellen auf der Y-Achse aufgetragen.
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Zunachst fiel auf, dass bei allen drei Zelllinien keine Steigerung der HIF-1a-Expression
unter hypoxischen Bedingungen nachgewiesen werden konnte. Die Ergebnisse dieses
Versuches sind in Abb. 15 graphisch dargestellt. Bei der Zelllinie U251 zeigte sich sogar
eine geringe Senkung der HIF-1a-Menge unter Hypoxie. Die Expression in der 2D-Kultur
ist mit 0,121 ng/ml pro 10° Zellen gering, allerdings lieR sich eine groRe Steigerung unter
3D-Bedingungen beobachten, dies entsprach einer Zunahme um den Faktor 20.
Zwischen der Kultur in 2D Normoxie und 3D Hypoxie zeigte sich keine Signifikanz (p =
0,132). Die Zugabe der nekrotischen Zellen beeinflusste die Expression kaum. Auch unter
hypoxischen Bedingungen war die Expression des HIF-1a in der 2D-Kultur gering und

erfuhr einen deutlichen Anstieg durch die Kultivierung im Scaffold.

Bei der Zelllinie HRO GO06 lieRen sich insgesamt die hochsten Werte beobachten. Auch
hier liel sich die HIF-1a-Expression deutlich durch die Kultivierung im Scaffold steigern.
Die Werte fur die 2D-Kultur unabhangig vom Sauerstoffgehalt waren niedrig und konnten
durch die Kultur auf den Scaffolds maximal um das 56-fache gesteigert werden. Die
Zellen aus der 3D-Kultur in Normoxie wiesen einen Wert von 3,72 ng/ml auf. Der Faktor
der hypoxischen Bedingung zeigte keinen Einfluss auf die HIF-1a-Expression, die Werte
entsprachen etwa denen der Zellen unter Normoxie. Die nekrotischen Zellen konnten
keine erneute Steigerung der HIF-1a-Expression im Scaffold hervorrufen, die Werte

blieben aber auf dem hohen Level der 3D-Kultur.

Auch die Zelllinie HRO G36 zeigte dieselbe Charakteristik der HIF-1a-Expression. Ein
niedriger Wert in der 2D-Kultur in Normoxie konnte durch die Kultur unter
dreidimensionale Bedingungen um ein Vielfaches gesteigert werden (p = 0,016). Die
Zugabe nekrotischer Zellen ergab keinen erneuten Zuwachs. Die Werte unter
hypoxischen Bedingungen wichen wenig von den Werten der normoxischen Bedingungen
ab. Bei der hypoxischen Versuchsreihe zeigte sich erneut, dass in der 3D-Kultur im

Scaffold die hdchste HIF-1a-Expression nachgewiesen werden konnte.
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3.5 Scratch Analyse

Der Scratch-Assay diente der Quantifizierung der Migrationsfahigkeit der Tumorzellen.

Diese wurde mikroskopisch dargestellt (Abb. 17).

Migrationsfahigkeit HRO G36

1
o *
..::% 0,8 /7
E 0,6
§ // =9=2D
< 04
8 —8-3D
3 /
2 0,2

0 T T T )

Oh 8h 24h 48h

Abbildung 16: Migrationsfahigkeit - Die Zellen wurden zunachst sieben Tage in der Petrischale
(2D) und auf dem Scaffold (3D) kultiviert. Anschlielend wurden die Zellen gelést und in einem
neuen Well ausgeplattet. Bei nahezu 100%iger Konfluenz wurde eine Flache im Zellrasen
freigekratzt. Die Dokumentation des Schluss der Liicke im Zellrasen erfolgte an den auf der X-

Achse dargestellten Zeitpunkten mikroskopisch (n = 3).

Die Migrationsfahigkeit von 2D- und 3D-Zellen wurde in Abb. 16 vergleichend dargestellt.
In beiden Zelllinien wurde zum Zeitpunkt 0 noch keine Flache erschlossen. In den
darauffolgenden acht Stunden konnten die Zellen, die zuvor auf dem Scaffold kultiviert
wurden, 16% der Flache wieder einnehmen. Die Zellen aus der 2D-Kultur proliferierten
schneller und hatten zum selben Zeitpunkt schon 29% der freigekratzten Flache
zurickgewonnen. Nach insgesamt 24 h hatten die Zellen aus 2D bereits 73% und nach
48 h nahezu die vollstandige Flache erschlossen. Die Zellen aus dem Scaffold migrierten
etwas langsamer; nach 24 h hatten sie knapp 50% erschlossen, nach 48 h erst 79%.
Nach 24 h ist der Unterschied zwischen der 2D- und der 3D-Kultur besonders signifikant
(p = 0,028).
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Abbildung 17: Scratch Mikroskopie - Die linke Spalte zeigt das Lichtmikroskopische Bild der
Zellen der 2D-Kultur. Gegenibergestellt in der rechte Spalte die Zellen aus der 3D-Kultur.

Dargestellt sind die mikroskopischen Aufnahmen zum Zeitpunkt 0, 8, 24 und 48 h mit 20x Objektiv.

3.6 Immunohistochemische Zellcharakterisierung

Dieser Versuch diente der Charakterisierung und bildlichen Darstellung der Tumorzellen
und deren Expression verschiedener Marker. Fur die 2D-Schnitte wurden Zytospins
verwendet, fur die 3D-Schnitte wurden die Scaffolds mit den darin enthaltenen Zellen
eingebettet, kryokonserviert und anschlieRend quer angeschnitten. Nach den Farbungen

mit verschiedenen Antikérpern folgte die konfokale Mikroskopie zur Darstellung.
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CD133 ist ein typischer Marker flir Stammzellen im GBM. Dieser wird im Zytoplasma und

auf der Plasmamembran exprimiert.

(1). (2).
(3). (4).
Abbildung 18: CD133-Farbung - Die Anfarbung erfolgte mit Dylight 488 in grin, die rote
Kernfarbung erfolgte mit DRAQS5. Links oben (1) ist die 2D-Kultur unter normoxischen
Bedingungen dargestellt. Rechts oben (2) die 3D-Kultur unter normoxischen Bedingungen. Unten

links (3) die 3D-Kultur unter hypoxischen Bedingungen und unten rechts (4) die 3D-Kultur in

Normoxie unter Zugabe nekrotischer Zellen. Dargestellt sind Praparate der Zelllinie U251.

Insgesamt war die CD133-Farbung, wie in Abb. 18 dargestellt, signalarm. In den 2D-
Schnitten lieRen sich durch den Zytospin aufgeplatzte Zellkerne erkennen. Das
Zytoplasma war an einigen Stellen schwach grun angeféarbt, allerdings konnten kaum
eindeutig CD133-positive Zellen nachgewiesen werden. Im Scaffold unter Normoxie
konnte die dreidimensionale Ausbreitung der Zellen beobachtet werden. Diese Zellen
exprimierten deutlich mehr CD133, als die Zellen in 2D. Alle drei Scaffold Praparate
zeigten einige deutlich positive grine Zellen, wobei die Zellen in Hypoxie am starksten
angefarbt wurden. Durch Zugabe nekrotischer Zellen veradnderte sich die CD133-

Expression nicht wesentlich.
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Nestin ist ein Intermediarfilament und Marker fir neuronale Vorlauferzellen. Dieses
Experiment zeigt unter welchen Bedingungen die Expression besonders gefordert wurde.

In Abb. 19 sind beispielhafte konfokale Bilder der Nestin-Expression zur qualitativen

Auswertung dargestellt.

(2)

(4)

Abbildung 19: Nestin Farbung - Die Nestin Anfarbung erfolgte mit Alexa 488 in grin, die
Kernfarbung erfolgte mit DRAQ5 in rot. Links oben (1) ist die 2D-Kultur in Normoxie dargestellt.
Rechts oben (2) die 3D-Kultur unter normoxischen Bedingungen. Unten links (3) die 3D-Kultur
unter hypoxischen Bedingungen und unten rechts (4) die 3D-Kultur in Normoxie unter Zugabe

nekrotischer Zellen. Dargestellt sind Praparate der Zelllinie U251.

In dem Zytospin, dem 2D-Schnitt, zeigte sich eine homogene Nestin-Expression. Im
Vergleich dazu konnte bei den Zellen in den Scaffolds eine noch intensivere Anfarbung
beobachtet werden. Die Schnitte des Scaffolds (3D) in Normoxie zeigten deutlich mehr
grune Signale, als die Zellen in der 2D-Kultur. Durch die Hypoxie konnte die Expression
nochmals deutlich gesteigert werden. Vor allem an der Membranauf3enseite zeigte sich
ein viel starkeres Signal. Im Gegensatz dazu fiel die Expression unter Zugabe
nekrotischer Zellen deutlich ab. Zusammenfassend wurde die Nestin-Expression durch

nekrotische Zellen abgeschwacht und unter hypoxischen Bedingungen deutlich erhoht.
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Vimentin ist ebenfalls ein Intermediarfilament und ein Marker flir Weichgewebstumoren,
wie das GBM.

