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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Das Neuroblastom

111 Definition

Das histopathologische Erscheinungsbild eines Neuroblastoms
wurde erstmals 1864 durch R.L.K. Virchow beschrieben und der
Begriff des ,Neuroblastoms® 1910 durch J.H. Wright gepragt '
Das Neuroblastom ist ein padiatrischer extrakranieller solider
Tumor des peripheren sympathischen Nervensystems, der aus
primitiven neuroektodermalen Vorlduferzellen der Neuralleiste
hervorgeht. Das Neuroblastom ist neben dem
Rhabdomyosarkom, Ewing-Tumor und einigen Lymphomen den
kleinen, blau und rundzelligen Tumoren (SRBCT; small round
blue cell tumours) zuzuordnen. In Abhangigkeit von der
Differenzierung lasst sich das Neuroblastom weiterhin in Abbildung 1-1: Rudolf Virchow
. . (1821-1902) beschrieb 1864
klassische Neuroblastome, Ganglioneuroblastome und erstmalig das Neuroblastom
Ganglioneurome unterteilen . (Quelle: www.charite.de)

1.1.2 Epidemiologie

Das Neuroblastom ist die dritthaufigste maligne Erkrankung im Kindesalter ®. Dieser Tumor ist fiir
8% aller Krebserkrankungen * und 15% der Krebstodesfalle ° im Kindesalter verantwortlich. Laut
dem Deutschen Kinderkrebsregister (Stand 09.2008) liegt die Inzidenz bei 1,2 pro 100.000 der
unter 15 jahrigen Kinder. Das Inzidenzverhaltnis zwischen mannlichen und weiblichen
Neuroblastom-Patienten betragt 1,1. Eine Besonderheit sind die Neuroblastome in-situ, die sich
morphologisch nicht von den symptomatisch diagnostizierten Neuroblastomen unterscheiden und
vornehmlich in der Nebennierenrinde kleine Knoten bilden. Im Durchschnitt findet man bei 5 von
6000 mittels Autopsie untersuchten Kindern unter dem ersten Lebensjahr, die an anderen
Ursachen gestorben sind, unreife Neuroblastome im Nebennierenmark. Die Inzidenz solcher in-
situ Neuroblastome ist somit 50 mal gréBer als die Inzidenz der Neuroblastome, die erst nach
einer Manifestierung diagnostiziert werden. Die meisten dieser in-situ Neuroblastome unterliegen
spontanen Regressionen und differenzieren zu benignen Zellen aus ® ’. Diese spontane
Regression ist im Vergleich zu den anderen Tumoren beim Neuroblastom besonders stark
ausgepragt °.

1.1.3 Pathologie und Stadieneinteilung

Im Wesentlichen besteht dieser Tumor des sympathischen Nervensystems aus den
Neuroblastom- und den Schwannzellen, die das Stlitzgeriist des Tumors ausbilden ° Im Jahre
1997 wurde das Neuroblastom aufbauend auf der Klassifikation von Shimada durch die
International Neuroblastoma Pathology Classification (INPC 1997) nach morphologischen
Eigenschaften eingeteilt und definiert '°. Die Stadieneinteilung eines Neuroblastoms richtet sich
vorrangig nach den histologischen und chirurgischen Kriterien. Die Einteilung erfolgt nach dem
International Neuroblastoma Staging System (INSS), die zuletzt 1993 durch Brodeur '
modifiziert wurde. Demnach unterteilt man den Entwicklungsstand eines Neuroblastoms in die
Stadien I, II, lll, IV und IVs (Tabelle 1-1).
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Stadium  Merkmal

I - lokalisierter Tumor mit Option auf vollstandig chirurgischer Entfernung
- kein Tumorbefall der ipsi- und kontralateralen Lymphknoten
- Tumoradhéarente Lymphknoten dlrfen positiv sein

lla - unilateraler Tumor mit unvollstandiger chirurgischer Entfernung
- ipsi- und kontralaterale Lymphknoten sind histologisch tumorfrei

lb - unilateraler Tumor mit regionalem, ipsilateralem Tumorbefall
- kontralaterale Lymphknoten sind histologisch unauffallig

" - nichtresektabler unilateraler Tumor mit Uberschreiten der Mittellinie
- positiver oder negativer Lymphknotenbefall
- nichtresektabler Mittellinientumor mit bilateraler Ausdehnung durch
Infiltrierung oder Lymphknotenbefall

v - Tumordisseminierung in Knochen, Knochenmark, entfernte Lymphknoten,
Leber, Haut und andere Organe

IVs - lokaler Priméartumor wie in Stadium I, lla und llb
- ausschlieBliche Disseminierung in Leber, Haut und (oder) Knochenmark
- prédestiniert fir Sauglinge des ersten Lebensjahres

Tabelle 1-1: Stadieneinteilung eines Neuroblastoms durch die INSS (Brodeur et al., 1993)

1.1.4 Genetik eines Neuroblastoms

Durch Maris und Matthay '® werden eine Vielzahl an somatischen und zytogenetischen

Veranderungen des Neuroblastoms beschrieben, die beispielsweise zur Inaktivierung von
Tumorsupressorgenen,  Uberexpression von  Onkogenen oder Verdnderungen im
Genexpressionsprofil filhren kdnnen. Einige davon sind in den nachsten Abschnitten kurz
erlautert.

1.1.4.1 1p-Deletion

Mit 30 bis 50% ist die Deletion des kurzen Arms am Chromosom 1 (1p36) eine der haufigsten
beschriebenen Mutationen beim primaren Neuroblastom '* ™. Nach Brodeur kénnte der 1p-
Deletion eine fehlende Expression eines Tumorsupressorgens zu Grunde liegen, die zur Bildung
und Progression eines Tumors fiihrt '°. Die prognostischen Auswirkungen einer 1p-Deletion sind
bis heute noch umstritten '°. Die 1p-Deletion korreliert zudem mit einer verstirkten MYCN-
Amplifizierung ' '®. In den meisten MYCN exprimierenden Neuroblastomen kann gehauft eine
1p-Deletion detektiert werden, die umgekehrt jedoch nicht stets von einer MYCN-Expression
begleitet wird °.

1.1.4.2 17q-Chromosomen-Rearangement

Die wohl haufigste genetische Veranderung beim Neuroblastom ist die Umlagerung am langen
Arm des Chromosoms 17 (17q) '°. Als Donor dieser Chromosomenumlagerung hat man das
Chromosom 1p identifiziert. Die Folge ist das unbalancierte Translokationsprodukt t(1p; 17q).
Neben der Amplifizierung von MYCN und der 1p-Deletion stellt auch das Rearangement des
Chromosoms 17q einen wichtigen prognostischen Faktor dar ?°. In der Tat existieren keine
MYCN exprimierenden Neuroblastome, die nicht eine 1p-Deletion, 179-
Chromosomenumlagerung oder eine Kombination aus beidem aufweisen. Daher mufB3 die MYCN-
Amplifizierung ein spateres Ereignis genetischer Veranderungen sein, die zur Pathologie des
Neuroblastoms fiihrt %°.
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1.1.4.3 MYCN-Amplifizierung

Die Amplifikation bestimmter DNA-Abschnitte ist eine haufige Form der Veradnderungen auf
chromosomaler Ebene. Zytogenetisch lassen sich solche Genamplifikationen als zusétzliche
extrachromosomale DNA-Partikel, den sogenannten double minutes-Chromosomen (DMs) ?',
und als homogen geférbte Region HRSs (homogeneously-stained regions), die das gewdhnliche
Chromosomen-Bandenmuster unterbrechen, identifizieren %, Das auf dem kurzen Arm des
Chromosom 2 lokalisierte und 67 kDa groBe nukledre Proto-Onkogen MYCN ist verstarkt in
Neuroblastomen vorzufinden ?°. Die MYCN-Amplifikation kann in unbehandelten priméren
Neuroblastomen in einer 3 bis 300-fachen genomischen Kopie des MYCN-Gens pro haploidem
Genom vorliegen und korreliert stets mit einer schnellen Tumorprogression und einer schlechten
Prognose des Patienten, unabhangig von Tumorstadium und Alter ¥ %, Dieses Proto-Onkogen
lasst sich in etwa einem Drittel aller Neuroblastome besonders im fortgeschrittenem
Tumorstadium detektieren und steht damit in direkten Zusammenhang mit aggressivem
Wachstum und schlechter Prognose 2%%’. Mit einer Halbwertszeit von nur 30 min reguliert es die
Expression von Genen, die die Differenzierung, Angiogenese und Proliferation von Zellen in der
Phase der neuronalen Entwicklung steuern . In einigen Patienten konnte auch bei den
eigentlich prognostisch vorteilhaften Stadien I, 1l und IVs eine MYCN-Amplifizierung
nachgewiesen werden. Diese MYCN-positiven Neuroblastom-Patienten besitzen ebenfalls
schlechte prognostische Eigenschaften '°. Auf Grund der hohen prognostischen Aussagekraft gilt
allein die MYCN-Amplifizierung als gesicherter zytogenetischer Marker flir die gezielte
Therapierung von Patienten mit einem Neuroblastom 2. Fehlt die Amplifikation von MYCN zum
Diagnosezeitpunkt, so kann sich diese im spateren Verlauf der Erkrankung in der Regel
ebenfalls nicht entwickeln 2°. In der Vergangenheit sind zudem Neuroblastome im
fortgeschrittenem Stadium und mit aggressivem Wachstum beschrieben worden, die statt einer
mehrfachen genomischen Kopie des Gens MYCN (MYCN-Amplifizierung) verstarkt MYCN
exprimierten %% %",

1.1.4.4 Neurotrophine und Neurotrophin-Rezeptoren

Unreife sympathische Neuroblasten werden in der Proliferation und Differenzierung unter
anderem durch die Neurotrophine (NT) NGF (nerve growth factor), BDNGF (brain-derived nerve
growth factor) sowie NT-3, -4 und -5 reguliert. Diese Neurotrophine binden spezifisch an einen
Rezeptorkomplex, der aus dem 140 kDa groBen, hochaffinen Tyrosin-Kinase Rezeptor A (TrkA)
und dem 75 kDa groBen, niedrig affinen p75NGFR Rezeptor (ohne Kinaseaktivitit) besteht %.
Aus der TrkA Superfamile werden neben TrkA auch in einigen Fallen die Rezeptoren TrkB und
TrkC exprimiert, die sich ohne Kinase-Aktivitdt (fruncated-Rezeptoren) auszeichnen. In
Anwesenheit von TrkA existiert keine Co-Expression des prognostisch relevanten MYCN,
umgekehr lasst sich in MYCN-negativen Neuroblastomen eine TrkA Expression nachweisen 33;34,
Somit ist eine mRNA-Expression von TrkA und p75NGFR mit einer guten Prognose von
Neuroblastom-Patienten assoziiert ** **. Tumore mit einer Expression von BDNGF kdénnen (ber
eine autokrine oder parakrine Aktivierung einen Wachstumsvorteil von MYCN-positiven
Neuroblastomen erzielen ¥. Benigne, ausdifferenzierte Tumore exprimieren hingegen verstarkt
die inaktiven Tyrosinkinase-Rezeptoren TrkB und TrkC.

1.1.4.5 Telomerase-Aktivitat

Eine Telomerase ist fir den Erhalt und die Integritdt der Telomere am Ende der Chromatiden
verantwortlich *. Im Gegensatz zu den somatischen Zellen kann man in Tumorzellen eine
erhdhte Telomerase-Aktivitdt beobachten, die mit der verstarkten Zellteilung von Tumoren
einhergeht. Den Verlust der Telomerenden am Chromosom versucht die Tumorzelle aufgrund
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der gesteigerten Teilungsrate durch eine erhdhte Telomerase-Aktivitit zu kompensieren *°. Am
Beispiel des Neuroblastoms wurde die erhdhte Telomerase-Aktivitdt mit einer schlechteren
Prognose *° und einer MYCN-Amplifizierung sowie 1p-Deletion *' assoziiert. Allerdings werden
die Telomerase-Aktivitat und die Prognose von Neuroblastom-Patienten kontrovers diskutiert *2.

1.1.5 Lokalisation von Primartumoren und Metastasen

Theoretisch kénnte ein Neuroblastom durch den histogenetischen Ursprung des sympathischen
Nervensystems aus den verschiedensten Geweben eines Organismus hervorgehen. Vorwiegend
ist dieser Tumor jedoch im Retroperitoneum entlang des Grenzstranges und der
Nebennierenrinde vorzufinden **. Das Neuroblastom besitzt die Eigenschaft im fortgeschrittenem
Tumorstadium haufig zu metastasieren. Die Metastasierung kann sich unter anderem durch die
klinischen Symptome einer lokalen Schwellung und Spannung, Schmerzen, hinkender Gang
oder eines paraneoplastischen Syndroms &uBern. In Tabelle 1-2 sind die haufigsten
Lokalisationen eines Primartumors und von Metastasen aus dem Stadium |V dargestellt.

Priméartumor Metastasen
Region Haufigkeit (%) Region Haufigkeit (%)
Nebenniere 50 Knochenmark 81
Restliches Abdomen 28 Skelettsystem 69
Thorax 13 Lymphknoten 22
Hals 5 Leber 19
Unbekannt 3 ZNS 8
Kombination 1 Haut 8
Andere 5

Tabelle 1-2: Lokalisation des Primartumors in 779 Neuroblastom-Patienten und Verteilung von Metastasen bei
Patienten mit Stadium IV %,

1.1.6 Diagnose

Da der Tumor zwar insgesamt selten aber unter den S&uglingen die h&aufigste maligne
Erkrankung darstellt, liegt die Frage nach einer mdéglichen Friherkennung auf der Hand.
Charakteristischerweise sind beim Neuroblastom einige biochemische Marker im Serum und Urin
im Vergleich zu gesunden Kindern erhdht. Unter anderem empfiehlt sich die labordiagnostische
Bestimmung der Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin im Urin, der sauren Katecholamin-
Metabolite  Homovanillinmandelsdure (HVS) und Vanillinmandelsdure (VMS) im Urin, der
basischen Katecholamin-Metabolite Metanephrin  und Normetanephrin im Urin, der
Tyrosinhydroxylase, des Dopamins, des Neuropeptid Y (NPY), des vasoaktiven intestinalen
Peptid, der Neuronen-spezifischen Enolase (NSE), der Laktat-Dehydrogenase (LDH) und des
Ferritins **. Zur Sicherung der Diagnose sind histopathologische und molekulargenetische
Untersuchungen (MYCN, 1p-Deletion) unerlasslich *In der bildgebenden Diagnostik kénnen
Primartumore und regionaler Lymphknotenbefall mittels der Sonographie oder Kernspin- und
Computertomographie ermittelt werden. Mittels des Technetium 99 und Metajodbenzylguanidin
(MIBG), einem Analogon des Adrenalins, das in tber 90% der Neuroblastome gespeichert wird,
lassen sich besonders in das Skelettsystem metastasierte Tumorzellen szintigraphisch darstellen.
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1.1.7 Therapie

Die Therapie des Neuroblastoms richtet sich in Deutschland nach der aktuellen multizentrischen
Therapiestudie NB2004 der Gesellschaft fir Padiatrische Onkologie und Hamatologie (GPOH).
Die Behandlung eines Neuroblastoms ist multimodal, risikoadaptiert und abhangig vom genau
definierten Stadium ”, dem Alter, der MYCN-Amplifizierung, dem Tumorvolumen, der
Symptomatik und des in-situ belassenen Tumorrestes. Hierbei kann die alleinige operative
Entfernung eines Tumors im Stadium | ausreichend sein. In den hdheren, fortgeschrittenen
Tumorstadien ist hingegen eine Chemotherapie unumganglich *¢_ Daher werden die Patienten in
Beobachtungs-, Standardrisiko- und Hochrisikopatienten klassifiziert (Neuroblastomstudie

NB2004).

1.1.7.1 Chirurgische Therapie

Ein initialer chirurgischer Eingriff ist fir die genauere Bestimmung des Stadiums und dem Befall
der Lymphknoten immer von Vorteil. Gut lokalisierte und klar strukturierte Tumore sind in der
Regel stets operativ zu entfernen. Bei den Tumoren der Stadien I, Il und Ill ohne MYCN-
Amplifizierung kann eine alleinige chirurgische Resektion eine vollstdndige Heilung bedeuten.
Tumore des Stadium IVs werden aufgrund der haufigen Spontanremission nur selten operiert.

1.1.7.2 Radiotherapie

Neuroblastome reagieren auf eine Bestrahlung sensitiv. Laut der Neuroblastomstudie NB2004 ist
jedoch die Bestrahlung ausschlieBlich fir Patienten mit Neuroblastom-Residualtumor
vorgesehen, der trotz einer Chemotherapie positiv fir eine Aufnahme von MIBG ist.

1.1.7.3 Chemotherapie

Die Behandlung von Neuroblastomen mit Zytostatika erfolgt in Blécken und schwankt bei
Standardrisikopatienten zwischen einer 3 und 4 monatigen Therapiedauer und bei
Hochrisikopatienten zwischen 5 bis 7 Therapiemonaten. Nach der Neuroblastomstudie NB 2004
kommen folgende Zytostatika zum Einsatz: Adriamycin, Carboplatin, Cisplatin, Cyclophosphamid,
Decarbazin, Etoposid, Ifosfamid, Melphalan, Vincristin und Vindesin. Das Ziel der Behandlung ist
sehr unterschiedlich und kann eine dauerhafte Remission des metastasierten Tumors oder eine
Teilremission mit anschlieBender postoperativer Resektion beinhalten. Eine weitere Ausreifung
von Tumorresten und eine palliative Therapie zur Symptomminderung kénnen ebenfalls das Ziel
einer Chemotherapie sein. Sehr haufig findet bei verbleibenden Tumorresten oder Rezidiven von
soliden péadiatrischen Tumoren eine myeloablative Megatherapie, eine Kombination aus
Hochdosischemo- und Strahlentherapie, mit einer anschlieBenden autologen Transplantation von
hamatopoetischen Stammzellen (HSZ) statt *’. Eine zusatzliche Behandlung mit G-CSF
(granulocyte-colony stimulating factor) dient der Verkirzung der Granulozytopenie nach
myeloablativer Megatherapie (NB 2004). Diese Art der Behandlung erfolgt neben Hochrisiko-
Neuroblastomen “® auch bei peripheren neuroektodermalen Tumoren der Ewing-Familie *% *°.
Wie schon zuvor beschrieben wurde, unterliegen einige Neuroblastome einer spontanen
Ausreifung durch Differenzierung und Transformation eines unreifen Neuroblasten in mature
neuronale Zellstrukturen. Als einer der potentesten Induktoren fir die Reifung und
Differenzierung von Neuroblasten zu neuronalen Zellen in-vitro und in-vivo wurde die Retinsaure
beschrieben °'. Bereits 1982 erkannte Sidell anhand von in-vitro Untersuchungen die
wachstumshemmende und Differenzierung-induzierende Wirkung von Retinsdure auf
Neuroblastome °2. Bei der Maturierung von unreifen Neuroblastomen kommt es vorrangig zur
Ausbildung von neuronalen Schwannzellen 2. Die Differenzierung-férdernden Eigenschaften von
natlrlichen und synthetischen Retinoiden stellen hierbei einen entscheidenden therapeutischen
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Ansatz bei der Behandlung von nicht regredienten Tumoren dar. Besonders vielversprechende
Anséatze ergeben sich daher bei der Behandlung von Neuroblastomen nach der meyloablativen
Megatherapie und hamatopoetischer Stammzelltransplantation in Kombination mit einer
anschlieBenden Erhaltungstherapie anhand der verschiedenen Retinoide all-frans Retinsdure
(ATRA), N-(4-hydroxy-phenyl)-Retinamid (4-HPR) und 13-cis-Retinsdure (13-cis RA), die eine
erhéhte Heilungs- und Uberlebensrate von Neuroblastom-Patienten beinhaltet °% °* 5%/ 96 57: 58

1.1.7.4 Anti-GD2 Antikérper-Therapie

In der Therapie von Neuroblastom-Patienten kommt es auch zum Einsatz von Antikdrper-
Behandlungen. Das Gangliosid GD2 ist ein Glykolipidantigen, das verstarkt und vornehmlich auf
der Oberflache von Neuroblastomzellen exprimiert wird. Aufgrund dieses tumorspezifischen
Markers werden monoklonale Anti-GD2 Antikdrper in der Tumortherapie von Neuroblastom-
Patienten eingesetzt. GD2 findet man neben Neuroblastomen ausschlieBlich in normalen
Geweben des peripheren Nervensystems und im Cerebellum. Eine unspezifische Wirkung durch
eine Ausbreitung des Anti-GD2 Immunglobulins wird durch die Blut-Hirnschranke unterbunden.
Ein monoklonaler Neuroblastom-spezifischer Anti-GD2 Antikérper ist ch14.18 . der aufgrund
des hohen immunstimulatorischen Potenzials bereits fiir den klinischen Einsatz etabliert wurde .
ch14.18 ist ein chimeres Konstrukt und besteht aus einer murinen variablen Region des Anti-
GD2 Antikérpers 14G2a und einer konstanten Region des humanen IgG;-Molekils. Durch
ch14.18 kommt es zu einer Antikdrper-vermittelten Zelllyse von Neuroblastomen durch Bindung
von Fc-Rezeptoren auf der Oberflache von Monozyten, Makrophagen und NK-Zellen ®'. In einem
zweiten Signalweg wird Uber ch14.18 das Komplementsystem aktiviert und die Zelllyse von
Neuroblastomzellen initiiert *°. Weiterhin wird ein dritter Effektormechanismus aus einer ch14.18-
induzierten Zelllyse Uber die Theorie des sogenannten ,anti-idiotypischen Netzwerkes” postuliert
%2 Die antigenen Determinanten jedes Immunglobulins lassen sich in Isotyp, Allotyp und Idiotyp
unterteilen. Wahrend die isotypische Spezifitat alle Immunglobuline der selben Klasse (A, D, E,
G und M) der schweren Kette umfasst und die allotypische Spezifitdt polymorphe
individualspezifische Determinanten des konstanten Immunglobulinbereichs (Fc-Fragment)
beschreibt (vergleichbar anderen Blutgruppenmerkmalen), bezieht sich die idiotypische Spezifitat
auf die variable antigenbindende Region des Immunglobulins (Fab-Fragment). Nach der Theorie
des idiotypischen Netzwerkes stimuliert ein Antigen X die Synthese eines Antikérpers Ab1
(Idiotyp), der seinerseits antigene Wirkung zeigt und einen zweiten Klon zur Produktion eines
Antikdrpers Ab2 (sogenannter Anti-ldiotyp) anregt, der zu Ab1 komplementar ist. In weiteren
Folgereaktionen stimuliert Ab2 die Generierung eines dritten Klons Ab3, der wiederum die
Bildung weiterer anti-idiotypischer Antikérper anregt. Diese Form der Generierung von anti- und
anti-anti-idiotypischen Antikérpern verstarkt in einem Netzwerk die Immunantwort durch klonale
Selektion gegen die Tumorzelle 2.

1.2 Retinoide

1.2.1 Historie

Schon die Griechen der Antike waren mit der medizinischen Praxis der Agypter vertraut und
verabreichten bei Nachtblindheit verschiedene Leberextrakte und -safte ®*. Mit Beginn des 20.
Jahrhunderts entdeckten Mc Collum und Davis (1913) einen fir Ratten wachstumsférdernden
Faktor aus der Butter und dem Eigelb, den sie ,fat-soluble A* bezeichneten. Die Struktur des
Vitamin A wurde schlieBlich durch P. Karrer aufgeklart % In den 40er Jahren gelang ebenfalls
die Identifikation zur Beteiligung des Retinal als Chromophor am Sehprozess °°. Weitere
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fundamentale historische Entdeckungen zeigten den Einfluss von Vitamin A in der
Embryonalentwicklung ®’, der Erhaltung des Immunsystems ® und der Reproduktion ®°. Vor 81
Jahren entdeckten Wolbach und Howe, dass Stammzellen unter Retinoidmangel nur
unvollstandig ausdifferenzierten °. Sporn filhrte in den siebziger Jahren den Begriff der
Chemopravention in Zusammenhang mit Retinoiden ein ”'. Eine tertiare Chemopravention soll
dabei das Krebsrisiko gefahrdeter Personen fiir Zweittumore durch nicht toxische Substanzen
auf der Ebene der Tumorinitiation, -promotion und -progression senken 2.

1.2.2 Definition

Das fettlésliche Vitamin A ist ein allgemeiner Begriff, der jedes natlrliche und synthetische
Retinoid umschreibt, das ahnliche biologische Aktivitat vergleichbar mit dem des Retinol besitzt
. Vitamin A ist fir den Sehvorgang, die Embryonalentwicklung und dem Gleichgewicht
zwischen Proliferation und Differenzierung von Zellen unentbehrlich. Laut der IUPAC-UAB
(International Union of Pure and Applied Chemistry — International Union of Biochemistry) wird
der Begriff eines Retinoids wie folgt definiert: ,Retinoide gehdéren zu einer Klasse von
Komponenten, die aus vier Isopreneinheiten bestehen, die in einer Kopf-Schwanz-Verbindung
stehen; alle Retinoide kénnen formell von einer monozyklischen Elternkomponente abgeleitet
werden, die fiinf C-C Doppelbindungen und eine funktionelle Gruppe am azyklischen Ende des
Molekiils enthalten.”. Der Familie der Retinole (Vitamin A) gehéren auch die Retinylester der
Linol-, Ol-, Palmitin- und Stearinsdure an. Eine stufenweise Oxidation des Retinol bildet liber das
all-trans Retinaldehyd (all-trans Retinal) letztlich die all-trans Retinsdure (ATRA), die die
eigentliche aktive Form darstellt. Diese drei Retinoide stellen die wichtigsten natdrlichen
Vertreter dar (Abbildung 1-2). Durch Umwandlung insbesondere der all-trans Retinsdure lassen
sich durch Isomerasen und nicht enzymatische Reaktionen diverse Retinoid-lsomere, wie die 9-
cis-, 11-cis-, 13-cis- und 9,13-di-cis-Retinsdure bilden % Mit Ausnahme der Sehfunktion sind die
Retinsaure-Molekle fir alle biologischen Funktionen des Vitamin A verantwortlich .

19 20
17 16
, > Z 1 ¥ PCH,OH CHO COOH
6 8 10 12 14
3 5
18
4

All-trans Retinol All-trans Retinal All-trans Retinsaure

Abbildung 1-2: Strukturformeln wichtiger natiirlicher Retinoide.

1.2.3 Metabolisierung und Retinoidrezeptoren

1.2.3.1 Transport von Retinoiden

Die Uber die Nahrung aufgenommenen Retinoide oder dessen Vorstufe (B-Carotin) werden in der
Leber als Retinyl-Ester gespeichert. Im Blutkreislauf werden durch Bindung an Albumin alle
lipophilen Komponenten transportiert. Fir den vornehmlichen Transport des fettléslichen Retinol
existiert im Serum ein spezielles Retinol-Bindeprotein (RBP) 2. Neben den extrazelluldren
Bindeproteinen existieren ebenfalls vier intrazellulare Tragerproteine fiir den Transport von
Retinoiden, die der Familie der Fettsdure-bindenden Proteine FABP (fatty acid-binding protein)
angehdren. Intrazellular existieren zwei Retinol-bindende Proteine CRBPI und CRBPII (cellular
retinol-binding protein). CRBPI und CRBPII sind in der Lage, intrazellular all-trans Retinol, 13-
cis-Retinol und all-trans Retinaldehyd zu binden "® 7. Die zwei weiteren intrazelluldren
Retinsdure-Bindeproteine CRABPI und CRABPII (cellular retinoic acid-binding protein) binden
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mit hoher Affinitat die all-trans Retinsaure ’’ und mit geringer Kapazitat auch die Isomere 9-cis-
und 13-cis-Retinsaure 2.

1.2.3.2 Regulierung des Retinsdurehaushaltes

Die biologisch aktive Form des Retinols stellt die all-frans Retinsaure dar. Die Regulierung und
Balancierung des Retinsduregehalts ist in der Zelle fir die Erfillung pluripotenter Funktionen
entscheidend und erfolgt Uber die enzymatische Biosynthese und die Metabolisierung * Bei der
Biosynthese von all-trans Retinsdure kommt es zundchst durch die Alkohol-Dehydrogenasen
ADH-1, -2, -3 und -4 zu einer Oxidation des all-trans Retinol zu den all-trans und 9-cis-
Retinaldehyden 7% 8% Hierbei wird durch die Alkohol-Dehydrogenasen bevorzugt an CRBPI
gebundenes Retinol als Substrat bevorzugt. In einem zweiten Oxidationsschritt wird das all-trans
Retinaldehyd durch Klasse 1 Aldehyd-Dehydrogenasen ALDH1A1, ALDH1A2 und ALDH1A3 zu
all-trans und 9-cis-Retinsaure prozessiert ®'* %2, Der Gegenspieler zur Biosynthese von biologisch
aktivem ATRA ist der Metabolismus und die Inaktivierung des Retinoids. In einem Phase-I-
Metabolismus von Retinsduren kommt es durch die Expression von Cytochrom P450-Proteinen
aus der CYP26-Familie ® zur Bildung biologisch weniger aktiver und leichter ausscheidbarer
Metabolite ®*. Inzwischen sind aus der CYP26-Familie drei Cytochrom P450-Proteine bekannt,
das Cytochrom P450RAI-1 (CYP26A1) ®°, das Cytochrom P450RAI-2 (CYP26B1) ® sowie das
kiirzlich klonierte Cytochrom P450 CYP26C1 #. Alle drei Cytochrome senken den intrazellularen
Gehalt an biologisch aktiver all-trans Retinsdure durch Prozessierung des an CRABPI
gebundenen ATRA 8 in 4-oxo-, 4-hydroxy- und 18-hydroxy-Intermediate. Ein weiterer
abbauender Schritt ist der Phase-lI-Metabolismus von Retinsduren durch die Konjugation mit
Glucoroniden. Durch eine B-Glucoronidierung mittels einer mikrosomalen UDP-
Glucoronosyltransferase (UGT) kommt es zur Bildung des besser wasserldslichen Metaboliten
all-trans Retinoyl-B-D-Glucoronid (all-trans RAG) aus all-trans Retinsaure 8 Die
ausgeschiedenen Metabolite an Retinoid-Glucoroniden lassen sich endogen im Serum sowie im
Urin nachweisen.

1.2.3.3 Nukledre Retinoidrezeptoren

Die pluripotente Wirkung von Retinoiden, insbesondere von all-trans Retinséure, erfolgt Uber
spezifische nukledre Rezeptoren 7%, die als Ligand-aktivierte Transformationsfaktoren fungieren
und an bestimmte DNA-Sequenzen (Response-Elemente) in der Promoterregion eines Gens
binden und die Expression regulieren. Diese nukledren Rezeptoren bestehen aus einer DNA-
bindenden und einer Ligand-bindenden Domane. 1987 wurde erstmalig durch Petkovich * und
Giguere °' die Existenz eines Retinsdure-Rezeptors beschrieben, der heute unter dem Namen
RARA existiert. Unter den Rezeptoren unterscheidet man zwischen den Retinsdure-Rezeptoren
RAR (retinoic acid receptor) und den Retinoid-X-Rezeptoren RXR (retinoid x receptor). Beide
Retinoid-Rezeptoren gehdren einer Superfamilie der steroidalen Hormonrezeptoren an, die den
Vitamin D- und Thyroidhormon-Rezeptor mit einschlieBt % Fur die Retinoid-Rezeptoren RAR
und RXR existieren jeweils ein a (RXRA, RARA), B (RXRB, RARB) und y- (RXRG, RARG)
Protein *. Aus der Klasse der Retinsdure-Rezeptoren konnten bisher das RARA °*°' RARB **
% und RARG °% 7 identifiziert werden. All-trans Retinsaure bindet ausschlieBlich den RAR-
Rezeptor. Im Gegensatz zu all-trans Retinsdure bindet 9-cis-Retinsdure an beide
Rezeptorfamilien °®. Nach Bindung von ATRA an RAR kommt es durch Bindung dieses
Komplexes an RXR zur Ausbildung eines RAR-RXR Heterodimers. In diesem Heterodimer
fungiert RXR als auxilidres Protein, dessen Aktivitdt vom Ligand unabh&ngig ist ® Im Vergleich
zu RAR erhélt RXR auch als Homodimer die Bindungskapazitdt zum Liganden aufrecht. Da 9-
cis-Retinsadure Uber RXR-Homodimere und RXR-Heterodimere mit anderen RXR-Rezeptoren
ausbilden kann, kénnte das biologische Wirkungsspektrum im Vergleich zu ATRA gr6Ber sein.
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Nach Bindung des Liganden (Retinoid) an die nukledren Rezeptoren und der Ausbildung von
Homo- und Heterodimeren wird die Funktion des Transkriptionsfaktors induziert. Durch diese
Transaktivierung der sogenannten Retinsdure-Rezeptor-Response-Elemente RARE (retinoic acid
receptor response elements) oder Retinoid-X-Response-Elemente RXRE (retinoid x receptor
response elements) wird durch Bindung des Transkriptionsfaktors an die DNA die Regulation von
Genen beeinflusst '°°. Die meisten RARE und RXRE bestehen aus sich wiederholenden
Halbelementsequenzen A(G)GGTCA mit einem Abstand von 1, 2 oder 5 Basenpaaren '*'. All-
trans Retinsdure kann Uber die Bindung mit dem RARA-Rezeptor auch mit AP-1, einem
allgemeinen Transkriptionsfaktor, Uber eine direkte Protein-Protein-Wechselwirkung an der AP-1
binding site interagieren und eine Transrepression hervorrufen. Durch Reduktion der AP-1
Expression und den damit gekoppelten und veradnderten membranassoziierten Signalen far
Hormone, Onkogene und Tumorsupressoren wird eine mdogliche Anti-Tumorwirkung durch
Retinoide diskutiert '®.

1.2.3.4 Anwendung von natlirlichen Retinoiden

Die Tatsache das Retinoide die Proliferation und Differenzierung von Zellen beeinflussen, macht
sie zu interessanten Molekllen in der therapeutischen Anwendung bei Neuroblastom-
Erkrankungen. Schon in den siebziger Jahren berichtete Sporn Uber die chemopraventiven
Eigenschaften von Retinoiden I Durch die Retinoid-vermittelte Induktion einer
Ausdifferenzierung von blastoiden Zellen enstehen neuronale Zellstrukturen (Ganglioneurome),
die mit einem Verlust der Malignitat einhergehen. Bereits Anfang der 80er Jahre zeigten erste in-
vitro Versuche mit Retinoiden eine antiproliferative Wirkung und Differenzierung von
Neuroblastomzellen %% 9% 1% pyrch die Retinoid-induzierte  Differenzierung in
Neuroblastomzellen kommt es zur Ausbildung von Axon-, Gliazell- und neuronalen Strukturen 104,
Weiterhin stimuliert in-vitro eine Behandlung von Neuroblastomzellen mit all-trans Retinsaure die
Expression der Zelladhdsionsmolekile HCAM, ICAM-1, NCAM, PECAM-1, VCAM-1 und HLA-
A,B,C '°°. Hinsichtlich der Differenzierung und antiproliferativen Wirkung auf Neuroblastomzellen
wird der 9-cis-Retinsdure im Vergleich zu 13-cis- und all-trans Retinsaure ein gréBeres Potenzial
zugeschrieben '°® 7. Durch Photoisomerisierung wurde die Differenzierung induzierende
Wirkung zwischen all-trans Retinsaure und 9-cis-, 11-cis-, 13-cis- und 9,13-di-cis-Retinsaure
anhand von embryonalen Karzinomzellen verglichen. Im Vergleich zu ATRA betragt hier
hingegen die Differenzierungsaktivitdt von 9-cis-, 11-cis-, 13-cis-Retinsaure nur 1/10, die der
9,13-di-cis-Retinsaure  1/100 '®. Demnach besitzen die verschiedenen Tumortypen
unterschiedliche Sensitivititen gegeniber den Retinoiden. Neben der Behandlung von
Neuroblastomen °* ' kommt es auch bei der akuten myeloischen Leukamie AML '"°, dem
Brustkrebs "', dem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom "2 dem Plattenepithelkarzinom des
Kopf- und Halsbereiches (HNSCC, head and neck squamous cell carcinoma) ', dem
Schilddrisenkarzinom ''*, den embryonalen Tumoren ' und dem Zervixkarzinom ''® zu einer
klinischen Anwendung von Retinoiden. Aufgrund einer héheren Toxizitdt sind 9-cis-Retinsdure
und all-trans Retinsdure durch schlechtere pharmakokinetische Eigenschaften fiir eine in-vivo
Behandlung im Vergleich zu 13-cis-Retinsaure weniger geeignet *°. Nachdem erste klinische
Studien wenig Erfolg bei Patienten mit rezidivierendem Neuroblastom zeigten ', konzentriert
man sich auf die Behandlung mit 13-cis-Retinsdure fiir eine Rezidivprophylaxe nach erfolgreicher
myeloablativer Megatherapie und anschlieBender Stammzelltransplantation ** ''®. Neuroblastom-
Patienten, die zuséatzlich mit hohen Dosen an 13-cis-Retinsdure behandelt werden, zeigen
dadurch deutlich héhere Uberlebensraten °°.
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1.2.3.5 4-HPR, ein synthetisches Retinoid

Das in der Tumorbiologie wohl populérste synthetische Retinoid ist das 4-HPR (N-(4-hydroxy-
phenyl)-Retinamid), das ebenfalls unter dem Namen Fenretinid bekannt ist. 4-HPR wurde durch
R. Gander in den 60er Jahren synthetisiert und 1976 durch Sporn ndher biologisch

charakterisiert .
OH
i it CH, CH, © /O/
R N

N
H

CHy 4-HPR

Abbildung 1-3: Strukturformel des durch R. Gander synthetisierten 4-HPR.

In einer Vielzahl von Tiermodellen ist die inhibitorische Wirkung von 4-HPR gegeniber den
Tumoren der Brust "', Blase '*°, Lymphknoten ', Prostata '®* und Lunge '** beschrieben.
Klinische Anwendungen mit geringen 4-HPR Serum-Konzentrationen von 1 bis 3 pM zeigen
ebenfalls chemopraventive Eigenschaften beim Brust- '**, Blasen- '** und Mundhdhlenkarzinom
126, Gegenwartig befindet sich die Anwendung von 4-HPR zur Behandlung von Neuroblastom-
Patienten in einer laufenden Phase I-Studie '*” '?®. Zunachst wurde in-vitro anhand von Zelllinien
und in-vivo an gesunden Patienten die Toxizitdt von 4-HPR bestimmt. In-vitro kann bereits an
verschiedenen Neuroblastom-Zelllinien die Anti-Tumorwirkung von 4-HPR gezeigt werden %% '%°,
Im Gegensatz zu den natirlichen Retinoiden, die das Tumorwachstum Uber die Induktion von
Differenzierung und antiproliferativer Wirkung beeinflussen, wirkt 4-HPR auf die Zellen
zytotoxisch durch die Aktivierung einer Apoptose '°% 2 3% Die Wirkung von 4-HPR kann im
Vergleich zu den natlrlichen Retinoiden Uber Retinsdure-Rezeptoren (RAR) und RAR-
unabhangige Mechanismen vermittelt werden '*'" 132,

1.2.3.6 Nebenwirkung von Retinoiden

Durch Retinsduren werden multiple unerwilinschte Nebenwirkungen erzeugt. Dosislimitierend
werden unter anderem Anamie, Exantheme, Hyperkalzamie, Ubelkeit, Thrombozytopenie, die
nach Therapieabbruch sistierten, beobachtet. Viele Patienten leiden unter gewisser Hauttoxizitat,
die sich in Form von trockener und schuppender Haut, Cheilitis, Konjunktivitis und erythematése
makulopapuldse Effloreszenz auBert '"®. Im Vergleich zu den natiirlichen Retinoiden besitzt 4-
HPR in-vivo eine geringere Toxizitdt und damit auch eine bessere Vertrdglichkeit bei den
Patienten '*°.

1.3 DNA-Microarray-Technologie

Basierend auf der vollstdndigen Genomsequenzierung seit dem Jahr 2001 und der daraus
resultierenden Menge an genetischen Informationen er6ffneten sich unerwartete Dimensionen in
der molekularbiologischen Forschung. Fur die darauf basierenden Anwendungen enstand der
Begriff der funktionellen Genomik %% Hinter dem Begriff der funktionellen Genomik verbirgt sich
die Untersuchung aller exprimierten Gene in einer Zelle zu einem Zeitpunkt in Abhangigkeit von
verschiedenen Zustianden wie Krankheit, Wachstum und schwankenden Umweltbedingungen '°.
Die Technologie des DNA-Microarrays entwickelte sich urspringlich aus dem Kklassischen
Southern und Northern Blot zur Detektion spezifischer DNA und RNA ¢ '  Die DNA-Array-
Technologie basiert auf der Hybridisierung zwischen markierten Oligonukleotid-Populationen mit
immobilisierten DNA-Sequenzen (Sonden, Oligonukleotide), die sich auf der Oberflache von
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Nylonmembranen '8, Glas '* oder Silizium '*° befinden kénnen. Ein DNA-Microarray besteht
aus vielen einzelnen DNA-Sonden (probes), die an definierte Positionen (spots) eines Rasters
(array) an eine feste Oberflache gebunden sind. Die fortschreitende Automatisierung erméglicht
gegenwartig das Aufbringen von (iber 500.000 DNA-Sonden auf einen Trager " '*2. Zusatzlich
kann nach Markierung von zwei unterschiedlichen Oligonukleotid-Populationen mit zwei
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen eine simultane Hybridisierung durchgefiihrt werden '*°.
Ahnlich wie der DNA-Microarray ist die SAGE-Analyse (Serial Analysis of Gene Expression) eine
weitere Methode zur simultanen Untersuchung des Genexpressionsmusters verschiedener
Gewebe oder Zellen '**. Die DNA-Microarray-Analyse beginnt zunachst mit einer Extraktion der
Gesamt-RNA. Nach Synthese der komplementdren cDNA durch eine Reverse Transkriptase
erfolgt mittels einer In-vitro-Transkription (IVT) die Bildung einer Biotin-markierten cRNA. Im
AnschluB wird die fragmentierte cRNA mit dem DNA-Microarray hybridisiert, mit Streptavidin-
Phycoerythrin (SAPE) geféarbt und das SAPE-vermittelte Signal im Scanner gemessen. Durch
einen Anti-Streptavidin Antikdrper lasst sich zuséatzlich eine Verstdrkung des Messsignals
erzielen.

Diese Anwendung ermdglicht immer umfassendere Datenmengen von Genexpressionsprofilen in
einem Experiment innerhalb kiirzester Zeit zu generieren '*°. Diese Eigenschaften erklaren die
verstarkte Anwendung der DNA-Microarray-Technologie in der naturwissenschaftlichen und
klinischen Forschung sowie deren Publikation in wissenschaftlichen Fachzeitschriften (Abbildung
1-4). Der Vorteil eines DNA-Microarrays liegt in der funktionellen Genomik. Durch Bestimmung
des Transkriptoms, der Summe aller exprimierten Gene, lasst sich das Expressionsprofil einer
Zelle identifizieren und vergleichen.
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Abbildung 1-4: Anzahl der auf der Microarray-Technologie basierenden Publikationen. Die logarhitmisch
dargestellte Zahl an Publikationen, welche unter Verwendung von Microarrays erstellt wurden, wurde durch Eingabe
der Suchkriterien ,Microarr™ und ,Jahreszahl* in die Entrez-Metasuchmaschine der biomedizinischen Datenbank des
National Center for Biotechnology Information (NCBI: www.ncbi.nim.nih.gov) gewonnen.

Das Transkriptom ist im Vergleich zum Genom dynamisch und stidndigen Anderungen
unterworfen '*®. Anhand des Microarrays lieBen sich trotz dieser schwankenden Eigenschaften in
der Vergangenheit diverse Tumore durch ihr charakteristisches Expressionsprofil von anderen
abgrenzen, klinisch genauer definieren und vor allem gezielter therapieren i
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2 ZIELSTELLUNG

Das Neuroblastom, ein extrakranieller, solider und maligner Tumor im Kindesalter 148, ist von der
Histologie wie der Ewing-Tumor, das Rhabdomyosarkom und einige Lymphome der Familie der
kleinen, rund und blauzelligen Tumore (SRBCT:; small round blue cell tumours) zuzuordnen '*°.
Momentan orientiert sich die Behandlung an der Therapiestudie ,NB 2004“ der Gesellschaft far
Péadiatrie und onkologische Hamatologie (GPOH). Die vielversprechendsten
Behandlungsmethoden sind die myeloablative Chemotherapie in Kombination mit einer
Transplantation hamatopoetischer Stammzellen ** *® sowie die immunologische Therapie mit
einem Anti-GD2 Antikorper °°. Da insbesonders Patienten mit fortgeschrittenem Tumorstadium
haufig ein Rezidiv erleiden, sind die aktuellen Behandlungsformen noch unbefriedigend und zu
verbessern "% %% Aus diesem Grund ist man bemiiht, neue und effektivere
Behandlungsstrategien zu entwickeln '*"* °% '3 Das Neuroblastom entspricht einer unreifen,
blastoiden Zelle, die aus einer neuroepithelialen Vorlauferzelle der Neuralleiste hervorgeht '°% %%
195 156; 157 158 159 Dieser niedrige Entwicklungsfortschritt macht das nur unvollstandig
ausdifferenzierte Neuroblastom fiir eine Behandlung mit Differenzierung-induzierenden Derivaten
des Vitamin A besonders empfanglich. Das Ziel dieser Arbeit lag in der Untersuchung der
differentiellen Genexpression von Retinoid-behandelten Neuroblastomzellen mittels der DNA-
Microarray-Analyse. Da Retinsaure bereits routinemaBig in der Therapie angewendet wird,
sollten die Untersuchungen zu den molekularen Mechanismen einer Wachstumshemmung und
Differenzierungs-Induktion durch die natirliche all-frans Retinsdure und das synthetische
Retinoid 4-HPR anhand von Neuroblastom-Zelllinien ndher charakterisiert und verglichen werden.
Aufgrund des gemeinsamen neuroektodermalen Ursprungs wurden sowohl Zelllinien aus der
Familie der Neuroblastome als auch der Ewing-Tumore mit Retinoiden behandelt und beziiglich
der Sensitivitat und der Differenzierungs-Eigenschaften verglichen. Ein weiterer Bestandteil der
Untersuchungen war, das Potenzial zur Induktion einer Differenzierung und die damit
verbundene Anderung des Expressionsprofils sowohl zwischen den verschiedenen
Neuroblastomzellen als auch dem 4-HPR und der all-trans Retinsdure zu vergleichen. Als
synthetisches Retinoid rlickt besonders 4-HPR in den Blickpunkt, da es sich laut einer neueren
Studie durch eine besonders gute Vertraglichkeit auszeichnet. All-trans Retinsdure ist im
Gegensatz zu 4-HPR weniger vertraglich. Jedoch ist die direkt in die Zelle aufgenommene oder
Uber die de-novo-Synthese gebildete all-trans Retinséaure eine natlrliche Variante des Vitamin A,
die intrazellular die biologisch aktivste Form unter den Retinoiden darstellt. Eine anschlieBende
Verifizierung der differentiell exprimierten Gene durch RT-PCR, quantitative real-time RT-PCR,
Western Blot und Durchflusszytometrie sollte neben einer ndheren Charakterisierung der
Differenzierung auch neue therapeutische Zielstrukturen identifizieren, um die Wirksamkeit der
Behandlungsmethoden zu verbessern. Die in-vitro Untersuchungen zur gezielten
Ausdifferenzierung eines Neuroblastoms zu neuronalen Strukturen, die zugleich mit dem Verlust
der Malignitat einhergeht, sollte letztlich auch zum besseren Verstandnis der bisher ungeklarten
Regression von spontan differenzierten Neuroblastomen dienen, wie sie beispielsweise bei
Patienten des Stadium IVs zu beobachten ist.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Soweit im Text nicht anders angegeben, wurden die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien
und Reagenzien von den Firmen VWR (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Merck Eurolab (Darmstadt)

und Sigma-Aldrich (Mlinchen) bezogen.

2".-Strand-Buffer
Acrylamid-Bis-L6ésung (37, 5:1)
Agarose

Antifoam

Biotin-CTP

Biotin-UTP
Biotin-Anti-Streptavidin-AK
BSA

Chloroform

Control Oligonucleotide B2
DEPC-Wasser

DMSO

DNA-Ligase (E. coli)

DNA Polymerase | (E. cof)
DNA-Probenpuffer

dNTP-Mix (10 mM)

Ethanol (96%)

Eucaryotic Hybridization Controls
Hering-Sperma DNA
Humanes Serum-Albumin
MEGAscript T7 Kit
Milchpulver, fettarm (Sucofin)
PBS
Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol
Phycoerythrin Streptavidin
Proteaseinhibitor-Cocktail
RNaseH

RNaseZap®

RNeasy Mini Kit

SSPE

Superscript Choice System
T7-(dT)24-Primer

Invitrogen, Karlsruhe
Merck KGat, Darmstadt
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Sigma Aldrich Chemicals, Steinheim
Roche Diagnostics, Mannheim

Roche Diagnostics, Mannheim

Vector Laboratories, Burlingname, USA
Invitrogen, Karlsruhe

Carl Roth Chemie, Karlsruhe
Affymetrix, Inc., Santa Clara, USA
Ambion, Austin, USA

Sigma Aldrich Chemicals, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

MBI Fermentas

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim

Affymetrix, Inc., Santa Clara, USA
Promega, Mannheim

Bayer, Wuppertal

Ambion, Austin, USA

TSI-Trade Service International
Biochrom, Berlin

Sigma Aldrich Chemicals, Steinheim
Molecular Probes, Leiden, Niederlande
Roche Diagnostics, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe

Ambion, Austin, USA

Qiagen, Hilden

BioWhittaker, Verviers, Belgien
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
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Tris-gepuffertes Phenol Fluka (Sigma Aldrich Chemicals, Steinheim)
TRIzol Invitrogen, Karlsruhe

Trypanblau Invitrogen, Karlsruhe

Trypsin/EDTA-Lésung Biochrom, Berlin

Tween-20 Pierce Chemicals, Rockford, USA

3.1.2 Zusammensetzung haufig verwendeter Puffer, L6sungen und Nadhrmedien

Wenn nicht anders angegeben, wurden s&mtliche Puffer, Lésungen und N&hrmedien mit
deionisiertem (bidestilliertem) Wasser hergestellt.

10x PBS (Phosphate Buffered Saline)
80 g/l NaCl; 2 g/l KCI; 11,5 g/l NapHPO,; 2,4 g/l KH,POy; pH 7,4

MACS (Magnetic Cell Sorting)-Puffer
1x PBS; 2 mM EDTA; 0,5% BSA

RIPA (Radioimmunoprecipitation)-Puffer
1% Igepal CA-300; 0,1% SDS in PBS; 0,5% Natriumdesoxycholat; 10% Protease- und 10%
Phosphataseinhibitorcocktail (Fa. Sigma)

5x SDS-PAGE-Probenpuffer
250 mM Tris; 10 mM EDTA; 5% (w/v) SDS; 0,005% B-Mercaptoethanol; pH 6,8

SDS-PAGE-Sammelgelpuffer
1,5 M Tris/HCI; pH 6,8

SDS-PAGE-Trenngelpuffer
1,0 M Tris/HCI; pH 6,8

SDS-PAGE-Laufpuffer
25 mM Tris; 200 mM Glycin; 0,1% (w/v) SDS; pH 8,6

Western Blot-Transferpuffer
25 mM Tris/HCI; 150 mM Glycerol; 20% (v/v) Methanol; pH 8,3

TBST (Tris Buffered Saline + Tween)
50 mM Tris; 150 mM NaCl; 1% Tween-20; pH 7,5

Stripping-Puffer
62,5 mM Tris; 2% (w/v) SDS; 100 mM B-Mercaptoethanol; pH 6,8

50x TAE (Tris-Acetat-EDTA)
2,0 M Tris; 50 mM EDTA; 1M Eisessig; pH 8,3

5x Fragmentierungspuffer
0,25 M Tris/Acetat; 32,4 g/l MgOAc; 49 g/l KOAc; pH 8,1
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5x RNA-Probenpuffer
50% Glycerol; 1 mM EDTA; 0,4% Bromphenolblau

5x DNA-Probenpuffer
250 mM Tris-HCI; 0,2% Bromphenolblau; 40% Glycerol; pH 7,5

2x Hybridisierungspuffer
200 mM MES; 2 M NaCl; 40 mM EDTA; 0,02% Tween-20

12x MES (2-[N-Morpholino]-Ethansulfonséaure)-Lésung
1,22 M MES; 0,89 M MES-Natriumsalz; pH 6,5

Non Stringent Wash A-Puffer
6x SSPE (20x SSPE-Stock: 3 M NaCl; 0,2 M NaH,POQO,; 0,02 M EDTA); 0,1% Tween-20; 0,005%
Antifoam

Stringent Wash B-Puffer
100 mM MES; 0,1 M NaCl; 0,01% Tween-20

2x Farbepuffer
200 mM MES; 2 M NaCl; 0,1% Tween-20; 0,01% Antifoam

LB-Medium
89/l NaCl; 10g/I Pepton; 5g/I Hefeextrakt; pH 7,0

S.0.C.-Medium
2% Trypton; 0,5% Hefe-Extrakt; 10 mM NacCl; 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,; 10 mM MgSO,; 20 mM
Glukose; pH 7,0

Miniprap-Lésung |
50 mM Glukose; 10 mM EDTA; 25 mM TRIS HCI; pH 8,0

Miniprap-Lésung Il
0,2 M NaOH; 1 % SDS; pH 12,5-13

Miniprap-Lésung Il
3 M KOAc

TE (1x)
1 M TRIS-HCI; 0,5 M EDTA

3.13 Verwendete Zelllinien, Gewebe und Medien fiir eukaryontische Zellkulturen

Soweit nicht anders angegeben, wurden die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zelllinien von der
Deutschen Sammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig) oder der
American Type Culture Collection (ATCC, Maryland, USA) bezogen. Fiir Expressionsuntersuchungen
wurde die Gesamt-RNA verschiedener humaner Gewebeproben der Fa. Becton Dickinson (Heidelberg)
verwendet.
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SH-SY5Y
Beschreibung:
Anmerkung:

Herkunft:
ID:

Kulturmedium:

SIMA
Beschreibung:
Anmerkung:

Herkunft:
ID:

Kulturmedium:

CHP-126
Beschreibung:
Anmerkung:

Herkunft:
ID:

Kulturmedium:

CHP-134
Beschreibung:
Anmerkung:
Herkunft:

Kulturmedium:

IMR-5
Beschreibung:
Anmerkung:
Herkunft:

Kulturmedium:

IMR-32
Beschreibung:
Anmerkung:

Herkunft:
ID:

Kulturmedium:

KELLY
Beschreibung:

humanes Neuroblastom

dreifach klonierte Unterzelllinie der 1970 etablierten neuroepithelialen Zelllinie
SK-N-SH aus der Knochenmarksbiopsie eines 4 jahrigen Madchens mit einem
metastasierten Neuroblastom '®°

DSMZ

DSMZ ACC 209

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM); 2 mM L-Glutamin; 1%
Penicillin/Streptomycin; 20% Fetales Kalberserum (FKS)

humanes Neuroblastom

Adrenaler Tumor eines 20-monatigen mannlichen Neuroblastom-Patienten mit
Tumorstadium 11 '’

DSMZ

DSMZ ACC 164

Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI1640); 2 mM L-Glutamin; 1%
Penicillin/Streptomycin; 10% FKS

humanes Neuroblastom

Etablierung aus einer groBen retroperitonealen Masse einer 14 Monate alten
weiblichen Neuroblastom-Patientin

DSMZ

DSMZ ACC 304

RPMI1640-Medium; 2 mM L-Glutamin; 1% Penicillin/Streptomycin; 20% FKS

humanes Neuroblastom

1976 etabliert durch Schlesinger et al.
Prof. Dr. F. Berthold (Klinikum der Universitat zu Kéln)

DMEM; 2 mM L-Glutamin; 1% Penicillin/Streptomycin; 10% FKS

162

humanes Neuroblastom

Etabliert aus Biopsie eines mannlichen Tumorpatienten '*®

Prof. Dr. F. Berthold (Klinikum der Universitat zu Kéln)

RPMI1640-Medium; 2 mM L-Glutamin; 1% Penicillin/Streptomycin, 10% FKS

humanes Neuroblastom

Abdominale Masse eines mit Neuroblastom diagnostizierten 1 Jahr alten
mannlichen Patienten '®

DSMZ

DSMZ ACC 165

RPMI1640-Medium; 2 mM L-Glutamin; 1% Penicillin/Streptomycin, 10% FKS

humanes Neuroblastom
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Anmerkung:
Herkunft:
ID:

Kulturmedium:

SK-N-MC

Beschreibung:

Anmerkung:
Herkunft:
ID:

Kulturmedium:

A673

Beschreibung:

Herkunft:
ID:

Kulturmedium:

HEK293

Beschreibung:

Anmerkung:

Herkunft:
ID:

Kulturmedium:

HT-1080

Beschreibung:

Anmerkung:

Herkunft:
ID:

Kulturmedium:

NALM-6

Beschreibung:

Anmerkung:

Herkunft:
ID:

Kulturmedium:

Jurkat

Beschreibung:

Anmerkung:

Herkunft:

Kulturmedium:

Neuroblastom-Patient mit 100-facher MYCN Amplifikation 2°

DSMZ

DSMZ ACC 355

RPMI1640-Medium; 2 mM L-Glutamin; 1% Penicillin/Streptomycin, 10% FKS

humaner Ewing-Tumor (initial als Neuroblastom beschrieben)
Etablierung aus einer Metastase '*°

DSMZ

DSMZ ACC 203

DMEM; 2 mM L-Glutamin; 1% Penicillin/Streptomycin; 10% FKS

humaner Ewing-Tumor

ATCC

ATCC CRL-1598

DMEM; 2 mM L-Glutamin; 1% Penicillin/Streptomycin; 10% FKS

humane embryonale Nierenzellline

Zellen aus primaren humanen embryonalen Nierenzellen, transfiziert mit
fragmentierter Adenovirus (AD 5)-DNA '

ATCC

ATCC CRL-1573

DMEM; 2 mM L-Glutamin; 1% Penicillin/Streptomycin; 10% FKS

humanes Fibrosarkom

Fibrosarkom-Biopsie eines 35 jahrigen mannlichen Patienten ohne Chemo-
oder Strahlentherapie '*

DSMZ

DSMZ ACC 315

DMEM; 2 mM L-Glutamin; 1% Penicillin/Streptomycin; 10% FKS

humane akute lymphoblastische Pre-B-Zell-Leukamie (B-ALL)

Etablierung aus dem peripherem Blut eines 19 jdhrigen mannlichen Patienten
mit Rezidiv einer ALL '

DSMZ

DSMZ ACC 128

RPMI1640-Medium; 2 mM L-Glutamin; 1% Penicillin/Streptomycin, 10% FKS

humane akute lymphoblastische T-Zell Leukdmie (T-ALL)

Etablierung aus dem peripherem Blut eines 14 jdhrigen mannlichen Patienten
mit akuter lymphoblastischer Leukamie (ALL) '®®

Prof. Dr. J. Langner (Universitat Halle-Wittenberg)

RPMI1640-Medium; 2 mM L-Glutamin; 1% Penicillin/Streptomycin; 10% FKS
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csii

Beschreibung: lymphoblastoide Zelllinie (LCL)

Anmerkung: Epstein-Barr-Virus (EBV) immortalisierte B-Zelllinie

Herkunft: PD Dr. M.S. Staege (Universitat Halle-Wittenberg)

Kulturmedium: X-VIVO15-Medium

10BK.1

Beschreibung: zytotoxischer T-Zellklon der Maus

Anmerkung: T-Zell-Klon aus Ovalbumin (OVA) immunisierten (B10 x B10BR)F1 Mausen
etabliert '®

Herkunft: Prof. Dr. A.B. Reske-Kunz (Universitat Mainz)

Kulturmedium: Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM); 2 mM L-Glutamin; 6 U/ml
humanes IL-2; 5 x 10° M B-Mercaptoethanol; 1% Penicillin/Streptomycin; 50%
FKS

Alle hier aufgeflihrten Zellkulturmedien und Zusatze wurden von den Firmen Biochrom AG (Berlin) und
Cambrex (BioWhittaker; Walkersville; USA) bezogen. Das fir die Bystanderlyse verwendete
Interleukin-2 und Octapeptid SIINFEKL wurde von den Firmen Roche Diagnostics (Mannheim) bzw.
WITA GmbH (Teltow) bezogen. Fir die Induktion der Differenzierung wurden die Retinoide all-trans
Retinsdure und 4-HPR der Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim) verwendet. Der Tyrosinkinase-Inhibitor STI-
571 wurde freundlicherweise von M. Hehme und G. Hoérning (Fa. Novartis) zur Verfligung gestellt.

3.1.4 Sequenzen verwendeter siRNA- und miRNA-Oligonukleotide sowie RT-PCR-Primer

siRNA- und miRNA-Oligonukleotide

Alle in der Arbeit verwendeten siRNA- und miRNA-Oligonukleotide wurden von den Firmen
Qiagen (Hilden) und Invitrogen (Karlsruhe) bezogen.

