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1. Einleitung

1.1 Glioblastom - eine kurze Vorstellungsrunde

Bei einem Glioblastom handelt es sich um den haufigsten und verheerendsten primaren bosartigen
intrinsischen Gliatumor bei Erwachsenen [Cheray 2017; Fernandes 2017; Vleeschouwer 2017]. Die
Weltgesundheitsorganisation (WHO, world health organization) teilte ihn, aufgrund seiner Eigen-
schaften, zu den WHO Grad IV (nach WHO-Klassifikation 2016) und ZNS WHO Grad 4 (nach
WHO-Klassifikation 2021) [Weller 2022] Tumoren ein.

Dieser Tumor stellte 16 % aller Neoplasien des zentralen Nervensystems (ZNS) dar [Thakkar 2014;
Ostrom 2013], womit das Glioblastom den grofRten Anteil der circa 240.000 weltweit jahrlich diag-
nostizierten Hirntumore bildete [Cheray 2017]. Er trat vorrangig bei Patienten im hoheren Alter auf,
zum Zeitpunkt der Erstdiagnose waren sie im Median 64 Jahre alt [Ostrom 2013; Chakrabarti 2005]
(der Durchschnitt lag bei 55 Jahren [Wilson 2014]). Das hochste Risiko, daran zu erkranken, bestand
statistisch gesehen zwischen dem 75. und 84. Lebensjahr und sank nach dem 85. Lebensjahr [Ost-
rom 2013]. Bei einem sekundaren Glioblastom war das durchschnittliche Diagnosealter mit 40 Jah-
ren tendenziell niedriger als bei der primaren Variante [Wilson 2014]. Eine Erkrankung im Kin-
des- oder Jugendalter gilt als ungewohnlich beziehungsweise selten [Ostrom 2013] und obwohl es
ahnliche Desoxyribonukleinsaure-Methylierungsmuster fir die padiatrische und die erwachsene
Gruppe gab, unterschieden sie sich in einigen Clustern [Tamimi 2017; Sturm 2014]. Ein Glioblastom
im padiatrischen Gebiet ist also nicht direkt mit einem priméaren Glioblastom vergleichbar, weshalb
Studienergebnisse fir Tumore im Kindesalter nicht komplikationslos Gbertragbar sind.

Die genaue Herkunft des Glioblastoms steht zum jetzigen Zeitpunkt noch zur Diskussion. Als Ur-
sprungzellen wurden bislang Astrozyten [Kleihues 1995], also differenzierte Gliazellen, gliale Vor-
lauferzellen [Louis 2016], Stamm- oder neuronale Vorlduferzellen [Bachoo 2002; Dai 2001] be-
trachtet. Es trat vor allem in den supratentoriellen Regionen auf [Chakrabarti 2005], selten im Klein-
hirn [Tamimi 2017] und noch seltener im Rickenmark [Adams 2013; Engelhard 2010]. Hier waren
die ungewdhnlicheren Lokalisationen, Studien zufolge, haufiger bei jingeren Patienten zu finden
[Tamimi 2017].

Aufgrund der hohen Aggressivitat des Glioblastoms erhalten die Patienten eine schlechte Prognose
[Cheray 2017]. Die mediane Uberlebenszeit ohne Therapie lag bei gerade einmal drei Monaten
[Malmstrém 2012] und selbst mit aggressiver multidisziplindrer Therapie betrug die mittlere Uber-
lebenszeit nur 15 Monate [Koshy 2012; Stupp 2005], bei einer Zwei-Jahres-Uberlebensrate von
20-33 % [Gilbert 2013; Stupp 2005] und einer Finf-Jahres-Uberlebensrate von sogar nur 1-3 %
[Cheray 2017]. Die aktuelle lege artis Therapie besteht aus einer maximalen sicheren operativen
Resektion, Strahlentherapie, Chemotherapie mit Temozolid [Perry 2012] und zielgerichteter mole-
kularer Therapie [Stupp 2015; Cheng 2011; Stupp 2005]. Diese Therapie ist, wie an der niedrigen
Uberlebensrate erkennbar, nicht kurativ und bei allen Patienten kam es zu einem spiteren Zeit-
punkt zu einer Tumorprogression mit nahezu universeller Sterblichkeit [Cheray 2017]. Die diffuse
infiltrative Natur des Glioblastoms sowie seine signifikante molekulare und zelluldre Heterogenitat
flhrten zu seiner Therapieresistenz und vermehrten Tumorrezidiven [Stupp 2005]. Die zellulare He-
terogenitat, Infiltrationsfahigkeit [Cheray 2017] und seine Strahlenresistenz sorgten fir eine be-
glnstigte Schadensantwort [Liu 2006; Dean 2005]. Bei Glioblastomen war die Chemoresistenz
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oftmals die Folge einer Uberexpression der Og-Metylguanin-Methyltransferase und Apoptoseinhi-
bitoren [Liu 2006; Dean 2005]. All diese Faktoren trugen daflir Sorge, dass eine vollstandige Resek-
tion in vielen Fallen nicht moglich war [Cheray 2017] und verbliebene Zellen des Tumors von den
Behandlungsversuchen verschont blieben [Xie 2014].

Aufgrund der allgemein schlechten Prognose und der aktuell unzureichenden Therapiemaoglichkei-
ten halt man nun Ausschau nach einer zielgerichteten Therapie, die ihren Vorteil in der selektiven
Tumorzelltdétung hatte [Perry 2012] und so auf die Tumorheterogenitat und die Invasivitat indivi-
duell eingehen kénnte. Diese individuellen Kombinationstherapien nach einer Resistenztestung
werden vermehrt notwendig, da die inter- und intratumorale Heterogenitat eine einheitliche The-
rapie bisher verhinderte. Um dies zu ermoglichen, ist nicht nur eine genaue Differenzierung der
Zellen im Vorfeld sinnvoll [Lombardi 2017], sondern auch eine Unterscheidung der Tumorentitaten
von Bedeutung.

1.1.1 Primares und sekundares Glioblastom

Hirntumore kénnen allgemein in primare, also im Gehirn entstandene, wie das Glioblastom, und
sekundare, die als Metastase eines extracerebralen Tumors entstanden sind, eingeteilt werden.
Gepragt wurden die Begriffe des primaren und sekundaren Glioblastoms 1940 vom Neuropatholo-
gen Hans Joachim Sherer [Kleihues 1999]. Diese Differenzierung zweier unterschiedlicher Krank-
heitsentitaten, die zwar histologisch nicht unterscheidbar waren [Lombardi 2017; Mansouri 2017],
sich jedoch aus verschiedenen genetischen Vorlaufern entwickelten und so unterschiedliche cha-
rakteristische genetische Veranderungen aufwiesen [Brennan 2013; Ohgaki 2004], ist entschei-
dend. Dies hangt damit zusammen, dass es sich bei beiden zwar um von Natur aus diffuse Tumore
handelt, sie jedoch durch unterschiedliche molekulare Pfade ein funktionell zu differenzierendes
Tumorverhalten gegenliber den Behandlungsstrategien zeigten und so zu verschiedenen klinischen
Ergebnissen fUhrten [Ohgaki 2007; Ohgaki 2004]. Die Isocitratdehydrogenase-Mutation ist fur die
Differenzierung von besonderem Interesse. Sie ist ein frihes Ereignis bei der Gliomgenese und ver-
anderte sekundar weitere Endpunkte (wie beispielsweise durch den Verlust von Tumorsuppressor-
genen wie dem flir den Tumorsuppressor p53 und dem Retinoblastom-Gen 1) [Mansouri 2017].

Primaren Glioblastomen geht keine vorherige Tumordiagnose voran und sie machten 90 % der
Glioblastome aus [Ohgaki 2013]. Sie kamen zumeist bei dlteren Patienten vor [Ohgaki 2004]. Eine
Amplifikation des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR, epidermal growth factor recep-
tor) zeigten 35 % der primaren Glioblastome und 24 % eine Mutation in dem Phosphatase und Ten-
sinhomologon (PTEN)-Gen [Costello 1997]. Die EGFR-Amplifikation war meist eine der Vari-
ante Il (EGFRvlII), durch die ein schwaches, aber konstitutiv aktiviertes Rezeptorsignal entstand
[Hatanpaa 2010; van den Bent 2007], dies sorgte fiir verstarkte Proliferation und Uberleben der Tu-
morzellen [Crespo 2011]. In fast ausschlieRlich fortgeschrittenen Stadien kam es dann zu einer
PTEN-Deletion beziehungsweise Mutation [Crespo 2011].

Sekundare Glioblastome entstanden als Weiterentwicklung niedriggradiger Astrozyten- oder Oli-
godendrozytentumoren (WHO-Grad Il oder Ill) [Ohgaki 2013] und sie hatten ahnliche klinische
Merkmale wie ihre Ursprungstumore [Mansouri 2017]. Insgesamt waren sie deutlich seltener [Mul-
lins 2013b] und die Betroffenen waren im Durchschnitt 17 Jahre jlnger als Patienten mit einem
primdren Glioblastom [Ohgaki 2004; Dropcho 1996]. Der klinische Verlauf stellte sich langer dar, da



der Tumor oft ein deutlich weniger aggressives Verhalten zeigte [Nobusawa 2009; Ohgaki 2005;
Ohgaki 2004].

1.1.2 Tumorheterogenitat

Priméare Glioblastome weisen eine signifikante genetische Heterogenitat auf, sodass eine weitere
Unterteilung in Tumorsubtypen mit verschiedenen genetischen Veranderungen, die eine wichtige
prognostische Bedeutung hatten, sinnvoll wurde [Kleihues 1999]. In einem einzigen Tumor war zu-
dem ein heterogener Satz an Tumorzellen zu finden [Sturm 2014], diese unterschieden sich nicht
nur morphologisch voneinander, sondern die Zellen Gbernahmen wahrend der Tumorgenese auch
verschiedene Rollen [Yuan 2004], was oft fir eine Variabilitat in den Beobachtungen sorgte und
eine korrekte Identifizierung des Tumorsubtyps zunehmend erschwerte [Kim 2014; Scott 1995].
Dem Tumor erlaubte diese Heterogenitat, auf selektiven Druck zu reagieren und sie trug so zu sei-
ner Aggressivitat, seinem Wachstum und an vielen Stellen auch zum Therapieversagen bei
[Yap 2012].

Es scheinen im Wesentlichen zwei Mechanismen von groRerer Relevanz zu sein, wenn es um die
Frage geht, wie es zu dieser hohen Heterogenitat kommen kénnte. Zum einen wiesen die Krebszel-
len einen unterschiedlichen Grad der Fahigkeit zur Selbsterneuerung und Differenzierung in ver-
schiedene Zelltypen auf und die koloniale Evolution erhdhte die genetische Vielfalt innerhalb des
betroffenen Gewebes. Diese Heterogenitat im Tumor zeichnete sich durch eine raumliche Definie-
rung vom Tumorkern bis zur Peripherie aus [Stieber 2013; Gerlinger 2012]. Zum anderen hingen
die Diffusions- und Invasionseigenschaften eng mit den wandernden Gliom-Stammzellen zusam-
men [Brabletz 2005]. Abhdngig davon, aus welchem Tumorquadranten eine Probe zur Untersu-
chung entnommen wurde, konnten dementsprechend unterschiedliche molekulare Subtypen dif-
ferenziert werden [Sottoriva 2013].

Ohne ein verallgemeinerbares Konzept fir die Heterogenitdt in einem Tumor wird es schwer sein,
ein festes Ziel fir die Therapie zu finden. Der Tumor wird in Folge dessen durch die Therapie nie
vollstandig getroffen, sodass das Risiko flr weitere Infiltration, Rezidive und allgemeines Therapie-
versagen erheblich ist [Vleeschouwer 2017]. Trotz dieser Heterogenitat scheint es einige Signal-
wege zu geben, die sich bereits in der Vergangenheit fir das Glioblastom als wichtig herausgestellt
haben. Es ist also ersichtlich, welche zentrale Rolle der Pathogenese bei dem primaren Glioblastom
zukommt.

1.1.3 Pathogenese

Das primare Glioblastom konnte in mehrere Abstammungslinien der Tumorentstehung differen-
ziert werden [Chen 2012; Wang 2010; Pollard 2009]. Seine hohe Sterblichkeit wurde oftmals auf
eine sehr komplexe Pathobiologie zuriickgefiihrt, welche mit einer hoher Zellularitat, Neovaskula-
risation, Hypoxie oder Nekrosen, Infiltration von Immunzellen und lokaler Invasion einherging
[Vartanian 2014].

Bei der Tumorentstehung stehen im Wesentlichen zwei Modelle zur Diskussion. Es wird zwischen
einem stochastischen und einem hierarchischen Tumormodel unterschieden. Bei dem stochasti-
schen Modell geht man davon aus, dass alle Tumorzellen eine vergleichbare proliferative, wan-
dernde und infiltrative Eigenschaft hatten und zufallig aus genetisch beeintrachtigten Gliazellen



entstehen wiirden [Cheray 2017]. Ihre Heterogenitdt ware dementsprechend das Ergebnis intrinsi-
scher und extrinsischer Faktoren [Cheray 2017]. Demgegeniber waren nach dem hierarchischen
Tumormodell die Krebsstammzellen die einzigen mit echter Selbsterneuerung und multipotenten
Differenzierungseigenschaften [Vescovi 2006], sie schienen die Tumorprogression zu initiieren [Ca-
talano 2011]. Durch die beliebige Kombination der verschiedenen genetischen und molekularen
Aberrationen kdme es so nicht nur zu einer signifikanten Veranderung in wichtigen grofRen Signal-
wegen, sondern ebenfalls zu einer hohen Variabilitdt, wenn nicht sogar zu verschiedenen Gruppen
innerhalb des Tumors [Lombardi 2017].

Unabhéngigvon dieser, nicht abschliefend geklarten Entstehung des Glioblastomsist bekannt, dass
die Zellen eines Tumors standig ihren Gleichgewichtszustand als Reaktion auf innere und dulRere
Einflisse verandern. Diese Zellidentitdtsveranderungen waren stark koordinierte Modulati-
ons- und Genexpressionsvorgdange [Cheray 2017]. Die epigenetischen Regulationen spielten also
eine zentrale Rolle in der Tumorgenese, Migration, Entwicklung von Metastase und flr therapeuti-
sche Rickschldge. Sie sind damit auch in Zukunft ein wichtiges Angriffsziel von Therapiemaoglichkei-
ten [Cheray 2017] und so ein bedeutender Ansatz fir die Forschung. Schon fir sich genommen
bedeutete eine EGFR-Amplifikation, eine Promotormutation der telomerase reverse transkrip-
tase (TERT, ein katalytischer Subkomplex der Telomerase) oder eine +7/-10 Kopienzahlmutation
eine schlechtere Prognose fir den Verlauf der Erkrankung [Weller 2022]. In friheren Studien wurde
bereits gezeigt, dass den Signalwegen der Rezeptor-Tyrosin-Kinase durch die haufige Veranderung
eben jener [Agarwal 2013; Assem 2012] eine besondere Bedeutung zuteilwurde. Dementspre-
chend wurde nicht nur auf den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor, sondern auch auf den
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) / Proteinkinase B (AKT)-Signalweg ein Augenmerk gelegt und diese
im Folgenden separat vorgestellt (Abb. 1).
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Abb. 1: Der EGF-Rezeptor und Ausschnitte aus seinen aktivierten Signalwegen, modifiziert nach Wells [Wells 1999]. EGFR
induziert neben dem schwarz darstellten PI3K/AKT-Signalweg auch den STAT-Signalweg und den RAS/RAF/MEK/ERK-Signal-
weg (grau dargestellt). In normalen Zellen dienen sie wachstumsfordernden Prozessen und der Migration.




1.1.3.1 EGF-Rezeptor

Bei dem epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor handelt es sich um ein Transmembranprotein [Jo-
rissen 2003], das als Mitglied der Rezeptorfamilien der humanen epidermalen Wachstumsfaktorre-
zeptoren (ErbB/HER, human epidermal growth factor receptor) unterschiedliche epidermale
Wachstumsfaktoren bindet. Er liegt als inaktives Monomer vor und erfahrt dann klassischerweise
eine Liganden-induzierte Dimerisierung zweier benachbarter Rezeptoren, die dann zu einer Kon-
formationsverschiebung fuhrt. Schlussendlich aktiviert dies die Kinasefunktion der Rezeptor-Tyro-
sin-Kinase und ermoglicht die Kreuzphosphorylierung der Tyrosinreste. Damit bildet sie die Vorbe-
reitung flr nachgeschaltete Signalkaskaden [Lombardi 2017]. Der epidermale Wachstumsfak-
tor (EGF, epidermal growth factor) hat normalerweise eine Signalfunktion bei der Proliferation,
Migration, Differenzierung und dem Uberleben aller Zellarten des zentralen Nervensystems [Nicho-
las 2006]. Neben dem PI3K/AKT-Signalweg, der im Folgenden naher beschrieben wird, aktiviert der
EGF-Rezeptor ebenfalls signal transducers and activators of transcription (STAT, Transkriptionsfak-
toren) [Schrump 2001; Silvennoinen 1993] und die Signalweiterleitung Uber das rat fibrosarcom
protein (RAF, eine Familie von Serin/Threonin-Proteinkinasen), mitogen-aktivierte Proteinkinase-
Kinasen (MEK, mitogen activated/extracellular signal-activated kinase kinase) und extracellular sig-
nal requlated kinase (ERK, eine Serin/Threonin-Kinase) [Yap 2011; Lewis 1998].

Bei Glioblastomen war die EGFR-Signalisierung entweder durch Uberexpression des Rezeptors, sei-
ner Liganden oder durch Amplifikation des EGFR-Locus gestdrt [Huang PH 2009]. Diese Mutation
resultierte in einem verkirzten Proteinprodukt [Carpten 2007] und flhrte somit zu einer konstitu-
tiven Aktivierung und unkontrollierten Zunahme der Phosphorylierung, wobei unterschiedliche Va-
riationen in einem Tumor moglich waren [Lombardi 2017]. Eine EGFR-Amplifikation sprach im
Schnitt fiir eine hochgradige Malignitét, die mit einer schlechteren Prognose und kirzeren Uberle-
benszeit des Patienten einherging [Jeuken 2009]. Die Variante lll des epidermalen Wachstumsfak-
torrezeptors aktivierte das RAS related C3 botulinum toxin substrate 1 (RAC1, eine RHO-GTPase),
welches fir die Bildung von Vorspriingen an der Vorderkante der Zelle wichtig war und die Migra-
tion von Zellen durch die Tyrosinproteinkinase SRC (SRC)-abhéngige dedicator of cytokine-
sis 1 (DOCK 180, ein Guaninnukleotid-Austauschfaktor)-Phoyphorylierung vorantrieb [Feng 2012;
Feng 2011].

