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1 Einleitung 

1.1 Maligne periphere Nervenscheidentumoren (MPNST) 

im Rahmen der Neurofibromatose Typ 1 

1.1.1 Neurofibromatose Typ 1 (NF1) 

Die Neurofibromatose Typ 1, auch Morbus Recklinghausen genannt, ist eine autosomal dominant 

vererbte Erkrankung, die erstmals 1881 von Friedrich von Recklinghausen beschrieben wurde. Sie 

betrifft vor allem Haut und Nervensystem, sodass sie zum Formenkreis der Phakomatosen gezählt 

wird. Die NF1 tritt mit einer Inzidenz von etwa 1:2500 bis 1:3000 auf, wobei ca. 50% vererbt sind und 

50% Neumutationen (Lammert et al., 2005; Evans et al., 2010). Vererbt wird die Erkrankung dabei 

mit voller Penetranz, die klinischen Manifestationen können jedoch variieren (Viskochil, 2002). 

Zu den typischen Charakteristika gehören Café-au-lait Flecken, das sogenannte Freckling, Lischknöt-

chen der Iris, ossäre Dysplasien, kardiovaskuläre Anomalien, psychomotorische Entwicklungsstörun-

gen und Intelligenzminderung sowie vor allem auch die Entwicklung von benignen und malignen Tu-

moren v.a. ausgehend vom Nervensystem (periphere Nervenscheidentumore, Optikusgliome), aber 

auch andere Neoplasien (Leukämien, Phäochromozytome) (National Institutes of Health Consensus 

Development Conference 1988; Huson et al., 1989).  

Allen voran steht die Bildung der benignen Neurofibrome, die gleichzeitig namensgebend für die Er-

krankung waren. Sie treten als kutane, subkutane oder plexiforme Nervenscheidentumore auf und 

bestehen aus verschiedenen Zellarten, den Schwannzellen als Hauptkomponente und als die Zellen, 

die die Bildung der Neurofibrome initiieren, sowie den Fibroblasten, Mastzellen und Perineuralzellen, 

die ebenfalls zur Tumorbildung beitragen (Kluwe et al, 1999; Rubin und Gutmann, 2005).  

Kutane Neurofibrome treten bei fast allen Patienten mit NF1 auf, gehäuft am Rumpf, seltener am 

Hals-/ Kopfbereich. Sie beginnen meist erst in der 2. Lebensdekade zu wachsen, ihre Anzahl vermehrt 

sich dann aber über das ganze Erwachsenenalter, wobei die Vermehrung phasenweise abläuft mit Zei-

ten einer starken Tumorvermehrung abwechselnd mit Ruhephasen ohne weitere Bildung von Neuro-

fibromen (Huson et al., 1989; Rubin & Gutmann, 2005). Die plexiformen Neurofibromen dagegen 

sind kongenital und deren Wachstum umgekehrt proportional zum Lebensalter (Kehrer-Sawatzki und 

Mautner, 2009).  

Das Hauptproblem der kutanen Neurofibrome ist ein kosmetisches und die daraus entstehende psycho-

soziale Belastung, sie führen fast nie zu Schmerzen oder neurologischen Defiziten und bergen sozusa-

gen kein Risiko einer malignen Entartung (Kehrer-Sawatzki & Mautner, 2009). Die Plexiformen Neu-
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rofibrome wachsen entlang des Nerven, können das umliegende Gewebe infiltrieren und zu Knochen-

hypertrophien führe, wodurch diese Neurofibrome vermehrt mit Schmerzen und neurologischen Defi-

ziten einhergehen (Kehrer-Sawatzki & Mautner, 2009; Mautner et al., 2006). Zudem können die ple-

xiformen Neurofibrome im Gegensatz zu den kutanen maligne entarten (Riccardi, 2007; Ferner & 

Gutman 2002). Bei Patienten mit intern wachsenden plexiformen Neurofibromen ist dabei das Vor-

kommen von MPNST etwa 20-fach häufiger als bei Patienten ohne interne Neurofibrome; die superfi-

ziell wachsenden plexiformen Neurofibrome sind nicht mit einem gehäuften Vorkommen von MPNST 

assoziiert (Tucker et al, 2005). Mittels MRT-Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass etwa 50% 

der NF1-Patienten interne plexiforme Neurofibrome aufweisen (Mautner et al., 2008). Dabei scheint, 

eine hohe Tumorlast an internen plexiformen Neurofibromen auch mit einem erhöhten Risiko für 

MPNST einherzugehen (Mautner et al., 2008).  

Genetik der NF1: Zu Grunde liegt der Erkrankung eine Mutation des NF1-Gens, welches auf dem 

Chromosom 17 im Bereich q11.2 lokalisiert ist (Ledbetter et al., 1989; Viskochil et al., 1990). Dabei 

kommen verschiedenste Mutationen vor, von großen Deletionen, die neben dem NF1-Gen noch einige 

andere umfassen, bis zu kleinen Mutationen, die nur einige Basenpaare umfassen (Daston et al., 1992).  

Das Genprodukt, für das das NF1-Gen kodiert, ist das Neurofibromin, welches v.a. im Nervensystem 

exprimiert wird und zwar von den Nervenzellen, Oligodendrozyten und myelinisierenden Schwann-

zellen (Daston et al., 1992).  

Neurofibromin fungiert als Tumorsuppressor, indem seine GAP (GTPase activating protein) verwand-

te Domäne (GRD, GAP related domain) zu einer vermehrten Umwandlung des aktiven GTP-

gebundenen Ras in das inaktive GDP-gebundene Ras führt (Xu et al., 1990; Martin et al., 1990). Folg-

lich führt das Fehlen des Neurofibromins zu einer Überaktivierung von Ras und der dadurch ausgelös-

ten Signalkaskaden. Das aktivierte Ras vermittelt über seine Effektoren wie Raf und den nachfolgen-

den MAP-Kinase Signalweg, sowie PI3K mit nachfolgender Aktivierung von u.a. AKT und mTOR 

eine gesteigerte Zellproliferation und Zellüberleben bei verminderter Apoptose (Johannessen et al., 

2005; Le & Parada 2007; Weiss et al., 1999). Dazu passend konnte bei verschiedenen NF1-

azssoziierten Tumoren in den primären Tumorzellen ein Verlust des zweiten NF1-Allels im Sinne des 

2-Treffer Models (Two-Hit Model) für Tumorsupressorgene nach Kudson nachgewiesen werden mit 

der Folge eines Verlusts des Neurofibromins. In Mausversuchen konnte entsprechend gezeigt werden, 

dass der biallelische Verlust des NF1-Gens ein notwendiger Schritt in der Tumorgenese ist (Kluwe et 

al., 1999; Rasmussen et al., 2000; Cichowski 1999; Kehrer-Sawatzky & Mautner, 2009; Rubin & 

Gutmann 2005) 
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1.1.2 MPNST 

Die malignen peripheren Nervenscheidentumoren sind hochaggressive Tumoren und gehören zu der 

Gruppe der Weichteilsarkome, innerhalb welcher sie einen Anteil von etwa 5-10% ausmachen. Sie 

stammen als Tumore der Nervenscheide meist von Schwannzellen, seltener aber auch von Fibroblas-

ten oder Perineuralzellen ab (Hirose et al., 1998; Weiss and Goldblum, 2007). Lokalisiert sind sie häu-

fig am Stamm und den proximalen Extremitäten, weniger häufig auch im Kopf-/ Halsbereich, und 

entstehen entsprechend oft entlang großer Nervenstämme wie dem Nervus ischiadicus, dem Plexus 

brachialis oder sacralis (Weiss und Goldblum, 2007). Klinisch präsentieren sich die MPNST als wach-

sende Tumormasse, die Schmerzen und auch motorische sowie sensible Nervenausfälle verursachen 

können (Ducatman, et al., 1986). Zudem neigen die Tumoren zur Fernmetastasierung, wobei die häu-

figste Lokalisation die Lunge ist, unter anderem aber auch Leber, Knochen, Weichteilgewebe, Medias-

tinum oder Gehirn betroffen sind (Ducatman et al., 1986; Anghileri et al., 2006) 

 

Abbildung 2.1: MRT eines histologisch hyper-

zellulären MPNST des rechten Oberschenkel 

vor (A) und nach (B) Kontrastmittelgabe 

(Mautner et al., 2003). 

 

 

 

 

 

In ca. 50% der Fälle treten die MPNST bei Patienten mit NF1 auf, bei denen wiederum das Lebens-

zeitrisko einen MPNST zu entwickeln bei ca.8-13% liegt, im Gegensatz zur Normalbevölkerung, in 

der es bei 0,001% liegt (Ducatman et al., 1986, Evans et al., 2002). Die NF1-assoziierten MPNST 

entstehen dabei im Gegensatz zu den spontan auftretenden häufig aus vorbestehenden Neurofibromen, 

z.B. den plexiformen Neurofibromen (Woodruff, 1999).  

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass das Erkrankungsalter bei Patienten mit NF1 

signifikant niedriger ist als bei Patienten mit spontan auftretenden MPNST (Evans et al., 2002; Hagel 

et al., 2007; Ducatman et al., 1986). Zudem kommt es bei MPNST im Rahmen von NF1 früher zur 

Fernmetastasierung und auch Lokalrezidiven (Hagel et al., 2007). Insgesamt wurde in verschiedenen 

Studien gezeigt, dass das Überleben von MPNST-Patienten mit NF1 deutlich kürzer ist als bei spora-
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dischen MPNST und damit MPNST im Rahmen der NF1 mit einer schlechteren Prognose vergesell-

schaftet sind (Stucky et al., 2012; Evans et al., 2002; Hagel et al., 2007).  

Prognostisch wirken sich zudem auch eine große Tumormasse bei Diagnosestellung oder das frühzei-

tige Auftreten von Lokalrezidiven negativ auf das Überleben aus (Stucky et al., 2012). Positiv wirkt 

sich dagegen eine Lokalisation an den peripheren Extremitäten auf die Prognose aus (Hagel et al., 

2007). 

 

1.1.3 Tumorgenese der MPNST 

Das oben beschriebene NF1-Gen bzw. dessen Inaktivierung spielt eine wichtige Rolle in der Tumor-

genese der MPNST. Dabei konnte eine biallelische Inaktivierung dieses Gens sowohl bei NF1-

assoziierten, als auch bei sporadischen MPNST nachgewiesen werden (Legius et al., 1993; Lothe et 

al., 1995; Perry et al., 2001). Entsprechend wurde auch in MPNST-Zelllinien ein stark vermindertes 

bis fehlendes Neurofibromin beschrieben. Passend zur Funktion des Neurofibromin, s.o., zeigte sich in 

diesen Zellen ebenfalls eine Überaktivierung von Ras (DeClue et al., 1992; Basu et al., 1992). 

Da ein Verlust der Heterozygotie im NF1-Gen aber auch bei benignen Tumoren, wie kutanen oder 

plexiformen Neurofibromen, nachweisbar ist, scheinen für die Entwicklung der MPNST zum einen die 

Art der Mutation des NF1-Gens relevant zu sein, zum anderen scheinen aber auch weitere Schritte 

notwendig zu sein (Serra et al., 1997; Rasmussen et al., 2000; Upadhyaya et al., 2008). 

Es konnten viele verschiedene genetische Aberrationen auf unterschiedlichen Chromosomen in den 

Tumorzellen von MPNST beschrieben werden, die sich nicht in benignen Tumoren finden lassen 

(Schmidt, H et al., 2000; Mechtersheimer et al., 1999). Beispielsweise konnte ein Verlust des TP53-

Gens, ebenfalls ein Tumorsupressorgen und ebenfalls auf dem Chromosom 17 lokalisiert, gehäuft in 

MPNST nachgewiesen werden, nicht jedoch in benignen Neurofibromen (Menon et al., 1990; Kind-

blom et al., 1995; Kourea et al., 1999b; Upadhyaya et al., 2008). Auch in in-vivo Versuchen konnte 

bestätigt werden, dass es bei Mäusen mit einer gleichzeitigen Inaktivierung des NF1- und des TP53-

Gens zu einer Entwicklung von MPNST kommt, so dass angenommen werden kann, dass der Verlust 

beider Gene die maligne Transformation fördert (Cichowski et al., 1999; Vogel et al., 1999). Gehäuft 

wurden auch Deletionen in dem Tumorsupressorgen CDKN2A-Gen, ebenso bekannt als INK4A-Gen, 

bei MPNST nachgewiesen, nicht dagegen bei benignen Neurofibromen (Kourea et al., 1999a; Nielsen 

et al., 1999).  

Darüber hinaus spielt die Angiogenese eine wichtige Rolle in der Pathogenese der MPNST. Abgese-

hen davon, dass die MPNST eine starke Vaskularisierung aufweisen, konnte gezeigt werden, dass es 

zu einer gesteigerten Angiogenese kommt und verschiedene proangiogene Faktoren wie VEGF, Neu-
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ropilin, Angiopoietin 1, etc. hochreguliert werden (Angelov et al., 1999; Thomas und De Vries, 2007). 

Es konnte u.a. gezeigt werden, dass Ras die VEGF-Expression hochreguliert und so zur Tumorangio-

genese beitragen könnte (Rak et al., 1995).  

Schwanzelle	
(NF1	+/-)

Biallele NF1-
Inaktivierung

Schwanzell-
hyperproliferation

(NF1	-/-)

Benignes	
Neurofibrom

MPNST

TP53- und/	oder	
CDKN2A,	

Angiogenese

TP53- und/	oder	
CDKN2A,	

Angiogenese

 

Abbildung 1.2: Tumorgenese eines MPNST. Durch einen biallelen NF1-Verlust der Schwannzellen kommt es 

zur Hyperproliferation. Für eine weitere maligne Entartung direkt oder über eine benigne Vorstufe (Neuro-

fibrom) sind weitere Schritte wie eine TP53- oder CDKN2A-Mutation und u.a. eine gesteigerte Angiogenese 

notwendig (Abbildung nach Rubin und Gutmann, 2005). 

 

1.1.4 Therapie 

Die Therapie von MPNST entspricht prinzipiell der Therapie der übrigen Weichteilsarkome. Therapie 

der Wahl und möglicher kurativer Ansatz ist die radikale Resektion des Tumors im Gesunden. Es 

konnte in verschiedenen Studien belegt werden, dass die R0-Resektion einer der wichtigsten prognos-

tischen Faktoren für das Überleben ist (Ferner und Gutmann, 2002; Baehring et al., 2003; Carli et al., 

2005; Kahn et al., 2014). Zum einen ist jedoch eine R0-Resektion aus verschiedenen Gründen (Tum-

orgröße, Tumorlage, primär nicht lokalisierte Erkrankung) häufig nicht möglich, zum anderen kommt 

es bei einem Teil (je nach Studie ca. 30% oder mehr) der Patienten auch trotz radikaler Operation mit 

tumorfreien Rändern zum lokalen Rezidiv, wodurch die Prognose deutlich verschlechtert wird, ebenso 

wie durch das Auftreten von Fernmetastasen (Baehring et al., 2003; Anghileri et al., 2006; Zou et al., 

2009). 

Einige Studien konnten zeigen, dass durch (neo-)adjuvante Strahlentherapie zumindest die lokale Kon-

trolle verbessert wird, ohne dass ein wesentlicher Effekt auf das Langzeitüberleben nachgewiesen 

werden konnte (Wong et al., 1998; Ferner und Gutmann, 2002; Carli et al., 2005). MPNST zeigen 

auch gegenüber Chemotherapie nur mäßige Ansprechraten. Wie auch bei anderen Weichteilsarkomen 

kommen vor allem Doxorubicin inKombination mit Ifosfamid zum Einsatz und spielen ebenfalls in 
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der (neo-) adjuvanten sowie palliativen Therapie eine Rolle (Ferner und Gutmann, 2002). Carli et al. 

z.B. konnten immerhin eine Ansprechrate auf neoadjuvante Chemotherapie von ca. 45% nachweisen 

und zeigen, dass diese dann einen Benefit für das Gesamtüberleben bietet (Carli et al., 2005).  

Verschiedene weitere Substanzen wurden in klinischen und präklinischen Studien getestet (Upadhyaya 

et al., 2008), u.a. auch antiangiogene Therapiestrategien. Angelov et al. konnten in Xenograft-

Modellen mit MPNST eine Reduktion der Tumormasse durch Inhibierung der VEGFR-2 nachweisen 

(Angelov et al., 1999). 

Bei immer noch sehr ungünstiger Prognose der MPNST (Kolberg et al., 2013) stellt die Therapie der 

MPNST weiterhin eine große Herausforderung dar. Außer der radikalen Tumorresektion sind die The-

rapieoptionen aufgrund der mäßigen Therapieerfolge durch Strahlentherapie und konventionelle Che-

motherapie deutlich eingeschränkt, sodass der Entwicklung von neuen, möglichst zielgerichteten The-

rapiestrategien eine wesentliche Bedeutung zukommt. 

 

 

1.2 Angiogenese 

1.2.1 Blutgefäßsystem 

Das Blutgefäßsystem ist als Transportsystem des Körpers wesentlich an der Aufrechterhaltung le-

benswichtiger Körperfunktionen beteiligt. Hierüber werden u.a. Nährstoffe, Gase, Hormone, Immun-

zellen und Wärme den Zielgeweben und -organen zugeführt und im Gegenzug die Stoffwechselpro-

dukte wieder abtransportiert. Es ist beim Menschen so aufgebaut, dass man zwischen dem Körper-

kreislauf, über den die einzelnen Organe und Gewebe versorgt werden, und dem Lungenkreislauf, der 

dem Austausch von Kohlenstoffdioxid und Sauerstoff dient, unterscheidet (Lüllmann-Rauch, 2009). 

Die größeren Gefäße dienen dabei rein dem Transport (Arterien und Venen), die kleinere dagegen 

dem Stoffaustausch (Arteriolen, Kapillaren, Venolen) (Benninghoff und Drenckhahn, 2004). Die 

Wände größerer und kleinerer Gefäße sind entsprechend ihrer unterschiedlichen Funktion verschieden 

aufgebaut. Bei den größeren Gefäßen besteht die Gefäßwand aus drei Schichten, der Tunica interna, 

media und externa. Die Tunica interna besteht aus dem, dem Lumen zugewandten, Gefäßendothel mit 

angrenzender Basalmembran und einer sich anschließenden, Bindegewebsschicht. Daran schließt sich 

die Tunica media aus glatter Muskulatur mit elastischen und kollagenen Fasern an. Die Tunica ex-

terna, auch Adventitia genannt, schließlich ist die äußerste Schicht, die das Gefäß in der Umgebung 

verankert. Sie besteht aus Bindegewebe und aus das Gefäß versorgenden Gefäßen und Nerven. Bei 

den kleineren Gefäßen ist der Wandaufbau weit weniger komplex. So besteht bei Arteriolen die Tuni-

ca Media nur noch aus einer Schicht glatter Muskelzellen. Bei den Kapillaren besteht die ganze Ge-
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fäßwand nur noch aus dem Endothel mit Basalmembran, welches stellenweise von Stützzellen, den 

Perizyten, umgeben ist (Benninghoff und Drenckhahn, 2004). 

Lymphkapillaren sind sehr dünnwandig und besitzen im Gegensatz zu Blutgefäßkapillaren keine Peri-

zyten und keine durchgängige Basalmembran. Um auch bei erhöhtem Gewebsdruck offen zu bleiben 

und die Gewebsflüssigkeit abtransportieren zu können, haben sie Filamente, die sie mit der Extrazellu-

lärmatrix verankern (Lohela et al., 2003). 

 

1.2.2 Gefäßneubildung 

Gefäßneubildung ist nicht nur während der Embryonalentwicklung, sondern auch postnatal ein Leben 

lang essentiell. Man unterscheidet zwei verschiedene Formen der Gefäßneubildung: die Angiogenese 

und Vaskulogenese. 

Von Vaskulogenese spricht man, wenn Gefäße de novo aus endothelialen Vorläuferzellen (Angioblas-

ten) entstehen, die sich zu Endothelzellen differenzieren und zu unreifen Gefäßgeflechten zusammen-

lagern (Risau und Flamme, 1995). Sie findet vor allem in der Embryogenese statt, während der sich 

zunächst aus dem Mesoderm entstandene Vorläuferzellen zu Blutinseln zusammenlagern. Die im In-

neren gelegenen Zellen sind hämatopoetische Vorläuferzellen, aus denen die Blutzellen entstehen, die 

äußeren sind die endothelialen, die später die Gefäße bilden (Risau und Flamme, 1995). Man konnte 

nachweisen, dass endotheliale Vorläuferzellen nicht nur auf die Embryogenese beschränkt sind, son-

dern auch im Adulten im Knochenmark, peripheren Blut und anderen Organen zu finden sind. Das 

spricht dafür, dass Vaskulogenese nicht nur in der Embryogenese, sondern als sogenannte postnatale 

Vaskulogenese auch im Adulten stattfindet und beispielsweise an der Neovaskularisation von Tumo-

ren oder bei der Wundheilung beteiligt ist (Asahara et al., 1999). 

Im Gegensatz dazu entstehen bei der Angiogenese neue Gefäße aus bereits existierenden Gefäßen, 

indem entweder Endothelzellen aus diesen Gefäßen aussprossen oder bestehende Gefäße durch Septen 

aus Extrazellulärmatrix geteilt werden und so neue Gefäße entstehen (Risau, 1997). Sie spielt sowohl 

in der Embryonalentwicklung eine Rolle, v.a. aber auch postnatal. Im Erwachsenenalter kommt es 

physiologischerweise nur in Ausnahmen wie in der Uterusschleimhaut während des Menstruations-

zyklus oder bei der Vaskularisierung der Plazenta zu Angiogenese (Josoko et al., 2000). Dafür ist die 

Dysregulation der Gefäßneubildung aber bei einer Reihe pathologischer Zustände von großer Bedeu-

tung. Bekannte Beispiele, bei denen die Gefäßneubildung verstärkt ist, sind inflammatorische Erkran-

kungen wie die rheumatoide Arthritis oder auch ophtalmologische, wie die Rethinopathie (Carmeliet, 

2005; Folkman, 1995). Ein weiteres wichtiges Beispiel sind maligne Erkrankungen. Bis zu einer Grö-

ße von etwa 2 mm³ können Tumoren wachsen, ohne dass es zu einer Neovaskulisierung kommen 

muss, indem sie mittels Diffusion mit Sauerstoff und Nährstoffen versorgt werden. Ist das nicht mehr 
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möglich, löst dies im Tumor eine Hypoxie aus. Der Progress von einem nicht gefäßabhängigen Tumor 

zu einem Tumor, der Gefäße benötigt, wird auch als „Angiogener  Switch“ bezeichnet (Carmeliet und 

Jain, 2000).  

