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1 Einleitung 

Das Mammakarzinom ist die häufigste maligne Erkrankung der Frau. Trotz 

deutlicher Verbesserungen, vor allem der frühzeitigen Diagnose und 

Behandlung, bleibt es die zweithäufigste tumorbedingte Todesursache von 

Frauen in der westlichen Welt [1]. Insbesondere metastasierte Formen zeichnen 

sich häufig durch eine schlechte Prognose, Therapieresistenz sowie späte 

Rezidive aus [2]. Ein Grund dafür ist, dass bis heute für die Brustkrebsforschung 

keine geeigneten in-vitro-Tumormodelle zur Verfügung stehen, die die gesamte 

Komplexität der Erkrankung adäquat wiedergeben können. 

Konventionelle 2D-Monolayer-Modelle haben zwar in der Vergangenheit enorm 

dazu beigetragen, Erkenntnisse über die Tumorbiologie und über die der 

Tumorprogression zugrunde liegenden Mechanismen zu erhalten oder Ansätze 

für die Medikamentenforschung zu liefern [3, 4]. In vivo sind die Tumorzellen 

jedoch in ein dreidimensionales System mit ihrer Tumormikroumgebung 

eingebettet [5-7]. Diese dreidimensionale Anordnung geht aber beim Kultivieren 

der Zellen auf flachen, rigiden Oberflächen verloren [3, 8]. Durch die stark 

vereinfachte Mikroumgebung resultieren im 2D-Modell unter anderem veränderte 

Eigenschaften in Bezug auf mechanische und biochemische Signale [9], 

Genexpressionsprofile [10], Medikamentenresistenz [11] sowie Zell-Zell- und 

Zell-Matrix-Interaktionen [12, 13]. 

Deshalb ist es wichtig, 3D-in-vitro-Modelle zu entwickeln, in denen sich die Zellen 

ähnlich ihrer dreidimensionalen in-vivo-Architektur organisieren können und 

damit vorhersagbarere Ergebnisse in der Forschung ermöglichen [14]. Es sind 

zahlreiche Arten von 3D-Tumormodellen bekannt, die im Vergleich zu 

konventionellen 2D-Modellen oben genannte Tumoreigenschaften mehr oder 

weniger exakt rekapitulieren. 3D-Modelle werden deshalb heute zum 

verbesserten Verständnis von Tumorbiologie, -progression und -invasion 

verwendet [15]. Dabei existiert eine Vielzahl von Techniken zur Herstellung von 

3D-Modellen, die jeweils Vor- und Nachteile besitzen.  

Es ist bekannt, dass Tumoren nicht nur durch die Ansammlung von genetisch 

transformierten, neoplastischen Zellen entstehen, voranschreiten und 
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metastasieren, sondern dass die Tumormikroumgebung eine wesentliche Rolle 

in der Pathogenese spielt [16]. Die Tumormikroumgebung besteht aus nicht 

malignen Zellen und ihrem Stroma [17], das in der Brust neben Binde- auch 

maßgeblich aus Fettgewebe besteht [18]. Im gesunden Zustand sind 

Stromazellen für die Ausbildung einer gewebespezifischen EZM verantwortlich, 

die für die Aufrechterhaltung der Gewebehomöostase essentiell ist [19]. Verliert 

die Mikroumgebung des Brustgewebes, z.B. im Rahmen einer malignen 

Erkrankung, hingegen ihren homöostatischen Zustand, können sowohl 

differenzierte Adipozyten als auch mesenchymale Stammzellen des 

Fettgewebes (hASCs) tumorfördernde Eigenschaften annehmen [20]. Eine 

pathologisch veränderte Tumormikroumgebung bewirkt unter anderem die 

Differenzierung von hASCs in tumorassoziierte Fibroblasten (cancer associated 

fibroblasts – CAFs), auch Myofibroblasten genannt [21]. 

Bis heute sind die meisten Erkenntnisse über die Interaktionen von EZM und 

Tumorzellen aus vereinfachten Scaffold-basierten Ansätzen gewonnen worden. 

Diese stellen Aspekte der EZM durch Bereitstellung eines Gerüstes aus 

natürlichem (z.B. Matrigel®) oder synthetischem Material (z.B. PLGA) dar [22]. 

Eine vorgefertigte Struktur birgt jedoch die Gefahr, die Ausbildung einer 

realitätsnahen Mikroumgebung zu verhindern. In Scaffold-freien Ansätzen wird 

die Mikroumgebung hingegen ausschließlich endogen von den beteiligten Zellen 

synthetisiert [23]. Um die stromale Komponente von Brustkrebs im in-vitro-Modell 

realitätsnah abbilden zu können, wurden deshalb Scaffold-freie Ansätze zur 

Erschaffung heterotypischer Modelle entwickelt, in denen eine Co-Kultivierung 

von Tumor- und Stromazellen erfolgt [24]. 

Biochemische und biomechanische Faktoren aus der Tumormikroumgebung 

beeinflussen nicht nur Tumorzellen [25]. Lösliche Faktoren wie TGF-β und IL-8, 

die von Brustkrebszellen in ihre Tumormikroumgebung sezerniert werden, 

fördern die Differenzierung von hASCs in Myofibroblasten und erhöhen die 

Zellproliferation [20]. Myofibroblasten vereinfachen das Überleben von 

Tumorzellen, indem sie bestimmte Zytokine, Wachstumsfaktoren, Chemokine 

und Proteasen sezernieren [26]. Sie sind bekannt für die Bildung einer 

Kollagen-I- und Fibronektin-reichen EZM, die eine erhöhte Steifigkeit des 
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Gewebes bedingt. Diese Eigenschaft ist charakteristisch für Brustkrebs, liegt der 

„Knotenbildung“ zugrunde und ist mit einer schlechteren Prognose verbunden 

[27]. Eine erhöhte Steifigkeit der EZM kann wiederum die gleichen 

tumorfördernden Effekte auf hASCs haben wie die oben genannten 

biochemischen Signalstoffe in der Tumormikroumgebung [25], wodurch ein sich 

selbst verstärkender Mechanismus in Gang gesetzt wird. Dieses komplexe 

Zusammenspiel aus löslichen und mechanischen Faktoren gilt es im in-vitro-

Modell zu rekapitulieren. Um deren jeweilige Auswirkungen auf das Schicksal der 

hASCs differenziert betrachten zu können, ist es zudem erforderlich, die 

Einflussfaktoren in der Analyse voneinander zu trennen. 

Schließlich ist es nötig, der aus in-vivo-Tumoren bekannten hierarchischen 

Organisation von Tumorzellen gerecht zu werden: Laut der generell akzeptierten 

Tumorstammzellhypothese bestehen Tumoren sowohl aus differenzierten 

Tumorzellen als auch aus Tumorstammzellen (cancer stem cells – CSCs) [28]. 

Tumorstammzellen ähneln in vielen Eigenschaften „normalen“ embryonalen 

Stammzellen: Sie zeichnen sich unter anderem durch Pluripotenz und Quieszenz 

aus und besitzen die Fähigkeit zum Self-Renewal [29]. Das CSCs-Modell liefert 

außerdem eine Erklärung für die häufig beobachteten Rezidive nach 

Therapieversuchen, die lediglich gegen die große, sich teilende (differenzierte) 

Tumormasse Wirkung zeigen; Tumorstammzellen sind jedoch häufig resistent 

aufgrund der oben genannten Eigenschaften [30]. Folglich ist die Wiedergabe 

der zellulären Heterogenität im 3D-Tumormodell eine unabdingbare 

Voraussetzung für die Entwicklung von Therapien, die auch gegen 

Tumorstammzellen wirken sollen. 
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2 Kenntnisstand 

2.1 Tumormodelle in vitro 

In der Tumorforschung wird die Wirksamkeit von Medikamenten und anderen 

Therapieformen meist zunächst an in-vitro-Modellen untersucht, bevor sie in vivo 

an Tieren und schließlich klinisch getestet wird [10, 14, 31]. Ziel ist es hierbei, 

möglichst früh unwirksame oder zytotoxische Medikamente zu erkennen und 

diese gar nicht erst im weiteren Verlauf den kostenintensiven und aufwendigen 

in-vivo-Tests und der klinischen Validierung zu unterziehen [8]. Auch heute noch 

werden nur ≤ 5% der Medikamente in der Tumorforschung zugelassen, unter 

anderem aufgrund der mangelhaften Vorab-Selektion durch wenig geeignete in-

vitro-Modelle [32]. Je realitätsnäher die in-vitro-Modelle nun die Situation in vivo 

wiedergeben können, desto verlässlichere Ergebnisse erhofft man sich [9]. Es 

sind verschiedene dreidimensionale in-vitro-Modelle bekannt, von denen der 

Multizelluläre Tumorsphäroid (multicellular tumor spheroid – MCTS) das am 

besten charakterisierte und in der Tumorforschung am meisten verwendete 3D-

Tumormodell ist [33]. Sphäroide aus Vorläuferzellen oder Stammzellen finden 

zudem Anwendung im Tissue Engineering, zum Beispiel als Material zur 

Rekonstruktion nach Mastektomie und in der Stammzellforschung [8, 15]. 

2.1.1 2D-Monolayer-Modelle vs. 3D-Modelle 

Nach heutigem Wissensstand sind dreidimensionale in-vitro-Modelle in vielerlei 

Hinsicht den 2D-Modellen eindeutig überlegen [6, 34]. Beispielsweise kann die 

komplexe dreidimensionale Organisation der EZM im 2D-Modell nicht 

wiedergegeben werden [3, 35]. Im gesunden Gewebe sind die Interaktionen 

zwischen Zellen und EZM essentiell für die Aufrechterhaltung von spezifischen 

Gewebeeigenschaften und Homöostase [36]. Die EZM übt über 

Transmembranproteine in der Zellmembran physikalischen und biochemischen 

Einfluss auf Zellen aus [37]. Im Gegenzug bewirken die Zellen einen ständigen 

Umbau der EZM, indem sie deren Synthese, Abbau und Neuanordnung auslösen 

[38]. In 2D wachsen die Zellen zudem flacher und gestreckter als in vivo, zeigen 

also eine untypische Zellmorphologie [39]. Kollagen I als häufiges EZM-Protein 
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kann in 3D-Modellen in-vivo-ähnlich rekapituliert werden, während in 

konventionellen Monolayer-Modellen das Ausmaß der Kollagen-I-Deposition 

häufig unterschätzt wird [23]. 

Durch die zusätzliche Dimensionalität wird auch die räumliche Organisation von 

Rezeptoren an der Zelloberfläche, die mit Zellen in der Umgebung interagieren, 

beeinflusst [40]. Die Rezeptoren steuern die Signaltransduktion der Zellen von 

außen nach innen und führen so im Vergleich zum 2D-Modell zu 

unterschiedlicher Zellfunktion (Proliferation, Differenzierung, zelluläre Antworten 

gegenüber externen Stimuli, Gen- und Proteinexpression), die im 3D-Modell 

nachweislich mehr der in-vivo-Situation ähnelt [8, 33, 41, 42]. 

Außerdem bewirkt der dreidimensionale Aufbau eine diffusionsabhängige 

heterogene Verteilung von Sauerstoff, Nährstoffen, Metaboliten und 

Signalstoffen [43]. 3D-Sphäroide mit mittleren Durchmessern von etwa 

150-300 µm zeigen einen typischen Aufbau aus konzentrischen Schichten [44]: 

Ein innerer hypoxischer Kern wird von einer Schicht aus quieszenten Zellen 

umgeben. In der äußersten Schicht befinden sich proliferierende Zellen, die auch 

in vivo für das Tumorwachstum verantwortlich sind [15, 43]. Sowohl im Kern als 

auch in der Schicht aus quieszenten Zellen entsteht durch die mangelhafte 

Diffusion von Sauerstoff eine in-vivo-typische Hypoxie [32, 44]. 3D-Sphäroide mit 

Durchmessern > 500 µm zeigen eine noch deutlichere Heterogenität von Zellen 

und ihrem Stadium im Zellzyklus [3, 8] und zeichnen sich durch ein nekrotisches 

Zentrum im Sphäroidinneren aus (s. Abb. 2.1 A) [43]. In 2D-Modellen hingegen 

werden alle Zellen mit einem homogenen Angebot an Nährstoffen und Sauerstoff 

versorgt und es zeigen nahezu alle Zellen einen Phänotyp mit uneingeschränkter 

Proliferation, da nekrotische Zellen im Allgemeinen beim Mediumwechsel 

entfernt werden [3, 6]. 

Die äußeren Schichten im Sphäroid bilden eine Permeabilitätsbarriere und 

behindern so den Durchtritt von Medikamenten ins Innere des Sphäroids [32]. 

Zusätzlich führt der hypoxische Zustand im Inneren zu einer veränderten 

Metabolisierung von Arzneistoffen [32] und kann die Aktivierung von Genen, die 

die Medikamentenresistenz von Tumorzellen erhöhen, bewirken [45]. Folglich 
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zeigt sich in dreidimensionalen Tumormodellen eine höhere Resistenz gegen 

Chemotherapeutika, die der in-vivo-Situation ähnlicher ist. Tumorzellen, die in 

2D-Monolayer-Kulturen gezüchtet werden, zeichnen sich dagegen durch eine 

höhere Sensitivität aus [43, 46, 47]. 

Auch im Hinblick auf die Ausbildung von Zell-Zell- und Zell-EZM-Kontakten 

ergeben sich Unterschiede zwischen 2D- und 3D-Modellen. Im 

dreidimensionalen Modell lagern sich Zellen, die auf einer nicht-adhäsiven 

Unterlage gezüchtet werden, in einem ersten Schritt über Integrin-EZM-Kontakte 

spontan zu losen Zellaggregaten zusammen (s. Abb. 2.1 B) [15]. Danach findet 

die Hochregulierung von Zell-Zell-Adhäsionsmolekülen statt (z.B. E-Cadherin), 

und es entstehen zusammenhängende Zellaggregate [23]. Schließlich findet die 

Verdichtung und das Wachstum der Sphäroide statt [48]. E-Cadherin ist ein 

Calcium-abhängiges Transmembranprotein [49]. Über den β-Catenin-Komplex 

bindet E-Cadherin an das Aktin im Zytoskelett und in den meisten Fällen wird der 

Wnt-Signalweg in Gang gesetzt [50]. Erhöhte Wnt/β-Catenin-Signalaktivität 

wiederum ist vergesellschaftet mit Tumorstammzelleigenschaften bei Brustkrebs 

[51]. Generell bedeutet der Verlust von E-Cadherin den Verlust von Zell-Zell-

Kontakten und begünstigt damit die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) 

und Invasivität von Tumorzellen; Therapeutika, die die E-Cadherin-Expression 

wiederherstellen, können deshalb Ansätze für die Medikamentenforschung 

liefern [49]. In 2D-Modellen hingegen wachsen die Zellen als Monolayer, 

exprimieren weniger E-Cadherin [49] und es bilden sich deutlich weniger Zell-

Zell-Kontakte. Dafür entstehen Fokalkontakte, die die Verbindung zwischen den 

Zellen und ihrer Unterlage herstellen [52]. Diese Fokalkontakte bestehen aus 

Clustern von Transmembranproteinen, insbesondere Integrinen, sowie 

Signaltransduktionsmolekülen, z.B. Focal Adhesion Kinase (FAK) [53]. 

Fokalkontakte sind darüber hinaus ein zentrales Element in der 

Signalübertragung und der Übertragung von mechanischen Kräften zwischen 

Zellen und EZM [54]. Typischerweise bilden sich Integrin-vermittelte Kontakte 

unter 2D-Bedingungen nur auf einer Seite der Zelle, während sie im 3D-Modell 

rund um die Zelle zu finden sind [35]. 
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Für die Abbildung einer in-vivo-ähnlichen Mikroumgebung spielen zusätzlich zur 

Rekapitulation der dreidimensionalen Anordnung die Interaktionen von 

Tumorzellen mit anderen gewebetypischen Zellen eine zentrale Rolle [10]. 

Heterotypische Zell-Zell-Kontakte zwischen Tumorzellen und nicht-malignen 

Zellen tragen erheblich zur Malignität von Tumoren bei [55]. Sie führen 

gegenüber homotypischen Zell-Zell-Kontakten zu veränderter Signalwirkung auf 

die Tumormikroumgebung [16], die u.a. zu Invasivität und Metastasierung 

beiträgt und die Medikamentenresistenz verstärkt [56]. Deshalb ist in den letzten 

Jahren das Interesse an 3D-Co-Kulturmodellen deutlich gestiegen, die zusätzlich 

zu Tumorzellen auch andere Zellen beinhalten, z.B.  Stromazellen [57, 58]. 

Stromazellen sind die wichtigste Quelle für EZM-Bestandteile und stellen durch 

die Sekretion von löslichen Faktoren ein wichtiges Kommunikationsnetzwerk in 

der Tumormikroumgebung bereit [59, 60]. Die Tumorzellen interagieren mit 

diesen Bestandteilen der Mikroumgebung und beeinflussen sie ihrerseits [61]. 

Diese Aspekte können mithilfe der Co-Kultur von Tumor- und Stromazellen 

ebenfalls in vitro abgebildet werden [10, 60]. 

Zusammenfassend können insbesondere 3D-Co-Kulturmodelle die Komplexität 

von Tumoren deutlich besser wiedergeben als 2D-Modelle. Damit verbessern sie 

die Erkenntnisse, die über Tumorbiologie, Invasion, Metastasierung und für die 

Medikamentenforschung gewonnen werden können. 
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Abb. 2.1:  Unterschiede in 2D- und 3D-in-vitro-Modellen 
(A) 3D-Tumorsphäroide > 500 µm Durchmesser sind aufgebaut aus 

nekrotischem Kern, quieszenter Zone und Proliferationszone. CO2 und 
Metabolite konzentrieren sich im Inneren. O2, Nährstoffe, Medikamente und 

lösliche Faktoren erreichen kaum den nekrotischen Kern. Modifiziert nach [32], 

mit Genehmigung von Elsevier. (B) Zell-Zell- und Zell-EZM-Kontakte: Im 2D-

Modell hauptsächlich Fokalkontakte mit der Unterlage. Im 3D-Modell erst 

Integrin-EZM-vermittelte-, dann E-Cadherin-vermittelte Aggregation. Später 

kompakte Sphäroide mit Zell-Zell- und Zell-EZM-Kontakten. Modifiziert nach [15] 

mit Genehmigung der Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA. 

2.1.2 Techniken zur Herstellung von 3D-Tumorsphäroiden 

Grundsätzlich unterscheidet man bei der Herstellung von 3D-in-vitro-Modellen 

Scaffold-basierte von Scaffold-freien Ansätzen. Im Zuge der Scaffold-basierten 

Methode werden entweder Zellen auf einer azellulären Matrix kultiviert oder die 

Zellen werden in einer flüssigen Matrix suspendiert, die später erstarrt bzw. 

polymerisiert wird [8]. Bei der Produktion von Scaffold-freien Modellen macht 

man sich zunutze, dass viele Zelltypen spontan zu Sphäroiden aggregieren, 
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wenn sie nicht auf einer Unterlage festwachsen können [6]. Um solide Tumoren 

in-vivo-ähnlich in 3D-Modellen abbilden zu können, wurden zahlreiche Techniken 

zur effektiven Herstellung entwickelt. Die wichtigsten werden im Folgenden 

erläutert. 

