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1 Einleitung

1.1 Hodentumoren

1.1.1 Allgemeines

Hodentumoren sind bei 20 bis 34-jahrigen Mannern die am haufigsten festgestell-
te maligne Entartung. Insgesamt machen sie zwar nur 2% der malignen Tumoren
bei Mannern aus (Motzer et al., 2012), verschiedene Studien belegen aber, dass
sich die Inzidenz dieser Tumorart in den vergangenen 40 Jahren weltweit verdop-
pelt hat (Huyghe et al., 2003).

AuBBer Kryptorchismus sind keine anderen Risikofaktoren flir Hodentumoren all-
gemein anerkannt. Als Grund fur die steigende Inzidenz sind die bessere Diagno-
sestellung, Haufung des testikularen Dysgenesie-Syndroms (Sonne et al., 2008)
und Umweltfaktoren wie exogen zugefihrte Hormone wahrend der Gestation in
der Diskussion. Die These der genetischen Einflisse auf Hodentumoren wird un-
terstltzt durch ethnische sowie geographische Verteilungsmuster der Inzidenz:
Hodentumoren kommen relativ hdufig in Europa und Nordamerika vor, dagegen
seltener in Asien und Afrika. Europaweit ist die Inzidenz am héchsten in Skandina-
vien und am niedrigsten in Ungarn und den mediterranen Landern (Tannenbaum
and Madden, 2006).

In Deutschland betragt die Inzidenz von Hodentumoren aktuell etwa 1-3 aus 100.000
Einwohnern (Stang et al., 2009). Jahrlich nimmt sie dabei um ca. 5% zu (Adami
et al., 1994).

Allein im Jahr 2012 wurde erwartet, dass 8590 neue Falle von Hodentumoren in
den USA diagnostiziert werden (Siegel et al., 2012).
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1.1.2 Einteilung

Hodentumoren haben eine dreigipflige Altersverteilung: der erste Gipfel liegt bei
den unter 5-jahrigen mit den embryonalen Karzinomen, der zweite Gipfel, der auch
der héchste ist, bei den 15-34-jahrigen mit Seminom und Nicht-Seminom und der
dritte mit dem spermatozytischen Seminom bei Uber 60 Jahren (Oosterhuis and
Looijenga, 2005).

Hodentumoren werden nach der World-Health-Organization (WHO) histologisch
in die in Tabelle 1.1 angezeigten Untergruppen geteilt (modifiziert):

Tabelle 1.1: WHO-Klassifikation der Hodentumoren

1. Keimzelltumoren

2. Keimleistentumoren

w

Tumoren, die sowohl Keimzell- als auch Keimleisten-Stroma
enthalten

Gemischtzellige Tumoren
Tumoren des lymphatischen oder blutbildenden Systems
Tumoren der Sammelrohre und des Rete

Tumoren von umgebenden Strukturen des Hodens

© N o o &

Tumoren der Tunica, des Nebenhodens, des Samenstran-
ges und anderen anhangenden Strukturen des Hodens

9. Sekundartumoren des Hoden

Quelle:(Mills et al., 2009)

1.2 Keimzelltumoren

1.2.1 Allgemeines

Keimzelltumoren haben mit 95% den gréten Anteil an den Hodentumoren (Mot-
zer et al., 2012). (Siehe Untergruppe 1 in Tabelle 1.1). Sie sind die haufigsten
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soliden Tumoren der Manner im Alter zwischen 15 und 34. Jahrlich steigt ihre In-
zidenz um 2-5% an, das gilt sowohl fir Seminome, als auch fur Nicht-Seminome,
was auf eine &hnliche Atiologie schlieBen lasst (Richiardi et al., 2004).
Keimzelltumoren kénnen an den unterschiedlichsten Orten im Kdérper auftreten
(siehe Kapitel 1.2.8), dabei ist die haufigste Lokalisation testikular. Die Inzidenz
speziell fur diese Untergruppe betragt 6-7/100 000. Sie stellen 60% aller mali-
gnen Neoplasien im Alter von 15-34 Jahren dar (Nuti et al., 2009).

Far die Entwicklung von Keimzelltumoren stehen einige Risikofaktoren zusatz-
lich zum Kryptorchismus in der Diskussion, wie zum Beispiel ein Keimzelltumor in
der Anamnese, positive Familienanamnese und Hodenfehlbildung (Motzer et al.,
2012).

Das klinische Erscheinungsbild und der Verlauf dieser Tumorentitat ist abh&ngig
von Faktoren wie Geschlecht des Patienten, Alter zum Zeitpunkt der Vorstellung in
der Klinik, Lokalisation und Histologie des Tumors sowie der H6he der Tumormar-
ker im Serum (Alpha-Fetoprotein (AFP), humanes Choriongonadotropin (3-HCG),
Lactatdehydrogenase (LDH)).

Bemerkenswerte Geschlechtsunterschiede liegen in der Inzidenz: 20 % der Ovarial-
Neoplasmen sind Keimzelltumoren (vs. 95% beim Hodentumor) und in der Mali-
gnitat der Keimzelltumoren: im Ovar sind 90% der Keimzelltumoren benigne Der-
moidcysten und nur ca. 6-8% der Neoplasien sind maligne (Tannenbaum and Ma-
dden, 2006), Im Hoden sind 50% der Keimzelltumoren Seminome und damit mali-
gne, 30% sind Nicht-Seminome, der Rest sind gemischte Tumoren. (Motzer et al.,
2012)

Die Eigenschaft der Keimzelltumoren des Hodens, eine niedrige Mutationsrate
und h&ufige uniparentale Disomien zu besitzen, hat groRe Ahnlichkeit zu embryo-
nalen Stammzellen (Looijenga et al., 2007). Uniparentale Disomien entstehen,
wenn beide Chromosomen eines homologen Chromosoms von einem Elternteil
stammen. Auch das Unvermdgen der Keimzelltumoren, DNA-Reparatur zu betrei-
ben, sowie ihre Eigenschaft, rasch in die Apoptose zu gehen, sind den embryo-
nalen Stammzellen &hnlich (Looijenga et al., 2007).

1.2.2 Klassifikation

Keimzelltumoren sind eine heterogene Gruppe von Tumoren, die sehr unterschied-

liche Histopathologien, klinische Erscheinungsbilder und Prognosen besitzen. Des-
halb fallt die Einteilung schwer. Die gelaufigste Klassifikation ist die der WHO, sie

ist in Tabelle 1.2 zusammengefasst.
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Tabelle 1.2: WHO-Klassifikation der Keimzelltumoren

1. Tumoren eines histologischen Typs
a) Seminome
b) spermatozytisches Seminom
c) Embryonales Karzinom

Nichtseminom

e) Dottersacktumor

)
)
d) Trophoblastischer Tumor
)
f)

Teratom

Vs

2. Tumoren mehrerer histologischer Typen (gemischt)

Quelle: (Bahrami et al., 2007)(Oosterhuis and Looijenga, 2005)

Diese Einteilung wird oft nochmals in drei Gruppen der Keimzelltumoren (Germ
Cell Tumor (GCT)) des Hodens vereinfacht (Oosterhuis and Looijenga, 2005).

Typ | GCT:  Teratome und Dottersacktumoren (vor allem des Kindes)
Typ I GCT:  Seminomatése und nicht-seminomatése GCT (meist junge Erwachsene)
Typ Il GCT: spermatozytisches Seminom des alteren Mannes

1.2.3 GCT Typ | bis Il
Typ | GCT

Typ | GCT machen nur ca. 3% aller malignen Entartungen bei Kindern unter 15
Jahren aus (Rescorla and Breitfeld, 1999). Sakrale Teratome, eine Unterart dieser
Tumoren, sind jedoch die haufigsten soliden Tumoren von Neugeborenen (Oos-
terhuis and Looijenga, 2005). Im Alter unter 3 Jahren kommen Typ | GCT in so-
wohl gonadalen als auch extragonadalen Regionen vor, wahrend und nach der
Pubertat jedoch ist die Lokalisation vorwiegend gonadal (Oosterhuis and Looi-
jenga, 2005). Fur fast alle Tumoren dieser Gruppe existieren Marker (spezifisch
sind 3-HCG und AFP (Rescorla, 1999) ), die die Beurteilung des Resektionsgra-
des und eines méglichen Rezidivs erleichtern. Durch die Einfihrung der platin-
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basierten Chemotherapie hat sich die Prognose bei diesen Tumorarten merklich
gebessert (Rescorla and Breitfeld, 1999).

Typ Il GCT

Typ Il GCT lassen sich sowohl klinisch als auch histologisch in Seminome und
Nicht-Seminome einteilen. Treten Seminome im Ovar auf, werden sie Dysgermi-
nome genannt, im Gehirn Germinome, nur im Hoden Seminome (Oosterhuis and
Looijenga, 2005). Typ Il GCT kommen vorwiegend im Hoden vor, diese Unterka-
tegorie bildet ihrerseits eine eigene Entitdt mit dem Namen Testicular germ cell
tumor (TGCT); nur 5% der Typ Il GCT liegen extragonadal (Russell et al., 2013).
Die Inzidenz von TGCT in der kaukasischen Bevélkerung betragt ca. 6-11/100.000
und istin den letzen Jahrzehnten um ca. 3-6% pro Jahr gestiegen (Oosterhuis and
Looijenga, 2005).

Far alle TGCTs ist der atiologische Vorgéanger das Carcinoma in situ (CIS) (Hoei-
Hansen et al., 2005), auch Intratubular Germ Cell Neoplasia Unclassified (ITGCNU)
(Mostofi et al., 1987) oder testikulare intraepitheliale Neoplasie (TIN) genannt.
Aus der ITGCNU entwickelt sich nach der géngigen Hypothese ein Seminom.
Ein Nicht-Seminom entsteht nur, falls die ITGCNU oder die Seminomzelle repro-
grammiert und damit pluripotent gemacht wird. Im Alter verlieren ITGCNU-Zellen
ihre Stammzellaktivitat, worin ein méglicher Grund fir das spéatere Auftreten von
Seminomen verglichen mit den Nicht-Seminomen liegt. Sowohl das CIS als auch
Seminome sind mit dem embryonalen Stammzellmarker OCT3/4 alias Pou5F1 (s.
unten) anfarbbar, was dafiur spricht, dass sie neben den Zellen des embryonalen
Carinomes die einzige bekannte Krebszellart mit ebenfalls pluripotenten Eigen-
schaften sind (Oosterhuis and Looijenga, 2005).

Typ Il GCT

Spermatozytische Seminome kommen bei Erwachsenen mit einem Durchschnitts-
alter von 54 Jahren vor (die Altersspanne liegt zwischen 25 und 87). Mit einer
Inzidenz von 0,2 pro 100.000 (Oosterhuis and Looijenga, 2005) ist dieser Tumor
relativ selten, nur 1-2 % der Hodentumoren sind spermatozytische Seminome. Er
ist durch Orchiektomie praktisch vollstandig kurierbar, das Auftreten von Metasta-
sen wird kritisch diskutiert wegen der Verwechslungsgefahr mit Seminomen. Die
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einzige Ausnahme bildet die Weiterentwicklung zu Sarkomen, die oft die Todes-
ursache der jeweiligen Patienten darstellt. Mit Seminomen hat das spermatozyti-
sche Seminom allerdings nichts gemeinsam und ist somit keine Unterart davon.
Beispielsweise leitet es sich nicht vom Vorlaufer ITGCNU ab (Eble, 1994). Vom
Seminom abgrenzbar sind spermatozytische Seminome mittels Immunhistoche-
mie: Sie sind mit SSX, XPA CHK2 anfarbbar, wahrend sie keine KIT-, PLAP- oder
OCT 3/4-Farbung aufweisen (Oosterhuis and Looijenga, 2005). Dies deutet auch
auf eine differenziertere Vorlauferzelle hin, die noch zur Spermatogenese fahig
ist.

Therapiebezogene Einteilungen

Die klinisch bedeutsamste Einteilung ist die Unterscheidung in Seminome und
Nicht-Seminome. Hiervon hangt sowohl die Therapie als auch die zu erwartende
Prognose des Patienten ab (Bray et al., 2006).

Es gibt Anhaltspunkte daflr, dass sich pra- und postpubertare Keimzelltumoren in
ihrer Biologie sowie ihrer Herkunft unterscheiden, weshalb man auch eine Unter-
teilung in diese Kategorien vornimmt. Beweise flr die unterschiedliche Entwick-
lung sind das unterschiedliche Verteilungsmuster, die andersartige Genese und
verschiedene Chromosomenaberrationen. Prapubertédre Tumoren sind eher aus
Dottersacktumoren und Teratomen zusammengesetzt, wahrend postpubertér Se-
minome, embryonale Karzinome und gemischte Keimzelltumoren vorherrschen.
Weiterhin konnte die Assoziation postpubertarer Tumoren mit dem Vorlaufer TIN
(siehe unten) nicht fur prapubertare Keimzelltumoren gezeigt werden. Postpuber-
tale Keimzelltumoren haben haufig ein verandertes Chromosom 12 (sie haben
einen Isochromosom d.h. ein Arm wurde nach Verlust durch die exakte Kopie
des anderen ersetzt mit Gewinn des kurzen Arms), prapubertare Chromosomen
sind jedoch meist diploid und zeigen keine Verédnderungen des Chromosoms 12
(Bahrami et al., 2007).

1.2.4 Diagnose

Erstlokalisation eines Keimzelltumors ist bei der Mehrzahl der Patienten der Ho-
den (Schmoll et al., 2004). Die schmerzlose HodenvergréBerung ist das wegwei-
sende Leitsymptom. Klinisch-differentialdiagnostisch muss eine Epididymitis und
eine Hodentorsion ausgeschlossen werden.
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Die Diagnosestellung erfolgt in erster Linie anhand der Sonographie beider Ho-
den, bei dringendem Verdacht sind die weiteren diagnostischen Schritte, ein Blut-
bild mit Entziindungszeichen und die Tumormarker LDH, AFP oder 8-HCG.

Bei histologischer Bestatigung durch Orchiektomie, wird die Diagnose vervollstan-
digt durch Computertomographie von Thorax, Abdomen und Becken zur Metasta-
sensuche. Ein Magnetresonanztomographie (MRT) sollte bei jingeren Patienten
bevorzugt werden.

1.2.5 Staging

Die Tumor Node Metastasis (TNM)-Klassifikation der Union international contre
le cancer (UICC) ist eine der international am weitesten verbreiteten Klassifika-
tionen zur Krebsprogression (Staging). Eine groBBe Studie von 1997 zur Klassifi-
zierung von Seminomen und Nicht-Seminomen anhand von prognostischen Fak-
toren (Group, 1997) wurde sowohl in die TNM-Klassifikation (s. Tabelle 1.4) als
auch in die ,American Joint Committee on Cancer staging systems* (s. Tabelle
1.3) eingearbeitet.

Tabelle 1.3: Lugano-Klassifikation

Stage pT N M S

I pT1-4 NO MO SO
IA pT1 NO MO SO
IB pT2-4 NO MO SO
IS jedes pT/Tx NO MO S1-3
Il jedes pT/Tx N1-3 MO SO
A jedes pT/Tx N1 MO SO
1B jedes pT/Tx N2 MO SO
lc jedes pT/Tx N3 MO SO

[ jedes pT/Tx jedesN M1 SO0-3
Quelle: (Gschwend, 2010)

Nach der Lugano-Klassifikation der International Germ Cell Cancer Collaborati-
ve Group (IGCCCG) werden die Patienten in drei Gruppen unterteilt: Eine Gruppe
mit guter (5-dahresuberleben bei 90%), eine mit intermediarer (5-Jahrestberleben
75%) und eine mit schlechter Prognose (5-Jahresiberleben bei 50%). Beim Se-
minom existiert keine schlechte Prognosegruppe (Gschwend, 2010).
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Tabelle 1.4: TNM-Klassifikation

pT.: Keine Aussage Uber Primartumor moglich

pTo:  Kein Anzeichen eines Primartumors

pT,.: intratubularer Keimzelltumor (Carcinoma in situ)

pT,:  Tumor auf Hoden/Nebenhoden begrenzt, ohne Blut-/Lymphgefaf3invasion,
(Tunica vaginalis intakt)

pT,:  Tumor auf Hoden/Nebenhoden begrenzt, mit Blut-/Lymphgefaf3invasion,
(Tunica vaginalis befallen)

pT3:  Tumor infiltriert den Samenstrang (ohne/mit Blut-/LymphgeféBinvasion)

pT,:  Tumor infiltriert das Skrotum (ohne/mit Blut-/LymphgefaBinvasion)

N.: Keine Aussage uber regionale Lymphknoten (LK) mdglich
No: Keine Lymphknotenmetastasen vorhanden
N;: solitéare oder multiple LK, max. 2cm in gré3ter Ausdehnung, max 5 LK befal-

len.

