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1 Einleitung

1.1 Gehirntumore und die neue WHO-Klassifikation 2016

Bei den Gehirntumoren werden primére und sekundére Tumore unterschiederi- Die pr
méaren Tumore stammen von Neuroepithel, Meningen, Hirnanhangsdrisen oder ektopen
intrakrani¢len Geweben ab. Belen sekundéaren Tumoren handelt es sich um Metastasen
durch Malignome anderer Ursprungslokalisatioifgh 53). Die Inzidenz dempriméren
Hirntumore und Tumore des zentralen Nervensystems im Erwachsenenalter liegt bei ca.
22 Fallen auf 100.000 Einvaoer, de Inzidenz der hirneigenen neuroepithelialen Tumore

bei ca. 10 auf 100.000 Einwohn@rl2). Die grofdte Gruppe unter den primaren, gpali

nen, hirneigenen Tumoren répentieren mit etwa 8% die Gliome(112).

Die WHO-KIassifikation teilt die Tumore nach &d Ibis IV ein (87, 88. Grad | umfasst
Tumore mit niedriger Proliferation und sehr guten Heilungsaussichten, falls die bekalis
tion eine vollstandige operative Tumorresektion zulasst. Bei Grad Il findet sicheeine g
ringe proliferative Aktivitat der Tumaellen jedoch mit tGberwiegend diffusem infiltrati-
vem Wachstumsverhalten. Rezidive sind haufiger und eine Progression zu édigergr
Gliomen ist insbesondere bei Astrozytomen und Oligodendrogliomen typisch. Hirntumo-
re des WHO Grades lll zeigen histolodisdeutliche Malignitatskririen wie eine erhid-

te Mitoserate und Kernatypien. Die Tumore neigen zudem zu einem invasiven Wachs-
tumsverhalten. Bei Grad Wumoren finden sich eine sehr hohe nigche Aktivitat,
Nekrosen und eine Gefafdiferation @7, 89. 2016 eschien die derzeit aktuelle WHO
Klassifikation der ZNSTumore. Hierbei wurden die histologischemtgilungskriterien

um molekulargenetische Marker erweitert. Diese Marker wie LOH1p19q (loss of hetero-
zygosity des kizen Arms des Chromosoms 1 (Lp)d des langen Arms von Chromosom

19 (19q)) und der Mutationsstatus von IDH1 (IsociDatydrogenasy bei Gliomen

sind mit unterschiedlichen Prognosen assoziiert und haben deshalituBgdéir die
weiteren Therapieentscheidungéd, (50, 88 142.

1.2 Glioblastoma multiforme (GBM)

Das Glioblastoma multiforme (GBM) wird nach WHGrad IV eingeteilt und ist der
haufigste primare Hirntaor des Erwachsenef(, 37 112. Dieser klinisch hochmaii

ne aggressive Tumor ist auch heute noch durch eine extrem sehfdynose geken
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zeichnet(53). Das aktuelle multimodale Therapiekonzept besteht aus einer mdglichst
weitgehenden operativen Tumorreduktion unter Vermeidung Resektalisgter, die
Lebensqualitat einschrankender neurologischer Defizite. Anschlief3end jevirdich
MGMT-Status, Alter und Allgemeinzustand des Patienten entweder eine kombinierte
Radiochemotherapie mitomustin und Temozolomid56) oder eine allmige Radiatio

oder Chemotherapie durchgefuhtfl(58, 117). Auch werden zunehmend die sogeman
tentumor treating fields (TTFs) in Kombitian mit Temozolomid eingesetzt (L1%Eine
Heilung ist nicht moglich, die mittlere Uberlebenszeit betragt 12 bis dhaM, die 5
JahresUberlebensrate liegt bei unter 3(207, 118.

Jede Altersklasse ist betroffeyedoch tritt das Glioblastom vorwiegend im Alter izw
schen 45 und 75 Jahren aB%,(105 107. Das GBM ist am haufigsten unilateral in der
weiflen Substanz der GrofRhirnhemisphéren lokalisiert. Die klinischen Symptonee varii
ren je nach Tumorlokalisation urn Verdnderungen in der Tumorumgebung. Amrha
figsten sind Kopfschmerzen, Wesensveranderungen oder eine Ubelkeitien. fAber

auch fokale neurologische Defizite oder epileptische Anfélle kbnnen Erstsymptome sein.
Oft sind die Beschwerden auf das pakdle Odem und eine Erhéhung des intrakraniellen

Drucks teils mit nachweisbarer Stauurgsbe zurtickzufiihreni8, 53 105 107).

WHO grades

Diffuse astrocytic and oligodendroglial tumours

Diffuse astrocytoma, IDHnutant Il

Anaplastic astrocytoma, IDirhutant [
Glioblastoma, IDHwildtype v
Glioblastoma, IDHmutant \Y)

Diffuse midline glioma, HK27M-mutant \Y,
Oligodendroglioma, IDHmutant and 1p/19qodeleted Il

Anaplastic oligodendroglioma, ID¥hutant and 1p/19qodeleted 1

Other astrocytic tumours

Pilocytic astraytoma I
Subependymal giant cell astrocytoma I
Pleomorphic xanthoastrocytoma Il
Anaplastic pleomorphic xanthoastrocytoma 1

Ependymal tumours

Subependymoma I
Myxopapillary ependymoma I
Ependymoma Il
EpendymomaRELAfusionpositive Il or il
Anaplastic ependymoma Il
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Other gliomas
Angiocentric glioma
Chordoid glioma of third ventricle

Choroid plexus tumours

Choroid plexus papilloma
Atypical choroid plexus papilloma
Choroid plexus carcinoma

Neuronal and mixed neuronaiglial tumours
Dysembryoplastic neuroepithelial tumour
Gangliogtoma

Ganglioglioma

Anaplastic ganglioglioma

Dysplastic gangliocytoma of cerebellum (Lhermitiaclos)
Desmoplastic infantile astrocytoma and ganglioglioma
Papillary glioneuronal tumour

Rosetteforming glioneuronal tumour

Central neurocytoma

Extraventricuar neurocytoma

Cerebellar liponeurocytoma

Tumours of the pineal region

Pineocytoma

Pineal parenchymal tumour of intermediate differentiation
Pineoblastoma

Papillary tumour of the pineal region

Embryonal tumours

Medulloblastoma (all subtypes)

Embryonaltumour with multilayered rosettes, C19Mfltered
Medulloepithelioma

CNS embryonal tumour, NOS

Atyical teratoid/rhabdoid tumour

CNS embryonal tumour with rhabdoid features

Tumours of the cranial and paraspinal nerves
Schwannoma

Neurofibroma

Perineurioma

Malignant peripheral nerve sheath tumour (MPNST)

Meningeomas

Meningeoma

Atypical meningeoma

Anaplastic (malignant) meningeoma

Mesenchymal, nommeningothelial tumours
Solitary fibrous tumour / haemangiopericytoma
Haemangioblastoma

|

Il or 1Nl
\Y]

Il or Nl

v
v
\Y,
\Y,
v
\Y,

I
I
I
I, lor IV

I, Ilor
I
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Tumours of the sellarregion
Craniopharyngioma I
Granular cell tumour I
Pituicytoma I
Spindle cell oncocytoma I
Tab. 12: Ausgewahlte ZNS umore mit Grading nach deemen WHGKIassifikation

2016 89)

1.2.1  Histologie der Glioblastome

Glioblastome sind sehr zellreiche, polymorphe Tumore mit hoher Mitoserate, Nekrosen,
verschiedasten Zelltypen und Riesenzellé30). Di e Bezei chnungi-Gl i obl as
formefi beschreibt dieses sehr variable histo
und sekundare Glioblastome unterschied&® {06, 108. Eine histologische Differe

zierung avischen primarem GBM und sekundaren Formen ist niclglioii es bestehen

jedoch Unterschiede im molekulargenetischen Erscheinungsbild und dem Erkraitkungsa

ter (60, 88 91). Immunhistochemisch lasst sich in den Tumoren meist saures Gliafaser-

protein (GFAP)nachweisen, was die astrozytare Differenzierung der Glioblastome an-

zeigt. Es finden sich jedb auch Glioblastome, die immuoegativ fur GFAP sind17).

So wird in der neuen WHO Klassifikation das Glioblastom mit pireit neuronaler

Komponente (Glioblastna PNETlike) aufgefihrt(88). Diese Glioblastomentitat weist

primitive Zellen mit neuronaler Differenzierung und denrlust der GFAPEXpression

auf. Zudem kann eine Amplifikation vaviY CoderMY CNbestehen(7, 32, 88, 100).

1.2.2  Entstehungder Glioblastome

Die Ursprungszelle des Glioblastoms listlang nicht eindeutig ideifiziert, sowohl wn-
differenzierte neuronale Stammzellen, als auch differeazidrbdzellen werden diskiert
(1, 42 132.

1.2.2.1 Priméres Glioblastom

Das primare Glioblastom entsteht ne (vo), d.h. es ist zuvor keimiedergradiges
Gliom nachweisba(90, 108. Nach molekulargenetischen Kriterien liegt beim primaren
GBM ein IDH-Wildtyp-Tumorvor (104). Haufig findet sich ein vollstandiger Verlust der
Heterozygotie des Chromosoms #0)( Auch kommt es oft zu Amplifikation des EGF
Rezeptorgepidermal growth factor(148). Weitere wichtige Veranderungen, die fur ein
primares Glioblastom sprechen, sind MutationenRIEEN-Gens(Phosphatase and Ten-

sin homol@) und des TERIPromotors(TelomeraseReverse Transcriptasép). Diese
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Genmutatbnen gehen mit einer schlechteren Prognose e{@¥rKlinisch sind die Tu-

more am haufigsten supratentoriell lokalisiert, das mittlere Erkrankungsalter liegt bei ca.
62 Jahren. Es vergeh durchschnittlich 4 Maate van Symptombeginn bis zur Dgao-
sestellung. Die primaren Gliddtome sind mit 90% die haufigste Entitat der
Glioblastome %0, 89.

1.2.2.2 Sekundares Glioblastom

Das sekundare Glioblastom entwickelt sich durch Progression eines niedriggradigen oder
argplastschen Astrozytoms und weist molekulargenetisch meist eineNIDthation auf

(103 108 122. Im Gegensatz zum primaren Glioblastom finden sich haufiger ein chro-
mosomaler Teilverlust mit Fehlen des langen Armes (q) des Chromosoms 10 und Mutati-
onen desTumorsupprasorP53Gens sowie des ATRXGens(ATP-abhangige Helica3e

(90, 108 113. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 44wdan (88, 107).

Trotz der molekulargenetischen Unterschiede sind bei beiden Glioblastomtypen dieselben
Signalwege fiur Zellwachsta und Zellmigration (101) wie TP53/MDM2/pl4art,
pl6INK4a/RBt und cer EGFR/PTEN/AktWegvon Bedeutungl(5,41, 73, 110

1.2.3  Molekulargenetik

1.2.3.1 Die Rolle des Tumorsuppressors p53

Das Protein p53 stellt einen Tumorsuppressor dar, der durch verschiedensteisdechan
men wie z. B. Nahrstoffmangel, Hypoxie, DNBchadigung, oxidativen Stress odar-O
kogere aktiviert wird (8, 143). P53 bindet dann als Tetramer an die DNA undizrett

die Zielgentranskription92, 93. Das zellulare Protein p14(¥8y bindet an den Km-

plex MDM2, auch als HDM2 bekannt (E3 ubiquifinotein ligase mouse double minute

2 homologue) {7, 11§. Dies fiihrt unter physiologischen Bedingungen zu einer
Ubiquitinierung von p53149). Dieser Komplex fungiert je nach eigenem Phospheryli
rungsstatus al&ntagonist von p5331, 43. Zusatzlich werden bei dereRktion auf zB.

eine DNASchadigung die Kinasen ATM/ATR (Ataxia telangiectasia mutated and Rad3
related) induziert. Diese Kisan phosphorylieren das p53,dass dienegative Interalkt

on mit MDM2 nicht mehr méglich is(68, 119. Zudem fuhrt ATM zu einer Phospher
lierung von MDM2und MDMX wodurch eine Bindung an die p53mRNAtg&eht und

ein positiver Effekt auf die pSBxpressiorauftritt (31). Mit diesen Mechaimen kann

p53 in der Zelle akkumulien und als aktives p53 Uber DNBindung die Traskription
verschiedener Zielgene bewirken. Awé&chter des Genoriiseguliert das aktive p53 so
unterschiedliche intrazellulare Prozesse wie die ERBparatur, den Zellzyklus mit Zel-
larest und die Apoptog®4, 144.
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Abb. 1.2.3.1: Reaktion des Tumorsuppressors p53 auf-Bbl#fdigung, modlziert
nach RassoWl120), E | i(34)@nd Wataban€l149

Zusatzlichwerden extrazellulare Prozesse wie etwa die Angiogenese beeinfig@st (

Durch diese Veranderungerngit sich die wichtige Rolle des pB&erlustes in der Vie

anderung des Mabolismus vorKrebszellen§, 16.

Der so genaEhfekAWar duegZunahme B3 wrdGl ykol ys
mafgeblich von p53 und dessen Regulationsmechaniseaénflisst (L44). Viele Tumo-

rentitaten weisen p5@enmutationen oder pS3enverluste auf8, 33, 65). Insbesadere

das sekundare Glidestom zeigt mit 896 haufig eine solche Mutatiai®8, 113. Diese

genetische Aberratioist auchbereits in vielen niedriggragen Astrozytomen nachweis-

bar (L08). Eine weitere wichtige Veranderung ist die Methylierung bzw. Inakiung

des pl4ARHKaternatereadingframe protein product of the CDKN2A locuslie eben-

falls vor allem in sekundarenli@blastomernvorkommt (149).

1.2.3.2 EGHR/PTEN/Akt/mTORSignalweg
Als weiterer wichtiger Signalweg ist die EGFR/PTEN/Akt/mT-SRnalkaskade bei der

Entstehung von Glioblastomen zu nennen. Die Amplifikation des EGFR (epidermal
growth factor eceptor) und Mutationen vORTEN (Phosphatase and Tém$iomologe)

sind bei primaren Glioblastomemanzutreffen §5 88 135. Liegt eine EGFR
Amplifikation im Tumor vor, so zeigte sich in ca. 89der Falle ebenfallan Verlust des
Chromosoms10 (79) Als Stimulus dienen Wachstumsfaktoren, die extrazellalér
EGFR binden und dadurch die Phosphoinosltilinasen (PI3K) aktivieren. Uber P&o
phorylierung des Membranphospholipids Phosplgatidsitol 4,5bisphosphat (PIP2) an
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Position 3 entsteht Phosphatidylinositol (3,4r8phosphat (PIP3). PIP3 sorgt miiifiel
von zwei weiteren Kinasen (PIREpendent kinases, PDKSs) fir eine zweifache Plasph
rylierung und damit fur eine Aktierung der Proteinkinase B (AKRT(152). Uber Phos-
phorylierung wirkt aktiviertesAkt antiapoptotisch@9). Hierflir sorgen eine Inaktigrung
des Proteins BAD (Be2-Antagonist of cell death) und eine Blockierung der Caspase 9
(151). Zusatzlich fuhrt aktiviertegd\kt zu einer Stabilisierung der mitochondrialen Struk-
tur und damit wahrscheinlich zu einer Blockierung der CytochreRresetzug, die
ebenfalls an der Gpasenaktivierung beteiligt i$69). Akt ist auch an der Phosphormegi
rung von p21°P! (CDK-Inhibitor 1) beteiligt(125). p21 <! spielt eine wichtige Rolle im
Zellzyklusarres(72). Somit kannAkt die Zellproliferation pogiv beeinflussen.

Uber den Proteinkomplex alRICTOR (Rapamycisinsensitive companion of mammali-
an taget of rapamycipund mTOR (mammalian target of rapamycin) idt Aier- bis
funffach akiver als nach alleiniger Phosphorylierung durch PKB).

Durch dle diese Wirkmechanismen stellt A&ih Protoonkogen dar. Das Tumorsuppres-
sor Enzym PTEN (phosphatase and tensin homolog) antagonisiertfeli@eElesAkt.
PTEN dephosphoryliert PIP3 und das Protein PTK2 (Protein tyrosine kinase 2), das auch
focal adhesiorkinase (FAK) genanntwird (135. Somit kann PTEN die Zellinvasion,
Migration und Invasion inhibieren. In Glioblastomen finden sichdtlomen des PTEN
Enzyms.Akt phosphoryliert noch viele weitere Proteine, unteressmd das Forkhead
Box-Protein O3 (FOXOB das normaleveise die Proliferation hemn{il52). Akt hat
Uber den EGFR/PTEN/Akt/mTORIignalweg viele Wirkmechanismen, beeinflusst ent-

scheidend den Zellmetabolismus und ist damit als wichtiges Pratgpemlanzusehen.

1.2.3.3 Das Protoonkogea-MYC

Ein wichtiges Protoonkogen in der Krebsentstehung-istYC (32, 104). Es hadelt sich
um einen Transkriptionsfaktor mit Baditelix-Loop-Helix-Struktur (bHLH), so dass
Uber veschiedene spezifische regulatorische Sequenzen die Transkription von Genen
gesteuert werdekann (12). c-MYC ist in Krebszellen meist Uberexprimi€@6, 111).
MYC bildet mit dem bHLHKomplex MAX (myc-associated factor Xgine Verbndung
(35). MYC-MAX -Komplexe férdern die Proliferation Glber Hochregulation venéa.
Zusétzlich kantMAX sich mitdem durch das MXDGen codierten Protein MAD (mito-
tic arrest deficient) binden. Die MABDIAX -Komplexe ermoglichen im Gegensatz zu den
MYC-MAX -Komplexen die Zelldifferenzierung und unterdriicken Rlieliferaton (13).
Des Weiteren kano-MYC den Ablauf de<Zellzyklus beeinflussen, B. Uber Aktivie-
rung von Cyclin E, einem Btein, das zusammanit Cdk2 (Cyclirdependent kiase 2)
den Ubergang der Gin die SPhase des Zellzyklus steuert. Gleichzeitig udvigckt c-
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MYC das p2¢*! sowie p2¥* und somit derzZellzyklusarrest Z5). Durch ¢éMYC wird
das p15 INK4b Protein(Cyclin-dependent kinase 4 inhibitor B)hibiert, das normaler-
weise den CyclinD/Cdk&omplex anégonisiert und somit ebenfalls an einem wichtigen
Checkpoint am Ubergang der Gur SPhase eigreift (115, 147. Da nun die Unterdrii-
ckung des CyclinE/CdkRomplexes aufgehoben ist, kann RetinoblastomeRrdiRB)
phosphoryliert werden, und die Transkriptionsfaktoren E2F kénnen nicht mehr von RB
inhibiert werden. Auch Uber diesen Weg wird di®lsse erreichtZudemkannc-MYC
den Tumorsuppressor PTHiibieren §2).