Liquid-Overlay-Technik: 

Bei dieser Technik wird die Unterlage, auf der die Zellen gezüchtet werden, mit 

Agarose [62] oder Polyhydroxyethylmethacrylat [63] beschichtet, sodass die 

Zellen nicht festwachsen können. In Medium aufgelöste Agarose bildet eine 

semisolide, nicht-adhäsive Oberfläche, die eine konkave Form im Well-Boden 

einnimmt [62]. Durch die nicht-adhäsiven Eigenschaften der Unterlage sind Zell-

Zell-Interaktionen stärker als Wechselwirkungen zwischen Zellen und dem Well-

Boden [23].  

Das Beschichten der Well-Platten stellt zwar einen arbeitsaufwendigen Schritt 

dar und die Platten können nicht lange aufbewahrt werden, weil die Gefahr 

besteht, dass Wasser verdunstet [23]. Da normalerweise 96-Well-Platten für die 

Sphäroidkultur verwendet werden, zeichnet sich die Liquid-Overlay-Technik 

dennoch durch ihre vergleichsweise einfache Herstellungsart von Sphäroiden 

reproduzierbarer Größe aus [63, 64]. Die Sphäroide wachsen einzeln in ihren 

Wells und können leicht für weitere Analyse entnommen werden bzw. auch 

schon direkt im Well untersucht werden [62]. Werden Sphäroide unter statischen 

Kulturbedingungen gezüchtet, kann es zu Diffusionslimitationen von Sauerstoff 

und Nährstoffen aus dem Kulturmedium kommen und folglich zu einer 

Beeinträchtigung der Pathophysiologie. Um das zu verhindern, sollten die 96-

Well-Platten auf einem Orbitalschüttler inkubiert werden, sofern die Zellen dafür 

geeignet sind [62, 65, 66]. Außerdem wird durch horizontale Bewegung eine 

stärkere Konzentration der Zellen in der Well-Mitte erreicht, sodass sich schneller 

und einfacher Zell-Zell-Kontakte ergeben und die Sphäroide bevorzugt eine 

gewünschte runde Morphologie annehmen [23]. 

Sogenannte ULA-Platten funktionieren nach dem gleichen Prinzip, machen den 

Beschichtungsschritt jedoch überflüssig, da die Well-Platten mit einer 

hydrophilen, nichtionischen Oberfläche beschichtet sind [33]. Dadurch stellen sie 
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eine sehr einfache Methode dar und durch die Verwendung von 96- oder 384-

Well-Platten ist es möglich, sie in automatisierte Hochdurchsatz-Prozesse zu 

integrieren [32]. Die Sphäroidkultur auf ULA-Platten findet Anwendung in der 

Medikamentenforschung und kann für funktionelle Assays, z.B. Invasions- und 

Migrationsassays, verwendet werden [33]. Zwar beobachteten Vinci et al. für 

mehrere Zelllinien die Entstehung von gleichförmigen Sphäroiden innerhalb von 

24-48 h [33]. Einiges deutet allerdings darauf hin, dass die Herstellung von 

Sphäroiden in ULA-Platten mit Schwierigkeiten verbunden ist und für viele 

Zelllinien (u.a. MDA-MB-231) gibt es noch keine funktionierenden Protokolle, um 

kompakte Sphäroide mit reproduzierbarer Größe zu erhalten [33, 62]. 

Hanging-Drop-Technik: 

Bei der Hanging-Drop-Technik werden definierte Mengen an Zellsuspension auf 

die Unterseite des Deckels einer Well-Platte pipettiert (s. Abb. 2.2 A). Aufgrund 

der Oberflächenspannung werden die Tropfen beim Umdrehen des Deckels an 

ihrem Platz gehalten [15]. Durch die natürliche Disposition vieler Zellen zur 

Aggregation bilden sich an der freien Grenzfläche zwischen Flüssigkeit und Luft 

Sphäroide, die sehr konstant in Größe und Zellzahl sind [67]. Das Beschichten 

von Well-Platten wird überflüssig, jedoch müssen die Sphäroide umgesetzt 

werden, bevor weitere Analysen durchgeführt werden können [43]. Lange 

Kulturdauer ist mit dieser Technik nicht möglich, da die Menge an verfügbarem 

Medium limitiert ist. Die spätere Zugabe von Medium oder von Medikamenten 

zur Analyse gestaltet sich ebenfalls schwierig, weil die Gefahr besteht, die 

Sphäroide dabei zu zerstören [23]. Außerdem ist die Massenproduktion von 

Sphäroiden mit dieser Technik nur eingeschränkt möglich [15]. 

Spinner-Flask-Methode: 

Bei dieser Methode werden in Kulturmedium suspendierte Zellen in einer speziell 

geformten Spinner-Flask, in deren Deckel ein Rührwerk eingebaut ist, unter 

ständiger Bewegung kultiviert (s. Abb. 2.2 B). Dadurch können die Zellen nicht 

an der Außenwand adhärieren, sondern formen Zell-Zell-Kontakte. Zudem wird 

ein konstantes Gas- und Nährstoffangebot für die Sphäroide erreicht [68]. Der 

Durchmesser kann variiert werden durch die Dichte der Zellsuspension, die 
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Zusammensetzung des Kulturmediums, die Drehzahl des Rührwerks und die 

Kulturdauer [15]. Allerdings aggregieren einige Zelltypen nur unter statischen 

Bedingungen zu Sphäroiden, sodass entweder die Zugabe von 

Trägermaterialien (sogenannte micro carrier) nötig wird [69]. Oder die Sphäroide 

werden anfangs mithilfe der Liquid-Overlay-Technik in 96-Well-Platten unter 

statischen Bedingungen gezüchtet und anschließend in die Spinner-Flask 

überführt [70]. Dadurch können auch Sphäroide homogener Größe erzielt 

werden. 

Der Arbeitsaufwand ist bei der Spinner-Flask-Methode vergleichsweise hoch, 

insbesondere wenn die Sphäroide zur Durchführung verschiedener Assays 

einzeln in 96-Well-Platten übertragen werden müssen. Zwar können mit dieser 

relativ einfachen Methode viele Sphäroide auf einmal hergestellt werden, diese 

variieren jedoch häufig in Größe und Form. Hohe Scherkräfte durch die 

kontinuierliche Bewegung des Rührstabs beeinträchtigen darüber hinaus die 

Physiologie der Zellen.  

Rotary Cell Culture Systems: 

Diese Methode funktioniert nach den gleichen Prinzipien wie die Spinner-Flask-

Technik, jedoch dreht sich hier kein Rührwerk im Inneren, sondern der Behälter 

(Rotating Wall Vessel - RWV) selbst rotiert (s. Abb. 2.2 C). Damit entstehen 

deutlich weniger Scherkräfte als beispielsweise während der Zellkultur in der 

Spinner-Flask [15]. 

Der RWV besteht aus einer mit Kulturmedium gefüllten Kammer, die entlang 

einer horizontalen Achse rotiert. Durch die konstante Bewegung der Flüssigkeit 

wird die Adhäsion der Zellen an der Gefäßwand verhindert [71]. Analog zur 

Spinner-Flask-Methode werden auch hier EZM-beschichtete micro carrier nötig, 

die von den Zellen als Scaffold zur Aggregation genutzt werden können [72]. Zu 

Beginn wird eine eher langsame Drehgeschwindigkeit verwendet, später kann 

sie erhöht werden, um auch große, schwere Sphäroide in Suspension zu halten 

[64]. 

Vor- und Nachteile gleichen im Wesentlichen denen bei der Spinner-Flask-

Methode: Einfache Handhabung, hohe Ausbeute an Sphäroiden, Möglichkeit 
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einer langen Kulturdauer, homogene Kulturbedingungen und die Möglichkeit der 

Co-Kultur mehrerer Zelltypen [64, 71]. Lediglich in Bezug auf die Scherkräfte ist 

diese Methode deutlich der Spinner-Flask-Technik überlegen [71]. Größter 

Nachteil ist die Heterogenität der Sphäroide in Form und Größe, die eine 

manuelle Selektion bzw. die Vorabkultur der Sphäroide in 96-Well-Platten 

erforderlich macht [3]. 

Scaffold-basierte Kultur: 

Um in-vivo-ähnliche 3D-Modelle herzustellen, können außerdem vorgefertigte 

Scaffolds verwendet werden (s. Abb. 2.2 D). Scaffolds bieten mechanische 

Unterstützung für das Zellwachstum und imitieren die umgebende EZM [3]. Sie 

enthalten Poren variabler Größe, um in-vivo-ähnliche Kulturbedingungen zu 

ermöglichen; Sauerstoff, Nährstoffe und Medikamente erhalten so Zugang zu 

den Zellen [73]. Wachsende und sich teilende Zellen füllen die Zwischenräume 

der Scaffolds aus und können sich an deren Fasern anheften. Dabei bilden sie 

dreidimensionale Strukturen [64]. Scaffolds bestehen entweder aus natürlichen 

Polymeren, z.B. Matrigel®, werden als Hydrogele aus Gelatine, Kollagen, 

Laminin oder Alginat hergestellt, oder sie werden aus synthetischen Materialien 

gebildet wie PLGA, Polyethylenglycol oder Polylactid [74].  

Basierend auf der Erkenntnis, dass Brustkrebszellen in ihrer natürlichen 

Umgebung maßgeblich von der sie umgebenden Basalmembran und der 

darunterliegenden EZM beeinflusst werden, wurden zur in-vivo-ähnlichen 

Rekapitulation der 3D-Mikroumgebung Tumorzellen auf oder in EZM gezüchtet 

[6]. Bekanntestes Beispiel ist Matrigel® (BD Biosciences), das von Zellen der 

Sarkom-Zelllinie Engelbreth-Holm-Swarm stammende Basalmembran-Proteine 

(u.a. Kollagen IV, Laminin, Wachstumsfaktoren) von Mäusen enthält und 

kommerziell erhältlich ist [75].  

Durch die Bereitstellung einiger essentieller Bestandteile der Mikroumgebung 

von Tumorzellen und die Modulation von Steifheit und Porengröße sowie 

chemischen Eigenschaften der Scaffolds können folglich 3D-Sphäroide generiert 

werden, die in-vivo-ähnliche dreidimensionale Zell-Zell- und Zell-Matrix-

Interaktionen wiedergeben [76]. 
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Da mehrere Matrix-Systeme kommerziell erhältlich sind, die wiederum in 

einzelnen Bestandteilen flexibel variiert werden können, um spezielle 

Anforderungen zu erfüllen, findet diese Methode breite Anwendung und stellt 

gleichzeitig eine relativ einfach durchzuführende Technik zur Herstellung von 3D-

Sphäroiden mit in-vivo-ähnlichen Eigenschaften dar [40]. Zu den wichtigsten 

Nachteilen der natürlichen Materialien zählen die große Batch-to-Batch-Variation 

und die fehlende Flexibilität von physikalischen Eigenschaften wie Steifheit und 

Architektur der Matrix. Synthetischen Materialien fehlen hingegen natürliche 

biochemische Voraussetzungen [34]. Zytotoxische Eigenschaften einiger 

synthetischer Werkstoffe und die hohen Kosten beeinflussen die 

Modellherstellung ebenfalls nachteilig [8]. Zudem kann die Sphäroidbildung 

durch externe Faktoren wie Materialartefakte beeinflusst werden [67]. Schließlich 

kann es zur ungewollten Überschneidung von Sphäroiden in Kultur kommen, 

insbesondere wenn die Zellen nicht homogen in der Matrix verteilt sind [77]. 

 

Abb. 2.2:  Techniken zur Herstellung von 3D-Tumorsphäroiden (Auswahl) 
(A) Hanging-Drop (B) Spinner-Flask (C) Rotary Cell Culture (D) Scaffold-basiert: 

Sphäroide in oder auf einer Matrix. Modifiziert nach [15], mit Genehmigung der 

Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA. 

2.1.3 Neue Forschungsansätze 

Obwohl die oben genannten 3D-Modelle deutlich mehr Aspekte in-vivo-ähnlich 

abbilden können als konventionelle 2D-Modelle, stellen unter anderem die exakte 

Rekapitulation der räumlichen Anordnung von Tumor- und Stromazellen, die 
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räumlich-zeitliche Verteilung von löslichen Faktoren sowie angiogene Prozesse 

nach wie vor zentrale Herausforderungen dar [78]. Durch die Kombination von 

Verfahren aus dem Bioengineering mit Materialien aus der 3D-Zellkultur wurden 

Modelle entwickelt, die einige dieser Einschränkungen überwinden können. 

Bekannteste Beispiele sind Mikrofluidik [79], Micro-Patterning [43], Micro-

Molding [80] oder Bioprinting [81]. Zwar ist es in diesen Modellen möglich, 

physikalische (z.B. Steifheit der EZM), biochemische (z.B. lösliche Faktoren) [35] 

und angiogene Eigenschaften äußerst präzise zu justieren [22], gleichzeitig steigt 

mit der Komplexität der Modelle jedoch die Schwierigkeit, diese Parameter für 

die jeweiligen Zellen und die jeweilige Fragestellung richtig einzustellen. Daher 

bleibt es eine große Herausforderung, die Balance zwischen Komplexität und 

Zweckmäßigkeit in der Herstellung der Modelle zu halten [44, 82]. Das Design 

der Modelle ist bis heute wenig standardisiert und daher ungeeignet für das High-

Throughput-Screening in der Medikamentenforschung [83]. 

Im Bereich der individualisierten Tumortherapie wurden ebenfalls Ansätze zur 

Entwicklung von in-vivo-ähnlichen Modellen entwickelt. Yu et al. stellten aus im 

Blut zirkulierenden Tumorzellen von Patienten mit Estrogenrezeptor-positivem 

Brustkrebs mithilfe der Mikrofluidik-Technologie ein Tumormodell her, an dem sie 

patientenspezifische Mutationen untersuchten und die Effektivität von 

verschiedenen Medikamentenkombinationen testeten [84]. Weitere 

Untersuchungen in diese Richtung könnten in Zukunft einen wichtigen Beitrag 

zur Verbesserung der Tumortherapie leisten. 

2.2 Aufbau der gesunden Brust 

Für eine adäquate Darstellung der bei Brustkrebs relevanten Umgebung und 

ihrer Veränderung im Zuge von Tumorinitiation, -progression, -invasion und 

Metastasierung im Modell ist es unabdingbar, den mikroskopischen und 

makroskopischen Aufbau der Brust zu kennen.  

2.2.1 Histologischer Aufbau 

Die Brustdrüse besteht aus 12-20 Läppchen, die jeweils eine Einzeldrüse 

darstellen [85]. Zwischen den Läppchen befindet sich ein straffes, Kollagen-I-
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reiches Stroma, das u.a. Fibroblasten und Adipozyten beinhaltet [86, 87]. Das 

Lumen von Gängen und Endstücken (Azini) der Drüse wird von einem polar 

organisierten Drüsenepithel ausgekleidet, an das sich außen eine Schicht von 

Myoepithelzellen anschließt [6] (s. Abb. 2.3). Diese Myoepithelzellen werden von 

der Mikroumgebung durch eine Basalmembran getrennt [88]. Im invasiven 

Mammakarzinom verändert sich einerseits die Mikroumgebung und andererseits 

verliert die Basalmembran ihre Integrität durch den Verlust von Myoepithelzellen 

[6]. Folge ist der direkte Kontakt von Epithelzellen mit der pathologischen 

Tumormikroumgebung [6]. 

 

Abb. 2.3:  Aufbau der gesunden Brust 
Histologisch von innen nach außen: einschichtiges Epithel, Myoepithelzellen und 

Basalmembran. Im Stroma mesenchymale Stammzellen, Fibroblasten und EZM-
Bestandteile. Modifiziert nach [89], mit Genehmigung von Elsevier. 

2.2.2 EZM 

Die EZM ist verantwortlich für mechanische Stabilität und vermittelt die 

Kommunikation der Zellen untereinander. In der Zellmembran sitzen bestimmte 

Proteine (Integrine), die die Zellen mit der EZM verbinden [12]. In einem Gewebe 

kommunizieren Zellen mechanisch über Adhäsionsverbindungen untereinander 

(über Desmosomen) und mit der EZM (über Hemidesmosomen und 

Fokalkontakte) [86]. Außerdem sind Rezeptoren, Hormone und andere lösliche 

Faktoren an der Kommunikation beteiligt [19]. Die EZM und Enzyme, die für Um- 

und Abbau der EZM verantwortlich sind, kommunizieren ebenfalls direkt oder 

über biochemische Signale mit Zellen des Gewebes. Umgekehrt reagiert die 

EZM auf Signale von Zellen. Diese „dynamische Reziprozität“ [90, 91] ist 

notwendig zur Bildung von funktionell organisierten Geweben und der 

Aufrechterhaltung des differenzierten Status [19]. 
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Die EZM besteht aus einer hydratisierten Grundsubstanz, in der der Transport 

von Nährstoffen, Abbauprodukten, Gasen und Metaboliten erfolgt und aus 

Bindegewebsfasern. Die wichtigsten Komponenten der Grundsubstanz sind 

Glykoproteine, Hyaluronsäure und Proteoglykane (z.B. Aggrecan, Decoran) [92]; 

auf letztere wird im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter eingegangen. Fibronektin 

und Kollagen I sind wichtige profibrotische Glykoproteine, die in der Pathologie 

von Brustkrebs eine zentrale Rolle spielen (s. Kapitel 2.4.1). 

Fibronektin 

Fibronektin als Bestandteil der EZM ist ein Glykoprotein, das von Fibroblasten 

gebildet wird, und befindet sich an der Zelloberfläche oder in der Matrix [93]. Es 

besteht aus zwei identischen Einzelkomponenten, die durch Disulfidbrücken 

verbunden sind [93]. Fibronektin wirkt als Bindeglied zwischen allen Strukturen 

im Extrazellulärraum: Es besitzt Brückenfunktion, denn viele andere 

Matrixbestandteile können an Bindungsstellen des Fibronektins binden, u.a. 

Kollagene. Zusätzlich wirkt Fibronektin als Adhäsionsmolekül für Zellen und 

beeinflusst damit Migration und Differenzierung der Zellen [94]. In der 

Tumorforschung dient Fibronektin als mesenchymaler Marker für die EMT (s. 

Kapitel 2.4.2) [95, 96]. 

Kollagene 

Die Bindegewebsfasern der EZM bedingen die Struktur des Bindegewebes und 

lassen sich in kollagene Fasern und elastische Fasern unterteilen. Auf letztere 

soll im Folgenden nicht weiter eingegangen werden. 

