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1 EINLEITUNG

1.1 Das Medulloblastom

Medulloblastome sind maligne Tumoren des Kleinhirns, die iiberwiegend im Kindes- und
Jugendalter vorkommen. Der Erkrankungsgipfel liegt um das 5. Lebensjahr. Mit einer Inzidenz
von 5,1 Erkrankungen pro 1 Millionen Kinder stellen Medulloblastome 20 bis 25% der
kindlichen Hirntumoren. Die Geschlechterverteilung zeigt eine ménnliche Priadisposition von
1,5:1. Das Medulloblastom ist ein primitiver neuroektodermaler Tumor von hochster Malignitit.
Die World Health Organization (WHO) teilt die Hirntumore nach ihrer Malignitit in Grad I bis
IV ein. Das Medulloblastom wird dem Grad IV zugeordnet (Louis et al., 2007). Die embryonalen
Zellen konnen eine beginnende neuronale oder astrozytire Differenzierung zeigen. Durch das
invasive Wachstum und die Néhe zum vierten Ventrikel sind bei 25% der Patienten zum
Zeitpunkt der Diagnose Tumorzellen im Lumballiquor (Metastasen-Stadium M1) und bei 20 bis
30% solide Metastasen im Zentralnervensystem (zerebral: M2, spinal: M3) nachweisbar
(Rutkowski, 2006; Tallen et al., 2007). Leitsymptome der Erkrankung sind Hirndruckzeichen wie
Kopfschmerzen und Erbrechen, Kleinhirnsymptome wie Ataxie, Nystagmus und Tremor sowie

Hirnnervenparesen.

1.1.1 Subtypen und Pathogenese

Die hdufigste Variante mit 70% ist das klassische Medulloblastom. Es besteht aus dicht
gepackten, unreifen Zellen (“blauer Rundzelltumor*) mit hyperchromatischen Kernen, die sich zu
Rosetten formieren konnen. Es ist zumeist im Kleinhirnwurm lokalisiert (Louis et al., 2007). Die
desmoplastische (knotenformige) Variante, mit einer Haufigkeit von 20%, zeichnet sich durch
eine Retikulinfaserbildung um Tumorzellinseln aus. Sie tritt hdufiger bei Sduglingen und jungen
Erwachsenen auf und ihre Lokalisation sind die Kleinhirnhemisphéren. Diese Variante ist mit
Mutationen im Tumorsuppressorgen Human patched (PTCH) assoziiert (Pietsch et al., 1997).
Mutationen der Keimbahn sind beim Gorlin-Goltz-Syndrom (Basal-Zell-Naevus-Karzinome,
Skelettdysplasien, Kieferzysten, autosomal dominante Vererbung) nachweisbar (Hahn et al.,
1996). Diese Patienten haben eine stark erhohte Inzidenz von ca. 3% fiir die Entstehung eines
Medulloblastoms (Evans et al., 1991). Das extrem nodulire Medulloblastom weist eine

ausgeprigte neuronale Differenzierung auf und tritt besonders bei Kindern unter drei Jahren auf



(5% der Medulloblastome). Die Patienten haben eine besonders giinstige Prognose (Giangaspero
et al., 1999). Die groBzelligen und anaplastischen Varianten mit einer Hiufigkeit von 5%
zeichnen sich durch die geringste Differenzierung und hohe zytologische Anaplasien aus und
haben zumeist eine ungiinstige Prognose (Brown et al., 2000). Amplifikationen vom Onkogen c-
myc konnten besonders in diesen Tumoren nachgewiesen werden. Andere prognostisch
ungiinstige molekulargenetische Verinderungen in Medulloblastomen sind eine niedrige
Expression des Neutrophin-3 Rezeptors trkC und eine hohe Expression des Tyrosin-Kinase-
Rezeptors erbB-2 (MacDonald et al., 2003). Ein Marker fiir eine giinstige Prognose scheint eine
Anreicherung von B-catenin in den Kernen der Tumorzellen zu sein (Ellison et al., 2005). Man
vermutet, dass bei den Subtypen unterschiedliche Ursprungszellen existieren. Bei der
desmoplastischen Variante sind es wahrscheinlich die Vorlduferzellen aus der externen
Kornerzellschicht (Wechsler-Reya und Scott, 1999; Wechsler-Reya und Scott, 2001). Diese
Kornerzellen erfahren in der Entwicklung des Kleinhirns eine massive Proliferation, induziert
durch den Liganden Sonic Hedgehog, welcher von den Purkinjezellen sezerniert wird (Wallace et
al., 1999). AnschlieBend migrieren sie einwirts, differenzieren aus und bilden die interne
Kornerzellschicht. Bei den klassischen Medulloblastomen geht man von multipotenten

Vorlduferzellen aus, die die Ventrikel umgeben.

1.1.2 Therapie und Prognose

Die Therapie des Medulloblastoms besteht aus neurochirurgischer Resektion, Bestrahlung des
gesamten zentralen Nervensystems und Chemotherapie. Bei Kindern unter 4 Jahren wird
versucht, auf eine Bestrahlung zu verzichten. Die Patienten werden in eine Standard- oder
Hochrisikogruppe eingeteilt. In die Stratifizierung flieBen ein: Alter, Histologie, Vorhandensein
von Metastasen oder eines Resttumors, Ansprache auf Chemotherapie und molekulargenetische
Untersuchungen (myc oder B-catenin Expression). Insgesamt wurde im Zeitraum von 1990 bis
1999 in Deutschland eine Fiinfjahres-Uberlebensrate von 55% erreicht (Kaatsch, 2001). In der
multizentrischen Hirntumorstudie HIT 91 lag das 3-Jahres progressionsfreie Uberleben mit
kraniospinaler Bestrahlung wund einer Erhaltungschemotherapie fiir Patienten ohne
makroskopische Metastasen bei 79%, fiir Patienten mit Metastasen (M2/M3) bei 40% (Kortmann
et al., 2000). Weiterhin besteht natiirlich das Bestreben, die Klassifikation und Therapie durch ein
verbessertes Verstiandnis der Entstehung und des Wachstums der Tumoren zu optimieren und die

Spitfolgen zu reduzieren. So hat die Mortalitédt kindlicher Hirntumoren in den USA zwischen



10

1973 und 1994 zwar leicht abgenommen, doch ist sie 1998 dreimal so hoch wie die von akuten
lymphatischen Leukdmien (Bleyer et al., 1999). Verbesserungen wie bei der Therapie der akuten
lymphatischen Leukdmie (ALL) konnten in dieser Zeit bei kindlichen Hirntumoren nicht erreicht
werden. Neben der Mortalitdt sind Nebenwirkungen und Spitfolgen der Therapie und die
erreichte Lebensqualitit gerade bei einer Erkrankung, die im Kindesalter auftritt, von
entscheidender Bedeutung. Langzeitbetrachtungen zeigen, dass Patienten, die ein
Medulloblastom tiberleben, ein hohes Risiko fiir neurologische, endokrine, neurokognitive und
psychosoziale Komplikationen haben (Ribi et al., 2005). Dabei wird angenommen, dass die
Bestrahlung, die effektiv ist, aber auch relativ ungezielt, fiir einen GroBteil der Langzeitschiden
verantwortlich ist. Die Moglichkeiten der Chemotherapie werden durch verminderte Sensibilitit
der Tumorzellen und die Bluthirnschranke erschwert. Bei einem Tumor, der frith iiber den
Liquorweg metastasiert und bei dem das umliegende Gewebe maximal geschiitzt werden muss,
ist die chirurgische Resektion sicher immer nur eine von mehreren, kombinierten
Therapieformen. Eine grole Hoffnung wird mit der Entwicklung von spezifischen Wirkstoffen
verbunden, die direkt in wesentliche Tumor-assoziierte Signalwege, so den Sonic Hedgehog /
Patched Signalweg eingreifen. Mutationen von Komponenten dieses Signalwegs sind bei 25%
der Medulloblastome nachweisbar (Oliver et al., 2005) und konnen zu einer Induktion

wachstumsfordernder Gene fiithren (Pietsch et al., 1997).

1.2 Der Sonic Hedgehog / Patched Signalweg

Das Morphogen Sonic Hedgehog bindet an den Rezeptor Patched (Ptc), einem 12-
transmembranalen Protein. Durch diese Bindung verliert Patched seine inhibierende Wirkung auf
Smoothened (Smo), einem 7- transmembranalen, G-Protein-gekoppelten Rezeptor (Stone et al.,
1996). Durch eine noch nicht vollstindig verstandene, intrazelluldre Signalweiterleitung kommt
es zur Translozierung bestimmter Gli-Transkriptionsfaktoren in den Kern, wo die Transkription
spezifischer Zielgene wie Glioma-associated oncogene 1 (Glil) und Patched selbst induziert
wird. Aufgrund einer hohen Konservierung des Signalwegs wihrend der Evolution findet man
grof3e Homologien zwischen dem Vertebraten- und dem Drosophila-System. Bei der Fruchtfliege
sind die sezernierten Hedgehog-Proteine an der Entwicklung und Ausbildung von Polaritit und
Segmentierung beteiligt (Ingham und McMahon, 2001). In Vertebraten ist Sonic Hedgehog (Shh)
neben der Genese von Nervenzellen in die Entwicklung von Herz, Lunge, Darm sowie Gefif3en,

Muskeln und Knochen involviert.
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1.2.1 Cyclopamin

Cyclopamin ist ein aus der Pflanze Veratrum californicum gewonnenes steroidales Alkaloid. Auf
Embryonen von Vertebraten wirkt es teratogen und induziert Zyklopie. Diese Fehlbildungen
dhneln Stoérungen durch Dysregulationen von Sonic Hedgehog (Chiang et al., 1996). Bei
Untersuchungen konnte herausgefunden werden, dass Cyclopamin durch Bindung an
Smoothened direkt in den Sonic Hedgehog / Patched Signalweg eingreift. Cyclopamin hat eine
inhibierende Wirkung auf Smoothened und kann die Signalwegkaskade in vitro unterdriicken
(Taipale et al., 2000; Chen et al., 2002). Cyclopamin soll durch Verdnderungen der Gen-
Expression eine Differenzierung der Tumorzellen férdern, dokumentiert durch eine reduzierte
Expression von Math1, einem Marker von proliferierenden Zellen der externen Kornerzellschicht

(Berman et al., 2002).