1.1.3.2 PI3K/AKT-Signalweg und PTEN

Die Phosphoinositid-3-Kinase wird an die Zelloberflache rekrutiert und anschlieRend durch den
EGF-Rezeptor aktiviert. Sie wandelt durch Phosphorylierung Phosphatidylinositol-4,5-bisphospho-
nat (PIP2) zu Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) um [Mansouri 2017; Oh 2014], dies indu-
ziert weiter nachgeschaltete Molekile wie die Proteinkinase B [LoPiccolo 2008]. Die Aktivierung des
PI3K/AKT-Signalwegs sorgt dann, durch die Herunterregulierung vom Cyclin-abhdngige-Kinase-In-
hibitor 1B, fur eine erhdhte Zellproliferation und fihrt zu einer Beeinflussung der Zellzyklusprogres-
sion [Narita 2002]. Zudem inaktiviert es proapoptotische Gene [Datta 1997] sowie die Transkription
von Pro-Uberlebens-Genen unter dem Einfluss von dem nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B-cells (NFkB, ein spezifischer Transkriptionsfaktor) [Ozes 1999].

Am zweithaufigsten bei allen Tumorarten war das Tumorsuppressorgen verandert, welches fir
PTEN verantwortlich ist [Stokoe 2001]. Diese Veranderungen befanden sich auch in 40 % der
Glioblastome, Uberwiegend in den primaren Glioblastomen [Tohma 1998]. PTEN ist normalerweise
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der Negativregulator der Phosphoinositid-3-Kinase und beendet das PIPs-Signal durch seine
Dephosphorylierung, sodass die Proteinkinase B und das mammalian target of rapamycin (mTOR,
eine Serin/Threonin-Kinase) im Anschluss nicht wie zuvor aktiviert werden [LoPiccolo 2008]. In
,hormalen” Zellen spielen diese eine zentrale Rolle bei der Hemmung der Zellproliferation und der
Regulierung der Fahigkeit von Zellen zur Migration und Invasion [Tamura 1998]. Seine Inaktivierung
fuhrte zu einer erhohten PI3K-Verflgbarkeit, in deren Folge eine vermehrte SignallUbertragung
stattfand [Lombardi 2017]. In Verbindung gebracht wurde dies mit einer erhéhten Pathogenitat des
Glioblastoms [Koul 2008]. Eine Mutation in der Proteinkinase B, dem bereits angesprochenen nach-
geschalteten Effektor der Phosphoinositid-3-Kinase, der zur Zellproliferation und Hemmung der
Apoptose fuhrt, war in Gliomen nicht Gblich [Mansouri 2017]. In anderen Tumoren zeigten sich hier
jedoch durch Inhibition mit Capivasertib, einem hoch potenten pan-AKT-Inhibitor, vielverspre-
chende Ergebnisse bei der Hemmung der Tumorproliferation [Andrikopoulou 2022]. Diese soeben
angesprochenen Signalwege konnten Einfluss auf das Migrations- und Invasionsverhalten des
Glioblastoms nehmen, welches sich ebenfalls von entscheidender Bedeutung fir die Tumorpro-
gression und den Verlauf der Erkrankung zeigten.

1.1.4 Invasion und Migration

Die Tumorzellinvasion und -migration sind charakteristisch fir die Ausbreitung des Glioblastom [Jo-
hansen 2016]. Die invasive Natur war so nicht nur fur die lokale Zerstdérung von gesundem Gewebe
verantwortlich, sondern auch fir die Rezidivhaufigkeit [Demuth 2004]. Der AuRenrand der Tumor-
zellverbreitung war in bildgebenden Verfahren schlecht bis gar nicht zu beurteilen, denn einzelne
infiltrative Gliomzellen konnten sich weit vom soliden Tumorrand entfernen [Lorenzo 2017]. Sie
wanderten sogar bis in die kontralaterale Hemisphare, sodass sie eine vollstandige Resektion inklu-
sive aller Auslaufer unmoglich machten [Armento 2017; Zhang 2012; Bellail 2004; Bernstein 1995].
Durch die Heterogenitdt in der Tumormikroumgebung entzogen sie sich zudem zum Teil auch der
Bestrahlung und Chemotherapie [Armento 2017; Zhang 2012]. Die Lokalrezidive traten in 80 % der
Falle im Randbereich von 2.5 cm um die urspriingliche Resektionshdhle auf, obwohl die zurlickge-
legten Entfernungen von Tumorzellen deutlich groRer sein konnten [Wernicke 2016]. Die Herkunft
dieser Invasions- und Migrationseigenschaften, an der die bereits beschriebenen Mdéglichkeiten der
Signalweiterleitung beteiligt sein konnten (s. 1.1.3 Pathogenese), erschienen deshalb von grolRer
Bedeutung.

Die Zellen reagierten auf verschiedene Migrationshinweise wie beispielsweise Chemokine und in-
duzierten eine direkte Migration durch Chemotaxis [Munson 2013], sodass endogene elektrische
Felder vermutlich einen Einfluss auf die Migration hatten [Huang 2016]. lonenkanale spielten nicht
nur bei der elektrischen Signalweiterleitung, sondern auch bei der Zellmigration und Metastasie-
rung von Tumorzellen eine Rolle [Sontheimer 2008]. Das elektrische Feld konnte im Gehirn durch
die Gewebepolaritat der Gehirnmakrostrukturen sowie der lokalen Feldpotentiale, die aus den ab-
gefeuerten Aktionspotentialen der Neuronen aufgebaut wurden, entstehen [Hales 2014]. Der
schwache endogene Strom stellte sich in Studien mit Mausen als Anhaltspunkt fiir die Migration
von Neuroblasten aus der subventrikularen Zone dar [Cao 2013]. Dies gab Grund zur Annahme,
dass physiologische, elektrische Felder eine wichtige Rolle bei der Tumorinvasion und -entstehung
spielten [Tsai 2020; Sun 2018; Huang 2017; Huang 2016] und einen Einfluss auf die Migration der
Zellen haben konnten.



1.2 Galvanotaktische Migration

Alle Zellen besitzen ein elektrisches Potential Gber ihre Plasmamembran hinweg [Payne 2019]. Ist
das Zytoplasma relativ zum extrazelluldren Raum positiver geladen, gilt die Zelle als depolarisiert.
Ist das Zytoplasma negativer als der extrazelluldre Raum, spricht man von einer hyperpolarisierten
Zelle, sie hat ein starker negatives Membranpotential. Das Membranpotential beschreibt den elek-
trochemischen Gradienten Uber eine Membran und wird durch lonenkanalexpression, lonenzu-
sammensetzung des extrazelluldaren Raumes und bioelektrische Gradienten, wie beispielsweise ei-
nem elektrischen Feld, reguliert [Wright 2004]. Das wohl bekannteste Beispiel dafiir sind Neuronen,
aber auch andere Zellen waren befahigt, bioelektrische Signale zu empfangen und zu erzeugen
[Funk 2015; Levin 2018].

Vor ungefdhr 175 Jahren berichtete Emil du Bois-Reymond Uber das Vorhandensein von elektri-
schen Feldern in der Haut von Froschwunden [du Bois-Reymond 1848]. Beinahe 100 Jahre spater
demonstrierte Burr, dass Spannungsmessungen verwendet werden konnten, um einen Tumor in
vivo zu erkennen und lieferte den Hinweis darauf, dass sich die bioelektrischen Eigenschaften des
tumordsen Gewebes von denen des ,,normalen” Gewebes unterscheiden [Burr 1941]. 1970 wies
Cone nach, dass Verdanderungen im Membranpotential und dem lonenfluss die Mitose steuerten,
wodurch die Verbindung zu den bdsartigen Modulationen entstand [Cone 1974; Cone 1971,
Cone 1970]. Eben diese Unterschiede in der biologischen Impedanz von Krebszellen im Gegensatz
zum umliegenden Gewebe wurden im Laufe der Jahre immer weiter zum Ziel von Forschung und
Therapie [Cuzick 1998; Faupel 1997].

Bioelektrische Felder entstehen immer dort, wo eine elektrische Potentialdifferenz zwischen zwei
Punkten herrscht, die zum Beispiel durch polarisierten lonentransport und Stromfluss erzeugt
wurde [Messerli 2011]. Die Galvanotaxis stellt hierbei das kollektive Ergebnis verschiedener Me-
chanismen dar, einschlielRlich asymmetrischer loneneinflisse [Mycielska 2004] sowie der bevorzug-
ten Aktivierung spannungsgesteuerter Kandle und der elektrophoretischen Umverteilung von
Membrankomponenten [Allen 2013]. Als Elektrotaxis wird die Beeinflussung der Zellbewegung in
eine bestimmte Richtung durch Hinzugabe einer geringen Voltzahl in einem gleichgerichteten
elektrischen Feld bezeichnet [Lyon 2019; Zhao 2009], aber ebenso eine endogene Reaktion auf
physiologische elektrische Felder zwischen 3 und 500 V/m, zum Beispiel bei der Wundheilung, der
neuronalen Entwicklung und der Tumorinvasion [Chernet 2013; Stock 2013; Mycielska 2004;
Song 2004; Borgens 1981]. Typische elektrische Felder in in vitro-Studien der Elektrotaxis mit
Glioblastomzellen, neuronalen Stammzellen und anderen soliden Tumorzellen lagen deswegen in
einem Bereich von 100-300 V/m [Feng 2017; Huang 2017; Zhao 2015; Tsai 2013]. Es wurde beo-
bachtet, dass im Gleichstromfeld verschiedene Zellarten und -typen in unterschiedliche Feldrich-
tungen wanderten [Mycielska 2004]. In Forschungen mit den U87-Zellen (verewigte Glioblastom-
zellen) zeigte sich im elektrischen Feld eine starke anodische Wanderung, wahrend die Zellen ohne
Gleichstromfeld ungerichtet migrierten [Huang 2016]. Metastatisch aktivere Zellen zeigten derweil
eine starkere kathodische Tendenz [Huang CW 2009; Pu 2007; Fraser 2005].

Dem ErbB-Signalweg wurde ebenfalls eine Relevanz fir die Elektrotaxis zugesprochen. Seine
EGFR-Expression korrelierte mit seinem Ansprechen auf das elektrische Feld bei Brustkrebszellen
[Wu 2013; Pu 2007; Zhao 2002]. Bei Patienten mit einer bestimmten Punktmutation am epithelia-
len Wachstumsfaktorrezeptor konnte diese Wanderungstendenz mit einer onkogenen Aktivitat in
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Verbindung gebracht werden, beziehungsweise wurde ihr zumindest eine gewisse Vorhersagekraft
zugesprochen [Lee 2006]. Die Tumore sprachen beispielsweise nicht auf Afatinib, einen Tyrosin-
Kinase-Inhibitor der ersten Generation an, daflr aber auf Inhibitoren der zweiten Generation
[Janne 2015]. Bei dem Glioblastom muss dies noch genauer untersucht werden, besonders wenn
man betrachtete, dass eine Inhibition der ERK zu einer erhohten Zelldirektionalitat fuhrte.

Dabei spielte die Elektrotaxis ldngst nicht mehr nur in der Grundlagenforschung bei der Charakte-
risierung des Metastasierungspotentials eine Rolle [Djamgoz 2001], sondern es wurde auch an ei-
nem neuen Therapieansatz, den sogenannten ,tumor treating fields” gearbeitet [Kirson 2007]. Es
wurde in verschiedenen Studien gezeigt, dass Teile des PI3K-Weges, der zuvor schon als Mediator
fir Keratinozyten, Neutrophile und neurale Progenitor-Zell-Elektrotaxis erkannt wurde und auch
die Chemotaxis regulierte [Meng 2011; Zhao 2006], verstarkt waren [Lyon 2019]. Dies ist vor allem
dann interessant, wenn man die Elektrotaxis als andere Form der Chemotaxis betrachtet
[Lyon 2019]. Die Elektrotaxis wirde so die Elektrophorese extrazellulare Molekile darstellen, die
dann zu einem chemotaktischen Signalgradienten flihren [Lyon 2019]. So schien sie nicht nur wich-
tig fUr die Produktion, sondern auch flr die Erhaltung des intrazelluldren Signalgradienten zu sein
und Teile des Signals zu steuern, welches die Richtung der Zelle vorgab [Lyon 2019].

Eine PI3K-Hemmung schwachte die Richtungsantwort der Zellen bei der Wundheilung, ohne die
Motilitat zu beeinflussen, die Starke dieses Effekts war vom Zelltyp abhangig [Zhao 2006]. Dass wei-
terhin eine Wanderung von Brustkrebszellen zur Anode erfolgte [Pu 2007] sprach fiir mehrere oder
zumindest einen parallel ablaufenden Mechanismus. Die Migrationshinweise kdnnten Uber den
PI3K/AKT- und RAF/MEK/ERK-Signhalweg durch Umlagerungen im Zytoskelett veranlasst worden
sein. Diese erweckten jedoch den Eindruck, einen Teil des PI3K-Signalweges zu benétigen
[Lyon 2019; Meng 2011; Zhao 2006]. Die Phosphoinositid-3-Kinase diente in Studien moglicher-
weise dem Zwischenhalt vom elektrischen Gleichstromfeld zur persistierenden und gerichteten
Migration [Lyon 2019] und wies eine starke Beteiligung bei der Elektrotaxis von unterschiedlichsten
Zellen auf [Li 2013; Arocena 2010; Yao 2008]. Die Studie von Lyon zeigte eine Aufhebung der Elekt-
rotaxis der U87-Glioblastomzellen durch Inhibition von mTOR, mammalian target of rapamycin
complex 1/2 (mTORC1/2, Poteinkomplexe) und pan-AKT [Lyon 2019]. Eine Inhibition von mTOR
steigerte das aulSere Wachstum und dnderte die Bewegung signifikant, es beeinflusste jedoch nicht
die Richtung in U87-Glioblastomzellen [Lyon 2019]. Die pharmakologische Inhibition oberhalb der
Phosphoinositid-3-Kinase hatte keinen Einfluss auf die Elektrotaxis [Lyon 2019], dies machte den
PI3K/AKT-Signalweg zu einem besonders interessanten Forschungsziel. Fir diese, von der Zell- und
Feldstdrke abhangigen, Reaktionen gibt es bis zum aktuellen Zeitpunkt noch keine generalisiert an-
wendbaren Mechanismen [Cortese 2014; Liu 2014]. Die damit verbundene Streuungsverhinderung
oder zumindest die Kontrolle der Streuung kdnnte ein besseres Management des Tumors fiir die
Therapie bedeuten [McCaig 2009; Funk 2006] und das Tumorverstandnis verbessern.
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1.3 Fragestellungen dieser Arbeit

Trotz jahrelanger Bemiihungen konnte die Uberlebensrate von Patienten mit einem Glioblastom
nur um einen Monat pro Jahrzehnt Forschungsarbeit erhéht werden [Stupp 2005]. Als Grund fir
die schlechte Prognose und Ursache fir die begrenzte Wirksamkeit von aktuellen Therapien wurde
das diffuse Infiltrationsverhalten von Glioblastomzellen in das tumorumgebende Gewebe gesehen
[Vollmann-Zwerenz 2020], dessen mogliche treibende Kraft die galvanotaktische Migration der Zel-
len im bioelektrischen Feld darstellen kénnte.

Ziel der vorliegenden experimentellen Studie war es, den Einfluss eines elektrischen Gleichstrom-
feldes auf niedrig-passagierte Glioblastomzellen zu untersuchen. Neben dem Vorliegen eines gal-
vanotaktischen Migrationsphanotyps war vor allem ihre bevorzugte Migrationsrichtung von gro-
Rem Interesse. Weiterhin stellte sich die Frage, ob die Ergebnisse dann auf alle Tumore im neuro-
nalen Netzwerk Ubertragen werden kénnten. Inwiefern also Metastasezellen, deren primare Tu-
more auBerhalb des zentralen Nervensystems lagen, einen dhnlichen Migrationsphdnotyp aufwei-
sen wiirden wie die Glioblastomzellen. Und ob sie aufgrund ihrer Metastasierung in einem erhoht
bioelektrischen System ebenfalls einer galvanotaktischen Migration unterliegen, oder sich
Glioblastom und Metastasen in ihrer polorientierten Wanderung grundsatzlich unterscheiden wiir-
den.

Sollte das erzeugte elektrische Gleichstromfeld von Bedeutung fir die Glioblastomzellen sein,
stellte sich weitergehend die Frage, wie sein Einfluss auf die entsprechenden Zellen unterbrochen
werden kénnte. Der EGF-Rezeptor und sein stromabwartsgelegener PI3K/AKT-Signalweg schienen
bisher eine besondere Rolle fir die Wahrnehmung einzunehmen. So kénnte die pharmakologische
Storung des EGF-Rezeptors und des PI3K/AKT-Signalwegs, die galvanotaktische Migration und der
Einfluss vorhandener Mutationen in diesem Netzwerk von erhéhtem Interesse sein.

Die genannten Uberlegungen kénnen an dieser Stelle in drei zentrale Forschungsfragen zusammen-
gefasst werden (Abb. 2):

1. Zeigen niedrig passagierte Glioblastomzellen im elektrischen Gleichstromfeld einen einheit-
lichen Migrationsphanotyp?

2. Ahnelt das Migrationsverhalten von Metastasen, deren Primartumor auRerhalb des zentra-
len Nervensystems lag, dem der Glioblastomzellen - handelt es sich also bei der galvanotak-
tischen Migration um ein allgemein ausgepragtes Verhalten von Tumoren im neuronalen
Netzwerk?

