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1 Einleitung

1.1 Gehirntumore und die neue WHO-Klassifikation 2016

Bei den Gehirntumoren werden primére und sekundére Tumore unterschieden. Die pri-
miren Tumore stammen von Neuroepithel, Meningen, Hirnanhangsdriisen oder ektopen
intrakraniellen Geweben ab. Bei den sekundidren Tumoren handelt es sich um Metastasen
durch Malignome anderer Ursprungslokalisationen (11, 53). Die Inzidenz der priméren
Hirntumore und Tumore des zentralen Nervensystems im Erwachsenenalter liegt bei ca.
22 Fiéllen auf 100.000 Einwohner, die Inzidenz der hirneigenen neuroepithelialen Tumore
bei ca. 10 auf 100.000 Einwohner (112). Die grofite Gruppe unter den priméren, malig-

nen, hirneigenen Tumoren repréisentieren mit etwa 80 % die Gliome (112).

Die WHO-Klassifikation teilt die Tumore nach Grad I bis IV ein (87, 88). Grad I umfasst
Tumore mit niedriger Proliferation und sehr guten Heilungsaussichten, falls die Lokalisa-
tion eine vollstdndige operative Tumorresektion zuldsst. Bei Grad II findet sich eine ge-
ringe proliferative Aktivitit der Tumorzellen jedoch mit iiberwiegend diffusem infiltrati-
vem Wachstumsverhalten. Rezidive sind hiufiger und eine Progression zu hohergradigen
Gliomen ist insbesondere bei Astrozytomen und Oligodendrogliomen typisch. Hirntumo-
re des WHO Grades III zeigen histologisch deutliche Malignitétskriterien wie eine erhoh-
te Mitoserate und Kernatypien. Die Tumore neigen zudem zu einem invasiven Wachs-
tumsverhalten. Bei Grad IV-Tumoren finden sich eine sehr hohe mitotische Aktivitat,
Nekrosen und eine GefaBproliferation (87, 88). 2016 erschien die derzeit aktuelle WHO-
Klassifikation der ZNS-Tumore. Hierbei wurden die histologischen Einteilungskriterien
um molekulargenetische Marker erweitert. Diese Marker wie LOH1p19q (loss of hetero-
zygosity des kurzen Arms des Chromosoms 1 (1p) und des langen Arms von Chromosom
19 (19q)) und der Mutationsstatus von IDH1 (Isocitrat-Dehydrogenasel) bei Gliomen
sind mit unterschiedlichen Prognosen assoziiert und haben deshalb Bedeutung fiir die

weiteren Therapieentscheidungen (34, 50, 88, 142).
1.2 Glioblastoma multiforme (GBM)

Das Glioblastoma multiforme (GBM) wird nach WHO-Grad IV eingeteilt und ist der
hiufigste primére Hirntumor des Erwachsenen (20, 37, 112). Dieser klinisch hochmalig-

ne, aggressive Tumor ist auch heute noch durch eine extrem schlechte Prognose gekenn-
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zeichnet (53). Das aktuelle multimodale Therapiekonzept besteht aus einer moglichst
weitgehenden operativen Tumorreduktion unter Vermeidung Resektions-bedingter, die
Lebensqualitdt einschrinkender neurologischer Defizite. AnschlieBend wird je nach
MGMT-Status, Alter und Allgemeinzustand des Patienten entweder eine kombinierte
Radiochemotherapie mit Lomustin und Temozolomid (56) oder eine alleinige Radiatio
oder Chemotherapie durchgefiihrt (11, 58, 117). Auch werden zunehmend die sogenann-
ten tumor treating fields (TTFs) in Kombination mit Temozolomid eingesetzt (19). Eine
Heilung ist nicht mdglich, die mittlere Uberlebenszeit betréigt 12 bis 15 Monate, die 5-
Jahres-Uberlebensrate liegt bei unter 3 % (107, 118).

Jede Altersklasse ist betroffen, jedoch tritt das Glioblastom vorwiegend im Alter zwi-
schen 45 und 75 Jahren auf (87, 105, 107). Das GBM ist am haufigsten unilateral in der
weillen Substanz der GroBhirnhemisphiren lokalisiert. Die klinischen Symptome variie-
ren je nach Tumorlokalisation und den Verdnderungen in der Tumorumgebung. Am hiu-
figsten sind Kopfschmerzen, Wesensveriinderungen oder eine Ubelkeit zu finden. Aber
auch fokale neurologische Defizite oder epileptische Anfélle kdnnen Erstsymptome sein.
Oft sind die Beschwerden auf das perifokale Odem und eine Erhéhung des intrakraniellen

Drucks teils mit nachweisbarer Stauungspapille zuriickzufiihren (18, 53, 105, 107).

WHO grades
Diffuse astrocytic and oligodendroglial tumours
Diffuse astrocytoma, IDH-mutant I
Anaplastic astrocytoma, IDH-mutant I
Glioblastoma, IDH-wildtype v
Glioblastoma, IDH-mutant v
Diffuse midline glioma, H3-K27M-mutant v
Oligodendroglioma, IDH-mutant and 1p/19q-codeleted I
Anaplastic oligodendroglioma, IDH-mutant and 1p/19q-codeleted I
Other astrocytic tumours
Pilocytic astrocytoma I
Subependymal giant cell astrocytoma I
Pleomorphic xanthoastrocytoma I
Anaplastic pleomorphic xanthoastrocytoma I
Ependymal tumours
Subependymoma I
Myxopapillary ependymoma I
Ependymoma II
Ependymoma, RELA fusion-positive 1T or 1II
Anaplastic ependymoma II

19



Other gliomas
Angiocentric glioma
Chordoid glioma of third ventricle

Choroid plexus tumours
Choroid plexus papilloma
Atypical choroid plexus papilloma
Choroid plexus carcinoma

Neuronal and mixed neuronal-glial tumours
Dysembryoplastic neuroepithelial tumour
Gangliocytoma

Ganglioglioma

Anaplastic ganglioglioma

Dysplastic gangliocytoma of cerebellum (Lhermitte-Duclos)
Desmoplastic infantile astrocytoma and ganglioglioma
Papillary glioneuronal tumour

Rosette-forming glioneuronal tumour

Central neurocytoma

Extraventricular neurocytoma

Cerebellar liponeurocytoma

Tumours of the pineal region

Pineocytoma

Pineal parenchymal tumour of intermediate differentiation
Pineoblastoma

Papillary tumour of the pineal region

Embryonal tumours

Medulloblastoma (all subtypes)

Embryonal tumour with multilayered rosettes, C19MC-altered
Medulloepithelioma

CNS embryonal tumour, NOS

Atyical teratoid/rhabdoid tumour

CNS embryonal tumour with rhabdoid features

Tumours of the cranial and paraspinal nerves
Schwannoma

Neurofibroma

Perineurioma

Malignant peripheral nerve sheath tumour (MPNST)

Meningeomas

Meningeoma

Atypical meningeoma

Anaplastic (malignant) meningeoma

Mesenchymal, non-meningothelial tumours
Solitary fibrous tumour / haemangiopericytoma
Haemangioblastoma

II

II
II

L B I B e I ]
o]
—

II
II

|

IT or III
|AY

IT or III

v

v
v
v
v
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I
I
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Tumours of the sellar region
Craniopharyngioma

Granular cell tumour
Pituicytoma

Spindle cell oncocytoma

bl ]

Tab. 1.2: Ausgewéhlte ZNS-Tumore mit Grading nach der neuen WHO-Klassifikation
2016 (88)

1.2.1 Histologie der Glioblastome

Glioblastome sind sehr zellreiche, polymorphe Tumore mit hoher Mitoserate, Nekrosen,
verschiedensten Zelltypen und Riesenzellen (39). Die Bezeichnung Glioblastoma ,,multi-
forme* beschreibt dieses sehr variable histologische Erscheinungsbild. Es werden primére
und sekundére Glioblastome unterschieden (39, 106, 108). Eine histologische Differen-
zierung zwischen primdrem GBM und sekundéren Formen ist nicht moglich, es bestehen
jedoch Unterschiede im molekulargenetischen Erscheinungsbild und dem Erkrankungsal-
ter (50, 88, 91). Immunhistochemisch l4sst sich in den Tumoren meist saures Gliafaser-
protein (GFAP) nachweisen, was die astrozytire Differenzierung der Glioblastome an-
zeigt. Es finden sich jedoch auch Glioblastome, die immunnegativ fiir GFAP sind (17).
So wird in der neuen WHO Klassifikation das Glioblastom mit primitiver neuronaler
Komponente (Glioblastoma PNET-like) aufgefiihrt (88). Diese Glioblastomentitit weist
primitive Zellen mit neuronaler Differenzierung und dem Verlust der GFAP-Expression

auf. Zudem kann eine Amplifikation von MYC oder MYCN bestehen (7, 32, 88, 100).

1.2.2 Entstehung der Glioblastome

Die Ursprungszelle des Glioblastoms ist bislang nicht eindeutig identifiziert, sowohl un-
differenzierte neuronale Stammzellen, als auch differenzierte Gliazellen werden diskutiert

(1,42, 132).

1.2.2.1 Primires Glioblastom

Das primére Glioblastom entsteht neu (de novo), d. h. es ist zuvor kein niedergradiges
Gliom nachweisbar (90, 108). Nach molekulargenetischen Kriterien liegt beim priméren
GBM ein IDH-Wildtyp-Tumor vor (104). Haufig findet sich ein vollstdndiger Verlust der
Heterozygotie des Chromosoms 10 (40). Auch kommt es oft zu Amplifikation des EGF-
Rezeptors (epidermal growth factor) (148). Weitere wichtige Verdnderungen, die fiir ein
priméres Glioblastom sprechen, sind Mutationen des PTEN-Gens (Phosphatase and Ten-

sin homolog) und des TERT-Promotors (Telomerase Reverse Transcriptase) (6). Diese
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Genmutationen gehen mit einer schlechteren Prognose einher (55). Klinisch sind die Tu-
more am hédufigsten supratentoriell lokalisiert, das mittlere Erkrankungsalter liegt bei ca.
62 Jahren. Es vergehen durchschnittlich 4 Monate vom Symptombeginn bis zur Diagno-
sestellung. Die priméren Glioblastome sind mit 90 % die héufigste Entitdt der

Glioblastome (50, 88).

1.2.2.2 Sekundéires Glioblastom

Das sekundére Glioblastom entwickelt sich durch Progression eines niedriggradigen oder
anaplastischen Astrozytoms und weist molekulargenetisch meist eine IDH-Mutation auf
(103, 108, 122). Im Gegensatz zum priméren Glioblastom finden sich hdufiger ein chro-
mosomaler Teilverlust mit Fehlen des langen Armes (q) des Chromosoms 10 und Mutati-
onen des Tumorsuppressor-P53-Gens sowie des ATRX-Gens (ATP-abhéngige Helicase)
(90, 108, 113). Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 44 Jahren (88, 107).

Trotz der molekulargenetischen Unterschiede sind bei beiden Glioblastomtypen dieselben
Signalwege fiir Zellwachstum und Zellmigration (101) wie TP53/MDM2/pl4art-,
pl16INK4a/RB1- und der EGFR/PTEN/Akt- Weg von Bedeutung (15, 41, 73, 110).

1.2.3 Molekulargenetik

1.2.3.1 Die Rolle des Tumorsuppressors p53

Das Protein p53 stellt einen Tumorsuppressor dar, der durch verschiedenste Mechanis-
men wie z. B. Nahrstoffmangel, Hypoxie, DNA-Schadigung, oxidativen Stress oder On-
kogene aktiviert wird (8, 143). P53 bindet dann als Tetramer an die DNA und induziert
die Zielgentranskription (92, 93). Das zelluldre Protein p14(19)**F bindet an den Kom-
plex MDM2, auch als HDM2 bekannt (E3 ubiquitin-protein ligase mouse double minute
2 homologue) (77, 116). Dies fiihrt unter physiologischen Bedingungen zu einer
Ubiquitinierung von p53 (149). Dieser Komplex fungiert je nach eigenem Phosphorylie-
rungsstatus als Antagonist von p53 (31, 43). Zusitzlich werden bei der Reaktion auf z. B.
eine DNA-Schidigung die Kinasen ATM/ATR (Ataxia telangiectasia mutated and Rad3
related) induziert. Diese Kinasen phosphorylieren das p53, so dass die negative Interakti-
on mit MDM2 nicht mehr moglich ist (68, 119). Zudem fithrt ATM zu einer Phosphory-
lierung von MDM?2 und MDMX wodurch eine Bindung an die pS3mRNA entsteht und
ein positiver Effekt auf die pS3-Expression auftritt (31). Mit diesen Mechanismen kann
p53 in der Zelle akkumulieren und als aktives p53 iiber DNA-Bindung die Transkription
verschiedener Zielgene bewirken. Als ,,Wiachter des Genoms* reguliert das aktive p53 so
unterschiedliche intrazelluldre Prozesse wie die DNA-Reparatur, den Zellzyklus mit Zel-

larrest und die Apoptose (54, 144).
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Abb. 1.2.3.1: Reaktion des Tumorsuppressors p53 auf DNA-Schiadigung, modifiziert
nach Rassow (120), Elia$ (31) und Watabane (149)

Zusitzlich werden extrazelluldre Prozesse wie etwa die Angiogenese beeinflusst (120).
Durch diese Verdnderungen ergibt sich die wichtige Rolle des p53-Verlustes in der Ver-
dnderung des Metabolismus von Krebszellen (5, 16).

Der so genannte ,,Warburg-Effekt”, die Zunahme der Glykolyse in Krebszellen (83), wird
mafgeblich von p53 und dessen Regulationsmechanismen beeinflusst (144). Viele Tumo-
rentititen weisen p53-Genmutationen oder p53-Genverluste auf (8, 33, 65). Insbesondere
das sekundére Glioblastom zeigt mit 81 % héufig eine solche Mutation (88, 113). Diese
genetische Aberration ist auch bereits in vielen niedriggradigen Astrozytomen nachweis-
bar (108). Eine weitere wichtige Verdanderung ist die Methylierung bzw. Inaktivierung
des pl4ARF (alternate reading frame protein product of the CDKN2A locus), die eben-

falls vor allem in sekundiren Glioblastomen vorkommt (149).

1.2.3.2 EGFR/PTEN/Akt/mTOR-Signalweg

Als weiterer wichtiger Signalweg ist die EGFR/PTEN/Akt/mTOR-Signalkaskade bei der
Entstehung von Glioblastomen zu nennen. Die Amplifikation des EGFR (epidermal
growth factor receptor) und Mutationen von PTEN (Phosphatase and Tensin homologe)
sind bei primdren Glioblastomen anzutreffen (65, 88, 135). Liegt eine EGFR-
Amplifikation im Tumor vor, so zeigte sich in ca. 60 % der Fille ebenfalls ein Verlust des
Chromosoms 10 (79). Als Stimulus dienen Wachstumsfaktoren, die extrazelluldr an
EGFR binden und dadurch die Phosphoinositol-3-Kinasen (PI3K) aktivieren. Uber Phos-
phorylierung des Membranphospholipids Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP2) an
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Position 3 entsteht Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphat (PIP3). PIP3 sorgt mit Hilfe
von zwei weiteren Kinasen (PIP3-dependent kinases, PDKs) fiir eine zweifache Phospho-
rylierung und damit fiir eine Aktivierung der Proteinkinase B (AKT) (152). Uber Phos-
phorylierung wirkt aktiviertes Akt antiapoptotisch (69). Hierfiir sorgen eine Inaktivierung
des Proteins BAD (Bcl-2-Antagonist of cell death) und eine Blockierung der Caspase 9
(151). Zusitzlich fiihrt aktiviertes Akt zu einer Stabilisierung der mitochondrialen Struk-
tur und damit wahrscheinlich zu einer Blockierung der Cytochrom C-Freisetzung, die
ebenfalls an der Caspasenaktivierung beteiligt ist (69). Akt ist auch an der Phosphorylie-
rung von p21 “P! (CDK-Inhibitor 1) beteiligt (125). p21 P! spielt eine wichtige Rolle im
Zellzyklusarrest (72). Somit kann Akt die Zellproliferation positiv beeinflussen.

Uber den Proteinkomplex aus RICTOR (Rapamycin-insensitive companion of mammali-
an target of rapamycin) und mTOR (mammalian target of rapamycin) ist Akt vier- bis
fiinffach aktiver als nach alleiniger Phosphorylierung durch PDK1 (128).

Durch alle diese Wirkmechanismen stellt Akt ein Protoonkogen dar. Das Tumorsuppres-
sor Enzym PTEN (phosphatase and tensin homolog) antagonisiert die Effekte des Akt.
PTEN dephosphoryliert PIP3 und das Protein PTK2 (Protein tyrosine kinase 2), das auch
focal adhesion kinase (FAK) genannt wird (135). Somit kann PTEN die Zellinvasion,
Migration und Invasion inhibieren. In Glioblastomen finden sich Mutationen des PTEN-
Enzyms. Akt phosphoryliert noch viele weitere Proteine, unter anderem das Forkhead-
Box-Protein O3 (FOXO03), das normalerweise die Proliferation hemmt (152). Akt hat
iiber den EGFR/PTEN/Akt/mTOR-Signalweg viele Wirkmechanismen, beeinflusst ent-

scheidend den Zellmetabolismus und ist damit als wichtiges Protoonkogen anzusehen.

1.2.3.3 Das Protoonkogen c-MYC

Ein wichtiges Protoonkogen in der Krebsentstehung ist c-MYC (32, 104). Es handelt sich
um einen Transkriptionsfaktor mit Basic-Helix-Loop-Helix-Struktur (bHLH), so dass
iiber verschiedene spezifische regulatorische Sequenzen die Transkription von Genen
gesteuert werden kann (12). ¢-MYC ist in Krebszellen meist tiberexprimiert (36, 111).
MYC bildet mit dem bHLH-Komplex MAX (myc-associated factor X) eine Verbindung
(35). MYC-MAX-Komplexe fordern die Proliferation iiber Hochregulation von Genen.

Zusitzlich kann MAX sich mit dem durch das MXD1-Gen codierten Protein MAD (mito-
tic arrest deficient) binden. Die MAD-MAX-Komplexe ermdglichen im Gegensatz zu den
MYC-MAX-Komplexen die Zelldifferenzierung und unterdriicken die Proliferation (13).
Des Weiteren kann c-MYC den Ablauf des Zellzyklus beeinflussen, z. B. tiber Aktivie-
rung von Cyclin E, einem Protein, das zusammen mit Cdk2 (Cyclin-dependent kinase 2)

den Ubergang der G1- in die S-Phase des Zellzyklus steuert. Gleichzeitig unterdriickt c-
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MYC das p21°P! sowie p27%P und somit den Zellzyklusarrest (25). Durch c-MYC wird
das p15 INK4b- Protein (Cyclin-dependent kinase 4 inhibitor B) inhibiert, das normaler-
weise den CyclinD/Cdk4-Komplex antagonisiert und somit ebenfalls an einem wichtigen
Checkpoint am Ubergang der G1- zur S-Phase eingreift (115, 147). Da nun die Unterdrii-
ckung des CyclinE/Cdk2-Komplexes aufgehoben ist, kann Retinoblastom Protein (RB)
phosphoryliert werden, und die Transkriptionsfaktoren E2F konnen nicht mehr von RB
inhibiert werden. Auch iiber diesen Weg wird die S-Phase erreicht. Zudem kann ¢c-MYC
den Tumorsuppressor PTEN inhibieren (52).

Diese Wirkmechanismen machen deutlich, dass die konstitutive Expression von ¢c-MYC
zu einem unkontrollierten Fortschreiten in die S-Phase fiihrt und somit die Kontrolle des
Zellzyklus einem ungehemmten Zellwachstum mit schneller Tumorprogression weicht
(111). Ferner kann MYC die Translation iiber eIF4E (Eukaryotic translation initiation
factor 4E) und elF2a (Eukaryotic Initiation Factor 2) einleiten, die Proteinbiosynthese bei
erhohter Zellproliferation wird somit ebenfalls gesteigert (130). MYC steigert aber nicht
nur Proliferation und Proteinbiosynthese, es ist auch an der Induktion der Apoptose betei-
ligt (4, 76, 114).

Die Uberexpression des Onkogens c-MYC ist bereits in niedriggradigen Astrozytomen
nachweisbar (61). Die Funktionen von c-MYC im Zellzyklus und Zellwachstum machen
die Relevanz bei der Tumorentstehung deutlich.

Zunehmend wird auch die Interaktion von c-MYC und IDH-1 bei Glioblastomen unter-

sucht (22, 104, 123).
1.3 Modelle fiir die Entstehung des Glioblastoma multiforme

Fiir das Verstindnis der Glioblastom-Entstehung und als Grundlage fiir mogliche Thera-
pieansitze miissen in-vitro- und in-vivo-Modellsysteme etabliert werden. Es werden Xe-
no- und Allograftmodelle verwendet, bei denen humane oder murine Glioblastomzellli-
nien z. B. in Nacktmiuse implantiert werden (70). Auch wurde versucht, durch Anhéu-
fung genetischer Aberrationen in Keimbahnzellen oder somatischen Zellen
glioblastomtypische Veridnderungen hervorzurufen (44, 94).

Ein in-vivo-Modell sollte Tumore induzieren kénnen, die im Hinblick auf infiltratives
Wachstum und Polymorphie dem klinischen Erscheinungsbild des GBM moglichst dhn-

lich sind und dabei wenig immunreaktiv sind.

In fritheren Arbeiten war es moglich, somatische Zellen so zu verdandern, dass die Expres-

sion bestimmter Gene kontrolliert werden konnte. Retroviraler Gentransfer bietet die
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Moglichkeit gezielte Modifikationen vorzunehmen (134). Das Moloney Murine Leu-
kemia Virus (MMLYV) System kann proliferierende Zellen von Méusen infizieren. Hinge-
gen befillt das Avidre Leukosevirus (ALV) gezielt Zellen mit einem bestimmten Rezep-
tor (Plasmamembranrezeptor RCAS) (38, 59, 60). In Versuchen, dieses System der retro-
viralen gezielten Infektion zu nutzen, wurden transgene Mauslinien entwickelt und neu-
ronale Progenitorzellen iiber einen solchen Gentransfer mit k-Ras und Akt zu Tumorzellen
modifiziert, die zu glioblastomdhnlichen Tumoren fiihrten (59).

Bei Uberexpression von ¢c-MYC konnten #hnliche Effekte an differenzierten Astrozyten

erzielt werden (80).

1.3.1 System der Tetracyclinabhingigen Genexpression (Tet-off-System)

In einem weiteren Ansatz sollte die Regulation des Tumorwachstums durch eine Prolife-
rationssteuerung erfolgen. Hierfiir wurde ein Tet-System fiir die Genexpression etabliert,
das einen chiméren Transaktivator tTA (48, 49), der sowohl an Tetracyclin als auch an
bestimmte DNA-Sequenzen (TET-Responsive Elements) binden kann, enthélt. Dieser
Transaktivator wurde aus einem bakteriellen Tet-Repressor (tetR) und einer Aktivie-
rungsdoméne aus dem Herpes-simplex-Protein 16 erzeugt. Das so entwickelte Tet-off-
System reduzierte die Bindung zwischen TET an tTA und fiihrte somit zu einer Inhibition
der Genexpression (9).