Kollagen trägt mit 25% erheblich zur Gesamtmasse an Proteinen im 

menschlichen Körper bei. Es ist sehr reißfest, aber kaum dehnbar. 

Kollagenmoleküle werden von Fibroblasten gebildet und bestehen aus drei 

Polypeptidketten, die man auch als α-Ketten bezeichnet [97]. Sie sind aus sich 

wiederholenden Motiven von Aminosäuren aufgebaut: Glycin-X-Y (X meistens 

Prolin und Y häufig Hydroxyprolin) [98]. Durch Wasserstoffbrückenbindungen 

bilden die α-Ketten eine spezielle Tripelhelix und werden als Tropokollagen 

bezeichnet [99]. Anschließend lagert sich das Tropokollagen zu Kollagenfibrillen 

zusammen [98, 99]. Abhängig von der Aminosäuresequenz der Ketten 
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unterscheidet man derzeit 28 verschiedene Typen. Sie werden unterteilt in 

fibrilläre Kollagene und nicht-fibrilläre Kollagene [98]. Zu den fibrillären 

Kollagenen gehört z.B. Kollagen Typ I [99]. 

Kollagen I ist das häufigste Kollagen der EZM und besteht aus sehr dicken 

Fibrillen. Shi et al. fanden heraus, dass die Entwicklung von Kollagen I eng mit 

der Bildung von Fibronektin verbunden ist: Kollagen-I-Fibrillen werden nur in 

einem stabilen Fibronektin-Netzwerk physiologisch vernetzt. Wird Fibronektin 

hingegen mangelhaft gebildet oder zu stark abgebaut, bricht auch das Kollagen-

I-Netzwerk zusammen [100]. 

2.2.3 Stromazellen 

Im Stroma der Brustdrüse finden sich u.a. folgende Zellen: Fibroblasten, 

Adipozyten, mesenchymale Stammzellen, Endothelzellen und Immunzellen 

[101]. Fibroblasten sind Stromazellen mesenchymalen Ursprungs, die viele 

Bestandteile der EZM (z.B. Kollagen I und Fibronektin s.o.) bilden und ein 

strukturelles Gleichgewicht im Gewebe aufrechterhalten [102]. hASCs sind 

mesenchymale Stammzellen des Fettgewebes und sind wichtig für 

Aufrechterhaltung und Regeneration des Fettgewebes [103]. 

Die EZM als Teil der gesunden Mikroumgebung von Zellen spielt eine 

bedeutende Rolle für die Physiologie eines Gewebes. Gleichzeitig ist eine 

veränderte Mikroumgebung wesentlich an pathologischen Prozessen wie 

Tumorgenese oder fibrotischen Krankheiten beteiligt [36]. Gegenstand des 

nächsten Kapitels sind die Grundprozesse der Tumorgenese und der Einfluss 

der Mikroumgebung auf die Tumorentwicklung und -progression. 

2.3 Klinische Aspekte des Mammakarzinoms 

Die häufigsten Tumoren der Brust sind Karzinome, das heißt sie entstehen aus 

Epithelzellen. Histologisch unterscheidet man Tumoren, die von den 

Ausführungsgängen ausgehen (duktale Karzinome), von denen, die im 

Drüsenläppchen entstehen (lobuläre Karzinome) [104]. Hat der Tumor die 

Basalmembran noch nicht durchbrochen, spricht man von einem Carcinoma in 

situ, ist ein Durchbruch in das umgebende Stroma erfolgt, handelt es sich um ein 
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invasives Karzinom [105]. Die invasiv-duktale Form ist mit etwa 80% der am 

häufigsten diagnostizierte Typ [106]. 

Die Tumorzellinvasion ist gleichzeitig der erste Schritt im 

Metastasierungsprozess und wird maßgeblich durch pathologische 

Veränderungen im Tumorstroma hervorgerufen [107]. Der 

Metastasierungsprozess umfasst folgende Schritte: Nachdem die Zellen die 

Basalmembran durchbrochen haben, migrieren sie durch das stromale Gewebe 

bis in den Bereich der Blutgefäße. Dort intravasieren sie, werden im Blutstrom 

weitertransportiert, extravasieren und bilden schließlich in einer neuen 

Umgebung unter Umgehung der Immunreaktion des Körpers einen weiteren 

Tumor [34]. 

Es ist bekannt, dass Brustkrebs auf molekularer Ebene eine deutliche 

Heterogenität zeigt [108]. Um bessere Vorhersagen über Prognose und 

insbesondere über Therapiemöglichkeiten der einzelnen Subtypen machen zu 

können, werden Marker wie der Estrogenrezeptor (ER), der Progesteronrezeptor 

(PR) sowie HER2/Neu herangezogen [109]. Die in dieser Arbeit verwendete 

MDA-MB-231-Brustkrebs-Zelllinie gehört zur Gruppe des Triple-Negative Breast 

Cancer (TNBC). Sie ist gekennzeichnet durch das Fehlen von ER, PR und 

HER2/Neu [110]. Erkenntnisse über die Tumorheterogenität und insbesondere 

die Einteilung in Subtypen haben zu deutlichen Verbesserungen im Bereich der 

zielgerichteten Krebstherapie geführt. Beispielsweise zeigen Hormontherapien 

gegen HER2/Neu+- [111] und ER+-Brustkrebs sehr gute Wirksamkeit und haben 

die Prognose dieser Subtypen deutlich verbessert [112]. Jedoch bildet die 

Einteilung der Brustkrebs-Subtypen nach Rezeptorstatus bei Weitem nicht die 

gesamte Masse der Tumoren ab; jeder Krebs hat nach neuesten Erkenntnissen 

seinen eigenen „Fingerabdruck“ und bedarf entsprechend zugeschnittener 

Therapie [113]. Gegenstand weiterer Forschung wird in Zukunft folglich die 

Entwicklung solcher patientenindividueller Therapiestrategien sein [114]. 

Mutationen entstehen im Lauf des Lebens häufig aufgrund von exogenen (z.B. 

radioaktive Strahlung) oder endogenen (z.B. oxidative Schäden) Faktoren [19]. 

Einzelne Mutationen sind dabei häufig harmlos und bilden keine klinisch 
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manifesten Tumoren, da DNA-Reparaturmechanismen und zelluläre 

Kontrollmechanismen weitere Mutationen verhindern [19]. Kommt es allerdings 

zur Anhäufung von Mutationen in Tumorsuppressorgenen oder Onkogenen, also 

Genen, die eine wichtige Rolle in der Unterdrückung oder der Förderung von 

Zellwachstum oder -überleben spielen, können gesunde Zellen zu Tumorzellen 

transformiert werden [115] und so die Tumorinitiation bewirken [34]. Zum Beispiel 

helfen Mutationen, die das Tumorsuppressorgen p53 inaktivieren oder das Proto-

Onkogen ras aktivieren, den mutierten Zellen dabei, normale zelluläre 

Kontrollmechanismen zu umgehen, die u.a. für die Regulierung des Zellzyklus 

und der Apoptose zuständig sind [116]. 

Man hat herausgefunden, dass eine deutlich größere Anzahl an Tumoren im 

menschlichen Körper vorhanden ist als tatsächlich klinisch manifest wird [117]. 

Bei 39% der Frauen zwischen 40 und 50, die keine klinischen Anzeichen von 

Krebs zeigten, wurden in-Situ-Karzinome in der Brust gefunden [118]. Zwischen 

0,3 und 1,0% aller Mammakarzinome sind okkult, das heißt dass klinisch nur 

Metastasen im Bereich des Lymphabstromgebietes festzustellen waren, 

während der Primärtumor in der Brust auch nach sorgfältiger Untersuchung nicht 

gefunden werden konnte [119]. Bei weitem nicht alle mutierten Zellen resultieren 

in einer manifesten Krebserkrankung. Erbliche Tumoren wie z.B. BRCA1 führen 

dazu, dass Mutationen in allen Zellen des Körpers vorhanden sind. Es entsteht 

aber nicht überall Krebs, sondern die Mutation ist nur gewebespezifisch in der 

Brustdrüse und in den Ovarien tumorigen [120, 121]. 

Folglich muss es nach dem Auftreten einer Mutation Möglichkeiten für den Körper 

geben, durch protektive Reaktionen den Tumor in Schach zu halten und eine 

maligne Transformation zu verhindern [19]. Welche genauen Mechanismen 

dahinterstehen, ist bis heute nicht abschließend geklärt. Es ist jedoch 

wahrscheinlich, dass die Tumormikroumgebung eine wichtige Rolle bei diesen 

Prozessen spielt und so lange eine tumorsuppressive Wirkung hat, wie normale 

Gewebehomöostase und -architektur vorhanden sind [122]. Sobald die reguläre 

Gewebebalance verloren geht (veränderte EZM, CAFs, Fibrose, Entzündung, 

Wachstumsfaktoren, etc.), spielt die Mikroumgebung hingegen eine zentrale 

Rolle in der Tumorprogression [44, 123]. Ebenso können auch physiologische, 
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homöostatische Prozesse (z.B. Wundheilung) den Schritt zur malignen 

Transformation verursachen [19]. Die Mikroumgebung hat zudem großen 

Einfluss auf die Invasivität des Tumors: Wenn die Integrität der Basalmembran 

z.B. durch pathologisch verstärktes Auftreten von Matrix-Metalloproteinasen 

(MMPs) im Kontext von Tumoren verletzt wird, führt das zu direktem Kontakt 

zwischen Tumorzellen und Stroma [124]. Folgen sind Veränderungen im Stroma 

wie etwa vermehrte Kollagenproduktion [34], Vaskularisation, Einwanderung von 

Entzündungszellen und intensiver Umbau der EZM [124]. 

Das aktuelle Verständnis der Tumorbiologie geht weit über die ursprüngliche 

Vorstellung, dass für die Entstehung von Krebs bestimmte Mutationen 

verantwortlich seien und dass aus jeder dieser Mutationen ein Tumor resultiere, 

hinaus [115]. Es herrscht heutzutage vielmehr breiter Konsens, dass die 

Tumormikroumgebung und darin speziell die EZM deutlich größeren Einfluss auf 

die Malignität von Tumoren haben als der Genotyp der Tumorzellen [122]. Im 

folgenden Kapitel soll daher auf die Eigenschaften dieser Tumormikroumgebung 

sowie ihre tumorsuppressive und tumorfördernde Wirkung eingegangen werden. 

2.4 Die Tumormikroumgebung 

Zwar ist Krebs eine genetische Erkrankung, bei der die Transformation von 

Zellen unabdingbare Voraussetzung ist [16]. Wie im letzten Kapitel erläutert, ist 

die Tumormikroumgebung durch ihre mechanischen und biochemischen 

Eigenschaften dennoch ein wichtiger Einflussfaktor für Tumorentstehung, 

Invasion und Metastasierung und damit auch für die Prognose des Patienten 

[125, 126]. De Kruijf et al. zeigten, dass die Menge an Stroma im Primärtumor 

einen bedeutenden prognostischen Faktor darstellt: Je größer das Verhältnis 

Stroma/Tumor, desto schlechter die Prognose für den Patienten [114]. 

Die Tumormikroumgebung von Brustkrebs besteht aus Fibroblasten, 

Endothelzellen, Immunzellen, mesenchymalen Stammzellen, Adipozyten sowie 

Blut- und Lymphgefäßen, biochemischen Signalstoffen und der EZM [19, 127] 

(s. Abb. 2.4). Die nicht-malignen Zellen der Mikroumgebung haben dynamische 

und häufig tumorfördernde Funktionen in allen Stadien der Tumorgenese [115]. 

Die interzelluläre Kommunikation erfolgt maßgeblich durch ein komplexes und 
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dynamisches Netzwerk aus Zytokinen, Chemokinen, Wachstumsfaktoren und 

Enzymen [127]. 

Das Verständnis der Tumormikroumgebung ist nicht nur wichtig für das 

Verständnis der Tumorbiologie und deren Prozesse, sondern hat auch direkte 

klinische Relevanz: Neue Forschungsansätze für Medikamente, die gegen die 

nicht-malignen Zellen der Tumormikroumgebung gerichtet sind, könnten in 

Zukunft wichtige Beiträge als Komedikation zu konventionellen Therapieformen 

leisten [127]. 

2.4.1 EZM 

Eine fibrotisch veränderte Brust birgt ein deutlich vergrößertes Risiko einer 

malignen Entartung [126]. Erhöhte Gewebedichte entsteht durch die verstärkte 

Ablagerung von Zellen im Stroma und von EZM-Komponenten – insbesondere 

von Fibronektin und Kollagen I [76, 128]. Zudem findet mehr Kollagen-

Crosslinking durch Lysyloxidase-Aktivität statt. Diese Faktoren führen letzten 

Endes zu einer Versteifung des Brustgewebes [129]. 

Die übersteigerte fibrotische Veränderung des Stromas wird auch Desmoplasie 

genannt [130]. Folgen dieser Desmoplasie sind u.a. Tumorwachstum, Invasion, 

Metastasierung [131] und schlechtere Prognose [132]. Diese wichtige Erkenntnis 

hat direkte klinische Relevanz: Im Zuge des Brustkrebs-Screenings wird die so 

veränderte EZM durch Palpation und Mammographie untersucht. Tastbare 

Knoten bzw. Verschattungen im Röntgenbild gelten dabei als Risikofaktor für 

Brustkrebs [126]. 

Allein die verstärkte Anwesenheit von Fibronektin bei Brustkrebs beeinflusst 

erwiesenermaßen verschiedene Schritte der Tumorgenese – insbesondere 

Tumorwachstum, Invasion, Metastasierung – und ist mit einer schlechteren 

Prognose verbunden [133]. Entfernte Regionen im Körper bieten im Blut 

zirkulierenden Tumorzellen durch ein verändertes Stroma mit erhöhter 

Fibronektin-Menge eine bevorzugte Nische für die Metastasierung [89]. Das 

pathologische Vorkommen von Fibronektin im Tumor hat zudem maßgeblichen 

Anteil an der Therapieresistenz von Tumoren. Neue Medikamente, die allein 

gegen Fibronektin oder gegen von Fibronektin aktivierte zelluläre Signalwege 
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gerichtet sind, versprechen neue Ansätze für die Erforschung ergänzender 

Tumortherapien [134]. 

2.4.2 Stromazellen 

In der Entwicklung sowohl von fibrotischen Erkrankungen als auch von Tumoren 

spielen Myofibroblasten eine zentrale Rolle [135]. Myofibroblasten sind schon 

lange als spindelförmige, differenzierte Fibroblasten bekannt, die als Bestandteil 

des Granulationsgewebes bei der sekundären Wundheilung das Gewebe 

kontrahieren und damit die Epithelgrenzen einander annähern [135]. Ist die 

Integrität des Gewebes wiederhergestellt, sterben die Myofibroblasten durch 

Apoptose ab und das Granulationsgewebe wandelt sich in ein zellarmes 

Narbengewebe um [136]. Unter pathologischen Bedingungen persistiert die 

Aktivität der Myofibroblasten jedoch und es kommt zur Akkumulation einer 

fibrotischen, kollagenreichen EZM, deren Abbau verhindert wird [137]. Daraus 

resultieren hypertrophe Narbenbildung [138] bzw. Fibrose von Organen [139]. 

Dieser fibrotische, myofibroblastenreiche Kontext zerstört die Polarität 

epithelialer Gewebe, stimuliert die Zellproliferation, verstärkt Entzündung und 

Angiogenese und vereinfacht damit Tumorentstehung und -entwicklung [140]. Da 

Entzündungsprozesse und chronische Gewebeirritationen eine Mikroumgebung 

schaffen, die die Tumorentstehung begünstigt sowie die Tumorentwicklung 

fördert, zielen neue Forschungsansätze auf die Entwicklung antientzündlicher 

Therapien ab, die gegen bestimmte Tumoren Wirkung zeigen könnten [17, 141, 

142]. 

Im Rahmen maligner Prozesse sind morphologisch sehr ähnliche 

Myofibroblasten, auch Cancer Associated Fibroblasts (CAFs) genannt, ebenfalls 

in großer Zahl im reaktiven Tumorstroma vorhanden [143]. CAFs aktivieren 

Wachstumsfaktoren, Zytokine, MMPs und andere EZM-umbauende Enzyme und 

induzieren damit die fibrotische Umwandlung des Tumorstromas – insbesondere 

durch die überschießende Synthese von Fibronektin und Kollagen I [144, 145]. 

Damit tragen sie maßgeblich zur Tumorentwicklung und -progression bei [143]. 

Im Gegensatz zu normalen Fibroblasten ist im Zytoskelett der Myofibroblasten 

charakteristischerweise die Alpha-Smooth-Muscle-Actin (α-SMA)-Isoform zu 
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finden. Sie ist eine von sechs bis heute bekannten Isoformen von Aktin und wird 

auch Alpha-Actin-2 genannt [128]. Aktinfilamente sind wesentliche Bestandteile 

des Zytoskeletts von eukaryonten Zellen und sind dort für die Form und die 

Beweglichkeit der Zelle verantwortlich [146]. Physiologischerweise kommt 

α-SMA fast ausschließlich in glatter Muskulatur in der Wand von Blutgefäßen vor 

[147]. Dort ist es an der Steuerung der Gefäßkontraktilität und des Blutdrucks 

beteiligt [148].  

In den CAFs sind an das α-SMA kontraktile Proteine angelagert wie das non-

muscle-Myosin [128]. Auf der Zelloberfläche enden die Aktinbündel in einem 

speziellen Adhäsionskomplex, dem sogenannten Fibronexus, an den wiederum 

extrazelluläres Fibronektin bindet [149]. Über dieses 

Mechanotransduktionssystem kann die Kontraktilität der Myofibroblasten auf die 

umgebende EZM übertragen werden und es kommt zu einer Kontraktion des 

Gewebes [150]. Der Nachweis der spezifischen α-SMA-Isoform dient in der 

Tumorforschung als wichtiger Myofibroblastenmarker. Hinz et al. fanden heraus, 

dass die Expression von α-SMA direkt mit den kontraktilen Kräften der 

Myofibroblasten auf die EZM korreliert [137]. Daraus lässt sich außerdem 

erklären, dass Brustkrebspatientinnen mit einem erhöhten Nachweis von α-SMA 

eine schlechtere Prognose haben als Patientinnen mit normalem α-SMA-Level 

[151]. 

Durch die Induktion von Fibrose und die Kontraktion der EZM tragen CAFs zu 

einem erhöhten interstitiellen Flüssigkeitsdruck in soliden Tumoren bei [152]. 

Dieser Druck behindert den Durchtritt von Stoffen aus zuführenden Blutgefäßen, 

sodass Chemotherapeutika schwieriger an ihren Wirkort im Tumor gelangen 

können. Neue medikamentöse Ansätze, die gegen Myofibroblasten gerichtet 

sind, zielen darauf ab, die Verfügbarkeit von klassischen Anti-

Tumormedikamenten am Wirkort zu verbessern und damit die Effektivität von 

konventionellen Chemotherapeutika zu erhöhen [153]. 