(1). (2).
(3). (4).

Abbildung 20: Vimentin Farbung - Vimentin stellt sich durch einen Alexa 647 markierten
Antikérper rot dar. Die Zellkerne sind nicht angefarbt. (1) zeigt die 2D-Kultur, den Zytospin, (2) die
3D-Kultur unter normoxischen Bedingungen. (3) die 3D-Kultur unter hypoxischen Bedingungen und
(4) die 3D-Kultur Normoxie unter Zugabe nekrotischer Zellen. Dargestellt sind Praparate der
Zelllinie U251.

Beispielhaft dargestellt sind konfokale Bilder der Zelllinie U251. Im Zytospin konnte schon
eine deutliche Vimentin Expression beobachtet werden. Die Zellen im Scaffold in
Normoxie zeigten sich in einer anderen Struktur, aber dhnlich stark in der Expression des
Markers (siehe Abb. 20). Auch unter hypoxischen Bedingungen anderte sich an der
Expression im Gegensatz zu den zwei vorigen Schnitten wenig. Die Zellen auf dem
Scaffold in Normoxie unter Zugabe nekrotischer Zellen zeigten jedoch ein deutlich
intensiveres Signal. Unter diesen Bedingungen wurde die Vimentin-Expression besonders
gefordert.
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SOX-2 ist ein Transkriptionsfaktor, der im GBM Uberexprimiert wird. Er gilt ebenfalls als

neuronaler Stammzellmarker.

(2)

(4)

Abbildung 21: SOX-2 Farbung - Der verwendete Alexa 488 Antikorper farbt SOX-2 grin an. Die
Zellkerne sind nicht angefarbt. (1) zeigt die 2D-Kultur, den Zytospin, (2) die 3D-Kultur unter
normoxischen Bedingungen. (3) die 3D-Kultur unter hypoxischen Bedingungen und (4) die 3D-

Kultur in Normoxie unter Zugabe nekrotischer Zellen. Dargestellt sind Praparate der Zelllinie U251.

Die konfokalen Bilder mit den SOX-2 Farbungen, auf welche sich die Auswertung bezieht,
sind in Abb. 21 dargestellt. In den 2D-Zytospinpraparaten waren bereits die meisten
Zellen angefarbt. Das Signal erschien durch das Aufplatzen der Zellen intensiver als bei
den beiden Scaffold-Praparaten in Normoxie. Diese zeigten jedoch auch eine schwache
Anfarbung der verzweigten Zellen durch den Scaffold. Die Zellen, die 72 h in Hypoxie
inkubiert worden sind, zeigten die starkste Expression von SOX-2. Das Signal der
einzelnen Zelle und damit auch im Gesamtbild war deutlich starker, als das der anderen
Schnitte. Bei diesem Marker schien die Hypoxie die Expression zu férdern und nicht der
Unterschied zwischen 2D und 3D oder die Zugabe nekrotischer Zellen.
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3.7 Duchflusszytometrische Zellcharakterisierung

Zur Quantifizierung verschiedener Expressionsmarker wurden Messungen mittels
Durchflusszytometrie (FACS) durchgeflhrt.

Nestin-Expression
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Abbildung 22: Nestin-Expression in der FACS - Auf der Y-Achse sind die Nestin-positiven
Zellen in % aufgetragen. (A) zeigt die Expression der Zelllinie U215, (B) der Zelllinie HRO G06 und
(C) der Zelllinie HRO G36 (n = 3).

Es konnte durch alle Zelllinien hinweg eine durchgangig hohe Nestin-Expression im

Bereich von 60-80%, wie in Abb. 22 dargestellt, nachgewiesen werden. Die Zelllinie U251
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exprimierte am meisten Nestin, in der 2D-Kultur unter hypoxischen Bedingungen mit
einem Wert von 84%. Insgesamt war die Expression der Zellen aus der 3D-Kultur etwas
niedriger als die Werte der 2D-Kultur. Die Zugabe nekrotischer Zellen schien keine
Zunahme der Nestin-Expression zu bewirken. Die 3D-Kultur in Hypoxie unter Zugabe
nekrotischer Zellen zeigte die geringste Expression mit 49%. Im Vergleich zum

Maximalwert der 2D Hypoxie zeigte sich ein signifikanter Unterschied (p = 0,016).

Bei der Zelllinie HRO GO06 zeigten sich in der 2D-Kultur ebenfalls hohere Werte als in der
3D-Kultur im Scaffold. Der Hochstwert mit Uber 80% wurde ebenfalls unter hypoxischen
Bedingungen erzielt. Die 3D-Kulturen lagen alle im Bereich von 50-60%. Unter
hypoxischen Bedingungen konnte immer eine leichte Steigerung im Vergleich zu den
Zellen in Normoxie beobachtet werden. Unter 3D-Bedingungen in Hypoxie wurde, im
Gegensatz zur Normoxie, 7% mehr Nestin exprimiert. Die Zugabe nekrotischer Zellen
schien die Expression zu erniedrigen. Diese Werte waren mit 54% und 55% die

niedrigsten in dieser Zelllinie.

Auch bei der Zellinie HRO G36 konnte in etwa dieselbe Charakteristik wie bei den
anderen zwei Zelllinien beobachtet werden. In 2D Hypoxie zeigte sich die grofite Nestin-
Expression mit 81%. In 2D Normoxie und 3D Normoxie zeigte sich eine Expression von
71%. Die weiteren Versuchsansatze in 3D lagen deutlich darunter. Auch konnten wieder
unter Zugabe nekrotischer Zellen die niedrigsten Werte beobachtet werden. Die 3D-Kultur
im Scaffold unter hypoxischen Bedingungen und nekrotischen Zellen zeigte mit 42% den
niedrigsten Wert des gesamten Experiments. Im Vergleich zum Hochstwert ergab sich ein

signifikanter Unterschied (p = 0,016).

Zusammenfassend konnten in der 2D-Kultur hdohere Werte als in der 3D-Kultur
nachgewiesen werden. Die Hypoxie schien sich zumindest in 2D-Kultur fordernd auf die
Nestin-Expression auszuwirken, wahrend die Zugabe der nekrotischen Zellen diese eher

verminderte.

CD133-2

Passend zur immunhistochemischen Farbung wurde ebenfalls eine FACS zur
Quantifizierung der Expression des Oberflachenmarkers CD133 durchgefihrt. Hierbei
wurde das Epitop 2 (CD133-2) als Zielepitop gewahlt, da es in GBM-Zellkulturen haufiger
als das Epitop 1 exprimiert wird. Die Ergebnisse der FACS Analyse sind in Abb. 23
graphisch dargestellt.
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(A) CD133-2-Expression U251
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Abbildung 23: CD133-2 Durchflusszytometrie - Die Zellen wurden zuvor sieben Tage in der 2D-
oder 3D-Kultur kultiviert. In den letzten 72 h folgte bei einigen Versuchsansatzen eine Inkubation in
Hypoxie oder die Zugabe nekrotischer Zellen. Die CD133-positiven Zellen wurden mittels FACS-
Analyse und dem AK-Epitop CD133-2 quantifiziert (n = 3). Die CD133-Expression in % ist auf der
y-Achse dargestellt. (A) zeigt Zelllinie U251, (B) Zelllinie HRO G06 und (C) Zelllinie HRO G36.

Insgesamt konnte bei der Zelllinie HRO G36 die groRte CD133-Expression beobachtet
werden, die anderen beiden Zelllinien wiesen deutlich geringere CD133-Expressionen
auf. Bei der Zelllinie U251 zeigte sich in der 2D-Kultur in Normoxie die geringste
Expression mit einem Mittelwert von 1,7%. Die hochste Expression konnte in der 3D-

Kultur in Hypoxie mit 3,3% (p = 0,034) nachgewiesen werden. Die Werte der 3D-Kultur
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ohne nekrotische Zellen zeigten gegenlber der 2D-Kultur die héchsten CD133-Werte. Die
Zugabe der nekrotischen Zellen verminderte die Expression des Stammzellmarkers leicht.
Unter hypoxischen Bedingungen exprimierten die Zellen etwas mehr CD133, als unter

denselben Bedingungen in Normoxie.

Bei der Zelllinie HRO GO06 lag die CD133-Expression etwa im selben Bereich wie bei der
Zelllinie U251, um 3% herum. Einen deutlich niedrigeren Wert zeigte lediglich die 2D-
Kultur in Normoxie mit <1%, den hochsten Wert zeigte die 3D-Kultur in Normoxie unter
Zugabe von nekrotischen Zellen mit 3,5%. Dies entspricht einer Steigerung um das
Vierfache. Unter 2D-Bedingungen nahm die Expression des Stammzellmarkers unter
hypoxischen Bedingungen deutlich zu. Im Scaffold, der 3D-Kultur, blieb die CD133-
Expression auf einem konstant hoheren Level im Vergleich zur 2D-Kultur und wurde nur

noch wenig von hypoxischen Bedingungen oder nekrotischen Zellen beeinflusst.