Die Angiogenese ist ein komplexer Prozess, der mehrere Schritte umfasst und in den eine Vielzahl 

pro- und antiangiogener Faktoren involviert ist. Beim Überwiegen der angiogenen Faktoren im Ver-

gleich zu den antiangiogenen durch entsprechende Hoch- bzw. Runterregulation wird die Angiogenese 

induziert (Folkman, 1995). Die Hypoxie ist dabei ein wichtiger Stimulus, der die Angiogenese einlei-

tet, auf die der Tumor nun angewiesen ist (Bikfalvi, 2006; Bondke und Buschmann, 2011). Sie indu-

ziert den Anstieg des HIF (Hypoxie-induzierter Faktor) und dieses wiederum die Hochregulierung 

vieler proangiogener Gene, unter anderem die für die VEGF-Familie codierenden, welche zu den 

wichtigsten der Angiogenese gehören (Bikfalvi, 2006). Dieses veränderte Genexpressionsmuster der 

Endothelzellen führt nun dazu, dass die Gefäßpermeabilität erhöht wird und die Endothelzellen pro-

teolytische Enzyme produzieren, wie Metalloproteinasen und Plasmin, die die Extrazellulärmatrix und 

Basalmembran abbauen können. Außerdem beginnen sie selbst zu proliferieren und zu migrieren. Sie 

ordnen sich dann so röhrchenförmig an, dass neue Gefäße entstehen, die dann im weiteren Verlauf 

durch die Ausbildung einer neuen Basalmembran und Rekrutierung von Perizyten und glatten Mus-

kelzellen stabilisiert werden (Josoko et al., 2000). 

 

 

Abbildung 2.3: Tumorangiogenese. Die Abbildung zeigt schematisch eine tumorinduzierte Gefäßneubildung. Durch Sekre-

tion von Wachstumsfaktoren durch den Tumor kommt es zur Steigerung der Gefäßpermeabilität, Produktion proteolytischer 

Enzyme, die die Basalmembran und Extrazellulärmatrix abbauen, sowie Proliferation und Migration von Endothelzellen 

(Thijssen et al., 2007). 
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Neben der Hypoxie spielt auch der metabolische Stress durch u.a. Hypoglykämie und erniedrigten pH-

Wert eine Rolle als Initiator der Angiogenese; zudem mechanischer Stress, Entzündungsrektionen 

oder auch Genmutationen in Tumorzellen, durch die Onkogene aktiviert oder Tumorsuppressorgene 

deaktiviert werden, die an der Regulation der Angiogenese beteiligt sind (Carmeliet und Jain, 2000), 

(Carmeliet, 2000). Auch Makrophagen, die durch vom Tumor sezernierte chemotaktische Stoffe in 

diesen gelotst wurden, können dort proangiogene Faktoren produzieren und hierdurch die Gefäßneu-

bildung induzieren (Avraamides et al., 2008). 

 

 

1.3 Die einzelnen pro- und antiangiogene Faktoren 
Da es eine Vielzahl von Faktoren sind, die an der Regulation der Angiogenese beteiligt sind, sollen im 

Folgenden hauptsächlich die für diese Arbeit relevanten vorgestellt werden. 

1.3.1 VEGF-Familie 

Von den an der Angiogenese beteiligten Faktoren gehören die der VEGF-Familie mit ihren Rezepto-

ren wie bereits erwähnt zu den wichtigsten und am besten untersuchten. Es sind zurzeit sieben Mit-

glieder der VEGF-Familie bekannt: VEGF-A, -B, -C, -D, -E, svVEGF und PIGF (Takahashi, H. und 

Shibuya, 2005). Dazugehörig existieren drei Rezeptoren, VEGFR-1, -2 und -3, die alle zur Gruppe der 

Tyrosin-Kinase Rezeptoren gehören (Roskoski, 2008). 

VEGF-A (auch nur VEGF oder VPF – Vascular permieability factor) wurde 1983 als ein Faktor ent-

deckt, der zu einer erhöhten Permeabilität der Gefäßwand führt und eine Schlüsselrolle bei der Blutge-

fäßneubildung spielt (Takahashi, S. 2011). Er wird u.a. von Endothelzellen, Makrophagen, aber auch 

einer Vielfalt anderer Zellen gebildet. Z.B. ist er auch in verschiedenen Tumoren überexprimiert 

(Takahashi, H. und Shibuya, 2005; Takahashi, S., 2011). Er wirkt dabei sowohl auto- wie auch pa-

rakrin (Koch, S und Claesson-Welsh, 2012). Zu den wichtigen Stimuli zählen neben der Hypoxie bei-

spielsweise auch Wachstumsfaktoren, Mutationen des p53-Onkogens oder Tumorpromotoren 

(Takahashi, H und Shibuya, 2005). Er entfaltet seine Wirkung über eine Bindung an die Rezeptoren 

VEGFR-1 und -2, wobei er zum VEGR-1 eine viel höhere Affinität hat (van Hoeben et al., 2004). 

Seine Effekte vermittelt er jedoch hauptsächlich über den VEGFR-2. Diese bestehen v.a. darin, dass 

die Proliferation von Endothelzellen angeregt wird, die Bildung von Serinproteasen und Metallopro-

teinasen induziert wird, wodurch die Migration von Endothelzellen gefördert wird, und wie oben be-

reits erwähnt die Gefäßpermeabilität erhöht wird (Ferrara und Davis-Smyth, 1997). Durch die genann-
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ten Funktionen trägt er wesentlich zur Angiogenese bei. In Mausversuchen wurde entsprechend ge-

zeigt, dass schon das Fehlen eines Allels zum Tod des Embryos führt (Carmeliet et al., 1996).  

VEGF-C und -D sind sich sehr ähnlich. Beide werden zunächst als Vorläuferproteine gebildet, die 

durch einmalige proteolytische Spaltung zwar aktiv werden, allerdings nur mittelgradig und in dieser 

Form nur in der Lage sind an VEGFR-3 zu binden. Durch eine weitere proteolytische Spaltung erhal-

ten sie ihre volle Aktivität und können zusätzlich an VEGFR-2 binden (Lohela et al., 2003). Sie stimu-

lieren die Proliferation und Migration von u.a. (Lymph-)Endothelzellen und spielen eine wichtige 

Rolle bei der Lymphangiogenese, können aber auch bei der Angiogenese mitwirken (McColl et al., 

2003; Takahashi, H und Shibuya, 2005). VEGF-C ist essentiell für die embryonale Entwicklung des 

Lymphsystems. Entsprechend konnten Karkkainen et al. durch Mausmodelle zeigen, dass schon das 

Fehlen eines Allels des VEGF-C-Gens zu einer gestörten Lymphangiogenese führt und beim Fehlen 

beider kein Mausembryo lebend geboren wurde, wohingegen das Fehlen von VEGF-D eine normale 

Lymphangiogenese zulässt (Karkkainen et al., 2004).  

Neben diesen drei Mitgliedern der VEGF-Familie gibt es noch den VEGF-B, dessen Struktur dem 

VEGF-A sehr ähnelt, dessen Rolle aber nicht ganz geklärt ist (Li et al., 2012). Außerdem gibt es noch 

VEGF-E, der ähnlich stark wie VEGF-A zu einer erhöhten Endothelzellproliferation und Gefäßperme-

abilität führt, aber nur an den VEGFR-2 bindet (Ogawa et al., 1998). Des Weiteren gibt es noch die 

Snake venom VEGF (svVEGF), eine Gruppe von VEGF, die im Gift von Schlangen entdeckt wurden 

und vermutlich zu dessen Toxizität beitragen sowie den PlGF (Placenta growth factor), der ebenfalls 

dem VEGF-A ähnelt und v.a. für die Angiogenese bei Ischämien, Entzündungszuständen, Wundhei-

lung und Tumoren eine Rolle zu spielen scheint (Takahashi, H. und Shibuya, 2005). 

 

VEGFR-1, auch bekannt als Flt-1 Rezeptor, ist vor allem auf Endothelzellen, hämatopoetischen 

Stammzellen, aber auch Monozyten und Makrophagen zu finden. Außerdem gibt es noch eine lösliche 

Form (Takahashi, S. 2011). Seine Expression wird ebenfalls über Hypoxie mittels des HIF reguliert 

(Otrock et al., 2007). Er wird über die Faktoren VEGF-A, VEGF-B, PlGF und svVEGF stimuliert und 

induziert Proliferation und Zellüberleben von Endothelzellen. Seine biologische Aktivität ist im Ver-

gleich zum VEGFR-2 jedoch deutlich geringer (Takahashi, H. und Shibuya, 2005). In Verbindung mit 

der viel höheren Affinität zum Faktor VEGF-A als der VEGFR-2 hat der VEGFR-1 zusammen mit 

seiner löslichen Form eine antiangiogene Wirkung (Koch, S und Claesson-Welsh, 2012). Mit VEGFR-

1-Knockout-Mäusen konnte gezeigt werden, dass dieses in der frühen Embryonalentwicklung als ne-

gativer Regulator der Gefäßneubildung eine Rolle spielt, in der Tumorentwicklung trägt er im Gegen-

satz dazu jedoch zur Induktion der Angiogenese mit bei (Olsson et al., 2006; Takahashi, S., 2011).  
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VEGFR-2, auch als KDR bekannt, ist ebenfalls vorwiegend auf Gefäßendothelzellen, lymphatischen 

Endothelzellen und hämatopoetischen Vorläuferzellen exprimiert und kommt ebenso auch als löslicher 

Rezeptor, sVEGFR-2, vor (Takahashi, H. und Shibuya, 2005; Takahashi, S., 2011). Im Gegensatz zum 

VEGFR-1 bindet er neben VEGF-A auch die prozessierten Formen von VEGF-C und -D und spielt 

dadurch bei der Angiogenese von sowohl Blut-, als auch Lymphgefäßen eine Rolle (Takahashi, H. und 

Shibuya, 2005). Eine Aktivierung des Rezeptors führt zu den für die Gefäßneubildung essenziellen 

Effekten wie einer erhöhten Gefäßpermeabilität, Migration, Proliferation und verminderte Apoptose 

der Endothelzellen (Koch, S und Claesson-Welsh, 2012). Der VEGFR-2 ist für die Gefäßneubildung 

in der Embryonalentwicklung aber auch postnatal, z.B. im Rahmen neoplastischer Erkrankungen, der 

wichtigste Rezeptor. So konnten Shalaby et al. nachweisen, dass Mäuseembryos ohne das Gen für 

VEGFR-1 schon um den 9. Tag nach der Befruchtung sterben (Shalaby et al., 1995). 

VEGFR-3, auch bekannt als Flt-4, bindet VEGF-C und -D und wird vorwiegend auf Lymphendothel-

zellen exprimiert, spielt also somit v.a. in der Lymphangiogenese eine große Rolle. Mutationen im 

VEGFR-3 Gen führen entsprechend zu hereditären Lymphödemen beim Menschen (Otrock et al 

2007). Seine Effekte sind u.a. die Migration, Proliferation, das Zellüberleben von v.a. Lym-

phendothelzellen (Koch, S und Claesson-Welsh, 2012). Außerdem konnten Dumont et al. zeigen, dass 

der VEGFR-3 in der frühen Entwicklung des Blutgefäßsystems auch auf Endothelzellen von Blutgefä-

ßen exprimiert werden und notwendig für die frühe Angiogenese ist (Dumont et al., 1998). Nach der 

Embryogenese ist VEGFR-3 zudem unter pathologischen Umständen in Blutgefäßendothelzellen ex-

primiert, etwa bei chronisch entzündlichen Erkrankungen und v. a. auch in verschiedenen Tumorenti-

täten (Otrock et al 2007).  

1.3.2 Neuropiline 

Neuropiline sind Transmembranrezeptoren, die in zwei Varianten, dem Neuropilin 1 (Nrp 1) und Neu-

ropilin 2 (Nrp 2) vorliegen. Sie spielen eine wichtige Rolle als Rezeptoren bei der axonalen Wegfin-

dung während der Entwicklung des Nervensystems. Dabei agieren sie als Co-Rezeptoren für Plexine. 

Zusätzlich dienen die Neuropiline auch als Co-Rezeptoren für die Rezeptoren der VEGF-Familie. 

Hierüber spielen sie zusätzlich eine wesentliche Rolle in der Angiogenese. (Bielenberg et al., 2006) 

Die Neuropiline binden zwei Gruppen von Liganden, die Semaphorine, die unten näher erläutert wer-

den sowie die Faktoren der VEGF-Familie. Dabei haben die beiden Neuropiline verschiedene Bin-

dungsverhalten: Nrp 1 dient als Co-Rezeptor für VEGFR-1 und -2 und bindet VEGF-A sowie VEGF-

B und PlGF, wobei es den VEGF-A sogar mit einer dreimal höheren Affinität als VEGFR-2 bindet 

(Koch, S und Claesson-Welsh, 2012). Aus der Gruppe der Semaphorine bindet er das Semaphorin 3A 

(Sema 3A) und 3B (Favier et al., 2006). Es wird im Hinblick auf das Gefäßsystem vor allem in Arte-

rien exprimiert und wirkt über VEGFR-2 und VEGF-A proangiogen, während das Sema 3A als kom-

petetiver Inhibitor für das VEGF-A wirkt (Bielenberg et al., 2006). In dieser Arbeit wurde mit dem 
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Nrp 2 gearbeitet, das v.a. in Venen und Lymphgefäßen exprimiert wird und als Co-Rezeptor für 

VEGFR-3 und -2 dient. Im Hinblick auf die VEGF-Familie bindet es ebenfalls VEGF-A und PlGF, 

und zudem noch VEGF-C und -D, im Hinblick auf die Semaphorine das Semaphorin 3F (Sema 3F) 

und -3B (Koch, S und Claesson-Welsh, 2012; Favier et al., 2006; Kärpänen et al., 2006). 

Für Nrp2 Knockout Mäuse konnte durch Yuan et al. beispielsweise nachgewiesen werden, dass v.a. 

Lymphgefäße und kleine Kapillaren eine defekte Entwicklung zeigen, diese Mäuse aber nicht sterben 

(Yuan et al., 2002). Entsprechend konnte gezeigt werden, dass Nrp2 durch eine Interaktion mit 

VEGFR-3 nach VEGF-C Stimulation zu einem Aussprossen von Lymphgefäßen führt (Xu et al., 

2011). Es konnte zudem nachgewiesen werden, dass das Binden von VEGF-C und -A außerdem eine 

Interaktion des Nrp 2 mit dem VEGFR-2 auslöst, welche zu einer verstärkten Phosphorylierung des 

VEGFR-2 führt. Dies bewirkt wiederum besseres Zellüberleben und eine vermehrte Migration von 

Endothelzellen (Favier et al., 2006). Dagegen werden durch eine Interaktion mit dem weiteren Ligan-

den Sema 3F die gerade beschriebenen proangiogenen Effekte inhibiert, was zu einer Negativregulati-

on der Angiogenese führt (Favier et al., 2006). Es verwundert im Hinblick auf die Rolle im Bereich 

der Lymphangiogenese nicht, dass Nrp2 auch eine Rolle in der Metastasierung spielt. So konnte durch 

Blockierung des Nrp2 durch einen Antikörper eine verminderte Lymphknoten- und Fernmetastasie-

rung beobachtet werden (Bagri et al., 2009).  

Neben den beiden membranständigen Isoformen gibt es auch ein natürlich auftretendes lösliches Neu-

ropilin 1, sNrp-1, ein Antagonist des VEGF-A. Das sNrp-1 bindet dieses und inhibiert dadurch dessen 

Bindung an entsprechende Rezeptoren. Für Prostatakarzinomzellen von Ratten konnte z.B. gezeigt 

werden, dass eine Expression des sNrp-1 zu defekten Gefäßen und apoptotischen Tumorzellen führt 

(Gagnon et al., 2000). 
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Abbildung 1.4: Die VEGF-Familie und ihre Co-Rezeptoren die Neuropiline. Der obere Teil der Abbildung zeigt schema-

tisch die verschiedenen Faktoren der VEGF-Familie mit ihrem Bindungsverhalten hinsichtlich der drei VEGFR und der 

Neuropiline. Im unteren Teil sind beispielhaft für den VEGFR-2 die ausgelösten Signaltransduktionswege und die daraus 

resultierenden Effekte auf zellulärer Ebene dargestellt (Takahasi, H. und Shibuya, 2005) 

 

1.3.3 Semaphorine 

Die Semaphorine gehören zu einer Familie von Proteinen, die in acht Subrgruppen unterteilt werden 

kann. Von ihnen liegen einige Gruppen als membranständige Proteine andere, u.a. die Gruppe 3, als 

lösliche Proteine vor (Schmidt, EF et al., 2003; Pasterkamp, 2012). Sie wurden zwar zunächst als 

Funktionäre in der Entwicklung des zentralen Nervensystems beschrieben, werden jedoch auch in 

einer Vielzahl anderer Organsystemen exprimiert und spielen auch in der Angiogenese, Lymphangio-

genese, im Immunsystem und in der Entwicklung von Tumoren eine Rolle. Sie entfalten dabei ihre 

Wirkung hauptsächlich über die Rezeptorgruppe der Plexine, meist über eine direkte Bindung, im Fall 

der Gruppe 3 jedoch über die Neuropiline als Co-Rezeptoren der Plexine (Pasterkamp, 2012). 

Das oben bereits erwähnte Sema3F, der Subgruppe 3 zugehörig, ist der Subtyp, mit dem in dieser Ar-

beitet gearbeitet wurde, und der vorwiegend Nrp2 bindet. Sema3F ist ein potenter Inhibitor der Angio-

genese. Es hemmt das VEGF-A und –C induzierte Zellüberleben von Endothelzellen und deren Migra-

tion, was eine wichtige Rolle des Sema3F im Rahmen der Angiogenese impliziert (Favier et al., 2006). 

In weiteren Studien konnte die negativregulierende Bedeutung von Sema3F für die Angiogene-se ge-
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stützt werden. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass der Tumorsuppressor p53 an der Regula-

tion von Sema3F und darüber an der Antiangiogenese beteiligt ist. Der p53 kann die Expression von 

Sema3F deutlich erhöhen; im Gegensatz dazu ist bei Tumoren aus p53-Knockout-Zelllinien von Kolo-

rektalkarzinomen die Expression von Sema3F erniedrigt und es kommt dafür zu einem deutlichen 

Anstieg der Gefäßdichte und -neubildung (Futamura et al., 2007). Bielenberg et al. entdeckten außer-

dem, dass Tumorzellen, die das Sema3F exprimieren, chemorepulsiv auf Gefäß- und Lymphendothel-

zellen wirken, was einen weiteren Mechanismus darstellt, über den die Tumor(lymph)angiogenese 

gehemmt werden kann (Bielenberg et al., 2004). 

 

1.3.4 Integrine 

Die Integrine gehören zu den wichtigsten Rezeptoren für die Vermittlung von Zelladhäsionen. Zusätz-

lich können sie über Interaktionen mit dem Zytoskelett eine Reihe von intrazellulären Signalwegen 

induzieren. Dadurch sind die Integrine auf zellulärer Ebene an u.a. Proliferation, Migration, Differen-

zierung und Apoptose beteiligt und spielen insgesamt für eine Vielzahl von physiologisch-

biologischen Prozessen wie allgemeine Zelladhäsion, Entwicklung/Embryogenese, Vasculo- und An-

giogenese, Leukozytenfunktion und Immunantwort, Hämostase und Wundheilung sowie Entzün-

dungsreaktionen oder auch für die Entwicklung von malignen Geschehen eine Rolle (Jones und 

Walker, 1999; Hynes, 2002a). Sie sind transmembranäre Proteine, die als Heterodimere aus jeweils 

einer α- und einer ß-Untereinheit aufgebaut sind; in Vertebraten sind 18 α-Untereinheiten und 8 ß-

Untereinheiten bekannt, die insgesamt 24 verschiedene Integrine bilden, welche jeweils eine ganz 

spezifische Funktion besitzen (Zhang, K. und Chen, JF, 2012; Hynes, 2002a). 

Im Folgenden soll vor allem auf die für diese Arbeit relevanten Subtypen eingegangen werden. 

Integrin αvß3 ist auch bekannt als Vitronectin-Rezeptor, obwohl es neben dem Vitronectin viele wei-

tere Moleküle der Extrazellulärmatrix bindet, die das Tripeptid RGD enthalten. Es wird im Gegensatz 

zu anderen Integrinen nicht ubiquitär exprimiert, sondern hauptsächlich von Knochen resorbierenden 

Osteoklasten, aktivierten Makrophagen sowie einigen glatten Muskelzellen und aktivierten, angioge-

nen Endothelzellen, z.B. während der Tumorgefäßneubildung, nicht jedoch von ruhenden Endothelzel-

len (Wilder, 2002). Seine Expression auf Endothelzellen wird durch angiogene Faktoren wie bFGF, 

TNFα oder IL-8 stimuliert (Avraamides et al., 2008).  

Dadurch, dass dieses Integrin stark in angiogenen Blutgefäßen, wie Tumorblutgefäßen, exprimiert 

wird, wurde schon früh assoziiert, dass es proangiogene Eigenschaften hat. In der Tat konnte gezeigt 

werden, dass Integrin-αvß3-Antagonisten zu einer verminderten Angiogenese führen (Hynes 2002b). 

U.a. induzieren die Antagonisten dabei eine Apoptose der Endothelzellen, aktivieren das Caspase-8-
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abhängige Zelltod-Programm und erhöhen die Aktivität des Tumorsupressors p53 (Avraamides et al., 

2008). Ebenso induziert auch das nicht ligandengebundene Integrin αvß3 den Zelltod über den Caspa-

se-8-abhängigen Weg (Avraamides et al., 2008). Im ligandengebundenem Zustand dagegen schützt 

das Integrin αvß3 die Endothelzellen vor Apoptose und induziert dagegen Proliferation und Migration 

der Endothelzellen und deren Streuung, u.a. durch eine Aktivierung verschiedener Kinasen und der 

MMP-2, welche am Abbau der Extrazellularmembran mit beteiligt ist (Avraamides et al., 2008; Dan-

hier et al., 2012). Hierdurch kann es, zumindest im ligandengebundenem Zustand, zur Gefäßneubil-

dung beitragen. 

Das Integrin αvß3 wird dabei für die durch bFGF (basic fibroblast growth factor) und TNF- α (tumor 

necrosis factor α) induzierte Angiogenese benötigt, wohingegen das Integrin αvß5 für die durch VEGF 

und TGF-α (transforming growth factor α) ausgelöste Angiogenese benötigt wird (Friedlander et al., 

1995). Die nachfolgenden Signalwege, über die die Angiogenese induziert wird, sind bei den beiden 

αv Integrine ebenfalls unterschiedlich, s.a. Abb.2.6, (Hood, 2003).  

Abgesehen davon konnte gezeigt werden, dass das αvß3-Integrin Komplexe mit dem VEGFR-2 bilden 

kann, welches dadurch wiederum phosphoryliert und aktiviert wird. Andersrum kann auch VEGF 

mittels VEGFR-2 zur Phosphorylierung und Aktivierung von αvß3-Integrin führen (Mahabeleshwar et 

al., 2006). Auch über diese Interaktion trägt das αvß3-Integrin zur Angiogenese bei. 