Myofibroblasten können aus verschiedenen Vorläufern entstehen. Zum einen 

aus „normalen“ stromalen Fibroblasten [128]: Bei einer Verletzung von Gewebe 

differenzieren Fibroblasten zu Myofibroblasten, sofern bestimmte parakrine 
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Signale vorhanden sind [127]. Im malignen Kontext von Tumoren scheint eine 

vorhandene mechanische Spannung im Gewebe [128] oder die Transformation 

epithelialer Zellen in der Nachbarschaft [143] in Kombination mit bestimmten 

Wachstumsfaktoren aus der Tumormikroumgebung für die Umwandlung von 

Fibroblasten in Myofibroblasten Voraussetzung zu sein. Der wichtigste bekannte 

Signalstoff für die Entstehung der α-SMA-Isoform ist dabei TGF-β [154]. Die 

nachfolgend erhöhte mechanische Spannung in der EZM bewirkt im Sinne einer 

positiven Rückkopplung ihrerseits wieder eine erhöhte TGF-β-Produktion und 

verstärkte α-SMA-Expression [128]. Die Expression von α-SMA wird außerdem 

durch Hormone, Zellproliferation und durch pathologische Prozesse wie 

Arteriosklerose beeinflusst [155]. 

Außerdem ist bekannt, dass Myofibroblasten durch Transdifferenzierung aus 

Epithelzellen entstehen können [156]. Dies geschieht im Zuge der sogenannten 

Epithelial to Mesenchymal Transition (EMT), also der Umwandlung von 

Epithelzellen in mesenchymale Zellen. Durch den Verlust von E-Cadherin 

verlieren die Epithelzellen ihre Polarität und es entstehen spindelförmige, 

bewegliche mesenchymale Zellen, die als Einzelzellen umgebendes Gewebe 

invadieren können [157]. EMT fördert die Invasion und Metastasierung von 

Tumoren und bedingt folglich eine schlechtere Prognose des Patienten [34]. Es 

ist bekannt, dass durch den Signalstoff TGF-β die EMT in Tumorzellen gefördert 

wird, sodass diese die Tumormikroumgebung infiltrieren und schlussendlich 

entfernte Metastasen bilden können [158]. Der Prozess wird durch die 

Anwesenheit von Fibronektin noch zusätzlich verstärkt [95]. Jedoch ist der 

Zustand nicht irreversibel; durch mesenchymal-epitheliale Transition können 

Tumorzellen nach ihrer Invasion wieder epithelialen Charakter annehmen, der 

sie dazu befähigt, zu proliferieren und einen neuen Tumor bzw. eine Metastase 

an dieser Stelle zu bilden [159].   

Schließlich entstehen Myofibroblasten im malignen Kontext zu großen Teilen aus 

mesenchymalen Stammzellen [160], z.B. aus hASCs bei Brustkrebs [130]. Als 

Antwort auf lösliche Faktoren, die von Tumorzellen sezerniert werden, nehmen 

hASCs einen veränderten Phänotyp an, der die Differenzierung von hASCs in 

CAFs verstärkt [20]. Jotzu et al. fanden heraus, dass diese Differenzierung von 
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hASCs in Myofibroblasten ebenfalls hauptsächlich TGF-β-abhängig ist [161]. 

Durch die vermehrte Anzahl an Myofibroblasten sind hASCs somit auch an der 

Ausbildung einer Fibronektin- und Kollagen-I-reichen EZM beteiligt [20]. Die 

dadurch bedingte erhöhte Steifigkeit des Gewebes verstärkt wiederum die 

pathologische Veränderung im hASC-Phänotyp [162]. Im Zuge von Adipositas, 

einem bedeutenden Risikofaktor für Brustkrebs, kommt es ebenfalls zu 

vermehrter Fibrose und erhöhter Differenzierung von hASCs in Myofibroblasten 

[163, 164]. Schließlich verstärken hASCs im malignen Kontext 

Tumorstammzelleigenschaften (s. Kapitel 2.5) und tragen auch damit zur 

Aggressivität des Tumors bei [165]. 

2.4.3 Einfluss löslicher Faktoren  

Durch die Sekretion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren beeinflussen CAFs 

die Tumorprogression zusätzlich [135]. Auch Tumorzellen sezernieren lösliche 

Faktoren in die Mikroumgebung, die maßgeblich Einfluss auf die 

Tumorentwicklung haben. Welche genauen molekularen Mechanismen dabei 

zum Tragen kommen, ist aber bis heute nicht abschließend geklärt. Gegenstand 

vieler Untersuchungen war in diesem Zusammenhang der TGF-β-Signalweg, der 

eine bedeutende Rolle in der Beeinflussung von Tumoreigenschaften spielt [166]. 

Sowohl tumorfördernde als auch tumorinhibierende Eigenschaften von TGF-β 

sind bekannt [167]. Physiologischerweise ist TGF-β beim Erwachsenen an der 

Aufrechterhaltung von Gewebehomeostase beteiligt und reguliert während der 

Embryonalentwicklung u.a. Zellproliferation, -migration und -differenzierung 

[168]. Jovanović et al. fanden heraus, dass der TGF-β-Typ-III-Rezeptor im 

Tumorstroma deutlich weniger exprimiert wird als im gesunden Brustgewebe [7]. 

Der Verlust der TGF-β-Empfindlichkeit von Fibroblasten wiederum erhöht die 

Wahrscheinlichkeit von Neoplasien in benachbarten Epithelien und fördert das 

Wachstum von Epithelzellen [166]. Außerdem bewirkt der Verlust eine verstärkte 

Sekretion von Chemokinen und damit verbunden erhöhte Tumorprogression und 

Invasivität [167]. Durch die Aktivierung von CAFs unter dem Einfluss von TGF-β 

wird die Expression sowohl von α-SMA als auch von Kollagen I und Fibronektin 
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von TGF-β gesteuert und ist damit auch an Kontraktion und Steifheit der EZM 

beteiligt [27, 128]. 

Auch wird das pro-angiogenetische IL-8 von Tumorzellen und CAFs in die 

Mikroumgebung sezerniert [169] und verstärkt die Differenzierung von hASCs in 

Myofibroblasten [20]. 

Als Reaktion auf lösliche Faktoren von Tumorzellen sowie auf erhöhte Steifheit 

der EZM findet zudem eine erhöhte Sekretion von Vascular Endothelial Growth 

Factor (VEGF) aus Myofibroblasten statt, das die Angiogenese im Tumor 

verstärkt [170]. Der gegen VEGF gerichtete monoklonale Antikörper 

Bevacizumab wird als Begleitmedikation in der Therapie von Brustkrebs 

eingesetzt, um die Gefäßneubildung zu hemmen [171]. 

 

Abb. 2.4:  Veränderungen der Mikroumgebung bei Brustkrebs 
Myofibroblasten und vermehrte Expression bestimmter löslicher Faktoren im 

Tumorstroma führen zur Ausbildung einer fibrotischen EZM mit erhöhten Mengen 

an Kollagen I und Fibronektin. Modifiziert nach [89], mit Genehmigung von 

Elsevier. 

Die Mikroumgebung hat zusammenfassend einen großen Einfluss im gesunden 

Gewebe wie auch bei pathologischen Prozessen. Ohne eine adäquate 

Wiedergabe der Mikroumgebung in in-vitro-Modellen gehen wichtige 
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Informationen im Tumorkontext verloren. Folglich ist es notwendig, diesen Aspekt 

im 3D-Tumormodell kritisch zu überprüfen. 

2.5 Tumorstammzellen und ihr Einfluss auf das 
Mammakarzinom 

Nicht nur zwischen den einzelnen Brustkrebs-Subtypen herrscht eine deutliche 

Variabilität vor. Auch eine intratumorale genetische Heterogenität ist in vielen 

Fällen bekannt [6]: Nach dem gängigen Tumorstammzellmodell besteht das 

Tumorgewebe hauptsächlich aus differenzierten Tumorzellen sowie aus einer 

kleinen Subpopulation von Tumorstammzellen (cancer stem cells – CSCs). Es 

sind zwei Theorien bekannt, wie Tumorstammzellen entstehen können: 

Einerseits aufgrund von Mutationen aus normalen Stammzellen des betroffenen 

Gewebes, andererseits aus differenzierten Zellen, die Stammzelleigenschaften 

„zurück“erhalten [172]. 

Die CSCs zeigen in funktioneller Hinsicht ähnliche Eigenschaften wie 

embryonale Stammzellen: Sie besitzen die Fähigkeit zum Self-renewal und 

haben ein hohes Differenzierungs- und Proliferationspotential [173]. Sie sind 

dazu in der Lage, in immunsupprimierten Mäusen die Tumorbildung zu initiieren 

und ermöglichen die Differenzierung von Krebszellen während der Tumorgenese 

[172]. CSCs tragen außerdem zum Wachstum sowie zur Aufrechterhaltung des 

Tumors bei. Sie erhöhen die Invasivität, sind am Metastasierungsprozess 

maßgeblich beteiligt [172] und bedingen insgesamt eine erhöhte Aggressivität 

und schlechtere Prognose von Tumoren [174]. Dadurch sind sie meist 

mitverantwortlich für die Therapieresistenz [175, 176], denn Tumorstammzellen 

sind häufig quieszent und haben einen selektiven Vorteil gegenüber 

differenzierten Tumorzellen, sodass CSCs nach Chemotherapie bzw. 

chirurgischer Therapie häufig im Körper verbleiben [177]. Durch ihre alleinige 

Fähigkeit zur Tumorentwicklung sind residuale Stammzellen dann in der Lage, 

neue Tumoren zu bilden und führen zu Rezidiven bzw. Zweittumoren [43, 178].  

Entsprechend der histologischen Subtypen ergeben sich Unterschiede im 

Vorkommen von CSCs. Aggressive Subtypen wie TNBC haben einen höheren 

Anteil an CSCs als weniger aggressive, hormonrezeptorpositive Subtypen [179]. 
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Deshalb und aufgrund der Tatsache, dass im Fall von TNBC die Chemotherapie 

wegen der fehlenden Möglichkeit zur Hormontherapie die hauptsächliche 

Therapieform ist [110], stellen Tumorstammzellen ein zentrales Therapieziel dar 

[180].  

Es gibt erste Forschungsansätze zur Entwicklung gezielter Therapien, die 

spezifisch gegen CSCs gerichtet sind und auch einzelne ausgewanderte (in die 

Umgebung, Blut- oder Lymphbahnen) Stammzellen abtöten, gesunde Zellen 

jedoch verschonen [178, 181]. Die Elimination von Tumorstammzellen kann 

grundsätzlich über die Induktion von Differenzierung oder das Verhindern des 

Self-renewal erfolgen. Zudem bieten Resistenzmechanismen der CSCs ein 

bedeutendes Ziel für die Tumortherapie [182]. Die Stimulierung von Bone 

Morphogenetic Protein 4, einem Zytokin im TGF-β-Signalweg, führte im 

Mausmodell zu einer verstärkten Differenzierung und infolgedessen erhöhten 

Sensitivität von Kolonkarzinom-Stammzellen gegenüber konventionellen 

Chemotherapeutika [183]. Ein wichtiger Signalweg in der Regulierung des Self-

Renewal sowohl von gesunden als auch von malignen Stammzellen der 

Brustdrüse ist u.a. der Hedgehog-Signalweg [28]. Dieser Signalweg ist allerdings 

nur mit Vorsicht als Therapieziel geeignet, da auch gesunde Zellen beeinträchtigt 

werden können [182]. Gegen das fortgeschrittene Basalzellkarzinom wurde 

dennoch 2012 in den USA der Hedgehog-Inhibitor Vasmodegib zugelassen und 

es befinden sich zahlreiche weitere Hedgehog-Inhibitoren gegen verschiedene 

Tumorarten in der klinischen Untersuchung [184]. Resistenzen von 

Tumorstammzellen ergeben sich häufig durch deregulierte Apoptose-

Signalwege. So findet in CSCs beispielsweise eine Überexpression des anti-

apoptotischen Proteins Bcl-2 statt, sodass der Bcl-2-Inhibitor ABT-737 das 

Vorkommen von CSCs u.a. bei Brustkrebs reduzieren konnte [182].  

Welche genauen Mechanismen die Umwandlung von normalen Tumorzellen hin 

zum aggressiven CSC-Phänotyp regulieren, ist bis heute nicht abschließend 

geklärt. Insbesondere das Zusammenspiel einer Gruppe von 

Transkriptionsfaktoren wie SOX-2, OCT-4 und NANOG wurde als zentraler 

Bestandteil in der Ausbildung von Tumorstammzelleigenschaften identifiziert 

[185]. Diese Transkriptionsfaktoren macht man sich deshalb in der 
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Tumorforschung als Stammzellmarker für den Nachweis von CSCs zunutze 

[186]. NANOG ist ein Transkriptionsfaktor, der zur Gruppe der DNA-bindenden 

Homöobox-Proteine gehört [186] und wurde in der vorliegenden Arbeit als Marker 

für das Vorhandensein von CSCs im etablierten 3D-Tumormodell verwendet. Er 

ist wesentlich an der Aufrechterhaltung von Pluripotenz und Selbsterneuerung 

von humanen embryonalen Stammzellen beteiligt [187]. NANOG-mRNA kommt 

in menschlichen pluripotenten Stammzellen vor (und ist auch dort für die 

Aufrechterhaltung der Pluripotenz mit verantwortlich) und in Tumorstammzellen, 

nicht aber in differenzierten Zellen [188, 189]. Eine Überexpression von NANOG 

bewirkt, dass embryonale Stammzellen in Zellkultur ihre Pluripotenz auch nach 

mehreren Passagen nicht verlieren [190]. Neue Studien haben gezeigt, dass 

NANOG im Mammakarzinom wesentlich stärker exprimiert wird als im gesunden 

Gewebe. Das Vorhandensein hoher NANOG-Spiegel korreliert deutlich mit 

aggressivem Tumorverlauf und schlechterer Prognose für den Patienten [191], 

es fördert Tumorprogression und Metastasierungswahrscheinlichkeit [187]. 

Zudem wurde eine Resistenz gegen Hormon- und Chemotherapien bei 

verstärkter Anwesenheit von NANOG festgestellt [189].  

Asiedu et al. zeigten außerdem, dass die Anwesenheit von bestimmten löslichen 

Faktoren (TGF-β und TNF-α) Brustkrebszellen über den Weg der EMT (s. Kapitel 

2.4.2) dazu veranlasst, Stammzelleigenschaften anzunehmen [175]. Auch 

Adipsin, ein Adipokin, das von Adipozyten und hASCs in die 

Tumormikroumgebung sezerniert wird, trägt zur Entstehung des CSC-Phänotyps 

bei [165]. Es ist zudem bekannt, dass Kollagen Typ I über die Aktivierung des 

Signaltransduktionsmoleküls FAK die Häufigkeit von Tumorstammzellen im 

Pankreaskarzinom erhöht [192]. Außerdem führt die bei Brustkrebs 

charakteristischerweise erhöhte Gewebesteifigkeit dazu, dass die CSCs ihre 

Fähigkeit zum Self-renewal und zur Tumorinitiation beibehalten [193]. Versican 

G3, das bei Brustkrebs überexprimiert wird, verstärkt das Self-Renewal und 

begünstigt infolgedessen Tumorstammzelleigenschaften [194]. Zwar gibt es 

zahlreiche weitere Anhaltspunkte zur Regulation von CSCs durch lösliche 

Faktoren und intrazelluläre Signalwege [195-197], die Rolle der EZM in der 

Steuerung des Tumorstammzell-Phänotyps wurde jedoch bisher wenig 
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untersucht [198]. In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb ein 3D-

Mikrotumormodell etabliert werden, das es ermöglicht, diesen Einfluss der EZM 

auf Tumorstammzelleigenschaften und damit auf die Tumoraggressivität in vitro 

untersuchen zu können. 
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3 Ziel der Arbeit 

Tumorzellen, Stromazellen, EZM und lösliche Faktoren in der 

Tumormikroumgebung beeinflussen und verstärken sich gegenseitig in der 

Ausbildung eines malignen Phänotyps. Sowohl die fibrotische EZM als auch eine 

kleine Subpopulation von pluripotenten Tumorstammzellen sind 

bekanntermaßen für die Steigerung der Tumoraggressivität verantwortlich. 

Inwiefern diese beiden unabhängigen Faktoren im Kontext von Brustkrebs 

miteinander in Beziehung stehen, ist jedoch bis heute unklar. 

Um untersuchen zu können, welchen Beitrag Tumorzellen, Stromazellen, EZM 

und lösliche Faktoren einzeln und im Zusammenspiel zur Malignität eines 

Tumors leisten, ist die Entwicklung geeigneter in-vitro-Modelle unabdingbar. 

Daher war es das Ziel dieser Arbeit, ein 3D-Mikrotumormodell zu generieren, in 

dem eine Analyse dieser genannten Faktoren stattfinden könnte. An diesem 

Modell wurden darüber hinaus erste Untersuchungen von im Tumorkontext 

bekannten EZM-Proteinen durchgeführt. Um die dreidimensionale Anordnung 

von Tumorzellen und ihrer Gewebeumgebung adäquat wiedergeben zu können, 

beinhalteten die 3D-Tumorsphäroide sowohl Brustkrebszellen (MDA-MB-231) 

als auch Stromazellen (hASCs). 

Die EZM als wichtiger Bestandteil der (Tumor-) Mikroumgebung sollte 

übersichtshalber durch H.E.-Färbung und detaillierter durch 

immunhistochemische Analyse nach zwei verschiedenen Kulturzeitpunkten 

charakterisiert werden, um EZM-Veränderungen im zeitlichen Verlauf 

darzustellen. Im Fokus der Analyse standen die beiden wichtigsten 

profibrotischen EZM-Proteine Fibronektin und Kollagen I, die maßgeblich an der 

Pathogenese von Brustkrebs beteiligt sind [199]. Zudem wurde das Vorkommen 

des Myofibroblastenmarkers α-SMA untersucht. 

An den Sphäroiden einer Kontrollgruppe, die lediglich hASCs beinhaltete 

(Kontroll-Gewebesphäroide), sollte vergleichend eine Analyse der genannten 

EZM-Proteine sowie α-SMA durchgeführt werden. Um schließlich den Einfluss 

der von Tumorzellen sezernierten löslichen Faktoren in der 

Tumormikroumgebung herauszustellen, wurden Sphäroide aus hASCs in 



3 Ziel der Arbeit 

  32 

tumorkonditioniertem Medium (TCM) gezüchtet (tumorassoziierte 

Gewebesphäroide) und darin ebenfalls Matrixproteine und α-SMA untersucht.  

