Aus dem Labor fiir Tumorimmunologie,
LIFE-Zentrum
Klinikum der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Leiter: Prof. Dr. Wolfgang Zimmermann

Identifizierung von tumorinitiierenden Zellen
in einem transgenen neuroendokrinen
Magenkarzinommodell der Maus

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der

Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

vorgelegt von
Mira Simone Kronast
aus

Freiburg im Breisgau

2016



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat

der Universitat Minchen

Berichterstatter: Prof. Dr. Wolfgang Zimmermann
Mitberichterstatter: Prof. Dr. Markus Guba
Priv. Doz. Dr. Michael Fiegl

Priv. Doz. Dr. Christian Bauer

Dekan: Prof. Dr. med. dent. Reinhard Hickel

Tag der mindlichen Priifung: 23.06.2016



Meinen Eltern






Zusammenfassung

Neuroendokrine Neoplasien (NEN) des gastro-entero-pankreatischen Systems (GEP)
stellen eine Gruppe sehr heterogener Tumore dar, deren Haufigkeit aktuell zunimmt. Die
einzige kurative Therapie stellt noch immer die Operation dar, jedoch werden vor allem
nicht-funktionelle GEP-NEN haufig erst in metastasiertem, unresektablen Stadium
diagnostiziert. Die 5-Jahres-Uberlebensrate von GEP-NEN-Patienten betrigt in Deutschland
33 %. Aufgrund dieser Tatsachen ist es wichtig, neue zielgerichtete Therapien zu

entwickeln, um GEP-NEN bereits im Ursprung zu bekampfen.

Als Tumormodell eines neuroendokrinen Magenkarzinoms wurde in dieser Arbeit das
transgene CEA424-SV40-T-Antigen-Mausmodell ausgewahlt. Bisher konnten in diesem
Modell keine Lgr5-exprimierenden Tumorzellen als mogliche Abkémmlinge von LGR5-
positiven Pylorusstammzellen nachgewiesen werden. Somit bleibt die Frage nach der

Ursprungszelle in diesem Modell unbeantwortet.

Die Tumorstammzelltheorie geht davon aus, dass Tumore hierarchisch organisiert sind und
nur eine kleine Anzahl sogenannter Tumorstammzellen (CSC) die Eigenschaften zur
Tumorbildung besitzt und das Wachstum des Tumors aufrechterhalt. Diese CSC sind in der
Lage, zu proliferieren, zu differenzieren und weisen sich durch ihre hohe Resistenz

gegenitber Chemotherapeutika und Bestrahlung aus.

Ziel dieser Arbeit war es, die Karzinome dieses Modells zu phanotypisieren, potentielle
Ursprungszellen und Tumorstammzellen dieses Karzinoms zu identifizieren sowie diese zu
charakterisieren. Zur Charakterisierung der Ursprungszelle dieses Modells wurden
Kryoschnitte der Magenkarzinome angefertigt und diese immunhistochemisch auf die
Expression von c-KIT und PDGFRA hin Uberprift. Beide Proteine stellen Marker fir

Zelltypen dieses Magenbereichs dar, die als Ursprungszellen in Frage kommen.

Um des Weiteren potentielle CSC-Populationen zu charakterisieren, ist die Kenntnis von
Markern fiir CSC unabdingbar. Um dieses Ziel zu erreichen, wurden CSC-Kandidatenmarker
auf von CEA424-TAg-Magenkarzinomen abgeleiteten Tumorzellen (mGC-Zellen) mittels
Transkriptomanalyse und Durchflusszytometrie identifiziert und Marker-positive
Subpopulationen von Tumorzellen auf Stammzelleigenschaften hin in vitro und in vivo
untersucht. In vitro konnte eine CXCR4-positive Subpopulation (mGC3 0,4 %; mGC8 0,3 %)
innerhalb der mGC-Zellen identifiziert werden. Diese CXCR4-positive Subpopulation zeigte
in vivo eine erhohte Proliferationskapazitat bei subkutaner Injektion in syngene Mause. Fir
eine CXCR4-positive tumorinitiierende Subpopulation sprach aulerdem die signifikante

Anreicherung CXCR4-positiver Zellen unter Einfluss verschiedener Chemotherapeutika.



Langfristig erhoffen wir uns von der Kenntnis der Ursprungszelle des neuroendokrinen
Magenkarzinoms sowie der Charakterisierung der Tumorstammzellen die Entwicklung

zielgerichteter Wirkstoffe und damit Erfolge bei dessen Therapie.
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1 EINLEITUNG

1.1 Neuroendokrine Neoplasien

Neuroendokrine Neoplasien (NEN) des gastro-entero-pankreatischen Systems (GEP)
beinhalten ein groRes Spektrum heterogener Tumore mit sehr unterschiedlichem
biologischen Verhalten und unterschiedlicher Prognose. Sie entstehen aus dem diffusen
neuroendokrinen Zellsystem. Es gibt funktionelle NEN, die verschiedene Hormone
sezernieren und sich mit passenden Symptomen prasentieren sowie die grolite Gruppe der
nicht-funktionellen NEN, etwa 60 % (Landerholm et al., 2010; Pape et al., 2008). GEP-NEN
stellen eine seltene Tumorentitat mit einer jahrlichen Inzidenz von 5/100.000 Personen
sowie einer Pravalenz dar, die hoher ist als die jedes anderen Tumors des oberen
Gastrointestinaltrakts. Sowohl Inzidenz als auch Pravalenz sind aktuell steigend (Modlin et
al.,, 2008; Yao et al.,, 2008). Die WHO klassifizierte sie 2010 in gut differenzierte
neuroendokrine Tumore (NET) G1 oder G2 und schlecht differenzierte neuroendokrine
Karzinome (NEC) G3. In Bezug auf ihre Proliferation sind alle NEC proliferationsaktive G3-
Karzinome (Proliferationsrate, gemessen anhand des Anteils Ki-67-positiver Tumorzellen,
> 20 %) (Bosman et al., 2010). Die Prognose der NEN ist stark von der Proliferationsrate des
Tumors abhangig (Ki-67-Frequenz). Noch immer ist die Resektion des Tumors sowie seiner
Metastasen die einzige kurative Therapie. 50-60 % der Patienten stellen sich allerdings mit
bereits unresektablem metastasiertem Tumor vor, da nicht-funktionelle NEN nicht durch
Frihsymptome auffallen (Hauso et al., 2008; Modlin et al., 2008). Therapien mit radioaktiv
markierten oder unmarkierten Somatostatinanaloga, Chemotherapeutika und
Interferonen bringen noch keine Heilung. Neue spezifische molekulare Wirkstoffe
(Everolimus, Sunitinib) verbessern zwar das Gesamtiliberleben der Patienten, dennoch ist
eine dauerhafte Heilung auch unter diesen neuen Wirkstoffen noch nicht erreicht. Die
Tumore weisen eine Resistenz sowohl gegenilber klassischen Chemotherapeutika,
Somatostatinanaloga sowie den neuen spezifischen Wirkstoffen auf. Die 5-
Jahresiiberlebensrate von Patienten mit G3-Karzinom, dem histologisch schlecht
differenzierten neuroendokrinen Karzinom des Magens, betragt in Deutschland aktuell
33 % (Begum et al., 2012). Man steht hier therapeutisch noch immer vor einer groRen
Herausforderung, da Tumore moglicherweise ausweichend alternative Signalwege zum
weiteren Wachstum verwenden kénnen. Es werden spezifische Wirkstoffe gegen neue
molekulare Zielstrukturen benétigt, um personalisierte erfolgreiche Therapie der NEN zu

ermoglichen und in diesem Feld Fortschritte zu erzielen.



1.2 Die Rolle von Stammzellen des Magens in Selbsterneuerung und der
Entstehung von Tumoren

Die Schleimhaut des Gastrointestinaltrakts benotigt aufgrund ihrer starken Beanspruchung
eine tagliche Erneuerung ihrer Zellen (Leushacke and Barker, 2012). Fiir die Homoostase
des Gewebes sind Stammzellen verantwortlich, die in anatomisch-definierten Regionen des
jeweiligen Gewebes lokalisiert sind (Barker et al., 2010a). Um die Homo&ostase des Gewebes
aufrechtzuerhalten, besitzen Stammzellen die Eigenschaft zur Selbsterneuerung sowie zur
Bildung und Erneuerung aller differenzierteren Zellen des Gewebes, dem sie angehdren
(Abbildung 1).

Symmetrische Teilung: Asymmetrische Teilung: Symmetrische Teilung:
2 Stammzellen 1 Stammazelle 2 ausdifferenzierte Zellen
1 ausdifferenzierte Zelle

©) ©) ©) @@ @& @&
N / N7 N/
<3 @) ©d

Abbildung 1: Symmetrische und asymmetrische Teilung adulter Stammzellen. Stammzellen (rot) erneuern
sich bestandig selbst und bilden ausdifferenziertere Zellen (grau), sogenannte transit-amplifying cells. Die
transit-amplifying cells teilen sich erst mehrmals, bevor sie komplett differenzierte reife Gewebszellen bilden,
die die Gewebshomodostase aufrechterhalten (modifiziert nach Barker and Clevers, 2010).

Das Gleichgewicht zwischen Selbsterneuerung und Differenzierung ist streng durch
verschiedene Signalwege wie z.B. den Wnt-, Notch- sowie Hedgehog-Signalweg kontrolliert
(Sancho et al., 2003). Abnorme Differenzierung des Magenepithels durch zum Beispiel
Deregulierungen der Signalwege fiihrt zum Entstehen von Tumoren. Das Epithel des
Magens besteht aus vielen Driisenschlauchen, die von Stromazellen umgeben sind. Die
Anatomie der Drisenschlauche variiert zwischen den verschiedenen Arealen des Magens.
Sie wird in drei Abschnitte untergliedert: den Isthmus (Engstelle am Ubergang zu den
Drisenschlduchen), den Hals des Driisenschlauches sowie die Basis der Driisen (vgl.
Abbildung 2 A). Die Driisenschlduche enthalten je nach Lokalisation im Magen
verschiedene ausdifferenzierte Zelltypen wie hormonbildende endokrine, schleimbildende
(Nebenzellen), sdureproduzierende (Belegzellen) sowie zymogenproduzierende Zellen
(Hauptzellen) (Lee, 1985). Alle Zellen der Magenschleimheut entstehen auf dem Boden von
Stammzellen (Bjerknes and Cheng, 2002). Epitheliale Magenstammzellen haben viele
Gemeinsamkeiten mit denen des Darms, die bereits sehr gut erforscht sind. Es wurde
allerdings auch klar, dass sich die Stammzellen des Magens in wichtigen Punkten von denen

des Darms unterscheiden.
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1.2.1 LGRS als Marker fiir epitheliale Pylorusstammzellen

LGRS (Leucine-rich repeat-containing G-protein-coupled receptor 5) ist ein Protein, das im

menschlichen Kérper in zahlreichen Geweben gebildet wird.

A B
Mukose Zelle Mukdse Zelle Endokrine
© Magengriibchen Belegzelle Magendriise Zelle
.
- 3 4
8 ©3A C= & 83
Isthmuszelle
Isthmus
5
3 Hals Gewebserneuerung
s
© LGR5* Selbst
Basis QI A
Stammzelle erneuerung

Abbildung 2: LGR5-positive adulte Stammzellen sichern die Gewebshomdostase der Pylorusregion des
Magens. (A) Architektur des Pylorusepithels. Proliferierende LGR5-positive adulte Stammzellen sind am
Grund der Driisenschlduche lokalisiert. (B) Ubersicht tiber die von den LGR5-positiven Stammzellen
ausgehenden Zelltypen des Pylorus. LGR5-positive Pylorusstammzellen sind in der Lage, alle Zelltypen des
Pylorusepithels zu bilden sowie sich selbst zu erneuern (modifiziert nach Leushacke and Barker, 2012).

2010 konnten Barker et al. zeigen, dass alle Zellen des Pylorus aus proliferierenden LGR5-
positiven Zellen in der Basis des Driisenschlauches entstehen (vgl. Abbildung 2 B) (Barker
et al.,, 2010b). Dazu verwendete er den aktuellen Goldstandard zur Identifizierung von
Stammazellen, das lineage tracing. Lineage tracing erlaubt die Stammzellaktivitat einzelner
Zellen bzw. Subpopulationen von Zellen im Gewebe zu analysieren. Dazu muss ein
transkriptionell blockiertes Reportergen in der zu untersuchende Zellpopulation vorhanden
sein. Nach gezieltem Deblockieren in der Zielzelle mittels Rekombination ermdoglicht dies
anhand der Expression des Reportermolekiils, die modifizierte Stammzelle sowie alle
daraus entstehenden Tochterzellen nachzuverfolgen und darzustellen (Reya et al., 2001).
Die LGR5-positiven Zellen des Pylorus fungieren als multipotente Zellen. Sie kénnen sich
selbst erneuern und sind an der Aufrechterhaltung der Homoostase des Epithels der
Pylorusregion beteiligt (Barker et al., 2010b). AulRer fir LGR5-positive Zellen konnte im
Pylorus des Magens bisher nur noch fir Villin-exprimierende Zellen gezeigt werden, dass
sie in der Lage sind, alle Zelltypen der Magenschlauche zu bilden. Villin ist ein
gewebsspezifisches, Aktin-bindendes Protein. Die Villin-positiven Zellen stellen allerdings

eine rare Zellentitat in Magendrisen dar und scheinen nur unter spezifischer Stimulation



mit Interferon-y das Magengewebe zu erneuern. Villin scheint deshalb kein geeigneter
Marker fir alle Stammzellen des Pylorus zu sein, sondern vielmehr in Gewebeschaden aktiv

zu werden (Qiao et al., 2007).

1.2.2 Die Rolle des Wnt-Signalweges in der Stammzellregulation und der
Entstehung von Tumoren

Der kanonische Wnt-Signalweg stellt einen von vielen Signaltransduktionswegen des
menschlichen Kérpers dar. Er ist in der embryonalen Entwicklung, der Gewebshomdostase
und zur Aufrechterhaltung von Stammzellen sowie ihrer Funktionen wichtig (Clevers, 2006;
MacDonald et al., 2009; Nusse et al., 2008). Im inaktiven Zustand wird die Konzentration
des Transkriptionskoaktivators B-Catenin gering gehalten, in dem B-Catenin phosphoryliert
und durch Proteasomen abgebaut wird (Abbildung 3). Dies geschieht durch Einschluss in
einen Komplex zusammen mit GSK3 (Glykogen-Synthase-Kinase 3), Axin, APC
(adenomatose Polyposis coli) und anderen Komponenten (Reya and Clevers, 2005). Die
Transkription von Zielgenen des B-Catenins wird im Zellkern durch den T-Zell-Faktor (TCF)
inhibiert (Nelson and Nusse, 2004). Bei Bindung von Wnt-Liganden an die Rezeptoren des
Signalweges (Frizzled und LRP5/6) kommt es zur Aktivierung einer Signalkaskade, in der es
zur Verhinderung des B-Catenin-Abbaus kommt (Tolwinski and Wieschaus, 2004). Erhdhte
B-Catenin-Konzentrationen fiihren dazu, dass sich B-Catenin im Zellkern anreichert und mit
TCF und LEF (lymphoid enhancer factor) interagiert. Dadurch kommt es zur Aktivierung der
Transkription verschiedener Zielgene wie z.B. LGR5 (Van der Flier et al., 2007). Es wurde
bald gezeigt, dass epitheliale Pylorusstammzellen einen aktivierten Wnt-Signalweg
bendtigen, um die Gewebshomoostase aufrechtzuerhalten (Barker et al.,, 2010b). Dies
konnte auch dadurch untermauert werden, dass die Transkription von Wnt-Zielgenen in
LGR5-positiven Pylorusstammzellen stark erhéht war und Wnt-Liganden in erhohten
Konzentrationen in der Basis der Drisenschlduche, wo die Stammzellen lokalisiert sind,
aktiv waren (Van der Flier et al., 2007). Demgegeniiber kénnen ein deregulierter Wnt-
Signalweg und die damit einhergehende Deregulierung der Stammzellfunktionen und der
Gewebshomoostase zu der Entstehung von Magenkarzinomen vor allem der Pylorusregion
fihren (Clements et al., 2002; Park et al., 1999). Barker et al. konnten die LGR5-positive
Pylorusstammzelle 2010 als potentielle Ursprungszelle von Wnt-getriggerten

Magentumoren etablieren.
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Abbildung 3: Kanonischer Wnt-Signalweg. (A) Inaktiver Signalweg. In Abwesenheit von aktiven WNT-
Liganden kommt es zur Degradierung von B-Catenin (B-Cat) innerhalb eines Abbau-Komplexes, der APC und
AXIN enthélt, die die Phosphorylierung von B-Catenin erleichtern. Es kommt zur Ubiquitinylierung und zur
Degradation von pB-Catenin. Die nachgeschalteten Zielgene bleiben durch TCF und LEF, beides
Transkriptionsfaktoren, sowie durch weitere Korepressoren unterdriickt. (B) Aktiver Signalweg. Wenn die
Konzentration an WNT-Liganden die Pufferkapazitat durch WNT-Inhibitoren Ubersteigt, interagieren WNT-
Liganden mit den Frizzled-Rezeptoren, die Signalkaskade wird aktiviert und fihrt Gber mehrere Schritte zur
Bindung von AXIN und zu dessen Degradierung. Die B-Catenin-Phosphorylierung und Degradierung wird
dadurch gehemmt. Die erhohte [B-Catenin-Konzentration fiihrt zu dessen Akkumulation im Zellkern.
B-Catenin bindet dort an TCF und LEF und es kommt zur Aktivierung der Transkription verschiedener Zielgene.
CBP, CREB-Bindeprotein; CK, Casein-Kinase; DKK, Dickkopf; DSH, Dishevelled; GBP, GSK3-Bindeprotein; GSK,
Glykogen-Synthase-Kinase; LRP, LDL receptor-related protein; P, Phosporylierung; sFRP, secreted Frizzled-
related protein (Moon et al., 2004).

1.3 Ursprungszellen von Tumoren und Tumorstammzellen

Die Beobachtung, dass nicht alle Zellen eines Tumors gleich sind, legte den Grundstein fir
das Tumorstammzellmodell (cancer stem cell; CSC). Tumorzellen innerhalb eines Tumors
zeigen haufig diverse funktionelle Eigenschaften und exprimieren unterschiedliche
Oberflachenproteine und Marker (Fidler and Hart, 1982; Fidler and Kripke, 1977; Nowell,
1976). Dieser intratumoralen Heterogenitdt steht eine intertumorale Heterogenitat
gegeniber. Verschiedene Tumorsubtypen innerhalb eines Organs zeigen oft einen sehr
unterschiedlichen Phanotyp sowie ein unterschiedliches Tumorverhalten (Marusyk and
Polyak, 2010). So fiihren z.B. unterschiedliche Mutationen innerhalb einer einzelnen Zelle
zu verschiedenen Tumorsubtypen oder Mutationen verschiedener Zellen fiihren zu
unterschiedlichen Tumorsubtypen (Abbildung 4 A). Letzteres wirde verschiedene

Ursprungszellen fiir jeden Subtyp bedeuten. Man kann davon ausgehen, dass beide Wege
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parallel existieren. AulRerdem spielen auch die Umgebung der Zellen im Gewebeverband
(Abbildung 4 B) sowie extrinsische Faktoren eine grofRe Rolle in der Tumorgenese und der

Heterogenitdt von Tumoren (Bissell and Labarge, 2005; Tisty and Coussens, 2006).
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Abbildung 4: Verschiede Mechanismen zur Heterogenitatsentstehung innerhalb eines Tumors. (A) Die
Heterogenitdt innerhalb eines Tumors kann durch zuféllige genetische sowie epigenetische Veranderungen
entstehen, die zu phanotypischen sowie funktionellen Unterschieden fiihren. (B) Tumorzellen lassen sich
durch ihre Umgebung stark beeinflussen. Zum Beispiel erlangen Tumorzellen (blau) in der Nahe eines
BlutgefalRes (rot) andere Eigenschaften als Tumorzellen (grau), die weiter von BlutgefalRen entfernt lokalisiert
sind. (C) Tumoren, die dem CSC-Modell folgen, enthalten tumorinitiierende Zellen (rot) sowie
ausdifferenzierte Tumorzellen (griin, gelb). Die tumorinitiierenden Zellen bilden neue tumorinitiierende
Zellen sowie ausdifferenzierte Tumorzellen innerhalb einer hierarchischen Organisation aus. (D) Tumore, die
dem Stammzellmodell folgen, unterliegen auch Einfliissen der Umgebung sowie der klonalen Evolution. Die
Urspriinge der Heterogenitat eines Tumors miissen sich nicht gegenseitig ausschlieRen, sondern leisten alle
einen Beitrag in der Tumorbildung (modifiziert nach Magee et al., 2012).
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Es ist wichtig, die normale Hierarchie eines Gewebes zu verstehen, um die Hierarchie
innerhalb eines Tumors nachvollziehen zu kénnen. Die Stammzelle eines Gewebes war
relativ frih als Zelle auserkoren, die den Ursprung eines Tumors bilden kann. Durch ihre
Kapazitat zur Selbsterneuerung und ihre Langlebigkeit ist sie Angriffspunkt fir die
Ansammlung multipler Mutationen, die letztendlich zur Tumorbildung fihren.
Andererseits konnen auch andere Zellen innerhalb der Hierarchie Tumorursprungszellen
sein, sofern sie Mutationen treffen, die ihnen die Selbsterneuerungskapazitat zuriickgeben
(Barker et al., 2009; Merlos-Suarez et al., 2011).
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Abbildung 5: Die normale Zellhierarchie und die Tumorentstehung. Auf der linken Seite ist die Stammzelle
(hellblau) dargestellt, die Uber differenziertere Progenitorzellen (orange) ausdifferenzierte Zellen (lila,
dunkelblau) bildet. Die Ursprungszelle eines Tumors kann z.B. eine Progenitorzelle sein. Durch Ansammlung
von Mutationen kann es dann zur Bildung von CSC (rot) kommen. In diesem Modell ist nur die
Tumorstammzelle in der Lage, die Tumorbildung aufrechtzuerhalten und nicht die differenzierten
Tumorzellen (gelb). Diese CSC muss nicht die gleiche Zelle sein, aus der der Tumor entstanden ist
(Ursprungszelle) (modifiziert nach Visvader, 2011).

Dem Tumorstammzellmodell liegt nun zu Grunde, dass nicht alle Tumorzellen eines Tumors
gleichermalien dazu in der Lage sind, neue Tumorzellen zu bilden, sondern dass sich eine
kleine Subpopulation der Tumorzellen als einzige selbst erneuern kann (Abbildung 4 C).
Diese Zellen werden als Tumorstammzellen bezeichnet. Sie bilden nur einen
verhédltnismaRig kleinen Anteil der Tumormasse (Abbildung 5). Den GroRteil der
Tumormasse bilden weiter differenzierte Tumorzellen, die nicht dazu in der Lage sind, das
Wachstum des Tumors aufrechtzuerhalten (Bonnet and Dick, 1997; Kelly et al., 2007;
Neering et al.,, 2007). Diese Differenzierung von CSC zu sich nicht selbst erneuernden
Tumorzellen lasst wie in normalen Geweben auch im Tumor eine hierarchische
Organisation entstehen (Dick, 2008; Reya et al., 2001; Shackleton et al., 2009). CSC besitzen
eine Reihe von Eigenschaften, die sonst den Stammzellen vorbehalten sind. Sie sind in der
Lage, sich selbst zu erneuern sowie andere ausdifferenziertere Tumorzellen zu bilden, also
heterogen zu proliferieren (durch symmetrische sowie asymmetrische Teilung). Des
Weiteren besitzen CSC eine besonders ausgepragte Resistenz gegeniiber Strahlen- sowie
Chemotherapie. Fir das weit fortgeschrittene Mammakarzinom konnte beobachtet
werden, dass sich CSC unter zytotoxischer Chemotherapie anreicherten, wahrend die
Hauptmasse des Tumors abgetotet werden konnte (Li et al., 2008). Eine &hnliche
Beobachtung konnte auch bei CML gemacht werden. Leukdmiestammazellen zeigten eine

hohere Resistenz gegenliber dem Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib, wahrend
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ausdifferenzierte Leukdmiezellen sensibel waren (Goldman, 2010; Oravecz-Wilson et al.,
2009; Perrotti et al., 2010). Bei diskontinuierlicher Imatinibbehandlung trat folgende
Situation ein: in auftretenden Rezidiven waren CSC resistent gegeniber Imatinib.
Differenziertere Tumorzellen erwiesen sich weiterhin als sensibel (Barnes and Melo, 2006;
Druker et al., 2006; Ross et al., 2011). Eine solche Resistenz konnte auch fiir CSC in
Gliomzellen und bei der Myelodysplasie beobachtet werden (Bao et al., 2006; Tehranchi et
al., 2010).

Analog zu normalen Stammzellen gelangen CSC zu dieser Resistenz aufgrund eines
verlangsamten Zellzyklus, einer erhdhten Expression von Membrantransportern, die
Giftstoffe aus der Zelle heraustransportieren kdonnen, einer hohen Expression anti-
apoptotischer Proteine sowie der Verhinderung dauerhafter DNA-Schaden (Bao et al.,
2006; Dean et al., 2005; Diehn et al., 2009; Zhou et al., 2009) (Abbildung 6).

Chemotherapie Bestrahlung

J J

CSC-Resistenz

DNA-Schaden

Wirkstoffeindringen

Apoptose

Umgebung

Andere

Uberexpression von
DNA -
Reparaturproteinen

Herunterregulierung
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Uberexpression von
Membrantransportern
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Apoptoseinhibitoren
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Uberlebenssignalwege

Erhohte Produktion
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Verlangsamter
Zellzyklus

Telomeraseaktivitat

Abbildung 6: Resistenzmechanismen von CSC gegeniiber Chemotherapie und Bestrahlung

Das Tumorstammzellmodell kann ein Phanomen erkldren, welches haufig in der Therapie
von Tumorerkrankungen auftritt. Nach Chemo- oder Strahlentherapie kommt es bei vielen
Patienten nach einiger Zeit zu einem Rezidiv oder zum Auftreten von Tumormetastasen.
Einzelne resistente CSC haben vermutlich tberlebt und bilden nun wieder einen Tumor
(Abbildung 7). Aus diesem Grund kann man nicht von Heilung nach diesen Therapieformen
sprechen. Mit Hilfe des Tumorstammzellmodells kdnnten in Zukunft effektive und gezielte
Therapiemoglichkeiten gegen CSC gefunden werden, anstatt die Tumorhauptmasse zu

therapieren, die nicht an der Entstehung und dem Fortbestehen des Tumors beteiligt ist.
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Abbildung 7: Rolle von CSC bei Rezidivbildung und Metastasierung. Fir Tumoren, die dem
Tumorstammzellmodell folgen, gelten die hier dargestellten Abldufe in Tumorbildung, Resistenz gegeniiber
Chemotherapeutika und Metastasierung (in Anlehnung an Jordan et al., 2006).

Ein anderes Modell der Tumorentstehung basiert auf der Annahme, dass Tumorzellen
durch zusatzliche Mutationen einen Wachstumsvorteil erlangen kénnen und starker
proliferieren als andere Tumorzellen. Dieses Modell der klonalen Evolution geht davon aus,
dass alle Tumorzellen homogen sind und ein dhnliches Tumorbildungspotential besitzen
(Nowell, 1976). Damit knilpft es an die Evolutionstheorie Darwins an, die im 19.
Jahrhundert die Entstehung der biologischen Arten erklarte (Darwin, 1859). Eine
Tumorzelle, die einen Wachstumsvorteil gewinnt, bildet Klone mit der gleichen Eigenschaft
der Ursprungszelle. Ein weiteres zufalliges Ereignis, das nun eine Zelle dieses Klons trifft,
kann Nachkommen dieser Zelle moglicherweise einen weiteren Wachstumsvorteil
verleihen und damit zur Tumorbildung fiihren (stochastisches Modell) (Reya et al., 2001).
Nach diesem Modell sollte eine Anreicherung oder lIsolierung von CSC anhand ihres
Phanotyps oder ihrer funktionellen Eigenschaften keinen Unterschied in der

Tumorbildungskapazitat zeigen.

Beide Konzepte zur Tumorentstehung scheinen eine Rolle in der Tumorbildung des
Menschen zu spielen. Dabei miissen sie sich nicht gegenseitig ausschlieen. Zum Beispiel
konnte fir Leukdmiestammzellen gezeigt werden, dass sie einer klonalen Evolution
unterzogen sind (Barabe et al., 2007). Durch Mutation dieser ersten CSC kann eine zweite,
aggressivere Tumorstammzelle entstehen. Ein Hinweis darauf ist die Beobachtung, dass es
nach Serientransplantationen von CSC zur Anreicherung von aggressiveren CSC in vivo kam
(Clark et al., 2000).



Es ist zu beachten, dass die Tumorstammzelle nicht gleichzeitig auch die Ursprungszelle
eines Tumors sein muss. Als Ursprungszelle wird die Zelle bezeichnet, die die erste
genetische Mutation erlangt. Die CSC muss auch nicht zwingend aus normalen
Stammzellen entstehen. Sie kann aus Progenitorzellen oder ausdifferenzierteren Zellen
entstehen, die die Fahigkeit zur Selbsterneuerung wiedererlangt haben. Einige Studien
Uber die CSC verschiedener Leukdamieformen zeigen, dass CSC aus Progenitorzellen sowie
differenzierteren Zellen entstehen, die Selbsterneuerungssignalwege aktivieren konnten
(Cozzio et al., 2003; Jamieson et al., 2004; Krivtsov et al., 2006).