3. Kann die galvanotaktische Migration durch pharmakologische Beeinflussung des EGF-Re-
zeptors und des stromabwarts liegenden PI3K/AKT-Signalweges verandert werden?
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Abb. 2: Moglicher Einfluss des elektrischen Gleichstromfeldes (rot). Ungeklart war, ob in Glioblastomzellen und Metastase-
zellen unter Einfluss einer Gleichstromstimulation eine galvanotaktische Migration stattfinden wirde und ob dieser eine
Richtungsorientierung (Anode oder Kathode) zugeordnet werden kénnte. Weiterflihrend stand die Auswirkungen eines
EGFR-Inhibitors (Afatinib) und eines AKT-Inhibitors (Capivasertib) auf die Zellreaktion auf das elektrische Feld offen, um
moglicherweise Ruckschlisse auf die Relevanz des EGFR/PI3K/AKT-Signalweg ziehen zu kénnen.
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2. Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Lésungen, Puffer und Medien zur Behandlung humaner Zellen
Tab. 1: Losungen, Puffer und Medien zur Behandlung humaner Zellen
Produkt Hersteller

Afatinib Selleck Chemicals GmbH, Planegg, DEU
Agarose (TopVision) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Capivasertib Selleck Chemicals GmbH, Planegg, DEU

DMEM/F12

DMSO

Essiglosung 0.1 %
FCS Gold ADD
Kollagen |

DPBS (Ca?*, Mg?*-frei)
Ringerldsung
Trypanblau 0.4 %
Trypsin/EDTA Losung

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tab. 2: Verbrauchsmaterialien

Produkt

Deckglas 24x60mm

Filtertip

Myco Alert Mycoplasma Detection Kit
Pipette

Silber

Silikon (Korasilion Paste M-S 2-200)

2.1.3 Gerate und Software
Tab. 3: Gerate und ihre Software

Gerat

Inkubator

Mikroskop (Leica DMI 6000)

+ Software (LAS X-Software)

+ Software (Leica Application Suit
v.2.0.0.13332)
Niederspannungs-Netzteil (Standard Power
Pack P25)

Strommessgerat (Voltcraft VC220)
Zahlkammer

Zellkammer aus Polyetherketon
Zentrifuge

Merck Millipore, Darmstadt, DEU
Carl Roth GmBH, Karlsruhe, DEU

J.T Baker/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Bio&SELL, Feucht, DEU
Advance Biomatrix, San Diego, USA
PAN-Biotech, Aidenbach, DEU

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DEU

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Biochrom GmbH, Berlin, DEU

Hersteller
Menzel, Braunschweig, DEU

Kisker Biotech GmbH & Co. KG, Steinfurt, DEU

Lonza, Basel, CHE
Eppendorf AG, Hamburg, DEU

World precision Instruments Inc., Sarasota, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DEU

Hersteller

Binder Gmbh, Tuttlingen, DEU
Leica, Wetzlar, DEU

Leica, Wetzlar, DEU

Leica, Wetzlar, DEU

Biometra, Gottingen, DEU

Conrad Electronic, Wollerau, CHE
Neubauer, Marienfeld, DEU
Universitat Rostock, Rostock, DEU
Eppendorf AG, Hamburg, DEU
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Tab. 4: Software

Software Hersteller Anwendung

Imagel 1.52a Wayne Rasbach National Institutes of Health, Bildbearbeitung und Quanti-
Washington, USA fizierung

GIMP 2.10.20 Free Software Foundation, Boston, USA Bildbearbeitung

Word 2021 Microsoft Corporation, Redmont, USA Textverarbeitung

Excel 2021 Microsoft Corporation, Redmont, USA Tabellenkalkulation

PowerPoint 2021  Microsoft Corporation, Redmont, USA Abbildungen

SigmaPlot 14.0 Systat Software GmbH, Erkrath, DEU Statistik und Diagramme

Citavi 6 Swiss Academic Software GmbH, Zitierprogramm

Wadenswil, CHE

2.1.4 Zellkulturen

Bei den verwendeten Zellkulturen handelte es sich um Zellen, die in der Klinik und Poliklinik der
Neurochirurgie der Universitat Rostock zwischen August 2009 und August 2011 gewonnen wurden.
Die Patienten wurden zuvor informiert und gaben schriftlich ihr Einverstandnis zur Nutzung ihrer
Gewebeproben zu Forschungszwecken. Alle Verfahren wurden im Vorfeld von der Ethikkommission
an der medizinischen Fakultdt der Universitdt Rostock in Anlehnung an allgemein anerkannte Richt-
linien zur Verwendung von humanen Zellen genehmigt (Referenznummer A2009/34). Die Zellen
wurden im Rahmen einer, unabhdngig von diesem Versuch stehenden, lege artis Operation ent-
nommen.

Vor dem Beginn dieser Studie wurden die Glioblastom-Zelllinien aus priméren Hirntumorproben,
die im Folgenden immer mit HROG abgekirzt werden, bereits etabliert und genauer beschrieben
[Mullins 2013b].

Die beiden im Folgenden mit HROGBM abgektrzten Zelllinien der Metastasen wurden ebenso wie
die Glioblastomzellen behandelt, es sei denn, es wurde separat explizit beschrieben.

Tab. 5: Ubersicht der Patientendaten.

Zelllinie Subtyp Lokalisation Patient
HROG 02 proneural parietooccipital, re m 68
e HROGO5 mesenchymal temporal, li w 60
@]
‘g HROG 15 mesenchymal parietal, re m 56
o
G HROG 17 mesenchymal parietooccipital, i m 70
HROG 24 proneural occipital, i w 73
% HROBMLO1  auseinem Lungenkarzinom Cerebrum m 67
g HROBMC 01 aus einem Colonkarzinom Cerebrum w 60
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HROG 02

Es handelte sich um einen 68-jahrigen mannlichen Patienten mit einem priméren, rechts parietooc-
cipitalen Glioblastom vom proneuralen Subtyp. Der Patient verstarb sieben Monate nach der Ent-
nahme des unbehandelten Tumors.

HROG 05

Der 60-jahrigen weiblichen Patientin wurde ein links temporales Glioblastomrezidiv vom mesen-
chymalen Subtyp nach der Chemotherapie entfernt. Sie verstarb drei Monate nach dem Eingriff.

HROG 15

Bei diesem 56-jahrigen mannlichen Patienten mit rechts parietalem Glioblastomrezidiv vom mesen-
chymalen Subtyp blieb der Primartumor unbehandelt. Er verstarb 23 Monate nach der Operation.

HROG 17

Die Zellen des links parietooccipital liegenden Rezidivs eines Glioblastoms wurden einem 70-jahri-
gen mannlichen Patienten entnommen. Der Patient verstarb drei Monate nach der Operation.

HROG 24

Es handelte sich um die Zellen eines unbehandelten primaren, links occipitalen Glioblastoms vom
proneuralen Subtyp bei einer 73-jdhrigen weiblichen Patientin. Diese verstarb zehn Monate nach
der Operation.

HROBML 01

Bei dem 67-jahrigen mannlichen Patienten handelte es sich um eine Metastase im Cerebrum eines
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms.

HROBMC 01

Hierbei handelte es sich um Zellen einer niedrig passagierten Metastase eines Colonkarzinoms im
Cerebrum bei einer 60-jahrigen weiblichen Patientin.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellen kultivieren

Vor dem Versuch wurden die Zelllinien bei-80 °C gelagert. Unmittelbar vor Versuchsbeginn wurden
sie dann aufgetaut und im Medium, bestehend aus 10 % fetalem Kélberserum und dem syntheti-
schen Nahrmedium ,,DMEM/F12“, aus Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, ein syntheti-
sches Nahrmedium) und Ham’s tissue culture medium (Ham’s F12, ein synthetisches Nahrmedium),
bei 37 °C und 5% CO; kultiviert. In regelmaligen Abstanden wurden die Zellkulturen mit dem
,MycoAlert Mycoplasma Detection Kit" auf Mykoplasmaverunreinigungen getestet. Alle Versuche
wurden mit Zellen mit niedriger Passage durchgefihrt.

2.2.2 Agarosebriicken

Fir die Anfertigung der Agarosebricken wurde 2.5 % Agarose in Ringerldsung geldst. Die Form-
schlduche aus Silikon wurden halbmondférmig in ein Becherglas gesetzt. Im Anschluss wurde die
Agarose heils mit einer Transferpipette in die Schldauche gefillt. Nach 10-20 min waren sie fest und
wurden bis zur Weiterverwendung in Ringerldsung aufbewahrt.

2.2.3 Gleichstrom-Stimulationskammer

Bei der verwendeten Gleichstrom-Stimulationskammer (Abb. 3) handelte es sich um eine modifi-
zierte Form nach Yang [Yang 2014]. Hergestellt wurde sie aus biokompatiblem Kunststoff. Der
obere Anteil wurde Uber eine Nut mit dem unteren Anteil verbunden und konnte Uber zwolf
Schrauben zusatzlich abgedichtet werden. Die Kammer bestand aus einem inneren Reservaoir, in
dem sich die Zellen befanden und einem getrennten dulleren Reservoir, in dem die Silberchlorid-
spulen lagen. |hr Aufbau wurde bereits detailliert von Rohde beschrieben [Rohde 2019].

Agar-Briicke

inneres Reservoir

e

Silberchlorid-Elektrode
S/ ,] Beobachtungsfenster

adulleres Reservoir

| Silikonabdichtung

. 1N

_E

Abb. 3: Aufbau der Gleichstrom-Stimulationskammer in Anlehnung an Rohde [Rohde 2019].
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2.2.4 Zellen aussahen

2.2.4.1 Vorbereitung der Kammer

Vor jeder Nutzung wurden die Kammern mit 70 % Alkohol gereinigt. Anschliefend wurden alle
Komponenten mit einem milden Reinigungsmittel gewaschen und mit destilliertem Wasser abge-
spilt. Um die Umwelteinflisse auf die Zellen vonseiten der Zellkammer zu minimieren, wurde alles
zum Abschluss autoklaviert. Das 24 mm Deckglas, das sich in einer Nut zwischen den beiden Teilen
der Kammer befand, wurde mit acht Punkten in gleichmaligem Abstand an der Unterseite markiert.
Diese dienten bei der spateren Bildzuordnung als Orientierungspunkte. Dann wurde das Deckglas
mit Silikon versiegelt und beide Teile der Kammer miteinander verschraubt.

Um die Oberflachenspannung herabzusetzen, wurde die gesamte Kammer im Bereich der Zellen
mit phosphatgepufferter Kochsalzlésung nach Dulbecco (DPBS, dulbecco’s phosphate buffered sa-
line) gespllt. Danach gab man 0.1 % Essiglosung und Kollagen | fiir 20 min auf das Deckglas, um
eine bessere Haftung zu erzielen. Nach Entfernen der Kollagenldsung wurde das Kammersystem
erneut dreimal mit DPBS gewaschen und im Anschluss wurden die vorbereiteten Zellen in die Kam-
mer eingesat.

2.2.4.2 Zellen vorbereiten und passagieren

Die Zellen wurden aus dem Brutschrank entnommen und zunachst mit DPBS mindestens zweimal
gereinigt. Das Uberschissige Medium wurde nach kurzem Einwirken im Anschluss nach jeder Wa-
schung abgesaugt. Dies war notwendig, um nicht anhaftende, tote Zellen aus dem alten, verbrauch-
ten Medium und dem Behaéltnis zu entfernen. AnschlieRend wurde in den Inhalt der Kulturflasche,
in dem die Zellen zuvor kultiviert worden waren, 2 ml Trypsinlosung (0.25 %-ig in DPBS) einpipet-
tiert, um die adhdrenten Zellen von dem Boden der Flasche zu trennen und so eine Passagierung in
die Kammer zu ermdoglichen. Es wurde dann 4 min abtrypsiniert.

Zur Herstellung eines Pellets wurde mindestens die dreifache Menge an Medium hinzugegeben
und in die Zentrifuge bei 110 g fir 3 min eingesetzt. Der Uberstand wurde abgesaugt und dann mit
Medium (ca. 1 ml) resuspendiert. Nun wurde Trypanblau (1:1 Verdiinnung) einer kleinen Menge
der Suspension beigemischt. Trypanblau ist bei abgestorbenen, perforierten oder anderweitig ge-
schadigten Zellen membrangangig und notwendig, um eine Zellzahlbestimmung vornehmen zu
kdnnen. Damit konnte im Verlauf sichergestellt werden, dass die Zellzahl in den Kammern Gber die
Versuche hinweg konstant blieb. Die Auswertung erfolgte sofort nach der Beimischung, da Trypan-
blau zytotoxisch ist, woflir das Gemisch auf die Zdhlkammer aufgetragen wurde. Es wurden nun
vier nicht benachbarte Quadrate ausgezahlt.

Die Berechnung der Zellen pro 0.1 ul erfolgte dann wie folgt (GI. 1):

YZdahlzahl
2

Pro Zellkammer wurden dann 6x10° Glioblastomzellen beziehungsweise 8x10° Metastasezellen be-

= Zellenin 0.1 (Gl. 1)

notigt (Erwartungswert), diese wurden dann in 700 ul Medium in die vorbereiteten Zellkammern
eingebracht. Der zentrale Anteil der Kammer wurde dann mit einem Deckglas verschlossen und fir
ungefahr 24 h inkubiert.
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2.2.5 Galvanotaxis

Nach der Inkubation wurden die Deckglaser wieder entfernt und die Zellkammern mit frischem Me-
dium gespdilt. Dadurch wurden erneut die nicht adhdrenten Zellen entfernt und das verbrauchte
Medium getauscht. Nun wurden frische, sterile Deckglaser darauf gegeben, die unten und oben mit
Silikon abgedichtet wurden. Es erfolgten, wie unten detaillierter ausgefiihrt, die ersten mikroskopi-
schen Aufnahmen (s. 2.2.6 Mikroskopische Aufnahmen). AnschlieRend wurde in jeder Zellkammer
die Hauptkammer rundherum auf der Oberseite des Deckglases mit Silikon abgedichtet. Die zweite
L-formige Nebenkammer wurde dann mit 7 ml Medium befiillt. Dabei musste auf die Durchldssig-
keit zur Hauptkammer geachtet werden.

Die Silberchlorid-Elektrode wurde auf der Seite der Anode eingesetzt. Die Silberspule brachte man
in das Reservoir auf der Seite der zukinftigen Kathode ein. Die zuvor angefertigten Agarosebriicken
bildeten die Verbindung zwischen Spulen-Nebenkammer und L-formiger Nebenkammer, die sie mit
der Hauptkammer verbanden. Der Stromfluss gelangte so Uber die Agarosebriicke in die eigentliche
Zellkammer. Die beiden Spulen wurden tber Krokodilklemmen mit einer steuerbaren Gleichstrom-
quelle verbunden. Die Spannung von durchschnittlichen 200 V/m (136-334 V/m) wurde wahrend
des gesamten Versuchsablaufs konstant gehalten. Diese Stromstdrken lagen in dem Bereich, der
zuvor bereits in anderen Studien [Clancy 2021; Huang 2016] als wirksam flr die Migration erachtet
wurde.

Der gesamte Aufbau befand sich wahrend der Versuchszeit im Brutschrank, lediglich die Strom-
quelle wurde aullerhalb deponiert. Zu Beginn und Schluss des Versuchs erfolgte die Messung der
Stromspannung mit einem Multimeter am Rand des zentralen Zellkammeranteils in einem Abstand
von 25 mm. Zu Beginn und nach insgesamt sechs Stunden wurden Zeit und Stromstarke protokol-
liert und eine weitere mikroskopische Aufnahme erfolgte.

2.2.6 Mikroskopische Aufnahmen

Die Zellkammern wurden einzeln unter das Mikroskop gelegt. Fir jedes wurden acht Sichtfelder
bendtigt, in deren Ausschnitt einzeln liegende Zellen zu erkennen waren und die (ber die Versuchs-
zeit konstante Merkmale aufwiesen (Abb. 4). Als Orientierung dienten hier in erster Linie die Mar-
kierungen, die zu Beginn auf die Unterseite des ersten Deckglases aufgebracht wurden. Die Positi-
onen wurden im System hinterlegt und die Bilder fiir den Zeitpunkt t; abgespeichert. Diese Positi-
onen konnten nach Ablauf der Galvanotaxis (ca. 6 h) erneut aufgesucht und mikroskopiert werden,
man erhielt das Bild flr den Zeitpunkt t.

2.2.7 Bildbearbeitung und Auswertung

Eine exakte Uberlagerung der beiden Bildaufnahmen wurde durch GIMP, einem pixelbasiertes Bild-
bearbeitungsprogram, sichergestellt. Fir diesen Zweck legte man die Fotos vom Zeitpunkt t; und t;
an ihren signifikanten Merkmalspunkten GUbereinander (Abb. 5). Die Bewertung der Migration er-
folgte mit Hilfe von Imagel, einem Programm zur Bildanalyse. Pro Sichtfeld wurden maximal
finf Zellen mit allen Zellverlangerungen und zentrierendem Zellkdrper beurteilt (Abb. 4) und ver-
messen (Abb. 5).
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Abb. 4: Mikroskopische Aufnahme der Glioblastomzellen zum Zeitpunkt t; (09.09.2022, HROG 17, Zellkasten 05, Bild Nr. 6).

Dazu wurden sie eingekreist und der Kreismittelpunkt (xi/y:) zu beiden Zeitpunkten ermittelt
(Abb. 5). All diese Vorgénge erfolgten doppelt verblindet.

Abb. 5: Uberlagerung zum Zeitpunkt t; und t, mit Umkreisung und eingezeichnetem Mittelpunkt der Zelle 4 (09.09.2022,
HROG 17, Zellkasten 05, Bild Nr. 6).

Im Anschluss konnten die notierten Koordinaten des Kreismittelpunktes vom Start- und Endbild
nach circa sechs Stunden verglichen werden (Abb. 5). Die gesamte zweidimensionale Migrations-
distanz errechnete sich aus den einzelnen Migrationen in jeder Dimension wie folgt (Gl. 2):

Migrationsdistanz = /(x; — x,)2 + (y1 — ¥,)? (Gl. 2)
Die Umrechnung von px in um erfolgte mit Hilfe eines zuvor durch Bildvermessung bestimmten
Quotienten. Ein Messstreifen mit festgelegten Markierungsabstanden wurde unter dem Mikroskop
fotografiert und die Abstdnde auf gleiche Weise, wie die Zellen, vermessen. 108.2333 px entspra-
chen hier 100 um. Aus diesen Koordinaten konnten die Vektoren erhoben werden (Gl. 3).
((xl — %)% +d* = (y; — 3’2)2)
2(x1 — x,)d?
1807

(GI. 3)

a = arccos
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Auf diese Weise wurden bis zu 45 Zellen pro Gleichstromzellkammer ausgewertet, die also aus bio-
logischen Replikaten bestanden (Tab. 6). Alle n-Nummern, die im Folgenden verwendet werden,
beziehen sich auf die Replikationszahl. Der Anzahl der ausgewerteten Kammern folgt in einzelnen
Fallen die Anzahl der vermessenen Einzelzellen.

Tab. 6: Ausschnitt der Tabelle vom 09.09.2020, HROG 17, Zellkasten 05, zu Bild Nr.6.
09.09.2020 HROG 17

Kreis- Kreis-
Mittelpunkt-  Mittelpunkt-
ZKOS Bild Nr.6  Koordinaten t; Koordinaten t, Wanderung in X-Richtung Wanderung in Y-Richtung Gesamt Distanz
Zelle 1 (px) va (PX)] %2 (%) V2 (pX)| %1% (px) X;-X2 (Um) Y1y (px) y1-y2 (um) | Distanz (px) Distanz (um)|sina o
1 626 83| 544 90 82 76 -7 -6 82,3 76,0l 0 5
2 456 322 486 307 -30 -28 15 14 335 31,01 0 153
3 725 636 624 629 101 93 7 6 101,2 93:5 0 A
4 923 582 828 669 95 88 -87 -80 128,8 119,01 -1 42
5 1105 325 1070 269 35 32 56 52 66,0 61,0 1 58

108,2333px=100um

2.2.8 Versuchsvariationen

2.2.8.1 Ermittlung des Einflusses des elektrischen Gleichstromfeldes auf HROG-Zelllinien

In der ersten Versuchsreihe erfolgte eine Gegeniberstellung von Glioblastomzellen unter dem Ein-
fluss des elektrischen Feldes und Zellen ohne Stromeinfluss. Dabei wurde in etwa die Halfte der
Kammern an die Gleichstromquelle angeschlossen. Die zweite Halfte als Kontrollgruppe wurde
nicht angeklemmt.

