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Referat  

Glioblastome und Hirnmetastasen des malignen Melanoms sind Erkrankungen mit einer 

schlechten Prognose, geringen Überlebensrate und schwierigen Behandlung. Die 

Heterogenität und das Fortschreiten der Erkrankungen hängen von komplexen 

Wechselwirkungen zwischen den Tumorzellen und der Mikroumgebung ab. Auf 

zellulärer Ebene können Glioblastome und Hirnmetastasen ca. 30-50 % Makrophagen, 

Mikroglia und Astrozyten enthalten, die Invasion, Proliferation und Apoptose von 

Tumorzellen beeinflussen. Die Tumorassoziierten Mikroglia (TAMs) und Astrozyten sind 

dafür bekannt, durch die Sezernierung verschiedener Interleukine das Tumormikromilieu 

zu verändern. Des Weiteren wirkt das intrinsische Endocannabinoidsystem auf das 

Tumormikromilieu und bietet die Möglichkeit, durch den Einsatz von Phyto-

cannabinoiden wie Tetrahydrocannabinol (THC) oder Cannabidiol (CBD) das Mikro-

milieu zu beeinflussen. Diesen Cannabinoiden wird eine Vielzahl von antitumoralen 

Wirkungen zugeschrieben, die über die klassischen Cannabinoidrezeptoren CB1 und 

CB2, aber auch GPR55, vermittelt werden. Auch durch weitere Mechanismen wie Zell-

Zell-Interaktionen oder Zellmotilität entstehen komplexe Interaktionen. Die Glio-

blastomzelllinie LN229 und die Melanomzelllinie A375 wurden stärker durch Mikroglia 

als durch Astrozyten in ihrer Sphäroidformation behindert. THC und CBD verzögerten 

die Sphäroidbildung von LN229 und A375 und veränderten insbesondere die mittels 

Lebendzellmikroskopie beurteilten Parameter Fläche, Zirkularität und Helligkeit. THC 

und CBD zeigten eine stärkere Wirkung auf Kokulturen aus A375 und Astrozyten als auf 

LN229 und Astrozyten. Auch auf Kokulturen beider Tumorzelllinien mit Mikroglia riefen 

Cannabinoide eine signifikante Modifizierung des Aggregationsverhaltens hervor. Die 

mittels Propidiumiodid in der Durchflusszytometrie untersuchte Todesrate unterschied 

sich jedoch in den betrachteten Untersuchungsgruppen nicht.  

Die in vitro erzielten Ergebnisse erweitern einerseits das Verständnis der Interaktionen 

zwischen Tumorzellen und Gliazellen und unterstreichen andererseits die Effekte von 

Phytocannabinoiden auf Kokulturen aus Glioblastomzellen und murinen Gliazellen.  
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 1 

1 Einleitung 
1.1 Das Endocannabinoidsystem und seine physiologische Funktion 
Jahrtausende lang schon dienen Bestandteile von Cannabis als Heilmittel. Dabei liegen 

die ältesten geschichtlichen Erwähnungen 5000 Jahre zurück, wobei Extrakte und Öle 

der Cannabis sativa zur Behandlung chronischer Schmerzen und Appetitstimulation 

verwendet wurden [1,2]. Seit den 1970er Jahren wurde Cannabis intensiver wissen-

schaftlich untersucht und zu palliativen Zwecken sowie bei Chemotherapie-bedingter 

Übelkeit und Erbrechen eingesetzt [2]. Seine Bedeutung für den Stoffwechsel und Regu-

lationsprozesse sowie die Vielfalt an Anwendungsmöglichkeiten rückten das Endo-

cannabinoidsystem (ECS) weiter in den Mittelpunkt der Forschung [3,4].  

Das ECS ist ein neuromodulatorisches System, das sich aus einer Reihe körpereigener 

Liganden (Endocannabinoide) und deren Abbaustoffen, den dazugehörigen Enzymen 

der Biosynthese, Transportmolekülen sowie den spezifischen Cannabinoidrezeptoren 

(CB) zusammensetzt [5]. Zu den am besten beschriebenen Endocannabinoiden gehören 

Arachidonylethanolamid (Anandamid, AEA) sowie 2-Arachidonylglycerol (2-AG), beides 

Derivate der Arachidonsäure [6,7]. Synthetisiert wird AEA durch direkte Hydrolyse des 

membranständigen N-Arachidonoyl Phosphatidylethanolamin (NAPE) [8] und 2-AG 

durch Hydrolyse von Diacylglycerol (DAG) [9]. Abgebaut wird AEA vorwiegend über die 

Fettsäureamid-Hydrolase (FAAH) und 2-AG über die Monoacylglycerol-Lipase (MAGL) 

[7,10,11]. 

Das System ist für die Regulation einer Vielzahl physiologischer Prozesse von 

essentieller Bedeutung. So beeinflusst es die Gedächtnisfunktion, die neuronale 

Entwicklung, das Schmerzempfinden, die Appetitregulation, den Schlafrhythmus sowie 

Stressempfinden und Emotionen [12]. Aber auch der Energiemetabolismus, der 

kardiovaskuläre Tonus, das Immunsystem und das Fortpflanzungsverhalten werden 

durch das ECS reguliert [13]. Bei Störungen des ECS kann es zu Depressionen oder 

anderen neuropsychiatrischen Erkrankungen kommen [14]. Insgesamt weist das ECS 

eine große Plastizität auf, durch die auch die synaptische Aktivität reguliert wird [14]. 

Auch konnte in verschiedenen Tumoren eine Dysregulation des ECS beobachtet werden 

[15]. Wegen antitumoröser Wirkungen spielen Substanzen der Pflanze Cannabis sativa 

und das Endocannabinoidsystem eine zunehmende Rolle in der Therapie von 

Tumorerkrankungen [16].  

 

1.1.1 Cannabinoidrezeptoren und ihre Rolle in physiologischem Milieu 
Das Endocannabinoidsystem zeichnet sich durch komplexe intrazelluläre Vorgänge aus. 

Zu den am besten charakterisierten Rezeptoren gehören CB1 und CB2 [13]. Der CB1 wird 
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vor allem im zentralen Nervensystem (ZNS) exprimiert, und dort überwiegend auf 

diversen Neuronentypen, welche in Basalganglien, Cortex und Hippocampus lokalisiert 

sind [5]. CB2 ist hingegen verstärkt auf Immunzellen und in peripheren Organen wie der 

Milz oder dem Thymus zu finden [9]. Mikroglia sind die Immunzellen des ZNS und 

exprimieren CB2 verstärkt und besonders in pathologischen Milieus [17].  

CB1 und CB2 sind G-Protein-gekoppelte 7-transmembran-Rezeptoren [7], die eine 

Homologie von ca. 44 % aufweisen [17–19]. Durch die Inhibition der Adenylatzyklase 

mittels der inhibitorischen Gi- und G0-Proteinklassen werden Signalwege wie der MAP-

Kinase-Signalweg (MAPK) oder der Phosphoinositid-3-Kinase/Akt-Signalweg (PI3K/Akt) 

aktiviert [19]. In den letzten Jahren ergaben sich jedoch Hinweise, dass Rezeptoren in 

unterschiedlichen Systemen und Zellen unterschiedliche Effekte über verschiedene 

Signalwege auslösen können, möglicherweise durch den Anschluss an den Gs-oder Gq-

gekoppelten CB1 [20]. Im Fall von CB1 bewirken unterschiedliche Liganden unter-

schiedliche Rezeptorkonformationen, was in der Aktivierung verschiedener Unterein-

heiten und damit unterschiedlichen Effekten resultieren kann [21]. Eine Besonderheit 

weisen CB1 auf Astrozyten auf [22], denn sie können den Kalziumeinstrom erhöhen [23]. 

Im Normalzustand können dadurch Langzeitpotenziale positiv wie negativ beeinflusst 

werden [14].  

Die erwähnten gekoppelten Signalwege modulieren eine Reihe von physiologischen 

Funktionen wie die Zellproliferation, Differenzierung oder Apoptose, die auch für die 

Tumorbiologie von großer Bedeutung sind [20]. Aufgrund der Größe von CB1 und CB2 

ist Homodimerisierung oder Multimerisierung mit beispielsweise dem Dopamin-D2-

Rezeptor [24] nicht unwahrscheinlich, was auch auf diesem Wege zu einer vielfältigen 

Aktivierung von Signalwegen und damit verschiedenen Effekten führen kann [20]. 

Daneben gibt es auch Wirkungen von Cannabinoiden, die unabhängig von CB1 oder CB2 

eintreten. Interaktionen von AEA mit dem Transienten Rezeptor-Potenzial-

Kationenkanal der Unterfamilie V (TRPV1-Rezeptor) wurden nachgewiesen [19]. 

Außerdem steht der G-Protein-gekoppelte Rezeptor 55 (GPR55) zunehmend in der 

Diskussion, Wirkungen von Δ9-Tetrahydrocannabinol (THC) als auch Cannabidiol 

(CBD) zu vermitteln [25,26]. GPR55 befindet sich im ZNS, der Milz und im 

Gastrointestinaltrakt und wurde auch in Glioblastomen (GBM), Melanomen und auf 

Mikroglia exprimiert [27], sodass eine Einflussnahme auf die jeweiligen Systeme 

ermöglicht und „off-targets“ von Cannabinoiden vermittelt werden könnten [28]. Als 

ebenfalls nicht-klassischer Rezeptor scheint der G-Protein-gekoppelte Rezeptor 18 

(GRP18) auch eine Rolle in der Vermittlung von Effekten zu spielen [29]. Insgesamt zeigt 

sich ein breites wie komplexes Spektrum von Möglichkeiten der Wirkungsweise von 

Liganden [12,30].  
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1.1.2 Die Wirkung von Δ9-Tetrahydrocannabinol und Cannabidiol in 
verschiedenen Systemen  

Sowohl THC als auch CBD gehören zu den klassischen Cannabinoiden, die zusammen 

mit über hundert weiteren biologisch aktiven Substanzen in Cannabis sativa vorkommen 

(Abb.  1) [13]. Zunächst wurde der Schwerpunkt der Forschung aufgrund der 

psychoaktiven Wirkung auf THC gelegt [19,31]. Inzwischen wird jedoch vermutet, dass 

auch CBD in hohen Konzentrationen Intoxikationen, bemerkbar als dissoziativer 

Zustand, bewirken kann [32]. Die meisten der Effekte von THC werden durch CB1 

vermittelt, jedoch weist es auch zu CB2 eine vergleichbare Affinität auf (Tab. 1) [17].  

Dank der Verteilung von Cannabinoidrezeptoren in vielen Bereichen des Körpers kann 

THC auf verschiedene Systeme wirken. THC ist in der Lage, die Wirkung der körper-

eigenen Endocannabinoide zu imitieren, da viele von ihnen strukturelle Überein-

stimmungen aufweisen und damit ähnliche Ziele haben [33].  

Auf psychischer Ebene sind der exzessive Cannabis-Konsum und die Wirkung von THC 

mit der Entwicklung von Psychosen [34] und kognitiven Defiziten vor allem bei Jugend-

lichen assoziiert [35]. Einige Studien der letzten Jahrzehnte geben Hinweise darauf, 

dass in tumor-assoziierten, chronisch-neuropathischen Schmerzen THC, aber auch 

CBD eine lindernde Wirkung erzielen kann [36,37]. Dabei beruht diese Wirkung auf dem 

Vorhandensein von Cannabinoidrezeptoren im deszendenten inhibitorischen System 

des ZNS, wodurch weniger Transmitter des glutamatergen und des GABAergen 

Systems gebildet werden [38,39]. Früh erkannte man auch die Wirkung von THC- bzw. 

THC-ähnlichen Präparaten (z. B. Dronabinol oder Nabilone) gegen Chemotherapie-

induzierte Übelkeit und Erbrechen. Sie wurden in randomisierten kontrollierten Studien 

untersucht und führten zu besseren Ergebnissen im Vergleich zu herkömmlichen 

Antiemetika sowie Placebo [40]. Dabei werden die Effekte über den CB1-Rezeptor 

vermittelt [41], wohingegen bei CBD ein anderer Mechanismus vermutet wird [42].  

Auf der einen Seite gibt es Hinweise, dass Effekte von THC durch CBD antagonisiert 

werden [43], und zwar durch negative allosterische Modulation von CB1 [44–46]. Auf der 

anderen Seite gibt es auch Anzeichen, dass CBD die Effekte von THC verbessern oder 

gar nicht verändern könnte, wobei die zugrundeliegenden Mechanismen komplexer 

erscheinen [32]. In einer Studie konnte an Probanden eine Verstärkung der Intoxikation 

durch THC durch eine geringe Dosis CBD festgestellt werden, während eine 

gleichermaßen hohe Dosis CBD die Intoxikation verringerte [32]. Dieser Umstand wird 

bei Patienten mit multipler Sklerose genutzt, die das antispasmatisch wirkende 

Medikament Nabiximol erhalten, das sich durch CBD-vermittelte Unterdrückung von 
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unerwünschten kognitiven Effekten von THC auszeichnet [47]. Es zeigen sich demnach 

vielversprechende therapeutische Ansätze, die weiterer Forschung bedürfen [48]. 

 

 
Abbildung 1 Strukturformeln von THC und CBD modifiziert nach Howlett et al. [49] 

Tabelle 1 Aktivität von THC und CBD an unterschiedlichen Rezeptoren 

Cannabinoid Rezeptoren Aktivität  Literaturangabe 
THC CB1 Agonist 

(Ki=5.05–80.3 
nM) 

[50] 

CB2 Agonist 
(Ki=3.13–75.3 
nM) 

[50] 

GPR55 Agonist (Ki=EC50 
= 8 ± 1 nM) 

[51] 

TRPV1 Keine Affinität [52] 
CBD CB1 Schwacher 

Antagonist (Ki= 
120–1130 nM) 

[50] 

CB2 Schwacher 
Antagonist (6–
301 nM) 

[50] 

GPR55 Antagonist IC50= 
445 nM 

[51] 

TRPV1 Agonist (Ki= 
3612 nM, EC50 = 
1.0 ± 0.1 nM) 

[53,54] 

 

1.2 Glioblastome und metastasierende Melanome im Überblick  
Gehirntumoren und Hirnmetastasen gehören aufgrund der Lage in einem empfindlichen, 

immunprivilegierten Organ - dem ZNS - zu den am schwierigsten zu therapierenden 

Erkrankungen mit häufig geringer Aussicht auf Heilung [55].  

Zu den hirneigenen und malignen Tumoren gehören die GBM, die die WHO als Grad 4 

Gehirntumor einstuft [56]. Dennoch ist die Inzidenz mit unter 5-7 von 100 000 

Einwohnern vergleichsweise gering. Zugleich, mit etwa 25 %, sind sie der häufigste 

primäre Tumor des Gehirns, wobei sie nur  ca. 2 % der Gesamtmenge der primären 

Tumoren ausmachen [57,58]. Das GBM kommt häufiger bei Männern vor, wobei das 

mediane Erkrankungsalter bei 64 Jahren liegt und 5 % der Patienten ein GBM in der 

Familienanamnese bestätigen [59]. An einem solchen Tumor erkrankte Patienten leiden 
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u. a. an Kopfschmerzen, epileptischen Anfällen, Verwirrung und Gedächtnisverlust [59]. 

Derzeitige Standardtherapien bei Patienten jünger als 60-65 Jahre sind die chirurgische 

Resektion, Bestrahlung sowie die Gabe des zytostatisch wirkenden 

Chemotherapeutikums Temozolomid, während älteren Patienten entweder Bestrahlung 

oder Chemotherapie angeboten wird [60,61]. Die mediane Überlebenszeit beträgt 15 

Monate [62], was sich in den letzten Dekaden nicht deutlich verbessert hat [63]. 

Beim malignen Melanom handelt es sich um die aggressivste und die am häufigsten 

zum Tode führende Form von Hautkrebs, wobei Metastasen des Gehirns eine 

entscheidende Rolle spielen [48]. Die mittlere Überlebenszeit beträgt bei einem ins 

Gehirn metastasierten Melanom zwischen acht und zehn Monaten [64]. Die Inzidenz ist 

sehr unterschiedlich und liegt beim Vergleich der Mittelmeerstaaten mit Australien und 

Neuseeland zwischen 3-100/100.000 [65]. In den letzten Jahrzehnten ist die 

Überlebenszeit stetig gestiegen, was sich auf bessere Früherkennung zurückführen 

lässt [65,66]. Nicht schnell genug therapiert kann das Melanom in weitere periphere 

Organe metastasieren, wobei Gehirnmetastasen als prognostisch ungünstig gelten und 

die hohe Letalität erklären [67,68]. Bei sogar 5-20 % der Metastasen im Gehirn ist der 

Primarius ein Melanom, es ist damit drittgrößter Primarius bei Hirnmetastasen [68]. Bei 

70-90 % der Obduktionen von Patienten werden Melanommetastasen gefunden [69]. 

Als Erstlinientherapie des metastasierten Melanoms wird die Kombination der 

monoklonalen Antikörper Nivolumab und Ipilumumab, die zur Aktivierung der T-

Lymphozyten führen, angesehen [65].  

 

1.2.1 Glioblastome und charakteristische Eigenschaften 
Die schlechte Prognose und die wenig erfolgreiche Therapie des GBM wird auf die inter- 

und intratumorale Heterogenität, diffuses hochinfiltratives Wachstum, einen hohen Grad 

an Vaskularisierung und die Instabilität des Genoms zurückgeführt [18,70].  

Die Heterogenität von GBM hat genetische und epigenetische Gründe. In der gene-

tischen Analyse wird unter anderem unterschieden nach IDH-Wildtyp bzw. -Mutation, 

BRAFV600E-Mutation, Bestandteilen neuronaler Differenzierung oder der neu hinzuge-

kommenen epitheloiden GBM-Variante [71,72]. Eine häufige Lokalisation von GMB ist 

der Frontallappen [73]. Häufige Vorläuferzellen von GBM sind Astrozyten, die neben den 

Mikroglia und Oligodendrozyten zu den Gliazellen des ZNS gehören [74]. Auch gibt es 

Hinweise auf den Ursprung des GBM aus neuronalen Stammzellen [59]. 

Histopathologisch ist das GBM aus wenig differenzierten pleomorphen Zellen mit hoher 

mitotischer Aktivität aufgebaut und weisen Zeichen von Mikrovaskularisierung und 

Nekrosen auf  [73]. Zu den die Tumorausbreitung modifizierenden Faktoren gehört auch 

die Zusammensetzung des Tumormikromilieus aus zellulären und nicht zellulären 
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Bestandteilen [75,76]. Die für GBM typische Invasion in gesundes Hirngewebe ist ein 

komplizierter Prozess, der von Interaktionen zwischen Tumorzellen und der Extra-

zellulärmatrix, aber auch zwischen Tumorzellen bestimmt wird, die untereinander über 

„tumor microtubes“ verbunden sind und über Connexin 43 kommunizieren [77,78]. Bei 

der Invasion geben anatomische Strukturen wie myelinisierte Axone oder Basal-

membranen von Gefäßen die Richtung der Migration von Tumorzellen vor [79–81]. Für 

den Prozess der Migration ist Adhäsion an Strukturen der Extrazellulärmatrix (ECM) 

unter Beteiligung von Integrinen [82] notwendig und schließlich eine Loslösung der 

hinteren Zellfortsätze, wobei Myosin II, ein Motorprotein, für die Fortbewegung sowie die 

Größenanpassung der GBM besonders wichtig ist [83,84]. Durch GBM sezernierte 

Matrix-Metalloproteasen (MMPs) helfen bei der Durchdringung der festen ECM. Eine 

Form- und Volumenänderung der Zelle wird durch das Gewebshormon Bradykinin 

begünstigt, sodass eine Anpassung an den zur Verfügung stehenden Interzellularraum 

erfolgt, durch den die Tumorzellen sonst nicht hindurchpassen würden [84,85]. Durch 

diese Mechanismen können GBM die Extrazellulärmatrix demnach dahingehend ver-

ändern, dass die Invasion erleichtert wird [73,80]. Trotz der invasiven Eigenschaften und 

des hohen Grades an Vaskularisierung metastasieren Glioblastome nur äußerst selten 

in die Peripherie [86].  