1.3 Das Patched *" Knockout-Mausmodell

Um die Funktion und Bedeutung des Patched-Gens (Ptc) zu erforschen, wurde von Goodrich und
Mitarbeitern ein Mausmodell konstruiert. Durch homologe Rekombination wurden ein Teil des
Exon 1 und das gesamte Exon 2 des Ptc-Gens durch lacZ (B-Galaktosidase) und ein Neomycin-

- .
* Knockout-Msuse wurden

Resistenz-Gen ersetzt. Die so generierten heterozygoten Ptc
entweder mit 129Sv oder mit C57B1/6 Miusen gekreuzt. Homozygote Ptc * Miuse sterben am 9.
bis 10. embryonalen Tag mit Defekten des Nervensystem, des Herzens und an anderen Geweben
(Goodrich et al., 1997). Die Expression von Ptc und Gli ist in Ptc *~ Embryonen deutlich erhaht.
Die Mehrzahl der heterozygoten Miuse haben keine eingeschrinkte Lebenserwartung. Bei etwa
einem Sechstel treten ab einem Alter von 3 Monaten spontan Medulloblastome auf. Der genaue
Mechanismus der Tumorgenese in diesen Méusen ist noch nicht bekannt (Oliver et al., 2005). Bei
iiber der Hilfte der Méuse sind zwischen 4 und 6 Wochen ektope Zellen an der Oberfliche des
Kleinhirns nachweisbar, die als verbleibende Zellen der externen Kornerzellschicht angesehen
werden. Diese Zellen konnten ein prianeoplastisches Stadium darstellen und sich bei einem Teil
der Tiere zu Medulloblastomen entwickeln. Die Histologie der Medulloblastome dhnelt den
humanen Tumoren. Es erscheinen kleine Zellen mit chromatindichten Kernen und wenig
Zytoplasma, die meist undifferenziert sind. Es konnte eine erhohte Expression von Ptc und Gli in
den Tumoren im Gegensatz zum umliegenden Gewebe nachgewiesen werden, was auf eine

gesteigerte Aktivierung des Signalwegs hinweist, die nicht durch eine erhohte Expression von
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Shh vermittelt wird. In den Tumoren und in den prineoplastischen Zellen wurden keine Ptc-
Transkripte durch das normale Allel nachgewiesen (Oliver et al., 2005; Berman et al., 2002). Ptc
*- Miuse entwickeln auBerdem Weichteilsarkome und in seltenen Fillen Defekte der hinteren

Extremititen.

Mit diesem Mausmodell konnen neue Erkenntnisse iiber die Tumorgenese und neue
diagnostische Moglichkeiten gewonnen werden. Potentiell therapeutische Substanzen kénnen in
diesem in vivo-Modell mit immunsuffizienten Mausen appliziert und deren Wirkungen analysiert

werden.

1.4 Prominin / CD133 als Marker stammzellihnlicher Zellen in

Medulloblastomen

Prominin ist ein Protein der Maus, welches dem CD133 des Menschen entspricht. CD133 ist ein
glykosyliertes Transmembranprotein mit 5 transmembranen Doménen, welches mit Membran-
Cholesterol interagiert und wahrscheinlich eine spezifische Funktion hat. Es wurde urspriinglich
als ein Marker fiir himatopoetische und neuronale Stammzellen klassifiziert. Prominin-positive,
neuronale Stammzellen konnten aus dem postnatalen Cerebellum von Méusen isoliert werden
(Lee et al., 2005). Diese Zellen formten selbst-erneuernde Neurosphiren und konnten in vitro zu
Astrozyten, Oligodendrozyten oder Neuronen differenzieren. CD133-positive Zellen wurden in
humanen Medulloblastomen nachgewiesen. Diese Zellen wurden isoliert und zeigten bei

Xenograft-Versuchen eine erhohte Fahigkeit zur Tumorinduktion (Singh et al., 2004).

1.5 Ziel dieser Arbeit

* Knockout-

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Studien durchgefiihrt, um das Ptc
Mausmodell besser zu charakterisieren und die Anwendung und Eignung von Therapeutika zu

priifen:

> Untersuchung des Einflusses von Zytostatika und Cyclopamin auf Ptc *" Maus-
Medulloblastome: Histologische Aufarbeitung der murinen Medulloblastome nach
Substanzapplikation von Etoposid oder Cyclopamin mit Darstellung von Proliferation,

Apoptose und Differenzierung

= Begleitende in vitro Versuche und Etablierung neuer Zellkulturmodelle:

Zellkulturversuche anhand der murinen Tumorlinie SIMM4 und Generierung einer neuen
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Zelllinie aus einem Ptc * Maus-Medulloblastom

= Analyse der Prominin-positiven Zellfraktion in situ und in vitro: Darstellung und
Zellzyklusanalyse von Prominin-positiven Stammzell-dhnlichen Tumorzellen der Linie
SIMM4 mittels FACS und histologischer Nachweis von Prominin-positiven Zellen in Ptc

* Maus-Medulloblastomen
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchstiere

Ptc *" Méuse wurden etabliert von der Arbeitsgruppe um Matthew Scott, Stanford University,
(Goodrich et al., 1997) und uns freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Diese Tiere wurden
entweder mit C57BL/6 oder 129Sv Inzuchtmiusen gekreuzt. Fiir diese Arbeit wurden die Ptc ™
129Sv Miiuse verwendet. Die Ptc ¥ 129Sv Miuse wurden zunichst mit genetisch unveréinderten
129Sv Tieren und nach Anlauf der Zucht untereinander verpaart. Die Tiere wurden im Alter von
3-5 Wochen abgesetzt, mit Ohrmarken versehen und durch PCR-Amplifikation der aus
Schwanzbiopsien extrahierten DNA genotypisiert. Es wurde eine Population von 91 Ptc *
Maiusen generiert. Die Tiere wurden in engen Zeitabstinden auf neurologische oder
phinotypische Auffilligkeiten untersucht. Versuche wurden durch die Bezirksregierung Koln

genehmigt (Aktenzeichen 50.203.2-BN 59, 15/05).

2.1.1 DNA-Gewinnung aus Schwanzspitzen

Schwanzspitzen wurden durch einen Lysispuffer unter Zugabe von Proteinase K tiber Nacht bei
55°C in einem Thermoschiittler verdaut. Pro Schwanzspitze wurde angesetzt in einem
Eppendorf-Tube: 0,5ml Lysispuffer (bestehend aus 10mM Tris-HCL pH 8; 0,1M EDTA pH 8§;
0,5% SDS) und 25ul Proteinase K (10mg/ml, Roche, Mannheim). Am néchsten Tag wurden die
Proben fiir 10 min bei 13000 U/min (Heraeus Sepatech Biofuge 28RS) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues Rohrchen iiberfithrt, die DNA durch Zugabe von 0,5ml
Isopropanol gefillt und durch Zentrifugieren sedimentiert. Nach einem Waschvorgang mit 0,5ml
70%igem Ethanol wurde die DNA bei RT getrocknet und schliellich in 0,1ml Aqua ad inject.
tiber Nacht gelost.

2.1.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Durch die Polymerase-Ketten-Reaktion konnen ausgewihlte DNA-Sequenzen exponentiell
amplifiziert werden. Dazu werden so genannte Primer, kurze einzelstringige Oligonukleotide,
eingesetzt, die komplementir zu den flankierenden Bereichen der zu untersuchenden DNA-

Sequenz sind. Die PCR setzt sich aus folgenden zyklisch wiederkehrenden Schritten zusammen:
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Denaturierung (95°C, zunéchst 5 min, im Zyklus 30 sek), Primeranlagerung (50°C, 40 sek),
Synthese des Doppelstrangs (72°C, 40 sek) und Extension (72°C, 10 min nach dem letzten
Zyklus); Anzahl der Zyklen: 35-40. Das Enzym Reverse Transkriptase, eine RNA-abhingige
DNA-Polymerase synthetisiert aus RNA als Matrize eine komplementire DNA. Die PCR-
Produkte wurden zur Auswertung auf 2%ige Agarosegele (80ml) mit 10ul Ethidiumbromid
(10mg/ml, Sigma) aufgetragen.

