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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Maligne periphere Nervenscheidentumore (MPNST) werden den Weichteilsarkomen zuge-
ordnet und treten zu 0,001% in der Gesamtbevolkerung auf. Bei etwa der Hélfte der Patienten
mit MPNSTs liegt gleichzeitig eine Neurofibromatose Typ 1 vor. MPNSTs sind eine der ag-
gressivsten Tumorentitdten und gehen mit einer extrem schlechten Prognose einher. Auf3er

der chirurgischen Resektion bestehen zurzeit keine effektiven Therapien.

Tumorstammzellen wurden bei einer Vielzahl von malignen Tumoren beschrieben und als
,Wurzel des Ubels* diskutiert. In der vorliegenden Studie konnten erstmalig solche Zellen
auch in MPNSTs identifiziert werden. Unter serumfreien neuronalen Stammzellbedingungen
mit Wachstumsfaktoren wie u.a. EGF und FGF, konnten Sphéren aus der MPNST Zelllinie
S462 selektiv angereichert und iiber 40 Passagen erhalten werden. Real-Time PCR Analysen
der S462 Sphéren zeigten eine erhohte Expression fiir neuronale und Tumorstammzellmarker,
wie CD34, CD133, Sox2 und Oct4 im Vergleich zu den urspriinglichen S462 Zellen. Einige
dieser erhohten Expressionen konnten auf Proteinebene mittels FACS bestétigt werden. Glo-
bale Genexpressionsprofile wiesen zudem iiber 15.000 differentiell regulierte Gene der S462
Sphéren auf. Die funktionale Gruppierung bestétigte tendenziell die stammzelldhnlichen Ei-
genschaften der Sphéren. Eine Vielzahl von differentiell regulierten Genen konnte dabei un-
terschiedlichen Signaltransduktionswegen zugeordnet werden. Besonders hervorzuheben wa-
ren hierbei Komponenten in der Signalkaskade des Wnt-Signalweges. Fiir einige dieser Kan-
didaten konnte bereits eine kanzerogene Rolle beschrieben werden. Ferner fand die vorlie-
gende Studie verdnderte Wirksamkeiten der Zytostatikaresistenz an der sphiroiden S462 Kul-
tur im Vergleich zu den parentalen S462 Zellen. Die Sphiren wiesen gegeniiber Doxorubicin
und Ifosfamid Resistenzen auf wohingegen sie bei einer Behandlung mit Temozolomid und

Plerixafor sensitiver reagierten als die dazugehorige parentale, adhdrente Kultur.

Ein weiterer Fokus der Studie waren die Etablierung und Optimierung von in vitro und in vivo
Modellen fiir MPNSTs und fiir deren Metastasierung. Die MPNST Zelllinie S1844,1 konnte
etabliert und genetisch verifiziert werden. Die Metastasierung von MPNST Zellen in vivo
wurde mit Hilfe zweier Methoden untersucht. Mittels der sog. Mikrosatellitenmarkeranalyse,

die eine Unterscheidung humaner und muriner Zellen erlaubte, konnte gezeigt werden, dass



Zusammenfassung

die metastasierenden Zellen der Zelllinie S462 in verschiedenen Organen der Méause bereits in
frithen Phasen sicher nachgewiesen werden konnen. Ferner wurde eine weitere Vorgehens-
weise erprobt, um Metastasen zu verfolgen. Dabei wurden MPNST Zellen mit Luciferase
transduziert, um sie anschliefend in Miusen mittels einer lichtempfindlichen CCD Kamera zu

visualisieren.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie lieferten erstmalig solide Beweise fiir stammzell-
dhnliche Zellen in MPNSTs und eréffnen somit neue Perspektiven in der Forschung und The-
rapie-Entwicklung fiir diese malignen Tumore. Wie einige Komponenten des Wnt-
Signalweges, deren verdnderte Expression in den MPNST Sphiren bereits in der vorliegenden
Studie nachgewiesen wurde, sind weitere Studien geplant um therapeutisch relevante Targets
zu charakterisieren. Die unterschiedlichen Wirksamkeiten der getesteten Zytostatika in der
parentalen Zelllinie versus der sphiroiden Kultur konnten zudem ermoglichen, zielgerichtete
Therapien zu entwickeln, die Tumorstammzellen bzw. stammzelldhnliche Zellen zum Ziel
haben. Die Etablierung einer neuen genetisch verifizierten MPNST Zelllinie ist eine bedeut-
same Bereicherung zu den bisher sehr rar etablierten Zelllinien, da die meisten nicht genetisch
verifiziert sind. Mausmodelle fiir die Metastasierung von MPNSTs sowie eine sichere Nach-
weisemethode sind von essentieller Bedeutung, um den Prozess der Metastasierung zu unter-

suchen und Gegenstrategien entwickeln zu konnen.



1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 NF1

Neurofibromatose Typ 1 (NF1), auch bekannt als Morbus Recklinghausen, ist eine autosomal
dominante Erkrankung mit einer Hiufigkeit von 1:3000 Lebendgeburten bei voller Penetranz.
Die Wahrscheinlichkeit fiir eine Vererbung liegt bei 50%, wenn ein Elternteil heterozygot
betroffen ist. Die Hilfte aller NF1 Patienten tragen Neumutationen. Verursacht wird NF1
durch eine Mutation des NF1-Gens lokalisiert auf Chromosom 17ql11.2 (Huson, 1989;
Riccardi, 1992; Huson & Hughes, 1994; Gutmann et al., 1997).

1.1.1 Neurofibromin
Das Genprodukt von NF'I ist das zytomplasmatische Protein Neurofibromin, welches am

hiufigstem im Nervensystem exprimiert wird. Immunhistologische Untersuchungen wiesen
darauf hin, dass Neurofibromin vor allem in Neuronen, Oligodendrozyten und nicht-
myelinisierenden  Schwann-Zellen vorkommt, jedoch nicht in Astrozyten und
myelinisierenden Schwann-Zellen (Daston et al., 1992). Die einzig bislang bekannte Funktion
von Neurofibromin ist seine Interaktion mit RAS, einem negativen Regulator des
RAS/Raf/MAPK-Signaltransduktionsweges (Viskochil, 1999; Weiss et al, 1999).
Neurofibromin fungiert als GTPase aktivierendes Protein (GAP) und erleichtert die
Umwandlung des aktiv GTP-gebundenen RAS zu seiner inaktiven GDP-gebundenen Form.
Durch die resultierende Inaktivierung von RAS wird die RAS-vermittelte Signalkaskade
reduziert. Bei einer nicht aberranten intrinsischen GTPase Aktivitit kann RAS durch die
GAP-related Doméne von Neurofibromin stimuliert werden. Kommt es zu einem Verlust von
Neurofibromin, resultiert dies in einer unkontrollierten Hyperaktivierung von RAS (Xu et al.,
1990; Martin et al., 1990; Basu et al., 1992; DeClue et al., 1992; Kim et al., 1995; Bollag et
al., 1996; Rubin & Gutmann, 2005).

In Maus-Fibroblasten konnte beobachtet werden, dass zu den normalen Funktionen von
Neurofibromin neben der Regulation von RAS auch nachfolgende Effektoren wie AKT
(Proteinkinase B) und ERK1/2 (extrazelluldre Signal-regulierte Kinasel/2) gehoren sowie die
mitogene Antwort von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK) und gekoppelten G-Protein-
Rezeptoren (GPCR) (Cichowski et al., 2001; Rubin & Gutmann, 2005). Eine erhohte
Aktivitit von RAS in Neurofibromin-defizienten Zellen fiihrt zu einer verstarkten Aktivierung

von RAS Effektoren wie Raf, ERK1/2, Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) und p21-
10



1. Einleitung

aktivierten Kinasen (PAK) (Tang et al., 1998; Zhang et al., 1998; Lau ef al., 2000; Ingram et
al., 2001; Donovan et al., 2002; Yang et al., 2003; Rubin & Gutmann, 2005). Die Aktivitdt
der Signalwege resultiert in einer verstdrkten Proliferation von NF1-/- Schwann-Zellen und
Astrozyten sowie einer erhohten Proliferation und Motalitit von NF1+/- Mastzellen,
Schwann-Zellen und Astrozyten (Bajenaru ef al., 2001; Gutmann et al., 2001; Ingram et al.,
2001; Yang et al., 2003; Rubin & Gutmann, 2005). Eine erhohte Aktivierung von PI3K kann
zusitzlich in einer verstdrkten Aktivitit von AKT resultieren. Dies konnte an
hidmatopoetischen Zellen gezeigt werden. Zudem besteht eine Hyperaktivierung der Mitogen-
aktivierten Proteinkinase (MAPK) durch eine Erh6hung von PAK (Rubin & Gutmann, 2005).
Der Verlust des NF1-Gens in Astrozyten fiihrt weiter zu einer Hyperaktivierung des
~mammilian Target of Rapamycin® (mTOR)-S6-Kinase-Signalweges (Dasgupta et al., 2005a
& b; Rubin & Gutmann, 2005). Ein Teil der Signaltransmission reguliert die Genexpression
von Genen, die an der Zellproliferation, am Zelltod sowie an der Zelldifferenzierung und der

Migration beteiligt sind (Abb. 1.1) (Weiss ef al., 1999; Le & Parada, 2007).
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Abbildung 1.1: Neurofibromin (NF1) - regulierte Signaltransduktionswege. Dargestellt ist die RTK und GPCR -
vermittelte Signaltransduktionskaskade, welche regulatorisch mit RAS interagiert. NF1 wirkt hierbei inhibierend
auf RAS sowie aktivierend auf die Adenylyl-Cyclase und die Umsetzung von ATP zu cAMP. Der Verlust von
NF1 fiihrt zu einer erhdhten Aktivitit von RAS und seinen folgenden Effektoren wie PI3K, AKT, mTOR sowie
auf Raf, MEK, ERK1/2. Zudem besteht eine Aktivierung von RAC und PAK (PAK hier nicht dargestellt) (Rubin
& Gutmann, 2005; Abbildung aus Le & Parada, 2007).
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1.1.2 NFI Klinik
NF1 ist eine Multisystemerkrankung mit einer variablen klinischen Symptomatik. Es besteht

eine 100%ige Penetranz und variable Expressivitit. Zu den charakteristischsten Merkmalen
von NF1 Patienten zdhlen Café-au-lait Flecken, die zu den ersten Symptomen gehoren, axillé-
res und inguinales Freckling (Hyperpigmentierung), Lisch-Knoétchen (Iris-Hamartome) und
Neurofibrome (Statement Bethesda, 1988; Huson & Hughes, 1994). Anndhernd alle NF1 Pa-
tienten entwickeln benigne Neurofibrome. Hierbei werden kutane (Abb. 1.2A), subkutane und
plexiforme Neurofibrome (PNF, Abb. 1.2B) unterschieden. Als sogenannte Mischtumoren
setzen sich Neurofibrome aus Schwann-Zellen, Fibroblasten, Perineuralzellen und Mastzellen
zusammen (Rubin & Gutmann, 2005), wobei Schwann-Zellen die primadren Tumorzellen dar-

stellen (Kluwe ef al., 1999b).
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Abbildung 1.2: (A) multiple kutane Neurofibrome (B) plexiformes Neurofibrom (Aufnahmen von Herrn Prof.
Dr. med. Mautner, Universitatsklinikum Eppendorf, Hamburg)

Die Art, Lokalisation und Anzahl von Neurofibromen kann sehr unterschiedlich sein. In der
Adoleszenz treten kutane Neurofibrome auf und nehmen mit dem Alter zu, wohingegen ple-
xiforme Neurofibrome hdufig von Geburt an vorliegen, entlang der Nerven wachsen sowie
das umliegende Gewebe infiltrieren oder aber verdrangen und zu Knochenhypertrophien fiih-
ren konnen. Sie kdnnen zu Schmerzen, neurologischen Defiziten und motorischen Fehlfunk-
tionen fiihren (Evans et al., 2002; Kehrer-Sawatzki & Mautner, 2009). Das Wachstum von
plexiformen Neurofibromen ist umgekehrt proportional zum Lebensalter (Dombi ef al., 2007;
Tucker et al., 2009; Kehrer-Sawatzki & Mautner, 2009; Nguyen ef al., 2012). Im Vergleich
zu gutartigen kutanen und subkutanen Neurofibromen kénnen PNFs, welche intern bei 50%
sowie extern bei 30% aller NF1 Patienten auftreten, zu malignen peripheren Nervenscheiden-
tumoren (MPNST) entarten (Mautner ef al., 2008; Kehrer-Sawatzki & Mautner, 2009). Das
Auftreten von intern wachsenden plexiformen Neurofibromen scheint zudem héufiger im Zu-
sammenhang mit funktionalen Defiziten und einer malignen Transformation zu stehen

(Mautner et al., 2006, Mautner et al., 2007; Friedrich et al., 2007; Nguyen et al., 2012). Zu
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den prdmalignen Vorstufen eines MPNST werden auch die sogenannten atypischen plexifor-
men Neurofibrome gezdhlt. Auch wenn sie wie typische benigne Neurofibrome pathologisch
gesehen wenige Mitosen aufweisen, unterscheiden sie sich durch eine erhdhte variable Zellu-
laritdt sowie einen hyperchromatischen Zellkern (Beert ef al., 2011). Atypische PNFs konnen
zudem zu Schmerzen fiithren (Ferner ef al., 2008) und werden als eine Art von Transitform
zwischen Neurofibromen und MPNSTs beschrieben (Nielsen ef al., 1999; Brems et al., 2009;
Beert et al., 2011). Eine Studie von Beert ef al. konnte des Weiteren den Verlust des Zellzyk-
lus Regulators CDKN2A als wichtiges Merkmal atypischer PNFs identifizieren (Beerts et al.,
2011).

1.2 MPNST

1.2.1 MPNST Klinik
MPNSTs machen ca. 5-10% aller Weichteilsarkome aus und entwickeln sich aus peripheren

Nerven, Zellen der Nervenscheide wie Schwann-Zellen, Perineuralzellen sowie aus Fibroblas-
ten (Weiss & Goldblum, 2008). Circa die Halfte aller MPNSTs treten bei NF1 Patienten auf,
die wiederum ein 8-13%iges Lebensrisiko haben einen MPNST (Abb. 1.3) zu entwickeln
(Evans et al., 2002) wovon hingegen sporadische MPNSTs zu 0,001% in der

Gesamtbevolkerung auftreten (Ducatman et al., 1986).

Abbildung 1.3: hyperzelluldrer maligner peripherer Nervenscheidentumor der rechten Hiifte (Mautner et al.,

2003)

NF1 Patienten mit einem MPNST sind zum Zeitpunkt der Diagnosestellung deutlich jiinger
als Patienten mit einem sporadischen Tumor (Hagel ef al., 2007; Weiss & Goldblum, 2008).
Haufig wird klinisch eine nicht lineare Progression des Tumors beobachtet, die Anlass zur
Verdachtsdiagnose gibt. Die Entwicklung von MPNSTs aus peripheren Nerven kann u.a. zu

radikuldren Schmerzen, Pardesthesien und motorischen Schwéchen fithren. Héufig treten
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MPNSTs unter anderem an groB3en peripheren Nerven wie dem Nervus ischiadicus, Plexus
brachialis und sacralis auf, wobei sie tief gelegen sind und oft die proximalen unteren und
oberen Extremititen sowie den Nervenstamm involvieren (Geller & Gebhardt, 2006; Kehrer-

Sawatzki & Mautner, 2009).

Patienten mit internen PNFs scheinen ein 20-fach hoheres Risiko zu haben einen MPNST zu
entwickeln, verglichen zu Patienten ohne PNF (Tucker ef al., 2005). Sie weisen haufig Meta-
stasen in der Lunge, in Weichgeweben, Knochen, Leber, im intra-abdominalen Hohlraum, in
den Nebennierendriisen, im Zwerchfell, Mittelfell, Gehirn, Nieren, an den Ovarien und dem
Retroperitoneum auf (Ducatman et al., 1986; Carroll & Ratner, 2008). NF1 Patienten mit
MPNSTs haben eine Uberlebensrate von 21% fiinf Jahre nach Diagnosestellung (Rasmussen
et al., 2001; Evans et al., 2002; Mautner et al., 2003). Sporadische MPNSTSs entstehen nicht
aus vorbestehenden Neurofibromgeweben und werden als de novo Malignititen beschrieben.
Signifikant ist auch die frithere Entwicklung von Rekurrenzen und Metastasen bei NF1-
assoziierten MPNSTs vergleichsweise zu Sporadischen (Hagel et al., 2007). NF1-assoziierte
MPNST Patienten zeigen kiirzere Uberlebenszeiten als Patienten mit sporadischen MPNSTs
(Evans et al., 2002), so dass davon auszugehen ist, dass grundsétzliche Unterschiede in der
Biologie bestehen, begriindet durch unterschiedliche Mutationen und Pathomechanismen
(Hagel et al., 2007). Hagel et al. zeigten weiter in ihrer Studie, dass Ménner und Frauen fast
gleichhdufig MPNSTs entwickelten, jedoch méannliche Patienten sowohl deutlich friiher re-
zidivierten und deutlich frither Metastasen aufwiesen als auch haufiger verstarben. Des Weite-
ren wiesen Patienten mit einer spaten Rekurrenz auch spéter Metastasen auf sowie eine lange-
re Uberlebensdauer. GroBere Primirtumore waren zudem mit der Entwicklung von Metasta-
sen assoziiert. Peripher lokalisierte MPNSTs zeichneten sich durch eine geringere Re-

zidivneigung und lingere Uberlebensrate aus (Hagel et al., 2007).

Die Erfassung der Transmission von PNF zu MPNST ist eine klinische Herausforderung. Erst
das Auftreten von Schmerzen und neurologischen Defiziten gibt Anlass die Verdachtsdiagno-
se zu stellen. Dabei ist eine Abgrenzung gegen progressive PNFs zu treffen. Die Magnetreso-
nanztomographie (MRT) und Positronen-Emissionstomographie (PET) sind bildgebende Ver-
fahren, die hilfreich, aber nicht immer zuverléssig sind. Surrogate Parameter sind derzeit noch

nicht bekannt (Mautner et al., 2007).
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1.2.2 MPNST Tumorgenese
Das NF1-Gen gehort in die Gruppe der sog. Tumorsuppressorgene, welche beispielsweise an

der Kontrolle des Zellzyklus oder an mitogenen Signaltransduktionswegen beteiligt sind
(Sherr, 2004). Fiir eine Reihe verschiedener Tumorentititen konnte bereits beschrieben
werden, dass Mutationen von RAS eine permanente Stimulierung des Raf-MAPK- und/oder
des PI3K-Signalweges unter anderem ein unkontrolliertes Wachstum von Zellen hervorruft

(Weiss et al., 1999; Le & Parada, 2007).

Verantwortlich fiir die Entstehung von Neurofibromen ist, wie das von Knudson beschriebene
2-Treffer Model (Two-Hit Model) fiir Tumorsuppressorgene, der sog. Verlust der
Heterozygotie (Loss of Heterozygosity, LOH). Demnach enthilt ein Allel eine konstitutionelle
inaktivierende Mutationen. Das zweite Allel kompensiert diesen Verlust solange bis ein
zweiter ,Hit“ den vollstindigen Genverlust nach sich zieht und dann zu einem

unkontrollierten Zellwachstum fiihrt (Knudson, 1971).

Ein Allelverlust von Chromosom 17 inkl. des NF'/ Lokus wurde bereits in NF1-assoziierten
MPNSTs gefunden (Skuse ef al., 1989; Legius et al., 1993). Mit Hilfe von multiplen NF/
Markern konnten auch in benignen Neurofibromen Alleverluste sowie verschiedene
somatische Mutationen detektiert werden (Colman et al., 1995; Sawada et al., 1996; Déaschner
et al., 1997; Serra et al., 1997; Rasmussen et al., 2000; Thomas et al., 2010; Garcia-Linares et
al., 2011; Thomas et al., 2012). Eine biallelische Inaktivierung des NF1-Gens in benignen
Tumoren deutet darauf hin, dass die somatische Geninaktivierung eines der initiierenden
Ereignisse fiir die Entwicklung von Neurofibromen zu sein scheint. Fiir die Entwicklung von
MPNSTs diirften jedoch weitere genetische Verdnderungen noétig zu sein (Upadhyaya et al.,
2008). So wurden neben dem Verlust von NFI in MPNSTs weitere Aberrationen mittels
Zytogenetik (Glover et al., 1991), CGH-Analysen (Lothe ef al., 1996; Mechtersheimer ef al.,
1999; Schmidt et al., 2000) sowie Untersuchungen von 7P53 (Nigro et al., 1989; Legius et al.,
1994; Kluwe et al., 1999a; Rasmussen et al., 2000) und CDKN2A/p16 bestitigt (Nielsen et al.,
1999; Frahm et al., 2004b; Upadhyaya et al., 2008).

In vivo Studien deuten darauf hin, dass hinsichtlich der Entwicklung von MPNSTs ein
synergistischer Effekt bei einem Verlust von NF/ und TP53 besteht (Cichowski ef al., 1999;
Vogel et al., 1999). Eine Studie von Upadhyaya et al. (2008) zeigt zudem signifikante
Unterschiede bei der somatischen NFI-Inaktivierung bei MPNSTs und dermalen
Neurofibromen. MPNSTs weisen hier deutlich gehduft grole genomische Deletionen im
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Vergleich zu benignen Neurofibromen auf. Verschiedene somatische und Keimbahn-
Mutationsspektren deuten darauf hin, dass unterschiedliche Mechanismen bestehen.
Zusétzlich konnte 7P53 als wichtiger Faktor fiir die Progression der Malignitdt bestétigt
werden (Upadhyaya et al., 2008).

1.2.3 Therapie von MPNST Patienten
Eine Therapie von MPNST Patienten, insbesondere NF1-assoziiert, ist limitiert. Die vollstin-

dige chirurgische Resektion des Tumors mit weitem Resektionsradius im gesunden Gewebe
ist prognostisch entscheidend und geht mit einer besseren Prognose einher. Bei der Majoritit
der Patienten ist eine derartige Operation nicht moglich, sodass der Grof3teil der Patienten auf
Grund der ungewohnlichen Aggressivitit der Tumore verstirbt (Wong et al., 1998;
Rasmussen et al., 2001; Friedrich RE et al., 2005). Héaufig zeichnen sich Resistenzen gegen-
iiber konventionellen Chemotherapien ab. Zu den géngigen Zytostatika zihlen Doxorubicin
und Ifosfamid. Die Therapie von MPNSTs mit Imatinib (Glivec) zeigte keine signifikante
Wirksamkeit (Posterprisentation, 30. Deutscher Krebskongress, 2012). Postoperative Strah-
lentherapien verbessern nicht das Langzeitiiberleben, jedoch verzogert es die Tumorrekurrenz
(Gachiani et al., 2007; Williams et al., 2009). Eine Reihe verschiedener Substanzen befinden
sich fiir plexiforme Neurofibrome, die Vorstufen des MPNST sein konnen, und MPNSTSs in
priklinischen oder klinischen Studien, zu denen Farnesyl-Transferase-Inhibitoren gegen RAS,
Inhibitoren = des  epidermalen = Wachstumsfaktor-Rezeptor ~ (EGFR) und  des
Plattchenwachstumstaktor Rezeptor (PDGFR) gehoren (Upadhyaya et al., 2008).

Abgesehen von der Tumorresektion im Gesunden, bestehen fiir MPNST Patienten derzeit
keine ausreichenden Therapieoptionen, die langfristig eine Uberlebenschance bieten. Die
Aggressivitit und hédufige Therapieresistenz der Tumore erschwert die Etablierung von
addquaten Behandlungsmethoden, die beispielsweise spezifische und zielgerichtete

Medikationen einschlieBen.

1.2.4 MPNST in vitro Modelle
Die Entwicklung von in vitro und in vivo Modellen ist unerlésslich fiir das Verstidndnis der

Biologie der Tumorgenese und der Untersuchung geeigneter Therapiemoglichkeiten.

Im Allgemeinen erfolgt die Etablierung adhirenter MPNST Zelllinien aus
Patiententumorproben durch enzymatische Vereinzelung von Tumorzellen der heterogenen

Gewebeprobe. Kommt es zu einem Anwachsen von Tumorzellen mit begrenzter Lebensdauer
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wird diese Kultur als Primérkultur bezeichnet, wohin gegen sich etablierte Zelllinien durch
ein unbegrenztes, immortales Wachstum auszeichnen. Nichtsdestoweniger erschwert die
Heterogenitit der Tumore die Etablierung von MPNST Zelllinien, so dass eine genetische
Verifikation von MPNST Zelllinien von groBler Bedeutung ist. Bis dato stehen nur wenig
etablierte Zelllinien zur Verfligung, die einer kontinuierlichen (genetischen) Kontrolle

unterzogen werden (Frahm et al., 2004a & b).

Zu den héufig verwendeten MPNST Zelllinien (Tab. 1.1) gehdren die Linien ST88-14
(Fletcher et al., 1991; Reynolds JE et al., 1992), STS26T und NF90-8 (Glover et al., 1991;
Dahlberg et al., 1993; Wu et al., 1999b; Miller et al., 2006). Die Zelllinie NMS-2PC zeichnet
sich im Vergleich zu NMS-2 durch eine hohere Chemosensitivitdt aus (Imaizumi et al., 1998).
FMS-1 konnte bereits iiber einen Zeitraum von mehr als 24 Monaten iiber 100 Passagen
kultiviert werden und zeigte in heterotransplantierten Tumoren Fibrosarkom-dhnliche oder
epitheloide Eigenschaften verglichen mit faszikuliren Wachstumseigenschaften kurzer,
spindelartiger Tumorzellen des Primértumors (Hakozaki ef al., 2009). Die Zelllinien FU-
SFT8611 und FU-SFT9817 zeichnen sich durch ihre Tumorigenitit in vivo aus jedoch wiesen
CGH-Analysen allerdings nur Ahnlichkeiten zum jeweiligen Originaltumor auf (Aoki et al.,
2006). Heterotransplantierte Tumore der Zelllinie HS-Sch-2 deuteten in vivo ebenfalls
immunhistologisch auf Ahnlichkeiten mit dem Originaltumor hin (Sonobe et al., 2000).
Gleiches gilt auch fiir die Zelllinie YST-1 bei Xeno-transplantierten Tumoren (Nagashima et
al., 1990). Fiir einige Zelllinien konnten umfangreiche genetische Verifikationen durchgefiihrt
werden (Tab. 1.1), dennoch steht fiir eine Vielzahl von Linien eine vollstindige genetische
Charakterisierung aus. Genetische Kontrollen der verwendeten Zelllinien stellen zurzeit keine
Routinemethode dar, die den Nachweis erbringen, dass es sich bei den verwendeten
Tumorzellen um Zellen des Ursprungstumors handelt. So konnen beispielweise

Kreuzkontaminationen hdufig unentdeckt bleiben.

Um derartige Probleme zu vermeiden, wurden aufwendige regelmiBlige genetische
Verifikationen der Tumorzellen eingefiihrt (Frahm et al., 2004b), so dass die MPNST
Zelllinien S462 und S520 (Frahm ez al., 2004a & b) sowie S805, S1507,2 und S1844,1, die in
der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Mautner und Dr. Kluwe etabliert wurden, einer regelmifligen

genetischen Kontrolle zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen unterliegen (Tab. 1.1).
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Tabelle 1.1: etablierte MPNST Zelllinien

NF1-assoziiert

Zelllinie

Genetik/(klinische) Eigenschaften

etablierte Zelllinien der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Mautner und Dr. Kluwe

S462

S520
S805
S1507,2
S1844,1

LOH in NFI & TP53, Nonsene-Mutation in NF'/ (Frahm et al., 2004b), Missense-
Mutation in 7P53, in vivo tumorigen

LOH in NFI (Frahm et al., 2004b)
LOH in NF1
LOH in TP53
LOH in NF1

Zelllinien anderer Arbeitsgruppen

Primértumor; Translokation t(1;2); epitheloide Zellen, S100", in vivo tumorigen

NMS-2 (Imaizumi et al., 1998)
NMS-2PC Metastase von Patient mit Primadrtumor NMS-2; Fibroblasten-dhnliche Zellen,
) S100°, in vivo tumorigen (Imaizumi et al., 1998)

FU-SFT8710 Rezidiv, komplexer Karyotyp (Aoki et al., 2006)
FMS-1 Deletion in T7P53; EGFR & COX-2-Expression (Hakozaki et al., 2009)
MPNST-14 TP53-Wildtyp in Exon 4-10 (Subramanian ef al., 2010)

LOH in NF1, Translokation in 17q11.2 (Fletcher et al., 1991; Reynolds JE ef al.,
ST88-14

1992)
ST88-3 LOH in NF1 (Glover et al., 1991; Miller et al., 2006)
NF90-8 LOH sowie Mikrodeletion in NFI (Glover ef al., 1991; Miller et al., 2006)
T265.p21 PDGFRA & B Uberexpression (Badache & De Vries, 1998; Miller et al., 2006)
sNF96.2 Rezidiv, LOH in NF'I, abnormaler Karyotyp (Li et al., 2004; Sun et al., 2012)
sNF02.2 Lungenmetastase (Li et al., 2004; Sun et al., 2012)

sporadisch

FU-SFT8611 Metastase, komplexer Karyotyp, in vivo tumorigen (Aoki et al., 2006)
FU-SFT9817 in vivo tumorigen, komplexer Karyotyp (Aoki ef al., 2006)

NF1-Wildtyp, in vivo tumorigen, epitheloides malignes Schwannom (Nagashima et
YST-1

al., 1990)
MPNST-724 TP53 Mutation (Subramanian et al., 2010)
STS26T NF1-Wildtyp (Dahlberg et al., 1993; Miller et al., 2006)
HS-Sch-2 Punktmutation in 7P53, hypotriploider Karyotyp (Sonobe et al., 2000)
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Auf Grund der Tumorheterogenitét dient die genetische Verifikation ebenso dem Nachweis
von reinen Tumorzellen in Kultur, um ein Wachstum von beispielsweise Fibroblasten
rechtzeitig vorzubeugen. Die Linie S462 steht mittlerweile weltweit verschiedenen
Laboratorien zur Verfiigung (Friedrich C et al., 2005; Holtkamp et al., 2006; Miller et al.,
2006; Johansson et al., 2008; Byer et al., 2011; Borrego-Diaz et al., 2012; Ghadimi et al.,
2012).

1.2.5 MPNST in vivo Modelle
Um den Prozess der Transition von Hyperplasien zu Neoplasien zu verstehen, wurden eine

Reihe verschiedener Mausmodelle generiert, die dazu beitragen sollen, vor allem die
Ursachen fiir die Entwicklung von plexiformen Neurofibromen sowie deren Transformation
zu MPNSTs zu verstehen. Die meisten bislang bestehenden Mausmodelle orientieren sich an
der Entstehung plexiformer Neurofibrome. Erste transgene Mausmodelle richteten sich vor
allem auf die Bedeutsamkeit des NF1-Gens, jedoch fiihrten beispielsweise homozygote
Nullmutationen (NFI-"*") zum Tode am Mausembryonen-Tag E13.5 (Brannan ef al., 1994;
Jacks et al., 1994; Brossier & Carroll, 2012). Die Etablierung von MPNST-Mausmodellen
wird vor allem durch die kurze Lebensdauer der Modellorganismen oder die
Akkumulationsdauer weiterer Tumorsuppressor-Mutationen erschwert. Zusdtzlich konnen
sich Zellen, die eine zweite Mutation benétigen, in der latenten Phase der malignen
Tumorprogression befinden, sodass Méuse aufgrund anderer Ursachen versterben (Brossier &
Carroll, 2012). Das MPNST-Tumormodell mit einem Verlust zweier Tumorsuppressorgene,
NFI und TP53, zeigte in trans NFI™/p53™ -Mausen keine MPNST-Entwicklung. Vielmehr
verstarben die Tiere nach 10 Monaten, an nicht-MPNST Weichteilsarkomen, wohingegen
30% der cis-linked NFI™"/p53"" -generierten Méuse an einem MPNST verstarben, allerdings
ohne ein zuvor bestehendes plexiformes Neurofibrom zu entwickeln (Cichowski et al., 1999;
Brossier & Carroll, 2012). 26% von NF 1" -Mausen mit gleichzeitiger homozygoter
CDKN24 Deletion (NFI'"; pl6™*“"/p19*"") zeigten eine MPNST-Entwicklung.
Heterozygote Deletionen beider Loci fiihrten jedoch zu einer geringeren MPNST-Frequenz
(Joseph et al., 2008; Brossier & Carroll, 2012). NFI'"; p16™*"/p19""" Tiere wiesen
ebenfalls kein bereits existierendes plexiformes Neurofibrom auf. NFI™; p16"*" (Joseph et
al., 2008) sowie NFI'"; p19""" (King et al., 2002) Tiere entwickelten keine MPNSTSs
(Brossier & Carroll, 2012). Der Einfluss von Ras-Isoformen konnte am “**Kras2B®'?""*;
mGFAP-Cre Mausmodell ndaher untersucht werden wobei sich keine Tumore auf Wildtyp-

Hintergrund, jedoch auf Pren™" (““Kras2B'*?" Pten"™"; mGFAP-Cre) plexiforme
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Neurofibrome entwickelten. Eine Progression zu MPNSTs war nach sieben Monaten zu
beobachten (Gregorian ef al., 2009; Brossier & Carroll, 2012). NF17* Pten™": mGFAP-
Cre Mause entwickelten keinen MPNST vermutlich durch ein fehlendes LOH in NF/ als auch
Pten derselben Zelle (Brossier & Carroll, 2012). Der Einfluss von Wachstumsfaktoren auf die
Tumorformation des peripheren Nervensystems wurde unter anderem mit Hilfe der
Expression von GGFp3 (Glial Growth Factor Receptor [3), einer Neuregulin-Isoform,
welche durch einen Schwann-Zell spezifischen Myelin-Protein-Zero (Py) Promoter reguliert
wird, untersucht (Py-GGF3). Diese transgenen Tiere entwickelten Schwann-
Zellhyperplasien, die sich iiber Neurofibrome nach 6-10 Monaten zu MPNSTs entwickelten
(Huijbregts et al., 2003; Brossier & Carroll, 2012). Zusétzlich traten additive Tumor-
Suppressor Mutationen auf (Brossier & Carroll, 2012). Auch wenn die beschriebenen Modelle
erste Erkenntnisse zur Entwicklung von MPNSTs liefern, so deuten diese die bisher wenig

verstandene Komplexitit der MPNST-Tumorentstehung an.

Neben verschiedenen Knock-Out Mausmodellen konnten vereinzelnt Xenograft-Mausmodelle
etabliert werden, die vor allem priklinischen Studien dienen. Subkutane Implantationen
humaner MPNST Zelllinien, wie STS26T (Johansson et al., 2008) und ST88-14 (Slomiany et
al., 2009), in die Flanke immunsupprimierter Tiere fithrten zu einer soliden Tumorformierung.
Zwei weitere Xenograftmodelle stellen die Zellimplantation in den Nervus ischadicus dar.
Byer et al. konnten so 5x10° Zellen Luciferase-transduzierter MPNST-Zellen ST88-14 in
NIHIII Mause applizieren. Drei Tage post Implantation konnten erste Signale der Zellen in
vivo detektiert werden (Byer et al., 2011). Perrin et al. verwendeten mit selbiger Zellzahl
sNF96.2 Zellen fiir erwachsene weibliche SCID Mause, wobei eine Tumorformierungsrate
von 88% erreicht wurde. Histologische Untersuchungen bestétigten typische Merkmale eines
MPNSTs, wie unter anderem eine Hyperzellularitit und verldngerte spindelartige
Zellstrukturen (Perrin et al., 2007). Fiir ein weiteres Explant-Modell wurden von Bhola ef al.
zwei Monate alte ménnliche NOD/SCID Mause subkutan an der rechten Flanke mit 1 mm’
groBen humanen MPNSTs eines operierten NF1-Patienten implantiert, die eine in vivo
Behandlung (mit Rapamycin) bei einem Tumorvolumen von 200 mm® ermdglichte (Bhola et

al., 2010).

Die Limitierung von etablierten, genetisch verifizierten MPNST Zelllinien und MPNST-
Mausmodellen, die nahe an humanen Tumoren orientiert sind, erschweren jedoch die

Durchfiihrung von préiklinischen Therapiestudien.
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1.3 Tumor-initiierende Zellen

1.3.1 Stammzellen
Stammzellen sind nicht nur die Grundlage fiir die Entwicklung von Organismen, sondern

lassen sich auch in einer Reihe verschiedener somatischer Gewebe wiederfinden, wo sie eine
wichtige physiologische Rolle einnehmen. Dabei stehen differenzierte Zellen und
Stammzellen in einer hierachischen Beziehung zueinander. Demnach gehen differenzierte
Zellen aus Stammzellen hervor, wobei noch verschiedene Entwicklungsstufen, sog.
Progenitorzellen, unterschieden werden konnen. Zu den charakteristischen Eigenschaften von
Stammzellen, die nur fiir diese Form von Zellen beschrieben werden konnte, gehdren

folgende Hauptkriterien (Jordan ef al., 2006; Dalerba ef al., 2007):

1. Differenzierungspotential: sie  besitzen die Moglichkeit der heterogenen

Differenzierung zu spezifischen Zelltypen, um beispielsweise Gewebe zu erhalten.

2. Selbsterneuerung: sie dient dem Erhalt der Stammzellen. Dabei erfolgt die Formierung
von identischen Zellen mit der Féhigkeit der Proliferation, Expansion und

Differenzierung.

3. Homoostatische Kontrolle: sie haben die Fahigkeit zur Kontrolle und Modulation des

Gleichgewichtes von Differenzierung und Selbsterneuerung.
4. Thr Potential des extensiven Wachstums (Jordan et al., 2006; Dalerba et al., 2007).

Stammzellen lassen sich zudem nach ihrer Differenzierungsfahigkeit klassifizieren. So sind
beispielsweise totipotente embryonale Stammzellen dazu befdhigt in alle Zelltypen zu
differenzieren (Martin, 1975; Dewey et al., 1977; Evans & Kaufman, 1981; Guo et al., 2006),
wihrend pluripotente somatische adulte Stammzellen an der Geweberegenerierung und
Reparatur beteiligt sind (Weissman, 2000; Blau et al., 2001; Guo et al., 2006). In einer
Vielzahl von gesundem Gewebe wie beispielsweise der Haut, Hauptbestandteilen des
Gastrointestinaltraktes, des hadmatopoetischen Systems oder der Keimzellen kann eine
kontinuierliche oder zyklische Zellerneuerung, beobachtet werden. Es wird angenommen,
dass auch hier ein hierarchisches System besteht, welches adulte Stammzellen enthilt (Potten,
1998; Bach et al., 2000; Watt, 2001; Sancho, 2003; Alonso & Fuchs, 2003; Brittan & Wright,
2004; Gargett, 2004). Andere Organe wie Muskeln oder das Gehirn zeigen nur sehr langsame
oder minimale Zellerneuerungen, die nur in bestimmten Situationen stattfinden (Collins et al.,

2005; Ming & Song, 2005; Dalerba et al., 2007).
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1.3.2 Stammezellen der Neuralleiste
Schwann-Zellen stellen die LOH tragenden Tumorzellen bei NF1-assoziierten Tumoren dar

(Kluwe et al., 1999b). Die Differenzierung von Schwann-Zellen resultiert aus Stammzellen
der Neuralleiste (Mirsky et al., 2008), was fiir die Charakterisierung von malignen peripheren

Nervenscheidentumoren im Rahmen der vorliegenden Arbeit zu beriicksichtigen ist.