N.: multiple regionare LK (>5) oder Lymphknotenkonglomerat 2-5cm in gré3ter
Ausdehnung oder extranodale Tumorausbreitung

N: Lymphknotenkonglomerat >5cm in gréf3ter Ausdehnung

M,: Keine Aussage Uber Fernmetastasen méglich
M,: Keine Fernmetastasen vorhanden

M .a: nichtregionare LK-oder Lungenmetastasen

M ;b: andere Fernmetastasen

S.: Keine Serumtumormarker gemessen oder vorhanden

S . alle Serumtumormarker in der Norm

S .:  Serumtumormarker erhéht: AFP < 1.000ng/ml und 3-HCG < 5.000 mIl.E./ml
und LDH < 1,5 x Normwert

S,:  Serumtumormarker: AFP 1.000-10.000 ng/ml oder 3-HCG < 5.000-50.000
ml.E./ml oder LDH 1,5-10 x Normwert

S 1: Serumtumormarker: AFP > 10.000ng/ml, oder 3-HCG > 50.000 ml.E./ml
oder LDH > 10 x Normwert

Quellen:(Haag et al., 2013), modifiziert nach (Bahrami et al., 2007)

1.2.6 Therapie

Vor einer Therapie sollte bei fertilen Mannern mit bestehendem Kinderwunsch
eine Kryokonservierung von Samenflissigkeit standardmaBig angeboten werden
(Ragni et al., 2003). Bei markerpositiven Patienten ist die Verlaufskontrolle von
AFP, 3-HCG und LDH der wichtigste Parameter fir klinisch-therapeutischen Er-
folg.

Die Priméartherapie einer suspekten Raumforderung im Hoden besteht in ers-
ter Linie in der Orchiektomie und der histologischen Klassifikation des Prapa-
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rats (Schmoll et al., 2004). Die European Germ Cell Cancer Consensus Group
(EGCCCG) empfiehlt zusammen mit der Orchiektomie eine kontralaterale Biop-
sie des Hodens mit dem Patienten zu diskutieren, vor allem bei Hochrisikopa-
tienten fir eine TIN (Evidenzebene 1IB) (Krege et al., 2008). Falls eine Biopsie
durchgeflihrt wird, ist der diagnostische Mehrwert einer doppelten Biopsie 18%,
die Detektionswahrscheinlichkeit wird dadurch auf Gber 99% erhéht (Dieckmann
et al., 2007). Die Biopsie steht allerdings aktuell in der Kritik, da eine Studie von
Kier et al. (Kier et al., 2015) keinen signifikanten Unterschied der kumulativen In-
zidenz von metachronen Hodentumoren mit und ohne Biopsie zeigt.

Seminome sind hoch strahlensensibel, sprechen jedoch auch auf Chemotherapie
an. Eine randomisierte Studie bei Hodentumorpatienten von der European orga-
nization for Research and treatment of cancer (EORCT) und dem Medical rese-
arch council (MRC) hat bei einer gro3en Patientenzahl und reinen Seminomen im
Stadium | die Strahlentherapie mit der Standard-Carboplatintherapie verglichen.
Nach 5-jahriger Nachbeobachtungszeit zeigte die rezidivireie Uberlebenszeit kei-
nen signifikanten Unterschied (96% versus 94,7%), allerdings wurde die Chemo-
therapie von den Patienten deutlich besser toleriert (Oliver et al., 2005).

Bei Nichtseminomen ist therapeutisch meist eine Cisplatin-haltige Chemotherapie
erforderlich.

Die Wahl jeglicher Therapie erfolgt nach dem Staging. Die Therapieentscheidung
sollte dabei nicht nur unter dem Gesichtspunkt der kurzfristigen Tumorbekamp-
fung erfolgen, denn neue Studien zeigen als Spéatfolgen von Chemo- oder Strah-
lentherapie Zweitmalignome. Diese betreffen vor allem im Strahlenfeld liegende
Organe oder sind Knochenmarksmalignome als Folge der Chemotherapie. 16%
der Patienten entwickeln beispielsweise nach Strahlentherapie ein Magenkarzi-
nom (Hallemeier et al., 2014). So ist das Zweitmalignomrisiko héher als das in-
itiale Rezidivrisiko von Seminomen im Stadium | (Lewinshtein et al., 2012). Da
Seminome im Durchschnitt junge Patienten betreffen, ist eine Zweittumorerkran-
kung als Therapiefolge besonders bedeutend.

Nichtsdestotrotz ist der Erfolg der Primartherapie von Hodentumoren beeindru-
ckend: Die 5-Jahres-Uberlebensraten haben sich seit 1993 kontinuierlich gestei-
gert. Wurde bei den 15 bis 29-jahrigen Seminom-Patienten in Europa im Zeit-
raum zwischen 1993 bis 1997 eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 95,4% ermit-
telt, so ist sie 2003-2007 auf 99% gestiegen. (Fir Nicht-Seminompatienten stieg
die 5-Jahres-Uberlebensrate von 93,4% auf 94,8%) Die Altersgruppe der 50 bis
85-jahrigen profitierte am meisten vom Therapiefortschritt: Im Zeitraum zwischen
1993-1997 wurde die 5-Jahres-Uberlebensrate von 87,1% gemessen, die 2003-
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2007 um 6,6 Prozentpunkte auf 93,7% gestiegen ist (Verhoeven et al., 2012).

1.2.7 Chromosomenaberrationen

Mit den verschiedenen Typen der Keimzelltumoren in Tabelle 1.2 gehen spezifi-
sche Chormosomenaberrationen einher.

Typ | GCT haben unterschiedliche Auspragungen von Chromosomenaberratio-
nen. Teratome besitzen ein Uberwiegend normales Chromosomenmuster, wah-
rend Typ | Dottersacktumoren aneuploid sind. Der Verlust der Chromosomen 1p,
4 und 6q und der Erwerb von 1q, 12(p13) und 20q sind die Chromosomenverande-
rungen mit der gréBten Signifikanz fir Dottersacktumoren (Schneider et al., 2001).

Bei Typ Il GCT, also Seminomen und Nicht-Seminomen, sind haufige Chromo-
somenaberrationen der Erwerb von Chromosom 7, 8, 12p und X und der Verlust
der Chromosomen 4, 5, 11, 13, 18 und Y (Oosterhuis and Looijenga, 2005). Die
einzige strukturelle Aberration, die vorzufinden ist, ist das Isochromosom 12. Das
hei3t, Chromosom 12 hat einen Arm verloren, der durch eine exakte Kopie des
anderen ersetzt wurde.

Extratestikular gelegene Seminome sind vorwiegend diploid, wohingegen testiku-
lar gelegene Seminome Uber einen hypertriploiden Chromosomensatz verflgen.
Nicht-Seminome haben in allen Fallen einen hypotriploiden Satz von Chromoso-
men (Oosterhuis et al., 1989).

Typ Il spermatozytische Seminome hingegen weisen haufig einen Erwerb des
Chromosoms 9 auf (Oosterhuis and Looijenga, 2005).

In der sogenannten GWAS-Analyse (Litchfield et al., 2015) wurde der neue Lo-
kus 3g25.31 flr Hodentumore entdeckt. Manner mit einem bestimmten Risiko-
profil (Kombination von 19 wesentlichen Genmutationen) wiesen ein 8,7-faches
Risiko fur Hodentumoren auf. Da dies unter dem 10-fach erhéhten Risiko liegt,
ist ein genetisches Screening nicht empfehlenswert (Litchfield et al., 2015) . Der
molekularbiologisch auffallige Erwerb des X-Chromosoms liegt in Seminomen,
Nicht-Seminomen und spermatozytischen Seminomen vor. Zellen mit vermehrter
X-Chromosomenanzahl weisen eine vermehrte Expression des XIST-Gens auf,
was bei Mannern dazu flhrt, dass multiple X-Chromosomen inaktiviert werden
(Looijenga et al., 1997).
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1.2.8 Vorlauferzellen und ihre Entwicklung
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Abbildung 1.1: Keimzellentwicklung, Eigenmodifikation nach (Masters and Kéber-
le, 2003),(Nuti et al., 2009),(Oosterhuis and Looijenga, 2005)

Um Keimzelltumoren, ihre Lokalisation und Herkunft nachvollziehen zu kénnen,
ist es hilfreich, einen kleinen Einblick in ihre Entwicklung und Vorlauferzellen zu
gewinnen.

Ein Anteil von 5% (Oosterhuis and Looijenga, 2005) der Keimzelltumoren befinden
sich nicht nur im Hoden beziehungsweise (bzw.) Ovar, sondern auch im Bereich
des Hypothalamus und der Epiphyse, im Mediastinum und im Retroperitoneum
(Looijenga and Oosterhuis, 2002). Dies entspricht der embryonalen Wanderung
der Genitalanlage vom Dottersack zur Genitalleiste.

Als erster Schritt in der Embryogenese findet eine Differenzierung in die innere
Zellmasse und das Trophoektoderm statt. Dass die Zellen der inneren Zellmasse
vor Implantation noch pluripotent sind, beweist unter anderem die Expression des
Stammzellmarkers Octamer binding transcription factor, auch POU5F1 (OCT 3/4)
(Oosterhuis and Looijenga, 2005). Werden diese embryonalen Stammzellen (Em-
bryonal stem cell (ESC)) in ein syngenes Tiermodell transplantiert, entwickeln sich
Teratome als Ausdruck der Pluripotenz.
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Ab der 5.-6. Woche sind beim Menschen primordiale Keimzellen (Primordial germ
cells (PGC)), die sich aus dem Epiblast (dem Vorlaufer der embryonalen Stamm-
zellen) entwickeln, nachweisbar. Die Differenzierung der primordialen Keimzel-
len hangt von unterschiedlichen Signalen wie BMP-4 (Bone morphogenic protein)
und anderen ab. Diese werden vom extraembryonalen Ektoderm gebildet (Surani,
2001).

Reprogrammierte primordiale Keimzellen kénnen in einer Mauslinie Keimzelltu-
moren bilden. Sie werden deshalb als Modellsystem fir humane Keimzelltumoren
herangezogen (Pierce et al., 1967).

Diese primordialen Keimzellen wandern entlang der Kérpermittellinie durch das
Rektum zur Genitalleiste und teilen sich unterdessen sténdig. Dies wird durch den
Signalweg des Stammzellfaktors KIT getriggert. Sind sie in der Gonadenanlage
angekommen, hei3en sie Gonocyten. Je nach Geschlechts-Chromosomen diffe-
renzieren sie weiter in entweder Oozyten oder Pra-Spermatogonien (Oosterhuis
and Looijenga, 2005).

Primordiale Keimzellen, die extragonadal lokalisiert sind, gehen in die BAX-abhangige
Apoptose. 50% der padiatrischen Keimzelltumoren sind extragonadal und werden
auf Fehler dieser BAX-abhangigen Apoptose zuriickgeflihrt (Stallock et al., 2003).
Primordiale Keimzellen kénnen in der Maus bis Tag 12,5 isoliert werden und dann
als pluripotente embryonale Keimzellstammzellen (EGC) weiter gezlichtet werden
(Matsui et al., 1992).

EGCs werden als Vorlauferzellen der Seminome diskutiert, die aus uniformen Tu-
morzellen bestehen und primordialen Keimzellen &hneln. Nicht-Seminome ent-
halten dagegen oft mehrere histologische Subtypen in verschiedenen embryona-
len Stadien, hier bilden embryonale Karzinomzellen (embryonal carcinoma cells,
ECC) die Stammzellkomponente, die sich in verschiedene Gewebe differenzieren
kdnnen. (Teratom, Dottersacktumor und Chorionkarzinom)

Eine Theorie, warum TGCT-Zellen eine so einzigartige Biologie besitzen, leitet
sich aus ihrer Aufgabe her. Keimzellen sind die einzigen Zellen, die sowohl Meio-
se als auch Mitose durchmachen. Damit sind andere und h&ufigere Regulations-
mechanismen und Reparatursysteme erforderlich (Rajpert-De Meyts, 2006).

1.2.9 Carcinoma in situ

Ein Meilenstein fir das Verstandnis von Keimzellneoplasien wurde mit der ersten
Beschreibung des testikularen CIS gesetzt (Skakkebzek (Nielsen et al., 1974)).
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Die von ihm beschriebenen Zellen wurden schon friiher entdeckt, jedoch nie als
Vorlaufer von Keimzelltumoren beschrieben, wie von Skakkebezek erstmals ge-
schehen.

Weitere Bezeichnungen wurden von unterschiedlichen Arbeitsgruppen vorgeschla-
gen:

TIN (Testikulare intraepitheliale Neoplasie, hier weiterhin verwendet) (Loy und
Dieckmann, 1990 (Loy and Dieckmann, 1990)), IGCN (Intratubular germ cell neo-
plasia) oder auch ITGCNU (Intratubular germ cell neoplasia unclassified) (Ulbright
et al., 1999 (Ulbright, 1999)) und Gonocytom in situ (Grigor, 1993 (Grigor, 1993)).
Klinische Beweise flr die Theorie, dass diese Lasion Vorlaufer der Keimzelltu-
moren ist, bieten die Patienten, die ein erhéhtes Risiko fur einen Keimzelltumor
haben. Sie weisen auch ein erhéhtes Risiko fur TIN auf: Patienten mit Krypt-
orchismus haben ein 2%—4%-iges Risiko (Giwercman et al., 1989; Rogers et al.,
1998), Patienten mit Oligospermie ein 0—1.1%-iges Risiko (Bettocchi et al., 1994;
Giwercman et al., 1997) und der kontralaterale Hoden von Patienten mit Keimzell-
tumor hat ein 5%—6%-iges Risiko flr eine TIN (Hoei-Hansen et al., 2005; Harland
et al., 1998). Im Vergleich dazu betragt die Pravalenz fir TIN in Deutschland bei
gesunden Mannern nur 0,43% , was mit dem deutschen Lebenszeitrisiko eines
Keimzelltumors einhergeht (Linke et al., 2005).

Diese Zahlen verdeutlichen, dass ein erhdhtes Risiko flr einen Keimzelltumor mit
einem erhéhten Risiko far TIN einhergeht.

Patienten mit Androgenresistenz, deren Symptome auch den Kryptorchismus bein-
haltet, sowie Patienten mit idiopathischer Unfruchtbarkeit, Trisomie 21 und nied-
rigem Geburtsgewicht haben auch ein erhéhtes Risiko fur TIN (Rajpert-De Meyts
et al., 1998). Eine danische Studie an 399 Mannern zeigt, dass 0,8% davon eine
TIN aufweisen. Dies entspricht genau dem déanischen Lebenszeitrisiko, an Ho-
denkrebs zu erkranken (Giwercman et al., 1991).

Die Tatsache, dass TIN von so vielen unterschiedlichen Faktoren abhangt sowie
der allgemeine Anstieg von TIN in vielen Landern deutet auch auf einen Umwelt-
einfluss hin, der méglicherweise die Zellen genetisch pradisponierter Patienten
noch weiter schadigt (Rajpert-De Meyts et al., 1998).

