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1. Fragestellung

Mit etwa 8% aller kindlichen Tumoren ist das Neuroblastom einer der haufigsten ma-
lignen Tumoren des Kindesalters, pro Jahr werden 120-130 Neuroblastome in Deutsch-
land neu diagnostiziert (Simon, 2005; Maris et al., 2007). Trotz verbesserter Therapie-
mdoglichkeiten und einer stetigen Zunahme der 5-Jahresiiberlebensrate in den letzten 20
Jahren, liegt die Langzeit-Uberlebensrate fiir Kinder mit metastasiertem Neuroblastom,
die alter als ein Jahr sind unter 40% (Berthold et al., 2003; De Bernardi et al., 2003).
Folglich sind neue therapeutische Ansétze von grofiem klinischen Interesse.

Klinisch relevante Tiermodelle sind als Grundlage fiir Versuche zur Zellbiologie und
zur Therapie von humanen Tumoren und ihrer Metastasierung unabdingbar. Daher soll
in dieser Arbeit ein geeignetes Xenograftmodell fiir humane Neuroblastome entwickelt

werden.
Im Einzelnen soll untersucht werden:

e Wie sieht das Wachstums- und Metastasierungsverhalten von humanen Neu-
roblastomzelllinien in scid M&usen aus?

e Gibt es eine Korrelation zwischen der GréRe des Primértumors und der Anzahl
der Fernmetastasen in diesem Modell?

e Welches CD44- und Nestin-Expressionsmuster weisen die in den Mdausen ge-

wachsenen Primartumoren und wenn vorhanden deren Metastasen auf?



2. Einleitung

2.1. Das Neuroblastom

Das Neuroblastom ist mit ca. 8% aller kindlichen Tumoren der haufigste extrakranielle
solide Tumor im Kindesalter (Simon, 2005; Maris et al., 2007). Etwa 40% der Kinder
erkranken im ersten Lebensjahr, bis zum Alter von 6 Jahren sind mehr als 90% der Neu-
roblastome diagnostiziert. In Deutschland liegt die Zahl der Neuerkrankungen pro Jahr
bei 120-130. Die Inzidenz liegt bei 1.3 Erkrankungen auf 100000 Kinder unter 15 Jah-
ren (Hero und Berthold, 2002; Schwab et al., 2003; Simon, 2005).

Das Neuroblastom gehdért zu den embryonalen Tumoren, die charakeristischerweise im
frihen Kindesalter auftreten. Es ist eine maligne Erkrankung des sympathischen Ner-
vensystems und kann somit Gberall dort auftreten, wo sympathisches Nervengewebe zu
finden ist. In erster Linie entstehen Neuroblastome in den Nebennieren, dem paraver-
tebralen sympathischen Grenzstrang und paraaortal im Abdomen. Die Ausbreitung der
Tumore erfolgt durch infiltratives Wachstum, anschlieRend dann durch lymphogene und
hamatogene Metastasierung.

Etwa die Halfte der Patienten weisen bei der Diagnosestellung Fernmetastasen auf. Die-
se finden sich meist im Knochenmark, in den Knochen, in Fernlymphknoten und in der
Leber, seltener in der Haut, im Gehirn und in der Lunge (Morgenstern et al., 2004; Hero
und Berthold, 2002; Simon, 2005).

Die betroffenen Kinder leiden sowohl unter Krankheitszeichen, die direkt auf den Tu-
mor zurtickzuflihren sind, als auch unter sogenannten Allgemeinsymptomen. Entspre-
chend der verschiedenen Ursprungsorte kann ein Neuroblastom durch unterschiedliche
Symptome auffallen wie z. B. ein tastbarer Knoten im Bauchraum, Atembeschwerden,
Husten und verdickte Halslymphknoten oder auch Anzeichen einer Querschnittsl&h-
mung durch Vorwachsen des Tumors in Richtung Rickenmark. Als Allgemeinsympto-
me kénnen Blasse, Gewichtsverlust, Fieber und Durchfall auftreten.

Der Verdacht auf das VVorliegen eines Neuroblastoms ergibt sich aus den typischen Be-
schwerden und dem Befund der korperlichen Untersuchung. H&ufig aber wird ein Neu-
roblastom auch zuféllig im Rahmen einer Routineuntersuchung entdeckt. Die Diagnose
durch weiterfuhrende Untersuchungen wird gesichert: Blut- und Urinuntersuchung auf
Katecholaminmetabolite, feingewebliche Beurteilung einer Biopsie, Rontgenuntersu-
chung des Brustkorbs, Ultraschalluntersuchung des Bauchraums, Computer- und

Kernspintomographie, Szintigraphie.



Die internationale Stadieneinteilung des Neuroblastoms (INSS) bericksichtigt die Aus-
breitung der Tumorerkrankung und die Resektabilitat. Sie unterscheidet lokalisierte
Neuroblastome, metastasierte Neuroblastome des Stadium IV und das Sonderstadium
IV-S mit besonderem Metastasierungsmuster bei S&duglingen bis 1 Jahr (Tabelle 1).

I Auf den Ursprungsort beschrankter Tumor, komplette Resektion mit oder
ohne mikroskopischem Rest, ipsi- und kontralaterale Lymphknoten histolo-
gisch negativ

Ila Unilateraler Tumor mit inkompletter Resektion, ipsi- und kontralaterale

Lymphknoten histologisch negativ

b Tumor wie bei lla, jedoch positive ipsilaterale Lymphknoten

I Tumor infiltriert Gber die Mittellinie oder Tumor mit positiven kontralateralen

Lymphknoten oder Mittellinientumor mit beidseits positiven Lymphknoten

v Tumoraussaat in Lymphknoten, Knochen, Knochenmark, Leber und andere
Organe

IV-S | Sonderform, nur bei Neugeborenen und Sauglingen im 1. Lebensjahr, lokali-
sierter Primartumor wie bei Stadium 1, Ila oder Ilb, Tumoraussaat in Leber,

Haut oder Knochenmark

Tabelle 1 Stadieneinteilung des Neuroblastoms nach INSS

Der klinische Verlauf des Neuroblastoms kann sehr unterschiedlich sein und ist von
vielen Faktoren abhéngig (Hero und Berthold, 2002; Simon, 2005). Wichtiger Risiko-
faktor ist das Tumorstadium bei Diagnosestellung, da lokalisierte Neuroblastome eine
deutlich hohere 5-Jahrestiberlebensrate haben als metastasierte Tumore des Stadium 1V
(Tabelle 2). Weiterhin spielt das Erkrankungsalter eine grof3e Rolle fur die Prognose. So
kdnnen bei Kindern im ersten Lebensjahr inkomplett resezierte Tumore oder sogar dis-

seminierte Neuroblastome des Stadium 4S spontan regredieren oder in gutartige Tumo-



re ausdifferenzieren. Im gleichen Stadium haben &ltere Kinder eine schlechtere Progno-

se als Sauglinge im ersten Lebensjahr (Tabelle 2).

) Anteil der Neuroblastome
Alter Stadium ) 5-Jahrestiberlebensrate (%)
in der Altersgruppe (%)

<1 Jahr I-111 61 95 +/-1
v 13 53 +/-6

IV-S 26 79 +/-4

>1 Jahr I-111 45 76 +/-2
v 55 20 +/-2

Tabelle 2 Uberleben bei Neuroblastom in Abhéngigkeit von Alter und Stadium fiir 615 Kinder
< 1 Jahr und 1028 Kinder > 1 Jahr (GPOH - Gesellschaft fiir Padiatrische Onkologie und Hdma-
tologie, Niemeyer, 2003)

Weitere Kklinische Marker, die mit der Prognose des Neuroblastoms korrelieren, sind
LDH und Ferritin. Zunehmende Bedeutung als prognostische Faktoren erlangen mole-
kulargenetische Verdnderungen. Der wichtigste prognostisch relevante molekulare
Marker ist die myc-N-Amplifikation, die mit einer deutlich schlechteren Uberlebensrate
einhergeht (Hero und Berthold, 2002). Daneben gibt es weitere zahlreiche klinische und
insbesondere molekulare Marker (Status Chromosom 1p, 11q, 3p, Expression des Ad-
hasionsmolekils CD44, Telomeraseaktivitét etc.), die in der Zukunft sicherlich zuneh-
mend Bedeutung erlangen, deren Kklinische Wertigkeit z.T. aber noch nicht endglltig
geklart werden konnte (Hero und Berthold, 2002; Schwab et al., 2003; Simon, 2005).

Entsprechend des unterschiedlichen klinischen Verlaufs gibt es beim Neuroblastom
keine eindeutige Standardbehandlung, sondern die Therapie erfolgt im Rahmen von
aktuellen kooperativen Neuroblastomstudien, z. B. der Neuroblastomstudie NB2004 in
Deutschland (Morgenstern et al., 2004; Simon, 2005). In der Regel werden international
drei Behandlungsgruppen unterschieden; die Beobachtungs-, die Standardrisiko- und
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die Hochrisikogruppe. Die erste therapeutische Mafinahme ist in jedem Fall die Opera-
tion. Diese hat einerseits die Tumorresektion zum Ziel, aber auch die Diagnosesiche-
rung und Zuordnung zu einer der Behandlungsgruppen. In Abhéngigkeit von der Risi-
kogruppe reichen die therapeutischen Interventionen von alleiniger Operation bis hin
zur Maximaltherapie (Interdisziplinare Leitlinien 2004, Deutsche Krebsgesellschaft e.V.
Frankfurt).