Bei der Neuralleiste handelt es sich um eine einzigartige transiente embryonale Zellpopulation,
die erstmals 1868 bei Vertebratenembryonen als eine Gruppe von Zellen zwischen dem Neu-
ralrohr und der Epidermis beschrieben wurde (Horstadius, 1950; Shakhova & Sommer, 2010).
Zellen der Neuralleiste entstehen im Ektoderm an den Grenzbereichen des Neuralrohrs und
setzen sich nach der epithelialen zu mesenchymalen Transition (EMT) und Migration in ver-
schiedenen Bereichen des Korpers fest, um an der Formierung des Blutandrangs an verschie-
denen Geweben und Organen mitzuwirken. Abkdmmlinge der Neuralleiste entspringen vier
groflen Segmenten der Neuralachse, der kranialen, vagalen, kardialen und trunkalen. Die kra-
niale Neuralleiste bildet den Hauptteil von Kopfverbindung und skelletalen Strukturen, Ner-
ven und Pigmentzellen. Kardiale Zellen der Neuralleiste tragen zur Herzentwicklung bei,
wihrend enterische Ganglien als Derivat der Neuralleiste dem N. Vagus zugeordnet werden
missen. Es bestehen grundsétzlich zwei Migrationswege der Stammzellen der Neuralleiste:
die Migration des dorsalen Weges resultiert in einer Ansiedlung von Zellen der Haut als Me-
lanozyten sowie die Migration des lateralen Weges, die zur Bildung von sensorischen und
sympathischen Ganglien sowie unter anderem adrenalen Chromaffinzellen fiihrt (Le Douarin
& Dupin, 2003; Shakhova & Sommer, 2010). /n vivo Experimente weisen darauf hin, dass
Zellen der Neuralleiste zu Neuronen, Gliazellen, glatten Muskelzellen und Melanozyten diffe-
renzieren konnen; so sind multipotente Zellen relativ hdufig vertreten (Sommer, 2001;

Shakhova & Sommer, 2010).

Bei genauerer Betrachtung der Differenzierung von Stammzellen der Neuralleiste zu
Schwann-Zellen lassen sich verschiedene Stadien abgrenzen (Abb. 1.4). Zunéchst entwickeln
sich aus migrierenden Stammzellen der Neuralleiste Schwann-Zell-Vorldufer, die zu unreifen
Schwann-Zellen transformieren. Letztendlich findet eine finale (reversible) Differenzierung
zu myelinisierenden und nicht-myelinisierenden Schwann-Zellen statt. Alle Prozesse unterlie-
gen einer strikten Regulierung, da neben der Differenzierung zu Gliazellen beispielsweise
eine Differenzierung zu endoneuralen Fibroblasten aus Schwann-Zell-Vorldufern hervorgehen

kann (Jessen & Mirsky, 2005). Die Differenzierungsprozesse werden durch eine Vielzahl ver-
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schiedener Faktoren reguliert und gelenkt. Vor allem die Transkriptionsfaktoren Sox10 und
KROX-20 nehmen eine wichtige Funktion ein (Abb. 1.4). So ist Sox10 vor allem an der Ent-
wicklung frither, undifferenzierter Zellen sowie an Myelinisierungsprozessen beteiligt
(Britsch et al., 2001; Jessen & Mirsky, 2005; Schreiner et al., 2007; Mirsky et al., 2008).
Auch KROX-20 ist essentiell fiir den Prozess der Myelinisierung (Topilko et al., 1994;
Topilko & Meijer, 2001). Unreife Schwann-Zellen exprimieren auBBerdem S1008, GFAP und
04, ein Glykolipid-Antigen, wihrend ihre Expression in Schwann-Zell-Vorldufern nicht vor-
liegt oder deutlich geringer ausfillt (Jessen & Mirsky, 2005). Die Entwicklung zu myelinisie-
renden und nicht-myelinisierenden Schwann-Zellen ist durch die Expression weiterer
Markermolekiile gekennzeichnet, wobei eine stetige Expression von S100f und O4 gegeben

ist (O4 ist in Abwesenheit von Axonen herunterreguliert) (Abb. 1.4).
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Abbildung 1.4: Differenzierungslinie von Schwann-Zellen aus Stammzellen der Neuralleiste {iber Schwann-
Zell-Vorlaufer, unreifen Schwann-Zellen zu myelinisierenden und nicht-myelinisierenden Schwann-Zellen.
Dargestellt ist die Expression von Markermolekiilen wiahrend der embryonalen Entwicklungsphase sowie zu den
Zeitpunkten der Differenzierung zu myelinisierenden und nicht-myelinisierenden Schwann-Zellen (verdndert

nach Mirsky et al., 2008).
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1.3.3 Modell der Tumorstammzellen
In den letzten Jahren hat sich der Fokus der Tumorbiologie verdndert und sich zunehmend

auf die Rolle sog. Tumorstammzellen verlagert. Fiir eine Reihe verschiedener solider
Tumoren (Ailles & Weissman, 2007) aber auch spezieller Formen der Leukdmie wurden
Subpopulationen von Zellen beschrieben, die stammzellcharakteristische Eigenschaften
besitzen (Bonnet & Dick, 1997; Holyoake ef al., 2002). Dabei wird vor allem ihre Rolle bei
der Tumorentstehung als auch ihr Metastasierungspotential diskutiert. Es wird vermutet, dass
Tumorstammzellen fiir Neoplasien verantwortlich sein konnen (Brabletz ef al., 2001 & 2005;

Clarke & Fuller, 2006b; Dalerba et al., 2007).

Eines der ersten Modelle fiir Tumorstammzellen ist die Beschreibung der Differenzierung von
Zellen des blutbildenden Systems, nachdem langzeit-multipotente hdmatopoetische Stamm-
zellen (HSC) und kurzzeit-multipotente Progenitorzellen (MMP) als grundlegende Elemente
unterschieden werden konnen. Beide Zelltypen stehen in einer hierarchischen Beziehung zu-
einander, wobei die MMPs aus den HSCs hervorgehen. Die MMPs gewihrleisten die Diffe-
renzierung des vollen Spektrums des Blutsystems (Morrison & Weissmann, 1994; Morrison
et al., 1997; Dalerba et al., 2007). Das hierarchische System konnte auf das Beispiel bestimm-
ter Formen der akuten myeloischen Leukdmie (AML) iibertragen werden. So zeigte sich, dass
nur eine Minderheit an Zellen mit einem spezifischen Phinotyp in der Lage ist in vivo eine
AML auszulosen, den sog. leukdmischen Stammzellen. Diese Subpopulation besitzt
wiederum das Potential zu einer weiteren Population zu differenzieren (Lapidot ef al., 1994;
Bonnet & Dick, 1997). Auch fiir die chronische myeloische Leukdmie konnten

Tumorstammzellen beschrieben werden (Holyoake et al., 2002).

Bislang ist unklar aus welchen Zelltypen sich Tumorstammzellen entwickeln. So werden eine
aberrante Selbsterneuerung sowie ein intrinsisches Wachstumspotential hiufig fiir maligne
Tumore in Betracht gezogen (Jordan et al., 2006). Neben der Mdoglichkeit, dass sich
Tumorstammzellen aus normalen Stammzellen {iber verschiedene Mutationsprozesse
entwickelt haben konnen, besteht die alternative Hypothese, dass diese Zellen nicht aus
normalen Stammzellen, sondern aus Progenitorzellen hervorgegangen sind und Mutationen
erst dort stattgefunden haben (Cozzio et al., 2003; Huntly et al., 2004; Jamieson et al., 2004;
Krivtsov et al., 2006; Jordan et al., 2006). Diese Form der Vorlduferzellen (transit-amplifying
cells) konnen sich durch ihre Replikationsfahigkeit auszeichnen, zeigen jedoch in der Regel

kein Selbsterneuerungspotential. Um dem Phénotyp einer Stammzelle zu entsprechen, miissen
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Mutationsprozesse in  der  Progenitorzelle ablaufen, die die Zelle zum
Selbsterneuerungspotential befdhigt. Abbildung 1.5 weist beide Hypothesen auf: so konnten
zum einen Mutationen eine normale Stammzelle zu einer Tumorstammzelle oder zum anderen
eine Vorlduferzelle transformieren (Jordan et al., 2006).

Progenitorzellen oder Abbildung 1.5: Modelle der Entstehung

Jtransit-amplifying
normale cells ~d
Stammzelle /

von Tumorstammzellen. Normal

differenzierte Gewebszellen entstehen

—_— -
— ausdifferenziertes durch die Entwicklung von Stammzellen
T~ Gewebe
( a_ —= iiber Progenitorzellen. Tumorstamm-
\ zellen konnten sich zum einen durch

4
Mutationen

Mutationen aus normalen Stammzellen,
oder zum anderen aus Progenitorzellen
(gestrichelter Pfeil) entwickelt haben
( N (aus Jordan et al., 2006).

/ f |
A N um'
(,,bulk tumor*)

Tumor-
stammzelle \

Die molekularen Mechanismen, die eine Transformation von einer normalen Stammzelle oder
Progenitorzelle zu einer Tumorstammzelle beeinflussen, werden offensichtlich durch
intrinsische und umgebende Faktoren bestimmt. Dabei konnen mehrstufige
Mutationsmechanismen fiir die Formierung von Tumorstammzellen nétig sein (Guo et al.,
2006). Verdanderungen von Selbsterneuerungssignalwegen scheinen zusitzlich die Formierung
von Tumorstammzellen zu beeinflussen. So sind die Signalwege der Hox-Gene, Wnt, Sonic
Hedgehog und Notch nicht nur an der Selbsterneuerung von Stammzellen beteiligt, sondern
auch an der Karzinogenese (Miller et al., 2005; Woodward et al., 2005; Guo et al., 2006). Es
konnte gezeigt werden, dass das Tumorsuppressorgen Pten die Selbsterneuerung von
neuronalen Stammzellen negativ durch die Modulation des GO-G1 Zellzykluseintritts reguliert
(Groszer et al., 2001 & 2006; Guo et al., 2006). Es wird angenommen, dass das
Selbsterneuerungspotential und die Differenzierungsfahigkeit durch eine asymetrische
Zellteilung erhalten bleibt. Somit kann sich eine Stammzelle zu einer neuen Stammzelle und
einer differenzierten Zelle teilen. Eine verdnderte Kontrolle der asymetrischen Zellteilung
kann ein aberrantes Selbsterneuerungspotential verursachen (Caussinus & Gonzalez, 2005;

Guo et al., 2006). Es wird vermutet, dass das Tumorsuppressorgen LKB1 fiir die Regulation

25



1. Einleitung

der Polaritdt der Zellen verantwortlich ist und bei Verlust, wie beim Peutz-Jeghers Syndrom
zur Tumorgenese beitrdgt (Clevers, 2005; Guo et al, 2006). Zwei weitere wichtige
regulatorische Faktoren des Selbsterneuerungspotentials von Tumorstammzellen sind der
Repressor Bmi-1- und der Wnt/f3-Catenin-Signalweg (Lessard & Sauvageau, 2003; Jamieson
et al., 2004; Guo et al., 2006). Studien zeigen, dass neben hdmatopoetischen Stammzellen
auch neuronale Stammzellen von Bmi-1 abhédngig sind, jedoch nicht neuronale
Progenitorzellen (Molofsky et al., 2003 & 2005; Park et al., 2003; Guo et al., 2006). AuBBer
Bmi-1, reguliert Wnt/B-Catenin HoxB4 und Notchl, zwei wichtige Faktoren, die ihrerseits die
Selbsterneuerung von hdmatopoetischen Stammzellen regulieren (Reya et al., 2003; Guo et
al., 2006).

Fiir die Erhaltung des Gewebegleichgewichts wird Stammzellen im Allgemeinen eine sog.
biologische Nische zugesprochen, in der unter anderem das Selbsterneuerungspotential sowie
die Differenzierung von Stammzellen reguliert wird und diese als Mikroumgebung fungiert
(Rizo et al., 2006; Scadden, 2006; Natarajan & FitzGerald, 2007). Stammzellnischen konnten
bereits fiir das hdmatopoetische System, den Darm, die Haut, das Gehirn, die Brust und fiir
die Prostata, beschrieben werden (Fuchs ef al., 2004; Natarajan & FitzGerald, 2007). Fiir Tu-
morstammzellen ist bislang nicht eindeutig geklirt, ob sie aus normalen Stammzellen durch
eine unkontrollierte Kommunikation mit der Nische generiert werden oder ob fehlerhaft regu-
lierte Faktoren der Nische zu einer andauernden Stammzellproliferation und Tumorentstehung

fiihren (Bao et al., 2006b; Calabrese et al., 2007; Natarajan & FitzGerald, 2007).

Tumore weisen zudem Akkumulationen von Mutationen auf, die auch iiber einen ldngeren
Zeitraum entstanden sein konnen. Aufgrund der Langlebigkeit von Stammzellen konnten
diese gehéuft bei diesen Zelltypen auftreten (Fearon & Vogelstein, 1990; Dalerba et al., 2007).
Eine wichtige Priifung der Hypothese von Tumorstammzellen waren in vivo Versuche, die
belegen konnten, dass nur eine bestimmte Fraktion von Zellen mit der Expression von
spezifischen Oberflichenmarkern in der Lage ist die Tumorformierung zu initiieren,
differenzierte Tumorzellen jedoch nicht (Clarke, 2005; Dalerba et al., 2007). Drei wichtige
Eigenschaften von Tumorstammzellen konnten dabei zusammengefasst werden (Dalerba et

al., 2007):

1. nur eine kleine Subpopulation an Zellen ist in der Lage die Tumorgenese in
immunsupprimierten Mdusen zu initiieren. Tumore, welche aus tumorigenen Zellen

hervorgegangen sind, enthalten sowohl tumorigene als auch nicht-tumorigene Zellen,
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die in der Lage sind den vollen Phéanotyp des urspriinglichen Tumors hervorzurufen

(Dalerba et al., 2007).

2. tumorigene Zellen sind durch die Expression spezifischer Oberflachenproteine
charakterisiert und konnen durch differentielle und reproduzierbare Methoden aus

nicht tumorigenen Zellen isoliert werden (Dalerba et al., 2007).

3. Tumorstammzellen zeichnen sich durch Resistenzen gegeniiber verschiedenen

Substanzen aus (Dean et al., 2005).

Die Metastasierung (Abb. 1.6) von malignen Tumoren wird hédufig in den Zusammenhang mit
Tumorstammzellen gebracht. Das urspriingliche Modell der Metastasierung besagt, dass nur
ein bestimmter Subklon des Tumors in der Lage ist zu metastasieren. Dieser Subklon zeigt
wiederum eine homogene monoklonale Expansion und kann zudem auch additive genetische
Mutationen tragen. Primartumor und Metastase sind nach diesem Modell jedoch substantiell
unterschiedlich (Dalerba et al., 2007). Fiir das Modell der Tumorstammzellen konnte gezeigt
werden, dass Primértumor und Metastase deutliche Ahnlichkeiten beispielsweise hinsichtlich
der Gewebestrukturen (Brabletz et al., 2001 & 2005; Dalerba et al. 2007), genetischen
Mutationen (Losi et al., 1992; Khan et al., 2000; Zauber et al., 2003; Dalerba et al., 2007),
Expressionen von Tumorsuppressor- und immunmodulatorischen Proteinen (Menon et al.,
2004; Dalerba et al., 2007) oder der Expression epigenetisch kontrollierter Gene aufweisen
(Dalerba et al., 1998 & 2007). Das Modell der Tumorstammzellen besagt somit, dass nur
Tumorstammzellen metastasieren und die anschlieBende Differenzierung dem Primértumor

sehr dhnelt (Dalerba et al., 2007).
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Abbildung 1.6: Die Metastasierung konnte durch die Sezernierung von Tumorstammzellen aus dem Primértu-
mor in distale Bereiche des Organismus zur Bildung von Metastasen hervorgerufen werden (Teilabbildung aus

Jordan et al., 2006).

Die Signalwege Bmi-1 und Wnt/f3-Catenin spielen vermutlich auch hier eine wichtige Rolle
bei der Regulierung der Metastasierung. So konnte gezeigt werden, dass eine erh6hte Menge
von B-Catenin in mesenchym-dhnlichen kolorektalen Tumorzellen an der invasiven Front
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vorlag, so dass vermutet wird, dass der Wnt/B-Catenin Signalweg an der EMT oder am
Disseminierungsprozess des Primértumors beteiligt ist. Eine niedrige Aktivierung von f3-
Catenin im Nukleus sorgt fiir die Erhaltung des Selbsterneuerungspotentials wéhrend eine
erhohte Aktivitdit die EMT auslost, welche einen wichtigen Faktor der Metastasierung
darstellt (Brabletz et al., 2001 & 2005; Guo et al., 2006). Bei einem Vergleich von
Prostatametastasen und Primartumoren von Patienten und dem transgenen TRAMP (Transge-
nic Adenocarcinoma Mouse Prostate)-Mausmodel wies Bmi-1 eine deutliche Erhohung und
eine Gen-Signatur auf, die fiir metastasierende Tumore beschrieben wurde (Glinsky et al.,

2005; Guo et al., 2006).
Neuronale Tumorstammzellen

Fiir Stammzellen des zentralen Nervensystems konnten erstmals 1992 nicht-adhédrente Zellen
beobachtet werden, die als sog. Neurosphidren (Abb. 1.7) wachsen, ein
Selbsterneuerungspotential besitzen und zu grundsétzlichen Zelltypen des Gehirns, wie
Neuronen, Astrozyten oder Oligodendrozyten, differenzieren konnen (Reynolds ef al., 1992a;
Reynolds & Weiss, 1992b; Jordan et al., 2006). Weiter zeigen Neurosphiren, dass sie als
Einzelzellen passagiert werden konnen und neue Sphéren bilden. Die Passagierung und
Ausbildung von Neurosphidren wird als Ausdruck des Selbsterneuerungspotentials
beschrieben (Chiasson et al., 1999; Seaberg & van der Kooy, 2003; Jordan et al., 2006;
Gilbert & Ross, 2009). 2003 konnte erstmals die Isolierung und das Wachstum von
Neurosphédren aus péddiatrischen Gehirntumoren und Glioblastomen beschrieben werden.
Diese Neurosphdren sind heterogene Aggregate welche sich aus einer einzelnen
Tumorstammzelle oder Progenitorzelle gebildet haben. Einige dieser Zellen sind zur
multilinearen Zelldifferenzierung der Linie von Neuronen und Gliazellen sowie einem
gemischten abnormalen Phénotyp befahigt (Singh et al., 2003; Gilbert & Ross, 2009). Eine
Differenzierung zu Astrogliazellen kann bei neuronalen Stammzellen und neuronalen
Glioblastom-Tumorstammzellen durch die Gabe von Serum ausgelost werden. Die
umgekehrte Kultivierung von adhirenten Glioblastomzellen in serumhaltigen Medium fiihrte
in serumfreiem Medium zur Bildung von Neurosphiren (Gilbert & Ross, 2009; Qiang et al.,

2009).
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Abbildung 1.7: Wachstum humaner neuronaler Stammzellen als Neurosphéren (aus Jordan et al., 2006)

Es ist offenbar nicht zwingend erforderlich, dass Zellen aus Tumoren des zentralen
Nervensystems (ZNS), mit der Expression stammzelldhnlicher Eigenschaften, aus
Stammzellen hervorgehen. So zeigen experimentelle Systeme, dass die Expression von
kooperierenden = Onkogenen in Progenitorzellen des Nervensystems zu einer
Tumorformierung fithren kann. Dabei gleichen die zytopathologischen Strukturen der Tumore
denen von hoch malignen Tumoren des ZNS, wie multiforme Glioblastome (Jordan et al.,
2006). Bei einer Expression von beispielsweise RAS- und MYC-Onkogenen in
Progenitorzellen der Oligodendrozyten kommt es zu einer Tumorformierung in vivo (Barnett
et al., 1998; Jordan et al., 2006). So gilt auch fiir Tumore des ZNS, dass sie nicht
zwangslaufig aus einer gewebsspezifischen Stammzelle hervorgehen miissen, sondern auch

durch verschiedene Formen von Progenitorzellen, die eine onkogene Transformation erfahren
haben (Jordan ef al., 2006).

1.3.4 Tumorstammzellmarker
Fiir die Identifizierung von sowohl Stammzellen als auch Tumorstammzellen werden sog.

Markermolekiile eingesetzt.
Notch4 & Sox2

Einige Marker konnen unter anderem auch eine onkogene Rolle einnehmen, wie beispielswei-
se der Transkriptionsfaktor Notch4, welcher als Anti-Differenzierungsmarker identifiziert
wurde (Hochedlinger et al., 2005; Natarajan & FitzGerald, 2007). Oder aber sie werden so-
wohl in normalen Stammzellen als auch in Tumorstammzellen exprimiert, wie beispielweise
Sox2, einem High Mobility Group-Box Transkriptionsfaktor, welcher eine wichtige Rolle bei
der Entwicklung des Nervensystems spielt und fiir die Beibehaltung von Stammzelleigen-
schaften und die Regulation der Neurogenese verantwortlich ist (Ellis et al., 2004; Episkopou,

2005; Natarajan & FitzGerald, 2007).
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CD34

CD34 wird vorrangig als himatopoetischer Stammzellmarker verwendet; er wird jedoch auch
in malignen peripheren Nervenscheidentumoren exprimiert (Satterthwaite er al., 1992; Naber

etal., 2011).
CD133

Der transmembrane Oberflichenmarker AC133 (CD133) konnte als neuronaler
Stammzellmarker und Marker fiir Progenitorzellen identifiziert werden (Uchida ef al., 2000;
Shmelkov et al., 2005; Jordan et al., 2006). CDI133 wurde erstmals als Marker fiir
hidmatopoetische Stammzellen verwendet (Horn et al., 1999). CD133" Zellen aus
Glioblastomen zeigen eine multilineare Differenzierung sowie hohere Sphirenformationsraten
(Liu et al., 2006). Die Isolierung von Tumorstammzellen aus Hirntumoren bzw. die selektive
Isolierung CD133" Zellen zeigte das Wachstum von Tumorstammzellen in vitro. Die
Durchfithrung von in vivo Studien zeigte auBerdem, dass die Implantation von CD133" Zellen
zu einer Tumorformierung fiihrte, jedoch nicht die der CD133" Zellen (Singh et al., 2003;
Galli et al., 2004; Singh et al., 2004; Jordan et al., 2006).

Nestin

Das Intermedidrfilamentprotein Nestin wird in neuronalen Stammzellen, wie z.B.
neuroektodermalen Stammzellen, exprimiert und diente als erster Marker neuronaler
Stammzellen (Hockfield & McKay, 1985; Lendahl et al., 1990; Natarajan & FitzGerald,
2007). Vorrangig ist es an der zytoskeletalen Organisation beteiligt (Fuchs & Weber, 1994),
jedoch auch an der Zellsignalisierung sowie am Stoffwechsel (Natarajan & FitzGerald, 2007).
Eine erhohte Expression von Nestin korreliert mit der Metastasierung von Tumoren der Glia-
zellen, Astrozyten und Melanome (Dahlstrand et al., 1992; Florenes et al., 1994; Duggal et al.,
1997; Natarajan & FitzGerald, 2007).

Oct4

Oct4 wird als Transkriptionsfaktor und Regulator der Selbsterneuerung und Differenzierung
sowie als Tumorstammzellmarker beschrieben. So korreliert eine erhohte Oct4-Expression
mit der Tumorprogression, den hdheren Metastasierungsraten sowie einer kiirzeren Uberle-
bensrate im Vergleich zu einer moderaten oder geringen Oct4-Expression (Hu et al., 2008;
Chang et al., 2008; Kim & Nam, 2011).
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Sox9

Sox9 beispielsweise dient zur Erhaltung multipotenter neuronaler Stammzellen (Scott ef al.,
2010).

EGFR

Der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor EGFR, ist an der Expansion von Vorlduferzellen
des ZNS beteiligt. Der EGFR-Signalweg hat Einfluss auf die Entscheidung der
Differenzierung sowie auf die Chemotaxis neuronaler Progenitorzellen (Burrows et al., 1997;
Lillien & Wancio, 1998; Aguirre ef al., 2005; Williams et al., 2008) und wird beispielsweise
dem Kultivierungsmedium von dermalen Progenitorzellen der Neuralleiste zugesetzt

(Fernandes et al., 2004; Sieber-Blum et al., 2006, Williams et al., 2008).
NCAM

Das neurale Zelladhdsionsmolekiil, NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule, auch CD56)
gehort der Superfamilie der Immunglobuline an (Jorgensen & Bock, 1974; Rutishauser ef al.,
1976; Yang et al., 2011). NCAM wird auf neuronalen Zellen des zentralen und peripheren
Nervensystems expimiert (Cunningham et al., 1987; Schmid et al., 1999; Yang et al., 2011)
und ist auflerdem am Auswuchs von Neuriten, Zell-Zell-Adhésionen, an der synaptischen
Plastizitit und an Lern- und Erinnerungsprozessen beteiligt (Eckhardt et al., 2000; Angata et
al., 2004; Weinhold et al., 2005; Yang et al., 2011).

NGFR

Der Nerve Growth Factor Receptor (NGFR) wird vor allem auf Schwann-Zellen und
Neuronen exprimiert und dient als Marker neuronaler Zellen (Allendoerfer et al., 1990;

DiStefano et al., 1993)

1.3.5 Multi Drug Resistence
Die sog. Multidrug Resistence (MDR) von Tumorzellen beschreibt die Resistenz von

Tumorstammzellen gegeniiber einer Reihe verschiedener Medikamente, die sich grundsétzlich
in ihrer Struktur und dem Einfluss auf die Zelle unterscheiden konnen. Es bestehen drei
wesentliche Mechanismen der Zelle, Resistenzen gegen Chemotherapeutika auszubilden und

somit deren Unwirksamkeit zu bewirken (Stavrovskaya, 2000):
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1. Die Aktivierung von transmembranen Effluxtransportern: Zu diesen Transportern gehort

beispielsweise das transmembrane P-Glycoprotein (Pgp) der Superfamilie ABC (4 TP-Binding
Cassette). Das kodierende Gen ist MDRI. Eine Multiresistenz kann durch eine Verdnderung
der MDRI-Expression hervorgerufen werden oder durch die Erh6hung der Genamplifikation
des Genabschnittsbereiches, welcher das MDR1-Gen kodiert sowie fiinf oder sechs daran
gekniipfte Gene (Borst, 1991; Stavrovskaya, 2000). Auch durch die Stabilisierung der MDR1-
mRNA, deren Syntheseregulierung und Verdnderungen der Proteinprozessierung konnen
Resistenzen gebildet werden. Die Aktivitit von Pgp kann auch selbst durch das Substrat
reguliert werden oder aber durch eine Vielzahl weiterer Faktoren, zu denen beispielsweise die
Proteinkinasen A und C gehoren (Chaudhary & Roninson, 1992; Bosch & Croop, 1996;
Stavrovskaya, 2000). Fiir verschiedene Entitdten konnte das Vorhandensein einer sog. Side
Population beschrieben werden. Diese Zellpopulation zeichnet sich dadurch aus, dass sie den
Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33342 aktiv entlang eines Konzentrationsgeféalles ausschleusen
kann, wéhrend alle weiteren Zellen dazu nicht befdhigt sind. Ermoglicht wird dies durch
Transporter wie MDR1 (ABCB1) und BCRP (ABCG?2) (Gottesmann et al., 2002; Hadnagy et
al., 2006; Gilbert & Ross, 2009). Die Fiarbung der Zellen resultiert in einer separierten
Population, der Side Population, als eine Art Seitenprofil am Durchflusszytometer,
gekennzeichnet durch eine niedrige Farbstoffaufnahme (verursacht durch die Hoechst-
Ausschleusung). Die Behandlung von Zellen mit dem Calcium Kanal Blocker Verapamil
resultiert in einem Verlust dieser Population (Zhou et al., 2001; Yano et al., 2005; Komuro et
al., 2007). Mit Hilfe dieser durchflusszytometrischen Messungen konnten erstmals murine
hidmatopoetische Tumorstammzellen isoliert bzw. identifiziert werden (Goodell et al., 1996;
Gilbert & Ross, 2009). Die eigentliche Funktion des Transporters besteht in der
Ausschleusung von Xenobiotika und endogenen Komponenten, um die Zelle vor Toxinen zu
schiitzen und zu zelluldren Signalprozessen beizutragen. In einer Reihe humaner Zelllinien
wurde die Expression von ABCG2 nachgewiesen, wie u.a. in humanen Zelllinien von
Brustkrebs (Maliepaard ef al., 2001) und des Gehirns sowie Hirntumoren (Zhang et al., 2003;
Meissner et al., 2006; Jin et al., 2009b). Postuliert wird eine Uberexpression des
Effluxtransporters, in Tumorzellen, unter anderem mit einem tumorstammzelldhnlichen
Phénotyp, die zu einer Chemoresistenz fiihrt, da die Medikamente nicht mehr an ihren
Wirkungsort innerhalb der Zelle gelangen (Robey et al., 2007; An & Ongkeko, 2009). Das
Multidrug Resistance-associated Protein (MRP) gehort auch zur Gruppe der ABC-

Transporter und ist ebenso an Resistenzen und am energieabhingigen Transport von
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toxischen Stoffen aus der Zelle beteiligt, wobei zelluldres Glutathion bendtigt wird (GS-X
Pumpe) (Loe et al., 1996; Borst ef al., 1997; Deeley & Cole, 1997; Stavrovskaya, 2000). Ein
weiteres MDR-Protein ist das Lung-Resistance-related Protein (Stavrovskaya, 2000).

2. Die Aktivierung von Enzymen des Glutathion-Detoxifikations-Systems. Glutathion

interagiert iiber seine Thiol-Gruppe mit der reaktiven Seite des Medikamentes, so dass eine
Konjugation aus Glutathion und Medikamentenmolekiil entsteht. Dies fiihrt zur
Aktivititsverminderung des Medikamentes und zu einer hoheren Wasserldslichkeit. Das
Konjugat wird mittels GS-X Transportern, wie MRP, aus der Zelle gepumpt. Katalysiert wird
dieser Prozess durch die Glutathion S-Transferase, so dass dessen Aktivitit die Detoxifikation

bestimmt und Resistenzen verursacht (Tew, 1994; Stavrovskaya, 2000).

3. Die Veranderung von Genen und Proteinen, die an der Apoptose-Kontrolle beteiligt sind

(so z.B. p53). Das TP53-Gen gehort zur Gruppe der Tumorsuppressorgene und reguliert bei
Zellschdden bzw. DNA-Schiaden die Expression von Genen, die an der Kontrolle des
Zellzyklus (Zellzyklus-Arrest), Apoptoseinduktion oder an der Reparatur von DNA-Schédden
beteiligt sind. Verdnderungen von p53 sind hidufig bei verschiedenen Tumorentititen
wiederzufinden, so auch bei MPNSTs (Brekke et al., 2009), wodurch diese Zellen keine
Apoptose einleiten oder Kontrollpunkte des Zellzyklus nach Beschddigungen nicht
eingehalten werden konnen. Aufgrund dieser Verdnderungen der p53-Funktion kann es zu
einer verdnderten Sensitivitit gegeniiber Medikamenten kommen. So zeigen Zellen mit
mutiertem 7P53 hdufiger Resistenzen als der Wildtyp (Cho et al., 1994; Gotz &Montenarh,
1996; O'Connor et al., 1997; Stavrovskaya, 2000). Auch Pten-defiziente Zellen sind durch
eine Medikamentenresistenz gegeniiber Apoptose-induzierenden Substanzen gekennzeichnet
(Stambolic et al., 1998; Stavrovskaya, 2000). Das Onkogen BCL-2 (B-Cell Lymphoma 2)
gehort zur Gruppe anti- und pro-apoptotischer Proteine. Eine BCL-2 (anti-apoptotische)-
Uberexpression zeigte eine Resistenz gegeniiber verschiedenen Medikamenten (Dive, 1997;

Adams & Cory, 1998; Stavrovskaya, 2000).
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1.4 Ziel der Arbeit

Es wird vermutet, dass Tumorstammzellen oder stammzelldhnliche Zellen fiir die Rekurrenz,
Metastasierung sowie Therapieresistenz von malignen peripheren Nervenscheidentumoren
verantwortlich sind. Auch bet MPNSTs hiufen sich Hinweise fiir die Existenz dieses Zelltyps.

Studien zur moglichen Remission von MPNSTs unter medikamentdser Therapie stehen aus.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Existenz und Rolle von Tumorstammzellen bzw.
Zellen mit Stammzellcharakter in der Entwicklung von malignen peripheren
Nervenscheidentumoren zu untersuchen. Dabei sollen zum einen die charakteristischen
Eigenschaften von Tumorstammzellen von NF1-assoziierten MPNSTs beschrieben werden.
Zum anderen gilt es zu priifen, ob diese Zellen als Zielstruktur innerhalb dieser Tumorentitét

einer medikamentésen Behandlung zuginglich sind.

Es werden etablierte Zellkulturmethoden fiir Tumorstammzellen, die in der Literatur
beschrieben sind, verwendet, um dissoziierte Zellen aus Tumorfrischmaterial, Primarkulturen
sowie aus etablierten MPNST Zelllinien auf Sphérenbildung zu untersuchen. Dariiber hinaus
sollen Genexpressionsanalysen und Proteinanalysen Aufschluss iiber die differenzielle
Expression von Stammzellmarkern geben. Globale Genexpressionsprofile sollen dazu
beitragen differenzierte Tumorzellen und dazu gehdrige Tumorstammzellen voneinander zu
unterscheiden und ndher zu charakterisieren. In Zellkultur-basierten Resistenzpriifungen wird
schlieBlich das potentielle Ansprechen von Tumorstammzellen auf konventionelle

Chemotherapeutika gepriift.

Einen weiterern Schwerpunkt der Doktorarbeit bildet die Etablierung von in vitro und in vivo
Modellen. Etablierte Zelllinien sind nicht nur die Grundlage fiir in vitro Studien sondern
schaffen auch vielmehr die Moglichkeit der Etablierung geeigneter Mausmodelle
beispielsweise zur Priifung verschiedener Medikamente. Es soll das tumorigene Potential
verschiedener etablierter Zelllinien in vivo gepriift werden. Dabei soll durch Implantation von
Tumorzellen in Mause das Wachstumsverhalten sowie das Metastasierungspotential von
etablierten Zelllinien, auch unter Beriicksichtigung des Stammzellmodells, untersucht werden.
Mittels PCR von humanen Markern sowie Biolumineszenz-basierten Methoden soll die
Detektion zum Nachweis der Metastasierung von humanen Tumorzellen im in vivo Modell

etabliert werden.
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Ein profunderes Verstindnis der molekularen Grundlagen der Tumorbiologie sowie die
Kléarung der Rolle von Tumorstammzellen stellen wichtige Schritte in Richtung einer
gezielten Therapie maligner Neoplasien dar. Die Identifikation potentieller Zielstrukturen und
Charakterisierung ihrer Wertigkeit innerhalb des komplexen Gefiiges aus Tumor und
Umgebungsfaktoren, stellt die Grundlage einer targeted therapy dar, die angesichts der
infausten Prognose fortgeschrittener MPNSTs notwendig scheint. Dariiber hinaus gilt es,
einfache Methoden der Detektion von Tumorzellen in vivo zu entwickeln, um differenziertere

Aussagen liber die Subentitit und die Prognose von MPNSTs treffen zu konnen.
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2 Material

2.1 Tumore

Das verwendete Tumormaterial stammte vorrangig aus dem Universititsklinikum Hamburg
Eppendorf. Eine Einverstidndniserklarung zur Nutzung des Materials wurde von den betroffe-
nen Patienten eingeholt. Fiir die Untersuchungen standen 37 Frischgewebeproben zur Verfii-
gung. Eine histopathologische Untersuchung der Proben erfolgte in aller Regel durch die Neu-
ropathologie des Universitdtsklinikum Hamburg Eppendorf. Fiir die Dignitatseinstufung wur-
de zum einen das franzosische Grading-System FNCLCC (La Fédeération Nationale des
Centres de Lutte Contre le Cancer) zur Klassifizierung von Weichteilsarkomen herangezogen
welches im Wesentlichen auf drei Parametern beruht: der Tumordifferenzierung, dem mitoti-
schen Index und der Tumornekrose (Coindre, 2006) oder zum anderen das Grading-System
der World Health Organization (WHO) fiir Weichteilsarkome in Analogie zur FNCLCC

Klassifikation.

Die Untersuchung von MPNST Proben schloss auch sog. Triton Tumore mit ein. Triton Tu-
more werden auch als maligne periphere Nervenscheidentumore mit einer rhabdomyosarko-
martigen Differenzierung beschrieben. Drei Kriterien nach Woodruff sollten demnach zutref-
fen: (1) der Tumor entspringt entlang eines peripheren Nervens, einem Neurofibromatose Typ
1 Patienten, weist eine Lokalisation, welche typisch fiir einen peripheren Nerventumor ist auf,
oder einer Metastase eines solchen Tumors. (2) Wachstumseigenschaften von Schwann-
Zellen. (3) Rhabdomyoblasten, die innerhalb des Tumors entspringen aber nicht einer Verlan-
gerung oder Metastase eines extrinsischen Rhabdomyosarkom zugeschrieben werden konnen
(Woodruff et al., 1973; Stasik & Tawfik, 2006). Rhabdomyosarkome gehoren zu den hdufigs-
ten Beispielen fiir divergent, differenzierte MPNSTs (Scheithauer et al., 2000; Stasik &
Tawfik, 2006).

2.2 Zellen

2.2.1 Humane Zelllinien
Folgende Zelllinien sind im Labor der Neurologie/Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie be-

reits etabliert worden:
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Tabelle 2.1: etablierte MPNST Zelllinien

Bezeichnung Eigenschaft

etablierte Linie aus einem humanen malignen Nervenscheidentumor; gene-
S462 tisch verifiziert: LOH in NF1 & TP53, Nonsense-Mutation in NF'/ (Frahm
et al., 2004b) sowie Missense-Mutation in 7P53

S1507,2 etablierte Linie aus einem humanen malignen Nervenscheidentumor; gene-
tisch verifiziert: LOH in TP53

S1844,1 etablierte Linie aus einem humanen malignen Nervenscheidentumor; gene-
tisch verifiziert: LOH in NF'1

2.2.2 Primdirkulturen

Fiir die Untersuchung der Sphéren-Formation wurden zusitzlich 20 Primérkulturen aus den

verwendeten Tumorfrischmaterialien und weitere Kulturen aus der Zellkulturbank in den

Passagen 0-11 verwendet.

2.3 Kommerzielle Systeme

Kommerzielle Systeme wurden entsprechend den Anleitungen der Herstellerprotokolle ange-

wendet.

Tabelle 2.2: Kommerzielle Systeme

Kit Hersteller
CD133 MicroBead Kit Milteny Biotec
Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) Roche

Cell Proliferation XTT Roche

EZ DNA Methylation Gold Kit Zymo Research
Fix and Perm Kit ADG
GeneChip Hybridization, Wash and Stain Kit Affymetrix
GeneChip IVT Express Kit Affymetrix
[lustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit GE Healthcare
NucleoSpin RNA XS Kit Macherey&Nagel
Puregene DNA Isolation Kit Qiagen
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit Fermentas
Ultraview Universal DAB Detection Kit, Ventana Roche Ventana
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2.4 Software und Datenbanken
Fiir die Auswertung der Versuche wurden verschiedenste Softwareprogramme verwendet.