Die Zelllinie HRO G36 zeigte insgesamt die hochste CD133-2 Expression. In der 2D-
Kultur in Normoxie konnte auch hier der niedrigste Wert beobachtet werden. Unter
normoxischen Bedingungen in der 3D-Kultur und unter Zugabe nekrotischer Zellen konnte
die héchste Expression des Stammzellmarker mit einem Spitzenwert von Uber 7% erreicht
werden (p = 0,016). In der 2D-Kultur zeigten die Zellen unter hypoxischen Bedingungen
eine hdhere CD133-Expression, als unter normoxischen Bedingungen. In 3D konnte die

Expression nochmal deutlich mit der Zugabe nekrotischer Zellen gesteigert werden.

Zusammenfassend konnten in der 3D-Kultur mehr CD133-positive Zellen angereichert
werden. Dabei zeigte Uber mehrere Zelllinien hinweg, die 3D-Kultur in Normoxie unter

Zugabe nekrotischer Zellen die grofite CD133-Expression.

3.8 FACS Viabilitats-Analyse

Annexin V/ Propidium lodid Analyse

In diesem Experiment wird der derzeitige Zustand der untersuchten Zellen in der
Petrischale (2D) und auf den Scaffold (3D) mithilfe einer FACS-Analyse quantifiziert

(viabel, apoptotisch oder nekrotisch). Diese Analyse ist eine Erganzung zum

alamarBlue®-Versuch, der ebenfalls die Viabilitat der Zellen untersuchte.
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Abbildung 24: Annexin V/Propidium lodid Analyse - Nach sieben Tagen standardisierten
Versuchsaufbau wurden die Zellen markiert und mit der Durchflusszytometrie analysiert. Auf der Y-
Achse sind die verschiedenen Zustande der Zellen aufgetragen, auf der X-Achse der Anteil der
Zellen in der Probe. (A) zeigt Zelllinie U251, (B) HRO G06 und (C) die Zelllinie HRO G36 (n = 3).

Bei der Zelllinie U251 konnte beobachtet werden, dass die Zellen in der 2D-Kultur in
Normoxie den geringsten Anteil lebender Zellen aufzeigten. In der 2D-Kultur unter
hypoxischen Bedingungen steigerte sich dieser Anteil schon von 45% auf 65%. Die
Zellen, die zuvor auf dem Scaffold kultiviert worden waren, zeigten einen grofieren

Prozentsatz lebender Zellen, als die Zellen aus der 2D-Kultur. Der Anteil friiher
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apoptotischer Zellen lag in der 2D-Kultur in Normoxie bei 50%, dieser Anteil verringerte
sich in der 3D-Kultur in Normoxie auf weniger als 10%. Der Anteil der apoptotischen
Zellen wurde groer in der Kultur unter Zugabe nekrotischer Zellen, der Anteil der frihen
Apoptose stieg zulasten der lebenden Zellen. Der Anteil der spaten Apoptose lag in den
2D-Kulturen bei 16%, wahrend dieser in den 3D-Kulturen weniger als 5% betrug.
Nekrotische Zellen konnten unter allen Bedingungen kaum nachgewiesen werden. Der
Hochstwert war mit 2,6% in der 3D Normoxie zu finden. Alle Ergebnisse sind in Abb. 24

dargestellt.

Bei der Zelllinie HRO GO06 fand sich eine ahnliche Charakteristik der Ergebnisse. Der
Anteil lebender Zellen betrug in der 2D-Kultur in Normoxie 60% und lag damit deutlich
unter dem Ergebnis der 3D-Kultur in Normoxie von uber 80%. Die Kultur unter Zugabe
nekrotischer Zellen zeigte wieder einen groReren Anteil an Zellen in der frihen Apoptose
in den 3D-Kulturen. Die hypoxischen Bedingungen schienen die Lebensfahigkeit der
Zellen zumindest in der 3D-Kultur etwas zu verschlechtern, und es konnten mehr
apoptotische Zellen nachgewiesen werden. Auch der Anteil der spat apoptotischen Zellen
lag in den Kulturen der 3D-Kultur in Normoxie am niedrigsten mit weniger als 10%,
wahrend in den andern Kulturen doppelt so hohe Werte erreicht wurden. Der Anteil
nekrotischer Zellen, war wie bei den anderen Zelllinien bedeutend geringer. Insgesamt
ging es den Zellen aus der 3D-Kultur unter normoxischen Bedingungen am besten, da sie
den hdchsten Anteil viabler Zellen enthielt und den niedrigsten Anteil an apoptotischen

Zellen.

Dieser Trend setzt sich bei der dritten Zelllinie HRO G36 fort. Auch hier war der Anteil
viabler Zellen in der 3D Normoxie mit 68% am hdchsten. Unter 2D-Bedingungen war
dieser Anteil bedeutend geringer, bei knapp 50%. Auch die apoptotischen Zellen machten
in der 2D-Kultur einen deutlich gréofReren Anteil, als in der 3D-Kultur aus. Die Kultur unter
Zugabe nekrotischer Zellen zeigte einen groferen Anteil apoptotischer Zellen, gegenlber
den 3D-Kulturen ohne Zugabe nekrotischer Zellen. Der Anteil der Zellen der spaten
Apoptose lag in dieser Zelllinie am héchsten und zeigte in der 3D-Kultur in Hypoxie Werte
von 29%. Insgesamt ging es den Zellen aus dem Scaffold, der 3D-Kultur unter

normoxischen Bedingungen am besten.

Analyse unter Zugabe von Temozolomid

Die Zugabe des Chemotherapeutikum Temozolomid zu den Zellen im Scaffold soll eine
Selektion der Zellen zugunsten der resistenten stammzellartigen Zellen bewirken. Die
anschlielende FACS-Analyse mit dem Apoptose-/Nekrose-Assay soll feststellen, wie

viele viable Zellen danach noch im Scaffold vorzufinden sind.
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Abbildung 25: Viabilitat unter Temozolomid - Eine zuvor durchgefiihrte Toxizitatsanalyse mit
den Zellen der Zelllinie HRO G36 ergab eine LDs, von 500 yM TMZ (Abbildung A). Nach 48 h
Einwirken des Chemotherapeutikums mit der definierten LDso-Dosis wurde eine Viabilitatsanalyse
mit Annexin V/Propidium lodid im Durchflusszytometer durchgefiihrt (Abbildung B). Zur Kontrolle
dient der Vorversuch mit der Zelllinie ohne TMZ. Auf der Y-Achse sind die verschiedenen
Versuchsarme aufgetragen, auf der X-Achse kdnnen die farbig gekennzeichneten Anteile der

verschiedenen Zellzustande abgelesen werden (n = 3).

Die Zellen, die mit dem TMZ behandelt wurden, zeigten einen geringeren Anteil an
lebenden Zellen, als die Kontrolle ohne TMZ. 37% der Zellen waren noch lebendig. Der
graphische Vergleich und der Effekt der TMZ Behandlung sind in Abb. 25 dargestellt. Der
Anteil der Zellen in friiher Apoptose unter TMZ Zugabe war mit 45% besonders grof3.
Auch der Anteil der Zellen in spater Apoptose war mit 16% hdher, als in der Kontrollen,
wo nur 11% zu verzeichnen waren. Zusammenfassend konnte bei den Zellen im Scaffold

durch die Zugabe von TMZ eine Reduktion ihrer Viabilitat nachgewiesen werden.
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4. Diskussion

4.1 Validierung und Diskussion verschiedener GBM in vitro Modelle

Das Ziel dieser Arbeit war es, ein Tumormodell zu validieren, welches den Ansprichen
der in vivo Tumormikroumgebung gerecht wird, um CSC oder dormant cells zu
selektionieren. Dafur wurde das Modell des Scaffolds, in dem sich die Zellen
dreidimensional ausbreiten konnen, genauer untersucht. Es gab unterschiedliche
Versuchsansatze mit insgesamt drei verschiedenen Zelllinien, bei denen vor allem der
Einfluss der Hypoxie und die Zugabe nekrotischer Zellen untersucht wurden. Schliellich
wurden Stammzellmarker quantifiziert und IL-8- sowie HIF-1a-Assays sowohl in 2D- als
auch in 3D-Modellen durchgefiihrt, um ein moglichst realitatsgetreues Tumormodell zu

finden.