 
Abbildung 1.5: Die Rolle des Integrin αvß3 bei der Tumorangiogenese. Die Abbildung stellt schematisch den Ablauf des 

Angiogenen Switches in der Tumorwntwicklung und die Rolle des Integrin αvß3 dabei dar. Es ist an den für die Angiogenese 

wesentlichen Prozessen wie Zellüberleben, -Migration und –invasion beteiligt (Danhier et al., 2012) 
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Integrin αvß5 ist mit dem αvß3 Intgerin verwandt, bindet ebenfalls das Vitronectin und vermittelt auch 

Zelladhäsionen und -migrationen (Klemke et al., 1994; Huang et al., 2000). Es ist das mit am weites-

ten verbreitete Integrin der v-Integrine und so auf verschiedensten Zellen exprimiert, beispielsweise 

auf Epithelien, u.a. Keratinocyten und Epithelien der Atemwege, Fibroblasten, Osteoklasten, Monocy-

ten, Endothelzellen und außerdem auf Tumorzellen vieler Tumorentitäten (Brooks et al., 1997; Huang 

et al., 2000; Sheppard, 2004).  

Auch für das Integrin αvß5 wurde aufgrund von Versuchen mit Antagonisten vermutet, es sei im pro-

angiogenetischem Sinne von Bedeutung für die Gefäßneubildung (Hynes, 2002b). Wie oben bereits 

erwähnt, konnten Friedlander et al. nachgewiesen, dass das Integrin αvß5 für eine durch VEGF indu-

zierte Angiogenese benötigt wird (Friedlander et al., 1995). Durch weitere Studien wurde noch bestä-

tigt, dass dieses Integrin in einen von VEGF induzierten Signalweg involviert ist, der zu einer gestei-

gerten Angiogenese führt, s.a. Abb. 2.6, (Hood, 2003). Untersuchungen mit ß5-Knockout-Mäusen 

zeigten, dass diese eine deutlich reduzierte durch VEGF induzierte und über das Integrin αvß5 vermit-

telte vaskuläre Permeabilität besitzen (Eliceiri, 2002). 

 

 
Abbildung 1.6: Angiogenese, induziert durch unterschiedliche αv-Integrin vermittelte Signalwege. In der obigen Abbil-

dung sind die etwas unterschiedlichen Signalwege und die durch diese vermittelten, im Endeffekt gleichen zellulären Effekte 

dargestellt, durch die die beiden Integrine αvß3 und αvß5 zur Angiogenese beitragen. Das αvß3 ist an einer durch die FGF-

Rezeptoren ausgelösten Angiogenese beteiligt, während das αvß5 an einer durch die VEGF-Rezeptoren vermittelten Angio-

genese involviert ist. (Hood 2003). 
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Integrin α5ß1 ist ein Rezeptor, der hauptsächlich einen Liganden bindet, das Fibronektin, und das 

ebenfalls über die RDG-Sequenz des Fibronektin (Avraamides et al, 2008). Es konnte u.a. in Hüh-

nerembryos gezeigt werden, dass es weit verbreitet ist und in vielen Geweben expremiert wird, im 

Adulten jedoch die Expression des Integrins deutlich abnimmt; ähnliches konnte für viele humane 

Gewebe und Organsysteme gezeigt werden (Yang et al., 1993). Die große Bedeutung dieses Integrins 

gerade in der Entwicklung konnte durch Beobachtungen gestützt werden, die zeigten, dass α5-Null-

Mäuse - das ß1 Integrin ist der einzige Kombinationspartner für das α5 Integrin - am Tag 10 bis 11 der 

Embryonalentwicklung sterben. Dabei weisen sie neben einigen anderen Defekten auch welche in der 

Entwicklung des Gefäßsystems auf (Yang et al., 1993). 

Dass dieses Integrin nicht nur eine Rolle in der Entwicklung des Gefäßsystems spielt, sondern auch 

später wichtig ist für die Gefäßneubildung, zeigt u.a. der Umstand, dass im Adulten die Expression des 

Integrins α5ß1 auf Endothelzellen von Gefäßen in Tumoren oder in Geweben, welche mit Wachstums-

faktoren stimuliert wurden, deutlich hochreguliert wird. In ruhenden Endothelzellen dagegen wird das 

Integrin entsprechend nur auf einem niedrigen Level expremiert. (Kim, S et al., 2000a) Dazu passend 

konnten Kim et al. zeigen, dass Antikörper gegen das Integrin α5ß1 eine durch Wachstumsfaktoren 

ausgelöste Angiogenese inhibieren; dabei hatten sie jedoch nur Einfluss auf eine durch bFGF, TNF-α 

und Il-8 induzierte Angiogenese, und keinen bzw. nur einen minimalen Einfluss auf die durch VEGF 

induzierte Angiogenese (Kim, S et al., 2000a). Das Integrin α5ß1 vermittelt dabei die Migration von 

Endothelzellen und deren Überleben, während Antikörper gegen dieses Integrin entsprechend die Mig-

ration unterdrücken und über den Caspase-8-abhängigen Weg eine Apoptose der Endothelzellen indu-

zieren (Kim, S et al., 2000b; Kim, S et al., 2002). Passend dazu wiesen Kim et al. durch Versuche mit 

humanen Tumoren in Mausmodellen nach, dass die Antikörper gegen das Integrin zu einer verminder-

ten Tumorangiogenese führen und dadurch zur Hemmung des Tumorwachstums bzw. sogar zu einer 

Rückbildung des Tumors (Kim, S et al., 2000a). 

 

1.3.5 Endogene Inhibitoren der Angiogenese 

Tumstatin ist ein Fragment der α3-Kette des Typ IV Kollagens, welches durch die Matrix Metallopro-

teinase-9 abgespalten wird. Die α3-Kette des Typ IV Kollagens ist u.a. Bestandteil der Basalmembran 

verschiedener Organe und v.a. auch der vaskulären Basalmembranen in diversen Organen. (Hamano et 

al., 2003) 

Dem Tumstatin konnten durch in vivo und in vitro Versuche antiangiogene Effekte nachgewiesen 

werden, die durch eine Bindung an das αvß3-Integrin vermittelt werden. Dies geschieht über eine Bin-

dungsstelle unabhängig von der, die die RGD-Sequenzen bindet, wodurch letztlich entscheidend die 

von dem Integrin ausgelöste Signalkaskade inhibiert wird. Dadurch verhindert Tumstatin die Gefäß- 



	 	 Einleitung	

18	

neubildung durch Inhibierung der Proliferation von Endothelzellen und wirkt zudem proapoptotisch 

auf Endothelzellen, hat aber keinen Einfluss auf deren Migration im Gegensatz zu Endostatin, was 

auch ein endogener Inhibitor der Angiogenese ist. (Maeshima et al., 2000; Sudhakar et al., 2003). Pas-

send dazu zeigten Versuche mit Tumstatin-Knockout-Mäusen eine deutlich gesteigerte Angiogenese 

und schnelleres Tumorwachstum als in Mäusen mit physiologischer Tumstatin-Produktion (Sund et 

al., 2005). Interessanterweise konnte in Mausmodellen ebenfalls gezeigt werden, dass Tumstatin auf 

molarer Ebene etwa 10-fach effektiver in der Inhibierung des Tumorwachstums ist als das Endostatin 

(Maeshima et al., 2001). 

 

Endostatin ist ebenfalls ein endogener Inhibitor der Angiogenese und Fragment von einem Kollagen, 

in diesem Fall jedoch der α1 Kette des Kollagen Typ XVIII, welches ubiquitär in den Basalmembra-

nen im Körper, v.a. denen der Epithelien und der Gefäße, vorkommt (O’Reilly 1997; Saarela et al., 

1998). Ihm konnte nachgewiesen werden, dass es sowohl Angiogenese als auch das Tumorwachstum 

von verschiedenen Tumoren deutlich hemmt (O’Reilly et al., 1997). 

Seine Effekte vermittelt es u.a. über eine Bindung an das Integrin α5ß1 und wirkt letztlich antiangio-

gen, u.a. durch Inhibierung von Migration und Tube-Formation der Endothelzellen (Sudhakar et al., 

2003). Abgesehen davon gibt es noch diverse andere Wege über die das Endostatin in die Regulierung 

der Angiogenese involviert ist. Es bindet beispielsweise an den VEGFR-2, verhindert so die Bindung 

des VEGF an den VEGFR-2 und damit dessen Phosphorylierung und Aktivierung weiterer Signal-

kaskaden, was in einer Inhibition von Endothelzellproliferation und –migration resultiert (Kim, YM et 

al.; 2002). Außerdem führt Endostatin bei Endothelzelzellen zu einer Induktion von Apoptose (Dha-

nabal et al, 1999). 

 

Die Thrombospondine sind eine Familie von extrazellulären Glykoproteinen, die aus fünf Mitgliedern 

besteht und an der Entstehung und dem Remodelling von verschiedenen Geweben beteiligt ist (Adams 

und Lawler, 2004). 

Das in dieser Arbeit verwendete Mitglied Thrombospondin 2 (TSP-2) ist ebenfalls ein endogener In-

hibitor der Angiogenese. Entsprechend wurde in TSP-2 Knock-Out-Mäusen u.a. ein signifikanter An-

stieg der Gefäßdichte beschrieben (Kyriakides et al., 1998). Dazu passend zeigten Streit et al. anhand 

von Plattenepithelkarzinomzellen, die mit einem TSP-2 Expessionsvektor transfiziert wurden, dass die 

TSP-2-Expression in vivo zu einer deutlichen Inhibition des Tumorwachstums führt, indem es die 

Tumorangiogenese hemmt und so zu einer merklich verringerten Dichte und Größe der Tumorgefäße 

führt (Streit et al., 1999). Zudem konnte eine verminderte Metastasierung von Mamma-
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Karzinomzellen durch TSP-2 vermittelte Inhibition der Tumorangiogenese nachgewiesen werden 

(Koch, M et al., 2011).  

TSP-2 bewirkt eine Abnahme der VEGF-vermittelten Endothelzellmigration und der Tube-Formation, 

wobei diese Effekte über den CD36-Rezeptor vermittelt werden. Außerdem erhöht TSP-2 die Apopto-

serate von Endothelzellen, ebenfalls CD36-vermittelt, (Koch, M et al., 2011) und führt zu einem Zell-

zyklusarrest in Phase G0/G1 (Armstrong et al., 2002), vermutlich auch CD6 vermittelt (Zhang and 

Lawler, 2007). Für das Thrombospondin 1 (TSP-1) wurde nachgewiesen, dass in größeren Gefäßen, 

deren Endothelzellen für CD36 negativ sind, ß1-Integrine den antiangiogenen Effekt auslösen und in 

kleineren Gefäßen zusammen mit dem CD36 diesen Effekt vermitteln (Short et al., 2005). Da TSP-1 

und -2 nahe verwandt sind und die antiangiogen wirkenden Sequenzen, die auch die ß1-Intgerine bin-

den, in beiden vorhanden sind, ist es wahrscheinlich, dass auch TSP-2 eine ähnliche Funktion inne hat 

(Zhang und Lawler, 2007).  

Weitere Rezeptoren sind Heparanproteoglykane und u.a. das Integrin αvß3, welches über die Bindung 

von Thrombospondin zur Adhäsion von Endothelzellen führt (Chen, H et al., 1994; Bornstein et al., 

2000). TSP-2 verhindert zudem eine Aktivierung von MMP-2 und -9 (Matrixmetalloproteinasen), was 

ebenfalls, u.a. durch eine verminderte Freisetzung von Extrazellulärmatrix-gebundenem VEGF, zu 

einer verminderten Angiogenese beiträgt (MacLauchlan et al., 2008). 

 

1.3.6 Cilengitide 

Cilengitide ist ein künstlich hergestelltes zyklisches Pentapeptid, das als Antagonist der Integrine αvß3 

und αvß5 fungiert und deren Bindung an die Extrazellulärmatrix blockiert (Mitjans et al., 2000). 

Durch in vitro Versuche konnte nachgewiesen werden, dass Cilengitide die Migration, Differenzie-

rung, so wie Proliferation von Endothelzellen inhibiert und zu einer gesteigerten Apoptoserate dieser 

führt, wodurch die Angiogenese gehemmt wird (Nisato et al., 2003), (Oliveira-Ferrer et al., 2008). 

Auch in in vivo Untersuchungen an Mäusen konnte die antiangiogene Wirkung nachgewiesen werden, 

was wiederum zu einer Inhibition des Tumorwachstums, bzw zur. Tumorrückbildung führte (MacDo-

nald et al., 2001; Eskens et al., 2003). 

 

 

1.4 Zielsetzung der Arbeit 
Die Malignen peripheren Nervenscheidentumore (MPNST) sind hochaggressive Weichteiltumore, die 

sporadisch auftreten können, in der Hälfte der Fälle jedoch mit der Neurofibromatose Typ 1 assoziiert 
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sind. Ihre Prognose ist unverändert ungünstig, da die Tumore zumeist chirurgisch nicht resezierbar 

sind und eine adjuvante Therapie mit Chemo- und Radiotherapie das Überleben nicht maßgeblich 

beeinflussen kann. Aus diesem Grund muss unbedingt an neuen therapeutischen Konzepten gearbeitet 

werden. Entsprechend soll Ziel des Projektes die Identifikation eines neuen Therapietargets für die 

Behandlung von NF1- assoziierten Tumoren wie MPNST sein.  

Wie für alle soliden Tumoren ist auch für die MPNST die Angiogenese ein bedeutender Schritt für 

Tumorwachstum und -progression, sodass Moleküle, die an der Angiogenese beteiligt sind, interessan-

te Ziele in der Krebstherapie sind. Hinzu kommt, dass durch verschiedene Arbeiten gezeigt werden 

konnte, dass ebendiese an der Angiogenese beteiligten Moleküle auch von Tumorzellen exprimiert 

und sezerniert werden und so direkt an deren Proliferation und Migration beteiligt sein können. Opti-

malerweise wäre ein Zielmolekül zu finden, mit dem nicht nur eine Hemmung der Tumorangiogenese, 

sondern auch ein direkter Effekt auf die Tumorzellen erzielt werden könnte. 

Hierfür soll zum einen an zwei MPNST-Zelllinien (S462 und S1507.2) mit Hilfe von Flow Cytometry 

die Expression von den angiogenen Rezeptoren VEGFR-1/-2/-3, Nrp-2, Integrin αVß5, Integrin αVß3 

und Integrin α5ß1 untersucht werden. Außerdem werden die beiden Zelllinien mittels Real time-PCR 

auf die Expression von den angiogenen Faktoren VEGF- D und VEGF-C hin überprüft. 

Zum anderen wird an archivierten in Paraffin eingebetteten Gewebeproben, aus elf verschiedenen, an 

NF 1-assozierten MPNST erkrankten Patienten, mittels Immunhistochemie die Expression von den 

angiogenen Rezeptoren VEGFR-2, -3 und Nrp 2 untersucht und analysiert, inwiefern die genannten 

Rezeptoren nicht nur in Blut- und/oder Lymphgefäßen, sondern auch in den Tumorzellen selbst vor-

handen sind. 

Anhand dieser Ergebnisse wird in vitro untersucht, inwiefern sich eine Inhibition/Blockierung der 

relevanten Faktoren und Rezeptoren auf die Proliferation auswirkt. Dazu werden antiangiogene Sub-

stanzen wie Sema3F, sNrp-1, Endostatin, Tumstatin, TSP-2, Antikörper gegen VEGF-D und der In-

tegrin-Antagonist Cilengitide verwendet. Desweiteren wird untersucht, welchen Effekt eine Hemmung 

mit den Substanzen Sema3F, sNrp-1 und TSP-2 auf die Invasivität der MPNST-Zelllinien hat. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Zellen 

In dieser Arbeit wurden die beiden adhärent wachsenden MPNST-Zelllinien S462 und S1507.2 ver-

wendet, die von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Viktor Mautner (Klinik und Poliklinik für Neurologie, 

Neurofibromatose-Ambulanz, Uniklinik Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bereitgestellt wurden. 

Bei beiden handelt es sich um etablierte Zelllinien aus humanen malignen peripheren Nervenscheiden-

tumoren. 

Außerdem wurde mit Wildtyp-Porcin aortic endothelial cells (PAE)-Zellen und stabil transfizierten 

PAE-Zellen (PAE-Sema3F, -Tumstatin, -mEs, -sNP und -TSP2) gearbeitet. Diese waren in der Ar-

beitsgruppe von Frau PD Dr. Leticia Oliveira-Ferrer (II Medizinische Klinik und Poliklinik, Hämato-

logie und Onkologie, Uniklinik Hamburg Eppendorf, Deutschland) bereits etabliert.  

 

2.1.2 Tumormaterial 

In dieser Arbeit wurde zudem Tumormaterial von elf verschiedenen NF 1-assozierten MPNST-

Patienten in Form von in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitten verwendet. Diese wurden freundli-

cherweise von dem Neuropathologen Prof. Dr. Christian Hagel (Institut für Neuropathologie, Unikli-

nik Eppendorf, Hamburg, Deutschland) hergestellt und für diese Arbeit zur Verfügung gestellt. 

 

2.1.3 Chemikalien, Reagenzien, Medien 

70%  Ethanol       Walter CMP, Kiel 

80% Ethanol       Walter CMP, Kiel 

96% Ethanol       Walter CMP, Kiel  

99% Ethanol       Walter CMP, Kiel 

AB-Serum       Biotest, Dreieich 

Amersham ECL Plus Western Blotting Detection System GE Healthcare, Fairfield, USA 
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Ammoniaklösung      Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Annexin Binding Buffer     BD Biosciences, Franklin Lake, NY,
        USA 

Annexin-V-FITC      BD Biosciences, Franklin Lake, NY,
        USA 

Aqueous Mount      Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

β-Mercaptoethanol      Serva, Heidelberg 

DEPC-behandeltem Wasser     Invitrogen, Carlsbad, USA 

DiffQuick Färbeset      Medion Diagnostics, Düdingen, 
        Schweiz 

Dulbeco`s Modifiziertes Eagle Medium (DMEM) mit   Invitrogen, Carlsbad, USA 

4,5g/l D-Glukose und Glutamin 

Dulbeco`s Phosphate-Buffered Saline (DPBS)   Invitrogen, Carlsbad, USA 

DTT        Fermentas, St. Leon-Rot 

EDTA        Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Eosin (0,2 %)       Medite, Burgdorf 

FAST Start DNAMaster Sybr Green Kits   Roche, Basel, Schweiz 

F12- Medium       Invitrogen, Carlsbad, USA 

Fetales bovines Serum (FBS)     Biochrom, Berlin 

Geneticin        PAA, Pasching, Österreich 

Hämalaunlösung nach Mayer (sauer)    Merck, Darmstadt 

Hygromycin       Invitrogen, Carlsbad, USA  

Laemmli-Puffer      Fermentas, St. Leon-Rot 

Matrigel       BD, Franklin  Lake, USA 

Milchpulver       Carl Roth, Karlsruhe 

Nickel-NTA-Agarose      Qiagen, Hilden 
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Natrium-Pyruvat (100x)     Invitrogen, Carlsbad, USA  

NuPage 4-12%Bis-Tris-Gele     Invitrogen, Carlsbad, USA  

PageRuler Plus Prest. Prot. Ladder    Fermentas, St. Leon-Rot 

Penecillin/ Streptomycin-Lösung (100x)   PAA, Pasching, Österreich 

Propidiumiodid (Stock 100 µg/ml)    Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Random Primer for cDNA-Synthesis    Invitrogen, Carlsbad, USA  

Ready-To-Go You-Prime First-Strand Beads   GE Healthcare, Fairfield, USA 

RNase-Free DNase Set      Qiagen, Hilden 

RNeasy-Kit       Qiagen, Hilden 

Target Retrieval Solution, Citrate pH6    Dako, Hamburg 

Xylolersatz       Vogel, Gießen 

ZytoChem (HRP) Broad Spectrum (AEC) Kit   Zytomed Systems, Berlin 

 

2.1.4  Verbrauchsmaterialien 

24Well-Platten       Greiner, Frickenhausen 

24Well-Einsätze mit 8µm² Poren (transluzent)   Greiner, Frickenhausen 

Deckgläschen       Carl Roth, Karlsruhe 

FACS-Röhrchen      Sarstedt, Nümbrecht 

Gewebekulturflasche T-25     Sarstedt, Nümbrecht 

Gewebekulturflasche T-75     Sarstedt, Nümbrecht 

Gewebekulturschale (8 cm²)     Sarstedt, Nümbrecht 

Gewebekulturschale Cell + (8 cm²)    Sarstedt, Nümbrecht 

Kryoröhrchen       Nunc, Rochester, USA 

Nitrocellulose-Membran     Whatman, Dassel 
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Objektträger       Marienfeld, Lauda-Königshafen 

Petrischale quadratisch (120x120mm²)    Greiner; Frickenhausen 

Pipettenspitzen 10µl      Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettenspitzen 200µl      Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettenspitzen 1000µl      Sarstedt, Nümbrecht 

Quarzglaskappilare für LightCycler     Roche, Basel, Schweiz 

Reaktionsgefäß 1,5ml      Eppendorf, Hamburg 

Reaktionsgefäß 2ml      Eppendorf, Hamburg 

Röntgenfilm (Amersham Hyperfilm ECL)   GE Healthcare, Fairfield, USA 

Serologische Pipette 1ml     BD Falcon, Franklin Lakes, USA 

Serologische Pipette 2ml     BD Falcon, Franklin Lakes, USA 

Serologische Pipette 5ml     BD Falcon, Franklin Lakes, USA 

Serologische Pipette 10ml     BD Falcon, Franklin Lakes, USA 

Serologische Pipette 25ml     BD Falcon, Franklin Lakes, USA 

Zellkulturröhrchen 15ml     Greiner, Frickenhausen 

Zellkulturröhrchen 50ml     Greiner, Frickenhausen 

 

2.1.5  Geräte und sonstige Materialien 

Dampfgarer (Multi Gormet)     Braun GmbH, Kronberg/Taunus 

FACSCalibur  (Software CellQuest 3.3)   BD, Franklin Lakes, USA 

Kolbenhubpipetten      Eppendorf, Hamburg 

Light Cycler       Roche, Basel, Schweiz 

Mikroskop (Axiovert 25)     Carl Zeiss, Jena 

Mikroskop (AxioScope A1)     Carl Zeiss, Jena 
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Mikroskop-Kamera (AxioCam MRc)    Carl Zeiss, Jena 

Mini-Cell Gelelektrophoresekammer    Invitrogen, Carlsbad, USA 

Mini-PROTEAN II CellBlotting-Kammer   Bio-Rad, Hercules, Californien, USA 

Nanadrop-1000       Peqlab, Erlangen 

Pipettierhilfen für Stabpipetten     Hirschmann, Eberstadt 

Power-Supply       Bio-Rad, Hercules, Californien, USA 

Röntgenfilmentwicklungsmachine (Curix 60)   Agfa, Mortsel, Belgium 

Rührgerät       Janke & Kunkel, Staufen 

Schüttelgerät       Edmund Bühler, Hechingen 

Thermocycler       Eppendorf, Hamburg 

ViCell-Gerät       Beckman Coulter, Brea, CA, USA 

Werkbank (LaminAir)      Heraeus, Hanau 

Wasserbad       GFC, Burgwedel 

Zellkultur-Inkubator      Labotect, Göttingen 

Zentrifuge (Centrifuge 5810R)     Eppendorf, Hamburg 

Zentrifuge (Labofuge 400 R)     Heraeus, Hanau 

 

2.1.6 Antikörper 

Alphavbeta3 (LM609) für FACS     R&D Systems, Minneapolis, USA 

Alphavbeta5 (P1F6) für FACS     R&D Systems, Minneapolis, USA 

Anti-goat IgG-HRP für Westernblot    Santa Cruz, Santa Cruz, USA 

Anti-mouse IgG-HRP für WesternBlot    Santa Cruz, Santa Cruz, USA 

Flt-1 für FACS (49560)      R&D Systems, Minneapolis, USA 

Flt-4 für FACS (54733)      R&D Systems, Minneapolis, USA 
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Flt-4 für IHC       Reliatech, Wolfenbüttel 

His-Tag (27E8) für WesternBlot    Cell Signaling, Danvers, USA  

Human VEGF-D AB, goat IgG, für Proliferation  R&D Systems, Minneapolis, USA 

KDR für FACS (89106)     R&D Systems, Minneapolis, USA 

KDR für IHC (55B11)      Cell Signaling, Danvers, USA 

mES für WesternBlot      R&D Systems, Minneapolis, USA 

Neuropilin 2 für FACS/IHC      R&D Systems, Minneapolis, USA 

Normal goat IgG (Kontrolle)     R&D Systems, Minneapolis, USA 

TSP für WesternBlot      Santa Cruz, Santa Cruz, USA 

 

2.1.7 Primer 

Alle Primer, die für die quantitativen RT-PCR-Analysen genutzt wurden, waren bereits in der Arbeits-

gruppe vorhanden. Sie waren mit Hilfe der Primer-3-Software (Whitehead Institute for Biomedical 

Research, Boston, MA, USA) designed und von der MWG Eurofins GmbH (Ebersberg) synthetisiert 

worden. 