Zur Verfassung der Doktorarbeit wurde die Microsoft Office Mac 2011 Software sowie
Windows Office 2003 verwendet. Fiir die Erstellung von Diagrammen und Abbildungen wur-
de Sigma Plot, alternativ Microsoft Office Mac 2011, verwendet. Statistische Analysen, im
Besonderen dem ungepaarten t-Test, erfolgten ebenfalls mit Hilfe von Sigma Plot. Die Auf-
nahme von Zellkulturen wurde mit Hilfe der Axiovision AC Rel. 4.1 Software dokumentiert.
Fiir die Bearbeitung der Fluoreszenzaufnahmen zur gleichzeitigen Darstellung mehrerer Fluo-
reszenzebenen diente Photoshop als Mac-Version. Die Auswertung der Mikrosatelliten-
Analyse wurde mit Hilfe der GeneScan Analysis Software durchgefiihrt. Die Auswertung der
globalen Micro-Array Daten wurde durch die klinische Chemie des Universitdtsklinikum
Hamburg Eppendorf ausgefiihrt. Verwendet wurden die Programme GeneChip Operating
Software fiir eine Steuerung der Analyse des Array-Chips sowie anschlieBend die GCOSI.4
Software, um eine erste Sortierung der Daten vorzunehmen (durchgefiihrt von Kristin
Klétschke, klinische Chemie). Weiterfiihrende funktionale Gruppierungen der Micro-Array
Daten erfolgten anhand der integrativen EXPANDER Software sowie anschliefende Signal-
weganalysen mittels GenMAPP (sieche Hinweise 2.4.1) durch Dr. Benjamin Otto, klinische
Chemie des Universititsklinikum Hamburg Eppendorf. Fiir die Analyse und Auswertung der
Durchflusszytometrie stand die Software BD CellQuest Pro zur Verfligung sowie die Analyse
am PAS Particle Analyzing System von Partec. Die Aufnahmen des Biolumineszenz-Imaging
wurden mit Hilfe des IVIS Imaging System 200 durch die Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr.
Sonja Schrepfer ausgewertet. Die Literaturrecherche erfolgte mit Hilfe der Datenbank Natio-
nal Library of Medicine unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/. Weitere Online-Hilfen
waren http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ sowie http://www.genecards.org,

http.//www.affymetrix.com und http://www.genmapp.org/tutorial _v2.html.

2.4.1 Kriterien der Signalweg-Analyse von Micro-Array Daten
Mit Hilfe der GenMAPP Software wurden alle differenziell regulierten Gene einer Signalweg-

analyse unterzogen. Tabelle 2.3 zeigt zunédchst die festgelegten Kriterien fiir die Analyse der
Daten. Eine Einteilung der Kandidaten erfolgt anhand der Signal Log Ratio (SLR) und wurde
in der Darstellung des Signalweges farblich markiert. So entsprechen rot und rosa markierte
Felder hochregulierten Genen, griin und hellgriin markierte Felder herunterregulierten Genen.

Blaue Felder zeigen keine verdnderte Genexpression auf.
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Tabelle 2.3: Einteilung der Kandidaten in verschiedene Gruppen entsprechend ihrer SLR.

arbe [Bedingungen [Kriterium
SLR > 0,8 (462 Sphiaren P16 vs 462 adhérent 16h Signal Log Ratio) >= 0,8 AND (462 Sphéren P16 vs 462 adhérent 16h Change p-Wert) <= 0,00 3
SLR > 0,01 (462 Sphéaren P16 vs 462 adhirent 16h Signal Log Ratio) >= 0,01 AND (462 Sphéren P16 vs 462 adhirent 16h_Change p-Wert) <= 0,003
SLR <-0,8 (462 Sphédren P16 vs 462 adhédrent 16h Signal Log Ratio) <= -0,8 AND (462 Sphéren P16 vs 462 adhirent 16h Change p-Wert) >= 0,997
SLR <-0,01

(462 Sphiren P16 vs 462 adhérent 16h_Signal Log Ratio) <= -0,01 AND (462 Sphéren P16 vs 462 adhirent 16h Change p-Wert) >= 0,997

NC (no change)

(462 Sphéaren P16 vs 462 adhirent 16h Change p-Wert) >= 0,003 AND (462 Sphéren P16 vs 462 adhidrent 16h_Change p-Wert) <= 0,997

No criteria met
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3 Methoden

3.1 Zellkultivierung

3.1.1 Dissoziation von Tumorfrischmaterial
Frisches Tumorgewebe, transportiert in 1xHBSS (Gibco), wurde nach Erhalt aus dem Opera-

tionssaal in einer sterilen Petrischale (Sarstedt) mit sterilem Besteck fiir die Zellkultivierung
vorbereitet. Hierflir wurde iiberschiissiges Gewebe sowie gesundes, angrenzendes Gewebe
vom Tumorgewebe entfernt. Das reine Tumorgewebe wurde in ca. 5x5 mm grof3e Stiicke zer-
kleinert, wobei ein Stiick flir DNA Analysen bei -80 °C tiefgefroren und ein Stiick in
3,5%igem Formaldehyd (BUFA Chemikalien) fiir immunhistochemische Analysen fixiert
wurde. Das zu kultivierende Gewebe wurde mit Standardkulturmedium (Tab. 3.1) tiberdeckt
und fiir 24 h bei 37°C, 5% CO, im Zellkulturinkubator (Heraeus) inkubiert. Am darauffol-
genden Tag wurde das Medium durch ein Gemisch aus Standardkulturmedium, Collagenase
(Clostridium histolyticum, Typ 1, Sigma) und Dispase (Bacillus Polymyxa, Gibco) in einer
finalen Konzentration von 160 U/ml bzw. 0,8 U/ml ersetzt. Hierfiir wurden die Losungen Col-
lagenase und Dispase zuvor mittels eines Sterilfilters (Sarstedt) sterilisiert. Eine weitere Inku-
bation erfolgte fiir ca. 24 h bei 37°C, 5% CO, im Zellinkubator. AnschlieBend wurde das Tu-
mormaterial durch Auf- und Abpipettieren homogenisiert. Grundsétzlich erfolgte vor dem
Ausplattieren der Zellen eine Filtrierung der Zellsuspension iiber zwei Filter. Zunédchst wurde
die Suspension iiber einen 100 um Filter (Partec) filtriert, um anschlieBend iiber einen engma-
schigeren Filter, 50 um (Partec), aufgereinigt zu werden. Ein Teil der Suspension wurde in
Zellkulturflaschen (T25 oder T75, Sarstedt) tiberfiihrt und durch Kulturmedium ergénzt. Fiir
die Standardkultivierung wurde Standardkulturmedium verwendet, fiir eine Kultivierung von
Schwann-Zellen wurde Schwann-Zellmedium (Tab. 3.2) verwendet. Ein weiterer Teil der
Zellsuspension wurde fiir die Kultivierung unter serumfreien Bedingungen (Tab. 3.3) in 6
Well Ultra Low Attachment Plates (Costar) ausplattiert. Der Rest der Suspension wurde bei
1500 rpm fiir 5-10 min zentrifugiert (Hettich Rotanta) und der Uberstand abgesaugt. Das Pel-
let wurde in Einfriermedium (Standardmedium mit 10% DMSO (Sigma)) vorsichtig gelost
und bei -80°C in CryogefaBlen (Sarstedt) eingefroren. Das Einfrieren erfolgte in einem Ein-
friergefdll (Nalgene Cryo 1 C Freezing Container), welches 2-Propanol (Sigma-Aldrich) ent-
hielt.
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Tabelle 3.1: Zusammensetzung des Standardmediums.

Inhaltsstoffe Endkonzentration/Menge
DMEM (Gibco) 1x

Fotales Kdlberserum (FBS) (Gibco) 10%

Fungizone (Gibco) 2,5 pg/ml

L-Glutamin (Gibco) 2 mM

Natriumpyruvate (Biochrom) 1 mM

Penicillin (Gibco) 100 U/ml

Streptomycin (Gibco) 100 pg/ml

Die angesetzten Kulturen wurden dann bei 37°C, 10% CO; kultiviert (Heracell 2401, Thermo
Scientific). Fiir die Kultivierung von adhdrenten Zellen erfolgte 24 h spiter der Austausch des

Kulturmediums, um verbliebenen Zellschrott zu beseitigen. Bei Bedarf wurde die Flasche mit

1xPBS (Gibco) gewaschen.

3.1.2 Zellkultivierung unter adhdrenten Standardbedingungen
Alle verwendeten Kulturen wurden in T25 oder T75 Zellkulturflaschen angesetzt. Bei einer

Konfluenz der Zellen von 70-80% erfolgte die Passagierung in neue Zellkulturflaschen. Hier-
fiir wurde das vorhandene, verbrauchte Kulturmedium mittels einer sterilen Pasteurpipette
abgesaugt, der Zellrasen mit 1xPBS gewaschen und ebenfalls abgenommen. Anschliefend
erfolgte die Zugabe von 0,05%igem Trypsin (Gibco). Fiir T25er Kulturflaschen erfolgte die
Zugabe von 2-3 ml, fiir T75er Kulturflaschen die Zugabe von 5 ml Trypsin. Die Flasche wur-
de fiir 2-3 min bei Raumtemperatur (RT) oder im Zellinkubator bei 37°C inkubiert. Durch
anschliefendes vorsichtiges Abklopfen 16sten sich die adhdrenten Zellen vom Kulturboden
und lagen in Suspension vor. Durch die zusitzliche Zugabe von 3-4 ml bzw. 7-8 ml Stan-
dardmedium und dem darin enthaltenen Serum wurde die enzymatische Aktivitit des Trypsin
aufgehoben und das Suspensionsgemisch mittels einer sterilen Pipette (Falcon) iiber den Zell-
rasen gespiilt. Anschliefend wurde die Zellsuspension in ein 15 ml Falcon {iberfiihrt und bei
1500 rpm fiir 5-10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer sterilen Pasteurpipette
abgesaugt und das Pellet in einem variablen Volumen resuspendiert. Ein Teil der Zellsuspen-
sion wurde in neu vorbereiteten Zellkulturflaschen mit frischem Kulturmedium ausplattiert

und bei 37°C, 10% CO; kultiviert (Heracell 2401, Thermo Scientific).
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3.1.3 Zellkultivierung unter Schwann-Zellbedingungen
Die Kultivierung der Schwann-Zellen in Schwann-Zellmedium (Tab. 3.2) erfolgte analog zu

den Kultivierungsmethoden unter Standardbedingungen (3.1.2), jedoch mit einigen Modifika-
tionen. Fiir die Kultivierung von Schwann-Zellen wurden laminierte Zellkulturflaschen (Gro-
Be T25, Sarstedt) verwendet. Die vorbehandelten Flaschen wurden nicht kommerziell erwor-
ben, sondern selbst hergestellt. Hierfliir wurden zunéchst 0,5 ml Poly-L-Lysin (I mg/ml;
0,01% Solution; Sigma) in den Flaschen durch Schwenken fiir 5 min vorgelegt. Anschlie3end
wurden die Flaschen mit sterilem, destillierten Wasser (Baxter) drei Mal gespiilt, das Wasser
abgesaugt und die Flaschen mit leicht angeschraubten Deckeln getrocknet (iiber Nacht). Am
darauffolgenden Tag wurden pro Flasche 1,5 ml Laminin (Natural-Mouse Laminin, Invitro-
gen) in einer finalen Konzentration von 4 pg/ml, verdiinnt in 1xPBS, hinzugegeben und fiir
mindestens 2 h bei 37°C im Inkubator inkubiert. Nach entsprechender Inkubationszeit wurde
das Laminin abgesaugt und die Flaschen drei Mal mit 1xPBS gewaschen. Die Flaschen stan-
den dann fiir die Kultivierung von Schwann-Zellen aus plexiformen Neurofibromen oder ma-
lignen Nervenscheidentumoren zur Verfligung. Eine Lagerung der Flaschen konnte durch

Zugabe von 4 ml 1xPBS pro Flasche fiir max. 2 Wochen bei 4°C erfolgen.

Tabelle 3.2: Zusammensetzung des Schwann-Zellmediums.

Inhaltsstoffe Endkonzentration
Standardmedium (Tab. 3.1) 1x

Heregulin (zur Verfiigung gestellt von Steven Caroll) 50 nM

IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthin) (Sigma) 0,5 mM

Insulin (Sigma) 2,5 uM

3.1.4 Fibroblasteneliminierung
Da eine Kultivierung von Schwann-Zellen oft mit dem Wachstum von Fibroblasten einher-

geht, konnen diese mittels einer Fibroblasteneliminierung aus der Primarkultur beseitigt wer-
den. Hierfiir wurden die Zellen fiir die Passagierung entsprechend den Angaben unter 3.1.2
trypsiniert. Nach erfolgter Zentrifugation wurde das Zellpellet in 4-5 ml Schwann-
Zellmedium aufgenommen und die Zellsuspension in eine nicht-laminierte Flasche iibertragen
(meist T25). Die Flasche wurde fiir 30-45 min in den Inkubator zuriickgestellt (37°C, 10%

CO,) und so lange inkubiert bis die Fibroblasten anfingen zu adhédrieren (Beobachtung alle
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15-20 min am Mikroskop). Anschlieend wurde das Medium mit den darin enthaltenen
Schwann-Zellen wieder abgenommen und die Suspension fiir eine fortlaufende Kultivierung

in eine frisch laminierte Flasche umgesetzt.

3.1.5 Zellkultivierung unter Stammzellbedingungen
Die Kultivierung unter Stammzellbedingungen diente zur Priifung des Vorhandenseins von

Tumorstammzellen oder stammzelldhnlichen Zellen aus Tumorfrischmaterial, Primarkulturen
und etablierten Zelllinien. Hierfiir erfolgte die Kultivierung der Zellen in 6 Well Ultra Low
Attachment Platten in einem Kultivierungsvolumen von 2 ml pro Well. Fiir das Wachstum der
Zellen als sog. Sphiren wurde eine definierte Zellzahl mittels Zdhlung im Hdmocytometer
(Carl Roth) bestimmt und anschliefend eine Zelldichte zwischen 100 und 1.000-10.000 Zel-
len pro Well je nach Abhéngigkeit der Zellprobe pro Well ausplattiert. Fiir die etablierte Zell-
linie S462 wurde eine Zelldichte von 100 Zellen pro Well gewéhlt. Alle weiteren Kulturen
wurden zu 1.000-10.000 Zellen pro Well bzw. zu Beginn der Kultivierung in den ersten

Passagen ohne Bestimmung der Zellzahl ausplattiert.

Eine Versorgung mit frischem Medium erfolgte zweimal wochentlich durch Zugabe von 200-
300 pl Stammzellmedium. Eine Passagierung der Zellen erfolgte durch Uberfiihrung der Zell-
suspension aus den Wells in ein 15 ml Gefal3 (Falcon). Die Suspension wurde bei 1500 rpm
fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Das Pellet wurde anschlieBend in 1-2 ml
Stammzellmedium resuspendiert. Hierbei erfolgte die mechanische Dissoziation der Sphéren
durch Auf- und Abpipettieren. Falls eine mechanische Dissoziation nicht mdglich war und die
Spharen mikro- und makroskopisch noch sichtbar waren, wurden die Proben erneut zentrifu-
giert, der Uberstand abgenommen und das Zellpellet in 1-2 ml 0,05%igem Trypsin gelst.
Nach einer kurzen Inkubationszeit von 2-3 min bei 37°C im Wasserbad wurde die Suspension
erneut durch mechanisches Auf- und Abpipettieren dissoziiert und die Aktivitit des Trypsins
durch Zugabe von Standardmedium aufgehoben. Die dissoziierten Sphdren wurden erneut
zentrifugiert und das Pellet anschlieend in 1-2 ml Stammzellmedium (Tab. 3.3) geldst, die
Zellzahl mittels eines Himozytometers bestimmt oder aber eine unbestimmte Zellzahl in neu
vorbereitete 6 Well Ultra Low Attachment Platten in einem Volumen von 2 ml pro Well aus-
plattiert. Ein Teil der Einzelzellsuspension wurde gegebenenfalls bei -80°C in Cryogefifien
eingefroren (siehe 3.1.1). Vor jeder Passagierung der Sphéren erfolgte eine digitale Fotoauf-

nahme der Zellen. Hinweis: Initial wurde zum Nachweis von Tumorstammzellen als Grund-
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medium DMEM/F12 (Gibco) ohne N2 Supplement und L-Glutamin verwendet und letztlich

durch die Zusammensetzung in Tabelle 3.3 ersetzt.

Tabelle 3.3: Zusammensetzung des Stammzellmediums.

Inhaltsstoffe Endkonzentration
B-27 Supplement (Gibco) 1%
Epidermal Growth Factor (EGF) (R&D) 20 ng/ml
Fibroblast Growth Factor (FGF-2) (PeproTech) 20 ng/ml
Fungizone (Gibco) 2,5 pg/ml
Heparin (Ratiopharm) 32 IE/ml
L-Glutamin (Gibco) 2 mM

N2 Supplement (Gibco) 1%
Neurobasalmedium (Gibco) 1x
Penicillin (Gibco) 100 U/ml
Streptomycin (Gibco) 100 pg/ml

3.2 Proliferations- und Viabilitiatsassays
Alle Proliferations- und Viabilitdtsassays wurden in 96 Multiwell-Platten (Sarstedt) durchge-

fiihrt. Sie dienten zur Bestimmung der Proliferationsinhibition nach Behandlung der Zellen
mit verschiedenen Substanzen. Verwendet wurden hierfiir der BrdU Incorporationsassay (Ro-

che) sowie der XTT Assay (Roche).

Fiir die Durchfiihrung von Proliferations- und Viabilitdtsassays an adhdrenten S462 Zellen
und S462 Sphiren wurden zwischen 250 und 500 Zellen pro Well ausplattiert und in einem
Volumen von 100 pl Standardmedium bzw. Stammzellmedium iiber Nacht bei 37°C, 10%
CO; im Zellinkubator inkubiert. Die Zellen aus der adhdrenten S462 Kultur wurden hierfiir
zuvor mittels 0,05%igem Trypsin vom Zellkulturboden gelost, fiir 2-3 min bei 37°C im Inku-
bator inkubiert und anschlieBend die Aktivitit des Trypsins durch Zugabe von Standardmedi-
um inaktiviert. Die Suspension wurde in ein 15 ml Geféal tiberfiihrt, fiir 5-10 min bei 1500
rpm zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Das Pellet wurde in einem definierten Volu-
men zur Zellzahlbestimmung im Hadmocytometer gelost. Die S462 Sphiren wurden ebenfalls
in ein 15 ml Gefal} {iberfiihrt, zentrifugiert und anschlieBend das Pellet in Stammzellmedium
gelost. Fiir die Ausplattierung wurden die Sphéren mechanisch dissoziiert und nach erfolgter
Zellzahlbestimmung auf Multiwell-Platten ausgesdt. Am darauffolgenden Tag wurde das Me-

dium abgenommen und durch neues Medium ersetzt. Hierbei wurden dem Medium die ent-
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sprechend zu testenden Substanzen zugefiigt. Die getesteten Substanzen sind in den verwen-
deten Konzentrationen nachstehend in der Tabelle 3.4 aufgezeigt. Jede zu testende Konzentra-

tion wurde in der Regel zu je 12 Replikaten ausplattiert.

Tabelle 3.4: Verwendete Substanzen der Proliferations- und Viabilititsassays

Substanz Konzentration

Doxorubicin (Hydroxyldaunorubicin) 0,1; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 25,0 (ng/ml)

Ifostamid (Holoxan) 0,25; 0,5; 0,75; 1,0 (mg/ml)
Plerixafor (AMD3100) 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0 (ng/ml)
Temozolomid (Temodal) 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; 25,0; 30,0 (ng/ml)

Ein weiterer vollstindiger Mediumwechsel erfolgte alle 3 Tage. Nach einer Inkubationszeit
von 9-12 Tagen, in Abhédngigkeit der Zelldichte auf den einzelnen Wells erfolgte, die Auswer-
tung der Multiwell-Platten. Die Durchfiihrung der Proliferations- und Viabilititsassays ent-
sprach dabei den Angaben aus den Herstellerprotokollen. Die Auswertung der Platten erfolgte
am ELISA Reader (Bio-Rad).

3.3 Immunfirbungen

3.3.1 Immunzytochemie

Verwendete Antikérper: NGFR (p75) und S100

Die Zellen wurden in einer 8§ Well-Kammer (Nunc) mit 0,5 ml Medium ausgesét und kulti-
viert. Bei einer Konfluenz von 80-90% wurden die Zellen drei Mal mit 1xPBS gewaschen und
anschlielend mit 4% Paraformaldehyd (Sigma) fiir 10 min bei RT fixiert. Die fixierten Zellen
wurden mit 1xPBS erneut drei Mal gewaschen und mit 10% Goat Serum (Dako) in 1xPBS fiir
15-30 min geblockt. Die Blockierung mit Serum diente zur Vermeidung der unspezifischen
Bindung des spezifischen Antikdpers. AnschlieBend erfolgte die Zugabe des ersten priméren
Antikopers NGFR (Mouse anti-human NGFR, monoklonal, BD Pharmingen) in einer Ver-
diinnung von 1:200 fiir 2 h bei RT (oder iiber Nacht bei 4°C). Nach der Inkubation des ersten
priméren Antikorpers wurden die Zellen erneut drei Mal mit 1xPBS gewaschen und der erste
sekunddre Antikorper Alexa Fluor 568 (Alexa Fluor 568 Goat anti-Mouse IgG, Invitrogen),
1:1000 verdiinnt in Standardmedium und unter Lichtschutz auf die Zellen gegeben und fiir 2 h
bei RT inkubiert. Die Zellen wurden erneut mit 1xPBS gewaschen und in absolutem, eiskalten

Methanol fiir 7 Minuten zur Permeabilisierung fiir den zytoplasmatischen Antikérper S100
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(Schwannzell-Marker, Scarpini et al., 1986) fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen abermals
gewaschen (1xPBS, drei Mal) und mit einer serumfreien Proteinblocker-Ldsung (ready-to-use,
Dako) fiir 15-30 min geblockt. Darauthin wurde der zweite primére Antikérper S100 (Rabbit
anti-human S100, polyklonal, Dako) in einer Verdiinnung von 1:500 hinzupipettiert und fiir 2
h bei RT inkubiert sowie gewaschen (1xPBS, drei Mal). Des Weiteren erfolgte die Zugabe
des zweiten sekundiren Antikorpers Alexa Fluor 488 (Alexa Fluor 488 Goat anti-Rabbit IgG,
Invitrogen), 1:1000 verdiinnt in Standardmedium und unter Lichtschutz mit anschlieBender
Inkubation fiir 2 h bei RT. Nach erfolgter Antikdrperinkubation wurden die Zellen erneut ge-
waschen (1xPBS, drei Mal). Die Zugabe des Mounting Mediums ProLong Gold Antifade
Reagent (Invitrogen) erfolgte durch Tropfchenzugabe. Hierfiir wurde zundchst das Kammer-
konstrukt entfernt. Fixiert wurde die Farbung zusétzlich durch das Abdecken des Préparates
mit einem Deckglas. Alle Arbeitsschritte ab Zugabe des sek. Antikorpers erfolgten im Dun-
keln bzw. ohne direkte Lichteinstrahlung. Die Auswertung der Farbungen erfolgte am Mikro-
skop Axioskop (AxioCam MRc 5) von Zeiss mit Hilfe des Programms Axiovision AC Rel.
4.1.

3.3.2 Immunhistochemie
Verwendet wurden fiir die Farbung Paraffinschnitte gesammelter Gewebeproben von Patien-

ten mit plexiformen Neurofibromen bzw. malignen Nervenscheidentumoren. Die Tumorpro-
ben wurden in der Neuropathologie am Universititsklinikum Hamburg Eppendorf bei Herrn
Prof. Dr. Hagel in Paraffinblocke gegossen. Das Anfertigen der Paraffinschnitte erfolgte auch
in der bzw. durch die Neuropathologie. Die Farbungen der histologischen Schnitte wurden in
automatisierten Systemen durch Mitarbeiter von Prof. Dr. Hagel der Neuropathologie durch-
gefiihrt. Vorteil der automatisierten Farbung ist die Standardisierung der Farbung an mehreren
Schnitten gleichzeitig und die Einsparung von Reagenzien, wie bei beispielsweise Antikor-

pern.

Verwendet wurde das automatisierte Férbesystem Venatana Benchmark XT (Ventana Medi-
cal Systems, Tucson, AZ, USA) fiir die aufgefiihrten Antikdper (Tab. 3.5). Die Visualisierung
erfolgte mit Hilfe des Ventana Detection Kits (Ultraview Universal DAB Detection Kit,
Ventana Roche 760 500) nach Angaben des Herstellerprotokolls. Einige Proben wurden einer
Vorbehandlung unterzogen, die zusammen mit den Antikorperverdiinnungen nachstehend in

der Tabelle 3.5 aufgefiihrt sind. Die Vorbehandlungen sind Standardbehandlungen in der
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Ventana. Die Himatoxylin-Eosin Farbungen wurden ebenfalls in der Neuropathologie durch-

gefiihrt. Verwendet wurden hierfiir Standardprotokolle.

Tabelle 3.5: monoklonale Antikdrper fiir immunhistochemische Farbungen

Antikorper/ . Vor- Ver-
Reaktivitit Spezies Quelle Target Referenz behandlung diinnung
Maus Marker fiir Beispiels-  Nielsen &
Human IgG1 weise hdmatopoeti-  McNagny 30 min
Argll;l(sjsDzM mono- Dako sche Stammzellen, 2008; Naber Citratpuffer 1:100
klonal MPNSTs etal., 2011
. 1. Jensen &
taman A 12 Nakr B it
NCAM YL Zytomed ’ 2007; . 1:2000
mono- nale Zellen, Muskel- Citratpuffer
(CD56) . Battula,
klonal zellen sowie Tumore
2009
Marker fiir himatopo-
Maus etische Stammzellen, Sineh et al
Human IgGl1, Miltenyi Vorlduferzellen des 200%_ Ie(a(:li; 60 min 1:100
Anti-CD133/1 mono- Biotec Knochenmarks u.a. ’ EDTA ’
etal., 2005
klonal oder neuronale
Stammzellen
Maus reguliert Proliferation
Human Anti- IgGl, Dako und Migration von Aguirre et 8 min 1:100
EGFR mono- neuronalen Vorlaufer-  al., 2010 Protease ’
klonal zellen
Maus .
Marker fiir multipo- .
Anti-Nestin 1gGl, Millipore tente neuronale Park et al., .30 min 1:50
mono- 2010 Citratpuffer
Stammzellen
klonal
Maus
Anti-NGFR  1gGl, Marker fiir Schwann- DiStefano et . .
(p75) mono- Santa Cruz Zellen und Neuronen  al., 1993 keine 1:100
klonal
Maus potentieller Biomar- Miller ef al
Human Anti- [gQG2a, ker fiir MPNST und v 60 min
Abnova .. 2009; Scott . 1:200
Sox9 mono- Marker fiir neuronale Citratpuffer
etal., 2010
klonal Stammzellen
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3.4 Durchflusszytometrie
Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Immunophinotypisierung, die auf einer extra-

und intrazelluldren Farbung der zu untersuchenden Zellen mit direkt oder indirekt markierten
Antikorpern basiert. Die so markierten Zellen konnen am Durchflusszytometer analysiert
werden. Das Gerét detektiert mit Hilfe eines Lasers die zuvor vorgegebene Fluoreszenz des
Antikopers, ferner wird iiber ein Vorwaértsstreulicht (Forward Scatter) und ein Seitwartsstreu-
licht (Side Scatter) die GroBBe und Granularitit der zu untersuchenden Zellen dargestellt, so
dass Zellpopulationen erkennbar werden konnen. Analysiert werden kann so unter anderem,
ob die jeweilige Expression fiir das zu untersuchende Protein vorliegt. Weiter kann so fiir ver-

schiedene Zellproben darstellt werden, wie hoch der Anteil fiir das entsprechende Protein ist.

3.4.1 Extrazellulire Firbung zur Analyse am Durchflusszytometer
Fiir die Farbung der Zellen mit extrazelluliren Markern wurden jene zunéchst trypsiniert

(3.1.2) und in ein 15 ml Reagiergefdl pipettiert. Die S462 Sphiaren wurden aus den 6 Well
Ultra Low Attachment Platten entnommen und ebenfalls in ein vorbereitetes 15 ml Reagierge-
faf} tberfiihrt. Die Suspension wurde anschlieBend zentrifugiert (1500 rpm, 5 min) und das
Zellpellet in 1xPBS gewaschen und erneut bei 1500 rpm fiir 5 min zentrifugiert. AnschlieBend
wurde das Pellet in 1xPBS mit 2% FBS gelost und zu je 100 pul Aliquots in 15 ml Reagierge-
faBe mit je 5x10° bis 1x10° Zellen aliquotiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe der jeweili-
gen Antikorper fiir extrazelluldre Proteine. In der nachstehenden Tabelle 3.6 sind die jeweils
verwendeten Oberflichenmarker und deren zu pipettierenden Volumina pro 100 ul Aliquot
wiedergegeben. Zusitzlich sind die Isotypen Kontrollen aufgelistet, die es ermoglichen un-
spezifische Bindungen aufzuzeigen. Es wurden Einzelfarbungen angesetzt. Die Messungen
der Proben erfolgten am Durchflusszytometer BD Bioscience FACS Calibur (Becton Dickin-

son).
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Tabelle 3.6: Direkt konjugierte extrazelluldre Antikoérper der Durchflusszytometrie.

Antikorper/ . Volumen
Reaktivitit Spezies  Quelle Target Referenz (ul)
Maus . Rougon et al., 1991;
Human CD24  IgGl, Beckman Marker unrelfer Zel- Nedelec et al., 1992;
. len oder entwickeln- . 10
Phycoerythrin mono-  Coulter Shirasawa et al.,
der Neuronen
klonal 1993
Maus Marker fiir hdmato- Nielsen & McNag-
}EI}? man Ctl}?r?)ifl rIrzlgoCrt}),— BD poetische Stammzel-  ny, 2008; Naber et 10
yeoety len, MPNSTs u.a. al., 2011
klonal
Human CD34 i\/[éuls
Fluorescein rfono,— BD 10
Isothiocyanat Klonal
Maus Marker fiir natiirliche
HlFllrE 2?;:5631]\4 IgG2b, BD Killerzellen, neurona- Jensen & Berthold, 10
Isothiocvanat  Mono- le Zellen und Muskel- 2007; Battula, 2009
y klonal zellen
Human NCAM i\/[ éuls
Phycoerythrin- rfono,— BD 5
Cyanin 3 klonal
Human NCAM i\/[ éuls
Phycoerythrin- rfono,— BD 5
Cyanin 7 Klonal
Human CD90 Maus Marker fiir verschie- Kisselbach et al.,
. IgGl, Beckman dene Stammzellen
Phycoerythrin- 2009; True et al., 5
Cvanin 5 mono-  Coulter oder Neuronen und 2010
y klonal Fibroblasten
Marker fiir himato-
Human Maus poetische Stammzel-
CI;ll 33/ IgG2b, Miltenyi len, Vorlduferzellen Singh et al., 2003; 10
Phveoervthrin  ono- Biotec des Knochenmarks Kania et al., 2005
yeoery klonal u.a. oder neuronale
Stammzellen
Maus
Human NG.FR IgGl, Miltenyi Marker fiir Schwann- DiStefano ef al.,
Fluorescein . 10
Isothiocvanat mono- Biotec  Zellen und Neuronen 1993
y klonal
Human Maus . .
IgG2b, eBio- Marker fiir Tumor- Dean et al., 2005;
ABCG2 . 10
Phvcoervthrin mono-  science stammzellen Abbott, 2006
yeoery klonal
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Fortsetzung Tabelle 3.6:

Volumen

Antikorper Spezies uelle
per Sperles Q (D)

Isotyp Kontrolle Maus  Beckman

Fluorescein .
Isothiocyanat IgGl Coulter

Isotyp Kontrolle = Maus Beckman

Phycoerythrin IgGl Coulter 10

Isotyp Kontrolle Maus  Beckman

Phycoerythrin- 5
Cyanin 5 IgGl Coulter

Isotyp Kontrolle Maus  Beckman

Phycoerythrin- 5
Cyanin 7 IgGl Coulter

3.4.2 Intrazelluliire Fiirbung zur Analyse am Durchflusszytometer
Fiir die Farbung der Zellen mit intrazelluldaren Markern wurde das Fix&Perm Kit von ADG

verwendet. Dabei wurden die Zellen zunichst trypsiniert (3.1.2). Die S462 Sphiren wurden
aus den 6 Well Ultra Low Attachment Platten entnommen und ebenfalls in ein 15 ml Reagier-
gefdl} tiberfiihrt. Die Zentrifugation der Proben erfolgte bei 1500 rpm fiir 5-10 min. Anschlie-
Bend wurden die Pellets in 1xPBS gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde
erneut abgesaugt und das Pellet in 100 pl Fixierungslosung A fixiert (entsprechend den An-
gaben des Herstellerprotokolls). Die Fixierung erfolgte bei RT fiir 15 min. Anschlieend wur-
den 5 ml 1xPBS hinzugegeben und die Zellen erneut zentrifugiert. Nach Abnahme des Uber-
standes wurde das Pellet in der Permeabilisierungslosung B resuspendiert. Das Volumen ist
dabei abhingig von der Anzahl der anzusetzenden Farbungen. Pro Probe wurden 100 pl ge-
16st. Die Suspension wurde somit zu je 100 ul Ansitzen (5x10° bis 1x10° Zellen) aliquotiert
und der entsprechende Antiképer hinzugegeben. Nach der Inkubation mit dem jeweils konju-
gierten Antikérper (Angaben Hersteller) wurden die Zellen mittels 1xPBS gewaschen und im
Puffer fiir die Durchflusszytometrie nach Zentrifugation (1500 rpm, 5-10 min) geldst. Die
entsprechenden Volumina der intrazelluldren Antikorper sowie die Isotypen Kontrollen sind
in der nachstehenden Tabelle 3.7 aufgefiihrt. Alle Messungen erfolgten am BD Bioscience
FACS Calibur (Becton Dickinson).
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Tabelle 3.7: Direkt konjugierte intrazelluldre Antikdrper der Durchflusszytometrie.

Antikorper/ . Volumen
Reaktivitit Spezies  Quelle Target Referenz (ul)
Ratte . .
Human/Mouse IgG2b, R&D Marker fiir multi- Rosner ef al., 1990;
Oct-3/4 potente neuronale 10
. mono-  Systems Park et al., 2010
Fluorescein Stammzellen
klonal
Maus Marker pluripotenter
Human/Mouse Stammzellen sowie  Graham et al., 2003;

2

IgG2a, R&D

Sox2 Phyco- mono-  Svstems Tumorstammzellen; Ellis et al., 2004; 10
erythrin y Marker fiir neuronale Leis et al., 2012
klonal .
Vorlduferzellen
Maus
Human Nes.tm IgGl, R&D Marker fiir neuronale Park et al., 2010 10
Fluorescein mono-  Systems Stammzellen
klonal
Isotyp
Kontrolle Maus Beckman 10
Fluorescein IgG1 Coulter
Isothiocyanat
Isotyp

Kontrolle Maus Beckman 10

Phycoerythrin IgGl Coulter

3.5 Side Population-Analyse mittels Durchflusszytometrie
Fiir die Analyse der Side Population wurde eine Zellfirbung mittels Hoechst 33324 Dye (1

mg/ml, Sigma) in Kombination mit und ohne Verapamil hydrochlorid (Sigma), einem Blocker
gegen den Effluxtransporter ABCG2, durchgefiihrt. Neben seiner charakteristischen Eigen-
schaft eines Effluxtransporters fiir spezifische Zytostatika schleust ABCG2 den Farbstoff
Hoechst 33324 aus der Zelle hinaus. Um das Vorhandensein einer Side Population zu priifen,
wurden hierfiir die adhédrenten S462 Zellen zunéchst trypsiniert (3.1.2). Es wurde anschlie-
Bend eine Zelldichte von 6x10° Zellen/ml DMEM/2% FBS/10 mM HEPES (Gibco) mittels
Zellzahlzdhlung im Hamocytometer eingestellt. Das Suspensionsmedium muss auf 37°C vor-
gewdrmt sein sowie das Wasserbad eine konstante Temperatur von 37°C aufweisen sollte.
Zunichst erfolgte die Zugabe von Verapamil zu einer Endkonzentration von 50 uM. Es wurde
anschlielend zu den einzelnen Proben Hoechst 33324 zu einer Endkonzentration von 5 und
10 pg/ml mit und ohne Verapamil hinzu pipettiert. Die Zellsuspension wurde fiir 15-20 min

im Wasserbad inkubiert, anschlieBend erfolgte die weitere Zugabe von Hoechst 33324 in den
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angegebenen Mengen. Die Proben wurden nach vorsichtigem Auf- und Abpipettieren in das
Wasserbad bei 37°C zuriickgestellt. Ein erneutes Auf- und Abpipettieren erfolgte alle 15-20
min fiir 120 min. Anschlieend wurden die Proben bei 4°C fiir 5-10 min bei 1500 rpm zentri-
fugiert (Minifuge 2, Heraeus). Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in kaltem
HBSS/2% FBS/10 mM HEPES resuspendiert. Die Zellen wurden anschlieend gefiltert (30
um, Partec) und sofort am Durchflusszytometer (PAS Particle Analyzing System, Partec)

gemessen. Fiir die Messung von Hoechst 33324 wurde ein DAPI Filter ausgewahlt.

3.6 Mikrosatellitenanalyse
Mikrosatellitenmarker sind kurze repetitive Sequenzen, die sich in ihrer Linge unterscheiden.

Eine grofe Vielzahl dieser repetitiven Sequenzen ist iiber das gesamte Genom verteilt und
macht eine Unterscheidung beider Allele moglich (Kluwe, 2006). Ein Mikrosatellitenmarker

kann mit flankierenden Primern mittels PCR amplifiziert und untersucht werden.