Tabelle 3-1: Verwendung synthetischer siRNA- oder endogen synthetisierter miRNA-Oligonukleotide

Bezeichung Zielsequenz (5'— 3") Hersteller
ASCL1 siRNA 1 CCC GAA CTG ATG CGC TGC AAA Fa. Qiagen
ASCL1 siRNA 2 CTC CAA CGA CTT GAA CTC CAT Fa. Qiagen
ASCL1 siRNA 3 CCG CGT CAA GTT GGT CAA CCT Fa. Qiagen
ASCL1 siRNA 4 GGC CAA CAA GAA GAT GAG TAA Fa. Qiagen
Kontroll-siRNA, FITC-markiert AAT TCT CCG AAC GTG TCA CGT Fa. Qiagen
Kontroll-siRNA, Alexa Fluor488 markiert =~ AAT TCT CCG AAC GTG TCA CGT Fa. Qiagen
ASCL1 miRNA (top strand ssOligo) TGC TGA GTT GGT GAA GTC GAG Fa, Invitrogen

AAG CTG TTT TGG CCA CTG ACT
GAC AGC TTC TCC TTCACCAACT

ASCL1 miRNA (bottom strand ssOligo) CCT GAG TTG GTG AAG GAG AAG Fa. Invitrogen
CTG TCA GTC AGT GGC CAA AAC

AGC TTC TCG ACT TCA CCAACT C

RT-PCR-Primer

Tabelle 3-2: Verwendete Primer fiir die RT-PCR
Genname Sequenz ProduktgréBe (bp)
ACTB Sense: 5-GGCATCGTGATGGACTCCG-3’ 613
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Genname Sequenz ProduktgréBe (bp)
Antisense: 5'-GCTGGAAGGTGGACAGCGA-3’

ASCLA1 Sense: 5-TCGCACAACCTGCATCTTTA-3 977
Antisense: 5'-CTTTTGCACACAAGCTGC AT-3

c-MYC Sense: 5-CCTACCCTCTCAACGACAGC-3 248
Antisense: 5'-CTCTGACCTTTTGCCAGGAG-3’

CD34 Sense: 5-GCAAGCCACCAGAGCTATTC-3’ 496
Antisense: 5-AAGGGTTGGGCGTAAGAGAT-3’

CD54 Sense: 5-CAGAGGTTGAACCCCACAGT-3’ 486
Antisense: 5-CATTGGAGTCTGCTGGGAAT-3’

CD117 Sense: 5-AGGTTGTGGAGGCAACTGCT-3 650
Antisense: 5-TCTTTGTGATCCGACCATGA-3’

CD133 Sense: 5-GCCACCGCTCTAGATACTGC-3’ 280
Antisense: 5-TGTTGTGATGGGCTTGTCAT-3’

CD184 Sense: 5-CTGAGAAGCATGACGGACAA-3 276
Antisense: 5'-GACGCCAACATAGACCACCT-3’

CDKN1C Sense: 5-CACGATGGAGCGTCTTGTC-3’ 256
Antisense: 5'-CACCGTCTCGCGGTAGAAC-3’

CYP26B1 Sense: 5-TGACAGGATCCCTGTGTTGT-3 216
Antisense: 5-CCAACATCGAAAGTGCTTCA-3’

CCND1 Sense: 5-CCACTTGAGCTTGTTCACCA-3’ 203
Antisense: 5-AACTACCTGGACCGCTTCCT-3’

DLKA1 Sense: 5-ACGATGGCCTCTATGAATGC-3’ 298
Antisense: 5-CTGCAGGTCTTGTCGATGAA-3’

EWS-FLI1 Sense: 5-CCACTAGTTACCCACCCCAAAC-3 331
Antisense: 3'- GTGATACAGCTGGCGTTG GCG-3’

GAPDH Sense: 5-CCATGGAGAAGGCTGGGG-3’ 194
Antisense: 5'-CAAAGTTGTCATGGATGACC-3’

GFAP Sense: 5-GCAGAGATGATGGAGCTCAATGACC-3’ 265
Antisense: 5'-GTTTCATCCTGGAGCTTCTGCCTCA-3

HES-1 Sense: 5-TGAGCCAGCTGAAAACACTG-3’ 294
Antisense: 5'-CATTGATCTGGGTCATGCAG-3’

IGFBP2 Sense: 5-CCTCAAGTCGGGTATGAAGG-3 268
Antisense: 5"-GAGGTTGTACAGGCCATGCT-3’

IGFBP4 Sense: 5-GTGACCACCCCAACAACAG-3’ 299
Antisense: 5"-ATCCAGAGCTGGGTGACACT-3’

IGFBP6 Sense: 5-GCTGTTGCAGAGGAGAATCC-3 259
Antisense: 5'-GGTAGAAGCCTCGATGGTCA-3’

LIPI Sense: 5- TCCGAGAATAGAGACCATTCTGA-3’ 653
Antisense: 5'- GCTCTCTGGTGGTTGCATTT-3’

MBP Sense: 5-ACACGGGCATCCTTGACTCCATCGG-3’ 386
Antisense: 5-TCCGGAACCAGGTGGTTTTCAGCG-3

MYCN Sense: 5-CTTCGGTCCAGCTTTCTCAC-3’ 200
Antisense: 5-GTCCGAGCGTGTTCAATTTT-3’

NFH Sense: 5-CTGGACGCTGAGCTGAGGAA-3’ 315
Antisense: 5-CAGTCACTTCTTCAGTCACT-3

NFL Sense: 5-TCCTACTACACCAGCCATGT-3 083
Antisense: 5"-TCCCCAGCACCTTCAACTTT-3’

NFM Sense: 5-TGGGAAATGGCTCGTCATTT-3’ 332
Antisense: 5'-CTTCATGGAAGCGGCCAATT-3’

NeuroD1 Sense: 5-CCGACAGAGCCCAGATGTAGTTCTT-3’ 592
Antisense: 5'-GCCCCAGGGTTATGAGACTATCACT-3

NPY Sense: 5-CCTCATCACCAGGCAGAGAT-3’ 101
Antisense: 5’- AGCCGAGTTCTGGGAACATT-3’

NOTCH-2 Sense: 5-AGGATGCAATGGATTTGAGC-3 151
Antisense: 5-CTGCCTTTGGGGATAGGTTT-3’

RARA Sense: 5-CTGAGAGCTACACGCTGACG-3’ 262
Antisense: 5-TTGAGGAGGGTGATCTGGTC-3’

RARB Sense: 5-GGTTTCACTGGCTTGACCAT-3’ 435
Antisense: 5"-TGCACCTTTAGCACTGATGC-3’

RXRA Sense: 5-CCTTTCTCGGTCATCAGCTC-3’ 207
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Genname Sequenz ProduktgréBe (bp)
Antisense: 5-CTTGGTGAAGGAAGCCATGT-3’

RXRB Sense: 5-CAGCCCCCAGATTAACTCAA -3 438
Antisense: 5"-ATCCTGTCCACAGGCATCTC -3

SCF Sense: 5-TTTGCCAAGTCATTGTTGGA-3’ 347
Antisense: 5-GATTTTTGGCCTTCCCTTTC-3’

SDF-1 Sense: 5-GTGGTCGTGCTGGTCCTC-3 215
Antisense: 5"-CTTTAGCTTCGGGTCAATGC-3’

SYP Sense: 5-CTTCCTGCAGAACAAGTACC-% 295
Antisense: 5-CTTAAACACGAACCACAGGT-3’

Wnt1 Sense: 5-ATGGGGCTCTGGGCGCTGTTGC-3’ 253
Antisense: 5-CCCACTCACGCTGTGCAGGATC-3’

Vektor pcDNA™ 6.2- EmGFP forward sequencing primer 282

GW/EmGFP-miR 5-GGCATGGACGAGCTGTACAA-3’

(Ligation mit miRNA) miRNA reverse sequencing primer
5-CTCTAGATCAACCACTTTGT-3"

Vektor pcDNA™ 6.2- EmGFP forward sequencing primer 218

GW/EmGFP-miR

(Ligation ohne miRNA)

5"-GGCATGGACGAGCTGTACAA-3’

miRNA reverse sequencing primer
5-CTCTAGATCAACCACTTTGT-3’

Alle hier aufgefihrten HPSF aufgereinigten Primer wurden von der Firma MWG-Biotech AG
(Ebersberg) bzw. Invitrogen (Karlsruhe) bezogen.

3.1.5

Antikorper fiir die Western Blot-Analyse

Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Antikérper fur die Western Blot-Analyse wurden von den
Firmen Santa Cruz Biotechnology (San Diego; USA) und Pharmingen (Heidelberg) geliefert.

Tabelle 3-3: Verwendete Western Blot-Antikérper

Bezeichnung Wirt Hersteller

Anti-human B-Aktin (C2), monoklonal Maus Fa. Santa Cruz Biotechnology
Anti-human MYCN (C-19), polyklonal Kaninchen Fa. Santa Cruz Biotechnology
Anti-human ¢c-MYC, monoklonal Maus Fa. Pharmingen

Anti-human FLI1 (C-19), polyklonal Kaninchen Fa. Santa Cruz Biotechnology
Anti-human CD184 (H-118), polyklonal Kaninchen Fa. Santa Cruz Biotechnology
Anti-human CD117 (M14), polyklonal Ziege Fa. Santa Cruz Biotechnology
Anti-Maus, HRP-konjugiert Ziege Fa. Santa Cruz Biotechnology
Anti-Kaninchen, HRP-konjugiert Ziege Fa. Santa Cruz Biotechnotogy
Anti-Ziege, HRP-konjugiert Kaninchen Fa. Santa Cruz Biotechnology
3.1.6  Antikérper fir die Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

Tabelle 3-4: Verwendete Fluoreszenz-markierte Antikérper in der Durchflusszytometrie

Spezifitat Marker Klon Isotyp  Hersteller Spezifitit Marker Klon Isotyp Hersteller
Isotyp PE X40 9G4 BD CD49b FITC 10G11 9G4 Immunotools
Isotyp PE X39 19G2a BD CD49f FITC NKI-GoH3 19G2a Immunotools
Isotyp FITC X40 9G4 BD CD52 PE CF1D12 19Gs Caltag
Isotyp FITC MOPC-21 IgGy.x  BD CD53 PE HI29 19Gi1,k BD

Isotyp FITC 713 19G2a Immunotools CD54 PE HA58 19G1,x BD
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Spezifitat Marker Klon Isotyp  Hersteller Spezifitit Marker Klon Isotyp Hersteller
Isotyp FITC G155-178 1gGga, k. BD CD54 FITC MEM-111 19G2a Immunotools
Isotyp FITC G155-228 IgM, BD CD56 PE B159 19Gi1,x BD

CD1a PE HI149 19Gy, BD CD57 FITC NK-1 IgM, k BD

CcD2 FITC RPA-2.10  1gGy, BD CD58 PE (AICD58.6)  19Gza, BD

CD3 FITC HIT3a 19G2s, k. BD CD59 PE p282 (H19)  19Gza, BD

CD4 PE SK3 19G1, BD CD61 FITC VI-PL2 19Gi, k¥ BD

CD5 FITC IC12 9G4 Immunotools CD63 FITC MEM-259 9G4 Immunotools
CD6 FITC MEM-98 9G4 Immunotools CD64 FITC 10. Jan 19Gy1, BD

CD7 FITC 7F3 9G4 Immunotools CD65w FITC 88H7 19G1, Immunotech
CD8 FITC HIT8a 19G1, BD CD65 FITC 88H7 IgM, x Immunotools
CD9 PE M-L13 19Gy, BD CD66b FITC B13.9 19G1 Immunotools
CD10 FITC WS8E7 19G2a BD CD66acde FITC IH4Fc 19G1 Immunotools
CD11a FITC TB-133 19G1 Immunotools CD69 PE L78 19G1 BD

CD11b FITC B2 IgM, « Immunotools CD71 FITC L01.1 19G2a BD

CD11c PE B-ly6 19G1, BD CD72 FITC J4-117 19G2s, K BD

CD13 PE L138 9G4 BD CD77 FITC 5B5 IgM, k BD

CD14 FITC MOP9 19G2 BD CD79a PE HM47 19Gy1, x BD

CD15 FITC MMA IgM, k BD CD79% PE CB3.1 19Gy, k¥ BD

CD16 PE 3G8 19Gi, k BD CD80 PE L307.4 9G4 BD

CD18 PE 06. Jul 19G1, BD CD81 PE JS-81 19G1, BD

CD19 FITC 4G7 19G1, k¥ BD CD83 PE HB15e 19G1, BD

CD20 FITC 2H7 19Gab, k. BD CD86 FITC 2331 19G1, BD

CD21 PE B-ly4 19G1, BD CD95 FITC DX2 9G4 BD

CD23 PE M-L233 19G1, BD CD99 PE TU12 19G2a, K BD

CD22 PE S-HCL-1 19G2p BD CD101 PE V7.1 19G1, BD

CD24 PE ML5 19Goa, k= BD CD103 FITC 2G5 19G2a Immunotools
CD25 FITC 2A3 9G4 BD CD106 PE 51-10C9 19Gy, k¥ BD

CD26 FITC M-A261 19G1, k¥ BD CD116 FITC S-50 19G1 BD

CcD27 FITC 9F4 19G2a Immunotools CD117 PE 104D2 19G1 BD

CD28 PE L293 9G4 BD CD122 FITC MIK-betal 19G2a Immunotools
CD29 PE HUTS-21  1gGzs, k' BD CD123 FITC S-12 9G4 BD

CD30 FITC BerH8 19Gi, BD CD131 FITC S-16 19G2 BD

CD31 FITC HEC-75 19Gi Immunotools CD133 PE AC133 19Gi Miltenyi
CD33 PE P67.6 19G; BD CD137 PE 4B4-1 19Gy, BD

CD34 FITC 581 19Gy, k¥ BD CD137L PE C65-485 19Gy, k¥ BD

CD35 FITC E11 19G1 Immunotools CD140b PE 28D4 19G2a, ¥ BD

CD36 FITC CB38 IgM, k BD CD151 PE 14A2.H1 19G1, k¥ BD

CD37 FITC NMN46 19G2a Immunotools CD154 PE 89-76 19Gi BD

CD38 FITC HIT2 19G1, BD CD184 PE 12G5 19G2a, ¥ BD

CD40 PE 5C3 19Gy, BD CD209 FITC DCN46 19G2b, K BD

CD41 FITC SK3 19G1, BD CcD210 PE 3F9 19G2a, K BD

CD41a FITC 6C9 19G1 Immunotools CD235a PE JC159 19Gy, DAKO
CD42b FITC MB45 19G1 Immunotools HER2/neu PE Neu 24.7 9G4 BD

CD43 FITC 1G10 19G1, BD HLA-AB,C FITC G46-2.6 19G1, k¥ BD

CD44 PE G44-26 19G2, k. BD HLA-A2 FITC BB7.2 19G2s, K BD

CD45 FITC HI30 19G1, BD HLA-I FITC W6/32 19G2a Sigma
CD45RA FITC FB-11-13  IgGy Immunotools HLA-DR FITC L243 19G2a BD

CD45RB FITC MEM-55 9G4 Immunotools Anti-PE ;';A;%Eeelt - 9G4 Miltenyi
CD45RO PE UCHL-1 19G2a BD
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Agarosegelelektrophorese

In Abhangigkeit von ihrem Molekulargewicht lassen sich lineare DNA- und RNA-Fragmente im
Agarosegel durch unterschiedliche Laufgeschwindigkeiten in einem Gleichspannungsfeld
préparativ auftrennen. Dazu wurden je nach GréBenbereich Agarosegele zwischen 1,0 und 2,2%
(w/v) Agarose in TAE-Puffer fir die DNA-Analytik und MOPS-Puffer fir die RNA-Analytik mit
0,0001% Ethidiumbromid hergestellt. Als Laufpuffer wurden ebenfalls TAE- und MOPS-Puffer
verwendet. Im Anschluss wurden die Proben mit den Ladepuffern gemischt und aufgetragen. Bei
einer Spannung von ca. 10 V/cm (60-140 V) erfolgte die Elektrophorese. Nach abgeschlossener
elektrophoretischer Auftrennung lieB sich die DNA und RNA mittels Interkalation mit
Ethidiumbromid in einem UV-Transilluminator visualisieren. Die Aufnahme der Agarosegele
erfolgte mit einem Geldokumentationssystem der Firma Bio-Rad (Minchen).

3.2.2 Konzentrationsbestimmung von RNA- und DNA-Nukleinsauren

Die Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren erfolgte photometrisch bei 260 und 280
nm in einer Quarzkivette. Als Referenz wurde H,O bzw. Diethylpyrocarbonat (DEPC)
behandeltes H,O (H.Opepc) flir RNA-haltige Proben verwendet. Eine optische Dichte (OD) ODygq
von 1 entspricht bei einer Kiivettentiefe von 10 mm einer Konzentration von 50 pg/ml (DNA) bzw.
40 pug/ml (RNA). Durch Bildung des Quotienten von ODsgo n/OD2gg nm konnte die Reinheit der
Nukleinsduren durch mdégliche Verunreinigungen mit Proteinen bestimmt werden. Dieser
Quotient sollte sich fur einen hohen Reinheitsgrad mdglichst zwischen 1,8 und 2,2 befinden.

3.2.3 Affymetrix DNA-Microarrays als Werkzeug der Genexpressions-Analyse

Mit Hilfe der Affymetrix DNA-Microarray-Analyse ist man in der Lage, in einem Experiment die
Expression von Genen im genomischen MaBstab durchzufiihren und dabei eine oder mehrere
Proben gleichzeitig untersuchen und vergleichen zu kénnen. Auf diese Weise lassen sich die
verschiedensten Tumorarten durch ihr spezifisches Expressionsmuster genauer diagnostizieren
und voneinander abgrenzen. Hierbei ergeben sich auch in der padiatrischen Onkologie neue
therapeutische Anédtze und Strategien fiir die Behandlung von kindlichen Tumoren. Aus diesem
Grund ist auch die stetig ansteigende wissenschaftliche Anwendung dieser Technologie auf
einem breitem Forschungsspektrum zu erklaren. Neben den Genen, die als DNA-Sequenz Uber
eine Boten-RNA (mRNA; messenger RNA) bekannte Proteine codieren, gelingt auch der
Nachweis von sogenannten EST's (expressed sequence tags). Hierbei handelt es sich um
mRNA-Transkriptionsprodukte, deren Sequenz bekannt ist, aber keinem funktionellen Gen bzw.
Protein definiert zuzuordnen ist "% """, Bei den hier beschriebenen Untersuchungen wurde der
DNA-Microarray HG-U133A und HG-U133Plus2.0 der Fa. Affymetrix (Santa Clara; USA)
verwendet. Nachfolgend ist die Bezeichnung Genchip als Synonym zum DNA-Microarray zu
verstehen. Das Prinzip der hier verwendeten Genchips beruht auf der Immobilisierung von
genspezifischen Sequenzen (DNA-Sonden), die direkt auf einer Matrix synthetisiert werden und
mit deren Hilfe sich durch Hybridisierung mit markierten RNAs (an Biotin gekoppelt) diese
nachweisen lassen. Vereinfacht gesehen, stellt diese Form der mRNA-Expressionsanalyse eine
Umkehrung zum Northern Blot dar, da stattdessen die mRNA nach dem Blot-Vorgang auf einer
Membran immobilisiert wird und sich anschlieBend die mRNA mit frei markierten DNA-Sonden
nachweisen I&sst. Die immobilisierten Oligonukleotide der DNA-Sonden auf den Affymetrix
Genchips sind 25 Basenpaare lang und erlauben somit keine hochspezifische Bindung mit der zu
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analysierenden RNA. Daher werden mehrere mdéglichst nicht lberlappende Sonden (in der
Summe je Gen als probe set genannt) auf dem Genchip gleichm&Big verteilt, um die Spezifitat
der Hybridisierung zu steigern. Durch gezielte Positionierung der in-situ synthetisierten
Oligonukleotide lassen sich bis zu 1 x 10’ Kopien eines Oligonukleotides je Sonde auf dem
Microarray platzieren '*% "% 78 Diese probe sets unterteilen sich zur Halfte zusétzlich in
genspezifische Sondensatze (perfect match probe, PM) und genunspezifische Sondensatze
(mismatch probe, MM). Jeweils eine genunspezifische und genspezifische Sonde bilden ein
Sondenpaar, wobei sich die genunspezifische Sonde nur durch den Austausch einer Base an
Position 13 unterscheidet. Durch den Einbezug und Vergleich von perfect match- und mismatch-
Sondenséatzen lassen sich unerwlnschte Effekte, wie das Hintergrundrauschen des Scanners,
Kreuzhybridisierungen sowie unspezifische Hybridisierungen minimieren und die Qualitat der
high density Oligonukleotid-Microarrays steigern. Das Microarray-System der Firma Affymetrix
besteht im Wesentlichen aus 4 Komponenten. Zum einen steuert ein zentraler Rechner alle
Gerate des Systems und speichert alle aus dem Scan-Vorgang gemessenen Rohdaten ab.
Weiterer Bestandteil des Systems ist der Hybridisierungsofen, in dem sich unter isothermen
Bedingungen und durch Rotation die beladenen Untersuchungsproben mit den Sondensatzen
des Genchips spezifisch hybridisieren lassen. Mit Hilfe einer Farbe- und Waschstation
(Affymetrix GeneChip Fluidics Workstation) lassen sich gleichzeitig mehrere Genchips durch
verschiedene Programme mit Farbstofflésungen beziehungsweise Waschprogrammen
behandeln. Die letzten wichtigen Geratekomponenten stellen die Laserscanner GeneArray
Scanner 2500 der Fa. Hewlett Packard (Palo Alto; CA; USA) fir den Affymetrix-Microarray HG-
U133A und GeneChip Scanner 3000 der Fa. Affymetrix fir den Microarray HG-U133Plus2.0 dar.
Aufbereitung und Analyse des Genexpressionmusters von den Patientenproben und Zelllinien ist
Bestandteil der ndchsten methodischen Abschnitte.

3.2.3.1 Isolation der Gesamt-RNA

Die zu untersuchenden Tumorzellen (1 bis 5 x 10° Zellen) wurden in 1 ml TRIzol-Reagenz
aufgenommen und durch mehrmaliges Auf- und Abziehen in einer Kanille (20x gauche)
homogenisiert, in ein 1,5 ml ReaktionsgefaB Gberfihrt und anschlieBend bei 12.000 x g (10 min,
4°C) zentrifugiert. Alle Zentrifugationen mit 1,5 ml und 2,0 ml ReaktionsgefédBen erfolgten stets in
der BIOFUGE fresco der Fa. Heraeus (Hanau). Bei der Aufbereitung von nativen
Patientenproben wurde die entnommene Biopsie (50-100 mg) ebenfalls in 1 ml TRIzol
aufgenommen und durch ein mit kleinen Kigelchen beladenes ReaktionsgefdB3 (fast RNA
pulverizer) im daflr vorgesehenen Geréat (fast prep) aufgeschlossen. Der von Zelltrimmern
befreite Uberstand wurde in ein neues GefaB iberfiihrt und mit 0,5 ul linearem Acrylamid (5 min,
RT) inkubiert. Im AnschluB wurde 0,2 ml Chloroform/1 ml TRIzol zur Probe hinzugegeben, kraftig
geschuttelt und fir 3 min bei RT inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation bei 12.000 x g (15
min, 4°C) wurde die obere, klare, wassrige und RNA-haltige Phase in ein neues ReaktionsgefaB
dberfahrt und mit 0,5 ml Isopropanol/1ml TRIzol gemischt und bei RT fir 10 min inkubiert.
Optionell kann das restliche Probenmaterial (DNA- und Protein-Anteil) der Inter- und Unterphase
ebenfalls verwendet werden. Durch eine Zentrifugation (12.000 x g, 10 min, 4°C) wurde die RNA
pelletiert, der Uberstand verworfen und das Pellet mit 1 ml 75-80% Ethanol/1 ml TRIzol
gewaschen. Im Anschluss wurde die RNA erneut zentrifugiert (7.500 x g, 5 min, 4°C), der
Uberstand verworfen und das Pellet unter einem Abzug fiir maximal 10 min vorsichtig getrocknet
und in 50 pl H,Opepc resuspendiert. Die isolierte Gesamt-RNA wurde auf deren Konzentration
und Qualitadt im Photometer und in einem 1,2% MOPS-Agarosegel anhand der 5s, 18s und 28s
ribosomalen RNA untersucht.
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3.2.3.2 Aufreinigung der préparierten Gesamt-RNA

Die préaparierte Gesamt-RNA wurde mit dem RNeasy Mini Kit der Fa. Qiagen gereinigt. Dazu
wurde das Probenvolumen mit H,Opegpc auf 100 ul eingestellt. Die weitere Aufarbeitung der
Probe erfolgte nach den Angaben des Herstellerprotokolls. In zwei getrennten Schritten wurde
die RNA mit jeweils 25 pl HoOpgpc aus den Waschséulen eluiert und vereint. Die somit gereinigte
RNA-Lésung (50 pl) wurde hinsichtlich Konzentration und Qualitdt in einem RNA-MOPS-
Agarosegel untersucht.

3.2.3.3 Erst-Strang cDNA-Synthese

Die aufgereinigte RNA wurde auf eine Konzentration von 15 pug/10 ul eingestellt. Fir die Primer-
Hybridisierung wurde 1 pl  T7-(dT)zs-Primer (100 pmol/yl) mit der Sequenz 5'-
GGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGGCGG-(dT)24-3" zu 10 pl RNA-Lésung
gegeben, fur 10 min bei 70°C inkubiert, fiir 5 s zentrifugiert und bei 4°C gelagert. Im Anschluss
wurden 7 ul Erst-Strang Master-Mix zu dem 11 pl RNA-Primer-Mix hinzugegeben.

Reagenzien (Master-Mix) (1x)
Erst-Strang-Puffer (5x) 4
DTT (0,1M) 2
dNTP (10 mM) 1
Gesamtvolumen 7 ul

Das Reaktionsgemisch wurde bei 37°C fir 2 min inkubiert. Durch weitere Zugabe von 2 ul
Reverse Transkriptase Superscript RT Il wurde der Reaktionsansatz (20 pl Endvolumen) fir 60
min bei 37 °C inkubiert.

3.2.3.4 Zweit-Strang-Synthese

Aus dem zuvor synthetisierten cDNA-Strang wird in der Zweit-Strang-Synthese ein Doppelstrang
produziert. Flir diesen Reaktionsschritt wurden 130 pl Zweit-Strang Master-Mix mit den 20 pl des
Erst-Strang-Reaktionsgemisches vereint. Die Zweit-Strang-Synthese inkubierte flr 2 h bei 16°C
und wurde durch Zugabe von 10 pl 0,5 M EDTA gestoppt.

Reagenzien (Master Mix) (1x)
H-0 91
Zweit-Strang-Puffer (5x) 30
dNTP (10 mM) 3

E. coli DNA-Ligase (10 U/ul) 1

E. coli DNA-Polymerase | (10 U/ul) 4
RNase H (2 U/ul) 1
Gesamtvolumen 130 pl

3.2.3.5 Phenol-Chloroform-Extraktion der cDNA

Die in der Erst- und Zweitstrang-Synthese entwickelte doppelstrdngige cDNA wurde durch eine
weitere Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt. Durch eine Gelschicht im ReaktionsgefaB
lieBen sich die wassrige und organische Phase leichter voneinander trennen. Zunachst wurden
diese mit Gel gefillten ReaktionsgefaBe (phase lock gel tubes) zentrifugiert (12.000 x g, 1 min).
Im Anschluss wurde der komplette cDNA-Syntheseansatz in die phase lock gel-ReaktionsgefaBe
Uberfahrt und mit 160 pl Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:21) versetzt, geschittelt und
bei maximaler Drehzahl fir 2 min zentrifugiert. Die obere Phase wurde enthommen und mit 1
Volumen 5 M NH,OAc vermischt. Nach der weiteren Zugabe von 2,5 Volumenanteilen Ethanol
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und 0,5 pl Glykogen wurde der Ansatz fiir 10 min bei -20°C inkubiert. Im darauffolgenden Schritt
wurde der Ansatz zentrifugiert (12.000 x g, 30 min, 16°C), das Pellet zweimal mit 500 pl kaltem
Ethanol gewaschen und letztlich erneut bei 12.000 x g (5 min, 16°C) zentrifugiert. Das DNA-
Pellet wurde zu allerletzt in 3 pl Rnase-freiem Wasser resuspendiert.

3.2.3.6 In-vitro-Transkription (IVT)

In der sich nun anschlieBenden In-vitro-Transkription (IVT-Reaktion) wurde die doppelstrangige
cDNA wieder in eine cRNA umgeschrieben. In diesem Synthese-Schritt wurden neben
unmarkierten auch Biotin-markierte Nukleotide mit in die cRNA eingebaut, die spéater fir die
Detektion essentiell waren. W&hrend der IVT kommt es bis zu einer 100-fachen Amplifikation von
cRNA-Transkripten, die durch eine T7-Polymerase katalysiert wird und erstmalig durch Van
Gelder et al. (1990) beschrieben wurde. In dieser experimentellen Analyse wurde fir die IVT das
MEGAscript T7 Kit benutzt. Dazu wurden 1,5 pl der frisch hergestellten cDNA mit 18,5 pl des
IVT-Master-Mix vermischt und far 6 h bei 37°C inkubiert.

Reagenzien (Master-Mix) (1x)
Ambion T7 ATP (75 mM) 2
Ambion T7 GTP (75 mM) 2
Ambion T7 CTP (75 mM) 1,5
Ambion T7 UTP (75 mM) 1,5
Biotin-CTP (10 mM) 3,75
Biotin-UTP (10 mM) 3,75
T7-Puffer Mix (10x) 2
T7-Enzym Mix (10x) 2
Gesamtvolumen 18,50 pl

3.2.3.7 IVT-Aufreinigung

Nach Beendigung der IVT-Reaktion wurde die synthetisierte cRNA mittels des RNeasy Mini Kit
gereinigt, deren Konzentration photometrisch bestimmt und die Qualitdt in einer MOPS-
Agarosegel-Elektrophorese analysiert.

3.2.3.8 Fragmentierung der cRNA

Um eine optimale Hybridisierung der Biotin-markierten cRNA mit der DNA des Microarrays zu
gewahrleisten, muB zunachst die cRNA in etwa 35 bis 200 Basenpaare (bp) groBe Fragmente
prozessiert werden. Dazu wurde eine cRNA-Konzentration von 16 pg/16 pl eingestellt. Die
Prozessierung der cRNA erfolgte durch Zugabe eines Fragmentierungspuffers (0,25 M
Tris/Acetat pH 8,1; 150 mM MgOAc; 500 mM KOAc) und inkubierte fiir 35 min bei 95°C. Die Giite
der fragmentierten cRNA wurde erneut in einer MOPS-Agarosegelelektrophorese kontrolliert.

3.2.3.9 Hybridisierung

Zu Beginn der Hybridisierungsreaktion wurde die fragmentierte cRNA flir 2 min bei 65°C erhitzt.
Im Anschluss wurden 20 pl cRNA mit 280 pl eines Hybridisierungs-Master-Mix zu einem
Hybridisierungscocktail vermengt.
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Reagenzien (Master-Mix) (1x)
H20 104
Eukaryontische Bio Hybr. Kontrolle (20x) 15

B2 Oligonukleotid Kontrolle (3 nM) 5
Hering Sperma DNA (10 mg/ml) 3
Acetyliertes BSA (50 mg/ml) 3
MES-Hybridisierungs-Puffer (2x) 150
Gesamtvolumen 280 pl

Weiterhin wurde dieser Hybridisierungscocktail fiir 5 min bei 99°C und im Anschluss fir 5 min bei
45°C inkubiert. Eine darauffolgende Zentrifugation (12.000 x g; 2 min) verhinderte das Auftreten
von unldslichen Schwebpartikeln in dieser Lésung. Bevor die Genchips beflllt wurden, erfolgte
zunachst eine Erwarmung auf RT. Im nachsten Arbeitsschritt wurden die Genchips (HG-U133A,
HG-U133PIlus2.0) mit 200 ul des Hybridisierungspuffers (1x) beflllt und fir 15 min bei 45°C unter
Rotation in einem Hybridisierungsofen préainkubiert. Nach dieser Vorinkubation wurden die
Genchips entleert und mit 200 pl des Hybridisierungscocktails befillt und rotierend fir 16 h bei
45°C inkubiert.

3.2.3.10 Waschen und Férben des Microarrays

Nach Abschluss der Hybridisierung wurde die L6sung aus den Microarrays entnommen (optionell
bei -80°C lagerbar) und mit 200 pl Puffer (Non-Stringent-Wash A) neu zur weiteren
Aufbewahrung (RT; dunkel) beflllt. Im n&chsten Arbeitsschritt wurde die SAPE (Streptavidin-
Phycoerythrin)-Lésung unter lichtgeschitzten Bedingungen hergestellt.

Reagenzien (SAPE-L6sung) (1x)

Farbepuffer (2x) 400
H20 360
Acetyliertes BSA (50 mg/ml) 32
SAPE (1 mg/ml) 8
Gesamtvolumen 800 pl

In der Fluidics-Station des Affymetrix Microarray-Systems wurden mittels des Waschprogramms
,EUKGE-WS1“ die in die Module eingepassten Genchips bei 25°C fir 30 min inkubiert und
automatisch mit den hergestellten Puffern Non-Stringent-Wash A und Stringent-Wash B
gewaschen.

3.2.3.11 Scan-Vorgang des Microarrays

Die nun zur Verflgung stehenden Microarrays wurden bei einer Wellenldnge von 570 nm
(Anregungswellenldange 488 nm) zweimal im GeneArray Scanner 2500 (Fa. Hewlett Packard)
bzw. GeneChip Scanner 3000 (Fa. Affymetrix) analysiert. Die dabei enstehenden
Fluoreszenzsignale wurden automatisch als Bild im gekoppelten Computer gespeichert.

3.2.3.12 Waschen und Zweitfdrbung mit Antikbrperverstarkung

Durch weitere Zugabe eines biotinylierten Anti-Streptavidin Antikdrpers und erneuter Farbung mit
der SAPE-Lésung kommt es zu einer Verstdrkung des emitierten Fluoreszenzsignals. Dazu
wurden die hybridisierten und bereits einmal geférbten Microarrays zuerst mit der SAPE-L&sung
(10 min; 25°C), darUber hinaus mit der Anti-Streptavidin Antikérper-Ldésung (10 min; 25°C) und
zuletzt mit der SAPE-L6sung (10 min; 25°C) in der Fluidics-Station unter der Steuerung des
Waschprogramms ,EukGE-WS2" behandelt.
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Reagenzien (Anti-Streptavidin Ak-Losung) (1x)

Farbe-Puffer (2x) 400
H20 355,2
Acetyliertes BSA (50 mg/ml) 32
Ziegen-lgG (10 mg/ml) 8
Anti-Streptavidin (0,5 mg/ml) 4,8
Gesamtvolumen 800 pl

3.2.3.13 Scanvorgang des Microarrays nach Antikérperverstdrkung

Wie zuvor beschrieben, wurden die Microarrays erneut bei einer Emissionswellenldange von 570
nm und einer Exikationswellenlange von 488 nm gescannt. Das aus den Fluoreszenzsignalen
resultierende Bild wurde automatisch in dem am System gekoppelten Computer gespeichert.

3.2.3.14 Computer-vermittelte Auswertung und Analyse der Genexpression

Nach Bindung der fluoreszenzmarkierten cRNA-Fragmente an die einzelnen Sonden des
Microarrays wurde das vom GeneArray-Scanner aufgenommene Bild der Flureszenzsignale als
Lichtsignal in ein 16 Bit-Computersignal transformiert und im Zentralrechner gespeichert.

3.24 Reverse Transkriptase und Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

3.2.4.1 Isolation und Aufreinigung der prédparierten Gesamt-RNA

Die Durchfiihrung zur Isolation der Gesamt-RNA mittels TRIzol und Aufreinigung mit Hilfe des
RNeasy Mini Kit ist aus der zuvorigen Beschreibung zur Aufarbeitung der Proben fir die
Microarray-gestitzte Expressionsanalyse zu entnehmen.

3.2.4.2 Reverse Transkription von mRNA

Fir einen 20 pl Reaktionsansatz wurde 1 pg RNA in 11 pl HxOpgpc gelést und mit 1 pl Oligo-
dT(12.15-Primer fir 10 min bei 70°C préinkubiert. Im Anschluss wurden zu dem RNA-Primer
Gemisch die restlichen Reagenzien in Form von 9 pl eines Master-Mix hinzugegeben und fir 60
min bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurde der Gesamtansatz von 20 pl durch Erhitzen (90°C, 5
min) inaktiviert.

Reagenzien (Master-Mix) (1x)
RT-Puffer (5x) 4
DTT (0,1 M) 2
dNTP (10 mM) 1
SuperScript Reverse Transkriptase |l 1
Gesamtvolumen 8 ul

3.2.4.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die RT-PCR (polymerase chain reaction) ist ein Verfahren zum Nachweis der mRNA-Expression
durch Umschreibung (Reverse Transkription) und Vervielfaltigung der cDNA mittels einer DNA-
Polymerase 7% Dazu wurden 2 ul der synthetisierten cDNA zu 23 ul eines PCR-Master-Mix
hinzugegeben.
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Reagenzien (Master-Mix) (1x)
PCR-Puffer (10x) 2,50
MgCl2 (25 mM) 1,50
dNTP (10 mM) 0,50
forward-Primer (25 pmol/pul) 0,25
reverse-Primer (25 pmol/pul) 0,25
Tag-Polymerase 0,20
H20 17,80
Gesamtvolumen 23,00 pl

Zu Beginn einer jeden PCR wurde bei 95°C fiir 5 min die cDNA denaturiert. Im Anschluss setzte
sich ein wiederholendes Programm fort, das aus den Schritten der Denaturierung (95°C, 30 s),
der Anlagerung des Primers (annealing; 60°C, 30 s) und der Verlangerung (elongation; 72°C, 45
s) bestand. Dieser Zyklus wurde in Abh&ngigkeit von der mRNA-Expressionsrate in 18 bis 34
Wiederholungen fortgesetzt. Im Anschluss an den letzten PCR-Zyklus kam es zu einer
einmaligen Verlangerungsreaktion von 7 min bei 72°C. Die Auswertung der amplifizierten PCR-
Produkte erfolgte in der Agarosegel-Elektrophorese und Betrachtung im UV-Transilluminator.

3.2.4.4 real-time RT-PCR-Amplifikation

Die real-time RT-PCR ist eine Methode, die es dem Anwender erlaubt, eine Vervielfaltigung des
MRNA-Transkriptes jeder Zeit zu verfolgen und zu quantifizieren. Die Detektion erfolgte mit dem
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green, der ein DNA-bindendes Fluorophor darstellt. Dieser
interkalierende Farbstoff bindet sequenzunabhédngig an die kleine Furche doppelstradngiger DNA.
Durch die Bindung wird die Fluoreszenz um das etwa 200-fache verstarkt. Am Ende jeder
Elongationsphase, wenn die gesamte DNA doppelstréangig vorliegt, wurde die Intensitat der
Fluoreszenz bei einer Wellenlange von 530 nm gemessen, so dass die zunehmende Menge an
PCR-Produkt Zyklus fir Zyklus beobachtet werden konnte. Das Signal war der Menge des
gebildeten PCR-Produkts proportional. Im Anschluss an die PCR erfolgte eine
Schmelzkurvenanalyse. Hierbei wurde durch langsamen Temperaturanstieg und kontinuierliche
Messung der Fluoreszenz die fiir das PCR-Produkt spezifische Schmelztemperatur ermittelt. Die
spezifische Schmelztemperatur ist als die Temperatur definiert, bei der 50% der DNA
einzelstrangig vorliegt. Sie ermdglicht die Identifikation des PCR-Produktes und die
Differenzierung von unspezifischen Produkten wie zum Beispiel Primer-Dimeren. Die
Durchfihrung der real-time RT-PCR erfolgte mit dem Rotor Gene RG-3000 (Fa. Corbett
Research; Sydney; Australien). Die Auswertung erfolgte anhand des Programms Rotor Gene 6.0.
Mit Ausnahme der Primer stammen alle Reagenzien aus der Produktserie QuantiTect SYBR
Green PCR der Fa. Qiagen ab. Fir jeden Reaktionsansatz wurden 2 pl cDNA in 18 pul eines
Master Mix hinzugegeben, der sich wie folgt zusammensetzte:

Reagenzien (Master-Mix) (1x)

Mix (1x) 10,00
forward-Primer (25 pmol/ul) 1,00
reversed-Primer (25 pmol/ul) 1,00
H20 6,00

Gesamtvolumen 18,00 pl
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AnschlieBend wurde die cDNA mit folgendem Programm im Rotor Gene RG-3000 vervielfaltigt:

95°C 15 min  Vordenaturierung

95°C 30s Denaturierung
62°C 30s Primer-Anlagerung | 39 Zyklen
72°C 45 s Elongation

72°C 5 min Elongation

3.2.4.5 2**° _Methode

Die 2*®' -Methode wurde bei der Berechnung von relativen Veranderungen der Gen-Expression
angewandt. Fir die in der real-time RT-PCR erhaltenen Rohdaten wurde der Threshold Cycle
(Ct-Wert) durch die Verlagerung der Basislinie in die exponentielle Phase der PCR ermittelt. Der
Threshold Cycle ist der Zyklus der PCR, in dem die Fluoreszenz einer Probe erstmals signifikant
Uber ihre Hintergrundfluoreszenz hinaus ansteigt. Damit Proben vergleichbar werden, musste
eine einheitliche Basislinie festgelegt werden. Um eine Aussage Uber relative Expressions-
verhaltnisse zu erhalten, mussten die erhaltenen Expressionsdaten der untersuchten Zielgene
mit einer internen Kontrolle, zum Beispiel einem Haushaltsgen (GAPDH, B-Aktin), normalisiert
werden. Die Vorteile der Normalisierung liegen in der Reduzierung der Varianz der
Expressionsergebnisse, da Gewebe- und Matrixeffekte unterschiedliche RNA-
Extraktionseffizienzen oder Fehler der RT-Reaktion gleichermaBen das untersuchte Zielgen und
die interne Kontrolle betreffen. Wurde eine normalisierte experimentelle Probe mit einer
normalisierten Kontrollprobe kalibriert, erhielt man relative Expressionswerte in Form eines Fold
Change (FC) '"°.

3.3 Zellbiologische Methoden

3.3.1 Kultivierung und Passagieren eukaryontischer Zellen

Alle fur die Zellkultur verwendeten Materialien waren steril verpackte Einmalartikel oder wurden
vor Benutzung autoklaviert (120°C, 30 min). Zur Rekultivierung von Zellen, die in flissigem
Stickstoff lagerten, wurden die im Kryoréhrchen befindlichen Zellen im Wasserbad bei 37°C
langsam aufgetaut. Nach der Uberfilhrung in ein 50 ml R&hrchen wurde unter sehr langsamer
Zugabe von kaltem Medium, die DMSO-haltige Zellsuspension zunehmend verdinnt. Im
AnschluB erfolgte eine Zentrifugation (210 x g, 10 min, RT), die Entfernung des DMSO-haltigen
Uberstandes und die Rekultivierung der Zellen in dem entsprechenden Medium. Samtliche
Zentrifugationen von 15 ml und 50 ml ProbengefaBe wurden mit der Multifuge 1S-R der Fa.
Hereaus (Hanau) durchgefiihrt. Die Kultivierung aller aufgelisteten Zelllinien erfolgte bei 37°C,
5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit im Brutschrank der Fa. Heraeus (Hanau). S&mtliche
Kultivierungsarbeiten wurden unter einer sterilen Werkbank (Fa. Heraeus) durchgefuhrt. Um
Kontaktinhibition wahrend einer hohen Zelldichte zu vermeiden, wurden adharent wachsende
Zellen zweimal wéchentlich passagiert, bevor deren Kultur konfluent war. Dazu wurde der
Zellkulturtiberstand einer 25 oder 75 cm?-Kulturflasche abgenommen und mit 5 ml PBS, zur
Entfernung von toten Zellen und Mediumrickstanden, gewaschen. Mit Hilfe einer Trypsin/EDTA-
Losung (7 min, 37°C, 5% CO,;) wurden die adharenten Zellen von der Oberflache der
Kulturflasche abgelést, in 10 ml Medium resuspendiert und anschlieBend entsprechend der
Proliferationsrate 1:6 bis 1:12 verdinnt und in maximal 10 ml (25 cmz-FIasche) und 20 ml (75
cm2) weiter kultiviert. Fir eine optimierte Proliferation der eigentlichen Suspensions-Zelllinie
CHP-126 wurde die Oberflache der Kulturflaschen mit Poly-L-Lysin behandelt, daraufhin wuchs
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diese Zelllinie jedoch adhéarent. Bei den weiteren Suspensions-Zelllinien (NALM-6, Jurkat und
10.BK1) konnten die Zellen direkt durch eine Verdinnung in frischem Medium weiter kultiviert
und vermehrt werden. Fir Experimente mit definierter Zellzahl erfolgte vor dem Ausplattieren
eine Zellzdhlung mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer der Fa. Brandt (Ludwigshafen). Dazu
wurde die Zellsuspension mit Trypanblau 1:5 bis 1:20 verdinnt und die Zellzahl in den vier
Eckquadraten (bestehend jeweils aus 16 Kleinquadraten) der Neubauer-Z&dhlkammer ermittelt.
Die Berechnung der Zellzahl pro Mililiter erfolgte anschlieBend gemaB der Formel:

Zellenproml=axbxc a = gezahlte Zellzahl (2)
b = Kammerfaktor (2.500/ml)
¢ = Verdinnungsfaktor

3.3.2 Kryokonservierung eukaryontischer Zellen

Zur Konservierung von adharenten oder Suspensionszellen wurden jeweils 1-2 x 10° Zellen in 1
ml Einfriermedium, einem zellspezifischen Medium mit 10% DMSO und 20% FKS versetzt,
resuspendiert und in 1,5 ml Kryorbéhrchen verteilt. Mit Hilfe eines mit Isopropanol gefillten
Kryoeinfrierbehélters wurden die Zellen langsam (-1°C/min) auf -80°C abgekuhlt. Die Lagerung
erfolgte letztlich in flissigem Stickstoff bei -180°C.

3.3.3 RNA-Interferenz (RNAi)

Die RNA-Interferenz (RNAI) ist in Eukaryonten eine Methode, die die Expression von Genen
posttranskriptionell hemmt '7® Durch den Einsatz von 21-22 Nukleotid groBen doppelstrédngigen,
linearen siRNAs (short interfering RNAs), shRNAs (short hairpin RNAs) oder miRNAs
(MicroRNAs) wird durch Bindung an den komplementaren antisense-Strang die Inhibierung und
der Abbau des mRNA-Transkriptes initiiert (Abbildung 3-1). Zum Auslésen eines selektiven
sequenzspezifischen mRNA-Abbaus durch RNAi muB zundchst die dopplestrangige RNA-
Vorstufe in 21 bis 23 lange Nukleotidfragmente durch einen Dicer (RNase Ill) prozessiert werden.
Als Ergebnis werden 21 bis 23 Nukleotid lange einzelstrangige siRNAs, miRNAs bzw. shRNAs in
einem RISC-Komplex (RNA-induced silencing complex) eingebaut. RISC ist ein RNA-haltiger
Multiproteinkomplex, der sich an die Ziel-mRNA sequenzspezifisch anlagert und das Transkript
selbst in weitere 21 bis 23 Nukleotid lange RNA-Stlicke prozessiert. Diese Fragmente dienen in
weiteren Folgezyklen erneut als inhibitorische RNA-Molekile und verstarken somit den Prozess
der posttranskriptionellen Hemmung.
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Abbildung 3-1: Vereinfachte Darstellung der RNA-Interferenz (RNAi) in Eukaryonten (Quelle: www.chemie.uni-
hamburg.de; modifiziert).
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3.3.3.1 Transfektion mit kationischen Lipiden

Fir die Zelltransfektion von siRNA-Molekilen mit kationischen Lipiden wurde mit den
Reagenzien Lipofectamine 2000 (Fa. Invitrogen), Oligofectamine (Fa. Invitrogen) und RNAI-
FECT (Fa. Qiagen) gearbeitet. 24 Stunden vor Transfektionsbeginn wurden die Zellen in einer 6-
Lochplatte so ausplattiert, dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion eine Konfluenz zwischen 50
und 60% aufwiesen. Zur Ausbildung der siRNA-Lipofectamine 2000 (Oligofectamine; RNAI-
FECT)-Komplexe wurden im ersten Schritt 100-500 pmol siRNA in 180 ul serumfreien Opti-MEM-
Medium (Fa. Invitrogen) gelést. Im zweiten Schritt wurden 3 ul Lipofectamine (Oligofectamine) in
20 pl serumfreien Opti-MEM-Medium geldst. Beide Ansatze wurden 5 min bei Raumtemperatur
getrennt prainkubiert, anschlieBend gemischt und fir weitere 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Zur serumfreien Transfektion der Zellen wurden diese mehrmals mit PBS gewaschen
und mit 800 pl Opti-MEM (berschichtet. Im AnschluB wurden die 200 pl siRNA-Lipid-Komplexe
direkt auf die Zellen gegeben und unter leichten rotierenden Bewegungen vermischt. Nach 4 bis
8 Stunden Inkubationzeit im Brutschrank (37°C, 5% CO,) erfolgte ein Mediumwechsel mit 2 ml
serumhaltigen Medium. Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz wurde neben den
genspezifischen siRNAs auch FITC oder ALEXA-Fluor488-markierte  non-silencing
(genunspezifische) siRNAs der Fa. Qiagen verwendet.

3.3.3.2 RNA-Interferenz durch Transfektion von siRNAs mittels AMAXA-Technologie

Die Nucleofector-Technologie der Fa. AMAXA (KéIn) ist im klassischen Sinne an eine
Elektroporation angelehnt. Bei dieser nichtviralen Transfektionsmethode sind dem Anwender
sowohl die elektrophysikalischen Eigenschaften als auch die Zusammensetzung der
zellspezifischen Pufferldsungen fiir die Elektroporation unbekannt. Mit Hilfe des AMAXA Cell
Line Optimization Nucleofector-Kits wurde die Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y, die das im
Rahmen dieser Arbeit untersuchte humane Gen achaete-scute complex, drosophila, homolog 1
(ASCL1) konstitutiv exprimierte, auf die Effizienz beziiglich einer Transfektion mit linearen
doppelstrangigen siRNAs untersucht. Bei dieser RNA-Interferenz (RNAI) sollte die Expression
des ASCL1 mRNA-Transkriptes durch komplementére siRNAs inhibiert werden. Als Reporter fir
die Effizienz der Transfektion von Nukleinsduren fungierten ALEXA Fluor488-markierte
unspezifische non-silencing siRNAs. Zur Optimierung wurden zunachst 2,5 x 10° Zellen in
jeweils 100 pl Nucleofector-Supplement-Solution-R (-T, -V) resuspendiert und mit 2 ug ALEXA
Fluor488-markierten non-silencing siRNAs vermischt. Im né&chsten Schritt wurde die
Zellsuspension in eine Elektroporationskiivette hinzugegeben und mit 3 verschieden starken
Programmen (A23 = mild; G16 = mittel und T27 = stark) elektroporiert. Die genauen
elektrophysikalischen Eigenschaften der Elektroporations-Programme wurden von der
Herstellerfirma nicht veréffentlicht. Nach der Elektroporation wurden die Zellen innerhalb von 15
min aus der Kilvette in eine 6-Lochplatte Gberflhrt und rekultiviert. Nach einer 24 stindigen
Kultivierung (37°C; 5% CO,) wurde die Transfektion im Fluoreszenzmikroskop analysiert. Mittels
der Durchflusszytometrie am FACScan der Fa. BD Biosciences (Heidelberg) konnte die
Transfektionsrate Uber die Fluoreszenz von ALEXA Fluor488 quantifiziert und verglichen werden.
Die héchste Transfektionsrate, die sich durch Optimierung der Elektroporations-Bedingungen
herauskristallisiert hatte, wurde fir die weiteren Untersuchungen zur RNA-Interferenz genutzt.
Dazu wurden 2,5 x 10° Zellen der Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y in 100 ul - der
Elektroporationslésung Nucleofector-Supplement-Solution-V resuspendiert und mit 2 uyg ASCL1-
siRNA oder non-silencing siRNA der Fa. Qiagen vermischt. Nach der Elektroporation und
Rekultivierung fiir maximal 72 h (37°C; 5% CO,) wurden die Zellen im FACS analysiert und die
Gesamt-RNA fir die Genexpressionsanalyse isoliert.
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3.3.3.3 miRNA basierende RNA-Interferenz von ASCL 1

Die durch MicroRNAs (miRNAs) vermittelte RNA-Interferenz ist ebenfalls eine
posttranskriptionelle Inhibition der Expression eines Gens durch gezielten Abbau des
komplementaren mRNA-Transkriptes '””. miRNAs sind Uiber einen Vektor endogen synthetisierte
22 Nukleotid lange Oligonukleotide, die ihre Wirkung Uber den beschriebenen Mechanismus der
RNAi ausiiben '"®. Die zu einer hairpin-Struktur transkribierten miRNAs werden durch die RNA-
Polymerase Il gebildet ' Die zunachst als pri-miRNAs exprimierten Oligonukleotide werden
durch eine nukledre RNase Il (Drosha) in 70 Nukleotid groBe miRNA-Vorstufen (pre-miRNAs)
prozessiert '8 AnschlieBend werden die prozessierten pre-miRNAs durch das doppelstrédngige
RNA-bindende Protein Exportin 5 vom Zellkern in das Zytoplasma transportiert '®'. Anhand eines
Dicers werden nach dem Transport die pre-miRNAs in 22 Nukleotid lange reife miRNAs
prozessiert und in einen RNA-induced silencing-Komplex (miRISC) vereinigt '®.

Die miRNA vermittelte RNA-Interferenz wurde anhand des BLOCK-iT™ Pol Il miR RNAi
Expression Vector Kit der Fa. Invitrogen (Karlsruhe) durchgeflihrt. Zunachst wurden die beiden
einzelstrangigen Oligonukleotide (ssOligo; single stranded Oligo) in DNase/RNase-freien H,O
mit einer Endkonzentration von 200 pM geldst. Im nachsten Arbeitsschritt wurden durch
Anlagerung (Annealing) die beiden einzelstrangigen Oligonukleotide zu doppelstrangigen
Oligonukleotide hybridisiert. Hierfir wurden in jedem Reaktionsansatz folgende Reagenzien
hinzugegeben und fir 4 min bei 95°C inkubiert:

Reagenz Volumen (ul)
top strand ssOligo (200 pM) 5

bottom strand ssOligo (200 uM) 5
Oligo-Annealing-Puffer (10x) 2
DNase/RNase-freies H20 8
Totalvolumen 20

Durch das langsame Abkuhlen der Reaktionsanséatze bei Raumtemperatur (10 min) erfolgte die
Anlagerung zu doppelstrangigen Oligonukleotiden (dsOligos). Nach einer kurzen Zentrifugation
(5 s) wurden die doppelstrdngigen Oligonukleotide in zwei Schritten verdinnt. Im ersten
Verdinnungsschritt (1:100) wurde 1 pl der doppelstrangigen Olgonukleotide (50 puM) mit 99 pl
DNase/RNase-freiem H,O gemischt. Die nun auf eine Konzentration von 500 mM reduzierten
doppelstréangigen Oligonukleotide wurden in einem zweiten Verdinnungsschritt (1:50),
bestehend aus 5 pl Oligo-Annealing-Puffer (10x), 44 ul DNase/RNase-freien H,O und 1 pl
doppelstréangigen Oligonukleotiden, auf eine Endkonzentration von 10 nM verdinnt. Als
Qualitatskontrolle fir die erfolgreiche Aneinanderlagerung wurden jeweils 5 pl der 500 nM
doppelstréangigen Oligonukleotide und 5 pul der 1:400 verdinnten einzelstrangigen
Oligonukleotide (200 pM) auf ein 4%iges Agarosegel aufgetragen und verglichen. Im nachsten
Arbeitsschritt erfolgte die Ligation der dsOligos in den Expressionsvektor, der als
Transfektionskontrolle das Grin-fluoreszierende Protein (EmGFP) enthielt. Fiir einen Ligations-
Ansatz wurden folgende Reagenzien verwendet:

Reagenz Volumen (pl)
Ligations-Puffer (5x)

linearisierter Vektor pcDNA'" 6.2-GW/EmGFP-miR
miR-ds Oligo (10 nM)

DNase/RNase-freies H-O

T4 DNA-Ligase

Totalvolumen 20

- O A~ N D
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Nach Zugabe aller Reagenzien wurde der Reaktionsansatz durch Vortexen gut vermischt. Die
Ligation erfolgte fir 15 min bei Raumtemperatur und wurde durch Inkubation auf Eis gestoppt.
Fir die anschlieBende Transformation in Escherichia coli (TOP10 cells) wurden 2 pul des
Ligations-Ansatzes mit 100 pl des Reagenz One Shot® TOP10 chemically component E. coli
gemischt und auf Eis fir 5 min inkubiert. Die Transformation der Zellen erfolgte mittels der
Hitzeschock-Methode (45 s, 42°C) und wurde durch Inkubation auf Eis gestoppt. Als néchstes
wurden die Zellen in 250 pl S.0.C.-Medium im Schittler (250 rpm) fiir 60 min bei 37°C inkubiert.
Innerhalb dieser Zeit wurden in den Bakterien die Gene fiir die erforderliche Resistenz
gegeniber dem Antibiotika transkribiert. 250 ul jedes Transformations-Ansatzes wurden auf eine
LB-Agarplatte inklusive 100 pg/ml des Antibiotika Blasticidin Gberfihrt und fir 24 h bei 37°C
kultiviert. Nach der Isolation eines Blasticidin-resistenten Klons wurden Ubernachtkulturen mit 4
ml LB-Medium angeimpft und im Schuttelinkubator (37°C, 250 rpm) vervielfaltigt. Im AnschluB
wurde die Plasmid-DNA  mittels  Mini-Praparation isoliert.  Alle  nachfolgenden
Zentrifugationsschritte erfolgten stets bei 4°C. Von der Ubernachtkultur wurden 2 ml der
Bakterien durch Zentrifugation (3 min, 4.600 x g) pelletiert, der Uberstand méglichst vollstandig
entfernt und das Pellet in 100 pl Miniprédp-Lésung | resuspendiert. Weiterhin wurden 200 pl der
Miniprép-Lésung Il hinzugegeben, gemischt und fir 5 min inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
Zugabe von Miniprap-Lésung Ill. Nach dem Mischen wurde fir 5 min auf Eis inkubiert und 10 min
bei 12.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in neue ReaktionsgefaBe (iberfiihrt, mit 400 pul
Isopropanol versetzt und fiir 15 min bei 12.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen,
das Pellet mit 500 pl 70% Ethanol gewaschen und erneut fir 5 min bei 13.000 x g zentrifugiert.
Nach Entfernung des Uberstandes wurde durch kurze Zentrifugation der restliche Alkohol mit der
Pipette abgenommen. Das Pellet wurde an der Luft getrocknet und in 30 pl TE+RNase (1:500)
aufgenommen und fiir 15 min bei 37°C geldst. In einer RT-PCR wurde die erfolgreiche Ligation
der doppelstrangien Oligonukleotide in den Vektor (pcDNA™ 6.2-GW/EmGFP-miR) anhand von
spezischen Nachweis-Primern kontrolliert. Mittels des EmGFP forward sequencing primer und
des miRNA reverse sequencing primer konnte im Agarosgel zwischen Klonen mit ligierter miRNA
und einer BasenpaargréBe von 282 bp sowie Klonen mit Leervektor und einer BasenpaargréBBe
von 218 bp unterschieden werden. Die Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y wurde mit 3 pug in TE-
Puffer geldster Plasmid-DNA transfiziert. Die Transfektion erfolgte mittels der Elektroporations-
Methode der Fa. AMAXA. Die Selektionierung der Plasmid-haltigen und nicht Plasmid-haltigen
Neuroblastomzellen erfolgte durch Anwesenheit von 100 pg/ml Blasticidin im Kulturmedium.

3.34 Durchflusszytometrische Analyse von Zellen

1953 wurde erstmals die Durchflusszytometrie durch P.J. Crosland-Taylor beschrieben '®°. Die
ersten fluoreszenzaktivierten Zellsortierungen im FACS (fluorescence activated cell sorter)
beschrieb 1969 Hulett et al. '®. Die fluoreszenzaktiverte Zellsortierung ist eine Methode zur
automatisierten individuellen Differenzierung und Zahlung von Zellen und Mikropartikeln. Das
Durchflusszytometer ist in der Lage, spezielle Zellmerkmale wie GréBe, Granularitat und verschiedene
Fluoreszenzen (FITC, PerCP, PE, Pl, Cy3, etc.) zu detektieren. Ein mit Puffer gefilltes
Leitungssystem nimmt die Zellen auf, um sie dann als feine Trépfchen an einem Laserstrahl vorbei zu
leiten. Die hochempfindliche Interaktionszone ist hierbei der Schnittpunkt zwischen dem
Probenstrom und einem bzw. mehreren fokussierten Lichtstrahlen (Laser, UV-Lampe) oder
einem elektrischen Feld. Das hier verwendete durchflusszytometrische System FACScan der Fa.
BD Biosciences (Heidelberg) besteht aus einem Argon-Laser. Optische (Streulicht, Fluoreszenz)
oder elektrische Signale werden sequentiell flir jeden einzelnen Partikel bzw. einzelne Zelle
generiert. Diese Signale werden optoelektronisch detektiert und in Form einer
Zellverteilungsanalyse (Histogramm, Dot Plot) angezeigt. Diese Zytogramme geben
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beispielsweise im Dot Plot mit FSC (forward sight scatter) und SSC (side scatter) Angaben Gber
die GréBe und Zellgranularitat. Bei der Darstellung im Dot Plot, der auch als Punktgraph
bezeichnet wird, werden ebenfalls zwei Fluoreszenzparameter gegeneinander aufgetragen und
jede Schnittstelle als Punkt angezeigt (korrelierte Zweiparameterdarstellung). Bei der Darstellung
im Histogramm (Einparameterdarstellung) bezieht sich die Abzisse auf den Fluoreszenzkanal,
wahrend die Ordinate die Anzahl der Messsignale in diesem Kanal darstellt. Durch Setzen eines
Auswertungsfensters (engl. ,gate”) lassen sich bestimmte Teilpopulationen von Zellen isoliert
und gezielt untersuchen.

3.3.4.1 Analyse transfizierter eukaryontischer Zellen

Fir die Untersuchungen zur Transfereffizienz von Nukleinsauren (siRNAs) durch kationische
Lipide oder durch die AMAXA Nucleofection-Technologie wurden anfanglich zur Optimierung
FITC- und ALEXA Fluor488-markierte siRNAs oder GFP als sogenannter Reporter im FACS
verwendet. Dazu wurden die Zellen trypsiniert, mit PBS gewaschen, zentrifugiert und 1 x 10°
Zellen in 1 ml PBS resuspendiert. In der darauffolgenden FACS-Analyse wurden 10.000 Zellen
detektiert und die Fluoreszenz (FI-1) von FITC-, ALEXA Fluor488- oder GFP-positiven Zellen
ermittelt.

3.3.4.2 Analyse fluoreszenzmarkierter Oberfldchenantigene

Es sind zahlreiche Oberflachenantigene bekannt, die neben Signaltransduktion-gekoppelten
Rezeptoren auch als membranstandige Proteine (Glykoproteine) mit enzymatischer Aktivitat
fungieren koénnen. Diese Oberflachenmolekiile werden je nach Funktion auf Zellen in
unterschiedlicher Menge und Zusammensetzung exprimiert. Damit ermdglichen sie eine
genauere Differenzierung von Zellpopulationen im Vergleich zu morphologischen Charakteristika.
Der Nachweis der Oberflachenantigene erfolgt Uber fluoreszenzmarkierte monoklonale
Antikérper.  Aufgrund des  Reaktionsverhaltens der  Antikbrper gegeniber den
Zelloberflachenmolekiilen werden diese einem sogenannten cluster of differentiation (CD)
zugeordnet.

Fir die Untersuchung zur Expression von bestimmten Oberflachenantigenen wurden die Zellen
schonend von der Kulturflaschenoberflache mit 0,5 mM EDTA/PBS gelést, zentrifugiert (300 x g,
10 min, RT) und mit einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Die Zellen (0,5 bis 1 x 10° Zellen)
wurden in 100 pl PBS im FACS-Réhrchen vorgelegt und anschlieBend mit 10 pl des
entsprechenden fluoreszenzmarkierten Antikérpers (FITC, PE, PerCP, Cy3 etc.) inklusive der
dazugehdrigen Isotyp-Kontrollen (1gGy, 1gGg, etc.) fir 30 min (4°C, im Dunkeln) direkt gefarbt.
Nach der Direktfarbung wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, zentrifugiert (300 x g, 10
min, RT), in 1 ml PBS resuspendiert und bei 4°C im Dunkeln fir die FACS-Messung flir maximal
3 h gelagert. Durch Fixierung der fluoreszenzgefarbten Zellen in 3% (w/v) Paraformaldehyd (4 °C,
dunkel) wurden die Proben konserviert und standen bis zu 14 Tage fir eine spatere FACS-
Messung zur Verfligung.