GAPDH for:  5´-TGATGACATCAAGAAGGTGG-3´ 

GAPDH rev:  5´-TTTCTTACTCCTTGGAGGCC-3´ 

VEGF-C for:  5´-GCCAACCTCAACTCAAGGAC-3´ 

VEGF-C rev:  5´-CCCACATCTGTAGACGGACA-3´ 

VEGF-D for:  5´-ATGGACTCTCGCTCAGCATC-3´ 

VEGF-D rev:  5´-ATCGGAACACGTTCACACAA-3´ 

 

2.1.8 Plasmide 

Für die quantitative RT-PCR wurden Standard-Plasmide verwendet, die die zu amplifizierende PCR-

Sequenz enthielten. Diese waren bereits in der Arbeitsgruppe vorhanden. Für ihre Herstellung waren 
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die entsprechenden PCR-Produkte mit Hilfe des TA Cloning Sets von Invitrogen in einen pCRII-

Vektor kloniert worden. 

 

2.1.9 Puffer 

10x Protein-Binding-Buffer: 

   500 mM NaH2PO4   Merck, Darmstadt 

   150 mM NaCl    J.T.Baker, Deventer, Netherlands 

   100 mM Imidazol   Merck, Darmstadt 

   mit NaOH auf pH 8,0   Merck, Darmstadt 

10x Transfer-Puffer: 

   1M Tris base    Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

   1,93M Glycin    Carl Roth, Karlsruhe 

10x Tris-Hepes-SDS-Puffer: 

   121g Tris base    Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

   238g Hepes    Carl Roth, Karlsruhe 

   10g SDS    Bio-Rad, Hercules, Cali- 

        fornien, USA 

   Ad 1L dH2O 

PBS-BSA-NaN3: 

   100 ml PBS (0,1M) pH 7,4  s.u. 

   200 mg Bovine Serum Albumin  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

   100 mg NaN3    Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

PBS-Puffer: 

   8,9g Na2HPO4x2H2O   Merck, Darmstadt 
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   8,0g NaCl    J.T.Baker, Deventer, Netherlands 

   mit HCL auf pH7,4   Carl Roth, Karlsruhe 

   Ad 1L dH2O 

TBS-T-Puffer: 

   20 mM Tris base   Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

   0,137 M NaCl    J.T.Baker, Deventer, Netherlands 

   1 ml Tween-20/L   Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

   mit HCL auf pH 7,6   Carl Roth, Karlsruhe 

Waschpuffer für Nickel-NTA: 

   50 mM NaH2PO4   Merck, Darmstadt 

   300 mM NaCl     J.T. Baker, Deventer, Netherlands 

   20mM Imidazol   Merck, Darmstadt 

   0,05 % Tween 20   Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

   mit NaOH auf pH 8,0   Merck, Darmstadt 

 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Kultivierung von MPNST-Zellen 

Beide MPNST-Zelllinien S462 und S1507.2 wurden in DMEM, dem 10% FCS, 1% Penicil-

lin/Streptomycin und 1% Natriumpyruvat zugesetzt wurde, in einem Zellkultur-Inkubator bei 37°C 

und 5% CO2 kultiviert. Alle zwei bis drei Tage wurden die Zellen gesplittet (ca 1:3). Dazu wurde das 

Medium abgesaugt, die Zellen mit 5ml DPBS gewaschen und anschließend mit 2ml Trypsin-EDTA-

Lösung (1x konzentriert) zwei Minuten im Zellkultur-Inkubator inkubiert, was zur Ablösung der Zel-

len vom Boden führt. Durch Zugabe von 4ml frischem Medium wurde die durch die Trypsin-EDTA-

Lösung hervorgerufene Reaktion gestoppt, ca. 4 ml der Zellsuspension wurde verworfen und zu dem 
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Rest frisches Medium hinzugefügt. Alle Arbeiten mit den Zellen wurden zur Wahrung der Sterilität 

unter einer Werkbank durchgeführt. 

 

2.2.2 Kultivierung von PAE-Zellen 

Das Grundmedium für die PAE-Zellen war F12, dem 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin zuge-

setzt wurde. Für die stabil transfizierten PAE-Zellen wurde außerdem, je nachdem mit welchem Vek-

tor die PAE-Zell-Klone transfiziert worden waren, 1% Geneticin (PAE-mES, PAE-sNP, PAE-TSP2) 

oder 0,3% Hygromycin (PAE-Sema3F, PAE-Tum) dem Medium hinzugefügt. Die Zellen wurden in 

T-25 Zellkulturflaschen gezüchtet. Die Zellen wurden ähnlich wie im 3.2.1 beschrieben kultiviert. 

 

2.2.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Zum Einfrieren der Zellen wurden diese vom Boden der Kulturflasche gelöst (s. 3.2.1) und die 6ml 

Zellsuspension in ein 15ml Zellkulturröhrchen gegeben. Anschließend wurde die Zellsuspension bei 

1400 rpm fünf Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert, um dann den Überstand abzusaugen und 

das Zellpellet in Cryosafe-Lösung zu resuspendieren. Dabei wurde für ein Kryoröhrchen 0,8ml Cryo-

safe-Lösung und etwa 1,5 bis 2 Millionen Zellen verwendet und diese dann bei -80° C eingefroren.  

Nach dem Auftauen bei Raumtemperatur wurde sofort 10ml frisches Medium hinzugefügt, um die bei 

Raumtemperatur toxische Wirkung von dem in der Cryosafe-Lösung enthaltenen DMSO abzuschwä-

chen und am nächsten Tag das Medium gewechselt, um das DMSO und die durch das Einfrieren und 

Auftauen getöteten Zellen zu entfernen. 

 

2.2.4 Bestimmung der Zellzahl 

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10µl der zu zählenden Zellsuspension in eine Neubauer-

Zählkammer gegeben, die Zellzahl von vier Quadraten bestimmt und dann die durchschnittliche Zahl 

für ein Quadrat errechnet. Die Länge und Breite eines Quadrates messen jeweils 1mm, der Abstand 

zum Deckgläschen beträgt 0,1mm, so dass das Volumen über einem Quadrat 0,1mm³ beträgt. Die 

Zellzahl pro Milliliter berechnet sich dann wie folgt:  

  Anzahl der Zellen in 4 Quadraten / 4 x 104 = Zellen / ml 
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2.2.5 Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie (FACS, Fluorescence-acitivated cell sorting) ist eine Methode mittels derer 

man Zellen auf verschiedene Parameter wie Größe und Granularität untersuchen kann. Zudem können 

die Emmission von Fluoreszenzfarbstoffen erfasst werden, um mit Fluoreszenzfarbstoffen markierte 

Antikörper, die gegen bestimmte Proteine gerichtet sind, zu detektieren. Dazu werden die zu untersu-

chenden Zellen an einem Argon-Laser vorbeigeleitet, wodurch sie angeregt werden, und die verschie-

denen Emmisionsmuster der einzelnen Zellen werden dann von mehreren Detektoren erfasst. Der FSC 

(Forward light scatter) erfasst dabei das Vorwärtsstreulicht und lässt damit Aussagen über die Größe 

der Zellen treffen, der SSC (Sideward light scatter) erfasst dementsprechend das Seitwärtsstreulicht, 

womit man Aussagen über die Granularität der Zellen treffen kann. 

 

2.2.5.1 Analyse der Expression von Angiogenese Faktoren in MPNST-Zellen 

Beide in dieser Arbeit verwendeten MPNST-Zelllinien wurden hinsichtlich ihrer Expression folgender 

Faktoren untersucht: VEGFR-1 (Flt1), VEGFR-2 (KDR), VEGFR-3 (Flt4), Integrin αVβ3, Integrin 

αVβ5, Integrin α5β1 und Neuropilin-2.  

 10% AB-Serum/PBS Antikörper FITC-

Isotypenkontrolle 

PE- Isotypenkon-

trolle 

Negativkontrolle 100 µl - - - 

FITC-Isotypenkontrolle 97 µl - 3 µl - 

PE-Isotypenkontrolle 93 µl - - 7 µl 

VEGFR-1-PE 93 µl 7 µl - - 

VEGFR-2-PE 93 µl 7 µl - - 

VEGFR-3-PE 93 µl 7 µl  - - 

Integrin-αvß5-PE 93 µl  7 µl  - - 

Integrin-αvß3-FITC 97 µl  3 µl - - 

Integrin-α5ß1 (Mouse) 98 µl  2 µl - - 

Anti-Mouse-FITC 98 µl 2 µl  - - 
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Neuropilin-2 (Goat) 93 µl 7 µl - - 

Anti-Goat-FITC 93 µl 7 µl - - 

Tabelle 2.1: Pipettierschema für Expressionsanalysen  

 

Für alle Ansätze wurden die zu untersuchenden Zellen geerntet und bei 1400 rpm fünf Minuten bei 

Raumtemperatur abzentrifugiert. Anschließend wurden sie in einem Milliliter PBS resuspendiert und 

gezählt. In jedes FACS-Röhrchen wurden etwa 500x10^3 Zellen gegeben. Die Zellen wurde erneut 

abzentrifugiert und die Ansätze entsprechend der Tabelle 3.1 mit 10% AB-Serum/PBS und ggf. den 

Antikörpern bzw. der FITC- und der PE-Isotypenkontrolle versehen. Dann wurden die Ansätze 20-30 

Minuten im Kühlschrank bei Dunkelheit inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation wurden die Zellen 

noch einmal mit PBS gewaschen, um die ungebundenen Antikörper zu entfernen und zum Schluss in 

500µl PBS resuspendiert. Die Ansätze, bei denen mit PE oder FITC gekoppelte Antikörper verwendet 

wurden (VEGFR-1 (Flt1), VEGFR-2 (KDR), VEGFR-3 (Flt4), Integrin αVβ3, Integrin αVβ5), konnten 

nun direkt am Durchflusszytometer FACSCalibur mit der Software CellQuest 3.3 analysiert werden. 

Bei Neuropilin-2 und  dem Integrin α5ß1 handelte es sich um ungekoppelte Antikörper. Hier wurde 

zunächst gleich vorgegangen, siehe Tabelle 3.1. Nach der Inkubation mit dem ungekoppelten Antikör-

per gegen den jeweiligen Faktor  schloss sich für diese Ansätze  nach einmaligem Waschen mit PBS 

noch eine zweite 20-30minütige Inkubation mit den FITC gekoppelten Anti-Goat bzw. –Mouse Anti-

körpern an. Das weitere Prozedere glich dem schon beschriebenen. Als Kontrolle für diese Ansätze 

dienten die  gekoppelten Anti-Goat bzw. -Mouse Antikörper. 

Pro Zelllinie und zu untersuchendem Marker wurden drei Ansätze pro Analyse gemacht, die Messung 

wurde zweimal durchgeführt.  

 

2.2.6 RNA-Isolierung 

RNA-Isolierung wurde an beiden MPNST-Zelllinien sowie an HMEC-Zellen vorgenommen. Die Zel-

len wurden geerntet, mit PBS gewaschen und abzentrifugiert. An den Zellpellets wurde dann die 

RNA-Isolierung mittels des RNeasy Kits nach Herstellerangaben mit DNAse-Verdau mittels RNase-

Free DNase Set vorgenommen. Die gewonnene RNA wurde dann in 30µl DEPC-behandeltem Wasser 

resuspendiert und dann die RNA-Konzentration am Nanodrop-1000 gemessen. 
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2.2.7 cDNA-Synthese 

Für die cDNA-Synthese wurden jeweils 3µg RNA auf ein Volumen von 30µl mit DEPC-Wasser auf-

gefüllt. Die Lösung wurde dann für 10 Minuten bei 65 °C im Thermocycler inkubiert und danach für 

zwei Minuten auf Eis gestellt. Anschließend wurde die RNA mit Hilfe des Ready-To-Go You-Prime 

First-Strand Beads und des noch zuzufügenden 3µl Random-Primers nach Herstellerangaben in cDNA 

umgeschrieben. 

 

2.2.8 Quantitative Real-Time-PCR 

Die konventionelle Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Methode, mittels derer bestimmte Genab-

schnitte amplifiziert werden können. Das erfolgt in Zyklen, die jeweils in die Phasen Denaturierung, 

Annealing und Elongation unterteilt werden können. In der Phase der Denaturierung werden die Was-

serstoffbrückenbindungen durch Erhitzen auf 94-96°C aufgebrochen, sodass DNA-Einzelstränge ent-

stehen. Bei der sich anschließenden Annealing-Phase lagern sich die nachzuweisenden DNA-Sequenz-

einrahmenden Primer an die Einzelstränge. Dazu muss eine für diese Primer spezifische Temperatur 

eingestellt sein. Bei der folgenden Elongation werden die komplementären DNA-Stränge von der 

DNA-Polymerase synthetisiert. Das PCR-Produkt kann dann durch beispielsweise Agarose-

Gelelektrophorese nachgewiesen werden. 

Bei der quantitativen Realtime-PCR mit dem Light Cycler ist es möglich, diese PCR-Produkte noch zu 

quantifizieren. Hierfür gibt man Fluoreszenzfarbstoffe zur Probe dazu, in dieser Arbeit SYBR Green I, 

die in der amplifizierten doppelsträngigen DNA interkalieren, was zu einem Anstieg ihrer Fluores-

zenzintensität führt. Die so proportional zur PCR-Produkt-Amplifikation zunehmende Fluoreszenz 

kann dann gemessen werden, wodurch ebenfalls eine Quantifizierung des PCR-Produktes möglich ist. 

Für die Quantifizierung der cDNA wurde in dieser Arbeit eine Standardreihe verwendet. Diese wurde 

mit Plasmiden –mit einer bekannten Konzentration- hergestellt, die die zu untersuchende cDNA ent-

hielten und in vier verschiedenen log-Verdünnungsstufen eingesetzt wurden. Zur Normierung der 

Gen-Expression der jeweiligen Zielgene wurde das Housekeeping-Gen GAPDH verwendet.  

 

2.2.8.1 Analyse der Expression von VEGF-C und VEGF-D  

In dieser Arbeit sollte die Expression von den beiden proangiogenen Faktoren VEGF-C und VEGF-D 

in MPNST-Zellen untersucht werden, weswegen die aus beiden MPNST-Zelllinien gewonnene cDNA 

hinsichtlich ebendieser analysiert wurde. Als Positivkontrolle wurde außerdem die cDNA eines 
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HMEC-Zellpellets auf VEGF-C und -D untersucht, da bei diesen Zellen bekannt war, dass sie beide 

Faktoren exprimieren. 

Die Expressionswerte von VEGF-C und VEGF-D wurden wie oben erwähnt auf das Haushaltsgen 

GAPDH normiert. Von den MPNST-Zellen wurde zweimal cDNA gewonnen und beide Male jeweils 

pro Faktor zwei PCR-Läufe durchgeführt. Von den HMEC-Zellen wurde nur einmal cDNA gewon-

nen, wobei ebenfalls pro Faktor zwei Läufe gemacht wurden. 

Zunächst wurde die zu untersuchende cDNA mit DEPC-behandeltem Wasser auf ein Verhältnis 1:3 

verdünnt. Anschließend wurde unter Verwendung des FAST Start DNAMaster Sybr Green Kits nach 

Herstellerangaben vorgegangen und die Proben dann am Light Cycler analysiert. Dazu wurden 40 

Amplifikationszyklen zu den in der Tabelle 3.2 aufgeführten Bedingungen ausgeführt. 

 Denaturierung Amplifikation Elongation 

GAPDH 95°C (15s) 61°C (10s) 72°C (26s) 

VEGF-C 95°C (15s) 60°C (10s) 72°C (26s) 

VEGF-D 95°C (15s) 60°C (10s) 72°C (26s) 

Tabelle 2.2: Bedingungen für die quantitative RT-PCR 

 

2.2.9 Herstellung von konditionierten Medien (CM) und Aufkonzentrieren 

der von PAE-sezernierenden Faktoren  

PAE-Zellen wurden in einer T-75 Gewebekulturflasche bis zum Erreichen von Konfluenz kultiviert 

und dann über 24 bis 48 Stunden mit 10ml serumfreiem DMEM inkubiert. Das konditionierte Medium 

(CM) wurde abgenommen, zentrifugiert, um tote Zellen zu entfernen und mit 4% FCS versetzt.  

Die rekombinanten Proteine, die von den stabil transfizierten PAE-Zellen sezerniert wurden, wurden 

aus den CM der jeweiligen PAE-Zellen aufkonzentriert, um sie anschließend mit einem Western Blot 

nachzuweisen. Als Negativkontrolle wurde das CM der Wildtyp-PAE-Zellen ebenfalls aufkon-

zentriert. Hierfür wurden jeweils 4ml des CM mit 400 µl 10x Protein Binding Buffer und 15µl Nickel-

NTA versetzt. 

Diese Suspension wurde dann über Nacht bei 4°C beim Drehen inkubiert und danach bei ebenfalls 

4°C 5-10 Minuten bei 4000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, das Pellet mit dem 

Waschpuffer für Nickel-NTA gewaschen, dann 10 Minuten bei 4°C inkubiert und anschließend bei 
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4°C und 4000 rpm 5-10 Minuten zentrifugiert. Das Überstand wurde wieder abgenommen und das 

Pellet in 20µl Laemmli-Puffer (2x) resuspendiert, nachdem dem Laemmli-Puffer zuvor 1µl DDT hin-

zugefügt worden war. Zuletzt wurden die Proben 5 Minuten bei 95°C erhitzt und so denaturiert. Diese 

Vorgehensweise wurde bei den Wildtyp-PAE-Zellen und den stabil transfizierten PAE-Sema3F, -sNP 

und –Tum Zellen angewendet. 

Für die CM der PAE-mES und -TSP Zellen wurde eine etwas andere Methode angewendet. Hierzu 

wurden 5-10 ml Überstand mit 20µl Heparin-Agarose versetzt. Auch diese Proben wurden dann bei 

4°C über Nacht gedreht, dann bei 4000 rpm und 4°C 5-10 Minuten zentrifugiert und anschließend 

allerdings mit PBS gewaschen. Dann wurden die Proben wiederum bei 4°C und 4000 rpm 5-10 Minu-

ten zentrifugiert, der Überstand abgenommen, das Pellet in 20µl Laemmli-Puffer versetzt mit 1µl DDT 

resuspendiert und danach bei 95°C erhitzt. 

 

2.2.10   Western-Blot 

Die aufkonzentrierten Proteine wurden durch das Gelelektrophorese-Verfahren aufgetrennt. Dazu 

wurde das NuPage 4-12%Bis-Tris-Gel in die dafür vorgesehene Mini-Cell-Elektrophoresekammer 

eingespannt und der Pufferbehälter mit 1x Tris-Hepes-SDS-Puffer aufgefüllt. Die aufkonzentrierten 

Proben wurden in Taschen pipettiert, wobei maximal 30µl pro Tasche appliziert wurden. Leere Ta-

schen wurden mit 1x Laemmli-Puffer aufgefüllt und eine Tasche pro Gel mit 7µl des Markers Pa-

geRuler Plus Prestained Protein Ladder, der zur Bestimmung der Proteingröße genutzt wurde. Die 

Auftrennung erfolgte durch Anschließen an den Power Supply und Anlegen einer 170V Spannung für 

etwa 1 Stunde. 

Anschließend wurden die aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran übertragen. Dazu 

wurden das Gel und die Nitrocellulose-Membran nach der „Sandwich“-Methode in Halterungen ein-

gespannt, wobei die erste Lage in Transferpuffer eingelegtes Filterpapier bildete, die nächste das Gel, 

darüber die Membran und zum Schluss nochmal in Transferpuffer getränktes Filterpapier. Es wurde 

darauf geachtet, dass eventuelle Luftblasen zwischen den Schichten entfernt wurden. Die Halterungen 

wurden dann zusammen mit einem Kühlpack in eine mit Transferpuffer gefüllte Mini-PROTEAN II 

CellBlotting-Kammer eingespannt und für etwa 1 Stunde an den Power Supply angeschlossen, der auf 

350mA eingestellt war.  

Als nächstes wurden die auf die Membran übertragenen Proteine geblockt, damit unspezifische Bin-

dungen möglichst vermieden werden. Hierzu wurde 2,5g Milchpulver in 50ml (5%) TBS-T-Puffer 

gelöst und die Membran für 1 Stunde mit dieser Lösung bei Raumtemperatur auf dem Schüttler inku-

biert. Nach zweimaligem Waschen mit TBS-T-Puffer für 10 Minuten wurde dann der jeweilige erste 
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Antikörper auf die Membran gegeben. Für Abschnitte der Membran mit den Proben für Wildtyp, Se-

ma3F, sNP und Tumstatin wurde der HisTaq-Antikörper in einer Verdünnung von 1:1000 verwendet, 

wobei mit dem TBS-T-Puffer verdünnt wurde. Für die Abschnitte der Membran mit den Proben mES 

und TSP wurde der mES-Antikörper in einer Verdünnung 1:500 bzw. der TSP-Antikörper in einer 

Verdünnung 1:200 verwendet. Für die Verdünnung wurde ebenfalls TBS-T-Puffer verwendet. Die 

Proben wurden über Nacht bei 4°C auf dem Schüttler mit dem Antikörper inkubiert. 