2.2.8.2 Ermittlung des Einflusses des elektrischen Gleichstromfeldes auf HROBM-Zelllinien

In einer weiteren Versuchsreihe mit Zellen, die als Metastase eines anderen Tumors entstanden,
erfolgten der identische Aufbau und Ablauf mit verringerter Zellzahl (6000 Zellen) mit den Zellrei-
hen der HROBML 01 und HROBMC 01.

2.2.8.3 Versuche mit Afatinib, Capivasertib und DMSO

Im Anschluss wurde anhand der Ergebnisse eines zeitgleich stattfindenden Versuchs [Lange 2022]
die Dosis fiir die Versuche mit Afatinib und Capivasertib ausgewadhlt. Dabei wurde sich anhand der
Ergebnisse (s. 3.1 Migration von Glioblastomzellen im Gleichstromfeld) aus demin 2.2.8.1 beschrie-
benen Versuchs auf die Zelllinien HROG 02, HROG 15 und HROG 17 konzentriert, die alle zuvor ei-
nen anodalen Phanotyp prasentierten. Es wurden nun die Versuche mit Afatinib 5puM und
Capivasertib 10 uM in Dimethylsulfoxid (DMSQO) wiederholt. Zum Vergleich lief zeitgleich eine Kon-
trollgruppe mit DMSO mit, um einen rein von DMSO herriihrenden Effekt ausschliellen zu kbnnen.

2.2.9 Statistische Auswertung und Diagramme

Die Berechnung der Statistik und Erstellung der Diagramme erfolgte mit Hilfe von Sigma Plot. Zum
Vergleich zweier Gruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test durchgefihrt. Alle p-Werte kleiner

ooou

oder gleich 0.001 wurden mit drei ,***“ oder ,, markiert, bei einem p-Wert von 0.01 oder klei-

oo

ner mit zwei ,, **“ oder ,°°“ und bei Werten von 0.05 oder kleiner mit einem ,*“ oder ,,°“. Ein ,*“
stellte immer den Vergleich zwischen der Kontrollgruppe ohne und der Versuchsgruppe mit Strom
der gleichen Art dar und ein ,°“ symbolisierte den Vergleich zwischen zwei Kontrollgruppen oder

zwei Versuchsgruppen unterschiedlicher Art.
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3. Ergebnisse

3.1 Migration von Glioblastomzellen im Gleichstromfeld

Zunachst betrachteten wir die Migration der niedrig passagierten Glioblastomzellen im Gleich-
stromfeld. Wie im Abschnitt 2.1.4 Zellkulturen beschrieben, wahlten wir hier finf verschiedene Zell-
linien aus, die zwar eine hohe morphologische Ahnlichkeit aufwiesen, sich jedoch in ihrem
Glioblastomsubtyp und der Lokalisation unterschieden. Zum Vergleich diente immer eine Gruppe
ohne elektrisches Feld als Kontrollgruppe.

Anhand der Einzelzellwolken in Abbildung 6 a-e ist zu erkennen, dass unter dem elektrischen
Gleichstromfeld viele Zellen in einem gréReren Entfernungsradius von ihrer Ursprungsposition la-
gen. Der Mittelpunkt des Fadenkreuzes stellt den Ursprungsort der Zelle dar und jeder Punkt eine
Zelle zum Zeitpunkt des Versuchsabschlusses, also nach sechs Stunden. Die Zellen, die unbeein-
flusst ihrer Wanderung nachgingen, entsprechend ohne ein elektrisches Feld, sind schwarz gekenn-
zeichnet, wahrend diejenigen aus der Versuchsgruppe mit dem Gleichstromfeld rot gekennzeichnet
sind. Hier unterschieden sich die Zelllinien stark in ihrer Streuung. Bei HROG 17 wanderten 34 %
der Zellen weiter als 50 um, wahrend bei HROG 02 sich nach sechs Stunden nur 17 % weiter als
50 um vom Ursprungsort entfernten (Abb. 6 a, d). In Abbildung 6 b bei HROG 05 stellt sich optisch
die grofSte raumliche Streuung unter Gleichstromfeldbedingungen dar, obwohl hier insgesamt im
Verhaltnis nur 25 % der Zellen mehr als 50 um zuriicklegten. Es machte den Anschein, dass es sich
bei dieser Verteilung im Raum um zelllinienspezifische Eigenschaften handelte, die womdglich auf
die Heterogenitat innerhalb der Zelllinien, beziehungsweise des Tumors, zurlckzuflhren sind.

Spannend war zu beobachten, dass alle ausgewahlten Glioblastom-Zelllinien einen Migrationspha-
notyp aufwiesen. Sie besalRen also eine Grundmigration, auch wenn diese anscheinend ungerichtet
stattfand und in deren Ausmalf sich die Zelllinien voneinander unterschieden. Im Gleichstromfeld
anderte sich das AusmafR in den meisten Fallen, wie man anhand der Summenvektoren (Abb. 6 f-j)
erkennen kann. Hier implizieren positive Werte immer eine Wanderung in Richtung der Anode,
wahrend negative Werte eine Wanderung der Zellen zur Kathode darstellen. Ausgenommen von
HROG 05 lieRk sich im Gleichstromfeld eine anodale Tendenz feststellen, dahingegen war fir die
Zellen ohne elektrischen Strom keine eindeutige Aussage zu treffen (Abb. 6 f-j).

Wie zuvor schon an den Einzelzellwolken zu erahnen war, ldsst sich auch anhand der Summenvek-
toren erkennen, dass in den meisten Fallen die durchschnittlich zurlickgelegte Distanzin den sechs
Stundenim Vergleich zur Kontrollgruppe ohne elektrisches Gleichstromfeld stieg, dort war die Stre-
cke im Mittel um 170 % der Ausgangsdistanz vergrofRert. Auch hier wurde unabhangig von den vie-
len Gemeinsamkeiten zwischen den Zellen ersichtlich, dass sich die Zelllinien voneinander unter-
schieden, es sich also um ein zelllinienspezifisches Verhalten im elektrischen Gleichstromfeld han-
delte. Zurlckfihren ldsst sich dies womdglich auf einen gemeinsamen Ursprungsmechanismus, der
jedoch unterschiedlich stark in den Zelllinien ausgepragt oder unterschiedlich hdufig vertreten sein
kdnnte.
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Abb. 6: Migration von Glioblastomzellen (HROG 02, HROG 05, HROG 15, HROG 17, HROG 24) nach 6 h im elektrischen

Gleichstromfeld (rot) und der Kontrollgruppe (schwarz) als Einzelzellen (a-e) und als Summenvektor (f-j) im Verhdltnis zur
Position zu Beginn (t1). (Positive X-Werte implizieren eine Wanderung zur Anode.)
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Abb. 7: Geschwindigkeit der Glioblastom-Zelllinien (HROG 02, HROG 05, HROG 15, HROG 17, HROG 24) mit (rot) und ohne
(schwarz) Gleichstromfeld, dargestellt als Mittelwert £SD. **p<0.01 ***p<0.001 (Mann-Whitney U-Test).

Um den Ursachen fiir diese Unterschiede weiter auf den Grund zu gehen, betrachteten wir im
nachsten Schritt die durchschnittlichen Geschwindigkeiten der Zelllinien unter den Versuchsbedin-
gungen im Vergleich zur Kontrollgruppe.

In den Zellenlinien HROG 02, HROG 15, HROG 17 und HROG 24 erhdhte sich die Geschwindigkeit
im Gleichstromfeld signifikant, im Durchschnitt um fast das Vierfache des Kontrollwertes, auch hier
wieder in schwarz dargestellt (Abb. 7). HROG 05 wies zwar die hochste Grundgeschwindigkeit in
der Kontrollgruppe auf, diese sank jedoch um 4 % im elektrischen Gleichstromfeld. Hierbei handelte
es sich, trotz der grofRen Versuchsgruppe, um keinen signifikanten Unterschied und sie stand so im
starken Kontrast zu allen anderen Glioblastomzellen unseres Versuchs. Eine mogliche Begriindung
konnte in ihrer Amplifikation des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR, epidermal
growth factor receptor) liegen. Den geringsten verstarkenden Effekt zeigte das elektrische Feld auf
HROG 02, hier stieg die Geschwindigkeit von 0.8 um/h auf 1.9 um/h, wohingegen HROG 15 mit der
niedrigsten Grundgeschwindigkeit einen signifikanten Anstieg um einen Anteil von 220 % aufwies.
Der grofite Effekt des elektrischen Gleichstromfeldes stellte sich bei HROG 17 dar, hier steigerte
sich die Geschwindigkeit von 0.9 um/h auf 3.8 um/h (Abb. 7).

Esistalso ersichtlich, dass eine hohe Grundgeschwindigkeit nicht gleichbedeutend mit einer hohen
Geschwindigkeitssteigerung unter Gleichstromfeldbedingungen war. Dennoch lieR sich eindeutig
ein geschwindigkeitssteigernder Effekt in den meisten der hier getesteten Zelllinien nachweisen.
Das Ausmal’ und auch das Vorhandensein dieses Effektes konnte von zelllinienspezifischen Eigen-
schaften gesteuert oder zumindest beeinflusst werden.
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Abb. 8: Effekt des Gleichstromfeldes (rot) auf die Polorientierung der Migration von Glioblastom-Zelllinien (HROG 02,
HROG 05, HROG 15, HROG 17, HROG 24) im Vergleich zur unbeeinflussten Kontrollgruppe (schwarz) (a). (Positive X-Werte
implizieren eine Wanderung zur Anode.) Im Gegensatz dazu die ungerichtete Wanderung in Y-Richtung (b). **p<0.01
**%p<0.001 (Mann-Whitney U-Test). Weiterhin dargestellt sind der Median (graue Linie), Mittelwert (gestrichelte Linie) und
die Nulllinie (grau) als Ursprungsstartpunkt der Zellen sowie das 10 % und 90 % Quantil.
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Um nun unsere Vermutung aus den Summenvektoren, die Zellen kénnten sich im Gleichstromfeld
bevorzugtin Richtung der Anode bewegt haben (Abb. 6 f-j), zu bestatigen oder zu revidieren, trenn-
ten wir die zuvor bestimmte Gesamtdistanz in ihre X- und Y-Anteile auf. Abbildung 8 a zeigt die
durchschnittliche Wanderung der Zelllinien in X-Richtung, diese wiirde fiir eine Ausrichtung der
Migration zur anodalen oder kathodalen Seite des Feldes sprechen. Abbildung 8 b stellt analog die
Migration in Y-Richtung, die das Ausmal der unabhdngigen Migration zeigen wirde, dar. Dadurch
war nun festzustellen, ob es eine bevorzugte Migrationsrichtunggab und anschlieRend auszuschlie-
Ren, dass es sich hierbei um einen ausschlieflich ungerichteten Effekt handelte, der unabhangig
von der Feldrichtung vorlag. In der Kontrollgruppe war deutlich zu erkennen, dass die Wanderung
in X-Richtung bei allen Zelllinien nahe der Nulllinie lag, wahrend bei Betrachtung der Zellen im
Gleichstromfeld auffiel, dass es sich vorzugsweise um eine anodale Wanderung handelte (Abb. 8 a).

Lediglich HROG 05 wies keine bevorzugte Wanderungsrichtung auf und liel nur eine leichte, nicht
signifikante kathodale Tendenz vermuten. Die Werte lagen hier jedoch trotz hoher Versuchszahl
sehr nahe um die Nulllinie. Es war also nicht moéglich, bei dieser Zelllinie die zurlickgelegte Gesamt-
distanzim elektrischen Feld zweifelsfrei auf eine Richtungsorientierung zuriickzufihren, womit sich
auch in diesem Aspekt die HROG 05 von den anderen hier betrachteten Zelllinien unterschied.

Bei HROG 02 stieg die anodale Distanz von 2.7 um auf 10.5 um. Hierbei handelte es sich um einen
im Vergleich zu den im Gleichstromfeld richtungsorientiert wandernden HROG-Zelllinien verhalt-
nismalig niedrigen Anstieg. Die grofSte Steigerung um 996 % zum Ausgangswert war bei HROG 24
zu erkennen. Bei HROG 15 sah man beinahe eine Umkehrung der Wanderung der Kontrollgruppe,
die ohne das elektrische Feld eher in die Richtung ging, in der ansonsten die Kathode angeschlossen
gewesen ware, wahrend im Gleichstromfeld eine signifikante anodale Wanderung vorlag. Die Stre-
cke vergroRerte sich also nicht nur, sondern es erfolgte eine Richtungsumkehr von 2.8 um in die
,kathodale Richtung” auf 12.8 um in die anodale Richtung. Die grofite Wanderungsdifferenz legte
HROG 17 zurlck, die Differenz lag hier bei 19.3 um bei einem Steigerungsfaktor um das durch-
schnittlich 6.81-fache. Im Gleichstromfeld zeigten hier 76.7 % der Zellen eine anodale Wanderungs-
tendenz auf, an dieser Stelle handelte es sich um den hochsten Zellanteil unter Gleichstrombedin-
gungen, wenn man die Zelllinien miteinander verglich (Abb. 8 a).

Die Distanz in Y-Richtung zeigte, die mdglicherweise vorhandene erratische Migration unabhangig
vom elektrischen Feld, deren Starke sich zwischen der Kontrollgruppe und der Versuchsgruppe mit
elektrischem Feld in keiner der Zelllinien signifikant unterschied. Die Zellen zeigten eine regelma-
Rige Streuung, bei ihrer Migration in Y-Richtung, um die Ursprungsposition (Abb. 8 b). Im Umkehr-
schluss deutet dies darauf hin, dass es sich bei der Wanderung in X-Richtung im elektrischen Gleich-
stromfeld nicht um eine zufillige Verteilung der Geschwindigkeitssteigerung (Abb. 7) handelte, son-
dern die Glioblastomzellen gerichtet den elektrischen Feldlinien folgten und in Richtung der Anode
nun eine erhdhte Distanz zurlcklegten (Abb. 8 a). Dabei konnte es sich moglicherweise um ein Pha-
nomen handeln, dass alle im Gehirn befindlichen Tumore umfasst, sodass also unabhangig vom
Glioblastom eine Elektrotaxis auch in Metastasen anderer Tumore in dem zentralen Nervensystem
vorkommen kénnte.
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3.2 Verhalten von Metastasezellen im Gleichstromfeld

Im Folgenden liel§ sich, wie im Material- und Methodenteil, unter 2.2.8.2 Ermittlung des Einflusses
des elektrischen Gleichstromfeldes auf HROBM-Zelllinien, bereits beschrieben, das Wanderungs-
verhalten im elektrischen Gleichstromfeld von Fernmetastasen im Gehirn aus einem Colonkarzi-
nom (HROBMC 01) und aus einem Lungenkarzinom (HROBML 01) beobachten. Zum Vergleich
diente auch hier immer eine Kontrolle ohne Gleichstromfeld.
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Abb. 9: Migration von Metastasezellen im Gehirn aus einem Colonkarzinom (HROBMC 01) und einem Lungenkarzi-
nom (HROBML 01) nach 6 h im elektrischen Gleichstromfeld (rot) und der Kontrollgruppe (schwarz) als Einzelzellen (a, b)
und als Summenvektor (c, d) im Verhéltnis zur Position zu Beginn (t1). (Positive X-Werte implizieren die Wanderung zur
Anode.) Die Geschwindigkeit der beiden Metastase-Zelllinien (HROBMC 01, HROBML 01) mit Gleichstromfeld (rot) und als
Kontrollgruppe (schwarz), dargestellt als Mittelwert +SD (e). Man beachte die veranderten Malstabe in allen Grafiken.
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Bei einem ersten Blick auf die Zellwolken (Abb. 9 a, b), welche die Position nach sechs Stunden im
Verhéltnis zur Ursprungsposition darstellen, lief8 sich eine geringe Grundmigration erkennen, so-
wohl mit als auch ohne Gleichstromfeld. Bei HROBMC 01 verlieRen nur 6 % der Zellen einen Radius
von 10 um um ihre Ursprungsposition im Gleichstromfeld (Abb. 9 a), bei HROBML 01 waren es
21.66 % (Abb. 9 b), worin sich eine unterschiedlich ausgepragte Heterogenitat zwischen den Zellli-
nien vermuten lassen kdnnte. Insgesamt fiel an dieser Stelle auf, dass beide untersuchten Zelllinien
einen Migrationsphanotyp aufwiesen, sowohl mit als auch ohne Gleichstromfeld. Sie legten jedoch
nur eine geringe Distanz zuriick (Abb. 9 ¢, d). Der allgemein geringen Grundmigrationsgeschwindig-
keit der Metastasen folgte keine signifikante Verdnderung der Geschwindigkeitim Gleichstromfeld
(Abb. 9 e). Bei HROBMC 01 sank sie leicht von 0.28 um/h auf 0.18 um/h und bei HROBML 01 stieg
sie geringfiigigum 0.09 um/h. Diese Werte zeigten also lediglich eine leichte Tendenz an. Die Uber-
prifung der Distanz in X-Richtung, um eine bevorzugte Migrationsrichtung im elektrischen Gleich-
stromfeld festzustellen, lie bei HROBMC 01 eine kathodale Wanderung erkennen. Es entstand eine
Richtungsanderung bei anndhernder Halbierung der Distanz in X-Richtung von durchschnittlich
0.97 um auf-0.47 um, die Werte lagen alle in der Nahe der Ursprungsposition. HROBML 01 zeigte
hier keine signifikante Richtungsanderung, es deutete sich jedoch eine Bevorzugung der kathodalen
Richtungstendenzan (Abb. 10 a). Bei der Uberpriifung der Wanderungin Y-Richtung war, wie auch
bereits bei den Glioblastom-Zelllinien zu erkennen, dass es keine signifikanten Unterschiede zur
Kontrollgruppe gab. Die Werte lagen hier nahe der Ursprungsposition (Abb. 10 b).
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Abb. 10: Effekt des Gleichstromfeldes (rot) auf die Polorientierung der Migration der Metastasezellen (HROBMC 01 und
HROBML 01) im Vergleich zur Kontrollgruppe (schwarz) (a). (Positive X-Werte implizieren eine Wanderung zur Anode.) Im
Gegensatz dazu gezeigt, die ungerichtete Wanderung in Y-Richtung (b). *p<0.05 (Mann-Whitney U-Test). Weiterhin sind
der Median (graue Linie), Mittelwert (gestrichelte Linie), die Nulllinie (grau) als Ursprungsstartpunkt der Zellen sowie das
10 % und 90 % Quantil dargestellt. Man beachte die Verdnderung der Mal3stdbe in allen Grafiken.
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3.3 Vergleich von Glioblastomzellen mit Metastasezellen

Anhand unserer zuvor erzielten Ergebnisse war es nun moglich, die Glioblastomzellen mit den Zell-
linien sekundarer Hirntumore zu vergleichen. Die aus den Mittelwerten erstellten Vergleiche zeig-
ten, dass die durchschnittliche Glioblastom-Zelllinie einen deutlich starker ausgeprdgten Grundmig-
rationsphanotyp als die durchschnittliche Metastase-Zelllinie aufwies (Abb. 11 a, b). Im Gleich-
stromfeld stieg die Geschwindigkeit der mittelwertigen Glioblastom-Zelllinie signifikant von
0.9 um/h auf 2.41 um/h um das 2.68-fache, wahrend bei den Metastasezellen lediglich ein Unter-
schied von 0.37 % im Vergleich zur Kontrolle ohne Gleichstromfeld festzustellen war. Die
Glioblastomzellenunterschiedensich jedoch nicht nur signifikant von ihrer Kontrollgruppe, sondern
ebenfalls signifikant von der Vergleichsgruppe der Metastasen (Abb. 11 c).
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Abb. 11: Durchschnittliche Migration von Glioblastomzellen (a) und Metastasezellen (b) als Summenvektoren und Geschwin-
digkeit (c), dargestellt als Mittelwert £SD nach 6 h im elektrischen Gleichstromfeld (rot) und der Kontrollgruppe (schwarz)
im Verhaltnis zur Position zu Beginn (t;). (Positive X-Werte implizieren die Wanderung zur Anode.) Im Vergleich zur Kontroll-
gruppe ***p<0.001 und zwischen Glioblastom und Metastase °*°p<0.001 (Mann-Whitney U-Test).
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Bei einer Gegeniberstellung der Durchschnittswerte der beiden Tumorentitdten waren so eindeu-
tige Unterschiede im Wanderungsverhalten erkennbar (Abb. 11 c). Es zeigte sich eine insgesamt
signifikant hohere Geschwindigkeit von Glioblastomzellenim Vergleich zu den Metastasezellen, so-
wohl in den Kontrollen als auch in den entsprechenden Gleichstromfeldgruppen, hier war in der
Kontrolle eine Glioblastomzelle etwa 3.64-mal so schnell wie eine Metastasezelle und im Gleich-
stromfeld stieg dieser Faktor sogar auf das 9.79-fache an (Abb. 11 c).

