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1 Einleitung

1.1 Das Glioblastom

Die jahrliche Inzidenz von primdren Hirntumoren liegt in den
Industrienationen bei durchschnittlich 10,2 Neuerkrankungen auf 100.000
Einwohner (Steiner et al., 1998). Gemessen an der Gesamtzahl aller an
Malignomen verstorbenen Patienten betragt die Mortalitdt an hirneigenen
Tumoren drei bis finf Prozent (Kallio et al., 1991; Fine, 1994). Bei 60%
aller Hirntumoren handelt es sich um Tumore neuroepithelialen Ursprungs,
die Gliome (Radhakrishnan et al, 1995). Da Gliome verschiedene
Differenzierungsgrade aufweisen, werden diese Tumoren nach der
Empfehlung der WHO in vier Malignitatsgerade eingeteilt: das benigne
pilozytische Astrozytom (Grad 1), das Astrozytom (Grad 2), das
anaplastische Astrozytom (Grad 3) und das Glioblastom (Grad 4) (Kleihues
et al., 2002).

Das Glioblastom ist der haufigste gliale Tumortyp und gehért zu den
bdsartigsten Geschwilsten (Davis et al.,, 1998). 15-20 % aller malignen
Hirntumoren bei Erwachsenen sind Glioblastome. Seine auBerordentliche
klinische Bedeutung ergibt sich aus der relativen Haufigkeit und der extrem
schlechten Prognose. Der klinische Verlauf ist aufgrund des raschen und
infiltrativen Wachstums sehr frustrierend. Trotz maximaler Therapie
versterben die meisten Patienten innerhalo eines Jahres nach
Diagnosestellung (Glioma Meta-Analysis Trialists Group, 2002). Die 1-
Jahres  Uberlebensrate liegt beim  Glioblastom bei  30-40%.
Uberlebenszeiten von mehr als fiinf Jahren werden bei gesicherter
Diagnose in der Literatur beschrieben und insbesondere bei jungen
Patienten mit diskreten neurologischen Erstsymptomen beobachtet. Mit
einem Altersgipfel um das flunfte Lebensjahrzehnt ist bevorzugt das
mannliche Geschlecht betroffen. Das Auftreten in Kindheit und Jugend ist
eher selten, jedoch kann auch das Glioblastom in jedem Lebensalter



auftreten. In verschiedenen epidemiologischen Studien wurde gezeigt,
dass die Inzidenz von Hirntumoren in der Altersgruppe Uber 65 Jahre
zunimmt (Davis et al, 1998). Die Inzidenz von Hirntumoren nimmt demnach
mit steigendem Alter zu. Dies ist deshalb relevant, da mit einem weiteren
Ansteigen der Lebenserwartung in den nachsten Jahren zu rechnen ist.

Es werden heute verschiedene Wege der Tumorentstehung fir das
Glioblastom postuliert. Das Tumorprogressionsmodell (sekundares
Glioblastom) beschreibt eine Progression vom Astrozytom WHO Grad I
Uber Astrozytom WHO Grad Ill zum Glioblastom. Diese betrifft vor allem
jongere Patienten mit einem niedrigmalignen Astrozytom in der
Vorgeschichte. Dabei ist die Transformation auf histologischer Ebene durch
eine vermehrte Neovaskularisation, fokale Nekrosen und eine Zunahme
der Zellproliferation gekennzeichnet. Die Glioblastomentstehung de novo
(primares  Glioblastom)  betrifft insbesondere  é&ltere  Patienten.
Molekulargenetisch sind es in erster Linie Deletionen auf dem Chromosom
10. Der daraus resultierende Verlust von Tumorsupressorgenen (MMAC1/
PTEN, DMBT1 und H-neu) sowie die Aktivierung von Onkogenen flhren zu
einer verstarkten Zellproliferation (von Deimling et al., 1995; van de Kelft et
al., 1997; Fueyo et al., 1998; Hill et al., 1999).

Das Glioblastom wéchst fast ausschlieBlich im GroBhirn, das Auftreten im
Kleinhirn oder im Rickenmark ist ausgesprochen selten. Der Tumor ist
zumeist im Frontal- oder Temporalhirn lokalisiert, oft mit Infiltration des
Balkens und der Stammganglien

Typischerweise geht der Tumor vom Marklager aus, hat aber einen sehr
variablen Abstand vom Kortex, ohne dabei Lappen- oder
Hemispharengrenzen zu respektieren.

Das Glioblastom metastasiert selten in die Liquorrdume, wobei die Inzidenz
hierfir nach einer Tumorresektion ansteigt (Maiuri et al., 1980). Es finden
sich in extrem seltenen Fallen Metastasen auBerhalb des ZNS, die Anlage
eines ventrikuloatrialen Shunts zur Entlastung des Hirndruckes gqilt als
Risikofaktor hierfir (Smith et al., 1969; Pasquier et al., 1980).

Histologisch imponiert das Glioblastom durch die groBe Variabilitdt des
Zellbildes, daher auch seine urspringliche Namensgebung ,Glioblastoma



multiforme®. Die Struktur des Tumors ist sehr heterogen (Shapiro und
Shapiro, 1985). An einigen Stellen ist der Tumor fibrés und hart, an
anderen erscheint das Gewebe eher weich und durchschimmernd. Der
Tumor ist von Nekrosen durchsetzt, welche zum Teil von strahlenférmig
abgehenden Tumorzellen umgeben sind. Am Rande der Nekrosezonen
werden GefaBveranderungen gefunden. Es finden sich reichlich neu
gebildete arterielle und venése GefaBe mit Shunts.

Die Nekrosehdhlen erscheinen wie mit eitriger FlUssigkeit gefallt, die
Wénde der Hbhlen sind zottig. AuBerhalb dieser Areale ist der Tumor von
vielen erweiterten und oft missgebildeten GefaBen umgeben. Wahrend
seines Wachstums kann der Tumor Anschluss an die Hirnoberflache und
die Duraraume erreichen und hier Verbindungen zum GefaBsystem der
Arteria carotis externa herstellen. Oft entsteht durch die ausgepragte
Reaktion des den Tumor umgebenden Hirngewebes ein Odem mit

nachfolgenden Dekompensationszustanden.

1.2 Therapie maligner Gliome

Die Gliome hohen Malignitdtsgrades und hier insbesondere das
Glioblastom gehéren zu den bdsartigsten und therapieresistentesten
Tumoren des Menschen Uberhaupt (Sauer, 1987). Die Prognose ist nach
wie vor sehr schlecht und unbehandelt fiihrt das Glioblastom durch sein
schnelles und ungehindertes Wachstum oft innerhalb weniger Monate nach
Diagnosestellung zum Tod. Trotz der enormen Fortschritte in der
Diagnostik, die durch neue hochsensible Methoden wie Kernspintomografie
(MRT), Computertomografie (CT), Angiografie, Single Positronen
Emissionstomografie (SPECT) und Positronenemissionstomografie (PET)
erweitert wurde, und auch aller therapeutischen Bemihungen, ist eine
signifikante Verbesserung der Uberlebenszeit oder gar eine Heilung bisher
nicht moéglich. Die derzeitige Therapieform besteht aus einer Kombination
aus operativer Resektion, postoperativer Radiotherapie und in einigen



Fallen Chemotherapie (Gutin und Levin, 1983; Fine et al., 1993; DeAngelis
et al., 1998; Stupp et al., 2002).

Initial wird der Versuch einer ,Resektion im Gesunden® unternommen,
wozu bei entsprechender Tumorlage- und GréBe oft ein groBer Teil eines
Hirnlappens entfernt werden muss. Liegen die Tumoren unginstig, muss
man sich zur Vermeidung neuro-kognitiver Defizite, einschlieBlich
Persdnlichkeitsveranderungen, mit einer Teilresektion begnigen.

In den Fallen, in denen der Tumor in den ,sprechenden® Arealen der
dominanten Hemisphare, im Hirnstamm oder im Mittelhirn liegt,
beziehungsweise im Bereich des Balkens wéachst oder sich in die
Basalganglien ausbreitet, ist eine chirurgische Therapie nur begrenzt oder
nicht moglich, in diesen Fallen bleibt oft nur die Diagnosesicherung mittels
einer stereotaktischen Biopsie. Zwar kann die mediane Uberlebenszeit
durch eine Operation verlangert werden, jedoch betragt die Rezidivrate
auch nach maximaler Resektion immer noch fast 100%.

Durch eine postoperative Radiotherapie kann die mediane Uberlebenszeit
auf 8-10 Monate verldangert werden, was den Nutzen dieses
Therapieansatzes unterstreicht (Salazar et al., 1976, 1979; Bloom, 1982;
Wara, 1985; Leibel, 1987; Sauer, 1998). Die externe fraktionierte
Strahlentherapie der Tumorregion einschlieBlich eines Sicherheitssaums
bis 60 Gy ist ein fester, leitlinienkonformer Therapiebestandteil.

Dennoch gilt das Glioblastom, verglichen mit anderen soliden Tumoren, als
extrem strahlenresistent, wobei die intrinsischen Faktoren nicht endgultig
geklart sind. Es wird vermutet, dass die Strahlentherapie eine Hemmung
der Epithelproliferation in den Kapillaren und in den kleinen GeféaBen in der
Tumorperipherie und in der unmittelbaren Tumorumgebung bewirkt.

Dies koénnte das Wachstum vorlbergehend hemmen und zu einer
Volumenreduktion des Glioblastoms flihren (EORTC, 1976; 1978)

Die alleinige Strahlenbehandlung ohne vorangegangene Teilentfernung
oder makroskopische Totalentfernung ist vom Ergebnis her schlechter und
sollte nur dann empfohlen werden, wenn ein hohes Operationsrisiko
besteht. Jedoch ist schon seit vielen Jahrzehnten bekannt, dass die



mediane Uberlebenszeit um sieben Monate durch alleinige Bestrahlung
gesteigert werden kann (Ténnis et al., 1959)

In den siebziger Jahren galt die Empfehlung, bei Vorliegen eines
Glioblastoms grundsatzlich das ganze Hirn zu bestrahlen. Begriindet wurde
dieses Vorgehen mit dem gelegentlich multizentrischen und infiltrativen
Wachstum dieser Tumoren, der haufigen Beteiligung der kontralateralen
Hemisphare und dem gelegentlichen Auftreten von Metastasen im
Ventrikelsystem und Liquor cerebrospinalis (Salazar et al., 1976a, 1979).
Salazar et al., empfahlen eine Ganzhirnbestrahlung von zumindest 50 Gy,
die Radiation Therapy Oncology Group (RTOG) forderte ebenfalls 50 Gy
(Salazar et al., 1979).

Die Kommission ,Qualitatssicherung in der Radioonkologie” hat in ihren im
Oktober 1999 verdffentlichten Leitlinien zur Radiotherapie von priméaren
Tumoren des ZNS im Erwachsenenalter eine Gesamtdosis von 60 Gy bei
Glioblastomen gefordert. Jedoch wird nach diesen Empfehlungen nicht
mehr das gesamte Gehirn bestrahlt, sondern die Tumorregion mit einem
Sicherheitssaum, um weniger Toxizitdt bei einer verhédltnismaBig hohen
Gesamtdosis zu verursachen (Haase et al., 1999).

Das Planungszielvolumen umfasst dabei den praoperativen Befund, sowie
eine Sicherheitszone von 2cm. Grundvoraussetzung ist hierbei jedoch die
CT- oder MRT-gestlutzte Bestrahlungsplanung sowie der Einsatz eines
Therapie-Simulators oder der virtuellen Simulation.

Wenn das gesamte Gehirn bestrahlt wird, sollten 60 Gy Gesamtdosis in
Dosen von 2 Gy funfmal pro Woche nicht lberschritten werden. Patienten
mit Hirndrucksymptomatik bzw. neurologischen Ausfallen werden zuvor
und wahrend der Therapie mit Kortikoiden behandelt.

Es wurde versucht, mit alternativen Fraktionierungsschemata die
Ergebnisse der Strahlentherapie zu verbessern.

Unter hyperfraktionierter Bestrahlung versteht man in diesem
Zusammenhang die Erhéhung der Anzahl der Einzelbestrahlungen pro
Zeiteinheit im Vergleich zum bisher Ublichen. In einer Untersuchung mit 20
hyperfraktioniert bestrahlten Patienten mit Grad 1ll und IV Hirntumoren
betrug die Gesamtreferenzdosis 70 Gy. Diese Dosis wurde Uber einen



Zeitraum von sieben Wochen in siebzig Fraktionen von 1 Gy aufgeteilt und
zweimal taglich mit einem sechsstindigen freien Intervall appliziert. In der
Kontrollgruppe wurden zehn Patienten konventionell fraktioniert bestrahlt.
Hinsichtlich der Wirkung auf den Tumor ergaben sich in dieser Studie keine
wesentlichen  Unterschiede. Jedoch wurde die hyperfraktionierte
Strahlentherapie besser vertragen, so dass eine gréBere therapeutische
Breite vermutet werden kann, welche eine Dosiserhhung gestatten konnte
(Sauer, 1998; Nieder et al., 1999).

Andere Ansatze zur Behandlung des Glioblastoms, wie Chemotherapie,
Immunotherapie, Hyperthermie oder die photodynamische Therapie
wurden in die experimentellen Behandlungskonzepte aufgenommen; der
Nutzen bleibt allerdings umstritten, da auch hier keine Verbesserung der
Uberlebenszeiten erreicht werden konnte (Fine et al.,1995; Muller und
Wilson, 1996).

1.3 Radiochemotherapie

Die  bisher  bekannt  gewordenen klinischen Daten einer
Kombinationstherapie aus Radiotherapie und systemischer Chemotherapie
legen den Schluss nahe, dass der Effekt der Strahlentherapie nicht
wesentlich gesteigert werden kann. Seit Anfang der 60ger Jahre wurde
begonnen die Vorraussetzungen zu schaffen, um Chemotherapeutika zur
Therapie zu verwenden. Die Schwierigkeit besteht darin, geeignete
Chemotherapeutika zu finden. Einerseits sollen die sich teilenden
Tumorzellen in der empfindlichsten Zellzyklusphase geschéadigt werden,
um ein weiteres Wachstum zu verhindern. Andererseits muss eine Dosis
gefunden werden die das umgebende gesunde Gewebe nicht schadigt.
Computertomographie und Magnetresonanztomographie ermdglichen es,
eine genauere Vorstellung von der Morphologie und der Veranderung der

Tumoren unter einer zugeflUhrten Therapie zu bekommen. Es mussten



liquorgangige Zytostatika entwickelt werden, damit eine Chemotherapie an
ihren Wirkort gelangen kann.

Bei den Chemotherapeutika haben vor allem die Nitrosoharnstoffe BCNU
(1,3-bis(2-chlorethyl)-1-nitrosourea) in der adjuvanten Therapie einen
positiven Effekt beim Glioblastom gezeigt (Fine et al., 1994). In weiteren
Studien wurden Carboplatin und Cisplatin, die eine Quervernetzung der
DNS Einzelstrange bewirken, das Mitoseqift Vincristin und Derivate von
Campothecin, die wie Topoisomeraseinhibitoren wirken, untersucht
(Matsumoto et al., 1995; Weingart et al., 1995; Lamond et al., 1996;
Nakatsu et al., 1997; Balmaceda et al., 1997). Meist wird Chemotherapie in
Kombination mit einer Strahlentherapie gegeben, um durch die Bestrahlung
die Blut- Hirn- Schranke permeabel zu machen (Rubin et al., 1994; Glioma
Meta-Analysis Trialists Group, 2002).