3.3.5 Separation von Tumorzellen

Aus einer Zellsuspension wurde die Zellpopulation angereichert und isoliert, die einen
bestimmten Oberflachenmarker (CD) exprimierte. Alle anderen Zellen, die dieses Antigen nicht
exprimierten, wurden depletiert. Fir die Separation der antigenexprimierenden Zellen wurde das
magnetaktivierende Verfahren MACS (Magnetic Activating Cell Sorting) der Fa. Milteniy Biotech
(Bergisch Gladbach) angewendet. Hierbei wird zunadchst das Oberflachenantigen von einem
primaren monoklonalen PE-markierten Antikérper gebunden. Im zweiten Schritt erfolgt die
Bindung zum primaren Antikérper Uber einen mit paramagnetischen Partikeln (microbeads)-
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gekoppelten sekundaren Anti-PE Antikérper. Die mit den Magnetpartikeln-markierten Zellen
lassen sich mit einer im Magnetfeld angebrachten S&ule immobilisieren und anreichern. Fir die
Durchfihrung der Separation wurden die Zellen durch Trypsinierung gewonnen, zweimal mit
PBS gewaschen und zentrifugiert (300 x g, 10 min, RT). AnschlieBend wurden 1 x 10’ Zellen pro
1 ml PBS mit 100 ul eines PE-markierten Anti-CD54, Anti-CD34 oder Anti-CD133 Antikdrpers
vermischt und far 30 min (4°C, dunkel) inkubiert. Nach der Inkubation wurde erneut zweimal mit
PBS gewaschen und jeweils fir 10 min zentrifugiert (300 x g, RT). Nach Verwerfen des
Waschiberstandes wurden die Zellen in 160 pl MACS-Puffer resuspendiert und mit 40 pl eines
mit Magnetkugeln-gekoppelten Anti-PE Antikérpers fir 15 min (4°C, im Dunkeln) inkubiert. Als
néchstes wurde der Ansatz mit 2 ml MACS-Puffer gewaschen und erneut zentrifugiert (300 x g,
10 min, RT). Durch Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellen in 500 pul MACS-Puffer
resuspendiert. Ein Teil der Probe (50 pl) wurde fir die durchflusszytometrische Bestimmung des
Verhaltnisses von vorseparierten zu separierten Zellen im FACS entnommen. Nach
Equilibrierung der LS-MACS-Saule mit 3 ml MACS-Puffer wurde die Saule in eine MACS-
Standapparatur mit Magnetblock platziert. Nach Verwerfen des Eluats wurde die mit
Magnetpartikeln gekoppelte Zellsuspension (450 ul) auf die Saule gegeben und das Eluat
(CD54-, CD34- bzw. CD133-negative Zellen) gesammelt. Durch dreimaliges Waschen mit je 3 ml
MACS-Puffer wurden die nicht magnetbindenden CD54-, CD34- bzw. CD133-depletierten Zellen
als Durchfluss gesammelt. Nach der Depletion und Entnahme der Saule aus dem Magnetfeld
wurden durch Zugabe von 5 ml MACS-Puffer unter Druck des Saulenstempels alle CD54-, CD34-
bzw. CD133-positiven Zellen eluiert. Die separierten bzw. depletierten Zellen wurden sowohl
rekultiviert als auch im FACS auf deren Antigenexpression untersucht.

3.3.6 Fluoreszenzmikroskopie von Zellen

Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen von FITC- oder GFP-markierten Zellen erfolgte
am Axiovert 25 der Fa. Zeiss (Jena). Das Prinzip liegt in der Absorption von kurzwelligem und
der Emission von langerwelligem Licht. Dieser als Stokes-Differenz bezeichnete Effekt entsteht,
wenn monochromatisches Licht auf Fluorochrom-markierte Zellen gerichtet wird. Viele
Fluorochrom-Farbstoffe (Quinin, Fluorescein, Rhodamin und Acridinorange) haben oft
aromatische Ringsysteme mit delokalisierten Elektronensystem. Diese Elektronen werden durch
das kurzwellige Licht in energetisch hdhere Elektronenschalen (Energiezustdnde) angehoben
und geben durch den Riickfall in den urspringlichen Zustand langwelliges Licht ab. Dieses
schwache Fluoreszenzlicht der Fluorochrome kann vom hellen Anregungslicht im Strahlengang
des Mikroskops durch eine Auswahl an Filtern getrennt und kompensiert werden. Dadurch
gelangt nur das Fluoreszenzlicht zur Bildentstehung.

3.3.7 Untersuchungen zur Zellviabilitat

3.3.7.1 MTT-Proliferationstest

Der MTT-Proliferationstest (Fa. Roche Applied Science) dient zur Analyse der Proliferation bzw.
Vitalitdt von Zellen. Der Test beruht auf der Proportionalitdt aus Farbstoffbildung und Aktivitat
von Dehydrogenasen in vitalen Zellen '® % Die Analytik basiert auf der Umwandlung des
schwach gelben MTT-Farbstoffes (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromids)
durch die in den Mitochondrien lokalisierten Dehydrogenasen vitaler Zellen zu Formazan.
Vorbereitend wurden 5.000 Zellen in 100 pl Kulturmedium in jedes Loch einer 96-Loch-
Kulturplatte verteilt und fiir 24 h in einem Zellinkubator (37°C, 5% CO,) inkubiert. Im Anschluss
wurden die auf ihre Zytotoxizitat bzw. antiproliferative Wirkung zu untersuchenden Reagenzien
mit einer Mehrkanalpipette in 1:4 Verdinnungsschritten austitriert und fur 96 h im Brutschrank
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(837°C, 5% CO,) kultiviert. Durch Inkubation der Zellen mit 10 pl einer MTT-Lésung (5mg/ml in
PBS) im Brutschrank (4 h, 37°C, 5% CO,) wurde durch die zellularen Dehydrogenasen das
wasserunldsliche, dunkelblaue Formazansalz gebildet. Zur Bestimmung der Absorption muBten
die Formazan-Salzkristalle durch Zugabe von 100 pl einer 10% SDS-Ldsung (je Loch der 96-
Loch-Platte) geldst werden. Hierbei erfolgte die Inkubation Uber Nacht ebenfalls bei 37°C im
Brutschrank. Letztlich wurde die Extinktion der zu untersuchenden Proben in einem ELISA-
Plattenlesegerat (Fa. Bio-Rad) bei einer Wellenlange von 550 nm und einer Referenzwellenlange
von 690 nm gemessen.

3.3.7.2 LDH-Test

Der Laktat-Dehydrogenase (LDH)-Test wurde mit dem Cytotoxicity Detection-Kit der Fa. Roche
Applied Science durchgefihrt und diente zur Untersuchung einer Zell-vermittelten Zytotoxizitat
im MaBstab einer 96-Lochplatte. Das angewandte Grundprinzip lag in der Messung der LDH-
Aktivitat im Zellkulturiberstand. Wahrend der gerichteten Zerstdrung einer Zielzelle durch eine
Effektorzelle wird aus dem zytoplasmatischen Raum der lysierten Zelle die Laktat-
Dehydrogenase in den Zellkulturiberstand sezerniert. Dieses gewonnene Enzym katalysiert in
einer Nachweisreaktion (Abbildung 3-2) das Laktat zu Pyruvat unter gleichzeitiger Bildung von
NADH und freiem H*.

1. Reaktionsschritt:

LDH
Laktat Pyruvat

YN

NAD" NADH + H*

2. Reaktionsschritt: U

Formazansalz Tetrazoliumsalz
(rot) Diaphorase (gelb)

Abbildung 3-2: Vereinfachte Darstellung eines LDH-Tests.

In einer zweiten durch die Diaphorase katalysierten Reaktion wurde das hellgelbe
Tetrazoliumsalz unter Beteiligung von NADH und H* in das zu messende Formazansalz (rot)
synthetisiert. Die Intensitat der Absorption ist dabei proportional zur Anzahl der toten Zellen.
Wichtige Zusatzparameter in der Berechnung der Zelllyse stellten auch die Kontrollen bestehend
aus Medium-kultivierten Zellen fiir den Hintergrund und mit 0,1% Triton X-100 behandelte Zellen
zur Bestimmung der maximalen Zelllyse dar. Zur Gewinnung des LDH-haltigen
Kulturiberstandes wurden die Zellen herunterzentrifugiert (300 x g, 10 min, RT) und 100 pl
Zellkulturlberstand der verschiedenen zu untersuchenden Ansatze mit 100 pl Reaktionsmix
bestehend aus Farbstoff (2-[4-lodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-phenyltetrazoliumchlorid) und
Diaphorase gemischt und far 30 min (RT) im Dunkeln inkubiert. Im Anschluss wurde die
Absorption der Proben mittels eines ELISA-Plattenlesers der Fa. Bio-Rad (Miinchen) bei 493 nm
gemessen.

3.3.8  Zellgenerationsanalyse

Die Generationsanalyse wurde mit dem Cell Census Plus™ System der Fa. Sigma-Aldrich
(Steinheim)  durchgefihrt und diente der Bestimmung der aufeinanderfolgenden
Tochtergenerationen von Tumorzellen. Dieses System basiert auf dem rotfluoreszierenden,
lipophilen Membranfarbstoff PKH26, der in der Durchflusszytometrie (Kanal FI-2) als Reporter fir
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die Generationsanalyse der Zellen fungiert. Dazu bestimmt man zun&chst die charakteristische
Fluoreszenzintensitat der PKH26-markierten, parentalen (elterlichen, urspriinglichen) Generation
zum Zeitpunkt Null. Im Verlauf einer Kinetik reduziert sich mit jeder Zellteilung und Bildung einer
neuen Tochtergeneration das PKH26-Fluoreszenzsignal. Die Reduktion der PKH26-Dichte und
die damit verbundene verringerte Fluoreszenz ist dabei parallel mit der Bildung darauffolgender
Tochtergeneration verbunden.

Fir die Untersuchungen wurden die entsprechenden Zellen durch eine Trypsin/EDTA-L&sung
abgeldst, mit PBS gewaschen, zentrifugiert und 5 x 10° Zellen in 1 ml PBS resuspendiert. Als
nachstes wurde 1 ml PKH26-Lésung (4 x 10° M) zu den Zellen hinzupipettiert und fiir 3 min (RT)
inkubiert. Zum Abstoppen der Farbereaktion wurde 5 ml FKS-haltiges Medium hinzugegeben und
zentrifugiert (300 x g, 10 min, RT). Nach dem Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellen fir
eine kinetische Untersuchung erneut in Kulturflaschen verteilt und rekultiviert. Am Tag 8 wurden
die Zellen erneut trypsiniert, gewaschen und in 3% PFA (in PBS) fixiert. Nach der Fixierung
erfolgte die Messung der PKH26-Fluoreszenz von 10.000 Zellen im FACScan. Die Auswertung
der PKH26-abhéngigen Fluoreszenz und die damit verbundene Verteilung der Zellgenerationen
erfolgte mittels des Computer-Programms ModFit LT 4.0 (Verity Software House, Inc.; Topsham;
USA).

3.3.9  Zellzyklusanalyse

Nach Behandlung der Zellen mit verschiedenen Reagenzien wurde eine Zellzyklusanalyse
durchgefiihrt. Diese Analyse gewinnt Erkenntnisse Uber den Proliferationsstatus und erlaubt
einen Einblick in die Verteilung der Zellen in die einzelnen Phasen des Zellzyklus, bestehend aus
Gi-, S- und Gy-Phase (Abbildung 3-3). Dabei nutzt man den unterschiedlichen Gehalt der
zellularen DNA in jeder einzelnen Phase des Zellzykluses aus. So liegt in der Gi-Pase die
einfache und in der G,-Phase, nach Durchlaufen der DNA-Replikation (S-Phase), die doppelte
Chromatidenmenge vor, solange der doppelte Chromatidensatz sich durch die anschlieBende
mitotische Zellteilung (M) nicht halbiert hat. In Abh&ngigkeit des durchlaufenden Abschnittes
einer Zelle im Zellzyklus interkaliert Propidium-lodid (PI) mit unterschiedlichen DNA-Mengen und
erzeugt in der Durchflusszytometrie zwei unterschiedlich starke Fluoreszenzsignale (Kanal FI-2).
Diese beiden im Histogramm ersichtlichen G- und G,-Peaks werden von der Fluoreszenz der S-
Phase miteinander verbunden. Fiur die Zellzyklusuntersuchung wurde das Analysesystem DNA
Staining Reagents der Fa. Sigma verwendet. Hierflir wurden die Zellen durch Trypsinierung (10
min, 37°C, 5% CO,) geldst, mit PBS gewaschen, zentrifugiert (300 x g, 10 min, RT) und ca. 1 x
10° Zellen pelletiert. Das Zellpellet wurde in 200 ul eines Citrat-Puffers resupendiert und durch
Zugabe von 900 pul Lésung A (Trypsin-Lésung) unter Schiitteln (10 min, RT) permeabilisiert.
Danach wurde zu dem Gemisch 750 pul einer Lésung
B (Trypsin-Inhibitor, RNase A-Ldsung) hinzu-
gegeben und far 10 min unter Schitteln inkubiert.
Am Ende wurden weitere 750 pl einer Propidium-
lodid Lésung (Lésung C) hinzupipettiert und unter
Lichtausschluss fir weitere 10 min geschittelt.
SchlieBlich wurden 10.000 mit Propidium-lodid
geféarbte Zellen im Durchflusszytometer analysiert.
Mittels des Computerprogramms Cell Cycle Analysis
CYLCHRED1.0.2 (Universitat Cardiff; Wales, . .

. . . Abbildung 3-3: Vereinfachte Darstellung des
England) konnte die Verteilung der Zellpopulationen  zelizyklus.
in den einzelnen Phasen des Zellzyklus ermittelt
werden.
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3.3.10 Bystander-Lyse von Tumorzellen

CD8" zytotoxische T-Lymphozyten (CTLs) werden Uber ein an HLA-Klasse | gebundenes Antigen
auf der Oberflache einer Zielzelle aktiviert. Durch Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen kénnen
unter bestimmten Umstanden sich in direkter Nachbarschaft befindende Zellen lysiert werden,
ohne dabei fiir die urspringliche Antigen-induzierte Reaktion verantwortlich zu sein. Eine solche
durch zytotoxische T-Zellen-vermittelte Zelllyse bezeichnet man als Bystanderlyse '87 188189190
'*1 Die Untersuchung zur Bystander-Lyse von Neuroblastom-Zellen erfolgte mit Hilfe des CTL-
Klones 10BK.1 "% 8719 Hierbei handelt es sich um einen murinen zytotoxischen T-Zell-Klon,
der den CD8" T-Lymphozyten angehért. Weiterhin ist dieser T-Zellklon in der Lage, sich Uber
HLA-Klasse | Antigene untereinander zu prasentieren und somit auch gegenseitig zu aktivieren.
Dieser generierte murine T-Zellklon wachst in Abwesenheit antigenprasentierender Zellen (APC)
ausschlieBlich in Anwesenheit eines speziellen Epitopes, dem prozessierten Ovalbumin (OVA)-
spezifischen Octapeptid SIINFEKL (OVAgs7.064). Fir die Untersuchungen zur 10BK.1-vermittelten
Bystanderlyse von Neuroblastomzellen wurden 20.000 Tumorzellen mit 100.000 Zellen des
10BK.1 T-Zellklons (Verhéltnis 1:5) in FKS-freiem X-VIVO Medium mit einem Gesamtvolumen
von 150 pl in einer 96-Lochplatte inkubiert. Je nach Ansatz wurden zuséatzlich das Octapeptid
SIINFEKL (30 ng/ml), Interleukin-2 (100 U/ml) und Triton X-100 (0,1%) zur Bestimmung der
Maximallyse hinzugegeben. Fir jede der unterschiedlich behandelten Tumorzelllinien (TZ) SH-
SY5Y, SK-N-MC und A673 mit Medium, DMSO und ATRA ergaben sich folgende
Reaktionsansatze:

Ansatze mit Tumorzellen (TZ) | Kontroll-Ansatze
TZ 10BK.1

TZ + 10BK.1 10BK.1 + Peptid
TZ + 10BK.1 + Peptid 10BK.1 + IL-2

TZ + 10BK.1 + IL-2 Medium

TZ + Peptid

TZ + IL-2

TZ + TX-100

Im Anschluss wurden die 96-Lochplatten zur Erhdhung des Zellkontaktes mittels der Variofuge
3.0 der Fa. Heraeus (Hanau) zentrifugiert (5 min, 80 x g) und fir 4 h im Brutschrank (37°C, 5%
COy) inkubiert. Als nachstes wurde durch einen weiteren Zentrifugationsschritt (5 min, 80 x g)
der Kulturliberstand gewonnen, bei 4°C gelagert und im LDH-Test die eingetretene Zelllyse
untersucht.

3.3.11 Analyse zur Invasivitat von Tumorzellen

Das System BD BioCoat Matrigel Invasion Chamber wurde von der Fa. BD Biosciences bezogen
und diente zur ndheren Untersuchung der individuellen Invasivitdt von Tumorzellen. Dieses in-
vitro System dient zur Bestimmung der Migrationseigenschaften von Tumorzellen, welche
aufgrund eines chemotaktischen Botenstoffgradienten durch eine Matrix (sogenanntes Matrigel)
hindurch wandern. Die PET-Membran eines Matrigels ist von 8 um groBen Poren durchzogen
und selektioniert somit invasive (maligne) von nicht-invasiven (niedrig maligne) Zellen. Die
Matrigel-Matrix wurde urspriinglich aus einem Maussarkom (Engelbreth-Holm-Swarm) extrahiert
und beinhaltet Komponenten der extrazellularen Matrix, wie Laminin, Kollagen IV, Heparansulfat-
Proteoglykan, Entactin, TGF-B (transforming growth factor-f) und basischer FGF (fibroblastic
growth factor) '°%'%°, Fiir die Untersuchungen wurde im MaBstab einer 6-Lochplatte mit 10 cm?
groBen Matrigel-Einsatzen gearbeitet. Dazu wurden die Platten mit den Matrigel-Einséatzen nach
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der Lagerung bei -20°C auf RT erwarmt und anschlieBend mit je 2 ml Kulturmedium im &uBeren
und inneren Kompartiment fir 120 min im Brutschrank (37°C, 5% CO,) rehydratisiert. Nach
anschlieBender sorgsamer Entfernung des Mediums wurde das &uBere Kompartiment (6-
Lochplatte mit Matrigelunterseite) mit 2,5 ml frischem Medium in An- und Abwesenheit des
chemotaktischen Botenstoffes SDF-1 (200 ng/ml) beflllt. In das innere Kompartiment
(Matrigeloberseite) wurden die zu untersuchenden Tumorzellen (1,25 x 10° Zellen/ml/Einsatz)
mit und ohne zuvoriger Retinoid-Behandlung in 2 ml Kulturmedium ausgesetzt. Nach einer
Inkubation von 48 h im Zellinkubator (37°C, 5% CO,) wurden die migrierten Zellen, die sich an
der Matrigelunterseite befanden, gezahlt. Im Phasenkontrastmikroskop wurden die sich an der
Unterseite des Matrigels befindenden invasiven Zellen in je 8 horizontalen und vertikalen
Gesichtsfeldern bestimmt.

3.4 Proteintechnologische Methoden

3.4.1 Proteinisolation durch Zell-Aufschluss mit RIPA

Zunachst wurden die kultivierten Zellen trypsiniert, mit PBS gewaschen und anschlieBend
zentrifugiert (300 x g, 10 min, RT). Das daraus resultierende Zellpellet wurde in 100 ul RIPA-
Puffer pro 1 x 10° Zellen resuspendiert. Durch ein anschlieBendes Auf- und Abziehen mit einer
Kanule (22x gauche) wurden die Zellen vollstandig lysiert. In einer anschlieBenden Zentrifugation
(10.000 x g, 10 min, 4°C) wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaB Gberfihrt und das
Proteinlysat von Zelltrimmern befreit.

3.4.2 Proteinisolation aus TRizol

Nach der Prézipitation der DNA (siehe TRIzol-Protokoll) wurde der Uberstand mit 1,5 ml
Isopropanol pro 1 ml TRIzol gemischt. Nach einer Inkubation von 10 min bei Raumtemperatur
wurden die Proteine prazipitiert und abzentrifugiert (12.000 x g, 10 min, 4°C). Nach Entfernung
des Uberstandes wurde das Pellet zweimal mit 2 ml 0,3 M Guanidinhydrochlorid fiir 20 min
inkubiert und gewaschen. Durch eine anschlieBende Zentrifugation (9.000 x g, 10 min, 4°C)
wurde der Waschiberstand erneut verworfen und das Pellet mit 96% Ethanol fir 20 min inkubiert.
Durch erneute Zentrifugation (9.000 x g, 10 min, 4°C) wurden die Proteine pelletiert und fir 10
min unter dem Abzug getrocknet. Im letzten Schritt wurde das Proteinpellet in etwa 200 pl 0,2 M
NaOH gelést und far die Analytik in der Polyacrylamid-Gelelektrophorese bei -20°C gelagert.

3.4.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Zelllysaten erfolgte nach der Methode von
Bradford '**. Der Farbstoff Coomassie Brilliantblau R-250 bindet an Proteine, wodurch sich das
Absorptionsmaximum von 465 nm des freien Farbstoffes nach 595 nm des gebundenen
Farbstoffes verschiebt. Mittels verschiedener BSA-Konzentrationen (10-100 pg/ml) wurde eine
Eichkurve erstellt, die die Berechnung der Proteinkonzentration erlaubte. Dafir wurden 100 pl
einer Probe vorgelegt und mit 1 ml Bradford-Losung vermischt. Nach einer anschlieBenden
Inkubation (5 min, RT) wurde die Konzentration bei einer Wellenlange von 595 nm bestimmt.
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3.4.4 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die diskontinuierliche Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient
zur elektrophoretischen Auftrennung von unterschiedlich groBen Proteinen aus einem
Proteingemisch '** '*®. In einer Giessapparatur wurde das sich in der Acrylamidkonzentration
und dem pH-Wert unterscheidende Sammel- und Trenngel vorsichtig und luftblasenfrei zwischen
zwei Glasplatten Ubereinander geschichtet. Nach der vollstdndigen Polymerisierung wurden die
Gele in eine Laufapparatur eingespannt und mit SDS-PAGE Laufpuffer bedeckt. Die im RIPA-
Puffer enthaltenen Proteinproben wurden in SDS-PAGE Denaturierungspuffer (5x)
aufgenommen und fir 5 min (95°C) unter reduzierenden Bedingungen denaturiert. Nachdem die
denaturierten Proben zusammen mit dem GréBenstandard SeeBlue Plus Pre-Stained Standard
(Fa. Invitrogen) aufgetragen wurden, erfolgte die elektrophoretische Auftrennung bei 80 V im
Sammelgel und 120 V im Trenngel.

Tabelle 3-5: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele (Angaben in ml)

Reagenz | Sammelgel (5%) | Trenngel (10-15%)
30% Acrylamid-Bis-Lésung (37, 5:1) 0,500 1,700-2,500

1,0 M Tris-HCI, pH 6,8 0,380 -

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 - 1,300

10% SDS 0,030 0,050

10% APS 0,030 0,050

TEMED 0,003 0,003

H,O ad 3,0 ad 5,0

3.4.5 Farbung eines SDS-Polyacrylamidgels mit Coomassie Brilliant Blue

Die in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden mit dem Farbstoff
Coomassie Brilliant Blue R-250 angefarbt. Das Gel wurde fir 1 h in einer Coomassie-
Farbelésung (2,5 g/l Coomassie Brilliant Blue R250, 50% Methanol, 40% Wasser, 10% [v/v]
Eisessig) geschwenkt und anschlieBend mit einer Entfarberlésung (50% [v/v] Methanol, 40% [v/v]
H,0, 10% [v/v] Eisessig) zur Verringerung des Hintergrundes gewaschen.

3.4.6 Western Blot

In einer Western Blot-Analyse werden Proteine, die in einem SDS-Polyacrylamidgel nach ihrer
GroBe (kDa) aufgetrennt wurden, auf eine Nitrolzellulose-Membran transferiert (geblottet) und
mit einem spezifischen Antikérper detektiert. Die Ubertragung der Proteine im semi dry-
Verfahren erfolgte in einer Blotapparatur der Fa. Bio-Rad (Minchen). Hierflr wurden drei Lagen
Whatmann Papier der Fa. BioRAD in Blot-Puffer getrdnkt und luftblasenfrei Ubereinander auf der
Anodenplatte platziert. Als nachstes wurde die Nitrozellulosemembran (Fa. BioRad) auf das
Whatmann Papier gelegt. Auf die Membran wurde das aus den Glasplatten ausgespannte und
zugeschnittene Proteingel platziert, das daraufhin mit drei weiteren Lagen mit Blot-Puffer
getrankten Whatmann Papier Uberschichtet wurde. Diese bildeten letztlich den Kontakt zur
Kathodenplatte aus. Bei einer Stromstdrke von etwa 0,8-1,0 mA erfolgte der Transfer der
Proteine aus dem Gel auf jeweils 1 cm?der Nitrozellulosemembran. Nach dem Blotten wurde die
Membran auf die gleichmaBige Verteilung der transferierten Proteine kontrolliert. Hierzu wurde
die Membran mit einer Ponceau-S-Lésung (0,2% (w/v) Ponceau-S, 3% [v/v] Trichloressigsaure)
gefarbt. Dadurch konnten die Ubertragenen Proteine auf der Membran sichtbar gemacht werden.
Durch eine anschlieBende dreimalige Wéasche (je 5 min, RT) mit TBST wurde die Membran



Material und Methoden 41

wieder entfarbt. Im nachsten Arbeitsschritt wurde die Nitrozellulosemembran, zwecks einer
Absattigung mit unspezifischen Ladungen und Proteinbindungen, mit einer proteinhaltigen
Blockierungs-Ldsung (5% [w/v] Magermilchpulver Sucofin, Fa. TSI GmbH & Co KG in TBST) fir
mindestens 60 min bei RT oder 24 h bei 4°C inkubiert. Fir den immunologischen Nachweis
eines exprimierten Proteins wurde zun&chst der primare Antikérper in einer Verdinnung von
1:300 bis 1:1.000 in der Blockierungs-Losung mit der Membran fir 2-3 h bei RT rotierend oder
optionell fiir 24 h bei 4°C inkubiert. Danach wurde die primare Antikérper-Lésung verworfen und
die Membran dreimal mit TBST (5 min, RT) rotierend gewaschen. Im Anschluss erfolgte die
Zugabe eines mit Meerettich-Peroxidase konjugierten sekundéaren Antikdérpers (Verdlinnung von
1:3.000 bis 1:5.000) in der Blockierungs-Ldsung, der fir 1 h bei RT mit der Membran unter
Rotation inkubierte. Nach Behandlung der Membran mit dem Sekundarantikérper wurde dreimal
mit TBST fir jeweils 5 min rotierend gewaschen. Die Entwicklung des Western Blots erfolgte
mittels dem ECL-System der Fa. Amersham Biosciences. Nach dem Einspannen der Membran in
eine Kassette kam es unter Ausschluss von Licht zur Belichtung eines Autoradiographiefilmes.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Vorbemerkung

Das Neuroblastom ist ein heterogener Tumor des sympathischen Nervensystems und stellt mit
7,3% das haufigste solide, extrakranielle Malignom im Kindesalter dar. Die entartete unreife
Zelle, das Neuroblastom, findet seinen Ursprung in der Neuralleiste. Da das sympathische
Nervensystem auf alle inneren Organe eine Funktion ausibt, kénnte im Prinzip aus allen
Organen ein Neuroblastom hervorgehen. In der Praxis ist das Neuroblastom jedoch am
h&aufigsten im Nebennierenmark und im Bereich der Nervengeflechte beidseits der Wirbelséule
(Grenzstrang) vorzufinden. Als prognostisch relevanter Marker ist das Protoonkogen MYCN zu
erwdhnen, dass vornehmlich im Verlauf eines fortgeschrittenen Tumorstadiums exprimiert wird.
Somit korreliert sowohl die MYCN-Amplifikation als auch -Expression mit einer unvorteilhaften
klinischen Prognose. Die Prognose ist vom Stadium und den zytogenetischen Eigenschaften des
Tumors abhéngig. Die allgemeine Heilungsrate liegt zwischen den Stadien | bis Il bei etwa 55%.
Bei dissemenierten Tumoren stellt sich hingegen nur eine Rate von etwa 5% ein. Aus diesem
Grund sind neben der Chirurgie, Chemo- und Strahlentherapie, der Megatherapie sowie der
Behandlung mit Antikérpern weitere Therapieanséatze erforderlich, die die Heilungschancen von
Neuroblastom-Patienten verbessern.

Gegenwartig findet besonders in der Phase der Erhaltungstherapie nach Transplantation
hamatopoetischer Stammzellen eine erfolgreiche Behandlung von Neuroblastom-Patienten mit
Retinoiden statt. Retinoide besitzen neben der antiproliferativen und Apoptose-induzierenden
Wirkung auch die Fahigkeit, in unreifen Zellen eine Differenzierung zu initiieren. In dieser Arbeit
wurde der Einfluss des naturlich vorkommenden Retinoids all-trans Retinsdure und des
synthetisch hergestellten Retinamids 4-HPR auf das Wachstum und die Differenzieung des
Neuroblastoms anhand verschiedener Neuroblastom-Zelllinien untersucht. Dazu wurde mittels
der Affymetrix DNA-Microarrays die differentielle Genexpression in Neuroblastomzellen nach
Behandlung mit Retinoiden untersucht, um die Differenzierung-induzierende Wirkung und daraus
resultierende therapeutisch relevante Zielstrukturen nédher charakterisieren zu kénnen.

4.2 DNA-Microarrays als Werkzeug zur Typisierung von Tumoren
peripheren neuroektodermalen Ursprungs

Mit Hilfe der DNA Microarray-Analyse 1aBt sich in einem Experiment das mRNA-
Expressionsprofil des humanen Genoms von Normal- und Tumorgeweben sowie Zelllinien
nahezu vollstdndig analysieren. Durch Bestimmung eines tumorspezifischen Expressionsprofils
lassen sich verschiedene Tumore miteinander vergleichen und voneinander abgrenzen. Am
Beispiel der etablierten Neuroblastom-Zelllinien SH-SY5Y, SIMA, CHP-126 und SK-N-MC, die
ebenfalls initial als Neuroblastom beschrieben wurde, konnte mittels des DNA-Microarrays und
der Bestimmung des Genexpressionsprofils mit dem Genchip HG-U133A die Zelllinie SK-N-MC
als Ewing-Tumor statt Neuroblastom identifiziert werden '®’. Der Ewing-Tumor SK-N-MC stellt
einen primitiven Tumor peripheren neuroektodermalen Ursprungs (pPNET) dar. Histologisch
lassen sich das Neuroblastom und der Ewing-Tumor den kleinen, blau und rundzelligen Tumoren
(SRBCT) zuordnen. Urspriinglich wurden fiir diese Analyse native Proben von Ewing-Tumoren
mit 133 Proben normalen Gewebes aus einer NBA (normal body atlas)-Datenbank verglichen.
Dabei wurden 38 Gene (probe sets) mittels des EOS-HuO1 Genchips identifiziert, die im
Vergleich zu Normalgeweben ausschlieBlich in den Ewing-Tumoren Uberexprimiert wurden.
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Aufgrund des Genchip-Designs finden sich nur 19 dieser Ewing-Tumor-spezifischen Gene auf
dem Affymetrix HG-U133A Genchip wieder, mit dem das Genexpressionsprofil der
wvier* Neuroblastom-Zelllinien erstellt wurde. Unter diesen Genen befanden sich BCL11B (B-cell
CLL/lymphoma 11B), NPY1R (Neuropeptide Y receptor Y1), NPY5R (Neuropeptide Y receptor
Y5), ADRB1 (Adrenergic, beta-1-, receptor), CCND1 (Cyclin D1), GDF10 (Growth differentiation
factor 10), EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2, Drosophila), SCGF (C-type lectin domain family
11, member A), RNF41 (Ring finger protein 41), PCDH11X (Protocadherin 11 X-linked), DKK2
(Dickkopf homolog 2 (Xenopus laevis)), EGR2 (Early growth response 2 (Krox-20 homolog,
Drosophila), JAK1 (Janus kinase 1), STEAP (Six transmembrane epithelial antigen of the
prostata), P450RAI2 (Cytochrome P450, family 26, subfamily B, polypeptide 1), CCK
(Cholecystokinin), OFM (Olfactomedin 1), PCDH8 (Protocadherin 8) und LECT1 (Leukocyte cell
derived chemotaxin 1). Um zu untersuchen, welche Gengruppen in den verschiedenen
Expressionsmustern vertreten sind, wurden die Programme ,Cluster” und , Tree View" verwendet,
die auf der sogenannten Cluster-Analyse nach Eisen aufbauen '®. Die Programme Cluster und
Tree View dienen der Erstellung von Clustern, der graphischen Darstellung sowie der Zuordnung
der funktionellen Gene. In einer Cluster-Analyse werden &hnliche Expressionsmuster in einer
verwandtschaftlichen Verzweigung in Form eines Stamm (Cluster)-baumes dargestellt. Nach
einer Standardisierung wird die Expressionsstarke in der Falschfarbendarstellung simuliert. Eine
rote Farbung symbolisiert eine starke Uberexpression und eine dunkelgriine Farbung eine
Unterexpression eines Gens. Durch eine hierachische Cluster-Analyse bildeten sich durch den
Vergleich der Expressionsprofile von Ewing-Tumor-spezifischen Genen anhand der vier
Zelllinien zwei Untergruppen im Stammbaum aus (Abbildung 4-1, A).
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Abbildung 4-1: Vergleich des Expressionsprofils von Tumoren neuroektodermalen Ursprungs. (A) Cluster
Analyse und Falschfarbendarstellung differentiell exprimierter Gene fir den Vergleich der Ewing-Tumorzelllinie SK-N-
MC, die urspriinglich als Neuroblastom klassifiziert wurde, mit weiteren drei etablierten Neuroblastom-Zelllinien SH-
SY5Y, SIMA und CHP-126. (B) RT-PCR zur Bestimmung des tumorspezifischen Expressionsprofils und Klassifizierung
von Neuroblastom- und Ewing-Tumorzelllinien. (C) Western Blot-Analyse zur Identifikation des tumorspezifischen
Proteinexpressionsprofils von verschiedenen neuroektodermalen Tumoren mittels primarer Anti-MYCN, Anti-c-MYC und
Anti-FLI1 Antikdrper.

Aus der Falschfarbendarstellung geht grdoBtenteils eine ausbleibende Expression (grine Farbe)
von Ewing-Tumor-spezifischen Genen in der einen Untergruppe, bestehend aus den drei
Neuroblastom-Zelllinien SH-SY5Y, SIMA und CHP-126 hervor. Somit grenzten diese
Neuroblastome sich aufgrund ihres Expressionsprofils von der anderen Untergruppe
tumorspezifisch ab. Die zweite Untergruppe, die sich aus der initial beschriebenen
Neuroblastom-Zelllinie SK-N-MC zusammensetzte, exprimierte hingegen fast alle Ewing-Tumor-
charakteristischen Gene (rote Farbe) und wies in der Cluster-Analyse aufgrund des
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differenziellen Expressionsprofils geringere Ahnlichkeiten im Vergleich zu den Neuroblastom-
Zelllinien auf. Durch Identifizierung von 38 EFT-spezifischen Genen, die urspringlich mit dem
EOS-Hu01 Genchip ermittelt und mit 19 dieser Gene auf dem Affymetrix HG-U133A Genchip
verifiziert wurden, kann aufgrund der Reproduzierbarkeit von Daten verschiedenen Genchip-
Designs, die Microarray-Analyse zur besseren Typisierung von Tumoren eingesetzt werden. In
einer RT-PCR wurden anhand weiterer Tumorzelllinien und HEK293 zusétzliche Neuroblastom-
und Ewing-Tumor-spezifische Gene untersucht (Abbildung 4-1, B). Durch den Vergleich
verschiedener Tumor-Zelllinien konnte ein ,MYC-Dualismus® analysiert werden. So konnte
ausschlieBlich in den Neuroblastom-Zelllinien SIMA, CHP-126, CHP-134, KELLY, IMR-5 und
IMR-32 die mRNA-Expression des Proto-Onkogens MYCN nachgewiesen werden. Die anderen
MYCN-negativen Zelllinien SH-SY5Y und Ewing-Tumore SK-N-MC und A673 sowie die normalen
Zellen HEK293 exprimierten stattdessen das Zellzyklus-regulierende Proto-Onkogen ¢c-MYC. Die
ausbleibende Expression eines MYC-Proteins vom Typ ¢c-MYC oder MYCN schien somit stets
durch Expression des anderen kompensiert zu werden. Proteine der MYC-Familie stellen ein
essentielles Protein in allen Zellen mit hoch proliferierenden Eigenschaften dar. Ewing-Tumore
zeichnen sich stets durch eine reziproke Fusion des EWS-Gens mit einem ETS-Gen aus. Zur
weiteren genspezifischen Charakterisierung und Abgrenzung der Ewing-Tumore SK-N-MC und
A673 von den Neuroblastom-Zelllinien SH-SY5Y, SIMA, CHP-126, IMR-5, IMR-32, CHP-134 und
KELLY wurde die Expression des Ewing-Tumor-spezifischen Fusionsgens EWS-FLI1 aus der
reziproken Translokation der Gene EWS auf Chromosom 22 (q12) und FLI1 auf Chromosom 11
(g24) untersucht. Die Expression des reziproken EWS-FLI1 Fusionsgens wurde ausschlieBlich in
den beiden Ewing-Tumor-Zelllinien SK-N-MC und A673 im Vergleich zu den sieben untersuchten
Neuroblastom-Zelllinien und HEK293 nachgewiesen. Ein weiteres fiir Ewing-Tumore
charakteristisches Gen stellt Lipase | (LIPI) dar. LIPI (UniGene Hs.139907) wurde urspriinglich
als Cancer Testis Antigen (UniGene Hs.178062) beschrieben '*°. Weitere Charakterisierungen
identifizieren Lipase | als eine Membran-assoziierte Phospholipase A1 B 2°°. Mit Ausnahme des
Hodens wird Lipase | ausschlieBlich in Tumoren der Ewing-Familie exprimiert und stellt somit ein
interessantes und wichtiges Protein zur ldentifizierung und Abgrenzung von anderen Tumoren
dar. In der RT-PCR wurde eine Lipase | mRNA-Expression ausschlieBlich in beiden Ewing-
Tumoren SK-N-MC und A673 im Vergleich zu den sieben Neuroblastom-Zelllinien und HEK293
nachgewiesen. Im Western Blot wurde die Expression der Neuroblastom- und Ewing-Tumor-
spezifischen Proteine MYCN, ¢c-MYC und EWS-FLI1 ebenfalls ndher untersucht (Abbildung 4-1,
C). Mittels eines Anti-MYCN Antikérpers wurde wie schon in der RT-PCR nur in den
Neuroblastom-Zelllinien SIMA und CHP-126 im Vergleich zu SH-SY5Y das Proto-Onkogen
MYCN exprimiert. In den anderen MYCN-negativen Neuroblastomzellen SH-SY5Y, den Ewing-
Tumorzelllinien SK-N-MC und A673 sowie der Nicht-Tumorzelllinie HEK293 wurde die ¢c-MYC
Proteinexpression anhand eines monoklonalen Anti-c-MYC  Antikérpers erfolgreich
nachgewiesen. Die Expression des 65 kDa groBen reziproken Fusionsproteins EWS-FLI1 lieB
sich ebenfalls wie in der RT-PCR nur in den Ewing-Tumorzellen SK-N-MC und A673 detektieren.

4.3 Biologische Wirkung von Retinoiden

4.3.1 Antiproliferative Wirkung von ATRA und 4-HPR auf Neuroblastomzellen

Die biologische Wirkung des natlrlich vorkommenden Retinoids all-trans Retinsdure und des
durch R. Gander synthetisierten Fenretinides (4-HPR) wurde zunachst an sieben verschiedenen
Neuroblastom- und zwei Ewing-Tumor-Zelllinien getestet. Hierzu wurde die antiproliferative
Eigenschaft beider Retinoide in Abh&ngigkeit von der Konzentration auf das Wachstum von



Ergebnisse 45

Tumorzellen in einem MTT-Proliferationstest photometrisch untersucht. Der MTT-Test dient zur
Bestimmung der Vitalitdt und des Wachstums von Zellen. Hierbei korreliert der mitochondriale
Dehydrogenase-vermittelte Umsatz des prozessierten Tetrazoliumringes aus dem 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyl-Tetrazoliumbromid (MTT) zum dunkelblauen Formazansalz
mit der Anzabhl vitaler Zellen. Die relative Viabilitdt der Tumorzelllinien gegeniiber den Retinoiden
wurde durch Titration bestimmt und in Form einer Dosis-Wirkungskurve dargestellt (Abbildung
4-2, A und C).
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Abbildung 4-2: Dosis-Wirkungsanalyse und ED50-Werte von ATRA- und 4-HPR-behandelten Neuroblastom- und
Ewing-Tumor-Zelllinien. (A,C) Fir den MTT-Proliferationstest wurden 5.000 Zellen fir 24 h (37°C, 5% CO,)
prainkubiert. Im AnschluB wurden die in DMSO geldsten Retinoide ATRA und 4-HPR in einem Konzentrationsbereich
von 1 x 10 bis 6,1 x 10® M titriert und mit den Neuroblastom- und Ewing-Tumor-Zelllinien fiir 96 h (37°C, 5% CO)
kultiviert. Die Viabilitdt der Zellen wurde photometrisch Uber die Bildung des Formazansalzes gemessen. (B,D)
Bestimmung der ED50-Werte, diese entsprachen einer effektiven Dosis (Konzentration), bei der sich 50% aller ATRA-
und 4-HPR-stimulierten Zellen noch immer in einem vitalen Zustand befanden. Die Berechnung der ED50-Werte
erfolgte mittels des Computerprogramms ED50plus V1.0 (Entwicklung: M.H. Vargas; Forschungslabor, Nationales
Institut fir respiratorische Erkrankungen, Mexiko-Tlaplan).

Beide in DMSO geldsten Retinoide wurden in einem Konzentrationsbereich von 1,0 x 107 bis 6,1
x 10® M titriert und mit diversen Neuroblastom- und Ewing-Tumor-Zelllinien inkubiert. Nach
Behandlung der Zelllinien fiel zunachst die starkere antiproliferative Wirkung des synthetischen
Retinamids 4-HPR gegenlber ATRA auf. Alle Zellen zeigten bei einer maximalen Retinoid-
Konzentration von 1,0 x 10° M ATRA oder 4-HPR keine Vitalitat. Bei einer Dosis von 6,1 x 10®
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M titrierten sich die beiden Retinoide so stark aus, dass die inhibitorische Wirkung gréBtenteils
aufgehoben wurde. Die geringste Sensitivitdt gegeniber einer ATRA- als auch 4-HPR-
vermittelten antiproliferativen Wirkung war bei der Zelllinie SH-SY5Y zu beobachten. Die grdBte
Empfanglichkeit beziglich einer Wachstumshemmung zeigte sich bei den Neuroblastom-
Zelllinien IMR-5, IMR-32 und KELLY nach Behandlung mit all-trans Retinsaure (Abbildung 4-2,
A). Durch 4-HPR wurden verstarkt die Neuroblastom-Zelllinien CHP-126, IMR-5, IMR-32 sowie
im besonderem MaBe die Ewing-Tumorzellen A673 und SK-N-MC im Wachstum inhibiert
(Abbildung 4-2, C). Mittels Titration der Retinoide und der Dosis-Wirkungsanalyse lieB sich auch
die effektive Dosis (ED50), eine Konzentration bei der 50% der Zellen nach Behandlung
Uberlebten, fir jede einzelne Zelllinie bestimmen (Abbildung 4-2, B und D). Auch hier zeigte sich
insbesondere bei den Neuroblastomzellen SH-SY5Y die geringste Empfindlichkeit gegeniber
einer antiproliferativen Wirkung mit ATRA und 4-HPR. Im Vergleich zu den anderen Zelllinien
war eine hohe Konzentrationen von 0,2 mM ATRA und 0,035 mM 4-HPR erforderlich, um die
Rate an vitalen Zellen auf 50% zu reduzieren. Nur die Neuroblastom-Zelllinie SIMA erwies sich
mit einem ED50-Wert von 0,042 M als noch resistenter gegeniber 4-HPR. Gegeniiber ATRA
zeigte SIMA hingegen mit einer ED50-Konzentration von 0,092 mM im Vergleich zu den
Neuroblastomzellen SH-SY5Y eine deutlich héhere Empfindlichkeit. Ahnlich vergleichbare
Konzentrationen von 0,086 mM und 0,097 mM ATRA wurde bei den Zelllinien CHP-126 und
CHP-134 gemessen. Wie schon aus den Dosis-Wirkungskurven ersichtlich war, ergab auch die
Ermittlung der effektiven Dosis fur die Zelllinien IMR-5 und IMR-32 nach Kultivierung mit ATRA
die geringsten ED50-Werte von 0,028 mM und 0,034 mM und somit die héchste Sensitivitat
gegeniber dem Einfluss der Retinsédure. Bei einer Kultivierung mit 4-HPR erwiesen sich neben
den Neuroblastom-Zelllinien CHP-126 erneut IMR-5 und IMR-32 mit einem ED50-Wert von
0,0086 mM (IMR-5), 0,0126 mM (IMR-32) und 0,0137 mM (CHP-126) als besonders empfindlich
gegenliber dem synthetischen Retinamid. Mit einem ED50-Wert von 0,109 mM und 0,107 mM
waren beide Ewing-Tumor-Zelllinien SK-N-MC und A673 gegenliber einer Behandlung mit ATRA
gleich empfindlich, jedoch weniger sensitiv als die Neuroblastom-Zelllinien IMR-5 und IMR-32.
Ein Anstieg der Proliferationsrate auf mindestens 50% wurde bei einer Behandlung von A673 mit
4-HPR erst nach Verdinnung auf 0,0125 mM gegeniber 0,0299 mM bei SK-N-MC beobachtet.
Die Empfindlichkeit der Ewing-Tumorzellen A673 gegentber 4-HPR war hdher als bei SK-N-MC
und mit der von den Neuroblastom-Zelllinien IMR-32 und CHP-126 vergleichbar. Aus der
Bestimmung der ATRA- und 4-HPR-abhé&ngigen Viabilitdt von Tumorzellen wurde fir weitere in-
vitro Untersuchungen eine Konzentration von 6,25 x 10° M ATRA und 3,9 x 10° M 4-HPR
ausgewahlt. In diesem Konzentrationsbereich unterlagen die Zellen statt apoptotischen oder
nekrotischen Prozessen einer wachstumshemmenden und Differenzierung-induzierenden
Wirkung durch die beiden Retinoide.

4.3.2 Generationsanalyse von Retinoid-behandelten Neuroblastomzellen

Mittels des MTT-Proliferationstests wurde die Viabilitdt und der ED50-Wert diverser
Neuroblastom- und Ewing-Tumor-Zelllinien gegeniiber dem natirlichen Retinoid ATRA und dem
synthetischen Retinamid 4-HPR bestimmt. Da in diesem Test die gemessene Viabilitat
beziehungsweise Proliferation auch die Stoffwechselaktivitdt in der Zelle beeinflussen kann,
wurde eine weitere Analyse zur Bestimmung der Generationsfolge hinzugezogen. Hierzu wurde
die mit Medium, DMSO, ATRA (6,25 x 10° M) und 4-HPR (3,9 x 10° M) behandelte
Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y mit dem fluoreszierenden Membranfarbstoff PKH26
(Fluoreszenz-2) markiert und die mit der Proliferation verbundene Generationsfolge im
Durchflusszytometer am Tag 8 verfolgt. Diese quantitative Analyse basiert auf einer Halbierung
und Reduktion des membranstandigen Fluoreszenzfarbstoffes PKH26 mit jeder
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abgeschlossenen Zellteilung. In der Abbildung 4-3 A sind die im Durchflusszytometer ermittelten
parentalen und darauffolgenden Tochtergenerationen unterschiedlich behandelter Zellen fir den
Zeitraum von 8 Tagen dargestellt.
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Abbildung 4-3: Proliferations- und Generationsanalyse der Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y nach Behandlung
mit synthetischen und natiirlichen Retinoiden. (A) Durchflusszytometrische Analyse PKH26-markierter
Neuroblastomzellen (SH-SY5Y) nach der Behandlung mit Medium, DMSO, ATRA (6,25 x 10”° M) und 4-HPR (3,9 x 10°®
M). Dazu wurden die PKH26-markierten und unterschiedlich kultivierten Zellen nach 8 Tagen isoliert, in 3% PFA fixiert
und im FACScan (Fluoreszenz-2) gemessen. (B) Die quantitative Auswertung der Generationsanalyse erfolgte durch
das Computerprogramm ModFit LT 4.0. Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der Tumorzellen aus den einzelnen
Parental- und Tochtergenerationen an Tag 8.

In den Histogrammen wurde die Zellzahl (Counts) gegen die PKH26-Flureszenz aufgetragen.
Nach der quantitativen Auswertung der Histogramme mit dem Computerprogramm ModFit LT 4.0
wurde bei der Behandlung der Kontrollzellen (Medium und DMSQO) neben der urspriinglichen
parentalen Generation (blau), vier weitere Tochtergenerationen: Generation 2 (orange), 3 (griin),
4 (lila) und 5 (tdrkis) gemessen. Aus den mit den Retinoiden ATRA- und 4-HPR-behandelten
Neuroblastomzellen SH-SY5Y waren Uber einen Zeitraum von maximal 8 Tagen neben der
parentalen Generation nur 2 darauffolgende Tochtergenerationen (Generation 2 und 3)
hervorgegangen. Durch die antiproliferative Wirkung der beiden Retinoide wurde das Wachstum
und die Bildung von Folgegenerationen inhibiert. In Abbildung 4-3 B sind die mit dem
Computerprogramm ModFit LT 4.0 ermittelten Tochtergenerationen der Zelllinie SH-SY5Y nach
unterschiedlicher Behandlung am Tag 8 quantitativ dargestellt. Bei den Kontrollzellen (Medium
und DMSQO) nahm die Parentalgeneration von 100% am Tag 0 auf rund 10% am Tag 8 stetig ab.
Die parentale Generation bei Retinoid-kultivierten Neuroblastomzellen nahm hingegen bei ATRA-
und 4-HPR-behandelten Tumorzellen von 100% auf etwa 39% (ATRA) und 27% (4-HPR) bis Tag
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8 deutlich weniger ab. Im Verlauf von 8 Tagen bildeten sich bei ATRA- und 4-HPR-stimulierten
Neuroblastomzellen nur zwei darauffolgende Tochtergenerationen aus, die einen Anteil von 23%
(ATRA) und 34% (4-HPR) in der Tochtergeneration 2 und 32% (ATRA) und 39% (4-HPR) in der
Tochtergeneration 3 hatten. In beiden Kontrollansatzen wurde hingegen ein zelluldrer Anteil von
12% in der Generation 2 und 27% in der Generation 3 gemessen. AusschlieBlich bei den starker
proliferierenden Kontrollzellen konnte die Tochtergenerationen 4 und 5, jeweils mit einem Anteil
von 25%, an Tag 8 gemessen werden. Unabh&ngig von Stoffwechseleinflissen konnte mittels
dieser Zellgenerationsanalyse die inhibitiorische Aktivitdt der Retinoide ATRA und 4-HPR auf
das Wachstum der Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y nachgewiesen werden.

4.3.3 Zellzyklusanalyse der Neuroblastomzellen SH-SY5Y nach Retinoid-Kultivierung

In den vorherigen Experimenten wurde mittels eines Proliferationstests und einer
Generationsanalyse die biologische, antiproliferative Wirkung von synthetischen und natdrlichen
Retinoiden auf das Wachstum von Neuroblastom- und vergleichenden Ewing-Tumor-Zelllinien
bestimmt. Zur nédheren Charakterisierung dieser inhibitorischen Aktivitdt von Retinoiden wurde
zusatzlich eine Zellzyklusanalyse am Beispiel der Modellzelllinie SH-SY5Y durchgefiihrt. Uber
die Zellzyklusanalyse gewinnt man Erkenntnisse Uber die quantitative Verteilung der Zellen in
den einzelnen Phasen eines Zellzyklus. Mittels des DNA-Interkalators Propidium-lodid (PI) lasst
sich der unterschiedliche DNA-Gehalt in den einzelnen Zyklusphasen einer Zelle im
Durchflusszytometer bestimmen. Im FACS konnte durch Messung der Pl-vermittelten
Fluoreszenz-2 der einfache Chromatid-Gehalt der G1-Phase und der doppelte Chromatid-Gehalt
der G2-Phase bestimmt werden. Beide Zyklusphasen wurden im FACS sichtbar mit der
Replikations-Phase (S-Phase) miteinander verbunden. Die quantitative Verteilung der einzelnen
Phasen eines Zellzyklus ist fir die Kontrollzellen (Medium und DMSO) sowie ATRA und 4-HPR
in Abbildung 4-4 dargestellt.
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Abbildung 4-4: Zellzyklusanalyse von Retinoid-stimulierten Neuroblastomzellen. Die Neuroblastom-Zelllinie SH-
SY5Y wurde fiir 96 h (37°C, 5% CO>) in Anwesenheit von Medium, DMSO, ATRA (6,25 x 10 M) und 4-HPR (3,9 x 10°°
M) kultiviert und bei einer maximalen Zelldichte von 60-70% isoliert. Im AnschluB3 erfolgte die Farbung der Zellen mit
Propidium-lodid und die durchflusszytometrische Messung der Fluoreszenz-2. Die Bestimmung der quantitativen
Verteilung der unterschiedlich behandelten Zellen in den einzelnen Phasen des Zellzyklus erfolgte mittels des
Computerprogramms Cell Cycle Analysis.

Demnach befanden sich 66% der Medium- und 68% der DMSO-behandelten Zellen in der G1-
Phase des Zellzyklus. Wurden die Neuroblastomzellen SH-SY5Y jedoch mit den beiden
Retinoiden behandelt, so vergréBerte sich das Fluoreszenzsignal in der G1-Phase auf 93%
(ATRA) und 87% (4-HPR). Gleichzeitig konnte man eine Reduktion des zellularen Anteils in der
S-Phase auf 3% in ATRA- und 9% in 4-HPR-kultivierten Neuroblastomzellen beobachten.
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Urspringlich befanden sich 30% der Medium- und 27% der DMSO-behandelten Kontrollzellen in
der S-Phase. Der Anteil, der sich in der G2-Phase befindenden Zellen, lag bei allen Ansatzen
konstant zwischen 3 und 4%. Die wachstumsinhibierende Wirkung beider Retinoide begriindete
sich also durch eine Verschiebung des zellularen Anteils um etwa 30% Prozent von der S- in die
G1-Phase. Somit arretierten ATRA- und 4-HPR-behandelte Neuroblastomzellen in der G1-Phase
und der Anteil, der sich urspriinglich in der DNA-Replikation befindenden Zellen (S-Phase),
wurde durch den Zyklus- und Zellteilungsstopp deutlich reduziert.

4.4 Genexpressionsanalyse von Retinoid-behandelten Neuroblastomzellen

Am Beispiel der Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y wurde in An- und Abwesenheit der beiden
Retinoide all-trans Retinsaure und 4-HPR das differentielle Genexpressionsprofil untersucht und
das Differenzierung-induzierende Potenzial miteinander verglichen. Mittels RT-PCR,
quantitativer real-time RT-PCR, dem Western Blot und der durchflusszytometrischen Analyse
wurden die differentiell exprimierten Gene untersucht, die den Mechanismus einer Retinoid-
vermittelten Differenzierung ndher charakterisierten.

441 Differentielle Antigenexpression auf Neuroblastomzellen nach Behandlung mit
natirlichen und synthetischen Retinoiden

Die Durchflusszytometrie dient zur automatisierten individuellen Differenzierung und Zahlung von
Zellen und Mikropartikeln. Die 1969 durch Hulett et al erstmals beschriebene
fluoreszenzaktivierte Zellsortierung ist in der Lage, spezielle Merkmale der Zelle wie GrdBe,
Granularitat und verschiedene Fluoreszenzen (FITC, PE) differenziert zu analysieren. Anhand
der in Tabelle 3-4 aufgefihrten monoklonalen und polyklonalen Antikdérper wurde zunachst im
Durchflusszytometer der Retinoid-induzierte Entwicklungszustand der Neuroblastomzellen SH-
SY5Y durch Bestimmung des differentiellen Proteinexpressionsmusters der CD-
Oberflachenantigene untersucht (Abbildung 4-5, A). Die aus den PE- und FITC-markierten
Antikoérpern resultierende Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) ergab nach Kultivierung mit ATRA
eine besonders starke Expressionsdnderung der Oberflachenantigene CD54, CD117, CD184
und HLA-A,B,C (HLA-Klasse I) im Vergleich zu den mit DMSO kultivierten Neuroblastomzellen
SH-SY5Y. Mit einer Mittleren Fluoreszenzintensitdt von 279 und einem Fold Change von 91
fihrte eine Behandlung der SH-SY5Y-Zellen mit all-trans Retinsdure am starksten bei dem
Oberflachenantigen CD54 zu einer Heraufregulierung. Die im Durchflusszytometer detektierte
Induktion der restlichen Oberflachenmolekille durch ATRA im Vergleich zu DMSO besaB einen
Fold Change von 3,6 (HLA-A,B,C; Klon G46-2.6), 3,5 (CD117) und 2,7 (HLA-A,B,C; Klon W6/32).
AusschlieBlich bei dem konstitutiv exprimierten Oberflaichenantigen CD184 flhrte eine
Behandlung mit ATRA zu einer Herunterregulierung des Fluoreszenzsignals um einen Fold
Change von 0,039 und einer reduzierten Mittleren Fluoreszenzintensitat von urspriinglich 25 auf
1. Durchflusszytometrisch wurde neben ATRA auch der Einfluss des synthetischen Retinoids 4-
HPR auf die differentielle Antigenexpression der SH-SY5Y-Zellen untersucht (Abbildung 4-5, B).
Durch 4-HPR wurden anhand PE- und FITC-markierter mono- und polyklonaler Antikérper
deutlich weniger Oberflachenproteine reguliert als durch ATRA. Das durch 4-HPR am starksten
herunterregulierte Antigen stellte der Chemokinrezeptor CD184 dar. Im Vergleich zu DMSO
reduzierte sich durch Anwesenheit von 4-HPR die basale CD184 Proteinexpression um eine
Mittlere Fluoreszenzintensitat von 25 auf 4 bzw. um einen Fold Change von 0,186. Nach
Kultivierung mit 4-HPR wurde wie durch ATRA das Antigen CD54 induziert. Mit einem Fold
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Change von 10,8 und einer Zunahme der Mittleren Fluoreszenzintensitat von 1,65 auf 17,83 war
CD54 das einzige heraufregulierte Oberflachenprotein.
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Abbildung 4-5: Differentielle Proteinexpression von diversen Oberflichenantigenen auf SH-SY5Y-Zellen in
Anwesenheit von ATRA und 4-HPR. SH-SY5Y-Zellen wurden jeweils in Anwesenheit von DMSO, ATRA (6,25 x 10 M)
und 4-HPR (3,9 x 10 M) fiir 96 h (37°C, 5% CO,) kultiviert. Jeweils 0,5 x 10° Zellen in 100 pl PBS wurden mit 50 ul der
PE- oder FITC-markierten Antikérper fir 30 min (4°C, dunkel) gefarbt und anschlieBend gemessen. Im
Durchflusszytometer (FACScan) wurde im Kanal fir die Fluoreszenz-1 (FITC) und Fluoreszenz-2 (PE) von jeweils
10.000 Zellen die Fluoreszenz aufgenommen. Mittels des Computerprogramms Cell Quest Pro erfolgte die Auswertung
und Darstellung der Mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI).

4.4.2 Differentielle Genexpression in den Neuroblastomzellen SH-SY5Y durch ATRA

Im AnschluB an die durchflusszytometrische Analyse wurde auf molekularer Ebene die
wachstumsinhibierende und Differenzierung-induzierende Wirkung von all-trans Retinsaure auf
unreife Neuroblastome am Modell der Zelllinie SH-SY5Y im DNA-Microarray detaillierter
untersucht. Daflir wurden auf den Affymetrix HG-U133A Genchips die aus zwei Experimenten
stammenden Biotin-markierten cRNA-Proben aus SH-SY5Y, bestehend aus Medium
(IN0O61803_01x, 1V100804_01x), DMSO (IN061803_02x, 1V100804_02x) und ATRA
(IN0O61803_04x, 1V100804_03x), aufgetragen und hybridisiert. Insgesamt wurde jeder Ansatz in
Duplikaten aus zwei unabhangigen Experimenten mit dem HG-U133A Genchip vor und nach
Antikodrper-Verstarkung (x) untersucht. Die gewonnenen Expressionsdaten wurden mit dem
Computerprogramm Microarray Analysis Suite (MAS, Version 5.0) ausgewertet und in Excel
Gberfihrt. Fur die Auswertung wurde aus den Duplikaten der einzelnen Gruppen (Medium,
DMSO und ATRA) der Mittelwert gebildet. Zur Berechnung der differentiellen Genexpression
wurde zunachst nur die Differenz und der Faktor eines Uber- oder unterexprimierten Gens (Fold
Change) zwischen den ATRA- und Medium-behandelten Zellen herangezogen. Der
Kontrollansatz mit DMSO stimulierten Zellen wurde in die Auswertung mit den als differentiell
exprimierten Genen zwischen ATRA- und Medium-behandelten Zellen integriert. In Abbildung
4-6 (A und B) sind die 40 am starksten differentiell Gber- und unterexprimierten Gene
reprasentiert. In den Diagrammen wurden die differentiell exprimierten Gene inklusive den
dazugehérigen Sondensatznummern gegen die Expressions-Signalstarken dargestellt. Die 40
am starksten differentiell unterexprimierten Gene (Abbildung 4-6, A) muBten sich hierzu in einer
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Expressionsstéarke von ATRA im Vegleich zu Medium mindestens um einen Fold Change von
0,333 beziehungsweise um eine Differenz von -250 unterscheiden. Auf diese Weise wurden bei
den durch ATRA herunterregulierten Genen DLK1 (209560), ASCL1 (209988, 209987, 213768),
c-MYC (202431), CD184 (217028) sowie die Insulin-dhnlich bindenden Proteine IGFBP3
(210095), IGFBP5 (211959) und IGFBP7 (201163, 201162) identifiziert. Diese Gene wurden im
Vergleich zu den restlichen herunterregulierten Genen aufgrund ihrer Funktion ndher untersucht.
Im Gegensatz zu den einfach detektierten Sondenséatzen fiir die Gene DLK1, c-MYC und CD184
wurden fir das Gen ASCL1 drei verschiedene Sondensatze auf dem HG-U133A Genchip
gleichzeitig als unterexprimiert erkannt. Die Expressions-Signalstarken waren in den mit ATRA
behandelten Zellen SH-SY5Y um einen Fold Change (FC) und einer Differenz (D) bei DLK1 (FC:
0,16/ D: -4500), ASCL1 (FC: 0,129/ D: -821) (FC: 0,024/ D: -515) (FC: 0,095/ D: -436), c-MYC
(FC: 0,154/ D: -468), CD184 (FC: 0,294/ D: -340) IGFBP3 (FC: 0,183/ D: -1946), IGFBP5 (FC:
0,297/ D: -595) und IGFBP7 (FC: 0,259/ -636) (FC: 0,286/ D: -1030) gegeniber Medium
erniedrigt. Besonders diese Kandidatengene waren fir die weiterfihrenden Untersuchungen
einer Retinoid-vermittelten Maturierung von Neuroblastomzellen von groBem Interesse.
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Abbildung 4-6: Untersuchung des differentiellen Genexpressionsprofils in den Neuroblastomzellen SH-SY5Y
nach Behandlung mit all-trans Retinsaure. Nach Kultivierung der SH-SY5Y-Zellen mit Medium, DMSO (1:640) und
ATRA (6,25 x 10° M) fiir 96 h (37°C, 5% CO,) wurde die Gesamt-RNA aus dem Trizol-Reagenz gewonnen. Im
AnschluB erfolgte mittels einer Reversen Transkription die Umschreibung in eine komplementdre cDNA. Im
darauffolgenden Schritt wurde in einer in-vitro Transkription (IVT) mittels des T7-Promoters eine mit Biotin markierte
cRNA hergestellt. Zuletzt erfolgte die Hybridisierung der cRNA mit dem Affymetrix HG-U133A Genchip. Duch einen
Scanner wurden die Expressionssignale mit und ohne Antikdrperverstarkung (Anti-Streptavidin) gemessen. Dargestellt
wurden die 40 starksten in ATRA gegenlber Medium und DMSO differentiell unter- (A) und Uberexprimierten (B) Gene.
Fir diese Auswahl muBte sich die Expression mindestens in einer Differenz von 500 (-250) und um einen Fold Change
von 3 (0,333) im Verhéltnis von ATRA- zu Medium-behandelten Zellen unterscheiden.