Trotz kontinuierlicher Verbesserung der 5-Jahrestiberlebensrate fir Patienten mit Neu-
roblastom, ist die Prognose fur Kinder mit fortgeschrittenen Tumoren im Stadium 1V
(Tabelle 2) unbefriedigend (Berthold et al., 2003; De Bernardi et al., 2003). Die
Prognose von Kindern mit Neuroblastom héngt somit entscheidend von der Fahigkeit
dieses malignen Tumors ab Metastasen zu bilden. Die Entstehung von Metastasen ist ein
sehr komplexer VVorgang, der eine Vielzahl von aufeinanderfolgenden Schritten im sin-
ne einer Kaskade umfasst, die diverse Interaktionen zwischen den Tumorzellen und
ihrer Umgebung erfordern (Engers und Gabbert, 2000). In in vitro Experimenten kon-
nen immer nur Teilaspekte dieser komplexen Metastasierungskaskade untersucht wer-
den, wahrend in spontan metastasierenden Xenograft Modellen jeder Schritt der Me-
tastasierungskaskade durchlaufen werden muss um im Tier Fernmetastasen zu entwi-
ckeln (Eccles, 2001). Solche Modelle sind damit flr die Untersuchung der metastati-
schen Ausbreitung von malignen Tumoren von grolRem Nutzen.

Die geringe Langzeit-Uberlebensrate von Kindern mit metastasiertem Neuroblastom
macht die Suche nach weiteren therapeutischen Mdoglichkeiten dringend erforderlich.
Auch um préklinische therapeutische Studien durchfiihren zu kdnnen, ist es wichtig,

geeignete metastatische Tiermodellsysteme zu etablieren.

2.2. Das scid-Mausmodell

Ein in vivo Tiermodell ist fur die Untersuchung komplexer Vorgénge wie der
Tumormetastasierung sowie fur die Testung moglicher therapeutischer Substanzen in vitro
Versuchen deutlich Uberlegen. Dabei ist es winschenswert, dass das Tiermodell mit der
Klinischen Situation korreliert.

Fur die Untersuchungen hier sollen ,,severe combined immunodeficient (scid) Mause
verwendet werden, die praktisch keine B- und T-Lymphozyten enthalten und so nicht zu

einer spezifischen Immunreaktion fahig sind. Aus diesem Grund bilden die meisten
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humanen transplantierten Tumorzellen in diesen Tieren Tumore, die sogar metastasieren
kdnnen (Schumacher und Mitchell, 1997).

In dem scid Mausmodellsystem konnte flr zahlreiche Tumoren wie z. B. das
Mammakarzinom, kolorektale Karzinome und das maligne Melanom etc. eine klinische
Relevanz nachgewiesen werden (Schumacher und Adam, 1997; Schumacher und Mitchell,
1997; Thies et al., 2007; Valentiner et al., 2005).

In dieser Arbeit soll nun Uberpruft werden, ob das scid Mausmodellsystem auch fiir

humane Neuroblastomzelllinien etabliert werden kann.

2.3.  Immunhistochemische Marker von Neuroblastomen: CD44 und

Nestin

Die in vitro und die in den scid Mdusen gewachsenen Neuroblastomzellen sollen auf zwei
verschiedene Marker, CD44 und Nestin, immunhistochemisch untersucht und die
Féarbeergebnisse mit dem Wachstums-und Metastasierungsverhalten korreliert werden.
CD44 ist ein transmembrandses Glycoprotein aus der Familie der Zelladhasionsmolekii-
le, dessen Hauptligand Hyaluronsaure ist (Underhill, 1992; Lesley et al., 1993). Das
CD44 Gen liegt auf Chromosom 11 und aus diesem einen Gen kodnnen ca. 20 verschie-
dene CD44 Isoformen durch alternatives Splicen hergestellt werden (Underhill, 1992;
Screaton et al., 1992). Das am weitesten verbreitete CD44 Molekdl ist die Standard-
form, die in fast allen normalen und vielen neoplastischen Zellen exprimiert werden
(Borland, 1998). Interaktionen von CD44 und seinen natirlichen Liganden vermitteln
Zell-Zell und Zell-Matrix Kontakte und spielen eine wesentliche Rolle bei der Trans-
formation, Progression und Metastasierung bestimmter Tumore (Marhaba und Zéller,
2004). In den meisten Tumoren ist eine hohe Expression von CD44 mit fortgeschritte-
nem Tumorstadium und Disseminierung assoziiert (Le et al., 2006; Watanabe et al.,
2005; Zavrides et al., 2005; Lai et al., 2005). Beim Neuroblastom korreliert die Uber-
expression von CD44 jedoch mit einer glinstigen Prognose (Christiansen et al., 1995;
Combaret, 1997; Favrot et al., 1993; Kramer et al., 1997; Terpe, 1995; Gross et al.,
2001; Munchar et al., 2003).

Das Intermedidrfilament Nestin ist ein neuroepithelialer Stammzellmarker und eine
erhohte Nestinexpression ist bei einigen Tumoren wie auch beim Neuroblastom mit der

Malignitét assoziiert (Ehrmann et al., 2005; Thomas et al., 2004).
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3. Material und Methoden

3.1. Zelllinien

Es wurden sieben verschiedene humane Neuroblastomzelllinien getestet: Kelly, LS, SH-
SY5Y, SK-N-SH, IMR-32, LAN-1 und LAN-5. Die Zelllinien Kelly, LAN-1, LANS5,
SK-N-SH und IMR-32 wurden uns freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Erttmann
(Abteilung fir P&diatrische Onkologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf,
Deutschland) zur Verfligung gestellt; die Linien LS und SH-Y5Y erhielten wir von
Herrn Prof. Dr. Hildebrandt (Abteilung Zelluldre Chemie, Medizinische Hochschule

Hannover, Deutschland).

3.2.  Zellkultur

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte in 50 ml Zellkulturflaschen unter Standardbe-
dingungen (37° C, 100% relative Luftfeuchtigkeit, 5% CO, 95% Luft). Als N&dhrmedi-
um wurde RPMI Medium (Gibco/Life Technologies, Paisley, Schottland) verwendet,
welches zusatzlich mit 10% hitzeinaktiviertem fetalen Kéalberserum (FCS, Gibco®), 2
mM L-Glutamin (Gibco®), sowie 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin
(Gibco®) versetzt wurde. Dieses Medium wird im Weiteren als Kulturmedium bezeich-
net. Je nach Wachstum der Zelllinien wurde das Medium zwei bis drei mal pro Woche
gewechselt. Wenn die Zellen konfluent gewachsen waren, wurden sie passagiert. Hierzu
wurde das alte Kulturmedium abgesaugt, die Zellen mit 5 ml 0.1 M Kochsalz-Phosphat
Puffer (PBS, pH 7.4) gespllt, anschlieBend fur finf Minuten mit je 5 ml Trypsin-
EDTA (Gibco®) versetzt und darauf folgend ca. funf Minuten bei 37° C und 5% CO;
inkubiert. Nach dem Abl6sen der Zellen vom Flaschenboden, erfolgte die Zugabe von 5
ml Kulturmedium, um das Trypsin zu inaktivieren und so eine Schadigung der Zellen
durch das Trypsin-EDTA zu verhindern. Die Zellsuspension wurde anschlielend flnf
Minuten bei 1500 U/Min zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. AbschlieRend wur-
den die Zellen mit Kulturmedium resuspendiert, auf neue Zellkulturflaschen verteilt
oder fiir die Tierexperimente verwendet.

Fur die Einbettung in Paraffin wurden die Zellen mit einem Zellschaber (TPP, Trasa-
dingen, Schweiz) vom Boden der Zellkulturflasche abgeltst, funf Minuten bei 1500
U/min zentrifugiert, mehrfach mit 0.1 M PBS gewaschen und in 4% Paraformaldehyd

flir 24 Stunden bei 4 °C fixiert. Die Zellen wurden erneut in PBS gewaschen und zentri-
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fugiert; dann wurde das Zellpellet in 2% Agar (Merck, Darmstadt, Deutschland) aufge-
schwemmt. Die Zellen wurden herunterzentrifugiert und die festgewordenen Agarblo-
cke mit dem Zellpellet wurden routineméaRig fur die Paraffineinbettung weiter verarbei-
tet.

Vor der Injektion der Zellen in die Versuchstiere wurden alle Zellllinien auf eine Infek-
tion mit Mykoplasmen Uberprift. Dazu wurde das VenorGeM®-Mykoplasmen-
Detektionskit eingesetzt, welches auf einer Polymerase-Kettenreaktion basiert und fur
den Nachweis aller Mykoplasmenspezies geeignet ist, die typischerweise in der Zellkul-
tur auftreten konnen. Der Test wurde entsprechend der Angaben des Herstellers durch-
gefiihrt, wobei keine der untersuchten Zelllinien eine Kontamination mit Mykoplasmen

zeigte.