Es wurden ein pBABE-puro-tTA und ein MIGRdeluxel-TF-Myc-Plasmid kloniert und
das Tet-off-System in vitro getestet. Hierbei zeigte sich eine gute Steuerbarkeit der Zell-

proliferation im Tet-off-System durch Tetracyclingabe.
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Abb. 1.3.1 Schematische Darstellung des Tet-off-Systems, modifiziert nach Baron (9),
Bohner (14) und Leuchtenberger (82)

1.3.2 Konstitutiv aktives myr-Akt

Die Rolle des EGFR/PTEN/Akt/mTOR-Signalwegs wurde bereits unter 1.2.3.2 beschrie-
ben. Da Akt in einigen humanen Glioblastomzelllinien wie z. B. in der Linie U251MG
nachweisbar konstitutiv aktiv ist und vielfaltig den Tumormetabolismus beeinflusst, er-
scheint die Verwendung eines konstitutiv aktiven Akt in einem astrozytiren Tumormo-

dell als geeigneter Ansatz (127).
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14 Die Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, astrozytdre Tumorzellen der Maus mit steuerba-
rer Proliferation herzustellen und somit ein in-vivo-Tiermodell zu etablieren, das die rela-
tiv langsame Proliferationsrate menschlicher Gliome reproduziert. Des Weiteren sollte
untersucht werden, ob die langsame Proliferationsrate mit dem Infiltrationsverhalten kor-

reliert und welche weiteren Eigenschaften die induzierten Tumore aufweisen.

Folgende Fragen waren zu klaren:

1. Ist die Proliferation der c-myc-transduzierten Zellen iiber das Tet-off-System in vitro
und in vivo steuerbar?

2. Sind allein myr-4kt-modifizierte oder nur c-myc-modifizierte Zellen bereits in der Lage
in vivo Tumore zu induzieren, oder ist dies nur mit Zellen, bei denen sowohl myr-Akt als
auch c-Myc modifiziert wurden, moglich?

3. Kann in den induzierten Tumoren eine GBM-typische Polymorphie und Tumorzelldif-
ferenzierung beobachtet werden?

4. Kann auch eine fiir humane GBM charakteristische Infiltration beobachtet werden, und
korreliert diese gegebenenfalls mit der durch die Tet-off-Steuerung verlangsamten

Proliferation?

28



2 Material und Methoden

2.1 Molekularbiologie

2.1.1 Verwendete Substanzen und Verbrauchsmaterialien

Die im Folgenden genannten Substanzen und Materialien wurden im Bereich der moleku-

larbiologischen Methodik verwendet.

Verwendete Substanzen

Firmenname, Firmensitz

Agar-Agar Roth, Karlsruhe

Agarose Biozym, Hess Oldendorf
Ampicillin Roth, Karlsruhe

Borsédure Fisher Scientific, Nidderau
Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Steinheim
Casein Hydrolysate Thermo Fisher, Carlsbad
Chloroform Merck, Darmstadt

Desoxyribonukleosidtriphosphate
(ANTPS)

Promega, Madison

Dithiothreitol (DTT) Promega, Madison
Disodiumtetraborat (Borax) Sigma-Aldrich, Steinheim
Ethanol Sigma-Aldrich, Steinheim
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Sigma-Aldrich, Steinheim

GeneRulerTM DNA Ladder Mix

Fermentas, St. Leon-Rot

Glycerin Merck, Darmstadt
Isopropanol Sigma-Aldrich, Steinheim
Kaliumacetat Roth, Karlsruhe
Kaliumdihydrogenphosphat Roth, Karlsruhe

LB-Lennox Thermo Fisher, Carlsbad
Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt
Natriumacetat Merck, Darmstadt
Natriumchlorid Fluka, St. Louis
Natriumhydrogenphosphat Roth, Karlsruhe

Tween 20 Calbiochem (Merck), Darmstadt
Tris Base Acros Organics, New Jersey
Xylencyanol Sigma Aldrich, Steinheim
Yeast Extract Thermo Fisher, Carlsbad

2-(4-(2Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonséure (HEPES)

Thermo Fisher, Carlsbad

25xTAE Ambion, USA
Verwendete Materialien Firmenname, Firmensitz
Aluminiumfolie Kobe, Marburg

Eppendorf Tubes Volumina 0,5 ml, 1,5 ml

Sarstedt, Niimbrecht

Falcon Volumina 15 ml, 50 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Faltenfilter

Roth, Karlsruhe

29



PCR-Tubes 0,2 ml

Biozym, Hess Oldendorf

Pipettenspitzen 10 pL, 100 uL, 1000 puL

Sarstedt, Niimbrecht

Rasierklingen Unger
Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) | Sarstedt, Niimbrecht
Zahnstocher VESS, Kéln

Tab. 2.1.1: Verwendete Substanzen und Materialien

2.1.2 Eingesetzte Kits

Zur Plasmidherstellung wurden die Kits QIAquick®Gel Extraction Kit und maxi Plasmid

Purification Kit von QIAGEN, Hilden verwendet. Fiir die Genotypisierung der benétigten
p53-knock-out-Versuchstiere wurde das KAPA Mouse Genotyping Kit von PEQLAB

eingesetzt.

2.1.3 Genutzte Laborgeriite

Gerit

Firmennamen, Sitz

Automatisches Vakuum-Sicherheits-
Absaugsystem (HLC)

Kobe, Marburg

Brutschrank (Heraeus Typ B 6060)

Heracus, Hanau

Horizontale Elektrophoresekammer (Gel
casting system 11-14)

Thermo Fisher, Carlsbad

Horizontale Elektrophoresekammer
(Easy-Cast Model B)

Owl Separation Systems, Portsmouth

Kiihl-Mikrozentrifuge (5418)

Eppendorf, Hamburg

Kiihl-Zentrifuge (5810-R)

Eppendorf, Hamburg

Magnetriihrer IKAMAG Pet-G)

IKA, Staufen

Mikrowelle (NN-T221 M)

Panasonic, Osaka

Mikrozentrifuge (5417-R)

Eppendorf, Hamburg

pH-Meter Lab 850 (Blue line 14)

Schott®, Mainz

Photometer (Ultraspec 3100 pro)

Amersham Biosciences, Uppsala

Pipetten P2, P20, P100, P200, P1000

Gilson, Villiers le Bel

Prizisionswaage (Kern 440-47)

Kobe, Marburg

Schiittelinkubator (Infors HAT Aerotron)

Infors AG, Bottmingen

Thermocycler (Uno-Thermoblock)

Biometra, Gottingen

Thermodrucker (Digital Graphic Printer
MP-D 897)

Sony, Shinagawa

Thermomixer (Comfort)

Eppendorf, Hamburg

Transilluminator

Fisher Bioblock scientific, Illkirch Graf-
fenstaden

Vortex-Mixer (M82)

IKA®, Wilmington

Zentrifugenrohrchen (PPCO 50 ml, 250
ml)

Nalgene, New York

Tab. 2.1.3: Verwendete Laborgerite

30



2.2 Allgemeine Methodik

Im Folgenden werden die Herstellung von Medien und Pufferlésungen beschrieben.

2.2.1 Luria Broth-Medium (LB-Medium)

Um LB-Medium herzustellen, wurde 20 g LB-Lennox (Roth, Karlsruhe) in 1 L MQ-
Wasser (im weiteren als MQ abgekiirzt) aufgelost und bei 121 °C fiir 15-30 Minuten
autoklaviert. Nach dem Abkiihlen bei Raumtemperatur wurde das Medium bei 4 °C fiir

mehrere Wochen zur Verwendung aufbewabhrt.

2.2.2 LB-Agar-Platten

Fiir die Agar-Platten wurden von dem oben beschriebenen LB-Medium 100 ml mit 1 g
Agar (Roth, Karlsruhe) mit einem Magnetriihrer unter Erhitzen in Losung gebracht, an-
schlieBend wurde das Agar-LB-Gemisch fiir 15-30 Minuten bei 121 °C autoklaviert.
Danach musste sich die autoklavierte Fliissigkeit unter 60 °C abkiihlen, um das Ampicil-
lin-Aliquot 100 mg/ml in einer Verdiinnung von 1:1000 dazu pipettieren zu kdnnen. Im
Anschluss wurden die Petrischalen in einer sterilen Werkbank mit jeweils 10 ml der Am-
picillin-Agar-LB-Mischung gefiillt und waren bei 4 °C fiir ca. 6 Wochen zur weiteren

Verwendung haltbar.

2.2.3 1x Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer

Zum Ansetzen des 1x TAE-Puffers wurde der 25x TAE Stock, bestehend aus einer Pa-
ckung TAE-Puffer (Ambion, USA), in 1 L Aqua bidest gelost und nach 1:25 Verdiinnung

mit Aqua bidest verwendet.

224 1x Sodium-Borat (SB)-Puffer

Fiir die Herstellung des 1x SB-Puffers wurde der 20x SB-Stock verwendet, der aus
38,137 g Disodiumtetraborat (Borax), 950 ml Aqua bidest und 22 g Borsdure bestand.
Dabei sollte der pH-Wert auf 8 eingestellt werden. Zu dieser Mischung wurde dann 1 L
Aqua bidest hinzugefiigt. Von dem entstandenen 20x SB-Stock wurden 50 ml mit 1 L
Aqua bidest fiir die 1x SB-Puffer-Losung benutzt.

2.2.5 1x Phosphate Buffered Saline (PBS)

Es wurde ein 10x PBS-Konzentrat mit 1 L Aqua bidest mit 80 g NaCl (Endkonzentration
von 137 mM), 11,5 g (8,1 mM) Na,HPO4 und 2,0 g (1,47 mM) KH,PO4 zur PBS-
Pufferherstellung angesetzt, der pH-Wert wurde mittels pH-Meter auf 7,4 eingestellt.
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2.2.6 Agarosegelherstellung

Es wurden sowohl SB-Agarose- als auch TAE-Agarose-Gele fiir die Elektrophorese ver-
wendet. Das 1%ige SB-Gel bestand aus 100 ml SB-Puffer-Losung und 1 g Agarose, die
Mischung wurde in der Mikrowelle kurz aufgekocht und anschlieBend mit 7 pl gekiihltem
Ethiumbromid (10 mg/ml) versehen. Das TAE-Gel wurde auf dieselbe Weise hergestellt,
wobei die TAE-Pufferlosung zum Einsatz kam. Zur Geltaschenbildung wurde ein Kamm
in die noch warme fliissige Gellosung eingelegt, nach Auspolymerisierung konnte das

Gel zur Elektrophorese verwendet werden.

2.2.7 DNA-Gelelektrophorese

Je nach hergestelltem Agarosegel wurde die Gelkammer mit 1x SB- oder 1x TAE-Puffer
gefiillt, und das ausgehirtete Gel mit den entstandenen Kammern konnte beladen werden.
Vor dem Auftragen wurden die Proben jeweils mit Loading Buffer, der aus 10 mM Tris
(pH 7.6), 0,03 % Xylencyanol, 0,03 % Bromphenolblau, 60 % Glycerin und 60 mM
EDTA bestand, versehen. Zum Groflenvergleich diente ein 1 Kb Ladder Mix von Fer-
mentas, der in die erste Kammer gegeben wurde. Zur Groflenaufteilung liefen die Gele
bei maximal 120 V (Volt) fiir 30-40 Minuten. Das in den Gelen enthaltene Ethidiumbro-
mid diente zur Interkalation zwischen den DNA-Basenpaaren und ermoglichte hierdurch

die Sichtbarmachung der DNA-Banden unter UV-Licht.

2.3 Verwendete Plasmide

Die eingesetzten Plasmide sind in der nachfolgenden Tabelle aufgelistet.

pBABEpuro tTA Konstrukt AG Pagenstecher
MIGRdeluxel TF-myc Konstrukt AG Pagenstecher
pWZL-neo-Myr FLAG-Akt Eilers et al., Wiirzburg
pBABE-Hygro AG Stiewe, Marburg
pBABE-neo large AG Stiewe, Marburg
pBABE-H2B-GFP Eilers et al., Wiirzburg

Tab. 2.3: Verwendete Plasmide

Die vorhandene Geniticin- (G418) Resistenz im pWZL-neo-Myr FLAG-Akt wurde durch
eine Hygromycin-Resistenz ersetzt. Um dies zu erreichen musste eine EcoRI-Schnittstelle
von dem vorhandenen pBABE-neo large Plasmid in das pBABE-Hygro-Plasmid einge-
bracht und dann das pWZL-neo-Myr-FLAG-Akt zu pBABEhygro-myr-FLAG-AKT um-

kloniert werden.
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soo0  pBabe-hygro-myr-FLAG-AKT
7738 bp 2000

Abb. 2.3a: Plasmidkarte pPBABEhygro-myr-FLAG-AKT

MIGR-TF-myc
7889 bp

4000 IRES

Abb. 2.3b: Plasmidkarte MIGRdeluxel TF-myc
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pBABE-{TA
6928 bp

Abb. 2.3c: Plasmidkarte pPBABEpuro tTA

24 Plasmidklonierung

Um rekombinante DNA zu erstellen, mussten zunéchst kompatible Enden an Vektor und
Insert mittels Restriktionsenzymen geschnitten werden. Die Plasmide pBABE-neo large
und pPBABE-Hygro wurden mittels der Restriktionsenzyme BamHI und HindIII geschnit-
ten und die fehlende EcoRI Schnittstelle in das pBABE-Hygro-Plasmid ligiert.

24.1 Restriktionsverdau

Mit dem Restriktionsverdau wurden passende Plasmidstellen an Vektor und Insert er-

zeugt und die Klonierungsergebnisse tiberpriift.

Folgende Restriktionsenzyme wurden verwendet:
BamHI (ER0051), Fermentas, St. Leon-Rot
EcoRI (ER0271), Fermentas, St. Leon-Rot
HindlIII (ER0501), Fermentas, St. Leon-Rot

Folgende Puffer und alkalische Phosphatase wurden verwendet:
Buffer BamHI, Fermentas, St. Leon-Rot
Buffer R, Fermentas, St. Leon-Rot
SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase), Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts
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Restriktionsverdauansatz fiir pPBABE- Restriktionsverdauansatz fiir pPBABE-
Hydro: Neo-Large:

MQ 14,5 pl MQ 14,5 pl

Buffer BamHI 2,0 ul Buffer BamHI 2,0 ul

DNA 0,5 pl DNA 0,5 pl

BamHI 1,0 pl BamHI 1,0 pl

HindIII 2,0 pl HindIII 2,0 pl

=20,0 pl Ansatz =20,0 pl Ansatz

24.2 Gelaufreinigung

Nach dem Restriktionsverdau wurden die Plasmidbanden unter dem UV-Licht unter
Verwendung einer Schutzbrille ausgeschnitten und das Gel nach Qiagen-Protokoll aufge-
reinigt. Hierzu wurde das Gelfragment gewichtsadaptiert mit Puffer QG aus dem Kit mit
dreifachem Volumen in ein Tube bei 50 °C im Thermoblock inkubiert. Nach vollsténdi-
ger Losung entstand eine gelbe Férbung und es konnte Isopropanol hinzugegeben wer-
den. Uber eine Siule wurde dann mittels zweier weiterer Puffer die Plasmid-DNA ge-

wonnen.

243 Ligation

AnschlieBend wurde mit der Formel fiir das Vektor-Insert-Verhiltnis gerechnet:
((ng of vector x kb size of insert) / kb size of vector) x molar ratio of insert / vector = ng
of insert

Die Ligation wurde wie folgt angesetzt:

MQ 14,2 pl
Buffer T4 Ligase 2,0 ul
Vektor pPBABE-hygro 1,0 pl
Insert (aus pBABE-neo) 1,8 ul
Enzym T4 Ligase 1,0 ul

=20,0 pl

Der Ligationsansatz wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert und am néchsten
Tag ein Verdau mit EcoRI durchgefiihrt. Danach wurden die Mini- und Maxi-
Plasmidpriparationen nach Qiagen-Kit angeschlossen, siche Kapitel 2.5.2.

Nach ausreichender Plasmidgewinnung des pBABE-hygro mit allen benétigten Schnitt-
stellen erfolgte die Umklonierung des pWZL-neo-myr-FLAG-Akt-Plasmids mit Hilfe
von EcoRI und HindIII nach dem gleichen Verfahren, siche Kapitel 3.2.
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Fiir den Ligationsansatz wurde der Vektor mit Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) be-
handelt, um ein Offenhalten der bendtigten Schnittstelle nach Restriktionsverdau zu ge-
wihrleisten. Fiir den Ligationsansatz wurden molekularbiologische Empfehlungen ver-

wendet (97).

2.5 Retrovirale Expressionsvektoren

Fiir die benoétigten retroviralen Expressionsvektoren mussten das ligierte pBabe-Hygro-
myr-FLAG-Akt und die anderen Plasmide zunichst in einer ausreichenden Menge vorra-

tig sein.

2.5.1 Vervielfiltigung

Fiir die Plasmidvermehrung mussten als erstes Z-kompetente Bakterien fiir die Transfor-
mation hergestellt werden, nach erfolgter Transformation konnten dann Mini- und Ma-
xipraparationen der Plasmide stattfinden. Zur Durchfiihrung dienten standardisierte La-

borprotokolle und allgemeine Transformationshinweise (97).

2.5.1.1 Z-kompetente Bakterien

Fiir die Vervielfaltigung der Plasmidkonstrukte wurden die Konstrukte in Z-kompetenten
Bakterien des E. coli Stammes XL2 blue eingeschleust. Diese Bakterien wurden nach
dem Standard-Protokoll des Z-Competent E. coli Transformation Kits (Zymo Research,

USA) hergestellt und waren in 50 pl Aliquots bei -80 °C fiir die Verwendung eingefroren.

2.5.1.2 Transformation

Fiir eine Transformation der Konstrukte in die XL2 blue Z-kompetenten Bakterien wurde
ein Aliquot langsam auf Eis aufgetaut, und mit 1 pl B-Mercaptoethanol (1.22 M), herge-
stellt aus 91,5 uLL Aqua ad injectabilia und 8,5 pl des 14.3 M B-Mercaptoethanol, versetzt.
Alle 2 Minuten wurde das Aliquot auf Eis vorsichtig gemischt. Nach 10 Minuten Inkuba-
tion des f-Mercaptoethanol-Bakterien-Gemischs wurde der Ligationsansatz, ca. 5 ul, je
nach OD-Messung der einzelnen Konstrukte, dazugeben. Hierfiir wurde ca. 300-330 ng
DNA der einzelnen Plasmide eingesetzt. Nach erneutem Mischen des Aliquots erfolgte
eine 30-miniitige Inkubation auf Eis. AnschlieBend bekamen die Aliquots fiir 30 Sekun-
den einen Hitzeschock bei 42 °C ohne Riitteln im Thermoblock. Die so transformierten
Bakterien erhielten nun 900 pl des vorgewdrmten NZY-Broth-Ndhrmediums. Dieses
bestand aus 10 g Casein Hydrosylat (NZ amine), 5 g Hefe-Extrakt (Y), 5 g NaClund 1 L
MQ und wurde auf einen pH-Wert von 7,5 mittels 1 M NaOH eingestellt. Nach Autokla-
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vierung dieser Losung wurden vor Benutzung noch 12,5 ml autoklaviertes 1 M MgCl,,
12,5 ml steril filtriertes 1 M MgSO4 und 20 ml einer autoklavierten 20%igen Glukose
dazu pipettiert und war als NZY-Broth-Nahrmedium zur Verwendung bereit. Nachfol-
gend wurde die Bakterien-Plasmid-NZY -Broth-Ldsung in ein grofles Bakterien-R6hrchen
iiberfiihrt und fiir 1 Stunde bei 37 °C mit 225-250 rpm im Schiittler-Inkubator belassen.
Nach der Inkubation wurde die Losung mit einer sterilen Metalldse auf die Agarplatten
im fraktionierten Verdiinnungsausstrich aufgetragen. Die beimpften Agarplatten wurden
dann bei 37 °C tiber Nacht bebriitet. Die Koloniebildung war am darauffolgenden Tag
sichtbar und die einzelnen Kolonien konnten ,,gepickt™ werden. Bei 4 °C wurden die Plat-
ten gelagert. Der beschriebene Transformationsvorgang erfolgte nach dem XL2 blue

MRF Protokoll.

2.5.2 Plasmidpréparation

Fiir die Vorkulturen wurden 3—7 Kolonien mit einer sterilen Pipettenspitze gepickt und
auf die enthaltenen Konstrukte tiberpriift. Hierfiir wurde zu den einzelnen gepickten Ko-
lonien jeweils 5 ml NZY-Broth-Ndhrmedium und 15 pl Ampicillin (100 mg/ml) hinzuge-
fligt und {iber Nacht bei 37 °C im Schiittelinkubator mit 280 rpm inkubiert.

2.5.2.1 Mini-Plasmidpréparation

Fiir die Plasmidpriparationen wurden die Mini- und Maxi-Kits der Firma Qiagen benutzt

und nach deren Standprotokoll vorgegangen.

Puffer 1: resuspension buffer

50 mM Tris pH 8,0 2,5ml
10 mM EDTA 1,0 ml
100 pg/ml RNAse 1,0 ml
MQ ad 50 ml
Puffer 2: Lysis buffer

200 mM NaOH 5 ml 2 mMNaOH
1 % SDS Sml
MQ ad 50 ml
Puffer 3: neutralization buffer (Ziel-pH-Wert 5,5)

3 M Kaliumacetat (potassium acetate) 14,72 ¢
Eisessig 5,5ml
MQ ad 50 ml

Tab. 2.5.2.1: Verwendete Pufferlosungen bei Plasmidpréparation

Von der Vorkultur, die iiber Nacht inkubiert worden war, wurde 1 ml fiir 5 Minuten bei

3800 g unter Raumtemperatur (RT) abzentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes
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wurden 300 pl des Puffer 1 aus dem Maxi Plasmid-Purification-Qiagen-Kit® hinzugefiigt
und das Pellet in Losung gebracht. Die enthaltene RNAse diente zur Verdauung freiwer-
dender RNA-Molekiile. AnschlieBend wurde Puffer 2 mit 300 pl zur Zelllyse verwendet,
das enthaltene NaOH denaturierte Plasmid-DNA, chromosomale DNA und Proteine. Das
Tube wurde hierbei vorsichtig invertiert, um eine Durchmischung der Substanzen zu er-
reichen, ohne die genomische DNA zu fragmentieren bzw. von den Zellwénden zu sche-
ren. Nach einer Inkubation von 5 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte die Zugabe von
300 pl kaltem Puffer 3 zur Neutralisierung. Die Inkubation fiir weitere 5 Minuten erfolgte
auf Eis. Die denaturierten Proteine und die genomische DNA prézipitierten. Bei einer
Zentrifugation mit 20800 g bei 4 °C fiir 15 Minuten trennten sich die Plasmid- und die
genomische DNA. Nach Uberfiihren des Uberstandes und Fillung der Plasmid-DNA mit
600 pl Isopropanol durch Vortexen fiir 10 Minuten, wurde das entstandene Plasmid-
DNA-Pellet vom Uberstand nach 30-miniitiger Inkubationszeit auf Trockeneis und erneu-
tem Zentrifugieren befreit und mit 300 ul 80%igem Ethanol gewaschen. Danach trockne-
te das Pellet im Thermoblock bei 37 °C und wurde danach mit 25 pl des 10 mM Tris pH
8,35 wieder gelost.