Scaffolds, welche aus Polystyrol bestehen und mit Poren durchsetzt sind, sorgen flr ein
optimales Zellwachstum, -interaktion und -differenzierung [46]. In den Ergebnissen dieser
Arbeit zeigte sich innerhalb von sieben Tagen eine deutlich langsamere Erhdhung der
Zellzahl auf den Scaffolds, im Gegensatz zur 2D-Kultur. Auf dem Scaffold konnten nur
rund 50% der ausgeplatteten Zellen gewonnen werden. Nicht nur die Proliferationsrate
war bei den Zellen, die auf dem Scaffold angereichert worden sind, langsamer, auch die
Migrationsfahigkeit der Zellen war eingeschrankt. Bei einem Scratch-Versuch hatten die
Zellen aus der 2D-Kultur nach 24h bereits 73% der freigekratzten Flache
wiedereingenommen, wahrend die Zellen die zuvor in 3D-Bedingungen kultiviert worden
sind, zu diesem Zeitpunkt erst 48% eingenommen hatten (p = 0,028). Diese Beobachtung
wurde auch in Experimenten von Wang, K. et al. geteilt. Die Zellen, die auf Chitosan-
Hyaluronsdure (CHA) Scaffolds kultiviert wurden, zeigten in etwa nur die Halfte der
Wachstumsrate der adharenten Zellen in 2D [49]. Es ist bekannt, dass CSC langsamer
proliferieren als ihre differenzierten Folgezellen [50]. Daher kénnte man davon ausgehen,
dass sich auf dem Scaffold mehr stammzellahnliche Zellen anreichern, die ein
langsameres Wachstum bedingen. Dies konnte auch von der Arbeitsgruppe Kievit et al.
bestatigt werden: sie zlichteten gezielt CSC auf Chitosan-Alginat (CA) Scaffolds, sowie in
einfachen Monolayer 2D-Kulturen. Mit einer Verzégerung von funf Tagen hatten sich auch
hier die Zellen auf den Scaffolds vermehrt. Diese Verzégerung hangt vermutlich mit einer
Veranderung der Genexpression zusammen (epithelialer zu mesenchymaler Ubergang =
EMT) und bedingt einen Ubergang von non-CSC zu CSC [51]. Da in unseren
Experimenten die Zellen nur sieben Tage lang untersucht wurden, sind die niedrigen

Zellzahlen in 3D nachvollziehbar.

Die Ergebnisse der beiden Viabilitdtsassays zeigten im Vergleich etwas widersprichliche

Ergebnisse. Wahrend bei den alamarBlue®-Versuchen die Zellen in der 2D-Kultur
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Uberwiegend hohere Viabilitatswerte aufwiesen, konnte mit der FACS Analyse und der
Untersuchung der genauen Zusténde der Zellen (viabel, apoptotisch, nekrotisch) gezeigt
werden, dass die Zellen aus den Scaffolds den gréf3ten Anteil viabler Zellen aufweisen,
der unter 2D-Bedingungen deutlich geringer ausfiel. Die alamarBlue®-Methode ist mit
einer langen Inkubationsperiode mit drei Stunden relativ storanfallig. In dieser Zeit steigt
die Moglichkeit der Artefaktausbildung aufgrund chemischer Interaktionen [52], sodass die
Ergebnisse denen der sensitiven FACS-Analyse mit Annexin V/Propidium lodid AK-
Markierung untergeordnet werden mussen. Die Zellen zeigten in der Durchflusszytometrie
unter normoxischen Bedingungen im Scaffold den grof3ten Anteil viabler Zellen. Das 3D-
Modell des Scaffolds scheint optimale Bedingungen fir die Zellen zu bieten, welche sich
unter den genannten Umgebungseinflissen ansiedeln und proliferieren konnten.
Zusammenfassend waren die Zellen im Scaffold deutlich viabler gegentiber der 2D-Kultur,
zeigten aber eine langsamere Proliferation und Migration. Mit den genannten

Eigenschaften ist das 3D-Modell schon jetzt vielversprechend.

Das unterschiedliche Wachstumsverhalten der Zellen unter 3D-Bedingungen auf dem
Scaffold gegeniiber den Zellen in der 2D-Kultur lie sich auch mikroskopisch darstellen.
Die Zellen in dem Scaffold zeigten sich in rAumlicher Ausbreitung mit erhéhter Zell-Zell-
Interaktion. Zell-Zell-Interaktionen sind auf dem Scaffold aufgrund der gréReren
Oberflache und der damit gréReren Zahl an Nachbarzellen ausgepragter [49]. Uber die
Scaffolds ist bekannt, dass das Zellverhalten in der 3D-Umgebung mehr dem
Originaltumor ahnelt. Das Wachstumsverhalten und Genexpressionsprofil verandert sich
zu einem maligneren Phanotyp hin, da sich die CSC-Population hier vermehrt anreichert
[53]. Stammzellmarker wie Nestin, SOX-2 und CD133 konnten in den Versuchen
mikroskopisch vermehrt in der 3D-Kultur nachgewiesen werden. Diese Daten konnten

quantitativ durch eine Nestin- und CD133-FACS Analyse bestatigt werden.

Des Weiteren untersuchten wir die Anreicherung CD133-positiver Zellen als
Stammzellmarker auf den verschiedenen Tumormodellen. 3D-Modelle sind bekannt dafir,
dass auf ihnen die CD133-positive Subpopulation angereichert werden kann [51]. CD133
reguliert die Zell-Proliferation und steht fir die Selbsterneuerungskapazitat der CSC im
GBM [54]. Unsere Analyse fand mittels Antikdrperfarbung und einer anschlieenden
Durchflusszytometrie statt. Der Héchstwert in unseren Experimenten lag nach einer
Woche bei 7% CD133-positiven Zellen im 3D-Modell in Normoxie unter Zugabe
nekrotischer Zellen bei der Zelllinie HRO G36. Dies scheint die besten Bedingungen zur
Anreicherung von CSC zu bieten. In den 2D-Kulturen in Normoxie waren in allen drei
Zelllinien nach sieben Tagen nur 1-2% zu finden. Die Steigerung der CD133-positiven

Subpopulation der Zellen auf dem Scaffold bestatigte sich mit einer Signifikanz von p =
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0,016. Generell ist es schwierig, die CSC in vitro zu isolieren, da sie nur eine schmale
Subpopulation von weniger als 1% in Zellkulturen ausmachen [51]. Dies erklart die
niedrigen Werte in der 2D-Kultur. Auch in den Experimenten von Kievit et al. mit CA-
Scaffolds zeigte sich eine deutliche Zunahme der CD133-positiven Population innerhalb
von 15-tagiger Kulturdauer auf den Scaffolds von 1,5% auf bis zu 62,7%. Wahrend die
Zellen im Monolayer unverandert bei ca. 1% blieben [51]. Allerdings ist mit unseren
Experimenten nicht zu erklaren, wie Arbeitsgruppen nach zwei Wochen auf eine Rate von
Uber 60% CD133-positiven Zellen kommen [51]. Zwar scheint die Kultivierungsdauer eine
wichtige Rolle zu spielen, da wir nur eine Kulturdauer von sieben Tagen hatten und CSC

nur langsam proliferieren. Jedoch erscheint die Rate von Gber 60% enorm hoch.

Zusammenfassend beweisen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die Kultur auf den
Scaffolds und insbesondere unter Zugabe nekrotischer Zellen, zur Steigerung der CD133-
positiven Population der Zellen beitragen. Die Ergebnisse von Kievit et al. suggerieren,
dass Chitosan-Alginate Scaffolds (Chitosan mit ihrer Ahnlichkeit zu Glykosaminoglykane,
als Hauptkomponente der Extrazellularmatrix [49]) den Unterschied in der
Zellmorphologie und der CD133-Fraktion ausmachen, im Gegensatz zu einfachen
Polystryrol Scaffolds. Auf diesen konnten sie nicht mehr als 1% CD133-positive Zellen
anreichern [51]. Diese Beobachtung kann mit den von uns erhobenen Ergebnissen nicht
bestatigt werden, da uns die Kultivierung von bis zu 7% CD133-positiver Zellen nach

siebentagiger Kulturdauer auf Polystyrol-Scaffolds gelang.

Die Heterogenitat des Glioblastoms spiegelt sich auch in der CD133-Expression wieder.
Es besteht eine enorme Variabilitat der CD133-Expression zwischen 1% und 60%. Hinzu
kommt, dass auch CD133-negative Zellen zu CD133-positiven Zellen mit
Stammzelleigenschaften werden kdnnen [38, 54]. Die unstimmigen Daten zur CD133-
Rate konnten auch damit zusammenhangen, dass sich das Protein sowohl an der
Plasmamembran der Zelle als auch im Zytoplasma befinden kann. Wenn CD133 im
Zytoplasma lokalisiert ist, kann es in nicht permeablen Zellen mit der FACS nicht
detektiert werden [54]. Somit gibt es einen intra- und einen extrazelllularen Pool von
CD133 im GBM, die sich ineinander umwandeln kénnen und von der Membranoberflache
ins intrazellulare Zytoplasma “verschwinden” kdnnen [54]. Des Weiteren verandert Trypsin
die Oberflachenexpression von Proteinen wie CD133 [27], deshalb verwendeten wir fur
unsere Experimente Accutase, um die Zellen schonend zu lésen. Dadurch dirfte die
CD133-Expression also nicht beeintrachtigt worden sein. Die niedrige CD133-positive
Subpopulation, die durch die FACS Analyse quantifiziert worden ist, bestatigte sich auch
durch die immunhistochemische Farbung. In der konfokalen Mikroskopie konnte

insgesamt nur eine schwache Farbung detektiert werden und kaum eindeutig CD133-
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positive Zellen. Zusammenfassend ermoglicht die dreidimensionale Kultivierung auf dem
Scaffold die Anreicherung von CSC, wie die steigende CD133-Subpopulation beweist.
Uns interessierte darlber hinaus, welche weiteren Faktoren zur Steigerung der CSC-

Population beitragen.