3.6.1 Mikrosatellitenanalyse an NF1, p53 und p16
In dieser Studie wurden Marker fiir die Tumorsuppressorgene NFI1, TP53 und CDKN2A ver-

wendet (Tab. 3.8). Aus Leukozyten-, Tumor- und Zellproben wurde DNA prépariert (Gentra
Puregene DNA Isolation Kit, Angaben Herstellerprotokoll). Der PCR-Ansatz fiir einen Mar-
ker wurde in 0,5 ml Microtube 96er PCR-Multiwell-Platten (Biozym) wie in Tabelle 3.9 be-
schrieben zusammengesetzt. Die verwendeten Primerpaare trugen eine einseitige Fluores-
zenzmarkierung, die eine Detektion der PCR-Produkte mit Hilfe eines Kapillarsequenzierers
(ABI Prism 310 Genetic Analyzer) ermoglichte. Die GroBe eines amplifizierten Markers wur-
de anhand eines internen GroBenstandards ermittelt und dargestellt (GeneScan Analysis Soft-
ware). Die unterschiedlichen Fluoreszenzfarben und Groflen der PCR-Produkte ermoglichten

Untersuchungen von mehreren Produkten in einem Lauf.
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Tabelle 3.8: Mikrosatellitenmarker
Grofien- PCR Lokali-
Marker bereich Label Annealing . Primersequenz
sation
(bp) Temp.
M98509 235-266  6-Fam 60 NF1- TGAGAGGCCAAGGTGAGAAATTG
IVS27a, 179 cCTCCCAAAATGCTGGGATTACAG
IVS27AAAT2.1 367-383  6-Fam 60 NF1- GCATGGTGGCACATACCTGT
V8270, 174 GTCAGCACCTGGAACATATCAA
IVS27TG24.8  236-258  Tamra 60 NF1-1VS38, TAATCCGAGCTACTTGAGAGGC
17q TCTAACCACTGTTGCTACATAGGGAAT
IVS27CA28.4 199211  Hex 60  NFI- TCAGTTCAGCTTGCCTTAGAAA
IVS27b, 174 cAAGCAGGTGAGACAGGGAGAA
IVS27AC33.1  129-163  6-Fam 62 NF1- CAGAAAATGCTTTCGTGTGGTG
V8275, 179 cCGTGTTCAGCCCATACCTAGT
IVS38GT53.0  166-182  Hex 61 NF1- AGAGCAAGACCCTGTCTCCAAAAA
Intron 38 AACATTTATTAACCTTAATTGGAGTTGGA
NF-3'-1 184-198  Fam 62 NF1 distal, AAGCTTCCATGGCTGCTAACAT
179 GGCAGTTGGAAGTAGAGGCTTG
D17S520 130-144  Joe 55 17p GGAGAAAGTGATACAAGGGA
TAGTTAGATTAATACCCACC
D17S796 144-174  6-Fam 55 17p CAATGGAACCAAATGTGGTC
AGTCCGATAATGCCAGGATG
D17S804 156-170  Joe 55 17p GCCTGTGCTGCTGATAACC
CACTGTGATGAGATGTCATTCC
P53ivsl ca. 400 Tamra 55 17p AACAGCTCCTTTAATGGCAG
GCACTTTCCTCAACTCTACA
D9S168 227-247  Tamra 55 9 GGTTTGTGGTCTTTGTAAGG
TGGTTTGTTTGTATAACTATCATTG
D9S171 157-179  6-Fam 55 9 AGCTAAGTGAACCTCATCTCTGTCT
ACCCTAGCACTGATGGTATAGTCT
D9S157 120-135  6-Fam 55 9 AGCAAGGCAAGCCACATTTC
TGGGGATGCCCAGATAACTATATC
GAPDH-like 207 6-Fam 60 Chr. Y AAGGGCTCATGACCACAGTC
Isoform 2 ACACATTGGGGGTAGGAACA
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Tabelle 3.9: Zusammensetzung der Mikrosatelliten-PCR
Zusammensetzung der Mikrosatelliten-PCR Volumen (ul)
AccuPrime Supermix II (Invitrogen) 5

Primer (Invitrogen): 05-2

DNA Template 2

H,O auf 10

PCR-Programm:

1. Initiale Denaturierung 94°C 2 min

2. Denaturierung 94°C 30 sec

3. Annealing 55-62°C 30 sec 30 Zyklen
4. Extension 68°C 1 min

5. finale Extension 68°C 10 min

6. Pause 10°C 00

Die gepoolten PCR-Produkte wurden in 30 ul Formamid (Hi-Di Formamide, Applied Biosys-
tems) und 0,2 pl Standard (GeneScan 500 ROX Size Standard, Applied Biosystems) in einer
96 Multiwell-Platte (96 Multiply PCR Platte, natur, Sarstedt) pro Ansatz vorgelegt. Nach 2
min Erhitzung bei 90°C im Thermocycler (T Gradient oder T3 Thermocycler, Biometra) zur
Denaturierung und einer sofortigen Kiihlung auf Eis wurden die Proben im Sequenzierer un-

tersucht.

3.6.2 Metastasennachweis mittels Mikrosatelliten-PCR
Fiir den Nachweis von metastasierenden Zellen in Mausen wurden den Tieren Gewebeproben

wie Lymphknoten, Milz, Niere oder Leber nach der Euthanisierung entnommen. Um das
Vorhandensein von humanen Zellen in den Mausgewebeproben als Nachweis der Metastasie-
rung von humanen Tumorzellen zu priifen, erfolgte eine PCR Amplifikation mittels humaner

Mikrosatelliten (sieche Tab. 3.8).

Zur Verfiigung standen die NF1 Mikrosatellitenmarker welche humane DNA amplifizieren,
jedoch keine Maus-DNA. Da die Gewebeproben aus Tierversuchen stammten flir die aus-
schlieBlich die etablierte Zelllinie S462 verwendet wurde, konnte anhand der Mikrosatelliten-
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PCR nicht nur der Nachweis von humanen Zellen, sondern speziell auch der Nachweis der
Zelllinie S462 erfolgen, da auch originale Tumorproben-DNA sowie Zell-DNA zur Verfii-
gung standen. Als Kontrolle der DNA-Qualitdt sowie als Nachweis von muriner DNA wurde
ein mausspezifischer Marker fiir das Haushaltsgen GAPDH verwendet (Tab. 3.8). Fiir die
Analyse wurden die NF1 Marker IVS27TG24.8, M98509 und NF-3"-1 verwendet (Mikrosa-
telliten-PCR-Zusammensetzung und PCR-Programm siehe Tab. 3.9).

3.7 Methylierungs-PCR
Die Methylierungs-PCR diente zum Nachweis unmethylierter oder methylierter Genabschnit-

te. Dabei setzte sich der Nachweis aus mehreren Umwandlungs- und Amplifikationschritten
zusammen. Um einen Nachweis von methylierten oder unmethylierten Regionen zu bestim-
men, wurde die zu untersuchenden DNA zunichst denaturiert und anschlieBend einer Bisulfit
Conversionsreaktion unterzogen. Hierbei wurden unmethylierte Cytosin-Reste zu Uracil um-
gewandelt, methylierte Cytosinreste blieben unveréndert. Verwendet wurde das EZ DNA Me-
thylation Gold Kit von Zymo Research. Die Primer (Tab. 3.10) wurden freundlicherweise von
Frau Dr. Leticia Oliveira-Ferrer aus der II. Medizinischen Klinik des Universititsklinikum

Hamburg Eppendorf zur Verfligung gestellt.

Tabelle 3.10: Verwendete Methylierungs-Primer.

Primer Primersequenz

MGMT flank F GYGTTTYGGATATGTTGGGATAGTT
MGMT flank R AAACTCCRCACTCTTCCRAAAAC

MGMT unmet-F TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT
MGMT unmet-R AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAAACA
MGMT met-F TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC

MGMT met-R GCACTCTTCCGAAAACGAAACG

3.7.1 CT Conversion
500 ng genomische DNA wurden in einem Volumen von 20 pl mit 130 ul CT Coversion Re-

agenz (Zymo Research) vermengt und fiir 10 min bei 98°C sowie anschlieBend fiir 2,5 h bei
64°C inkubiert. Fortlaufend wurde die Probe auf eine mit 600 pul M-Binding Buffer (Zymo
Research) vorgelegte Zyto-Spin IC Sdule aufgetragen und durch Invertieren vermischt. Die
Probe wurde bei 10.000 x g fiir 30 sec zentrifugiert (Hettich Mikro 200R) und der Durchfluss
verworfen. Anschlieend wurden 100 ul M-Wash Buffer (Zymo Research) hinzugegeben und

erneut fiir 30 sec zentrifugiert. Die Probe wurde danach einer Desulphonierung unterzogen.
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Hierfiir wurden je 200 pl M-Desulphonation Buffer (Zymo Research) auf die Sdule gegeben
und bei RT fiir 15-20 min inkubiert. Die Sdule wurde erneut fiir 30 sec zentrifugiert und
zweimal mit M-Wash Buffer gewaschen und jeweils fiir 30 sec zentrifugiert. Zuletzt wurde
die Zyto-Spin IC Saule in ein 1,5 ml Reagiergefall (Sarstedt) tiberfiihrt und durch Zentrifuga-
tion fiir 30 sec mittels 10 ul M-Elution Buffer (Zymo Research) eluiert.

3.7.2 Flankierende PCR
Das Fluat wurde in eine flankierende PCR eingesetzt, um den zu analysierenden Bereich né-

her einzugrenzen. Verwendet wurde die Zymo Taq DNA Polymerase (Zymo Research) in

einem 50 pl Ansatz (Tab. 3.11).

Tabelle 3.11: Zusammensetzung der flankierenden PCR

Zusammensetzung Volumen (ul)
2x Reaction Buffer 25

dNTP Mix (0,25 mM je dNTP) 0,5

MGMT flank F Primer (10 uM) 5

MGMT flank R Primer (10 pM) 5

Eluat (DNA Template) 1

Zymo Taq DNA Polymerase (5 U/ul) 0,4

ddH,O auf 50

Folgendes Programm wurde fiir die Amplifikation im Thermocycler (Biometra) gewéhlt:

PCR-Programm:

1. Initiale Denaturierung 95°C 10 min

2. Denaturierung 95°C 30 sec

3. Annealing 56°C 30 sec 30 Zyklen
4. Extension 72°C 45 sec

5. finale Extension 72°C 7 min

Fiir die erste flankierende PCR wurde der Genabschnitt um die Promoterregion des O-6-
Methylguanin-Methyltransferase-Gens amplifiziert. An die flankierende PCR schloss sich die
Aufreinigung der PCR-Produkte an. Verwendet wurde das Aufreinigungskit Illustra GFX
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PCR DNA and Gel Band Purification von GE Healthcare entsprechend den Angaben des Her-
stellerprotokolls.

3.7.3 Gelelektrophorese
Eine Uberpriifung der PCR-Produkte erfolgte mit Hilfe der Gelelektrophese. Die DNA-

Molekiile wurden hierbei in einem 2%igem Agarosegel (Invitrogen) entsprechend ihrer La-
dung und GrofBe in einem elektrischen Feld aufgetrennt (iMy Run, Cosmo Bio; Helixx Tech-
nologies). Dabei “wandert” die negativ geladene DNA in einem gepufferten System (0,5 x
TBE, Gibco) zur positiv geladenen Anode. Eine anschlieBende Farbung des Agarosegels mit
dem DNA-interkalierenden Stoff Ethidiumbromid (1%, 10 mg/ml, Carl Roth) ermdglichte
unter dem UV-Licht (Model TM-20, San Gabriel) die Visualisierung der PCR-Produkte. Fiir
die GroBenbestimmung der Produkte wurde eine DNA Leiter verwendet (DNA Molecular

Weight Marker VI, Roche).

3.7.4 PCR zum Methylierungsnachweis
Das aufgereinigte PCR-Produkt wurde anschliefend in eine weitere PCR mit Primern des

Methylierungsnachweises eingesetzt (Tab. 3.10 & 3.12). Die Primer wurden auch hier freund-
licherweise von Frau Dr. Leticia Oliveira-Ferrer aus der II. Medizinischen Klinik des Univer-

sitdtsklinikum Hamburg Eppendorf zur Verfiigung gestellt.

Tabelle 3.12: Zusammensetzung der Methylierungs-PCR

Zusammensetzung Volumen (ul)
2x Reaction Buffer 25

dNTP Mix (0,25 mM je dNTP) 0,5

MGMT unmet /met F Primer (10 pM) 5

MGMT unmet/met R Primer (10 uM) 5

Eluat (DNA Template) 2

Zymo Taq DNA Polymerase (5 U/ul) 0,4

ddH,O auf 50
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PCR-Programm:

1. Initiale Denaturierung 95°C 10 min

2. Denaturierung 95°C 30 sec

3. Annealing 59°C 30 sec 30 Zyklen
4. Extension 72°C 45 sec

5. finale Extension 72°C 7 min

Die PCR-Produkte wurden fiir die Versuchsauswertung anschlieBend wieder in einem

2%igem Agarosegel aufgetragen und mittels Ethidiumbromid visualisiert und dokumentiert.

3.8 Genexpressionsanalysen
Genexpressionsanalysen wurden durchgefiihrt, um zu priifen, ob sich Sphéren in ihrer Expres-

sion von Stammzellmarkern von differenzierten Tumorzellen unterscheiden. Verwendet wur-
den hierfiir effiziente und validierte Genexpressionsassays der Firma Applied Biosystems.
Zellen unterschiedlicher Kultivierungsbedingungen wurden hierfiir geerntet und gegebenen-

falls direkt einer RNA Isolierung unterzogen oder das Zellpellet zunéchst bei -80°C asserviert.

3.8.1 RNA Isolierung und Quantifizierung
Die RNA Isolierung erfolgte mit Hilfe des NucleoSpin RNA XS Kit (Macherey & Nagel).

Die Durchfiihrung entsprach dabei den Angaben des Herstellerprotokolls. Die Elutionsvolu-
mina betrugen 10 pl. Die anschlieBende RNA Quantifizierung wurde anhand des Qubit Fluo-
rometers (Invitrogen) oder mittels NanoDrop (NanoDrop 2000, Thermo Scientific) durchge-

fiihrt. Auch hier erfolgte die Bestimmung je nach Angaben des Herstellerprotokolls.

3.8.2 cDNA Synthese
Fiir die anschlieBende cDNA Synthese wurde eine RNA Menge zwischen 50-500 ng verwen-

det. Durchgefiihrt wurde die cDNA Synthese unter der Sterilbank, wobei das RevertAid First
Strand Synthese Kit von Fermentas verwendet wurde (Tab. 3.13 & 3.14). Die Synthese er-
folgte nach Angaben des Herstellers. Verwendet wurden die beigefiigten Random Hexamer

Primer.
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Tabelle 3.13: Zusammensetzung der cDNA Synthese, 1. Schritt

Zusammensetzung Volumen (ul)
RNA 50-500 ng
Random Hexamer Primer 1

H,O (DEPC behandelt) auf 12

Die Proben wurden fiir 5 min auf 65°C erhitzt und anschlieBend auf Eis gestellt.

Tabelle 3.14: Zusammensetzung der cDNA Synthese, 2. Schritt

Zusammensetzung Volumen (ul)
5x Reaction Buffer 4
10 mM dNTP Mix 2
RiboLock RNase Inhibitor (20 U/ul) 1
RevertAid M-MuLV Reverse Transcriptase (200 U/pl) 1

Anschlieend erfolgte das cDNA Synthese Programms des Herstellerprotokolls. Die Proben
wurden fiir 5 min bei 25°C inkubiert und anschlieBend fiir 60 min bei 42°C. Eine Termination
der Reaktion erfolgte durch Inkubation fiir 5 min bei 70°C. Die anschlieBende Lagerung bis

zur Analyse wurde bei -80°C vorgenommen.

3.8.3 Genexpressionsanalysen mittels Real-Time PCR (relative Quantifizierung)
Die durchgefiihrten Genexpressionsanalysen dienten zur Bestimmung der Expression allge-

meiner und neuronaler Stammzellmarker. Um einen Einfluss des serumhaltigen Mediums auf
die Expression fiir verschiedene Stammzellmarker auszuschliefen, wurde die adhirente Kul-
tur S462 fiir einen Teil der Versuch (siehe Ergebnisteil und jeweilige Anmerkung) in der Re-
gel unter serumfreien Bedingungen in Stammzellmedium fiir einen Zeitraum von 14-16 h

kultiviert und als Kontrolle fiir die Expression der Sphéren eingesetzt.

Die Real-Time PCR ist eine Quantifizierungsmethode, welche es ermdglicht die Expression
von Genen aus beispielsweise Zellen oder Geweben zu analysieren. Sie basiert auf der traditi-
onellen PCR, kann jedoch zusitzlich die Amplifikation des Targets wihrend eines Zyklus
darstellen, die traditionelle PCR jedoch nur das Endprodukt. Ermoglicht wird dies beispiels-
weise durch die Verwendung von sog. TagMan-Sonden. Diese Sonden binden zusétzlich zu

den Primern sequenzspezifisch den zu amplifizierenden Genabschnitt. Am 5 Ende der Oligo-
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sonde befindet sich ein Reporterfarbstoff (Fluorophor wie z.B. FAM) sowie am 3’ Ende ein
Quencher. Solange die Oligosonde intakt ist, wird die Fluoreszenz des Reporterfarbstofts
durch den Quencher gemindert. Durch die zusitzliche 5’Nuklease-Aktivitdt der Taq Poly-
merase wird die Sonde im Verlauf der Amplifikation des DNA-Stranges abgebaut. Der Re-
porterfarbstoff und der Quencher verlieren ihre Nihe zueinander was zu einer messbaren
Steigerung des Fluoreszenzsignals fithrt. Wéhrend jedes Zyklus kommt es zur Spaltung der
Sonden, wobei die Steigerung des Fluoreszenzsignals proportional zum PCR-Produkt steht.

Dieser Amplifikationsverlauf kann dargestellt und quantifiziert werden.

Bei der Real-Time PCR werden die absolute und die relative Quantifizierung unterschieden.
Die absolute Quantifizierung ermoglicht die Bestimmung der genauen Transkript-Kopienzahl,
die mit Hilfe einer Standardkurve errechnet werden kann. Bei der relativen Quantifizierung
wird die Genexpressionsverdnderung im relativen Verhéltnis zu einer Kontrolle, beispielswei-
se einer unbehandelten Gruppe, dargestellt (Livak & Schmittgen, 2001). Fiir die Auswertung
der vorliegenden Arbeit wurde die relative Quantifizierung gewihlt, da fiir die Priifung der
Genexpression der verwendeten Marker die verhéltnismaBige Zu- oder Abnahme von Bedeu-

tung war und weniger die exakte Kopienzahl.

Die Real-Time PCR wurde am Applied Biosystems 7500 Fast Real Time PCR Cycler der
Neurochirurgie am Universititsklinikum Eppendorf in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr.
Lamszus durchgefiihrt. Verwendet wurde der TagMan Universal PCR Master Mix sowie va-
lidierte kommerziell erwerbbare TagMan Assays (Tab. 3.15). Alle Proben wurden als Tripli-
kate pipettiert (96er Multiply Fast PCR Platte & Klebefolie optisch klar, beides Sarstedt) und
anschlielend fiir 5 min bei 500 rpm zentrifugiert (Centrifuge 5810, Eppendorf).
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Tabelle 3.15: Verwendete TagMan Assays.

Taq-Man Assay Assay-Nr. Target ?;ng::ng
ABCG2 Hs01053790 m1  ABCG?2 Transporter 3-4
CD34 Hs00990732 m1  Glykoprotein, Zell-Zell Adhesionsfaktor 3-4
CD133 (PROM1) Hs01009257 m1  Transmembranes Glykoprotein 4-5
EGFRex1 Hs01076078 m1  Epidermal growth factor receptor 1-2
LEF1 Hs01547250 m1 Lymphoid Enhancer Binding Factor-1 7-8
MAP3K7 (TAK1) Hs01105682 ml Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase 7 9-10
NCAM (CD56) Hs00941830 m1 Neural Cell Adhesion Molecule 3-4
Nestin Hs00707120 s1  Intermediérfilament Protein Typ VI 4-4
NGFR Hs00609976_ m1  Nerve Growth Factor Receptor 2-3
Notch4 Hs00965897 m1  Neurogenic Locus Notch Homolog Protein 4 3-4
Oct4 Hs00742896 sl Octamer Binding Transcription Factor 4 1-1
PRKCI Hs00702254 s1 Proteinkinase C iota 1-1
RPL13a Hs01578912 m1  Ribosomales Protein L13a 1-2
Sox2 Hs00602736 sl (Sex Determining Region Y)-Box 2 1-1
Sox9 Hs00165814 m1  (Sex Determining Region Y)-Box 9 2-3
Wnt4 Hs00229142 m1  Wingless-Related MMTYV Integration Site 4 4-5

Nachstehend in Tabelle 3.16 ist das verwendete und zugleich empfohlene Pipettierschema

von Applied Biosystems wiedergegeben. Als endogene Kontrolle wurde das Haushaltsgen

RPL13a verwendet.

Tabelle 3.16: Zusammensetzung der Real-Time PCR.

Zusammensetzung Volumen (ul)
TagMan Assay, diverse 1

TagMan Fast Universal Mastermix (2x) 10

cDNA 1

H,O 8

Die Durchfiihrung der Real-Time PCR mit den dazugehdrigen Standardeinstellungen ent-
sprach den Angaben des Herstellerprotokolls. Die Auswertung der Daten wurde anhand der

o Delta Delta Ct N fothode vorgenommen. Die 2729 Pl € Nethode zeigt die vielfache Verdnde-
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rung der Genexpression normalisiert gegen ein endogenes Referenzgen und eine unbehandelte
Kontrolle (Kalibrator). Die unbehandelte Kontrolle, Delta Delta Ct, entspricht 0 sowie 2, ei-
ner 1. Die vielfache Verdnderung der Genexpression, relativ betrachtet zur unbehandelten
Kontrolle, entspricht dabei 1. Fiir die behandelte Probe zeigt die 277" Pt Gleichung die
vielfache Anderung der Genexpression im relativen Verhiltnis zur unbehandelten Kontrolle

(Livak & Schmittgen, 2001).

3.8.4 Beeinflussung der Genexpression durch Kultivierungsbedingungen
Um einen Einfluss der Zellkulturbedingungen auf die differenzierten Tumorzellen und Sphé-

ren der Zelllinien S462 hinsichtlich der Expression verschiedener Stammzellmarker zu priifen,
wurden Zeitreihen angesetzt. Die differenzierten Tumorzellen der Zelllinie S462 wurden unter
Stammzellbedingungen in Stammzellmedium kultiviert sowie die Sphéaren der Zelllinie S462
unter Standardkulturbedingungen in Standardmedium in 6 Well Platten. Ausgesit wurden pro
Well 2x10* Zellen in einem Kultivierungsvolumen von 2 ml (die adhirenten Zellen S462
mussten hierflir zunachst mit 0,05%igen Trypsin vom Kulturboden geldst werden; sieche dazu
auch 3.1.2). Fiir die Messungen wurden die Zeitrdume 0 h, 6 h, 16 h und 26 h gewéhlt. Zu den
jeweiligen Messzeitpunkten wurden die Zellen aus den Wells entnommen und in ein 15 ml
Gefal} tiberfiihrt. Die Zellen wurden fiir 5-10 min bei 1500 rpm zentrifugiert und das Pellet
anschliefend bei -80°C eingefroren. Sobald alle Proben der Messungen vorlagen, wurde aus
diesen RNA isoliert (Durchfiihrung siehe 3.8.1); anschlieBend erfolgte die cDNA Synthese
(Durchfiihrung siehe 3.8.2) sowie die Genexpressionsanalyse mittels Real-Time PCR (relative
Quantifizierung, Durchfiihrung siehe 3.8.3). Verwendet wurde ein Set bestehend aus ver-

schiedenen Stammzellmarkern.

3.9 Micro-Arrayanalyse

Die Micro-Arrayanalyse wurde in der klinischen Chemie des Universitdtsklinikum Hamburg
Eppendorf von Kristin Klédtschke in der Arbeitsgruppe von Dr. Thomas Streichert durchge-
fiihrt. Verwendet wurde der GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 Array der Firma
Affymetrix. Die Micro-Arrayanalyse diente zum Vergleich der adhdrenten Zelllinie S462 und
den S462 Sphiren hinsichtlich der Priifung differentiell exprimierter Gene. Die Analyse sollte
Aufschluss tliber die Expression von Markern geben, die eine Differenzierung der adhiarenten
Zellen von den Sphdren ermdglichen. Die Auswertung der Daten erfolgte in Zusammenarbeit
mit Dr. Benjamin Otto aus der klinischen Chemie des Universititsklinikum Hamburg Eppen-

dorf.
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Im Allgemeinen ermoglichen Micro-Arrayanalysen die Darstellung von Genexpressionsprofi-
len von beispielsweise unterschiedlichen Zelltypen, wobei nicht ein spezifisches Target-Gen
untersucht wird, sondern ein Set aus einer Vielzahl von Genen. Es erméglicht so die Identifi-
zierung von Biomarkern oder die genauere Analyse von Stoffwechselwegen. Grundlage fiir
die Analyse ist die Bindung reprisentativer, genspezifischer Oligonukleotide an eine Matrix,
die einer sehr groBen Anzahl an Genen entsprechen. Fiir die Analyse wird jeweils gesamt
RNA der zu untersuchenden Proben isoliert, in cDNA umgeschrieben und auf die Matrix hyb-
ridisiert. Die fluoreszenz-gelabelten cDNA Proben konnen je nach vorhandener Expression an
die Oligonukleotidsonden binden. Je stdrker die Expression fiir ein bestimmtes Gen, desto
intensiver das zu detektierende Signal auf dem verwendeten Chip. Die Signalstirke kann so-
mit als Mal} fiir die Expression eines Gens verwendet und mit anderen Proben verglichen
werden. Der verwendete GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 Array représentiert mehr
als 47.000 Transkripte, wobei liber 38.500 gut charakterisierte Gene enthalten sind. Die Oli-
gonukleotide haben eine Liange von 25 bp. Es befinden sich auf dem Chip {iber 54.000 Son-
den-Sets. Hybridisierungskontrollen sind die Gene bioB, bioC, bioD, cre. Poly-A Kontrollen
sind dap, lys, phe, thr; Haushaltsgene bzw. Kontrollgene sind GAPDH, beta-Actin, ISGF-3
(STATI). Das Normalisierungskontrollset besteht aus 100 Sonden.

Fiir die Analyse wurden pro Probe 100 ng RNA (isoliert mit dem NucleoSpin RNA XS Kit,
sie 3.8.1) eingesetzt. Als Proben dienten adhdrente S462 Zellen, die zuvor fiir 16 h unter se-
rumfreien Bedingungen kultiviert wurden sowie S462 Sphiren Passage 16. Eine Quantifizie-
rung der RNA erfolgte am Photometer (NanoDrop ND-1000, PeqLab). Es wurde ein Volu-
men von weniger als 3 pul verwendet. Hierfiir wurde die einzusetzende RNA mit RNase frei-
em Wasser auf ein Volumen auf 3 pl eingestellt. Die Durchfiihrung des Arrays entsprach den
Angaben des Herstellerprotokolls. Verwendet wurden das GeneChip 3’IVT Express und das
GeneChip Hybridization, Wash and Stain Kit von Affymetrix.

3.9.1 Poly-A Verdiinnung
Zunichst wurden Poly-A Kontrollen als exogene Positivkontrollen angesetzt, um den eukary-

otischen Target-Labeling Prozess zu beobachten. Entsprechend der eingesetzten RNA Men-
gen wurden Verdiinnungsreihen der Poly-A Kontrollen erstellt. Die Verdiinnungen wurden
nach Angaben des Herstellerprotokolls fiir 100 ng in non-stick RNase freie Gefédlle pipettiert.
Anschlieend wurde ein total RNA/Poly-A RNA Kontrollansatz bestehend aus 100 ng RNA,
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2 pl verdiinnte Poly-A Kontrolle und Nuklease freiem Wasser in einem Volumen von 5 pl

pipettiert.

3.9.2 First-Strand cDNA
Alle Reagenzien wurden auf Eis gehalten und in Nuklease freie Gefdlle pipettiert. Der

Mastermix fiir die First-Strand cDNA Synthese bestand entsprechend den Angaben des Her-
steller-Kits fiir je eine Probe aus dem First-Strand Buffer Mix (4 ul) und dem First-Strand
Enzyme Mix (1 pl). Zu diesem Gemisch wurde der RNA/Poly-A Kontrollansatz in einem
finalen Volumen von 10 pl hinzugefiigt. Der Ansatz wurde fiir 2 h bei 42°C im Thermal Cyc-
ler (MJ Research PTC-200, Bio-Rad) inkubiert, danach auf Eis inkubiert und fiir die Second-
Strand cDNA Synthese verwendet.

3.9.3 Second-Strand cDNA
Alle Reagenzien wurden auf Eis gehalten und in Nuklease freie Gefdlle pipettiert. Der

Second-Strand ¢cDNA Master Mix bestand fiir je eine Probe aus Nuklease freiem Wasser
(13 pl), Second-Strand Buffer (5 pl) und dem Second-Strand Enzyme Mix (2 ul). Der 20 pl
Ansatz wurde zu den 10 pl cDNA pipettiert und vorsichtig vermengt. Die Probe wurde an-
schlieBend bei 16°C in den Thermal Cycler gestellt und fiir 1 h inkubiert. AnschlieBend wurde
die Probe fiir 10 min bei 65°C inkubiert, auf Eis gestellt und sofort mit der in vitro Transkrip-
tion (IVT) fortgefahren.

3.9.4 In vitro Transkription (IVT) fiir die Synthese gelabelter aRNA
Alle Reagenzien wurden bei Raumtemperatur gehalten und in Nuklease freie Gefdlle pipet-

tiert. Der IVT Mastermix setzte sich fiir je eine Probe aus IVT Biotin Label (4 pul), IVT La-
beling Buffer (20 pl) und IVT Enzyme Mix (6 pl) zusammen. Die 30 pl IVT Mastermix wur-
den mit dem Produkt der Second-Strand cDNA vermengt und fiir 16 h bei 40°C im Thermal
Cycler inkubiert.

3.9.5 aRNA Aufreinigung
Um die amplifizierte RNA (aRNA) von Enzymen, Salzen und Nukleotiden zu befreien, wurde

diese aufgereinigt. Hierfiir wurde die aRNA auf 55°C fiir 10 min erhitzt (Thermostat Plus,
Eppendorf) und der aRNA Binding Mix vorbereitet. Der aRNA Binding Mix setzte sich aus
RNA Binding Beads (10 pl) und aRNA Binding Buffer Konzentrat (50 pl) zusammen. Der
aRNA Binding Mix wurde mit dem IVT Produkt vermengt und weitere 120 ul 100%iges

Ethanol hinzugefiigt. Die Probe wurde 5 min im Thermomixer (Thermomixer Comfort,

64



3. Methoden

Eppendorf) bei 22°C (1400 rpm) gemischt und anschlieBend einem magnetischen Feld in
Form eines Racks (Dynal) fiir ca. 5 min ausgesetzt, welches eine Pelletierung der Beads ver-
ursachte. Vorsichtig wurde der Uberstand abgenommen ohne die Beads zu beschidigen. Zu
den Beads wurden 100 pl angesetzte aRNA Wash Solution hinzugegeben und der Ansatz fiir
2 min bei 22°C (1400 rpm) im Thermomixer gemischt. Der Ansatz wurde erneut fiir 5 min
dem magnetischen Feld ausgesetzt, der Uberstand abgenommen und die Beads mit 100 pl
aRNA Wash Solution gewaschen. Der Waschschritt wurde nochmals wiederholt und der An-
satz anschliefend im Thermomixer fiir I min bei 22°C (1000 rpm) getrocknet, um Ethanolres-
te zu entfernen. Die Probe wurde nochmals dem magnetischen Feld ausgesetzt und fiir 5 min
bei RT ohne Schiitteln inkubiert, um weitere Ethanolreste von den Beads zu entfernen. Um
die aRNA zu eluieren, wurden 50 pl aRNA Elution Solution (auf 50-60°C vorgewédrmt) hinzu
pipettiert und die Probe bei 22°C fiir 5 min im Thermomixer (1000 rpm) geschiittelt bis sich
die Beads auflosten. Die aRNA wurde erneut dem magnetischen Feld ausgesetzt (5 min) und
der Uberstand, welcher die geldste aRNA enthielt, in ein Nuklease freies GefiB iiberfiihrt
(Lagerung bei -20°C).

3.9.6 aRNA Quantifizierung
Die aRNA Quantifizierung erfolgte erneut mit dem NanoDrop, wobei direkt 2 ul jeder Probe

verwendet wurden ohne diese zu verdiinnen. Eine zusitzliche Qualititsprobe wurde mit Hilfe
des Bioanalyzers (Agilent) durchgefiihrt. Gepriift wurde hier ob stabile aRNA vorlag oder ob
diese im Verlauf des Aufreinigungsprozesses degradiert war. Die Kontrolle erfolgte durch die

Priifung der 18S und 28S rRNA.

3.9.7 aRNA Fragmentierung
Fiir eine optimale Assay Sensitivitit wurde die aRNA fragmentiert bevor sie auf dem

GeneChip hybridisiert wurde. Fiir ein GeneChip Array Format von 49/64 wurde 15 ng aRNA
eingesetzt. Fiir die Fragmentierung wurden 15 pg aRNA, 8 ul 5xArray Fragmentation Buffer
und Nuklease freies Wasser auf ein Volumen von 40 ul pipettiert, der Ansatz bei 94°C fiir 35
min inkubiert und sofort auf Eis gestellt. Nach der Fragmentierung schloss sich nochmals eine

Analyse der Probe am Bioanalyzer an, wie sie unter Punkt 3.9.6 aufgefiihrt ist.

3.9.8 GeneChip Hybridisierung
Verwendet wurde das GeneChip Hybridization, Wash and Stain Kit von Affymetrix. Fiir das

49 (Standard)/64-Format wurden fiir den Hybridisierungscocktail 33 pl fragmentierte aRNA
(12,5 pg), 4,2 pl Control Oligonukleotide B2 (3 nM), 12,5 ul 20 x Hybridisierungskontrollen
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(zur vollstdndigen Resuspendierung zuvor auf 65°C fiir 5 min erhitzt), 125 pl 2 x Hybridisie-

rungsmix, 25 ul DMSO und 50 pl Nuklease freies Wasser zusammen pipettiert.

Der Array musste auf RT equilibriert werden bevor er verwendet wurde. Der Hybridisie-
rungscocktail wurde fiir 5 min auf 99°C sowie anschlieBend auf 45°C fiir 5 min im Thermal
Cycler erhitzt. Wihrend der Inkubationszeit wurde der Array mit 200 pl Pre-
Hybridisierungsmix befeuchtet (durch Zugabe der Losung in eines der Septa) und fiir 10 min
bei 45°C im Hybridisierungsofen (GeneChip Hybridization Oven 640, Affymetrix) durch Ro-
tieren inkubiert. AnschlieBend wurde der Hybridisierungscocktail fiir 5 min bei maximaler
Geschwindigkeit in der Mikrozentrifuge (MiniSpin, Eppendorf) zentrifugiert. Der Array wur-
de aus dem Ofen entnommen, mit einer Pipettenspitze beliiftet und der Pre-
Hybridisierungsmix mit Hilfe einer Pipette (200 pul, Eppendorf) entnommen. Der Array wurde
anschliefend mit dem Hybridisierungscocktail und den Septa verschlossen, um ein Auslaufen
des Mixes zu vermeiden. Der Array wurde erneut fiir die Hybridisierung 16 h bei 45°C in den

Ofen gestellt. Die Platte wurde mittig der Rotationsachse gestellt und bei 60 rpm rotiert.

3.9.9 Setup des Experiments und der Fliissigkeitsstation
Das Setup entsprach den Angaben des Herstellerprotokolls Affymetrix inkl. des Setups der

GeneChip Operating Software (GCOS). Verwendet wurde eine Fliissigkeitsstation (GeneChip
Fluidics Station 450, Affymetrix), um den Array zu waschen und fiarben. Die Steuerung er-
folgte iiber die GCOS (siehe Herstellerprotokoll fiir genaue Angaben zur Befiillung der Tanks

mit Puffern, Durchfiihrung des Priming-Programms etc.).

3.9.10 Array-Waschung und Firbung
Nach der 16-stiindigen Hybridisierung wurde der Array aus dem Ofen entnommen und mittels

einer Pipettenspitze durch eines der Septa beliiftet. Am anderen Septa wurde mit Hilfe einer
Pipette der Hybridisierungsmix dem Array entnommen. Der Array wurde anschlieBend mit

Waschpuffer A befiillt (250 pul).

Die Firbereagenzien wurden angesetzt: Der Farbecocktail 1 (600 ul, lichtgeschiitzt), Fér-
becocktail 2 (600 pl) und der Array Holding Buffer (800 pl) wurden aus der Farbemodul-Box
1 entnommen (genauere Angaben sieche Herstellerprotokoll) und in Mikrozentrifugengefille

uberfiihrt.

Fiir das Wasch- und Farbeprogramm wurde das Programm FS450 0001 verwendet. Der Ar-
ray wurde in die Farbestation eingelegt, sowie die Mikrozentrifugengefdfle mit den vorberei-
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teten Losungen in die Halterungen gebracht (genauere Beschreibung siehe Herstellerproto-
koll). Nach Beendigung des Programms konnte der Array, wenn keine Luftblasen oder Luf-
teinschliisse vorhanden waren, im Scanner (Probe Array Scan; GeneChip Scanner 7G, Affy-

metrix) gelesen werden (bei der Bildung von Luftblasen siehe Protokoll der Herstellers).

3.9.11 Array Scan

Fiir das Scannen des Arrays sollte der Laser mindestens 10 min vorgewédrmt werden. Um ein
optimales Scannen zu ermdglichen, sollte die Glasoberfliche des Arrays sauber sein und die
Septa mittels eines Tapes (Tough Spots, Diversified Biotech) verschlossen werden, um ein
Fliissigkeitsaustritt aus dem Array zu vermeiden. Die Riickseite der Arraykassette sollte zu-
dem trocken sein. Es muss sichergestellt werden, dass durch das Abkleben der Septa sich kei-
ne Luftblasen, Beulen etc. bilden. Der Array konnte anschlieBend gescannt werden. Hierfiir
wurde zundchst der Autofokus getestet, um sicherzustellen, dass das Abkleben der Kassette
nicht den Fokus storte (genauere Anweisungen dazu siehe Herstellerprotokoll). Die Daten

wurden geladen und das Array-Bild wurde sichtbar.

3.10 In Vivo Studien

Alle Tierversuche wurden im Rahmen des Projektes ,,Tyrosin-Kinase-Rezeptor Inhibitoren
fiir die Behandlung von Tumoren des peripheren Nerven bei Patienten mit Neurofibromatose
Typ 1 (NF1)* mit der Projektnummer 68/06 durchgefiihrt und entsprechend den Vorgaben des
Amtes fiir Gesundheit und Verbraucherschutz, Lebensmittelsicherheit und Veterindrwesen,

Hamburg. In der Regel waren alle verwendeten Tiere ca. 6-7 Wochen alt.

3.10.1 Tumorigenitdit der S462 Sphdiren
Die Durchfithrung der in vivo Studien unter 3.10.1 & 3.10.2 wurden in Zusammenarbeit mit

Frau Dr. Maria Demestre vorgenommen.

Fiir den Versuch wurden weibliche athymische NMRI Nude Méuse (Charles River) verwen-
det. Zur Priifung der Tumorigenitit der S462 Spharen wurden subkutan in die rechte Flanke
der Maus 2,5x10° adhirente (n=10, Passage 35) oder sphiroide S462 (n=9, Passage 8-13)
Zellen implantiert. Fiir die Implantation wurden die Tiere kurzzeitig mit einem Gemisch aus
CO,/0O; betdubt. Die Zellen wurden in einer Matrix, bestehend aus gleichen Mengen Zellkul-
turmedium und Matrigel (Basement Membran Mix, BD), aufgenommen. Die Tiere wurden
anschlieffend fiir einen Zeitraum von 8-12 Wochen hinsichtlich des Tumorwachstums regel-

miBig gepriift und die Tumore gegebenenfalls mit einem Messschieber (Fine Science Tools)
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vermessen. Bei der Entwicklung von Tumoren wurden diese nach Euthanisierung (durch ein
Gemisch aus CO,/O; mit anschlieBendem reinen CO,) der Maus entnommen und histologisch
in Paraffin konserviert und ein Teil des Frischgewebes bei -80°C fiir spiatere DNA Analysen

eingefroren.