Die resultierenden Plasmidansdtze wurden anschlieend durch spezifische Restriktions-
enzyme verdaut und die Banden iiber ein Agarosegel aufgetrennt, um zu kontrollieren, ob

wirklich die gewiinschte Plasmid-DNA vervielfiltigt wurde, siehe Kapitel 3.2.

2.5.2.2 Maxi-Plasmidpréparation

Von der Mini-Vorkultur wurde dann fiir die Maxi-Praparation iiber Nacht wie folgt eine

Vorkultur im Schiittelinkubator bei 37 °C und 300 rpm angesetzt:

NZY -Broth (siehe Transformation) 150 ml
MgCl (1M) 1,875 ml
MgSOs (1M) 1,875 ml
Glukose (20 %) 3,0 ml
Ampicillin (100mg/ml) 150 pl
Mini-Vorkultur 1,2 ml

Am nichsten Tag wurde die Vorkultur in einen Zentrifugationsbehélter tiberfiihrt und fiir
20 Minuten mit 3220 g bei 4 °C abzentrifugiert, das entstandene Pellet wurde nach Stan-
dardprotokoll des Maxi Plasmid-Purfications-Kit (Qiagen, Hilden) prépariert und extra-

hiert. Nach den einzelnen Féllungs- und Waschschritten wurde das entstandene Plasmid-
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DNA-Pellet getrocknet und bei 37 °C im Thermomixer in 150 pl 10 mTris (pH 8,35)

resuspendiert. AnschlieBend erfolgte die photometrische Konzentrationsbestimmung.

2.5.2.3 Optische Dichte- (OD)-Messung

Zur Bestimmung des DNA-Losungsgehalts wurde die optische Dichte (OD) mit Hilfe
eines Photometers gemessen. Bei diesem Verfahren wird die Extinktion von Losungen
bestimmt und mit dem Extinktionskoeffizienten kann dann die Konzentration ermittelt
werden. Zur weiteren Verwendung der préparierten Plasmid-DNA wurde die Konzentra-

tion auf 1 pg/pl eingestellt und das Aliquot bei -20 °C gelagert.

Die Plasmidpréaparationen wurden fiir folgende Plasmide durchgefiihrt:

Plasmide: Resistenzen:

pBABEpuro tTA Puromycinresistenz

MIGRdeluxel TF-myc Markierung mit Green fluorescent protein
(GFP)

pBABE-Hygro-Myr FLAG-Akt Hygromycinresistenz

pBABE-H2B-GFP Markierung mit GFP

2.6 Zellkultur

2.6.1 Materialien und Methoden fiir die Zellkultur

2.6.1.1 Verwendete Verbrauchsmaterialien und Substanzen

Fiir die Zellkultur wurden folgende in der Tabelle aufgefiihrten Materialien verwendet.

Material Firmenname, Firmensitz
6-Well Platten Greiner bio-one, Frickenhausen
Eppendorf Tubes 1,5 ml Sarstedt, Niimbrecht
Falcon-Ro6hrchen 15 ml, 50 ml Greiner bio-one, Frickenhausen
Feather Disposable Scalpel Feather Safety Razor Co, Osaka, Japan
Nunc (Einfrierrhrchen) 1.8 ml Tl}enno Fisher Scientific, Roskilde,

Dénemark
Pipettenspitzen 10 pl, 100 pl, 1000 pl Eppendorf, Hamburg
Skalpelklingen steril Schreiber GmbH, Fridingen
Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) | Sarstedt, Niimbrecht
Sterilfilter 0,45 um Merck Millipore, Darmstadt
Zellkulturschalen Cellstar 10 cm Greiner bio-one, Frickenhausen
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Substanz

Firmenname, Firmensitz

Aqua ad iniectabilia

Braun, Melsungen

Calciumchlorid (CaCl2)

Merck, Darmstadt

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Steinheim

DMEN (Dulbelcco’s Modified Eagle Me-
dium) (+4,5 g/L D-Glucose)

Gibco, Eggenstein

DNAse I Roche, Grenzach
Doxycyclin Sigma-Aldrich, Steinheim
DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Gibco, Eggenstein

Saline) 1x

Ethanol Roth, Karlsruhe

FBS/FCS (Fetal Bovine Serum)

PAA, Pasching, Osterreich

HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) 1x

Gibco, Eggenstein

Hygromycin InvivoGen, Toulouse

Isofluran Baxter, Unterschlei3heim
Isopropanol Sigma-Aldrich, Steinheim
NaCl Merck, Darmstadt

Na2HPO4 Roth, Karlsruhe

Objekttrager R. Langenbrink, Emmendingen

Objekttriager Super Frost

R. Langenbrink, Emmendingen

PBS pH 7.4 (Phosphat Buffered Saline)
10x

Gibco, Eggenstein

Penicillin/Streptomycin

Gibco, Eggenstein

Polybrene Sigma-Aldrich, Steinheim

Puromycin InvivoGen, Toulouse

Pursept Schiilke und Mayr GmbH, Norderstedt
Salzséure 1 N Sigma-Aldrich, Steinheim

Terralin Liquid Schiilke und Mayr GmbH, Norderstedt

Trypsin 2,5 %

Gibco, Eggenstein

Tab.2.6.1.1: Verwendete Materialien und Substanzen fiir die Zellkultur

2.6.1.2 Gerite und Sterilisation

Gerit (Bezeichnung)

Firmenname, Firmensitz

Absaugsystem (Model AC)

HLC-Biotech, Bovenden

Binokular (Model S72-ILST)

Olympus, Tokyo

Digitale Farbkamera (DFC 480)

Leica Microsystems, Wetzlar

Inkubator (Steri-Cult 200 Incubator)

Belotec, Gottingen

Inverses Phasenkontrastmikroskop (DMI
6000B/CTR-6000)

Leica Micorsystems, Wetzlar

Kiihlzentrifuge (Centrifuge 5810-R)

Eppendorf, Hamburg

Mehrfachfluoreszenzmikroskop
(DMR/ebq)

Leica Microsystems, Wetzlar

Pipetten P2, P20, P100, P200, P1000 (Pi-
petman)

Gilson, Villers-le-Bel

Pipettierhilfe ( Pipetboy acu)

Integra Biosciences, Fernwald

Sterilisator (Steri 250)

Simon Keller AG, Burgdorf -CH

Sterilwerkbank (Steag-Sicherheitsbank

Steag-Laminarflow-Prozesstechnick, Pful-
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Laminarflow) lingen

Temperaturregler (Kelvitron A) Heraeus Instruments, Wehrheim
Wasserbad (julabo SW-20C) Julabo Labortechnick GmbH, Seelbach
Zellzéhlkammer (Rosenthal-Fuchs- W. Schreck, Hofheim

Kammer)

Zentrifuge (Labofuge Ae) Heraeus Sepatech, Hanau

Tab.2.6.1.2: Gerite und Sterilisation in der Zellkultur

Alle Verbrauchsmaterialien wurden entweder steril vom Hersteller verwendet oder bei
121 °C im Autoklaven sterilisiert. Die verwendeten Losungen wurden ebenfalls entweder
bei 121 °C fiir 30 Minuten autoklaviert oder steril filtriert (0,45 um Filter). Die Steril-
werkbank wurde vor Benutzung mit 1 % Pursept® (Schiilke) desinfiziert, jegliche be-
nutzte Arbeitsmaterialien wurden vor Verwendung auf der Arbeitsfliche mit Terralin

Liquid® (Schiilke) ebenfalls desinfiziert.

2.6.2 Versuchstiere

Die primédren Astrozyten, die zu Tumorzellen differenziert werden sollten, mussten fiir
unsere Experimente defizient fiir den Tumorsuppressor p53 sein.

Fiir knock-out-Méuse muss iiber einen Vektor eine Genmutation fiir das zu inaktivierende
Gen durch homologe Rekombination in das Erbgut embryonaler Stammzellen einge-
bracht werden. Durch diese Keimbahnmutation wird die Gentranskription gestort und
etwa 40 % der Kodierkapazitit von p53 entfallen (121). Durch diese Stérung wird die
Synthese von p53-Protein gehemmt. Nach Ausselektion werden die so verdnderten
Stammzellen in eine Maus iiber eine Blastozyste implantiert. Durch die biologische
Kreuzung mit einer Wildtypmaus entsteht eine heterozygote Nachfolgegeneration. Die so
generierten Tiere sind ebenfalls homozygot lebensfihig, zeigen jedoch eine deutliche
Anfilligkeit fiir die Entstehung von Tumoren (63, 138). Wir verwendeten fiir unsere Ex-

perimente solche homozygoten p53-knock-out-Méuse.

2.6.3 Genotypisierung der Versuchstiere mit Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur genetischen Identifikation von p53-knock-out-Tieren wurde das KAPA Mouse Geno-
typing Hot Start Kit der Firma PEQLAB verwendet. Dabei wurde nach dem DNA-
Extraktions-, sowie dem DNA-Amplifikationsprotokoll unter Verwendung der Oligonuk-
leotide der Firma Apara Bioscience (107, 108 und 109 siehe Primer) vorgegangen. Die im
KAPA2G-Fast-Hot-Start-Protokoll empfohlenen Parameter wurden unter dem Pro-
grammnamen Programmp53HOT etabliert und durchgefiihrt. Die zu untersuchenden
Maiuse waren zwischen 0 und 2 Tagen alt, sie wurden nummeriert und eine ca. 0,1 cm

groBBe Schwanzbiopsie wurde zur genetischen Untersuchung entnommen.
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Um eine genetische Unterscheidung treffen zu konnen, wurde die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) zur Amplifizierung spezifischer Genomsequenzen der Versuchstie-

re verwendet.

2.6.3.1 DNA Extraktionsprotokoll

Die Extraktion erfolgte in einem 1,5 ml Eppendorf-Tube:

Fiir 100ul Reak-
Bestandteile Endkonzentration
tionsvolumen
PCR-Water: MQ-Wasser 88 ul
10x KAPA Express Extract Buffer 10 pl 1x
1 U/ pl KAPA Express Extract Enzyme 2 ul 2 U/rxn
Mouse tissue: tail As required 2 mm section

Das hergestellte Lyse-Gemisch wurde dann fiir 10 Minuten im Thermocycler bei 75 °C
inkubiert. Wihrend dieses Schrittes wurden die Zellen lysiert und die Proteine und Kerne
denaturierten, so dass nur noch die DNA zuriickbleiben konnte. Zur Inaktivierung der
KAPA Express Extract Protease erfolgte eine weitere Inkubation fiir 5 min bei 95 °C.
AnschlieBend wurde die DNA-Suspension gevortext und zentrifugiert, nach Absaugen

des Uberstandes, blieb das DNA-Pellet im Tube.

2.6.3.2 DNA-Amplifizierungsprotokoll

. Fiir 25 pl Reak- .
Bestandteile _ Endkonzentration
tionsvolumen
PCR-Water: MQ-Wasser 5.25 ul
2x KAPA2G Fast (HotStart) Genotyping
12.5 ul 1x
Mix with dye (enthélt: 1.5 mM MgCl2)
Primer 107 1.25 ul 0.5 uM
Primer 108 1.25 ul 0.5 uM
Primer 109 1.25 ul 0.5 uM
DMSO 50 % (Dimethylsulfoxid) 2.5 ul 0.1 uM
Template (DNA-Pellet 1:10 dilution) 1 ul

Der PCR-Mix wurde dann nach PCR-cycling-Protokoll unter Programmp53HOT etab-
liert.
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Schritt Temperatur Zeit Zyklus
Initial denaturation 95 °C 3 min 1
Denaturation 95 °C 15 sec
Annealing 60 °C 15 sec 40
Extension 72 °C 15 sec/kb
Final extension 72 °C 1 min/kb 1

AnschlieBend wurden die DNA-Banden mittels DNA-Gelelektrophorese aufgetrennt und
unter UV-Licht sichtbar gemacht. Die so bestimmten p53-knock-out-Méuse wurden zur

Herstellung primérer Astrozytenkulturen verwendet.

2.6.3.3 Primer

Fiir die Genotypisierung wurden folgende Oligonukleotide als Primer eingesetzt, die Se-

quenz erfolgte jedes Mal vom 5’- zum 3’-Ende:

107_Trp53wt_s 5’-CGG GAA ATA GAG ACG CTG AGT CCG-3’

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

109 Trp53 as 5-AGT GTG ATG ATG GTA AGG ATA GGT
GGGC-3’

Zur Amplifizierung des Wildtypallels (310 Basenpaare) dienten Primer Nr. 107
(107 _Trp53wt_s) und Nr. 109 (109 _Trp53 as). Die knock-out-Bande mit 451 Basenpaa-
ren wurde mittels Primer Nr. 108 (108 PGKpolyA p53KO s) detektiert.

2.6.4 Primére Astrozytenkulturen

Fiir die primédren Astrozytenkulturen wurden neugeborene p53-knock-out-Maiuse, die

maximal 1 Tag alt waren, verwendet.

2.6.4.1 Kulturmedium

Das verwendete Zellkulturmedium bestand aus 500 ml DMEM, 10 % (50 ml) FBS (Feta-
les Bovines Serum) und 1 % (5 ml) Penicillin/Streptomycin. Vor Verwendung des Kul-

turmediums wurde es im Wasserbad bei 37 °C erwirmt.

2.6.4.2 Stock solution

Die Stock solution wurde aus einem 2,5%igen Trypsin- und 1%igem DNAse I Gemisch

(,TD-Gemisch*) mit HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) hergestellt. Hierfiir wurden
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300 pl TD-Gemisch auf 4,5 ml HBSS aufgefiillt. Die Endkonzentrationen lagen bei 0,15
% Trypsin und 0,0074 Units DNAse L.

2.6.4.3 Trituration solution

Die Trituration solution enthielt 10 mg/ml DNAse I (80 pl), die auf 8 ml DPBS (Dulbe-
cco’s Phosphate Buffered Saline) aufgefiillt wurde.

Nach Identifizierung der p53-knock-out-Miuse wurden primére Astrozytenkulturen her-
gestellt. Es wurden 0—1 Tag alte Tiere mit dem genetischen Hintergrund C57BL/6 einge-
setzt. Die Tiere stammten alle aus der spezifizierten Pathogen-freien (SPF)-Einrichtung
des Biomedizinischen Forschungszentrums der Universitit Marburg.

Alle nachfolgend beschriebenen Arbeitsschritte wurden in steriler Umgebung unter stin-
digem vertikal Flow und mit autoklavierten und wéhrend der Priparation sterilisierten
Besteck durchgefiihrt.

Die p53-knock-out-Jungtiere wurden mit Isofluran (Baxter, UnterschleiBheim) narkoti-
siert, Kopf und Hals wurden desinfiziert und das Tier anschlieBend dekapitiert. Zur Fixie-
rung des abgetrennten Kopfes diente eine gebogene Pinzette, mit einer kleinen Schere
wurde die Kopthaut von caudal nach rostral in der Sagittalebene erdffnet und die Kalotte
frei gelegt. Diese wurden dann vom Foramen magnum ausgehend nach rostral aufge-
schnitten und entfernt. Das GroBhirn wurde in eiskaltes 1x HBSS iiberfiihrt und unter
standiger Kiithlung von den Meningen frei priapariert. Dies geschah unter einer Stereolupe
mit zwei feinen Pinzetten und diente zur Verhinderung einer Fibroblastenkontamination
der spiteren Astrozytenkulturen. Die befreiten Kortexhdlften wurden in eine zweite Kul-
turschale iiberfiihrt. Unter einer sterilen Werkbank wurden mittels sterilem Skapell die
GroBhirnhemisphéaren zerkleinert und die Fragmente durch ein Sieb mit 40 um groBen
Maschen ausgestrichen. Die entstandene Zellmasse wurde anschlieBend mit 600 pl Stock
solution mit Hilfe einer 1ml-serologischen Pipette homogenisiert und fiir 8 Minuten bei
37 °C im Brutschrank inkubiert. Danach wurde die Trypsinierung mit 5 ml Kulturmedi-
um abgestoppt und die Zellsuspension in ein Zentrifugenréhrchen iiberfithrt und fiir 5 min
bei 1300 g zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und das
Zellpellet konnte in 1 ml Trituration solution resuspendiert werden. Nach erneuter Inku-
bation von 5 Minuten bei Raumtemperatur wurde die Zelllosung erneut zentrifugiert
(5 min, 1300 g). Das so entstandene Zellpellet wurde vom Uberstand befreit und mit 10
ml DMEM in einer 10 cm groBBen durchmessenden Kulturschale in Losung gebracht und
ausplattiert. Die Zellen verblieben fiir 48 h im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO; und 95 %
Luftfeuchtigkeit. Danach wurden die gesetzten Zellen vorsichtig mit DPBS abgewaschen

und mit neuem Kulturmedium bedeckt. Alle 2—4 Tage wurden die Zellen gewaschen und
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das Medium wurde gewechselt. Nach ca. 7-10 Tagen erreichten die Zellen in der 10 cm

Kulturschale eine Konfluenz von 70-80 %.

2.6.5 Virusherstellung

Um die Expressionsvektoren in die murinen p53-knock-out-Astrozyten transduzieren zu
kénnen, wurden Vektoren benotigt. Hierzu dienten Zellen der ekotropen Verpackungs-
zelllinie Phoenix-ECO, diese stammten von der humanen, embryonalen Nierenzelllinie
293T ab. Zur Verwendung als retroviraler Expressionsvektor wurden spezifische Gen-
funktionen fiir die Virusvermehrung oder die Assemblierung des Virus entfernt. Durch
die Transfektion der Vektoren mit den jeweiligen Konstrukten konnten die fehlenden
Proteine zur Verpackung exprimiert und verwendet werden. Somit war die Herstellung
eines retroviralen Virus moglich, der sich nicht selbst replizieren konnte, jedoch zur In-
fektion muriner Zellen fiihrte. Diese Virusherstellung mittels Phoenixzellen war in voran-

gegangenen Studien durch das Nolan-Labor etabliert worden (51, 134).

2.6.5.1 Phoenixzellen

Die in Fliissigstickstoff gelagerten Phoenixzellaliquots, die urspriinglich freundlicher-
weise von der AG Stiewe, Marburg zur Verfligung gestellt worden waren, wurden nach
langsamen Auftauen im Wasserbad mit 10 ml Kulturmedium (DMEM mit 10 % FBS, 1
% Penicillin/Streptomycin) in Losung gebracht und bei 300 g 5 Minuten abzentrifugiert.
Nach Resuspensierung mit 10 ml neuem Kulturmedium wurden die Zellen in Petrischalen
mit 10 cm Durchmesser tiberfiihrt und ausplattiert. Die Kultivierung erfolgte im Brut-
schrank bei 37 °C, 5 % COz, und 95 % Luftfeuchtigkeit. Nach 4—7 Tagen war eine Kon-
fluenz von 60-80 % erreicht und die Zellen waren zur Virusherstellung bereit. Hierfiir
wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA gel6st und mit Kulturmedium abzentrifugiert. Das
so entstandene Zellpellet aus Phoenix-Zellen wurde dann erneut mit 1 ml reinem Kultur-
medium gelost und in einer Fuchs-Rosenthal-Zdhlkammer ausgezihlt. Anschlieend
wurden 2x10° Zellen ausplattiert und erreichten innerhalb von 24 Stunden die gewiinschte
Konfluenz von 70—80 %. 4 Stunden vor der Transfektion wurde erneut das Kulturmedium
gewechselt. Als Methode fiir den Transfektionsprozess diente die Calciumphosphat-
Prézipitation. Die Plasmide wurden mit CaCl, in einem Phosphatpuffer gemischt und
lagerten sich zu unldslichen Komplexen zusammen. Durch Adhésion und Endozytose
wurden die Komplexe aufgenommen. Jede Kulturschale der Phoenix-Zellen wurde mit
nur einem Expressionsvektor transfiziert. Es wurden jeweils Ansatz A und B hergestellt.

Ansatz A bestand aus 1 ml 2x HBS stock solution:
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50 ml 2x HBS stock solution (pH 7,05) Endkonzentrationen
2,8 ml mM NaCl SM 280 mM NaCl

75 wl Na,HPO, IM 1,5 mM Na,HPO4
2,5 ml HEPES 1 M 50 mM HEPES

40 ml Aqua bidest

pH-Messung, bei Bedarf auf 7,05 mit
NaOH 1M einstellen

Ad 50 ml Aqua bidest, Sterile Filtration
und bei 4 °C lagern

Ansatz A wurde in einem 15 ml Falcon gefiillt. Ansatz B wurde wie folgt hergestellt:

Ansatz B

1,5 ml Eppendorf-Tube:

100 pl CaCl; 2,5 M

40 pl DNA-Maxipréparation (jeweils vom gewiinschten Plasmid ¢ = 1 pl/pg)
860 pl Aqua ad iniectabilia

Ansatz A wurde vorsichtig gevortext, wihrend dieses Vorganges wurde Ansatz B trop-
fenweise in Ansatz A pipettiert. Die vermischten Ansdtze wurden anschlieBend Tropfen
fiir Tropfen vorsichtig auf die Phoenix-Zellen pipettiert. 15 Stunden nach Transfektion
wurde ein Wechsel des Kulturmediums durchgefiihrt, hierbei wurde das Medium (7 ml)
vorsichtig am Rand der Kulturschale auf die Zellen geben. Die Phoenix-Zellen wurden
mit den Expressionsvektoren transfiziert, die im Kapitel 2.3 aufgefiihrt sind. Diese Me-
thodik wurde in vielen vorangegangenen Arbeiten bereits etabliert (28, 134). Als positive
Erfolgskontrolle diente 24 Stunden nach der Transfektion die griine Fluoreszenz einer
Phoenix-Zell-Kulturschale mit pPBABE-H2B-GFP. Dieses Plasmid wurde bei jeder Trans-
fektion mitgemacht und zeigte bei einer Wellenldnge von 395 nm die griin fluoreszieren-

den Phoenix-ECO-Zellen.

2.6.5.2 Virusernte

Nach insgesamt 48 Stunden konnte der erste Virusiiberstand geerntet werden. Hierzu
wurde der retrovirale Uberstand vorsichtig von den transfizierten Zellen abgenommen
und iiber einen 0,45 pum Filter steril filtriert. Als Virusernte-Tube dienten sogenannte
Nunc-Tubes, die jeweils mit 1,5 ml filtrierter Virussuspension gefiillt wurden. Nach Ab-

fiillung erfolgte das sofortige Schock-Frieren der Nunc-Tubes in fliissigem Stickstoff. Bei
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-80 °C wurden die Virus-Tubes gelagert. Die transfizierten Phoenix-Zellen wurden erneut
mit frischem Kulturmedium versehen. 72 h nach der Transfektion erfolgte die zweite

Virusernte.