Auch die zunehmende Expression verschiedener Stammzellmarker unter hypoxischen
Bedingungen wurde in unseren Versuchen untersucht. Unter hypoxischen
Kulturbedingungen koénnen sich CD133-negative und Nestin-negative Zellen zu CD133-
positiven und Nestin-positiven Zellen dedifferenzieren [55]. In Versuchen von Soeda et al.
haben sich die CD133-positiven Zellen unter Hypoxie auf 10,3% verdoppelt [56]. Auch die
Arbeitsgruppe um Wang, P. et al. untersucht die CD133-Expression in primaren Gliomen:
Zum Zeitpunkt 0 in Normoxie fanden sie bereits eine Subpopulation von 7% CD133-
positiven Zellen in deren Kulturen, dieser Anteil konnte unter drei Tagen Hypoxie auf
17,4% in den Neurospharen gesteigert werden [55]. Hypoxie induziert den Ubergang vom
epithelialen zu mesenchymalen Subtyp [57], welcher mit der phanotypischen
Verwandlung zu mehr CSC Eigenschaften zusammenhangt [58]. In unseren
Experimenten konnte nur eine geringe Steigerung der CD133-positiven Subpopulation
unter 72-stindiger Hypoxie sowohl in der 2D-, als auch in der 3D-Kultur beobachtet
werden. Bei der Zelllinie HRO G36 verdoppelte sich die Menge CD133-positiver Zellen
unter 2D-Bedingungen von 2,5% auf knapp 5%. Unter 3D-Bedingungen bewirkte die
Hypoxie einen etwas geringeren Anstieg um maximal 0,5%, die mit Hilfe der
Durchflusszytometrie quantifiziert werden konnte. Vermutlich ist bei unseren
Experimenten der Effekt des Scaffolds auf die CSC-Anreicherung insgesamt grésser, als
die der Hypoxie durch erniedrigten Umgebungssauerstoff. Auch die Nestin-Expression
wurde in unseren Versuchen vor allem in der 2D-Kultur durch die Hypoxie von 70% auf
Uber 80% gesteigert. In Experimenten von Wang, P. et al. wurde die initiale Nestin-
Expression von 2,3% auf 93% unter 15 Tagen hypoxischen Bedingungen in
Neurosphéaren gesteigert. Nach 3 Tagen Hypoxie konnten sie 35% feststellen [55], da
konnten wir bereits einen wesentlich gréfieren Anteil detektieren. Dennoch ist die
Tendenz zur Steigerung der Nestin-Expression unter Hypoxie mit unseren Ergebnissen

Ubereinstimmend.

Das Glioblastom ist wie viele andere Tumoren auch durch hypoxisches Gewebe
charakterisiert [56, 59]. Hypoxie ist eine der Umgebungsbedingungen des Tumors, die
die CSC aufrecht erhalt [59], sie férdert die Selbsterneuerungskapazitat und den Anteil
CD133-positiver Zellen, aulerdem wird die weitere Differenzierung der Zellen inhibiert.
Zusammenfassend ist die Hypoxie ein wichtiger Faktor der Tumormikroumgebung [56],

durch den die Zellen metabolischen Veranderungen unterlegen sind. Die anaerobe
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Glykolyse sowie weitere spezielle Signalwege und Transkriptionsfaktoren, die die
Stammzellaufrechterhaltung regulieren wie Notch und Oct4, werden aktiviert [56]. Die
Hypoxie fordert dariber hinaus die Tumor-Angiogenese Uber VEGF, die Invasivitat des
Tumors und die Therapieresistenz. AuRerdem unterstutzt sie die CSC-Selbsterhaltung, -

Proliferation und induziert non-CSC, CSC-Eigenschaften auszubilden [33].

Der Hypoxie- induzierter Faktor liel3 sich in unseren Experimenten nur wenig durch den
umgebenden Sauerstoffgehalt beeinflussen, sondern wurde bereits massiv durch die
Kultivierung auf dem Scaffold freigesetzt. HIF-1a wird normalerweise nur durch
hypoxische Bedingungen stabilisiert, weshalb angenommen werden kann, dass in den
dreidimensionalen Strukturen des Scaffold geringere Sauerstoffkonzentrationen
herrschen als im umgebenden Medium. HIF-1a wurde in allen Versuchsansatzen im
Scaffold deutlich exprimiert (bis zu 56-fache Steigerung gegeniber der 2D-Kultur, p =
0,016). Der Hypoxie-induzierte Faktor sorgt fur die sauerstoffunabhangige
Aufrechterhaltung der Zellen, indem er die Genexpression der Angiogenese und
Glykolyse fordert [56]. Des Weiteren induziert HIF-1a die Aktivierung des Notch-
Signalweges und ist damit essentiell fir die Hypoxie-vermittelte Aufrechterhaltung von
CSC [36, 60]. HIF-1a fordert die Selbsterhaltung von CSC und inhibiert die weitere
Differenzierung der stammzelldhnlichen Zellen [36]. Die Zellen mit erhdéhter HIF-1a-
Expression wurden in anderen Experimenten in Pseudopalisadenzellen um nekrotische
Areale herum gefunden - pathognomonisch fir das GBM in histologischen
Untersuchungen [58]. Vor allem der mesenchymale Subtyp zeigte sowohl mehr Nekrose,
als auch ein starker exprimiertes HIF-1a. Diese Annahme hat zur Folge, dass sich in den
Arealen mit vermehrter HIF-1a-Expression mehr CSC anreichern kénnen. Da bei uns in
allen Kulturen auf dem Scaffolds vermehrt HIF-1a nachgewiesen werden konnte, scheint
dies ausschlaggebend zu sein. Die Zugabe nekrotischer Zellen scheint weniger ins
Gewicht zu fallen. Es zeigte sich keine Steigerung der HIF-1a-Expression mehr unter der
Zugabe nekrotischer Zellen. Allein die Kultur im Scaffold forderte diese gegenuber der 2D-
Kultur enorm. Dabei war es egal, ob der Scaffold unter normoxischen oder hypoxischen
Bedingungen fur die letzten 72 h kultiviert worden war. Daraus kann geschlussfolgert
werden, dass im Scaffold dauerhaft hypoxische Bedingungen herrschen und hier die HIF-
1a-vermittelte Aufrechterhaltung der CSC vermutlich stattfindet. Dies passt auch mit den
Ergebnissen der Untersuchungen der Stammzellmarker zusammen, da unter denselben
Bedingungen auf dem Scaffold nicht nur erheblich mehr HIF-1a exprimiert wurde, sondern
diese dreidimensionale Umgebungseinflisse auch ausschlaggebend fur die vermehrte
Expression von Stammzellmarkern wie CD133 waren. Die Inkubation unter Hypoxie hatte
insgesamt nur einen vorUbergehenden Effekt. Durch die Verarbeitung der Zellen in

Normoxie, nach 72h hypoxischer Inkubation, scheint sich der Hypoxie-induzierte Faktor

61



sofort wieder zu destabilisieren. Eine hypoxische Werkbank konnte den Effekt der

Hypoxie vor allem in der 2D-Kultur Ianger aufrechterhalten und neue Erkenntnisse liefern.

Die Entwicklung der intratumoralen Hypoxie im 3D-Modell wurde auch von Colwell et al.
beschrieben [59]. Dieser beobachtete, dass in dreidimensionalen Modellen reduzierte
Sauerstoffbedingungen auftreten, die wiederum fir die Aufrechterhaltung von
Stammzellen sorgen. Dies passt zu unseren Ergebnissen des HIF-1a-Versuchs, die eine

reduzierte Sauerstoffkonzentration im Scaffold vermuten lasst.

HIF-1a spielt zusammen mit den typischen genetischen Veranderungen in der Genese
des GBMs eine Rolle. EGFR ist im Glioblastom oft verandert. Mittels dieses Signal durch
Ligandenbindung wird der Pi3K/AKT/mTOR Signalweg aktiviert, welcher HIF-1a
hochreguliert. [61]. Schlussfolgernd wird HIF-1q, als typischer Mediator des GBM, durch
die 3D-Kultur im Scaffold massiv gegentber der 2D-Kultur freigesetzt und unterstreicht
damit die Eignung des Scaffolds als Tumormodell. HIF-2a wurde in unseren Versuchen
nicht untersucht, auch wenn einige Quellen der Meinung sind, dass auch dieser Faktor
ebenfalls mit der Erhaltung der CSC wund der Stammzellmarker-Expression

zusammenhangt [3, 60].