Abschließend erfolgte eine Korrelation der EZM-Analyse mit dem Vorhandensein 

von Tumorstammzellen in den 3D-Tumorsphäroiden. Dafür wurden die 

Tumorstammzellen mithilfe eines GFP-basierten Reporters für den 

Stammzellmarker NANOG (NANOG-GFP-Reporterzelllinie [200]) in 

mikroskopischen Aufnahmen der 3D-Tumorsphäroide nachgewiesen und im 

Kontext mit der EZM lokalisiert. 
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4 Material 

4.1 Geräte 

8-Kanal-Pipette  Eppendorf AG, DE-Hamburg 

accu-jet® pro Pipettierhelfer Brand GmbH & Co KG, DE-Wertheim 

Analytische Waage Scaltec SBA 32 SCALTEC Instruments GmbH, 
DE-Göttingen 

Gefrierschrank Igloo -86 °C Telstar Life Science Solutions, 
NL-Woerden 

Heracell™ 150i CO2-Inkubator Thermo Fisher Scientific, 
DE-Darmstadt 

HXP 120 V Kompaktlichtquelle 
 

Leistungselektronik JENA GmbH, 
DE-Jena  

Inverses Labormikroskop Leitz DM IL Leica Microsystems, DE-Wetzlar 

Inverses Mikroskop Axio Observer Z1 Carl Zeiss Microscopy GmbH, 
DE-Jena 

Inverses Mikroskop VisiScope IT 404 VWR International GmbH, 
DE-Darmstadt 

Labgard Class II Laminar Flow 
Biological Safety Cabinet  

NuAire, US-Plymouth, MN 

Leica CM3050 S Kryostat Leica Biosystems, DE-Nussloch 

Mikroskopkamera Axiocam 105 color Carl Zeiss AG, DE-Oberkochen 

Mikroskopkamera Axiocam MRm Carl Zeiss AG, DE-Oberkochen 

Multipette® M4 Eppendorf AG, DE-Hamburg 

Neubauer-Zählkammer Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, 
DE-Lauda Königshofen 
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Orbitalschüttler Rotamax 120 
 

Heidolph Instruments GmbH & CO. 
KG, DE-Schwabach 

Pipetten 10 µL, 20 µL, 100 µL, 
200 µL, 1000 µL 

Gilson, Inc., US-Middleton, WI 

Zentrifuge Mega Star 1.6R VWR International GmbH, 
DE-Darmstadt 

4.2 Chemikalien 

1,9-Dimethyl-Methylene Blue zinc 
chloride double salt 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
DE-Steinheim 

Bovine Serum Albumin lyophilized 
powder 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
DE-Steinheim 

DAPI (4′,6-Diamidin-2-phenylindol) Thermo Fisher Scientific, 
DE-Darmstadt 

DMEM/F-12 (Gibco® Life 
Technologies) 

Thermo Fisher Scientific, 
DE-Darmstadt 

Dulbecco’s Phosphate Buffered 
Saline powder 

Thermo Fisher Scientific, 
DE-Darmstadt 

Eosin-G-Lösung 0,5% wässrig Carl Roth GmbH + Co. KG, 
DE-Karlsruhe 

Fetal Bovine Serum – Fötales 
Kälberserum (FKS) (Gibco® Life 
Technologies) 

Thermo Fisher Scientific, 
DE-Darmstadt 

Fluoroshield™ histology mounting 
medium 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
DE-Steinheim 

Formaldehydlösung min. 37% Merck KGaA, DE-Darmstadt 

Glycerol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
DE-Steinheim 

IHC Select® Proteinase K Merck KGaA, DE-Darmstadt 
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Immunoselect Antifading Mounting 
Medium 

DIANOVA GmbH, DE-Hamburg 

Mayers Hämalaunlösung Merck KGaA, DE-Darmstadt 

Pen Strep (Gibco® Life 
Technologies) 

Thermo Fisher Scientific, 
DE-Darmstadt 

Triton™ X-100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
DE-Steinheim 

Trypsin-EDTA (0,05% 0,25%), 
phenol red 

Thermo Fisher Scientific, 
DE-Darmstadt 

4.3 Medien, Puffer und Lösungen 

1X PBS Dulbecco’s Phosphate Buffered 
Saline powder (Thermo Fisher 
Scientific, DE-Darmstadt) 

Citratpuffer 10 mM Natriumcitrat, 
0,05% Tween 20      
à pH 6,0 

Medium für die Herstellung von 
Agarosegel 

DMEM/F-12 
(Gibco® Life Technologies) 
ohne Zusätze 

Nährmedium für Sphäroide DMEM/F-12 
(Gibco® Life Technologies)    
1% FKS  
(Gibco® Life Technologies)  
1% Pen Strep  
(Gibco® Life Technologies) 
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Nährmedium für Zellkultur 
(Vollmedium) 

DMEM/F-12  
(Gibco® Life Technologies)  
10% FKS  
(Gibco® Life Technologies) 
1% Pen Strep  
(Gibco® Life Technologies) 

Proteinase-K-Puffer TE-CaCl2 50 mM Tris Base, 1 mM EDTA,  
5 mM CaCl2, 0,5% TritonX-100 
à pH 8,0 

4.4 Zellen 

MDA-MB-231 human breast 
adenocarcinoma 

Zur Verfügung gestellt von: 
Orthopädische Klinik König-Ludwig-
Haus, Würzburg 

MDA-MB-231 NANOG-GFP 
Reporterzelllinie 

Zur Verfügung gestellt von: 
Ofer Reizes, MD 
Lerner Research Institute  
Cleveland Clinic, Ohio, USA 

PoieticsTM human adipose derived 
stem cells  

Lonza Group AG, CH-Basel 
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4.5 Antikörper 
Tab. 4.1: Primärantikörper 

Primärantikörper Typ Herkunft Verdünnung Hersteller 

Anti-Alpha-
Smooth-Muscle-
Actin 

Polyclonal 
IgG 

Rabbit 1:200 Abcam (ab5694) 

Anti-Collagen I Polyclonal 
IgG 

Rabbit 1:400 Abcam 
(ab34710) 

Anti-Fibronectin Polyclonal 
IgG 

Rabbit 1:200 Santa Cruz 
Biotechnology 
(sc-9068) 

Anti-Fibronectin Monoclonal 
IgG 

Mouse 1:200 Santa Cruz 
Biotechnology 
(sc-18825) 

 
 

Tab. 4.2: Sekundärantikörper 

Sekundärantikörper Typ Herkunft Verdünnung Hersteller 

Cy™2 AffiniPure 
Anti-Rabbit 

Polyclonal 
IgG 

Goat 1:200 Jackson 
ImmunoResearch 
(111-225-144) 

Cy™3 AffiniPure 
Anti-Rabbit 

Polyclonal 
IgG 

Goat 1:200 Jackson 
ImmunoResearch 
(111-165-003) 

Cy™3 AffiniPure 
Anti-Mouse 

Polyclonal 
IgG 

Goat 1:200 Jackson 
ImmunoResearch 
(115-165-003) 
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4.6 Verbrauchsmaterial 

Ausgießform zum Einmalgebrauch 
(7x7x5 mm) 

Simport® Scientific Inc., 
CA-Beloeil, QC 

Combitips Advanced® 2,5 mL Eppendorf AG, DE-Hamburg 

Deckgläser 24 x 60 mm R. Langenbrinck GmbH, 
DE-Emmendingen 

Färbeküvette nach Hellendahl R. Langenbrinck GmbH, 
DE-Emmendingen 

Glas-Pasteurpipetten Brand GmbH & Co KG, DE-Wertheim 

Mikrotomklingen Leica Biosystems, DE-Nussloch 

Nunc™ MicroWell™ 96-Well 
Mikrotiterplatten aus Polystyrol 

Thermo Fisher Scientific, 
DE-Darmstadt 

Greiner Bio-One™ 96-Well Conical 
Bottom (V) Non-binding Microplates 

Greiner Bio-One GmbH, 
DE-Frickenhausen 

Objektträger SuperFrost®, R. Langenbrinck GmbH, 
DE-Emmendingen 

Pipettenspitzen 20 µL, 200 µL,  
1000 µL 

Sarstedt AG & Co, DE-Nümbrecht 

Reagenzreservoirs Thermo Fisher Scientific, 
DE-Darmstadt 
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SafeSeal Reagiergefäß  
1,5 mL und 2 mL 

Sarstedt AG & Co, DE-Nümbrecht 

Serologische Pipetten 5 mL, 10 mL, 
25 mL, 50 mL 

Greiner Bio-One GmbH, 
DE-Frickenhausen 

Super PAP Pen Liquid Blocker Mini Science Services GmbH, 
DE-München 

Tissue-Tek® O.C.T. Sakura Finetek, 
NL-Alphen aan den Rijn 

Zellkulturflasche T175 Greiner Bio-One GmbH, 
DE-Frickenhausen 

Amicon Ultra 0.5 mL Zentrifugen-
Filter MWCO 3 kDa 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
DE-Steinheim 

Zentrifugenröhrchen  
aus Polypropylen (15 mL, 50 mL) 

Greiner Bio-One GmbH, 
DE-Frickenhausen 

4.7 Software 

FIJI Bildbearbeitung 

GraphPad Prism 6 Statistische Auswertung 

ZEN 2 (blue edition) Software Fluoreszenzmikroskop 
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5 Methoden 

5.1 Zellkultur 

Zellkultur MDA-MB-231: 

MDA-MB-231 (parental) und MDA-MB-231:NANOG-GFP-Brustkrebszellen 

wurden in T175-Zellkulturflaschen ausgesät und in Vollmedium (DMEM/F-12, 

10% FKS, 1% Pen Strep) bei 37 °C und 5% CO2 bis zur Subkonfluenz expandiert. 

MDA-MB-231:NANOG-GFP-Zellen besitzen hinter dem NANOG-Promotor eine 

GFP-Sequenz, die  abgelesen und exprimiert wird, wenn NANOG transkribiert 

wird. Zellen mit hoher NANOG-Promotor-Aktivität fluoreszieren dann grün [200]. 

Das Kulturmedium wurde alle zwei Tage gewechselt. Zum Passagieren wurden 

die Zellen mit PBS gewaschen, anschließend trypsiniert (Trypsin-EDTA 0,05%) 

und nach Abstoppen mit Vollmedium gezählt und neu ausgesät.  

Zellkultur hASC: 

Für die Expansion wurden die Zellen in T175-Zellkulturflaschen in Vollmedium 

bei 37 °C und 5% CO2 bis zur Subkonfluenz kultiviert. Das Medium wurde alle 

zwei Tage gewechselt. Zum Passagieren wurden die Zellen mit PBS gewaschen 

und anschließend trypsiniert (Trypsin-EDTA 0,25%). Das weitere Vorgehen 

entsprach dem oben für die Zellkultur der MDA-MB-231-Zellen beschriebenen. 

5.2 Herstellung der 3D-Sphäroidkulturen 

3D-Sphäroide wurden mithilfe der Liquid-Overlay-Technik hergestellt. Hierbei 

wurde der Boden einer 96-Well-Platte mit Agarose (1,5%) beschichtet, damit 

keine Zellen am Well-Boden anwachsen konnten. Nach Zugabe einer 

Zellsuspension aggregierten diese Zellen zu Sphäroiden [15, 43, 201, 202]. 

3D-Tumorsphäroide aus MDA-MB-231 und hASC (Tumor-hASC-Co): 

MDA-MB-231-Zellen aus Passage 5 oder 6 bzw. MDA-MB-231:NANOG-GFP-

Zellen und hASCs aus Passage 2 oder 3 wurden trypsiniert, wie oben 

beschrieben, und in low-serum-Medium (DMEM-F12, 1% FKS, 1% Pen Strep) 

resuspendiert. Die inneren 60 Wells einer 96-Well-Platte wurden mit Agarosegel 

beschichtet und 7000 Zellen (2000 MDA-MB-231 und 5000 hASCs, 100 µL 
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Medium) in Suspension pro Well ausgesät. In die äußeren Wells wurden jeweils 

100 µL PBS (versetzt mit 1% Pen Strep) pipettiert. Dies verhinderte eine 

übermäßige Verdunstung von Medium aus den inneren Wells und garantierte 

homogene Kulturbedingungen. 

Auf dem Orbitalschüttler erfolgte über Nacht bei 37 °C und 5% CO2 die 

Sphäroidbildung. Am nächsten Tag wurden jeweils 100 µL DMEM/F-12 (1% FKS, 

1% Pen Strep) pro Well zugegeben. 

Mono-Sphäroide aus hASCs (hASC-Mono-Kontrolle): 

Die hASCs wurden trypsiniert und in DMEM/F-12 (1% FKS, 1% Pen Strep) 

resuspendiert. Analog zum Vorgehen bei den 3D-Tumorsphäroiden wurde in 

jedes mit Agarose beschichtete Well 100 µL der Zellsuspension (5000 hASCs) 

pipettiert und am nächsten Tag 100 µL DMEM/F-12 (1% FKS, 1% Pen Strep) pro 

Well zugegeben. 

hASC-Mono-TCM: 

Das Vorgehen unterschied sich von dem bei den hASC-Mono-Sphäroiden 

lediglich in der Zugabe des Mediums, das nach der Sphäroidbildung hinzugefügt 

wurde. In jedes Well der hASC-Mono-TCM-Gruppe wurden 100 µL vierfach 

konzentriertes TCM pipettiert (die resultierende Endkonzentration im Well war 

somit zweifach konzentriertes TCM). 

Das TCM wurde aus MDA-MB-231-Zellen bzw. Zellen der MDA-MB-

231:NANOG-GFP Reporterzelllinie gewonnen: 0,5 Millionen Zellen wurden in 

einer T175-Zellkulturflasche bis zu einer Konfluenz von ca. 90% kultiviert und 

anschließend 30 mL DMEM/F-12 (1% FKS, 1% Pen Strep) zugegeben. Nach 

24 h wurde das Medium abgenommen und bei 4000 rpm und 4°C für 5 min 

zentrifugiert. 

Für die TCM-Aufkonzentrierung wurde das Mediumvolumen, welches von 

7 Millionen Zellen konditioniert wurde, in ein Zentrifugen-Filter-Röhrchen (3 kDa 

MWCO) gegeben, und eine entsprechende Menge DMEM/F-12 (1% FKS, 

1% Pen Strep) zugegeben, um ein Gesamtvolumen von 15 mL zu erhalten. Im 

Zentrifugen-Filter wurde die Suspension bei 4 °C und 4000 rpm für 30 min 
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zentrifugiert, um eine zehnfache Aufkonzentrierung des Mediums (1,5 mL im 

Filter) zu erreichen. Im Anschluss wurde das Medium durch Zugabe von frischem 

DMEM/F-12 (1% FKS, 1% Pen Strep) auf eine vierfache Aufkonzentrierung 

verdünnt. 

5.3 Einbetten der 3D-Sphäroide 

Nach drei bzw. fünf Tagen Inkubationszeit bei 37 °C und 5% CO2 unter 

dynamischen Bedingungen auf dem Orbitalschüttler wurden die Sphäroide 

geerntet. 

Für die Messung des Durchmessers wurden vor dem Einbetten mit einem 

inversen Mikroskop Hellfeldaufnahmen der Sphäroide in der 96-Well-Platte 

erstellt. 

Die 3D-Sphäroide wurden (jeweils getrennt nach den drei Gruppen Tumor-hASC-

Co, hASC-Mono-TCM, hASC-Mono-Kontrolle) in einem SafeSeal-Gefäß 

gesammelt und mit PBS gewaschen. Daraufhin wurden die Sphäroide mit 

Formalin (3,7%) für 20 min fixiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden 

die Sphäroide mit jeweils 100 µL Methylenblau für 15 min gefärbt, um sie bei der 

Anfertigung von Kryoschnitten besser sichtbar zu machen. Anschließend wurden 

die Sphäroide erneut mit PBS gewaschen. Für die Anfertigung von Kryoschnitten 

wurden die Sphäroide in TissueTek® eingebettet und bei -80 °C gelagert. 

5.4 Histologische Charakterisierung der 3D-Sphäroide 

Mit dem Kryotom wurden Schnitte in einer Dicke von 8 µm angefertigt. Dabei 

wurde darauf geachtet, möglichst Schnitte aus der Sphäroid-Mitte zu erstellen. 

Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Für die H.E.-Färbung wurden die Kryoschnitte in Färbeküvetten für 30 s in ddH2O 

gewaschen, um das Tissue-Tek®-Einfriermaterial zu entfernen. Danach wurden 

die Schnitte für 30 s in Hämalaun-Lösung nach Mayer gefärbt und anschließend 

5 min unter laufendem Leitungswasser gebläut. Es folgte die Gegenfärbung mit 

Eosin 0,5% für 15 min. Abschließend wurden die Schnitte mit Glycerol 

eingedeckt. 
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Mikroskopische Aufnahmen wurden am inversen Mikroskop VisiScope IT 404 mit 

der Kamera Axiocam 105 color erstellt. 

Immunhistochemische Analyse der EZM 

Für die immunhistochemische Färbung der EZM wurden die Schnitte auf dem 

Objektträger zunächst mit einem Liquid Blocker umkreist. Das Tissue-Tek®-

Einfriermaterial wurde durch Waschen für 1 min in PBS entfernt. 

Für ein verbessertes Signal bei der Kollagen I-, Fibronektin- und a-SMA-Färbung 

wurden die Schnitte mit Proteinase K (in einer Konzentration von 1:20 im 

Proteinase-K-Puffer verdünnt) und 9 min bei RT verdaut. 

Unspezifische Bindungsstellen wurden anschließend mit 1% BSA in PBS für 1 h 

bei RT geblockt. Die Antikörper wurden in 1% BSA in PBS verdünnt (s. Tab. 4.1) 

und jeweils 50 µL der Lösung auf einen Schnitt pipettiert. Schließlich erfolgte die 

Inkubation in einer Feuchtekammer über Nacht bei 4°C. 

Am nächsten Tag wurden die Schnitte zweimal in PBS gewaschen und für 2 h 

bei RT mit dem entsprechenden Sekundärantikörper (s. Tab. 4.2, Verdünnung 

1:200) inkubiert. 

Nach zweimaligem Waschen in PBS erfolgte die Gegenfärbung der Zellkerne mit 

DAPI in einer Verdünnung von 1:10000 in PBS für 5 min. Anschließend wurden 

die Schnitte mit Mounting-Medium (Immunoselect Antifading Mounting Medium, 

DIANOVA) eingedeckt. 

Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit einem inversen Fluoreszenzmikroskop (Axio 

Observer Z1 mit der Kamera Axiocam MRm). 

5.5 Bildbearbeitung und -analyse 

Für die Bildbearbeitung und -analyse wurde das Programm FIJI (NIH) 

herangezogen. 

Für die Bearbeitung der H.E.- und Fluoreszenzbilder wurden folgende Tools 

verwendet: Image à Adjust à Brightness Contrast sowie Image à Adjust à 

Color Balance für die einzelnen Farbkanäle. 
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Die Fluoreszenzintensität des EZM-Signals der unbearbeiteten Bilder wurde wie 

folgt analysiert: 

1) Trennen der Kanäle unter Image à Color à Split Channels 

2) Umkreisen des Sphäroids in jedem relevanten Kanal 

3) Messung der Raw Integrated Density unter Analyze à Measure 

4) Die Raw Integrated Density ist definiert als die Summe der vorhandenen 

Pixelwerte [203]. Dieser Wert wurde dann durch die Fläche des Sphäroids 

dividiert, um die jeweilige Intensität quantifizieren zu können:  

Intensität = RawIntDen
Fläche

. 