Das spermatozytische Seminom (GCT Typ lll) leitet sich nicht von TIN ab, son-
dern von einer Keimzelle, die zum Teil paternell genomisches Imprinting vorweist
(Oosterhuis and Looijenga, 2005), das heif3t, dass das vaterliche Allel vor allem
durch Methylierung der DNA alleinig aktiv ist.

Fir die prapubertaren Keimzelltumoren (GCT Typ I) wird TIN als Vorlaufer kontro-
vers diskutiert. Zytogenetische Studien legen eine unterschiedliche Pathogene-
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se sowohl flr préapubertéare und postpubertare Keimzelltumoren (GCT Typ 1l) als
auch fir spermatozytische Seminome nahe (Bahrami et al., 2007; Tannenbaum
and Madden, 2006).

Nicht jede TIN entwickelt sich schlussendlich auch zu einem Tumor: Das Risiko,
dass eine TIN entartet, betragt in 5 Jahren 50% und in 7 Jahren 70% (Tannen-
baum and Madden, 2006).

1.2.10 Das klassische Seminom

Das Seminom ist die haufigste maligne testikulare Neoplasie. 40-55% aller Keim-
zelltumoren sind reine Seminome, weitere 15% sind Teil eines gemischtzelligen
Tumors. Gemischtzellige Tumoren bestehen aus mindestens zwei Keimzelltumor-
typen und entsprechen ca. 35-45% der Keimzelltumoren(Tannenbaum and Ma-
dden, 2006). Das heif3t, es gibt keinen Keimzelltumortyp, der so haufig rein vor-
kommt wie das Seminom.

Als ,Tumor des jungen Erwachsenen® hat es seinen Altersgipfel grob zwischen 25
und 50 Jahren, ist also sehr untypisch bei Kindern und nach der 5. Dekade. Kli-
nisch prasentiert es sich meist mit einer Hodenvergré3erung (70%), z.T assoziiert
mit leichten, ziehenden Schmerzen.

Marker im Blut sind die Serum-Placenta-alkalische Phosphatase (PLAP), das 3-HCG
(das nurin ca. 8-10% erhéht ist (Tannenbaum and Madden, 2006)) und die LDH.
Zusammengenommen zeigen nur ca. 60% der Patienten mit Hodentumor eine
Erhéhung dieser Marker (Syring et al., 2015). Ein neuer, noch nicht in die Routine
eingeflihrter Serummarker vornehmlich fir Seminome ist der MicroRNA 371-3-
Komplex (Spiekermann et al., 2015; Syring et al., 2015). Die Expression korreliert
dabei eindeutig mit dem Vorhandensein des Tumors, nach weiteren Validierungs-
studien kénnte dieser Marker in die Routine eingefihrt werden.

Histologie

Seminome sind homogene insel- oder strangférmig angeordnete Zellen mit kla-
rem Zytoplasma. Diese Zellhaufen sind umgeben von fibrovaskularem Gewebe,
das meist von T-Lymphozyten infiltriert ist. In 8-10% der Félle finden sich synzy-
tiotrophoblastische Riesenzellen, die mit erhéhtem 3-HCG einhergehen.
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Die Zellen enthalten Glycogen, das mit PAS (Periodic acid Schiff) angefarbt wer-
den kann.

Atiologie

8,5% der Seminome gehen mit Kryptorchismus einher (Tannenbaum and Mad-
den, 2006), der ein Ergebnis von endogenen oder exogenen Einflissen sein soll,
die die Hodenentwicklung vor allem in utero beeintrachtigen.

Besonders der Einfluss von Fremdéstrogenen als Stérfaktoren fir kérpereigene
Hormone spielt hier eine Rolle (Oosterhuis and Looijenga, 2005). Tierversuche
zeigen, dass die Gabe von Diethylstilbestrol (DES), einem selektiven Estrogen-
Rezeptor-Modulator, Kryptorchismus und andere Hodenanomalien hervorruft (Hen-
derson et al., 1988). Aber auch bei Ubergewichtigen Schwangeren werden héhere
(endogene) Ostrogenlevel gemessen, was zu einem héheren Risiko ihrer Séh-
ne fir Hodentumoren fuhrt. Hier ist vor allem das freie, nicht proteingebundene
Oestradiol erhéht (Henderson et al., 1988). Hohe Testosteronspiegel hingegen
senken das Risiko, an einem TGCT zu erkranken (McGregor et al., 1995).

1.3 Zellkultur

Hodenzellen besitzen die Kapazitat zur Pluripotenz. Erstmals gelungen ist der
Pluripotenz-Nachweis in spermatogonalen Stammzellen (in Kultur multipotente
adulte Keimlinien-Stammzellen genannt) von Mausehoden Guan et al. (Guan et al.,
2006). Die Zellen zeigten in Kultur die Eigenschaft, sich in alle drei Keimblatter dif-
ferenzieren zu kénnen. In immundefizienten M&usen bildeten sich nach Einsprit-
zen der Zellen Teratome.

Wirde diese Mdéglichkeit auch mit humanen spermatogonalen Stammzellen be-
stehen, so konnte eine individuelle stammzellbasierte Therapie ohne die ethi-
schen Probleme einer embryonalen Stammzelltherapie angeboten werden.

Kultur von Seminomzellen

Der Versuch in Studien Seminome in Kultur zu nehmen, blieb in der Regel erfolg-
los. Die Seminome starben nach ca. 3 Tagen Kultur ab (Berends et al., 1991). Eine
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stabile Seminomzelllinie konnte bisher nur durch Mizuno et al. generiert werden
(Mizuno et al., 1993). So gilt Tcam als einzige Linie, die in einem relativ einfachen
Kultur-Medium geziichtet und charakterisiert werden kann. Allerdings sind Infor-
mationen Uber den Spender des Gewebes nicht bekannt, was als Grundlage fir
die vielen darauf aufbauenden Studien unzureichend erscheint.

Andere vielversprechende Linien wie z.B. JKT-1 (Kinugawa et al., 1998) stell-
ten sich im Nachhinein als nicht seminom-&hnliche Linien heraus (de Jong et al.,
2007). Eine weitere stabile Seminomlinie bzw. Methoden, die zu einem langeren
Uberleben der Zellen in Kultur filhren, wéren deshalb in diesem Forschungsgebiet
wulnschenswert.

1.4 Seminomzellmarker zur Charakterisierung

Es gibt eine steigende Anzahl sehr verschiedener Marker, mit denen die Differen-
zierung in verschiedene Stadien und unterschiedliche Entitaten erleichtert werden
soll. Dazu gehdéren sowohl Marker der Zelloberflache (PLAP und c-KIT) als auch
solche, die mit Pluripotenz assoziiert sind (NANOG und OCT3/4). Die fir diese
Studie mafBgeblichen werden im Folgenden beschrieben.

c-KIT (CD117)

Dieses Gen codiert fir einen membranstandigen Tyrosinkinaserezeptor mit dem
Ligand stem cell factor (SCF), welcher besonders wichtig fur das friihe Keimzell-
Uberleben ist, was erstmals an mutanten Mausen herausgefunden wurde (Yarden
et al., 1987).

Nach einer Studie von Strohmeyer et al. (Strohmeyer et al., 1995) befindet sich der
c-KIT- Rezeptor auf humanen Keimzellen, wahrend der Ligand in Sertolizellen vor-
liegt. Dies lasst darauf schlieBen, dass c-KIT in ein lokales Regulationssystem der
Spermatogenese involviert ist. Zusatzlich wurde eine c-KIT Expression im Semi-
nom gefunden, das Nicht-Seminom besaf3 im Unterschied dazu keine Expression
dieses Markers.

Weiterhin kommt c-KIT auch in TIN-Zellen vor, was ihn zu einem brauchbaren
Marker fir diese Vorlauferlasion macht und die Hypothese unterstitzt, dass sich
Seminome daraus entwickeln und von primordialen Keimzellen abstammen. Die-
se Studie fand allerdings keine Expression von c-KIT in testikularen Keimzellen
(Rajpert-De Meyts and Skakkebaek, 1994).
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Die Frage, ob c-KIT nun in testikuldren Keimzellen vorliegt oder nicht, wurde durch
die Studie von Jergensen et al. (Jorgensen et al., 1995) 1995 geklart: Hier wur-
de eine hohe Expression von c-KIT im ersten Drittel der Gestation festgestellt, die
dann langsam herunterreguliert wird. Doch mit der Verbesserung der immunhisto-
chemischen Detektion von c-KIT wéachst auch der Verdacht, dass dieser Marker
nicht zur alleinigen Unterscheidung von CIS und nicht-neoplastischen Keimzellen
herangezogen werden kann. Die Arbeitsgruppe Biermann et al. (Biermann et al.,
2012) fand 2012 heraus, dass sowohl CIS als auch nicht-neoplastische Sperma-
togonien angefarbt wurden.

D 2-40 (M2A)

Um die Differentialdiagnose von Keimzelltumoren zu erleichtern, entwickelten Bai-
ley et al. (Bailey et al., 1986) 1986 einen monoklonalen Antikérper, genannt M2A.
In dieser Studie reagierte M2A mit fetalen Keimzellen der Tubuli seminiferi, je-
doch nicht mit den entsprechenden adulten Zellen. Weiterhin kénnen damit Se-
minome, jedoch keine anderen Entitdten der Hodentumoren angefarbt werden.
Weniger stark, doch auch positiv wurden Dysgerminome des Ovars gefarbt. Wei-
terhin fanden Bailey et al. (Bailey et al., 1991) spater heraus, dass mit M2A auch
intratubulare maligne Keimzellen (wird in dieser Publikation so benannt, entspricht
heute wohl der ITGCNU) angefarbt wurden, was sie die ersten Rickschllsse auf
die Pathogenese der Keimzelltumoren ziehen lie3. Auch die Tatsache, dass keine
embryonalen Karzinome angefarbt wurden, konnte zeigen, dass Seminome eher
aus den oben genannten intratubuldren malignen Keimzellen entstehen als em-
bryonale Karzinome. Fetale Hodenzellen werden von M2A besser angefarbt als
von c-KIT, sodass dieser Marker in diesem Bereich als natzlicher eingestuft wird
(Jin etal., 2010). Es wird vermutet, dass M2A identisch mit dem transmembranen
Glycoprotein gp36 (auch Podoplanin, Aggrus oder T1A) ist. Daher lassen sich
auch Ruckschlisse auf dessen Funktion ziehen, da diese bei gp36 bekannt ist.
Wahrscheinlich spielt es eine Rolle in der Hodenentwicklung- genauer in den Zell-
Zell-Interaktionen zwischen prameiotischen Keimzellen und unreifen Sertolizellen
(Sonne et al., 2006).

NANOG

NANOG (von Tir na nQg, irisch: ,Land der ewigen Jugend*) (NANOG) ist ein Gen,
das vor allem mit Pluripotenz in Verbindung gebracht wird. Zusammen mit OCT
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3/4 verhindert es die weitere Differenzierung einer Zelle, um so einen Grundbe-
stand von undifferenzierten Zellen zu sichern, aus dem sich das Gewebe erneuern
kann. AuB3er in der fruihen Embryonalentwicklung kann man eine hohe Expression
von NANOG in primordialen Keimzellen, Gonozyten, Carcinoma in situ, Semino-
men und embryonalen Karzinomen finden (Rajpert-De Meyts, 2006).

Die hohe Expression von NANOG in Zellen des Carcinoma in situ kdnnte eine
Erklarung fur deren Fahigkeit zur Reprogrammierung in pluripotente embryonale
Karzinome sein. NANOG liegt auf dem Chromosom 12p13, neben weiteren fir
Keimzelltumoren wichtigen Markern (wie STELLAR). Dieser Lokus ist bekannt fiir
strukturelle Chromosomenveranderungen, die mit der Bildung von Keimzelltumo-
ren assoziiert sind (Clark et al., 2004).

OCT 3/4 (POU5F1)

Der Marker OCT 3/4 ist ein Transkriptionsfaktor. Wahrend der normalen Zellent-
wicklung ist er an der Regulation der Pluripotenz beteiligt und in embryonalen
Stamm- und Keimzellen nachweisbar.

Nach einer Studie von Looijenga et al. (Looijenga et al., 2003) ist dieser Mar-
ker geeignet, um Pluripotenz in Hodentumoren nachzuweisen. Der Nachweis von
OCT 3/4in TIN, Seminom/ Germinom/ Dysgerminom und embryonalem Karzinom
deckt sich mit dem aktuellen Wissen, dass diese Entitaten die einzigen Keimzell-
tumoren sind, die Pluripotenz (oder das Potential dazu) besitzen. Der Nachweis
ist den Autoren zufolge unabh&ngig davon, ob der Tumor selbst sensitiv oder nicht
sensitiv fir Chemotherapie ist (Rajpert-De Meyts et al., 2004). Auch weitere Studi-
en, die Microarray-Vergleiche anstellten, kamen zu dem Ergebnis, dass POU5F1
signifikant hoch in ESC und Embryonal carcinoma cell (ECC) und Seminomen
exprimiert wird, nicht aber in Dottersacktumoren, somatischen Tumorproben oder
normalem Hodengewebe. Auch sie folgern daraus eine wichtige Funktion fur die
Pluripotenz (Sperger et al., 2003).

Auf zellularer Ebene kann OCT 3/4 bis zum 14. Lebensmonat bei Kindern mit
dysgenetischen Gonaden und Intersexualitadt nachgewiesen werden. Auch in pri-
mordialen Stammzellen wahrend ihrer Migration in die Genitalleiste und in der
indifferenten Gonadenanlage kann OCT 3/4 detektiert werden. Nachweisbar ist
es noch etwa 3-4 Monate postnatalen Alters, die Expression nimmt jedoch schon
langsam in den ersten 20 Tagen der Gestation und danach stetig ab. Dies steht
im Zusammenhang mit der Umwandlung der Gonozyten in infantile Spermatogo-
nien, die auch ca. 3-4 Monate postnatal stattfindet.
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Im Ovar kommt OCT 3/4 nur im Primordialfollikel, jedoch nicht mehr im Priméarfol-
likel vor (Rajpert-De Meyts et al., 2004).

Andere Daten zeigen, dass Mause, deren OCT 3/4-Expression in primordialen
Keimzellen ausgeschaltet ist, eine wesentlich (bis 70%) héhere Apoptoserate der
primordialen Keimzellen mit konsekutiver Infertilitdt entwickeln. Die Autoren stel-
len die Funktion des Markers im Zusammenhang mit Pluripotenz in Frage. Aller-
dings kénnte durch Fehlen von OCT 3/4 auch eine Differenzierung der Zellen und
darauf folgend die Apoptose eingeleitet werden (Kehler et al., 2004).

PLAP (ALPP)

PLAP ist eine gewebespezifische Phosphatase mit unbekannter biologischer Funk-
tion. Nachdem sie fast 30 Jahre in Vergessenheit geraten war, fanden Beckstead
et al. (Beckstead, 1983) 1983 heraus, dass neoplastische Keimzellen in allen Fal-
len von Seminom und embryonalem Carcinom diese Phosphatase-positiv farbten.
Nicht angefarbt werden Chorionkarzinome und Teratome. Somit kann dieser Mar-
ker sinnvoll fur die Differentialdiagnose von Keimzelltumoren eingesetzt werden
(Beckstead, 1983). Auch in der pramordialen Keimzelle, im Gonozyt und im Car-
cinoma in situ ist PLAP zu finden.

TERT

TERT kodiert fUr eine katalytische Untereinheit des TElomerase-Reverse-Trans-
kriptase-Komplexes (Turnbull et al., 2010). Bei jeder Zellteilung verliert eine Zelle
terminale Sequenzen ihrer DNA. Die Telomerase versucht dem entgegenzuwir-
ken, indem sie Sequenz-Wiederholungen (Repeats), zum Beispiel (z.B.) TTAGGG
an die Telomere anbaut. Wenn die Telomere verklirzt bleiben, ist dies mit Genin-
stabilitdt und Neoplasien assoziiert. TERT ist in vielen Krebszellen reaktiviert und
verlangert so die Lebensspanne von diesen Zellen.