Die Messung der IL-8-Sekretion wurde ebenfalls zur Charakterisierung der GBM-Zellen
unter verschiedenen Umgebungsbedingungen durchgefihrt, da das Interleukin einen
grol’en Beitrag zur Tumorigenitat leistet. Die Ergebnisse zeigten, dass sich die IL-8-
Sekretion im Scaffold deutlich unter der Zugabe nekrotischer Zellen, im Verhaltnis 1:1,
steigern lie® (U251 p = 0,011). In den 2D-Kulturen konnte im Vergleich wenig IL-8
nachgewiesen werden. Es kam zu einer fast finffachen Steigerung der IL-8-Sekretion von
der 2D-Kultur gegentiber der 3D-Kultur in Normoxie unter Zugabe nekrotischer Zellen (p =
0,037) in der Zelllinie HRO G36. Wahrend sonst die Ergebnisse der drei verschiedenen
Zelllinien durch alle Versuche relativ konstant waren, zeigte sich bei diesem Versuch in
der Zellinie HRO GO06 kaum nachweisbare IL-8-Sekretion, weshalb fir zukinftig
kommende Versuche die Zellinien HRO G36 und U251 bevorzugt zu verwenden sind.
Jedoch war die gesamte Experimentdurchfihrung mit drei verschiedenen Zelllinien

wichtig, um das beste Tumormodell auch angemessen validieren zu konnen.

Das Chemokin IL-8 ist typischerweise im GBM hochreguliert [62]. Es besitzt
tumorauslésende und proangiogenetische Eigenschaften und hangt mit der
Neovaskularisation sowie der Progression des GBM zusammen [63, 64]. Es gilt
aullerdem als parakriner Regulator fur die Stammzellfunktion [34]. Hohe IL-8-Level
korrelieren mit dem Verlust des Tumorsuppressor PTEN [65] und h&ngen mit einem

schlechterem Uberleben von GBM-Patienten zusammen. Das Maximum der IL-8-
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Expression wurde in zahlreichen Versuchen in den hypoxischen, nekrotischen Arealen
der Pseudopalisadenzellen gefunden [63, 64]. Nekrotische Zellen flihren Uber Aktivierung
von NFkB und AP-1-Signalwege zu einer erhdhten IL-8 Ausschittung und einer damit
verbundenen gefdrderten Migration und Invasion des GBMs [11, 63, 66]. Dazu passen
auch die Ergebnisse von Ahn et al., die die IL-8-positiven Zellen in der perinekrotischen
Zone lokalisiert fanden [11]. Damit I&sst sich erklaren, dass in unseren Versuchen die
Zugabe nekrotischer Zellen im Scaffold der entscheidende Faktor zur Steigerung der IL-8-
Sekretion war. Mit der nekrotischen Grenzschicht wird die naturliche
Tumormikroumgebung imitiert. Es resultieren stammzellahnliche Zellen, die sich durch
eine hohe IL-8 Sekretion kennzeichnen, die dem GBM in vivo insgesamt sehr ahnlich
sind. Das macht wiederholt das 3D-Modell in Normoxie besonders unter Zugabe der

nekrotischen Zellen interessant flir die Tumor- und Stammzellforschung.

Der Nekroseanteil im GBM variiert stark im Bereich von 0 bis Gber 80%, passend zur
Heterogenitat des Tumors. Die mesenchymale Subklasse des GBMs zeigt besonders viel
Nekrose. Da keine genetischen Veranderungen als Ursache gefunden werden konnten,
steht wieder die Tumormikroumgebung im Fokus, die Nekrose und die Subtypen des
GBM zu beeinflussen [67]. Die Rate an CD133-positiven Zellen ist in nekrotischen
Arealen ebenfalls hoher, als in Gewebe ohne Nekrose [68]. Die nekrotischen Areale sind
umgeben von zelldichten Pseudopalisadenzellen. Diese exprimieren ein hdheres Level an
Stammzellmarkern (CSC). Sodass davon ausgegangen werden kann, dass sich CSC in
hypoxischen, sowie in nekrotischen Arealen anreichern [60]. Diese Nischen konnten im
Scaffold mit der Grenzschicht zu nekrotischen Zellen nachgestellt werden, wie die erhdhte
IL-8-Sekretion beweist. Ebenfalls bestatigend flr diese Annahme sind die Ergebnisse,
dass sich in der Zelllinie HRO G36 unter 3D-Bedingungen und besonders unter Zugabe

nekrotischer Zellen vermehrt CD133-positive Zellen anreichern lassen.

Insgesamt zeigen unsere Ergebnisse, dass die Tumormikroumgebung, mit einem
dreidimensionalen Wachstum im Scaffold unter Zugabe nekrotischer Zellen, die in vivo
Nischen des Tumors gut nachahmen kann. In der dreidimensionalen Umgebung kénnen
sich die GBM Zellen untereinander besser vernetzen und kommunizieren [34]. Die
Umgebungszusammensetzung ist ein wichtiger Faktor fur die intratumorale Heterogenitat,
so kénnen CSC nur in spezifischen Nischen aufrecht erhalten werden [32]. Nischen sind
nicht nur als anatomische Regionen zu verstehen, sondern halten auch spezifische
Bedingungen fir die Zellen bereit, die die Eigenschaften der CSC aufrechterhalten [28].
Hypoxische sowie nekrotische Areale sind damit unter anderem ausschlaggebend fir die
Tumorigenitat und tragen zur Heterogenitat des GBM im Allgemeinen bei. Die Kultivierung

unter hypoxischen Bedingungen brachte keinen Benefit, da im Scaffold per se schon
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hypoxische Bedingungen herrschen, wie unsere Experimente beweisen. Die hypoxische
Umgebungsbedingung alleine konnte keine deutliche Steigerung von CSC auf dem
Scaffold erwirken. Nekrotische Zellen wurden hinzugefligt, um der Tumormikroumgebung
in vivo gerecht zu werden. In diesen Gewebenischen kdnnen sich Stammzellen
anreichern [57]. Die grofiten Erfolge hat in den vorliegenden Experimenten das Modell
des Scaffolds in Normoxie unter der Zugabe nekrotischer Zellen gezeigt. Dies hat sich in
einer steigenden Expression von CD-133 als Stammzellmarker, sowie IL-8 und HIF-1a als
wichtige Mediatoren des GBM, geauliert. Das Tumormodell besitzt damit ein insgesamt
hoheres Tumorigenitatspotential, in dem sich CSC anreichern lassen. Dass das
Tumorpotential mit der Adaptation an die Mikroumgebung steigt, beweisen auch die
Versuchen von Dirkse et. al. [40]. Dieser arbeitete ebenfalls den Einfluss der

Umgebungseinfliisse auf die GBM-Zellen heraus.

Dahingegen sind die Daten der 2D-Kulturen Kklinisch relativ unzuverlassig, da die GBM
Zellen in keiner reprasentativen Tumormikroumgebung kultiviert werden [50]. Adharente
CSC sind im Allgemeinen seltener und schwieriger zu isolieren [69]. Auch in unseren 2D-
Kulturen zeigten sich zwar schnell proliferierende Zellen, aber mit der geringsten Menge

an Stammzellmarkern, keiner HIF-1a-Expression und nur wenig IL-8-Sekretion.

Somit ist das 3D-Modell in Normoxie unter Zugabe nekrotischer Zellen gut geeignet,
um CSC anzureichern und eignet sich als Tumormodell, um den Therapieerfolg von
Medikamenten in vivo besser abschatzen zu kdnnen [53]. Der Tumor zeigt eine hdhere
Expression von Stammzellmarkern unter dreidimensionalen Umgebungsbedingungen und
unter Zugabe nekrotischer Zellen. Damit kann ein starr hierarchisches Modell der
Tumorstammzellgenese abgelehnt werden. Zum selben Schluss kommen auch Dirkse et.
al., die betonen, dass Stammzellen und deren Marker nicht klonaler Herkunft sind,
sondern einen Zustand darstellen, der durch die Mikroumgebung beeinflusst wird und sich
plastisch daran adaptiert. Sie lehnen ebenfalls die hierarchische Ordnung der Zellen ab
und sprechen vielmehr von einem dynamischen Prozess [40]. Die Vorlauferzellen, die
sich aus den ruhenden Stammzellen entwickelt haben, kbnnen auch wieder zu CSC de-
differenzieren [3]. Da sich Zellhierarchien wieder auflésen und undifferenzierte Zellen
wieder Stammzelleigenschaften annehmen kénnen, kann eher von einem stochastischen
Modell ausgegangen werden. Dies wird mit dem Modell des Scaffolds und der steigenden
CD133-positiven Subpopulation, unter bestimmten Umgebungsbedingungen, verdeutlicht.
Es wird angenommen, dass ein ruhender und ein aktiver Pool von Stammzellen existiert,
die ineinander Ubergehen koénnen [31]. Aus ruhenden Stammzellen kénnen sich
Vorlauferzellen entwickeln, aus denen sich der Tumor entwickelt, oder diese konnen

wieder zu CSC de-differenzieren [3]. CSC an der Oberflache des Tumors sind aktiver,
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wahrend hypoxische CSC in der Mitte des Tumors eher zu den ruhenden Stammzellen

gehoren [70].