Bisher sind CSC in soliden Tumoren noch nicht sehr genau definiert. Deshalb steht noch

offen, welchen Zelltypen die CSC am ehesten dhneln.

1.4 Tumorstammzellen: Stand der Forschung

1.4.1 CSCim hamatopoetischen System

Bereits vor 160 Jahren vermutete Rudolph Virchow, Griinder der modernen Pathologie, in
seiner Schrift Gber die zelluldre Pathologie, dass Tumore aus unreifen Zellen entstehen. Erst
vor etwa 50 Jahren gab es genauere Hinweise auf die Existenz von CSC, als nach einer
Erklarung fir die Heterogenitat innerhalb von Tumoren gesucht wurde (Bruce and Van Der
Gaag, 1963). Der erste Beweis fiir das Entstehen einer Neoplasie aus einer einzelnen
genetisch mutierten Zelle kam aus dem hamatopoetischen System, der chronisch
myeloischen Leukdmie (Baikie et al., 1960). Weitere Studien Uber akute myeloische
Leukamie zeigten, dass nicht alle Leukamiezellen in vivo proliferierten und dass nur eine
kleine Subpopulation der Zellen in der Lage war, in vitro Kolonien zu bilden (Clarkson et al.,
1967). Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass leukdmische Zellen genau wie
gesunde hamatopoetische Zellen hierarchisch organisiert sind. Nur eine kleine
Subpopulation ist in der Lage, differenziertere, nicht weiter proliferierende Leukamiezellen
nachzubilden. Erst 1997 gelang es Dick et al. Uber direkte Xenotransplantation von
Leukdmiezellsubpopulationen in NOD/SCID-M4use die Existenz von Leukdmiestammazellen
nachzuweisen. Mittels FACS (fluorescence activated cell sorting) konnte er erstmals
verschiedene Subpopulationen der Leukdmiezellen isolieren und zeigen, dass nur die
Tumorzellen mit dem Phanotyp CD34*/CD38 tumorinitiierend sind. Diese kleine
Subpopulation war als einziges dazu in der Lage, Leukdmie in Mausen zu bilden sowie das
Wachstum aufrechtzuerhalten (Bonnet and Dick, 1997). Diese Ergebnisse beweisen die
hierarchische Organisation innerhalb der Leukdmiezellen analog zum hamatopoetischen
System. Die Tumorstammzellhypothese wurde mit diesen Studien das erste Mal bewiesen.
In Patienten wurden CSC das erste Mal im Jahr 2000 in Leukdmiepatienten identifiziert
(Cobaleda et al., 2000).
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1.4.2 CSCin soliden Tumoren

Der erste solide Tumor, in dem CSC entdeckt wurden, war 2003 das Mammakarzinom
(Dontu et al., 2003). 2003 konnten aullerdem das erste Mal CSC aus einem soliden Tumor,
ebenfalls dem Mammakarzinom, isoliert werden (Al-Hajj et al., 2003). Al-Hajj et al. zeigten,
dass die CD44*'/CD24-Subpopulation nach Transplantation in NOD/SCID-Mé&use
tumorinitiierende Fahigkeiten besaR. Nur 100 Zellen dieser Population waren in der Lage,
einen Tumor dhnlich dem Primartumor in NOD/SCID-M&usen nachzubilden, wahrend es
10.000 Zellen anderen Phinotyps nicht waren. In Ubereinstimmung mit der
Tumorstammzellhypothese bildete die CD44*/CD24-Subpopulation Tumore, die der

Heterogenitat des Primartumors glichen.

Nach diesen beiden bahnbrechenden Publikationen wurden CSC nach und nach in immer
weiteren soliden und hamatopoetischen Neoplasien entdeckt. Den meisten Studien ist
gemeinsam, dass ein Marker bzw. eine Markerkombination gefunden wurde, die im Tumor
von einem Anteil der Tumorzellen, also heterogen, gebildet wurde. Auf der Basis dieses
Markers konnten mittels FACS Subpopulationen aus Primartumoren sortiert und in
immunkompromittierte Mause transplantiert werden. Einige Zeit spater wurde dann
Tumorwachstum erreicht. Unterschiede in der Tumorbildungsgeschwindigkeit der
Subpopulationen kénnen dann die Existenz von CSC innerhalb des Primartumors und ihre
Anreicherung in einer der Subpopulationen beweisen. Inzwischen wurde eine Reihe
weiterer Marker beschrieben, die tumorinitiierende Subpopulationen identifizieren
konnten (Abbildung 8). Sie erlaubten die Identifikation von CSC in Neoplasien des Gehirns,
des Kolons, der Haut, des Pankreas, der Prostata, des Ovars, der Leber, der Lunge, des
Magens, der Schilddriise sowie der Niere (Grande et al., 2012). Wichtig dabei ist, dass fiir
einige Tumore unterschiedliche Marker zur Identifikation der CSC herangezogen werden
konnten. Z.B. wurde auch der ALDH1*-Phanotyp beschrieben, mit tumorinitiierenden
Zellen im Brusttumor assoziiert zu sein (Ginestier et al., 2007). Es zeigten jedoch nur 1 %
der Tumorzellen simultane Expression beider beschriebenen CSC-Marker (ALDH1* sowie
CD44%/CD24°). Diese Tatsache kann verschiedene Griinde haben. Zum einen kdnnen
unterschiedliche Validierungsmethoden eine Rolle spielen. Zum anderen wurden
moglicherweise verschiedene CSC-Subpopulationen charakterisiert, die innerhalb eines
Tumors koexistieren. Auch die Tumorentitaten sind selten komplett uniform. Auch das
Mammakarzinom konnte in verschiedene Subtypen unterteilt werden. Verschiedene CSC-
Populationen scheinen mit verschiedenen Tumorsubtypen assoziiert zu sein (Baccelli and
Trumpp, 2012). Auch der prozentuale Anteil von CSC zwischen Tumoren des gleichen Typs
ist variabel (Bonnet and Dick, 1997). Allen Studien ist jedoch gemeinsam, dass nur eine
Subpopulation innerhalb der Tumorzellen dazu in der Lage ist, einen neuen Tumor zu

bilden. Zusammengenommen untermauern diese Daten die Tumorstammzellhypothese.
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Abbildung 8: Phanotyp von CSC in verschiedenen Organen. Eine Zusammenfassung einiger CSC-
Oberflaichenmarker, die in verschiedenen Tumorentitdten identifiziert wurden (modifiziert nach Morrison et
al., 2011).

1.4.3 CSCin neuroendokrinen Tumoren

Bis heute gibt es noch keine liberzeugenden Studien, in denen Tumorstammzellen in
neuroendokrinen Neoplasien des gastro-entero-pankreatischen Systems identifiziert und
isoliert werden konnten. Allerdings gibt es Hinweise auf ihre Existenz. Unter anderem
konnte eine Dysregulation wichtiger embryologischer Stammzell-Signalwege in GEP-NEN
nachgewiesen werden (Fendrich et al., 2007; Kunnimalaiyaan and Chen, 2007). Bekannt ist,
dass die Aktivierung embryologischer Signalwege bei Erwachsenen haufig mit gestortem
Zellwachstum und der Bildung von Tumoren einhergeht. 2006 konnten Su et al. einen
aktiven Wnt-Signalweg in 91 gastrointestinalen und 26 extragastrointestinalen NEN
nachweisen (Su et al., 2006). Wie unter 1.2.2 beschrieben, spielt der Wnt-Signalweg eine
Schlisselrolle in Zellproliferation und in der durch Stammzellen aufrechterhaltenen
Gewebshomoostase. Aktuell stehen genauere Analysen zur Rolle des Wnt-Signalweges in
GEP-NEN noch aus. Eine Identifikation von CSC in GEP-NEN kann in Zukunft die Grundlage
zur gezielten Suche nach neuen Therapeutika in dieser Tumorentitat, die bisher besondere

Resistenz gegenliber Chemotherapeutika sowie neuerer Wirkstoffe gezeigt hat, sein.
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1.5 Methoden zur Identifikation von Tumorursprungszellen und CSC

1.5.1 Identifikation Giber Markerexpression

Wie unter 1.4 beschrieben konnten viele Hinweise und Beweise flr die Existenz von CSCim
hamatopoetischen System sowie in soliden Tumoren gefunden werden. Eine Moglichkeit
CSC zu identifizieren ist die Analyse ihres Phanotyps. CSC stellen eine Subpopulation
innerhalb von Tumorzellen dar, die anhand ihrer spezifischen Markerexpression
identifiziert werden kdnnen. In den letzten Jahren wurden viele verschiedene Marker
benutzt, um die Existenz von CSC in unterschiedlichen Tumoren nachzuweisen. Zuerst
wurden Marker wie z.B. CD133 und CD166 benutzt, die spezifisch von normalen
Stammzellen oder Progenitorzellen des entsprechenden Organs bzw. Gewebes exprimiert
werden. Des Weiteren konnten CSC in Subpopulationen angereichert werden und Marker
dieser Subpopulationen zur Identifikation der CSC herangezogen werden. Aktuell werden
vor allem Marker zur Identifikation und Isolierung von CSC benutzt, von denen bekannt ist,
dass sie in anderen Tumoren CSC-Marker darstellen, z.B. EpCAM, CD44, CD117, ALDH1,
CXCR4. AuRerdem werden Marker untersucht, die nicht ubiquitar in bestimmten Geweben
vorkommen, sondern ausschlieBlich von einigen wenigen Zellen des Gewebes gebildet
werden. Anhand dieser selektiv exprimierten Marker erwartet man, CSC identifizieren zu

kénnen.

Eine Ubersicht ber die Marker, die aktuell herangezogen werden, ist in Tabelle 1
dargestellt (Clarke et al., 2006; Visvader and Lindeman, 2008). Die funktionelle Bedeutung
dieser Marker fir CSC ist damit noch nicht bestatigt. Viele Marker kommen in
unterschiedlichen, auch gesunden Geweben vor und sind damit nicht spezifisch und
ausschlieBlich von CSC gebildet. Ein Beispiel dafiir ist CD133. Mittels CD133 konnten CSC in
Gehirntumoren identifiziert werden. Allerdings bilden auch normale Gehirnzellen und viele
andere gesunde Zellen verschiedener Gewebe CD133. Nach erfolgreicher Isolierung von
Subpopulationen anhand solcher Marker muss immer noch ein Assay angeschlossen
werden, um die Selbsterneuerungs- sowie die Tumorbildungskapazitat der Zellen zu

Uberprifen.

Im Folgenden sind Marker genauer dargestellt, die sich in der Identifikation von CSC

bewdhrt haben:

o CD166 (ALCAM =activated leukocyte cell adhesion molecule) ist ein
transmembranares Glykoprotein, das eine Rolle in Zelladh&sion, Wachstum und der
Homoostase von normalem Gewebe spielt. CD166 wurde unter anderem in CSC des
Kolonkarzinoms sowie des Prostatakarzinoms angereichert gefunden (Dalerba et

al., 2007; Jiao et al., 2012). In Tumoren der Haut, Prostata, Brust, des Ovars und
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Osophagus korrelierte die CD166-Expression mit aggressivem Tumorwachstum
(Burkhardt et al., 2006; Kristiansen et al., 2003; Mezzanzanica et al., 2008; van den
Brand et al., 2010; Verma et al., 2005).

CD117 (c-KIT), eine Rezeptortyrosinkinase, ist ein Marker fiir embryonale,
hamatopoetische sowie mesenchymale Stammzellen. CD117 spielt eine Rolle in
Selbsterneuerung sowie der Aufrechterhaltung der Homoostase von Stammzellen
(Hassan and EI-Sheemy, 2004; Lu et al., 2007; Palmqvist et al., 2005). CD117 konnte
als Marker fiir Tumorstammzellen des Ovars (Kurrey et al., 2009; Luo et al., 2011;
Zhang et al., 2008), der Lunge (Levina et al., 2010), des hamatopoetischen Systems
(Guibal et al., 2009), der Knochen (Adhikari et al., 2010), der Prostata (Liu et al.,
2010) sowie der Speicheldriise (Shen et al., 2011) identifiziert werden.

EpCAM (epithelial cell adhesion molecule), ein Transmembranprotein mit
urspringlich vermuteter Zelladhasionsfunktion, wird in den meisten Epithelien
exprimiert. Typischerweise ist EpCAM in Tumoren epithelialen Ursprungs
Uberexprimiert. EpCAMM"-Tumorzellen stellen tumorinitiierende Zellen im
kolorektalen Karzinom (Dalerba et al., 2007), in manchen Mammakarzinomen

sowie im hepatozelluldaren Karzinom dar (Al-Hajj et al., 2003; Yamashita et al., 2012).

CXCR4 (CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4) ist ein Rezeptorprotein fir CXCL12, das
fir seine Rolle in der Proliferation und Metastasierung vieler Tumorentitaten
(Lunge Brust, Prostata) wichtig ist (Balkwill, 2004; Ehtesham et al., 2006; Pituch-
Noworolska et al., 2003; Zou et al., 1998). CXCR4 wird haufig in CSC-Populationen
gebildet und CXCR4-positive Zellen markieren innerhalb der CSC-Subpopulation die
Zellen, die dazu in der Lage sind zu metastasieren (Hermann et al., 2007; Nian et al.,
2011). Des Weiteren verstarken sich die Hinweise, dass CXCR4 unentbehrlich fir die
Aufrechterhaltung und das Wachstum von CSC ist. Dies konnte fiir CSC der Brust,
der Prostata, der Lunge, der Leber sowie der Niere bestatigt werden (Dubrovska et
al., 2012a; Dubrovska et al., 2012b; Gassenmaier et al., 2013; Jung et al., 2013; Yang
et al.,, 2012).



Tabelle 1: Ubersicht iiber gingige Marker zur Identifikation von CSC

CSC Marker Tumorentitat Referenz

ALDH Aldehyddehydrogenase Brust (Ginestier et al., 2007)

CD24 Sialoglykoprotein Pankreas (Li et al., 2007)
Transmembran- (Al-Hajj et al., 2003; Dalerba

Brust, Magen,

CD44 Glykoprotein, bindet et al., 2007; Takaishi et al.,

Hyaluronan Kolon 2009)
Rezeptortyrosinkinase
CD117 (c-KIT) Rezeptor fiir SCF Ovar (Kurrey et al., 2009)
(Stammzellfaktor)
Gehirn, (Bao et al., 2006; Hermann
CD133 Prominin, Glykoprotein Pankreas, et al., 2007; Ricci-Vitiani et
Kolon al., 2007)
CD166 (ALCAN) | “ctivated leucocyte-cell Lunge (Zhang et al., 2012b)
adhesion molecule
Pankreas, (Gassenmaier et al., 2013;
CXCR4 Chemokinrezeptor 4 Lunge (NSCLC), | Vandercappellen et al.,
Niere 2008)
EpCAM Epithelial cell adhesion Kolon (Dalerba et al., 2007)

molecule

1.5.2 Colony Formation Assay

Es gab immer wieder Zweifel, ob die Analyse von Tumorzelllinien in vitro im Gegensatz zu
frisch isolierten Tumorzellen Sinn macht (Pardal et al., 2003). Diese Zweifel beruhten vor
allem auf Unsicherheit Gber mogliche Effekte, die In-vitro-Kultivierung von Zellen auf ihre
Eigenschaften haben kann (Burdall et al., 2003). Es stellte sich die Frage, ob die
urspriingliche Hierarchie der Zellen und damit symmetrische sowie asymmetrische
Proliferation der Zellen in vitro erhalten bleibt. Trotzdem stellen In-vitro-Analysen natdlrlich
eine simplere Methode dar und erméglichen andere Herangehensweisen, als es mit In-
vivo-Analysen moglich ware. Gerade auch die Analyse von Stammzelleigenschaften von
Tumorzellen kann durch In-vitro-Versuche immens vereinfacht werden (Cheng, 2004).
Mehrere Studien legten nahe, dass Tumorzelllinien tatsachlich ihr Stammzellverhalten in
vitro aufrechterhalten. Zum Beispiel konnten mehrere Subpopulationen maligner Zelllinien
beschrieben werden, die unterschiedliche Expressionen von Stammzell-Charakteristika wie
Entgiftungspumpen zeigten (Hirschmann-Jax et al., 2004; Setoguchi et al., 2004). Die
Zelllinien wiesen weiterhin heterogene Zellpopulationen u.a. mit unterschiedlicher

Proliferationskapazitat auf.

Um Beweise fiir die Aufrechterhaltung der hierarchischen Struktur innerhalb maligner
Zelllinien zu bekommen, kénnen Zellen auf ihre Koloniebildungskapazitat hin im colony
formation assay untersucht werden. Die Heterogenitdt der Zellen spiegelt sich in der

heterogenen Form der in vitro gebildeten Kolonien wider (Abbildung 9). Die Kolonieformen
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werden als Holoklone, Meroklone sowie Paraklone bezeichnet und entstehen vermutlich
durch klonales Wachstum aus Tumorstammzellen, weiter differenzierten sowie
ausdifferenzierten Zellen (Barrandon and Green, 1987). Es konnte bewiesen werden, dass
die Zellen innerhalb von Holoklonen Stammzelleigenschaften besitzen. Zum Beispiel waren
nur sie in der Lage, alle Kolonieformen nachzubilden und verstarkt Stammzellmarker zu
exprimieren (Locke et al., 2005). Der colony formation assay stellt folglich ein geeignetes
Werkzeug dar, um Tumorzelllinien auf die Existenz von CSC hin zu untersuchen.
Weiterflihrende  Experimente ermoglichen dann die Charakterisierung der

Tumorstammezellen innerhalb der Holoklone.
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Abbildung 9: Verschiedene Kolonieformen der oralen Plattenepithelkarzinom-Zelllinie VB6. Holoklone
(Tumorstammazellen), Meroklone (differenziertere Zellen), Paraklone (ausdifferenzierte Zellen). In Anlehnung
an Locke et al., 2005.

1.5.3 Anreicherung resistenter CSC mittels Chemotherapeutika

Wie bereits unter 1.3 beschrieben, besitzen CSC ahnlich zu Stammzellen besondere
Resistenzen gegenliber konventionellen Tumortherapeutika. Vor allem ihre erhohte
Expression von Membrantransportern, die Giftstoffe (Chemotherapeutika, etc.) aus der
Zelle heraustransportieren, gilt als Ursache fiir diese besondere Resistenz. Diese
Eigenschaft kann man sich zur Identifikation von CSC-Markern zu Nutze machen. Es konnte
gezeigt werden, dass sich CSC durch Therapie mit verschiedenen Tumormedikamenten
anreichern lassen. Durch Behandlung von Tumorzellen mit verschiedenen
Tumortherapeutika lassen sich Tumorzellen, die keine Stammzelleigenschaften besitzen,
leichter abtoten. Die resistenteren CSC liberleben die Behandlung und sind eventuell sogar
noch dazu in der Lage, zu proliferieren. Eine Anreicherung von CSC unter Chemotherapie
wurde unter anderem in Pankreastumoren (Gemcitabin), kolorektalen Karzinomen
(Cyclophosphamid) und Bronchialkarzinomen (Cisplatin, Doxorubicin, Methotrexat)
beobachtet (Dylla et al., 2008; Levina et al., 2008; Mueller et al., 2009). Anhand der
Markerexpression der resistenten Subpopulation kann nun auf den Phdnotyp der CSC
geschlossen werden. Im FACS lasst sich eine Anreicherung der markerpositiven Fraktion

erkennen.
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1.5.4 In-vivo-Tumorwachstum

Der Goldstandard zur Identifizierung von CSC ist die Transplantation von potentiellen CSC
in Mause (Abbildung 10). Zu injizierende Subpopulationen wurden vorher durch FACS
isoliert. So kann Uberpriift werden, ob bestimmte Marker-exprimierende Subpopulationen
die Eigenschaft zur Tumorinitiierung sowie zur Selbsterneuerung in vivo besitzen. Tumore,
die aus diesen transplantierten Zellen entstehen, sollten aulerdem wieder die
Heterogenitat des Primartumors ausbilden. Ein Vorteil dieser Methode besteht darin, dass
sowohl murine als auch menschliche Zellen transplantiert werden kénnen. Zu beachten ist
dabei allerdings, dass bei der Transplantation von menschlichen Zellen in Mause starke
Immunreaktionen auftreten, wobei die transplantierten Zellen abgetdtet werden
(Auchincloss, 1988). Deshalb miissen diese Transplantationen in immunkompromittierten
Mausen, wie NOD/SCID, stattfinden. Aber auch hier ist die Speziesbarriere nicht
aufgehoben. Inkompatibilititen von Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren,
Adhasionsmolekiile, Gewebestruktur und, je nach Immundefizienzmodell unterschiedlich,
Uberbleibende Immunzellen haben weiterhin Einfluss auf das Verhalten der
transplantierten Zellen und dirfen nicht auBer Bedacht gelassen werden (de Visser et al.,
2006; Kuperwasser et al., 2004; Manz, 2007). Probleme, die diese Speziesbarriere mit sich
bringt, kdnnen durch Transplantation von murinen Tumorzellen in syngene Mause
umgangen werden. Der Anteil der anwachsenden Tumorzellen kann damit signifikant

erhoéht werden (Krivtsov et al., 2006; Yilmaz et al., 2006).

Subpopulation 1 Kein Tmor
«* 0000 /
'\0‘ O O
0000 \
Subpopulation 2

Zellsuspension
Primartumor
oder Zelllinie

Abbildung 10: Identifizierung von CSC durch Transplantation verschiedener Subpopulationen der
Tumorzellen in Mause. Tumorzellen werden zuerst aus dem humanen oder murinen Primadrtumor isoliert
und in Einzelzellsuspension gebracht. Alternativ kdnnen Zelllinien aus Primartumoren oder Metastasen fiir
die Einzelzellsuspension verwendet werden. Anhand potentieller CSC-Marker werden Subpopulationen der
Tumorzellen mittels FACS sortiert. Sortierte und isolierte Tumorzellen werden anschlieend zum Beispiel
subkutan in (immunkompromittierte) Mause injiziert. Das Wachstumsverhalten der Tumore wird
anschlieBend analysiert und CSC (griine Zellen) kénnen identifiziert werden (in Anlehnung an Visvader, 2011).
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1.5.5 Lineage tracing in transgenen Mausmodellen zur Identifizierung von
Tumorursprungszellen

Um die Ursprungszelle von Tumoren zu finden, sind genetisch manipulierte Mausmodelle
unverzichtbar. Es werden transgene Mause verwendet, um durch Expression von
Onkogenen wie z.B. SV40-T-Antigen oder durch Ausschaltung von Tumorsuppressorgenen
wie z.B. Tp53 gezielt Tumore zu induzieren. Dazu werden zelltypspezifische Promotoren
bendotigt, die eine direkte Expression des Onkogens oder eine durch das Cre/lox-P-System
induzierte Deletion eines Tumorsuppressors in vivo ermoéglichen (Abbildung 11). Es wird
angenommen, dass diese Tumormodelle den Phanotyp menschlicher Tumore nachbilden.
Ein Nachteil dieser Modelle ist, dass nicht fur alle Zelltypen spezifische Promotoren
verflgbar sind (Visvader, 2011).

A | Onkogen B  Onkogen

loxP loxP loxP loxP
l A | Cre ] X l] Suppressor ] . B | Cre ] X L] Suppressor ]

Glioblastom Medulloblastom

Abbildung 11: Mausmodelle zur Expression von Onkogenen bzw. Deletion von Tumorsuppressorgenen
unter der Kontrolle von zelltypspezifischen Promotoren. Hier sind vergleichbare Modelle mit zwei
verschiedenen Promotoren (A oder B) dargestellt. Nach Expression des gleichen Onkogens kommt es unter
Promotor A zur Ausbildung eines Glioblastoms, wahrend es unter Promotor B zur Ausbildung eines
Medulloblastoms kommt. A und B sind in unterschiedlichen Zelltypen des Gehirns aktiv. Durch Einkreuzen
von Mausen mit einem Cre/lox-P-System kann gezielt promotorabhéngig die Zelltyp-spezifisch Deletion eines
Tumorsuppressors in vivo erfolgen (modifiziert nach Visvader, 2011).

Lineage tracing ermoglicht die Nachverfolgung von Zellen in vivo, die durch Zellteilung aus
einer Elternzelle hervorgegangen sind. Die Elternzelle kann eine normale oder
transformierte Stammzelle sein. Zum Start des Tracing-Vorgangs verwendet man meist ein
Tamoxifen induzierbares Cre-Rekombinase-Ostrogenrezeptor-Fusionsprotein (CreER™),
dessen Expression ebenfalls durch einen zelltypspezifischen Promotor gesteuert wird. Dies
wird durch die irreversible Entfernung eines Transkriptionsblocks vor einem Markergen,
das z.B. fir ein fluoreszierendes Protein kodiert, ermoglicht. Dieses System ermoglicht
zudem durch Variation der Tamoxifen-Dosis, die den Mausen zugefihrt wird, die Kontrolle
der Anzahl der Zellen, in denen eine Rekombination erfolgt. Dieses Modell stellt aktuell den
Goldstandard zur ldentifikation der Ursprungszelle von Tumoren dar (Hayashi and
McMahon, 2002; Metzger and Chambon, 2001). 2009 gelang Barker et al. die Kreation
eines Mausmodells, mit dem sie beweisen konnten, dass der LGR5-Stammzellmarker in den
Krypten des Darms auch eine Subpopulation von Adenomzellen markiert, die wiederum fiir
das Adenomwachstum den Ursprung bildet (Barker et al., 2009). Damit konnten sie LGR5

als CSC-Marker in Adenomen des Kolons etablieren.
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1.6 Das transgene CEA424-SV40-T-Antigen-Mausmodell

Wie bereits unter 1.5.5 beschrieben dienen transgene Tumormausmodelle dazu, als
Modelle fir menschliche Tumoren zu fungieren, um die Biologie und Therapie von
Tumoren einfacher analysieren zu kdnnen. Ein solches Modell stellt das CEA424-SV40-T-
Antigen (CEA424-TAg) Mausmodell dar. Zur Generierung dieses Modells wurde das SV40-
large-T-Antigen (SV40-TAg) transgen unter die Kontrolle eines CEA (carcinoembryonic
antigen) Minimalpromotors gebracht (Thompson et al., 2000). Das membrangebundene
Protein CEA ist ein weit verbreiteter Tumormarker fiir unter anderem fast alle kolorektalen
Adenokarzinome, Bronchial-, Brust- und Pankreaskarzinome (Ballesta et al., 1995). CEA
wird auf der Oberflache der Tumorzellen sowie auf normalen Epithelzellen des Kolons, des

Dinndarms, der Lunge und des Magens exprimiert (Thompson, 1995).

Simian Virus 40 large T antigen (SV40-TAg) ist ein sehr potentes Onkoprotein, das in
verschiedenen Mausmodellen zuverldssig Tumorbildung hervorruft. Dazu inaktiviert SV40-
TAg Tumorsuppressoren wie TP53 und Retinoblastomproteine (pRB, p107, p130) in der
Zelle. Die Inaktivierung der RB-Proteine fiihrt zum Verlust der Inhibierung verschiedener
Transkriptionsfaktoren. Dies wiederum fuhrt zur Aktivierung der Expression von Zellzyklus-
aktivierenden Genen. Die Inaktivierung von TP53, auch ,Wachter des Genoms” genannt,
ermoglicht ruhenden Zellen die Umgehung von Apoptose, in dem sie wieder in die S-Phase
eintreten (Ahuja et al., 2005). Aufgrund der gewebsspezifischen Expression von CEA in
transgenen Mausen kommt es unter der Kontrolle des CEA-Promotors in den transgenen
CEA424-TAg-Mausen zur Bildung von Tumoren in spezifischen Organen. Darunter konnte
eine Mauslinie generiert werden, die ausschlielRlich und zuverlassig invasive CEA-positive
Magenkarzinome entwickeln (Thompson et al., 2000). 100 % der Mduse dieses Modells
entwickeln im Alter von 30 Tagen (d) multifokale Tumore in der Pylorusregion des Magens,
die in invasive Magenkarzinome Ubergehen. Im Alter von ca. 100 d werden diese Mause
moribund und versterben aufgrund von Untererndhrung, die vermutlich durch den
Verschluss des Pylorus durch Tumorgewebe in den transgenen Mausen auftritt (Thompson
et al., 2000). Viele transgene Tumormausmodelle unter anderem fir Magen, Kolon,
Prostata und Lunge wurden so generiert und etabliert (Furth, 1998; Saenz Robles and Pipas,
2009). Uberraschenderweise entwickelten die meisten dieser Tumormodelle
neuroendokrine Tumoren (Chiaverotti et al., 2008; Czeh et al., 2010; Gum et al., 2004;
Reiner et al., 2007; Syder et al., 2004; Ulanet and Hanahan, 2010). Diese Haufigkeit steht
weit Uber der des Vorkommens neuroendokriner Tumore im Menschen (1-3 %) (Vinik et
al., 2010). Zuerst wurden die Tumore aufgrund ihrer Expression von EpCAM, eines Markers
fur Epithelien, und von transgenem CEA, welches auch epithelspezifisch exprimiert wird,
als Adenokarzinome klassifiziert (Nockel et al., 2006; Thompson et al., 2000). Diese

Klassifikation musste spater aufgrund eines groRen Anteils neuroendokriner Tumorzellen
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sowie dem Fakt, dass sich die Tumore histologisch kaum differenziert darstellen, Gberdacht
werden. Transkriptomanalysen der Tumore zeigten eine im Vergleich zu normalem
Magengewebe starke Hochregulierung vieler Gene (u.a. fir Chromogranin A und B,
Sekretin, Glukagon, Tryptophanhydroxylase), die typisch flir neuroendokrine Zellen sind
(Ihler et al., 2012). Beachtenswert war bei diesen Analysen die starke Expression des Gens
des Transkriptionsfaktors ETV1, einem wichtigen Regulator in der Bildung von
gastrointestinalen Stromatumoren (GIST) (Chi et al., 2010), in Tumoren 90 d alter Mause
(Ihler et al., 2012). Man geht davon aus, das GIST aus interstitiellen Cajalzellen (ICC)
entstehen. ICC sind neuronale Zellen eines komplexen Nervensystems, welches die
Kontraktion des Gastrointestinaltrakts steuert und damit die Magen- und Darmmotilitat

reguliert.