Die Heterogenität von GBM und die Diversität des Tumormikromilieus führen zu hoher 

Chemo- und Strahlenresistenz [72] und damit verbundener erschwerter Behandlung. 

Selten kann Heilung durch totale Resektion mit gesundem Restgewebe am Rand des 

Herds erzielt werden. Die außerordentlich starke Invasion führt häufig zu einem Rezidiv 

der Erkrankung, zumal die Tumoren schwer abzugrenzen sind. Auch limitieren diverse 

Arten von Resistenzen, insbesondere von Glioblastomstammzellen (GSC), derzeit die 

Behandlungsmöglichkeiten und führen zu Rezidiven [62]. 

 

1.2.2 Gehirnmetastasen des malignen Melanoms und charakteristische 
Eigenschaften 

An Tumoren erkrankte Patienten sterben vor allem an Metastasen, die vom Primarius 

ausgehen [87–89] – so auch 54 % der Patienten mit malignem Melanom [90], welches 

von allen Tumorarten die größte Affinität zum Gehirn aufweist [91]. Um bis ins Gehirn zu 

gelangen, müssen Melanomzellen vom Primarius oder peripher gelegenen Metastasen 

das Immunsystem überwinden und durch das Blutgefäßsystem bis zur Blut-Hirn-

Schranke (BBB) vordringen, um von dort aus ins Gehirnparenchym zu transmigrieren 

[69,92]. Neben Perizyten mit ihren Endfüßchen und der Basalmembran spielen 

Astrozyten bei der Bildung der Barriere eine entscheidende Rolle, indem 

protoplasmatische Astrozyten mit langen Fortsätzen die Membrana glialis limitans 
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vascularis bilden [93,94]. Die Gliagrenzmembran blockiert im intakten Zustand den 

Durchtritt von 98 % der Moleküle [94]. Die Chance für die Interaktion zwischen 

Tumorzellen und Endothelzellen der BBB wird erhöht, wenn sich die Zellen in 

Aggregaten zusammenfinden, wobei eine geringe mechanische Spannung des Zyto-

skleletts bei der schnellen Aggregation hilft [95]. Studien geben auch Hinweise darauf, 

dass Melanomzellen in Anwesenheit von Endothelzellen Serinproteasen sowie 

Heparanase sezernieren, sodass die Transmigration erleichtert wird [96,97]. Einmal 

transmigriert, sind Melanomzellen für die Proliferation auf engen Kontakt zu den 

Endothelzellen der Gehirnkapillaren angewiesen und migrieren auch entlang diesen 

weiter ins Parenchym [89]. Im Abstand von bis zu 100 µm von einem Blutgefäß sind 

Tumorzellen in der Lage zu überleben [98]. Charakteristischerweise lassen sich multiple 

Lokalisationen von Gehirnmetastasen dadurch identifizieren, dass sich Tumorzellen 

durch den passiven Transport über den Liquor sowie aktive Migration entlang den 

Gefäßen sowie anatomischen Strukturen bewegen [99]. Eine Schädigung der BBB, wie 

beispielsweise im Tumormikromilieu, ermöglicht auch das Eindringen peripherer Zellen 

(z. B. peripherer Makrophagen) [100]. Dabei kann die BBB beispielsweise durch invasive 

Glioblastomzellen beeinträchtigt werden [101], aber auch Tumorzellen eines in der 

Peripherie gelegenen Primus können eine Läsion hervorrufen. Während des 

Metastasierungsprozesses ist die Funktion der BBB vorübergehend eingeschränkt  [92].  

Tumorzellen zeichnen sich per definitionem durch genetische Instabilität aus [102], und 

Melanome weisen unter allen Tumoren die höchsten Mutationsraten auf [103]. Aufgrund 

der intra- und intertumoralen Heterogenität müssen Möglichkeiten gefunden werden, 

diese tumorfördernden Wege zu unterbinden, wobei das Endocannabinoidsystem als 

Ansatz dienen könnte. Wichtig in diesem Zusammenhang ist die Beeinflussung von 

Gliazellen durch das Endocannabinoidsystem [17], welche in der vorliegenden Arbeit 

näher erläutert werden soll. 

 

1.2.3 Die Wirkung von Cannabinoiden auf Glioblastome und Gehirn-
metastasen des malignen Melanoms 

Das Endocannabinoidsystem nimmt im physiologischen Milieu an diversen Regulations-

prozessen teil. Im pathologischen Milieu kommt es zur Anpassung des Endocanna-

binoidsystems, wobei eine Hochregulierung der Rezeptoren und Endocannabinoide 

eintritt [30].  

Auf Glioblastomen befinden sich CB-Rezeptoren [17], deren Expression therapeutische 

Ansätze mit Cannabinoiden ermöglichte [18,104]. CB1 und CB2 werden auf Glio-

blastomen exprimiert, wobei der Anteil an CB2 mit der Malignität positiv korrelierte [86].  
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Die meisten Studien zeigen, dass Cannabinoide antitumorale Effekte besitzen [105–

107], jedoch wurden auch einige wenige für Tumorzellen förderliche Effekte beobachtet 

[108,109]. Die Behandlung von Glioblastomzellen mit THC löste deren Zelltod aus [86]. 

Mögliche Mechanismen sind die Hochregulation von Ceramiden (Sphingolipiden) sowie 

des stress-assoziierten Gens p8, verantwortlich für die pro-apoptotische und 

antitumorale Wirkung durch Aktivierung der Cystein-dependent Aspartate-specific 

Protease 3 (Caspase 3) [110], oder die Hochregulation von ERK [111]. Auch das nicht 

psychoaktive CBD wirkte auf Tumorzellen allgemein zytotoxisch [112], und in 

Glioblastomzellen konnte Apoptose durch Aktivierung von Caspasen induziert werden 

[18]. Die Migration wurde CB1/CB2-unabhängig, aber konzentrationsabhängig 

vermindert, wobei der Mechanismus ungeklärt blieb [113]. CBD verringerte bei 

Glioblastomen die Fähigkeit der Invasion [86] und Metastasierung [13]. Bei gleichzeitiger 

Behandlung mit THC und CBD wurde das Glioblastomzellwachstum inhibiert, indem der 

Anteil der in der G1/G0-Phase befindlichen Zellen gesteigert wurde, wobei der 

entscheidende Mechanismus die Aktivierung von Caspasen war [114]. 

Das Endocannabinoidsystem kann ebenfalls zur Behandlung von Melanommetastasen 

genutzt werden, da die auf Melanomzellen befindlichen CB als Ansatz dienen können 

[115]. In mehreren Studien wurde ein positiver, Melanomzellen schädigender und damit 

antitumoraler Effekt durch Cannabinoide beschrieben [13]. Ähnlich wie bei 

Glioblastomen wurde auch in Melanomen mit CB1-Agonisten wie WIN-55,212-2 eine 

Apoptose-induzierende Wirkung über die Aktivierung von AKT/ERK-Signalwegen erzielt. 

Dies wurde mit gleichzeitiger Akkumulation von Ceramiden auch für THC nachgewiesen 

[116]. Eine weitere Studie zeigte nach Behandlung mit THC einen Zelluntergang über 

einen Autophagie-bedingenden Mechanismus von Melanomzellen [117]. Bei Applikation 

von THC wurde in Abhängigkeit von der Konzentration ein Arrest in den G0/G1-Phasen 

des Zellzyklus oder Apoptose festgestellt [115]. THC verringerte zudem die 

Tumorgenese in vivo in Ratten [111].  

Für CBD war in verschiedenen Studien ein antitumoraler Effekt erkennbar, zum Beispiel 

in Form  anti-proliferativer und pro-apoptotischer Wirkungen, die vorwiegend CB1/CB2-

Rezeptorunabhängig funktionieren [113,118]. Allerdings ist zum Effekt der Behandlung 

von Melanomzellen mit CBD bisher wenig bekannt. In einer Pilotstudie konnte ein 

längeres Überleben von Mäusen mit Melanom durch Gabe von CBD erreicht werden, 

was durch Hemmung des Wachstums erklärt wurde [119]. Auch scheint durch CBD die 

Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) stimuliert zu werden, die für die 

Induktion von Apoptose in Mammakarzinomzellen sorgen [120]. Bei äquimolarer 

Behandlung von Melanomzellen mit THC und CBD wurde die Zellviabilität reduziert, 

vermutlich durch Stimulation von Autophagie- und Apoptose-fördernden Signalwegen, 
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wobei der Einsatz von CBD die nötige Dosis von THC verringert und die Kombination 

beider Cannabinoide ebenso effektiv wie die alleinige THC-Behandlung war [117]. Die 

Gabe von CBD parallel zur Radiotherapie führte ebenso zur Verringerung der 

Tumormasse, und auch die Kombination beider Cannabinoide mit dem Chemo-

therapeutikum Temozolomid scheint therapeutische Erfolge zu zeigen [121]. Hinsichtlich 

der Invasion gibt es einige Hinweise in anderen Tumorentitäten, dass CBD einen 

negativen Effekt auf die Invasion besitzt, beispielsweise durch Inhibition von MMPs 

[113,122,123]. Insgesamt zeigen sich erfolgversprechende Möglichkeiten für 

therapeutische Ansätze. 

 

1.3 Tumormikromilieu von Glioblastomen und Gehirnmetastasen des 
malignen Melanoms 

Das Tumormikromilieu ist eine heterogene Umgebung, zu der eine Reihe von Zellen und 

Faktoren gehört. Unter anderem Epithelzellen, tumorassoziierte Fibroblasten (CAFs), 

eingewanderte Immunzellen (z. B. neutrophile Granulozyten, Mastzellen und T-Zellen) 

oder Endothelzellen sorgen für eine komplexe Struktur des Tumormikromilieus 

[101,124]. Neutrophile Granulozyten, aber auch CAFs können dabei die Tumor-

progression unterstützen [94,125]. Gleichzeitig wird der Tumor samt Mikromilieu vor dem 

Immunsystem geschützt [118]. Antiinflammatorische Zytokine werden von 

Glioblastomen sezerniert. Dazu gehören beispielweise Interleukin-10 (IL-10) [126,127] 

oder der Growth/differentiation factor 15 (GDF-15) [128]. Auch der transformierende 

Wachstumsfaktor β (TGF-β) sorgt für eine Immunsuppression im Tumormikromilieu, 

indem er die T-Zell-Aktivierung blockiert, die Interleukin-2 (IL-2) Produktion vermindert, 

dabei gleichzeitig Invasion, Wachstum und Angiogenese durch Stimulation des 

Endothelwachstumsfaktors (VEGF) fördert und dadurch mit der Malignität des Tumors 

korreliert [75,129]. Des Weiteren ist Hypoxie ein starker Stimulus für Angiogenese 

ebenso wie eine Reihe von immunsuppressiven Signalwegen inklusive des Signal 

Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT3) [129,130]. Eine Anpassung des 

Glioblastoms an Hypoxie ist zudem möglich durch das von Astrozyten sezernierte 

Chemokine ligand 20, was wiederum die Freisetzung des Hypoxie-induzierten Faktors 

1ɑ bewirkt [126].  

Die Regulierung der Immunantwort durch Immuncheckpoint-Inhibitoren ist in den letzten 

Jahren als erfolgversprechender Therapieansatz in den Fokus gerückt, so auch beim 

metastasierten Melanom. Doch das Potenzial dieser Ansätze ist aufgrund neuer 

Resistenzmechanismen, beispielsweise durch den Programmed cell death ligand 1, in 

Melanommetastasen limitiert [131].  
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Eine immer bedeutendere Rolle kommt auch der gegenseitigen Beeinflussung von 

Astrozyten und Mikroglia zu. In pathologischen Zuständen unterliegen Astrozyten und 

Mikroglia einer gegenseitigen und vielfältigen Beeinflussung, indem Mikroglia Astrozyten 

zur Erhaltung der physiologischen Funktion aktivieren können [132]. Aktivierte Mikroglia, 

wozu auch tumorassoziierte Mikroglia (TAMs) gehören, exprimieren IL-1ɑ, TNF-ɑ und 

das zum Komplement gehörige C1q. Durch diese Faktoren entstehen reaktive 

Astrozyten. Diese Astrozyten wirken toxisch auf Synapsen und sind an der Entwicklung 

und Progression vieler neurodegenerativer Erkrankungen beteiligt [133]. 

Es gilt nun besser zu verstehen, welche Rolle Gliazellen, also Astrozyten und Mikroglia, 

als Teil des komplexen Tumormikromilieus spielen könnten.  

 

1.4 Gliazellen 
1.4.1 Astrozyten und deren Interaktion mit Tumoren 
Astrozyten kommt im ZNS eine zentrale Rolle in der Regulation der Homöostase, im 

Blutfluss im Gehirn [134], der Immunfunktion und auch der Aufrechterhaltung der 

synaptischen Funktionalität zu [112]. Sie machen in etwa 50 % der Zellmasse im ZNS 

aus [77] und sind damit die häufigsten Zellen des ZNS [112]. Morphologisch betrachtet 

zeichnen sich Astrozyten durch lange und verzweigte Fortsätze aus, die von einem 

zentralen Zellkörper ausgehen, und werden deshalb  „Sternzellen“ genannt [132]. 

Astrozyten zeigen eine bemerkenswerte Heterogenität, die an den speziellen 

Funktionen, der Lokalisation innerhalb des ZNS sowie dem Einfluss im jeweiligen Mikro-

milieu erkennbar ist [135]. Dabei unterscheidet man unter anderem einen 

protoplasmatischen und einen fibrillären Typ [135–137]. Astrozyten sind mit ihren 

Fortsätzen maßgeblich an der Funktion der BBB beteiligt, wobei es zu Interaktion mit 

Endothelzellen und Perizyten kommt [76].  

Gemeinsam mit Mikroglia sind sie an der Entstehung der Gliose (charakteristische 

Hochregulierung von saurem Gliafaserprotein (GFAP) und anderer Entzündungs-

mediatoren) bei Erkrankungen oder Traumata beteiligt und ändern dabei ihren 

Funktionszustand zu reaktiven Astrozyten [112,128]. Dabei können unreife reaktive 

Astrozyten das Ausmaß der sonst durch Gliose hervorgerufenen Schädigung ein-

grenzen und sind für die Erhaltung der Homöostase und Reparaturprozesse 

verantwortlich [128,138,139]. Auch in Anwesenheit von Mikroglia können sich Astrozyten 

zu reaktiven Astrozyten transformieren und verlieren dabei einen Großteil ihrer 

physiologischen Funktionen wie beispielsweise den Unterhalt von Synapsen [133]. 

Reaktive Astrozyten zeichnen sich durch Hypertrophie, gesteigerte Migration sowie 

Zellproliferation aus [140].  
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Ebenso haben die in großer Menge vorkommenden Astrozyten ähnlich wie Mikroglia 

eine für den Tumor nützliche, also für die Prognose schlechte Eigenschaft, indem sie 

Invasivität, Wachstum und Vaskularisierung steigern [76,128,141,142]. Nach Kontakt mit 

Glioblastomzellen werden sie zu reaktiven Astrozyten und sezernieren MMP-2 [141]. In 

einer Studie mit Kokulturen aus der Glioblastomzelllinie U87 und Astrozyten wurde 

gezeigt, dass Astrozyten große Mengen an pro-MMP-2 produzieren, welches 

darauffolgend zum aktiven MMP-2 wird [143]. Ein weiterer wichtiger Faktor für die 

Beeinflussung von Astrozyten durch Glioblastomzellen ist das Osteonectin, wodurch die 

Produktion von MMP-2 durch Astrozyten gesteigert wird [144]. MMPs helfen 

Glioblastomen bei der Invasion in gesundes Gewebe, indem sie durch ihre 

proteolytische Aktivität extrazelluläre Matrix zersetzen. MMPs verschlechtern die 

Prognose von Tumorpatienten [145]. Auch der von reaktiven Astrozyten sezernierte 

Stromal cell-derived factor 1 kann die unkontrollierte Proliferation von Glioblastomzellen 

durch Aktivierung von ERK1/2 fördern [146]. Eine Rolle bei der Interaktion und 

Manipulation von Glioblastomzellen spielen zudem Ionenkanäle [141]. Sie tragen zur 

Beeinflussung des Zytoskeletts sowie zur Migration bei [147].  

Die Invasion von Stammzellen wird durch Interaktionen von Glioblastomzellen zwischen 

der Extrazellulärmatrix und normalen Zellen der Umgebung sowie von im 

Tumormikromilieu befindlichen Astrozyten produzierten Mediatoren wie den TGF-β oder 

IL-6 und IL-8 gefördert [77]. Glioblastomzellen produzieren auch Faktoren, die ihre 

Invasion in das umliegende Gewebe erleichtern. Dazu gehören IL-6 [128], IL-8, 

chemokine ligand 2 (CCL2) und VEGF, die in größerer Menge unter dem Einfluss von 

Astrozyten sezerniert werden [77]. Der von Glioblastomzellen gebildete Faktor Nuclear 

Receptor Activator of NF-κB Ligand (RANKL) aktiviert Astrozyten [148]. Durch RANKL 

aktivierte Astrozyten sezernieren TGF-β, Fibroblasten-Wachstumsfaktor β (FGF-β) 

sowie Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF), die charakteristisch für erhöhte Tumor-

invasion sind [148]. Astrozyten scheinen Melanomzellen vor dem Zelltod durch Chemo-

therapeutika zu schützen, wobei ein Zusammenhang mit der Tumor-Glia-

Kommunikation über Connexin 43 vermutet wird [149]. Astrozyten können die Tumor-

zellen ebenfalls vor zytotoxischen Chemotherapeutika schützen.[98]. Für die Aggressivi-

tät von Melanomzellen spielen auch Zytokine und Enzyme im Tumormikromilieu eine 

Rolle. Melanomzellen beeinflussten Astrozyten so, dass diese das pro-inflammatorische 

Zytokin IL-23 exprimierten, welches dann eine verstärkte Produktion von MMP-2 

bewirkte und die Invasion von Melanomzellen förderte [68]. IL-23 und weitere von 

Astrozyten sezernierte Faktoren können auch das sonst tumorsuppressive Phosphatase 

and tensin homolog (PTEN) fördern (durch die Unterdrückung verschiedener 

microRNA), sodass die Migration von Melanomzellen gesteigert wird [150].  

https://de.wikipedia.org/wiki/NF%CE%BAB
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Wie oben beschrieben scheint es eine gegenseitige Beeinflussung von Astrozyten und 

Tumorzellen zu geben, und die Frage stellt sich, inwiefern auch das Cannabinoidsystem 

auf diese Interaktionen Einfluss nimmt. Die Hinweise in der Literatur zu dieser konkreten 

Fragestellung sind rar, denn hierzu wurden in erster Linie neurodegenerative Er-

krankungen untersucht [112]. In Astrozyten wird sowohl CB1 als auch CB2 exprimiert, 

letzterer in pathologischen Zuständen [112]. Es ist bereits bekannt, dass Cannabinoide 

pro-inflammatorische Zytokine in Astrozyten inhibieren [151]. Die pro-inflammatorischen 

Zytokine TNF-⍺	und IFN𝛾 können normalerweise Astrozyten aktivieren. THC kann den 

Grad der Astrozytenaktivierung verringern, indem beispielsweise weniger IL-6 sezerniert 

wird [152], das normalerweise ein invasions- und proliferationsförderndes Zytokin ist 

[128].  