1.4 Chemotherapie: Zellulare Effekte

Die verwendeten Chemotherapeutika Temodal und Gemzitabin sind in
ihren Wirkweisen darauf ausgelegt die Desoxyribonukleinsdure (DNS) der
Tumorzellen zu schadigen und somit ihr Wachstum zu stoppen oder durch
Zelltod den Tumor zu verkleinern.

1.4.1 Temodal

Temodal ist ein Imidazolderivat, welches als Alternative zu Dacarbazine
synthetisiert wurde.

Nach oraler Gabe zerféllt Temodal unter physiologischen Bedingungen
spontan in seinen aktiven Metaboliten Monomethyl 5- Triazino- Imidazol-
Carboxamid (MTIC). Zuséatzlich bendtigt Temodal keine Aktivitat der
Leberenzyme und seine Bioverfligbarkeit ist unabhangig von Cytochrom



P450 (Stevens et al.,, 1987; Tsang et al., 1991). Die Umwandlung von
Temodal in seinen aktiven Metaboliten MTIC erfolgt spontan unter
alkalischen Bedingungen (Newlands et al., 1997). Dieses macht es fur den
Einsatz bei Hirntumoren besonders interessant, da diese Gewebe
normalerweise ein alkalischeres Milieu aufweisen als die sie umgebenden
gesunden Gewebe (Tsang et al., 1991; Newlands et al., 1997). Das MTIC
methyliert die DNS an der O6- Position des Guanins, dies stort die Funktion
der Tumor- DNS und erklart seine zytotoxischen Eigenschaften. Kann
dieser Defekt durch die Alkylguanin- DNS- Alkyltransferase nicht repariert
werden, wird der Tumor am Weiterwachsen gehindert oder verkleinert sich
bestenfalls (Friedman et al., 1998; Britten et al., 1999; Newlands et al.,
1997). Temodal passiert die Blut- Hirn- Schranke unabhangig von seiner
Darreichungsform. Die Verbindung zeigte in verschiedensten Studien seine
zytotoxische Aktivitdt gegen zahlreiche solide Tumoren und war
Gegenstand in diversen Phase |l Studien als Basistherapeutikum bei
Hirntumoren (Newlands et al., 1996; Bower et al., 1997; Wedge et al.,
1997a; 1997b).

1.4.2 Gemzitabin

Das Nukleosidanalogon Gemzitabin (27,2 -Difluordesoxicytidin) ist ein
Analogon des Cytotosins Arabinosid mit einer nachgewiesenen
Wirksamkeit gegen verschiedenste solide Tumoren, insbesondere gegen
Pankreastumoren (Rothenberg et al., 1996), und gegen das nicht
kleinzellige Bronchialkarzinom (NSCLC)(Sandler et al., 1995; Carmichael et
al., 1995). Des Weiteren wurde wegen der vielversprechenden Ergebnisse
Gemzitabin auch an anderen soliden Tumoren untersucht, hier
insbesondere an Mammatumoren, an Ovarialtumoren und an
verschiedenen Kopf- Hals- Tumoren (Kaye, 1994; Carmichael et al., 1995;
Kaufmann et al., 1997). Gemazitabin ist eine so genannte pro-drug und
muss zundchst durch die Desoxycytidinkinase phosphoryliert werden, um

10



seine zytotoxische Aktivitdt zu entfalten (Heinemann et al., 1988). Die
entstehenden Schlisselmetaboliten sind einerseits Difluorodeoxycytidin-
Diphosphat (dFdcDP), welches die Ribonukleotidreduktase hemmt, was die
Stérung des Deoyxribonucleosid 5°-Triphosphat-Pools und insbesondere
des Adenosintriphosphat Pools zur Folge hat (Baker et al., 1991; Shewach
et al, 1994). Andererseits entsteht Difluorodeoxycytidin- Triphosphat
(dFdCTP), welches die DNS-Polymerase hemmt, die notwendig ist flr die
Replikation der DNS, indem sie mit dCTP in Konkurrenz tritt (Huang et al.,
1991; Ruiz van Haaperen, 1993). Diese und andere Untersuchungen legen
nahe, dass das dFACTP der eigentliche zytotoxische Metabolit ist, da es in
Form von Difluorodeoxycytidin- Monophosphat (dFACMP) in die DNS
eingebaut werden kann. Ein anderer Mechanismus des Gemzitabins ist
seine strahlensensibilisierende Wirkung. Durch die Inkubation von EMT-6
Tumorzellen mit Gemzitabin vor der Bestrahlung wurde ein additiver Effekt
erzielt (Rockwell et al., 1992). Dies bedeutet, dass die Kombination zweier
Therapieformen die Wirkung einer einzelnen Therapieform mehr als
verdoppelt. Andere Untersuchungen an HT-29 Kolonkarzinomzellen
ergaben eine Steigerung des durch Bestrahlung induzierten Zelltodes,
wenn die Zellen vier Stunden vor der Bestrahlung der Behandlung mit
Gemzitabin ausgesetzt waren (Shewach et al., 1994).

1.5 Bestrahlung: Zellulare Effekte

Der Angriffspunkt der Bestrahlung einer Tumorzelle ist die
Desoxyribonukleinsdure (DNS) des Zellkernes. Des Weiteren erfolgen
Schadigungen der Kernmembran sowie Verdnderungen an den
Zellorganellen und der Zellmembran, wodurch der EiweiB- und
Kohlenhydratstoffwechsel werden.

An der DNS entstehen vor allem Einzel- und Doppelstrangbriiche,
fehlerhafte Verbindungen innerhalb der DNS oder mit anderen Molekilen
sowie Schaden an den Basen. Da auf der DNS einer Zelle ihre gesamte
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Erbinformation gespeichert ist, bedient sich die Zelle Vvielfaltiger
enzymgesteuerter Prozesse, z.B. Ligasen und Nukleasen, um molekulare
Schéaden an der DNS zu reparieren (Gutin et al., 1977).

Aus radiobiologischer Sicht ist der entscheidende Mechanismus, um
Tumorzellen am Weiterwachsen zu hindern, der klonogene Zelltod.
Klonogen sind die Zellen, die das Potenzial besitzen, mehrere Zellteilungen
zu durchlaufen und dabei Kolonien von mindestens 50 Tochterzellen zu
bilden. Tumorzellen sind Zellen, die unbegrenzt teilungsfahig sind und
somit erst dann nicht mehr gefdhrlich sind, wenn sie die Fahigkeit zur
unbegrenzten Teilungsfahigkeit verloren haben. Durch die Bestrahlung
oder Chemotherapie kdénnen Zellen die Fahigkeit Kolonien zu bilden
verlieren. Das wird als reproduktiver Zelltod bezeichnet.

Es ist bekannt, dass mehrere Ursachen dafiir verantwortlich sein kénnen,
dass Zellen diese Fahigkeit verlieren. Die wichtigste Ursache in diesem
Zusammenhang ist der Mitosetod. Nach Bestrahlung sterben die Zellen
nicht sofort, sondern kdnnen noch eine oder mehrere Mitosen durchlaufen,
bevor die zugefligten Chromosomenschaden dazu flhren, dass die Zelle
sich nicht mehr teilen kann. Dies qilt fur fast alle Normalgewebe und die
meisten Tumorzellen.

Der Interphasetod bezeichnet den Vorgang, dass die Zellen, ohne noch
eine Mitosephase =zu durchlaufen, durch ein frih einsetzendes
Apoptoseprogramm sterben. Diese Form des Zelltodes betrifft zum Beispiel
Lymphozyten, Speicheldrisen- und andere S&ugerzellen nach hdheren
Strahlendosen (> 10 Gy).

Eine weitere Moglichkeit ist die beschleunigte oder induzierte
Differenzierung. Es entstehen aus den klonogenen Zellen solche Zellen,
die die Fahigkeit zur Zellteilung verloren haben oder nach wenigen
Teilungen die Fahigkeit dazu verlieren (Herrmann et al., 1996).
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1.6 Multizellulare Spharoide als in vivo Modell

Das Glioblastoma multiforme zeichnet sich durch sein infiltratives
Wachstum und seine unkontrollierte Zellproliferation aus (Allam et al.,
1993). Um die Mechanismen zu verstehen, die diesen charakteristischen
Eigenschaften zugrunde liegen, wurden zunehmend Gewebekulturen als
Modell verwendet. Viele Jahre wurden Untersuchungen in der
Krebsforschung an Tumorzelllinien gemacht, die als Monolayer gezichtet
wurden. Auch wenn diese in vitro Zellmodelle viele wertvolle Informationen,
zum Beispiel UOber das Wachstum von Tumorzellen lieferten, sind sie
ungeeignet Tumoren in ihrem in vivo Verhalten darzustellen (Dertinger und
Hdlser, 1984).

Wichtig ist es, sich klarzumachen, dass solide Tumoren dreidimensional
wachsen und dass in diesen Tumoren die Verteilung von Sauerstoff und
Nahrstoffen nicht UOberall gleich ist. Aus der unterschiedlichen
Beschaffenheit verschiedener Regionen eines Tumors wird seine
Heterogenitat deutlich. Zum Beispiel wird in den Tumorarealen, in denen
das Sauerstoff- und Nahrstoffangebot schlecht ist, sich eher eine
Nekrosezone entwickeln. In allen zweidimensionalen Tumormodellen sind
jedoch alle Zellen dem gleichen Sauerstoffangebot und Nahrstoffangebot
ausgesetzt, so dass nicht alle Aspekte der Tumorbiologie erfasst werden
kénnen. Die groBen Unterschiede bei der Reaktion auf Bestrahlung oder
Chemotherapie von Monolayer- Zellkulturen einerseits oder Tumoren in
vivo andererseits, begrinden sich darauf, dass die raumliche Verteilung
und die Zell-zu-Zell- Kontakte unterschiedlich sind. Um geeignetere
Modelle herzustellen, die die dreidimensionale Anordnung von Tumorzellen
reprasentieren kdnnen, wurden Tumor- Sphéroide entwickelt. Tats&chlich
kébnnen Spharoide das dreidimensionale Wachstum sowie die
Organisationsstrukturen innerhalb eines Tumors sehr realistisch darstellen.
Sie geben ein besseres Bild davon, wie die Zell-Zell- Kontakte aussehen
und wie sich das Mikromilieu von Tumoren gestaltet. AuBerdem kénnen
viele  verschiedene Zellarten in der Gewebekultur zu Sphéroiden
herangeziichtet werden (Santini und Rainaldi, 1999).
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Durch die Auspragung von Zelladh&sionsmolekllen an der Zelloberflache
und der Ausbildung von tight- junctions zwischen den Zellen eines
Spharoids besteht ein sehr enger Zell-zu-Zell-Kontakt. Tight junctions sind
schmale Bander aus Membranproteinen, die einen sehr engen Kontakt
zwischen zwei benachbarten Zellen herstellen, so eine Diffusionsbarriere
bilden und den parazellularen Transport von Proteinen kontrollieren. Die als
Sphéroide wachsenden Tumorzellen sind bezlglich des
Proliferationsverhaltens, des Vorkommens ruhender Zellen sowie der
Ausbildung nekrotischer Areale den entsprechenden Tumoren in vivo sehr
ahnlich (Carlsson et al., 1983a).

Man nimmt an, dass einer der Grinde fir die Resistenz gegeniber
Bestrahlung und Chemotherapeutika ist, dass die im Zentrum von in vivo
Tumoren liegenden Zellen sich in einem sauerstoff- und nahrstoffarmen
Milieu befinden und von Chemotherapeutika und Bestrahlung schlechter
erreicht werden. Somit war es von groBer Bedeutung ein geeignetes Modell
zu finden, das diese Situation reprasentiert. Die Mechanismen, die fur die
Resistenzen verantwortlich zu sein scheinen, sind in zweidimensionalen
Modellen nicht zu finden (Kaaijk et al. 1997). Durand und Sutherland
zeigten, dass der relative Sauerstoffmangel und die besseren Zell-zu-Zell-
Kontakte verantwortlich flr die groBere Resistenz gegenltber Bestrahlung
und Chemotherapie von Sphéaroiden im Vergleich zu Zelllinien, die als
Monolayer wachsen, sind (Durand und Sutherland, 1984a). Eine der
wichtigsten Eigenschaften, in denen die Sphéaroide in vivo Tumoren
gleichen, sind die uneinheitliche Verteilung der Zellen in der
dreidimensionalen Form und der Aufbau, der dem eines Tumors ahnelt. In
den auBeren Lagen sind die Zellen noch voneinander getrennt und in der
Lage sich zu teilen. Tiefer liegende Zellen sind nicht mehr teilungsféhig,
und im Zentrum eines Spharoids entsteht eine Nekrosezone, die ebenfalls
in ihrer Dicke variabel ist (Kerbel et al., 1994b; Carlsson 1977b; Carlsson et
al., 1984; Haji- Karim et al., 1978; Kwok et al., 1985). Auch unterscheidet
sich die Genexpression der in Sphéaroiden gezlchteten Tumorzellen von
der in Monolayer- Kultur gezlichteter. Am Beispiel von Kolontumoren wurde

herausgefunden, dass Zellen, die zu Spharoiden kultiviert wurden, einige
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Gene, die fur Wachstumsfaktoren oder deren Rezeptoren kodiert werden,
von Zellen, die zu Monolayern herangezichtet werden, gar nicht exprimiert
werden (Miller et al, 1989). Das Vorhandensein einer Nekrosezone ist
anscheinend abhéangig von ihrer GréBe und von dem Ursprungsgewebe
aus dem die Spharoide gezichtet werden. Spharoide aus M&ausezellen
haben haufiger eine Nekrosezone als Spharoide von menschlichen Zellen,
und Spharoide, die aus strahlenresistenten Ursprungszellen angezichtet
werden haben haufiger eine Nekrosezone als Spharoide, die aus
strahlensensiblen Ursprungszellen gezichtet werden. Mdglicherweise liegt
die Ursache in dem Nahrstoffangebot und Sauerstoffangebot Uber das die
Zellen in der Peripherie verfligen kénnen. Aus diesem Grund wachsen die
Sphéaroide von der Peripherie aus. Vielleicht erklart die uneinheitliche
Struktur der Sphéroide auch das verschiedenartige Ansprechen auf die
verschiedenen Therapieformen, was man auch von Tumoren kennt, die in
ihrer Struktur eben auch nicht homogen sind (Olive et al, 1997; Chignola et
al, 1995; Sutherland, 1988). Die heterogene Verteilung der Zellen
entspricht der Verteilung verschiedenster Nahrstoffe, Sauerstoff, Hormone,
Wachstumsfaktoren und Protonen und damit auch dem pH- Wert
(Sutherland 1986a, 1986b; Casciari et al., 1992). Man weiB inzwischen,
dass die periphere Zellschicht umso dinner ist, je saurer der pH- Wert des
Kerns ist, oder je mehr Glukose sich in dem umgebenden Medium befindet
(Tannock et al.,, 1986a, 1986b). Ein weiterer Erklarungsansatz fir die
Resistenz gegenliber Radio- und Chemotherapie ist die mangelnde
Sauerstoffversorgung des Spharoidzentrums (Wilson et al., 1989; Durand,
1983).
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1.7. Fragestellung

Die Kombination von Bestrahlung und Chemotherapie ist bei
verschiedenen soliden Tumoren ein verbreitetes Therapiekonzept. Fir das
Glioblastom wird der Einsatz von Chemotherapie zusatzlich zur
Strahlentherapie kontrovers diskutiert.

Seit einigen Jahren werden flr die Untersuchungen der Wirkungen von
Chemotherapie oder Bestrahlung vermehrt Spharoide eingesetzt, da
Spharoide beziglich der Zellproliferation und der Ausbildung nekrotischer
Areale ahnlich heterogen wie die entsprechenden Tumoren in vivo
wachsen.