Mittels Elektronenmikroskopie lieBen sich in CEA424-TAg-Tumoren sekretorische Granula
in den Tumorzellen nachweisen, die typischerweise von neuroendokrinen Zellen gebildet
werden und Synaptophysin und Chromogranin A enthalten. Auch immunhistologische
Analysen (Chromogranin A und B) bestatigten einen neuroendokrinen Phanotyp von
Magentumoren 30d, 60d und 90d alter Mause. Der neuroendokrine Phanotyp der

CEA424-TAg-Tumoren konnte damit bewiesen werden (lhler et al., 2012).

1.6.1 Die Frage nach der Ursprungszelle des CEA424-SV40 T-Antigen
Mausmodells

Der Tumorzellursprung des CEA424-TAg-Tumormodells konnte bisher noch nicht
identifiziert werden. Aufgrund des neuroendokrinen Phanotyps der Tumoren stellt sich die
Frage nach der Relation der Tumorzellen zu den interstitiellen Cajalzellen. Mittels
Immunhistochemie konnten bei 19 d alten CEA424-TAg-Mausen T-Antigen-positive Zellen
in der Mukosa der Pylorusregion in direkter Nachbarschaft zu ICC gefunden werden. Diese
Zellen waren ebenso spindelféormig wie die ICC. Mit zunehmendem Alter der Mause konnte
eine Invasion dieser Tumorzellen in lumennahere Schichten der Mukosa des pylorusnahen
Duodenums beobachtet werden (Vetter, 2015). Aufgrund der anatomischen Nahe der ICC
zu diesen T-Antigen-positiven Tumorzellen sowie der morphologischen Ahnlichkeit der
Tumorzellen zu ICC stellt sich die Frage nach der Relation zwischen diesen Zellen.
Moglicherweise entstehen beide Zellentitdten aus einer Progenitorzelle. Die ICC kdnnten
auch, wie beim neuroendokrinen GIST (Corless et al., 2011), in diesem Modell potentielle

Ursprungszellen darstellen.

Ein weiterer Kandidat bei der Frage nach der Ursprungszelle des CEA424-SV40 T-Antigen-
Mausmodells stellt die LGR5-positive Tumorstammzelle dar. Fir Adenome des Kolons
konnte bereits mittels APC-Suppressorgen-Inaktivierung, begleitet von lineage tracing,

gezeigt werden, dass die Tumore aus LGR5-positiven Stammzellen (crypt base columnar
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cells) des Kolons entstehen (Barker et al., 2009). Es konnte auch gezeigt werden, dass
Adenome des Kolons zu 5-10 % LGR5-positive Zellen enthalten, die aus den LGR5-positiven
Stammzellen entstanden waren und dass die differenzierten Adenomzellen ebenfalls aus
diesen LGR5-positiven Adenomzellen entstanden waren. Diese Beobachtung passt zur
Tumorstammzellhypothese und beweist in diesem Modell, dass alle differenzierten
Tumorzellen aus wenigen LGR5-positiven Tumorstammzellen entstehen. LGR5 stellt somit
einen geeigneten Marker fir Tumorstammzellen in Adenomen des Kolons dar (Schepers et
al., 2012). Die Pylorusregion des Magens, in dem die neuroendokrinen Tumore des CEA424-
TAg-Mausmodells entstehen, weist ebenso wie das Kolon LGR5-positive Stammzellen auf.
In Vorarbeiten von Elena Vetter (Labor flir Tumorimmunologie, LIFE-Zentrum, Klinikum der
Universitat, LMU Miinchen) konnten in Tumoren des Pylorus Lgr5-EGFP-IRES-
CreER™x CEA424-TAg doppelttransgener Mause keine LGR5-positiven Tumorstellen
nachgewiesen werden (Vetter et al., 2015). Lgr5-EGFP-IRES-CreER™>-M3&use enthalten ein
Lgr5-knock-in-Allel, das erlaubt, LGR5-positive Stammzellen durch Nachweis des verstarkt
griin fluoreszierenden Proteins (enhanced green fluorescent protein [EGFP]) sichtbar zu
machen (Barker et al., 2007). Dieses Experiment schlieBt aus, dass LGR5-positive
Pylorusstammzellen Zielzellen fiir die Transformation durch TAg darstellen und dabei ihre
Eigenschaft, LGR5 zu produzieren, nicht verlieren. Um auszuschlieBen, dass die
Transformation von LGR5-positiven Stammzellen mit einem Verlust der Lgr5-Expression
einhergeht, wurde in jungen dreifachtransgenen Lgr5-EGFP-IRES-CreER™ x CEA424-TAg x
ROSA-tdRFP-Mausen durch Tamoxifeninjektion Rekombination am ROSA-Lokus ausgelost,
die zu einer irreversiblen Aktivierung eines rot fluoreszierenden Protein-Gens (RFP) flihrte.
Falls TAg die LGR5-positive Stammzelle transformiert und die Tamoxifengabe zu einem
Zeitpunkt erfolgt, an dem Lgr5 in der transformierten Zelle aktiv ist, sollte die Lgr5-
exprimierende Ursprungszelle und alle von ihr abstammenden Tochterzellen im Tumor
selbst bei fehlender kontinuierlicher Lgr5-Expression durch ihre rote Fluoreszenz zu sehen
sein. Dies war nicht der Fall; es wurden keine rot fluoreszierenden Tumorstellen gesehen
(Vetter et al., 2015). Die Frage nach den Ursprungszellen dieses neuroendokrinen

Karzinommodells ist daher nach wie vor unbeantwortet.

Um die Moglichkeit zu haben, dieses Modell genauer untersuchen zu kénnen, wurden
Zelllinien aus den spontan gebildeten Tumoren der CEA424-SV40-TAg transgenen Mause
etabliert. Dazu gehoren die Zelllinien mGC3, mGC5 sowie mGC8, die in der Lage sind,
Tumoren sowohl in syngenen C57BL/6- als auch in transgenen CEA424-SV40-TAg-Mausen
zu initiieren (Nockel et al., 2006). Die Zelllinien sowie die Primadrtumoren des transgenen
Mausmodells zeigen viele Charakteristika neuroendokriner Karzinome des Menschen und
bilden so ein geeignetes System zur Analyse dieser Tumorentitat sowie der Ursprungszellen

dieses Tumors (lhler et al., 2012).
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1.7 CSCals Target in der Tumortherapie

Aufgrund der erhohten Resistenz der CSC gegeniiber Chemotherapie sowie Bestrahlung,
die diese speziellen Zelleigenschaften bereits von Beginn der Exposition mit
Chemotherapeutika besitzen (primare Resistenzen) (vgl. Abbildung 6), kommt es unter
diesen Therapien haufig zur Anreicherung von CSC. Durch langfristige Exposition der CSC
gegenlber Chemotherapeutika kdénnen durch Reaktionen der CSC aullerdem neue
Resistenzen (sekunddre Resistenzen) entstehen. Es kann zur Selektion von resistenteren
genetischen Tumorzellvarianten kommen. Beweise fiir eine Anreicherung von CSC unter
Chemo- und Strahlentherapie gibt es unter anderem in Tumoren des Gehirns sowie der
Brust (Blazek et al., 2007; Eyler and Rich, 2008; Woodward et al., 2007).

Die Anreicherung von CSC kann die Ursache daflir sein, dass herkdmmliche
Tumortherapeutika primar ansprechen und differenzierte Tumorzellen abtdten, dann
allerdings langfristig aufgrund der Resistenz der CSC erfolglos bleiben. Aktuell sind CSC-
spezifische Wirkstoffe in der Entwicklung, die sowohl primare als auch sekundare
Resistenzen der CSC umgehen kénnen. Eine Reihe von Patientenstudien zur Untersuchung
der Vertraglichkeit und Wirksamkeit von auf die Elimination von CSC gerichteten Therapien

werden zurzeit durchgefiihrt (ClinicalTrials.gov).

Derartige Therapiemdglichkeiten bieten groBes Potential, ein Wiederauftreten eines
Tumors nach vorangegangener Therapie sowie weitere Metastasierungen zu verhindern.
Zum Beispiel konnten Sung et al. eine Anreicherung von CSC in Pankreastumoren nach
Therapie mit Gemcitabin beobachten. Diese Resistenz gegentiber Gemcitabin konnte mit
CD44- oder ABC-Transporter-Inhibitoren Gberwunden werden (Hong et al., 2009). Ein
anderes Beispiel wurde von Wang et al. berichtet, die gezielt CD133-positive
Glioblastomstammzellen eliminieren konnten. Dies gelang durch
Hyperthermiebehandlung von CD133-positiven Zellen. Mit Hilfe von CD133-Antikérpern
konnten vorher die Zellen, die durch einen Infrarotlaser zerstért werden sollten, gezielt
bestimmt werden. Diese Technik brachte grolRe Fortschritte in der Therapie des
Glioblastoms (Wang et al., 2011).

Ein weiterer Ansatzpunkt, CSC zu eliminieren, ist die Hemmung von CSC-Signalwegen, die
wichtig fir ihr Uberleben sind. Dazu gehdren Wnt-, Notch- sowie Hedgehog-Signalwege.
Des Weiteren konnen CSC gegeniiber Chemotherapeutika sensibilisiert werden, indem
Entgiftungsenzyme wie Aldehyddehydrogenasen oder Membrantransporter wie ABCG2
gezielt blockiert werden (Lou and Dean, 2007). Bei allen Ansatzen gilt es zu beachten, dass
die jeweiligen Angriffspunkte nicht immer ausschlieRlich in CSC, sondern auch in normalen
Stammzellen existieren und die genannten Signalwege haufig auch in normalen

Stammzellen aktiv sind. Um unerwiinschte Wirkungen auf die Proliferation normaler

22



Stammzellen zu verhindern, missen CSC gut definiert, isoliert und von den normalen
Stammzellen abgegrenzt werden konnen. Die Elimination dieser resistenten Subpopulation
verspricht einen groBen Fortschritt in der Behandlung von Patienten mit fortgeschrittenen

Tumoren.
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die neuroendokrinen Karzinome im Pylorusbereich des
transgenen CEA424-SV40-T-Antigen-Mausmodells zu phanotypisieren, potentielle
Ursprungszellen dieses Karzinoms zu identifizieren sowie diese zu charakterisieren. Des
Weiteren sollten potentielle Tumorstammzellen identifiziert werden. Eine wichtige
Voraussetzung flir die Charakterisierung potentieller CSC-Populationen stellt die Kenntnis
von Markern fir CSC dar. lhre ldentifikation ist unabdingbar, um mit zielgerichteter
Therapie CSC eradizieren zu konnen. Um dieses Ziel zu erreichen, sollten CSC-
Kandidatenmarker identifiziert und Marker-positive Subpopulationen von Tumorzellen auf

Stammazelleigenschaften hin untersucht werden.

Da in Vorarbeiten keine Lgr5-exprimierenden Zellen als mogliche Abkémmlinge von
normalen Pylorusstammzellen in den Tumoren nachgewiesen werden konnten, bleibt die

Frage nach den Ursprungszellen dieses neuroendokrinen Karzinommodells unbeantwortet.

Vor diesem Hintergrund sollte in dieser Arbeit die Frage beantwortet werden, ob es durch
Expression von SV40-T-Antigen zu einer Herunterregulierung der Expression des Wnt-
Zielgenes Lgr5 bzw. des Wnt-Signalweges im Tumor kommt. AulRerdem sollten die SV40-T-
Antigen-positiven Zellen innerhalb der Mukosa der Pylorusregion, die eine zweite, raumlich
von den in der Magenmukosa gefundenen SV40-T-Antigen exprimierenden Zellen
abgrenzbare Zellpopulation darstellen, genauer untersucht werden, um Aussagen Uber
einen potentiellen Ursprung dieser Zellen aus Vorlauferzellen von interstitiellen Cajalzellen

oder anderen Zelltypen in diesem Magenbereich treffen zu kénnen.

Langfristig erhoffen wir uns von der Kenntnis der Ursprungszelle des neuroendokrinen
Magenkarzinoms sowie der Charakterisierung von haufig therapieresistenten
Tumorstammazellen die Entwicklung zielgerichteter Wirkstoffe und damit Erfolge in dessen

Therapie.
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2 MATERIAL

2.1 Gerate

Gerate

Firma

Analysewaage MC1
Durchflusszytometer FACSCalibur

Elektrophoresekammer, horizontal
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 35

Fluorometer FLUOstar OPTIMA

Fotokamera Nikon Eclipse ES800
Digital Sight DS-5M-L1
Geldokumentationssystem Fluor-S
Multilmager™

Heizblock-Thermomixer Comfort
Inkubationsschrank

Kryostat Leica CM3050 S
Kryotom LEICA CM 350
Laborkiihlschrank UF80-450S

Light Cycler Centrifuge Adapters™ und Kiihlblock

Light Cycler®
Luminometer

Magnetriihrer RCT Basic
Mikropipetten

Mikroskop Leica DM IL

Mikroskop Leica TCS SP5 DMI 6000 CS
Mikroskop Olympus CH

Mikrowelle Micromat
Pipettierassistent Pipetboy accu
Praparierbesteck

Prazisionswaage BP2100
Rasierapparat

S.0.C.-Medium

Schublehre (ABSOLUTE Digimatic Solar Caliper)
Schuttler CERTOMAT® H
Spektrophotometer NanoDrop 2000c
Sterilbank HERA safe HS12

Sartorius AG, Gottingen

Becton Dickinson, San Jose, Kalifornien,
USA

Gibco BRL, Karlsruhe
Zeiss, Miinchen

BMG LABTECH GmbH, Ortenberg

Nikon, Duisseldorf

Bio-Rad, Miinchen

Eppendorf AG, Hamburg

Heraeus Instrumente GmbH, Hanau

Leica Microsystems GmbH, Mannheim
Leica Microsystems

Colora Messtechnik GmbH, Lorch
Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim

Roche, Diagnostics GmbH, Mannheim

Microlumat Plus LB96V; Berthold, Bad
Wildenbach, Germany

IKA Labortechnik, Staufen

Eppendorf AG, Hamburg

Leica Microsystems GmbH, Mannheim
Leica, Heidelberg

Olympus, Hamburg

AEG, Nirnberg

Hirschmann, Neckartenzlingen
Aesculap, Tuttlingen

Sartorius AG, Gottingen

Wella AG, Darmstadt

Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe
Mitutoyo Deutschland, Neuss

B. Braun Biotech International, Melsungen
Thermo Scientific, Wilmington/USA

Heraeus Instrumente GmbH, Hanau
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Stickstofftank Chronos Biosafe Messer Griesheim. Sulzbach

Thermocycler PTC-200 Peltier Thermal Cycler MJ Research Inc., Watertown, USA
Vortex VF2 IKA Labortechnik, Staufen

Wasserbad Julabo 19 Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach
Zahlkammer Neubauer Optik Labor, Friedrichsdorf
Zellsortierer MoFlo™ Legacy Beckman Coulter, Miami, Florida, USA
Zentrifuge DNA Speed Vac DNA110 Savant Instruments, New York
Zentrifuge Megafuge 2.0 Heraeus Instrumente GmbH, Hanau
Zentrifuge MIKRO 20 Hettich AG, Bach, Schweiz

Zentrifuge Shandon Cytospin 2 Thermo, Langenselbold

Zentrifuge Varifuge 3.0R Heraeus Instrumente GmbH, Hanau

2.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien Hersteller
.. Menzel-Glaser, Fisher Scientific GmbH,
Deckglaser
Schwerte
Einfrierréhrchen CryotubeVials Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Semperit Technische Produkte GmbH & Co. KG,

Einmalhandschuhe Sempercare Wien, Osterreich

Einmalkanulen 23G, 24G, 25G BD Biosciences,

Einmalspritzen, 1 ml (Omnifix-F) Braun Melsungen AG, Melsungen
FACS-Rohrchen Greiner Labortechnik, Frickenhausen
Kryoeinbettformen (Cryomolds Biopsy) Miles Inc. Elkhast, IN, USA
Kulturplatten Nunclon Surface Nunc GmbH, Roskilde, Danemark
Light Cycler Capillaries (20 ul) Roche, Diagnostics GmbH, Mannheim

Menzel-Glaser, VWR International GmbH,
Ismaning
Eppendorf AG, Hamburg

Objekttrager Superfrost Ultra Plus®

Pipetten Gilson, Middleton, USA
Pipettenspitzen Eppendorf AG, Hamburg
Reagenzrohrchen (15 ml, 50 ml) Falcon, Heidelberg

ReaktionsgefdRe (1,5 ml; 2 ml; Lidgac) Eppendorf AG, Hamburg

Skalpelle PFM — Produkte fiir die Medizin, KoIn

Nunc GmbH, Roskilde, Danemark
Falcon, Heidelberg

Zellkulturflaschen BD Falcon™ BD, Heidelberg

Sterile Pipetten (5, 10, 25, 50 ml)

Zellkulturplatten (6-well, 96-well) Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden
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2.3 Chemikalien, Reagenzien und Enzyme

Chemikalien

Firma

Aceton

Agarose (Electrophoresis Grade)
7-Aminoactinomycin D (7-AAD)
3 Amino-9-Ethylcarbazol
Ampicillin

Antarctic Phosphatase (5 U/pl)
Aqua dest (Chomasolv)
Aquatex®

BSA (Bovines Serumalbumin, Fraktion V)
VECTASHIELD® Mounting Media
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid
DNA-GroRenmarker

100-bp-Leiter (GeneRuler 100 bp DNA Ladder)

DNA-Polymerase (Klenow-Fragment)
dNTPs

EDTA

Eisessig
Epirubicin-Hydrochlorid
Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylaminocarbazol
FACS flow

FCS

FGF, murin rekombinant
Forene (Isofluran)
Formalin 4 %, neutral, gepuffert mit PBS
FUGENE® HD

Glyzerin

HEPES, 1 M

Imatinib

Isopropanol

LB-Trockenpulver

Merck, Darmstadt

Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe
BD, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

New England BioLabs, Frankfurt/Main
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Vector Laboratories, Burlingame, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Merck, Darmstadt
Fermentas, Thermo Scientific, Schwerte

NEB, Frankfurt am Main

Fermentas, Invitrogen, Life Technologies,
Karlsruhe

Sigma-Aldrich , Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich , Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Bio-Rad, Miinchen

Sigma-Aldrich , Taufkirchen

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
PAA Laboratories, Linz, Osterreich
PeproTech, Hamburg

Abbott, Wiesbaden

Apotheke Innenstadt

Promega, Mannheim

VWR International, Darmstadt
Gibco, Life Technologies, Darmstadt
LC Laboratories, Woburn, USA

VWR International GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich , Taufkirchen
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Lipofectamine 2000

Loading Dye 6x

Matrigel (Basement Matrix High
Concentration, LDEV-free )

Mayers Hamalaunlosung
MEM Non-Essential Amino Acids Solution

Methanol
MgCl, (10 mM)

Natriumacetat-Trihydrat

Natriumazid

Natrium-Pyruvat

PBS, 10x
Penicillin/Streptomycin/Glutamin-Losung
Phosphate Buffered Saline (PBS)

Propidiumiodid

Restriktionsenzyme (Pstl, FastDigest® BamHI)

RPMI 1640, Medium
Saponin

Select Agar

Soft Agar

Tag-Polymerase
T4-DNA-Ligase

TAE-Puffer, 10x

Tissue Tek O.C.T. Compound

ToPro3

TransFast™

Trypanblau-Lésung (0,4 %)
Trypsin-EDTA-Losung
Wasserstoffperoxid, 30 % (w/v)
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Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon-Rot
Corning, BD, Heidelberg

Merck, Darmstadt
Gibco BRL, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Fermentas, Thermo Scientific, VWR
International - Germany GmbH, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Gibco BRL, Karlsruhe

Gibco BRL, Karlsruhe

Gibco BRL, Karlsruhe
Apotheke Innenstadt, Miinchen
Sigma-Aldrich , Taufkirchen
Fermentas, St. Leon-Rot
Gibco BRL, Karlsruhe
Sigma-Aldrich , Taufkirchen
Sigma-Aldrich , Taufkirchen

Sigma-Aldrich , Taufkirchen

Fermentas, Thermo Scientific, VWR
International - Germany GmbH, Darmstadt
Fermentas, Thermo Scientific, VWR
International - Germany GmbH, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Sakura Finetek, VWR International GmbH,
Darmstadt

Life Technologies, Karlsruhe
Promega, Mannheim
Sigma-Aldrich , Taufkirchen
Gibco BRL, Karlsruhe

VWR International GmbH, Darmstadt



2.4 Antikorper

2.4.1 Primarantikorper

Antigen Spezies Klon Isotyp Fluorochrom Hersteller
. Ratte anti- Miltenyi
CD117 (c-Kit) Maus 3C11 IgG2b APC Biotech
. . . Keine
CD117 (c-Kit) Ziege anti-Maus Angabe IgG - Santa Cruz
CD166 (ALCAM) | hatteanti- eBIOALCAS | 1gG2a, k | veoerythrin 1 o science
Maus (PE)
Ratte anti- —
CD184 (CXCR4) Maus 2B11 IgG2b, k PE eBioscience
Maus anti- BD
CD184 (CXCR4) Mensch 12G5 IgG2a, K PE Pharmingen
Ratte anti- BD
CD326 (EpCAM) Maus G8.8 IgG2a, K - Pharmingen
Ki-67 Ratte anti- TEC-3 gG2a - Dako
Maus
PDGFRA Ratte anti- APA5 IgG2a, k - eBioscience
Maus
. Kaninchen anti-
SV40-T-Antigen - IgG - Santa Cruz
Maus

2.4.2 Sekundadrantikorper und Isotypkontrollen

Antigen | Spezies Isotyp Fluorochrom Hersteller

IgG Huhn anti-Kaninchen | 1gG (H+L) Alexa Fluor 488 | Life Technologies

IgG Esel anti-Ziege IgG (H+L) Alexa Fluor 594 | Life Technologies

IgG Ziege anti-Ratte IgG (H+L) Alexa Fluor 555 | Life Technologies

IgG Ratte IgG1, K biotinyliert BD Pharmingen

IgG Maus IgGy, K - BD Pharmingen

IgG Maus IgGy, K PE BD Pharmingen

IgG Ziege anti-Ratte polyklonal | Cy2 Jackson ImmunoResearch

2.5 Vektoren und Reporterplasmide

Vektor Hersteller

pZIPtex-SV40-T-Antigen Wolfgang Deppert (Jat et al., 1986)
pCMV-SPORT6-CXCR4 (murin) Source Bioscience

CXCR4 (human) Mira Kronast

pCMV-SPORT6-Kit (murin) Source Bioscience

pCMV-SPORT6-delta-X-E Mira Kronast, diese Arbeit



pSuper-8xFOPFlash
pSuper-8xTOPFlash

Pcl-neo-R-catenin D45
phRL-tk-TBEmut

pcDNA3.1(+)
pcDNA3.1(+)-SV40-T-Antigen
pcDNA3.1(+)-SV40-T-Antigen rev.

Randy Moon University of Washington, HHMI
Randy Moon University of Washington, HHMI

Bert Vogelstein, USA

Andreas Jung, Pathologisches Institut, LMU,
Minchen

Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe
Mira Kronast, diese Arbeit

Mira Kronast, diese Arbeit

2.6 Oligonukleotide

Name Sequenz (5’-3’)
1247-f GGGATGTACTTGGAATTTCAG
1538-r TGGGCAACAAACAGTGTAGC
424- TAATGGACCTTCTAGGTCTTGA
424+ AATTCTGAAGGAAAGTCCTTGG
pcDNA rev. GGATCCAGACATGATAA
T7 TAATACGACTCACTATAGGG
2.7 Zelllinien
Zelllinie Ursprung Herkunft
Fetale Niere (Mensch); Transformation | E. Nossner, Helmholtz-Zentrum,
HEK293 . . .
mit Adenovirus-5-Genomfragment Minchen
Fetale Niere (Mensch); Transformation
HEK293T mit Adenovirus-5-Genomfragment und | LTI, LIFE-Zentrum, LMU, Minchen
SV40-T-Antigen-Gen
HepG2 Hepatozelluldres Karzinom (Mensch) LTI, LIFE-Zentrum, LMU, Miinchen
Neuroendokrines Magenkarzinom LTI, LIFE-Zentrum, LMU, Miinchen
mGC3
(Maus) (Nockel et al., 2006)
Neuroendokrines Magenkarzinom LTI, LIFE-Zentrum, LMU, Miinchen
mGC5
(Maus) (Nockel et al., 2006)
mGCS Neuroendokrines Magenkarzinom LTI, LIFE-Zentrum, LMU, Minchen

(Maus)

2.8 Bakterienstamme

XL1-Blue Competent cells
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2.9 Kits

Kit

Hersteller

ALDEFLUOR Assay

CellTiter-Blue® Cell Viability Assay
DNA Purification

Dual-Luciferase Reporter Assay System
ImmPRESS™

Impress Reagent Anti-Rat Ig Peroxidase
MycoAlert Assay Control Set
MycoAlert Mycoplasma Detection Kit
QIAGEN Plasmid Maxi Kit

QlAprep Spin Miniprep Kit

QlAquick Gel Extraction Kit

2.10 Mausstamme

C57BL/6

CEA424-SV40-T-Antigen C57BL/6

2.11 Software und Internet

Ensembl

Network Protein Sequence Analysis (NPS@)

PubMed
TierBase
Vector NTI™
FlowJo
GraphPadPrism

Microsoft Office

STEMCELL Technologies SARL, Kéln
Promega GmbH, Mannheim

Qiagen, Hilden

Promega GmbH, Mannheim

Vector Laboratories, Burlingame, USA
Vector Laboratories, Burlingame, USA
Lonza

Lonza

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Charles River, Sulzfeld

LTI, LIFE-Zentrum, LMU, Miinchen (Thompson

et al., 2000)

http://www.ensembl.org

Pé6le Biolnformatique Lyonnais

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/

Walter-Brendel-Zentrum, LMU, Minchen

Invitrogen, Karlsruhe
Tree Star, San Carlos, USA
La Jolla, USA

Microsoft, Redmond, USA
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3 METHODEN

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Auftauen, Kultivieren und Einfrieren der Zellen

Auftauen

Die bei -196 °C in Kryor6hrchen konservierten Zellen wurden zum Auftauen bei 37 °C im
Wasserbad erwarmt. Nach Verflissigung wurde der Inhalt der Kryoréhrchen zligig in 15 ml
auf Raumtemperatur erwdrmtes Zellkulturmedium Uberfihrt und zur Entfernung von
Uberschiissigem Einfriermedium 5 min bei 400 x g zentrifugiert. Nach Entfernung des
Uberstands wurde das verbleibende Zellsediment in frischem Kulturmedium
resuspendiert, die Zellen gezihlt und diese anschlieRend je nach Zellzahl in 25-cm?-,
75-cm?- oder 175-cm?2-Zellkulturflaschen kultiviert. Am folgenden Tag wurde das Medium

zum Entfernen toter Zellen erneuert.
Kultivierung

Die Kultivierung der verwendeten Zelllinien erfolgte in Zellkulturmedium bei 37 °C, 5 % CO;
und 90 % Luftfeuchtigkeit in Kulturflaschen oder Kulturplatten in einem Inkubator. Als
Standardkulturmedium wurde RPMI 1640 mit 10 % fetalem Kalberserum (FCS) und je 1 %
Na-Pyruvat, nichtessenziellen Aminosdauren (MEM NEAA) und Penicillin-Streptomycin-
Glutamin verwendet. Das Medium wurde alle drei Tage gewechselt. Bei einer Konfluenz
Uber 90 % wurden die Zellen passagiert oder zu Versuchen eingesetzt. Bei Kultivierung der
Zellen in 96-well-Platten erfolgte die Temperierung auf einem Gestell in rostfreien
Edelstahl-Boxen mit wasserbedecktem Boden im Inkubator, um Randeffekte durch

UibermaRiges Verdunsten von Wasser des Kulturmediums zu vermeiden.
Einfrieren

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen mittels Trypsinierung von der Kulturoberflache
geldst und quantifiziert (vgl. 3.1.2 und 3.1.3). AnschlieRend wurden bis zu 5 x 10° Zellen in
1,5 ml Einfriermedium (Zellkulturmedium mit 10 % Dimethylsulfoxid (DMSQ), 20 % FCS)
resuspendiert und in Kryorohrchen uberfiihrt. DMSO verhindert die Bildung groRer
Eiskristalle wahrend des Einfrierprozesses und somit die Zerstorung der Zellen. Die Zellen
wurden zundchst fir 12-24 h bei -80 °C eingefroren. Die Kryokonservierung erfolgte
anschlieRend in flissigem Stickstoff bei -196 °C.