In Astrozyten verringert CBD die Produktion von GFAP, was eine geringere Proliferation 

von Astrozyten zur Folge hatte [112], wodurch die absolute Zytokinproduktion gesenkt 

und die tumorunterstützende Wirkung gemindert wurde. Ebenso wird von Astrozyten mit 

hohem GFAP-Anteil CCL2 sezerniert, was zur Anlockung von Immunzellen führt. Die 

Produktion von CCL2 wird durch CBD reduziert [112]. GBM-Zellen kommunizieren über 

extrazelluläre Vesikel (EVs) und über diese mit Zellen des Tumormikromilieus. Mit Hilfe 

der EVs fördern sie die Motilität von TAMs [126].  

Insgesamt ist die Rolle von Astrozyten und Cannabinoiden bei der Tumorprogression 

noch sehr wenig verstanden [112]. 

 

1.4.2 Mikroglia und deren Interaktion mit Tumoren 
Mikroglia wurden erstmals als eigenständige Zellpopulation des Gehirns 1919 von Del 

Rio Hortega beschrieben [153]. Sie stammen von im Dottersack befindlichen primitiven 

Makrophagen ab [75,154] und machen 5-20 % der Zellen des Gehirns aus [155]. Im 

Gehirn befinden sich Makrophagen in den Meningen und im perivaskulären Raum. 

Mikroglia hingegen sind residente Makrophagen mit phagozytotischen Funktionen, 

wobei sie ein weites Spektrum an Immunrezeptoren exprimieren [156,157]  

Die physiologische Funktion besteht des Weiteren in der Kontrolle der synaptischen 

Übertragung, der Modulation überaktiver Neurone und dem Formen von Synapsen 

während des Lernens [158].  

Mit langen Fortsätzen tasten sie dazu ständig ihre Umgebung ab. Sie können Antigene, 

die eine Transformation in den aktiven Zustand ermöglichen, erkennen [75]. Je nach 

Aktivierungszustand kann sich sowohl die Länge der Fortsätze als auch die amöboide 

Beweglichkeit stark verändern. Im aktivierten Zustand verlieren sie ihre langen Fortsätze 

und erlangen große Beweglichkeit [159]. Zur Charakterisierung des Aktivitätszustandes 

wurden pro-inflammatorische und reparative Mikrogliatypen vorgeschlagen [156]. Es 
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handelt sich jedoch um hoch dynamische Übergänge mit breitem Spektrum an 

Aktivitätszuständen, weshalb eine klare Trennung nicht zielführend  erscheint [156,160]. 

Dennoch können verschiedene Marker und Stimulationsfaktoren den 

Aktivitätszuständen zugeordnet werden [101,161].  

Mikroglia spielen bei neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimer-Demenz, 

dem idiopathischen Parkinson-Syndrom, der Amyotrophen Lateralsklerose und 

pathologischen Zuständen wie ZNS-Traumata oder Neoplasien eine wichtige Rolle 

[162]. In Glioblastomen wurden Mikroglia erstmals 1925 beschrieben [163]. Im Tumor-

mikromilieu befinden sich bis zu 50 % Mikroglia und Makrophagen [100,101]. In einem 

Implantationsmodell mit Glioblastomzellen in Mäusen konnte gezeigt werden, dass der 

perivaskulären Nische für die Aktivität und Motilität von Mikroglia und der Interaktion mit 

dem Tumorgewebe eine bedeutende Rolle zukommt [164].  

Glioblastomzellen können Mikroglia mit Hilfe verschiedener Zytokine, beispielsweise 

Koloniestimulierender Faktor 1 [75,161], rekrutieren und sie so beeinflussen, dass sie 

ihre physiologischen Funktionen verlieren, aktiviert werden und eine erhöhte Toleranz 

gegenüber T-Zellen aufweisen [101,164,165]. Außerdem sezernieren sie proinflamma-

torische Zytokine wie TGF-β [94,166] und sind zudem in der Lage, CCL2 zu produzieren 

[157], welches die Infiltration von Mikrogliazellen in GBM stark erhöht [167]. TAMs 

unterstützen die Freisetzung weiterer MMPs durch die Expression von membrane-type 

MMPs (MT1-MMPs) [161], sodass die reziproke Interaktion von Glioblastomzellen und 

Mikroglia deutlich wird. Die tumorassoziierten Mikroglia sezernieren Faktoren, die das 

Tumorwachstum sowie die Versorgung mit Gefäßen positiv beeinflussen und mit diesen 

assoziiert sind [164]. Zu den sezernierten Faktoren gehören auch VEGF oder IL-6 [75], 

das für eine Abnahme der Zell-Zell-Kontakte sorgt und die Invasion von 

Glioblastomzellen verstärkt [168]. Bereits ab dem dritten Tag nach einer 

Tumorimplantation umgeben die Mikroglia den Tumor und zeichnen sich durch Fortsätze 

und amöboide Beweglichkeit aus [161]. Je mehr TAMs vorhanden sind, desto schlechter 

die Prognose für den Patienten [75]. Zudem korreliert der prozentuale Anteil von 

Mikroglia im Tumorgewebe mit der Tumorklassifikation der WHO [78].  

Auch im Tumormikromilieu von Melanomzellen sind den Tumor infiltrierende Mikroglia 

zu finden, die durch Kontakt mit Melanomzellen, ähnlich wie mit Glioblastomen, eine 

aktivierte Morphologie annehmen und in metastatischem Gewebe massiv akkumulieren 

[169]. Das für Migration wichtige MMP-2 konnte nach Zugabe von Melanom-

konditioniertem Medium durch TAMs verstärkt sezerniert werden, aber Mikroglia-

konditioniertes Medium verstärkte auch die MMP-2-Sekretion in Melanomzellen, was für 

eine positive Feedbackschleife spricht [165]. Ein möglicher Mechanismus könnte die 

Aktivierung von STAT3 sein, das neben der MMP-2 Sekretion auch die Bildung von 



 14 

Metastasen und Invasion begünstigt [170,171]. Auch gibt es Hinweise darauf, dass 

Mikroglia die Bildung von Sphäroiden, also dreidimensionalen Tumorzellaggregaten, 

fördern [165].  

Eine wichtige Rolle für die in Tumoren herrschende Immunsuppression spielt die 

Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), ein in TAMs stark exprimiertes Enzym [172], das 

für eine Unterdrückung der Immunantwort durch Inhibition von Immunzellen sorgt [173]. 

Die Menge an IDO in Wächterlymphknoten des malignen Melanoms korreliert mit einer 

negativen Prognose [174].  

Insgesamt gibt es also Hinweise darauf, dass Mikroglia auf die Tumorprogression einen 

entscheidenden Einfluss nehmen, sodass Mikroglia und Gliazellen allgemein als 

therapeutisches Ziel für Cannabinoide vielversprechend erscheinen.  

Mikroglia exprimieren CB2, dessen Expression in Abhängigkeit vom Mikromilieu herauf- 

oder herabreguliert wird [17,175]. In einer Studie konnte in murinen Mikroglia jedoch 

auch CB1 messenger RNA (mRNA) identifiziert werden [176]. Die Aktivierung von CB2 

führte zu gesteigerter MAPK-Phosphorylierung und damit zu erhöhter Proliferation [177], 

sodass durch CB2-Agonisten wie THC auch Mikroglia beeinflusst werden könnten. Es 

konnte gezeigt werden, dass THC und CBD die Ausbildung von für die Migration 

dienlichen Lamellopodien von Mikroglia unterstützen, [178]. Für CBD konnte gezeigt 

werden, dass die Aktivität von TAMs über die vermehrte Produktion des anti-

inflammatorisch wirkenden IL-10 verringert wird [112]. Auch der CB1-Agonist 

WIN55,212-2 verhindert die Ceramide-induzierte Apoptose mittels PI3K-Signal-

kaskadenaktivierung [179].  

Wie oben beschrieben, weist CBD nur eine vernachlässigbare Affinität zu den 

klassischen Cannabinoidrezeptoren auf, sodass die Beteiligung weiterer CB-Rezeptoren 

nicht ausgeschlossen werden kann.  
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2 Zielstellung 
Die zu betrachtenden GBM und Melanome gehören zu den schwer therapiebaren 

Tumorarten. Weder operativ noch mit Medikamenten ist das Gehirn einfach zu 

erreichen, sodass gegenwärtige Therapieansätze nur eingeschränkt wirksam sind und 

die Prognose der Erkrankungen bisher kaum verbessert werden konnte. In dieser Arbeit 

soll sich mithilfe komplexer Modelle der in vivo Situation angenähert werden. Mittels 

Tumorsphäroiden verschiedener Zusammensetzung und Behandlung mit den 

Cannabinoiden THC und CBD in vitro sollte die Aggregationsdynamik durch Beob-

achtung in der Lebendzellmikroskopie erfasst werden. Zudem sollte mittels FACS die 

Todesrate gemessen und durch Fluoreszenzfärbungen verifiziert werden. Vielfältige 

antitumorale Wirkungen von Phytocannabinoiden, insbesondere hinsichtlich Apoptose, 

waren bereits bekannt, jedoch wurde den Wirkungen auf Tumor-Glia-Kokulturen bisher 

kaum nachgegangen. Von Gliazellen ist ein zumeist protumoraler Einfluss bekannt, über 

den Einfluss von THC und CBD auf diese für den Tumor förderlichen Wirkungen liegen 

jedoch bisher wenig Erkenntnisse vor.  

Wie sich die Veränderung verschiedener Faktoren, also die Zusammensetzung der 

Kokulturen sowie die Behandlung mit THC und/oder CBD, auf Sphäroidbildung und 

Todesrate auswirken, sollte näher thematisiert werden. Anhand der Parameter 

Sphäroidgröße, Zirkularität und Helligkeit sollten in der Lebendzellmikroskopie mögliche 

Interaktionspotenziale zwischen den Zelltypen identifiziert werden. Ferner sollte ein 

möglicher Zusammenhang mit der Zelltodesrate untersucht werden. Für THC und CBD 

bestehen mittels des Endocannabinoidsystems mit seinen Rezeptoren vielfältige 

Möglichkeiten der Einflussnahme, wobei die möglichen zellulären Abläufe bisher nur 

teilweise geklärt sind. Schlussendlich sollte ein Beitrag zum besseren Verständnis des 

Einflusses von Gliazellen und Phytocannabinoiden auf Glioblastom- und Melanomzellen 

mit dem Entwicklungsziel neuer Therapieansätze geleistet werden.  
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3 Material und Methoden  
3.1 Zelllinien 
In der vorliegenden Arbeit wurden die Zelllinien LN229 (ATCC®CRL-2611) verwendet, 

die von der American Type Culture Collection (ATCC) erworben wurden. MCF-7 wurde 

von Prof. Dr. Tobias Pukrop (Universität Regensburg) und A375 und MeWo freund-

licherweise von Dr. Simon Jasinski-Bergner (MLU) zur Verfügung gestellt. LN229 wurde 

mittels Multiplex Cell Authentication [180] authentifiziert. 

Bei LN229 handelt es sich um eine Glioblastomzelllinie [181] und bei  A375 [182] um 

eine Melanomzelllinie. Die Isolation von LN229 erfolgte aus einem männlichen 61-

jährigen Patienten mit rechtseitigem Glioblastom [181]. A375 wurde aus intraoperativen 

Proben einer weiblichen 54-jährigen Patientin gewonnen [182]. 

 

3.2 Versuchstiere  
Die Experimente wurden unter Beachtung der Richtlinien des Rates der Europäischen 

Union durchgeführt (Direktive 2010/63/EU). Die Tiere wurden im Zentrum für Medizi-

nische Grundlagenforschung der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg gezüchtet 

und gehalten. Für die Versuche lag zu jedem Zeitpunkt eine FELASA-B-Zertifizierung 

vor.  

Es wurden 1-3 Tage alte Mäuse vom Stamm C57BL/6J oder CX3CR1∆/wt -Mäuse [183] 

verwendet, um Astrozyten oder Mikroglia für die Primärkultur zu gewinnen.  

In CX3CR1∆/wt -Mäusen ist das Gen, das den Fraktalkine-Rezeptor kodiert, gegen das 

grün fluoreszierende Protein (GFP) ausgetauscht [184].  

 

3.3 Chemikalien 
Tabelle 2 Chemikalien und Reagenzien 

Bezeichnung Hersteller 
Agarose Peqlab, Erlangen  
Aqua dest.  B. Braun Melsungen AG, Melsungen 
Cannabidiol Tocris Cookson Ltd., Bristol, 

Großbritannien 
D (+)-Saccharose  Sigma-Aldrich, Steinheim  
DAB (3,3-Diaminobenzidin)  Sigma-Aldrich, Steinheim  
DAPI (4’,6-Diamin-2-phenylindol)  Sigma-Aldrich, Steinheim  
DNase Worthington Biochemical Corporation, 

Lakewood, New Jersey, USA 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
(DMEM) 4,5 g/l Glucose 

Gibco™, Lifetechnologies™, Carlsbad, 
Kalifornien, USA 

Entellan® Rapid Mounting Medium Merck KGaA, Darmstadt 
Ethyldiamintetraessigsäure (EDTA) Merck KGaA, Darmstadt 
Ethanol  Sigma-Aldrich, Steinheim  
ExtrAvidin®-Peroxidase Sigma-Aldrich, Steinheim 
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Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco™, Lifetechnologies™, Carlsbad, 
Kalifornien, USA 

Fluorescense Mounting Medium Dako, Glostrup, Dänemark 
Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS) mit 
Ca2+ und Mg2+ 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS) 
ohne Ca2+ und Mg2+ 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

KH2O4 (Kaliumdehydrogenphosphat) AppliChem GmbH, Darmstadt 
MACSQuant Calibration Beads 130-093-
607 

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach  

Mayers Hämalaun Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Natriumchlorid (NaCl) AppliChem GmbH, Darmstadt  
Na2HPO4 (Natriumhydrogenphosphat) Merck KGaA, Darmstadt 
Natriumhydroxid (NaOH) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe  
NGS (normal goat serum) Jackson ImmunoResearch Laboratories, 

West Grove, Pennsylvania, USA 
Penicillin/ Streptomycin  
 

Gibco™, Lifetechnologies™, Carlsbad, 
Kalifornien, USA 

Paraformaldehyd (PFA) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe  
Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) Merck KGaA, Darmstadt 
Propidiumiodid (PI) Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach  
Poly-L-Lysin (PLL) Merck KGaA, Darmstadt 
Roswell Park Memorial Institute-Medium 
(RPMI) 

Gibco™, Lifetechnologies™, Carlsbad, 
Kalifornien, USA 

Saccharose Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Salzsäure (HCL) Merck KGaA, Darmstadt 
SYTOX™ Green Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA 
Δ9-trans-Tetrahydrocannabinol 
(THC) 

THC pharm. GmbH, Frankfurt 

Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound 
 

Sakura Finetek, Hatfield, Pennsylvania, 
USA  

Tris  Tris Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Triton X100  AppliChem GmbH, Darmstadt 
Trypsin (2,5 %) Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA 
Trypsin/EDTA  Merck KGaA, Darmstadt  
Wasserstoffperoxid (H2O2) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Xylol  Sigma-Aldrich, Steinheim  

 
Tabelle 3 Medien 

Medium Substanzen Bemerkung 
DMEM 10 % FBS 
für A375 

89 ml DMEM 4,5g/l Glucose pH-Einstellung auf 7,37-
7,40, 
sterile Filtration 

10 ml FBS 
1 ml Penicillin/Streptomycin 

RPMI 10 % FBS 
für LN229 

89 ml RPMI 
10 ml FBS 
1 ml Penicillin/Streptomycin 
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Tabelle 4 Puffer und Lösungen 

Puffer oder Lösung Substanzen Bemerkung 
Poly-L-Lysin-Lösung 1 mg Poly-L-Lysin 

9 ml Aqua dest. 
Für Präparation von 
Primärkulturen 
 Trypsin-DNase-Lösung 3 ml HBSS ohne Ca2+ und 

Mg2+ 

2 ml 0,25 % Trypsin 
500 µl DNase  

DNase-Lösung 100 mg DNase-Pulver 
20 ml HBSS ohne Ca2+ und 
Mg2+ 

Phosphatpuffer (PB) 0,2 M  22,72 g Na2HPO4 
5,44 g KH2PO4 
1000 ml Aqua dest. 
pH=7,4 

Verwendung bei 
Immunfluoreszenz-
Färbungen 

PBS 0,2 M  9 g NaCl 
2,27 g Na2HPO4 
0,54 g KH2PO4 
1000 ml Aqua dest. 
pH=7,4 

PBS/Triton  3 ml Triton X100 
1000 ml PBS 0,02 M 
Einstellung auf pH=7,4 

Tris-Puffer  6,06 g Tris 
1000 ml Aqua dest. 
pH=7,4 

Paraformaldehyd-Lösung 
(4 % (w/v)) 

40 g PFA 
500 ml 0,2 M PBS 
500 ml Aqua dest.  
pH=7,4 

 

3.4 Antikörper 
Tabelle 5 Primäre Antikörper und Lektine 

Antikörper/Lektin Spezies Verdünnung Hersteller 
Isolektin B4 (IB4)  1:50 Vector Laboratories, 

Burlingame, 
Kalifornien, USA 

Anti-Nuclei clone 235-1 Maus 1:500 Merck KGaA, 
Darmstadt 

Anti-Tyrosine 
Hydroxylase AB152 

Kaninchen 1:500 Merck KGaA, 
Darmstadt 

 
Tabelle 6 Sekundäre Antikörper 

Antikörper Spezies Verdünnung Hersteller 
Anti-Kaninchen, Alexa Fluor 350 Ziege 

 
1:200 
 

Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, 
Massachusetts, 
USA 
 

Anti-Maus, Alexa Fluor 350 
Anti-Kaninchen, Alexa Fluor 488 
Anti-Maus, Alexa Fluor 488 
Anti-Kaninchen, Alexa Fluor 568 
Anti-Maus, Alexa Fluor 568 
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3.5 Geräte, Software und weitere Materialien 
Tabelle 7 Geräte 

Bezeichnung Hersteller 
Brutschrank HeracellTM 150i CO2-Inkubator Thermo Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA  
Feinwaage OHAUS, Parsippany-Troy Hills, USA 
Lebendzellmikroskop Leica DMi8 Leica Microsystems GmbH, Wetzlar 
MACS Quant 10 Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach  
Mikroskop Axioplan Carl Zeiss AG, Oberkochen 
Mikroskop Olympus CX2 Olympus Australia Pty Ltd, Notting Hill, 

Australien  
pH-Meter Mettler-Toledo, Columbus, USA 
Sicherheitswerkbank HERAsafeTM Thermo Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA  
ThermoShaker TSC Biometra, Göttingen 
Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Bohemia, New York, 

USA 
Wasserbad Varialux, Arnsdorf  
Zentrifuge BiofugeTM Primo  Heraeus, Hanau  
Zentrifuge FrescoTM 21 Heraeus, Hanau  

 

Tabelle 8 Software  

GraphPad Prism® 6 und 8 Graph Pad Software, San Diego, USA 

Leica Application Suite X Leica Mikrosysteme, Wetzlar 

Microsoft Office Paket Microsoft Corporation, Redmond, USA 

Mendeley Literaturverwaltung Elsevier B.V., Amsterdam, Niederlande 

MATLAB-basiertes Programm zur 
Auswertung der Daten der 
Lebendzellmikroskopie 

MathWorks, Natick, USA 
(in Kooperation mit Dr. Tim Hohmann für 
das Versuchskonzept entwickelte 
Software) 

 

Tabelle 9 Weitere Materialien 

Bezeichnung Hersteller 
CELLSTAR® (96-Well-Zellkultur-
Mikroplatte) 

Greiner Bio-One International GmbH, 
Kremsmünster, Österreich 

DAKO mounting medium DAKO, Santa Clara, USA 
Deckgläser Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH, 

Sandheim  
Einmalspritzen 20 ml  B. Braun, Melsungen  
Neubauer-Zählkammer Brand, Wertheim  
Objektträger SuperFrost Plus und 
StarFrost ADHÄSIV 

Engelbrecht GmbH, Edermünde  

Parafilm M Bemis Company, Inc., Neenah, USA 
Pasteur Glaspipette Carl Roth, Karlsruhe 
Pipettenspitzen (verschiedene Größen) Eppendorf AG, Hamburg 
Pasteur-Pipette aus Kunststoff Greiner Bio-One International GmbH, 

Kremsmünster, Österreich 
Präparierbesteck Carl Roth, Karlsruhe 
Vakuumfilter  Sarstedt, Newton, USA 
Zellkulturflaschen (250 ml) Greiner Bio-One, Kremsmünster, 

Österreich 
Zentrifugenröhrchen (15- und 50 ml) Greiner Bio-One International GmbH, 

Kremsmünster, Österreich 
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3.6 Zellkultur 
3.6.1 Präparation und Kultivierung primärer Mischkulturen 
Zur Vorbereitung wurden Zellkulturflaschen (75 cm2) mit 1 ml Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml) 

beschichtet und mit Zusatz von 9 ml Aqua dest. bei 37° C und 5 % (v/v) CO2 90 min 

inkubiert. Anschließend wurden die Flaschen dreimal mit Aqua dest. gewaschen und mit 

9 ml Kulturmedium befüllt. 