Die Gene DLK 1 (delta, drosophila, homolog-like 1) und ASCL1 (human achaete-scute complex,
drosophila, homolog 1; HASH-1), die urspriinglich in Drosophila melanogaster identifiziert
wurden, Uben Uber den Delta-Notch-Signalweg eine wichtige Funktion bei der Induktion der
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neuronalen Differenzierung aus. Das Gen CD184 (CXCR4) codiert hingegen fir ein Protein aus
der Familie der Chemokin-Rezeptoren, dem pluripotente Funktionen sowohl auf normalen
lymphatischen als auch Tumorzellen zugeschrieben wird. Das zellulare Proto-Onkogen c-MYC
ist ein Mitglied der MYC-Proteinfamilie und stellt ein zellulares homologes Onkogen zum viralen
v-MYC des Avian Myelocytomatosis Virus dar. c-MYC wird haufig in stark proliferierenden Zellen
exprimiert vorgefunden und Ubt dort vielfaltig einen Einfluss auf Proliferation, Apoptose und
Differenzierung aus. Die ebenfalls durch ATRA differentiell exprimierten Gene fir die IGF-
Bindeproteine stehen in einem direkten Zusammenhang mit dem Transport und der Regulation
der biologischen Aktivitdt von Wachstumsfaktoren des Insulin-Systems.

Die in Abbildung 4-6 (B) dargestellten Gene waren hingegen die 40 am starksten
Uberexprimierten Gene und unterschieden sich hinsichtlich ihres Expressionssignals von ATRA-
gegeniber Medium-behandelten Zellen mindestens um den Faktor 3 und um eine Differenz von
500. Durch diese Auswahlkriterien konnten in der mit ATRA behandelten Neuroblastom-Zelllinie
SH-SY5Y die Gene mit den entsprechenden Sondensatznummern fur das Cytochrom P450RAl-2
(219825), Cytochrom P450RAI-1 (206424), CRABPII (202575), CD54 (202637), RARB (205080,
208530), CD117 (205051) und IGFBP6 (203851) gegeniber den Kontrollzellen (Medium und
DMSOQO) als Uberexprimiert identifiziert werden. Diese sieben Gene wurden aus den weiteren 33
Uberexprimierten Genen aufgrund ihrer besonderen Funktion naher untersucht. Die Signalstarke
der mRNA Expression war in den mit ATRA behandelten Zellen um den angegebenen Fold
Change (FC) und der Differenz (D) bei dem Cytochrom P450RAIl-2 (FC: 1084/ D: 16355),
Cytochrom P450RAl-1 (FC: 359/ D: 10359), CRABPII (FC: 13,6/ D: 34900), RARB (FC: 4,4/ D:
1379) (FC: 5,3/ D: 904), CD54 (FC: 8,8/ D: 779), CD117 (FC: 3,5/ D: 524) und IGFBP6 (FC:
6,87/ D: 2243) gegenlber den mit Medium kultivierten Kontrollzellen erhéht.

Die Uberexpression des zelluldren Retinsdure-Bindeproteins CRABPII (cellular retinoic acid-
binding protein, 1), des Retinsdurerezeptors RARB (retinoic acid receptor, beta) sowie des
Cytochroms P450RAIl-2 (CYP26B1) und Cytochroms P450RAI-1 (CYP26A1), zwei Mitglieder der
CYP26-Proteinfamilie (cytochrome P450 retinoic acid-inactivating protein), steht in direktem
Zusammenhang mit der Regulierung des Retinsdurehaushalts. Das ebenfalls heraufregulierte
Oberflachenantigen CD54 (ICAM-1) ist ein Mitglied der Immunglobulinsuperfamilie, die als
interzellulare Adhasionsmolekile die Affinitat bei der Wechselwirkung zwischen zwei Zellen
verstarken. Das durch ATRA Uberexprimierte Oberflaichenantigen CD117 (c-KIT) reguliert als
transmembraner Tyrosinkinase-gekoppelter Rezeptor die Proliferation, Differenzierung,
Apoptose und Chemotaxis von Zellen. Ahnlich wie die IGF-Bindeproteine IGFBP3, 5 und 7 spielt
auch das durch ATRA heraufregulierte IGFBP6 eine zentrale Rolle in der Regulation der Aktivitat
und dem Transport von Insulin und Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktoren.

443 Untersuchung zur differentiellen Genexpression in SH-SY5Y-Zellen durch 4-HPR

Neben der Genexpressionsanalyse all-trans Retinsdure-behandelter Neuroblastomzellen wurde
auch das Expressionsprofil nach Stimulation mit dem synthetischen 4-HPR untersucht. Die
Sondenséatze auf dem Affymetrix Genchip HG-U133A wurden mit den Biotin-markierten cRNA-
Proben bestehend aus Medium (IV100804 _01x), DMSO (IV100804_02x) und 4-HPR
(IV100804_04x) hybridisiert. Auch hier wurde zur Berechnung der differentiellen Genexpression
zundchst nur die Differenz und der Fold Change zwischen den 4-HPR- und Medium-kultivierten
SH-SY5Y-Zellen benutzt. DMSO-behandelte Kontrollzellen wurden am Ende in die Auswertung
und Abbildung erneut mit integriert. Die 40 Gene, die durch 4-HPR gegeniiber Medium am
starksten differentiell Uber- oder unterexprimiert wurden, sind in Abbildung 4-7 (A und B)
reprasentiert. In den beiden Abbildungen wurden die differentiell exprimierten Gene inklusive der
zu dem Affymetrix HG-U133A Genchip zugehérigen Sondensatznummern gegen die
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Expressions-Signalstarken aufgetragen. Die Abbildung 4-7 (A) prasentiert die 40 am starksten
unterexprimierten Gene. Zur Filterung der Daten musste sich hierflir die Fluoreszenz des
Expressionssignals von 4-HPR- zu Medium-behandelten Zellen mindestens um einen Fold
Change von 0,4 und um eine Differenz von -400 unterscheiden. Aus dieser Selektion ergaben
sich 4 interessante Gene, die in weiteren Experimenten naher untersucht wurden. Durch 4-HPR
wurden wie bei der Behandlung mit all-frans Retinsdure die Gene DLK1 (209560), ASCL1
(209988, 209987, 213768), c-MYC (202431) und CD184 (217028) im Vergleich zu Medium-
kultivierten Zellen in der mRNA-Expression herunterreguliert. Wie schon im zuvorigen
Microarray-Experiment mit ATRA zu beobachten war, wurden auch durch die Behandlung mit 4-
HPR drei verschiedene Sondenséatze fur das Gen ASCL1 gleichzeitig auf dem Genchip HG-
U133A als unterexprimiert erkannt. Die Expressionssignale waren bei 4-HPR um einen Fold
Change (FC) und einer Differenz (D) bei DLK1 (FC: 0,28/ D: -7065), ASCL1 (FC: 0,085/ D: -1429)
(FC: 0,053/ D: -899) (FC: 0,182/ D: -630), c-MYC (FC: 0,382/ D: -540) und CD184 (FC: 0,314/ D:
-633) gegenliber Medium erniedrigt. Aus diesen differentiell unterexprimierten Genen war bereits

zu erkennen, dass sowohl 4-HPR als auch ATRA eine sehr &hnliche biologische Wirkungsweise
besaBen.
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Abbildung 4-7: Analyse der differentiell Giber- und unterexprimierten Gene in der Neuroblastom-Zelllinie SH-
SY5Y nach Stimulation mit 4-HPR. Die SH-SY5Y-Zellen wurden mit Medium, DMSO (1:2.560) und 4-HPR (3,9 x 10°®
M) fir 96 h (37°C, 5% COg) kultiviert. Die aus dem Trizol-Reagenz gewonnene Gesamt-RNA wurde im AnschluB in
einer Reversen Transkription in eine komplementédre cDNA umgeschrieben. In einer erneuten in-vitro Transkription (IVT)
wurde eine mit Biotin markierte cRNA hergestellt. 15 pug Biotin-markierte cRNA wurden mit dem Affymetrix HG-U133A
Genchip hybridisiert. Mit und ohne Antikérperverstarkung (Anti-Streptavidin) wurden die aus der Expression
resultierenden Fluoreszenzsignale gescannt. Im Balkendiagramm wurden die 40 starksten in 4-HPR gegeniiber Medium
und DMSO differentiell unter- (A) und Uberexprimierten (B) Gene dargestellt. Das Auswahlkriterium bestand aus einer
minimalen Expressions-Differenz von 700 (-400) und einem Fold Change von 3 (0,4) von 4-HPR- gegenilber Medium-
behandelten Neuroblastomzellen.
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Durch Behandlung der Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y mit dem synthetischen Retinamid 4-HPR
kam es auch zur Uberexpression von Genen gegeniiber den mit Medium und DMSO kultivierten
Kontrollzellen. In Abbildung 4-7 (B) werden die 40 am starksten heraufregulierten Gene
présentiert. Bei dieser Selektion wurden ausschlieBlich die Gene ausgewahlt, bei denen
mindestens ein Fold Change von 3 beziehungsweise eine Differenz von 700 bei 4-HPR im
Vergleich zu Medium-behandelten Zellen vorlag. Durch das Retinamid wurde beispielsweise
CRABPII (202575) und HLA-B39 (209140) in der Genexpression nennenswert heraufreguliert.
Das durch 4-HPR um einen Fold Change von 3,08 und einer Differenz von 734 im Vergleich zu
Medium-kultivierten SH-SY5Y-Zellen heraufregulierte zellulare Retinsdure-bindende Protein
CRABPII (cellular retinoic acid-binding protein, Il) spielt eine entscheidende Rolle beim
intrazellularen Transport wasserunléslicher Retinoide. Das mRNA-Transkript des zur MHC-
Klasse | zugehdrigen Molekils HLA-B39, das eine wichtige Funktion bei der Antigenprasentation
ausibt, wurde im Vergleich zu Medium-kultivierten Neuroblastomzellen durch 4-HPR um einen
Fold Change von 5,22 und einer Differenz von 10.713 Uberexprimiert. Durch 4-HPR konnte im
Vergleich zu ATRA keine Uberexpression der Retinsaure-inaktivierenden Cytochrome P450RAI-
1 und P450RAI-2 sowie von CD54, CD117 und des Retinsadure-Rezeptors B beobachtet werden.

4.4.4 Delta-Notch-vermittelte Differenzierung von Neuroblastomzellen

Dem Delta-Notch-Signalweg wurde bereits 1994 durch Muskavitch et al. eine zentrale Rolle bei
der neuronalen Regulierung wahrend der Embryogenese in Drosophila melanogaster
zugesprochen 2°". Auch bei der humanen embryonalen Neurogenese durch Ausdifferenzierung
von unreifen Neuroblasten der Neuralleiste zu Neuronen oder Gliazellen ist der Delta-Notch-
Signalweg in einem sehr komplexen Geflecht aus intrinsischen und extrinsischen Signalen
involviert 20% 203 204 205, 206 207: 208 ' p,rch die Wirkung von all-trans Retinsaure wird die
Differenzierung eines Neuroblasten zu neuronalen Zellstrukturen Uber einen Delta-Notch-
Signalweg induziert 207 208 209 210 211 212 = Aphand von verschiedenen Tumorzelllinien mit
neuroektodermalem Ursprung wurde die Differenzierung-induzierende Wirkung unterschiedlicher
Retinoide anhand des Delta-Notch-Sigalweges naher untersucht.

4.4.4.1 Retinoid-induzierte und Delta-Notch-regulierte Differenzierung von Neuroblastomzellen

Mit Hilfe des Genchips wurde die Differenzierung-induzierende Wirkung von all-trans Retinsaure
und 4-HPR auf Neuroblastomzellen naher untersucht und verglichen. Nach Behandlung von SH-
SY5Y-Zellen mit dem natirlichen Retinoid all-trans Retinsdure (Abbildung 4-6, A) und dem
synthetischen 4-HPR (Abbildung 4-7, A) wurde unter den 40 am starksten herunterregulierten
Genen eine drastische Reduzierung des humanen ASCL1 (209988, 209987, 213768) sowie
DLK1 (209560) identifiziert, die beide fundamentale Bestandteile des Delta-Notch-Signalweges
zur Induktion einer neuronalen Differenzierung sind. Anhand von sieben Neuroblastom- und zwei
Ewing-Tumor-Zelllinien mit gemeinsamen neuroektodermalen Ursprung und weiteren Zelllinien,
die als Kontrolle fungierten, wurde das Expressionsprofil der verschiedenen Tumore bezlglich
der Aktivierung des Delta-Notch-Signalweges in An- und Abwesenheit des Differenzierung-
aktivierenden Retinoids ATRA analysiert (Abbildung 4-8, A). In allen sieben Neuroblastom-
Zelllinien konnte eine konstitutive ASCL1 mRNA-Expression beobachtet werden. In den Ewing-
Tumorzellen SK-N-MC und A673 wurde keine basale Expression des Transkriptionsfaktors
ASCL1 nachgewiesen. Unter den restlichen Zelllinien wurde nur in der lymphoblastoiden Zelllinie
CSIll wie bei den Neuroblastomzellen eine basale Expression von ASCL1 detektiert. Nach
Behandlung mit ATRA wurde die Expression von ASCL1 in allen Neuroblastomzellen drastisch
herunterreguliert. Allein in KELLY, IMR-5 und IMR-32 lieB sich aufgrund der hohen konstitutiven
Expression nach Kultivierung mit ATRA noch eine ASCL1-spezifische Bande detektieren. Die
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ASCL1 mRNA-Expression in der lymphoblastoiden Zelllinie CSlll war nach Stimulation mit dem
Retinoid ebenfalls erniedrigt. Ein Ligand des Notch-Rezeptors, DLK1, wurde ausschlieBlich in
den drei Neuroblastom-Zelllinien SH-SY5Y, SIMA und KELLY konstitutiv exprimiert. Auch hier
fihrte eine Behandlung mit ATRA wahrend der Differenzierung zu einer deutlichen aber nicht
vollstandigen Herunterregulierung der DLK1 mRNA-Expression. Eine basale Expression des
Transkriptionsfaktors HES-1 wurde nur in der Neuroblastom-Zelllinie SIMA detektiert. Eine
besonders starke konstitutive Expression dieses Transkriptionsfaktors wurde in den beiden
Ewing-Tumoren SK-N-MC und A673 sowie dem schwéacher exprimierenden Fibrosarkom HT-
1080 und der humanen Nierenzelllinie HEK293 beobachtet. Durch Behandlung mit der
Retinsaure wurde in den vier Neuroblastom-Zelllinien SH-SY5Y, SIMA, CHP-126 und IMR-5 eine
erhéhte HES-1 mRNA-Expression induziert. Auch in den anderen vier konstitutiv exprimierenden
Zelllinien SK-N-MC, A673, HT-1080 und HEK293 kam es zu einem deutlichen Anstieg der HES-1
mRNA-Expression.
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Abbildung 4-8: Expression von Genen des Delta-Notch-Signalwegs in Tumoren neuroektodermalen Ursprungs
nach Behandlung mit natirlichen und synthetischen Retinoiden. Die Neuroblastomzellen (SH-SY5Y, SIMA, CHP-
126, CHP-134, KELLY, IMR-5 und IMR-32), Ewing-Tumorzellen (SK-N-MC und A673) und Kontrollzelllinien wurden mit
ATRA (6,25 x 10° M) oder 4-HPR (3,9 x 10 M) fir 96 h (37°C, 5% CO3) behandelt. RT-PCR (A) und quantitative real
time RT-PCR (B) durch Bestimmung der ACT-Werte und des Fold Change der humanen ASCL1, DLK1, HES-1 und
Notch-2 mRNA-Expression am Beispiel der SH-SY5Y-Zellen.
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Die basale Expression des DLK1-spezifischen Rezeptors Notch-2 konnte ausschlieBlich in den
mit Medium behandelten SH-SY5Y, KELLY und IMR-5 detektiert werden. Nur in KELLY und IMR-
5 reduzierte sich die Expression nach Kultivierung mit ATRA. In SH-SY5Y blieb die Notch-2
mRNA-Expression konstant. Mit Ausnahme der lymphoblastoiden Zelllinie CSlll war die Notch-2
MRNA-Expression in den beiden Ewing-Tumorzellen und den anderen Kontrollzellen stark
vertreten. Eine Regulation dieser Expression durch ATRA konnte hingegen nicht beobachtet
werden. Der Einfluss der Retinoide ATRA und 4-HPR auf die Delta-Notch-regulierte
Differenzierung wurde anhand der Modellzelllinie SH-SY5Y in der real time RT-PCR néher
quantifiziert (Abbildung 4-8, B). In den SH-SY5Y-Zellen wurde in Anwesenheit beider Retinoide
die ASCL1 mRNA-Expression um einen Fold Change (FC) von 0,002 (ATRA) und 0,003 (4-HPR)
im Vergleich zu Medium drastisch herunterreguliert. Eine Behandlung mit DMSO fahrte mit
einem FC von 0,45 ebenfalls zu einer leichten Reduktion der Expression. Um einen FC von 4,9 x
10° in ATRA- und 5,8 x 10* in 4-HPR-behandelten SH-SY5Y-Zellen reduzierte sich die
Expression des Notch-Liganden DLK1. Die mit DMSO behandelten Kontrollzellen blieben mit
einem FC von 1,3 in der Expression relativ konstant. Die Expression des Transkriptionsfaktors
HES-1 wurde durch ATRA um einen Fold Change von 18,4 und durch 4-HPR um 12,2 wahrend
der Differenzierung im Vergleich zu Medium-behandelten Zellen induziert. Mit einem FC von 0,6
blieb die HES-1 mRNA-Expression in DMSO-kultivierten Neuroblastomzellen ann&hernd
konstant. Der fir DLK1 spezifische Rezeptor Notch-2 wurde laut der quantitativen real-time RT-
PCR ebenfalls in der Expression um einen FC von 11,1 durch ATRA und 5,8 durch 4-HPR im
Vergleich zur basalen Expression in Medium erhdht. Durch DMSO gab es mit einem FC von 1,4
fast keine Regulierung der Notch-2 mRNA-Expression. Durch die Behandlung unreifer
Neuroblastomzellen kommt es mit Hilfe der unterschiedlichen Retinoide zu einer Induktion der
Differenzierung von Vorlauferzellen. Der Prozess der Retinoid-vermittelten Ausdifferenzierung
von unreifen Neuroblastomen wird dabei Uber die nachweisliche Aktivierung des Delta-Notch-
Signalweges vorangetrieben.

4.4.4.2 Neuritenbildung in ASCL1-supprimierten und ausdifferenzierten Neuroblastomzellen

Der durchaus potente Einfluss von Retinoiden und die starke Plastizitat der aus der Neuralleiste
stammenden unreifen Neuroblastomzellen driickt sich wahrend der Differenzierung
beispielsweise morphologisch durch ein verstarkt ausgebildetes Neuritenwachstum aus. Das
Gleichgewicht Uber den Differenzierungsstatus eines Neuroblastoms wird Gber Gene des Delta-
Notch-Signalweges reguliert. Die quantitative mRNA-Expression von ASCL1, einem zentralen
proneuronalen Transkriptionsfaktor der Differenzierung, wurde in diversen Neuroblastomzellen
nach Behandlung mit all-trans Retinsaure untersucht (Abbildung 4-9, A). Mit einem Fold Change
von 3,4 (KELLY), 4,4 (IMR-5) und 1,02 (SIMA) war die konstitutive ASCL1 mRNA-Expression
gegenlber Medium-behandelten SH-SY5Y-Zellen (1) erhéht bzw. ann&hernd gleich exprimiert. In
allen vier reprasentierten Neuroblastom-Zelllinien fihrte eine Behandlung mit ATRA zu einer
erniedrigten ASCL1 mRNA-Expression. Im Vergleich zum Medium erniedrigte sich durch
Kultivierung mit Retinsdure die ASCL1 mRNA-Expression um einen FC von 0,04 (SH-SY5Y),
0,32 (KELLY), 0,21 (SIMA) und 0,9 (IMR-5). Die Differenzierung-induzierende Wirkung von
ATRA auBerte sich in allen untersuchten Neuroblastomzellen neben der Herunterregulierung von
ASCL1 auch morphologisch in einer verstarkten Bildung von Neuriten oder Neuronen-ahnlichen
Strukturen (Abbildung 4-9, B). Alle ausdifferenzierten Neuroblastomzellen, die zuvor mit
Retinsaure stimuliert wurden, zeigten unter dem Lichtmikroskop ein feines, stark verzweigtes
Netzwerk bestehend aus Neuriten, das alle Tumorzellen miteinander verband.
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Abbildung 4-9: Retinsdure-induzierte Neuritenbildung von ASCL1-herunterregulierten und ausdifferenzierten
Neuroblastomzellen. (A) Quantitative real-time RT-PCR der ASCL1 mRNA-Expression in ATRA- (6,25 x 10 M) und
Medium-behandelten Neuroblastomzellen nach einer Inkubation von 96 h (37°C, 5% COx). (B) 100-fache VergréBerung
einer lichtmikroskopischen Aufnahme von unterschiedlich kultivierten Neuroblastomzellen.

4.4.4.3 Verteilung der ASCL1 und DLK1 mRNA-Expression in humanen Geweben

Neben den Neuroblastomzellen wurde auch die Verteilung der ASCL1 und DLK1 mRNA-
Expression in verschiedenen humanen Geweben mittels RT-PCR naher untersucht (Abbildung
4-10). Hierbei konnte neben den SH-SY5Y-Zellen (27) als Positivkontrolle auch eine besonders
starke ASCL1 mRNA-Expression in den neuronalen Geweben von fetalem Gehirn (11),
Gesamtgehirn (12), Kleinhirn (18) und Nebenniere (22) detektiert werden. Im Vergleich zu den
neuronalen Geweben lieB sich eine ASCL1 mRNA-Expression zusétzlich im Thymus (26)
nachweisen. Der an Notch bindende Ligand DLK1 wurde in den hier untersuchten humanen
Geweben in der Nebenniere (7), Ovar (6), Testis (10), Plazenta (13), Herz (17) und der fetalen
Leber (20) basal exprimiert. Als Positivkontrolle fungierte erneut die Neuroblastom-Zelllinie SH-
SY5Y (27), die den Liganden DLK1 ebenfalls konstitutiv exprimierte. Mit Ausnahme der unreifen
SH-SY5Y-Zellen konnte in keinem der humanen und ausdifferenzierten Gewebe eine
gleichzeitige Expression von ASCL1 und DLK1 beobachtet werden. Die jeweils gleichm&Bige
Expression des Haushaltgens GAPDH veranschaulichte die konstant eingesetzte cDNA Menge
fur die RT-PCR.
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Abbildung 4-10: Verteilung der ASCL1 und DLK1 mRNA-Expression in normalen humanen Geweben. RT-PCR
zur Vervielféltigung der ASCL1 und DLK1 mRNA-Transkripte aus diversen humanen Geweben (Gesamt-RNA der Fa.
Becton Dickonson) durch Reverse Transkription von 1 pg Gesamt-RNA und Einsatz von 2 pl cDNA in die Polymerase-
Kettenreaktion.

4.4.4.4 RNA-Interferenz des proneuronalen Transkriptionsfaktors ASCL1 in SH-SY5Y-Zellen

Die RNA-Interferenz (RNAI) ist eine erfolgreiche Methode, die Expression von Genen
posttranskriptionell zu hemmen '®. Mittels der Transfektion von 21 Nukleotid langen
doppelstrédngigen und linearen siRNAs (small interfering RNAs) wird durch Bindung an den
komplementéaren antisense-Strang der RISC (RNA induced silencing complex)-vermittelte Abbau
des mRNA-Transkriptes eingeleitet. Anhand von ASCL1-spezifischen siRNAs wurde die
maogliche Induktion einer direkten und Retinoid-unabhangigen neuronalen Differenzierung durch
Inaktivierung von ASCL1 in Neuroblastomzellen untersucht. Mdéglicherweise wiirde eine
Erniedrigung von ASCL1 ein Ungleichgewicht in der Expression der anderen im Delta-Notch-
Signalweg-involvierten Gene induzieren und gleichzeitig den Differenzierungsfortschritt der
unreifen und malignen Neuroblastomzellen positiv beeinflussen. Hintergrund war die durch die
Retinoide ATRA und 4-HPR initiierte Reduktion der ASCL1 mRNA-Expression und
Ausdifferenzierung von Neuroblastomzellen. Zunachst wurde mittels kationischen Lipiden die
Transfektion von ASCL1-siRNAs in SH-SY5Y-Zellen getestet. Mittels ALEXA-Fluor488-
markierten unspezifischen (non-silencing) siRNAs wurden im FACS jedoch nur
Transfektionsraten von maximal 20% erreicht (ohne Abbildung). Aufgrund des hohen basalen
Expressionsniveaus von ASCL1 und der geringen siRNA-Transfektionsrate konnte im Western
Blot und der RT-PCR keine Reduktion der konstitutiven ASCL1 mRNA- und Proteinexpression
beobachtet werden. Mit Hilfe einer Elektroporation dhnelnden Methode (Fa. AMAXA) gelang
jedoch die erfolgreichere Transfektion mit siRNAs. Jeweils 2,5 x 10° Zellen wurden in 100ul des
Elektroporationspuffers V resuspendiert, mit 2 ug siRNAs (ASCL1_2, ASCL1_3, ASCL1_2+3
oder ALEXA-Fluor488-markierten non-silencing siRNAs) vermischt und anschlieBend mit dem
Programm G16 elektroporiert. Nach der Elektroporation wurde ein Teil der Zellen fiir maximal 72
h (37°C, 5% CO,) rekultiviert oder sofort im FACS auf deren Transfektionsrate analysiert. Durch
die AMAXA-Technologie konnte mittels der ALEXA-Fluor488-markierten siRNAs eine
Transfektionsrate von GUber 95% in SH-SY5Y-Zellen durchflusszytometrisch gemessen werden
(Abbildung 4-11, A). Durch Isolation der Gesamt-RNA und der Reversen Transkription in eine
komplementare cDNA konnte mittels der RT-PCR eine deutliche Reduktion der ASCL1 mRNA-
Expression durch RNA-Interferenz mit den siRNAs ASCL1_2, ASCL1_3 sowie der gemeinsamen
Inkubation von ASCL1_2+3 gemessen werden (Abbildung 4-11, B). Im Vergleich zu den Medium-
kultivierten bzw. elektroporierten Kontrollzellen zeichnete sich die ASCL1-RNAi durch eine fast
vollstandige Aufhebung der konstitutiven Expression aus. Die Transfektion mit unspezifischen
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(non-silencing) siRNAs hatte keinen Einfluss auf den Transkriptionsfaktor. Die ahnlich starke
mRNA-Expression des Haushaltsgens GAPDH verdeutlichte zudem die gleichmaBig eingesetzte
cDNA Menge.
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Abbildung 4-11: RBRNA-Interferenz der ASCL1 mRNA-Expression in SH-SY5Y-Zellen. (A) FACS-Analyse zur
Bestimmung der AMAXA-Transfektionseffizienz von linearen siRNAs in SH-SY5Y-Zellen mittels ALEXA-Fluor488-
markierten non-silencing siRNAs. RT-PCR (B) und quantitative real-time RT-PCR (C) der ASCL1 mRNA-Expression in
Neuroblastomzellen (SH-SY5Y) nach RNA-Interferenz mit den siRNA-Kombinationen ASCL1_2 und ASCL1_3 sowie
dem aquimolarem Gemisch ASCL1_2+_3. (D) Quantitative Gegenuberstellung der CD54 und ASCL1 mRNA-Transkripte
in ASCL1-inaktivierten SH-SY5Y-Zellen.

Mittels der real-time RT-PCR wurde zuséatzlich die ASCL1-RNAi quantifiziert (Abbildung 4-11, C).
Durch den Einsatz diverser siRNAs mit unterschiedlichen ASCL1-Zielsequenzen konnte die
Expression des Transkriptionsfaktors stark herunterreguliert werden. Die konstitutive ASCL1
mRNA-Expression reduzierte sich in SH-SY5Y-Zellen durch die Transfektion mit den siRNAs um
einen Fold Change von 0,11 (ASCL1_2), 0,24 (ASCL1_3) und 0,12 (ASCL1_2+3) gegenlber der
Medium-Kontrolle (1). In den elektroporierten (EP) oder mit unspezifischen (non-silencing)
siRNAs transfizierten Kontrollanséatzen wurde die ASCL1 mRNA-Expression nur geringfigig um
einem FC von 0,76 und 0,75 im Vergleich zu Medium herunterreguliert. Durch Behandlung von
Neuroblastomzellen mit Retinoiden konnte durch die induzierte Differenzierung neben einem
verstarkten Neuritenwachstum auch eine erhéhte Expression des Oberflachenantigens CD54
beobachtet werden. Anhand der Coexpression des phanotypischen Differenzierungsmarkers
CD54 wurde untersucht, ob auf direktem Weg durch RNA-Interferenz des proneuralen
Transkriptionsfaktors ASCL1 eine Retinoid-unabhéngige Differenzierung von Neuroblastomzellen
initiiert werden kann. Es stellte sich heraus, dass durch ASCL1-RNAi eine direkte und Retinoid-
unabhangige Differenzierung induziert werden konnte, die auch mit einer erhéhten CD54 mRNA-
Expression einherging (Abbildung 4-11, D). Eine Reduktion der ASCL1 mRNA-Expression um
einen FC von 0,11 (ASCL1_2), 0,24 (ASCL1_3) und 0,12 (ASCL1_2+3) war gleichzeitig mit einer
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Heraufregulierung der CD54 mRNA-Expression um einen FC von 5,3 (ASCL1_2), 3,8 (ASCL1_3)
und 7,5 (ASCL1_2+3) verbunden. Demnach waren genspezifische siRNAs durch Inhibition von
ASCL1 befahigt, eine Differenzierungsinduktion und Uberexpression von CD54 in urspriinglich
unreifen Neuroblastomzellen zu generieren.
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Abbildung 4-12: Lichtmikroskopische Aufnahme ASCL1-inaktivierter SH-SY5Y-Zellen. Die mit Medium (A),
Elektroporation (B), ASCL1_2+3 siRNA (C) und non-silencing siRNA (D) behandelten SH-SY5Y-Zellen wurden sowohl
zur Isolation von Gesamt-RNA und -Protein als auch zur Rekultivierung und lichtmikroskopischen Dokumentation (100-
fache VergrdBerung) verwendet.

Eine erfolgreiche direkte Herunterregulierung der ASCL1 mRNA-Expression durch Transfektion
mit den siRNAs ASCL1_2+3 reduzierte sich im Bezug auf Medium-behandelte Zellen um einen
Fold Change von 0,12. Dies induzierte jedoch wie bei einer Behandlung mit all-trans Retinsé&ure
kein verstarktes Neuritenwachstum (Abbildung 4-12). Ein verstarktes Neuritenwachstum, das als
phé&notypisches Zeichen einer Differenzierung zu interpretieren wére, trat auch nach 72
stindiger Inkubation bei den besonders stark ASCL1-inaktivierten SH-SY5Y-Zellen (ASCL1_2+3)
(C) wie bei den mit Medium (A), Elektroporation (B) oder non-silencing siRNA (D) behandelten
Tumorzellen nicht auf.

4.4.4.5 Differentielle Genexpression von transient ASCL1-inaktivierten Neuroblastomzellen

Mittels RNA-Interferenz, die die Expression eines Gens posttranskriptionell inhibiert, wurde
anhand des inaktivierten Transkriptionsfaktors ASCL1 im Affymetrix Genchip HG-U133A 2.0 plus
das Genexpressionsprofil unreifer Neuroblastomzellen verglichen. Daflir wurden SH-SY5Y-
Zellen mit &quimolaren Mengen der zuvor in der quantitativen real-time RT-PCR getesteten und
besonders wirksamen ASCL1-siRNAs_2 und _3 mittels der AMAXA-Technologie gleichzeitig
transfiziert. Beide siRNAs besaBen jeweils unterschiedliche Zielsequenzen im mRNA-Transkript.
Als Kontrolle dienten wiederum Neuroblastomzellen, die mit Medium oder unspezifischen (non-
silencing) siRNAs behandelt wurden. In Abbildung 4-13 (A und B) sind jeweils die 30 am
stérksten differentiell Gber- und unterexprimierten Gene aus ASCL1-inaktivierten SH-SY5Y-
Zellen dargestellt, die sich mindestens in einer Differenz von 400 (-400) und einem Fold Change
von 1,5 (0,666) unterschieden. Fir die Gegeniberstellung wurde der Mittelwert aus den
Kontrollen gebildet und mit den Expressions-Signalstarken der ASCL1-inhibierten
Neuroblastomzellen verglichen. Als experimentelle Versuchskontrolle konnte zun&dchst anhand
drei verschiedener ASCL1-spezifischer Sondensétze eine erfolgreiche Herunterregulierung des
gleichnamigen Transkriptionsfaktors unter den 30 am starksten herunterregulierten Genen
identifiziert werden. Die mit den &quimolaren ASCL1-siRNAs_2 und _3 transfizierten
Neuroblastomzellen unterschieden sich mit einer Differenz (D) und einen Fold Change (FC) bei
den Sondenséatzen 209988 (D: -3280/ FC: 0,291), 209987 (D: -1461/ FC: 0,336) und 209985 (D:
-281/ FC: 0,375) gegenltber den gemittelten Kontrollansatzen. Demnach kam es durch die non-
silencing siRNAs zu keinem unspezifischen Effekt, der ebenfalls mit einer Herunterregulierung
des ASCL1 mRNA-Transkriptes assoziiert war. Nach Inaktivierung von ASCL1 befanden sich
unter den 30 am starksten heraufregulierten Genen gleichzeitig drei Sondenséatze fiir das IGF-2
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(insulin-like growth factor 2) und zwei Sondensétze fir den Cyclin-abhangigen Kinase-Inhibitor
CDKN1C (cyclin-dependent kinase inhibitor 1C) (Abbildung 4-13, B).
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Abbildung 4-13: Differentielles Genexpressionsprofil von ASCL1-herunterregulierten Neuroblastomzellen. Nach
72 stundiger Kultivierung (37°C, 5% CO,) der SH-SY5Y-Zellen mit Medium, non-silencing siRNAs oder den
doppelstrangigen aquimolaren ASCL1-siRNAs_2 und _3 wurde die Gesamt-RNA aus dem Trizol-Reagenz gewonnen.
Nach der Reversen Transkription und Synthese einer komplementaren cDNA wurde mittels des T7-Promoters in einer
in-vitro Transkription (IVT) eine mit Biotin markierte cRNA hergestellt. Als letztes erfolgte die Hybridisierung der cRNA
mit dem Affymetrix-Genchip HG-U133A 2.0 plus. Dargestellt wurden die 30 am starksten differentiell exprimierten Gene,
die aus dem Vergleich von ASCL1-siRNA und dem Mittelwert von Medium- und non-silencing siRNA resultierten. Als
Selektionskriterium muBte eine differentielle Expression vorliegen, die mindestens eine Differenz von 400 (-400) und
einen Fold Change von 1,5 (0,666) erfullte.

Der Wachstumsfaktor IGF-2 wurde nach Behandlung mit den ASCL1-spezifischen siRNAs
gegeniber den Kontrollen bei den Sondenséatzen 202409, 202410 und 210881 um eine Differenz
von 4162, 991 und 482 sowie um einen Fold Change von 8,17; 19,54 und 22,25 drastisch
Uberexprimiert. Neben der mutagenen Wirkung bei verschiedenen Tumoren ist der
Wachstumsfaktor IGF-2 in normalen Geweben besonders wéhrend der humanen und murinen
Embryonal- und Plazentaentwicklung duBerst essentiell. Der ebenfalls drastisch heraufregulierte
Cyclin-abhangige Kinaseinhibitor CDKN1C spielt hingegen eine entscheidende Rolle bei der
Aktivierung verschiedener Cyclin-Kinasen/Cyclin-Komplexe, die die Gi-Phase innerhalb des
Zellzyklus regulieren und somit Einfluss auf das Zellwachstum haben. Eine Inaktivierung der
ASCL1 mRNA-Expression mit dem Ziel einer benignen Ausreifung der Neuroblastomzellen war
mit einer Induktion der CDKN1C mRNA-Expression um einen FC von 2,59 und einer Differenz
von 543 bei dem Sondensatz 213182 und um einen FC von 1,97 und einer Differenz von 485 bei
dem Sondensatz 219534 gegenlber den Kontrollzellen assoziiert.
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4.4.4.6 Expressionsprofil von stabil ASCL1-inaktivierten und reifenden Neuroblastomzellen

Die Untersuchungen zu einer Retinoid-unabhédngigen und direkten Induktion einer
Differenzierung durch Interferenz von ASCL1 mit linearen siRNAs ergab unter anderem eine
Heraufregulierung der CD54, CDKN1C und IGF-2 mRNA-Expression. Die Ausbildung eines fir
die Differenzierung charakteristischen Neuritennetzwerkes blieb innerhalb der Inkubationsdauer
von 72 Stunden aus. Der Nachteil der linearen siRNAs liegt darin, dass sich die
posttranskriptionelle inhibitorische Wirkung nach 72 Stunden weitestgehend erschopft. Aus
diesem Grund wurde ein vektorielles Expressionssystem erstellt, das eine stetige Expression von
ASCL1-spezifischen siRNAs gewéahrt und die Differenzierung-induzierende Wirkung Uber einen
unbegrenzt langen Zeitraum ermdglicht. Anhand der Uber einen Vektor kontinuierlich endogen
exprimierten Mikro-RNAs (miRNAs) wurde mittels der direkt induzierten RNA-Interferenz von
ASCL1 das Expressionsprofil der Kandidatengene untersucht, die urspringlich in Anwesenheit
der Differenzierung-aktivierenden Retinoide ATRA und 4-HPR differentiell exprimiert wurden. Die
erfolgreiche Transfektion der SH-SY5Y-Zellen mit den beiden verschiedenen miRNA-haltigen
Vektoren wurde durch Coexpression des Griin-fluoreszierenden Proteins (GFP) im
Fluoreszenzmikroskop bestéatigt (Abbildung 4-14, A2 und A4). Bereits im Fluoreszenzmikroskop
konnte die Reaktion der Neuroblastomzellen auf die kontinuierlich produzierten ASCL1-miRNAs
beobachten werden. Die Wirkung der stabil ASCL1-inaktivierten Neuroblastomzellen auBerte
sich vor allem in einer verlangsamten Proliferation, leichten Neuritenbildung und drastischen
Zunahme der ZellgréBe im Vergleich zu den Zellen, die mit den negativen miRNAs transfiziert
wurden (Abbildung 4-14, A-1 und A-2). Die differentielle Expression der Kandidatengene, die
durch Inhibition von ASCL1 in den urspriinglich nicht ausdifferenzierten SH-SY5Y-Zellen
resultierte, ist in Abbildung 4-14 (B) dargestellt. Um eventuelle unspezifische Effekte der
endogen synthetisierten miRNAs auszuschlieBen, wurde die relative Expressionsstarke der
Gene, die durch die ASCL1-spezifischen miRNAs reguliert wurden, stets auf die negativen
miRNAs bezogen (100%). Aus diesem Grund wurde die differentielle Genexpression als relative
mRNA-Expression im Balkendiagramm logarithmisch dargestellt. Gegenlber der Kontrolle
(negativer miRNA-haltiger Vektor) kam es durch die ASCL1-spezifischen miRNAs zu einer
Reduktion des ASCL1-Transkriptes um einen Fold Change von 0,065. Diese drastisch
erniedrigte Expression stellte zugleich eine interne Versuchskontrolle zur RNA-Interferenz von
ASCL1 dar. Die direkte und Retinoid-unabhéangige Inaktivierung des fir die Differenzierung
erforderlichen ASCL1 war zugleich mit einer Reduktion von DLK1 um einen Fold Change von
0,061 assoziiert. Der fiur den Liganden DLK1 spezifische Rezeptor Notch-2 sowie der
Transkriptionsfaktor HES-1 wurden nach der Ausschaltung von ASCL1 um einen Fold Change
von 4,69 (Notch-2) und 15,56 (HES-1) deutlich Uberexprimiert. Die urspringlich durch die
Differenzierung-aktivierenden Reagenzien ATRA und 4-HPR als reguliert identifizierten
Oberflachenantigene CD54, CD117 und CD184 wurden durch die direkte Inaktivierung von
ASCL1 ebenfalls differentiell exprimiert. Im Vergleich zu den negativen miRNAs erhdhte sich
durch die ASCL1-miRNAs beispielsweise die CD54 mRNA-Expression &hnlich wie durch ATRA
um einen Fold Change von 65,34. Entgegen der Uberexpression des Rezeptors CD117 und dem
Liganden SCF in SH-SY5Y-Zellen, die dauerhaft mit ATRA oder 4-HPR kultiviert wurden, kam es
durch die stabile Inaktivierung von ASCL1 zu einer drastisch erniedrigten Expression von CD117
und SCF um einen Fold Change von 0,019 und 0,021. Die mRNA-Expression des
Oberflachenantigens CD184 wurde durch die ASCL1-miRNAs um einen Fold Change von 0,011
inhibiert und war damit ebenfalls wie durch die beiden Retinoide all-trans Retinsdure und 4-HPR
stark reduziert. Auch die in den Zellzyklus involvierten Proto-Onkogene MYCN und c-MYC sowie
Cyclin D1 und CDKN1C wurden nach Inaktivierung von ASCL1 in der Expression um einen Fold
Change von 0,063 (MYCN), 0,132 (c-MYC) und 0,283 (Cyclin D1) und 0,096 (CDK1NC) stark
supprimiert. Im Vergleich zu den Retinsdure-induzierbaren Rezeptoren RARA und RARB wurde
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die konstitutive Expression der Rezeptoren RARA und RARB durch die ASCL1-RNAi in SH-
SY5Y-Zellen stattdessen um einen Fold Change von 0,603 (RARA) und 0,162 (RARB) erheblich
reduziert. Die Expression des Retinsdure-inaktivierenden Cytochrom P450RAI-2 erhdhte sich
stattdessen leicht um einen Fold Change von 3,73 durch den miRNA-vermittelten Abbau des
ASCL1 mRNA-Transkriptes.
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Abbildung 4-14: Genexpressionsprofil von stabil ASCL1-inaktivierten Neuroblastomzellen. Jeweils 3 ug eines
ASCL1-miRNA- oder genunspezifischen miRNA-ligierten Vektors pcDNA™ 6.2-GW/EmGFP-miR wurden mittels der
AMAXA-Technologie in SH-SY5Y-Zellen transfiziert und Uber Blasticidin (15 ng/ml) selektioniert. (A) Jeweils 100-fache
lichtmikroskopische (1, 3) und GFP-vermittelte fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (2, 4) der mit ASCL1-miRNAs (1,
2) und negativen miRNAs (3, 4) transfizierten Zellen. (B) Quantitative real-time RT-PCR zur Bestimmung des
differentiellen Genexpressionsprofils von ASCL1-inhibierten (ASCL1-miRNA) im Vergleich zu konstitutiv. ASCL1-
exprimierenden (negative miRNA) Neuroblastomzellen. Dargestellt wurde die relative Expression (Fold Change) der mit
ASCL1-miRNAs kultivierten SH-SY5Y-Zellen im Bezug auf die negativen miRNA-haltigen Zellen (100%).
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Die fir Neuronen charakteristischen Marker Neurofilament-H (NF-H), -L (NF-L) und -M (NF-M)
sowie das vesikuldare Synaptophysin (SYP) wurden nach der kontinuierlichen Expression der
ASCL1-spezifischen miRNAs um einen Fold Change von 0,141 (NF-H), 0,323 (NF-L), 0,395 (NF-
M) und 0,045 (SYP) in den Neuroblastomzellen herunterreguliert. Die Transkripte der fir
Gliazellen charakteristischen Gene GFAP (0,342), NeuroD1 (0,073) und Wnt1 (0,688)
reduzierten sich ebenfalls. Innerhalb des regulatorischen Systems der Insulin-
Wachstumsfaktoren kam es durch die Inaktivierung von ASCL1 ebenfalls zu einer differentiellen
Genexpression. Sowohl IGF-2 (0,152) als auch der IGF-2-bindende Rezeptor IGF-1R (0,137)
wurde laut real-time RT-PCR verringert exprimiert. Die unter anderem fir die Bindung und
Aktivitat der IGFs verantwortlichen Bindeproteine IGFBP2 und IGFBP4 wurden durch die
kontinuierliche ASCL1-RNAi in SH-SY5Y-Zellen um 0,418 (IGFBP2) schwach herunter- und um
1,36 (IGFBP4) nur leicht heraufreguliert. Im Vergleich zu der nur geringen differentiellen
Expression von IGFBP2 und 4 kam es bei IGFBP6, einem Bindeprotein mit vornehmlich IGF-
inaktivierenden Eigenschaften, zu einer sehr intensiven Induktion um einen Fold Change von
6,02.

445 Expression von Genen des Retinsdure-Stoffwechsels

Neben SH-SY5Y-Zellen wurden sechs weitere Neuroblastom-Zelllinien sowie finf
Tumorzelllinien inklusive der normalen humanen Nierenzelllinie HEK293 auf die Expression von
Genen untersucht, die in den intrazellularen Retinsdure-Stoffwechsel involviert waren. Aus der
Abbildung 4-15 (A) geht hervor, dass neben den sieben Neuroblastom-Zelllinien auch alle
anderen Zelllinien den Retinsdure-Rezeptor A (RARA) etwa gleich stark konstitutiv exprimierten.
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Abbildung 4-15: Expression von Genen des Retinsaure-Stoffwechsels in Neuroblastomzellen und diversen
Tumorzelllinien nach Behandlung mit all-trans Retinsaure. (A) RT-PCR der RARA, RARB, CP450RAI-2 und B-Aktin
mRNA-Expression in SH-SY5Y-Zellen in An- und Abwesenheit von ATRA. Die Tumorzellen wurden fiir 96 h (37°C, 5%
CO) mit dem entsprechenden Medium und ATRA (6,25 x 10° M) kultiviert. Die Angleichung des cDNA-Gehaltes
erfolgte Uber das Haushaltgen B-Aktin. (B) RT-PCR zur semiquantitativen Bestimmung der CP450RAI-2 mRNA-
Expression in Abh&ngigkeit von der Inkubationsdauer mit dem Retinoid. Dazu wurden SH-SY5Y-Zellen innerhalb eines
Zeitraums von 0,5 bis 96 h (37°C, 5% CO,) mit ATRA (6,25 x 10° M) inkubiert.
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Die RARA mRNA-Expression wurde zudem in allen Tumorzellen durch ATRA zuséatzlich verstarkt.
Mit Ausnahme von SIMA und CHP-126 exprimierten alle Neuroblastom-Zelllinien sowie die
Fibrosarkom-Zelllinie HT-1080 und die Nierenzelllinie HEK293 den Retinsdure-Rezeptor B
(RARB) bereits konstitutiv. Nach Behandlung mit all-frans Retinsdure wurde bei allen basal
RARB exprimierenden Neuroblastomzellen und den beiden Ewing-Tumor-Zelllinien SK-N-MC
und A673 eine deutliche Steigerung der mRNA-Expression beobachtet. In SIMA und CHP-126
lieB sich nach der Retinoid-Behandlung keine RARB mRNA-Expression induzieren. Eine
schwache konstitutive mRNA-Expression des Cytochrom P450RAI-2 konnte unter den
Tumorzelllinien nur bei CHP-134, KELLY, IMR-5 und IMR-32 detektiert werden. Mit Ausnahme
von SIMA und CHP-126 konnte in allen Neuroblastomzellen und der lymphoblastoiden Zelllinie
CSllIl eine Induktion des Cytochroms P450RAI-2 beobachtet werden. Konstitutiv stark wurde das
Cytochrom P450RAI-2 in den beiden Ewing-Tumoren und dem Fibrosarkom HT-1080 exprimiert
vorgefunden. Eine weitere Behandlung dieser Zellen mit dem Retinoid konnte jedoch keine
weitere Expressionssteigerung herbeifihren. DarGber hinaus wurde in einer Kinetik der Zeitpunkt
einer ATRA-induzierten Expression des Cytochrom P450RAI-2 mittels einer RT-PCR untersucht.
Hierfir wurden SH-SY5Y-Zellen in einem Zeitraum von 0,5 bis 96 h mit all-trans Retins&ure
inkubiert. Aus Abbildung 4-15 (B) geht hervor, dass erst nach einer Inkubationsdauer von
mindestens 12 h das Retinsdure-inaktivierende Enzym Cytochrom P450RAI-2 im Vergleich zu
Medium- und DMSO-behandelten Zellen induziert wurde. Nach einer Inkubationsdauer von 48 h
wurde die maximale Cytochrom P450RAI-2 mRNA-Expression erreicht.

4.4.6 CD54 (ICAM-1) Expression in Neuroblastomzellen

Durch Bestimmung des differentiellen Genexpressionsprofils auf dem Affymetrix Genchip HG-
U133A konnte am Beispiel der Modellzelllinie SH-SY5Y die Differenzierung-induzierende
Wirkung des Retinoids all-trans Retinsdure naher charakterisiert werden. Hierbei kam es unter
anderem zu einer Induktion der CD54 mRNA-Expression. Anhand weiterer Neuroblastom-
Zelllinien wurde die CD54 Expression unter Einfluss eines Retinoides naher bestimmt. In
Abhéngigkeit von CD54 wurde zudem der therapeutische Nutzen sowie das Entwicklungsprofil
von Retinoid-differenzierten Neuroblastomzellen genauer untersucht.

4.4.6.1 Uberexpression von CD54 in Neuroblastomzellen nach Behandlung mit ATRA

Das interzellulare Adhasionsmolekil CD54 wurde laut Genchip mit einem Fold Change von 8,8
und einer Differenz von 779 in ATRA- gegenlber Medium-behandelten SH-SY5Y-Zellen
Uberexprimiert. Die in Abbildung 4-16 dargestellte CD54 mRNA-Expression der anderen
etablierten Neuroblastom-Zelllinien lieB wie bei SH-SY5Y-Zellen ebenfalls keine konstitutive
Expression dieses Gens erkennen. Nur die Ewing-Tumorzellen A673, die Fibrosarkomzellen HT-
1080, die B-ALL-Zelllinie NALM6 und die lymphoblastoide Zelllinie CSIII zeigten eine basale
CD54 mRNA-Expression. Wurde dem Kulturmedium das Retinoid all-trans Retinsaure
hinzugefligt, so reagierten von den Neuroblastom-Zelllinien ausschlieBlich SH-SY5Y-Zellen mit
einer erhéhten CD54 mRNA-Expression. In den anderen Zelllinien kam es bei den Ewing-
Tumorzellen SK-N-MC und der lymphoblastoiden Zelllinie CSlII ebenfalls zu einer Induktion der
CD54 mRNA-Expression. Im unteren Teil beider unterschiedlich behandelten Kulturanséatze
befand sich die mRNA-Expression des Haushaltgens B-Aktin, die die konstant eingesetzten
cDNA-Mengen in die RT-PCR verdeutlichte.
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Abbildung 4-16: RT-PCR der CD54 mRNA-Expression in Neuroblastomzellen und diversen Tumor-Zelllinien
nach Kultivierung mit ATRA. Die Neuroblastom- und Tumorzelllinien (inkl. HEK293) wurden in An- und Abwesenheit
von ATRA (6,25 x 10 M) fir 96 h (37°C, 5% CO,) kultiviert. Mittels RT-PCR wurde die CD54 mRNA-Expression in
einem 1,2%igen Agarosegel analysiert.

Neben der mRNA-Expression wurde ebenfalls die CD54 Proteinexpression auf der Oberflache
von Medium- und Retinoid-behandelten Zellen untersucht. Hierfir wurden Neuroblastom- und
Ewing-Tumor-Zelllinien mit einem monoklonalen PE-gekoppelten Anti-CD54 Antikérper markiert
und im Durchflusszytometer analysiert. Die daraus resultierenden Fluoreszenzen werden in
Abbildung 4-17 prasentiert.
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Abbildung 4-17: Differentielle CD54 Proteinexpression von Neuroblastom- und Ewing-Tumor-Zelllinien nach
Behandlung mit ATRA. (A) FACS-Analyse zur konstitutiven CD54 Proteinexpression. Représentiert werden sechs
Neuroblastom- (SH-SY5Y, SIMA, IMR-5, IMR-32, KELLY und CHP-134) und zwei Ewing-Tumor-Zelllinien (SK-N-MC
und A673). 1 x 10° Zellen wurden in 100 ul PBS mit 10 ul eines monoklonalen direkt PE-markierten Anti-CD54
Antikérpers (rot) oder der Isotypen-Kontrolle (Maus-1gG+-PE; griin) fir 30 min (4°C, dunkel) gefarbt und im FACScan
untersucht. (B) Durchflusszytometrische Analyse und Uberlagerung der CD54 Proteinexpressionen von Medium- (griin)
und ATRA- (rot) kultivierten Tumorzelllinien.

Hierbei wurde die Zellzahl (Counts) gegen das Fluoreszenzsignal der CD54-PE Expression
aufgetragen. Aus den Histogrammen der Abbildung 4-17 (A) geht hervor, dass keine der sieben
Neuroblastom- und beiden Ewing-Tumorzelllinien eine basale CD54 Proteinexpression auf der
Zelloberflache besaB. Nach Integration eines Markers (M) in die Histogramme ergab die
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Auswertung eine nur schwache und zu vernachlassigende konstitutive CD54 Proteinexpression
mit einem zellularen Anteil zwischen 0,5% bei den Ewing-Tumorzellen A673 und 9,3% bei SH-
SY5Y-Zellen. Die Proteinexpression spiegelte somit erneut die fehlende bzw. schwache mRNA-
Expression aus der semiquantitativen RT-PCR wider. Durch Kultivierung mit all-trans Retinsdure
konnte sowohl auf der Zelloberflache der Neuroblastomzellen SH-SY5Y und KELLY als auch auf
den Ewing-Tumorzellen A673 und SK-N-MC eine Induktion der CD54 Proteinexpression
beobachtet werden. Die Auswertung der Fluoreszenzen aus den hier dargestellten
Histogrammen ergab einen Anteil CD54-positiver Zellen von 36% bei SH-SY5Y, 66% bei KELLY,
57% bei SK-N-MC und 49% bei A673 (Abbildung 4-17, B). Mit Ausnahme der KELLY-Zellen
konnte somit fur alle anderen Zelllinien die ATRA-vermittelte Induktion bzw. das Ausbleiben der
CD54 Expression aus der RT-PCR bestatigt werden. Die Ursache fir die Abweichungen
zwischen der CD54 mRNA-Expression und der Proteinexpression in der Neuroblastom-Zelllinie
KELLY kdénnte auf Schwankungen bei den Zellkulturbedingungen und dem instabilen
Differenzierungszustand der unreifen Neuroblastomzellen zurlickzufiihren sein.

4.4.6.2 Zellzyklusanalyse CD54"*-differenzierter Neuroblastomzellen

Das natirlich vorkommende Retinoid all-trans Retinsédure zeigte bei der Modellzelllinie SH-SY5Y
sowohl eine antiproliferative als auch eine Differenzierung-induzierende Wirkung, die sich unter
anderem mit einer Heraufregulierung von CD54 &uBerte. In einer Zellzyklusanalyse wurde die
Verteilung der Zellen in den einzelnen Phasen eines Zellzyklus in Abhangigkeit von
unterschiedlich  CD54-differenzierten SH-SY5Y-Zellen verglichen. Hierzu wurden die
Neuroblastomzellen mit ATRA, 4-HPR und DMSO fiir 96 Stunden behandelt und anschlieBend
mittels einer magnetaktivierten Zellseparation (MACS) in eine CD54-negative und -positive
Zellpopulation separiert.
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Abbildung 4-18: Zellzyklusverteilung von CD54- und CD54*-differenzierten Neuroblastomzellen nach
Stimulation mit synthetischen und natiirlichen Retinoiden. SH-SY5Y-Zellen wurden mit ATRA (6,25 x 10° M), 4-
HPR (3,9 x 10® M) und DMSO (1:640) fiir 96 h (37°C, 5% CO,) kultiviert. Im AnschluB erfolgte eine Markierung der
Zellen mit einem PE-gekoppelten Anti-CD54 Antikérper (30 min, 4°C). Nach mehrmaligen Waschen erfolgte eine
Sekundarfarbung mit einem Magnetpartikel-gekoppelten Anti-PE Antikorper (15 min, 4°C). In einem Magnetfeld wurden
die mit Magnetpartikeln markierten CD54-positiven Zellen von den CD54-negativen Neuroblastomzellen getrennt. Die
genomische DNA wurde mit Propidium-lodid gefarbt und die Fluoreszenz (FI-2) im FACS gemessen. Die Auswertung
wurde durch das Computerprogramm Cell Cycle Analysis unterstiitzt.

Nach der Zellseparation wurde im Durchflusszytometer unter den SH-SY5Y-Zellen eine CD54"
Population mit einer Reinheit von 96% bestimmt (ohne Darstellung). In einer weiteren Farbung
mit Propidium-lodid wurde der unterschiedliche Chromatid-Gehalt in der G;-, S- und G,-Phase
einer Zelle durchflusszytometrisch analysiert. In Abbildung 4-18 ist die prozentuale Verteilung
der CD54-negativen und -positiven differenzierten Neuroblastomzellen aus der Behandlung mit
DMSO, ATRA und 4-HPR innerhalb der verschiedenen Zyklusphasen dargestellt. Bei einer
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entsprechend groBen Zellausgangsmenge lieBen sich auch bei basal besonders niedrig CD54
exprimierenden Neuroblastomzellen (9% der DMSO-kultivierten Gesamtpopulation) einige CD54-
positive SH-SY5Y-Zellen mit anreichern. Durch Kultivierung der SH-SY5Y-Zellen mit DMSO
konnte eine Arretierung von 68% der CD54-positiven Neuroblastomzellen in der G;-Phase
gegeniber 57% der CD54-negativen Neuroblastomzellen beobachtet werden. Die Arretierung in
der Gi-Phase war mit einer 11%igen Abnahme der replizierenden SH-SY5Y-Zellen aus der S-
Phase verbunden. Durch all-trans Retinsdure arretierten 78% der CD54-positiven
Neuroblastomzellen gegenliber 57% der CD54-negativen SH-SY5Y-Zellen in der Gi-Phase.
Gleichzeitig war auch hier die Arretierung der CD54-positiven Neuroblastomzellen mit einer
Abnahme von 21% aus der S-Phase assoziiert. Ahnlich wie bei der Behandlung mit ATRA kam
es durch 4-HPR zu einem Anstieg CD54-positiver Neuroblastomzellen in der Gi-Phase. Mit
einem Anteil von 82% befanden sich die CD54-positiven gegenlber 62% der CD54-negativen
SH-SY5Y-Zellen in der Gi-Phase. Auch hier resultierte der G;-Arrest aus einer 20%igen
Abnahme CD54-positiver Neuroblastomzellen aus der Replikations-Phase. Der prozentuale
Anteil der SH-SYb5Y-Zellen aus der Gy-Phase war von der CD54 Expression und den
Kulturbedingungen unabhé&ngig und lag konstant bei etwa 5%. Die Daten veranschaulichten,
dass der Anteil CD54-positiver Tumorzellen in der Gy-Phase groBer war als bei CD54-negativen
Neuroblastomzellen. Durch die beiden Retinoide ATRA und 4-HPR lieB sich dieser Effekt jedoch
noch verstarken. Die durch die Retinoide differenzierten CD54-positiven Neuroblastomzellen
arretierten verstarkt in der Gy-Phase und wurden somit an dem Eintritt in die Replikationsphase
und Wachstum gehindert.