3.3. Ubertragung der Tumorzellen auf die Versuchstiere

Aus in flissigem Stickstoff gelagerten Zellpoolen wurden je zwei Aliquots der sieben
Zelllinien aufgetaut und mindestens zwei Wochen lang kultiviert. Fir die Injektion in
die scid Mause wurden die Zellen trypsiniert und die Zellzahl pro ml wurde in einer
Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Zellzahl wurde dann auf 5x10° Zellen pro ml
eingestellt. Dabei wurden fir jede Zelllinie zwei Ansatze hergestellt; einerseits wurden
die Zellen in Kulturmedium andererseits in Matrigel® (BD Biosciences, Bedford, USA)
entsprechend der Herstellerbeschreibung auf Eis bei 2 bis 8 °C resuspendiert. Jedem
Tier wurden 200 pl einer dieser Zellsuspensionen (1x10° Zellen) subcutan zwischen die
Schulterblatter injiziert. Es wurden pathogen-freie severe combined immunodeficient
(scid)-Mause verwendet, die am Anfang der Versuche ca. 10 Wochen alt waren und 20
bis 25 g wogen. Jede Zelllinie wurde in zwei Gruppen (mit und ohne Matrigel) aus je-
weils 9 bis 11 Tieren injiziert, LS wurde nur auf 5 Tiere pro Gruppe transplantiert. Die
Tierversuche waren vorher von der BSG genehmigt worden, und die entsprechenden
Richtlinien zur Versuchstierhaltung wurden eingehalten (Versuchstiergenehmigungs-
nummer 56/03). Die Tiere wurden in Filter-Top Kafigen gehalten und mit sterilem
Wasser und sterilem Standard-Einstreufutter (sniff M-Z Alleindiét extrudiert, sniff Spe-
zialdidten GmbH, Soest, Deutschland) ad libitum versorgt. Nachdem die Tumore eine
ausreichende GroRe (10% des Korpergewichts der Maus, ca. 2,5 g) erreicht hatten oder
anfingen zu ulzerieren, wurden die Tiere durch zervikale Dislokation get6tet. Danach

wurden die Neuroblastom-Primértumore und die Lungen zigig herauspréapariert. Die

14



Primartumore wurden gewogen, zum Teil aufgrund ihrer GroRe geteilt und in beschrif-
tete Gitterkdrbchen tberfihrt. Zur spéteren Einbettung in Paraffin nach einem automati-
sierten Standardverfahren, wurden sie in 4% gepuffertem Formalin fur 48 Stunden fi-
xiert.

Die Lungen wurden en bloc in 4% gepuffertem Formalin fur 48 Stunden fixiert und
anschlieBend unter einem Stereo-Mikroskop in 1 mm dicke Scheiben geschnitten (Jojo-
vic et al., 2000). Die Lungenschnitte wurden zufallig Gber einen Objekttrager verteilt, in
4%igem Agar eingelegt und mit einem Deckglaschen zusammengedriickt. Dieser Block

wurde dann, wie zuvor beschrieben, in Paraffin eingebettet.

3.4. Anfertigen von Paraffinschnitten

Von den in Paraffin eingebetteten Primartumoren und Lungen wurden mit einem
Mikrotom 5 pum dicke Paraffinschnitte angefertigt. Bei den Primé&rtumoren wurden je 20
Schnitte angefertigt; die Lungen wurden ganz in Serie aufgeschnitten, wobei nur jeder
zehnte Schnitt im Abstand von 50 um zur Auszahlung der Metastasen verwendet wurde.
Aus der Mitte der Lungenbldcke wurden aufierdem 30 Schnitte fiir die Immunhistologie
angefertigt. Die Paraffinschnitte wurden in ein Wé&rmebad Uberfiihrt, auf einen be-
schichteten Objekttrager (Histo Bond, Marienfeld, Deutschland) aufgenommen, 24
Stunden im Warmeschrank bei 37° C getrocknet und anschlieBend mit Hamatoxylin-
Eosin (HE) gefarbt. Die Schnitte wurden getrocknet, in Xylol entparaffiniert und tber

eine absteigende Alkoholreihe fir die folgenden Féarbungen rehydriert.

3.5. Immunhistochemie

Die folgenden monoklonalen Antikdrper (mAk) wurden angewendet: Maus anti-Human
mitochondrialer Antikorper (Chemicon, Hampshire, UK) 1:50 verdiinnt in TBS (Koch-
salz-TRIS-Puffer), Maus anti-Human Nestin Antikorper (Chemicon, Hampshire, UK)
1:200 verdinnt in 1% bovinem Serumalbumin (BSA) in TBS und Maus anti-Human
CD44 Antikorper (BD Pharmingen, Franklin Lakes, USA) 1:25 verdiinnt in antibody
diluent (Dako, Glostrup, Denmark).

Nach der Entparaffinierung hing die weitere VVorbehandlung vom jeweiligen Antikorper
ab. Bei der Farbung mit dem antimitochondrialen Antikdérper wurden die Schnitte mit

Protease vorbehandelt. Dazu wurden die Schnitte dreimal fir funf Minuten in TBS ge-
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spult und anschlieBend mit 0.06 mg Protease XXIV (Sigma, Steinheim, Deutschland)
geldst in 100 ml TBS fiir sieben Minuten im Wasserbad bei 37 °C angedaut. Die Reak-
tion wurde durch Spulen mit 4° C kaltem TBS dreimal fir finf Minuten gestoppt und
dann wurden die Schnitte fir 20 Minuten bei Raumtemperatur mit Methanol/3% H,0,
zur Hemmung der endogenen Peroxidase inkubiert. Bei der Farbung mit anti-CD44 er-
folgte eine Vorbehandlung der Schnitte in der Mikrowelle. Dazu wurden die Schnitte in
EDTA-Puffer (pH 8.0) in der Mikrowelle fur funf mal zwei Minuten bei 500 Watt hit-
zebehandelt. Danach wurden die Schnitte 20 Minuten lang abgekuhlt. Dazu wurde
schrittweise kalter EDTA-Puffer hinzugegeben, bis die Losung Raumtemperatur er-
reicht hatte. Nach dreimaligem Waschen in TBS wurden die Objekttréger fr drei Minu-
ten mit 30% Essigsaure in Methanol inkubiert, um die endogene alkalische Phosphatase
zu hemmen (Brittan et al., 2002). Der anti-Nestin Antikorper wurde ohne weitere Vor-
behandlung verwendet.

Bei allen Antikdrpern wurden nun die Schnitte mit TBS gewaschen und mit 10% nor-
malem Kaninchen Serum (DAKO, Hamburg, Deutschland) fir 30 Minuten bei Raum-
temperatur prainkubiert. Nachfolgend wurden die Objekttrager fur 24 Stunden bei 4° C
mit dem primédren Antikorper inkubiert. Die Schnitte wurden dreimal in TBS gespult
und dann fur 30 Minuten bei Raumtemperatur mit dem entsprechenden biotinylierten
1:200 verdunnten sekundaren Antikérper (DAKO, Hamburg, Deutschland) inkubiert.
Danach erfolgte eine dreimalige Spiilung mit TBS und anschlie3end die Inkubation fir
30 Minuten mit einem Streptavidin-alkalische-Phosphatase-Komplex (anti-Nestin, anti-
CD44) oder einem Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase-Komplex (anti-mitochondrial)
(beide Vector Laboratories, Burlingame, USA). Die Praparate wurden wiederum drei-
mal finf Minuten in Trispuffer gespult. AnschlieBend erfolgte die Farbreaktion. Die
Enzymreaktion der alkalischen Phosphatase wurde durch eine Reaktion von Naphthol-
AS-bisphosphat als Substrat und dem hexazotierten Neufuchsin fur eine simultane
Kopplung nachgewiesen. Dazu wurden 7,5 ml einer 4%igen Natriumnitritldsung mit
300 pl Neufuchsin-Stammlésung (5 g Neufuchsin geldst in 100 ml 2 M HCL) ver-
mischt. Dann wurden sofort 30 mg Naphthol-AS-bisphosphat in 750 ul Dimethylfor-
mamid geldst und als Substrat fiir die alkalische Phosphatase hinzugegeben. Abschlie-
Rend erfolgte die Zugabe von 200 pl Tween 20. Zur Hemmung der endogenen alkali-
schen Phosphatase wurden 200 ul Levamisol hinzugegeben. Die Enzymreaktion der
Meerrettich-Peroxidase wurde durch die Inkubation mit 0.5 mg/ml Diaminobenzidin
(Sigma, St. Louis, USA), 0.4 mg/ml Ammoniumchlorid (Sigma), 600 pl 0.05 mol Ni-
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ckelsulfat, 600 pl 10% B-D-Glucose (Merck, Darmstadt, Deutschland) und 100 pl 1.2
mg/ml Glucoseoxidase in 30 ml Aqua dest. fiir 20 Minuten sichtbar gemacht (Zaborsz-
ky und Leranth, 1985).