Es gibt nur wenige Arbeiten, die die Wirkung von Radiochemotherapie an
Sphéaroiden untersuchen. Ziel dieser Arbeit war es, die in vitro Effekte auf
das Proliferations- und Migrationsverhalten maligner Glioblastomsphéaroide

nach Strahlensensibilisierung zu untersuchen.

Folgende Fragen sollten beantwortet werden:

1. Welchen Einfluss hat eine Bestrahlung auf das Proliferationsverhalten
von Glioblastomsphéaroiden, welche mit Temodal behandelt wurden?

2. Welchen Einfluss hat eine Bestrahlung auf das Proliferationsverhalten
von Glioblastomsphéaroiden, welche mit Gemzitabin behandelt wurden?

3. Wie verandert sich die Migration von Glioblastomsphéaroiden, welche mit
Temodal behandelt wurden, nach einer Bestrahlung?

4. Wie verandert sich die Migration von Glioblastomspharoiden, welche mit
Gemzitabin behandelt wurden, nach einer Bestrahlung?
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2 Material und Methoden

2.1 Humane Glioblastomzelllinien

Zur Untersuchung des Einflusses von Chemotherapie und Bestrahlung
wurden zwei unterschiedliche humane Glioblastomzelllinien verwendet. Die
Zelllinie GaMg (Passage 79) wurde uns freundlicherweise vom Institut fir
Anatomie und Zellbiologie der Universitat Bergen, von Herrn Professor
Bjerkvig zur Verflgung gestellt. Diese Zelllinie stammt von einem
menschlichen Glioblastoma multiforme ab (Akslen, 1988). Die andere
Zelllinie U87 (Passage 84) ist uns freundlicherweise von Professor Carlson
der Universitdt Uppsala, Schweden, Uberlassen worden. Auch diese
Zelllinie stammt von einem humanen Glioblastoma multiforme ab. Die
beiden Zelllinien wurden in 80cm? Zellkulturflaschen der Firma Nunc
(Roskilde, Danemark) und mit einem modifizierten Standard-Kulturmedium
kultiviert. Als Basismedium wurde das Minimalmedium nach Dulbecco
(Dulbecco’s modification of Eagel’s medium, DMEM, GIBCO, Life
Technologies, England) verwendet. Diesem wurde 10% hitzeinaktiviertes
Kalberserum, 2% L-Glutamin, Penicillin (100U/ml), Streptomycin (100ug/ml)
(alle Reagenzien erhalten von Whittaker Bioproducts, Wakersville, USA)
sowie die vierfache Menge nicht essentieller Aminoséauren (Flow
Laboratories, Irvine, Schottland) hinzugegeben.

Die  Zellkulturen wurden in einem Standard-Inkubator (100%
Luftfeuchtigkeit, 95% Luft und 5% CO2) bei 37°Celsius als Monolayer
gezlchtet. Das Wachstum wurde mittels eines Phasenkontrastmikroskops
kontrolliert und je nach Bedarf das Kulturmedium gewechselt. Sobald der
Boden der Kulturflaschen gleichmaBig mit Zellen bedeckt war, konnte die
Zelllinie trypsiniert werden. Dazu wurde dem Medium 0,025% Trypsin
(Wittaker Bioproducts, Wakersville, USA) zugefligt, und die trypsinierten

Zellen wurden auf mehrere neue Flaschen ausgesetzt.
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2.2 Spharoide als Tumormodell

Multizelluldre Tumor- Sphéaroide sind ein dreidimensionales Zellmodell, an
dem Eigenschaften wie das Wachstumsverhalten und zellulare
Organisationsstrukturen besser verdeutlicht werden kénnen als an jedem
anderen Zell- Modell in vitro (Sutherland et al., 1971a; Mueller-Klieser
1987).

Wir verwendeten die Liquid- Overlay- Technik nach Carlsson und Yuhas
(Carlsson und Yuhas, 1984). Hierzu wurden 80cm?-Zellkulturflaschen der
Firma Nunc (Roskilde, Danemark) mit Agar (Dicfo Agar Noble, Detroit,
Michigan, USA) beschichtet. Auf den Agar wurden 20ml von dem
angereicherten Kulturmedium gegeben und 5x10° Zellen hinzugegeben. Da
die Zellen aufgrund der Beschichtung nicht am Boden der Kulturflaschen
festwachsen kdnnen, bilden sie kleine Zellkolonien aus. Wenn die
Zellmassen zu gleichméaBigen, runden, regelmaBigen Spharoiden
gewachsen waren, wurden sie in saubere, ebenfalls mit Agar und
Kulturmedium beflllte Kulturflaschen umgesetzt. Fir die Experimente
wurden Sphéroide mit einem Durchmesser von ca. 250-300um ausgewahlt.
Diese GrdBe wurde nach acht bis zwélf Tagen erreicht.

2.3 Voruntersuchungen

Es wurden zunadchst Dosisfindungsexperimente mit Temodal und
Gemzitabin durchgefiihrt. Dazu wurden die herangeziichteten Spharoide
mit sechs verschiedenen Konzentrationen Gemzitabin und sechs
verschiedenen Konzentrationen Temodal Uber 24 Stunden inkubiert. Im
weiteren Verlauf wurde Gber 18 Tage das Wachstum gemessen. Die drei
Konzentrationen des jeweiligen Chemotherapeutikums, die nach 18 Tagen
eine Verringerung des Wachstums um ungeféahr 50% erreichen konnten,
wurden im weiteren Verlauf fir die Experimente herangezogen. Spharoide
der Zelllinie U87 reagieren generell empfindlicher auf eine Behandlung mit
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Chemotherapeutika als Spharoide der Zelllinie GaMg (Guenther et al.,
2003). Um dies zu bertcksichtigen und um dennoch vergleichbare
Ergebnisse zu erzielen, wurden schlieBlich Dosen gewahlt, die einerseits
hoch genug waren um einen Effekt auf die GaMg Sphéaroide zu erreichen
und andererseits die U87 Spharoide nicht schon durch eine alleinige Gabe
eines Chemotherapeutikums am Weiterwachsen zu hindern.

Auch fir die Bestrahlungsdosen wurden Dosisfindungsexperimente
durchgefiihrt. Die herangezichteten Sphéaroide beider Zelllinien wurden mit
Dosen von 2, 5 und 10 Gy bestrahlt, und im Verlauf wurde Uber 18 Tage
das Wachstum gemessen. Es zeigte sich hierbei ein dosisabhangiger
Verlauf des Wachsstums.

Die GaMg Sphéaroide tolerierten eine Dosis von 10 Gy. Durch die alleinige
Bestrahlung mit 10 Gy ergab sich eine deutliche Verzégerung des
Wachstums im Vergleich zu der unbestrahlten Kontrolle, die auch noch
eine Kombinationsbehandlung =zulieB. Hingegen tolerierten die U87
Spharoide eine Dosis von 10 Gy nicht, das Wachstum wurde eingestellt.

5 Gy bewirkten eine Wachstumshemmung, die auch noch eine
Kombinationsbehandlung zulies.

2.4 Behandlungsgruppen

Far die einzelnen Experimente wurden verschiedene Behandlungsgruppen
gebildet. Zunachst wurden sowohl die GaMg Sphéroide als auch die U87
Spharoide wie unter 2.2 beschrieben herangeziichtet.

Nachdem die GaMg Spharoide ihre AusgangsgréBe erreicht hatten,
wurden sie auf vier verschiedene Kulturflaschen aufgeteilt. Drei der
Kulturflaschen enthielten die jeweilige Konzentration von 0,05mmol
Gemzitabin, 0,01mmol Gemzitabin oder 0,5umol Gemzitabin, die Kontrolle
wurde in unverandertes Kulturmedium umgesetzt. Nach 24 Stunden
wurden die Spharoide aus jeweils einer Kulturflasche auf zwei 24-Loch-

Platten ausgesetzt, von denen dann eine der Bestrahlung zugefthrt wurde.
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Auf diese Weise entstanden acht 24-Loch-Platten die fir den
Beobachtungszeitraum im Brutschrank aufbewahrt wurden. Die GaMg
Spharoide wurden mit 10 Gy bestrahilt.

Zur Untersuchung des Einflusses von Temodal auf das Migrations- und
Proliferationsverhalten wurden die GaMg Sphéaroide ebenfalls auf vier
Kulturflaschen aufgeteilt, von denen drei mit Sumol, 0,025mmol oder
0,05mmol Temodal inkubiert wurden. Die Kontrollgruppe erhielt
unverandertes Kulturmedium. Nach 24 Stunden wurden die Sphéroide auf
die acht 24-Loch-Platten ausgesetzt. Die 24-Loch-Platten wurden
entsprechend  markiert und die vier Gruppen, die eine
Kombinationsbehandlung erhalten sollten, wurden dem
Linearbeschleuniger zugefuhrt.

Auch die Sphéroide der Zelllinie U87 wurden zunachst alle unter den
gleichen Bedingungen angezichtet. Nachdem sie die entsprechende
GroBe erreicht hatten, wurden sie in vier kleinere KulturgefaBe mit
entsprechend weniger Kulturmedium umgesetzt. Fir die Dauer der
Inkubation wurde den einzelnen Gruppen jeweils 0,05mmol Gemzitabin,
0,01mmol Gemzitabin oder 0,5umol Gemzitabin hinzugegeben, die
Kontrolle erhielt unverédndertes Kulturmedium. Nach 24 Stunden wurden
die Spharoide auf die entsprechend markierten 24-Loch-Platten ausgesetzt
und die vier Gruppen, die eine Kombinationsbehandlung erhielten, wurden
mit 5 Gy bestrahlt.

FOr die Untersuchung des Einflusses von Temodal wurden die U87
Sphéroide ebenfalls in vier kleinere Kulturflaschen umgesetzt und mit
5umol, 0,025mmol oder 0,05mmol Temodal inkubiert. Auch hier erhielt die
Kontrollgruppe unverandertes Kulturmedium. Nach 24 Stunden wurden die
Spharoide auf entsprechend markierten 24-Loch-Platten umgesetzt und die
vier Gruppen, die eine Kombinationsbehandlung erhielten, mit 5 Gy
bestrahlt.

Alle Experimente wurden dreimal wiederholt.
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2.5 Inkubation und Bestrahlung

Nachdem die Zelllinien wie unter 2.2 beschrieben, zu Sphéaroiden kultiviert
worden waren, wurden die Sphé&roide unter Zuhilfenahme eines
Stereomikroskops ausgewahlt und einzeln mit einer Pasteur- Pipette auf
24-Loch-Platten (Nunc, Roskilde, Déanemark) ausgesetzt. Die im
Durchmesser 16mm betragenden Vertiefungen wurden far die
Proliferationsexperimente mit 0,5ml Agar (Difco Agar Noble Detroit,
Michigan USA) beflllt. Den Sphéaroiden wurde 1ml Kulturmedium
hinzugegeben und dieses regelmaBig gewechselt. Fir die Untersuchung
der Migration wurden die 24-Loch-Platten nicht mit Agar beflllt, damit die
Spharoide am Boden der Platte vom Zentrum des Sphéaroids wegmigrieren
konnten. Diesen Sphéroiden wurde ebenfalls jeweils 1ml Kulturmedium
hinzugegeben und die 24-Loch-Platten wurden im Brutschrank aufbewahrt.

2.5.1 Inkubation mit Gemzitabin

Das Gemzitabin wurde uns freundlicherweise von der deutschen
Niederlassung der Firma Lilly (Bad Homburg) zur Verfigung gestellt. Es
wurden mit dem Kulturmedium die drei verschiedenen Konzentrationen von
Gemzitabin hergestellt. Die entsprechende Verdinnung des Gemzitabin
wurde jeweils in 40cm? groBe Kulturflaschen abgefiillt. Danach wurden die
Spharoide mit Hilfe einer Pasteur- Pipette auf die Kulturflaschen verteilt und
fir 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Nach 24 Stunden wurden die
Spharoide mittels einer Pasteur- Pipette unter einem Stereomikroskop

ausgewahlt und einzeln auf die 24-Loch-Platten tbertragen.
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2.5.2 Inkubation mit Temodal

Das Temodal wurde von der Firma Essex Pharma (Minchen) erworben.
Temodal wurde in Kulturmedium aufgelést und zu den drei verschiedenen
Konzentrationen verdinnt. AnschlieBend wurde das Temodal auf drei
verschiedene 40cm? groBe Kulturflaschen verteilt. Nachdem die Sphéaroide
ihre AusgangsgréBe erreicht hatten, wurden sie zusammen mit Hilfe einer
Pasteur- Pipette auf die entsprechenden Kulturflaschen verteilt und fir 24
Stunden im Brutschrank inkubiert. Fir die Kontrollexperimente wurde den
Spharoiden lediglich Kulturmedium hinzugegeben. Nach 24- stindiger
Inkubation wurden die Spharoide mittels einer Pasteur- Pipette unter einem
Stereomikroskop ausgewahlt und einzeln auf die 24-Loch-Platten
Ubertragen.

2.5.3 Bestrahlung

Nach der Inkubation fir 24 Stunden mit den verschiedenen
Konzentrationen von Temodal bzw. Gemzitabin wurden die Spharoide
bestrahlt. Dazu wurden jeweils eine Kontrollgruppe, die nicht mit einem der
beiden Chemotherapeutika inkubiert worden war, sowie die drei Gruppen
mit den entsprechenden Dosen des jeweiligen Chemotherapeutikums der
Bestrahlung zugefuhrt.

Die Spharoide wurden unter sterilen Bedingungen mit Hilfe einer Pasteur-
Pipette auf entsprechend markierte 24-Loch-Platten ausgesetzt. Die
Bestrahlungsgruppen wurden dann dem Linearbeschleuniger zugefihrt und
mit den verschiedenen Dosen bestrahlt. Die Sphéroide, die keine
Bestrahlung erhielten, wurden auf die 24-Loch-Platten ausgesetzt und in
den Brutschrank gestellt. Auf diese Weise entstanden pro
Chemotherapeutikum und pro Zelllinie acht 24-Loch-Platten.

Fir die Bestrahlung wurden die 24-Loch-Platten aus dem Inkubator

genommen und auf den Bestrahlungstisch des Linearbeschleunigers
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gelegt. Das Bestrahlungsfeld hat einen Durchmesser von 35x35cm, so
dass vier Platten auf dem Bestrahlungstisch Platz haben.

Der Linearbeschleuniger arbeitet mit einer Energieleistung von 10
Megaelektronenvolt. Die 24-Loch-Platten wurden mit verschieden hohen
Energiedosen bestrahlt. Dazu wurden die Sphéaroide in verschiedene
Gruppen eingeteilt. Es wurde immer eine Vergleichsgruppe, die keine
Chemotherapie erhalten hatte, mitbestrahlt. Die Bestrahlungsdosen
betrugen 5 Gy flir die U87 Sphéaroide und 10 Gy fir die GaMg Sphéaroide.
Die Bestrahlung erfolgte immer nach abgeschlossener Inkubation, also
nach 24 Stunden und wurde als Einmaldosis appliziert. AnschlieBend
wurden die orthogonalen Durchmesser der einzelnen Sphéaroide unter
einem Phasenkontrastmikroskop mit Hilfe einer mm-Skala gemessen, um
einen Ausgangswert flr das weitere Wachstum zu erhalten. Im Folgenden
wurde die GréBenzunahme der Sphéroide téglich gemessen.

