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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Primére Tumoren des zentralen Nervensystems

Die primdren Tumoren des zentralen Nervensystems gehdren mit 2-3% zu den seltenen
Tumorarten. Im Kindesalter stellen sie jedoch nach den Leuk&mien die zweithdufigste
Tumorerkrankung dar (75). Es handelt sich bei diesen Tumoren um eine sehr
heterogene Gruppe gutartiger, sowie bdsartiger Neoplasien. Die groRte Gruppe bilden
die Gliome. Diese werden durch die WHO (World Health Organisation)-Klassifikation
histologisch néher eingeordnet und charakterisiert (62). Die Klassifikation beschreibt
vor allem die Dignitat der Tumoren, wobei benigne (WHO-Gad 1) von malignen
(WHO-Grad 1V) unterschieden werden. Dabei richtet sich die Aufmerksamkeit auf
zellulare Kriterien wie Zell- und Kernatypien, mitotische Aktivitat, GefaRproliferation
oder Nekrosen. Die grofle Gruppe der Gliome wird wiederum unterschieden in
astrozytédre, oligodendrogliale und ependymale Tumoren. Ein mit WHO-Grad IV
klassifizierter astrozytdrer Tumor ist das Glioblastom (Glioblastoma multiforme).
Dieser Tumor ist verantwortlich flr etwas mehr als 50% aller primaren ZNS-Gliome
(siehe Abb. 1. 1) und héchst maligne (11).
All Other Glioma
Glioma 4%

Malsignant, NOS
7%

W

Ependymoma
6%

Oligodenroglioma
7%

Pilocytic
Astrocytoma
6%

Protoplasmicand
Fibrillary
Astrocytoma

2% Anaplastic
Astrocytoma
7%

All Other
Astrocytoma
9%
Abb. 1.1: Verteilung histologischer Subtypen priméarer ZNS-Gliome (11).

1



EINLEITUNG

1.2 Glioblastoma multiforme

Bei dem Glioblastom handelt es sich um einen sehr maligner Tumor mit infauster
Prognose. Die Atiologie dieser Erkrankung ist noch unbekannt und es mangelt an
suffizienten Therapien. Die meisten Patienten versterben bereits im ersten Jahr nach

Diagnosestellung (18; 76).

Es wird zwischen priméren und sekundéaren Glioblastomen unterschieden. Das primare
Glioblastom entwickelt sich vollig neu (de novo). Es gibt weder radiologische, noch
histologische Hinweise auf einen vorausgegangenen weniger malignen Tumor (47). Im
Gegensatz dazu, entwickelt sich das sekundare Gliobastom durch Progression eines
niedriggradigen oder anaplastischen Astrozytoms. Das mittlere Erkrankungsalter liegt
bei 45 Jahren (76). Abgesehen von der Epidemiologie, ist auch die Tumorbiologie
beider Erkrankungen sehr verschieden. Das Glioblastom ist bevorzugt in den
GroRhirnhemispharen, insbesondere frontotemporal, lokalisiert. Makroskopisch
zeichnen sich diese Tumoren durch eine bunte Schnittflache aus. Charakteristisch sind
gelbliche Nekrosen, Blutungen, grau-weil} aussehendes Tumorgewebe und diffuses
infiltrierendes Wachstum. Histologisch kénnen beide Tumorentitaten nicht voneinander

unterschieden werden.

1.2.1 Histologie

Histologisch handelt es sich um polymorphe, zellreiche, mitotisch sehr aktive Tumoren.
Typisch sind mehrkernige Riesenzellen und flachenhafte oder strichformige Nekrosen,
um die sich Tumorzellkerne radiar anordnen. Dieses wird als Palisadenstellung der

Kerne bezeichnet und ist in Abb. 1.2. A und B durch Pfeile gekennzeichnet.
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Abb. 1.2. Zellreiche, undifferenzierte Tumoren (Glioblastoma multiforme) (118)

—— Palisadenartige Anordnung der Tumorzellen

Weiterhin charakteristisch sind ausgepragte Geféal3proliferate (siehe Abb. 1.3 B) sowie
polymorphe, chromatinreiche Zellkerne (siehe Abb. 1.3. A)
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Abb. 1.3. Glioblastoma multiforme (Histologische Praparate) (118)

A : = chromatinreicher Zellkern
B: —— Gefdlproliferationen

1.2.2 Molekulargenetik

Primdre und sekundédre Glioblastome zeichnen sich durch unterschiedliche
Verteilungsmuster genetischer Alterationen aus, die zytogenetisch durch strukturelle
Chromosomenaberrationen sowie Veranderungen des Karyotyps charakterisiert sind.
Der Verlust der Heterozygotie des Chromosoms 10 ist eine der hdufigsten genetischen
Aberrationen des Glioblastoms (34; 74). Wahrend primare Glioblastome hdufig einen

volligen Verlust eines Chromosoms aufweisen, handelt es sich beim sekunddren
3
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Glioblastom eher um einen Verlust von Teilen des langen Arms (q) des Chromosoms
10 (29). Weitere fir das primare Glioblastom typische genetische Aberrationen sind die
Amplifikation des CDK4 (56), sowie des EGF-Rezeptors (58; 90; 101) und die
Uberexpression der Gene MDM2 (85) und MDM4. Charakteristisch sind auch
6"k (7: 99) und RB1, sowie

Mutationen des PTEN-Gens (50). Mutationen dieses Gens werden beim sekundaren

homozygote Deletionen der Gene CDKNZ2A, pl

Glioblastom nur selten beobachtet (47). Sekundére Glioblastome zeichnen sich vor
allem durch Mutationen des TP53-Gens aus (32; 51; 115). Ebenfalls gehduft treten auf:
Allelverluste der 19g (70) und 22q (72),
Promotorhypermethylierungen der Gene RB1 (71), O6-MGMT (25) und TIMP-3 (72).

also verschiedene

Chromosomen 13q (76), sowie

Sekunddre und primére Glioblastome zeigen genetische
Veranderungen. Die funktionellen und molekularen Verluste, sowie Mutationen
betreffen jedoch die gleichen intrazelluldaren Signalwege. Es handelt sich dabei
besonders TP53/MDM2/pldarf-,  pl6INK4a/RB1-,
EGFR/PTEN/Akt/mTOR- Signalweg (88).

Diese, in der Onkologie auch bei anderen Tumoren bekannten Signalwege, spielen eine

um den und den

essentielle Rolle bei der Zellzykluskontrolle, Proliferation und Migration. Glioblastom-

typische Mutationen werden zusammenfassend in Abb. 1.4. dargestellt (76).

|

.. Low-grade astrocytoma
TP53 mutation (59%)
WHO grade Il

) ,’%31( Anaplastic astrocytoma
4 V¢ TP53 mutation (53%)

Parg D
"‘5‘( WHO grade il

. Primary glioblastoma
i’ _ LOH 10q (70%)

¢ EGFR Amplification (36%)*
.~ p16INK4a Deletion (31%)
TP53 Mutation (28%)
PTEN Mutation (25%)*
WHO grade IV

Abb. 1.4. Schematische Darstellung der genetischen Veranderungen bei der Entstehung

des priméaren und sekundéren Glioblastoms.

Secondary glioblastoma
LOH 10q (63%)

EGFR Amplification (8%)
p16INK4a Deletion (19%)
TP53 Mutation (65%)*
PTEN Mutation (4%)
WHO grade IV

(modifiziert nach P. Kleihues und W.K. Cavanee, 2000 (76))
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Wie in der Abbildung ersichtlich, ist der Ursprung beider Entitdten noch ungekléart. Es
ist ungewiss, ob differenzierte Astrozyten oder Vorlauferzellen, sogenannte Glioma
stem cells (GSCs), fur die Entstehung des Glioblastoms verantwortlich sind. Das
Konzept der Tumorstammzellen ist in anderen Disziplinen schon langer Gegenstand der
Forschung. Mit der Entdeckung von GSCs und der Genese des Glioblastoms beschéftigt
sich die Wissenschaft jedoch erst seit kurzer Zeit (27; 36; 81). So scheint es sich bei
diesen Stammzellen um eine kleine Fraktion multipotenter Tumorzellen zu handeln, die
zur Selbsterneuerung, asymmetrischer Teilung und Ausreifung zu differenzierten Zellen
befahigt sind (19; 83).

Ob diese Zellen aus neuronalen Progenitoren oder aus entdifferenzierten Astrozyten
entstehen, bleibt zu klaren. Auch ihre Funktion ist nicht vollkommen bekannt. Es gibt
jedoch Hinweise darauf, dass diese Zellen im Gehirn migrieren und somit eine
vollstandige Resektion des Tumors unmdglich machen. Es gilt noch herauszufinden, ob
GSCs im Mittelpunkt zukinftiger Therapien stehen, um Migration vom Primé&rfokus

oder Wachstum eines Sekundérfokus zu verhindern (76).

1.3 Tumorprotein 53 (TP53)

Der TP53/MDM2/p14ARF- Signalweg spielt eine Schlisselrolle in der Genese des
sekundaren Glioblastoms. Durch aktivierte Onkogene (z.B. Myc, Ras) oder
genotoxischen Stress kommt es zu einer Induktion des zellularen Proteins p14(19)"*F
(schematisch dargestellt in Abb. 1.5.). Dieses Protein bindet an den Komplex aus
MDM2 (murin double minute Onkogen) und p53 und verhindert die MDM2-vermittelte

Degradation von p53 (84; 98).
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Schéaden Schaden
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L
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Aktives p53

Abb. 1.5. Aktivierung von p53 via p14(19)"**

In vielen sekunddaren Glioblastomen koénnen inaktivierende p53-Mutationen
nachgewiesen werden. Es handelt sich dabei um eine frilhe genetische Aberration, die
bereits in vielen niedriggradigen Astrozytomen detektierbar ist (110). Meist sind die
Kodons 248 und 273 betroffen (76). Die frilhe Mutation des TP53-Gens scheint eine
bedeutende Rolle in der tumorigenen Entwicklung des sekundéren Glioblastoms zu
spielen. Dieses wird bei néherer Beleuchtung der Funktion des TP53-Gens verstandlich.
Es handelt sich um einen Tumorsuppressor, der durch zelluldren Stress, wie DNA-
Schaden oder Hyperproliferation aktiviert wird (106). Aktiviertes p53 reguliert die
Expression vieler Zielgene, die fir DNA-Reparatur, Zellzyklusarrest, Antiangiogenese
sowie Apoptose verantwortlich sind (91). Es wird eine Reparatur der geschadigten Zelle
bzw. DNA ermdglicht. Ist die Schadigung zu gro und eine Reparatur nicht mehr
mdoglich, induziert p53 unter anderem Komponenten des intrinsischen Apoptosewegs
(BAX, BAK (107)) oder bindet an die Promotoren zelltodfordernder Zielgene, wie
CD95/FAS (23) (extrinsischer Apoptoseweg). Dieses ist schematisch in Abb. 1.6.
dargestellt.
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Aktives p53
Zellzyklusarrest DNA-Reparatur Apoptose
p21 p53 R2 BD:f(
GADD45 GADD45
BAK
14-3-3c¢ P48
XPC FAS
PUMA

Abb. 1.6. Zielgene von aktiviertem p53

Aus einer beeintrachtigten Funktion des p53 folgen ungehemmte Proliferation,
genetische Instabilitdt und eine Aktivierung bzw. Deregulierung bestimmter Onkogene
(65). Dieses fuhrt unabhéngig von physiologischen Stimuli wiederum zur Proliferation
und zum Uberleben der Zelle und ermoglicht die Akkumulation von
Sekundarmutationen, eine tumorigene Entartung (37) und somit eine maligne
Progression niedriggradiger Astrozytome (73). Eine auch diesen Signalweg betreffende
Veranderung, ist die Methylierung bzw. Inaktivierung des p14ARF, wie sie in einigen
sekundaren Glioblastomen beobachtet wird (33). In manchen priméren Glioblastomen
wird eine Amplifikation des MDM2-Gens beobachtet. Dieses fiihrt neben einer
Akkumulation bzw. Uberexpression des MDM2 zu einer unverhiltnismaRigen
Inhibition des p53 (89).

1.4 EGFR/PTEN/AKkt Signalweg

Auch dieser Signalweg spielt eine essentielle Rolle in der Entwicklung des
Glioblastoms. Wie bereits erwahnt, kann in vielen priméren Glioblastomen eine
Amplifikation des EGFR (epidermal growth factor receptor) nachgewiesen werden.
Aber auch PTEN (Phosphatase and Tensin homologe) ist h&ufig von Mutationen
betroffen. Der Signalweg wird z.B. durch Wachstumsfaktoren stimuliert. Indem

bestimmte Faktoren an die extrazellulare Doméne des EGFR (epidermal growth factor
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receptor) binden, werden Phosphoinositol-3-Kinasen (PI3K) aktiviert. Diese wiederum
phosphorylieren Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) zu Phosphatidylinositol
(3,4,5)-trisphosphat  (PIP3), welches eines wichtige Rolle in der Aktivierung der
Proteinkinase B (Akt) spielt. Aktiviertes Akt stimuliert Gber Phosphorylierung weitere
Mediatoren, die fir Proliferation und Wachstum, sowie Antiapoptose und Angiogenese
verantwortlich sind (114). Antiapoptotisch wirkt Akt z.B. Uber die Inaktivierung des
pro-apoptotischen Proteins BAD (Bcl-2-Antagonist of cell death) (48) und der Caspase-
9 (10) (siehe Abb. 1.7). Durch Inaktivierung von p21 (CDK-Inhibitor 1) nimmt Akt
direkt Einfluss auf den p21-vermittelten Zellzyklusarrest. Des Weiteren verstarkt eine
Akt-vermittelte Phosphorylierung von MDM2 die Degradation des Proteins p53 (117).
In Anbetracht der antiapoptotischen Wirkung handelt es sich bei Akt um ein

potentielles Onkogen.

——

PI3K
— D|(3,4,5)P;

pren e H l
—

L

Caspase 9 MDM2

P1(4,5)P,

Abb. 1.7. Wichtige Zielgene von aktiviertem Akt (PKB).
Diese haben Einfluss auf Proliferation, Wachstum und Apoptose.

Ein Antagonist des Onkogens Akt stellt der Tumorsuppressor PTEN (phosphatase and
tensin homolog) dar. PTEN katalysiert die Hydrolyse wvon verschiedenen
Phosphorsaureestern und hemmt durch Dephosphorylierung des PIP; den PI3K/Akt-
Signalweg (100). Auch andere, die Zellteilung und Zellmigration fordernde Signalwege
(z.B. MAP-Kinase-Signalweg), werden durch PTEN gehemmt. In Anbetracht der
Funktionen des Tumorsuppressors ist es nachvollziehbar, dass in primdren sowie

sekundéren Glioblastomen PTEN-Mutationen nachgewiesen werden konnen (52).
8
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1.5 Proto-Onkogen c-Myc

Bei c-Myc handelt es sich um ein gut bekanntes Proto-Onkogen. Als Helix-loop-helix-
Transkriptionsfaktor reguliert es die Transkription bzw. Expression vieler Gene durch
Rekrutierung von Histon-Acetyltransferasen. Durch Mutation des c-Myc-Gens kann es
zu einer konstitutiven Expression des Proteins kommen. Zielgene, die an zelluléren
Stoffwechselprozessen und einer Vielzahl von Signalwegen beteiligt sind, werden
folglich verstéarkt exprimiert. Da c-Myc besonders die Expression von Schliisselgenen
beeinflusst, die fiir den Progress des Zellzyklus verantwortlich sind, besitzt das Protein
grolRes onkogenes Potential (22). So aktiviert c-Myc u.a. Cyclin E, welches mit Hilfe
von CDK2 (cyclin-dependent kinase 2) fir den Ubergang von G1- zu S-Phase
verantwortlich ist (93). AuRerdem reprimiert c-Myc die Expression von p21°™, ein
durch p53 induzierter Inaktivator des CyclinE/CDK2-Komplexes (14). Zusétzlich
hemmt c-Myc den Cyclin/CDK-Inhibitor p15™<** der den CyclinD/CDK4-Komplex
inaktiviert (109). Es kommt unabhdngig von externen Stimuli, wie Wachstumsfaktoren,
zum Eintritt in die S-Phase (Synthesephase). Eine erhohte Zellproliferation bzw.
Zellteilung setzt eine gesteigerte Proteinbiosynthese voraus. Diese wird durch die c-
Myc-vermittelte Aktivierung von Translations-Initiatoren, wie elF4E (eukaryotic
translation initiation factor 4E) und elF2a, erreicht (94). Ein Verlust der G1-Kontrolle
ist eine Voraussetzung fiir unabhéngiges Zellwachstum und maligne Progression. Durch
unkontrollierte Proliferation wird eine Differenzierung der Zelle verhindert. Lassman et
al. zeigten, dass auch Kkultivierte, c-Myc-Uberexprimierende Astrozyten, einen
undifferenzierten Phénotyp aufweisen (57). Eine Deregulierung von c-Myc ist in einer
Vielzahl von verschiedenen Tumorentitdten, unter anderem dem Glioblastom,
nachweisbar. Bereits in niedriggradigen und anaplastischen Astrozytomen, nicht aber in
normalem Hirngewebe (24), kommt es zu einer Uberexpression des Onkogens (79). Es
ist vorstellbar, dass die Uberexpression von c-Myc maRgeblich in die Pathogenese
niedriggradiger Astrozytome involviert ist (43), da c-Myc durch seine universale
Einflussnahme auf Zellzyklus, Zellwachstum, Angiogenese und Differenzierung den

Weg fur eine tumorigene Entstehung ebnet (116).
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1.6 Tumormodelle fir das Glioblastoma multiforme

Um den Zusammenhang zwischen identifizierten genetischen Aberrationen und
Tumorgenese zu verstehen, werden Tumormodelle bendtigt. Diese sind wichtige
Instrumente, um die Biologie des Glioblastoms besser zu verstehen. Aspekte wie
Neovaskularisation, Invasion, Migration und Metastasierung lassen sich in der
Zellkultur nicht hinreichend erforschen. Vor allem aber geht es um die Entwicklung von
Therapiestrategien (17). Um ein realistisches Tumormodell fiir das Glioblastom zu
entwickeln, gab es in der Vergangenheit sehr verschiedene Ansitze, wie die
Transplantation von Xeno- und Allografts (49; 53). Dieses Modell basiert auf der
Injektion von humanen oder murinen Glioblastom-Zelllinien in Flanke oder Hirn von
Nacktmdusen. Die Tiere entwickeln groRe Tumoren, die  histologisch wenig
Ahnlichkeit mit humanen Glioblastomen aufweisen (116). Eine weitere Strategie ist die
Rekapitulation genetischer Aberrationen von Glioblastomzellen durch die Inaktivierung
oder Verdnderung bestimmter Gene in somatischen Zellen oder der Keimbahn (31).
Effekte von Onkogenen und Tumorsuppressoren, sowie deren Kooperation kdnnen so
erforscht werden. Eine weitere Madoglichkeit somatische Zellen genetisch zu
modifizieren, ist die Verwendung retroviraler Vektoren, wie MMLV oder ALV (42;
116). Wéhrend MMLV- (moloney murine leukemia virus) Vektoren viele Zellen
infizieren kdnnen, infiziert das ALV-System nur Zellen, die einen speziellen RCAS-
Rezeptor (tv-a) exprimieren (26; 116). Um dieses System zu nutzen, muss jedoch
zundchst eine transgene Mauslinie hergestellt werde, die den RCAS-Rezeptor (tv-a)
promotorspezifisch (z.B GFAP-Promotor, Nestin-Promotor) exprimiert. Durch einen
solchen RCAS-TVA-abhangigen Gentransfer und eine resultierende Uberexpression
einer Kombination aus konstitutiv aktivem K-Ras und Akt in neuronalen Progenitoren
konnte eine Glioblastomformation beobachtet werden, die histologisch Ahnlichkeit mit
humanen Glioblastomen aufweist (41). Dieses gelang mit differenzierten Astrozyten nur
durch eine zusatzliche Uberexpression von c-Myc (57). Die genannten Modelle sind
nitzlich, um das Glioblastom und wichtige Signalwege des Tumors kennen- und
verstehen zu lernen. Jedoch spiegeln sie die Realitat des Tumorgeschehens kaum wider.
Das infiltrative Wachtum des Tumors, welches eine komplette Resektion unmdglich
macht sowie die Gewebeinvasion und maligne Progression konnten in keinem der

Modelle vollstandig nachempfunden werden. Wéhrend die Genexpression und Mutation
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bestimmter Onkogene und Tumorsupressoren gut verstanden ist, fehlen Kenntnisse tber

die Herkunft des GSCs und die Griinde fir Chemo- und Radioresistenz.

1.7 Stammzellmarker

Das zentrale Element neuerer Theorien beziglich der Krebsentstehung ist die
Tumorstammzelle oder auch Tumor-initiierende Zelle. Diese Zellen kénnen in Tumoren
nachgewiesen werden und besitzen spezifische Eigenschaften einer Stammzelle, wie
z.B. Differenzierung und Selbsterneuerung (15). Auch in Glioblastomen konnten
Krebsstammzellen entdeckt werden. Im Gegensatz zu anderen Stammzelltypen konnten
neuronale Stammzellen nicht durch einen spezifischen Zellmarker definiert werden, da
ein solcher bisher nicht eindeutig identifiziert werden konnte. Somit wurden in der
Literatur bereits einige Proteine als mogliche Stammzellmarker beschrieben: Musashi-1
(38) (RNA-binding protein), Nestin (82) (Typ IV Intermedi&rfilament), CD133 (97)
(Oberflachenantigen) und Olig2 (60) (Oligodendrocyte transcription factor 2). Bei
Nestin handelt es sich um ein Intermediérfilament, welches in frihen Stadien der
Entwicklung exprimiert wird. Es wird im Verlauf durch andere Intermediérfilamente
ersetzt. Die in der Literatur als potentielle Stammzellmarker fur das Glioblastoma

multiforme beschriebenen Proteine, sind in Tabelle 1.1 kurz dargestelit.

Marker Eigenschaften Physiologische Pathologische
Expression Expression
CD133 auch AC 133 genannt, immature mature Blutzellen
97 kDa Glykoprotein, 5  Blutzellen, (Leuké&mie),

Transmembrandomanen, neurale/embryonale Hirntumoren
Zelloberflachenmarker ~ Stammzellne, fetale (Glioblastoma
Leber, niedrige multiforme)
Expression in
Pankreas und Niere

Olig2 Oligodendrocyte Oligodendrozyten, diffuse Gliome
Transkriptionsfaktor 2,  oligodendrozytdre  Oligodendrogliome,
Helix-loop-Helix- Vorlauferzellen Astrozytome,
Transkriptionsfaktor Glioblastoma

multiforme und
gemischte Gliome
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Nestin

Musashi 1

Typ IV
Intermediarfilament

RNA-Bindungsprotein

Sehr konserviert (bereits

Vorkommen bei

Drosophila), Regulation

der Zellteilung von
ektodermalen
Prakursoren

neurale Prakusoren
der
supraventrikularen
Zone,frihe Stadien
der Neuro- und
Gliogenese,
regenerierender
Muskel
ektodermalen
Prakursoren,
proliferierende
Neuroblasten,
fetale und adulte
neurale
Stammzellen
(NSC)

EINLEITUNG

gliale Narbe nach
ZNS-Verletzung,
Entdifferenzierung
von Zellen

Glioblastoma
multiforme,
Malignes Melanom

Tab. 1.1. Ubersicht Gber die in der Immunzytochemie verwendeten Stammzellmarker.
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1.8 Zielsetzungen der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines Modells fir primare
Hirntumoren in der Maus. Da p53 knockout Astrozyten verwendet wurden, lag der
Schwerpunkt der Arbeit auf der Atiologie des sekundiren Glioblastoms.

Primdre Astrozyten aus p53 knockout Mé&usen wurden isoliert, kultiviert und mit c-
Myc-, sowie Akt- exprimierenden MSCV-Vektoren infiziert. Folgende Fragestellungen

ergaben sich:

1. Wie verhalten sich c-Myc-, Akt- bzw. c-Myc/Akt- Uberexprimierende, primare
p53 knockout Astrozyten in Bezug auf Phéanotyp, Proliferation und
Differenzierung?

2. Kann durch die Uberexpression besagter Onkogene eine Immortalisierung der
priméren Astrozytenkultur erreicht werden?

3. Entstehen durch stereotaktische Injektion von c-Myc/Akt infizierten Astrozyten
in das Striatum von Wildtyp- und RAG 2 knockout Mausen astrozytdre
Tumoren?