Anschließend wurde, nachdem dreimal 10 Minuten mit TBS-T-Puffer gewaschen worden war, für 1 

Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schüttler mit dem zweiten Antikörper inkubiert. Für die Proben, 

die zuvor mit dem HisTaq-Antikörper inkubiert worden waren, wurde ein HRP-gekoppelter Anti-

mouse Antikörper in einer Verdünnung von 1:10000 verwendet. Für die anderen beiden Proben wurde 

ein HRP-gekoppelter Anti-goat Antikörper verwendet. Beide wurden in 5% Milchpulver in TBS-T 

verdünnt. Daran schloss sich noch zweimaliges Waschen für fünf und zweimaliges Waschen für 20 

Minuten an. 

Abschließend wurde das ECL-Kit nach Herstellerangaben verwendet, so dass an den Stellen auf der 

Membran, auf denen der HRP-gekoppelte zweite Antikörper gebunden hatte, eine chemilumineszente 

Substanz frei wurde. Die Membran wurde dann in eine Röntgenkassette zwischen zwei transparente 

Folien eingelegt und in einer Dunkelkammer einmal für zwei und danach noch einmal für fünf Minu-

ten einem Röntgenfilm exponiert, der dann von einer Röntgenfilmentwicklungsmaschine entwickelt 

wurde. 

 

2.2.11   Proliferations-Assays 

Alle Proliferations-Assays wurden mit beiden MPNST-Zelllinien durchgeführt. Die Analysen wurden 

mit dem ViCell Gerät der Firma Beckan & Coulter vorgenommen, mit dem nicht nur die die Zellzahl 

und damit die Proliferationsrate, sondern auch die Zellvitalität bestimmt werden konnte.  

 

2.2.11.1 Stimulation mit Sema3F, sNP, Tum, mES, TSP-2 

Für die Proliferations-Assays wurden Gewebekulturschalen Cell+ mit einer Fläche von 8cm² genutzt, 

von denen jeweils sechs in eine quadratische Petrischale mit einer Fläche von 120mm x120mm gesetzt 

wurden. Pro Gewebekulturschale wurden von den MPNST 462 45 x10^3 Zellen ausgesät, von den 

MPNST 1507.2 30x10^3 Zellen. Sie wurden dann über 24 Stunden mit 2ml ihres normalen Kulturme-

diums inkubiert. 
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Anschließend wurden sie mit 1,5 ml CM der stabil transfizierten PAE-Zellen bzw. die Kontrolle mit 

dem CM der Wildtyp-PAE-Zellen stimuliert. Die Zellzahl wurde nach 24 und 48 Stunden, bzw. nach 

48 und 72 Stunden bestimmt. Pro zu untersuchendem Faktor bzw. Kontrolle und Tag gab es drei An-

sätze. Zur Zellzahlbestimmung wurden die Zellen geerntet und zusammen mit dem jeweiligen Über-

stand und den darin enthaltenen toten Zellen dem ViCell zur Analyse gegeben. Wichtig war, dass 

nicht nur die lebenden, adhärenten, sondern auch die toten im Medium schwimmenden gezählt wur-

den, um genauere Werte im Hinblick auf Zellproliferation und Vitalität zu erhalten. 

 

2.2.11.2 Stimulation mit Anti-VEGF -D Antikörpern 

Diese Versuche wurden wie die oben beschriebenen (3.2.11.1) durchgeführt . Hierbei wurde allerdings 

mit 4% FCS angereichertes DMEM, in dem der blockierende Anti-VEGF-D IgG Goat gelöst war, 

verwendet. Es wurden drei Konzentrationen untersucht: 50ng/ml, 100ng/ml und 600ng/ml Anti-

VEGF-D. Als Kontrolle wurde das mit 4% FCS angereicherte DMEM mit einem nicht spezifischen 

IgG Goat in einer Konzentration von 600ng/ml benutzt. Zudem gab es eine zweite Kontrolle mit 4% 

FCS angereichertem DMEM ohne einen Antikörper. Pro Konzentration und für die Kontrollen gab es 

ebenfalls je drei Ansätze. 

 

2.2.11.3 Stimulation mit CGT 

Für diese Versuche wurde ebenso vorgegangen wie oben. Hierbei wurde allerdings mit 4% FCS ange-

reichertes DMEM, in dem CGT gelöst war, verwendet, wobei drei Konzentrationen untersucht wur-

den: 1µg/ml, 5µg/ml und 50µg/ml CGT. Als Kontrolle wurde das mit 4% FCS angereicherte DMEM 

ohne CGT benutzt. Pro Konzentration und für die Kontrolle gab es ebenfalls je drei Ansätze. 

 

2.2.12   Apoptose-Assays 

Mit dieser Methode sollte die Frage nach einem möglichen Einfluss von CGT auf die Apoptoserate 

der MPNST-Zellen untersucht werden. Dazu machte man sich die Eigenschaften von Annexin V-

FITC zunutze, das an das Phospholipid Phosphatidylserin bindet, welches in apoptotischen Zellen von 

der Innenseite der Phospholipidmembran an die Außenseite transportiert wird und dann von dem An-

nexin V-FITC detektiert werden kann. Allerdings kann dieses auch bei nekrotischen Zellen an 

Phophatidylserin binden, da bei diesen Zellen die Membran zerstört und dadurch durchlässig für die-

sen Stoff ist. Um nekrotische von apoptotischen Zellen zu unterscheiden, wurde gleichzeitig mit 



	 	 Material	und	Methoden	

	

37	

Propidiumiodid (PI) gefärbt, das in der DNA einer Zelle interkaliert. Lebendige und apoptotische Zel-

len sind im Gegensatz zu nekrotischen Zellen undurchlässig für diesen Stoff. Zellen, die negativ für 

PI, aber positiv für Annexin V-FITC sind, sind also apoptotische Zellen, Zellen, die für beides positiv 

sind, sind nekrotische Zellen, Zellen, die für beides negativ sind, sind lebendig. 

Angelehnt an die Proliferations-Assays wurden die gleichen drei verschiedenen CGT-Konzentrationen 

untersucht und eine Kontrolle mit dem 4% FCS DMEM gemacht. Außerdem gab es noch vier unbe-

handelte Proben, die in normalen Medium gewachsen waren, von denen eine ungefärbt blieb, eine nur 

mit PI, eine nur mit Annexin V-FITC und eine mit beiden Farbstoffen gefärbt wurde. Diese dienten als 

Referenz für die Messung am Durchflusszytometer. Die Apoptoserate wurde nach 48 Stunden gemes-

sen und sie wurde ebenfalls an beiden Zelllinien untersucht. Es wurden pro Tag und Konzentration 

bzw. Kontrolle zwei Ansätze gemacht und der Versuch wurde dreimal mit jeder MPNST-Zelllinie 

durchgeführt. 

Es wurde bis zum Ernten der Zellen genauso vorgegangen wie bei den oben beschriebenen Proliferati-

ons-Assays, nur dass von den Zellen der Linie MPNST-462 75x10^3 pro Gewebekulturschale ausge-

sät wurde und von denen der Linie MPNST-1507.2 60x10^3. Die geernteten Zellen wurden dann, 

ebenfalls mit ihrem Überstand, in FACS-Röhrchen gegeben, zentrifugiert und einmal mit PBS gewa-

schen. Danach wurden sie in 100 µl 1x Annexin Binding Buffer resuspendiert und jeweils 5µl An-

nexin V-FITC und/oder 5µl PI hinzugefügt. Die Inkubation erfolgte für 15 Minuten bei Raumtempera-

tur im Dunkeln. Abschließend wurden weitere 400µl Annexin Binding Buffer pro Probe hinzugefügt 

und innerhalb einer Stunde die Messungen am Durchflusszytometer durchgeführt. 

 

2.2.13   Invasion-Assays 

Es sollte untersucht werden, ob die Invasivität der Zellen der beiden in dieser Arbeit verwendeten 

MPNST-Zelllinien durch die antiangiogenen Faktoren Sema3F, sNrp-1 und TSP-2 beeinflusst werden 

kann. Zunächst wurde in Vorversuchen die Invasivität der beiden Zelllinien getestet. Da die Zelllinie 

MPNST S1507.2 dabei keine Invasivität zeigte, wurden die Invasion-Assays nur mit Zellen der Linie 

MPNST S462 durchgeführt. 

Hierzu wurde zunächst Matrigel über Nacht im Kühlschrank auf Eis aufgetaut und im nächsten Schritt 

mit kalten serumfreien DMEM 1:9 verdünnt. Von dieser Lösung wurden jeweils 100µl in 24-Well-

Einsätze mit 8µm großen transluzenten Poren ausplattiert, die in dafür vorgesehene 24-Well-Platten 

eingehängt worden waren. Dafür wurden zuvor gekühlte Pipettenspitzen benutzt. Die Matrigel-Lösung 

wurde über Nacht im Zellkulturinkubator bei 37 °C gelagert, sodass sie am nächsten Tag geliert war. 

In die Einsätze mit dem Matrigel wurden dann jeweils 30x10^3 MPNST S462-Zellen ausgesät zu-
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sammen mit jeweils 400µl von serumfreien CM der stabil transfizierten PAE-Sema3F, -sNrp und -

TSP-2 Zellen. Als Kontrolle wurde das CM von Wildtyp-PAE-Zellen genutzt. Pro Faktor bzw. Kon-

trolle wurden drei Ansätze hergestellt und die Versuche 2 Mal durchgeführt. In die Wells wurden 

750µl DMEM mit 10% FCS gegeben, wobei das FCS den Anreiz für die Zellen darstellte, durch das 

Matrigel nach unten zu wandern. Nach 72 stündiger Inkubation im 37°C Zellkultur-Inkubator wurden 

die Zellen, die sich oben auf der transluzenten Membran der Einsätze befanden, zusammen mit dem 

Medium abgenommen bzw. -gewischt. Dadurch blieben nur noch die Zellen übrig, die durch das Mat-

rigel und die Membran gewandert waren und nun an deren Unterseite hafteten. Diese Zellen wurden 

mit dem DiffQuick Färbeset nach Herstellerangaben angefärbt. Dazu wurden die Einsätze mit den 

Membranen und damit den zu färbenden Zellen in mit der jeweiligen Lösung gefüllten Wells der 24-

Well-Platten gehängt. Auf die gleiche Weise wurden die Zellen anschließend noch zwei Mal zwei 

Minuten mit destilliertem Wasser gewaschen. Anschließend wurden die Membranen mit den angefärb-

ten Zellen aus den Einsätzen herausgelöst und mit Aqueous Mount eingedeckelt, sodass die Anzahl 

angefärbter Zellen pro Well unter dem Mikroskop (Axiovert 25) bei 10facher Vergrößerung gezählt 

werden konnte. 

 

2.2.14   Immunhistochemische Färbungen (IHC) 

Mit immunhistochemischen Färbungen wurden in dieser Arbeit die Gewebeschnitte von elf verschie-

denen MPNST-Patienten hinsichtlich der Expression der Rezeptoren VEGFR-2, -3 und Nrp-2 unter-

sucht (bei VEGF-R-3 fehlt die Tumorprobe E077). 

Zunächst wurde von jedem der elf verschiedenen MPNST-Gewebeschnitte ein Schnitt HE-gefärbt, um 

die Tumorstruktur beurteilen zu können. Das diente dazu, einen Vergleich für die immunhistoche-

misch gefärbten Schnitte zu haben. 

Für die HE-Färbung wurden die Gewebeschnitte zunächst entparaffiniert. Dafür wurde sie zunächst 

für zwei Mal zehn Minuten in Xylolersatz gegeben, dann jeweils fünf Minuten in 99%, 96%, 80% und 

zuletzt 70% Ethanol. Abschließend wurden sie fünf Minuten in destilliertem Wasser gewaschen. Da-

nach wurden sie für fünf Minuten in saurer Hämalaun-Lösung nach Mayer gefärbt. Es folgte zweima-

liges Waschen mit destilliertem Wasser für je zwei Minuten und dann zweimaliges Eintauchen in 

Ammoniaklösung, bis die Färbung eine blaue Farbe annahm. Nach weiterem zweimaligem zweiminü-

tigen Waschen mit destilliertem Wasser wurde für zehn Minuten mit einer 0,2%igen Eosin-Lösung 

gefärbt. Nach der Färbung wurden die Schnitte dann durch eine aufsteigende Ethanolreihe mit Xylo-

lersatz als Abschluss dehydriert und mit Eukitt-Lösung eingedeckelt. 
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Für die immunhistochemischen Färbungen wurde zunächst wie bei der HE-Färbung entparaffiniert. 

Daran schloss sich dann allerdings eine Antigendemaskierung an. Für die Färbungen mit den Antikör-

pern gegen VEGFR-3 und Nrp2 wurden die Schnitte im vorgewärmten  Puffer Dako REAL Target 

Retrieval Solution, pH 6, 20 Minuten im Dampfgarer erhitzt. Für die Färbungen mit Antikörpern ge-

gen VEGFR-2 wurden die Schnitte 20 Minuten in ebenfalls vorgewärmter 1mM EDTA-Lösung er-

hitzt. Nach der Antigendemaskierung kühlten die Schnitte 20 Minuten ab, bevor sie zehn Minuten mit 

PBS gewaschen wurden. Daran schloss sich die eigentliche Färbung an, die mit dem ZytoChem-HRP-

Kit (AEC) nach Herstellerangaben durchgeführt wurde. Dieses Kit arbeitet nach dem Streptavidin-

Biotin-Prinzip. Die entsprechenden ersten Antikörper für die Färbungen wurden mit dem Puffer 

PBS/BSA/NaN3 verdünnt. Der Antikörper gegen Flt-4 wurde 1:100 verdünnt und dann eine Stunde bei 

Raumtemperatur inkubiert, der gegen Nrp2 1:20 und über Nacht bei 4°C inkubiert und der gegen KDR 

1:300 und er wurde wiederum eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Entwicklungszeit be-

trug bei allen Färbungen etwa zehn Minuten bevor die Reaktion mit destilliertem Wasser gestoppt 

wurde. Zum Schluss wurde noch eine Gegenfärbung durchgeführt mit Hämalaun-Lösung nach Mayer 

(sauer) und Ammoniaklösung und danach mit Aqueous Mount eingedeckelt.  

Zur Auswertung wurden die gefärbten Schnitte unter dem Axio Scope A1 bei 10 und 32 facher Ver-

größerung angeschaut. Bewertet wurde zum einen die Positivität der Tumorproben für die entspre-

chende Färbung und in die Gruppen 0 (0% der Tumorzellen), 1 (1-40% der Tumorzellen), 2 (41-70% 

der Tumorzellen), 3 (71-100% der Tumorzellenellen) eingeteilt. Zum anderen wurde die Intensität der 

Färbung beurteilt, wobei zwischen den Intensitätsstufen 0, 1, 2 und 3 unterschieden wurde. In Anleh-

nung an eine Arbeit von Remmele und Stegner wurde anschließend aus den Werten der beiden Grup-

pen das Produkt gebildet, was dann dem jeweiligen Präparat zugeordnet wurde (Remmele und Steg-

ner, 1987). Die Spezifität der jeweiligen Antikörper war in Vorversuchen und durch die freundliche 

Mitbeurteilung durch Prof. Dr. C. Hagel, Institut für Neuropathologie, Uniklinik Hamburg Eppendorf, 

bestätigt worden. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Expression angiogener Faktoren in MPNST 

3.1.1 Expressionsanalysen in MPNST-Zelllinien 

Die MPNST-Zelllinien S462 und S1507.2 wurden mittels FACS-Analyse auf die Expression von an 

der Angiogenese beteiligten Rezeptoren untersucht. Der Fokus lag bei der Expressionsanalyse auf den 

Rezeptoren der für die Angiogenese sehr bedeutenden VEGF-Familie, VEGFR-1, -2 und -3, sowie 

Nrp 2, ein Co-Rezeptor für den VEGFR-2 und VEGFR-3. Zudem wurde die Expression der Integrine, 

αvß5, αvß3, α5ß1 überprüft, welche ebenfalls eine Rolle bei der Angiogenese spielen.  

Durch die FACS-Analysen, siehe Abbildung 4.1 und 4.2, konnte auf Proteinebene gezeigt werden, 

dass Integrin α5ß1 von beiden Zelllinien (in 98% bzw. 78% der Zellpopulation) stark exprimiert wird, 

Integrin αVß3 jedoch nur von der Zelllinie S1507.2. Integrin αVß5 sowie VEGFR-2 werden von kei-

ner der beiden Zelllinien exprimiert. Die höchste Expressionsrate unter den VEGF-Rezeptoren zeigte 

der VEGFR-3 (mit 30% und 15% der Zellpopulation bei den S462 bzw. S1507.2). Das Nrp-2 wurde 

etwas weniger exprimiert als der VEGFR-3 mit aber ebenfalls höheren Raten in den S462. Der 

VEGFR-1 wurde noch etwas schwächer exprimiert mit etwas höheren Raten in den S1507.2. 

 

 

a) 
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b) 

 

c) 
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d) 

Abbildung 3.2: Expressionsanalysen einzelner angiogener Rezeptoren in MPNST-Zelllinien auf Proteineben mittels 

FACS. Die Abbildungen a) - d) zeigen exemplarisch die Ergebnisse der FACS-Analysen hinsichtlich der Expression des 

Integrin αvß3, des VEGFR-3, des Integrin α5ß1 und des Nrp-2 durch die beiden MPNST-Zelllinien S1507.2 und S462. Die 

jeweiligen Rezeptoren sind farblich dargstellt, die dazugehörigen Isotyp-Kontrollen jeweils in grau. Y-Achse: Zellzahl, X-

Achse: Intensität der jeweiligen Fluoreszenz. 

 

 

Abbildung 3.1: Expressionsanalyse angiogener Rezeptoren in MPNST-Zelllinien auf Proteineben mittels FACS. Die 

beiden Zelllinien S462 und S1507.2 wurden jeweils auf ihre Expression der für die Angiogenese bedeutsamen Rezeptoren 

VEGFR-1, -2, -3, Nrp-2, Integrin αvß5, αvß3, α5ß1 durchflusszytometrisch untersucht und die Ergebnisse in der obigen 

Abbildung einander gegenübergestellt. 
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Von den Rezeptoren der VEGF-Familie, eine der wichtigsten im Rahmen der Angiogenese, war die 

Expression des VEGFR-3 am höchsten. Daher wurde sich in einem weiteren Schritt auf die Untersu-

chung der Expression von VEGF-C und -D, Liganden des VEGFR-3 sowie des Nrp2, konzentriert. 

Dazu wurde nach Gewinnung von cDNA aus beiden Zelllinien, wie oben beschrieben, mittels quanti-

tativer RealTime-PCR Expressionsanalysen hinsichtlich der beiden Faktoren auf mRNA-Ebene 

durchgeführt. 

Wie in der Abbildung 4.2 dargestellt, zeigte sich, dass sowohl VEGF-C, als auch -D von den beiden 

Zelllinien S462 und S1507.2 exprimiert wird. In den S1507.2 werden dabei beide Faktoren im Ver-

gleich zu den S462 stärker exprimiert. Außerdem fällt auf, dass insgesamt in beiden Zelllinien VEGF-

C um ein bis zwei Zehnerpotenzen mehr exprimiert wird im Vergleich zu VEGF-D.  

Als Positivkontrolle wurde die Endothelzellinie HMEC-1 verwendet, von der bekannt ist, dass sie die 

Faktoren VEGF-C und VEGF-D exprimiert. 

 

 

a) 
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b) 

Abbildung 4.2: Expression von VEGF-C und –D in MPNST-Zellinien auf mRNA-Ebene. In a) ist die Expression von 

VEGF-C dargestellt, in b) die von VEGF-D. In beiden Fällen wurden HMEC-Zellen als Positivkontrollen eingesetzt und die 

Expression der beiden Faktoren auf das Haushaltsgen GAPDH normalisiert. 

  

3.1.2 Expression angiogener Faktoren in Gewebeproben 

Es sollte nicht nur das Angiogeneseprofil von immortalisierten MPNST-Zelllinien untersucht werden, 

sondern auch das von Tumormaterial aus Patienten selbst und so auch verglichen werden, inwiefern 

sich das Angiogeneseprofil von MPNST-Zelllinien und den Tumoren in vivo ähnelt. Hierfür wurden 

uns freundlicherweise von Prof. Dr. C. Hagel, (Institut für Neuropathologie, Uniklinikum Hamburg 

Eppendorf) in Paraffin eingebettete Gewebeproben von NF1-assoziierten MPNST von elf verschiede-

nen Patienten überlassen.  

Aufgrund der Begrenztheit des verfügbaren Materials sollte entsprechend der Ergebnisse der FACS-

Analysen mittels Immunhistochemischer Färbungen das Tumormaterial von den elf verschiedenen 

Patienten jeweils auf die Expression von VEGFR-3 und Nrp2 untersucht werden (bei VEGFR-3 fehlt 

die Tumorprobe E077). Um zu überprüfen, ob auch das Negativergebnis für VEGFR-2 der MPNST-

Zelllinien auf das Tumormaterial zu reproduzieren ist, wurde ebenso jeweils ein Gebwebsschnitt auf 

dessen Expression gefärbt. Um eine Referenz für die o.g. zielgerichteten Färbungen zu haben, wurde 

zunächst jeweils ein Gewebeschnitt pro Probe in HE-Färbung gefärbt. 

Das Tumormaterial wurde auf den Anteil positiver Tumorzellen und die Intensität der Färbung für den 

jeweiligen Antikörper untersucht. Insbesondere wurde dabei auch analysiert, inwiefern nicht nur Blut- 

und Lymphgefäße angefärbt waren, sondern auch die Tumorzellen. In der Tabelle 4.1, s.u., wurden die 

Ergebnisse der Auswertung der immunhistochemischen Färbungen zusammengefasst. 
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Tabelle 3.1: Auswertung der Immunhistochemischen Färbungen. Gefärbt wurden die Rezeptoren VEGFR-2, -3 und Nrp2 

(bei der VEGFR-3-Färbung fehlt der Tumor E 077 (2007 A)). Die Proben wurden auf den Anteil positiver Tumorzellen und 

die Intensität der entsprechenden Färbung ausgewertet. Je nach Anteil gefärbter Zellen wurden die Präparate in 4 Gruppen 

eingeteilt (0 (0% der Zellen), 1 (1-40% der Zellen), 2 (41-70% der Zellen), 3 (71-100% der Zellen)). Außerdem wurden die 

Präparate auch nach Intensität der Färbung in 4 Gruppen eingeteilt (0, 1, 2 und 3). Anschließend wurde ein aus den Werten 

der beiden Gruppen ein Produkt gebildet und der entstandene Score den Präparaten zugeordnet. Bei Tumorproben, die sehr 

heterogen aufgebaut waren und sich die fokale Intensität der Färbung deutlich von der Gesamtfärbung untschied, wurde ein 

gesonderter Score für diese Areale in Klammern angegeben. 