Die Tiere wurden mit einer Schere tierschutzgesetzeskonform dekapitiert und der Kopf 

auf einer Platte fixiert. Unter aseptischen Bedingungen wurden nacheinander die 

Kopfhaut und die Schädelkalotte entfernt und das Gehirn in eine Petrischale mit eis-

gekühltem HBSS mit Ca2+ und Mg2+ gegeben. Anschließend wurden das Kleinhirn 

abgetrennt und die Hirnhäute abgezupft. Je 3-5 Gehirne wurden in 15 ml-Röhrchen mit 

HBSS mit Ca2+ und Mg2+ (4° C) gesammelt. 

Anschließend wurden diese dreimal mit HBSS ohne Ca2+ und Mg2+ gespült und mit 1 ml 

Trypsin (2,5 %)/DNase-Lösung bei 37° C 5 min inkubiert, um die Kontakte der Zellen 

zueinander zu lösen. Danach wurde HBSS ohne Ca2+ und Mg2+ hinzugegeben, 

abgesaugt und 100 µl DNase hinzugegeben. Durch mehrfaches Pipettieren mittels 

Pasteurpipette wurden die Gehirne in Suspension gebracht und nach Zugabe von HBSS 

mit Ca2+ und Mg2+ zentrifugiert (10 min, 800 x g). Die Suspension wurde in die mit Poly-

L-Lysin beschichteten Kulturflaschen mit 9 ml Medium überführt. 

Um den Detritus zu entfernen, wurde die Kultur zwei Tage nach der Präparation dreimal 

mit HBSS ohne Ca2+ und Mg2+ gespült und neues Medium hinzugegeben. Aufgrund der 

gewählten Kulturbedingungen konnten so selektiv Astrozyten und Mikroglia angereichert 

werden. Nach ca. 10 Tagen waren Mikroglia in ausreichender Zahl vorhanden und 

konnten mechanisch von dem Astrozytenrasen abgeschüttelt werden. Dieser Vorgang 

wurde nach einigen Tagen wiederholt.  

Die Kultivierung von A375, Mikroglia und Astrozyten erfolgte in Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium (DMEM)-Kulturmedium. Die Glioblastomzelllinie LN229 wurde in RPMI-

Medium kultiviert. Der pH-Wert der verwendeten Medien wurde auf 7.36 bis 7.4 

eingestellt. Die Lagerung der Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37° C und 5 % (v/v) CO2.  

Bei 80-90 % Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Zunächst wurde das Medium 

abgesaugt und die Zellen anschließend mit 7 ml phosphatgepufferter Salzlösung (DPBS, 

Dulbeccos’s Balanced Salt Solution) gewaschen, um Mediumrückstände und Zellreste 

zu entfernen. Anschließend wurden 2 ml Trypsin/EDTA-Lösung gleichmäßig verteilt und 

bei 37° C 5 min inkubiert, wodurch die Zellen abgelöst werden konnten. Nachfolgend 

wurde 5 ml Kulturmedium hinzugegeben, auf der Oberfläche verbliebene Zellen durch 

mehrfaches Hochpipettieren des Mediums abgelöst und in 15-ml-Röhrchen zentrifugiert 

(5 min, 800 x g). Das Zellpellet wurde nach Absaugen des Überstandes in 1 ml 
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Kulturmedium resuspendiert und die gewünschte Zelldichte in eine neue mit 10 ml 

Medium gefüllte Kulturflasche hinzugegeben.  

 

3.6.2 Herstellung und Kultivierung von 3D-Sphäroiden 
Für die Bildung von Sphäroiden wurde die Liquid-overlay-Methode verwendet, in der die 

Zellen in eine Vertiefung mit einer non-adhärenten Oberfläche (hier: 4 % Agarose) 

gegeben wurden [185]. Hierzu wurden zunächst Vertiefungen einer 96-Lochplatte-Platte 

mit 4 %iger (w/v) Agarose unter sterilen Bedingungen beschichtet. Der Zellbestand einer 

Kulturflasche (Zelllinie oder Astrozyten) wurde hierzu gelöst, in 15 ml-Röhrchen 5 min 

bei 800 x g zentrifugiert, in Medium gelöst und in der Neubauer-Zählkammer die Zellzahl 

bestimmt. Abgeschüttelte Mikroglia wurden von ihrer Zellkultur getrennt und mit dem 

Medium in 15-ml-Röhrchen überführt und anschließend zentrifugiert. Da die Mikroglia 

sich nicht als sichtbares Pellet absetzen, wurde das Medium bis auf 1 ml abgesaugt und 

auch mittels Zählkammer die Zellzahl bestimmt.  

Anlehnend an die Angaben aus der Literatur wurde für die Versuche eine definierte 

Zellzahl prozentual mit 5, 10, 15 und 30 % Astrozyten oder Mikroglia gemischt [77,155]. 

Insgesamt wurde eine Zellzahl von 20 000 Zellen für die Versuche der 

Lebendzellmikroskopie und Durchflusszytometrie und 100 000 Zellen pro Vertiefung für 

die Schnitte und Färbungen erzielt. Die Vertiefungen wurden anschließend auf 200 µl 

mit Medium aufgefüllt. 

 

3.7 Behandlung mit Cannabinoiden 
Für die Behandlung der Kokulturen aus Tumorzelllinie und Astrozyten bzw. Mikroglia 

wurden THC (5 µM), CBD (5 µM) und eine äquimolare Kombination beider Canna-

binoide verwendet [186]. Die Cannabinoide wurden vor dem Ausplattieren zur Zell-

Suspension hinzugegeben. Die gewählten Konzentrationen wurden in früheren Unter-

suchungen etabliert [26] (Abb. 2). 

Ebenso wurden unbehandelte Kontrollgruppen mitgeführt, in denen sowohl Zelllinien mit 

Gliazellen als auch reine Astrozyten unbehandelt blieben. Aus Vorarbeiten war bekannt, 

dass Mikroglia ohne Kontakt zu Astrozyten nicht länger als 72 h überleben, sodass reine 

Mikroglia nicht als Kontrollgruppe mitgeführt werden konnten. 
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3.8 Lebendzellmikroskopie 
Die Lebendzellmikroskopie wurde mit dem Mikroskop Leica DMi8 durchgeführt, welches 

über den gesamten Aufnahmezeitraum konstante Inkubationsbedingungen von 37° C 

und 5 % (v/v) CO2 gewährleistet. Es wurde ein 4-Fach-Phasenkontrast-Objektiv 

verwendet. Nach einer 6-stündigen Vorinkubation wurden die Positionen der einzelnen 

Zellaggregate markiert. Von den markierten Positionen wurden schließlich im Abstand 

von 15 min über 72 h Aufnahmen generiert.  

 

3.9 Durchflusszytometrie 
Zur Vorbereitung wurden die Sphäroide in ein 15-ml-Röhrchen übertragen. 

Anschließend wurden 3 ml PBS hinzugegeben und nach Zentrifugation bei 800 x g 

(5 min) der Überstand abgesaugt. Zum Lösen der Zellkontakte wurde dann 1 ml 

Trypsin/EDTA hinzugegeben und 5 min bei 37° C inkubiert. Anschließend wurden die 

Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit 1 ml PBS in ein FACS-Röhrchen übertragen. 

Die Messung erfolgte am MACS QuantÒ 10.  

Zur Identifizierung von toten Zellen wurde direkt vor Messung der Probe automatisiert 

1 µl/ml Propidiumiodid (PI) hinzugegegeben. PI dringt nur in Zellen mit perforierter 

Membran ein und färbt Zellen in der Spätphase der Apoptose oder gar Nekrose. 

 

 

 
Abbildung 2 Zeitlicher Ablauf und Aufbau des Versuches. Mit dem Ausplattieren der Zellen wurden 
Cannabinoide hinzugegeben und die Aufnahme nach sechsstündiger Inkubationszeit in der 
Lebendzellmikroskopie gestartet. Nach 76 h erfolgte dann die Analyse mittels FACS und/oder die Fixierung 
für die Fluoreszenzfärbung. In farbiger Schrift sind die für die Lebendzellmikroskopie wichtigen Parameter 
skizziert.  
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3.10 Hellfeld- und Fluoreszenzmikroskopie 
3.10.1 Fixierung und Anfertigung von Schnitten aus Sphäroidkulturen 
Zur Vorbereitung des Schneidens der Sphäroide wurde nach Absaugen des Über-

standes am Ende der 72-stündigen Aggregationszeit in jede Vertiefung der Lochplatte 

vorsichtig Paraformaldehyd (PFA) (4 % (v/v)) gegeben und die Platte luftdicht mit 

Parafilm verschlossen. Die Lagerung konnte daraufhin bei 4° C erfolgen.  

Zur Anfertigung der Kryoschnitte wurde die PFA-Lösung sukzessive (jeweils nach 24 h) 

durch eine 10, 20 bzw. 30 %ige (w/v) Saccharose-Lösung ersetzt.  

Anschließend wurden die Sphäroide in Tissue-TekÒ bei -21° C eingebettet. Mittels eines 

Kryomikrotoms wurden bis zu drei Schnitte mit einer Dicke von 12 µm angefertigt und 

auf einem Adhäsions-Objektträger fixiert. Die Lagerung erfolgte bei -20° C. 

 

3.10.2 Fluoreszenzfärbungen 
Für die Färbungen wurden die Objektträger ca. 20 min bei Raumtemperatur aufgetaut 

und getrocknet, bevor sie für 10 min mit PBS/Triton gespült wurden. Anschließend wurde 

1:20 in PBS/Triton verdünntes normal goat serum (NGS) für 30 min auf die Schnitte 

pipettiert. Danach wurden die Schnitte mit dem primären Antikörper (ggf. auch 

gleichzeitig mit einem zweiten primären Antikörper), verdünnt in 0,5 % (w/v) BSA in 0,02 

M PBS/Triton, über Nacht bei Raumtemperatur lichtgeschützt inkubiert (Tab. 10). Am 

darauffolgenden Tag wurde dreimalig für 10 min mit PBS/Triton gespült und der 

entsprechende sekundäre Antikörper (mit Fluoreszenzfarbstoff konjugiert) bzw. ein 

zweiter Primärantikörper (bei A375) hinzugegeben (Tab. 10).  

In Abhängigkeit vom Ziel der aktuellen Färbung wurden nach jeweils dreimaliger 

Spülung mit PBS/Triton dann PI und DAPI für 30 bzw. 5 min auf die Schnitte gegeben 

und anschließend in Fluorescence Mounting Medium eingedeckt. PI dient der Dar-

stellung von Zellkernen toter Zellen, und DAPI erlaubt eine Kernmarkierung aller Zellen. 

Die Lagerung erfolgte lichtgeschützt bei 4° C.  

 

Färbung der Mikroglia mittels Isolektin B4 (IB4) 

Die Visualisierung der Mikroglia erfolgte mittels Isolektin B4 (IB4). IB4 bindet an α-D-

Galaktosylreste auf der Oberfläche von Mikroglia. Es wurde in einer Verdünnung von 

1:50 in PBS/Triton auf die Schnitte pipettiert. 
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Tabelle 10 Übersicht der verwendeten Antikörper und Lektine bei den Versuchsgruppen 

Versuch Primäre 
Antikörper 

Sekundäre Antikörper Sonstige 
Markierungen  

LN229 und Astrozyten anti-Nukleus clone 
235-1 

Alexa 488 PI 
DAPI 

A375 und Astrozyten anti-GFAP 
Anti-Tyrosin-
Hydroxylase 

Alexa 633 
Alexa 488 
 

PI 
DAPI 

LN229 und Mikroglia Anti-Nukleus clone 
235-1  
IB4 

Alexa 568 (bei Bestimmung 
der Verteilung) 
Alexa 350 (bei Bestimmung 
der Todesrate) 

DAPI (bei Bestimmung 
der Verteilung) 
PI (bei Bestimmung der 
Todesrate und 
Morphologie) 

A375 und Mikroglia Anti-Tyrosine-
Hydroxylase  

Alexa 568 (bei Bestimmung 
der Verteilung) 
Alexa 350 (bei Bestimmung 
der Todesrate) 
IB4 

DAPI (bei Bestimmung 
der Verteilung) 
PI (bei Bestimmung der 
Todesrate und 
Morphologie) 

 

3.11 Auswertung  
3.11.1 Lebendzellmikroskopie 
Die Auswertung der Lebendzellmikroskopieaufnahmen wurde in Kooperation mit Dr. Tim 

Hohmann durchgeführt. Mit Hilfe eines mit MatLab (The Math Works, Natick, USA) 

geschriebenen Programmes wurden Fläche, Zirkularität und Helligkeit der Sphäroide 

analysiert. Das Programm ermöglicht die Kantendetektion mithilfe der Chan-Vese-Bild-

segmentierung [187], sodass die Größenänderung des Sphäroids über den Zeitverlauf 

beobachtet werden konnte. Hierbei ergibt sich die Fläche aus der Anzahl der vom 

Sphäroid eingenommenen Pixel. Die Zirkularität beschreibt die Form eines Sphäroids, 

wobei das Verhältnis zwischen Sphäroid und der Kreisform errechnet wurde als: 

c = 4*π*A/U² 

Mit der Zirkularität c, der Sphäroidfläche A und dem assoziierten Umfang U. Für die 

Helligkeit wurde der Kontrast zum Hintergrund als Norm genommen, welcher als Grund-

lage für die Berechnung diente. Diese Analyse gibt Aufschluss über die Zell-

beschaffenheit und Aggregationsdynamik der Sphäroide sowie die damit verbundene 

Kompaktheit. Als Grundlage für die Berechnung der Parameter gilt die Arbeit von 

Hohmann et al. [188]. Tab. 11 gibt Aufschluss über die mögliche Bedeutung der 

Parameter. 
 

Tabelle 11 Bedeutung der in der Lebendzellmikroskopie verwendeten Parameter 

Parameter Interpretation 
Fläche Zelladhäsion, Zellmigration  
Zirkularität Zelladhäsion 
Helligkeit Zelldichte, Zytoplasmabeschaffenheit  
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3.11.2 Durchflusszytometrie 
Im FACS wurden zunächst das Vorwärtsstreulicht (Forward Scatter, FSC) und das Seit-

wärtsstreulicht (Side Scatter, SSC) so eingestellt, dass die Zellpopulation zentral im Plot 

dargestellt wurde. Anschließend wurden die Einzelzellen ermittelt und nach dem 

Kriterium der PI-Positivität sortiert sowie dank der GFP-Markierung Mikroglia identifiziert 

(Abb. 3). Signale, die aus dem Gating fielen, wurden als Detritus eingestuft. Sowohl tote 

als auch lebendige Mikroglia konnten zudem gesondert erfasst und von der Zelllinie 

unterschieden werden. Eine Unterscheidung von Astrozyten und Tumorzelllinie mittels 

FACS allein anhand der Populationsaufteilung war nicht möglich.  

 

 

 
Abbildung 3 Exemplarische Gating-Strategie. Darstellung der Identifizierung von lebendigen und toten (PI-
positiven) Einzelzellen in einem Versuch mit A375 und Astrozyten mit Cannabinoidbehandlung. 
Exkludierung von Detritus, Identifizierung von Zellen, dann PI-positiver Zellen (von links nach rechts).  

 

3.11.3 Statistische Auswertung 
Die Daten stammen aus mindestens drei unabhängigen Versuchen. Mittels GraphPad 

wurden die Mittelwerte und der Standardfehler des arithmetischen Mittels (SEM) berech-

net und angegeben sowie Graphen erstellt. Der statistische Unterschied zwischen 

mehreren nicht verbundenen Datensätzen wurde mit dem einseitigen ANOVA-Test und 

dem Tukey-Post-Test ermittelt, was die hier zugrunde liegende ähnliche Gruppengröße 

voraussetzte. Als Voraussetzung für die Auswertung wurde mittels Bartlett-Tests auch 

die Varianzhomogenität geprüft. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen 

wurde angenommen, wenn der ⍺-Fehler kleiner als 5 % war (p<0,05). Die Kennzeich-

nung signifikanter Unterschiede erfolgte mittels eines Sterns (*). Relative Änderungen 

sind in den Graphiken immer auf die Kontrollgruppe normiert. Die angegebenen exakten 

p-Werte und Grenzwerte (p<0.05 und p≥0.05) sind nicht als binäre Aussagen bezüglich 

einer inhaltlichen Signifikanz zu interpretieren, sondern als Hinweise, die eine 

tiefergehende Untersuchung als nützlich erscheinen lassen [189,190].  
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4 Ergebnisse 
4.1 LN229 und A375 als geeignete Zelllinien zur Untersuchung der 

Sphäroidbildung 
In der vorliegenden Arbeit gelang eine Etablierung von Kokulturen aus humanen Zell-

linien und murinen Gliazellen. Dabei wurden die Glioblastomzelllinie LN229 und die 

Melanomzelllinie A375 verwendet. Die humane Melanomzelllinie A375 exprimiert 

sowohl CB1 als auch CB2 [115], und selbiges gilt auch für die Glioblastomzelllinie LN229 

[191,192]. Beide Zelllinien hatten die Fähigkeit, über drei Tage zu aggregieren und 

Sphäroide mit vitalen Zellen zu bilden. In dem Versuchsmodell befanden sich die 

meisten Zellen in der G0-Phase, sodass Proliferation keinen Einfluss auf die Beob-

achtungen hatte [193]. Betrachtet man die Unterschiede zwischen den Zelllinien hin-

sichtlich der Sphäroidbildung, fällt auf, dass LN229 sich dreidimensional anordneten, 

während A375-Zellen sich zwar ebenso verhielten, jedoch tendenziell eine diskusartige 

Struktur formten (Abb. 4 A-D).  

 
Abbildung 4 Zellaggregate der Zelllinien in der Lebendzellmikroskopie. Aggregate aus 20 000 Zellen von 
LN229 (A, B) und A375 (C, D) nach 6 bzw. 76 h in der Lebendzellmikroskopie. LN229 und A375 bildeten 
Sphäroide, die im weiteren Verlauf genauer untersucht werden konnten. Maßstab=50 µm. 