2.6.6 Retrovirale Infektion (Transduktion) der p53-knock-out-Astrozyten

Die p53-knock-out-Astrozyten enthielten entweder nacheinander folgende Konstrukte
pBABE-Hygro-Myr FLAG-Akt, pBABEpuro tTA und MIGRdeluxel TF-myc, oder es
wurden nur p53-knock-out mit Akt oder p53-knock-out mit c-Myc mit Promotor herge-
stellt. Die Transduktion durch die Retroviren wurde bei einer Konfluenz der p53-knock-
out-Astrozyten von 60—70 % begonnen, es wurden nur Zellen der 0. oder 1.Passage zur
Transduktion verwendet. Der zuvor gewonnene und bei -80 °C gelagerte Virusiiberstand
wurde bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut und mit 5 pl Polybrene (4 mg/ml) versehen. Die
Polybrene dienten hierbei zur Erleichterung einer erfolgreichen Transduktion durch die
Verringerung der elektrostatischen AbstoBungskréfte zwischen den Zellmembranen und
der DNA. Die Polybrene-Virus-Losung wurde dann mit 2 ml frischem Kulturmedium
versetzt. Das Kulturmedium auf den Astrozyten wurde abgesaugt und die Zellen wurden
mit 1xDPBS gewaschen. AnschlieBend wurde die Polybrene-Virus-Kulturmedium-
Mischung (5 ml) langsam auf die Astrozyten verteilt. 15 h nach der Infektion erhielten die
transduzierten Zellen weitere Sml frisches Kulturmedium, um die toxische Wirkung der
Polybrene zu reduzieren. Nach weiteren 24 h wurde das virushaltige Medium abgesaugt
und die Zellen erhielten 10 ml frisches Kulturmedium mit dem jeweiligen ausselektionie-

renden Antibiotikum.

2.6.7 Ausselektionierung mittels Antibiotika

Die Ausselektionierung der transduzierten Astrozyten erfolgte hierbei mit Hygromycin
50 pg/ml (InvivoGen) fiir die Akz-transduzierten Zellen und mit Puromycin 1 pg/ml (In-
vivoGen) fiir die tTA-transduzierten Zellen. Da das Konstrukt MIGRdeluxel TF-myc
keine ausselektionierende Antibiotikumresistenz erhielt, wurde der Transduktionserfolg
optisch anhand der GFP-Fluoreszenz kontrolliert. Alle 48 h wurde das Kulturmedium mit
den jeweilig benétigten Antibiotika gewechselt. Nach ca. 3 Tagen war der Transduktions-
erfolg zu sehen und die ausselektionierten Zellen wiesen eine Konfluenz von 30-60 %
auf. Die Transduktionen erfolgten bei Zellen mit mehreren Konstrukten stets nacheinan-
der. Vorversuche mit gleichzeitiger Transduktion mit verschiedenen Vektoren-
enthaltenden Viren zeigten keine brauchbaren Transduktionsraten. Bei jedem Transdukti-

onszyklus wurde als Kontrolle eine Transduktion mit pBABE-H2B-GFP enthaltenem
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Retrovirus als Kontrolle mitgemacht. Bereits 15 h nach der Transduktion war eine Fluo-

reszenz bei Erfolg sichtbar. Die Kontrollzellplatte enthielt hierbei die gleichen Zellen.

2.6.8 Beobachtung der retroviral transduzierten Astrozyten

Die transduzierten Zellen wurden iiber mehrere Wochen und Monate beobachtet. Nach
erfolgreicher Transduktion mit allen 3 Konstrukten und unter stéindiger antibiotischer
Ausselektion war nach ca. 1 Woche eine Konfluenz von 60-70 % erreicht. Die MIGRde-
luxel TF-myc transduzierten Zellen erhielten alle 48 h nach Transduktion frisches
Doxycyclin 1,0 pg/ml (Sigma), das nicht zur Ausselektion, sondern zur Proliferations-
supprimierung diente. Die transduzierten Zellen einer Kulturschale, somit die Zellen ei-
nes Mausindividuums, wurden dann in zwei Gruppen geteilt, eine mit Doxycyclin behan-
delte Gruppe und eine ohne Doxycyclin behandelte Gruppe. Die Gruppe ohne Doxycyc-

lin erhielt ab Tag 0 kein Tetracyclin mehr und war somit ohne Proliferationsbremse.

2.6.8.1 In-vitro-Versuche: Zellauszdhlungen

Es wurden sowohl Zellen mit allen drei Konstrukten: myr-4kt, pBabe-tTa und TF-myc
(im Weiteren als AToM-Zellen bezeichnet) sowie auch nur die pBabe-tTa mit TF-myc
(im Weiteren als ToM-Zellen bezeichnet) ausgezéhlt. Die Zahlung begann ca. drei Wo-
chen nach kompletter Transduktion aller Zellen mit den jeweiligen Konstrukten. Die
Zellgruppe ohne Doxycyclin und die mit Doxycyclin behandelte Zellgruppe wurden an-
hand von six well Platten alle vier Tage ausgezihlt. Die einzelnen Wells erhielten immer
wieder aus derselben Population eine definierte Zellzahl und es konnte somit ein Prolife-
rationsverhalten der Zellen tiber die Zeit beobachtet werden. Um beurteilen zu kénnen, ob
die Zellproliferation durch ein enthaltenes Plasmid beeinflusst wird, wurden auch nur
Zellen mit GFP, Akt oder ohne Konstrukt p53-knock-out- Zellen ausgezéhlt. Das Auszéh-

len wurde mittels einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer durchgefiihrt.

2.6.8.2 Statistische Auswertung der in-vitro-Versuche

Die ausgerechneten Zellzahlen wurden dann erfasst und mittels Excel statistisch ausge-
wertet. Fiir alle Versuchsreihen wurden Mittelwerte, Varianzen und Standardabweichun-
gen berechnet. Die Standardabweichungen sind in allen Grafiken im Kapitel 3.6 mit dar-
gestellt. Beim Vergleich der Zellproliferationsraten zweier Zellgruppen mit jeweils 6
Beobachtungen (Verwendung von six well Platten) wurden die Proliferationsraten 4 Tage
spéter nach Einschalten der ,,.Doxycyclin-Bremse* zwischen beiden Zellgruppen statis-
tisch bewertet. Hierbei wurde der t-Test Typ 3 (Welch-Test) fiir den Vergleich zweier
unabhéngiger Stichproben und nicht erforderliche gleiche Varianzen eingesetzt. Wenn

zum Ausgangszeitpunkt die Proliferationsraten der zwei zu vergleichenden Zellreihen
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deutlich unterschiedlich waren, konnte keine statistische Analyse der Unterschiede zwi-
schen den beiden Zellreihen vorgenommen werden. Hier wurde in einigen Fallen der t-
Test fiir abhéngige Stichproben zum Vergleich der Zellproliferationsraten nur bei den

Doxycyclin-regulierbaren Zellen zwischen zwei Zeitpunkten eingesetzt.

2.7 In-vivo-Versuche

Nachdem wir eine erfolgreiche Proliferationsregulation in vitro nachweisen konnten, die
anhand der Zellzdhlversuche erfasst wurde, wurden die Zellen fiir Stereotaktische Implan-
tationen in das murine Gehirn verwendet. Die verschiedenen transduzierten Zellen wur-

den Wildtyp-Méausen implantiert.

2.71 Vorbereitung der Stereotaxie

Als Versuchstiere dienten hierbei Black 6 (BL6) Wildtyp Méuse, die ca. 8 Wochen alt
waren. Nachdem die ausgezihlten Zellen 12 Tage ohne Doxycyclin ungebremst wachsen
konnten, wurde die Zellkulturplatte mit PBS gespiilt und die Zellen vorsichtig mit 0,05 %
Trypsin/EDTA abgelost. Nach 5 min Abzentrifugation bei 300 g und erneuter Zellpellet-
losung mit frischem Kulturmedium erfolgte die Zellauszédhlung mittels Fuchs-Rosenthal-
Kammer, nach erneuter zweimaliger Zentrifugation sollten als Endkonzentration in fri-
schem PBS jeweils 10000 Zellen/uL enthalten sein. Pro stereotaktischer Operation wur-
den jeweils 80.000 Zellen eingesetzt. Die so vorbereiteten Zellen wurden auf Eis in einem

Eppendorf-Tube gekiihlt.

2.7.2 Durchfiihrung der Stereotaxie

Nachdem das Versuchstier mittels Sauerstoff-Isofluran-Gemisch narkotisiert wurde, er-
folgte die Fixierung an den sogenannten ear bars beidseits in der Stereotaxieeinheit. Die
Schnauze der Maus lag wihrend der gesamten Operation in der Narkosemaske. Die
Atemfrequenz und Atemtiefe zeigten die Narkosetiefe an. Nach Kopfhaarentfernung mit-
tels eines Rasierers wurden die Schmerzreflexe der Maus durch Kneifen in die Hinterpfo-
ten getestet. Die Isoflurankonzentration variierte je nach gewiinschter Narkosetiefe der
Tiere zwischen 1 und 3 %. Nach Befeuchtung der Augenlider mittels 0,9 % NaCl, um ein
Austrocknen der Augen durch den Exophthalmus unter tiefer Narkotisierung wahrend der
Operation zu verhindern, erfolgte nach Reflexpriifung der invasive Eingriff. Die Kopf-
haut wurde mit 75 % Ethanol desinfiziert und die Haut wurde von caudal nach rostral
mittels chirurgischer Schere erdéffnet. Alle verwendeten Operationsgerdte waren zuvor

autoklaviert worden. Die er6ffnete Kopfhaut wurde mittels Wundhaken nach lateral ge-
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zogen und die Kalotte wurde mit den Suturen sagittalis und coronalis sichtbar. Die auf Eis
gelagerten Zellen wurden mittels 200 pl Pipette resuspendiert und in eine 10 pl Hamilto-
nspritze aufgezogen. Hierbei war darauf zu achten, dass keine Luft in die Hamiltonpipette
gelangte. Der Spritzenstempel der Hamiltonpipette wurde vorgeschoben und der erste
Tropfen wurde verworfen. Nach dieser Praparation der Spritze, wurde die Hamiltonpipet-
te in der Stereotaxieeinheit befestigt. Zur gezielten Injektion der Zellen wurde der Null-
punkt auf das Bregma, der Punkt des Zusammenlaufens der Sutura coronalis und Sutura
sagittalis, gesetzt. Die Zellen sollten in das rechte Corpus Striatum injiziert werden, die
Stereotaxieeinheit wurde mit der befestigten Hamiltonspritze hierfiir wie folgt vom

Bregma ausgerichtet:

X-Achse 2,0 mm (lateral dexter)
Y-Achse 0,6 mm (rostral)
Z-Achse 3,0 mm + 0,3 mm Tasche (ab Dura mater gerechnet)

Nach Einstellung auf das Bregma erfolgte die Koordinatenablesung, die jeweiligen ge-
nauen Koordinaten wurden im Operationsprotokoll der jeweiligen Maus festgehalten. Die
Zielkoordinaten der Hamiltonspritze wurden berechnet und eingestellt. Nach Markierung
mittels Farbstift erfolgte an der Kalotte die Bohrung mittels Stereotaxiebohrer (Aesculap,
Tuttlingen). Es wurde so gebohrt, dass eine flache Kuhle entstand, in deren tiefsten Punkt
gerade eben die Dura mater erreicht wurde. Nach Durchstechen dieser Schicht mit der
Hamiltonkaniile erfolgte die Ermittlung der Z-Koordinate auf Dura-Ebene. Die Kandiile
wurde 0,3 mm tiefer geschoben als die eigentliche Zielkoordinate im Corpus striatum, um
eine kleine Zelltasche im Gehirn zu schaffen, danach wurde die Kaniile zuriickgezogen
und die Zellen wurden innerhalb einer Zeitspanne von 5 min langsam injiziert. Nach er-
folgter Injektion wurde die Kaniile weitere 10 min intrakraniell im Zielgebiet belassen,
damit die Zellen sich absetzen konnten. Danach erfolgte die vorsichtige Kaniilenentnah-
me iiber weitere 5 min. AnschlieBend wurde die Kalotte steril abgetupft und die Wund-
rander der Kopfhaut adaptiert und mit sterilen Klammern verschlossen. Zur Markierung

wurde die Maus mit einer Ohrstanze versehen und dann gewogen.

2.7.3 In-vivo-Versuchsreihen

Zur Etablierung des Systems verwendeten wir myr-4k¢-transduzierte Zellen (Akt-Zellen),
Astrozyten mit Tet-off-regulierbarer c-Myc-Produktion (ToM-Zellen) sowie myr-Akt-
transduzierte Astrozyten mit zusétzlicher Tet-off-regulierbarer c-Myc-Produktion
(AToM-Zellen). Es wurden vier in-vivo-Versuchsreihen mit den verschiedenen Zelltypen

durchgefiihrt, diese sind in Tab. 2.7.3 dargestellt.
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Versuchsreihe I II I v
Anzahl der Versuchstiere | 12 Wild-Typ | 10 Wild-Typ | 12 Wild-Typ | 8 Wild-Typ
(insgesamt 42) BL6-Miduse | BL6-Méuse | BL6-Miuse | BL6-Méiuse
Versuchstiere mit . . . i
AToM-Zellen 8 Miuse 8 Miuse 8 Miuse 8 Miuse
Versuchstiere mit N . . N
myr-Akt-Zellen 4 Maiuse 0 Méuse 0 Méuse 0 Méuse
Versuchstiere mit . . . i
ToM-Zellen 0 Miuse 0 Miuse 4 Mause 0 Méuse
Versuchstiere ohne
implantiere Zellen mit 0 Méuse 2 Méuse 0 Méuse 0 Méuse
Doxycyclinbehandlung
Zellpassage der
implantierten Zellen 10. Passage 8. Passage 8. Passage 5. Passage

Tab. 2.7.3: Ubersicht der in-vivo-Versuchsreihen

Die erste Versuchsreihe diente als Vorversuch um festzustellen, ob die verwendeten Zel-
len in vivo Tumore induzieren und um den zeitlichen Versuchsablauf festzulegen. Auf-
grund des in vitro beobachteten Wachstumsverhaltens entschieden wir uns, die regulier-
baren AToM-Zellen vor der Stereotaxie 12 Tage ohne Doxycyclin im Medium zu kulti-
vieren. Die myr-Akt-Zellen erhielten in diesem Zeitraum unverdndert ihr Kulturmedium
mit Hygromycin 50 pg/ml weiter, die ToM-Zellen bekamen nur Puromycin 1 pg/ml.
AnschlieBend wurden die Zellen stereotaktisch implantiert. Um zu untersuchen, ob die
Zellen in vivo Tumore induzieren, wurden die stereotaktisch operierten Méause in der
ersten Versuchsreihe 10 Tage ohne Doxycyclinbehandlung gehalten. AnschlieSend soll-
ten die 8 Versuchstiere mit implantierten AToM-Zellen in zwei Gruppen mit und ohne

2 mg/ml Doxycyclintrinkwassergabe fiir weitere 11 Tage beobachtet werden.

Aufgrund der in der ersten Versuchsreihe gemachten Beobachtungen, siche Kapitel 3.7.1,
wurde der zeitliche Versuchsablauf in den folgenden Versuchsreichen angepasst. Die
Post-Stereotaxiezeit ohne Doxycyclin wurde bei den Mausen mit implantierten AToM-
Zellen auf 5 Tage verkiirzt. Zudem erfolgte in der zweiten Versuchsreihe die Implantation
einer fritheren Zellpassage. Mit den Ergebnissen in der dritten Versuchsreihe entschieden
wir uns in Versuchsreihe IV dann eine noch frithere Zellpassage zu verwenden. Insgesamt

wurden 42 Versuchstiere fiir die Stereotaxie verwendet.

Somit erfolgte in den Versuchsreihen II bis IV nach einer Beobachtungszeit von 5 Tagen

ohne Doxycyclinbehandlung dann fiir den einen Teil der stereotaktisch operierten Mause

51



die Doxycyclingabe iiber das Trinkwasser. Die anderen Versuchstiere erhielten reines

Trinkwasser.

Die verwendete Doxycyclin-Konzentration betrug 2 mg/ml. Das Doxycyclin-haltige
Trinkwasser wurde lichtgeschiitzt verpackt und alle 2 Tage gewechselt, um so die ge-
wiinschte Konzentration konstant zu halten und eine ausreichende Trinkmenge fiir die
Mause zu gewiahrleisten.

Nach 21 Tagen wurden die Méuse mit Isofluran betiubt und dekapitiert. Die Gehirne
wurden entnommen und Gehirnsektionen angefertigt. Die Gehirne der Versuchsreihen II

und IV wurden vollstdndig aufbereitet und untersucht.

2.7.3.1 Gehirnsektionen

Nach 21 Tagen wurden die stereotaktisch operierten Méuse mit Isofluran narkotisiert und
nach Desinfizierung mit 75 % Ethanol dekapitiert. Nach Entfernen der Kopthaut wurde
die Kalotte ausgehend vom Foramen magnum erdffnet und das Gehirn mit einer Pinzette
entnommen. Mit einer sterilen Rasierklinge wurde das freigelegte Gehirn frontal in 2
Hilften geteilt und jeweils auf vorgeschnittene Korkuntersetzer mit TissueTec (Sakura
Finetek, NL) aufgebracht. Das Gewebe wurde auf Korkplatten in Fliissigstickstoff-
gekiihltem 2-Methylbutan (Merck, Darmstadt) schockgefroren. Nach dieser Prozedur
konnten die gefrorenen Hirnhélften bei -80 °C gelagert werden und waren fiir die Anfer-

tigung von Kryostatschnitten bereit.

Einige Gehirne wurden auch in Paraffin eingebettet, um weitere immunhistochemische

Farbungen anzufertigen.

2.7.3.1.1 Kryostat- und Paraffinschnitte

Die bei -80 °C gelagerten gefrorenen Gehirnhdlften wurden mittels Kryostat (Leica,
Wetzlar) in 10 um dicke Schnitte geschnitten. Bei -24 °C wurde das Gehirn fiir 30 bis
40 min im Kryostat dquilibriert und war anschlieend fiir die Schnittpriparation bereit.
Jeder Schnitt wurde auf einen Objekttrager aufgezogen. Es wurden sowohl Superfrost
Plus-Objekttriger, die bei -80 °C zur weiteren Lagerung bereit standen, sowie unbe-
schichtete Objekttriger, die zur direkten Hédmatoxylin-Eosin-Férbung dienten, benutzt.

Jeder 5. Schnitt der Gehirnhélften wurde mit Himatoxylin-Eosin geférbt.

Fiir die Paraffinschnitte wurden die Hirnhélften in 4 % gepuffertem Formalin {iber Nacht

fixiert (aus 37 % Formalin in PBS verdiinnt). Danach wurden die Proben gewassert und
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iiber eine aufsteigende Alkoholreihe (70, 96, 100 %) zum Xylol und anschliefend in Pa-
raffin im Autotechnicon zur Einbettung gebracht. Die Paraffinpriparate wurden mittels

Leica Mikrotom geschnitten.

2.7.3.1.2 Hamatoxylin-Eosin (HE-)Férbung
Fiir die Himatoxylin-Eosin-Farbungen wurde Hamalaun nach Mayer und 1 % Eosin ver-

wendet.

Hamalaun nach Mayer

Aqua bidest 1000 ml
Héamatoxylin 2g
Natriumjodat 02¢g
Aluminiumkaliumsulfat S0g

AnschlieBend wurde die Losung gut geschiittelt, es entstand eine blauviolette Farbe und
die Losung wurde fiir 24 Stunden stehen gelassen. Danach wurden 50 g Chlorhydrat und

1 g Zitronensdure dazu gegeben.

1 % Eosin

Aqua bidest 1000 ml
Eosin 10g
Essigsdure 10 Tropfen

Die Kryostatschnitte wurden direkt nach dem Schneiden im Kryostat mit 1 % PBS und
dann mit Aqua bidest gewaschen. Danach wurden sie 5 Minuten lang in Hidmalaun nach
Mayer getaucht, anschlieend erfolgte unter flieBendem Leitungswasser 10 Minuten lang
das Blduen der Zellkerne. Als néchstes kamen die Kryostatschnitte fiir weitere 3 Minuten
in 1 % Eosin und wurden mit Aqua bidest gespiilt. Das Zytoplasma stellte sich rétlich dar.
Zur Entwisserung durchliefen die Schnitte eine aufsteigende Alkoholreihe und Xylol
(insgesamt 4 Minuten 70 %, 10 Minuten 96 %, 10 Minuten 100 % Ethanol, 10 Minuten
Xylol). Die préparierten Schnitte wurden mittels Corbit Balsam mit einem Deckglas ver-
sehen und waren zur mikroskopischen Ansicht bereit. Die Paraffinschnitte wurden vor
der HE-Firbung tliber zwei Xylolschritte und eine absteigende Alkoholreihe entparaffi-

niert und dann wie oben beschrieben behandelt.

2.7.3.2 Tumorvolumenmessung
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Um die Anzahl der Versuchstiere gering zu halten (129), erfolgte die Bestimmung anhand
von HE-Schnitten, hierzu wurden die Hirnpriparate komplett aufgeschnitten. Die Tumor-
flichen in den Schnitten wurden mit Hilfe eines Bamboo Tabs und dem Programm Image
J ausgemessen. Aus den Tumorfldchen in den Schnitten und der Schnittdicke wurden

Tumorteilvolumen bestimmt, die zum Gesamttumorvolumen aufsummiert wurden.

2.74 Magnetresonanztomographie (MRT)

Als post-stereotaktische Kontrolle und zum Verlauf des Tumorwachstums wurden die
Mause 2 Tage nach Operation und 2 Tage vor Beendigung des Experimentes mit Isoflu-
ran narkotisiert und in ein 3-Tesla-Kleintier-MRT zur Bildaufnahme gebracht. Eine Bild-

gebung bei jeder Versuchsreihe war aus technischen Griinden nicht moglich.

2.7.5 Immunhistochemie (IHC)

Es wurden immunhistochemische Farbungen zum Nachweis der Reaktionen des umge-
benden Hirngewebes auf die stereotaktisch implantierten Tumorzellen und zur Differen-
zierung des Tumors an Kryostat- und Paraffinschnitten durchgefiihrt. Alle Ergebnisse
sind im Kapitel 3.9 dargestellt.

Eine Ubersicht iiber die verwendeten Primir- und Sekundirantikorper in den jeweiligen
Verdiinnungen findet sich in den Tab. 2.7.5a und b. Das darin verwendete ,,K* steht fiir

Kaninchen, die Abkiirzung ,,m* fiir monoklonale und ,,p* fiir polyklonale Antikdrper.