 

Bei allen drei Färbungen konnte eine Expression der Rezeptoren auf Gefäßen nachgewiesen 
werden, wobei aber nicht alle Gefäße positiv waren. Außerdem konnte bei allen drei Färbun-
gen ebenso eine Expression durch die Tumorzellen selber nachgewiesen werden, wenn auch 
in unterschiedlichem Ausmaß. Zu beachten war zudem, dass auch ein Tumor teilweise sehr 
heterogen aufgebaut war, was dazu führte, dass teilweise einige Stellen viel stärker positiv 
angefärbt waren als andere Teile. Diesem Umstand wurde bei der Auswertung Rechnung ge-
tragen, indem bei solch einer Heterogenität neben einem Gesamtscore für die Areale, deren 
Scores sich deutlich vom gesamten Tumor unterschieden, auch fokale Scores angegeben wur-
den. Insgesamt variierte der Anteil positiver Tumorzellen teilweise stark zwischen den ver-
schiedenen Tumorproben, wobei insgesamt tendenziell bei der VEGFR-2- Färbung weniger 
Tumorzellen positiv gefärbt waren, bei der Nrp-2-Färbung tendenziell die meisten gefärbten 
Tumorzellen vorlagen. Auch die Intensität war durchschnittlich am schwächsten bei der Fär-
bung für VEGFR-2 und am stärksten bei der Färbung für Nrp-2. Entsprechend waren die 
Scores für die Färbung auf VEGFR-2 durchschnittlich geringer als die Scores für VEGFR-
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3und Nrp-2. Am höchsten waren dabei die Scores der Färbung für Nrp2.  

   

   

a) 10x vergrößert      b) 40x vergrößert 

Abbildung 3.3: VEGFR-2 Färbung an Tumorgewebe. In den Abbildungen a) und b) sind jeweils Ausschnitte von dem 

Tumor E 534 (2004 A) zu sehen, die für VEGFR-2 gefärbt sind. Es handelt sich um ein Beispiel für den Score 1. In Abbil- 

dung a) zeigt sich eine Färbung der mitabgebildeten größeren und kleineren Gefäße sowie eine schwache Färbung einiger 

Tumorzellen. In b) ist ein vergrößerter Ausschnitt (40x vergrößert) des gleichen Tumors abgebildet mit hauptsächlich positi- 

ven Tumorzellen und einem Gefäß.  

 

 

   

a) 10x vergrößert      b) 40x vergrößert 

Abbildung 3.4: VEGFR-3 Färbung an Tumorgewebe. In den Abbildungen a) und b) sind jeweils Ausschnitte des Tumors 

E 025 (2006 A) zu sehen, die für VEGFR-3 gefärbt worden sind. Hierbei handelt es sich um den Score 2. Abbildung a) zeigt 

einige gefärbte Gefäße. Zudem ist auch ein guter Anteil der Tumorzellen positiv für die Färbung bei schwacher Intensität. In 

Abbildung b) ist eine Vergrößerung der gefärbten Tumorzellen sowie Anschnitte von Gefäßen zu sehen. 
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a) 10x vergößert      b) 40x vergrößert 

Abbildung 3.5: Nrp2 Färbung an Tumorgewebe. Die Abbildungen a) und b) zeigen jeweils Ausschnitte des Tumors E 

1184 (2006 III B) gefärbt für Nrp2 und dem Score 9 zugeordnet. Die Abbildung a) zeigt wiederum einen größeren Ausschnitt 

mit vielen, sehr intensiv angefärbten Tumorzellen sowie einigen ebenfalls teils intensiv gefärbten Gefäßen. Die Abbildung b) 

zeigt einen vergrößerten Ausschnitt mit vielen, sehr intensiv gefärbten Tumorzellen.  

 

 

3.2 Wirkung antiangiogener Faktoren auf MPNST-Zellen 
Da beide MPNST-Zelllinien - wie in 4.1 beschrieben - angiogene Faktoren sowie die entsprechenden 

Rezeptoren exprimieren, lag die Vermutung nahe, dass eine Hemmung ebendieser Faktoren einen 

direkten Effekt auf die Zellen haben kann. In einem nächsten Schritt sollte deswegen die Wirkung von 

antiangiogenen Substanzen auf die Proliferation, Invasivität und das Überleben von MPNST-Zellen 

untersucht werden. Entsprechend der oben beschriebenen Ergebnisse der Expressionsanalyse wurden 

verschiedene antiangiogene Substanzen ausgewählt, mit denen die MPNST-Zellen inkubiert werden 

sollten.  

 

3.2.1 Einfluss von anti-VEGF-D auf die Proliferation von MPNST-

Zelllinien 

Es konnte in beiden Zelllinien sowie auch in den Tumorproben eine Expression des VEGFR-3 und des 

Nrp2 nachgewiesen werden, beides Rezeptoren für VEGF-D. Außerdem konnte, wie oben beschrie-

ben, für beide Zelllinien eine Expression von VEGF-D, das beide Rezeptoren aktiviert, auf mRNA-
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Ebene nachgewiesen werden. Aus diesem Grund sollte die Wirkung eines blockierenden VEGF-D 

Antikörpers auf das Proliferationsverhalten beider Zelllinien in vitro analysiert werden. 

In einem ersten Versuch wurden Zellen der Linie MPNST S462 mit dem blockierenden Antikörper 

gegen VEGF-D in einer Konzentration von 600 ng/ml inkubiert. Als Kontrolle diente zum einen die 

Inkubation mit einer Isotypen-Kontrolle in gleicher Konzentration, zum anderen die Inkubation nur 

mit Medium. In der Messung nach 24 Stunden zeigte sich kein Unterschied in der Zellzahl. Nach 48 

Stunden konnte eine signifikante Reduktion der Zellproliferation bei den mit dem Anti-VEGF-D inku-

bierten Zellen im Vergleich zu den mit reinem Medium inkubierten beobachtet werden. Allerdings 

zeigte sich eine noch geringere Zellzahl bei den mit dem unspezifischen IgG aus der Ziege inkubierten 

Zellen im Vergleich zu den mit dem Anti-VEGF-D inkubierten Zellen. Die Reduktion der Zellprolife-

ration bei dem unspezifischen IgG war sowohl im Vergleich zum Medium als auch zum anti-VEGF-D 

signifikant. 

 

 

Abbildung 3.6: Einfluss von Anti-VEGF-D auf S462. Die Graphik zeigt die Gesamtzellzahlen nach Inkubation der Zellen 

der Linie S462 mit einem blockierenden VEGF-D-Antikörper (600 ng/ml), mit einem Kontroll-goat-IgG (600 ng/ml) und 

Medium ohne Antikörper. Gemessen wurde nach 24 und 48 Stunden. Ein Balken steht für einen Mittelwert +/- SE (n=3). Das 

Zeichen * über den Balken markiert eine statistische Signifikanz im Vergleich zum Medium (P < 0,05). Über einer Verbin-

dungslinie markiert es eine statistische Signifikanz zwischen den jeweiligen Gruppen. 

 

In einem weiteren Versuch sollte die Inkubation über einen längeren Zeitraum erfolgen, da im oben 

beschriebenen Versuch Unterschiede in der Zellzahl erst nach 48 Stunden beobachtet wurden. Außer-

dem sollten die S462 zusätzlich noch mit zwei weiteren, niedrigen Konzentrationen des VEGF-D-

Antikörpers (50 ng/ml und 100 ng/ml) inkubiert werden. Es konnte jedoch in diesem Versuch kein 
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Unterschied in der Zellproliferation bei den mit dem Anti-VEGF-D Antikörper inkubierten Zellen im 

Vergleich zu den Kontrollen nachgewiesen werden. Der signifikante Unterschied aus dem ersten Ver-

such konnte auch in weiteren Versuchen nicht reproduziert werden. 

 

 

Abbildung 3.7: Einfluss von Anti-VEGF-D in verschiedenen Konzentrationen auf S462. In dieser Grafik 

sind die Gesamtzellzahlen nach Inkubation der Zellen der Linie S462 mit einem blockierenden VEGF-D-Antikörper in drei 

verschiedenen Konzentrationen (50, 100 und 600 ng/ml), mit einem Kontroll-goat-IgG (600 ng/ml) und nur mit Medium 

dargestellt. Gemessen wurde nach 48 und 72 Stunden. Ein Balken steht für einen Mittelwert +/- SE (n=3). Der Unterschied in 

der Zellzahl zwischen den einzelnen Konzentrationen Anti-VEGF-D und Medium war nicht signifikant. 

 

Ebenso konnte für die Zelllinie S1507.2 kein signifikanter Unterschied in der Zellproliferation nach 

Inkubation mit dem Anti-VEGF-D Antikörper, ebenfalls in verschiedenen Konzentrationen, im Ver-

gleich zu den Kontrollen beobachtet werden. 

 

3.2.2 Einfluss von Sema3F, sNrp-1, Tum, mEs, TSP-2 auf die Proliferation 

von MPNST-Zelllinien  

Neben dem Anti-VEGF-D Antikörper sollten weitere antiangiogene Substanzen auf Wirkung auf die 

Proliferation von MPNST-Zellen untersucht werden. Diese Substanzen wurden entsprechend der Er-

gebnisse der Expression verschiedener an der Angiogenese beteiligter Rezeptoren auf den MPNST-

Zellen ausgesucht. Überprüft werden sollte die Wirkung von Sema 3F, dessen Rezeptor Nrp2 sowohl 

von den Zelllinien als auch den Tumorproben exprimiert wurde. Außerdem von sNrp-1, der als Anta-
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gonist des VEGF-A, eine inhibitorische Wirkung auf dessen Rezeptoren besitzt. Des Weiteren wurden 

die Wirkung von Tum, das seine Effekte über das Integrin αvß3 vermittelt, mEs, dessen Rezeptoren 

das Integrin α5ß1 sowie der VEGFR-2 sind, und TSP-2, der ebenfalls seine Wirkung u.a. über das 

Integrin αvß3 vermittelt, untersucht.  

Dazu wurden zunächst die CM der stabil transfizierten PAE-mEs, -Tum, -Sema3F, -sNrp-1, -TSP-2 

mittels Aufkonzentrierung und Western-Blot auf die Expresssion der s.g. Faktoren untersucht. Die CM 

von den positiv getesten Zellen wurden in den Proliferations-Assays mit beiden MPNST-Zelllinien 

eingesetzt. Als Kontrolle wurde das CM von den WT-PAE Zellen, die mit einem leeren Vektor trans-

fiziert wurden, vewendet.  

Die MPNST-Zellen wurden hierfür mit den unverdünnten CM der jeweiligen PAE-Zellen inkubiert 

und dann die Zellzahl ausgewertet. In Vorversuchen zeigten sich Unterschiede in der Proliferation 

überwiegend erst ab 48 Stunden, sodass wir die Zellzahl nach 48 und 72 Stunden auswerteten. 

Es zeigte sich für ES keine Auswirkung auf die Proliferation der MPNST-Zellen im Vergleich zu der 

Kontrolle. 

Bei sNrp-1 zeigte sich jeweils eine leichte Hemmung der Proliferation der MPNST-Zellen, die nach 

72 Stunden ausgeprägter war, allerdings war sie für sNrp-1 nicht statistisch signifikant.  

Ebenso wurde bei der Inkubation mit Tum in drei unabhängigen Versuchen eine Hemmung der Zell-

proliferation gemessen. Eine statistische Signifikanz konnte nur für einen Versuch nach 72 h nachge-

wiesen werden. 

Interessanterweise konnte für TSP-2 und für Sema3F eine signifikante Hemmung der Proliferation der 

MPNST-Zellen nach 72 Stunden nachgewiesen werden, welche reproduzierbar war. Durchschnittlich 

konnte für TSP-2 eine Senkung der Proliferation um 31% nach 72 Stunden, für Sema3F um 40% er-

reicht werden. Nach 48 Stunden war bei beiden Faktoren ebenfalls eine leichte Hemmung der Prolife-

ration nachzuweisen, welche aber je nur in einem Versuch statistisch signifikant war. 

Für jeden Faktor wurden mindestens zwei Versuchsreihen durchgeführt mit je Triplets pro Zeitpunkt 

und Versuch. 

In der nachfolgenden Abbildung 4.8 ist für jeden angiogenen Faktor die Proliferation eines repräsenta-

tiven Versuchs jeweils im Verhältnis zur Kontrolle, dem WT, abgebildet. 
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Abbildung 3.8: Einfluss von angiogenen Faktoren auf die Proliferation von MPNST S1507.2 Zellen. Ein Balken zeigt 

die Proliferation der MPNST S1507.2 unter Einfluss eines angiogenen Faktors im Vergleich zur Kontrolle, dem WT. Er 

entspricht jeweils einem Mittelwert (n=3) im Verhältnis zu dem jeweiligen Mittelwert (n=3) des WT aus dem jeweiligen 

gleichen Versuch. Dabei werden jeweils für einen Faktor die Werte einer repräsentativen Versuchsreihe dargestellt. Das 

Zeichen * über einem Balken markiert dessen statistische Signifikanz  im Vergleich zum WT des jeweiligen Versuchs (P < 

0,05). 

 

Beispielhaft sind in der Abbildung 4.9 Wells mit MPNST S1507.2 Zellen nach 72 stündiger Inkubati-

on mit Sema-3F-, TSP-2- und WT-CM dargestellt. 

 

   

a)                                                              b)                                                             c) 

Abbildung 3.9: MPNST S1507.2 Zellen nach Inkubation mit CM über 72 h, 10x Vergrößerung. a) Inkubation mit Sema 

3F-CM, b) Inkubation mit TSP-2-CM und c) Kontrolle mit WT-CM 
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Auch mit der zweiten Zelllinie, S462, wurden diese Proliferations-Assays mit den gleichen antiangio-

genen Faktoren durchgeführt. 

Es zeigte sich weder für Tum, mES noch TSP-2 eine relevante Inhibition der Proliferation. 

Für sNrp-1 konnte eine leichte Hemmung der Zellproliferation nachgewiesen werden, die aber nur in 

einem von drei Versuchen nach 72 Stunden statistisch signifikant war. 

Bei Sema 3F dagegen konnte nach 72 Stunden eine signifikante Hemmung der Proliferation im Ver-

gleich zum WT beobachtet werden. Im Mittel lag diese Hemmung bei etwa 22% im Vergleich zum 

WT. Nach 48 Stunden Inkubation konnte eine leichte Verminderung der Proliferation nachgewiesen 

werden, die aber nicht statistisch signifikant war.  

Für jeden Faktor wurden mindestens zwei Versuchsreihen durchgeführt mit je Triplets pro Zeitpunkt 

und Versuch. 

In der nachfolgenden Abbildung 4.10 ist für jeden angiogenen Faktor die Proliferation eines repräsen-

tativen Versuchs jeweils im Verhältnis zur Kontrolle, dem WT, abgebildet. 

 

 

Abbildung 3.10: Einfluss von angiogenen Faktoren auf die Proliferation von MPNST S462 Zellen. Ein Balken zeigt 

die Proliferation der MPNST S462 unter Einfluss eines angiogenen Faktors im Vergleich zur Kontrolle, dem WT. Er ent-

spricht jeweils einem Mittelwert (n=3) im Verhältnis zu dem jeweiligen Mittelwert (n=3) des WT aus dem jeweiligen glei-

chen Versuch. Dabei werden jeweils für einen Faktor die Werte einer repräsentativen Versuchsreihe dargestellt. Das Zeichen 

* über einem Balken markiert dessen statistische Signifikanz  im Vergleich zum WT des jeweiligen Versuchs (P < 0,05). 
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3.2.3  Einfluss von Sema 3F, sNrp-1 und TSP-2 auf die Invasivität von 

MPNST-Zellen 

Nachdem die antiproliferative Wirkung der oben genannten Faktoren auf die beiden MPNST-

Zelllinien untersucht wurde, sollte auch eine mögliche antiinvasive Wirkung durch antiangiogene Fak-

toren überprüft werden. Dabei sollte sich auf die antiangiogenen Faktoren beschränkt werden, die im 

oben beschriebenem Proliferations-Assay eine gewisse antiproliferative Wirkung gezeigt hatten. Zu-

nächst wurden beide Zelllinien in Vorversuchen auf ihr Invasivitätspotential getestet. Im einen in-vitro 

Invassion-Assay konnte dieses für die Zelllinie S462 bestätigt werden, im Gegensatz zu der S1507.2, 

sodass folgende Versuche nur mit der Linie S462 durchgeführt wurden. Wir analysierten, in Anleh-

nung an die Proliferationsversuche, die Faktoren Sema 3F, sNrp-1 und TSP-2. Als Kontrolle diente 

wiederum CM aus WT-PAE-Zellen. 

Die MPNST Zellen der Linie S462 wurden in Einsätze mit einer transluzenten Membran ausgesät und 

mit 0,1% FCS-Medium inkubiert, das mit den oben genannten Faktoren bzw. der Kontrolle angerei-

chert war. Die Einsätze waren in Wells mit Medium mit 10% FCS eingehängt, was für die Zellen den 

Stimulus zur Durchwanderung der Membran darstellte. Nach 72 Stunden Inkubation wurden die Zel-

len, die die Membran durchwandert hatten gefärbt und gezählt. Es konnte für alle drei Angiogenesein-

hibitoren eine im Vergleich zur Kontrolle signifikant geringere Zahl von durchwanderten Zellen ge-

zählt werden. Die Inhibierung der Invasivität war dabei bei den mit Sema3F inkubierten Zellen am 

größten. 

Für jeden Faktor wurden zwei Versuchsreihen durchgeführt mit je Triplets pro Zeitpunkt und Versuch. 
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Abbildung 3.11: Einfluss von Sem3F, TSP-2 und sNrp-1 auf die Invasivität der MPNST S462. Die nebenstehende Gra-

fik zeigt beispielhaft einen Invasions-Assay mit MPNST S462 inkubiert mit den aufgelisteten Faktoren. Gemessen wurde 

nach 72 Stunden. Ein Balken steht für einen Mittelwert +/- SE (n=3, Ausnahme: WT: n=2)). Das Zeichen * markiert eine 

statistische Signifikanz des jeweiligen Balken im Vergleich zum WT (P < 0,05)  

 

 

3.2.4  Einfluss von CGT  

In einer weiteren Versuchsreihe sollte die Wirkung des CGT (Cilengitide), ein Antagonist der Integri-

ne αvß3 und αvß5, auf die Proliferation beider MPNST Zelllinien getestet werden. Dazu wurden beide 

Zelllinien mit verschiedenen Konzentrationen des CGT – 1µg/ml sowie 5µg/ml und 50µg/ml – inku-

biert und die Zellzahl nach 48 und 72 Stunden gemessen. 

Bei den MPNST S1507.2 zeigte sich nach 72 Stunden für jede Konzentration eine signifikante Hem-

mung der Proliferation. Diese Ergebnisse konnten in zwei weiteren Versuchen reproduziert werden. Es 

konnte eine Verminderung der Zellzahl um bis zu 67% erreicht werden. Dabei zeigte sich aber keine 

eindeutige Konzentrationsabhängigkeit. Nach 48 Stunden zeigte sich ebenfalls tendenziell eine Ver-

minderung der Zellzahl. Die Ergebnisse zeigten aber nur teilweise eine statistische Signifikanz, eine 

Konzentrationsabhängigkeit war nicht nachzuweisen. 
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Abbildung 4.12: Antiproliferative Wirkung von CGT auf die MPNST S1507.2. Diese Abbildung zeigt beispielhaft einen 

Proliferationsversuch mit MPNST S1507.2 inkubiert mit CGT in den aufgelisteten Konzentrationen. Gemessen wurde nach 

48 und 72 Stunden. Ein Balken steht für einen Mittelwert +/- SE (n=3). Das Zeichen * markiert eine statistische Signifikanz 

des jeweiligen Balken im Vergleich zum Medium (P < 0,05). 

 

Bei den MPNST S462 zeigte sich nach 72 Stunden in zwei von drei Versuchen eine signifikante 

Hemmung der Proliferation. Allerdings war der Einfluss auf die Verminderung der Zellzahl durch-

schnittlich geringer als bei den S1507.2 Zellen. Insgesamt zeigte sich eine stärkere Inhibition bei den 

Konzentrationen 5 und 50 µg/ml als bei 1 µg/ml, wobei es zwischen ersteren beiden keinen eindeuti-

gen Unterschied gab. Nach 48 Stunden zeigte sich ebenfalls tendenziell eine Verminderung der Zell-

zahl. Die Ergebnisse zeigten aber nur teilweise eine statistische Signifikanz, eine eindeutige Konzent-

rationsabhängigkeit war auch hier nicht nachzuweisen.  
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Abbildung 4.13: Antiproliferative Wirkung von CGT auf die MPNST S462 Diese Abbildung zeigt beispielhaft einen 

Proliferationsversuch mit MPNST S462 inkubiert mit CGT in den aufgelisteten Konzentrationen. Gemessen wurde ebenfalls 

nach 48 und 72 Stunden. Ein Balken steht für einen Mittelwert +/- SE (n=3). Das Zeichen * markiert eine statistische Signifi-

kanz des jeweiligen Balken im Vergleich zum Medium (P < 0,05). 

 

 

3.2.5  Apoptose-Assays nach Inkubation mit CGT 

Bei beiden Zelllinien konnte mikroskopisch beobachtet werden, dass bei der Inkubation mit CGT die 

Adhäsion der Zellen verloren ging und sie eine rundliche Form annahmen. Dieses Phänomen war bei 

den beiden Konzentrationen 5 und 50 µg/l deutlich ausgeprägter als bei µ1 g/ml, so dass bei ersteren 

beiden keine adhärenten Zellen mehr zu sehen waren.  

 

         

a) 20x                                                                                     b) 20x 
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c)                                                                                             d) 

Abbildung 3.14: MPNST S462 Zellen nach 72h Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen CGT. Abbildung a) 

zeigt die Kontrolle nur mit Medium inkubierten MPNST S462. Bei b) handelt es sich um die Inkubation mit 1 µg/ml, bei c) 

mit 5 µg/ml, bei d) mit 50 g/ml CGT. Jeweils 20x Vergrößerung. 

 

Inwiefern es sich bei den Zellen um einen programmierten Zelltod durch die Inkubation mit CGT han-

delt, sollte mittels Apoptose-Assays weiter untersucht werden. Hierzu wurden, wie auch bei den 

Proliferations-Assays, beide Zelllinien mit den drei verschiedenen Konzentrationen 1 µg/ml, 5 µg/ml 

und 50 µg/ml inkubiert. Da sich die oben beschriebenen Veränderungen genauso deutlich schon nach 

48 Stunden zeigten, wurde die Inkubation für die Apoptose-Assays bereits nach 48 Stunden beendet. 

Als Kontrolle dienten nur mit Medium inkubierte MPNST Zellen. Im Anschluss wurden die Zellen 

jedoch nicht gezählt, sondern mit Annexin V-FITC und gleichzeitig Propidiumiodid gefärbt und dann 

am Durchflusszytometer der jeweilige prozentuale Anteil von nicht-apoptotischen, früh-apoptotischen, 

spät-apoptotischen und nekrotischen Zellen bestimmt. 

