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1 Einleitung 
 

1.1 Tumoren des Zentralnervensystems 
 

Primäre maligne Tumoren des  Zentralnervensystems (ZNS) sind beim Erwachsenen mit 

einem prozentualen Anteil von 2% aller Krebserkrankungen vergleichsweise seltene Tumoren 

[1]. Im Jahr 2012 erkrankten in Deutschland etwa 7200 Menschen an primär malignen 

Tumoren des ZNS [2]. Dennoch zählen sie sowohl bei Männern als auch Frauen zu den zehn 

häufigsten zum Tode führenden Malignomen in Deutschland (Stand: 2012) [3].  

ZNS-Tumoren umfassen eine große und heterogene Gruppe von Tumorentitäten, die seit 1979 

durch die Weltgesundheitsorganisation (engl. World Health Organization, WHO) 

international einheitlich klassifiziert werden. Die aktuelle vierte Auflage der WHO-

Klassifikation, die 2007 publiziert und 2016 überarbeitet wurde, berücksichtigt neben 

neuropathologischen und histologischen Kriterien auch die Genetik der Tumoren [4, 5]. 

Neben der Klassifikation der Tumorentität wird jedem Tumor zusätzlich ein WHO-Grad 

zugeordnet. Es werden vier Dignitätsgrade unterschieden, wobei WHO-Grad I einem 

benignen, eher langsam wachsenden Tumor und WHO Grad IV einem malignen, 

schnellwachsendem Tumor entspricht. In dieses sogenannte „Grading“, das von 

therapeutischer und prognostischer Relevanz ist, werden verschiedene histologische 

Merkmale wie die Zelldifferenzierung, Wachstumsrate, Nekrosen, etc. einbezogen [6].  

Die größte Gruppe der primär malignen intrakraniellen Neoplasien bilden mit einem Anteil 

von 80% die Gliome, bei denen es sich um Tumoren astrozytären, oligodendroglialen oder 

ependymalen Ursprungs handelt [7]. Der weitaus häufigste (65%) und bösartigste Tumor 

unter ihnen ist das Glioblastom [8, 7]. Maligne Gliome sind gekennzeichnet durch eine hohe 

Morbidität und Mortalität mit einer medianen Überlebenszeit von 1 bis 5 Jahren [9]. Die 

Tabelle 1 zeigt eine kurze Übersicht epidemiologischer Fakten ausgewählter Gliome.  
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Histologie WHO-

Grad 

Inzidenz 
(Neuerkrankungen pro 

100.000 Einwohner und 

Jahr) 

Anteil an 

allen ZNS-

Tumoren 

Mittleres 

Erkrankungs-

alter (in Jahren) 

5-Jahres-

Überlebens-

rate 

Pilozytisches 

Astrozytom 
I 0,33 1,5% 13 94,4% 

Diffus-

infiltrierendes 

Astrozytom 

II 0,56 2,6% 47 47,3% 

Anaplastisches 

Astrozytom 
III 0,37 1,7% 54 26,5% 

Glioblastom IV 3,19 15,6% 64 4,7% 

 
Tabelle 1: Epidemiologie der Gliome (modifiziert nach: CBTRUS Statistical Report 2006-2010 [10]) 

 

Bisher sind nur wenige Risikofaktoren für die Entstehung von Gliomen bekannt. Dazu zählen 

einerseits Erbkrankheiten wie die Neurofibromatosen Typ I und II, die Tuberöse Sklerose, das 

Li-Fraumeni-Syndrom, das Turcot-Syndrom und das Cowden-Syndrom sowie andererseits die 

direkte radioaktive Bestrahlung des Kopfes bzw. Zentralnervensystems im Kindesalter, wobei 

diese beiden Faktoren für weniger als 10% aller Gliome ursächlich sind [11, 12, 1]. Eine 

leichte Risikoerhöhung findet sich auch bei Verwandten ersten Grades von 

Hirntumorpatienten [2]. Ob auch andere Einflüsse wie Alkoholabusus, Nikotin, virale 

Infektionen oder elektromagnetische Felder (z. B. von Mobiltelefonen) Gliome induzieren, ist 

derzeit unklar. Es ist allerdings anzunehmen, dass genetische Veränderungen in Kombination 

mit bislang unbekannten Umweltfaktoren die Gliomentwicklung begünstigen [13, 2]. 

 

1.2 Glioblastoma multiforme 
 

Das Glioblastoma multiforme (Glioblastom) ist der häufigste primär maligne Hirntumor im 

Erwachsenenalter [14]. Es handelt sich um einen hochmalignen Tumor astrozytären 

Ursprungs, der aufgrund seines aggressiven biologischen Verhaltens trotz intensiver 

multimodaler Therapie (Operation, Bestrahlung und Chemotherapie) eine mediane 

Überlebenszeit von weniger als 15 Monaten aufweist [15].  

Das mediane Erkrankungsalter liegt bei 64 Jahren (siehe  

Tabelle 1). Glioblastome sind bevorzugt in temporo-parietalen und frontalen Regionen der 

Großhirnhemisphären lokalisiert [16]. Die Betroffenen werden oft erst in fortgeschrittenen 
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Stadien durch Krampfanfälle, Übelkeit, Erbrechen, starke Kopfschmerzen, Einschränkungen 

der Gedächtnisleistung oder andere neurologische Defizite klinisch auffällig [17, 1].  

Makroskopisch ergeben gelbliche Nekroseherde, rotbraune Einblutungen und das gräulich-

weiße Tumorgewebe eine heterogene und „bunte“ Schnittfläche (siehe Abbildung 1), die 

typisch für diesen Tumor ist. Glioblastome wachsen diffus infiltrierend und greifen über das 

Corpus callosum (Balken) nicht selten auch auf die andere Großhirnhemisphäre über, was 

dann zu beidseitigen, symmetrischen Glioblastomen, sogenannten Schmetterlingsgliomen, 

führt.  

Histologisch ist das Glioblastom durch seinen Zellreichtum (undifferenzierte, pleomorphe 

Tumorzellen) und die hohe Mitoserate mit einer Wachstumsfraktion von 8-25% 

gekennzeichnet [18]. Wegweisend für die Diagnose sind folgende Merkmale: flächige 

Nekrosen, die von radiär (palisadenartig) angeordneten Tumorzellen umsäumt sind und 

ausgeprägte, glomeruloide Gefäßproliferationen [18]. Dies wird aus Abbildung 1 ersichtlich. 

Das histologische Bild kann sehr vielfältig („multiforme“) sein, was namensgebend für diesen 

Tumor war [18]. Interessanterweise ist in einem Teil der Tumorzellen der Astrozytenmarker 

GFAP (engl. glial fibrillary acidic protein) trotz der starken Entdifferenzierung dieses 

Tumors nachweisbar [19, 18]. 

 

 

Abbildung 1: Glioblastoma multiforme. a Makroskopie: Großes Glioblastom des linken Frontallappens mit 

charakteristischer „bunter“ Schnittfläche (PubCan®, International Agency for Research on Cancer). b Histologie (HE-

Färbung): Typisches histologisches Erscheinungsbild mit Nekrosearealen (N), hoher Zelldichte sowie ausgeprägten, 

glomeruloiden Kapillarproliferationen (G) (der Gewebeschnitt wurde freundlicherweise von Prof. Dr. med. Dombrowski, 

Institut für Pathologie Greifswald, zur Verfügung gestellt). 
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Anhand molekulargenetischer Gesichtspunkte und dem klinischem Verlauf lassen sich zwei 

Typen von Glioblastomen differenzieren. Die Mehrheit der Glioblastome (>90%) entsteht bei 

älteren Patienten nach einer meist kurzen Anamnese (in zwei Drittel der Fälle <3 Monaten) 

und ohne Hinweis auf eine Vorläuferläsion (primäres oder de novo Glioblastom) [20]. 

Häufige genetische Veränderungen sind LOH (engl. Loss of Heterozygosity) auf Chromosom 

10q, Amplifikation des EGF-Rezeptors sowie Mutationen des PTEN- (engl. Phosphatase and 

Tensin homolog) und p53-Gens (siehe Abbildung 2). Sekundäre Glioblastome sind dagegen 

wesentlich seltener (<10%) und betreffen jüngere Patienten. Diese Tumoren entwickeln sich 

zudem deutlich langsamer durch Tumorprogression aus niedrig-gradigen (WHO Grad II) oder 

anaplastischen (WHO Grad III) Astrozytomen. In mehr als 65% der Fälle liegt dabei eine 

Mutation des Tumorsuppressorgens p53 vor [20].  

 

 

Abbildung 2: Genetische Veränderungen im Rahmen der Entstehung von primären und sekundären 

Glioblastomen. Überexpression (OE); Amplifikation (amp); Mutation (mut) (übernommen aus [12]). 

 

In der überarbeiteten vierten Auflage der WHO-Klassifikation (2016) werden Glioblastome 

anhand des IDH (Isocitrat-Dehydrogenase)-Status in drei Gruppen eingeteilt [5]:  

 

1. Glioblastome, IDH-Wildtyp (~90%): entsprechen den primären 

Glioblastomen, gehäuftes Auftreten bei Patienten >55 Jahren 

2. Glioblastome, IDH-mutiert (~10%): entsprechen den sekundären 

Glioblastomen, eher jüngere Patienten betroffen 

3. Glioblastoma, NOS: Tumoren ohne vollständige IDH-Evaluation 
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Außerdem wurde der Klassifikation eine neue vorläufige Variante, das sog. epitheloide 

Glioblastom, hinzugefügt [5]. Diese wird neben dem Riesenzellglioblastom und dem 

Gliosarkom der Gruppe der Glioblastome mit IDH-Wildtyp zugeordnet [18]. 

 

Die Standardtherapie des Glioblastoms setzt sich zusammen aus chirurgischer Resektion mit 

anschließender Bestrahlung (Gesamtdosis 60 Gray in Fraktionen von 2 Gray pro Tag) sowie 

ggf. einer adjuvanten Chemotherapie mit sechs Zyklen Temozolomid (Temodal
®

), einem 

alkylierenden Zytostatikum [21]. Trotz dieser intensiven Behandlung ist die Prognose für 

Patienten mit Glioblastom äußerst schlecht. In etwa 50% aller Glioblastome findet sich eine 

Überexpression des DNA-Reparaturproteins O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase 

(MGMT) aufgrund einer Hypomethylierung des MGMT-Promotors [22]. MGMT repariert die 

durch Temozolomid induzierten DNA-Schäden [22]. Eine MGMT-Überexpression hat 

deshalb eine Temozolomid-Resistenz der Tumorzellen und damit eine noch kürzere mediane 

Überlebenszeit (12,6 Monate) der Patienten zur Folge [22]. Der Methylierungsstatus des 

MGMT-Promotors gilt derzeit als wichtigster prädiktiver Biomarker für das Ansprechen und 

den Erfolg einer Chemotherapie mit Temozolomid [23, 24].  

Strahlen- und Chemotherapie bewirken meist zwar eine Reduktion der Tumormasse, dennoch 

rezidivieren Glioblastome häufig bzw. schreiten in ihrem Wachstum fort. Diese Tatsache 

führte zu der Annahme, dass es innerhalb der Tumoren eine Subpopulation von Zellen geben 

muss, die therapieresistent und für ein erneutes Tumorwachstum verantwortlich ist. Einen 

Erklärungsansatz dafür bietet die Tumorstammzellhypothese [25]. 

 

1.3 Tumorstammzellhypothese 
 

Gewebestammzellen sind langlebige, multipotente Progenitorzellen mit der Fähigkeit zur 

Selbsterneuerung und Ausdifferenzierung in gewebespezifische Zellen. Sie entstehen aus 

embryonalen Vorläuferzellen während der Fetalentwicklung und kommen in adultem Gewebe 

in sogenannten Stammzellnischen vor (siehe Punkt 1.4), in denen ihnen unterstützende Zellen 

ein geeignetes Milieu bieten [26]. Ein besonderes Merkmal der Stammzellen ist die 

asymmetrische Teilung, aus der zwei Arten von Tochterzellen hervorgehen: eine neue 

Stammzelle sowie eine Zelle mit limitiertem Proliferationspotenzial, die ausdifferenziert und 

stirbt.  
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Aus der Beobachtung, dass Krebszellen in der Lage sind, beinahe endlos ihre 

Proliferationsaktivität zu bewahren, schlussfolgerte man, dass auch in Tumoren Zellen mit 

„stammzellähnlichen“ Eigenschaften existieren müssen [19, 26].  

Durch die lichtmikroskopische Untersuchung von Tumorgewebe ist lange bekannt, dass 

Tumoren viele verschiedene Zelltypen (Immunzellen, mesenchymale Zellen, endotheliale 

Zellen, gewöhnliche sowie maligne gewebespezifische Zellen) beinhalten. Die malignen 

gewebespezifischen Zellen innerhalb des Tumors scheinen dabei ihrerseits unterschiedliche 

Entwicklungsstufen zu repräsentieren. Diese Tumorzellheterogenität kann möglicherweise 

mit der Existenz einer Subpopulation von Tumorstammzellen erklärt werden, die sich in 

phänotypisch verschiedenartige Tumorzellen differenziert und so zu einer 

entwicklungsbedingten Tumorzellhierarchie führt [27, 28]. Maligne Tumoren enthalten 

demnach sowohl Tumorstammzellen mit hohem proliferativem Potenzial, als auch weiter 

differenzierte Tumorzellen mit limitiertem proliferativem Potenzial [26]. 

Das Tumorstammzellkonzept wurde erstmalig im Rahmen von Studien zu Leukämien 

etabliert und anschließend auch auf einige solide Tumoren, darunter Mammakarzinome, 

Kolonkarzinome sowie Glioblastome, ausgedehnt [28]. Michor et al. haben ein Modell zum 

hierarchischen Aufbau von Tumoren am Beispiel der Chronisch Myeloischen Leukämie 

entwickelt, nach dem es vier Entwicklungsstadien gibt (siehe Abbildung 3). Den kleinsten 

Anteil in einem Tumor bilden demnach Stammzellen, die undifferenziert und zur 

Selbsterneuerung fähig sind, gefolgt von bereits etwas weiter differenzierten Progenitorzellen, 

die sich nicht mehr selbst erneuern können. Die vorletzte Entwicklungsstufe bilden 

differenzierte Zellen und den größten Anteil machen schließlich terminal differenzierte, 

gewebespezifische Zellen aus [29, 27].   

 

 

Abbildung 3: Tumorzellhierarchie nach Michor et al. und Veränderungen unter antitumoraler Therapie. a, vor der Therapie. 

b und c, während der Therapie. d, Resistenzentwicklung oder Therapieende. e, Rezidiv. Stammzellen (S); Progenitorzellen 

(P); differenzierte Zellen (D); terminal differenzierte Zellen (TD) (übernommen aus [29]). 

 

Eine Tumorstammzelle (engl. cancer stem cell, CSC) ist definiert als eine 

selbsterneuerungsfähige, den Tumor erhaltende Zelle, die zudem in der Lage ist, durch 
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Differenzierung die heterogenen Tumorzelllinien hervorzubringen [30, 28]. In der Literatur 

werden alternativ auch die Bezeichnungen „tumorinitiierende“ oder „tumorigene“ Zelle 

verwendet [27]. Der zelluläre Ursprung der Tumorstammzellen ist derzeit unklar. Prinzipiell 

sind zwei verschiedene Konzepte vorstellbar: das Modell der klonalen Evolution (bzw. 

stochastisches Modell) und das Modell der Tumorstammzellhierarchie [31]. 

Tumorstammzellen könnten einerseits durch Transformation (infolge einer Dysregulation des 

Selbsterneuerungsprozesses) direkt aus normalen Gewebestammzellen hervorgehen, was zu 

einer sich klonal vermehrenden Tumorzelle führt, die identische Kopien mit identischem 

tumorigenen Potenzial hervorbringt [31]. Das Modell der Tumorstammzellhierarchie 

beschreibt andererseits,  dass ein Tumor von Tumorstammzellen initiiert wird, welche sich 

durch Dedifferenzierung aus bereits weiter differenzierten Progenitorzellen entwickeln, die 

wiederum aufgrund verschiedener onkogener Mutationen Stammzelleigenschaften 

zurückgewonnen haben [31, 27]. Die so entstandenen Tumorstammzellen wären in der Lage, 

unkontrolliert zu wachsen und sich zu vermehren. Für die erste Hypothese spricht, dass in der 

Regel mehrere genetische Veränderungen in einer Zelle akkumulieren müssen, bevor diese in 

eine Tumorzelle transformiert. Da sowohl Progenitor- als auch ausdifferenzierte Zellen im 

Gegensatz zu Stammzellen kurzlebig sind, ist die Wahrscheinlichkeit, dass sie ausreichend 

Mutationen akkumulieren, sehr viel geringer. Diese beiden Erklärungsansatze schließen sich 

nicht zwingend gegenseitig aus und möglicherweise kommen auch beide Mechanismen 

organabhängig vor [31].  

Die zelluläre Heterogenität innerhalb der Stammzell- und Nicht-Stammzell-Populationen des 

Tumors kann ergänzend mit der (epi-)genetischen Instabilität von Tumorzellen begründet 

werden [28]. Tumorzellen und ihre Vorläufer weisen eine außergewöhnlich hohe 

Mutationsrate auf, was diesen Zellen ermöglicht, verschiedene Zelltypen zu generieren. Das 

bedeutet gleichzeitig, dass die initial transformierten, „tumorinitiierenden“ Zellen im Verlauf 

der Tumorentwicklung weiteren Mutationen unterliegen, die in einem zweiten Zelltyp mit 

Stammzelleigenschaften resultieren können. Die ursprünglich „tumorinitiierenden“ Zellen 

müssten folglich nicht identisch sein mit denjenigen Zellen, die den Tumor später 

aufrechterhalten oder Metastasierungspotenzial erlangen [26–28]. Studien haben kürzlich 

aufgezeigt, dass Tumorzellen tatsächlich fähig sind, durch epigenetische Modulation oder 

Umweltfaktoren zu Tumorstammzellen zu dedifferenzieren, was die Komplexität von 

Tumorbiologie und -therapie zusätzlich drastisch erhöht [31].    
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Der Nachweis von Tumorstammzellen in soliden Tumoren (wie dem Glioblastom) gelang 

durch die Isolierung von Zellen aus humanem Tumorgewebe, die zu Selbsterneuerung, 

Proliferation und Differenzierung fähig sind. Diese Zellen wurden durch Expression des 

Zelloberflächenmarkers CD133 identifiziert. CD133 (Synonym: Prominin 1) ist ein 120 kDa 

pentahelikales Transmembranglykoprotein, das ursprünglich als Marker hämatopoetischer 

Stammzellen beschrieben wurde [28]. Mittlerweile gilt CD133 auch als Marker humaner 

neuronaler Stammzellen sowie u. a. endothelialer Vorläuferzellen und fetaler Stamm- und 

Vorläuferzellen [32, 28]. Im Xenograft-Modell konnte gezeigt werden, dass die 

Transplantation von CD133
+
-Zellen zur Tumorentstehung in den Gehirnen von NOD-SCID 

(engl. non-obese diabetic, severe combined immunodeficient) Mäusen führte [33, 27]. 

Neben CD133 sind inzwischen einige andere Stammzellmarker beschrieben worden. Darunter 

beispielsweise CD44, ABCG2, Nestin und Sox2 [34, 35].  

CD44 ist ein von fast allen Körperzellen exprimiertes transmembranäres Glykoprotein, das 

für die Zellteilung, Zellmigration sowie Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktion von Bedeutung 

ist [36, 37]. Daneben werden spezifische CD44-Isoformen auch von Tumorstammzellen 

verstärkt exprimiert [36]. Die Aktivierung dieses Glykoproteinrezeptors durch seinen 

Hauptliganden Hyaluronsäure reguliert das sog. „Homing“ von Tumorstammzellen in vielen 

soliden Tumoren (u. a. beim Brust- und Prostatakrebs) [36].  

Das Transportprotein ABCG2 (engl. ATP-binding cassette sub-family G member 2) gehört in 

die große Familie der ABC-Transporter, die ATP-abhängig kleine Moleküle (wie 

Gallensäuren, Cholesterin, Ionen, Peptide) sowie körperfremde Substanzen aus der Zelle 

herauspumpen [38]. Sie nehmen damit eine zentrale Rolle im Schutz vor toxischen Stoffen 

und Xenobiotika ein. ABCG2 wird sowohl von normalen als auch von Tumorstammzellen 

exprimiert und erlangte Bedeutung als Stammzellmarker durch seine Fähigkeit, den 

Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33342, den die meisten Zellen (nicht jedoch Stammzellen) 

akkumulieren, aus der Zelle zu schleusen [34]. Die Expression dieses Transporters in 

verschiedenen soliden und hämatologischen Tumoren bietet möglicherweise einen 

Erklärungsansatz für die Multi Drug Resistance [38]. Auch die Blut-Hirn-Schranke ist gut 

ausgestattet mit ABC-Transportern, was zu der Überlegung führte, dass die Inhibition von 

ABCG2 (bspw. im Rahmen der Therapie des Glioblastoms) in einer reduzierten 

Chemotherapieresistenz resultieren könnte [34]. 
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Bei Nestin handelt es sich um ein Typ-VI-Intermediärfilament, dessen physiologische 

Funktion in vivo noch weitgehend unbekannt ist [39]. Daten aus in vitro-Experimenten deuten 

darauf hin, dass Nestin eine Rolle für Zellüberleben und -proliferation spielt [39]. Seit seiner 

Identifizierung wird Nestin als Marker für proliferierende, multipotente neuronale 

Stammzellen sowohl in der Embryonalentwicklung als auch im adulten Gehirn genutzt und 

gilt neben CD133 als der meist untersuchte Stammzellmarker in Gliomen [40, 39]. Mit 

zunehmender neuronaler Differenzierung findet sich eine Abnahme der Nestinexpression, oft 

einhergehend mit einer Hochregulierung des astrozytenspezifischen Intermediärfilaments 

GFAP, weshalb Nestin einen verlässlichen Marker für undifferenzierte neuronale 

Stammzellen darstellt [41, 39]. Nestin ist wichtig für die Überlebens- und 

Selbsterneuerungsfähigkeit dieser Zellen während der Embryonalentwicklung [39]. Ein 

Zusammenhang zwischen Nestinexpression und der Zellproliferation wird auch in Neoplasien 

beobachtet, so korreliert ein höheres Expressionslevel in verschiedenen Tumoren (z. B. 

Neuroblastom, Melanom, Gliomen) mit einem höherem Malignitätsgrad [39]. 

Der ebenfalls als Stammzellmarker diskutierte Transkriptionsfaktor Sox2 (engl. SRY [sex 

determining region Y]-box 2) wird von sich selbsterneuernden, multipotenten Stammzellen 

des embryonalen Neuroepithels exprimiert [42]. Ebenso wie für Nestin beschrieben, zeigen 

sich hohe Sox2-Expressionslevel in neuronalen Stammzellen, die jedoch mit steigendem 

Differenzierungsgrad herunterreguliert werden [35]. Sox2 wirkt synergistisch mit Oct3/4 und 

reguliert die Expression von stammzellspezifischen Genen in der Embryonalentwicklung. Die 

essentielle Funktion dieses Proteins besteht also im Erhalt der Pluripotenz embryonaler 

Stammzellen [43]. Sox2 ist daher auch für Gliom-initiierende Zellen von besonderer 

Bedeutung, da es zur Erhaltung neuronaler Stammzelleigenschaften beiträgt [35].  

Leider wurde bisher kein Marker entdeckt, der ausschließlich von Tumorstammzellen 

exprimiert wird [27]. Da diese Zellen aber das wichtigste Therapieziel darstellen, ist es 

Gegenstand der aktuellen Forschung, spezifische Marker zu identifizieren bzw. eine geeignete 

Kombination verschiedener Marker in den Tumorstammzellen zu definieren. Basierend auf 

den gegenwärtigen Erkenntnissen über Tumorstammzellen wird angenommen, dass sich 

hochmaligne Tumoren wie das Glioblastoma multiforme nur therapieren lassen, wenn 

zukünftige Wirkstoffe auch Tumorstammzellen aufspüren und bekämpfen können  

[28, 26, 27]. 
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1.4 Subventrikuläre Zone und antitumoröser Effekt neuronaler 

Stammzellen  
 

Das menschliche Gehirn ist ein äußerst komplexes Organ mit einer beeindruckenden 

Zytoarchitektur [44]. Von der lange bestehenden Vorstellung, es handele sich um ein 

strukturell statisches Organ, hat man sich entfernt. Heute gibt es eine Reihe von 

Untersuchungen, die zeigen, dass neuronale Strukturen, wie etwa die synaptischen 

Verbindungen der Nervenzellen untereinander, durchaus veränderlich sind (neuronale 

Plastizität) [44]. Ein kleiner Teil der Gehirnzellen ist sogar ein Leben lang teilungsfähig. 

Diese neuronalen Stamm- und Vorläuferzellen (siehe Punkt 1.3)  kommen im adulten Gehirn 

nur noch in speziellen Regionen vor, die eine geeignete Umgebung bieten, den sog. 

Stammzellnischen [45]. Dazu zählen der Gyrus dentatus des Hippocampus und die 

subventrikuläre Zone [46]. Die subventrikuläre Zone ist die größte Keimzone im adulten 

Gehirn und befindet sich an der lateralen Wand der Seitenventrikel [47]. Sie enthält vier 

verschiedene Zelltypen (siehe Abbildung 4). Typ-A-Zellen sind junge Neuronen, die 

kettenförmige Zellverbände ausbilden. Bei den Typ-B-Zellen handelt es sich um Zellen mit 

astrozytären Eigenschaften. Typ-C-Zellen sind gekennzeichnet durch eine hohe mitotische 

Aktivität und Typ-E-Zellen sind ependymale Zellen, die die subventrikuläre Zone von den 

Seitenventrikeln abgrenzen [47].  

 

 

Abbildung 4: Morphologie der subventrikulären Zone im axialen Schnitt. Seitenventrikel 

(LV); Subventrikuläre Zone (SVZ); Bulbus olfactorius (OB); rostraler migratorischer Strom 

(RMS) (übernommen von: Synowitz, 2006, http://www.glioma-research.com). 
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Die neuronalen Stamm- und Vorläuferzellen tragen wesentlich zur Plastizität des Gehirns bei 

und übernehmen als zelluläre Reserve eine Reparaturfunktion bei Verletzungen des Gehirns 

[44]. Diskutiert wird zudem die Rolle dieser Zellen als Ausgangspunkt in der Entstehung von 

Gliomen [48]. Durch Mutationen, die zu Fehlregulationen im Ablauf des Zellzyklus führen, 

können die Vorläuferzellen in hochaggressive primäre Hirntumoren (z. B. Glioblastom) 

übergehen (siehe Punkt 1.3). 

Im Tiermodell zeigte sich noch eine weitere Eigenschaft: neuronale Vorläuferzellen sind 

offenbar in der Lage, zu experimentell induzierten Glioblastomen zu migrieren, somit also 

von ihrem üblichen Pfad zum Bulbus olfactorius abzuweichen, und dort den Tod von 

Tumorzellen zu induzieren [48]. Die subventrikuläre Zone ist demnach auch Sitz einer 

Population von Vorläuferzellen, die vermutlich in der Lage ist, die Entwicklung von 

Glioblastomen zu unterdrücken. Im selben Tiermodell wurde auch gezeigt, dass dieser 

antitumoröse Effekt mit zunehmendem Lebensalter abnimmt [48]. Dies liegt offensichtlich an 

der ebenfalls altersabhängig geringeren Zellproliferationsrate der subventrikulären Zone und 

ihrer verminderten Fähigkeit, eine große Zahl von Vorläuferzellen zu liefern. So korrelierte 

die Tumorgröße invers mit der Zahl der zum Tumor rekrutierten Vorläuferzellen [45]. Diese 

Erkenntnis bietet einen Erklärungsansatz dafür, dass Glioblastome fast ausschließlich bei 

älteren Patienten vorkommen [48]. 

Die Bedeutung neuronaler Stamm- und Vorläuferzellen im Zusammenhang mit Hirntumoren 

wie dem Glioblastom ist gegenwärtig nicht vollständig geklärt. Zum einen konnten in einigen 

Studien neuronale Stammzellen in humanem Glioblastomgewebe identifiziert werden, die 

fähig sind, diese hochaggressiven Tumoren hervorzubringen [49]. Andererseits belegen 

andere Studien die antitumoröse Antwort der Vorläuferzellen auf bereits existierende 

Tumoren [45]. Somit bedarf es einer weiteren intensiven Erforschung der exakten 

Zusammenhänge zwischen Glioblastomwachstum und neuronalen Stamm- bzw. 

Vorläuferzellen. 
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1.5 Bedeutung von Kinase-vermittelten Signalwegen für das 

Stammzellverhalten von Glioblastomzellen 

 
 

Die Transformation normaler Körperzellen zu Tumorzellen ist ein mehrstufiger Prozess, der 

mit einer Vielzahl genetischer Veränderungen einhergeht und sich gewöhnlich über mehrere 

Jahre bzw. Jahrzehnte erstreckt (molekulare Mehrschritt-Theorie der Krebsentstehung) [19]. 

Die beiden entscheidenden Mechanismen der Tumorentwicklung sind loss of function-

Mutationen in Tumorsuppressorgenen und gain of function-Mutationen in Protoonkogenen. 

Als Tumorsuppressorgene bezeichnet man Gene, deren Expressionsprodukte hemmende 

(„supprimierende“) Regulatoren von zellulären Vorgängen wie beispielsweise dem 

Zellwachstum sind. Vertreter dieser Gruppe sind das Retinoblastomgen (Rb1), das 

Tumorsuppressorgen TP53 und das PTEN-(engl. Phosphatase and Tensin homolog) Gen, die 

alle im Glioblastom gehäuft in mutierter Form vorliegen (siehe Punkt 1.2). Kommt es zu 

einem Funktionsverlust der entsprechenden Genprodukte, erlangen Tumorzellen die 

Fähigkeit, ungehemmt zu wachsen. Protoonkogene als Konterpart der Tumorsuppressorgene 

sind ebenfalls Gene, deren Produkte an der Regulation zellulärer Prozesse wie Proliferation 

und Differenzierung beteiligt sind. Punktmutationen, Amplifikationen bzw. Translokationen 

von Protoonkogenen führen zur Entstehung von Onkogenen, deren Expressionsprodukte als 

Onkoproteine bezeichnet werden. Diese Onkoproteine sind aufgrund gestörter 

Regulationsmechanismen konstitutiv aktiv. Zu ihnen zählen Wachstumsfaktoren (z. B. 

Epidermal Growth Factor, EGF), Wachstumsfaktorrezeptoren (z. B. Epidermal Growth 

Factor Receptor, EGFR), Transkriptionsfaktoren (z. B. myc) sowie Proteinkinasen (z. B. 