Eine erneute Aufspaltung der durchschnittlichen Distanzen in ihren X- und Y-Anteil, um eine Wan-
derungsrichtungstendenz festlegen zu konnen, zeigte in den Glioblastomzellen durchschnittlich
eine signifikante anodale Wanderung im Verhaltnis zur Kontrolle. Bei der durchschnittlichen Meta-
stase erfolgte hingegen eine signifikante, wenn auch nur geringe, kathodale Wanderung im Gleich-
stromfeld, durchschnittlich von -0.71 pm im Vergleich zu 0.21 um in der Kontrolle (Abb. 12 a). Die-
ser Unterschied zwischen der Kontrolle und der Gleichstromstimulation warin der Geschwindigkeit
noch nicht zu erkennen (Abb. 11 c). Nicht nur im Hinblick auf die Richtung, sondern auch auf die
Verdnderung der Distanz unterschied sich das Glioblastom von den Metastasen. Es erfolgte eine
Distanzsteigerungin X-Richtung zwischen der Kontrolle und der Bewegung im Gleichstromfeld von
2.23 um auf 12.8 um um durchschnittlich 452.23 % beim Glioblastom. Wahrenddessen sank bei
den Metastasen der Wert von 1.52 um auf 1.43 um um durchschnittlich -5.6 % im Verhaltnis zum
Ausgangswert.

Im Gegensatz zu der Geschwindigkeit, die, wie in Abbildung 11 c zu erkennen, zwischen den Zellar-
ten in den Kontrollgruppen noch signifikant zu unterscheiden waren, blieb dies in X-Richtung nicht
erhalten (Abb. 12 a). Die beiden Kontrollen, von jeweils Glioblastom und Metastasen ohne Gleich-
stromfeld, bewegten sich beide nahe der Ursprungsposition und es lag kein signifikanter Unter-
schied zwischen ihnen vor. Dies konnte ebenfalls fiir eine ungerichtete Migration ohne elektrisches
Feld sprechen. Im Gleichstromfeld blieb der signifikante Unterschied bei den Durchschnittswerten
von Glioblastomen und Metastasen erhalten, was darauf hinweisen kdnnte, dass nicht alle Tumore
des zentralen Nervensystems die gleichen galvanotaktischen Migrationseigenschaften aufweisen.
Wie bereits auch die Gesamtdistanz vergroRert war, so legten Glioblastome in X-Richtung das
8.58-fache der Strecke der Metastasen zurlick. Im Gegensatz dazu zeigte auch hier die Wanderung
in Y-Richtung keine signifikanten Unterschiede, sondern lediglich eine gleichmalRige Streuung um
die Ursprungsposition herum (Abb. 12 b).
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Abb. 12: Vergleich des durchschnittlichen Effekts des Gleichstromfeldes (rot) auf die Polorientierung der Migration der
Glioblastom-Zelllinien und Metastase-Zelllinien auch im Verhaltnis zur jeweiligen Kontrollgruppe (schwarz) (a). (Positive
X-Werte implizierten eine Wanderung zur Anode.) Im Gegensatz dazu steht die ungerichtete Wanderung in Y-Richtung (b).
Im Vergleich zur Kontrollgruppe**p<0.01 ***p<0.001 und im Vergleich von Glioblastom und Metastase °*° p<0.001 (Mann-
Whitney U-Test). Weiterhin sind der Median (graue Linie), Mittelwert (gestrichelte Linie), die Nulllinie (grau) als Ursprungs-
startpunkt der Zellen sowie das 10 % und 90 % Quantil dargestellt.
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3.4 Einfluss der pharmakologischen Beeinflussung des EGF-Rezeptors und des
PI3K/AKT-Signalwegs auf die galvanotaktische Migration

Abschliefend hatten wir uns zum Ziel gesetzt, ein besseres Verstandnis der molekularen Mechanis-
men der Galvanotaxis bei Glioblastomen zu erlangen. Daflir konzentrierten wir uns auf drei der
Zelllinien, diese prasentierten auf der einen Seite in unseren vorangegangenen Experimenten alle
einen Phdnotyp mit anodaler Migration im elektrischen Gleichstromfeld (s. 3.1 Migration von
Glioblastomzellenim Gleichstromfeld). Auf der anderen Seite unterschieden sie sich auf molekula-
rer Ebene in ihrem Phosphatase und Tensinhomologon (PTEN)-Genstatus. HROG 02 wies keine
PTEN-Alteration auf, wahrend die anderen beiden ausgewahlten Glioblastom-Zelllinien Alteratio-
nen in Hotspotregionen des PTEN-Gens aufwiesen. HROG 15 zeigte eine Alteration auf PTEN S 170
und HROG 17 an PTEN R 130 [Mullins 2013a], diese flihrten beide zu einer beeintrachtigten Phos-
phataseaktivitdt [Han 2000]. Bei der Auswahl der Inhibitoren wurde sich auf mogliche Schlissel-
punkte fokussiert. Der Einfluss einer Inhibition der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) und der Protein-
kinase B (AKT) auf die Galvanotaxis wurde bereits in vorhergehenden Studien gezeigt [Li 2013;
Zhao 2006], darum entschieden wir uns flr Capivasertib, einen ATP-kompetitiven AKT-Inhibitor
(Abb. 2). Der Einfluss des Rezeptors, der den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF, epidermal
growth factor) bindet, erscheint bisher noch unklar. Um seine Relevanz fiir die Migration und Rich-
tungsbestimmung zu Uberprifen, testeten wir den Einfluss von Afatinib, einem EGF-Rezeptor An-
tagonist, auf die drei ausgewahlten Glioblastom-Zelllinien (Abb. 2).

Wir betrachteten immer die Zelllinie mit und ohne Gleichstromfeld unter dem jeweiligen Einfluss
von Afatinib oder Capivasertib. Als Kontrolle wurde hier eine Gruppe der jeweiligen Zelllinie nur
unter Einfluss von Dimethylsulfoxid (DMSO) genutzt, die ebenfalls jeweils mit und ohne Gleich-
stromfeld getestet wurde, diese diente als Anlehnung an die vorherigen Versuche.

In Abbildung 13 sind die Summenvektoren aus den Start- und Endpunkten der Versuche mit
HROG 02, HROG 15 und HROG 17, wie in 2.2.8.3 Versuche mit Afatinib, Capivasertib und DMSO
beschrieben, zu erkennen. In schwarz gekennzeichnet ist immer die Kontrollgruppe mit der glei-
chen Substanz ohne elektrisches Gleichstromfeld, in rot jeweils der Versuch mit dem Feld. Die ge-
strichelten Linien symbolisieren den jeweiligen Kontrollversuch mit Dimethylsulfoxid, die gestri-
chelte schwarze Linie stellt hier ebenfalls den Versuch ohne elektrisches Gleichstromfeld dar, wah-
rend die gestrichelte rote Linie die Ergebnisse des Versuchs mit Gleichstromfeld und Dimethylsul-
foxid markieren.

Im Vergleich zu den Werten der jeweiligen Versuche ohne Dimethylsulfoxid liefs sich kein signifikan-
ter Unterschied erkennen, weshalb er hier als Kontrollversuch dienen konnte, da Afatinib und
Capivasertib darin geldést waren und ein allein durch Dimethylsulfoxid hervorgerufener Effekt so
auszuschlieRen war. Anhand der Summenvektoren fiel sofort auf, dass unabhangig von Dimethyl-
sulfoxid alle drei Zelllinien weiterhin einen Migrationsphanotyp mit und ohne Gleichstromfeld auch
unter dem Einfluss von Afatinib und Capivasertib aufwiesen. Dieser machte jedoch den Anschein
sich unter dem Einfluss der Inhibitoren unterschiedlich stark zelllinienspezifisch von der Kontroll-
migration mit DMSO zu verdndern (Abb. 13). Wie bereitsin den vorangegangenVersuchen war eine
erhohte Migrationsdistanz im Vergleich zwischen der entsprechenden Kontrolle und der Einwir-
kung des Feldes zu erkennen.
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Abb. 13: Migration von Glioblastom-Zelllinien (HROG 02, HROG 15, HROG 17) nach 6 h im elektrischen Gleichstromfeld (rot)
und der Kontrollgruppe, ohne elektrisches Feld (schwarz) unter Behandlung mit DMSO als Kontrollgruppe (gestrichelte Li-
nien) und unter Afatinib (a, ¢, ) und Capivasertib (b, d, f) im Verhaltnis zur Position zu Beginn (t1) als Summenvektor. (Posi-
tive X-Werte implizieren eine Wanderung zur Anode.)

Bei HROG 02 vergroRerte sich die Distanz in Dimethylsulfoxid signifikant von 3.56 pum auf 13.88 um.
Diese signifikante Verdanderung blieb unter Afatinib-Beeinflussung mit einem kleineren Faktor er-
halten. Die Werte vergroRerten sich hier um 6.78 um, also dem 1.38-fachen des Wertes ohne
Gleichstromfeld, wahrend die VergroRerung in den DMSO-Proben dem 2.9-fachen der durch-
schnittlichen Distanz in den entsprechenden Proben ohne Feld entsprach. In Capivasertib bestand
hier kein signifikanter Unterschied zwischen der Gleichstromstimulation und seiner Kontrolle, aber
ebenso kein Unterschied zu den entsprechenden DMSO-Kontrollen. Wahrend unter DMSO-Einfluss
die Geschwindigkeit noch um 1.72 um/h stieg, tat sie das unter Capivasertib um lediglich 0.39 um/h
(Abb. 14 a). Im Vergleich zu den anderen beiden Zelllinien war hier der Effekt des elektrischen Fel-
des am wenigsten ausgepragt.
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Abb. 14: Effekt von Afatinib und Capivasertib auf die galvanotaktische Migrationsgeschwindigkeit mit (rot) und ohne
(schwarz) elektrisches Gleichstromfeld von HROG 02 (a), HROG 15 (b) und HROG 17 (c). Im Vergleich zur Kontrollgruppe
ohne Gleichstromfeld *p<0.05 **p<0.01 und im Vergleich zur Kontrollgruppe mit DMSO °p<0.05 (Mann-Whitney U-Test).
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HROG 15 wies sowohl einen signifikanten Unterschied in den Geschwindigkeiten der Zellen unter
Einfluss von Afatinib als auch von Capivasertib im elektrischen Feld zu den entsprechenden Kon-
trollen ohne ein Gleichstromfeld auf. Hier war die zurlckgelegte Distanz der Zellen unter Capivaser-
tib 395.4 % und die der unter Afatinib-Einfluss stehenden Zellen 324.1 % groRer als die jener Zellen
aus den Kontrollgruppen ohne elektrisches Feld. Die durchschnittliche Zelle in den Capivaser-
tib-Zellkdsten mit einem Gleichstromfeld zeigte einen signifikanten Unterschied zu ihrer DMSO-
Kontrolle. Die Geschwindigkeit stieg hier bei der Gruppe unter Capivasertib-Einfluss um 1.35 um/h
an. Ohne die Stimulation war sie von ihrer DMSO-Kontrolle nicht signifikant zu unterscheiden. Wah-
rend in den anderen beiden Zelllinien die Distanz unter dem Einfluss des AKT-Inhibitorsim Vergleich
zur DMSO-Kontrolle sank, stieg sie bei HROG 15 um 4.4 um (Abb. 14 b).

Betrachtete man nun HROG 17, halbierte Afatinib beinahe die Geschwindigkeit im elektrischen
Feld, wahrend sie sich bei einem Vergleich der beiden entsprechenden Kontrollen nur geringfligig
unterschieden. Die Distanz lag bei Dimethylsulfoxid noch bei 14.39 um und betrug unter Afati-
nib-Einfluss lediglich 7.6 um, sie stieg hier auf 168.36 % des Ausgangswertes ohne die Stimulation.
Alle drei Gruppen wiesen weiterhin einen signifikanten Unterschied zwischen dem elektrischem
Gleichstromfeld und der Kontrolle ohne Feldeinfluss auf. Obwohl ein signifikanter Unterschied in
der Geschwindigkeit zwischen den Kontrollen von Dimethylsulfoxid und Capivasertib mit Dimethyl-
sulfoxid bestand, blieb dieser unter Gleichstromfeldbedingungen nicht erhalten. Die VergréoRerung
der Distanz lag bei Capivasertib bei einem 4.89-fachen Faktor des Ausgangswertes. Im Vergleich
dazu entsprach der Anstieg in der DMSO-Probe dem 2.35-fachen des Ausgangswertes in der ent-
sprechenden Vergleichsgruppe, dies entsprach somit weniger als der Halfte. Entgegengesetzt ver-
hielt es sich bei dem Vergleich der Kontrolldistanz von Dimethylsulfoxid, diese lag bei 4.3 um und
die unter Capivasertib bei 2.23 um (Abb. 14 c).

Afatinib verringerte die Migrationsdistanz in allen Zelllinien im Gleichstromfeld im Vergleich zur
Kontrolle mit Dimethylsulfoxid um durchschnittlich 26.2 %, der Effekt war jedoch in keiner der Zell-
linien signifikant. Der Anstieg unter Afatinib im Vergleich zu seiner Kontrolle ohne Stimulation blieb
signifikant. Bei Capivasertib zeigte sich, in einer der Zelllinien (HROG 15) ein signifikanter Unter-
schied im Gleichstromfeld und in einer anderen (HROG17) bei dem Vergleich ihrer Kontrolle im
Verhaltnis zur den entsprechenden DMSO-Gruppen (Abb. 14 b, c¢), wahrend sich die Zelllinie
HROG 02 nicht mehr von ihrer Kontrolle unterschied (Abb. 14 a). Ein solcher signifikanter Ge-
schwindigkeitsunterschied konnte die Wichtigkeit des PI3K/AKT-Signalweges unterstreichen,
ebenso wie die Divergenz zwischen den Zelllinien.

Auch an dieser Stelle betrachteten wir die X- und Y-Anteile, um eine Richtungstendenz festmachen
zu kdnnen. Die Y-Werte wiesen wie bereits zuvor schon keine Signifikanzen auf und lagen nahe der
Ursprungsposition.
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Abb. 15: Effekt von Afatinib und Capivasertib auf die Polorientierung der galvanotaktischen Migration im Gleichstromfeld
(rot) und ohne (schwarz) von HROG 02 (a), HROG 15 (b) und HROG 17 (c) dargestellt als Mittelwert +STABW. Im Vergleich
zur Kontrollgruppe ohne Gleichstromfeld *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001 und im Vergleich zur Kontrollgruppe mit DMSO
°p<0.05 °°p<0.01 (Mann-Whitney U-Test). (Positive X-Werte implizieren eine Wanderung zur Anode.) Weiterhin wird der
Median (graue Linie), Mittelwert (gestrichelte Linie) die Nulllinie (grau) als Ursprungsstartpunkt der Zellen sowie das 10 %
und 90 % Quantil dargestellt.
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Bei HROG 02 war in X-Richtung eine signifikante anodale Migration im elektrischen Gleichstromfeld
unter Einfluss von Afatinib und in der Kontrolle mit Dimethylsulfoxid festzustellen, die jeweils den
Hauptanteil der zuvor gemessenen Distanzerhéhung ausmachte. In der Versuchsgruppe mit
Capivasertib zeigte sich hier eine Beeinflussung der Wanderungsrichtung und so trat, anstelle der
anodalen Wanderung von 13.44 um, die in der Kontrollgruppe mit Dimethylsulfoxid zu beobachten
war, nun eine kathodale Wanderung von -4.15 um auf. Unter Einfluss von Capivasertib wanderten
55.76 % der Zellen im Feld in die Richtung der Kathode, wahrend unter Afatinib-Einfluss 74.35 %
der Zellen eine anodale Tendenz aufwiesen. Die Distanz der Zellen im Gleichstromfeld mit
Capivasertib war nicht signifikant im Vergleich zu ihrer Kontrolle ohne das elektrische Feld, wie man
es bereits an den Geschwindigkeiten erkennen konnte (Abb. 14 a). In X-Richtung dann jedoch sig-
nifikant zur entsprechenden Kontrolle mit Dimethylsulfoxid (Abb. 15 a). Die Richtungsanderung der
Zellen in der Gleichstromstimulation kdnnte so zu Lasten der Geschwindigkeitssteigerung gewesen
sein oder in einer veranderten Wahrnehmung beziehungsweise Weiterleitung des Feldes begrin-
det liegen.