4.1.1 Sphäroidmorphologie und Zelltod 
Zur Beurteilung der Morphologie und Todesrate wurden aus Sphäroiden mit 100 000 

Zellen Schnitte und anschließend Fluoreszenzfärbungen angefertigt. Dabei wurden 

repräsentative Schnitte gewählt, die in etwa den Querschnitt des Zentrums eines 

Sphäroids enthielten. Zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen derselben Zelllinie 

konnten keine eindeutigen Unterschiede oder übereinstimmende Muster festgestellt 

werden (Abb. 6).  

In den Versuchen mit LN229 fand sich ein in der Regel gut erhaltener Zellverband. 

Auffallend war zudem das häufig vorkommende nekrotische Zentrum, in dem keine 
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Zellen mehr vorhanden waren (Abb. 5). Dies wurde bereits beschrieben [194]. Bei 

Sphäroiden mit der Melanomzelllinie A375 konnten weder abgeflachte Zellen am Rand 

noch ein hohles Zentrum beobachtet werden (Abb. 6). Allerdings bestand ein 

wesentlicher Unterschied in der im Vergleich zu den Sphäroiden mit LN229 lockereren 

Zellformation.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 5 Modellhafte Darstellung eines Sphäroiden mit nekrotischer Zone (rot), Ruhezone (blau) und 
Proliferationszone (grün). Die Verteilung von Metaboliten und Nährstoffen ist von innen nach außen 
inhomogen. Metaboliten sind zentral am stärksten vertreten, während Nährstoffe peripher in höherer 
Konzentration vorkommen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Metabolite	

Nährstoffe	

Nekrotische	Zone	
Ruhezone	

Proliferationszone	



 28 

 
 

 
Abbildung 6 Fluoreszenzfärbung aus Schnitten der Tumorzellen. LN229 zeichnet sich durch ein 
nekrotisches Zentrum aus (A). In größerer Vergrößerung wurden PI-positive, teilweise abgeflachte Zellen 
identifiziert (B). A375 zeichnet sich durch einen lockereren Zellverband (C) aus, und Astrozyten (GFAP-
positive Zellen) sind vorzufinden (D). Maßstab=50 µm.  

Dank der verwendeten PI-Färbung konnten tote Zellen identifiziert und auch das über-

wiegende Überleben der Zellen in Kokultur und unter den Versuchsbedingungen be-

stätigt werden. Die PI-Markierung ermöglichte eine qualitative Analyse. Die PI-Färbung 

zeigte keinen signifikanten Einfluss der verschiedenen Behandlungen. Insgesamt 

bestätigte das verwendete Versuchsmodell ein Überleben der Mehrheit der Zellen, 

sowohl der Zelllinien als auch der aus Mäusen gewonnenen Gliazellen. 

A375
C DAPI TH

GFAP Merge

DAPI TH

GFAP Merge

D
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In den Versuchen mit LN229 wurden tote Zellen klar identifiziert (Abb. 7). Allerdings 

befanden sich in Sphäroiden aus A375 keine PI positiven Nuklei. 

 

 
Abbildung 7 Fluoreszenzfärbungen nach Etablierung von LN229-Kokulturen mit Gliazellen. In LN229-
Astrozyten-Kokulturen (A) überlebten die meisten Zellen, da die überwiegende Mehrheit der Zellen nicht PI-
positiv war. Ein ähnliches Bild ergab sich bei LN229-Mikroglia-Kokulturen (B). Maßstab=50 µm. 

4.2 Einfluss von Cannabinoiden auf die Sphäroidbildung und Todesrate 
von LN229 und A375 

Um den Einfluss von Cannabinoiden auf die Sphäroidbildung von LN229 und A375 zu 

untersuchen, wurden die Zellen über den gesamten Betrachtungszeitraum mit THC oder 

CBD einzeln oder in äquimolarer Kombination behandelt. Die Sphäroidfläche von LN229 

vergrößerte sich zu Beginn der Messungen (6 h) durch Zugabe von THC, CBD und die 

Kombination aus THC und CBD signifikant, blieb jedoch nur für die Kombinations-

behandlung nach 76 h erhalten (Abb. 8A). Die Zirkularität wurde durch alle Behand-

lungen signifikant reduziert, wobei dieser Effekt bei 76 h nicht erkennbar war (Abb. 8B). 

Auch die Helligkeit war durch THC und CBD nach 6 h erhöht, jedoch nicht nach 76 h 

(Abb. 8C).  

Bei der Behandlung von A375 mit Cannabinoiden zeigte sich ebenso eine Vergrößerung 

der Fläche nach 6 h bei sämtlichen Behandlungsgruppen (Abb. 9A). Nach 76 h war der 

Effekt bei der Behandlung mit CBD allein und in Kombination mit THC erhalten, wobei 

es zu einer Verstärkung des Effektes bei der äquimolaren Behandlung kam (Abb. 9A). 

Keine Veränderungen zeigten sich nach 6 h bei der Zirkularität und nach 76 h, außer bei 

simultaner Behandlung mit THC und CBD nach 76 h (Abb. 9B). Bezüglich der Helligkeit 

gab es zu keinem der Zeitpunkte signifikante Veränderungen (Abb. 9C).  
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Abbildung 8 LN229 mit Cannabinoidbehandlung; Relative Änderung (A) der Sphäroidfläche, (B) der 
Sphäroidzirkularität, (C) der Sphäroidhelligkeit; jeweils Darstellung der Zeitpunkte nach 6 und 76 h. 
Signifikante Ergebnisse zeigten sich zu Beginn des Versuches nach 6 h bei allen Parametern und bei allen 
Cannabinoidbehandlungen. Der Stern (*) markiert signifikante Effekte (p<0,05). 



 31 

 
Abbildung 9 A375 mit Cannabinoidbehandlung; Relative Änderung (A) der Sphäroidfläche, (B) der 
Sphäroidzirkularität, (C) der Sphäroidhelligkeit; jeweils Darstellung der Zeitpunkte nach 6 und 76 h. 
Signifikante Effekte zeigten sich insbesondere bei Fläche und Helligkeit zu beiden 
Beobachtungszeitpunkten. Der Stern (*) markiert signifikante Effekte (p<0,05). 

Da die Sphäroidgröße abhängig von der Zellzahl ist, wurden zusätzlich Effekte auf das 

Zellüberleben analysiert. Insgesamt sorgte die Behandlung mit Cannabinoiden bei der 

Melanomzelllinie A375 und Glioblastomzelllinie LN229 für keine signifikanten Effekte auf 

den Anteil der PI-positiven Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 10). Die 

Kontrollgruppen der Glioblastomzelllinie LN229 und der Melanomzelllinie A375 hatten 

einen Anteil von ca. 12 % (Abb. 10A) beziehungsweise 8 % (Abb. 10B) PI-positiven 

Zellen. Die nicht signifikant veränderte niedrigere Todesrate zog sich durch die gesamte 

Versuchsreihe. Auffallend war zudem, dass die Gruppen mit A375 eine geringere 

Todesrate aufwiesen im Vergleich zu den Gruppen mit LN229 (Abb. 10). 
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Abbildung 10 Prozentualer Anteil PI-positiver Tumorzellen nach Cannabinoidbehandlung (A) in LN229-
Zellen; (B) in A375-Zellen. In keiner der Gruppen zeigten sich signifikante Effekte. 

4.3 Einfluss von Astrozyten auf LN229 und A375 hinsichtlich der 
Sphäroidbildung und Todesrate 

In der vorliegenden Arbeit wurden unterschiedliche prozentuale Anteile (5, 10, 15, und 

30 %) an Astrozyten gewählt und deren Einfluss auf die Sphäroidbildung mittels Lebend-

zellmikroskopie und FACS untersucht. 

Bei der Glioblastomzelllinie LN229 waren bezüglich der Helligkeit bei 6 h bei einem 

Astrozytenanteil von 15 und 30 % signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontroll-

gruppe zu erkennen (Abb. 11C). Dieser Unterschied zwischen den Gruppen war nach 

76 h nicht mehr festzustellen (Abb. 11C). Ohne Veränderung blieben die Parameter 

Fläche und Zirkularität über den gesamten Beobachtungszeitraum (Abb. 11A und B).  

Hingegen traten in Kokulturen von A375 und Astrozyten, unabhängig von ihrem Anteil, 

keine Effekte auf (Abb. 12). Lediglich eine erhöhte Helligkeit der Sphäroide konnte in 

Anwesenheit von Astrozyten nach 76 h festgestellt werden (Abb. 12C).  

Aufgrund der erhobenen Ergebnisse und der sichtbaren Effekte in Bezug auf die 

Helligkeit bei LN229 und des Einflusses von 30 % Astrozyten im Vergleich zu den 

Ergebnissen bei 5 und 10 % wurde für beide Zelllinien ein Astrozytenanteil von 30 % für 

die nachfolgenden Versuche mit Cannabinoiden gewählt.  
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Abbildung 11 LN229 und unterschiedliche Konzentrationen von Astrozyten; Relative Änderung (A) der 
Sphäroidfläche, (B) der Sphäroidzirkularität, (C) der Sphäroidhelligkeit; jeweils Darstellung der Zeitpunkte 
nach 6 und 76 h. Alleinig bei der Helligkeit bei 6 h zeigten sich signifikante Effekte bei 15 und 30 % 
Astrozyten. Der Stern (*) markiert signifikante Effekte (p<0,05). 
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Abbildung 12 A375 und unterschiedliche Konzentrationen von Astrozyten; Relative Änderung (A) der 
Sphäroidfläche, (B) der Sphäroidzirkularität, (C) der Sphäroidhelligkeit; jeweils Darstellung der Zeitpunkte 
nach 6 und 76 h. Alleinige bei der Helligkeit bei 76 h zeigten sich signifikante Effekte bei Zugabe von 5 und 
10 % Astrozyten. Der Stern (*) markiert signifikante Effekte (p<0,05). 

Um zu überprüfen, ob unterschiedliche Anteile von Gliazellen direkte Effekte auf das 

Zellüberleben der untersuchten Tumor Zelllinien entfalten, wurden die Todesraten der 

Zellen in Sphäroiden analysiert. Insgesamt ergaben sich bei Zugabe verschiedener Kon-

zentrationen keine signifikanten Veränderungen beim Anteil PI-positiver Zellen 

(Abb. 13). Im Vergleich zu den anderen Astrozytenkonzentrationen fällt bei A375 und 

30 % Astrozyten ein Anteil von 13 % Todesrate auf, ohne allerdings das Signifikanz-

niveau zu erreichen (Abb. 13B).  
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Abbildung 13 LN229 und A375 in Kokultur mit Astrozyten. Anteil der PI-positiven Zellen in (A) LN229 und 
(B) A375 mit verschiedenen Konzentrationen von Astrozyten. Hierbei konnten in keiner der Versuchs-
gruppen signifikante Unterschiede gemessen werden. 

In den Versuchen mit LN229 wurden Astrozyten anhand ihrer Morphologie von Tumor-

zellen unterschieden, denn eine Identifizierung mittels eines spezifischen Antikörpers 

gelang nicht. Andererseits konnten in den Versuchen mit A375 GFAP als spezifischer 

Antikörper für Astrozyten verwendet und vergrößerte Somata identifiziert werden (Abb. 

14B).  

 

 

 

Abbildung 14 Fluoreszenzfärbungen aus Tumorzellen und Astrozyten. (A) Bei der Kokultur aus LN229 und 
Astrozyten erfolgte ein indirekter Nachweis von Astrozyten alleinig über die DAPI-Färbung. (B) In Kokultur 
aus A375 und Astrozyten erfolgte der Nachweis von Astrozyten über GFAP. Maßstab=50 µm. 
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4.4 Einfluss von Cannabinoiden auf Kokulturen mit Astrozyten  
Des Weiteren wurde untersucht, ob Cannabinoide auf Tumorzellen und Astrozyten einen 

Einfluss hinsichtlich der Sphäroidbildung haben. 

Auf die Fläche der Kokultur aus LN229 und 30 % Astrozyten hatte die Behandlung mit 

Cannabinoiden bei 6 h keinen signifikanten Einfluss (Abb. 15A). Erst bei 76 h 

vergrößerte sich die Fläche von Sphäroiden, welche mit CBD behandelt wurden (Abb. 

15A). Der Effekt von CBD wurde jedoch bei kombiniertem Einsatz mit THC signifikant 

aufgehoben (Abb. 15A). Bei der Zirkularität hingegen kam es nach 6 h bei simultaner 

Behandlung mit THC und CBD zu einer deutlichen Erhöhung (Abb. 15B). Die alleinige 

Applikation von THC oder CBD erzielte jedoch keinerlei Wirkung (Abb. 15B). Nach 76 h 

war dieser Effekt nicht mehr zu beobachten. Auf die Helligkeit der Sphäroide konnten 

keine Effekte beobachtet werden (Abb. 15C).  

Bei A375 und 30 % Astrozyten in Kokultur verkleinerte sich bei der Behandlung mit CBD 

die Fläche signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe, was nach 76 h nicht mehr 

erkennbar war (Abb. 16A). Ebenso fand sich ein signifikanter Unterschied zwischen 

THC-Behandlung und Kombinationsbehandlung bei 6 h (Abb. 16A). Die Effekte waren 

nach 76 h nicht mehr vorhanden (Abb. 16A). Bei der Zirkularität waren sowohl nach 6 h 

als auch 76 h keine signifikanten Ergebnisse im Vergleich zur Kontrollgruppe vorhanden 

(Abb. 16B). Einzig die THC-Behandlung nach 6 h zeichnete sich durch eine signifikante 

Verringerung der Zirkularität im Vergleich zur CBD- und Kombinationsbehandlung aus 

(Abb. 16B). Ähnliche abnehmende Effekte wurden auch bei der Helligkeit beobachtet 

(Abb. 16C). Jedoch wurden in sämtlichen Behandlungsgruppen nach 76 h signifikant 

höhere Werte für die Helligkeit im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt (Abb. 16C). 
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Abbildung 15 LN229 und Astrozyten mit Cannabinoidbehandlung; Relative Änderung (A) der Sphäroid-
fläche, (B) der Sphäroidzirkularität, (C) der Sphäroidhelligkeit; jeweils Darstellung der Zeitpunkte nach 6 und 
76 h. Signifikante Ergebnisse zeigten sich bei der Fläche nach 76 h sowie bei der Zirkularität zu Beginn der 
Bobachtung. Der Stern (*) markiert signifikante Effekte (p<0,05). 
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Abbildung 16 A375 und Astrozyten mit Cannabinoidbehandlung; Relative Änderung (A) der Sphäroidfläche, 
(B) der Sphäroidzirkularität, (C) der Sphäroidhelligkeit; jeweils Darstellung der Zeitpunkte nach 6 und 76 h. 
Bei allen Parametern zeigten sich nach 6 h signifikante Effekte, und bei der Helligkeit waren auch nach 76 
h signifikante Effekte in allen Behandlungsgruppen zu erkennen. Der Stern (*) markiert signifikante Effekte 
(p<0,05).  

In der Kokultur aus LN229 und Astrozyten sowie A375 und Astrozyten hatte keine der 

Cannabinoidbehandlungen einen signifikanten Einfluss auf die Todesrate (Abb. 17).  
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Abbildung 17 FACS-Ergebnisse von Tumorzellen und Astrozyten nach Cannabinoidbehandlung; 
Ergebnisse der Kokultur aus (A) LN229 und aus (B) A375 mit Astrozyten und Cannabinoiden. Keine 
signifikanten Ergebnisse konnten beobachtet werden. 

 

In Versuchen mit der Melanomzelllinie A375 wurden ebenfalls Astrozyten identifiziert 

(Abb. 18B). Dabei handelte es sich um reaktive GFAP-positive Astrozyten (Abb. 18B). 

 
Abbildung 18 Fluoreszenzfärbungen von Tumorsphäroiden mit 100 000 Zellen nach Cannabinoid-
behandlung. (A) Bei der Kokultur aus LN229 und Astrozyten mit Cannabinoiden (CBs) erfolgte ein indirekter 
Nachweis von Astrozyten über alleinige DAPI-Färbung, da Astrozyten durch HuNu nicht angefärbt wurden. 
(B) In Kokultur aus A375 und Astrozyten erfolgte der Nachweis von Astrozyten über GFAP. Maßstab=50 
µm. 
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4.5 Einfluss von Mikroglia auf LN229 und A375 hinsichtlich der 
Sphäroidbildung 

Genauso wie bei den Versuchen mit Astrozyten wurden in Versuchen mit Mikroglia die 

Mengen 5, 10, 15 und 30 % Mikroglia untersucht. Ein Mikrogliaanteil von 5, 10 und 15 % 

mit LN229 führte zu einer signifikanten Vergrößerung der Fläche nach 6 h im Vergleich 

zur Kontrollgruppe (Abb. 19A). Nach 76 h war dieser Effekt nicht mehr zu beobachten 

(Abb. 19A). Jeder verwendete Mikrogliaanteil hatte einen signifikanten Einfluss auf die 

Verringerung der Zirkularität nach 6 h, wobei der Effekt mit 30 % Mikroglia auch nach 76 

h bestehen blieb (Abb. 19B). Unbeeinflusst blieb die Helligkeit (Abb. 19C). 

Ein Mikrogliaanteil von 5 % in Kokultur mit A375 führte zu einer größeren Fläche nach 6 

h, wohingegen 30 % zum selben Zeitpunkt eine Verkleinerung der Fläche zur Folge 

hatten (Abb. 20A). Nach 76 h waren die signifikanten Effekte nicht mehr zu erkennen 

(Abb. 20A). Bei der Zirkularität zeigte sich bei 6 h ab einem Anteil von 10 % eine 

signifikante Verringerung im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 20B). Eine signifikante 

Abnahme der Zirkularität bei 30 % Mikroglia zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe 

auch nach 76 h (Abb. 20B). Bezüglich der Helligkeit war nur nach 6 h ein signifikanter 

Unterschied bei einem Anteil von 30 % Mikroglia zu erkennen, wohingegen auch nach 

76 h kein Unterschied bestand (Abb. 20C). 

Mikroglia machen in physiologischem Zustand in etwa 10-15 % der Gehirnzellen aus, 

während der Anteil im Tumorgewebe auf bis zu 30 % steigen kann [128]. 
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Abbildung 19 LN229 und unterschiedliche Konzentrationen von Mikroglia; Relative Änderung (A) der 
Sphäroidfläche, (B) der Sphäroidzirkularität, (C) der Sphäroidhelligkeit; jeweils Darstellung der Zeitpunkte 
nach 6 und 76 h. Bei der Fläche und Zirkularität konnten zu Beginn der Beobachtung signifikante Ergebnisse 
erzielt werden, die größtenteils nach 76 h nicht mehr vorzufinden waren. Der Stern (*) zeigt signifikante 
Effekte (p<0.05). 
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Abbildung 20 A375 und unterschiedliche Konzentrationen von Mikroglia; Relative Änderung (A) der 
Sphäroidfläche, (B) der Sphäroidzirkularität, (C) der Sphäroidhelligkeit; jeweils Darstellung der Zeitpunkte 
nach 6 und 76 h. Bei allen betrachteten Parametern konnten signifikante Ergebnisse zu Beginn der 
Beobachtung erzielt werden. Nur bei der Zirkularität war bei 30 % Mikrogliaanteil noch nach 76 h eine 
signifikante Beobachtung zu machen. Der Stern (*) markiert signifikante Effekte (p<0,05). 

Bei Zugabe verschiedener Konzentrationen an Mikroglia zu Kokulturen mit LN229 und 

A375 traten im Wesentlichen keine Unterschiede hinsichtlich der Todesrate auf (Abb. 