Serin/Threonin-, Tyrosinkinasen) [19]. 

Die aberrante Aktivierung verschiedener Proteinkinasen gehört zu den häufigsten 

molekularen Veränderungen beim Glioblastoma multiforme [50]. Sie steht in einem kausalen 

Zusammenhang mit der Tumorigenese und Ausprägung pathobiologischer Merkmale des 

Glioblastoms sowie  der Entstehung von Gliomstammzellen [50]. Beispielsweise findet man 

in etwa 50% der Glioblastome EGFR-Anomalien (Amplifikation, Mutation des EGFR-Gens 

und/oder erhöhte EGFR-Proteinexpression), die eine konstitutiv aktive EGFR-

Signaltransduktion und folglich die Anschaltung verschiedener Kinase-vermittelter 

Signalwege (MAPK, PI3K/Akt) bedingen, was den Tumorzellen eine gesteigerte 

Tumorigenität durch erhöhte Proliferations- und verminderte Apoptoseraten verleiht [50, 51]. 

Ein weiteres Beispiel sind die Src-Kinasen, membranassoziierte Tyrosinkinasen ohne 
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extrazelluläre Rezeptordomäne, die Zelladhäsion, -migration, -invasion und -proliferation 

beeinflussen. Src-Kinasen sind in Glioblastomproben stark exprimiert, wobei die 

Tumorstammzellen sogar noch höhere Expressionslevel als die übrigen Tumorzellen 

aufweisen [52]. EphA2 (engl. ephrin type-A receptor 2), eine weitere Tyrosinkinase, 

unterstützt im Zusammenspiel mit dem Akt-Signalweg die Invasivität von Tumorstammzellen 

in vivo und reguliert deren Stammzelleigenschaften [53]. So vermindert ein EphA2-

Knockdown die Fähigkeit von Gliomstammzellen zur Selbsterneuerung verbunden mit einer 

reduzierten Expression des Stammzellmarkers Sox2 [53]. 

In vielen humanen Malignomen stellt der Akt-Signalweg eine häufig aktivierte Signalkaskade 

dar. Auch beim Glioblastom liegt vielfach eine übermäßige Aktivierung des Akt-Signalwegs 

vor. So finden sich genetische Veränderungen im PI3K/Akt-Signalweg bei etwa 80% der 

Glioblastome [54]. Die Serin/Threonin-Kinase Akt (Synonym: Proteinkinase B) stellt einen 

Knotenpunkt in der Regulation vieler tumorassoziierter Prozesse (Stammzellverhalten, 

Zellwachstum, Zellzykluskontrolle, Zellüberleben, Migration, Angiogenese) dar [54, 55]. Die 

Aktivierung des Akt-Signalwegs erfolgt normalerweise durch die Phosphoinositid-3-Kinase 

(PI3K), die ihrerseits durch verschiedene Rezeptor-Tyrosinkinasen reguliert wird, kann 

jedoch auch durch verschiedene vor- bzw. nachgeschaltete genetische Alterationen, wie z. B. 

PTEN-Deletion, EGFR- oder PIK3CA-Mutation, modifiziert sein [55]. Akt ist von großer 

Bedeutung für die Überlebens- und Proliferationsfähigkeit von Glioblastomzellen. Eine 

erhöhte Akt-Expression korreliert sowohl mit gesteigerter Tumorigenität, Invasivität, 

Stammzellverhalten, als auch mit einer schlechteren Prognose der Patienten [56]. Eine 

Inhibition von Akt induziert Apoptose, hemmt das Zellwachstum, verringert die Motilität und 

Invasivität von Glioblastomzellen und -stammzellen im Xenograft-Modell [57]. Mehta et al. 

konnten zudem zeigen, dass eine Akt-Inhibition zu einer Radiosensibilisierung von 

Glioblastomstammzellen führt [58]. Der PI3K/Akt-Signalweg ist darüber hinaus involviert in 

die Regulation der Expression der onkogenen Kinase Pim1, für die unsere Arbeitsgruppe 

kürzlich eine Beteiligung am malignen Geschehen im Glioblastom nachweisen konnte [59]. 

Eine Überexprimierung der Proteinkinase Pim1 resultiert in einer gesteigerten Akt-Expression 

sowie einem erhöhten Gehalt an phosphoryliertem Akt [60]. Eine Pim1-Reduktion hat 

hingegen eine Störung der Akt-Signaltransduktion zur Folge und bedingt schließlich eine 

erhöhte Apoptoserate sowie vermindertes Tumorwachstum [60]. Somit besteht eine 

Interaktion zwischen Pim1- und Akt-vermittelten Signalwegen, die auch durch ähnliche 

Substratspezifitäten, analoge Funktionen bei der Kontrolle von Zellproliferation und  

-überleben verstärkt werden kann [60]. 
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1.6 Die Kinase Pim1  
 

Bei Pim1 (engl. proviral integration site for Moloney murine leukemia virus 1) handelt es sich 

um ein Protoonkogen, das eine Serin/Threonin-Kinase codiert, die in viele zelluläre 

Funktionen wie Zellproliferation, -überleben, -differenzierung und Apoptose involviert ist und 

außerdem eine entscheidende Rolle bei der Tumorigenese sowie Progression verschiedener 

Tumoren (u. a. beim Prostatakarzinom und hämatologischen Malignomen) spielt [60].  

Zu den Pim1-Substraten zählen Transkriptionsfaktoren und Proteine, die den Zellzyklus oder 

die Apoptose beeinflussen. So induziert Pim1 beispielsweise die Zellzyklusprogression durch 

Phosphorylierung der zellzyklusaktivierenden Phosphatase Cdc25A (engl. cell division cycle 

25A), deren Aktivität dadurch gesteigert wird, oder des CDK-Inhibitors p21, der durch die 

Pim1-vermittelte Phosphorylierung gehemmt wird [61, 59]. Ihren Beitrag zur Regulation der 

Apoptose leistet Pim1 durch Phosphorylierung und damit Hemmung pro-apoptotischer 

Proteine wie Bad (engl. Bcl-2-associated death promoter) oder FOXO3a (engl. forkhead box 

O3) [62, 60, 59]. 

Pim1 wird weitverbreitet exprimiert: vom hämatolymphatischen System über die Prostata, 

den Hoden, das ZNS bis zu oralen Epithelien [63]. Ursprünglich identifiziert wurde Pim1 als 

bevorzugte virale Integrationsstelle in durch das Moloney-Retrovirus-induzierten T-Zell-

Lymphomen und war damit das erste beschriebene Mitglied der Pim-Familie, der noch die 

beiden Serin/Threonin-Kinasen Pim2 und Pim3 angehören [60]. Das humane Pim1-Gen (auf 

Chromosom 6 gelegen) codiert die zwei Isoformen Pim1S (34 kDa) und Pim1L (44 kDa), die 

sich neben ihres Molekulargewichts auch hinsichtlich ihrer subzellulären Lokalisation 

unterscheiden [61]. Pim1S ist eher zytoplasmatisch und nukleär lokalisiert, während Pim1L 

vorrangig membranständig gefunden wird [60]. Im Gegensatz zu anderen Proteinkinasen 

(MAPK, Akt, etc.) ist Pim1 posttranslational konstitutiv aktiv und benötigt dafür keine 

Phosphorylierung durch vorgeschaltete Kinasen [61, 59]. 

Die Pim1-Expression wird durch zahlreiche externe Stimuli wie Wachstumfaktoren (G-CSF, 

Erythropoetin), Hormone (Prolaktin), Zytokine (Interleukin 2 und 5) und Mitogene (Con A) 

induziert [61, 63].  

Eine aberrante Pim1-Expression wurde bereits in einigen Tumoren, wie dem 

Prostatakarzinom, Kolonkarzinom und verschiedenartigen Lymphomen nachgewiesen [62]. 

Der Isoform Pim1L wird zudem eine Bedeutung bei der ABCG2-vermittelten 
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Chemotherapieresistenz beim Prostatakarzinom zugesprochen [60]. Unsere Arbeitsgruppe hat 

des Weiteren zeigen können, dass die Pim1-Expression auch in Glioblastomproben im 

Gegensatz zu gesundem Hirngewebe signifikant erhöht ist und eine Hemmung dieser Kinase 

das Überleben der Glioblastomzellen beeinträchtigt [59]. Pim1 scheint damit an der 

Entstehung und Progression verschiedenster Tumoren, einschließlich des Glioblastoms, 

beteiligt zu sein, sodass diese Proteinkinase ein potentielles Zielmolekül für eine targeted 

therapy darstellt [60]. 

 

1.7 Bedeutung von Pim1 im Stammzellgeschehen 
 

Bislang gibt es kaum Daten zur Bedeutung von Pim1 für Stamm- und Vorläuferzellen. Es 

konnte jedoch gezeigt werden, dass Pim1 die Anzahl, Proliferation und 

Selbsterneuerungsfähigkeit muriner hämatopoetischer Stammzellen kontrolliert [62]. So 

steigert eine Pim1-Überexprimierung die Zahl hämatopoetischer Stamm- und 

Progenitorzellen, fördert deren Proliferation sowie Zellzyklusprogression und schützt sie vor 

Apoptose [62]. Für kardiale Progenitor- und Stammzellen ist in der Fachliteratur ebenfalls 

beschrieben, dass Pim1 die Selbsterneuerungsfähigkeit fördert und das Stammzellverhalten 

dieser Zellen reguliert [64]. Studien von Hu und Kollegen zum Einfluss einer hypoxischen 

Präkonditionierung von kardialen Progenitorzellen im Rahmen der Therapie des 

Myokardinfarktes zeigen, dass Pim1 eine zentrale Bedeutung bei dem protektiven Effekt der 

Hypoxie besitzt [65]. Der zugrunde liegende Mechanismus ist dabei die Apoptosehemmung, 

die durch die beiden Kinasen  Akt und Pim1 vermittelt wird. Die Steigerung der Pim1-

Expression in kardialen Progenitorzellen könnte somit eine molekulare Therapiestrategie bei 

der Behandlung myokardialer Schäden darstellen [65]. Xie et al. konnten in ihren 

Untersuchungen zum Prostatakarzinom außerdem kürzlich zeigen, dass Pim1 durch die 

Regulation von Tumorstammzellen eine entscheidende Rolle bei der Initiierung von 

Prostatakarzinomen einnimmt [66]. 

Abgesehen von den Untersuchungen an hämatopoetischen Stammzellen, kardialen 

Progenitorzellen sowie Prostatakarzinomzellen existieren bislang kaum Daten zur Bedeutung 

von Pim1 im Rahmen der Entstehung oder Aufrechterhaltung von Tumorstammzellen, 

insbesondere nicht von Glioblastomstammzellen, und stellen daher Gegenstand der 

vorliegenden Arbeit dar. 
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1.8 Zielsetzung der Arbeit 
 

Nach wie vor existiert keine kurative Behandlung für das Glioblastoma multiforme, sodass 

das mediane Überleben der betroffenen Patienten trotz einer multimodalen Therapie nur 12 

bis 15 Monate beträgt [67]. Durch operative Entfernung des Tumors lässt sich zwar ein 

Großteil der Tumorzellen eliminieren, allerdings bleiben meist therapieresistente Tumorzellen 

zurück, die im Verlauf die Entstehung von Rezidiven bewirken. Dabei kommt den 

sogenannten Tumorstammzellen eine zentrale Bedeutung für die Entwicklung und 

Aufrechterhaltung des Tumors zu. Somit ist es von großem Interesse, die Eigenschaften und 

mögliche Regulationsprozesse dieser Tumorstammzellen zu charakterisieren, um sie für eine 

gezielte Krebstherapie (engl. targeted therapy) mit geeigneten Arzneistoffen zugänglich zu 

machen.  

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Expression ausgewählter Stammzell- (ABCG2, 

CD44, CD95, CD133, MEF, Nanog, Nestin) sowie Differenzierungsmarker (GFAP, Sparc, 

Iba1) sowohl in humanen Glioblastomgeweben als auch in zwei humanen Glioblastom-

Zelllinien (LN18, U87MG). Hierfür wurden Expressionsanalysen auf mRNA- und 

Proteinebene (mittels Real-time-PCR und Western Blot) durchgeführt, um zu untersuchen, ob 

bestimmte Marker in den Patientengeweben und Zelllinien im Vergleich zu nicht-malignem 

Kontrollhirngewebe verändert exprimiert werden. Anschließend wurden Zusammenhänge der 

erhaltenen Expressionsdaten mit patientenbezogenen Faktoren (Alter, Geschlecht) sowie die 

prognostische Relevanz anhand der Überlebenszeit der Patienten betrachtet. Zusätzlich 

erfolgte die Durchführung von Korrelationsanalysen der Expressionsdaten der untersuchten 

Marker mit bereits in Vorarbeiten erhobenen Daten zur Expression der Kinase Pim1 [59]. 

Des Weiteren wurde in vitro an LN18- und U87MG-Glioblastomzellen die Regulation der 

Expression ausgewählter Stammzell- (ABCG2, CD44, CD95, CD133, MEF, Nanog, Nestin) 

und Differenzierungsmarker (GFAP, Sparc, Iba1) durch den Einsatz von Pim1-Inhibitoren 

untersucht, um zu überprüfen, ob Pim1 an der Regulation von Genen, die für das 

Stammzellverhalten in Glioblastomzellen von Bedeutung sind, beteiligt ist. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Laborgeräte und Verbrauchsmaterial 

 

Analysenwaage R200D   Sartorius AG, Göttingen 

Blotapparatur     Biometra
®
, Göttingen 

Brutschrank BBD 6220   Thermo Scientific Heraeus
®
 Instruments, Hanau 

Fast Real-time PCR-System   Applied Biosystems
®
, Weiterstadt 

Filterpapier     Whatman
®
 International, Buckinghamshire, 

                                                                       England 

GeneAmp
®
 PCR System 9700  Applied Biosystems

®
, Weiterstadt 

Heizblock Grant QBT   Grant Instruments, Cambridgeshire, England 

Magnetrührer MR 3001   Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, 

                                                                      Schwabach 

MicroAmp
®

 Optical 96-Well   Applied Biosystems
®
, Weiterstadt 

Reaction Plate 

Mikroliterspritze Hamilton
®

   Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Mikroskop Axiovert 25   Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena 

Molecular Imager
®

 ChemiDoc
™

   Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

XRS System 

Multiwell
™

 12-Well-Platten   BD Falcon
™

, Heidelberg 

NanoDrop
™

 2000 Spektralphotometer PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen 

Nitrozellulose-Membran   Protran
®
, Schleicher und Schüll, Dassel 

pH-Meter Typ 526    Wissenschaftlich-Technische Werkstätten GmbH, 

      Weilheim 

Pipetboy acu     INTEGRA Biosciences Deutschland GmbH, 

        Konstanz 

Reagenzglasschüttler Reax top  Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, 

        Schwabach 

Schüttler Rocking Platform   Biometra
®
, Göttingen 

SDS-Page Elektrophoresekammer  Biometra
®
, Göttingen 

Software     Office 2010, Microsoft, Redmond, USA 

      GraphPad Prism 5
®

, La Jolla, USA 
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      Quantity One
®
, Bio-Rad Laboratories GmbH, 

        München 

Standard Power Pack P25   Biometra
®
, Göttingen 

Sterilwerkbank HERAsafe
®

   Thermo Scientific Heraeus
®
 Instruments, Hanau 

Stripping-Apparatur Compact  Biometra
®
, Göttingen 

Line OV4 

Waage Explorer
®

    Ohaus Corporation, USA 

Wasserbad     Julabo GmbH, Seelbach 

Zellkulturflaschen 75 cm
2   

BD Falcon
™

, Heidelberg 

Zellkulturplatten Nunclon
™

   Nunc, Wiesbaden 

Zellzählgerät Casy
® 

1    Schärfe System, Reutlingen 

Zentrifugen     Biofuge
®
 fresco, Thermo Scientific Heraeus

®
 

       Instruments, Hanau 

      Megafuge
®
 1.0 R, Thermo Scientific Heraeus

®
 

                                                            Instruments, Hanau 

 

 

2.1.2 Chemikalien, Enzyme, Medien 

 

APS      Sigma-Aldrich Co., Deisenhofen 

Aqua ad iniectabilia    B. Braun AG, Melsungen 

Bovines Serumalbumin   PAA Laboratories GmbH, Pasching 

Bromphenolblau    Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

CASY
®
ton     Schärfe System, Reutlingen 

Dimethylsulfoxid (DMSO)   Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

DMEM Medium    PAN-Biotech GmbH, Aidenbach 

dNTPs (10 mM)    Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Ethanol     Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Fetales Kälberserum (FCS)   GIBCO
®
, Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Glutamin     GIBCO
®
, Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Glycerol     Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Glycin      Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Hydrogenchlorid    Merck KGaA, Darmstadt 
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Kaliumchlorid     Sigma-Aldrich Co., Deisenhofen 

LY294002     Calbiochem
® 

AG, Luzern 

Magermilchpulver Milbona   Krüger GmbH & Co. KG, Bergisch Gladbach 

MEM Medium    PAN-Biotech GmbH, Aidenbach 

Methanol     Merck KGaA, Darmstadt 

Natriumchlorid    Sigma-Aldrich Co., Deisenhofen 

Natriumdodecylsulfat (SDS)   Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Nicht Essentielle Aminosäuren   GIBCO
®
, Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

peqGold     PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen 

Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung PAN-Biotech GmbH, Aidenbach 

Ponceau S     Sigma-Aldrich Co., Deisenhofen 

Protein Marker VI (10-245) prestained AppliChem GmbH, Darmstadt 

Quercetagetin (QT)    Calbiochem
® 

AG, Luzern 

Rox Reference Dye    Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

SDS Molecular Weight Marker  Sigma-Aldrich Co., Deisenhofen 

TCS      Tocris, Ellisville, USA 

Tetramethylethylendiamin (Temed)  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Trishydrochlorid (Tris-HCl)   Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Trishydroxymethylaminomethan (Tris) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Tris-Ultra     Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Trypsin/EDTA (0,05%/0,02%)  Biochrom GmbH, Berlin 

Tween
®
 20     Sigma-Aldrich Co., Deisenhofen 

β-Mercaptoethanol    Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
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2.1.3 Lösungen und Puffer 

 

Ammoniumpersulfat 

10% (w/v) 

 

Ammoniumpersulfat 

Aqua dest. 

1 g 

ad 10 ml 

Blockierlösung Western Blot 

(5%ig) 

FCS 

TBST (1x) 

 

Magermilchpulver 

TBST (1x) 

5 ml 

95 ml 

 

5 g 

ad 100 ml 

 

Curry-Mastermix (CMM) Aqua ad iniectabilia 

1 M Tris-HCl (pH=8,4) 

2 M KCl 

25 mM MgCl2 

Glycerol 

10 mM dNTPs 

Rox Reference Dye 

595,5 µl 

46 µl 

57,5 µl 

276 µl 

92 µl 

46 µl 

23 µl 

 

Kulturmedium DMEM DMEM 

FCS 

Glutamin 

NEAS 

500 ml 

50 ml 

5,5 ml 

5,5 ml 

 

Kulturmedium MEM MEM 

FCS 

Glutamin 

NEAS 

500 ml 

50 ml 

5,5 ml 

5,5 ml 

 

Lämmli-Puffer (4x) 0,25 mM Tris-HCl (pH=6,8) 

SDS 

Glycerol 

Bromphenolblau 

β-Mercaptoethanol 

Aqua dest. 

3,125 ml 

1 g 

5,8 ml 

5 mg 

2,5 ml 

ad 12,5 ml 

 

Natriumdodecylsulfat (SDS) 

10%ig (w/v) 

SDS 

Aqua dest. 

1 g 

ad 10 ml 

  

Phosphatgepufferte Kochsalzlösung 

(PBS 10x) pH=7,4 

NaCl 

KCl 

NH4PO2*2H2O 

KH2PO4 

Aqua dest. 

80 g 

2 g 

14,4 g 

2,4 g 

ad 1 l 
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Phosphatgepufferte Kochsalzlösung 

(PBS 1x) 

PBS (10x) 

Aqua dest. 

100 ml 

ad 1 l 

 

Sammelgelpuffer pH=6,4 

(Western Blot) 

0,5 M Tris-HCl 

Aqua dest. 

7,8 g 

ad 100 ml 

 

Stripping-Puffer 

(Western Blot) 

62,5 mM Tris-Ultra 

SDS 

Aqua dest. 

7,57 g 

20 g 

ad 1 l 

 

Tankpuffer (10x) 

(Western Blot) 

Tris 

Glycin 

SDS 

Aqua dest. 

60 g 

288 g 

20 g 

ad 2 l 

 

Tankpuffer (1x) 

(Western Blot) 

Tankpuffer (10x) 

Aqua dest. 

100 ml 

ad 1 l 

 

Towbinpuffer (10x) 

(Western Blot) 

Tris-HCl 

Glycin 

Aqua dest. 

30,3 g 

144 g 

ad 1 l 

 

Towbinpuffer (1x) 

(Western Blot) 

Towbinpuffer (10x) 

Methanol 

Aqua dest. 

100 ml 

200 ml 

ad 1 l 

 

Trenngelpuffer pH=8,8 

(Western Blot) 

Tris-HCl 

Aqua dest. 

59,1 g 

ad 250 ml 

 

Waschpuffer TBS (10x) pH=7,4 

(Immundetektion) 

Tris-HCl 

NaCl 

KCl 

Aqua dest. 

60 g 

160 g 

2 g 

ad 2 l 

 

Waschpuffer TBST 

(Immundetektion) 

TBS (10x) 

Tween
®
-20 

Aqua dest. 

200 ml 

800 µl 

ad 2 l 

 

 

 

 

 

 



2 Material und Methoden 

22 

 

2.1.4 Kits 

 

NucleoSpin
®

 RNAII    MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Düren 

peqGOLD RNA Pure
™

   PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen 

Pierce
™

 ECL Plus Western    Thermo Scientific
™

, Waltham, USA 

Blotting Substrate 

TaqMan
®
 Reverse Transcription   Applied Biosystems

®
, Weiterstadt 

Reagents    

 

2.1.5 TaqMan
®
 Assays (Applied Biosystems

®
) 

 

Gen-Symbol Gen-Name Assay ID 

18S 

ABCG2 

CD133 (PROM1) 

CD44 

CD95 

ELF4 (MEF) 

GFAP 

Iba1 (AIF1) 

Nanog 

Nestin 

Sparc (Osteonectin) 

TBP 

Eukaryotic 18S ribosomal RNA 

ATP-binding cassette, sub-family G, member 2 

Cluster of Differentiation 133 (Prominin-1) 

Cluster of Differentiation 44 

Cluster of Differentiation 95 

ETS-related transcription factor Elf-4 

glial fibrillary acidic protein 

ionized calcium-binding adapter molecule 1 

Nanog homeobox 

Nestin 

secreted protein, acidic, cysteine-rich 

TATA box binding protein 

4319413E 

Hs01053790_m1 

Hs01009250_m1 

Hs01075861_m1 

Hs01106214_m1 

Hs01086126_m1 

Hs00909236_m1 

Hs00610419_g1 

Hs04260366_g1 

Hs04187831_g1 

Hs00234160_m1 

Hs00920498_m1 
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2.1.6 Primäre und Sekundäre Antikörper 

 

Primäre Antikörper Western Blot 

Name Spezies Molekulargewicht Bezug über 

Anti-CD44 

 

Anti-CD133 

mouse 

 

mouse 

80 kDa 

 

97 kDa 

Cell Signaling Technology Inc., Boston, 

USA 

Merck Millipore Corporation, Darmstadt 

Anti-ELF4/MEF rabbit 70 kDa Abgent Inc., San Diego, USA 

Anti-GAPDH mouse 36 kDa Meridian Life Science Inc., Memphis, 

USA 

Anti-GFAP mouse 50 kDa Cell Signaling Technology Inc., Boston, 

USA 

Anti-Nestin goat 200-220 kDa Santa Cruz Biotechnology Inc., 

Heidelberg 

Anti-Sparc rabbit 42 kDa Santa Cruz Biotechnology Inc., 

Heidelberg 

Anti-β-Actin goat 43 kDa Santa Cruz Biotechnology Inc., 

Heidelberg 

 

 

Sekundäre Antikörper Western Blot 

Name Spezies Kopplung Bezug über 

anti-goat horse HRP  

Bio-Rad Laboratories GmbH, München anti-mouse goat HRP 

anti-rabbit goat HRP 
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2.1.7 Humane Hirngewebeproben 

 

Bei den in dieser Arbeit verwendeten humanen Tumorproben handelt es sich um hochmaligne 

Glioblastome (WHO Grad IV), die von der Klinik und Poliklinik für Neurochirurgie der 

Universitätsmedizin Greifswald (Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Henry W. S. Schroeder) 

bereitgestellt wurden. Die Tumorproben wurden standardisiert während der Resektion des 

Tumors im Rahmen der Behandlung entnommen und in flüssigem Stickstoff tiefgefroren. Die 

Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der Ernst-Moritz-Arndt-Universität Greifswald 

genehmigte die Entnahme und Verwendung der humanen Hirngewebe für Forschungszwecke 

(BB 89/08). 

Makroskopisch und histologisch wurden die Tumorproben vom Institut für Neuropathologie 

der Universitätsmedizin Greifswald unter der Leitung von Frau Prof. Dr. med. Silke 

Vogelgesang untersucht und anhand dieser Diagnose den einzelnen Gruppen zugeordnet. In 

die Analysen gingen 78 Glioblastom-Primärtumoren ein. Es wurden ausschließlich primäre 

Glioblastome eingeschlossen. Wie in Tabelle 2 dargestellt wurden 45 Patienten postoperativ 

mit einer Radiochemotherapie behandelt. Als Zytostatikum wurde das in der First-Line-

Therapie des Glioblastoms etablierte Temozolomid (Handelsname Temodal
®

) eingesetzt. 

Der Vitalstatus wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut für Community Medicine 

(Direktor: Prof. Dr. med. Wolfgang Hoffmann) der Universitätsmedizin Greifswald beim 

Zentralen Informationsregister des Landes Mecklenburg-Vorpommerns abgefragt. Die letzte 

Abfrage im Rahmen der vorliegenden Studie erfolgte am 01.08.2014.  

Als Referenzgewebe dienten acht Normalhirngewebe, die ebenfalls vom Institut für 

Neuropathologie der Universitätsmedizin Greifswald zur Verfügung gestellt wurden, sowie 

zwei bei BioChain
®
 Institute Inc. (Newark, CA, USA) gekaufte Gewebeproben. Bei diesen 

Normalhirngeweben handelt es sich um Hirngewebeproben Verstorbener, bei denen keine 

neurologischen Erkrankungen diagnostiziert wurden. Entsprechend den zwei 

Hauptlokalisationen der Glioblastome der neurochirurgischen Patienten wurden den 

Verstorbenen im Rahmen des Autopsieprozesses je eine Probe des Frontal- und eine des 

Temporallappens entnommen und unverzüglich in flüssigem Stickstoff tiefgefroren.  
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Tabelle 2: Patientenbezogene Daten zu den untersuchten Glioblastom-Primärtumoren. 

 

 

 

 

 

 

Charakteristika Wert

Primärtumoren1, n

Medianes Alter bei Diagnosestellung

(25. Perzentile; 75. Perzentile)

Altersgruppen, n (%)

<50 Jahre

50-<60 Jahre

60-<70 Jahre

70-<80 Jahre

>80 Jahre

Geschlecht, n (%)

männlich

weiblich

Verhältnis männlich:weiblich

Vitalstatus zu Studienende, n (%)

verstorben

lebend

Resektionsgrad, n (%)

total

subtotal

Therapieregimen2, n (%)

Radiochemotherapie nach Stupp

Radiochemotherapie und zstl. Radiatio/Chemotherapie

nur Radiatio

anderes Therapieregimen

keine adjuvante Therapie

78

67 

(54,5;72)

6 (7,7)

23 (29,5)

17 (21,8)

26 (33,3)

5 (6,4)

50 (64,1)

27 (34,6)

1,9

68 (87,2)

9 (11,5)

45 (57,7)

32 (41,0)

9 (11,5)

36 (46,2)

13 (16,7)

4 (5,1)

9 (11,5)

1 Für einen Patienten lagen keine patientenbezogenen Daten vor.
2 Für 7 Patienten fehlen die Angaben zum Therapieregimen.
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2.1.8 Zelllinien 

 

Bei den verwendeten Zelllinien handelt es sich um die humanen Glioblastom-Zelllinien LN18 

und U87MG, die von ATCC
®
 (American Type Culture Collection, USA) bezogen wurden. 

Beide Zelllinien sind astrozytären Ursprungs, zeigen ein adhärentes Wachstum und werden 

nach der aktuellen WHO-Klassifikation als Grad IV eingestuft. Sie unterscheiden sich jedoch 

hinsichtlich ihrer Morphologie und Differenzierung. 

Die LN18-Zellen wurden im Jahr 1976 einem 65-jährigen, männlichen Patienten mit einem 

Glioblastom im rechten Temporallappen entnommen. Sie sind morphologisch stark 

entdifferenziert, wachsen in vitro eher als bipolare Zellen (weniger sternförmig wie für gliale 

Zellen üblich) mit pleomorphen Zellkernen. Sie sind typischerweise GFAP- und S-100-

Protein negativ und exprimieren den Wildtyp der Phosphatase PTEN (engl. Phosphatase and 

Tensin homolog) [68, 69]. Des Weiteren sind LN18-Zellen charakterisiert durch eine loss of 

function-Mutation im Tumorsuppressorgen p53 sowie Deletionen in zwei für den Zellzyklus 

bedeutenden Regulatorgenen p14 und p16 (Inhibitoren des Zellzyklus), wodurch die  

Regulation des Zellzyklus gestört ist [70].  

Die U87MG-Zelllinie wurde 1966 von J. Ponten und Mitarbeitern etabliert und entstammt 

einem 44-jährigen, männlichen Glioblastom-Patienten. Die U87MG-Zellen sind 

morphologisch weniger stark entdifferenziert, sodass ihr astrozytärer Ursprung noch deutlich 

erkennbar ist. Sie weisen eine hoch aberrante genomische Struktur auf. Neben der häufig im 

Glioblastom beobachteten Mutation im PTEN-Gen sind 512 zusätzliche homozygote 

Mutationen in weiteren Genen beschrieben. Im Gegensatz zu den LN18-Zellen exprimieren 

sie den Wildtyp-p53 [71, 72]. 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Molekularbiologische Methoden 

2.2.1.1 Homogenisierung des Gewebes 

 

Zur Aufbereitung der tiefgefrorenen Proben wurden jeweils ca. 25 mg Gewebe entnommen, 

mit dem entsprechenden Homogenisationspuffer für die RNA- bzw. Protein-Aufarbeitung 

versetzt und in flüssigem Stickstoff nochmals tiefgefroren. Anschließend erfolgte die 

Homogenisierung der Proben in einer Labor-Schwingmühle (Mikro-Dismembranator S) 

mittels einer Stahlkugel bei 2500 rpm für zwei Minuten in der Homogenisationskammer. Um 

die Einhaltung der Kühlkette zu gewährleisten, wurde das erhaltene Pulver in ein bereits 

vorgekühltes Eppendorf-Gefäß überführt und umgehend in flüssigem Stickstoff tiefgefroren. 