. Klo-
Antikorper . Verwendete . . . .
(AK) Wirt Verdiinnung Epitop n;}:— Firma, Sitz
Detektion von MHC
a CD4 . Klasse II restringierten PharMingen,
(L3T4) Ratte 1:300 T-Zellen und von T- M UsA
Helferzellen
Detektion von MHC
Klasse I restringierten .
?LC2D)8a Ratte 1:500 T-Zellen und regulatori- m IP}hSal[:Mmgen,
Y schen und zytotoxischen
T-Zellen
Detektion von Pléttchen
o CD 31 vermittelter endothelia- PharMingen
(II;ECAM— Ratte | 1:250; 1:500 Jer Adhéision, Angioge- m | oA
nese
aCDAS | Ratt 1:2000 1]3 etfktu?:; dor n? lr}in n m | PharMingen,
R/B220 ¢ ' oprotein der murine USA
B-Zellen
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o c-Myc Detektiqn von c-Myc- Abcam,.
(Y-69) K 1:250; 1:500 | Expression in Tumorzel- m QroBbrltan—
len nien
Detektion von Interme-
. ) didrfilament des Zytos- Dako, Déne-
o Desmin Maus 1:20 keletts von Muskelzel- m mark
len
Detektion des sauren
o GFAP K 1:1000 Gliafas'eirproteins, yn— P Dako, Déine-
termedidrfilament in mark
Gliazellen
Proliferationsmarker,
a Ki67 K 1:200 Expression wihrend G1- m Zytomed,
Klon SP6 ’ , S-, G2- und M-Phase Deutschland
des Zellzyklus
Detektion von Mikrog- .
o Mac-1 Ratte 1:500 lia, Komplementrezep- m PharMingen,
USA
tor auf Phagozyten
Detektion von Mikro-
o MAP-2 Maus 1:1000 tubuliassoziiertem Pro- m Sigma, Japan
tein
o« Neuro- D?tektion von Interme- .
fil ¢ K 1:100 diarfilament von Ner- p Sigma, Japan
ilamen
venzellen
) . Chemicon
o Olig 2 K 1:500 | Detektion von Oli- p | Millipore,
godendroglia USA
hospho- Detektion von endoge-
¢ Pospho nen Akt-Level mit Cell sig-
AKT (Ser K 1:50 . ml .
473) Phqsphoryherung an naling, USA
Serin 473
. ) Detektion von Glatt- Progen,
o sm-Actin | Maus 1:800 muskelaktin M| Deutschland
Detektion von Interme- Chemicon
o Vimentin | Maus 1:1000 didrfilament der mesen- m | Millipore,
chymalen Zellen USA

Tab. 2.7.5a: Primérantikoérper und verwendete Verdiinnungen

Antikorper Verdiinnung Firma, Sitz
Goat o Rat IgG (biotinyliert) 1:200 Vectastain Labortories, USA
G(')at‘a Rabbﬂ IgG 1:200 Vectastain Labortories, USA
(biotinyliert)

Tab. 2.7.5b: Sekundérantikorper und verwendete Verdiinnungen
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2.7.5.1 IHC an Kryostatschnitten

In einer gekiihlten Aceton-Methanol-Losung (Riedel de Hien, Seelze) im Verhiltnis 1:1
wurden die Kryostatschnitte fiir 45 Sekunden fixiert und danach bei Raumtemperatur fiir
10 Minuten getrocknet. AnschlieBend wurden die Schnitte in PBS gewaschen und dann
zur Blockierung der endogenen Peroxidase in eine 0,3 % H»O,-PBS-Losung fiir 10 Minu-
ten getaucht. Nach einem erneuten Waschschritt in PBS erfolgte die Schnittumrandung
mittels eines speziellen Fettstifts, eines sog. Liquid Blockers (Science Services, Japan).
Im Anschluss wurden die praparierten Schnitte mit 2,5%igem Goat-Serum (Vectastain,
USA) fiir 90 Minuten geblockt, um eine unspezifische Antikérperbindung und somit das
Anfirben von unspezifischem Gewebe und Zellen zu verhindern. Danach wurde das
Normalserum (Goat-Serum) mit 100 pl Primér-Antikdrper-Verdiinnung ausgetauscht. Als
Verdiinnungslosung diente 1%iges Goat-Serum. Die Inkubation des Primérantikdrpers

erfolgte tiber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer.

Am néichsten Tag wurden die Schnitte mit PBS gewaschen und mit dem passenden Se-
kundérantikorper fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Verdiinnung erfolgte
dabei ebenfalls mit 1%igem Goat-Serum. Zur Verstarkung des Sekundarantikorpers wur-
de ein Avidin-Biotin-Block der Schnitte durchgefiihrt. Dazu wurde das Vectastain ABC
Kit (goat o rabbit) verwendet. Die Anwendung wurde nach dem Standard-Protokoll des
Vectastain-Kits durchgefiihrt. Bei Maus-Primérantikdrpern wurde mit dem Zytochem
Plus HRP Polymer System von Zytomed Systems, das sowohl fiir Kryostatschnitte als
auch Paraffinschnitte verwendet werden konnte, gearbeitet. Hierfiir wurde nach dem la-
boretablierten und von Zytomed Systems empfohlenen Protokoll gearbeitet, siche auch
Kapitel 2.7.3.1.1. Nach Blocken der Schnitte erfolgten das erneute Spiilen mit PBS und
die Entwicklung mit Diaminobenzidin(DAB)-Lésung. Zur Sichtbarmachung oxidiert
Diaminobenzidin mit der Peroxidase des Sekunddrantikdrpers zu einem braunen, unldsli-
chen Prizipitat. Die DAB-Losung bestand dabei aus 0,1 % DAB, PBS und 10 pl
30%igem gekiihltem H>O.. Nach einer 10-miniitigen Entwicklungszeit wurde die Reakti-
on mit PBS abgestoppt. Die Schnitte wurden mit destilliertem Wasser gespiilt und an-
schliefend fiir 30 Sekunden in Hdmalaun gegengeférbt. Nach weiteren 10 Minuten unter
flieBendem Leitungswasser waren die Kerne gebldut. AnschlieBend durchliefen die Ob-
jekttrager die aufsteigende Alkoholreihe mit destilliertem Wasser und jeweils zweimal
70%-, 96%- und 100%igem Ethanol. Am Ende wurden die Schnitte fiir weitere 10 Minu-
ten zur Entwisserung in Xylol gehalten. Mittels Corbit-Balsam erfolgte im Anschluss die

Eindeckung mit Deckgldschen.
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2.7.5.2 IHC an Paraffinschnitten

Die Paraffinschnitte wurden {iber eine absteigende Xylol-Alkohol-Reihe entparaffiniert.
AnschlieBend erfolgte ein 10-miniitiges Bad in PBS. Danach kamen die Schnitte fiir 20
Minuten in eine 3%ige H,O»/PBS-Losung. Nach erneutem Spiilen mit PBS wurden die
Schnitte zum Antigen-Retrieval in einen Citratpuffer (mM, pH 6,0) fiir 45 Minuten unter
Hitze im Dampfgarer behandelt. Die Schnitte enthielten anschlieBend jeweils 4 Tropfen
der Zyto Chem Plus Blocking Solution fiir 90 Minuten. Nach erneuter PSB-Spiilung wur-
de das Zyto Chem Plus des HRP Polymer Systems als Post Block Reagents fiir weitere 20
Minuten auf die Schnitte getan. AnschlieBend konnten die Schnitte mit PBS gewaschen
und mit DAB und Hdmalaun behandelt werden. Dieses Verfahren wurde bei o sm-Actin,
o Vimentin, o MAP-2 und o Desmin verwendet. Die anderen Antikérper wurden auf den
Paraffinschnitten wie auch auf den Kryostatschnitten ebenfalls mit Goat-Serum und dem
ABC-Reagenz des Vectastain Kits verwendet.

Fiir den Nachweis von phospho-AKT (Ser 473) erfolgte die Prozedur mit tris-buffered
saline (TBS) anstelle von PBS. Fiir den Nachweis von c-Myc (Y-69) wurde die Antigen-
demaskierung mit Tris-EDTA durchgefiihrt. Beide Vorgehensweisen stammten aus den

jeweiligen Herstellerprotokollen.

2.7.5.3 Immunfluoreszenz

Zur weiteren Darstellung der Tumorzellen wurde Immunfluoreszenz verwendet. Hierbei
war eine Doppelfarbung bei Antikoérpern aus dem gleichen Wirt nicht moglich. Die Fér-
bungen wurden deshalb an Paraffinserienschnitten angefertigt.

Zur Immunfluoreszenz wurden die in Tab. 2.7.5.3a und b dargestellten Primér- und Se-

kundérantikorper verwendet.

o . Verwendete . Klonali- ) .
Antikorper Wirt Verdiinnung Epitop it Firma, Sitz
Proliferations-
marker, Expres-
a Ki67 Klon K 1:200 sion wihrend m %ytcimic},
SP6 ' Gl-, S-, G2- 12;‘3 5¢
und M-Phase
des Zellzyklus
Detektion von
o c-Myc (Y- c-Myc- Abcam,
y K 1:250; 1:500 ye o m | GroB-
69) Expression in . .
britannien
Tumorzellen

Tab. 2.7.5.3a: Primérantikdrper bei der Immunfluoreszenz
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Antikorper Verdiinnung Firma, Sitz

Alexa Fluor (488) Goat a rabbit IgG (H+L) 1:2000 Invitrogen, USA
Alexa Fluor (568) Goat a rabbit IgG (H+L) 1:1000 Life technologies, USA

Tab. 2.7.5.3b: Sekundérantikoérper bei der Immunfluoreszenz

Die Paraffinschnitte wurden wie bei der IHC {iber Xylol und eine absteigende Alkohol-
reihe bis 70 % Alkohol entparaffiniert. Anschliefend erfolgte ein Waschen in PBS. Da-
nach erhielten die Schnitte fiir 30 Minuten Goat-Serum. Das Goat-Serum enthélt genii-
gend endogene Proteine, um unspezifische Bindungsstellen zu séttigen und somit zu blo-
ckieren. Der Primérantikdrper wurde ebenfalls {iber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach er-
neutem PBS-Spiilen erfolgte in Dunkelheit die Inkubation mit Sekundérantikorper fiir
120 Minuten. Nach 3x 5 Minuten PBS Waschen erhielten die Schnitte fiir 2 Minuten zur
Kerngegenfarbung 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) 1:10000. Dieser Schritt diente
zur Kerngegenfarbung. Nach erneutem Waschen mit PBS und Aqua bidest fiir jeweils 5
Minuten erfolgte das Eindeckeln der Objekttrager mit Deckgldschen und Fluoromount.
Die angefertigten Farbungen wurden unter dem Fluoreszenz-Mikroskop befundet und

fotografiert.
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3 Ergebnisse
3.1 Genotypisierung der p53-knock-out-Miause

Die Genotypisierung der Mause erfolgte mittels KAPA-PCR und den Primern 107, 108
und 109 (Material und Methoden 2.6.3). Die homozygote p53-knock-out-Maus wies ein
Fragment mit 450 Basenpaaren (bp) auf. Die heterozygoten Individuen zeigten sowohl
das 450 bp groBe Fragment als auch ein weiteres 310 bp groBes Fragment. Als Referenz
dienten eine knock-out-Kontroll-Probe und der DNA-Leiterstandard.

Probe Probe Probe Probe Probe Probe
Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Nr. 4 Nr. 5 Nr. 6

Abb. 3.1a: Genotypisierung der fiir die Herstellung der priméren Astrozyten verwendeten

Miuse; Methode: KAPA PCR

Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe

Ladder Nr. 2 Nr.3 Nr.4 Nr.5 Nr. 6 Nr.7 Nr.8 Nr.9 Nr.10

Abb. 3.1b: Kontrollverdau der Mini-Praparation pBABE-Hygro-myr-FLAG-Akt

Nach der Minipréparation zeigten die Kolonien der Nummer 7, 8 und 10 nach Restrikti-
onsverdau mit HindlIII jeweils ein zusédtzliches 2300 bp groBes Fragment. Diese Fragmen-

te wiesen nur Kolonien mit vollstindigem pBABE-Hygro-myr-FLAG-Akt-Plasmid auf.
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Jede Maus, die fiir die primére Astrozytenherstellung verwendet wurde, wurde vorab

mittels KAPA PCR durch eine Schwanzprobe getestet.

3.2 Herstellung des Plasmides pBabe-Hygro-myr-FLAG-Akt

Fiir das Umklonieren wurde das pPBABE-Hygro-Plasmid mit EcoRI-Schnittstelle verwen-
det. Von dem pWZL-neo-Myr-FLAG-Akt wurde die Geniticin- (G418-) Resistenz ent-
fernt und durch eine Hygromycin-Resistenz ersetzt. Das erfolgreich klonierte Plasmid
wurde fiir die Oligonukleotidkontrolle zu Seqlab Goéttingen eingeschickt und die Sequenz
auf Richtigkeit tiberpriift. Nach erfolgter Minipréparation des Plasmids wurde ein erneu-
ter Restriktionsverdau mit HindIIl zur Kontrolle durchgefiihrt. Da pPBABE-Hygro-myr-
FLAG-Akt zwei Restriktionschnittstellen fiir HindIII enthélt, sollte bei dem Verdau ein

2300 bp groBes Fragment entstehen. Die erstellte Plasmidkarte findet sich im Kapitel 2.3.

33 Zellkulturen: Transfektionserfolg anhand von Green fluorescent

protein (GFP)-Nachweis

Die Herstellung der retroviralen Plasmidvektoren wurde anhand der parallel durchgefiihr-
ten Calcium-Chlorid-Transfektion fiir GFP kontrolliert. Die jeweiligen Phoenix-ECO-
Zellen derselben Charge erhielten das pBabe-H2B-GFP iiber den gleichen Vorgang der
Transfektion. 24 Stunden nach der Transfektion konnte die GFP-Expression unter dem
Fluoreszenzmikroskop iiberpriift werden. Die Effizienz der Transfektion wurde anhand
der Auszéhlung einzelner Gesichtsfelder beurteilt, eine FACS-Analyse wurde nicht
durchgefiihrt. Die Transfektionseffizienz variierte und lag hierbei zwischen 30 % und

60 %.

Abb. 3.3: Green fluorescent protein (GFP)-Expression bei Phoenix-Zellen 24 Stunden

nach Transfektion
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3.4 Verinderungen des Phinotyps der retroviral transduzierten Zellen

Die p53-knock-out-Astrozyten verdandern nach der retroviralen Transduktion in der Zell-
kultur ihren Phénotyp. Dies konnten auch schon vorangegangene Arbeiten demonstrieren
(119). Mit der Dauer in der Zellkultur und unter stidndiger Selektion entwickelten sich die
Zellen vom astrozytéren Phénotyp weg, sie wurden zunehmend kleiner und boten eine
Hyperchromasie der Kerne. Die Kern-Plasma-Relation verschob sich zugunsten des

Kerns, ferner zeigten die Zellen eine Tendenz sich zusammen zu lagern (siche Abb. 3.4a-

c).

Abb. 3.4a: Primire P53-  Abb. 3.4b: 1. Passage von  Abb.3.4c: Akt-Zellen nach
knock-out- Astrozyten, Akt-transduzierten Astro- weiterer Transduktion mit
erster Tag in Kultur, Auf-  zyten, 24 h nach Selekti- pBABE-Ta-Virus, 2. Passa-

lichtmikroskopie onsbeginn, Phasenkon-  ge, Phasenkontrastmikrosko-

trastmikroskopie pie

Die Selektion mittels der jeweiligen Antibiotika begann 24 Stunden nach Transduktion.
Bei erfolgreicher Transduktion lagen die Uberlebensraten durch das Ausselektions-
medium zwischen 25 und 60 %. Die Transduktionskontrolle bei Viren mit MIGRdeluxel
TF-myc konnte ebenfalls iiber die GFP-Expression erfolgen (siche Abb. 3.4d-e). Je nach
Passage fanden sich entweder astrozytir anmutende Zellen oder cher kleinere hyper-

chromatische Zellen.
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Abb. 3.4d: Fluoreszenz-mikroskopischer Abb. 3.4e: Fluoreszenz-mikroskopischer
Nachweis (GFP) von ToM-Zellen, Nachweis (GFP) von AToM-Zellen 6.

1.Passage Passage

Diese Verdnderungen des Zellphidnotyps waren ein wichtiger Hinweis fiir die Entdiffe-
renzierung der Zellen und sind mehrfach analysiert worden (119, 144, 145). Die p53-
knock-out-Zellen mit c-myc-Transduktion zeigten ein kompaktes, kleineres Inselzell-
wachstum. Im Unterschied hierzu behielten die p53-knock-out-Astrozyten mit Akt-
Uberexpression iiber viele Passagen einen astrozytiren Phinotyp mit eher groBen Zellen
und spindelzellartigen Zellausldufern bei. In allen transduzierten Zelltypen zeigten sich
Verénderungen der Zellkerne mit hyperchromatischen Zellkernen und einer Verschie-

bung der Kern-Plasma-Relation in Richtung des Zellkerns.
3.5 Doxycyclin-Konzentration in vitro

Die Proliferation der retroviral transduzierten Zellen mit den pPBABE-TA und MIGRde-
luxel TF-myc-Plasmiden und damit die Funktion des Tet-off-Systems in vitro wurde an-
hand von Zellzdhlungen erfasst. Die bendtigte Doxycyclin-Konzentration wurde vorab
ausgetestet. Die getesteten Konzentrationen von 0,1 pg/ml, 0,5 pg/ml und 1,0 ng/ml zeig-
ten vergleichbare Effekte. Bei den Versuchen in dieser Arbeit wurde 1,0 pg/ml einge-
setzt.
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Effekt verschiedener Doxycyclin-Konzentrationen

800
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Zellvermehrungsrate [-fache Vermehrung / 4 Tage]

Tage

Abb. 3.5: Austestung verschiedener Doxycyclin-Konzentrationen bei AToM-Zellen ab 4.

Passage
3.6 Anderung der Zellproliferation durch Doxycyclin

Der Einfluss des Doxycyclins auf die Zellproliferation wurde in mehreren in-vitro-
Versuchen mit den verschiedenen Zellpopulationen untersucht. Nach erfolgreicher Trans-
duktion erhielten die Zellen permanent Doxycyclin mit 1,0 pg/ml. Die Zellen einer Platte
wurden anschlieBend in zwei Versuchsgruppen mit six-well-Platten aufgeteilt. Die eine
Gruppe, bestehend aus sechs Unterversuchsgruppen, erhielt intermittierend Doxycyclin,
die andere nicht. Alle vier Tage wurden die Zellen ausgezéhlt und 2000 Zellen des jewei-
ligen Wells erneut in Kultur gebracht. In den mit Doxycyclin behandelten Kulturen fan-
den sich nach derselben Zeit in der Zellzdhlung deutlich geringere Zellzahlen als in den
unbehandelten Wells im Sinne einer deutlich geringeren Proliferation. Die Regulierbar-
keit mit dem Tet-off-System konnte bei allen 6 AToM- und allen 4 ToM-generierten Po-

pulationen nachgewiesen werden.

3.6.1 ToM-Zellen

Die Zellen, die nur mit pPBABE-tTA und MIGRdeluxel TF-myc transduziert worden wa-
ren (ToM-Zellen), wurden mit und ohne Doxycyclingabe untersucht. Die Zellen, die wih-
rend der gesamten Dauer in Zellkultur mit Doxycyclin behandelt worden waren, zeigten
im Vergleich zu den unbehandelten ToM-Zellen eine deutlich langsamere Proliferation.

Die Unterschiede der Zellvermehrungsrate der behandelten und unbehandelten ToM-
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Zellen nahmen im Verlauf des Untersuchungszeitraumes zu. Auch nach 16 Tagen konti-
nuierlicher Doxycyclingabe war die Proliferation der ToM-Zellen anhaltend supprimiert,
die Zellproliferationsrate blieb durch die Tetracyclinregulation stabil (siche Abb. 3.6.1a).
Die Doxycyclin-unbehandelten ToM-Zellen der Gruppe 1 zeigten dagegen einen stetigen

Anstieg der Zellvermehrungsrate.
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Abb. 3.6.1a: Zellvermehrungsrate von ToM-Zellen Gruppe 1 ab 1. Passage

y-Achse: Zellvermehrungsrate; x-Achse: Tage; blau: Gruppe mit intermittierender

Doxycyclingabe, rot: Gruppe ohne Doxycyclin

Eine Beschleunigung der Proliferation war bis zu einem bestimmten Maximum mittels
Zellzéhlung zu beobachten.

Dies war bei dieser Zellgruppe bis Tag 36 mit Auszdhlungen zu erheben. Die Zellen
konnten sich auf den Boden der Kulturschale absetzen und einen Zellrasen bilden. Eine
exakte Zellzahlung mit Fuchs-Rosenthal-Zahlkammern war am Tag 40 nicht mehr mog-

lich, da die Zellen sich pyknotisch zeigten und im Medium schwammen.

Da die Zellen der 1. Passage nach Transduktion ausgezéhlt wurden und die Zellkulturun-
tersuchungen in Abb. 3.6.1a am 36. Tag beendet wurden, war im Weiteren zu kléren, ob
die Regulation mittels Tet-off-System auch in hoheren Zellpassagen funktioniert. Hierfiir
wurden Zellen der ToM Gruppe 1 in der 1. Passage kryokonserviert und dann nach dem
Auftauen erneut liber 6 Passagen mit Doxycyclin in Kultur belassen. Anschliefend er-
folgte die erneute Auszihlung (siche Abb. 3.6.1b). Die Zellen der 7. Passage (49 Tage in

Kultur) waren ebenfalls regulierbar und dies {iber einen erneuten Beobachtungszeitraum
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von 16 Tagen (siche Abb. 3.6.1b). Die Anndherung der Zellproliferationsrate zur
Doxycyclin-unbehandelten Gruppe erfolgte diesmal schneller.
Die Versuchszellen waren vor der erneuten Testung alle mit Doxycyclin behandelt wor-

den.

ToM Gruppe 1,7. Passage *p< 0,05 **p<0,01 ***p<0,001
140

‘+ alternierend Dox --e-- kein Dox‘ _

120 A T
100 g ™ /

\
<

N
o

N
o

o

Zellvermehrungsrate [-fache Vermehrung / 4 Tage]
o
o

Abb. 3.6.1b: Zellvermehrungsrate von ToM-Zellen Gruppe 1 ab 7. Passage nach Kryo-

konservierung in der 1. Passage
y-Achse: Zellvermehrungsrate; x-Achse: Tage; blau: Gruppe mit intermittierender

Doxycyclingabe, rot: Gruppe ohne Doxycyclin

Diese Ergebnisse konnten anhand weiterer ToM-Zellpopulationen, insgesamt 4 generier-

ten ToM-Zellpopulationen, bestétigt werden.