21). Einzig die Signifikanz zwischen der Kontrollgruppe A375 und der Gruppe mit 5 % 

Mikroglia war hier zu bemerken (Abb. 21A).  
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Abbildung 21 FACS-Ergebnisse von Tumorzellen in Kokultur mit Mikroglia hinsichtlich der Todesrate. 
FACS-Ergebnisse der Kokultur aus (A) LN229 und aus (B) A375 mit Mikroglia. Es konnten keine 
signifikanten Ergebnisse erzielt werden. Die Kokultur aus 5 % Mikroglia und A375 zeigte eine signifikant 
erhöhte Todesrate im Vergleich zur Kontrollgruppe. Der Stern (*) markiert signifikante Effekte (p<0,05). 

Die Analyse der Versuche mit Mikroglia erfolgte anhand zweier unterschiedlicher Färbe-

protokolle, wobei Mikroglia mittels IB4 detektiert wurden. Der Fokus der Versuche mit 

Mikroglia lag darauf, das Überleben von Mikroglia zu zeigen, sowie auf der qualitativen 

Analyse des Zellverbandes. In allen Versuchsgruppen wurden zentral häufiger PI-

positive tote Zellen gefunden (Abb. 22). Aktivierte Mikroglia unterschiedlicher 

Morphologie wurden mittels IB4 identifiziert (Abb. 22B).  
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Abbildung 22 Fluoreszenzfärbungen von Kokulturen aus (A) LN229 und (B) A375 und Mikroglia. In beiden 
Färbungen lassen sich Mikroglia mit Fortsätzen unterschiedlicher Ausprägung identifizieren. Sie betten sich 
zwischen die Tumorzellen.  

Aus den Ergebnissen aller Versuchsgruppen, insbesondere anhand der Befunde zu 

Änderungen der Sphäroidgrößen und Zirkularität (Abb. 19 und 20) wurde die 10 % 

Mikroglia- Gruppe für die weiteren Versuche in vitro ausgewählt.  

 

4.6 Einfluss von Cannabinoiden auf Kokulturen mit Mikroglia  
In der mit Cannabinoiden behandelten Kokultur aus LN229 und 10 % Mikroglia wurde 

eine signifikant verkleinerte Sphäroidfläche nach 6 h bei der gleichzeitigen Behandlung 

mit THC und CBD beobachtet (Abb. 23A). Auch im Vergleich zur alleinigen Behandlung 

mit THC oder CBD zeichnete sich die Kombinationsbehandlung durch eine signifikant 

verkleinerte Fläche aus (Abb. 23A). Nach 76 h zeigte sich jedoch eine signifikante 

Vergrößerung der Fläche bei Behandlung mit THC oder CBD im Vergleich zur 

Kontrollgruppe (Abb. 23A). Im Vergleich zur CBD-Behandlung blieb die signifikant 

verkleinerte Fläche bei Kombinationsbehandlung erhalten (Abb. 23A). Hinsichtlich der 

Zirkularität kam es nach 6 h zu einer signifikanten Zunahme nach der Kombinations-

behandlung im Vergleich zur CBD-Gruppe, während dieser Unterschied nach 76 h nicht 

persistierte (Abb. 23B). Bei der Helligkeit war nach 6 h eine signifikante Erhöhung bei 

Einzelbehandlung mit THC oder CBD im Vergleich zur Kombinationsbehandlung zu 

erkennen (Abb. 23C).  

Die Behandlung von A375 und Mikroglia mit Cannabinoiden führte nach 6 h zu keinen 

signifikanten Effekten bezogen auf die Fläche (Abb. 24A). Nach 76 h zeigte sich eine 

signifikant vergrößerte Fläche nach Zugabe von THC oder CBD (Abb. 24A). Die 

MG 
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Veränderungen waren in der CBD-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe am größten 

(Abb. 24A). Während nach 6 h signifikante Effekte bezüglich der Zirkularität ausblieben, 

zeigte sich nach 76 h eine Verringerung der Werte nach Behandlung mit THC im 

Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 24B). Eine signifikante Abnahme der Helligkeit fand 

sich nach 6 h bei der Kombinationsbehandlung im Vergleich zu CBD- und Kontroll-

gruppen (Abb. 24C). Nach 76 h war die Helligkeit bei allen behandelten Gruppen im 

Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhöht (Abb. 24C).  

 
Abbildung 23 LN229 und Mikroglia mit Cannabinoidbehandlung; Relative Änderung (A) der Sphäroidfläche, 
(B) der Sphäroidzirkularität, (C) der Sphäroidhelligkeit; jeweils Darstellung der Zeitpunkte nach 6 und 76 h. 
Signifikante Effekte zeigen sich insbesondere bei Kombinationsbehandlungen und der Fläche. Der Stern (*) 
markiert signifikante Effekte (p<0,05). 
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Abbildung 24 A375 und Mikroglia mit Cannabinoidbehandlung; Relative Änderung (A) der Sphäroidfläche, 
(B) der Sphäroidzirkularität, (C) der Sphäroidhelligkeit; jeweils Darstellung der Zeitpunkte nach 6 und 76 h. 
Fast ausschließlich fallen signifikante Ergebnisse bei der Helligkeit bei 6 und 76 h auf. Der Stern (*) markiert 
signifikante Effekte (p<0,05). 

 

In FACS-Versuchen der Kokultur aus der Glioblastomzelllinie LN229 mit 10 % Mikroglia 

wurde bei der Kombinationsbehandlung eine signifikant erhöhte Todesrate im Vergleich 

sowohl zur Kontrollgruppe als auch zur THC-Gruppe beobachtet (Abb. 25A).  

In der Versuchsgruppe der A375 und Mikroglia wurde durch Cannabinoidbehandlung 

keine signifikante Veränderung der Zelltodesrate gefunden (Abb. 25B). Zwischen den 

Behandlungsgruppen gab es weder bei LN229 noch A375 signifikante Unterschiede hin-

sichtlich der Todesrate der Mikroglia (Abb. 25C, D).  
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Abbildung 25 (A) Prozentualer Anteil PI-positiver Zellen in der Kokultur aus (A) LN229 und Mikroglia nach 
Behandlung mit Cannabinoiden; (B) aus A375 und Mikroglia nach Behandlung mit Cannabinoiden; (C) aus 
LN229 und Mikroglia; (D) aus A375 und Mikroglia. Alleinig die Behandlung von (A) LN229 und Mikroglia von 
äquimolarer Menge beider Cannabinoide und die Zugabe von CBD zu THC ergaben signifikante Ergebnisse. 
Der Stern (*) markiert signifikante Effekte (p<0,05). 
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In Kokulturen von Tumorzellen und Mikroglia, die mit Cannabinoiden behandelt wurden, 

fanden sich intakte Mikroglia mit Fortsätzen und einige randständige tote Zellen in der 

LN229- (Abb. 26A) und in der A375-Versuchsgruppe (Abb. 26B). 

 
Abbildung 26 Fluoreszenzfärbung von Kokulturen aus (A) LN229 und (B) A375 und Mikroglia mit 
Cannabinoidbehandlung. In beiden Färbungen lassen sich Mikroglia mit Ausläufern identifizieren und betten 
sich zwischen die Tumorzellen.  
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5 Diskussion 
Glioblastome und Metastasen des malignen Melanoms im Gehirn stellen die moderne 

Medizin noch immer vor große Herausforderungen. Die vorgestellten Ergebnisse bieten 

Anlass dazu, über mögliche neue Behandlungsansätze zu diskutieren.  

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Tumorzelllinien LN229 und A375 bildeten 

Sphäroide und somit 3D-Kulturen. Es wurden zum einen der Einfluss von Gliazellen, 

nämlich Astrozyten, aber auch Mikroglia auf die 3D-Kulturen und zum anderen die 

Effekte der als antitumorös geltenden Phytocannabinoide THC und CBD untersucht.  

 

5.1 Astrozyten beeinflussen in Kokultur mit LN229 und A375 nur gering 
die Sphäroidformation  

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Astrozyten die Tumorzelllinien 

LN229 und A375 nur gering in ihrer Aggregationsdynamik beeinflussten.  

So zeigten sich bei der Fläche und Zirkularität auf beide Zelllinien keine signifikanten 

Effekte. Jedoch kam es zu einer signifikanten Abnahme der Helligkeit bei 6 h in der 

LN229-Kokultur mit 15 oder 30 % Astrozyten.  

Die Gestalt von Sphäroiden wird insbesondere durch Zell-Zell-Kontakte und Zell-Matrix-

Adhäsionskräfte bestimmt [195]. Es ist naheliegend, dass die Zugabe von Gliazellen zu 

einer deutlichen Behinderung der o. g. Kräfte führen würde. Der Zellverband der LN229-

Astrozyten-Kokultur wird womöglich durch neu entstehende Tumor-Gliazellkontakte 

verdichtet [196]. Dabei können Gap junctions wesentlich zur Interaktion beitragen, wobei 

insbesondere Connexin 43 einen entscheidenden Beitrag leistet [142,197]. 

Glioblastomzellen sind in der Lage, die physiologische Funktion der Astrozyten zu 

manipulieren und diese für ihre Zwecke zu rekrutieren [101]. Dabei könnten 

verschiedene auf Signalwege Einfluss nehmende Faktoren eine Rolle spielen. Es ist 

bereits bekannt, dass sowohl durch Astrozyten freigesetzte Zytokine wie IL-6 und IL-8 

als auch direkter Zell-Zell-Kontakt über CD44 zwischen Astrozyten und Tumorstamm-

zellen eine Zytoskelettumorganisation hervorrufen können [77,198]. Sowohl 

Glioblastomzellen als auch Astrozyten sezernierten MMP-9 [76,128,165], aber auch 

Astrozyten setzen in Anwesenheit von Glioblastomzellen pro-MMP-2 frei, das in aktives 

MMP-2 umgewandelt werden kann. Beide Enzyme können die extrazelluläre Matrix und 

die Zell-Matrix-Kontakte verändern [143,199] und so möglicherweise Einfluss auf die 

dreidimensionale Struktur der Sphäroide nehmen.  

Die Abnahme der Helligkeit nach 6 h spricht für eine Verdichtung der Sphäroide, woraus 

sich eine für in vivo relevante Modifizierung der Zellinvasivität vermuten lässt.  Ein 

Erklärungsansatz dafür ist, dass eine hohe Expression von RANKL in LN229 zur 
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Aktivierung von Astrozyten führt, wodurch die Invasion in vivo, aber nicht in vitro über 

die Modulierung der Mikroumgebung gefördert wird. Die RANKL-Expression korreliert 

hier mit dem Anteil an Astrozyten am Tumorrand in vivo und aktiviert diese auch [148]. 

Die spontane Todesrate in Kokulturen mit Astrozyten blieb unverändert, was für die 

Intaktheit des Zellverbandes nach Astrozytenzugabe spricht. Eine mögliche Erklärung 

für die in der Kokultur geringe Todesrate ist, dass Glioblastomzellen eine Herab-

regulierung von p53 verursachen [76]. Somit müsste die Todesrate innerhalb der 

Kokultur bei Zugabe von Astrozyten sogar erniedrigt sein, denn Astrozyten könnten auch 

protektiv im Zellverband wirken [200]. Die nur geringen Parameterveränderungen 

spiegeln sich auch in einer morphologisch unauffälligen Fluoreszenzfärbung der 

Kokulturen wider.  

In Kokulturen von A375 und Astrozyten traten wiederum in Lebendzellmikroskopie nur 

geringfügige Effekte und im FACS keine signifikanten Effekte auf. Auch in dieser Ver-

suchsreihe waren beim Parameter „Helligkeit“, allerdings nach 76 h, signifikante Ergeb-

nisse zu verzeichnen, während andere Parameter unbeeinflusst blieben. Die Effekte sind 

auch hier auf ähnliche Mechanismen der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte wie in der 

Versuchsgruppe mit LN229 zurückzuführen. In einer Studie mit der YDFR.CB3-Mela-

nomzelllinie in Kokultur mit Astrozyten wurde festgestellt, dass durch Astrozyten 

vermehrt IL-23 produziert wurde, was sich durch MMP-2-Sezernierung verstärkend auf 

Migration und Invasion von Melanomzellmetastasen auswirkte [68]. Weiterführende 

Untersuchungen zeigten auch, dass kollektive Zellmigration durch Astrozyten erleichtert 

wurde [193]. Dies steht im Einklang zu einer signifikant erhöhten Helligkeit nach Zugabe 

von 5 und 10 % Astrozyten. Zu erwarten wäre zudem eine verringerte Sphäroidfläche 

und erhöhte Zirkularität gewesen. Laut Literatur tragen  Astrozyten in diesem 

Zusammenhang trotzdem zur Invasivität von Melanommetastasen bei, denn dies sind 

die Zellen, die aufgrund der Beteiligung an der BBB mit als erste mit metastasierenden 

Zellen interagieren [200,201]. Deutlich ausgeprägte GFAP-positive Astrozyten ließen in 

den A375-Versuchen auf reaktive Astrozyten im hier in vitro modellierten 

Tumormikromilieu schließen. Tumorassoziierte Astrozyten können im pathologischen 

Milieu diverse Faktoren sezernieren, die das Verhalten der Tumorzellen mitbestimmen 

[202,203] 

Insgesamt ist nur ein geringer Effekt auf die Sphäroidbildung nach der Zugabe von 

Astrozyten zu beiden Tumorzelllinien vorhanden. In der Literatur gibt es jedoch Hinweise 

auf eine Veränderung der invasiven Eigenschaften [76,128,204]. Das hier verwendete 

in vitro Modell erlaubt aber nur eine eingeschränkte Vergleichbarkeit.  
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5.2 Mikroglia verzögern initial die Sphäroidbildung von LN229 und A375 
Auf LN229 hatten Mikroglia bei den meisten Versuchsgruppen einen signifikanten 

Einfluss durch eine Vergrößerung der Fläche und Beeinträchtigung der Zirkularität zu 

Beginn des Versuchs. Dabei fand insgesamt unabhängig von der Konzentration an 

Mikroglia eine verzögerte Sphäroidbildung statt. Hier lässt sich vermuten, dass Mikroglia 

die Adhäsion der Zellen stören, sodass die Sphäroidbildung negativ beeinflusst wird.  

Ähnlich wie bei Astrozyten spielen TAMs eine große Rolle bei der Invasion von Glio-

blastomzellen ins umliegende gesunde Gewebe [101,205] und nehmen Einfluss auf die 

Zell-Matrix- und Zell-Zell-Kontakte. Die große Anzahl der im FACS als lebendig identi-

fizierter Mikroglia spricht für eine derartige Einflussnahme. TAMs tragen damit zur pro-

tumorösen Mikroumgebung bei [75,206]. Der Einfluss von Mikroglia auf die ver-

schiedenen Parameter der Lebendzellmikroskopie scheint im Vergleich zu Versuchen 

mit Astrozyten ausgeprägter zu sein. Ein dazu beitragender Faktor im Tumormikromilieu 

ist die CCL2/CCR2/IL-6-Achse, die zum Verlust von Zell-Zell-Kontakten aufgrund von 

epithelio-mesenchymaler Transition (Kapitel 1.1.4.) führt [166,207]. CCL2 wird hierbei 

von Glioblastomzellen LN229 sezerniert und CCR2 auf Mikroglia exprimiert, wodurch 

diese vermehrt IL-6 sezernieren [168,198]. Die Glioblastomzellen lösen sich aus dem 

Zellverband und sind dadurch in der Lage, den Zellverband zu lockern und als Korrelat 

die Fläche zu vergrößern und die Zirkularität einzuschränken. Ursächlich dazu beitragen 

kann, dass Glioblastomzellen, aktiviert durch TAMs, TGF-β, EGF und IL-6 sezernieren, 

was als invasionsfördernd gilt [75,79,208]. Hinsichtlich der Todesrate gab es hier keine 

Unterschiede zwischen den Gruppen, was bestätigt, dass höhere Konzentrationen an 

TAMs (bis zu 50 %) keinen schädigenden Einfluss auf Glioblastomzellen haben [75,209]. 

Eine Studie zeigte in diesem Zusammenhang, dass die Viabilität von Glioblastomzellen 

durch Mikroglia unbeeinflusst blieb, wobei wie in dieser Studie Kokultur-Modelle zum 

Einsatz kamen [209].  

Im Gegenteil kann ein hoher Prozentsatz an Mikroglia das Wachstum des Tumors 

fördern [159], weshalb bei einem Anteil von 30 % Mikroglia im Vergleich zur 

Kontrollgruppe eine ähnliche Sphäroidkonfiguration zu finden war. Nach 76 h war wohl 

die insgesamt kleinstmögliche Fläche erreicht, und die Flächen glichen sich an. Mikroglia 

sorgten in jeder hinzugegebenen Konzentration, so auch bei 30 %, für eine 

Einschränkung der Zirkularität, was ebenso mit der Einschränkung der Sphäroidbildung 

zusammenhängen könnte. 

In Versuchen mit A375 führte die Zugabe von Mikroglia insgesamt zu ähnlichen 

Ergebnissen. TAMs sind dafür bekannt, dass auch sie TGF-β und EGF-Rezeptor-

Liganden ausschütten, sodass hierdurch eine Beeinflussung der Zytoskelettorganisation 

wahrscheinlich erscheint und dadurch eine Vergrößerung der Fläche begründbar wäre 
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[193]. Bei einem Anteil von 30 % Mikroglia kam es hingegen zu einer signifikanten 

Verkleinerung der Fläche. Betrachtet man Brustkrebsmetastasen, so sind dort 

Adhäsionsmoleküle in TAMs stark hochreguliert. TAMs machten in diesem Fall einen 

höheren Anteil am Tumormikromilieu aus [92], was dem hier verwendeten Anteil von 

30 % Mikroglia  nahe kommt.  

Die geringe Fläche bei gleichzeitig gering ausgeprägter Zirkularität kann Hinweise auf 

eine große Aggressivität geben. Mikroglia begünstigten nämlich die Bildung von Mela-

nom-Sphäroiden, was mit der Malignität korrelieren könnte [165]. Cystatin C, ein 

Cysteinproteaseinhibitor, kann die Formation von Melanom-Sphäroiden beschleunigen 

und gilt als verstärkend bezüglich der Bösartigkeit [210]. Sowohl Melanom-Zellen als 

auch Mikroglia fördern in Kokultur gegenseitig die Sekretion von Cystatin C [210], sodass 

die geringste Fläche bei 6 h bei einem Anteil von 30 % Mikroglia dadurch gut zu erklären 

ist. Eine weitere mögliche Erklärung wäre eine Schrumpfung der Fläche durch die 

geringere Größe und Proliferationsrate der Mikroglia als A375. Dagegen spräche jedoch, 

dass die Effekte nach 76 h wieder aufgehoben waren. Ähnlich zu Astrozyten können 

TAMs MMPs sezernieren, sodass die Zirkularität dadurch beeinträchtigt wird [165,211]. 

Nach 76 h war die Zirkularität noch bei der höchsten Konzentration von 30 % signifikant 

eingeschränkt, was für eine starke Interaktion hoher Mikrogliaanteile mit A375 spräche.  

Die Anzahl toter Zellen war bei 5 % Mikroglia-Anteil signifikant erhöht. Womöglich gab 

es noch nicht ausreichend Mikroglia, damit diese, analog zu der Darstellung in der 

LN229-Versuchsgruppe, protektiv auf A375 hätten wirken können. Bei Neuronen in 2D-

Kultur gibt es jedoch einen Hinweis darauf, dass durch Mikroglia sezerniertes NO und 

ROS neurotoxisch wirken könnten [212]. Allerdings widerspricht dieser Erklärungs-

ansatz der Tatsache, dass bei der geringsten Mikrogliakonzentration eine signifikant 

erhöhte Todesrate auftrat. Dabei ist wichtig zu betonen, dass sich die Untersuchungs-

modelle der Studien erheblich unterscheiden und dadurch nur eine bedingte Vergleich-

barkeit gegeben ist.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sowohl bei der Kokultur aus Mikroglia und 

LN229 als auch der Kokultur aus Mikroglia und A375 die Zell-Zell-Interaktion beeinflusst 

wurde. Zudem wurde wahrscheinlich auch auf die Substanzsezernierung der unter-

schiedlichen Zelllinien eingewirkt, wodurch insgesamt signifikante Effekte hinsichtlich 

der Fläche und Zirkularität auftraten. 