2.6 Proliferationsexperimente

Fir die Proliferationsexperimente wurden die Sphéaroide nach der Liquid-
Overlay- Technik angezlichtet und in die verschiedenen Gruppen, wie unter
2.5 beschrieben, eingeteilt. Jeweils eine Behandlungsgruppe wurde mit
einer bestimmten Menge Gemzitabin oder Temodal inkubiert und jeweils
eine der beiden Gruppen wurde bestrahlt. Somit entstanden pro Zelllinie
und pro Chemotherapeutikum vier Gruppen. Nach einer Inkubationszeit
von 24 Stunden wurden die Spharoide mit Hilfe der Pasteur- Pipette auf 24-
Loch-Platten, welche mit Agar ausgegossen worden waren, ausgesetzt.
Den einzelnen Spharoiden wurde jeweils 1 ml Kulturmedium
hinzugegeben. Im weiteren Verlauf wurde Uber 18 Tage, mittels des
Phasenkontrastmikroskops, ihre Volumenzunahme gemessen.
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Far die Auswertung wurden die maximalen Diameter gemessen und mittels
folgender Formel die Volumina berechnet:

4/3n ((D1+D2)/4)?
Dabei sind D1 und D2 die maximalen Diameter des jeweiligen Spharoids
im Querdurchmesser.
Anhand dieser errechneten Daten konnten Tabellen erstellt und die
errechneten Daten in Diagramme umgewandelt werden.
Um die Ergebnisse besser beschreiben zu kbénnen, wurde die
Wachstumsverzégerung gemessen. Die  Wachstumsverzégerung
beschreibt die Zeit der Volumenzunahme eines Spharoids um ein
Finffaches, bezogen auf die Zeit der Kontrollgruppe. Konnte eine
Behandlungsgruppe innerhalb der Nachbeobachtungszeit (18 Tage) dieses
Volumen nicht erreichen, wurde die Wachstumsverzégerung mit > 18

Tagen angegeben.

2.7 Migrationsexperimente

Fir die Migrationsexperimente wurden die Spharoide, nachdem sie die
geeignete GrdBe erreicht hatten, wieder in die entsprechenden
Behandlungsgruppen, wie unter 2.5 beschrieben, aufgeteilt. Die Sphéaroide
wurden mit Hilfe einer Pasteur- Pipette in die jeweiligen Kulturflaschen, die
die entsprechende Menge des jeweiligen Chemotherapeutikums enthielten,
gegeben. Die Kontrollgruppe wurde in eine Kulturflasche mit frischem
Nahrmedium gegeben. Alle Kulturflaschen kamen fir 24 Stunden in den
Brutschrank. Nach 24 Stunden wurden die Sphéaroide unter einem
Phasenkontrastmikroskop ausgesucht und mit Hilfe einer Pasteur- Pipette
auf die 24-Loch-Platten ausgesetzt. Auch hier wurde jedem Sphéroid 1ml
Kulturmedium hinzugegeben. Die Spharoide hafteten jetzt an der
Unterflache der 24-Loch-Platte, und die Zellen begannen kreisférmig von
ihrer initialen Position wegzuwandern. Es wurde im Verlauf von vier Tagen
die Flache gemessen, die durch von dem Sphéaroid wegwandernde

24



Tumorzellen bedeckt wurde. Die Flache, die die Zellen maximal bedeckten,
wurde als Indikator fir die Fahigkeit zur Migration verwendet (Terzis et al.,
1997). Die orthogonalen Durchmesser dieser Zone wurden im Verlauf von
vier Tagen gemessen und die Flache mit Hilfe einer mathematischen
Formel berechnet.

Um die Ergebnisse miteinander vergleichen zu kdnnen, wurde die
Reduktion der Flache im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle
errechnet. Dabei wurde der Wert, den die Kontrolle nach vier Tagen
erreichte, als 100% gesetzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Proliferationsverhalten

3.1.1 Proliferation nach Inkubation mit Gemzitabin

In der Abbildung 1A ist das Volumen der GaMg Spharoide im Verlauf Gber
18 Tage nach Inkubation mit den verschiedenen Konzentrationen
Gemzitabin im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollgruppe
dargestellt. Die Sphéaroide zeigten ein exponentielles Wachstum. Dieser
Abbildung ist der Effekt einer alleinigen Behandlung der Sphé&roide mit
Gemzitabin ohne Bestrahlung zu entnehmen. Bei den unbehandelten
Sphéaroiden zeigte sich erwartungsgemaB eine deutlich schnellere
GréBenzunahme als bei den Spharoiden, die mit Gemazitabin inkubiert
worden waren. Diese GréBenzunahme war abhangig von der
Konzentration des applizierten Chemotherapeutikums.

Bei den U87 Spharoiden zeigten sich &hnliche Ergebnisse. Die Spharoide
der Zelllinie U87 zeigten im Vergleich zu den GaMg Sphéaroiden ein
geringeres Volumen. Dies galt sowohl flr die Behandlungsgruppen als
auch far die unbehandelte Kontrolle. In der Abbildung 1B ist das Wachstum
der U87 Spharoide als unbehandelte Kontrolle im Vergleich zu den
Behandlungsgruppen mit den verschiedenen Gemzitabinkonzentrationen
dargestellt. Es fand sich auch hier eine konzentrationsabhangige
Verzdégerung des Wachstums in Abhangigkeit von der Menge der
Gemzitabinapplikation.

Die Wachstumsverzégerung betrug bei den GaMg Sphéaroiden fir 0,5umol
Gemzitabin zwei Tage, fur 0,01mmol Gemzitabin sechs Tage und flr
0,05mmol Gemzitabin 11 Tage. Bei den U87 Sphéroiden wurde eine
langere Verzégerung des Wachstums mit Gemzitabin erreicht. Hier wurde

far 0,5umol Gemzitabin eine Wachstumsverzégerung von sechs Tagen, fur
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0,01mmol Gemzitabin von 11 Tagen und fir 0,05mmol Gemzitabin von

mehr als 18 Tagen gefunden.

—e— Kontrolle —#—0,5umol Gemzitabin —&— 0,01mmol Gemzitabin —@— 0,05mmol Gemzitabin

0,6

o
’

Volumen in mm3

o
N

Tage

Abb. 1A: Volumenzunahme (Proliferation) der GaMg Sphéaroide in Abhangigkeit von
verschiedenen Konzentrationen Gemzitabin

—e—Kontrolle —&— 0,5pmol Gemzitabin —a— 0,01mmol Gemzitabin —e—0,05mmol Gemzitabin

0,6

0,4 1

Volumen in mm3

0,2 1

Tage

Abb. 1B: Volumenzunahme (Proliferation) der U87 Sphéaroide in Abhé&ngigkeit von
verschiedenen Konzentrationen Gemzitabin
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3.1.2 Proliferation nach Inkubation mit Gemzitabin und Bestrahlung

In den Abbildungen 2A - 2C ist der Effekt verschiedener Konzentrationen
Gemzitabin, Gemzitabin und Bestrahlung sowie Bestrahlung ohne
Gemzitabin auf die Proliferation der GaMg Sphéroide im Vergleich zu einer
unbehandelten Kontrollgruppe dargestellt. Der gréBte Effekt auf die
Verzdgerung des Wachstums ergab sich bei einer Konzentration von
0,05mmol Gemzitabin, in der Kombination war der Effekt als additiv zu
werten. Es zeigte sich eine Wachstumsverzdgerung von drei Tagen durch
alleinige Bestrahlung, eine Wachstumsverzégerung von mehr als 18 Tagen
bei den mit Gemzitabin inkubierten Sphéaroiden und ebenfalls eine
Wachstumsverzégerung von mehr als 18 Tagen bei den Spharoiden mit
der Kombinationsbehandlung. Bei einer Konzentration von 0,01mmol
Gemzitabin (Abb. 2B) fand sich eine Wachstumsverzdgerung von zwei
Tagen fur die alleinige Bestrahlung, sechs Tagen fir eine
Gemzitabinkonzentration von 0,01mmol und 12 Tagen fur die Kombination
aus Gemzitabin und Bestrahlung. In der Behandlungsgruppe mit 0,5umol
Gemzitabin lie sich eine Wachstumsverzdégerung von zwei Tagen fur die
alleinige Bestrahlung, drei Tagen fur die Gemzitabinkonzentration von
0,5umol und sechs Tagen flr die Kombinationsbehandlung feststellen.

In den Abbildungen 2D - 2F ist der Effekt verschiedener Konzentrationen
Gemzitabin, Gemzitabin und Bestrahlung, sowie Bestrahlung ohne
Gemzitabin auf die Proliferation der U87 Spharoide im Vergleich zu einer
unbehandelten Kontrollgruppe dargestellt. Auch bei den U87 Sphéroiden
zeigte sich eine konzentrationsabhangige Wachstumsverzdgerung, die von
der Gr6Be der Gemzitabinkonzentration abhing. Es zeigte sich die gréBte
Verzégerung des Wachstums auch hier far die gréBte Konzentration
Gemzitabin (mehr als 18 Tage, auch schon fir 0,05mmol Gemzitabin
alleine). Auffallend war, dass die U87 Sphéaroide insgesamt wesentlich
empfindlicher auf eine Behandlung reagierten. In der Abbildung 2E fand
sich eine Wachstumsverzdgerung durch 0,01mmol Gemzitabin von 12
Tagen, for die Kombinationsbehandlung waren es mehr als 18 Tage.
Insgesamt fiel auf, dass die U87 Sphéaroide auch mit einer gréBeren
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Wachstumsverzdgerung auf die alleinige Bestrahlung reagierten. Bei den
GaMg Sphéroiden fand sich eine Wachstumsverzdégerung durch eine
alleinige Bestrahlung von zwei bis drei Tagen, hingegen bei den U87
Spharoiden von lediglich finf Tagen.

Auch wenn jede Therapieform flr sich schon einen Effekt zeigte, fand man

in der Kombinationstherapie einen Effekt, der als additiv zu werten war.

—e—Kontrolle —8—10 Gy —a— 0,5umol Gemzitabin —— 0,5umol Gemzitabin & 10 Gy

0,6

0,4 1

Volumen in mm3

0,2 1

Tage

Abb. 2A: Volumenzunahme (Proliferation) der GaMg Sphéroide nach Inkubation mit
0,5umol Gemzitabin und nachfolgender Bestrahlung
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—e— Kontrolle —#—10 Gy —&— 0,01mmol Gemzitabin —8—0,01mmol Gemzitabin & 10 Gy

Volumen in mm3

Tage

Abb. 2B: Volumenzunahme (Proliferation) der GaMg Sphéroide nach Inkubation mit
0,01mmol Gemzitabin und nachfolgender Bestrahlung

——Kontrolle —8—10 Gy —&—0,05mmol Gemzitabin ——0,05mmol Gemzitabin & 10 Gy

Volumen in mm3

Tage

Abb.2C Volumenzunahme (Proliferation) der GaMg Spharoide nach Inkubation mit
0,05mmol Gemzitabin und nachfolgender Bestrahlung
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—e&— Kontrolle —&—5QGy —a— 0,5umol Gemzitabin —8—0,5umol Gemzitabin & 5 Gy

Volumen in mm3

Tage

Abb. 2D: Volumenzunahme (Proliferation) der U87 Sphéroide nach Inkubation mit 0,5umol
Gemzitabin und nachfolgender Bestrahlung

—e—Kontrolle ~ —®—5Gy  —4—0,0lmmol Gemzitabin =~ —®—0,01mmol Gemzitabin & 5 Gy

Volumen in mm3

Tage

Abb. 2E: Volumenzunahme (Proliferation) der U87 Sphéroide nach Inkubation mit
0,01mmol Gemzitabin und nachfolgender Bestrahlung
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—— Kontrolle —&—5QGy —4&— 0,05mmol Gemzitabin ——0,05mmol Gemzitabin & 5 Gy
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Abb.2F: Volumenzunahme (Proliferation) der U87 Spharoide nach Inkubation mit

0,05mmol Gemzitabin und nachfolgender Bestrahlung

3.1.3 Proliferation nach Inkubation mit Temodal

In der Abbildung 3A ist das Sphéroidvolumen der GaMg Sphéroide im
Verlauf GOber 18 Tage nach der Inkubation mit den verschiedenen
Konzentrationen Temodal im Vergleich zu einer unbehandelten
Kontrollgruppe dargestellt. Das Wachstum erfolgte exponentiell, es lie3 sich
eine deutliche Abnahme des Wachstums abhangig von den einzelnen
Temodalkonzentrationen feststellen. Die Wachstumsverzégerung betrug
sieben Tage fir die niedrigste Temodalkonzentration (5umol). 0,025mmol
Temodal verzégerten das Wachstum um 12 Tage, 0,05mmol Temodal
verzdgerten das Wachstum um 14 Tage.

Bei den U87 Spharoiden zeigten sich ahnliche Ergebnisse. In der
Abbildung 3B ist das Sphéaroidvolumen der U87 Spharoide im Verlauf tber
18 Tage nach der Inkubation mit den  verschiedenen
Temodalkonzentrationen im  Vergleich zu einer unbehandelten
Kontrollgruppe dargestellt. Auch hier zeigte sich erwartungsgemal eine
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konzentrationsabhéangige Verzégerung des Wachstums in Abhangigkeit
von den Temodalkonzentrationen. Die Wachstumsverzégerung betrug fur
die 5umol Temodal drei Tage, bei 0,025mmol Temodal verzdgerte sich das
Wachstum um zehn Tage, 0,05mmol Temodal verzdgerten das Wachstum

um 13 Tage.

—e—Kontrolle —8—5pmol Temodal —&—0,025mmol Temodal —@—0,05mmol Temodal

0,6

I i

Volumen in mm?®

L
M)

Tage

Abb.3A: Volumenzunahme (Proliferation) der GaMg Sphéroide in Abhangigkeit von

verschiedenen Konzentrationen Temodal
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—e— Kontrolle —&—5umol Temodal —4a—0,025mmol Temodal —e—0,05mmol Temodal

Volumen in mm3

Tage

Abb. 3B: Volumenzunahme (Proliferation) der U87 Spharoide in Abh&ngigkeit von

verschiedenen Konzentrationen Temodal

3.1.4 Proliferation nach Inkubation mit Temodal und Bestrahlung

In den Abbildungen 4A - 4C st der Effekt von verschiedenen
Konzentrationen Temodal, Temodal und Bestrahlung, sowie Bestrahlung
ohne Temodal auf die Proliferation der GaMg Spharoide im Vergleich zu
einer unbehandelten Kontrollgruppe dargestellt. Der groBte Effekt auf die
Verzégerung des Wachstums ergab sich bei einer Konzentration von
0,05mmol Temodal. Die Wachstumsverzdégerung betrug hier 14 Tage. In
der Kombination war der Effekt als additiv zu werten. Es zeigte sich eine
Wachstumsverzdgerung von einem Tag durch alleinige Bestrahlung, eine
Wachstumsverzdégerung von 14 Tagen bei den mit 0,05mmol Temodal
inkubierten Sphéaroiden und ebenfalls eine Wachstumsverzégerung von
mehr als 18 Tagen bei den Sphéaroiden mit der Kombinationsbehandlung
(Abb. 4C).

Bei einer Konzentration von 0,025mmol Temodal (Abb. 4B) fand sich eine

Wachstumsverzdgerung von einem Tag fir die alleinige Bestrahlung, 12
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Tagen fir eine Temodalkonzentration von 0,025mmol und 16 Tagen flr die
Kombinationsbehandlung aus Temodal und Bestrahlung. In der
Behandlungsgruppe mit S5umol Temodal liel sich eine
Wachstumsverzégerung von einem Tag fur die alleinige Bestrahlung,
sieben Tagen fur die Temodalkonzentration von Sumol und 11 Tagen fir
die Kombinationsbehandlung feststellen.