Diese Wirkmechanismen machen deutlich, dass die konstitutive ExpressioAMé@ ¢
zu einem unkontrollierten Fortschreiten in di€®&ase fihrt und somit die Kontrolle des
Zellzyklus enem ungehemmten Zellwachstum mihseller Tumorprogressn weicht
(1112). Ferner kann MC die Translation Uber elF4EEukaryotic translation initiation
factor 4E)u n d  gHukaBotic Initiation Factor 2 einleiten, die Proteinbiosynthese bei
erhohter Zellproliferation wird somit ebenfatiesteigert 130). MYC steigert aber nicht
nur Proliferation und Proteinbiosynthese, es ist auch an der Induktion der Apogitse b
ligt (4,76, 119.

Die Uberexpression des Onkogend1YC ist bereits in niedriggradigen Astrozytomen
nachweisbar 61). Die Funktionen von-81YC im Zellzyklus und Zellwachstum machen
die Rebvanz bei der Tumorentstehung deutlich.

Zunehmend wird aucHie Interaktion von -¢MYC und IDH-1 bei Glioblastomen unte
sucht(22, 104 123.

1.3 Modelle fir die Entstehung des Glioblastoma multiforme

Fur das Verstandnider GlioblastorrEntstehung undls Grundlage fir mdgliche Theer
piearsatze missemivitro- und n-vivo-Modellsysteme etabliert werden. Es werden Xe-
no- und Allograftmodelle verwendet, bei denen humane oder murine Glioblastomzellli-
nien z.B. in Nacktmause implantiewerden {0). Auch wurde versucht, durch Anlé
fung genetischer Adirationen in Keimbahnzelte oder somatischen Zellen
glioblastomtypische Verdnderungkervorairufen @4, 94).

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

lich sind und dabei wenig immunreaktiv sind.

In friheren Arbeitenwar es mdglichsomatische Zellen stu veranderndassie Expres-

sion bestimmte Gere kontrolliert werden konnte. Retroviraler Gentransfer bietet die
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Mdglichkeit gezielte Modifikationen vorzunelem (134). Das Moloney Murine Leu-
kemia Virus (MMLV) System kann proliferierende Zellen von Mausen infizieren. Hinge-
gen befallt das Aviare Leukosevirus (ALV) gezielt Zellen mit einem bestimmterpReze
tor (Plasmamembranrezeptor ROASS, 59, 60. In Versuchendieses System der retro-
viralen gezielten Infektion zu nutzen, wien transgene Mauslinien entwickelt und neu-
ronale Progenitorzellen tber einen solchen GentransféeRasund Akt zu Tumazellen
modifiziert, die zu glioblastomahnlicheruhorenfihrten §9).

Bei Uberexpression vontMYC konnten ahnliche Effekte an differenzierten Astrozyten
erzielt werdeng0).

1.3.1 System der Tetracydinabhangigen Genexpression (Tebff-System)

In einem weiteren Ansatz sollte die Regulation des Tumorwachstums durch eife-Proli
rationssteuerung erfolgen. Hierflr wurde ein-Bgstem fur die Genexpression lgiart,
das énen chiméaran Transaktivator tTA 48, 49, der sowohl an Tetegclin als auch an
bestimmte DNASequenzenTET-Responsive Elementdbinden kann enthalt Dieser
Transaktivatorwurde aus einem bakteriellen TRepressor (tetR) und einer Akgvi
rungsdomane aus dem lgessimplexProtein 16 ezeugt. Das so entwickelteeFoff-
Sydem reduzierte diBindung zwischen TET an tTA urfdhrte somit zu einer Inhibition
der Genexpressn (9).

Es wurden ein pBABBuUrctTA und ein MIGRdeluxell F-Myc-Plasmid kloniert und
das Tetoff-System in vitro getestet. Hierbei zeigte sich eine gute Steuerbaekedet!
proliferation im Tetoff-Systemdurch Tetracylingabe.
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Abb. 1.3.1Schematische Darstellung des -Bét-Systems, modifiziert nach Bar¢@),
Bdhner (14) und Leucktberger (82

1.3.2  Konstitutiv aktives myr -Akt

Die Rolle des EGFR/PTEN/Akt/mTORignalwegs wurde bereits unte2B.2 besche-
ben. Da Akt in einigen humanen Gliobiaszelllinien wie z. B. in der Linie U251MG
nachweisbar konstitutiv aktiv ist und vielfaltig den Tumormetabolismus beeinflusst, e
scheint die Verwendung eines konstitutiv aktiven Akt in einem astrozytaren Tamorm

dell als geeigneteknsatz (127.
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1.4 Die Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, astrozytare Tumorzellen der Maus mit ateuerb
rer Proliferation herzustellen und somit ein-vivo-Tiermodell zu etablieren, das dieael
tiv langsame Proliferationsrate menschlicher Gliome repratizDes Weiteren sollte
untersucht werden, ob die langsame Proliferationsrate mit dem Infiltrationsverhaken ko

reliert und wéche weiteren Eigenschafterednduzierten Tumore aufweisen.

Folgende Fragen waren zu klaren:

1. Ist die Proliferation der-myc-transdaierten Zellen tber das Feff-System in vitro

und in vivo steuerbar?

2. Sind allein myAkt-modifizierte oder nur-tnyemodifizierte Zellen bereits in deraje

in vivo Tumore zu induzieren, oder ist dies nur mit Zellen, bei denen sowokhAkhals

auch eMyc modifiziert wurden, méglich?

3. Kann in den induzierten Tumoren eine GBjische Polymorphie und Tumorzefidi
ferenzierung beobachtet werden?

4. Kann auch eine fir humane GBM charakteristische Infiltration beobachtet werden, und
korreliet diese gegebenenfalls mit der durch die -GiétSteuerung verlangsamten

Proliferation?
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2 Material und Methoden
2.1 Molekularbiologie

211

Verwendete Substanzen und Verbrauchsmaterialien

Die im Folgenden genannten Substanzen und Materialien wurden im Bereich eler-mol

larbiologischen Methodik verwendet.

Verwendete Substanzen

Firmenname, Firmensitz

Agar-Agar Roth, Karlsruhe

Agarose Biozym, Hess Oldendorf
Ampicillin Roth, Karlsruhe

Borsaure Fisher Scientific, Nidderau

Bromphenolblau

SigmaAldrich, Steinheim

Casén Hydrolysate

Thermo Fisher, Carlsbad

Chloroform

Merck, Darmstadt

Desoxyribonukleosidtriphosphate
(ANTPS)

Promega, Madison

Dithiothreitol (DTT)

Promega, Madison

Disodiumtetraborat (Borax)

SigmaAldrich, Steinheim

Ethanol

SigmaAldrich, Steinheim

Ethidiumbromid

Roth, Karlsruhe

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

SigmaAldrich, Steinheim

GeneRulerTM DNA Ladder Mix

Fermentas, St. LeeRot

Glycerin

Merck, Darmstadt

Isopropanol

SigmaAldrich, Steinheim

Kaliumacetat

Roth, Karlsruhe

Kaliumdihydrogenposphat

Roth, Karlsruhe

LB-Lennox

Thermo Fisher, Carlsbad

Magnesiumchlorid

Merck, Darmstadt

Natriumacetat

Merck, Darmstadt

Natriumchlorid

Fluka, St. Louis

Natriumhydrogenphosphat

Roth, Karlsruhe

Tween 20 Calbiochem (Merck), Darmstadt
Tris Base Acros Organics, New Jersey
Xylencyanol Sigma Aldrich, Steinheim

Yeast Extract

Thermo Fisher, Carlsbad

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

Thermo Fisher, Carlsbad

25xTAE

Verwendete Materialien

Ambion, USA

Firmenname, Firmensitz

Aluminiumfolie

Kobe, Marburg

Eppendorf Tubes Volumina 0rBl, 1,5 ml

Sarstedt, Niumbrecht

Falcon Volumina 1%nl, 50ml

Greiner BioOne, Frickenhausen

Faltenfilter

Roth, Karlsruhe
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PCRTubes 0,2 mi Biozym, Hess Oldendorf
Pipettenspitzen 10 uL, 100 yL, @0 yL | Sarstedt, NUmbrecht

Rasierklingen Unger
Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 1 Sarstedt, Nimbrecht
Zahnstocher VESS, KélIn

Tab. 2.1.1: Verwendete Substanzen und Materialien

2.1.2  Eingesetzte Kits

Zur Plasmidherstellung wurden die Kits QIAquick®@&adtraction Kit und maxi Plasmid
Purification Kit von QIAGEN, Hilden verwendet. Fir die Genotypisierung der bendtigten
p53knockout-Versuchstiere wurde das KAPA Mouse Gempatg Kit von PEQLAB
eingesetzt.

2.1.3  Genutzte Laborgerate

Gerat Firmennamen, Sitz

Automatisches Vakuunrsicherheits
Absaugsystem (HLC)
Brutschrank (Heraeus Typ B 6060) Heraeus, Hanau
I(;gilign;sgeaeﬁr.o&?oresekammer (Gs Thermo ksher, Carlsbad
Horizontale Elektrophoresekammer
(Easy-Cast Model B)

Kobe, Marburg

Owl Separation Systems, Portsmouth

Kihl-Mikrozentrifuge (5418) Eppendorf, Hamburg
Kihl-Zentrifuge (5816R) Eppendorf, Hamburg
Magnetrihrer (IKAMAG PefG) IKA, Staufen
Mikrowelle (NN-T221 M) Panasonic, Osaka
Mikrozentrifuge (5417R) Eppendorf, Hamburg
pH-Meter Lab 850 (Blue line 14) Schott®, Mainz
Photometer (Ultraspec 3100 pro) Amersham Biosciences, Uppsala
Pipetten P2, 20, P100, P200,1®00 Gilson, Villiers le Bel
Prazisionswaage (Kern 44(00) Kobe, Marburg
Schuttelinkubator (Infors HAT Aerotron)| Infors AG, Bottmingen
Thermocycler (Unel hermoblock) Biometra, Gottingen
Thermodrucker (Digital Graphic Printer Sony, Shinagawa
MP-D 897) ’
Thermomixer (Comfort) Eppendorf, Hamburg

: . Fisher Bioblock scientific, Illkirch Graf-
Transilluminator

fendaden

Vortex-Mixer (M82) IKA®, Wilmington
rZnel)ntrlfugenrohrchen (PPCO 541, 250 Nalgene, New York

Tab. 2.1.3Verwendetd.aborgerate
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2.2 Allgemeine Methodik

Im Folgenden werden die Herstellung Wdedien und Pufferlésungen beschrieben.

2.2.1  Luria Broth -Medium (LB -Medium)

Um LB-Medium herzustellen, wurde 20 g HEennox (Roth, Karlsruhe) in 1 MQ-
Wasser im weiteren alsMQ abgekiirzt aufgelost und bei 123C fur 15 30 Minuten
autoklaviert. Nach dem Abkihlen bei Raumtemperatur wurde das Mediun’Gefiid
mehrere Wochen zi/erwendung aflbewahrt.

2.2.2 LB-Agar-Platten

Fur die AgafPlatten wurden von dem oben beschriebenefMeaglium 100 ml mit 1g
Agar (Roth, Karlsruhe) mit einem Magnetrihrer unter Erhitzen in Losung gebraeht, a
schlieBend wurde das AghB-Gemisch fir 1530 Minuten bei 122°C autoklaviert.
Danach musste sich die autoklavierte Flussigkeit untéCa@bkuhlen, um das Ampicil-
lin-Aliqguot 100 mg/ml in einer Verdinnung von 1:1000 dazu pipettieren noekd Im
Anschluss wurden die Petrischalen in einer sterilen Wekklbanjeweils 10 ml der Am-
picillin-Agar-LB-Mischung gefullt und waren bei°€ fir ca. 6 Wochen zur wieren
Verwendung haltbar.

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

Zum Ansetzen des 1x TAPuffers wurde der 25x TAE Stock, bestehend aus eiaer P
ckung TAEPuffer (Ambion, USA),in 1 L Aqua bidesgeldstund nachl:25 Verdinnung
mit Aqua bidest verwendet.

2.2.4  1x SodiumBorat (SB)-Puffer

Fur die Herstellung des 1x SBuffers wurde der 20x SBtock verwendet, der aus
38,137 g Disodiumtetraborat (Borax), 960 Aqua bidet und22 g Borsaure dstand.
Dabei sollte der pHWert auf 8 eingestellt werden. Zu dieser Mischung wurde dann 1 L
Aqua bidest hinzugfiigt. Von dem entstandenen 288-Stock wurden 50 mimit 1 L
Aqua bidest fur die 1$8B-PufferLdsung benutzt.

2.25 1x PhosphateBuffered Saline (PBS)

Es wurde eirlOx PBSKonzentrat mit 1 LAqua bidest mit 80 g NdGEndkonzentraon
von 137 mM), 11,5 g (8,1 mM) NEPQ;, und 2,0 g (1,47 mM) KBPOQy zur PBS
Pufferherstellungragesetzt, der pAVert wurde mittels pFMeter auf 7,4 eingsellt.
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2.2.6  Agarosegelherstellung

Es wurden sowohl SBgarose als auch TAEAgaroseGele fir die Elektrophorese e
wendet. Das 1%ige SBel bestand aus 100 ml $SBifferLosung und 1 g Agarose, die
Mischung wurde in der Mikrowelle kurz aufgekocht und ans@einel mit 7 pl gkiihltem
Ethiumbromid (10 mg/ml) versehen. Das TA&| wurde auf dieselbe Weise hergestellt,
wobei die TAEPufferldsung zum Einsatz kam. Zur Geltaschenbildunglesein Kamm

in die noch warme flissige Gelldsung eingelegt, nach Auspolynrerngiekonnte das

Gel zur Elektrophorese mgendet werden.

2.2.7 DNA-Gelelektrophorese

Je nach hergestelltem Agarosegel wurde die Gelkammer mit 1gdeB 1xTAE-Puffer
gefillt, und das ausgehartete Gel mit den entstandenen Kammern konnte belatien we
Vor demAuftragen wurden die Proben jeweils mit Loading Buffer, der aus 10Tmi#/

(pH 7.6), 0,03% Xylencyanol,0,03 % Bromphenolblau, 606 Glycerin und 60 mM
EDTA bestand, versehen. Zum Groéf3envergleich diente ein 1 Kb Ladder Mix von Fer-
mentas, der in die ersttammer gegeben wurde. Zur GréRenaufteilung liefen die Gele
bei maximal 120 V (Volt) fur 3040 Minuten. Das in den Gelen enthaltene Ethidiumbro-
mid diente zur Interkalation zwischen den Di®&semaaren und erngfichte hierdurch

die Sichtbamachung der DNABanden unter UM.icht.

2.3 Verwendete Plasmide

Die eingesetzteRlasmidesind in der nacfolgenden Tabelle aufgelistet.

pBABEpuro tTA Konstrukt AG Pagenstecher
MIGRdeluxel TFmyc Konstrukt AG Pagenstecher
pWZL-necMyr FLAG-AKkt Eilers et al., Wirzburg
pBABE-Hygro AG Stiewe, Marburg
pBABE-neo large AG Stiewe, Marburg
pBABE-H2B-GFP Eilers et al., Wirzburg

Tab. 2.3: Verwendete Plasmide

Die vorhandene Genitici{G418) Resistenz im pWZheoMyr FLAG-Akt wurde durch
eine HygromycirResistenz ersetzt. Um dieseueichen musste eine EceBthnittstelle
von dem vorhandenen pBABf&eo large Plasmid in das pBAB#ygro-Plasmid eing-
bracht und dann das pW#teoMyr-FLAG-Akt zu pBABEhygromyr-FLAG-AKT um-

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

Abb. 2.3: Plasmidkarte pBABBlgro-myr-FLAG-AKT

MIGR-TF-myc
7889 bp

4000 IRES

Abb. 2.3: Plasmidkarte MIGRdeluxel Fryc
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Notl 5882

pBABE-{TA
6928 bp

EcoRI 2124

Abb. 2.3: Plasmidkarte pBABEpuro tTA

2.4 Plasmidklonierung

Um rekombinante DNA zu erstellen, mussten zundchst kompatible Enden an Vektor und
Insert mittels Restriktionsenzymen geschnitten werden. Die PlasBilBEneo large

und pBABEHygro wurdenmittels der RestriktionsenzynigamHI| und Hindlll geschiti

ten und die fehlede EcoRI Schnittstelle in das pBABHEygro-Plasmid ligiert.

2.4.1 Restriktionsverdau

Mit dem Restriktionsverdau wurden passende Plasmidstellen amoriaktl Insert e

zeugt unddie Klonierungsergebnisse tberpruft.

Folgende Restriktionsenzyme wurden verwendet:
BamHI (ER0051), Fermentas, St. LeBot
EcoRI (ER0271), Fermentas, Seon-Rot
Hindlll (ER0501), Fermentas, St. Leftot

Folgende Puffer und adkische Phosphatase wurden verwendet:
Buffer BamHI, Fermentas, St. Ledtot
Buffer R, Fermentas, St. LedRot
SAP (Shrimp Alkaline Phosphatasd@hermo FisheWaltham, Massachusetts
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Restriktionsverdauansatz fir pBABE Restriktionsverdauansatz fiBABE-
Hydro: Neo-Large:

MQ 14,5 pl MQ 14,5 pl

Buffer BamHlI 2,0u Buffer BamHlI 2,04

DNA 0,5ul DNA 0,5ul

BamHlI 1,0u BamHI 1,04

Hindlll 2,0 pl Hindlll 2,0 pl

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

2.4.2  Gelaufreinigung

Nach dem Restriktionsverdau wurden die Plasmidbanden unter deinicbVunter
Verwendung einer Schutzbrille ausgeschnitten und das Gel nach @iegjekoll aufge-
reinigt. Hierzu wurde das (fehgment gewichtsadaptiert mitffer QG aus dem Kit mit
drefachemVolumen in ein Tube bei 50C im Thermoblock inkubiert. Nach ueténdi-
ger Losung entstand eine gelbe Farbung und es konnte Isoprdysnugegebenver-
den. Uber eine Saule wwddann mittels zweier weitereuffer die PlasmieDNA ge-

wonnen.