4.4.6.3 CTLs-vermittelte Bystanderlyse von CD54-differenzierten Neuroblastomzellen

Die Bystanderlyse ist bisher eine noch nicht detailliert verstandende Zelllyse (5.3.2). Die durch
ATRA vermittelte Induktion der CD54 mRNA- und Proteinexpression wurde ebenfalls auf eine
biologische Funktionalitédt fir mégliche immuntherapeutische Zwecke analysiert. CD54 (ICAM-1)
stellt hinsichtlich seiner Funktion als interzelluldres Adhasionsmolekll fur die Wechselwirkung
mit dem Liganden LFA1 auf der Oberflaiche der zytotoxischen T-Lymphozyten (CTLs) ein
wichtiges Zelllyse-vermittelndes Protein dar. Nach Behandlung mit ATRA wurde anhand von
CD54 (berexprimierenden SH-SY5Y-Zellen die CTLs-gesteuerte Bystanderlyse von
Neuroblastomzellen analysiert. Fir diese Untersuchungen wurde die Neuroblastom-Zelllinie SH-
SY5Y und als Kontrolle die Ewing-Tumorzellen SK-N-MC und A673 in An- und Abwesenheit von
ATRA stimuliert und mit den zytotoxischen T-Lymphozyten 10BK.1 (CTLs) im Verhaltnis 5:1
(Effektorzelle : Zielzelle) cokultiviert. Bei den 10BK.1 handelte es sich um einen murinen
zytotoxischen T-Zellklon CD8" T-Lymphozyten. In Abwesenheit antigenprasentierender Zellen
(APC) wachst dieser T-Zellklon ausschlieBlich Uber die eigene reziproke Pr&sentation und
Aktivierung des prozessierten OVA-spezifischen Octapeptides SIINFEKL (OVAss7.264). Die
daraus resultierende Lyse von Tumorzellen wurde durch Gewinnung der Kulturiiberstédnde in
einem LDH-Test naher untersucht und quantifiziert. In Abbildung 4-19 ist die 10BK.1-vermittelte
Zelllyse von Neuroblastomzellen und Ewing-Tumorzellen dargestellt. Die Lyse jeder Zelllinie
wurde bei allen Ansétzen stets auf die Medium-behandelten Tumorzellen + 10BK.1 ohne
Anwesenheit von Interleukin-2 und Peptid (1 = 100%) bezogen. Die konstitutive 10BK.1-
induzierte Zelllyse (ohne IL-2 oder Peptid) lag bei den SH-SY5Y-Zellen und den Ewing-
Tumorzellen SK-N-MC und A673 in Anwesenheit von Medium, DMSO oder ATRA bei einem
konstant kleinen Wert von 1. Auch in Anwesenheit des OVA-spezifischen Peptides SIINFEKL
konnte keine Induktion der Bystanderlyse in SH-SY5Y-Zellen oder den Ewing-Tumorzellen A673
unabhangig von der Anwesenheit eines Retinoides gemessen werden. Nur in ATRA-behandelten
SK-N-MC-Zellen kam es in Anwesenheit des Peptides zu einem kleinen 1,5-fachen Anstieg der
Bystanderlyse. Die starkste Induktion einer 10BK.1-vermittelten Bystanderlyse war in
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Anwesenheit von Interleukin-2 (IL-2) und ATRA-kultivierten SH-SY5Y-Zellen zu beobachten.
Hierbei kam es zu einer 4-fachen Induktion der Zelllyse gegeniber Medium-behandelten SH-
SY5Y-Zellen und 10BK.1. Auch in den mit ATRA stimulierten Ewing-Tumorzellen SK-N-MC
wurde in Anwesenheit von IL-2 eine 2,2-fach hdhere Bystanderlyse durch 10BK.1 gemessen.
Diese Bystanderlyse ging jedoch auch mit einer erhéhten Lyse der Ewing-Tumor-Kontrollzellen
Medium (1,9) und DMSO (1,6) einher. Die mit ATRA kultivierten Ewing-Tumorzellen A673
konnten durch die CTLs nicht verstérkt lysiert werden. Eine Behandlung von A673-Zellen mit
ATRA und einer Cokultivierung mit 10BK.1 in Anwesenheit von IL-2 fiihrte zu einer 1,2-fachen
Bystanderlyse der Ewing-Tumorzellen gegeniber einer 1,2- und 1,4-fachen Lyse mit DMSO oder
Medium.
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Abbildung 4-19: CTLs-vermittelte Bystanderlyse von CD54 liberexprimierenden Neuroblastomzellen und Ewing-
Tumorzellen nach Behandlung mit all-trans Retinsaure. Die Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y und die Ewing-
Tumorzellen SK-N-MC und A673 wurden fiir 96 h (37°C, 5% CO,) mit ATRA (6,25 x 10 M), DMSO (1:640) und Medium
kultiviert. Im AnschluB wurden 20.000 Tumorzellen mit 100.000 10BK.1 Zellen in einem Verhalnis von 1:5 (Zielzelle :
Effektorzelle) fir 4 h in FKS-freiem X-VIVO Medium in An- und Abwesenheit von IL-2 (100 U/ml) und OVA-Peptid (30
ng/ml) in einer 96-Lochplatte cokultiviert. Zuletzt wurde das freigesetzte LDH (MaB der Zelllyse) aus dem
Kulturliberstand gewonnen und in einem LDH-Zytotoxizitatstest gemessen. Die Maximallyse (100% Zelllyse) der
Tumorzellen wurde durch Zugabe von Triton X-100 (0,1%) bestimmt.

Eine ATRA-induzierte Heraufregulierung von CD54 fiihrte durch die reziproke Autoaktivierung
von IL-2 stimulierten 10BK.1 Zellen zu einer stark ausgepragten Bystanderlyse von SH-SY5Y-
Zellen. Diese Wirkung der zytotoxischen T-Lymphozyten war in CD54 Uberexprimierenden
Neuroblastomzellen nach Behandlung mit all-trans Retinsdure gegenlber den Kontrollen deutlich
erhéht.

4.4.6.4 Vergleich des Genexpressionsprofils von CD54" -differenzierten SH-SY5Y-Zellen

Durch den Genchip HG-U133A der Firma Affymetrix wurde in Anwesenheit von ATRA eine
Vielzahl an herauf- und herunterregulierten Genen in differenzierten Neuroblastomzellen
identifiziert. Fir diese Untersuchung des Expressionsprofils wurde jedoch die Gesamt-RNA
eines Populationsgemisches von CD54 und CD54" SH-SY5Y-Zellen gewonnen. Diese beiden
Populationen entsprachen somit zwei verschiedenen sensitiven Zelltypen, die nach Behandlung
mit einem Retinoid eine unterschiedliche Reaktion hinsichtlich der CD54 Expression zeigten. Aus
diesem Grund wurde in weiteren Untersuchungen in Abhéangigkeit von CD54 das
Expressionsprofil von zwei verschiedenen all-trans Retinsaure differenzierten und separierten
Zellpopulationen miteinander verglichen. Durch diese Analyse des Expressionsprofils sollte der
Differenzierungsstatus CD54-negativer und -positiver Neuroblastomzellen nach Behandlung mit
all-trans Retinsdure naher charakterisiert werden. Hierzu wurden erneut SH-SY5Y-Zellen
(Passage 6, 9 und 10) mit ATRA behandelt und die CD54-positive und -negative Zellpopulation
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mittels eines primaren PE-markierten Anti-CD54 und sekundaren Magnetpartikel-gekoppelten
Anti-PE Antikdrper Uber eine magnetaktivierte Zellseparation voneinander getrennt. Aus
Abbildung 4-20 (A) geht hervor, dass in der FACS-Analyse vor Zellseparation eine ATRA-
induzierte CD54" Population mit einem Anteil von 19,4% (griin) vorlag. Nach Selektionierung der
Zellen wurde eine Reinheit der separierten CD54" Population von 99% (rot) und der depletierten
CD54" Population von 95% (blau) bestimmt. Ein Teil der CD54-positiven und -negativen SH-
SY5Y-Zellen wurde rekultiviert und im Lichtmikroskop fotografisch dokumentiert (Abbildung 4-20,

B).
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Abbildung 4-20: Analyse des Genexpressionsprofils von CD54- und CD54"-selektionierten Neuroblastomzellen
nach Stimulation mit dem leferen2|erung -induzierenden Reagenz all-trans Retinséaure. SH-SY5Y-Zellen (Passage
6, 10 und 9) wurden mit ATRA (6,25 x 10 ) bei 37°C und 5% CO, fur 96 h im Zellinkubator kultiviert. Im Anschluf
erfolgte die MACS-Zellseparation Uber emen primaren Anti-CD54-PE und einen sekundaren mit Magnetpartikeln
gekoppelten Anti-PE Antikérper. (A) FACS-Analyse zur Bestimmung der CD54-PE Fluoreszenz (FI-2) der ATRA-
behandelten SH-SY5Y-Zellen vor Separation (Pre; griin; 19,4%) sowie der CD54" (5,2%; blau) und CD54" (99,8%; rot)
Population nach MACS-Selektionierung. (B) Lichtmikroskopische Aufnahme (10-fache VergréBerung) CD54’- und
CD54"-differenzierter Neuroblastomzellen nach magnetaktivierter Zellselektionierung. (C) RT-PCR zur Bestimmung der
mRNA-Expression in CD547*-differenzierten SH-SY5Y-Zellen unter Verwendung der in 2.1.4 angegebenen Primer. (D)
Quantitative real time RT-PCR zur fluorimetrischen Expressionsanalyse durch Ermittlung des ACT-Wertes und des Fold
Change in ATRA-behandelten CD54" und CD54" SH-SY5Y-Zellen im Vergleich zur Medium-Kontrolle (1 = 100%).
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Deutlich konnten morphologische Unterschiede in der Zellform und GréBe beobachtet werden.
Die durch ATRA ausdifferenzierten CD54-positiven Neuroblastomzellen verloren ihr
urspriingliches typisch neuronales, spindeliges Aussehen und nahmen stattdessen in der
GesamigroBe zu. Laut Genchip wurden vor allem Gene des Delta-Notch-Signalweges und
diverse Oberflachenproteine wie CD54, CD117 und CD184 durch ATRA differentiell exprimiert
vorgefunden. In Abbildung 4-20 (C) lieB sich mittels einer RT-PCR eine deutliche Reduktion der
ASCL1 und DLK1 mRNA-Expression in der CD54" gegenliber der CD54  Population beobachten.
Die Expression des DLK1-spezifischen Rezeptors Notch-2 zeigte in der Expressionsintensitét
zwischen den beiden Populationen keinen Unterschied. Die Expression des ATRA-induzierten
Oberflachenproteins CD54 war aufgrund der CD54-abhingigen Zellseparation in der CD54"
Population gegeniber der CD54" Population erwartungsgeman deutlich heraufreguliert. Dieser
Expressionsvergleich stellte somit nochmals eine interne Versuchskontrolle dar. Eine
Behandlung der SH-SY5Y-Zellen mit ATRA fuhrte vorrangig in der CD54-positiven Population zu
einer Induktion der CD117 mRNA-Expression. Gegenliber der CD54" Zellpopulation wurde in den
CD54"-differenzierten SH-SY5Y-Zellen eine deutliche Herunterregulierung des
Chemokinrezeptors CD184 identifiziert. Durch die in Abbildung 4-20 (D) dargestellte quantitative
real-time RT-PCR wurde das CD54-abhangige Expressionsprofil miteinander verglichen. Die
Expressionsdaten veranschaulichten stets den Fold Change eines Uber- (>1) oder
unterexprimierten Gens (<1) in den beiden CD54-selektionierten Populationen im Vergleich zur
Kontrolle (Medium). Um einen Faktor von 263 in der CD54" und von 1,4 in der CD54  Population
war das Antigen CD54 gegeniiber Medium erwartungsgeméan starker exprimiert. Bei den in den
Notch-Signalweg involvierten Genen kam es mit einem FC von 0,066 (ASCL1) und 0,16 (DLK1)
zu einer deutlichen Unterexpression in den Neuroblastomzellen, die gleichzeitig CD54
heraufregulierten. In der CD54  Zellpopulation war im Vergleich zur Kontrolle der
Transkriptionsfaktor ASCL1 mit einem FC von 0,71 leicht unter- und DLK1 mit 2,25 sogar leicht
Uberexprimiert. Der DLK1 bindende Rezeptor Notch-2 wurde durch ATRA mit einem FC von 27
(CD54) und 28 (CD54") gegeniiber der Kontrolle stark heraufreguliert, war jedoch von der
Expression des Oberflachenantigens CD54 unabhéangig. Die Expression des Tyrosinkinase-
gekoppelten Rezeptors CD117 war in der CD54-positiv separierten Zellpopulation um das 14,8-
fache und in der negativen Population um das 3,7-fache gegeniber Medium erhéht. Im Vergleich
zu Medium reduzierte sich die mRNA-Expression des Chemokin-Rezeptors CD184 bei beiden
mit ATRA stimulierten und CD54-selektionierten Populationen um einen FC von 0,01 (CD54%)
und 0,13 (CD54). Letztlich war die ATRA-vermittelte Reduktion von CD184 in den CD54-positiv
differenzierten Neuroblastomzellen stérker ausgepragt als in den fir ATRA unsensitiven und
CD54-negativen SH-SY5Y-Zellen.

4.4.6.5 Vergleich des Expressionsprofils von Genen des Retinoidstoffwechsels und
Regulatoren des Zellzyklus in CD54" und CD54 -differenzierten Neuroblastomzellen

Laut RT-PCR (Abbildung 4-21, A) waren die Gene des Retinoid-Soffwechsels sowohl in der
CD54" als auch in der CD54 Population exprimiert. Die Expression der Retinsdure-Rezeptoren A
(RARA) und B (RARB) war in der negativen gegenlber der positiven Population erhéht. Auch
eine verstarkte Expression des Retinsaure-inaktivierenden Enzyms Cytochrom P450RAI-2
konnte in den CD54-depletierten gegeniiber den CD54-separierten Zellen beobachtet werden.
Die c-MYC-positiven SH-SY5Y-Zellen wiesen in der CD54 differenzierten Population ein
schwacheres Expressionssignal auf als in der CD54". SH-SY5Y-Zellen, die als nicht MYCN
amplifizierend beschrieben werden, zeigten eine erhéhte MYCN mRNA-Expression in der CD54"
gegeniber der CD54" Zellpopulation. Die quantitative Auswertung dieser differentiell
exprimierten Gene erfolgte erneut durch Analyse in der real-time RT-PCR. Der Fold Change (FC)
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herauf- und herunterregulierter Gene (Abbildung 4-21, B) beider Populationen bezog sich auch
hier auf die mit Medium kultivierten Kontrollzellen.
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Abbildung 4-21: Expressionsprofils von Genen des Retinoid-Stoffwechsels und Promotoren des Zellzyklus in
ATRA-stimulierten und CD54" und CD54" selektionierten Neuroblastomzellen. Die Passagen 6, 10 und 9 der
Zelllinie SH-SY5Y wurden mit ATRA (6,25 x 10° M) fir 96 h (37°C, 5% CO,) kultiviert und mittels einer
magnetaktivierten Zellseparation (MACS) in CD54 und CD54" Populationen aufgetrennt. Die RT-PCR (A) und
quantitative real-time RT-PCR (B) wurde mit den unter 2.1.4 angegebenen Primern fir RARA, RARB, CP450RAI-2
(CYP26B1), c-MYC, MYCN und GAPDH durchgefihrt.

Die mRNA-Expression des Retinsdure-Rezeptors A (RARA) war in CD54-depletierten Zellen um
einen FC von 12,4 und in CD54-separierten Zellen um 2,1 nach Behandlung mit ATRA
gegenuber der Kontrolle erhéht. Beim Retinsdure-Rezeptor B (RARB) wurde eine gemeinsame
Induktion der Expression um den Faktor 161 (CD54") und 84 (CD54") analysiert. Auch bei der
Cytochrom P450RAI-2 mRNA-Expression wurde in der CD54-depletierten Zellfraktion mit einem
FC von 42.737 ein deutlich hdher induziertes Expressionssignal gemessen als in der separierten
Fraktion mit einem FC von 11.850. Unabhangig vom Profil einer CD54 Expression zeigten nach
Behandlung mit ATRA alle im Retinsaure-Stoffwechsel involvierten Gene eine Induktion der
Expression. Wie schon in der RT-PCR beobachtet werden konnte, war das Expressionsignal von
c-MYC in der CD54  Population geringer als in der CD54" Population. Beide Retinsaure-
stimulierten Populationen waren jedoch hinsichtlich ihrer c-MYC mRNA-Expression um einen
Faktor von 0,18 (CD54°) und 0,40 (CD54") deutlich gegeniiber Medium reduziert. Die MYCN
mRNA-Expression der SH-SY5Y-Zellen, fir die keine mehrfache genomische Kopie von MYCN
beschrieben wird (MYCN-Amplifizierung), war in der CD54-negativen Zellfraktion mit einem FC
von 1,2 etwa gleich stark wie in der Kontrolle. In den CD54-differenzierten Neuroblastomzellen
wurde hingegen eine deutliche Reduktion des fluorimetrischen Expressionssignals von MYCN
um den Faktor 0,089 gemessen.
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4.4.6.6 Neuronen- und Gliazell-spezifische Typisierung von CD54""-differenzierten
Neuroblastomzellen

Das Ziel einer Behandlung mit all-trans Retinsdure bestand stets darin, die aus der Neuralleiste
stammenden unreifen Neuroblastomzellen in neuronale Zellstrukturen ausdifferenzieren zu
lassen. Durch in-vitro Behandlung von Neuroblastomzellen mit all-trans Retinsdure und den
Nachweis von Markern, wie sie gewebespezifisch in Neuronen und Gliazellen (Astrozyten und
Oligodendrozyten) exprimiert werden, wurde die Differenzierung-induzierende Wirkung von
ATRA in CD54" und CD54  entwickelten SH-SY5Y-Zellen verglichen. Dafiir wurde beispielsweise
die Expression und die Verteilung der Neuronen-spezifischen Gene Neurofilament-H (NF-H), -L
(NF-L) und -M (NF-M) in der RT-PCR untersucht (Abbildung 4-22, A).
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Abbildung 4-22: RT-PCR Analyse zur Bestimmung eines Neuron- und Gliazell-spezifischen Expressionsprofils
von CD54- und CD54*-differenzierten Neuroblastomzellen nach Stimulation mit ATRA. SH-SY5Y-Zellen der
Passagen 6, 10 und 9 wurden mit ATRA (6,25 x 10° M) fiir 96 h (37°C, 5% CO,) kultiviert und mittels MACS-
Technologie in CD54 und CD54" Populationen separiert. RT-PCR (A) und quantitative real time RT-PCR (B) mit den
unter 2.1.4 angegebenen Primern fir Neurofilament-H, -L und -M sowie Synaptophysin, MBP, GFAP, NeuroD1 und
Whntt.

Hierbei konnte eine deutliche Uberexpression der drei unterschiedlich groBen
Neurofilamentarten in der CD54- gegenlber der CD54"-differenzierten Zellpopulation
beobachtet werden. Auch das fiir Neuronen spezifische vesikulare Protein Synaptophysin (SYP)
wurde ausschlieBlich in der CD54-negativen Population exprimiert vorgefunden. Auch die beiden
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basischen Transkriptionsfaktoren mit helix-loop-helix-Motiv Wnt1 (wingless-type mammary tumor
virus integration site family, member 1) und NeuroD1 (neurogenic differentiation factor 1), die
eine wichtige Funktion im Verlauf der frGhen Neurogenese ausiben, wurden in den CD54
gegeniber den CD54" Neuroblastomzellen deutlich Uberexprimiert. Neben Markern, die ein
Neuronen-spezifisches Profil beschrieben, wurde auch die Expression von Gliazell-
charakteristischen Genen in den unterschiedlich differenzierten Zellpopulationen untersucht.
Zwei entscheidende Subtypen von Gliazellen stellen die Astrozyten (Astroglia) und die
Oligodendrozyten (Oligodendroglia) dar. Das basische Myelinprotein MBP (myelin basic protein),
ein Marker fur Oligodendrozyten, wurde als mRNA-Transkript erh6ht in der CD54" gegenlber der
CD54  Zellpopulation vorgefunden. Das saure Gliafaserprotein GFAP (glial fibrillary acidic protein)
ist hingegen ein Marker fir Astrozyten. Die Expression dieses Gens wurde in der RT-PCR
ausschlieBlich in den CD54-positiven Neuroblastomzellen detektiert. Darlber hinaus wurde
mittels der real-time RT-PCR die differentielle mRNA-Expression der Gliazell-
charakterisierenden Gene in den unterschiedlich CD54 exprimierenden Populationen verglichen
(Abbildung 4-22, B). Die Expression der drei Neurofilament-Arten war in den CD54-positiven im
Vergleich zu den -negativen Neuroblastomzellen stets erniedrigt. Mit einem Fold Change von 1,5
(NF-H), 2,8 (NF-L) und 1,8 (NF-M) war die mRNA-Expression der Neurofilamente in der CD54-
negativen Population gegentber Medium leicht erhdht. Im Bezug auf Medium-kultivierte SH-
SY5Y-Zellen war die Expression der Neurofilamente-H (0,39), -L (0,30) und -M (0,07) in CD54-
positiven Neuroblastomzellen deutlich kleiner als in der CD54-negativen Population. Die
Expression des neurovesikuldren Synaptophysins wurde im Bezug auf Medium in der CD54
Population 1,98-fach herauf- und in der CD54" Population 0,085-fach herunterreguliert. Wie
schon in der RT-PCR waren auch in der real-time RT-PCR die neuronalen Transkriptionsfaktoren
Wnt1 und NeuroD1 in der CD54" gegeniiber der CD54" Population erhéht exprimiert. Mit einem
Faktor von 2,54 wurde Wnt1 in der CD54-negativen Population deutlich starker exprimiert als mit
0,64 in den CD54-positiven Neuroblastomzellen. Mit einem Fold Change von 0,55 war die
mRNA-Expression des Transkriptionsfaktors NeuroD1 in der CD54" Zellpopulation gegentber der
Kontrolle erniedrigt, jedoch starker ausgepragt als in der CD54" Population (0,11). In der
quantitativen real-time RT-PCR konnte wie in der RT-PCR eine erhdéhte Expression der nicht
neuronalen Astrozyten- und Gliazellmarker MBP und GFAP verstarkt in den CD54-positiv
gegenliber den -negativ differenzierten Neuroblastomzellen gemessen werden. Trotzdem war mit
einem Fold Change von 0,48 (CD54") und 0,03 (CD54") bei beiden mit ATRA kultivierten und
CD54-selektionierten Populationen die GFAP mRNA-Expression gegenlber der Kontrolle
erniedrigt. Das MBP-Transkript wurde mit einem erhéhten Fold Change von 2,68 bei CD54" SH-
SY5Y-Zellen und einer erniedrigten Expression von 0,21 bei CD54" Neuroblastomzellen im
Vergleich zur Kontrolle quantifiziert.

4.4.7 CD184 Expression von Retinoid-kultivierten Neuroblastomzellen

Das Genexpressionsprofil der SH-SY5Y-Zellen wies sowohl nach der Behandlung mit dem
synthetischen 4-HPR als auch der natlrlich vorkommenden all-trans Retinsdure auf eine
Herunterregulierung des Chemokinrezeptors CD184 hin. Das vorrangig auf lymphatischen Zellen
vorkommende CD184 wird durch Bindung des spezifischen Liganden SDF-1 (stromal derived
factor-1) aktiviert. Darlber hinaus ist auch bekannt, dass CD184-positive Tumorzellen durch
Sezernierung von SDF-1 in ihren Invasivitats- und Migrationseigenschaften positiv beeinflusst
werden kénnen. Anhand sechs verschiedener Neuroblastom-Zelllinien wurde die CD184
Expression unter Einfluss von ATRA naher charakterisiert und die Invasivitdt und das
Migrationsverhalten unterschiedlich differenzierter Neuroblastomzellen Uber die funktionelle
Wechselwirkung von CD184 mit SDF-1 genauer analysiert.
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4.4.7.1 Herunterregulierung der CD184 Expression in Neuroblastomzellen nach Behandlung
mit all-trans Retinsdure

Im Genchip HG-U133A wurde durch all-trans Retinsdure in SH-SY5Y-Zellen eine
herunterregulierte CD184 mRNA-Expression um einen Fold Change von 0,29 und einer Differenz
von 341 gegenliber den Medium-kultivierten Zellen identifiziert. Neben SH-SY5Y-Zellen wurden
sechs weitere Neuroblastom-Zelllinien sowie die Ewing-Tumore SK-N-MC und A673, das
Fibrosarkom HT-1080, die akute B-lymphatische Leukdmie NALM®6, die lymphoblastoide Zelllinie
CSlIl und die humane embryonale Nierenzelllinie HEK293 auf deren CD184 mRNA- und Protein-
Expression in An- und Abwesenheit des natirlichen Retinoids im Kulturmedium untersucht. In
Abbildung 4-23 (A) ist die CD184 mRNA-Expression der sieben untersuchten Zelllinien
dargestellt. Mit Ausnahme von SIMA exprimierten alle anderen Neuroblastomzellen konstitutiv
den Chemokinrezeptor. Unter den Neuroblastomzellen war die Expression besonders in SH-
SY5Y-Zellen ausgepragt. Die starkste basale Expression von CD184 lag in den beiden Ewing-
Tumorzellen A673 und SK-N-MC, der B-ALL-Zelllinie NALM6 und der Nicht-Tumorzelllinie
HEK293 vor. Nach Behandlung mit all-trans Retinsadure wurde die mRNA-Expression von CD184
in allen Neuroblastom-Zelllinien sowie auch den HEK293-Zellen deutlich vermindert oder zum
Teil vollstdndig aufgehoben. Bei den SK-N-MC-Zellen kam es nach der Behandlung mit ATRA
stattdessen zu einer Induktion des Chemokinrezeptors. Die mRNA-Expression von CD184 blieb
bei den Zelllinien A673 und NALM6 hingegen konstant.
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Abbildung 4-23: RT-PCR und Western Blot zur Bestimmung der CD184 mRNA- und Proteinexpression in
Neuroblastomzellen. Die Zelllinien wurden in An- und Abwesenheit von ATRA (6,25 x 10°° M) fir 96 h (37°C, 5% CO,)
kultiviert und fur die Isolation der Gesamt-RNA in TRIzol oder des Gesamt-Proteins in RIPA-Puffer lysiert. (A) RT-PCR
zur Ermittlung der CD184 und GAPDH mRNA-Expression. Die PCR-Produkte wurden auf ein 1,5% Agarosegel
aufgetragen und im UV-Transilluminator visualisiert. (B) Flr die Western Blot-Analyse wurden aus dem RIPA-Puffer 50
ug Gesamtprotein in einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran Gbertragen.
Uber einen primaren humanen Anti-CD184 Antikérper (polyklonal, Kaninchen, 1:500) und einen HRP-konjugierten
sekundéaren Anti-Kaninchen Antikdrper (Ziege, 1:5000) erfolgte die Detektion des 45 kDa groBen CD184. Die Analyse
des B-Aktin Signals erfolgte durch Zugabe eines primaren humanen Anti-B-Aktin Antikérpers (1:250, Maus, monoklonal)
und eines sekundédren HRP-gekoppelten Anti-Maus Antikdrpers (Ziege, 1:2500).

Mit Hilfe der Western Blot-Analyse wurde darlber hinaus die Proteinexpression von CD184
untersucht (Abbildung 4-23, B). Auch hier konnte mit Ausnahme der SIMA-Zellen in allen
anderen analysierten Neuroblastomzellen eine konstitutive Proteinexpression des Rezeptors
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nachgewiesen werden. Wie in der RT-PCR war das Expressionssignal von CD184 in SH-SY5Y-
Zellen am starksten ausgepragt. Bis auf SK-N-MC-Zellen konnte in allen anderen Tumorzelllinien
ein 45 kDa groBes Proteinsignal detektiert werden. Durch Behandlung mit Retinsdure kam es
besonders in SH-SY5Y-Zellen zu einer drastischen Herunterregulierung der Proteinexpression
von CD184. Mittels des humanen Anti-CD184 Antikérpers konnte in allen anderen Neuroblastom-
und Tumorzelllinien keine nennenswerte Verdnderung beobachtet werden. Nur in SK-N-MC-
Zellen wurde wie schon in der RT-PCR eine Induktion des 45 kDa groBen CD184 identifiziert.
Das im unteren Teil der Abbildung dargestellte 25 kDa groBe Haushaltsgen B-Aktin variierte
aufgrund maoglicher Abweichungen beim Auftragen des Gesamtproteins auf das SDS-
Polyacrylamidgel oder beim Transfer (blotten) der Proteine auf die Nitrozellulosemembran.
Aufgrund der unspezifischen Bindung des Antikérpers kam es in der Western Blot-Analyse
neben dem 45 kDa groBen CD184 auch zur Detektion weiterer unterschiedlich groBer
Proteinbanden unbekannter Herkunft. Daraufhin wurde die Proteinexpression von CD184 auf der
Oberflache von Neuroblastomzellen in An- und Abwesenheit von ATRA zusétzlich im
Durchflusszytometer untersucht.
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Abbildung 4-24: Differentielle Proteinexpression von CD184 auf der Oberfliche von Tumoren
neuroektodermalen Ursprungs. Die fiir 96 h mit Medium bzw. ATRA (6,25 x 10 M) kultivierten Tumorzellen wurden
mit einem PE-markierten Anti-CD184 Antikdrper (Maus, monoklonal) oder einer Isotypen-Kontrolle (Maus IgGi-PE)
gefarbt. Im AnschluB wurde von 10.000 Zellen die Fluoreszenz (FI-2) durchflusszytometrisch analysiert. (A) Konstitutive
Expression von CD184 auf Medium-behandelten Zellen nach Auswertung und Uberlagerung der Fluoreszenzen aus
Isotyp-Kontrolle (griin) und CD184-PE (rot). (B) FACS-Analyse und Uberlagerung der Fluoreszenzen (CD184-PE) von
Medium- (griin) und ATRA- (rot) behandelten Zellen.



Ergebnisse 77

Mittels eines PE-gekoppelten Antikdrpers wurden die Neuroblastomzellen fiir das Antigen CD184
markiert und in der Fluoreszenz-2 eines Durchflusszytometers gemessen. In Abbildung 4-24 (A)
ist die basale Expression von CD184 auf den untersuchten Zelllinien prasentiert. Bereits wie in
der RT-PCR (Abbildung 4-23, A) konnte auch im FACS insbesonders bei den
Neuroblastomzellen SH-SY5Y (90,4%), IMR-32 (81,5%) und CHP-134 (86,2%) die starkste
CD184 Expression nachgewiesen werden. Die schwachere CD184 Proteinexpression mit einem
Anteil der Zellen von 21,7% (IMR-5), 24,1% (CHP-126) und 33,7% (KELLY) &hnelte der CD184
mRNA-Expression aus der RT-PCR. Die FACS-Analyse bestéatigte ebenfalls die ausbleibende
CD184 Expression in SIMA-Zellen. Die beiden Ewing-Tumor-Zelllinien SK-N-MC (80,5%) und
A673 (22,5%) exprimierten den Chemokinrezeptor unterschiedlich stark. Auch die Nicht-
Tumorzelllinie HEK293 (79,3%) und Leukamiezellen Jurkat (89,8%) exprimierten basal CD184.
Mit einem Anteil von 94,4% und der héchsten mittleren Fluoreszenzintensitat représentierten
NALM®6-Zellen wie in der RT-PCR die starkste Expression des Chemokinrezeptors unter allen
untersuchten Zelllinien. Dartber hinaus konnte im FACS in allen konstitutiv CD184-positiven
Neuroblastomzellen durch die Behandlung mit ATRA eine starke Herunterregulierung des
Expressionssignals detektiert werden. So reduzierte sich beispielsweise der Anteil der Medium-
kultivierten SH-SY5Y-Zellen von 90,4% auf 18,6% nach Stimulation mit Retinsadure drastisch
(Abbildung 4-24, B). Auch die Neuroblastom-Zelllinien IMR-32 und KELLY reagierten nach einer
Behandlung mit ATRA mit einer deutlich erniedrigten Expression von 81,5% auf 26,6% bzw.
33,7% auf 12,4%. Bei CHP-134-Zellen wurde durch ATRA nur eine geringfligige Reduktion der
Expression von 86,2% (Medium) auf 66,4% (ATRA) gemessen. Mit einem Anstieg von 80,5% auf
93,8% erhdhte sich ausschlieBlich bei den Ewing-Tumorzellen SK-N-MC die Expression von
CD184 auf der Zelloberfliche nach Stimulation mit ATRA. Ahnlich wie bei den
Neuroblastomzellen reduzierte sich auch bei Jurkat-Zellen drastisch der Anteil CD184-positiver
Zellen von 89,8% auf 22,5% nach Behandlung mit Retinsdure. Bezlglich der CD184 Expression
lieB sich sowohl in der RT-PCR als auch FACS-Analyse eine vergleichbare Regulation in
Neuroblastomzellen durch ATRA nachweisen.

4.4.7.2 Migrationseigenschaften von Retinoid-differenzierten Neuroblastomzellen

Sowohl dem Neuroblastom als auch anderen Tumorarten wird Uber eine Expression des
Chemokinrezeptors CD184 ein erhdhtes Potenzial fir die Migration und Invasivitat durch
chemotaktische Wechselwirkung mit dem Liganden SDF-1 zugeschrieben. Bei konstitutiv CD184
exprimierenden Neuroblastomzellen konnte durch eine Behandlung mit all-trans Retinsdure eine
Reduktion der Chemokinrezeptor-Expression induziert werden. Darauf aufbauend wurde in
einem Migrations-Test untersucht, ob durch die Herunterregulierung des Chemokinrezeptors die
Invasivitdt von Neuroblastomzellen in Anwesenheit von SDF-1 aufgehoben wird. Hierfir wurden
die unterschiedlich  kultivierten Neuroblastom-Zelllinien in spezielle 6-Loch-Einsatze
hinzugegeben, bei der das innere und duBere Kompartiment Uber ein semipermeables Matrigel
mit extrazellularen Matrix-Bestandteilen getrennt wurde. Im Fall einer CD184-vermittelten
Invasivitat werden die hoch malignen Zellen aus dem inneren in das duBBere Kompartiment durch
die 8 um groBen Poren des Matrigels in Richtung des chemotaktischen und rekombinanten SDF-
1-Gradienten migrieren. Anhand der chemotaktischen Wechselwirkung von CD184 mit SDF-1
wurden durch Auszahlung der unterschiedlich invasiven Neuroblastomzellen die Retinoid-
abhangigen Migrationseigenschaften untersucht (Abbildung 4-25). Durch chemotaktische
Wechselwirkung von CD184 auf der Oberflache von Medium-kultivierten SH-SY5Y-Zellen mit
dem rekombinanten SDF-1 migrierten mit 241 Tumorzellen deutlich mehr Zellen durch das
Matrigel hindurch als ohne (62 Tumorzellen). Mit einer Zellzahl von 62 migrierten SH-SY5Y-
Zellen bereits ohne SDF-1 konstitutiv durch das Matrigel. In Anwesenheit des Chemokins SDF-1
lieB sich die basale Migration der CD184 exprimierenden SH-SY5Y-Zellen um etwa 75% weiter
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steigern. Nach Behandlung von SH-SY5Y-Zellen mit ATRA und des damit verbundenen
Verlustes von CD184 wurde durch SDF-1 keine zusétzliche Invasivitat vermittelt. Wahrend durch
SDF-1 bis zu 12 invasive und ATRA-kultivierte Neuroblastomzellen gezahlt wurden, waren es in
Abwesenheit des Chemokins nur noch 9 Tumorzellen. Auffallig war zudem die um 81% drastisch
reduzierte basale Migration von ATRA-kultivierten SH-SY5Y-Zellen in Abwesenheit von SDF-1
gegeniber den Kontrollzellen mit Medium. Im Vergleich zu SH-SY5Y-Zellen war die SDF-1-
vermittelte Invasivitat der Neuroblastom-Zelllinie KELLY kleiner. Durch Anwesenheit von SDF-1
wurde bei KELLY eine Migration von 57 gegenlber 43 Zellen ohne SDF-1 gemessen. Dies
entsprach einer SDF-1-induzierten Migrationssteigerung von etwa 33%. Auch KELLY-Zellen
waren ahnlich wie die Neuroblastomzellen SH-SY5Y féahig in Abwesenheit des Chemokins durch
das Matrigel hindurch zu wandern. Auch in ATRA-behandelten KELLY-Zellen kam es durch die
Herunterregulierung von CD184 zu einem vollstandigen Verlust der SDF-1-induzierten Migration
gegenltiber der Kontrolle (ohne SDF-1). Im Vergleich zu den mit Medium kultivierten
Neuroblastomzellen sank stattdessen die Migration von ATRA-stimulierten KELLY-Zellen in
Anwesenheit von SDF-1 auf 18 gegenliber 25 ohne SDF-1 ab.
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Abbildung 4-25: Invasivitats- und Migrationseigenschaften von ATRA-behandelten Neuroblastomzellen durch
chemotaktische Wechselwirkung von CD184 mit SDF-1. Die mit ATRA (6,25 x 10° M) oder Medium kultivierten
Neuroblastomzellen (2,5 x 10°) wurden in das innere Kompartiment einer Invasionskammer (BD BioCoat Matrigel)
hinzugegeben. Getrennt durch die extrazellulare Matrix (Matrigel) wurde in das &uBBere Kompartiment das rekombinante
humane SDF-1 (200 ng/ml) hinzugegebden. Nach einer Inkubation von 48 h (37°C, 5% CO.) wurden die an der
Unterseite des Matrigels (auBeres Kompartiment) migrierten Zellen aus mehreren Gesichtsfeldern gezahit.

Folglich nahm unter dem Einfluss von SDF-1 die Invasivitat von ATRA-stimulierten KELLY-Zellen
um 28% ab. Dartber hinaus war auch die um 42% erniedrigte konsitutive Migration (ohne SDF-1)
von ATRA-behandelten KELLY-Zellen gegenuber einer Inkubation mit Medium aufféllig. Zuletzt
konnte auch in der mit Medium kultivierten Neuroblastom-Zelllinie IMR-32 durch den
Chemokingradienten eine um 57% gesteigerte Migration von 68 Zellen in Ab- und 107 Zellen in
Anwesenheit von SDF-1 gemessen werden. Ahnlich wie die Neuroblastom-Zelllinien SH-SY5Y
und KELLY zeichneten sich mit einer Zellzahl von 68 auch IMR-32-Zellen in Abwesenheit von
SDF-1 durch eine basale Migration aus. Bei all-trans Retinsdure-kultivierten und CD184
herunterregulierten IMR-32-Zellen wurde in Anwesenheit von SDF-1 hingegen keine Migration
induziert. Wahrend in Anwesenheit des chemotaktischen Liganden bis zu 8 Neuroblastomzellen
gezahlt wurden, waren es in Abwesenheit von SDF-1 bis zu 12 IMR-32-Zellen. Die SDF-1-
unterstitzte Migration reduzierte sich somit in ATRA-behandelten Neuroblastomzellen um 33%.
Wie schon bei den Neuroblastom-Zelllinien SH-SY5Y und KELLY beobachtet werden konnte,
reduzierten sich auch bei den mit ATRA stimulierten IMR-32-Zellen die konstitutiven
Invasivitatseigenschaften (ohne SDF-1) um bis zu 82% gegenuber der Medium-Kontrolle. In allen
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drei Zelllinien kam es bei einem Vergleich mit humanem Serumalbumin (HSA) als Kontrollprotein
zu keiner induzierten Migration von Neuroblastomzellen (ohne Darstellung).

4.4.7.3 Verteilung des Rezeptors CD184 und Liganden SDF-1 in humanen Geweben

Die mit all-trans Retinsdure kultivierten Neuroblastomzellen konnten durch die differentielle
Expression des Chemokinrezeptors CD184 in den Migrationseigenschaften beeinflusst werden.
Existiert durch Sezernierung von SDF-1, dem funktionellen Liganden des Rezeptors CD184, ein
chemotaktischer Gradient im Organismus, so kénnen Tumore in die verschiedensten Gewebe in
Richtung der SDF-1 sezernierenden Zielzelle infiltrieren. Durch eine Vielzahl an verschiedenen
Gewebeproben wurde die Verteilung der Expression von CD184 und mdéglichen SDF-1
sezernierenden Zielgeweben untersucht. In Abbildung 4-26 ist die mRNA-Expression von CD184
und SDF-1 in verschiedenen humanen Geweben abgebildet. Besonder stark wurde der Rezeptor
in der Niere (Bahn 2), fetalen Milz (3), Nebenniere (7), Lunge (9), fetalem Gehirn (11), Trachea
(19), Rickenmark (22), Knochenmark (23) und dem Thymus (26) exprimiert. Mit Ausnahme von
Niere (Bahn 8), Testis (10), Gesamtgehirn (12), Leber (15), Herz (17), Kleinhirn (18),
Speicheldrise (24) und Skelettmuskel (25) wurde in allen restlichen Geweben eine schwache
Expression des Chemokinrezeptors nachgewiesen. In allen humanen Geweben konnte von einer
schwachen bis starken Expression stets SDF-1 detektiert werden. Die schwachste SDF-1
mRNA-Expression wurde in den Geweben der Nebenniere (7), Niere (8), Gesamtgehirn (12),
Plazenta (13) und dem Kleinhirn (18) analysiert. Die in der RT-PCR am starksten SDF-1
exprimierenden Gewebe stellten die fetale Milz (3), Harnblase (4), Darm (5), Ovar (6), Lunge (9),
Thyreoidea (14), Leber (15), Uterus (16), Herz (17), Trachea (19), fetale Leber (20), Prostata
(21), Knochenmark (23), Skelettmuskel (25) und Thymus (26) dar. Im unteren Teil der Abbildung
befindet sich die mRNA-Expression des Haushaltgens GAPDH. Die etwa gleich starken 194 bp
groBen Banden des Haushaltgens GAPDH dokumentierten die konstant in die RT-PCR
eingesetzte cDNA Menge aus den verschiedenen Geweben.
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Abbildung 4-26: Expressionsprofil des Chemokinrezeptors CD184 und Liganden SDF-1 in verschiedenen
humanen Geweben. Mittels einer Reversen Transkriptase wurden 1 ug Gesamt-RNA in eine komplementare cDNA
umgeschrieben und 2 pl in die RT-PCR eingesetzt. 10 ul PCR-Probe wurde auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen,
elektrophoretisch getrennt und im UV-Transilluminator visualisiert.

4.4.8 Expression und therapeutische Relevanz von CD117 bei Neuroblastomzellen

Nach Behandlung der SH-SY5Y-Zellen wurde sowohl mit dem synthetischen Retinamid 4-HPR
als auch mit der natirlichen all-trans Retinsdure mittels des Affymetrix Genchips HG-U133A eine
Induktion der CD117 mRNA-Expression identifiziert. In-vitro wurde mit Hilfe weiterer MYCN-
positiver und -negativer Neuroblastom-Zelllinien die differentielle CD117 Expression nach
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Behandlung mit einem Retinoid naher analysiert und auf einen mdglichen nutzbaren
therapeutischen Einsatz durch einen Kinase-Inhibitor wie STI-571 untersucht.

4.4.8.1 Untersuchung zur regulierten Expression von CD117 und SCF in Neuroblastomzellen
nach Retinoid-Behandlung

All-trans Retinsdure regulierte laut Genchip mit einem Fold Change von 3,46 und einer Differenz
von 524 die CD117 mRNA-Expression gegenliber den Medium-stimulierten Kontrollzellen herauf.
Anhand sechs weiterer Neuroblastom- und zwei Ewing-Tumor-Zelllinien wurde die mRNA-
Expression des Tyrosinkinase-Rezeptors CD117 und Liganden SCF in An- und Abwesenheit von
all-trans Retinsaure ndher untersucht (Abbildung 4-27, A-C).
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Abbildung 4-27: RT-PCR zur Bestimmung der CD117 und SCF mRNA-Expression in Zelllinien von
Neuroblastomen und Ewing-Tumoren. Die Tumor-Zelllinien von Neuroblastomen und Ewing-Tumoren wurden mit
ATRA (6,25 x 10" M) nach dem Standardprotokoll fiir 96 h (37°C, 5% CO,) inkubiert. (A) RT-PCR der CD117, SCF und
B-Aktin mMRNA-Expression mit Einsatz von 2 pl cDNA aus dem RT-Reaktionsansatz (2 ug RNA). Quantitative real-time
RT-PCR der CD117 (B) und SCF (C) mRNA-Expression durch fluorimetrische Bestimmung der ACT-Werte und der
Berechnung des Fold Change. Der berechnete Fold Change wurde stets auf Medium-behandelte SH-SY5Y-Zellen
bezogen.

Laut der RT-PCR wurde CD117 in allen Neuroblastom-Zelllinien bereits konstitutiv exprimiert
(Abbildung 4-27, A). Am starksten wurde der Rezeptor in SIMA und CHP-134, zwei MYCN-
positiven Neuroblastomzellen, transkribiert. In den Neuroblastom-Zelllinien SH-SY5Y und KELLY
war die Expression vergleichsweise niedrig. Bei den beiden Ewing-Tumorzellen war die CD117
mRNA-Expression in SK-N-MC deutlich gegeniiber A673 gesteigert. Durch Behandlung der
Neuroblastomzellen fir 96 h (37°C, 5% CO,) mit ATRA konnte laut der RT-PCR Analyse im
Vergleich zum Genchip keine Induktion der CD117 mRNA-Expression weder in der
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Modellzelllinie SH-SY5Y noch in den anderen Neuroblastom-Zelllinien beobachtet werden. Mit
Ausnahme der Ewing-Tumorzellen SK-N-MC reduzierte sich bei allen Neuroblastomzellen
stattdessen das Expressionssignal nach Behandlung mit dem nadrlichen Retinoid. SK-N-MC-
Zellen ausgeschlossen, wurde in allen Neuroblastom- und Ewing-Tumorzelllinien der fir CD117
spezifische Ligand SCF basal exprimiert vorgefunden. Die SCF mRNA-Expression war am
schwéachsten in SH-SY5Y-Zellen und am starksten in den Neuroblastom-Zelllinien SIMA und
IMR-5 ausgepragt. Nach Kultivierung der Tumorzelllinien mit ATRA konnte ausschlieBlich in SH-
SY5Y-Zellen und den Ewing-Tumorzellen SK-N-MC eine Induktion der SCF mRNA-Expression
beobachtet werden. Die Expressionsstérke des Haushaltgens B-Aktin war aufgrund der konstant
eingesetzten cDNA-Konzentration aller Proben vergleichbar. In der real-time RT-PCR wurde
zusatzlich die differentielle CD117 und SCF mRNA-Expression in Medium- und Retinoid-
behandelten Tumorzellen verglichen (Abbildung 4-27, B und C). Im Vergleich zu den mit Medium
kultivierten SH-SY5Y-Zellen (1) war die CD117 mRNA-Expression bei den Neuroblastom-
Zelllinien SIMA (2,8), IMR-5 (6,7), IMR-32 (8,3), KELLY (0,6) und CHP-134 (2,9) sowie den
Ewing-Tumorzellen SK-N-MC (9,4) und A673 (0,6) konstitutiv sowohl starker als auch geringer
ausgepragt. Wie in der RT-PCR war auch in der real-time RT-PCR die konstitutive CD117
MRNA-Expression in SK-N-MC-Zellen am stérksten. Nach Behandlung mit ATRA konnte
ausschlieBlich in den Neuroblastom-Zelllinien SIMA (3,4) und CHP-134 (5,5) und den Ewing-
Tumorzellen SK-N-MC (43) eine mehrfache Induktion der CD117 mRNA-Expression im Vergleich
zu Medium-kultivierten SH-SY5Y-Zellen identifiziert werden. Entgegen der im DNA-Microarray
beobachteten Uberexpression von CD117 in SH-SY5Y-Zellen konnte mittels der real-time RT-
PCR und der Berechnung des Fold Change auch in der Modellzelllinie SH-SY5Y (0,18) und den
anderen  Neuroblastom-Zelllinien IMR-5 (4,4) und |[IMR-32 (2,5) eine deutliche
Herunterregulierung von CD117 nach Kultivierung mit Retinsdure analysiert werden. Die Tumor-
Zelllinien KELLY und A673 blieben auch nach der Behandlung mit ATRA in der Expression des
Tyrosinkinase-Rezeptors relativ konstant. Gegenlber SH-SY5Y-Zellen war die konstitutive SCF
MRNA-Expression in den Tumorzelllinien wie SIMA (3,4), IMR-5 (3,3), IMR-32 (0,8), KELLY (2,1),
CHP-134 (1,3), SK-N-MC (0,08) und A673 (0,99) unterschiedlich stark ausgebildet. Wie in der
RT-PCR konnte auch in der real-time RT-PCR ausschlieBlich bei SH-SY5Y-Zellen (1,8) und den
Ewing-Tumorzellen SK-N-MC (0,3) eine Induktion der SCF mRNA-Expression nach Stimulation
mit ATRA beobachtet werden. In allen anderen Zelllinien reduzierte sich die SCF mRNA-
Expression um einen Fold Change von 2,3 (SIMA), 2,1 (IMR-5), 0,18 (IMR-32), 0,18 (KELLY),
0,69 (CHP-134) und 0,1 (A673) nach Anwesenheit von ATRA im Kulturmedium. Neben der
MRNA-Expression wurde ebenfalls die Proteinexpression von CD117 auf der Oberflache von
Retinoid-kultivierten  Neuroblastomzellen und Ewing-Tumorzellen durchflusszytometrisch
analysiert (Abbildung 4-28, A und B). Aus der Abbildung 4-28 (A) geht hervor, dass SH-SY5Y-
Zellen mit einem geringen Anteil von 8,8% wie in der RT-PCR und quantitativen real-time RT-
PCR kein CD117 konstitutiv exprimierten. Die restlichen Neuroblastomzellen wie SIMA (21,5%),
IMR-5 (94,2%), IMR-32 (83,4%), KELLY (50,2%) und CHP-134 (82,9%) exprimierten zumindest
basal unterschiedlich stark den Rezeptor. Mit einem Anteil von 94,1% der Zellen und der gréBten
mittleren Fluoreszenz-Intensitat exprimierte die Ewing-Tumor-Zelllinie SK-N-MC CD117 am
starksten. Durch die Durchflusszytometrie konnte CD117 neben dem Transkript auch als
Oberflachenprotein ~ von  diversen  Tumorzellen verifiziert werden. Anhand einer
durchflusszytometrischen Analyse konnte darlber hinaus gezeigt werden, dass nach 96
stindiger Kultivierung mit all-trans Retinsdure keine Induktion der CD117 Proteinexpression auf
Neuroblastomzellen erfolgte (Abbildung 4-28, B). Der Anteil CD117-positiver SH-SY5Y-Zellen
blieb mit 8,8% bei einer Behandlung mit ATRA ahnlich wie mit 5,4% bei Medium vergleichbar
klein. Bei den restlichen konstitutiv positiven Neuroblastomzellen wurde im FACS wie in der RT-
PCR und real-time RT-PCR erneut eine Reduktion des Anteils CD117-positiver Zellen von SIMA
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(0,5%), IMR-5 (83,6%), IMR-32 (71,5%), KELLY (13,6%) und CHP-134 (19,6%) beobachtet.
Unter diesen standardisierten Bedingungen konnte weder in der Modellzelllinie SH-SY5Y noch in
den anderen Neuroblastomzellen eine CD117 mRNA- oder Proteinexpression induziert werden,
wie sie urspriinglich im Genchip HG-U133A identifiziert wurde.
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Abbildung 4-28: Durchflusszytometrische Analyse der Proteinexpression von CD117 auf der Oberflache von
Neuroblastomzellen und Ewing-Tumorzellen. Die fiir 96 h (37°C, 5% CO,) mit Medium oder ATRA (6,25 x 10° M)
kultivierten Zelllinien wurden anschlieBend mit einer Isotypen-Kontrolle (Maus 1gGi-PE) oder einem PE-gekoppelten
Anti-CD184 Antikérper (Maus, monoklonal) markiert. Im Durchflusszytometer wurde anschlieBend von 10.000 Zellen die
Fluoreszenz-2 gemessen. (A) Konstitutive CD117 Proteinexpression Medium-behandelter Zellen nach Auswertung und
Uberlagerung der Fluoreszenzen aus CD117-PE (rot) und IgG: Isotyp-Kontrolle (griin). (B) FACS-Analyse und
Uberlagerung der CD117-PE-vermittelten Fluoreszenz (FI-2) von Medium- (griin) und ATRA- (rot) behandelten
Tumorzellen mittels Durchflusszytometrie.

4.4.8.2 CD117 Expression in Neuroblastomzellen nach Dauerbehandlung mit Retinoiden

Nachdem eine 96 stindige Kultivierung von Neuroblastomzellen keine stetige Induktion von
CD117 bewirkte, wurde anhand der Modellzelllinie SH-SY5Y eine zeitliche Anderung der
Kultivierungsbedingungen vorgenommen. Wesentlicher Bestandteil der Anderung war die
jeweilige dauerhafte Anwesenheit von ATRA oder 4-HPR im Kulturmedium. Durch die stetige
Applikation von Retinoiden zu den Neuroblastomzellen, wie sie vergleichsweise auch in der
Phase der Erhaltungstherapie von Neuroblastom-Patienten stattfindet, kam es nach einer
Inkubationsdauer von mindestens 14 Tagen zu einer Induktion der CD117 mRNA- und
Proteinexpression (Abbildung 4-29). In Abbildung 4-29 (A) ist die mRNA-Expression von CD117
und SCF zusammenfassend dargestellt. Durch die RT-PCR konnte eine deutliche
Uberexpression von CD117 und SCF in SH-SY5Y-Zellen nach der Dauerbehandlung mit den
Retinoiden ATRA und 4-HPR gegenlber den Kontrollen beobachtet werden. Darliber hinaus
konnte durch die fluorimetrische Analyse innerhalb der real-time RT-PCR (Abbildung 4-29, B)
eine 45-fache Uberexpression von CD117 durch ATRA im Vergleich zu Medium-behandelten SH-
SY5Y-Zellen detektiert werden. Mit einem Fold Change von 4,1 war die Heraufregulierung von
CD117 durch 4-HPR verhaltnismaBig klein. Simultan zur Induktion von CD117 wurde auch die
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mRNA-Expression von SCF in dauerhaft Retinoid-kultivierten SH-SY5Y-Zellen durch ATRA 16-
fach und 4-HPR 21-fach heraufreguliert.
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Abbildung 4-29: CD117 und SCF mRNA-Expression in SH-SY5Y-Zellen nach dauerhafter Applikation von ATRA
oder 4-HPR. SH-SY5Y-Zellen wurden mindestens fiir 14 Tage mit ATRA (6,25 x 10° M) oder 4-HPR (3,9 x 10° M)
kultiviert. (A) RT-PCR und (B) quantitative real-time RT-PCR der CD117, SCF und GAPDH mRNA-Expression in
kontinuierlich mit Medium, DMSO, ATRA und 4-HPR kultivierten SH-SY5Y-Zellen. (C) FACS-Analyse von kontinuierlich
mit Medium oder ATRA behandelten SH-SY5Y-Zellen nach Farbung mit einem PE-markierten Anti-CD117 Antikorper.

Durch Zugabe von DMSO wurde weder die mRNA-Expression von CD117 noch von SCF
beeinflusst. Neben dem Transkript konnte im Durchflusszytometer auch eine Induktion des
Proteins CD117 auf der Oberflache von dauerhaft ATRA- und 4-HPR- (4-HPR nicht dargestellt)
kultivierten SH-SY5Y-Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 4-29, C). Durch kontinuierliche
Behandlung mit ATRA waren etwa 64% der Zellen im Vergleich zu 6% der mit Medium
kultivierten Zellen fir CD117 positiv. Eine Verlangerung der Inkubationsdauer mit der
Differenzierung-induzierenden all-frans Retinsdure war anhand der Modellzelllinie SH-SY5Y
sowohl mit einer erhdhten Expression des CD117 Transkriptes als auch Proteins assoziiert.

4.4.8.3 Antiproliferative Wirkung und Induktion von Apoptose in ATRA-kultivierten und CD117
Uberexprimierenden Neuroblastomzellen durch STI-571

In der Anti-Tumortherapie stellt insbesonders CD117 eine bedeutende Zielstruktur dar. Ein
potenter und spezifischer Inhibitor von Tyrosinkinase-gekoppelten Rezeptoren stellt der ATP-
analoge Antagonist STI-571 dar. Der Tyrosinkinase-Inhibitor STI-571, der auch unter dem
Namen Glivec oder Imatinibmesylat bekannt ist, findet vor allem in der Behandlung der chronisch
myeloischen Leukdmie (CML) und dem Gastrointestinalen Stromatumor Anwendung. In
Abbildung 4-30 ist die vereinfachte Struktur des Rezeptor Tyrosinkinase-Inhibitors STI-571
abgebildet. Wie zuvor beschrieben, kam es durch Dauerbehandlung von Neuroblastomzellen mit
den Retinoiden ATRA und 4-HPR zur Uberexpression von CD117 und SCF. Aus diesen
Erkenntnissen wurde in Kombination von STI-571 und all-trans Retinsaure die gemeinsame
antiproliferative Wirkung auf diverse Neuroblastom-Zelllinien analysiert.



Ergebnisse 84

- CH3S03H

4-(4-METHYL-PIPERAZIN-1-YLMETHYL)-N-[4-METHYL-
3- (4 PYRIDIN-3-YL-PYRIMIDIN-2-YLAMINO)-PHENYL]-
BENZAMIDE

Abbildung 4-30: Struktur des Tyrosinkinase-Inhibitors STI-571.

Zunachst wurden die konstitutiv CD117-negativen SH-SY5Y-Zellen auf eine gesteigerte
Sensibilisierung gegeniber STI-571 durch zuvorige Dauerbehandlung mit ATRA und
anschlieBender Uberexpression von CD117 untersucht. In Abbildung 4-31 (A) ist die Wirkung
des Inhibitors STI-571 gegenlber SH-SY5Y-Zellen dargestellt. Bei den mit Medium behandelten
CD117-negativen Tumorzellen konnten mit Ausnahme vereinzelt auftretender toter Zellen im
Kulturuberstand mehrheitlich vitale, adharent wachsende Zellen in An- und Abwesenheit von
STI-571 beobachtet werden. Dem gegeniiber kam es durch die Uberexpression von CD117 in
den kontinuierlich mit ATRA kultivierten SH-SY5Y-Zellen und der Cokultivierung mit STI-571 zur
Hemmung des Wachstums und Induktion von Apoptose, die sich durch ausschlieBliche
Anwesenheit nicht adharenter, granulierter Zellen im Uberstand des Kulturmediums &uBerte. Als
Folge der Apoptose kommt es zur Umstrukturierung der Zellmembran inklusive einer
Umlagerung des urspriinglich zytoplasmatisch lokalisierten Phosphatidylserins (PS) auf die
extrazellulare Membranseite. Mit Hilfe des FITC-gekoppelten Annexin-V, einem stark PS-
bindenden Protein, lassen sich zusammen mit dem frei zuganglichen DNA-Interkalator 7-AAD (7-
Amino-Actinomycin) apoptotische Zellen im Durchflusszytometer darstellen. In einem
sogenannten Dot Plot wurde auf der Abzisse das Fluoreszenzsignal von Annexin-V-FITC (FI-1)
gegen das von 7-AAD (FI-3) auf der Ordinate dargestellt. Doppelt positiv gefarbte apoptotische
Zellen befanden sich im oberen rechten Quadranten. Bedingt durch die Methode konnte im
FACS bei Stimulation mit Medium ein Anteil von 63% vitaler Zellen gegeniiber 24% nach einer
Cokultivierung mit STI-571 gemessen werden (Abbildung 4-31, B). Diese vorrangig vitale
Zellpopulation befand sich aufgrund des doppelt negativen Fluoreszenzsignals im unteren linken
Quadranten. Im Vergleich dazu, wurde bei einer Cokultivierung von kontinuierlich ATRA-
behandelten und CD117 Uberexprimierenden SH-SY5Y-Zellen mit STI-571 ein fast vollstandiger
Verlust vitaler Zellen (5,8%) gemessen. Der vitale Anteil permanent ATRA-behandelter
Tumorzellen betrug ohne Anwesenheit von STI-571 84,8%. Eine kontinuierliche Behandlung von
Neuroblastomzellen mit ATRA war durch die Heraufregulierung von CD117 auch mit einer
erhdéhten Sensibilisierung gegentber STI-571 assoziiert. In einer Dosis-Wirkung-Analyse wurde
darUber hinaus die Sensitivitdt und Viabilitdt unterschiedlicher CD117-positiver und -negativer
Neuroblastomzellen und Ewing-Tumorzellen gegentber STI-571 in einem MTT-Proliferationstest
untersucht. (Abbildung 4-31, C) Durch Titration von STI-571 und der Ermittlung der relativen
Viabilitdt konnte die Inhibitor-Konzentration bestimmt werden, bei der die Zellviabilitdt um
mindestens 50% inhibiert wurde (ED50-Wert). Bei einer Konzentration von 2,5 bis 6,25 x 10
mM STI-571 wurde bei keiner Tumorzelllinie eine Viabilitdt nachgewiesen. Anhand der ED50-
Werte zeigte sich die gerinste Sensitivitdt gegenlber STI-571 vorrangig bei den CD117-
negativen Zelllinien SH-SY5Y (64,2 uM), SIMA (79,8 uM) und KELLY (63,2 puM). Bei den starker
CD117 exprimierenden Neuroblastom-Zelllinien IMR-5, IMR-32 und CHP-134 stieg die
Proliferation aufgrund der héheren Sensitivitdt gegenliber dem Tyrosinkinase-Inhibitor erst nach
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weiterer Verdlinnung von STI-571 an. Mit einem ED50-Wert von 19,8 uM (IMR-5), 16,1 uM (IMR-
32) und 18,01 uM (CHP-134) erwiesen sich diese Neuroblastomzellen als besonders empfindlich
gegenuber STI-571. Den héchsten inhibitorischen Wachstumseffekt konnte man bei dem Ewing-
Tumorzellen SK-N-MC beobachten.
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Abbildung 4-31: Antiproliferative und Apoptose-induzierende Wirkung von STI-571 gegeniber verschiedenen
CD117 exprimierenden Neuroblastomzellen und Ewing-Tumorzellen. (A) Lichtmikroskopische Aufnahme (100-fache
VergréBerung) von ATRA-dauerbehandelten SH-SY5Y-Zellen (6,25 x 10° M, 37°C, 5% CO,) und Cokultivierung mit und
ohne STI-571 (9,7 x 10° mM; 96 h, 37°C, 5% CO,). (B) FACS-Analyse zur Bestimmung der STI-571-induzierten
Apoptose in kontinuierlich ATRA-behandelten SH-SY5Y-Zellen durch Farbung mit Annexin-V-FITC (FI-1) und 7-AAD
(FI-3). (C) MTT-Proliferationstest zur Bestimmung der konzentrationsabh&ngigen Viabilitdt von STI-571-kultivierten
Neuroblastomzellen und Ewing-Tumorzellen. (D) Durchflusszytometrische Bestimmung der unterschiedlichen
Sensitivitaiten von CD117-positiven und -negativen Tumorzellen gegeniiber STI-571 (9,7 x 10° mM) duch
Doppelfarbung mit Annexin-V-FITC und 7-AAD.

Aufgrund der besonders starken Proteinexpression von CD117, die sich im FACS mit dem
héchsten prozentualen Anteil und MFI &auBerte, zeigten insbesonders SK-N-MC-Zellen eine
ausgepragte Sensitivitdt gegentber STI-571. Folglich wurde bei diesen Ewing-Tumorzellen eine
um 50% reduzierte Viabilitatsrate erst bei einer Verdinnung von 5,85 uM STI-571 erreicht.
Anhand verdffentlichter Plasmakonzentrationen von STI-571-behandelten Neuroblastom-
Patienten und der Diskriminierung in zwei unterschiedlich STI-571-sensitive Gruppen wurde fir
weitere in-vitro Untersuchungen eine Standardkonzentration von 9,7 x 10 mM STI-571 definiert.
Neben dem Proliferationstest wurde mittels der durchflusszytometrischen Analyse ebenfalls der
Anteil einer STI-571-induzierten Apoptose in unterschiedlich CD117 exprimierenden
Neuroblastomzellen ermittelt (Abbildung 4-31, D). Der Anteil von Medium-kultivierten, vitalen
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Tumorzellen wurde stets auf 100% festgelegt. Durch Stimulation von Medium-behandelten und
CD117-negativen SH-SY5Y-Zellen mit STI-571 kam es bereits zu einer Reduktion vitaler Zellen
auf 38,4%. Die CD117-vermittelte Sensibilisierung gegeniber STI-571 flahrte durch die
Dauerbehandlung mit ATRA zu einer drastischen Reduktion vitaler Zellen auf 6,8%. Bei den
beiden schwach konstitutiv CD117 exprimierenden Zelllinien SIMA und KELLY reduzierte sich
der Anteil vitaler Zellen auf 36,3% (SIMA) und 90,1% (KELLY) durch STI-571 gegenlber der
Kontrolle mit Medium (100%).
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Abbildung 4-32: Lichtmikroskopische Aufnahme STI-571-behandelter Neuroblastomzellen. Die nur geringfligig
CD117 exprimierenden Zelllinien SH-SY5Y, SIMA und KELLY (A) sowie die stark CD117 préasentierenden
Neuroblastomzellen IMR-5, IMR-32 und CHP-134 (B) wurden in An- und Abwesenheit von 9,7 uM STI-571 fir 96 h im
Brutschrank (37°C, 5% COy) inkubiert und unter dem Lichtmikroskop mit einer 100-fachen VergréBerung fotografiert.