Für die Messung des Durchmessers wurden die Schritte 1 und 2, wie oben 

beschrieben, an Hellfeldaufnahmen durchgeführt. Anschließend erfolgte: 

3) Messung des Umfangs (Perimeter) unter Analyze à Measure. 

4) Errechnen des Durchmessers (d) aus d = Umfang
π

. 

5) Umrechnen der Pixeleinheiten in µm: 1 Pixeleinheit ≙ 0,32 µm 

5.6 Statistik 

Die Ergebnisse wurden mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) 

untersucht und danach ein Tukey-Post-hoc-Test durchgeführt (GraphPad Prism 

V 6.0). Der n-Wert gibt an, wie viele unterschiedliche Sphäroide pro Gruppe 

untersucht wurden, die p-Werte sind jeweils in der Bildbeschriftung erläutert. 

Soweit nicht anders vermerkt, sind die angegebenen Ergebnisse als Mittelwert ± 

Standardabweichung angegeben. 
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6 Ergebnisse 

6.1 Herstellung von 3D-Tumorsphäroiden mit der Liquid-
Overlay-Technik 

Um den Gewebekontext bei Brustkrebs und damit die Aspekte der 

Tumormikroumgebung adäquat zu rekapitulieren, wurden die 3D-

Tumorsphäroide (Tumor-hASC-Co) aus MDA-MB-231-Brustkrebszellen und 

hASCs als stromale Komponente mit der Liquid-Overlay-Technik hergestellt 

(s. Abb. 6.1). Diese basiert darauf, dass die Zellsuspension auf einer 

Agaroseschicht ausgesät wird, auf der die Zellen nicht festwachsen können. 

Dadurch aggregieren sie zu dreidimensionalen Sphäroiden [15, 201].  

Zu Beginn wurde die Sphäroidbildung mittels zweier unterschiedlicher Ansätze 

verglichen. Einerseits wurden nach der bereits etablierten Standardmethode [62] 

96-Well-Platten mit Agarose beschichtet, die Zellsuspension zugegeben und auf 

dem Orbitalschüttler inkubiert. Zum Vergleich wurden kommerziell erhältliche 

konische ULA-Platten verwendet, bei welchen das Anhaften von Zellen an die 

Oberfläche durch eine spezielle Beschichtung verhindert wird [204], was den 

Beschichtungsschritt mit Agarose überflüssig machte. Analog zur Agarose-

Methode wurden die Wells der konischen ULA-Platten mit der Zellsuspension 

beschickt und die Sphäroidbildung unter gleichen Bedingungen auf dem 

Orbitalschüttler durchgeführt. Da lediglich im erstgenannten Verfahren mit 

konventionellen 96-Well-Platten und Agarosebeschichtung eine vollständige 

Sphäroidbildung erfolgte, wurde diese Methode für alle weiteren Experimente als 

Standard verwendet. 

Für das Sphäroidmodell wurden die Sphäroide nach drei bzw. fünf Tagen 

Kulturdauer geerntet und fixiert, um auch zeitliche Aspekte der Tumor-Stroma-

Interaktionen abbilden zu können. Danach erfolgte die Basischarakterisierung 

der 3D-Tumorsphäroide in Bezug auf deren Größe und Randbeschaffenheit. 

Schließlich wurde eine detaillierte histologische Analyse der in den Sphäroiden 

gebildeten EZM durchgeführt. Zum Abschluss der Charakterisierung wurde die 

Beschaffenheit der EZM an verschiedenen Kulturzeitpunkten festgehalten und 

quantifiziert. 
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Abb. 6.1:  Herstellung von 3D-Tumorsphäroiden mit der Liquid-Overlay-Technik 
Kombination von Tumorzellen (MDA-MB-231) und Stromazellen (hASCs) als 

Zellsuspension in mit Agarose beschichteten 96-Well-Platten. Bildung von 3D-

Tumorsphäroiden über Nacht unter dynamischen Bedingungen 

(Orbitalschüttler). Ernte, Fixierung und Charakterisierung der Tumorsphäroide 

nach einer Kulturdauer von 3 und 5 Tagen. 
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6.2 Etablierung der histologischen EZM-Charakterisierung 

Um die EZM in den 3D-Tumorsphäroiden untersuchen zu können, wurden 

Kryoschnitte angefertigt. Zunächst wurden drei verschiedene Schnittdicken 

miteinander verglichen: 5 µm, 8 µm und 10 µm (s. Abb. 6.2 A). Die Schnitte 

wurden dann gegen die zwei wichtigsten profibrotischen Proteine der EZM im 

Tumor gefärbt – Kollagen I (grün) und Fibronektin (rot) [129]. Für die 

Sichtbarmachung der Zellkerne wurde zusätzlich mit DAPI (blau) gegengefärbt. 

In allen drei Fluoreszenzkanälen konnte mit steigender Schnittdicke eine 

Zunahme der Signalintensität beobachtet werden. Im 10-µm-Schnitt deuteten 

einige unscharfe Bereiche darauf hin, dass die Schnitte insgesamt zu dick waren, 

um EZM und Zellkerne in den Fluoreszenzbildern ausreichend auflösen zu 

können. Bei einer Schnittdicke von 5 µm war jedoch das Fluoreszenzsignal zu 

schwach. Zudem traten häufig dunkle Bereiche in den Fluoreszenzbildern auf, 

die darauf hinwiesen, dass die Schnitte gerissen und die Bestandteile des 3D-

Tumorsphäroids nicht vollständig auf den Objektträger übertragen worden 

waren. Die 8-µm-Schnitte hingegen zeigten ein sehr homogenes Bild; sowohl die 

Signalintensität als auch die Schnittqualität bei der 8-µm-Variante erlaubten eine 

adäquate Darstellung von EZM und Zellkernen. Deshalb wurde diese 

Schnittdicke für alle weiteren Experimente als Standard festgelegt. 

Für eine weitere Optimierung der Färbebedingungen wurden anschließend 

wieder Kryoschnitte gegen Kollagen I, Fibronektin und α-SMA gefärbt. Um ein 

möglichst spezifisches Signal der jeweiligen Matrixproteine zu erhalten, wurde 

eine Freilegung der Antigenbindungsstellen mit dem proteolytischen Enzym 

Proteinase K nach Standardprotokoll durchgeführt und mit 

immunhistochemischen Färbungen ohne enzymatischen Verdau verglichen 

(s. Abb. 6.2 B). Mit Proteinase-K-Verdau ergab sich dabei für die 

Antikörperfärbungen gegen Kollagen I, Fibronektin und α-SMA ein intensiveres 

und spezifischeres Fluoreszenzsignal. Daher wurde der enzymatische Verdau 

mit Proteinase K im Folgenden standardmäßig durchgeführt. 

Zusammenfassend wurden nachstehende Färbeparameter etabliert (s. Abb. 

6.2 C): Eine einheitliche Schnittdicke von 8 µm und enzymatischer Verdau mit 
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Proteinase K. Für die Färbung von Kollagen I war eine Primärantikörper-

Verdünnung von 1:400 ausreichend. Die restlichen Primärantikörper sowie alle 

Sekundärantikörper wurden 1:200 verdünnt. 

 

Abb. 6.2:  Etablierung der histologischen EZM-Charakterisierung 
(A) Vergleich unterschiedlicher Schnittdicken. 5-, 8- und 10-µm-Kryoschnitte 

wurden gegen Fibronektin (Fn) und Kollagen I (Col I) gefärbt. (B) Optimierung 

der EZM- und α-SMA-Färbung. Verwendung des Standardprotokolls mit (obere 

Reihe) und ohne (untere Reihe) zusätzlichen Verdau mit Proteinase K 

(Größenbalken = 100 µm). (C) Zusammenfassende Übersicht der etablierten 
Färbeparameter.  

Fn DAPI Col I DAPI

✓

O
hn

e 
Ve

rd
au

M
it 

Ve
rd

au

⍺-SMA DAPI

✓ ✓

Übersicht immunhistochemische Färbung
Kollagen I Fibronektin ⍺-SMA

Schnittdicke 8 µm

Verdau mit Proteinase K ✓ ✓ ✓
Verdünnung Primärantikörper 1:400 1:200 1:200

Verdünnung Sekundärantikörper 1:200

5 µm

Col I Fn DAPI

8 µm 10 µm

A

B

C



6 Ergebnisse 

  49 

6.3 Charakterisierung der EZM in den 3D-Tumorsphäroiden 

Aus in-vivo-Studien ist bekannt, dass die EZM im Mammakarzinom besonders 

reich an den profibrotischen Proteinen Fibronektin und Kollagen I ist [89]. Um 

herauszufinden, ob diese Eigenschaften der Tumormikroumgebung in den 3D-

Tumorsphäroiden rekapituliert werden können, wurden Kryoschnitte von 

Sphäroiden (nach drei Tagen Kulturdauer) zunächst mit H.E. gefärbt (s. Abb. 

6.3 A). Da hellrosa gefärbte Proteine zwischen den dunkelvioletten Zellkernen 

nur sehr schlecht zu erkennen waren, wurden für eine bessere Darstellung 

spezifische Antikörperfärbungen mit den bereits unter Kapitel 6.2 beschriebenen 

Färbeparametern gegen Fibronektin und Kollagen I durchgeführt (s. Abb. 6.3 B). 

Das Vorhandensein beider Proteine in den Sphäroiden war hier deutlich zu 

erkennen. 

 

Abb. 6.3:  Charakterisierung der EZM in den 3D-Tumorsphäroiden 
(A) Mikroskopische Aufnahme eines H.E.-gefärbten Sphäroids. (B) 

Übersichtsfärbungen von Fibronektin (Fn) und Kollagen I (Col I). Gegenfärbung 

der Zellkerne mit DAPI (Größenbalken = 100 µm). 
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6.4 Morphologische Charakterisierung der 3D-
Tumorsphäroide und Vergleich mit Gewebesphäroiden 
sowie tumorassoziierten Gewebesphäroiden 

Um den Einfluss der hASCs als wichtige stromale Komponente im Tumor auf die 

EZM zu untersuchen, wurden zusätzlich Sphäroide, die ausschließlich aus 

hASCs bestanden, hergestellt (Gewebesphäroide/hASC-Mono-Kontrolle) 

(s. Abb. 6.4 A). Des Weiteren wurden tumorassoziierte Gewebesphäroide 

(hASC-Mono-TCM) generiert zur Untersuchung des Einflusses von löslichen 

Faktoren in der Tumormikroumgebung auf die EZM: Das TCM enthielt die von 

Brustkrebszellen sezernierten löslichen Faktoren und wurde nach der 

Sphäroidbildung im Well zugegeben. Die 3D-Tumorsphäroide und die 

Gewebesphäroide wurden unter Standardbedingungen in low-serum-Medium 

kultiviert. 

Nach einer Kulturdauer von drei Tagen erfolgte die Charakterisierung der 

ganzen, ungeschnittenen Sphäroide mittels Hellfeldmikroskopie (s. Abb. 6.4 B). 

Auf den Hellfeldaufnahmen war zunächst zu erkennen, dass die 3D-

Tumorsphäroide den größten Durchmesser aufwiesen, die tumorassoziierten 

Gewebesphäroide den kleinsten. Diese Beobachtungen wurden mittels 

Quantifizierung bestätigt (s. Abb. 6.4 C): Mit einem mittleren Durchmesser von 

342,1 µm ± 7,1 µm waren die 3D-Tumorsphäroide am größten, gefolgt von den 

Kontroll-Gewebesphäroiden mit 320,8 µm ± 4,4 µm. Den kleinsten Durchmesser 

hatten die tumorassoziierten Gewebesphäroide mit einem Mittelwert von 316,8 

µm ± 6,2 µm. 

Außerdem wurde auf den Hellfeldaufnahmen deutlich, dass die 3D-

Tumorsphäroide einen unscharf begrenzten Rand zeigten mit Zellen, die locker 

an der Sphäroidperipherie auflagen. Der Rand der Gewebesphäroide war 

hingegen scharf begrenzt.  
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Abb. 6.4:  Morphologische Charakterisierung der 3D-Tumorsphäroide und Vergleich 
mit Gewebesphäroiden sowie tumorassoziierten Gewebesphäroiden 
(A) Herstellung von Sphäroiden der drei Gruppen Tumor-hASC-Co, hASC-Mono-
TCM und hASC-Mono-Kontrolle. (B) Hellfeldaufnahmen von Tumor-hASC-Co-

Sphäroiden, hASC-Mono-TCM- und hASC-Mono-Sphäroiden nach 3 Tagen 

Kulturdauer (Größenbalken = 100 µm). (C) Quantifizierung der 

Sphäroiddurchmesser (n = 5; ***p < 0,001). 
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Um die Unterschiede in der zellulären Zusammensetzung der Sphäroide sowie 

den Einfluss der löslichen Faktoren mit Unterschieden in Menge und Verteilung 

der EZM in Zusammenhang zu bringen, wurden zu Beginn H.E.-gefärbte 

Kryoschnitte von 3D-Tumorsphäroiden und Gewebesphäroiden miteinander 

verglichen (s. Abb. 6.5). 

Deutlich erkennbar waren zunächst die schon in den Hellfeldaufnahmen 

beobachteten Unterschiede in Größe und Randbeschaffenheit: Die 3D-

Tumorsphäroide zeigten den größten Durchmesser und gleichzeitig einen 

unscharf begrenzten Rand. Die Gewebesphäroide wiesen hingegen eine deutlich 

glatter abgegrenzte Oberfläche auf. Den kleinsten Durchmesser der drei 

Gruppen hatten die tumorassoziierten Gewebesphäroide. 

In allen drei Sphäroidgruppen war EZM in Form von blassrosa Strukturen zu 

erkennen. Die H.E.-Färbung ermöglichte jedoch lediglich eine Übersicht; für die 

genauere Untersuchung der EZM in den Sphäroiden wurden im Folgenden 

Fluoreszenzfärbungen gegen einzelne EZM-typische Proteine durchgeführt. 

 

Abb. 6.5:  Grundcharakterisierung der EZM 
Mikroskopische Aufnahmen von H.E.-gefärbten Sphäroiden der Gruppen Tumor-

hASC-Co, hASC-Mono-TCM und hASC-Mono (Größenbalken = 100 µm). 
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6.5 Immunhistochemische Färbung und 
histomorphometrische Betrachtung tumorrelevanter EZM-
Proteine: Fibronektin 

Um das Vorkommen der profibrotischen Proteine Fibronektin und Kollagen I in 

den 3D-Tumorsphäroiden (Tumor-hASC-Co) und in den Gewebesphäroiden 

(hASC-Mono-TCM und hASC-Mono-Kontrolle) genauer zu untersuchen, wurden 

Antikörperfärbungen mit den in Kapitel 6.2 etablierten Färbeparametern an 

Sphäroiden nach drei Tagen Kulturdauer durchgeführt.  

Da Fibronektin bei der EZM-Deposition im Mammakarzinom sehr früh gebildet 

wird [205], wurde dieses als erstes Protein untersucht. An Tag 3 war signifikant 

weniger Fibronektin in den 3D-Tumorsphäroiden vorhanden als in den 

Gewebesphäroiden (s. Abb. 6.6 A). Auffällig war, dass der charakteristische 

fibrotische Rand lediglich in den Gewebesphäroiden existierte. 

Um tiefere Einblicke bezüglich des zeitlichen Verlaufs der Fibrosierung in den 

Sphäroiden zu erhalten, wurden in einem weiteren Durchgang Sphäroide 

gezüchtet, die allerdings erst nach fünf Tagen Kulturdauer geerntet sowie 

anschließend gefärbt und mikroskopiert wurden.  

Interessanterweise erkannte man an Tag 5 keine signifikanten 

Intensitätsunterschiede mehr zwischen den 3D-Tumorsphäroiden und den 

Gewebesphäroiden, und die gebildete Fibronektin-Menge war in allen Gruppen 

vergleichbar (s. Abb. 6.6 B). Auch zeigte sich die Randbetonung des Fibronektins 

in allen drei Gruppen gleichermaßen. 

Schließlich schienen an Tag 3 in den tumorassoziierten Gewebesphäroiden 

ähnliche Mengen an Fibronektin vorzuliegen wie in den Kontroll-

Gewebesphäroiden. Nach fünf Tagen Kulturdauer war in den Sphäroiden, die im 

TCM gezüchtet worden waren, eine Tendenz zu mehr Fibronektin als in den 

Kontroll-Gewebesphäroiden zu erkennen. 
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Abb. 6.6:  Immunhistochemische Färbung und histomorphometrische Betrachtung 
tumorrelevanter EZM-Proteine: Fibronektin  
Fluoreszenzfärbung gegen Fibronektin (Fn); Gegenfärbung der Zellkerne mit 

DAPI (Größenbalken = 100 µm). (A) Fibronektin nach 3 Tagen Kulturdauer. 

Quantifizierung: Einzelwerte und Mittelwert ± Standardabweichung (n = 9 Tumor-

hASC-Co, n = 8 hASC-Mono-TCM und n = 11 hASC-Mono; **p < 0,01). (B) 

Fibronektin nach 5 Tagen Kulturdauer. Quantifizierung: Einzelwerte und 

Mittelwert ± Standardabweichung (n = 10 Tumor-hASC-Co, n = 7 hASC-Mono-

TCM und n = 6 hASC-Mono). 
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6.6 Relative Veränderungen der Fibronektin-Deposition in 
Tumor- und Gewebesphäroiden 

Da die Kryoschnitte in den beiden Versuchen (Tag 3/Tag 5, s. Kapitel 6.5) an 

unterschiedlichen Tagen gefärbt und die Belichtungszeiten leicht angepasst 

worden waren, konnten die erhobenen absoluten Fibronektin-Mengen nicht ohne 

Weiteres miteinander verglichen werden. 

Um dennoch die zeitliche Entwicklung der Mengen an Fibronektin von Tag 3 zu 

Tag 5 in den 3D-Tumorsphäroiden und in den tumorassoziierten 

Gewebesphäroiden darstellen zu können, wurden relative Daten generiert: Der 

Mittelwert der Kontroll-Gewebesphäroide des jeweiligen Tages diente als 

Referenz und wurde gleich 1 gesetzt. Die einzelnen Werte der anderen beiden 

Gruppen Tumor-hASC-Co und hASC-Mono-TCM von Tag 3 wurden folglich auf 

den Mittelwert der hASC-Mono-Gruppe von Tag 3 bezogen und davon Mittelwert 

und Standardabweichung berechnet. Gleiches galt für die Werte an Tag 5 

(s. Abb. 6.7). Bezogen auf die Gewebesphäroide nahm die Fibronektin-Menge 

von Tag 3 zu Tag 5 in den 3D-Tumorsphäroiden am stärksten zu. Auch in den 

tumorassoziierten Gewebesphäroiden konnte ein Anstieg der Fibronektin-Menge 

beobachtet werden. 