2.4.3 Ligation

AnschlieRend wurde mit der Formel fiir das VeltertVerhaltnis gerechnet:

((ng of vector x kb size of insertkb size of vector) x molar ratiof insert/ vector= ng
of insert

Die Ligation wurde wie folgt angesetzt:

MQ 14,2 pl
Buffer T4 Ligase 2,0 ul
Vektor pBABEhygro 1,0 pl
Insert (aus pBABEe0) 1,8 ul
Enzym T4 Ligase 1,0u

= 20,0 pl

Der Ligationsansatz wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert umdicrten
Tag ein Verdau mitEcoRI durchgefihrt. Danach wurden die Minund Maxk

Plasmidpéparationen nach Qiagétit angeschlossen, siehe Kagi2.5.2

Nach ausreichender Plasmidgewinnung des pBABg0 mit allen bendtigten Schiit
stellen erfolgte die Umklonierung des pWakeomyr-FLAG-Akt-Plasmids mit Hilfe

von EcoRI und Hindlll nach dem gleichen Verfahren, siehe Kapitel 3.2.
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Fur den Ligationsansatz wurde der Vektor 8fitrimp Alkaline Phosphatag§8AP) Le-
handelt, um ein Offenhalten der benétigten Schnittstelle nach Restriktionswzerdat
wabhrleisten. Fir den Ligationsansatz wurden molekularbisthe Empfehlungeuer-
wendet(97).

2.5 Retrovirale Expressionsvektoren

Fur die bendtigten retroviralen Expressionsvektoren mussten das ligierte-lgiatioe
myr-FLAG-Akt und die anderen Plasmidengichst in einer ausreichenden Menge &orr

tig sein.

2.5.1 Vervielfaltigung

Fur die Plasmidvermehrung mussten als erstkardpetente Bakterien fir die Transfo
mation hergestellt werden, nach erfolgter Transformation konnten dann iMihiMa-
xipraparatione der Pasmide stattfinden. Zuburchfihrung dienten standardisierte La-

borprotokolle und allgemein&ransformationshinweis®7).

2.5.1.1 Z-kompetente Bakterien

Fur die Vervielfaltigung der Plasmidkonstrukte wurden die Konstruktekordpetenten
Bakterien des E. coli Stames XL2 blue eingeschleust. Diese Bakterien wurden nach
dem StadardProtokoll des ZCompetent E. coli Transformation Kits (Zymo Research,
USA) hergestellt und waren in 50 pl Aliquots b80 °C fiir die Vewendung eingefroren.

2.5.1.2 Transformation

Fir eine Trasformation der Konstrukte in die XL2 bluekdbmpetenten Bakterien wae
ein Aliquot | angsam a u-Merdaptoethaaal (L.22eV), hamgt
stellt aus 91,5 pL Aqua ad injectabiliad 8,5l des14.3 Mb-Mercaptoethanol, yeetzt.
Alle 2 Minuten wurde das Aliquot auf Ei®rsichtig gemischtiNach 10 Minuterinkuba-

t i o n -MegreaptoethaneBakterienGemischs wurde der Ligationsansatz, ca. 5 pl, je
nach ODMessung der einzelnen Konstrukte, dashem. Hierfir wurde ca. 30830 ng
DNA der einzelnen Plasmide eingesetzt. Nach erneiésnhendes Aliquots erfolgt
eine 30mindtige Inkubation auf Eis. Anschliel3end bekamen die Aliquots fur 30nSeku
den einen Hitzeschock bei 42 ohne Rutteln im Thermoblock. Die so tramsi@rten
Bakterien erhielten nun 900 ul des vorgewarmten MEFWth-N&hrmediums. Dieses
bestand as 10 g Casein Hydrosylat (NZ amine), 5 g HEferakt (Y), 5 g NaCund 1 L
MQ und wurde auf einen pM/ert von 7,5 mittels 1 M NaOH eingestellt. Nach Augekl
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vierung dieser Lésung wurden vor Bérung noch 12,5 ml autoklaviertes 1 M MgCl

12,5 ml steril fitriertes 1 M MgSQ und 20 ml einer autoklavierten 20%igenuidse

dazu pipettiert und war als NZBroth-Nahrmedium zur Verwendung bereit. Nadhfo

gend wurde die BakterigRlasmidNZY -Broth-Losung in ein gol3es BakteriefRohrchen
Uberfuhrt und fur 1 Stundeei 37°C mit 225 250 rpm im Schittlemkubator belassen.

Nach der Inkubation wurde die Lésung

mit einer sterilen Metalldse auf die Agarplatten

im fraktionierten Verdinnungsausstrich aufgetragen. Die beimpften Agarplatten wurden

dann bei 37°C Uber Nachbebritet. Die

Koloniebildung war anarduffolgenden Tag

sichtbar und die einzelnen Kolonien konnfgepickfiwerden. Bei £2C wurden die Pla

ten gelagert. Der beschriebene Transformationsvorgang erfolgte nach dem XL2 blue

MRF Protokoll.

2.5.2  Plasmidpraparation

Fir dieVorkulturenwurden 37 Kolonien

mit einer sterilen Pipettenspitze gepickt und

auf die enthaltenen Konstrukte Uberpruft. Hierfir wurde zu den einzelnen gepiakten K

lonien jeweils 5 ml NZ¥Broth-Nahrmedium und 15 pl Ampicillin (106hg/ml) hinzug-
fligt und tGber Nacht bei 3T im Schiftelinkubator mit 280 rpm inkubiert.

2.5.2.1 Mini-Plasmidpréparation

Fur die Plasmidpraparationen wurden die Mimd MaxiKits der Firma Qiagendnutzt

und nach deren Standprotokoll vorgegan

Puffer 1: resuspension buffer

gen.

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

200 mM NaOH 5 ml 2 mMNaOH
1% SDS 5ml

MQ ad 50 ml
Puffer 3: neutralization buffer (ZiggH-Wert 5,5)

3 M Kaliumacetat (potassium acetate) | 14,729
Eisessig 5,5 ml
MQ ad 50 ml

Tab. 2.5.21: Verwendete Pufferlésungéei Plasmidpraparation

Von der Vorkultur, die Gber Nacht inkubiert worden war, wurde 1 ml fir 5 Minuten bei

3800 g unter Raumtemperatur (RT) abzentrifugiert. Nach Absaugen desadbesst

37



wurden 300 ul des Puffer 1 aus dem Maxi PlasRdificationQiagenKit® hinzugeflgt

und das Pellet in Losung gebracht. Die enthaltene RNAse diente zur Verdeaiwegy
dendeRNA-Molekiile. Anschliel3end wurde Puffer 2 mit 300 ul zur Zelllyse verwende
das enthaltene NaOH denaturierte PlasBiMA, chromosomale DNA und Proteine. Das
Tube wurde hierbei vorsichtig invertiert, um eine Durchmischung der Substanzen zu e
reichen, ohne die genomische DNA zu fragmentieren bzw. von den Zellwadnderezu sch
ren. Nah einer Inkubation von 5 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte die Zugabe von
300 pl kaltem Puffer 3 zur Neutralisierung. Die Inkubation fur weitere 5 Minufeigee

auf Eis. Die denaturierten Proteine und die genomische DNA prazipitierten. Bei einer
Zentifugation mit 20800 g bei 4C fur 15 Minuten trennten sich die Plasmithd die
genomische DNA. Nach Uberfiihren des Uberstandes uehgader PlasmidDNA mit

600 pl Isopropaniodurch Vortexen fir 10 Minutenwurde das entstandene Plasmid
DNA-Pellet vomUberstand nach 3finlitiger Inkubationszeit auf Trockeneis und erne

tem Zentrifugieren befreitnd mit 300 pl 80%igem Ethanol gewaschen. Danach tesckn

te das Pellet im Thermoblock bei 37 °C und wurde danach mit 25 pl ded11lris pH

8,35 wieder gelost.

Die resultierenden Plasmidansatze wurden anschlieRend durch spezifische Restriktion
enzyme verdaut und die Banden Uber ein Agarosegel aufgetrennt, um zu lepaitr,odib

wirklich die gewilinschte PlasmidNA vervielfaltigt wurde, siehe Kapitel 3.2.

2.5.2.2 Maxi-Plasmidpréparation

Von der MiniVorkultur wurde dann fir die Max®raparation tber Nacht wie folgt eine
Vorkultur im Schuttelinkubator bei 3C und 300 rpm angesetzt:

NZY -Broth (siehe Transformation) 150 ml
MgCl2 (1M) 1,875 ml
MgSQy (1M) 1,875 ml
Glukose(20 %) 3,0 ml
Ampicillin (100mg/ml) 150 pl
Mini-Vorkultur 1,2 ml

Am nachsten Tag wurde die Vorkultur in einen Zentrifugationsbehalter Gberfiihrt und fur
20 Minuten mit 3220 g bei 4C abzentrifugiert, das entstandene Pellet wurde nach Sta
dardprotokolldes Maxi PlasmidPurficationsKit (Qiagen Hilden) prapariert und exr

hiert. Nach den einzelnen Falluagsd Waschschritten wurde das entstandene Plasmid
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DNA-Pellet getrocknet und bei 3 im Theamomixer in 150 yl 10 mTris (pH 8,35)

resuspendiert. Anbtiel3end erfolgte die photometrische Konzentrationsinesting.

2.5.2.3 Optische Dichte(OD)-Messung

Zur Bestimmung d& DNA-LOsungsgehalts wurde digtische Dichte (OD) mit Hilfe

eines Photometers gemessen. Bei diesem Verfahren wird die Extinktion von Losungen
bestimmt und mit dem Extinktionskoeffizienten kann dann die Kdraion ermittelt
werden. Zur weiteren Verwendung der praparierten PlaBmidl wurde die Konzen#-

tion auf 1 pg/ul eingestellt und das Aliquot b20 °C gebgert.

Die Plasmidpraparationamurden fur folgende Plasmide durchgeftihrt:

Plasmide Resistenzen

pBABEpuro tTA Puromycinresistenz

MIGRdeluxel TFmyc Markierung mit Green fluorescent protei
(GFP)

pBABE-Hygro-Myr FLAG-Akt Hygromycinresistenz

pBABE-H2B-GFP Markierung mit GFP

2.6 Zellkult ur

2.6.1 Materialien und Methoden fur die Zellkultur

2.6.1.1 Verwendete Verbrauchsmaterialien und Substanzen

Fur die Zellkultur wurden folgenda der Tabelle aufgefihrtdiaterialien vewendet

Material Firmenname, Firmensitz
6-Well Platten Greiner bieone, Frickenhasen
Eppendorf Tubes 1,5 mi Sarstedt, Nimbrecht
FalconRohrchen 15 ml, 50 ml Greiner bieone, Frickenhausen
Feather Disposable Scalpel Feather Safety Razor Co, Osaka, Japar
Nunc (Einfrierrdhrchen) 1,8 ml Th_ermo Fisher Scientific, Roskilde,

Danemark
Pipettenspitzen 1Ql, 100ul, 10004l Eppendorf, Hamburg
Skalpelklingen steril Schreiber GmbH, Fridingen
Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 1 Sarstedt, Nimbrecht
Sterilfilter 0,45 um Merck Millipore, Darmstadt
Zellkulturschalen Cellstar 10 cm Grener bicone, Frickenhausen
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Substanz

Firmenname, Firmensitz

Aquaad iniectabilia

Braun, Melsungen

Calciumchlorid (CaCl2)

Merck, Darmstadt

Dimethylsulfoxid (DMSO)

SigmaAldrich, Steinheim

DMEN (Dul bel ccoboes-
dium) (+4,5 g/L DGlucosé

Gibco, Eggenstein

DNAse | Roche, Grenzach
Doxycyclin SigmaAldrich, Steinheim
DPBS (Dul beccods H .. :
Saline) 1x Gibco, Eggenstein
Ethanol Roth, Karlsruhe

FBS/FCS (Fetal Bovine Serum)

PAA, Pasching, Osterreich

HBSS ( Han k 6 st Sdutoh)dyxy Gibco, Eggenstein
Hygromycin InvivoGen, Toulouse

Isofluran Baxter, Unterschlei3heim
Isopropanol SigmaAldrich, Steinheim

NaCl Merck, Darmstadt

Na2HPO4 Roth, Karlsruhe

Objekttrager R. Langenbrink, Emmendingen

Objekttrager Super Frost

R. Langenbrink, Emmendingen

PBS pH 7,4 (Phosphat Buffered Saline)
10x

Gibco, Eggenstein

Penicillin/Streptomycin

Gibco, Eggenstein

Polybrene SigmaAldrich, Steinheim

Puromycin InvivoGen, Toulouse

Pursept Schilke und Mayr GmbH, Norderstedt
Salzsdurd N SigmaAldrich, Steinheim

Terralin Liquid

Schiilke und Mayr GmbH, Norderstedt

Trypsin 2,5%

Gibco, Eggenstein

Tab.2.61.1: Verwendete Materialien und Substanzen fir die Zellkultur

2.6.1.2 Geréate und Sterilisation

Gerét (Bezeichnung)

Firmenname, Firmensitz

Absaugsystem (Model AC)

HLC-Biotech, Bovenden

Binokular (Model S74ALST)

Olympus, Tokyo

Digitale Farbkamera (DFC 480)

Leica Microsystems, Wetzlar

Inkubator (SterCult 200 Incubator)

Belotec, Géttingen

Inverses Phasenkontrastmikroskop (DM
6000B/CTR6000)

Leica Micorsystems, Wetzlar

Kuhlzentrifuge (Centrifuge 581R)

Eppendorf, Hamburg

Mehrfachfluoreszenzmikroskop
(DMR/ebq)

Leica Microsystems, Wetzlar

Pipetten P2, P20, P100, P200, P104Q6 (I
peman)

Gilson, Villersle-Bel

Pipettierhilfe ( Pipetbowcu)

Integra Biosciences, Fernwald

Sterilisator (Steri 250)

Simon Keller AG, BurgdorfCH

Sterilwerkbank (Steaicherheitsbank

SteagLaminarflow-Prozesstechnick, Pful
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Laminarflow) lingen

Temperaturregler (Kelvitron A) Heraeus Instruments, Wehrheim
Was®rbad (julabo S\A20C) Julabo Labortechnick GmbH, Seelbach
Zellza&hlkammer (Rosenth&uchs W. Schreck, Hofheim

Kammer)

Zentrifuge (Labofuge Ae) Heraeus Sepatech, Hanau

Tab.26.1.2: Gerate und Sterilisation in der Zellkultur

Alle Verbrauchsmatealien wuden entweder steril vom Hersteller verwendet oder bei
121°C im Autoklaven sterilisiert. Die verwendeten Losungen wurden ebenfalls entweder
bei 121°C fur 30 Minutenautoklaviert oder steril filtriert (0,45 pum Filter). Die Steril-
werkbank wurde vor Benutzgnmit 1 % Pursept®(Schiilke) desinfiziert, jegliche be-
nutzte Arbeitsmaterialien wurden vor Verwendung auf der Arbeitsflache mit Terralin
Liquid® (Schiilke) ebenfalls desinfiziert.

2.6.2  Versuchstiere

Die priméaren Astrozyten, die zu Tumorzellen differenziert wardollten, musien fir
unsere Experimente defizientrfélen Tumorsuppressor p53 sein.

Fur knockout-Mause muss Uber einen Vektor eine Genmutation fiir das ktivieeende

Gen durch homolge Rekombination in das Erbgeibryonaler Stammzellen eig
brachtwerden. Durch diese Keimbahnmutation wird dient@nskription gestort und
etwa 40% der Kodierkapazitat von p53 entfallét?l). Durch diese Stérung wird die
Synthese von p5Brotein gehemmt. Nach Ausselektion werden die so veranderten
Stammzellen in einéMaus Uber eine Blastozyste implantiert. Durch die biologische
Kreuzung mit einer Wildtypmaus erabt eine heterozygote Nachfotgameraion. Die so
generierten Tiere sind ebenfalls homozygot lebensfahig, zeigen jedoch eine deutliche
Anfalligkeit fiir die Ehtstehungron Tumoren(63, 139. Wir verwendeten flr unserexe

peiimente solche homozygoten pk3ockout-M&ause

2.6.3  Genotypisierung der Ve suchstieremit PolymeraseKettenreaktion (PCR)

Zur genetischen Identifikation von p&Bockout-Tieren wurde das KAPA Mae Geno-
typing Hot Start Kit der Firma PEQLARerwendet. Dabei wurde nach dem DNA
Extraktions, sowie denDNA-Amplifikationsprotokoll unter Verwendung der Oligonuk-
leotide der Firma Apara Bioscience (1288 und 109 siehe Primer) vorgegan. Die im
KAPA2G-FastHot-StartProtokoll empfohlenen Parameter wurden unter dem Pro-
grammnamen Programmp53HOT etabliert und durchgefuhrt. Die zu woiterslen
Mause waren zwischen 0 und 2 Tagen alt, siedesu nummeert und eine ca. 0,1 cm

grol3eSchwanzbiopsie wurde zgenetschen Untersuchung enthommen.
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Um eine genetische Unterscheidung treffen zu kdnnen, wurde die Polymerase
Kettenreaktion (PCR) zur Amplifizierung spezifischer Genomsequenzen der Versuchsti
re verwendet.

2.6.3.1 DNA Extraktionsprotokoll

Die Extraktion erfolgten einem 1,5 ml Eppendoeifube:

_ Fir 100ul Rek- _
Bestandteile _ Endkonzentration
tionsvolumen
PCRWater: MQWasser 88 ul
10x KAPA Express Extract Buffer 10 pl 1x
1 U/ ul KAPA Express Extractiizyme 2 pl 2 U/rxn
Mouse tissue: tall As required 2 mm section

Das hergestellte Lys&emisch wurde dann fur 10 Minuten im Thermocycler bef@5
inkubiert. Wahrend dieses Schritteandendie Zellen lysiert und die Proteine undrke
denaturieten, so dass nur noch die DNA zurlickbleit konnte Zur Inaktivierung der
KAPA Express Extract Protease erfolgte eine weitere Inkubation fir 5 min b&.95
AnschlieBend wurde die DNAuspension gevortext und zentrifugiert, nach Absaugen
des Ubestandes, blieb das DNRellet im Tube.