3.10.2 Tumorigenitit CD133" und CD133 sphiiroider S462 Zellen
Fiir die Implantation CD133" (n=9) bzw. CD133™ (n=5) Zellen wurden diese mittels CD133-

Microbeads (Miltenyi Biotech) selektiv aus den S462 Sphiren (Passage 8-13) angereichert.
Die Durchfithrung der Isolierung durch Frau Dr. Maria Demestre entsprach dabei den Anga-
ben des Herstellerprotokolls. Die Zellen (2,5x10°) wurden fiir die subkutane Implantation in
einer Matrix bestehend aus Neurobasalmedium und Matrigel zu gleichen Mengen aufgenom-
men und in einem Volumen von 200 pl implantiert. Die Durchfiihrung der Implantation und

anschliefenden Kontrolle entsprach den Angaben unter 3.10.1.

3.10.3 Tumorigenitit etablierter Zelllinien
Die etablierten Zelllinien S1507,2 und S1844,1 wurden in vivo hinsichtlich threr Tumorigeni-

tat gepriift. Fiir die Versuche standen weibliche athymische NMRI Nude Mause (Charles Ri-
ver) sowie Pfp/Rag2 Miuse des Universitdtsklinikum Hamburg Eppendorf zur Verfiigung.
Die genannten Zelllinien wurden entsprechend in T75 Zellkulturflaschen (Sarstedt) expandiert.
Bei geniigend hohen Zellzahlen wurden pro Maus 4-6x10° Zellen in einem Volumen von 200

pl implantiert (Durchfiihrung der Implantation siehe 3.10.1).

Fiir die Zelllinie S1507,2 erfolgte die subkutane Injektion in die rechte Flanke bei insgesamt
15 NMRI Nude Miusen (4-5x10°, P50-67), wobei fiir 5 dieser Tiere eine Reinjektion von
4x10° Tumorzellen nach ca. 5 Monaten erfolgte. Zusitzlich wurden bei 7 Pfp/Rag2 Miuse je
4x10° S1507,2 Zellen in den Nackenbereich (rechts) implantiert.

Fiir die Zelllinie S1844,1 erfolgte die Injektion (4,5x10%) zum einen in die rechte Flanke und
zum anderen im Nackenbereich bei jeweils 5 Tieren (NMRI nude). Eine weitere Injektion
erfolgte von 5x10° Zellen subkutan am Nacken bei 5 NMRI nude Méusen sowie in die Flanke
bei 5 weiteren NMRI nude Miusen (6x10°, P23). Die Zellen wurden jeweils in einer Matrix
bestehend aus gleichen Mengen Standardmedium und Matrigel aufgenommen. Fiir die Injek-

tion wurden die Tiere kurzzeitig mit CO,/O, betdubt.

Nach erfolgter Injektion der Zellen wurden die Tiere in der Regel fiir einen Zeitraum von
mindestens 3 Monate bis maximal 14 Monate hinsichtlich des Tumorwachstums regelmafig
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gepriift und die Tumore gegebenenfalls mit einem Messschieber (Fine Science Tools) ver-
messen. Bei der Entwicklung von Tumoren wurden diese nach Euthanisierung den Mausen
entnommen und histologisch in Paraffin konserviert und ein Teil des Frischgewebes bei -80°C

fiir spatere DNA Analysen eingefroren.

3.10.4 Biolumineszenz-Imaging zur Detektion der Metastasierung
Das Biolumineszenz Imaging ermdglicht die nicht invasive Detektion und Quantifizierung

von Xenografts in vivo. Somit kann zum Beispiel die Beobachtung des kinetischen Verlaufes
des Tumorwachstums, der Metastasierung oder aber auch die medikamentdse Behandlung
von Tumoren iiber lingere Zeitrdume verfolgt werden. Die Messungen beruhen auf der De-
tektion von Lichtsignalen, die durch die Umsetzung eines Substrates, hier Luciferin, freige-
setzt werden. Die implantierten Zellen wurden genetisch modifiziert und tragen im vorliegen-
den Fall das Enzym Luciferase, welches fiir die Umsetzung des Substrates verantwortlich ist.
Vorteil der angewandten Methode besteht in der Stabilitit des Signals: Wenn die implantier-
ten Zellen in vivo absterben, kann das Substrat nicht mehr umgesetzt werden, woraus folglich
keine Emission hervorgeht. Das Signal wird schwécher oder tritt nicht auf, so dass sich
falsch-positive Messungen vermeiden lassen. Die Methode ermdglicht die hoch sensitive

Visualisierung der implantierten Zellen innerhalb der ganzen Maus.

3.10.4.1 Puromycin Killing Curve
Fiir die Transduktion der Zellen mit dem Plasmid pLenti CMV Puro LUC (w168-1) wurden

zundchst Verdiinnungsreihen unterschiedlicher Puromycinkonzentrationen an der Zelllinie
S462 durchgefiihrt, da Puromycin als Selektionsmarker fiir die transduzierten Zellen einge-
setzt wurde. Die Verdiinnungsreihen dienten zur Bestimmung der minimalsten Konzentration
des Antibiotikums um 50% der Zellen nach 3 Tagen Inkubation zu téten. Nach erfolgreicher
Transduktion der Zellen sollten alle Zellen nach Ermittlung der geeigneten Konzentration
resistent gegeniiber Puromycin sein, da das zu transduzierende DNA Plasmid eine Puromy-

cinresistenz beinhaltete.

Fiir den Versuch wurden auf 24 Multiwell-Platten (Sarstedt) parallel 2000 und 4000 Zellen
pro Well in 2 ml Kulturmedium (Standardmedium) ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C, 10%
CO; (Heracell 2401, Thermo Scientific) inkubiert. Nachdem die Zellen vollstindig sedimen-
tierten, wurde das Zellkulturmedium abgenommen und durch frisches, mit Puromycin (Invi-
voGen, Stock: 10 mg/ml) versetztes Standardmedium ersetzt. Dabei wurden folgende Kon-

zentrationen gewahlt:
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0,05 pg/ml; 0,1 pg/ml; 0,2 pg/ml; 0,4 pg/ml; 0,5 pg/ml; 0,6 pg/ml; 0,7 pg/ml; 0,8 pg/ml; 0,9
pg/ml; 1,0 pg/ml; 2,0 pg/ml; Kontrolle: 0 pg/ml

Die Zellen wurden fortlaufend bei 37°C und 10% CO, im Inkubator inkubiert und die Kon-
fluenz der Zellen am Mikroskop (Telaval 31, Zeiss) Téglich beobachtet. Die Konzentration,
die nach 3-tdgiger Inkubation mit Puromycin eine 50%ige Konfluenz zeigte, wurde als

Richtwert fiir die Selektion der zu transduzierenden Zellen genommen.

3.10.4.2 Transduktion der Zelllinie S462 mit Luciferase
Die Transduktion der S462 Zelllinie erfolgte im Labor fiir Transplantations- und Stammzell-

immunbiologie am Universititsklintkum Hamburg in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Sonja
Schrepfer. Fiir die Transduktion wurde das lentivirale Plasmid pLenti CMV Puro LUC

(w168-1, Addgene) mit CMV Promoter und Puromycin Resistenz verwendet.

5x10* Zellen der Zelllinien S462 wurden pro Well in einem 24 Well-Format in 500 ul Stan-
dardmedium kultiviert. Die Zellen wurden 2-5 Stunden nach dem Aussédhen, bis sie adhérier-
ten, bei 37°C, 5% CO, (Heracell 240, Thermo Scientific) inkubiert. AnschlieBend wurde das
kationische Polymer Polybrene (Sigma) in einer finalen Konzentration von 8 pg/ml hinzuge-
geben, um die Transduktionseffizienz zu erhohen. Danach erfolgte die Zugabe von 50 ul des
virusenthaltenen Uberstandes auf die Zellen. Nach 24 h wurde das Medium durch frisches
Standardmedium, versetzt mit Puromycin, ersetzt. Eine Kontrolle der Transduktionseffizienz
erfolgte durch Zugabe des Substrat D-Luciferin (Biosynth) zu den Zellen. Durch die transdu-
zierte Luciferase kann das D-Luciferin in Oxyluciferin verstoffwechselt werden. Die Umset-
zung des Substrats verursacht die Emission von Licht bei einer Wellenldnge von 572 nm,
welches mit Hilfe einer sensitiven CCD Kamera (IVIS Imaging System 200) detektiert wer-

den kann.

3.10.4.3 In vivo Biolumineszenz-Imaging (BLI)
Alle Tierversuche wurden im Rahmen des Projektes 68/06 ,, Tyrosin-Kinase-Rezeptor Inhibi-

toren fiir die Behandlung von Tumoren des peripheren Nerven bei Patienten mit Neurofibro-
matose Typ 1 (NF1)* durchgefiihrt und entsprechen den Vorgaben des Amtes fiir Gesundheit
und Verbraucherschutz, Lebensmittelsicherheit und Veterindrwesen, Hamburg. Fiir das in
vivo Biolumineszenz-Imaging wurde ebenfalls das IVIS Imaging System 200 verwendet. Das
System ermdglicht ein in vivo Imaging durch die Verwendung von Begasungsvorrichtungen
mit Isofluran (Abbott). Fiir die Lumineszenz-Messung wurden 5 weibliche NMRI Nude Miu-

se (Charles River) verwendet. Pro Maus wurden 6x10° Zellen der transduzierten Zelllinie
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S462 subkutan an der rechten Flanke subkutan injiziert. Die Zellen wurden hierfiir in einem
Volumen von 200 pl bestehend aus Standardmedium und Matrigel in einem Verhéltnis von
1:1 angesetzt. Fiir die Injektion wurden die Tiere kurzzeitig mit einem Gemisch aus CO,/O,
narkotisiert. AnschlieBend erfolgte die Messung des Signals. Die Tiere wurden fiir die Mes-
sung zundchst in einem Kéfig mit Isofluran begast, aus welchem kein Gas entweichen konnte.
Sobald die Tiere vollstindig schliefen, wurden pro Maus intraperitoneal 200 pl D-Luciferin
(375 mg/kg Korpergewicht, Biosynth) appliziert. Anschlieend wurden die Tiere in das Ima-
ging Gerit tiberfiihrt und {iber Steckvorrichtungen fortlaufend fiir die Messung mit Isofluran
begast. Die Tiere wurden fiir die Aufnahmen der Bilder auf den Bauch gedreht. Die Messun-
gen erfolgten so lange bis das Signal sein Maximum erreicht hat. Bei einer Signalstirke, die
dem Hintergrundsignal glich, wurde die Injektion des Luciferin wiederholt und die Tiere er-
neut gemessen. Angegeben wurden die Messeinheiten als ,,Region of Interest (ROI). Das
BLI ermdglicht die Messung der implantierten Zellen iiber einen langeren Zeitraum ohne die

Tiere zu euthanisieren.
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4 Ergebnisse

4.1 Tumorstammzellen

4.1.1 Sphiren-Formation

Ein wichtiges Charakteristikum von Tumorstammzellen oder stammzelldhnlichen Zellen ist
die Proliferation unter serumfreien Bedingungen. Moglich ist dabei die Formation von Sphi-
ren bzw. das klonale Wachstum als Sphére (Singh et a/., 2003). Untersucht wurden insgesamt
60 Proben, darunter etablierte MPNST Zelllinien, Primérkulturen und dissoziierte Zellen aus
Tumorfrischmaterial von MPNSTs sowie plexiforme Neurofibrome sowie atypische ple-

xiforme Neurofibrome (Tab. 4.1 & 4.2).

Stammzelleigenschaften aus PNF

Neun der untersuchten Proben (Frischgewebe sowie Primérkultur) stammten aus plexiformen
Neurofibromen bzw. atypischen plexiformen Neurofibromen. Bei 8 Proben konnte eine Spha-
ren-dhnliche irregulire Aggregation beobachtet werden, wobei viele Proben nur zwei bis drei
Mal passagiert werden konnten und es sich wahrscheinlich um nicht spezifische Aggregate
handelte. Bei 2 atypischen PNF {iberlebten Spharen jedoch bis 7 und 8 Passagen (Tab. 4.1).
Somit zeigte sich tendenziell eine ldngere Passagierung von atypischen PNF zu PNF. Ein Un-
terschied beziiglich der Form der Sphdren konnte zwischen den atypischen PNF und PNF
jedoch nicht festgestellt werden. Zu beriicksichtigen ist die Tumorprobe 2273,2, die nach pa-
thologischem Bericht ein plexiformes Neurofibrom mit dulerem Randbereich eines malignen
Nervenscheidentumors darstellt. Somit konnte die Kultur anteilig maligne Zellen enthalten.
Eine Sphéren-Formation von dissoziierten Zellen aus Tumorfrischmaterial war bis Passage 6
zu beobachten. Die Zellen der Primérkultur von diesem Tumor aus Passage 5 ergaben Sphé-

ren, die drei Mal passagiert werden konnten.

Stammzelleigenschaften aus MPNST

Insgesamt konnten aus 30 MPNST Tumorproben die dissoziierten Zellen direkt beziiglich
einer Spharen-Formation untersucht werden. Dabei konnte fiir 25 Proben (83%) eine Sphéren-
Formation beschrieben werden (Tab. 4.2). Eine Passagierung der Sphédren war dabei zwischen
1 und 8 Passagen moglich. Ein Zusammenhang mit der histopathologischen Dignitétseinstu-

fung des jeweiligen Tumors und der Anzahl der moglichen Passagen der Sphéiren konnte nicht
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eindeutig hergestellt werden. So zeigten die Tumorproben 2209,1 und 2209,2 mit hoher Ma-
lignitdtsstufe eine Sphiren-Formation von 8 Passagen (Abb. 4.2), dennoch war fiir einige an-
dere hochgradige Tumore (z.B. 2302) oder Rezidivtumore wie 2306 oder 2336 eine Passagie-
rung nur zwei bzw. drei Mal moglich. Fiir einen GroBteil der untersuchten MPNST Proben
konnte dennoch eine erhdhte Passagierung zwischen fiinf und acht Mal im Vergleich zu PNF
Proben beobachtet werden. Tumor 2140 konnte sieben Mal passagiert werden wobei sich im
histologischen Bericht positive Zellen fiir den Stammzellmarker CD34 wiederfanden. Fiinf
Tumorproben der FNCLCC-Klassifikation (La Fédération Nationale des Centres de Lutte
Contre le Cancer) Grad 1 bis III zeigten keine Spharen-Bildung unter serumfreien Bedingun-
gen. 2231 entspricht einem Triton-Tumor, zeigte jedoch bei direkter Kultivierung von dissozi-
ierten Zellen aus Tumorfrischgewebe eine Sphiaren-Formation {iber 7 Passagen. Der patholo-
gische Bericht zu Tumor 2231 entsprach dem FNCLCC Grad III und konnte somit gegebe-
nenfalls als Erkldrung fiir eine erhohte Passagenanzahl dienen. Die isolierten Zellen aus Tu-
morfrischmaterial zweier MPNST-Proben aus einem nicht-NF1 assoziierten Patienten prolife-

rierten 5 bzw. 6 Passagen.

Weiter konnte fiir 18 MPNST Primérkulturen, die zundchst als adhirente Zellen in serumhal-
tigem Medium kultiviert wurden (Passage O bis 11), eine Spharen-Formation fiir 14 Proben
(78%) unter Stammzellbedingungen beobachtet werden (Tab. 4.2). Dabei wiesen die meisten
Kulturen Sphéren-Formationen zwischen 1 bis 5 Passagen auf, hauptsichlich jedoch 2 Passa-
gen. Die Primérkulturen 2140 (Abb. 4.3), 2004 und 1878 zeigten Sphiren-Formationen von
16 bzw. je 12 Passagen und setzten sich deutlich von den anderen Kulturen ab. Der Tumor
2140 zeigte auch in der direkten Kultivierung aus dissoziierten Zellen des Tumorfrischmateri-
als eine Sphiren-Formation iiber 7 Passagen sowie 1878 iiber 6 Passagen, Tumor 2004 jedoch
nur iiber 3 Passagen. Ein Zusammenhang mit der histopathologischen Dignitdt des Tumors
und der Kultivierung unter serumfreien Bedingungen der entsprechenden Priméarkultur konnte

nicht gezogen werden.

Die Untersuchung der drei etablierten MPNST Zelllinien S462, S1507,2 und S1844,1 zeigte
fiir die Linien S1507,2 und S1844,1 eine Sphéren-Formation von 2 Passagen. Fiir die Zelllinie
S462 konnte eine Sphéiren-Formation beobachtet werden. S462 wies eine deutliche Prolifera-
tion von mehr als 40 Passagen unter serumfreien Bedingung sowie ein klonales Wachstum
(Spyra et al., 2011) auf (Abb. 4.4). S462 und S1507,2 entstammten einem rezidiven malignen
Nervenscheidentumor, beide FNCLCC Grad III. Jedoch verhielten sich die Zellen aus diesen
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beiden MPNSTs deutlich unterschiedlich unter Stammzellbedingungen. S1884,1 gehdrt zur

Gruppe der sog. Triton-Tumore und wies einen Schweregrad von FNCLCC II auf.

Tabelle 4.1: Sphéren-Formation von dissoziierten Zellen aus atypischen und typischen PNF Tumorfrisch-

material sowie von PNF Primérkulturen. Gelistet sind die verwendeten Materialien angegeben mit pathologi-

schen Befunden und der maximalen Passagierung.

Tumor Sphiren-
D Formation bis Ausgangszellen/Proben und dazu gehorige pathologische Befunde
Passage (P)
dissoziierte Zellen aus PNF Tumorfrischmaterial
2273,2 6 PNF, S100 positiv, dulerer Randbereich S100 negativ, MPNST; FNCLCC Grad III
2273,1 2 iiberwiegend dermal-diffuses, fokal auch PNF, S100 positiv, WHO Grad I
Zellen aus PNF Primérkulturen
2273,2 3 PNF, S100 positiv, dullerer Randbereich S100 negativ, MPNST; FNCLCC Grad III
1701,3 keine PNF
dissoziierte Zellen aus atypischem PNF Tumorfrischmaterial
1970,1 8 atypisches plexiformes Neurofibrom
1970,2 7 atypisches plexiformes Neurofibrom
2248 4 atyp. PNF, S100 positiv, erhohte proliferative Aktivitiat; WHO Grad |
2174,2 2 atyp. PNF, S100 positiv, WHO Grad |
2174,1 2 atyp. PNF, S100 positiv, WHO Grad |

Tabelle 4.2: Sphéaren-Formation von dissoziierten Zellen aus MPNST Tumorfrischmaterial, Zellen von MPNST

Primédrkulturen sowie Zellen etablierter MPNST Zelllinien. Gelistet sind die verwendeten Materialien angegeben

mit pathologischen Befunden und der maximalen Passagierung.

Tumor Sphiren-
D Formation bis Ausgangszellen/Proben und dazu gehorige pathologische Befunde
Passage (P)
dissoziierte Zellen aus MPNST Tumorfrischmaterial
2209,1 8 Sarkom, S100 negativ, epitheloides MPNST moglich; FNCLCC Grad 111
2209,2 8 Sarkom, S100 negativ, epitheloides MPNST moglich; FNCLCC Grad 111
2231 7 Triton-Tumor, S100 positiv fokal; FNCLCC Grad III, WHO Grad IV
2140 7 MPNST, S100 negativ, CD34 positiv
2256,2 6 MPNST, FNCLCC Grad III
2256,1 6 MPNST, FNCLCC Grad III
1878 6 MPNST (Rezidiv), inhomogen S100 positiv; FNCLCC Grad I
2233 5 MPNST, spindelzellig; FNCLCC III
2131,2 5 MPNST, Metastase, keine weiteren Angaben
2005,2 5 MPNST, keine weiteren Angaben
2005,1 5 MPNST, keine weiteren Angaben
2300 5 MPNST, schwach S100 positiv, FNCLCC Grad 111
2284 3 MPNST, Metastase; FNCLCC Grad 111
2004 3 MPNST; FNCLCC Grad I1I
1794 3 MPNST, WHO Grad IV, FNCLCC Grad 11
2336 3 MPNST, Rezidiv; keine weiteren Angaben
2306 2 MPNST, Rezidiv; keine weiteren Angaben
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Fortsetzung Tabelle 4.2:

Tumor Sphiiren-
D Formation bis Ausgangszellen/Proben und dazu gehorige pathologische Befunde
Passage (P)
dissoziierte Zellen aus MPNST Tumorfrischmaterial
2302 2 MPNST; WHO Grad IV
1916 2 MPNST, keine weiteren Angaben
1844,1 2 Triton-Tumor, FNCLCC Grad II
1797 2 MPNST; FNCLCC Grad II
1905 1 MPNST; keine Gradierung (Lungenbiopsie)
1825 1 MPNST, keine weiteren Angaben
1950,2 6 nicht-NF1 assoziierter MPNST, keine weiteren Angaben
1950,1 5 nicht-NF1 assoziierter MPNST, keine weiteren Angaben
2250 keine MPNST; FNCLCC Grad 111
1907 keine MPNST; FNCLCC Grad 111
1882 keine MPNST; FNCLCC Grad II
1810 keine MPNST, Rezidiv
1729 keine MPNST; FNCLCC Grad I
Zellen aus MPNST Primérkulturen
2140 16 MPNST, S100 negativ, CD34 positiv
1878 12 MPNST (Rezidiv), inhomogen S100 positiv; FNCLCC Grad I
2004 12 MPNST; FNCLCC Grad 111
1905 5 MPNST; keine Gradierung (Lungenbiopsie)
1916 3 MPNST, keine weiteren Angaben
2302 2 MPNST; WHO Grad IV
1797 2 MPNST; FNCLCC Grad II
1794 2 MPNST, WHO Grad IV, FNCLCC Grad II
1729 2 MPNST; FNCLCC Grad I
1639 2 MPNST, keine weiteren Angaben
2300 1 MPNST, schwach S100 positiv, FNCLCC Grad 111
1825 1 MPNST, keine weiteren Angaben
1810 1 MPNST, Rezidiv
1602 2 nicht-NF1 assoziierter MPNST, diffus, S100 positiv
1907 keine MPNST; FNCLCC Grad 111
1882 keine MPNST; FNCLCC Grad II
1771 keine MPNST, keine weiteren Angaben
1640 keine nicht-NF1 assoziierter MPNST, keine weiteren Angaben
Zellen aus etablierten MPNST Zelllinien
462 iiber 40 MPNST, Rezidiv, FNCLCC Grad II1
1844,1 2 Triton-Tumor, FNCLCC Grad II
1507,2 2 MPNST, Rezidiv, FNCLCC Grad III

Eine Regressionsanalyse, aller Proben mit FNCLCC Klassifikation, iiberpriifte die Korrelati-
on zwischen Dignitit des Tumors und Anzahl der Passagen der Sphiren-Formation. Fiir dis-
soziierte Zellen aus MPNST Tumorfrischmaterial (Abb. 4.1A), Zellen aus Priméirkulturen
(Abb. 4.1B) sowie Zellen aus etablierten MPNST Zelllinien (Abb. 4.1C) konnte keine eindeu-

tige Korrelation zwischen der Sphiren-Passage und dem Grad des Tumors festgestellt werden.
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Dennoch kann, trotz des geringen Probenumfanges, eine Tendenz aufgezeigt werden, dass je
hoher die Klassifizierung des Tumors ausfiel, im Besonderen fiir Sphiren aus Tumorfrisch-

material, umso mehr Passagierungen der Sphiren moglich waren.
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Abbildung 4.1: Regressionsanalyse von (A) dissoziierten Zellen aus MPNST Tumorfrischmaterial, (B) Zellen
aus Primérkulturen sowie (C) Zellen aus etablierten MPNST Zelllinien fiir alle Proben mit FNCLCC Klassifika-

tion. R? = Bestimmtheitsmaf

Nachstehend aufgefiihrt sind beispielhafte Abbildungen fiir das Wachstum von Sphéren unter
Stammzellbedingungen fiir dissoziierte Zellen aus Tumorfrischmaterial, Primirkulturen und

etablierte MPNST Zelllinien.
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Die Sphédren des Tumorfrischmaterials 2209,1 und 2209,2 wiesen ein eher langsameres
Wachstum auf. Zu beobachten war zudem, dass die Wachstumsgeschwindigkeit abgenommen
hat. Nachstehend abgebildet (Abb. 4.2) sind beispielhaft die Kulturen 2209,1 und 2209,2 als
Sphéren in den Passagen 2 und 5. Sphiren aus Tumorfrischmaterial wiesen eine heterogene
Sphéren-Struktur auf, so dass hdufig sowohl regulire als auch (unspezifische) irregulire For-
men zu erkennen waren. Abbildung 4.2A und C deutet auf ein spharenhaftes Wachstum hin

wobei Abbildung 4.2B und D unter anderem auch irreguldre unspezifische Aggregationen
A B
- .

Abbildung 4.2: Spharen-Formation aus Tumorfrischmaterial 2209,1 in den Passagen (A) 2 und (B) 5 sowie aus
2209,2 dargestellt fiir die Passagen (C) 2 und (D) 5.

aufweisen konnte.

Folgend abgebildet (Abb. 4.3) ist die Primérkultur 2140 in Stammzellmedium. 2140 zeichnete
sich vor allem durch das Wachstum als Einzelsuspension aus. Eine Sphédren-Formation war
zudem deutlich zu erkennen. Im Vergleich zu S462 wies 2140 unter Stammzellbedingungen
eine langsamere Proliferation auf, so dass eine Passagierung hiufig erst nach ca. 3 Wochen
moglich war. Grundsitzlich war fiir MPNST Primérkulturen das Wachstum auch hier sowohl
als reguldre und auch als irreguldre Sphéren zu beobachten. Eine unspezifische Aggregation

war nicht auszuschlieflen.

A

Abbildung 4.3: Sphéren-Formation der Primarkultur 2140 dargestellt fiir die Passagen (A) 1 und (B) 13.
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Fiir die meisten Sphéren-Kulturen konnte beobachtet werden, dass die Proliferation und Vita-
litdt der Zellen mit erhohter Passage abnahm. Ein klonales Wachstum konnte nur fiir die Zell-
linie S462 (Spyra et al., 2011) gezeigt werden. Zu erkennen ist das Wachstum der Zellen in
Suspension unter Stammzellbedingungen als reguldre Sphéiren (Abb. 4.4A und C) sowie als
irreguldre Sphéren (Abb. 4.4B und D). Hiufig zu beobachten war das Wachstum als Einzel-

zellsuspension vor allem mit erhohter Passage.

Abbildung 4.4: Sphiren der etablierten Zelllinie S462 in Stammzellmedium in den Passagen (A) 2, (B) 9, (C)
18 und (D) 31.

Zellen der etablierten MPNST Zelllinie S462 formten Sphiren unter serumfreien Bedingun-
gen iiber eine Vielzahl von Passagen. Sie setzte sich damit deutlich von den Zellen anderen
Proben und Linien ab. Eine weitere Charakterisierung hinsichtlich stammzell- oder stamm-

zelldhnlicher Eigenschaften bezog sich daher auf diese Zellen.
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4.1.2 Genexpression von Sphiiren

a) Genexpression (Real-Time PCR)

Zunichst wurde die Expression verschiedener neuronaler oder allgemeiner Stammzellmarker
untersucht. Um einen Einfluss des serumhaltigen Mediums auf die Expression fiir verschiede-
ne Stammzellmarker auszuschlieBen, wurde die adhdrente Kultur unter serumfreien Bedin-
gungen in Stammzellmedium fiir einen Zeitraum von 14-16 h kultiviert und als Kontrolle fiir

die Expression der Sphéren eingesetzt.

Wie in Abbildung 4.5 gezeigt, ist eine erhohte Expression fiir den Stammzellmarker CD133 in
S462 Sphéren zu erkennen. Des Weiteren wiesen S462 Sphéren eine erhohte Expression fiir
die neuronalen Stammzellmarker Nestin, Oct4 und Sox9 auf. Auch die Marker fiir Tu-
morstammzellen Notch4 und ABCG2 zeigten eine erhohte Expression. Sox2, ein Marker fiir
sowohl Tumorstammzellen als auch fiir neuronale Vorlduferzellen, zeigte eine erhohte Ex-
pression. Der Marker fiir Schwann-Zellen und Neuronen, NGFR, wies ebenfalls eine erhohte
Expression auf. Dagegen ist eine verringerte Expression fiir die Marker EGFR (neuronale
Vorlduferzellen) und NCAM (neuronale Zellen & Schwann-Zellen) bei S462 Sphéren in den
Passagen 13 bis 16 zu erkennen (Abb. 4.5)
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Abbildung 4.5: Relative Genexpression der S462 Sphéren in den Passagen 13-16 im Vergleich zu adhédrenten
S462 Zellen, die fiir 14-16 h unter serumfreien Bedingungen kultiviert wurden. Alle gemessenen Werte zeigten

signifikante Unterschiede.
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Um eine kontinuierliche Anreicherung der Tumorstammzellen in der sphédroiden S462 Kultur
zu priifen, wurde die Expression von CD34, Oct4, Sox2 und NGFR in verschiedenen Passa-
gen der Spharen untersucht. Fiir alle vier Marker konnte ein Anstieg der Expression von jun-
ger (P1-11) zur dlteren (P13-18) Passage der sphédroiden Kultur beobachtet werden. Besonders
bei CD34 und Oct4 ist die Zunahme der Expression erheblich bzw. deutlich (Abb. 4.6).
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Abbildung 4.6: Anstieg der Expression einiger Marker von junger (1-11) zur dlteren (13-18) Passage der S462
Sphiren (adhdrente S462 16-18 h). Bis auf die Expression von Sox2, fiir adhdrente S462 Zellen gegen S462
Sphiren P1-11 und S462 Sphiren P1-11 gegen Sphiren P13-18, ist der Unterschied der Genexpression in den

verschiedenen Passagen signifikant.

b) Einfluss von Kultivierungsbedingungen auf die Genexpression

Um den Einfluss der Kultivierungsbedingungen auf die Genexpression zu priifen, wurde die
adhirente Zelllinie S462 fiir verschiedene Inkubationszeiten unter serumfreien Bedingungen
kultiviert, wobei ein Anstieg der Expression fiir Nestin und Sox2 zu beobachten war. Die Ex-
pression von Nestin stieg kontinuierlich, wihrend die Expression von Sox2 bereits nach 6
Stunden den maximalen Wert erreicht hat (Abb. 4.7). Eine Abnahme der Expression lag beim

neuronalen Stammzellmarker Oct4 vor.
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Abbildung 4.7: Genexpression der adhidrenten Kultur S462 (P35) unter Stammzellbedingungen fiir 0 - 26 h. Alle
gemessenen Werte zeigten einen signifikanten Unterschied bis auf die Probe 16 h gegen 26 h fiir Oct4 und 6 h
gegen 26 h fiir Sox2.

Weiter wurden S462 Sphéren fiir 0 - 26 h unter serumhaltigen Standardbedingungen kultiviert
und anschlieBend die Expression fiir Nestin, Oct4 und Sox2 gemessen, wobei ein Anstieg der
Expression fiir Nestin und Sox2 nach 6 h, gefolgt von einer Abnahme nach 16 h sowie 26 h zu
beobachten war. Die Expression von Oct4 wies zunichst einen Abfall der Expression nach 6 h

auf, gefolgt von einem Anstieg der Expression nach 16 h sowie 26 h (Abb. 4.8).
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Abbildung 4.8: Genexpression von S462 Sphiren (P19) unter serumhaltigen Standardbedingungen fiir einen
Zeitraum von 0 - 26 h. Alle gemessenen Werte zeigten einen signifikanten Unterschied bis auf 0 h gegen 16 h

bzw. 26 h sowie 16 h gegen 26 h fiir Oct4 und 0 h gegen 16 h fiir Sox2.

81



4. Ergebnisse

Die Uberpriifung der Kultivierungsbedingungen auf die Expression verschiedenster Marker
zeigte somit einen deutlichen Einfluss auf dessen Expression und sollte fiir weitere Versuche

beriicksichtigt werden.
¢) Proteinexpression (Durchflusszytometrie)

Fiir die Validierung der Daten aus der Genexpressionsanalyse wurde mit Hilfe der Durch-
flusszytometrie eine absolute Messung auf Proteinebene vorgenommen. Hierfiir wurde erneut
ein Vergleich von S462 Sphéren zu deren adhdrenten Kultur gezogen. Fiir einen Teil der
Marker wurden zusétzlich zwei verschiedene Passagen der S462 Sphéren miteinbezogen und
vergleichend zur adhdrenten Kultur aufgestellt. Neben den Markern aus der Genexpressions-
analyse wurden noch weitere Marker wie CD24 als Marker neuronaler Vorlduferzellen sowie
CD90 als Fibroblastenmarker bzw. Differenzierungsmarker hinzugezogen. Abbildung 4.9
zeigt den Vergleich von S462 Sphiren zur adhdrenten S462 Kultur. Sox2 wies einen leicht
erhohten Anteil positiver Zellen der S462 Sphéren auf und stimmt somit mit den Ergebnissen
aus der Genexpressionsanalyse liberein. Fiir den Stammzellmarker CD34 konnte ebenfalls
eine Zunahme positiver Zellen von adhédrenter Kultur zu S462 Sphéiren beobachtet werden.
Ferner zeigte sich bei einem Vergleich der sphiroiden Kultur S426 von Passage 7 zu Passage
20 eine Zunahme positiver Zellen fiir CD34. Die Ergebnisse stimmen zudem mit den Ergeb-
nissen aus der Expressionsanalyse iiberein (siche Abb. 4.6). Fiir den Stammzellmarker Nestin
konnte auch eine Zunahme an Nestin-positiven Zellen von adhirenter S462 Kultur zu S462
Sphiren beobachtet werden. Zudem zeigte auch hier ein Vergleich von junger zu élterer Spha-
ren-Passage eine Zunahme positiver Zellen. Auf Genexpressionsanalyse konnte dies nicht
reproduzierbar bestétigt werden (Daten nicht gezeigt). Fiir den Differenzierungsmarker CD24
ist ein deutlich geringerer Anteil an CD24 positiven Zellen in der sphédroiden S462 Kultur zu
erkennen, so dass diese Kultur einer undifferenzierten Kultur entsprechen konnte. Der Marker
NGFR wies wie auf Genexpressionsebene eine Zunahme positiver Zellen in der jiingeren
sphéroiden S462 Passage auf. Bei Passage 20 der S462 Sphéren zeigte sich im Gegensatz zur
Expressionsanalyse eine Abnahme positiver Zellen fiir NGFR. Eventuell besteht hier eine
verdnderte post-transkriptionale Regulierung. NCAM wies in der adhdrenten Kultur einen
hoheren (nicht signifikanten) Anteil positiver Zellen auf. Dieser Anteil nahm in der jiingeren
sphéroiden S462 Kultur zunéchst ab, stieg jedoch wieder in hoheren Passagen an. Auf Genex-
pressionsebene konnte zunichst auch eine verringerte Expression beobachtet werden (siche

Abb. 4.5). Ein anschlieender Anstieg der Expression in einer hoheren Passage konnte nicht
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bestitigt werden (Daten nicht gezeigt). Der Anteil CD90 positiver Zellen hat in den jlingeren
Passagen der S462 Sphiren tendenziell zundchst abgenommen, stieg jedoch bei hdéheren

Passagen tendenziell wieder an.

Fiir CD133 konnte keine Zunahme beschrieben werden. Fiir den neuronalen Stammzellmarker
Oct4 ist bei einem Vergleich auf Proteinebene kein Unterschied von adhérenter zur sphéroi-
den S462 Kultur zu erkennen, wohingegen die Genexpressionsanalyse (siche Abb. 4.5) eine
deutlich erhohte Expression in den Sphédren aufwies. Fiir den Marker des ABCG2-
Transporters ist kein Unterschied bei der Betrachtung beider Kulturen zu beobachten. Der
Anteil an positiven Zellen lag um 1%. Die Genexpressionsanalyse zeigte eine erhdhte Expres-

sion fiir S462 Sphéren.
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Abbildung 4.9: absolute Proteinexpression mittels Durchflusszytometrie: Vergleich von adhédrenten S462 Zellen
und S462 Sphéren; fiir einige Marker sind zusétzlich zwei verschiedene Passagen (P7-13 bzw. P17-21) gemessen
worden. Signifikante Unterschiede bestehen nur fiir die adhédrente Kultur im Vergleich zu beiden sphéroiden
Kulturen fiir die Marker CD34 und NGFR sowie fiir die Sphéren-Kulturen (P7 vs. P20) fiir NCAM. Die Marker
CD24 und Sox2 sind auch signifikant unterschiedlich; * die real gemessenen Werte entsprechen 1/10 der oben

dargestellten Balken.

d) Genexpression weiterer MPNST Sphiiren

Bei Sphiren (P2) aus einer weiteren etablierten MPNST Zelllinie S1507,2 wurde eine erhohte
Expression von Nestin, Oct4 und Sox2 beobachtet (Abb. 4.10); fiir die Marker CD133 und

Sox9 dagegen eine verringerte Expression.
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Abbildung 4.10: relative Expression der Sphéren (Passage 2) der etablierten Zelllinie S1507,2 (Passage 25).
Alle gemessenen Werte zeigten einen signifikanten Unterschied. Aufgrund der geringen Replikatmenge konnte

fiir den Marker Oct4 kein t-Test gemacht werden.

Fiir die Sphéren 1950,1 (P6) aus direkt dissoziierten Zellen von MPNST Frischgewebe konnte
fiir den Marker Nestin eine erhdhte Expression beobachtet werden (Abb. 4.11A). Die Expres-
sion von Oct4 war bei 1950,1 verringert. Als Vergleichsprobe diente die adhdrente Primérkul-
tur 1950,1 (P3). Die Sphiren 2004 (P2-3) zeigten ebenso fiir eine Reihe von Stammzellmar-
kern wie Nestin, Oct4, Sox2, ABCG2 und NGFR eine erhohte Expression der stammzelldhn-
lichen Sphéren im Vergleich zur adhirenten Primérkultur (P6-7) (Abb. 4.11B). Eine verrin-
gerte Expression lag fiir Sox9, Notch4 und NCAM vor. Sphéren von 2005,1 (P5) wiesen eine
erhohte Expression flir Nestin und Oct4 im Vergleich zur adhdrenten Kultur (P4) auf (Abb.
4.11C). Fiir die sphédroide Kultur 2131,2 (P1) konnte eine erhohte Expression fiir die Stamm-
zellmarker CD133, Nestin, Sox2 sowie NGFR und NCAM im Vergleich zur adhdrenten Kul-
tur (P3) beobachtet werden. Eine verringerte Expression lag fiir die Marker CD34, Oct4 und
ABCG?2 vor (Abb. 11D). Die Sphiren 2140 (P4) wiesen fiir die Stammzellmarker CD34 so-
wie Sox2 eine erhohte Expression auf (Abb. 4.11E). Die Marker NCAM und NGFR zeigten
ebenfalls eine leicht erhohte Expression bzw. deutlich erhohte Expression. Fiir Oct4 sowie
EGFR konnte eine verringerte Expression im Vergleich zur adhidrenten Kultur (P3) beobach-

tet werden.
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Abbildung 4.11: Genexpression von Sphéren aus dissoziierten Zellen von Tumorfrischmaterial im Vgl. zur
Primédrkultur. Alle Werte zeigen einen signifikanten Unterschied (A) 1950,1; eine statistische Analyse (t-Test)
der Primérkultur 1950,1 fiir den Marker Nestin konnte aufgrund der zu geringen Replikatmenge nicht gemacht
werden. (B) 2004; Notch4, NCAM und NGFR zeigten keinen signifikanten Unterschied. (C) 2005,1 (D) 2131,2;
Oct4 zeigte keinen signifikanten Unterschied. Eine statistische Analyse (t-Test) fiir die adh. Primarkultur und die
Sphiren-Kultur 2131,2 fiir den Marker CD133 konnte aufgrund der zu geringen Replikatmenge nicht gemacht
werden (E) 2140; NCAM zeigte keinen signifikanten Unterschied. Eine statistische Analyse (t-Test) der adha-
renten Priméarkultur 2140 und der Spharen-Kultur 2140 fiir die Marker CD34 und Oct4 konnte aufgrund der zu

geringen Replikatmenge nicht gemacht werden.
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Zusammenfassend fiir die Primarkulturen im Vergleich von adhérenter zu stammzelldhnlicher
sphéroider Kultur ldsst sich sagen, dass die Stammzellmarker Nestin und Sox2 sowie NGFR
eine erhohte Expression in den getesteten Sphdren aufwiesen. Alle weiteren gepriiften
(Stammzell-)Marker zeigten eine differenzielle Expression. Da nicht fiir jede Sphéren-Kultur
alle Marker gepriift werden konnten, beispielsweise auf Grund von zu geringer Zellverfiig-

barkeit, kann an dieser Stelle nur von einer Tendenz gesprochen werden.
e) Expression von (Stammzell)-Markern an MPNST und PNF: Immunhistochemie

Neben dissoziierten Zellen aus Tumorfrischgewebe wurden Primérkulturen bzw. etablierte
Zelllinien auf das Vorhandensein von Tumorstammzellen oder stammzelldhnlichen Zellen
mittels serumfreier Kultivierung untersucht. Zusétzlich erfolgte eine Analyse ausgewéhlter
Tumore von NF1 Patienten. Es erfolgte die Untersuchung der Expression von diversen Mar-
kern (Tab. 4.3) direkt an 4 MPNST Proben (u.a. 462) sowie 5 PNF Proben. Zusétzlich wurden
2 Maus-MPNST Xenograft-Tumore aus subkutanen Injektionen von S462 Sphéren (1961,1)
und adhédrenten S462 Zellen (1983,1) analysiert.