 

2.2.1.2 RNA-Isolierung aus homogenisiertem Gewebe 

 

Die RNA-Isolierung wurde mit dem NucleoSpin
®

 RNAII Kit von MACHEREY-NAGEL 

durchgeführt. Dazu wurde das Gewebe zunächst mit 250 µl RA1-Puffer sowie  

1% β-Mercaptoethanol versetzt und dann homogenisiert (siehe Punkt 2.2.1.1).  

Das Grundprinzip dieses Kits basiert auf kleinen Säulen, deren Matrix spezifisch RNA bindet. 

Ebenfalls vorhandene, kontaminierende DNA wird mittels rekombinanter DNase enzymatisch 

verdaut. Durch mehrere Waschschritte mit zwei verschiedenen Puffern werden Salze, 

Proteine, etc. entfernt, sodass man zuletzt eine möglichst reine RNA-Fraktion erhält. 

Dieser Prozess erfolgte nach Standardvorschrift mit der Ausnahme, dass im letzten Schritt 

(Elution) nur 25 µl RNase-freies Wasser eingesetzt wurden, um eine Mindestkonzentration 

von 30 ng/µl RNA zu erhalten [73]. 

 

2.2.1.3 RNA-Isolierung aus Zellen 

 

Für die Isolierung der Gesamt-RNA aus Zellen wurde das peqGOLD-Isolierungssystem 

RNAPure
™

 verwendet. Bei peqGOLD RNAPure
™

 handelt es sich um ein gebrauchsfertiges 

Reagenz, das die schnelle Extraktion von nicht-degradierter Gesamt-RNA ermöglicht. Die 

Grundlage dieses Verfahrens bildet die single-step-Methode nach Chomczynski und Sacchi, 
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die die RNA-Isolation im Jahr 1986 erstmals mittels einer sauren Lösung aus 

Guanidinthiozyanat, Natriumacetat, Phenol und Chloroform beschrieben [74]. 

Nach Absaugen des Kulturmediums wurden je 250 µl peqGOLD-Lösung für zwei Minuten 

auf die Zellen gegeben, um diese abzulösen und zu lysieren. Die abgelösten Zellen wurden 

dann für die anschließende Einphasen-Flüssigkeits-Separation in Eppendorfgefäße überführt. 

Nach fünfminütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden je 50 µl Chloroform zugegeben, 

die Gefäße 15 Sekunden lang geschwenkt und erneut für zehn Minuten bei Raumtemperatur 

inkubiert. Durch die darauffolgende Zentrifugation (5 Minuten bei 4°C und 12000 rpm) kam 

es zur Auftrennung der Suspension in drei Phasen. Die Gesamt-RNA war dabei in der oberen, 

wässrigen Phase enthalten, während DNA sowie Zelltrümmer in der Interphase und Proteine 

in der unteren, organischen Phase verblieben. Die obere, RNA-enthaltende Phase wurde dann 

mit einer Pipette in ein neues Eppendorfgefäß überführt, mit 125 µl Isopropanol versetzt, 15 

Sekunden geschwenkt und ca. zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneuter 

Zentrifugation (5-10 Minuten, 4°C und 12000 rpm) wurde der Isopropanol-Überstand 

vorsichtig mit der Pipette abgenommen und das RNA-Pellet zweimal mit 75%igem Ethanol 

gewaschen. Nach weiteren Zentrifugationsschritten und sorgfältiger Entfernung des Ethanols 

trockneten die Pellets unter der Laminarbox und wurden abschließend in ca. 25 µl RNase-

freiem Wasser aufgenommen. 

 

2.2.1.4 RNA-Konzentrationsbestimmung 

 

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde der NanoDrop
™

 1000, ein 

Spektralphotometer, das nur geringe Probenvolumina und zudem keine 

Verbrauchsmaterialien (wie Küvetten oder Kapillaren) benötigt, genutzt. Für die Messung 

wurde jeweils 1 µl RNA-Lösung direkt auf die optische Messoberfläche pipettiert und mit der 

oberen optischen Messoberfläche in Kontakt gebracht. Die Oberflächenspannung bewirkt 

dabei die Entstehung einer Flüssigkeitssäule zwischen den optischen Fasern, welche dem 

Messweg entspricht. Die Lichtquelle ist ein Xenon-Strahl, der von den aromatischen 

Ringsystemen der RNA bei einer Wellenlänge von 260 nm absorbiert und von einem CCD 

(engl. charge-coupled device)-Sensor detektiert wird. 

Die RNA-Konzentration wurde in ng/µl angegeben. Um Aussagen über die Reinheit der RNA 

machen zu können, wurden außerdem die Absorptionsquotienten 260 nm/280 nm sowie 

260 nm/230 nm bestimmt. Der Quotient 260 nm/280 nm sollte zwischen 1,8 und 2 liegen und 
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fällt bei starken Verunreinigungen durch Proteine, Kohlenhydrate und Phenole deutlich ab.  

Die gemessenen RNA-Proben wurden bei einer Temperatur von -80°C gelagert.   

 

 

2.2.1.5 cDNA-Synthese aus RNA (Reverse Transkription) 

 

Zur Durchführung von Expressionsanalysen basierend auf der mRNA ist es notwendig, die 

RNA zunächst in komplementäre cDNA umzuschreiben, da die RNA in der Polymerase-

Kettenreaktion (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) nicht als Matrize fungieren kann. 

Dazu wird das Enzym Reverse Transkriptase, eine RNA-abhängige DNA-Polymerase, 

eingesetzt, die den zur RNA komplementären DNA-Strang synthetisiert. Das Ergebnis ist 

vorerst ein RNA-DNA-Hybrid. Der RNA-Strang wird durch die RNase-H-Aktivität des 

Enzyms abgebaut und im nächsten Schritt durch einen neu synthetisierten DNA-Strang 

ersetzt. Am Ende dieses Prozesses liegt dann die doppelsträngige cDNA vor, die sich 

anschließend mittels PCR vervielfältigen lässt. 

Für die Reverse Transkription wurde das TaqMan
®

 Reverse Transcription Reagents Kit 

verwendet, welches Random Hexamere (Oligonukleotide) als Primer beinhaltet, die 

unspezifisch an die RNA binden (siehe Tabelle 3). So wurde gewährleistet, dass die Reverse 

Transkriptase die Gesamt-RNA, einschließlich ribosomaler RNA (rRNA), umschreiben kann. 

Dies ist entscheidend, weil dadurch auch 18S rRNA erfasst wurde. Bei 18S rRNA handelt es 

sich um ein sogenanntes Haushaltsgen (engl. housekeeping gene), auf das die Gen-

Expressionswerte der Glioblastom-Patientenproben normalisiert wurden.  

Die Reverse Transkription erfolgte in drei Schritten nach einem festgelegtem 

Temperaturprofil (siehe auch Tabelle 4): 1. Primer-Anlagerung (engl. Annealing) bei einer 

Temperatur von 25°C, 2. Reverse Transkription bei 48°C und 3. abschließende Inaktivierung 

der Reversen Transkriptase bei 95°C.  

Um eine cDNA-Konzentration von 10 ng/µl zu erzielen, wurden die Proben nach der 

Reaktion mit Aqua ad iniectabilia auf insgesamt 50 µl aufgefüllt. Die Lagerung der cDNA 

erfolgte bei -20°C. 
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Komponente Volumen im Ansatz 

10x TaqMan
®
 RT-Puffer 

25x dNTP-Mix (100 mM) 

10x RT Random Hexamere (50 µM) 

MultiScribe Reverse Transkriptase 

RNase Inhibitor 

RNA (500 ng) 

Aqua ad iniectabilia 

2,0 µl 

0,8 µl 

2,0 µl 

1,0 µl 

1,0 µl 

variabel 

ad 20 µl 

 
Tabelle 3: Reaktionsansatz Reverse Transkription 

 

Reaktionsschritt Temperatur Zeit 

Primer-Anlagerung 

Reverse Transkription 

Inaktivierung Reverse Transkriptase 

25°C 

48°C 

95°C 

10 min 

30 min 

5 min 

 
Tabelle 4: Temperaturprofil Reverse Transkription 

 

2.2.1.6 cDNA-Quantifizierung nach dem TaqMan
®
-Prinzip 

 

Für die Quantifizierung der (wie unter 2.2.1.5 beschrieben) synthetisierten cDNA findet die 

Real-time-PCR nach dem TaqMan
®

-Prinzip Anwendung. Diese stellt eine Weiterentwicklung 

der konventionellen PCR dar. 

Die PCR ist ein Verfahren zur in vitro-Amplifizierung spezifischer Nukleotidsequenzen. Dies 

geschieht durch die zyklische Wiederholung von drei Reaktionsschritten [19]. Im ersten 

Schritt, der Denaturierung, wird die doppelsträngige DNA bei 93-95°C in zwei Einzelstränge 

aufgetrennt. Dann folgt die Primerhybridisierung (engl. primer annealing), also die 

Anlagerung der genspezifischen Oligonukleotide. Die dafür optimale Temperatur variiert je 

nach Länge und Sequenz der Primer, liegt aber normalerweise etwa 5-10°C unterhalb der 

Schmelztemperatur der Primersequenzen. Im dritten Schritt, der Elongation, findet die 

eigentliche Synthese der komplementären DNA-Stränge bei einer Temperatur von 68-72°C 

statt. Die Entdeckung der hitzestabilen Taq-Polymerase, einer DNA-abhängigen DNA-

Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus, ermöglichte die fortlaufende Durchführung 
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der Reaktion, während früher im Anschluss an jeden einzelnen Reaktionszyklus die DNA-

Polymerase erneut hinzugefügt werden musste. Nach der Elongation liegt wieder 

doppelsträngige DNA vor, die in einem nächsten Zyklus denaturiert wird. Durch die 

mehrfache Wiederholung dieser drei Zyklen wird eine nahezu exponentielle Amplifikation 

der Zielsequenz erreicht [19]. 

Heutzutage gilt die quantitative Real-time-PCR als Goldstandard. Diese vereint das Prinzip 

der konventionellen PCR mit einer zusätzlichen Detektion und Quantifizierung der erhaltenen 

DNA [19]. Damit sind Amplifikation und Nachweis des PCR-Produkts zeitgleich möglich. 

Das gelingt dadurch, dass der Reaktionsansatz neben den genspezifischen Primern auch eine 

spezifische Sonde für das zu amplifizierende Gen beinhaltet. Bei dieser Sonde handelt es sich 

um ein Oligonukleotid, welches am 5´-Ende mit einem Donor- bzw. Reporter-

Fluoreszenzfarbstoff (z. B. FAM, 6-Carboxy-Fluorescein) sowie am 3´-Ende mit einem 

Quencher-Farbstoff (z. B. TAMRA, 6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin; NFQ, engl. non 

fluorescent quencher) markiert ist. Regt man die  intakte Sonde zur Fluoreszenz an, so wird 

das Fluoreszenzsignal des Reporter-Farbstoffes am 5´-Ende aufgrund der räumlichen Nähe 

zum Quencher unterdrückt. Dem zugrunde liegt der physikalische Prozess FRET (engl. 

Fluorescence Resonance Energy Transfer). Ein Fluoreszenzfarbstoff kann normalerweise mit 

Licht einer bestimmten Wellenlänge angeregt werden, sodass er längerwelliges Licht 

emittiert, das dann detektiert werden kann. Beim FRET macht man sich das Phänomen 

zunutze, dass das vom Donor (5‘-Ende) emittierte Licht der Anregungswellenlänge des 

Quencher (3‘-Ende) entspricht, welcher dadurch angeregt wird und längerwelliges Licht 

ausstrahlt. Der Donor gibt also einen Teil seiner Energie an den Quencher ab. Dieser 

Energietransfer bedingt einen Energieverlust durch die Anregung des Quenchers. Das 

Resultat daraus ist ein bei intakter Sonde deutlich geringeres Fluoreszenzsignal, welches im 

Amplifikationsplot als Basislinie erkennbar ist. Die in dieser Arbeit genutzten Primer-Sonden-

Gemische enthielten vorwiegend die Markierung mit dem Reporter-Farbstoff FAM sowie 

einen nicht-fluoreszierenden Quencher. Bei intakter Sonde ist dabei fast keine Fluoreszenz 

messbar, was sowohl zu einer Verringerung des Hintergrundsignals als auch zu einem Anstieg 

der Sensitivität des Assays führt.  

Während der PCR kommt es zur Anlagerung von Primer und Sonde an den denaturierten 

cDNA-Strang. Die Taq-Polymerase baut dann komplementäre Nukleotide an die entstehenden 

DNA-Stränge an und trifft dabei auf die zwischen den Primern gelegene Sonde. Durch ihre 

5´-3´-Exonuklease-Aktivität spaltet die DNA-Polymerase das Nukleotid am 5´-Ende der 

Sonde, das mit dem Donor-Fluoreszenzfarbstoff markiert ist, ab (siehe Abbildung 5).  



2 Material und Methoden 

32 

 

Dies resultiert aufgrund der räumlichen Trennung von Donor und Quencher in einem Anstieg 

des Fluoreszenzsignals.      

 

 

Abbildung 5: Darstellung der Real-time-PCR nach dem TaqMan®-Prinzip                                                                                        

(Quelle: Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg) 

 

Dieser Fluoreszenzanstieg ist im Amplifikationsplot, in dem das Fluoreszenzsignal gegen die 

Zykluszahl aufgetragen wird, sichtbar (siehe Abbildung 6). Das Signal korreliert quantitativ 

mit der PCR-Produkt-Menge und wird zudem in Echtzeit (engl. real-time) abgebildet, was 

namensgebend für diese Methode ist. Eine Probe gelangt in Abhängigkeit von ihrem cDNA-

Gehalt zu einem bestimmten Zeitpunkt in die exponentiell lineare Phase, in der sich die 

Anzahl der DNA-Moleküle exakt verdoppelt. Der Zeitpunkt, an dem die Proben die 

logarithmisch lineare Phase erreicht haben, kann mit Hilfe eines Schwellenwertes (engl. 

threshold) ermittelt werden. Das Lot vom Schnittpunkt des thresholds mit dem Graphen 

definiert den zur Probe gehörigen CT-Wert (engl. threshold cycle). Der CT-Wert entspricht 

dem Zyklus, in dem sich das Fluoreszenzsignal deutlich vom Hintergrundsignal abhebt. Je 

niedriger der CT-Wert ist, umso mehr cDNA und folglich mRNA-Transkripte enthielt die 

untersuchte Probe. 

Polymerisation

Verdrängung der Probe

Abspaltung des

Reportermoleküls

Vervollständigung der 

Polymerisation

Foward

Primer

Reverse

Primer

Probe
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Abbildung 6: Amplifikationsplot (modifiziert nach PE Biosystems, Quelle: 

http://cgr.otago.ac.nz/slides/ht-genomics/SLD015.HTM) 

 

 

Für die Real-time-PCR nach dem TaqMan
®

-Prinzip wurde ein genspezifisches Primer-

Sonden-Gemisch von Applied Biosystems
™

 eingesetzt. Im sogenannten Curry-Mastermix 

(CMM) wurden sämtliche für die Reaktion notwendigen Komponenten zusammengefügt. 

Dieser wurde wiederum für die Herstellung des Submastermixes genutzt. Als wichtige 

Bestandteile sind unter anderem die Taq-Polymerase sowie der Farbstoff ROX (Rhodamin X) 

enthalten. ROX ist ein passiver Referenzfarbstoff, der der Normalisierung des Fluoreszenz-

Reportersignals dient. Die Zusammensetzung des Curry-Master- sowie Submastermixes sind 

Tabelle 5 zu entnehmen. 

 

Curry-Mastermix Submastermix 

Komponente 
Volumen im 

Ansatz 
Komponente 

Volumen im 

Ansatz 

Aqua ad iniectabilia 

1 M Tris HCl (pH=8,4) 

2 M KCl 

25 mM MgCl2 

Glycerol 

10 mM dNTP-Mix 

Rox (interner Standard) 

595,5 µl 

46 µl 

57,5 µl 

276 µl 

92 µl 

46 µl 

23 µl 

 

Curry-Mastermix 

Aqua ad iniectabilia 

Primer-/Sonden-Mix (10-fach) 

Taq-Polymerase 

 

1150 µl 

805 µl 

115 µl 

8 µl 

 
Tabelle 5: Reaktionsansatz für die Real-time-PCR nach dem TaqMan®-Prinzip 

PCR Zykluszahl

Probe

Treshold

Leerkontrolle, NTC
Baseline

N
o
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 F
lu
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R
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In eine 96-Well-Platte wurden pro Reaktion für eine Doppelbestimmung zweimal 9 µl 

Submastermix vorgelegt und anschließend je 1 µl cDNA-Probe hinzugefügt. Zum Ausschluss 

von Verunreinigungen der PCR-Komponenten wurde auf jeder Platte zusätzlich eine 

Leerkontrolle (engl. no-template-control, NTC) gemessen, die statt cDNA 1 µl Aqua ad 

iniectabilia enthielt. Für die Auswertbarkeit der PCR war dabei entscheidend, dass in dieser 

Kontrolle keine DNA-Amplifikation stattfand.  

Die Real-time-PCR unterliegt gewissen Störfaktoren, die zu einer Fehlinterpretation der 

Expressionsanalysen führen können. Um dies zu korrigieren und die relative cDNA-Menge 

quantifizieren zu können, muss daher eine Normalisierung der ermittelten Werte über einen 

Abgleich mit den Expressionswerten von Referenzgenen erfolgen. Als Referenzgene dienen 

Housekeeping-Gene. Dabei handelt es sich um nicht-regulierte Gene, die jeder Zelltyp 

konstitutiv exprimiert und die damit eine essentielle Rolle für das Überleben der Zelle spielen. 

In dieser Arbeit wurden die Expressionsdaten auf 18S rRNA normalisiert. 

 

2.2.1.7 Relative Quantifizierung und Auswertung der Real-time-PCR-Daten 

 

Für die Detektion des nach jedem Zyklus gemessenen Fluoreszenzsignals wurde das ABI 

Prism
®

 7900 Sequence Detection System (SDS) von Applied Biosystems
™

 verwendet. Die 

Expressionsanalysen der Zielgene (CD133, Nestin, GFAP, ABCG2, Iba1, CD95, Nanog, 

Sparc, CD44, MEF) wurden nach Standardprotokoll in 45 Zyklen mit folgendem 

Temperaturprofil durchgeführt: nach zweiminütiger Vorinkubation bei 50°C erfolgten die 

cDNA-Denaturierung sowie Aktivierung der Taq-Polymerase durch Erhitzen des 

Reaktionsgemisches auf 95°C für 15 Sekunden; die Anlagerung der Primer und die 

Elongation fanden bei einer Temperatur von 60°C innerhalb einer Minute statt.  

Für die relative Quantifizierung der Real-time-PCR-Daten wurde die sogenannte  

2
-∆∆CT

-Methode angewandt. Dabei wird die Expression des Zielgens ins Verhältnis zur 

Expression des Referenzgens gesetzt. Dazu wurde vom CT-Wert des Zielgens zunächst der 

CT-Wert des Referenzgens (hier: 18S rRNA) subtrahiert. Aus dem erhaltenen ∆CT-Wert der 

Probe und dem gemittelten ∆CT-Wert der Kontrollgewebe wurde dann die Differenz gebildet 

(∆∆CT-Wert). Zuletzt erfolgte die Berechnung des 2
-∆∆CT

-Wertes, der den relativen 

Expressionsunterschied bezogen auf die Kontrollgewebe und normalisiert auf das 

Referenzgen angibt. Die statistische Auswertung sowie graphische Darstellung der 

Expressionsdaten erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism 5
®
. 
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2.2.2 Proteinanalytische Methoden: Western Blot 

2.2.2.1 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) 

 

Der Western Blot ist ein Verfahren zum Nachweis von Proteinen nach Übertragung (Blotting) 

auf eine geeignete Trägermembran. Dazu werden die Proteine aus einem Proteingemisch 

zunächst nach ihrem Molekulargewicht elektrophoretisch aufgetrennt und anschließend auf 

eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Die Zielproteine können auf dieser Membran 

spezifisch über Antigen-Antikörper-Reaktionen mit dem entsprechenden Detektionssystem 

(z. B. Konjugation des Sekundärantikörpers mit Peroxidase) identifiziert werden. 

Für die Western Blot Analyse wurden die bereits isolierten sowie hinsichtlich ihres 

Proteingehalts quantifizierten Gesamtproteinlysate aller verwendeten Glioblastom- und 

Normalgewebeproben sowie der LN18- und U87MG-Zellen zur Verfügung gestellt. 

Die Proben wurden so vorbereitet, dass jeweils 40 µg Protein aufgetragen werden konnten. 

Dazu erfolgte zuerst die Verdünnung der Proben mit der entsprechenden Menge Aqua ad 

iniectabilia (ad 21 µl). Dann wurden sie mit vierfach konzentriertem Laemmli-Puffer, der β-

Mercaptoethanol und SDS für die Denaturierung enthält, im Verhältnis 1:4 (7 µl) versetzt. 

Daneben beinhaltet der Laemmli-Puffer den Farbstoff Bromphenolblau, welcher die 

Beurteilung des Fortlaufes der Gelelektrophorese ermöglicht, da er grundsätzlich vor der 

Proteinfront wandert. Als weitere Komponente des Laemmli-Puffers dient Glycerol aufgrund 

seiner hohen Dichte dem Absinken der Proben in die Geltaschen. Die Proben sowie der 

mitgeführte Molekulargewichtsstandard (Proteinmarker VI) wurden vor der Auftragung 

zusätzlich für fünf Minuten bei 95°C hitzedenaturiert.  

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine wurde mittels einer diskontinuierlichen 

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelektrophorese (engl. sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) durchgeführt. Dabei werden die Proteine 

zuerst in einem Sammelgel (große Poren, pH-Wert 6,8) konzentriert und dann in einem 

Trenngel (engere Poren, pH-Wert 8,8) nach ihrer Größe aufgetrennt.  

Proteine weisen aufgrund ihrer verschiedenen Nettoladungen (Zusammensetzung aus 

basischen, sauren und neutralen Aminosäuren) im elektrischen Feld ein unterschiedliches 

Wanderungsverhalten, d. h. verschiedene Wanderungsgeschwindigkeiten und -richtungen, 

auf. Eine Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht ist dennoch möglich, weil 

SDS mit den Proteinen anionische Komplexe bildet und somit deren Eigenladung maskiert. 

Zusätzlich entfalten sich die Proteine unter Einfluss von SDS und β-Mercaptoethanol, sodass 

schließlich langgestreckte, negativ geladene SDS-Protein-Komplexe vorliegen und damit ein 
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konstantes Ladungs-Masse-Verhältnis gewährleistet ist. Aufgrund der negativen Ladung 

wandern die Proteine in Richtung der Anode (Pluspol). Je kleiner das Protein ist, umso 

schneller wandert es im elektrischen Feld. Im Gel sind weiterhin APS und TEMED enthalten. 

APS bildet Radikale und initiiert die Polymerisierungsreaktion, während TEMED den 

Katalysator hierfür darstellt. 

Wie anfangs bereits erwähnt, finden bei der diskontinuierlichen Gelelektrophorese zwei 

verschiedene Gele Anwendung: Sammelgel und Trenngel (Zusammensetzung siehe  

Tabelle 6). Das Sammelgel beinhaltet Glycin, das neutral geladen (Zwitterion) und damit 

weniger mobil ist als das ebenfalls enthaltene Chloridion mit negativer Ladung. Die 

Potentialdifferenz zwischen den beiden Ionen bedingt die Entstehung von Proteinstapeln, die 

mit gleicher Geschwindigkeit wandern. Im Sammelgel erfolgt so die Aufkonzentrierung der 

Proteine. Im Verlauf erreichen die Proteine dann das Trenngel, welches einen höheren pH-

Wert (8,8) und kleinere Poren aufweist. Glycin ist nun negativ geladen, die Potentialdifferenz 

aufgehoben und die Proteine werden durch den Siebeffekt des engporigen Trenngels nach 

ihrer Molekülgröße aufgetrennt. Je nachdem welche Proteine untersucht werden sollen, kann 

man die Porengröße des Trenngels durch Variierung des Acrylamidanteils anpassen. In einem 

hochprozentigem Gel (z. B. 12,5%) werden Proteine mit einem Molekulargewicht von 20-60 

kDa gut aufgetrennt, in einem niedriger konzentrierten Gel (z. B. 7,5%) dagegen Proteine bis 

zu 200 kDa. 

 

  

Sammelgel Trenngel 

 7,5% 10% 

Volumen im Ansatz 

Aqua dest. 

Acrylamid 

Sammelgelpuffer 

Trenngelpuffer 

10% SDS 

10% APS 

TEMED 

2,1 ml 

455 µl 

 861 µl 

- 

35 µl 

35 µl 

3,5 µl 

3,6 ml 

1,9 ml 

- 

1,9 ml 

75 µl 

75 µl 

7,5 µl 

3,0 ml 

2,5 ml 

- 

1,9 ml 

75 µl 

75 µl 

7,5µl 

 
Tabelle 6: Zusammensetzung von Sammelgel und Trenngel 

 

Nach Ansetzen des Trenngels wurde dieses unverzüglich zwischen zwei Glasplatten pipettiert 

(bis auf eine Höhe von ca. ¾ der Platten) und mit Isopropanol überschichtet, um eine gerade 

Trennschicht zu erhalten. Nach einer Polymerisierungszeit von etwa 15 Minuten wurde das 
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Isopropanol entfernt, das Sammelgel gegossen und sofort Kämme zur Bildung der 

Probentaschen in die noch flüssige Sammelgelschicht eingesetzt. Nach Auspolymerisierung 

des Sammelgels (ca. 30 Minuten) wurden die Glasplatten in die mit Laufpuffer (1x Tank) 

gefüllte Elektrophoresekammer eingesetzt. Dann wurden die Kämme entfernt und die Proben 

mit einer Hamilton-Spritze vorsichtig in die Taschen eingefüllt (siehe Abbildung 7). Die 

Proben liefen zunächst im Sammelgel bei einer Spannung von 90 Volt. Nach Eintritt in das 

Trenngel erfolgte eine Erhöhung der Spannung auf 120 Volt.       

 

 

Abbildung 7: Aufbau einer diskontinuierlichen SDS-PAGE                                                                                                  

(modifiziert nach [75]) 

 

Im Anschluss an die Gelelektrophorese erfolgte das sogenannte „Blotting“, also der Transfer 

der aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran. Für diese Arbeit wurde 

ausschließlich das im Jahr 1979 von Towbin et al. entwickelte Nassblot-Verfahren 

angewendet [76]. Die Blotvorrichtung („Sandwich“) wurde, wie in Abbildung 8 dargestellt, 

aufgebaut. Dazu wurden zunächst sechs Whatman-Filterpapiere auf eine Größe von 8 x 10 cm 

sowie die Nitrocellulose-Membran (Porengröße 0,2 µm) auf 7,5 x 9 cm zugeschnitten und 

anschließend im 1x Towbin-Puffer gut angefeuchtet. Dies diente der Aktivierung der 

Proteinbindungsstellen der Membran durch das im Puffer enthaltene Methanol. Dadurch kann 

eine höhere Effizienz des Transfers erreicht werden. Beim Zusammenbau des Sandwich-Blots 

wurde darauf geachtet, mögliche Luftblasen zwischen den einzelnen Schichten sorgfältig zu 

entfernen. Zuletzt erfolgte das Einsetzen des Sandwich-Blots in die mit Towbin-Puffer 
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gefüllte Blotkammer und der Proteintransfer („Blotting“) unter Eiskühlung für zwei Stunden 

bei 370 mA. 

 

 

Abbildung 8: Aufbau einer Nassblot-Apparatur (modifiziert nach: https://personalwebs.coloradocollege.edu) 

 

 

2.2.2.2 Immundetektion und Auswertung 

 

Zur Beurteilung der Übertragungsqualität wurden die Proteine auf der Membran mit dem 

Farbstoff Ponceau S reversibel angefärbt und mit dem MolecularImager
®

 ChemiDoc
™

 XRS 

fotografiert. Zudem diente die Essigsäure in der Ponceau S-Lösung der Fixation der Proteine 

auf der Membran. Die Ponceau S-Färbung konnte anschließend durch wiederholtes Spülen 

mit Aqua dest. entfernt und die Membran nun für die Immundetektion mit Antikörpern 

genutzt werden.  

Der spezifische Nachweis der Proteine wurde mittels Antikörpern nach dem Prinzip der 

Immundetektion durchgeführt [19]. Zunächst wurden unspezifische Bindungsstellen auf der 

Membran mit 5% FCS in TBST oder mit 5% Magermilch in TBST für eine Stunde bei 

Raumtemperatur blockiert. Durch drei fünfminütige Waschschritte mit TBST wurde die 

Blockierlösung entfernt. Anschließend wurde der proteinspezifische Primär-Antikörper in der 

vom Hersteller empfohlenen Verdünnung in einer 1% BSA/TBST-Lösung zugegeben und 

über Nacht bei 4°C (mit Ausnahme von β-Actin und GAPDH) inkubiert  

(siehe  

Tabelle 7).    
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Molekular-

gewicht 
Verdünnung  

Blockierung in 

TBST 

Inkubation  

Primär-

Antikörper 

Anti-β-Actin 

(sc-1616) 
43 kDa 1 : 1000 5% FCS 2 h bei RT 

Anti-GAPDH 

(H86504M) 
36 kDa 1 : 2000 5% FCS 2 h bei RT 

Anti-CD44 

(cs 156-3C11) 
80 kDa 1 : 1000 5% FCS 

über Nacht bei 

4°C 

Anti-

ELF4/MEF 

(AP7185c) 

70 kDa 1 : 1000 5% FCS 
über Nacht bei 

4°C 

Anti-GFAP 

(cs GA5) 
50 kDa 1 : 1000 5% FCS 

über Nacht bei 

4°C 

Anti-Sparc 

(D10F10) 
42 kDa 1 : 1000 5% FCS 

über Nacht bei 

4°C 

Anti-Nestin 

(sc-21248) 
200 – 220 kDa 1 : 500 5% FCS 

über Nacht bei 

4°C 

Anti-CD133 

(17A6.1) 
97 kDa 1: 500 5% Magermilch 

über Nacht bei 

4°C 

 
Tabelle 7: Übersicht der beim Western Blot  verwendeten Primär-Antikörper 

 

Um ungebundene Antikörper zu entfernen, wurde die Membran dreimal fünf Minuten mit 

1x TBST gewaschen. Die Detektion der Primär-Antikörper erfolgte durch Zugabe von HRP 

(engl. horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase)-gekoppelten Sekundär-Antikörpern, 

die für zwei Stunden bei Raumtemperatur auf der Membran inkubiert wurden. Nach drei 

letzten Waschschritten (je fünf Minuten) mit TBST wurde zur Visualisierung des Zielproteins 

das Chemilumineszenz-Substrat Pierce ECL Western Blotting Substrate (von Thermo 

Scientific
™

) eingesetzt. Dazu wurde die Membran für drei Minuten unter Lichtausschluss mit 

diesem Substrat benetzt und das Chemilumineszenzsignal im Anschluss mit dem ChemiDoc
™

 

XRS System (Bio-Rad) detektiert. Das Prinzip der Immundetektion ist in Abbildung 9 

schematisch dargestellt. Für die Quantifizierung der Chemilumineszenzsignale wurde die 

Quantity One
®
 Software, für die graphische und statistische Auswertung GraphPad Prism 5

®
 

verwendet. Zur Entfernung gebundener Antikörper und Ermöglichung des spezifischen 
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Nachweises eines weiteren Proteins war es erforderlich, die Membran zu „strippen“. Dazu 

wurde die Membran bei einer Temperatur von 52°C in 50 ml Stripping-Puffer sowie 350 µl  

β-Mercaptoethanol 15 Minuten inkubiert. 