Dieses Gen, das dem Lokus 5p5 zugeordnet wird, steht in der Diskussion, fiir die
hohe Cis-Platin-Sensitivitdt von Seminomen verantwortlich zu sein; beim Ovari-
alkarzinom ist dies bereits nachgewiesen (Turnbull et al., 2010).

In der Embryonalentwicklung besitzt TERT eine hohe Expressionsrate, wahrend
keine Expression in normalen adulten somatischen Zellen vorliegt. Gewebe, die
TERT exprimieren, sind testikulare Keimzellen und Seminome, wahrend gut diffe-
renzierte Keimzelltumoren wie Teratome fast keine TERT-Expression aufweisen
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(Schrader et al., 2002). AuBerdem stellt eine Variante im TERT-CLPTM1L-Gen
eine Pradisposition fur sowohl familiare als auch bilaterale Keimzelltumoren dar.
Daraus lasst sich schlieBen, dass familiare testikulare Keimzelltumoren und spo-
radische Keimzelltumoren einen gemeinsamen genetischen Ursprung besitzen
(Kratz et al., 2011).
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Abbildung 1.2: Expressionsmuster in TIN, Quelle:(Rajpert-De Meyts et al., 2003)

Die Abbildung verdeutlicht die Antigenexpression von OCT 3/4, c-KIT und PLAP
wahrend der Keimzelldifferenzierung.

1.5 Bax und Bcl2 als Apoptosemarker

Um zu Uberpriifen, ob die in Kultur genommenen Seminome wachsen oder dem
programmierten Zelltod, der Apoptose, unterliegen, werden zwei Apoptose-Gene
zum Nachweis herangezogen. Sie stammen beide aus der Bcl-Familie: Der Apop-
toseférderer Bax und der Apoptosehemmer Bcl2 (Jacobson, 1997).

Die stattfindende Apoptose ist somit ein Gleichgewicht, das sich unter anderem
in diesen beiden Faktoren widerspiegelt und durch Bildung des Quotienten

Bax

Apoptoserate = 55

in Relation gesetzt werden kann. Damit kbnnen Aussagen Uber die stattgefundene
Apoptose getroffen werden.
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1.6 Lymphozyten und EBV

Der Nachbarbereich im Gewebe um Seminome hat verglichen mit dem Nach-
barbereich von Nicht-Seminomen signifikante Unterschiede. Lymphozyteninfiltra-
te sind haufiger peri- (80% vs 60%) und intratubular (68% vs 30%), weiterhin ist
TIN weniger oft vorhanden (85% versus (vs) 97%) und kommt in geringerer Men-
ge vor (26% vs 32%) (Oosterhuis et al., 2003). Die Autoren sehen den Grund fiir
das deutlich weniger vorkommende TIN des Seminoms in der durch das invasive
Wachstum hervorgerufenen Immunantwort, die bis zur klinischen Vorstellung bzw.
chirurgischen Intervention des Patienten nicht nur Teile des Seminoms eliminiert,
sondern auch die TIN angreift (Oosterhuis et al., 2003).

Das intra-/ peritubulare Lymphozyteninfilirat von Seminomen kann einen erhebli-
chen Zellanteil betragen (Fend et al., 1995). Es ist deshalb wichtig, bei dem Ver-
such eine Seminomlinie zu zlchten, die Kultur von CD20 bzw. CD45-positiven
Lymphozyten auszuschlie3en. Diese beiden Marker kénnen verwendet werden,
um Lymphozyten zu identifizieren.

CD45 ist eine rezeptorassoziierte Tyrosinphosphatase, die auf samtlichen Leu-
kozyten exprimiert wird und eine wesentliche Rolle in der Funktion dieser Zel-
len spielt (Altin and Sloan, 1997). Weiterhin stellt sich die Frage, ob diese B-
Lymphozyten EBV-infiziert sind und man somit von einer lymphozytoblastischen
Transformation der Zellen ausgehen kann, die durch EBV induziert wird (Carter
et al., 2002). Eine Infektion des Seminoms selbst durch EBV wurde von Fend
et al. (Fend et al., 1995) ausgeschlossen. Es ist also davon auszugehen, dass
der Nachweis von EBV-infizierten Zellen auf eine lymphozytoblastische B-Zelllinie
deutet.

1.7 Fragestellung der vorgelegten Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist die prospektive Isolation, Kultur und weitere Charakteri-
sierung von Seminomzellen.

Die Kultur von Seminomzellen ist, wie in der Einleitung aufgezeigt, durch ihre ge-
netische Ahnlichkeit mit Stammzellen fir die Forschung einerseits wichtig und
andererseits bei sehr labilen Zellen eine grof3e Herausforderung, weshalb es bis-
her nur Mizuno et al. (Mizuno et al., 1993) im Jahr 1993 gelungen ist, eine stabile
Linie zu zlchten (Tcam-2). Diese wird bis jetzt fir Versuche herangezogen. Da die
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Herkunft von Tcam-2 bislang nicht von unabhangiger Seite bestatigt wurde und
eine einzige Zelllinie als Grundlage s&dmtlicher Studienergebnisse auf diesem Ge-
biet nicht gentigend erscheint, sind weitere Zellreihen erforderlich.

Seminome sind eine Entitat mit einzigartigen Eigenschaften, die einer speziellen
Herangehensweise bediirfen. Die Ahnlichkeit zu embryonalen Stammzellen wird
durch die Expression oben erwahnter Marker gezeigt, die alle mit Pluripotenz as-
soziiert sind.

In dieser Studie sollen oben genannte Kulturbedingungen fir embryonale oder
gonadale Stammzellen genutzt werden, um zu testen, ob Seminome diese spezi-
ellen Maximalanforderungen an ihre Umgebung genauso zum Wachstum benéti-
gen, wie embryonale Stammzellen dies tun.

Neben dem Ziel, eine stabile Seminomlinie zu etablieren, stellt die Charakterisie-
rung der entstandenen Zellen einen weiteren Hauptteil der Studie dar. Dazu sol-
len verschiedene Pluripotenz-, aber auch Seminom- und Apoptosemarker in der
vorliegenden Arbeit in verschiedenen Stadien quantifiziert werden. Dies erfolgt
sowohl durch real-time quantitative PCR als auch durch immunhistochemische
Farbung.



2 Material und Methoden

2.1 Material

Der Forschungsantrag wurde durch die Ethikkomission mit dem Vorsitzenden Prof.
Dr. med. D. Luft geprift und am 10. Mai 2010 mit der Projektnummer 137/2010BO1
stattgegeben.

Als Material wurden jeweils histologisch gesicherte reine Seminome von sechs
Patienten, die sich am Universitatsklinikum Tubingen vorgestellt haben, heran-
gezogen. Sie wurden in der Reihenfolge des Operations-Termins mit Nummern
versehen, um die Patienten zu anonymisieren. In dieser Studie wurden Tumoren
188, 197_2, 198, 210, 211 und 216 verwendet. Ein Teil des operativ entfernten
Gewebes wurde zur histologischen Diagnosesicherung gesandt, der Rest wurde
intraoperativ in eine sterile L6sung asserviert, um so zum Zellkulturlabor zu gelan-
gen. Falls das pathologische Ergebnis kein reines Seminom ergab, wurde dieser
Tumor nicht fir die Studie herangezogen, weshalb die Nummern der Tumoren
nicht fortlaufend sind.

Die Patienten haben jeweils eine ausfihrliche erweiterte Patientenaufklarung un-
terschrieben und damit bestatigt, dass sie mit der Weiterverwendung des entfern-
ten Tumors zu Forschungszwecken einverstanden sind. Folgende Einschlusskri-
terien sind dabei im Ethikantrag wortlich festgelegt:

"Nur Proben, welche die folgenden Eigenschaften besitzen, werden in die Studie
eingeschlossen:

- TNM-entscheidende Strukturen dirfen nicht mit entfernt werden, d.h.
-> Das Gewebestick darf keine Tunica albuginea des Hodens beinhalten.
-> Das Gewebestlick darf kein Rete testis des Hodens beinhalten.

- Mit Entfernen des besagten Gewebestlickes darf keine morphologisch auf-
fallige Gewebestruktur vollstandig entfernt werden, sondern es muss ein ent-
sprechendes Korrelat fir die histologische Diagnostik im OP-Préparat bis zur
definitiven histo-pathologischen Aufarbeitung verbleiben."

23
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Tabelle 2.1: Seminomspender

Nummer Alter Tumorstadium GréBe Seminom [cm] Inkulturnahme
188 35Jahre pT1, RO 1,2x0,7x0,4 16.06.2010
197_2 50 Jahre pT1, pNX, LO,VO,R0 22x1,3x1,5 04.10.2010
198 38 Jahre pT1, LO, VO, RO 7,0x4,0x3,5 04.10.2010
210 49 Jahre pT1, pNX, LO,VO,R0 2,6 x2,1x 1 07.02.2011
211 30 Jahre pT1, pNX, LO, VO, RO keine Angaben 23.02.2011
216 30 Jahre pT2, RO 6,1 x5x2.3 01.04.2011
Tcam-2 35 Jahre unbekannt unbekannt unbekannt

Die Zelllinie Tcam wurde freundlicherweise von der AG Buhring der Medizinischen
Klinik Tibingen (Leitung Prof. Kanz) zur Verfligung gestellt.

2.2 Methoden

2.2.1 Dissoziation und Primarkultur

Das Seminomzellgewebe wurde mit einem unsterilen, desinfizierten Tissue Chop-
per in verschiedenen Winkeln zerkleinert (Mikrometerschraube 1-3 Mikrometer
(um). Die Kleinteile wurden in Falcon-Tubes mit Collagenase aufgenommen (15
Milliliter (ml) bei Biopsien, gréBere Gewebeproben in 50ml-Tubes). Die Pipette
wurde vorher mit fetal calf serum (FCS) gespult, damit weniger Gewebsverlust in
der Pipettenspitze entsteht. Die Gewebesuspension wurde 5 Minuten (min) lang
bei 1000rounds per minute (rpm) zentrifugiert. Dann wurde der Uberstand abge-
saugt und das Pellet in 8 ml HANK’s Puffer BSS 1x mit Ca** und Mg** aufgenom-
men und 2 ml Colagenase/ Dispase dazugegeben. Die Kollagenase XI (Sigma
Aldrich, 1909U/mg) wurde dafur vorher abgewogen (750Unit (U)/ml), sterilfiltiert
und zusammen mit der Dispase Il (Roche 1U/ml = 250Mikrogramm (pg)/ml ) in
2ml HANK’s gelést. Das Gewebe wurde in dieser Lésung 45 min lang inkubiert.
Die Suspension wurde danach durch einen gelben Cell Strainer (BD Falcon™,
Katalog-Nr.: 352360, 100.m ) gesiebt und mit HANK’s BSS nachgespdlt. Danach
wurde erneut bei 1000 rpm 10-15 min lang zentrifugiert. Nun wurde der Uberstand
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abgesaugt und das Pellet in Stammzellmedium resuspendiert. Das Pellet wur-
de eventuell wiederholt mit HANK’s BSS gewaschen und zentrifugiert. Die Zellen
werden bei 37 Grad Celsius (°C) und 5% CO, im Brutschrank (Heraeus, Thermo
Scientific BBD 6220 CO, Inkubator) inkubiert.

Fetale Mausfibroblasten

Um Tumor 188 in Priméarkultur zu nehmen wurden Fetale Mausfibroblasten be-
nutzt. Die beiden Linien CF1 und flp wurden freundlicherweise vom Labor der
Arbeitsgruppe Conrad et al., Tlbingen, zur Verfligung gestellt.

2.2.2 Medien

Die Medien wurden nach dem Vorbild von Kanatsu-Shinohara et al. (Kanatsu-
Shinohara et al., 2003) hergestellt, die mit embryonalen Stammzellen oder go-
nadalen Keimzellen gearbeitet haben. Die Zusammensetzungen sind Tabelle 2.2
und 2.3 zu entnehmen.

Alle einzelnen Komponenten werden in ein Gefal pippetiert und mit einem Bottle
Top-Filter (0,22 pm) sterilfiltriert.

Fir die Tcam-Zellen wurde das urspringlich fiir Leukozyten am Roswell Park Me-
morial Institute (RPMI) entwickelte Medium wie in Tabelle 2.4 ersichtlich, herge-
stellt.

Grundsatzlich wurden diese Medien jeweils auf 37°C im Wasserbad vorgewarmt
verwendet.
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Tabelle 2.2: Kulturmedium hGSC

Zusatze Konzentration im Ansatz Ansatz 500 ml
Lieferung
- - 385 ml
Dulbecco’s modified Ea- m
gle’s medium (DMEM)
/Ham’s F12 (1:1) + L-
Glutamin
Knockout Serumreplace- | - - 100 ml
ment
L-Glutamin | 200 mM 1% 2,5 ml
Penicillin/Streptomycin \ 100x 1% 5ml
100mM 1% 5ml
Non-essential Amino- m m
Acids (NEAA)
3-Mercaptoethanol | 50mM 0,1% 1ml
HEPES \ 1M - 6,46 ml
100 1% 5ml
Minimum essential medi- X m
um (MEM) Vitamine
N2 Supplement | 100 1% 5ml
Estradiol \ 1mg/mi 30ng/ml 15 Mikroliter (ul)
Progesteron \ 1mg/ml 60ng/ml 30 ul
40ng/pl 20ng/ml 62,5 ul
Epidermal Growth Factor g 9 H
(EGF)
basic fibroblast growth fac- | 40ng/ul 10ng/ml 62,5 ul
tor (FGF)
2 I I 1 mi
Glial cell line-derived neu- ng/u 8ng/m m
rotrophic factor (GDNF)
human recombinant leuke- | 10 pg/ml 140 pl

mia inhibiting factor (LIF)




2.2. METHODEN

27

Tabelle 2.3: Kulturmedium StemPro hGSC

Zusatze Konzentration im Ansatz Ansatz 500 m|
Lieferung
DMEM/F12 +GlutaMAX-| - - 442 ml
STEM PRO hESC Supple- | - - 10 ml
ment
ESC FCS | 1% 5 ml
L-Glutamine | 200mM 1% 5 ml
Penicillin/Streptomycin | 100x 1% 5ml
MEM Vitamine ‘ 100x 1% 5 ml
N2 Supplement | 100x 1% 5 ml
NEAA | 100mM 1% 5 ml
3-Mercaptoethanol | 50mM 0,1% 1 ml
D+ Glucose | 600mg/ml emg/ml 5 mi
Bovine  Serum  Albu- 100mg/mi Sug/mi 25 4l
min (BSA)
Estradiol | 1mg/ml 30ng/ml 15 pl
Progesteron | 1mg/ml 60ng/ml 30 pl
EGF | 40ng/pl 20ng/ml 62,5 ul
basic FGF | 40ngpl 10ng/ml 62,5 ul
GDNF | 2ng/pl 8ng/ml 1 ml
Pyruvic Acid - 30ug/ml 11,8 ul
DL-Lactic Acid - 1 pl/ml 500 pl
human recombinant LIF - 1000U/ml 140 ul
Tabelle 2.4: Kulturmedium RPMI
Zusatze \ Konzentration Lieferung Ansatz
RPMI-Medium - 500 ml
L-Glutamine | 200mM 5 mi
Penicillin/Streptomycin | 1% 5 mi
ESC FCS | 50 ml
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Hersteller
Artikel \ Artikel-Nr.  Herstellerfirma Sonstiges
Ascorbic Acid, irradiated | A4403 Sigma
(3-Estradiol | E22592 Sigma 25049
3-Mercaptoethanol | 3135010 Gibco
Brenztraubensaure 98% \ 107360 Sigma 25¢g
Collagenase XI | C7657 Sigma
DMEM/F12 + L-Glutamin \ E 15-813 PAA 500ml
EGF | E9644 Sigma 0,2mg
FBS (ES-cell) \ 16141- 079 Gibco 500ml
FGF | F0291 Sigma 25,9
GDNF | G1777 Sigma 109
Hepes Buffer | S11-001 PAA
Knockout SR | 10828-028  Gibco 500ml
Leukemia inhibitory factor hu- | LIF1010 Milipore 10ul
man recombinant
L-Glutamine | M11-004 PAA
MEM-Vitamine 100x ‘ N11- 002 PAA 100ml
NEAA ‘ M11-003 PAA
N2-Supplement | 17502-048  Gibco
N2-Supplement | F0O05-004  PAA 5ml
Pen/Strep | P11010 PAA 100x
Progesteron watersoluble | P7556 Sigma 100mg
Pyruvic Acid \ P1656 Sigma
RPMI 1640 ohne L-Glutamine | BioWhittaker

StemPro hESC Serum- und | A100701 Invitrogen
feeder-frei (SFM)

Herstellerfirmen
e BioWhittaker(®), Lonza, Basel, Schweiz
e Gibco/life Technologies, Carlsbad, Kalifornien, USA

e Invitrogen, s. Thermo Fisher (Firmenfusion)
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e PAA/GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Buckinghamshire, Gro3britannien
e Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

e Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA,

2.2.3 Mediumwechsel

Der Mediumwechsel musste alle zwei Tage vorgenommen werden, um den Zellen
einerseits genigend Nahrstoffe zur Verfligung zu stellen und andererseits, damit
die entstandenen Zellhaufen nicht zu grof3 wurden und die N&hrstoffe ins Inne-
re des Agglomerates diffundieren konnten. Zuerst wurden dabei alle Zellen einer
6-Well-Platte in ein 15 ml Falcon aufgenommen und 5 min lang bei 1000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und verworfen, das Pellet mit 9 ml
des jeweiligen Mediums mehrmals trituiert, damit das Pellet und die Zellhaufen
sich 16sen konnten. Die geldsten Zellen wurden wieder gleichméfig auf die Wells
verteilt, in die bereits 1 ml des jeweiligen Mediums vorgelegt wurde.