Die Auswertung der Proben wies CD34 positive Zellen in allen untersuchten Proben auf. Zu
berticksichtigen ist hier die Verwendung von CD34 auch als Endothelmarker. Somit konnte
auch die Farbung von GefaBstrukturen beobachtet werden. Nestin, Sox9 und NGFR waren
iiberwiegend schwach bis positiv. CD133, EGFR und NCAM dagegen waren {iberwiegend
negativ (mit Ausnahme von EGFR fiir PNF Gewebeproben) (Abb. 4.12 & 4.13; Tab. 4.3).
Auffallend ist die iiberwiegend positive Farbung von allen Markern, auch CD133, EGFR und
NCAM fiir beide Maus-MPNST Xenograft-Proben (Tab. 4.3). Eine unspezifische Bindung

bzw. Kreuzreaktion der Antikorper ist fiir diese Fille nicht auszuschlieen.
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Tabelle 4.3: Immunhistologische Farbungen von MPNST und PNF Proben. In Klammern dargestellt ist der
prozentuale Anteil der positiven adhédrenten Zellen der Ergebnisse der Durchflusszytometrie zum direkten Ver-

gleich des Originaltumors 462 (n.d. = nicht durchgefiihrt).

Tumor ID | CD34 CD133 Nestin Sox9 EGFR | NCAM NGFR
MPNST von Patienten
positiv negativ positiv negativ Sl
462 0 o o positiv | negativ N schwach
(28%) (32%) (55%) (38%) e (5%)
i . o\ .\ . . schwach
1844,1 positiv negativ positiv positiv | negativ | negativ o
1878 positiv n.d. positiv n.d. positiv | negativ n.d.
sehr
2004 positiv negativ positiv positiv | negativ | negativ schwach
positiv
MPNST von Maus-Xenografts
1961,1 positiv positiv positiv positiv | positiv | positiv positiv
o i o\ .\ - . schwach
1983,1 positiv positiv positiv positiv | positiv | positiv Dbsitin
PNF von Patienten
1884 ositiv negativ SR ositiv ositiv | negativ ositiv
P g positiv p p g p
i . schwach . . . i
2029 positiv negativ oy positiv | positiv | negativ positiv
... | sehr schwach | sehr schwach i schwach | schwach ...
2138 positiv . . positiv o o0 positiv
positiv positiv positiv | positiv
o . i o ... | schwach .\
2144 positiv negativ positiv positiv | positiv ity positiv
... | sehr schwach | schwach i - . i
2211 positiv ity R positiv | positiv | negativ positiv

Die nachstehenden Abbildungen 4.12 und 4.13 zeigen exemplarisch Immunfirbungen der
verwendeten Patienten- bzw. Mausgewebeproben. Die originale Tumorprobe des Patienten
462 wies fiir die Marker NCAM und CD133 keine Ubereinstimmung im Vergleich zu adhi-
renten S462 Zellen auf.
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Abbildung 4.12: immunhistologische Féarbungen von MPNST Gewebeproben. Malistabsbalken fiir CD34,
Nestin & EGFR = 100 um; fiir CD133, Sox9, NCAM & NGFR =50 pm
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Abbildung 4.13: immunhistologische Farbungen von PNF Gewebeproben. Maf3stabsbalken = 50 um
89



4. Ergebnisse

4.1.3 Whole Genome Expressionsprofiling der S462 Sphdiiren
Die Whole Genome Micro-Array Genexpressionsanalyse diente zur Untersuchung der globa-

len Expression der S426 Sphéren (P16) im Vergleich zu adhédrenten S462 Zellen (16 h). Ana-
lysiert wurden 54.100 Sondensets des GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 Arrays. Ca.
30% der Sets zeigten eine differenzielle Expression auf, wobei ca. 13,4% Gene in der

sphéroiden Kultur herunterreguliert und ca. 15,6% hochreguliert vorlagen.
a) Bestiitigung der Expression von Stammzellmarkern

Eine verdnderte Expression der S462 Sphéren fiir CD34, Nestin, EGFR und NGFR in der
vorherigen Real-Time PCR konnten fiir die untersuchten Marker in der Arrayanalyse bestétigt
werden, wobei einige Sonden im Array fiir EGFR keine Verdnderung aufzeigten. Sox2,
CD133 und Oct4 dagegen zeigten bei einer automatischen Analyse der Daten keine verdnder-
te Expression. Bei einer genaueren Betrachtung der Signalstirke fiir Oct4 lagen die Werte
unterhalb der Detektionsgrenze zum Nachweis einer Expressionsidnderung, jedoch deutete ein
Wert auf eine erhohte Expression hin und konnte somit nur bedingt bestétigt werden. Die Sig-
nalstidrken fiir Notch4, ABCG2 und NCAM waren zu schwach fiir eine Auswertung bzw.
zeigten fiir NCAM einige Signale, die keine verdnderte Genexpression aufwiesen. Sox9 wies
eine eindeutig verminderte Expression im Vergleich zu den Ergebnissen der Real-Time PCR

auf (Tab. 4.4).

Tabelle 4.4: Ergebnisse zur Ubereinstimmungen der Micro-Arrayanalyse im Vergleich zur vorherigen Real-

Time PCR der S462 Sphiren (,,-“ = nicht auswertbar).

CD34 | CD133 | Nestin Oct4 Sox9 Sox2 ABCG2| EGFR | Notch4 | NCAM | NGFR
Real-
Time hoch hoch hoch hoch hoch hoch hoch runter hoch runter hoch
PCR
Signal zu
Signal runter Signal | schwach
Micro- keine keine keine bzw.
hoch | hoch | . runter | zu . zu bzw. hoch
Array Anderung Anderung Anderung keine .
schwach | . schwach keine
Anderung X
Anderung
Uberein- | . . . . . . . .
. ja nein ja nein nein nein - ja - - ja
stimmung

b) Funktionale Gruppierung differenziell regulierter Gene

Um eine Strukturierung der differenziell regulierten Gene vorzunehmen, wurden funktionale
Gruppierungen der hoch- und herunterregulierten Gene mit einer Signal Log Ratio (SLR) von
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mehr als 1 bzw. -1 mittels der Software EXPANDER erstellt (Abb. 4.14). Die Herunterregulie-
rung von Genen in einigen funktionalen Gruppen, wie z.B. ,,anatomical structure formation*,
sanatomical structure development und ,,cellular developmental process* der S462 Sphéren
stimmen mit einem undifferenzierten Zelltyp iiberein. Dagegen wurden auch Anderungen in
der Genexpression fiir Gruppen wie ,regulation of cell cycle* oder ,protein kinase
cascade** gefunden, flir die keine direkte Rolle bei Zelltypen mit stammzell- oder stamm-
zelldhnlichen Eigenschaften bekannt ist (Abb. 4.14A). Gene mit hoch regulierter Expression
waren in Gruppen wie ,,negative regulation of progresssion through cell cycle®, ,negative
regulation of cellular process* oder ,,transcription* zu finden. Fiir jene Gruppen sind jedoch
keine bekannten Rollen in der Biologie undifferenzierter, stammzelldhnlicher Zellen be-

schrieben (Abb. 4.14B).
A

anatomical structure formation - GO:0048646 T 1,09
vasculature development - GO:0001944 T 1,09
organ morphogenesis - GO:0009887 T 1,80
protein kinase cascade - GO:0007243 T 1,90
regulation of signal transduction - GO:0009966 T 2119
regulation of cell cycle - GO:0051726 ] 2,40

positive regulation of cellular process - GO:0048522 ] 3,78

organelle organization and biogenesis - GO:0006996 1 4,12

anatomical structure morphogenesis - GO:0009653 ] 4,54

negative regulation of biological process - GO:0048519 1 4,46
organ development - GO:0048513 ] 4,69
intracellular signaling cascade - GO:0007242 ] 6,03

cellular developmental process - GO:0048869 ] 7,65

anatomical structure development - GO:0048856 ] 7,85

cellular component organization and biogenesis - GO:0016043 1 9,00

B

negative regulation of progression through cell cycle - GO:0045786 T 1,09
ligase activity - GO:0016874 T 1,67
sequence-specific DNA binding - GO:0043565 T 2,14
transcription from RNA polymerase Il promoter - GO:0006366 T 2,43

protein localization - GO:0008104 T 2,94

establishment of cellular localization - GO:0051649 T 296
transcription factor activity - GO:0003700 T 387
negative regulation of cellular process - GO:0048523 T 399

post-translational protein modification - GO:0043687 1 4,79
zinc ion binding - GO:0008270 I 7,49

cellular component organization and biogenesis - GO:0016043 ] 7,87
DNA binding - GO:0003677 I 8,11
reg. of different nucleic acid metabolic processes - GO:0019219 ] 8,67

transition metal ion binding - GO:0046914 I 8,74
transcription - GO:0006350 ] 8,76
RNA metabolic process - GO:0016070 ] 9,54
nucleic acid binding - GO:0003676 ] 11,46

Proportion der differentiell regulierten Gene (%)

Abbildung 4.14: Funktionale Gruppierung der (A) herunter- und (B) hochregulierten Gene. GO: Gene Ontolo-

gy-Nummern.
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Zusammenfassend fiel ein Grofteil der resultierenden funktionalen Gruppen in Bereiche, die
keine stammzell- oder undifferenzierten Zellen beschreiben. Eine weitere Eingrenzung der
differenziell regulierten Gene erfolgte durch eine Analyse der hoch- und runterregulierten
Gene mit einer SLR von mehr als 3 bzw. -3. Die Auswertung der Daten ergab die Gruppie-
rung von herunterregulierten Genen, die an Entwicklungsprozessen wie z.B. der Blutgefal3-

entwicklung, Zellmigration und Zellmotalitit beteiligt sind (Tab. 4.5).

Tabelle 4.5: Funktionale Gruppierung herunterregulierter Gene mit einer SLR > -3

GO-Nummer Funktion % p-Wert
G0:0001944 vasculature development 6,71 2,41E-11
GO:0001568 blood vessel development 6,47 7,94E-11
G0:0048514 blood vessel morphogenesis 5,76 5,77E-10
GO0:0016477 cell migration 6,24 4,32E-09
G0:0048870 cell motility 6,47 1,03E-08
GO:0051674 localization of cell 7,19 1,55E-06
G0:0006928 cell motion 7,19 1,55E-06

Fiir hochregulierte Gene mit einer SLR > 3 (Tab. 4.6) konnten funktionale Gruppierungen
gebildet werden, die vor allem Komponenten der Plasmamembran enthielten. Dazu gehorten
beispielsweise G-Protein gekoppelte Rezeptoren oder membranstdndige Proteine wie CD34.
Einige Gene gehorten zudem der funktionalen Gruppierung ,,response to endogenous or hor-

mone stimulus* an, wie beispielsweise RERG (RAS-like estrogen-related growth inhibitor).

Tabelle 4.6: Funktionale Gruppierung hochregulierter Gene mit einer SLR > 3

GO-Nummer Funktion % p-Wert
G0:0009719 response to endogenous stimulus 5,92 6,85E-05
G0:0010033 response to organic substance 8,45 7,19E-05
G0O:0009725 response to hormone stimulus 5,07 5,04E-04
GO:0005887 integral to plasma membrane 11,27 2,74E-04
GO:0031226 intrinsic to plasma membrane 11,27 4,30E-04
G0:0044459 plasma membrane part 15,49 0,0151
G0O:0005886 plasma membrane 23,38 0,0467

c) Ergebnisse der Signalweg-Analyse differenziell regulierter Gene

Auffallend war, dass einige Gene mit den stirksten Arraysignalen der S462 Sphéaren, Proteine
kodierten, die Funktionen bei verschiedenen Signaltransduktionswegen aufweisen. Vor allem

Gene wie DKKI (Dickkopf Homolog), BCLI9L (B-Cell CLL/Lymphoma 9-like), DKKLI
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(Dickkopf-like 1) und CTNNBI (Catenin (Cadherin-Associated Protein) Beta 1)) sind Kom-
ponenten des Wnt-Signalweges. Die Signalweg-Analyse wies eine Vielzahl differenziell regu-
lierter Gene im Wnt-Signalweg auf (Abb. 4.15). Zu diesen Genen gehdrten beispielsweise
Frizzled-Liganden, Wnt-Rezeptoren und Proteinkinasen sowie auch Transkriptionsfaktoren.
Zudem wiesen Gene der Differenzierungslinie (z.B. JUN oder CD44) eine verminderte Ex-
pression auf, so dass es sich bei den S462 Sphiaren um weniger differenzierte Zellen handeln
konnte. Abbildung 4.15 zeigt die Signalkaskade um den Wnt-Signalweg mit den entsprechend

differenziell regulierten Genen in farblichen Abstufungen.

Whnt Signaling Pathway and Pluripotency

Author: Nathan Salomonis and Michael Lieberman

i
Wnt Receptors Protein Kinase C Marn{a.lned by: GenMAPP.org
E-mail: genmapp@gladstone.ucsf.edu

Frizzled Ligands
9 Last modified: 10/10/07
Copyright ® 2007, Gladstone Institutes
TR: Transcriptional Regulation
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Hs-Std_20070817.gdb -
Expression Dataset
Name: 462-Sp P16 vs 462 16h_for GenMAPP
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Gene Value: 1: 462-Sp P16 vs 462 16h_Signal Log Ratio \/
Legend: 1
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Wnc - Phosphorylated p-Catenin Ubiquitin Conjugating Enzyme
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Abbildung 4.15: Differenziell regulierte Wnt-Signalkaskade dargestellt in farblichen Abstufungen in Abhéngig-
keit der verdnderten Genexpression (siche Legende). Die gestrichelten Linien weisen auf multiple Gen ID’s hin,
die einem Kandidaten zugesprochen werden. Wenn zwei Farben innerhalb eines Kandidatengens vorliegen,
weist dies auf ein Gen hin, welches multiplen korrespondieren Gen ID’s zugesprochen werden kann. Die innere
Farbe basiert auf dem hiufigsten reprisentativen Kriterium, wéhrend die duflere Umrandung dem zweit haufigs-

tem reprisentativen Modus entspricht.
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Eine Sortierung der differentiell regulierten Gene des Wnt-Signalweges anhand der Abbil-
dung 4.15 wies eine erhohte bzw. verminderte Expression fiir jeweils 16 bzw. 23 Gene auf

(Tab. 4.7). Dabei wurden alle Gene mit einer SLR von > 0,8 und < - 0,8 berticksichtigt.

Tabelle 4.7: Differenziell regulierte Gene des Wnt-Signalweges. Die Zusammensetzung der Tabelle richtete sich
dabei nach der inneren Farbe/Markierung sowie nach einer roten bzw. griinen Aulenmarkierung, d. h. Kandida-
ten wie WNT3 mit einer blauen Innenfarbe und einer grilnen Aulenfarbe wurden als Kandidaten der Gruppe mit
einer SLR von < - 0,8 beriicksichtigt sowie PPP2R5C mit einer rosafarbenen Innenfarbe und einer roten Auflen-
farbe als Kandidat der Gruppe mit einem SLR von > 0,8 (siche Abb. 4.15). Eine Ausnahme fiir die Auswertung
der Daten bestand fiir PPP2R3A. PPP2R3A wies sowohl eine innere rote Farbe auf als auch eine griine Aulen-

farbe und wurde somit als Kandidat nicht beriicksichtigt.

hochreguliert; . herunterreguliert; .
Funk Funk
SLR > 0.8 unktion SLR <-0,8 unktion
WNT4 . ) WNT3
Frizzled Liganden
WNT16 WNTS5B Frizzled Liganden
FZD8 Wnt-Rezeptor WNT10B
PRKCH o FZD2
Proteinkinase C
PRKCi FZD3
Wnt-Rezeptor
AXINI FZD4
AXIN2 Tumorsuppressorgen FZD6
TP53 PRKCA
MAP3K7 Serin/Threonin Proteinkinase PRKCD Proteinkinase C
LEF1 PRKCZ
Transkriptionsfaktor : -
FOXD3 RHOA kleines GTPase Protein
Nuklearer Transkriptions- Plattchen-aktivierender
NFYA v P PAFAHIBI Faktor Acetylhydrolase 1b,
faktor S
regulator. Untereinheit 1
CBP Transkriptionscoaktivator CTBP2 t(;;ermmales Bindungspro-
PPM1J NLK Serin/Threonin Proteinkinase
PPP2R4 Protein Phosphatase CCNDI Zyklin
PPP2R5C FOSLI1 Leucin-Zipper Protein
JUN o
Transkriptionsfaktor
POUSF1
PLAU Serin-Protease
CD44 Rezeptor
ZBTB33 Regulator der Transkription
PPP2RIB .
Protein Phosphatase
PPP2R3B
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Zu beriicksichtigen waren bei der Analyse zusitzlich die nicht illustrierten herunterregulierten
Gene DKKI, DKK2 und DKK3 in Abbildung 4.15, die als negative Regulatoren des Wnt-
Signalweges fungieren. Die Auswertung bzw. Literaturrecherche erfolgte zunichst vorranging
fiir Gene mit einer SLR > 0,8 (hochreguliert). Hierbei erwiesen sich die Gene WNT16, WNT4,
FZDS8, PRKCi, MAP3K7, LEFI und FOXD3 als interessante Kandidaten fiir weitere Unter-
suchungen, da sie bereits in den Zusammenhang mit verschiedenen Tumorentitidten gebracht

wurden und von funktionaler Bedeutung sein konnten.
d) Validierung von Kandidatengenen des Wnt-Signalweges

Fiir 4 der 7 Gene wurde eine Validierung mittels Real-Time PCR durchgefiihrt (Abb. 4.16).
Die Ergebnisse der validierten Tag-Man Assays bestitigten eine erhéhte Expression fiir LEF1,
MAP3K7, PRKCi und WNT4.

10 4 I [ adhérente Zellen

[ Sphéren

8 87

2

=

s

& 6

2

B T
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s s

WNT4 PRKCi MAP3K7 LEF1

Abbildung 4.16: Validierung der ,,Whole Genome Micro-Array“-Kandidatengene des Wnt-Signalweges unter-
sucht an S462 Sphiren (P15) und adhdrenten S462 (P40) Zellen. Alle Messungen zeigten einen signifikanten
Unterschied.

Mit Hilfe der Micro-Array Genexpressionsanalyse konnte dargestellt werden, dass ein deutli-
cher Unterschied zwischen der Spharen und adhdrenten S462 Kultur durch eine Vielzahl dif-
ferenziell regulierter Gene vorlag. Weiter zeigten die Daten, dass es sich bei der Sphéren-
Kultur um weniger differenzierte Zellen handeln konnte. Eine Signalweg-Analyse wies eine

Reihe differenziell regulierter Gene im Wnt-Signalweg auf.
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4.1.4 Differenzielle Wirkung von Zytostatika an adhdrenten und sphdroiden $462
Zellen

Ein weiteres Charakteristikum von Tumorstammzellen ist ihre Resistenz gegeniiber Zytostati-
ka. Um diese bei den stammzelldhnlichen S462 Sphéren zu priifen, wurde die Wirkung ver-
schiedener Substanzen, u.a. Doxorubicin und Ifosfamid, welche bei der Chemotherapie von

MPNST Patienten eingesetzt werden, gepriift.

Die Gabe von Doxorubicin, einem interkalierenden Zytostatikum welches zur Stoffgruppe der
Anthracycline gehort, zeigte bei der adhdrenten S462 Kultur eine deutliche Inhibition ab 1
ng/ml (Abb. 4.17A). Im Vergleich dazu war die Sphéren-Kultur auch in ihrer Proliferation
gehemmt, jedoch nicht so deutlich wie die adhdrente Kultur. Fiir diese Untersuchung wurden
die adhédrenten S462 Zellen in serumhaltigem Medium kultiviert wihrend die S462 Sphéren in

serumfreien Stammzellmedium gehalten wurden.

Um die Kulturbedingungen gleich zu halten, wurde ein Vergleich zweier S462 Sphiren-
Kulturen verschiedener Passagen (P10 vs. P24) durchgefiihrt. Dabei zeichnete sich tendenziell
eine stirkere Resistenz der élteren Passage ab (Abb. 4.17B), bei der ein hoherer Anteil an

stammzelldhnlichen Zellen zu erwarten ist.
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Abbildung 4.17: Proliferation (BrdU Assay) (A) der adhdrenten S462 Zellen (P15) im Vergleich zur Sphéren-
Kultur (P3) sowie (B) zweier Sphiren-Kulturen verschiedener Passagen nach Zugabe von Doxorubicin iiber

einen Zeitraum von 10 bzw. 9 Tagen.

Auch die Inhibition der Viabilitét ist deutlich stirker in der adhdrenten S462 Kultur und bei
Gabe von 2,5 und 5 ng/ml Doxorubicin nahezu vollstindig unterdriickt (Abb. 4.18). Bei den
S462 Sphéren war hingegen kein Effekt zu beobachten.
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Abbildung 4.18: Viabilitit (XTT Assay) der adhdrenten (P33) und Sphiren Kultur S462 (P12) nach 11-tigiger

Behandlung mit Doxorubicin.

Bei der Behandlung der Zellen mit [fosfamid, einem alkylierendem Zytostatikum, waren &hn-
liche Ergebnisse zu beobachten. Besonders der Konzentrationsbereich von 0,5 mg bis 1
mg/ml zeigte eine stirkere Proliferationsinhibition der adhédrenten S462 Kultur im Vergleich

zu S462 Sphéren (Abb. 4.19).
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Abbildung 4.19: Proliferation (BrdU Assay) der adhdrenten (P14) und Sphéren-Kultur S462 (P3) nach 10-
tagiger Behandlung mit Ifosfamid.

Temozolomid, ein alkylierendes Zytostatikum, welches vor allem bei Patienten mit Hirntumo-
ren eingesetzt wird, wurde ebenfalls an beiden Zellkulturen gepriift. Hier zeigte sich im Ver-
gleich zu den Stoffen Doxorubicin und Ifosfamid ein umgekehrter Effekt. Bei der Behandlung
der Zellen wurde eine stirkere Inhibition der Proliferation und Viabilitdt an S462 Sphéren
beobachtet (Abb. 4.20). Studien zeigen, dass Therapieerfolge in Abhidngigkeit der Aktivitdt
der O-6-Methylguanin-DNA Methyltransferase (MGMT) stehen konnten. MGMT wirkt
Temozolomid entgegen, wobei es die Methylgruppe von Guanin entfernt, welche zuvor von
Temozolomid angefiigt wurde. Kommt es nicht zur Transkription von MGMT und somit zu
keiner aktiven Form des Enzyms, besteht eine deutlich hohere Wirksamkeit durch das Zyto-
statikum. Die Aktivitdit von MGMT wird durch eine methylierte Promoterregion des Enzyms
bestimmt und ldsst sich durch Methylierungs-PCR’s nachweisen (Hegi ef al., 2005; Kaina et
al.,2007; Wick et al., 2009; Kreth et al., 2011; Suri et al., 2011). Fiir die adhédrente S462 Zel-
len und Sphéren konnten jeweils sowohl methylierte als auch unmethylierte Promoterregionen
detektiert werden (Daten nicht gezeigt), so dass die unterschiedlichen Resistenzen nicht ein-

deutig darauf zuriick zu fiihren sind.
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Abbildung 4.20: (A) Proliferation (BrdU Assay) und (B) Viabilitdt (XTT Assay) der adhédrenten S462 Zellen
(P39 bzw. 30) und Sphéren (P16 bzw. 11) nach 12 bzw. 11 Tagen Behandlung mit Temozolomid.

Als weitere Substanz wurde Plerixafor (AMD3100), ein Antagonist des Chemokinrezeptors
CXCRA4, an beiden Kulturen gepriift. Auch hier zeigte sich wieder eine stirkere Inhibition der
Proliferation und Viabilitdt der S462 Spharen (Abb. 4.21). Ein besonders gro3er Unterschied
war bei der Inhibition der Viabilitdt zu beobachten, die ab 10 ug/ml Plerixafor bei S462 Spha-
ren iiber 80% lag (Abb. 4.21B).
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Abbildung 4.21: (A) Proliferation (BrdU Assay) und (B) Viabilitdt (XTT Assay) der adhédrenten S462 Zellen
(P35 bzw. P32) und Sphéren (P16 bzw. P15) nach 9 bzw. 10 Tagen Behandlung mit Plerixafor.

Bei einer Kombinationstherapie mit Doxorubicin und Ifosfamid reagierten die S462 Sphiren
jiingerer Passage (P6) stirker als die S462 Sphiren dlterer Passage (P15). Die Empfindlichkeit
der adhdrenten S462 Zellen lag dazwischen (Abb. 4.22).
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Abbildung 4.22: Kombinationstherapie (BrdU Assay) mit Doxorubicin und Ifosfamid iiber einen Zeitraum von

12 Tagen (A) an der adhérenten (P24) und (B) der sphiroiden S462 Kultur, P6 & P15.

Beziiglich der Viabilitdt war eine stirkere Inhibition der adhédrenten Kultur bei der Kombina-

tionstherapie zu beobachten (Abb. 4.23).
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Abbildung 4.23: Viabilitit (XTT) der adhdrenten Zellen (P30) und S462 Sphéren (P11) bei einer Kombinations-

therapie von Doxorubicin und Ifosfamid iiber einen Zeitraum von 11 Tagen.

4.1.5 Side Population an §462
Die sog. ,,Side Population* konnte als ein Merkmal fiir Tumorstammzellen fiir eine Reihe

verschiedener Tumorentitidten beschrieben werden. Es handelt sich dabei um Zellen, die Re-
sistenzen gegeniiber Zytostatika aufweisen, beruhend auf dem Mechanismus des Effluxtrans-
porters ABCG2. Jene Form der ,,Side Population* konnte fiir die etablierte Zelllinie S462
jedoch nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Dennoch war eine ca. 2,5fach er-
hohte Expression von ABCG2 auf mRNA Ebene fiir S462 Sphéren gegeniiber den adhirenten
Zellen zu beobachten (Abb. 4.5). Allerdings konnten auf Proteinebene nur <1% positive Zel-
len fiir den ABCG2 Transporter sowohl in der sphéiroiden als auch in der adhdrenten Kultur

detektiert werden (Abb. 4.9).
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4.2 Neue MPNST-Zelllinie

4.2.1 Etablierung neuer MPNST-Zelllinie
Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit konnte eine weitere MPNST Zelllinie etabliert

werden. Die histologische Auswertung des Tumors 1844,1 ergab die Einordnung in die Grup-
pe der Triton-Tumore, einer Form der malignen Nervenscheidentumore. Das Grading fiir
Weichteilsarkome (FNCLCC) ergab die Zuordnung zu Grad II (Tab. 4.2). Morphologisch
betrachtet wiesen die Zellen in vitro spindelartige, Schwann-zelltypische Zellformen (Abb.
4.24A) auf. Die Zellen waren deutlich positiv fiir das S100-Protein (Abb. 4.24B) und fiir den
Schwann-Zell- und Neuronenmarker NGFR (Abb. 4.24C).

A B

10x

Abbildung 4.24: Zelllinie S1844,1 (A) Phasenkontrast-Aufnahme der Zellen in Passage 16, (B) S100 Fluores-
zenzfarbung (griin) und (C) NGFR (rot) der Zellen in Passage 14. Die Zellkerne sind mit DAPI gegengefarbt
(blau). Die Abbildungen liegen in 10 bzw. 20facher Vergroflerung vor.

Um sicherzustellen, dass es sich bei den S1844,1 Zellen auch wirklich um Tumorzellen han-
delt, wurde eine Genotypisierung beziiglich des Allel-Verlustes (LOH) der NF'I-, TP53- und
CDKN2A-Genregionen durchgefiihrt. Dabei konnte partiell ein NF1-LOH in den Zellen der
Passage 1 festgestellt werden (Abb. 4.25C), welches in Passage 2 deutlicher auftrat (Abb.
4.25D) und in Passage 5 (Abb. 4.25E) vollstindig zu beobachten war. Jenes NF1-LOH war in
der originalen Tumorprobe (Abb. 25B) allerdings noch nicht zu sehen, was aufgrund der He-
terogenitit des Tumors hervorgerufen wurden sein konnte. Ein Allelverlust in den CDKN2A4-
und 7P53-Regionen hat nicht vorgelegen, weder im originalen Tumor noch in den kultivierten

Zellen.
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Abbildung 4.25: Drei intragene NF1 Mikrosatelliten amplifiziert von (A) Leukozyten-DNA des Patienten (B)
Tumor-DNA 1844,1 (C) sowie von den Primérkulturen S1844,1 in den Passagen 1 (D) P2 (E) und P5; (F) & (G)

Wasserkontrollen.

4.2.2 Tumorigenitdt in vivo
Neben der etablierten Zelllinie S1844,1 wurde eine weitere bereits etablierte MPNST-

Zelllinie, S1507,2, fir Untersuchungen als Vergleichsprobe zu S462 und S1844,1 herangezo-

gen.

Die subkutane Injektion der adhdrenten Zelllinie S462 dient bereits als etabliertes Mausmo-
dell fiir in vivo Studien (Demestre et al., 2010; Spyra et al., 2011). Um weitere in vivo Model-
le zu schaffen und um die Tumorigenitdt zusitzlich etablierter Zelllinien zu testen, wurden die
Zelllinien S1507,2 und S1844,1 subkutan in Méduse injiziert. Eine Tumorformierung bei In-
jektion von 4-6x10° Zellen je Maus konnte fiir beide Zelllinien nicht gezeigt werden. Histolo-
gische Untersuchungen zeigten bindegewebsartige Strukturen nach Injektion der Zellen (Da-

ten nicht gezeigt), jedoch keine Proliferation der implantierten Zellen.
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4.2.3 Stammzellmarkerexpression etablierter MPNST Zelllinien
Fiir einen Vergleich von Stammzelleigenschaften der verwendeten etablierten MPNST Zellli-

nien wurde eine Real-Time PCR Analyse fiir verschiedene Stammzellmarker durchgefiihrt
(Abb. 4.26). Der direkte Vergleich von S1507,2 und S1844,1 zu S462 zeigte die hochste Ex-
pression flir alle untersuchten Marker bis auf CD133 fiir die Zelllinie S1844,1. S1507,2 zeigte
fiir die Marker NCAM, Nestin und NGFR im Vergleich zu S1844,1 eine geringere Expression,
jedoch im Vergleich zu S462 eine erhohte Expression wobei die hochste Expression von
CD133 auch bei S1507,2 vorlag. Fiir die Marker Oct4 und Sox2 lag bei S1507,2 im Vergleich

zu S462 eine verminderte Expression vor.

20
[ ]s462 L 600
[ s1507,2
- S1844,1
- 500
15 A+
- 400
- 300

. -
200

5_ IJ
0 [ 0

CD133 Oct4 Sox2 NCAM Nestin NGFR

relative Expression

Abbildung 4.26: Relative Expression von Stammzellmarkern der adhirenten Zelllinien S462 (P22-42), S1507,2
(P27-34) und S1844,1 (P13). Alle gemessenen Werte sind signifikant unterschiedlich. Fiir den Marker NCAM
konnte jedoch kein t-Test beim Vergleich von S462 mit S1884,1 sowie S1507,2 mit S1844,1 aufgrund der zu
geringen Replikatmenge von S1844,1 durchgefiihrt werden.

Die Validierung der Ergebnisse der Genexpressionsanalyse erfolgte mit Hilfe der Durch-
flusszytometrie flir die etablierten Zelllinien S1507,2 und S1844,1 im Vergleich zu S462. Zu
den Markern der Genexpression wurden noch CD90, CD24 und ABCG2 hinzugezogen (Abb.
4.27 & Tab. 4.8). Auf Proteinebene konnten die Ergebnisse der Real-Time PCR fiir S1844,1
fiir den Marker CD133 und dessen geringste Expression bestitigt werden sowie jeweils die
hochste Expression fiir Nestin, NCAM und NGFR. Des Weiteren lagen ilibereinstimmende
Ergebnisse fiir S462 mit einer mittleren Expression fiir Oct4 vor. Sox2 zeigte keine Uberein-

stimmung mit den Ergebnissen der Real-Time PCR. Der grofite Anteil CD34, CD133 und
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CD90 positiver Zellen lag in der Zelllinie S462 vor, wohingegen die stdrkste Proteinexpressi-
on von Oct4, ABCG2 und CD24 bei S1507,2 bestand. Auffallend war ein deutlich geringerer
Anteil positiver Zellen fiir die Marker CD34 und CD133 sowohl fiir S1507,2 als auch
S1844,1 im Vergleich zu S462 sowie von NGFR fiir S462 und S1507,2 im Vergleich zu
S1844,1.

1 S462
g0 4 T s1507,2
B S1844,1 T I
T T
—~ 60 -
S
: -|'
3
=
N
$—
2 40 1
z
& T
B
=
< 20 |
0 - =

X > X v Q X
& S o ?&06 o sobé\ & &

Abbildung 4.27: Proteinanalyse mittels Durchflusszytometrie an den adhdrenten Zelllinien S1507,2 (P26-48)
und S1844,1 (P8-27) im Vergleich zu S462 (P3-49) fiir verschiedene Stammzellmarker. Alle gemessenen Werte
sind signifikant bis auf S462 im Vergleich zu S1507,2 fiir Nestin, Sox2, ABCG2, NCAM und CD24 sowie S462
im Vergleich zu S1844,1 fiir Nestin, Oct4 und NCAM und S1507,2 im Vergleich zu S1844,1 fiir CD34, ABCG2
und CD90.
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Tabelle 4.8: Gegeniiberstellung der Expression von Stammzellmarkern im Vergleich von S462 zu S1507,2 und
S1844,1. 1 = hochste Expression; 2 = mittlere Expression; 3 = geringste Expression. Ubereinstimmungen von

Real-Time PCR und Durchflusszytometrie (FACS) sind blau markiert (n.d.= nicht durchgefiihrt).

CD34 CD133 Nestin Oct4 Sox2
Real- Real- Real- Real- Real-
Time | FACS | Time | FACS | Time | FACS | Time | FACS | Time | FACS
PCR PCR PCR PCR PCR
S462 1 2 1 3 2 2 2 2 1
S1507,2 | n.d. 3 1 2 2 3 3 1 3 2
S1844,1 2 3 3 1 1 1 3 1 3
CD338 CD90 NCAM NGFR CD24
Real- Real- Real- Real- Real-
Time | FACS | Time | FACS | Time | FACS | Time | FACS | Time | FACS
PCR PCR PCR PCR PCR
S462 3 1 3 2 3 2 2
S1507,2 | n.d. 1 n.d. 2 2 3 2 3 n.d. 1
S1844,1 2 3 1 1 1 1 3

4.3 Tumorigenitit von MPNST Tumorstammzellen in vivo

Die Tumorigenitit von Zellen wird als dufBerst wichtiges Kriterium, im Besonderen bei Tu-
morstammzellen beschrieben. In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl adhdrente Zellen als
auch S462 Sphéren subkutan in athymische NMRI nude Méuse implantiert. Verwendet wur-
den pro Implantation 2,5x10° Zellen. Die in vivo Versuche zeigten eindeutig eine hohere Tu-
morformierungsrate der S462 Sphéren (66%), in einem Zeitraum von 4-12 Wochen, im Ver-
gleich zur adhdrenten S462 Kultur (10%) (Abb. 4.28). Die Mausgruppe mit adhdrenten im-
plantierten Zellen wies Tumore zu einem spéteren Zeitpunkt, nach iiber 12 Wochen, auf. Bei
einer selektiven Implantation CD133" und CD133" Sphiren waren in einem Zeitraum von 2-4
Wochen deutlich Tumore bei Tieren mit CD133" Zellimplantaten zu erkennen (55%), wohin-

gegen CD133 Zellen in keinem Fall zu einer Tumorformierung fiihrten (0%) (Abb. 4.28).
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Abbildung 4.28: in vivo Tumorformierungsraten. Die Implantation von 2,5x10° adhirenten S462 Zellen fiihrte
nur bei 10% der verwendeten Tiere (n=10) zu einer Tumorformierung (nach iiber 12 Wochen) im Vergleich zu
S462 Sphiren mit 66% (n=9) (nach 4-12 Wochen). Eine selektive Implantation CD133" und CD133" Sphiren
fiihrte bei 55% der Tiere mit CD133" Zellimplantaten zu einer Tumorformierung (nach 2-4 Wochen). Tiere mit

CD133" Sphéren wiesen keine Tumore auf.

4.3 in vivo Modaell fiir die Metastasierung von MPNSTs
Ein wichtiges Charakteristikum von Tumorstammzellen ist ihr hohes Potential der Metastasie-

rung. In der vorliegenden Studie wurden Inflammationen mit einer deutlichen Vergroferung
der Lymphknoten und/oder Organveridnderungen der Milz, Leber oder Nieren in Miusen nach
subkutaner Injektion von S462 Zellen beobachtet, die eine Metastasierung der MPNST Zellen
vermuten lassen (Abb. 4.29 und Tab. 4.9). Histologische Untersuchungen einiger der ent-
nommenen Gewebe erhirteten den Verdacht der Metastasierung, da positive Signale zu er-
kennen waren (Daten von Dr. Maria Demestre, hier nicht gezeigt). Jedoch ergaben immunhis-
tochemische Analysen nicht immer die eindeutig erwiinschte spezifische Erkennung von hu-
manen Zellen/Geweben. Als Alternative wurde in der vorliegenden Studie der genetische

Nachweis von metastasierenden humanen Zellen erprobt.
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Abbildung 4.29: Aufnahmen einer NMRI nude Maus aus einem Tierversuch mit S462 (adhérent) Implantation
(A-C) sowie Gewebeproben einer Maus nach subkutaner Injektion von S462 Sphiren (D-F). (A) vergroBertes
Abdomen, (B) & (C) stark vergréferte Lymphknoten, (D) Metastasen an der Niere, (E) der Leber sowie (F) der
Milz.