4. Kommt es zu einer Entdifferenzierung der infizierten Astrozyten mit Expression

von Stammzellmarkern?
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien

Puffersubstanzen, Losungsmittel und andere gangige Laborchemikalien wurden von

den Firmen Merck (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe), Biozym (Hess. Oldendorf),
Ambion, (Austin, TX USA), Fisher Scientific (Nidderau), Promega (Mannheim), Riedel de
Haén (Seelze) und Thermo Scientific (Karlsruhe) bezogen. Die Reaktionsgeféle,
Pipettenspitzen und Pipetten wurden vor allem von den Firmen und Greiner bio-one
(Frickenhausen) und Eppendorf (Hamburg), die Objekttrdger und Deckgléser von

Menzel-Glaser (Braunschweig) bezogen.

2.1.1 Zellkultur

Kulturschalen fiir die Zellkultur wurden von Greiner bio-one (Frickenhausen) bezogen.

2.2 Allgemeine Puffer, Losungen, Kulturmedium

Spezielle, fur ein Experiment wichtige Ansétze, werden im Folgenden im jeweiligen

Kapitel in einer Tabelle erldutert.

20 x Sodium- Borat Puffer Endkonzentration | Hersteller
(Stock-Lo6sung)

38,137 g Disodiumtetraborat (Borax) 100 mM Sigma Aldrich, Miinchen
+950ml Aqua bidest

Mit ca. 23g Borsdure auf pH 8 einstellen Fisher Scientific, Nidderau
Ad 11 Aqua bidest

25 X TAE Puffer

1 Packung 25 X TAE Puffer Ambion, USA
Ad 1| Aqua bidest

5 x TBE-Puffer

1 Packung 10 x TBE-Puffer Ambion, USA
Ad 2 | Aqua bidest
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TE-Puffer pH 8

Reagenz Endkonzentration (Ansatz) | Hersteller
10 ml Tris 1M 10 mM Acros Organics, Belgien
+ 2mlEDTA0,5M 1mM Serva, Miinchen

Ad 1 | Aqua bidest
Auf pH 8 einstellen

PBS Endkonzentration Hersteller

80¢ NaCl 137 mM Merk, Darmstadt
11.5g Na2HPO4 8,1 mM Carl Roth, Karlsruhe
20g KH2PO4 1,47 mM Merk, Darmstadt

pH auf 7,4 einstellen

Ad 10 | Aqua bidest

Tris-Puffer Endkonz.

Hersteller

121,14 g Tris-(hydroxymethyl)-methylamin 1M
pH mit HCI einstellen
Ad 1 Aqua bidest

Acros Organics, Belgien

PIPES-L0Osung Endkonzentration

Hersteller

18,15 g PIPES 200 mM
Auf pH 6,4 einstellen

Ad 300 ml Aqua bidest
Autoklavieren, bei RT lagern

Sigma Aldrich, Miinchen

5 x Hybridisierungspuffer

5,884g NaCl 2M
+ 500 ul EDTA 0,5M 5mM
200mM PIPES pH 6,4 ad 50 ml
Lagerung: -20°C

Merk, Darmstadt
Serva, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen

2.2.1 Zellkultur

Fur die Kultivierung von Astrozyten und Phoenix-Zellen wurde das Kulturmedium wie

folgt angesetzt und bei 4°C gelagert:

Kulturmedium (Phoenix-Zellen, Astrozyten)

500 ml DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
+ 50 ml FBS (Fetales Bovines Serum)
+ 5 ml Penicillin/ Streptomycin

Invitrogen, Karlsruhe
PAA, Colbe
Invitrogen, Karlsruhe

DPBS, DMEM, 0,05% Trysin/EDTA, 1M HEPES und HBSS wurden von Gibco®

(Invitrogen, Karlsruhe) bezogen.
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2.3 Versuchstiere

Insgesamt wurde mit 3 verschiedenen Mauslinien gearbeitet, die fur verschiedene
Versuche verwendet wurden. Fur die Operationen (Stereotaxie) wurden Wildtyp(wt)-
und RAG 2 knockout- Méuse verwendet. Primére Astrozytenkulturen wurden sowohl
aus Wildtyp(wt)-, als auch aus Tp53 knockout Mausen isoliert. Alle Linien befanden
sich auf einem genetischen C57BL/6- Hintergrund. Die Tierhaltung erfolgte in der SPF-

Einrichtung (S2) des Biomedizinischen Forschungszentrums der Universitat Marburg.

2.3.1 Tp53 knockout Mauslinie

Diese Mauslinie wurde von der Universitat Freiburg zur Verfiigung gestellt und
ausschlieBlich personlich durch die Promovendin betreut. Im Alter von ca. 21 Tagen
wurden die Tiere abgesetzt. Die Ohren der Tiere wurden nach einem im Labor
etablierten Schema gestanzt, um jedem Tier eine individuelle Nummer zuordnen zu
kdnnen. Dabei wurden gerade Nummern an Mannchen und ungerade an Weibchen
verteilt und in einer Exceltabelle (Microsoft Excel 2007; Microsoft Cooperation,
Redmond, USA) verwaltet. Flr die Genotypisierung wurden die Tiere ,getailt”, das
hei3t, ein kleines Stiickchen des Schwanzes wurde abgeschnitten und in ein mit der

Nummer des Tieres beschriftetes Eppendorf Tube gegeben.

2.4 Ermittlungen des Genotyps der Tiere

2.4.1 PK-Verdau

Zunéchst wurde ein von der Anzahl zu verdauender Proben (Tails) abhangiger Master
Mix flr den Proteinase K-Verdau angesetzt. Dazu wurde Proteinase K (10 mg/ml;

Peqglab, Erlangen) 1:100 in Lyse-Puffer verdinnt.

Lyse-Puffer (500 ml)
Reagenz Volumen [ml] | Endkonz. |Hersteller
NaCl 5M 20 mi 0,2M Merk, Darmstadt
+ Tris 1M (pH 8,35) 50 ml 0,1M Acros Organics, Belgien
+ EDTA 0,5M (pH 8,0) 5ml 0.5mM Serva, Munchen
+SDS 10% 10 ml 0,2% Pharmacia Biotech, Freiburg
+ Aqua bidest Add 500 ml
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Jede Schwanzspitze wurde in 500 pl des Master Mix aufgenommen und iiber Nacht bei

56°C auf dem Thermomixer (Eppendorf, Hamburg) verdaut.

2.4.2 DNA-Isolierung

Am ndchsten Morgen wurden 500 pl Phenol-Chloroform im Verhaltnis 1:1 hinzugefugt.
Die Probe wurde gut gemischt, bis die Losung milchig erschien und 5min mit 20 800 g
bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die wassrige, obere Phase wurde abgenommen und
in 1 ml kaltes 100% Ethanol tberflhrt anschlieBend invertiert und 30 min bei —-80°C
gefallt. Das Prazipitat wurde 10 min bei 4°C mit 20 800 g zentrifugiert, mit 80%
Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde ca. 3 min bei 37°C
getrocknet und in 200 pl Tris (pH 8,35) aufgenommen und 15 min im Thermomixer
resuspendiert. Fir die Bestimmung der DNA-Konzentration wurde die geléste DNA
1:100 in Wasser verdinnt und ihre optische Dichte bei 260, 280 und 320 nm im

Spektrophotometer (Amersham, Freiburg) bestimmt.

2.4.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde eingesetzt um einen meist kurzen, genau definierten, durch spezifische
Oligonukleotid-Primer  eindeutig  bestimmten  Teil eines DNA-Strangs zu
vervielfaltigen. Die zum DNA-Strang komplementdren Primer legten auf den
Einzelstrangen der DNA jeweils den Startpunkt der DNA-Synthese fest, wodurch der zu
amplifizierende Teil von beiden Seiten begrenzt wurde und durch die thermostabile
Tag-Polymerase mit Hilfe von Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs) vervielfaltigt

werden konnte.

Fur die Genotypisierung wurden folgende Oligonukleotide als Primer verwendet:

Primer Bindungsort Sequenz von 5= 3’

107 Trp53wt_s 5 5-CGG GAA ATA GAG ACG CTG AGT CCG-3

108 PGKpolyA p53KO s |5 5-GGT GGG GTG GGA TTA GAT AAA TGC C-3°

109 Trp53_as 5 5-AGT GTG ATG ATG GTA AGG ATA GGT GGGC-3’
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Die Primer ,,107_Trp53wt_s“und ,,109_Trp53 as* amplifizierten das Wildtypallel (310
Basenpaare), wihrend ,,108  PGKpolyA p53KO s“ und ,,109 Trp53_as“ das Trp53-

Allel (knockout Bande; (451 Basenpaare)) amplifizierten.

Der 10 ul PCR-Ansatz wurde folgendermalen auf Eis pipettiert:

Reagenz Vol [ul] | Endkonzetration \ Hersteller

MgCl2 25mM 1,5ul 3,75 mM Promega, Madison,

5x GoTaqg PCR Puffer (pH 8,5) | 2ul 1x Promega, Madison

dNTP’s (10mM) 0,5ul 0,5mM PegLab, Erlangen

P107 (5pmol/ul) 0,44ul 2,2 pmol/ul Apara-Bioscience, Denzlingen
P108 (5pmol/ul) 0,29ul 1,45 pmol/ul Apara-Bioscience, Denzlingen
P109 (S5pmol/pul) 0,73ul 3,65 pmol/ul Apara-Bioscience, Denzlingen
GoTaq Hot Start (5U/ul) 0,1l 0,5 U/ul Promega, Madison

DMSO 99,9% Tul 9,9% Sigma Aldrich, Minchen
DNA 0,5ul

Der auf Eis pipettierte Ansatz wurde direkt in den 94°C heil3en Thermocycler tGberfiihrt

(Hot Start PCR). Die DNA wurde mit folgendem Programm im Thermocycler

(Biometra, Gottingen) amplifiziert:

Zyklen Temp [°C] Zeit [s] \organg
1 94°C 120 Primére Denaturierung der DNA
33 94°C 20 Denaturierung der DNA
58°C 30 Anlagerung der Oligonikleotid-
Primer an die DNA-Matrize
72°C 45 Verlangerung der Primer durch
DNA-Polymerase (Elongation)
1 72°C 10 Minuten Elongation am Ende
Pause 4°C
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2.4.4 DNA Gelelektrophorese

Folgende Puffer wurden fiir die Gelelektrophorese angesetzt:

1 x Sodium-Borat-Puffer
50 ml 20 x SB Stock Lésung 20x SB Stock
Ad 11 Aqua bidest (siehe Allgemeine Pufferlésungen)
6x Ladepuffer (100ml)
12 ml 0,5M EDTA Serva, Minchen
+ 70 ml 87% Glycerin Carl Roth, Karlsruhe
+ 90 pg Xylencyanol Sigma Aldrich, Miinchen
+ 90 pg Bromphenolblau Sigma Aldrich, Miinchen
+ 16 ml H20

Um die PCR-Produkte nachweisen zu kénnen, wurden diese in einem 1% Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt. Fur die Herstellung des Gels wurde 1g Agarose (Biozym,
Hess. Oldendorf) abgewogen und mit 1x Sodium-Borat-Puffer auf 100 ml aufgefullt.
Dieser Ansatz wurde in einer Mikrowelle aufgekocht und kurz abgekdihlt. Es wurden 7
pl Ethidiumbromid (10mg/ml); Sigma Aldrich, Minchen) hinzugefiigt. Das Gel konnte
anschlieRend gegossen werden. Die PCR-Proben wurden jeweils mit 2 pl 6 x Lade-
Puffer gemischt und in die Taschen des polymerisierten Gels pipettiert. Als
Grolkenmarker dient ein 1 kb Ladder Mix (Fermentas, St. Leon-Rot). Durch Anregung
des Ethidiumbromids mit einer speziellen UV-Lampe (Fisher Scientific, Nidderau)
konnten die DNA-Banden sichtbar gemacht und der Genotyp der Tiere bestimmt

werden.

2.5 Retrovirale Expressionsvektoren

Fur die folgenden Versuche wurden groRere Mengen, der von Eilers et al. zur
Verfugung gestellten Vektoren (Plasmide), bendtigt. Es handelte sich dabei um

retrovirale Expressionsvektoren:

Plasmide

pBabe-Puromycin-MycWT (¢ =1 pg/ul) | Eilers et al.
pZWL-neo-My2FLAG-Akt (c =1 pg/ul)
pBabe-H2B-GFP (c =1 pg/ul)
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Die Plasmide wurden verdunnt und auf eine Konzentration von 5 ng/ul eingestellt. Alle

Plasmide bzw. Konstrukte vermittelten eine Ampicillin-Resistenz.

2.5.1 Z-kompetente Bakterien

2.5.1.1 Herstellung der Agarplatten

Herstellung von Agar

5 g Agar Roth, Karlsruhe
+ 500 ml LB Medium
In Losung bringen und autoklavieren, bei 4°C lagern

Die Herstellung der Agarplatten erforderte das Aufkochen des Agars. Nachdem dieser
auf ca. 60°C abgekihlt war, wurde Ampicillin (100 mg/ml) in einer Verdiinnung von
1:1000 hinzugefiigt. Der Agar wurde in Petrischalen gegossen. Diese konnten 6

Wochen bei 4°C gelagert werden.

2.5.1.2 Transformation

Fur die Transformation der Konstrukte wurde der E.coli Stamm XL1 blue benutzt. Es
handelte sich dabei um kompetente Bakterien, die nach dem Standard-Protokoll des Z-
Competent E. coli Transformation Kit (ZymoReasearch, USA) hergestellt und in 50 pl
Aliquots bei -80°C gelagert wurden. Flr eine Standardtransformation wurde fur jedes
Konstrukt ein solches Aliquot auf Eis langsam aufgetaut. 5 pl der Plasmidverdiinnung
(5 ng/ul) wurden mit 50 pl Bakterien vermischt und 25 min auf Eis inkubiert, wahrend
die Agarplatten im Brutschrank vorgewarmt wurden. Nach der Inkubation wurden die
Bakterien mit einer sterilen Ose auf der Agarplatte ausgestrichen. Die Koloniebildung
erfolgte Gber Nacht im Brutschrank (Heraeus, Hanau) bei 37°C. Am darauf folgenden

Morgen wurden die Platten bei 4°C gelagert.
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2.5.1.3 Vorkulturen

Fur die Vorkultur wurde zunéchst LB-Medium wie folgt angesetzt.

Lysogeny Broth-Medium

20 g LB-Lenox Roth, Karlsruhe
+ 1| Aqua bidest
In Losung bringen, autoklavieren, bei 4°C
lagern

Es wurden 3 Kolonien einer Agarplatte gepickt. Dazu wurde eine kleine Pipettenspitze
in eine Kolonie getaucht und in 4 ml LB-Medium mit 80 pl Ampicillin (100mg/ml)
abgeworfen. Diese Vorkulturen wurden ber Nacht bei 37°C und 300 rpm geschittelt

und anschlieRRend bei 4°C gelagert.

2.5.2 Maxi-Praparation der retroviralen Expressionsvektoren

Am folgenden Abend wurden 20 pl einer Vorkultur in einen 500 ml Erlenmeyerkolben
mit 200 ml LB-Medium und 400ul Ampicillin (100mg/ml) pipettiert. Diese Kultur
wurde Uber Nacht bei 37°C und 300 rpm geschittelt. Die Bakterienkultur wurde in
einen Zentrifugenbecher Uberfihrt und 20 min mit 3220 g bei 4°C pelletiert. Die
Plasmid-DNA wurde laut Standardprotokoll des Maxi Plasmid-Purification-Kit
(Qiagen, Hilden) prapariert und extrahiert. Das DNA-Pellet wurde in 500 pl 10 mM
Tris pH 8,35 aufgenommen und 15 min im Thermomixer (Eppendorf, Hamburg) bei
37°C resuspendiert. Die Konzentration wurde anschlieBend photometrisch bestimmt
und auf eine Konzentration von 1 pg/ul eingestellt. Bei dieser Methode wurde eine sehr
saubere DNA aus einer grofien Menge von Bakterien extrahiert und stand dann fir eine

Vielzahl von Experimenten zur Verfugung.
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2.6 Zellkulturen

2.6.1 Primére Astrozytenkulturen

Kulturmedium

500 ml DMEM Invitrogen, Karlsruhe
+ 50 ml FBS (Fetales Bovines Serum) PAA, Colbe
+ 5 ml Penicillin/ Streptomycin Invitrogen, Karlsruhe
Trypsin/DNAse | Gemisch
6 mL 2,5% Trypsin Invitrogen, Karlsruhe
+ 750 puL 1% DNAse | Roche, Grenzach

Stock Losung (fiir 7 Hirne)

300 pl Trypsin/DNAse I Gemisch
Ad 4,5 ml HBSS Invitrogen, Karlsruhe
(Hank’s Buffered Salt Solution)

Trituration Losung (fur 7 Hirne)

80 ul DNAse I (10mg/ml) Roche, Grenzach
Ad 8 ml DPBS (Phosphate Buffered Saline) Invitrogen, Karlsruhe

Fur die Herstellung primérer Astrozytenkulturen wurden Wildtyp-Méause (wt) und Tiere
der p537-Mauslinie verwendet. Beide wiesen einen genetischen C57BL/6- Hintergrund
auf. Fir diese Methode wurden Tiere im Alter von 0 bis 2 Tagen verwendet. Die
Jungtiere wurden in einem geschlossenen Glasgefa® mit Isofluran (Baxter,
UnterschleiBheim) betdubt, desinfiziert und anschlieBend dekapitiert. Eine

Schwanzbiopsie diente zur Genotypisierung (siehe Kap. 2.4).

Alle folgenden Arbeitsschritte erfolgten steril an einer Sterilwerkbank. Mit einer
gebogenen Pinzette wurde der Kopf fixiert, wahrend mit einer kleinen Schere die
Kopfhaut entfernt wurde. Es konnte so eine Aufsicht auf die Kalotte erlangt werden.
Diese wurde ausgehend vom Foraman magnum auf beiden Seiten an der Hutkrempe
entlang von caudal nach rostral aufgeschnitten und anschliefend mit einer Kkleinen
Pinzette entfernt. Das Gehirn wurde in kaltes HBSS uberfuhrt und unter einer
Stereolupe mit Hilfe zweier feiner Pinzetten von den Meningen befreit. Dieser Schritt
war essentiell zur Verhinderung einer Kontamination mit Fibroblasten. Aus dem HBSS
heraus, wurde das Gehirn in eine weitere Kulturschale iiberfiihrt und mit 700 pl Stock-

Losung versetzt. Mit einem sterilen Skalpell und einer kleinen Pipette wurde das
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Gewebe zerkleinert und verflissigt. Die homogenisierte Masse wurde 8 Minuten bei
37°C im Brutschrank (Heraeus, Hanau) inkubiert, in 5 ml Kulturmedium aufgenommen,
in ein Zentrifugenréhrchen tiberfithrt und 5 min mit 300 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt und das Pellet konnte in 1 ml Trituration-Losung resuspendiert
werden. Nach einer 5 mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur folgte eine
Zentrifugation (5 min, 300 g). Das Zellpellet wurde in 10 ml DMEM resuspendiert und
auf einer beschichteten Zellkulturplatte (10 cm Durchmesser) ausplattiert. Die Zellen
verblieben bei 37°C, 5% CO,, und 95% Luftfeuchtigkeit im Brutschrank. Das
Kulturmedium wurde nach 48 h gewechselt.

2.6.2 Phoenix-ECO Zellen (Verpackungszelllinie)

Bei den ekotrophen Phoenix-Zellen (Phoenix-ECO) handelte es sich um eine
Verpackungszelllinie die auf einer 293T-Zelllinie (embryonale, humane Nierenzelllinie)
basierte. Nach Transfektion mit einem retroviralen Expressionsvektor stellten diese
Zellen ein Retrovirus her, das nicht zur Replikation beféhigt war und ausschlieBlich
murine Zellen infizierte. Ein von Eilers et al. freundlicherweise zur Verfligung gestelltes
Aliqot dieser Zellen wurde auf einer 10 cm beschichteten Kulturschale mit 10 ml
Kulturmedium ausplattiert und im Brutschrank (37°C, 5% CO,, und 95%
Luftfeuchtigkeit) kultiviert. Die Zellen wurden alle 3 Tage 1:4 gesplittet bis gentigend

Kulturplatten konfluent bewachsen waren.

2.6.2.1 Einfrieren der Phoenix-ECO Zellen

Durch vorsichtiges Hoch- und Herunterpipettieren des Kulturmediums Iésten sich die
Zellen von der Platte, wurden in 10 ml Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und 5 min mit
300 g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Kulturmedium wurde abgenommen und
das Zellpellet mit PBS gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen
einer Kulturplatte in 1 ml Gefriermedium aufgenommen, das wie folgt hergestellt

wurde:

Gefriermedium
(fir 10 Platten; 10 Aliquots)

9 ml FBS PAA, Colbe
+ 1ml DMSO 99,9% Sigma Aldrich, Minchen
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Die Zellen wurden in spezielle Gefrierréhrchen (Nalgene, USA) Uberfihrt und in einer
mit Styropor ausgekleideten Box 24 h bei -80°C gelagert, bevor sie am Folgetag in
flissigen Stickstoff Gberflihrt wurden. Es wurde darauf geachtet, dass nach Entnahme

eines Aliquots wiederum passagierte Zellen wie erlautert eingefroren wurden.

2.6.2.2 Transfektion der Phoenix-ECO Zellen

Fur die Transfektion wurde eine gewunschte Anzahl Phoenixzell-Aliquots im 37°C
warmen Wasserbad langsam aufgetaut. Der Inhalt des Aliqouts wurde in ein 10 ml Blue
Cap mit 10 ml kaltem Kulturmedium tberfihrt und zentrifugiert (5 min, 4°C, 300 g).
Das Zellpellet wurde in 10 ml frischem Kulturmedium resuspendiert und ausplattiert.

24 h vor einer Transfektion wurden die Zellen in einer Fuchs-Rosenthal-Kammer
ausgezahlt und erneut ausplattiert (4 x 10° Zellen/ 10 cm Kulturplatte). Nach 20 h wurde

das Kulturmedium erneut gewechselt. Folgende Losung wurde angesetzt:

50 ml 2 x HBS Stock-Ldsung Endkonzentration | Hersteller
(pH 7,05)
2,8 ml NaCl 5M 280 mM Merk, Darmstadt
+ 75 ul Na2HPO4 1M 1,5mM Carl Roth, Karlsruhe
+ 2,5 HEPES 1M 50 mM Invitrogen, Karlsruhe
+ 40 ml Aqua bidest
pH-Messung
bei Bedarf pH mit NaOH 1M auf 7,05 einstellen Merk, Darmstadt
Ad 50 ml Aqua bidest
Steril filtrieren (0,2 um), bei 4°C lagern

Die Phoenix-Zellen einer Kulturplatte wurden jeweils mit einem Expressionsvektor

transfiziert. Flr jeden Vektor wurde jeweils Ansatz A und B folgendermalien pipettiert:

Ansatz A (10 ml Blue Cap)

1 ml 2 x HBS Stock-L6sung

Ansatz B (10 ml Blue Cap)

100 pl CaCl 2,5M Merk, Darmstadt
+ 40 pl DNA Maxi-Préparation (c = 1 pg/pl)

+ 860 pl Aqua iniectabila Braun, Melsungen
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Ansatz B wurde mit einer Pipette aufgenommen und tropfenweise zu Ansatz A
hinzugefugt. Das Blue Cap wurde gut gemischt und die Mischung vorsichtig in das
Kulturmedium der Phoenix-Zellen gegeben. Es handelte sich um eine CaCl-
Transfektion. Ein Uberschuss an Calcium-lonen veranderte die Durchlassigkeit der
Zellmembran, sodass eine gesteigerte Aufnahmeféhigkeit fur Fremd-DNA erreicht

wurde. Die Phoenix-Zellen wurden mit folgenden Vektoren transfiziert:

Expressionsvektor Resistenz

pBabe-Puromycin-MycWT Puromycin-Resistenz

pZWL-neo-My2FLAG-Akt | Geniticin- (G418) Resistenz

pBabe-H2B-GFP

Dabei dienten mit dem pBabe-H2B-GFP- Vektor transfizierte Zellen als Kontrolle des
Experiments. Das eGFP diente als Reporterprotein, da es, angeregt durch blaues Licht
mit einer Wellenldnge von 395 nm, griin fluoresziert. Dieses konnte 24 Stunden nach

einer Transfektion tberpruft werden.

Laut Protokoll wurde das Kulturmedium 15 h nach einer Transfektion ersetzt. In das
neue Kulturmedium (7 ml) sezernierten die Zellen das entsprechende Retrovirus. Der
retrovirale Uberstand wurde 48 Stunden nach einer Transfektion steril filtriert (0,45 pum,
Millipore, Schwalbach) und in 3 ml Aliquots in Flussigstickstoff gefroren. Die
Lagerung der Aliqouts erfolgte bei -80°C. Der Vorgang konnte nach weiteren 18
Stunden (66 Stunden nach der Transfektion) wiederholt werden, sofern die Zellen zuvor

mit 7 ml neuem Kulturmedium versorgt wurden.