Verwendete Reagenzien: Der PCR-Ansatz wurde auf ein Volumen von 10ul pro Probe bestimmt.
Darin waren beinhaltet 1ul DNA-Losung, 1ul DMSO (Sigma), 1ul dNTP (2pmol/ul, Peqlab,
Erlangen), 1ul PCR Puffer (Invitrogen), beide Primer je 0,5ul (10pmol/ul, MWG Biotech,
Ebersberg), 0,3ul MgCl, (50mM, Invitrogen), 0,05ul Taq-Polymerase (5U/ul, Invitrogen), 4,65ul
H,0. Primer Sequenzen waren Neo F 5'- ATCTCCTGTCATCTCACCTTGC -3' und Neo R 5'-
CAAGCTCTTCAGCAATATCACG -3'

2.2 Substanzen und Applikationen

Cyclopamin (Toronto Research Chemicals Inc.) oder Etoposid (Etophos, Bristol-Myers Squibb)
wurde den Mdusen verabreicht, nachdem sie mit Symptomen eines Kleinhirntumors auffillig
wurden. Etoposid ist ein Zytostatikum, welches bei verschiedenen malignen Erkrankungen
eingesetzt wird. In der Therapie des Medulloblastoms wird es bei Patienten der Hochrisikogruppe
und bei Kindern unter 4 Jahren verwendet. Es hemmt das Enzym Topoisomerase 2, wodurch ein
Ablesen der DNA verhindert und Spaltstellen der DNA stabilisiert werden. Darauf folgt die
Induktion der Apoptose. Die Wirkung ist Zellzyklus-abhingig. Etoposid, gelost in einer
physiologischen NaCl-Losung (10mg/ml), wurde in einer Dosierung von 40ug pro g
Mausgewicht einmalig als Bolus in die Schwanzvene injiziert. Die Applikation von Cyclopamin
orientierte sich an Thayer et al. (2003). Eine Suspension aus 1,25mg Cyclopamin in 60ul Ethanol
und 240ul Triolein wurde téglich subkutan injiziert iiber 6 (Maus Nr.5) bzw. 5 Tage (Maus Nr.6).

2.3 Préaparierung der Gehirne

Nach Entfernung der Kalotte wurden die Gehirne vorsichtig von der Schidelbasis abgeldst und in
4% Formaldehydlosung fiir einen Tag bei Raumtemperatur fixiert. Tumore konnten

makroskopisch identifiziert werden aufgrund ihrer Konsistenz, fehlender Struktur und einer
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GroBenzunahme des Kleinhirns. AnschlieBend wurden die Gehirne pripariert und paraffiniert.

Alternativ wurde Hirngewebe in fliissigem Stickstoff gefroren.

2.4 Magnetresonanztomographie

Die Untersuchungen wurden zusammen mit Dr. Wiedermann, Arbeitsgruppe fiir /n-vivo-NMR,
mit einem 7 Tesla Magneten fiir Kleintierexperimente im Max Planck Institut fiir neurologische
Forschung in Koln durchgefithrt. Die Miuse wurden mit Isofluran narkotisiert, tiber die
Schwanzvene Gadolinium (94pg pro g Mausgewicht, Magnevist) injiziert und zur Platzierung im
Magneten auf einer Schiene mit der Spule fixiert. In der Schiene war ein Wasserkreislauf zur
Erwdrmung installiert. Die Messungen konnten mit verschiedenen Wichtungen und
Schnittebenen durchgefiihrt werden. Hauptsidchlich wurden axiale Schnitte mit einer T1
Wichtung durchgefiihrt (Parameter: MSSE Sequenz, TE/TR= 12,5ms/1000ms, Schichtdicke
0,5mm, NEX 2, FOV 2cm, Matrix 256x256).

2.5 Immunhistochemie an Paraffinschnitten der Mausgehirne

Immunhistochemische Féarbungen wurden nach der Avidin-Biotin-Komplex (ABC)-Methode
durchgefiihrt. Zuvor wurden die Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert. Es
wurde eine Mikrowellen-Vorbehandlung durchgefiihrt, wobei der Antigen-Demarkierungs-Puffer
(s.u.) vorher zum Aufkochen gebracht und wihrend der Behandlung gerade unterhalb des
Siedepunktes gehalten wurde. Die endogene Peroxidase wurde durch Inkubation mit 0,3%
Wasserstoffperoxid in Methanol fiir 30 min bei Raumtemperatur (RT) blockiert. Zwischen jedem
Arbeitsgang wurden die Schnitte in Aqua dest und PBS gespiilt. Es folgte die Blockierung der
unspezifischen Farbung: Im ersten Schritt wurde eine Losung aus PBS mit Avidin (4
Tropfen/Iml PBS), 5% fettfreiem Milchpulver und Normalserum (Schwein oder Kaninchen,
Konz. 1:100) aufgetragen und fiir 1 Stunde (h) bei RT inkubiert. Nach Spiilen in PBS wurden im
zweiten Schritt die endogenen Biotin-Bindungsstellen blockiert durch Inkubation mit einer PBS-
Biotin-Losung (4 Tropfen Biotin/lml PBS) fiir 15 min bei RT (siehe Protokoll Avidin/Biotin
Blocking Kit, Vector Laboratories, Burlingame, USA). Nach Abgiefien dieser Losung folgte die
Inkubation mit dem priméren (s.u.) und nach einem weiteren Waschvorgang (PBS, PBS/0,05%
Triton-X, PBS) mit dem biotinkonjugierten sekundédren Antikorper fiir 30 min. Anschliefend
wurde der Waschvorgang wiederholt und eine AB-Komplex-Losung (DAKO, Hamburg)
aufgetragen (Inkubation 30 min bei RT, anschl. Waschvorgang). Schlielich wurde die
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Peroxidase-Substrat-Losung — aufgetropft, bestehend aus DAB Losung (Vector) und
Wasserstoffperoxid (Merck). Die Schnitte wurden in Aqua dest gespiilt, mit Hdmatoxylin

gegengefarbt und nach einer aufsteigenden Alkoholreihe schlielich iiber Xylol eingedeckt.

2.5.1 Apoptose-Firbung
Antikorper: Caspase 3, Kaninchen IgG (R+D Systems; Minneapolis, USA)

Der Antikorper reagiert mit der aktivierten Form der Caspase 3. Caspasen sind Proteasen, die in
ihrem Zentrum Cystein enthalten und Proteine hinter der Aminosidure Asparginsdure schneiden
(Cystein-Aspartasen). Die verschiedenen Signalwege der Apoptose laufen auf der Ebene der
Caspasen zusammen. In einer komplexen Kaskade fiihrt eine Aktivierung der zytosolischen
Effektor-Caspasen, einschlieflich Caspase 3, zur Spaltung von Schliisselproteinen und zum

Zelltod.

Fiir die Farbung wurde eine Mikrowellen-Vorbehandlung mit EDTA-Puffer | mM, pH 8 fiir 15
min in einer Plastikkiivette durchgefiihrt, anschliefend fiir 10 min abgekiihlt. Der Antikorper ist
mit einer Verdiinnung von 1:7000 angewandt worden, Inkubation iiber Nacht bei 4°C. Als
Positiv-Kontrollen wurden Tonsillenschnitte verwendet. Als Sekundidrantikorper wurde ein
Biotin-gekoppelter Schwein-anti-Kaninchen-Immunglobulin Antikérper verwendet (DAKO, E
0353). Als Serum zum Blockieren der unspezifischen Firbung wurde Schwein-Normal-Serum

verwendet (DAKO, X 0901).

2.5.2 Proliferations-Firbung
Antikorper: Tec3, Ratte anti Maus-ki67 (Dianova; Hamburg, Deutschland)

Tec3 ist ein Antikorper gegen das Ki67-Protein, welches von Zellen in allen Zellzyklusphasen
auBer der Ruhephase (GO) exprimiert wird und somit einen Marker fiir Proliferation darstellt. Das
Ki67-Protein befindet sich in den Zellkernen und ist fiir die Proliferation essentiell. Die genauen
Mechanismen sind noch nicht vollstindig geklart. Es interagiert mit einer Vielzahl von Proteinen,
ist wahrscheinlich an der Synthese der Ribosomen wihrend der Zellteilung beteiligt und erfiillt

eine strukturelle Funktion im Zellkern.

Vor der Firbung des Ki67-Proteins wurde eine Mikrowellen-Vorbehandlung mit 10mM
Citratpuffer (pH 6) fiir 30 min durchgefiihrt. Die Verdiinnung betrug 1:50, Inkubation iiber Nacht

bei 4°C. Als Sekunddrantikorper wurde ein Biotin-gekoppelter Kaninchen-anti-Ratte-
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Immunglobulin Antikorper verwendet (DAKO, E 0468). Als Normalserum wurde Kaninchen-
Serum verwendet (DAKO, X 0902).

2.5.3 Differenzierungs-Fiarbung
Antikorper: NeuN (Chemicon international; Temecula, USA)

NeuN (neuronal nuclei) ist ein nukledres Protein, welches bei den meisten neuronalen Zelltypen
von Vertebraten nachweisbar ist (Wolf et al., 1996). Es bindet an DNA in vitro. Die genaue
Funktion von NeuN ist nicht bekannt. NeuN wird als ein Marker neuronaler Differenzierung
betrachtet, da es besonders von postmitotischen Neuronen exprimiert wird. Ptc * Maus-
Medulloblastome konnen mit NeuN angefarbt werden, wobei eine deutlich abgeschwichte
Reaktion im Vergleich zu der internen Kornerzellschicht auf eine geringere Differenzierung

hinweist.

Die Mikrowellen-Vorbehandlung der Firbung wurde mit Citratpuffer (pH 6; DAKO)
durchgefiihrt. Die Verdiinnung des Antikorpers betrug 1:200. Zur Fiarbung wurde ein Biotin/

Streptavidin/Meerrettichperoxidasesystem (Histostain-Plus, Tecan Genesis RSP 100) eingesetzt.