2.6.3.2 DNA-Amplifizierungsprotokoll

_ Fir 25 pl Re&- _
Bestandteile . Endkonzentration
tionsvolumen
PCRWater: MQWasser 5.25 ul
2x KAPA2G Fast (HotStart) Genotyping
o 125l 1x
Mix with dye (enthalt: 1.5 mM MgClI2)
Primer 107 1.25 pl 0.5uM
Primer 108 1.25 pl 0.5uM
Primer 109 1.25 pl 0.5uM
DMSO 50% (Dimehylsulfoxid) 25 ul 0.1 uM
Template (DNAPellet 1:10 dilution) 1u

Der PCRMix wurde dann nach PGBycling-Protokoll unter Programmp53HOT bta

liert.
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Schritt Temperatur Zeit Zyklus
Initial denaturation 95°C 3 min 1
Denaturation 95°C 15 sec
Annealing 60°C 15 sec 40
Extension 72°C 15 sec/kb
Final extension 72°C 1 min/kb 1

AnschlieRend wurden die DNBanden mittels DNAGelelektrophorese aufgennt und
unter U\tLicht sichtbar gemacht. Die so bestimmten &8ckout-Mause wurden zur

Herstellung primarer Astrozytenkulturen verwendet.

2.6.3.3 Primer

Fur die Genotypisierung wurden folgende Oligonukleotide als Primer eingesetzé-die S

quenzerfolgt¢ e des Mazl u m-Exddé: 506

107_TrpS3wt_s 5 &€GG GAA ATA GAG ACG CTG AGT CC& 6

108_PGKpolyA p53I0_s 5 &GT GGG GTG GGATTA BT AAATGC C-3 0

109 _Trp53_as 5 -AGT GTGATG ATG GTA AGG ATA GGT
GGGG3 0

Zur Amplifizierung des Wildtypallels (310 Basenpaare) dienten Primer Nr. 107
(107 _Trp53wt_s) und Nr. 109 (109_Trp53_as). Die knmgkBande mit 451 Baspaa-
ren wurde mittels Primer Nr. 108 (108_PGKpolyA p53KO_s) detektiert.

2.6.4  Primare Astrozytenkulturen

Fur die primaren Astrozytenkulturen wurden neugeborenekpb&8k-out-Mause, die
maximal 1 Tag alt warewerwendet.

2.6.4.1 Kulturmedium

Das verwendete Zellkulturedium bestand aus 500 ml DMEM, 4®©(50 ml) FBS (Fet-
les Bovines Serum) und% (5 ml) Penicillin/Streptomycin. Vor Verwendung deslKu

turmediums wurde es im Wasserbad betG&rwarmt.

2.6.4.2 Stock solution

Die Stock solution wurde aus einem 2,5%igen Trypsiml 1%igem DNAse | Gemisch
(ATE@E mi schi) mit HBSS (Hankés Balanced Sal't
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300 pl TD-Gemisch auf 4,5 ml HBSS aufgefullt. Die Endkonzentrationen lagen bei 0,15
% Trypsin und 0,007Wnits DNAse I.

2.6.4.3 Trituration solution

Die Trturation solution enthielt 1éhg/ml DNAse | (80 pl), die auf 8 niDPBS (Dulbe-
ccod0s Phosphate Buffered Saline) aufgef¢gl |t
Nach Identifizieung der p5&nockoutMausewurden primare Astrozytenkulturenrhe
gestellt. Es wurdeni@ Tag alte Tiere mit@im genetischen Hintergrund C57BL/6 etng
setzt. Die Tiere stammten alle aus dpezifizierten Pathogeineien SPB-Einrichtung

des Biomedizinischen Fechungszetrums der Universitat Marburg.

Alle nachfolgend beschriebenen Arbeitsschritte wurden in atddiingebung unter sta

digem vertikal Flow und mit autoklavierten und wahrend der Praparation steglisie
Besteck durchgefuhrt.

Die p53knockout-Jungtiere wurden mit Isofluran (Baxter, UnterschleiBheim) narkot
siert, Kopf und Hals wurden desinfiziertdidas Tier anschlieRend dekapitiert. Zur &ixi

rung des abgetrennten Kopfes diente eine gebogene Pinzette, mit einer kleinen Schere
wurde die Kopfhaut von caudal nach rostral in der Sagittalebene eréffnet und die Kalotte
frei gelegt. Diese wurden dann vonorBmen magnum ausgehend nach rostraleaufg
schnitten und entfernt. Das Grof3hirn wurde in eiskaltes 1x HBSS uberfuhrt und unter
stéandiger Kiihlung von den Meningen frei prapariert. Dies geschah unter eineluptere

mit zwei feinen Pinzetten und diente zuertlinderung einer Fibroblastenkontamination
der spateren Astrozytenkulturen. Die befreiten Kortexhalften wurden in eine zweéite Ku
turschale Uberflihrt. Unter einer sterilen Werkbank wurden mittels sterilem Skapell die
GrofZhirnhemisphéaren zerkleinert und éiesgmente durch ein Sieb mit 40 um grof3en
Maschen ausgestrichelDie entstandene Zellmasse wurde anschlieRend mipl68dk
solution mit Hilfe einer nl-serologischen Pipette homogenisiert und fur 8 Minuten bei
37 °C im Brutschrank inkubierDanach wude die Trypsinierung mit 5 ml Kulturmed

um abgestoppt und die Zellsuspension in ein Zentrifugenréhrcheitifitheind fir 5 min

bei 1300 g zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und das
Zellpelet konnte in 1 ml Triturationatution resuspendiert werden. Nach erneuteuink
bation von 5 Minuten bei Raumtemperatur wurde die @allhg erneut zentrifugiert
(5min, 1300 g). Das so entstandene Zellpellet wurde vom Uberstand befreit und mit 10
ml DMEM in einer 10 cm grof3en durchmesden Kulturschale in Losung gebracht und
ausplattiert. Die Zellen verblieben fir 48 h im Bhrank bei 37C, 5% CG und 95%
Luftfeuchtigkeit. Danach wurden die gesetzten Zellen vorsichtidoiBS abgewaschen

und mit neuem Kulturmedium bedeckt. Alle2Tage wurden die Zellen gewaschen und
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das Medium wurde gewechseéltach ca. Y10 Tagen erreichten die Zellamder 10 cm

Kulturschaleeine Korfluenz von 7080 %.

2.6.5  Virusherstellung

Um die Expressionsvektoren in die murinen {&8ck-out-Astrozyten transdugren zu
kénnen, wurden Vektoren bendétigt. Hierzu dienten Zellen der ekotropen Verpaekung
zelllinie PhoenixeCO, diese stammten von der humanen, embryonalenrix@itenie
293T ab. Zur Verwendung als retroviraler Expressionsvektor wurden spezifische Ge
funktionen fir die Virusvermehrung oder die Assemrbing des Virus entfernt. Durch
die Transfektion der Vekten mit den jeweiligen Konstrukten konnten die fehlenden
Proteine zur Verpackung exprimiert undrwendet werden. Somit war die Herstellung
eines réroviralen Virus mdoglich, der sich nicht selbst replizieren konnte, jedochnzur |
fektion muriner Zellen fuhrteDiese Virusherstellung mittels Phoenixzellen war in wera

gegangenen Studien durch dddan-Labor etabert worden(51, 134).

2.6.5.1 Phoenixzellen

Die in Flussigstickstoff gelagerten Phoenixzellaliquots, die urspringlich freundlicher-
weise von der AG Stiewe, Marburg zur Verfigung gestetitdenwaren, wurden nach
langsamen Auftauen im Wasserbad mit 10 ml Kulturmedium (DMEM mit 10 % FBS, 1
% Penicillin/Streptomycin) in Losung gebracht und bei 300 g 5 Minuten abzentrifugiert.
Nach Resuspensierung i mineuem Kulturmedium wurden die Zellen in Petrischalen
mit 10 cm Durchmessdiberflihrt und ausplattiert. Die Kultivierung erfagm Brut-
schrank bei 37C, 5 % CQ, und 95 % Luftfeuchtigkeit. Nach 4 Tagen war eine Kon-
fluenz von 6080 % erreicht und die Zellen waren zur Virusherstellung bereit. Hierflr
wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA gel6st und mit Kulturmedium abzentrifugiert. Das
so entstandene Zelliet aus PhoenkZellen wurde dann erneut mit 1 ml reinem Kuitu
medium geldst und in einer FueR®senthalZdhlkammer ausgezahlt. Anschliel3end
wurden 2x10Zellen ausplattiert und erreichten innerhalb von 24 Stunderedigngchte
Konfluenz von 7080 %. 4 Stunden vor der Transfektion wurde erneut das Kulturmedium
gewechselt. Als Methodélir den Transfektionsprozess diend&e Calciumphosphat
Prazipitation. Die Plasmide wurden mit Ca@ einem Phosphatpuffer gemischt und
lagerten sich zu unldslichen Kompen zusammen. Durch Adhés und Endozytose
wurden die Komplexe aufgenommen. Jede Kulturschale der Phoeltexn wurde mit

nur einem Expressiaaektor transfiziert. Es wurden jeweils Ansatz A und B hergestellt.
Ansatz A bestand aus 1 ml 2x HBS stooluson:
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50 ml 2x HBS stock solution (pH 7,05) | Endkonzentrationen

2,8 ml mM NaCl 5M 280 M NacCl
75 pl NaHPQ; 1M 1,5 mMNaHPQ,
2,5m HEPES 1 M 50 mM HEPES

40 ml Aqua bidest

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

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

AnsatzA wurdein einem15 ml Falcon gefillt. Ansatz B wurde wie folgt hestgllt:
Ansatz B

1,5 ml EppendoriTube:

100 yl CaCi2,5M

40 ul DNA-Maxipraparation (jeweils vom gewilnschten Plasmidlcul/ug)
860 ul Aquaadiniectabiia

Ansatz A wurde vorsichtig gevortext, wahrend dieses Vorganges wurde Ansatz-B tro
fenweise in Ansatz A pipettiert. Die vermischten Anséatze wurden ae$ehtil Tropfen
fur Tropfen vorsichtig auf die PhoerBellen pipettiert. 15 Stunderaoh Transfektion
wurde einWechsel de&ulturmediuns durchgefihrt, hierbei wurde das Medium (7 ml)
vorsichtig am Rand der Kulturschale auf die Zellen geben. Die Ph@detien wuden
mit den Expressionsvektoren transfiziert, die im Kapitel 2.3 aufgefiitat Biese M-
thodik wurde in vielen vorangegangenen Arbeiten bereits etafiigrt34). Als postive
Erfolgskontrolle diente 24 Stunden nach der Transfektion die grine Fluoresmenz e
PhoenixZell-Kulturschale mit pPBABEH2B-GFP. Dieses Plasmid wurdei lpeder Trans-
fektion mitgemacht und zeigte bei einer Wellenldnge von 395 nm die grinsilievea-
den PhoenbECO-Zellen.

2.6.5.2 Virusernte

Nach insgesamt 48 Stunden konnte der erste Virusuberstand geerntet werdan. Hie
wurde der retrovirale Uberstand vorsightion den transfizierten Zellen abgemoen

und Uber einen 0,45 pm Filter steril filtriert. Als ViruserTtebe dienten sogenaie
NuncTubes, die jeweils mit 1,5 ml filtrierter Virussuspension gefiillt wurden. Ndeh A

flllung erfolgte das sofortige Scho€kieren der Nundrubes in flissigem Stickstoff. Bei
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-80 °C wurden die Virugubes gelagert. Die transfizierten PhoeBétlen wurden erneut
mit frischem Kulturmedium veehen. 72 h nach der Transfekti@nfolgte die zweite

Virusernte.

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

Die p53knockout-Astrozyten enthielten entweder nacheinander folgende Konstrukte
pBABE-Hygro-Myr FLAG-Akt, pBABEpuro tTA und MIGRdeluxel THnyc, oder es
wurden nur p5&nockout mit Akt oder p53knockout mit cMyc mit Promotor herg-
stellt. Die Transduktiomurch die Retroviren wurde bei einer Konfluenz der-pb8ck
out-Astrozyten von 6070 % begonnen, es wurden nur Zellder 0. oder 1.Passage zur
Transduktiorverwendet. Der zuvor gewonnene und 186l °C gelagete Virusibestand
wurde bei 37C im Wasserbad aufgetaut und milaPolybrene (4 mg/ml) veehen. Die
Polybrene dienten hierbei zur Erleichterung einer erfolgreidransduktiondurch die
Verringerung der elektrostatischen Abstolungskrafte zwischeZelbnenbranen und
der DNA. Die Polybren#/irus-L6ésung wurde dann mit 2 ml frischem Kuiteedium
versetzt. Das Kulturmedium auf den Astrozyten wurdeesdoggt und die Zellen wurden
mit 1XxDPBS gewaschen. AnschlieBendurde die Polybrene/irus-Kulturmedium
Mischung (5ml) langsam auf die Astrozyteserteilt 15 h nach der Inigion erhielten die
transduzierten Zellen weitere 5ml frisches Kulturmedium, um dies¢br Wirkung der
Polybrene zu reduaien. Nach weiteen 24 h wurde dasirashaltige Medium abgesgu
und die Zellen erhielten 10 ml frisches Kulturmedium mit dem jeweiligen ausselektioni

rendenAntibiotikum.

2.6.7  Ausselektionierung mittels Antibiotika

Die Ausselektionierung der transduzierten Astrozyten erfolgte hierbei mitokiygin

50 ug/ml (InvivoGen) fir die Akt-transduzierten Zellen und mit Puromycin 1 pg/ml (In-
vivoGen) fiur die tTAtransduzierten Zellen. Da das Konstrukt Mi@&Reel TFmyc
keine ausselektionierende Antibiotikumresigteerhielt, wurde der Transduktiaréolg
optisch anhand der GFPluoreszenz kontrolliert. Alle 48 h wurde das Kulturmedium mit
den jeweilig bengtigten Antibiotika gewechselt. Naeh 3 Tage war der Transduktics:
erfolg zu sehen und die ausselektioniertenefielviesen eine Konfluenz von 1380 %

auf. Die Transduktionen erfigten bei Zellen mit mehreren Konstrukten stets nacheinan-
der. Vorversuche mit gleichzeitiger Transduktion mit verschiedenektokés:
enthaltenden Viren zeigten keibeauchbaren Transduktionsrat@&ei jedem Transdukii-

onszyklus wurde als Kontrolle eine afrsduktion mit pPBABEH2B-GFP etthaltenem
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Retrovirus als Kotrolle mitgemacht. Bereits 15 h nach der Transduktion war eine Fluo-

reszenz bei Eolg sichtbar. Die Kontrollzellplatte entHidnierbei die gleichen Zellen.

2.6.8  Beobachtung der retroviral transduzierten Astrozyten

Die transduzierten Zellen wurden tber mehrere Wochen und Monate beobachtet. Nach
erfolgreicher Transduktion mit allen 3 Konstrukten und unter standigéviatigcher
Ausselektion war nach ca. 1 Woche eine Konfluenz varr®@s erreicht. Die MGRde-

luxel TFmyc transduzierten Zellen erhielten alle 48 h nach Transduktischés
Doxycyclin 1,0 pug/ml (Sigma), das nicht zur Ausselektisandern zur Proliferations-
supprimierung diate. Die transduzierten Zellen einer Kulturschale, somit die Zelien

nes Mausindividuums, wurden dann in zwei Gruppen geteilt, eine mit Doxycyclin behan-
delte Gruppe unéineohne Doxycyclin behandelte Gruppe. Die ye ohne Doxycyc-

lin erhielt ab Tag 0 kein Tetracyclinehr und war somit ohne Prolitionsbrense.

2.6.8.1 In-vitro-Versuche: Zellauszahlungen

Es wurden sowohl Zellen mit allen drei Konstrukten:r#kt, pBabetTa und TFmyc

(im Weiteren alsAToM-Zellen bezeichnetsowie auch nur die pBal&a mit TFmyc

(im Weiteren als ToMZellen bezeichnethusgezéahlt. Die Zahlungegann ca. drei 0+

chen nach kompletter Transduktion aller Zellen mit den jeweiligen Konstrukten. Die
Zellgruppe ohne Doxycyclin und dimit Doxycyclin behandelte Zellgruppe wurden-a
hand von six well Platten alle vier Tage ausgezahlt. Die einzelnen \kakdten mmer
wieder aus derselben Population eine definierte Zellzahl und es konnte somit eat Prolif
rationsverhalten der Zellen Uber die Zeit beobachtet werden. Ureiden zu kdnnen, ob

die Zellproliferation durch ein enthaltenes Plasmid beeinfluést, wurden auch nur
Zellen mit GFP, Akt oder ohne Konstrukt pgBock-out- Zellen ausgezahlDas Auszh-

len wurde mittels eindfuchsRosenthalzahkammerdurchgefiihrt.

2.6.8.2 Staistische Aswertung dern-vitro-Versuche

Die ausgerechneten Zellzahlen wurdeamml erfasst und mittels Excel statistisch &dsg
wertet. Fur alle/ersuchsreihe wurden Mittelwerte, Varianzen und Standardabweaiehu

gen berechnet. Die Standardabweichungen sind in allen Grafiken im Kapitel 3.6-mit da
gestellt. Beim Vergleich der Zellprolifationsraten zweier Zellgruppen mit jeweils 6
Beobachtungen (Verwendung von six well Platten) wurden die Proliferaienst Tage
spater nach EiywgwlioBaeémean dewi AOlban bei den
tisch bewertet. Hierbei wurde deiTést Ty 3 (WelchTest) fiur den Vergleich zweier
unebhangiger Stichproben und nicht erforderliche gleiche Varianzen eingesetzt. Wenn

zum Ausgangszeitpunkt die Proliferationsraten der zwei zu vergleichenden Zellreihen
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deutlich unterschiedlich waren, konnte keitatistische Analyse der Unterschiedei-zw
schen den beiden Zellreihen vorgenommen werden. Hier wurde in einigen Fallen der t
Test fur dhangige Stichproben zum Vergleich der Zellproliferationsraten nur bei den

Doxycyclinregulierbaren Zellen zwischen zweiifeinkten eingesetzt.