Die HROG 15 Zellen zeigten in jeder der Versuchskonstellationen, im Vergleich zu ihrer Kontrolle
ohne Gleichstromfeld, einen signifikanten Anstieg der Distanz in die anodale Richtung. Unter Ein-
fluss von Afatinib stieg die Distanz in X-Richtung im elektrischen Feld auf 4.33 um, wahrend die
Zellen der DMSO-Gruppe durchschnittlich 5.71 um zurlcklegten. Der zuvor bereits bei der Ge-
schwindigkeit festgestellte signifikante Unterschied zwischen den Gleichstromfeld-Gruppen mit
Capivasertib und Dimethylsulfoxid blieb auch in X-Richtung erhalten. Im elektrischen Feld zeigten
76.68 % der Zellen im Versuch mit Capivasertib eine Wanderungstendenz zur Anode. HROG 15 ver-
hielt sich entgegengesetzt zu HROG 02, hier blieb der Unterschied zur behandelten Kontrollgruppe
unter Capivasertib-Behandlung signifikant und im Vergleich zur DMSO-Kontrollgruppe im Gleich-
stromfeld stieg die anodale Wanderung von durchschnittlich 5.71 pum auf 10.71 pm um das 1.88-fa-
che der Kontrolle (Abb. 15 b).

Betrachtete man nun die HROG 17 Zelllinie, so stellte man hier weiterhin einen signifikanten Un-
terschied zwischen den Gruppen im Gleichstrom und ihren Kontrollen fest. Ebenso bestand hier in
allen Reihen die anodale Richtungswanderung. Unter Afatinib-Einfluss stieg der Anteil der Zellen,
die im Gleichstromfeld in die Richtung der Anode wanderten, um weniger als 5 % im Vergleich zu
dem Anteil, der zuvor ohne Feld in die entsprechende Richtung wanderte. Der Anteil erhdhte sich
von 53.82 % auf 58.3 %. Im Vergleich dazu dnderte sich der Anteil in der Gruppe der Zellen, die nur
mit Dimethylsulfoxid behandelt wurden, von 48.54 %, ohne elektrisches Gleichstromfeld, auf
74.94 %, mit elektrischer Gleichstromstimulation. Wahrend die die Distanz in X-Richtung unter Di-
methylsulfoxid noch auf 13.78 um stieg, erreichten die Zellen unter Einfluss von Capivasertib nur
noch 12.47 um und jene mit Afatinib sogar nur 6.81 um, das entspricht weniger als der Halfte der
DMSO-Kontrolldistanz (Abb. 15 c¢).
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Unter DMSO-Behandlung stellte sich also weiterhin in X-Richtung ein signifikanter Unterschied zur
Kontrolle ohne Gleichstromfeld dar, ebenso wie bereits in den Versuchen zu Beginn ohne Dime-
thylsulfoxid (s. 3.1 Migration von Glioblastomzellen im Gleichstromfeld). Auch Afatinib wies diesen
Unterschied weiterhin signifikant in allen Zelllinien auf und hatte dementsprechend keinen statis-
tisch signifikanten Effekt auf die Wanderungsrichtung. Es sorgte jedoch anscheinend fir eine allge-
meine Verringerung der anodalen Wanderungsdistanz in allen drei Zelllinien, um im Durchschnitt
32.85 %.

Capivasertib hatte nicht nur, wie zuvor anhand der Geschwindigkeiten festgestellt, einen hemmen-
den Effekt auf die Migrationsdistanzsteigerung im elektrischen Feld, weitergehend fiihrte es auch
zu einer Umkehrung der Migration bei HROG 02 (Abb. 15 a). Der Unterschied in der Reaktion
konnte durch den veranderten PTEN-Genstatus begrindet werden. So schien der Effekt des
Capivasertib beim Normaltyp (HROG 02) am grofRten und eine eingeschrankte Phosphataseaktivitat
den Effekt abzuschwadchen (HROG 15, HROG 17) beziehungsweise vollstdndig auszuldschen

(Abb. 16).
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Abb. 16: Einfluss der elektrischen Gleichstromstimulation auf unsere Glioblastomzellen. Ausschnitt aus dem scheinbar rele-
vanten EGF-Rezeptor und PI3K/AKT-Signalwegen mit den Angriffsorten der Inhibitoren Afatinib und Capivasertib. Es stellt in
rot den Einfluss des elektrischen Feldes auf die Migration in unseren Ergebnissen, in Abhédngigkeit der Signifikanz (je grolRer
die Linienstarke dargestellt ist, desto niedriger war der p-Wert) dar.
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4. Diskussion

4.1 Grofe Heterogenitdt der Glioblastomzellen

Anhand unserer Versuche liel sich eine grofRe interindividuelle und intratumorale Heterogenitat
feststellen. Jede Zelle unserer Zelllinien wies ein individuelles Wanderungsverhalten auf. Sodass,
wie in den Ergebnissen in 3.1 Migration von Glioblastomzellen im Gleichstromfeld bereits beschrie-
ben, unabhangig davon, ob ein elektrisches Feld vorhanden war oder nicht, eine grofRe Streuung
um unsere Ursprungsposition zu erkennen war. Dabei stellte es sich so dar, als wirde es sich bei
dieser Verteilung im Raum um eine zelllinienspezifische Eigenschaft handeln. Dieses allgemein zu
beobachtende Phianomen wurde bereits auf genomischer [Sottoriva 2013] und Genexpressionse-
bene beschrieben [Patel 2014; Carro 2009; Galli 2004], wie beispielsweise durch Einzelzell-Ribo-
nukleinsaure-Sequenzierungsstudien belegt wurde [Patel 2014; Verhaak 2010]. Es ermdglichte eine
Einteilung in unterschiedliche Phanotypen mit voneinander zu differenzierendem Verhalten und
einem Einfluss auf die prognostische Bedeutung [Kleihues 1999].

Die beachtenswerten Unterschiede innerhalb einer Zellgruppe sowie die diversen wichtigen Ein-
flussfaktoren, wie beispielsweise die zentrale Rolle der Tumormikroumgebung [Vollmann-Zwe-
renz 2020] erschwerten eine vollstandige Erfassung der beteiligten Mechanismen und sorgten
nicht nur flr eine grol3e Variabilitdt in den Beobachtungen [Kim 2014; Scott 1995], sie verhinderten
zudem auch an vielen Stellen die korrekte Identifizierung eines Tumorphanotypens [Cheray 2017].
Es wurde bereits beschrieben, dass Tumore einzelner Patienten aus verschiedenen Subpopulatio-
nen bestanden [Aubry 2014; Sturm 2014], die neben ihrer Grundmutation noch zusatzliche Altera-
tionen aufwiesen [Loeb 2011] und so unterschiedliche Aufgaben wahrend der Tumorgenese erfill-
ten [Yuan 2004]. Es konnte also moglich sein, dass der Entnahmeort Einfluss auf das zu erwartende
Ergebnis hat. Einige Studien beschrieben bereits verschiedene molekulare Subtypen in einer Tu-
morprobe in Abhangigkeit davon, aus welchem Quadranten diese Probe stammte [Sottoriva 2013].
So zeigten Biopsien aus Kern- und Grenzflachen hohere genomische Verdanderungen, als solche aus
der peripheren Zone des Gehirns [Lombardi 2017]. Dies erlaubte dem Tumor auf selektiven Druck
zu reagieren und trug so zu seiner Aggressivitat und seinem Wachstum bei, flihrte aber ebenso zu
einem erhohten Therapieversagen [Yap 2012]. Es ist also von groRer Bedeutung flr die ganzheitli-
che Therapie, mogliche Gemeinsamkeiten zwischen den Subpopulationen zu finden, wie beispiels-
weise eine gerichtete Migration.

Neben den vorerwahnten molekularen Subtypen von Tumorzellen ist auch der Ursprung der Ent-
stehung und ebenso die Entwicklung des Tumors noch nicht vollstandig geklart. Hieraus wirde sich
ein weiterer Ansatz fir die weite Streuung und immense Heterogenitat ergeben. Krebszellen wie-
sen in Studien bereits eine unterschiedlich starke Fahigkeit zur Selbsterneuerung sowie Differen-
zierung in verschiedene Zelltypen auf, ebenso wie auch eine hohe Variabilitat in ihrer klonalen Evo-
lution welche die genetische Vielfaltinnerhalb des betroffenen Gewebes weiter unterstitzten [Stie-
ber 2013; Gerlinger 2012]. ZurilckflUhren lassen konnte sich dies auf eine genetische Instabilitdt und
damit verbundene erhdhte Mutation sowie einer Selektion nach Darwin [Gerlinger 2010].

In der Diskussion stehen weiterhin jedoch auch zwei verschiedene Tumormodelle. Wahrend das
lange bestehende stochastische Modell besagt, dass alle Tumorzellen die gleiche Mutation aufwie-
sen und ihre Heterogenitdt somit nur das Ergebnis intrinsischer und extrinsischer Faktoren ware
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[Cheray 2017], deutete das hierarchische Modell darauf hin, dass Zellen sich in ihrem Differenzie-
rungsstadium unterscheiden [Cheray 2017] und nur einzelne kleine Untergruppen die Tumorpro-
gression initiieren kdnnten [Catalano 2011]. Diese Subpopulation wurde vermehrt als Ursache der
Tumorentstehung und -rezidivierung sowie der Resistenzbildung gesehen [Clancy 2021]. Eine ab-
schliefende Aussage ldsst sich anhand unserer Versuchsergebnisse nicht treffen, da hierimmer nur
eine Probe von jedem Patienten untersucht wurde, deren genaue Lokalisation im Tumor nicht be-
kannt war. Jedoch kénnte es kiinftig interessant sein, von Patienten mehr als eine Probe an unter-
schiedlichen Stellen des Tumors zu entnehmen und so verschiedene Versuchsreihen fir jeden Pa-
tienten zu erproben.

Weit besser als die Tumorursache ist die epigenetische Regulation untersucht. Sie hatte einen stan-
digen Einfluss auf die Heterogenitdt und das Verhalten unserer Zellen. Die Zellidentitdtsverdande-
rungen sind stark koordinierte Mechanismen der Genexpression, die eine grolRe Rolle bei der Tu-
morgenese, Entstehung von Metastasen und Rezidiven und somit ein grol3es Angriffsziel in der The-
rapie darstellen [Cheray 2017]. Der veranderte Gleichgewichtszustand einer Zelle ist immer als Re-
aktion auf innere und dullere EinflUsse, wie zum Beispiel ein elektrisches Feld, zu betrachten
[Cheray 2017]. Es ist also von groRem Interesse, die Mdglichkeiten der Anpassung an Umweltein-
flisse durch mogliche Kommunikationsmechanismen mit der Mikroumgebung zu beobachten
[Cheray 2017].

Genau dieses Bild vermittelten auch unsere Glioblastomzellen. In der Gesamtheit bildeten sie eine
Richtungstendenz, was man als Indikation fir einen oder mehrere gemeinsame Signalwege sehen
konnte, die flr die Erfassung des Feldes zustandig waren (ndher erldutert im Abschnitt 4.2.1 Aus-
wirkungsmoglichkeiten des elektrischen Feldes). Man konnte jedoch nicht vom durchschnittlichen
Verhalten der Zellpopulation auf die Migration der einzelnen Zelle schlussfolgern, was wiederum
darauf hinweisen kénnte, dass es selbst innerhalb einer Zelllinie Unterschiede in der Signalgebung
gab, die einen Einfluss darauf hatten, welches Migrationsverhalten die Zelle aufwies. Auch in wei-
teren Tumorarten lielk sich diese Heterogenitat im elektrischen Feld wiederfinden, sodass, obwohl
viele Tumorzelltypen eine Elektrotaxis durchlaufen konnten, ihre Reaktion je nach Tumorart und
Metastasierungspotential unterschiedlich war [Pu 2007; Fraser 2003; Djamgoz 2001].

Da wir jedoch beobachteten, dass das Streuungsverhalten unserer Zellen in vielen Fallen abnahm,
sobald ein elektrisches Feld bestand, ist zu vermuten, dass dieser Umstand Einfluss auf die bevor-
zugte Signalgebung gehabt haben kénnte und so in der Summe die Heterogenitat der Zellen auf-
grund von Umwelteinflissen moduliert werden kdnnte. Wie bereits zu Beginn dieser Arbeit er-
wahnt, kdnnte die Einschrankung auf bestimmte Mechanismen und so der Heterogenitat, bezie-
hungsweise der damit assoziierten Faktoren, welche die Streuung bestimmen, einen wichtigen Ein-
fluss auf ein besseres Tumormanagement und bessere Therapieergebnisse haben [McCaig 2009;
Funk 2006]. Es ist schwer, ohne ein verallgemeinerbares Konzept fiir die Heterogenitat in einem
Tumor festgelegt zu haben, ein definiertes Ziel fir die Therapie auszumachen, sodass der Tumor
durch die Therapien womaoglich nie vollstandig getroffen werden kann und somit weiterhin ein er-
héhtes Risiko fir weitere Infiltration, Rezidive und ein allgemeines Therapieversagen besteht [Vlee-
schouwer 2017]. Die Modulation einer gerichteten Migration durch Einflussfaktoren, wie beispiels-
weise ein elektrisches Feld, konnte also von Bedeutung fir die Heterogenitat eines Tumors und so
flr die Therapie und den Patienten sein.
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4.2 Gerichtete Migration

Wie bereits in den Ergebnissen (s. 3.1 Migration von Glioblastomzellen im Gleichstromfeld) geschil-
dert, erkannten wir ohne elektrisches Gleichstromfeld keine gerichtete Migration, wahrend unter
seinem Einfluss die Zellen (abgesehen von denen der HROG 05) vermehrt in die Richtung der Anode
wanderten, dies zeigten auch bereits vorherige Studien [Clancy 2021; Pu 2007]. Die Auspragung
dieser Wanderung unterschied sich zwischen den Zelllinien und kénnte auf einen gemeinsamen
Signalweg hindeuten, dessen Nutzungsfrequenz beziehungsweise Signalstarke sich zwischen den
Zelllinien unterschied. Auch an anderer Stelle wurde bereits beobachtet, dass Glioblastomzellen
anscheinend hochgradig koordiniert wanderten [Ridley 2003]. Es drangte sich nun die Frage auf,
wie dies moglich war und von welchen Faktoren diese Migration beeinflusst wurde.

Die Diffusions- und Invasionseigenschaften von astrozytaren Tumoren wirken so, als wiirden sie
eng mit denen der wandernden Gliom-Stammzellen zusammenzuhdngen [Brabletz 2005]. Dement-
sprechend erfolgte bereits eine Unterteilung in verschiedene Subtypen anhand einer Gencluster-
analyse von Anomalien in dem Thrombozyten-Wachstumsfaktor-Rezeptor A, der Isocitratdehydro-
genase-1, dem epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR, epidermal growth factor receptor)
und Neurofibromin 1 [Verhaak 2010]. In dieser Einteilung zeigte der mesenchymale Subtyp ein star-
keres Invasionspotential im Vergleich zu den anderen Entitdten [Verhaak 2010]. Man kénnte dies
also insgesamt darin begriindet sehen, dass eine bestimmte Kanal-Anomalie-Zusammensetzung ei-
nes Subtyps zu einem definierten Wanderungsverhalten fihren kdnnte. Jedoch wurde auch schon
in einem dhnlichen Versuch beschrieben, dass die Expression vieler lonenkanéle zwar mit einem
metastatischen Phanotyp verbunden war, die Aktivitat der exprimierten funktionellen Kanale je-
doch ihre Nettowirkung auf die Zellmigration und -invasion bestimmte [Payne 2019].

Ebenso verhielt es sich auch in dem Versuch, denn Zellen mit dhnlichem Mutationsmuster unter-
schieden sich zwar in ihrer Geschwindigkeit, die Migrationsrichtung, beziehungsweise die Tatsache,
dass sie Uberhaupt migrierten, blieb jedoch konstant. Besonders bei einem Vergleich der
Glioblastom-Zelllinien an dieser Stelle im Gegensatz zu den im Gehirn sekundar metastasierten Zell-
linien war zu erkennen, dass diese keine ausgepragte Steigerung der Migrationsgeschwindigkeit
unter der Gleichstromstimulation aufwiesen. Es scheint sich also um ein spezifisches Verhalten des
Glioblastom zu handeln, dessen Ursprungsmechanismus in seinen Zelleigenschaften begrindet lie-
gen musste. Es drangt sich hier der Verdacht auf, dass Metastasen anderer, nicht im Gehirn ent-
standener Tumore, obwohl sie auch im Gehirn wachsen, sich grundlegend in ihren Eigenschaften
von Tumoren unterscheiden, die sich primar dort gebildet haben.

An dieser Stelle muss betont werden, dass verschiedene Aspekte noch unsicher sind und metho-
disch bedingt Probleme entstanden, die auch in anderen Arbeiten bislang ungeldst blieben. Wie
bereits in vielen Fallen beobachtet, ist die Migration von Zellen selten linear. Es kommt immer auch
zu einer erratischen Migration. Ebenso wie bei Astrozyten [Tabata 2022] lieR sich auch bei den
Glioblastomzellen nicht ausschlieRen, dass immer auch eine Wanderung ungeachtet der Anode und
Kathode stattfand. Unabhangige Einflussfaktoren erschweren die Ubertragbarkeit unserer Ergeb-
nisse weiter, denn Glioblastome entstehen in einem Korper, sie konnten also Gewebebarrieren
Uberwinden, indem sie nicht nur ihr eigenes Zytoskelett umbauten, sondern auch die umliegende
extrazellulare Matrix [Cuddapah 2014]. Zudem konnten sie an benachbarten Zellen, wie beispiels-
weise Neuronen, Astrozyten oder Endothelzellen, haften [Vollmann-Zwerenz 2020]. All diese
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Einflisse lassen sich nur schwer in einem Labor nachstellen und so sind nicht nur unsere For-
schungsergebnisse spater nicht direkt bei Patienten anwendbar, sondern insgesamt schien es trotz
steigendem Verstandnis der Invasion problematisch, die Laborergebnisse direkt in die Praxis zu
bringen [Perrin 2019]. Dennoch sind hochauflésende Analysen auf Einzelebenen wichtig, da sie re-
levante molekulare Ereignisse besser darstellten [Suva 2019]. Es gilt also zunachst Modelle, wie an
dieser Stelle beispielsweise fir die Migration, zu entwerfen und Ideen fir die , kleineren Bausteine”
zu entwickeln und diesen dann spéater die Reintegration in die Praxis zu ermdglichen.