2.6.3 Retrovirale Infektion und Selektion der Astrozyten

Im Gegensatz zu den Phoenix-Zellen wurden die primédren Astrozyten nicht ausgezéhlt.
Nach der Isolierung der Zellen vergingen ca. 7 Tage bis diese eine Konfluenz von 70%
(10 cm Kulturplatte) erreichten und mit viralem Uberstand infiziert werden konnten.

Wildtyp- und Tp53 knockout-Astrozyten wurden nach folgendem Protokoll infiziert:
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Der steril filtrierte retrovirale Uberstand wurde im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, das
Kulturmedium der Astrozyten abgesaugt und folgende Ansdtze in einem 10 ml Blue

Cap gemischt und auf die Zellen einer 10 cm Kulturplatte pipettiert:

Infektion mit 1 viralen Uberstand

Endkonzentration (Kulturschale)

3 ml viraler Uberstand
+ 2 ml Kulturmedium
+ 5 pl Polybrene (c= 4 mg/ml)

60%
40%
4 pg/ml

Infektion mit 2 viralen Uberstanden

Endkonzentration (Kulturschale)

1,5 ml viraler Uberstand A
+ 1,5 ml viraler Uberstand B
+ 2 ml Kulturmedium
+ 5 pl Polybrene (c = 4 mg/ml)

30%
30%
40%
4 pg/mi

Bei Polybrene (Sigma Aldrich, Miinchen) handelte es sich um ein Polyanion, das durch
Minimierung von elektrostatischen Abstoliungskraften zwischen Zellmembran und
DNA die Infektion erleichterte.

Nach 15 Stunden wurden 5 ml frisches Kulturmedium hinzugefligt. Nach weiteren 25
Stunden wurde der Infektionsansatz vollkommen durch Kulturmedium ersetzt und die

Selektion der Astrozyten wie folgt begonnen:

Antibiotikum Endkonzentration | Hersteller

Puromycin (c = 10 mg/ml) 2 pg/ml InvivoGen, USA

Geniticin (G418) (c = 100 mg/ml) | 500 pg/mi Invitrogen, Karlsruhe

Die retrovitale Infektion konnte nach 48 h durch den Nachweis der Expression von

eGFP kontrolliert werden.

Um eine entsprechende Selektion der mit Myc, Akt bzw. Myc/Akt stabil infizierten
Astrozyten zu gewdhrleisten, wurde das Selektions-Antibiotikum alle 48 h ersetzt. Als
Kontrollen dienten Kulturplatten nichtinfizierter Astroyzten, die ebenso einem
Selektionsdruck mit einem der genannten Antibiotika ausgesetzt wurden. Im Falle einer

Infektion mit 2 viralen Uberstanden wurden beide Antibiotika hinzugefiigt.
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2.6.3.1 Beobachten der infizierten Astrozyten

Infizierte Astrozyten und nichtinfizierte Kontrollzellen (Wildtyp und Tp53 knockout)
wurden alle 24 h unter dem inversen Mikroskop (Leica, Wetzlar) beobachtet, um
Veranderungen des Phanotyps und der Proliferation zu dokumentieren. Einige Zellen
wurden bis zu 6 Monaten beobachtet. AulRerdem wurde ein Teil der Zellen regelmalig

in einer Fuchs-Rosenthal-Kammer ausgezahlt.

2.6.3.2 Passagieren der infizierten Astrozyten

Sofern die Kulturplatten konfluent bewachsen waren, wurden die Zellen gesplittet und
passagiert. Das Kulturmedium wurde abgesaugt, die Zellen mit DPBS gewaschen und
mit 500 pl 0,05% Trypsin-EDTA (Invitrogen, Karlsruhe) abtrypsinisiert. Die Zellen
wurden in  Kulturmedium aufgenommen und in einem Zentrifugenrohrchen
abzentrifugiert (5 min, Raumtemperatur, 300 g). Das Zellepellet wurde in frischem
Kulturmedium resuspendiert und ein Teil der Zellen wurde erneut ausplattiert. Die nicht
ausplattierten  Zellen wurden erneut abzentrifugiert, mit PBS gewaschen,
abzentrifugiert, in 500 pl Trizol (Invitrogen, Karlsruhe) resuspendiert und in ein 1,5 mli
Eppendorf Tube (berfihrt. Diese wurden bei -80°C gelagert und standen fiir weitere

Versuche zur Verfiigung.

2.6.3.3 Coverslips/ Fixierung der Astrozyten

Um die Astrozyten immunzytochemisch charakterisieren zu kénnen, wurden mit Hilfe
einer Pinzette bis zu 6 sterilisierte runde Deckglaschen (@ 10 mm, Menzel-Gléser,
Braunschweig) in die Kulturschalen gelegt. Dieses wurde bei jeder Passage wiederholt,
sodass Zellen jeder Passage fiir weitere Versuche zur Verfugung standen. Mit Zellen
bewachsene Deckglaschen wurden kurz mit PBS gewaschen und 45 s bei -20°C mit
einem Gemisch aus Methanol und Aceton im Verhaltnis 1:1 fixiert. Die Deckgléschen
wurden kurz getrocknet und mit Hilfe von Corbit-Balsam auf Objekttrager (Menzel-

Glaser, Braunschweig) geklebt und bei -20°C in einer verschlossenen Box gelagert.
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P53 -/- \°
3. Passage

Abb. 2.1. Schematische Darstellung eines Objekttragers

2.7 Zytochemie

2.7.1 Fluoreszenzimmunzytochemie

Fur die Immunfluoreszenz wurden zunéchst die folgenden Losungen angesetzt:

Block-L6sung (50 ml)

0,5 g Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, Munchen
+ 5 pl Triton X-100 Sigma-Aldrich, Munchen
+ 5 pl 10% NaNs3
Ad 50 ml steril filtriertes PBS

Antikdrper-Verdinnung (50 ml)

0,5 g Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, Miinchen
+ 50 pul 10% NaN3
+ 150 pl Triton X-100 Sigma-Aldrich, Miinchen

Ad 50 ml steril filtriertes PBS

Die bei -20°C gelagerten Objekttrdger wurden in steriles 1 x PBS Uberfihrt und
vorsichtig abgetrocknet. Die Deckgldschen wurden mit einem Fettstift (Science Service,
Minchen) umrandet. Die Astrozyten wurden 30 min mit 100 pl Blockierungslésung
inkubiert. Der BSA-Block sattigt freie Bindungsstellen und reduziert die unspezifische
Bindung des Primarantikdrpers. Wahrend dessen wurde eine spezifische Verdinnung
des Primérantikorpers angesetzt. Die Blockierungslosung wurde abgeschittet und die
Zellen Uber Nacht bei 4°C mit 100 pl Primarantikérper-Verdinnung in einer feuchten

Kammer inkubiert.

Folgende Priméarantikorper wurden eingesetzt:

Primar-AK Host Verdiinnung | Klonalitat | Hersteller

GFAP rabbit 1:1000 poly Dako, Dédnemark
KI67 rat 1:50 mono Dako, Danemark
c-Myc rabbit 1:100 poly Santa Cruz, USA
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Am ndchsten Morgen wurde der Primérantikdrper abgeschittet. Die Objekttréager
wurden 3 X 5 min in 1 x PBS gewaschen und 1 h mit 100 pl Sekundarantikorper-

Verdlinnung bei Raumtemperatur inkubiert.

Sekundar-AK Verdinnung Hersteller
Alexa Fluor (488) goat o rabbit IgG (H+L) 1:2000 Molecular Probes, Niederlande
Alexa Fluor (488) goat o rat IgG (H+L) 1:2000 Molecular Probes, Niederlande

Die Objekttrager wurden erneut 3 x 5 min mit 1 x PBS gewaschen. Die Deckgléser
wurden 20 s mit 100 ul 4’,6-Diamidino-2-phenylindol (Dako, Danemark; Verdunnung:
1:10.00) inkubiert, gewaschen, mit Fluoreszenz-stabilisierendem Medium eingedeckelt
und auf einer Heizplatte getrocknet. Die Zellen wurden unter einem

Fluoreszenzmikroskop (Leica, Wetzlar) beurteilt und fotografiert.

2.7.2 Immunzytochemie

Wie im Kapitel zuvor beschrieben, wurden die Objektrédger von -20°C in steriles 1 x
PBS uberfiihrt und abgetrocknet. Die Deckglaschen wurden mit einem Fettstift (Science
Service, Munchen) umrandet und 30 min mit 100 ul 5 % Ziegenserum inkubiert. Das
Normalserum wurde abgeschittet und 100 pl einer Primarantikdrper-Verdinnung auf
die Deckglaschen gegeben. Die Inkubation erfolgte in einer feuchten Kammer tber
Nacht bei 4°C oder 2 h bei Raumtemperatur.

Folgende Primarantikérper kamen zum Einsatz:

Primar-AK Host Verdiinnung | Klonalitat | Hersteller

CD 133 rabbit 1: 250 poly Abcam, UK

Nestin rabbit 1:100 poly Lifespan Bioscience, USA
Musashi-1 rabbit 1:500 poly Millipore,USA

Olig 2 rabbit 1:1000 poly Millipore,USA

Alle weiteren Schritte erfolgten nach Standardprotokoll des Vectastain ABC Kit (GAR)
(Vectastain Laboratories, USA). Die gewaschenen Objekttrager wurden 7 min mit einer

DAB-Farbelosung inkubiert, bevor die Reaktion in 1 x PBS abgestoppt wurde. Die
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Objekttrager wurden in destilliertes Wasser uUberfiihrt, 30 s in Hamatoxylin
gegengefarbt und 10 min in flieBendem Leitungswasser gebldut. In einer aufsteigenden
Alkohol/Xylolreihe (30 s 70 %, 95 %, 100 % Ethanol, 2 x 1 min Xylol) erfolgte die

Entwasserung. Die Deckglaschen wurden mit Corbit-Balsam eingedeckelt.

2.8 Stereotaxie

2.8.1 Vorbereitung der Astrozyten

Das Kulturmedium der Astrozyten wurde abgesaugt. Daraufhin wurden die Zellen mit
DPBS gewaschen und mit 0,05% Trypsin-EDTA (Invitrogen, Karlsruhe) abtrypsinisiert.
Die geltsten Zellen wurden in Kulturmedium aufgenommen und 5 min bei 300 g
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, die Zellen in 10ml frischem
Kulturmedium gut resuspendiert und in einer Fuchs-Rosenthal-Kammer ausgezéhlt. Die
Zellen wurden erneut zentrifugiert und in 1 ml PBS aufgenommen. Dieser Vorgang
wurde 2 x wiederholt, um eine serumfreie Suspension zu erhalten. Die Zellen wurden

im errechneten VVolumen DPBS (c = 10* Zellen/ ul) aufgenommen und auf Eis gelagert.

2.8.2 Operation

Fur die Operationen wurden Wildtyp (BI6)-, sowie RAG 2 knockout Mause verwendet.
Das Tier wurde in einer Plexiglas-Box mit einem Sauerstoff-l1sofluran-Gemisch in eine
tiefe Narkose versetzt. Der Kopf des Tieres wurde mit Hilfe eines Rasierers von Haaren
befreit und in die Stereotaxieeinheit eingespannt, wobei die sogenannten Earbars
oberhalb der Ohren an der Schléafe beidseits befestigt wurden. Die Schnauze lag in der
Narkosemaske. Abhéngig von der GrolRe des Tieres variierte die Isofluran-
Konzentration zwischen 1,2 und 2,3 VVol%. Die Tiefe der Narkose konnte anhand von
Frequenz und Tiefe der Atmung beurteilt werden. Vor dem invasiven Eingriff wurden
die Schmerzreflexe durch starkes Kneifen in die Hinterpfoten tberpruft.

Das Operationsfeld wurde sorgféaltig mit 75% Ethanol desinfiziert, um ein sauberes,
antiseptisches Arbeiten zu ermdglichen. Alle Schichten der Haut wurden mit einer

kleinen chirurgischen Schere von caudal nach rostral eréffnet und die Haut mit zwei
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Wundhaken nach lateral gezogen, sodass die Kalotte bzw. Sutura sagittalis und Sutura
coronalis dargestellt werden konnten.

Die Zellen wurden mit Hilfe einer 200 pl Pipette resuspendiert, um die 10 pl
Hamiltonspritze (Hamilton, CH-Bonaduz) mit einer 20 pl Pipette luftfrei von hinten zu
befullen. Der Stempel wurde montiert und vorgeschoben, bis ein Tropfen der
Zellsupension sichtbar wurde. Dieser wurde verworfen und die Hamiltonspritze in die
Stereotaxieeinheit eingespannt und mit einer Klemmschraube befestigt. Als Nullpunkt
wurde das Bregma (Zusammentreffen der Sutura coronalis und der Sutura sagittalis)

eingestellt. Fur die Implantation in das rechte Striatum wurden folgende Koordinaten

genutzt.

0-Punkt Bregma (Kreuzung Sutura coronalis und Sutura sagittalis)
X-Achse (lateral dexter) | 2,0mm

Y-Achse (rostral) 0,6mm

Z-Achse (Tiefe) 3,0mm + 0,3mm Tasche

Die Kanule wurde genau auf das Bregma eingstellt, die Koordinaten abgelesen und im
Op-Bericht vermerkt. Es folgten die Berechnung und Einstellung der Hamiltonkanle
auf die Zielkoordinaten. Die Kalotte wurde am eingestellten Punkt farblich markiert und
mit Hilfe des Stereotaxiebohrers (Aesculap, Tuttlingen) abgetragen. Eine dinne
Knochenschicht des 2-3 mm grofRen Bohrlochs blieb erhalten. Diese wurde mit der
eingespannten Hamiltonkanile oberflachlich durchstochen und die Z-Koordinate (Dura-
Ebene) ermittelt. Um im Gehirn eine Tasche fur die Zellen zu schaffen, wurde die
Kanule 0,3 mm tiefer geschoben und zuriickgezogen. Die Injektion der Zellen erfolgte
uber 5 min durch langsames Drehen des Stempels, um eine plétzliche Zunahme des
intrakraniellen Volumens zu vermeiden. Nach der Injektion verblieb die Kantile 10 min
im Zielgebiet, um das Absetzen der Zellen zu gewaéhrleisten. Schlieflich wurde die
Kaniile tber einen Zeitraum von 5 min aus dem Zielgebiet gezogen.

Die Kalotte wurde mit einem sterilen Tupfer gesaubert, die Wundrénder der Kopfhaut
wurden adaptiert und geklammert. Die Maus wurde aus der Stereotaxieeinheit
entnommen, gewogen und mit Ohrstanzen markiert. Die Tiere wurden 21 Tage
beobachtet.
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2.9 Gehirnsektionen

Die Maus wurde mit Isofluran (Baxter, UnterschleiBheim) betdubt. Der Kopf des Tieres
wurde mit 80% Ethanol griindlich desinfiziert und mit einer Knochenschere abgetrennt.
Die Kopfhaut wurde mit einer kleinen Schere aufgeschnitten und abgetrennt. Die
Schédelkalotte wurde vom Foraman magnum ausgehend auf beiden Seiten (oberhalb
der Ohren) entlang von caudal nach rostral aufgeschnitten und mit einer feinen Pinzette
vom Gehirn abgehoben. Das freigelegte Gehirn wurde vorsichtig von der Schéadelbasis
geldst, herausgehoben und durch einen Frontalschnitt mit einer Rasierklinge zerteilt.
Beide Gehirnhélften wurden auf kleinen Korkplatten in TissueTec (Sakura Finetek, NL)
eingebettet, in mit flissigem Stickstoff gekuhltem 2-Methylbutan (Merk, Darmstadt)
schockgefroren und bei -80°C luftdicht aufbewahrt.

2.9.1 Kryostatschnitte

Um die Gehirne morphologisch und immunhistochemisch auswerten zu kdnnen,
wurden diese im Kryostaten (Leica, Wetzlar) geschnitten. Das Gehirn wurde 30-45 min
im Kryostaten auf eine Temperatur von -24°C &quilibriert. AnschlieBend wurden 5 um
dicke Schnitte hergestellt und abwechselnd auf beschichtete Superfrost Plus-
Objekttrager (Menzel-Glaser, Braunschweig), sowie unbeschichtete Objekttrager
(Menzel-Glaser, Braunschweig) aufgezogen. Die Superfrost Plus-Objekttrager wurden
bei -80°C gelagert, wéhrend die Schnitte auf den normalen Objekttragern HE gefarbt

wurden.

32



MATERIAL UND METHODEN

2.9.1.1 Hamatoxylin-Eosinfarbung (HE-Farbung)

H&malaun nach Mayer (1 | Ansatz)

1 mg/ml Hamatoxylin Merk, Darmstadt
0.2 mg/ml NaJO3 Merk, Darmstadt
50 mg/ml KAI(SO4)2 Merk, Darmstadt
50 mg/ml C2H3CI302 Merk, Darmstadt
1 mg/ml CeHsO7 Merk, Darmstadt

Eosin-Farbeldsung (100 ml Ansatz)

1 g Eosin Merk, Darmstadt
+ 50 ml Aqua bidest Merk, Darmstadt
+ 50 ml 96% Ethanol Riedel de Haén, Seelze
+ 1 Tropfen 100 % CH3COOH (Eisessig) Merck, Darmstadt

Um die Zellen bzw. den Tumor zu finden, wurden die Kryostatschnitte 3 min in
H&amatoxylin gefarbt, 10 min unter warmem flieBendem Leitungswasser geblaut und in
destilliertes Wasser uberfiihrt. AnschlieBend wurde 2 min in Eosin gegengeféarbt. In
einer aufsteigenden Alkohol/Xylolreihe (2 x 5 Minuten 70 %, 96 %, 100 % Ethanol,
sowie 2 x 5 Minuten Xylol) wurden die Schnitte entwassert und mit Corbit-Balsam
eingedeckelt. Bei dieser Farbung erschienen die Kerne blauviolett, alle Ubrigen
Strukturen in verschiedenen Farbabstufungen rot.

2.9.1.2 Immunhistochemie

Die Kryostatschnitte wurden 45 s in einem -20°C kalten 1:1 Gemisch aus Methanol und
Aceton (Riedel de Haén, Seelze) fixiert und kurz bei Raumtemperatur getrocknet. Es
folgte eine 10 minitige Blockierung der endogenen Peroxidase mit 0,3% H,0, (100 ml
PBS + 1 ml 30% H,0,). Die Schnitte wurden mit PBS gewaschen, mit einem Fettstift
umrandet und 30 min mit Normalserum (Ziegenserum) blockiert. Das Serum wurde
abgeschittet und die Schnitte Uber Nacht bei 4°C mit 100 pl Primdrantikorper-
Verdunnung in einer feuchten Kammer inkubiert. Folgende Primdrantikorper-

Verdunnungen wurden angesetzt:
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Primar-AK Host Verdinnung | Klonalitat | Hersteller

CDh4 rat 1: 2000 mono PharMingen, USA
CD8 rat 1: 2000 mono PharMingen, USA
Mac-1 rat 1: 500 mono MPI Freiburg, Freiburg
c-Myc rabbit 1: 100 poly Santa Cruz, USA

KI67 rat 1:50 mono Dako, DK

Am ndchsten Morgen wurden alle Schnitte 3 x 5 min mit PBS gewaschen. Die mit c-
Myc inkubierten Schnitte wurden weiter nach Standardprotokoll des Vectastain ABC
Kit (GAR) (Vectastain Laboratories, USA) behandelt, wahrend die anderen Schnitte 1 h
bei Raumtemperatur mit 100 pl Sekundérantikorper-Verdunnung inkubiert, 3 x 5 min
mit PBS gewaschen und 20 min mit Lésung C des Histostain® Plus Kit (Invitrogen,
USA\) inkubiert wurden.

Sekundar-AK Verdiinnung Hersteller

Goat a rat IgG (biotiniliert) 1: 200 Dako, DK

Zum Abschluss wurden alle Schnitte 7 min mit DAB-Farbeldsung entwickelt, mit PBS
abgestoppt, mit destilliertem Wasser gespult, 2 min mit Hamatoxylin gefarbt und 5 min
unter flieBendem Wasser geblaut. In einer aufsteigenden Alkohol/Xylolreihe (2 x 5
Minuten 70 %, 96 %, 100 % Ethanol, sowie 2 x 5 Minuten Xylol) wurden die Schnitte
entwassert und anschlieBend mit Corbit-Balsam eingedeckelt.

2.10 Versuche mit Plasmid-DNA

Fur die Detektion von humanem c-Myc auf RNA-Ebene musste eine Sonde hergestellt
werden. Ein Teil der c-Myc-cDNA sollte in einen Vektor (pGem4z) kloniert werden.
Dieses wird im folgenden Kapitel ausfuhrlich beschrieben. Als Template diente die
humane cDNA des pBabe-Puromycin-MycWT-Vektor.

2.10.1 Primerdesign

Die Nukleotidsequenz des humen c-Myc (NM_002764) wurde aus der Genbank ,,NCBI
Nucleotide™ herauskopiert und in das Programm ,Pearl Primer eingefligt. Dieses
Programm schlagt verschiedene Paare von forward- und reverse-Primern vor, die keine

Dimere bilden und &hnliche annealing-Temperaturen aufweisen. Mit Hilfe des
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Programms ,,BLAST* wurde im Anschluss verifiziert, dass die Primer ausschlieB3lich
Sequenzen im gewunschten Gen erkannten. An die so ausgewahlten Primer wurden
zusatzlich Oligonukleotidiiberhdnge angefuigt, die von den folgenden Enzymen

geschnitten werden konnten:

EcoRl cag|aattc
HindllIl ttccalagctt

Folgende Primer wurden bei Apara Bioscience (Denzlingen) bestellt und im

empfohlenen VVolumen aufgenommen.

Primer Sequenz
c-myc forward 5"-cag aat tcg tct gga tca cct tct get g-3°
C-myc reverse 5’-ttc caa gct tgc ctc ttg aca ttc tcc tcg-3

2.10.2 Linearisierung des pBabe-Puromycin-MycWT-Vektor

Der pBabe-Puromycin-MycWT-Vektor wurde im Thermomixer (Eppendorf, Hamburg)
2 Stunden bei 37°C folgendermaRen linearisiert:

Reagenz Volumen Hersteller
Plasmid-DNA (¢ =1 pg/ul) | 0,5 ul

+ 10 x Buffer ,,0% 3ul Fermentas, St. Leon-Rot

+ Sall (10 U/ul) 0,5 ul Fermentas, St. Leon-Rot

+ Aqua bidest 26 pl

AnschlieBend wurde die Plasmid-DNA nach Standardprotokoll des PCR-Purification-
Kit (Quiagen, Hilden) aufgereinigt. Die DNA konnte als Template verwendet werden.
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Mit diesem Template (linearisierter pBabe-Puromycin-MycWT-Vektor) wurde eine

PCR durchgefihrt. Folgender PCR-Ansatz wurde pipettiert:

Reagenzien Volumen | Hersteller
cDNA (Template) 4 ul
+ forward-Primer (5 pmol/ul) 5ul Apara Bioscience, Denzlingen
+ reverse-Primer (5 pmol/ul) 5ul Apara Bioscience, Denzlingen
+ Master Mix: 86 ul
Agua bidest 68 ul
+ 10x Puffer 9,5 ul Thermo Scientific, Karlsruhe
+dNTP’s 2 mM 1l PegLab, Erlangen
+ MgCl, 25 mM 7ul Thermo Scientific, Karlsruhe
+ Tag-Polymerase 0,5 ul Thermo Scientific, Karlsruhe

Die PCR erfolgte mit folgendem Programm:

1 94°C 60 Sekunden

Primére Denaturierung der DNA

35 94°C 60 Sekunden

56°C 60 Sekunden

72°C 60 Sekunden

Denaturierung der DNA

Anlagerung der Oligonukleotid-
Primer

an die DNA-Matrize

Verléngerung der Primer durch
DNA-Polymerase (Elongation)

1 72°C 5 Minuten

Elongation am Ende

Pause 12°C ©

2.10.4 SB-Gelelektrophorese

Um das Gelingen der PCR zu beurteilen, wurde ein 1% Agarosegel gegossen (siehe

Kap. 2.4.4). Dann wurden 10 pl der PCR-Probe mit 2 pl 6 x Ladepuffer versetzt und

elektrophoretisch aufgetrennt.
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2.10.5 Phenol/Chloroform Extraktion

Das PCR-Produkt wurde mit 90 ul TrissEDTA-Puffer (pH8) versetzt. AnschlieRend
wurden 2 Volumen Phenol/Chloroform im Verhaltnis 1:1 hinzupipettiert. Die Probe
wurde gut gemischt, bis sie milchig erschien und 5 min mit 20 800 g zentrifugiert. Die
obere Phase wurde abgenommen, in 100% Ethanol Gberfiihrt, invertiert und
anschlieBend 20 min auf Trockeneis geféllt. Die Probe wurde zentrifugiert (10 min, 20
800 g, 4°C), mit 80% Ethanol gewaschen, nochmals zentrifugiert, 3 min im
Thermomixer (Eppendorf, Hamburg) getrocknet und in 25 ul Tris pH 8,35
resuspendiert.