35



3.1.2 Passagieren von Zellen
Prinzip

Zur Uberfiihrung von adharenten Zellen in neue Kulturflaschen oder Mikrotiterplatten
missen diese von der Kunststoffoberflache gelost werden. Die Zugabe einer Trypsin/EDTA-
Losung fuhrt zur Ablosung der Zellen von der Oberflache. Dies geschieht durch
proteolytische Spaltung von Proteinen, die Adhdsion vermitteln, sowie durch die

Komplexierung von Ca?*-lonen, die fir die Interaktion von Cadherinen verantwortlich sind.
Durchfiihrung

Nach Absaugen des alten Kulturmediums wurden die Zellen mit PBS gewaschen, um
Serumbestandteile (z.B. Proteaseinhibitoren) zu entfernen. Die Zellen wurden durch
Inkubation mit Trypsin/EDTA bei 37 °C vom Untergrund geldst. Nach 5 min wurde die
Trypsin/EDTA-Reaktion durch Zugabe von Kulturmedium und den darin enthaltenen
Proteaseinhibitoren gestoppt. Zur Entfernung von Trypsinriickstanden wurden die Zellen
bei 400 x g (1500 rpm) fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet
in Kulturmedium resuspendiert. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen in neuen
Kulturflaschen ausgesat. Die semiadhdrenten HEK293/HEK293T-Zellen konnten allein

durch Spllen mit PBS abgel6st und direkt neu ausgesat werden.

3.1.3 Bestimmung von Zellzahl und Vitalitat

Trypanblau ermoglicht die Differenzierung zwischen vitalen und nicht vitalen Zellen, indem
die Zellen mit defekter Plasmamembran angefarbt werden. Die Bestimmung der genauen
Zellzahl in einer Zellsuspension wurde mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer durchgefiihrt.
Dazu gibt man 0,4 % Trypanblau in einem Verhaltnis von 1:1 zur Zellsuspension dazu. Nach
Auftragen auf die Zahlkammer und Auszahlen der Zellen in den 4 GrolRquadranten kann die

Zellzahl folgendermalien errechnet werden:
Zellen/ml = mittlere Zellzahl pro Quadrant x 2 x 10% (ml?)

Die Vitalitat der Zellen berechnet sich nach folgender Formel:

Zellvitalitat [%] = [vitale Zellen (ungefarbt) + Zellen (gefarbt und ungefarbt)] x 100

3.1.4 Herstellung von Zytospins

Fir die Herstellung von Zytospins wurden die Zellen abtrypsiniert, in PBS resuspendiert und
gezahlt. Es wurden 4 x10* Zellen in 100 ul PBS pro Objekttrager vorbereitet. Die
Zellsuspension wurde auf 12 Objekttrdger in der Shandonzentrifuge geschleudert. Nach
dem Schleudervorgang wurden die fertigen Zytospins fir 2-4 h bei Raumtemperatur

getrocknet und bei -80 °C gelagert.
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3.1.5 Transiente Transfektion von Zellen
Prinzip

Unter transienter Transfektion versteht man die temporare Aufnahme von (zirkuldrer)
Fremd-DNA durch eukaryotische Zellen. In der Regel ist die zu transfizierende DNA in ein
Vektorsystem eingebaut, das ein bakteriell exprimierbares Antibiotikum-Resistenzgen als
Selektionsmarker sowie eukaryotische Promotor- und Polyadenylierungssignalsequenzen
und dazwischen mehrere Schnittstellen fir Restriktionsenzyme fiir die Aufnahme der zu
exprimierenden cDNA enthalt. Bei der Methode der Lipofektion wird die negativ geladene
DNA von einem synthetischen kationischen Lipid umhiillt, das mit der negativ geladenen
Zellmembran fusioniert und dabei die DNA ins Innere der Zelle Uberfihrt. Durch den
starken eukaryotischen Promotor kommt es im Kern der Zelle zur Transkription der
kodierenden DNA sowie zur anschliefenden RNA-Prozessierung und Translation in Protein.
Durch Zellteilung geht die genetische Information bei der transienten Transfektion wieder

verloren, da die DNA in der Regel nicht ins Genom aufgenommen wird.
Durchfiihrung

Fur die Lipofektion von HEK293-, HEK293T- und HepG2-Zellen wurden 2 x 10° Zellen pro
Vertiefung in 6-well-Platten ausgesat und 24 h bei 37 °C inkubiert. Alternativ wurden
96-well-Platten mit entsprechend weniger Zellen und Lésungen verwendet. Bei einer
Konfluenz von ca. 80 % wurde die eigentliche Transfektion begonnen. Pro Vertiefung
wurden 95 ul RPMI, 3 pl FUGENE® HD bzw. TransFast™ und 2 ul (2 ug) DNA gemischt und
30 min  bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die 100-pl-
Transfektionslosungen mit je 1 ml RPMI aufgefiillt. Das Medium in den Vertiefungen der 6-
well-Platte wurde vorsichtig abgesaugt und je 1 ml der Transfektionsmischung zugegeben.
AbschlieBend wurden die Zellen 48 h bei 37 °Cinkubiert. Der Erfolg der Transfektion wurde

mittels Durchflusszytometrie oder Immunzytochemie kontrolliert.

3.1.6 Zellvitalitatsassay
Prinzip

Mit Hilfe des CellTiter-Blue®-Zellvitalitatsassays lasst sich die metabolische Kapazitdt von
Zellen bestimmen und daraus auf die , Lebendigkeit” der Zellen schlieRen. Das Prinzip des
Assays basiert auf der Fahigkeit lebender Zellen, den gering fluoreszierenden blauen
Farbstoff Resazurin zu dem stark fluoreszierenden Endprodukt Resorufin (579 nmexzitation/
584 nMmemission) zU reduzieren (Abbildung 12). Nicht lebensfdhige Zellen verlieren diese
Eigenschaft frihzeitig und produzieren somit kein Fluoreszenzsignal. Das Fluoreszenzsignal
kann von einem Fluorometer detektiert werden. Da das Fluoreszenzsignal proportional zur

Anzahl lebender Zellen ist, kann so ihr Anteil in der Probe bestimmt werden.
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Viable Cell

Reduction
Reactions

Resazurin Resorufin
Emits fluorescence at 590nm

Abbildung 12: Schematische Darstellung der dem CellTiter-Blue®-Zellvitalitatsassay zugrunde liegenden
chemischen Reaktion. Das Produkt Resorufin emittiert Licht der Wellenlange 584 nm nach Anregung durch
Licht kiirzerer Wellenlange (www.promega.com).

Durchfiihrung

Um die Lebendigkeit von Zellen mit Hilfe des CellTiter-Blue®-Assays zu bestimmen, wurden
die Zellen in 96-well-Platten in je 100 pl normalem Zellkulturmedium (mit Phenolrot)
gehalten. Pro Vertiefung wurden 20 ul CellTiter-Blue®-Reagent direkt zu den Zellen
gegeben und 10 s vorsichtig mit dem Medium vermischt. Nach der Inkubation der Platten
bei 37°C unter Zellkulturbedingungen fir 1h wurde die Fluoreszenz bei
560 NMExzitation/590 NMEmission Mit dem Fluorometer FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech)
ausgelesen. Zur Bestimmung der Hintergrundfluoreszenz wurden Vertiefungen mit
ausschlieBlich Zellkulturmedium gemessen. Jeder Test wurde in mindestens drei Replikaten
durchgefihrt. Es wurden also jeweils mindestens 3 verschiedene wells pro Probe auf der
gleichen Platte ausgewertet. Der Mittelwert der Hintergrundfluoreszenz muss vom
Fluoreszenzwert der getesteten Zellen subtrahiert werden. Der so errechnete

Fluoreszenzwert (F) ist direkt proportional zur Anzahl vitaler Zellen.

3.1.7 Zytotoxizitatsassay

Um die Zytotoxizitdt von Chemotherapeutika (Imatinib, Epirubicin) auf mGC-Zellen zu
bestimmen, wurden 6.000 mGC3- bzw. mGC8-Zellen pro Vertiefung in 96-well-Platten
ausgesat und 24 h unter Zellkulturbedingungen inkubiert. Das Medium der nun
angehefteten Zellen wurde entweder mit frischem Medium oder mit Medium, das
verschiedene Chemotherapeutikakonzentrationen enthielt, ausgetauscht. Jeder Test
wurde dreifach angesetzt und 72 h unter Zellkulturbedingungen inkubiert. AnschlieBend

wurde wie unter 3.1.6 beschrieben mit Hilfe des CellTiter-Blue®-Assays die Vitalitat der
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Zellen nach Chemotherapeutikaeinwirkung bestimmt. Die Lebendigkeit der Zellen wurde

mit folgender Formel berechnet:
Zellvitalitat [%] =100 x [Fbehandelte Zellen + Funbehandelte KontroIIzeIIen]

Graphisch wurde die Vitalitat der Zellen gegen die Konzentration des
Chemotherapeutikums aufgetragen. Die mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) ist
definiert als die Konzentration eines Chemotherapeutikums, das fiir eine 50%ige Reduktion
der Vitalitat der Zellen bendtigt wird. Dieser Wert konnte auf dem Graphen abgelesen

werden.

3.1.8 Anreicherung resistenter Subpopulationen

Zur Anreicherung von therapieresistenten Subpopulationen wurden jeweils 2 x 106 mGC3-
und mGC8-Zellen in 10 ml Zellkulturmedium in 25 cm?-Kulturflaschen ausgesat. Nach 24 h
wurde das Medium entfernt und durch mit Chemotherapeutikum (Imatinib, Epirubicin)
versetztes Medium ersetzt. Es wurde jeweils die fiir die Zelllinie und das Therapeutikum im
Zytotoxizitatsassay ermittelte 1Cso verwendet (vgl. 3.1.7). Das Medium wurde nach 72 h
Inkubation unter Zellkulturbedingungen abgesaugt und die Zellen zur Entfernung von
Resten des Therapeutikums zweimal mit PBS gewaschen. Bei Langzeitexperimenten mit bis
zu 14-tagiger Inkubation der Zellen mit Imatinib wurde das Medium inkl. Imatinib ebenfalls
alle 72 h gewechselt. AnschlieBend wurden die Zellen nach Farbung mit verschiedenen
fluoreszenzmarkierten Antikorpern bzw. nach der Durchfiihrung des ALDEFLUOR™-Assays
(STEMCELL Technologies) im Durchflusszytometer auf die Expression der Marker hin
analysiert (vgl. 3.3.1).

3.1.9 Colony formation assay
Prinzip

Der colony formation assay dient der Messung des proliferativen Potentials von
Tumorzellen. Es wird angenommen, dass nur ein kleiner Anteil der Tumorzellen die
Kapazitdat zur homogenen und heterogenen Proliferation, also zur Ausbildung nicht
differenzierter sowie differenzierterer Tumorzellen und zur Bildung von morphologisch
differenzierten Kolonieformen besitzt (Harper et al., 2007). Sogenannte holoclones, streng
abgegrenzte kompakte Kolonien, sollten danach nur von den als Tumorstammzellen
bezeichneten Zellen gebildet werden. Anhand dieser Methode kann unter anderem der

Anteil an Tumorstammazellen in verschiedenen Tumorzelllinien bestimmt werden.
Durchfiihrung

Zur Uberpriifung der Koloniebildungskapazitit der Tumorzellen wurden mGC3- und mGC8-

Zellen in unterschiedlichen Konzentrationen (16-2.000 Zellen pro Vertiefung) in 100 ul
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Standardmedium in 96-well-Platten ausgesdt. Das Medium wurde alle drei Tage
gewechselt. Unter dem Lichtmikroskop wurde alle drei Tage die Bildung der verschiedenen
Kolonieformen beobachtet und dokumentiert. Nach 22 Tagen wurde der Versuch beendet,
die Kolonien fotografiert und ausgezahlt und die prozentuale Verteilung der Kolonieformen

berechnet.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 DNA-Restriktionsendonukleasenverdau
Prinzip

Der Restriktionsendonukleasenverdau beruht auf einer sequenzspezifischen Spaltung von
doppelstrangiger DNA durch bakterielle Restriktionsendonukleasen (REN). Typ-II-REN
binden spezifisch an palindromische Sequenzen und schneiden innerhalb oder in
unmittelbarer Nahe des Palindroms. Der Schnitt kann entweder gerade (blunt ends) oder

versetzt sein (sticky ends).
Durchfiihrung
Der Restriktionsendonukleasenverdau wurde fir folgende Zwecke eingesetzt:

e Zum Herausschneiden des DNA-Inserts SVA40-TAg aus dem Plasmid pZIPtex-SV40-T-

Antigen mittels Fast Digest BamHI (Fermentas)

e Zum Offnen des Vektors pcDNA3.1 (+) fiir die spatere Ligation mit dem DNA-Insert
SV40-TAg ebenfalls mittels Fast Digest BamHI

e Zur Analyse der Orientierung des DNA-Inserts im klonierten pcDNA3.1(+)-SV40-TAg-

Expressionsplasmid tber Pstl (Fermentas)

e Zum Herausschneiden des murinen cDNA-Inserts Kit aus dem Reporterplasmid
pCMV-SPORT6-Kit mittels Xhol und EcoRI (Fermentas)

Der Verdau der Reporterplasmide wurde gemaB den Angaben des Herstellers
durchgefihrt. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C fiir eine Stunde in einem Thermoblock.

BamHI| wurde nach der Reaktion durch Erhitzen auf 80 °C fir 10 min inaktiviert.

3.2.2 DNA-Dephosphorylierung
Prinzip

Die Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten dient der Inhibierung von
Ligationsreaktionen. Sie wird angewendet, um die Wahrscheinlichkeit einer Religation

korrespondierender Vektorenden geschnittener Plasmide zu minimieren. Die
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Phosphatasen zur Durchfiihrung dieser Reaktion besitzen die Fahigkeit zur Abspaltung 5°‘-

terminaler Phosphatgruppen.
Durchfiihrung

In dieser Arbeit wurde die inaktivierbare Antarctic Phosphatase von New England BiolLabs

(NEB) in folgendem Reaktionsansatz verwendet:

Komponenten Volumen
Vektor (REN-Verdauansatz) 30 ul
Antarctic Phosphatase Reaction Buffer, 10x 4 ul
Antarctic Phosphatase (5 U/ul) 1 ul

H,O 5l

Die Reaktion wurde bei 37 °C fliir 30 min durchgefiihrt. Anschliefend wurde die
Phosphatase bei 65 °C fiir 5 min inaktiviert.

3.2.3 Agarosegelelektrophorese
Prinzip

Die Agarosegelelektrophorese ermdoglicht es, Nukleinsdurestrange nach ihrer GroRe zu
trennen und ihre GroRe anhand eines Vergleichs mit Strangen bekannter Grofle zu
bestimmen. Dazu wird die DNA in ein Agarosegel aufgetragen, an das ein elektrisches Feld
angelegt wird. Das elektrische Feld fiihrt zur Wanderung der negativ geladenen
Nukleinsauren durch die Gelmatrix in Richtung der Anode. Die Flusseigenschaften werden
wesentlich von der MolekilgrofRe bestimmt. Kleine Molekile bewegen sich schneller durch
das Gel, was zu einer Auftrennung der Strange nach ihrer GroRe fuhrt. Der Einsatz einer
DNA-Leiter, einem Gemisch groBenbekannter doppelstrangiger Nukleinsdureketten,
ermoglicht eine Abschatzung der GroRe der DNA-Fragmente. Die Zugabe von DNA-
interkalierendem Ethidiumbromid in das Gel ermoglicht die Visualisierung der
Nukleinsaurebanden. Die Fluoreszenzemission des Ethidiumbromids unter UV-Licht
(302 nm) erlaubt die Analyse der GroRen der DNA-Fragmente sowie das Herausschneiden

von Fragmenten aus dem Gel.
Durchfiihrung

Die Agarose (1-2 %) wurde durch Erhitzen in Elektrophoresepuffer (1x TAE) gel6st und nach
Abklhlung unter ca. 60°C mit 0,5pug/ml Ethidiumbromid (EtBr) versetzt. Die
Gelpolymerisation fand in horizontalen Gelkammern statt. Die zu trennenden bzw. zu
analysierenden DNA-Fragmente wurden mit Bromphenolblau-haltigem Auftragspuffer
vermischt und in die Geltaschen aufgetragen. Parallel dazu wurde eine jeweils passende

DNA-Leiter als GroRenmarker aufgetragen. Die Elektrophorese fand bei 100 V fir 1-2 h in
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1x TAE mit 0,1 ug/ml EtBr als Laufpuffer statt. Nach Separation konnten die DNA-
Fragmente mittels UV-Licht visualisiert, fotografiert und aus dem Gel mit Hilfe eines sterilen

Skalpells herausgeschnitten werden.

3.2.4 DNA-Extraktion aus Agarosegelfragmenten

Die Extraktion der DNA aus den Gelstiicken erfolgte mit Hilfe des QlAquick Gel Extraction

Kits (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben.

3.2.5 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der DNA
Prinzip

Die Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgt photometrisch durch Ausnutzung des
Absorptionsverhaltens der Desoxyribonukleosid-Monophosphate, deren Maximum im
Mittel bei 260 nm liegt. Nach dem Lambert-Beerschen Gesetz korreliert die Konzentration

linear mit der Absorption (Optische Dichte [OD]) bei einer Wellenlange von 260 nm:
Chukleinsaure [Lg/ml] = Absorptionskoeffizientukieinsaure - OD260

Fiir doppelstrangige DNA ist der Absorptionskoeffizient 50. Die Reinheit der DNA ergibt sich
aus dem Verhaltnis der OD bei 260 nm zur OD bei 280 nm. Da die proteintypische
Absorption ein Maximum bei 280 nm aufweist, kann bei einem Quotienten
OD260/0OD2s0 > 1,8 von nicht bis nur minimal verunreinigten DNA-Proben ausgegangen

werden.
Durchfiihrung

Die Konzentration und Reinheit der DNA-Proben wurde mit Hilfe des Spektrophotometers
NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, Wilmington/USA) direkt bestimmt.

3.2.6 Herstellung von Blunt-end-DNA mit der Klenow-Polymerase
Prinzip

Um einen Vektor mit nicht Gbereinstimmenden sticky ends ligieren zu kdnnen, missen die
Enden vorher zu blunt ends aufgefiillt werden. Durch die Klenow-Polymerase kdnnen
Uberhangende 3-Enden abgebaut sowie liberhdngende 5‘-Enden durch Verlangerung des
3‘-Endes des Gegenstrangs ,geglattet” werden. Die dadurch entstehenden blunt ends

konnen in der spateren Ligasereaktion miteinander verkniipft werden.
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Durchftihrung

Die DNA wurde in 1x NEBuffer gelost. Pro ug DNA wurde 1 U Klenow-Polymerase dem
Reaktionsansatz hinzugefiigt und 15 min bei 25 °C inkubiert. Zur Inaktivierung der

Polymerase wurden 10 mM EDTA dazugegeben und 20 min bei 75 °C inkubiert.

3.2.7 Ligation
Prinzip

Unter Ligation versteht man die Verkniipfung zweier DNA-Fragmente mittels eines Enzyms,
der Ligase. Korrespondierende komplementdre Schnittenden (sticky ends) werden
miteinander verknilpft. Dabei wird das 3'-Hydroxy-Ende mit dem 5'-Phosphat-Ende der
Nukleinsdaurefragmente durch Ausbildung einer Phosphodiesterbindung verbunden. Es

kénnen auch stumpfe Enden (blunt ends) miteinander verknipft werden.
Durchfiihrung

Mit Hilfe der T4-DNA-Ligase wurde das SV40-TAg-Insert in den linearen Vektor pcDNA3.1(+)
kloniert. Das molare Verhaltnis des Vektors zu dem zu integrierenden DNA-Insert war 1:3.

Die Ligationsreaktion wurde folgendermaRen angesetzt:

Komponenten (Konzentration Stammlésung) | Volumen

Lineare Vektor-DNA (50 ng) 1-fach molares Aquivalent
DNA Fragment 3-fach molares Aquivalent
10x T4-DNA-Ligase-Puffer 2 ul

T4-DNA-Ligase (5 U/ul) 0,5 ul

Volumen pro Ansatz (H.0-Zugabe ad) 20 ul

Die Inkubationszeit betrug 1 h bei 22 °C.

3.2.8 Transformation kompetenter Bakterien
Prinzip

Unter einer Transformation versteht man die Ubertragung von freier DNA (Plasmid) in
kompetente Bakterien. Durch einen kurzen Hitzeschock der Bakterien bei 42 °C entstehen
Poren in der Membran, durch die die DNA in die Zellen gelangen kann. Diese Plasmid-DNA
wird anschlieBend von den Bakterien repliziert. Ein integriertes Antibiotika-Resistenzgen
ermoglicht die Selektion plasmidtragender Bakterien auf Agarplatten, die das

entsprechende Antibiotikum enthalten.
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Durchfiihrung

Die Transformation wurde mit Hilfe kompetenter Escherichia-coli-Bakterien (E. coli)
durchgeflihrt. Zu 20 pl Bakterien wurden 2 ul aus dem Ligationsprodukt gegeben und
30 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde der Hitzeschock bei 42 °C fur exakt 45 sec im
Wasserbad durchgefiihrt und der Ansatz erneut fiir 2 min auf Eis inkubiert. Dann wurde
125 ul S.0.C.-Medium zum Ansatz dazugegeben und dieser fiir eine Stunde bei 37 °C und
650 U/min im Thermomixer inkubiert. Der Ansatz wurde auf Agarplatten (LB-Medium,
1,5 % Select Agar, 1 ul/ml Ampicillin) ausgestrichen und fir 24 h bei 37 °C zur Expansion

der Bakterienkolonien im Brutschrank inkubiert.

3.2.9 Anzucht und Stammhaltung von E.-coli-Transformanten
Prinzip

Zur Vermehrung und Asservierung rekombinanter Plasmide dienen Prokaryoten wie E. coli.
Der verwendete E.-coli-Stamm zeichnet sich durch seine hohe Aufnahmekapazitat fur

Plasmide sowie durch seine hohe Proliferationsrate aus.
Durchfiihrung

Zur kurzfristigen Asservierung plasmidtragender Bakterienkolonien dienten die mit
Antibiotika versehenen Agarplatten (vgl. 3.2.8). Diese konnten bei 4 °C bis zu 6 Wochen
aufbewahrt werden. Zur Vermehrung einzelner Bakterienkolonien zur Analyse der
Plasmide wurden einzelne Kolonien mit einer sterilen Pipettenspitze von der Agarplatte
entnommen und in Eppendorf-GefaRe mit luftdurchldassigem Membrandeckel und je 2 ml
LB-Ampicillin-Selektionsmedium (LB-Medium, 1,5 % Select Agar, 0,1 % Ampicillin-
Stammlosung (100 mg/ml 70 % Ethanol) Uberflhrt. Die Bakterien wurden fir ca. 18 h bei
37°C und 300rpm im Thermomixer inkubiert. Zur langfristigen Asservierung
plasmidtragender Bakterienkulturen wurden 470 pl einer LB-Medium-Kultur mit 100 pl
Glyzerin (87 %) vermischt und bei -80 °C gelagert. Anschliefend wurde die Ubrige LB-
Medium-Kultur entweder zur analytischen Isolierung der Plasmide verwendet (Miniprep)
oder zur Anzucht einer LB-Medium-Kultur zur praparativen Plasmidisolierung (Maxiprep)
in 200 ml LB-Ampicillin-Selektionsmedium Uberfliihrt und 12 h bei 37 °C und 200 rpm
geschittelt.

3.2.10 Kolonie-PCR
Prinzip

Mit Hilfe der Kolonie-PCR kann der Erfolg einer Ligation liberprift werden. Einzelkolonien
der transformierten Bakterien dienen als DNA-Matrize. Die Kolonien kdnnen so auf die

Prasenz des Plasmids mit dem korrekten Insert hin Uberpriift werden. Wie die
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Polymerasekettenreaktion (PCR) beruht auch die Kolonie-PCR auf der Fahigkeit von DNA-
Polymerasen, ausgehend von einem Matrizenstrang die Synthese komplementarer DNA-
Strange in 5‘>3‘-Richtung zu katalysieren. Dazu werden Desoxyribonukleosidtriphosphate
(dNTPs) und ein entsprechendes Primerpaar bendétigt, welches das nachzuweisende DNA-
Fragment umrahmt. Der Reaktionszyklus besteht aus der Auftrennung der
Doppelstrangstruktur der DNA bei 95 °C (Denaturierung), spezifischer Anlagerung der
Primer (annealing) an die entstehenden Einzelstrange sowie der Synthese der
korrespondierenden DNA-Strange unter Einbau der dNTPs (Elongation). Dieser Zyklus wird

mehrfach wiederholt und endet mit einem finalen Elongationsschritt.
Durchfiihrung

Mit einer sterilen Pipettenspitze wurde ein Teil jeder zu analysierenden Bakterienkolonie
entnommen und in den jeweiligen PCR-Ansatz Uberfiihrt. Die Kolonie-PCR wurde

folgendermaRen durchgefiihrt:

Tabelle 2: Zusammensetzung des Ansatzes der Kolonie-PCR

Komponenten (Stoffmengenkonzentration Stammlosung) Volumen
PCR-Puffer (10x) 2,5 ul
dNTPs (2 mM) 2,5 ul
MgCl; (25 mM) 2,5 ul
Primer f (10 uM) 1l
Primer r (10 uM) 1
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,13 pl
DNA/Bakterienkolonie 1pl
Volumen pro Ansatz (H,0-Zugabe ad) 25 ul

Tabelle 3: Schritte der Kolonie-PCR

Versuchsschritt Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 95°C 30s
Denaturierung 94 °C 20s
30 Zyklen Primeranlagerung 60 °C 1 min
Elongation 72°C 2 min
Finale Elongation 72°C 10 min

Zum visuellen Nachweis der amplifizierten DNA-Strange diente eine DNA-

Agarosegelelektrophorese (vgl. 3.2.3).
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3.2.11 Praparation kleiner (Miniprep) und groBer Plasmidmengen (Maxiprep)
Prinzip

Zur Gewinnung der amplifizierten Plasmide aus transformierten E. coli konnen diese durch
Zentrifugation geerntet und in alkalischem Milieu lysiert werden. Anschliefend kénnen die
Plasmide mit Hilfe von DNA-bindenden Silikamembranen von anderen Zellbestandteilen

gereinigt werden.
Durchfiihrung

Zur Pradparation kleiner Plasmidmengen wurde das Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen,
Hilden) verwendet. GroRe Plasmidmengen wurden mittels QIAGEN Plasmid Maxi Kit
(Qiagen, Hilden) prapariert. Die Isolierung der Plasmide wurde in beiden Fallen gemal

Herstellerangaben durchgefiihrt.

3.2.12 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA wurde nach der ,Cycle-Sequenzierungsmethode” (Sanger et
al., 1977) von der Firma MWG Biotech (Ebersberg) durchgefiihrt. Dazu wurde jeweils 1 ug
DNA in einem EppendorfgefiR eingesendet. Zur Uberpriifung der Korrektheit der Sequenz
wurde die Network Protein Sequence Analysis (NPS@) des Pole Biolnformatique Lyonnais
verwendet. Sequenzen flir den Vergleich wurden der NCBI-Sequenzdatenbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) entnommen.

3.3 Immunologische Methoden

3.3.1 Durchflusszytometrie (FACS) und Immunfluoreszenz
Prinzip

Die Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting [FACS]) erlaubt die Analyse
von Zellen  hinsichtlich ihrer Lichtstreuungseigenschaften und emittierten
Fluoreszenzstrahlung. Dazu werden die Zellen mit Antikérpern, die entweder direkt oder
Uber Sekundarantikorper an Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt sind, markiert. Jede einzelne
Zelle passiert in der Tragerfllssigkeit einen Laserstrahl. Das entstehende Streulicht und
Fluoreszenzsignal wird mittels Photomultipliern detektiert und ausgewertet. Das in
flachem Winkel gestreute Licht wird als Vorwartsstreulicht (forward scatter [FSC])
bezeichnet und ist ein Mafd fiir das Volumen der Zelle. Das rechtwinklig gestreute Licht wird
als Seitwartsstreulich (side scatter [SSC]) bezeichnet und hangt von der Granularitat der
Zelle ab. Zusatzlich wird das von den verschiedenen Fluorochromen emittierte
Fluoreszenzlicht detektiert. In Tabelle 4 sind die Absorptions- und Emissionswellenldngen

der verwendeten Fluorochrome dargestellt.
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Tabelle 4: Absorptions- und Emissionswellenlingen von fiir die Durchflusszytometrie verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffen (http://www.biotech.iastate.edu/facilities/flow/Fluorochromes.pdf)

Detektionskanal | Fluorochrom Absorptionsmaximum | Emissionsmaximum
FL1 Cy2 489 nm 506 nm
FL2 Phycoerythrin (PE) 480 nm, 565 nm 575 nm
FL2 Alexa 647 650 nm 668 nm
FL3 Propidiumiodid (PI) 536 nm 617 nm
7-Aminoactinomycin (7-
FL3 AAD) 546 nm 647 nm
FL4 Allophycocyanin (APC) 650 nm 660 nm
Durchfiihrung

Zur Analyse von Oberflichenmolekilen auf Zellen wurden die Zellen von den
Zellkulturflaschen wie oben beschrieben abgeldst und gezahlt. Nach zweimaligem Waschen
der Zellen mit FACS-Puffer (PBS, 5% FCS) wurden bis zu 500.000 Zellen in je 100 pl
eiskaltem FACS-Puffer in einem FACS-R6hrchen resuspendiert. Anschlieend wurden den
Zellen entweder direkt fluoreszenzmarkierte Antikorper oder Primarantikérper ohne
Fluorochrom zugesetzt und fir 30 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Nach erneutem
Waschen der Zellen wurden diese in 100 ul FACS-Puffer resuspendiert. Die mit
Primadrantikorper gefarbten Zellen wurden einem weiteren Farbeschritt mit
fluoreszenzmarkiertem Sekundarantikérper unterzogen und nach einmaligem Waschen
analysiert. Die direkt fluoreszenzmarkierten Zellen konnten sofort analysiert werden.