Weiterhin konnte eine Einteilung in unterschiedliche Invasionsmuster erfolgen [Friedl 2012;
Friedl 2009], die abhangig von genetischen Programmen [Cheung 2013] und der Mikroumgebung
[Vitorino 2008] waren. Stimuliert konnten diese von ,brain tumor initiating cells” (Hirntumor initi-
alisierende Zellen) [Alieva 2019; Sanai 2005] sowie von differenzierten Zellen werden [Nevo 2014;
Friedl 2011]. Man unterschied zwischen der Einzelzellinvasion [Tsuji 2009; an Claes 2007] und der
kollektiven Invasion, die vor allem auch bei soliden Tumoren zu finden war [Friedl 2012; Wolf 2006;
Friedl 2003]. In unserem Versuch betrachteten wir ausschlieSlich die Einzelzellinvasion, hier wur-
denin anderen Fallen bereits lamellipodiale Ausdehnungen beschrieben [Payne 2019], die wir auch
in der Tat in der vorliegenden Arbeit in den mikroskopischen Aufnahmen unserer Zellen vermehrt
erkennen konnten. Die Auswertung der Morphologie war zwar nicht Teil der vorliegenden Arbeit,
kdnnte aber in folgenden Arbeiten einen Hinweis ber die Fortbewegungsweise der Glioblastom-
zelle bieten. Fir diese Theorie kdnnte auch die Tatsache sprechen, dass sowohl neurale Vorlaufer-
zellen als auch Glioblastomzellen typischerweise eine uni- oder bipolare Morphologie aufwiesen,
die den Wachstumskegeln auswachsender Axone dhnlich sahen [Lowery 2009]. Auch bei der Mig-
ration von Glioblastomzellen entlang der Bahnen der weilRen Substanz und den perivaskuldren Re-
gionen im Gehirn zeigten sich Verdnderungen in dem Zytoskelett der nun polarisierten Zelle
[Paw 2015; Lefranc 2005; Demuth 2004]. Interessant ware an dieser Stelle also neben den Auswir-
kungen des elektrischen Feldes auf die Migration ebenfalls, wie diese Morphologie von einer sol-
chen Stimulation beeinflusst werden kénnte.

4.2.1 Auswirkungsmoglichkeiten des elektrischen Feldes

Die bioelektrische SignalUbertragung ist ein wichtiger Kontrollfaktor fiir die Zellwanderung, deren
Rolle man bei vielen Krebsarten langsam zu entdecken beginnt. Auch wenn die Hauptfunktion der
lonenkanale darin besteht, die zellulare Homdostase aufrecht zu erhalten, sind sie auch Regulato-
ren hoherer Ordnung vieler nachgeschalteter Signalwege [Payne 2019]. Es ist allgemein bekannt,
dass lonen- und Spannungsgradienten funktionell an der Steuerung der Zelldifferenzierung, -mig-
ration und -proliferation beteiligt sind und eine wichtige instruktive Rolle wahrend der Regenera-
tion und Remodellierung spielten [McLaughlin 2017; Levin 2014; Sundelacruz 2013].

Die zentrale Rolle der lonenkanale wurde weiterhin dadurch unterstitzt, dass viele Tumorzellen
deutliche Unterschiede nicht nur in der Expression von Kanalen aufwiesen, wie Mikroarray-Expres-
sionsprofilierung von lonenkanalgenen in Patienten-Primartumore mit Brustkrebs [Ko 2013], Lun-
genadenokarzinomen [Ko 2014] und Gliomen [Wang 2015] zeigten, sondern auch in der lonenka-
nalaktivitdt voneinander zu differenzieren waren [Payne 2019]. In der Folge sorgte dies dann fiir
eine Veranderung im Membranpotential der einzelnen Zelle und bildete einen entscheidenden Un-
terschied zu ,normalen” Zellen [Binggeli 1986], der mit einem metastatischen Phanotyp assoziiert
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werden konnte [Payne 2019]. Die lokal unterschiedlichen lonenkonzentrationen in einer Zelle wa-
ren hier fir die Initialisierung der Zellmigration wichtig [Brisson 2011; Denker 2002].

Nun stellte sich selbstverstandlich die Frage, ob dies auch in Glioblastomzellen der Fall ist und ob
dieser Einfluss auch auf andere Tumore im neuronalen Netzwerk zutrifft. Anhand unserer Ergeb-
nisse war deutlich zu erkennen, dass Glioblastomzellen im Vergleich zu den Metastasezellen, aus
einem Bronchialkarzinom, von dem elektrischen Feld beeinflusst wurden und sich ihre Migrations-
richtung und Geschwindigkeit verdanderten. Die Metastasezellen waren also nicht im gleichen Aus-
mald im Stande das elektrische Feld wahrzunehmen, die Depolarisation ihrer Zellen unterschied sich
also von der in Glioblastomzellen. Ein starker depolarisiertes Ruhemembranpotential schien mit
einem héheren Metastasierungspotential und einer allgemein positiv korrelierenden Proliferations-
rate [Yang 2013] verbunden zu sein, wie es sich auch in unseren Versuchsergebnissen widerspie-
gelte, und eine erzwungene Hyperpolarisation konnte die Migration und Invasivitat verringern
[Chernet 2016; Chernet 2014; Chernet 2013]. Ahnliches wére auch bei dem Glioblastom denkbar
und zeigt, wie wichtig das elektrische Feld so nicht nur fir die Migration ist. Leider ist die Studien-
lage hier noch recht spérlich, sodass sich hier noch weitere Arbeiten lohnen kénnten.

Die Gesamtladung einer Zelle wird durch die Summe des lonenflusses bestimmt, der nicht nur ab-
hangig von der Expressionsanzahl der einzelnen Kanale ist, sondern vor allem auch von der Aktivitat
der Summe der Kanale [Payne 2019]. Von Bedeutung ist dies, da auf Gewebeebene der bioelektri-
sche Zustand einzelner Zellen die benachbarten Zellen beeinflussen konnte, sodass elektrische Fel-
der, durch das Aufsummieren von Membranpotentialen verschiedener Zellen in ladungsspezifi-
schen Domdnen, entstanden. Solche physiologischen Felder wurden in in vivo-Studien bereits ent-
lang des rostralen migratorischen Stroms nachgewiesen [Cao 2013]. Elektrische Felder kénnten also
wichtige Hinweise fir die Zellmigration und anschlieRende Gewebeorganisation geben [Forres-
ter 2007; McCaig 2005], indem sie die bioelektrischen Eigenschaften einer Zelle beeinflussen wiir-
den. Es ist also denkbar, dass unabhangig von den Laborbedingungen in unseren Versuchen, Zellen
durch ein nun selbst erzeugtes Gleichstromfeld in ihrer unmittelbaren Umgebung zur richtungsori-
entierten Migration angeregt wirden. Auf diese Weise kdnnte das zuvor beobachtete anodale
Wanderungsverhalten vom Tumor selbst gesteuert und verandert werden, um eine Migrationsrich-

|II

tung oder ein ,Invasionsziel” zu erreichen. Aullerdem kdnnte bioelektrisches Gewebe, wie es im
neuronalen Netzwerk nicht selten vorkommt, dadurch ein anfalligeres Ziel der Invasion darstellen
und die Wachstumsstrukturen des Tumors indirekt durch die hier natlrlich vorkommenden bio-

elektrischen Potentialunterschiede vorgeben.

Die kleinen Veranderungen, die so im Ruhemembranpotential entstehen, konnten aufgrund der
dinnen Plasmamembran der Zellen in groRRe elektrische Felder bersetzt werden, welche die Kon-
formation und damit die Aktivitdt von spannungsabhangigen lonenkanalen steuern konnten
[Schwab 2012], wodurch in einigen Studien komplexe Rickkopplungsschleifen entstanden [Pie-
tak 2017]. Da das Ruhemembranpotential jedoch auf der Offnungs- und SchlieRkinetik von lonen-
kanalen beruht und diese ihre Konformation und somit Aktivitdt in Abhdngigkeit von der Spannung
der Membran dnderten [Stock 2013], handelt es sich um einen standig fluktuierenden Prozess.
Durch diese Tatsache verkompliziert sich wiederum das Verstandnis der Zusammenhange weiter.

Als ein moglicher Ansatz wére es denkbar, dass in Krebszellen dhnliche Mechanismen die elek-
trotaktische Reaktion antreiben, wie sie aus ,,normalen” Zellen bereits bekannt sind [Payne 2019].
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Die spezifischen Anderungen, die in der Zellmembranproteinfunktion erfolgen missten, um eine
Motilitat und eine elektrotaktische Reaktion hervorzurufen, kdnnten auf ein frihes Ereignis in der
normalen Zellelektrotaxis zurlckzufihren sein. Die polarisierte Erhéhung des elektrisch gesteuer-
ten intrazelluldren Ca%* innerhalb einer Zelle wirkte sich dabei auf die asymmetrische Aktivierung
nachgeschalteter Signalwege aus, die an der Migration beteiligt gewesen zu sein schienen [Finkel-
stein 2007]. Darunter fielen beispielsweise die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K), die RAS homolog
GTPase (RHO-GTPasen, eine Familie von kleinen Guanosintriphosphat-bindenden Proteinen) und
die extracellular signal requlated kinase (ERK, eine Serin/Threonin-Kinase), die im Verlauf fur eben
jene Veranderungen des Zytoskeletts verantwortlich gewesen sein kénnten [Finkelstein 2007], wie
moglicherweise die Aktin-Polymerisation oder Depolymerisation, Zelladh&sion und Wachstumsfak-
torsignalisierung [Payne 2019]. Die Tumorzellen passten also wahrend ihrer Migration die Zusam-
mensetzung ihrer Zellmembran an [Soroceanu 1999].

Die Beeinflussung durch bioelektrische Potentiale betrifft Zellen aus unterschiedlichsten Bereichen.
So wurde beispielsweise nachgewiesen, dass eine Stérung des transepithelialen Potentials der Haut
wahrend einer Verwundung zu einer Verschiebung des lokalen Potentials fiihrte, was die Migration
von Keratinozyten als Teil des Heilungsprozesses induzierte [Zhao 2009]. Ahnliche Verdnderungen
des Potentials wurden auch bei verschiedenen Tumorbildungen beobachtet [Wirtz 2011; Pu 2007;
Zhao 2006; Mycielska 2004; Cuzick 1998; Faupel 1997]. Aus der Literatur ging sogar hervor, dass
diese Signale des elektrischen Feldes synergistisch mit chemischen und anderen Arten von Mikro-
umgebungssignalen waren und jene sogar auller Kraft setzen konnten [Zhao 2006]. Die hierarchi-
sche Anordnung riickt die Wichtigkeit des elektrischen Feldes fiir die Zellen und eventuell sogar flr
ihre Richtungsorientierung weiter in den Vordergrund. Andere Studien zeigten jedoch auch, dass
Glioblastom-initiierende Zellen, die auf Poly-L-Ornithin/Laminin-Kunststoff kultiviert wurden, in
Richtung der Anode migrierten, wahrend eben diese Zellen hingegen bevorzugt zur Kathode wan-
derten, wenn sie in einem 3D-Hyaluronan/Kollagenhydrogel ausgesat wurden [Huang 2016]. Dies
wirde wiederum darauf hindeuten, dass physikalische Hinweise zwar einen entscheidenden Hin-
weis flr die Richtung der Migration bieten, die chemischen Einflussfaktoren auf die Weiterleitung
der entsprechenden Signale jedoch nicht auRer Acht gelassen werde durfen.

4.2.2 Eine mogliche Rolle des EGF-Rezeptors

Eine Bedeutung bei der gerichteten Migration in Glioblastomzellen kdnnte dem Rezeptor zugespro-
chen werden, der den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF, epidermal growth factor) bindet. An-
hand unserer Versuche mit HROG 05, einer Zelllinie mit hoher EGFR-Amplifikation [Mullins 2013b],
konnten wir sehen, dass diese zwar ohne Gleichstromfeld eine vergleichsweise hohere Grundge-
schwindigkeit aufwies, sich jedoch lediglich ein geringer Unterschied im elektrischen Feld ergab und
die Richtungsorientierung im Gegensatz zu den anderen Zelllinien nicht ausgepragt war.

Die EGFR-Amplifikation enthielt keine Liganden-bindende Doméane [Guo 2015], deswegen sah man
die Variante Ill des EGF-Rezeptors (EGFRvlll) klassischerweise als schwach konstitutiv aktiv
[Huang 1997]. Er war dementsprechend mit einem erhohten Level an EGFR-Proteinen assoziiert
[Jawhari 2016; Brennan 2013; Ramnarain 2006], die eventuell durch eine beeintrachtigten Endozy-
tose und Abbau begriindet sein kénnte [Grandal 2007]. Es konnten so also weiterhin Signale Uber
den EGF-Rezeptor Ubertragen worden sein, die unter anderem unter der Kontrolle der Phosphoi-
nositid-3-Kinase (PI3K) oder der Proteinkinase B (AKT) standen. Diese Signalgebung unterschied
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sich jedoch sowohl quantitativ (unterschiedliche Signalstarke), als auch qualitativ (verschiedene Sig-
nalmolekile) [An 2018]. Wodurch sich tumorférdernde Eigenschaften ergaben [Feng 2014; Babic
2013; Bonavia 2012; Nagane 1996; Nishikawa 1994], wie zum Beispiel ein autonomes Zellwachs-
tum [Pan 2020], welches wir in unseren Versuchen als ungerichtete Migration erkennen konnten.
Trotz des elektrischen Feldes wanderte HROG 05 kontinuierlich ohne Richtungsorientierung. Das
elektrische Feld wurde scheinbar nicht von dem, durch seine Amplifikation Liganden-unabhangigen
Rezeptor, wahrgenommen. Dennoch gab es in der Literatur auch vereinzelt Hinweise, dass die Amp-
lifikation des EGF-Rezeptors ebenso aktiv war wie der Wildtyp-Liganden-gebundene Rezeptor
[Fernandes 2001]. Dies kdnnte gestitzt werden durch die Ergebnisse der HROG 05 Zellen, die sich
aullerhalb des Gleichstromfeldes schneller bewegten als die Zelllinien ohne EGFR-Veranderung.

Des Weiteren konnten wir feststellen, dass wie bereits in anderen Studien gezeigt [Huang 1997], in
manchen Zusammenhangen Kinase-totes EGFRvIIl die Tumorbildung und das Tumorwachstum
nicht forderte, so eben auch in unserem elektrischen Feld, dessen migrationsfordernde Wirkung
nicht auf HROG 05 Ubertragbar war. Es scheint sich also so zu verhalten, dass in einem elektrischen
Feld der Wachstumsvorteil, den man zuvor ohne elektrischen Einfluss bei Zelllinien ohne
EGFR-Amplifikation gegeniiber beobachten konnte, nun durch Gleichstromstimulation nicht mehr
bestand. Dies kdnnte ein Hinweis dafiir sein, dass der EGF-Rezeptor an der Ubertragung der elektri-
schen Migrationshinweise beteiligt ist.

Auch aulierhalb des Gehirns wiesen einige Versuche auf die Bedeutung des EGF-Rezeptor bei der
Erkennung des Gleichstromfeldes durch die Zelle hin. So zeigten MDA-MB-231 Brustkrebszellen
ebenso wie Ratten Mamma-Adenokarzinom-MTLn3-Tumorzellen, dass sie sich einer Elektrotaxis
Uber die EGFR-Signallibertragung unterzogen [Pu 2007]. Die EGFR-mRNA-Level korrelierte an die-
ser Stelle mit der elektrotaktischen Antwort und eine Transfektion mit dem EGF-Rezeptor bei
schwach metastatischen Tumorzellen, zeigte eine verstarkte Ausrichtung und Geschwindigkeit
[Pu 2007].

Die irreversible Inhibition des EGF-Rezeptors durch Afatinib [Solca 2012; Li 2008] in den Zelllinien
HROG 02, 15 und 17 verlangsamte jedoch lediglich nicht signifikant die Wanderung und zeigte da-
mit nicht die im Vorhinein erwarteten Ergebnisse. Dies entsprach dem allgemeinen Bild, dass beim
Glioblastom nicht die gleichen Erfolge erzielt wurden, wie zum Beispiel beim nicht-kleinzelligen Lun-
gentumor [Pan 2020]. Bei jenem Tumor lagen die Verdnderungen Studien zu folge jedoch vor allem
in der Kinase-Domane, wahrend beim Glioblastom die extrazelluldre Doméane verdndert war
[Pan 2020]. Dies legt die Vermutung nahe, dass die Inhibition so nicht die gleiche Wirkung erzielen
kann wie die Amplifikation des Rezeptors.

Man muss an dieser Stelle betonen, dass unser Versuch, ebenso wie viele andere, Limitationen
aufwies, denn wie die meisten anderen Studien konzentrierten auch wir uns nur auf einen Signal-
weg. Da der Fluss eines lons jedoch sowohl andere lonentypen als auch das Ruhemembranpotential
beeinflusst und umgekehrt, muss es sich nicht zwingend um eine Verdnderung im lonenkanal ge-
handelt haben, die zu einer Migrationsveranderung fihrte. Es kdnnte vielmehr ein Zusammenspiel
dieser verschiedenen Faktoren gewesen sein, die sich gegenseitig bedingten. Zudem waren Tumor-
zellen entsprechend dem Prinzip der Zellkompensation in der Lage, ein anormales oder verandertes
Ruhemembranpotential zu kompensieren, indem sie beispielsweise die lonenkanalaktivitdt modu-
lierten, um die Homoostase aufrecht zu erhalten [Payne 2019]. Ein weiterer Faktor konnten die
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Laborbedingungen gewesen sein, denn auch wenn es sich bei den HROG-Zellen um niedrig passa-
gierte Zellen handelte, war nicht auszuschlielRen, dass sie sich in der Kultur nicht von dem Ursprung-
stumor entfernt haben kdnnten. Da Zelllinien nicht ganzlich stabil sind, ist es weiterhin wichtig, auch
patientennahere Zellen zu untersuchen.

Zu den Herausforderungen fiir das Abzielen auf den EGF-Rezeptor gehorte insgesamt allerdings
nicht nur ein veranderter Rezeptor, sondern auch die grofRe intratumorale Heterogenitat der EGFR-
Mutanten und Wildtyp-Expression sowie die mégliche Uberwindung der Inhibition durch andere
Rezeptoren [Furnari 2015; van den Bent 2015; Garrett 2009]. Eine Studie von Lyon zeichnete ein
dhnliches Bild, auch hier hatte eine Inhibition oberhalb des PI3K-Weges keinen Einfluss auf die U87-
Zellen (verewigte Glioblastomzellen) [Lyon 2019].

4.2.3 Einflussmoglichkeiten des PI3K/AKT-Signalwegs

Die Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs war, Literaturangaben zu Folge, stark in die Elektrotaxis
vieler Zellen eingebunden [Li 2013; Meng 2011; Arocena 2010; Yao 2008; Pu 2007; Zhao 2002].
Veranderungen in diesem Signalweg und in Zytoskelett-Strukturen sind bei Tumoren weit verbrei-
tet, Mutationen trugen oft zu seiner Hyperaktivierung bei und fihrten so zu einer onkogenen Trans-
formation ,normaler” Zellen, so konnte es zum Beispiel bei Mausen zu einer somatischen Tumor-
bildung mit erhodhter Krebszellinvasion und Arzneimittelresistenzen kommen [Bader 2006;
Kang 2005; Samuels 2005]. Neben den kritischen Zellfunktionen schien die PI3K-Aktivierung eben-
fallsam Umbau des Zytoskeletts beteiligt gewesen zu sein [Hoxhaj 2019; Jiménez 2000], welche das
Metastasierungspotential von Tumorzellen erhéhte [Deng 2022].