Nach jeweils 20 minttiger Inkubation im Dunkeln wurden dann die Reaktionen durch
flieBendes Leitungswasser Uber eine Zeit von zehn Minuten gestoppt. Die Schnitte wur-
den dann in 50% Mayers Hamalaun 10 Sekunden gegengeférbt und anschliefend 10
Minuten lang unter flieendem Leitungswasser geblaut und mit Aqua dest. gespult. Ab-
schliefend wurden die Objektrager mit Crystal/Mount und Clarion (Biomedia, Foster
City, USA) eingedeckt und bei Raumtemperatur getrocknet.

Die Spezifitdt der Immunhistochemie wurde durch Kontrollen gepruft, bei denen der
primére Antikérper weggelassen wurde. Keine der Kontrollen zeigte eine Immunreakti-
on.

Die immunhistochemisch geféarbten Praparate wurden unter einem Axioplan Fotomikro-
skop (Zeiss, Oberkochem) ausgewertet und fotografiert.

Bei der Auswertung der Immunhistologie mit Nestin und CD44 wurde der prozentuale
Anteil der gefarbten Zellen im Préparat abgeschatzt. Dabei wurden nekrotische Areale
nicht berticksichtigt. Entsprechend dieses prozentualen Anteils wurden die Tumoren
und Metastasen in drei Gruppen eingeteilt: <5% wurde als negativ gewertet; 5-20% als

schwach positiv und >20% als positiv.

3.6. Hamatoxylin-Eosin Farbung und Auswertung der Lungen-

schnitte

Die Anzahl der Metastasen in den Lungenpréparaten wurde an HE-geféarbten Schnitten
bestimmt. Die HE-Farbung wurde in einem Farbeautomaten (Varistain, Shandon,
Frankfurt, Deutschland) nach einem Standardprotokoll durchgefihrt.

Die HE-geféarbten Lungenschnitte wurden lichtmikroskopisch bei 100-facher Vergrofie-
rung betrachtet und die Anzahl der Lungenmetastasen ausgezahlt und protokolliert. Die
Metastasenzéhlung wurde nach einem vereinfachten Verfahren durchgefiihrt (Jojovic
und Schumacher, 2000). Dabei wurden von den angefertigten Lungenschnitten 10
Schnitte im Abstand von 50 um aus der Mitte des Lungenblocks unter dem Lichtmikro-
skop ausgezahlt. Aus der Gesamtzahl der ausgezéhlten Metastasen in diesen Schnitten

wurde der Mittelwert fur die Anzahl der Metastasen pro Schnitt gebildet und dieser mit
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der Gesamtzahl der Lungenschnitte multipliziert. Von diesem Wert wurden 20% sub-

trahiert um die Anzahl der Metastasen in der gesamten Lunge zu berechnen.

3.7. Statistische Auswertung

Mittels einer Pearson’s Rank Korrelation (RKo) wurde fir die Zelllinien IMR-32, Kelly
und SK-N-SH untersucht, ob es eine Korrelation zwischen dem Gewicht des Primértu-
mors und der Anzahl der Lungenmetastasen gab.

Die Entwicklung von Primartumoren bzw. Lungenmetastasen mit und ohne Matrigel-
Koinjektion wurde mit dem exakten Fisher-Test verglichen.

Mit dem ungepaarten t-Test wurde bei den Zelllinien IMR-32, Kelly und SK-N-SH
nachgepruft, ob ein Unterschied bzgl. der Anzahl der Lungenmetastasen zwischen der
Injektion mit und ohne Matrigel bestand.

Alle statistischen Analysen wurden mit dem Programm Graph Pad Prism (GraphPad
Software, San Diego, Kalifornien, USA) durchgefiihrt. Als statistisch signifikant wurde

ein Wert von P < 0.05 angesehen.
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4.  Ergebnisse

4.1. Ubersicht

Die Neuroblastomzellen aller in dieser Arbeit getesten Zelllinien sind in den scid Mau-
sen angewachsen, wobei das Wachstums- und Metastasierungsverhalten aber deutliche
Unterschiede zwischen den verschiedenen Zelllinien aufwies. Auch innerhalb einer
Zelllinie ergaben sich Differenzen beziglich der Anwachs- und Metastasierungsrate in
Abhangigkeit von der Injektion mit oder ohne Matrigel (zusammenfassend s. Tabelle 3).
Dabei zeigten die Zelllinien LAN-1, LAN-5 und LS eine erhéhte Tumoranwachsrate,
Kelly und SK-N-SH eine erhdhte Metastasierungsrate unter Matrigel Koinjektion.

Bei den Zelllinien IMR-32, Kelly und SK-N-SH lagen die Lungenmetastasen uUberwie-
gend intra- bzw. perivaskular, lieen sich deutlich vom umgebenden Lungengewebe
abgrenzen und konnten ausgezahlt werden (Abb. 2b, 3b, 4b). Bei LAN-1 und LAN-5
waren einige bis zahlreiche Mikrometastasen und Einzelzellmetastasen nachweisbar, die
diffus in den Alveolarsepten verteilt waren und nicht quantifiziert werden konnten
(Abb. 5b, 6, 7b, 8). Der metastatische Ursprung dieser Zellen wurde immunhistoche-
misch mit einem Maus anti-human mitochondrialen Antikorper verifiziert (Abb. 6, 8).
Generell wiesen die malignen Zellen eine verschobene Kern-Plasma-Relation auf mit
atypischen (polymorphen und polyzyklischen) Zellkernen, prominenten Nukleoli (2 bis
4 Stuck) und Mitosen.
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Zelllinie Anwachs- | Tumor- |Wachstums-| Metasta- Anzahl der
rate gewicht [g] dauer [d] sierung Metastasen
IMR-32 |9/10 (90%)| 3.58 34.4 419 (56%) | 190-371 (312)
IMR-32+M |9/9 (100%)| 2.43 22 9/9 (100%) | 84-770 (333)
Kelly 8/10 (80%)|  1.13 20 3/8 (38%) | 28-346 (152)
Kelly+M | 8/10 (80%)| 1.25 16.25 5/8 (71%) | 61-7357 (1655)
SK-N-SH |9/9 (100%)| 1.51 26.2 6/8 (75%) | 194-5844 (1684)
SK-N-SH+M | 9/11 (82%)|  2.09 28.2 8/9 (89%) |45-21885 (4282)
LAN-1 4/11 (36%) 2.9 54.5 3/4 (75%) | Mikrometastasen
LAN-1+M | 9/9 (100%) 2.45 27.6 719 (78%) | Mikrometastasen
LAN-5 3/9 (22%) 4.85 42 3/3 (100%) | Mikrometastasen
LAN-5+M | 7/9 (78%) 1.8 27.6 6/7 (86%) | Mikrometastasen
LS 1/5 (20%) 3 44 0/1 (0%) 0
LS+M 4/5 (80%) 1.83 45.3 0/4 (0%) 0
SH-SY5Y | 0/10 (0%)
SH-SY5Y+M | 1/10 (10%) 1.7 73 0/1 (0%) 0

Tabelle 3 Ergebnisse der Xenotransplantation von humanen Neuroblastomzellen auf scid Mau-

se. Alle untersuchten Neuroblastomzellen entwickelten in den scid Mausen Tumore allerdings

mit deutlich unterschiedlichem Wachstums- und Metastasierungsverhalten. Matrigel Koinjekti-

on fuihrte bei den Zelllinien LAN-1, LAN-5 und LS zu einem verbesserten Tumorwachstum und

erhdhte bei Kelly und SK-N-SH die Anzahl der Tiere, die Lungenmetastasen entwickelten. Dar-

gestellt sind die Mittelwerte flir das Tumorgewicht und die Wachstumsdauer. Die Werte fir die

Anzahl der Metastasen zeigen Minimum und Maximum sowie den Mittelwert in Klammern.

M=Matrigel.
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Das Ergebnis der Immunhistochemie mit Nestin und CD44 war unabhéngig von der
Injektion mit oder ohne Matrigel. Die Farbeintensitéat zeigte deutliche Unterschiede zwi-
schen den Tumoren und Metastasen der verschiedenen Zelllinien (Tabelle 4 und 5).
Innerhalb einer Zelllinie war die Immunreaktion mit anti-CD44 &hnlich und zeigte keine
interindividuellen Schwankungen (Tabelle 4). Die Immunhistochemie mit anti-Nestin
hingegen wies bei den Zelllinien Kelly und IMR-32 unterschiedliche Ergebnisse zwi-
schen in den scid Mé&usen gewachsenenen Tumoren der gleichen Zelllinie auf (Tabelle
5). So waren 43% der in vivo gewachsenen IMR-32 Tumoren Nestin positiv und 57%
schwach positiv. Bei den Kelly Tumoren zeigten 19% der Primértumore eine schwache

Nestinexpresssion, 81% waren negativ.