2.2.4 Split

Mussten die Zellen aufgrund ihres Wachstums in mehrere Portionen aufgeteilt
werden, so wurde je nach Zelldichte entschieden, zu welchem Verhéltnis gesplit-
tet werden sollte. Es wurde wie bei einem Mediumwechsel vorgegangen. Die ge-
|6sten Zellhaufen wurden zu einem Teil verdlinnt in neue 6-Well-Platten gegeben
und der Rest fur die Lagerung im -80°C-Kihlschrank vorbereitet, indem er erneut
5 min bei 1000rpm zentrifugiert wurde.

2.2.5 Einfrieren zur Lagerung und zur weiteren
Charakterisierung

Uberstieg das Wachstum der Zellen die Kapazitat zur Bebriitung, wurden sie nach
Verdopplung der Zellzahl eingefroren. Die Lagerung erfolgte in einem speziellen
Einfriermedium. Dieses enthielt 8ml FCS und 2ml DMSO. Diese beiden Kompo-
nenten wurden zusammengemischt und mit einem Filter ("Millex", Millipore) mit
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0,22um Porendichte sterilfiltriert. Dann wurde zu je einem Milliliter Einfriermedi-
um ein Milliliter DMEM/Ham’s F12-Medium gegeben und das Pellet der wie oben
beschrieben vorbereiteten Zellen damit aufgeldst. Diese Suspension wurde zuerst
fir ca. 3-4h auf -20°C abgekuhlt, damit eine stufenweise Kiuhlung erreicht wurde.
Danach konnte das Réhrchen im -80°C-Kuhlschrank gelagert werden.

2.2.6 Auftauen

Die Zellen wurden hierzu vorsichtig 3-5 min lang im Wasserbad bei 38°C inku-
biert. Sobald sie flissig waren, wurden sie zu 10ml DMSO/F12-Medium gegeben
und bei 1000 rpm 5 min lang zentrifugiert. Da das Einfriermedium fir die Zellen
toxische Stoffe enthalt, sollten diese Schritte relativ zlgig erfolgen, damit die Zel-
len aufgetaut méglichst kurz dem Einfriermedium ausgesetzt waren. Nach dem
Zentrifugieren wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 9 ml StemPro
hGSC-Medium durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren gelést. Die Menge wur-
de nun gleichmaBig auf eine 6-Well-Platte (BectonDickinson, tissue culture plate
"flat bottom") verteilt, das heif3t in jedes Well wurden 1,5 ml pipettiert. Zuvor wur-
de in diese Wells schon jeweils 1 ml eines Kulturmediums vorgelegt. Die Zellen
wurden dann bei 5% CO, und 37,0°C im Brutschrank bebrutet.

2.2.7 ADSC-Zellen

Um den Tumorzellen nach dem Auftauen eine Mikroumwelt zu geben, die ihnen
perfekt angepasst ist, wurden Adipose tissue derived stem cells (ADSC)-Zellen
gezlchtet, die dann als Feederzellen versuchsweise zur Verfligung stehen. Dazu
wurde freundlicherweise Material des Labors flr Tissue Engineering in Tlbingen
zur Verflgung gestellt (ADSC # 15).

Mediumwechsel

Die ADSC-Zellen wurden in Kulturflaschen (BD Falcon Cell culture Flask 75 cm?)
mit 75cm? Flache kultiviert. Beim Mediumwechsel wurde das verbrauchte Medium
abgesaugt (die Zellen sind adharent) und 10ml neues Medium (siehe Tabelle 2.5)
dazupipettiert. Zusatzlich wurden noch 100ul Thrombozytenkonzentrat dazuge-
geben.
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Tabelle 2.5: ADSC-Medium

Zusatz Konz. Ansatz Menge

DMEM 1g/l Glucose (Lonza BE12- - 500ml

707F)

Glutamin 2mM 1% 5mi

Pen/Strep 100mg/ml 1% 5mi

fresh frozen Plasma 5% 25m|

Heparinsulfat 11U/ml - 1 Ampulle
Passage

Passagiert werden sollten Zellen, die eine Konfluenz von ca. 80-100% haben.
Dazu wurde das vorhandene Medium abgesaugt, die Zellen mit 10 ml PBS (ohne
Ca*™* und Mg™ ) gewaschen, wieder abgesaugt und 1,5 ml TrypLE Express®(Gibco,
12605-010) zugegeben. Das Ganze wurde dann 3 min bei 37°C inkubiert, da-
nach die Zellen abgeklopft und mit 10 ml Medium in 15 ml-Falcons aufgenom-
men. Die Suspension wurde 5 min lang bei 1200 rpm zentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt und die Zellen wieder in 10 ml Medium aufgenommen, in Kulturgefa3e
dberfuhrt und 100 ul Thrombozytenkonzentrat hinzugegeben.

2.2.8 Vorbereitung und immunhistochemische Farbung
Zytospin

Um die Zellen auf Objekttrager zu fixieren, wurden Zytospins angefertigt. Dazu
wurden 2 Wells der jeweiligen Zellen in ein 15 ml-Falcon Uberfihrt und bei 1000
rpm 5min lang zentrifugiert. Nun wurde der Uberstand abgesaugt und mit PBS
(ohne Ca*™* und Mg**, Gibco 10010-015) ,gewaschen*; das heif3t (d.h.) bei 1000
rpm 5min lang zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Pellet mit 10ml
Phosphate buffered saline (PBS) gelést. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt
und die geldsten Zellen auf Eis zum Zytospin transportiert. 100 wul der Zellsuspen-
sion wurden in einen Trichter pipettiert, der auf einem Filter angebracht war, wor-
unter sich wiederum der Objekttrager (SuperFrost® Plus von R. Langenbrinck)
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befand. Sowohl Trichter als auch Filter und Objekttrager waren in einer Halte-
rung festgeschraubt. Diese Halterung mitsamt dem Inhalt wurde in die Zytospin-
Zentrifuge gesteckt (Cytospin 2 der Firma Shandon). Nun wurde 3 min lang bei
1500 rpm zentrifugiert. Nach dem Herausnehmen der Halterung war darauf zu
achten, dass die Kombination aus Trichter, Filter und Objekttrdger gemeinsam aus
der Halterung gezogen wurde, um den Tropfen, der sich auf dem Objekttrager ge-
bildet hatte nicht zu zerstéren. Danach wurde mikroskopisch die Konzentration der
Zellen kontrolliert. Es sollte eine ausreichende Zelldichte fir die darauf folgenden
Farbungen vorhanden sein, aber es durften sich keinesfalls mehrere Zellschich-
ten oder Haufen bilden. Auf Grundlage dieser visuellen Beurteilung musste dann
eventuell die Menge der Zellsuspension angeglichen werden, die in den Trich-
ter pipettiert wurde. Die Objekttrager wurden in einer Plastikbox in Aluminiumfolie
verpackt bei -20°C eingefroren.

Zytoblock

Im Gegensatz zum Zytospin werden die Zellen beim Zytoblock nicht auf einem
Objekttrager fixiert, sondern in einen Paraffinblock eingebettet, was das patholo-
gische Institut Tabingen, Leitung Herr Prof. Fend, freundlicherweise tbernahm.
Um einen vollst&dndigen Zytoblock zu erstellen, mussten die Zellen zuerst in Agaro-
segel fixiert werden, um sie nachher in Paraffin einzubetten. Diese Blécke lassen
sich gut schneiden und unter dem Mikroskop begutachten, sowie nach Entparaf-
finierung anfarben.

Fir den ersten Schritt wurden folgende Vorbereitungen getroffen :
1. Ansetzen und Gie3en von 2 %-igen Agarose-Gel-Tubes

e Tubes (1,5 oder 2 ml) vorbereiten

2g Biozym ME Agarose (Biozym Art.-Nr.: 840015) in ein Becherglas abwie-
gen

100ml TBE (siehe unten) zugeben

Mit dem Magnetrihrer bei 500 rpm bei ca. 150°C die Agarose auflésen

die entstandene Masse mit einer Transferpipette gleichmafig in die Tubes
geben und bis zur Weiterverwendung im Kihlschrank kalt stellen.

2. Ansetzen von 10x TBE
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e 2169 Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Roth, Art.-Nr.: 4855.2)

e 113,69 Borsaure (Merck, Art.-Nr.: 1.00165.1000)

e 14,89 EDTA (Titriplex IIl, pro analysi, Merck , Art.-Nr.: 8418.1000)

e Das Ganze zusammenmischen und mit Aqua dest. auf 5 Liter auffillen

Nun wurden die mit Agarose befullten Tubes im Wasserbad 3 min lang erhitzt, um
die Agarose wieder vollstandig zu verflissigen. Nach dem Zentrifugieren des Préa-
parats wurde der Uberstand abpippettiert. Die etwas abgekiihlte Agarose wurde
direkt mit einer Pipette auf das Pellet gegeben und mit einem Plastikrihrstabchen
untergehoben. Danach wurde das Préparat (mit Ruhrstédbchen) fir 20 min in den
Kuhlschrank gestellt. Das fest gewordene Pellet konnte nun in eine vorgedruckte
Einbettkassette (Microtwin) in Formalin zur Fixierung eingelegt werden. Danach
wurde das Pellet eingebettet und anschlie3end in Paraffin gegossen. Der so ent-
standene Block kann in bis zu 0,25um- dinne Schnitte gesagt werden.

2.2.9 Immunhistochemische Farbung der Marker CD20,
CD117, D2-40, EBV und PLAP

Die immunhistochemische Farbung wurde ebenfalls durch das pathologische In-
stitut Tlbingen an Zytospins sowie Zytoblocks durchgefihrt. Folgende Antikérper

wurden dabei verwendet (siehe Tab. 2.6)

Tabelle 2.6: Antikdrper der immunhistochemischen Farbung

Antikérper Verdinnung Firma, Bestell-Nr.

CD20 1:500 DAKO, M0755
CD117 1:200 DAKO, A4502
D 2-40 1:15 DCS, SIG-3730
EBV - Roche

PLAP 1:50 DAKO, M7191

Die Féarbeschritte wurden von einem Farbeautomat (BenchMarkXT, Ventana) mit-
tels des iViewDAB Detection Kit von Roche (Bestell-Nr. 760091) durchgefihrt.
Dazu wurde folgendes Farbeprogramm verwendet:

e Aufheizen des Obijekttragers auf 75°C und 4 min Inkubation.
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e Entparaffinierung mittels EZ Prep™, einer I6sungsmittelfreien wassrigen L6-
sung mit geschitzter Zusammensetzung

e Auftragen des Liquid Coverslips, der das Austrocknen der Reagenzien ver-
hindert und den Objekttrager komplett abdeckt

e Aufheizen des Objekttragers auf 76°C und 4 min Inkubation
e Waschung des Objekttragers, erneutes Auftragen des Liquid Coverslips
e Aufheizen des Objekttragers auf 95°C fir 8 min.

e Inkubation fiir 30 Minuten mit Cell Conditioner 1, damit eine Antigendemas-
kierung stattfindet. Sie dient zur Verbesserung der Immunbindung zwischen
Primar-Antikbrper und Zielantigen

e Inkubation fur weitere 60 Minuten mit Cell Conditioner 1

e Auftragen von einem Tropfen des jeweiligen Antikdrpers und Inkubation fur
32 min

e Auftragen von einem Tropfen Counterstain 7 fir die Gegenfarbung, Auftra-
gen von liquid Coverslips und 4 min Inkubation

Dabei wurde Counterstain 7 fir CD20, CD117, D 2-40 und PLAP als Hamatox-
Gills-L6sung selbst hergestellt mit 10 ul Aqua dest, 10 ml 100%iger Essigsaure
und 7 ml GILL3 (ThermoScientific Bestell-Nr. 6765009).

Red Counterstain |l wurde fur die EBV-Farbung verwendet (Bestell-Nr. 7802218)
Danach wurde die auf dem Objekttrager entstandene Olschicht mit einer Wasser-
Detergenz-Mischung abgewaschen. Dieser Schritt brachte eine Blaufarbung her-
vor, nachdem vorher die Hamatox-Gill-Lésung eine Rotfarbung bewirkt hatte. Die
Salze aus dem Wasser sorgten flir die Blaufarbung. Als Drittes erfolgte eine Ent-
wasserung durch eine aufsteigende Alkoholreihe.

Fir CD20, CD117, D 2-40 und PLAP wurde sie folgendermaf3en durchgefihrt:

1. 2 min in 70%-igem Ethanol inkubieren

2. 2 min in 80%-igem Ethanol inkubieren

3. Zweimal 2 min in 96%-igem Ethanol inkubieren
4. Viermal 2 min in 100%-igem Ethanol inkubieren
5. Viermal 2 min in Xylol inkubieren

Far EBV wurden folgende Arbeitsschritte angewandt:
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1. 10 Mal kurz in 80%-igem Ethanol inkubieren
2. 10 Mal kurz in 96%-igem Ethanol inkubieren

3. Zweimal eine Minute in 100%-igem Ethanol inkubieren (dabei 1/2 Minute
ablaufen lassen, Objekttrager herausnehmen und den Alkohol trocknen las-
sen)

4. 10 Mal eine Minute in frischem Aceton inkubieren (dabei wieder 1/2 Minute
ablaufen lassen, Objekttrager herausnehmen und trocknen lassen)

5. 1-2 Mal kurz in Xylol inkubieren

Der vierte und letzte Schritt war das Eindecken der Objekttrager, was von dem
Eindeckautomaten Microm CTM6 durchgefihrt wurde.

2.2.10 Bestimmung der Marker ALPP, Bax, Bcl2, CD45, CKIT,
POUF5 und TERT mittels PCR

RNA-Isolation

Gleichzeitig mit dem Erstellen des Zytoblocks wurden die einzelnen Zellreihen je-
weils in Lysispuffer (10 ml RLT-Puffer + 100 ul 5-Mercaptoethanol) geldst.