 

5.3 Effekte von Cannabinoiden auf 3D-Sphäroide 
5.3.1 Cannabinoide verzögern die Sphäroidbildung von LN229 und A375  
In zahlreichen Studien wurden Effekte von THC und CBD auf Glioblastom- und Mela-

nomzellen bereits festgestellt [117,213,214]. Hierbei wurden meistens Auswirkungen auf 
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die Zelltodesrate und die Verringerung der Tumorgröße sowohl in vivo als auch in vitro 

beobachtet [20,120,187, 212–214]. Ein Schwerpunkt dieser Arbeit war die Untersuchung 

des Einflusses von THC und CBD auf die Aggregationsdynamik der Glioblastomzellen 

LN229 und der Melanomzellen A375. 

Bei der Behandlung von LN229 mit Cannabinoiden war die Fläche nach 6 h vergrößert 

und gleichzeitig im Vergleich zur Kontrollgruppe die Zirkularität geringer. Dies könnte für 

eine geringere Ausprägung von Adhäsionskräften sprechen. Ebenso könnte die 

Kontraktilität innerhalb des Zellverbandes verringert oder die Zellgröße verändert 

gewesen sein. Eine Erhöhung der „Helligkeit“ zu Beginn der Versuche könnte im 

Zusammenhang mit der größeren Ausdehnung der Fläche stehen, denn dann sind pro 

Flächeneinheit bei gleicher dreidimensionaler Struktur weniger Zellen zu finden. Die 

CB1-vermittelte Kontraktion (beispielsweise durch THC) des Aktomyosin-Zytoskeletts in 

Neuronen deutet auch in anderen Zelltypen darauf hin, dass die Zellgröße verringert sein 

könnte, was die erhöhte „Helligkeit“ erklären würde [217]. Auch werden Zyto-

skelettveränderungen, vermittelt durch GPR55 über die ERK1/2-Signalkaskade, in 

unterschiedlichen Glioblastomzelllinien vermutet [218]. Diese Zytoskelettveränderungen 

könnten zum Verlust der Adhäsionskräfte beitragen und hier auch ursächlich für die 

Vergrößerung der Fläche und Abnahme der Zirkularität nach Cannabinoidbehandlung 

gewesen sein. In einer Studie zeigte sich eine Verminderung der Zellaggregation nach 

Verlust von nicht-muskulärem Myosin II als Bestandteil des Zytoskeletts, was auch in 

diesem Versuch Konsequenz einer Reorganisation sein könnte [95]. 

Eine weitere Möglichkeit wäre, dass durch die Cannabinoidbehandlung Rho-assoziierte 

Kinasen (ROCK) verändert wurden. Beschrieben ist eine verminderte Adhäsion bei 

Funktionsverlust von ROCK [219]. Aus unveröffentlichten Daten unserer Arbeitsgruppe 

geht hervor, dass GPR55 in LN229 und A375 nachgewiesen werden konnte. Da THC 

als GPR55-Agonist und CBD als GPR55-Antagonist in HEK293-Zellen agieren können, 

sind unterschiedliche Effekte hinsichtlich der Aktivierung von ROCK zu erwarten [25]. In 

einigen soliden Tumorentitäten, wie Kolon- oder Mammakarzinomen, ist eine 

Überexpression mit Metastasierung assoziiert [220]. Beschrieben ist eine verminderte 

Adhäsion durch Funktionsverlust von ROCK [219]. In diesem Fall greift verstärkt die 

differenzielle Adhäsionshypothese, nach der Zellen dazu tendieren, zueinander die 

möglichst größte Bindungsenergie zu entwickeln, um bei Verminderung sonstiger 

Adhäsionsmechanismen die größtmögliche Stabilität beizubehalten [221]. Dies hilft bei 

der Auflockerung des ursprünglichen Zellverbandes und könnte im klinischen Sinne ein 

Indiz für die Erleichterung der Dissemination sein. Für Zelllinien des nicht-kleinzelligen 

Lungenkarzinoms bewirkten CB1-Agonisten eine Reduktion der Adhäsion [222], was 

jedoch den gleichförmigen Effekt des von den klassischen CBs unabhängig wirkenden 
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CBD nicht erklärt. Eine Reduktion der Adhäsion könnte jedoch sogar zu einer erhöhten 

Invasionsfähigkeit von Glioblastomzellen beitragen [95].  

Auch konnte der absolute Endpunkt der Aggregation bereits vor 76 h erreicht worden 

und somit die Effekte von THC und CBD nicht mehr messbar gewesen sein. Bei 

äquimolarer Behandlung kam es womöglich zu einem synergistischen Effekt beider 

Cannabinoide, wodurch die Wirkung potenziert wurde [114] und die Signifikanz im 

Vergleich zur Kombinationsbehandlung bei der Fläche bestehen blieb. Die Kombination 

beider Cannabinoide führte womöglich auch zur größeren Modulation des Zellzyklus als 

bei alleiniger Zugabe, was in anderen Studien anhand einer erhöhten Anzahl an in der 

G0/G1-Phase befindlichen Zellen im FACS nachgewiesen wurde [114]. Eine 

weiterführende Studie zeigte hingegen einen nur geringen Anteil Ki76-positiver 

proliferationsfähiger Zellen bei Zugabe von Cannabinoiden [193]. Unter Betrachtung 

dieses Aspekts ist eine nach 76 Stunden weiterhin vergrößerte Fläche im Vergleich zur 

Kontrollgruppe nicht zu erklären, denn es wäre eine Verkleinerung des Sphäroids 

anzunehmen.  

Die intratumorale Applikation von 20-100 µg THC über durchschnittlich etwa einen 

Monat zeigte sich bei Patienten als effizient in Bezug auf Apoptose und Verringerung 

von Proliferation [223]. Durch THC konnte in C6-Glioblastomzellen auch ein erhöhter 

oxidativer Metabolismus in den Mitochondrien erzielt werden, was auch zum 

zeitversetzten Zelltod durch Apoptose führte [224]. Diese Effekte waren in den hier 

durchgeführten FACS-Messungen nicht zu erkennen. Dies ist nicht verwunderlich, da in 

diesen Versuchen 2D-Kulturen die Grundlage für Messungen darstellten [224]. In einer 

3D-Kultur, wie im präsentierten Versuchsmodell, können mehr Zellkontakte entstehen, 

wodurch das Überleben gesteigert und kein signifikanter Anstieg apoptotischer Zellen 

im FACS zu erkennen war [78]. Beispielsweise ist der Verlust der Integrin-Funktion in 

anderen Glioblastomzelllinien mit dem Übergang in Apoptose bekannt [225]. 

Für die Zugabe von CBD (24 µM) ist beschrieben, dass bei U87-Glioblastomzellen von 

17-24 h die höchste Konzentration an Caspase 3 vorlag und dies zur Apoptose führen 

kann [226]. Die FACS-Analyse bestätigte dies abermals nicht. Die dort verwendeten 

Konzentrationen und Zeiträume unterschieden sich deutlich von denen in der vor-

liegenden Arbeit. Denkbar wäre, dass während des Beobachtungszeitraums bereits tote 

Zellen abgebaut wurden. Dagegen spricht allerdings, dass es zu keiner statistisch 

relevanten kleineren Sphäroidfläche gekommen war. Bei der Kombinationsbehandlung 

der GBM-Zelllinie U251 wurde bereits eine Hochregulation von Caspase 3, 7 und 9 im 

Western Blot beobachtet, wobei die Zugabe von Cannabinoiden in höheren Konzen-

trationen alle 24 h erfolgte, sodass die Effekte womöglich darauf zurückzuführen sind 

[114].  
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Bei A375 scheinen, ähnlich wie bei LN229, Adhäsionskräfte und Kontraktilität 

eingeschränkt zu sein, wodurch es zu Beginn der Beobachtung bei 6 h zu signifikanten 

Effekten bei allen behandelten Gruppen hinsichtlich der Fläche und „Helligkeit“ kam. 

THC vermittelt antitumoröse Effekte über CB1 und CB2 [121], und beide Rezeptoren 

wurden in A375 gefunden [115]. In Übereinstimmung mit den Ergebnissen für 5 µM THC 

konnte kein Effekt in HCmel12- und B16-Melanomzellen in vitro nachgewiesen werden, 

was in diesem Falle jedoch mit der niedrigen Expression an CBs begründet wurde [227]. 

In vivo wurde eine Größenreduktion des nach Implantation von HCmel12-Zellen 

entstandenen Tumors durch THC erzielt [227], aber dieser Effekt lässt sich aufgrund 

methodischer Unterschiede nur schwer vergleichen. Auch nach 76 h wurde in A375 noch 

kein dynamisches Gleichgewicht erreicht. Weiterhin waren signifikante Effekte aller 

Parameter zu beobachten. Die Adhärenz von Zellen unter Cannabinoidbehandlung hat 

Einfluss auf die Kontaktfläche der Zellen [218] und könnte deshalb auch die Fläche eines 

Sphäroiden modulieren. Im Zusammenhang mit der vergrößerten Fläche könnte zudem 

die Einschränkung der Zirkularität nach 76 h bei der Kombinationsbehandlung stehen. 

Insgesamt scheint A375 homogener zu Sphäroiden zu adhärieren, worauf das 

Nichtvorhandensein von Effekten nach 6 h bezüglich der Zirkularität hinweist. Hierbei 

könnte die unterschiedliche Dynamik eine Rolle spielen, denn A375 weist eine 

diskusartige Form der Sphäroide auf, während LN229 wesentlich stärker dazu in der 

Lage zu sein scheint, dreidimensionale Strukturen auszubilden.  

Hinsichtlich der Sphäroidmorphologie wurde an den Sphäroidrändern von LN229 eine 

abgeflachte Form angenommen. Bei Sphäroiden der Melanomzelllinie A375 wurden 

weder abgeflachte, lebendige Zellen am Rand noch ein hohles Zentrum beobachtet. 

Dies widerspricht der Beobachtung von Chen et al., bei der ein nekrotisches Zentrum 

und nicht lebendige Zellen am Sphäroidrand beobachtet wurden [228]. Allerdings 

bestand ein wesentlicher Unterschied in der im Vergleich zu den Sphäroiden mit LN229 

lockereren Zellformation. Dies könnte wesentlich mit der Sauerstoff- oder 

Nährstoffabnahme bzw. der Zunahme von Metaboliten zum Sphäroidzentrum 

zusammenhängen [194]. Dennoch scheint eine ausreichende Versorgung in A375 

möglich gewesen zu sein, da ein intakter Zellverband mit überwiegend lebendigen Zellen 

erkennbar war. Dabei gelang auch der Nachweis toter Zellen in nahezu allen be-

handelten Gruppen [229]. Da in den FACS-Versuchen, die ein Abbild der Situation des 

gesamten Sphäroids darstellen, auch keine signifikanten Unterschiede vorzufinden 

waren, darf angenommen werden, dass dies in den ebenfalls hier untersuchten 

repräsentativen Schnitten größerer Sphäroide auch nicht der Fall sein würde. Diese 

unabhängigen Analysen bestätigen den insgesamt vitalen Zustand der Zellen.  
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Insgesamt wirkten sich die verschiedenen Cannabinoidbehandlungen auf LN229 ähnlich 

auf die verschiedenen Parameter aus. Hierbei war der Einfluss bei 6 h nach Behandlung 

am größten und nach 76 h nicht mehr zu erkennen, sodass Cannabinoide insbesondere 

zu Beginn der Beobachtung einen modulierenden Einfluss zu hatten. Bei A375 hingegen 

zeigte sich ein heterogeneres Bild, und es kam vorwiegend zu verstärkten Effekten nach 

76 h, wobei die Kombinationsbehandlung von THC und CBD den größten Einfluss auf 

die Parameter hatte. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass GBM womöglich schneller 

auf die Behandlung mit Cannabinoiden ansprechen als Melanomzellen. Ebenso lässt 

sich vermuten, dass bei der Behandlung von Melanomen ein länger anhaltender Effekt, 

über 76 h hinaus, der Cannabinoide auf die Tumorbiologie eintritt.  

 

5.3.2 Cannabinoide haben auf Kokulturen von A375 und Astrozyten einen 
größeren Einfluss als auf Kokulturen mit LN229 

Für weiterführende Versuche zur Erforschung der Cannabinoideffekte wurde für beide 

Zelllinien ein Anteil von 30 % Astrozyten gewählt, da dieser am ehesten den 

Bedingungen in vivo entspricht [77].  

Bei der Behandlung der Kokulturen aus LN229 und Astrozyten entfaltet sich die Wirkung 

der Cannabinoide hinsichtlich der Fläche erst gegen Ende des beobachteten Zeitraums. 

Es bestand ein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollgruppe und CBD-

Behandlungsgruppe nach 76 h. Die CBD-Behandlung könnte in diesem Fall eine 

Verschiebung des Gleichgewichtes bewirkt und auch den Aggregationsprozess ver-

langsamt haben. CBD bindet nur mit geringer Affinität an CB1 und CB2 [53], sodass eine 

andere Vermittlung des Effektes denkbar erscheint. CBD ist ein Antagonist des GPR55 

[230], während THC diesen aktiviert [231]. Eine agonistische Wirkung auf GPR55 fördert 

die Tumorzellmigration und Metastasierung in Brustkrebszellen [232], da beispielsweise 

Rho-abhängig Aktin polymerisiert wird und dadurch die für Migration wichtige fokale 

Migration erleichtert wird [233]. Die Blockierung von GPR55 durch die antagonistische 

Wirkung von CBD könnte eine Abschwächung dieses GPR55-vermittelten Effektes 

bewirken, sodass hierdurch die Vergrößerung der Fläche nach 76 h zu erklären wäre. In 

einer Studie mit einer Prostatakarzinomzelllinie LNCaP wurde durch Zugabe einer 

größeren Menge CBD in ebenfalls non-adhärenter Umgebung die Sphäroidformation 

sogar verhindert, aber das Ablesen der Endpunkte erfolgte erst nach 14 Tagen [234], 

sodass auch metabolische Produkte in dieser Studie Grund für die gescheiterte 

Sphäroidbildung sein könnten. Ein möglicher Erklärungsansatz für die Wirkung der 

Kombinationsbehandlung wäre die agonistische THC-Wirkung auf GPR55, da dieser 

Rezeptor auch in GBM exprimiert wird [27] und für die Aufhebung des Effektes von CBD 

bei gleichzeitiger Gabe von THC verantwortlich sein könnte.  
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Bezüglich der Zirkularität zeigte die Behandlung der Kombination mit THC und CBD 

gleich zu Beginn bei 6 h einen signifikanten Effekt, nicht jedoch die Behandlung mit THC 

oder CBD alleine, was gegen die Vermittlung des Effektes über GPR55 spricht. Zu den 

Interaktionen zwischen den beiden Phytocannabinoiden existiert bisher nur eine 

unzureichende Datenlage, sodass die anscheinende gegenseitige Aufhebung noch nicht 

vollständig erklärbar ist. Hinweise auf eine Modulation der Proliferation in 2D-GBM 

Kulturen in Verbindung mit GPR55 und der Interaktion von THC und CBD wurden in 

einer aktuellen Studie gefunden. Dabei wurde die  Reduzierung von Ki-67-positiven 

Zellen nach Zugabe von THC zu GBM durch das an GPR55 antagonistisch wirkende 

CBD verhindert [26].  

In den FACS-Versuchen wurde keine Änderung der Todesrate durch THC und CBD 

alleine oder in Kombination in LN229-Kokulturen festgestellt. CBD und THC gelten als 

zytotoxisch für GBM, sodass eine signifikant erhöhte Todesrate zu erwarten gewesen 

wäre [105]. Die eingesetzten höheren Cannabinoidkonzentrationen in einer früheren 

Studie mögen den toxischen Effekt erklären. Allerdings konnten die Konzentrationen die 

maximale in vivo erreichbare Konzentration überstiegen haben [235]. Die Apoptoserate 

beim Einsatz von THC wird durch CBD in der Glioblastomzelllinie U251 Caspasen-

abhängig verstärkt [114].  Allerdings wurde keine erhöhte Zahl an PI-positiven Zellen 

detektiert, was in der Fluoreszenzfärbung auch bestätigt wurde [236]. Unter den hier 

herrschenden Versuchsbedingungen kam es insgesamt zu einer geringen Apoptoserate 

[193].  

Die CBD-Gabe zur Kokultur aus A375 und Astrozyten führte zu einer signifikanten 

Verkleinerung der Fläche bei 6 h im Vergleich zur Kontrollgruppe, während THC diesen 

Effekt bei den Versuchen mit der Melanomzelllinie auch hier aufzuheben schien. In einer 

in vivo Studie an Mäusen konnte eine signifikante Reduktion der Tumorgröße durch die 

Applikation von CBD erzielt werden [119]. Die Reduktion der Sphäroidfläche könnte 

hierbei für eine Verringerung der Zellzahl und die damit verbundene Reduktion der 

Fläche sprechen. In diesem Zusammenhang konnte eine Studie eine Hemmung des 

Wachstums durch CBD in verschiedenen Glioblastomzelllinien in Kultur im MTT-Assay 

zeigen [114]. Keine signifikanten Effekte verblieben nach Ende der Beobachtungszeit 

nach 76 h. Auffällig war die sehr kompakte Fläche und ausgeprägte Zirkularität nach 6 h 

im Vergleich zur Behandlungsgruppe mit THC. Dies widerspricht jedoch der 

Beobachtung, dass bei Kolonkarzinomzellen nach der Behandlung mit CBD eine 

reduzierte Adhäsion festgestellt wurde [27]. Diese müsste bei einer solchen kompakten 

Sphäroidformation sogar erhöht sein. Nach 76 h ist dieser Effekt bei Fläche und 

Zirkularität mit CBD-Gabe nicht mehr zu erkennen.  
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Bei den Versuchen mit A375 entsteht die größte Sphäroidfläche mit der geringsten 

Zirkularität bei der Behandlung mit THC, was im Kontrast zu den Ergebnissen bei LN229 

steht. Das AEA-Analogon Met-F-AEA sorgte in Brustkrebszellen für eine verminderte 

Phosphorylierung von FAK über CB1, was zu verminderter Zell-Matrix-Adhäsion führt 

[237]. Durch verminderte Adhäsionskräfte kommt es dabei zu einer vergrößerten Fläche 

einhergehend mit geringerer Zirkularität. Da auch THC über CB1 wirkt, kann dies die 

Erklärung für die im vorliegenden Versuch sichtbaren Effekte sein.  