Tabelle 5 zeigt die verwendeten Farbekonzentrationen der Antikorper.

Tabelle 5: Im FACS verwendete Antikorper und Verdiinnungen

Antikorper Konzentration (mg/ml) Verdiinnung
CD117-APC 0,03 1:10
CD166-PE 0,2 1:100
CXCR4-PE 0,2 1:10
EpCAM/Cy2 0,5 1:100
IgG/Cy2 0,5 1:100

Zur Diskriminierung von toten Zellen im FACS wurde den Zellen vor der Analyse
Propidiumiodid (Pl) bzw. 7-Aminoactinomycin (7-AAD) in einer Endkonzentration von
0,5 ug/ml bzw. 1,25 pug/ml zugegeben. Diese Nukleinsdureinterkalatoren kénnen die
perforierte Zellmembran toter Zellen durchdringen und diese Zellen anfarben. Der Vorteil
von 7-AAD beruht auf der Tatsache, dass dieses Fluorochrom aufgrund seines

Fluoreszenzspektrums besser mit dem Fluorochrom PE kombiniert werden kann. Alle
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Messungen wurden mit Hilfe der Software FlowlJo ausgewertet. Durch das Setzen von
Fenstern (gates) wurde die Analyse der Zellpopulationen immer auf lebende Zellen

beschrankt.

3.3.2 Uberpriifung der Spezifitit der anti-CXCR4 und CD117-Antikorper

Die Spezifitat der anti-CXCR4 und CD117-Antikérper sollte im Detail Gberprift werden.
Dazu wurden transiente Transfektionen mit CXCR4- und c-KIT-Expressionsplasmiden
durchgefiihrt. Als Kontrollvektor wurde pCMV-SPORT6-delta-X-E eingesetzt (Abbildung 13).

T7 promoter
HindIII (68)

Kpnl (100)

r=

SV40 PA terminator " Spbprimer
Hl CMV immearly promoter

f1 origin. D

pCMV-SPORT6-delta-X-E

4344 bp

",',":'” . pBR322 origin
Ampicillin

Abbildung 13: pCMV-SPORT6-delta-X-E als Kontrollvektor von pCMV-SPORT6-mCXCR4 und pCMV-SPORT6-
mKIT. Flr beide Transfektionen wurde pCMV-SPORT6-mKit mit Xhol und EcoRl verdaut. Die c-KIT-cDNA
wurde herausgeschnitten, die sticky ends mit der Klenow-Polymerase aufgefillt und der Vektor anschlieRend
mit der T4-DNA-Ligase ligiert und in E.-coli-Bakterien eingeschleust.

Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Antikorper c-KIT bzw. CXCR4 spezifisch binden
(Abbildung 14). Fir die anderen Antikorper standen keine entsprechenden

Expressionsplasmide flr Positivkontrollen zur Verfligung.
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Abbildung 14: Die verwendeten Antikérper CXCR4-PE sowie CD117-APC binden spezifisch.
Durchflusszytometrie-Analysen von HEK293T-Zellen, die zuvor mit pCMV-SPORT6-mKIT (B), mit pCMV-
SPORT6-mCXCR4 (D) bzw. mit mit dem Kontrollvektor pCMV-SPORT6-delta-X-E transfiziert (A, C) und dann
mit CD117-APC- (A, B) bzw. CXCR4-PE-Antikorpern (C, D) gefarbt wurden. m, murin.
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3.3.3 Bestimmung der Aldehyddehydrogenase (ALDH)-Aktivitat

Mit Hilfe des ALDEFLUOR™ Kits (STEMCELL Technologies) konnen Zellen identifiziert
werden, die bestimmte Aldehyddehydrogenasen (ALDH1A1/ALDH1A3) exprimieren. Dazu
wurden 5 x 10° Zellen in 500 pl ALDEFLUOR™-Assay-Puffer uberfihrt und bei 37 °C fur
30 min mit 1,5 mM ALDH-Substrat BAAA (BODIPY®-Aminoacetaldehyd) inkubiert. Das
ungeladene Substrat diffundiert in die Zellen. Zellen mit hoher ALDH-Aktivitdt wandeln
BAAA in einen negativ geladenen griin fluoreszierenden Farbstoff (BAA") um. Die ALDH-
positiven Zellen kénnen so bei 515-545 nm anhand ihrer griinen Fluoreszenz detektiert
werden. Als Negativkontrolle wurde einer Probe der mit BAAA inkubierten Zellen sofort
nach Zugabe des Substrates der ALDH-Inhibitor 4-Diethylaminobenzaldehyd (DEAB)
hinzugegeben. DEAB verhindert die Bildung von fluoreszierendem BAA". Nach Waschen
und Resuspension der Zellen in ALDEFLUOR™-Assay-Puffer wurden die toten Zellen wie
unter 3.3.1 beschrieben mit Propidiumiodid gefarbt. AnschlieBend wurden die lebenden

Zellen im FACS analysiert.

3.3.4 Zellsortierung mit dem MoFlo-Sorter

Zur Sortierung der mGC8-Zellen wurde ein MoFlo-Sortierer benutzt. Dieser Sortierer
ermoglicht es, die zuvor mit Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern gefarbte
Zellpopulationen nach verschiedenen Parametern aufzutrennen und zu sortieren. Danach
konnen die Zellen einzeln in kleinen Tropfchen separiert und Uber elektrostatische
Aufladung in verschiedene GefaRe abgelenkt werden. Dazu wurden die mGC8-Zellen mit
CD117-APC und Pl bzw. CXCR4-PE und 7-AAD gefarbt (vgl. 3.3.1) und in FACS-Puffer
(2,5 x 10° Zellen/ml) resuspendiert. Tote Zellen und Dubletten wurden ausgeschlossen. Bei
CD117 wurden die jeweils 5 % am starksten und am schwachsten fluoreszierenden Zellen
(CD117Mh und CD117™edMg) in zwei Roéhrchen in Zellkulturmedium (inkl. 20 % FCS)
aufgefangen. Bei CXCR4 wurden die positive Population und der negativste Anteil (5 %) der
CXCR4 negativen Population aufgefangen (CXCR4* und CXCR4). Die Subpopulationen
wurden anschlieBend zur Injektion in syngene Mause vorbereitet. Die Sortierung der Zellen
mit dem MoFlo wurde freundlicherweise von Dr. Joachim Ellwart am Institut flr

Molekulare Immunologie, Helmholtzzentrum, Miinchen durchgefihrt.

3.3.5 Immunhistochemische Farbung von Kryoschnitten

Zur Analyse der subkutan gewachsenen Tumoren und von Tumoren aus CEA424-SV40-T-
Antigen-Madusen wurden immunhistochemische Farbungen mit verschiedenen
Antikoérpern durchgefiihrt. Zuerst wurden die Gewebeschnitte auf den Objekttrager fir
7 min in Aceton fixiert. Nach dreimaligem Waschen der Objekttrdger in PBS wurde die
endogene Peroxidase mittels PBS mit 3 % (v/v) H202 und 10 % (v/v) Methanol blockiert.
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Nach erneutem dreimaligem Waschen in PBS erfolgte die Blockierung der Fc-Rezeptoren
mittels 2.5%igem (v/v) Pferdeserum/Ziegenserum des ImmPRESS™-Kits von Vector
Laboratories wahrend 20 min. Das Serum wurde mit der Pipette wieder abgenommen und
der Primarantikorper bzw. die jeweilige Isotypkontrolle aufgetragen. Die optimalen
Konzentrationen wurden in Titrationsversuchen ermittelt und sind in Tabelle 6 und Tabelle
7 dargestellt. Nach zwei Stunden Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Schnitte
dreimal mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurde der mit Meerrettichperoxidase (horse-
radish peroxidase [HRP]) gekoppelte Sekundarantikérper aufgetragen und eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen erfolgte nun die 15-mintige
Peroxidasefarbungin 50 ml Farbel6sung bestehend aus 4 ml 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC;
16 mg AEC in 4 ml Dimethylformamid) und 46 ml Acetat-Puffer, pH 5,2 (10,75 g Na-
Acetat-3H,0, 1,21 ml Essigsdure ad 1 L) mit 60 pl 30 % (w/v) H202. Nach einem weiteren
Waschgang wurde mit Hamalaun fir max. 30s gegengefarbt und in flieRendem
Leitungswasser fur 5 min gewassert. Die gefarbten Schnitte wurden nun mit Aquatex

eingedeckelt und konnten unter dem Mikroskop analysiert werden.

Tabelle 6: In der Immunhistochemie verwendete Antikdrper und Konzentrationen (n.a. nicht angegeben)

Antikorper Konzentration Verdiinnung
Ki-67 n. a. 1:400
SV40-T-Antigen 0,2 mg/ml 1:500

3.3.6 Immunfluoreszenzfarbung von Kryoschnitten

Zur Analyse des Expressionsmusters verschiedener Oberflachenproteine auf Tumorzellen
der CEA424-SV40-T-Antigen-Mause wurden 20-25 um dicke Kryoschnitte des Magens
mittels fluoreszenzmarkierten Antikorpern angefarbt. Dazu wurden die Objekttrager mit
den Schnitten bei Raumtemperatur aufgetaut, 1 min mit Formaldehyd (4 %) in PBS
nachfixiert und zweimal fiir 5 min in PBS gewaschen. Zum Blocken von unspezifischen
Reaktionen wurden die Schnitte anschlieBend fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in PBS
mit 3 % BSA, 1 % Saponin sowie 1 % Triton-X inkubiert. In diesem Puffer wurden auch alle
Antikorperfarbungen durchgefiihrt. Die Inkubation der Schnitte mit den Primarantikorpern
erfolgte bei 4 °C fiir 72 h im Dunkeln in einer Feuchtkammer. Anschlieend wurden die
Schnitte 4 Mal je 30 min in PBS mit 3% BSA gewaschen. Die Inkubation mit den
Sekundarantikorpern erfolgte fiir 48 h bei 4 °C. Zur Farbung der Kerne wurde TO-PRO-3
(1 mM) in einer Verdinnung von 1:1000 zur Antikorperlosung dazugegeben. Nach funf
weiteren Waschschritten, der letzte davon nur 10 min in PBS ohne Zuséatze, wurden die
Schnitte mit einem Tropfen Einbettmedium (VECTASHIELD® Mounting Media) und einem
Objekttrager bedeckt und mit schwarzem Nagellack versiegelt. Die Lagerung erfolgte im

Dunkeln bei 4 °C fir max. 7 d. Die Schnitte wurden an einem konfokalen Laser-Scanning-
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Mikroskop analysiert. Die Immunfluoreszenzfarbungen sowie die mikroskopischen
Analysen konnten freundlicherweise im Labor von Prof. Dr. Saur, Il. Medizinische Klinik und
Poliklinik, Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitdt Minchen durchgefiihrt

werden.

Tabelle 7: Konzentrationen der in der Inmunfluoreszenz verwendete Antikdrper und Farbstoffe

Antikorper Konzentration Verdiinnung
CD117-APC 0,03 mg/ml 1:100

Esel anti-Ziege Alexa Fluor 594 2 mg/ml 1:200

Huhn anti-Kaninchen IgG Alexa Fluor 488 2 mg/mi 1:200

Ki-67 n. a. 1:400
PDGFRA 0,5 mg/ml 1:150
SV40-T-Antigen 0,2 mg/ml 1:200
ToPro3 ImM 1:1000

3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Der Dual-Luciferase-Reportergen-Assay
Prinzip

Reportergenassays ermoglichen die Untersuchung von regulatorischen Genabschnitten
und daran bindenden Transkriptionsfaktoren. Dazu werden Luciferasereporterplasmide
verwendet, die den zu untersuchenden Promotor vor dem promotorlosen
Luciferasereportergen enthalten. Entsprechend der transkriptionellen Aktivitat des
Promotors wird dann das Reportergen transkribiert, die resultierende mRNA translatiert
und die Menge des Proteinprodukts kann mit einem geeigneten Assay gemessen werden.
Der Dual-Luciferase-Reportergen-Assay ermoglicht die Expression und Detektion von zwei
unterschiedlichen Luciferasen. Dabei korreliert die Aktivitdt der ersten Luciferase, der
Glihwirmchen-Luciferase, mit der Aktivitdt des zu untersuchenden Promotors. Die
Aktivitat der zweiten konstitutiv exprimierten, zumindest theoretisch durch die
unterschiedlichen experimentellen Bedingungen nicht beeinflussten Luciferase, der
Renilla-Luciferase, dient als interne Kontrolle. So kénnen experimentelle Schwankungen
minimiert werden, die z.B. durch Unterschiede in der Transfektionseffizienz und der
Zellvitalitat entstehen kénnen. In unseren Versuchen wurde das Reporterplasmid pSuper-
8XTOPFlash (TOP) verwendet, welches mehrere T cell factor (TCF)-Bindestellen und einen
Herpes-simplex-Virus (HSV) Thymidinkinase (TK) Minimalpromotor, gefolgt von einem
Luciferase-Reportergen des Glihwirmchens enthalt (Korinek et al., 1997) und damit

ermoglicht, die Aktivitat des kanonischen Wnt-Signalweges von damit transfizierten Zellen
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zu testen (Veeman et al., 2003). Die Aktivierung des Promoters erfolgt durch die Bindung
von TCF/B-Catenin-Komplexen (siehe Abbildung 3). Als Kontrolle diente hierbei eine
Transfektion mit pSuper-8xFOPFlash (FOP), welches mutierte nicht mehr bindende TCF-
DNA-Sequenzen enthalt (Veeman et al., 2003). Bei Aktivitat des Wnt-Signalweges
exprimieren TOP-transfizierte Zellen nun das Enzym Glihwirmchen-Luciferase. Die
Luciferase katalysiert die oxidative Decarboxylierung von Luciferin zu Oxyluciferin. Dabei
wird sichtbares Licht emittiert, welches von einem Luminometer gemessen werden kann.
Die Menge an messbarem Licht ist proportional zur vorhandenen Luciferase und damit
proportional zur Aktivitdt des Wnt-Signalweges. Parallel zur Transfektion der Zellen mit
TOP-Vektoren wurde phRL-tk-TBEmut transfiziert. Das enthaltene Luciferase-Reportergen
der Oktokorallenart Renilla reniformis unter der Kontrolle des konstitutiv aktiven
Promotors des HSV-Thymidinkinasegens fiihrt zur Expression der zweiten messbaren
Luciferase, der Renilla-Luciferase, die aus ihrem Substrat Coelenterazin blaues Licht
erzeugt. Die Lichtemission der Renilla-Luciferase gibt Aufschluss (ber die
Transfektionseffizienz und kann als interne Kontrolle zur Normalisierung der einzelnen
Versuche verwendet werden. Eine zufillig in diesem Reporterplasmid aullerhalb des
Promotors liegende TCF-Bindestelle wurde mutiert, um eine Interferenz mit den in den
TOP-Vektoren befindlichen TCF-Bindestellen zu vermeiden (A. Jung, personliche
Mitteilung). Als Positivkontrolle diente die Transfektion mit Pcl-neo-B-catenin D45 (B-
Catenin D45). Dies ist eine pB-Catenin-Mutante, die in HCT116-Zellen (humanen
Kolonkarzinomzellen) exprimiert wird. Sie enthélt eine 3 bp Deletion (Kodon S45-Deletion).
Diese Mutation fiihrt zu einer vermehrten Expression und einem vermehrt aktiven B-
Catenin in den Zellen und somit zu einem konstitutiv aktiven Wnt-Signalweg (Morin et al.,
1997).

Durchfiihrung

Die Durchfiihrung erfolgte exakt nach den Angaben des Herstellers. HEK293-Zellen wurden
in 96-well-Platten analog zu 3.1.5 je nach zu untersuchender Probe mit je 0,9 ug des zu
untersuchenden Reporterplasmids pcDNA3.1 (+)-SV40-TAg, 0,9 ug TOP/FOP, 0,1 pug
B-catenin D45 sowie 0,1 pg phRL-tk kotransfiziert. Als Kontrolle diente jeweils 0,9 ug
pcDNA3.1(+)-SV40-TAg rev, das eine inverse Orientierung der TAg-cDNA aufweist und
somit diese nicht exprimiert. Es wurde bei jedem Versuch eine exakt gleiche Menge an DNA
(2 ug) eingesetzt. Um die Gesamtmenge der DNA immer zu halten, wurden die Proben um
das Plasmid pcDNA3.1(+)-SV40-TAg rev erganzt. Die transfizierten Zellen wurden einmal
mit PBS gewaschen und mit Passiv-Lyse-Puffer fiir 30 min bei Raumtemperatur geschittelt.
Dem Zelllysat wurde anschliefend im Luminometer Luciferase Assay Substrat zugesetzt.
Nach 2 sec wurde die Lichtreaktion der Glihwiirmchen-Luciferase gemessen (RLU, relative

light units) und sofort Stop & Glow Reagent zugesetzt. Wiederum nach 2 sec wurde die
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Aktivitat der Renilla-Luciferase anhand des produzierten Lichts (RLU) gemessen. Jede
Transfektion wurde mindestens dreifach durchgefihrt und gemessen. Von den
Messwerten wurde vor der Analyse der Hintergrund der Glihwiirmchen- sowie der Renilla-
Luciferase abgezogen. Diese Werte wurden in Kontrollen mit untransfizierten Zellen

bestimmt, die ansonsten in jedem Versuchsschritt gleich behandelt wurden.

3.5 Tierexperimentelle Methoden

3.5.1 Zucht

Die verwendeten Maduse wurden richtlinienkonform im Tierstall des Walter-Brendel-
Zentrums gehalten. Die Haltung fand unter pathogenfreien (specific pathogen free; SPF)
Bedingungen statt. Im Alter von vier Wochen wurden die Tiere von der Mutter getrennt,
an den Ohren markiert und genotypisiert. Fiir die Tierexperimente lag eine Genehmigung
von der Regierung von Oberbayern vor (Az: 55.2-1-54-2531-44-10).

3.5.2 Subkutane Injektion von Tumorzellen in syngene Mause

Die aus der Zellsortierung (vgl. 3.3.4) gewonnenen CD117"°¢"- und CD117"¢dMe-Zellen bzw.
CXCR4*- und CXCR4 -Zellen wurden gezahlt und nach zweimaligem Waschen in PBS in der
gewlinschten Konzentration in Injektionsmedium (RPMI, 5 % Pyruvat, 5 % nichtessenzielle
Aminosauren, 1 % HEPES (Stammldsung 1 M), pH 7.2) resuspendiert. Zu den Proben wurde
Matrigel im Verhaltnis 1:1 gegeben und mit der Zellsuspension vermischt. Alle
aufgefihrten Schritte fanden auf Eis statt. Matrigel wurde 24 h vor Verwendung von -20 °C

auf Eis in einem 4 °C Kihlschrank gestellt und dadurch verflissigt.

Vor der subkutanen Tumorzellinjektion wurden die Mause an den zu injizierenden Stellen
(rechte und linke Flanke) rasiert und desinfiziert. Die Zellsuspension wurde jeweils mit einer
24-G-Kanile in eine 1ml Spritze aufgezogen. Um Konzentrationsschwankungen zu
vermeiden wurde die Suspension luftblasenfrei aufgezogen. Unter Inhalationsnarkose mit
Isofluran wurden jeweils 100 pl der Zellsuspension subkutan an die rechte und linke Flanke
der Mause injiziert. Dazu wurde eine Hautfalte gebildet und die Zellen darin vorsichtig
unter Bildung einer ,Tasche” injiziert. Zur Kontrolle wurden auBerdem unsortierte mGC8-
Zellen in unterschiedlichen Konzentrationen subkutan ebenfalls in Matrigel in Mause
injiziert. Es wurden bei CD117 weibliche sowie mannliche Mause zu gleichen Anteilen, bei
CXCR4 ausschlieRlich weibliche Mause injiziert. Zum Zeitpunkt der Injektion hatten die
Mause ein Alter zwischen 67 und 203 d. Bei der Versuchsdurchfiihrung wurde auf eine

gleiche Altersstruktur der Mause der zu vergleichenden Gruppen geachtet.
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3.5.3 Kontrolle des Wachstumsverlaufs der Tumoren

Zur Kontrolle des Wachstums der subkutan injizierten Tumorzellen wurde der Langs- und
Breitendurchmesser der entstandenen Tumore dreimal pro Woche gemessen. Mit einer
elektronischen Schublehre konnten die Messungen mit einer Genauigkeit von + 0,1 mm
durchgefiihrt werden. Dies erleichterte die vorherige Rasur der Flanken. Als untere
zuverldssige Messgrenze wurde ein Tumordurchmesser von 1,5 mm definiert. Jede
Einzelmessung wurde dreifach durchgefiihrt und der Mittelwert zur Berechnung des
Tumorvolumens herangezogen. Das Tumorvolumen berechnete sich nach folgender
Formel: Vrumor= 0,5 x Ldnge x Breite?. Nach 30 d wurde Uberprift, in welchen M&usen
Tumorwachstum eingetreten war. Hierflir wurde als untere Sensitivitatsgrenze wieder der
minimale Tumordurchmesser von 1,5 mm verwendet. Nach einer Wachstumsperiode der
Tumoren von 50 Tagen bzw. einem Gewichtsverlust der Maus von lber 15 % wurden die

Mause getotet und die Entnahme und Praparation der subkutanen Tumoren durchgefiihrt.

3.5.4 Praparation von Mausgewebe

Zur Entnahme der subkutan gewachsenen Tumoren bzw. Mausgewebe wurden die Mause
unter Anasthesie mit Isofluran durch zervikale Dislokation getotet. AnschlieRend wurde zur
Entnahme von Magengewebe das Abdomen von ventral eréffnet. Nach kranial wurde der
Magen vom Osophagus und nach kaudal vom Duodenum abgetrennt und mit PBS mehrfach
durchgespiilt. Die subkutan gewachsenen Tumoren wurden mit dem Skalpell vom
umliegenden Gewebe getrennt und ebenfalls mit PBS gewaschen. Anschliefend wurden

die Gewebe eingebettet.

3.5.5 Kryoeinbettung

Zur Kryoeinbettung wurden die in PBS gespiilten Gewebe abgetrocknet. AnschlieBend
wurden sie in Plastikformen positioniert und in Tissue Tek O.C.T.-Medium eingebettet und
durch vorsichtiges Eintauchen des unteren Teils der Plastikformen in fllissigem Stickstoff

eingefroren. Bis zum Schneiden der Gewebe wurden diese bei -80 °C gelagert.

3.5.6 Schneiden von Kryogewebe

Vor dem Schneiden wurden die in Tissue Tek O.C.T.-Medium eingebetteten Gewebe fiir
1-2 h im Kryotom (Cryostat CM3050, Leica) gelagert, damit sie die Kammertemperatur
(-23 °C) annehmen konnten. 8-10 um bzw. 20-25 um dicke Schnitte wurden bei einer
Gewebetemperatur von -19 °C angefertigt. Die fertigen Schnitte wurden auf beschichtete

Superfrost-Plus-Objekttrager aufgezogen und bis zum Farben kurzzeitig bei -20 °C gelagert.
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3.6 Mikroskopie und Bildbearbeitung

Mit dem Nikon Eclipse E800 (Nikon Corporation, Japan) wurden die immunhistochemisch
gefdarbten Schnitte analysiert und Fotos der Schnitte mit der digitalen Kamera Nikon Digital
Sight DS-L1 erstellt. Immunfluoreszenzfarbungen wurden mit Hilfe des konfokalen
Mikroskops Leica TCS SP5 DMI 6000 CS (Leica, Heidelberg) analysiert. Die mikroskopischen
Aufnahmen erfolgten im Labor von Prof. Dr. Saur, Il. Medizinischen Klinik und Poliklinik,
Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitat Miinchen. Die Bildbearbeitung

erfolgte mit Microsoft Office.

3.7 Statistische Auswertung

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert mit Standardfehler angegeben. Unterschiede
zwischen Mittelwerten wurden mittels t-Test auf statistische Signifikanz gepruft. Hierbei
galt ein p-Wert < 0.05 als statistisch signifikant. Um das Tumorwachstum zu beschreiben,
wurde eine exponentielle Wachstumskurve durch die Daten gelegt. Die Generationszeit
wurde hierbei als Uber die Zeit konstant angenommen. Alle Analysen wurden mittels
GraphPad Prism (Version 4.03, GraphPad Software Inc., San Diego CA, USA) durchgefiihrt.
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4 ERGEBNISSE
4.1 Eingrenzung der Ursprungszelle des CEA424-TAg-Karzinoms

4.1.1 Neuroendokrine CEA424-TAg-Karzinome weisen eine hohe
Proliferationsaktivitat auf

Zur Untersuchung der Proliferationsaktivitat des neuroendokrinen Primartumors wurden
zunachst immunhistochemische Peroxidasefdarbungen von Magengewebe von CEA424-
TAg-Mausen mit Antikdrpern gegen SV40-T-Antigen (TAg) sowie den Proliferationsmarker
Ki-67 durchgefiihrt. Die Magentumore von 59d, 83 d sowie 100 d alten CEA424-TAg-
Mausen wiesen sehr hohe Proliferationsraten zwischen 35-90 %, gemessen anhand des
Anteils Ki-67-posiver Zellen, auf (Abbildung 15). Dies stimmt mit der Klassifizierung der
CEA424-TAg-Tumore als neuroendokrine Karzinome aufgrund ihres grading (G3) Uberein.
Definitionsgemall weisen neuroendokrine Karzinome einen Anteil von 220 % Ki-67-
positiven Tumorzellen auf (Bosman et al., 2010). Mit zunehmendem Alter der Mause und
Progression der Tumore sank die Proliferationsrate der Tumore deutlich, blieb aber
durchgehend tber 20 % (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Neuroendokrine CEA424-TAg-Karzinome des Magens weisen eine hohe Proliferationsrate
auf. Immunhistochemischer Nachweis von Ki-67 (braune Zellkernfarbung; A, C,E) und TAg (braune
Zellkernfarbung; B, D, F) in Magenkarzinomzellen von 59 d, 83 d und 100 d alten CEA424-TAg-Mausen. Fir
die immunhistochemischen  Farbungen wurden benachbarte parallele  Kryoschnitte von
Magenkarzinomgewebe verwendet. (G) Proliferationsindices (Zahl der Ki-67-positiven Zellen/Zahl der TAg-
positiven Zellen im gleichen Tumorareal (in A, B mit gestrichelter Linie umrandet) x 100) der Magenkarzinome
wurden durch Auszdhlen von mindestens 100 TAg-positiven Tumorzellen in je 3 Arealen je einer 59 d, 83 d
und 100 d alten Maus bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler.

57



4.1.2 Tumorzellen weisen immunhistochemisch keine Expression von c-KIT und
PDGFRA auf

C-KIT/CD117 ist neben einem Stammazell- bzw. Tumorstammzellmarker auferdem ein
Marker zur ldentifikation von interstitiellen Cajalzellen (interstitial Cajal cells, ICC), die
Ursprungszellen fir gastrointestinale Stromatumoren (GIST) darstellen. PDGFRA (platelet-
derived growth factor receptor alpha) ist wie c-KIT eine Rezeptortyrosinkinase und besitzt
viele Ahnlichkeiten zu c-KIT. PDGFRA spielt ebenfalls eine groRe Rolle in der Entstehung von
GIST (Corless et al., 2011). Oligonukleotid-Mikroarrayanalysen der CEA424-TAg-
Tumorzelllinien mGC4, mGC5 und mGCS8 (lhler et al., 2012) wiesen auf mRNA-Ebene eine
deutliche c-Kit- und geringe Pdgfra-Expression auf (Abbildung 16). Die Daten wurden
freundlicherweise von F. lhler und G. Enders (Walter-Brendel-Zentrum fiir Experimentelle

Medizin, Klinikum der Universitat, LMU Minchen) zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung 16: Die potentiellen Tumorstammzellmarkergene c-Kit und Pdgfra werden in mGC-Zellen
exprimiert. Das Transkriptom der Zelllinien mGC4, mGC5 und mGC8 wurde mit Hilfe von Oligonukleotid-
Mikroarrayanalysen (n=1) bestimmt (lhler et al., 2012). Die mGC-Zellen zeigen ein ahnliches Expressionsprofil
der getesteten Gene. Erkennbar ist eine deutliche mRNA-Expression des konstitutiv exprimierten Rp/9-Gens
(ribosomales Protein L9), welches fiir die Proteinbiosynthese der Zellen bendétigt wird. Rpl9-mRNA-
Quantifizierung dient in dieser Analyse als Positivkontrolle. Transkripte von Ceacam14 (carcinoembryonic
antigen-related cell adhesion molecule 14), ein plazentaspezifisch exprimiertes Gen (Zebhauser et al., 2005),
stellt die Negativkontrolle mit einer RFU (relativer Fluoreszenzeinheit) < 80, dar. Die probe set numbers der
Analyse sind GI_14149646-S (Rpl9), scl27701.21_88-S (Kit), scl27703.26_20-S (Pdgfra) und scl33030.3.1_40-
S (Ceaecam14).