2.5.4 Prominin-Firbung an Gefrierschnitten der Mausgehirne

Antikorper: Prominin, Ratte IgG-Biotin, 4 Klone: 5A618, MB93G8, 2C513, 4F317 (Miltenyi-
Biotec; Bergisch Gladbach, Deutschland)

Prominin ist ein Transmembranprotein, welches dem CD133 des Menschen entspricht. CD133
wird von verschiedenen somatischen, wie z.B. neuronalen oder hdmatopoetischen Stammzellen
exprimiert. AuBlerdem konnte CD133 auch in bestimmten Tumoren, wie Medulloblastomen und

Glioblastomen, nachgewiesen werden.

Gefrierschnitte wurden bei RT 1h aufgetaut. Zur Fixierung wurde eine Behandlung mit Aceton
fur 10 min bei RT durchgefiihrt. Anschlieend trockneten die Schnitte fiir 30 min. Der weitere
Ablauf der Firbung entspricht dem Protokoll nach der ABC-Methode ab dem Schritt zum
Blockieren der unspezifischen Fiarbung. Der primire Antikorper wurde 1:5 verdiinnt und iiber
Nacht bei RT inkubiert. Es wurden Biotin-konjugierte primére Antikorper verwendet, wodurch

die Inkubation mit einem Sekundirantikorper ersetzt wurde.
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2.6 Zelllinie SJMM4 und Zellkultur

Die Linie SIMM4 wurde von James I. Morgan am St. Jude Children's Hospital in Memphis aus
einem Tumor einer 3 Monate alten, weiblichen Ptc ** Maus generiert (Li et al., 2003). Es wurde
eine Expression von glialen und neuronalen Markern, wie GFAP, Neurofilament, nicht-
spezifische Enolase und Synaptophysin nachgewiesen. Die Zellen wachsen ausschlieBlich
adhidrent und wurden in einem Brutschrank bei einer Temperatur von 37°C und 5%iger CO2-
Atmosphire kultiviert. Als Medium diente DMEM (Invitrogen) mit 10% fotalem Kilberserum
(Invitrogen) und 2% L-Glutamin (Invitrogen). Bei zu starker Besiedelung wurden die Zellen

mittels Trypsinbehandlung abgelost, ausgediinnt und wieder ausgesiit.

2.6.1 Magnetische Zell-Separation (MACS)

MACS ist eine Methode, um Zellen mit bestimmten Oberflichenstrukturen aus einem
Zellgemisch zu separieren. Dazu werden Microbeads verwendet, welche aus Magnetpartikeln
bestehen, die an Antikorper gebunden sind. Bei Durchfluss durch eine spezielle Séule, die von
einem starken Magneten umgeben ist, werden mit Microbeads markierte Zellen zuriickgehalten,

wihrend nicht markierte Zellen die Sdule passieren.

Versuche wurden durchgefiihrt mit einem OctoMACS-System (Miltenyi) und den Mikrobeads
Anti-Prominin MB93G8 von Miltenyi-Biotec anhand des Protokolls des CD133 Cell Isolation
Kit (Miltenyi). Als Vorbereitung wurden die Zellen expandiert, mit Accutase (PAA, Colbe)
abgelost und in einen angesetzten Puffer iiberfiihrt, welcher aus PBS mit 0,5% BSA und 2 mM
EDTA besteht. Die Zellzahl wurde bestimmt, nachdem die Zellsuspension, um Klumpen zu
verhindern, durch einen Priseparations-Filter gegeben wurde. Die Zellen wurden mit 900 U/ min
(Heraeus Sepatech Biofuge 28RS) fiir 5 min zentrifugiert und in 0,4ml Puffer resuspendiert.
AnschlieBend folgte die magnetische Markierung durch Inkubation mit 0,Iml Prominin-
Microbeads fiir 30 min bei 4-8°C. Nach einmaligem Waschen mit MACS-Puffer und
Zentrifugieren wurde das Pellet in 0,5ml Puffer resuspendiert. Eine Large Cell (LC)-Séule wurde
im Magneten befestigt und mit 0,5ml Puffer dquilibriert. Danach wurde direkt die Zellsuspension
auf die Séule pipettiert. Der Durchlauf und eine nachfolgende Spiilung von 4 x 0.5ml Puffer
wurden aufgefangen (negative Fraktion). Durch Entnahme der Sidule aus dem magnetischen Feld

und mit Iml Puffer wurde die Prominin-positive Fraktion mit Hilfe des Stempels eluiert. Die
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positive Fraktion wurde erneut auf eine neue, vorgespiilte Sdule gegeben und der Durchlauf als

negative Fraktion aufgefangen. Zellfraktionen wurden anschlieBend fiir eine Woche kultiviert.

2.6.2 Proliferationsassay

Zur Untersuchung des Proliferationsverhaltens unter Cyclopamin und Etoposid wurden die
Zellen der Linie SIMM4 zuerst in 96-Loch-Mikrotiterplatten ausgesit. Die 36 Randlocher
enthielten steriles Aqua dest. Die 60 iibrigen Vertiefungen wurden mit den Proben und
Kontrollen beschickt. Als Kulturmedium wurde durchgéingig das unter 2.6 zur Kulturhaltung
erwihnte Medium benutzt. Die Zellen wurden mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer gezéhlt
(einschlieBlich Vitalitdtsbestimmung mit Trypanblau), um in jedes Loch 0,1ml Medium mit ca.
1000 Zellen geben zu konnen. Es folgte die Zugabe der beiden Substanzen (Konzentrationen
siehe 3.4). Cyclopamin wurde, in 1ul Ethanol gelost, zugegeben. Etoposid wurde, in 3,5ul aqua
ad injectabilia gelost, zugegeben. Jede Probe wurde 5-fach angesetzt. AnschlieBend wurden die
Platten im Brutschrank kultiviert. Nach 36 h wurde 12ul 3H-Thymidin (3 pCi/ml; GE Healthcare,
Miinchen) pro Kammer hinzugegeben und die Zellen fiir weitere 12 h im Brutschrank gelagert. In
dieser Zeit wurde das Tritium-markierte Thymidin in die DNA von proliferierenden Zellen
eingebaut. Nach diesen insgesamt 48 h wurde der Versuch durch Einfrieren der Platten beendet.
Zur Auswertung der Platten wurden die DNA der aufgetauten Zellsuspensionen mit einem
Mikrotiter-Erntegerit (Packard Filtermate 196, Perkin Elmer Life Sciences, Zarentem, Belgium)
geborgen und durch ein Szintillationszihlgerdt (Topcount NXT, Packard) die Radioaktivitit als
MaBl fiir die Proliferationstitigkeit der Zellen gemessen. Aus den 5 Proben pro
Substanzkonzentration wurden der Mittelwert und die Standardabweichung berechnet.

Anschliefend wurden die Quotienten aus jeweiligem Probenwert und der Kontrolle ermittelt.

2.6.3 Durchflusszytometrie (FACS) und Zellzyklusanalyse

Bei der Durchflusszytometrie werden bestimmte Oberflichenmolekiile mit Antikorper-
gebundenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert, um Zellpopulationen zu charakterisieren. Dabei
tragt der gegen das Oberflichenmolekiil gerichtete Antikorper entweder bereits den Farbstoff
(direkte Immunofluoreszenz) oder er wird durch einen zweiten Fluoreszenz-gekoppelten
Antikorper gebunden und damit sichtbar gemacht (indirekte Immofluoreszenz). Durch die
Verwendung zweier in verschiedener Wellenldnge fluoreszierender Farbstoffe ist die

gleichzeitige Analyse verschiedener Parameter moglich. Im Durchflusszytometer werden die
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Zellen einzeln an einer Lichtquelle zur Anregung der Farbstoffe vorbeigefiihrt und die
entstehenden Emissionen {iber Photodetektoren erfasst. Bei der Verwendung zweier
verschiedener Farbstoffe wird die gemischte Emission durch optische Filtersysteme in die den
einzelnen Farbstoffen entsprechenden Wellenldngenbereiche aufgespaltet. Die Analyse des
Zellzyklus erfolgte durch Quantifizierung des DNA-Gehalts. Der Zellzyklus ist in die Mitose-
Phase (Kernteilung) und Interphase (Zwischenphase) gegliedert. Die Interphase wird in G1-, S-
und G2-Phase aufgeteilt. In der G1-Phase finden ein Wachstum der Zelle und eine Ergidnzung der
Zellbestandteile statt. Die folgende Synthese-Phase (S-Phase) ist durch die Reduplikation der
DNA gekennzeichnet. In der G2-Phase wird die Mitose-Phase (M-Phase) vorbereitet. Als GO-
Phase wird ein Verbleiben in der Gl-Phase bezeichnet. Zellen in GO/1-Phasen weisen einen
einfachen DNA-Gehalt auf, Zellen in der G2-Phase den doppelten und Zellen in der S-Phase
werden dazwischen detektiert. Diese Messungen wurden im Institut fiir Molekulare Medizin und
Experimentelle Immunologie der Universitit Bonn an einem LSR2 flow cytometer (BD

Biosciences) durchgefiihrt.