Dazu wurden 70 ul 5-Mercaptoethanol (Sigma Aldrich, 99%) mit 7 ml RLT-Puffer
(RNA Easy Extraction Kit, Quiagen) gemischt. Danach wurde ein Well der ein-
zufrierenden Zellen 5 min lang bei 1000 rpm zentrifugiert und in 500 wl Lysis-
puffer aufgenommen. Waren dabei noch dickflissige Schlieren zu sehen, wurde
nach und nach in 100 ul-Schritten Lysispuffer zugegeben, bis eine klare Mischung
entstand. Der Lysispuffer bewirkte das AufschlieBen der Zellen, da fiir die wei-
tergehende RNA-Extraktion der Zellinhalt benétigt wurde. Die Suspension wurde
bei -20°C gelagert. Die RNA-Isolation wurde mittels eines RNeasy Mini Kits von
Quiagen durchgefiihrt. Dazu wurden 350 ul 70%-iger Ethanol zum aufgetauten
Lysisprodukt gegeben. Die Zellen wurden mit einer Spritze homogenisiert und
auf die schon im Kit vorhandenen Saulchen gegeben, ohne diese zu berihren.
Das Ethanol bewirkte, dass das Gemisch gut an die Membran der RNeasy Mi-
ni Saule binden konnte. Nun wurde bei 10.000 rpm 15 s lang zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde entsorgt und die Mini-Saule wird wieder in die Collection Tube
gestellt, es wurden 350 ul des Buffers RW1 hinzugefigt und bei 10.000 rpm 15 s
lang zentrifugiert. Um reine RNA zu bekommen, musste noch ein DNase-Verdau
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durchgeflihrt werden, denn DNA bindet ebenfalls an die Siliceamembran. Dazu
wurden der Probe 80 ul DNase Mix (10 ul DNase + 70 ul Puffer RDD) hinzuge-
geben und dieser Inhalt wurde 15 min lang bei Raumtemperatur inkubiert. Dann
wurden 350! Buffer RW1 hinzugegeben, wieder zentrifugiert und somit die DNa-
se wieder entfernt. Der Durchfluss wurde entsorgt. Danach wurde die Membran
gewaschen. Das erste Mal, indem 500 ul Buffer RPE in die Mini-Saule gegeben
wurde und das Ganze dann bei 10.000 rpm 15 s lang zentifugiert wurde. Der
Durchfluss wurde entsorgt. Diese Prozedur wurde wiederholt, diesmal wurde das
Séulchen nach dem Zentrifugieren in eine neue Collection Tube gestellt, 2 min
lang erneut zentrifugiert, sodass sichergestellt war, dass kein Ethanol mehr darin
enthalten war. Nun wurde das Saulchen in ein Auffanggefal3 mit Deckel gestellt
und es werden 40 ul RNAse-freies Wasser direkt auf die Membran gegeben. Die
Probe wird 1 Minute lang bei 10.000 rpm zentrifugiert, um die RNA zu lésen.

2.2.11 cDNA-Umschrieb

Um eine PCR durchfihren zu kénnen, muss die RNA zuerst in complementary
DNA (cDNA) umgeschrieben werden. cDNA bezeichnet eine DNA, die aus RNA
mittels Reverser Transkriptase hergestellt wurde. Diese kann dann in der PCR
amplifiziert werden. Dies wurde anhand des Transcriptor First Strand cDNA Syn-
thesis Kit von Roche Applied Science durchgefiihrt. Folgende Mengen wurden
dabei zum Mastermix pipettiert (siehe Tabelle 2.7)

Tabelle 2.7: cDNA-Umschrieb

Zusatz | Menge pro Probe
5-fach-Puffer | 2 pl

Random Hexamer Primer |1 pl

dNTPs 1 pl

RNAse Inhibitor | 0,25pl

H,O ‘ 0,5ul

Reverse Transkriptase \ 0,25ul

In diesem Versuch wurden Random Hexamer Primer verwendet; das hei3t Pri-
mer, die aus einer zufalligen Anordnung von Basen bestanden. Diese bildeten das
Verbindungsstick zwischen RNA und Reverser Transkriptase, die den Umschrieb
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tatigte. Da direkt von mRNA umgeschrieben wurde, entstand DNA, die keine In-
trons enthielt, diese wurden beim Prozessieren der RNA in der Zelle schon durch
Splicing entfernt. Zu jeweils 5 ul des Mastermix wurden 5 ul RNA in ein DNAse
und RNAse-freies 2ml-Eppendorf-Gefal3 gegeben.

Das Mastermix-RNA-Gemisch wurde im StepOne ™ Real-Time PCR System von
Applied Biosystems zuerst fur 10 min auf 25°C erhitzt, damit die Primer an die
RNA binden konnten. In den folgenden 30 min bei 55°C fand die cDNA-Synthese
statt. Danach wurde die Reverse Transkriptase 5min bei 85°C deaktiviert. Zum
Schluss wurde die Temperatur bei 16°C gehalten, bis die fertigen Proben ent-
nommen wurden.

2.2.12 Real-time quantitative PCR

Um auch geringste Mengen an cDNA nachzuweisen, bedient man sich der real-
time quantitativen Polymerase Chain Reaction (QPCR). Hierbei werden jeweils
in einem Zyklus die Mechanismen der Zelle imitiert, die der DNA-Synthese die-
nen. Zuerst wird die doppelstrangige DNA denaturiert, dann wird eine Temperatur
erzeugt, bei der sich die spezifischen Primer besonders gut anlagern. Fir eine
Sequenz sind zwei Primer norwendig, ein ,Forward“-Primer und ein ,Reverse*-
Primer, die den gewlnschten DNA-Abschnitt flankieren und somit bei der Syn-
these begrenzen. Sie sind notwendig, dass in der 3. Phase der PCR die DNA-
Polymerase an der gewlinschten Stelle ansetzt und mittels der zugemischten dNT-
PS die DNA-Synthese beginnen kann. Nach jedem Zyklus wird jeweils eine Fluo-
reszenzmessung durchgefihrt.

Die Grundlagen der ersten PCR legte Mullis et al. (Mullis et al., 1986), der die
Idee hatte, DNA in mehreren Zyklen mithilfe des Enzyms DNA-Polymerase zu
verdoppeln. 1993 wurde er daflir mit dem Nobelpreis fir Chemie ausgezeichnet.
Weiterentwickelt wurde dieses Patent von Saiki et al. (Saiki et al., 1988). Die For-
schungsgruppe extrahierte eine thermostabile Tag-Polymerase aus dem hitzebe-
standigen Bakterium Thermus aquaticus, die die Sensitivitat, Spezifitdt und Lange
des Produktes signifikant verbesserte.

Im Unterschied zu dieser herkdmmlichen Art der PCR, bei der die Quantifizierung
nur durch spatere gelelektrophoretische Auftrennung des PCR-Produkts gesche-
hen kann, wird bei der gPCR in der exponentiellen Phase des Fluoreszenzan-
stiegs die Menge an DNA quantifiziert. Die Quantifizierung muss in der exponen-
tiellen Phase stattfinden, da hier optimale Reaktionsbedingungen vorliegen. Es
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gibt verschiedene Methoden, die Fluoreszenz der PCR zu bestimmen. Zwei da-
von fanden in dieser Studie Anwendung: Die SYBR-Green-Methode und die Tag-
Man-Sonden-Methode.

2.2.12.1 SYBR-Green

Der Farbstoff SYBR-Green bietet eine einfache Mdglichkeit, die Fluoreszenz des
Reaktionsgemisches zu bestimmen. Dabei bindet SYBR-Green an doppelstran-
gige DNA und emittiert dabei Licht der Wellenlange A=521nm. SYBR-Green | bin-
det zwar auch an RNA, sowie einzelstrangige DNA, doch ist die Fluoreszenz 11-
mal geringer als bei doppelstrangiger DNA (Zipper et al., 2004). Dem Problem,
dass dieser Farbstoff relativ unspezifisch an jegliche DNA bindet, wird mit einer
Schmelzkurvenanalyse begegnet. Dabei wird die DNA kontinuierlich erhitzt und
je nach Guanin/ Cytosin-Gehalt der amplifizierten DNA werden bei unterschiedli-
chen Temperaturen Einzelstrange aus der doppelstrangigen DNA. SYBR-Green
wird freigesetzt und es kann eine Fluoreszenz-Peak gemessen werden.

Fur die SYBR-Green PCR wurde das QuantiFast SYBR®Green PCR Kit von
Quiagen (Cat.-No.: 204054) verwendet. Pro Ansatz und Primer wurden folgen-
de Mengen als Mastermix pipettiert (siehe Tabelle 2.8):

Tabelle 2.8: SYBR-Green-PCR

Zusatz | Menge pro Probe
SYBR-Green-Mix | 5 pl

Primer forward 1 0,5 pl

Primer reverse 1 0,5 pl

H,O ‘ 2ul

Die Primer sollten unabhéngig von der Ausgangskonzentration auf eine Arbeits-
konzentration von 10pmol/ul verdiinnt werden. Es wurden fir diese PCR mit dem
Programm gBase plus selbst erstellte Primer von MetaBion verwendet.
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Tabelle 2.9: Primer PCR SYBR-Green

Primer Sequenz
GAPDH forward (for) 5GTT CGA CAG TCAGCCGCATC &
GAPDH reverse (rev) 5 GAA CAT GTA AAC CAT GTAGTT 3

CD45 for 5 GCATTTGGC TTTGCCTTTCTGGACA 3’
CD45 rev 5 CAG TGG GGG AAGGTG TTGGGC TTT 3’
BAX for 5 AGG ATG CGT CCA CCA AGA AG 3’

BAX rev 5 GCC ACT CGG AAAAAGACCTC &

Bcl2 for 5 TGCCTTATGCATTTIGTTT TGG 3

Bcl2 rev 5 TTCCAATTC CTT TCG GATCTT T3

Mit der Multipette (Multipette@® Plus, Eppendorf) wurden je Well 8 ul des Master-
mixes in die PCR-Platte (MicroAmpFast optical 96well reaction plate) vorgelegt
und 2 ul der verdinnten cDNA dazugegeben. Dieser Arbeitsschritt erfolgte am
cDNA-Arbeitsplatz, welcher separat vom Mastermixplatz gelegen war, um Ver-
schmutzungen zu vermeiden. Die Verdinnung der cDNA erfolgte durch Zugabe
von 10 ul reinem Wasser, danach wurde der Ansatz gevortext (VortexGenie2,
Scientific Industries, Model Nr G560E) und kurz mit der Tischzentrifuge (NeolLab,
Heidelberg, Cat.-No. C1301B) zentrifugiert. In die No-Template-Control wurden
statt den 2 ulcDNA 2 pl RNAse- und DNAse-freies Wasser hinzugegeben. Diese
Kontrolle diente dazu, herauszufinden, ob rein gearbeitet wurde oder ein Reagenz
schon mit DNA verschmutzt war oder sich Primerdimere bildeten.

Pro Probe wurden Doppelbestimmungen durchgeflihrt, um die Ergebnisse zu ve-
rifizieren.

Um die Anfangsmenge der in den Proben enthaltenen Templates zu bestimmen,
war eine Standardkurve notwendig. Diese wurde mithilfe einer Verdiinnungsreihe
errechnet. Fir die Verdinnungsreihe wurde ein Standard-Mix erzeugt, welcher
4l der Tumoren 188, 198 und 216 enthielt. Daraus ergab sich ein Gemisch von
12ul, aus dem 1ul entnommen wurde, um es mit Qul reinem Wasser zu mischen
(1:10-Verdiinnung), ein anderer Mikroliter des Gemisches wurde far die 1:100-
Verdunnung mit 99ul reinem Wasser gemischt. Von diesen Verdinnungen wur-
den jeweils 2ul anstatt der cDNA mit dem Mastermix in die Wells verteilt. Die
damit erhaltenen C;-Werte wurden gegen den Logarithmus des Anfangswertes
aufgetragen und so mittels linearer Regression eine Kurve errechnet. Hatte man
nun die Ct-Werte der Proben, konnte man mit diesem Wert an der Geraden die
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Anfangskonzentration des Templates ablesen.

Die fertig pipettierte Platte wurde mit einem Plastikcover bedeckt (Optical Adhesi-
ve Covers, Applied Biosciences) und eine Minute lang bei 1000rpm zentrifugiert
(Eppendorf Centrifuge, 5810R). Danach wurde die Platte in das PCR-Gerat ge-
setzt (StepOnePlus, Applied Biosciences) und ein neues Experiment erstellt. Die
Temperaturen, die das Gerat durchlief, sind in Abb. 2.1 dargestellt. Allerdings wur-
de bei SYBR Green sofort 10 min lang auf 95°C erhitzt, der erste Schritt wurde
Ubersprungen.

el 40x

95 °C 95 °C

10:00 Min. 00:15 Min.
Aktivierung Aufschmelzen
der Polymerase dsDNA

60 °C
01:00 Min.
Annealing/Elongation

50 °C
02:00 Min.
AmpErase®UNG
wird aktiviert*

Anfangsphase Cycles

* Enzym, dass in doppelstrangige oder einzelstrangige DNA eingebautes Uracil entfernt, um Kontami-
nationen zu vermeiden.

Abbildung 2.1: Die Temperaturen wahrend einer PCR (eigenes Diagramm)

Es wurden ca. 40 Zyklen durchlaufen. Danach wurde schrittweise auf 95°C erhitzt,
um eine Schmelzkurve zu erstellen, damit Aussagen Uber die Spezifitdt gemacht
werden konnten. Wurde das entstandene Reaktionsprodukt erhitzt, so denaturier-
te die entstandene Doppelstrang-DNA, wobei SYBR-Green freigesetzt wurde. Die
Temperatur ist spezifisch flr das entstandene Fragment und ist héher als die der
unspezifischen Primerdimere.
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2.2.12.2 Taq-Man-Sonde

Eine andere Methode sind die Tag-Man Sonden, die am 3’-Ende einen Quencher
und am 5’-Ende einen Reporter-Fluoreszenz-Farbstoff besitzen (wie z.B FAM/TAMRA).
Normalerweise unterdriickt der Quencher die Fluoreszenz des Reporters und es
kann keine Fluoreszenz gemessen werden. Wird nun die DNA amplifiziert, nach-
dem die Sonde an die DNA hybridisiert ist, entfernt die 5’-3’ Exonuklease-Aktivitat
der Polymerase den Reporter-Fluoreszenzfarbstoff und er fangt an zu fluoreszie-
ren. Je mehr cDNA des Targets also amplifiziert wird, desto mehr Fluoreszenz
kann gemessen werden. Diese kann am Ende jeder Elongationsphase gemes-
sen werden.

Fir die Tag-Man-PCR wurden folgende Mengen pro Primer als Mastermix pipet-
tiert (siehe Tabelle2.10)

Tabelle 2.10: Tag-Man-PCR

Zusatz Mengepro Probe
Gene Expression Master Mix (ABI, 5 ul
CA.:94404)

Primer forward 0,3 pl

H,O 2,7 pl

Die Pipettierung von 8 ul Mastermix in eine 96-well-Platte fand am Mastermix-Platz
mithilfe der Multipette statt. Folgende TagMan-Primer der Firma ABI wurden pro
Mastermix-Ansatz benutzt (siehe Tabelle 2.11).

Tabelle 2.11: Primer PCR Tag-Man

Primer Nummer Mix

GAPDH FAM-MGB, 4352934-080-3023 20x Mix
ALPP HS03046558_s1 20x Mix
TERT HS009726567_m1 20x Mix
c-KIT HS00174029 _m1 20x Mix
POU5F1 HS00742896_s1 20x Mix

Anmerkung: Das Suffix _s steht dafir, dass die Primer innerhalb eines bestimm-
ten Exons liegen. Das Suffix _m bedeutet, dass die Primer so kreiert wurden, dass
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ein Intron in der Sequenz enthalten ist.