 

Abbildung 9: Prinzip der Immundetektion (Quelle: Cell Signaling 

Technology®, Inc., Danvers) 

 

 

2.2.3 Zellbiologische Methoden 

 

Die Durchführung sämtlicher Zellkulturarbeiten erfolgte unter sterilen Bedingungen mit 

sterilen Arbeitsmaterialien und Geräten an einer Sterilwerkbank. Die verwendeten 

Kulturmedien und Lösungen wurden vor Gebrauch im Wasserbad auf 37°C erwärmt. 

 

2.2.3.1 Kultivierung der Zellen 

 

Die beiden humanen Glioblastom-Zelllinien U87MG sowie LN18 wurden in 75 cm
2
-

Zellkulturflaschen mit 20 ml Medium im Brutschrank bei einer Temperatur von 37°C unter 

einer wasserdampfgesättigten 5%igen CO2-Atmosphäre kultiviert. Die Kultivierung der 

U87MG-Zellen erfolgte in MEM-Medium, die der LN18-Zellen in DMEM-Medium, wobei 

den Kulturmedien vor Benutzung 10% FCS, 1% Glutamin und 1% NEAS (engl. non-essential 
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amino acids) hinzugefügt wurde. Um ein gutes Zellwachstum zu gewährleisten, wurde alle 

drei Tage ein Mediumwechsel durchgeführt. Nach Absaugen des alten Mediums und 

zweimaligem Waschen mit 10 ml PBS wurden die Zellen dazu mit neuem Medium 

überschichtet. Dadurch wurden sie zum einen mit neuen Nährstoffen und Wachstumsfaktoren 

versorgt, zum anderen konnten so abgestorbene Zellen und Stoffwechselendprodukte beseitigt 

werden. Zusätzlich wurde der Zustand der Zellen regelmäßig mittels Lichtmikroskop 

kontrolliert und die Zelldichte beurteilt. Sobald sich ein konfluenter Zellrasen gebildet hatte, 

wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde das Kulturmedium abgesaugt, die Zellen zweimal 

mit je 10 ml PBS gewaschen und dann mit 3 ml Trypsin/EDTA-Lösung für fünf Minuten bei 

37°C inkubiert. Das enthaltene Trypsin ist ein proteolytisches Enzym, das durch den Verdau 

extrazellulärer Proteine zum Ablösen der Zellen vom Kulturgefäß führt. Ergänzt wird dieser 

Prozess durch EDTA, das als Chelatbildner Ca
2+

- und Mg
2+

-Ionen mit hoher Affinität bindet, 

die somit nicht mehr für das Anheften über extrazelluläre Proteine am Boden der 

Zellkulturflasche zur Verfügung stehen. Durch vorsichtiges Beklopfen der Zellkulturflasche 

konnten die Zellen vollständig abgelöst werden. Besonders wichtig war es, die 

Trypsinierungsreaktion nach ca. fünf Minuten durch Zugabe von 7 ml Medium, das für die 

Trypsin-Inaktivierung FCS enthält, zu unterbrechen, um Zellschäden durch proteolytische 

Zerstörung der Zelloberfläche zu vermeiden. Anschließend wurden die Zellen durch 

Resuspendieren mit Hilfe einer serologischen Pipette vereinzelt und 50 µl der Zellsuspension 

für die Bestimmung der Zellzahl abgenommen. Weitere 500 µl der Zellsuspension wurden in 

eine neue Zellkulturflasche mit 20 ml frischem Medium überführt und im Brutschrank 

kultiviert. 

 

2.2.3.2 Bestimmung der Zellzahl 

 

Für die Durchführung der Zellversuche war es notwendig die Zellzahl zu bestimmen, um eine 

definierte Menge an Zellen aussäen zu können. Dazu wurde das Casy
®

1-Zytometer 

verwendet, das die Zellzahl durch Widerstandsmessung ermittelt. Zunächst wurden 50 µl der 

frisch abtrypsinierten Zellen (siehe Punkt 2.2.3.1) in 10 ml einer schwachen Elektrolytlösung 

(Casy
®

ton) pipettiert. Die Zellsuspension wird vom Casy
®

1-Zytometer mit konstanter 

Geschwindigkeit durch eine Kapillare mit definiertem Durchmesser gezogen, an die über 

zwei Platinelektroden eine Spannung angelegt ist, wodurch ein spezifischer Widerstand 

entsteht. Die Zellen in der Elektrolytlösung verdrängen beim Passieren der Kapillare 
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(abhängig von ihrem Durchmesser) eine bestimmte Menge der Lösung, was in einer 

Widerstandserhöhung resultiert. Die Änderung des Widerstands ist die Grundlage für die 

Berechnung der Zellgröße, sodass Zelltrümmer, vitale Zellen sowie Zellaggregate erfasst und 

diskriminiert werden können.  

 

2.2.3.3 Kultivierung der Zellen unter Substanzgabe 

 

Das Ziel des im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Zellversuchs war es, die Regulation der 

mRNA-Expression verschiedener Stammzell- und Differenzierungsmarker in den LN18- bzw. 

U87MG-Zellen unter Applikation ausgewählter Pim1-Inhibitoren zu untersuchen. Dazu 

wurden auf 6-Well-Platten 200.000 Zellen pro Well bei den LN18 bzw. 300.000 Zellen pro 

Well bei den U87MG ausgesät. Nach 24 Stunden wurde die Zelldichte unter dem 

Lichtmikroskop beurteilt. Bei einer Konfluenz von ca. 70% erfolgte die Substanzgabe. 

Zunächst wurde das Kulturmedium (DMEM bei LN18, MEM bei U87MG) abgesaugt und die 

Zellen mit je 2 ml frischem Medium versetzt. Dann wurden dem Medium je 2 µl Substanz 

(siehe  

Tabelle 8) hinzugefügt und die Zellen für 48 Stunden im Brutschrank inkubiert. Anschließend 

erfolgten die RNA-Isolation mittels peqGOLD-Isolierungssystem RNAPure
™

 sowie die 

cDNA-Synthese und -Quantifizierung nach dem TaqMan
®

-Prinzip (wie unter Punkt 2.2.1.3 

bis Punkt 2.2.1.6 beschrieben). 

Der Zellversuch setzte sich aus drei unabhängigen Experimenten zusammen, wobei für jede 

Versuchsbedingung Triplikate durchgeführt wurden. Bei den eingesetzten Substanzen 

handelte es sich um Pim1-Inhibitoren (LY294002, Quercetagetin und TCS; siehe Tabelle 8). 

Als Kontrolle diente Dimethylsulfoxid (DMSO), da alle verwendeten Inhibitoren in diesem 

Lösungsmittel angesetzt wurden. 

 

Substanz Wirkung als Konzentration 

LY294002 Pim1- und PI3K-Inhibitor 5 µM, 50 µM 

QT (Quercetagetin) Pim1-Inhibitor 5 µM, 50 µM 

TCS (TCS Pim1-1) selektiver Pim1-Inhibitor 5 µM, 50 µM 

 
Tabelle 8: Übersicht über die in vitro verwendeten Substanzen 
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2.2.4 Statistische Auswertung 

 

Die statistischen Berechnungen sowie graphischen Darstellungen der im Rahmen dieser 

Arbeit erhobenen Daten erfolgten mit den Programmen Microsoft Excel 2010 und GraphPad 

Prism 5
®
. Die Expressionsdaten der Gewebeproben wurden mittels Median und 

Quartilsabstand (25. und 75. Perzentile) sowie Minimum- und Maximum-Werten 

beschrieben, die in vitro-Daten als Mittelwert mit Standardabweichung. Spearman-

Korrelation, Mann-Whitney-U-Test (2 Gruppen), One-Way-Anova-Analyse mit Dunnett's 

Multiple Comparison Test und Kruskal-Wallis-Test (>2 Gruppen) wurden für bivariate 

Vergleiche verwendet. Die Kaplan-Meier-Überlebenszeitanalysen basierend auf den 

jeweiligen Genexpressionswerten wurden mittels Gehan-Breslow-Wilcoxon Test ausgewertet. 

Als Überlebenszeit der Patienten ist der Zeitraum zwischen Diagnosestellung und 

Todeszeitpunkt definiert. Ein zweiseitiger p-Wert von <0,05 wurde als statistisch signifikant 

gewertet. 
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3 Ergebnisse 
 

3.1  mRNA-Expression von Stammzell- und Differenzierungs-

markern in Glioblastom-Patientenproben 

3.1.1 Expression von Stammzellmarkern auf mRNA-Ebene 

3.1.1.1 Vergleich von Glioblastom-Patientenproben mit Normalhirngewebe 

 

Die Quantifizierung der mRNA-Daten erfolgte mittels Real-time-PCR nach dem  

TaqMan
®
-Prinzip (siehe Punkt 2.2.1.6). Als Referenzgen zur Normalisierung der Werte 

diente 18S-rRNA. Untersucht wurde zunächst die mRNA-Expression ausgewählter 

Stammzellmarker (CD133, Nestin, CD95, Nanog, ABCG2, CD44, MEF/ELF4) in humanem 

Glioblastomgewebe im Vergleich zu nicht-malignem Kontrollhirngewebe 

(Normalhirngewebe). Bei den im Rahmen dieser Arbeit analysierten Glioblastomproben 

handelte es sich ausschließlich um Gewebe von Primärtumoren.  

Insgesamt zeigte sich auf mRNA-Ebene eine erhöhte Expression der als Stammzellmarker 

diskutierten Proteine in den Glioblastomproben verglichen mit Normalhirngewebe (siehe 

Abbildung 10). Insbesondere der mRNA-Gehalt von Nestin (p<0.0001) und CD44 (p=0,0003) 

war in den Patientenproben signifikant erhöht (Mann-Whitney-U-Test). Für Nestin war ein 

Anstieg der medianen mRNA-Expression von 1,06 (Normalhirngewebe) auf 23,68 

(Glioblastomgewebe) und für CD44 von 1,18 (Normalhirngewebe) auf 8,89 

(Glioblastomgewebe) zu verzeichnen. Die Stammzellmarker Nanog (0,98 vs. 5,76; p=0,0102) 

und MEF (1,06 vs. 2,58; p=0,0065) wurden in den Glioblastomen ebenfalls signifikant stärker 

exprimiert. CD133 wies in den Untersuchungen zu dieser Arbeit eine tendenziell gesteigerte 

Expression (p=0,0879) im Glioblastomgewebe auf (vergleiche Subgruppen-Analyse in 

Oberstadt et al. [77]). Einzige Ausnahme bildete  CD95, bei dem verglichen mit 

Kontrollhirngewebe in den Glioblastom-Patientenproben signifikant geringere mRNA-

Expressionslevel (0,82 vs. 0,38; p=0,0234) gefunden wurden. Für den Transporter ABCG2 

(p=0,1921) konnten keine Expressionsunterschiede auf mRNA-Ebene zwischen Kontrollhirn- 

und Glioblastomgewebe festgestellt werden. 
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3.1.1.2 Einfluss der Expression von Stammzellmarkern auf das Überleben von 

Patienten mit Glioblastom 

 

Anschließend sollte untersucht werden, ob die mRNA-Expression der Stammzellmarker für 

Patienten mit Glioblastom von prognostischer Relevanz ist. Dazu wurde das Kollektiv anhand 

der medianen Überlebenszeit nach Diagnosestellung (296 Tage bzw. 303 Tage [für CD44 und 

MEF]) in zwei Gruppen eingeteilt: 1. Patienten mit einer Überlebenszeit < Median und 2. 

Patienten mit einer Überlebenszeit ≥ Median. Dabei ergab sich ausschließlich für die mRNA-

Daten von CD95 ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Patienten-Gruppen (siehe 

Abbildung 11). Bei Patienten, die weniger als 296 Tage überlebten, wiesen die Tumoren auf 

mRNA-Ebene eine etwa zweifach erhöhte Expression (0,57 vs. 0,29; p=0,0315; Mann-

Whitney-U-Test) des Stammzellmarkers CD95 auf. Für alle anderen untersuchten 

Stammzellmarker ließen sich keine Zusammenhänge zwischen mRNA-Expression und 

Überlebenszeit nachweisen.  
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Abbildung 10: Darstellung 

der mRNA-Expression von 

Stammzellmarkern in 

Glioblastomgewebe im 

Vergleich zu Normalhirn-

gewebe. Die Quantifizierung 

erfolgte mittels Real-time-

PCR nach dem TaqMan®-

Prinzip; die Expression 

wurde auf 18S rRNA 

normalisiert; Mann-Whitney-

U-Test, *p<0,05, **p<0,01, 

***p<0,001. 
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Zusätzlich wurden Kaplan-Meier-Überlebenszeitanalysen zur Schätzung der 

Überlebenswahrscheinlichkeit der Patienten (dargestellt als kumulatives Überleben in 

Prozent) durchgeführt. Die Einteilung der Patienten erfolgte anhand der medianen mRNA-

Expression des jeweiligen Stammzellmarkers. Der Vergleich der beiden Patienten-Gruppen 

lieferte nur für CD95 ein statistisch signifikantes Ergebnis (p=0,0071; Gehan-Breslow-

Wilcoxon Test). Patienten mit einer CD95-mRNA-Expression unterhalb des Medians 

(Median=0,38) zeigten initial eine höhere Überlebenswahrscheinlichkeit als Patienten, deren 

CD95-Expression oberhalb des Medians lag (siehe Abbildung 12). Interessanterweise kam es 

bei einer Überlebenszeit von ca. 550 Tagen zu einer Überkreuzung der Überlebenskurven und 

somit einer Umkehr der Überlebenswahrscheinlichkeiten.  

Für alle anderen untersuchten Stammzellmarker hatte das Ausmaß der mRNA-Expression im 

betrachteten Überlebenszeitraum keinen Einfluss auf das Gesamtüberleben der Patienten. 
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Abbildung 11: Vergleich der 

mRNA-Expressionsdaten von 

Stammzellmarkern in Glio-

blastomproben anhand der 

medianen Überlebenszeit der 

Patienten. Patienten mit einer 

Überlebenszeit < Median vs. 

Überlebenszeit ≥ Median 
(Median 296 Tage bzw. 303 

Tage [für CD44 und MEF]), die 

Quantifizierung erfolgte mittels 

Real-time-PCR nach dem 

TaqMan
®

-Prinzip; die Ex-

pression wurde auf 18S rRNA 

normalisiert; Mann-Whitney-U-

Test, *p<0,05. 
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3.1.2 Expression von Differenzierungsmarkern auf mRNA-Ebene 

3.1.2.1 Vergleich von Glioblastom-Patientenproben mit Normalhirngewebe 

 

Neben der Expression ausgewählter Stammzellmarker wurde in den Patientenproben auch die 

mRNA-Expression der astrozytären Differenzierungsmarker GFAP und Sparc sowie des 

Mikroglia-Differenzierungsmarkers Iba1 untersucht. Dabei zeigten sich fünffach erhöhte 

mRNA-Expressionswerte (4,82 vs. 0,94; p=0,0001; Mann-Whitney-U-Test) von Sparc in den 

humanen Glioblastomgeweben im Vergleich zu Normalhirngewebe (siehe Abbildung 13). Die 

Expressionsdaten des zweiten untersuchten Astrozyten-Differenzierungsmarkers, GFAP, 

ließen hingegen keine signifikanten Unterschiede erkennen (p=0,2787; vergleiche 

Subgruppen-Analyse in Oberstadt et al. [77]). Für Iba1 konnte im betrachteten 

Patientenkollektiv ebenfalls eine signifikant gesteigerte mRNA-Expression auf das Vierfache 

der Kontrollhirngewebe nachgewiesen werden (6,53 vs. 1,37; p=0,0003). 
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Abbildung 12: Kaplan-Meier-

Überlebenszeitanalysen von 

Patienten mit Glioblastom-

Primärtumoren in Abhängigkeit 

des Expressionslevels ausge-

wählter Stammzellmarker. Die 

Patienten wurden anhand der 

medianen mRNA-Expression des 

jeweiligen Stammzellmarkers in 

zwei Gruppen eingeteilt: Patienten 

mit einer Expression unterhalb des 

Medians (hellgraue Kurve) sowie 

Patienten mit einer Expression 

oberhalb des Medians (dunkel-

graue Kurve); abgebildet ist das 

kumulative Überleben; Gehan-

Breslow-Wilcoxon Test, 

**p<0,01. 
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3.1.2.2 Einfluss der Expression von Differenzierungsmarkern auf das Überleben 

von Patienten mit Glioblastom 

 

Um Aussagen über eine mögliche prognostische Relevanz der mRNA-Expression der 

untersuchten Differenzierungsmarker treffen zu können, wurden die Patienten anhand der 

medianen Überlebenszeit von knapp zehn Monaten (296 Tage [GFAP und Iba1] bzw. 303 

Tage [Sparc]) in zwei Gruppen aufgeteilt. Patienten mit einer Überlebenszeit unterhalb des 

Medians zeigten eine signifikant erhöhte GFAP-mRNA-Expression verglichen mit den 

Patienten, die länger als 296 Tage überlebten (2,49 vs. 1,51; p=0,0250; Mann-Whitney-U-

Test). Aus den Daten für die Sparc- und Iba1-mRNA-Expression ließen sich hingegen keine 

Assoziationen zwischen Expressionsausmaß und Überlebenszeit ableiten  

(siehe Abbildung 14).  
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Abbildung 13: Darstellung der mRNA-

Expression von Differenzierungsmarkern in 

Glioblastom-Patientenproben im Vergleich 

zu Normalhirngewebe. Die Quantifizierung 

erfolgte mittels Real-time-PCR nach dem 

TaqMan®-Prinzip, die Expression wurde auf 

18S rRNA normalisiert; Mann-Whitney-U-Test, 

***p<0,001. 
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Auch für die untersuchten Differenzierungsmarker erfolgte die Schätzung der 

Überlebenswahrscheinlichkeit mittels Kaplan-Meier-Überlebenszeitanalysen. Als 

Trenngrenze zur Einteilung des Patientenkollektivs in zwei Gruppen diente ebenfalls der 

jeweils ermittelte Median der mRNA-Expression des entsprechenden 

Differenzierungsmarkers. Ein statistisch signifikanter Unterschied ergab sich für GFAP 

(p=0,0471; Gehan-Breslow-Wilcoxon Test). Patienten mit einer GFAP-Expression unterhalb 

des Medians (Median=1,89) wiesen in den ersten 500 Tagen nach Diagnosestellung eine 

höhere Überlebenswahrscheinlichkeit auf als die Patienten mit einer oberhalb des Medians 

gelegenen Expression von GFAP (siehe Abbildung 15). Allerdings kam es mit zunehmender 

Überlebenszeit zu einer Annäherung der beiden Kurven, sodass der Überlebensvorteil einer 

niedrigen GFAP-Expression über die Zeit verloren ging.  
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Abbildung 14: Vergleich der mRNA-

Expression von Differenzierungsmarkern 

in Glioblastomproben anhand der 

medianen Überlebenszeit der Patienten. 

Einteilung der Patienten in zwei Gruppen:  

1.) Überlebenszeit < Median sowie  

2.) Überlebenszeit ≥ Median  

(Median: 296 Tage [GFAP und Iba1] bzw. 

303 Tage [Sparc]), die Quantifizierung 

erfolgte mittels Real-time-PCR nach dem 

TaqMan®-Prinzip; die Expression wurde auf 

18S rRNA normalisiert; Mann-Whitney-U-

Test, *p<0,05. 
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3.1.3 Assoziation der Expressionsdaten mit Alter und Geschlecht der 

Patienten 

 

Zusätzlich sollte geprüft werden, ob die mRNA-Expression der Stammzell- und 

Differenzierungsmarker in den humanen Glioblastomproben mit patientenbezogenen Faktoren 

wie dem Geschlecht und dem Alter bei Diagnosestellung assoziiert ist.  

Bezüglich des Geschlechtes konnte im untersuchten Patientenkollektiv kein Zusammenhang 

mit der Höhe der mRNA-Expression festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). 

Betrachtete man das Alter bei Diagnosestellung so fanden sich unter allen Markern lediglich 

für GFAP und MEF auf mRNA-Ebene statistisch signifikante Ergebnisse (siehe Abbildung 

16). Im Fall des Differenzierungsmarkers GFAP korrelierte das Patientenalter signifikant 

positiv mit der Höhe der mRNA-Expression (p=0,0164; Spearman-

Rangkorrelationskoeffizient r=0,3559), sodass Patienten mit höherem Lebensalter bei 

Diagnosestellung auch höhere GFAP-mRNA-Spiegel aufwiesen. Für die MEF-mRNA-

Expression zeigte sich dagegen eine inverse Korrelation mit dem Patientenalter. Zum 

Diagnosezeitpunkt wiesen jüngere Patienten deutlich höhere Expressionsspiegel auf als ältere 

Patienten (p=0,0475; Spearman-Rangkorrelationskoeffizient r=-0,3004). 
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Abbildung 15: Kaplan-Meier-Überlebenszeit-

analysen von Patienten mit Glioblastom-

Primärtumoren in Abhängigkeit des mRNA-

Expressionsgehalts ausgewählter Differenzie-

rungsmarker. Die Patienten wurden anhand der 

medianen mRNA-Expression des jeweiligen 

Differenzierungsmarkers in zwei Gruppen 

eingeteilt: Patienten mit einer Expression unterhalb 

des Medians (hellgraue Kurve) sowie Patienten mit 

einer Expression oberhalb des Medians 

(dunkelgraue Kurve); abgebildet ist das kumulative 

Überleben; Gehan-Breslow-Wilcoxon Test, 

*p<0,05. 
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3.1.4 Assoziation der Expressionsdaten zum Pim1-mRNA-Gehalt 

3.1.4.1 Stammzellmarker 

 

Gegenstand dieser Arbeit war außerdem die Untersuchung eines möglichen Zusammenhangs 

zwischen der Expression der Stammzell- und Differenzierungsmarker mit der Expression der 

Kinase Pim1. Die Pim1-mRNA-Daten wurden im Rahmen der Promotionsarbeit von Frau 

Herzog erhoben und für die Korrelationsanalysen in dieser Arbeit zur Verfügung gestellt [59]. 

Hierfür wurden die Patienten anhand der medianen Pim1-mRNA-Expression (Median=3,0) 

ebenfalls in zwei Gruppen unterteilt. Es konnten jedoch keine statistisch signifikanten 

Expressionsunterschiede der Stammzellmarker in Abhängigkeit von der Pim1-Expression 

gefunden werden. Einzig CD95 zeigte eine tendenziell erhöhte mRNA-Expression (0,83 vs. 

0,30; p=0,0574; Mann-Whitney-U-Test) bei den Patienten mit hohen (oberhalb des Medians 

gelegenen) Pim1-Expressionswerten (siehe Abbildung 17). 
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Abbildung 16: Korrelationsanalysen der mRNA-Expression von GFAP bzw. MEF/ELF4 in Glioblastom-

Patientengewebe mit dem Alter bei Diagnosestellung. Die Quantifizierung der mRNA erfolgte mittels Real-

time-PCR nach dem TaqMan®-Prinzip, die Expression wurde auf 18S rRNA normalisiert; zur Auswertung wurde 

eine Spearman-Korrelationsanalyse durchgeführt (α=0,05), *p<0,05. 

 



3 Ergebnisse 

52 

 

 

 

Weiterhin wurden die Glioblastom-Patientenproben auf das Vorliegen einer Koexpression 

von Pim1 und den Stammzellmarkern analysiert. In den dafür durchgeführten Spearman-

Korrelationsanalysen konnte gezeigt werden, dass Patienten mit hohen CD44-mRNA-

Expressionswerten auch einen signifikant höheren Pim1-mRNA-Gehalt aufwiesen (p=0,0206; 

Spearman-Rangkorrelationskoeffizient r=0,3008). Für die anderen betrachteten 

Stammzellmarker fand sich kein Zusammenhang mit der Pim1-mRNA-Expression (siehe 

Abbildung 18). 
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Abbildung 17: Vergleich der 

mRNA-Expression der 

Stammzellmarker in Abhän-

gigkeit von der medianen 

Pim1-mRNA-Expression.  

Die Patienten wurden in zwei 
Gruppen eingeteilt: 1.) Pim1-

Expression ≤ Median sowie 

2.) Pim1-Expression > 
Median (Pim1-Median = 3,0), 

die Pim1-mRNA-Daten 

wurden durch quantitative 
Real-time-PCR ermittelt; die 

Auswertung erfolgte mittels 
Mann-Whitney-U-Test. 
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3.1.4.2 Differenzierungsmarker 

 

Analog zu den Stammzellmarkern wurde auch die mRNA-Expression der 

Differenzierungsmarker auf eine mögliche Assoziation mit der Pim1-mRNA-Expression 

untersucht. Es erfolgte ebenfalls zunächst eine Einteilung der Patienten in zwei Gruppen in 

Abhängigkeit von der medianen Pim1-mRNA-Expression (Median=3,0). Dabei zeigten sich 

signifikant erhöhte Iba1-Expressionswerte (p=0,0372; Mann-Whitney-U-Test) bei der Gruppe 

mit einer Pim1-Expression oberhalb des Medians (siehe Abbildung 19). Letztere wiesen einen 

zweifach höheren Iba1-mRNA-Gehalt auf als die Vergleichsgruppe (8,35 vs. 4,16). Die 

Untersuchungen zu den beiden astrozytären Differenzierungsmarkern GFAP und Sparc 

erbrachten keine Expressionsunterschiede in Abhängigkeit von der Pim1-mRNA-Expression. 
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Abbildung 18: Korrelations-

analysen der mRNA-

Expression der Stammzell-

marker mit der mRNA-

Expression der Kinase Pim1 

in Glioblastom-

Patientengewebe. Die 
Quantifizierung der mRNA-

Daten erfolgte mittels Real-

time-PCR nach dem TaqMan®-
Prinzip, die Expression wurde 

auf 18S rRNA normalisiert; zur 

Auswertung wurde eine 
Spearman-Korrelationsanalyse 

durchgeführt (α=0,05), *p<0,05. 
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Aus den Ergebnissen der zusätzlich durchgeführten Spearman-Korrelationsanalysen der 

betrachteten Differenzierungsmarker konnte keine Assoziation zur Expression der Kinase 

Pim1 abgeleitet werden (siehe Abbildung 20).  
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Abbildung 19: Vergleich der mRNA-Expression 

der Differenzierungsmarker in Abhängigkeit von 

der medianen Pim1-mRNA-Expression. Die 

Patienten wurden dazu in zwei Gruppen eingeteilt: 

1.) Pim1-Expression ≤ Median sowie 2.) Pim1-

Expression > Median (Pim1-Median = 3,0); die 

Quantifizierung der mRNA-Daten erfolgte mittels 

Real-time-PCR nach dem TaqMan®-Prinzip, die 

Expression wurde auf 18S rRNA normalisiert; zur 

Auswertung wurde ein Mann-Whitney-U-Test 

durchgeführt, *p<0,05. 

 

Abbildung 20: Korrelationsanalysen der 

mRNA-Expression der Differenzierungs-

marker mit der mRNA-Expression der 

Kinase Pim1 in Glioblastom-Patienten-

gewebe. Die Quantifizierung der mRNA-Daten 

erfolgte mittels Real-time-PCR nach dem 

TaqMan®-Prinzip, die Expression wurde auf 

18S rRNA normalisiert; zur Auswertung wurde 

eine Spearman-Korrelationsanalyse durch-

geführt. 
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3.1.5 Korrelationsanalysen der Expression von Stammzell- und 

Differenzierungsmarkern 

 

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen wurde mittels Spearman-Korrelationsanalysen 

überprüft, ob die Expression der Stammzell- und Differenzierungsmarker in den humanen 

Glioblastomen miteinander korreliert. In Abbildung 21 sind ausschließlich diejenigen 

Korrelationsanalysen dargestellt, für die sich signifikante Resultate zeigten. Eine positive 

Korrelation ergab sich für die beiden Stammzellmarker CD44 und MEF (p=0,0003; 

Spearman-Rangkorrelationskoeffizient r=0,4510) sowie für den Mikroglia-

Differenzierungsmarker Iba1 und den Stammzellmarker CD95 (p=0,0003; Spearman-

Rangkorrelationskoeffizient r=0,4321). Zudem zeigte sich für den Astrozyten-

Differenzierungsmarker Sparc sowohl mit dem Stammzellmarker CD44 (p=0,0002; 

Spearman-Rangkorrelationskoeffizient r=0,4525) als auch mit dem Stammzellmarker MEF 

(p=0,0005; Spearman-Rangkorrelationskoeffizient r=0,4327) eine positive Korrelation der 

Expressionen in den Glioblastomproben. 
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Abbildung 21: Korrelationsanalysen der mRNA-Expression der 

Stammzell- und Differenzierungsmarker in Glioblastom-

Patientengewebe. Dargestellt sind ausschließlich Korrelations-

analysen mit einem p<0,001. Die Quantifizierung der mRNA-Daten 

erfolgte mittels Real-time-PCR nach dem TaqMan®-Prinzip, die 

Expression wurde auf 18S rRNA normalisiert; zur Auswertung 

wurde eine Spearman-Korrelationsanalyse durchgeführt (α=0,05), 

***p<0,001. 
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3.2 Proteinexpression von Stammzell- und Differenzierungs-

markern in Glioblastom-Patientenproben 

3.2.1 Vergleich von Glioblastom-Patientenproben mit Normalhirngewebe 

 

Neben den Untersuchungen zur Expression der Stammzell- und Differenzierungsmarker auf 

mRNA-Ebene erfolgte als nächster wesentlicher Schritt die Betrachtung der Expression auf 

Proteinebene. Die Proteindaten wurden mittels Western-Blot-Analysen erhoben und die 

densitometrische Auswertung mit Quantity One
®
 (Bio-Rad) durchgeführt. Als 

Ladungskontrolle diente das Housekeeping-Gen GAPDH. Untersucht wurden die als 

Stammzellmarker diskutierten Proteine CD44, Nestin, MEF/ELF4 sowie die astrozytären 

Differenzierungsmarker GFAP und Sparc. 