Des Weiteren sind wir in der vorliegenden Arbeit der Frage nachgegangen, inwiefern eine
Resistenz der stammzelldhnlichen Zellen gegeniber TMZ vorliegt. Auf Scaffolds
kultivierte Zellen zeigen generell groRere Resistenzen gegenuber alkylierenden
Substanzen wie TMZ. Sie ahneln damit dem in vivo Verhalten des GBMs [49]. Diese
Theorie scheint durch unsere Versuche bestatigt. Die Zellen, die im Scaffold mit 500 yM
Temozolomid fur 48 h behandelt worden sind, zeigten hinterher eine nur leicht reduzierte
Viabilitat in der FACS Analyse, gegenlUber der Kontrolle. Nach 48 h Einwirken des
Chemotherapeutikums in einer Dosis von 500 uM blieben noch knapp 40% viable Zellen
erhalten. Angesichts der hohen Dosis an TMZ ist dies eine hohe Viabilitat. In unserem
Versuch ergab sich mit 500 uM eine LDs, in der 2D-Kultur, die bei weitem die
Konzentration, die sonst verwendet wird (50 uM) Ubersteigt. Dies bedeutet auch, dass die
GBM-Zellen in unseren Experimenten sehr resistent gegeniber TMZ sind und sich durch

die Chemotherapie ihre Viabilitat nur wenig reduziert.

Auch in Experimenten von Wang K. et al. zeigten die auf dem Scaffold kultivierten Zellen
eine grolRere Resistenz gegenlber alkylierenden Substanzen, da sie hier ihrem in vivo
Verhalten am ahnlichsten sind [49]. In vielen anderen Versuchen wird von einer klinisch
relevanten Dosis von 50 uM gesprochen, die eine Vermehrung der Subpopulation von
stammzellahnlichen Zellen in vitro verursacht. 50 uM entspricht auch der therapeutischen
Konzentration, die sich normalerweise im Tumor akkumuliert [71]. Dies ist unter anderem
aufgrund vorliegender Ergebnisse kritisch zu hinterfragen. Schliel3lich ergab sich in
unseren Experimenten eine zehnfach hohere LDsy,, die wir als therapeutische
Konzentration nutzen. Es wird beschrieben, dass die LDsy fur TMZ auf Scaffold
kultivierten Zellen 3-fach so groR ist, wie fur Zellen in der 2D-Kultur [49]. Im Scaffold
herrscht im Gegensatz zur 2D-Kultur eine verminderte Diffusion z.B. der Therapeutika.
Daher haben wir 48h Einwirkzeit gewahlt, um eine moglichst hohe Penetranz von TMZ in
der Kultur zu erreichen. In den Experimenten von Auffinger et al. wurde der grofte
Anstieg von CD133, Nestin und SOX-2 Expressionen acht Tage nach der initialen TMZ
Behandlung beobachtet [71]. Es wird vermutet, dass TMZ den Pool der CSC durch
Phanotypveranderungen von non-CSC zu CSC zu erhéht [71]. Bei uns wurde lediglich die
Viabilitdt in einem Zeitraum von 48 h nach der TMZ Behandlung untersucht. Die
Stammzellmarker wurden in unserem Experiment im Anschluss an die TMZ-Therapie

nicht untersucht, dies ware ein Ansatz fur weitere Anschlussarbeiten.

Die Zellen im Experiment zeigten eventuell eine groRere Resistenz und schlechteres

Ansprechen auf TMZ, weil die verwendeten Patientenzelllinien ber einen unmethylierten
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MGMT-Promoter verfugten. Damit ist das MGMT-Gen aktiviert und ein Reparaturgen
entfernt die hinzugefugten Alkylreste, die vom TMZ angehangt worden sind. Die
Beachtung des IDH-Status oder der MGMT-Methylierungs-Status wird in Zukunft wichtiger

und sollte auch eine Rolle bei der Therapie spielen [12].

Insgesamt besitzt der Scaffold das Potential, in Zukunft neue Therapieansatze
angemessen evaluieren zu kénnen. Im besten Fall kdnnte damit die klinische Effektivitat
zuverlassig hervorgesagt werden [43]. Das 3D-Modell bildet essentielle Faktoren der
GBM-Mikroumgebung in vivo ab [43] und schliel3t damit die Liicke zwischen in vivo und in
vitro Untersuchungen [44]. In unseren Versuchen zeigte sich das 3D-Modell in Normoxie
und besonders unter der Zugabe nekrotischer Zellen, als wichtiger Part der
Tumormikroumgebung, als favorisiertes Forschungsmodell. Unter diesen Bedingungen

lassen sich vermehrt resistente Stammzellen anreichern und untersuchen.

4.2 Schlussfolgerung und Ausblick

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein 3D-Tumormodell zu finden, welches die
Licke zwischen in vivo und in vitro Untersuchungen schlie3t. Die Ergebnisse zeigen, dass
sich das 3D-Modell des Scaffolds unter Zugabe nekrotischer Zellen gut eignet, um die
Tumormikroumgebung des GBM in vivo nachzustellen. In diesem 3D-Modell reicherten
sich vermehrt Zellen mit Stammzelleigenschaften an, des Weiteren wurden HIF-1a und IL-
8 als tumorférdernde Marker vermehrt exprimiert. Diese Ergebnisse sind dem 2D-Modell
in der Petrischale deutlich Uberlegen, welches nur wenig Stammzelleigenschaften zeigt
und daher fur die Forschung am GBM weniger geeignet ist. Die Tumormikroumgebung,
welche mithilfe des dreidimensionalen Scaffolds besser nachgestellt werden kann, als mit
herkdbmmlichen in vitro Versuchen, ist Voraussetzung zur Anreicherung von CSC [3].
Daraus ergeben sich neue Therapieansatze des GBMs: Die Umgebungszustande, die
einen vermehrten Wandel zu CSC initiieren, sollten als therapeutischer Ansatz dienen.
Nachfolgend soll nun dieses 3D-Modell in Normoxie unter Zugabe nekrotischer Zellen fur
weitere Therapieansatze genutzt werden. Mit dem vorliegenden Modell konnen
realistische Untersuchungen neuer Therapien am GBM realisiert werden, ohne direkt auf
in vivo Versuche zuruckgreifen zu missen. Unter Bestrahlung oder einer Chemotherapie
mit TMZ soll getestet werden, inwiefern sich CSC weiter selektionieren lassen. Nicht nur
die Viabilitdt sondern auch die Expression von Stammzellmarkern wie CD133 soll nach
einer Therapie mit TMZ, mit den Daten vor der Therapie verglichen werden, da
angenommen werden kann, dass sich hauptsachlich die differenzierten Zellen unter der
TMZ Therapie dezimieren. Des Weiteren soll die in vitro Tumorigenitat der Zellen im 3D-

Modell weiter untersucht werden. Die Kulturdauer auf dem Scaffold konnte fir
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ausgewahlte Versuche langer gewahlt werden, um der langsameren Proliferation auf dem
Scaffold gerecht zu werden und noch mehr Zellen insgesamt, aber vor allem mehr CSC-
ahnliche Zellen anzureichern. Die Tumormikroumgebung des GBM mit nekrotischen und
hypoxischen Arealen sollte in Zukunft im Fokus der Untersuchungen liegen, da mit
diesem Ansatz ein groRer Beitrag zum Verstandnis der GBM-Progression geleistet

werden kann.