Um der Frage eines moglichen Ursprungs der CEA424-TAg-Tumore aus ICC oder ICC-
Progenitorzellen nachzugehen, wurden Immunfluoreszenzdoppelfarbungen von

Kryoschnitten des Tumorgewebes mit Antikérpern gegen TAg und c-KIT bzw. PDGFRA
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angefertigt. Mit Hilfe eines konfokalen Mikroskops konnte gleichzeitig die Expression der

beiden Marker in einzelnen Zellen betrachtet werden.

Abbildung 17: C-KIT wird in CEA424-TAg-Tumorzellen der Pylorusregion nicht exprimiert.
Immunfluoreszenzfarbungen von Kryoschnitten von Tumorarealen (Tu) in der Mukosa der Pylorusregion
einer 59 d (A, B) sowie 100 d alten CEA424-TAg-Maus (C). Die Pfeile in D zeigen interstitielle Cajalzellen (c-
KIT-positive Zellen mit roter Fluoreszenz) als Positivkontrolle flr c-KIT. Griin: TAg, rot: c-KIT, blau:
Zellkerne/ToPro3.

Eine Expression von c-KIT konnte in TAg-positiven Tumorzellen im Magen bei 59 d und
100 d alten Mausen nicht festgestellt werden (Abbildung 17). C-KIT erweist sich daher im

CEA424-TAg-Magenkarzinommodell als unwahrscheinlicher Marker zur Identifikation der

Ursprungszelle.

Abbildung 18: PDGFRA wird in CEA424-TAg-Tumorzellen der Pylorusregion nicht exprimiert.
Immunfluoreszenzfarbungen von Kryoschnitten von Tumorgewebe 41 d (A) sowie 59 d alter CEA424-TAg-
Mause (B). TAg-positive Tumorzellen (griin) befinden sich im Epithel der Mukosa (E) sowie bandférmig in der
Muscularis mucosae (Mm). Die Lamina propria (Lp) ist frei von Tumorzellen. PDGFRA-positive-Zellen werden
in der Muscularis propria (Mp) wie erwartet gefunden (Pfeile). PDGFRA und TAg werden in den
Magenkarzinomzellen nicht koexprimiert. Tu: Tumorareal, L: Magenlumen, rot: PDGFRA, griin: TAg, blau:
Zellkerne/ToPro3.

Wie erwartet wurden die bekanntermalen PDGFRA-positiven-Zellen in der Muscularis
propria gefarbt (Heinrich et al., 2003). Keine PDGFRA-Farbung konnte in den TAg-positiven
Magenkarzinomzellen (Abbildung 18) gefunden werden. Damit kdnnen PDGFRA-
exprimierende Zellen als Ursprungszellen im CEA424-TAg-Magenkarzinommodell ebenfalls

als unwahrscheinlich betrachtet werden.

59



4.1.3 SVA40-T-Antigen besitzt aktivierenden Einfluss auf die Expression von LGR5

Da die Frage nach der Ursprungszelle des neuroendokrinen Karzinommodells noch
unbeantwortet ist, wurde ein weiterer Fokus auf den Stammzellmarker sowie
Tumorursprungsmarker des Kolonkarzinoms LGR5 gesetzt. Da LGR5 auch in der
Pylorusregion des Magens der Maus Stammzellen markiert, stellen die LGR5-positiven
Zellen potentiell Tumorursprungszellen im Magenkarzinom dar. Bisher konnte in dem hier
verwendeten Magentumormodell keine Lgr5-Expression in Tumorzellen nachgewiesen
werden (1.6.1). Es sollte daher untersucht werden, ob eine Inhibition der Lgr5-Expression
durch SV40-T-Antigen in diesem transgenen Mausmodell existiert und diese dadurch in den

SV40-T-Antigen-Karzinomen des Magens nicht mehr nachweisbar ist.

4.1.3.1 Klonierung der Expressionsplasmide pcDNA3.1(+)-SV40-TAg und pcDNA3.1(+)-
SV40-TAg rev

Das Ziel der Klonierung war die Konstruktion eines Plasmids, das die Expression des
Onkogens SV40-T-Antigen in eukaryotischen Zellen ermdglicht. Das Plasmid sowie das
Kontrollplasmid beruhten auf der Basis des pcDNA3.1(+)-Vektors. Das Kontrollplasmid
enthielt das Onkogen SV40-T-Antigen in inverser und somit nicht exprimierbarer
Ausrichtung, um eine optimale Kontrolle gewahrleisten zu kdnnen und moglichst wenige
Interferenzen durch Sequenzunterschiede zu haben. Fir die Klonierung wurde das
Expressionsplasmid pZIPNeoSV(X)1-TAg mit der bendtigten cDNA des SV40-T-Antigen-
Onkogens (TAg), also ohne das auf genomischer Ebene vorhandene Intron, verwendet (Jat
et al., 1986). Die TAg-cDNA war an beiden Seiten von einer BamHI-Schnittstelle flankiert.
Durch Verdau mit BamHl konnte die TAg-cDNA aus dem Expressionsplasmid
herausgeschnitten werden und nach DNA-Gelelektrophorese anhand ihrer Lange vom
Vektor getrennt werden (Abbildung 19 A). Der Basisvektor pcDNA3.1(+), der nur eine
BamHI-Schnittstelle enthielt, wurde zur Linearisierung ebenfalls mit BamHI verdaut und zur
Verhinderung einer Religation mit Hilfe der antarctic phosphatase dephosphoryliert.
AnschlieBend wurden die cDNA sowie der linearisierte Vektor aus dem Gel extrahiert
(Abbildung 19 A) und anhand ihrer sticky ends miteinander ligiert. Der Ligationsansatz
wurde in kompetenten E.-coli-Bakterien transformiert. Eine Kolonie-PCR mit den Primern
424+ sowie 424- und anschlieBender Gelelektrophorese der Produkte ermoéglichte die
Identifikation der Kolonien, die ein Vektor-cDNA-Konstrukt enthielten. Amplifiziert wurden
hier 387 bp der SV40-T-Antigen-cDNA. Da die Ligation der cDNA in den Basisvektor nicht
zielgerichtet stattfand, konnte in der Gelelektrophorese nur auf die Anwesenheit der TAg-
cDNA hin untersucht werden. 13 der 16 getesteten Kolonien enthielten TAg-cDNA. Die
Orientierung der cDNA innerhalb des Vektors konnte in einem Verdau mit Pstl analysiert

werden. Die drei im Konstrukt vorhanden Pstl-Schnittstellen erlaubten anhand der Linge
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der entstandenen DNA-Stiicke die Identifikation des Konstrukts mit richtig orientierter
cDNA (pcDNA3.1(+)-SV40-TAg) sowie mit invers orientierter, nicht expressionsfahiger
cDNA (pcDNA3.1(+)-SV40-TAg rev) (Abbildung 19 B, Abbildung 20 A, B).

A B
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Abbildung 19: Generierung von pcDNA3.1(+)-SV40-TAg und pcDNA3.1(+)-SV40-TAg rev. (A) Agarosegel-
Elektrophorese nach Verdau von pcDNA3.1(+) und pZIPNeoSV(X)1-TAg mit BamHIl: (1) Verdau des
Basisvektors pcDNA3.1(+), (2) Verdau von pZIPNeoSV(X)1-TAg, (3) 1 kb-DNA-Standard. (B) Agarosegel-
Elektrophorese nach Verdau rekombinanter Plasmide mit Pstl: (4) 1 kb-DNA-Standard, (5) drei Fragmente des
Plasmids pcDNA3.1 (+)-SV40-TAg mit GroRen von 5752, 1355 und 547 bp, (6) drei Fragmente des Plasmids
pcDNA3.1 (+)-SV40-TAg rev mit Langen von 4649, 1650, 1355 bp.

In den anschlieBenden Versuchen wurde pcDNA3.1(+)-SV40-TAg rev als Kontrollplasmid
eingesetzt. Die Sequenzierung des gesamten offenen Leserasters der TAg-cDNA mit einer
GroRe von 2131 bp sowie die flankierenden Sequenzen mit den fir die Klonierung
verwendeten BamHI-Restriktionsendonuklease-Schnittstellen bestatigte die erfolgreiche
Klonierung. In der Sequenzierung wurden keine Abweichungen zur urspriinglichen TAg-
cDNA gefunden. Die Expression des Konstrukts in HEK293-Zellen konnte durch transiente
Transfektion der Zellen mit pcDNA3.1(+)-SV40-TAg und anschliefender Immunzytochemie
mit dem SV40-TAg-Antikorper bestatigt werden. Transfizierte Zellen exprimierten nach
Transfektion TAg (Abbildung 20 A, C). Als Negativkontrolle dienten hierbei mit
pcDNA3.1(+)-SV40-TAg rev transfizierte Zellen, die sich nicht mit dem TAg-Antikorper
anfarben lieRen, also kein TAg exprimieren (Abbildung 20 B, D). Die Spezifitdt des gegen

SV40-TAg gerichteten Antikorpers konnte so ebenfalls geprift und bestatigt werden.
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Abbildung 20: Transfektion von HEK293-Zellen mit pcDNA3.1(+)-SV40-TAg fiihrt zur Expression von TAg.
Vektorkarten der klonierten Expressionsplasmide pcDNA3.1(+)-SV40-TAg (A) und pcDNA3.1(+)-SV40-TAg rev
(B). Immunzytochemie von HEK293-Zellen mit Hilfe eines polyklonalen Kaninchen anti-TAg-Antikorpers
(1 pg/ml) nach transienter Transfektion mit pcDNA3.1(+)-SV40-TAg (C) und dem Mock-Vektor pcDNA3.1 (+)-
SV40-TAg rev (D). Die mit pcDNA3.1(+)-SV40-TAg transfizierten Zellen lassen sich anfarben (Pfeile), wahrend
sich mit dem Mock-Vektor transfizierte Zellen nicht mit dem anti-TAg-Antikorper anfarben lassen.

4.1.3.2 SV40-T-Antigen wirkt aktivierend auf den Wnt-Signalweg

Um eine mogliche Beeinflussung der Lgr5-Expression durch das SV40-T-Antigen zu
untersuchen, wurden HEK293-Zellen mit pcDNA3.1(+)-SV40-TAg (TAg) und TOP-Flash-
Vektoren transfiziert. Letzter erlaubt die Messung der Aktivitat wichtiger am Ende der Wnt-
Signalkette stehender Transkriptionsfaktoren, wie z.B. der des B-Catenins komplexiert mit
3.4.1)

Glihwirmchen-Luciferase-Markergens. Die Messung der Luciferase-Aktivitat mit Hilfe des

TCF-Transkriptionsfaktoren  (siehe Uber die Expressionssteuerung des
Luciferase-Assays diente demnach der Analyse der Beeinflussung des Wnt-Signalwegs
sowie indirekt der moéglichen Beeinflussung der Expression von LGR5, einem bekannten
Zielgen des Wnt-Signalwegs, durch das SV40-T-Antigen. Als Positivkontrolle des Assays
diente die Kotransfektion des TOP-Plasmids mit einem Expressionsplasmid flr B-
Catenin D45, B-Catenin  (TOP/B-Catenin D45). Als

Negativkontrolle wurde das FOP-Plasmid mit mutierten TCF-Bindungssequenzen und

einem  konstitutiv  aktiven

B-Catenin D45 verwendet. Im Vorversuch konnte gezeigt werden, dass, wie erwartet, die

Transfektion der Zellen mit B-Catenin D45 die Expression der Luciferase in TOP rund 1000-
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fach erhoht (Abbildung 21). Die endogene Aktivitdt des Wnt-Signalwegs in den HEK293-
Zellen (Transfektion mit TOP alleine) ist demnach sehr schwach ausgepragt. Sie wies keinen
signifikanten Unterschied zur Transfektion mit FOP/B-Catenin D45 (Negativkontrolle) auf
(p=0,31).

FOP + 3-Catenin D45

k%

TOP -

0 1.0x104 1.0x10° 2.0x10° 3.0x10° 4.0x10°

Glihwirmchen-Luciferase-Aktivitat (RLU)

Abbildung 21: Nachweis der Aktivitait der endogenen Wnt-Signaltransduktion in HEK293-Zellen. Zur
Bestimmung des Aktivierungszustands des endogenen Wnt-Signalweges in HEK293 erfolgte eine Transfektion
bzw. Kotransfektion der Zellen mit TOP- und B-Catenin-D45- (Positivkontrolle), FOP- und B-Catenin-D45-
Expressionsplasmiden (Negativkontrolle) bzw. TOP alleine (endogene Aktivitdt des Wnt-Signalweges in
HEK293-Zellen). Nach 48 h wurde die Glihwirmchen-Luciferase-Aktivitdit gemessen. Dargestellt sind
Mittelwerte mit Standardfehler von Messungen von je 3 Proben. *** p < 0,001. ns, nicht signifikant.

AnschlieBend wurde der Einfluss von SV40-T-Antigen auf die Aktivitat des Wnt-Signalwegs
anhand der Luciferaseexpression getestet (Abbildung 22). Nach Transfektion der HEK293-
Zellen mit TOP- und TAg-Expressionsplasmiden war die Aktivitat der Glihwirmchen-
Luciferase im Vergleich zur Transfektion mit TOP und pcDNA3.1(+)-SV40-TAg rev (TAg rev)
statistisch signifikant erhoht (2,75-fach). Auch im konstitutiv aktiven Wnt-Signalweg unter
Kotransfektion mit TOP und B-Catenin D45 erwies sich die Gliihwiirmchen-Luciferase nach
Transfektion mit TAg im Vergleich zu TAg rev als statistisch signifikant erhéht (3-fach).
Interessanterweise zeigte sich auch bei FOP + TAg/TAg rev eine 1,8-fach erhohte Aktivitat
der Glihwirmchen-Luciferase durch Transfektion mit TAg. Dieser Unterschied war

allerdings nicht signifikant (Abbildung 23).
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Abbildung 22: SV40-T-Antigen aktiviert den Wnt-Signalweg. Zur Bestimmung des Einflusses von SV40-T-
Antigen auf die Aktivitdt des konstitutiv aktiven bzw. endogenen Wnt-Signalweges wurden HEK293-Zellen
mit TOP-, TAg- und B-Catenin-D45-, TOP-, TAgrev- und B-Catenin-D45- bzw. TOP- und TAg- sowie
TOP- und TAg rev-Plasmiden transient transfiziert, und die TOP-Promotoraktivierung anhand der
Glihwiirmchen-Luciferase-Aktivitdat nach 48 h gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardfehler von
Messungen von je 4 Proben. Der Versuch wurde dreimal wiederholt und ergab jeweils signifikante
Aktivitatsanderungen. * p = 0,016; *** p = 0,0005. Dargestellt ist hier ein reprasentatives Experiment.

FOP + TAg

Su

FOP + TAg rev

0 2000 4000 6000

Glihwirmchen-Luciferase-Aktivitat (RLU)

Abbildung 23: SV40-T-Antigen stimuliert die Aktivitdt der Gliihwiirmchen-Luciferase auch tiber FOP. Zur
Bestimmung des Einflusses von SV40-T-Antigen auf die Aktivitdt der Glihwirmchen-Luciferase wurden
HEK293-Zellen mit FOP + TAg und FOP + TAg rev transient transfiziert, und die FOP-Promotoraktivierung
anhand der Glihwirmchen-Luciferase-Aktivitdt nach 48 h gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte mit
Standardfehler von Messungen von je 4 Proben. Der Versuch wurde zweimal wiederholt und ergab jeweils in
die gleiche Richtung weisende Aktivitdtsdanderungen. p =0,14. Dargestellt ist hier ein reprasentatives
Experiment. ns, nicht signifikant.

Als interne Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde die Renilla-Luciferase-Aktivitat
herangezogen. Das entsprechende Kontrollplasmid enthalt Renilla-Luciferase-cDNA, deren
Expression durch einen modifizierten Herpes-simplex-Virus-Thymidinkinasegen-Promoter
(HSV-tk-Promotor) gesteuert wird. Hier konnte festgestellt werden, dass unter Einfluss von
SV40-T-Antigen nicht nur die Aktivitat der Glihwirmchen-Luciferase, sondern ebenfalls die

der Renilla-Luciferase erhoht wurde (vgl. Abbildung 24). Es ergab sich eine 1,4-fache

64



Erhéhung bei den TOP + B-Catenin D45 + TAg/TAg rev- sowie eine signifikante 2,5-fache
Erhéhung bei den TOP + TAg/Tag rev-Versuchen.

TOP + B-Catenin D45 + TAg

Ssu

TOP + 3 -Catenin D45 + TAg rev —|

TOP + TAg

k%

TOP + TAg rev

0 1.0x104 2.0x104 3.0x104 4.0<10*

Renilla-Luciferase-Aktivitat (RLU)

Abbildung 24: Nachweis der Expressionsaktivierung der Renilla-Luciferase durch SV40-T-Antigen. Die
Renilla-Luciferase-Aktivitdit wurde 48 h nach Kotransfektion von HEK293-Zellen mit dem
Renillaexpressionskonstrukt phRL-tk TBE mut und TOP und TAg sowie TOP und TAg rev (Kontrolle) bestimmt.
Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardfehler von Messungen je 4 unabhangiger Proben. Der Versuch
wurde dreimal wiederholt und ergab jeweils statistisch signifikante Aktivitdtsanderungen bei TOP + TAg/TAg
rev. ** p = 0,007; ns, nicht signifikant (p=0,20).

Da der Standardfehler der Messreihen innerhalb eines Versuchs klein war, wurden die

Renilla-Werte nicht, wie urspriinglich geplant, als interne Kontrolle verwendet.

Zusammengenommen legen diese Ergebnisse nahe, dass SV40-T-Antigen in der Lage ist,
unterschiedliche Promotoren, unter anderem den TK-Promotor, zu stimulieren. Allerdings
konnten sich die beobachteten Effekte auch dadurch erkldaren, dass SV40-T-Antigen

generell einen aktivierenden Einfluss auf Zellproliferation sowie Vitalitat hat.
4.1.3.3 SV40-T-Antigen wirkt aktivierend auf die Zellvitalitat

Um der Frage nach einer generellen Aktivierung von Zellproliferation und Zellvitalitat durch
SV40-T-Antigen nachzugehen, wurden HEK293-Zellen mit TAg transfiziert und die Vitalitat
der Zellen anschliefend im Vergleich zur Kontrolle bzw. mit TOP transfizierten Zellen
gemessen (vgl. Abbildung 25). Es konnte gezeigt werden, dass die Vitalitat der Zellen nach
TAg-Transfektion signifikant erhéht war im Vergleich zu Zellen, die mit Kontrollvektoren
(TAg rev bzw. TOP) transfiziert wurden (1,6-fach). Zusammengenommen legen diese
Experimente daher nahe, dass SV40-T-Antigen die Vitalitat/Proliferation von HEK293-
Zellen (1,6-fach) fordert, jedoch keinen hemmenden Einfluss auf die Aktivitat des Wnt-

Signalweges und somit vermutlich auch nicht auf die Expression von LGR5 hat.
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Abbildung 25: SV40-T-Antigen steigert die Vitalitat von HEK293-Zellen. Die Vitalitdit von HEK293-Zellen
wurde 48 h nach Transfektion mit TAg, TAg rev oder TOP mit Hilfe des CellTiter-Blue-Assays bestimmt. Um
den Einfluss der Transfektion auf die Zellvitalitdt zu bestimmen, wurden untransfizierte Zellen ebenfalls
getestet (Kontrolle). Untransfizierte Zellen wiesen eine 5-fach hdhere Vitalitat als mit Kontrollvektoren (TOP
oder TAg rev) transfizierte Zellen auf. Dargestellt sind Mittelwerte aus je 6 Messungen mit Standardfehler.
*** p <0.001; **** p <0,0001.

4.1.4 Charakterisierung der spindelformigen T-Antigen-positiven Zellen in der
Muscularis mucosae der Pylorus-Duodenum-Ubergangsregion

4.1.4.1 Die SV40-T-Antigen-exprimierenden Tumorzellen der Muscularis mucosae sind

stark proliferativ und infiltrieren die Mukosa

Zur Charakterisierung der in der Muscularis mucosae der Pylorus-Duodenum-
Ubergangsregion lokalisierten SV40-T-Antigen-positiven Tumorzellen und Analyse ihrer
moglichen Bedeutung als Vorlduferzellen fiir die sich in der Magenmukosa bildenden
neuroendokrinen Karzinome wurden Peroxidasefarbungen mit TAg- und Ki-67-spezifischen
Primar- und Peroxidase-konjugierten Sekundar-Antikérpern durchgefiihrt. Die Tumorzellen
in der Muscularis mucosae sowie in den soliden Tumoren der Mukosa waren bei 59 d alten
Mausen zum Grofteil Ki-67 positiv (Abbildung 26 B, D). Dies zeigt, dass die Tumorzellen zu
diesem Zeitpunkt stark proliferieren. Durch Vorarbeiten von Elena Vetter war bekannt,
dass die SV40-T-Antigen-positive Zellpopulation in der Muscularis mucosae bei sehr jungen
Mausen (19 d) nur aus einigen wenigen Zellen besteht (Vetter et al., 2015). Bei 59 d alten
Mausen waren diese spindelférmigen Tumorzellen bereits deutlich zahlreicher und in
lumennadheren Schichten der Mukosa vorzufinden. Die SV40-T-Antigen-positiven Zellen

schienen folglich invasiv in die Mukosa einzuwachsen.
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Abbildung 26: Nachweis stark proliferierender Tumorzellen in der Mukosa der Pylorus-Duodenum-
Ubergangsregion. Immunhistochemische Fiarbungen von benachbarten Kryoschnitten des Magens einer 59 d
alten CEA424-TAg-Maus fiir TAg (A, C) und Ki-67 (B, D) wurden angefertigt. (A, B) Ubersicht (iber die Pylorus-
Duodenum-Ubergangsregion mit Ubergang vom Magen (links im Bild) zum Duodenum (rechts). (*) Pylorus;
(L) Lumen; (Z) Duodenale Zotten. Linksseitig erkennt man ein ausgedehntes Tumorareal (T) in der Mukosa
der Pylorusregion mit strikter Trennung zur Muscularis (M). Rechts im Bild erkennbar sind spindelférmige
TAg- und Ki-67-positive Tumorzellen (Pfeile) in der Mukosa lber der Submukosa (Sm) des pylorusnahen
Duodenums, die in lumennahere Schichten der Mukosa (Mu) infiltrieren. Neben Tumorzellen exprimieren
auch Zellen in den Krypten des Duodenums Ki-67 (B). (C, D) VergroRerte Ausschnitte aus (A, B). (A, C) TAg-
Farbung. (B, D) Ki-67-Farbung.

Um dieser Frage weiter nachzugehen, wurden Schnitte von Magengewebe adlterer Mduse
angefertigt und ebenso gefarbt. Es konnte eine Zunahme der SV40-T-Antigen-positiven
Zellpopulation in der Muscularis mucosae mit fortschreitendem Alter der Mause sowie eine
scheinbare Migration/Invasion in lumenndhere Schichten der Mukosa gefunden
werden (Abbildung 27). Es handelt sich bei diesen Zellen vermutlich ebenfalls um
proliferierende Tumorzellen. Das Progenitor (Tumorzellen in der Muscularis mucosae)-
Tochterzellen (Zellen in den soliden Tumorarealen in lumennahen Schichten der Mukosa)-

Verwandtschaftsverhadltnis bleibt allerdings ungeklart.
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Abbildung 27: SV40-T-Antigen-positive Tumorzellen der Muscularis mucosae infiltrieren die Mukosa der
Pylorus-Duodenum-Ubergangsregion. Dargestellt sind immunhistochemische Firbungen mit anti-TAg-
Antikdrpern von Kryoschnitten der Pylorus-Duodenum-Ubergangsregion von CEA424-TAg-Mausen im Alter
von 59.d (A), 83 d (B) und 100 d (C). Man beachte in jiingeren Mausen (A) die Lokalisation eines GroRteils der
Tumorzellen in der Muscularis mucosae tber der Submukosa (Sm), wahrend die Tumorzellen in dlteren
Mausen hauptsachlich in lumennadheren Schichten der Mukosa (Mu) zu finden sind (Pfeile; B, C).
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4.1.4.2 Tumorzellen der Pylorus-Duodenum-Ubergangsregion der Muscularis mucosae

exprimieren kein c-KIT

Die infiltrativ wachsenden SV40-T-Antigen-positiven Tumorzellen in der Muscularis
mucosae der Pylorus-Duodenum-Ubergangsregion zeigten eine groRBe morphologische
Ahnlichkeit zu interstitiellen Cajalzellen (ICC). ICC, mégliche Ausgangszellen fiir die
Entstehung von GIST, exprimieren das Protoonkogen c-Kit (Hirota et al., 1998; Huizinga et
al., 1995). Um zu untersuchen, ob die SV40-T-Antigen-positiven Tumorzellen der
Muscularis mucosae in Relation zu interstitiellen Cajalzellen stehen, wurden
Immunfluoreszenzfarbungen mit Antikérpern gegen den ICC-Marker c-KIT angefertigt. Ein
moglicher Ursprung der Tumorzellen aus ICCs sollte anhand dieser Farbungen tberprift
werden. Es wurden Doppelfarbungen mit Antikorpern gegen SV40-T-Antigen und c-KIT
angefertigt. Als Positivkontrolle der Farbung dienten die ICC, die im Gastrointestinaltrakt in
der Muscularis propria und um den myenterischen Plexus lokalisiert sind. Wie erwartet
lieRen sich ICC in der Fluoreszenzfarbung spezifisch mit dem Antikoérper fir c-KIT farben
(Abbildung 28). Es konnte jedoch keine Koexpression mit c-KIT in den T-Antigen-positiven
Tumorzellen nachgewiesen werden. Die spindelférmigen Tumorzellen waren bei 59 d alten
Mausen innerhalb der Muscularis mucosae lokalisiert. Die Zellschicht war ein- bis zweilagig
und infiltrierte an manchen Stellen bereits die Lamina propria der Mukosa. Bei alteren
Mausen (100 d) war die Infiltration der Mukosa durch die Tumorzellen bereits weiter in
lumennadhere Regionen fortgeschritten. Die Zellen schienen im Vergleich zu den jingeren
Mausen dorthin zu migrieren. Auch hier war keine Koexpression der SV40-T-Antigen-
positiven Zellen mit c-KIT nachweisbar. Die Schichten der jeweiligen Zellentitaten konnten
klar voneinander abgegrenzt werden. Somit besteht kein Hinweis auf einen Ursprung der
SV40-T-Antigen-positiven Tumorzellen aus ICC, in der Annahme, dass c-KIT-Expression als

typisches Merkmal nach Transformation durch SV40-T-Antigen beibehalten wird.
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Abbildung 28: SV40-T-Antigen-positive Tumorzellen lassen sich klar von interstitiellen Cajalzellen
abgrenzen. Dargestellt sind Immunfluoreszenzfarbungen von Kryoschnitten der Pylorus-Duodenum-
Ubergangsregion von CEA424-TAg-Mé&usen. In der Muscularis propria des Duodenums liegen die
interstitiellen Cajalzellen (c-KIT-positive Zellen mit roter Fluoreszenz, Pfeile). Bei der 59 d alten Maus (A)
liegen die spindelféormigen SV40-T-Antigen-positiven Tumorzellen (griine Fluoreszenz, Pfeilspitzen) fast
ausschlieBlich direkt oberhalb der Submukosa in der Muscularis propria. Bei der 100 d alten Maus (B) zeigt
sich eine deutliche Infiltration des Mukosa (Mu) des Duodenums. Die Kerne wurden mit ToPro-3 gefarbt und
erscheinen blau.

4.1.4.3 Tumorzellen der Pylorus-Duodenum-Ubergangsregion der Muscularis mucosae

exprimieren kein PDGFRA

Neben den interstitiellen Cajalzellen wurden Zellen der Nervenplexus der Muscularis
propria beschrieben, die nicht c-KIT, sondern PDGFRA exprimieren. PDGFRA ist ein
Onkoprotein, welches in den GIST eine Mutation aufweist, in denen c-KIT nicht mutiert ist
(Heinrich et al., 2003). Um einen moglichen Zusammenhang zwischen diesen Zellen und
den SV40-T-Antigen-positiven Zellen zu untersuchen, wurden Doppelfarbungen mit

Antikorpern gegen SV40-T-Antigen sowie PDGFRA angefertigt (Abbildung 29).
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Abbildung 29: SV40-T-Antigen-positive Tumorzellen lassen sich klar von PDGFRA exprimierenden Zellen
abgrenzen. Zur Darstellung von PDGFRA (rote Fluoreszenz) und SV40-T-Antigen (griine Fluoreszenz) wurden
Immunfluoreszenzfirbungen von Kryoschnitten der Pylorus-Duodenum-Ubergangsregion von 41 d (A) und
59 d alten CEA424-TAg-Mausen (B) angefertigt. In der Muscularis propria (M) liegen quer (A, Pfeile) sowie
langs (B, Pfeile) angeschnitten die PDGFRA-positiven Nervenplexuszellen. Es ist keine Koexpression von
PDGFRA in SV40-TAg-positiven Tumorzellen (A, kurze Pfeile) der Mukosa (Mu) sowie der Muscularis mucosae
(Mm) erkennbar. Blau: ToPro3 gefarbte Kerne.