2.10.6 Restriktionsverdau

Das in der PCR-Reaktion entstandene Produkt, besal3 durch die entworfenen Primer die
fiir den Restriktionsverdau nétigen Uberhidnge. Mit den gleichen Enzymen wurde auch
ein im Labor vorhandener Vektor (pGemd4z) verdaut. Folgende Ansédtze wurden 2

Stunden bei 37°C auf dem Thermomixer inkubiert:

pGem4z

pGemd4z (¢ = 0,5 pg/ul) 1
+ 10x Puffer ,,R* 3 Fermentas, St. Leon-Rot
+ EcoRI (10 U/ul) 0,5 ul Fermentas, St. Leon-Rot
+ HindlIl (10 U/ul) 0,5 ul Fermentas, St. Leon-Rot
+ Aqua bidest 25 ul
PCR-Produkt
PCR-Produkt 25 ul
10x Puffer , R* 10 ul Fermentas, St. Leon-Rot
EcoRI (10 U/pl) S5ul Fermentas, St. Leon-Rot
HindIll (10 U/ul) 5ul Fermentas, St. Leon-Rot
Agqua bidest 55 pl
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2.10.7 TAE- Gelelektrophorese

1 x TAE-Puffer

20 ml 25 x TAE-Puffer (Stock) Siehe Allgemeine Losungen
Ad 500 ml Aqua bidest

Zunéchst wurde ein 1%iges TAE-Gel gegossen. Daflr wurde 1 g Standard-Agarose
(Biozym, Hess. Oldendorf) mit 100 ml 1x TAE-Puffer aufgekocht, abgekihlt, mit 7 pl
Ethidiumbromid (c = 10 mg/ml) versehen und gegossen. Das im Restriktionsverdau
geschnittene PCR-Produkt und der linearisierte pGem4z wurden in einem 1 % TAE-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt. Unter einer UV-Lampe (Fisher Scientific, Nidderau)
konnten die gewiinschten Banden sichtbar gemacht und mit einer sterilen Rasierklinge

aus dem Gel ausgeschnitten werden.

2.10.8 Aufreinigung der Gelfragmente

Die Gelfragmente wurden nach Standardprotokoll des Gel-Extraction-Kit (Quiagen,
Hilden) aufgereinigt. Die Konzentration der aufgereinigten DNA wurde photometrisch

ermittelt.

2.10.9 Ligation

Das PCR-Produkt wurde mit dem linearisierten pGem4-Plasmid und einer Ligase Uber
Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Das Verhéltnis von Insert zu Vektor betrug dabei
3:1. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne Insert.

pGem4z + PCR-Produkt

pGem4z (c =5 ng/ul) 10 pul
+ PCR-Produkt (c =35 ng/ul) 0,3 ul
+ 10x Ligase Puffer 3 ul Promega,USA
+ T4 Ligase 1yl Promega,USA
+ Aqua bidest 15,7 ul
Negativkontrolle

pGem4z (c =5 ng/ul) 10 ul
+ 10x Ligase Puffer 3ul Promega,USA
+ T4 Ligase 1l Promega,USA
+ Aqua bidest 16 pl
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2.10.10 Transformation Z-kompetenter Bakterien

Die Transformation Z-kompetenter Bakterien wurde in Kapitel 2.5.1.2 bereits
ausfihrlich beschrieben. 5 pl der Ligation sowie der Negativkontrolle wurden mit 50 pl
Bakterien wie bereits beschrieben inkubiert und ausplattiert. Die Koloniebildung
erfolgte Gber Nacht bei 37°C im Brutschrank (Hareus, Hanau). Am darauf folgenden
Morgen wurden die Platten bei 4°C gelagert.

2.10.11 Mini-Préparation (Mini-Prep) und Restriktionsverdau

Folgende Losungen wurden angesetzt. Losung 1 und das LB-Medium wurden bei 4°C

gelagert, wéahrend Losung 2 und 3 bei Raumtemperatur aufbewahrt werden konnten.

LB-Medium

20 g LB-Lenox Roth, Karlsruhe
+ 1| Aqua bidest
In Losung bringen, autoklavieren, bei 4°C
lagern

Losung 1

2,5 ml Tris/Hcl pH 8
+ 1 ml RNase A (5 mg/ml) Promega, Mannheim
+1ml EDTA 0,5M Serva, Miinchen
Ad 50 ml Aqua bidest

Losung 2

5 ml NaOH 2M Merck, Darmstadt
+5ml 10% SDS Pharmacia Biotech, Freiburg
Ad 50 ml Aqua bidest

Losung 3

14,72 g Kaliumacetat Roth, Karlsruhe
Ad 50 ml Aqua bidest
Auf pH 5 einstellen mit 100% Eisessig Merck, Darmstadt

Eine Mini-Prep ist eine Isolation von Plasmid-DNA aus einer kleinen Menge von
Bakterien.

Sie diente dazu, durch einen anschlieenden Restriktionsverdau herauszufinden, ob der
Vektor das gewinschte Insert enthielt. Zundchst wurden 5 Vorkulturen (siehe Kap.
2.5.1.3) angesetzt. Am nachsten Morgen wurde 1 ml der Vorkultur in ein 1,5ml
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Eppendorf Tube uberfuhrt und abzentrifugiert (5 min 3800 g). Das Bakterienpellet
wurde in 300 pl Losung 1 resuspendiert. Es wurde 300 pl Lésung 2 hinzugeflgt,
invertiert und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurde 4°C kalte
Losung 3 hinzugegeben, invertiert und 5 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde die
Probe 10 min bei 4°C mit 20 800 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein 1,5 ml
Eppendorf Tube Uberfihrt, 0,7 vol Isopropanol hinzugefugt, 20 min bei -80°C geféllt
und anschlieBend zentrifugiert (4°C, 20 800 g, 10 min). Das Pellet wurde mit 150 ul
80% Ethanol gewaschen, im Thermomixer (Eppendorf, Hamburg) getrocknet und in 30
pl Tris pH 8,35 resuspendiert. 15 pl wurden fiir den folgenden Restriktionsverdau

eingesetzt und 2 Stunden bei 37°C verdaut.

Restriktionsverdau Mini-Prep

Mini-Prep-DNA 15 ul
+ 10 x Puffer ,,R* 3l Fermentas, St. Leon-Rot
+ EcoRI (10 U/ul) 0,5 ul Fermentas, St. Leon-Rot
+ Hindlll (10 U/ul) 0,5 pl Fermentas, St. Leon-Rot
+ Aqua bidest 11 pul

Die verdauten Proben wurden mit 5 pl 6 x Lade-Puffer vermischt, in einem 1 % SB-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt, unter der UV-Lampe analysiert und fotografiert. Mit
einer positiven Mini-Prep (positiven Vorkultur) konnte eine Maxi-Prep angesetzt

werden.

2.10.12 Maxi-Praparation (Maxi-Prep)

20 ul einer positiven Vorkultur dienten zum Ansetzen einer 200 ml Maxi-Prep. Alle
weiteren Schritte wurden in Kapitel 2.5.2 bereits ausfihrlich beschrieben. Im Anschluss
wurde das Konstrukt an Agowa (Berlin) versendet und Teile des Plasmids, sowie das

Insert sequenziert.
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2.11 Versuche mit RNA

2.11.1 RNA- Isolierung

Wie bereits beschrieben, wurden die Zellen in 500 pl Trizol aufgenommen und bei
-80°C gelagert. Um die RNA der Zellen zu isolieren, wurden die Proben zundchst auf
Eis aufgetaut und mit Hilfe eines Turrax-Stabes (IKA, Staufen) in Trizol homogenisiert
bis die Flissigkeit milchig erschien. Die folgenden Schritte erfolgten nach
Standardprotokoll (Invitrogen, Karlsruhe). Das getrocknete RNA-Pellet wurde in 10 pl
TrissEDTA (pH 8) aufgenommen, 15 min bei 37°C im Thermomixer (Eppendorf,
Hamburg) gel6st und eine photometrische Konzentrationsbestimmung vorgenommen.
Die RNA wurde anschlieflend bei -80°C gelagert.

2.11.2 RNase Protection Assay

Der RNase Protection Assay diente der quantitativen Bestimmung der RNA-Expression
verschiedener Gene. Dazu wurde ein Uberschuss an radioaktiv markierter Einzelstrang-
RNA, auch als Antisense-Sonde bezeichnet, zur Bildung stabiler doppelstrangiger
RNA-RNA-Hybride verwendet. Nicht hybridisierte Einzelstrang-RNA wurde, im
Gegensatz zu RNA-RNA-Hybriden, durch fur einzelstrangige RNA spezifische RNasen
verdaut. Die Proben wurden anschlieBend denaturiert und in einem Polyacrylamidgel
elektrophoretisch aufgetrennt. Durch Autoradiographie wurde die protektierte

radioaktive RNA sichtbar gemacht.

2.11.2.1 Herstellung der radioaktiv markierten Sonden

Bis auf die c-Myc-Sonde, deren Herstellung bereits beschrieben wurde, waren die
anderen Sonden bereits linearisiert im Labor vorhanden. Folgende Sonden wurden

verwendet:
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Sonde Lange [bp] Sonde Lange [bp]
GAP43 340 PLP 175
NF68 311 MBP 155
c-Myc 235 Calbindin 140
Synaptophysin 200 GFAP 129

L32 78

2.11.2.2 Einzelsondentest

Bevor die RNA-Proben mit einem grof3en Sondenset analysiert wurden, wurde die c-
Myc Sonde im Einzelsondentest Uberpriift. Der hergestellte Vektor (pGem4z-cMyc)
wurde durch einen Restriktionsverdau mit EcoRIl (Fermentas, St. Leon-Roth)
liniearisiert und nach Standardprotokoll des Quiagen PCR Purification Kit (Quiagen,
Hilden) aufgereinigt. Folgender 10 pl Ansatz wurde pipettiert, wovon 1 pl fur die

Sondensynthese in der RPA genutzt wurde (siehe unten ,, Transkriptionsansatz*)

Plasmid (Konzentration) Volumen Endkonzentration (Ansatz)
pGem4z-cMyc (¢ = 0,05 pg/ul) 3 ul 15 ng/ul

+L32 (c=0,25 pg/ul) 0,6 ul 15 ng/ul

+ TrispH 7,4 6,4 ul

2.11.2.3 Sondenset

Fur die Herstellung der antisense-Sonden aus den Plasmiden wird eine T7-Polymerase
verwendet. Diese synthetisiert, ausgehend vom T7-Promoter des pGem4z, eine Sonde
entlang

des Inserts und féllt schlieBlich an der EcoRI-Schnittstelle ab. Das entstehende
Fragment ist komplementér zur zu detektierenden mRNA und kann somit mit dieser
Hybride bilden.
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Der Transkriptionsansatz setzte sich folgendermaflen zusammen:

Transkriptionsansatz (20,5 pl Ansatz)

Reagenz Vol. | Hersteller

5 X Transkriptionspuffer 4 ul

+DTT 100 mM 2 ul | Promega, Mannheim

+ dNTP-Mix (G-,A-,CTP: je 2,5 mM; UTP: 30uM) 1 pl | Pharmacia Biotech, Freiburg
+ Template Sondenset (15 ng/Template) 1l

+3p-UTpP 5ul | PerkinElmer, USA

+ RNA Guard (27 U/pl) 1,5l | Pharmacia Biotech, Freiburg
+ T7-Polymerase (10 U) 1pl | Promega, Mannheim

+ Aqua iniectabila 5ul

Der Ansatz wurde mit Hilfe einer Pipette gemischt und 1 Stunde bei 37°C im

Thermocycler (Bio-Rad, Munchen) inkubiert.

2.11.2.4 DNAse Verdau

Nach abgeschlossener Sondensynthese wurden die DNA-Matrizen durch einen DNase-

Verdau aus dem Ansatz entfernt. Folgendes wurde pipettiert:

DNAse-Verdau (30,5 pl Ansatz)

Ansatz ,, Transkriptionsansatz® (s.o0.)
+ 10 x DNAse Puffer (RQ1)
+ DNAse | (RQ1, 10 U/ul)

25 ul
2 ul
1l

Promega, Mannheim
Promega, Mannheim

Dieses wurde gut gemischt und 30 Minuten bei 37°C inkubiert.

2.11.2.5 Phenol/Chloroform-Extraktion und RNA Féllung

Um die RNA-Sonden zu reinigen, wurde zunachst mit Phenol/Chloroform extrahiert:

Phenol/Chloroform-Extraktion

Ansatz ,,DNAse-Verdau* (s.0)
+ EDTA 20 mM pH 8
+ Tris-gesattigtes Phenol/Chloroform (1:1)

30,5 pl
29 pul
70 pl

Serva (Munchen,D)
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Die Prézipitation erfolge im Anschluss in 750 pl Prazipitation-Mix auf Trockeneis. Die
Proben wurden zentrifugiert, mit 80% EtOH gewaschen und in 20 ml

1 x Hybridisierungspuffer aufgenommen.

Prézipitation-Mix
Reagenz Vol Endkonzentration | Hersteller
NHsAc 5M 1,92 ml | 190 mM Merck, Darmstadt
+ 100% EtOH 48 ml | 96% Carl Roth, Karlsruhe
+ tRNA (10 mg/ml) 80l | 16 pug/ml Roche Diagnostics, CH

Fur den 1 x Hybridisierungspuffer wurde 5 x Hybridisierungspuffer (siehe Kap. 3.2) mit
Formamid (Merck, Darmstadt) im Verhéltnis 1: 4 gemischt. Daraus ergeben sich die
folgenden Endkonzentrationen:

1 x Hybridisierungspuffer

PIPES pH 6.4 40 mM Sigma Aldrich, Minchen
+ NaCl 400 mM Merck, Darmstadt
+ EDTA 1 mM Merck, Darmstadt

2.11.2.6 Szintillationsmessung und Ansatz der Working Dilution

1 pl einer jeden Probe wurde 1:10 und 1:100 in Hybridisierungspuffer verdiinnt. 1 pl
der jeweiligen Verdinnung wurde im Szintillationsmesser (Bromma, Schweden)
gemessen. Die Sonde wurde so verdiinnt, dass sie 500 DPM/ul/UTP-Rest im
Sondenmix aufwies.

Fur den Ansatz der Working Dilution wurde das errechnete Volumen der Sonde mit der

(Anzahl der Proben x 10ul Hybridisierungspuffer) gemischt.
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2.11.2.7 Hybridisierung, RNase Behandlung, Proteinase-K Verdau

Der Hybridisierungsansatz wurde in 0,5 ml Safe Locks (Eppendorf, Hamburg)
pipettiert, gemischt, anzentrifugiert und 0ber Nacht im Thermocycler (Bio-Rad,
Miinchen) inkubiert (Programm ,,HYB*).

Hybridisierungsansatz

RNA Probe 2,5 ug
+ Working Dilution 10 ul

Programm ,,HYB*

94°C 10 Minuten
56°C 16 Stunden

Nicht-hybridisierte Einzelstrang-RNA wurde am néchsten Tag 45 min bei 32°C verdaut.
Dazu wurden 100 pl RNase-Mix auf jede hybridisierte Probe gegeben.

RNase Master Mix (25 Ansétze)
RNase Puffer 2,5 ml

+ RNase A (100 pg/ml) 5ul Promega, Mannheim

+ RNase T1 (125 U/ul) 1wl Promega, Mannheim

RNase Puffer (Stock)

Reagenz Volumen Endkonzentration im Ansatz
TrispH 7,5 1M 5mi 0,01M

+ NaCl 5M 30ml 0,3M

+ EDTA 0,5M pH8 5mi 5mM

+ Aqua bidest 460 ml

Da RNasen sehr stabile Enzyme sind, wurden diese durch Proteinase K inaktiviert. Es
wurden 18 pl Master Mix auf jede Probe gegeben und 30 min bei 37°C im
Thermocycler (Bio-Rad, Minchen) verdaut. Folgender PK-Master Mix wurde

angesetzt:

PK-Master Mix
(25Ansétze)
10% SDS 155 ul Pharmacia Biotech, Freiburg
+ tRNA (2 mg/ml) 30wl Roche Diagnostics, Basel
+ Proteinase K (10 mg/ml) 30wl PagLab, Erlangen
+ Aqua bidest. 235 ul
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Die Aufreinigung der verbliebenen RNA-RNA-Hybride erfolgte durch eine
Phenol/Chloroform Extraktion und Prazipitation im Prazipitation-Mix auf Trockeneis.
Die Hybridpellets wurden mit 80% EtOH gewaschen, luftgetrocknet und in 6 pl RNA-

Lade-Puffer aufgenommen.

RNA-Lade-Puffer (Lagerung: -20°C)

Reagenz Volumen Endkonzentration im Ansatz
Formamid 12 ml 80%

+0,5M EDTA pH8 3mi 10 mM

+ Xylene Cyanol 15mg 1 mg/ml

+ Bromphenolblau 15 mg 1 mg/ml

Als Standard diente eine 1:10 Verdinnung aus Working Dilution und
Hybridisierungspuffer. 1 pl dieser Verdinnung wurden mit 6 pl RNA-Lade-Puffer
versetzt. Alle Proben wurden anschlieBend im Heizblock (Bio-Rad, Muinchen) 3 min bei

95°C denaturiert und auf Eis gelagert.

2.11.2.8 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Es wurden 80 ml Gel angesetzt und zwischen zwei mit Spacern auseinander gehaltene
Glasplatten gegossen. Das polymerisierte Gel wurde in eine Elektrophoreseapparatur
(Life Technologies, Karlsruhe) eingespannt, welche mit 1 x TBE (Tris-Borat-EDTA)-
Puffer beflllt wurde. Das Gel wurde etwa 30 min bei 60 W vorgewéarmt. Mit einer
Hamilton-Spritze wurden die Taschen des Gels beladen, wobei der Standard zum
Schluss aufgetragen wurde. Die Proben wurden bei 60 W aufgetrennt. Das Gel wurde
im Anschluss auf Whatman-Papier aufgezogen, mit Zellophan bedeckt und auf einem
Gel-Trockenapparat (Thermo Scientific, Karlsruhe) fir 30 min bei 80°C getrocknet.
Das getrocknete Gel wurde auf einen Rontgenfilm (Kodak Biomax-S; Kodak Company,
Rochester, USA) gelegt und bei -80°C 5 Tage exponiert. AnschlieBend wurde der Film

entwickelt.
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Ragenzien Volumen Hersteller
Sequenziergel Verdiinner 56 ml Carl Roth, Karlsruhe

+ Sequenziergel Konzentrat 16 mi Carl Roth, Karlsruhe

+ Sequenziergel Puffer gml Carl Roth, Karlsruhe

+ 10% APS (Ammoniumperoxodisulfat) 640 ul Carl Roth, Karlsruhe

+ TEMED (Tetramethylethylendiamin) 32l Sigma Aldrich, Miinchen

Nach der Entwicklung des Films wurde dieser eingescannt und mit dem Programm

Microtek ScanWizard (Willich, Dtl) bearbeitet. Die quantitative Auswertung erfolgte

mittels des Programms ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, USA).
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3. Ergebnisse

3.1 Mausmodell

Fur die Herstellung sogenannter knockout-Mduse werden embryonale Stammzellen
entnommen und in vivo vermehrt. In diese wird durch Elektroporation, Mikroinjektion
oder andere Verfahren ein Inaktivierungsvektor eingebracht. Dieser Vektor wird
artifiziell hergestellt und besteht unter anderem aus dem zu inaktivierenden Gen. Dieses
Gen ist mit einer Mutation versehen, welches die Transkription verhindert bzw. das
Protein inaktiviert. Durch homologe Rekombination wird das mutierte Gen in das
Erbgut eingebaut. Es folgt eine negative Selektion der Zellen, die das Gen nicht oder an
einer falschen Stelle eingebaut haben. Die genetisch veranderte Stammzelle wird in eine
Blastozyste eingefiihrt und einer scheinschwangeren Maus implantiert. Das chimare
Tier wird mit einem Wildtyptier gekreuzt. Durch Kreuzung heterozygoter Nachkommen

ist ein Teil der F2-Generation homozygot.

3.2 Genotypisierung

Die Nachkommen der Mauslinie sowie die Jungtiere, die fur die Herstellung primarer
Astrozytenkulturen genutzt wurden, wurden mit Hilfe der PCR genotypisiert (s. Abb.
3.1). Besonderes Interesse galt den homozygoten knockout-Tieren. Diese konnten durch
eine einzelne knockout-Bande (450 Basenpaare (bp)) identifiziert werden. Als
Negativkontrolle (N) diente ein Ansatz ohne DNA.

Abb. 3.1. Genotypisierung
mittels PCR. Homozygote
knockout-Mause (-/-)
zeigten die Amplifikation
eines 450 bp groflen
Fragments, wahrend
heterozygote Tiere (+/-) die
Amplifikation von 2
Fragmenten (450 und 310
bp) zeigten. Die Ergebnisse
wurden mit einer
Negativkontrolle (N)
verglichen. Als GroRenstandard diente ein GeneRuler DNA Ladder Mix (L).
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3.3 Transfektion der Phoenix-Zellen

Auf Herkunft und Funktion der ecotrophen Phoenix-Zellen (Phoenix-ECO) wurde
bereits in Kap. 2.6.2 eingegangen. Es handelte sich hierbei um eine Calcium-Chlorid-
Transfektion. Ein Uberschuss an Calcium-lonen veranderte die Durchlassigkeit der
Zellmembran und ermoglichte die Aufnahme retroviraler Expressionsvektoren. Durch
Ko-Transfektion eines speziellen Vektors (pBabe-H2B-GFP) konnte das Gelingen der
Transfektion durch GFP-Expression der Phoenix-Zellen im Fluoreszenzmikroskop
Uberprift werden (s. Abb. 3.2). Da die Zellen keiner FACS-Analyse unterzogen
wurden, wurden einzelne Gesichtsfelder ausgezéhlt, um die Effizienz der Transfektion
beurteilen zu kénnen. Diese betrug zwischen 30% und 40%, wobei die GFP-Expression

verschiedener Zellen stark variierte (s. Abb. 3.2 B).

Phoenix-Zellen

Abb. 3.2. Ko-Transfektion der Phoenix-Zellen. Durch Transfektion der Phoenix-Zellen (A;
VergrofRerung: 100fach) mit einem GFP-Kontrollvektor (pBabe-H2B-GFP) konnten der
Transfektionserfolg sowie die Effizienz im Fluoreszenzmikroskop (B; Vergrofierung: 100fach)
beurteilt werden. Die GFP-Expression verschiedener Zellen variierte dabei stark (starke
Expression: B, roter Pfeil; geringe Expression: B, weier Pfeil).
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3.4 Infektion der Tp53 knockout-Astrozyten

Die Tp53 knockout-Astrozyten wurden mit Hilfe der durch die Phoenix-Zellen
hergestellten Retroviren infiziert. Auch hier wurde eine Ko-Infektion vorgenommen,
um das Gelingen der Infektion beurteilen zu kdnnen. Die Effizienz der Infektion wurde
im Fluoreszenzmikroskop beurteilt (s. Abb. 3.3 bzw. 3.4), hatte jedoch fur den weiteren
Verlauf des Experiments keine groRe Bedeutung, da durch eine konsequente Selektion

nur infizierte Astrozyten uberlebten.

TRp53 Knock out Astrozyten GFP Merge

Abb. 3.3. Ko-Infektion der Tp53 knockout-Astrozyten. Primére Astrozytenkultur (A;
VergroRerung 100fach). GFP-Expression infizierter Astrozyten (B; VergroRerung 100fach ).
Merge der Bilder A und B (C; VergréRerung 100fach).

Merge

Abb 3.4. Ko-infizierte Tp53 knockout-
Astrozyten. Nukledre GFP-Expression
(Pfeile). VergroRerung 200fach.
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Die ko-infizierten Tp53 knockout-Astrozyten dienten der Kontrolle des Experiments
und wurden nicht weiter verfolgt. Das Interesse galt den mit c-Myc (p53™°), Akt
(p53™Y und c-Myc/Akt (p53™4) infizierten Astrozyten. Durch Selektion mit speziellen
Antibiotika (Neomycin, Puromycin; s. Kap. 2.6.3) konnte nach dem vollstandigen
Absterben einer Kontroll-Kulturplatte nicht-infizierter Tp53 knockout-Astrozyten
davon ausgegangen werden, dass nur infizierte Astrozyten auf den zu beobachtenden

Kulturplatten iberlebten. Diese wurden passagiert und beobachtet.