Auch wenn die genaue Kausalitat noch weitestgehend ungeklart war, schien es einen interessanten
Zusammenhang zwischen den Zytoskelett-assoziierten Proteinen und ihrer Regulation durch Sig-
nalnetzwerke wie beispielsweise den PI3K/AKT-Signalweg, als Reaktion auf externe und interne Sti-
muli, zu geben. So zeigten auch unsere Zelllinien unter Inhibition des Signalweges mit Capivasertib
eine signifikant geringere Wanderung und in einer sogar eine Aufhebung der Migrationsrichtung.

Wenn man Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphonat (PIP2) und Phosphatidylinositol-3,4,5-triphos-
phat (PIPs3), die Lipidprodukte der Phosphoinositid-3-Kinase, betrachtete, gab es vermehrt Hin-
weise, dass sie unter anderem durch Bindung an Effektorproteine, welche eine Pleckstrin-Homolo-
gie-Domane enthielten [Fruman 2017; Campa 2015; Ebi 2013], die Aktivitdt von Mitgliedern der
RHO-GTPasen und somit die Dynamik des Aktin-Zytoskeletts beeinflussten [McCormick 2019; Cas-
tellano 2011; Spiering 2011; Ridley 2006; Bompard 2004]. Die Polymerisation der Aktinmonomere
konnte an der Vorderkante der Plasmamembran wandernder Zellen die Bildung von Lamellipodien
induzieren [Yamaguchi 2007], welche die bereits beschriebene beildufig erfolgte Beobachtung in
der Morphologie unserer Glioblastomzellen erklaren kdnnte. Dieser polarisierte Aktin-Umbau
wurde mit einer polarisierten Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges in Verbindung gebracht
[Meng 2011; Zhao 2002].

Die Gesamteffizienz der gerichteten Zellmigration schien zudem oftmals eng mit den Mikrotubuli
zusammenzuhadngen [Garcin 2019; Etienne-Manneville 2013; Ganguly 2012]. Weiterhin wurde die
Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges mit der Mikrotubuli-Stabilitdt in Verbindung gebracht
[Batrouni 2020; Thapa 2020; Onishi 2007]. Einige Studien zeigten einen Zusammenhang zwischen
der Anreicherung der PI3K-Signalgebung und der Mikrotubuli-Stabilitdt an der Vorderkante der
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wandernden Zellen [Sasaki 2004; Higuchi 2001], wahrend andere zum Beispiel in Fibroblastenzellen
zeigten, dass durch Zugabe eines pan-PlI3K-Inhibitors oder Einfihrung der dominant negativen
AKT-Form Mikrotubuli destabilisiert wurden. Diese Verdnderungen der Mikrotubuli kdnnten, durch
die Forderung der unkontrollierten Beweglichkeit der Krebszelle, das Fortschreiten des Tumors un-
terstitzt haben [Deng 2022].

All dies gab Anlass zu erwarten, dass durch Inhibition der Proteinkinase B ein dhnlicher Effekt ein-
treten konnte, dass also im elektrischen Gleichstromfeld die Geschwindigkeit und auch der Rich-
tungseinfluss verandert wurden. In einer der Zelllinien (HROG 02) konnten wir diesen Effekt be-
obachten, die anodale Wanderung wurde im Feld beinahe zu einer kathodalen Wanderung. Dem-
gegeniber stieg die Distanz in X-Richtung einer zweiten Zelllinie (HROG 15) sogar im elektrischen
Feld an. In einer anderen Zelllinie wirkte sich die Inhibition ohne elektrisches Feld negativ auf die
Geschwindigkeit aus. Es sieht also so aus, als kdnnte die Proteinkinase B sowohl einen Schlissel-
punkt in der Fortbewegung, aber auch in der Weiterleitung der Feldwahrnehmung darstellen. Der
Einfluss des AKT-Inhibitors schien hier abhdngig vom Genstatus, des Phosphatase und Tensinhomo-
logons (PTEN), der Zelllinie gewesen zu sein.

Dieser Tumorsuppressor ist in Glioblastomen regelmafig mutiert und, wahrend er unter normalen
Umsténden als Negativregulator des PI3K/AKT-Signalweges fungierte [Klempner 2013], verursachte
die Mutation einen Funktionsverlust, sodass es zu einer PI3K-Hyperaktivierung kam [Bader 2006;
Kang 2005; Samuels 2005]. Eine solche Verdanderung im Genstatus von PTEN lag in zwei unserer
Zelllinien (HROG 15 und HROG 17) vor und schien den Effekt von Capivasertib zu hemmen, sodass
nur bei der Zelllinie ohne PTEN-Verdnderung (HROG 02) eine Umkehrung der Migration erfolgte.
Es kdnnte dementsprechend sein, dass sich die Hyperaktivierung der Phosphoinositid-3-Kinase und
die Inhibition der Proteinkinase B im Anschluss einander ausgleichen und so die Signalgebung wie-
der beinahe regular stattfand.

Festzuhalten ist also, dass der EGFR-PI3K/AKT-Signalweg eine mogliche Rolle in der Weiterleitung
elektrischer Felder spielen kénnte und somit die Richtungsreaktion beeinflussen wirde. Der
EGF-Rezeptor kdnnte durch seine Signalweiterleitung Einfluss auf die Migrationsgeschwindigkeit
gehabt haben. Es kdnnten jedoch auch weitere Rezeptoren fir die galvanotaktische Weiterleitung
von Bedeutung sein, die ein Ubergehen des Rezeptors erméglichen kénnten. Auch eine Amplifika-
tion des Rezeptors konnte weiteren Einfluss nehmen. Die Proteinkinase B scheint eine zentrale
Rolle einzunehmen und mit ihm auch die Phosphoinositid-3-Kinase und PTEN. Denn nicht nur durch
eine unterschiedlich starke AKT-Aktivierung, sondern auch durch Inhibition, zeigte sich die galvano-
taktische Migration verandert (Abb. 17).
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Abb. 17: Zentrale Rolle des EGF-Rezeptors und des PI3K/AKT-Signalweges fur die galvanotaktische Migration unserer
Glioblastomzellen durch elektrische Gleichstromstimulation (rot) mit moglichen Ansatzpunkten in dieser Aktivierung fur
weitere Forschungen.
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5. Zusammenfassung

Das Glioblastom ist der haufigste primar bosartige intrinsische Gliatumor, der aufgrund seiner ho-
hen Aggressivitat mit einer schlechten Prognose und nahezu universeller Sterblichkeit einherging.
Die diffuse infiltrative Natur spiegelte sich in der signifikanten molekularen und zelluldren Hetero-
genitat des Tumors wider, die es ihm erlaubte, auf selektiven Druck zu reagieren und an vielen
Stellen zum Therapieversagen fiihrte. Die hdufige Amplifikation des Rezeptors, an den der epider-
male Wachstumsfaktor (EGF, epidermal growth factor) bindet, und Mutationen im Phosphatase
und Tensinhomologon (PTEN)-Gen sorgten fiir verstarkte Proliferation und unterstiitzten das Uber-
leben des Tumors. Die starke Infiltration, die eine Resektion weiter erschwerte, kdnnte sich an bio-
elektrischen Feldern orientieren, die durch endogene Aktionspotentiale entstehen kdnnten. Es
kdnnte also eine Wanderungsrichtung durch diese Felder, wie sie durch natlrlich vorkommende
bioelektrische Potentialdifferenzen zustande kommen, die Invasion von Gehirntumorzellen in das
tumorumgebende Gewebe vorgeben. Ebenso wie es in der Galvanotaxis mit der Migration entlang
eines Gleichstromfeldes der Fall ist.

Im Versuch wurden vom Patienten stammende niedrig passagierte Glioblastomzellen und Metasta-
sezellen eines Bronchialkarzinoms sowie eines Colonkarzinoms in einer Stimulationskammer einem
elektrischen Gleichstromfeld ausgesetzt und die Geschwindigkeit und Richtung ihrer Migration
wurden gemessen. Alle Glioblastomzellen wiesen einen Migrationsphanotyp im Gleichstromfeld
auf, der oftmals mit einer VergroRerung der Distanz und Richtungsorientierung zur Anode einher-
ging. Da es sich bei der Steigerung der Geschwindigkeit nicht um eine signifikante Steigerung senk-
recht zu den elektrischen Feldlinien handelte, lag dieser Wanderung vermutlich keine zufallige Ver-
teilung zugrunde. Glioblastomzellen folgen gerichtet dem elektrischen Feld in die Richtung der
Anode.

Ebenfalls war zu erkennen, dass die interindividuelle und intratumorale Heterogenitéat sich in Bezug
auf das Migrationsverhalten widerspiegelte. Die Gesamtheit einer Zelllinie beziehungsweise einer
Tumorart bildete hierbei eine Richtungstendenz, dies liel§ jedoch keinen klaren Rickschluss auf die
einzelne Zelle zu. Insgesamt wiesen Zelllinien mit einem dhnlichen Mutationsmuster zwar eine un-
terschiedliche Geschwindigkeit auf, ihre Richtungstendenz blieb jedoch zwischen den Linien erhal-
ten. Dieses Phanomen betraf nicht alle Tumore im neuronalen System, denn die Metastasen zeig-
ten neben ihrer allgemein geringen Wanderung ein weitestgehend unaffektiertes Verhalten bei ei-
ner Gleichstromstimulation. Metastasen unterscheiden sich dementsprechend in ihrer Migration
grundlegend vom Glioblastom.

Wir vermuteten, dass eine pharmakologische Beeinflussung des EGF-Rezeptors und des stromab-
warts liegenden Phosphoinositid-3-Kinase (PI13K) / Proteinkinase B (AKT)-Signalweges die zuvor
noch moglich gewesene galvanotaktische Migration verhinderte. Afatinib zeigte hier nur eine
leichte Dampfung der Galvanotaxis, dabei blieb die Richtungstendenz unverandert. Capivasertib
hingegen verhinderte die Migration von Glioblastomzellen ohne genetische Veranderungen im
PI3K/AKT-Signalweg, nicht aber in den Zellen, in denen eine PTEN-Mutation vorlag. Unsere Daten
zeigten also, dass Glioblastomzellen im elektrischen Gleichstromfeld migrieren und der PI3K/AKT-
Signalweg in diese Galvanotaxis stark eingebunden ist.
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6. Thesen

10.

Das Glioblastom ist durch eine grolRe inter- und intratumorale Heterogenitat gekennzeich-
net.

Die durch eine Gleichstromstimulation in einer Zellkammer simulierten bioelektrischen Fel-
der, konnten Wanderungshinweise fir Glioblastomzellen darstellen.

Die Wanderungsgeschwindigkeit der Glioblastomzellen stieg bei vier der funf Zelllinien.
Die Geschwindigkeitssteigerung fand signifikant in Richtung der Anode statt.

Metastasezellen zeigten eine geringe Grundmigration, deren Geschwindigkeit durch das
Gleichstromfeld nicht signifikant gesteigert wurde.

Die Zellen der HROBMC 01, der Metastase eines Colonkarzinoms, wanderten signifikant in
Richtung der Kathode.

Die durchschnittlichen Zellen von Glioblastomen und Metastasen, deren Primartumore au-
Rerhalb des zentralen Nervensystems lagen, unterschieden sich signifikant in ihrer Ge-
schwindigkeit, sowohl mit als auch ohne Gleichstromfeld.

Die durchschnittliche Wanderung der Glioblastomzellen in die Richtung der Anode unter-
schied sich signifikant von der kathodalen Tendenz der Metastasezellen.

Der EGFR-Inhibitor Afatinib hemmte in allen Zelllinien die Geschwindigkeit nicht signifikant,
eine signifikante Steigerung der Geschwindigkeit durch das Gleichstromfeld blieb erhalten.

Unter Einfluss des AKT Inhibitors Capivasertib stieg die Geschwindigkeit in zwei von drei
Zelllinien, in der anderen Zelllinie hemmte es nicht nur die Geschwindigkeitssteigerung,
sondern auch die Richtungsantwort im elektrischen Gleichstromfeld.
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8.5 Abkiirzungsverzeichnis

Abklrzung Bedeutung

- kein aktives Gleichstromfeld/positiv

% Prozent

+ aktives Gleichstromfeld/negativ

°C Grad Celsius

um Mikrometer

UM Mikromolar

Abb. Abbildung

AKT Proteinkinase B

ca. circa

Ca’ Calciumion

CHE Schweiz

CO, Kohlenstoffdioxid

DEU Deutschland

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (ein synthetisches Nahrmedium)

DMEM/F12 DMEM und Ham'’s F12 (ein synthetisches Nahrmedium)

DMSO Dimethylsulfoxid

DOCK 1 dedicator of cytokinesis 1 (ein Guaninnukleotid-Austauschfaktor)

DPBS Dulbecco’s phosphate buffered saline, phosphatgepufferte Kochsalzl6-
sung nach Dulbecco

Dr. Doktor

EGF epidermal growth factor, epidermaler Wachstumsfaktor

EGFR epidermal growth factor receptor, epidermaler Wachstumsfaktor-Rezep-
tor

EGFRvIII Variante Il des EGFR

ErbB/HER human epidermal growth factor receptor, humane epidermale Wachs-
tumsfaktorrezeptoren

ERK extracellular signal requlated kinase (eine Serin/Threonin-Kinase)

g Erdbeschleunigung

GDP Guanosindiphosphat

Gl. Gleichung

GTP Guanosintriphosphat

h Stunden

Ham’s F12 Ham'’s tissue culture medium (ein synthetisches Ndhrmedium)

li links

m mannlich

M Monate

MEK mitogen activated/extracellular signal-activated kinase kinase, mitogen-
aktivierte Proteinkinase-Kinasen

Mg?* Magnesiumion

ml Milliliter

mm Millimeter

mTOR mammalian target of rapamycin (eine Serin/Threonin-Kinase)

mTORC1/2 mammalian target of rapamycin complex 1/2 (Proteinkomplexe)

NFkB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (ein spezi-
fischer Transkriptionsfaktor)

Nr. Nummer
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PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

PIP, Phosphatdylinositol-4,5-bisphosphonat

PIPs Phosphatdylinositol-3,4,5-triphosphonat

Prof. Professor

PTEN Phosphatase und Tensinhomologon

pX Pixel

RAC1 RAS related C3 botulinum toxin substrate 1 (eine RHO-GTPase)

RAF rat fibrosarcom protein (eine Familie von Serin/Threonin-Proteinkinasen)
RAS rat sarcoma protein (ein kleines Guanosintriphosphat-bindendes Protein)
re rechts

RHO-GTPasen

RAS homolog-GTPase (eine Familie von kleinen Guanosintriphosphat-bin-
denden Proteinen)

siehe

SD standard deviation, Standardabweichung

SRC Tyrosinproteinkinase SRC

STAT signal transducers and activators of transcription (Transkriptionsfaktoren)

Tab. Tabelle

TERT telomerase reverse transcriptase (ein katalytischer Subkomplex der Telo-
merase)

USA United States of America, Vereinigte Staaten

W weiblich

WHO world health organisation, Weltgesundheitsorganisation

ZNS zentrales Nervensystem
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Abb. 8: Effekt des Gleichstromfeldes (rot) auf die Polorientierung der Migration von Glioblastom-Zelllinien (HROG 02,

HROG 05, HROG 15, HROG 17, HROG 24) im Vergleich zur unbeeinflussten Kontrollgruppe (schwarz) (a). (Positive X-Werte
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Grafiken. 27
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Abb. 11: Durchschnittliche Migration von Glioblastomzellen (a) und Metastasezellen (b) als Summenvektoren und
Geschwindigkeit (c), dargestellt als Mittelwert #SD nach 6h im elektrischen Gleichstromfeld (rot) und der
Kontrollgruppe (schwarz) im Verhdltnis zur Position zu Beginn (t1). (Positive X-Werte implizieren die Wanderung zur Anode.) Im
Vergleich zur Kontrollgruppe ***p<0.001 und zwischen Glioblastom und Metastase °*°p<0.001 (Mann-Whitney U-Test). __ 29

Abb. 12: Vergleich des durchschnittlichen Effekts des Gleichstromfeldes (rot) auf die Polorientierung der Migration der
Glioblastom-Zelllinien und Metastase-Zelllinien auch im Verhdltnis zur jeweiligen Kontrollgruppe (schwarz) (a). (Positive
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Vergleich zur Kontrollgruppe **p<0.01 ***p<0.001 und im Vergleich von Glioblastom und Metastase °°° p<0.001 (Mann-
Whitney U-Test). Weiterhin sind der Median (graue Linie), Mittelwert (gestrichelte Linie), die Nulllinie (grau) als
Ursprungsstartpunkt der Zellen sowie das 10 % und 90 % Quantil dargestellt. 31

Abb. 13: Migration von Glioblastom-Zelllinien (HROG 02, HROG 15, HROG 17) nach 6 h im elektrischen Gleichstromfeld (rot)
und der Kontrollgruppe, ohne elektrisches Feld (schwarz) unter Behandlung mit DMSO als Kontrollgruppe (gestrichelte Linien)
und unter Afatinib (a, ¢, e) und Capivasertib (b, d, f) im Verhéltnis zur Position zu Beginn (t1) als Summenvektor. (Positive
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Abb. 14: Effekt von Afatinib und Capivasertib auf die galvanotaktische Migrationsgeschwindigkeit mit (rot) und ohne
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Abb. 15: Effekt von Afatinib und Capivasertib auf die Polorientierung der galvanotaktischen Migration im Gleichstromfeld (rot)
und ohne (schwarz) von HROG 02 (a), HROG 15 (b) und HROG 17 (c) dargestellt als Mittelwert +STABW. Im Vergleich zur
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Quantil dargestellt. 36

Abb. 16: Einfluss der elektrischen Gleichstromstimulation auf unsere Glioblastomzellen. Ausschnitt aus dem scheinbar
relevanten EGF-Rezeptor und PI3K/AKT-Signalwegen mit den Angriffsorten der Inhibitoren Afatinib und Capivasertib. Es stellt
in rot den Einfluss des elektrischen Feldes auf die Migration in unseren Ergebnissen, in Abhéngigkeit der Signifikanz (je gréfSer
die Linienstdrke dargestellt ist, desto niedriger war der p-Wert) dar. 38

Abb. 17: Zentrale Rolle des EGF-Rezeptors und des PI3K/AKT-Signalweges fiir die galvanotaktische Migration unserer
Glioblastomzellen durch elektrische Gleichstromstimulation (rot) mit méglichen Ansatzpunkten in dieser Aktivierung fiir
weitere Forschungen. 48
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