SIMM4 Zellen wurden expandiert, mit Versene (Invitrogen) abgelost und in PBS resuspendiert.
Es wurden drei Proben in FACS-Rohrchen angesetzt mit je ca. 0,5 Mio Zellen: 1. primérer und
sekundérer Antikorper, 2. nur sekundérer Antikorper, 3. kein Antikorper (Autofluoreszenz). Nach
Zentrifugieren mit 1200 U/min (Heraeus Sepatech Biofuge 28RS) fiir 5 min und dem
Dekantieren des Uberstands erfolgte die Inkubation mit dem primiren Antikorper, Prominin
MB93G8-Biotin, fiir 15 min auf Eis in einer Verdiinnung von 1:5 in 50ul PBS. Anschlieend
wurden ein Waschvorgang mit 2ml PBS durchgefiihrt, die Proben zentrifugiert und der Uberstand
dekantiert. Der sekundire Antikorper, Streptavidin Alexa 488, wurde auf die Proben gegeben und
fiir 15 min auf Eis inkubiert in einer Verdiinnung von 1:500, ebenfalls in einem Volumen von
50ul PBS. Zur Anfirbung des DNA-Gehalts wurde jede Probe in 0,5ml PBS resuspendiert und
mit Zugabe von 0,5ml 4%igem Paraformaldehyd (PFA) und Inkubation iiber 10 min auf Eis
fixiert. Nach Zugabe von 1ml PBS, Zentrifugieren und Dekantieren des Uberstands fand eine
Behandlung mit 0,5ml 0,5%igem TritonX fiir 5 min auf Eis unter gelegentlichem Schiitteln statt,
um die Permeabilitdt der Zellen zu gewihrleisten. Wieder folgten ein Waschvorgang und die
abschliefende Inkubation mit 50ul RNase (2mg/ml), zur Degradierung der in den Zellen
enthaltenen RNA und 0,5ml Hoechst 33258 DNA-Farbstoff (1,2pug/ml) fiir 30 min bei RT. Die

Proben konnten nun gemessen und mit der Weasel Software ausgewertet werden.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Tumorhiufigkeit und Symptomatik bei den Ptc *'" Miusen

Von 91 Ptc ¥~ Méusen entwickelten 14 spontan Medulloblastome (15%), 4 Himangiome und 5

Rhabdomyosarkome (siche Abb. 1). Die iibrigen Méuse blieben symptomlos.
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Abbildung 1. Altersabhiingigkeit der Tumorentstehung

Medulloblastome traten in einem Alter zwischen 3 und 11 Monaten auf, mit einem
Hiufigkeitsgipfel zwischen 3 und 6 Monaten. Bei einer 2 Monate alten Maus wurde die Vorstufe
eines Medulloblastoms in Form von ektopen Zellen beobachtet. Die meisten Méuse zeigten als
erste Symptomatik eine Auswolbung des Schédels im Bereich des Hinterkopfes (siehe Abb. 2).
Andere erste Symptome waren ein ungepflegtes Fell oder Inaktivitdt. Der Krankheitsverlauf war
rapide progredient. Im Fortschreiten kam es bei fast allen Tieren zu Ataxie, Inaktivitit bis zu
Lethargie, Futterverweigerung und Gewichtsabnahme. Die Uberlebenszeit variierte ohne
Interventionen zwischen 6 und 20 Tagen (Mittelwert 11 Tage) nach Auftreten erster Symptome.

Miéuse wurden bei schwerer Symptomatik in Narkose getotet.

Die Hidmangiome traten alle bei dlteren Tieren auf, waren intraabdominell lokalisiert und mit
Diinndarmschlingen verwachsen. Thre Ausdehnung war langsam progredient bis zu einer Grofe
von im Durchmesser 4 cm. Die Tumore waren an Umfang und Form des Rumpfes der Miuse
diagnostizierbar. Die Tiere waren in ihrem Verhalten nicht auffillig. Ein Hdmatoxylin-Eosin

(HE)-gefdrbter Schnitt ist in Abbildung 7 dargestellt.
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Rhabdomyosarkome traten in einem Alter zwischen 4 und 14 Monaten auf. Vier waren proximal,
an der hinteren Extremitit lokalisiert und eins am Riicken lateral der Wirbelsdule (siche Abb. 2).
Die Tumore waren hart und derb zu tasten und zeigten ein progredientes Wachstum. Die Méause
waren in ihrer Motorik eingeschrinkt und wurden getdtet. Ein HE-gefiarbter Schnitt ist in

Abbildung 7 dargestellt.

Abbildung 2. Photos von Miusen mit Medulloblastom und Rhabdomysarkom
A: Maus 1 mit Medulloblastom und starker Vorwoélbung des Schiidelknochens

B: Maus mit Rhabdomysarkom an der hinteren Extremitiit

3.2 Analyse von Proliferation und Apoptosen der Medullo-
blastome von Ptc ¥~ Miiusen nach Applikation von Cyclopamin

oder Etoposid

Um die Wirkung bestimmter Substanzen auf murine Medulloblastome zu analysieren, wurden
nach Ablauf des Versuchs Firbungen fiir Proliferation und Apoptosen an Tumorschnitten
durchgefiihrt. Bei insgesamt 6 Miusen wurde eine Substanz appliziert. Es erhielten 2 Tiere
Cyclopamin und 4 Tiere Etoposid, nachdem Symptome eines Kleinhirntumors sichtbar waren.
Die Zeitpunkte der Applikationen nach Beginn einer Symptomatik waren nicht einheitlich. Bei
Maus 5 wurde vorher eine Magnetresonanztomographie (MRT) durchgefiihrt. Die
Uberlebenszeiten der Cyclopamin-behandelten Miuse lagen bei 8 und 17 Tagen nach Auftreten

von Symptomen. Bei den Etoposid-behandelten Mausen waren es 13 Tage bei Maus 3, 16 und 4



24

Tage bei den Miusen 2 und 4. Maus 1 wurde nach der MRT an Tag 13 getotet. Die Dauer der
Exposition, als Zeit von Beginn der Behandlung bis zum Tod der Tiere und der histologischen
Untersuchung, war bei den Cyclopamin-behandelten Mausen 9 und 6 Tage und variierte bei den
Etoposid-behandelten Médusen zwischen 2 und 11 Tagen. Behandlung und Verlauf sind in Tabelle

1 zusammengefasst.

Maus Alter Behandlung und Proliferation Apoptosen  Verlauf

m/w * Zeitpunkt (Tec 3) (Caspase 3)
1 w 6 Etoposid, d 11 ++ +++ d 13 nach MRT getétet
2 w 65 Etoposid, d 14 ++ ++ d 16 getotet
3w 6 Etoposid, d 2 + ++ d 13 getotet
4 m 5 Etoposid, d 1 ++ + + d 4 getotet
5 m 35 Cyclop., d7 +++ + d 17 nach MRT getétet
6 w 11 Cyclop., d2 +++ ++ d 8 gestorben
7 m 9 Keine ++ + d 13 nach MRT getotet
8§ m 1,5 Keine +4++ + getotet, keine Symptomatik
9 w 3,95 Keine + ++ d 10 getotet
10 w 3,25 Keine + 4+ + ++ d 3 nach MRT getotet

* Alter in Monaten bei erster Symptomatik; d 0 (Tag 0)= Beginn der Symptomatik. Definition: Proliferation:

+ =bis 10%, ++ = 10% bis 50%, +++ = tiber 50%. Apoptose: + = 10%, ++ = 10% bis 30%, +++ = iiber 30%.

Tabelle 1. Histologische Analyse von Proliferation und Apoptose an Gehirnschnitten der Miuse nach

Applikation von Etoposid oder Cyclopamin

Bei Maus 3, welche der Substanz am ldngsten exponiert war, war eine Verminderung der
Proliferation nachweisbar. Zudem war die Grofle des Tumors, wie in Abbildung 3 zu sehen,

vergleichbar gering. Eine Erhohung der Anzahl apoptotischer Zellen konnte bei Maus 1
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nachgewiesen werden. Die Tumore der beiden tiibrigen Etoposid-behandelten Méiuse zeigten
keine Steigerung von Apoptosen oder eine Verminderung der Proliferation. Solche
Veridnderungen sind ebenfalls nicht nachweisbar bei den Cyclopamin-behandelten Méiusen.
Bilder der Firbungen sind in den Abbildungen 4 und 5 dargestellt. Bei Maus 5 ist eine relativ
lange Uberlebenszeit von 17 Tagen zu erwihnen. Ein histologisch untypisches Bild eines
Medulloblastoms wurde bei Maus 9 beobachtet, bei dem die Tumorzellen lockerer gepackt waren

mit groBeren Zellzwischenrdumen.

[ |

Abbildung 3. HE-gefirbter Paraffinschnitt des Gehirns von Maus 3.
T: Tumor, K: Kleinhirn

3.2.1 Analyse der Differenzierung der Medulloblastome

Bei allen Paraffinschnitten ist eine abgeschwichte Anfirbung fiir NeuN der Medulloblastome im
Vergleich zu der internen Kornerzellschicht sichtbar. Auch bei der Cyclopamin-behandelten
Maus konnte keine deutlich erhohte Intensitit als Zeichen fiir eine verstirkte Differenzierung der

Tumorzellen nachgewiesen werden. Die Fiarbungen sind in Abbildung 6 dargestellt.
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siehe Tabelle 1. Bilder A-D,G zeigen ausschlieBlich Tumorgewebe. KS: Kornerzellschicht, PS:
Purkinjezellschicht, MS: Molekularschicht, T: Tumor, EZ: Ektope Zellen. Mafibalken in Bild
A,C,D,H: 0,1mm; B,E,F: 0,2mm; G: 0,05mm.
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Abbildung 5. Apoptosefirbung an

inhirnschnitten (C

3, aktiviert). Bilder A-H entsprechen den

M usen 1-8, siehe Tabelle 1. Bilder A,B,D,E,G zeigen ausschliefSlich Tumorgewebe. KS:
Kornerzellschicht, PS: Purkinjezellschicht, MS: Molekularschicht, T: Tumor, EZ: Ektope

Zellen. MaBbalken in Bild A-C,E-H: 0,1mm; D: 0,05mm.