3.5 Phénotypische Veranderungen der infizierten Tp53-knockout-
Astrozyten

Eine Malignisierung bzw. Entartung als Folge einer genetischen Instabilitat hat haufig
Auswirkungen auf den Phénotyp einer Zelle. Bereits der Verlust des Tumorsuppressors
p53 kann zu einer Transformation im Sinne einer Akkumulation genetischer
Abnormalitaten flihren (73). Ausgeprégte phanotypische Unterschiede zwischen BI6-
Wildtypastrozyten ~ und  p53-defizienten Kulturen ~ wurden  mit  dem
Phasenkontrastmikroskop in friihen Passagen nicht beobachtet. Beide Kulturen wiesen
typische astrozytare Merkmale wie z.B. Zellauslaufer auf. Allerdings konnten bei vielen
p53“°N-Astrozyten im Gegensatz zu BI6-Wildtyp-Astrozyten prominente Zellkerne
nachgewiesen werden (Abb. 3.5 A; B, Stern). GroReren Einfluss auf den Phanotyp der
Astrozyten zeigte allerdings die Uberexpression der Onkogene c-Myc und Akt. Die
p53YYC-Astrozytenkulturen wiesen bereits in frihen Passagen charakteristische
Verénderungen des Phanotyps auf, die sie sowohl von nicht-infizierten Tp53 knockout-
Astrozyten (p53“°M), als auch von BI6-Wildtyp-Astrozyten unterschieden. So
erschienen die Zellen einer p53™YC-Astrozytenkultur sehr klein, kompakt und spindelig
und erinnerten nur noch wenig an eine astrozytare Zelle (sieche Abb. 3.5 B; F). Im

AKT
3

Gegensatz dazu wiesen die Akt-uberexprimierenden Astrozyten (p5 ) auch in spaten

Passagen ein eher astrozytares Aussehen auf. Allerdings konnten auch bei diesen Zellen
einige phanotypische Besonderheiten beobachtet werden. Die Astrozyten der p53°<'-
Kultur erschienen grol3, flachig und zeichneten sich durch groRe Kerne mit prominenten
Nukleoli aus (siehe 3.5 B; E, Stern). Auch multinukledre Zellen konnten beobachtet
werden (s. 3.5 B; C, Pfeil). Kulturen der p53™*-Astrozyten wiesen ein Mischbild oben

genannter Charakteristika auf. Wéhrend die Astrozyten friiher Passagen
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noch deutlich grof3er erschienen, konnten besonders in spéteren Passagen meist Kleine,
kompakte, stellenweise aber auch grof3e, multinukledre Zellen beobachtet werden (s.
Abb. 3.5 B; K, Stern). Folgende phanotypische Veranderungen konnten bei den
infizierten Astrozytenkulturen beobachtet werden: Hyperchromatische Kerne mit
prominenten Nukleoli (s. Abb. 3.5 B; K) und eine deutlich verschobene Kern-Plasma-
Relation (s. Abb. 35 B; H) zu Gunsten des Zellkerns. Trotz individuell
unterschiedlicher Morphologie, wiesen die Astrozyten der p53“7¢- p53*¢T- und

p53MA-Kulturen somit phanotypische Eigenschaften tumorigen-entarteter Zellen auf.

BI6 3. Passage p53KON 3. Passage

Abb 3.5 A: Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen priméarer Astrozytenkulturen
verschiedener Passagen. BI6-Wildtypastrozyten (A) und p53-defiziente Astrozytenkulturen
(B) wiesen keine groRen phanotypischen Unterschiede auf. Bei einigen p53“°N-Astrozyten
konnten  deutlich  vergroRerte  Zellkerne  nachgewiesen  werden (B,  Stern)
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3. Passage 12. Passage

053AKT

Abb. 3.5 B. Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen primarer Astrozytenkulturen
verschiedener Passagen. Durch kleine, spindelige Astrozyten mit kirzeren Fortsatzen als die
Kontrollastrozyten zeichneten sich bereits frilhe Passagen der p53"Y¢-Kulturen aus (F). Spétere
Passagen dieser Kulturen zeigten sehr kleine, teils bipolare Zellen mit sehr kurzen Fortsatzen
(G-H, Pfeile). Auffallig war eine deutliche Abnahme der Kern-Zytoplasma-Relation. Kulturen

der p53*“T-Astrozyten fielen besonders in spaten Passagen durch groRe, flachige Zellen mit

grolRen, teils multiplen Zellkernen auf (E, Stern Pfeil) Ein sehr heterogenes Bild zeigten die
p53MA-Kulturen. In friihen und spaten Passagen konnten kleine, aber auch groRe, flachige
Astrozyten nachgewiesen werden (I, Pfeil; K. Stern). Eine 12. Passage der BI6- und p53<°"-
Astrozytenkultur konnte durch friheres Absterben der Kulturen nicht beobachtet werden.
VergroRerung bis auf Bild C, F, 1 100fach. Bilder C, F und I 200fach
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3.6 GFAP-Expression

3.6.1 GFAP-Expression von BI6- und p53“°"-Astrozyten

Um die zu infizierenden Zellen zu charakterisieren und die maligne Transformation
bzw. die Entdifferenzierung der infizierten Astrozyten beurteilen zu kénnen, wurden
diese immunzytochemisch ndher untersucht. So wurden infizierte Astrozyten
verschiedener Passagen mit einem Primarantikorper gegen GFAP (Glial fibrillary acidic
protein) inkubiert. Bei GFAP handelt es sich um ein Protein, welches als
Intermedidrfilament im Zytoplasma von Gliazellen (vor allem Astrozyten) vorkommt.
In der frihen Entwicklung von Astrozyten steht die Expression von Vimentin im
Vordergrund. Mit zunehmender Differenzierung wird das Intermediarfilament Vimentin
durch GFAP ersetzt und dient somit als Differenzierungsmarker (9). Durch Inkubation
mit einem ,,AlexaFlour®488“-Sekundérantikdrper konnte die GFAP-Expression im
Fluoreszenzmikroskop beurteilt werden. Durch eine gegen GFAP gerichtete
immunzytochemische Farbung einer 0. Passage der p53%°N-Kulturen, konnte
sichergestellt werden, dass es sich bei den zu infizierenden Zellen ausschlief3lich um
Astrozyten handelte (siehe Abb. 3.6 B). So stellten sich ca. 90% der Zellen (in einer
Gegenfarbung mit Dapi) GFAP-positiv dar, wobei das Zytoskelett deutlich sichtbar
wurde (Abb. 3.6; roter Pfeil) und die Zellkerne von der Farbung ausgespart waren (Abb.
3.6; weilier Pfeil).
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BI6 Wildtyp p53KON

Abb. 3.6. GFAP-Expression von p53<“°N- und BI6 Wildtyp-Astrozyten (0. Passage).
Inkubation der Astrozyten mit einem gegen GFAP gerichteten Primarantikdrper und Alexa
Fluor® 488-Sekundéarantikorper. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme. 90% der Zellen
(Gegenféarbung mit Dapi; hier nicht dargestellt) stellten sich GFAP positiv da. Es zeigte sich ein
typisches Farbemuster mit Farbung des Intermediérfilaments GFAP (roter Pfeil) und
Aussparung des Zellkerns (weiler Pfeil). VergroRerung: 1 x 400 Ol.

3.6.2 GFAP-Expression infizierter Astrozytenkulturen

Um beurteilen zu konnen, ob die Uberexpression der Onkogene Akt und c-Myc sowie
der Verlust des p53-Tumorsuppressors einen Einfluss auf die GFAP-Expression bzw.
Differenzierung der infizierten Astrozyten hatten, wurde eine friilhe Passage (2. Passage)
und eine etwas spatere Passage (7. bzw. 8. Passage) immunzytochemisch gefarbt und im
Fluoreszenzmikroskop beurteilt. Die p53“°N-Astrozyten zeichneten sich unabhangig
von der Passage durch eine konstante GFAP-Expression aus (Abb. 3.7 A, D). Im
Gegensatz dazu kam es mit fortlaufender Passage der mit Myc oder Akt infizierten
Astrozytenkulturen zu einer deutlichen Reduktion der GFAP-Expression. Durch eine
besonders geringe GFAP- Immunoreaktivitat zeichneten sich p53“*"-Kulturen aus. Bei
diesen Kulturen konnte das Intermedidrfilament immunzytochemisch schon in frihen
Passagen kaum nachgewiesen werden (Abb. 3.7 G). Die fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen der p53“YC-Astrozytenkulturen zeigten eine deutliche Abnahme der

Expression des Intermediarfilaments mit fortlaufenden Passagen. Im Gegensatz zu
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Astrozyten, die mit Akt infiziert wurden, exprimierten frihe Passagen der mit c-Myc
infizierten Astrozyten jedoch deutlich mehr GFAP (Abb. 3.7 M). Die Expression liel}
erst im Verlauf der Passagen deutlich nach und beschrénkte sich in der 8. Passage auf
einige Ubrig gebliebene GFAP-positive Zellauslaufer (Abb. 3.7 P; weiler Pfeil).

Ein &hnliches Bild der GFAP-Expression zeigten die p53™*-Kulturen. Obwohl die
Astrozyten friiher Passagen weniger GFAP exprimierten als p53™"C-Kulturen, konnten
im Gegensatz zu p53“<"-Kulturen in frilhen Passagen noch vereinzelt stark GFAP-
positive Zellen (Abb. 3.7 S, weiller Pfeil) nachgewiesen werden. Astrozyten spaterer
Passagen stellten sich entweder negativ dar oder zeichneten sich durch eine sehr
geringe, perinukledre, halbmondartige Expression des Intermediarfilaments aus (Abb.
3.7 V, weiRer Pfeil). Zusammenfassend schien die Uberexpression von Akt sowie c-
Myc unabhéngig voneinander zu einer Abnahme der GFAP-Expression zu flhren, da
alle infizierten Kulturen von Beginn an deutlich weniger GFAP exprimierten als
vergleichbare p53“°™-Kulturen. Ob es sich dabei um einen direkten Einfluss der
Onkogene auf die GFAP-Expression oder um Dedifferenzierungsprozesse handelt, soll
in Kapitel 4 néher erlautert werden. Auch die Zusammenhange zwischen Reduktion der
ZellgroRe, Proliferationsrate und morphologischen Veranderungen des Phénotyps sollen

dort naher besprochen werden.
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Abb. 3.7. GFAP-Expression infizierter Astrotzytenkulturen und p53<°M-Kulturen
verschiedener Passagen. Inkubation der Astrozyten mit einem gegen GFAP gerichteten
Primarantikérper und Alexa Fluor® 488-Sekundarantikorper. Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen der Immunfluoreszenz gegen GFAP (A,D,G,J,M,P,S,V). Markierung der Zellkerne
mit Fluoreszenzfarbstoff Dapi (B,E,H,K,N,Q,T,W). Merge: Ubereinanderlegen  beider
Fluoreszenzaufnahmen (Dapi + GFAP). Deutliche GFAP-Expression der p53<°™-Kulturen
beider Passagen. Im Gegensatz dazu p53°*"-Kulturen mit nur geringer Expression des
Intermediarfilaments in frihen wie spateren Passagen. Deutliche Reduktion der GFAP-
Expression im Verlauf der Passagen bei p53“"°- und p53“A-Kulturen. Frilhe Passagen der
p53"YC-Kulturen (M), insgesamt jedoch deutliche héhere Expression des Intermediarfilaments
als vergleichbare p53“"*-Kulturen (S). Als Nebenbefund konnten Veranderungen des Phanotyps
beobachtet werden. Die Abnahme der ZellgroRe im Verlauf der Passagen bei p53™A-Kulturen
und die spindeligen, kleinen Astrozyten der p53""°-Kulturen (G) wurden bereits beschrieben.
AuRerdem waren die groRen Zellkerne der p53“°N-Kulturen (B, E) sowie die multinuklearen,
flachigen Astrozyten der p53**"-Kulturen (1) auffallig (VergroBerung: 1 x 400 Ol).
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3.7 Proliferation der Astrozytenkulturen

3.7.1 Ki67-Expression

Mit verschiedenen Methoden sollte herausgefunden werden, inwiefern die
Uberexpression der Onkogene c-Myc und Akt die Proliferation der Astrozyten
beeinflusste. Es wurden verschiedene Passagen immunzytochemisch gegen Ki67
gefarbt und im Fluoreszenzmikroskop beurteilt. Bei dem Protein Ki67 handelt es sich
um einen Proliferationsmarker. Das Antigen wird von Zellen exprimiert, die sich in den
Zellzyklusphasen G1, G2, S und M befinden. Ruhende Zellen (GO-Phase) exprimieren
das Antigen nicht und stellen sich daher immunzytochemisch negativ dar. Mit einer
Ki67-Farbung  konnte  sowohl die  Wachstumsfraktion als auch die
Wachstumsgeschwindigkeit — eingeschéatzt werden. Fir die Beurteilung der
Proliferationsbereitschaft wurden friilhe und spéte Passagen aller Kulturen mit einem
Antikdrper gegen murines Ki67 inkubiert. Um den Einfluss des Tumorsuppressors p53
auf die Proliferationsbereitschaft beurteilen zu kdnnen, wurden BI6-Wildtyp-
Astrozytenkulturen und p53“°N-Kulturen verglichen. Der Anteil proliferationsbereiter
Bl6-Astrozyten war sehr gering. So konnten pro Gesichtsfeld oft nur 1 oder 2 Ki67-
postive Zellen gefunden werden (Abb. 3.8). Die BI6-Wildtypastrozytenkulturen

zeichneten sich durch eine sehr geringe Wachstumsfraktion aus.
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Abb. 3.8. Ki67-Expression von BI6-Wildtypastrozyten (1. Passage). Inkubation mit einem
Primarantikdrper gegen murines Ki67 und Farbung mit einem Alexa Fluor® 488-
Sekundérantikorper  (A). Markierung der entsprechenden  Zellkerne mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Dapi (B). Darstellung zweier schwach Ki67-positiver Zellkerne (A,
weiBer Pfeil) bzw. Kennzeichnung dieser im Gesichtsfeld (B, weiBer Pfeil). VergroBRerung:
400fach Ol.

Im Vergleich zu BI6-Kulturen konnte bereits in frilhen Passagen der p53<°M-
Astrozytenkulturen (2. Passage) ein deutlich groRerer Anteil proliferationsbereiter
Zellkerne nachgewiesen werden (Abb. 3.9 A). Die Wachstumsfraktion dieser Kulturen
nahm mit fortlaufenden Passagen kontinuierlich zu (Abb. 3.9 D). Somit hatte die
fehlende Funktion des Tp53 in Bezug auf die Zellzykluskontrolle mafRgeblichen
Einfluss auf die Proliferationsbereitschaft der p53-defizienten Kulturen im Vergleich zu
Wildtyp-Kulturen. Uberraschenderweise zeichneten sich die p53°<" infizierten
Astrozyten nicht durch eine gesteigerte Wachstumsfraktion aus. So zeigten friihe (Abb.
3.9 G, 1), aber auch spatere (s. Abb. 3.9 J, L) Passagen der p53““"-Kulturen &hnliche,
oft sogar niedrigere Wachstumsfraktionen als vergleichbare p53<°N-Kulturen. Die
Uberexpression des Onkogens c-Myc schien einen weitaus groReren Einfluss auf die
Proliferationsbereitschaft der Astrozyten zu haben. Die mit c-Myc infizierten Kulturen
(P53MYC,  p53M4)  wiesen schon in  frihen Passagen eine sehr hohe
Proliferationsbereitschaft auf (Abb. 3.9 M, O, S, U). Im Vergleich zu p53*"- oder
p53““N-Kulturen konnte auBerdem bei vielen Zellkernen der p53™YC- bzw. p53M4
Astrozyten eine weitaus hohere Antigenexpression des Ki67 (z.B. Abb. 3.9 M, weiler

Pfeil) nachgewiesen werden.
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Unterschiede der Ki67-Expression zwischen p53“"¢- und p53™A-Kulturen konnten erst
in spaten Passagen beobachtet werden. Wie in Abb. 3.9 ersichtlich, zeichnete sich die 8.
Passage der p53™YC-Kultur (Abb. 3.9 P, R) im Vergleich zur p53MA-Kultur (Abb. 3.9 V,
X) durch eine weitaus hohere Proliferationsbereitschaft aus. In spéteren Passagen
exprimierten bis zu 80% der p53""“-Astrozyten das Antigen Ki67 (Abb. 3.9 R) und
wiesen damit die hochste Wachstumsfraktion aller Kulturen auf. Die Uberexpression

des Onkogens c-Myc fiihrte also zu einer enormen Proliferationsbereitschaft.
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Abb. 3.9. Ki67-Expression infizierter Astrozytenkulturen und p53“°™-Kulturen
verschiedener Passagen. Inkubation der Astrozyten mit einem gegen murines Ki67 gerichteten
Primarantikdrper und Alexa Fluor® 488-Sekundarantikorper. Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen der Immunfluoreszenz gegen Ki67 (A,D,G,J,M,P,S,V). Markierung der Zellkerne
mit Fluoreszenzfarbstoff Dapi (B,E,H,K,N,Q,T,W). Merge: Ubereinanderlegen  beider
Fluoreszenzaufnahmen (Dapi + Ki67). Bei allen Kulturen konnte im Verlauf der Passagen eine
Zunahme der Proliferationsbereitschaft beobachtet werden. Eine vergleichbar geringe
Wachstumsfraktion wiesen p53°M- und p53*<"-Kulturen auf. Eine weitaus groRere
Proliferationsbereitschaft konnte bei p53“Y°- und p53“-Kulturen beobachtet werden.
Besonders viele Ki67-positive Astrozyten konnten bei p53™Y°-Kulturen spaterer Passagen (R)
nachgewiesen werden. Als Nebenbefund konnten bei p53“°N -, p53"Y¢ - und p53™* -Kulturen
vereinzelte Karyopyknosen nachgewiesen werden (E,Q,W; rote Pfeile). Als Karyopyknose
bezeichnet man die Schrumpfung des Zellkerns und Verdichtung des Chromatins. Dabei
handelte es sich um ein Zeichen des programmierten Zelltods (Apoptose). Vergrofierung
400fach Ol.
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3.7.2 Passagen

Neben der durch

immunzytochemische Farbung gegen den Proliferationsmarker Ki67, gaben auch die

Bestimmung der  proliferationsbereiten  Zellen eine
Passagen der Astrozyten Aufschluss tber die Proliferation der Kulturen. Die Zellen
wurden taglich unter dem Mikroskop beobachtet und bei Konfluenz passagiert bzw.
gesplittet. Wie stark die Astrozyten verdiinnt wieder ausplattiert wurden, hing von ihrer
Proliferation bzw. Wachstumsgeschwindigkeit ab. Im Laufe dieser Arbeit wurden 6
Ansatze infizierter Astrozytenkulturen verfolgt und passagiert. Das Verhalten der
verschiedenen Kulturen war reproduzierbar. In Tabelle 3.1 wurden die Passagen eines
Infektionsansatzes unabhéngig von der Zeit beispielhaft dargestellt. Wie bereits in 3.7.1
erlautert, wiesen die mit c-Myc infizierten Astrozytenkulturen (p53" und p53“7°) eine
sehr hohe Proliferationsbereitschaft auf. Die Kulturen wurden im Durchschnitt alle vier
Tage passagiert. In spateren Passagen wuchsen die Kulturen so rasant, dass sie (ca. alle

vier Tage) bis zu 1:200 verdiinnt werden mussten.

Passage | P53MYC | P53MA P53AKT | P53KON | Tab. 3.1. Exemplarische

Darstellung der Passagen aller
1 1.4 1.4 13 1.4 Kulturen. Reprasentativ fiir alle
2 1:5 1:5 1:5 1:5 Infektionsansitze ~ wurden 14
3 1:10 1:5 1:5 1:5 Passagen eines Infektionsansatzes
4 1:50 1:10 1:5 1:5 unabhangig von  der  Zeit
5 1:50 (19) | 1:20 (19) | 1:5(34) 1:10 (27) | aufgelistet. Es wurde deutlich, dass
6 1:50 1:50 1:5 1:10 die p53“YC-Kulturen am starksten
7 1:50 (31) | 1:50 (26) | 1:5 (46) 1:20 (53) | verdinnt werden mussten. Im
8 1:75 1:50 1:5 Gegensatz dazu konnten p53°<T-
9 1:100 1:75 1:5 und  p53"A-Kulturen  deutlich
10 1:100 1:75 1:10 niedriger gesplittet werden, da die
11 1:100 1:100 1:10 Kulturen nicht so schnell wuchsen.
12 1:200 1:100 1:10 Diese Ergebnisse waren
13 1:200 1:100 1:20 reproduzierbar und bestétigten die
14 1:200 1:200 1:20 Beobachtungen der Ki67-

Immunfluoreszenz.  Um  eine

gewisse Vorstellung vom zeitlichen Verlauf der Passagen zu gewinnen, wurden die Tage der 5.
und 7. Passage in Klammern erwéhnt. So wurde z.B. eine p53"Y“-Kultur nach 19 Tagen, eine
p53*KT-Kultur erst nach 34 Tagen zum 5. Mal passagiert.

Auf eine tabellarische Auffuhrung der Passagen einer BI6-Wildtypkultur wurde
verzichtet. Auch diese wurden Uber einen langeren Zeitraum beobachtet und passagiert,

konnten jedoch durchschnittlich nur 6 Wochen in Kultur gehalten bzw. 3 x 1:3 gesplittet
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werden, bis die Astrozyten abgestorben waren. Die in der Tabelle 3.1 dargestellten
Passagen bestétigten die Beobachtungen der Ki67-Immunfluoreszenz. So wiesen
p53YYC. und p53MA-Kulturen weitaus hohere Proliferationsgeschwindigkeiten als
entsprechende p53°¢T- bzw. p53“°N-Kulturen auf. In spateren Passagen iiberstieg die
Wachstumsfraktion der p53™Y©-Astrozyten die der p53¥*-Kulturen. Bestatigt wurde die
geringe Proliferation der p53*“"-Kulturen. Diese wurden deutlich niedriger und seltener
gesplittet als vergleichbare p53™A- und p53MYC-Kulturen. Der Nachweis vieler Ki67-
positiver Zellkerne korrelierte also tatsachlich mit einer rasanten Zellteilung bzw. einem

schnellen Wachstum der Kulturen.

3.7.3 Kulturplatten

Im Falle einer Passage wurde nur der in Tabelle 3.1 dargestellte Anteil einer
Astrozytenkultur ausplattiert. Der Rest der Kultur stand flr weitere Experimente zur
Verfligung. Um die Wachstumskinetik anschaulicher darzustellen, wurde die Anzahl
der Kulturplatten (KP) berechnet, die entstanden ware, wenn alle Zellen des
Infektionsansatzes wie in Tabelle 3.1 dargestellt ausplattiert worden waren. Der
Beobachtungszeitraum betrug 60 Tage. In dieser Zeit wurden die Astrozyten passagiert
und ausgezahlt. Die errechnete Anzahl der Kulturplatten wird in Abb. 3.10 dargestellt.

Beispiele der Berechnung:

p53"C (nach der 3. Passage): 4 KP x5 KP x 10 KP = 200 KP

p53"C (nach der 6. Passage): 4 KP x 5 KP x 10 KP x 50 KP x 50 KP x 50 KP
= 25 x 10°KP
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Abb. 3.10. Errechnete Anzahl der Kulturplatten. Die Kulturen wurden entsprechend Tab. 3.1
passagiert. Der Beobachtungszeitraum betrug 60 Tage. Fiir p53"® errechnete sich im Verlauf
der Passagen die gréRte Anzahl der Kulturplatten, da diese Kulturen am schnellsten wuchsen
und dementsprechend am hdochsten und hdufigsten gesplittet werden mussten. Ersichtlich
wurden deutliche Unterschiede der Proliferationsgeschwindigkeit der verschiedenen Kulturen.