4.3.1 Genetischer Nachweis
Grundlage des angewandten genetischen Nachweises von humanen Zellen war der Einsatz

von humanspezifischen Primern fiir Mikrosatellitenmarker (NF-3"-1, M98509 und
IVS27TG24.8). Eine Amplifikation deutete auf das Vorhandensein von humanen Zellen hin.
Dartiiber hinaus konnten anhand der Linge der amplifizierten Marker die verwendeten Zellen
beziiglich ihrer Identitdt verifiziert werden (Tab. 4.9). Als interne Kontrolle zum Nachweis

des Mausgewebes dienten mausspezifische GAPDH-Primer.

Neun Tiere aus Versuchen mit Injektionen (subkutan oder intramuskuldr) der adhérenten
S462 Zellen sowie 14 Tiere aus Versuchen mit der Implantation (subkutan oder intramusku-
lar) von S462 Sphiren wurden fiir die Etablierung der Analysemethode verwendet. Von den

untersuchten Proben zeigten dabei 15 (Maus-Nr. 1-6 & 8-15) Proben in allen untersuchten
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Geweben positive Signale der humanen S462 Zellen wobei fiir Mausprobe 7 nur die Tumor-
probe ausgewertet werden konnte. Fiir 4 weitere Proben (Maus-Nr. 16-19) konnten nicht in
allen zur Verfligung stehenden Proben humane Signale detektiert werden. Vier weitere Pro-
ben (Maus-Nr. 20-23) wiesen keine humanen Signale auf, obwohl zwei Méuse einen Primir-
tumor aufwiesen (Maus-Nr. 20 & 21). Fiir Maus-Nr. 20 konnte zudem eine Probe nicht be-
wertet werden, so dass nicht eindeutig humane Signale nachgewiesen bzw. nicht eindeutig

ausgeschlossen werden konnten.

Zusammenfassend konnte anhand des Probenmaterials fiir einen Grof3teil der Proben eine
Metastasierung mittels der Markeranalyse nachgewiesen werden. Dabei konnten Mause un-
terschieden werden, die sowohl eine Metastasierung in allen untersuchten Geweben aufwiesen
als auch Tiere mit einer partiellen Metastasierung. Beispielsweise entstammte Mausprobe 16
(aus der Implantation adhdrenter S462 Zellen) einer Maus ohne Primértumor, dennoch konn-
ten humane Zellen in Lymphknotengewebe aber nicht im Nierengewebe nachgewiesen wer-
den. Auch die Méuse 13, 17 und 18 (aus der Implantation von S462 Sphiren) wiesen keinen
Primértumor auf, jedoch humane Zellen in Geweben wie Lymphknoten, Niere oder Milz. Fiir
Tiere ohne die Detektion humaner Zellen mittels Mikrosatelliten wird angenommen, dass

keine Metastasierung vorlag.
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Tabelle 4.9: Nachweis der Metastasierung adhérenter und sphiroider S462 Zellen in vivo durch Amplifikation
humanspezifischer Marker. Positive Signale fiir humane Zellen sind durch ein Kreuz dargestellt. (n.d. = nicht

durchgefiihrt; LK = Lymphknoten; * Gewebeprobe war nicht vorhanden bzw. ** unzureichende DNA Qualitét).

humanspezifische Marker genet.
Maus-  S462 Gewebe makroskop. Maus Nachweis
probe Zelltyp Auswertung  NF- M98509 IVS27TG GAPDH von
3-1 24.8 Metastasen

adh. Tumor + + + +

1 adh. LK unverdndert + + + ja
adh. LK unverandert + + ja
adh. Tumor**

2 adh. LK unverdndert + + ja
adh. LK unverandert + + + + ja
adh. Tumor + + +
adh. LK unverandert + + + ja
adh. LK unverandert + + + ja

3 adh. LK unverandert + + ja
adh. LK unverandert + + + ja
adh. Milz weille Areale + + + ja
adh. Tumor + + + +

4 adh. LK unverandert + + + ja
adh. Tumor + + + +

> adh. LK unverandert + + + ja
adh. Tumor**

6 adh. LK unverandert + + ja
adh. Milz unverandert + + ja

7 adh. Tumor + + + +
Sph. Tumor + + + +

8 Sph. LK unverandert + + + + ja
Sph. Tumor + + + +

? Sph. LK unverandert + + + ja
Sph. Tumor + + +
Sph. LK unverandert + + + ja

10 Sph. LK unverandert + + ja
Sph. LK unverandert + + + + ja
Sph. LK unverandert + + + ja
Sph. Tumor + + + +
Sph. LK unverandert + + ja

11 Sph. LK unverandert + + ja
Sph. LK unverandert + + ja
Sph. LK unverandert + + ja
Sph. Tumor + + + +

12 Sph. LK unverandert + + ja
Sph. LK unverandert + + + ja
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humanspezifische Marker genet.
Maus-  S462 Gewebe makroskop. Maus  Nachweis
probe Zelltyp Auswertung = NF- M98509 IVS27TG GAPDH von
3-1 24.8 Metastasen

Sph. LK unverandert + + + ja
Sph. LK unverandert + + + ja

13 Sph. Niere unverandert + + ja
Sph. Niere unverandert + + + + ja
Sph. Milz unverandert + + + ja
Sph. Tumor*

14 Sph. LK unverdndert + + + + ja
Sph. Niere unverandert + + + ja
Sph. Tumor + + + +
Sph. LK unverandert + + + ja

15 Sph. LK unverandert + + + ja
Sph. LK unverandert + + + + ja
Sph. LK unverandert + + + + ja

16 adh. LK vergroBertes + + ja
adh. Niere Abdomen + nein
Sph. LK vergrofBert + + + ja

17 Sph. LK vergrofBert + nein
Sph. LK vergrofBert + nein
Sph. LK vergrofBert + + ja
Sph. LK + + ja
Sph. LK unverandert + + ja

18 Sph. Niere unverandert + + + ja
Sph. Niere unverandert + + + + ja
Sph. Milz unverandert + nein
adh. Tumor + + + +

19 adh. LK unverdndert + nein
adh. LK unverandert + + ja
Sph. Tumor*
Sph. LK unverdndert nicht bewertbar +

20 Sph. LK unverandert + nein
Sph. LK unverandert + nein
Sph. LK unverandert + nein
Sph. Tumor**

21 Sph. LK unverandert + nein
Sph. LK unverandert + nein

22 Sph. Niere unverandert + nein

23 Sph. LK vergrofBert + nein
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Nachstehend, exemplarisch aufgefiihrt, zeigt Abbildung 4.30 die Mikrosatellitenanalyse fiir
Mausprobe 19. Als Vergleichsprobe diente die originale Zelllinie S462 (Abb. 4.30A). Deut-
lich zu erkennen waren humane Signale fiir die Maustumorprobe durch Injektion adhéirenter
S462 Zellen (Abb. 4.30B). Abbildungen 4.30C & D stellen zwei Lymphknotengewebeproben
derselben Maus dar, wobei Amplifikationen fiir den murinen Kontrollmarker GAPDH zu er-
kennen sind sowie filir einen humanen Marker fiir die Lymphknotenprobe in Abbildung 4.30D.
Bei Maus 19 lagen dariiber hinaus keine Hinweise fiir eine Metastasierung der Zellen S462 in

weiteren untersuchten Lymphknotenproben vor.
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Abbildung 4.30: Mikrosatelliten NF-3'-1, IVS27TG24.8 & M98509, die mit humanspezifischen Primern an
DNA aus verschiedenen Proben einer Maus amplifiziert wurden. (A) Mikrosatellitenanalyse der Zelllinie S462,
(B) des Maustumors von Mausprobe Nr. 19 sowie (C) & (D) der Lymphknoten (LK); (E) Wasserkontrolle;

* vergroferte Darstellung.

Abbildung 4.31 zeigt eine weitere exemplarische Mikrosatellitenanalyse der Mausprobe 17
durch Injektion von S462 Sphiren. Auch hier diente die Zelllinie S462 als Kontrolle (Abb.
4.31A). Untersucht wurden vier verschiedene Lymphknotengewebeproben wobei die Proben
unter Abb. 4.31B & 4.31E neben dem murinen Kontrollsignal GAPDH, humane Signale fiir
den Marker NF-3"-1 zeigten sowie die Probe unter Abb. 4.31B zusitzlich fiir den Marker
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M98509. Die Amplifikationsprodukte entsprechen auch hier denen der Zelllinie S462 und
deuten somit auf eine Metastasierung hin. Fiir die Proben unter Abb. 4.30C & 4.30D konnten
diese humanen Signale nicht bestdtigt werden. Eine Metastasierung lag in den untersuchten

Lymphknoten hochstwahrscheinlich nicht vor.
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Abbildung 4.31: Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse als Nachweis der Metastasierung von S462 Sphiren in
vivo unter Verwendung humanspezifischer Marker (NF-3"-1, IVS27TG24.8 & M98509) (A) Mikrosatellitenana-
lyse der Zelllinie S462 sowie der (B) bis (E) Lymphknotenproben (LK) von Mausprobe Nr. 17; (F) Wasserkon-

trolle.

4.3.2 Bioimaging als Nachweis der Tumorformierung in Mdusen
Fiir das Biolumineszenz-Imaging (BLI) zur Verfolgung der Tumorformierung sowie der Me-

tastasierung in vivo wurde zundchst die adhdrente MPNST Zelllinie S462 mit dem lentiviralen
Plasmid pLenti CMV Puro LUC transduziert (Durchfiihrung Labor fiir Transplantations- und
Stammzellimmunbiologie am Universitdtsklinikum, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Sonja Schrepfer).

Mit Hilfe der Puromycin Killing Curve konnte die geeignete Selektionskonzentration fiir
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Puromycin von 0,2 pg/ml ermittelt werden und somit die transduzierten Zellen fiir die an-

schlieBende Injektion in vivo selektiv expandiert werden.

In einem ersten Tierversuch an 5 NMRI nude Méusen wurden die Signale von subkutan inji-
zierten Tumorzellen fiir einen Zeitraum von 140 Tagen beobachtet (Abb. 4.32 & 4.33). Ge-
messen wurde zunédchst der Bereich um die Injektionsstelle der Zellen an der rechten Flanke
der Tiere. Die Messsignale waren zu Versuchsbeginn Tag 0 am hochsten und nahmen in den
ersten 20 Tagen rapide ab. Danach blieben die Lumineszenzmesswerte bis zum Endpunkt des
Experiments am Tag 140 relativ stabil. Unter den Méusen variierten die Messsignale stark.
Drei Méuse (Nr. 2, 4 und 5 in Abb. 4.32 & 4.33) wiesen sehr schwache Signale auf, die nahe
am Hintergrundsignal (im Bereich um 10°) lagen und darauf hindeuteten, dass es zu einer

AbstofBungsreaktion der transduzierten Zellen gekommen war.

Abbildung 4.32: Imaging der Biolumineszenz der injizierten S462 Zellen in die rechte Flanke an (A & B) Tag 0
(C) Tag 70 und (D) Tag 140. (C) und (D) zeigen zusétzlich die Markierungen zur Messung der gesamten Maus-

oberflache exklusive der Injektionsstelle.
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Uber den gesamten Messzeitraum ist es zu einem Abfall der Lumineszenzsignale um die In-

jektionsstelle gekommen (Abb. 4.33).
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Abbildung 4.33: Verlauf der Biolumineszenzwerte an der Injektionsregion (rechte Flanke) von 5 NMRI nude

Miusen gemessen iiber 140 Tage.

Auch bei der Maus (Nr. 3) mit den hochsten Signalen iiber den gesamten Messzeitraum von
140 Tagen konnte keine Formierung eines soliden Tumors beobachtet werden. Eine anschlie-

Bende makroskopische Untersuchung aller weiteren Tiere zeigte ferner keine subkutanen,

soliden Tumore.

4.3.3 Bioimaging als Nachweis der Metastasierung

Um eine Metastasierung der Zellen in vivo zu priifen wurden zusétzlich Messungen der ge-
samten ,,Mausoberflache* exklusive der Injektionsstelle der Tumorzellen durchgefiihrt. Wie
Abbildung 4.34 zeigt waren keine Verdnderungen der Messwerte iiber den Versuchszeitraum
von 140 Tagen zu erkennen. Eine Metastasierung der Zelllinie S462 war nicht zu beobachten.
Die Messung der Gesamtoberfliche von Maus Nr. 3 zeigte die stirkste Signalintensitit, je-
doch wiesen die makroskopisch untersuchten Organe keine Verdnderungen auf, die auf eine

Metastasierung hindeuten konnten.
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Abbildung 4.34: Verlauf der Biolumineszenz der gesamten Oberfliche von 5 NMRI nude Méausen, mit Aus-

nahme der Injektionsstelle der Tumorzellen gemessen iiber 140 Tage.

Eine makroskopische Untersuchung der Tiere nach Beendigung des Versuches zeigte keine

pathologischen Verdanderungen, wie z.B. Vergroerungen der Lymphknoten.
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5. Diskussion

In dieser Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass MPNSTs tumorstammzelldhnliche Zel-
len enthalten. Die Isolierung und Anreicherung von Tumorstammzellen bzw. tumorstamm-
zelldhnlichen Zellen konnte primér anhand der etablierten MPNST Zelllinie S462 dargelegt
werden. So zeichneten sich S462 Zellen vor allem durch ein klonales, Wachstum als Sphéren
unter Stammzellbedingungen fiir mehr als 40 Passagen aus. Zudem waren sie durch eine er-
hohte Expression von Stammzellmarkern, eine differentielle Regulierung des Wnt-
Signalweges, eine erhohte Tumorigenitit und verdnderte Zytostatika-Sensitivitit gekenn-

zeichnet.

5.1 Sphiren-Formation
Ein begrenztes Wachstum unter serumfreien Bedingungen war neben S462 bei der Mehrheit

anderer etablierter MPNST Zelllinien, Priméarkulturen und dissoziierten Zellen aus Tumor-
frischmaterial zu beobachten. Bei einigen konnten Sphéren oder sphirendhnliche Aggregate
beobachtet werden. Jedoch waren sie, ausgenommen S462, nicht durch ein stammzellcharak-
teristisches klonales Wachstum gekennzeichnet und erfiillten somit nicht ein wichtiges Krite-
rium fiir Tumorstammzellen. Eine Klassifizierung der Tumore nach dem franzosischen Gra-
ding-System fiir Sarkome (FNCLCC) konnte tendenziell zeigen, dass je hoher der Grad des
Tumors ausfiel desto hohere Passagen der Sphéren konnten erreicht werden (Abb. 4.1). Auch
die Zellen aus atypischen plexiformen Neurofibromen, die als eine Art von Transitform zu
MPNSTs beschrieben werden (Nielsen et al., 1999; Brems et al., 2009; Beert et al., 2011),
konnten hohere Spharen-Passagen erreichen als die aus den typischen gutartigen plexiformen
Neurofibromen. Die erhohte Aggressivitit des Tumors konnte somit in Assoziation zu dem
serumfreien Wachstum unter Stammzellbedingungen stehen, die moglicherweise darauf zu-
riickzufiihren ist, dass der Anteil an Tumorstammzellen hoher lag, aber Dedifferenzierungs-
prozesse weiter fortgeschritten waren oder beides. Bislang zeigte nur die etablierte Zelllinie
S462 ein klonales Wachstum {iber mehr als 40 Passagen unter den beschriebenen Bedingun-
gen. Die Zellen des Tumors S462 entstammten einem rezidivierenden MPNST FNCLCC
Grad III. Der Anteil an tumorstammzelldhnlichen Zellen konnte somit erhoht sein. In diesem
Zusammenhang berichtete eine Studie von Pece ef al. (2010) von einer 3-fach hoheren Mam-
mosphéren-Formationsrate bei weniger differenziertem G3 Brustkrebs im Vergleich zu diffe-

renzierteren G1-Tumoren.
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Das Merkmal der runden Sphirenform wurde in der Studie stets beriicksichtigt, so dass eine
unspezifische Aggregation, verursacht durch hohe Zelldichten, nicht félschlicherweise als
Sphéren interpretiert wurde. Zu hohe Zelldichten 16sen beispielsweise auch bei Neurosphéren
Aggregationen von Sphiren durch Fusion aus (Singec ef al., 2006; Gilbert & Ross, 2009).
Solche Aggregate lassen sich jedoch nicht passagieren. Bei Sphédren aus MPNSTSs, die weni-
ger als 3 Passagen proliferierten, ist davon auszugehen, dass es sich hauptsdchlich um diffe-
renzierte Tumorzellen handelte oder aber der Dedifferenzierungsgrad zu niedrig war, um un-
ter serumfreien Bedingungen zu proliferieren. Die Heterogenitit der Tumore konnte auch eine
Rolle fiir das selektive Wachstum unter Stammzellbedingungen darstellen. Die intratumorale
Heterogenitit eines Tumors konnte sowohl fiir Primédrtumore als auch Metastasen beobachtet
werden (Brabletz et al., 2005; Dalerba et al., 2007). Verursacht werden kann dies vor allem
durch die Umbegung des Tumors (Microenvironment) und das Wachstum von multiplen
Subklonen, die divergente genetische Aberrationen tragen (Brabletz et al., 2001; Losi ef al.,

2005; Dalerba et al., 2007).

Die klonale Kultivierung der parentalen adhirenten S462 Zellen unter Stammzellbedingungen
einer frithen Passage (P2) zeigte eine nahezu zweifach hoéhere Sphéiren-Formationsrate
(31,86% = 2,50) im Vergleich zu einer spiten Passage (P35) (Spyra ef al., 2011). Der Passa-
gierungsprozess adhirenter Zellen unter serumhaltigen Bedingungen konnte somit ursidchlich
fiir einen geringeren Anteil tumorstammzelldhnlicher Zellen sein. Die Untersuchung von Pri-
markulturen aus Brustkrebs ldsst die Vermutung zu, dass der Kultivierungs- bzw. Passagie-
rungsprozess zu einem Verlust der regenerativen Eigenschaften von Tumorzellen fiihrt
(Clarke et al., 2006a; Fillmore & Kuperwasser, 2008). Daher konnen dissoziierte Zellen aus
Tumorfrischmaterial oder Primérkulturen als bevorzugte Quelle fiir die Stammzelleanreiche-
rung betrachtet werden. Andererseits ist zu vermuten, dass gerade aufgrund des hohen Anteils
an Tumorstammzellen oder/und des geringen Differenzierungsgrades der Zellen eine Zelllinie
etabliert werden konnte. Anhand verschiedener Brustkrebszelllinien, wie MDA.MB.231 und
MCF-7, konnte nachgewiesen werden, dass Zelllinien eine Vielzahl von Eigenschaften beibe-
halten, die auch dazugehdrige Primirtumore charakterisieren (Wistuba et al., 1998; Lacroix &
Leclercq, 2004; Neve et al., 2006; Charafe-Jauffret et al., 2006; Fillmore & Kuperwasser,
2008). So fiihrten Brustkrebszelllinien in vivo auch zu einer Tumorformierung (Gupta &
Kuperwasser, 2004; Kuperwasser et al., 2005; Sheridan et al., 2006; Fillmore & Kuperwasser,
2008). Fillmore & Kuperwasser konnten weiter zeigen, dass sich CD44'/CD24/ESA’-

Brustkrebszellen aus Zelllinien durch ihr Selbsterneuerungspotential, langsames Wachstum,
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thre Tumorformierung und Chemotherapie-Resistenz auszeichneten (Fillmore & Kuperwasser,

2008).

Beriicksichtigt werden sollte das Zellkultivierungssystem an sich, so dass nicht auszuschlie-
Ben ist, dass das verwendete System mit Wachstumsfaktoren wie EGF und FGF, welche bei-
spielsweise auch fiir das Wachstums von Tumorstammzellen aus Glioblastomen verwendet
werden (Giinther et al., 2008), nicht ausreichend optimal fiir das Wachstum von Tu-
morstammzellen bzw. dedifferenzierte Zellen aus MPNSTs ausgerichtet ist. Diesbeziiglich
konnte die sog. Nische normaler Stammzellen von besonderer Bedeutung sein. Sie reguliert
unter anderem die Anzahl an Stammzellen, die Proliferation oder asymetrische Zellteilung
(Fuchs et al., 2004; Li & Neaves, 2006; Moore & Lemischka, 2006; Calabrese et al., 2007).
Auch Tumorstammzellen scheinen fiir die Erhaltung ihrer Stammzelleigenschaften, wie ihrem
Selbsterneuerungspotential, von einer Nische abhéngig zu sein. So interagieren beispielsweise
Endothelzellen mit Nestin'/CD133"-Gehirn-Tumorzellen durch die Freisetzung von Faktoren
fiir die Erhaltung von stammzellcharakteristischen Eigenschaften (Calabrese ef al., 2007). Zu
beriicksichtigen sind zudem Morphologien der Sphéiren. Wenn es zu einer Fusion von Spha-
ren kommt oder aber Sphiren gewisse Groflen iiberschreiten, kann eine verschlechterte Diffu-
sion von Wachstumsfaktoren und ein Anstieg der zentralen Hypoxie zu einer Verringerung
von Tumorstammzellen fiihren. Ferner konnen Differenzierungsprozesse oder aber auch
Apoptose einsetzen (Woolard & Fine, 2009). Die Untersuchung von Neurosphéren des Stria-
tum fotaler Ratten wies zudem nekrotische Zellen innerhalb von Neurosphiren auf (Lobo et

al., 2003).

Eine Optimierung des Stammzellkultivierungssystems soll dazu dienen eine gezieltere selek-

tive Anreicherung von tumorstammzelldhnlichen Zellen aus MPNSTs zu gewéhrleisten.

5.2 Stammzellmarker-Expression

Die erhohte Expression einer Vielzahl von Stammzell- und Tumorstammzellmarkern, die bei
anderen Tumorentititen wie Glioblastomen (Hemmati ef al., 2003; Galli et al., 2004; Singh et
al., 2004; Bao et al., 2006a, 2006b & 2008; Lee et al., 2006; Li et al., 2009) oder Brustkrebs
(Al-Hajj et al., 2003) beschrieben wurden, bekriftigen weiter die Annahme einer Anreichung
stammzelldhnlicher Zellen der S462 Sphéren. Die ansteigende Expression einiger dieser Mar-
ker, wie beispielsweise CD34 und Oct4, in hoheren Sphiren-Passagen ist ein weiterer Nach-
weis der zunehmenden Anreichung stammzelldhnlicher Zellen. Eine Langzeitkultivierung der

S462 Sphiren fiihrte auf Grund der induzierten Differenzierung durch die Gabe von serum-
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haltigem Medium zu einer Abnahme der Expression fiir die Marker Nestin und Sox2 und ver-
starkte sie fiir Oct4. Der Einfluss von Kultivierungsbedingungen auf die Genexpression wurde
stets beriicksichtigt. Fiir die Expressionsstudien wurden die zur Kontrolle dienenden adhéren-
ten S462 Zellen, fiir einen kurzen Zeitraum unter Stammzellbedingungen kultiviert. Die Inku-
bation von parentalen S462 Zellen 16ste den umgekehrten Effekt fiir Nestin und Sox2 aus und
verstdrkte dessen Expression und verringerte sie fiir Oct4. Die verdnderten Expressionen be-
legen, dass die Kultivierungsbedingungen einen deutlichen Einfluss auf die Proliferation von
(Tumorstamm-) Zellen nehmen. So konnten die Stammzellbedingungen eine Dedifferenzie-
rung der S462 Zellen oder aber eine verstdrkte Proliferation der stammzelldhnlichen Zellen im
Vergleich zu parentalen S462 Zellen auslosen. Die Validierung der Genexpressionsanalyse
mittels der Durchflusszytometrie konnte einen Teil der erhhten Expression auch auf Protein-
ebene bestdtigen. Die signifikant verringerte Proteinexpression fiir den Differenzierungsmar-
ker CD24 in erhohter Sphéren-Passage bestétigte abermals, dass diese Zellen einem weniger

differenzierten, stammzellihnlichen Phénotyp entsprechen.

Die Genexpressionsanalyse weiterer Sphiaren-Kulturen aus dissoziierten Zellen von Tumor-
frischmaterial, Priméarkulturen und einer weiteren etablierten Zelllinie konnte die Hypothese
der Tumorstammzellen bekréftigen, wobei die Marker Sox2, Nestin und NGFR von einer zum
Teil deutlich erhohten Expression gekennzeichnet waren. Aufgrund des geringen Probenum-
fanges kann jedoch nicht verallgemeinert werden, dass es sich bei diesen Markern um spezifi-

sche Marker fiir Tumorstammzellen aus MPNSTs handelt.

Immunhistochemische Analysen originaler MPNST und PNF Tumorproben fiir verschiedene
Stammzellmarkermolekiile wiesen einen deutlichen Unterschied fiir die Marker Nestin und
NGFR auf. Nestin positive Zellen waren in allen untersuchten MPNST Proben deutlich sicht-
bar, jedoch nur schwach-positiv in Geweben der plexiformen Neurofibrome. NGFR positive
Zellen konnten deutlich hédufiger in PNF Proben detektiert werden und weniger in MPNSTs.
Nestin scheint somit als Marker fiir Tumorstammzellen fiir MPNSTs von Bedeutung zu sein.
Seine Rolle als Tumorstammzellmarker wurde mittlerweile auch im Zusammenhang mit bei-
spielweise Hirn- oder Prostatatumoren diskutiert (Kleeberger ef al., 2007; Ishiwata et al.,

2011; Arai et al., 2012).

Die histologische Untersuchung von Tumorgeweben aus Maus-Xenograft-Proben zeigte fiir
alle verwendeten Marker positive Signale. Zum einen konnten diese positiven Farbungen auf-
grund von unspezifischen Antikorperbindungen hervorgerufen worden sein oder zum anderen
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durch eine selektive Anreicherung von Zellen in vitro. Ein Vergleich der Proteinanalyse von
adhdrenten S462 Zellen und dem originalen S462 Patiententumor konnte nachweisen, dass
beispielsweise die Marker CD133 und NCAM im Tumorgewebe negativ waren, jedoch in der
dazugehorigen Zelllinie deutlich positiv. Die Tumore aus Implantationen von adhdrenten
S462 Zellen sowie S462 Sphiren waren von der Expression dieser und weiterer Marker ge-

kennzeichnet. Die Zellen konnten ihren Phinotyp in vivo so beibehalten haben.

5.3 Multipotenz und Tumorigenitit der S462 Sphéren

Die Untersuchung der Multipotenz von S462 Sphéren lieferte einen weiteren Beweis fiir das
Vorhandensein von Tumorstammzellen. So war eine Differenzierung zu Schwann-Zellen,
glatten Muskelzellen/Fibroblasten und neuronendhnlichen Zellen moglich (Spyra et al., 2011).
Es ldsst die Vermutung zu, dass undifferenzierte bzw. dedifferenzierte Zellen mit einem
hoheren Potential der Differenzierung als Sphéren erstmals aus MPNSTSs angereichert werden
konnten. Die Differenzierung zu Schwann-Zellen ist hierbei von besonderer Bedeutung, da
Schwann-Zellen aus Stammzellen der Neuralleiste hervorgehen und so gezeigt werden konnte,
dass sich die isolierten Sphédren durch einen stammzellartigen Phédnotyp auszeichneten.

Zugleich stellen die Schwann-Zellen die primédren Tumorzellen dar (Kluwe ef al., 1999b).

Einen weiteren wichtigen Beweis erbrachten in vivo Studien, die demonstrierten, dass S462
Sphéren tumorigener waren als die dazu gehorigen parentalen Zellen. Weiter fiihrte die
Implantation von 2,5x10° CD133" S462 Zellen aus Sphiren zu einer Tumorformierung im
Vergleich zu 2,5x10° CD133" Zellen. Die Implantation von 5,6x10* CD133" S462 Zellen aus
Sphiren resultierte nach einem Monat bei 66% der Tiere in einem Tumorwachstum
wohingegen eine hdhere Zellzahl von 5x10° CD133™ S462 Zellen aus Sphiren zu einem
Tumorwachstum lediglich bei 14% der Tiere nach zwei Monaten fiihrte (Spyra et al., 2011).
CD133, ein transmembranes Oberflichenprotein, dass erstmals bei hdmatopoetischen
Stammzellen bzw. Progenitorzellen der akuten myeloischen Leukdmie beschrieben wurde
(Horn et al., 1999), erwies sich auch fiir weitere Entitdten als Marker von Tumorstammzellen
bzw. Tumor-initiierenden Zellen (Singh et al., 2003; O'Brien et al., 2007; Rappa et al., 2008).
So fiihrte die Implantation von 100 CD133" Gehirntumorzellen zu einer Tumorformierung in

vivo, jedoch nicht bei der Implantation von CD133" Zellen (Singh et al., 2003 & 2004).
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5.4 Globale Expressionsprofile
Die globalen Genexpressionsprofile der S462 Sphéren im Vergleich zu den adhirenten S462

Zellen konnten abermals den stammzelldhnlichen Phénotyp der Sphiren bestitigen. Die funk-
tionale Gruppierung differenziell regulierter Gene ermoglichte die Identifizierung von Kandi-
daten verschiedener Signaltransduktionswege. In diesem Zusammenhang konnten wir erstma-
lig fiir diese Entitit eine entscheidende Bedeutung des Wnt-Signalweges zeigen, der eine
Vielzahl differenziell regulierter Gene in Sphéren gegeniiber adharenten S462 Zellen aufwies.
Einige dieser Kandidaten wurden bereits im Zusammenhang mit verschiedenen Entitdten ge-
bracht und konnten von funktionaler Bedeutung sein (Tab. 5.1). Bislang durchgefiihrte Ex-
pressionsstudien anderer Arbeitsgruppen fiir MPNSTs beruhten auf der Untersuchung ver-
schiedenster MPNST Zell- und Tumorproben (Holtkamp et al., 2004a & 2004b; Lévy et al.,
2004; Watson et al., 2004; Karube et al., 2006; Miller et al., 2006 & 2009), jedoch standen

bislang keine tumorstammzelldhnlichen Zellen zur Verfiigung.

Grundsitzlich wird dem Wnt-Signalweg eine Schliisselrolle der Zellbewegung, Entwicklung
der Gewebepolaritit, Zellproliferation und Stammzellerhaltung zugesprochen (van
Amerongen & Nusse, 2009). Besonders gut beschriebene Wnt-Signaltransduktionswege sind
der kanonische Wnt/p-Catenin, der Wnt/planar cell polarity sowie der Wnt/Calcium-
Signalweg (Huelsken & Behrens, 2002; James et al., 2008). Die Aktivierung der kanonischen
Wnt-Signalkaskade durch Bindung von Wnt-Liganden an Frizzled-Rezeptoren resultiert in
einer Stabilisierung zytoplasmatischen f3-Catenins, durch die Bildung eines Komplexes beste-
hend aus dem Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein und Dishevelled, welcher
letztlich zu einer Formierung des nuklearen S-Catenin/T-Cell Factor (TCF)/Lymphoid En-
hancer Factor (LEF) und Cyclic AMP Response Element Binding (CREB) Binding Protein
(CBP)-Komplexes fiihrt und die Transkription von Zielgenen auslost. In seiner inaktiven
Form wird das nicht gebundene -Catenin durch einen Komplex bestehend aus der Glycogen-
Synthase Kinase 3, dem Tumorsuppressor-Protein Adenomatous-polyposis-coli und Axin
degradiert (Emami et al., 2004; MacDonald ef al., 2009; Phillips & Kimble, 2009; Henderson
et al., 2010; Hao et al., 2011). Wenn nukleéres [3-Catenin nicht vorliegt, wird die Transkripti-
on der Zielgene durch TCF inhibiert (Cavallo et al., 1998; Phillips & Kimble, 2009). Sowohl
der Wnt/planar cell polarity als auch der Wnt/Calcium-Signalweg werden den nicht-

kanonischen Signalwegen zugeordnet, verlaufen TCF- und B-Catenin unabhingig und regu-
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lieren das Aktin-Zytoskelett bzw. den intrazelluliren Calciumspiegel (James et al., 2008;

Phillips & Kimble, 2009).

Die Bedeutsamkeit des Wnt-Signalweges im Kontext mit Tumorstammzellen konnte anhand
einer Reihe verschiedener Entitdten beschrieben werden, so dass gehduft Dysregulierungen
identifiziert wurden (Reya & Clevers, 2005; Valkenburg et al., 2011) wie beispielsweise bei
Kolorektalkrebs (Liu et al., 2000; Polakis, 2000; Holcombe et al., 2002; Valkenburg ef al.,
2011) oder Brustkrebs (Lin et al., 2000; Karayiannakis et al., 2001; Ryo et al., 2001;
Nakopoulou et al., 2002; Dolled-Filhart et al., 2006; Zardawi et al., 2009; Valkenburg ef al.,
2011). Auch Prostatakrebs zeichnete sich in einigen Fillen durch eine Hochregulierung von
Wnt-Liganden aus. Zudem zeigen Studien einen Zusammenhang von der Expression jener
Liganden und der Aggressivitdat und Metastasierung auf (Hall et al., 2005; Valkenburg et al.,
2011). Auch die untersuchten S462 Sphiaren waren durch die erhohte Expression von Genen
gekennzeichnet (Tab. 5.1), deren kanzerogene Rolle vor allem auch im Zusammenhang mit
Tumorstammzellen beschrieben werden konnte. Zugleich waren Gene, die eine Rolle bei der
Differenzierung spielen, herunter reguliert und bekréftigen so den undifferenzierten Phianotyp
der S462 Sphéren. Interessanterweise zeigte der Transkriptionsfaktor Oct4 auf mRNA Ebene
der S462 Sphéren (Abb. 4.5) eine deutlich erh6hte Expression im Vergleich zur adhdrenten
Kultur. Bei humanen embryonalen Stammzellen konnte beispielsweise gezeigt werden, dass
Oct4 den B-Catenin Signalweg wihrend der Selbsterneuerung reprimiert (Davidson et al.,
2012). Eine Validierung ausgewidhlter Kandidaten konnte die Ergebnisse der Micro-
Arrayanalyse bestitigen (Abb. 4.16) und soll von weiteren gefolgt werden.

Tabelle 5.1: Differenziell regulierte Gene (mit einer SLR > 0,8) des Wnt-Signalweges. Die aufgelisteten Gene

konnten bereits in den Zusammenhang mit der Tumorgenese verschiedener Entititen gebracht werden.

Kandidaten .

SLR > 0,8 Funktion

WNT16 Frizzled Ligand

WNT4 rizzled Liganden

FZDS§ Wnt-Rezeptor

PRKCi Protein-Kinase C

MAP3K7 Se?rm/Threomn Protein-
Kinase

LEFI .
Transkriptionsfaktor

FOXD3
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Beispielsweise besteht eine Uberexpression des Wnt4-Liganden in CD133* Tumorstammzel-
len aus Karzinosarkomen des Uterus (Choijamts et al., 2011). Auch eine hochregulierte
Wntl6 Expression triagt zur akuten lymphoblastischen Leukdmie bei (Mazieres et al., 2005;
Romén-Goémez et al., 2007). Jene Patienten zeigen zudem ein schlechten Therapieausgang bei
einer Uberexpression von LEF1 (Kiihnl ef al., 2011). Auch der Rezeptor FZDS8, welcher bei
den S462 Sphéren hochreguliert vorlag, konnte bereits in Zusammenhang mit beispielsweise
Lungenkrebs gebracht werden. So konnte FZDS8 bei Lungenkrebs als therapeutisches Target
fungieren. Zudem fiihrte der Einsatz von shRNA zu einer Chemosensitivierung (Wang et al.,
2012). MAP3K?7 ist unter anderem von Bedeutung fiir die Regulation von TGF-bl bzw.
MMP9 sowie dem metastasierenden Potential von Brustkrebszelllinien. Eine Unterdriickung
von MAP3K7 reduzierte die Expression von MMP9 und somit auch die Tumorinvasion
(Safina et al., 2008). Der Transkriptionsfaktor FOXD3 scheint im Zusammenhang mit Thera-
pieresistenzen bei Melanomzellen mit B-Raf Mutation zu stehen (Basile et al., 2012) und
zeigte auch bei den untersuchten S462 Sphiren eine erhohte Expression im Vergleich zu pa-

rentalen Zellen.

Die Wnt-Signalweganalyse resultierte auch in der Identifizierung von Kandidaten mit einer
verminderten Expression bei den S462 Sphiren (siehe dazu Abschnitt 4.1.3 & Tab. 4.7). Das
Tumorsuppressorgen DKK3 beispielsweise ist in den meisten soliden Tumoren durch eine
verringerte Expression gekennzeichnet (Veeck & Dahl, 2012). So waren die untersuchten
S462 Sphiren ebenso durch eine verringerte Expression von DKK3 charakterisiert. Wnt3 ist
hdufig in verschiedenen Entitdten hochreguliert (Bengochea et al., 2008; Gelebart et al., 2008;
Nakashima et al., 2012), wohingegen Wnt10B in Tumoren dereguliert und sowohl {iberex-
primiert als auch unterdriickt vorliegen kann (Yoshikawa et al., 2007). Die im Rahmen der
Arbeit durchgefiihrte Arrayanalyse konnte eine verringerte Expression fiir Wnt3 aufzeigen.
Eine verringerte Expression fiir Wnt10B, wie sie fiir S462 Sphiren bestand, konnte fiir tu-
morstammzelldhnliche Zellen aus MPNSTs von funktionaler Bedeutung sein. Auch weitere
Kandidaten der Wnt-Signalweganalyse stehen im Zusammenhang mit verschiedenen Entité-
ten, wie PLAU (Sudol, 2011) aber auch WNTS5 beispielsweise bei Brustkrebs und Hirnmeta-
stasen (Klemm et al., 2011), FZD4 bei Gliom-Stammzellen (Jin et al., 2011), FZD6 bei Leu-
kdmien (Wu et al., 2009), PAFAH1BI1 bei Lungenkrebs (Lo et al., 2012), RHOA (Ginestier et
al., 2012) und CCNDI1 bei Brustkrebs (Elsheikh et al., 2008) bzw. JUN bei Brustkrebs-
Tumorstammzellen (Jiao et al., 2010) sowie Mutationen bei PPP2R1B (Wu et al., 1999a).

Eine Bedeutsamkeit besteht auch als Tumorstammzellmarker wie POUSF1 (Oct4) (Kim &
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Nam, 2011) und CD44 (Jaggupilli & Elkord, 2012). Dem Wnt-Signalweg wird {iberdies eine
essentielle Rolle bei der Regulierung der Selbsterneuerung und Differenzierung von Tu-
morstammzellen eingerdumt (Sugimura & Li, 2010; Takahashi-Yanaga & Kahn, 2010; Wend
et al.,2010; Dodge & Lum, 2011).