In Abbildung 22 ist die Proteinexpression der ausgewählten Markerproteine in den 

Glioblastom-Patientenproben der Expression in Normalhirngewebe gegenübergestellt. Es 

konnte nachgewiesen werden, dass alle drei untersuchten Stammzellmarker in den 

Glioblastomen signifikant stärker exprimiert werden (CD44 p<0.0001; Nestin p=0,0003; 

MEF/ELF4 p=0,0034; Mann-Whitney-U-Test). Die analysierten Glioblastomproben wiesen 

eine gesteigerte mediane Proteinexpression von CD44 auf das Achtfache (7,31 vs. 0,88) und 

von Nestin auf das Sechsfache (5,59 vs. 0,88) der Kontrollhirngewebe auf. Die 

Untersuchungen zur Expression von MEF ergaben einen zweifach erhöhten Proteingehalt in 

den Glioblastomen (1,84) verglichen mit Normalhirngewebe (0,91). Bei den 

Differenzierungsmarkern zeigte Sparc eine signifikant gesteigerte Proteinexpression 

(p<0.0001) in den Glioblastomproben gegenüber Kontrollhirngewebe (8,14 vs. 1,01), 

während GFAP im untersuchten Patientenkollektiv keine Expressionsunterschiede vorwies 

(1,03 vs. 1,09; p=0,7996). 
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3.2.2 Assoziation der Proteinexpression mit dem Überleben 

 

Eine wichtige Analyse dieser Arbeit stellte anschließend die Prüfung der Expression der 

untersuchten Gene bzw. Proteine hinsichtlich einer prognostischen Relevanz für Patienten mit 

Glioblastom dar. Die Einteilung der Patienten erfolgte anhand der medianen Überlebenszeit in 

eine Gruppe von Kurzzeitüberlebenden und eine Gruppe von Langzeitüberlebenden. Ein 

Zusammenhang fand sich dabei ausschließlich für die Proteinexpression des 

Differenzierungsmarkers GFAP (siehe Abbildung 23). Patienten mit einer Überlebenszeit 

oberhalb des Medians zeigten mit einem relativen Wert von 1,36 signifikant höhere GFAP-

Proteinexpressionswerte als Patienten der Vergleichsgruppe mit einer medianen Expression 

von 0,79 (p=0,0308; Mann-Whitney-U-Test). 
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Abbildung 22: Vergleich der 

Proteinexpression der Stammzell- 

und Differenzierungsmarker in 

Glioblastom-Patientengewebe vs. 

Normalhirngewebe. Darstellung 

repräsentativer Western Blots sowie 

der densitometrischen Auswertung 
der Blots; die densitometrische 

Auswertung erfolgte mit Quantity 

One® (BioRad) und Normalisierung 

auf β-Actin sowie GAPDH;         

Mann-Whitney-U-Test, **p<0,01, 
***p<0,001. 
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Dieses Ergebnis bestätigte sich auch in den ebenfalls durchgeführten Kaplan-Meier-

Überlebenszeitanalysen. Patienten mit einer GFAP-Expression oberhalb der medianen GFAP-

Proteinexpression wiesen eine signifikant erhöhte Überlebenswahrscheinlichkeit auf 

(p=0,0284; Gehan-Breslow-Wilcoxon Test) verglichen mit Patienten, die eine GFAP-

Expression unterhalb des Medians besaßen (siehe Abbildung 24). Für die anderen 

untersuchten Markerproteine konnte hingegen keine Assoziation zwischen der 

Proteinexpression und der Überlebenszeit nachgewiesen werden. 
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Abbildung 23: Vergleich der 

Proteinexpression der Stammzell- 

und Differenzierungsmarker in 

Glioblastomproben anhand der 

medianen Gesamtüberlebenszeit 

der Patienten. Die Einteilung der 

Patienten erfolgte anhand der 

medianen Überlebenszeit jeweils in 

zwei Gruppen: Überlebenszeit  

≤ Median vs. > Median;  

Mann-Whitney-U-Test, *p<0,05. 
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3.2.3 Assoziation der Proteinexpression mit Patientendaten (Alter, 

Geschlecht) und der Pim1-Expression 

 

Die Untersuchungen zur Assoziation der Proteinexpression mit patientenbezogenen Faktoren 

wie dem Alter bei Diagnosestellung und dem Geschlecht sowie der Pim1-Proteinexpression 

(die Pim1-Protein-Daten wurden ebenfalls im Rahmen der Promotionsarbeit von Frau Herzog 

gemessen und für die Korrelationsanalysen dieser Arbeit zur Verfügung gestellt [59]) lieferten 

keine statistisch signifikanten Ergebnisse (Daten nicht gezeigt). Auch Tendenzen ließen sich 

aus den erhobenen Daten nicht ableiten. 

 

3.2.4 Korrelationsanalysen der Proteinexpression von Stammzell- und 

Differenzierungsmarkern 

 

Im Rahmen der Untersuchungen zur Proteinexpression wurden abschließend Spearman-

Korrelationsanalysen zur Feststellung einer möglichen Koregulation der Stammzell- und 

Differenzierungsmarker durchgeführt (siehe Abbildung 25). Es konnte gezeigt werden, dass 
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Abbildung 24: Kaplan-Meier-

Überlebenszeitanalysen von Patienten 

mit Glioblastom-Primärtumoren in 

Abhängigkeit von der Proteinexpression 

ausgewählter Stammzell- und 

Differenzierungsmarker. Die Patienten 

wurden anhand der medianen 

Proteinexpression des jeweiligen 
Stammzell- bzw. Differenzierungsmarkers 

in zwei Gruppen eingeteilt: Patienten mit 

einer Expression unterhalb des Medians 

(hellgraue Kurve) sowie Patienten mit einer 

Expression oberhalb des Medians 

(dunkelgraue Kurve); abgebildet ist das 

kumulative Überleben in %; Gehan-

Breslow-Wilcoxon Test, *p<0,05. 
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die Proteinexpression der beiden Stammzellmarker CD44 und Nestin in den Glioblastom-

Patientenproben zueinander korreliert vorliegt (p=0,0362; Spearman-

Rangkorrelationskoeffizient r=0,3906). Bei Patienten, die vermehrt den 

Differenzierungsmarker Sparc auf Proteinebene exprimierten, fand sich gleichzeitig auch eine 

erhöhte Expression von MEF/ELF4 (p=0,0223; Spearman-Rangkorrelationskoeffizient 

r=0,3133) und GFAP (p=0,0239; Spearman-Rangkorrelationskoeffizient r=0,3100). 

 

 

 

 

3.3 Einfluss einer Pim1-Inhibition auf die mRNA-Expression von 

Stammzell- und Differenzierungsmarkern in humanen 

Glioblastom-Zelllinien 
 

Den dritten großen Bestandteil dieser Arbeit bildeten in vitro-Experimente zur Untersuchung 

des Einflusses einer Pim1-Inhibition sowohl auf die mRNA- als auch die Proteinexpression 

von Stammzell- und Differenzierungsmarkern in den humanen Glioblastom-Zelllinien LN18 

sowie U87MG (siehe Punkt 2.2.3).  

CD44, Nestin

0.1 1 10 100
0.1

1

10

100
Spearman r=0,3906

p=0,0362 *

n=29

CD44-Proteinexpression

(normalisiert auf -Actin und GAPDH)

N
es

ti
n
-P

ro
te

in
ex

p
re

ss
io

n

(n
o
rm

al
is

ie
rt

 a
u
f


-A
ct

in
 u

n
d
 G

A
P

D
H

)

MEF, Sparc

0.1 1 10 100
1

10

100
Spearman r=0,3133

p=0,0223 *

n=53

MEF-Proteinexpression

(normalisiert auf -Actin und GAPDH)

S
pa

rc
-P

ro
te

in
ex

pr
es

si
o

n

(n
o
rm

al
is

ie
rt

 a
u
f


-A
ct

in
 u

n
d
 G

A
P

D
H

)

Sparc, GFAP

1 10 100
0.1

1

10
Spearman r=0,3100

p=0,0239  *

n=53

Sparc-Proteinexpression

(normalisiert auf -Actin und GAPDH)

G
F

A
P

-P
ro

te
in

ex
pr

es
si

o
n

(n
o
rm

al
is

ie
rt

 a
u
f


-A
ct

in
 u

n
d
 G

A
P

D
H

)

CD44 und Nestin MEF und Sparc

Sparc und GFAP

N
es

ti
n

-P
ro

te
in

ex
p
re

ss
io

n
(n

o
rm

al
is

ie
rt

 a
u

f 
β

-A
ct

in
 u

n
d

 G
A

P
D

H
)

S
p
ar

c-
P

ro
te

in
ex

p
re

ss
io

n
(n

o
rm

al
is

ie
rt

 a
u

f 
β

-A
ct

in
 u

n
d

 G
A

P
D

H
)

G
F
A

P
-P

ro
te

in
ex

p
re

ss
io

n
(n

o
rm

al
is

ie
rt

 a
u

f 
β

-A
ct

in
 u

n
d

 G
A

P
D

H
)

CD44-Proteinexpression
(normalisiert auf β-Actin und GAPDH)

MEF-Proteinexpression
(normalisiert auf β-Actin und GAPDH)

Sparc-Proteinexpression
(normalisiert auf β-Actin und GAPDH)

Spearman r=0,3906

p=0,0362 *

n=29

Spearman r=0,3133

p=0,0223 *

n=53

Spearman r=0,3100

p=0,0239 *

n=53

0,1

100

10

1

0,1 1 10 100

100

10

1

0,1 1 10 100

0,1

1

10

1 10 100

Abbildung 25: Korrelationsanalysen der 

Proteinexpression der Stammzell- und 

Differenzierungsmarker in Glioblastom-

Patientengewebe. Die Proteinexpression 

wurde mittels Western Blot ermittelt und mit 

dem Programm Quantity One® (BioRad) 

densitometrisch ausgewertet und auf β-Actin 

und GAPDH normalisiert; zur statistischen 

Auswertung wurde eine Spearman-

Korrelationsanalyse durchgeführt (α=0,05), 

*p<0,05. 
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Zunächst wurde der Einfluss der Pim1-Inhibition auf die mRNA-Expression in den LN18- 

und U87MG-Zellen analysiert. Betrachtet wurden die Stammzellmarker CD133, Nestin, 

CD95, Nanog, ABCG2, CD44 und MEF/ELF4 sowie die Astrozyten-Differenzierungsmarker 

GFAP und Sparc. Als Inhibitoren wurden LY294002 (LY, dualer PI3K- und Pim1-Inhibitor), 

Quercetagetin (QT, nicht-selektiver Pim-Inhibitor) und TSC Pim1-1 (selektiver Pim1-

Inhibitor) verwendet. 

 

3.3.1 Pim1-Inhibition in der Zelllinie LN18: mRNA-Expression 

 

Die Zellen der humanen Glioblastom-Zelllinie LN18 zeigten eine signifikante Verminderung 

der Nestin-mRNA-Expression von einem mittleren Expressionswert der Kontrolle (DMSO) 

von 1,02 auf 0,6 unter Gabe von 5 µM LY, auf 0,19 unter Gabe von 50 µM LY, auf 0,59 bei 

5 µM QT sowie auf 0,23 bei Inkubation mit 50 µM TCS (Dunnett's Multiple Comparison 

Test). Auch die Expression von MEF/ELF4 wurde im Mittel durch die Gabe von 50 µM LY 

auf eine relative mRNA-Expression von 0,57 und durch 50 µM QT auf 0,65 im Vergleich zur 

DMSO-Kontrolle mit einem relativen Expressionswert von 1,07 signifikant herunterreguliert 

(siehe Abbildung 26). Der selektive Pim1-Inhibitor TCS führte nicht zu einer Änderung in der 

MEF/ELF4-mRNA-Expression. Im Gegensatz dazu wurde der Stammzellmarker Nanog unter 

Einfluss von 50 µM LY sogar signifikant (sechsfach) höher exprimiert verglichen mit der 

DMSO-Kontrolle (6,61 vs. 1,06), während alle anderen Inhibitoren keine Regulation von 

Nanog bewirkten. Die eingesetzten Inhibitoren zeigten auf die mRNA-Expression von 

CD133, CD95, CD44 und ABCG2 keinen statistisch signifikanten Effekt. 
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Bei der Analyse der astrozytären Differenzierungsmarker bestätigte sich, dass die LN18-

Zellen GFAP (wie unter 2.1.8 beschrieben) nicht exprimieren. Eine signifikant verminderte 

Expression konnte jedoch für das Glykoprotein Sparc unter Gabe von 50 µM LY auf eine 

relative Expression von 0,49, unter 5 µM QT auf 0,73 sowie unter 50 µM TCS auf 0,41, 

verglichen mit der mittleren Expression der DMSO-Kontrolle von 1,04, nachgewiesen werden  

(siehe Abbildung 27). 
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Abbildung 26: Darstellung der 

mRNA-Expression der Stamm-

zellmarker in LN18-Zellen 

unter Applikation von 

LY294002 (LY, Pim1- und 

PI3K-Inhibitor), Quercetagetin 

(QT, Pim1-Inhibitor) und TCS 

Pim1-1 (TCS, selektiver Pim1-

Inhibitor). Die Inkubationszeit 

der Substanzen betrug 48 

Stunden, als Lösungsmittel-

kontrolle diente Dimethylsulfoxid 

(DMSO), für jede Versuchs-

bedingung wurden Triplikate 

durchgeführt; die mRNA-

Expression wurde auf 18S rRNA 
normalisiert; n=3, One-Way-

Anova-Analyse mit Dunnett's 

Multiple Comparison Test, 

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. 

 

Abbildung 27: Darstellung der mRNA-

Expression des Differenzierungsmarkers 

Sparc in LN18-Zellen unter Applikation 

von LY294002 (LY, Pim1- und PI3K-

Inhibitor), Quercetagetin (QT, Pim1-

Inhibitor) und TCS Pim1-1 (TCS, selektiver 

Pim1-Inhibitor). Die Inkubationszeit der 

Substanzen betrug 48 Stunden, als 

Lösungsmittelkontrolle diente 

Dimethylsulfoxid (DMSO), für jede Versuchs-

bedingung wurden Triplikate durchgeführt; 

die mRNA-Expression wurde auf 18S rRNA 

normalisiert; n=3, One-Way-Anova-Analyse 

mit Dunnett's Multiple Comparison Test, 

*p<0,05,  ***p<0,001. 
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3.3.2 Pim1-Inhibition in der Zelllinie U87MG: mRNA-Expression 

 

Der unter 3.3.1 dargestellte Zellversuch wurde parallel mit den U87MG-Zellen durchgeführt. 

Statistisch signifikante Expressionsunterschiede ergaben sich auf mRNA-Ebene bei den 

U87MG-Zellen ausschließlich unter Einfluss der Substanz LY294002 (LY, siehe Abbildung 

28). Nach 48-stündiger Inkubation mit 5 µM LY sah man einen signifikanten Anstieg der 

mittleren mRNA-Expression des Stammzellmarkers Nestin von 1,11 (DMSO-Kontrolle) auf 

3,07 (5 µM LY). Für CD95 (5,74 vs. 1,07) und Nanog (5,27 vs. 1,09) fanden sich im Mittel 

auf das Fünffache bzw. Vierfache signifikant erhöhte Expressionswerte unter Gabe von  

50 µM LY im Vergleich zur Kontrolle (Dunnett's Multiple Comparison Test).  

Die mRNA-Daten der anderen analysierten Marker ließen unter den verwendeten Inhibitoren 

keine Expressionsunterschiede erkennen. 

 

 

Im Gegensatz zu den LN18-Zellen exprimierten die U87MG-Zellen den Astrozyten-

Differenzierungsmarker GFAP und zeigten unter Gabe von 50 µM LY eine signifikant 

gesteigerte mRNA-Expressionsrate auf das 15-Fache des mittleren Expressionswertes der 

DMSO-Kontrolle (18,4 vs. 1,16). Die Untersuchungen zu Sparc lieferten keine statistisch 
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Abbildung 28: Darstellung der 

mRNA-Expression der Stamm-

zellmarker in U87MG-Zellen 

unter Applikation von LY294002 

(LY, Pim1- und PI3K-Inhibitor), 

Quercetagetin (QT, Pim1-

Inhibitor) und TCS Pim1-1 

(TCS, selektiver Pim1-Inhibitor). 

Die Inkubationszeit der Substanzen 

betrug 48 Stunden, als Lösungs-

mittelkontrolle diente Dimethyl-

sulfoxid (DMSO), für jede 

Versuchsbedingung wurden 

Triplikate durchgeführt; die 

mRNA-Expression wurde auf 18S 
rRNA normalisiert; n=3, One-

Way-Anova-Analyse mit Dunnett's 

Multiple Comparison Test, 

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. 
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signifikanten Expressionsunterschiede (siehe Abbildung 29), jedoch zeigte sich ein 

tendenzieller Anstieg der mRNA-Expression unter allen drei Pim1-Inhibitoren. 

 

 

3.4 Einfluss einer Pim1-Inhibition auf die Proteinexpression von 

Stammzell- und Differenzierungsmarkern in humanen 

Glioblastom-Zelllinien 
 

Abschließend erfolgte die Untersuchung der Regulation der Expression von Stammzell- und 

Differenzierungsmarkern durch Pim1-Inhibitoren auf Proteinebene. Dazu wurden Western-

Blot-Analysen für die Stammzellmarker CD133, Nestin und CD44 sowie für die beiden 

Differenzierungsmarker GFAP und Sparc durchgeführt. 

 

3.4.1 Pim1-Inhibition in der Zelllinie LN18: Proteinexpression 

 

Im Vergleich zu den DMSO-behandelten Kontrollzellen mit einer relativen Nestin-Expression 

von 4,11 exprimierten die LN18-Zellen signifikant weniger Nestin nach Inkubation mit  

50 µM QT (1,65) sowie 5 µM TCS (2,06) und 50 µM TCS (1,19) (Dunnett's Multiple 

Comparison Test). Für den als Stammzellmarker diskutierten CD44 zeigten sich auf 

Proteinebene dagegen gesteigerte mittlere Expressionswerte unter Gabe von TCS in den 

eingesetzten Dosierungen von 5 µM (19,65 vs. 5,55) und 50 µM (15,61 vs. 5,55). Die 
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Abbildung 29: Darstellung der mRNA-Expression der Differenzierungsmarker GFAP und Sparc in U87MG-Zellen unter Applikation 

von LY294002 (LY, Pim1- und PI3K-Inhibitor), Quercetagetin (QT, Pim1-Inhibitor) und TCS Pim1-1 (TCS, selektiver Pim1-

Inhibitor). Die Inkubationszeit der Substanzen betrug 48 Stunden, als Lösungsmittelkontrolle diente Dimethylsulfoxid (DMSO), für jede 

Versuchsbedingung wurden Triplikate durchgeführt; die mRNA-Expression wurde auf 18S rRNA normalisiert; n=3, One-Way-Anova-Analyse 

mit Dunnett's Multiple Comparison Test, ***p<0,001. 
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Proteinexpression von CD133 wurde durch die eingesetzten Pim1-Inhibitoren nicht statistisch 

signifikant moduliert, jedoch zeigte sich eine tendenziell verringerte Expression sowohl unter 

50 µM LY, 50 µM QT als auch unter 50 µM TCS. 

Der Differenzierungsmarker GFAP, der auf mRNA-Ebene in den LN18-Zellen nicht 

nachweisbar war, konnte auch auf Proteinebene unter Gabe der Lösungsmittelkontrolle 

DMSO nicht nachgewiesen werden (siehe Abbildung 30). Allerdings war unter Einfluss des 

selektiven Pim1-Inhibitors TCS bei einer Dosierung von 5 µM bereits eine tendenziell erhöhte 

und bei einer Dosierung von 50 µM eine signifikant erhöhte GFAP-Proteinexpression 

vorhanden. Die Analyse des zweiten Differenzierungsmarkers Sparc erbrachte keine 

signifikanten Expressionsunterschiede auf Proteinebene unter Einfluss der Pim1-Inhibitoren. 

 

 

3.4.2 Pim1-Inhibition in der Zelllinie U87MG: Proteinexpression 

 

Die Glioblastom-Zelllinie U87MG exprimierte unter Gabe von TCS analog zu den LN18-

Zellen signifikant mehr CD44 (siehe Abbildung 31). Es zeigte sich ein Anstieg der mittleren 

Expressionswerte auf das etwa Dreifache der Lösungsmittelkontrolle DMSO (5 µM TCS 
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Abbildung 30: Darstellung der 

Proteinexpression der Stammzell- und 

Differenzierungsmarker in LN18-Zellen 

unter Applikation von LY294002 (LY, 

Pim1- und PI3K-Inhibitor), Quercetagetin 

(QT, Pim1-Inhibitor) und TCS Pim1-1 

(TCS, selektiver Pim1-Inhibitor). Die 

Inkubationszeit der Substanzen betrug 48 

Stunden, als Lösungsmittelkontrolle diente 

Dimethylsulfoxid (DMSO), für jede 

Versuchsbedingung wurden Triplikate 

durchgeführt; die Proteinexpression wurde 

auf GAPDH normalisiert, die densito-

metrische Auswertung erfolgte mit Quantity 

One® (BioRad), die statistische Auswertung 

mit GraphPad Prism 5®; n=3, One-Way-

Anova-Analyse mit Dunnett's Multiple 

Comparison Test, *p<0,05, **p<0,01. 
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27,52 vs. 7,49 bzw. 50 µM TCS 25,95 vs. 7,49; Dunnett's Multiple Comparison Test). Die 

Proteinexpression des Stammzellmarkers CD133 wurde dagegen durch die Substanzen QT 

und TCS signifikant herunterreguliert (50 µM QT 0,4 vs. 1,34; 5 µM TCS 0,29 vs. 1,34;  

50 µM TCS 0,42 vs. 1,34). Für den Stammzellmarker Nestin war in den U87MG-Zellen unter 

keinem der eingesetzten Inhibitoren eine Expressionsänderung zu verzeichnen. 

Ähnlich wie bei den LN18-Zellen zeigte sich jedoch eine signifikante Steigerung der 

Proteinexpression von GFAP unter Gabe von sowohl 5 µM als auch 50 µM TCS. Bei 

Inkubation mit 5 µM TCS kam es zu einem Anstieg der GFAP-Expressionswerte auf das 

Zehnfache (1,62 vs. 0,15), in der höheren Dosierung sogar auf das 14-Fache des 

Kontrollwertes (2,12 vs. 0,15). Ebenso wie bei den LN18-Zellen war auch in den U87MG-

Zellen keine signifikante Modulation der Proteinexpression von Sparc nachweisbar, obwohl 

auch hier tendenziell mehr Sparc nach Applikation der Inhibitoren auftrat. 
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Abbildung 31: Darstellung der 

Proteinexpression der Stammzell- und 

Differenzierungsmarker in U87MG-Zellen 

unter Applikation von LY294002 (LY, 

Pim1- und PI3K-Inhibitor), Quercetagetin 

(QT, Pim1-Inhibitor) und TCS Pim1-1 

(TCS, selektiver Pim1-Inhibitor). Die 

Inkubationszeit der Substanzen betrug 48 

Stunden, als Lösungsmittelkontrolle diente 

Dimethylsulfoxid (DMSO), für jede 

Versuchsbedingung wurden Triplikate 

durchgeführt; die Proteinexpression wurde 

auf GAPDH normalisiert, die 

densitometrische Auswertung erfolgte mit 

Quantity One® (BioRad), die statistische 

Auswertung mit GraphPad Prism 5®; n=3, 

One-Way-Anova-Analyse mit Dunnett's 

Multiple Comparison Test, *p<0,05, 

**p<0,01. 
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4 Diskussion 

 

Das Glioblastoma multiforme ist der häufigste und gleichzeitig aggressivste primär maligne 

Hirntumor beim Erwachsenen. Trotz intensiver Forschung im Bereich molekularer 

Tumortherapie und Fortschritten sowohl in der Tumorchirurgie als auch der 

Radiochemotherapie hat sich die Prognose der Patienten in den letzten 30 Jahren nicht 

wesentlich verbessert [78, 79]. Verschiedene Faktoren wie bspw. die genetische Komplexität 

und molekulare Anpassungsfähigkeit des Glioblastoms sowie die Existenz von 

Tumorstammzellen stellen große Herausforderungen bei der Entwicklung effektiver 

Therapiestrategien dar [79, 24].  

In den letzten Jahren ist die Tumorstammzellhypothese zunehmend auch in den Fokus der 

Glioblastomforschung gerückt. Die Tumorstammzellen werden dabei als 

selbsterneuerungsfähige, tumorinitiierende Zellen beschrieben, welche die Fähigkeit besitzen, 

die heterogenen Zellpopulationen innerhalb eines Tumors hervorzubringen. Es wird 

angenommen, dass die Tumorstammzellen verantwortlich sind für die hohe Tumorigenität des 

Glioblastoms sowie seine Resistenz gegenüber der Radio- und Chemotherapie [80]. Es ist 

daher entscheidend, neue therapeutische Strategien zu entwickeln, die sich gezielt gegen diese 

Tumorstammzellen richten. Eine essentielle Voraussetzung dafür ist, Tumorstammzellen 

anhand von spezifischen Tumorstammzellmarkern genau zu charakterisieren, um sie von 

normalen (Stamm-)Zellen unterscheiden und gezielt angreifen zu können. Bislang konnte 

allerdings kein Stammzellmarker identifiziert werden, der spezifisch für 

Glioblastomstammzellen ist. Neueste Studien stellen zudem die Bedeutung bisher genutzter 

Marker wie bspw. CD133, einem der derzeit am besten charakterisierten und am häufigsten 

verwendeten Tumorstammzellmarker, in Frage, da gezeigt wurde, dass nicht alle 

Glioblastomstammzellen zwingend CD133
+
 sind [81]. Zudem wurden kürzlich Subgruppen 

unter den Glioblastomen beschrieben, die von CD133
-
 Tumorstammzellen aufrechterhalten 

werden [81]. Um Glioblastomstammzellen gezielt zu eliminieren, müssen deshalb zukünftig 

spezifischere und reproduzierbare Tumorstammzellmarker bzw. eine geeignete Kombination 

von mehreren Markern gefunden werden. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher die Expression verschiedener als (Tumor-)Stammzell- 

und Differenzierungsmarker diskutierter Proteine sowohl in humanem Glioblastomgewebe als 

auch in zwei humanen Glioblastom-Zelllinien untersucht. Hierbei wurde auch die 

prognostische Relevanz der Expression der einzelnen Marker anhand der Überlebenszeit der 
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Patienten betrachtet. In einem in vitro-Modell wurde zudem die Regulation der Expression 

von Stammzell- und Differenzierungsmarkern in humanen Glioblastom-Zelllinien durch den 

Einsatz von Pim1-Inhibitoren analysiert, da unsere Arbeitsgruppe für diese Substanzen eine 

erfolgversprechende antitumorale Wirkung im Glioblastom in vitro sowie im Tiermodell 

zeigen konnte [82]. 

 

 

4.1 Expression von Stammzell- und Differenzierungsmarkern in 

humanen Glioblastomgeweben 

 

Für die Untersuchungen wurden ausschließlich primäre (de novo entstandene) Glioblastome 

und darunter wiederrum nur Primärtumoren ausgewählt. Rezidivtumoren wurden von den 

Analysen ausgeschlossen. Auf diese Weise kann ein iatrogener Einfluss auf die Expression 

der analysierten Gene durch vorhergehende antitumorale Therapiemaßnahmen weitgehend 

ausgeschlossen werden. 

Im ersten Schritt erfolgten Untersuchungen zur mRNA- und Proteinexpression von 

Stammzell- und Differenzierungsmarkern in Patientenproben im Vergleich zu nicht-malignem 

Kontrollhirngewebe. Dabei zeigte sich eine signifikant erhöhte Expression der 

Stammzellmarker Nestin, CD44, MEF und Nanog im Glioblastom auf mRNA-Ebene. 

Besonders stark und hochsignifikant fielen die Expressionsunterschiede für Nestin und CD44 

aus. Es ist bekannt, dass das Intermediärfilament Nestin sowohl von gewöhnlichen neuronalen 

Zellen als auch von neuronalen Stammzellen exprimiert wird [83]. Die erhöhten Nestin-

Expressionswerte bestätigten sich in unserem Patientenkollektiv auf Proteinebene.  

Low et al. haben gezeigt, dass undifferenzierte Glioblastomzellen eine höhere Nestin-

Expression aufweisen als weiter differenzierte Glioblastomzellen [83]. Die Arbeitsgruppe um 

Zhang konnte ebenfalls nachweisen, dass die Nestin-Expression mit höhergradigen Gliomen 

und schlechteren Überlebensraten der Patienten assoziiert ist [84]. Zusammen mit den 

Expressionsdaten der vorliegenden Studie macht dies Nestin zu einem interessanten 

Kandidaten für den Einsatz als Tumorstammzellmarker.  

Ein weiteres als Tumorstammzellmarker beschriebenes, in zahlreichen Malignomen verstärkt 

exprimiertes Protein stellt CD44 dar [85]. Ein Knockdown von CD44 führte im Glioblastom-

Xenograft-Modell zu vermindertem Tumorwachstum und einem besseren Ansprechen auf 

Chemotherapie [86]. Des Weiteren findet sich eine hohe CD44-Expression in mesenchymalen 
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Glioblastomstammzellen [86]. Bei den im Rahmen dieser Studie untersuchten 

Glioblastomproben konnten ebenfalls sowohl signifikant erhöhte CD44-mRNA-

Expressionswerte als auch erhöhte CD44-Proteinexpressionswerte ermittelt werden. Neben 

Nestin könnte demnach auch CD44 ein geeignetes Zielmolekül für eine targeted therapy 

darstellen. 