2.7 In-vivo-Versuche

Nachdem wir eine erfolgreiche Proliferationsregulation in vitro nachweisemtewndie
anhand der Zellzéhlversuche ertasarde, wurden die Zellen fut&eotaktische Impla
tationen in das murin&ehirn verwendet. B verschiedenen transduzierten Zellerr-wu

den WildtypMausen implantiert.

2.7.1 Vorbereitung der Stereotaxie

Als Versuchstiere dienten hierbBlack 6 (BL6) Wildtyp Mause, die ca. 8 Wochen alt
waren. Nachdem die ausgezahlten Zellen 12 Tage ohne Doxycyclinrenggtbwachsen
konnten, wurde die Zellkulturplatte mit PBS gesplilt und die Zellen vorsichtig mit%@,05
Trypsin/EDTA abgel6st. Nach 5 min Abzentrifugation bei 300 g und erneuter Zellpellet-
[6sung mit frischem Kulturmedium erfolgte die Zellauszéahlung migelshsRosenthal
Kammer, nach erneuter zweimaliger Zentrifugation sollten als Endkosetzentm fri-
schem PBS jeweils 100Qxellen/yL enthalten sein. Praeseotaktischer Opalion wur-

den jeweils 80.000 Zellen eingesetzt. Die so vorbereiteten Zellen wandl&is in einem

EppendorfTube gekihlt.

2.7.2  Durchfiihrung der Stereotaxie

Nachdem das Versuchstier mittels SauerdsaffluranGemisch narkotisiert wurdey-e
folgte die Fixierung an den sogenannten ear bars beidseits in der &iesdoheit. Die
Schnauze deMaus lag wahrend der gesamten Operation in der Narkosemaske. Die
Atemfrequenz und Atemtiefe zeigten die Narkosetiefe an. Nach Kopfhaarentferriung mi
tels eines Rasierers wurden die Schmerzreflexe der Maus durch Kneifen in die Binterpf
ten getestet. Die ¢dlurankonzentration véerte je nach gewinschter Narkosetiefe der
Tiere zwischen 1 und 3 %. NaclkfBuchtung der Augenlider mittels %8 NaQ, um ein
Austrocknen der Augen durch den Exophthalmus unter tiefer Narkotisierung wahrend der
Operation zu verhidern, erfolgte nach Reflexprifung der invasive Eingriff. Die fiKop
haut wurde mit 786 Ethanol desinfiziert und die Haut wurde von caudal nach rostral
mittels chirurgischer Schere eroffnet. Alle verwendeten Operatgitsgvaren zuvor

autoklaviertworden Die eroffnete Kopfhaut wurde mittels Wundhaken nach latezal g
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zogen und die Kalotte wurde mit den Suturen sagittalis und coronalisasicbie auf Eis
gelagerten Zellen wurden mittels 200 ul Pipette resuspendieinwide10 pl Hamilto-
nspritzeaufgezgen.Hierbei war darauf zu achten, dass keine Luft in die Hamiltonpipette
gelangte. Der Spritzenstempel der Hamiltonpipette wurde vorgesehund der erste
Tropfen wurde verworfen. Nach dieser Praparation der Spritze, wurde die Hamiltenpipe

te in der Sterotaxieeinheit befestigt. Zur gezielten Injektion der Zellen wurde der Null-
punkt auf das Bregma, der Punkt des Zusammenlaufens der Sutura coronalis und Sutura
sagittalis, gsetzt. Die Zellen sollten in das rechte Corpus Striatum injiziert werden, die
Steretaxieeinheit wurde mit der befestigten Hamiltonspritze hierfir foigt vom

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

Nach Einstellung auf das Bregma erfelgtie Koordinatenablesung, die jeweiliges+ g
nauen Koordinaten wurden im Operationsprotokoll der jeweiligen Maus festgehalten. Die
Zielkoordinaten der Hamiltonspritze wurden berechnet und eingestellt. NakieMag

mittels Farbstift erfolgte an der Kalettlie Bohrung mittels Stereotaxiebohrer (Aesculap,
Tuttlingen). Es wurde so gebohrt, dass eine flache Kuhle entstand, in deren tiefsten Punkt
gerade eben die Dura mater erreicht wurde. Nach Durchsteatsar ichicht mit der
Hamiltonkanile erfolgte die Hittlung der ZKoordinate auf Durd&bene. Die Kanlle
wurde 0,3 mm tiefer geschoben als die eigentliche Zielkoordinate im Corpus striatum, um
eine kleine Zelltasche im Gehirn zu schaffen, danactdevdie Kanile zuriickgezogen

und die Zellen wurden innerhaétiner Zeitspanne von 5 min langsam injiziert. Nach e
folgter Injektion wurde die Kanile weitere 10 min intrakraniell im Zielgebaadsen,

damit die Zellen sich absetzen konnten. Danach erfolgte die vorsichtige Kantilenentnah-
me Uber weitere 5 min. AnsédBend wurde die Kalotte steril abgetupft und die #un
rander der Kopfhaut adaptiert und mit sterilen Klammern verschlossen. Zur Markierung

wurde die Maus mit einer Ohrstanze versehendamhgewogen.

2.7.3 In-vivo-Versuchsreihen

Zur Etablierung ds Systems verendeten wir myAkttransduzierte Zellen (AkZellen),
Astrozyen mit Tetoff-regulierbarer é@vyc-Praduktion (ToMZellen) sowie myAkt-
transduzierte Astrozyten mit zusatcher Tetoff-regulierbarer @viyc-Produktion
(AToM-Zellen). Es wurden vier #ivo-Versuchsreihen mit den verschiedenen Zelltypen
durahgefihrt diese sind in Tab. 2.7dargestellt
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Versuchsreihe I I Il \Y]
Anzahl der Versuchiere | 12 Wild-Typ | 10 Wild-Typ | 12 Wild-Typ | 8 Wild-Typ
(insgesamt 42) BL6-Mause | BL6-Mause | BL6-Mause | BL6-Mause
Versuchstiere mit . . . N
AToM-Zellen 8 Mause 8 Mause 8 Mause 8 Mause
Versuchstiere mit 4 Mause 0 Mause 0 Mause 0 Mause
myr-Akt-Zellen
Versuchstiere mit 0 Mause 0 Mause 4 Mause 0 Mause
ToM-Zellen
Versuchstiere ohne
implantiere Zellen mit 0 Méause 2 Mause 0 Mause 0 Mause
Doxycyclinbehandlung
Zellpassage der
implantierten Zellen 10. Fassage| 8. Passage | 8. Passage | 5. Passage

Tab. 27.3: Ubersicht derri-vivo-Versuchsreihen

Die erste Versuchsreihe diente als Vorversuch um festzustellen, ob die verwendieten Ze
len invivo Tumore induzieren und um den zeitlichen Versuchsablauf festzulegén. Au
grund des in vitro beobachteten Wachstuaerhaltens entschieden wir uaige regulie-

baren AToMZellen vor der Sterg¢axie 12 Tage ohne Doxycyclin im Medium zu kult
vieren. Die my-Akt-Zellen erhielten in diesem Zeitraum unverandert ihr Kulagfiomm

mit Hygromycin 50 pg/ml weiter, die ToMellen bekamen nur Puromycin 1 pg/ml.
AnschlieRend wurden die Zellen stereotaktisch implantiert. Um zu untersuchen, ob die
Zellen invivo Tumoreinduzieren, wurden die stereotaktisch operierten Mause in der
ersten Versuchsreihe 10 Tage ohne Doxycyclinbehandlung gehalten. Anschlie®end sol
ten die 8 Versuchstiere mit implantierten ATééllen in zwei Gruppen mit undhoe

2 mg/ml Doxycyclintrinkwasse&yabe fir weitere 11 Tage beohtat werden.

Aufgrund der in der ersten Versuhihe gemachten BeobachtungaeheKapitel 3.71,
wurde der zeitliche Versuchgauf in den folgenden Versuchsreichen epagst. Die
PostStereotaxiezeit ohne Doxycyclin wardei den Mausen mitmplantierten AToM
Zellen auf 5 Tage verkurzt. Zudem erfolgte in der zweitersuchsreihelie Implantaiton
einer friheren Zellpassage. Mit den Ergebnissen in der dritten Versuchsisitigezten
wir uns in Versuchsreihe IV dann einech frihere Zellpassage zu vengen. Insgesamt

wurden 42 Versuchstiere fir die Stereotaxiswemdet.

Somit erfolgte in den Versuchsreihen 1l bis IV nach einer Beobachtungszeit vageb T

ohne Doxycyclinbehandlungann fir den einen Teil der stereotsgt operierten Mause
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die Doxycyclingabe Uber das Trinkwasser. Die anda&fersuchstieg erhielten reines

Trinkwasser.

Die verwendete Doxycyclionzentrdion betrug 2 mg/ml. Das Doxycychimaltige
Trinkwasser wurde licigieschitzt verpackt und alle Tage gewechselt, um so dieg
winschte Konzentration konstant zu halten und eine imbgrede Trinkmenge fir die
Mause zu gewahrlgien.

Nach 21 Tagen wurden die Mause mit Isofluran betdubt und dekapitiert. ddien&
wurden entnommen und Gehirnsektionegedartigt. Die Gehirne deversuchsreihe Il
und IV wurden vollstandig aufbereitet und untersucht.

2.7.3.1 Gehirnsektionen

Nach 21 Tagen wurden die stereotaktisch operierten Mause mit Isofluranisiarkand

nach Desinfizierung mit 7% Ethanol dekapitiert. NacEntfernen der Kopfhaut wurde

die Kalotte ausgehend vom Foramen magnum er6ffnet und das Gehirn mit einer Pinzette
entnommen. Mit einer sterilen Rasierklinge wurde das freigelegte Gehirn frontal in 2
Halften geteilt und jeweils auf vorgeschnittene Korkusgtzer mit TissueTec (Sakura
Finetek, NL) aufgebracht. Das Gewebe wurde auf Korkplatten in Flissigstiekstoff
gekihltem 2Methylbutan (Meck, Darmstadt) schockgefroren. Nach dieser Prozedur
konnten die gefrorenen Hirnhéalften b8D °C gelagert werden undaren fir die Anfe

tigung von Kryostatschnittereteit.

Einige Gehirne wurden auch in Paraffin eingebettet, um weitere immunhistische

Farbungen anzufertigen.

2.7.3.1.1Kryostat und Paraffinschnitte

Die bei -80 °C gelagerten gefrorenen Gehirnhélften wurdertetsi Kryostat (Leica,
Wetzlar) in 10 pm dicke Schnitte geschnitten. B& °C wurde das Gehirn fur 30is
40min im Kryostat aquilibriert und war anschlie3end fur die Schnittpraparation bereit.
Jeder Schnitt wurde auf einen Objekttrager aufgezogen. Edemusowohl Supéost
PlusObjekitrager, die bet80 °C zur weiteren Lagerung bereit standen, sowie unbe-
schichtete Objekttrager, die zdirekten HamatoxylirFEosinFarbung dienten, benutzt.
Jeder 5. Schnitt der Gehivélften wurde mit Hamatoxyl#osin géarbt.

Fur die Paraffinschnitte wurden die Hirnhéalften ifedgepuffertem Formalin Gber Nacht

fixiert (aus 37% Formalin in PBS verdinnt). Danach wurden die Proben gewassert und
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Uber eine aufsteigende Alkoholreihe (8®, 100%) zum Xylol und anschliefde in Ra-
raffin im Autotechnicon zur Einbettung gebracht. Die Paraffinpraparate wurden mittels

Leica Mikrotom geschnitten.

2.7.3.1.2HamatoxylinEosin (HE)Farbung
Fur die HamatoxylirEosinFarbungen wurde Hamalaun nach Mayer und 1 % Eosin ve

wendet.

Hamalaun nach slyer

Aqua bidest 1000 mi
Hamatoxylin 29
Natriumjodat 0,29
Aluminiumkaliumsulfat 50¢g

AnschlieRend wurde die Lésung gut geschittelt, es entstand eine blauviolette Farbe und
die Lésung wurde flr 24 Stunden stehen gelassen. Danach wurden 50hy@ratonnd

1 g Zitronensaure dazu gegeben.

1 % Eosin

Aqua bidest 1000 mi
Eosin 10 g
Essigsaure 10 Tropfen

Die Kryostatschnittevurden direkt nach dem Schneiden im Kryostat mit 1 % PBS und
dann mit Aqua bidest gewaschen. Danach wurden sie 5 étidahg in Hamalaun nach
Mayer getaucht, anschlie3end erfolgte unter flieBendem Leitungswasser iérMang

das Blauen der Zellkerne. Als nachstes kamen diedaygchnitte fir weitere 3 Minuten

in 1 % Eosin und wurden mit Aqua bidesspgult. Das Zytplasma stellte sich rétlich dar.

Zur Entwasserung durchliefen die Schnitte eine aufsteigende Alkoholreihe und Xylol
(insgesamt 4 Minuten 70 %, 10 Minuten 96 %, 10 Minuten %0Bthanol, 10 Minuten
Xylol). Die praparierten Schnitte wurden mittels Corbitdzath mit einem Deckglas re
sehen und waren zur mikroskopischen Ansicht bereit. Die Paraffinschnitte wurden vor
der HEFarbung tber zwei Xylolschritte und eine absteigende Alkoholreihe entparaffi-

niert und danmvie oben beschrieben behandelt.

2.7.3.2 Tumorvolumenmessig
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Um die Anzahl der Versuchstiere gering zu ha{tg28), erfolgtedie Bestimmungrhand

von HE-Schnitten, hierzu wurdedlie Hirnpraparate komplett aufgeschnitten. Die Ttimo
flachen in den Schnitten wurden mit Hilfe eines Bamboo Tabs und dem Programen Imag

J ausgemessen. Aus den Tumorflachen in den Schnitten und der Schnittdicke wurden

Tumorteilvolumen bestimmt, die zum Gesamttumorvolumdéawrmmiert wurden.

2.7.4  Magnetresonanztomographie (MRT)

Als poststereotaktische Kontrolle unzlm Verlauf des Tumorwachsiis wurdendie
Mause Z2Tage nach Operation urikiTage vor Beendigung des Experimentes mit Isoflu-
ran narkotisiert und in ein-BeslaKleintier-MRT zur Bildadnahme gebracht. Eine Bild-

gebung beigder Versuchsreihe war aus technischen Griinden nicht mdglich.

2.7.5 Immunhistochemie (IHC)

Es wurden immunhistochemische Farbungen zum Nachweis der Reaktionen @es umg
benden Hirngewebes auf die stereotaktisch implantierten Tumorzellen und zurrdiffere
zierung des Tumors an Kryostaind Paraffinschnitten durchgefuhrt. Allegébnsse

sind im Kapitel 3.9 dargestellt.

Eine Ubersicht (iber die verwendeten Primind Sekundarantikérper in den jeweiligen

darin vstehwfiendet e A

Verdinnunga findet sich in den Tab. 2.a5nd bDa s

Kani nchen, die Abkg¢razwenagnAmipficd ¢mompoklykn onal
Antikorper | yy;y | Verwendete Epito rlleji-— Firma, Sitz
(AK) Verdinnung pitop it '
Detektion von MHC
U CD4 ] Klasse Il restringierten PharMingen,
(L3T4) Ratte)  1:500 | T 70)1en und von T m | usa
Helferzellen
Detektion von MHC
- J Klasse | restringierten .
g_ 2)C D8 3 patte 1:500 T-Zellen und regulator | m EgaAerngem
y schen und zytotoxische
T-Zellen
0 cD 1 Detektion von Plattchen
) ) AL vermittelter endothelia- PharMingen,
(1F)>ECAM- Ratte | 1:250; 1:500 ler Adhasion, Angiog- m | Usa
nese
~ Detektion von Gly- .
U CD ¢ ] X . PharMingen,
R/B220 Ratte 1:2000 Iéc?gg?lt:rl]n der murinen m | UsA
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U -Myc Detektion von eMyc- Abcam,
(Y-69) K 1:250; 1:500 | Expression in Tumorte| m GrolRbritan-
len nien
Detektion voninterme-
. diarfilament des Zytos- Dako, Déare-
U Des 1 Maus 120 keletts von Muekelzd- m mark
len
Detektion des sauren
- ] Gliafaserproteins, In- Dako, Dame-
U GFAR K 1:1000 termediarfilament in P mark
Gliazellen
5 Proliferatiorsmarker,
U Ki 67 K 1:200 Expresson wahrend G1 m Zytomed,
Klon SP6 ' , S, G2 und M-Phase Deutsdland
des Zdizyklus
Detektion von Mikrog- .
U Mha c | Ratte 1:500 lia, Komplementrezep- m EFSE\Ar‘Mlngen,
tor auf Phagozyten
5 Detektion von Mikro-
U MAP | Maus 1:1000 tubuliassoziiertem Pr m | Sigma, Japan
tein
0 Neur Detektion von Interme-
filament K 1:100 diarfilament von Ne p Sigma, Japan
venzellen
. . Chemicon
U olid K 1:500 | Detektion von Oli- o | Milipore,
godendroglia USA
U pho s Detektion von endogr
AKT (Ser K 1:50 n(;n AktLev_eI mit mi CeI_I Sig-
473) P o_sphoryherung an naling, USA
Serin 473
o . ) Detektion von Glatt- Progen,
U siain | Maus 1:800 muskelaktin m Deutsdland
5 Detektion von Inteme- Chemicon
U Vi md Maus 1:1000 diarfilament der mese m Millipore,
chymalen Zellen USA
Tab. 27.5a: Primérantikdrper und verwendete Verdinnungen
Antikorper Verdinnung Firma, Sitz
Go at U Rat | 1:200 Vectastain Labortories, USA
G(.)at.URabb't I9G 1:200 Vectastain Labortories, USA
(biotinyliert)

Tab. 27.5b: Sekundarantikdrper und verwendete Verdiinnungen
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2.7.5.1 IHC an Kryostatschnitten

In einer gekihlten AceteNlethanotLosung (Riedel de Haen, Seelze) im Verhéltnis 1:1
wurden die Kryostatschnitte fir 45 Sekundedefit und danach bei Raumtemperatur fur
10 Minuten getrocknet. AnschlieBend wurden die Schnitte in PBS gewaschen und dann
zur Blockierung deendogenen Peroxidase in eh8% H.O»-PBSLosung fur 10 Mim-

ten getaucht. Nach einem erneuten Waschschritt & &fblgte die Schnittumrandung
mittels eines speziellen Fettstifts, eirsexy. Liquid Blockes (Science Services, Japan).
Im Anschluss wurden dipréaparierten Schnitte mit 2,58em GoatSerum (Vectastain,
USA) fir 90 Minuten geblockt, um eine unspezifischntikdrperbindung und somit das
Anfarben von unspezifischem Gewebe und Zellen zu verhindBamach wurde das
Normalsrum (GoatSerum) mit 100 pl PrimaAntikdrperVerdiinnung ausgetauscht. Als
Verdinnungslésung diente lges GoaSerum. Die Inkubation dePrimarantikdrpers
erfolgte Uber Nacht bei 4 °C in einer feuchtemitzer.