Aufgrund der ausgepréagten basalen Expression von CD117 auf den Neuroblastomzellen von
CHP-134, IMR-5 und IMR-32 kam es zu einer erhghten apoptotischen Reaktivitdt gegeniber
dem Inhibitor. Hierdurch reduzierte sich die Zahl vitaler Zellen auf 1,1% (CHP-134), 0,96% (IMR-
5) und 10,2% (IMR-32). In Abbildung 4-32 (A und B) ist die Kultivierung CD117-positiver und -
negativer Neuroblastomzellen in An- und Abwesenheit des 9,7 uM Tyrosinkinase-Inhibitors STI-
571 lichtmikroskopisch dargestellt. Im Vergleich zur Kultivierung mit Medium konnten nach
Behandlung der schwach CD117-positiven Neuroblastom-Zelllinien SH-SY5Y, SIMA und KELLY
mit STI-571 sowohl vitale, adhdrent wachsende als auch vereinzelt tote Zellen im Uberstand der
Kulturflasche beobachtet werden (Abbildung 4-32, A). Bei den stark CD117 exprimierenden



Ergebnisse 87

Neuroblastomzellen IMR-5, IMR-32 und CHP-134 fiihrte eine Behandlung mit dem ATP-analogen
Inhibitor STI-571 im Gegensatz zur Medium-Kontrolle zum vollstandigen Verlust aller vitalen
Zellen. Dieser auBerte sich durch ausschlieBliches Vorfinden nicht adharenter, kugeliger und
granulierter Tumorzellen im Kulturberstand (Abbildung 4-32, B).

4.4.8.4 Zusammenhang zwischen quantitativer CD117 Expression und der STI-571-vermittelten
Zytotoxizitdt an Neuroblastomzellen

Zur Bestimmung der Apoptose-Indizes wurden die unterschiedlichen Sensitivititen von CD117-
positiven und -negativen Neuroblastomzellen gegeniiber STI-571 mittels MTT-Proliferationstest
und FACS-Analyse analysiert (Abbildung 4-31; C und D). Desweiteren wurde der direkte
Zusammenhang zwischen der quantitativen CD117 Expression und den unterschiedlichen STI-
571 Sensitivitdten untersucht. In einer Dosis-Wirkungs-Analyse wurde durch Titration von STI-
571 die Zellviabilitat im MTT-Proliferationstest (Abbildung 4-31, C) gemessen und die effektive
Dosis (ED50) des Inhibitors bestimmt. In Abbildung 4-33 (A) sind die ED50-Werte der
unterschiedlich CD117 exprimierenden Tumorzellen présentiert. Die geringste Sensitivitat
gegenltber STI-571 besaBen die niedrig CD117 exprimierenden Neuroblastom-Zelllinien SH-
SY5Y (64,2 uM), SIMA (79,8 uM) und KELLY (63,2 uM). Fir eine minimale Viabilitdtsrate von
50% musste bei den Zelllinien IMR-5, IMR-32 und CHP-134 der Kinaseinhibitor STI-571 bis zu
einer effektiven Dosis von 19,8 uM (IMR-5), 16,1 pM (IMR-32) und 18,01 pM (CHP-134)
verdinnt werden. Mit einem ED50-Wert von 5,85 uM waren die besonders stark CD117
Uberexprimierenden Ewing-Tumorzellen SK-N-MC fir eine antiproliferative Wirkung durch STI-
571 am empfanglichsten.
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Abbildung 4-33: Korrelation zwischen der CD117 mRNA-Expression und STI-571-induzierten Apoptose am
Beispiel verschiedener neuroektodermaler Tumorzellen. (A) Bestimmung der effektiven Dosis (ED50-Wert)
unterschiedlicher  Neuroblastom- und Ewing-Tumor-Zelllinien durch  Titration von STI-571 in einem
Konzentrationsbereich von 2,5 bis 1,53 x 10* mM und Analyse der Zellviabilitat im MTT-Proliferationstest. (B) Vergleich
der in der real-time RT-PCR quantifizierten CD117 mRNA-Expression mit den ED50-Werten von diversen STI-571-
stimulierten Tumorzellen.

Durch Gegenuberstellung der STI-571-abhangigen ED50-Werte (Ordinate) mit den in der real-
time RT-PCR quantifizierten CT-Werten der CD117 mRNA-Expression (Abzisse) wurde ein
linearer Zusammenhang zwischen der Expression des Rezeptors und der Sensitivitat gegeniber
STI-571 ersichtlich (Abbildung 4-33, B). Die mit einem geringen CT-Wert stark CD117-positiven
Neuroblastomzellen IMR-5, IMR-32, und CHP-134 sowie die Ewing-Tumorzellen SK-N-MC
besaBen zugleich den kleinsten ED50-Wert und damit auch die gr6Bte Sensitivitdt gegeniber
STI-571. Dem gegenlber hatten die mit einem hohen CT-Wert basal nur schwach CD117
exprimierenden Neuroblastomzelllinien SH-SY5Y, SIMA und KELLY eine deutlich geringere
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Empfindlichkeit und damit verbundenen héheren ED50-Wert bei einer Behandlung mit dem ATP-
analogen Inhibitor. In-vitro lieBen sich somit vorrangig CD117 (Uberexprimierende
Neuroblastomzellen und Ewing-Tumorzellen in ihrem Wachstum durch Behandlung mit STI-571
erfolgreich inhibieren.

4.4.9 Expression hamatopoetischer Stammzellmarker auf Neuroblastomzellen

Fir die Behandlung von Hoch-Risiko Neuroblastom-Patienten ist die myeloablative Megatherapie,
bestehend aus Chemo- und Strahlentherapie, und Transplantation autologer Stammzellen in
Kombination mit Retinoiden (all-trans Retinsdure, 13-cis-Retinsaure, 4-HPR) wahrend der Phase
der Erhaltungstherapie eine der vielversprechendsten Therapiemethoden °% °% %%
Hamatopoetische Stammzellen (HSZ) werden vorrangig aus Knochenmark, peripheren
Blutstammzellen und Nabelschnurblut gewonnen. Die Separierung und Gewinnung tumorfreier
HSZ erfolgt bis heute vorrangig tGber das Oberflachenantigen CD34. Seit der Entdeckung dieses
gleichnamigen Antigens auf Neuroblastomzellen wird die Gewinnung von CD34-angereicherten
hamatopoetischen Stammzellen zunehmend in Frage gestellt und ist somit umstritten 2'* 2%,
Eine Beteiligung von CD34 bei rezidivierenden Prozessen durch Tansplantation autologer
Stammzellen kann somit nicht ausgeschlossen werden. Mit diesem Hintergrund wurde die
Expression und therapeutische Relevanz der hdmatopoetischen Stammzellmarker CD34 und
CD133 von unreifen und Retinoid-differenzierten Neuroblastomzellen ndher untersucht und
verglichen.

4.4.9.1 CD34 Expression auf Neuroblastomzellen

Neben hamatopoetischen Stammzellen wurde anhand diverser Neuroblastom- und Ewing-
Tumor-Zelllinien die Expressionsverteilung des Oberflachenantigens CD34 untersucht. Als
zusatzliche Kontrolle wurden Uber eine magnetaktivierte Zellseparation CD34-markierte Zellen
aus einem zentrifugierten Leukozyten- und Thrombozyten-Konzentrat (Buffy Coaf) angereichert.
Laut Durchflusszytometer wurden CD34-positive HSZ mit einer Reinheit von 99% gewonnen
(ohne Abbildung). HSZ exprimierten erwartungsgeman am starksten das 436 bp groBe mRNA-
Transkript fir CD34 (Abbildung 4-34, A). Neben den HSZ wurde eine mRNA-Expression von
CD34 am starksten in den Neuroblastomzellen IMR-32 und CHP-134 nachgewiesen. Alle
anderen  Neuroblastomzellen  exprimierten  nur  gerinfligig den  hamatopoetischen
Stammzellmarker. In den beiden Ewing-Tumor-Zelllinien SK-N-MC und A673 konnte im Vergleich
zu den Neuroblastomzellen hingegen kein CD34-spezifisches Transkript identifiziert werden.
Mittels der quantitativen real-time RT-PCR wurde die basale CD34 mRNA-Expression aller
Neuroblastomzellen und Ewing-Tumorzellen in Bezug auf SH-SY5Y-Zellen untersucht (Abbildung
4-34, B). Wie in der RT-PCR zeigte sich auch in der real-time RT-PCR eine deutliche
Uberexpression von CD34 in den Neuroblastom-Zelllinien IMR-32 und CHP-134 um einen Faktor
von 7,1 (IMR-32) und 1,3 (CHP-134). Die anderen Neuroblastomzellen exprimierten mit einem
Fold Change von 0,7 (KELLY), 0,8 (IMR-5) und 0,5 (SIMA) das Antigen ann&dhernd gleich
schwach wie SH-SY5Y-Zellen. Mit einem Fold Change von 0,01 und 0,006 wurde in den beiden
Ewing-Tumorzellen SK-N-MC und A673 keine CD34 mRNA-Expression nachgewiesen. Darlber
hinaus wurde anhand eines PE-gekoppelten Anti-CD34 Antikérpers die Proteinexpression von
CD34 auf der Oberflache von Neuroblastom- und Ewing-Tumor-Zelllinien im Durchflusszytometer
untersucht. Mit einem Anteil von 98,1% und 32,2% exprimierten die beiden Zelllinien IMR-32 und
CHP-134 am starksten CD34 auf der Zelloberflache. Bei den restlichen Neuroblastomzellen
konnte mit einem Anteil von 5,1% (SH-SY5Y), 11,35% (SIMA), 15,9% (IMR-5) und 6,7% (KELLY)
(6,7%) keine Expression des Oberflachenantigens im FACS gemessen werden. Wie in der RT-
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PCR zeigten die beiden Ewing-Tumor-Zelllinien SK-N-MC und A673 mit einem Anteil von 3,2%
und 3,6% eine ausbleibende CD34 Proteinexpression.
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Abbildung 4-34: Expression des hamatopoetischen Stammzellmarkers CD34 auf Tumoren peripheren
neuroektodermalen Ursprungs. RT-PCR (A) und quantitative real-time RT-PCR (B) zur Bestimmung der CD34 mRNA-
Expression. (C) FACS-Analyse zur Detektion des Oberflachenantigens CD34 auf verschiedenen Tumoren mittels eines
monoklonalen PE-markierten Anti-CD34 Antikérpers.

4.4.9.2 Expresssion des HSZ-spezifischen Antigens CD133 auf Neuroblastomzellen

Durch die verbreitete Expression von CD34 auf Tumorzellen, wie beispielsweise dem
Neuroblastom, wird verstarkt Gber die therapeutische Anwendung von CD133 zur Gewinnung
tumorfreier Stammzellapharesate diskutiert. Daraufhin wurde neben CD34 auch die Expression
des hamatopoetischen Stammzellmarkers CD133 auf Neuroblastomzellen untersucht. Dafir
wurde zunachst das Expressionsprofil der Neuroblastom-Zelllinien SH-SY5Y, SIMA und CHP-
126 mit den Ewing-Tumorzellen SK-N-MC im Affymetrix-Genchip HG-U133A verglichen
(Abbildung 4-35, A). Das auf dem Sondensatz 204304_s_at lokalisierte CD133 wurde bereits in
allen Tumorzellen konstitutiv exprimiert. Mit einer Signalintensitat von 2180 wurde CD133
insbesonders in SIMA-Zellen im Vergleich zu den restlichen Neuroblastomzellen SH-SY5Y (130)
und CHP-126 (130) sowie der Ewing-Tumor-Zelllinie SK-N-MC (481) Gberexprimiert vorgefunden.
In Abbildung 4-35 (B) wurde in der RT-PCR die Verteilung einer CD133 mRNA-Expression
anhand sechs verschiedener Neuroblastom- und zwei Ewing-Tumor-Zelllinien ndher untersucht.
Mit Ausnahme der Neuroblastomzellen SIMA und IMR-5 konnte keine weitere konstitutive
Expression von CD133 beobachtet werden. Wurde dem Kulturmedium ATRA hinzugeflgt, so
reduzierte sich die Expressionsintensitat beider Zelllinien drastisch. In Ewing-Tumorzellen konnte
hingegen keine basale Expression des Stammzellmarkers nachgewiesen werden. In einer real-
time RT-PCR wurde zusétzlich die konstitutive und durch ATRA regulierte Expression von
CD133 in den Tumorzellen quantifiziert (Abbildung 4-35, C). Wie im Affymetrix-Genchip und der
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RT-PCR wurde mit einem Fold Change von 744 und 148 eine konstitutive Uberexpression von
CD133 insbesonders in den Zelllinien SIMA und IMR-5 im Vergleich zu SH-SY5Y (1) detektiert.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass wie in der RT-PCR eine Kultivierung mit all-trans
Retinsdure eine Reduktion der CD133 Expression induzierte. In den Neuroblastomzellen SIMA
und IMR-5 wurde die CD133 mRNA-Expression durch die Behandlung mit ATRA auf einen FC
von 458 und 119 herunterreguliert. Die restlichen Neuroblastomzellen und Ewing-Tumorzellen,
die keine basale Expression von CD133 aufwiesen, zeigten auch nach der Behandlung mit
Retinsédure keine Veranderung.
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Abbildung 4-35: Expression von CD133 in péadiatrischen soliden Tumoren mit peripheren neuroektodermalen
Ursprung. (A) Konstitutive Expressionsstarken von CD133 aus dem Affymetrix-Genchip HG-U133A. RT-PCR (B) und
quantitative real-time RT-PCR (C) zur Bestimmung der CD133 mRNA-Expression in An- und Abwesenheit des
Retinoids all-trans Retinséure (6,25 x 10° M, 37°C, 5% CO,).

4.4.9.3 CD133 Proteinexpression von Retinsdure-differenzierten Neuroblastomzellen

In einer FACS-Analyse wurde mittels eines monoklonalen PE-gekoppelten Anti-CD133
Antikdrpers die konstitutive Proteinexpression auf der Oberflaiche von diversen Neuroblastom-
und Ewing-Tumor-Zelllinien untersucht (Abbildung 4-36, A). Neben der Vervielfaltigung des
CD133 mRNA-Transkriptes in der RT-PCR wurde zudem die Prasenz des Antigens auf der
Zelloberflache von SIMA und IMR-5 identifiziert. Mit einem Anteil von 99,4% und 97,1% wurde
ausschlieBlich in den Neuroblastomzellen SIMA und IMR-5 das ebenfalls fir hdmatopoetische
Stammzellen charakteristische Antigen CD133 exprimiert vorgefunden. Die anderen
Neuroblastomzellen besaBen mit einem Anteil von 6,4% (SH-SY5Y), 11,7% (IMR-32), 4,8
(KELLY) und 7,4% (CHP-134) kein CD133 auf der Zelloberflache. Auf Ewing-Tumorzellen wie
SK-N-MC und A673 lieB sich das HSZ-spezifische Antigen ebenfalls nicht durchflusszytometrisch
nachweisen. Dariliber hinaus konnte durch Anwesenheit von ATRA in der RT-PCR eine
Herunterregulierung von CD133 bei positiven Neuroblastomzellen beobachtet werden. Die
Retinoid-induzierte Reduktion der CD133 Proteinexpression von SIMA und IMR-5 wurde daher
auch im Durchflusszytometer untersucht. Nach 96 stliindiger Inkubation beider Zelllinien mit
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ATRA erfolgte eine Doppelfarbung mit einem PE-markierten Anti-CD133 und FITC-gekoppelten
Anti-CD34 Antikérper und Analyse im FACS.
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Abbildung 4-36: Differentielle CD133 Proteinexpression von péadiatrischen Tumorzellen durch den Einfluss von
ATRA. (A) FACS-Analyse zur Bestimmung der konstitutiven CD133 Proteinexpression auf Neuroblastomzellen und
Ewing-Tumorzellen mittels eines PE-markierten Anti-CD133 Antikdrpers. (B) Doppelfarbung der mit Medium bzw. ATRA
kultivierten Neuroblastomzellen IMR-5 und SIMA mittels des PE-markierten Anti-CD133 und FITC-gekoppelten Anti-
CD34 Antikorpers und Messung von 10.000 Zellen im Durchflusszytometer.

Die im Durchflusszytometer gemessenenen Fluoreszenzen der Antigene CD133-PE und CD34-
FITC wurden in einem Dot Plot gegentbergestellt (Abbildung 4-36, B). Mit einem Anteil von 42%
und 99% war die CD133 Proteinexpression in den Neuroblastomzellen IMR-5 und SIMA
unterschiedlich stark ausgebildet. Da beide Zelllinien ausschlieBlich das Antigen CD133 statt
CD34 exprimierten, befand sich die einfach positive Zellpopulation im oberen linken Quadranten
des Dot Plots. Wurde dem Kulturmedium ATRA hinzugefligt, so konnte in SIMA-Zellen und IMR-
5-Zellen eine Reduktion der CD133-positiven Population beobachtet werden. Bei IMR-5-Zellen
reduzierte sich der Anteil von 42% auf 3% CD133-positiver Neuroblastomzellen drastisch. Eine
Behandlung der Neuroblastom-Zelllinie SIMA mit Retinsdure senkte den Anteil CD133-positiver
Zellen von 99% auf 85% hingegen deutlich schwéacher. Letztlich konnte die durch Stimulation mit
all-trans Retinsaure induzierte Expressionserniedrigung von CD133 auf Neuroblastomzellen
sowohl als Transkript als auch Protein verifiziert werden.
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4.4.9.4 Gewinnung tumorreduzierter CD133-positiver hdmatopoetischer Stammzellen

Durch Anwesenheit von CD34 auf der Oberflaiche von Neuroblastomzellen und anderen
Tumorarten kdénnen wahrend der CD34-abhangigen Anreicherung von hé&matopoetischen
Stammzellen auch Kontaminationen mit Tumorzellen stattfinden. Aus diesem Grund gibt es
zunehmende Uberlegungen zur alternativen Nutzung von CD133 zur Aufbereitung von autologen
HSZ. In den zuvorigen Experimenten konnte jedoch ebenfalls die Expression von CD133 auf
Neuroblastomzellen nachgewiesen werden. Dieser Stammzellmarker stellt somit prinzipiell keine
direkte Alternative dar. Durch Behandlung von Neuroblastomzellen mit all-trans Retinsaure
konnte aber eine Reduktion der konstitutiven CD133 mRNA- und Proteinexpression induziert
werden. In einem in-vitro Modell wurde eine Anreicherung von tumorbelasteten peripheren
héamatopoetischen Stammzellen Uber eine Selektionierung mit CD133 simuliert, um anschlieBend
die Kontaminationsrate von Medium- und ATRA-behandelten Tumorzellen vergleichen zu kénnen.
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Abbildung 4-37: Vergleich der tumorbelasteten Anreicherung von CD133* hamatopoetischen Stammzellen durch
zuvorige Stimulation der Neuroblastomzellen mit und ohne Retinséaure. (A) FACS-Analyse der mit Medium oder
ATRA kultivierten und doppelt geférbten Neuroblastomzellen (IMR-5 und SIMA) mit PKH67 (FI-1) und Anti-CD133-PE
(FI-2) sowie der einfach markierten HSZ (Anti-CD133-PE) innerhalb der CD133 (+) separierten Zellfraktion. (B)
Lichtmikroskopische Aufnahme (100-fache VergroBerung) rekultivierter HSZ und Tumorzellen (TZ) aus den CD133 (-)
depletierten und CD133 (+) separierten Zellfraktionen in Abh&ngigkeit der inkubierten Tumorzellen mit ATRA oder
Medium.

Zunachst wurden die konstitutiv CD133 exprimierenden Neuroblastom-Zelllinien SIMA und IMR-5
sowie die aus einem Lymphozyten- und Thrombozyten-Konzentrat angereicherten peripheren
HSZ getrennt mit Medium und ATRA fiir 96 h (37°C und 5% CO,) kultiviert. Im AnschluB3 wurden
die Tumorzellen gewonnen und mit dem transmembranen Fluoreszenzfarbstoff PKH67 (FI-1)
gefarbt. Die PKH67-gefarbten Tumorzellen wurden letztlich in einem Verhéltnis von 1:100 (TZ :
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PBMC) mit den hamatopoetischen Stammzellen vermischt. Durch Markierung der Zellen mit
einem primaren PE-gekoppelten Anti-CD133 und sekundaren Magnetpartikel-gekoppelten Anti-
PE Antikorper erfolgte eine magnetaktivierte Separation der CD133" Zellen und die Depletion
CD133 Zellen im Magnetfeld (MACS-Technologie). Die CD133-separierte Zellfraktion wurde
anschlieBend im FACS analysiert (Abbildung 4-37, A) und rekultiviert (Abbildung 4-37, B). In
Abbildung 4-37 (A) ist in einem Dot Plot die CD133-PE Expression (FI-2) gegen die PKH67
Farbung (FI-1) dargestellt. Die mit CD133 und PKH67 markierten und somit doppelt positiv
gefarbten Tumorzellen befanden sich in der Region R2 (PKH67*/CD133") des oberen rechten
Quadranten des Dot Plots. Die nicht mit PKH67 markierten und daher einfach gefarbten CD133-
positiven HSZ waren aufgrund ihrer ausschlieBlich PE-emitierten Fluoreszenz im oberen linken
Quadranten (PKH67/CD133") lokalisiert. Durch den Anti-CD133-PE und mit Magnetpartikeln
gekoppelten Anti-PE Antikérper wurden aufgrund der konstitutiven CD133 Proteinexpression bis
zZU 41% der mit Medium kultivierten und mit PKH67 gefarbten IMR-5-Zellen (Region R2) neben
6% HSZ (oberer linker Quadrant) in der CD133-separierten Fraktion angereichert. Bei zuvoriger
Behandlung der Neuroblastomzellen mit ATRA zeigten sich hingegen deutliche Unterschiede in
der tumorbelasteten Anreicherung von CD133-positiven HSZ. Durch die Retinsdure-induzierte
Herunterregulierung von CD133 auf IMR-5-Zellen konnte in der CD133-separierten Zellfraktion
nur noch ein Tumoranteil von 3,8% neben 16,5% ha&matopoetischen Stammzellen mit
angereichert werden. Die mit ATRA kultivierten und mit PKH67 gefarbten IMR-5-Zellen wurden
aufgrund der erniedrigten CD133 Proteinexpression in der CD133-depletierten Zellfraktion
isoliert (ohne Darstellung). SIMA-Zellen exprimierten ebenfalls basal sehr stark das Antigen
CD133. Aus diesem Grund wurden neben 4,5% CD133" hamatopoetischer Stammzellen auch
28,1% CD133" und PKH67 doppelt positive Tumorzellen in der CD133-separierten Fraktion
aufkonzentriert. Im Vergleich zu der Neuroblastom-Zelllinie IMR-5 fihrte eine Behandlung von
SIMA-Zellen mit ATRA nur zu einer schwachen Reduktion der CD133 Proteinexpression. Daher
lieB sich laut FACS-Analyse die Tumorkontamination der CD133-spezifischen Anreicherung von
HSZ mit Retinsaure-stimulierten SIMA-Zellen nicht senken. Neben 5,6% HSZ betrug der Anteil
ATRA-kultivierter und CD133"/PKH67"-selektionierter Neuroblastomzellem 36,2% in der CD133-
separierten Fraktion. Damit waren diese Neuroblastomzellen in der CD133-selektionierten
Fraktion sogar starker vertreten als Medium-kultivierte Tumorzellen mit einem Anteil von 28,1%.
Die relativ bestandige Uberexpression von CD133 auf SIMA-Zellen nach Kultivierung mit all-
trans Retinsdure lieB somit auch keine Anreicherung von Tumorzellen in dem CD133-
depletierten Isolat zu (ohne Darstellung). In Abbildung 4-37 (B) sind die lichtmikroskopischen
Aufnahmen der rekultivierten CD133-depletierten und -separierten Zellfraktionen dargestellt.
Eine Rekultivierung der CD133"-separierten Population verdeutlichte sowohl bei den mit Medium
behandelten SIMA-Zellen als auch IMR-5-Zellen eine Kontamination mit Tumorzellen unter den
CD133"-angereicherten HSZ. In der CD133-depletierten Zellfraktion konnten bei Behandlung der
Tumorzellen mit Medium ausschlieBlich PBMC nachgewiesen werden. Eine Vorbehandlung der
Neuroblastom-Zelllinie IMR-5 mit Retinsdure fihrte im Vergleich zu SIMA zu einer Aufhebung
der Kontamination mit Tumorzellen unter den CD133-angereicherten HSZ. Die ATRA-vermittelte
Herunterregulierung von CD133, die in der Neuroblastom-Zelllinie IMR-5 starker als in SIMA
ausgepragt war, auBerte sich stattdessen in einer Verschiebung und Aufkonzentrierung der
Tumorzellen aus der CD133-separierten in die -depletierte Zellfraktion. Diese niedrig CD133
exprimierenden IMR-5-Zellen wurden folglich zwischen den PBMC in der CD133-depletierten
Fraktion vorgefunden. Die relativ stabile Expression von CD133 auf Retinsdure-kultivierten
SIMA-Zellen resultierte mit einer weiterhin bestehenden Anwesenheit unter den CD133-
angereicherten HSZ.
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5 DISKUSSION

5.1 Genchipanalysen zur Diskriminierung eines Neuroblastoms von
anderen neuroektodermalen Tumoren

Sowohl Neuroblastome als auch Ewing-Tumore sind neuroektodermale Tumore, die
histogenetisch gemeinsam von Zellen des Neuroektoderms abstammen. Die weitere
histogenetische Trennung der neuroektodermalen Tumore ensteht wahrend der Neurulation.
Hierbei entspringen aus dem Neuralrohr alle Zellen des zentralen Nervensystems (ZNS) und aus
der Neuralleiste, die eine dorsale Lippe des Neuralrohrs darstellt, alle Zellen des peripheren
Nervensystems. Primitive neuroektodermale Tumore (PNET) wie das Medulloblastom stellen
somit einen Tumor des ZNS dar. Dem gegeniiber werden die peripheren primitiven
neuroektodermalen Tumore (pPNET) der Ewing-Tumor-Familie (inklusive Askin-Tumor und
klassisches Ewing-Sarkom) sowie das Neuroblastom den Tumoren des peripheren
Nervensystems zugeordnet. Daher ist es verstandlich, das es in der Vergangenheit
beispielsweise nur schwer mdglich war, einen Ewing-Tumor von anderen klein, rund und
blauzelligen Tumoren (SRBCT; small round blue cell tumours) wie dem Neuroblastom,
histologisch abzugrenzen. Histologisch gehéren neben den drei Subtypen der Ewing-Tumor-
Familie und dem Neuroblastom auch das Rhabdomyosarkom und Lymphom der SRBCT-Familie
an. Das Problem der genauen tumorspezifischen Differenzierung, die Voraussetzung flr eine
wirkungsvolle Therapie ist, wird durch den Einsatz des DNA-Microarrays erheblich reduziert.
Durch den Vergleich der Expressionsprofile ist die Microarray-basierende
Genexpressionsanalyse gegenwartig die modernste molekularbiologische Methode, um
verschiedenartige klein, rund und blauzellige Tumore zu vergleichen und zu charakterisieren 147
215218 Durch den Vergleich der etablierten Neuroblastom-Zelllinien mit SK-N-MC-Zellen, die
initial ebenfalls als Neuroblastom beschrieben wurden '®°, konnte mittels der DNA-Microarray
Analyse und der Bestimmung der Genexpressionsprofile mit dem Genchip HG-U133A die
Zelllinie SK-N-MC erstmals als Ewing-Tumor statt Neuroblastom identifiziert werden ', Als
Grundlage wurde ein Ewing-Tumor-spezifisches Expressionsprofil generiert, das auf dem
Vergleich von Ewing-Tumoren mit 133 normalen Gewebeproben aus einer NBA (normal body
atlas)-Datenbank basierte. Aus diesem Vergleich wurden mittels des EOS-Hu01 Genchips 38
Gene identifiziert, die im Vergleich zu den Normalgeweben ausschlieBlich in den Ewing-Tumoren
Uberexprimiert wurden. Augrund eines abgewandelten Genchip-Designs befanden sich nur 19
dieser EFT-spezifischen Gene auf dem Affymetrix Microarray HG-U133A. In einer Cluster-
Analyse und der Falschfarbendarstellung wurde im Gegensatz zu den restlichen
Neuroblastomzellen der expressionsabhéngige nahe Verwandtschaftsgrad von SK-N-MC-Zellen
zu den Ewing-Tumoren in Form eines Stammbaumes ersichtlich (Abbildung 4-1, A). Bis in die
Gegenwart wurden SK-N-MC-Zellen sowohl als Neuroblastom 2! als auch Askin-Tumor '8
einem Mitglied der Ewing-Tumorfamilie 2'°, beschrieben. Gegenwartig wird in der
Routinediagnostik der Ewing-Tumor Uber den Nachweis chromosomaler Translokationen
zwischen der TLS-EWSR1-TAF15 (TET)-Proteinfamilie und den Transkriptionsfaktoren der E26
(ETS)-Familie manifestiert 2*°. L&aBt sich in der RT-PCR oder dem Western Blot eine
chromosomale Translokation des Typs t(11;22)(gq24;912) wie in den Ewing-Tumorzellen SK-N-
MC und A673 (Abbildung 4-1, B, Abbildung 4-1, C) bzw. t(21;22)(g22;q12) oder {(7;22)(p22;q12)
im Tumorgewebe nachweisen, handelt es sich mit groBer Wahrscheinlichkeit um einen Ewing-
Tumor #'. Des weiteren konnte im Gegensatz zu den Ewing-Tumorzellen eine Expression des
Neuroblastom-spezifischen MYCN mRNA-Transkriptes und Proteins ausschlieBlich in
Neuroblastomzellen beobachtet werden (Abbildung 4-1, B; Abbildung 4-1, C) *® %', Ein dabei
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identifizierter MYC-Dualismus &auBerte sich darin, dass zur Aufrechterhaltung des malignen
Wachstums von MYCN-negativen Neuroblastomzellen eine kompensatorische Expression von c-
MYC festgestellt wurde (Abbildung 4-1, B; Abbildung 4-1, C). Ein fir die die Diagnostik
bedeutendes Gen, das hochspezifisch exprimiert nur in einem Ewing-Tumor vorgefunden wurde,
war die Membran-assoziierte Phospholipase A1 (lipase member I; LIPI). Urspringlich wurde
Lipase | als Cancer/Testis-Antigen identifiziert, das vornehmlich in Testis und malignen Zellen
exprimiert wird 99 Es konnte bereits gezeigt werden, dass murine LIPI-Mutationen mit einer
Hypertriglyceridamie und Dyslipidamie assoziiert waren 222 Neben Lipase | (LIPI) wurde auch
Lipase H (LIPH) als Isoenzym der Phospholipase A1B identifiziert 200, Lipase | wird mit
Ausnahme vom Hoden ausschlieBlich in Ewing-Tumoren exprimiert. Das aus den beiden 634 und
544 bp groBen Splicevarianten bestehende Lipase | mRNA-Transkript wurde wie EWS-FLI1
ausnahmslos in Ewing-Tumorzellen coexprimiert vorgefunden (Abbildung 4-1, B). Uber den
Nachweis einer LIPI mRNA-Expresssion existiert im Vergleich zur Amplifizierung von EWS-ETS
Fusionsproteinen, wie zum Beispiel EWS-FLI1, vor allem ein diagnostisch wesentlich sensitiverer
Marker zum Nachweis von Ewing-Tumoren 23 Im Vergleich zu EWS-FLI1 lassen sich mittels der
Vervielfaltigung von LIPI mRNA-Transkripten in der RT-PCR bereits kleinste Spuren, wie sie
beispielsweise als Rezidiv auftreten kénnen, an Ewing-Tumorzellen nachweisen. Dieser
Nachweis kann somit fir den weiteren therapeutischen Verlauf von groBem Vorteil sein. Die
Bestimmung und der Vergleich der Genexpressionsprofile von verschiedenen Tumoren durch die
Microarray-Technologie gewinnt immer mehr an Bedeutung. Durch Erstellung von
tumorspezifischen Expressionsprofilen existiert neben dem Translokations- und Fusionsgen
EWS-FLI1 nun mit Lipase | ein noch bedeutend sensitiverer Marker zur ldentifizierung und
Diskriminierung von Tumoren peripheren neuroektodermalen Ursprungs.

5.2 Biologische Wirkung von Retinoiden

Innerhalb der ersten Lebensjahre ist das Risiko fiir eine Krebserkrankung doppelt so hoch wie im
fortschreitenden Kinder- und Jugendalter. Kindliche Tumore wie das Neuroblastom, der Ewing-
Tumor, das Non-Hodgkin Lymphom oder das Rhabdomyosarkom, die sich auch zu der Gruppe
der kleinen rund und blauzelligen Tumore zusammenfassen lassen, werden bereits in der
Schwangerschaft angelegt. Mit einem Anteil von 8% aller malignen Erkrankungen und einer
Inzidenz von 0,8 bis 0,9 pro 100.000 Kinder unter 15 Jahren ist das Neuroblastom eine der
haufigsten Tumorerkrankungen im Kindesalter. Auf Basis der aktuellen multizentrischen
Therapiestudie ,NB 2004" der Gesellschaft fir Padiatrische Onkologie und Hadmatologie (GPOH)
erfolgt die Behandlung von Neuroblastom-Patienten. Hierbei orientiert sich die Behandlung in
Abhéangigkeit vom Stadium, Alter, MYCN-Amplifikation, Tumorvolumen, Symptomatik und des in-
situ belassenen Tumorrestes. In der Therapie kommt es neben dem chirurgischen Eingriff auch
zum Einsatz von Strahlen- und Chemotherapie. Besonders vielversprechend ist die
myeloablative Chemotherapie, eine Kombination aus Hochdosischemo- und Strahlentherapie,
mit anschlieBender Transplantation autologer hamatopoetischer Stammzellen *” “8. Auch die
Behandlung von Neuroblastom-Patienten mittels einer Therapie mit Anti-GD2-Antikérpern findet
durch die Neuroblastom-spezifische Uberexpression des Glykolipidantigens GD2 eine
wirkungsvolle Anwendung ®. Da insbesonders Neuroblastome im fortgeschrittenem
Tumorstadium eine Rezidiv erleiden, wird die Behandlung von Hoch-Risiko Neuroblastom-
Patienten mit einer myeloablativen Chemo- und hamatologischen Stammzelltherapie und einer
Applikation mit Retinoiden kombiniert % °* 2% 65758 'Dag aus dem peripheren sympathischen
Nervensystems stammende Neuroblastom hat seinen Ursprung aus der Neuralleiste. Die damit
verbundene hohe Plastizitdt macht die blastoide Zelle besonders empfanglich fir eine
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Behandlung mit Retinoiden. Die Retinoide stellen bereits heute eine sinnvolle Therapieoption fir
eine bestimmte Subgruppe von potenziell Rezidiv-gefdhrdeten Neuroblastom-Patienten dar.
Natlrliche Retinsauren wie 9-cis zeichneten sich in-vitro im Vergleich zu 13-cis besonders als
Differenzierung-aktivierendes Agens aus 9 zeigte aber in klinischen Studien bei Erwachsenen
eine inakzeptable Toxizitat ?**. Im Vergleich zu all-trans lieB sich durch 13-cis Retinsaure eine
deutlich hohere Plasmakonzentration und Differenzierungsaktivitat beobachten ?*°. Klinische
Studien belegen eindeutig, das eine maximal tolerierte Dosis von 13-cis Retinsdure bei
Resttumor-freien Hoch-Risiko Neuroblastom-Patienten nach myeloablativer Chemotherapie und
der Transplantation hamatopoetischer Stammzellen die Lebenserwartungen deutlich steigert.
Durch Applikation von 13-cis Retinsaure steigt die Zahl der 3 Jahre rezidivfreien Patienten auf
46% im Vergleich zu 29% der nicht Retinoid-behandelten Neuroblastom-Patienten an % '8,

5.2.1 Antiproliferative Wirkung und therapeutischer Einsatz von Retinoiden

Synthetische und natlrliche Retinoide wirken zum Teil sowohl unterstiitzend in der
Differenzierung als auch in der Apoptose und Wachstumshemmung von Neuroblastomen. Bereits
1982 beschrieb Sidell die antiproliferative Wirkung und morphologische Anderung von
Neuroblastomen durch Retinoide, die sich beispielsweise in Neuriten-dhnlichen Zellauslaufern
auBert °%. Auch synthetische Retinoide, wie das 1976 durch Sporn niher charakterisierte 4-HPR,
besitzen ein hohes Potenzial bei der Behandlung eines Neuroblastoms " ' Bei einer
Kultivierung von Neuroblastomzellen mit ATRA oder 4-HPR konnte zunachst durch beide
Retinoide eine Inhibition des Wachstums beobachtet werden. Eine unterschiedliche Wirkung
zeigte sich jedoch sowohl zwischen den Zelllinien als auch unter den beiden Retinoiden. Eine
Titration des natiirlichen und synthetischen Retinoids zeigte in einem MTT-Proliferationstest die
insgesamt starkere antiproliferative Wirkung von 4-HPR im Vergleich zu ATRA gegenlber
diversen Zelllinien von Neuroblastomen und Ewing-Tumoren (Abbildung 4-2, A und C). Im
Vergleich zu einer Behandlung mit 4-HPR proliferierten die Neuroblastom- und Ewing-Tumor-
Zelllinien in Anwesenheit  von all-trans  Retinsaure bereits innerhalb eines
Konzentrationsbereiches von 2,5 x 10 bis 6,25 x 10° M anstatt erst eines Titers von 6,25 x 107
bis 1,56 x 10° M 4-HPR. Dariiber hinaus wird durch eine andere Arbeitsgruppe auch ein
erhdhtes zytotoxisches und antiproliferatives Potenzial von 4-HPR gegenlber den
Neuroblastomen beschrieben, die bei einer Behandlung mit all-trans und 9-cis Retinsaure eine
resistente bzw. unsensitive Reaktion zeigen 28 Ahnliche Beobachtungen wurden bei den
Neuroblastomzellen SH-SY5Y gemacht, da sie als unempfindlichste Zelllinie gegeniiber ATRA
identifiziert wurde und nach einer Kultivierung mit 4-HPR eine &hnlich gute Empfindlichkeit wie
ein GroBteil der  restlichen  Tumorzellen besaB. Anhand der gemessenen
konzentrationsabhéngigen Viabilitdt der Tumorzellen und der Ermittlung der effektiven Dosis
ED50 wurde flr weitere in-vitro Versuche eine definierte Konzentration von 6,25 x 10° M ATRA
und 3,9 x 10°® M 4-HPR ermittelt. Die zuversichtliche Behandlung von haufig Rezidiv erleidenden
Neuroblastom-Patienten mit einem synthetischen Retinamid wie 4-HPR begriindet die intensive
Forschung, die sich momentan in einer Studie der Phase | befindet 226 Bei einer oralen
Applikation von 2,47 mg 4-HPR/m2/Tag wird in den Neuroblastom-Patienten eine
durchschnittliche  Plasmakonzentration von 9,9 pmol/l  4-HPR gemessen. Diese
Plasmakonzentration zeigt damit eine groBe Ahnlichkeit zu der in-vitro ermittelten 4-HPR-
Konzentration von 3,9 x 10° M (8,9 uM). Die Anti-Tumorwirkung von 4-HPR auf diverse Zelllinien
wurde in der Vergangenheit mehrmals publiziert und beruht im Vergleich zu einer Differenzierung
von unreifen Neuroblastomen durch all-trans Retinsdure viel mehr auf einer Induktion von
Apoptose und Nekrose '%% 2% 139 227 " Ajle hier verwendeten kindlichen soliden Tumorzellen
konnten in ihren Proliferationseigenschaften bei vergleichsweise geringeren Konzentrationen
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starker durch 4-HPR als durch ATRA inhibiert werden. Eine besonders hohe Retinoid-
Konzentrationen von tber 3,9 x 10° M 4-HPR bewirkte in den Neuroblastomzellen bereits eine
Apoptose. Der genaue Mechanismus einer 4-HPR-vermittelten Wachstumshemmung ist bis
heute noch nicht vollstandig aufgeklart und ist teilweise widerspriichlich. So wird einerseits bei
einer Kultivierung von Neuroblastomzellen mit 4-HPR eine Rezeptor-unabhangige Induktion der
Ceramid-Produktion und damit verbunden eine Ceramid-induzierte Apoptose und Nekrose
diskutiert °*°. Im Gegensatz dazu kann durch 4-HPR auch eine Rezeptor-vermittelte
Wachstumshemmung analysiert werden '*'. Letztlich kann eine hemmende Wirkung von 4-HPR
wahrscheinlich sowohl Uber Retinoid-Rezeptor-abhédngige und -unabhéngige Signalwege in
Tumorzellen vermittelt werden #°. Neben der Induktion einer Apoptose beruht der Anti-
Tumoreffekt von 4-HPR auch auf einer Inhibition der Angiogenese 230 und einer immunogenen
Wirkung durch die Aktivierung von Natlrlichen Killerzellen (NK-Zellen) 21 Wie schon zuvor
beschrieben wurde, unterliegt die therapeutische Anwendung von 4-HPR beim Neuroblastom
momentan noch einer laufenden Phase I-Studie ?*®. Neben dem Neuroblastom findet auch beim
Brust- 124, Blasen- '®® und Mundhdhlenkarzinom '?® eine klinische Anwendung mit 4-HPR statt.
Eine besondere Eigenschaft des synthetischen Retinamids ist die im Vergleich zu den
Retinsduren gute Vertraglichkeit. Durch Kopplung von 4-HPR an den Anti-GD2 Antikérper ist es
unter anderem gelungen, die Anti-Tumoraktivitdt gegentber Neuroblastomzellen zuséatzlich zu
verstarken 2*. Die hohe Erwartungshaltung und die vielversprechende Therapie von
Neuroblastom-Patienten mit 4-HPR erklaren die Entwicklung einer neuen flissigen und
wirkungsvolleren Applikationsform in Form eines lipidhaltigen Komplexes, die gegenwartig fir
eine Phase I-Studie vorbereitet wird 2%,

Bereits in Phase Il befindet sich auch eine klinische Studie zur Behandlung von Neuroblastom-
Patienten mit 90 mg/m®Tag all-trans Retinsaure ***. Aus dieser klinischen Studie konnten jedoch
keine Informationen zur Plasmakonzentration von ATRA entnommen werden. Neben dem
Neuroblastom wird ATRA insbesonders bei der Therapie der Akuten Promyeloischen Leukamie
(APML) verwendet ''%?%° Die APML, eine besondere Form der Akuten Myeloischen Leukamie,
ist am hé&ufigsten durch die Translokation des Hauptfusionsgens PML-RARA 1(15,17)
gekennzeichnet. Durch Beteiligung des Retinsdure-Rezeptors-A I&sst sich die APML besonders
effizient mit all-trans Retinsdure behandeln 2*°. Durch pharmakokinetische Untersuchungen kann
in  APML-Patienten bei einer oralen Dosierung von 45 mg ATRA/mZ/Tag eine
Plasmakonzentration von maximal 14,4 uM gemessen werden 2*’. Im Verhaltnis zu der APML-
Therapie wére bei einer oralen Applikation von 90 mg/mZ/Tag all-trans Retinséure theoretisch mit
einer Plasmakonzentration von etwa 29 pM in den Neuroblastom-Patienten zu rechnen. Diese
Plasmakonzentration wiirde anndhernd der in-vitro bestimmten ATRA-Konzentration von 6,25 x
10° M (62,5 uM) entsprechen, die zu einer 50%igen Inhibition der Proliferationsrate von
Neuroblastomzellen fuhrte. Bereits in den 70er Jahren erkannte Sporn die chemopreventive
Eigenschaft von Retinoiden ”'. Neben der Behandlung der Akuten Myeloischen Leukamie ''°,
dem Brustkrebs '"' oder dem Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom ''? findet auch beim
Neuroblastom ein therapierender Einsatz mit Retinsduren statt. Gegenwartig erfolgt die
Applikation von Retinsduren zur Prophylaxe von Rezidiven vornehmlich in der Phase der
Erhaltungstherapie von Hoch-Risiko Neuroblastom-Patienten nach erfolgreicher myeloablativer
Megatherapie und kombinierter Stammzelltransplantation °* ''®. In der Praxis findet aufgrund der
geringeren Toxizitdt und den besseren pharmakologischen Eigenschaften die 9-cis und all-trans
Retinsdure hingegen weniger Anwendung als 13-cis Retinsdure 80 Anamie, Exantheme,
Hyperkalzamie, Ubelkeit, Thrombozytopenie sind die wesentlichsten Hauptnebenwirkungen bei
einer Behandlung mit Retinsaure. Eine Retinsdure-bedingte Hauttoxizitat duBert sich bei den
Patienten in Form von trockener und schuppender Haut, Cheilitis, Konjunktivitis und
erythematdser makulopapuléser Effloreszenz 8 Generell besitzten Retinsduren im Vergleich zu

1
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synthetischen Retinoiden ein hdheres Differenzierungspotenzial '°% ' Bezlglich der

Wachstumshemmung wird unter den Retinsdure-Molekulen der 9-cis Retinsaure ein grdBeres
Potenzial zugeschrieben als der all-trans und 13-cis Retinsaure "% '’

5.2.2 Retinoid-induzierte Arretierung von Neuroblastomzellen

Der Nachteil eines MTT-Proliferationstests liegt in der Bestimmung der Zellviabilitat, die auf der
Proportionalitdét aus Farbstoffbildung und Aktivitdit von mitochondrialen Dehydrogenasen in
vitalen Zellen beruht '®°. Eine mogliche Retinoid-bedingte Reduktion der Stoffwechselrate
wahrend der Differenzierung kdnnte eine scheinbare antiproliferative Wirkung der Reagenzien
vortduschen. Aus diesem Grund wurde die wachstumshemmende Wirkung beider Retinoide
zusétzlich in einer Generationsanalyse untersucht. Anhand dieser durchflusszytometrischen
Methode, die von der intrazellularen Stoffwechselsituation unabhéngig war, lieBen sich in den mit
ATRA und 4-HPR kultivierten Neuroblastomzellen weniger Tochtergenerationen nachweisen
(Abbildung 4-3, A und B). Eine mdgliche Reduktion der Stoffwechselrate, die wahrend einer
Differenzierung von unreifen Zellen einhergehen kann, hatte somit den antiproliferativen Effekt
durch die beiden Retinoide im MTT-Proliferationstest nicht vorgetaduscht. Natdrliche und
synthetische Retinoide besaBen ein wirksames antiproliferatives Potenzial. Anhand einer
Zellzyklusanalyse auBerte sich die antiproliferative Wirkung der Retinoide in einer gleich starken
Zunahme des zelluldren Anteils in der G1-Phase und unter gleichzeitiger Abnahme in der
wachstumsférdernden S-Phase (Abbildung 4-4). Die im Vergleich zu ATRA starkere
Wachstumshemmung durch 4-HPR war somit nicht durch eine starkere Arretierung in der G1-
Phase gekennzeichnet. Bei beiden Retinoiden resultierte die inhibitorische Wirkung aus einer
Arretierung der Zellen in der G1-Phase und einem gleichzeitigen Replikations-Stopp. Der
Mechanismus dieser Wachstumshemmung innerhalb von differenzierten Neuroblastomen wurde
bereits Anfang der 90er Jahre durch Gaetano **® als auch Giannini * beschrieben. Die
Hemmung der Proliferation von Neuroblastomen durch Retinsdure wird vorrangig durch eine
herunterregulierte Expression von Cyclin D1 und Inhibition von Cyclin-abhangigen Kinasen (cdks;
cyclin D-dependent kinases) gesteuert 239, Zellzyklus-regulierende Proteine wie die Cyclin-
abhangigen Kinasen Cdc2 *° und Cdc25A #*', die Cycline A 2**, D1 und E 2** sowie der an der
Apoptose beteiligte Tumorsuppressor p53 stehen in der Expression unter dem Einfluss des
onkogenen Transkriptionsfaktors c-MYC 244 Im Vergleich zur Arretierung der Zellen in der G2-M-
Phase des Zellzyklus durch den aus 4-HPR gebildeten Metaboliten 4-Oxo-4-HPR erfolgt durch 4-
HPR und ATRA ein Proliferations-Stopp durch einen Arrest in der G1-Phase 2*°. Bei den
urspringlich malignen Neuroblastomzellen SH-SY5Y handelt es sich um einen c-MYC-positiven
Zellklon der Zelllinie SK-N-SH, der ehemals aus einem MYCN-negativen Neuroblastom-
Patienten etabliert wurde '®°. Die Aufhebung dieses hoch malignen Charakters nach Stimulation
mit den Retinoiden lieB sich mittels des Affymetrix Genchips HG-U133A und der
Herunterregulierung von c¢c-MYC interpretieren. Die Ausdifferenzierung und Arretierung war
demnach unter anderem eine Folge der gemeinsamen herabregulierten Expression von ¢c-MYC
durch ATRA (Abbildung 4-6, A) und 4-HPR (Abbildung 4-7, A) sowie der Gene, die der
Regulation dieses Transkriptionsfaktors unterlagen. Als Folge des herunterregulierten ¢c-MYC
wurde auch eine Suppression des Zellzyklus-steuernden Cyclin D1 detektiert, da es unter dem
direkten Einfluss des onkogenen Transkriptionsfaktors c-MYC stand. Das Zellzyklus-regulierende
und etwa 67 kDa groBe Proto-Onkogen c-MYC ist erstmals als das zellulare homologe Protein
zum retroviralen Onkogen v-MYC des Gefligelvirus MC29 (avian myelocytomatosis virus strain
29) beschrieben worden 2*°. c-MYC ist Bestandteil der MYC-Familie, die zusatzlich aus den
Proto-Onkogenen B-MYC, L-MYC, MYCN und s-MYC besteht und durchweg neoplastisches
Potenzial besitzt . Das auf Chromosom 8q24 lokalisierte c-MYC (nterstiitzt durch
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Translokation mit den Immunglobulin-Genen auf Chromosom 2, 14 und 22 innerhalb von B-
Lymphozyten die Generierung von lymphoproliferativen Erkrankungen aus der Non-Hodgkin-
Familie wie beispielsweise dem Burkitt-Lymphom 248 Neben lymphoproliferativen Pathologien ist
eine erhdhte c-MYC Expression ebenfalls im Lungen- 2*°, Brust- **° und Colon-Karzinom 2°'
vorzufinden. Die Aktivierung der c-MYC Expression erfolgt durch die Signaltransduktion mittels
des Tumorsuppressor-Proteins APC (adenomatous polyposis coli), welches negativ den Abbau
des intrazellularen B-Catenin reguliert **?. Ein entscheidender Bindungspartner von c-MYC zur
Ausbildung des genaktivierenden Heterodimers stellt das Protein Max 2°° mit seinem
Antagonisten Mad 2** dar. Unter dem Einfluss von c-MYC stehen auch die an der DNA-
Metabolisierung involvierten Gene Dihydrofolat-Reduktase 2°° und Thymidin-Kinase 2°¢. Durch
Induktion der Telomerase-Expression ist c-MYC auch an einer Stabilisierung der vollstadndigen
DNA-Replikation beteiligt 2°*’. Die als Warburg-Effekt bezeichnete Form einer Laktat-
Uberproduktion ist ebenfalls das Ergebnis einer c-MYC-induzierten LDH-Uberexpression 258
Weiterhin ist bekannt, dass ¢c-MYC die Expression der Gene fiir die Translations-regulierenden
Faktoren elF-2 und elF-4E heraufreguliert ®°. c-MYC stellt somit auch fir die stark
proliferierenden Neuroblastome ein duBerst essentielles Proto-Onkogen dar, da es entscheidend
in die Regulation von Zellzyklus, Apoptose, Translation sowie DNA- und Energie-Metabolismus
involviert ist. Zur Aufrechterhaltung des malignen Wachstums wurde in allen Neuroblastom- und
Ewing-Tumor-Zelllinien stets eine Expression von ¢c-MYC oder MYCN, einem weiteren Mitglied
der onkogenen MYC-Familie, vorgefunden (Abbildung 4-1, B und C). Innerhalb dieses ,MYC-
Dualismus” wurde jedoch nie eine synchrone Expression von MYCN und c-MYC detektiert. Das
MYC-Expressionsprofil verdeutlichte jedoch, dass die Expression eines MYC-Proteins zur
Aufrechterhaltung der Malignitat duBerst essentiell war. So konnte beispielsweise in Retinsaure-
kultivierten und -differenzierten Neuroblastomzellen, die sich im Phanotyp durch eine Expression
von CD54 auszeichneten, eine geringere Expression von ¢c-MYC und MYCN (Abbildung 4-21)
sowie eine starkere Arretierung der Zellen in der G1-Phase beobachtet werden (Abbildung 4-18).
Das 60 kDa groBe MYCN wird vorrangig im fortgeschrittenen Tumorstadium detektiert und
korreliert zudem mit einer schlechteren Heilungsprognose 2% 2% % MYCN ist wie das Proto-
Onkogen ¢c-MYC der zellularen MYC-Familie zugehdrig, die homolog zum viralen Gefllgelvirus
MC29 ist. Im Vergleich zu ¢-MYC und L-MYC besitzt MYCN onkogene und nicht onkogene
Einflisse auf neuronale Zellen, die sich auf Proliferation, Zellzyklus, Apoptose, Differenzierung,
Angiogenese und genomischer Instabilitat konzentrieren '# ?®°. Unabhingig vom Alter und
Tumorstadium ist eine Expression von MYCN oft mit einer raschen Tumorprogression und
schlechten Prognose assoziiert ', Ahnlich wie ¢-MYC ist auch MYCN befahigt, das Wachstum
von Neuroblastomen zu unterstiitzen. Innerhalb des Zellzyklus wird durch MYCN die G1-Phase
verkilirzt und die DNA-Synthese und Proliferationsrate von Neuroblastomen gesteigert 2°" 2%,
Vergleichbar mit den Retinoiden kann mittels der Inaktivierung von MYCN der zelluldre Anteil in
der Replikations-Phase (S-Phase) reduziert werden 3 Mehrere Arbeitsgruppen beobachten
zudem eine Assoziation von inaktiviertem MYCN mit einer Wachstumshemmung, Apoptose und
Differenzierung von Neuroblastomen 24 2%°. Neben dem Zellzyklus wird durch MYCN auch die
Vaskularisierung durch Synthese der Angiogenese-induzierenden Wachstumsfaktoren bFGF
(basic fibroblastic growth factor) und VEGF (vascular endothelial growth factor) sowie eine
Herunterregulierung von Inhibitoren der endothelialen Wachstumsfaktoren stimuliert ¢ Die
Regulierung von Genen durch MYCN erfolgt ahnlich wie bei ¢c-MYC durch Ausbildung eines
aktiven heterodimeren MYCN-Max-Transkriptionsfaktors %7 pzw. eines MYCN-Mad-
Heterodimers, der hingegen mit der Repression einer Transkription verbunden ist 258 Neben dem
zellularen Retinsdure-Bindeprotein CRABPII wird auch MDM2 (mouse double minute 2) durch
MYCN reguliert 2% 2%, Trotz einer Reduktion von MYCN durch ATRA (Abbildung 4-21, B) lieB
sich eine Induktion der CRABPII mRNA-Expression in Anwesenheit von Retinsdure in einem
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zweiten MYCN-unabhangigen Signalweg induzieren (Abbildung 4-6, B). Das MYCN-regulierte
MDMZ2 tragt ebenfalls entscheidend zum malignen Charakter eines Neuroblastoms bei, indem es
durch Ubiquitinierung das Protein p53 inaktiviert und eine gezielte Apoptose verhindert 21 Wie
andere Onkogene besitzt auch MYCN das Paradoxon sowohl Apoptose als auch eine entartete
Proliferation von Tumorzellen zu generieren 72 Durch Uberexpression von MYCN und der
Herunterregulierung der antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-x, und der Induktion des pro-

apoptotischen Proteins Bax kann neben dem Wachstum auch die Apoptose unterstitzt werden
273; 274

5.2.3 Intrazellulare Homd6ostase und Sighalwege von Retinoiden

Die antiproliferative Wirkung von Retinoiden auf Neuroblastome wird unter anderem durch den
intrazellularen Retinsadurehaushalt und der Bindung von Retinoiden an spezifische Bindeproteine
und Rezeptoren gesteuert. In der Klinik stellt die Resistenz von Neuroblastomen gegenilber
einer Behandlung mit Retinoiden insbesonders durch die induzierte Metabolisierung ein
zentrales Problem dar 2°. Auch das in der Therapie am haufigsten angewendete Isomer, die 13-
cis-Retinsaure, unterliegt in Folge der intrazellularen Metabolisierung einer Umwandlung in all-
trans Retinsaure 2’° und einem Abbau durch Cytochrome aus der CYP26-Proteinfamilie 3% 8.
Gegenwartig sind vier Retinsaure-inaktivierende Cytochrome aus der CYP26-Familie bekannt 85;
8:87 Durch Metabolisierung von all-trans Retinsdure enstehen verschiedene Intermediate, die
biologisch inaktiv sind und keine wachstumshemmende und Differenzierung-induzierende
Funktion gegenlber Neuroblastomen ausiiben 278 Wie bereits von Reijntjes et al. publiziert wurde
27 konnte in Neuroblastomzellen nach Behandlung mit ATRA im Gegensatz zu 4-HPR eine
Induktion der beiden Retinséure-inaktivierenden Enzyme Cytochrome P450RAIl-1 und P450RAI-2
beobachtet werden (Abbildung 4-6, B; Abbildung 4-7, B; Abbildung 4-15, B). Mit Ausnahme von
CYP26C1 kann neben all-trans auch 9-cis Retinsaure eine Cytochrom P450RAIl-1 und P450RAI-
2 mRNA-Expression induzieren ?’”* 2% Eine Korrelation zwischen der Zellviabilitat und dem
Cytochrom-Expressionsprofil konnte hingegen nicht gefunden werden, da sowohl Neuroblastom-
als auch Ewing-Tumor-Zelllinien mit einer konstitutiven und zuséatzlich ATRA-induzierten
Cytochrom P450 mRNA-Expression keine geringere Sensitivitdt besaBen als die Tumorzellen,
die erst nach Kultivierung mit Retinsdure das Cytochrom P450RAI-1 bzw. P450RAI-2
exprimierten (Abbildung 4-15, A; Abbildung 4-2, A und B). Neuroblastomzellen wie SH-SY5Y
sind jedoch in der Lage, lber eine fehlende basale jedoch drastische Uberexpression des
Cytochrom P450RAI-2 einen Mechanismus flr Resistenz und Tumorregression zu entwickeln.
Mdglicherweise sind die unterschiedlichen Sensitivititen gegenlber all-trans Retinsdure unter
anderem auch in dem variablen und individuellen Differenzierungsfortschritt begriindet, da in
ASCL1-inaktivierten und neuronal ausdifferenzierten Neuroblastomzellen eine starkere basale
Expression des Retinsdure-inaktivierenden Cytochrom P450RAI-2 vorlag (Abbildung 4-14, B).
Die Metabolisierung von Retinsdure-Molekilen unter dem Einfluss der CYP26-Proteinfamilie
stellt unbestritten eine zentrale Zielstruktur gerade in der Therapie von Retinoid-unsensitiven
bzw. resistenten Neuroblastomen dar. Dem Problem einer Cytochrom-vermittelten Inaktivierung
von Retinsduren wird beispielsweise durch Inhibitoren wie Ketoconazol und Liarozol begegnet 279
280 Mittels des unspezifischen CYP26-Inhibitors R116010 148t sich beispielsweise in-vivo und in-
vitro die Metabolisierung und Inaktivierung von all-trans Retinsaure blockieren #'. Die
antiproliferative und Differenzierung-induzierende Wirkung von ATRA fihrt durch Erhéhung der
Halbwertszeit zu einer gesteigerten Sensibilisierung der Neuroblastome %% Darliber hinaus lasst
sich der Effekt einer Inhibition der Metabolisierung von all-trans Retinsdure durch R116010
zusatzlich durch RNA-Interferenz der CYP26 mRNA-Expression steigern. Der Einsatz von
Imidazol-basierenden Inhibitoren, wie zum Beispiel Ketoconazol, inhibiert ebenfalls die
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Cytochrom-vermittelte Inaktivierung von all-trans Retinsdure und steigert somit auch die
intrazellulare Halbwertszeit und Empfindlichkeit der Neuroblastomzellen 8 In der Klinik kommt
es neben dem Neuroblastom auch zur Behandlung der akuten promyeloischen Leuk&dmie (APML)
durch Retinoide ''°. Interessanterweise wird bei der Behandlung der APML mit all-trans
Retinsaure die Differenzierung-induzierende Wirkung durch das synthetische Retinamid 4-HPR
zusatzlich verstarkt ?%. Die Ursache liegt in einer 4-HPR-vermittelten Inhibition der
Metabolisierung von all-trans Retinsaure durch die Cytochrom P450-Enzyme, wodurch sich die
Halbwertszeit und biologische Aktivitdt der Retinoide erhéht. Weitere Untersuchungen zeigen
zudem, dass 4-HPR das zelluldre Retinol-Bindeprotein CRBPI heraufreguliert und durch Bindung
von Retinolen ebenfalls eine Steigerung der intrazellularen Halbwertszeit und Aktivitat von
Retinoiden herbeifiihrt 2%*. Die intrazellulare Metabolisierung und der Signalweg des
synthetischen 4-HPR ist zur Zeit noch nicht vollstandig geklart. Unter anderem geht man jedoch
auch von einer Hydrolysierung des synthetischen 4-HPR zu all-trans Retinsaure aus 2% Im
Gegensatz zu ATRA- (Abbildung 4-6, B) konnte in 4-HPR-kultivierten Neuroblastomzellen
hingegen keine Induktion von Retinsdure-inaktivierenden Cytochromen identifiziert werden
(Abbildung 4-7, B), obwohl bereits eine Metabolisierung des 4-HPR zum biologisch aktiven 4-
oxo-4-HPR (4-oxo-N-(4-hydroxyphenyl)retinamid)) und inaktiven 4-MPR (N-(4-
methoxyphenyl)retinamid) durch Aktivierung des Cytochrom P450RAI-1 (CYP26A1) in einem
Ovarialkarzinom beschrieben wurde 2%®. Die ausbleibende Expression der Retinsdure-
metabolisierenden Cytochrome in Anwesenheit von 4-HPR wére eine mégliche Erklarung fir die
bedeutend héhere Empfindlichkeit der Neuroblastomzellen gegeniber dem synthetischen
Retinamid, die im Vergleich zu der Behandlung mit ATRA aufgrund der basalen bzw. zusatzlich
induzierten Cytochrom-Expression nur eine moderate oder geringe Sensitivitdt besaBen
(Abbildung 4-2, B und D).