Es konnte gezeigt werden, dass die Tumorzellen der Pylorusregion kein PDGFRA
exprimieren. Dies macht eine Relation zwischen diesen beiden Zellentitdten bzw. einen
moglichen Ursprung der Tumorzellen aus den PDGRFA-positiven Nervenplexuszellen
unwahrscheinlich, wieder unter der Voraussetzung, dass eine solche Eigenschaft durch

SV40-T-Antigen-Expression nicht verlorengeht.

4.2 Eingrenzung der Tumorstammzelle des CEA424-TAg-Karzinoms

4.2.1 Subpopulationen der CEA424-TAg-Tumorzelllinien besitzen Stammzell-
eigenschaften

Die Fahigkeit von Tumorstammzellen, sich selbst zu erneuern sowie zu differenzieren, kann
im colony formation assay abgebildet werden (siehe 1.5.2). In vitro zeigt sich dies durch die
Bildung von Kolonien mit heterogener Morphologie, sogenannter Holo- und Paraklone. Nur
die sehr kompakt wachsenden Holoklone, die in der Regel nur von einer Subpopulation
maligner Zelllinien gebildet werden kénnen, besitzen die Kapazitat zur Selbsterneuerung

und stellen somit vermutlich Tumorstammzellen dar (Locke et al., 2005).
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Abbildung 30: Nachweis von Kolonien unterschiedlicher Morphologie in den mGCS8-
Magenkarzinomzelllinien. Dargestellt sind die unterschiedlichen Koloniemorphologien nach 22 Tagen.
Beispiele fir Holoklone mit kompakt wachsenden, adhdrenten Zellen (A, B, C) und Paraklone mit einem
lockeren Verband haufig spindelférmiger Zellen (D, E, F).
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Abbildung 31: mGC-Magenkarzinomzelllinien enthalten einen hohen Anteil an Holoklonen. Ausgesat
wurden zu Beginn des Experiments absteigende Zellkonzentrationen von 2000 — 16 Zellen pro well in einer
96-well-Platte. Die Kolonien mit Holoklon- und Paraklon-Morphologie wurden nach 20 Tagen separat
ausgezahlt. Ausgewertet wurden je 10 wells mit einer Anfangskonzentration von 63 Zellen pro well. Bei dieser
Konzentration war die Zahl der gebildeten Klone nicht zu hoch, um zu verschmelzen und die Dichte der Zellen
ausreichend, um genug Wachstumsreize zum Zellwachstum bekommen. In den ausgezahlten wells war die
Klonierungseffizienz 50 % (mGC3) sowie 36 % (mGC8). Mittelwerte und Standardfehler aus mindestens drei
unabhangigen Experimenten sind dargestellt.
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Zum Nachweis und zur Quantifizierung von potentiellen Tumorstammzellen wurden die
Magenkarzinomzelllinien mGC3 und mGC8 mit Hilfe des colony formation assays
untersucht (Abbildung 30). Beide Linien bildeten nach Aussaat in niedriger Dichte nach 4
Tagen erste Kolonien aus. Hier konnte bereits ein Unterschied in der Morphologie der
Kolonien nachgewiesen werden. Diese blieb im Verlauf konstant. Koloniemischformen,
sogenannte Meroklone, waren nur vereinzelt vorhanden. Sie wurden den Paraklonen
zugeordnet. Im Verlauf vergroRRerten sich die Holoklone deutlich, wahrend die Paraklone
im Wachstum anndhernd stagnierten. Nach 20 Tagen war der Anteil an Holoklonen
28 £ 6,5 % in mGC3 bzw. 37 + 4 % in mGC8 (Abbildung 31).

4.2.2 mGC-Zellen exprimieren potentielle Tumorstammzellmarker

Zur Klarung der Frage, ob CEA424-TAg-Tumorzelllinien aus der Literatur bekannte
Tumorstammzellmarker exprimieren (vgl. 1.4), wurde die Expression der Gene fir
Kandidatenmarker auf mGC-Zellen mittels Transkriptomanalyse untersucht (Abbildung 16,
Abbildung 32). Die Daten hierzu wurden freundlicherweise von Fritz Ihler und Georg Enders

zur Auswertung zur Verfligung gestellt.
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Abbildung 32: CD166, CXCR4 und EpCAM lassen sich auf mRNA-Ebene in mGC-Zellen nachweisen.
Transkriptomanalyse der Zelllinien mGC4, mGC5 und mGC8 wurde mit Hilfe der I[llumina-Platform
durchgefiihrt (Sentrix Mouse-6 Expression Beadchips (lhler et al., 2012)). Die mGC-Zellen zeigen ein dhnliches
Expressionsprofil der getesteten Gene. Erkennbar ist eine deutliche Expression des konstitutiv exprimierten
Gens fiir Rpl9 (ribosomales Protein L9), welches fiir Proteinbiosynthese der Zellen bendtigt wird. Rpl9 dient
in dieser Analyse als Positivkontrolle. Das Gen fiir Ceacam14 (carcinoembryonic antigen-related cell adhesion
molecule 14), ein plazentaspezifisches exprimiertes Gen (Zebhauser et al., 2005), stellt die Negativkontrolle
mit einer RFU (relativer Fluoreszenzeinheit) < 80, dar. Die Expression von CD166-mRNA, CXCR4-mRNA sowie
EpCAM-mRNA lasst sich in allen drei Zelllinien nachweisen.
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Fritz lhler und Georg Enders konnten in den getesteten mGC-Zellen mittels Oligonukleotid-
Microarrayanalyse die Expression der Gene fir c-KIT, CXCR4, CD166 und EpCAM

nachweisen.

AnschlieBend wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht, ob Subpopulationen der
CEA424-TAg-Tumorzelllinien mGC3- und mGC8 diese Kandidatenmarker exprimieren. Nach
Setzen der optimalen Auswertungsfenster (Gating, Abbildung 33) konnten die mittels

spezifischer Antikorper gefarbten Zellen analysiert werden.
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Abbildung 33: Gating-Strategie zur Analyse der Magenkarzinomzellen auf CSC-Marker-Expression mittels
Durchflusszytometrie. (A) Zuerst wurde die Vorwartsstreuung (FSC-H) gegen die Seitwartsstreuung (SSC-H)
aufgetragen und die Hauptpopulation ausgewahlt (gate 1, G1). In der unteren linken Ecke befinden sich kleine
Zellbruchstiicke, die ausgeschlossen wurden. (B) 7-AAD gefarbte, tote Zellen sollten ebenfalls nicht mit in die
Analyse einfliefen und wurden im plot von FL3-H (7-AAD) gegen FL2-H (PE) dargestellt, ausgeschlossen (tote
Zellen) und nicht weiter mitanalysiert. Zur Unterscheidung der Antikorper-positiven Zellen wurden als
Kontrolle Zellen mit irrelevanten Antikorpern gleichen Isotyps inkubiert und dann das gate fiir die positive
Population gesetzt (G2). (C) Da die Zellen der mit anti-CXCR4-Antikorpern gefarbten Probe (sowohl die toten,
als auch die lebenden Zellen) regelmaRig einen shift auf der FL2-H-Achse, also eine leicht erhdhte Fluoreszenz
aufwiesen, jedoch nur die stark positive, separate Population im Hinblick auf CXCR4 untersucht werden sollte,
wurde dieser shift beim Setzen des Marker-positiven gates bei Farbungen mit anti-CXCR4-Antikdrpern
bertcksichtigt. Der Anteil stark positiver Zellen (stark positive Subpopulation, G3) konnte in der gefarbten
Probe so mit dem in der Isotypkontrolle (B) definierten gate bestimmt werden, das entsprechend dem shift
verschoben wurde. Fir die Analyse aller weiteren Oberflichenmarker mittels APC-markierter
Primarantikdrper wurden die Zellbruchstiicke in gleicher Weise ausgeschlossen, wie unter A dargestellt. Da
hier keine separaten stark positiven Subpopulationen gefunden wurden, wurden jeweils die Marker-
positivsten Zellen analysiert. (D) Propidiumiodid-gefarbte, tote Zellen (FL3-H) wurden gegen SSC-H
aufgetragen, um wiederum die toten Zellen auszuschlieRen (G4). (E) AnschlieRend wurde mittels
Isotypkontrollen fiir jeden Antikorper ein gate gesetzt (G5). (F) Die mit den zu analysierenden Antikorpern
gefarbten Zellen wurden anschliefend mit dem in der Kontrolle gesetzten gate analysiert (G6).
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Die Zelllinien mGC3 sowie mGC8 wurden auf Oberflachenexpression der Marker CXCR4,
CD117/c-KIT, EpCAM sowie CD166 hin untersucht. Die Aktivitdt der intrazelluldr
lokalisierten Aldehyddehydrogenase (ALDH) wurde mit Hilfe des ALDEFLUOR-Assays
bestimmt (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Magenkarzinomzelllinien exprimieren potentielle CSC-Marker — CXCR4-positive Zellen bilden
eine kleine abgegrenzte Subpopulation. Die Expression der putativen CSC-Marker in mGC3 sowie mGC8
wurde nach Farbung mit Fluoreszenz-markierten Antikérpern gegen die zu untersuchenden Marker bzw. nach
Farbung mit Hilfe des ALDEFLUOR®-Kits (ALDH) mittels Durchflusszytometrie gemessen. Die Ergebnisse sind
als dot plots dargestellt. Zum Nachweis CXCR4-positiver Zellen wurde die Fluoreszenz von PE-markierten anti-
CXCR4-Antikorpern gegen die von 7-AAD aufgetragen, fir ALDH, CD117, EpCAM und CD166 wurde jeweils
die Seitwartsstreuung gegen die Fluoreszenz des jeweiligen Antikdrpers dargestellt. Das gating der Zellen
erfolgte wie in Abbildung 33 dargestellt. Jeweils linke Spalte: Isotypkontrollen bzw. ALDEFLUOR®-Signal in
Gegenwart des ALDH-Inhibitors DEAB, jeweils rechte Spalte: Markerexpressionsanalysen mit spezifischen
Fluoreszenz-markierten Antikorpern. SSC: Seitwartsstreuung.
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EpCAM sowie CD166 konnten bei beiden Zelllinien stark auf der Oberflache exprimiert
(mean fluorescence intensity (MFI) 488 und 590 als reprdsentatives Beispiel vs.
Isotypkontrolle 7,2 und 11,4) nachgewiesen werden. CD117 wird auf der Zelloberflache
beider Zelllinien weniger stark exprimiert (MFI 161 vs. Isotypkontrolle 8,7). ALDH wird
kaum exprimiert (MFI 34,0 vs. Inhibitorkontrolle 23,9). Starkpositive CXCR4-exprimierende
Zellen lief3en sich als kleine abgegrenzte Subpopulation von dem Rest schwach positiver
Zellen in beiden Zelllinien abgrenzen. Es war deutlich erkennbar, dass sich die beiden
Zelllinien, wie aufgrund ihrer sehr dhnlichen Transkriptome erwartet (F. Ihler und G.
Enders, Walter-Brendel-Zentrum fir Experimentelle Medizin, Klinikum der Universitat,
LMU Minchen), in der Expression der Marker ebenfalls sehr dhnlich sind (Abbildung 35).
Aufgrund der in Kultur beobachteten etwas hoheren Proliferationskapazitat der mGC8-

Zellen wurden diese vorrangig in weiteren Versuchen verwendet.
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Abbildung 35: mGC3 und mGC8 ein dhnliches Expressionsmuster potentieller

Tumorstammazellmarker. Dargestellt wurde der Mittelwert des Anteils Marker-positiver Zellen flir mGC3
sowie mGC8 (Versuchsdurchfiihrung siehe Abbildung 35). Jeder Punkt steht fiir je ein unabhangiges
Experiment.

CXCR4 war der einzige Marker in diesem Modell, der eine abgegrenzte Subpopulation

positiver Zellen,

also potentielle Tumorstammzellen, aufwies.

Aufgrund dieser
Beobachtung und eines moglichen Zusammenhangs interstitieller Cajalzellen mit den zu
untersuchenden Tumorzellen schienen CXCR4 und CD117 als ICC-Marker fiir weitere

Analysen am vielversprechendsten.

4.2.3 mGC8-Zellen besitzen die Kapazitat zur Tumorbildung in syngenen Mausen

Anhand vorangegangener Experimente wurden die potentiellen Tumorstammzellmarker
CXCR4 sowie c-KIT ausgewahlt, um Versuche zur Tumorbildungskapazitat der Marker-
positiven Tumorzellen durchzufiihren. Zuerst sollte die Tumorbildungsfahigkeit von mGC8

Uberprift werden. Dazu wurden 30.000, 100.000 sowie 300.000 mGC8-Zellen subkutan in
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syngene Mause injiziert und das Wachstum der Tumore nachverfolgt. Nach 14 d war bei
allen Proben ein Wachstum des Tumors eingetreten. Abbildung 36 zeigt den Zeitpunkt an,
an dem die Tumoren ein Volumen von 20 mm?3 erreichten. Mit steigender Zellzahl war die
Geschwindigkeit des Tumorwachstums erhéht. Das Erreichen des Tumorvolumens von
20 mm?3 traf umso friher ein, je mehr Zellen injiziert wurden. Bei 300.000 injizierten Zellen
erreichte der subkutan gewachsene Tumor bereits nach 5 Tagen ein Tumorvolumen von

20 mm3, wahrend er bei nur 30.000 injizierten Zellen 20,5 Tage bendtigte.
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Abbildung 36: Die Wachstumsgeschwindigkeit subkutaner Tumore korreliert mit der injizierten Zellzahl.
Dargestellt ist der Zeitpunkt des Erreichens eines Tumorvolumens (V) von 20 mm3 von subkutan in syngene
Mause injizierten mGC8-Zellen. Es wurden 30.000, 100.000 sowie 300.000 Zellen injiziert. Dargestellt sind
Mittelwerte mit Standardfehler (n=2).

4.2.4 CXCR4-positive Tumorzellen bilden frither Tumoren in syngenen Mausen

Als einer der beiden aussichtsreichsten CSC-Marker nach durchflusszytometrischen
Analysen wurde zuerst die Tumorbildungskapazitit von CD117"°"- bzw. CD117"edris
Subpopulationen untersucht. Dazu wurden mGC8-Zellen nach Farbung mit anti-CD117-
APC in eine CD117""- und CD117"ed"e- Subpopulation mittels FACS getrennt. Es wurden
jeweils die 5 % positivsten sowie die 5 % negativsten Zellen aufgefangen (Abbildung 37 A).
Vor der Sortierung wurden tote Zellen, Zellbruchstiicke sowie Dubletten (paarweise
zusammenklebende Zellen) durch Setzen geeigneter Fenster ausgeschlossen, um ein
optimales Sortierergebnis zu erzielen. Analog wurde mit dem CSC-Marker CXCR4
verfahren, der ein weiterer CSC-Kandidatenmarker in diesem Mausmodell war. Im
Gegensatz zu CD117 konnten bei der Sortierung von CXCR4-exprimierenden mGC8-Zellen
eine relativ gut abgegrenzte CXCR4-positive Zellpopulation mit Hilfe des MoFlo-Sortierers
getrennt und aufgefangen werden (Abbildung 37 B). Da die CXCR4-positive Population
unter einem Prozent der Zellen ausmachte, wurde die gesamte Population aufgesammelt.
Von der negativen Population wurden nur die negativsten 5 % aufgesammelt (Abbildung
37 B).
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Abbildung 37: Zellsubpopulationen-Sortierung anhand der CSC-Marker CD117 und CXCR4. Nach Farbung
von mGC8-Zellen mit anti-CD117- (A) bzw. anti-CXCR4-Antikdrpern (B) wurden CD117"°¢"- (R1) und
CD117"e"e_Subpopulationen (R2) sowie CXCR4-positive (R3) und CXCR4-negative Zellen (R4) sortiert.

Nach Uberpriifung der Vitalitit der Zellen sowie Bestimmung der Zellzahl wurden die
jeweiligen Subpopulationen in unterschiedlichen Konzentrationen mit Matrigel® versetzt
und subkutan in syngene C57BL/6-Mause injiziert. Beide injizierten Zellsubpopulationen
(CD117Mh bzw. CD117"ed"8) waren in der Lage, unabhingig von der verwendeten Zellzahl

(zwischen 1.200-200.000), Tumore in syngenen Mausen zu bilden (Tabelle 8).

Tabelle 8: Tumorbildung von CD117"¢ €. ynd CD117"°*"-mGC8-Subpopulationen 30 Tage nach Injektion in
syngene Mause

e | T T | T
Zellzahl Zellen (%) & CD117""-Zellen (%) &
1.200 4 4/4 (100) 4 4/4 (100)
6.600 3 3/3 (100) 3 3/3 (100)
10.000 2 2/2 (100) 2 2/2 (100)
16.000 2 2/2 (100) 2 2/2 (100)
30.000 2 2/2 (100) 2 2/2 (100)
100.000 2 2/2 (100) 2 2/2 (100)
200.000 1 1/1 (100) 2 2/2 (100)
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Tabelle 9: Tumorbildung von CXCR4-positiven und CXCR4-negativen mGC8-Subpopulationen 30 Tage nach
Injektion in syngene Mause

.. . Tumorwachstum Tumorwachstum
Injizierte Probenanzahl nach 30 Tagen Probenanzahl nach 30 Tagen
Zellzahl CXCR4-Zellen g CXCR4"-Zellen &

(%) (%)

1.000 12 0/12 (0,0) 11 3/11(27,3)

10.000 8 4/8 (50,0) 8 7/8 (87,5)

Die Tumorwachstumskurven der CD117"°¢"- bzw. CD117"ed8-Subpopulationen wiesen
keinen Unterschied in Tumorerscheinen oder Wachstumsgeschwindigkeit auf
(Abbildung 38 A, B). Eine deutlich gesteigerte Tumorwachstumsgeschwindigkeit zeigte
jedoch die CXCR4-positive Subpopulation. Nach Injektion von 1.000 bzw. 10.000 CXCR4-
positiven mGC8-Zellen konnte 30 d nach Injektion vermehrt Tumorbildung im Vergleich zur
Tumorbildung von CXCR4-negativen Zellen beobachtet werden. Werden (Tabelle 9) Die
durchschnittliche TumorgréBe 50 d nach Injektion von 10.000 Tumorzellen war bei CXCR4-
positiven mGC8-Zellen mit 146 mm?® mehr als doppelt so groR wie bei CXCR4-negativen
mGC8-Zellen mit nur 68 mm3 (Abbildung 38 D). Bei Abschluss des Experiments war die
TumorgrolRe der CXCR4-positiven Subpopulation signifikant erhéht im Vergleich zur CXCR4-
negativen Subpopulation. Bei niedriger Zellzahl (1.000 injizierte Zellen) zeigte sich initial ein
friiherer Beginn des Tumorwachstums bei der CXCR4-positiven Subpopulation (Tabelle 9).
Dieser Unterschied in der Tumorwachstumsgeschwindigkeit blieb im Verlauf nicht
bestehen. Die Wachstumskurven bei nur 1.000 injizierten Zellen waren fir beide

Subpopulationen praktisch identisch (Abbildung 38 C).
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Abbildung 38: Tumorbildungsvermégen von CSC-Marker-positiven und -negativen mGC8-
Subpopulationen. Dargestellt sind Wachstumskurven von Tumoren aus subkutan injizierten mGC8-Zellen.
Tumore der Subpopulationen CD117"°" bzw. CD117"e%® hatten einen Beobachtungszeitraum von 50 d.
Tumore entstanden aus der CXCR4*- bzw. CXCR4™- Subpopulation wurden bis zu 103 d beobachtet. Dargestellt
sind die Tumorwachstumskurven nach Injektion von je 1.200 bzw. 16.000 (CD117; A und B) sowie 1.000 bzw.
10.000 Zellen (CXCR4; C und D). Die Tumorvolumina nach Injektion von 10.000 injizierten CXCR4*-Zellen sind
bei Abschluss des Experiments (65 d) statistisch signifikant groRer im Vergleich zur CXCR4-Subpopulation
(p=0,037). Bei niedriger Zellzahl (1.000 injizierte Zellen) konnte bei CXCR4 bei Abschluss des Experiments
(103 d) kein Unterschied in den Tumorvolumina gezeigt werden (p=0,37). Die Wachstumskurven der
CD117"ch- bzw. CD117"¢"e-Zellen zeigten jeweils iber den gesamten Versuchszeitraum von 50 d keinen
signifikanten Unterschied (1.200 injizierte Zellen: p=0,70, 16.000 injizierte Zellen: p=0,30). Abgebildet sind
Mittelwerte mit Standardfehler.

4.2.5 Bestimmung der ICso-Konzentrationen fiir die Inhibition von mGC3 und
mGC8 durch Imatinib und Epirubicin

Da erhohte Resistenz gegenliber Chemotherapeutika eine der charakteristischen
Eigenschaften von Tumorstammzellen ist, sollte es unter Behandlung der

Magenkarzinomzelllinien mit Chemotherapeutika zur Anreicherung der
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Tumorstammzellpopulationen kommen, wahrend differenzierte Nichtstammazell-
Tumorzellen vermehrt absterben oder in ihrer Proliferation gehemmt werden. Um dies zu
Uberprifen, kann die resistente Zellpopulation anschlieRend auf die Expression von
Tumorstammzellmarkern hin untersucht werden. Um putative Tumorstammzellen durch
Behandlung mit dem Rezeptortyrosinkinaseinhibitor Imatinib sowie dem Anthracyclin
Epirubicin anreichern zu kénnen, sollte zuerst die mittlere inhibitorische Konzentration
(ICs0) der beiden Therapeutika im Zellvitalitatsassay bestimmt werden. ICso wurde gewahlt,
um einerseits eine ausreichend hohe Konzentration an Chemotherapeutika zu verwenden,
um einen Effekt sehen zu kdnnen, also resistente Zellen anreichern zu kdnnen. Andererseits
sollten genlgend Zellen Uberleben, damit die Bildung einzelner resistenter Zellen durch
Mutationen verhindert wird. Es wurden mGC3- sowie mGC8-Zellen fir 72 h mit
aufsteigenden Therapeutika-Konzentrationen behandelt. AnschlieRend konnte mit Hilfe
des CellTiter-Blue®-Assays die Vitalitat der Zellen bestimmt und die ICso-Werte aus den

Kurven abgelesen werden (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Inhibierung der Zellvitalitdit von mGC3 und mGC8 durch Imatinib und Epirubicin. Die Zellen
wurden 72 h mit den angegebenen Konzentrationen behandelt und ihre Vitalitat mit Hilfe des CellTiter-Blue®-
Assays relativ zu Zellen ohne Hemmstoff bestimmt und die Vitalitat dieser als 100%ige Vitalitat definiert.
Aufgetragen wurden Mittelwerte aus je 3 Messungen mit Standardfehler. Die roten gestrichelten Linien
geben die ICso-Werte an.
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Unter Imatinibbehandlung ergaben sich fir mGC3 und mGC8 ICso-Werte von jeweils 17 pM.
Die Sensitivitat der mGC-Zellen fur Imatinib war damit deutlich geringer als bei anderen
gastrointestinalen Tumorzelllinien beobachtet. Imatinib-sensitive Zelllinien weisen im
Vergleich dazu 1Cso-Werte zwischen 1 nM-1 uM auf (Dupart et al., 2009; Gupta et al., 2010;
Sakurama et al., 2009). Nach Entfernen des Inhibitors erholte sich ein GroRteil der Zellen.
Gegenliber Epirubicin erwiesen sich mGC3 sowie mGC8 als deutlich sensitiver. Nach 72 h
Inkubation mit 1Cso-Konzentrationen dieses Chemotherapeutikums konnte sich nur ein
geringerer Anteil der Zellen erholen und weiter proliferieren. Die Dosis-Wirkungskurven fir
Epirubicin zeigten einen unerwarteten biphasischen Verlauf (Abbildung 38 C, D), deren
Ursache nicht weiter untersucht wurde. Moglicherweise interferiert die Fluoreszenz des in
DNA interkalierten Epirubicins mit der bei 560/590 nm gemessenen Fluoreszenz des im
CellTiter Blue-Assay gebildeten Farbstoffs. Dies konnte den Anstieg der Fluoreszenz bei
hoheren Epirubicin-Dosen erklaren. Moglicherweise ist der erneute Fluoreszenzabfall bei
Konzentrationen > 10 uM durch den DNA-Abbau in apoptotischen/nekrotischen Zellen
bedingt. Die ICsp von mGC3 mit 0,05 uM gegeniiber Epirubicin war etwas niedriger als die
ICs0 von mGC8 mit 0,13 uM. Generell proliferierten die mGC8-Zellen schneller, mussten

haufiger gesplittet werden und erwiesen sich als robuster als die mGC3-Zellen.

4.2.6 Resistente Tumorzellen exprimieren verstarkt den Tumorstammazellmarker
CXCR4

Der Tumorstammzellmarker CXCR4 erwies sich aufgrund der starken Expression in einer
abgegrenzten Zellpopulation der mGC-Zellen sowie der signifikant erhohten
Tumorbildungskapazitdt in vivo als interessantester Kandidatenmarker zur weiteren
Analyse. Da Tumorstammzellen eine ausgepragte Resistenz gegenliber Chemotherapeutika
besitzen, sollte nun die Resistenz der CXCR4-positive Subpopulation gegeniiber den beiden
Tumortherapeutika untersucht werden. Die Expression des Markers wurde in resistenten

Magenkarzinomzellpopulationen mittels Durchflusszytometrie gemessen.

Im Durchflusszytometer zeigte sich flir mGC3 und mGC8 eine deutliche Anreicherung der
CXCR4-positiven Zellpopulation nach Behandlung mit Imatinib sowie mit Epirubicin
(Abbildung 40). Die Selektion von resistenten Zellen wurde fiir beide Chemotherapeutika
mindestens dreimal wiederholt. Es zeigte sich durchgehend eine erhéhte Expression von
CXCR4 in der resistenten Population, sowohl unter Imatinib als auch unter Epirubicin. In
Abbildung 41 sind die Ergebnisse aller durchflusszytometrischen Analysen
zusammengefasst. Flir mGC3 bzw. mGC8 kam es unter Imatinibtherapie zu einer 2,6-fachen
bzw. 2,2-fachen Anreicherung der CXCR4*-Zellen. Unter Epirubicin wurde die CXCR4-
Expression um das 1,8-Fache fir mGC3 und sogar um das 4-Fache fiir mGC8 gesteigert.

CXCR4 wird von der resistenten Zellpopulation verstarkt exprimiert. Dies unterstitzt die
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bisherigen Ergebnisse, dass CXCR4 einen geeigneten Marker zur Identifikation von

Tumorstammzellen im CEA424-SV40-T-Antigen Magenkarzinommodell darstellt.
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Abbildung 40: CXCR4-positive Zellen sind resistenter gegen Chemotherapeutika. Der Gehalt an CXCR4-
positiven Zellen von mGC3- (A, B, C) sowie mGC8-Zellen (D, E, F) ohne Einwirkung von Chemotherapeutika
(A, D), mit dreitdgiger Inkubation mit Imatinib (B, E) bzw. Epirubicin (C, F) wurde durch Durchflusszytometrie
mittels PE-markierten anti-CXCR4-Antikorpern bestimmt. Es wurde jeweils die ICso verwendet. Der Anteil der
positiven Zellen ist in % angegeben. Beispielhaft sind die Ergebnisse eines Versuchs von 3 identisch
durchgefiihrten Versuchen dargestellt. Das Fenster mit positiven Zellen wurde wie in Abbildung 33 dargestellt

gesetzt.
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Abbildung 41: Unter Hemmstoffbehandlung kommt es zur Anreicherung der CXCR4-positiven
Subpopulation in mGC-Zellen. Nach 72 h Inkubation von mGC3 bzw. mGC8 mit Imatinib oder Epirubicin (ICso)
nimmt der Anteil CXCR4-positiver Zellen signifikant in der Population Uberlebender Zellen zu. mGC3:
p (Imatinib) = 0,005, p (Epirubicin) =0,0003; mGC8: p (Imatinib) = 0,024, p (Epirubicin) = 0,09. Dargestellt
sind Mittelwerte aus jeweils 3 unabhangigen Messungen mit Standardfehler.
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4.2.7 Resistente Tumorzellen exprimieren vermindert CD117 unter Imatinib-
Behandlung

CD117-hochexprimierende Zellen zeigten in vorangegangenen Experimenten in vivo keine
verbesserte Tumorbildungskapazitat. Des Weiteren zeigten sich CXCR4-positive Zellen
sowohl in der CD117"-Population als auch in der CD117"¢dMe-population (Abbildung 42).
Daher stellt CD117 in diesem Modell wahrscheinlich keinen adaquaten Marker fir

Tumorstammzellen dar.
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Abbildung 42: CXCR4-positive Zellen weisen unterschiedliche CD117-Expression auf. Durchflusszytometrie-
Analysen des Gehalts an CXCR4-positiven Zellen innerhalb der CD117"°"- sowie der CD117"¢"8-Population
(C, F). Mittels PE-markierten anti-CXCR4-Antikérpern sowie APC-markierten anti-CD117-Antikérpern wurden
Doppelfarbungen von mGC3- (A, B, C) sowie mGC8-Zellen (D, E, F) gemacht. Die gates fiir Zellbruchstiicke,
tote Zellen und positive Populationen wurde wie in Abbildung 33 dargestellt gesetzt. Der Anteil der positiven
Zellen ist in % angegeben. (A, D) Anteil lebender CXCR4-positiver Zellen an der gesamten Probe. (B, E)
CD117"ch- und CD17Me%8-Population innerhalb lebender Zellen. (C, F) Anteil der CD117"°"- sowie der
CD17"ede_population innerhalb der CXCR4-positiven Population.