3.6.2 AToM-Zellen

Die AToM-Zellen wurden ebenfalls in Zellkulturen untersucht. Auch dieser generierte
Zelltyp zeigte ein gutes Ansprechen auf die Doxycyclingabe und damit eine Regulierbar-
keit der Proliferation. Die Zellen waren nach 16 Tagen Doxycyclinkarenz immer noch
regulierbar (siche Abb. 3.6.2a). Die Proliferationsrate néherte sich zwischen Versuchstag
4 und 16 ohne Doxycyclingabe der Doxycyclin-unbehandelten Gruppe an. Dieser Effekt
war in allen Untersuchungen zu beobachten und nicht davon abhéngig, ob es sich um
frithe oder spite Zellpassagen handelte. Jedoch wurde in hoheren Zellpassagen schneller
eine Annédherung der Proliferationsraten der Doxycyclin-behandelten und Doxycyclin-

unbehandelten Gruppen gesehen.
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Abb. 3.6.2a: Zellvermehrungsrate von AToM-Zellen Gruppe 1 ab 4. Passage
y-Achse: Zellvermehrungsrate; x-Achse: Tage; blau: Gruppe mit intermittierender

Doxycyclingabe, rot: Gruppe ohne Doxycyclin
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Abb. 3.6.2b: Zellvermehrungsrate von AToM-Zellen Gruppe 2 ab 7. Passage

y-Achse: Zellvermehrungsrate; x-Achse: Tage; blau: Gruppe mit intermittierender

Doxycyclingabe, rot: Gruppe ohne Doxycyclin



AToM Gruppe 3, 1. Passage "5<0,05 *p<0,01 **p< 0,001
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Abb. 3.6.2c: Zellvermehrungsrate von AToM-Zellen Gruppe 3 ab 1. Passage

y-Achse: Zellvermehrungsrate; x-Achse: Tage; blau: Gruppe mit intermittierender

Doxycyclingabe, rot: Gruppe ohne Doxycyclin

Im Weiteren war zu kldren, ob die Regulierbarkeit durch das Tet-off-System auch nach
langerer Doxycyclinkarenz bestehen bleibt. Hierzu wurden die AToM-Zellen der Gruppe
2 ab der 8. Passage (48 Tage in Kultur) iiber eine Dauer von 22 Tagen in Zellkultur belas-
sen. In dieser Zeit wurde nur das Medium mit Hygromycin 50 pg/ml und Puromycin
1 pg/ml alle 4 Tage gewechselt. AnschlieBend wurde die Zellkultur ab Tag 22 in 2 Grup-
pen aufgeteilt. Die eine Gruppe erhielt dann 1,0 pg/ml Doxycyclin in das Kulturmedium.
Nach weiteren vier Tagen wurden die six-well-Platten ausgezihlt. Dabei zeigte sich er-

neut ein deutlicher Unterschied in der Proliferationsrate (siche Abb. 3.6.2d).
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Abb. 3.6.2d: Zellvermehrungsrate nach 22 Tagen Doxycyclinkarenz von AToM-Zellen

Gruppe 2, 8. Passage; y-Achse: Zellvermehrungsrate; x-Achse: Tage; blau: Gruppe nach
4-tagiger Doxycyclingabe, rot: Gruppe ohne Doxycyclin

3.6.3 Proliferation der p53-knock-out-, der transduzierten Akt- und GFP-Zellen

Ferner sollte untersucht werden, ob das Vorhandensein eines Plasmides per se die Zell-
proliferation verdndert. Hierzu wurden aus der p53-knock-out-Population der spéteren
AToM-Gruppe 2 zunéchst p53-knock-out-Zellen, dann transduzierte GFP- und Akt-
Zellen im selben Zeitraum untersucht (siehe Abb. 3.6.3). Eine parallele Untersuchung der
AToM-Gruppe 2 war aufgrund der hintereinander stattfindenden Transduktionsschritte
mit den unterschiedlichen Retroviren nicht in derselben Passage mit derselben Zellpopu-

lation moglich.
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Proliferationsraten von p53 knock out Zellen, Akt-Astrozyten, GFP-Astrozyten
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Abb. 3.6.3: Zellproliferationsraten von p53-knock-out-Zellen, Akt-Astrozyten und GFP-
Astrozyten ab 1. Passage

Die anfanglich erhdhte Proliferation der Ak#-transduzierten Zellen ist mit der antiapopto-
tischen Wirkung von Akt zu begriinden, die bereits in Kapitel 1.2.3.2 ausfiihrlich be-
schrieben wurde (69, 125). Die Anndherung der Proliferationsraten der p53-knock-out-
Zellen und der GFP-transduzierten Zellen tiber den Zeitraum von 40 Tagen ist durch die
Anhéufung genetischer Aberrationen in der Zellkultur bei p53-Defizienz erklarbar (143).
Alle Zelltypen zeigen jedoch im Gegensatz zu den AToM- und den ToM-Zellen insge-
samt eine geringere Proliferationsrate. Die Bedeutung des c-Myc wird hier erneut klar.
Somit fungiert c-Myc als wichtiges Onkogen in der Proliferationssteigerung und das kon-

stitutiv aktive Akt ist als ,,Zellstabilisator anzusehen (69, 151).

3.6.4 In-vitro-Regulation mit Tet-off-System

Zusammenfassend belegen die in-vitro-Versuche der unterschiedlich transduzierten Zel-
len die Regulierbarkeit durch das Tet-off-System im Rahmen der zellbiologischen Res-
sourcen. Sowohl die p53-knock-out-Zellen, die nur mit pBABE-purotTA und MIGRde-
luxel TF-myc transduziert (ToM-Zellen) worden sind, als auch die zusitzlich mit Akt

versehenen AToM-Zellen sind durch Doxycyclingabe in vitro reproduzierbar regulierbar.

3.7 In-vivo-Versuche

Ob die in vitro regulierbaren Zelltypen auch in vivo regulierbar sind und ihr tumorigenes
Potenzial umsetzen kénnen, wurde in einer Reihe von Tierversuchen in vivo untersucht.

Die in Zellkultur erfolgreich regulierbaren Zellen wurden {iber 12 Tage ohne Doxycyclin
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kultiviert. Anschlieend erfolgte die in Kapitel 2.7 beschriebene stereotaktische Implanta-
tion der Zellen in das Corpus Striatum der BL6-Méuse.

3.7.1 AToM-Zellen induzieren Tumore

Es wurden sowohl reine myr-Akt-Zellen als auch ToM- und AToM-Zellen stereotaktisch
eingesetzt. Die verwendeten BL6-Méuse wurden nach 21 Tagen Beobachtungszeit in
Narkose dekapitiert. AusschlieBlich AToM-Zellen induzierten Tumore, wahrend sich
nach Implantation von myr-Akt-Zellen oder ToM-Zellen keine eindeutige Tumorigenesis

fand. Diese Zellen waren in einigen Fillen lediglich im Stichkanal nachweisbar.

In der ersten Versuchsreihe zeigten die AToM-Zellen in der 10. Passage ein ausgeprégtes
makroskopisches Tumorwachstum. 11 Tage nach der Stereotaxie traten bei allen mit
AToM-Zellen operierten Versuchstieren erste Hirndrucksymptome auf. Aufgrund dieser
Entwicklung wurde der Versuch aus ethischen und Tierschutzgriinden 12 Tage nach Ste-

reotaxie frithzeitig abgebrochen und die Méuse narkotisiert und dekapitiert.

Als Konsequenz aus den Ergebnissen dieser ersten Versuchsreihe wurde der Versuchsab-
lauf gedndert. Die Zeit nach nach Implantation der Zellen ohne Doxycyclin wurde von 10
auf 5 Tage verkiirzt, und es wurden Zellen einer fritheren Zellpassage (8. Zellpassage)
verwendet. In fritheren Arbeiten zeigte sich bereits ein makroskopisches Wachstum in

fritheren Zellpassagen (119).

In der zweiten Versuchsreihe (Versuchsreihe I, AToM II) entwickelten die Versuchstiere
keine Hirndrucksymptome mehr. Sie zeigten den erwarteten Gewichtsverlauf mit zu-
nichst Gewichtszunahme und einer 8 bis 10 Tage nach der Stereotaxie beginnenden Ge-
wichtsabnahme. Die Gewichtsverldufe zwischen den Doxycyclin-behandelten und den
unbehandelten Tieren unterschieden sich kaum. Die zwei Maiuse, die keine Zellen im-
plantiert bekamen und Doxycyclin-haltiges Trinkwasser erhielten, zeigten keine Ge-
wichtsabnahme oder sonstige Symptome. Das Tumorwachstum in Versuchsreihe Il war
in der Doxycyclin-behandelten Gruppe makroskopisch geringer ausgeprigt (siche Abb.
3.7.2a).

In der dritten Versuchsreihe wurden dann erneut AToM-Zellen der 8. Passage sowie

ToM-Zellen der 8. Passage implantiert. Die ToM-Zellen zeigten keine Tumorigenesis.

Trotz des identischen Versuchsablaufes mit Verwendung von Zellen der 8. Zellpassage
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zeigte sich hier jetzt kein Unterschied im Tumorwachstum der Doxycyclin-behandelten
und -unbehandelten Gruppen mehr. Aus diesen Ergebnissen wurde der Schluss gezogen,
dass bei einer hohen Zellpassage wie der 8. die Zellen unterschiedlich ansprechen kon-
nen. Deshalb entschieden wir uns in Versuchsreihe IV (AToM IV) eine noch friihere

Zellpassage (5. Zellpassage) der in vitro regulierbaren AToM-Zellen einzusetzen.

Eine tumorigene Wirkung der AToM-Zellen konnte in jeder Versuchsreihe nachgewiesen
werden. Das Ansprechen auf die Doxycyclinbehandlung als Ausdruck fiir das Funktionie-
ren des Tet-off-Systems in vivo konnte nur in Versuchsreihe II belegt werden. In der vier-
ten Versuchsreihe konnten durch die Doxycyclinbehandlung deutlich kleinere, nur mikro-

skopisch nachweisbare Tumore erzeugt werden.

Die AToM-Zellen der 8. Passage induzierten ein deutliches makroskopisches Tumor-
wachstum im Gegensatz zur 5. Passage (siche Abb. 3.7.1a und b). Jedoch zeigten die
Tumore der 5. Passage einen differenten histologischen Phénotyp im Vergleich zu den
Tumoren der 8. Passage. Die verschiedenen Morphologien wurden weiter immunhisto-

chemisch untersucht.

Abb. 3.7.1a: Versuchsreihe II, Tumor aus AToM-Zellen (8. Passage), Versuchstier Nr. 8,
Schnitt 105
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Abb. 3.7.1b: Versuchsreihe IV, Tumor aus AToM-Zellen (5. Passage), Versuchstier Nr.
8, Schnitt 1

Der tumorigene Effekt der AToM-Zellen war in allen Versuchen zu beobachten und auch
in niedrigen Zellpassagen zumindest mikroskopisch klar zu erkennen. Die Tumore der
BL6-Méuse aus AToM-Zellen der Passage 8 in Versuchsreihe II und III zeigten teils In-
filtrationen in die Kalotte und das Kleinhirn. Die GroBhirnhemisphiren mit dem makro-
skopisch sichtbaren Tumor wurden entnommen und standen fiir weitere Untersuchungen

zur Verfiigung.

Die nachfolgende Tabelle zeigt eine Ubersicht iiber die verwendeten Zelltypen und Zell-

passagen und deren tumorinduzierenden Effekt.

Zelltyp Verwendete Zellpassagen Tumorigenesis in vivo
Myr-Akt 10. Zellpassage Nein
ToM 8. Zellpassage Nein
AToM 10., 8. und 5. Zellpassage Ja

Tab. 3.7.1: Tumorigenesis der verschiedenen Zelltypen

3.7.2 Tumorvolumenmessung

Die Frage ob die Tumorzellen auch in vivo die Regulation durch Doxycyclingabe beibe-
halten konnten, wurde mittels Volumenmessung der induzierten Tumore gepriift. Dazu
wurden Kryostatschnitte der Hirne angefertigt. Die kompletten GroBhirnhemisphéren
wurden in einer Schichtdicke von 10 um aufgeschnitten, auf Objekttrager aufgezogen und
mit Hdmatoxylin-Eosin geférbt. Mittels Bamboo Tab wurden die Tumorfldchen in den
Kryostatschnitten ausgemessen. Aus benachbarten Tumorflichen und der Schnittdicke
wurden die Tumorteilvolumina errechnet, die zum Gesamttumorvolumen addiert wurden.

In der Volumenanalyse der AToM II-Tumore waren deutliche Groenunterschiede zwi-
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schen Doxycyclin-behandelten Méausen und Doxycyclin-unbehandelten Miusen zu sehen.

Die Volumina sind in Abb. 3.7.2a dargestellt.

Tumorvolumina nach
Implantation von AToM Il Zellen
120 -
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*
0 ¢
ohne Doxycyclin  mit Doxycyclin
Dox Tumorvolumen [mm?] Kein Dox Tumorvolumen [mm?]
Hirn 1 117,43* Hirn 2 40,05
Hirn 3 1,21 Hirn 4 41,12
Hirn 5 0,54 Hirn 6 41,64
Hirn 7 2,54 Hirn 8 17,40

Abb. 3.7.2a: Graphische Darstellung der Tumorvolumina nach Implantation von AToM-
Zellen, Versuchsreihe II. Rot: 4 Mduse ohne Doxycyclingabe. Blau: 4 Mause mit
Doxycyclinbehandlung. Rote Linie: Mittelwert fiir Mduse ohne Doxycyclingabe. Blaue
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Linie: Mittelwert fiir Mause mit Doxycyclinbehandlung. Hellblaue Linie: Mittelwert fiir

Mause mit Doxycyclinbehandlung ohne Hirn 1.

Maus Nr. 1 (siche Abb. 3.7.2b) der Doxycyclin-behandelten Gruppe hat trotz 2 mg/ml
Doxycyclin im Trinkwasser einen extrem grofen Tumor entwickelt, der zudem histolo-
gisch ausgeprigte Nekrosen und ein stark verdringendes Tumorwachstum aufwies, wie in
keinem der anderen Fille nachweisbar. Dies ldsst sich nur damit erkldren, dass die im-
plantierten Zellen im Mausindividuum Nr. 1 nicht auf die Doxycyclingabe angesprochen
haben oder das Doxycyclin in dieser Maus den Tumor nicht erreicht hat. In allen anderen
Maiusen waren deutliche Unterschiede bei den Tumorvolumina der Doxycyclin-
behandelten (Nr. 3, Nr. 5, Nr. 7) und Doxycyclin-unbehandelten (Nr. 2, Nr. 4, Nr. 6, Nr.
8) Versuchsgruppe festzustellen. Die Ursache des unkontrollierten Tumorwachstums bei
Maus Nr. 1 konnte nicht abschlieSend geklart werden.

Abb. 3.7.2b: Versuchsreihe 11, Tumor aus AToM-Zellen (8. Passage), Versuchstier Nr. 1;

sichtbare Nekroseinseln
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Abb. 3.7.2c: Versuchsreihe IV, Tumor aus ~ Abb. 3.7.2d: Versuchsreihe IV, Tumor aus
AToM-Zellen (5. Passage), Doxycyclin- AToM-Zellen (5. Passage), Versuchstier
behandeltes Versuchstier Nr. 9, Kryostat- Nr. 6 ohne Doxycyclingabe, Kryostat-
Schnitt 40 Schnitt 15

Die unterschiedlichen Tumorgréflen fanden sich auch in der Stereotaxie der Tumorzellen
der 5. Passage (siche Abb. 3.7.2c und d). Aufgrund der Verzerrungen, in den in diesen
Féllen auch angefertigten Paraffinschnitten, war jedoch eine Flidchenbestimmung und

Volumenanalyse wie in AToM II-Versuchsreihe nicht moglich.
3.8 Magnetresonanztomographie (MRT) der Miiuse

Zur Uberpriifung des Tumorverhaltens und Tumorwachstums wurden am 2. und 19. Tag
postoperativ MRT-Bilder angefertigt. Bei Zellen der 8. Passage konnte nach 19 Tagen im
MRT ein deutliches Tumorwachstum bildmorphologisch nachgewiesen werden (siehe

Abb. 3.8a und b), was bei den Zellen der 5. Passage nicht der Fall war.
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Abb. 3.8a: cMRT Maus Nr. 5 mit implan-  Abb. 3.8b: cMRT Maus Nr. 8 mit implan-
tierten AToM-Zellen der 8. Passage tierten AToM-Zellen der 8. Passage

Der grofle Tumor der Maus Nr. 8 war klinisch von einem Gewichtsverlust von 3 g, ca.
10 % des Ausgangsgewichts, begleitet. Die Méduse wurden jeden Tag inspiziert, um mog-
liche Hirndruckzeichen zu detektieren und bei klinischer Verschlechterung einen vorzei-
tigen Experimentenabbruch aus ethischen und Tierschutzgriinden zu indizieren. Bei allen
Versuchen zeigten die Tiere durchgehend ein gutes Nahrungsaufnahmeverhalten und
zunichst eine Gewichtszunahme. Da die Versuchstiere zu Versuchsbeginn alle 8 Wochen
alt waren, war dies zu erwarten. Nach 10 bis 14 Tagen traten bei den Méausen, die stere-
otaktisch die Zellen der 8. Passage implantiert bekommen hatten, Gewichtsverluste auf.
Diese variierten von 2 bis 10 % des Anfangsgewichts am 21. Versuchstag. Die Mause,
denen Zellen der 5. Passage implantiert wurden, zeigten keine Gewichtsabnahme in Be-
zug zum Ausgangsgewicht. Somit konnte der Gewichtsverlust zwar als Indiz fiir ein aus-
gepragtes Tumorwachstum genommen werden, ein signifikanter Unterschied zwischen
Doxycyclin-behandelten und Doxycyclin-unbehandelten Méusen war aber nicht nach-

weisbar.

3.9 Immunhistochemie

Der Ablauf der Farbungen und die verwendeten Antikorper sind in Kapitel 2.7.5 bereits
ausfiihrlich dargestellt worden. Zunédchst wurden Hédmatoxylin-Eosin-Farbungen (HE-
Féarbungen) der Kryostatschnitte fiir die erste histologische Befundung und die Volumen-

bestimmung angefertigt.
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Abb. 3.9a: Versuchsreihe 11, Tumor aus Abb. 3.9b: Versuchsreihe IV, Tumor aus
AToM-Zellen (8. Passage), Versuchstier =~ AToM-Zellen (5. Passage), Versuchstier
Nr. 8, Schnitt 120, 20-fache VergroBerung  Nr. 5, Schnitt 45, 40-fache Vergroflerung

In der HE-Férbung sind die morphologischen Unterschiede der Tumorzellen von der 5.
und 8. Passage sichtbar. Trotz Verwendung der gleichen Plasmidtransduktionen bei Zel-
len der 8. und 5. Passage zeigen sich deutliche Unterschiede in der Tumorzelldifferenzie-
rung. Die Zellen der 8. Passage imponieren kleiner mit intensiver Kernfirbung, wihrend

die Zellen der 5. Passage deutlich grofier sind (siehe Abb. 3.9a und b).

Zur weiteren Spezifizierung der Tumorzellen wurden verschiedene Farbungen sowohl an
Tumorkryostatschnitten der 8. und 5. Passagen als auch an Paraffinmaterial der 5. Passa-

ge angefertigt.

3.9.1 Herkunft und Immunantwort

Zunichst waren die Fragen der Immunreaktivitit und der Zellherkunft zu klaren. Wie
schon mehrfach gezeigt, verlieren die generierten AToM-Zellen zunehmend die Immun-
reaktivitdt fiir das saure Gliafaserprotein Glial fibrillary acidic protein (GFAP) (3, 119).
Dies konnte auch in dieser Arbeit bestitigt werden. Nur noch wenige Zellen im Tumor
préasentieren sich GFAP-positiv (Abb. 3.9.1a und b). In der unmittelbaren Tumorumge-
bung zeigte sich eine reaktive Astrozytose. Diese Reaktion war sowohl fiir Zellen der 8.

und als auch der 5. Passage gleich ausgeprigt.
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Abb. 3.9.1a: Antikoérper gegen Ausschnitt aus Abb. 3.9.1a
GFAP, Versuchsreihe IV, Tumor
aus AToM-Zellen (5. Passage),
Versuchstier Nr. 1, Paraffinschnitt
51

ODb mit der reaktiven Astrozytose zudem eine Einwanderung von Entziindungszellen auf-
getreten war, wurde mittels Antikdrperfarbungen fiir CD4- und CD8-Rezeptoren (Cluster
of differentiation 4 und 8) sowie fiir Makrophagen-1-Antigen (MAC-1) gepriift. In den
gefarbten Hirnschnitten beider verwendeten Zellpassagen waren nur wenige Entziin-
dungszellen in der Tumorumgebung nachweisbar. Damit hatten die implantierten Tumor-
zellen das Immunsystem der Maus kaum aktiviert, was fiir eine erfolgreiche Etablierung
des Tumormodells eine wichtige Voraussetzung darstellt. Die Abb. 3.9.1b, ¢ und d pra-
sentieren exemplarisch die Antikdrperfairbungen fiir CD8- und MAC-1. Hier zeigt sich

eine nur geringe Immunzelleinwanderung bei fehlender Makrophagenaktivierung.
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Abb. 3.9.1b: Antikdrper gegen CDS8, Ver-  Abb. 3.9.1c: Antikorper gegen MAC-
suchsreihe II, Tumor aus AToM-Zellen 1, Versuchsreihe II, Tumor aus
(8. Passage), Versuchstier Nr. 7, Schnitt ~ AToM-Zellen (8. Passage), Versuchs-
37 tier Nr. 6, Schnitt 34
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Abb. 3.9.1d: Antikdrper gegen MAC-1,
Versuchsreihe IV, Tumor aus AToM-

Abb. 3.9.1e: Negativkontrolle

Zellen (5. Passage), Versuchstier Nr. 9,
Schnitt 8

3.9.2 Antikorper gegen CD45R/B220

Mit diesem Antikorper wird das membranstdndige Protein CD45R-Antigen detektiert. Es
besitzt eine Tyrosin-Phosphatase-Aktivitit. Es wird auf allen B-Zellen in allen Entwick-
lungsstadien, aktivierten B-Zellen und auch auf Unterarten von T- und NK-Zellen expri-
miert. Es fungiert als Pan-B-Zellmarker. In den durchgefiihrten Farbungen waren die
Tumoren der 8. Passage alle immunnegativ fiir dieses Antigen, die Tumore der 5. Passage
zeigten teils positive Zellen (siehe Abb. 3.9.2a und b). Eine eindeutig positive Immunre-

aktivitit war in keinem Tumor zu sehen, somit war keine relevante Immunantwort festzu-

Abb. 3.9.2a: Antikorper gegen CD45, Ver-

suchsreihe IV, Tumor aus AToM-Zellen (5.

Passage), Versuchstier Nr. 4, Kryostat-
Schnitt 13, 20-fache Vergroferung

Abb. 3.9.2b: Antikdrper gegen CD45, Ver-
suchsreihe IV, Tumor aus AToM-Zellen (5.
Passage), Versuchstier Nr. 5, Kryostat-
Schnitt 7
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393 Antikorperfarbungen des Proliferationsmarkers Ki67

Um die Proliferationsaktivitit in vivo zu beurteilen (65), wurden sowohl Kryostat- als
auch Paraffinschnitte mit dem Antikdrper Ki67 Klon SP6 von Zytomed geférbt. Bei Ki67
handelt es sich um ein Protein, das die Proliferationsbereitschaft wiedergibt. Zellen in der
GO0-Phase des Zellzyklus produzieren kein Ki67. Bereits in vorangegangenen Arbeiten
waren frithe und spite in-vitro-Passagen von transduzierten und auch Wild-Typ-Zellen
mittels Ki67-Antikorper angefarbt und beurteilt worden (119). Hierbei zeigte sich, dass
das Fehlen der p53-Funktion entscheidend fiir die Proliferationsbereitschaft der p53-
defizienten Astrozyten im Vergleich zu Wildtyp-Kulturen war (119).