Zwei weitere als Tumorstammzellmarker diskutierte Proteine sind die Transkriptionsfaktoren 

MEF und Nanog, die in dem hier untersuchten Patientenkollektiv verglichen mit nicht-

malignem Hirngewebe ebenfalls signifikant vermehrt exprimiert wurden. Erhöhte 

Expressionswerte des Transkriptionsfaktors MEF (Synonym: ELF4) konnte auch die 

Arbeitsgruppe um Bazzoli in humanen und murinen Glioblastomen nachweisen [87]. Sie 

zeigte des Weiteren, dass MEF zur Tumorentwicklung sowie Förderung von 

Stammzelleigenschaften beiträgt und Patienten mit geringen MEF-Expressionswerten ein 

signifikant besseres Gesamtüberleben vorwiesen [87]. Bei den in dieser Arbeit analysierten 

Glioblastomproben fand sich sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene eine signifikant 

gesteigerte MEF-Expression. Somit könnte, basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit und 

den bereits publizierten Daten, der Transkriptionsfaktor MEF ein potenzielles Zielmolekül für 

einen therapeutischen Angriff darstellen. 

Nanog, ebenfalls ein Transkriptionsfaktor, ist eingebunden in den SHH-GLI-Nanog-

Signalweg, welcher wiederum in die klonale Proliferation und Selbsterneuerungsfähigkeit von 

Gliomstammzellen involviert ist [88]. SHH (engl. sonic hedgehog) reguliert über die 

nachgeschalteten Zinkfinger-Proteine Gli1 und Gli2 (engl. glioma-associated oncogene 

homolog 1/2), die an den Nanog-Promotor binden, die Expression von Nanog in neuronalen 

Stammzellen im adulten Gehirn sowie in Hirntumoren [89]. Es wird beschrieben, dass Nanog 

durch die Bewahrung der Stammzelleigenschaften von Zellen einerseits zur 

Aufrechterhaltung der Stammzellnische der subventrikulären Zone, andererseits aber auch 

zum Wachstum von Gliomen beiträgt [89]. 

MEF und Nanog könnten für die Entstehung und Progression des Glioblastoma multiforme 

relevant sein, was durch den Befund gestützt wird, dass beide Proteine im Vergleich zu 

gesundem Hirngewebe signifikant höher im Tumorgewebe exprimiert werden, was sie 

potenziell zu therapeutischen Angriffspunkten einer zielgerichteten Tumortherapie macht. 

Das Glykoprotein CD133 ist einer der derzeit am häufigsten verwendeten 

Tumorstammzellmarker [81]. Für CD133
+
 Tumorstammzellen konnte gezeigt werden, dass 

sie über ein unbegrenztes Selbsterneuerungspotenzial verfügen und fähig sind, Tumoren im 

Tiermodell zu initiieren. Tamura et al. wiesen in ihren Untersuchungen zum Glioblastom 
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nach, dass Rezidivtumoren nach Strahlen- oder Chemotherapie einen größeren Anteil an 

CD133
+
 Zellen verglichen mit ihren Primärtumoren enthalten [90]. Neuere Studien haben 

allerdings nachgewiesen, dass auch CD133
-
 Tumorstammzellen existieren [91, 92].  

In den im Rahmen dieser Studie untersuchten Glioblastomproben konnte verglichen mit 

Normalhirngewebe lediglich eine tendenziell erhöhte CD133-mRNA-Expression festgestellt 

werden, während auf Proteinebene kein Expressionsunterschied zu verzeichnen war. Eine 

mögliche Erklärung könnten die oben bereits beschriebenen Beobachtungen liefern, dass es 

unter den verschiedenen Tumorstammzellen auch CD133
-
 Subgruppen gibt. Studien haben 

kürzlich außerdem Hinweise erbracht, dass die Expression von CD133 variabel ist und unter 

anderem durch  Hypoxie und mitochondriale Dysfunktion reguliert wird [91]. Die Bedeutung 

von CD133 als Tumorstammzellmarker bleibt daher weiterhin unklar. Es scheint sich bei 

diesem Oberflächenprotein nicht um einen geeigneten Marker zur Identifizierung von 

Tumorstammzellen zu handeln, da CD133 nicht von allen Tumorstammzellen exprimiert wird 

und seine Expression zudem durch verschiedene Faktoren beeinflusst werden kann.  

Ein großes Problem in der Behandlung des Glioblastoms stellt die Therapieresistenz des 

Tumors und speziell der Glioblastomstammzellen dar. Die genauen Mechanismen der 

Chemo- und Radiotherapieresistenz sind bislang weitestgehend unbekannt. Es wird 

angenommen, dass eine Kombination aus Zellzyklusveränderungen, Resistenz gegenüber 

DNA-Schäden und Hypoxie sowie die Multiresistenz gegenüber Arzneimitteln daran beteiligt 

ist [86, 92]. 

Einen klassischen Erklärungsansatz für die Chemotherapieresistenz von Tumoren stellt die 

geringe intrazelluläre Anreicherung von antitumoral wirksamen Medikamenten aufgrund 

einer erhöhten Expression von u. a. ATP-abhängigen ABC-Transportern (wie ABCG2) dar, 

die in der Lage sind, schädigende Substanzen aus der Tumorzelle herauszuschleusen [93]. Die 

ersten beschriebenen ABCG2-Substrate waren überwiegend Chemotherapeutika, da ABCG2 

initial in Chemotherapie-resistenten Zellen gefunden wurde [94]. Zu ihnen zählen u. a. 

Mitoxantron, Topotecan, Irinotecan, Methotrexat und die Tyrosinkinaseinhibitoren Imatinib, 

Gefitinib und Erlotinib [94]. Daneben gibt es eine Reihe weiterer Subtrate anderer 

Substanzklassen wie beispielsweise Virostatika (Zidovudin, Abacavir), HMG-CoA-

Reduktase-Inhibitoren (Rosuvastatin) und Antibiotika (Ciprofloxacin, Erythromycin) [94].  

ABCG2 ist in der Lage, den DNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33342 aus dem 

Zellinneren zu pumpen (siehe Punkt 1.3). Diese Transportkapazität macht man sich zunutze, 

um (Glioblastom-)Stammzellen in durchflusszytometrischen Analysen als sog. side 

population zu identifizieren [95, 96]. Mittels FACS (engl. Fluorescence-activated cell 
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sorting) können sie aufgrund ihrer geringen Hoechst-Fluoreszenzintensität detektiert werden 

[95]. Die Zellen der side population sind charakterisiert durch eine hohe Tumorigenität [95]. 

Der side population-Phänotyp stellt neben der Neurosphärenkultur einen Ansatzpunkt zur 

Erforschung und Charakterisierung von Glioblastomstammzellen dar [95, 96]. Broadley et al. 

konnten allerdings nachweisen, dass eine Behandlung von Glioblastomzellen mit dem 

Zytostatikum Doxorubicin bei den überlebenden Zellen sowohl zu einer Zunahme der side 

population als auch zur Selektion einer Population von tumorstammzellähnlichen Zellen führt 

[30]. Diese beiden Phänomene scheinen dabei unabhängig voneinander zu sein, da der 

Expressionsanstieg des Stammzellphänotyps nicht in den isolierten Zellen der side population 

gesehen wurde [30]. Außerdem ist Temozolomid als Standardmedikament in der Behandlung 

des Glioblastoma multiforme selbst kein ABCG2-Substrat [95]. Diese Daten führen einerseits 

zu der Überlegung, dass die side population im Fall des Glioblastoms allein nicht geeignet ist, 

Tumorstammzellen zu identifizieren und dass andererseits die Expression von ABCG2 

möglicherweise nicht zu den vorrangig entscheidenden Mechanismen der 

Chemotherapieresistenzentwicklung des Glioblastoms gehört [93, 30]. In Übereinstimmung 

hierzu ergab sich in dem in dieser Arbeit untersuchten Patientenkollektiv im Vergleich zum 

nicht-malignen Hirngewebe kein Expressionsunterschied für ABCG2. Dies spricht dafür, dass 

Glioblastomzellen ABCG2 tatsächlich nicht als primären escape-Mechanismus nutzen. 

Neben der Überexpression von z. B. ABC-Transportern werden als Erklärung für die 

Entstehung von Therapieresistenzen Veränderungen im Apoptoseprogramm von Tumorzellen 

herangezogen. Die Induktion der Apoptose von Zellen wird verantwortlich gemacht für die 

Chemotherapie-induzierte Zytotoxizität, während Veränderungen dieses Zellvorgangs mit der 

Chemotherapieresistenz verschiedener Tumorarten in Verbindung gebracht werden [97]. 

Somit könnte auch die Chemotherapieresistenz von Glioblastomen auf Veränderungen im 

Apoptose-Signalweg beruhen [93]. Diese Hypothese wird gestützt durch die veränderte 

CD95-mRNA-Expression in dem in dieser Arbeit untersuchten Patientenkollektiv. Während 

die anderen analysierten Stammzellmarker in den humanen Glioblastomproben verstärkt 

exprimiert wurden, zeigte sich für CD95 eine signifikant geringere Expression verglichen mit 

Kontrollhirngewebe. Der Fas-Rezeptor CD95 und sein Ligand CD95L wurden lange als 

Rezeptor-Liganden-System betrachtet, dessen Aktivierung die Apoptose einer Zelle zur Folge 

hat [98]. Man könnte demnach schlussfolgern, dass eine verminderte Expression dieses 

Zelltod-Rezeptors, wie sie auch in den hier untersuchten Patientenproben gefunden wurde, zu 

einem Überlebensvorteil der Glioblastomzellen führt und daher ein Merkmal von 

Tumorstammzellen sein könnte. Demgegenüber steht jedoch die Hypothese, dass eher eine 
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Überexpression von CD95 als wichtiger Überlebensfaktor für Tumorzellen gilt und CD95 

kürzlich auch als potenzieller Stammzellmarker beschrieben wurde [98]. In den letzten zehn 

Jahren wurde festgestellt, dass CD95 und CD95L neben der Apoptose-Regulation auch 

zahlreiche tumorfördernde Aktivitäten besitzen (siehe Abbildung 33). Erste Hinweise für die 

überlebensfördernde Funktion von CD95 für Stammzellen lieferten Experimente, die zeigten, 

dass die Stimulation des CD95-Signalwegs in neuronalen Stammzellen nicht zum Zelltod 

führte, sondern vielmehr das Überleben der Zellen förderte [98]. Im Einklang hierzu fanden 

sich in der vorliegenden Studie bei denjenigen Glioblastom-Patienten, die eine Überlebenszeit 

unterhalb des Medians aufwiesen, signifikant höhere CD95-Expressionswerte. Demgegenüber 

steht allerdings eine publizierte Studie von Tao und Kollegen, die eine erniedrigte Expression 

von CD95 und CD95-Ligand in Gliomstammzellen nachwiesen [99]. 

 

 

 

Abbildung 32: Bedeutung von CD95/CD95L für Tumorzellen. Neben seiner tumorsupprimierenden Funktion durch 

Apoptoseinduktion von (Apoptose-sensitiven) Tumorzellen (1) vermittelt CD95L eine Reihe von tumorfördernden 

Aktivitäten. Einige davon sind indirekt wie die Unterdrückung der Immunantwort in der Umgebung des Tumors durch vom 

Tumor selbst sezerniertem CD95L (2) oder durch von Endothelzellen gebildetem CD95L (3). Direkte Mechanismen sind die 

Förderung des Wachstums und der Invasivität des Tumors (4) sowie die Aneignung von Stammzelleigenschaften (5). Für das 

Überleben des Tumors ist das Vorhandensein einer basalen CD95/CD95L-Expression entscheidend. Die Eliminierung von 

CD95/CD95L führt zu einem irreversiblen und effektiven Zelltod (DICE), welcher überwiegend Tumorstammzellen betrifft 

(6). CSC, cancer stem cell; CTL, cytotoxic T-lymphocyte; IL-10, Interleukin 10; EMT, epithelial-to-mesenchymal transition; 

PGE2, Prostaglandin E2; TIL, tumor-infiltrating lymphocyte; VEGF-A, vascular endothelial growth factor A. Übernommen 

aus [98]. 
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Einige Funktionen von CD95/CD95L wie beispielsweise der sog. „tumor counterattack“ 

mittels Sekretion von CD95L werden kontrovers diskutiert. Das Konzept von CD95 als 

Tumorpromotor ist mittlerweile aber weitgehend anerkannt. Barnhart et al. haben gezeigt, 

dass die Stimulation von 22 verschiedenen Zelllinien (darunter auch Glioblastome) durch 

CD95 deren Motilität und Invasivität durch Aktivierung von NF-κB sowie des MAP-Kinase-

Signalwegs steigert [98]. Kürzlich konnten auch Peter et al. nachweisen, dass CD95 wichtig 

für das Überleben von Tumorstammzellen ist [98]. Die Stimulation von CD95 führte nicht nur 

zu einer gesteigerten Anzahl von Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften, sondern 

verhinderte auch die Differenzierung von Tumorstammzellen, was darauf hinweisen könnte, 

dass CD95 zum Erhalt des Tumorstammzellpools beiträgt [98]. Weiterhin wurde festgestellt, 

dass die Elimination von CD95 bzw. seines Liganden Tumorzellen durch einen Vorgang 

namens DICE (engl. death induced by CD95 or CD95L elimination) in vitro und in vivo 

abtötet [98]. Es wird vermutet, dass Apoptose-resistente Tumorzellen von den onkogenen 

Aktivitäten von CD95 abhängig sind, da sie nach einer CD95-Elimination zugrunde gehen. 

Dafür spricht außerdem, dass Patienten, deren Tumoren therapierefraktär wurden, eine 

gesteigerte Population von Tumorstammzellen aufweisen, welche wiederum sensitiver 

gegenüber DICE ist als die übrigen Tumorzellen [98]. 

Es ist zudem bekannt, dass rekombinanter CD95L aufgrund seiner Nebenwirkungen (massive 

Induktion der Apoptose auch in der Leber) nicht systemisch zur Tumortherapie eingesetzt 

werden kann und die meisten Tumorzellen ohnehin resistent gegenüber dem CD95-

vermittelten Zelltod sind [98]. Die Kombination einer low-dose-Chemotherapie mit DICE im 

Sinne einer targeted therapy bzgl. CD95 könnte jedoch einer alleinigen Chemotherapie 

überlegen sein, weil sie sowohl normale Tumorzellen als auch Tumorstammzellen eliminiert 

[98]. 

Zusammengefasst lässt sich sagen, dass CD95 und CD95L als Onkogene fungieren, sobald 

Tumorzellen einmal resistent gegenüber der Apoptose-induzierenden Funktion von CD95 

geworden sind. Aus dieser Annahme ließe sich ableiten, dass die im Rahmen dieser Arbeit 

analysierten Glioblastomproben eher weniger CD95 exprimierten, da sie möglicherweise 

vorrangig Tumorzellen enthielten, die noch nicht diese Apoptose-Resistenz entwickelt hatten. 

Die verminderte Expression von CD95 in den Glioblastomproben könnte den Tumorzellen 

durch die Möglichkeit, sich der CD95-induzierten Apoptose zu entziehen, einen 

Überlebensvorteil bieten.  
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Neben den Stammzellmarkern wurden auch die mRNA- und Proteinexpression von den drei 

Differenzierungsmarkern GFAP, Sparc und Iba1 in den Patientenproben untersucht. Es zeigte 

sich eine signifikant erhöhte mRNA-Expression von Sparc und Iba1 in den primären 

Glioblastomen verglichen mit Normalhirngewebe, während GFAP keinen 

Expressionsunterschied auf mRNA-Ebene aufwies. 

Iba1 ist ein zytoplasmatisch vorkommendes Protein, das besonders stark von aktivierter 

Mikroglia exprimiert wird und deren Funktion reguliert [100]. Muja et al. haben in ihren 

Untersuchungen zur Multiplen Sklerose gezeigt, dass die Migration von neuronalen 

Progenitorzellen im Tiermodell mit der Anzahl Iba1
+
 Mikroglia-Zellen korreliert [101]. Eine 

reduzierte Zahl von Iba1
+
 Mikroglia-Zellen resultierte in einer verminderten Migration der 

neuronalen Progenitorzellen [101]. In Kombination mit der erhöhten Iba1-mRNA-Expression 

in den untersuchten Glioblastomproben verglichen mit Normalhirngewebe lässt sich die 

Vermutung aufstellen, dass das Vorhandensein von Mikroglia-Zellen in der Umgebung des 

Tumors von Bedeutung für das Wachstum des Glioblastoms ist. Insofern wäre Iba1 zwar 

nicht im Sinne eines klassischen Glioblastom-Stammzellmarkers von Nutzen, da er 

weitgehend spezifisch für Mikroglia-Zellen ist [100], könnte jedoch Hinweise auf das 

Migrationsverhalten des Tumors liefern. So ist beschrieben worden, dass der Einfluss von 

Mikroglia die Invasivität von Gliomzellen erhöht [102]. Möglicherweise könnte die gezielte 

Eliminierung von Tumor-assoziierter Mikroglia dazu beitragen, ergänzend zu einer 

Glioblastom-Stammzell-spezifischen Therapie die Effektivität der Behandlung von 

Glioblastomen zu steigern.  

Der astrozytäre Differenzierungsmarker Sparc wird in Astrozytomen, inkl. Glioblastomen, 

exprimiert und fördert das Migrations- und Invasionsverhalten von Gliomzellen [103]. 

Thomas et al. haben nachgewiesen, dass der Verlust von Sparc zu einer Mikroglia-

Aktivierung und Phagozytose von Tumorzellen führt [104]. Im Umkehrschluss könnte eine 

Induktion von Sparc das Überleben von Tumorzellen verbessern [104]. In unserer 

Patientenkohorte fanden sich signifikant erhöhte Sparc-Expressionswerte (mRNA und 

Protein) in den Glioblastomen. Sparc ist somit möglicherweise ein protektiver Faktor für 

Glioblastomzellen, indem seine Expression vor Immunzellen schützt. Es wäre denkbar, dass 

Sparc in Kombination mit anderen Proteinen ein geeignetes Zielmolekül im Rahmen der 

Glioblastombehandlung darstellt.  

Wie bereits vielfach in der Fachliteratur beschrieben wird GFAP, ein Intermediärfilament, 

typischerweise von reifen Astrozyten exprimiert [105]. Die in dieser Studie untersuchten 

Glioblastome wiesen weder auf mRNA- noch auf Proteinebene einen Unterschied in der 
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Expression von GFAP im Vergleich zum Kontrollhirngewebe auf. Man könnte 

irrtümlicherweise zunächst schlussfolgern, dass dies in der fehlenden astrozytären 

Differenzierung von Glioblastomzellen und -stammzellen begründet liegt. Eine gering-

gradige Differenzierung von Tumorzellen gilt allgemein als Malignitätskriterium, woraus sich 

ableiten ließe, dass vor allem Glioblastomstammzellen verglichen mit weiter differenzierten 

Glioblastomzellen bzw. Astrozyten besonders niedrige GFAP-Expressionswerte zeigen 

müssten. Mittlerweile ist jedoch gut untersucht, dass sowohl unreife Oligodendrozyten als 

auch neuronale Stammzellen ebenfalls GFAP exprimieren und eine erhöhte GFAP-Expression 

darüber hinaus auch im Glioblastom zu finden ist [105]. Offenbar korreliert die GFAP-

Expression nicht zwingend positiv mit dem Differenzierungsgrad der Zelle. Aufgrund dieser 

Ambivalenz scheidet GFAP als Glioblastom-Stammzellmarker und spezifischer Marker 

differenzierter Astrozyten aus. Es ist denkbar, dass die unterschiedliche GFAP-Expression in 

Glioblastomgeweben, wie sie in der Literatur beschrieben wird, der Heterogenität dieser 

Tumorentität geschuldet ist und dass einige Subtypen GFAP bevorzugt exprimieren [31]. 

 

Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob die Expression der betrachteten Marker von 

prognostischer Relevanz für die Patienten ist. Bei den potenziellen Stammzellmarkern ergab 

sich einzig für die CD95-mRNA-Expression eine Assoziation mit der Überlebenszeit der 

Patienten. In der Patientengruppe mit einer Überlebenszeit unterhalb des Medians wiesen die 

Tumoren eine signifikant höhere CD95-Expression auf als die der Vergleichsgruppe, was die 

These der onkogenen Funktionen von CD95 stützen würde. In den ebenfalls durchgeführten 

Kaplan-Meier-Überlebenszeitanalysen konnte die Assoziation zwischen einer hohen CD95-

mRNA-Expression und einer verkürzten Überlebenszeit bestätigt werden, jedoch kam es nach 

etwa 550 Tagen zu einer Überkreuzung der Überlebenskurven und damit einer Umkehr der 

Überlebenswahrscheinlichkeiten, sodass ab diesem Zeitpunkt die Patienten mit einer 

geringeren CD95-Expression signifikant kürzer überlebten. Ein denkbarer Erklärungsansatz 

hierfür wäre, dass sich die Tumorzellen durch Reduktion der Expression von CD95 vor einer 

Apoptose-Induktion schützen. Die Bedeutung von CD95 wird in der Fachliteratur kontrovers 

diskutiert (siehe oben) und bleibt auch bei Betrachtung der im Rahmen dieser Arbeit 

erhobenen Daten unklar.  

 

Die anschließende Untersuchung der Differenzierungsmarker hinsichtlich einer 

prognostischen Relevanz beim Glioblastoma multiforme zeigte nur für GFAP eine statistisch 

signifikante Assoziation zur Überlebenszeit der Patienten. Allerdings ergaben sich auf 

mRNA- und Proteinebene konträre Ergebnisse. Bei Betrachtung der GFAP-mRNA-
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Expression fanden sich bei Patienten mit einer unterhalb des Medians gelegenen 

Überlebenszeit signifikant erhöhte GFAP-Expressionswerte. Im Gegensatz dazu zeigte sich 

auf Proteinebene bei denjenigen Patienten, die länger überlebten, eine signifikant gesteigerte 

Expression von GFAP, was dafür sprechen würde, dass eine hohe GFAP-Expression mit 

einem Überlebensvorteil assoziiert ist. Wie oben bereits diskutiert, könnte eine hohe GFAP-

Expression mit einem hohen Differenzierungsgrad der Tumorzellen und damit weniger 

aggressivem Verhalten in Verbindung stehen [106]. Zudem zeigen diese gegensätzlichen 

Ergebnisse zur prognostischen Bedeutung eines Zielmoleküls, dass mRNA- und 

Proteinexpression nicht zwangsläufig die gleichen Resultate ergeben, da zahlreiche post-

transkriptionelle Prozesse Einfluss auf den Proteingehalt nehmen können. Durch Capping, 

Spleißen und Polyadenylierung wird die prä-mRNA so modifiziert, das ihre Stabilität zwar 

erhöht ist, die enthaltene Information allerdings auch nach der Transkription noch verändert 

werden kann [107]. So können durch das Herausschneiden von Introns und Exons aus 

derselben prä-mRNA verschiedene reife mRNAs hervorgehen, die wiederum für 

unterschiedliche Proteine codieren (sog. alternatives Spleißen). Das alternative Spleißen stellt 

einen entscheidenden Mechanismus im Rahmen der Genregulation dar, wobei Schätzungen 

sogar davon ausgehen, dass die Expression von ca. 95% der humanen Multi-Exon-Gene 

diesem Mechanismus unterliegt [108]. Letztendlich wird die Funktionsbereitschaft einer 

Zielstruktur jedoch in höherem Maße durch die Proteinexpression als durch den mRNA-

Gehalt bestimmt, sodass die Protein-basierten Daten von größerer prognostischer Bedeutung 

für die Patienten sein dürften. 

  

Abschließend wurde die Assoziation der Expressionsdaten mit patientenbezogenen Faktoren 

wie dem Alter zum Diagnosezeitpunkt und dem Geschlecht überprüft. Weder auf mRNA- 

noch auf Proteinebene wurde ein geschlechtsspezifischer Unterschied in der Expression der 

untersuchten Gene festgestellt. Bezüglich des Alters bei Diagnosestellung fand sich lediglich 

auf mRNA-Ebene eine Assoziation für den Stammzellmarker MEF und den 

Differenzierungsmarker GFAP. Das Patientenalter korrelierte signifikant positiv mit der 

GFAP-mRNA-Expression. So wiesen Patienten mit einem höheren Lebensalter bei 

Diagnosestellung höhere GFAP-Expressionswerte auf. Wie oben beschrieben geht eine 

erhöhte GFAP-Proteinexpression mit einer längeren Überlebenszeit der Patienten einher. Eine 

positive Assoziation zwischen der GFAP-Expression und dem Alter der Patienten bei 

Diagnosestellung wurde nicht erwartet, da für ältere Patienten eine kürzere Überlebenszeit 

gezeigt werden konnte und das Alter bei Diagnosestellung einen unabhängigen 
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prognostischen Faktor darstellt [109]. Die hier durchgeführten Untersuchungen lassen jedoch 

keinen Erklärungsansatz für diese Diskrepanz zu. Um zu überprüfen, ob auch die GFAP-

Expression einen unabhängigen prognostischen Faktor darstellt, könnten weiterführende 

multivariate Analysen hilfreich sein.  

Im Gegensatz zu GFAP ergab sich für den Transkriptionsfaktor MEF eine inverse Korrelation 

mit dem Patientenalter. Zum Diagnosezeitpunkt jüngere Patienten zeigten eine signifikant 

gesteigerte MEF-Expression. Man könnte daraus schließen, dass eine hohe MEF-Expression 

mit einer hohen Tumorigenität assoziiert ist und deshalb bereits jüngere Patienten an MEF
+
 

Glioblastomen erkranken. Diese These deckt sich bspw. mit der Beobachtung von  

Bazzoli et al., dass geringere MEF-Expressionswerte mit einem besseren Gesamtüberleben 

einhergehen [87]. In der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Patientenkohorte zeigte sich 

in den Kaplan-Meier-Analysen ebenfalls eine tendenziell längere Überlebenszeit der Patienten 

mit niedriger MEF-Expression, jedoch war dieser Effekt nicht statistisch signifikant, was 

möglicherweise der geringeren Patientenzahl geschuldet sein könnte.  

 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es auch weiterhin eine große Herausforderung 

sein wird, einen geeigneten und vor allem spezifischen Marker für Glioblastomstammzellen 

zu finden, da es sich beim Glioblastom an sich bereits um eine komplexe und sehr heterogene 

Tumorentität handelt, die verschiedene Subtypen umfasst [110, 31]. Als ein wesentlicher 

Grund für das unterschiedliche Ansprechen auf die aktuelle Standardtherapie wird daher 

zunehmend die intratumorale Heterogenität des Glioblastoms herangezogen [24]. Der 

wichtigste Biomarker ist derzeit der Methylierungsstatus des MGMT-Promotors (siehe  

Punkt 1.2), der jedoch nicht immer mit dem Therapieerfolg korreliert [24]. So gibt es unter 

den Patienten mit methyliertem MGMT-Promotor einen Anteil mit schlechtem Ansprechen 

und unter den Patienten mit einer Promotor-Hypomethylierung wiederum einen Anteil mit 

langer Gesamtüberlebenszeit [24]. 

Sakakini et al. haben zudem kürzlich gezeigt, dass Gliomstammzellen in Abhängigkeit von 

ihrer Umgebung in der Lage sind, sich in vitro zu differenzieren bzw. zu dedifferenzieren 

[88]. Auch eine Therapie mit Temozolomid sowie eine Bestrahlung resultierten in vitro und in 

vivo in einer Zunahme des Tumorstammzellpools [111]. Das Konzept der wechselseitigen 

Umwandlung von Glioblastomstammzellen und differenzierten Glioblastomzellen durch 

epigenetische Modifikationen, wie in Abbildung 33 schematisch dargestellt, erhöht die 

Komplexität des Glioblastoms drastisch und bietet einen neuen Erklärungsansatz für die 

Resistenzentwicklung dieses Tumors [111].  
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Abbildung 33: Schematische Darstellung des komplexen Zusammenhangs zwischen neuronalen Stammzellen und deren 

Differenzierung sowie Glioblastomstammzellen (GSC) verbunden mit Tumorinitiierung und Dedifferenzierung. Neuronale 

Stammzellen können sich zu neuronalen und glialen Progenitorzellen differenzieren, die wiederum Neurone oder 

Oligodendrozyten, Ependymzellen und Astrozyten hervorbringen. Glioblastome können einerseits aus der Umwandlung von 

neuronalen Stammzellen in Tumorstammzellen entstehen. Daneben sind gliale Vorläuferzellen ebenfalls in der Lage, eine 

maligne Transformation von normalen Progenitorzellen zu Glioblastomstammzellen zu durchlaufen. Übernommen aus [111]. 

 

 

4.2 Einfluss einer Pim1-Inhibition auf die Expression von 

Stammzell- und Differenzierungsmarkern in humanen 

Glioblastom-Zelllinien 

 

In den vergangenen zehn Jahren ist die Kinase Pim1 zunehmend in den Fokus der 

Tumorforschung gerückt. Pim1 nimmt unter den Proteinkinasen eine Sonderstellung ein, da 

sie konstitutiv aktiv ist und ihre Aktivität somit weitgehend vom mRNA- bzw. Proteingehalt, 

die in einigen Tumorarten erhöht sind, abhängig ist [66]. Pim1 wirkt durch die direkte 

Phosphorylierung verschiedener Substrate proliferationsfördernd, migrationsfördernd sowie 

anti-apoptotisch (siehe Punkt 1.6) [66, 112]. Sie ist durch die Beteiligung an wichtigen 

Vorgängen wie der Zellzyklusregulation, Zellproliferation und Arzneimittelresistenz für 

Tumorzellen von großer Bedeutung, was diese Kinase zu einem vielversprechenden 

Zielmolekül zukünftiger targeted therapies macht [66]. 

Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits nachweisen, dass die Pim1-Expression im Glioblastoma 

multiforme verglichen mit Kontrollhirngewebe signifikant erhöht ist und die Inhibition dieser 
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Kinase zu einer Beeinträchtigung des Überlebens von Glioblastomzellen führt [59].  

Darüber hinaus gab es zum Zeitpunkt dieser Studie nur wenige Daten zur Bedeutung von 

Pim1 für Tumorstammzellen, insbesondere nicht für Glioblastomstammzellen. Wie unter 

Punkt 1.7 beschrieben konnte allerdings schon gezeigt werden, dass Pim1 die Anzahl und 

Funktion von murinen hämatopoetischen Stammzellen reguliert [62]. Daneben beeinflusst 

Pim1 das Überleben kardialer Progenitorzellen beispielsweise durch asymmetrische 

Chromatidsegregation und anti-apoptotische Effekte [64, 65]. Interessant ist zudem, dass 

Pim1 mit dem AKT1-Signalweg in Verbindung zu stehen scheint [60, 113], für den bereits 

eine Bedeutung im Stammzellgeschehen des Glioblastoms gezeigt werden konnte (siehe 

Punkt 1.5) [114, 115, 56, 55]. Für Pim1 selbst existieren zum jetzigen Zeitpunkt keinerlei 

publizierte Daten, die einen Zusammenhang zwischen Pim1 und Glioblastomstammzellen 

aufzeigen. 