Am nachsten Tag wurden die Schnitte mit PBS gewaschen und mit dem passenden S
kundarantikérper fir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Yeuthg erfolgte
dabei ebenfalls m1%igem GoaiSerum.Zur Verstarkung des Sekundérantikorpers-wu

de einAvidin-Biotin-Block der Schnitte durchgefuhrt. Dazu wurde das Vectastain ABC
Ki t (goat U rabbit) ver wend erdardPmdtokell désn we nd un
VectastainKits durchgefihrt. Bei MauBrimarantikorpern wurde mit dem Zytochem
Plus HRP PolymeBystem von Zytomed Systems, das sowohlKiyrostaschnitteals

auch Paraffinschnitte verwendet werden konnte,lgat@t. Hierfur wurde nach dera-I
boretablierten und von Zytomed Systemspéshlenen Protokoll gearitet, siehe auch
Kapitel 2.7.3.1.1 NachBlocken der Schnitte erfigten das erneute Spilen mit PBS und
die Erwicklung mit Diaminobenzidin(DAB)LOsung. Zur Sichtbarmachung oxidiert
Diaminobenzidin mit der Peroxidase des Sekundéarantikbmpeeinem braunen, unlésl

chen Prazipitat. Die DABLOsung bestand dabei aus 0% DAB, PBS und 10 pl
30%igemgekihltemH»O,. Nach einer 10ninitigen Entwicklungszeit wurde die Relakt

on mit PBS abgestoppt. Die Schnitte wurden mit destilliertem Wasser gespulhund a
schlielRend fur 30 Sekunden in Hamalaun gegengefilach weiteren 10 Minuten unter
flieRendem Leitungswasser waren die Kerne geblaut. Anschlieend durchliefeb-die O
jekttrager die aufsteigende Alkoholreihe mit destilliertem Wasser emel$ zweimal

70%, 96% und 100%gem Ethanol. Am Ende wurden dietitte fir weitere 10 Mia-

ten zur Entwasserung in Xylol gehalten. Mittels CeBalsam erfolgte im Anschluss die

Eindeckung mit Deckgkthen.
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2.7.5.2 [HC an Paraffinschnitten

Die Paraffinschnitte wurden tber eine absteigende »Alkdhol-Reihe entparféiniert.
AnschlieRend erfolgte ein iMinitiges Bad in PBS. Danaclarken die Schnié fur 20
Minuten in eine 3% e HO,/PBSLAsung. Nach erneutem Spulen mit PB&irden die
Schnitte zum AntigefiRetrieval ineinen Citratpuffer (mM, pH 6,0) fir 45 Minutemter
Hitze im DampfgareehandeltDie Schnitte enthielteanschliel3end jeweils 4 Tpfen

der Zyto Chem Plus Blocking Solution fiir 90 Minut&ach erneuter PSBpilung wu-

de das Zyto Chem Plus des HRP Polymer Systems als Post Block Réagemeitere 20
Minuten aif die Schnitte getan. Anschlielend konnten die Schnitte mit PBSsgean

und mit DAB und Hamalaun behandelt werden. Diesa$atieen wurde & i Actis, m

U Vimenti2n,und NMAMes mi n eerAnikérpedwatden aubdee an d
Paraffinschnitten wiauch auf deiKryostatschnitta ebenfalls mit GoatSerum unddem
ABC-Reagenz des Vectastdfit s verwendet

Fur den Nachweis von phospAKT (Ser 473) erfolgte die Prozedur nits-buffered
saline TBS) anstelle wn PBS. Fir den Nachweis vorvtyc (Y-69) wurde die Antige-
demaskierung mit Tri&DTA durchgeflhrt. Beide Vorgehensweisen stammten aus den

jeweiligen Herstellermtokollen.

2.7.5.3 Immunfluoreszenz

Zur weiteren Darstellung der Tumorzellen wurde Immunfluoreszenz verwendet. Hierbei
war eine Doppelfarbung bei Antikérpern aus dem gleichen Wirt nicht mdglich. DBie Fa
bungen wurden deshalb an Paraffinserienschnitten atigefe

Zur Immunfuoresznz wurden die in Tal2.7.5.3a und b damstellten Primé&rund -

kundarantikérper wsvendet.

I . Verwendete . Klonali- . .
Antikorper Wirt Verdinnung Epitop tat Firma, Sitz
Proliferatiors-
marker, Expre-
U Ki 67 K 1:200 sion wahrend m ?g&gg‘_j’
SP6 ’ Gl-, S, G2 land
und M-Phase
desZellzyklus
5 Detektion von Abcam
U -Myc (Y- K 1:250; 1:500 cMyc m Grof}
69) Expression in bri :
ritannien
Tumorzellen

Tab. 27.5.3a: Primarantikorper bei der Immunfluoreszenz
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Antikorper Verdliinnung Firma, Sitz

Alexa Fluor (488) ®atUrabbit IgG (H+L) 1:2000 Invitrogen, USA
Alexa Fluor (568) Goatlrabbit IgG (H+L) 1:1000 Life technologies, USA

Tab. 27.5.3b: Sekundarantikdrper bei der Immunfluoreszenz

Die Paraffinschnitte wurden wie bei der IHC Uber Xylol und eine absteigelkd&dk

reihe bis 70% Alkohol entparaffiniert. Anschlie3end erfolgte ein Waschen in PBS. D
nach erhielten die Schnitte fir 30 Minuten GBarum.Das GoatSerum enthd geni-

gend endogene Proteine, um unspezifische Bindungsstellen zu sattigen und somit zu bl
ckieren. Der Primarantikdrper wurde ebenfalls Uber Nacht I5€ #kubiert. Nach e
neutem PBSSpilen erfolgte in Dunkelheit die Inkubation mit Sekundararpid fur

120 Minuten. Nach 3x 5 Minuten PBS &¥chererhielten dé Schnitteflir 2 Minutenzur
Kerngegenfarbungd Npidnidin-2-phenylindol (DAPI) 1:10000. Dieser Schritt die

zur Kerngegenfarbung. Nach erneutem Waschen mit PBS und Aqua bidest fir jeweils 5
Minuten erfolgte das Eindeckeln der Objekttrager mit [@Etkhen undrFluoromount

Die angefeigten Farbungen wurden unter dem Fluoresadikzoskop befundet und

fotografiert.
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3 Ergebnisse
3.1 Genotypisierung der p53knock-out-Mause

Die Genotypisierung der Mause erfolgte mittels KAPSR und den Primern 107, 108
und 109 (Material und Methoden623). Die homozygote p5&nock-out-Maus wies ein
Fragment mit 450 Basenpaaren (bp) auf. Die heterozygoten Individuen zeaigteinl s
das 450 bp groRRe Fragment als auch ein weiteres 310 bp groRes FragmesferdiszR
dienten eine knockut-Kontroll-Probe und deDNA-Leiterstandard.

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

Abb. 3.1a: Genotypisierung ddtir die Herstellung der primaren Astrozytenrwendeten
Mause Methode: KAPA PCR

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

Abb. 3.1b Kontrollverdau der MiniPraparation pBABEHygro-myr-FLAG-Akt

Nach der Mnipraparatio zeigtendie Kolonien der Nummer 7, 8 und 10 nach Restrikt
onsverdau mit Hindlll jeweils ein zusatzliches 2300 bp grol3es Fragment. Diese frragme

te wiesennur Kolonien mit vollstindigem pBABHygro-myr-FLAG-Akt-Plasmidauf.
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Jede Maus, die fur die primarest#ozytenherstellung verwendet wurde, wurde vorab

mittels KAPA PCR dtch eine Schwanzprobe getestet.
3.2 Herstellung des Plasmides pBabelygro-myr-FLAG -Akt

Fur das Umklonieren wurde das pBABEygro-Plasmid mit EcoREchnittstelle verwe-

det. Von dem pWZtneoMyr-FLAG-Akt wurde die Geniticin (G418) Resistenz dn
fernt und durch eine HygromyeciResistenz ersetzt. Das erfolgreich kloniertesfld
wurde fir die Oligonukleotidkontrolle ZBeqglab Goéttingneingeschickt und diee§uenz

auf Richtigkeit Uberpruft. Nachrfolgter Minipraparation des Plasmids wurde ein erne
ter Restriktionsverdau mit Hindlll zur Kontrolle dhgefihrt. Da pBABEHygro-myr-
FLAG-Akt zwei Restriktionschnittstellen fir Hindlll enthalt, sollte bei dem Verdau ein
2300 bp grolRes Fragment entstet@ie erstellte Plasmidkarte findet sich im Kep2.3

3.3 Zellkulturen: Transfektionserfolg anhand von Green fluorescent
protein (GFP)-Nachweis

Die Herstellung der retroviralen Plasmidvektoren wurde anhand der parallel durechgefih
ten CalciumChlorid-Transgktion fir GFP kontrolliert. Die jeweiligen PhoedtCO-
Zellen derselben Charge erhielten g@abeH2B-GFP Giber den gleichen Vorgang der
Transfektion. 24 Stunden nach der Transfektion konnte dieExdpRession unter dem
Fluoreszenzmikroskop uberpriift werd Die Effizienz der Transfektion wurdahand

der Auszahlung einzelner Gesichtsfelder beurteilt, eine FAQSyse wurde nicht
durchgefuhrt. Die Transfektionseffenz variierte und lag hierbei zwischen %© und

60 %.

Abb. 3.3: Green fluorescent prate (GFP)-Expression bei Phoenizellen 24 Stunden

nach Transfektion
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3.4 Veranderungen des Phanotyps der retroviral transduzierten Zellen

Die p53knockout-Astrozyten verandern nach der retroviralen Transduktion in dér Zel
kultur ihren Phanotyp. Dies konntenchiuschon vorangegangene Artlee demonstrieren
(119. Mit der Dauer in der Zellkultur und unter standigete®tion entwickelten sicldie
Zellen vom astrozytaren Phanotyeg sie wurden zunehmend kleiner und boten eine
Hyperchromasie der Kerndie Kern-PlasmaRelation verschob sich zugunsten des
Kerns ferner zeigten die Zellen eiff@ndenz sich zusammen zu lagésiehe Abb3.4a

c).

Abb. 3.4 PriméreP53  Abb. 3.4 1. Passage vol  Abb.3.4: Akt-Zellen nach
knockout- Astrozyten,  Akt-transduzierten Astro-  weitererTransdukion mit
ersterTag in Kultur, Auf-  zyten, 2 hnachSelekti-  pBABE-Ta-Virus, 2. Pass-
lichtmikroskopie onsbeginnPtesenkon-  ge Phasenkontrastmikrosk

trastmikroslopie pie

Die Selektion mittels der jeweiligen Antibiotika bega?¥h Stunda nach Trasduktion.

Bei erfolgreicher Transduktion lagen die Uberlebensraten durch das Ausselektions
medium zwischen 25 und 6@. Die Transduktionskontrolle bei Viren mit MIGRdgél
TF-myc konnte ebenfalls tber die GERpression erfolgefsiehe Abb.3.4d-€). Je nach
Passagdandensich entwederastrozytdr anmutende Zellen oder eher kleinere mype

chromatische Zellen.
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Abb. 3.4: Fluoreszenamikroskopischer  Abb. 3.4 Fluoreszenamikroskopischer
Nachweis (GFP) voitoM-Zellen Nachweis (GFPyon AToM-Zellen 6.
1.Passage Passage

Diese Veranderungen des Zellphanotyps waienwichtiger Hinweis fur die Entdifé-
renzierung der Zellen und sind mehrfach analysiert wordé®, (144 145. Die p53
knockout-Zellen mit emyc-Transduktion zeigten ein kompaktddeineres Inselzél
wachstum. Im Unterschied hierzu behielten die -pb8ckoutAstrozyten mit Akt
Uberexpression iiber viele Passagen einen astrozytaren Phimbger gro8n Zélen
und spindelzellartigen Zellauslaufetsei. In allen transduzierten Zglpen zeigten sich
Veranderungen der Zellkermait hyperchromatischen Zellkernen und einer Vermschi

bung der KerrPlasmaRelation in Richtung des Zellkerns.
3.5 Doxycyclin-Konzentration in vitro

Die Proliferation der retroviral transduzierten Zellen mit den pBAB\ und MIGRde-
luxel TFmyc-Plasmiden und damit die Funktion des-0ftSystems in vitro wurdera
hand von Zellzahlungen erfasst. Die bendétigte Doxycy€bnzentration wurde vorab
ausgetestet. Die getesteten Konzentrationen von 0,1 pg/ml, 0,5 pg/miOypngirh| ze-
ten vergleichbare Effekte. Bei den Verhen in dieser Arbeit wurde 1,@/ml einge-

setzt.
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Effekt verschiedener Doxycyclin-Konzentrationen
800

---=-- Dox 0,1 ug/ml --*-Dox 0,5 pg/ml —e— Dox 1,0 pg/ml ‘

700

600 !

hd A 72
500 N \\ % 4 Y
Lt / % % \
400 i - ; .
; // AY // \\‘.
200 i k L

100

Zellvermehrungsrate [-fache Vermehrung / 4 Tage]

Abb. 3.5 AustestungrerschiedeneDoxycyclinKonzentrationemei AToM-Zellen ab 4.

Passage
3.6 Anderung der Zellproliferation durch Doxycyclin

Der Einfluss des Doxycyclins auf die Zellgiferation wurde in mehreren -4vitro-
Versuchen mit den verschiedenen Zellpopulationen untersucht. Nach erfolgreicher Trans-
duktion erhielten die Zellen permanent Doxycyclin mit 1,0 pg/ml. Die Zellen einer Platte
wurden aneshlieend in zwei Versuchsgruppen mit-gigll-Platten aufgeteilt. Die eine
Gruppe, bestehend aus sechs Unterversuchsgruppen, erhielt intermittierend Doxycyclin,
die andere nicht. Alle vier Tage wurden die Zellen ausgezahlt und 20i@d des jewei-

ligen Wells erneut in Kultur gebracht. In den mit Doxycyclin behandelten Kulturen fan-
den sich nach derselben Zeit in der Zellzahlung deutlich geringere Zellzahlen als in den
unbehandelten Wells im Sinne einer deutlich geringeren Proliferation. Die Regulierbar-
keit mit dem Tetoff-System konnte bei allen 6 ATeMind allen 4 ToMgenerierten Po-

pulationen nachgewiesen werden.

3.6.1 ToM-Zellen

Die Zellen, die nur mit pPBABETA und MIGRdeluxel TFmyc transduziert wordenay
ren (ToMZellen), wurden mit und ohne Doxycyclingab@ersucht. Die Zellen, die W&
rend der gesamten Dauer in Zellkultur mit Doxycyclin behandelt worden wareterrei
im Vergleich zu den unbehandelten Taldllen eine deutlich langsamere Prolifeoat

Die Unterschiede der Zellvermehrungsrate demabdeltenund unbehandelten ToM
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Zellen nahmen im Verlauf des Untersuchungszeitraumes zu. Auch nach 16 Tagen kont
nuierlicher Doxycyclingabe war die Proliferation der T-@dllen anhaltend supprimiert,

die Zellproliferatiorsrate blieb durch i@ Tetracyclinregulatiorstabil GieheAbb. 3.6.1).

Die Doxycyclinrunbehandelten ToMellen der Gruppe 1 zeigten dagegen einemgstet

Anstieg der Zellvermehrungsrate.

ToM Gruppe 1 *p< 0,05 **p<0,01 **p<0,001
1400

‘ —a— alternierend Dox - -e- - kein Dox‘

1200 T -
- /t,‘, - I
1000 P -

800

N AN B
200 /{ *\ / \ﬂ
Y

0

—&—
N
\
N
\
= TR S
AN
\
.-—

Zellvermehrungsrate [-fache Vermehrung / 4 Tage]

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
“ M M Tage

Abb. 3.6.%: Zellvermehrungsrate vohoM-Zellen Gruppe 1 ab. Passage

y-Achse: Zellvermehrungsrate-Achse:Tage blau: Gruppe mit intermittierender
Doxycyclingabe, rot: Gruppe ohne Doxycyclin

Eine Beschleunigung der Proliferation war bis zu einem bestimmten Maximitiels
Zellz&hlung zu beobachten.

Dies war bei dieser Zellgruppe bis Tag 8t Auszahlungen u erheben. Die Zellen
konnten sich auf den Boden der Kulturschale absetzen und einen ZellrasenHihgen.
exakte Zellz&hlungnit FuchsRosenthalZéhlkammern war am Tag 4ficht mehr m@-

lich, da die Zellersich pyknotisch zeigten und im Medium schwammen.

Da die Zellen der 1. Passage nach Transduktion ausgezéhlt wurden und die Zeilkulturu
tersuchungen in Abb. 3.@lam 36. Tadpeendet wurdenwarim Weiteren zu klarenob

die Regulation mittels Teaiff-System auch in héheren Zellpassagen foniert. Hierflr
wurden Zellen der ToM Gruppei der 1. Passagayokonserviert und dann nach dem
Auftauen erneutiber 6 Passagen mit Doxycyclin in Kultur belassen. Anschliel3end er-
folgte die erneute Auszahlung (siehe Abb. 3.6.Dig. Zellen der 7. Passa@49 Tagen

Kultur) waren ebenfalls regulierbar und dies lber einmewen Beobachtungszeitraum
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von 16 Tagen(siehe Abb. 3.1b). Die Annaherung der Zellproliferatiamte zur
Doxycyclinrunbehandelten Gruppe erfolgte diesmal schneller.
Die Versuchszellen warevor der erneuten Testung alle mit Doxycyclin behandelt wo

den.