In den Abbildungen 4D - 4F ist der Effekt verschiedener Konzentrationen
von Temodal, Temodal und Bestrahlung, sowie Bestrahlung ohne Temodal
auf die Proliferation der U87 Spharoide im Vergleich zu einer
unbehandelten Kontrollgruppe dargestellt. Es zeigte sich auch bei den U87
Spharoiden eine konzentrationsabhangige Wachstumsverzégerung, welche
abhangig von der H6he der Temodalkonzentration war. Es zeigte sich die
gréBte Verzégerung des Wachstums auch hier fir die gréBte Konzentration
Temodal (mehr als 18 Tage, auch schon fir 0,05mmol Temodal alleine).

In der Abbildung 4D ist die Proliferation der U87 Sphéaroide nach einer
Inkubation mit 5umol Temodal dargestellt. Die alleinige Bestrahlung
verzégerte bei den U87 Spharoiden das Wachstum um drei Tage, Sumol
Temodal verzégerten das Wachstum um vier Tage, die Kombination von
5umol Temodal und Bestrahlung zeigte eine Wachstumsverzégerung von
sieben Tagen.

In der Abbildung 4E sind die Sphéaroide nach der Inkubation mit 0,025mmol
Temodal dargestellt. Es zeigte sich eine Wachstumsverzégerung von drei
Tagen durch die alleinige Bestrahlung, 0,025mmol Temodal verzégerten
das Wachstum um neun Tage, die Kombination aus Bestrahlung und
0,025mmol Temodal zeigte eine Wachstumsverzdgerung von mehr als 18
Tagen.

Insgesamt fiel auch bei diesen Experimenten auf, dass die U87 Sphéaroide
wesentlich  empfindlicher auf eine Behandlung, sei es nun
Temodalinkubation oder Bestrahlung, reagierten. Auch wenn jede
Therapieform fur sich schon einen Effekt zeigte, sah man in der
Kombinationstherapie einen Effekt, der als additiv zu werten war.
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—e— Kontrolle —8—10 Gy —&— 5umol Temodal —@— 5umol Temodal & 10 Gy

0,6

0,4

Volumen in mm3
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Abb.4A: Volumenzunahme (Proliferation) der GaMg Spharoide nach Inkubation mit S5umol
Temodal und nachfolgender Bestrahlung

—e—Kontrolle —8—10 Gy —&— 0,025mmol Temodal —@— 0,025mmol Temodal & 10Gy

0,6

0,4

Volumen in mm3

Tage

Abb.4B: Volumenzunahme (Proliferation) der GaMg Sphéaroide nach Inkubation mit
0,025mmol Temodal und nachfolgender Bestrahlung

36



—o—Kontrolle —#— 10 Gy ——0,05mmol Temodal ——0,05mmol Temodal & 10 Gy
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Volumen in mm3
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Abb. 4C: Volumenzunahme (Proliferation) der GaMg Sphéroide nach Inkubation mit
0,05mmol Temodal und nachfolgender Bestrahlung

—e—Kontrolle ~ —®—5Gy —a—5pmol Temodal = —e—5pmol Temodal & 5 Gy

0,6

0,4 1

Volumen in mm3

0,2 1

Tage

Abb. 4D: Volumenzunahme (Proliferation) der U87 Spharoide nach Inkubation mit Spumol
Temodal und nachfolgender Bestrahlung
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—e—Kontrolle —®— 5Gy —4—0,025mmol Temodal = ——0,025mmol Temodal & 5 Gy
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Abb. 4E: Volumenzunahme (Proliferation) der U87 Sphéaroide nach Inkubation mit
0,025mmol Temodal und nachfolgender Bestrahlung

—e—Kontrolle —®—5Gy —4—0,05mmol Temodal —e—0,05mmol Temodal & 5 Gy

0,6

0,4

Volumen in mm3

0,2

Tage

Abb. 4F: Volumenzunahme (Proliferation) der U87 Spharoide nach Inkubation mit
0,05mmol Temodal und nachfolgender Bestrahlung
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3.2 Migrationsverhalten

3.2.1 Migration nach Inkubation mit Gemzitabin

In der Abbildung 5A sind die Migrationsflachen der GaMg Sphéaroide im
Verlauf UOber vier Tage nach der Inkubation mit den verschiedenen
Konzentrationen Gemzitabin im Vergleich zu einer unbehandelten
Kontrollgruppe dargestellt. Die Zellen der Sphéroide der Zelllinie GaMg
zeigten in den Migrationsexperimenten nach der Inkubation mit Gemzitabin
eine  dosisabhangige Verringerung der Migrationsfahigkeit. Die
Migrationsfahigkeit der Zellen der GaMg Sphéroide nahm bei einer
Konzentration von 0,5umol Gemzitabin im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle um 45% ab. Die Gemazitabinkonzentration von 0,01mmol
Gemzitabin verringerte die Migrationsflachen um fast 50%, die gréBte
Gemzitabinkonzentration (0,05mmol) verringerten die Migrationsflachen um
85%.

In der Abbildung 5B sind die Migrationsflachen der U87 Sphéroide im
Verlauf UOber vier Tage nach der Inkubation mit den verschiedenen
Konzentrationen Gemzitabin dargestellt. Es zeigte sich fur alle
beobachteten Gruppen eine annahernd lineare Ausdehnung der
Migrationsflachen, wohingegen die inkubierten  Gruppen einen
konzentrationsabhangigen Verlust der Migrationsfahigkeit zeigten. Der
Verlust  der Migrationsfahigkeit betrug far  die geringste
Gemzitabinkonzentration (0,5umol) 56%. Bei der nachst grdBeren
Konzentration (0,01mmol) verringerten sich die Migrationsflachen um 74%,
bei der gréBten Konzentration (0,05mmol) verringerten sich die
Migrationsflachen um 85%. Mit steigenden Konzentrationen Gemzitabin
nahmen also die Migrationsflachen sowohl der GaMg Sphéaroide als auch
der U87 Sphéaroide ab.
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Abb. 5A: Migrationsflachen der GaMg Spharoide in Abhangigkeit von den verschiedenen
Konzentrationen Gemzitabin

—e— Kontrolle —#— 0,5umol Gemzitabin —&— 0,01mmol Gemzitabin —@— 0,05mmol Gemzitabin

Flache in mm2

0 1 2 ‘ 3 ‘ 4
Tage
Abb. 5B: Migrationsflachen der U87 Sphéroide in Abhangigkeit von den verschiedenen
Konzentrationen Gemzitabin
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3.2.2 Migration nach Inkubation mit Gemzitabin und Bestrahlung

In den Abbildungen 6A - 6C ist der Effekt verschiedenener Konzentrationen
Gemzitabin, Gemzitabin und Bestrahlung, sowie Bestrahlung alleine auf die
Migrationsflachen der GaMg Sphéroide im Vergleich zu einer
unbehandelten Kontrollgruppe dargestellt.

Die Abbildung 6A zeigt die Migrationsflachen der GaMg Sphéroide nach
einer Gemzitabininkubation von 0,5umol und in der unteren Linie die
Migration der Zellen der kombiniert behandelten Sphéaroide. Alleine die
Bestrahlung mit 10 Gy verringerte die Migrationsflachen um 25%. Die
Migrationsflachen verringerten sich im Bezug auf die unbehandelte
Kontrolle bei alleiniger Inkubation mit 0,5umol Gemzitabin um 45%.
Kombinierte man Bestrahlung und 0,5umol Gemzitabin, verringerten sich
die Migrationsflachen um 58%.

Bei einer Gemzitabinapplikation von 0,01mmol verringerte die alleinige
Gabe von Gemzitabin die Migrationsflachen um 48%, die Kombination mit
Bestrahlung verringerte die Migrationsflachen um 80% (Abb. 6B).
Betrachtet man die Migrationsflachen in der Abbildung 6C, so fand sich bei
einer Inkubation mit 0,05mmol Gemzitabin eine Verringerung der
Migrationsflache um 86%, bei der Kombination von 0,05mmol Gemzitabin
und Bestrahlung wurde eine Verringerung der Migrationsflache um 92%
gefunden.

Die Abbildungen 6D - 6F zeigen die Migrationsflachen der U87 Sphéroide
nach Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen Gemzitabin, nach
alleiniger Bestrahlung, und die Migrationsflachen nach der Kombination
dieser beiden Therapieformen im Verlauf Uber vier Tage.

Wie aus Abbildung 6D zu entnehmen ist, verringerte die alleinige
Bestrahlung mit 5 Gy die Migrationsflachen der U87 Spharoide um 48%.
Die Inkubation mit 0,5umol Gemazitabin verringerte die Migrationsflachen
um 56%. In der Kombination von Bestrahlung und Gemzitabin wurden die
Migrationsflachen um 75% reduziert.

Abbildung 6E zeigt die Migrationsflachen nach Inkubation mit 0,01mmol
Gemzitabin und Bestrahlung. Die Inkubation mit 0,01mmol Gemazitabin
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verringerte die Migrationsflachen um 75%, in der Kombinationsbehandlung
wurden die Flachen um 83% verringert.

In Abbildung 6F werden die Migrationsflachen nach einer Inkubation mit
0,05mmol Gemzitabin dargestellt. Die Kombinationstherapie erreichte hier
eine Verringerung der Migrationsflachen um 92%, die alleinige
Gemzitabininkubation verringerte die Flachen um 85%.

—e—Kontrolle —#—10 Gy —&— 0,5umol Gemzitabin —@— 0,5umol Gemzitabin & 10 Gy

Fléache in mm2

Tage

Abb.6A: Migrationsflachen der GaMg Sphéaroide nach Inkubation mit 0,5umol Gemzitabin
und nachfolgender Bestrahlung

42



—e—Kontrolle —#—10 Gy —— 0,01mmol Gemzitabin —8—0,01mmol Gemzitabin & 10 Gy

Flache im mm2

0 1 2 ‘ 3 ‘ 4
Tage
Abb. 6B: Migrationsflichen der GaMg Sphéaroide nach Inkubation mit 0,01mmol
Gemzitabin und nachfolgender Bestrahlung

—&— Kontrolle —#—10 Gy —&— 0,05 mmol Gemzitabin —@— 0,05 mmol Gemzitabin & 10 Gy

Flache in mm2

Tage

Abb. 6C: Migrationsflachen der GaMg Sphéaroide nach Inkubation mit 0,05mmol
Gemzitabin und nachfolgender Bestrahlung
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—e— Kontrolle —8—5 Gy —&— 0,5pumol Gemzitabin —@— 0,5umol Gemzitabin & 5 Gy

Aache inmm2

0 ‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4
Tage
Abb. 6D: Migrationsflachen der U87 Sphéroide nach Inkubation mit 0,5umol Gemzitabin
und nachfolgender Bestrahlung

—e— Kontrolle —8—5 Gy —&— 0,01mmol Gemzitabin —@— 0,01mmol Gemzitabin & 5 Gy

Rache innm

0o 1 2 3 4
Tage

Abb. 6E: Migrationsflachen der U87 Sphéaroide nach Inkubation mit 0,01mmol Gemazitabin
und nachfolgender Bestrahlung
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—e— Kontrolle —8— 5 Gy —&— 0,05mmol Gemzitabin —— 0,05mmol Gemzitabin & 5 Gy

Aache innm2

Tage

Abb. 6F: Migrationsflachen der U87 Spharoide nach Inkubation mit 0,05mmol Gemzitabin
und nachfolgender Bestrahlung

45



3.2.3 Migration nach Inkubation mit Temodal

In der Abbildung 7A sind die Migrationsflachen der GaMg Sphéroide im
Verlauf UOber vier Tage nach der Inkubation mit den verschiedenen
Konzentrationen Temodal im Vergleich zu einer unbehandelten
Kontrollgruppe dargestellt. Die Zellen der Sphéroide der Zelllinie GaMg
zeigten in den Migrationsexperimenten nach der Inkubation mit Temodal
eine dosisabhdngige Verringerung der Migrationsfahigkeit. Die
Migrationsfahigkeit der Zellen der GaMg Sphéroide nahm bei einer
Konzentration von 5umol Temodal im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle um 27% ab. Eine Temodalkonzentration von 0,025mmol Temodal
verringerte die Migrationsflachen um 63%, die gréBte
Temodalkonzentration (0,05mmol) verringerte die Migrationsflachen um
78%.

In der Abbildung 7B sind die Migrationsflachen der U87 Sphéaroide im
Verlauf UOber vier Tage nach der Inkubation mit den verschiedenen
Konzentrationen Temodal dargestellt. Es zeigte sich fur alle beobachteten
Gruppen ein anndhernd lineares Wachstum, wohingegen die
Wachstumskurven der Gruppen, die ein Chemotherapie erhielten einen
konzentrationsabhangigen Verlust der Migrationsfahigkeit zeigten. Der
Verlust der Migrationsfahigkeit betrug far die geringste
Temodalkonzentration  (5umol) 48%. Bei der nachst grdBeren
Konzentration (0,025mmol Temodal) verringerten sich die
Migrationsflachen um 52%, bei der gr6Bten Konzentration (0,5mmol
Temodal) verringerten sich die Migrationsflachen um 67%. Mit steigenden
Konzentrationen Temodal nahmen also die Migrationsflachen, sowohl der
GaMg Sphéroide als auch die der U87 Sphéaroide in Abhangigkeit von der
verabreichten Temodaldosis ab.
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—e— Kontrolle —#— 5umol Temodal —&— 0,025mmol Temodal —@— 0,05mmol Temodal

Flache in mm2

0 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4
Tage
Abb. 7A: Migrationsflachen der GaMg Sphéaroide nach Inkubation mit verschiedenen
Konzentrationen Temodal

—e—Kontrolle —#—5pmol Temodal —&—0,025mmol Temodal —e—0,05mmol Temodal

Flache in mm2

0 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4
Tage
Abb. 7B: Migrationsflachen der U87 Spharoide nach Inkubation mit verschiedenen
Konzentrationen Temodal
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3.2.4 Migration nach Inkubation mit Temodal und Bestrahlung

In den Abbildungen 8A - 8C ist der Effekt verschiedener Konzentrationen
Temodal, Temodal und Bestrahlung, sowie Bestrahlung alleine auf die
Migrationsflachen der GaMg Sphéroide im Vergleich zu einer
unbehandelten Kontrollgruppe dargestellt.

Die Abbildung 8A zeigt die Migrationsflachen der GaMg Sphéroide nach
einer Temodalinkubation von 5pmol und in der unteren Linie die
Migrationsflachen der kombiniert behandelten Sphéroide. Alleine die
Bestrahlung mit 10 Gy verringerte die Migrationsflachen um 30%. Die
Migrationsflachen verringerten sich im Bezug auf die unbehandelte
Kontrolle bei alleiniger Inkubation mit 5umol Temodal um 37%. Kombinierte
man Bestrahlung mit 5Sumol Temodal, verringerten sich die
Migrationsflachen um 65%.

Bei einer Temodalapplikation von 0,025mmol verringerte die alleinige Gabe
von Temodal die Migrationsflachen um 63%. In der Kombination mit
Bestrahlung verringerten sich die Migrationsflachen um 75% (Abb. 8B).
Betrachtet man die Migrationsflachen in der Abbildung 8C, fand sich bei
einer Inkubation mit 0,05mmol Temodal eine Verringerung der
Migrationsflachen um 78%, bei der Kombination von 0,05mmol Temodal
mit Bestrahlung wurde eine Verringerung der Migrationsflachen um 84%
gefunden.

Die Abbildungen 8D - 8F zeigen die Migrationsflachen der U87 Sphéroide
nach Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen Temodal, alleiniger
Bestrahlung und die Migrationsflachen nach der Kombination dieser beiden
im Verlauf Uber vier Tage.

Die Inkubation mit 5umol Temodal verringerte die Migrationsflachen um
48%. In der Kombination von Bestrahlung und Temodal wurden die
Migrationsflachen um 62% reduziert.