In der vorliegenden Arbeit erfolgte daher neben der Untersuchung einer möglichen Ko-

Expression von Pim1 mit den Stammzell- und Differenzierungsmarkern in den 

Patientenproben auch die Durchführung von in vitro-Experimenten zur  Untersuchung des 

Einflusses einer Pim1-Inhibition auf die mRNA- und Proteinexpression von ausgewählten 

Stammzell- und Differenzierungsmarkern in den humanen Glioblastom-Zelllinien LN18 und 

U87MG. Bei den dafür eingesetzten Substanzen handelte es sich um LY294002 (LY, dualer 

PI3K- und Pim1-Inhibitor [116]), Quercetagetin (QT, nicht-selektiver Pim1-Inhibitor [117]) 

und TCS Pim1-1 (TCS, selektiver Pim1-Inhibitor [118]). 

Wie anfangs bereits erwähnt, haben Voruntersuchungen von Herzog et al. aufgezeigt, dass 

Pim1 sowohl in den humanen Glioblastom-Zelllinien LN18 und U87MG als auch in humanen 

Glioblastom-Patientenproben im Vergleich zu Normalhirngewebe signifikant höher 

exprimiert wird und dass Patienten mit einer Überlebenszeit unterhalb des Medians 

signifikant höhere Pim1-Expressionswerte aufweisen als die Vergleichsgruppe [59].   

Zunächst wurden daher Untersuchungen zur Assoziation der Expressionsdaten der 

Stammzell- und Differenzierungsmarker zum Pim1-Gehalt in den Patientenproben 

durchgeführt.  

Bei den Stammzellmarkern zeigte CD95 eine tendenziell erhöhte mRNA-Expression bei 

denjenigen Patienten, die hohe Pim1-Expressionswerte zeigten. Patienten, die eine über dem 

Median gelegene Pim1-Expression aufwiesen, exprimierten tendenziell auch vermehrt CD95. 

Die Koexpression von CD95 mit der anti-apoptotisch wirksamen Kinase Pim1 stützt die obig 

ausführlich erläuterte These (siehe Punkt 4.1), dass CD95 im Glioblastom vermutlich 

überwiegend tumorfördernde Eigenschaften besitzt, wenn die Tumorzellen resistent 
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gegenüber der CD95-induzierten Apoptose geworden sind. Eine simultane Hochregulation 

der Expression von Pim1 und CD95 könnte synergistische protektive Effekte für 

Tumor(stamm)zellen bedeuten. 

  

Eine statistisch signifikante positive Korrelation konnte auch zwischen der Pim1- und  der 

CD44-Expression nachgewiesen werden. Patienten mit einer hohen Expression von Pim1 

zeigten gleichzeitig hohe CD44-Expressionswerte. Diese potenzielle Ko-Regulation von Pim1 

und CD44 könnte die Bedeutung dieses Stammzellmarkers, für den in unserem 

Patientenkollektiv ebenfalls eine erhöhte Expression auf mRNA- und Proteinebene beobachtet 

wurde, unterstreichen. Diesem Befund steht jedoch die verstärkte CD44-Expression nach 

Pim1-Inhibition konträr gegenüber, da bei einer Ko-Regulation von CD44 und Pim1 bzw. 

einer Pim1-abhängigen CD44-Expression eine Abnahme des CD44-Gehalts durch Hemmung 

von Pim1 verursacht werden sollte. In der Fachliteratur existieren bislang keine 

Untersuchungen, die eine Pim1-vermittelte Expressionsregulation von CD95 oder CD44 

belegen, jedoch könnte beispielsweise durch weiterführende Analysen unter Verwendung 

eines Pim1-Knockdown- oder Knockout-Zellmodells überprüft werden, ob die Expression von 

CD95 und CD44 direkt durch Pim1 reguliert werden kann. 

Von den analysierten Differenzierungsmarkern ergab sich in unserem Patientenkollektiv 

ausschließlich für Iba1 eine Korrelation mit der Pim1-Expression. Patienten mit über dem 

Pim1-Median gelegenen mRNA-Expressionswerten exprimierten auch signifikant mehr Iba1. 

Dieses Ergebnis ist deshalb interessant, da bekannt ist, dass Pim1 neben dem Überleben von 

Tumorzellen auch deren Migration fördert, die genauen Regulationsmechanismen bezüglich 

der Migrationsstimulation allerdings noch weitgehend unbekannt sind [112]. Wie unter  

Punkt 4.1 beschrieben, konnte von Muja und Mitarbeitern gezeigt werden, dass die Migration 

von neuronalen Progenitorzellen mit der Anzahl Iba1
+
 Mikroglia-Zellen positiv korreliert 

[101]. Somit wäre es denkbar, dass Pim1 in die Regulation der Iba1-Expression und auf diese 

Weise in das Migrationsverhalten von Tumorzellen involviert ist. Ebenso wie für CD44 und 

CD95 liegen auch für Iba1 bislang keine Daten in der Fachliteratur vor, die auf eine Pim1-

vermittelte Regulation von Iba1 hindeuten, sodass weiterführende Analysen zur Klärung 

dieser Fragestellung erforderlich sind. 

 

Initial wurde eine erhöhte Pim1-Expression bei Leukämien und Lymphomen beschrieben 

[119]. Mittlerweile wurde eine Pim1-Überexpression auch in einigen soliden Tumoren, 

darunter Kolon-, Prostata-, Pankreaskarzinome und Glioblastome, gefunden [119, 120, 59]. 
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Aufgrund der onkogenen Funktion von Pim1 besteht ein großes Interesse an der Entwicklung 

von Pim1-Inhibitoren zur Behandlung von Malignomen [120]. Einige derartige sog. small 

molecule-Inhibitoren werden derzeit bereits in klinischen Studien getestet [121]. Ein Beispiel 

ist der ATP-kompetitive, unspezifische Inhibitor SGI-1776, der jedoch alle drei Pim-

Isoformen hemmt [120]. Mumenthaler et al. konnten zeigen, dass die Behandlung von 

Prostatakarzinomzellen mit SGI-1776 zu einer dosisabhängigen Abnahme der 

Phosphorylierung von Pim1-Substraten sowie einer reduzierten Zellviabilität durch Induktion 

eines Zellzyklusarrest in der G1-Phase und zur Apoptose führt [119]. Daneben bewirkt  

SGI-1776 eine Sensitivierung Taxan-resistenter Prostatakarzinom-Zellen gegenüber dem 

Zytostatikum Paclitaxel [119]. Diese Beobachtungen legen nahe, dass der Einsatz eines Pim1-

Inhibitors in Kombination mit einem Zytostatikum einen geeigneten Ansatz zur Therapie des 

Prostatakarzinoms und der einhergehenden Probleme wie der Entwicklung von 

Chemotherapieresistenzen darstellen könnte. Chen und Mitarbeiter wiesen in ihren 

Untersuchungen zur Akuten Myeloischen Leukämie (AML) ebenfalls nach, dass SGI-1776 

konzentrationsabhängig zu einer Induktion von Apoptose in AML-Zelllinien und AML-

Xenograft-Modellen führt [120].  

Für das Glioblastoma multiforme konnten Herzog et al. in einem Zellmodell darlegen, dass 

eine Pim1-Inhibition in den humanen Glioblastom-Zelllinien U87MG und LN18 sowie der 

murinen Glioblastom-Zelllinie GL261 in einer reduzierten Zellzahl und -viabilität u. a. durch 

Apoptose-Induktion resultiert [59]. In einem ebenfalls durchgeführten orthotopen in vivo 

Mausmodell, bei dem GL261-Zellen in das Gehirn der Versuchstiere injiziert wurden, 

bestätigten sich die in vitro Ergebnisse. Bei den Tieren, die mit dem selektiven Pim1-Inhibitor  

TCS Pim1-1 behandelt wurden, konnte zwölf Tage nach der pharmakologischen Intervention 

eine signifikante Reduktion der Tumorgröße verglichen mit den Kontrolltieren beobachtet 

werden [59]. 

Angesichts dieser Daten stellte sich die Frage, ob eine Pim1-Inhibition einen Einfluss auf die 

Expression von Stammzell- und Differenzierungsmarkern in Glioblastomzellen hat. Dazu 

erfolgte die Durchführung eines in vitro-Experiments mit LN18- und U87MG-Zellen unter 

Einsatz der bereits obig aufgeführten Pim1-Inhibitoren LY294402 (LY), Quercetagetin (QT) 

und TCS Pim1-1 (TCS).  

Die LN18-Zellen exprimierten auf mRNA-Ebene unter Pim1-Inhibition signifikant weniger 

Nestin, MEF und Sparc, allerdings vermehrt Nanog. Im Gegensatz dazu wurde keine 

veränderte mRNA-Expression von CD44, CD95, CD133 und ABCG2 unter Pim1-Inhibition 
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in den LN18-Zellen nachgewiesen. Damit kann zumindest in den LN18-Glioblastomzellen 

eine direkte Regulation der Expression von CD44 und CD95 durch Pim1, trotz Ko-Expression 

in den Glioblastom-Patientenproben, ausgeschlossen werden.  

Die verminderte Expression von Nestin bestätigte sich auf Proteinebene. CD133 wurde unter 

Pim1-Inhibition ebenfalls tendenziell geringer exprimiert, jedoch war dieser 

Expressionsunterschied nicht statistisch signifikant. Dagegen fand sich ein signifikanter 

Anstieg in der Proteinexpression von CD44 und GFAP. 

Im Gegensatz zu den LN18-Zellen zeigten die U87MG-Zellen einen Anstieg der Nestin-

mRNA-Expression, der sich jedoch nicht auf Proteinebene wiederspiegelte. Auch CD95, 

Nanog und GFAP wurden unter Hemmung von Pim1 signifikant stärker exprimiert. Bei der 

Untersuchung der Proteinexpression fiel auf, dass die U87MG-Zellen analog zu den LN18-

Zellen vermehrt CD44 und GFAP exprimierten und signifikant weniger CD133. 

Insbesondere die Ergebnisse hinsichtlich der Nanog-Expression sind interessant. Beide 

Zelllinien entgegneten einer Pim1-Inhibition mit einer signifikanten Hochregulierung der 

Nanog-mRNA-Expression. Wie unter Punkt 4.1 aufgeführt gilt Nanog als essentiell für die 

Bewahrung der Stammzelleigenschaften von Gliomzellen [89]. Es konnte bereits gezeigt 

werden, dass eine experimentelle Inhibition von Nanog im Glioblastom sowohl die 

Proliferation als auch die Invasivität der Tumoren reduziert [31]. Unter Stressbedingungen, 

wie sie eine Pim1-Inhibition für die Tumorzellen vermutlich darstellt, könnte die vermehrte 

Expression von Nanog eine wichtige Überlebensstrategie von Glioblastomzellen sein, da 

Nanog für den Erhalt der Tumorigenität und Proliferationsfähigkeit von 

Glioblastomstammzellen essentiell zu sein scheint [88].  

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass mit Nestin, CD133 und MEF drei der sieben 

untersuchten Stammzellmarker unter Einfluss einer Pim1-Inhibition eher vermindert 

exprimiert wurden. Bei den zwei Differenzierungsmarkern zeigte GFAP im Gegensatz zu 

Sparc einen signifikanten Expressionsanstieg. Es ist bemerkenswert, dass beide Zelllinien auf 

eine Pim1-Inhibition mit einer erhöhten GFAP-Expression reagieren, zumal speziell die 

LN18-Zellen bekanntermaßen GFAP
-
 sind [69]. Wie unter Punkt 4.1 beschrieben ist die 

Bedeutung von GFAP als Korrelat des Differenzierungsstatus von astrozytären Zellen 

zumindest fraglich, da sowohl neuronale Vorläuferzellen als auch reife Astrozyten 

gleichermaßen erhöhte GFAP-Expressionslevel aufweisen können. Allerdings gibt es auch 

Untersuchungen, die gezeigt haben, dass mit zunehmender neuronaler Differenzierung die 

Expression von GFAP hochreguliert wird, während der Stammzellmarker Nestin vermindert 
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exprimiert wird [39]. Genau diese Assoziation zwischen der GFAP- und Nestinexpression 

wurde im Rahmen dieser Arbeit bei den LN18-Zellen auf Proteinebene unter Pim1-Inhibition 

ebenfalls beobachtet. Es bleibt unklar, ob ein Anstieg der GFAP-Expression als Ausdruck 

zunehmender Differenzierung der Glioblastomzellen interpretiert werden darf. 

Möglicherweise weist der Anstieg eher darauf hin, dass GFAP eine derzeit noch unbekannte 

Funktion hat, die in Stresssituationen wichtig für Tumorzellen ist. So ist bereits bekannt, dass 

GFAP neben seiner Bedeutung für die Zellstruktur noch an weiteren Prozessen wie der 

Zellregeneration und synaptischen Plastizität beteiligt ist [122].  

Beim Vergleich der Expressionsdaten dieser beiden genomisch recht verschiedenen 

Glioblastom-Zelllinien sind sowohl Parallelen als auch deutliche Unterschiede im Ansprechen 

auf die Pim1-Inhibitoren zu verzeichnen. Die Parallelen berechtigen einerseits zu der 

Annahme, dass die beobachteten Veränderungen auch für andere Glioblastom-Zelllinien bzw. 

für primäre Glioblastomzellen allgemein zutreffen könnten. Die ebenfalls beschriebenen 

Expressionsunterschiede zwischen LN18- und U87MG-Zellen, insbesondere hinsichtlich der 

Nestin-Expression, könnten dagegen zumindest teilweise auf der unterschiedlichen 

genomischen Struktur und einer damit verbundenen unterschiedlichen Ausstattung der beiden 

Zelllinien an Signalmolekülen basieren. Während LN18-Zellen beispielsweise den PTEN-

Wildtyp sowie eine p53-Mutation aufweisen, sind die U87MG-Zellen durch eine PTEN-

Mutation und einen p53-Wildtyp charakterisiert (siehe Punkt 2.1.8) [69, 72]. Damit scheint 

auch ein Patienten-individuelles Genmuster, das für Glioblastomzellen mehrfach beschrieben 

wurde, für das Ansprechen auf antitumorale Substanzen wie die hier verwendeten Pim1-

Inhibitoren sowie für die jeweiligen Stammzelleigenschaften von Bedeutung zu sein [31, 24].  

Die Daten des im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten in vitro-Experiments deuten darauf 

hin, dass eine Pim1-Inhibition zumindest partiell zu einer Herunterregulierung der Expression 

einiger Stammzellmarker (darunter Nestin, MEF und CD133) führt, während das bislang als 

Differenzierungsmarker beschriebene Intermediärfilament GFAP signifikant hochreguliert 

wird. Somit sollte ein gewisser Anteil der Tumorzellen und -stammzellen durch die Pim1-

Inhibition beeinträchtigt werden. Dennoch wurden andere Stammzellmarker nach 

Eliminierung von Pim1 sogar verstärkt exprimiert. Um abschließend beurteilen zu können, ob 

eine Pim1-Inhibition tatsächlich die Stammzell- und/oder Differenzierungseigenschaften von 

Glioblastomzellen beeinflusst, könnten zusätzlich zu den Expressionsanalysen funktionelle 

Untersuchungen angeschlossen werden. Eignen würde sich hierfür beispielsweise der 

sogenannte Neurosphären-Assay, da die Bildung von dreidimensionalen Neurosphären als ein 
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essentielles Kriterium von Glioblastomstammzellen diskutiert wird [123, 124]. Außerdem 

bleibt die Frage offen, ob die alleinige Ausschaltung von Pim1 eine ausreichend effektive 

Therapiestrategie darstellt oder ob eine Kombination mit anderen bereits therapeutisch 

angewandten Pharmaka sinnvoll ist. Beim Glioblastoma multiforme handelt es sich um einen 

äußerst vielgestaltigen und vor allem anpassungsfähigen Tumor, der sehr wahrscheinlich einer 

komplexen Behandlung bedarf. Einen vielversprechenden Therapieansatz (ergänzend zur 

Tumorchirurgie) stellt die small molecule-Inhibition mehrerer Zielmoleküle im Sinne einer 

multi-target-Therapie in Kombination mit der bereits etablierten Radiochemotherapie dar. In 

einem derartigen therapeutischen Rahmen könnte sich somit auch die Pim1-Inhibition 

wiederfinden. Darüber hinaus wird eine individualisierte Medizin notwendige Voraussetzung 

für eine effektive Behandlung des Glioblastoms sein, da die Tumoren per se schon sehr 

verschiedenartig und heterogen sind. Dies zeigt sich auch in der unterschiedlichen 

Expressionsregulation von Stammzell- und Differenzierungsmarkern in den beiden 

untersuchten Glioblastom-Zelllinien LN18 und U87MG nach Pim1-Inhibition, die damit 

individuell auf iatrogene Einflüsse und Umweltbedingungen reagieren können.  
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5 Zusammenfassung 

Das Glioblastoma multiforme ist der häufigste und zugleich aggressivste primär maligne 

Hirntumor des Erwachsenen. Die derzeitige Standardtherapie umfasst die neurochirurgische 

Resektion und eine adjuvante Radiochemotherapie. Trotz dieses multimodalen 

Therapieregimes beträgt die mediane Überlebenszeit der Patienten weniger als 15 Monate 

nach Diagnosestellung.  

Das aggressive biologische Verhalten dieses Tumors, insbesondere seine Resistenz gegenüber 

der aktuellen Standardtherapie und seine hohe Rezidivneigung, werden zumindest partiell 

einer Subpopulation innerhalb der Glioblastomzellen, den sog. Glioblastomstammzellen, 

zugeschrieben. Um die molekularen und zellulären Prozesse innerhalb dieses Tumors besser 

verstehen und ihn erfolgreich behandeln zu können, ist es notwendig diese Zellen genau zu 

identifizieren. Es ist bislang noch nicht gelungen, Glioblastomstammzellen präzise zu 

charakterisieren und von gewöhnlichen Stammzellen zu unterscheiden. Die Entdeckung von 

Markerproteinen, die konsistent von den Tumorstammzellen der verschiedenen Glioblastom-

Subtypen exprimiert werden, könnte es ermöglichen, diese Zellen und damit die Ursprünge 

des Glioblastoms zielgerichtet zu bekämpfen.  

Gegenstand dieser Arbeit war deshalb die Untersuchung der Expression potenzieller 

Stammzell- und Differenzierungsmarker in humanem Glioblastomgewebe. Eine statistisch 

signifikant erhöhte Expression konnte in den Glioblastom-Patientenproben gegenüber nicht-

malignem Hirngewebe für die Stammzellmarker Nestin, CD44 und MEF sowohl auf mRNA- 

als auch Proteinebene nachgewiesen werden. Auch Nanog wird auf mRNA-Ebene in den 

Glioblastomgeweben der untersuchten Patientenkohorte signifikant stärker exprimiert, 

während CD95 im Glioblastom vermindert exprimiert wurde. Dagegen zeigten sich für die 

häufig verwendeten Stammzellmarker CD133 und ABCG2 keine Expressionsunterschiede. 

Unter den analysierten astrozytären Differenzierungsmarkern zeigte Sparc im Gegensatz zu 

GFAP ebenfalls signifikant erhöhte mRNA- und Proteinexpressionswerte in den 

Glioblastomproben verglichen mit Kontrollhirngewebe. Außerdem fand sich eine gesteigerte 

mRNA-Expression des Mikroglia-Markers Iba1. Eine Assoziation mit dem Überleben der 

Glioblastompatienten und damit eine prognostische Relevanz konnte jedoch nur für CD95 

und GFAP nachgewiesen werden, sodass sich insbesondere CD95 aufgrund seiner Tumorzell-

relevanten Funktionen als neues Zielmolekül für eine targeted therapy eignen könnte. 
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Des Weiteren erfolgte die Durchführung von in vitro-Experimenten zur  Untersuchung des 

Einflusses einer Pim1-Inhibition auf die mRNA- und Proteinexpression von ausgewählten 

Stammzell- und Differenzierungsmarkern in den humanen Glioblastom-Zelllinien LN18 und 

U87MG, da für die onkogene Kinase Pim1 eine Bedeutung für das aggressive Wachstum von 

Glioblastomzellen nachgewiesen werden konnte. Dabei zeigte sich, dass die Expression 

einiger Stammzellmarker (Nestin, MEF, CD133) durch pharmakologische Hemmung von 

Pim1 mittels LY294002, Quercetagetin und TCS Pim1-1 signifikant herunterreguliert wird. 

Dagegen fand sich ein signifikanter Expressionsanstieg des bisher vorrangig als 

Differenzierungsmarker genutzten Proteins GFAP. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, 

dass der Stammzellphänotyp durch eine Pim1-Inhibition verändert werden kann. Um 

mögliche Effekte einer Pim1-Inhibition auf die Stammzell- und 

Differenzierungseigenschaften von Glioblastomzellen fundiert beurteilen zu können, müssen 

in weiterführenden Analysen funktionelle Untersuchungen wie der sog. Neurosphären-Assay 

ergänzt werden. Zudem bleibt fraglich, ob eine Therapie, die ausschließlich Pim1 ausschaltet, 

ausreichend effizient wäre oder sich eine Pim1-Hemmung eher als Kombinationstherapie 

beim Glioblastom eignet. Bei der Entwicklung neuer Therapiestrategien bietet die sog. small 

molecule-Inhibition spezifischer Proteine einen vielversprechenden Ansatz zur Ergänzung der 

etablierten Radiochemotherapie. Insbesondere könnte die Kombination mehrerer solcher 

Inhibitoren im Rahmen einer multi-target-Therapie, die auf Signalwege abzielt, die  das 

Stammzellverhalten sowie Proliferation und Migration von Glioblastomstammzellen 

regulieren, erfolgreich sein. Als Bestandteil einer derartigen kombinierten Therapie ist die 

Pim1-Inhibition vorstellbar. Allerdings wird eine effektive Behandlung des Glioblastoms 

zukünftig auch eine individualisierte Medizin erfordern, da man heute weiß, dass diese 

Tumorentität nicht nur durch eine große intratumorale, sondern auch intertumorale 

Heterogenität gekennzeichnet ist.  



6 Literaturverzeichnis 

88 

 

6 Literaturverzeichnis 

[1] Chandana S. R., Movva S., Arora M., Singh T.: Primary brain tumors in adults. American 

family physician 77, 1423–1430 (2008). 

[2] Robert Koch-Institut (Hrsg) und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in 

Deutschland e.V. (Hrsg): Krebs in Deutschland 2011/2012. 10. Ausgabe, 110–113 (2015). 

[3] Becker N., Holzmeier S., Deutsches Krebsforschungszentrum, Abteilung Epidemiologie 

von Krebserkrankungen: Die 20 häufigsten Krebstodesursachen in Deutschland im Jahr 

2012. DKFZ Krebsatlas, Krebsmortalität nach Organen. 

http://www.dkfz.de/de/krebsatlas/gesamt/organ.html. 

[4] Louis D. N., Ohgaki H., Wiestler O. D., Cavenee W. K., Burger P. C., Jouvet A., 

Scheithauer B. W., Kleihues P.: The 2007 WHO classification of tumours of the central 

nervous system. Acta neuropathologica 114, 97–109 (2007). 

[5] Louis D. N., Perry A., Reifenberger G., Deimling A. von, Figarella-Branger D., Cavenee 

W. K., Ohgaki H., Wiestler O. D., Kleihues P., Ellison D. W.: The 2016 World Health 

Organization Classification of Tumors of the Central Nervous System: a summary. Acta 

neuropathologica 131, 803–820 (2016). 

[6] Weller M., Deutsche Gesellschaft für Neurologie: Kapitel: Hirntumoren, S2k-Leitlinie. 

Gliome, 6–7 (2014). 

[7] Yang P., Zhang C., Cai J., You G., Wang Y., Qiu X., Li S., Wu C., Yao K., Li W., Peng X., 

Zhang W., Jiang T.: Radiation combined with temozolomide contraindicated for young 

adults diagnosed with anaplastic glioma. Oncotarget; Advance Online Publications: Page 

2 (2016). 

[8] Ohgaki H., Kleihues P.: Epidemiology and etiology of gliomas. Acta Neuropathologica 

109, 93–108 (2005). 

[9] Mountz J., Ahmed R., Oborski M., Lieberman F., Hwang M.: Malignant gliomas: current 

perspectives in diagnosis, treatment, and early response assessment using advanced 

quantitative imaging methods. Cancer Management and Research 6, 149–170 (2014). 

[10] Ostrom Q. T., Gittleman H., Farah P., Ondracek A., Chen Y., Wolinsky Y., Stroup N. 

E., Kruchko C., Barnholtz-Sloan J. S.: CBTRUS statistical report: Primary brain and 

central nervous system tumors diagnosed in the United States in 2006-2010. Neuro-

oncology 15(2), 1–56 (2013). 

[11] Ganten, Detlev (Hrsg.), Ruckpaul, Klaus (Hrsg.): Erkrankungen des 

Zentralnervensystems. Handbuch der Molekularen Medizin. Springer, Berlin, 458-459 

(1999). 

[12] Furnari F. B., Fenton T., Bachoo R. M., Mukasa A., Stommel J. M., Stegh A., Hahn W. 

C., Ligon K. L., Louis D. N., Brennan C., Chin L., DePinho R. A., Cavenee W. K.: 

Malignant astrocytic glioma: genetics, biology, and paths to treatment. Genes & 

development 21, 2683–2710 (2007). 



6 Literaturverzeichnis 

89 

 

[13] Hofer S., Rushing E., Preusser M., Marosi C.: Molecular biology of high-grade 

gliomas: what should the clinician know? Chinese journal of cancer 33, 4–7 (2014). 

[14] Liu S., Sun J., Lan Q.: Glioblastoma microvesicles promote endothelial cell 

proliferation through Akt/beta-catenin pathway. International journal of clinical and 

experimental pathology 7, 4857–4866 (2014). 

[15] Westermark B.: Glioblastoma--a moving target. Upsala journal of medical sciences 

117, 251–256 (2012). 

[16] Das P., Puri T., Jha P., Pathak P., Joshi N., Suri V., Sharma M. C., Sharma B. S., 

Mahapatra A. K., Suri A., Sarkar C.: A clinicopathological and molecular analysis of 

glioblastoma multiforme with long-term survival. Journal of clinical neuroscience : 

official journal of the Neurosurgical Society of Australasia 18, 66–70 (2011). 

[17] Ray S., Bonafede M. M., Mohile N. A.: Treatment Patterns, Survival, and Healthcare 

Costs of Patients with Malignant Gliomas in a Large US Commercially Insured 

Population. American Health & Drug Benefits 7, 140–149 (2014). 

[18] Tolnay M.: Neuropathologie glialer Hirntumoren. Schweiz Med Forum 02, 698–703 

(2002). 

[19] Böcker, Werner (Hrsg.), Denk, Helmut (Hrsg.), Heitz, Philipp U. (Hrsg.), Moch, 

Holger (Hrsg.), Höfler, Gerald (Hrsg.), Kreipe, Hans (Hrsg.): Pathologie. Urban & 

Fischer Verlag/Elsevier GmbH, München, 14–17, 134–164, 254–255 (2012). 

[20] Ohgaki H., Kleihues P.: Genetic alterations and signaling pathways in the evolution of 

gliomas. Cancer science 100, 2235–2241 (2009). 

[21] Stupp R., Mason W. P., van den Bent, Martin J, Weller M., Fisher B., Taphoorn, 

Martin J B, Belanger K., Brandes A. A., Marosi C., Bogdahn U., Curschmann J., Janzer 

R. C., Ludwin S. K., Gorlia T., Allgeier A., Lacombe D., Cairncross J. G., Eisenhauer E., 

Mirimanoff R. O.: Radiotherapy plus concomitant and adjuvant temozolomide for 

glioblastoma. The New England journal of medicine 352, 987–996 (2005). 

[22] Adair J. E., Johnston S. K., Mrugala M. M., Beard B. C., Guyman L. A., Baldock A. L., 

Bridge C. A., Hawkins-Daarud A., Gori J. L., Born D. E., Gonzalez-Cuyar L. F., 

Silbergeld D. L., Rockne R. C., Storer B. E., Rockhill J. K., Swanson K. R., Kiem H.-P.: 

Gene therapy enhances chemotherapy tolerance and efficacy in glioblastoma patients. The 

Journal of clinical investigation 124, 4082–4092 (2014). 

[23] Etcheverry A., Aubry M., Idbaih A., Vauleon E., Marie Y., Menei P., Boniface R., 

Figarella-Branger D., Karayan-Tapon L., Quillien V., Sanson M., Tayrac M. de, Delattre 

J.-Y., Mosser J.: DGKI Methylation Status Modulates the Prognostic Value of MGMT in 

Glioblastoma Patients Treated with Combined Radio-Chemotherapy with Temozolomide. 

PloS one 9(9), e104455 (2014). 

[24] Parker N. R., Hudson A. L., Khong P., Parkinson J. F., Dwight T., Ikin R. J., Zhu Y., 

Cheng Z. J., Vafaee F., Chen J., Wheeler H. R., Howell V. M.: Intratumoral heterogeneity 

identified at the epigenetic, genetic and transcriptional level in glioblastoma. Scientific 

reports 6, 22477 (2016). 



6 Literaturverzeichnis 

90 

 

[25] Bao S., Wu Q., McLendon R. E., Hao Y., Shi Q., Hjelmeland A. B., Dewhirst M. W., 

Bigner D. D., Rich J. N.: Glioma stem cells promote radioresistance by preferential 

activation of the DNA damage response. Nature 444, 756–760 (2006). 

[26] Pardal R., Clarke M. F., Morrison S. J.: Applying the principles of stem-cell biology 

to cancer. Nature reviews. Cancer 3, 895–902 (2003). 

[27] Clarke M. F., Dick J. E., Dirks P. B., Eaves C. J., Jamieson, Catriona H M, Jones D. 

L., Visvader J., Weissman I. L., Wahl G. M.: Cancer stem cells--perspectives on current 

status and future directions: AACR Workshop on cancer stem cells. Cancer research 66, 

9339–9344 (2006). 

[28] Visvader J. E., Lindeman G. J.: Cancer stem cells in solid tumours: accumulating 

evidence and unresolved questions. Nature reviews. Cancer 8, 755–768 (2008). 

[29] Huntly, Brian J P, Gilliland D. G.: Cancer biology: summing up cancer stem cells. 

Nature 435, 1169–1170 (2005). 