Abbildung 6. Differenzierungsfirbung an Kleinhirnschnitten (NeuN). Bild A zeigt Maus 1, B entspricht
Maus 3, C entspricht Maus 6 und D entspricht Maus 8, siehe Tabelle 1. C zeigt ausschlieBlich
Tumorgewebe. KS: Kornerzellschicht, PS: Purkinjezellschicht, MS: Molekularschicht, T:
Tumor, EZ: Ektope Zellen. MaBibalken in Bild A,B,D: 0,2mm; C: 0,1mm.

Abbildung 7. A: HE gefirbter Schnitt eines Rhabdomyosarkoms
B: HE gefiirbter Schnitt eines Hiimangioms.
Masbalken in A: 0,2mm; B: Imm.
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3.3 Diagnostik und Verlauf mittels Magnetresonanztomographie

bei Patched ** Miusen

MRT-Untersuchungen wurden durchgefithrt, um zu beurteilen, ob sie als diagnostisches
Instrument und zur genauen Befunderhebung geeignet sind. Tumor und Kleinhirngewebe sind gut
abgrenzbar. Die Ausdehnung und Beschaffenheit der Tumore sind beurteilbar. Die Struktur der
Kleinhirnrinde konnte gut dargestellt werden. Die Untersuchungen wurden von den Méusen
toleriert. Eine Verlaufsdokumentation durch wiederholte Messungen war moglich. Die Méuse
wurden nach den Messungen nach Bonn zuriicktransportiert und unter Narkose getdtet, um die
Aufnahmen mit den histologischen Schnitten zu vergleichen (Maus 5 nach 2. MRT getotet).
Einen Vergleich der MRT-Aufnahmen mit den histologischen HE-Schnitten ist in Abbildung 8
dargestellt. Bei Maus 5 ist eine leichte Groenzunahme des Tumors nach Applikation von

Cyclopamin innerhalb von 10 Tagen zu erkennen.
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Kleinhirnschnitte einer
Ptc ** Maus ohne
Tumor. Links:
Intravitales MRT-Bild;
rechts HE-gefirbter
Schnitt.

Kleinhirntumor von
Maus 7

Massiver Klein-
hirntumor von
Maus 1

Vor Cyclopamingabe, d7 Nach Cyclopamin, d17 Histologie von Maus 5, d17

Abbildung 8. MRT-Bilder im Vergleich zu HE-gefiirbten Kleinhirnschnitten. Links: Intravitales MRT-Bild;
rechts HE-gefirbter Schnitt. K: Kleinhirn, T: Tumor.
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3.4 Proliferationassay mit der murinen Medulloblastomlinie

SIMM4 nach magnetischer Zell-Separation

Erginzend zu den in-vivo-Applikationen wurden Versuche an der etablierten Zelllinie SIMM4
durchgefiihrt, welche aus einem Ptc ** Maus-Medulloblastom generiert wurde, um die Wirkung
und mogliche Interaktion beider Substanzen weitergehend zu charakterisieren. Der
Oberflichenmarker Prominin, welcher dem humanen CD133 entspricht, wurde in die
Untersuchungen miteinbezogen, um Erkenntnisse iiber das Verhalten dieser Stammzell-dhnlichen
Fraktion zu erhalten. Cyclopamin und Etoposid wurden sowohl einzeln als auch in Kombination
verwendet. Zunéchst wurde die Linie SJMM4 auf ca. 18 Mio Zellen expandiert. Daraufhin folgte
die magnetische Zell-Separation in Prominin-positive und -negative Zellen. Es wurden ca.
50.000 Zellen als Prominin-positive Fraktion eluiert. Beide Fraktionen wurden anschlieend fiir
eine Woche inkubiert und dann der Proliferationsassay mit Tritium-Thymidin durchgefiihrt.

Messungen sind in Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9. Veriinderung der Proliferation der Zelllinie SJMM 4 durch Cyclopamin und Etoposid nach

magnetischer Zellseparation.
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Folgende Substanzkonzentrationen wurden verwendet:

Cl:  Cyclopamin 1 = 10ug/100ul V1: Etoposid 1 =0,7ug/100ul
C2:  Cyclopamin 2 = 1ug/100ul V2:  Etoposid 2 = 0,07ug/100ul
C3:  Cyclopamin 3 = 0,1ug/100ul V3:  Etoposid 3 = 0,007ug/100ul

(Eoh: 1ul Ethanol auf 100ul Ndhrmedium als Kontrolle der Cyclopaminproben, welche in 1ul

Ethanol gelost waren.)

Sowohl Cyclopamin als auch Etoposid konnten die Proliferation in Abhéngigkeit von der
Konzentration hemmen (Ausnahme Prominin-positive Fraktion C1). Die Kombination der
Substanzen fiihrte bei C1+V1, C2+V1, C14+V2 und C2+V2 zu einer Wirkungsverstirkung. Die
Proliferation wurde bei der Prominin-negativen Fraktion bei allen Substanzkonzentrationen
stirker gesenkt als bei der positiven. Der Unterschied der Proliferationshemmung war grofer bei
der Behandlung mit Etoposid (bei den Einzelsubstanzen C1 bis C3 betrug der Unterschied im
Mittel 35,6%, bei V1 bis V3 im Mittel 41,5%). Bei der Kombination der geringsten Etoposid-
Konzentration mit Cyclopamin war der Unterschied am geringsten. Probe-Proliferationassays mit

priméren Tumorzellen lieferten keine verwertbaren Ergebnisse.

+/-

3.5 Generierung einer neuen Zelllinie aus einem Ptc Maus-

Medulloblastom

Zur Generierung einer neuen Medulloblastom-Zelllinie wurde eine symptomatische, weibliche
Ptc *" Maus narkotisiert und dekapitiert. Nach steriler Préiparierung des Gehirns wurde das
Kleinhirn in eine Schale mit DMEM-Néhrmedium gegeben. Der Tumor wurde prépariert, in eine
weitere Schale iiberfiihrt und mit Hilfe eines Skalpells in moglichst kleine Zellklumpen zerteilt.
Diese Suspension wurde unter Zugabe von Penicillin/Streptomycin in einer Kulturflasche
inkubiert. D2855 ist eine adhirent wachsende Linie, die im Unterschied zu SIMM4 auch
neuronale Fortsétze ausbildet (siehe Abbildung 10). Als Medium verwenden wir Neuro Cult NS-
A Basal Medium (Stemcell Technologies Inc), ergidnzt durch NSA Proliferation Supplements

(Stemcell Technologies Inc). Zusitzlich werden EGF (Roche) in einer Konzentration von
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25ng/ml und bFGF (Roche) mit 20ng/ml verwendet. Die Passagierung erfolgt ohne Zugabe von
Trypsin. Die bisher erreichte Passagenzahl liegt tiber 100.

Abbildung 10. Bild der Zelllinie D2855 (Phasenkontrast)

3.6 Darstellung und Zellzyklusanalyse von Prominin-positiven

Tumorzellen der Linie SJMM4 mittels Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie konnte untersucht werden, ob die Fraktionen der Prominin-
positiven und negativen Zellen unterschiedlich héufig den Zellzyklus durchlaufen. Hierzu wurden

Farbungen des DNA-Gehalts der Zellen durchgefiihrt.

Der Anteil der Prominin-positiven Fraktion der Zelllinie SIMM4 war 16,8%. Von diesen Zellen
befanden sich 46,6% in GO0/G1-Phasen, bzw. 53,4% in S/G2/M-Phasen. Bei den Prominin-
negativen Zellen waren es 67,1% in GO/G1 und 32,9% in S/G2/M-Phasen. Die Zellen der
Prominin-positiven Fraktion der Linie SJMM4 waren hdufiger in den S/G2/M- Phasen des
Zellzyklus anzutreffen als die der negativen Fraktion. Wiederholte Versuche bestitigten die

Ergebnisse. Die Firbungen sind in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11. Darstellung von Prominin-positiven Zellen (X-Achse) der Linie SJMM4
und DNA-Gehalt (Y-Achse) mittels FACS

3.6.1 Prominin-Firbung an Gefrierschnitten von Ptc *~ Maus-

Medulloblastomen

Wir fiihrten diese Firbung durch, um Prominin-positive Stammzell-dhnliche Zellen in Ptc *
Tumoren nachzuweisen und mogliche Effekte durch die applizierten Substanzen zu untersuchen.
Die Prominin-Firbung wurde an Gefrierschnitten durchgefiihrt, da die Antikorper nicht Paraffin-

gingig sind. Bei allen gezeigten Schnitten sind Zellen vereinzelt angefirbt. Bei der Cyclopamin-
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behandelten Maus 6 war die Haufigkeit am geringsten. Gefifiendothel zeigte teilweise eine

schwach ausgeprégte unspezifische Anfarbung (Bilder siche Abb. 12).