Abbildung 8E zeigt die Migrationsflachen nach Inkubation mit 0,025mmol
Temodal und Bestrahlung. Die Inkubation mit 0,025mmol Temodal
verringerte die Migrationsflachen um 52%, in der Kombinationsgruppe

wurden die Flachen um 67% verringert.
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In Abbildung 8F werden die Migrationsflachen nach einer Inkubation mit
0,05mmol Temodal gezeigt. Die Kombinationstherapie erreichte hier eine
Verringerung  der  Migrationsflaichen um  73%, die alleinige
Temodalapplikation verringerte die Flachen um 67%.

—e— Kontrolle —#—10 Gy —&— 5pmol Temodal ——5pmol Temodal & 10 Gy

Flache in mm2

0 1 2 ‘ 3 ‘ 4
Tage
Abb. 8A: Migrationsflachen der GaMg Spharoide nach Inkubation mit 5umol Temodal und
nachfolgender Bestrahlung
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—e—Kontrolle —&—10 Gy —4a—0,025mmol Temodal —e—0,025mmol Temodal & 10 Gy

Flache in mm2

0 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4
Tage
Abb. 8B: Migrationsflachen der GaMg Sphéaroide nach Inkubation mit 0,025mmol Temodal
und nachfolgender Bestrahlung

—e—Kontrolle —&—10 Gy —a— 0,05mmol Temodal —e—0,05mmol Temodal & 10 Gy

Flache in mm2
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Abb. 8C: Migrationsflachen der GaMg Sphéaroide nach Inkubation mit 0,05mmol Temodal
und nachfolgender Bestrahlung
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—e—Kontrolle —&—5Gy —a— 5pmol Temodal —e— 5umol Temodal & 5 Gy
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Abb.8D: Migrationsflachen der U87 Sphéaroide nach Inkubation mit 5umol Temodal und
nachfolgender Bestrahlung
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Abb. 8E: Migrationsflachen der U87 Sphéroide nach Inkubation mit 0,025mmol Temodal
und nachfolgender Bestrahlung
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—e&— Kontrolle —&—5Gy —4&— 0,05mmol Temodal —e—0,05mmol Temodal & 5 Gy

Flache in mm2
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Abb. 8F: Migrationsflachen der U87 Sphéaroide nach Inkubation mit 0,05mmol Temodal
und nachfolgender Bestrahlung
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4 Diskussion

4.1 Das Tumormodell

Die Idee, ein anderes Modell fir Untersuchungen von Tumoren anstelle
etablierter Zelllinien zu verwenden, ist nicht neu. Schon 1944 verwendete
der Zoologe Holtfreter ein dreidimensionales in vitro Zellmodell fir seine
Untersuchungen an Amphibien, um die Zelladhdsion am Boden der
Kulturflasche zu verhindern (Holtfreter, 1944). Spater machte Moscona
morphologische Untersuchungen an embryonalen und entarteten Zellen
und verwendete hierflr kugelférmige Wiedervereinigungen aus Zellkulturen
(Moscona, 1952, 1957a, 1957b, 1961).

Eine Vielzahl der sich daran anschlieBenden Untersuchungen verwendeten
diese Techniken, weil sich daraus die Mdglichkeit ergab, den Aufbau und
die Funktionsweise der Entstehung von entarteten Zellen zu verstehen.
Einen Durchbruch brachten die Arbeiten von Sutherland et al., die den
Einsatz des dreidimensionalen Zellmodells der Spharoide far
Untersuchungen zur Effektivitat und zur Uberpriffung verschiedenener
Tumortherapien etablierten (Sutherland et al., 1971a; 1971b; 1973; 1981).
Viele therapeutisch orientierte Studien wurden danach eine Domé&ne der
Experimente mit Sphéaroiden. Es konnte so die biologische Beschaffenheit
von Tumorsphédroiden naher untersucht werden. Weiterhin konnten
verschiedene biologische Mechanismen, wie die Steuerung des
Wachstums, der programmierte Zelltod (Apoptose), die Invasion von
Tumorzellen, ihre Angiogenese und ihr Immunverhalten untersucht werden
(Mueller- Klieser, 1987; Sutherland, 1984, 1988; Knuechel et al., 1990;
Bjerkvig, 1992). Auch wurden bereits einige  Untersuchungen mit
Sphéaroiden verschiedenen Ursprungsgewebes hinsichtlich  des
Ansprechens auf Bestrahlung gemacht.

Stuschke et al. untersuchten den Zusammenhang zwischen dem
Differenzierungsgrad von menschlichen Tumorzellen, die zu Sphéaroiden
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kultiviert worden waren, in Bezug auf ihre Strahlenempfindlichkeit.
Spharoide spiegeln die Situation in vivo demnach wesentlich besser wieder
als konventionelle Untersuchungen an Zellkulturen (Stuschke et al, 1995).
Fritz et al. konnten bei Experimenten mit verschiedenen
Fraktionierungsschemata einer Strahlentherapie und deren Auswirkungen
auf den Zellzyklus an V79 Zellen die deutliche Uberlegenheit von
Sphéroiden im Gegensatz zu Monolayern hinsichtlich der Strahlenresistenz
nachweisen (Fritz et al., 1996). Auch die Arbeitsgruppe von Durand kam
bei Untersuchungen Uber das Wachstumsverhalten an V79 Sphéroiden des
Hamsters zu ahnlichen Resultaten (Durand und Sutherland, 1994b).

Die Arbeitsgruppen um Kerbel und Teicher konnte den folgenden
Sachverhalt beobachten: Resistenzen gegen alkylierende Substanzen
(Cisplatin, Carboplatin, Cyclophosphamid, Thiopental), die EMT 6 Tumoren
von Mausen im Sphéroid Modell aufwiesen, verschwanden, wenn derselbe
Tumor als Monolayer kultiviert wurde, treten aber wieder auf, wenn man
aus den Monolayer- Kulturen wieder Sphéroide zichtete (Kerbel et
al.,1994a; 1994b; Francia et al., 2004). Diese Ergebnisse legen nahe, dass
Zellen, die als Monolayer gezlchtet werden, viele der Eigenschaften
verlieren, die flr Untersuchungen von Chemotherapeutika wichtig sind,
sollen deren Ergebnisse in vivo wieder reproduzierbar sein.

Eine ahnliche Beobachtung beziglich Resistenzen gegenlber
Chemotherapie oder Bestrahlung hatten Durand und Sutherland bereits
1972 gemacht. Damals wurde der Begriff des ,Kontakt- Effektes” gepréagt.
Der Kontakt- Effekt bezeichnet eine Zunahme der Resistenz gegeniber
einem zytotoxischen Agens, zum Beispiel Bestrahlung oder zytotoxischen
Medikamenten, wenn Zellen nicht als Monolayer sondern in einem
dreidimensionalen Zellverband wachsen.

Auch hier wurde nachgewiesen, dass Sphéaroide ein ahnliches
Resistenzmuster wie in vivo Tumoren aufwiesen, wohingegen sich diese
Resistenzen bei Monolayer-Zellkulturen nicht beobachten lieBen (Durand
und Sutherland, 1972a; 1972b). Diese Ergebnisse zeigen, dass es sinnvoll

ist, praklinische Untersuchungen von zytostatischen Substanzen,

54



Bestrahlung oder einer Kombinationstherapie auch an einem in vitro Modell
zu testen, welches die in vivo Situation méglichst genau wiedergeben kann.
Olive und Durand konnten mit Tumorspharoiden erarbeitete Ergebnisse zur
Klarung der Ursache von Resistenzen gegentber Medikamenten und
Bestrahlung bestatigen. Die Autoren kamen zu dem Ergebnis, dass in
Spharoiden durch den engen Zellkontakt die DNS enger gepackt ist. Den
Sphéaroiden wird so im Gegensatz zu Zelllinien die Mdglichkeit zur
Aufrechterhaltung von Reparaturmechanismen gegeben (Olive und
Durand, 1994a; 1994b).

Der Kontakt- Effekt beschreibt eine Zunahme der Resistenz von Zellen
gegentber einem  zytotoxischen  Agens, beispielsweise einer
Radiotherapie. Dreidimensional wachsende Zellen zeigen eine erhdhte
Resistenz gegenulber Bestrahlung, d.h eine zunehmende
Reparaturkapazitdt gegentber einem subletalen Strahlenschaden.
Dertinger et al. schlussfolgern, dass der Kontakt- Effekt und damit auch die
erhéhte Radioresistenz von Sphéaroiden darin begrindet ist, dass die
bessere Kommunikation in den enger gepackten Sphéroiden die Zellen
beféhigt, Reparaturenzyme auszutauschen. Dieses wurde unter
Zuhilfenahme von Mikroelektroden, die die elektrische Kopplung via gap-
junctions messen, untersucht. Gap- junctions sind porenbildende
Proteinkomplexe, die die Plasmamembran zweier Zellen eng miteinander
verbinden. Eine enge elektrische Kopplung ist fur die Auspragung des Zell-
Kontaktes und damit auch der Resistenzen notwendig. Auch in Monolayer
Zellen ist eine elektrische Kopplung mittels gap- junctions ausgebildet,
jedoch wird der Kontakt- Effekt erst im dreidimensionalem in vitro
Wachstum erworben (Dertinger und Hulser 1981, Dertinger et al, 1983).
Die Durchlassigkeit der gap- junctions wird (Uber den cyclo
Adenosinmonophosphat (cCAMP)- Gehalt der Zelle geregelt. Der cAMP-
Gehalt einer Zelle spielt eine entscheidende Rolle fir die
Zelldifferenzierung und die Zellentwicklung. Bei Sphéroiden, die gap-
junctions ausbilden und somit zu verbesserter interzellularer
Kommunikation féhig sind, nimmt der cAMP- Gehalt und die
Adenylatzyklaseaktivitat ab, da die verbesserte interzellulare
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Kommunikation  mittels  gap- junctions  funktioniert und  der
Informationsaustausch mittels Signaltransduktoren wie cAMP und
Adenylatzyklase weniger bendtigt wird. Monolayer kbnnen zwar auch gap-
junctions ausbilden, jedoch erfolgt die interzellulare Kommunikation
weiterhin Gberwiegend mittels CAMP und Adenylatzyklase. Auf diesem von
Dertinger et al. untersuchten Mechanismus beruht die Hypothese, dass
sinkende Spiegel von cAMP und Adenylatzyklase eine Rolle fiir den
Informationsaustausch und bei der Ausbildung von Resistenzen spielt
(Dertinger et al, 1982). Diese Hypothese wird durch Experimente von
Knedlitschek et al. gestltzt, die an drei verschiedenen Nager-Zelllinien
einen Zusammenhang zwischen dem Grad der elektrischen Kopplung und
der Auspragung der Strahlenresistenz nachweisen konnten (Knedlitschek
et al, 1990).

Eine weitere Erklarung fir die erhdhte Resistenz gegeniber Bestrahlung
von Spharoiden liegt méglicherweise darin begriindet, dass Sphéaroide im
direkten Vergleich zu Monolayern einen Strahlenschaden besser reparieren
kénnen, da die Sphéaroide im Vergleich mit Monolayern eine verénderte
Zellkernform sowie einen DNS- Aufbau aufweisen, der der in vivo Situation
entspricht (Olive und Durand, 1994a; 1994b). In einer Studie von Rodriguez
et al., wurde die Reparaturkapazitat von 9L Gliomspharoiden der Ratte im
Vergleich zu Monolayern untersucht (Rodriguez et al., 1988). Auch hier
zeigten die Sphéroide eine gréBere Strahlenresistenz. Es konnte gezeigt
werden, dass die Kinetik der Reparatur nach einem potentiell letalen
Strahlenschaden biphasisch mit einer langsamen und einer schnellen
Komponente ablief. Reparaturkinetik und -Kapazitat waren jedoch far
Monolayer und Sphéaroide gleich, so dass die erhdhte Strahlenresistenz der
Spharoide durch einen verzdégerten Wiedereintritt von klonogenen, nicht am
Zellzyklus teilnehmenden, ruhenden Zellen in die proliferative Phase des
Zellzyklus erklart wurde.

Fir die Untersuchungen an Glioblastomen gibt es theoretisch drei Ansatze.
Untersuchungen an Zelllinien, Zelllinien- Sphéroiden (Taghian et al, 1993)
und so genannten organotypischen Sphéroiden, wie sie auch in den

Arbeiten von Kaaijk verwendet wurden, da diese die in vivo Situation am
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besten abbilden (Kaaijk et al. 1995). Gerade auf Grund dieser vielfaltigen
genetischen Prozesse werden auch nicht alle Zellen eines Tumors in vitro
wachsen und genau aus diesem Grund reprasentieren Zellkulturen, die als
Monolayer wachsen, eben auch nur einen kleinen Ausschnitt aus der
Komplexitat eines Tumors.

Jedoch beziehen sich die meisten Untersuchungen Uber beispielsweise die
Strahlensensibilitat von Glioblastomen auf Zelllinien- Experimente, welches
aus den oben genannten Griinden wenig sinnvoll erscheint.

4.2 Temodal

Temodal ist ein Medikament in der systemischen Therapie von malignen
Tumoren. In jungerer Zeit ist es im Rahmen multimodaler
Behandlungskonzepte auch bei Patienten mit einem Glioblastom eingesetzt
worden, da seine pharmakologischen Eigenschaften, die Mdéglichkeit der
oralen Applikation, die relativ gute Vertraglichkeit, sowie eine
Bioverflgbarkeit von fast 100%, die Anwendung sinnvoll erscheinen lief3.
Neben der Anwendung beim Glioblastom wird Temodal bereits beim
malignen Melanom und bei anaplastischen Astrozytomen im Rahmen
klinischer Studien eingesetzt. In einer Studie an Glioblastomspharoiden
konnte die Ursache fir die Wirksamkeit von Temodal dadurch erklart
werden, dass Temodal nachweislich die Apoptose in Tumorsphéroiden
induziert (Gunther et al, 2003). Das Wachstum eines Glioblastoms lasst
sich eine gewisse Zeit lang mit Temodal kontrollieren (Paulsen et al, 1999;
Janinis et al, 2000; Yung et al, 2000: Schwenka et al., 2000). In einer
Phase Il Studie der Arbeitsgruppe von Bower wurden 103 Patienten mit
fortgeschrittenem, histologisch gesichertem Grad Il oder Grad IV Gliom mit
150- 200mg/m? Kérperoberfliche Temodal tber fiinf Tage behandelt.
Dieser Zyklus wurde alle 28 Tage wiederholt. Von den 103 Patienten hatten
11% ein objektives Ansprechen auf die Therapie und 47% einen
Wachstumsstillstand. Das mittlere Uberleben betrug 5,8 Monate bei allen
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eingeschlossenen Patienten. Nach sechs Monaten hatten 22% der in die
Studie eingeschlossenen Patienten noch kein Rezidiv des Tumors (Bower
et al, 1997). In Kombination mit Bestrahlung wurde Temodal von Stupp et
al. sowohl wahrend als auch nachfolgend zu einer Strahlentherapie
verabreicht. Diese Kombinationstherapie wurde relativ gut toleriert und
filhrte letztendlich zu einer Verlangerung des medianen Uberlebens auf 16
Monate (Stupp et al, 2002).