3.7.4 Zellzahl

Die errechneten Kulturplatten gaben bereits einen ersten Aufschluss uber das
Proliferationsverhalten der Kulturen. Der Phanotyp der Astrozyten konnte bei dieser
Berechnung allerdings nicht berticksichtigt werden. Wie bereits in Kapitel 3.5 erlautert,
zeichneten sich aber besonders die p53""“-Astrozyten im Verlauf der Passagen durch
eine Abnahme der ZellgroRie aus. Eine konfluente Kulturplatte konnte somit nur einen
eingeschrankten Aufschluss uber die Zunahme der tatsachlichen Zellzahl geben. Um
dieser Frage jedoch Rechnung zu tragen, wurden die Astrozyten aller Kulturen im Zuge
von 12 Passagen (p53“°": 7 Passagen) in einer Fuchs-Rosenthal-Kammer ausgezahlt.
Die Zellzahl einer konfluenten Kulturplatte wurde dokumentiert. Am Ende des
Beobachtungszeitraums von 60 Tagen wurde der Durchschnitt der Zellzahl jeder Kultur
(z.B. p53™") ermittelt und mit der Anzahl der theoretisch vorhandenen Kulturplatten
(Tab.3.1) multipliziert. Somit konnten der morphologische Aspekt der Zellen sowie die
Proliferationsbereitschaft berlicksichtigt werden. Es konnten groe Unterschiede
bezlglich der Zellzahl der Kulturen festgestellt werden. So betrug die durchschnittliche
Zellzahl einer p53MYC-Kultur pro konfluenter 10 cm-Kulturplatte 8,25 x 10° Zellen. Bei
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p53*“T_Kulturen handelte es sich im Gegensatz dazu nur um 1,67 x 10° Astrozyten. Es

ergaben sich aufgrund des Phénotyps also sehr verschiedene Zellzahlen, die das

gMYC_ gVA

Zellteilungspotential der p5 -Kulturen nochmals unterstrichen. Die

und p5
errechneten Zellzahlen, multipliziert mit den errechneten Kulturplatten sind in Abb.

3.11 dargestellt.

Zellzahl

Abb. 3.11. Anzahl der Astrozyten pro Kulturplatte. Die Astrozyten einer konfluenten
Kulturplatte wurden vor jeder Passage in einer Fuchs-Rosenthal-Kammer ausgezahlt. Aus den
dokumentierten Zellzahlen jeder Passage wurde ein Durchschnitt gebildet und mit der Anzahl
der errechneten theoretischen Anzahl der Kulturplatten (Abb. 3.10) multipliziert. Die p53""°-
und p53“A-Kulturen wiesen das gréRte Zellteilungspotenzial bzw. durch phénotypische
Veranderungen auch die grote Zellzahl pro Kulturplatte auf.

Die Berechnung der Zellzahl unterstrich nochmals den Antagonismus der p53“<- und
p53YYC-Astrozytenkulturen in Bezug auf Proliferationsbereitschaft und Wachstum der
Kulturen. Die phéanotypischen Veranderungen der Kulturen im Verlauf wurden bereits
ausfihrlich beschrieben. Der Zusammenhang zwischen einer geringen ZellgroRe der
p53YYC Astrozyten und ihrer immensen Proliferationsbereitschaft konnte hier
eindrucksvoll  beobachtet werden. Durch eine gesteigerte c-Myc-vermittelte
Proliferationsbereitschaft wurde ein Eintritt der Astrozyten in die GO-Phase verhindert
und Differenzierungsprozesse, wie die Ausbildung von Zellauslaufern, unterbunden. Es
konnte also gezeigt werden, dass eine Verdnderung der Zellmorphologie und die

Proliferationsbereitschaft miteinander korrelieren.
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3.8 Immortalisierung und Apoptose

Im Verlauf dieser Arbeit wurden insgesamt 6 unabhédngige Infektionsansitze (6
unabhangige p53°¢T-, p53M¥¢ - und p53™~ — Kulturen) beobachtet. Das Verhalten der
infizierten Astrozyten wurde mit jenem von p53“°"- und BI6-Astrozytenkulturen
verglichen. Um eine maglichst groBe Anzahl verschiedener Zelllinien untersuchen zu
konnen, wurden 1. Passagen auf mehrere Kulturplatten (Zusatzplatten) verteilt und
weiterhin beobachtet. Die Kulturen konnten unabhéngig voneinander verfolgt werden
und hatten somit die Mdglichkeit, verschiedene Sekundarmutationen zu generieren. Auf
das Proliferationsverhalten der verschiedenen Kulturen wurde bereits ausfihrlich
eingegangen. Waéhrend primére BI6-Astrozytenkulturen ein durchschnittliches
Uberleben von 6 Wochen aufwiesen, variierte das der p53“°M-Kulturen stark. So
konnten p53<°N-Kulturen bis zu 3-4 Monate beobachtet werden, wurden jedoch nach
einer gewissen Zeit nicht mehr passagiert, da ein groer Teil der Kultur im Verlauf
unterging bzw. die Zellen abstarben. Das Uberleben dieser p53-defizienten Astrozyten
schien stark von der Generation bestimmter Sekundarmutationen abhangig zu sein.
Auch eine Immortalisierung einzelner p53“°N-Astrozyten konnte beobachtet werden, da
einige Astrozyten deutlich langer Uberlebten als der bereits abgestorbene Rest der
Kultur. Dieses stellte jedoch eine Ausnahme dar. Im Gegensatz dazu konnte sowohl bei
p53*€T- als auch bei p53“-Kulturen eine Immortalisierung der ganzen
Astrozytenkultur beobachtet werden. Diese Zelllinien konnten bis zu 7 Monate
beobachtet werden, bis die Zellen in flissigem Stickstoff eingefroren oder verworfen
wurden. Ein entsprechend langes Uberleben bzw. eine Immortalisierung konnte bei
keiner der p53YC-Kulturen beobachtet werden. Nach ca. 3 Monaten kam es zum
Zelltod vieler p53MYC€ —Astrozyten. Es konnten Apoptosefiguren beobachtet werden und
die untergegangenen Zellen Igsten sich von der Kulturplatte. Im Falle einer graphischen
Darstellung kdme es dann zu einem starken Abfall der roten Kurve in Abb. 3.9 und
3.10. Nach durchschnittlich 4 Monaten konnte das Absterben der gesamten Kultur
beobachtet werden. Zusammenfassend konnte nur durch Uberexpression von Akt, nicht
aber durch c-Myc, eine Immortalisierung erreicht werden. Eine konstitutive Aktivierung
von c-Myc allein (ohne Akt) fuhrte zu einer sehr groRBen Proliferationsbereitschaft,
konnte den programmierten Zelltod bzw. das Absterben der Zellen jedoch nicht

verhindern.
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3.9 mRNA-Expression neuronaler und glialer Marker

Dieses Experiment diente der weiteren Untersuchung einer mdglichen
Dedifferenzierung der infizierten Astrozytenkulturen verschiedener Passagen.
Quantifiziert wurde die RNA-Expression bestimmter Marker, welche von verschieden
Zellen des ZNS (neuralen, oligodendroglialen und astrozytaren Ursprungs) exprimiert
werden. Zu den untersuchten Markern gehorten NF68 (Neurofilament 68), GAP43
((neuron) Growth Associated Protein 43), SYN (Synaptophysin), PLP (Proteolipo-
Protein 1), MBP (Myelin-Basisches Protein) und CALB (Calbindin). Des Weiteren
wurde die mRNA-Expression des glialen Differenzierungsmarkers GFAP untersucht.
Durch die Herstellung einer Sonde (s. Kap. 2.10), konnte auch die Expression des

humanen c-Myc nachgewiesen werden.

3. Passage 7. Passage
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Abb. 3.12. Genexpression verschiedener Astrozytenkulturen der 3. und 7. Passage. Mittels
RPA wurde die Expression von verschiedenen neuronalen Markern, GFAP und humanem c-
Myc analysiert. Verwendet wurden 2,5 pg Gesamt-RNA von 3 unabhangigen RNA-Proben. Im
Gegensatz zu p53*<"- und p53“°"- konnte bei p53“Y°- und p53™A-Kulturen durch Infektion mit
humanem c-Myc eine konstitutive Expression des Onkogens nachgewiesen werden. Eine
GFAP-Expression konnte in 2 von 3 p53""C-Proben (3. Passage) und in den Kontrollen
(p53°N) nachgewiesen werden. Es kam zu einer Degradation einer p53“°N-Probe (1.Bande,
7.Passage). Diese wurde somit nicht bewertet. Eine Expression neuronaler Marker konnte nicht
beobachtet werden. Die unterste Bande jeder Bahn entsprach der mRNA, die flir das konstitutiv
exprimierte ribosomale Protein L32 kodiert und diente als RNA-Ladekontrolle. Als
Negativkontrolle (N) diente ein Ansatz ohne RNA. Als Langenstandard wurde der radioaktiv
markierte Sonden-Satz aufgetragen (rechte Bande)

12. Passage
I:,53MYC P53MA p53AKT N

GAP43 Abb. 3.13. Genexpression
NE68  Vverschiedener Astrozytenkulturen
der 12. Passage. Mittels RPA wurde
die Expression von verschiedenen
c-Myc  neuronalen Markern, GFAP und
humanem c-Myc analysiert.
Verwendet wurden 2,5 ug Gesamt-
SYN RNA von 3 unabhéngigen RNA-
Proben. Auch hier konnte eine
konstitutive Expression von c-Myc
PLP  bei p53"A- und p53""°-Kulturen
nachgewiesen werden. Eine
MBP  Expression von neuronalen Markern
oder GFAP wurde nicht beobachtet.
CALB  pa die Kontrollkulturen bereits
Grap fruher abstarben, konnte eine 12.
Passage nicht beobachtet bzw. hier
analysiert werden. Die unterste
Bande jeder Bahn entsprach der
MmRNA, die fiur das Kkonstitutiv
exprimierte ribosomale Protein L32
kodiert und diente als RNA
Ladekontrolle (N=Negativkontrolle).
L32 Als Langenstandard wurde der
radioaktiv markierte Sonden-Satz
aufgetragen (rechte Bande).
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Durch Herstellung einer Sonde fir humanes c-Myc konnte die Expression der
entsprechenden m-RNA in allen mit c-Myc infizierten Kulturen (p53“"¢, p53“4)
nachgewiesen werden. Die starken Banden sprechen fiir eine deutliche Expression des
Onkogens in den genannten Zelllinien (p53"7C, p53"4). Bei p53<°N- und p53°KT-
Kulturen konnte die mRNA des humanen Onkogens nicht nachgewiesen werden. Es ist
fraglich, ob es sich bei der Doppelbande oberhalb der Bande des humanen c-Myc um
die murine Variante des Onkogens handelt. Dieses wirde die Expression in allen
Zelllinien (siehe 3.12 und 3.13) erkléren.

Eine Expression oben genannter neuronaler Marker konnte bei keiner Kultur
beobachtet, eine neuronale Differenzierung bzw. Entdifferenzierung der Astrozyten
somit ausgeschlossen werden. Des Weiteren konnte eine Kontamination der
Zellkulturen mit anderen Zellen des ZNS ausgeschlossen werden. Auch die Expression
des glialen Differenzierungsmarkers GFAP konnte Dbeurteilt werden. Die
Kontrollkulturen (p53°Y) der 3. Passage zeigten eine hohe Expression des Markers.
Deutlich geringer war die Expression hingegen zum Zeitpunkt der 7. Passage. Leider
lieRen sich hier nur 2 Proben in die Beurteilung einbeziehen, da es sich bei der ersten
Bande (Abb. 3.12: p53“°N: 7. Passage) um ein Degradationsphanomen handelte. Wie in
Abb. 3.12 jedoch erkennbar, wurde die GFAP-spezifische mMRNA nur von einer Kultur
hoch, von der anderen geringer exprimiert. Was die GFAP-Expression infizierter
Astrozytenkulturen betraf, so konnten spezifische Banden nur in 2 von 3 unabhéngigen
p53"YC-Kulturen der 3.Passage nachgewiesen werden. In spateren Passagen wurde eine
Expression des glialen Markers nicht beobachtet. Es kam bei p53""-Kulturen also zu
einer raschen Herunterregulierung der GFAP-Expression im Verlauf der Passagen. Bei
p53YA- sowie p53°T-Kulturen konnte eine mRNA-Expression des astrozytiren
Differenzierungsmarkers nie nachgewiesen werden. Die Expression des Onkogens Akt
fuhrt also direkt zu einer Entdifferenzierung mit Verlust der GFAP-Expression.

Um die Ergebnisse der RPA Ubersichtlicher darzustellen, wurden die
autoradiographischen Banden mit Hilfe des ImageJ®-Programms quantitativ analysiert

und mit GraphpadPrism® bildlich dargestellt.

71



ERGEBNISSE

3.9.1 Quantitative Analyse und Auswertung der RPA
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Abb. 3.14. Quantitative Analyse der autoradiographischen Banden von humanem c-Myc
aus Abb. 3.12 und 3.13. Unterschied in der Expression von humanem c-Myc zwischen mit
humanem c-Myc infizierten Kulturen (p53“Y¢, p53“") und nicht mit diesem Onkogen
infizierten Kulturen (p53<°N, p53°K™).
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Abb. 3.15. Quantitative Analyse der autoradiographischen Banden von GFAP aus Abb.
3.12 und 3.13. Herunterregulierung der GFAP-Expression bei p53<°"- und p53"Y¢-Kulturen im
Verlauf der Passagen. Die Abnahme der GFAP-Expression der p53“°N-Kulturen im Verlauf der
Passagen wurde hier allerdings zu drastisch dargestellt, da die erste p53“°N-Kultur (7. Passage)
trotz Degradationsph&nomen in die Auswertung einbezogen wurde. Eine Expression GFAP-
spezifischer mMRNA konnte bei keiner p53™- oder p53*“"-Kultur beobachtet werden.
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3.10 Expression neuronaler Stammzellmarker

In diesem Experiment sollte herausgefunden werden, ob es bei den infizierten
Astrozytenkulturen zu einer Expression verschiedener Stammzellmarker kommt. Um
dieses zu Uberprifen, wurden Astrozyten verschiedener Passagen immunzytochemisch
gefarbt und mikroskopisch beurteilt. Um die Intermediarfilamentausstattung der
infizierten Astrozyten beurteilen zu konnen, wurden diese zusatzlich gegen den
Differenzierungsmarker GFAP gefarbt. Es ist bekannt, dass priméare Astrozytenkulturen
nicht nur GFAP, sondern auch Nestin exprimieren (95). Wie in Abb. 3.16 ersichtlich,
konnte bei p53“°N-Kulturen der 2. Passage eine geringe Nestin- (Abb. 3.16 A II),
jedoch eine hohe GFAP-Expression (A 1l1) nachgewiesen werden. Des Weiteren konnte
bei diesen Kulturen eine Expression von Stammzellmarkern ausgeschlossen werden.
Die Akt-infizierten Kulturen (p53°K") der 2. und 12. Passage zeigten eine sehr geringe
GFAP-Expression (B I1I, C 1llI), welches die Ergebnisse der RPA bestétigte. Diese
Kulturen exprimierten in friihen wie auch spéten Passagen deutlich mehr Nestin (B II, C
1) als GFAP. Bei den p53™Y°- und p53™A-Kulturen kam es im Verlauf der Passagen zu
einer Herunterregulierung des GFAP. Wahrend bei beiden Kulturen zum Zeitpunkt der
2. Passage noch vereinzelt GFAP-positive Zellen nachgewiesen werden konnten (D 111,
F 111), stellten sich Astrozyten der 12. Passage GFAP-negativ dar. Eine starke Nestin-
Expression konnte bei p53MYC-Kulturen in frihen wie spaten Passagen (D II), bei
p5
der Stammzellmarker Olig2 und Musashi-1 konnte in friilhen Passagen der Kulturen

3MA_Kulturen nur in sehr spaten Passagen (G 11) festgestellt werden. Die Expression

nicht nachgewiesen werden. Eine Musashi-1-Expression konnte erst in spaten Passagen

3MYC 3MA

der p5 - und p53™"-Kulturen durch Anfarbung der Zellkerne mit Aussparung der
Nukleoli beobachtet werden. Akt-infizierte Kulturen exprimierten diesen
Stammzellmarker zu keinem Zeitpunkt. Ein &hnliches Bild bot die Immunzytochemie
gegen Olig2, da auch dieses Protein erst in spaten Passagen nachgewiesen werden
konnte. Allerdings konnte eine deutliche Expression des Markers bei p53“"A- und
p53YYC-Kulturen der 12. Passage nachgewiesen werden (E V, G V), wahrend die
Expression bei p53**T-Kulturen der 12. Passage deutlich geringer ausfiel. Es handelte
sich also bei den p53”“T-Kulturen um eine geringere Aufregulierung von Olig2 (C V).
Eine CD133-Expression konnte zum Zeitpunkt der 12. Passage bei allen infizierten

Kulturen beobachtet werden. Des Weiteren konnte eine Expression des
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Oberflachenantigens bei p53™A-Kulturen bereits zum Zeitpunkt der 2. Passage
nachgewiesen werden (F 1V). Bei CD133 handelt es sich um ein Oberflachenantigen. In
angeschnittenen Geweben (bzw. angeschnittenen Zellen) stellt sich eine positive
Immunhistochemie gegen CD133 durch die Anfarbung der Zellmembran, nicht jedoch
des Zytoplasmas dar. Da es sich hier jedoch um die Anfarbung einer komplett
erhaltenen Zelle (mit komplett erhaltener Zellmembran) handelte, erschien der Korper
der Zelle positiv. Es war somit schwer zu beurteilen, ob es sich bei der CD133-
Positivitat um eine unspezifische zytoplasmatische oder eine echte, die ganze
Zirkumferenz der Zellmembran betreffende, Farbung handelte. Zusammenfassend
konnte eine Aufregulierung von neuronalen Stammzell- bzw. Progenitormarkern im
Verlauf der Passagen erst zu einem fortgeschrittenen Zeitpunkt beobachtet werden. Der
Ubersichtlichkeit halber wurden in Abb. 3.16 nur 2 Passagen dargestellt. Dazwischen
wurden weitere Passagen immunzytochemisch untersucht. Eine deutliche Expression
von neuronalen Stammzellmarkern konnte aber erst bei Kulturen der 12. Passage

nachgewiesen werden.
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infizierten Astrozytenkulturen exprimierten deutlich weniger GFAP als vergleichbare p53"°"-
Kulturen. Die Expression von Nestin stellte sich bei Kontrollkulturen gering, bei infizierten
Kulturen deutlich starker dar. Wahrend p537°- und p53*“"-Kulturen das Intermediarfilament
bereits in friihen Passagen exprimieren, kam es bei p53"A-Kulturen erst in spaten Passagen zu
einer immunzytochemisch positiven Reaktion. Musashi-1 konnte nur bei p53"*- sowie p52M"¢
der 12. Passage nachgewiesen werden. CD133 und Olig2 konnten bei allen infizierten Kulturen
der 12. Passage beobachtet werden. VergroRerung: 1 x 20; (kleine Zusatzbilder: 400fach)

3.11 Stereotaktische Implantation von Tumoren

Mit diesem Experiment sollte herausgefunden werden, ob es durch stereotaktische
Injektion infizierter Astrozyten in das rechte Striatum von BI6-Wildtyp- bzw. RAG 2
knockout-Méusen zu einer Tumorentstehung kommt. Es wurden Astrozyten
verschiedener p53Y"A-Kulturen von den Kulturplatten geldst, ausgezahlt, mehrmals mit
PBS gewaschen und in einem von der Zellzahl abhéngigen Volumen PBS
aufgenommen. Die Konzentration betrug 10* Astrozyten pro ul PBS. Es wurden
mehrere Operationsserien durchgefiihrt. Eine erste Serie mit 4 BI6-Tieren diente der
Etablierung des Experiments. Den Tieren wurden 40.000 p53"-Astrozyten
stereotaktisch injiziert. Zwei Tiere erhielten Astrozyten einer 1. Passage und die
anderen beiden Tiere die Zellen einer 6. Passage. Nach 21 Tagen wurden die Hirne der
Tiere entnommen und am Kryostaten geschnitten. Es gelang jedoch kein Nachweis
einer Tumorformation in dieser Versuchsreihe. Es folgten weitere Operationsserien:
- 2. Serie: 4 BI6-Mause; 80.000 p53“"A-Astrozyten (8. Passage)
- 3. Serie: 4 BI6-Ma4use; 60.000 p53MA-Astrozyten (3. Passage)
4 RAG 2 knockout Mause; 60.000 p53“-Astrozyten (3. Passage)

Leider verstarb ein Tier der 2. Serie wéhrend der OP und konnte somit nicht in die
Auswertung einbezogen werden. Die Hirne der Mause wurden 21 Tage post-OP
entnommen, bei -80°C gelagert und am Kryostaten geschnitten sowie HE gefarbt. Bei
einem Tier der 2. Serie wurde das Hirn erst nach 28 Tagen enthnommen. Dieses Tier fiel
nach 28 Tagen mit einer akuten Schwellung an dem rechten Hemikranium auf und
wurde daraufhin getotet. Die Tumorentwicklung dieses Tieres wurde in Abb. 3.17
dargestellt. Es handelte sich um einen Tumor, der nicht nur rasant wuchs (groRe
Tumormasse und zahlreiche Mitosen), sondern auch die Kalotte des Tieres durchbrach

und zerstorte. Es fanden sich Tumorzellen zwischen den Knochenbalkchen der Kalotte
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(Abb. 3.17 B). Der Tumor wuchs scharf abgegrenzt, das Hirn verdrangend (Abb. 3.17
A), den Knochen der Kalotte jedoch infiltrierend. Insgesamt konnte bei 2 von 3 Tieren

der 2. Serie sowie bei allen Tieren der 3. Serie nach 21 Tagen eine Tumorformation

nachgewiesen werden. Vier der entstandenen Tumoren aus Serie 3 wurden in Abb. 3.18

abgebildet und mit Pfeilen gekennzeichnet.

7

Abb.3.17 A. HE-
Farbung eines Tumors.
Darstellung eines
Tumors, der das
Hirngewebe durch
schnelles Wachstum
deutlich verdréngte. Es
handelte sich um ein
Tier aus der 2. OP-Serie,
dessen Hirn nach 28
Tagen entnommen
wurde. Das Schock-
gefrorene Hirn wurde
am Kryostaten
geschnitten. Die Schnitte
wurden HE  gefarbt.
Deutlich erkennbar, die
im Stichkanal
verbliebenen Astrozyten
(Pfeile). Die Zellen bzw.
der Tumor féarbte sich
blau, wahrend das
Gewebe rosa erschien.
Seitenventrikel (V).
VergroRerung: 1x 2,5.

Abb.3.17 B. Infiltration
der Kalotte. Bei einem
Tier der 2. OP-Sere
konnte eine Infiltration
der Kalotte durch die
Tumorzellen beobachtet
werden. Die Kalotte
(Stern) war mit
Tumorzellen durchsetzt
(Pfeil). Das Tier war
zuvor durch gine
Schwellung an dem
rechten Hemi-
kranium aufgefallen.
Vergroferung: 1 x 20.
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Abb. 3.18. HE-Férbung verschiedener Tumoren (Pfeile). Den Mausen wurden p53™A-
Astrozyten stereotaktisch in das rechte Striatum injiziert. Die Hirne wurden entnommen und am
Kryostaten geschnitten. Die Schnitte wurden HE gefarbt. Die Tumoren (Pfeile) erschienen blau,
wahrend sich das Gewebe rosa anfarbte. Bei Abb. 3.16 und Bild A handelte es sich um
verschiedene Anschnitte desselben Tumors. Weitere abgebildete Tumoren (B, C, D)
entstammten Mé&usen, deren Hirn bereits nach 21 Tagen entnommen wurde. Tumoren der 2.
OP-Serie (A, C) erschienen deutlich groRer als Tumoren der 3. OP-Serie (B, D).
VergroBerung A: 1 x 2,5; B-D: 1 x 5.

Méause der 2. OP-Serie (Abb. 3.18. A, C) entwickelten gréRere Tumoren als Tiere der
3. OP-Serie (B, D). Die GroRe des entstandenen Tumors hing von der Anzahl der
injizierten Astrozyten, wichtiger jedoch, von der Passage der Zellen ab, da Astrozyten
spaterer Passagen einen deutlich gréReren Tumor formierten. Jedoch besaRen alle
Zellen (3. und 8. Passage) die Fahigkeit im Hirn zu Uberleben und eine wachsende
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Tumormasse zu bilden. Des Weiteren hatte auch die Verweildauer der Astrozyten
Einfluss auf die Ausdehnung des Befunds, da ein sehr groBer Tumor bei einem Tier der
2. OP-Serie beobachtet werden konnte, dessen Hirn erst nach 28 Tagen entnommen
wurde (Abb. 3.17). Die injizierten Astrozyten (unabhéngig von der Passage) waren also
tumorigen. So konnte nicht nur das Uberleben der injizierten Astrozyten iiber einen
Zeitraum von bis zu 28 Tagen, sondern auch eine Proliferationsbereitschaft der
stereotaktisch injizierten Astrozyten im Fremdhirn (Kap. 3.12) nachgewiesen werden.
Die in das Hirn injizierten Astrozyten bildeten eine Tumorformation, die das gesunde
Hirngewebe lokal verdrangte. Des Weiteren wurde der entstandene Tumor nicht vom
Immunsystem des Tieres erkannt. Einige Tumoren wuchsen sehr scharf begrenzt (Abb.
3.18 A). Andere widerum zeigten ein eher aufgelockertes Wachstum (Abb. 3.18 C). Ein
flr das Glioblastoma multiforme typisches, infiltratives Wachstum konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden. Die entstandenen Tumoren verdréngten abhdngig von ihrem

Ausmal’ das umliegende Hirngewebe, wie es bei Metastasen beobachtet wird.