Zelllinie Primartumor Lungenmetastase | Zellen in Paraffin
IMR-32 positiv positiv positiv
Kelly positiv positiv positiv
SK-N-SH positiv positiv positiv
LAN-1 negativ negativ negativ
LAN-5 negativ negativ negativ
LS negativ keine Daten positiv
SH-SY5Y negativ keine Daten negativ

Tabelle 4 Immunhistochemische Reaktion von Zellen in Paraffin, Primartumoren und Lungen-
metastasen der humanen Neuroblastomzellen mit dem anti-CD44 und dem anti-Nestin Antikor-
per. Entsprechend des prozentualen Anteils der positiven Zellen erfolgte eine Einteilung in 3
Gruppen: <5% negativ, 5-20% schwach positiv, >20% positiv. Die CD44 Immunreaktivitat

innerhalb einer Gruppe ist homogen.
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Zelllinie Primartumor Lungenmetastase | Zellen in Paraffin

IMR-32 8/17 positiv positiv positiv
9/17 schwach positiv
Kelly 3/16 schwach positiv negativ schwach positiv
3/16 negativ

SK-N-SH negativ negativ negativ
LAN-1 negativ negativ negativ
LAN-5 negativ negativ negativ
LS negativ positiv negativ
SH-SY5Y negativ keine Daten negativ

Tabelle 5 Immunhistochemische Reaktion von Zellen in Paraffin, Priméartumoren und Lungen-
metastasen der humanen Neuroblastomzellen mit dem anti-Nestin Antikorper. Entsprechend des
prozentualen Anteils der positiven Zellen erfolgte eine Einteilung in 3 Gruppen: <5% negativ,
5-20% schwach positiv, >20% positiv. Im Gegensatz zu CD44 weist die Nestin Immunreaktivi-

tat interindividuelle Unterschiede innerhalb einer Zelllinie auf (vergleiche Tabelle 4).
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4.2. Die Ergebnisse der Zelllinien im Einzelnen

4.2.1. Die Zelllinie IMR-32

Das Tumorwachstum der Zelllinie IMR-32 dauerte maximal 36 Tage ohne Matrigel bei
einer Anwachsrate von 90% und 22 Tage mit Matrigel bei 100% Anwachsrate. Das
durchschnittliche Tumorgewicht lag bei 3.58 g ohne Matrigel und bei 2.43 g mit Matri-
gel. Die Metastasierungsrate lag ohne Matrigel bei 56% und verdoppelte sich bei der
Injektion mit Matrigel signifikant auf 100% (P < 0.05), wobei die durchschnittliche An-
zahl der Metastasen mit 312 bzw. 333 dhnlich war (n.s.).

Fur die IMR-32 Tumoren ohne Matrigel ergab sich eine schwach signifikante (P =
0.036) Korrelation zwischen dem Tumorgewicht und der Anzahl der Metastasen (Pear-

son r = 0.7), fur die Tumoren mit Matrigel nicht.

IMR-32 ohne Matrigel
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Abbildung 1 Korrelation zwischen Tumorgewicht und Anzahl der Metastasen (IMR-32 ohne

Matrigel). Nur in dieser Gruppe konnte eine signifikante Korrelation nachgewiesen werden

(Pearsonr=0.7; P =0.036).
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Die Primértumoren und Metastasen der Zelllinie IMR-32 bestanden histologisch aus
eher spindelférmigen Zellen, die locker innerhalb der extrazellularen Matrix verteilt
waren (Abb. 2). Die Priméartumoren zeigten zentral nekrotische Areale und enthielten

zahlreiche mitotische und apoptotische Zellen.

Abbildung 2 a) Primartumor und b) intravaskuldr gelegene Lungenmetastase der humanen
Neuroblastomzelllinie IMR-32 transplantiert in scid Mause (HE Férbung). # Wand eines Pul-

monalarterienasts
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Die Immunreaktion mit anti-Nestin und anti-CD44 war fiir die Tumoren und Metastasen
dieser Zelllinie am starksten. Das Farbemuster mit Nestin war heterogen, weil die Tu-
moren sowohl Nestin-positive als auch negative Zellen enthielten. Die positiven Zellen
zeigten eine granulierte, zytoplasmatische Farbung und waren in Gruppen angeordnet,
die zufallig im Tumor verteilt waren. Alle IMR-32 Primértumoren enthielten solche
Nestin-positiven Areale, neun von siebzehn (53%) Tumoren waren schwach positiv und
acht von siebzehn (47%) positiv mit teilweise einem Anteil positiver Zellen, der groRer
als 50% war. Alle untersuchten Lungenmetastasen waren ebenfalls positiv; Paraffin
eingebettete IMR-32 Zellen aus der Zellkultur enthielten ca. 40% immunreaktive Zel-
len.

Das Farbemuster mit anti-CD44 war gleichfalls heterogen mit positiven und negativen
Arealen. Die immunreaktiven Zellen zeigten ein membransténdiges, aber kein zy-
toplasmatisches Signal und waren h&ufig in der peripheren, expandierenden Zone des
Tumors lokalisiert. Sowohl die Primértumoren als auch die Lungenmetastasen und die
in der Kultur gewachsenen Zellen waren positiv, wobei der Anteil der gefarbten Zellen
durchgehend tiber 50% lag (Abb. 3). Bei den in Paraffin eingebetteten Zellen reagierten

vereinzelt liegende IMR-32 Zellen stérker als Zellcluster.
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Abbildung 3 Immunhistochemische Darstellung der CD44 Expression von der humanen Neu-
roblastomzelllinie IMR-32 im scid Mausmodell. Sowohl der a) Primartumor als auch b) die

Metastase zeigten eine starke Immunreaktivitat mit anti-CD44.

4.2.2. Die Zelllinie Kelly

Die Zelllinie Kelly zeigte eine Anwachsrate von 80% bei einer Wachstumsdauer von 15
bis 20 Tagen ohne Matrigel und von 20 Tagen mit Matrigel. Das Tumorgewicht lag
ohne Matrigel zwischen 0.3 g und 2.5 g, mit Matrigel zwischen 0.5 g und 2.3 g. Die
Metastasierungsrate lag mit Matrigel (71%) hoher als ohne Matrigel (38%) (n.s.). Die
Anzahl der Metastasen reichte von 28 bis 346 ohne Matrigel bzw. von 61 bis 7357 mit
Matrigel und zeigte keinen signifikanten Unterschied.

Es bestand keine Korrelation zwischen dem Tumorgewicht und der Anzahl der Metasta-
sen.

Histologisch stellten sich die in scid Mdausen gewachsenen Kelly Zellen als runde, un-
differenzierte und Gberwiegend dicht gepackte Zellen (Abb. 4). Die Primartumoren ent-
hielten wenig Stroma, viele Mitosen und im Zentrum nekrotische Bereiche. In der Peri-

pherie waren die Zellen teilweise lockerer angeordnet mit mehr extrazellulérer Matrix.
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Abbildung 4 a) Primértumor und b) intra- und perivaskuldr gelegene Lungenmetastase der
humanen Neuroblastomzelllinie Kelly transplantiert in scid Mause (HE Farbung). ¥ Wand eines

Pulmonalarterienasts. * periarterioldrer Raum.

Das Farbemuster mit anti-Nestin und anti-CD44 war entsprechend der Beschreibung fir
IMR-32. Die Immunreaktivitdt mit dem anti-Nestin Antikorper war eher gering. Drei-
zehn von sechszehn (81%) der Tumoren waren negativ mit <5% positiven Zellen und
drei von sechszehn (19%) Tumoren waren schwach positiv (5-20% positive Zellen). In
den Lungenmetastasen waren nur vereinzelt Nestin-positive Zellen nachzuweisen. 20%

der Kelly Zellen in Paraffin reagierten mit anti-Nestin.
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Die Kelly Primértumoren und Lungenmetastasen waren positiv fir CD44 und enthielten
jeweils mindestens 20% immunreaktive Zellen (Abb. 5). Annéhernd 100% der in der

Kultur gewachsenen Kelly Zellen waren CD44-positiv.

Abbildung 5 Immunhistochemische Darstellung der CD44 Expression von der humanen Neu-
roblastomzelllinie Kelly im scid Mausmodell. Sowohl der a) Primartumor als auch b) die intra-
und periarteriell gelegene Lungenmetastase zeigten eine Immunreaktivitdt mit anti-CD44. 1

Wand eines Pulmonalarterienasts. * periarteriolarer Raum.
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4.2.3. Die Zelllinie LAN-1

Die Zelllinie LAN-1 zeigte mit Matrigel eine signifikant hohere Anwachsrate (100%)
als ohne Matrigel (36%)(P < 0.01). Die Tumore wuchsen zwischen 24 und 36 Tagen
mit Matrigel und zwischen 37 und 65 Tagen ohne Matrigel. Das Tumorgewicht reichte
von 0.6 g bis 7.2 g mit Matrigel und von 2.6 g bis 3.5 g ohne Matrigel. Die Lungen
zeigten in 78% bzw. 75% Einzelzell- und Mikrometastasen, die diffus in der Lunge ver-
teilt waren und nicht eindeutig ausgezahlt werden konnten. Dabei zeigten sich Unter-
schiede zwischen den Tieren beziglich der Haufigkeit dieser Zellen, die nur vereinzelt,
aber auch massenhaft in der Lunge vorhanden sein konnten. In der HE-Férbung liel3en
sich diese Zellen morphologisch vom Lungengewebe der Maus unterscheiden (Abb.
6b). Der metastatische Ursprung dieser Zellen wurde durch ihre Anfarbung mit dem
anti-human mitochondrialen Antikorper bestatigt. (Abb. 7).