In der vorliegenden Arbeit wurden Sphéroide des Glioblastoms aus zwei
verschiedenen Zelllinien GaMg und U87 mit Temodal inkubiert und
bestrahlt. Wie schon bei anderen Arbeiten herausgefunden worden ist,
wurde berlcksichtigt, dass die Zelllinie U87 wesentlich empfindlicher
sowohl auf die Chemotherapeutika als auch auf Bestrahlung reagiert,
wahrend GaMg weniger empfindlich ist. Dieses wurde bei den hier
durchgefuhrten Experimenten bestatigt. Glnther et al sahen die Ursache
hierfir in einer mdglicherweise generell hdheren Toleranz der GaMg-
Spharoide gegenlber Umwelteinflissen (Guenther et al., 2003). In den
Kombinationsexperimenten —Temodal und Bestrahlung- wurde der Effekt,
den das Chemotherapeutikum alleine bewirkte, verstarkt. Die
Wachstumsverzégerung durch Temodal alleine betrug fir die GaMg
Sphéaroide im Mittel 12 Tage. Bei den U87 Sphéroiden betrug die
Wachstumsverzdégerung im Mittel 14 Tage. Verglichen mit den
Wachstumsverzégerungen nach Gemzitabininkubation (6 Tage GaMg, 12
Tage U87) zeigt sich flr die GaMg Sphéaroide ein deutlich besseres
Ansprechen auf die Temodalinkubation. Hingegen sind die Auswirkungen
auf die U87 Spharoide fiir beide Pharmaka ungefahr gleich.

Das Migrationsverhalten wurde durch eine Temodalinkubation abh&angig
von der H6he der applizierten Temodaldosis eingeschrankt. Hier fand sich
eine Reduktion der Migrationsflachen von 78% bei der gr6Bten Dosis
Temodal. Die U87 Spharoide wurden bei der gréBten Dosis Temodal in
ihrer Migrationsfahigkeit nicht so stark beeintrachtigt (67% bei 0,05mmol).
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4.3 Gemzitabin

Die meisten Studien, die sich mit der Wirkung von Gemzitabin
beschaftigen, beruhen auf Untersuchungen an Monolayern. Smitskamp-
Wilms et al. fanden heraus, dass Gemzitabin bei Untersuchungen an
menschlichen Kolontumorzelllinien, die einerseits als Monolayer geziichtet
wurden und andererseits in mehreren Lagen wuchsen, in den mehrreihigen
Tumorzelllinien nicht so gut wirkte wie an den Monolayern (Smitskamp-
Wilms et al., 1998). Andere Arbeiten, in denen die Wirksamkeit von
Gemzitabin einerseits an Monolayern und andererseits an Sphéroiden
getestet wurde, kamen zu ahnlichen Ergebnissen (Genc et al., 2004).
Diese Arbeit sieht die Ursache fir die gréBere Strahlenresistenz der
Spharoide darin, dass Spharoide mehr Zellen in Zellzyklusphasen halten,
die per se resistent gegen Chemotherapie oder Bestrahlung sind. Dieser
Effekt wird durch eine Diffusionsgrenze im Sphéaroid verursacht. Ab einer
bestimmten GréBe nimmt das Sphéroid kein Gemzitabin mehr auf; es kann
infolgedessen auch nicht mehr in die DNS eingebaut werden. Diese
Hypothese wird gestitzt durch Untersuchungen von Neshateh- Riz et al.,
die radioaktiv markiertes Deoxyuridin in Sphéaroide gaben. Sie fanden
heraus, dass das Spharoid umso weniger markiertes Deoxyuridin einbaut,
je mehr es an GréBe zunimmt. Der maximale Einbau wurde an den
auBeren Randern der Spharoide beobachtet, wo auch das Wachstum
stattfindet (Neshateh- Riz et al., 1997). Gemzitabin ist ein Zytostatikum,
welches seit einigen Jahren bei der Therapie verschiedenster solider
Tumoren angewendet wird. Insbesondere bei der Therapie des inoperablen
Pankreaskarzinoms hat Gemzitabin sich im Vergleich zu anderen
Zytostatika als Uberlegen erwiesen. In einer Phase Il Studie an Patienten
mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom der Arbeitsgruppe von Burris et
al., wurden 126 Patienten einer Therapie mit Gemzitabin oder 5FU
zugefuhrt, wobei sich fur die Patienten mit Gemzitabin ein medianes
Uberleben von 5,65 im Vergleich zu 4,41 Monaten bei der Therapie mit
5FU herausstellte. Weiterhin war das Uberleben nach 12 Monaten bei der
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Gruppe mit Gemzitabin 18% im Vergleich zu der Gruppe mit 5FU 2%
(Burris HA, 1997).

In einer anderen Studie der Arbeitsgruppe von Heinemann wurden
Patienten mit einem fortgeschrittenen Pankreaskarzinom einerseits einer
Therapie mit Gemzitabin alleine im Vergleich zu Gemzitabin in
Kombination mit Cisplatin zugefihrt. Das Patientenkollektiv, das lediglich
einer Gemzitabintherapie zugeflihrt worden war, hatte sowohl einen
Vorteil hinsichtlich der rlckfallfreien Zeit (5,4 Monate gegen 2,8 Monate)
als auch im Gesamtliberleben (8,3 Monate gegen 6,0 Monate)
(Heinemann et al, 2003). In einer Phase Il Studie der Arbeitsgruppe um
Perng wurden 53 Patienten mit einem inoperablen nicht kleinzelligen
Bronchialkarzinom (NSCLC) (Stadium Ill und Stadium IV) einer Therapie
mit Gemzitabin im Vergleich zu einer Kombinationstherapie bestehend
aus Etoposid und Cisplatin zugefthrt. 27 Patienten erhielten Gemzitabin
alleine, 26 Patienten die Kombinationstherapie bestehend aus Etoposid
und Cisplatin. Ein Ansprechen auf die Therapie fand sich bei 19,2% der
Patienten, die lediglich Gemzitabin erhielten. Im Vergleich dazu fand sich
ein Ansprechen auf die Kombinationstherapie bei 20,8% der Patienten.
Jedoch waren die toxischen Nebenwirkungen wie
Knochenmarksdepression und Thrombozytopenie in dem
Patientenkollektiv mit der alleinigen Gemzitabintherapie wesentlich
weniger stark ausgepragt (Perng et al., 1997). In der vorliegenden Arbeit
wurde die Wachstumsverzégerung nach alleiniger Gemzitabininkubation
auf die Sphéroide der Zelllinie GaMg und U87 untersucht. Vergleicht man
die Ergebnisse (GaMg: 6 Tage, U87: 12 Tage) wird auch hier die deutlich
ausgepragtere Empfindlichkeit der U87 Sphéroide sichtbar. Es fallt im
Vergleich mit den Ergebnissen der Temodalexperimente auf, dass
Temodal in seiner Wirkung zumindest auf die GaMg Spharoide Uberlegen
zu sein scheint. Bei den per se empfindlicheren U87 Sphéaroiden ist die
Wirkung der beiden verwendeten Chemotherapeutika auf das
Proliferationsverhalten ahnlich.

Bezlglich des Migrationsverhaltens ahneln sich die Ansprechraten der
Spharoide. Bei den GaMg Spharoiden wurde eine Verringerung der
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Migrationsflachen im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle nach
Gemazitabininkubation mit 0,05mmol Gemzitabin um 86% erreicht. Die U87
Spharoide verringerten die Migrationsflachen nach einer
Gemzitabinapplikation von 0,05mmol Gemzitabin um 85%. Dies legt die
Vermutung nahe, dass hinsichtlich der Migrationsfahigkeit die beiden
verwendeten Chemotherapeutika eine ahnliche Wirksamkeit zeigen.

4.3 Radiochemotherapie

Konzepte mit einer kombinierten Radiochemotherapie werden bei
zahlreichen soliden Tumoren seit vielen Jahren erfolgreich angewendet,
um die Behandlungsergebnisse zu verbessern. Neben einer systemischen
Wirkungsweise besitzen einige Chemotherapeutika das Potential
strahlensensibilisierend zu wirken. Das klassische Beispiel einer
Strahlensensibilisierung ist die Kombination von Cisplatin und
Bestrahlung. Die verschiedensten Substanzen sind in Kombination mit
einer Strahlentherapie in klinischen Studien angewendet worden, die bei
praklinischen Untersuchungen bereits die Effektivitdt der Bestrahlung
steigerten. Zu diesen zahlen Platin- Analoga, Taxane, Topoisomerase-
Inhibitoren sowie Gemzitabin (Levine, 1951; Skipper et al., 1951, Hertel et
al., 1990).

Die Mechanismen der Strahlensensibilisierung oder
Strahlentherapieverstarkung durch Gemzitabin sind von mehreren Autoren
untersucht worden. Sowohl in vitro als auch in vivo konnten bei
unterschiedlichen soliden Tumoren und hamatologischen Erkrankungen
die radiotherapieverstarkenden Eigenschaften von Gemzitabin bestatigt
werden (Grunewald et al.,1992; Carmichael, 1995). In einer Untersuchung
von Gemzitabin und Bestrahlung auf vier verschiedene humane Zelllinien
des Zervixkarzinoms konnte mit DNS  Untersuchungen ein
strahlensensibilisierender und ein zytotoxischer Effekt auf diese Zelllinien

nachgewiesen werden (Hernandez et al., 2001). Des Weiteren konnte ein
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strahlensensibilisierender Effekt des Gemzitabins auf verschiedene
andere Tumorzellen nachgewiesen werden (Latz et al, 1998; Shewach et
al, 1994, 1995; Shewach et al 1996a, 1996b). Biochemisch und
molekularbiologisch ist der strahlensensibilisierende Effekt von
Gemzitabin letztendlich noch nicht geklart. Es wird angenommen, dass
Gemzitabin eine Imbalance des Nukleotidpools erzeugt, welche zu einer
Zellzyklusinstabilitat fihrt, wodurch die Apoptoseschwelle der Tumorzelle
herabgesetzt werden kann. Kombiniert man diesen Effekt mit
ionisierender Bestrahlung, kann der DNS- Defekt nicht repariert werden,
so dass der programmierte Zelltod (Apoptose) eingeleitet wird (Choy,
2000). Moglicherweise wird die intrinsische Apoptoseneigung durch einen
Doppelstrangbruch in  der S-Phase des Zellzyklus herabgesetzt
(Lawrence et al.,, 1999; Milas et al., 1999). Mittlerweile ist unbestritten,
dass durch die Gabe von Gemzitabin der zellulare Adenosintriphosphat
(ATP)- Pool reduziert wird. Dieser Effekt wird durch Bestrahlung verstarkt,
wobei noch unklar, ist wie die ionisierenden Strahlen auf einen reduzierten
ATP-Pool wirken. (Lawrence et al., 1997a; 1997b; Ostruszka et al., 2000;
Robertson et al., 1996; Shewach et al., 1994).

Des Weiteren ist die Rolle von Gemzitabin und p53 auf die
Zellzykluskontrolle und die zelluldre Strahlenempfindlichkeit nicht
endgultig geklart (Chang et al., 1995; Dahm-Daphi, 2000).

Im Gegensatz zu anderen stahlensensibilisierenden Medikamenten, wie
Bromdesoxyuridin oder loddesoxyuridin, wirkt Gemzitabin an zwei
verschiedenen Angriffspunkten. Einerseits wirkt Gemzitabin
wachstumshemmend auf die DNS, da es direkt in den sich replizierenden
Strang der DNS eingebaut wird, und andrerseits wird direkt die spezifische
Ribonukleotidreduktase gehemmt, so dass die Zelle nicht in der Lage ist
die notwendigen Nukleotide zu synthetisieren.

Metaboliten des Gemzitabines, wie 2°,2"-Difluordesoxicytidin- Triphosphat
(dFdCTP), 27,2°-Difluordesoxycytin- Diphosphat (dFdCDP) und 2°,2°-
Difluordesoxicytidin- Monophosphat (dFACMP), werden schnell in die DNS
eingebaut und bewirken dadurch eine Strahlensensibilisierung (Lawrence
et al., 1997; Shewach, 1996b). Der Einbau von Thymidin- Analoga flihrt
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einerseits zu einer gesteigerten Anzahl von DNS- Schaden, anderseits wird
der Zelle die Mdglichkeit genommen, die entstandenen DNS Schéaden zu
reparieren (lliakis et al., 1989; Kinsella et al., 1987; 1992; Ling et al., 1990).
Aber auch Radiosensitizer wie  Hydroxyurea, welches Kkein
Nukleosidanalogon ist und demnach auch nicht in die DNS eingebaut wird,
sind in der Lage die Ribonukleotidreduktase direkt anzuhalten, so dass der
Nukleotidpool verkleinert wird (Sinclair, 1968; Fram et al., 1986; Fox, 1985).
AuBerdem ist Fluorodesoxyuridin in der Lage die Thymidin- Synthetase
anzuhalten, welches auch ein mdglicher strahlensensibilisierender Effekt
ist.

Gemzitabin kann Tumorzellen in der G1/ S- Ubergangsphase des
Zellzyklus arretieren, wodurch eine Strahlensensibilisierung erzielt wird
(Mose et al., 1999; 2000). In Zellzyklusexperimenten von Mose et al. ergab
sich folgender Zusammenhang. Durch Gemzitabin kommt es zu einem
Zellzyklusarrest und infolgedessen zu einer Anhdufung und
Synchronisierung der Zellen im strahlenempfindlichen G1/S- Ubergang. Es
wird angenommen, dass in der G1/S- Phase bestimmte proapoptotische
Proteine exprimiert werden, die zunachst noch nicht in der Lage sind die
Zellen abzutéten, jedoch die Zelle in einen Alarmzustand versetzen. Ohne
Bestrahlung kann der voribergehende Zellzyklusarrest genutzt werden, um
die durch Gemzitabin verursachte Schadigung zu reparieren. Wird jedoch
die Zelle in das nachste Stadium Uberflhrt, haufen sich in der G1/S- Phase
die proapoptotischen Proteine zu schnell an und die Zelle ist nicht mehr in
der Lage, den entstandenen DNS- Schaden zu reparieren (Mose et al.,
2002). Diese Hypothese wurde in verschiedenen Tierexperimenten
unterstitzt (Gregoire et al., 1997; Mason et al., 1999; Milas et al., 1999).
Unklar bleibt, welcher Mechanismus genau zu dem strahlenempfindlichen
G1/S-Phasen-Arrest flhrt (Kinsella, 1992; Shewach et al, 1994; Sinclair,
1981).

Insbesondere drei Mechanismen bei der Wirkweise von Gemzitabin sind fir
die Kombinationstherapie von besonderem Interesse. Erstens sollte
Gemzitabin als DNS- Syntheseinhibitor in der Lage sein die durch eine
Bestrahlung zugefligten DNS- Schaden zu verstarken und die
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Reparaturmdglichkeiten einzuschréanken. Zweitens, und dies ist besonders
fir die Experimente mit Spharoiden von Interesse, ist Gemzitabin in der
Lage den Tumor zu verkleinern und somit wird der Tumor besser mit
Sauerstoff versorgt. Dies ist fir eine Bestrahlungstherapie von groBem
Nutzen, da eine verbesserte Sauerstoffversorgung auch eine verbesserte
Wirkung der Bestrahlung zur Folge hat (Gregoire et al., 1999). In
verschiedenen Arbeiten (ber die Wirkweise von Gemzitabin wurde
herausgefunden, dass der strahlensensibilisierende Effekt nur dann auftritt,
wenn das Gemzitabin vor der Bestrahlung entfernt wird (Mose et al., 1999).
Auch ist die Wirkung bei verschiedenen Zelllinien sehr unterschiedlich, in
der vorliegenden Arbeit wurde vor allem ein konzentrationsabhangiger
Unterschied bei den unterschiedlichen Glioblastomzelllinien
herausgefunden. Die eigenen Ergebnisse bestatigen die
konzentrationsabhangige Wirkungsweise von Gemzitabin vor Bestrahlung.
In Tierexperimenten bestatigte die Arbeitsgruppe von Milas die
Untersuchungsergebnisse anderer Arbeitsgruppen, dass der
radiotherapieverstérkende Effekt kleiner wird, wenn Gemzitabin zu einem
spateren Zeitpunkt gegeben wird oder wenn die Bestrahlung gleichzeitig
mit der Gemzitabingabe erfolgt (Milas et al., 1999). Besonders interessant
ist, das Gemzitabin Sauerstoff- unabhangig zu wirken scheint. In anderen
Tierexperimenten wurde in vVivo bestatigt, dass der
radiotherapieverstarkende Effekt auch unter hypoxischen Bedingungen
eintritt (Mason et al., 1999).