ToM Gruppe 1, 7. Passage *p< 0,05 *p<0,01 **p<0,001
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Abb. 3.6.b: Zellvermehrungsrate von Toldellen Guppe lab 7. Passagsach Kryo-

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

Doxycyclingabe, rot: Gruppe ohne Doxycyclin

Diese Ergebnisse konnten anhand weiterer ‘Ha\fpopulationen, insgesamt 4 generie

ten ToM-Zellpopulationen, bestétigt werden.

3.6.2 AToM-Zellen

Die AToM-Zellen wurden ebenfalls in Zellkulturen untersucht. Auch digseeerierte
Zelltyp zeigte ein gutes Ansprechen auf die Doxycyclingabe und damit eine Regulierbar-
keit der ProliferationDie Zellen waren nach 16 Tagen Doxycychrénz immer noch
regulierbar giehe Abb. 3.6.2). Die Proliferationsrate né&herte sich zwisthMersuchstag

4 und 16ohne Doxycyclingabeler Doxycyclirnunbehandelten Gruppe an. Dieser Effekt
war in allen Untenschungen zu beobachten und nicht davon abh&ngig, ob es sich um
frihe oder spate Zellpassagen handelte. Jedoch wurde in hoheren Zellpaskagter

eine Annaherung der Proliferateaten der Doxycyclilbehandelten undoxycyclin-

unbehandelten Gruppen gesehen.
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Abb. 3.6.2: Zellvermehrungsrate von AToMellen Gruppe 1 ab 4. Passage

y-Achse: Zellvermehrungsrate;Achse: Tage; blau: Gruppeit intermittierender

Doxycyclingabe, rot: Gruppe ohne Doxycyclin
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Abb. 3.6.2: Zellvermehrungsrate von ATolellen Gruppe 2 ab 7. Passage

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

Doxycyclingabe, rot: Gruppe ohne Bayclin
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AToM Gruppe 3, 1. Passage p<0,05 *p<0,01 *p< 0,001
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Abb. 3.6.2: Zellvermehrungsrate von AToMellen Gruppe 3 ab 1. Passage

y-Achse: Zellvermehrungsrate:Achse: Tage; blau: Gruppe mit intermittierender
Doxycyclingabe, rot: Gruppe ohne Doxycyclin

Im Weiteren war zu klaren, ob die Regulierbarkkitch das Tebff-System auch nach
langerer Doxycyclinkarenz bestehen bleibt. Hierzu wurden die AZeNén der Gruppe

2 ab der 8. Passa@#B Tage in Kultur)iber eine Dauer von 22 Tagen in Zellkultur kela
sen. In deser Zeit wurde nur das Medium mit Hggnycin 50 pg/ml ud Puromycin

1 pg/ml alle 4 Tage gewechselt. AnschlielBend wurde die Zellkultur ab Tag 22 in 2 Grup-
pen aufgeteiltDie @ne Gruppe erhieldannl,0 pg/miDoxycyclin in das Kulturmedium.
Nach weieren vier Tagen wurden die sivell-Plattenausgezahlt. Dabei zeigte sich e
neut ein deutlicher Unterschied in der Proliferadfate(siehe Abb. 3.6 @).
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Abb. 3.6.2I: Zellvermehrungsrate nach ZagenDoxycyclinkarenz von AToMZellen

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

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

Ferner sollte untersucht werden, ob das Vorhandensein eines Plasmides per de die Zel
proliferation veréndrt. Hierzu wurde aus der p5&nock-outPopulation der spéten
AToM-Gruppe 2 zunachst pS3&ockoutZellen, dann transduzierte GFRnd Akt

Zellen im selben Zeidtum untersuchts{ehe Abb. 3.6 Eine parallele Untersuchung der
AToM-Gruppe 2 war aufgruhder hintereinander stattfinaeen Transduktiogschritte

mit denunterschiedlicen Retroviren nicht in derselb&assage mit derselben Zejtpe

lation mdglich.
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Abb. 3.6.3 Zellproliferationsraten von p5Bnockout-Zellen, Ak-Astrozyten und GFP

Astrozyten abl. Passage

Die anfanglich erhdhte Proliferation da&kttransduzierten Zellen ist mit der antiapopto-
tischen Wirkung von Akizu begriindendie bereits in Kapitel 1.2.3.2 ausflibh be-
schridben wurde(69, 125. Die Annaherung der Proliferationsraterr ¢é3-knockout-
Zellenund der GFRtransduzierten Zellen Uber den Zeitraum von 40 Tasfetturch die
Anhaufung gentischerAberrationen in deZellkultur bei p53Defizienzerklarba (143).

Alle Zelltypen zeigen jedoch im Gegensatz zu den ATold den ToMZellen insge-
samt eine geringere Proliferationsrate. Died@®itung des-bMyc wird her erneut klar.
Somitfungiertc-Myc als wichtiges Onkogen in der Proliferationssteigerung und das kon-
stitutiv aktiviei A&tori 8(6%lAlxssAdHAehl stab

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

Zusammenfassenoelegendie in-vitro-Versuche der unterschiedlich transduziertek Ze
len die Regulierbarkeit durch das #t-System im Rahmen der zellbiologischensRe
sourcen. Sowohl dip53knockout-Zellen, die nur mi pBABE-purotTA undMIGRde-
luxel TFmyc transduzier(ToM-Zellen) worden sind,als auch die zusatzlich mit Akt

versehenen AToM ellensind durch Doycyclingabe in vitro reproduzierbar ndggrbar.
3.7 In-vivo-Versuche

Ob die in vitro regulierbaren Zelltypen&uin vivo regulierbar sind und ihr tomgenes
Potenzial umsetzen kdnnen, wurde in einer Reihe von Tierversuchen in viveughte

Die in Zellkultur erfolgreich regulierbaren Zellen wurden tber 12 Tage ohne Doxycyclin
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kultiviert. AnschlieRend erfolgtei@ in Kapitel 27 beschriebene stereotaktische Impdant

tion der Zellen in das Corpus Striatum der B&use.

3.7.1 AToM-Zellen induzieren Tumore

Es wurden sowohl reine myikt-Zellen als auch ToMund AToM-Zellen steeotaktisch
eingesetzt. Die verwendeten BMEuse wurden nach 21 TageroBachtungszeit in
Narkose dekapitiert. Ausschliel3lich ATeEkllen induzierten Tumore, wahrend sich
nach Implantation von myhkt-Zellen oder ToMZellen keine eindeutige Tumorigenesis

fand. Diese Zellen waren in einigen Fallediggich im Stichkanal nachwsbar.

In der ersten Versuchsreihe zeigten die ATa#llen in der 10. Passage eirsgepragtes
makroskopisches Tumorwachstum. Tage nach der Stereotaxie traten bei allen mit
AToM-Zellen operierten Versuchstieren erste Hirmttaymptomeauf. Aufgrund dieser
Entwicklung wurde der Versuch aus ethischen und Tierschutzgriinden 12 Tageaiach St

reotaxie frilhzeitig abgebrochen und die Mause narkotisiert und tiekapi

Als Konsequenz aus den Ergebnissen dieser ersten VersuchsreieedeuVersuchsa

lauf geandert. Di€eit nach nach Implantation der Zellen otidexycyclin wude von 10

auf 5 Tage verkirzt, und es wurden Zellen einer friiheren Zellpassage (8. Zellpassage)
verwendet In friheren Arbeiten zeigte sich bereits ein makrosabhies Wachsim in
friheren Zellpassag€tl19).

In der zweiten Versuchsreihe (Versuchsreihe Il, AToM Il) entwickelten disi¢astiere
keine Hirndrucksymptome mehr. Sie zeigten den erwarteten Gewichtsverlauti-mit z
nachst Gewichtszunahme und einer 81flsTage nach der Stereotaxie beginnenden G
wichtsabnahme. Die Gewichtsverlaufe zwischen den Doxychelirandelten und den
unbehandelten Tieren unterschieden sich kaum. Die zwei Mause, die keine #ellen i
plantiert bekamen und Doxycyciimaltiges Trinkwaser erhielten, zeigten keine eG
wichtsabnahme oder sonstige $yame. Das Tumorwachstum Wersuchsreihdl war

in der Doxycyclinbehandelten Gruppe makroskopisch geringer ausgepréaige (8bb.
3.723).

In der dritten Versuchsreihe wurden dann erneut AT4#en der 8. Passage sowie

ToM-Zellen der 8. Passage implantiert. Die T-@dllen zeigten keine dmorigenesis.

Trotz des idatischen Versuctablaufes mit Verwendung von Zellen der 8. Zellpassage
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zeigte sich hier jetzt kein Unterschied im TumorwachstumbDietycyclinrbehandelten
und -unbehandelten Gruppen mehAus diesen Ergebnissen wurde der Schlwzegen,
dass bei einer hohen Zellpassage wie der 8. die Zellen unterschiedlich ansprechen ko
nen. Deshalb entschieden wir uns in Versuchsreihe IV (AToM I¥¢ eioch frihere

Zellpassage (5. Zellpassage) darvitro regulierbaren AToMZellen einzusetzen.

Eine tumorigene Wirkung der ATolMellen konnte in jeder Versuchsreihe nachgse
werden. Das Ansprechen auf die Doxycyclinbehandlung als Ausdruck fir alsoRie-

ren des Tebff-Systems in vivo konnte nur in Versuchsreihe Il belegt werden. In der vie
ten Versuchsreihe konnten durch die Boyclinbehandlung deutlich kleinere, nur nokr

skopisch nachweisbareifore erzeugt werden.

Die AToM-Zellen der 8. Pasga induzierten ein deutliches makroskopisches Tumo
wachstum im Gegensatz zur 5. Passage (siehe BHda und b). ddoch zeigten die
Tumore der 5. Passage einen differenten histologischerotypdm Vergleich zu den
Tumoren der 8. Passage. Die verschietieMorphologien wurden weiter immunhisto-

chemisch atersucht.

Abb. 3.7.51: Versuchsreihdl, Tumor aus AToMZellen (8. PassageyersuchstieNr. 8,
Schnitt 105
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Abb. 3.7.D: VersuchsreihéV, Tumor aus AToMZellen (5. Passagéey,ersuchstieNr.
8, Schnitt 1

Der tumorigene Effekt der AToMellen war in allen Versuchen zu beobachten und auch

in niedrigen Zellpassagen zumindest mikroskopisch klar zu erkennen. Dierd aier
BL6-Mause aus AToMZellen der Passage 8 in Versuchsreihend Il zeigten teilsn-
filtrationen in die Kalotte und das Kleinhirn. Die Grol3hirnhemispharen mit demomakr
skopisch sichtbaren Tumor wurden entnommen und standen fir weitere Untersuchungen

zur Verfugung.

Die nachfolgende Tabelle zeigt eine Ubersicht iherverwendeten Zelltypen urikll-

passgen und deren tumorinduzierenden Effekt.

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

Tab. 3.7.1: Tumorigenesisdeerschiedenen Zelltypen

3.7.2  Tumorvolumenmessung

Die Frage ob die Tumorzellen auch in vivo die Regulation durch Doxycyclingabe- beib
halten konnten, wurde mittels Volumenmessung der induzierten Tumore geprift. Dazu
wurden Krystatschnitte der Hirne angefettigDie kompletten Grol3hitremsphéren
wurden in einer Schichtdicke von 10 pm aufgeschnitten, auf ObjekttréigEzagen und

mit HamatoxylinrEosin gefarbt. Mittels Bamboo Tab wurden die Tumorflachen in den
Kryostatschnitten ausgemessen. AmdzhbartenTumorflachen und der Schnittdicke
wurden die Tumorteilvolumina errechnet, die zum Gesamttumanen addiert wurden.

In der Volumenanalyse der AToM-Tlumore waren deutliche GréRenunterschiede zw
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schen Doxycyclirbehandelten Mausen und Doxycyelinbehandéen Mausen zu sehen.
Die Volumina sind in Abb3.7.2a dargstellt.

Tumorvolumina nach
Implantation von AToM Il Zellen

120 -

100

80

E
€
§ 60
©
5
€
2
40 $
20
*
O ;
ohne Doxycyclin -~ mit Doxycyclin
Dox Tumorvolumen [mr# Kein Dox Tumorvolumen [mrfj
Hirn 1 117,43* Hirn 2 40,05
Hirn 3 1,21 Hirn 4 41,12
Hirn 5 0,54 Hirn 6 41,64
Hirn 7 2,54 Hirn 8 17,40

Abb. 3.7.2&: Graphische Datellung der Tumorvolumina nach Implantation von AFoM
Zellen, Versuchsreihe Il. Rot: 4 Mause ohne Doxycyclingabe. Blau: 4 Mause mit

Doxycyclinbehandlung. Roteinie: Mittelwert fir Mause ohne Doxycycliyabe. Blaue
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Linie: Mittelwert fir Mause mit Doxycydtibehandlung. Hellblaue Linie: Mittelwert fur

Mause mit Doxycyclinbehandlung ohne Hirn 1.

Maus Nr. 1 (siehe Abb. 3.2 der Doxycyclinbehandelten Gruppe hat trotz 2 mg/mi
Doxycyclin im Trinkwasser einen extrem groRen Tumor entwickelt, der zudemoahistol
gisch ausgepragte Nekrosen und ein stark verdrangendeswaaohstum aufwies, wie in
keinem der anderen Félle nachweisbar. Dies lasst sich nur damit erklaren, dass die i
plantierten Zellen im Mausindividuum Nr. 1 nicht auf die Doxycyclingabesprgchen
haben oder das Doxycyclin in dieser Maus den Tumor nicht erreicht hat. In allen anderen
Méausen waren deutliche Umsehiede bei den Tumorvolumina der Doxycyelin
behandelten (Nr. 3, Nr. 5, Nr. 7) und Doxycyelinbehandelten (Nr. 2, Nr. 4, Nr. 6, Nr.

8) Versuclkgruppe festsstellen. Die Ursache des unkontrollierten Tumorwachstums bei
Maus Nr. 1 konnte nicht abschlieRend geklandea.

Abb. 3.7.D: Versuchsreihdl, Tumor aus AToMZellen (8. PassagéyersuchstieNr. 1;

sichtbare Nekroseinseln
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Abb. 3.7.2Z: Versuchsreihdv, Tumor aus Abb. 3.7.2: VersuchsreihdVv, Tumor aus
AToM-Zellen (5. Rssage), Doxycyclin ~ AToM-Zellen (5. Passageyersuchstier
behandelte¥ersuchstieNr. 9, Kryostat Nr. 6 ohne Doxycyclingabe, Kryostat

Schnitt 40 Schnitt 15

Die unteschiedlichen TumorgréR3en fanden sich auch in der Stereotaxie der Tllerorze
der 5. Passagesiehe Abb. 3.7Q2 und d. Aufgrund der Verzerrungemn den in diesen
Fallen auch angefertigten Paraffinschnitterar jedoch eine Bthenbestimmung und
Volumenandysewie in AToM ll-Versuchsreiha@icht mdglich.

3.8 Magnetresonanztomographie (MRT) der Mause

Zur Uberpriifung des Tumorverhaltens und Tumorwachstums wurden am 2. und 19. Tag

posbperativ MRT-Bilder angefertigt. Bei Zellen der 8. Passage konnte nach 19 Tagen i
MRT ein deutliches Tumorwachstum bildmorphologisch nachgewiesedewegsiehe
Abb. 3.8 und b), was bei den Zellen der 5. Passage nicht der Fall war.
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Abb. 3.8: cMRT Maus Nr. 5 mitimpla  Abb. 3.&: cMRT Maus Nr. 8nit implan-
tierten AToMZellen der 8. Pasge tierten AToMZellen der 8. Pasge

Der grof3e Tumor der Maus Nr. 8 war klinisch von einem Gewichtstevon 3 g, ca.

10% des Ausgangsgewichts, begleitet. Die Mause wurden jeden Tag inspiziert, um mog-
liche Hirndruckzeichen zu detektieren und Kimischer Verschlechterung einen vorzei-
tigen Experimemmabbruch aus ethischen und Tierschutzgriinden zu éneliziBei allen
Versuchen zeigten die Tiere durchgehend ein gutes Nahrungsaefreghaften und
zunéchst eine Gewichtszunahme. Da die Versighkstu Versuchsbeginn alle 8 Wochen

alt waren, war dies zu erwarten. Nach 10 bis 14 Tagen traten bei den Mausen, die stere-
otaktisch die Zellen der 8. Passage implantiert bekommen hatten, Gaetligte auf.

Diese variierten von 2 bis 1% des Afangsgevchts am 21. Versuchstag. Die Mause,
denen Zellen der 5. Passage implantiert wurden, zeigten keine Gewichtsabnalene in B
zug zum Ausgangsgewicht. Somit konnte der Gewichtsverlust zwar als Indiz fursein au
gepragtes Tumorwachstum genommen werden, ein &gniér Uhterschied zwischen
Doxycyclinbehandelten und Doxycychmbehandelten Mausen war aber nichthaac

weisbar.

3.9 Immunhistochemie

Der Ablauf der Farbungen und die verwendeten Antikorper sind in Kapitd I&reits
ausfuhrlich dargestellt worderZzun&hst wurden Hamatokyn-EosinFarbungen (HE
Farbungen) der Kryostatschnitte fur die erste histologische Befundungeuh@ldmen-

bestimmung angefertigt.
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Abb. 3.9aVersuchsreihdl, Tumor aus  Abb. 3.%: Versuchsreihdv, Tumor aus
AToM-Zellen (8. Passageyersuchstier AToM-Zellen (5. Passageyersuchstier
Nr. 8, Schnitt 120, 2fache VergréBung Nr. 5, Schnitt 45, 4@ache Vergrof3erung

In der HEF&rbung sind die morphologischen Unterschiede der Tumorzellen von der 5.
und 8. Passage sichtbar. Troterwiendung der gleichen Plasmidtransduktionen bki Ze
len der 8. und 5. Passage zeigen sich deutliche Unterschiede in der Tumorzelldiferenzi
rung. Die Zellen der 8. Passage imponieren kleiner minsnter Kernfarbung, wéhrend

die Zellen der 5. Passage tmin grol3er sind (sieh&bb. 3.9 und b).

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

ge angefertigt.

3.9.1 Herkunft und Immunantwort

Zunachst waren die Fragen der Immunreaktivitédt und der Zellherkunft zu klaren. Wie
schon mehrfach gezeigt, verlieren die generierten A¥a\len zunehmend die Immun-
reaktivitat fir das saure Gliafaserproté&iial fibrillary acidic protein(GFAP) (3, 119.