Im Primértumor stellten sich die Tumorzellen in der HE-Féarbung als undifferenzierte,
dicht gepackte Zellen dar (Abb. 6a). Die Tumoren enthielten diverse Bindegewebssep-
ten und in diesen Septen zahlreiche erweiterte BlutgefaRRe; ein Indikator fiir das grofle
angiogenetische Potential dieser Zelllinie. Alle Tumoren wiesen wiederum Mitosen und
nekrotische Areale auf.

Sowohl in vivo als auch in vitro gewachsene LAN-1 Zellen waren fiir Nestin und fur
CD44 negativ.
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Abbildung 6 a) Primartumor und b) im Alveolarseptum lokalisierte Lungeneinzelzellmetastase

(&) der humanen Neuroblastomzelllinie LAN-1 transplantiert in scid Mause (HE Farbung).
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Abbildung 7 Mikrometastasen der LAN-1 Zellen in der Lunge. Die Immunreaktion mit dem
Maus anti-human mitochondrialen Antikorper bestétigte die Abstammung der Zellen aus einer
humanen Tumorzelllinie.

4.2.4. Die Zelllinie LAN-5

Auch die Zelllinie LAN-5 hatte mit Matrigel eine bessere Tumoranwachsrate (78%) als
ohne (22%) (n.s.). Das Tumorwachstum dauerte 42 bis 50 Tage ohne Matrigel und 24
bis 50 Tage mit Matrigel. Die Tumoren wogen zwischen 1.4 g und 5.3 g ohne Matrigel
und zwischen 0.7 g und 3.7 g mit Matrigel. Wie bei LAN-1 konnten in der Lunge mor-
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phologisch und immunhistochemisch Einzelzell- und Mikrometastasen in unterschiedli-
cher Menge nachgewiesen werden (Abb. 8b, 9). Der Anteil an metastasierten Tumoren
lag bei 100% ohne Matrigel und bei 85% mit Matrigel (n.s.).

LAN-5 Tumoren bestanden ebenfalls aus undifferenzierten, kompakten Zellen mit vie-
len Mitosen und nekrotischen Arealen und enthielten Bindegewebssepten mit Blutgefa-
Ren (Abb. 8a).

LAN-5 Zellen zeigten keine Immunreaktivitat mit anti-Nestin und anti-CD44.

Abbildung 8 a) Primartumor und b) in den Alveolarsepten lokalisierte Lungeneinzelzellmetas-
tasen (&) der humanen Neuroblastomzelllinie LAN-5 transplantiert in scid Mduse (HE Fér-
bung).
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Abbildung 9 Mikrometastasen der LAN-5 Zellen in der Lunge. Die Immunreaktion mit dem
Maus anti-human mitochondrialen Antikdrper bestatigte die Abstammung der Zellen aus einer

humanen Tumorzelllinie.

4.2.5. Die Zelllinie LS

Bei LS erhohte sich die Tumorrate von 20% auf 80% bei der Injektion mit Matrigel
(n.s.). Die Wachstumsdauer lag zwischen 29 und 58 Tagen mit Matrigel, der einzige
Tumor, der bei der Injektion ohne Matrigel entstand, wuchs 44 Tage bei einem Gewicht
von 3 g. Das Tumorgewicht mit Matrigel erstreckte sich von 1.1 g bis 3.6 g. Keine der
Mause mit einem LS Primartumor entwickelte Lungenmetastasen.

Die Tumoren setzten sich aus undifferenzierten, dicht gepackten Zellen zusammen mit
wenig Stromaanteil. Teile des Tumors, die haufig inselartig zwischen nekrotischen Are-
alen lagen, enthielten zahlreiche BlutgefalRe mit kreisformig darum angeordenten Tu-
morzellen (Abb. 10).

Die Primértumoren und in vitro gewachsenen Zellen reagierten nicht mit dem anti-
Nestin Antikorper.

LS Tumoren waren ebenfalls CD44-negativ, wéhrend nahezu 100% der Paraffin einge-

betteten LS Zellen eine mélRig intensive Farbung mit anti-CD44 aufwiesen.
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Abbildung 10 Primartumor der humanen Neuroblastomzelllinie LS transplantiert in scid Mause
(HE Férbung).

4.2.6. Die Zelllinie SH-SY5Y

SH-SY5Y Zellen zeigten bei der Injektion ohne Matrigel kein Tumorwachstum. Auch
wenn die Zellen mit Matrigel appliziert wurden, wies nur eine von zehn (10%) Mausen
ein Tumorwachstum auf. Bei einem Tumorgewicht von 1.7 g dauerte das Wachstum
dieses Tumors 73 Tage. Eine Lungenmetastasierung konnte nicht nachgewiesen wer-
den.

Aufgrund der unzureichenden Anwachsrate wurde diese Zelllinie in unseren Untersu-
chungen nur eingeschrénkt berticksichtigt. Weder SH-SY5Y Zellen in Paraffin noch der

Primartumor reagierten mit dem anti-Nestin und anti-CD44 Antikorper.

4.2.7. Die Zelllinie SK-N-SH

Das Tumorwachstum der SK-N-SH Zellen dauerte ohne Matrigel 20 bis 36 Tage, wobei
alle Mduse (100%) Tumoren entwickelten, mit Matrigel zeigten 82% (9/11) der Méause
Primértumoren bei einem Wachstum von 24 bis 43 Tagen (n.s.). Das Tumorgewicht lag
zwischen 0.3 g und 2.8. g ohne Matrigel und bei 0.5 g bis 2.9 g mit Matrigel. Sechs von
acht (75%; ohne Matrigel) bzw. acht von neun (89%; mit Matrigel) Tieren zeigten Lun-
genmetastasen. Die Anzahl der Lungenmetastasen erstreckte sich von 194 bis 5844 oh-
ne Matrigel bzw. von 45 bis 21885 mit Matrigel (n.s.). Zwischen dem Gewicht des Pri-

méartumors und der Anzahl der Lungenmetastasen bestand keine Korrelation.
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Die Histologie der Tumoren und Metastasen der Zelllinie SK-N-SH war vergleichbar
mit der Zelllinie Kelly. Die Tumorzellen prasentierten sich als runde, undifferenzierte,
kompakte Zellen und waren bis auf kleine Bereiche in der Peripherie dicht gepackt
(Abb. 11a). Die Tumoren enthielten wenig Stroma; in ihrem Zentrum waren ausgeprag-

te nekrotische Areale zu erkennen.

Abbildung 11 a) Primartumor und b) intra- und periarteriell gelegene Lungenmetastase der
humanen Neuroblastomzelllinie SK-N-SH transplantiert in scid Mause (HE Féarbung). » Wand

eines Pulmonalarterienasts. € Tumorzellen in Mitose
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Die Immunhistochemie mit anti-Nestin zeigte nur vereinzelt immunreaktive Zellen so-
wohl in den SK-N-SH Tumoren, den Metastasen und bei den Zellen in Paraffin und
wurde somit als negativ eingestuft.

Das CD44 Farbemuster entsprach dem von IMR-32 und Kelly. Die Primartumoren und
Metastasen waren alle positiv mit >20% CD44 positiven Zellen (Abb. 12); anndhernd

100% der Paraffin eingebetteten Zellen waren intensiv gefarbt mit anti-CD44.

Abbildung 12 Immunhistochemische Darstellung der CD44 Expression von der humanen Neu-
roblastomzelllinie SK-N-SH im scid Mausmodell. Sowohl der a) Primédrtumor als auch b) die
intravaskuldr gelegene Metastase zeigten eine Immunreaktivitdt mit anti-CD44. 1| Wand eines
Pulmonalarterienasts.
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5. Diskussion

Die Entwicklung von Maus-Xenograft-Modellen, welche die biologische Komplexitéat
bei der Metastasenbildung von humanen Tumoren widerspiegeln, spielt eine bedeutende
Rolle in der Tumorforschung. Anhand dieser Modelle kénnen zellbiologische VVorgange
untersucht werden, die das Wachstums- und Metastasierungsverhalten der Tumorzellen
in vivo beeinflussen. Dabei ist es das Ziel neue therapeutische Angriffspunkte zu identi-
fizieren und mogliche neue therapeutische Substanzen an den entwickelten Tiermodel-
len zu Uberpriifen.

In der vorliegenden Studie sind sieben humane Neuroblastomzelllinien mit und ohne
Matrigel in scid Mause xenotransplantiert worden, um das Wachstums- und Metastasie-
rungsverhalten der Zellen in vivo zu untersuchen. Zur weiteren Charakterisierung ist die
Expression von Nestin und CD44, beides mogliche prognostische Marker von Neu-
roblastomen in klinischen Studien, analysiert worden (Favrot et al, 1993; Terpe et al,
1995; Munchar et al, 2003; Riley et al, 2004; Thomas et al, 2004).