 

Abb. 6.7:  Relative Veränderungen der Fibronektin-Deposition in Tumor- und 
Gewebesphäroiden 
Relative Darstellung der Fibronektin-Intensität. hASC-Mono wurde als 

Referenz = 1 gesetzt. (Tag 3: n = 9 Tumor-hASC-Co, n = 8 hASC-Mono-TCM; 

Tag 5: n = 10 Tumor-hASC-Co, n = 7 hASC-Mono-TCM). 
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6.7 Immunhistochemische Färbung und 
histomorphometrische Betrachtung tumorrelevanter EZM-
Proteine: Kollagen I 

Während Umbauprozessen der EZM, z.B. im Zuge von malignen Prozessen, 

scheint die Anwesenheit von Fibronektin unabdingbare Voraussetzung zu sein, 

dass Kollagen I gebildet wird [206]. Da sich Fibronektin in den 3D-

Tumorsphäroiden langsamer bildete als in den anderen Gruppen (s. Kapitel 6.5), 

erwartete man auch ein schwaches Kollagen-I-Signal in den 3D-

Tumorsphäroiden. Tatsächlich war an Tag 3 in den Tumor- und 

Gewebesphäroiden etwa gleich viel Kollagen I zu sehen (s. Abb. 6.8 A). Mittels 

Quantifizierung wurde dieser Eindruck bestätigt: Die Intensitätsmittelwerte waren 

an Tag 3 in allen drei Gruppen etwa gleich hoch. Im Gegensatz zu Fibronektin 

konnte man eine Randbetonung von Kollagen I an Tag 3 nur in den 

tumorassoziierten Gewebesphäroiden beobachten.  

Anschließend wurden die nach fünf Tagen Kulturdauer geernteten Sphäroide 

auch gegen Kollagen I gefärbt (s. Abb. 6.8 B). Auffällig war ein deutlich 

intensiveres Fluoreszenzsignal in den 3D-Tumorsphäroiden. Die Quantifizierung 

ergab eine signifikant höhere Kollagen-I-Menge in den 3D-Tumorsphäroiden als 

in den Gewebesphäroiden, deren Mittelwerte etwa gleich groß waren. 

Die Verteilung von Kollagen I innerhalb der Sphäroide änderte sich ebenfalls 

deutlich im Zeitverlauf: War es an Tag 3 in den 3D-Tumorsphäroiden und in den 

Kontroll-Gewebesphäroiden noch homogen verteilt mit nur schwacher 

Randbetonung, erkannte man eine deutliche Randbetonung in allen drei 

Gruppen an Tag 5. 



6 Ergebnisse 

  57 

 

Abb. 6.8:  Immunhistochemische Färbung und histomorphometrische Betrachtung 
tumorrelevanter EZM-Proteine: Kollagen I 
Fluoreszenzfärbung gegen Kollagen I (Col I); Gegenfärbung der Zellkerne mit 

DAPI (Größenbalken = 100 µm). (A) Kollagen I nach 3 Tagen Kulturdauer. 

Quantifizierung: Einzelwerte und Mittelwert ± Standardabweichung (n = 8 Tumor-

hASC-Co, n = 7 hASC-Mono-TCM und n = 11 hASC-Mono; ***p < 0,001). (B) 

Kollagen I nach 5 Tagen Kulturdauer. Quantifizierung: Einzelwerte und 

Mittelwert ± Standardabweichung (n = 11 Tumor-hASC-Co, n = 7 hASC-Mono-
TCM und n = 13 hASC-Mono). 
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6.8 Relative Veränderungen der Kollagen-I-Deposition in 
Tumor- und Gewebesphäroiden und Untersuchung der 
Kolokalisation von Kollagen I und dem 
Kontraktilitätsmarker α-SMA 

Um die zeitabhängige Entwicklung von Kollagen I von Tag 3 zu Tag 5 in den 3D-

Tumorsphäroiden und in den tumorassoziierten Gewebesphäroiden untersuchen 

zu können, wurden die absoluten Intensitätswerte, wie oben für Fibronektin 

beschrieben, ebenfalls als relative Daten dargestellt (s. Abb. 6.9 A). Der 

Mittelwert der Kontroll-Gewebesphäroide am jeweiligen Tag wurde als Referenz 

gleich 1 gesetzt. Die Menge an Kollagen I nahm – verglichen mit der hASC-Mono-

Gruppe – von Tag 3 zu Tag 5 in den 3D-Tumorsphäroiden deutlich zu, in den 

tumorassoziierten Gewebesphäroiden blieb sie nahezu unverändert. In den 3D-

Tumorsphäroiden war an Tag 5 deutlich mehr Kollagen I als in den 

Gewebesphäroiden vorhanden. In den tumorassoziierten Gewebesphäroiden 

hingegen war die Kollagen-I-Menge etwa gleich hoch wie in der Bezugsgruppe. 

Zwar erkannte man im Fall von Kollagen I kaum Intensitätsunterschiede 

zwischen der hASC-Mono- und der hASC-Mono-TCM-Gruppe (s. Abb. 6.8), 

obwohl bekannt ist, dass das TCM tumorfördernde Signalstoffe wie z.B. TGF-β 

und IL-8 enthält [20, 162]. Jedoch zeigte sich unter dem Einfluss der löslichen 

Faktoren in den tumorassoziierten Gewebesphäroiden ein profibrotischer, 

kapselartiger Rand. Um herauszufinden, ob im vorliegenden Mikrotumormodell 

unter dem Einfluss löslicher Faktoren eine Differenzierung von hASCs zu 

Myofibroblasten stattfand, wurden Sphäroide gegen den Myofibroblastenmarker 

α-SMA gefärbt. Zur Untersuchung einer Korrelation von Myofibroblasten- und 

Kollagen-I-Menge wurden tumorassoziierte Gewebesphäroide mit Kontroll-

Gewebesphäroiden verglichen (s. Abb. 6.9 B). 

Tatsächlich zeigte sich in der hASC-Mono-TCM-Gruppe eine deutliche 

Kolokalisation von α-SMA-positiven Zellen mit Kollagen I im Randbereich der 

Sphäroide. In den Kontroll-Gewebesphäroiden, die nicht unter tumorassoziierten 

Bedingungen kultiviert worden waren, zeigte sich hingegen eine homogene 

Verteilung von Kollagen I und nur ein diffuses, nicht lokalisiertes α-SMA-Signal. 
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Abb. 6.9:  Relative Veränderungen der Kollagen-I-Deposition in Tumor- und 
Gewebesphäroiden und Untersuchung der Kolokalisation von Kollagen I 
und dem Kontraktilitätsmarker α-SMA 
(A) Relative Darstellung der Kollagen-I-Intensität. hASC-Mono wurde als 
Referenz = 1 gesetzt. (Mittelwert ± Standardabweichung, Tag 3: n = 8 Tumor-

hASC-Co, n = 7 hASC-Mono-TCM; Tag 5: n = 11 Tumor-hASC-Co, n = 7 hASC-

Mono-TCM). (B) Fluoreszenzfärbung von hASC-Mono- und hASC-Mono-TCM-

Sphäroiden an Tag 3 gegen Kollagen I (Col I) bzw. α-SMA (Größenbalken = 

100 µm bzw. 25 µm (Ausschnitte)). 
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6.9 Analyse von Tumorstammzellcharakteristika 

Aus der Literatur ist bekannt, dass eine Fibronektin- und Kollagen-I-reiche EZM 

die Aggressivität des Mammakarzinoms erhöht [133, 207]. Unter Zuhilfenahme 

der Tumorstammzellhypothese [30] wurde zum Abschluss untersucht, inwieweit 

die tumorassoziierte EZM CSC-Eigenschaften fördert und so potentiell zu einer 

Aggressivitätssteigerung beiträgt. Die Tumorstammzellhypothese besagt, dass 

Tumorgewebe (u.a. das Mamma-Karzinom) nicht nur aus differenzierten 

Tumorzellen besteht, sondern auch aus Tumorstammzellen, die eine erhöhte 

Aggressivität des Tumors bedingen [179, 181] (s. Abb. 6.10 A). Der 

Transkriptionsfaktor NANOG ist ein wichtiger Tumorstammzellmarker, der zum 

Nachweis von CSCs in vitro verwendet wird [208]. 

Um die Validität unserer Ergebnisse zu überprüfen, wurde in einem 

anschließenden Versuch die Kolokalisation der EZM-Proteine Fibronektin und 

Kollagen I mit Tumorstammzellen untersucht. Dazu wurde bei der 

Tumorsphäroid-Herstellung (anstatt der „normalen“ parentalen MDA-MB-231-

Zellline) eine bereits etablierte Reporterzellline MDA-MB-231:NANOG-GFP 

verwendet (s. Abb. 6.10 B): Hinter den NANOG-Promotor ist hier eine GFP-

Sequenz geschaltet, die im Zuge der Transkription von NANOG abgelesen und 

exprimiert wird, sodass Zellen mit hoher NANOG-Promotor-Aktivität grün 

fluoreszieren [200]. 

Sphäroide nach drei bzw. fünf Tagen Kulturdauer wurden gegen Fibronektin und 

Kollagen I gefärbt und anschließend mit DAPI gegengefärbt. Zur besseren 

Übersicht wurden die Kanäle getrennt und in Einzelbildern dargestellt: Von jedem 

Sphäroid das jeweilige Protein (rot) mit dem DAPI-Signal und andererseits das 

NANOG-Signal (grün) mit DAPI (s. Abb. 6.10 C). 

In den vorangegangenen Experimenten hatte sich in den 3D-Tumorsphäroiden 

an Tag 3 ein vergleichsweise schwaches, homogen verteiltes Fibronektin-Signal 

gezeigt, das an Tag 5 hingegen bevorzugt am Rand der 3D-Tumorsphäroide in 

Erscheinung getreten war (s. Kapitel 6.5). Diese Beobachtungen deckten sich mit 

der Verteilung von Fibronektin im NANOG-Experiment. Ferner war zu erkennen, 

dass das homogen verteilte Fibronektin an Tag 3 mit einem schwachen, 
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gleichmäßig in den Sphäroiden verteilten NANOG-Signal vergesellschaftet war. 

Demgegenüber waren Fibronektin und NANOG an Tag 5 bevorzugt zusammen 

am Rand der Sphäroide zu finden. Die vermutete Kolokalisation von Fibronektin 

und GFP-exprimierenden Tumorstammzellen in den 3D-Tumorsphäroiden traf 

folglich zu. 

Den Beobachtungen aus Kapitel 6.7 zufolge war Kollagen I an Tag 3 ebenfalls 

relativ homogen in den 3D-Tumorsphäroiden verteilt, wohingegen sich nach fünf 

Tagen Kulturdauer ein deutlich intensiveres Kollagen-I-Signal an der 

Sphäroidperipherie abzeichnete. Im NANOG-Experiment offenbarte sich diese 

Tendenz in der Verteilung gleichermaßen und es wurden zudem folgende 

Zusammenhänge ersichtlich: Wenig Kollagen I an Tag 3 und eine 

vergleichsweise schwache Randbetonung gingen mit geringer NANOG-Intensität 

einher. Im Gegensatz dazu konnte man auch in diesem Fall an Tag 5 deutlich 

erkennen, dass Kollagen-I- und NANOG-Signal an der Sphäroidperipherie 

besonders in Erscheinung traten. 

Insgesamt war zu beobachten, dass die Tumorzellen im etablierten Modell an 

Tag 5 phänotypische Charakteristika von CSCs annahmen. Außerdem zeigte 

sich in den Sphäroiden dort, wo mehr EZM zu finden war, auch gleichzeitig ein 

stärkeres NANOG-Signal. Menge und Verteilung an EZM-Proteinen schienen 

somit in dem entwickelten 3D-Mikrotumormodell in Korrelation mit 

Tumorstammzellcharakteristika zu stehen. 
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Abb. 6.10:  Analyse von Tumorstammzellcharakteristika 
(A) Schematische Darstellung der Tumorstammzellhypothese. (B) Schematische 

Darstellung der Funktionsweise der MDA-MB-231:NANOG-GFP-

Reporterzelllinie. (C) Fluoreszenzfärbung von MDA-MB-231:NANOG-GFP-Co-

Sphäroiden gegen Fibronektin (Fn) bzw. Kollagen I (Col I); Gegenfärbung der 

Zellkerne mit DAPI. Darstellung der Sphäroide in getrennten Kanälen: Fn bzw. 

Col I mit DAPI (oben) und NANOG mit DAPI (unten). Jeweils von Tag 3 und 

Tag 5. 
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7 Diskussion 

Die Etablierung eines verlässlichen in-vitro-Modells, das die Pathophysiologie 

von Tumorzellen und ihrer Mikroumgebung in-vivo-ähnlich rekapituliert, ist 

essentiell, um deren Zusammenspiel bei der Tumorinitiation und -progression 

besser verstehen zu können. Veränderungen der Tumormikroumgebung wie die 

erhöhte Steifigkeit der EZM, die sich im Lauf der Tumorgenese ergeben, haben 

großen Einfluss auf die Tumorentwicklung und -aggressivität und behindern 

konventionelle Tumortherapien [27, 209]. Ebenso wirken Tumorstammzellen auf 

die Aggressivität und die Therapieresistenz von Tumoren ein [210]. Darüber, wie 

diese einzelnen Faktoren sich gegenseitig beeinflussen, also auf welche Weise 

EZM und Tumorstammzellen zu einer Erhöhung der Tumoraggressivität führen 

können, ist bisher wenig bekannt. Um diese Aspekte in vitro untersuchen zu 

können, sollte in der vorliegenden Arbeit ein realitätsnahes 3D-Mikrotumormodell 

etabliert werden. 

Die Auswahl einer geeigneten Herstellungsmethode stellt die Basis für die 

Reproduzierbarkeit und die adäquate Darstellung der zellulären Bestandteile und 

der sie umgebenden Mikroumgebung in den 3D-Sphäroiden dar. Vinci et al. 

untersuchten die Sphäroidbildung verschiedener Zelllinien in speziell 

beschichteten ULA-Platten und erkannten diese Methode im Vergleich zu Agar-

beschichteten Wells als vorteilhaft an [33]. Agar als Material zur Beschichtung 

der Wells ist Agarose aber unterlegen, denn dessen Sulfatgruppen hemmen u.a. 

das Wachstum von Fibroblasten [23]. In unserem experimentellen Setup mit 

Verwendung kommerziell erhältlicher ULA-Platten mit konischem Boden fand 

jedoch keine regelmäßige Sphäroidbildung statt. Diese Beobachtung stimmt mit 

den Experimenten von Friedrich et al. überein, in denen verschiedene 

kommerziell erhältliche ULA-Platten zur Sphäroidbildung getestet wurden [62]. 

Ein möglicher Grund für das Scheitern der Herstellung von Sphäroiden könnte 

zum einen die konische Form der Wells gewesen sein: Vinci et al. verwendeten 

Well-Platten mit U-förmigem Boden. Zum anderen erfolgte dort die 

Sphäroidbildung im Gegensatz zu unserem Protokoll nicht unter dynamischen 

Bedingungen [33]. 
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Aus zahlreichen in-vivo- und in-vitro-Studien ist bekannt, dass bei Brustkrebs die 

Menge an profibrotischen EZM-Bestandteilen im Vergleich zum gesunden 

Gewebe erhöht ist [18, 89, 129]. In unseren Versuchen war hingegen an Tag 3 

in den 3D-Tumorsphäroiden, verglichen mit den Gewebesphäroiden, weniger 

EZM vorhanden. Der kleine Durchmesser der Gewebesphäroide ließ die 

Vermutung zu, dass die Zellen in den Gewebesphäroiden dichter gepackt 

gewesen sein könnten als in den Tumorsphäroiden. Dieser Aspekt könnte eine 

mögliche Ursache für die geringe EZM-Menge in den 3D-Tumorsphäroiden sein. 

Ebenso konnte in unseren Experimenten keine Aussage über die EZM-Menge 

pro Zelle gemacht werden, da in der Analyse der Kryoschnitte die Zellzahl pro 

Sphäroid nicht berücksichtigt wurde. Um diesen Aspekt zu untersuchen, könnte 

aufbauend auf unseren Erkenntnissen die Anzahl der Zellen manuell oder mithilfe 

eines Programms (z.B. FIJI) bestimmt werden. Des Weiteren gibt es 

Unterschiede in der EZM-Ablagerung abhängig vom Zelltyp, denn z.B. sind die 

meisten Tumorzellen nicht in der Lage, selbst EZM-Proteine zu exprimieren und 

können lediglich durch die Sekretion löslicher Faktoren die Umwandlung von 

hASCs in CAFs induzieren [205]. In den 3D-Tumorsphäroiden scheinen folglich 

nicht alle Zellen unmittelbar an der EZM-Ablagerung beteiligt zu sein, sondern 

hauptsächlich die hASCs. Warum in den 3D-Tumorsphäroiden insbesondere an 

Tag 3 weniger EZM vorhanden war als in den anderen Gruppen, lässt sich jedoch 

mit den Ergebnissen dieser Arbeit nicht abschließend erklären. Diesbezüglich 

dürften weiterführende Untersuchungen in Zukunft interessante Einblicke liefern. 

Darüber hinaus kommen in den Gewebesphäroiden nur homotypische Zell-Zell-

Kontakte vor, während sich im Gegenzug in den 3D-Tumorsphäroiden auch 

heterotypische Zell-Zell-Kontakte befinden [56]. Deshalb liegt die Vermutung 

nahe, dass die hASCs bei Anwesenheit von Tumorzellen in den 3D-

Tumorsphäroiden auch eine andere EZM-Zusammensetzung verursachen als in 

den Monosphäroiden. Die Untersuchung der EZM in dieser Arbeit beschränkte 

sich auf die im Tumorkontext bekanntesten Proteine Fibronektin und Kollagen I, 

die eine eindeutige Dynamik im Zeitverlauf zwischen Tag 3 und Tag 5 zeigten. 

Im Zusammenhang mit Brustkrebs und CSCs sind jedoch u.a. auch Kollagen VI 

[211], Hyaluronsäure [212] sowie die Basalmembran-Proteine Kollagen IV und 
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Laminin [89] relevant, sodass es in einem nächsten Schritt sinnvoll wäre, weitere 

tumorspezifische EZM-Bestandteile in die Analyse mit einzubeziehen. 

Eine andere zentrale Eigenschaft von Brustkrebs ist die erhöhte 

Gewebesteifigkeit [27]. Chandler et al. zeigten, dass von Brustkrebszellen 

sezernierte lösliche Faktoren u.a. verantwortlich für die Differenzierung von 

hASCs in CAFs sind und damit maßgeblich zur Gewebekontraktion beitragen 

[20]. TGF-β als Bestandteil des tumorkonditionierten Mediums induziert zudem 

über den Rho/ROCK-Signalweg die Kontraktilität der CAFs [154]. Dass von 

unseren drei Sphäroidgruppen die tumorassoziierten Gewebesphäroide den 

kleinsten mittleren Durchmesser aufwiesen, könnte folglich mit der Anwesenheit 

der löslichen Faktoren in dieser Gruppe erklärt werden. 