3.12 Immunhistochemische Farbung der implantierten Tumoren

Die Schock-gefrorenen Hirne wurden am Kryostaten geschnitten. Die Schnitte wurden
abwechselnd auf normale und Superfrost-Objekttrager aufgenommen. Die Schnitte auf
den normalen Objekttragern (OT) wurden HE-geféarbt, wahrend die Schnitte auf den
Superfrost-OT fir immunhistochemische Farbungen genutzt wurden. Wie bereits
erwéhnt, wurde eine 3. Serie mit 4 BI6- sowie 4 RAG 2-knockout-Méausen operiert. Den
RAG 2 defizienten Mduse fehlte das RAG 2-Gen (recombination activating gene 2),
welches zusammen mit Recombination Activating Gene 1 (rag 1) essentiell fur die
V(D)J-Rekombination der Immunglobulinketten ist. Dieser genetische Defekt
blockierte frihe Entwicklungsphasen von B- und T-Lymphozyten. Die Tiere besitzen
keine funktionsfédhigen T- sowie B-Lymphozyten und sind somit immundefizient. Das
folgende Experiment sollte den Einfluss des Immunsystems auf das Wachstum des
Tumors bzw. das Uberleben der injizierten Astrozyten im Hirn untersuchen. Die
verwendeten Mausmodelle und die injizierten Astrozyten besallen denselben
genetischen Hintergrund (C75 BL/6), eine mogliche Aktivierung des Immunsystems

sollte dennoch ausgeschlossen werden. Durch Operation beider Mauslinien sollte der
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Einfluss von CD4" bzw. CD8"-T-Zellen auf das Tumorwachstum untersucht werden.
Bei der histologischen Auswertung der Kryostatschnitte konnte jedoch kein Unterschied
zwischen BI6- und RAG2 defizienten-Mé&usen in Bezug auf GroélRe und Phanotyp der
Tumoren entdeckt werden. Es konnte keine Infiltration von T-Lymphozyten in den
Kryostatschnitten der BI6-M&use nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.19 E-H). Des
Weiteren wurde auch die Makrophageninfiltration in das Hirn der operierten M&use
quantifiziert. Durch eine immunzytochemische Detektion des Makrophagen-Antigens
Mac-1 konnten Makrophagen nachgewiesen werden. Weder bei BI6- noch bei RAG2-
defizienten-Mausen konnte eine starke Infiltration durch Fresszellen beobachtet werden
(Abb. 3.19 C, D). Ein Abbau der Tumorzellen bzw. eine Aktivierung des
Immunsystems gegen die Tumorzellen konnte demnach ausgeschlossen werden. Des
Weiteren sollte die Proliferationsbereitschaft der entstandenen Tumoren durch eine
Immunzytochemie gegen Ki67 beurteilt werden. Wie bereits beschrieben, verdrangten
alle entstandenen Tumoren das umliegende Hirngewebe, wiesen jedoch eine
unterschiedliche Proliferationsbereitschaft auf. Wahrend einige Tumoren eine deutliche
Proliferationsbereitschaft aufwiesen (Abb. 3.19 B), konnte bei anderen nur eine
auffallend geringe Anzahl Ki67-postiver Astrozyten beobachtet werden (Abb. 3.19 A).
AbschlieRend ist jedoch zu erwdhnen, dass die injizierten Astrozyten bzw. die
entstandenen Tumoren im Hirn der operierten Mduse Uberlebten, wuchsen und die

Fahigkeit besalen, das Hirngewebe zu verdrangen.
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Ly

Abb. 3.19. Immunhistochemische Farbungen der Kryostatschnitte der entstandenen
Tumoren. Abbildung von jeweils 2 Beispielen. Die Kryostatschnitte der entstandenen
Tumoren wurden immunzytochemisch gefarbt. Die Kryostatschnitte wurden mit verschiedenen
Primarantikdrpern (Bl6-Tiere: CD4, CD8, Mac-1, Ki67, RAG2-knockout: Mac-1, Ki67)
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inkubiert.  Mittels  Immunhistochemie der Schnitte gegen Ki67 konnten die
proliferationsbereiten Zellen des Tumors nachgewiesen werden. Die Tumoren zeigten
verschiedene Wachstumsfraktionen (A, B). Einige tumordse Astrozyten konnten an den grof3en
Zellkernen erkannt werden (B, Pfeil). Eine Infiltration von T-Lymphozyten (bei BI6-Tieren)
und Makrophagen konnte nicht nachgewiesen werden (VergroRerung: 100fach).
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4. Diskussion

4.1 Eignet sich eine p53 knockout-Mauslinie bzw. primére p53
knockout-Astrozyten zur Etablierung eines Mausmodells fiir das
sekundare Glioblastom?

Das p53-Tumorsuppressor-Protein (Tp53) ist malgeblich verantwortlich fir den Erhalt
der genetischen Stabilitdt bzw. Integritat der Zelle. Durch bestimmte Mutagene, wie
z.B. ionisierende Strahlung oder virale Onkogene, kann es zur Schadigung bzw.
Veranderung des Erbguts kommen. Dieses flhrt zur Aktivierung des Tumorsuppressors
p53, was einen Zellzyklusstopp oder die Reparatur der DNA zur Folge hat. Ist die
Schédigung des Erbguts irreparabel, kommt es durch die Aktivierung des p53 zum
programmierten Zelltod (Apoptose). Infolgedessen kann eine Mutation bzw. ein Verlust
des Tumorsuppressors zur Tumorigenese (67) fiihren. Es ist somit nachvollziehbar, dass
Tp53-defiziente Mause (homozygote Tp53 knockout-Méuse) bereits sehr frih
verschiedene Tumoren (4), u.a. auch Hirntumoren entwickeln (45). Der Verlust des
Tumorsuppressors p53 geht auch beim Menschen mit einer hohen Pradisposition flr die
Entwicklung maligner Hirntumoren einher. So entwickeln Betroffene des Li-Fraumeni-
Syndroms bereits in jungen Jahren maligne Gliome (102).

Wie bereits ausfihrlich in der Einleitung vorgestellt, wird zwischen primarem und
sekunddrem Glioblastoma multiforme unterschieden. Wéhrend das priméare Glioblastom
de novo entsteht, entwickelt sich das sekundare aus einer niedriggradigeren
Vorléauferlasion (niedriggradiges Astrozytom). Auch auf die typischen Mutationen, die
diese beiden Entitdten voneinander unterscheiden, wurde bereits ausfihrlich
eingegangen. Bei der Tp53-Mutation handelt es sich um eine sehr friihe Mutation, die
in einer Mehrzahl (ca. 60%) niedriggradiger Astrozytome sowie in sekundéren
Glioblastomen entdeckt werden kann. Die Daten der wissenschaftlichen Literatur
weisen darauf hin, dass es sich bei der Mutation um eine maligebliche genetische
Alteration handelt, die die Progression bzw. Transition zu einem hohergradigen
Astrozytom bzw. malignen Tumor ermdoglicht (13, 30). Es lag also fir die
Versuchsanordnung vorliegender Experimente nahe, &hnliche Bedingungen fur die
Entwicklung eines neuen Mausmodells fur das sekundare Glioblastom zu schaffen. Die
beschriebene Mutation des Tp53-Gens kann zu einem kompletten Funktionsverlust des
Proteins fiihren. Es besteht allerdings auch die Mdglichkeit, dass eine Mutation das
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Protein so moduliert, dass dieses pathologische Effekte aufweilt. Naturlich handelte es
sich in dieser Arbeit im Gegensatz zu einer Mutation um einen kompletten knockout des
Tp53-Gens. Allerdings konnte auf diese Weise die Funktion des Gens bzw. Proteins
vollkommen unterdriickt werden, um die Auswirkungen verschiedener Onkogene (hier
Akt und c-Myc) auf eine mdgliche neoplastische Transformation primarer Astrozyten
zu untersuchen. Des Weiteren ebnete ein Tp53-knockout den Weg zu einer erhdhten
Wachstumsfraktion und einer spontanen Immortalisierung (73) der Astrozyten. Durch
Substitution entsprechender Wachstumsfaktoren kann bei lange kultivierten p53
knockout-Astrozyten im Verlauf eine maligne Transformation beobachtet werden
(8, 112). Der knockout des Tp53 stellte daher in dieser Arbeit eine Voraussetzung flr
die Generierung astrozytarer Zelllinien dar, da eine Infektion und somit Uberexpression
von c-Myc allein oder in Kombination mit Akt bei BI6-Astrozyten zu einem raschen
Zelltod fiihrte. Dies kann einerseits dadurch erklart werden, dass eine Uberexpression
von c-Myc zu einer direkten Aktivierung des ARF/p53 Signalwegs und im Folgenden
zu einer Apoptose fuhrt (68). Andererseits konnten durch die c-Myc-bedingte
Proliferation, Sekundarmutationen entstanden sein, welche die DNA schadigten und so
indirekt zu einer Aktivierung des p53-getriggerten Zelltods in Bl6-Tieren fiihrten. Da
bei den BI6-Astrozyten eine deutlich niedrigere Infektionseffizienz beobachtet werden
konnte, muss in Betracht gezogen werden, dass der Infektionsvorgang selbst zum
Absterben der BI6-Astrozyten fihrte. Die Tatsache, dass p53 zu einer Repression von c-
Myc fuhrt, unterstreicht die Gegenséatzlichkeit der Funktion dieser Gene. Die p53-
Defizienz schien also eine Voraussetzung fur das Gelingen des Experiments zu sein, da
die Induktion der Apoptose und somit ein friihes Absterben der Zelllinien verhindert
werden konnte. Des Weiteren zeigen Tp53-defiziente Astrozyten nicht nur per se eine
hohere Proliferationsrate, sondern auch einen deutlichen Uberlebensvorteil (73)
gegenlber BI6-Astrozyten. Dies bestéatigten auch die Ergebnisse dieser Arbeit:
Kultivierte Tp53-defiziente Astrozyten wiesen ein deutlich langeres Uberleben auf als
vergleichbare Bl6-Astrozyten. Bei einigen p53-knockout-Kulturen konnte sogar eine in
der Literatur bereits beschriebene Immortalisierung beobachtet werden (73). Eine Tp53-
Defizienz ermdglichte somit nicht nur einen langen Beobachtungszeitraum der
Kulturen, sondern beglnstigte eine durch die Onkogene c-Myc und Akt induzierte

Transformation der Astrozyten.
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4.2 Sind Akt und c-Myc potentielle Onkogene zur Induktion von Gliomen?

Bei c-Myc handelt es sich um einen Helix-loop-Helix-Transkriptionsfaktor, der die
Expression einer Vielzahl muriner und humaner Gene reguliert. Das Gen hat grof3en
Einfluss auf die Proliferation und Zelldifferenzierung. Die Expression des Gens kann
u.a. durch Wachstumsfaktoren induziert werden (2). Insbesondere in proliferierenden
Zellen konnen hohe c-Myc-RNA-Spiegel nachgewiesen werden. Zellen, die durch
retrovirale Infektion c-Myc Uberexprimieren, zeichnen sich, unabhéngig von externen
Wachstumsfaktoren, durch eine rasante Proliferation aus (66). Es ist moglich, dass die
c-Myc bedingte genetische Instabilitat eine indirekte Folge der promitotischen Funktion
des Onkogens darstellt. Andererseits hemmt c-Myc auch direkt einige Gene, wie z.B.
Gadd45 (Growth Arrest and DNA Damage), welche die Zelle vor DNA-Schaden und
Tumorformationen schiitzen (63).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass es sich bei c-Myc um ein sehr potentes
Onkogen handelt, das in der Atiologie vieler Tumoren eine wichtige Rolle spielt. Auch
in einem bestimmten Prozentsatz von Glioblastomen kann eine Amplifikation bzw.
Uberexpression des c-Myc-Gens gefunden werden (44, 105).

Was das Verhalten der mit c-Myc infizierten Tp53-defizienten Astrozyten (p53“"°)
betraf, so konnte die in der Literatur beschriebene rasante Proliferation durch die
vorliegenden Untersuchungen bestatigt werden: Die p53“YC-Astrozyten wiesen die
grolite Wachstumsfraktion (Ki67-Immunhistochemie) und Anzahl von Mitosen auf. Die
Zellpopulation wuchs rasant und mulite sehr oft passagiert werden (siehe Kap. 3.7). Die
Zellen hatten also einen deutlichen Proliferationsvorteil. Allerdings konnte durch die
Uberexpression von c-Myc keine Immortalisierung der Astrozyten erreicht werden. Die
Zellen hatten zwar einen geringen Uberlebensvorteil gegeniiber den nicht infizierten
Tp53-defizienten Astrozyten, die Kulturen starben jedoch nach 3-4 Monaten ab. In der
Literatur wird diskutiert, dass die Uberexpression von c-Myc zu einer Zunahme des
programmierten Zelltods fihren kann (54). Da p53-abhdngige Apoptosesignalwege, wie
z.B. der ATM- oder ARF-Signalweg (86) durch die p53-Defizienz keine Rolle spielen
durften, scheinen andere Signalwege zum programmierten Zelltod der Astrozyten zu
fihren. So kommt es z.B. in c-Myc-Uberexprimierenden Zellen zu einer p53-
unabhangigen Suppression des antiapoptotischen Bcl-2 sowie zu einer Induktion der

pro-apoptotischen Gene Bax und Bak (40). Dieses konnte erklaren, warum es nicht
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gelang, die p53“C-Zelllinie zu immortalisieren. Eine generelle Immortaliserung aller
Ansétze Uber den Beobachtungszeitraum konnte in den vorliegenden Untersuchungen
nur bei Akt-lUberexprimierenden Astrozyten beobachtet werden. Diese schien
unabhangig von der c-Myc-Uberexpression zu sein, da sowohl die p53*¥™- als auch die
p53YA-Zelllinien immortalisiert werden konnten. Bei Akt handelt es sich um eine
Serin/Thyrosin-Kinase. Durch Phosphorylierung bestimmter Proteine hat Akt einen sehr
groen Einfluss auf die Hemmung der Apoptose und damit Forderung des
Zelluberlebens. So fithrt eine  Uberexpression von Akt beispielsweise zu einer
Inhibition von BAD und Caspase 9 (64) - zwei sehr wichtigen Mediatoren des
programmierten Zelltods. Des Weiteren wird Akt flr die Resistenz vieler Tumorzellen
gegenlber Chemotherapeutika (21, 28) verantwortlich gemacht.

Der PI3K-Signalweg spielt auch bei der Genese des primédren und sekundéren
Glioblastoma multiforme eine wichtige Rolle, da eine Vielzahl dieser Tumoren eine
Uberexpression des Onkogens aufweisen (92). Oft hangt dies offensichtlich mit einer
Mutation des PTEN-Tumorsuppressors zusammen (77) - einem Antagonisten des
Phosphoinositid-3-Signalwegs (103). In einem gewissen Prozentsatz maligner
Glioblastome kann eine Inaktivierung beider Tumorsuppressoren (PTEN und p53)
beobachtet werden. Dieses hat eine Aktivierung von c-Myc und eine maligne
Transformation der Zellen zur Folge (116).

Durch die Modulation einiger am Zellzyklus beteiligten Substrate gilt Akt als ein
proliferationsforderndes Onkogen. Es hemmt z.B. durch Phosphorylierung die
antiproliferativ wirkenden CDK-Inhibitoren P21/Waf1/Cip1 und P27/Kip2 (59, 96) und
induziert das fur die Zellzyklusprogression verantwortliche Cyclin D1 (80). Eine durch
die Uberexpression von Akt induzierte Proliferation konnten wir in der vorliegenden
Arbeit nicht bestatigen. Die mit Akt infizierten Astrozyten (p53”"") proliferierten
langsamer und wiesen eine geringere Wachstumsfraktion auf (Ki67-Immunhistochemie)
als vergleichbare Kontrollastrozyten (p53“°™). Des Weiteren fiel auf, dass Astrozyten,
die mit c-Myc allein infiziert wurden (p53“7°), schneller proliferierten als Astrozyten,
die beide Onkogene tiberexprimierten (p53“"4). Da jedoch die p53™* sehr viel rasanter
proliferierten als die p53”*T, zeigte dies erneut den groRen proliferationsfordernden
Einfluss des c-Myc. Es bleibt zu bedenken, dass in vielen Tumoren, wie auch im
Glioblastoma multiforme, nicht Akt selbst, sondern PTEN mutiert oder ein LOH (loss

of heterozygosity) zu einem Funktionsverlust des Tumorsuppressors fuhrt (55). Der
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Verlust eines funktionierenden PTEN fuhrt in der weiteren Signalkaskade zu einer
Uberexpression von Akt. Durch eine Infektion der p53-defizienten Astrozyten mit Akt
wurde das Onkogen kontinuierlich berexprimiert. Im Gegensatz zu Gliomzellen
verfiigten die Astrozyten jedoch tber ein intaktes PTEN. Dessen Funktion ist neben der
Hemmung des P13K/Akt-Signalwegs auch die direkte Induktion
proliferationshemmender Mediatoren wie p27KIP1 und p21Wafl sowie die
Herunterregulierung von Cyclin D und Cyclin A (52). Eine Uberexpression von c-Myc
hemmt wiederum den CDK-Inhibitor p27KIP1 (3).

Da in der Literatur keine Hinweise auf eine proliferationshemmende Funktion des Akt
gefunden werden konnten, kann zusammenfassend postuliert werden, dass die Akt-
vermittelte proliferationsférderende Wirkung ganz offensichtlich durch andere intakte
Signalwege der Astrozyten gehemmt wurde und dass es sich bei c-Myc um ein weitaus
potenteres Onkogen in Bezug auf die Proliferationsforderung handelt, das durch selbige
Signalwege nicht beeinflusst wurde. Durch die in der aktuellen Arbeit vorliegenden
Untersuchungen, gelang die Herstellung von Astrozytenzelllinien in vitro durch
Kombination einer p53-Defizienz und einer Uberexpression von ¢c-Myc und Akt. Diese
Zelllinien wiesen viele Charakteristika von Tumorzellen auf, z.B. eine rasche
Proliferation, Unabh&ngigkeit von externen Wachstumsfaktoren, hohe Mitoseraten,
ungehemmter Zellzyklus, Verlust der Kontaktinhibition, Kernatypien bzw. maligner
Phénotyp und Immortalisierung. In einem gewissen Prozentsatz maligner Glioblastome
ist eine Inaktivierung beider Tumorsuppressoren (PTEN und p53) beschrieben. Dieses
fuhrt direkt zu einer Aktivierung von zellularem c-Myc (116). Wenn davon
ausgegangen werden darf, dass ein defektes PTEN zu einer Aktivierung von Akt fihrt,
wiesen die in der vorligenden Arbeit hergestellten Zelllinien, viele Gemeinsamkeiten
der erwahnten Glioblastomzellen (p53-Defizienz, Aktivierung von AKT und c-Myc)
auf. In beiden Fallen fiihrte die Kombination genannter genetischer Defekte zu einer

malignen Progression der Astrozyten.

4.3 Kann durch die Uberexpression der Onkogene eine Entdifferenzierung
der Astrozyten erreicht werden?

Diese Arbeit befasste sich mit dem Einfluss Uberexprimierter Onkogene auf die

Differenzierung von Tp53-defizienten Astrozyten. In der Immunhistochemie wurde sich
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besonders auf das Intermediarfilament GFAP konzentriert. Da es sich hierbei um einen
Differenzierungsmarker fir astrozytdre Zellen handelt, lag es nahe, diesen
immunhistochemisch in verschiedenen Passagen der Astrozyten nachzuweisen. Des
Weiteren wurde in vielen in vitro-Studien festgestellt, dass eine Abnahme der GFAP-
Expression mit einer Dedifferenzierung und Transformation von Astrozyten vereinbar
ist. Tumorastrozyten exprimieren deutlich weniger GFAP als Wildtyp- (normale)
Astrozyten. Zudem nimmt die Expression des Intermediérfilaments mit zunehmender
Malignitat der Zellen ab (39).

Durch die Experimente der vorliegenden Arbeit sollte herausgefunden werden, ob die
Uberexpression der Onkogene Akt und c-Myc zu einer Entdifferenzierung bzw.
Abnahme der GFAP-Expression fuhrt. Besonders Akt-tberexprimierende Astrozyten
zeigten in den vorliegenden Studien eine rasche Abnahme der GFAP-Expression. Trotz
astrozytaren Phanotyps konnte das Intermediérfilament bereits friih (2. Passage) nur
noch in geringem Male nachgewiesen werden. Auch auf mRNA-Ebene (RPA) konnte
GFAP bei p53°KT-Astrozyten nicht nachgewiesen werden. Bei c-Myc
Uberexprimierenden Astrozyten konnte das Intermediarfilament hingegen in friihen
Passagen immunhistochemisch und in 2 von 3 unabhéngigen mMRNA-Proben
nachgewiesen werden. Bei Astrozyten, die sowohl Akt als auch c-Myc
uberexprimierten, konnten in frihen Passagen immunhistochemisch zwar noch einige
fir GFAP-positive Astrozyten nachgewiesen werden, auf mRNA-Ebene aber war das
Intermediérfilament schon frih (2. Passage) nicht mehr nachweisbar. In der Literatur
findet sich kein Hinweis auf eine direkte Beeinflussung der GFAP-Expression durch die
Uberexpression der Onkogene c-Myc und Akt. Fir c-Myc jedoch wurde bereits
beschrieben, dass eine Uberexpression sowohl zu einer kompakteren Zellmorphologie
als auch zu einem undifferenzierten Zellbild mit Verlust der GFAP-Expression flihrt
(57). Beides konnte in dieser Arbeit bestétigt werden. In der Literatur gibt es lediglich
vereinzelte Hinweise auf den Einfluss von Akt-abhangigen Differenzierungsvorgangen
bzw. den Einfluss auf den Phanotyp bei astrozytaren Zellen. In anderen Zellsystemen
kommt es jedoch durch die Inhibition des PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs zu einer
Ausdifferenzierung von pluripotenten zu differenzierten Zellen (87).

Man kann also postulieren, dass eine Uberexpression von Akt durch intrazellulare
Entdifferenzierungsvorgénge zu einem frilhen Verlust der GFAP-Expression fuhrt. Der

Verlust der Expression fand jedoch friher statt als bei c-Myc-uberexprimierenden
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Astrozyten. Da auch bei den p53“4

schon fruh keine GFAP-Expression auf mRNA.-
Ebene nachweisbar war, spricht dies eher fur einen direkten Einfluss der Akt-
Uberexpression auf die Expression des Intermediarfilaments. Ansonsten miite
postuliert werden, dass Akt effizientere Entdifferenzierungsprozesse steuert als c-Myc.
Dieses wirde allerdings Ergebnissen aus der aktuellen Literatur widersprechen.
Zusammenfassend kann konstatiert werden, dass beide Onkogene zu einem Verlust der
Expression des astrozytdren Differenzierungsmarkers GFAP auf Protein- sowie auf
MRNA-Ebene flihrten. Wahrend c-Myc-Uberexprimierende Astrozyten einen sehr
kleinen, kompakten Phanotyp entwickelten, wiesen die p53”““T-Astrozyten auch in
spateren Passagen eher einen grof3en, astrozytéren Phanotyp auf.

Neben einer Entdifferenzierung hin zu einer undifferenzierten Zelle ist naturlich auch
die Option zu diskutieren, dass die Uberexpression der genannten Onkogene zu einer
Umdifferenzierung der Zellen fiihrt. Auch dieses konnte in den vorliegenden
Untersuchungen durch Nachweis der Expression spezifischer Marker festgestellt
werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten jedoch, dass es weder bei verschiedenen
Passagen von p53MYC noch bei p53°%T oder p53M* zu einer Expression von
oligodendroglialen oder neuronalen Markern auf mRNA-Ebene kam (Kap. 3.9). Die
Abnahme der GFAP-Expression erklérte sich also durch eine Ent- und nicht durch eine

Umdifferenzierung der Astrozyten.