Sowohl die Tumore der Doxycyclin-behandelten als auch der unbehandelten Gruppen aus
allen untersuchten Passagen (5. und 8.) waren immunpositiv fiir Ki67. In hoheren Passa-
gen nahm die Ki67-Immunreaktivitét zu, so zeigten Tumorzellen der hier verwendeten 8.
Passage mehr immunpositive Zellkerne fiir Ki67 als die der 5. Passage. Damit ist die
Proliferation in der 8. Zellpassage hoher als in der 5. Passage. Die Tumorzellen der 8.
Passage waren bis zu 70 % immunreaktiv fiir Ki67. Es konnen auf diese Weise also Tu-
morzellen mit unterschiedlichen Proliferationsverhalten erzeugt werden. So konnten so-
wohl astrozytire Tumore, die langsamer proliferieren (wenig Ki67 Immunreaktivitidt in

den Tumoren der 5. Passage) als auch schnell wachsende Tumore mit hoher Immunex-

Abb. 3.9.3a: Antikorper gegen Ki 67, Ver-  Abb. 3.9.3b: Antikorper gegen Ki 67, Ver-
suchsreihe II, Tumor aus AToM-Zellen (8.  suchsreihe II, Tumor aus AToM-Zellen (8.
Passage), Versuchstier Nr. 2, Schnitt 28 Passage), Versuchstier Nr. 7, Schnitt 14
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Abb. 3.9.3c: Antikorper gegen Ki 67, Ver-  Abb. 3.9.3d: Antikorper gegen Ki 67, Ver-
suchsreihe IV, Tumor aus AToM-Zellen  suchsreihe IV, Tumor aus AToM-Zellen (5.
(5. Passage), Versuchstier Nr. 10, Paraffin- Passage), Versuchstier Nr. 5, Schnitt 45,
schnitt 105, 40-fache Vergroferung 40-fache VergroBerung

Erstaunlich war, dass die groBen Tumorzellen der AToM IV Reihe keine positive Immun-
reaktivitdt fiir Ki67 zeigten, somit befanden sie sich in der Ruhephase des Zellzyklus.
Dies kann als Differenzierungskriterium gewertet werden.

Bei den Tumoren der Doxycyclin-behandelten Tiere lagen die Ki67-exprimierenden Zel-
len vor allem im Tumorrandbereich (Abb. 3.9.3b und Abb. 3.9.3¢), wihrend die Ki67-
positiven Zellen der Doxycyclin-unbehandelten Tumore iiberall im Tumor zu finden wa-
ren (Abb. 3.9.3f). Die Haufung der ,,proliferationsstarken Zellen im Randbereich bei den
Doxycyclin-behandelten Tumoren konnte ein Indiz fiir eine beginnende Infiltration in das

umgebende Gewebe sein.

Abb. 3.9.3e: Antikorper gegen Ki 67, Versuchsreihe II, Tumor aus AToM-Zellen (8. Pas-
sage), Versuchstier Nr. 7, Schnitt 16
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Abb. 3.9.3f: Antikorper gegen Ki67, Versuchsreihe II, Tumor aus AToM-Zellen (8. Pas-
sage), Versuchstier Nr. 2

3.9.4 Antikorperfiarbungen gegen c-Myc
Die transduzierten Zellen sollten auch in vivo auf das enthaltene c-Myc getestet werden.
Hierfiir wurde der Antikorper gegen c-Myc (Y-69) verwendet. Die Tumorzellen zeigten
eine hohe Expression des c-Myc, diese war bei den Tumorzellen der Doxycyclin-
unbehandelten Tumore (Abb. 3.9.4a) stirker ausgeprégt, wohingegen die Tumorzellen bei
den Doxycychn—behandelten Tieren schwiacher reaglerten (Abb. 3.9.4b).
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Abb. 3.9.4a: Antikorper gegen c-Myc, Ver- Abb. 3.9.4b: Antikorper gegen c-Myc,
suchsreihe II, Tumor aus AToM-Zellen (8. Versuchsreihe II, Tumor aus AToM-
Passage), Versuchstier Nr. 6, Schnitt 38, 40-  Zellen (8. Passage), Versuchstier Nr. 7,

fache VergroBerung Schnitt 69, 40-fache Vergroflerung

Die Unterschiede bei der c-Myc-Expression der Doxycyclin-behandelten und Doxycyc-
lin-unbehandelten Tumore sind ein Hinweis fiir das Funktionieren des Tet-off-Systems in

vivo sowohl in Tumoren aus der 5. als auch aus der 8. Zellpassage.
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Bei den c-Myc (Y-69) Farbungen der Tumore der 5. Passage fiel zudem auf, dass die
groflen Tumorzellen nicht immunpositiv fiir c-Myc waren. Somit hatten sich aus den in-
vitro-Tumorzellen der 5. Passage einige Zellen weiter differenziert (Abb. 3.9.4c). Die c-
Myc- und Ki67-negativen Zellen zeigten eine positive Immunreaktion fiir das als Diffe-

renzierungsmarker fungierende Intermediérfilament Desmin (Abb. 3.9.7a).

Abb. 3.9.4c: Antikdrper gegen c-Myc, Versuchsreihe IV, Tumor aus
AToM-Zellen (5. Passage), Versuchstier Nr. 10, Paraffinschnitt 90,
40-fache Vergroflerung

Abb. 3.9.4d: Negativkontrolle, Paraffinschnitt

395 Antikorperfirbungen gegen phospho-Akt (Ser473)

Das konstitutiv aktive myr-Akt sollte ebenfalls in vivo nachgewiesen werden. Dafiir dien-
te der Antikorper phospho-AKT (Ser 473), der zur Detektion von Akt mit Phosphorylie-
rung an der Serinstelle 473 angewendet wird. Die Tumore aller Zellpassagen zeigten eine

vermehrte Expression von Akt (Abb. 3.9.5a-d).
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Abb. 3.9.5a: Antikdrper gegen phospho- Abb. 3.9.5b: Antikorper gegen phospho-

Akt, Versuchsreihe II, Tumor aus AToM- Akt, Versuchsreihe IV, Tumor aus
Zellen (8. Passage), Versuchstier Nr. 2, AToM-Zellen (5. Passage), Versuchstier
Schnitt 37 Nr. 6, Kryostat-Schnitt

Abb. 3.9.5¢: Antikérper gegen phospho-  Abb. 3.9.5d: Antikérper gegen phospho-

Akt, Versuchsreihe II, Tumor aus AToM- Akt, Versuchsreihe IV, Tumor aus
Zellen (8. Passage), Versuchstier Nr. 3, AToM-Zellen (5. Passage), Versuchstier
Kryostat-Schnitt Nr. 5, Kryostat-Schnitt

3.9.6 Antikorperfirbungen gegen CD31

Mittels Antikdrper gegen CD 31 wurde versucht die Angiogenese in den entstandenen
Tumoren nachzuweisen. Eine Immunreaktivitit als Hinweis fiir Blutgefa3bildung war nur
in den Doxyxclin-unbehandelten Tumoren der 8. Passage mit diesem Antikorper nach-
weisbar (Abb. 3.9.6a und b). Da bei der Begutachtung der Schnitte keine qualitativen
Unterschiede zu sehen waren, wurde auf eine Quantifizierung verzichtet. In den
Doxycyclin-behandelten Tumoren der 8. Passage war keine vermehrte Blutgefiafbildung

im Vergleich zum normalen Hirngewebe zu eruieren (Abb. 3.9.6¢).
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Abb. 3.9.6a: Antikoérper gegen CD31, Versuchsreihe 11,

Tumor aus AToM-Zellen (8. Passage), Versuchstier Nr. 6,
Schnitt 19

Abb. 3.9.6b: Antikdrper gegen CD31, Versuchsreihe 11,
Tumor aus AToM-Zellen (8. Passage), Versuchstier Nr. 6,
Schnitt 23, 40-fache Vergroferung

Abb. 3.9.6¢: Antikorper gegen CD31, Versuchsreihe 11,
Tumor aus AToM-Zellen (8. Passage), Versuchstier Nr. 7
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3.9.7 Zelldifferenzierung
Zur Erfassung der Zelldifferenzierung wurden Antikorper fiir Desmin, MAP-2, Neuro-

filament, Olig2, sm-Actin und Vimentin eingesetzt. Ein besonderes Interesse galt dabei
den groBlen c-Myc- und Ki67-negativen Tumorzellen der induzierten Tumore aus der 5.
Zellpassage. Nur die groBen Tumorzellen der AToM IV-Reihe zeigten sich immunpositiv
fiir Desmin, die kleinen Tumorzellen waren hingegen Desmin-negativ. Die Desmin-
positiven Zellen waren fiir MAP-2 immunnegativ. Zur weiteren Einordnung der generier-
ten Tumorzellen diente ein Antikorper gegen Oligodendrozyten-Transkriptionsfaktor
(OLIG2), die Immunreaktion fiel bei allen Farbungen negativ aus. Bei humanen Gliomen

wird hdufig eine positive Immunreaktion fiir diesen Transkriptionsfaktor beobachtet (84).

Die Vimentin-Antikorperfarbungen zum Nachweis einer mesenchymalen Herkunft waren
negativ. Die immunhistochemischen Farbungen gegen Neurofilament zeigten eine ubiqui-
tire Férbung. Bis auf eine minimale Immunreaktion zwischen den groBen Tumorzellen
der 5. Passage, waren die Férbungen gegen sm-Actin negativ. Bei den Zellen der 5. Pas-
sage war eine Differenzierung zu groflen Desmin-positiven Zellen (siche Abb. 3.9.7a),

aufgetreten, die sich nur in der Versuchsreihe der AToM IV-Zellen fand.

- r;

Abb. 3.9.7a: Antikorper gegen Desmin, Abb. 3.9.7b: Antikdrper gegen Desmin,
Versuchsreihe IV, Tumor aus AToM- Versuchsreihe II, Tumor aus AToM-Zellen
Zellen (5. Passage), Versuchstier Nr. 10 (8. Passage), Versuchstier Nr. 6
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Nur die groen Tumorzellen der AToM IV-
Reihe zeigten sich immunpositiv fiir Des-
min, die kleinen Tumorzellen waren hinge-

gen Desmin negativ.

Ausschnittvergroflerung 40x aus Abb.
3.9.7a

Abb. 3.9.7c: Antikdrper gegen MAP-2, Versuchsreihe 1V,
Tumor aus AToM-Zellen (5. Passage), Versuchstier Nr. 10.

Die Desmin positiven Zellen sind fiir MAP-2 immunnegativ.

Abb. 3.9.7d: Antikdrper gegen Neurofilament, Versuchsreihe
IV, Tumor aus AToM-Zellen (5. Passage), Versuchstier Nr.
10. Die Neurofilamentfarbung zeigte eine globale Anreiche-

rung und konnte nicht gewertet werden.
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Abb. 3.9.7e: Antikorper gegen Olig 2, Versuchsreihe IV,
Tumor aus AToM-Zellen (5. Passage), Versuchstier Nr. 10.
Die Detektion der Oligodendroglia mit Olig2-Antikorper fiel
ebenfalls bei allen Farbungen negativ aus. So waren die Tu-
morzellen nicht weiter zu oligodendroglialen Tumorzellen

differenziert.

Abb. 3.9.7f: Antikorper gegen sm-Actin, Versuchsreihe IV,

Tumor aus AToM-Zellen (5. Passage), Versuchstier Nr. 10.

Glattmuskelaktin fand sich etwas zwischen den groflen Tu-
morzellen der 5. Passage, sonst waren die Farbungen im-

munnegativ fiir sm-Actin.

88



Abb. 3.9.7g: Antikorper gegen Vimentin, Versuchsreihe IV,
Tumor aus AToM-Zellen (5. Passage), Versuchstier Nr. 1.

Auch die Vimentin-Férbungen blieben negativ.

3.9.8 Immunfluoreszenz mit o Ki67 und a c-Myc

Zur Verifizierung, dass die proliferativen Ki67 positiven Zellen auch die mit c-myc trans-
duzierten Tumorzellen sind, wére eine Immunfluoreszenz-Doppelfarbung sinnvoll gewe-
sen. Da jedoch beide valide funktionierenden Antikorper Ki67 und c-Myc (Y-69) aus
dem gleichen Wirt, dem Kaninchen stammten, war dies nicht mdglich. Es wurden exemp-
larisch zwei benachbarte Schnitte, also Serienschnitte, des Tumors Nr. 10 AToM IV ge-
trennt angefédrbt. Als Orientierungsmarke diente ein deutlich erkennbares Blutgefdl3, das
sowohl in der griin-fluoreszierenden Ki67-Farbung mit Alexa Fluor (488) Goat o rabbit
IgG (H+L) als auch in der rot-fluoreszierenden c-Myc-Farbung mit Alexa Fluor (568)
Goat a rabbit IgG (H+L) deutlich zu erkennen ist. Das so entstandene Zellverteilungs-
muster ist nahezu identisch. Die Befunde wurden zur Veranschaulichung grafisch zu-
sammengefiigt, Abb. 3.9.8c. Die proliferativen Ki67-Zellen sind auch die immunpositi-

ven fiir c-Myc.
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Abb. 3.9.8a: Griin-fluoreszierende Ki67-Farbung mit Alexa Fluor (488) Goat Anti-
korper gegen rabbit IgG (H+L), Versuchsreihe IV, Tumor aus AToM-Zellen (5. Pas-
sage), Versuchstier Nr. 10, Schnitt 108

Abb. 3.9.8b: Rot-fluoreszierende c-Myc-Farbung mit Alexa Fluor (568) Goat Anti-
korper gegen rabbit IgG (H+L), Versuchsreihe IV, Tumor aus AToM-Zellen (5. Pas-
sage), Versuchstier Nr. 10, Schnitt 109
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Abb. 3.9.8c: Graphische Bildzusammenfiigung der Serienschnitte 108 (Abb. 3.9.8a)
und 109 (Abb. 3.9.8b) mit GefdBanschnitt als Orientierung

3.10 Infiltration der Tumorzellen

Makroskopisch imponierten die Tumore aus der 8. Zellpassage rundlich und eher ver-
drangend wachsend. Histologisch waren bei einigen Doxycyclin-behandelten Tumoren
kleine Tumorinseln in der Umgebung als erster Hinweis fiir eine Infiltrationstendenz zu
sehen (siche Abb. 3.10a-h). Dieser Befund war nur bei den makroskopisch sichtbaren
Tumoren der 8. Passage nachweisbar. Die nur mikroskopisch detektierbaren Tumore der
5. Passage mit Doxycyclin-Gabe zeigten teils sehr kleine Tumorzellverbénde, die nicht

als infiltratives Tumorwachstum gewertet werden konnten (siche Abb. 3.10b).

Abb. 3.10a: HE-Féarbung, Versuchs- Abb. 3.10b: HE-Farbung, Versuchsreihe

reihe II, Tumor aus AToM-Zellen (8. IV, Tumor aus AToM-Zellen (5. Passage),

Passage), Versuchstier Nr. 3, Schnitt Versuchstier Nr. 5, Schnitt 40, 40-fache
40 Vergroflerung
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Abb. 3.10c: HE-Farbung, Versuchs- Abb. 3.10d: HE-Farbung, Versuchsreihe I,
reihe I, Tumor aus AToM-Zellen (8.  Tumor aus AToM-Zellen (8. Passage), Ver-
Passage), Versuchstier Nr. 5, Schnitt suchstier Nr. 3

25

Abb. 3.10e: Antikorper gegen Ki67, Versuchsreihe 11, Tumor aus AToM-Zellen (8. Pas-
sage), Versuchstier Nr. 3

Abb. 3.10f: Antikorper gegen c-Myc, Versuchsreihe II, Tumor aus AToM-Zellen (8. Pas-
sage), Versuchstier Nr. 7, 40-fache VergroBerung
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Abb. 3.10g: Antikorper gegen c-Myc, Versuchsreihe II, Tumor aus AToM-Zellen (8.
Passage), Versuchstier Nr. 7

Abb. 3.10h: Antikorper gegen Ki67, Versuchsreihe II, Tumor aus AToM-Zellen (8. Pas-
sage), Versuchstier Nr. 7
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4 Diskussion

4.1 Warum werden Gliommodelle benotigt?

Die Gliome stellen die grofite Gruppe der malignen hirneigenen Tumore dar. Trotz inten-
sivster Forschungsbemiihungen ist eine Heilung bei hohergradigen Gliomen bislang nicht
moglich, langfristige Remissionen sind auch mit multimodalen Therapiekonzepten nur
selten zu erzielen (108, 131). Um die Biologie dieser Tumorentititen besser zu verstehen
und so eine Basis fiir die Priifung potenzieller Therapieansétze zu schaffen, werden drin-

gend entsprechende Tiermodelle benétigt.

4.2 Vorhandene Tumormodelle in der Grundlagenforschung

In den letzten zwei Jahrzehnten wurden verschiedene Mausmodelle fiir die Tumorigene-
sis etabliert. Bei den established cell lines (ECL)-Modellen werden in Zellkulturen von
Wild-Typ-Miusen mit chemischen Karzinogenen Tumormutationen induziert und die
mutierten Zellen im Sinne eines Allograftmodells der gleichen Spezies implantiert (29,
64). Auch humane Astrozytomzellen konnen auf diese Weise in Mause eingesetzt werden
(Xenograftmodell). Ein weiteres Xenograftmodell stellen die patient-derived xenografts
(PDX) dar, bei denen definierte humane Astrozytomtumorzellen kultiviert und entweder
immunkompetenten oder immundefizienten Mausen injiziert werden (64, 95, 96). Bei
anderen Modellen der letzten Jahre wurden Tumorzellen {iber humane neuronale Stamm-
zell-(NSC)-Kulturen oder humane Astrozytenkulturen mit Onkogenmutationen erzeugt
und diese Tumorzellen immundefizienten Méusen implantiert (96). Auch Allograftmodel-
le mit genetisch veréinderten Méusen (genetically engineered mice, GEM) wurden zur
Tumorigenesis in situ oder fiir eine Tumorinduktion iiber Zellkulturen (nGEM: non-

germline genetically engineered mice) verwendet (24, 64).

4.3 Vorteile des primiren astrozytiren Mausmodells

Die Vorteile des hier beschriebenen primédren astrozytiren Mausmodells sind die bei Al-
lograftmodellen geringere Immunreaktivitidt sowie die Schaffung einer Tumormikroum-
gebung durch die orthotope Implantation und damit die Annéherung an eine biologische
Tumorwachstumsumgebung (64). Dies ist bei gingigen Xenograftmodellen, bei denen

hiufig auch heterotope Implantationen erfolgen, nicht der Fall (64, 96). Auch Immunre-
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aktionen durch nicht wirtseigene Zellen kdnnen bei Xenograftmodellen das Tumorwachs-
tum und die Reproduktion einer natiirlichen Tumorumgebung verhindern (64).

In der vorliegenden Arbeit entschieden wir uns zur Verwendung primérer muriner Astro-
zyten mit einem p53-knock-out-Hintergrund, da viele primére und sekundire humane
Astrozytome Mutationen des p53-Gens aufweisen (106). Die Auswahl der weiteren Pro-
to-Onkogene fiir unser Modell orientierte sich an ebenfalls hdufig bei der humanen Gli-
omentstehung beteiligten Signalwegen. Bei priméren Glioblastomen finden sich oft eine
EGFR-Amplifikation sowie auch PTEN-Mutationen (88, 135), weshalb ein Protoonkogen
aus der EGFR/PTEN/Akt/mTOR-Signalkaskade gew#hlt wurde. Das konstitutiv aktive
Akt schiitzt die Tumorzellen auch vor Apoptose und stabilisiert die Zellintegritit (69).
Niedriggradige Astrozytome zeigen Uberexpressionen des Onkogens c-MYC (61), so dass

dieses Onkogen fiir die Steigerung und Steuerung der Proliferationsrate verwendet wurde

(13).
4.4 Viraler Vektor und Proliferationssteuerung

Die Konsistenz der verwendeten Onkogene wurde mittels Antibiotika-Selektion mit Hyg-
romycin und Puromycin gewihrleistet und durch den visuellen Nachweis des Green-
Fluoreszenz-Proteins in c-Myc bestétigt.

Die Proliferationssteuerung mit einem Tet-off-System iiber den Promotor auf c-Myc (9,
82) diente zunéchst der Steuerung der Zellproliferation in der Kultur. In vivo ermoglichte
die Proliferationssteuerung eine fiir die Tumorentwicklung nach Implantation ausreichen-
de Verweildauer der Zellen. Bei fritheren Tumormodellen ohne Proliferationssteuerung
war es oft zu einer rasanten, unkontrollierten Zellvermehrung gekommen, ohne dass sich

eine typische Tumorformation oder Infiltration ausbilden konnte (64).
4.5 Onkogenes Potential der AToM-Zellen

Astrozyten, denen p53 fehlt, entwickeln nach und nach einen transformierten Phénotyp
(150). Die Verénderungen der Astrozyten bei der Entwicklung zu Tumorzellen durch
retrovirale Infektionen mit den Plasmiden pBABE-Hygro-myr-FLAG-Akt und MIGRde-
luxel TF-myc waren bereits in vorangegangenen Arbeiten untersucht worden (119, 133,
154, 155). Sie konnten hier in der Zellkultur phénotypisch reproduziert werden (Abb.
3.4a-c). Die zusétzliche Expression der Onkogene c-Myc und 4kt in den hier beschriebe-
nen transduzierten Astrozyten beschleunigt nicht nur die Proliferation, sondern auch die

Mutationsanhdufung und Dedifferenzierung (69, 100, 125).
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4.6 Proliferationsinduktion durch c-Myc und Steuerung mit Tet-off-

System in vitro

Die Regulation der Proliferation der p53-knock-out-Astrozyten durch das Tet-off-System
wurde in vitro und in vivo untersucht. Um einen mdglichst breiten Regulationsbereich zu
erzielen, wurden in Voruntersuchungen von Gero Weisbarth zwei verschiedene Tet-
Promotoren getestet. Es wurde festgestellt, dass der urspriingliche TRE-Promotor (49)
nicht geeignet war. Hingegen konnte in den Arbeiten von Bohner (14) und Leuchtenber-
ger (82) ein funktionsfihiges System entwickelt werden.

In unseren Experimenten wurde zunichst in unabhéngigen in-vitro-Versuchsreihen die
Funktionsfahigkeit des Tet-off-Systems belegt, sowohl fiir die ToM-Zellen ohne Akt als
auch fiir AToM-Zellpopulationen mit Akt. Die Steuerung der Proliferationsrate gelang
dabei iiber einen lidngeren Untersuchungszeitraum mit bis zu 10 Zellpassagen ohne
Doxycyclin und auch nach repetitiver Supprimierung der Zellproliferation durch
Doxycyclingabe.