Im Gegensatz zu LN229 kommt es bei der Behandlung von A375 mit Cannabinoiden zu 

einer signifikanten Erhöhung der „Helligkeit“ nach 76 h in allen behandelten Gruppen 

und dies, obwohl in den Untersuchungen der anderen Parameter keine Unterschiede 

festzustellen waren. Eine Modifizierung von Zell-Zell-Kontakten und der Adhäsion 

könnte sich hierbei auf die Dichte des Zellverbandes auswirken. Zusätzlich könnten 

Metaboliten oder lösliche Faktoren Einfluss auf die „Helligkeit“ haben.  Interes-

santerweise ist die Zelltodesrate bei der CBD-Behandlung und der Kombinations-

behandlung im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur THC-Behandlungsgruppe nicht 

signifikant verändert. Anscheinend wirken sich CBD- und Kombinationsbehandlung 

protektiv auf die Sphäroidstruktur aus, sodass eine höhere Adhärenz mit hohem Grad 

an Zirkularität und niedriger Todesrate die Konsequenz ist. In A375 führte WIN55-212, 

ein CB1-Agonist, zur Reduktion der Anzahl apoptotischer Zellen und schränkte die 

Proliferation ein [115]. Letzteres könnte auch die im Vergleich geringere Fläche nach 6 h 

mit erklären. Insgesamt konnte in diversen Studien eine proliferationshemmende 

Wirkung von CBD nachgewiesen werden [238]. Hervorzuheben gilt, dass in Mäusen in 

vivo auch gezeigt werden konnte, dass CBD das Tumorwachstum verringert und das 

Überleben der Tiere erhöht [119,239]. 

Einen gegenteiligen Effekt bewirkte in dieser Arbeit die Behandlung mit THC, indem die 

Fläche nach 6 h vergrößert und die Zirkularität verringert war. Dadurch wäre auch die 

höhere Todesrate im Vergleich zur CBD- und Kombinationsbehandlung zu erklären. 

Dies steht im Einklang mit einer Studie zur THC-induzierten Apoptose derselben Zelllinie 

unter Verwendung ähnlicher Dosierungen wie in unserer Studie. Apoptose durch 

Autophagie konnte in dieser Studie durch THC induziert und die Lebensfähigkeit von 

Melanomzellen reduziert werden [117]. Interessanterweise haben verschiedene Studien 

gezeigt, dass THC weder auf gesundes umliegendes Gewebe, nicht-transformierte 

Astrozyten oder Neurone proapoptotisch wirkt und auch durch andere Cannabinoide das 

Wachstum von Tumorzellen in vitro und Tumoren in vivo eingeschränkt wird [111,224]. 

Dabei ist die Unversehrtheit umliegender gesunder Gewebe und Zellen durch die 

Selektivität von sowohl THC als auch CBD eine wegweisende Eigenschaft für das 
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therapeutische Potenzial von Cannabinoiden bei der Behandlung von GBM [2], demnach 

jedoch auch von Metastasen des malignen Melanoms.  

Auffällig ist insgesamt, dass die durch Cannabinoide erzielten Effekte durch Zugabe von 

Astrozyten nicht mehr zu bemerken waren. Ein Grund dafür könnte ein chemo-

protektiver, Kalziumkanal-vermittelter Effekt von Astrozyten sein [128,149]. 

 

5.3.3 Cannabinoide modifizieren den Einfluss von Mikroglia auf LN229 und 
A375 

Auch Mikroglia können einen hohen Anteil der Tumormasse ausmachen und zeichnen 

sich durch die Expression von CBs aus [17,100].  

Die signifikante Reduktion der Fläche in Kokulturen aus LN229 und 10 % Mikroglia bei 

Behandlung mit THC und CBD in Kombination zu Beginn der Beobachtung war 

möglicherweise der Effekt von THC. Der Unterschied in der Flächengröße bestand 

zwischen der Gruppe mit der alleinigen Behandlung mit CBD im Vergleich zur 

Kombinationsbehandlung. Hier scheint es auch zu einem synergistischen Effekt der 

beiden Cannabinoide gekommen zu sein. Bezüglich der Inhibition der Proliferation 

wurde an anderen Glioblastomzelllinien ein durch CBD verstärkter Effekt von THC 

nachgewiesen [114]. Mikroglia sollten diesen Effekt durch ihre tumorproliferations-

fördernde Wirkung bei beispielsweise Freisetzung von IL-6 hemmen, sodass die Fläche 

nicht signifikant reduziert sein sollte [240]. In diesem Zusammenhang sollte die Anzahl 

von Mikroglia durch CB2 sogar erhöht sein [17]. Die Freisetzung des 

proliferationsfördernden IL-6 konnte durch THC und CBD jedoch verringert werden, 

wodurch also die signifikant verringerte Fläche zu erklären wäre [240,241]. Demnach 

könnte die Kombinationsbehandlung auf die Sphäroidbildung einen positiven Effekt 

haben, und es besteht die Möglichkeit, dass die Adhäsionskräfte verstärkt wurden. Es 

ist bekannt, dass Mikroglia als Teil der Sphäroide konstant TNF⍺ produzierten [242,243]. 

CBD induzieren ihrerseits als Antioxidans TNF⍺	 [53], wohingegen THC TNF⍺	negativ 

moduliert [243]. Trotz dieser Widersprüchlichkeit scheint eine synergistische Wirkung zu 

einer stabilen und kompakten Sphäroidbildung zu führen. Eine zusätzliche 

Erklärungsmöglichkeit für eine geringere Fläche wäre eine erhöhte Todesrate, jedoch 

sprachen die FACS-Ergebnisse dagegen. Eine neuroprotektive Funktion von Mikroglia 

ist bekannt, wobei auch TNF⍺	eine Rolle spielt, sodass dies auch einen Einfluss auf die 

Apoptoserate im Tumormikromilieu haben kann [244]. In organotypischen 

hippocampalen Schnittkulturen konnte THC in mit dieser Studie vergleichbarer 

Konzentration die Anzahl der Mikroglia reduzieren, die über CB2 vermittelt wurden [245]. 

Dies kann auch zu einer Reduktion der Fläche beigetragen haben.  
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Analog zu den Beobachtungen der Entwicklung der Fläche zeigte sich infolge der 

Kombinationsbehandlung eine im Vergleich zur CBD-Behandlung geringere Zirkularität. 

Dies spricht für die Verminderung der Zelladhäsion bei Kombinationsbehandlung, stand 

allerdings im Widerspruch dazu, dass eine gute Sphäroidbildung in anderen 

Teilversuchen mit einem hohen Grad an Zirkularität einherging. Durch die kleine Fläche 

beim Zeitpunkt von 6 h ergab sich bei der Kombinationsbehandlung auch womöglich 

eine geringere Helligkeit im Vergleich zur Behandlung mit THC oder CBD. Das von TAMs 

sezernierte TGF-β konnte in Studien eine Veränderung des Zytoskeletts nach sich 

ziehen und auf die Adhäsion durch Hochregulierung von Integrinen Einfluss nehmen 

[166,246]. Die Wirkung von CB1 und CB2 auf das Zytoskelett könnte auch einen Anteil 

an der Veränderung der Parameter haben [218].  

In Versuchen mit A375 kam es erst nach 76 h zu signifikanten Effekten hinsichtlich der 

Fläche im Vergleich zur Kontrollgruppe, sodass zu vermuten ist, dass Mikroglia durch 

gegenseitige Wechselwirkungen, also direkte Zell-Zell-Kontakte, Zytokine sowie 

Chemokine den Effekt der Cannabinoide verlängern, verstärken oder sogar verzögern. 

Dazu passt die Beobachtung, dass die THC-Behandlung erst nach 76 h signifikant die 

Zirkularität einschränkte. Aufgrund der kleinen Fläche war bei der Kombinations-

behandlung die „Helligkeit“ bei 6 h am größten. Jedoch hob sich dieser Effekt wieder auf, 

und alle Behandlungen mit Cannabinoiden wiesen eine signifikant erhöhte „Helligkeit“ 

nach 76 h auf. Eine mögliche Erklärung ist der Einfluss von Cannabinoiden auf die 

Adhäsion. Im Gegensatz zu der Beobachtung bei LN229 besteht zudem kein 

Unterschied zwischen den Cannabinoidgruppen und der Kontrollgruppe hinsichtlich der 

Todesrate. 

Insgesamt betrachtet sind in den Kokulturversuchen mit LN229 als auch A375 jeweils 

die Effekte der Kombinationsbehandlungen mit Cannabinoiden hervorzuheben, die den 

größten Einfluss auf die Sphäroidformation hatten.  

 

5.4 Grenzen der Methoden und der verwendeten Parameter  
Tumoren in Lebewesen sind hochkomplexe, organähnliche Strukturen [124], weshalb es 

schwierig ist, geeignete in vitro Modelle zu finden. In unserem Versuchsmodell wurden 

humane Tumorzelllinien und murine Gliazellen verwendet, sodass Kokulturen aus Zellen 

verschiedener Spezies hergestellt wurden. Die Verwendung immortalisierter Zellen 

wurde für die vorliegende Arbeit nicht in Betracht gezogen, da viele Eigenschaften 

primärer Zellen durch den Immortalisierungsvorgang irreversibel verändert werden und 

nur bedingt der in vivo Situation entsprechen [247,248]. Es scheint also sinnvoll, auf 

primär gewonnene Gliazellen zurückzugreifen, da diese in ihren Eigenschaften den 

Gliazellen im Gewebeverband eher entsprechen. Im Rahmen dieser Arbeit ist es 
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gelungen, ein solches Kokultur-Modell zu etablieren, um damit die Grundlagen der 

Interaktionen zu verstehen und den Einfluss von Cannabinoiden zu evaluieren. Aufgrund 

der geringen Verfügbarkeit humaner primärer Astrozyten, limitierter Möglichkeiten zur 

Gewinnung (hauptsächlich aus Autopsie- oder Biopsieproben) und der ethischen 

Vertretbarkeit wurden in dieser Arbeit Gliazellen aus Gehirnen neonataler Mäuse 

verwendet [183].  

Die hier verwendete Liquid-overlay-Methode gewährleistet eine gute Vergleichbarkeit 

zwischen den Multizellulären Tumorsphäroiden (MCTS) im Zeitverlauf [185,249] und 

ermöglicht kontrollierte Bedingungen, die bei der Implantation von Tumorzellen in Tiere 

nicht gegeben wären. Diese dreidimensionalen, kompakten und kugelförmigen MCTS 

eignen sich zur experimentellen Anwendung aufgrund des in vivo ähnlichen Aufbaus 

[250,251].  

Die Lebendzellmikroskopie eignet sich ausgezeichnet zur Beobachtung von Sphäroiden 

über ein Zeitintervall, um davon ausgehend auf Eigenschaften der Zellen in vivo zu 

schließen. Neue Therapiemöglichkeiten von Tumorerkrankungen, wie in unserem Fall 

die Cannabinoidbehandlung der Zellen, können erforscht werden [252]. Dies wurde 

schon in den verschiedensten Kombinationen von Tumorzellen und beispielsweise 

Endothelzellen getan [251]. Zudem entstehen auch in Sphäroiden natürliche Zell-Zell-

Interaktionen, und auch die vom Zytoskelett abhängige Kontraktion und Spannung wird 

in Sphäroiden ausgebildet [196]. Allerdings sind die Ergebnisse nicht mit den 

in vivo Bedingungen gleichzusetzen, sodass die Limitationen der Methodik wahr-

scheinlich zum Scheitern weiterführender klinischer Studien führen würden [252]. Dies 

lässt sich mit der komplexen Tumornatur begründen [253]. In vitro fehlte die 

Vaskularisierung, aber auch die Einbettung zwischen physiologischen Zellen, sodass 

das mechanische und chemische Mikromilieu modifiziert war. Für die vorliegende 

Untersuchung wurden bei den Versuchen mittels Lebendzellmikroskopie die Sphäroid-

fläche, die Sphäroidzirkularität und die „Helligkeit“ als Parameter gewählt. Hierbei 

handelt es sich um Parameter, die über die Zell-Zell-Interaktion eine Aussage ermög-

lichen. Erhöhte Adhäsion sowie Kontraktilität führen zu einer Verringerung der Fläche, 

wodurch auch die Helligkeit abnehmen kann. Über die Qualität der Adhäsion wiederum 

gibt die Zirkularität Aufschluss. Die Erhebung dieser Kenngröße erlaubt die Vergleich-

barkeit der verschiedenen Gruppen. Jedoch ist es möglich, dass bei einem kürzeren 

Beobachtungszeitraum weitere signifikante Ergebnisse hinzugekommen wären, da vor 

dem Ende des Beobachtungszeitraums bereits die kleinste mögliche Fläche erreicht 

worden wäre.  

Die mittels FACS bestimmte Todesrate kann durch methodenbedingten Verlust von 

Zellen bei der Isolation der Sphäroids aus den Löchern der Lochplatte und in der Vor-
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bereitung der Zellen variieren [251]. Ebenso könnte es zu Variationen der Zelltodesrate 

durch die mechanische Handhabung und die Zentrifugationsschritte bei der Vorberei-

tung gekommen sein. Gerade bei A375 Zellen zeigte sich jedoch eine – im Rahmen 

biologischer Systeme – gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, die an den geringen 

Varianzen zwischen verschiedenen Experimenten sichtbar wurde. 

Als eine Bestätigung der Ergebnisse der FACS-Versuche können die Immunfluores-

zenzfärbungen gesehen werden. Hierbei wurde zum einen das Überleben der über-

wiegenden Mehrzahl an Zellen bestätigt und zum anderen auch tote Zellen erkannt. Die 

Unsicherheit der Schnittebene ermöglichte keinen standardisierten Vergleich zwischen 

den Schnitten, was allerdings kein Nachteil hinsichtlich der Beantwortung der 

Fragestellung war. Eine Vergleichbarkeit ließ sich auch durch die veränderte Zellzahl 

(Lebendzellmikroskopie und FACS 20 000 Zellen) von 100 000 Zellen/Sphäroid für 

Färbungen nicht vollständig erreichen, da die Diffusionsstrecke entsprechend länger war 

und dadurch keine gleichwertige Versorgung zentral gelegener Zellen erfolgte.  

In größeren Sphäroiden ist das Milieu zentral gelegener Zellen durch weniger Sauerstoff, 

Nährstoffe sowie die Ansammlung von Metaboliten charakterisiert. Dadurch entsteht ein 

nekrotisches Zentrum, welches in unseren Versuchen mit 100 000 Zellen/Sphäroid 

beobachtet wurde [251,254]. Jedoch lassen sich die entsprechend größeren Sphäroide, 

die für die Färbungen verwendet wurden, besser in Beziehung setzen zu größeren 

Tumoren in vivo und stellen somit ein realistischeres Modell als kleinere Sphäroide dar 

[255].  

Die Komplexität des Tumormikromilieus wird durch Verfahren wie die hier verwendete 

Liquid-overlay-Methode zur Herstellung von Tumorsphäroiden stark vereinfacht. Dabei 

konnte die wichtige Rolle von T-Zellen, aber auch Endothelzellen, Perizyten oder einge-

wanderten Makrophagen nicht ausreichend berücksichtigt werden [256]. MCTS, wie sie 

hier hergestellt wurden, sind allerdings gut geeignet für die Erforschung und Simulation 

der mechanischen Eigenschaften und Interaktionen zwischen Zellen [250,257]. In diesen 

3D-Modellen lassen sich Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen sowie die 

Mikroumgebung gut untersuchen, ohne Versuchstiere in in vivo Experimenten ver-

wenden zu müssen [250,251]. Die Anzahl der Tiere für die Gewinnung von Gliazellen für 

diese Arbeit wurde im Sinne von 3R reduziert.  

In den 3D-Modellen kann auch die Organisation besser beurteilt werden als in 2D-

Modellen, und insgesamt entspricht die Zusammensetzung der extrazellulären Matrix 

mehr der in vivo Situation [250,258]. Im nächsten Schritt wäre es dann möglich, primäre 

Tumor- und Gliazellen desselben Tumors zu isolieren und zu kultivieren oder 

Tumorzellen in Tiere zu implantieren.  
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5.5 Zusammenfassung  
GBM und Metastasen des malignen Melanoms sind Erkrankungen mit schlechter 

Prognose. Es hat sich herauskristallisiert, dass Astrozyten und Mikroglia eine wichtige 

Rolle im Tumormikromilieu innehaben [75,101]. Durch ihren Anteil von bis zu 50 % der 

Tumormasse sind Gliazellen in der Lage, auf Tumorzellen über diverse Stoffe und 

mechanischen Kontakt einzuwirken [77]. In den Versuchen zeigte sich, dass Astrozyten 

und Mikroglia die Sphäroidbildung sowohl von A375 als auch LN229 verlangsamen 

konnten. Da Bestandteile des Endocannabinoidsystems auf den verschiedenen 

Zellarten vorhanden sind, bieten Cannabinoide eine gute Möglichkeit der Einflussnahme 

auf Tumorzellen, Astrozyten und Mikroglia [193]. Sie beeinträchtigen die Tumor-

progression unter anderem durch die Auslösung von Apoptose [30]. Mittels 

Lebendzellmikroskopie (Aggregationsverhalten), FACS (Todesrate) und Immunfluores-

zenzfärbungen (Morphologie) wurden die Tumorzelllinien LN229 und A375 auf Wechsel-

wirkungen mit Astrozyten und Mikroglia untersucht und der Einfluss der Phyto-

cannabinoide THC und CBD betrachtet [86]. Für beide Phytocannabinoide war ein 

antitumoraler Effekt bekannt [105,106]. Die Phytocannabinoide THC und CBD führten 

bei beiden Zelllinien zu einer verzögerten Sphäroidbildung, wobei die Effekte durch die 

Zugabe von Astrozyten teilweise aufgehoben wurden.  

Unterschiedliche Einflüsse wie mechanischer Zell-Zell-Kontakt oder MMPs ließen sich 

als mögliche Einflussfaktoren auf die verschiedenen Parameter der Lebendzell-

mikroskopie eruieren. Kein Einfluss hingegen wurde auf die Todesrate der Zelltypen in 

Kokulturen und nach Behandlung mit THC und/oder CBD festgestellt. Mit Hilfe der 

Immunfluoreszenzfärbungen wurden sowohl ein intakter Zellverband mit den 

betrachteten Zelltypen sichtbar gemacht als auch tote Zellen identifiziert.  

Die Untersuchung von Invasionseigenschaften von Einzelzell- und kollektiver Migration 

wurde in unserer Arbeitsgruppe durchgeführt [193]. Zukünftig könnte eine Quanti-

fizierung von im Mikromilieu vorhandenen Zytokinen mittels ELISA-Untersuchungen 

ergänzt werden. Des Weiteren wäre der Einsatz von Chemotherapeutika wie Temozo-

lomid oder Radiotherapie in dem Versuchsmodell denkbar, um die womöglich protektive 

Wirkung von Gliazellen auf Tumorzellen zu erforschen. Die gezielte örtliche Applikation 

mit dem Ziel der Verkleinerung des Tumors, Verringerung der Invasivität sowie 

Verhinderung von Metastasen und Angiogenese und damit der Aggressivität sind 

langfristig therapeutisch erstrebenswerte Ziele. Anhand der Ergebnisse der vor-

liegenden Arbeit ist zu erwarten, dass auch THC und CBD zukünftig einen Beitrag zu 

effektiveren Therapien leisten können.  
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7 Thesen 
 

1. Astrozyten beeinflussen in Kokultur mit LN229 und A375 nur gering die 

Aggregationsdynamik.  

2. Mikroglia verzögern in den ersten 6 Stunden des Beobachtungszeitraumes die 

Sphäroidbildung und nehmen Einfluss auf die Aggregationsdynamik.  

3. Cannabinoide verzögern die Sphäroidbildung bei der Glioblastomzelllinie 

LN229 und der Melanomzelllinie A375, wobei LN229 schneller beeinflusst wird.  

4. Cannabinoide verzögern die Aggregation von Kokulturen aus A375 und 

Astrozyten stärker als die Kokulturen aus LN229 und Astrozyten.  

5. Astrozyten verringern den Einfluss von Cannabinoiden auf die 

Aggregationsdynamik von LN229 und A375.  

6. Kokulturen aus den Tumorzelllinien LN229 und A375 mit Mikroglia werden am 

stärksten von der Kombinationsbehandlung aus THC und CBD beeinflusst. 

7. Die Todesrate wird in keiner Versuchskonstellation beeinflusst.  
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