Die Injektion der humanen Neuroblastomzellen ist subkutan zwischen die Schulterblat-
ter der scid Mé&use erfolgt. Bei dieser VVorgehensweise mussen die injizierten Tumorzel-
len jeden Schritt der komplexen metastatischen Kaskade durchlaufen um in andere Or-
gane einwandern zu koénnen. Xenograft Modelle, in denen die Tumorzellen in die
Schwanzvene injiziert werden (Gottstein et al., 1994; Bogenmann, 1996; Thompson et
al., 2000), rufen zwar ebenfalls disseminierte Tumorerkrankungen hervor, aber die Tu-
morzellen missen dabei nicht aus dem Primértumor in die Blutgefalie auswandern, um
Metastasen zu bilden. Somit entsprechen diese Modellansatze nicht vollstandig der kli-
nischen Situation und sind nur begrenzt geeignet flr die Untersuchung der metastati-
schen Kaskade.

Alle sieben Neuroblastomzelllinien dieser Studie haben Primartumoren in den scid
Mausen entwickelt. Die Anwachs- und Metastasierungsraten zwischen den einzelnen
Zelllinien haben jedoch deutlich variiert und wurden innerhalb einer Zelllinie auch von
der Koinjektion von Matrigel beeinflusst. SK-N-SH, Kelly und IMR-32 Zellen zeigten
die hochsten Anwachsraten mit Werten zwischen 80% und 100% unabh&ngig von einer
Koinjektion von Matrigel. LAN-1 (36%), LAN-5 (33%), LS (20%) und SH-SY5Y (0%)
Zellen hatten unbefriedigende Anwachsraten ohne Matrigel, die sich durch die Koinjek-
tion von Matrigel bei LAN-5 (78%) und LS (100%) verbessert haben (n.s.) sowie bei
LAN-1 signifikant auf 100% angestiegen sind (P < 0.01). Nur eine von 10 M&usen, die
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mit SH-SY5Y Zellen in Matrigel beimpft wurden, zeigte ein Tumorwachstum. Daher
wurde diese Zelllinie bei den weiteren Untersuchungen nicht berticksichtigt.

Die Metastasierungsrate der Zelllinien LAN-1, LAN-5 und SK-N-SH war unabhéngig
von einer Matrigel Koinjektion. Dagegen ist die Metastasierungsrate der IMR-32 Zellen
signifikant angestiegen durch die Matrigel Koinjektion (P < 0.05). Auch bei der Zellli-
nie Kelly haben unter Matrigel Koinjektion mehr Tiere Metastasen entwickelt (n.s.).
Matrigel besteht aus einem Extrakt von Membranproteinen wie Laminin, Kollagen 1V,
Heparansulfat und Entactin und sein fordernder Einfluss auf Wachstum und Metastasie-
rung von malignen Zellen in Xenograft Modellen wurde schon fiir diverse Tumortypen
nachgewiesen (Fridmann et al., 1990; Fridmann et al., 1991; Pretlow et al., 1991; Meh-
ta et al., 1993). Diese Arbeit zeigt, dass auch das Wachstum und die Metastasierung von
Neuroblastomzellen in scid Mé&usen durch Matrigel beeinflusst werden kénnen.

Ein wichtiger Aspekt fir das Wachstum der Neuroblastomzellen in den scid M&usen ist
die Kontamination der injizierten Tumorzellen mit Mykoplasmen. Versuche mit Tu-
morzellen, die mit Mykoplasmen infiziert waren, haben lediglich bei zwei Zelllinien die
Entwicklung von Primértumoren bei verlangerter Wachstumsdauer gezeigt. Nur eine
Zelllinie hat Lungenmetastasen gebildet (eigene unverdffentlichte Ergebnisse). Somit ist
vor der Anwendung von Tumorzellen in einem Tiermodell eine routinemaRige Testung
auf Mykoplasmen unerlésslich so wie sie in diesem Versuchsansatz erfolgt ist.

Eine Korrelation zwischen Tumorgewicht und Anzahl der Metastasen konnte in dieser
Studie nur fur die IMR-32 Gruppe ohne Matrigel Koinjektion nachgewiesen werden.
Grundsétzlich scheint eine Assoziation zwischen Primértumor und Metastasen zellli-
nienspezifisch zu sein. So konnte fur humane Melanomzelllinien keine signifikante Be-
ziehung zwischen Tumorgewicht und Anzahl der Lungenmetastasen gezeigt werden
(Thies et al., 2007). Im Gegensatz dazu ist bei der humanen Kolonkarzinomzelllinie
HT29 eine solche Korrelation nachgewiesen worden (Jojovic und Schumacher, 2000).
Da in der vorliegenden Arbeit dieser Zusammenhang nur bei einer Subgruppe der Neu-
roblastome aufgetreten ist, scheint hier die Metastasenanzahl eher unabhéngig vom Tu-
morgewicht zu sein.

Beim Vergleich der metastasierenden Zelllinien sind zwei unterschiedliche Muster auf-
gefallen. Wahrend Kelly, IMR-32 und SK-N-SH Zellen vielzellige Lungenmetastasen
Uberwiegend in den Lungenarterien und in dem die GefaRe umgebenen Bereich verur-
sacht haben, haben LAN-1 und LAN-5 Zellen Mikro- und Einzelzellmetastasen in den

Alveolarsepten der Lunge hervorgerufen. Dabei konnte eine Assoziation zwischen der
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Expression von CD44 und den beschriebenen Metastasierungsmustern festgestellt wer-
den. Die Zelllinien, die Einzelzell- und Mikrometastasen im Lungenstroma bildeten,
haben nicht mit dem CD44 Antikorper reagiert. Die Neuroblastomzellen, die gréfiere
meist intra- und perivaskuldr gelegene Metastasen entwickelt haben, sind hingegen
CD44 positiv gewesen. Die Ergebnisse dieser immunhistochemischen Untersuchungen
stimmen zum Teil mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen berein. Wahrend
LAN-1 und SH-SY5Y Zellen im Western Blot und in Immunfluoreszenzanalysen nega-
tiv fir CD44 gewesen sind, konnte eine CD44 Expression von SK-N-SH Zellen im
Western Blot nachgewiesen werden (Gross et al., 1994; Gross et al., 2000; Gross et al.,
2001). IMR-32 Zellen, die in der vorliegenden Untersuchung die starkste Immunreakti-
on mit dem anti-CD44 Antikorper gezeigt haben, sind hingegen in der Studie von Gross
et al. (1994) CD44 negativ gewesen. Diese Befunde zeigen, dass die gleiche Zelllinie in
verschiedenen Laboratorien unterschiedliche Antigene exprimieren kann. CD44 ist ein
Zelladhdsionsmolekil mit einer Vielfalt von Funktionen und vermittelt unter anderem
Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhasionen Uber die Bindung zu seinem wichtigsten Ligan-
den, der Hyaluronséure (HA) (Gross et al., 2001; Jin et al., 2006). In klinischen Studien
konnte nachgewiesen werden, dass die Expression von CD44 in Neuroblastomen mit
einer glnstigen Prognose assoziiert ist (Combaret et al., 1997; Favrot et al., 1993, Terpe
et al., 1995; Munchar et al., 2003; Riley et al., 2004). In Nacktméusen hat die Unter-
driickung eines funktionalen CD44 zu einer Zunahme des Neuroblastomwachstums
gefiihrt (Gross et al., 2000). In dem vorliegenden scid Mausmodell ist eine prognosti-
sche Beurteilung der Zelllinien nicht eindeutig moéglich, da Tumorwachstum, Tumor-
gewicht und Metastasierungsrate abhéngig vom Injektionsmedium waren. Bei der Koin-
jektion von Matrigel sind keine auffallenden Unterschiede beziiglich der oben genann-
ten Parameter zwischen den Zelllinien aufgetreten. Ohne Matrigel-Koinjektion sind die
CD44 positiven Zelllinien besser und schneller angewachsen als die CD44 negativen.
Die Metastasierungsrate ist allerdings bei den CD44 negativen LAN-1 und LAN-5 Zel-
len hoher gewesen als bei den CD44 positiven IMR-32 und Kelly Zellen.

Neuroblastome kdnnen aus zwei Subpopulationen von Zellen bestehen: dem invasiven
und dem proliferativen Typ (Xie et al., 2007). Dabei ist eine Zunahme der VSNL-1 (Vi-
sinin-like protein-1) Expression mit einem hochinvasiven Phanotyp und mit einer Ab-
nahme der CD44 Expression vergesellschaftet (Xie et al., 2007). Der invasive Zelltyp
proliferiert langsamer, hat aber daftr ein gréReres metastatisches Potential als der proli-

ferative Typ. In der vorliegenden Arbeit haben die CD44 positiven Neuroblastome ohne

38



Matrigel schneller Primartumore gebildet als die CD44 negativen Neuroblastomzellen
und sie haben sich im Gegensatz zu den CD44 negativen Zellen in der Lunge vermehrt
und grof3e, vielzellige Lungenmetastasen gebildet. Die unterschiedliche GroRRe der Me-
tastasen von CD44 negativen und positiven Neuroblastomen in der scid Maus kann al-
lerdings auch durch die Wachstumsdauer bedingt sein. Die operative Entfernung des
Primartumors bei weiterem Uberleben der Tiere kann so zu einer enormen GréRenzu-
nahme der Metastasen fiihren, die ohne Resektion des Primartumors klein geblieben
waéren (Mitchell et al., 1997).