Nach Aufnahme oder Synthese werden Retinsdure-Molekule an eine der beiden intrazelluldren
Retinsdure-Bindeproteine CRABPI und Il gebunden, die einer Familie von zytoplasmatischen
Proteinen mit Bindungsaffinitdt zu hydrophoben Liganden wie dem zellular Retinol-bindenden
Protein CRBPI und I, das Fettsaure-bindende Protein und das P2-Protein angehoéren ?%”. Den
beiden Bindeproteinen CRABPI und Il wird fir 9-cis- und 13-cis-Retinsdure eine hdhere Affinitat
als fur all-trans Retinsdure zugeschrieben 7 "% 8 Wahrend CRABPI bereits konstitutiv in
Neuroblastomzellen exprimiert wird, 148t sich die CRABPII-Expression &hnlich wie die
Cytochrome P450RAI-1 und P450RAI-2 durch diverse Retinsaure-lsomere induzieren 278 288: 289
2% Eine Auswertung des Affymetrix Genchips HG-U133A identifizierte ebenfalls eine
Heraufregulierung der CRABPII mRNA-Expression durch die natlrliche all-trans Retinsaure und
darlber hinaus auch vermindert durch das synthetische 4-HPR (Abbildung 4-6, B, Abbildung 4-7,
B). Die induzierte Expression von CRABPII durch 4-HPR war Uberraschend, da mit Ausnahme
von einigen Metabolisierungsprodukten fir das synthetische Retinamid bisher keine erhéhte
Bindungsaktivitdt zu den CRABPs beobachtet wird 21 Interessanterweise wird bei dem ebenfalls
mit 4-HPR therapierten Ovarialkarzinom im Vergleich zu den Neuroblastomzellen keine Induktion
der CRABPI und Il mRNA-Expression in-vitro beobachtet ?*®. Stattdessen wird ausschlieBlich die
Induktion des Retinol-bindenden Proteins CRBPI, das ebenfalls keine Bindungsaffinitat zu 4-
HPR besitzt, beschrieben. Die drastische Uberexpression von Retinsdure-bindenden Proteinen
nach Behandlung mit Retinoiden ist mdglicherweise als zelluldre Reaktion einer Stressphase in
Neuroblastomzellen zu interpretieren. Fortgeschrittene Neuroblastome, die MYCN geh&uft als
vielfache genomische Kopie besitzen oder exprimieren, kénnen durch Bindung des Proto-
Onkogens in die Promoterregion von CRABPII ohne Beteiligung von Retinsdure direkt eine
Expression des Retinsdure-Bindeproteins induzieren 269, Unabhangig von der eigentlichen
Funktion eines Bindeproteins wird eine Coexpression von CRABPII sowohl bei prognostisch
unvorteilhaften und MYCN-amplifizierenden Neuroblastomen als auch bei der Pathogenese des
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Ovarialkarzinoms und des Brustkrebs diskutiert 2°% 29, Grundsatzlich werden den beiden

CRABPs deutliche funktionelle Unterschiede in der Signallbermittlung zwischen Retinsauren
und Retinsaure-Rezeptoren zugeschrieben. W&ahrend CRABPI die Funktion eines passiven
Transporters auslbte, stellte CRABPII mehr einen aktiven Transporter mit direkt bindender und
signalverstarkender Funktion zwischen Retinsauren und Rezeptoren dar ®**. Die laut DNA-
Microarray —ausgebliebene  Uberexpression von CRABPI in Retinsdure-stimulierten
Neuroblastomzellen kdnnte sich vorteilhaft auf die Entfaltung des wachstumsinhibierenden
Potenzials auswirken, da sich beispielsweise die Retinsdure-induzierte Differenzierung von
Teratokarzinomzellen entgegengesetzt proportional zur Expressionsstarke von CRABPI verhalt
295 Zusammen mit Retinsauren bildet CRABPI einen Komplex, der zur Cytochrom-vermittelten
Metabolisierung von ATRA in diverse biologisch inaktive Intermediate fungiert 8 Aus diesem
Grund kdénnte neben dem Teratokarzinom auch die CRABPI-Expressionsstarke verstarkt die
Cytochrom-induzierte Inaktivierung und somit die Halbwertszeit und biologische Wirkung von
Retinsauren in Neuroblastomen beeinflussen ?®. Anhand des aromatischen Retinoids Acitretin,
das zusammen mit ATRA um eine Bindungsstelle an CRABPI konkurriert, kann beispielsweise
die Halbwertszeit erhoht und die biologische Wirkung stabilisiert werden 2°. Obwohl
Neuroblastomzellen nach Applikation von ATRA mit einer Heraufregulierung von Cytochromen
reagierten, wurde das fir die Inaktivierung essentielle CRABPI nicht induziert. Im Gegensatz zu
CRABPI konnte bei CRABPII eine mehrfache Verstarkung des Expressionssignals in
Anwesenheit von ATRA analysiert werden, die zur Entfaltung des wachstumsinhibitorischen
Potenzial essentiell war. Aus diesem Grund wird auch eine Korrelation zwischen dem Verlust der
CRABPII-Expression und der Resistenz eines Retinsdure-induzierten Wachstumsarrests von
Brustkrebszellen beobachtet 2°8. Dieser Befund wird jedoch kontrovers diskutiert, da eine andere
Arbeitsgruppe keinen Zusammenhang zwischen einer ATRA-induzierten Arretierung von
Brustkrebszellen und der konstitutiven bzw. induzierten Expression von CRABPII erkennt 2%,
Letztlich flhrt jedoch auch beim Plattenepithelkarzinom des Kopf- und Halsbereiches (HNSCC)
eine Inaktivierung der CRABPII-Expression zur Abnahme eines Retinsaure-vermittelten
Wachstumshemmung 299 Obwohl CRABPII eine Verstarkung des RAR-abhéngigen Signalweges
durch Differenzierung und Wachstumshemmung unterstiitzt, wird einer konstitutiven Expression
von CRABPI und Il auch eine potenzielle Rolle in der Pathogenese von diversen Tumoren
zugeschrieben 890 Neben der metabolischen Funktion hat eine Uberexpression von CRABPII
auch Einfluss auf die Induktion des positiven Zellzyklus-unterstiitzenden Cyclin D1 *°'. Im
Vergleich zum Normalgewebe werden beide CRABPs beispielsweise verstarkt exprimiert im
Ovarialkarzinom und Brustkrebs vorgefunden %% 2% Zudem korreliert eine Uberexpression von
CRABPII mit einer schlechteren Prognose des Wilms-Tumors °%°. Eine Resistenz gegeniber
einer Behandlung mit Retinsdure wurde auch bei der CRABPII-Uberexprimierenden APML
publiziert 3% 3% Moglicherweise unterschied sich die biologische Wirkung von ATRA und 4-HPR
unter anderem auch in der unterschiedlich starken Aktivierung von CRABPIl und damit
verbunden in der niedrigeren Verstéarkung des Retinsdure-Rezeptor-vermittelten Signals durch
ein synthetisches Retinamid im Vergleich zu natirlichen Retinséduren wie ATRA.

Neben dem Transport mit Bindeproteinen und der Metabolisierung durch Cytochrome spielt auch
die SignallUbertragung der Retinoide Uber spezifische Rezeptoren vom Typ RAR und RXR eine
entscheidende Rolle fur die Ausbildung der biologischen Wirkung. Flr die Entfaltung der Wirkung
von Retinsauren ist die Expression und Bindung an Retinsdure-Rezeptoren der RAR- und RXR-
Familie essentiell '°% 289 Wahrend all-trans und 9-cis Retinsdure gemeinsam an RARs binden,
bleibt ausschlieBlich der 9-cis Retinsdure eine Bindung an RXR-Rezeptoren vorbehalten %% %%,
Die Expression von Retinsaure-Rezeptoren kann sowohl in normalen Zelltypen 88 als auch in
neuroektodermalen Tumor-Zelllinien nachgewiesen werden (Abbildung 4-15, A). In normalen
Zelltypen wie Keratinozyten und Fibroblasten wird in Anwesenheit von Retinsdure ausschlieBlich
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RARB induziert %%, Aber auch in entarteten Melanomzellen % lasst sich wie in Retinséure-

kultivierten Neuroblastomzellen im Vergleich zu den Rezeptoren RARA und RARG
ausschlieBlich eine Induktion von RARB identifizieren (Abbildung 4-6, B; Abbildung 4-15, A). Die
Retinsdure-vermittelte Heraufregulierung von RAR-Rezeptoren in Neuroblastomen wird bis heute
kontrovers diskutiert. In der Mehrzahl der Publikationen wird ausschlieBlich eine Induktion des
Rezeptors RARB beschrieben, jedoch nicht die der Retinsaure-Rezeptoren RARA und RARG %%
308 399 Dem gegenlber wird durch eine andere Arbeitsgruppe jedoch auch eine
Heraufregulierung der RARA-Expression in den Neuroblastomzellen LA-N-5 identifiziert 310 Im
Gegensatz zu ATRA blieb eine Induktion von RARB durch das synthetische 4-HPR
weitestgehend aus (Abbildung 4-7, B), obwohl im Vergleich zur Retinsdure eine moderate
Aktivierung des Rezeptors RARB als auch eine dberdurchschnittlich starke Induktion des
Rezeptors RARG beschrieben wird ¥ Eine 4-HPR-vermittelte Heraufregulierung des
Retinsdure-Rezeptors RARA blieb wie bei der mehrheitlich beschriebenen Behandlung mit
Retinsduren aus. Eine erhdhte RARB-Expression korreliert zudem mit einer verstarkt
apoptotischen und antiproliferativen Wirkung von 4-HPR auf Neuroblastomzellen. Da 4-HPR mit
etwa 15% eine deutlich geringere Bindungskapazitat zu den RARs aufweist als ATRA, 4Bt sich
im Gegensatz zu 4-HPR in RARG-uUberexprimierenden Neuroblastomzellen durch ATRA auch
eine starkere Apoptose induzieren 2°'"3'". Da 4-HPR jedoch vorrangig Apotose in all-trans und 9-
cis Retinsaure-resistenten Tumoren induziert, mlissen biologische Aktivitdten vorliegen, die
unabhangig von Retinoid-Rezeptoren sind '?® 229 312 Bgi den untersuchten
Neuroblastomzellenen konnte wie schon bei den Cytochromen keine Korrelation zwischen
RARA- und RARB-Expression und der wachstumsinhibitorischen Sensitivitat gegeniber all-trans
Retinsaure beobachtet werden. Flir diesen Zusammenhang héatten sich besonders sensitive
Neuroblastomzellen durch eine starke basale bzw. ATRA-induzierte Expression der Retinsaure-
Rezeptoren im Vergleich zu den weniger empfindlichen Zelllinien auszeichnen miuissen
(Abbildung 4-2, Abbildung 4-15, A). Interessanterweise war die Expressionsstéarke der RAR-
Rezeptoren in CD54-differenzierten Neuroblastomzellen, die durch ATRA oder ASCL1-
inaktivierende miRNAs induzierte wurde, kleiner als in den nicht ausdifferenzierten CD54-
negativen Neuroblastomzellen (Abbildung 4-21; Abbildung 4-14, B). In der Differenzierung
fortgeschrittenere Neuroblastome kénnten durch die geringere Expression der Rezeptoren RARA
und RARB beispielsweise einen Mechanismus entwickelt haben, der sie fiir eine Behandlung mit
Retinsdure weniger sensitiv. macht. Der aus der Differenzierung resultierende heterogene
Charakter von Neuroblastomzellen und die damit verbundene differentielle Expression von RAR-
Rezeptoren, kdnnte neben der diskutierten Metabolisierung mit verantwortlich fir die haufig
beschriebene Resistenz gegenlber Retinsauren sein '?% 2% 2% Aufgrund Rezeptor-
unabhangiger Mechanismen nimmt gegenwartig 4-HPR einen festen Platz in der Therapie ein 229,
Der Umstand, dass RAR-Rezeptoren nicht effizient an die Retinsdure-Response-Elemente
(RARE) binden, fihrte zur Suche und Identifikation der RXR-Rezeptoren, die als akzessorischer
Aktivator die Bindung zwischen RAR und RARE verstérken 813314 Die nach Behandlung mit all-
trans und 9-cis Retinsdure entstehende Generierung eines RAR-RXR Heterodimers bzw. RXR-
RXR Homodimers ist beispielsweise mitverantwortlich fir die in der Hom&ostase von Retinoiden
verantwortlichen Proteine CYP26A1 und CRABPII *'%%°,

5.3 Retinoid-vermittelte Differenzierung von Neuroblastomzellen

DefinitionsgemaRB handelt es sich bei einem Neuroblastom um eine unreife blastoide Zelle des
peripheren sympathischen Nervensystems, da es aus einer neuroepithelialen Vorlauferzelle der
Neuralleiste hervorgeht 0% 194 195 156: 157, 158: 159 ' pyia argtmals 1868 durch W. His beschriebene
Neuralleiste entsteht wahrend der Neurulation, hierbei gehen aus dem Ektoderm drei zellulare



Diskussion 104

Regionen hervor, das neurale Ektoderm (Neuralplatte), das nicht neurale Ektoderm (Epidermis)
und Zellen zwischen neuralem und nicht-neuralem Ektoderm (Neuralleiste). Die Neuralleiste
ensteht durch Migration von neuronalen Zellen des in der dritten Woche der
Embryonalentwicklung gebildeten Neuralrohrs ®'7. Neben den Wachstumsfaktoren BMP (bone
marrow protein) und FGF (fibroblastic growth factor) haben auch Retinoide wie all-trans
Retinsaure einen entscheidenden Anteil an der Bildung und Ausdifferenzierung der Neuralleiste
318:319:320 Dje pluripotente Neuroepithelialzelle der Neuralleiste besitzt eine hohe Plastizitat und
laBt sich zu Zellen des peripheren Nervensystems (Neuronen und Gliazellen), Melanozyten und
endokrinen Zellen ausdifferenzieren **'. In Abhangigkeit vom Differenzierungsstatus des
Neuroblasten unterscheidet man zwischen malignen (Neuroblastom) und benignen
(Ganglioneurom, Ganglioneuroblastom) Neoplasien. Das Ungleichgewicht zwischen
differenzierten und undifferenzierten Neuroblastomen wurde bereits 1927 durch Cushing und
Wohlbach beschrieben 2. Neuroblastome sind in ihrem Status der Differenzierung sehr instabil
und daher variabel "%, Uberhaupt zeigt das Neuroblastom durch die Expression der Gene
CD117, Notch und humanes ASCL1 weniger den Ph&notyp einer maturen sympathischen Zelle
sondern mehr eine Charakteristik unreifer embryonaler und Neuralleisten-ahnlicher Zellen 207; 328
Auch das Tumorstadium und damit die Amplifikation des Proto-Onkogens MYCN spielt eine
entscheidende Rolle im Differenzierungsstatus dieses unreifen soliden Tumors 824 All-trans
Retinsdure ist von zentraler Bedeutung bei der Embryonalentwicklung, in dem es die primare
Neurogenese und spatere neuronale Spezialisierung unterstitzt 32° 326 827 328 329: 330~ pyjq
Wirkungsstétte von Retinsaure ist sowohl im zentralen als auch peripheren Nervensystem
verschiedener Saugetiere lokalisiert 3%'73%2:33%:334 "Eine Unterversorgung mit Retinoiden fiihrt bei
den verschiedensten Modellorganismen wahrend der embryonalen Neurogenese zu
schwerwiegenden neuronalen Defekten und Fehlbildungen %% %3,

5.3.1 Delta-Notch-vermittelte Inaktivierung von ASCL1 in differenzierten
Neuroblastomzellen

Als einer der potentesten Induktoren zur Reifung und Differenzierung von Neuroblastomen in
neuronale Zellstrukturen wird in-vitro die Retinsdure beschrieben °'. ATRA induziert in
Neuroblastomen eine Differenzierung, die unter anderem mit Wachstumsarrest,
Neuritenwachstum und Herunterregulierung von MYCN verbunden ist 2'® 3%. Von zentraler
Bedeutung flr die Ausdifferenzierung eines unreifen Neuroblasten zu Neuronen oder Gliazellen
stellt der Delta-Notch-Signalweg dar, der aus einem sehr komplexen Geflecht von intrinsischen
und extrinsischen Signalen besteht 20% 20% 204 205; 206: 207 208 "\ yygnriinglich beschreibt dieser
Signalweg in D. melanogaster ein Modell fir die Regulation von Oogenese, Melanogenese und
Metamorphose 201 Die Delta-Notch-Signaltransduktion stellt im Laufe der Evolution eine
hochkonservierte Struktur dar **®. Der notch-Genlokus wurde bereits 1919 in D. melanogaster
beschrieben *°. Ein teilweiser Verlust der notch-Aktivitat fihrt zu den namensgebenden
Einschnitten in den Fligelrdndern (engl.: notches) der Fruchtfliege. Gegenwartig ist die Funktion
der Notch-Gene als Signalrezeptor fiir die Differenzierung der Zellen wahrend der Morphogenese
von Insekten und Saugetieren bekannt 292 Durch die Notch-gesteuerte Entwicklung von diversen
Organen ist bei Verdnderung auch eine Beteiligung an verschiedenen Krankheiten zu
beobachten. So verursachen beispielsweise Mutationen im Notch-3-Gen das CADASIL-Syndrom
(Cerebrale  Autosomal Dominante  Arteriopathie mit  Subcorticalem  Infarkt und
Leukoenzephalopathie), das auf Fehlbildungen der glatten GefédBmuskulatur basiert 30 Eine
Notch-beteiligte Translokation bei der akuten Iymphoblastischen Leuk&mie (T-ALL) wird
ebenfalls beschrieben **'. Die Differenzierungsinduktion zwischen zwei benachbarten Zellen
beginnt in D. melanogaster jeweils mit der initialen Expression der Liganden delta oder serrate
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und der Bindung an den einzigen notch-Rezeptor ***. Dem gegeniiber werden in H. sapiens die

homologen Rezeptoren Notch-1, -2, -3 und -4 exprimiert 343; 344345 In H. sapiens werden mit
hoher Homologie zum delta aus D. melanogaster die Liganden Delta-like 1 (DLL1), DLL3, DLL4
und DLK1 vorgefunden. Ein Sequenzvergleich ergab eine starke Homologie des humanen DLK
zu den Genen delta **®, serrate **’ und notch **® aus D. melanogaster. Der weitere notch-
bindende Ligand serrate aus D. melanogaster ist homolog zum humanen Jagged-1 und -2 349,
Als Folge der Aktivierung von notch kommt es zu einer Abspaltung der intrazellularen Doméane
(NICD), die innerhalb des Zellkerns zusammen mit dem Transkriptionsfaktor Suppressor of
hairless, der Histon Acetyl-Transferase und dem Zellkernprotein Mastermind einen Komplex
bildet, der wiederum die Transkription der Gene Enhancer of Split und hairy induziert 2°% %',
Diese Transkriptionsfaktoren mit Helix-Loop-Helix (HLH)-Struktur stellen einen negativen
Regulator der proneuralen HLH-Proteine achaete und scute dar, die beispielsweise fiir die
Entwicklung der sensorischen Harchen verantwortlich sind %2 Im Vergleich zum hairy aus D.
melanogaster werden in H. sapiens die Transkriptionsfaktoren HES-1 bis -10 (hairy and
enhancer of split complex) exprimiert 3% 3°% 3% die im Fall von HES-1 die Expression des
humanen achaete-scute complex homolog 1 (HASH1) unterdrickt und eine neuronale
Differenzierung initiiert *°®%*”. Die Wirkung des transkriptionellen Repressors HES-1 erfolgt tiber
die Bindung an das Motiv CACGCG des achaete-Promoters **® oder durch eine negative
Selbstregulation und Bindung an die N-Box (CACNAG) des HES-1 Promoters **°. Urspriinglich
wurde das ASCL1 der Sauger (MASH1, mammalian achaete-scute complex homolog 1) aus
einer immortalisierten sympathoadrenalen Vorlduferzelle aus Rattus norvegicus kloniert, das den
proneuralen achaete-scute Genen aus D. melanogaster homolog ist %%  Das aus
neuroendokrinen Tumoren klonierte humane ASCL1 **' wird wahrend der Embryogenese in
spezifischen Phasen der Entwicklung des zentralen und peripheren Nervensystems
nachgewiesen 36 362 363 364 Dariber hinaus konnte fiir das murine ASCL1 bisher gezeigt
werden, dass es vor allem in der frihen Embryonalentwicklung im Neuroepithel des Mittel- und
Vorderhirns **°, im sich entwickelnden olfaktorischen Epithel %€ und in neuroendokrinen Zellen
der Lunge exprimiert wird %7 Als Initiatoren einer Differenzierung konnte neben Retinoiden auch
der Phorbolester TPA identifiziert werden 2'?. Ubertragen aus dem Modell von D. melanogaster
konnte auch in Neuroblastomzellen sowohl nach einer Behandlung mit einem natlrlichen
Retinoid wie all-trans Retinsdure als auch dem synthetischen 4-HPR eine Differenzierung
erzeugt werden, die durch Reduktion des proneuralen humanen ASCL1 und DLK1 induziert
wurde (Abbildung 4-6, A; Abbildung 4-7, A). Als Folge der Differenzierung von unreifen
Neuroblastomzellen konnten unter anderem auch Zell-Zell-Kontakte in Form fein ausgebildeter
und quervernetzter Neuriten-&dhnlicher Auslaufer, vergleichbar mit Neuronen des zentralen
Nervensystems, beobachtet werden (Abbildung 4-9, B) °% %% 3% Eine konstitutive Expression
des Transkriptionsfaktors ASCL1 wird vorrangig in unreifen Vorlauferzellen der Neuralleiste des
autonomen Nervensystems, inklusive sympathischer und parasympathischer Abschnitte, und
damit in nativen Neuroblastomen und verschiedenen Neuroblastom-Zelllinien als auch in normal
differenzierten neuronalen Geweben (Abbildung 4-10) detektiert '*> 2°% 20 pI K1 wurde
hingegen verstéarkt in nicht neuronalen Geweben detektiert (Abbildung 4-10). Im Verlauf von sich
ausdifferenzierenden Neuroblastomzellen wird als zellulare Antwort auf ein Differenzierung-
induzierendes Retinoid stets ASCL1 herunterreguliert 207 208: 209 210: 211: 212 "1y yargleich zu den
Ewing-Tumorzellen lieB sich ausschlieBlich in Neuroblastomzellen eine konstitutive und nach
Behandlung mit ATRA reduzierte ASCL1 mRNA-Expression nachweisen (Abbildung 4-8, A) 360;
31364 'Wahrend sich in 66% der nativen Primartumoren eine konstitutive ASCL1-Expression
nachweisen |aBt, zeigen Neuroblastome mit einer fehlenden transienten ASCL1-Expression eine
Resistenz gegenlber Retinsaure 209 Das basale ASCL1-Expressionsprofil lieB hingegen keine
Korrelation zu den unterschiedlichen Empfindlichkeiten der Neuroblastomzellen gegeniber
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ATRA erkennen. Im Gegensatz zum unveranderten Notch-2 wurde auch der fiir die Initiation der
Delta-Notch-Signaltransduktion notwendige Ligand DLK1 wie ASCL1 basal in diversen
Neuroblastomzellen exprimiert und nach Behandlung mit dem natirlichen Retinoid fast
vollstandig unterdriickt (Abbildung 4-8, A) %% 3% 371 ‘Wanrend eine basale HES-1 mRNA-
Expression vor allem in den Ewing-Tumor-Zelllinien vorzufinden war, wurde in Anwesenheit von
ATRA auch in Neuroblastomzellen der fiir die Inaktivierung des humanen ASCL1 negative
Regulator HES-1 induziert. Wahrend eine transient erhéhte HES-1 Aktivitét in der erniedrigten
ASCL1-Expression involviert ist, zeigt hingegen eine konstitutive Expression von Notch-1 und die
daraus resultierende Aktivierung des HES-1 Promoters eine Inhibition der Differenzierung 2.
Interessanterweise wurden die in den Delta-Notch-Signalweg involvierten Gene sowohl durch
ATRA als auch 4-HPR wahrend der Differenzierungsphase synchron reguliert (Abbildung 4-8, B),
obwohl dem 4-HPR %% 2% 130 iy vergleich zur Retinsaure 209 209 210212 his heute eher eine
antiproliferative Wirkung durch Apoptose statt Differenzierung zugeschrieben wird.

In D. melanogaster |asst sich die Differenzierung von unreifen neuronalen Zellen wéhrend der
Neurogenese anhand der drei notch-abhangigen Modelle: 1. Laterale Inhibition, 2. Zelllinien-
Entscheidung und 3. Grenzbildung naher beschreiben %2 Das auf Séaugetiere Ubertragbare
Modell der lateralen Inhibition (Abbildung 5-1) aus D. melanogaster und R. norvegicus geht

dabei von einer Differenzierungsinduktion zwischen zwei benachbarten Zellen A und B aus *°"
203

A B

HASH1 5 Delta ﬁ)elta HASH1

HES Notcﬂ botch —» H-ILS
v v

Differenzierung keine
(Neuronale Zelle) Differenzierung

Abbildung 5-1: Vereinfachtes Modell der lateralen Inhibition (van Limpt et al., 2005). In zwei benachbarten
unreifen Neuroblastomzellen A und B, die beide aus der Neuralleiste hervorgehen, wird anhand eines aktiven Delta-
Notch-Signalweges (rote Markierung) eine Differenzierung durch eine Initialzelle A ausgeldst. Nach Bindung von Delta
aus der Initialzelle A an den benachbarten Notch-Rezeptor wird innerhalb der passiven Zelle B aufgrund der Aktivierung
von HES und der Herunterregulierung des proneuralen Gens HASH1 keine Differenzierung stimuliert. Durch das
fehlende Delta in Folge der HASH1-Herunterreulierung bleibt eine Aktivierung von Notch und eine Supprimierung von
HASH1 in der Initialzelle A aus. Diese zellulare Antwort der Notch-aktivierten Zelle B und die ausbleibende
Ruckaktivierung der Initialzelle A durch die fehlende Bindung von Delta an Notch symbolisiert der graue Signalpfad. Im
Gegensatz zur Zelle B kommt es aufgrund des vorhandenen proneuralen Gens HASH1 zur neuronalen Differenzierung
in der Initialzelle A.

Das Modell der lateralen Inhibition besteht darin, dass sich nur eine einzige Zelle aus einem
proneuronalen Cluster in eine neuronale Vorlauferzelle entwickelt, die weiter in eine Haarzelle
differenzieren kann. Durch Expression von delta in der neuronalen Vorlauferzelle A wird in der
benachbarten Zelle B notch aktiviert, die wiederum zur Repression proneuronaler Gene fihrt.
Mathematische Modelle postulieren zudem eine Festlegung der GréBe eines Zellclusters in
Abhéngigkeit des notch-signals, da mit Zunahme der Zellzahl eines Clusters auch die
durchschnittliche notch-Signalaktivitat ansteigt °’®. Dieses Modell der Notch-vermittelten
neuronalen Differenzierung kann auch wahrend der humanen Embryogenese beobachtet werden
207:210;211;238: 374 Baj der Zelllinien-Entscheidung wird wahrend der Zellteilung der notch-Inhibitor
numb asymmetrisch weitergegeben. Wahrend die numb-haltige Tochterzelle weiterhin als
Vorlauferzelle verharrt, differenziert die andere Tochterzelle durch das aktive noich
beispielsweise in eine Muskelzelle aus %% Die notch-regulierte Grenzbildung wird beispielsweise
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zur Abgrenzung verschiedener Zellpopulationen auf der dorsoventralen Achse wéahrend der
Fligelbildung in D. melanogaster durch laterale Induktion beobachtet. Im Gegensatz zu den
ventralen Zellen wird in dorsalen Zellen die serrate-vermittelte Aktivierung von notch durch
starkere Expression des Inhibitors fringe verhindert °.

Der Effekt einer Retinoid-ahnlichen Differenzierungsinduktion in unreifen Neuroblastomen konnte
in-vitro auch durch direkte Inaktivierung von ASCL1 und der Regulation der in den Delta-Notch-
Signalweg involvierten Gene beobachtet werden (Abbildung 4-14, B). Darlber hinaus lieB sich
erstmals in-vitro durch eine direkte, Retinoid-unabhangige und transiente Inaktivierung von
ASCL1 (Abbildung 4-11, D) eine neuronale Ausdifferenzierung von Neuroblastomzellen erzeugen,
die sich phanotypisch durch Induktion von CD54 duBerte '°*”". Im Vergleich zu den Retinoid-
differenzierten Neuroblastomzellen (Abbildung 4-9, B) konnte durch die direkte Retinoid-
unabhangige Inaktivierung von ASCL1 keine morphologische Verdnderung in Form Neuriten-
ahnlicher Auslaufer identifiziert werden (Abbildung 4-14, A) 2 Trotz der gemeinsamen
Herunterregulierung von ASCL1 und DLK1 konnte ausschlieBlich in ATRA- im Vergleich zu 4-
HPR-kultivierten Neuroblastomzellen das Antigen CD54 induziert werden (Abbildung 4-6,
Abbildung 4-7, Abbildung 4-16, Abbildung 4-17). Das stetige Ungleichgewicht von differenzierten
und undifferenzierten Neuroblastomzellen ist eine mdgliche Ursache fir den abweichenden
Expressionsnachweis einiger Zelllinien in der RT-PCR und dem Durchflusszytometer %2 Ein
damit verbundener Effekt ist unter anderem die spontane Remission von Neuroblastomen des
Stadium Vs durch plétzliche Ausdifferenzierung sowie die unterschiedlichen Sensitivitaten
gegenlber einem Retinoid 37 Bis heute wird CD54 bestandig als phanotypischer Marker einer
vollzogenen Differenzierung von Neuroblastomzellen beschrieben '°%377:378:37% 'Dariiber hinaus
konnte gezeigt werden, das insbesonders CD54-differenzierte Neuroblastomzellen gegentber
der depletierten Population im Wachstum durch einen Arrest in der G1-Phase gehemmt wurden
(Abbildung 4-18). Diese Arretierung verhinderte den Eintritt in die S-Phase und somit die
fortschreitende Teilung der Zellen ?*°. Hauptverantwortlich dafiir war unter anderem das Gen c-
MYC, das durch ATRA und 4-HPR supprimiert wurde (Abbildung 4-6, Abbildung 4-7) und als
Zellzyklus-regulierender Transkriptionsfaktor die Expression von Cyclinen, Cyclin-abhangigen
Kinasen und p53 steuert 23% 240:241:242:243: 244 Nyja50 Beobachtungen korrelierten jedoch nicht mit
der gemeinsamen, jedoch insgesamt schwacheren Reduktion von c-MYC in CD54-differenzierten
Neuroblastomzellen als in undifferenzierten und CD54-depletierten Zellen (Abbildung 4-20).
Letztlich wurden jedoch auch stabil ASCL1-inaktivierte und CD54-Uberexprimierende
Neuroblastomzellen von einer Reduktion der proliferationsunterstitzenden Gene ¢-MYC, MYCN
und Cyclin D1 begleitet (Abbildung 4-14, B). Die starkere Proliferationshemmung in CD54-
differenzierten Neuroblastomzellen kdnnte unter anderem auch eine Folge der geringeren
Cytochrom P450RAI-2 mRNA-Expression sein (Abbildung 4-21, A und B), da durch Steigerung
der Halbwertszeit die biologische Wirkung der Retinsdure langer aufrecht erhalten wurde.
Ahnliche Effekte zeigen sich beim Einsatz von Cytochrom-unspezifischen Inhibitoren wie
Ketoconazol und Liarozol 279 % die ebenfalls die biologische Wirkung von Retinsduren durch
Hemmung der Metabolisierung verstarken 2% ' 282 Die intensivere Wachstumshemmung der
CD54-positiven Neuroblastomzellen schien zudem nicht mit der Expression der Rezeptoren zu
korrelieren, da RARA und RARB in CD54-depletierten Zellen starker induziert wurde (Abbildung
4-21, A und B). Bislang konnte eine starkere Wirkung von Retinoiden nur in RARG-
Uberexprimierenden Neuroblastomzellen beobachtet werden 811 Die wachstumsinhibierende und
arretierende Wirkung sowie die Uberexpression von CD54 waren die Folge einer Differenzierung
der unreifen Zellen durch Kultivierung mit Retinoiden '% ?*°. Darauf aufbauend wurde jedoch
erstmals die unterschiedliche Verteilung und der Arrest in Abhangigkeit von der CD54
Expression ausdifferenzierter Neuroblastomzellen beschrieben.
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5.3.2 CTLs-induzierte Bystanderlyse von CD54-differenzierten Neuroblastomzellen

Durch Retinsdure wurde neben Wachstumshemmung und Differenzierung auch die immunogene
Wirkung gegeniiber zytotoxischen T-Lymphozyten (CTLs) anhand der Induktion von CD54 auf
Neuroblastomzellen gesteigert. Urspriinglich wurde das Oberflachenantigen CD54 als Rezeptor
fir das Leukozyten-Integrin LFA-1 und Mac-1 beschrieben 8% 38" %82 Dpariiber hinaus fungiert
CD54 (ICAM-1) als ein interzellulares Adh&sionsmolekil, das Uber den spezifischen Liganden
LFA1 (Lymphozyten-Funktionsantigen 1) in Form eines engen Zell-Zell-Kontaktes beispielsweise
mit CTLs in Wechselwirkung tritt. Solchen zytotoxischen Effektormechanismen ist gemeinsam,
dass sie durch einen sehr engen Zellkontakt zwischen T-Zelle und erkannter Zielzelle eine
auBerst selektive Wirkung erzielen und als fremd identifizierte Zellen durch mehrere Zell-Zell-
Kontakte eleminieren kénnen. So werden beispielsweise Uber den HLA-Klasse |-Komplex CD8"
zytotoxische T-Lymphozyten aktiviert. Trotz dieser postulierten Selektivitdt [aBt sich in
verschiedenen Modellen auch eine noch nicht detailiert verstandene unspezifische
Bystanderlyse von Zellen beobachten, die keiner HLA-Restriktion unterliegt. Diese unspezifische
Lyse von Zellen, wie sie beispielsweise durch Infiltration von Lymphozyten in den Tumor in-vivo
vorkommen kann, ist gehauft bei sich reziprok selbst aktivierenden zytotoxischen T-Zellen in
Anwesenheit von IL-2 oder eines Peptides zu beobachten. Hierbei kommt es zu einer CTLs-
vermittelten Lyse von Zellen, die sich in direkter Nachbarschaft aktivierter CTLs befinden und fir
die urspriingliche Aktivierung der Lymphozyten nicht verantwortlich sind '®. Bei den als CTLs
fungierenden 10BK.1-Zellen handelt es sich um einen murinen zytotoxischen T-Zellklon aus
CD8" T-Lymphozyten, der in Abwesenheit von Antigen-prasentierenden Zellen (APCs) Uber eine
eigene reziproke Prasentation des OVA-spezifischen Octapeptides SIINFEKL (OVAgs7.264)
proliferiert '°% '8 '8 Dije durch all-trans Retinsaure heraufregulierte Expression von CD54 auf
Neuroblastomzellen induzierte in Anwesenheit von Interleukin-2 eine massive 10BK.1-vermittelte
Zelllyse (Abbildung 4-19). Mit Hilfe von CD54 kénnen Tumorzellen in einen engeren Kontakt mit
den LFA1-exprimierenden CTLs treten und die immunogene Wirkung durch eine nicht HLA-
restringierte Zelllyse erhdhen. Ahnliche Effekte zeigen sich bei einer HLA-unabhingigen
Bystanderlyse von Retinsdure-behandelten Neuroblastomzellen, die durch aktivierte zytotoxische
Lymphozyten vom Typ BK282 (EBV-peptidspezifischer und HLA-Klasse I-restringierter CD8" T-
Zellklon) ohne Anwesenheit des spezifischen Peptides vermittelt werden. Auch hier erhéht
Retinsédure die Empfindlichkeit der Neuroblastomzellen gegentiber einer Lyse mit CTLs, die nicht
einer HLA-Restriktion unterliegt. Als mégliche Mediatoren einer nicht HLA-restringierten
Bystanderlyse werden unter anderem die Rezeptoren fur Fas, TRAIL und TNF diskutiert.
Mdglicherweise resultiert die geringere Bystanderlyse der Ewing-Tumor-Zelllinien im Vergleich
zu den Neuroblastomzellen (Abbildung 4-19), trotz der gemeinsamen Expression von CD54
(Abbildung 4-16, Abbildung 4-17), aus unterschiedlichen Signalwegen der genannten
Rezeptoren. Darlber hinaus kann neben der HLA-unabhangigen Bystanderlyse auch bei
Retinsdure-behandelten und HLA-Klasse | Uberexprimierenden Neuroblastomzellen eine
spezifische Lyse durch Peptid-restringierte CD8" CTLs beobachtet werden. Die daflr notwendige
Induktion von HLA-Klasse | wurde ebenfalls in Retinsdure-stimulierten Neuroblastomzellen
beobachtet (Abbildung 4-5). Auf diese Weise steigern Retinoide ebenfalls die HLA-Klasse I-
restringierte peptidspezifische Zelllyse von Neuroblastomzellen durch CD8" zytotoxische T-
Lymphozyten *®. Durch Uberexpression der Oberflichenmolekille CD54 und HLA-Klasse |
bieten sich bessere therapeutische Zielstrukturen auf Neuroblastomzellen an und sensibilisiert
diese fiir eine gezieltere zytotoxische Immunantwort ***. Das Adhasionssystem zwischen CD54
und LFA-1 spielt somit eine entscheidende Rolle, T-Lymphozyten an die Zielzellen (Tumorzellen)
zu binden, um bei einer Abwesenheit von antigenpréasentierenden HLA-Klasse IlI-Molekilen eine
T-Zell-vermittelte Zytotoxizitat zu induzieren **% %€ Eine Coexpression von CD54 und HLA-
Klasse | ist fir eine Bindung mit autologen T-Lymphozyten essentiell %7 *®_ Weiterhin wurde
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bereits gezeigt, dass Tumorzellen, die einer Zytokin-induzierten Uberexpression von CD54
unterliegen, fir eine Lyse durch infiltrierte Lymphozyten, Monozyten und Natirliche Killerzellen
sensibilisiert werden 38939,

5.3.3 Phénotypisierung von CD54-differenzierten Neuroblastomzellen

Grundséatzlich kann durch Einwirkung von Retinsdure eine Differenzierung von
Neuroblastomzellen zu einem Neuronen- und Fibroblasten- bzw. Epithelialzell-dhnlichen
Phanotyp beobachtet werden %" %2 Der Entwicklungsfortschritt von differenzierten
Neuroblastomzellen wird unter anderem (iber die Expression von CD54 definiert '°% %77 379,
Bezuglich der Gesamtpopulation war die Induktion von CD54 jedoch unvollstandig. Demzufolge
entstanden zwei verschiedene Populationen, die sich mittels einer magnetaktivierten
Zellseparation mit hoher Reinheit voneinander trennen lieBen (Abbildung 4-20, A).
Interessanterweise wurde jedoch in den CD54-differenzierten Neuroblastomzellen, die sich
zugleich durch eine essentielle Reduktion der proneuronalen Gene ASCL1 und DLK1
auszeichneten, eine geringere Expression der Neuronen-spezifischen Gene fir Neurofilament-H
(NF-H), -F (NF-L) und -M (NF-M) sowie Synaptophysin (SYP) identifiziert als in den depletierten
Zellen (Abbildung 4-22, A und B). Aufgrund der vorrangig in Neuronen exprimierten
Neurofilamente, die neben Vimentin (Mesenchymalzellen), Keratin (Epithelzellen), GFAP
(Gliazellen) und Desmin (Muskelzellen) Bestandteil der zytoplasmatischen Intermediarfilamente
sind **, und des in synaptischen Vesikeln lokalisierten Synaptophysins 3%, besaBen die CD54-
depletierten Neuroblastomzellen einen starker ausgepragten neuronalen Phéanotyp als die CD54-
differenzierten SH-SY5Y-Zellen. Auch die Neuroblastomzellen, die zu einer Differenzierung
durch direkte Inaktivierung von ASCL1 angeregt wurden, exprimierten CD54 drastisch herauf
und gleichzeitig die neuronalen Marker fiir Neurofilament sowie Synaptophysin herunter
(Abbildung 4-14, B). Aufgrund der konstitutiven Expression dieser neuronalen Proteine in
unreifen Neuroblastomzellen lasst der Retinoid-abhdngige Entwicklungszustand eines
differenzierten Neuroblastoms sich nicht iber diese Gene eindeutig phanotypisieren 3% 3%
Darlber hinaus konnte auch gezeigt werden, dass periphere neuroblastische Tumore wie das
Ganglioneuroblastom und Ganglioneurom neben dem Neuroblastom bereits auch eine
molekulare Charakteristik von reifen neuronalen und neuroendokrinen Zellen besitzen, da sich
sowohl Synaptophysin als auch verschiedene Neurofilamente nachweisen lassen %97 Vielmehr
besaBen CD54-selektionierte Neuroblastomzellen durch Anwesenheit des basischen
Myelinproteins (MBP) und sauren Gliafaserproteins (GFAP) einen starker ausgepragten Gliazell-
ahnlichen statt Neuronen-ahnlichen Phénotyp. Zwei Subtypen von Gliazellen stellen die
Astrozyten (Astroglia) und die Oligodendrozyten (Oligodendroglia) dar. Die Oligodendrozyten
sind nur im Zentralen Nervensystem (ZNS) vorzufinden und besitzen Zellfortsatze aus Myelin-
haltigen Markscheiden. Myelin fungiert hierbei als elektrischer Isolator durch Umbhillen der
Axone von Nervenzellen. Das basische Myelinprotein ist ein charakteristischer Marker fir
Oligodendrozyten, dessen Funktion bis heute nicht aufgeklart ist **. Die Mehrheit der Gliazellen
wird durch Astrozyten gestellt, deren sternenférmige Fortsdtze eine membrandhnliche Struktur
zur Abgrenzung an Gehirnoberflache und BlutgefdBe bilden. Astrozyten regulieren vorrangig
Uber die Steuerung von K*-lonen den pH-Haushalt im Gehirn. Durch exozytotische Freisetzung
von Glutamat und Aktivierung von Neuronen wird den Astrozyten ebenfalls eine Funktion bei der
Informationsverarbeitung zugeschrieben. Das saure Gliafaserprotein stellt einen spezifischen
Marker fiir Astrozyten dar >%°. Die gegeniiber den Kontrolizellen reduzierte und den CD54-
negativen Neuroblastomzellen erhéhte Expression des Gliazell-spezifischen GFAP nach
Behandlung mit all-trans Retinsdure konnte auch in stabil ASCL1-inaktivierten
Neuroblastomzellen beobachtet werden (Abbildung 4-14, B). Ahnlich wie die Neurofilamente und
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das Synaptophysin lasst sich auch GFAP und MBP bereits in unreifen Neuroblastomen,
Ganglioneuroblastomen und Ganglioneuromen nachweisen %97 Die Heterogenitat eines
Neuroblastoms zeichnet sich zudem durch gleichzeitige Anwesenheit von Neuronen- und
Gliazell-spezifischen Genen in allen Entwicklungsphasen eines sich ausdifferenzierenden
Neuroblastoms aus “?°. Somit stellen auch GFAP und MBP nur einen ungentigenden Marker dar,
der den Differenzierungsfortschritt unreifer Zellen beschreibt. Interessanterweise war eine
gleichzeitige Expression von Synaptophysin und Neurofilament flr einen neuroendokrinen bzw.
neuronalen Phanotyp mit einer Coexpression der Gliazellmarker GFAP und MBP ausschlieBlich
bei Ganglioneuroblastomen und Ganglioneuromen zu beobachten. In Neuroblastomenzellen
wurden hingegen nicht gleichzeitig neuronale und Gliazell-spezifische Gene exprimiert
vorgefunden. Auch die mit Retinsdure kultivierten und anschlieBend CD54-selektionierten
Neuroblastomzellen zeigten stets ein gegenlaufiges Expressionsprofil. Darliber hinaus konnte
sowohl in ASCL1-inaktivierten und CD54-differenzierten als auch all-frans Retinsaure-kultivierten
und CD54-selektionierten Neuroblastomzellen eine Reduktion von NeuroD1 und Wnti
beobachtet werden (Abbildung 4-22, A und B; Abbildung 4-14, B), die im Fall der CD54-
exprimierenden Neuroblastomzellen hingegen geringer war als in depletierten Zellen. Die
Expression des Transkriptionsfaktors Wnt1, das sich vom murinen /nt-17 und vom wingless aus D.
melanogaster ableitet, war fir die Untersuchungen der Differenzierung mit von Interesse, da eine
Beteiligung von Wnt1 bei der Neurogenese innerhalb der Initialphase der Neuralplattenformation
beobachtet wird “°’. Ahnliches gilt auch fir den Transkriptionsfaktor NeuroD1, der eine
entscheidende neurologische Funktion wahrend der terminalen Differenzierung von Neuronen
des ZNS hat “°% “® Durch Bestimmung eines Neuronen- und Gliazell-spezifischen
Expressionsprofils konnte der CD54-negativen Zellpopulation ein starker ausgepragter
neuronaler Phanotyp zugewiesen werden als den in der Vergangenheit gehduft publizierten
CD54-positiven  Neuroblastomzellen. Das bessere Verstdndnis zur Reifung und
Ausdifferenzierung von Neuroblastomzellen wird jedoch durch eine zusétzliche Heterogenitat
und Plastizitdt der Zellen aufgrund einer bidirektionalen Interkonversion erschwert. Hierbei
kommt es zu einer autonomen Differenzierung von Neuroblastom-&hnlichen zu Epithelial-
ahnlichen Zellen und umgekehrt “**,

5.3.4 Differentielle Genexpression in ASCL1-inaktivierten Neuroblastomzellen

Neuroblastomzellen, in denen durch Aktivierung von Delta-Notch ASCL1 herunterreguliert wurde
(Abbildung 4-9, A), zeichneten sich unter anderem durch eine Differenzierung mit Neuriten-
ahnlichen Auslaufern (Abbildung 4-9, B) und einer Induktion von CD54 (Abbildung 4-11, D) aus.
Die schon bei den Retinoiden beobachtete Inaktivierung von ASCL1 wurde anhand einer
transienten und direkten Inhibition der ASCL1 Expression in Neuroblastomzellen durch
Bestimmung des Genexpressionsprofils im Genchip HG-U133 Plus2.0 n&her untersucht.
Unspezifischen Effekte, die zu einer Veranderung der basalen ASCL1 mRNA-Expression fihren
kénnen, wurden nicht beobachtet 405 Im Gegensatz zu Neuroblastomzellen wurde bereits in
neuroendokrinen Zellen der Prostata (PNEC) eine RNA-Interferenz von ASCL1 durchgefiihrt und
eine Reduktion des Zellzyklus-regulierenden c-Myb beobachtet *°®. Wahrend das zum viralen v-
Myb (avian myeoblastosis oncogen; AMV) homologe c-Myb auch die Proliferation und Malignitat
von Neuroblastomzellen unterstitzt *°”* *°® ist eine Inhibition der c-Myb Expression wiederum mit
einer geringeren Proliferation und verstarkten Apoptose assoziiert **%*'%*'! Dariiber hinaus gilt
ein Nachweis von c-Myb als besonders schlechter Prognosefaktor bei Neuroblastom-Patienten,
der unabhingig von einer MYCN-Amplifikation ist *'%. Interessanterweise konnte die von den
Autoren  beschriebene  Retinoid-induzierte  Supprimierung der c-Myb-Expression in
Neuroblastomzellen weder durch ATRA und 4-HPR noch durch direkte RNA-Interferenz von
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ASCL1 im Genchip identifiziert werden *'* *'*. Stattdessen wurde in den mit linearen siRNAs
transient ASCL1-inaktivierten Neuroblastomzellen eine Heraufregulierung der Gene IGF-2
(insulin-like growth factor 2) und CDKN1C (cyclin-dependent kinase inhibitor 1c) beobachtet *'°.
Der Cyclin-abhangige Kinaseinhibitor CDKN1C (p57%"%) reguliert tber diverse Cyclin/cdk-
Komplexe beispielsweise die G1-Phase des Zellzyklus *'®*'". Somit kdnnte die erhdhte CDKN1C
MRNA-Expression unter anderem mit flr die Wachstumsarretierung von Retinoid-differenzierten
und ASCL1-inaktivierten Neuroblastomzellen verantwortlich sein (Abbildung 4-4, Abbildung 4-18).
Die Ursache fiur die unterschiedliche Expression der Gene IGF-2 und CDKN1C in transient bzw.
stabil ASCL1-inaktivierten SH-SY5Y-Zellen kdnnte mdglicherweise in den verschiedenen
Kultivierungsbedingungen begrindet sein (Abbildung 4-13, B und Abbildung 4-14, B). Die
dauerhafte Expression des CDK-Inhibitors CDKN1C in Neuroblastomzellen kdnnte mit der
Proliferation dieser Zellen nicht vereinbar sein, sodass bei Selektion stabil transfizierter Zellen
eine mogliche Selektion CDKN1C-negativer Zellen stattfand. Da flr die stabile und transiente
Transfektion andere Nukleotide verwendet wurden, kénnten die Unterschiede jedoch auch
hierdurch bedingt sein. Ob ein Zusammenhang zwischen CDKN1C und IGF-2 Expression unter
diesen Bedingungen besteht, bedarf weiterer Untersuchungen. Ahnlich wie in direkt ASCL1-
inaktivierten Neuroblastomzellen kann auch in Anwesenheit von Retinsaure eine Induktion der
IGF-2 mRNA- und Proteinexpression gemessen werden *'® *'°. Weder durch ATRA noch durch
4-HPR konnte im Affymetrix Genchip HG-U133A eine Expressionsinduktion von IGF-2
identifiziert werden. Der Insulin-dhnliche Wachstumsfaktor IGF-2 (insulin-like growth factor 2) ist
neben dem IGF-1 einer Proteinfamilie zugehdorig, die dem Insulin sehr ahnlich ist, und Wachstum,
Differenzierung, Metabolismus und Transformation unter anderem von neuronalen Zellen *?% *?!
tber IGF- und Insulin-Rezeptoren reguliert “*>. Das in der Leber synthetisierte IGF-2 wird im
Serum an spezifische IGFBP-Bindeproteine (insulin-like growth factor binding protein) gekoppelt.
Uber die Bindung regulieren die IGFBP1 bis 7 neben den Transport auch die biologische Aktivitat
(Hemmung vs. Verstarkung) der IGFs **®. Im Gegensatz zu normalen Geweben werden IGF-
Proteine ubiquitdr auch in malignen embryonalen Tumorzellen nachgewiesen 42z 424
Beispielsweise stimuliert autokrines und parakrines IGF-2 das embryonale Tumorwachstum des
Rhabdomyosarkoms “?®> und Wilms-Tumors “?®. Beim humanen Neuroblastom kommt vor allem
dem IGF-2 eine potenzielle Funktion als autokriner Wachstumsfaktor zuteil **”**®. Die Wirkung
des IGF-2 erfolgt durch Bindung an den IGF-1-Rezeptor, der auf Tumoren peripheren
neuroektodermalen Ursprungs wie den Neuroblastomen und Ewing-Tumoren vorzufinden ist 429,
Tumore mit der Uberexpression eines IGF-Rezeptors kdnnen sich zudem vor Apoptose schiitzen
*3% Dem gegeniber wird keine Korrelation zwischen IGF-2-Expression und der Tumorprognose
bezuglich des Stadiums, der Histologie und der MYCN-Amplifikation von Neuroblastomen
beobachtet **'. Da IGFs in Anwesenheit von Differenzierung-aktiven Reagenzien ihre
wachstumsférdernde Wirkung verlieren und stattdessen die Reifung von Neuroblastomzellen
unterstiitzen, wirken sie nicht ausschlieBlich mitogen “*% *3*. Diese reifungsunterstiitzenden
Eigenschaften der IGFs auf Neuroblastomzellen kénnte auch die Herunterregulierung des Proto-
Onkogens c-MYC erklaren, das das Wachstum von unreifen Zellen durch den Eintritt in die S-
Phase positiv beeinflusst ***. Die induzierte IGF-2 mRNA-Expression in den transient ASCL1-
inaktivierten Neuroblastomen wurde nicht von einem Anstieg der entsprechenden IGF-
Bindeproteine begleitet, da die IGFBPs als Regulator der biologischen Aktivitdt von IGFs
fungieren ***. Mit Ausnahme von IGFBP1 wurden jedoch alle IGF-Bindeproteine basal in
Neuroblastomzellen exprimiert (Daten nicht dargestellt). Im Gegensatz zur transienten RNA-
Interferenz von ASCL1 (Abbildung 4-13) und einer Behandlung mit 4-HPR (Abbildung 4-7) wurde
eine Herunterregulierung der IGF-Bindeproteine IGFBP5, IGFBP3 und IGFBP7 sowie eine
Induktion des IGFBP6 ausschlieBlich durch all-trans Retinsdure identifiziert (Abbildung 4-6).
AuBerhalb der Selektionskriterien wurden jedoch auch IGFBP2 und IGFBP4 weniger stark
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herunterreguliert detektiert (Daten nicht dargestellt). Innerhalb des IGF-Systems wird durch
Heraufregulierung von IGFBP6 und Reduktion von IGFBP2 und 4 durch all-trans Retinsaure
ebenfalls eine Wachstumshemmung beschrieben **** ***  Im Vergleich zu den transient
inaktivierten konnte in stabil ASCL1-inaktivierten Neuroblastomzellen unter anderem auch eine
erniedrigte  Expression des |GF-aktivierenden Bindeproteins IGFBP2 wund drastische
Heraufregulierung des IGF-inaktivierenden IGFBP6 nachgewiesen werden (Abbildung 4-14, B).
Das Expressionsprofil der IGF-Bindeproteine lieB in ASCL1-inaktivierten Neuroblastomzellen
einen Entwicklungsschritt zugunsten einer Differenzierung erkennen, da IGFs in ihrer Aktivitat
vorrangig Uber die Bindung an die IGF-Bindeproteine IGFBP2 und IGFBP4 positiv und durch
IGFBP6 negativ reguliert werden **”**®. Wahrend IGFBP2 und IGFBP4 die Bindung des mitogen
wirkenden IGF-2 zum IGF-1-Rezeptor stabilisierend unterstitzen, wird durch die 100-fach
héhere Bindungsaktivitdt vom IGFBP6 zum IGF-2 die Proliferation und anti-apoptotische Wirkung
der differenzierten Neuroblastomzellen inhibiert **°. Retinoide wie all-trans Retinsaure besitzen
demnach das Potenzial, die Differenzierung und Wachstumshemmung von Neuroblastomzellen
durch ein verandertes Expressionsprofil der IGF-Bindeproteine auch in Anwesenheit des sonst
mitogen wirkenden IGF-2 zu unterstiitzen **% *®. Eine Arretierung des Zellwachstums scheint
somit vom Verhaltnis des IGFBP2 und 4 zum IGFBP6 abhangig zu sein 436:440 Dem gegenlber
wird unter konstitutiven Bedingungen in autokrin IGF-2-sezernierenden Neuroblastomen eine
hohe ubiquitdre Expression von IGFBP2 und 4 sowie eine schwache Expression von IGFBP6
beobachtet *** **°. Darliber hinaus steht auch das IGF-System unter dem Einfluss von MYCN. So
konnte beispielsweise gezeigt werden, dass durch die onkogene Wirkung von MYCN die
Expression der Proliferation-unterstiitzenden Gene IGF-2, IGFBP2 und IGFBP4 induziert und im
Gegenzug die Expression des |GF-2-inaktivierenden und wachstumshemmenden IGFBP6
herunterreguliert wird *! Da sowohl ATRA als auch die RNA-Interferenz von ASCL1 die
Expression von MYCN reduzierte (Abbildung 4-21; Abbildung 4-14, B), konnte unter dem
ausbleibenden Einflusss des onkogenen Transkriptionsfaktors die Expression des
wachstumsunterstitzenden IGFBP2 und 4 gesenkt und die des Differenzierung-férdernden
IGFBP6 induziert werden (Abbildung 4-6; Abbildung 4-14, B). Somit unterstrich MYCN erneut
seine onkogene Wirkung innerhalb des IGF-Systems auch auf Neuroblastomzellen.

Interessanterweise sind die durch Inhibition des proneuronalen Transkriptionsfaktors ASCL1
regulierten Gene IGF-2 und CDKN1C auch zentraler Bestandteil in der Pathogenese des
Beckwith-Wiedemann-Syndroms (BWS) **. Hierbei handelt es sich um ein komplexes
Krankheitsbild, das vor allem im S&uglings- und Kleinkindalter mit einer Inzidenz von 1:8000 bis
1:15.000 auftritt. Das BWS wurde erstmals durch den Kinderpathologen John Bruce Beckwith
und den deutschen Genetiker Hans Rudolf Wiedemann beschrieben & “**. Dieses embryonale
Uberwachssyndrom zeichnet sich durch Bauchwanddefekte, Makroglossie, Kérperiiberwuchs
und um ein 10% erhdhtes Tumorrisiko aus. BWS-Patienten neigen verstarkt zur Bildung eines
Wilms-Tumors, Hepatoblastoms, Rhabdomyosarkoms oder Neuroblastoms *** **°. Der Ursache
des BWS, das in 85% der Félle sporadisch ist, liegen genetische Veradnderungen in der
Chromosomenregion 11p15 zugrunde. Die Chromosomenregion 11p15 ist eine elterlich gepragte
Region (Imprinting) mit den zwei unterschiedlich methylierten Imprintingzentren H19-DMR (ICR1)
und und KVDMR1 (ICR2). Gegenwaértig sind bis zu 50 verschiedene humane Gene bekannt, von
denen in Abhéangigkeit von der elterlichen Herkunft eine der beiden Kopien inaktiv ist
(http//.cancer.otago.ac.nz) € Das genomische Imprinting ist ein epigenetischer Prozess, bei der
die Veranderung der Genfunktion nicht durch Anderungen der DNA-Sequenz hervorgerufen wird.
Das Ergebnis eines Imprints ist eine Modifikation des DNA-Stranges oder DNA-bindender
Proteine, wie z.B. Histone, die allelspezifisch acetyliert, methyliert oder phosphoryliert werden.
Bei Sdugern kommt es vorrangig zu einer Methylierung von Cytosin-Basen in CpG (cytosine
phosphorylated  guanine)-Dinukleotiden.  CpG-Dinukleotide  finden  sich  gehauft in
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Promoterregionen und Replikations-Startpunkten wieder. Das telomerisch gelegene H19-DMR
dient der Regulation der Gene IGF-2 und H19. Wahrend das paternal exprimierte IGF-2 als
Wachstumshormon wirkt, ist die Funktion der maternal exprimierten und untranslatierten
Antisense-RNA H19 unbekannt. Die Genregulation erfolgt Gber den Mechanismus des enhancer
competition-Modells, gesteuert durch Methylierung des paternalen Allels und Bindung des
Transkriptionsrepressor-Proteins CTCF an die nicht methylierte maternale Kopie. Durch
maternale Methylierung des centromerisch gelegenen Imprinting-Zentrums KVDMR1 kommt es
innerhalb des Introns zur Ausschaltung von CDKN1C und KCNQ1 **’. Die differentiell methylierte
centromerische Region KVDMR1 ist ein maternales Allel mit CpG-Inseln im Gen KCNQ1
(potassium channel, voltage-gated, KQT-like subfamily, member 1). Normalerweise liegt das
maternale KCNQ1 auf Chromosom 11p15 imprinted vor. Durch das paternale untranslatierte
imprinted antisense-Transkript LIT1 (long QT intronic transcript 1) wird das maternale Allel
KCNQ1 inaktiviert **®. Daraus resultiert wiederum die reduzierte Expression der Gene CDKN1C
und ASCL2 (achaete-scute complex homolog 2, drosophila) **** **°. Interessanterweise wurden
durch gezielte Inaktivierung von ASCL1 zwei Gene differentiell exprimiert, die auch fir das
klinische Bild eines BWS préadisponieren. Obwohl im Genchip nach Inaktivierung von ASCL1
keine Herunterregulierung von ASCL2 beobachtet wurde, ist fir das BWS auch eine Reduktion
des ASCL2 beschrieben *°'. Wahrend ASCL1 die Differenzierung der aus der Neuralleiste
stammenden Vorlauferzellen reguliert %% 3¢° steuert ASCL2 hingegen die Ausdifferenzierung
des Trophoektoderms innerhalb der Embryonalentwicklung %2 Dariiber hinaus fuhrt die
fehlregulierte Uberexpression von IGF-2 beim BWS zu einer zusatzlich erniedrigten Expression
von CDKN1C *®. Fur den eigentlichen phanotypischen Gigantismus der BWS-Patienten ist
jedoch das paternal exprimierte IGF-2 verantwortlich, das eine wichtige Funktion wé&hrend der
Embryo- und Plazentaentwicklung ausibt *>* *°°.