36

A B
C D
'-l‘/ A N -‘ AL DN
Maus 4, Prominin Klon 5A618
E -
o po 4
wt % W 3
i -
- B ‘ *5 o &
9
. 'y >
, e ° e
e e
e &%
" . s
SIMM4, Prominin Klon 5A618

Abbildung 12. Promininfirbung an Gefrierschnitten und einem Zytospin. A und B: Prominin Firbungen
eines Medulloblastoms einer unbehandelten Ptc +/- Maus. C und D: Miuse siehe Tabelle 1. E:
Zytospin der Linie SJMM4. MS: Molekularschicht, T: Tumor. Bilder A,B,C zeigen
ausschlieBlich Tumorgewebe. MaBbalken Bild A: 0,02mm; B, C: 0,05mm; D, E: 0,2mm



37

4 DISKUSSION

4.1 Mausmodelle mit spontaner Tumorentstehung

Mausmodelle bieten die Moglichkeit, bosartige humane Tumore darzustellen. Dabei werden
essentielle Tumor-Host Interaktionen beriicksichtigt. Diese Modelle werden gebraucht, um die
Toxizitidt und die antineoplastische Wirkung von Substanzen in vivo zu analysieren. Mausmodelle
konnen eingeteilt werden in Xenograft-Modelle und in Modelle mit spontaner Tumorentstehung

bei genetisch verdnderten Mausen.

Bei Xenograft-Modellen sind Aussagen iiber die Effekte von Substanzen durch experimentell
induzierte Artefakte eingeschrinkt. So sind die verwendeten Zellen oder Zelllinien oft durch
Kultur- oder Isolationsbedingungen veridndert oder ihnen fehlt ein natives Tumorstroma. Die
immunsupprimierten oder -kompromittierten Maiuse zeigen keine antineoplastische

Immunreaktion, wodurch falsch positive Ergebnisse auftreten konnen.

Die Modelle mit spontaner Tumorentstehung bieten hingegen die Erscheinung von Tumor-
initiierenden Lésionen, eine bestehende Immunkompetenz und ein Tumorwachstum an der
entsprechenden Lokalisation. Dies bezieht fiir die therapeutische Anwendung von Substanzen bei
einem Hirntumor-Modell die Beriicksichtigung der Bluthirnschranke mit ein. Die Nutzung dieser
Modelle wird kompliziert durch eine geringere Reproduzierbarkeit, eine geringere Tumor-
Manifestation und eine verldngerte Latenzzeit (Fomchenko et al., 2006). So benétigt ein
Experiment, bezogen auf das Ptc - Mausmodell, an 50 Hirntumoren eine Mauszucht von ca. 300
Tieren (Inzidenz siehe 4.2). Erforderlich sind deshalb geeignete intravitale diagnostische
Verfahren. Dennoch reprasentiert dieses Modell den klinischen Verlauf einer Tumorerkrankung,
die durch Symptome und Bildgebung diagnostiziert und anschlieBend behandelt wird. Die
genetisch verdnderten Méuse reprisentieren eher humane Tumor-Prédispositionssyndrome als
eine sporadische Tumorentstehung durch Mutation einer einzelnen Zelle oder einer kleinen

Population von Zellen.

Durch Knockout-Mausmodelle kann die Bedeutung bestimmter genetischer Verinderungen von
humanen Tumoren analysiert werden. Nachdem Mutationen des Patched-Gens in einem Teil von
Medulloblastomen nachgewiesen werden konnten, wurde ein Mausmodell generiert, bei welchem

den Tieren ein Allel des Patched-Gens fehlt. Ein homozygoter Verlust von Patched resultiert in
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embryonaler Letalitit. Heterozygote Patched-knockout Miuse iiberleben und entwickeln spontan
Kleinhirntumore, was darauf hindeutet, dass Patched als ein Tumorsuppressorgen fungiert. Diese
Tumore dhneln in ihrer Lokalisation und Histologie den humanen Medulloblastomen und
erzeugen bei den Mdiusen vergleichbare Symptome wie Ataxie oder Hirndruckzeichen. Eine
Bildgebung kann die genaue Ausdehnung des Prozesses dokumentieren und eine therapeutische

Substanzapplikation kann durchgefiihrt werden.

4.2 Tumorinzidenz bei Ptc ** Miusen

Durch Cynthia Wetmore et al. (2000) wurden die Hiufigkeiten der Tumore bei Ptc * Miusen mit
einem 129Sv Hintergrund mit 12% fiir Medulloblastome und 4% fiir Weichteilsarkome
veroffentlicht, welche gut mit den beobachteten Hiufigkeiten korrelieren (15% Medulloblastome,
5% Weichteilsarkome). Fiir Ptc * Miuse des Stammes C57B1/6 wurde eine Inzidenz von 14%
fur Medulloblastome beschrieben. Der Haufigkeitsgipfel der Medulloblastome, der mit einem
Alter von 16 bis 24 Wochen beschrieben wurde, lag bei den hier untersuchten Méausen zwischen
12 und 16 Wochen. Himangiome wurden in Zusammenhang mit Ptc *~ Musen bislang nicht
beschrieben. Eine Verbindung von Medulloblastomen mit intrabdominellen Himangiomen findet
sich beim “rubber bleb nevus®“ Syndrom, einem sehr seltenen Syndrom, bei dem vendse
GefiBfehlbildungen, zumeist am Diinndarm lokalisiert, auftreten. Diese Fehlbildungen konnen zu
schweren gastrointestinalen Blutungen fiihren. Es tritt meist sporadisch auf, kann aber auch

autosomal dominant vererbt werden. Die Pathogenese ist nicht bekannt.

4.3 Diagnostik und Verlaufsdokumentation mittels

Magnetresonanztomographie

Um die Ausdehnung und Lokalisation der Medulloblastome zu erfassen, wurden MRT-
Untersuchungen durchgefiihrt. In Einklang mit Nelson et al. (2003), welche bei 13 Ptc ¥ Méusen
mit Medulloblastomen MRT-Untersuchungen durchgefiihrt haben, tolerieren die Tiere selbst in
symptomatischen und fortgeschrittenen Krankheitsstadien die Anisthesie und die Durchfiihrung
der Messungen. Auflerdem ist, wie von uns gezeigt, eine Verlaufsdokumentation durch
wiederholte Messungen moglich. Es konnen Aussagen iiber die Wirkung von applizierten
Substanzen anhand der GroBenentwicklung und der Verdnderung der Konsistenz der Tumore

gemacht werden. Wir konnten bei Maus 5 eine leichte GroBenzunahme des Tumors nach
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Applikation von Cyclopamin innerhalb von 10 Tagen feststellen. Die angefertigten MRT-Bilder

zeigten eine hohe Ubereinstimmung mit den histologischen Schnitten.

4.4 Anwendung der Therapeutika

Als Substanzen verwendeten wir das Zytostatikum Etoposid und das in den Shh-Patched
Signalweg eingreifende Cyclopamin. Bei 2 von den 4 Etoposid-behandelten Miusen konnte
histologisch eine antineoplastische Wirkung nachgewiesen werden. Cyclopamin hemmt das
Wachstum von Shh-Ptch Signalweg-abhingigen Tumorzellen in vitro, von subkutanen
Xenograft-Tumoren und von priikanzerésen Lisionen bei Ptc * Musen. Sanchez et al. (2005)
behandelte Ptc *', p53  Miuse, welche durch den zusitzlichen Verlust von p53 eine
Tumorhéufigkeit von fast 100% aufweisen (Wetmore et al., 2001), tiglich iiber einen Monat mit
Cyclopamin. Es wurde ein bestimmter Behandlungszeitpunkt gewihlt, zu welchem die Tiere
noch keine Symptome zeigten. Die Gruppe berichtet tiber eine Abnahme der Proliferation, eine
Reduktion des Tumorvolumens und eine nicht verédnderte Anzahl von Apoptosen. Weiterhin ist
iiber die Wirkung von Cyclopamin bei manifesten, ausgeprigten Tumoren wenig bekannt. So
berichtet Ecke et al. (2008), dass eine Behandlung mit Cyclopamin das Hedgehog-Signal in
Rhabdomyosarkomen teilweise hemmt, aber zu keiner Tumorregression fiihrt. Dies a6t
vermuten, dass es weitere Faktoren gibt, die die antiproliferativen Effekte von Cyclopamin bei
manifesten Tumoren in vivo hemmen. Wir konnten nach subkutanen Gaben von Cyclopamin bei
zwei Ptc ™" Miusen mit Medulloblastomen keine Verdnderungen der TumorgroBe, der Anzahl
von Apoptosen oder proliferierenden Zellen im Vergleich zu nicht behandelten Miusen
feststellen. Eine verstirkte Differenzierung der Tumorzellen durch Cyclopamin konnte mittels
NeuN-Firbung nicht nachgewiesen werden. Aussagen iiber unerwiinschte Wirkungen bei den
durchgefiihrten Applikationen mit Etoposid oder Cyclopamin sind aufgrund des rapiden
Krankheitsverlaufs und den schweren Symptomen nicht zu treffen. Sanchez et al. (2005)
beobachteten keine toxischen Effekte bei der angewandten Dosierung von Cyclopamin, obwohl
Hedgehog-Signale in vielen Organsystemen beteiligt sind. Unerwiinschte Effekte von
Cyclopamin miissen sicherlich noch genauer untersucht werden. Bei weiteren Versuchen konnte
auch eine Kombination von Zytostatikum und Signalweg-spezifischen Substanzen appliziert
werden. Mogliche Synergismen konnten die Erfolge der Therapien verbessern und die

Nebenwirkungen der einzelnen Substanzen mindern.
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4.4.1 Kombination von Zytostatika und Signalweg-spezifischen Substanzen