4.3 Limitationen

Die komplette Laborarbeit der vorliegenden Ergebnisse wurde von mir personlich
durchgefiihrt. Trotz sorgfaltigen Arbeitens konnen Fehler entstanden sein. Dabei konnen
sowohl systematische Fehler durch ungenaue Zellzahlung oder Pipettierungenauigkeiten
entstanden sein, als auch zufallige Fehler wahrend des Messens z.B. mit dem
Plattenlesegerat oder der Durchflusszytometrie. Samtliche Versuche wurden daher
mindestens 3fach wiederholt und mit unterschiedlichen Zellpassagen durchgeflihrt. Viele
Arbeiten wurden manuell durchgefiihrt, anstatt dafir Gerate zu verwenden. Die
Wiederholung der Ergebnisse sollte mit den beschrieben Methoden (siehe Kapitel 2.2)
moglich sein, allerdings ist sie dennoch in gewissem MalRRe vom Untersucher und den
verwendeten Reagenzien und Laborgeraten abhangig. Die Versuchsdauer von sieben
Tagen hatte aufgrund des langsameren Wachstums der GBM-Zellen auf dem Scaffold
noch verlangert werden kdénnen. Von anderen Untersuchungsgruppen wurden die Zellen
Uber 15 Tage und langer beobachtet [51]. Allerdings war bei der vorliegenden Vielzahl an
Versuchen mit drei Zelllinien und jeweils sechs verschiedenen Modellen eine zweiwochige
Kultivierung in einem angemessenen Zeitumfang der Versuche von einem Jahr nicht zu
realisieren. Eine hypoxische Werkbank hatte der Versuchsreihe der Hypoxie noch mehr
Aussagekraft gegeben. So wurden die Zellen bei unseren Versuchen nach 72 stundiger
hypoxischer Inkubation wieder unter normoxischen Bedingungen unter einer normalen
Werkbank weiterverarbeitet. Eine hypoxische Werkbank stand uns leider nicht zur
Verfugung, weshalb z.B. der Hypoxie-induzierte Faktor nach kurzester Zeit in

normoxischen Bedingungen wieder abgebaut wurde.
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5. Zusammenfassung

Das Glioblastom gehdrt aufgrund seines raschen und infiltrativen Wachstums zu den
aggressivsten malignen Tumoren [12]. Mit seiner geringen medianen Uberlebenszeit von
weniger als 15 Monaten nach Diagnosestellung [20] trotz multimodaler Therapie, steht
das GBM nach wie vor im Interesse der Forschung. Die Standardtherapie besteht seit
2005 aus dem von Roger Stupp eingefuihrten Regime einer konkomitanten Radio-
chemotherapie mit Temozolomid nach der chirurgischen Resektion des Tumors [12]. Das
schlechte Uberleben aufgrund der hohen Rezidivwahrscheinlichkeit kann unter anderem
auf eine schmale Subpopulation von stammzelldhnlichen Zellen (CSC) zurlickgeflhrt
werden, die die Fahigkeit besitzen, erneut einen Tumor zu formieren und die Radio- und
Chemoresistenz vermitteln [27]. CSC befinden sich in speziellen Nischen der
Tumormikroumgebung und werden durch eine wechselseitige Interaktion aufrechterhalten
[28].

Das Ziel dieser Arbeit war es ein in vitro Tumormodell des GBM zu validieren, in welchem
unter dem Aspekt der Tumormikroumgebung die Anreicherung von CSC gelingen kann.
Dieses 3D-Modell sollte die Licke zwischen in vivo und in vitro Versuchen verkleinern.
Unsere Experimente umfassten drei verschiedene GBM Zelllinien, deren Eigenschaften
jeweils in einem 2D-Modell (der klassischen Zellkultur), einem 3D-Modell (dem Scaffold),
in Normoxie, in Hypoxie sowie unter Zugabe nekrotischer Zellen untersucht wurden. Das
Modell des Scaffolds besteht aus einer mit Poren durchsetzten Membran aus Polystyrol,
in der sich die Zellen dreidimensional ausbreiten kénnen. Es wurden in allen Modellen
jeweils verschiedene Stammzellmarker wie CD133, Nestin und SOX-2 mit einer
immunhistochemischen Farbung dargestellt, sowie durch eine FACS Analyse quantitativ
bestatigt. Des Weiteren wurden das Proliferations- und das Migrationsvermdgen getestet,
sowie die HIF-1a-Expression und die |IL-8-Sekretion der Zellen nach einer Kulturdauer von
sieben Tagen ermittelt. Die Viabilitdt der Zellen unter TMZ-Behandlung wurde ebenso

gemessen.

Insgesamt zeigte sich das Modell des Scaffolds in Normoxie unter Zugabe nekrotischer
Zellen am geeignetsten, um Zellen mit Stammzelleigenschaften anzureichern. Die
CD133-Expression konnte im 3D-Modell - im Gegensatz zum 2D-Modell - deutlich
gesteigert werden. Sie zeigte ihr Maximum im 3D-Modell unter Zugabe nekrotischer
Zellen. Die IL-8-Sekretion lie® sich ebenfalls besonders durch die Zugabe der
nekrotischen Zellen im Scaffold steigern. HIF-1a konnte in unseren Versuchen weniger
durch den Umgebungssauerstoff beeinflusst werden, sondern wurde bereits massiv von

den Zellen, die auf dem Scaffold kultiviert waren, freigesetzt. Dies spricht daflir, dass im
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Scaffold niedrigere Sauerstoffbedingungen herrschen und in dieser hypoxischen
Umgebung besonders gut CSC angereichert werden kdnnen. Die vermehrte Anreicherung
von stammzelldhnlichen Zellen spricht dafir, dass innerhalb der Zellen ein
Populationswechsel stattgefunden haben muss, mit einer Umwandlung von non-CSC zu
CSC [3]. Dies widerspricht der Annahme eines strikt hierarchischen Stammzellmodells.
Die De-differenzierung der Zellen wird durch die dreidimensionalen, sowie hypoxischen
und nekrotischen Umgebungseinflisse geférdert. Eine Untersuchung der Viabilitat der
Zellen unter Einfluss von TMZ zeigte, dass die GBM-Zellen auf dem Scaffold nach der
TMZ-Therapie noch zu einem Grofdteil viabel waren. Dieses Ergebnis unterstitzt die

Annahme einer Chemoresistenz durch CSC.

Schlussfolgernd kann in dem dreidimensionalen Scaffoldmodell mit Ausbildung einer
Grenzschicht zu nekrotischen Zellen die Tumormikroumgebung in vivo gut nachgebildet
werden, welches die Anreicherung der CSC nachweisbar fordert. Das Modell des
Scaffolds mit seinen hypoxischen und nekrotischen Arealen ist ausschlaggebend fir die
Tumorigenitat des GBMs, welches sich mit unseren Versuchsergebnissen wie einer
steigenden CD-133 Subpopulation und erhdhten IL-8-Sekretion bestatigen lasst. In
weiteren Versuchen soll dieses Modell zur Untersuchung neuer Therapiemalinahmen
eingesetzt werden. Zukunftige Therapieversuche mussen nicht nur die CSC beachten,
sondern auch die Umgebungsumstande, die zu einem vermehrten Wandel der Zellen zu
Gunsten der CSC fuhren. Die Tumormikroumgebung spielt eine grof’e Rolle und rickt
immer mehr in den Fokus der Forschung. Das Ziel ist es, aussagekraftige praklinische
Untersuchungen durchfihren zu kénnen, um die klinische Effektivitdt von Therapien
angemessen beurteilen zu kénnen. Es konnte gezeigt werden, dass dieses spezielle 3D-
Modell in vitro, die in vivo Bedingungen gut nachahmen kann. Das 3D-Modell des
Scaffolds kdnnte das der Neurospharen oder der Xenograftmodelle und im besten Fall
Tierversuche allgemein in Zukunft reduzieren oder gar abldsen. Somit konnte mit den
vorliegenden Versuchen ein Beitrag zur weiteren Forschung am GBM und der Erprobung

neuer Therapien geleistet werden.
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7. Anhang

7.1 Thesen

1)

Das Glioblastom ist der haufigste maligne Hirntumor. Das mediane Uberleben
nach GBM Diagnose betragt trotz Therapie nur knapp 15 Monate und bedarf

deshalb intensiver Forschung.

Stammzellahnliche Zellen (CSC) sind vermutlich fur die Therapieresistenz und das
Rezidivwachstum verantwortlich. CD133, Nestin und SOX-2 gelten u.a. als

typische Stammzellmarker.

Zellkulturen, mit denen man in vitro Tumorstammzellen anreichern und
untersuchen kann, sind entscheidend. Eine Moglichkeit hierfir bietet der Scaffold,

eine 3D-Matrix, in Form einer 200 um dicken Kunststoffmembran.

Unter dreidimensionalen Bedingungen auf dem Scaffold zeigen die Tumorzellen
eine hohere Viabilitat als in der herkdmmlichen 2D-Zellkultur und eignen sich

besser fiir in vitro Versuche.

In den Scaffolds herrschen hypoxische Bedingungen, wie die ausgepragte HIF-1a-
Expression beweist. In dem 3D-Modell kénnen mehr CD133-positive Zellen

angereichert werden als in herkdmmlichen 2D-Kulturen.
Zuvor differenzierte Zellen konnen wieder Stammzelleigenschaften annehmen.
Die Zugabe von nekrotischen Zellen fordert die IL-8-Sekretion der Tumorzellen.

Das favorisierte Tumormodell - dreidimensionaler Scaffold unter Zugabe
nekrotischer Zellen - spiegelt die in vivo Tumormikroumgebung mit Nekrose und
Hypoxie wider. Unter diesen Bedingungen konnen in vitro die meisten

stammzelldhnlichen Zellen angereichert werden.

Die Tumormikroumgebung ist ausschlaggebend fur das Tumorpotential und die
Stammzellanreicherung. Diese beeinflusst das Ansprechen des GBM auf
Therapien und eventuelle Resistenzen mafRgeblich und sollte in Zukunft mehr

Betrachtung finden.
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