[30] Broadley, Kate W R, Hunn M. K., Farrand K. J., Price K. M., Grasso C., Miller R. J., 

Hermans I. F., McConnell M. J.: Side population is not necessary or sufficient for a 

cancer stem cell phenotype in glioblastoma multiforme. Stem cells (Dayton, Ohio) 29, 

452–461 (2011). 

[31] Bradshaw A., Wickremsekera A., Tan S. T., Peng L., Davis P. F., Itinteang T.: Cancer 

Stem Cell Hierarchy in Glioblastoma Multiforme. Frontiers in surgery 3, 21 (2016). 

[32] Singh S. K., Clarke I. D., Terasaki M., Bonn V. E., Hawkins C., Squire J., Dirks P. B.: 

Identification of a cancer stem cell in human brain tumors. Cancer research 63, 5821–

5828 (2003). 

[33] Singh S. K., Hawkins C., Clarke I. D., Squire J. A., Bayani J., Hide T., Henkelman R. 

M., Cusimano M. D., Dirks P. B.: Identification of human brain tumour initiating cells. 

Nature 432, 396–401 (2004). 

[34] Bleau A.-M., Huse J. T., Holland E. C.: The ABCG2 resistance network of 

glioblastoma. Cell Cycle 8, 2937–2945 (2014). 

[35] Iacopino F., Angelucci C., Piacentini R., Biamonte F., Mangiola A., Maira G., Grassi 

C., Sica G.: Isolation of cancer stem cells from three human glioblastoma cell lines: 

characterization of two selected clones. PloS one 9, e105166 (2014). 

[36] Basakran N. S.: CD44 as a potential diagnostic tumor marker. Saudi medical journal 

36, 273–279 (2015). 

[37] Goodison S., Urquidi V., Tarin D.: CD44 cell adhesion molecules. Molecular 

Pathology 52(4), 189–196 (1999). 

[38] Padmanabhan R., Chen K. G., Gottesman M. M.: Lost in Translation: Regulation of 

ABCG2 Expression in Human Embryonic Stem Cells. Journal of stem cell research & 

therapy 4, 180 (2014). 



6 Literaturverzeichnis 

91 

 

[39] Park D., Xiang A. P., Mao F. F., Zhang L., Di C.-G., Liu X.-M., Shao Y., Ma B.-F., 

Lee J.-H., Ha K.-S., Walton N., Lahn B. T.: Nestin is required for the proper self-renewal 

of neural stem cells. Stem cells (Dayton, Ohio) 28, 2162–2171 (2010). 

[40] Dahlrot R. H., Hansen S., Jensen S. S., Schrøder H. D., Hjelmborg J., Kristensen B. 

W.: Clinical value of CD133 and nestin in patients with glioma: a population-based study. 

International journal of clinical and experimental pathology, 3739–3751 (2014). 

[41] Mignone J. L., Kukekov V., Chiang A.-S., Steindler D., Enikolopov G.: Neural stem 

and progenitor cells in nestin-GFP transgenic mice. The Journal of comparative 

neurology 469, 311–324 (2004). 

[42] Komitova M., Eriksson P. S.: Sox-2 is expressed by neural progenitors and astroglia in 

the adult rat brain. Neuroscience letters 369, 24–27 (2004). 

[43] Masui S., Nakatake Y., Toyooka Y., Shimosato D., Yagi R., Takahashi K., Okochi H., 

Okuda A., Matoba R., Sharov A. A., Ko, Minoru S H, Niwa H.: Pluripotency governed by 

Sox2 via regulation of Oct3/4 expression in mouse embryonic stem cells. Nature cell 

biology 9, 625–635 (2007). 

[44] Kazanis I.: The subependymal zone neurogenic niche: a beating heart in the centre of 

the brain: how plastic is adult neurogenesis? Opportunities for therapy and questions to be 

addressed. Brain: a journal of neurology 132, 2909–2921 (2009). 

[45] Glass R., Synowitz M., Kronenberg G., Walzlein J.-H., Markovic D. S., Wang L.-P., 

Gast D., Kiwit J., Kempermann G., Kettenmann H.: Glioblastoma-induced attraction of 

endogenous neural precursor cells is associated with improved survival. The Journal of 

Neuroscience 25, 2637–2646 (2005). 

[46] Maslov A. Y., Barone T. A., Plunkett R. J., Pruitt S. C.: Neural stem cell detection, 

characterization, and age-related changes in the subventricular zone of mice. The Journal 

of Neuroscience 24, 1726–1733 (2004). 

[47]  l a e - u lla      a c  a-Verdugo J. M.: Neurogenesis in Adult Subventricular Zone. 

The Journal of Neuroscience 22, 629–634 (2002). 

[48] Walzlein J.-H., Synowitz M., Engels B., Markovic D. S., Gabrusiewicz K., Nikolaev E., 

Yoshikawa K., Kaminska B., Kempermann G., Uckert W., Kaczmarek L., Kettenmann H., 

Glass R.: The antitumorigenic response of neural precursors depends on subventricular 

proliferation and age. Stem cells (Dayton, Ohio) 26, 2945–2954 (2008). 

[49] Galli R., Binda E., Orfanelli U., Cipelletti B., Gritti A., Vitis S. de, Fiocco R., Foroni 

C., Dimeco F., Vescovi A.: Isolation and characterization of tumorigenic, stem-like neural 

precursors from human glioblastoma. Cancer research 64, 7011–7021 (2004). 

[50] Jin X., Yin J., Kim S.-H., Sohn Y.-W., Beck S., Lim Y. C., Nam D.-H., Choi Y.-J., Kim 

H.: EGFR-AKT-Smad signaling promotes formation of glioma stem-like cells and tumor 

angiogenesis by ID3-driven cytokine induction. Cancer research 71, 7125–7134 (2011). 

 



6 Literaturverzeichnis 

92 

 

[51] Yao Y., Xue Y., Ma J., Shang C., Wang P., Liu L., Liu W., Li Z., Qu S., Li Z., Liu Y.: 

MiR-330-mediated regulation of SH3GL2 expression enhances malignant behaviors of 

glioblastoma stem cells by activating ERK and PI3K/AKT signaling pathways. PloS one 

9, e95060 (2014). 

[52] Han X., Zhang W., Yang X., Wheeler C. G., Langford C. P., Wu L., Filippova N., 

Friedman G. K., Ding Q., Fathallah-Shaykh H. M., Gillespie G. Y., Nabors L. B.: The 

role of Src family kinases in growth and migration of glioma stem cells. International 

journal of oncology 45, 302–310 (2014). 

[53] Miao H., Gale N. W., Guo H., Qian J., Petty A., Kaspar J., Murphy A. J., Valenzuela 

D. M., Yancopoulos G., Hambardzumyan D., Lathia J. D., Rich J. N., Lee J., Wang B.: 

EphA2 promotes infiltrative invasion of glioma stem cells in vivo through cross-talk with 

Akt and regulates stem cell properties. Oncogene 34, 558–567 (2015). 

[54] Kanai R., Wakimoto H., Martuza R. L., Rabkin S. D.: A novel oncolytic herpes 

simplex virus that synergizes with phosphoinositide 3-kinase/Akt pathway inhibitors to 

target glioblastoma stem cells. Clinical cancer research: an official journal of the 

American Association for Cancer Research 17, 3686–3696 (2011). 

[55] Gallia G. L., Tyler B. M., Hann C. L., Siu I.-M., Giranda V. L., Vescovi A. L., Brem H., 

Riggins G. J.: Inhibition of Akt inhibits growth of glioblastoma and glioblastoma stem-

like cells. Molecular cancer therapeutics 8, 386–393 (2009). 

[56] Molina J. R., Hayashi Y., Stephens C., Georgescu M.-M.: Invasive Glioblastoma Cells 

Acquire Stemness and Increased Akt Activation. Neoplasia 12, 453–463 (2010). 

[57] Jijiwa M., Demir H., Gupta S., Leung C., Joshi K., Orozco N., Huang T., Yildiz V. O., 

Shibahara I., de Jesus, Jason A, Yong W. H., Mischel P. S., Fernandez S., Kornblum H. I., 

Nakano I.: CD44v6 regulates growth of brain tumor stem cells partially through the AKT-

mediated pathway. PloS one 6, e24217 (2011). 

[58] Mehta M., Khan A., Danish S., Haffty B. G., Sabaawy H. E.: Radiosensitization of 

Primary Human Glioblastoma Stem-like Cells with Low-Dose AKT Inhibition. Molecular 

cancer therapeutics, 1171–1180 (2015). 

[59] Herzog S., Fink M. A., Weitmann K., Friedel C., Hadlich S., Langner S., Kindermann 

K., Holm T., Böhm A., Eskilsson E., Miletic H., Hildner M., Fritsch M., Vogelgesang S., 

Havemann C., Ritter C. A., Meyer zu Schwabedissen, Henriette Elisabeth, Rauch B., 

Hoffmann W., Kroemer H. K., Schroeder H., Bien-Möller S.: Pim1 kinase is upregulated 

in glioblastoma multiforme and mediates tumor cell survival. Neuro-oncology 17, 223–

242 (2015). 

[60] Hu X. F., Li J., Vandervalk S., Wang Z., Magnuson N. S., Xing P. X.: PIM-1-specific 

mAb suppresses human and mouse tumor growth by decreasing PIM-1 levels, reducing 

Akt phosphorylation, and activating apoptosis. The Journal of clinical investigation 119, 

362–375 (2009). 

[61] Wang Z1, Bhattacharya N, Weaver M, Petersen K, Meyer M, Gapter L, Magnuson NS: 

Pim-1: a serine/threonine kinase with a role in cell survival, proliferation, differentiation 

and tumorigenesis. J Vet Sci., 167–179 (2001). 



6 Literaturverzeichnis 

93 

 

[62] An N., Lin Y.-W., Mahajan S., Kellner J. N., Wang Y., Li Z., Kraft A. S., Kang Y.: Pim1 

serine/threonine kinase regulates the number and functions of murine hematopoietic stem 

cells. Stem cells (Dayton, Ohio) 31, 1202–1212 (2013). 

[63] Bachmann M., Möröy T.: The serine/threonine kinase Pim-1. The international journal 

of biochemistry & cell biology 37, 726–730 (2005). 

[64] Sundararaman B., Avitabile D., Konstandin M. H., Cottage C. T., Gude N., Sussman 

M. A.: Asymmetric chromatid segregation in cardiac progenitor cells is enhanced by Pim-

1 kinase. Circulation research 110, 1169–1173 (2012). 

[65] Hu S., Yan G., Xu H., He W., Liu Z., Ma G.: Hypoxic Preconditioning Increases 

Survival of Cardiac Progenitor Cells via the Pim-1 Kinase-Mediated Anti-Apoptotic 

Effect. Circulation Journal 78, 724–731 (2014). 

[66] Xie Y., Bayakhmetov S.: PIM1 kinase as a promise of targeted therapy in prostate 

cancer stem cells. Molecular and clinical oncology 4, 13–17 (2016). 

[67] Anton K., Baehring J. M., Mayer T.: Glioblastoma multiforme: overview of current 

treatment and future perspectives. Hematology/oncology clinics of North America 26, 

825–853 (2012). 

[68] Diserens A. C., Tribolet N. de, Martin-Achard A., Gaide A. C., Schnegg J. F., Carrel 

S.: Characterization of an established human malignant glioma cell line: LN-18. Acta 

Neuropathologica 53, 21–28 (1981). 

[69] ATCC®: LN-18 (ATCC® CRL-2610™). Homo sapiens, brain/cerebrum; right 

temporal lobe. http://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/CRL-

2610.aspx#generalinformation (Stand: 27.03.2015). 

[70] Szeimies, Rolf-Markus (Hrsg.), Hauschild, Axel (Hrsg.), Garbe, Claus (Hrsg.), 

Kaufmann, Roland (Hrsg.), Landthaler, Michael (Hrsg.): Tumoren der Haut. Grundlagen, 

Diagnostik und Therapie in der dermatologischen Onkologie. Georg Thieme Verlag, 

Stuttgart, 7 (2010). 

[71] Clark M. J., Homer N., O'Connor B. D., Chen Z., Eskin A., Lee H., Merriman B., 

Nelson S. F.: U87MG decoded: the genomic sequence of a cytogenetically aberrant 

human cancer cell line. PLoS genetics 6, e1000832 (2010). 

[72] ATCC®: U-87 MG (ATCC® HTB-14™). Homo sapiens, brain, glioblastoma. 

http://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/HTB-14.aspx#culturemethod 

(Stand: 27.03.2015). 

[73] MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG: RNA isolation user manual, 18–20 (2015). 

[74] Chomczynski P., Sacchi N.: The single-step method of RNA isolation by acid 

guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform extraction: twenty-something years on. 

Nature protocols 1, 581–585 (2006). 

[75] Hartfelder K., Bitondi, Márcia M G, Brent C. S., Guidugli-Lazzarini K. R., Simões, 

Zilá L P, Stabentheiner A., Tanaka É. D., Wang Y.: Standard methods for physiology and 

biochemistry research in Apis mellifera. Journal of Apicultural Research 52, 1–48 (2015). 



6 Literaturverzeichnis 

94 

 

[76] Towbin H., Staehelin T., Gordon J.: Electrophoretic transfer of proteins from 

polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and some applications. 1979. 

Biotechnology (Reading, Mass.) 24, 145–149 (1992). 

[77] Oberstadt M. C., Bien-Möller S., Weitmann K., Herzog S., Hentschel K., Rimmbach 

C., Vogelgesang S., Balz E., Fink M. A., Michael H., Zeden J.-P., Bruckmüller H., Werk 

A. N., Cascorbi I., Hoffmann W., Rosskopf D., Schroeder H., Kroemer H. K.: Epigenetic 

modulation of the drug resistance genes MGMT, ABCB1 and ABCG2 in glioblastoma 

multiforme. BMC Cancer, 13:617, 1471–2407 (2013). 

[78] Razavi S.-M., Lee K. E., Jin B. E., Aujla P. S., Gholamin S., Li G.: Immune Evasion 

Strategies of Glioblastoma. Frontiers in surgery 3, 11 (2016). 

[79] Lee J.-K., Nam D.-H., Lee J.: Repurposing antipsychotics as glioblastoma 

therapeutics: Potentials and challenges. Oncology letters 11, 1281–1286 (2016). 

[80] Cui Q., Yang S., Ye P., Tian E., Sun G., Zhou J., Sun G., Liu X., Chen C., Murai K., 

Zhao C., Azizian K. T., Yang L., Warden C., Wu X., D'Apuzzo M., Brown C., Badie B., 

Peng L., Riggs A. D., Rossi J. J., Shi Y.: Downregulation of TLX induces TET3 

expression and inhibits glioblastoma stem cell self-renewal and tumorigenesis. Nature 

communications 7, 10637 (2016). 

[81] Liebelt B. D., Shingu T., Zhou X., Ren J., Shin S. A., Hu J.: Glioma Stem Cells: 

Signaling, Microenvironment, and Therapy. Stem cells international 2016, 7849890, 1–10 

(2016). 

[82] Herzog S., Fink M. A., Weitmann K., Friedel C., Hadlich S., Langner S., Kindermann 

K., Holm T., Böhm A., Eskilsson E., Miletic H., Hildner M., Fritsch M., Vogelgesang S., 

Havemann C., Ritter C. A., Meyer zu Schwabedissen, Henriette Elisabeth, Rauch B., 

Hoffmann W., Kroemer H. K., Schroeder H., Bien-Möller S.: Pim1 kinase is upregulated 

in glioblastoma multiforme and mediates tumor cell survival. Neuro-oncology 17, 223–

242 (2015). 

[83] Low J., Dowless M., Shiyanova T., Rowlinson S., Ricci-Vitiani L., Maria R. de, Pallini 

R., Stancato L.: Knockdown of cancer testis antigens modulates neural stem cell marker 

expression in glioblastoma tumor stem cells. Journal of biomolecular screening 15, 830–

839 (2010). 

[84] Zhang M., Song T., Yang L., Chen R., Wu L., Yang Z., Fang J.: Nestin and CD133: 

valuable stem cell-specific markers for determining clinical outcome of glioma patients. 

Journal of experimental & clinical cancer research 27(1), 85 (2008). 

[85] Safa A. R., Saadatzadeh M. R., Cohen-Gadol A. A., Pollok K. E., Bijangi-Vishehsaraei 

K.: Emerging targets for glioblastoma stem cell therapy. Journal of biomedical research 

30(1), 19–31 (2016). 

[86] Jackson M., Hassiotou F., Nowak A.: Glioblastoma stem-like cells: at the root of 

tumor recurrence and a therapeutic target. Carcinogenesis 36, 177–185 (2015). 

 



6 Literaturverzeichnis 

95 

 

[87] Bazzoli E., Pulvirenti T., Oberstadt M. C., Perna F., Wee B., Schultz N., Huse J. T., 

Fomchenko E. I., Voza F., Tabar V., Brennan C. W., DeAngelis L. M., Nimer S. D., 

Holland E. C., Squatrito M.: MEF promotes stemness in the pathogenesis of gliomas. Cell 

stem cell 11, 836–844 (2012). 

[88] Sakakini N., Turchi L., Bergon A., Holota H., Rekima S., Lopez F., Paquis P., 

Almairac F., Fontaine D., Baeza-Kallee N., van Obberghen-Schilling E., Junier M.-P., 

Chneiweiss H., Figarella-Branger D., Burel-Vandenbos F., Imbert J., Virolle T.: A 

positive feed-forward loop associating EGR1 and PDGFA promotes proliferation and 

self-renewal in glioblastoma stem cells. The Journal of biological chemistry 291(20), 

10684–10699 (2016). 

[89] Brandner S.: Nanog, Gli, and p53: a new network of stemness in development and 

cancer. The EMBO journal 29, 2475–2476 (2010). 

[90] Tamura K., Aoyagi M., Ando N., Ogishima T., Wakimoto H., Yamamoto M., Ohno K.: 

Expansion of CD133-positive glioma cells in recurrent de novo glioblastomas after 

radiotherapy and chemotherapy. Journal of Neurosurgery 119, 1145–1155 (2013). 

[91] Yamamuro S., Okamoto Y., Sano E., Ochiai Y., Ogino A., Ohta T., Hara H., Ueda T., 

Nakayama T., Yoshino A., Katayama Y.: Characterization of glioma stem-like cells from 

human glioblastomas. International journal of oncology 47, 91–96 (2015). 

[92] Hide T., Makino K., Nakamura H., Yano S., Anai S., Takezaki T., Kuroda J.-i., 

Shinojima N., Ueda Y., Kuratsu J.-i.: New Treatment Strategies to Eradicate Cancer Stem 

Cells and Niches in Glioblastoma. Neurologia medico-chirurgica 53, 764–772 (2013). 

[93] Eramo A., Ricci-Vitiani L., Zeuner A., Pallini R., Lotti F., Sette G., Pilozzi E., Larocca 

L. M., Peschle C., Maria R.: Chemotherapy resistance of glioblastoma stem cells. Cell 

death and differentiation 13, 1238–1241 (2006). 

[94] Robey R. W., To, Kenneth K K, Polgar O., Dohse M., Fetsch P., Dean M., Bates S. E.: 

ABCG2: a perspective. Advanced drug delivery reviews 61, 3–13 (2009). 

[95] Bleau A.-M., Hambardzumyan D., Ozawa T., Fomchenko E. I., Huse J. T., Brennan C. 

W., Holland E. C.: PTEN/PI3K/Akt pathway regulates the side population phenotype and 

ABCG2 activity in glioma tumor stem-like cells. Cell stem cell 4, 226–235 (2009). 

[96] Persson A. I., Weiss W. A.: The side story of stem-like glioma cells. Cell stem cell 4, 

191–192 (2009). 

[97] Johnstone R. W., Ruefli A., Lowe S. W.: Apoptosis: A Link between Cancer Genetics 

and Chemotherapy. Cell 108(2), 153–164 (2002). 

[98] Peter M. E., Hadji A., Murmann A. E., Brockway S., Putzbach W., Pattanayak A., 

Ceppi P.: The role of CD95 and CD95 ligand in cancer. Cell death and differentiation 22, 

549–559 (2015). 

[99] Tao J., Qiu B., Zhang D., Wang Y.: Expression levels of Fas/Fas-L mRNA in human 

brain glioma stem cells. Molecular medicine reports 5, 1202–1206 (2012). 



6 Literaturverzeichnis 

96 

 

[100] Ito D., Imai Y., Ohsawa K., Nakajima K., Fukuuchi Y., Kohsaka S.: Microglia-specific 

localisation of a novel calcium binding protein, Iba1. Molecular Brain Research 57, 1–9 

(1998). 

[101] Muja N., Cohen M. E., Zhang J., Kim H., Gilad A. A., Walczak P., Ben-Hur T., Bulte, 

Jeff W M: Neural precursors exhibit distinctly different patterns of cell migration upon 

transplantation during either the acute or chronic phase of EAE: a serial MR imaging 

study. Magnetic resonance in medicine 65, 1738–1749 (2011). 

[102] Markovic D. S., Glass R., Synowitz M., van Rooijen N., Kettenmann H.: Microglia 

Stimulate the Invasiveness of Glioma Cells by Increasing the Activity of Metalloprotease-

2. Journal of Neuropathology & Experimental Neurology 64(9), 754–762 (2005). 

[103] Thomas S. L., Alam R., Lemke N., Schultz L. R., Gutiérrez J. A., Rempel S. A.: PTEN 

augments SPARC suppression of proliferation and inhibits SPARC-induced migration by 

suppressing SHC-RAF-ERK and AKT signaling. Neuro-oncology 12, 941–955 (2010). 

[104] Thomas S. L., Schultz C. R., Mouzon E., Golembieski W. A., El Naili R., Radakrishnan 

A., Lemke N., Poisson L. M., Gutiérrez J. A., Cottingham S., Rempel S. A.: Loss of Sparc 

in p53-null Astrocytes Promotes Macrophage Activation and Phagocytosis Resulting in 

Decreased Tumor Size and Tumor Cell Survival. Brain pathology (Zurich, Switzerland) 

25, 391–400 (2015). 

[105] Guichet P.-O., Guelfi S., Ripoll C., Teigell M., Sabourin J.-C., Bauchet L., Rigau V., 

Rothhut B., Hugnot J.-P.: Asymmetric Distribution of GFAP in Glioma Multipotent 

Cells. PloS one 11, e0151274 (2016). 

[106] Gomes, F. C. A., Paulin D., Moura Neto V.: Glial fibrillary acidic protein (GFAP): 

modulation by growth factors and its implication in astrocyte differentiation. Brazilian 

Journal of Medical and Biological Research 32(5), 619–631 (1999). 

[107] Brody Y., Neufeld N., Bieberstein N., Causse S. Z., Böhnlein E.-M., Neugebauer K. M., 

Darzacq X., Shav-Tal Y.: The in vivo kinetics of RNA polymerase II elongation during 

co-transcriptional splicing. PLoS biology 9, e1000573 (2011). 

[108] Chen M., Manley J. L.: Mechanisms of alternative splicing regulation: insights from 

molecular and genomics approaches. Nature reviews. Molecular cell biology 10, 741–754 

(2009). 

[109] Mineo J.-F., Bordron A., Baroncini M., Ramirez C., Maurage C.-A., Blond S., Dam-

Hieu P.: Prognosis factors of survival time in patients with glioblastoma multiforme: a 

multivariate analysis of 340 patients. Acta Neurochirurgica 149, 245–253 (2007). 

[110] Phillips H. S., Kharbanda S., Chen R., Forrest W. F., Soriano R. H., Wu T. D., Misra 

A., Nigro J. M., Colman H., Soroceanu L., Williams P. M., Modrusan Z., Feuerstein B. 

G., Aldape K.: Molecular subclasses of high-grade glioma predict prognosis, delineate a 

pattern of disease progression, and resemble stages in neurogenesis. Cancer cell 9, 157–

173 (2006). 



6 Literaturverzeichnis 

97 

 

[111] Safa A. R., Saadatzadeh M. R., Cohen-Gadol A. A., Pollok K. E., Bijangi-Vishehsaraei 

K.: Glioblastoma stem cells (GSCs) epigenetic plasticity and interconversion between 

differentiated non-GSCs and GSCs. Genes & Diseases 2, 152–163 (2015). 

[112] Santio N. M., Salmela M., Arola H., Eerola S. K., Heino J., Rainio E.-M., Koskinen P. 

J.: The PIM1 kinase promotes prostate cancer cell migration and adhesion via multiple 

signalling pathways. Experimental Cell Research 342(2), 113–124 (2016). 

[113] Krishnan N., Pan H., Buckley D. J., Buckley A. R.: Prolactin-Regulated pim-1 

Transcription: Identification of Critical Promoter Elements and Akt Signaling. Endocrine 

20, 123–130 (2003). 

[114] Moon S.-H., Kim D.-K., Cha Y., Jeon I., Song J., Park K.-S.: PI3K/Akt and Stat3 

signaling regulated by PTEN control of the cancer stem cell population, proliferation and 

senescence in a glioblastoma cell line. International journal of oncology 42, 921–928 

(2013). 

[115] Jhanwar-Uniyal M., Albert L., McKenna E., Karsy M., Rajdev P., Braun A., Murali R.: 

Deciphering the signaling pathways of cancer stem cells of glioblastoma multiforme: role 

of Akt/mTOR and MAPK pathways. Advances in enzyme regulation 51, 164–170 (2011). 

[116] Jacobs M. D., Black J., Futer O., Swenson L., Hare B., Fleming M., Saxena K.: Pim-1 

Ligand-bound Structures Reveal the Mechanism of Serine/Threonine Kinase Inhibition by 

LY294002. Journal of Biological Chemistry 280, 13728–13734 (2005). 

[117] Holder S., Zemskova M., Zhang C., Tabrizizad M., Bremer R., Neidigh J. W., Lilly M. 

B.: Characterization of a potent and selective small-molecule inhibitor of the PIM1 

kinase. Molecular cancer therapeutics 6, 163–172 (2007). 

[118] Cheney, I. Wayne, Yan S., Appleby T., Walker H., Vo T., Yao N., Hamatake R., Hong 

Z., Wu J. Z.: Identification and structure–activity relationships of substituted pyridones as 

inhibitors of Pim-1 kinase. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 17, 1679–1683 

(2007). 

[119] Mumenthaler S. M., Ng, Patricia Y B, Hodge A., Bearss D., Berk G., Kanekal S., 

Redkar S., Taverna P., Agus D. B., Jain A.: Pharmacologic inhibition of Pim kinases 

alters prostate cancer cell growth and resensitizes chemoresistant cells to taxanes. 

Molecular cancer therapeutics 8, 2882–2893 (2009). 

[120] Chen L. S., Redkar S., Taverna P., Cortes J. E., Gandhi V.: Mechanisms of 

cytotoxicity to Pim kinase inhibitor, SGI-1776, in acute myeloid leukemia. Blood 118, 

693–702 (2011). 

[121] Arunesh G. M., Shanthi E., Krishna M. H., Sooriya Kumar J., Viswanadhan V. N.: 

Small molecule inhibitors of PIM1 kinase: July 2009 to February 2013 patent update. 

Expert opinion on therapeutic patents 24, 5–17 (2014). 

[122] Middeldorp J., Hol E. M.: GFAP in health and disease. Progress in Neurobiology 93, 

421–443 (2011). 

 



6 Literaturverzeichnis 

98 

 

[123] Laks D. R., Masterman-Smith M., Visnyei K., Angenieux B., Orozco N. M., Foran I., 

Yong W. H., Vinters H. V., Liau L. M., Lazareff J. A., Mischel P. S., Cloughesy T. F., 

Horvath S., Kornblum H. I.: Neurosphere formation is an independent predictor of 

clinical outcome in malignant glioma. Stem cells (Dayton, Ohio) 27, 980–987 (2009). 

[124] Joseph J. V., van Roosmalen, Ingrid A M, Busschers E., Tomar T., Conroy S., Eggens-

Meijer E., Peñaranda Fajardo N., Pore M. M., Balasubramanyian V., Wagemakers M., 

Copray S., den Dunnen, Wilfred F A, Kruyt, Frank A E: Serum-Induced Differentiation of 

Glioblastoma Neurospheres Leads to Enhanced Migration/Invasion Capacity That Is 

Associated with Increased MMP9. PloS one 10, e0145393 (2015). 



Eidesstattliche Erklärung 

99 

 

Eidesstattliche Erklärung  
 

 

 

 

Hiermit erkläre ich, dass ich die vorliegende Dissertation selbständig verfasst und keine 

anderen als die angegebenen Hilfsmittel benutzt habe.  

 

Die Dissertation ist bisher keiner anderen Fakultät, keiner anderen wissenschaftlichen 

Einrichtung vorgelegt worden.  

 

Ich erkläre, dass ich bisher kein Promotionsverfahren erfolglos beendet habe und dass eine 

Aberkennung eines bereits erworbenen Doktorgrades nicht vorliegt.  

 

 

 

 

Datum         Unterschrift 



Danksagung 

100 

 

Danksagung 
 

 

Mein Dank richtet sich insbesondere an die nachfolgenden Personen, die mich bei der 

Anfertigung meiner Dissertation unterstützt und damit zum erfolgreichen Gelingen derselben 

beigetragen haben. 

 

Ich möchte zunächst meinem Doktorvater Herrn Univ.-Prof. Dr. med. Henry W. S. Schroeder 

danken für die (recht kurzfristige) Möglichkeit, meine Dissertation in der Klinik und 

Poliklinik für Neurochirurgie durchführen zu dürfen, sowie für das entgegengebrachte 

Vertrauen und die anhaltende Unterstützung. 

 

Mein besonderer Dank gilt zudem Frau Dr. rer. nat. Sandra Bien-Möller für die großartige 

wissenschaftliche Betreuung, die ständige Bereitschaft zur Beantwortung aller meiner Fragen, 

die Denkanstöße und das stets gute Arbeitsverhältnis. 

 

Dr. rer. nat. Susann Herzog danke ich für die von Beginn an unermüdliche Unterstützung bei 

der Arbeit im Labor, für eine tolle Arbeitsatmosphäre, für die vielen schönen Stunden auch 

außerhalb des Instituts und nicht zuletzt für die Freundschaft, die sich aus alldem entwickelt 

hat. 

 

Bei Judith Monzel und Tobias Steiner bedanke ich mich ebenfalls für ihre Hilfsbereitschaft,  

die gesellige Zeit im und die Erlebnisse auch außerhalb des gemeinsamen Büros. 

 

Meinen Eltern danke ich für ihre beständige Unterstützung in allen Abschnitten meines 

Studiums und während der Anfertigung meiner Dissertation.  

 

Für die emotionale Unterstützung und aufbauenden Worte auch in kritischeren Phasen auf 

dem Weg zur Dissertation danke ich Sebastian Lüdtke. 

 