Pro Well wurden 2ul verdiinnte cDNA am cDNA-Arbeitsplatz dazugegeben (Ver-

dinnung erfolgt wie oben beschrieben). Dann wurde die PCR-Platte mit einem

Plastikcover versiegelt, wie oben beschrieben zentrifugiert und in das PCR-Gerat

gesetzt. Wahrend der PCR wurden wieder die gleichen Temperaturen wie in Abb.

2.1 dargestellt, durchlaufen und eine anschlieBende Schmelzkurvenanalyse durch-
gefuhrt. Die Rohdaten wurden mittels Microsoft ® Excel®) fur Mac, Version 14.0.0.

nach dem Modell von Pfaffl MW (Pfaffl, 2001) ausgewertet. Die Standardabwei-

chung wurde mit der Formel

n

S@Jnllz(acixy

i=1

berechnet. Dabei entsprach S der Schéatzfunktion fir die Standardabweichung, x;
der Merkmalsauspragung am i-ten Element, z dem empirischen Mittelwert, also
dem Arithmetische nMittel der Stichprobe und n dem Stichprobenumfang.

2.2.13 Benennung der unterschiedlichen Stadien

Far die jeweiligen Untersuchungen wurden verschiedene Stadien der Zellen je
nach Wachstum und Passage herangezogen.

In der zeitlichen Reihenfolge I&sst sich dies wie folgt darstellen:

Vom urspriinglichen Seminomgewebe fur die Primarkultur wurde jeweils ein klei-
ner Teil dieser Zellen sofort eingefroren fir das PCR-Stadium ,Tumor®. Fir das
PCR-Stadium ,Frih“ wurde eine in der frihe Passage der Linie genommen, ca.
2-8 Monate nach Inkulturnahme der Zellen, je nach Wachstum und Verdopplungs-
zeit der Zellen. Fir das Stadium ,Spat“ wurden die Zellen genommen, die nach
Einfrieren und Wiederauftauen in Kultur genommen wurden und dort ca. 2-6 Wo-
chen gewachsen sind. Die gleichen Zellen wie fir das Stadium ,Spat“ der PCR
wurden auch fur die Zytoblockherstellung verwendet. Zytospins wurden von Tumor
188 p9, Tumor 197_2 p8, Tumor 198 p15, Tumor 211 p4 und Tcam p2 gemacht.



3 Ergebnisse

3.1 Primarkultur

Die Spanne der Verdopplungszeiten in Primarkultur wird, jeweils kulturmedien-
abhangig in Tabelle 3.1 aufgezeigt.

Tabelle 3.1: Verdopplung der Zellen in Primarkultur

\ Verdopplungszeitspanne in Tagen, [Mittelwert]

Zellreihe StemPro hGSC RPMI
188 4-14[7,1] 1-10 [3,7] 1-19 [7,0]
197 2 - 62 35

198 - 1-7[2,9] 3-23[9,5]
210 1-28 [9,8] 1-36 [14,3] -

211 1-53 [12,5] 1-73 [20,8] -

216 1-4 [2,4] 3-110 [49] -

Tcam 3-13 [5,7]

Tumor 188 wurde zudem auf durch Réntgenstrahlen inaktivierten fetalen Mausfi-
broblasten im StemPro-Medium in Kultur genommen, um das Wachstum der Zel-
len auf Feedern zu beobachten. Auf der Fibroblasten-Linie FLP hatten die in Kultur
genommenen Seminome eine Verdopplungszeit von 1-20 Tagen [Mittelwert: 6,0
Tage], wohingegen sie sich auf cF1 alle 1-25 Tage verdoppelten [Mittelwert: 9,7
Tage].

3.2 Uberlebenszeit der Zellen

Das ZellUberleben der in Kultur genommenen Seminome bis zum Einfrieren der
Zelllinie betrug unterschiedlich viele Tage. Dabei zeigte sich eine langere Uberle-

43
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benszeit im StemPro-Medium vorallem fiir Tumor 188. Die anderen Uberlebens-
zeiten bis zum Einfrieren der Zellen unterschieden sich in den Medien StemPro
und hGSC nicht. Einen Unterschied zeigt das Uberleben der Linien 188, 197 2
und 198 im hGSC-Medium im Vergleich zum RPMI-Medium, in dem die Zellen bei
allen drei Linien eine kiirzere Uberlebenszeit aufwiesen (siehe Tabelle 3.2).

Tabelle 3.2: Uberleben der Zellen in Primarkultur

| Uberlebenszeit in Tagen

Zellreihe StemPro hGSC RPMI
188 496 265 265
197 2 - 125 71
198 - 147 143
210 260 260 -

211 247 244 -

216 207 207 -
Tcam 36

3.3 Zellverhalten nach Auftauen

Direkt nach erstmaligem Auftauen und Wiederaufnahme in Kultur zeigten die Zel-
len unterschiedliche Wachstumsmuster. Anfangs sahen sehr viele Zellen perlen-
férmig aus, ahnlich wie Spermatogonien in Kultur (rote Kreise auf Abb. 3.1). Mit
beginnender Aktivitdt wurden sie teils keulenférmig, manche sogar tintenfisch-
ahnlich mit gréBerem Kopf und mehreren dinnen Auslaufern (siehe Pfeile auf
Abbildung 3.1) Nach einigen Tagen waren auch Riesenzellen zu beobachten, die
aber von Tumor zu Tumor in unterschiedlicher Anzahl vorhanden waren (verglei-
che (vgl.) Sternchen auf Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1: Seminomzellen in Kultur

Circa 24 Stunden nach Aufnahme in Einzelzellsuspension bildeten die Zellen klei-
ne Zellhaufen (Cluster), in die sie sich aktiv zusammenschlossen. Die Zellen ent-
wickelten dazu kleine Auslaufer, mit denen sie sich amdéboid fortbewegen konnten.
In Abbildung 3.2 kann der Verlauf eines solchen Clustering beobachtet werden.
Diese Momentaufnahmen wurden innerhalb von etwa sieben Minuten (Mikroskop:
Nikon Eclipse TS100, Kamera: PIXElink A662) durchgefiihrt, was zeigt, mit wel-
cher Geschwindigkeit dieser Vorgang ablief. Je nach Tumor und Passage erfolgte
das Clustering der Zellen mehr oder weniger stark. Selbst Zellen aus dem selben
Ursprungstumor im selben Medium zeigten auf unterschiedlichen 6-Well-Platten
eine unterschiedlich starke Ausbildung dieser Zellhaufen.
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Abbildung 3.2: Tumor 188 Passage 11

3.4 Tumorzellen auf Feedern

Um die Frage zu klaren, wie sich die Tumorzellen auf anderen Zellen, die ein ad-
harentes Wachstumsmuster zeigen, verhalten und ob Feeder-Zellen ihnen beim
Wachstum oder bei der Fortbewegung behilflich sind, wurden die Tumorzellen
auf ADSC-Zellen gesetzt. Am Tag zwei nach Umsetzen der Tumorzellen auf die
ADSC-Zellen wurden kleine Kurzfilme gemacht, um die Aktionen der Zellen ge-
nauer beobachten zu kénnen (Mikroskop: Zeiss, Axiovert 200M).

Die Bilder zeigen Ausschnitte aus den Kurzfilmen von Tumor 188p12, beide Filme
haben eine Lange von 30 Sekunden und wurden mit einer Frequenz von 3 Bildern
pro Sekunde gemacht, entsprechend einer realen Zeit von 90 Sekunden.
Folgende Beobachtungen kénnen in den Abbildung 3.3 und 3.4 gemacht werden:
Die Tumorzellen konnten sehr viel schneller auf den ADSC-Feederzellen entlang-
wandern, als ihre amdboide Fortbewegung ohne Feeder es erlaubt (die roten Pfei-
le in Abb. 3.3 und 3.4 deuten die Fortbewegung einer Zelle an). Die Feederzellen
dienen also gewissermafen als Leiter oder Stiitze der Tumorzellen. Ist eine Tu-
morzelle die gesamte Feederzelle entlanggewandert, so bleibt sie an deren Ende
stehen, tastet mit kleinsten Zellmembranauslaufern an der Kante entlang oder
dreht um und wandert den gleichen Weg wieder zurtick. Unter genauer Beobach-
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tung erkennt man, dass sich dort, wo keine ADSC-Zellen wachsen, auch wenig
oder keine 188-Tumorzellen befinden. Sehr viele kleine tentakelartige Zellmem-
branauslaufer lassen sich entdecken, die eine Verbindung von der Tumorzelle
zum Feeder bilden.

Abbildung 3.3: Tumor 188, Passage 12, 100-fach, Film 1
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Abbildung 3.4: Tumor 188, Passage 12, 100-fach, Film 2
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3.5 Zytospin

Es wurden insgesamt 5 immunhistochemische Farbungen an durch Zytospin fi-
xierten Zellen durchgefihrt: CD20, EBV und CD45, PLAP und CD117.

Die Farbung ist dann als spezifisch positiv zu werten, wenn vor allem die Zellwand
gefarbt ist, da es sich um Zell-Oberflachenantikérper handelt.

Abbildung 3.5: CD20-Farbung Zytospins
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(d) Tumor 198 p15 200x (e) Tumor 211 p4 200x

Abbildung 3.5 zeigt die CD20-Farbungen der Zytospins des Tumors 188, Tcam,
197_2, 198 und 211. Spezifisch positiv angefarbt sind Tumor 188, 197_2 und 211.
Zelllinie 198 zeigt nur vereinzelt CD20-positive Zellen.

Die EBV-Féarbung von Linien 198 und 211 kann in Abbildung 3.6 beurteilt werden.
Es ist bei beiden Zelllinien keine spezifische Farbung fur EBV zu erkennen.
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Abbildung 3.6: EBV-Farbung Zytospins

(a) Tumor 198 p15 200x (b) Tumor 211 p4 200x

Abbildung 3.7: CD45-Farbung Zytospins

(a) Tumor 188 p9 200x (b) Tcam p2 200x

i .. ‘

(c) Tumor 197-2 p8 200x (d) Tumor 198 p14 200x (e) Tumor 210 p9 200x

(f) Tumor 211 p4 200x (9) Tumor 216 p10 200x
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Die CD-45-Farbung in Abbildung 3.7 ist in den Tumoren 188, 198, 210 und 216
als vollstandig positiv zu werten. In Tumor 211 und 197_2 sind ca. ein Viertel der
abgebildeten Zellen spezifisch angefarbt. Tcam zeigt als einzige Zelllinie keine
Farbung far CD45.

In Abbildung 3.8 ist zu erkennen, dass im Gegensatz zu CD45 Tcam stark positiv
fir CD117 farbt. Tumor 197_2 zeigt eine eher schwache aber dennoch vorhan-
dene spezifische Farbung, alle anderen Zelllinien weisen lediglich eine geringe
unspezifische Farbung des Zytoplasmas auf und sind deshalb als negativ zu wer-
ten. Einen geringen positiven Anteil besitzt Tumor 211; hier sind links unten im
Bild drei spezifisch positiv gefarbte Zellen zu erkennen, die jedoch einen gerin-
gen Anteil an der Gesamtzellzahl ausmachen.

Abbildung 3.8: CD117-Farbung Zytospins

a) Tumor 188p9 200x (b) Tcam p2 200x

¢) Tumor 197-2 p8 200x d) Tumor 198 p14 200x (e) Tumor 210 p9 200x

(f) Tumor 211 p4 200x (g) Tumor 2167p10 200x
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Abbildung 3.9: PLAP-Farbung Zytospins

a) Tumor 188p9 200x (b) Tcam p2 200x

¢) Tumor 197-2 p8 200x d) Tumor 198 p14 200x (e) Tumor 210 p9 200x

(f) Tumor 211 p4 200x (g) Tumor 216 p10 200x

Die PLAP-Farbung der Zytospins kann bei allen Linien (Tumoren 188, Tcam, 197_2,
198, 210, 211 und 216) als negativ gewertet werden.

3.6 Zytoblock

Es wurde von den Zelllinien 188 Passage 10, Tcam Passage 6, 197_2 Passage
6, 198 Passage 17, 210 Passage 11 und 211 Passage 4 Zytoblocks angefertigt.

Von jeder dieser Linien wurde eine HE-Farbung gemacht sowie eine EBV- und
CD20-Farbung. Die Ergebnisse der HE-Farbung sind in Abbildung 3.10 zu sehen.
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Abbildung 3.10: HE-Farbung Zytoblocks

o

ot
-

(a) Tumor 188p10 10x 06 20

(d) Tumor 198 p17 20x (e) Tumor 210 p11 20x (f) Tumor 211 p4 10x

Die HE-Farbung von Tumor 188 zeigt viele kleine rundliche Zellen mit teilweise
sichtbarem, basophilen Zellkern. Einige Zellen besitzen eine Art wei3en Hof, der
aber von einer diinnen Membran umgeben ist. Weiterhin sind rundliche eosino-
phile Strukturen ohne erkennbaren Zellkern auf dem Bild vorhanden.

Tcam zeigt ein inhomogeneres Zellbild: Die Zellen haben unterschiedliche Gro-
Ben und haben sehr unterschiedliche Formen. Einige Zellen besitzen einen grof3en,
stark basophilen Zellkern. Auch hier sind wie bei Tumor 188 eosinophile Anteile
vorhanden, die zum Teil sehr grof3e Strukturen ausbilden, allerdings lassen sich
hier eher Zellkerne erahnen als bei Tumor 188.

Tumor 197_2 hat viele basophile Anteile und nur vereinzelte eosinophile Punkte.
Bei diesem Tumor sind die Zellen sehr haufig von einem oben beschriebenen wei-
Ben Hof umgeben. Mittig ist einer Art Riesenzelle mit drei Zellkernen zu sehen.
Im Gegensatz dazu zeigt Tumor 198 so gut wie keine weil3en Hoéfe, sondern dicht
an dicht liegendes Zellmaterial. Einige Zellen zeigen prominente Kerne, links oben
in Abb. 3.10 (d) ist eine Zelle mit zwei Kernen zu erkennen, welche auch einem
eosinophilen Granulozyten entsprechen kénnte.

Ahnlich ist der HE-Schnitt von Tumor 210 aufgebaut: sehr dicht gelagerte Zellen,
etwas haufiger mit wei3en Hoéfen, die zum Teil sehr diinn sind. Einziger Unter-
schied ist die gréBere Anzahl von basophil rundlichen Zellkernen, die in fast jeder
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Zelle anzutreffen sind. Alle eosinophilen Strukturen lassen keinen dieser basophi-
len Zellkerne erkennen.

Tumor 210 und 211 unterscheiden sich im HE-Schnitt kaum. Auch die Zellen von
Tumor 211 sind rundlich-oval aufgebaut und besitzen einen dunklen Nukleus. Das
Zellmaterial lagert sich sehr dicht und es sind kaum weil3e Héfe zu erkennen.

Abbildung 3.11: CD20-Farbung Zytoblocks

(f) Tumor 211 p4 200x

Aus der Zusammenschau von Abbildungen 3.11 und 3.12 I&sst sich fir die ein-
zelnen Tumoren Folgendes schliel3en:

188: In der EBV-Farbung ist eine fast vollstdndige positive Reaktion zu erkennen,
auch die CD20-Féarbung zeigt sich bei den kompletten Zellen positiv.

Tcam: Dieses Ergebnis scheint, da es sich hier um die schon etablierte Zelllinie
Tcam handelt, von groBem Interesse. Die EBV-Farbung zeigt sehr wenige EBV-
positive Zellen, die mit einer &hnlich geringen Anzahl an CD20-positiven B-Zellen
korrellieren. Eine groB3e Anzahl vitaler CD20-negativer Zellen ist bei Tcam zu ver-
merken, dies erkennt man an den Kernen, die auf dem Bild intakt erscheinen.
197_2: Diese Zelllinie hat, die CD20- und EBV-Farbung betreffend, groBe Ahnlich-
keiten zur etablierten Zelllinie Tcam. EBV-positive Zellen sind kaum aufzufinden,
sodass die Farbung als negativ zu werten ist. Es finden sich weiterhin noch weni-
ger CD20-positive Zellen im Praparat als bei Tcam (siehe Abb. 3.11 (c)).