Als Kontrolle wurden die resistenten mGC-Zellen ebenfalls auf die Expression von CD117
hin untersucht. Unter der Annahme, dass CD117 nicht bevorzugt auf CSC exprimiert ist,
sollte es zu keiner Anreicherung der CD117-positiven Zellen unter der Behandlung mit
Imatinib oder Epirubicin kommen. Tatsachlich zeigte sich unter Imatinibtherapie eine
statistisch signifikante, allerdings nur geringe Verminderung der Expression in den mGC8-

Zellen (Abbildung 43). Die mGC3-Zellen wiesen unter Imatinib ebenfalls eine Verminderung

84



ihrer CD117-Expression auf, hier kam es jedoch zu einer deutlichen Schwankung der
Expression zwischen verschiedenen Experimenten und dadurch zu keiner signifikanten

Anderung. Epirubicin hatte in beiden Zelllinien keinen Einfluss auf die Expression dieses

Markers.
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Abbildung 43: Unter Imatinib-Behandlung kommt es zur Abnahme der CD117-Expression in resistenten
Magenkarzinomzellen. Analysen mittels Durchflusszytometrie zeigten nach 3-tdgiger Inkubation von mGC8
mit Imatinib (ICso) eine signifikante Verminderung des prozentualen Anteils CD117-positiver Zellen
(p (Imatinib) =0,011). Auch mGC3 zeigte eine Verminderung der CD117-Expression nach Inkubation mit
Imatinib. Aufgrund groBer Schwankungen zeigt sich hier keine signifikante Anderung der Expression
(p (Imatinib) = 0,42). Unter 3-tagiger Inkubation mit Epirubicin (ICso) kam es zu keiner signifikanten Anderung
der CD117-Expression in mGC3 (p (Epirubicin) =0,70) und mGC8 (p (Epirubicin) = 0,95). Dargestellt sind
Mittelwerte aus mindestens 3 unabhéngigen Messungen mit Standardfehler.

Eine verlangerte Inkubation der mGC3-Zellen mit Imatinib (ICsp) zeigte eine weitere starke

Abnahme der CD117-Expression (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Unter andauernder Imatinibbehandlung kommt es zu starker Abnahme der CD117-
Expression. Dargestellt sind durchflusszytometrische Messungen des prozentualen Anteils der CD117-
positiven lebenden mGC3-Zellen (Pl-negativ) nach Behandlung mit Imatinib (ICso) fur bis zu 14 d. Der Anteil
Pl-positiver Zellen nach 14-tagiger Imatinibbehandlung betrug 27,1 %, wahrend in der unbehandelten Gruppe
22,8 % Pl-positive Zellen nachweisbar waren. Dargestellt sind Mittelwerte aus mindestens 6 (0 d) bzw. 3 (3 d)
unabhangigen Messungen mit Standardfehler. Fir 6 d, 10 d und 14 d ist jeweils der Messwert angegeben
(n=1).
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4.2.8 Resistente Tumorzellen weisen keine Anderung der Expression von CD166,
ALDH und EpCAM auf

Die Expression der CSC-Kandidatenmarker CD166, ALDH und EpCAM nach Behandlung mit
Imatinib bzw. Epirubicin ist in Tabelle 10 zusammengefasst. Keiner dieser Marker zeigte
eine statistisch signifikante Expressionsanderung nach Behandlung mit einem der beiden

Chemotherapeutika.

Tabelle 10: Die resistenten Tumorzellen zeigen keine Anderung in der Expression von CD166, ALDH und
EpCAM. Dargestellt sind die Mittelwerte der prozentualen Anteile (+ Standardfehler) der markerpositiven
Zellen in mGC3 sowie mGC8 nach 3-tdgiger Inkubation mit Imatinib bzw. Epirubicin (ICso). Als Kontrolle
dienten mitgefiihrte unbehandelte Zellen. -, nicht durchgefihrt.

mGC3 Kontrolle Imatinib Epirubicin
Marker | N Mittelwert +-SEM | N Mittelwert +- SEM N Mittelwert +- SEM
CD166 4 95,59 +2,84 3 92,77 £ 6,06 3 86,47 £ 3,94
ALDH 5 0,35+0,26 4 0,69+0,30 1 0,0
EpCAM | 6 99,43 +0,18 4 99,48 £ 0,32 2 99,15 +0,15
mGC8 Kontrolle Imatinib Epirubicin

Marker N Mittelwert +- SEM N Mittelwert +- SEM N Mittelwert +- SEM
83,27 £ 7,65

w
w

CD166 6  92,67+1,67 90,50 * 2,69
ALDH - - N e

2 99,10+0,10

EpCAM | 2 99,35+ 0,05

Zusammenfassend erweist sich CXCR4 als guter Marker zur Identifikation von resistenten
Tumorzellen sowie fiir Zellen, die Vorteile in der Tumorbildungskapazitat und der
Tumorwachstumsgeschwindigkeit haben. Da diese Eigenschaften auf Tumorstammzellen

zutreffen, kann CXCR4 als Tumorstammzellmarker im CEA424-SV40-T-Antigen

Tumormodell gelten.
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5 DISKUSSION

Es gibt immer mehr Hinweise auf die Existenz einer kleinen Subpopulation von Tumorzellen
innerhalb eines Tumors mit Stammzelleigenschaften, die fiir das Wachstum und die
Aggressivitat der Tumore verantwortlich ist. Ihre Resistenz gegenliber Chemotherapeutika
und Bestrahlung fihrt dazu, dass Tumorpatienten oft nur eine sehr schlechte Prognose
haben. Solche CSC miissen daher als Angriffspunkte fiir eine gezielte und effiziente
Tumortherapie in Betracht gezogen werden (Zhou et al., 2009). Um CSC gezielt angreifen
zu konnen, miissen verlassliche Marker gefunden werden, um diese sicher zu identifizieren.
Ein Weg hierzu stellt die Identifikation der Ursprungszelle des Tumors dar. Dies basiert auf
der Annahme, dass Tumoren ihren Ursprung durch die Entartung (d.h. Akkumulation von
kritischen Mutationen) von stammzelldhnlichen Zellen nehmen und Tumorstammzellen
viele Eigenschaften der Ursprungszellen beibehalten (1.3). Bisher wurde erst in wenigen
Systemen mit Hilfe von lineage tracing die Ursprungszelle der jeweiligen Tumore
identifiziert (1.5.5). Fur kolorektale Tumore konnte gezeigt werden, dass ihre
tumorinitiierenden Zellen dhnliche Expressionsprofile wie intestinale Stammzellen haben
(Merlos-Suarez et al., 2011). Die Expression des Stammzellmarkers LGR5 war sowohl in den
normalen Stammzellen als auch in den tumorinitiierenden Zellen hoch. Dieser Marker gilt
damit sowohl als Stammezell- als auch als CSC-Marker fiir kolorektale Tumore. Potentielle
Kandidaten fir die Ursprungszelle in Magenkarzinomen stellen die 2010 von Barker et al.
identifizierten, ebenfalls LGR5-positiven Zellen der Pylorusregion dar, aus denen alle

Zelltypen dieses Magenbereichs entstehen (Barker et al., 2010b).

In dieser Arbeit sollten potentielle Ursprungszellen und CSC-Marker des CEA424-SV40-T-
Antigen-Mausmodells genauer eingegrenzt und charakterisiert werden. Dazu wurden
verschiedene potentielle Stammzellmarker getestet. Die Tatsache, dass LGR5-positive
Zellen in Vorarbeiten mittels lineage tracing in diesem Modell nicht als Ursprungszellen
identifiziert werden konnten (Vetter et al.,, 2015), warf die Frage auf, ob es durch
Expression von SV40-T-Antigen zur Herunterregulierung der Expression des Wnt-Zielgenes
Lgr5 bzw. des Wnt-Signalweges im Tumor kommt. In dieser Arbeit konnte mit Hilfe des
Luciferase-Assays gezeigt werden, dass SV40-T-Antigen keinen hemmenden Einfluss auf
den TCF/B-Catenin-Transkriptionsfaktor-Komplex des Wnt-Signalweges hat. Die Expression
von SV40-T-Antigen flhrte vielmehr im Luciferase-Assay zur erhdhten Aktivitat eines durch
den TCF/B-Catenin-Transkriptionsfaktor-Komplex des Wnt-Signalweges steuerbaren
Promotors, was durch eine erhdhte Expression der Glihwirmchen-Luciferase messbar
war. Interessanterweise kam es ebenfalls zu einer erhdéhten Expression der Renilla-
Luciferase. AuRerdem kam es durch Transfektion mit SV40-T-Antigen im Zellvitalitdtsassay
48 h spater zu signifikant erhohter Vitalitdt der transfizierten Zellen. Es kann daraus

geschlossen werden, dass SV40-T-Antigen insgesamt aktivierend auf die Zellvitalitat sowie
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auch auf den Wnt-Signalweg und damit vermutlich auch auf die Expression von Lgr5 wirkt.
Welcher Mechanismus hier aktiv ist, ist bisher noch unklar. Erklaren lasst sich diese
Beobachtung durch die Wirkungen von SV40-T-Antigen, welches Uiber verschiedene
Angriffspunkte, unter anderem auch transkriptionelle Kofaktoren wie p300 und CBP,
bindet. Durch Bindung an p300 und CBP kommt es zu einer Steigerung der Expression ihrer
Zielgene (Kasper et al., 2006; Vo and Goodman, 2001). Des Weiteren wirkt SV40-T-Antigen
aktivierend auf viele verschiedene virale und zelluldre Promotoren, unter anderem auf den
TK-Promotor (Anderson et al., 1996; Stuart et al., 1985). Die Konstrukte des Luciferase-
Assays TOP, FOP sowie phRL-tk-TBEmut haben jeweils einen TK- bzw. TK-Minimalpromotor,
was die vermehrte Expression der von ihnen gesteuerten Gene ebenfalls erklaren kann. Mit
diesen Versuchen konnte nahegelegt werden, dass SV40-T-Antigen nicht zur Inhibierung
des Wnt-Signalwegs und somit zur Hemmung der Expression des Wnt-Zielgens Lgr5 fihrt.
Lgr5-exprimierende Pylorusstammzellen als potentielle Ursprungszellen der Tumore
konnen somit nach diesen sowie den Lineage-Tracing-Versuchen in diesem
neuroendokrinen Magenkarzinommodell als wenig wahrscheinlich erachtet werden. Die
Tatsache, dass es im CEA424-SV40-T-Antigen-Mausmodell keine Bestatigung fiir LGR5-
positive Zellen als Ursprungszellen gibt, steht in Einklang mit einer kiirzlich erschienenen
Studie, die zeigt, dass LGR5-negative Zellen ebenso wie LGR5-positive Zellen als
Ursprungszellen fir Adenome des Darms innerhalb des Wnt-Signalwegs fungieren kénnen
(Schwitalla et al., 2013). Zur Tumorbildung kam es nach Differenzierung von LGR5-
negativen in LGR5-positive Zellen. Beide Subpopulationen waren gleichfalls dazu in der
Lage, sogenannte Spheroide zu bilden. Dieses Verhalten stellt eine Stammzelleigenschaft
dar. Es zeigt, dass einige Subtypen von Adenomen nicht strikt hierarchisch organisiert sind,
sondern beispielsweise nicht tumorpropagierende Zellen in tumorbildende Zellen
Ubergehen kénnen. Ein moéglicher Weg lauft beispielsweise liber die Bildung von LGR5-
positiven Zellen, die bei Gewebeverletzung aus LGR5-negativen Zellen entstehen kdnnen
und fir die Regeneration und Gewebshomoostase verantwortlich sind (Huch et al., 2013).
Da in CEA-SV40-T-Antigen-Karzinomen keine LGR5-positiven Tumorzellen gefunden
wurden (Vetter et al., 2015), legen die Luciferase-Expressionsversuche dieser Arbeit nahe,
dass die Zielzelle fir die Transformation durch SV40-T-Antigen moglicherweise eine
differenzierte LGR5-negative Zelle ist (in der der CEA-Minimalpromotor aktiv ist), die zu
Zellen mit Stammzelleigenschaften ,redifferenziert”. Solche Uberginge von
differenzierten, langsam wachsenden Zielzellen in aggressiv wachsende Tumorzellen durch
sogenannte Transdifferenzierung wurde in der Tat in verschiedenen SV40-T-Antigen-
Modellen beobachtet (Czeh et al., 2010; Syder et al., 2004). Daher gilt es aktuell, weitere
mogliche Kandidatenmarker zu finden, um die Ursprungszelle, die moglicherweise durch
die Exprimierbarkeit des CEA-Minimalpromotors charakterisiert ist, in diesem CEA-SV40-T-

Antigen-Modell identifizieren zu kénnen.
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Dazu wurden in dieser Arbeit die SV40-T-Antigen-positiven Zellen innerhalb der Mukosa
der Pylorusregion als mogliche Vorlauferzellen der pylorusnahen neuroendokrinen
Karzinome genauer untersucht, um Aussagen Uber einen potentiellen Ursprung dieser
Zellen aus Progenitorzellen von interstitiellen Cajalzellen (ICC) oder anderen Zelltypen in
diesem Magenbereich treffen zu konnen. Bei GIST wurde bereits ein Ursprung der Tumoren
aus ICC bewiesen (Corless et al.,, 2011). In dieser Arbeit erscheint aufgrund von
Immunfluoreszenzfarbungen eine Verbindung mit bzw. ein Ursprung von diesen Zellen als
wenig wahrscheinlich, da die SV40-T-Antigen-positiven Tumorzellen weder c-KIT, einen
Marker fiir Cajalzellen, noch PDGFRA, einen Marker fir fibroblast-like cells (Kurahashi et

al., 2011) exprimieren.

In dieser Arbeit konnten die oben genannten Kandidaten als Ursprungszellen des CEA424-
SV40-T-Antigen-Mausmodells unter der Annahme, dass nach SV40-TAg-Transformation die
fir diese Zellen typische Markerexpression (c-KIT, PDGFRA) erhalten bleibt, weitgehend
ausgeschlossen werden. Ein weiterer bisher noch nicht untersuchter Kandidat stellt BMI1
dar. Bmil gehort zur Polycomb group gene family und spielt eine wichtige Rolle in der
Selbsterneuerung verschiedener Zellen (Lessard and Sauvageau, 2003; Molofsky et al.,
2003). BMlI1-positive Zellen wurden als alternative intestinale Stammzellen sowie
Ursprungszellen fir intestinale Adenome identifiziert (Sangiorgi and Capecchi, 2008; Tian
et al., 2011). Sie konnten bisher im proximalen Diinndarm nachgewiesen werden, also in
der Nahe der Pylorusregion, die auch bei diesem Tumormodell relevant ist. Da die Frage
nach der Ursprungzelle in diesem Mausmagentumor nach wie vor offen bleibt, ist es fiir
weitere Arbeiten und Untersuchungen in diesem Modell interessant, die Rolle von BMI1-

positiven Stammzellen bei der Tumorentstehung genauer zu untersuchen.

Obwohl die Ursprungszelle eines bestimmten Tumors eine Stammzelle oder Vorlduferzelle
eines Gewebes sein kann, kdnnen epigenetische Veranderungen dieser Vorlauferzellen zur
Entstehung von CSC fiihren. Diese CSC sind wiederum fiir die Aufrechterhaltung der
Tumorbildung ausschlaggebend und konnen sich anhand verschiedener Eigenschaften von
der Ursprungszelle unterscheiden (Jamieson et al., 2004). Deshalb geniigt es nicht, die
Ursprungszelle des Tumors zu kennen. Es ist wichtig, CSC identifizieren zu kdnnen, um
einen Angriffspunkt flr die Therapie der Tumore zu haben. Hierfir ist es notwendig,

verlassliche Marker fur CSC zu finden.

Bisher wurden Tumorstammzellen in GEP-NEN noch nicht Uberzeugend identifiziert
(Grande et al., 2012). Um der Identifikation von CSC in GEP-NEN naher zu kommen, wurden
in dieser Arbeit 5 verschiedene potentielle CSC-Marker auf ihre Expression und Relevanz
im CEA424-TAg-Tumormodell getestet. Es wurde mittels colony formation assay
herausgefunden, dass Subpopulationen der CEA424-TAg-Tumorzelllinien

Stammezelleigenschaften besitzen. CD117, ein etablierter CSC-Marker (1.5.1), der u.a. auch
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in einem anderen transgenen SV40-TAg-Mausmodell als CSC-Marker identifiziert wurde
(Yamazaki et al., 2009), erwies sich im CEA424-SV40-T-Antigen Magenkarzinommodell als
unwahrscheinlicher Marker fiir CSC. Es konnte gezeigt werden, dass CD117""-Zellen der
Zelllinie mGC8 keine erhéhte Tumorbildungskapazitiat im Vergleich zu CD117"Med8-Zellen
besitzen. AuRerdem erwiesen sich die CD117"°"-Zellen nicht resistenter als CD117"edrie-
Zellen gegeniliber Chemotherapie. Vielmehr zeigte sich unter Imatinib-Therapie, nicht
jedoch unter Epirubicin-Therapie, eine Abnahme der CD117-Expression sowohlin mGC3 als
auch in mGC8. Diese Verminderung der CD117-Expression kann auf eine Herabregulation
bzw. Blockade des CD117-Signalweges durch den CD117/c-KIT-Inhibitor Imatinib
zuriickgefihrt werden (D'Allard et al., 2013). Dagegen erwies sich CXCR4 als
vielversprechender Marker. CXCR4 stellt einen putativen Tumorstammzellmarker in vielen
verschiedenen Tumoren dar, unter anderem in Tumoren der Lunge, der Brust, des
Pankreas, der Prostata sowie der Niere. Bislang scheint CXCR4 eine Rolle bei der
Aufrechterhaltung von Stammzellfunktionen von Tumorstammzellen zu spielen
(Dubrovska et al., 2012a; Dubrovska et al., 2012b; Ehtesham et al., 2006; Gassenmaier et
al., 2013; Hermann et al., 2007; Jung et al., 2013; Ping et al., 2011; Zhang et al., 2012a),
jedoch ist diese noch nicht genau verstanden. In dieser Arbeit konnte die Expression von
CXCR4 innerhalb einer kleinen separaten Subpopulation der CEA424-TAg-Tumorzelllinien
nachgewiesen werden. Diese CXCR4-positiven Zellen zeigten mittels FACS sortiert eine
hoéhere Tumorbildungskapazitat und Wachstumsgeschwindigkeit in vivo verglichen mit
CXCR4-negativen  Zellen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
chemotherapieresistente mGC-Zellen einen erh6hten Anteil an CXCR4-exprimierenden
Zellen aufweisen. Diese Ergebnisse legen nahe, dass CXCR4-positive Zellen
Tumorstammzellen mit Tumorbildungskapazitat in dem GEP-NEC-Modell der CEA424-TAg-
Mause darstellen und méglicherweise eine wichtige Rolle bei Therapieresistenz spielen. Zur
Uberpriifung dieser Annahme stehen weitere Schritte, unter anderem Knock-down-

Experimente mit Cxcr4-spezifischer siRNA, aus.

In einem Grofteil der veroffentlichten Studien Giber Tumorstammzellen werden diese als
kleine Subpopulationen von Zellen innerhalb der Masse der Tumorzellen definiert
(Meacham and Morrison, 2013). Passend dazu konnten in dieser Arbeit CXCR4-positive
Zellen als kleine separate Subpopulation in den CEA424-TAg-Tumorzelllinien nachgewiesen
werden. Die mGC3-Zellen enthielten 0,6 %, die mGC8-Zellen 0,4 % CXCR4-positive Zellen.
Eine geringe, jedoch eindeutige Expression von CXCR4 in diesen Zelllinien (belegt durch den
sogenannten present call, einen Expressionsqualitatsnachweis bei Oligonukleotid-
Microarrays) konnte mittels Transkriptomanalyse der Zelllinien auf RNA-Ebene bestatigt

werden.
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Die Tumorbildungskapazitdt ist eine der Stammzelleigenschaften von CSC. In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass CEA424-TAg-Zelllinien diese Eigenschaft besitzen und dass
mittels FACS sortierte CXCR4-positive Tumorzellen in vivo eine hohere
Tumorbildungskapazitat und /In-vivo-Wachstumsgeschwindigkeit als CXCR4-negative Zellen
besitzen. Bei 7/8 Injektionen mit je 10.000 CXCR4-positiven Zellen kam es zur Tumorbildung
nach 30 Tagen, wahrend es bei den CXCR4-negativen Zellen nur bei 4/8 Injektionen zur
Bildung eines Tumors im gleichen Zeitraum kam. Bei kleinen Zellzahlen (1000 Zellen pro
Injektion) kam es bei den CXCR4-positiven Zellen bei 3/11 Injektionen zur Tumorbildung,
bei den CXCR4-negativen Zellen fand nach 30 Tagen keine Tumorbildung statt. Somit kann
festgehalten werden, dass CXCR4-positive Zellen sowohl bei Injektion von hohen als auch
von niedrigen Zellzahlen friiher Tumore in syngenen Mausen bilden als CXCR4-negative
Zellen. Die Wachstumsgeschwindigkeit war bei 10.000 injizierten Zellen in der CXCR4-
positiven Gruppe signifikant hoher als bei der CXCR4-negativen Gruppe. Eine Ausnahme
stellt die Wachstumskurve nach Injektion von wenigen Zellen (1000 Zellen) dar. Hier gab
es, mit Ausnahme des friiheren Beginns des Tumorwachstums bei CXCR4-positiven Zellen,
Uber die Zeit keinen Unterschied im Tumorwachstum zwischen CXCR4-positiven und
CXCR4-negativen Zellen. Eine dahnliche Beobachtung machten auch Notta et al., die humane
B-ALL-Zellen eines Patienten in limitierenden und nicht-limitierenden Zellkonzentrationen
in Mause transplantierten. Bei unterschiedlichen Konzentrationen waren unterschiedliche
Klone leukdamogen und dominant (Notta et al., 2011). Durch ein ungiinstiges Milieu sowie
durch aktivierte Immunzellen der Mause kann es zur Verhinderung des Tumorwachstums
durch CSC kommen, die potentiell dazu in der Lage waren, Tumore zu bilden.
Tumorwachstum kann so in verschiedenen Milieus gegebenenfalls inhibiert sein (Hanahan
and Coussens, 2012). Bei den LGR5-positiven Stammzellen des Dinndarms konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass Wachstumsfaktoren der Panethschen Kérnerzellen
entscheidend fiir das Stammzellpotential und somit die Aufrechterhaltung der
Gewebshomoostase sind (Sato et al., 2011). Die Mikroumgebung von Tumoren besteht aus
einer Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen, u.a. Fibroblasten, Immunzellen, Endothelzellen
und extrazelluldrer Matrix-Komponenten etc. (Balkwill et al., 2012). Bisher ist dieses Milieu
fir die meisten Tumorentitdaten noch undefiniert. Ob das Milieu in diesem Modell durch
Wnt und andere essentielle Wachstumsfaktoren aufrechterhalten wird, die von
umgebenden Zelltypen oder von Zelltypen der Submukosa unterstiitzt werden, gilt es noch
herauszufinden. Durch Mangel an autokrin bzw. parakrin sezernierten Wachstumsfaktoren
und damit einem unglinstigen Milieu und deutlich verlangerter Latenzzeit bis
Tumorwachstum beobachtbar ist (33 statt 15 Tage; Abbildung 38), kommt es
moglicherweise bei Injektion sehr geringer Zellzahlen zur Umbildung von CXCR4-negativen
Zellen in CXCR4-positive Zellen (Gupta et al., 2011; Meacham and Morrison, 2013). Lagadec

et al. konnten bei Mammakarzinomzellen zeigen, dass in initial nicht-tumorinitiierenden
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Zellen nach Radiotherapie die Expression von Stammzellfaktoren wie SOX2, OCT4, KLF4 und
Nanog hochreguliert wurde und es zur Ausbildung einer tumorbildenden Kapazitat dieser
Zellen in vivo kam. Dies konnte von Ghisolfi et al. bei zwei Zelllinien von hepatozellularen
Karzinomen bestatigt werden (Ghisolfi et al., 2012; Lagadec et al., 2012). In diesem Modell
wird dadurch die Beobachtung unterstiitzt, dass CXCR4-negative Zellen dazu in der Lage
sein kdnnen, Tumore zu bilden, wenn die Voraussetzungen des Milieus stimmen. Die genau
aufeinanderliegenden Wachstumskurven bei den Tumorwachstumsversuchen mit CD117
zeigen, dass die Versuche generell exakt und valide durchgefiihrt wurden. Dies bestatigt,
dass der Unterschied der Wachstumskurven bei Injektion einer ausreichenden Menge an
CXCR4-positiven  Zellen nicht auf Zufall beruht, sondern auf tatsachliche
Wachstumsvorteile der CXCR4-positiven Zellen zurilickzufiihren ist. Diese Daten weisen
stark darauf hin, dass die Anwesenheit von CXCR4-positiven Zellen endscheidend fiir das
Tumorbildungspotential sowie die Wachstumsgeschwindigkeit von CEA424-TAg-Tumoren

ist.

Ebenfalls wird durch diese Arbeit die Hypothese gestiitzt, dass der CSC-Status stark von
dem jeweiligen Milieu beeinflusst wird. Zur Testung des tumorbildenden Potentials von
Subpopulationen von potentiellen CSC ist es demnach wichtig, ein moglichst ,,permissives”
Milieu bereitzustellen. In vielen Studien werden stark immunkompromittierte Mause fir
Xenotransplantationen verwendet, um ein Anwachsen der fremden Zellen zu erméglichen
und eine AbstoRung durch das fremde Immunsystem zu verhindern. Dennoch besitzen
diese Maduse noch eine gewisse immunologische Barriere (z.B. NK-Zellen im Fall von
NOD/SCID-Méusen) und es ist schwierig, Zellen auf ihr Tumorbildungspotential hin zu
untersuchen, wenn diese von einem xenogenen Immunsystem abgetotet werden (Shultz
et al, 2007). Zusatzlich koénnen fehlende Wachstumsfaktoren (nicht alle
Mauswachstumsfaktoren kénnen von korrespondierenden menschlichen Rezeptoren
gebunden werden), eine unterschiedliche Gewebearchitektur und weitere fehlende
Voraussetzungen fiir Tumorwachstum daflir sorgen, dass Analysen von CSC mittels
Xenotransplantation aufgrund des nicht-permissiven Milieus ihr Potential nicht adaquat
widerspiegeln (Kuperwasser et al., 2004; Manz, 2007). Um diese Faktoren von vorneherein
auszuschalten, wurde in dieser Arbeit mit zu dem CEA424-TAg-Mausmagentumormodell
syngenen C57BL/6-Mausen gearbeitet. Die aus CEA424-TAg-Magenkarzinomen etablierten
mMGC-Zellen exprimieren mit Ausnahme des SV40-T-Antigens keine fremden, durch das
Immunsystem dieser Mause erkennbaren Antigene, sodass von einem bestmdglichen
Milieu fiir die Analyse der Zellen ausgegangen werden kann. In der Tat haben Vorarbeiten
(Nockel et al., 2006) und Versuche dieser Arbeit (Abbildung 36; Vetter et al., 2015) gezeigt,
dass trotz des potentiellen Tumorantigens SV40-T-Antigen die Tumorzellen problemlos in

C57BL/6-Mausen anwachsen und ihre SV40-T-Antigen-Expression beibehalten.

92



Die Resistenz gegenliber Chemotherapeutika und Strahlentherapie ist eine weitere
Eigenschaft der CSC. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass CXCR4-positive
Tumorzellen resistenter gegeniiber den Chemotherapeutika Epirubicin und Imatinib waren
als CXCR4-negative Tumorzellen. Dies weist darauf hin, dass CXCR4-positive Zellen in mGC-

Zelllinien Zellen mit Stammzelleigenschaften darstellen.

Zusammengenommen liefern diese Ergebnisse den ersten Beleg dafiir, dass die CXCR4-
Expression moglicherweise ebenfalls eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der
Stammezelleigenschaften von Tumorzellen des CEA424-TAg-Modells spielt, wie kiirzlich von
unserer Gruppe Uber Nierenzellkarzinomstammzellen berichtet wurde (Gassenmaier et al.,
2013). Gezielte Therapien gegen CXCR4 konnen somit eine sinnvolle und wirksame
Moglichkeit darstellen, CSC zu bekdampfen und damit wesentlich zur Heilung von
Tumorpatienten beizutragen. Dennoch werden weitere Analysen bendtigt, um diese
Beobachtungen zu starken. Es ist sinnvoll, unter anderem die Zellen im Rahmen des colony
formation assays mit Antikérpern gegen CXCR4 und verschiedene Stammzellfaktoren wie
musashi, SOX2 und OCT4 zu farben, um zu untersuchen, ob Holoklone eine Anreicherung
dieser Marker zeigen. Des Weiteren ist es sinnvoll, sphere formation assays unter
permissiven Bedingungen (z.B. in Gegenwart von Serum) durchzufiihren, um einen
erwarteten Vorteil CXCR4-positiver Zellen bei der Bildung von spheres zu sehen. Auch
sollten CXCR4-negative und CXCR4-positive Subpopulationen auf ihre Expression von
Stammzellfaktoren hin untersucht werden. Denn erst wenn das Verhalten der CSC in
ausreichendem MaBe verstanden ist, wird es moglich sein, effektive und vor allem

dauerhaft wirksame Therapien fiir Tumorpatienten zu finden.
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