Dies konnte auch in dieser Arbeit bestatigt werden. Nur noch wenige Zellen im Tumor
prasentiere sich GFAPpositiv (Abb. 3.9.4 und b). In der unmittelbaren Turnoge-

bung zeigte sich eine reaktive Astrozytose. Diese Reaktionowmanhs flir Zellen der 8.

und als auch der 5. Passage gleich eprsat.
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Abb. 3.9.h: Antikdrper gegen Ausschnitt aus Abb. 3.9.1a
GFAP, VersuchsreihdéVv, Tumor
aus AToMZellen (5. Passage),
VersuchstielNr. 1, Paraffinghnitt

51

Ob mit der reaktiven Astrozytose zudem eine Einderung von Entziindungszelleri-au
getreten war, wurde mittels Antikorperfarbungen fir €bdd CD8Rezeptoren (Cluster

of differentiation 4 und 8) sowie fivlakrophagenrl-Antigen (MAC-1) geprift. In den
gefarbten Hirnschnitten beider verwendeten Zellpassagaren nur wenige Entai
dungszellen in der Tumorumgebung nachweisbar. Damit hatten die implantierten Tumo
zellen das Immunsystem der Maus kaum aktiviert, was fiir efolgesiche Etablierung
des Tumormodells eine wichtige Voraussetzung darstellt. Dke B819.1b, ¢ und d gr
sentieren exemplarisch die Antikdrperfarbungen fur €& MAGC-1. Hier zeigt sich

Abb. 3.9.b: Antikérper gegei€D8,Ver-  Abb. 3.9.L: Antikdrper gegetMAC-

suchsreihel, Tumor aus AToMZellen 1, Versuchsreindl, Tumor aus
(8. Passage)/ersuchstieNr. 7, Schnitt AToM-Zellen (8. PassageYersucts-
37 tier Nr. 6, Schnitt 34
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Abb. 3.9.1: Antikdrper gegen MAEL, Abb. 3.9.k: Negativkontrolle
VersuchsreihéV, Tumor aus AToM
Zellen (5 Passage)/ersuchstieNr. 9,

Schnitt 8

3.9.2  Antikorper gegen CD45R/B220

Mit diesem Antikdrper wird das membransténdige Protein CDAbBRyen deté&tiert. Es
besitzt eine TyrosiPhosphatas@ktivitat. Es wird auf alle B-Zellen in allen Entwik-
lungsstadien, aktivierten-Bellen und auch auf Unterarten von dnd NK-Zellen expri-
miert. Es fungiert als PaB-Zellmarker. In den durchgefiten Farbungen waren die
Tumoren der 8. Passage alle immuratiedir dieses Antigen, die Tume der 5. Passage
zeigten teils psitive Zellen (siehe Abb. 3.992und b). Eine eindeutig positive Immunre-

aktivitat war in keinem Tumor zu sehen, somit war keine relevante Imrwordresta-

Abb. 3.9.2&: Antikérper gegerCD45,Ver-  Abb. 3.9.2: Antikdrper gegerCD45,Ver-
suchsreihdV, Tumor aus AToMZellen (5. suchsreihdV, Tumor aus AToMZellen (5.
Passage)ersuchstieNr. 4, Kryostat Passage)ersuchstieNr. 5, Kryostat

Schnitt 13, 26ache VergroBrung Schnitt 7
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3.9.3  Antikorperfarbungen des Proliferationsmarkers Ki67

Um die Proliferationsaktitat in vivo zu beurteilen (6% wurden sowohKryostat als
auch Paraffinschnitte mit dem Antikorper Ki67 Klon SP6 von Zytonefdrigt. Bei Ki67
handelt es sich um ein Protein, das dielifarationsbeeitschaft wiedagibt. Zellen in der
GO0-Phase des Zellzyklus produzieren kein Ki67. Bereitsararngegangenen Arbeiten
waren friihe und spate-vitro-Passagen von transderten und auch Wildyp-Zellen
mittels Ki67-Antikorper angefarbtund beurteiltworden (119. Hierbei zeigte sich, dass
das Fehlen der pSBunktion entschdend flir die Proliferationsbereitschaft der 53
defizienten Astrozyteim Verglech zu WildtypKulturenwar (119.

Sowohl die Tumore der Doxycychmehandelten als auch der unbehandeBeuppen aus
allen untersuchten Passagen (5. und 8.) waren immunpositiv fur Ki67. In héheran Pass
gen nahm die Ki6Tmmunreaktivitat zu, so zeigten Tumorzellen der higmwemdeten 8.
Passage mehr immunpositive Zellkerne Ki67 als die der 5. Passageamit ist die
Proliferation in der 8. Zellpassage héher als in der 5. Passage. Die Tueroihe| 8.
Passage waren bis z0 % immunreaktiv fir Ki67. Es kdnnen auf diese Weise also T
morzellen mit unterschiedlichen Proliferationsverhalten erzeugt werdekorghten s-

wohl astrozytdre Tumore, die langsamer proliferieren (wenig Ki67 Immunreaktivitiat in

denTumoren der5. Passage) als auch schnell wachsende Tumore mit hoher Ikimune

Abb. 3.9.2&: Antikdrper gegerKi 67, Ver-  Abb. 3.9.3: Antikbrper gegerKi 67, Ver-
suchsreihél, Tumor aus AToMZellen (8. suchsreihél, Tumor aus AToMZellen (8.

Passage)/ersuchstieNr. 2, Schnitt 28 Passage)/ersuchstieNr. 7, Schnitt 14
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Abb. 3.9.2: AntikdrpergegerKi 67, Ver-  Abb. 3.9.31: Antikbrper gegerKi 67, Ver-
suchsreihdV, Tumor aus AToMZellen  suchsreihdV, Tumor aus AToMZellen (5.
(5. Passage)/ersuchstieNr. 10, Paraffi--  Passage)lersuchstieNr. 5, Schnitt 45,
schnitt 105, 4Gache VegrofRerung 40-fache VergréRerung

Erstaunlich war, dass die groRen Tumorzellen deMTW Reihe keine positive Immun-

reaktivitat fur Ki67 zeigten, somit befanden sie sich in der Ruhephase deskisllzy

Dies kann als Differenzierungskriterium gewertet werden

Bei den Tumoren der Doxycyclivehandelten Tiere lagen die Ki@Xprimierenden Ze

len vor allem im Tumorrandbereich (Abb. 38.und Abb. 3.9.8), wahrend die Ki67

positiven Zellen der Doxycyclianbehandelten Tumore Uberall im Tumor zu finden w
ren(Abb.39.3f . Die H2ufumgasadderarAgmdgl iZfeed &th i m Ran
Doxycyclin-behandelten Tuoren kénnte ein Indiz fur eine beginnende Infiltration in das

umgebende Gewebe sein.

Abb. 3.9.2: Antikdrper gegerKi 67, Versuchsreihdl, Tumor aus AToMZellen (8. Pa-
sage)VersuchstieNr. 7, Schnitt 16
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Abb. 3.9.3: Antikorper gegerKi67, Versuchsreihdl, Tumor aus AToMZellen (8. Pa-

sage)VersuchstieNr. 2

3.9.4  Antikorperfarbungen gegen eMyc

Die transduzierten Zellen sollten auch in vivo auf das eteimaleMyc getestet weden.
Hierflr wurde der Antikdrpegegenc-Myc (Y-69) verwendet. Die Tumorzellen zeigten
eine hohe Expression desMyc, diese war bei den Tumorzellen der Boyclin-

unbehandelten Tumof@bb. 3.9.4a)starkerausgepragt, wohingegeredrumorzellen bei

Abb. 3.9.4: Antikorper gegere-Myc, Ver-  Abb. 3.9.4: Antikdrper gegerc-Myc,

suchsreihél, Tumor aus AToMZellen (8. Versuchsreihdl, Tumor aus AToM
Passage)VersuchstieNr. 6, Schnitt 38, 40 Zellen (8. Pasage)VersuchstielNr. 7,
fache Vergrof3erung Schnitt 69, 4€fache Vergolierung

Die Unterschiede bei derMyc-Expressionder Doxycyclinbehandelten und Doxycyc-
lin-unbehandelten Tumore sind ein Hinweis fur Basktionieren des Teiff-Systems in
vivo sowohl in Tumoren aus der 5sauch aus der 8. Zellpassage.
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Bei denc-Myc (Y-69) Farbungen der Tumore der 5. Passage fiel zudem auf, dass die
grolen Tumorellen nicht immunpositiv fur-61yc waren.Somithatten &h aus den in
vitro-Tumorzellen der 5. Passage einige Zellen weiter diffaest (Abb. 3.9.4c). Die

Myc- und Ki67negativen Zellen zeigten eine positive Immunreaktion fur das ale-Diff

renzierungsmarker fungierende Intermefil@ment Desmin Abb. 3.97a).

& > &

Abb. 3.9.4: Antikérper gegert-Myc, VersuchsreihdV, Tumor aus
AToM-Zellen (5. PassagéeyersuchstieNr. 10, Parfinschnitt 90,
40-fache Vergrol3erung

Abb. 3.9.41: Negativkontrolle, Paraffsthnitt

3.9.5 Antikorperfarbungen gegen phospheAkt (Ser473)

Das konstitutiv aktive myAkt sollte ebenfalls in vivo nachgewiesen werden. Dafum-die
te der Antikorper phosphR&KT (Ser 473), der zur Detektion von Akt mit Phosphayli
rung an der Serinstelle 473 angewendet wird. Die Tumore aller Zellpassagien eiie
vermehrte Expression von Akt (AbB.9.5-d).
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Abb. 3.9.% Antikdrper gegen phospho  Abb. 3.9.%: Antikorper gegen prapho
Akt, Versuchsreihdl, Tumor aus AToM Akt, VersuchsreihdéV, Tumor aus
Zellen (8. PassageyersuchstielNr. 2, AToM-Zellen (5. PassageYersuchstier
Schnitt ¥ Nr. 6, KryostatSchnitt

Abb. 3.9.%: Antikorper gegen phospho  Abb. 3.9.81: Antikérper gegen phepho-

Akt, Versuchsreihdl, Tumor aus AToM Akt, VersuchseihelV, Tumor aus
Zellen (8. PassageYersuchstieNr. 3,  AToM-Zellen (5. PassageYersuchstier
KryostatSchnitt Nr. 5, KryostatSchnitt

3.9.6  Antikorperfarbungen gegen CD31

Mittels Antikérper gegen CD 31 wurde versucht die Angiogenese in den relgsen
Tumoren nachzuweisen. Eine Immunreaktivitat als Hinweilitgefabildung war nur

in den Doxyxclinunbehandelten Tumoren der 8. Passage mit diesem Antikbrpger nac
weisbar Abb. 3.9. und b). Da bei der Begutachtung der Schnitte keine aadit
Unterschiede zu sehen waren, wurde auf eine Quantifizierungchiizi In den
Doxycyclin-behandelten Tumoren der 8.sRage war keine vermehrte Blutgefa3bildung
im Vergleich zum normalen Hirmgvebe zu eruiererApb. 3.9.€).
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Abb. 3.9.& Antikdrper gegercD31,Versuchsreihd,
Tumor aus AToMZellen (8. PassageYersuchstiemlNr. 6,
Schnitt 19

Abb. 3.9.@: Antikorper gegerCD31,Versuchsreihd,
Tumor aus AToMZellen (8. PassageyersuchstieNr. 6,
Schnitt 23, 4&ache Vergrof3erung

Abb. 3.9.6¢c Antikdrper gegerCD31, Versuchsreihdi,
Tumor aus AToMZellen(8. Passage)/ersuchstieNr. 7
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3.9.7  Zelldifferenzierung

Zur Erfassung der Zelldifferenzierung wurden Antikorper fir Desmin, NAReuro-
filament, Olig2, swActin und Vimentin eingesetzt. Ein besonderes Iss&regalt dabei

den groRRerc-Myc- und Ki67-negativen Tumorzellen der induzierten Tumore aus der 5.
Zellpassage. Nur die groRen Tumorzellen der AToMR&ihe zeigten sich immunpositiv

fur Desmin, die kleinen Tumorzellen waremdegen Desmimegativ. Die Desmin
positiven Zellen waren fir MAR immunnegativZur weiteren Einordnung der generier-
ten Tumorzellen diente ein Antikérper gegdbligodendrozytefTranskriptionsfaktor
(OLIG2), die Immunreaktion fiel bei allen Farbungen negativ aus. Bei humanen Gliomen

wird héufig eine positive Immunreaktion fur dies&éranskriptonsfaktorbeobachtet (84

Die VimentinAntikdrperfarbungen zum Nachweis einer mesenchymalen Herkunft waren
negativ. Die immunhistochemischen Farbungen gegen Neurofilamentrzsiiggeubiqir

tare Farbung. Bis auf eine minimale Immunreaktionsziven den grof3enumorzellen

der 5. Passage, waren die Farbungen gegeficsim negativ. Bei den Zellen der 5.4Ra
sage war eine Differenzierung zu groRersi@-postiven Zellen 6iehe Abb. 3.93),

aufgetreten, die sich nur in der dachsreihe der ATolWM-Zellen fand.

JE— o3 s
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Abb. 3.9.%& Antiktrper gegerbesmin, Abb. 3.9.b: Antikorper gegerbesmin,
VersuchsreihéV, Tumor aus AToM Versuchsreihdl, Tumor aus AToMZellen
Zellen (5. PassagéeyersuchstieNr. 10 (8. Passage)ersuchstieNr. 6
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Nur die grof3en Tumorzellen der AToM 4\
Reihe zeigten sich immunpositiv fir De
min, die kleinen Tumorzellen waren hing

gen Damin negativ.

Ausschnitvergrof3erung 40x ausbb.
3.9.7a

Abb. 3.9.%: Antikdrper gegeMAP-2, VersuchsreihéV,
Tumor aus AToMZellen (5. Pasage),VersuchstieNr. 10.

Die Desmin positiven Zellen sind fiur MARimmunnegativ.

Abb. 3.9.: Antikorper gegerNeurofilament Versuchsreihe
IV, Tumor aus AToMZellen (5. PassageyersuchstieiNr.
10. Die Neurofilamentfarbung zeigte einbale Anreicle-

rung und konnte nicht gewertet rden.
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Abb. 3.9.& Antikorper gegerDlig 2, VersuchsreihdV,
Tumor aus AToMZellen (5. Pasgie),VersuchstieNr. 10.
Die Detektion der Gfjodendroglia mit Olig2Antikorper fiel
ebenfalls bei allen Farbgen negativ aus. So waren dig- T

morzellen nicht weiter zu @odendroglialen Tumorzellen

differenziert.

Abb. 3.9.7: Antikdrper gegersm-Actin, VersuchsreihdV,

Tumor aus AToMZellen (5. Pasmie),VersuchstieNr. 10.

Glattmuskelaktin fand sich etwawischen den grol3eru¥
morzellen der 5. Passage, sonst waren die Farbumgen

munnegativ fir sAActin.
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Abb. 3.9.7: Antikorper gegervVimentin, VersuchsreihdV,
Tumor aus AToMZellen (5. Pas®e),VersuchstieNr. 1.

Auch die VimentinFarbungen blieben gativ.

398 Immunfl uoreszenz miMyc U Ki 67 und U ¢

Zur Verifizierung, dass die proliferativen Ki6 dgtiven Zellen auch die mitmyc trans-

duzierten Tumorzellen sind, wéare eine Immunfluoresd@ogpelfarbung sinnvoll gewe-

sen. Da jedoch beide valide funktierénden Arikorper Ki67 und eMyc (Y-69) aus

dem gleichen Wirt, dem Kaninchen stammten, war dies nicht moglich. Es wurden exemp-

larisch zwei benachbarte Schnjtedso Serienschnitteles Tumors Nr. 10 AToM IV ge-

trennt angefarh Als Orientierungsmarke diemein deutlich erkenbares Blutgefal3, das

sowohl in der gritiluoreszierenden Ki6F2 r bung mit Al exa Fluor (4
IgG (H+L) als auchin der rotfluoreszierenden -Myc-Farbung mit Alexa Fluor (568)

Goat U rabbit l gG (H+L) entstandéen&etivertalangs- er k enne
muster ist nahezu idesth. Die Befunde wurden zur Veranschaulichung grafisch zu-
sammengeflgt, Abb. 3.9.8. Die proliferativen Ki67Zellen sindauch die immunpadt-

ven fir egMyc.
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Abb. 3.9.&: Grunfluoreszierend&i67-Farbung mit Alexa Fluor (488) Goanti-
korper gegemabbitlgG (H+L), VersuchsreihdV, Tumor aus AToMZellen (5. Pa-
sage)VersuchstieNr. 10,Schnitt 108

Abb. 3.9.&: Rot-fluoreszierende-81yc-Farbung mit Alexa Fluor (568) GoAnti-
korper gegemabbit IgG (H+L),VersuchsreihdV, Tumor aus AToMZellen (5.Pas-
sage)VersuchstieNr. 10, SchnittLl09
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Abb. 3.9.&: Graphischeéildzusammenfligung dere8enghnitte 108 Abb. 3.9.8a)
und 109(Abb. 3.9.®) mit GefalRanschnitt als Orientierung

3.10 Infiltration der Tumorzellen

Makroskopisch imponierten die Tumore aus 8e Zellpassage rundlich und eherr-
drangend wachsend. Histologisch waren bei einigeny®atin-behamelten Tumore
kleine Tumorinseln in der Umgebung als erster Hinweis flr eine Atifiitrstendenz z
sehen (siehe Abb. 3.109. Dieser Befund war mubei den makrospisch sichtbare
Tumoren der 8. Passage nachweisbar. Die nur mikroskopisch detektierbaren Tui
5. Passage mit Doxycycl@abe zeigten teils sehr kleinaiiorzellverbande, die nic
als infiltratives Tumorwachstum gewertet werdenriten siehe Abb. 3.16).

Abb. 3.1& HE-FéarbungVersucls- Abb. 3.1®: HE-FarbungVersuchsreihe

reihell, Tumor aus AToMZellen (8. IV, Tumor aus AToMZellen (5. Passage

Passage)/ersuchstieNr. 3, Schnitt VersuchstieNr. 5, Schnitt 40, 4@ache
40 Vergrof3erung
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