Dieses konnten wir in vitro anhand der murinen Medulloblastom-Zelllinie SIMM4 durchfiihren.
Es ist bekannt und konnte von uns bestitigt werden, dass sowohl Cyclopamin als auch Etoposid
die Proliferation von Tumorzellen in vitro hemmen (Taipale et al., 2000). Bei der Kombination
der Substanzen stellten wir bei einigen Konzentrationen eine Verstirkung der antiproliferativen
Wirkung fest. Shafaee et al. (2006) untersuchten die Wirkung von Kombinationen mit
Cyclopamin auf Hedgehog-exprimierende Pankreas-Karzinom-Zellen. Eine Kombination mit
dem Mitosegift Paclitaxel oder Bestrahlung fiihrte zu einer Steigerung der zytotoxischen Effekte.
Bei einer Kombination mit Cisplatin oder dem Anitmetabolit Gemcitabin konnte dies nicht
gezeigt werden. Nach in vivo Versuchen an einem Pankreas-Karzinom Modell wurde von
Ischenko et al. (2008) formuliert, dass Cyclopamin die Resistenz von Tumorzellen gegeniiber 5-
Fluoruracil (Antimetabolit) verringern kann. Die Arbeitsgruppe berichtet zudem, dass der Anteil
der CD133-positiven Zellen bei den resistenten Zelllinien hoher ist als bei den Parentalzelllinien,
was darauf hindeutet, dass beide Fraktionen eine unterschiedliche Sensibilitit auf

antiproliferative Substanzen haben.
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4.5 Bedeutung von Prominin-positven Zellen in Tumoren

Mit dem Nachweis des CD133-Proteins auf Zellen in Hirntumoren stellte sich die Frage nach der
Funktion und den Eigenschaften dieser Zellpopulation. “Tumorstammzellen” konnten bei einer
Vielzahl von Tumoren identifiziert werden, darunter Pankreaskarzinome, Prostatakarzinome,
Melanome, Brustkrebs, Lungenkrebs, gastrointestinale =~ Tumore und  Hirntumore
(Medulloblastome, Glioblastome). Untersuchungen zeigten, dass CD133-positive Zellen, isoliert
aus humanen Hirntumoren, eine erhohte Fihigkeit zur Tumorinduktion haben (Singh et al.,
2003). Durch das Injizieren von CD133-positiven, humanen Hirntumorzellen in Gehirne von
immundefizienten Mausen konnten Tumore produziert werden, die den Phenotyp des
Ursprungstumors abbildeten. Dahingegen konnten CD133-negative Zellen keinen Tumor
erzeugen (Singh et al., 2004). Unsere Versuche legen die Vermutung nahe, dass die Proliferation
der Prominin-negativen Zellen der Linie SIMM4 durch Etoposid oder Cyclopamin stéirker
gehemmt wird als die der Prominin-positiven Fraktion. Der Unterschied der
Proliferationshemmung zwischen der positiven und negativen Fraktion war grofer bei der
Behandlung mit Etoposid (bei den Einzelsubstanzen C1 bis C3 betrug der Unterschied im Mittel
35,6%, bei V1 bis V3 im Mittel 41,5%). Diese Aussagen sind als Vermutungen zu werten, da
keine Uberpriifung der Effizienz der magnetischen Separation und keine Kontrolle nach
einwochiger Inkubation durchgefiihrt wurde. Blazek et al. (2007) berichten von in vitro
Versuchen an Daoy-Zellen (humane Medulloblastom-Zelllinie), dass sich aus der CD133-
positiven Fraktion nach 18 Tagen das urspriingliche Verhiltnis der Populationen zuvor bildet,
wihrend die CD133-negative Fraktion negativ bleibt. Anhand von Glioblastomzellen konnten
Liu et al. (2006) bei der CDI133-positven Fraktion eine erhohte Chemotherapieresistenz
(einschlielich Etoposid) nachweisen, wahrscheinlich verursacht durch erhohte Expression von
BCRP1, MGMT und Apoptose-hemmenden Faktoren. Auflerdem wurde gezeigt, dass die
Expression von CD133 bei rezidivierten Glioblastomen hoher war als zum Zeitpunkt der

Erstdiagnose (Liu et al., 2006).

Wir untersuchten anhand der Zelllinie SJIMM4 die beiden Prominin-Fraktionen auf die
Verteilung in Zellzyklusphasen. Der Anteil der Prominin-positven Zellen in den S/G2/M-Phasen
war hoher als der der negativen Zellen. Dies ist iiberraschend, da Stammzellen sich meist in der
GO-Phase befinden. Damit steht die vermutete, erhohte Chemotherapieresistenz nicht in

Zusammenhang mit einem selteneren Eintreten in den Zellzyklus. Bei Daoy-
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Medulloblastomzellen wurde von gleichen Anteilen in den Zellzyklusphasen berichtet (Blazek et
al., 2007). Uber die Wirkung von Cyclopamin auf die Stammzell-dhnliche Fraktion von
Hedgehog-Signal abhéngigen Gliomzellen wird vermutet, dass ihr Wachstum gehemmt werden
kann. Eine Bildung von Neurosphiren konnte unterdriickt werden (Bar et al., 2007; Clement et
al., 2007). Fiir die Entwicklung einer Therapie, die auch oder besonders auf Stammzell-dhnliche
Tumorzellen abzielt, wird es wichtig sein, weitere Faktoren zu identifizieren, die die Expression
von CDI133 beeinflussen. Interessanterweise konnte durch eine in-vivo Passage mit
Glioblastomzellen die Expression von CD133 hochreguliert werden (Wang et al., 2008). Auch
durch Hypoxie konnte anhand von Daoy-Zellen die Expression von CD133 gesteigert werden
(Blazek et al., 2007). AuBlerdem miissen zusétzliche Marker gefunden werden, um Tumorzellen
mit unterschiedlichen Eigenschaften auch innerhalb der CD133-positiven Fraktion zu

identifizieren.

In dieser Arbeit konnten wir Methoden und Anwendungen aufzeigen, die es ermoglichen, das Ptc
** Maus-Modell fiir therapeutische Substanzapplikationen zu nutzen. Es konnten die Wirkungen
sowohl von dem Zytostatikum Etoposid als auch von dem in den Shh-Ptch Signalweg
eingreifenden Cyclopamin auf manifeste, ausgeprigte Medulloblastome analysiert werden. Durch
Magnet-Resonanz-Bildgebung konnte eine nicht invasive und genaue Verlaufsdokumentation
ermoglicht werden. Ergidnzend wurden Zellkulturversuche durchgefiihrt, die zukiinftig auch an
einer neu generierten Maus-Medulloblastomlinie stattfinden konnen. Prominin- bzw. CD133-
positve Tumorzellen konnten in vivo und in vitro identifiziert werden und bieten neue

experimentelle Ansitze, um zytotoxische Wirkungen zu analysieren.
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S ZUSAMMENFASSUNG

Medulloblastome sind die haufigsten malignen Hirntumore bei Kindern. Trotz einer Kombination
aus operativer, Bestrahlungs- und Chemotherapie kann nur bei 50-70% der Patienten ein
ereignisfreies Uberleben iiber 5 Jahre erzielt werden. Die aktuelle Therapie verursacht bei einem
grofBen Teil der Patienten schwere Langzeitschdden. Angesichts dieser Situation ist es dringend
erforderlich, neue Therapieoptionen zu erforschen. Dabei wird eine grole Hoffnung mit der
Entwicklung von Medikamenten verbunden, die spezifisch auf essentielle molekulare Prozesse
der Tumore einwirken. Die Identifikation und Charakterisierung von Tumorstammzellen haben
eine enorme Bedeutung fiir das Verstehen der Tumorgenese und Entwicklung von neuen
therapeutischen Strategien. Ptc ™ Miuse entwickeln spontan Medulloblastome und stellen ein

immunkompetentes Tiermodell fiir priklinische Charakterisierung von Substanzen dar.

In dieser Arbeit wurden Methoden evaluiert, die es ermdglichen, die Wirkung von Substanzen
auf Medulloblastome in vivo mit dem Ptc ** knockout Maus-Modell zu analysieren. Eine genaue
Verlaufsdokumentation konnte durch die intravitale Magnetresonanz-Tomographie ermoglicht
werden. Wir fithrten an Maus-Medulloblastomen histologische Farbungen zur Darstellung von
Proliferation, Apoptose, Differenzierung und dem Stammzellmarker Prominin durch. Ergidnzend
wurden in vitro Versuche an einer murinen Ptc *~ Medulloblastomlinie durchgefiihrt. Es konnten
dariiber hinaus erste Erkenntnisse iiber das Signalweg-spezifisch wirkende Cyclopamin
gewonnen werden. Wir konnten allerdings bei Applikation von Cyclopamin allein keine
Verringerung des Wachstums oder eine verstirkte Differenzierung bei manifester
Tumorerkrankung feststellen. Unsere Zellkulturversuche erbrachten bei der Kombination von
Cyclopamin und Etoposid bei einigen Konzentrationen eine Wirkungsverstirkung. In Zukunft
muss auch die Kombination von Cyclopamin und Chemotherapeutika in vivo analysiert werden,
um mogliche Synergien zu bestitigen. Wir konnten Prominin-positive Zellen an histologischen

+-

Schnitten von Ptc Tumoren und innerhalb der Zelllinie SIMM4 darstellen. Die
Zellzyklusanalyse zeigte, dass Prominin-positve Zellen der Linie SIMM4 hiufiger als negative
im Zellzyklus anzutreffen sind. Signalweg-spezifische Wirkstoffe stellen eine wichtige

Perspektive fiir zukiinftige Therapieoptionen dar.
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