Für beide Zelllinien konnte das schon mikroskopisch vermutete Absterben der MPNST-Zellen durch 

Inkubation mit CGT bestätigt werden und außerdem gezeigt werden, dass es sich hierbei hauptsächlich 

um einen programmierten Zelltod handelt. Schon bei der niedrigsten Konzentration nahm der Anteil 

der früh- und spät-apoptotischen Zellen im Vergleich zur Kontrolle deutlich zu. Der Anteil der apopto-

tischen Zellen war dabei auch deutlich größer als der der nekrotischen Zellen. Mit steigender Konzent-

ration des CGT nahm der Anteil der apoptotischen Zellen, früh- und spät-apoptotische Zellen zusam-

men, noch weiter zu, so dass man von einer konzentrationsabhängigen apoptotischen Wirkung der 

CGT auf die MPNST-Zellen sprechen kann. 
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Abbildung 4.15: Anteil an apoptotischen Zellen bei den S1507.2 nach Inkubation mit CGT. Ein Balken zeigt den Anteil 

von apoptotischen Zellen in % an der Gesamtzellzahl nach 72h Inkubation mit CGT in je einer Konzentration bzw. mit der 

Kontrolle, 4%FCS-Medium. Nach Färbung der Zellen mit Annexin V FITC und Propidiumiodid wurden die dargestellten 

Zellpopulationen durchflusszytometrisch bestimmt. 

 

 

Abbildung 4.16: Anteil an apoptotischen Zellen bei den S1507.2 nach Inkubation mit CGT. Ein Balken zeigt den Anteil 

von apoptotischen Zellen in % an der Gesamtzellzahl nach 72h Inkubation mit CGT in je einer Konzentration bzw. mit der 

Kontrolle, 4%FCS-Medium. Nach Färbung der Zellen mit Annexin V FITC und Propidiumiodid wurden die dargestellten 

Zellpopulationen durchflusszytometrisch bestimmt. 
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4 Diskussion 
Die MPNST bilden zwar mit einer Inzidenz von ca. 0,001% nur eine sehr seltene Tumorentität, leider 

sind sie jedoch sehr aggressiv und nach wie vor mit einer extrem schlechten Prognose verbunden 

(Mrugala et al., 2005). Neue effektivere Therapieoptionen werden für diese Tumorentität daher drin-

gend benötigt. Eine neuere Strategie in der Krebstherapie ist die Hemmung der Angiogenese, da ein 

Tumor ab einer Größe von etwa 2 mm² nicht mehr nur durch Diffusion mit Sauerstoff und Nährstoffen 

versorgt werden kann, sondern auf die Bildung neuer Gefäße angewiesen ist. In den letzten Jahren 

wurden antiangiogene Therapien bereits bei verschiedenen Tumorentitäten zugelassen und in der kli-

nischen Anwendung eingesetzt (Ebos und Kerbel, 2011; Gacche und Meshram, 2014).  

Interessanterweise konnte durch präklinische Arbeiten bereits für einige der an der Angiogenese betei-

ligten Moleküle beschrieben werden, dass diese nicht nur von den Endothelzellen der Gefäße, sondern 

auch von den Tumorzellen selbst exprimiert werden (Partanen und Paavonen, 2001; Wilder, 2002; 

McColl et al., 2003; Su et al., 2006; Bagri et al., 2009; Ricono et al., 2009; Gesundheit et al. 2010; 

Takahashi, S., 2011; Weis und Cheresh, 2011; Schaffner et al., 2013). Auch die Tumor- und Stroma-

zellen der MPNST bilden selbst zum einen lösliche proangiogene Faktoren und exprimieren zum an-

deren die entsprechenden Rezeptoren (Thomas und De Vries, 2007; Gesundheit et al. 2010). Dies 

könnte ein Hinweis darauf sein, dass diese Moleküle möglicherweise im Sinne eines autokrinen Me-

chanismus die Proliferation und Migration der Tumorzellen selbst beeinflussen. Dazu passend konnte 

für den proangiogenen Faktor Midkine beispielsweise eine proliferationsstimulierende Aktivität für 

von MPNST abstammenden Schwannzellen nachgewiesen werden (Mashour et al., 2001).  

Zunächst sollten also in dieser Arbeit zur näheren Beschreibung des „Angiogeneseprofils“ von NF1-

assoziierten MPNST zwei MPNST-Zelllinien auf die Expression angiogener Faktoren und Rezeptoren 

untersucht werden. Folgende Moleküle wurden ausgewählt: die in die VEGF-Achse involvierten 

VEGF-C und -D, VEGFR-1, -2, -3, Neuropilin-2 sowie die drei für die Angiogenese ebenfalls bedeu-

tenden Integrine αVß5, αVß3 und α5ß1. Für VEGF-C wie auch -D sowie für deren gemeinsamen Re-

zeptor VEGFR-3 ist bekannt, dass sie, abgesehen von Endothelzellen, u.a. auch von Tumorenzellen 

verschiedener Entitäten gebildet werden (Partanen und Paavonen, 2001; McColl et al., 2003; Su et al., 

2006). Ebenso werden die beiden anderen VEGFRs von einigen Tumorzellen selbst exprimiert 

(Takahashi, S., 2011). Und auch Nrp-2, ein Co-Faktor des VEFGR-3, wird auf verschiedenen Tumor-

zellen exprimiert und führte in präklinischen Arbeiten direkt zu deren Zellvermehrung, vermehrten 

Migration, Invasion und verminderter Apoptose. Entsprechend ist eine Überexpression der Neuropili-

ne in Tumorzellen mit einer schlechteren Prognose verbunden ist (Ellis, 2006; Caunt et al., 2008; Bag-

ri et al., 2009). Auch für die drei Integrine wurde eine Expression durch Tumorzellen einiger solider 
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Tumorentitäten selbst nachgewiesen (Wilder, 2002; Ricono et al., 2009; Weis und Cheresh, 2011; 

Schaffner et al., 2013). Eine solche Expression war interessanterweise auch häufig mit einem verstärk-

tem Tumorwachstum und einer gesteigerten Invasivität der Tumore sowie und einer vermehrten Meta-

stasierung verbunden (Brooks et al., 1997; Ricono et al., 2009; Weis und Cheresh, 2011; Schaffner et 

al., 2013). 

Tatsächlich konnte in dieser Arbeit die Expression verschiedener angiogener Moleküle durch die 

MPNST-Zelllinien nachgewiesen werden. Hinsichtlich der VEGF-Achse wurden v.a die Rezeptoren 

VEGFR-1 und -3 sowie Neuropilin-2 exprimiert sowie beide überprüften Liganden, v.a. aber VEGF-

C. Von den Integrinen wurde das αvß3 und α5ß1 exprimiert. Dabei gab es zum Teil jedoch deutliche 

Unterschiede im Expressionsmuster zwischen den beiden Zelllinien. Die Ergebnisse hinsichtlich der 

Expression der angiogenen Moleküle waren ähnlich den Ergebnissen einer anderen Arbeitsgruppe. 

Auch zeigten sich in deren Arbeit merkliche Unterschiede in der Expression einzelner Faktoren zwi-

schen verschiedenen MPNST-Zelllinien (Thomas und De Vries, 2007). Dies unterstreicht die Hetero-

genität von verschiedenen MPNST, was hinsichtlich der Etablierung möglicher Therapien sicherlich 

eine weitere Herausforderung darstellen wird (Spurlock et al., 2010). 

Zum Vergleich der Expression angiogener Faktoren in MPNST-Zelllinien mit der Expression in situ, 

wurde in dieser Arbeit zusätzlich Tumorgwebe von MPNST aus 11 verschiedenen Patienten mit Neu-

rofibromatose-1 evaluiert. Da dieses Tumormaterial nur in sehr begrenztem Umfang zur Verfügung 

stand, konzentrierten wir uns auf die Analyse der Rezeptoren der für die Angiogenese sehr entschei-

denden VEGF-Achse und wählten in Anlehnung an die Expressionsanalysen der Zelllinien die stärker 

exprimierten VEGFR-3 und Nrp-2 sowie den VEGFR-2, welcher durch unsere Tumorzelllinien gar 

nicht exprimiert wurde. Interessanterweise konnte letzterer aber durch die Arbeitsgruppe um Gesund-

heit et al. in den Tumorzellen und Stromazellen in MPNST-Gewebeschnitten nachgewiesen werden 

(Gesundheit et al., 2010). Und auch in unserer Arbeit wies ein relevanter Teil von Tumorzellen der 

MPNST-Gewebeschnitte eine VEGFR-2 Expression auf. Im Vergleich zum VGEFR-2 waren die Ex-

pression des VEGFR-3 und v.a. des Nrp-2 jedoch merklich stärker ausgeprägt sowohl was die Anzahl 

gefärbter Tumoruzellen als auch was die Intensität betrifft. Auch bei diesen beiden Faktoren war ein 

deutlicher Unterschied zwischen der Expression in den Zelllinien und der Expression im Gewebe zu 

verzeichnen. Bei den Zellinien lag die Expressionsrate bei maximal 20-30% der Tumorzellen, im Ge-

webe bei 40 bis teilweise weit über 70%. Es wird also ersichtlich, dass es doch einen relevanten Un-

terschied in der Expression von angiogenen Molekülen in vitro und in vivo gibt und dies in entspre-

chenden folgenden in vitro Modellen berücksichtigt werden muss. Ursächlich für diese Unterschiede 

könnte mitunter sein, dass die Interaktion der Tumorzellen mit dem Tumorstroma essentiell für die 

Expression von angiogenen Faktoren durch die Tumorzellen ist. Die wichtige Bedeutung dieser Inter-
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aktion für die Angiogenese wurde bereits durch verschiedene Arbeiten nachgewiesen (Kalluri und 

Zeisberg, 2006; Tsai et al., 2014). 

Da in unseren Versuchen eine Expression des Rezeptor VEGFR-3 und seines Co-Rezeptor Nrp-2 so-

wie deren Liganden VEGF-D und -C nachgewiesen wurden, sollte anschließend der Effekt einer Inhi-

biton des VEGF-D durch einen blockierenden Antikörper auf die MPNST-Zelllinien überprüft wer-

den. Leider konnten in keiner der beiden Zelllinien reproduzierbar relevante antiproliferative Effekte 

auf die Tumorzellen erzielt werden. Eine mögliche Erklärung ist, dass die genannten Faktoren nicht 

wesentlich an der Proliferation dieser Tumorzellen beteiligt sind. Andererseits ist aber bekannt, das 

beide Rezeptoren noch weitere Liganden neben dem VEGF-D binden (Takahasi, H. und Shibuya, 

2005), von denen wir nur noch den VEGF-C auf seine Expression durch unsere MPNST-Zelllinien 

untersucht haben und eine solche auch nachweisen konnten. Es ist durchaus möglich, dass die genann-

ten Rezeptoren trotz der Inhibition des VEGF-D durch die Bindung anderer Liganden aktiviert werden 

und so weiterhin zur Proliferation der Tumorzellen beitragen können. Für die Hemmung der Endothel-

zellproliferation und damit Entwicklung anti-angiogener Therapiestrategien ist dies eine bekannte 

Herausforderung (Loges et al., 2010). Prinzipiell wäre es daher interessant, eine Hemmung des eben-

falls untersuchten und exprimierten VEGF-C und die entsprechende Wirkung auf die Proliferation bei 

MPNST-Zellen zu analysieren. Vor allem auch eine Kombination von blockierenden Antikörpern 

gegen beide nachgewiesenen Liganden wäre spannend. Da jedoch kein blockierender VEGF-C Anti-

körper zur Verfügung stand, beschränkten wir uns auf die Analyse mit dem VEGF-D Antikörper. Als 

alternative Inhibitionsmöglichkeit böte sich zudem auch eine Inhibiton des Rezeptors selber an, z.B. 

durch einen blockierenden VEGFR3-Antikörper. Eine Inhibiton des Rezeptors selber macht gerade 

auch vor dem Hintergrund Sinn, dass es durch Versuche mit VEGFR-3 Knockout-Mäusen bzw. 

VEGF-D und -C Knockout-Mäusen Hinweise darauf gab, dass es neben der ligandenabhängigen Akti-

vität des VEGFR-3 auch eine ligandenunabhängige Aktivität gibt (Haiko et al., 2008). Tammela et al. 

konnten bereits zeigen, dass durch eine Inhibition des VEGFR-3 mit einem blockierenden monoklona-

lem Antikörper eine effektive Hemmung der Endothelzellproliferation und damit einhergehend Tumo-

rangiogenese möglich ist (Tammela et al., 2008). Diesbezüglich ist weiterhin interessant, dass durch 

die Kombination monoklonaler Antikörper mit unterschiedlichen Angriffspunkten am VEGFR-3, zum 

einen die Ligandenbindung, zum anderen die Rezeptordimerisation, die Effektivität der Antikörper 

Angiogenese zu inhibieren, gesteigert werden kann (Tvorogov et al., 2010). Die Analyse der Wirkung 

entsprechender Antikörper auf die Proliferation von den MPNST-Zellen wäre auf jeden Fall eine inte-

ressante Erweiterung unserer Versuche. 

Neben der Wirkung des blockierenden Anti-VEGF-D Antikörpers wurden auch die Effekte auf die 

Proliferation von MPNST-Zellen durch verschiedene andere Moleküle, die bekannterweise eine anti-
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angiogene Wirkung haben, untersucht. Wiederum auf Grundlage der Expressionsanalysen wählten wir 

folgende antiangiogene Moleküle aus: Sema3F, sNrp1, Tum, ES, TSP-2.  

Spannenderweise wurden in dieser Arbeit zum Teil deutliche antiproliferative Effekte auf unsere 

MPNST-Zelllinien durch die aufgeführten Faktoren gesehen. Diese Effekte variierten, wie auch schon 

bei den Expressionsanalysen, wiederum zwischen den beiden MPNST-Zelllinien.  

Dem u.a. in dieser Arbeit untersuchten Endostatin konnten präklinisch bereits direkte antiproliferative, 

antiinvasive und proapoptotische Wirkungen auf Tumorzellen nachgewiesen werden (Dkhissi et al, 

2003; Nyberg et al., 2003). In dieser Arbeit jedoch zeigte das Endostatin auf keine der beiden 

MPNST-Zelllinien einen antiproliferativen Effekt, obwohl tatsächlich beide Zelllinien das Integrin 

α5ß1, ein Rezeptor des Endostatin, zu einem hohen Prozentsatz exprimierten. Es ist denkbar, dass 

dieses Integrin gerade für die antiproliferative Wirkung nicht bzw. nicht hauptsächlich von Relevanz 

ist, sondern andere Rezeptoren dafür von größerer Bedeutung sind. In der Tat konnten Sudakar et al. 

zumindest an Endothelzellen zeigen, dass Endostatin über Integrin α5ß1 v.a. eine Hemmung der Mig-

ration, nicht der Proliferation bewirkt (Sudakar et al., 2003). Dagegen ist Endostatin u.a. über das 

VEGFR-2 auch antiproliferativ wirksam (Kim, YM et al.; 2002). Dieses aber wurde durch unsere Zell-

linien sozusagen gar nicht exprimiert, und ist somit eine mögliche Erklärung für den nicht vorhande-

nen antiproliferativen Effekt.  

Zudem wurden die Effekte der beiden weiteren endogenen Inhibitoren neben Endostatin, das Tumsta-

tin und TSP-2, analysiert. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten dem Tumstatin neben seiner antipo-

liferativen Wirkung auf Endothelzellen in vitro auch eine direkte antiproliferative Wirkung auf Tu-

morzellen nachweisen, wobei dieser Effekt ebenfalls über das αvß3-Integrin vermittelt wird (Han et 

al., 1997; Shahan et al., 1999; Maeshima et al., 2000). Entsprechend wurde ihm in mehreren in vivo 

Versuchen nachgewiesen, das Tumorwachstum signifikant zu reduzieren, u.a. bei Nierenzellkarzino-

men, Prostatakarzinomen, hepatozellulären Karzinomen und Teratokarzinomen (Maeshima et al., 

2000; Eikesdal et al., 2008; Goto et al., 2008).  

Bei dem TSP-2 ist ein direkter Effekt auf Tumorzellen selbst nicht so eindeutig nachgewiesen worden. 

Es gibt präklinische Daten, dass TSP-2 keinen Effekt auf Tumorzellen hat, andere wiederum konnten 

einen antiproliferativen Effekt und wiederum andere einen proproliferativen Effekt auf Tumorzellen 

nachweisen (Streit et al., 1999; Meng et al., 2009; Chen, J et al., 2013). Zudem konnte Nakamura et al. 

dem TSP-2 über eine Herunterregulation von Matrixmetalloproteinasen einen antiinvasiven Effekt auf 

Pankreaskarzinomzellen nachweisen (Nakamura et al., 2008). 

TSP-2 und Tumstatin zeigten in dieser Arbeit beide einen inhibitorischen Effekt auf die Proliferations-

rate der Zellen der Linie MPNST S1507.2, nicht jedoch auf die der Linie S462. Dazu passen die Er-
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gebnisse der Expressionsanalyse, die zeigten, dass das Integrin avß3 v.a. von den Zellen der Linie 

S1507.2 in hohem Maße, von denen der Linie S462 sozusagen gar nicht exprimiert wird. Über diesen 

Rezeptor entfalten beide o.g. Substanzen ihre Wirkung. In beiden Fällen war die Proliferationshem-

mung nach 48 ausgeprägter als nach 24 h. Aufgrund unserer Expressionsanalysen könnte man hin-

sichtlich des TSP-2 vermuten, dass die Proliferationshemmung über das Integrin avß3 vermittelt wird. 

Da aber das TSP-2 sehr viele Interaktionspartner hat, deren Expression wir nicht überprüft haben, 

besteht natürlich die Möglichkeit, dass die Proliferationshemmung über andere Rezeptoren und Sig-

nalwege vermittelt wird (Chen, J et al., 2013). Es wären weitere Versuche notwendig, um zu klären, 

inwieweit das Integrin avß3 tatsächlich an der Hemmung der Proliferation unserer MPNST S1507.2 

Zellen beteiligt ist. Im Vergleich zum TSP-2 ist bei dem Tumstatin das Integrin avß3 dessen einzig 

nachgewiesener Bindungspartner, über den er seine antiangiogenen und antitumorigenen Effekte ver-

mittelt (Maeshima et al., 2002; Sudhakar et al., 2003). Es ist daher für ihn sehr wahrscheinlich, dass 

auch bei unseren MPNST-Zellen die antiproliferative Wirkung durch dieses Integrin entfaltet wurde.  

Auch der VEGFR-1 und dessen Ligand VEGF-A werden wie bereits erwähnt von Tumorzellen selbst 

exprimiert. Eine Möglichkeit der Hemmung des VEGF-A ist dessen Antagonist sNRP-1 (Gagnon et 

al., 2000), dessen Effekt auf die MPNST-Proliferation in dieser Arbeit untersucht werden sollte. Bis-

lang gibt es noch keine veröffentlichten Daten, ob das sNrp-1 antiproliferative Effekte auf Tumorzel-

len selbst vermitteln kann. Allerdings wurden die Effekte des blockierenden VEGF-A Antikörper Be-

vacizumab, durch den eine alternative Hemmung des VGEF-A gegeben ist und der in der Klinik be-

reits seit mehreren Jahren zugelassen ist, viel untersucht. Die Daten zu direkten antiproliferativen Wir-

kungen auf Tumorzellen sind kontrovers (Videira et al., 2011), (Hein und Graver, 2014). Bei den 

Proliferations-Assays mit dem sNrp-1 in dieser Arbeit zeigte sich ein relevanter antiproliferativer Ef-

fekt, allerdings wiederum nur auf eine der beiden Zelllinien, in diesem Fall aber auf die Linie S462. 

Dies ist insofern verwunderlich, als dass das sNRP-1 ein Antagonist des VGEF-A ist, dessen Rezepto-

ren u.a. VEGFR-1 und -2 sind. Letzteres wurde in unseren Expressionsanalysen von keiner der beiden 

Zelllinien exprimiert, das VEGFR-1 v.a. von der Linie S1507.2 und nicht von der S462. Allerdings 

sind auch die beiden Neuropiline Bindungspartner des VEGF-A. Von ihnen wird das Nrp-2 von bei-

den unserer Zelllinien exprimiert, in größerem Maße jedoch von der Linie S462, was somit möglich-

erweise die antiproliferativen Effekte des sNrp-1 auf diese Linie erklärt.  

Des Weiteren sollte auch die Wirkung des Sema3F, Ligand des Nrp-2, auf die beiden MPNST-

Zelllinien überprüft werden. Auch ihm konnten bereits für andere Tumorentitäten direkte inhibitori-

sche Effekte auf Tumorwachstum sowie Proliferation und Invasion von Tumorzellen nachgewiesen 

werden (Xiang et al., 1996; Xiang et al., 2002; Bagri et al., 2009). Nicht zuletzt ist es auch negativre-

gulierend an der Metastasierung von Tumoren beteiligt, was sich durch seine direkte Wirkung auf 

Tumorzellen sowie auf die Lymphangiogenese erklären lässt (Bielenberg et al., 2004). Es stellt somit 
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ein interessantes Therapiemolekül für die Krebstherapie dar, mit dem sowohl die Angiogenese und 

Lymphangiogenese gehemmt werden kann als auch die Proliferation der Tumorzellen selbst. Das Se-

ma3F zeigte als einziges der oben genannten Moleküle eine antiproliferative Wirkung auf beide unter-

suchten Zelllinien. Die Zellen der Linie S462 exprimierten dabei zwar zu einem deutlich höheren Pro-

zentsatz dessen Rezeptor Nrp-2 als die der Linie 1507.2. Dennoch war die Hemmung der Proliferation 

interessanterweise bei beiden etwa gleich ausgeprägt. Von dem Sema3F wie von allen Semaphorinen 

ist bekannt, dass sie neben den Neuropilinen eine zweite Gruppe von Rezeptoren binden, die Plexine. 

In dieser Arbeit wurde die Expression dieser Rezeptorgruppe an den MPNST Zelllinien nicht über-

prüft. Es ist aber unter Umständen denkbar, dass auch sie von unseren MPNST Zellen exprimiert wer-

den und an deren Proliferation beteiligt sind. Beispielsweise konnten Shimizu et al. zeigen, dass Se-

ma3F über eine Komplexbildung mit Nrp-2 und dem Plexin A1 zu einem Kollaps des Zytoskeletts von 

humanen Gliomazellen und den damit verbundenen funktionellen Einschränkungen wie Migrations-

hemmung führt (Shimuzu et al., 2008). Es gibt noch keine veröffentlichten Daten zu einer Expression 

von Plexinen in MPNST. Um den Mechanismus der antiproliferativen Wirkung des Sema3F auf unse-

re MPNST-Zellen besser zu verstehen, wäre es durchaus interessant, eine mögliche Expression von 

Plexinen auch in unseren MPNST-Zelllinien zu überprüfen und des Weiteren auch eine potentielle 

Beteiligung derer an der Proliferation sowie Migration der Tumorzellen.  