5.4 CD184 (CXCR4) Expression in Neuroblastomzellen

5.4.1 Regulierung von CD184 in Retinoid-differenzierten Neuroblastomzellen

Das durch das International Neuroblastoma Staging System (INSS) und Brodeur definierte
Tumorstadium eines Neuroblastoms unterscheidet in Abhangigkeit von histologischen und
chirurgischen Kriterien zwischen fiinf verschiedenen Stadien ' Neben dem Tumorvolumen
zeichnet sich ein fortgeschrittenes Stadium insbesondere durch eine verstarkie Metastasierung
aus. Der Primartumor eines Neuroblastoms ist am haufigsten im Retroperitoneum entlang des
Grenzstranges und der Nebennierenrinde vorzufinden **.  Aufgrund der erhohten
Migrationsneigung lassen sich im fortgeschrittenem Tumorstadium jedoch auch Metastasen im
Knochenmark und Skelettsystem, in den Lymphknoten, der Leber, dem ZNS und der Haut
detektieren “®. Als Grundlage firr die Migration und Metastasierung von Tumorzellen in periphere
Bereiche des Korpers fungieren unter anderem chemotaktische Botenmolekiile. Die fir die
Chemotaxis erforderlichen Signalmolekiile werden als Chemokin bezeichnet. Chemokine sind
kleine Peptide aus der Familie der Zytokine, die unter anderem als potente Aktivatoren und
chemotaktische Botenstoffe fiir unterschiedliche Leukozyten-Subpopulationen und einige nicht
hdmatopoetische Zellen wé&hrend der normalen Entwicklung, Inflammation, Infektion,
Atherosklerose, Angiogenese und Migration fungieren *°% **” %% S0 konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass die Mobilisierung von CD34" hamatopoetischen Vorlauferzellen in das
periphere Blut durch eine wechselwirkende Beziehung zwischen dem Chemokin-Rezeptor
CD184 und dem Liganden SDF-1 (stromal cell-derived factor 1) vermittelt wird **°. In
Abhéngigkeit von der Positionierung der ersten beiden, gepaarten und hoch konservierten
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Cysteine unterscheidet man die Chemokin-Superfamilie in vier Gruppen: die CXC-, CX;C-, CC-
und C-Chemokine. Chemokine interagieren hochspezifisch mit G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren, die sich durch 7 transmembran durchspannende Doméanen auszeichnen. Die Gg-
GTP-aktivierten RGS-Rezeptoren (regulator of G protein signaling) vom Typ RGS1, RGSS3,
RGS13, RGS16 und RGS18 induzieren nach der Bindung von SDF-1 *° und der
Phosphorylierung von MAP-Kinasen (mitogen activated protein kinase) eine intrazellulare
Signaltransduktion *¢' *¢2_ Mittlerweile sind bis zu 18 Mitglieder (CXCR1-5, CCR1-9, D6, CX5CR1,
XCR1 und DARC) dieser Chemokin-Rezeptorfamilie bekannt %3 Ein fur die Onkologie
besonders interessantes Molekiil stellt CXCR4 (CD184) dar “®*. CD184 wurde 1994 erstmalig
durch Loetscher et al. aus Leukozyten kloniert und erhielt anschlieBend das Akronym LESTR
(leukocyte-derived seven-transmembrane-domain-receptor) oder Fusin *®°. Die in den
Neuroblastomzellen und Ewing-Tumorzellen detektierte konstitutive mRNA- und Protein-
Expression von CD184 (Abbildung 4-23, A und B; Abbildung 4-24, A) konnte neben nativen
Tumorproben bereits auch in einigen Neuroblastom-Zelllinien identifiziert werden “°% 67468 Eine
Expression von Chemokinen und deren Rezeptor ist ein komplexes Netzwerk in der
Pathogenese verschiedenster Tumore **°. Daher findet man eine Expression von CD184 neben

dem Neuroblastom auch im Ovarialkarzinom *’°, Malignen Melanom *', Pankreaskarzinom *2,
473 474

Brustkarzinom , Glialtumor . kleinzelligen Lungenkarzinom s anaplastischen

Schilddriisenkarzinom *, follikularen B-Zell-Lymphom *”’, Colorektalkarzinom *® und
Prostatakarzinom *’% 8 vor. Eine Expression von CD184 darf jedoch nicht ausschlieBlich mit
einer verstarkten Metastasierung von Tumoren assoziiert werden. Neben der bereits
geschilderten Mobilisierung von CD34" Stammzellen konnte auch in diversen normalen, nicht
malignen Geweben eine physiologische Expression des Chemokinrezeptors nachgewiesen
werden (Abbildung 4-26). Neben den chemotaktischen Eigenschaften spielt CD184 auch eine
potenzielle Rolle als Cofaktor fir den infektiésen Eintritt des T-tropischen HIV (human
immunodeficiency virus)-Virus Typ 1 und Typ 2 “®'. Dariiber hinaus wird die HIV-Infektion von
CD4-positiven T-Lymphozyten durch Bindung von SDF-1 an CD184 inhibiert 82483 Die fiir eine
Metastasierung notwendige Expression von CD184 reduzierte sich jedoch in den
Neuroblastomzellen, die einer Differenzierung durch Retinoide (Abbildung 4-6, A; Abbildung 4-7,
A; Abbildung 4-23; Abbildung 4-24; Abbildung 4-20, C und D) oder direkte Inaktivierung von
ASCL1 unterlagen (Abbildung 4-14, B). Interessanterweise konnte in der Vergangenheit auch
gezeigt werden, dass der zum achaete-scute-Komplex aus D. melanogaster homologe
Transkriptionsfaktor ASCL2 *%°, der die Ausdifferenzierung des Trophoektoderms wahrend der
Embryonalentwicklung steuert **®, auch die Expression von CD184 heraufreguliert ***. Obwohl
ASCL1 als proneuonaler Transkriptionsfaktor im Vergleich zu ASCL2 in einer anderen
Entwicklungsphase der Embryogenese wirkt, in dem er die Reifung undifferenzierter
Neuroblasten der Neuralleiste vorantreibt *®% %%, sind sowohl ASCL1 als auch ASCL2 befahigt,
die Expression von CD184 wéahrend der Differenzierung zu beeinflussen.

5.4.2 CD184-abhédngige Migrationseigenschaften differenzierter Neuroblastomzellen

Einem Neuroblastom wird durch Expression des Oberflachenantigens CD184 und der
chemotaktische Wechselwirkung mit dem Liganden SDF-1 bisher ein gesteigertes
Migrationsverhalten und eine erhdhte Invasivitat zugeschrieben. Dabei korreliert die Expression
von CD184 mit dem Stadium, Prognose und der Metastasierungsrate und somit mit der
Agressivitat eines Neuroblastoms *°® *®. Das fir die Chemotaxis notwendige Signalmolekiil
SDF-1 wird von Stromalzellen sezerniert und ist durch Bindung an CXCR4 ein hoch effizienter
Ligand fir Lymphozyten und Monozyten *®. SDF-1 wurde erstmals durch Nagasawa et al. aus
einer Stromal-Zelllinie kloniert *®. SDF-1 (CXCL12) gehért zu der Familie der CXC-Chemokine
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und befindet sich auf dem Chromosom 10, im Gegensatz zu allen anderen CXC-Chemokinen,
die auf Chromosom 4 vorzufinden sind. Das humane und murine SDF-1 besitzen bis zu 99%
Homologie und wurden demnach im Verlauf der Evolution stark konserviert 87 Eine Kultivierung
unreifer neuronaler Zellen fihrte im Entwicklungsprozess der Differenzierung sowohl durch
ATRA als auch 4-HPR zu einer erniedrigten CD184 mRNA- und Proteinexpression (5.4.1). In
einem in-vitro Migrations-Test konnte darlber hinaus eindrucksvoll gezeigt werden, dass
Retinsdure-behandelte Tumorzellen in Anwesenheit von SDF-1 eine geringere Migrations- und
Invasivitadtsneigung besaBen als unbehandelte, unreife und CD184 (berexprimierende
Neuroblastomzellen (Abbildung 4-25). Neben SDF-1 missen jedoch noch weitere
chemotaktische Signalmolekiile im Medium existieren, da auch in Abwesenheit des Liganden
eine basale Migration stattfand 57 Im Gegensatz zu humanen neuronalen Zellen wird bis heute
eine ahnliche Retinoid-vermittelte Herunterregulierung von CD184 ausschlieBlich bei
Dendritischen Zellen (DC), die ebenfalls mit einer verringerten Migration reagieren, beschrieben
88 Dariiber hinaus wird wahrend der Embryonalentwicklung des Zebrafisches (Danio rerio) die
CD184-vermittelte Zellwanderung des Primordiums (Seitenlinien-Vorlauferzelle) fir den Aufbau
des Lateralliniensystems durch 4-HPR inhibiert. Das mechanosensorische Seitenlinienorgan, das
sich aus dem Primordium in Neuromasten (Haarzell-Organ) entwickelt, gilt bis heute als das
Modell zur koordinierten Zellbewegung wahrend der Organbildung. Neben Stromalzellen, die als
wichtigste SDF-1-sezernierende Zellen gelten 8¢ wurde in diversen normalen humanen
Geweben eine ausnahmslose mMRNA-Expression dieses Chemokins identifiziert (Abbildung 4-26).
Im besonders fortgeschrittenen Tumorstadium |V lassen sich Neuroblastom-Metastasen am
haufigsten im Knochenmark, Skelettsystem, Lymphknoten, Leber, ZNS und der Haut lokalisieren
3, Aufgrund der Identifikation von CD184 in Neuroblastomzellen und der verbreiteten Expression
von SDF-1 korreliert die Migrationsneigung mit den klinischen Befunden Uber eine geh&ufte
Lokalisation von Metastasen unter anderem in Leber und Knochenmark. Die Chemokin-
unterstitzte Metastasierung von Neuroblastomen wird bis heute jedoch noch immer kontrovers
diskutiert. Auf der einen Seite wird durch die Wechselwirkung von CD184 und SDF-1 erneut eine
gezielte Invasion dieses neuroektodermalen Tumors beschrieben % %% Eine andere
Arbeitsgruppe publiziert stattdessen eine CD184-vermittelte jedoch SDF-1-unabhangige
Metastasierung von Neuroblastomzellen 467 Letztlich konnte jedoch auch anhand anderer
Tumorfamilien gezeigt werden, dass eine Inaktivierung von CD184 durch RNA-Interferenz oder
den Antagonisten AMD 3100 eine deutliche Reduktion der Metastasierung bewirkt *’% 472473 Fir
eine zukinftige Verbesserung der Therapie wére neben weiteren Retinsaure-Préparaten auch
eine zusétzliche Applikation von CD184-inhibierenden Antikérpern denkbar, um den Anteil
metastasierender Neuroblastome wéhrend der Erhaltungstherapie gezielt zu senken.

5.5 Nachweis und Anwendung von CD117 in Neuroblastomzellen

5.5.1 Induktion von CD117 in Retinoid-differenzierten Neuroblastomzellen

Durch Kultivierung von Neuroblastomzellen mit Retinoiden konnte neben immunstimulatorischen
und migrationsbeeinflussenden Antigenen als weitere therapeutische Zielstruktur der Rezeptor
CD117 identifiziert werden. Initial wurde eine Heraufregulierung von CD117 im Gegensatz zum
synthetischen 4-HPR ausschlieBlich durch all-trans Retinsaure detektiert (Abbildung 4-6, B;
Abbildung 4-7, B). Da eine Expressionssteigerung des Rezeptors ausschlieBlich in Retinoid-
behandelten und nicht direkt ASCL1-inaktivierten Neuroblastomzellen beobachtet wurde, kénnte
die Induktion von CD117 als direkte Wirkung der Retinoide statt dem Ergebnis einer
Differenzierung interpretiert werden (Abbildung 4-20; Abbildung 4-14, B).



Diskussion 116

Das zellulare 145 bis 165 kDa groBe Oberflachenantigen CD117, das in der Nomenklatur auch
unter dem Synonym c-KIT verbreitet ist, stellt das humane homologe Protein zum viralen v-KIT,
dem Onkogen des Hardy Zuckerman 4 (HZ4) feline sarcoma virus dar. Hierbei handelt es sich
um ein Virusprotein, das urspringlich aus der Katze isoliert wurde 89 CD117 codiert fur ein
transmembranes Rezeptorprotein mit Tyrosinkinase-Aktivitdt und wird durch den Liganden SCF
(stem cell factor) aktiviert. Durch Bindung von SCF an CD117 wird eine Signaltransduktion
aktiviert, die entscheidende Funktionen wahrend der Hamatopoese, Gametogenese und
Melanogenese kontrolliert 4904915492 Eine Expression von CD117 liegt neben normalen auch in
verschiedenen neoplastischen Geweben vor **®. Durch somatische Mutationen von CD117
kommt es zu einer konstitutiven Daueraktivierung des Tyrosinkinase-vermittelten Signalweges.
In CD117-positiven Gastrointestinalen Stromatumoren (GIST) wird beispielsweise durch diverse
Mutationen im Exon 11 eine Korrelation zwischen erhéhter Malignitdt und erniedrigter
Uberlebensrate beschrieben *** 9% 4% Diese Mutationen fiihren zur Ausbildung verschiedener
Tumore, wie dem Gastrointestinalen Stromatumor *°’, der Mastozytose ‘%%, der Akuten
Myeloischen Leukamie (AML) **° und dem Testikularem Seminom (Keimzelltumor) °*°. Aufgrund
einer fehlenden Genmutation ist der Tyrosinkinase-Rezeptor an der eigentlichen Pathogenese
des Neuroblastoms jedoch unbeteiligt %! Die untersuchten Neuroblastomzellen zeigten nach der
Sequenzierung des vollstdndigen kodierenden Leserahmens (ORF; open reading frame) von
CD117 ebenfalls keine aktiven Mutationen *%. Interessanterweise konnte in SH-SY5Y-Zellen ein
heterozygot ausgeprégter Polymorphismus (SNP; single nucleotide polymorphism) identifiziert
werden, der auch bei Patienten mit Mastozytose auftritt %03 |nsbesondere diese Variante ist fir
die Proliferation von SCF abhangig und im Vergleich zum Wildtyp stark sensitiv gegeniber einer
Behandlung mit STI-571 °%. Dariiber hinaus wurde in allen untersuchten Zellen eine um 12
Nukleotide verklrzte Transkriptionsvariante entdeckt %04 Trotz der gleichen Liganden-
Bindungsaffinitait und Liganden-unabhangigen Autophosphorylierung besitzt die verkilrzte
Isoform GNNK- des CD117-Proteins gegenlber der ldngeren Isoform GNNK+ eine hdhere
Signaltransduktions- und Transformations-Kapazitat °®°. Ein héherer Anteil dieser verkiirzten
Isoform bei Tumoren im Vergleich zu Normalzellen existiert hingegen nicht %% Neben der
Mutation wird auch durch autokrine und parakrine Aktivierung von CD117 die Bildung des
kleinzelligen Lungenkarzinoms °%, Ewing-Tumors *®” oder Neuroblastoms **® unterstiitzt. Die
Expression von CD117 wird in diversen péadiatrischen, soliden Tumoren vorgefunden 508
Neuroektodermale Tumore wie das Neuroblastom und Ewing-Tumor exprimierten den Rezeptor
bereits konstitutiv (Abbildung 4-27, A; Abbildung 4-28, A) %% °0% 510 511 " Eine vorrangige
Anwesenheit des Rezeptors in MYCN-amplifizierenden Neuroblastomen " korrelierte zudem mit
der fehlenden basalen Expression von CD117 in dem c-MYC-positiven Zellklon SH-SY5Y
(Abbildung 4-1) '®°. Entgegen dem Ergebnis aus dem Genchip lieB sich nach 96 stiindiger
Kultivierung mit ATRA die Expression von CD117 in den Neuroblastomzellen im Gegensatz zu
den Ewing-Tumorzellen nicht steigern (Abbildung 4-27, A und B; Abbildung 4-28, A und B). Die
nicht fortwadhrende Reproduzierbarkeit einer Induktion von CD117 kénnte sowohl in den
schwankenden experimentellen Bedingungen als auch den unterschiedlichen Sensitivitaten der
Neuroblastomzellen gegenitber einem Retinoid in Abhangigkeit vom variablen und instabilen
Differenzierungsstatus begrindet sein '’. Der fir CD117 spezifische Ligand SCF wurde
anndhernd in allen CD117-positiven Neuroblastomzellen basal exprimiert vorgefunden
(Abbildung 4-27, A) %%°%° Entgegen der ausgebliebenen Heraufregulierung des Liganden SCF
in Neuroblastom- und Ewing-Tumor-Zelllinien (Abbildung 4-27, A und C) wird von einer anderen
Arbeitsgruppe eine Sezernierung des SCF-Proteins in den Kulturliberstanden von Retinsdure-
behandelten Neuroblastomzellen beschrieben *'2.

Wenn nicht anders im Text verwiesen wurde, erfolgte die Behandlung der Tumorzellen mit
Retinoiden stets fiir 96 Stunden bei 37°C und 5% CO,. Die begleitende Expression des
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Retinsaure-inaktivierenden Cytochroms P450RAI-2 k&nnte mit verantwortlich fir die
eingeschrankte biologische Wirkung der all-trans Retinsdure auf die Expression von CD117 und
SCF gewesen sein (Abbildung 4-15, B). Ware die Induktion von CD117 und SCF unabhangig von
der Art des Retinoides, héatte das nicht Cytochrom-induzierende 4-HPR eine starkere Wirkung
erzielen missen. Besonders Hoch-Risiko Neuroblastom-Patienten bekommen in der Phase der
Erhaltungstherapie hingegen Uber einen sehr langen Zeitraum Kkontinuierlich Retins&ure-
Praparate zur Rezidivprophylaxe appliziert 3 Diese Form der kombinierten Therapie kann die
Heilungs- und Uberlebensrate von prognostisch schlechten und rezidivgefahrdeten Patienten
deutlich verbessern. In Anlehnung an diese Therapieform fihrte eine langanhaltende Stimulation
im Vergleich zur kurzzeitigen Behandlung zu einem drastischen Anstieg der Expression von
CD117 und SCF durch ATRA und vermindert auch durch 4-HPR (Abbildung 4-29, A, B und C).
Mdglichwerweise entwickeln Neuroblastomzellen durch Heraufregulierung von CD117 und der
autokrinen Sezernierung von SCF einen Resistenzmechanismus, der sie vor einer Retinoid-
induzierten Apoptose oder Differenzierung schitzt 8 Fur periphere neuroektodermale Tumore
als auch nicht maligne Zellen kann bereits gezeigt werden, dass eine Aktivierung von CD117
lber eine autokrine Sezernierung von SCF gezielt vor Apoptose schiitzt °” °'* °'° | etztlich
bleibt aber ungeklart, ob es sich bei der Uberexpression von CD117 um einen
Differenzierungseffekt oder einen Mechanismus zur Entwicklung einer Resistenz von
Neuroblastomzellen gegeniiber Retinoiden handelt. Da CD117 in Retinoid-kultivierten und CD54-
selektionierten Neuroblastomzellen (Abbildung 4-20, C und D) starker exprimiert wurde als in
direkt ASCL1-inaktivierten Zellen, kénnte die Heraufregulierung des Tyrosinkinase-gekoppelten
Rezeptors mdoglicherweise durch Retinoide und nicht als Folge einer Differenzierung initiiert
worden sein. Unter der Voraussetzung, dass CD54 ausschlieBlich in ausdifferenzierten
Neuroblastomzellen exprimiert wurde, wéare eine Retinoid-vermittelte Induktion der CD117
Expression jedoch die phanotypische Folge einer Differenzierung von Neuroblastomen 0% 377378
7% Die eigentliche Relevanz von CD117 und SCF fiir die klinische Therapie und Prognose eines
Neuroblastom-Patienten wird gegenwartig noch immer kontrovers diskutiert *** °°°. Einige
Autoren beschreiben einerseits die bevorzugte Expression von CD117 und SCF im
fortgeschrittenem Tumorstadium eines Neuroblastom-Patienten, die mit einer gleichzeitigen
prognostisch unvorteilhaften Coexpression des Proto-Onkogens MYCN assoziiert ist °'".
Andererseits wird CD117 auch als Marker flir eine vorteilhafte klinische Prognosestellung
definiert °'°.

5.5.2 Verstarkung der Wachstumshemmung von Neuroblastomzellen durch
Kombination von ATRA und STI-571

Tyrosinkinase-gekoppelte Rezeptoren wie CD117 sind interessante Zielstukturen fir die Anti-
Tumortherapie. Ein wesentlich potenter und spezifischer Inhibitor von Rezeptor-Tyrosinkinasen
stellt das in der Onkologie haufig verwendete Praparat STI-571 dar, das von der Firma Novartis
ebenfalls unter dem Namen Glivec oder Imatiniomesylat vertrieben wird. Die Abkirzung STI-571
steht fir die Bezeichnung Signal-Transduktions-Inhibitor. Hierbei handelt es sich um einen ATP-
analogen selektiven Inhibitor einiger Rezeptor-Tyrosinkinasen wie dem c-Abl (abelson murine
leukemia viral oncogene homolog 1), dem fusionierten Translokationsgen Bcr-Abl (breakpoint
cluster region und abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1), dem PDGFR (platelet
derived growth factor receptor) und dem CD117. Initial wurde die antiproliferative Wirkung von
STI-571 bei der Chronisch Myeloischen Leukadmie (CML), die zu 95% das Philadelphia-
Chromosom besitzen, erfolgreich getestet °'’. Die reziproke Translation t(9;22) fihrt zur
Entstehung eines verkirzten Chromosoms 22, dem Philadelphia-Chromosom (Ph). Das Ph-
Chromosom ist Trager des Bcr-Abl Hybridgens. Hierbei fusioniert das Gen Bcr (breakpoint
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cluster region) auf Chromosom 22 mit Teilen des Abl (abelson leukemia virus) auf Chromosom 9.
Das onkogene Bcr-Abl codiert fiir eine entartete Tyrosinkinase mit 100-fach hdéherer Aktivitat als
das zellulare c-Abl °'®. Dariiber hinaus belegen klinische Studien ebenfalls eine erfolgreiche
Behandlung des CD117-positiven GIST durch den Tyrosinkinase-Inhibitor >'°. Durch die Therapie
mit STI-571 kann jedoch auch das Wachstum PDGF/PDGFR- und SCF/CD117-positiver
Glioblastome, Dermatofibrosarkome und kleinzelliger Lungentumore effizient inhibiert werden 2%
521; 522

Das gegenwartige Therapieschema von Hoch-Risiko Neuroblastom-Patienten beinhaltet zur
Rezidivprophylaxe eine langanhaltende Applikation von Retinoiden wahrend der
Erhaltungstherapie. Ubertragen aus den in-vitro Erkentnissen kénnten auch im Kérper
verbliebende restliche Neuroblastomzellen versuchen, sich Uber eine autokrine Sezernierung
von SCF und einer Aktivierung des Uberexprimierten CD117 vor einer Retinoid-induzierten
Apoptose oder Differenzierung zu schiitzen *13 Mit diesem Hintergrund konnte bei den dauerhaft
mit  ATRA  kultivierten und  CD117-UOberexprimierenden  Neuroblastomzellen eine
wachstumshemmende Sensibilisierung gegenliber STI-571 beobachtet werden, die durch eine
deutliche apoptotische Reaktion charakterisiert war (Abbildung 4-31) °°%. Bei einigen CD117-
negativen Tumorzellen konnte eine STI-571-vermittelte Apoptose wahrscheinlich auch Uber die
Blockierung anderer Rezeptoren vermittelt werden °*. Die Neuroblastomzellen, die basal oder
nach Stimulation CD117 heraufregulierten, konnten fiir eine antiproliferative Behandlung mit STI-
571 besonders sensibilisiert werden. Darlber hinaus konnte ein linearer Zusammenhang
zwischen der Expression von CD117 und der Empfindlichkeit gegeniiber STI-571 beobachtet
werden (Abbildung 4-33, B). Demnach besaBen vor allem Zellen mit besonders hoher
Expressionsrate von CD117 eine starkere Empfindlichkeit gegeniber einer Behandlung mit STI-
571 als niedrig exprimierende Tumore. Die Wirkung von STI-571 gegeniber dem Ewing-Tumor
und Neuroblastom wird gegenwértig kontrovers diskutiert. Der Ewing-Tumor, der wie das
Neuroblastom peripheren neuroektodermalen Ursprungs ist, kann einerseits ebenfalls selektiv
durch den Inhibitor im Wachstum unterdriickt werden % °%°. Andererseits wird jedoch auch bei
CD117-Uberexprimierenden Ewing-Tumoren eine ausbleibende Empfindlichkeit fir STI-571
publiziert °**. In dem Plasma von STI-571-behandelten Neuroblastom-Patienten, die sich in der
Phase Il einer Studie befanden, wird eine durchschnittliche Konzentration von 10 uM STI-571
ermittelt °®”. Diese Plasmakonzentration korrelierte annahernd mit den im MTT-Proliferationstest
gemessenen ED50-Werten und der standardisierten Konzentration von 9,7 pM STI-571 fir
weitere in-vitro Untersuchungen. Als Folge der Apoptose lieBen sich die morphologischen
Anderungen der Tumorzellen durch STI-571 im Lichtmikroskop darstellen (Abbildung 4-32). Mit
Hilfe einer autokrinen Sezernierung von SCF sind sowohl Neuroblastome als auch andere
Tumore in der Lage, sich vor Apoptose zu schitzen *13 Die dafir notwendige Expression von
SCF und CD117 148t sich in verschiedenen nativen Neuroblastomen und Zelllinien nachweisen
%3 Durch selektive Inhibition des Rezeptors 148t sich in-vitro die Proliferation von CD117-
positiven Neuroblastomzellen durch Behandlung mit STI-571 erfolgreich unterdriicken 1
Anhand eines Mausmodells I&sst sich zudem auch in-vivo das Tumorwachstum von CD117- und
PDGFR-exprimierenden Neuroblastomzellen durch STI-571 erfolgreich inhibieren *?. Somit stellt
die Inhibition von CD117 auf Tumorzellen einen wichtigen therapeutischen Ansatz auch zur
Behandlung von Neuroblastom-Patienten dar °*°. Bisher existiert nur eine Veréffentlichung, die
eine gesteigerte Wirkung durch Kombination von Retinsaure und STI-571 beschreibt, ohne dabei
eine Retinsaure-bedingte Induktion von CD117 zu Grunde zu legen **°. In der Tat konnte
innerhalb eines individuellen Heilversuches bei einer mehrfach rezidivierenden Neuroblastom-
Patientin durch kombinierte Applikation von Retinsdure mit STI-571 eine partielle Reduktion des
Tumorvolumens nach dem dritten Behandlungszyklus in-vivo beobachtet werden (Abbildung 8-2).
Die Notwendigkeit der haploidentischen Stammzelltransplantation wahrend dieser Therapie
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bestand darin, dass Tumorzellen in der Phase der Langzeitbehandlung mit dem Tyrosinkinase-
Inhibitor STI-571 gehauft eine Resistenz entwickeln *3'*%, Auf der anderen Seite war durch die
allogene Transplantation haploidentischer Stammzellen eine zusétzliche Konsolidierung der
Tumorregression durch eine induzierte Immuntherapie vorstellbar %33 Der Vorteil einer allogenen
Stammzelltransplantation liegt darin, einen mdéglichen Transplantat-Anti-Tumoreffekt (GVT; graft-
versus-tumor) zu generieren. Mittels allogener Stammzelltransplantation und einer daraus
resultierenden GVT-Reaktion wird bereits eine Regression solider Tumore wie beispielsweise
dem Brustkarzinom beschrieben °**. Die bedeutendste Komplikation einer Therapie solider
Tumore wie dem Neuroblastom mit allogenen h&matopoetischen Stammzellen ist die
Transplantat-gegen-Empfanger-Reaktion (GVHD; graft-versus-host-desease). Die GVHD wird
von im Stammzelltransplantat enthaltenen alloreaktiven Spender T-Lymphozyten ausgeldst und
hangt von der Kompatibilitdt der humanen Leukozyten-Antigene (HLA-Restriktion) ab. W&hrend
es sich bei der GVHD um eine unerwiinschte Reaktion der alloreaktiven Spenderlymphozyten
auf dem Wirtsorganismus handelt, ist der GVT-Effekt durchaus eine wiinschenswerte
immunogene Begleiterscheinung. Alloreaktive Spender T-Lymphozyten sind vorrangig fir die
Verminderung der Rezidivhaufigkeit und den Gesamterfolg der Stammzelltransplantation
verantwortlich. Flr diese Anti-Tumorwirkung sind vor allem die CD3/CD56-positiven Natirlichen
Killerzellen (NK-Zellen) verantwortlich, da sie in der Lage sind, die Tumorzellen ohne spezifische
Antigenerkennung zu lysieren % Das Gleichgewicht zwischen stimulierender und inhibierender
Interaktion von Tumorzelle und NK-Zelle wird dabei durch sogenannte KIR-Rezeptoren (killer
cells immunoglobulinlike receptors) reguliert °*°.

Retinoide sind hoch potente Morphogene sowie Induktoren der Differenzierung und besitzen
dadurch die positive Eigenschaft, die Uberlebens- und Heilungsrate von Hoch-Risiko
Neuroblastom-Patienten zu steigern °* '?®. Daher kénnte gerade in der Phase der
Erhaltungstherapie von Neuroblastom-Patienten eine zusé&tzliche Kombination von Retinsaure
und STI-571 oder anderer potenter Tyrosinkinase-Inhibitoren eine noch wirksamere Therapie in
der Prophylaxe der Rezidivbehandlung darstellen. Mit Nilotinib und Dasatinib existiert neben STI-
571 bereits eine neuere Generation von Tyrosinkinase-Inhibitoren °*’. Die Entwicklung neuer
Inhibitoren ist auch notwendig, da eine publizierte Studie der Phase Il unter anderem beschreibt,
dass eine alleinige Behandlung von péadiatrischen soliden Tumoren mit STI-571 keine
bedeutende Anti-Tumorwirkung hat °*’. Bei einer Kombination aus Chemotherapie und dem
Inhibitor STI-571 wird hingegen eine deutlich gesteigerte Inhibition des Tumorwachstums durch
die Sensibilisierung gegeniiber den Zytostatika Doxorubicin und Vincristin erzielt >'% °®. Trotz
der in-vitro beobachteten Wachstumshemmung von unreifen Zellen durch Retinoide erleiden
viele Neuroblastom-Patienten gehauft ein Rezidiv. Gerade in der Phase der Erhaltungstherapie
entwickeln die Uberlebenden, rezidivierenden Zellen diverse Resistenzmechanismen. So wurde
beispielsweise die Wirkung von Retinoiden durch die induzierte Expression von inaktivierenden
Cytochromen minimiert (Abbildung 4-6, A; Abbildung 4-15, A), 2’7°%2_ Eine Inhibition der CYP26-
Aktivitat durch den Inhibitor R116010 und Ketoconazol sowie der CYP26-Expression durch RNA-
Interferenz kann jedoch die intrazellulare Halbwertszeit von Retinoiden und damit verbunden die
Sensitivitait der Tumorzellen steigern %% 2%2. In  Zukunft waren daher wirkungsvollere
Therapieschemen vorstellbar, die aus einer Kombination von Retinoiden sowie Cytochrom- und
Tyrosinkinase-Inhibitoren bestehen.
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5.6 Neuroblastomzellen und deren Expression HSZ-spezifischer Antigene

5.6.1 Differentielle Expression von CD34 und CD133 in Neuroblastomzellen

Schon im 18. Jahrhundert wurde die Frage der Hadmatopoese aufgeworfen und bis heute ist die
eindeutige Identifizierung und Klassifizierung von multipotenten hamatopoetischen Stammzellen
nicht gelungen °*. Gegenwartig lassen sich hamatopoetische Stammzellen nur morphologisch
und phénotypisch definieren. Alle Zellen des Blutes enstehen durch Differenzierung aus
multipotenten h&matopoetischen Stammzellen (HSZ), die sich durch Zellteilung selbst
regenerieren und durch viele Reifungsstufen zu verschiedenen Effektorzellen ausdifferenzieren
240547 Durch Andrews wurde 1986 ein monoklonaler Antikérper beschrieben, mit dessen Hilfe
aus dem Knochenmark primitive koloniebildende Vorlauferzellen angereichert werden 2 Das
spater als CD34 geclusterte Antigen wird auf hdmatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen,
Leukamiezellen, Endothelzellen und fetalen mesenchymalen Stammzellen exprimiert. CD34 (bt
unter anderem eine wichtige Funktion bei der Hamatopoese %3 aus und ist zudem an der
Repopulation aller reifen Blutzellen beteiligt >** °*°. Die autologe Transplantation von HSZ ist
gegenwartig auch in der Padiatrie ein etabliertes Standardverfahren zur Behandlung maligner
solider Tumore *’. Besonders nach der myeloablativen Megatherapie findet gehauft bei soliden
padiatrischen Tumoren wie dem Hoch-Risiko Neuroblastom *® und Ewing-Tumor *¥ *° eine
Transplantation mit HSZ statt. Eine Behandlung von Hoch-Risiko Neuroblastomen ohne
myeloablative Chemotherapie wird als insuffizient und mit einer geringeren Tumorregression
eingestuft °*® **’. Besonders eine Kombination aus der myeloablativen Megatherapie und der
autologen Stammzelltransplantation bewirkt zusammen mit der Erhaltungstherapie anhand der
Retinoide all-trans und 13-cis Retinsdure sowie 4-HPR eine erhéhte Heilungs- und
Uberlebensrate °% °% %% %6 571 58 Als Quelle von HSZ dienen Knochenmark, periphere
Blutstammzellen und Nabelschnurblut. Fir die Gewinnung von peripheren Blutstammzellen
werden die Spender mit GM-CSF (Granulozyten und Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor)
und G-CSF (Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor) behandelt **®. Dadurch kommt es zur
verstarkten Bildung und Mobilisierung von peripheren Blutstammzellen aus dem Knochenmark in
das Blut, die anschlieBend in einem Apheresator zum gleichnamigen Apheresat aufkonzentriert
werden. Bis heute ist die autologe Transplantation von hamatopoetischen Stammzellen ein
sensibler Bereich, da eine realistische Gefahr besteht, dass sich unter dem HSZ-Transplantat (4-
5 x 10° CD34* HSZ pro kg Koérpergewicht) auch Tumorzellen befinden **% %%°. Erste Versuche
bestanden darin, die im Knochenmark gewonnenen HSZ iiber die Depletion von Antikérper-
markierten Neuroblastomzellen aufzureinigen *°'. Gegenwartig ist man bemiiht, der Problematik
einer Tumorzellkontamination tber eine CD34-abhangige Selektionierung entgegenzuwirken 552
553; 554; 585 556 Dieser Optimierungsschritt zur Gewinnung tumorfreier HSZ ist jedoch nur
ungenigend, da CD34 in einigen Neuroblastomzellen im Gegensatz zu Ewing-Tumorzellen
exprimiert wurde und sogar der Intensitat von HSZ &hnelte (Abbildung 4-34, A, B und C). Somit
exprimierte immerhin ein Drittel der untersuchten Neuroblastomzellen das gegenwartig fir die
Gewinnung tumorbefreiter Apheresate verwendete Antigen CD34. Da durch Expression des
Chemokinrezeptors CD184 eine verstarkte Migration von Neuroblastomen in das Knochenmark
stattfindet “®® “®®  peinhalten die aus dem Knochenmark verwendeten Stammzellen eine
potenzielle Gefahr fir Kontaminationen mit metastasierten Tumorzellen 249550 Demnach stellen
auch die U0ber CD34 gewonnen héamatopoetischen Stammzellen eine Gefahr fir
Tumorkontaminationen wéhrend der autologen Transplantation von Neuroblastom-Patienten dar
213214557 Dje bis heute postulierte Gewinnung von tumorfreien CD34-positiven HSZ muB somit
zunehmend in Frage gestellt werden °°% °°% 554 555 556 mpittlerweile versucht man der
Tumorbelastung in Apheresaten durch Selektionierung mit CD133 °°® oder kombiniert mit CD34
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und CD133 entgegenzuwirken *°% °®°. Eine ex-vivo Expansion der HSZ und die daraus

resultierende Tumorreduktion wird ebenfalls diskutiert *°'. Durch Yin wurde erstmals der
Antikdrper AC133 (Pentaspan-Oberflachenmolekiil) entdeckt, der als CD133 Cluster ebenfalls
HSZ beschreibt °®% %%, CD133 (Prominin) wird in der sehr frihen Entwicklungsphase CD34-
positiver Stammzellen exprimiert vorgefunden. Sowohl CD133 als auch CD34 sind wahrend der
Hamatopoese und der Repopulation aller reifen Blutzellen beteiligt. Neben HSZ ist auch auf
blastoiden Zellen der akuten myeloischen Leukdmie (AML), der akuten lymphatischen Leukamie
(ALL) und dem Myelodisplatischen Syndrom (MDS) eine Expression von CD133 identifizierbar.
Das alternativ. zum CD34 verwendete CD133 kann jedoch nicht als vorteilhafteres
Oberflachenantigen zur Gewinnung kontaminationsfreier Apheresate definiert werden, da sich
CD133 ahnlich wie CD34 neben HSZ auch in Neuroblastomzellen nachweisen lieB (Abbildung
4-35, A, B und C). Die eng mit dem Neuroblastom verwandten Ewing-Tumore exprimierten
synchron zum CD34 ebenfalls kein CD133. Interessanterweise wurde in Anwesenheit von all-
trans Retinsdure im Kulturmedium die konstitutive Expression von CD133 in Neuroblastomzellen
herunterreguliert (Abbildung 4-36, A und B). Mit CD133 wiirde im Gegensatz zu CD34 ein HSZ-
charakteristisches Antigen fir die Gewinnung tumorbefreiter autologer Stammzellen zur
Verfigung stehen, in dem man die in der ex-vivo Expansion und mit Retinsaure kultivierten
CD133-positiven HSZ durch Depletion der Neuroblastomzellen voneinander trennt (Abbildung
4-37, A und B). Aufgrund dieser erstmals beschriebenen Existenz von CD133 auf
Neuroblastomzellen stellt dieses Antigen ohne Beteiligung von Retinsauren keine klinische
Alternative fiir die HSZ-Gewinnung zu CD34 dar. Die in der Literatur favorisierte CD133-
abhangige Zellseparation zur Gewinnung von tumorfreien Stammzellapheresaten ist daher sehr
fragwiirdig °°® °°% °¢°_ Obwohl das priméare Ziel ein aufgereinigtes Stammzellapheresat darstellt,
wird die Belastung von autolog zu transplantierenden h&matopoetischen Stammzellen mit
Tumorzellen wie dem Neuroblastom kontrovers diskutiert. In der Kontamination von
hédmatopoetischen Stammzellen mit Tumorzellen wird bei der posttransplantativen Therapie im
Zustand einer Lymphopenie auch eine modgliche Vakzinierung gesehen. Diese Vakzinierung
beruht letztlich auf einer méglichen Immunantwort, die durch Generierung tumorspezifischer T-
Lymphozyten induziert werden kénnte und die Regression der Neuroblastomzellen weiter
vorantreibt 264 6% 966
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Zunachst ermoéglichte der Einsatz der DNA-Microarray-Technologie die Generierung eines
Tumor-spezifischen Genexpressionsprofils, wodurch bereits in der Vergangenheit diverse
Tumore identifiziert und voneinander abgrenzt wurden. Durch den Vergleich der Ewing-Tumore
mit Normalgeweben konnte ein Ewing-Tumor-spezifisches Expressionsprofil generiert werden,
das es ermdglichte, die initial als Neuroblastom beschriebene Zelllinie SK-N-MC eindeutig als
Ewing-Tumor zu charakterisieren.

Insbesonders der primitive Entwicklungsstand macht das unreife Neuroblastom sehr empfénglich
fur eine Behandlung mit Retinoiden. Anhand verschiedener Studien werden neben der bereits
therapeutisch etablierten 13-cis Retinsadure weitere Retinoide wie all-trans Retinsdure oder das
synthetische Retinamid 4-HPR untersucht, damit fiir den klinischen Einsatz méglichst neue und
wirkungsvollere Alternativen in der Rezidivprophylaxe wahrend der Erhaltungstherapie von
Neuroblastom-Patienten zur Verflgung stehen. Mit diesem Hintergrund wurde in-vitro die
wachstumshemmende Wirkung und die Differenzierung-induzierende Aktivitdt von ATRA und 4-
HPR verglichen. Im Vergleich zu ATRA zeigte das synthetische 4-HPR eine wirksamere
Hemmung der Proliferation von Neuroblastomzellen. Darlber hinaus wurde flr beide Retinoide
zur wirkungsvollen Wachstumshemmung in-vitro eine Molaritat bestimmt, wie sie vergleichweise
auch bei der Anwendung im Serum von Neuroblastom-Patienten in-vivo vorzufinden ist.

Die potente Wachstumshemmung beider Retinoide &uBerte sich in einer Arretierung der
Neuroblastomzellen in der G;-Phase des Zellzyklus. Einen entscheidenden Anteil an der
drastisch reduzierten Proliferation und Arretierung von Retinoid-kultivierten Neuroblastomzellen
hatte unter anderem die im DNA-Microarray beobachtete Herunterregulierung des
Protoonkogens c-MYC.

Im Ursprung beruht das maligne Wachstum von Neuroblastomzellen auf der fehlenden Reifung
in neuronale Zellstrukturen, die gezielt durch den Delta-Notch-Signalweg vermittelt wird. Nach
dem Modell der lateralen Inhibition induzierte sowohl ATRA als auch das weniger
differenzierungaktiv beschriebene 4-HPR eine Aktivierung dieses Signalweges, die sich in der
Herunterregulierung des Notch-bindenden Liganden DLK1 und des proneuronalen
Transkriptionsfaktors ASCL1 in unreifen Neuroblastomzellen wéahrend der Differenzierung
auBerte. Trotz der gemeinsamen Reduktion von ASCL1 bildeten im Gegensatz zu 4-HPR
ausschlieBlich die mit ATRA kultivierten Neuroblastomzellen die fiir eine Differenzierung
charakteristischen feinen Neuriten-ahnlichen Auslaufer aus.

Neben morphologischen Anderungen wurde wahrend der Reifung von Neuroblastomzellen auch
eine Induktion von therapeutisch relevanten Zelladhdsionsmolekilen wie CD54 beobachtet.
Zusammen mit dem ebenfalls Retinoid-induzierten HLA-Klasse I-Molekil wird durch die
zunehmende Bindungskapazitédt zwischen Tumorzelle und Lymphozyt die immunogene Wirkung
gesteigert. Durch Erhéhung der Zell-Zell-Interaktion konnte mittels zytotoxischer T-Lymphozyten
(CTLs) eine erhdhte Bystander-Zelllyse der CD54 (berexprimierenden Neuroblastomzellen
vermittelt werden. Neben der immunologischen Wirkung zeigte insbesonders die CD54
exprimierende Zellpopulation aufgrund der Differenzierung eine gesteigerte Arretierung in der
Gi-Phase des Zellzyklus. In CD54 exprimierenden Neuroblastomzellen, die phanotypisch als
differenziert beschrieben werden, konnte nach Kultivierung mit ATRA und der Separierung eine
starkere Erniedrigung der DLK1 und ASCL1 mRNA-Expression beobachtet werden als in der
depletierten Zellpopulation. Aufgrund der schwacheren Expression von diversen neuronalen
Genen und erhbéhten Expression von Gliazell-spezifischen Genen besaBen die CD54-
differenzierten und mit Neuriten-ahnlichen Auslaufern geprégten Neuroblastomzellen im
Vergleich zum neuronalen Phanotyp der CD54-depletierten Zellen hingegen ein
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Expressionsprofil, das verstérkt Gliazellen glich. Eine direkte und Retinoid-unabhangige
Inhibition der ASCL1 mRNA-Expression induzierte durch RNA-Interferenz ebenfalls eine
Differenzierung in Neuroblastomzellen, die mit einer Erhéhung von CD54 assoziiert war.

Darlber hinaus wurde in ASCL1-inaktivierten und differenzierten Neuroblastomzellen eine
Heraufregulierung der wachstumsbeeinflussenden Gene IGF-2 und CDKN1C beobachtet.
Interessanterweise sind beide Gene entscheidend an der Pathogenese des Beckwith-
Wiedemann-Syndroms (BWS) beteiligt, das wiederum ein 10% hoheres Risiko flir eine
Tumorerkrankung wie beispielsweise dem Neuroblastom aufweist. Das den Insulin-dhnlichen
Wachstumsfaktoren zugehdrige IGF-2 kann aufgrund der pluripotenten Funktionen in den
verschiedensten Tumoren sowohl Wachstum als auch Differenzierung unterstiitzen. Die
biologische Aktivitdt des IGF-2 wird durch IGF-Bindeproteine (IGFBPs) gesteuert, die wéahrend
der Differenzierung von ASCL1-inaktivierten Neuroblastomzellen sowohl durch ATRA als auch
RNA-Interferenz zu einer Senkung der wachstumsunterstitzenden Bindeproteine IGFBP2 und 4
sowie zu einer Heraufregulierung des proliferationshemmenden und Differenzierung-
unterstitzenden IGFBP6 fuhrte.

Insbesonders Hoch-Risiko Neuroblastom-Patienten erleiden innerhalb der Erhaltungstherapie
durch Resistenzbildung gegenliber Retinoiden héaufig ein Rezidiv. Ein wesentlicher
Resistenzmechanismus der Neuroblastome zum Schutz vor Differenzierung und Apoptose
besteht in der Heraufregulierung von Retinsdure-inaktivierenden Cytochromen aus der CYP26-
Familie, die im Gegensatz zu 4-HPR vorrangig in ATRA stimulierten Neuroblastomzellen
identifiziert wurden. Madglicherweise war die starkere Wachstumshemmung von 4-HPR
gegeniiber ATRA in der fehlenden Heraufregulierung von Retinsdure-inaktivierenden
Cytochromen und der Verlangerung der intrazellularen Halbwertszeit begriindet. Letztlich konnte
jedoch keine Korrelation zwischen der Expression eines Retinsdure-Rezeptors oder
metabolisierenden Cytochroms und der Resistenz gegeniber einem Retinoid wie ATRA
beobachtet werden. Vielversprechend scheint daher in Zukunft die weitere therapeutische
Wirkung durch Kombination von Cytochrom-Inhibitoren wie Ketoconazol, Liarozol und R116010
bei Retinoid-unsensitiven Neuroblastomen zu untersuchen.

Neben der Heraufregulierung von Genen, die in der Metabolisierung von Retinoiden involviert
waren, konnte laut Genchip sowohl durch ATRA als auch 4-HPR eine Erniedrigung der CD184
Expression detektiert werden. Die verminderte Expression dieses Chemokinrezeptors, dem eine
wichtige Funktion bei der agressiven Invasivitdt und Migration von Tumorzellen Uber das
chemotaktische Botenmolekil SDF-1 zugeschrieben wird, hatte in-vitro geringere
Migrationseigenschaften von Tumorzellen zur Folge.

Neben Rezeptoren, die sowohl die immunogene Wirkung als auch die Migrationsneigung von
Neuroblastomzellen positiv verdnderten, wurde auch die Expression des Tyrosinkinase-
gekoppelten Rezeptors CD117 durch Retinoide beeinflusst. Im Vergleich zu 4-HPR wurde
CD117 &hnlich wie CD54 ausschlieBlich in ATRA-differenzierten Neuroblastomzellen drastisch
Uberexprimiert. Eine stabile Induktion von CD117 konnte hingegen nur bei einer dauerhaften
Kultivierung mit ATRA und dariber hinaus auch mit 4-HPR erzielt werden. Diese
Behandlungsform &hnelte dem Therapieschema einer Rezidivprophylaxe von Hoch-Risiko
Neuroblastom-Patienten auch starker. Neuroblastome, die mit Retinoiden behandelt werden,
sind beféhigt, sich vor Apoptose durch autokrine Sezernierung des Liganden SCF und der
Uberexpression und Aktivierung von CD117 zu schiitzen. Mit diesem Hintergrund lieB sich
mittels des Tyrosinkinase-Inhibitors STI-571 vorrangig eine Apoptose in konstitutiv und Retinoid-
stimulierten CD117-Uberexprimierenden Neuroblastomzellen erfolgreich induzieren. Neben dem
Metabolismus von Retinoiden kénnen Neuroblastome auch lber CD117 Resistenzen entwickeln.
Am Fallbeispiel einer mehrfach rezidivierenden Neuroblastom-Patientin wurde in-vivo die
kombinierte Wirkung von ATRA und STI-571 nach vollendeter Chemo- und Strahlentherapie und
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der Transplantation allogener hamatopoetischer Stammzellen untersucht. Nach dem dritten
Applikationszyklus konnte in der Computertomographie keine vollstdndige jedoch partielle
Reduktion des Tumorvolumens im Vergleich zu den vorherigen beiden Zyklen beobachtet
werden.

Die Transplantation autologer Stammzellen, die auch Bestandteil der Therapie war, birgt bei
Anreicherung von CD34-positiven HSZ die potenzielle Gefahr einer Kontamination mit
Tumorzellen, da sich auf der Oberflache von Neuroblastomzellen dieses Antigen ebenfalls
nachweisen lieB. Die Anwesenheit von Neuroblastomzellen im Knochenmark kénnte wiederum
aus der Metastasierung von CD184-positiven Neuroblastomzellen durch chemotaktische
Wechselwirkung mit dem aus Stromalzellen sezernierten SDF-1 resultieren. In der friihen
Entwicklungsphase zeichnen sich CD34-positive Stammzellen jedoch auch durch eine
Expression von CD133 aus. Durch CD133, das sich auf Neuroblastomzellen identifizieren und
durch Retinsaure regulieren lieB, konnten im Gegensatz zu CD34 hamatopoetische Stammzellen
ohne Beteiligung von Tumorzellen durch zuvorige Behandlung mit ATRA in der ex-vivo
Expansion hergestellt werden. Die Beteiligung von Tumorzellen am Transplantat bleibt bis heute
jedoch umstritten, da in den Tumorzellen, insbesondere nach der myeloablativen Therapie und
der Phase der Lymphopenie, eine Vakzinierung durch Generierung Neuroblastom-spezifischer T-
Lymphozyten diskutiert wird. Durch das bessere Verstandnis einer Retinoid-induzierten
Differenzierung von unreifen Neuroblastomzellen konnten mit Hilfe des DNA-Microarrays klinisch
relevante Zielstrukturen identifiziert werden, die neue wirksame Ansatze in der Therapierung von
Neuroblastom-Patienten bieten. Neben der bereits in der Therapie fest etablierten 13-cis
Retinsdure stehen mit der ebenfalls natlrlichen all-trans Retinsdure und dem synthetischen 4-
HPR weitere potenzielle Retinoide zur Verfligung, die auch Uber eine Wachstumshemmung und
unterschiedlich starke Differenzierungsaktivitat eine Alternative in der Rezidivprophylaxe von
Hoch-Risiko Neuroblastom-Patienten darstellen kdnnten.
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8 ANHANG

8.1 Individueller Heilversuch durch kombinierte Therapie von Retinsaure
mit STI-571

Auf Basis der Sensibilisierung von Retinsdure-behandelten Neuroblastomzellen gegentber STI-
571 wurde zur Verbesserung der Heilungsprognose das Therapieprotokoll einer mehrfach
rezidivierenden Neuroblastom-Patientin durch kombinierte Applikation von Retinsdure und STI-
571 modifiziert. Die in Zusammenarbeit mit OA Dr. J. FOll produzierten Ergebnisse des
individuellen Heilversuches werden in diesem Abschnitt kurz beschrieben. Die Anamnese und
das Protokoll zur Behandlung der Neuroblastom-Patientin ist in Abbildung 8-1 vereinfacht
dargestellt.

ED NBL IV
3/98 Retinséure
Li NNR, M+ L STI-571
(pa-Ao, BWK) 1. Rezidiv 12/05
4/00 —_—
LiN,N pa-Ao 2. Rezidiv L
08/03 3. Rezidiv
thorakal + Pl-Erg 04/05 haplo SCT
l thorakal, Lk 05/06
| o
NB97 + Ak Chemo (TCE/CE)/
 —  —
MIBG-Th/aSCT/RA
OP/Rad/Chemo MIBG-Th/RA/
 — D ———
(VP16/Topotec)/RA Mel-po

Abbildung 8-1: Vereinfachtes Therapieschema eines individuellen Heilversuches zur Behandlung einer
mehrfach rezidivierenden Neuroblastom-Patientin durch Kombination von Retinséure und STI-571.

Die Erstdiagnose des Neuroblastoms mit dem Stadium IV (ED NBL 1V) wurde bei dem 11 Jahre
alten Madchen im Marz des Jahres 1998 (3/98) gestellt. Der Primartumor befand sich an der
linken Nebennierenrinde (Li NNR) mit Metastasen (M+), die para-aortal (pa-Ao) und am
Brustwirbelkdrper (BWK) lokalisiert waren. Die chemotherapeutische Behandlung erfolgte
wechselweise in 6 Zyklen nach dem N5- (Vindesin, Cisplatin, Etoposid) und N6-Protokoll
(Vincristin, Decarbazin, Ifosfamid, Doxyrubicin). Beide Protokolle sind Bestandteil der
multizentrischen Therapiestudie NB97. Nach 4 Chemotherapie-Zyklen wurde der Tumor
vollstandig entfernt. Eine anschlieBende genetische Untersuchung des entnommenen
Tumorgewebes ergab keine MYCN-Amplifikation oder 1p-Deletion. Eine vollstandige
Tumorremission wurde erstmals nach 4 Zyklen mit einer oralen Chemotherapie bestehend aus
Cyclophosphamid (N7-Protokoll: 150 mg/m2 am Tag 1-8 alle 4 Wochen) und einer gekoppelten
Immuntherapie mit 6 Infusionszyklen (1 Zyklus alle 2 Monate) des monoklonalen Anti-GD2
Antikdrpers (Ak) (Ch14.18; 20 mg/mZ/Tag) flr 8 bis 12 h (iber einen Zeitraum von 1-5 Tagen pro
Zyklus beobachtet. 6 Monate nach der ersten Therapie wurden im April 2000 (04/00) erstmals
ein Lokalrezidiv und Metastasen mit para-aortalem Lymphknotenbefall (Li N,N, pa-Ao)
diagnostiziert. Nach einer nahezu vollstdndigen operativen Entfernung des Tumorrezidives (OP)
wurde die Patientin weiterhin mit einer gut ansprechenden 40 Gy starken Strahlen- und
Chemotherapie (RAD/Chemo) unterzogen. Die aus 4 Zyklen bestehende Chemotherapie
beinhaltete die Komponenten Etoposid (VP16), Topotecan (Topotec) und Retinsaure (RA; 160
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mg/mZ/Tag am Tag 1-14 alle 4 Wochen fiir 6 Monate). Trotz dieser TherapiemaBnahmen bildete
sich 3 Jahre spater bzw. 5 Jahre nach der initialen Diagnose (08/03) ein zweites Rezidiv. Hierbei
zeigte sich eine thorakal und abdominal lokalisierte Metastasierung der linken para-aortalen
Lymphknoten. Nach weiteren drei Chemotherapie-Zyklen, bestehend aus Topotecan,
Cyclophosphamid und Etoposid (TCE) im Wechsel mit Carpoplatin und Etoposid (CE), wurde die
Patientin mit einer '*'I-MIBG- und myeloablativen Megatherapie (Melphalan, Etoposid und
Carpoplatin) sowie einer Transplantation autologer Stammzellen (aSCT) behandelt.

Abbildung 8-2: Verlaufskontrolle eines individuellen Heilversuches einer mehrfach rezidivierenden
Neuroblastom-Patientin durch Kombination von Retinsdure mit STI-571 und Visualisierung mittels
Computertomographie. Die Aufnahmen zeigen die Lokalisation und GréBe des Tumors vor der Behandlung (1A-1B),
nach dem ersten (2A-2B) und zweiten Zyklus (3A-3B) der kombinierten Therapie, bestehend aus Retinsdure und STI-
571.

Die angewandte Szintigraphie mit Meta-lodbenzylguanidin (**'I-MIBG) diente unter Ausnutzung
der Strahlung sowohl zur Therapie als auch zur Tumorlokalisation (MIBG-Th). Die
Differenzierungs- und Erhaltungstherapie unter Anwendung von Retinsdure (RA) startete 4 bis 6
Wochen im AnschluB3 an die Megatherapie mit 160 mg/mz/Tag oraler Retinsdure an den Tagen 1-
14, gefolgt von einer 14 tagigen Pause innerhalb eines Zeitraumes von 9 Monaten. Ein Jahr
nach der Megatherapie und etwa zwei Monate nach der letzten Retinsdure-Therapie entwickelte
die Patientin im April 2005 (04/05) ein drittes Rezidiv. Dieses Rezidiv war ebenfalls an den
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thorakalen und abdominalen Lymphknoten lokalisiert. Die Patientin wurde daraufhin erneut einer
131I-MIBG-Therapie unterzogen. Aufgrund der weiteren Tumorprogression wurde eine palliative
orale Chemotherapie mit dem DNA-Alkylanz Melphalan (8 mg/m2 fir 5 Tage in 4 wochigem
Abstand) perosal (Mel-po) initiiert. Unter  diesen Bedingungen schritt laut
computertomographischer Auswertung die Tumorprogression weiter voran. Basierend auf den in-
vitro Erkenntnissen wurde die Patientin seit Dezember 2005 (12/05) mit einem individuellen
Heilversuch therapiert, der aus einer wechselnden Kombination von Retinsdure und STI-571
(Gleevec) bestand. Der Ausgangszustand des Tumors vor der kombinierten Therapie mit
Retinsdure und STI-571 ist in Form der unterschiedlich vergréBerten Aufnahmen 1A-1B aus der
Computer-Tomographie in Abbildung 8-2 dargestellt und durch Pfeile zuséatzlich markiert. Der
Tumor war zu diesem Zeitpunkt am Grenzstrang der Rickenwirbelsdule lokalisiert. Nach dem
ersten Zyklus (2A-2B) ist durch die Applikation der Retinsdure und des Tyrosinkinase-Inhibitors
STI-571 keine Reduktion des Tumorvolumens zu beobachten. Eine weitere Aufnahme nach dem
zweiten Applikationszyklus mit Retinsdure und STI-571 verdeutlichte hingegen eine deutliche
Reduktion des Tumors (3A-3B). Der Tumor war zu diesem Zeipunkt nicht vollstdéndig eleminiert,
jedoch zeigte das am Grenzstrang restlich verbliebende Neuroblastom eine partielle Reduktion
des Tumorvolumens. Trotz einer weiteren haploidentischen allogenen Stammzeltransplantation
(haplo SCT) im Mai 2006 (05/06) verstarb die Patientin in Folge einer erneuten
Tumorprogression.
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8.2 Geniibersicht

omMmim’ Gen Genname

102630 ACTB B-Aktin

100790 ASCLA1 Achaete-scute complex, drosophila, homolog of, 1
190080 c-MYC V-MYC avian myelocytomatosis viral oncogene homolog; MYC
142230 CD34 Hamatopoetisches Vorlauferzellantigen CD34

147840 CD54 Interzellulares Adhasionsmolekil 1; ICAMA

164920 CD117 V-KIT hardy-zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog; c-KIT
604365 CD133 Prominin 1

162643 CD184 Chemokin-Rezeptor CXCR4

168461 CCND1 Cyclin D1

600856 CDKN1C Cyclin-abhangiger Kinase-Inhibitor 1c

189990 c-MYB V-MYB avian myeloblastosis viral oncogene homolog; MYB
180230 CRABP1 Retinsdure-bindendes Protein Typ 1

180231 CRABP2 Retinsdure-bindendes Protein Typ 2

602239 CYP26A1 Cytochrom P450, Subfamilie XXVIA, Polypeptid 1
605207 CYP26B1 Cytochrom P450, Subfamilie XXVIB, Polypeptid 1
608428 CYP26CH1 Cytochrom P450, Subfamilie XXVIC, Polypeptid 1
176290 DLK1 Delta, drosophila, homolog-like 1

133450 EWS Ewing-Sarkom-Gen

193067 FLI1 Friend leukemia virus integration 1

138400 GAPDH Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

137780 GFAP Saures Gliafaserprotein

139605 HES-1 Hairy/enhancer of split, drosophila, homolog of, 1
147470 IGF-2 Insulin-dhnlicher Wachstumsfaktor 2

146731 IGFBP2 Insulin-ahnliches Wachstumsfaktor-bindendes Protein 2
146733 IGFBP4 Insulin-ahnliches Wachstumsfaktor-bindendes Protein 4
146735 IGFBP6 Insulin-ahnliches Wachstumsfaktor-bindendes Protein 6
609252 LIPI Lipase |

159430 MBP Basisches Myelinprotein

164840 MYCN V-MYC avian myelocytomatosis viral-related oncogene, neuroblastoma-derived
162230 NF-H Neurofilament H, schweres Polypeptid

162280 NF-L Neurofilament L, leichtes Polypeptid

162250 NF-M Neurofilament M, mittelschweres Polypeptid

601724 NeuroD1 Neurogenic differentiation 1

162640 NPY Neuropeptid Y

600275 NOTCH-2 Notch, drosophila, homolog of, 2

180240 RARA Retinsaure-Rezeptor A

180220 RARB Retinsaure-Rezeptor B

180245 RXRA Retinoid-X-Rezeptor A

180246 RXRB Retinoid-X-Rezeptor B

184745 SCF Stammzellfaktor; c-KIT-Ligand

600835 SDF-1 Stromalzell-sezernierender Faktor 1; CXCL12

313475 SYP Synaptophysin

164820 Wnt1 Wingless-type MMTYV integration site family, member 1

"oMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) ist eine Datenbank des NCBI, die eine
umfassende und aktuelle Sammlung aller 20.000 menschlichen Gene, genetischen Phanotypen
und bekannten Erbkrankheiten beinhaltet.
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8.3 Abkiirzungsverzeichnis?

°C

7-AAD
Abb.
Ak
ALL
APS
ATP
ATCC
BM

bp
BSA
bzw.
CTP
CD
cDNA
Da
DEPC
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
DSMZ
DTT

ECL
EDTA
EFT
EGFP

FACS
FC
FITC
FKS
Fl

GAPDH
GFP
GTP

HEPES
HLA
HRP

Ig
IMDM
VT

mikro

Grad Celsius

Ampere

7-Amino-Actinomycin D
Abbildung

Antikdrper

Akute Lymphoblastische Leukamie
Ammoniumperoxidsulfat
Adenosintriphosphat

American Type Culture Collection
Knochenmark; bone marrow
Basenpaare

Bovines Serumalbumin
beziehungsweise
Cysteintriphosphat

cluster of differentiation
komplementare DNA

Dalton

Diethylpyrocarbonat

Dulbeccos’ modified eagle medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsédure
Desoxyribonukleosidtriphosphat

Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen

Dithiothreitol

Glutaminséure (a-L-Aminosaure)
Enhanced chemiluminescence
Ethylendiamintetraacetat

Ewing family tumor

Enhanced green fluorescent protein
Phenylalanin (a-L-Aminosdure)
Fluorescence activated cell sorting
Fold change
Fluoresceinisothiocyanat

fetales Kélberserum

Fluoreszenz

Erdbeschleunigung
Glyceraldehyd-phosphat-dehydrogenase
Griln fluoreszierendes Protein
Guanosintriphosphat

Stunde
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazino]-ethansulfonséure
Humanes Leukozyten-Antigen
Horseradish peroxidase

Isoleucin (a-L-Aminosaure)
Immunglobulin

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
In-vitro Transkription

Kilo

Lysin (o-L-Aminoséaure)

Leucin (a-L-Aminosaure)

Liter
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LDH Laktat-Dehydrogenase

m milli

M molar

MACS Magnetic-activated cell sorting

MES 2-[N-Morpholino]-Ethansulfonsaure
min Minute

miRNA microsomale Ribonucleic Acid
mRNA messanger Ribonucleic Acid

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid
N Asparagin (o-L-Aminoséure)

n nano

nt Nukleotide

Oac Acetat

oD Optische Dichte

OMIM Online Mendelian Inheritance in Man
p pico

PAGE Polyacrylamidgelektrophorese
PBMCs Periphere blood mononuclear cells
PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase chain reaction

PE Phycoerythrin

PEG Polyethylenglycol

pH negativer, dekadischer Logarithmus der H'-lonen-Konzentration
Pl Propidiumiodid

PLL Poly-L-Lysin

RIPA Radio-Immuno-Préazipitationsassay
RNA Ribonukleins&ure

Rnase Ribonuklease

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT Raumtemperatur

RT Reverse Transkription

S Serin (a-L-Aminosaure)

s Sekunde

SDS Sodiumdodecylsulfat

siRNA short interfering Ribonucleic Acid
TAE Tris-Acetat-EDTA

TBS Tris buffered saline

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Triton X100  4-(2’,2’,4’,4’,-Tetramethylbutyl)-phenyldecaehtylglycol
Tween 20° Polyoxyethylen-(20)-sorbitanmonolaureat

TTP Thymidintriphosphat

TEMED N,N,N",N'-Tetramethylethylendiamin
U Unit

UTP Uridintriphosphat

v/v Verhéltnis Volumen/Volumen

w/v Verhéltnis Gewicht/Volumen

®Begriffe in englischer Sprache sind in kursiv gehalten.
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