Nichtsdestotrotz weisen die gesamten Ergebnisse darauf hin, dass CD44 eine Rolle bei
der Regulation der Proliferation und der Zell-Zell-Adhésion von Neuroblastomzellen in
scid Mausen spielt. Eine fehlende CD44 Expression scheint dabei Neuroblastomzellen
zu charakterisieren, die sich zwar langsam vermehren, dafir allerdings hochmetastati-
sche Eigenschaften haben. Auch in einem transgenen Brustkrebsmausmodell fuhrte der
Verlust von CD44 zu einer Zunahme der Lungenmetastasierung (Lopez et al., 2005;
Gotte und Yip, 2006).

Bei den CD44 positiven Zelllinien ist aufgefallen, dass die disseminierten Zellen in den
Pulmonalarterien und dem angrenzenden perivaskularen Raum verblieben sind und
nicht in das Lungenstroma einwandern konnten. Das perivaskuldre Lungenkomparti-
ment ist von Pabst (2004) erstmalig beschrieben worden und hat eine Bedeutung fiir die
Lungenddembildung und Leukozytenwanderung bei entziindlichen and allergischen
Prozessen (Pabst, 2004). Das isolierte Auftreten von Metastasen in dieser Region ist
bisher nicht beschrieben worden und bestétigt die speziellen strukturellen und funktio-
nellen Eigenschaften dieses perivaskuldren Raums. Die genauen Mechanismen, die da-
zu fihren, dass die disseminierten CD44 positiven Neuroblastomzellen in diesem Raum
verbleiben und sich dort vermehren sind jedoch unklar.

Es konnte gezeigt werden, dass Interaktionen zwischen CD44 und seinem Hauptbin-
dungspartner HA wichtig fur die Adhasion von Brust- und Prostatakarzinomzellen an
endotheliale Knochenmarkszellen sind (Simpson et al., 2001; Draffin et al., 2004). Au-
Rerdem wird die Adhasion von Lymphozyten an Endothelzellen und ihre Extravasation
Uber CD44-HA Interaktionen vermittelt (Mohamadzadeh et al., 1998). Bei der Lym-
phozytenadhasion bindet ein aktivierter CD44-Rezeptor der Lymphozyten an eine ober-
flachliche HA-Schicht der Endothelzellen (Mohamadzadeh et al., 1998; Draffin et al.,
2004). Im Gegensatz dazu wird die Bindung von Tumorzellen an z. B. endotheliale Zel-

len des Knochenmarks tber Interaktionen eines Hyaluronsauremantels, der die Tumor-
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zelle umgibt und einem aktivierten CD44 Rezeptor der Endothelzellen vermittelt
(Simpson et al., 2001; Simpson et al., 2002; Draffin et al., 2004). Die vorliegende Ar-
beit zeigt, dass die Expression des CD44 Rezeptors auf Neuroblastomzellen eine Be-
deutung fur die Adhasion der Zellen an die Endothelzellen der Lungenarterien der scid
Maus haben konnte. Die Transmigration der Neuroblastomzellen durch die Kapillaren
des perivaskularen Raums und ihr Einwandern in das pulmonale Stroma wird anschei-
nend jedoch eher durch die Expression des CD44 Rezeptors an der Neuroblastomzello-
berflache behindert.

LS Zellen haben eine unterschiedliche CD44 Expression von in vitro (Zellkultur) und in
vivo (Maus) gewachsenen Zellen aufgewiesen. Wéahrend die Primartumoren negativ
gewesen sind, haben die Zellen in Paraffin eine méRig starke Reaktion mit anti-CD44
gezeigt. Diese unterschiedliche CD44 Expression in vivo und in vitro wurde ebenfalls
fir Stromazellen des Knochenmarks nachgewiesen (Schade et al., 2006).

Die Ergebnisse der Immunhistochemie mit anti-Nestin sind nicht eindeutig zu interpre-
tieren. Nestin ist ein Intermediarfilament, dass in embryonalen neuroektodermalen Zel-
len vorkommt und bei einigen Tumoren mit der Aggressivitat assoziiert ist (Rutka et al.,
1999; Ehrmann et al., 2005). Die Bedeutung von Nestin fur das Neuroblastom ist bisher
ungeklart. Wéahrend Thomas et al. (2004) eine Korrelation zwischen Nestin Expression
und Aggressivitdt von Neuroblastomen zeigen konnten, haben Korja et al. (2005)
Nestin keine Bedeutung als Malignitdtsmarker in Neuroblastomen zugeordnet. In der
vorliegenden Untersuchung ist die Reaktion der Neuroblastomzellen mit anti-Nestin
sehr heterogen gewesen. Es konnte keine Korrelation zwischen der Nestinexpression
und dem Tumorwachstum oder der Metastasierung nachgewiesen werden, so dass
Nestin in unserem Xenograft-Modell nicht von prognostischer Bedeutung in Bezug auf
die Metastasierung ist.

Das hier dargestellte spontan metastatische Neuroblastom-Xenograft-Modell ist flr die
Untersuchung neuer therapeutischer Agenzen geeignet. SK-N-SH bietet sich dabei als
Standardzelllinie fur praklinische therapeutische Studien von Neuroblastomen an. Diese
Zelllinie hat ein grofles Wachstums- und Metastasierungspotential bei einer Wachs-
tumsdauer von nur ca. vier Wochen gezeigt. Das scid Mausmodell ist aulerdem geeig-
net fiir grundlegende Untersuchungen Uber die metastatische Kaskade. In diesem Zu-
sammenhang scheint CD44 eine funktionelle Bedeutung fir die proliferativen und ad-

hésiven Eigenschaften von Neuroblastomzellen im vorgestellten Xenograft-Modell zu
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haben. Das Wachstums- und Metastasierungsverhalten der Neuroblastomzellen in den

scid Mausen scheint hingegen unabhangig von der Nestinexpression zu sein.
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6. Zusammenfassung

Das Neuroblastom ist der hdufigste extrakranielle Tumor im Kindesalter. Bei Kindern,
die alter als ein Jahr sind und Neuroblastome aufweisen, die bereits Fernmetastasen
entwickelt haben, ist die Langzeituberlebensrate mit weniger als 40% nach wie vor un-
befriedigend. Aus diesem Grund ist es erforderlich neue therapeutische Ansétze zu ent-
wickeln. In diesem Zusammenhang sind Xenograft-Modelle hilfreich, da diese in vivo
Modelle sowohl dazu geeignet sind grundlegende Untersuchungen zur metastatischen
Kaskade zu machen als auch praklinische therapeutische Studien durchzufihren.

In dieser Arbeit sind sieben humane Neuroblastomzelllinien mit und ohne Matrigel
subcutan in  scid Mause injiziert worden und ihr  Wachstums- und
Metastasierungsverhalten wurde analysiert. Weiterhin wurde die Expression von Nestin
und CD44, beides mogliche prognostische Marker beim Neuroblastom, in den in vitro und
in vivo gewachsenen humanen Neuroblastomzellen immunhistochemisch untersucht.

Alle Neuroblastomzelllinien bildeten Primartumoren in den scid M&usen, aber das
Tumorwachstum und das Metastasierungsverhalten zeigten grofle Unterschiede zwischen
den Zelllinien in Abhangigkeit von der Koinjektion von Matrigel. Drei der
metastasierenden Zelllinien (IMR-32, Kelly und SK-N-SH) entwickelten multizellulare
Uberwiegend intra- und periarteriell gelegene Lungenmetastasen; LAN-1 und LAN-5
wiesen Einzell- und Mikrometastasen im pulmonalen Stroma auf. Die Expression von
CD44 war mit diesem Metastasierungsverhalten assoziert. So waren IMR-32, Kelly und
SK-N-SH Zellen CD44 positiv, aber LAN-1 und LAN-5 Zellen CD44 negativ.

In dem scid Maus Xenograft-Modell scheint CD44 eine funktionelle Bedeutung fir die
proliferativen und adhdsiven Eigenschaften von metastatischen Neuroblastomzellen zu
haben. So transmigrieren CD44 positive Neuroblastomzellen meistens nicht ins Lun-
genstroma, sondern verbleiben im intra- bzw. periarteriellen Raum der Lunge. Die
CD44 negativen Zellen hingegen wandern in die Alveolarsepten ein, aber vermehren
sich dort nur langsam. Die Nestinexpression weist keine Assoziation zum Wachstums-
und Metastasierungsverhalten der Neuroblastomzellen in den scid Mdusen auf.

Das in dieser Arbeit beschriebene spontan metastatische Neuroblastom-scid-Maus-
Xenograft-Modell ist fur Studien neuer therapeutischer Substanzen und Untersuchungen
Uber die metastatische Kaskade geeignet. SK-N-SH Zellen haben ein groRes Wachstums-
und Metastasierungspotential in den scid Mdusen gezeigt und bieten sich somit als Stan-
dardzellen fur préklinische therapeutische Studien an.
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