Da es für maligne Erkrankungen ganz charakteristisch ist, nicht nur an Ort und Stelle zu wachsen, 

sondern sich im ganzen Körper auszubreiten und in Lymphknoten oder Organen Metastasen zu bilden, 

ist die Fähigkeit der Migration von essentieller Bedeutung für eine Tumorzelle. Aus diesem Grund 

sollte in dieser Arbeit auch eine mögliche Inhibition ebendieser Fähigkeit überprüft werden. Wir wähl-

ten dazu Substanzen, die schon in den Proliferations-Assays einen Effekt zeigen konnten, so dass man 

optimalerweise ein Molekül hätte, welches Proliferation und Migration der Tumorzellen selbst hem-

men kann und gleichzeitig noch antiangiogen wirkt. Da in Vorversuchen nur die Zelllinie S462 eine 

relevante Invasivität zeigte, wählten wir entsprechend das Sema3F und das sNrp-1 aus. Zusätzlich 

überprüften wir auch die antiinvasive Wirkung des TSP-2, auch wenn dieses nur auf die Zelllinie 

S1507.2 einen antiproliferativen Effekt hatte, weil von ihm bekannt ist, dass es eine antiinvasive Wir-

kung u.a. auf Pankreaskarzinomzellen über eine Herunterregulation von Matrixmetalloproteinasen 

bewirkt (Mac Lauchlan et al, 2008; Nakamura et al., 2009). Tatsächlich konnte in dieser Arbeit eine 

signifikante antiinvasive Wirkung des TSP-2 auf die Zellen der Linie S462 nachgewiesen werden. 

Hinsichtlich des Sema3F waren unsere Ergebnisse ähnlich denen anderer Arbeitsgruppen, die auch 

schon nachweisen konnten, dass Sema3F die Migration der Tumorzellen verschiedener Entitäten wie 

Mammakarzinome, Melanome und Kolorektalkarzinome hemmen kann (Nasarre et al., 2002; Bielen-

berg et al., 2004; Wu et al., 2011). Hinsichtlich des sNrp-1 gibt es bislang noch keine vergleichbaren 

Arbeiten, die eine antiinvasive Wirkung dessen auf Tumorzellen selbst untersucht hätten. Sowohl das 
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Sema3F als auch das sNrp-1 zeigten in dieser Arbeit eine ausgeprägte antiinvasive Wirkung auf die 

S462-Zellen. Dabei war die Reduktion der Invasität bei den Zellen, die mit Sema3F und mit sNrp-1 

behandelt wurden, etwa gleich hoch, aber interessanterweise bei den mit TSP-2 behandelten deutlich 

geringer ausgeprägt.  

Es wäre jedenfalls äußerst interessant in weiterführenden Versuchen die Effekte der Substanzen, die in 

unserer Arbeit in vitro antitumorigene Effekte gegen die die MPNST-Zelllinien gezeigt haben, auch in 

vivo zu untersuchen. Vor allem die beiden Substanzen sNrp-1 und Sema3F, die sowohl antiproliferati-

ve wie auch antiinvasive Effekte in vitro zeigen konnten, stellen optimale potentielle neue Therapie-

moleküle dar und sollten in weiteren Untersuchungen hinsichtlich ihrer Effektivität in vivo analysiert 

werden.  

Nicht zuletzt sollte in dieser Arbeit noch die antitumorigene Wirkung des CGT getestet werden, ein 

Antagonist der Integrine αvß3 und αvß5, da auch dessen Wirkung sich nicht nur auf Endothelzellen 

beschränkt. Beispielsweise konnte auch eine antiproliferative und proapoptotische Wirkung auf Gli-

omzellen wie auch auf andere Tumorzellen nachgewiesen werden (MacDonald et al., 2001; Oliveira-

Ferrer 2008). Ein inhibierender Effekt auf αvß3 und αvß5 Integrin exprimierende Tumorzellen selbst 

konnte auch in in vivo Versuchen belegt werden (Taga et al,. 2002 ), so dass ein vermindertes Tumor-

wachstum sowohl auf die antiproliferative als auch antitumorigene Wirkung des CGT zurückgeführt 

werden kann, was auch dieses Molekül zu einem interessanten Molekül für die Krebstherapie macht. 

Erfreulicherweise konnte in dieser Arbeit auch ein antitumorigener Effekt auf die beiden MPNST-

Zelllinier S462 und S1507.2 nachgewiesen werden. Eine etwaige Konzentrationsabhängigkeit war 

hierbei nur gerinfügig ausgeprägt. Insgesamt konnte eine im Vergleich zu den bislang beschriebenen 

Substanzen stärkere Reduktion der  Proliferation bis etwa 70% erreicht werden. Dabei war jedoch die 

Reduktion der Proliferation bei den S1507.2 deutllich ausgeprägter als bei den S462. Dies passt gewis-

sermaßen zu den Expressionsanalysen, die zeigten, dass die S1507.2 zu einem deultich höheren Pro-

zentsatz das Integrin avß3 exprimieren. Erstaunlich ist allerdings, dass die Zelllinie S462 überhaupt 

eine relevante Inhibition der Proliferation nach Inkubation mit dem Cilengitide zeigte, obwohl sie 

weder das Integrin αvß3 exprimieren noch das Integrin αvß5. Es wäre denkbar, dass Cilengitide in 

Abwesenheit von den beiden Integrinen αvß3 und αvß5, wie bei den MPNST S264 letztlich der Fall, 

über die Interaktion mit anderen Integrinen ähnliche Wirkungen entfalten kann (Mas-Moruna et al., 

2011; Meyer dos Santos et al., 2014). 

Auffällig waren die Formänderung und Verlust der Adhäsion der MPNST-Zellen bei den Proliferati-

ons-Assays mit CGT, wobei das Phänomen mit steigender Konzentration des CGT stärker wurde. Es 

konnte in weiterführenden Versuchen gezeigt werden, dass es unter Inkubation mit dem CGT zu einer 

deutlichen Zunahme des Anteils apoptotischer MPNST-Zellen an der Gesamtzellzahl kam. Hier zeigte 
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sich eine gewisse Konzentrationsabhängigkeit. Insgesamt war bei der Zelllinie S1507.2 der Anteil der 

apoptotischen Zellen etwas größer als bei den S462. Ob die Zellen durch einen direkten Effekt des 

CGT apoptotisch werden oder durch den durch CGT ausgelösten Verlust der Adhäsion, was als Anoi-

kis bezeichnet wird, wurde in dieser Arbeit nicht näher untersucht. Für Gliomazellen beispielsweise 

konnte durch unsere Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass es sich bei der Apoptose durch CGT a.e. um 

eine Anoikis handelt (Oliveira-Ferrer et al., 2008). Auch die zugrunde liegenden molekularen Mecha-

nismen des CGT auf die MPNST-Zellen wurden in dieser Arbeit nicht weiter untersucht. Beides wä-

ren interessante Fragestelllungen für Folgearbeiten.  

Insgesamt konnte eine ausprägte antiproliferative und proapoptotische Wirkung des CGT auf beide 

untersuchten MPNST-Zellinien beobachtet werden, so dass es nach diesen Ergebnissen äußerst inte-

ressant wäre, diese Wirkung auch in vivo weiter zu überprüfen. Gerade bei den Substanzen, die das 

Integrin αvß3 als Zielstruktur haben, wie eben auch das CGT, wäre ein weiterer Vorteil in vivo, dass 

dieses Integrin kaum in normalem adulten Gewebe exprimiert wird, so dass man vermuten kann, dass 

sie möglicherweise als Therapien recht nebenwirkungsarm sind (Danhier et al., 2012). Tatsächlich war 

Cilengitide in klinischen Studien recht gut verträglich. Leider zeigte sich in den letzten Jahren aber, 

dass das CGT trotz sehr guter präklinischer Ergebnisse die klinischen Ergebnisse bei verschiedenen 

Tumorentitäten, u.a. Glioblastomen, Kopf-Hals-Tumoren, weniger überzeugend waren. Nachdem bei 

z.B. den Glioblastomen verschiedene Phase-I und -II-Studien noch Hinweise dafür erbrachten, dass 

CGT zumindest in Kombination mit Standard-Radiochemotherapie das Überleben von Patienten ver-

bessern könnte, zeigte eine große Phase III Studie keinen Überlebensvorteil (Reardon et al., 2008; 

Stupp et al, 2010; Nabors et al., 2012; Stupp et al., 2014). Auch bei Kopf-Hals-Tumoren konnte dem 

CGT in Kombination mit einer Chemotherapie mit Cisplatin und 5-FU sowie Cetuximab kein Effekt 

auf das Patientenüberleben nachgewiesen werden, allerdings exprimieren Kopf-Hals-Tumoren auch 

nicht das Integrin αvß3 (Vermorken et al., 2013).  

Es ist sehr gut denkbar, dass u.a. verschiedene Resistenzmechanismen ursächlich für die fehlende kli-

nische Wirkung des CGT sind (Desgrosellier et al., 2009).  

Gerade aufgrund der potentiellen Resistenzbildung wäre eine Kombination von antiprolifertiv wirk-

samen Substanzen, die unterschiedliche Therapie-Targets haben, interessant. Präklinisch konnte bei-

spielsweise bei Glioblastomzellen durch unsere Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass die Kombination 

der beiden Substanzen Tumstatin und Endostatin, die verschiedene Zielmoleküle haben, den jeweili-

gen einzelnen Substanzen hinsichtlich der antitumorigenen Effektivität überlegen sind (Oliveira-Ferrer 

et al., 2013). In dieser Arbeit zeigte neben dem CGT auch das Sema3F relevante antitumorigene Ei-

genschaften, beide haben mit den Integrinen auf der einen Seite und Nrp-2 und damit die VEGF-

Achse, auf der anderen Seite ebenfalls ganz unterschiedliche Zielmoleküle. Die Überprüfung ebendie-
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ser Kombination bei MPNST-Zellen, aber auch der Kombination anderer Substanzen, die in dieser 

Arbeit antitumorigen wirkten und in unterschiedlichen Signalwegen involviert sind, wären spannende 

Untersuchungen für zukünftige Arbeiten. 

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit mit den untersuchten Molekülen erfreuliche Ergebnisse 

mit z.T. deutlichen antiproliferativen, antiinvasiven und proapoptotischen Effekten auf die Tumor-

zellen der beiden MPNST-Zelllinien erzielt werden. Gerade das CGT, Sema3F, aber auch Tumstatin, 

sNrp-1 und TSP-2 konnten sich als interessante potentielle Therapiemoleküle erweisen, die zwei An-

griffspunkte, die Angiogenese und die Tumorzellen selber, haben. Daher wäre eine weitere Analyse 

der Effektivität dieser Moleküle in vivo eine sehr interessante Fragestellung für folgende Arbeiten, 

ebenso wie eine Analyse von Kombinationen der o.g. Substanzen, die dann möglichst unterschiedliche 

Zielmoleküle haben sollten. Vor allem für die beiden antiproliferativ und antiinvasiv wirksamen Sub-

stanzen sNrp-1 und Sema3F wäre eine weiterführende Analyse der Effektivität in vivo sehr interes-

sant, gerade weil beiden bereits antiangiogene und antitumorigene Effekte in vivo bei anderen Tumor-

entitäten nachgewiesen werden konnte (Schuch et al., 2003; Wong et al., 2012). Sema3F beispielswei-

se führt bei Schwannomen in Neurofibromatose Typ 2 Patienten zu einer Inhibition der Angiogenese 

und Reduktion der Tumorlast, was allerdings hauptsächlich auf antiangiogene Eigenschaften des Se-

ma3F zurückzuführen war (Wong et al., 2012). Bei unseren MPNST wäre die Vermutung, dass auch 

in vivo durch einen additiven antiangiogenen und antiinvasiven Effekt beider Faktoren diese ein deut-

liches antitumorigenes Potential besitzen. Durch in vivo Versuche wäre es zudem nicht nur möglich, 

diese in vitro nachgewiesen Effekte auf die Tumorzellen zu bestätigen, sondern auch eine potentielle 

doppelte Wirkung auf die Gefäße bzw. die Endothelzellen und die Tumor zu untersuchen. Dazu 

kommt, dass eine Analyse in vivo insbesondere auch deshalb interessant ist, weil die beiden unter-

suchten MPNST-Zelllinien nur zu maximal 20-30% der relevanten Rezeptoren exprimieren, bei den 

Gewebeschnitten die Expression jedoch wie beschrieben deutlich höher lag. Daher könnte man unter 

Umständen vermuten, dass im Gewebe, also in vivo, auch die Ansprechwahrscheinlichkeit auf die 

genannten Substanzen noch größer ist. Gerade vor dem Hintergrund, dass die Prognose der MPNST 

weiterhin sehr schlecht ist und die Therapie, gerade auch die systemische, nur unzureichend effektiv 

ist, stellen die in dieser Arbeit identifizierten, aniangiogen und antitumorigen auf MPNST-Zellen wir-

kenden Substanzen eine interessante potentielle Therapiemöglichkeit dar, welche so dringend benötigt 

wird. 
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5 Zusammenfassung 
MPNST sind seltene aber aggressive Tumoren mit nach wie vor sehr eingeschränkter Prognose. Dies 

liegt nicht zuletzt daran, dass die einzige kurative Therapieoption die radikale chirurgische Entfernung 

ist, welche aber aufgrund des häufig lokal fortgeschrittenen Wachstums bei Diagnosestellung selten 

erreicht werden kann. Neue Therapien sind daher unbedingt notwendig. Zu den neueren Strategien in 

der Krebstherapie gehört die antiangiogene Therapie, da Angiogenese einen essentiellen Schritt in der 

Entwicklung und dem Wachstum von Tumoren darstellt. Seit einigen Jahren sind antiangiogene The-

rapien bereits in der Therapie einiger Entitäten etabliert. Interessant ist, dass verschiedene proangioge-

ne Faktoren und vor allem auch die entsprechenden Rezeptoren nicht nur von Endothelzellen, sondern 

auch von Tumorzellen selbst exprimiert werden und diese dadurch in die Proliferation und Migration 

der Tumorzellen direkt involviert sein könnten. Dies gilt auch für die Entität der MPNST.  

Mit dieser Arbeit sollte daher eine Substanz ermittelt werden, mit der eine inhibitorische Wirkung 

sowohl auf die Endothelzellen und damit die Angiogenese sowie auf die Tumorzellen selbst erreicht 

werden kann. Dazu wurde zunächst die Expression löslicher proangiogener Faktoren (VEGF-C, -D) 

und Rezeptoren (VEGFR-1, -2, -3, Nrp-2, Integrin αVß5, αVß3 und α5ß1) in zwei verschiedenen 

MPNST-Zelllinien (S462, S1507.2) unersucht. Zudem wurde die Expression von VEGFR -1, -2 und 

Nrp-2 in Geweben von elf verschiedenen Neurofibromatose-1 assoziierten MPNST-Patienten unter-

sucht. Es konnte gezeigt werden, dass beide Zelllinien VEGF-C und –D exprimieren sowie einige der 

überprüften Rezeptoren (VEGFR-1, -3, Nrp-2, Inegrine αVß3, α5ß1). Auch im Gewebe zeigte sich 

eine ausgeprägte Expression v.a. von VEGFR-3 und Nrp-2. Unter Berücksichtigung dieser Ergebnisse 

sollte der Effekt verschiedener antiangiogener Substanzen (Sema3F, sNrp, Tumstatin, Endostatin, 

TSP-2 und CGT) auf die Proliferation und Invasion beider MPNST-Zelllinien analysiert werden. Ge-

rade das Sema3F, das Nrp-2 mit einer hohen Affinität bindet, hatte eine deutlich hemmende Wirkung 

auf die Proliferation sowie Invasion beider Zelllinien. CGT hatte ebenfalls eine ausgeprägte Wirkung 

auf die Proliferation. Aber auch einige der weiteren Substanzen (Tumstatin, TSP-2, sNrp) zeigten Ef-

fekte auf Proliferation und teils auch Invasion der MPNST-Zellen. Dabei zeigten sich teilweise merk-

liche Unterschiede zwischen beiden Zelllinien hinsichtlich der Expression angiogener Faktoren wie 

auch der Wirkung der antiangiogenen Substanzen. 

Zusammenfassend konnten interessante Substanzen identifiziert werden, denen neben ihren antiangio-

genen Eigenschaften in dieser Arbeit auch direkt antitumorigene Wirkungen auf Proliferation und 

Invasivität der MPNST-Zellen nachgewiesen werden konnten. Gerade der Sema3F/Nrp-2 Signalweg 

stellt mit seiner antiproliferativen und antiinvasiven Wirkung auf beide Zelllinien einen vielverspre-

chenden Target in der Entwicklung neuer Therapieoptionen für MPNST dar. 
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5.1 Abstract 
MPNST are rare but aggressive tumors, which still have a very poor prognosis. That is because the 

only curative treatment option is a radical surgical removal, which rarely can be achieved due to the 

often locally advanced growth at time of diagnosis. Therefore new therapies are crucial. One of the 

novel strategies in cancer treatment is the anti-angiogenic therapy. Angiogenesis is an essential step in 

the development and growth of tumors. For several years, anti-angiogenic therapies have been estab-

lished in the treatment of some entities. It is interesting that several pro-angiogenic factors and espe-

cially their respective receptors are not only expressed by endothelial cells, but also by tumor cells 

themselves and thus could be directly involved in the proliferation and migration of tumor cells. This 

also applies to the entity of the MPNST. 

Therefore, this paper aims to identify a substance, which has an inhibitory effect on both the endothe-

lial cells and thereby the angiogenesis and the tumor cells themselves. For this reason, the expression 

of soluble pro-angiogenic factors (VEGF-C, D) and pro-angiogenic receptors (VEGFR-1, -2, -3, Nrp-2 

integrin αVß5, αVß3 and α5ß1) was analyzed in two different MPNST cell lines (S462 , S1507.2). In 

addition, the expression of VEGFR-1, -2 and No. 2 was examined in tumor tissue samples of eleven 

different neurofibromatosis-1 associated MPNST patients. It could be shown that both cell lines ex-

press the soluble factors VEGF-C and D as well as some of the reviewed receptors (VEGFR-1, -3, 

Nrp-2, Inegrine αVß3, α5ß1). Furthermore a pronounced expression, mainly of VEGFR-3 and Nrp-2, 

was detected in the tissue samples. Taking these results into account, the aim was to analyze the effect 

of various anti-angiogenic substances (Sema3F, sNrp, Tumstatin, Endostatin, TSP-2 and CGT) on the 

proliferation and invasion of both MPNST cell lines. Especially Sema3F, which binds Nrp-2 with high 

affinity, had a clear inhibitory effect on the proliferation and invasion of both cell lines. CGT had a 

strong effect on the proliferation as well and some of the other substances (Tumstatin, TSP-2, sNrp) 

also showed effects on the proliferation and in some cases the invasion of the MPNST cells. Partly 

there were some significant differences between the two cell lines regarding the expression of 

angiogenic factors and the effect of the anti-angiogenic substances. 

In summary, interesting substances could be identified, which have direct anti-tumorigenic effects on 

proliferation and invasiveness of MPNST cells in addition to their anti-angiogenic properties. Espe-

cially the Sema3F/ Nrp2 pathway with its anti-proliferative and anti-invasive effect on both cell lines 

provides a promising target in the development of new therapeutic options for MPNST. 
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6 Abkürzungsverzeichnis 
5-FU   5-Fluorouracil 

AEC   Amoniethyl carbazole 

AKT   Proteinkinase B 

bFGF   Basic fibroblast growth factor 

BSA   Bovine Serum Albumin 

CD   Cluster of differentiation 

Cdc42   Cell division control protein 42 

CDKN2A  cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 

cDNA   complementary DNA 

CGT   Cilengitide 

CM   Konditioniertes Medium 

DDT   Dichlordiphenyltrichlorethan 

DEPC   Diethylpyrocarbonate 

DMEM   Dulbeco`s Modifiziertes Eagle Medium 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNA   Desoxyribonucleic acid 

DNase   Desoxyribonuclease 

DPBS   Dulbeco`s Phosphate-Buffered Saline 

DTT   Dithiothreitol 

ECL   enhanced chemiluminescence 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

eNOS   Endothelial nitric oxide synthase 
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ERK   extracellulat signal-regulated kinase 

FACS   Fluorescence-activated cell sorting 

FAK   Focal Adhesion Kinase 

FBS   Fetales bovines Serum 

FCS   Fetal Calf Serum 

FGF   Firbobalst growth factor 

FITC   Fluorescein isothiocyanate 

Flt   fms-related tyrosine kinase 

FSC   Forward light scatter 

GAP   GTPase activating protein  

GAPDH  Glycerinaldehyd-3-Phosphat 

GDP   Guanosindiphosphat 

GRD   GAP related domain 

GTP   Guanosintriphosphat 

HE   Hämatoxylin-Eosin 

HIF   Hypoxie-induzierter Faktor 

His-Tag  Polyhistidin-Tag 

HMEC   Human Mammary Epithelial Cells 

HRP   Horseradish peroxidase 

Ig   Immunglobulin 

ICH   Immunhistochemie 

IL   Interleukin 

KDR   Kinase insert domain receptor 

MAP   Mitogen-activated protein 
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MAPK   Mitogen-activated protein kinase 

MEK   MAPK/ERK kinase 

mES   murine Endostatin 

MMP   Matrixmetalloproteinase 

MPNST  Maligner peripherer Nervenscheidentumor 

mRNA   messengerRNA 

MRT   Magnetresonanztomographie 

mTOR   mechanistic Target of Rapamycin 

n   Anzahl 

NF1   Neurofibromatose Typ 1 

Nrp   Neuropilin 

NTA   Nitrilotriacetic acid 

p38 MAPK  p38-mitogenaktivierte Proteinkinase 

PAE   Porcin aortic endothelial 

PAK   p21-activated kinase 

PBS   Phosphate-buffered saline 

PCK   Proteinkinase C 

PCR   Polymerase-Kettenreaktion 

PDGF   Platelet derived growth factor 

PE   Phycoerythrin 

PI   Propidiumiodid 

PI3K   Phosphoinositid-3-Kinasen 

PLC   Phospholipase C 

PlGF   Placental growth factor 
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R0-Resektion  Entfernung des Tumors im Gesunden 

Rac   Ras-related C3 botulinum toxin substrate 

Raf   rapidly accelerated fibrosarcoma  

Ras   Rat sarcoma 

RGD   Arginylglycylaspartic acid 

RNA   Ribonuclein acid 

RNase   Ribonuclease 

RT-PCR  Real-Time PCR 

S6K   Ribosomal s6 kinase 

SDS   Sodium dodecyl sulfate 

SE   Standardfehler 

Sema   Semaphorin 

sNrp   soluble Neuropilin  

SSC   Sideward light scatter 

sVEGFR-2  soluble VEGFR-2 

svVEGF  snake venom VEGF 

TBS   Tris-buffered Saline 

TNF   Tumornekrosefaktor 

TP53   humanes Tumorsupressorgen des Protein P53 

TSP   Thrombospondin 

VEGF   Vascular endothelial growth factor  

VEGFR  Vascular endothelial growth factor receptor 

VPF   Vascular permeability 

WT   Wildtyp
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