Obwohl Wang et al. und Chandler et al. gezeigt haben, dass in Sphäroiden aus 

hASCs, die in tumorkonditioniertem Medium gezüchtet wurden, mehr EZM im 

Vergleich zur Kontrollgruppe mit Kontrollmedium gebildet wurde [20, 205], war in 

unseren Versuchen kein Unterschied in der EZM-Menge zwischen 

tumorassoziierten Gewebesphäroiden und Kontroll-Gewebesphäroiden zu 

erkennen. Jedoch war die EZM-Verteilung anders, denn Kollagen I lagerte sich 

bevorzugt am Rand der tumorassoziierten Gewebesphäroide ab und war mit dem 

Myofibroblastenmarker α-SMA kolokalisiert, während sich in den Kontroll-

Gewebesphäroiden ein gleichmäßiges Kollagen-I- und ein eher diffuses α-SMA-

Signal zeigten (s. Abb. 6.9). Die abweichende Verteilung der Myofibroblasten und 

damit auch der EZM in den tumorassoziierten Gewebesphäroiden lag somit 

vermutlich an der Anwesenheit der löslichen Faktoren im TCM. Dass in den 

tumorassoziierten Gewebesphäroiden genauso wenig EZM zu erkennen war wie 

in den Kontroll-Gewebesphäroiden, legte die Vermutung nahe, dass die 

charakteristisch erhöhte EZM-Deposition an Tag 5 in den 3D-Tumorsphäroiden 

nur durch das Zusammenspiel von hASCs mit Tumorzellen möglich war. 

Insgesamt ergaben sich also deutliche Unterschiede im Aufbau der 

Mikroumgebung zwischen tumorassoziierten Gewebesphäroiden aus hASCs, 

die mit löslichen Faktoren interagieren und Tumorsphäroiden, die sich von den 

tumorassoziierten Gewebesphäroiden nur durch die Anwesenheit von 
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Tumorzellen unterscheiden. Daraus lässt sich erkennen, wie wichtig es ist, die 

Mikroumgebung im in-vitro-Modell so exakt wie möglich abzubilden. 

EZM-Proteine werden insgesamt bevorzugt im Randbereich von 

Tumorsphäroiden abgelagert, weil Zellen dort nahezu unter 2D-Konditionen 

wachsen können, in direktem Kontakt zu Kulturmedium und folglich mit 

unbegrenztem Angebot an Nährstoffen und Sauerstoff [3]. Zellen, die am Rand 

sitzen, erfahren zudem andere mechanische Kräfte als Zellen im 

Sphäroidinneren. Tse et al. zeigten in ihrem 2D-Modell, dass mechanische 

Kräfte, die auf 67NR-Brustkrebszellen einwirkten, deren Fähigkeit zur Migration 

erhöhten. Gleichzeitig wurde vermehrt Fibronektin an der Grenzfläche zwischen 

Zellen und Substrat gebildet [213]. Dass die Ausprägung dieser Charakteristika 

auch in dem etablierten 3D-Sphäroidmodell vorhanden war, zeigten die Analysen 

nach 5 Tagen Kulturdauer, in denen eine deutliche Konzentration der EZM im 

Randbereich der Sphäroide zu beobachten war. Die Fibrosierung nahm im 

zeitlichen Kulturverlauf insbesondere in den 3D-Tumorsphäroiden zu, passend 

zu Berichten von Acerbi et al., die zeigten, dass Kollagen I im Lauf der 

Entwicklung von Brustkrebs verstärkt abgelagert wird [27]. 

Auf Hellfeldaufnahmen der ganzen Sphäroide sowie auf den H.E.-

Übersichtsaufnahmen war eine unterschiedliche Randmorphologie der 

Sphäroide zu erkennen. So zeichneten sich die Gewebesphäroide durch einen 

glatten, scharf begrenzten Rand aus, während in der Peripherie der 3D-

Tumorsphäroide Zellen locker auflagen. Der direkte Vergleich ließ die Vermutung 

zu, dass es sich bei den randständigen Zellen in den 3D-Tumorsphäroiden um 

Tumorzellen gehandelt haben könnte. Dass in unserem NANOG-Experiment 

insbesondere die randständigen Zellen grün fluoresziert hatten und folglich einen 

Stammzellmarker exprimierten, der spezifisch für Tumorzellen ist, bestätigte 

diese Hypothese. Weiterhin wäre es möglich, die randständigen Zellen in höherer 

Vergrößerung zu betrachten, um tumorspezifische morphologische 

Charakteristika wie Zell- und Kernpolymorphie sowie atypische Mitosefiguren zu 

untersuchen [214]. Anhand der Beobachtungen von Peela et al., die in ihrem 

Hydrogel-Sphäroidmodell feststellten, dass sich MDA-MB-231 Brustkrebszellen 

– im Gegensatz zur weit weniger aggressiven Zelllinie MCF7 – ab  Tag 3 in Kultur 
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verstärkt in der Sphäroidperipherie ablagerten und einen invasiven Phänotyp 

annahmen [215], könnte es sich auch in unseren 3D-Tumorsphäroiden bei den 

randständigen Zellen um Tumorzellen der Invasionsfront gehandelt haben. Um 

diese Vermutung zu überprüfen, könnte in einem nächsten Schritt beispielsweise 

der von Vinci et al. beschriebene Invasionsassay, bei dem die Invasion von 

Zellen aus dem Sphäroid in Matrigel® getestet wird, auf das etablierte Modell 

angewendet werden [33]. In den NANOG-Tumorsphäroiden ließen sich darüber 

hinaus Tumorstammzelleigenschaften in den invasiven Zellen untersuchen. 

Die Rekapitulation von Tumorstammzelleigenschaften stellt einen weiteren 

wichtigen Aspekt in der Etablierung des Tumormodells dar. Aus der Literatur ist 

bekannt, dass CSCs in besonderem Maße mit der EZM interagieren und sich 

deshalb bevorzugt an der Schnittstelle zwischen Tumor und EZM anlagern [216]. 

Diese Charakteristika konnten auch in unserem Modell dargestellt werden, denn 

an Tag 5 war NANOG zusammen mit EZM-Proteinen hauptsächlich in der 

Sphäroidperipherie zu finden. Ein möglicher Grund dafür, dass die Tumorzellen 

einen CSC-Phänotyp annahmen, könnte der Verlust epithelialer Eigenschaften 

gewesen sein. Wang et al. zeigten in Tumorsphäroiden aus BT-20-

Brustkrebszellen, dass viele Tumorstammzellen den Prozess der EMT 

durchlaufen hatten [191]. Auch Aktas et al. beobachteten, dass im Spenderblut 

von Brustkrebspatientinnen die Mehrheit der CSCs gleichzeitig 

Tumorstammzelleigenschaften und Eigenschaften der EMT aufwiesen [176]. Für 

die Darstellung dieser Charakteristika im etablierten Modell wäre es also darüber 

hinaus sinnvoll, Marker der EMT auch in den NANOG-Tumorsphäroiden zu 

untersuchen (z.B. erhöhte Expression von α-SMA und N-Cadherin bzw. 

reduziertes Vorkommen von E-Cadherin [217]).  

Zellen, die die EMT durchlaufen haben, also CAFs, können im Kontext von 

Tumoren wiederum mitverantwortlich für die Ablagerung profibrotischer EZM-

Proteine sein [20]. In unseren Experimenten war die Korrelation zwischen 

NANOG und Kollagen I deutlicher zu erkennen als zwischen NANOG und 

Fibronektin. Passend dazu entwickelte sich Kollagen I zwischen Tag 3 und Tag 

5 in unseren Tumorsphäroiden schneller als Fibronektin, obwohl Fibronektin 

Kollagen I bekanntermaßen in der Entwicklung als Grundgerüst dient [206, 218]. 
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Diese Beobachtungen ließen die Vermutung zu, dass für die Kollagen-I-

Ablagerung lediglich wichtig ist, dass Fibronektin vorhanden ist, nicht aber wie 

viel. Deshalb kann Fibronektin allenfalls eine Initiatorfunktion zugerechnet 

werden. Die Erkenntnisse stehen im Einklang mit den Ergebnissen von Wang et 

al., die herausfanden, dass Fibronektin durch die Freilegung kryptischer 

Bindungsstellen ein Grundgerüst für die Ablagerung von Kollagen I zur 

Verfügung stellt. Später tritt Fibronektin jedoch in den Hintergrund, sodass 

Kollagen I die primäre Rolle in der Mechanotransduktion von Signalen aus dem 

veränderten Tumorstroma zu übernehmen scheint [205]. 

Aus der Literatur ist zudem bekannt, dass isoliert betrachtet sowohl profibrotische 

EZM als auch Tumorstammzellen die Aggressivität von Tumoren erhöhen [89, 

174, 175, 195]. Dass die beiden Faktoren im etablierten Modell 

zusammenhängen, zeigte die Kolokalisation von EZM-Proteinen und GFP-

exprimierenden Tumorstammzellen. Wie sie sich jedoch gegenseitig in der 

Ausbildung eines aggressiven Phänotyps beeinflussen, ist noch nicht 

abschließend geklärt. Erste Ansätze lassen eine verstärkte Mechanotransduktion 

ausgehend von einer steifen, profibrotischen EZM vermuten [219]. Begum et al. 

identifizierten im Fall des Pankreaskarzinoms die Aktivierung des 

Signaltransduktionsmoleküls FAK als ursächlich für das durch Kollagen I 

hervorgerufene erhöhte Vorkommen von CSCs, indem sie phosphoryliertes 

Tyrosin-397 als Marker verwendeten [192]. Weiterführende Untersuchungen zur 

Mechanotransduktion und insbesondere zur FAK-Aktivität könnten diesen 

Aspekt am Sphäroidmodell näher beleuchten. 

Trotzdem bleibt das etablierte 3D-Mikrotumormodell ein Modell und ist nicht in 

der Lage, die vielschichtige Krankheit Brustkrebs exakt in vitro abzubilden. 

Mehrere Aspekte stellen Limitationen des Modells dar. So führte die Wahl der 

benutzten Zelllinie dazu, dass die Ergebnisse nicht uneingeschränkt in die in-

vivo-Situation übertragen werden können. Die verwendete MDA-MB-231-

Tumorzelllinie vermag zwar wichtige Eigenschaften eines aggressiven (TNBC) 

Brustkrebs-Typs in die in-vitro-Situation zu übertragen. Viele der in der 

Forschung verwendeten Zelllinien waren jedoch vor Jahrzehnten als Modell-

Zelllinien gewonnen worden und wurden seither auf flachen Oberflächen erhalten 
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bzw. im gefrorenen Zustand aufbewahrt. Diese Zelllinien enthalten 

dementsprechend bevorzugt diejenigen Tumor-Subklone, die am besten an 

diese (realitätsfernen) 2D-Bedingungen angepasst sind [6]. In neuen Ansätzen 

wird deshalb die Verwendung von patienteneigenen primären Tumorzellen für 

die Entwicklung von 3D-Modellen erforscht. Bedeutender Vorteil ist die 

Möglichkeit, das gleiche Tumormodell sowohl in vitro als auch in vivo verwenden 

zu können [8]. Dadurch erhofft man sich, bessere Erkenntnisse über 

patientenindividuelles Therapieanschlagen und individuelle Tumortherapien zu 

erhalten [34]. Aufgrund des limitierten Zugangs zu solchen primären Tumorzellen 

eignet sich die Methode jedoch nicht für Massentests [10]. 

Das etablierte 3D-Mikrotumormodell hat zwar noch Schwächen, nichtsdestotrotz 

kann es einige wichtige Kernaspekte der Tumorzellen und ihrer Mikroumgebung 

realitätsnah in vitro wiedergeben. Insgesamt ist die Suche nach einem idealen 

Modell für die Krebsforschung zwar noch lange nicht abgeschlossen. Das 

etablierte Modell bietet jedoch eine vielversprechende Grundlage, deren 

Weiterentwicklung in Zukunft potentiell in der Tumor- und 

Medikamentenforschung Anwendung finden kann. 
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8 Zusammenfassung und Ausblick 

Brustkrebs ist eine der häufigsten Krebserkrankungen der Frau und zeichnet sich 

sowohl durch histologische als auch durch molekulare Heterogenität aus. Je 

nach Subtyp ergeben sich sehr unterschiedliche Prognosen in Bezug auf die 

Überlebensraten der Patientinnen [220]. Zudem ist die Entwicklung einer 

fibrotisch veränderten Tumormikroumgebung sowie die Anwesenheit von 

Tumorstammzellen von prognostischer Bedeutung [174, 221]. Wie genau sich 

diese beiden Faktoren gegenseitig regulieren und beeinflussen, ist bis heute 

jedoch nicht geklärt. Um auch aggressive Krebserkrankungen therapieren zu 

können, ist es unabdingbar, die zugrundeliegenden zellulären und molekularen 

Vorgänge zu identifizieren und in die Medikamentenforschung einzubeziehen.  

Konventionelle 2D-Monolayer-Modelle stellen zwar eine vergleichsweise 

einfache Methode zur in-vitro-Kultivierung von Tumorzellen dar, zeigen jedoch 

deutliche Limitationen im Hinblick auf die adäquate Darstellung einiger 

tumorspezifischer Aspekte. Deshalb war das Ziel dieser Arbeit, ein 3D-

Mikrotumormodell herzustellen, das die oben genannten Aspekte von Brustkrebs 

möglichst in-vivo-ähnlich rekapitulieren kann. Um die Auswirkungen der 

Komponenten (Tumorzellen, Stromazellen und lösliche Faktoren) einzeln und 

getrennt voneinander analysieren zu können, wurden drei Gruppen von 

Sphäroiden gezüchtet: Aus MDA-MB-231-Brustkrebszellen des aggressiven 

TNBC-Subtyps wurden zusammen mit stromalen hASCs in der Liquid-Overlay-

Technik 3D-Tumorsphäroide (Tumor-hASC-Co) hergestellt. Darüber hinaus 

wurden stromale hASCs alleine in Kontrollmedium (Kontroll-

Gewebesphäroide/hASC-Mono) sowie in tumorkonditioniertem Medium 

(tumorassoziierte Gewebesphäroide/hASC-Mono-TCM), das die von 

Tumorzellen sezernierten löslichen Faktoren beinhaltete, gezüchtet. Damit 

konnte in den 3D-Tumorsphäroiden die EZM-Bildung in Anwesenheit von 

Tumorzellen und löslichen Faktoren untersucht werden. Die tumorassoziierten 

Gewebesphäroide ermöglichten die Erforschung der alleinigen Auswirkungen 

von löslichen Faktoren. Außerdem wurde der Beitrag zur EZM-Bildung von 

stromalen Zellen in Monokultur in den Kontrollsphäroiden untersucht. 
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Nach drei Tagen Kulturdauer hatte sich erstaunlicherweise in den 3D-

Tumorsphäroiden weniger EZM gebildet als in den Gewebesphäroiden. Die 

Fibrosierung nahm von Tag 3 zu Tag 5 aber vor allem im Randbereich der 3D-

Tumorsphäroide zu, sodass sich dort zum späteren Kulturzeitpunkt das erwartete 

erhöhte Vorkommen profibrotischer EZM-Proteine zeigte. Grund dafür war 

vermutlich die Anwesenheit der Brustkrebszellen in den 3D-Tumorsphäroiden. 

Generell fördern die im TCM enthaltenen löslichen Faktoren die Ausbildung einer 

fibrotischen EZM [20]. Obwohl die hASCs in den tumorassoziierten 

Gewebesphäroiden unter dem Einfluss der löslichen Faktoren standen, zeigte 

sich keine vermehrte Ablagerung von EZM-Proteinen im Vergleich zu den 

Kontroll-Gewebesphäroiden. Dagegen war die Verteilung der EZM anders, denn 

Kollagen I war insbesondere in der Peripherie der tumorassoziierten 

Gewebesphäroide zusammen mit dem Myofibroblastenmarker α-SMA zu finden. 

Die Kolokalisation war durchaus zu erwarten, denn CAFs exprimieren im Kontext 

von Tumoren bekanntermaßen den Großteil der profibrotischen EZM [143]. 

Die beobachteten Unterschiede in der EZM-Menge und -Verteilung zwischen 

Tumor- und Gewebesphäroiden verdeutlichte noch einmal die Notwendigkeit, 

Zellen und Mikroumgebung möglichst in-vivo-ähnlich zu rekapitulieren. Das 

etablierte Modell ermöglichte es zudem, den Einfluss von hASCs, löslichen 

Faktoren und Tumorzellen auch losgelöst voneinander zu betrachten. 

Mithilfe der etablierten MDA-MB-231:NANOG-GFP-Zelllinie wurde in einem 

abschließenden Versuchsteil das Vorkommen von Tumorstammzellen in den 3D-

Mikrotumoren untersucht und im Kontext mit der EZM lokalisiert. Nach drei Tagen 

Kulturdauer war wenig EZM homogen in den Sphäroiden verteilt, an Tag 5 

fluoreszierten Fibronektin, Kollagen I und NANOG gemeinsam bevorzugt am 

Rand der Sphäroide. Wie aus der Literatur bekannt ist, bedingen sowohl die 

fibrotisch veränderte EZM als auch die Anwesenheit von Tumorstammzellen 

isoliert eine erhöhte Aggressivität von Tumoren in vivo [89, 175]. Dass NANOG 

und die profibrotische EZM in unseren 3D-Tumorsphäroiden kolokalisiert waren, 

unterstützte die Vermutung, dass beide sich gegenseitig in der Ausbildung eines 

aggressiven Phänotyps beeinflussen. Weiterführende Forschung zu diesem 
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Thema dürfte in Zukunft präzisere Erkenntnisse darüber liefern, wie genau sich 

EZM und CSCs beeinflussen. So bleibt zu klären, ob primär die pathologische 

EZM die Ausbildung von CSCs fördert oder eher die Anwesenheit von CSCs erst 

die Entwicklung einer tumorfördernden EZM bedingt. 

Das etablierte 3D-Mikrotumormodell rekapituliert Teile der profibrotischen EZM 

sowie Tumorstammzellcharakteristika und damit einige wichtige Eigenschaften 

von Brustkrebs, die aus früheren Studien bekannt sind. Durch die Testung 

weiterer tumorspezifischer EZM-Proteine, zusätzlicher Tumormarker und 

funktioneller Assays beispielsweise zur Tumorzellinvasion sollten zusätzliche 

zentrale Aspekte von Brustkrebs am Modell untersucht werden. Bei 

entsprechender Weiterentwicklung könnte das Modell so in Zukunft als 

potentielles Instrument in der Tumorforschung genutzt werden und dort 

beispielsweise für die Wirkstofftestung neuer Substanzen herangezogen werden.  
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