4.4 Kann durch die Uberexpression der Onkogene Akt und Myc die
Expression von Stammzellmarkern hervorgerufen werden?

Das Glioblastoma multiforme ist ein sehr heterogener Tumor, der aus verschiedenen
Zellpopulationen besteht, welche verschiedene genetische Aberrationen aufweisen.
Gegenstand aktueller Forschung sind die sogenannten Krebsstammzellen (CSC; cancer
stem cells) oder auch TIC (tumor initiating cells). Diese Zellen weisen Ahnlichkeiten
mit normalen Stammzellen, wie Selbsterneuerung, Proliferation und Multipotenz auf
(35). Aus ihnen kdnnen Astrozyten, Neurone sowie Oligodendrozyten generiert werden.
Des Weiteren werden diese Zellen fir die Radioresistenz von verschiedenen Tumoren
verantwortlich gemacht. So steigt die Fraktion CD133- (Marker fiir neuronale und
Hirntumorstammzellen) positiver Zellen im Glioblastom durch Radiotherapie deutlich

an. Diese Zellen kdnnten somit den Ursprung einer Rezidivl&sion darstellen (5). Durch
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Transplantation CD133-positiver Stammzellen aus humanen Glioblastomen kdnnen in
NOD/SCID-Mé&usen Tumoren erzeugt werden (15). Neben CD133 wurden weitere
Stammzellmarker durch die Isolierung von Tumorzellen aus Glioblastomen identifiziert.
Nestin, ein Typ IV-Intermediarfilament kann in malignen Glioblastomen nachgewiesen
werden. Die Expression von Nestin weist auf einen undifferenzierten Phanotyp der
Tumorzellen hin (20). Ein weiterer Marker neuraler Stammzellen ist der Helix-loop-
Helix Transkriptionsfaktor Olig2. Dieser wird auf oligodendrozytaren Prékusoren
wahrend der Entwicklung zu Oligodendrozyten und auf verbleibenden Vorlauferzellen
der SVZ (subventrikuldren Zone) exprimiert. Uberraschenderweise kann eine
Expression von Olig2 jedoch in vielen diffusen Gliomen nachgewiesen werden. Es
handelt sich dabei um Zellen, die GFAP-negativ, also nicht astrozytér differenziert sind
(61). Somit konnte Olig2 auch in den Untersuchungen dieser Arbeit zur Identifizierung
von neuralen Prakursoren in malignen Gliomen bzw. als Marker flr eine mdgliche
Entdifferenzierung bei infizierten Astrozyten eingesetzt werden. Des Weiteren kann
Musashi-1 nachgewiesen werden — ein Marker fur ZNS-Progenitoren und neurale
Stammzellen (46).

Wahrend in frihen Passagen der infizierten Astrozyten der vorliegenden Arbeit nur die
Expression von Nestin nachgewiesen werden konnte, kam es in spaten Passagen auch
zu einer Expression aller immunhistochemisch untersuchten Stammzellmarker. Auf das
Muster und die Ausdehnung der Expression bei den verschiedenen Zelllinien wurde
bereits in Kap. 3.10 eingegangen. Es ist wichtig zu betonen, dass die Zellen oft
passagiert wurden, bevor eine Expression aller Stammzellmarker nachgewiesen werden
konnte. Diese Ergebnisse wiesen darauf hin, dass es durch den Verlust des p53-
Tumorsuppressors und der Uberexpression der Onkogene Akt und c-Myc im Verlauf zu
einer Expression neuraler Stammzellmarker kam. In verschiedenen Publikationen
werden diese neuralen Stammzellen als mogliche Ursprungszellen primérer
Hirntumoren propagiert. Es ist jedoch nicht geklart, ob die sogenannten BCPC (brain
cancer propagating cells) von transformierten neuralen Stammzellen (NSC), neuralen
Progenitoren oder von maturen, spezialisierten Hirnzellen abstammen, die durch
verschiedene Einfllsse entdifferenzieren und phanotypisch sowie funktional neuralen

Stammzellen &hneln (35). Es bleibt zu erwahnen, dass es sich bei den infizierten Zellen
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dieser Arbeit um differenzierte Astrozyten und nicht um subventrikuldre Prékusoren
handelte, da diese in anfanglichen Passagen eine deutliche GFAP-Positivitat aufwiesen.
Bezliglich der Tumorzellentstehung aus TICs (tumor initiating cells) werden derzeit

mehrere Theorien diskutiert, die in Abb. 4.1 dargestellt sind.
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Abb. 4.1. Derzeit diskutierte Theorien der Tumorentstehung aus TICs (35)
(tumor initiating cells)

Dass differenzierte Astrozyten in gliale Prakursoren konvertiert werden kénnen, wurde
bereits beschrieben (16). Anhand des Stammzellmarkers CD133 soll exemplarisch die
Problematik der Bedeutung dieser neuen Marker beschrieben werden. Zunéchst handelt
es sich bei CD133 um einen Krebsstammzellmarker (CSC), der auch bei anderen
Tumoren, wie Prostata-, Mamma- und Lungenkarzinomen (12) gefunden wird. Es
handelt sich somit nicht um einen fir primére Hirntumoren spezifischen Marker. Nach
Isolation CD133-negativer sowie -positiver Zellen aus humanen Tumoren haben beide

Subpopulationen die Fahigkeit, Tumoren durch Implantation in das Hirn zu formieren
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(111). Dies widerspricht friheren Annahmen bzw. Studien, in denen eine Proliferation
in vitro und eine Tumorigenitat in vivo nur bei CD133 positiven Zellen beobachtet
werden konnte. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass das Passagieren von CD133-
negativen Zellen zu einer Expression von CD133, also zu einer Hochregulierung des
Stammzellmarkers fuhren kann (108). Diese Ergebnisse weisen klar darauf hin, dass
CD133 keine Voraussetzung fur eine Tumorigenese zu sein scheint. Bei der
Klassifikation bestimmter Zellen durch Stammzellmarker sollte es also nicht vorrangig
um die Suche nach einer Ursprungszelle gehen, sondern vielmehr um die Identifikation
bestimmter Subpopulationen in Glioblastomen, die fiir die Charakterisierung des
Tumors wichtig sind bzw. wichtig sein konnten. So korreliert z.B. eine vermehrte
CD133-Expression mit einer malignen Progression des Tumors bzw. einer schlechteren
Prognose des Patienten (113). Die Stammzellforschung liefert womadglich wertvolle
Informationen tber zukinftige Therapieziele. Es muss jedoch beriicksichtigt werden,
dass es eine Vielzahl von mdoglichen, prognostisch wichtigen, Stammzellmarkern gibt
und dass es sich bei primaren Hirntumoren (besonders beim Glioblastoma multiforme)
um eine sehr heterogene Gruppe von Tumoren handelt. Es ist denkbar, dass jeder
Tumor individuell ein anderes Spektrum von Stammzellmarkerexpression aufweist.
Auch die Frage der Ursprungszelle konnte durch die Entdeckung von Stammzellen
nicht geklart werden. Natlrlich ist es vorstellbar, dass Glioblastome aus neuralen
Stammzellen entstehen. Andererseits kann es sich auch um differenzierte Zellen (z.B.
mature Astrozyten) handeln, die durch Verlust von Tumorsuppressoren und die
Uberexpression von Onkogenen soweit entdifferenzieren, dass sie, wie diese Arbeit
zeigen konnten, im Verlauf Stammzellmarker exprimieren. Fir c-Myc in Kombination
mit Oct3/4, Sox2, KIf4, konnte in friheren Studien gezeigt werden, dass eine
Uberexpression zu einer Entdifferenzierung muriner Fibroblasten zu pluripotenten
Stammzellen (iPS, induced pluripotent stem cells) fihrt (78). Die Expression
verschiedener Stammzellmarker bei den infizierten Astrozyten dieser Arbeit, ist also am
ehesten auf die Uberexpression der Onkogene c-Myc und Akt und die Akkumulation
von Sekundéarmutationen im Verlauf der Passagen zurtickzuftihren.

Zusammenfassend konnten wir in den vorliegenden Untersuchungen die Option der
Entdifferenzierung maturer Astroyzten durch Uberexpression der Onkogene c-Myc und
Akt zeigen. Wie bereits beschrieben, fiihrte eine Uberexpression von Akt allein zu

einem sehr schnellen, die Uberexpression von c-Myc zu einem etwas langsameren
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Verlust der GFAP-Expression. Des Weiteren kam es woméglich zu einer Akkumulation
verschiedener ~ Sekundarmutationen, die wahrscheinlich die Expression von
verschiedenen Stammzellmarkern im spaten Verlauf der Passagen zur Folge hatte.

Die vorliegende Arbeit konnte weiter zeigen, dass die Expression von
Stammzellmarkern nicht auf neurale Stammzellen beschrankt war. Dies klart natirlich
nicht die Frage der Ursprungszelle des Glioblastoms. Es muss vielmehr angenommen
werden, dass die heterogene Gruppe der genetisch differenten Glioblastome
verschiedener Subtypen bzw. Subpopulationen von Zellen entstammt (1). Es ist auch
vorstellbar, dass das primére Glioblastom aus neuralen Stammzellen (6), das sekundare
jedoch aus entdifferenzierten maturen Astrozyten entsteht. Diese theoretische Annahme
findet in der Fachliteratur jedoch nur eine marginale Bestdtigung, so dass der Ursprung

des Glioblastoma multiforme ungewiss bleiben muss.

4.5 Handelt es sich bei den entstandenen Tumoren um eine Glioblastoma-
ahnliche Lasion?

Wie in Kap. (3.11) ausfiihrlich beschrieben, wurden die p53™* stereotaktisch in das
Hirn von BI6- und Rag-2-knockout-Mdusen injiziert. Fir diesen Versuch wurden

verschiedene Passagen der p53™*

genutzt. Diese Zellen erschienen vielversprechend, da
beide Onkogene Uberexprimiert wurden, sowie eine Immortalisierung und hohe
Proliferationsrate nachgewiesen werden konnte. Die infizierten Astrozyten wurden, wie
bereits beschrieben, stereotaktisch in das rechte Striatum injiziert. Das Striatum ist ein
Teil der Basalganglien und gehort somit zum GroRhirn. Dieser durch Koordinaten
definierte Ort eignet sich zur Injektion einer groReren Menge von Zellen, da weder
grolRe Geféale getroffen, noch ein Ventrikeleinbruch befiirchtet werden muss. In einer
ersten Operationsserie wurde das Experiment etabliert. Es gelang kein Nachweis eines
Tumors, was jedoch auf die mangelnde Routine im Umgang mit den neuen Methoden
zuriuckgefuhrt werden konnte. Es wurden 2 weitere Operationsserien durchgefiihrt in
denen nach 21 Tagen Tumorformationen nachgewiesen werden konnten. Lassman et al.
zeigten, dass durch Kombination aus einer Uberexpression von Ras, c-Myc und Akt aus
differenzierten Astrozyten in vivo Glioblastome entstehen kénnen (57). Des Weiteren
konnten sie nachweisen, dass c-Myc maligeblich fir die Entdifferenzierung der

Astrozyten verantwortlich war. Wie auch in der vorliegenden Arbeit dargelegt,
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beschrieben die Autoren die Transformation differenzierter Astrozyten (GFAP positiv)
zu einem undifferenzierten Phanotyp mit Nestinexpression und nachweisbaren
Charaktereigenschaften glialer Progenitoren.

An Stelle der Verwendung des Onkogens Ras, war die Grundlage dieser Arbeit jedoch
der knockout des p53-Tumorsuppressors. Die Injektion der infizierten Astrozyten flhrte
zu Tumoren verschiedener Gréle, die vom Immunsystem des Tieres nicht erkannt oder
attackiert wurden, welches durch eine Immunhistochemie fir Mac-1, CD4 und CD8
bewiesen werden konnte. Hier zeigte sich nur eine geringgradige Infiltration von CD4-,
CD8- und Mac-1-positiven Zellen, welches einen deutlichen Unterschied zu bereits
etablierten Tumormodellen darstellt, in denen eine deutliche CD4/CDS8-Infiltration
beobachtet werden konnte (104). Die GrolRe bzw. die Malignitat der entstandenen
Tumoren hing ganz entscheidend von der Passage der injizierten p53™* ab. So konnte
durch die Injektion einer 8. Passage im Gegensatz zu einer 3. Passage der p53“*
grolRere Tumoren erzeugt werden. Bei einem dieser Tumoren konnte eine Infiltration in
das umliegende Gewebe (Kalotte; siehe Kap. 3.11) nachgewiesen werden. Die hdhere
Malignitat der infizierten Astrozyten einer hdheren Passage ist wahrscheinlich auf eine
Akkumulation  bestimmter Sekunddrmutationen im  Verlauf der Passagen
zurlickzufuhren. Leider konnte eine Infiltration von malignen Astrozyten in das
Hirngewebe bei keinem Tumor nachgewiesen werden. Die Tumoren wuchsen
verdrangend. Versuche, einzelne injizierte Zellen mit Hilfe eines Antikorpers gegen
humanes c-Myc nachzuweisen, misslangen, da es zu einer unspezifischen Anfarbung
von Neuronen des Maushirns kam und es somit nicht gelang, einzelne Zellen
abzugrenzen. Auch in der HE-Farbung konnten keine suspekten, malignen Astrozyten
in groRer Entfernung von der Tumormasse nachgewiesen werden, welches gegen ein

infiltratives Wachstum der injizierten p53™4

-Astrozyten sprach.

Fur die Etablierung eines geeigneten Glioblastoma multiforme-Modells gibt es, wie
bereits in der Einleitung erwéhnt, verschiedene Ansétze. Bis dato konnte allerdings kein
Modell entwickelt werden, welches den diffus infiltrativen Charakter dieser Ld&sion
reproduzieren lie}. Auch das in der aktuell vorliegenden Arbeit verwendete Modell
konnte keinen Nachweis eines infiltrativen Wachstums erbringen. In der Literatur wird
diskutiert, dass es sich bei der sichtbaren Tumormasse und den in das Hirngewebe
infiltrierenden Zellen um zwei verschiedene Zellpopulationen handelt. Eine weitere

Erklarung fir das Misslingen einer Infiltation ware das Fehlen einer bestimmten
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Mutation bzw. Uberexpression eines Gens, welches fiir den infiltrativen Charakter der
Astrozyten dringend erforderlich ist. Dieses und die Suche der Ursprungszelle des
Glioblastoms werden die Forschung in Zukunft beschéftigen mussen, um realistische

Modelle zur Beschreibung und Erklarung dieser Lasion etablieren zu kénnen.
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4.6 Aussichten

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass primére Astrozyten durch den Verlust des
Tumorsuppressors Tp53 und die Uberexpression von c-Myc und Akt immortalisiert
werden kdnnen. Es kam zu einer Expression von Stammzellmarkern im spaten Verlauf
der Passagen, was die Entdifferenzierung der Astrozyten zu einem eher
undifferenzierten Phanotyp verdeutlichte. Durch den Knockout des p53 konnte bei
diesem Modell ein anderer Ansatz verfolgt werden. Im Gegensatz zu vergleichbaren
Modellen wurde eine Uberexpression des Onkogens K-Ras in dieser Arbeit nicht
benétigt. Durch einen p53 knockout und die Uberexpression von ¢c-Myc und Akt in den
beschrieben Astrozyten, gelang die Erzeugung von Tumoren, die jedoch ein
verdréangendes und eben kein infiltratives Wachstum zeigten. Dieses Modell entspricht
jedoch viel eher dem, was in humanen Glioblastomen beobachtet wird, da nicht K-Ras-,
sondern p53-Mutationen in einem hohen Prozentsatz dieser Lé&sionen beobachtet
werden kann (76). Es ist vorstellbar, dass weitere Mutationen bzw. die Uberexpression
weiterer Onkogene zu einem infiltrativen Wachstum fiihren kdnnen. Maéglich ware eine
weitere  Infektion der p53MA-Astrozyten mit bestimmten MMP  (Matrix
Metalloproteinasen). Besonders MMP 2 und 9 scheinen bei der Invasion des
Glioblastoms in das Hirngewebe eine wichtige Rolle zu spielen (69). Naturlich kommt
hierbei eine Reihe von verschiedenen Genen in Frage, welche flr die Invasion und
Infiltration des Glioblastoms verantwortlich sein kdnnten. Durch weitere virale
Infektion der immortalisierten Zelllinie p53"* mit anderen, durch Plasmide vermittelte
Onkogene, konnte die Invasivitdt der Astrozyten mit einem bestimmten
Uberexpressionsmuster in vitro und vivo untersucht werden. Dies er6ffnet womdglich
die Option, realistische, die Invasion imitierende Modelle fur das Glioblastom zu

entwickeln.
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5. Summary

The Glioblastoma multiforme is not only the most common but also the most aggressive
brain tumor. The treatment of this desease involves chemotherapy, radiation,
radiosurgery, corticosteroids, antiangiogenic therapy, and surgery. Nevertheless the
patients” prognosis is very poor. Although there are some new therapeutic approaches

median survival is only about 14 month.

Scientifically there are two different entities — the primary and secondary glioblastoma
multiforme, which cannot be distinguished histologically. The tumor shows a rapid
diffuse infiltrative growth, polymorphic nuclei, necrosis and angiogenesis. The primary
glioblastoma develops de novo. Common mutations seen in primary glioblastomas are
loss of heterozygosity of 10qg, EGFR-ampilfication and deletion of p16INK4a. There is
no evidence of a low-grade neoplasia in diagnostic imaging or histology. In contrast to
that the secondary glioblastoma progresses from low-grade or anaplastic astrocytomas
into a high-grade lesion. The mutation of the tumor suppressor p53 is often seen in

those low-grade lesions.

As already mentioned the glioblastoma multiforme is a very aggressive type of cancer
which affects middle-aged people. In order to understand the cancers origin, its
metastasis, infiltration and migration good tumor models are needed. Furthermore
understanding the tumor biology is also necessary to develop new therapeutic strategies.
There have been various approaches in the past to develop a mouse model for the
glioblastoma mutiforme. Unfortunately they all were not able to show infiltrative
growth in the brain, which is a strong characteristic of that lesion. Besides that there is a
deep disagreement in the scientific community whether the glioblastoma multiforme

originates from differentiated astrocytes or neural progenitors.

Holland EC et al. were able to create a promising glioblastoma model through gene
transfer resulting in an overexpression of K-Ras and Akt in neural progenitors (41).
Furthermore Lassman et al. published a similar tumor model with differentiated
astrocytes that showed an undifferentiated phenotype through overexpression of c-Myc
(57).
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SUMMARY

Following these tumor models this work wanted to create a glioblastoma model from
differentiated astrocytes without the overexpression of K-Ras since the mutation of K-

Ras is not a common mutation seen in glioblastoma multiforme.

P53 knockout astrocytes from newborn p53 knockout mice were cultured. The cultured
astrocytes were infected with a supernatant from cultured Phoenix cells. After
transfection with certain plasmids this cell line is capable of producing a retrovirus that
Is able to infect murine cells. As a result this work was able to create 3 different cell
lines: Astrocytes that over expressed Akt, c-Myc or Akt and c-Myc. Through the
overexpression of Akt cells were immortalized. In contrast to that c-Myc seemed to be
responsible for a rapid growth and an undifferentiated phenotype of the cultures
astrocytes. The cultures astrocytes were stained against Ki67, GFAP and against neural
progenitor marker like Olig2, Nestin, Musashi-1, CD133 showing a loss of GFAP and a
positive immunostaining for the progenitor marker in late cell passages. Using RNA
Protection Assay this work was able to proof that our cultures astrocytes did not
overexpress neuronal markers like for example neurofilament, synptophysin or

calbindin.

Furthermore stereotactic injection was used to place p53 knockout astrocytes that
overexpressed Akt and c-Myc in the striatum of BI6- and RAG2-/- mice. After 21 days
animals were sacrificed, cryosections of the brains were made and the resulting tumor
was stained with hematoxylin and eosin. To finish tumor sections were stained against
CD4, CD8 and Mac-1 showing no infiltration of the immune system in the animals”

brains.
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ZUSAMMENFASSUNG

6. Zusammenfassung

Bei dem Glioblastoma multiforme handelt es sich um den haufigsten priméren
Hirntumor. Es handelt sich um einen sehr malignen Tumor, der Menschen in mittlerem
Alter betrifft und sich durch eine infauste Prognose auszeichnet. Trotz einer
Kombination aus Operation, Radiatio und verschiedenen Ansétzen der Chemotherapie,

versterben die meisten Pateinten bereits im ersten Jahr nach Diagnosestellung.

Es wird zwischen priméaren und sekundaren Glioblastomen unterschieden. Das primare
Glioblastom entwickelt sich vollig neu (de novo). Es gibt weder radiologische, noch
histologische Hinweise auf einen vorausgegangenen weniger malignen Tumor. Haufige
Mutationen sind EGFR-Amplifikation, Deletion des pl6INK4a und LOH (loss of
heterozygosity) von 10qg. Im Gegensatz dazu, entwickelt sich das sekundare Gliobastom
durch Progression eines niedriggradigen oder anaplastischen Astrozytoms. Bereits in
den niedrigmalignen Vorlauferladsionen kommt es h&ufig zu einem Verlust des
Tumorsuppressors p53. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 45 Jahren. Das
Glioblastom ist bevorzugt in den GroRhirnhemispharen, insbesondere frontotemporal,
lokalisiert. Makroskopisch zeichnen sich diese Tumoren durch eine bunte Schnittflache
aus. Charakteristisch sind gelbliche Nekrosen, Blutungen, grau-weil3 aussehendes
Tumorgewebe und diffuses infiltrierendes Wachstum. Rein histologisch kénnen beide

Tumorentitdten nicht voneinander unterschieden werden.

Um den Ursprung des Tumors und dessen Tumorbiologie sowie Infiltration und
Migration besser verstehen zu kdénnen und um neue therapeutische Strategien zu
entwickeln, werden gute Mausmodelle bendtigt. In der Vergangenheit gab es einige
gute Anséatze zur Entwicklung eines solchen Modells. Leider gelang es keinem Modell
das infitrative Wachstum im Gehirn nachzuempfinden, welches fiir die L&sion so
charakterisch ist. Desweiteren gibt es Unstimmigkeiten in der wissenschaftlichen
Gemeinschaft beziglich der Ursprungszellen des Glioblastoms. Es konnte bisher nicht
herausgefunden werden, ob es sich bei diesen Zellen um differenzierte Astroyzten oder

aber neurale Progenitoren handelt.
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Holland et al. entwickelten ein vielversprechendes Glioblastom-Modell durch
Gentransfer und eine daraus resultierende Uberexpression von K-Ras uns Akt in
neuralen Progenitoren (41). Des Weiteren publizierten Lassman et al. ein Modell mit
differenzierten Astroyzten, die durch eine Uberexpression von c-Myc einen

undifferenzierten Phanotyp zeigten (57).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines Glioblastom-Modells mit
differenzierten Astrozyten jedoch ohne eine Uberexpression von K-Ras, da dieses eine
fur das Glioblastoma multiforme eher untypische Mutation darstellt.

Diese Arbeit konzentrierte sich somit auf die Verwendung von p53-knockout
Astrozyten. Diese wurden aus neugebornenen p53-knockout Méusen gewonnen und
kultiviert. Die kultivierten Astrozyten wurden mit einem Uberstand von Kultivierten und
vorher transfizierten Phoenix-Zellen infiziert. Bei den Phoenix-Zellen handelt es sich
um eine Zelllinie, die nach einer Transfektion mit bestimmten Plasmiden féahig ist, einen
Retrovirus zu produzieren, der widerum fur die Infektion anderer muriner Zellen zur
Verfligung steht. Somit konnten in dieser Arbeit 3 verschiedene Zelllinien generiert
werden: p53-knockout Astrozyten, die Akt, Myc oder Akt und Myc (berexprimierten.
Durch die Uberexpression von Akt konnten die Zellen immortalisiert werden. Myc-
Uberexprimierende Astrozyten zeigten ein rapides Zellwachstum und einen
undifferenzierten  Phanotyp. Verschiedene Passagen der Kulturen wurden
immunhistochemisch gegen Ki67, GFAP und neurale Marker fiir Progenitoren wie
Olig2, Nestin, Musashi-1 und CD133 geféarbt. Es kam zu einem Verlust des GFAP und
einer positiven Immunhistochemie flr die neuralen Marker der Progenitoren in spéten
Passagen. Mit Hilfe eines RNA Protection Assay (RPA) konnte auf RNA-Ebene
bewiesen werden, dass es sich bei den Kulturen um reine Astrozytenkulturen handelt,
die auch im Verlauf spéterer Passagen keine neuronalen Marker, wie Synaptophysin,
Calbindin oder Neurofilament exprimierten. Im Verlauf der Arbeit injizierten wir
stereotaktisch Myc und Akt tberxprimierende p53 knockout-Astrozyten (p53™4) in das
rechte Striatum von BI6- und RAG2-/- Mausen. Nach 21 Tagen wurden die Hirne der
Tiere entnommen und Kryostatschnitte angefertigt. Durch eine HE-Féarbung konnte das
Tumorwachstum  nachgewiesen  werden.  Zusétzlich  wurden die  Schnitte
immunhistochemisch gegen CD4, CD8 und Mac-1 gefarbt. Es konnte keine Infiltration

von Zellen des Immunsystems nachgewiesen werden.
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