In der vorliegenden Arbeit wurden Glioblastomspharoide der Zelllinien
GaMg und U87 mit Gemazitabin inkubiert und nachfolgend bestrahlt. Die
Wachstumsverzdgerung durch alleinige Bestrahlung betrug fir die GaMg
Spharoide 1-2 Tage, fur die U87 Sphéroide hingegen im Mittel 4 Tage. In
den Sphéaroidexperimenten fand sich eine Wachstumsverzdgerung durch
Gemzitabin alleine von im Mittel 6 Tagen fiir die GaMg Sphéroide und von
12 Tagen fur die U87 Sphéaroide. Bei den Kombinationsexperimenten
(Gemzitabin und Bestrahlung) betrug die Wachstumsverzégerung im Mittel
12 Tage bei den GaMg Sphéaroiden und mehr als 18 Tage bei den U87
Spharoiden. Diese Ergebnisse bestatigen die in der Literatur gefundenen
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Daten hinsichtlich der gréBeren Empfindlichkeit der U87 Spharoide auf
Chemotherapie und/ oder Bestrahlung.

Die Kombinationsuntersuchungen mit Temodal zeigten folgende
Ergebnisse. Die Wachstumsverzégerung betrug flr die GaMg Spharoide
nach Temodalapplikation im Mittel 12 Tage. Wurden die Sphéaroide
zusétzlich bestrahlt, verzdgerte sich das Wachstum um 16 Tage. Bei den
U87 Spharoiden betrug die Wachstumsverzdgerung im Mittel 14 Tage, die
Kombination aus Temodal und Bestrahlung verzégerte das Wachstum um
mehr als 18 Tage. Auch hier wird die gréBere Empfindlichkeit der U87
Spharoide hinsichtlich einer Therapie deutlich.

Die Untersuchung  der  Migrationsfahigkeit  zeigte  fir  die
Kombinationsuntersuchungen mit Gemzitabin an den GaMg Sphéaroiden
eine Reduktion der Migrationsflachen um maximal 90%, bei den U87
Spharoiden fand sich eine maximale Reduktion der Migrationsflachen um
87%. Auch hier findet man hinsichtlich des Migrationsverhaltens nicht sehr
ausgepragte Unterschiede fur die beiden Untersuchungsgruppen.
Betrachtet man die Migrationsexperimente mit Temodal, findet sich bei den
GaMg Sphéroiden eine Verringerung der Migrationsflachen um 85% fiir die
Kombinationsbehandlung, im Vergleich dazu wurden bei den U87
Spharoiden die Migrationsflachen lediglich um 73% reduziert. Dies lasst
den Schluss zu, dass hinsichtlich der Migrationsfahigkeit Gemzitabin dem

Temodal Uberlegen zu sein scheint.

4.4 Perspektiven in der Therapie des Glioblastoms

Trotz Fortschritten im Bereich der Neurochirurgie, der Strahlentherapie und
der internistischen Onkologie konnten die Behandlungsergebnisse bei
Patienten mit einem Glioblastom nur marginal verbessert werden (Nieder
und Nestle, 2000). Letztendlich entscheiden so genannte Prognosefaktoren

Uber das Behandlungsergebnis und damit liber die Uberlebenszeit. Eine
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entscheidende Rolle fir das Gesamtiberleben spielen demnach das Alter
des Patienten sowie der performance status des Tumors (Lutterbach et al,
2003; Curan et al 1993). Des Weiteren konnten andere Prognosefaktoren
herausgearbeitet werden: Die Lage des Tumors wird als ein
entscheidender Faktor angesehen, je zentraler der Sitz des Tumors desto
ungiinstiger fir das mediane Uberleben (Liigant et al., 2001). Auch ein
niedriges Hamoglobin korreliert negativ mit den Uberlebensraten (Chow et
al., 1999). Doch ricken neuere Therapieversuche mit Erythropoetin eine
neue Therapieoption ins Blickfeld (Cerami et al., 2001; Brines et al, 2000).
Ein weiterer Prognosefaktor ist die Laktatdehydrogenase (LDH), welche
diesbezlglich schon flir verschiedene Krebsarten herangezogen wird
(Huijgen et al., 1997). Dass die Laktatdehydrogenase auch bei Hirntumoren
als Prognosefaktor herangezogen werden kann, postulierte Buckell schon
1965 (Buckell et al., 1965), dieses wurde von Smrcka et al. 1983 bestatigt
(Smrcka et al., 1983).

Der enorme Fortschritt in der Molekularbiologie machte es moglich, die
biologischen und genetischen Grundlagen fir das Entstehen von
Krankheiten zu verstehen. Dies kommt auch der Therapie des
Glioblastoms zugute (Brock et al, 1997; Kyritsis et al, 1996). Die neueren
Therapieansatze kénnen so viel besser auf die speziellen Eigenschaften
des Glioblastoms zielen, wie zum Beispiel auf die Angiogenese, die DNS-
Reparaturmechanismen, die Apoptose und die Zell- Zykluskontrolle (Wen
et al, 1995).

Viel wichtiger ist allerdings die Einsicht, dass eine Heilung immer noch
nicht in greifbare Nahe gerickt ist, da die uneinheitliche Beschaffenheit der
Glioblastome und ihre Resistenz  gegeniber den  heutigen
Therapiemdglichkeiten dies verhindert (Davis et al, 1998). Die heutigen
Therapieoptionen versuchen also nicht hauptsachlich eine Heilung zu
erreichen, sondern lediglich das Tumorwachstum zu kontrollieren (Fine,
1995). Des weiteren gehen die Bemihungen eher dahin, die Therapie
schonender zu gestalten, indem man neuere synthetische Analoga der
bekannten zytostatischen Wirkstoffe verwendet (Ingber et al., 1990; Levin
et al.; 1992; Takamiya et al., 1994) oder abgewandelte Formen, von denen
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einige in der Lage waren in umgewandelten Zellen Apoptose zu induzieren
(Delia et al., 1993). haben

Um die Lebensqualitat der Patienten moglichst wenig zu beeintrachtigen,
ist man dazu Ubergegangen sich auf Therapieformen zu stiitzen, die zwar
eine Wirkung gegen Glioblastome aufweisen, jedoch Uber eine geringere
Zytotoxizitat und eine geeignetere Applikationsform verfiigen (Mount et al.,
1994; Scott 1997; Weitzner et al., 1997).

Das Glioblastom entsteht als ein Endprodukt eines vielschichtigen
Prozesses, der viele verschieden Angriffe auf die physiologischen
Prozesse, wie das Zellwachstum, die Angiogenese, den programmierten
Zelltod und die Migration umfasst (Mikkelsen et al., 1991; Biernat et al.,
1997; Bjerkvig et al., 1997). Einerseits kann das Glioblastom als spontane
Neumutation entstehen oder aber sich aus den verschiedenen niedriger
malignen Vorstufen entwickeln. Es wurden verschiedene genetische
Veranderungen identifiziert, die daran maBgeblichen Anteil haben (Kyritsis
et al., 1996; Binger et al., 1990; Kyritsis et al., 1993). Die altesten dieser
Chromosomenaberrationen, die in niedrig malignen Gliomen entdeckt
worden sind, sind der Verlust von 17p (dort ist das p53 Gen lokalisiert), der
Verlust von 13q (dort ist das Retinoblastom- Gen lokalisiert), und der
partielle oder vollstandige Verlust von Chromosom 22. Der kritische Punkt
fr die Transformation zum Glioblastom ist jedoch der Verlust von 10q und
die Erweiterung des EGFR Gens (Kyritsis et al., 1996; Binger et al., 1990;
Kyritsis et al., 1993). In diesem Zusammenhang ist auch die neuste
Entdeckung des MMAC1 Tumorsupressorgens auf Chromosom 10 von
groBer Bedeutung flir das Verstandnis des molekularbiologischen
Entstehungsprozesses des Glioblastoms (Steck et al., 1997).

In den neu diskutierten Behandlungsstrategien taucht immer wieder die
Hemmung der Angiogenese auf. Die Angiogenese wird als ein bedeutender
Faktor fur das Wachstum von Glioblastomen und somit wieder als ein
Ansatz fur die Therapie betrachtet (Bjerkvig et al., 1997; Folkman, 1990;
1997). Der Grad der Vaskularisation Kkorreliert eng mit dem
Differenzierungsgrad von Tumoren, nicht zuletzt, weil Tumoren mit einer
héheren Wachstumsrate auch eine bessere GefaBversorgung bendtigen
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um eine optimale Versorgung des Tumors mit Sauerstoff und Nahrstoffen
zu gewahrleisten (Plate et al., 1995). Thalidomid, welches als Sedativum
aufgrund seiner Toxizitat vom Markt genommen wurde, konnte in
verschiedenen Tierexperimenten eine Anti- Angiogenese- Wirkung unter
Beweis stellen (D"Amato et al., 1994). In der ersten Phase |l Studie mit
Thalidomid konnte zwar kein Durchbruch erzielt werden, nicht zuletzt
wegen der vielen Nebenwirkungen, dennoch konnte das erste Mal der Anti-
Angiogenese- Effekt gegen Glioblastome nachgewiesen werden (Fine et
al., 2000). Die Angiogenese ist mitverantwortlich fir das Wachstum von
Tumoren. Insbesondere Glioblastome sind streckenweise sehr stark
vaskularisiert und werden gerne als Modell fir die Erforschung und
Untersuchung von Faktoren, die fir die Angiogenese verantwortlich sind,
herangezogen; andererseits kdnnen sie gut als Modell fur Therapiestudien
mit Angiogeneseinhibitoren wie Angiostatin oder Endostatin dienen.

Ein anderer Angriffspunkt ist VEGF. VEGF ist ein Angiogenesefaktor, der
die Proliferation von Endothelzellen stimuliert und eine wichtige Rolle fur
die Neovaskularisation bei malignen Glioblastomen spielt (Plate KH et al,
1994). Beim Glioblastom steigt die VEGF Produktion als Reaktion auf
Hypoxie und hohe VEGF Konzentrationen werden vor allem in der
Umgebung von Nekrosezonen gefunden (Plate et al., 1992; 1995). Dieses
lasst den Schluss zu, dass die VEGF Produktion die Glioblastome in die
Lage versetzt trotz der hypoxischen Bedingungen, die aus dem schnellen
Wachstum resultieren, eine verbesserte Versorgungssituation
herbeizufihren (Plate KH et al, 1993). Diese Beobachtungen legen nahe,
die Hemmung von VEGF als einen vielversprechenden Ansatz in der Anti-
Angiogenese Therapie zu erproben (Jensen, 1998; Plate et al., 1994;
Stratmann et al., 1997).

Ein ganz neuer Ansatz in der Therapie des Glioblastoms ist die Anwendung
von lokal applizierbaren Chemotherapeutika direkt in die Tumorhdhle
(Gliadel). Dabei wird das Chemotherapeutikum BCNU (Carmustin) auf ein
biologisch abbaubares Polymer gegeben und nach der Entfernung des
Tumors direkt in die Tumorhdhle eingelegt.
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In einer Phase Il Studie der Arbeitsgruppe von Westphal wurde eine
placebokontrollierte, verblindete Studie mit 140 Patienten durchgefihrt.
Beide Gruppen wurden zusatzlich einer konventionellen Bestrahlung
zugefihrt. Es fand sich ein medianer Uberlebensvorteil der Gruppe mit dem
Gliadel von 13,9 gegentber 11,6 Monaten (Westphal et al, 2003).

Durch das bessere Verstédndnis der komplexen biologischen
Beschaffenheit der Glioblastome zeichnet sich ein neuer Weg in den
Therapiemdglichkeiten ab, weg von den heute vorherrschenden
zytotoxischen Therapien hin zu einer Kombination von zytotoxischen
Medikamenten mit Wirkstoffen, die gezielt an der Biologie der
Glioblastome angreifen. Auch die weiteren Entwicklungen von Pharmaka,
die die Strahlenresistenz der Glioblastome senken, werden zwar den
Tumor in naher Zukunft nicht heilen, aber unter Umstanden die immer
noch schlechte Uberlebenszeit verldngern oder zumindest die
Lebensqualitat der Patienten verbessern kénnen. Es bleibt abzuwarten, ob
Gemzitabin und Temodal in neuen Untersuchungen an Patienten das

halten kénnen, was sie zumindest im Experiment versprechen.
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5 Zusammenfassung

Das Glioblastoma multiforme ist der haufigste maligne Hirntumor. Seine
Tumorzellen zeichnen sich durch ein unkontrolliertes, infiltratives
Wachstum in das sie umgebende Hirngewebe aus. Da die biologischen
Mechanismen, die fir diese Eigenschaften verantwortlich sind, noch nicht
vollstandig geklart sind, sind somit auch die therapeutischen Mdglichkeiten
der Beeinflussung eingeschrankt. In der vorliegenden Arbeit wurde der
Effekt von kombinierter Radiochemotherapie, im Vergleich zu
Chemotherapie und Radiotherapie alleine, auf das Proliferations- und
Migrationsverhalten maligner Glioblastome in vitro untersucht. Es wurde ein
dreidimensionales multizellulares Sphéaroidmodell aus den beiden
permanenten Zelllinien GaMg und U87 verwendet. Fir Untersuchungen
Uber Bestrahlung und Strahlensensibilisierung durch Gemzitabin und
Temodal an humanen Glioblastomzellen eignen sich Spharoide sehr gut,
da bei Sphéaroiden der Tumoraufbau, das genetische Profil, die
Zellzyklusverteilung, die Komponenten der extrazellularen Matrix und der
Zellaufbau in vivo Verhaltnissen nahe kommt.

Die verwendeten Chemotherapeutika waren Temodal und Gemzitabin,
wobei Temodal bereits heute in der Hirntumortherapie eingesetzt wird und
die Eigenschaften des Gemazitabin hinsichtlich seiner
strahlensensibilisierenden Wirkung viel versprechend sind. Die beiden
Chemotherapeutika wurden in drei verschiedenen Dosen zu den
herangezlichteten Spharoiden hinzugegeben und nach 24- stlindiger
Inkubation der Bestrahlung zugefiihrt. Die Bestrahlung erfolgte mit einem
Linearbeschleuniger, wobei wegen der gréBeren Strahlenempfindlichkeit
der U87 Zellen eine Dosisreduktion erfolgte. Die in einer Einzelsitzung
applizierte Gesamtdosis betrug 10 (GaMg) bzw. 5 (U87) Gy.

Es fand sich sowohl in den Proliferations- als auch in den
Migrationsuntersuchungen  eine  dosisabhangige  Reduktion  des
Wachstums. In den Kombinationsexperimenten (Radiochemotherapie) war
dieser Effekt als additiv zu werten.
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Zellproliferation und Zellmigration sind zwei verschiedene biologische
Eigenschaften von malignen Glioblastomzellen. Es konnte gezeigte
werden, dass mit Strahlentherapie und Chemotherapie in Kombination
diese  besonderen Eigenschaften beeinflusst werden  kénnen.
Maoglicherweise liegt die Ursache in der Wirkungsverstarkung bei den
Kombinationsexperimenten darin, dass auch Zellen, die bei nur einer
Therapieform ihre Fahigkeit zur Proliferation behalten und nach einer

Ruhephase erneut in den Zellzyklus eintreten, erfasst werden.
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