Wie erwartet, war nur eine begrenzte Steigerung der Proliferationsrate in den in-vitro-
Versuchen moglich. Dies ist dadurch erklért, dass ab einem gewissen Zeitpunkt die Zel-
len nicht mehr geniigend Vermehrungsraum im Well und nicht mehr geniigend Néhrstof-
fe im alle vier Tage erneuerten Medium finden. Weitere Erklarungen sind die Begrenzung
der Kapazitit der fiir die DNA- und Proteinsynthese zustindigen Zellorganellen sowie
Seneszenz- und Apoptoseprozesse.

Dennoch zeigten insbesondere die Doxycyclin-unbehandelten Zellen eine kontinuierlich
ansteigende Proliferationsrate {iber einen ldngeren Kultivierungszeitraum (siehe Abb.
3.6.1a.) Diese hohen Proliferationsraten sind durch die Rolle des Onkogens c-Myc im
Zellzyklus zu erkldren (13, 100). Die in-vitro-Versuchsreihen zeigen das ungehemmte
Wachstumsverhalten durch c-Myc, das von Tumorzellen mit einer c-MYC-Amplifikation
bekannt ist (100). Wenn das Tet-off-System ausgeschaltet wurde, ndherte sich die Prolife-
rationsrate der der Doxycyclin-unbehandelten, ungebremsten Kontrollgruppe weitgehend
an. Dies war auch bei spiteren Zellpassagen reproduzierbar, wie in Abb. 3.6.1b fiir Zellen
der ToM-Gruppe 1 in der 7. Passage demonstriert.

Im Gegensatz zu ToM- oder AToM-Zellen zeigten Akt-/GFP- oder reine p53-knock-out-
Zellen eine deutlich langsamere Proliferation. Bei transduzierten Akt-Zellen zeigte sich
die antiapoptotische Wirkung insbesondere durch die anfanglich deutlich erh6éhte Prolife-
rationsrate (69, 125). Auch nach 22 Tagen ungehemmtem Zellwachstums ohne Doxycyc-

lin war die Proliferationssteuerung mit Doxycyclin in der 8. Passage noch wirksam. Diese
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Experimente zeigen auf reproduzierbare Weise, dass die transduzierten regulierbaren

Astrozyten mindestens 2 Monate kultiviert werden konnten.

Auch mit kontinuierlicher Erhéhung der Proliferationsrate wurde durch Zugabe von
Doxycyclin die Proliferation auf dhnliche Werte wie bei p53-knock-out-Astrozyten des
gleichen Alters reduziert.

Diese Experimente belegen, dass mit diesem System mehrere Perioden schneller und

langsamer Proliferation der transduzierten Astrozyten mdglich sind.

4.7 Tumorinduktion und Regulation durch das Tet-off-System in vivo

Mit dem Nachweis der in-vitro-Funktionsfihigkeit der Tet-off-Proliferationssteuerung bei
ToM- und AToM-Zellen wurde die in-vivo-Regulierbarkeit anhand des Tumorwachstums
bei BL6-M4éusen nach stereotaktischer Implantation der Zellen untersucht.

Bei allen Versuchstieren, denen mit 4kf und c-myc transduzierte AToM-Zellen implan-
tiert wurden, entwickelten sich Tumore. Dagegen lieBen sich durch ausschlielich mit c-
myc und dem Tet-off-System transduzierte Zellen keine Tumore induzieren.

In einer ersten in-vivo-Versuchsreihe mit AToM-Zellen aus der 10. Zellkulturpassage
zeigte sich ein ausgeprigtes, durch Doxycyclinaktivierung des Tet-off-Systems nicht
kontrollierbares Tumorwachstum. Daraufthin wurden im Weiteren AToM-Zellen aus der
8. Zellpassage verwendet, die zunédchst 8 Versuchstieren implantiert wurden. Bei 3 Tieren
der Doxycyclin-behandelten Gruppe zeigte sich ein deutlich geringeres Tumorwachstum
als in der Doxycyclin-unbehandelten Gruppe als Beleg fiir die Funktionsfihigkeit des
Tet-off-Systems auch in vivo.

Bei einem Versuchstier (Maus Nr. 1) der Doxycyclin-behandelten Gruppe wurde ein
ungebremstes Tumorwachstum mit Entwicklung eines extrem grofen Tumors mit einem
Tumorvolumen von 117,43 mm? beobachtet, der somit groBer war, als die Tumore der
Doxycyclin-unbehandelten Gruppe. Auch morphologisch imponierte dieser Tumor ab-
weichend mit ausgepréigten Nekrosen wie in keinem anderen Tier dieser Versuchsgruppe.
Offensichtlich sprachen die implantierten Tumorzellen dieses Mausindividuums nicht auf
die Doxycyclingabe an, und das Tet-off-System funktionierte in diesem Fall nicht. M6g-
liche Erklarungen sind zusitzlich aufgetretene Mutationen mit Auswirkungen auf die
Zellproliferation im Rahmen der genetischen Instabilitdt der Tumorzellen oder ein veran-
derter Tetracyclin-Metabolismus bei dieser Maus.

Weitere Untersuchungsreihen zeigten eine gute Funktionsfahigkeit des Tet-off-Systems

in vivo bei Verwendung von Zellen aus fritherer Zellpassagen, wie etwa der 5. Zellpassa-
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ge in Versuchsreihe IV. Bei Verwendung von Zellen aus hoheren Zellpassagen kann es
dagegen zu einem Verlust der Funktionsfahigkeit des Tet-off-Systems kommen, was sich
ab der 8. Zellpassage in unseren Versuchen zeigte. Welche Verdnderungen zum Verlust
der Regulierbarkeit des Tet-off-Systems fiithren, konnte in dieser Arbeit nicht abschlie-
Bend geklirt werden. Anzunehmen sind aber die Anhdufung weiterer genetischer Verin-
derungen mit onkogener Potenz und Aktivierung paralleler Signalwege fiir die Tumor-
proliferation. Als Konsequenz dieser Ergebnisse muss fiir weitere Untersuchungen die
Verwendung fritherer Zellpassagen, wie der 5. Zellpassage, empfohlen werden.

Da die eingesetzten Tumorzellen bei jeder Versuchsreihe durch retrovirale Transduktion
neu generiert wurden und die Verweildauer in Kultur auch durch den stindigen Selekti-
onsdruck durch die Antibiotika im Kulturmedium begrenzt ist, steht mit diesem Ansatz
keine definierte stabile Tumorzelllinie auf Dauer und zur Reproduktion der Ergebnisse
zur Verfiigung. Gleichzeitig eroffnet sich so aber die Mdglichkeit Zellen mit unterschied-
lichen Eigenschaften fiir die Implantation zu generieren. Wéhrend der Zeit in Kultur sind
zusitzlich auftretende Verdnderungen im genetisch instabilen Tumorzellgenom anzu-
nehmen. Variable Parameter fiir die Erzeugung unterschiedlicher Zellen und Tumore mit
heterogener Tumorbiologie sind dabei die Dauer in Kultur, die Anzahl der Zellpassagen
sowie die Wachstumsdauer nach Implantation. So fiihrten AToM-Zellen der IV. Ver-
suchsreihe aus der 5. Zellpassage nach Implantation zu Tumoren mit sehr groBen Tumor-
zellen unabhéngig vom Einsatz der Proliferationsbremse durch Doxycyclin-Gabe. Neben
den gezielt eingebrachten genetischen Aberrationen myr-44f und c-Myc sind hierfiir wei-
tere akquirierte genetische Verdnderungen zu postulieren (102, 105, 106). Gelingt es in
Folgeuntersuchungen, einen Tumor mit optimalen Eigenschaften zu induzieren, sollte

nach diesen zusétzlich aufgetretenen Mutationen gefahndet werden.

4.8 Ki67 und c-Myc-Nachweis in den induzierten Tumoren

In allen durch die implantierten Zellen induzierten Tumoren lieBen sich positive immun-
histochemische Reaktionen auf Ki67 und c-Myc nachweisen. Aufféllig war hierbei, dass
sich bei den Doxycyclin-behandelten, in der Proliferation gedrosselten Tumoren aus
AToM II Zellen, die Ki67-positiven Zellen vor allem im Tumorrandgebiet zeigten, wih-
rend sich bei den Doxycyclin-unbehandelten Tumoren eine ubiquitdre Immunreaktion auf
Ki67 fand. Diese Beobachtung ist als Hinweis auf eine erhohte Proliferationsbereitschaft
im Tumorrandgebiet zu werten und entspricht einer Anndherung an das Verhalten natiirli-

cher Tumore (30). Die fiir Ki67 immunpositiven Zellen waren in der Immunofluoreszenz
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auch fiir c-Myc positiv, was als Beleg fiir eine gesteigerte Zellproliferation durch c-Myc

gelten kann (115, 147).
4.9 Immunantwort auf die implantierten AToM-Zellen

Die mittels retroviraler Transduktion durch die Onkogene c-Myc und Akt in AToM-Zellen
generierten p53-knock-out-Astrozyten fiihren in den BL6-Mausen zu keiner ausgeprégten
Immunreaktion. Dies konnte mit immunhistochemischen Féarbungen fiir CD4, CD8 und
MAC-1 (Abb. 3.9.1b, c, d) belegt werden (10). Eine fehlende Immunreaktion auf die
implantierten Zellen ist eine wichtige Voraussetzung fiir ein erfolgreiches Mausmodell.
Bei vielen fritheren Mausmodellen zeigten sich deutliche Immunreaktionen mit Lympho-
zyteninfiltrationen und Einwanderung von Makrophagen (21, 64). Vor allem in Xeno-
graftmodellen wie bei der Implantation humaner GBM-Zelllinien U251 und U87 in
Nacktméuse kommt es zu deutlichen Immunreaktionen mit Infiltration durch CD3 positi-
ve Lymphozyten (21). Auch fiir syngene GBM-Mausmodelle wie GL26 sind ausgeprigte
Immunreaktionen beschrieben (21, 140). Diese Immunantworten auf die implantierten
Zellen wurden in vielen Studien als Ursache fiir ein fehlendes Infiltrationsverhalten der
Zellen angesehen (96, 126). Das Fehlen einer relevanten Immunreaktion ist ein wesentli-

cher Vorteil des hier beschriebenen Mausmodells.
4.10 Vergleich der induzierten Tumore mit humanen Gliomen

Mit dem beschriebenen Mausmodell konnten Tumore mit dem typischen ,,bunten Bild*
humaner Glioblastome mit Hyperzellularitit und Pleomorphie der Tumorzellen herge-
stellt werden. Nach Akz-Transduktion geht die GFAP-Immunreaktivitit verloren (119). So
zeigten sich als Beleg einer astrozytire Herkunft der Tumorzellen (66) nur wenige Tu-
morzellen immunpositiv auf GFAP.

Nicht sicher reproduziert werden konnte das typische Infiltrationsverhalten, auch wenn
sich bei einigen Mausindividuen eine beginnende infiltrative Tendenz zeigte. Ebenso
konnte keine Neovaskularisierung nachgeahmt werden (siehe Abb.3.9.6a-c).

Fiir die fehlende Tumorzellinfiltration in vivo konnte das verwendete Proto-Onkogen c-
Myc verantwortlich sein. C-Myec spielt eine bedeutende Rolle bei der Proliferation, der
Differenzierung und der genomischen Stabilitdt von Tumorzellen (25, 26). Daneben zeigt
es aber weitere Effekte. So kann eine Myc-Aktivierung die Beweglichkeit von Zellen
reduzieren (26, 115) und so Zellinvasivitdt sowic Wundheilung verzdgern (86). Durch

eine Uberexpression von dMyc in Drosophila wurde die RasV12/IGl-/-Zellinvasion un-
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terdriickt (89). Die JNK-Phosphorylierung wurde durch Koexpression von dMyc/dMax
vermindert (13, 89). Auch wurde eine Steigerung der Zellinvasion bei Myc-Verlust beo-
bachtet (89). Trotz weiterer tumorigener Wirkungen diirfte also die Verwendung von
Myc eine Hemmung der Tumorzellinfiltration auch im hier beschriebenen Modell verur-
sacht haben. Der Einsatz von c-Myc in murinen Gliommodellen ist deshalb grundsétzlich

zu hinterfragen.

In Anbetracht der Kinetik der Gliominfiltration und des malignen Fortschreitens beim
Menschen wird deutlich, dass die groBBe Mehrheit der Tiermodelle, die Mause mit einer
Lebensdauer von etwa zwei Jahren verwenden, mit Einschrinkungen behaftet ist. Die
meisten in vivo verfligbaren Gliommodelle bestehen aus eher bosartigen Tumorzellen, die
eine hohe Proliferationsrate aufweisen und nur selten, wenn iiberhaupt eine charakteristi-
sche Gehirninfiltration beobachten lassen (21, 64, 81). Giese und Mitarbeiter fanden her-
aus, dass Astrozytomzellen in Abhéngigkeit vom Substrat in vitro entweder proliferierten
oder wanderten, und postulierten eine Dichotomie der beiden Parameter (46, 47). In den
letzten Jahren wurde diese Hypothese durch die Entdeckung mehrerer Mechanismen be-
statigt, z. B. durch Rezeptor-Wirkungen von EGFR (45) oder von EphB2-R (146), diffe-
rentieller Transkriptionsfaktoraktivitit (27), Mikro-RNAs (153) und Interaktion von Gli-
omzellen mit Neuroglia (109). Diese korrelieren mit dem ,,Go-or-Grow*-Verhalten von
Gliomzellen (78). Sollte diese Hypothese allgemein zutreffen, wiirden stark proliferative
Tumorzellen kaum im Gehirn der Maus migrieren. Wir haben versucht, diese Einschrén-
kung mit bedingt proliferierenden Tumorzellen zu {iberwinden.

In einer fritheren Studie exprimierte unsere Forschungsgruppe c-Myc und Myr-Akt kon-
stitutiv in priméren Astrozyten der Maus, die dann Stammzellenmerkmale erlangten und
im Mausgehirn gliomagen waren (119). Die Tumorzellen waren jedoch nicht infiltrativ in
das umgebende Hirngewebe und der Tumorrand dhnelte eher sekundédren Gehirntumoren
wie etwa einem metastasierenden Karzinom (119). Mit unserem Ansatz haben wir durch
die Erzeugung langsam proliferierender Tumorzellen eine Basis fiir ein Migrationsverhal-
ten der Tumorzellen geschaffen. Durch die bedingte Expression von c-Myc mittels Tet-
off-System konnten wir die Proliferation der transduzierten Astrozyten kontrollieren.
Jedoch gilt diese "Go-or-Grow"-Hypothese (78) nicht fiir alle Umstdnde in der Gliombio-
logie, wie in einem Gliom-Modell gezeigt wurde, das den Einfluss der extrazelluldren
Matrixstabilitdt auf Gliomzellen bewertete. In dieser Studie wurden sowohl Migration als
auch Proliferation durch die Stabilitdt des Wachstumsmediums proportional verdandert

(139). In vielen anderen Studien konnte bewiesen werden, dass die Invasion von Tumor-
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zellen der Basalmembran, also das invasive Tumorwachstum, einen Zellzyklusarrest er-
fordert (75). Diese Hypothesen wurden jedoch in anderen Untersuchungen infrage ge-
stellt. Zum einen zeigten diese, dass Tumorzellen gleichzeitig proliferieren und auch
wandern konnen (30, 67, 137). Zum anderen konnte nachgewiesen werden, dass Tumor-
zellen ihre Proliferationsbereitschaft zugunsten der Migrationsbereitschaft reduzieren
konnen und umgekehrt, dieses Verhalten wurde beispielsweise bei Melanomzellen gese-

hen (57).

Viele dieser Ansétze sind bei einer Etablierung eines murinen Gliommodells zu beriick-
sichtigen. Wir konnten hier ein nicht immunreaktivierendes Allograft-Modell mit kontrol-

lierbarer Proliferation und Dedifferenzierung der Tumorzellen entwickeln.
4.11 Aussichten

Das Ziel kiinftiger Untersuchungen muss es sein, die Allograftmodelle so weiter zu ent-
wickeln, dass auch eine Zellinvasion sowie eine deutliche Neovaskularisierung induziert
werden konnen und eine weitere Anndherung an das polymorphe Erscheinungsbild hu-
maner Astrozytome gelingt. Hierzu ist es erforderlich, die Zusammenhinge zwischen der
Zeitdauer der in-vitro-Kultur, der verwendeten Zellpassagen und den Eigenschaften der

nach Implantation ausgeldsten Tumoren noch besser zu verstehen.

Neben dem in dieser Arbeit belegten tumorigenen Potential der Onkogene Akt und c-Myc
in p53-knock-out-Astroyzten konnen weitere Onkogene und Signalwege verwendet wer-
den. Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang die mitochondriale serine Hyd-
roxyl-Methyltransferase 2 (SHMT?2), die das Invasionsverhalten von Glioblastomzellen
fordert und in Hypoxiezonen dem Tumor einen Uberlebensvorteil bringt (71). Untersu-
chungen bei urologischen Tumormausmodellen haben gezeigt, dass eine Uberexpression
dieser Transferase zu einer Proliferations- und Zellinvasionssteigerung fiihrt (74).

Eine sichere Funktionsfidhigkeit des Tet-off-Systems ermdglicht die Modifikation der
Tumorbiologie. Die Bedingungen fiir die Funktionsfahigkeit in vivo sollten weiter unter-
sucht und der in-vivo-Einsatz optimiert werden.

Neben dem hier verwendeten Zellkulturansatz lassen sich mit Organoidkulturen, bei de-
nen eine Kulturhaltung in Matrigel erfolgt, Bedingungen der Mikroumgebung (136), zel-
luldre Hierarchien und Interaktionen zwischen verschiedenen Zelltypen darstellen. Nach
Implantation von Zellen aus Organoidkulturen kann in vivo ein invasives Verhalten re-

produziert werden (62, 85). Die Entstehung verschiedener Mikroumgebungen durch mog-
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liche Treibermutationen kann ebenfalls untersucht werden (23). Im Gegensatz zu der
limitierten Verweildauer der Zellen in Kultur erlauben Organoidkulturen Untersuchungen
iiber viele Monate und sogar Jahre. Organoidkulturen ermoglichen eine kontinuierliche
Erforschung der Tumorbiologie und schaffen so die Grundlage fiir die Austestung von
Therapieansitzen (62, 141, 142).

Eine weitere Moglichkeit die Invasionsfahigkeit der generierten Tumorzellen zu erhéhen
wire die Verwendung von Matrix Metalloproteinasen. Bereits in vielen vorangegangenen
Studien wurde gezeigt, dass beispielsweise eine Erhohung der MMP-2 oder -9-
Expression mit einer Erhohung der Zellinvasion ins Matrigel korreliert (98, 99). Auch
konnte eine Erhohung von TIMP-1 (Metallopeptidase inhibitor 1) in einer anderen Studie
(2) eine Verminderung von ZNS-Entziindungsprozessen zeigen, dies veranschaulicht die

Wichtigkeit dieser Proteine und bietet einen weiteren Ansatzpunkt.
Das in dieser Arbeit entwickelte murine Allograftmodell mit regulierbarer Proliferation

ist eine vielversprechende Basis fiir die Weiterentwicklung der Grundlagenforschung der

Gliome.
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5 Zusammenfassung

Das Glioblastoma multiforme des Menschen (GBM) entsteht entweder sekundér aus Ast-
rozytomvorstufen oder de novo. Die vorliegenden Erkenntnisse der zugrundeliegenden
molekulargenetischen Verdnderungen und beteiligten Signalwege lassen weiter viele
Fragen bei der Astrozytom- und Glioblastom-Entwicklung unbeantwortet. Die Fortschrit-
te in der Grundlagenforschung wie auch bei den klinischen Therapieformen konnten die
extrem schlechte Prognose dieser hdufigsten primiren Hirntumoren bisher kaum verbes-
sern. Die neue WHO-Klassifikation der Gliome von 2016 beriicksichtigt erstmals mole-
kularbiologische Eigenschaften. Es werden dringend weiterentwickelte Modelle der Ast-
rozytom- und Gliomentstehung fiir ein besseres Verstindnis der Krankheitsentwicklung

und als Basis fiir neue therapeutische Ansétze bendtigt.

In bisherigen Forschungsarbeiten konnte an priméren p53-knock-out-Astrozyten mit Ak-
tivierung von myr-Akt und c-Myc eine maligne Zelltransformation erreicht werden. Ba-
sierend auf diesen Ergebnissen sollte das Modell durch eine Proliferationssteuerung iiber
ein Tet-System weiterentwickelt werden, um so die Tumorgenese in vivo modifizieren zu
konnen. In dieser Arbeit wurde in primdre p53-knock-out-Astrozyten iiber retrovirale
Plasmidtransduktionen myr-Akt und ein regulierbares c-Myc eingebaut. Die Regulation
der Proliferation erfolgte dabei iiber ein pBabe-Promotor-gesteuertes Tet-System. Die
Plasmide verfiigten iiber verschiedene Antibiotika-Resistenzen um so eine Ausselektio-
nierung zu erreichen. In Zellkulturen konnte eine gute Regulierbarkeit auch in héheren
Passagen bestitigt werden. Auf dieser Grundlage erfolgten stereotaktische in-vivo-
Versuche mit BL6-Méausen. Diese zeigten, dass sich die Zellproliferation auch in vivo
iiber entsprechende Tetracyclingaben steuern ldsst. Die auf diesem Weg im Mausmodell
induzierten Tumore zeigten nun deutlich besser als in friiheren Modellen eine Multiformi-
tit und verschiedene Differenzierungen der Tumorzellen wie sie fiir das menschliche

GBM typisch sind.
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6 Summary

Human glioblastoma multiforme (GBM) is developing either secondary from astrocytoma
precursors or emerges de novo. Available knowledge of the underlying molecular chang-
es and involved pathways cannot answer many questions of gliomagenesis. Progress in
scientific research and multimodal treatment has as yet failed to improve substantially the
fatal clinical outcome in these most common primary brain tumors. The new WHO clas-
sification of 2016 includes for the first time biomarkers and molecular signatures. There
is a need for further improved models of gliomagenesis to obtain a better understanding

of the etiology and to stimulate clinical advancements.

In preceding studies a transformation of primary p53-knock-out-astrocyts into malignant
cells was achieved by activation of myr-Akt and c-Myc. Aim of this study was the further
development of the model by installing a tet-system based regulation facility to control
and modify tumorigenesis in vivo. Myr-Akt and a controllable c-Myc were built in into
primary p53-knock-out-astrocyts by retroviral plasmid transductions. Regulation of pro-
liferation was attained by a pBabe-promotor-controlled tet-system. The used plasmids had
several resistances to antibiotics for selection. In cell cultures we could verify a good
controllability even in later cell passages. With these findings we added stereotactic in
vivo trials with BL6 mice. It was proven that cell proliferation also in vivo could be regu-
lated by tetracycline doses. The brain tumors induced by this mouse model showed much

more typical features of GBM in comparison with previous models.
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