Aufgrund seiner dysregulierten Prisenz fiir eine Vielzahl von Tumorentitdten, wird der Wnt-
Signalweg vermehrt als therapeutisches Target diskutiert. Der Einsatz von Inhibitoren wie
PKF118-310, PKF115-584 und CGP049090 gegen den kanonischen Signalweg und den nuk-
learen (-Catenin-Transkriptionskomplex fiihrte an hepatozelluldren Zelllinien zu einer Dosis-
abhédngigen Zytotoxizitdt. Normale Hepatozyten reagierten deutlich weniger zytotoxisch bei
Gabe genannter Inhibitoren. Auch die Behandlung in vivo fiihrte zu einer Suppression des
Tumorwachstums (Wei ef al., 2010). Der Inhibitor PKF118-310 hatte zudem einen deutlichen
Effekt auf Brustkrebstumorstammzellen in vitro, als auch auf das Tumorwachstum in vivo
(Hallett et al., 2012). ICG-001 bindet spezifisch an CBP, jedoch nicht den Coaktivator p300
und fiihrte somit zu einem Interaktionsverlust zwischen CBP und p-Catenin. Die Gabe von
ICG-001 16ste Apoptose in Kolonkarzinom-Zelllinien aus aber nicht in normalen Kolon-
Epithelzellen sowie eine deutliche Wirksamkeit im Mausmodell beobachtet werden konnte
(Emami et al., 2004). Eisen-Chelatoren wie Desferrioxamine, Deferasirox und Ciclopi-
roxolamin inhibieren ebenfalls die Wnt-Signalkaskade sowie das Zellwachstum von bei-
spielsweise Kolorektal-Tumorzelllinien (Song et al., 2011). Drug-Screenings identifizierten
das Molekiil XAV939 als selektiven Inhibitor der 3-Catenin-gesteuerten Transkription wobei
es die Degradierung von f-Catenin durch Stabilisierung von Axin herbeifiihrt. XAV939 stabi-
lisiert Axin durch Inhibition der Poly-ADP-Ribose-Polymerasen Tankyrase 1 und 2. Jene En-
zyme interagieren mit einer hoch konservierten Axin-Doméne und stimulieren so seine De-
gradierung mittels des Ubiquitin-Proteasomen-Signalweges (Huang et al., 2009). Eine weitere
Klasse von Inhibitoren wird durch Molekiile beschrieben, welche die Wnt-Produktion inhibie-
ren, sog. IWP’s. IWP-2 verhindert die Palmitylierung von Wnt-Proteinen durch eine memb-

rangebundene O-Acyltransferase und letztlich die Wnt-Sekretion (Chen ef al., 2009).

Um nachzuweisen ob der Wnt-Signalweg bei der Erhaltung stammzellcharakteristischer Ei-
genschaften der S462 Sphédren eine Schliisselrolle spielt, sind funktionale Analysen geplant.
Durch die Blockade verschiedener Komponenten der Signalkaskade konnten downstream der
Kaskade die Proteinlevel verschiedener Faktoren wie 3-Catenin quantifiziert oder das Wachs-
tumsverhalten in vitro beobachtet werden. Der Einsatz verschiedener Substanzen mit unter-
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schiedlichen Targets innerhalb des Signalweges konnte sowohl grundsitzliche Sensitivitdten
auf adhédrente und sphiroide S462 Zellen verdeutlichen aber auch gegebenenfalls in unter-
schiedlichen Wirksamkeiten resultieren und somit fiir die Planung neuer therapeutischer Stra-

tegien von grof3er Bedeutung sein.

5.5 Tumorstammzellresistenzen
Tumorstammzellen sind durch Resistenzen gegeniiber Zytostatika gekennzeichnet und sind in

der Lage Therapien unbeschadet zu iiberstehen (Dean et al., 2005). Fiir eine Vielzahl von En-
titdten, wie beispielsweise maligne Melanome (Frank et al., 2005; Schatton et al., 2008),
Brustkrebs (Li ef al., 2008), oder Hirntumore (Eramo et al., 2006), konnten Chemoresistenzen
nachgewiesen werden. So zeigte die Therapie eines MPNST Patienten mit Doxorubicin und
Ifosfamid zunéchst eine Tumorregression, die jedoch in einer Rekurrenz resultierte, so dass
vermutet wird, dass eine Subpopulation an Zellen besteht, die Therapiesresistent ist. Somit
konnte man auch fir MPNSTs postulieren, dass Resistenzmechanismen {iber
Tumorstammzellen oder tumorstammzelldhnliche Zellen ausgeiibt werden (Beobachtung

durch Prof. Dr. Mautner, Universitdtsklinikum Hamburg-Eppendorf).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fiir S462 Sphéren und die dazu gehorigen parentalen S462
Zellen divergente Einfliisse verschiedener Zytostatika auf die Zellproliferation beobachtet, die
auf Tumorstammzellen bzw. tumorstammzelldhnliche Zellen zuriickzufiihren sein konnten.
Doxorubicin und Ifosfamid bestétigten die erhohte Zytostatikaresistenz, wohingegen die Ple-
rixafor und Temozolomid-Behandlungen einen umgekehrten Effekt hervorgerufen haben.
Doxorubicin und Ifosfamid gehoren zu den Standardtherapien fiir MPNST Patienten und wer-
den hiufig in Kombination verabreicht. Die Kombinationsbehandlung der adhdrenten S462
Zellen und Sphéren fiihrte in vitro tendenziell zu keiner verbesserten Wirksamkeit gegentiber
einer Einzeltherapie, jedoch konnte eine leicht erhdhte Resistenz der hoheren Sphéren-
Passage bestitigt werden. Im Gegensatz dazu reagierten S462 Sphéren sensitiver auf die Be-
handlung mit Plerixafor oder Temozolomid. Plerixafor fungiert als CXCR4 Antagonist und
erbrachte in einer Studie von Mo et al. Hinweise darauf, dass die CXCR4/CXCL12-Achse
essentiell fiir die MPNST Tumorprogression sein konnte (Mo et al., 2013). Die Ergebnisse
der Behandlung von MPNST stammzelldhnlichen Zellen vergleichend zu differenzierten pa-
rentalen Zellen konnten darlegen, dass Unterschiede in der Behandlung beider Zelltypen be-
stehen. Die Identifizierung zweier Substanzen, die eine stirkere Wirksamkeit an S462 Spha-

ren mit tumorstammzelldhnlichen Charakter zeigten, ist von essentieller Bedeutung fiir die
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Entwicklung spezifischerer und effektiverer Therapien und sollte in weiteren Studien bertick-

sichtig werden.

Wirkungsmechanismen der verschiedenen Zytostatika spielen dabei eine essentielle Rolle. So
gibt es Hinweise darauf, dass bei Temozolomid, welches unter anderem bei Glioblastom- und
Astrozytom Patienten als Standardtherapie verabreicht wird, eine Wirkungsabhéngigkeit be-
ruhend auf dem Methylierungsmuster der Promoterregion von der O-6-Methylguanin-DNA
Methyltransferase (MGMT) besteht. Normale Zellen sind in der Lage die angefiigten Alkyl-
reste reversibel durch die aktive O-6-Methylguanin-DNA Methyltransferase aufzuheben. Be-
steht die Transferaseaktivitit jedoch nicht, kommt es zu einer besseren Wirksamkeit durch
Temozolomid, so dass sie chemosensitiver reagieren, da die angefiigten Alkyl-Reste bestehen
bleiben. Die Verwendung von MGMT-Promoter-Methylierungsmustern als prognostischer
Marker findet bereits Anwendung in der Therapie von Glioblastom Patienten (Hegi et al.,
2005; Kaina et al., 2007; van den Bent et al., 2009; Wick et al., 2009; Suri et al., 2011). Un-
terschiedliche Methylierungsmuster der S462 Sphéren und adhédrenten S462 Kultur als Ursa-
che differenter Sensitivitdten konnten jedoch nicht nachgewiesen werden. So zeigten adhéren-
te S462 Zellen und Sphéren sowohl beides, in Abhéngigkeit der untersuchten Proben, methyl-
ierte als auch unmethylierte Promoterregionen und konnten nicht eindeutig zugewiesen wer-
den. Bei den durchgefiihrten in vitro Studien sind grundsétzlich die verwendeten Zellkultivie-
rungsmethoden zu beriicksichtigen, deren Zusammensetzungen Einfluss auf die Wirksamkeit
der verwendeten Substanzen nehmen kann und nicht auszuschlieBen ist. Eine Angleichung
der Systeme auf beide Zelltypen war nicht moglich, da ein serumhaltiges Medium zu einer
Differenzierung der Sphéren fiihrte bzw. unter Serumentzug ein Grofteil der differenzierten
adhérenten Tumorzellen nicht proliferierte (eigene Beobachtung wéhrend der Versuchsdurch-

fiihrung und Auswertung).

Grundsétzlich konnen Mechanismen fiir Zytostatikaresistenzen sehr unterschiedlichen Ur-
sprungs sein. Effluxtransporter, wie der ABCG2-Transporter, sind hdufig ursichlich fiir Zy-
tostatikaresistenzen. Man findet haufig eine erh6hte Expression in zytostatikaresistenten Tu-
morzellen (Doyle ef al., 1998; Chen et al., 2010). Expressionsanalysen der S462 Sphiren auf
mRNA Ebene fiir ABCG2 zeigten eine erhohte Expression, jedoch konnten nur weniger als
1% positive Zellen auf Proteinebene detektiert werden und stimmen somit auch mit den Er-
gebnissen der Side-Population-Messung iiberein, die keine Detektion dieser Subpopulation

erbrachte. Slomiany ef al. konnten nichtsdestoweniger zeigen, dass der Hyaluronsaure-
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Rezeptor CD44 Komplexe mit den Transportern ABCG2 und ABCB1 in der Plasmamembran
von humanen MPNST Zellen bildet. CD44 wird neben verschiedenen Entitdten auch in
MPNSTs exprimiert (Sherman et al., 1995; Su et al., 2003; Slomiany ef al., 2009). Die Gabe
von Hyaluron-Oligosacchariden, die gegen CD44 gerichtet waren, verhinderten Hyaluron-
CD44-vermittelte Prozesse sowie die Hyaluronsdure-Produktion. Eine Behandlung von
MPNST Zellen mit Hyaluron-Oligomeren verursachte den Abbau der Komplexe und fiihrte
zu einer Internalisierung von CD44, ABCG2 und ABCBI1 von der Zellmembran ins Zyto-
plasma, so dass es letztlich zu einer Unterdriickung der Transporteraktivitit und einer erhoh-
ten Sensitivitdt gegeniiber Doxorubicin gekommen war. Auch in vivo fiihrte die Gabe von
Hyaluron-Oligomeren zu einer Inhibition des Tumorwachstums sowie zu einem synergisti-

schen Effekt bei zusétzlicher Behandlung mit Doxorubicin (Slomiany et al., 2009).

Eine erhohte Expression der Proteinkinase C iota (PRKCi) fiir S462 Sphiren wurde anhand
der Micro-Array Signalweganalyse identifiziert bzw. mittels quantitativer PCR validiert. Der
atypischen PRKCi wird eine Taxol-induzierte Apoptose-Resistenz bei Leukdmiezellen zuge-
sprochen (Murray & Fields, 1997; Jamieson et al., 1999). Zusétzlich wird die PRKCi fiir die
KRAS-induzierte Transformation und Expandierung von Tumor-initiierenden stammzelldhn-
lichen Zellen der Lunge bendtigt (Regala et al., 2009; Justilien & Fields, 2012). Eine erhohte
Expression der PRKCi wurde vor allem in Entititen wie Gliomen, myeloische Leukdmien,
alveoldren Rhabdomyosarkomen (Justilien & Fields, 2012; Kikuchi et al., 2012), Lungen-
krebs, Kolonkrebs, Bauchspeicheldriisenkrebs (Scott et al., 2010; Justilien & Fields, 2012),
Ovarial- und Brustkrebs (Justilien & Fields, 2012) wiedergefunden. Die atypische Kinase
interagiert in verschiedenen Signalkaskaden, welche die Proliferation von Tumorzellen, die
Invasion und das Uberleben jener Zellen steuern (Fields et al., 2007; Fields & Murray, 2008;
Justilien & Fields, 2010; Justilien et al., 2012). Somit wird ihr eine onkogene, aber auch
prognostische sowie therapeutische Rolle fiir eine Vielzahl von Tumoren eingerdumt (Fields
et al., 2007). Auch fiir tumorstammzelldhnliche Zellen aus MPNSTs konnte die PRKCi von
Bedeutung und gegebenenfalls an Resistenzen beteiligt sein. Funktionale Analysen durch In-
hibition der PRKCi kdnnten weiter Aufschluss iiber die Bedeutsamkeit geben. Das Molekiil
Aurothiomalat flihrt beispielsweise zur Inhibition der nicht kleinzelligen Lungenkrebs-Zell-
Transformation (Regala et al., 2008). Der Inhibitor ICA-1 fiihrt wiederum zu einer Inhibition
der Neuroblastom-Zellproliferation und Apoptoseinduktion (Pillai ez al., 2011). Im Fall der
S462 Sphiren konnte der Einsatz genannter Inhibitoren dazu beitragen die Rolle der Protein-

kinase naher zu beschreiben.
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Die meisten konventionellen klinischen Therapien richten sich gegen ausdifferenzierte Tu-
morzellen. Jedoch sind Therapien aufgrund von Resistenzen, in vielen Féllen verursacht durch
Tumorstammzellen, von limitierender Effizienz. Die Etablierung einer tumorstammzellgerich-
teten Therapie konnte somit die Wirksamkeit positiv beeinflussen und Resistenzen aufheben.
Hierbei bieten Tumorstammzellen verschiedenste direkte und indirekte Angriffspunkte, die
mittlerweile in priklinischen Studien erprobt worden sind (Frank et al., 2010). So zeichnen
sich beispielsweise maligne Melanome durch eine ABCBS Expression auf, die spezifisch im
humanen Melanom-Xenograft Mausmodell durch Administration des monoklonalen ABCB5
Antikorpers so eine Tumorformation verhindert wurde bzw. dies zu einem Wachstumsstopp
fiihrte sowie bereits etablierte Tumore in threm Wachstum unterdriickt wurden (Schatton et
al., 2008; Frank et al., 2010). Auch der Einsatz von shRNA gegen CD133 (Frank et al., 2005
& 2010; Klein et al., 2007; Monzani et al., 2007) flihrte in vitro zu einer verringerten Klono-
genitdt und Motalitdt von Melanomzellen sowie in vivo zu einem verminderten Metastasie-
rungsverhalten (Rappa et al., 2008; Frank et al., 2010). Die Gabe von CD44-spezifischen mo-
noklonalen Antikorpern gegen Tumorstammzellen von hepatozelluldren Karzinomen mit ei-
ner CD90'CD44" Markerexpression fiihrte in vivo zu einer Inhibition der Tumorformation
und des Wachstums von CD90'CD44" implantierten Karzinomzellen (Yang et al., 2008;
Frank et al., 2010). In vitro Versuche, mittels sShARNA gerichtet gegen L1CAM, verhinderte
bei CD133" Tumorstammzellen aus Gliomen eine Neurosphirenformation und induzierte
Apoptose. Zusitzliche in vivo Versuche mit einem L1CAM Knockdown zeigten bei CD133"
implantierten Gliomzellen ferner eine Inhibition der Tumorgenese und ein lingeres Uberleben
der Tiere (Bao et al., 2008; Frank et al., 2010). Eine Inhibition des Nuklearfaktors kB bei
Leukédmie Tumorstammzellen fiihrte in vitro als auch in vivo zu einer Inhibition (Guzman et
al., 2007; Frank et al., 2010). Auch iiber den PI3K/Pten/mTOR-Signalweg konnten
leukdmische Stammzellen modultiert werden (Yilmaz et al., 2006; Frank et al., 2010).
Weitere Moglichkeiten Tumorstammzellen anzugreifen wird durch Inhibitoren begriindet, die
gezielt Resistenzmechanismen der Zellen regulieren, wie beispielsweise Transportermolekiile
(Frank et al., 2010). Die Behandlung von Melanomen mit dem Zytostatikum Doxorubicin
fiihrte zu einer Resistenz, verursacht durch den ABCBS5 Transporter, wobei diese Resistenz
reversibel durch eine Behandlung mit monoklonalen ABCBS Antiképern (Frank ef al., 2005)
oder shRNA (Elliott & Al-Hajj, 2009) aufgehoben werden konnte und zu einer Wirksamkeit

von Doxorubicin fiihrte (Frank ez al., 2010). Das Gen-Silencing 16ste zusatzlich eine deutliche
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Senitivitdt gegentiber 5-Fluorouracil und Camptothecin aus (Huang et al., 2004; Frank et al.,

2010).

Eine weitere indirekte Moglichkeit der Inhibition der Tumorprogression von
Tumorstammzellen wird durch die Radiosensitivierung ermoglicht und konnte bereits an
CD133" Glioma Stammzellen (Bao ef al., 2006a; Chang et al., 2009; Frank et al., 2010) sowie
an CD24"°CD44" Brustkrebs Tumorstammzellen gezeigt werden (Phillips ef al., 2006; Diehn
et al., 2009; Frank et al., 2010). Des Weiteren bietet die induzierte Differenzierung von undif-
ferenzierten malignen Zellen einen weiteren Angriffspunkt der Tumorriickbildung aber auch
eine verbesserte therapeutische Sensibilisierung (Pierce, 1983; Frank et al., 2010),
beispielsweise bei Glioblastomen (Piccirillo et al., 2006), Brustkrebs (Yu et al., 2007) oder
Melanomen (Schatton et al., 2008; Frank et al., 2010). Eine Charakterisierung von
Tumorstammezellen bzw. tumorstammzelldhnlichen Zellen aus MPNSTS, die eine deutliche
Abgrenzung zu parentalen Tumorzellen erlaubt, konnte dazu beitragen Oberflachenstrukturen
zu erkennen, die einzigartig auf jener Subpopulation vorliegen um zielgerichtete Therapien zu

entwickeln.

Eine gegen Tumorstammzellen gerichtete Therapie wiirde so das Selbsterneuerungs- und
Wachstumspotential unterbinden und langfristig das Wachstum verhindern. Folglich konnte
das Risiko flir eine Metastasierung und Tumorrekurrenz gesenkt werden. Eine deutliche
Regression des Tumorvolumens, wie bei der Therapie gegen differenzierte Tumorzellen,
wiirde allerdings ausbleiben (Jordan et al., 2006; Dalerba et al., 2007; Frank, 2010). Die
Etablierung von Kombinationstherapien werden somit gehduft in den Fokus verschiedener
Tumortherapien gestellt. Eine Therapie, die sich sowohl gegen differenzierte Tumorzellen als
auch Tumorstammzellen richtet, konnte in einer positiveren Prognose fiir den Patienten
resultieren und somit von entscheidener Bedeutung sein. So zeichnen sich beispielsweise
CD34'CD38 AML Stammzellen aber auch differenzierte AML Zellen durch eine erhohte
CDI123 (a-Untereinheit des IL-3 Rezeptor) Expression aus. Die Gabe des spezifischen,
neutralisierenden monoklonalen CD123 Antikdrpers beeintrachtigte das Wachstum in vivo,
wobei sowohl leukdmische Tumorstammzellen als auch differenzierte Tumorzellen davon
betroffen waren (Jin et al., 2009a; Frank et al., 2010). Fiir duktale Adenokarzinome des
Pankreas konnten ebenfalls Tumorstammzellen beschrieben werden, die womoglich
ursdchlich fiir Therapiesistenzen sind, Rekurrenzen sowie Metastasierungen hervorrufen und

eine Expression des Death Receptor 5 (DRS) aufweisen. Eine Kombinationstherapie von

132



5. Diskussion

Gemcitabin gegen differenzierte Tumorzellen sowie dem monoklonalen DRS5-Antikorper
Tigatuzumab gegen Tumorstammzellen fiithrte in vivo zu einer Reduktion von
Tumorstammzellen und einer Tumorregression. Des Weiteren verhinderte die
Kombinationstherapie eine Tumorrekurrenz bzw. bewirkte ein Hinauszégern der
Tumorprogression (Rajeshkumar et al., 2010). Der mTOR Inhibitor RAD001 und Docetaxel
filhrten bei Brustkrebs zu einer verstirkten Inhibition, wobei RADO00O1 sowohl auf
Tumorstammzellen als auch differenzierte Tumorzellen einen dosisabhdngigen

inhibitorischen Effekt zeigte (Zhang et al., 2012).

Die Wichtigkeit von Kombinationstherapien, die es ermdglichen, Therapieresistenzen zu
iiberwinden und Tumorrekurrenzen sowie Metastasierungen zu vermeiden, besteht auch fiir
maligne Nervenscheidentumore. Johansson ef al. zeigten am Beispiel von in vitro Versuchen
an verschiedenen sporadischen sowie NF1-assoziierten MPNST Zelllinien mit RADOO1 so
ebenfalls ein vermindertes Zellwachstum nach 4-tigiger Behandlung. /n vivo fiihrte die Gabe
von RADOO1 am sporadischen MPNST Xenograft Modell zu einem verzogerten
Tumorwachstum. Die Kombination mit dem EGFR Tyrosine Kinase Inhibitor Erlotinib fiihrte
zu einer verstirkten Inhibition des Tumorzellwachstums sowohl in vitro als auch in vivo
(Johansson et al., 2008). Die Kombination aus onkolytischen Herpes simplex Viren und
Erlotinib wies eine leicht verstirkte Inhibition der Proliferation im Vergleich zur
Einzeltherapie auf (Mabhller ef al., 2007). Interessanterweise berichteten Studien von Lee ef al.
und Park et al. von einer Bcl-xL Uberexpression in einer NF1-assoziierten MPNST Zelllinie.
Eine Inhibition von Bcl-xL mittels RNA1 aber auch ABT-737 fiihrte zu einer Apoptose-
Sensitivierung der Zellen, die letztlich fiir ABT-737 synergistisch mit Doxorubicin in einer
Zytotoxizitdt der MPNST Zellen resultierte (Lee et al., 2012; Park et al., 2013). Auch die
Kombinationstherapie bestehend aus einem Geranylgeranyl-Transferase Inhibitor und
Lovastatin verursachte einen GO/G1 Arrest sowie eine synergistische Inhibition und
Autophagie von STS-26T MPNST Zellen (Sane et al., 2010). Eine Behandlung der MPNST
Zelllinien NF90-8 und ST88-14 mit Farnesyl-Transferase Inhibitoren und Lovastatin zeigte
ebenso eine Inhibition der Proliferation sowie Apoptoseinduktion (Wojtkowiak et al., 2008).
Die Kombinationstherapie der S462 Zellen sowie der S462 Sphdren mit Doxorubicin und
Ifosfamid fiihrte zu keiner deutlich verbesserten Wirksamkeit, soll jedoch von weiteren
Kombinationen gefolgt werden, die sowohl das Wachstum von differenzierten parentalen

Tumorzellen als auch das der Sphéren inhibieren. Zusitzliche praklinische in vivo Versuche
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konnten dazu dienen die Wirksamkeiten ndher zu untersuchen und gegebenenfalls zu

untermauern.

Die hier vorliegende Arbeit beschreibt erstmals das Vorhandensein von
tumostammzelldhnlichen Zellen in MPNSTs bei NF1 Patienten. Bislang richteten sich
priklinische aber auch klinische Studien nicht spezifisch gegen Tumorstammzellen.
Zukiinftige Studien sollten daher diese Tumorzellen einschlieBen. Die vorgelegten Ergebnisse
erlauben jetzt eine weitere Charakterisierung dieses Zelltyps beispielsweise durch Erstellung
spezifischerer Markerprofile, die nicht nur eine Unterscheidung differenzierter Tumorzellen
und Tumorstammzellen zulassen, sondern auch jene Tumorstammzellen von normalen
Stammzellen abgrenzen. Eine Studie von Faris Farassati (Borrego-Diaz et al., 2012) erbrachte
hierzu erste Erkenntnisse. So untersuchte die Arbeitsgruppe selektiv CD133" MPNST Zellen
etablierter Zelllinien, darunter auch S462 und S805, welche unter Stammzellbedingungen als
Sphiren kultiviert wurden. CD133" Zellen zeichneten sich beispielsweise durch eine erhdhte
Aktivierung des Ras-Signalweges sowie seinen Effektoren ERK, JNK, PI3K, p38K und RalA
aus. Zusitzlich wiesen sie eine Expression von (3-Catenin und Snail auf, zwei Proteine, die
auch an der epithelialen zur mesenchymalen Transition beteiligt sind sowie ein invasiveres
Wachstum in  Matrigel, welches 1im  Zusammenhang mit einem  hoéheren
Metastasierungspotential stehen konnte. Besonders hervorzuheben war jedoch der Einsatz von
ERK Inhibitoren, der zeigte, dass CD133" Zellen resistenter gegeniiber einer Behandlung
waren als die gesamte, nicht selektierte Zellpopulation und somit nochmals verdeutlichte, dass
dieser stammzelldhnliche Zelltyp fiir Therapiersistenzen verantwortlich sein kann (Borrego-
Diaz et al., 2012). Weitere Daten der Arbeitsgruppe von Christopher Maxwell (Mohan et al.,
2013) zeigten, dass die Aktivitit der Aurora Kinase A Einfluss auf die Proliferation und
Selbsterneuerung von S462 Sphédren nimmt. Die Gabe des Aurora Kinase Inhibitors
MLN8237 verminderte die Spharenformation und begiinstigte deren Differenzierung. Zudem
verstirkte das Silencing des regulatorischen Gens HMMR/RHAMM die Sphérenformation
von CRL-2884 (sNF96.2) Zellen wohingegen das Silencing eines weiteren regulatorischen
Gens der Aurora Kinase, TPX2, zu einer verminderten Sphirenformationsrate fiithrte (Mohan

etal. 2013).

Expressionsanalysen, globale Expressionsprofile sowie die Untersuchung der Wirksamkeit
von Zytostatika konnten die Hypothese stammzelldhnlicher Zellen aus MPNSTs untermauern.

Die differenzielle Regulierung des Wnt-Signalweges konnte dabei von besonderer Bedeutung
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sein und fiir die Erhaltung des stammzelldhnlichen Charakters der S462 Sphiren eine zentrale

Rolle einnehmen.

5.6 Etablierung von MPNST-Zelllinien

Die Grundlage von in vitro - aber auch in vivo Studien sind etablierte Zelllinien. Die geringe
Verfiigbarkeit aber auch die auBerordentliche Heterogenitdit von MPNSTs erschwert die
Etablierung von Tumorzelllinien. Eine Sicherstellung von Tumorzellen in vitro wird héufig
nicht beriicksichtigt, wobei eine genetische Verifikation der Zellen von essentieller und
grundlegender Bedeutung ist. Hierbei kann sowohl gewéhrleistet werden, dass es sich bei den
untersuchten Zellen um reine Tumorzellen handelt, als auch dass Kontaminationen mit
anderen Zelllinien auszuschlieBen sind. Die Wichtigkeit der genetischen Uberpriifung von
Zelllinien konnte am Beispiel der Brustkrebszelllinie MDA-MB-435 verdeutlicht werden.
Globale Micro-Arrayanalysen durch Ross et al. warfen erstmals die Frage nach dem Ursprung
dieser Zelllinie auf, welche deutliche Ahnlichkeiten zu einer Melanomzelllinie aufwies (Ross
et al., 2000). Zusitzliche Expressionsprofile, SNP-, Mikrosatelliten- und CGH-Analysen
konnten die Vermutungen bestdtigen, wobei gewisse Abweichungen zu beriicksichtigen sind
(Rae et al., 2007). Die Zelllinie befindet sich nach wie vor im Umlauf und wird als Modell fiir
Brustkrebs, trotz bestehender Zweifel ob es sich wirklich um Brustkrebstumorzellen handelt,

verwendet (Rae ef al., 2007; Holliday & Speirs, 2011).

In der vorliegenden Arbeit konnte eine neue MPNST-Zelllinie (S1844,1) etabliert und mittels
Mikrosatellitenanalyse genetisch verfiziert und dem originalen Tumor zugeordnet werden.
Die Zellen zeichnen sich vor allem durch Schwann-zellartige Strukturen aus sowie durch die
Expression von S100 und NGFR. Eine Tumorigenitit in vivo dieser und einer weiteren
Zelllinie (S1507,2) bei subkutaner Implantation sowohl in die Flanke als auch in den
Nackenbereich war allerdings nicht nachweisbar, so dass auch eine verdnderte Lokalisation
der Implantation (von Flanke zu Nackenbereich) zu keiner Tumorformierung fiihrte.
Expressionsanalysen wiesen einen deutlich hoheren Anteil CD34 und CD133 positiver Zellen
auf Proteinebene der Zelllinie S462 im Vergleich zu S1844,1 und S1507,2 auf. Die signifikant
hohere Proteinexpression beider Marker konnte ausschlaggebend fiir das Wachstum in vivo
sein. Die Implantation CD133" S462 Sphiren in vivo fiihrte wie zuvor beschrieben zu einer
Tumorformierung indes bei einer Injektion von CD133" S462 Sphéren eine Tumorbildung

nicht vorlag bzw. deutlich geringer ausfiel (Spyra et al., 2011). Die Expression des
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Stammzellmarkers CD133 konnte somit von entscheidender Bedeutsamkeit fir das Wachstum

in vivo sein.

Bislang existieren nur einige etablierte MPNST Zelllinien. Haufig stehen zudem regelmiBige
genetische Charakterisierungen aus, die einen Nachweis von Tumorzellen des
Originaltumorgewebes einschliefen. Die Mikrosatellitenanalyse als Tool zum Nachweis von
Tumorzellen bietet so die Moglichkeit einer stindigen Kontrolle verwendeter Zellen, um vor

allem auch Kontaminationen durch andere Zellen auszuschlieBen.

5.7 Metastasierungsmodelle
Mausmodelle sind von essentieller Bedeutung fiir das Verstdndnis der Tumorgenese und

Metastasierung. Eine Vielzahl von bestehenden Neurofibromatose Typ 1-Mausmodellen
dienen bereits als Grundlage, um Prozesse der Tumorgenese nachzuvollziehen (siehe dazu
auch Kapitel 1.2.5) (Brannan et al., 1994; Jacks et al., 1994; Cichowski et al., 1999; King et
al., 2002; Huijbregts et al., 2003; Joseph et al., 2008; Gregorian et al., 2009; Brossier &
Carroll, 2012).

Die Priifung des tumorigenen Potentials von Zelllinien dient vor allem auch zur Etablierung
weiterer Mausmodelle. Die heterotope oder orthotope Implantation von humanen Zellen
rdaumt im Vergleich zu transgenen Mausmodellen die Moglichkeit ein, ein Tumormodell zu
nutzen, welches dem originalen humanen Tumor entspricht. Bei transgenen Mausmodellen
konnte somit auch die Moglichkeit bestehen, dass die Histologie der Tumore nicht denen der
humanen Tumore gleicht. Die Originalitdt des Tumors im Xenograft Modell schafft somit
eine patientenndhere Simulierung der Tumorgenese. Die hohe Metastasierungsfrequenz von
MPNSTs erfordert zudem Modelle, die Mechanismen bzw. Ursachen wiederspiegeln. In einer
Studie von Ductman et al. wurden 62 NF1-assoziierte MPNST und 58 sporadische MPNST
Patienten eingeschlossen, wobei es bei 39% bzw. 16% der Patienten zu der Entwicklung von
Metastasen gekommen war. Diese traten am hdufisten in der Lunge auf aber auch im
Weichgewebe, in Knochen, Leber, im abdominalen Hohlraum, in den Adrenaldriisen, im
Zwerchfell, Mittelfell, Gehirn, an den Ovarien, Nieren und Retroperitoneum (Ducatman et al.,
1986; Carroll & Ratner, 2008). Gegenwirtig bestehen nur wenige MPNST
Metastasierungsmodelle wie beispielsweise durch die Tumorzellinjektion in die Schwanzvene
(Torres et al., 2011; Ghadimi et al., 2012). Immunhistologische Analysen zum Nachweis von

Metastasen erfordern zudem die Beriicksichtigung von Antikorper-Kreuzreaktionen, vor
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allem fiir polyklonale Antikorper, die zu falsch-positiven Ergebnissen fithren konnen (Mighell

et al., 1998; Ramos-Vara, 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Modelle zum Nachweis der Metastasierung etabliert,
die sich durch ihre hohe Spezifitit auszeichnen. Das Modell der Mikrosatellitenanalyse wird
vor allem durch den spezifischen Nachweis humaner Zellen geprigt, da die verwendeten
Marker nur zur Amplifikation humaner DNA fiihren. Des Weiteren kann anhand der
angewandten Markermolekiile mit hoher Prizision die verwendete Zelllinie, dhnlich wie ein
individueller Fingerabdruck, nachgewiesen werden. Die divergenten Signalstirken konnen
ferner auch im Zusammenhang mit der Menge an metastasierten humanen Zellen stehen, so
dass je nach Metastasierungsgrad zu den einzelnen Organen unterschiedlich starke
Auspriagungen der Migration der Zellen vorliegen, die sich ihrerseits von der Mikrosatelliten-
Signalstirke ableiten lassen. Die verwendete Nachweismethode bietet somit eine Moglichkeit
der Detektion humaner Zellen bzw. Subpopulationen, aber auch den Nachweis von
Metastasen, wobei sie simultan eine genetische Verifizierung der Zellen erlaubt und so Zellen
unterschiedlichen Ursprungs zuordnen kann. Anhand der verwendeten Proben lieBen sich fiir
einen Grofteil der Mausgewebeproben Metastasierungen bestitigen. Die untersuchten Proben
gingen aus Versuchen hervor, die im Wesentlichen zur Etablierung von Primédrtumoren dien-
ten. Die daraus hervorgegangenen Metastasen entsprachen demnach einer spontanen Metasta-
sierung wie sie hdufig im Tiermodell wiederzufinden ist und zur Anwendung kommt. Hierbei
kann zudem zwischen heterotopen subkutanen Injektionen von Tumorzellen (entsprechend
der vorliegenden Arbeit) sowie orthotopen Injektionen unterschieden werden. Das Modell der
spontanen Metastasierung erlaubt initialisierende Prozesse zu untersuchen bzw. zu verfolgen.
Demgegeniiber gestellt besteht die Moglichkeit der experimentellen Metastasierung, die auf
der Injektion von Tumorzellen in das zirkulierende System besteht (Khanna & Hunter, 2005).
Beispielsweise fiihrt die Injektion von Zellen in die Schwanzvene primér zu Lungenmetasta-
sen wohingegen eine intrasplenische- oder Pfortader-Veneninjektion zu Lebermetastasen
fiihrt sowie intrakardiale Injektionen unter anderem in Knochenmetastasen resultieren. Auch
wenn das experimentelle System zu einer schnellen Metastasierung fiihrt, reproduzierbar und
bestindig ist, so konnen grundlegende Mechanismen der Entstehung nicht nachvollzogen
werden (Khanna & Hunter, 2005). Anhand der verwendeten Gewebeproben konnte im
Rahmen der Arbeit fiir einige Tiere eine Metastasierung von parentalen S462 Zellen bzw.
erstmals von S462 tumorstammzelldhnlichen Zellen nachgewiesen werden. Interessanterweise

konnte vereinzelnd beobachtet werden, dass beispielsweise bei den untersuchten
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Lymphknotenproben einer Maus nicht zwangsldufig humane Zellen in allen Proben
detektierbar waren. Eine Visualisierung der Zellen in vivo, wie sie durch das Biolumineszenz

Imaging ermoglicht wird, konnte den Metastasierungsprozess noch deutlicher darstellen.

Das System des Biolumineszenz Imaging offeriert den spezifischen Nachweis implantierter
Zellen basierend auf Stoffwechselprozessen, wobei ein stabiles Signal in Abhdngigkeit der
Zellvitalitat detektierbar ist. Luciferase-transduzierte S462 Zellen konnten somit direkt nach
Implantation visualisiert und ihre potenzielle Metastasierung/Migration verfolgt werden.
Biolumineszenzmessungen finden bereits fiir eine Vielzahl von Tumorzelllinien aber auch
Tumorstammzellen Anwendung als Nachweis der Metastasierung, wie beispielsweise bei
Brustkrebs (Jenkins et al., 2003; Liu et al., 2010; Bolin et al., 2012). Die Arbeitsgruppe von
Steven Carroll konnte die Methode der Biolumineszenzmessung an der NF1-assoziierten
MPNST Zelllinie ST88-14 nédher beschreiben. Hierfiir erfolgten neben in vitro Versuchen mit
dem Estrogenrezeptormodulator Tamoxifen auch in vivo Studien Luciferase-transduzierter
ST88-14 Zellen an NIH III Miusen im orthotopen Xenograft Modell. So konnte nicht nur die
Visualisierung der malignen Zellen am Nervus ischiadicus gewéhrleistet werden, sondern
vielmehr auch die Wirksamkeit von Tamoxifen (Byer ef al., 2011; Turk et al., 2011). Durch
die Transduktion von MPNST Sphiren konnte in zukiinftigen Studien das
Metastasierungspotential jener Zellen gepriift und quantifiziert werden. Zudem wird ein
grundlegendes Modell geschaffen, welches die Untersuchung verschiedener Therapien
ermOglicht, deren Beeinflussung auf die Tumorkinetik sowie den Metastasierungsprozess von
MPNST Tumorstammzellen nachvollziehen ldsst. Die Methode der Biolumineszenzmessung
bietet grundsatzlich eine Moglichkeit der Visualisierung von Zellen oder Organen in vivo. Ein
Vorteil wird durch ein Signal geschaffen, welches nur detektierbar ist solange die Luciferase-
transduzierten Zellen vital in vivo vorliegen. Im dargelegten ersten Versuch zur Etablierung
der Methode zeigte sich eine deutliche Abnahme des Signales, welches hochstwahrscheinlich
mit einer Abstoungsreaktion vitaler Zellen zu erkldren ist. Zusétzlich wurden fiir die erste
Versuchsdurchfiihrung aus tierschutzrechtlichen Aspekten 5 Tiere verwendet. Eine hohere
Anzahl von Tieren hitte gegebenenfalls die Wahrscheinlichkeit der Tumorformierung bzw.
Metastasierung erhoht. Vorangegangene Experimente bei subkutaner Injektion von adhiren-
ten S462 Zellen zeigten in einigen Féllen sehr geringe Tumorformierungsraten (Beobachtung
durch Frau Dr. Maria Demestre). Weiterfiihrende Versuche mit erhohter Mausanzahl aber
auch Luciferase-transduzierten S462 Sphéren konnten zudem weiter Aufschluss iiber das Me-

tastasierungsverhalten dieses Zelltyps geben.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Studien lieferten erstmalig solide Beweise filir stammzell-
dhnliche Zellen in MPNSTs und eréffnen somit neue Perspektiven in der Forschung und The-
rapieentwicklung fiir diese malignen Tumore. Wie einige Komponenten des Wnt-Signalweges,
deren verdnderte Expression in den MPNST Sphéren bereits in der vorliegenden Studie nach-
gewiesen wurde, konnten in der Zukunft weitere Targets entdeckt werden. Die unterschiedli-
chen Wirksamkeiten der getesteten Zytostatika konnten zudem ermdglichen, spezifischere
Therapien zu entwickeln, die Tumorstammzellen bzw. stammzelldhnliche Zellen zum Ziel
haben. Die Etablierung einer neuen genetisch verifizierten MPNST Zelllinie ist eine signifi-
kante Bereicherung, neben den vereinzelten etablierten Zelllinien, die meist nicht genetisch
verifiziert sind. Xenograft Mausmodelle die eine Metastasierung nachvollziehbar machen sind
der Ausgangspunkt fiir das Verstindnis der Biologie der malignen peripheren Nervenschei-

dentumore beim Menschen.
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