198: Fir diesen Tumor zeigt sich die Farbung wesentlich heterogener. Die Far-
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Abbildung 3.12: EBV-Farbung Zytoblocks
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(d) Tumor 198 p17 200x (e) Tumor 210 p11 100x (f) Tumor 211 p4 100x

bung fur EBV ist lediglich minimal positiv, auch die CD20-Farbung lasst sich nicht
als positiv werten.

210: Tumor 210 zeigt sich ebenso polymorph. Die CD20-Farbung kann eine Mehr-
zahl von positiven Reaktionen erkennen lassen und die EBV-Farbung zeigt sehr
viele EBV-positiven Zellen.

211: Dieser Tumor zeigt die von allen starkste Farbung fir CD20. Diese ist auch
spezifisch positiv, das hei3t die Zellwande werden sichtbar angefarbt. Die EBV-
Farbung zeigt einen zentralen, nicht positiven Anteil und einen um diesen zentra-
len Teil liegenden stark positiven Anteil.

Aufgrund der Tatsache, dass Tumor 197_2 der Modelllinie Tcam am &hnlichsten
ist sowie EBV- und CD20 negativ ist, wurde Linie 197_2 weiter charakterisiert.
Jeweils zum Vergleich wurde auch noch ein Praparat der Vergleichslinie Tcam mit-
gefarbt. Folgende Farbungen wurden vorgenommen: CD117, D2-40 und PLAP.
Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 3.13 - 3.15 zu sehen.
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Abbildung 3.13: CD117-Farbung Zytoblocks

(a) Tcam p6 200x (b) Tumor 197-2 p6 200x

Die CD117-Farbung lasst sowohl bei Tcam als auch bei Tumor 197_2 spezifisch
positive Farbungen erkennen. Vor allem Tumor 197_2 zeigt fast ausschlieB3lich
gefarbte Zellen, das heif3t die CD117-Reaktion dieser Zelllinie ist als stark positiv
zu werten, etwas stérker als die der Zelllinie Tcam.

Abbildung 3.14: D2-40-Farbung Zytoblocks

—

cam p6 20x (b) Tumor 197-2 p6 20x

(@)

Die D2-40-Farbung zeigt ein &hnliches Bild, doch hier ist der Unterschied noch
starker zu erkennen. Ein GrofB3teil der Tcam-Zellen sind spezifisch positiv gefarbt,
doch im Vergleich dazu zeigen die Zellen der Tumors 197_2 deutlich mehr und
auch teilweise spezifischere Farbung als Tcam.
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Abbildung 3.15: PLAP-Farbung Zytoblocks

® o ® W e = ® YT o TRETE WSS YT T gL g
® o‘![’ g S S "::s .0 @ e :0‘1‘ i & ".‘,.":(n ‘o &
,"; '.‘ e“’ g ’. y .:__' < .' “"Q PR ..2/ PSS p
» & < - p .
Per P O /};}' g ; l2. 9 93 ,..,"\" < So ¢ - .’.ﬂ o‘;‘Q
[V v ‘Q.’oi "q' - b S R () (-'”“ 2 : v “"ﬁ ° el
s SR W Rl SO I, s L T G e
R AN T P : AMP R 3 LT HLF DA SO R £
I Rk ol TR DY 8 o % 569 % "¢ et gs 8 p * 5
e > 1, U #0 S ST 0 L At F a2 NN ety
% . . 0. ,‘
g S QIS g e 1 3 PR R LN TN e SN ¥l
d o S T 3 ‘:’ 0‘»:0.‘!.“..‘ "d. ..‘va.' Qo--t,‘s‘
o SIS ® A ."_ f" - '.--\.';, »* ‘jl e -.... » 3.-0.\' Ja 2o .'(

e g > YO ABESN -“... By % ..‘v~,a... o
W%’ ». 0 * 3805 0% _Jen Mze® a o' & B sl BNy, o .. 8

Foa o g foten fine @ WU 6 R0 a0 E8 PF gl

~ s A % s e W . e, o o o0 ‘\.1‘

« o® »% e IS & ° - -~ e 4 ve . e S L ¢ $ . Q',.
| No, W ey o T Sel Vi gl b o GENGINY
% > - . o™
.. : .“*( i oy G P B5 Wt o 0% - .‘QA-, <.
af S e W e P 8 R R L SRR Y
(a) Tcam p6 200x (b) Tumor 197-2 p6 200x

Die PLAP-Farbung zeigt sowohl fir Tcam als auch flr 197_2 vereinzelte positive
Reaktionen geringer Anzahl. Der Grof3teil der Zellen ist jedoch PLAP-negativ, dies
gilt in gleicher Weise fur Tcam wie fur 197_2.

3.7 Real-time quantitative PCR

Die Real-Time quantitative PCR wurde erganzend durchgefihrt, um die Marker
ALPP, Bax, Bcl2, CD45, CKIT, POUF5 und TERT quantitativ zu bestimmen. Die
Tumoren 188, 198, 210, 211 und 216 wurden jeweils auf die unterschiedlichen
Marker in drei verschiedenen Stadien getestet. Die Zellreihe 197_2 wies im Sta-
dium ,Frah® eine sehr geringe Anzahl von Zellen auf, weshalb eine dreizeitige
Charakterisierung hier nicht méglich war. Auch die Zellreihe Tcam wurde nur in
zwei Stadien gestoppt.

Das Stadium ,Tumor* stellt Ergebnisse des Materials dar, das am Tag der Inkultur-
nahme des Seminoms gewonnen wurde. Das Stadium ,Frih® ist je nach Wachs-
tum der Zellen ca. 2-8 Monate nach Inkulturnahme gewonnen. Fir Stadium ,Spat*
wurden die Zellen aufgetaut, 2-6 Wochen Wochen in Kultur gehalten und dann un-
tersucht. Dieser Schritt diente gleichzeitig der Gewinnung von Daten dartber, ob
es grundsatzlich méglich ist, diese Zellen einzufrieren und ob die Zellen nach dem
Auftauen ein Wachstum zeigen.

Far die PCR wurde als Housekeeping-Gen GAPDH verwendet, die Werte der je-
weiligen Marker-Messungen wurden anhand dieses Wertes korrigiert. Als House-
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keeping-Gen wird ein Gen bezeichnet, das in der Zelle abhangig vom Grundstoff-
wechsel, jedoch unabhangig von anderen auB3eren Einflissen exprimiert wird. Ist
der Grundstoffwechsel einer Zelle erhoéht, wiirde dies in der PCR eine falsch-
hohe Expression eines gemessenen Gens ergeben. Dieser Fehler kann durch
die Korrektur des Wertes anhand des Housekeeping-Gens ausgeschaltet wer-
den. Diese Korrektur geschah mit allen Anséatzen, um die Ergebnisse unterein-
ander vergleichbar zu machen. Fur jeden einzelnen Marker wird im Folgenden
eine Gesamt-Graphik gezeigt, die alle Zellreihen mit einschlie3t und die Marker-
konzentration als n-faches im Vergleich zum Anfangswert angibt. Die Anfangs-
konzentration des Markers in ,Tumor® wurde auf den (beliebig gewahlten) Wert 1
gesetzt.

3.7.1 Seminommarker ALPP, c-KIT, OCT3/4 und TERT
PLAP(ALPP)

Der Marker PLAP ist ein spezifischer Marker fir Seminome, unter anderem auch
zur Differentialdiagnose von anderen Keimzelltumoren geeignet.

Wie in der Gesamt-Graphik 3.16 zu erkennen, sinkt dieser Wert im zeitlichen
Verlauf von ,Tumor” Uber ,Frih“ hin zu ,Spat“. Allerdings ist die Standardabwei-
chung sehr hoch, was eine genauere Betrachtung der Einzelergebnisse notwen-
dig macht und eine Gesamt-Interpretation der PLAP-Entwicklung Uber die Zeit zu
unspezifisch erscheinen lasst.

2,5 ALPP

0,5 ‘
0 TE—— |

Tumor S Frih Spat

Abbildung 3.16: PLAP gesamt
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Abbildung 3.17: PCR PLAP

Tumor 198

Tumor 197_2 Tumor 210

198 frin 198 spat 210fruh

(@) Tumor 197-2 (b) Tumor 198 (c) Tumor 210

Tumor 211 Tumor 216 Tecam
(d) Tumor 211 (e) Tumor 216 (f) Tcam

Bei der separaten Betrachtung jeder Zellreihe lassen sich spezifischere Schlisse
ziehen.

Tumor 197_2 zeigt von seinem Anfangsstadium ausgehend eine Zunahme um
das 1,46-fache des Markers PLAP. Das heif3t, die PLAP-positive Subpopulation,
die in der immunhistochemischen Farbung detektiert wurde, ist auch in der PCR
nachzuweisen.

Tumor 198 hingegen weist einen vollstandigen Riickgang der PLAP-Konzentration
auf.

Die PLAP-Konzentration in Tumor 210 beschreibt eine dhnliche Entwicklung wie
Tumor 198: Sie geht im Verlauf vollstandig zurtck, hier istim Stadium ,Frih® noch
das 0,08- fache der Anfangskonzentration vorhanden, im Stadium ,Spat” ist sie
beim 0,003-fachen.

Tumor 211 zeigt eine schrittweise Reduktion der PLAP-Konzentration zuerst auf
das 0,5-fache und im spéaten Stadium sinkt der Wert unter die Nachweisgrenze.
Somit macht dieser Tumor die gleiche Entwicklung wie die Tumoren 198 und 210
durch, nur etwas langsamer.

Eine gegensétzliche Entwicklung zeigt sich bei Tumor 216. Hier steigt die PLAP-
Konzentration im Verlauf. Im friihen Stadium bleibt sie etwa konstant, das spéa-
te weist eine 1,7-fache Konzentration des Markers PLAP auf. Die Vergleichslinie
Tcam hat die wohl stérkste Zunahme des Markers vom Anfangs- bis zum Spét-
Stadium, in welchem die Konzentration auf das 2,9-fache angestiegen ist.
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c-KIT und OCT3/4

Die beiden Marker c-KIT (CD117) und OCT 3/4 (POU5F1) sind Marker, die die
Stammzelleigenschaft der Seminome aufzeigen. Das Vorhandensein von OCT
3/4 beweist die Pluripotenz der Seminome/Germinome und des Embryonalen Kar-
zinoms. Beide Marker sind auch in der Vorlauferlasion (TIN) des Seminoms vor-
handen.

12 CKIT
0,8
0,6
04

0,2

-0,2

Tumor Fruh Spat

Abbildung 3.18: c-KIT gesamt

12 POUF5
0,8
0,6
0,4

0,2

-0,2

04

Tumor E Frih Spat

Abbildung 3.19: OCT3/4 gesamt

Sowohl in Abbildung 3.18 als auch in 3.19 ist einer deutlicher Ruckgang der Mar-
ker zu erkennen. Wahrend die Konzentration von c-KIT schon im Stadium ,Frih®
auf das 0,01-fache sinkt, betragt die OCT3/4- Konzentration in diesem Stadium
noch das 0,16-fache. Im spaten Stadium sind beide Marker unter die Nachweis-
grenze gesunken.

Betrachtet man die Entwicklung der c-KIT-Konzentration der einzelnen Tumorlini-
en in Abb. 3.20, so fallt auf, dass der Marker schon im Stadium ,Frih“ in samt-
lichen Linien unter die Nachweisgrenze sinkt, sowie in der Vergleichslinie Tcam
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auf das 0,06-fache fallt. Im weiteren Verlauf steigt die Konzentration des Markes
nur in Tumor 210 minimal auf das 0,08-fache, in den restlichen Linien bleibt c-KIT
nicht nachweisbar. Die Messung der c-KIT-Konzentration in Tumor 197_2 konn-
te wegen der zu geringen Konzentration an Material nicht durchgefihrt werden.
Eine &hnliche Entwicklung wie bei c-KIT zeigt sich bei OCT3/4. Auch hier fallen
die Werte des Markers schon im frilhen Stadium unter die Nachweisgrenze, was
sich ins spaten Stadium fortsetzt. Einzig die OCT3/4 Konzentration der Linie Tcam
ist im frihen Stadium auf das 0,93-fache des Ausgangswertes abgesunken. So-
mit ist nur in der Vergleichslinie Tcam die OCT3/4-Konzentration relativ konstant
geblieben.
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Abbildung 3.20: PCR c-KIT
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Abbildung 3.21: PCR OCT3/4
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TERT

Der Marker TERT wird sowohl in der frihen Embryonalentwicklung des Menschen
als auch in Seminomzellen stark exprimiert. Die Ubersichtsgrafik 3.22 zeigt, dass
die Konzentration von TERT im zeitlichen Verlauf vom Stadium ,Tumor* bis ,Frih*
auf das 0,3-fache abnimmt, diese sinkt im Stadium ,Spat” weiter auf das 0,2-fache.

12 TERT
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Abbildung 3.22: TERT gesamt

Die einzelnen Tumoren zeigen jeweils unterschiedliche Entwicklungen der TERT-
Expression, wobei insgesamt die Konzentrationen riickgangig sind, eine Ausnah-
me bildet die Vergleichslinie Tcam: Hier steigt die Konzentration auf das 1,4-fache.
In Tumoren 188 und 198 geht die Expression im Stadium ,, Frih* jeweils auf das
0,05 bzw. 0,3-fache zurlck, steigt dann wieder auf das 0,3 bzw. 0,4-fache an, er-
reicht aber nicht mehr das Ausgangsniveau. Tumoren 210, 211 und 216 zeigen
einen starken Rickgang der TERT-Konzentration in allen Stadien. Fir Analysen
bei Tumor 197_2 war flr diesen Versuch zu wenig Material vorhanden.
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Abbildung 3.23: PCR TERT

Tumor 188 Tumor 198 Tumor 210
- — NE BN BN | Nl
188 Tumor 188 fruh 188 spat 198 Tumar 198 fruh 198 spat 210 Tumer 110 1rah 210 spat
(a) Tumor 18 (b) Tumor 19 (c) Tumor 210
Tumor 211 Tumor 216 Tcam
211 Tumor 211 fruh 211 spat 216 Tumor 215 frlh 216 spat Team frih Tcam spat
(d) Tumor 211 (e) Tumor 216 (f) Tcam

3.7.2 Lymphozytenmarker CD45

Die PCR mit dem Marker CD45 erfolgte, um eine genauere Differenzierung zwi-
schen einer eventuell entstandenen lymphoblastischen Zellreihe und Seminom-
zellen vornehmen zu kénnen. Abbildung 3.24 zeigt die generelle Entwicklung des
Markers CD45 in allen Zellreihen. Im friihen Stadium steigt die Konzentration von
CD45 um das 1,7-fache, was aber mit einer Standardabweichung von 3,2 nicht
als generelle Entwicklung gewertet werden kann. Somit ist eine Einzelbetrachtung
jeder Zellreihe erforderlich. Im spaten Stadium sinkt die CD45-Konzentration im
Vergleich zum frihen Stadium, betrégt aber immer noch das 1,3-fache des Aus-
gangswertes.

6 CD 45
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Abbildung 3.24: CD45 gesamt
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Abbildung 3.25: PCR CD45

Tumor 188 Tumor 197_2 Tumor 198
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(f) Tumor 216 (g) Tcam

Betrachtung im Einzelnen: Tumor 188 zeigt eine Zunahme der CD45-Konzentration
auf das 8,1-fache im frihen Stadium, welche auf 1,6 zurtickgeht.

Tumor 197_2 zeigt von seinem Anfangsstadium ausgehend eine Zunahme um
das 1,3-fache des Markers CD45.

Tumor 198 zeigt eine leichte stetige Zunahme von CD45 jeweils im friihen Stadi-
um auf das 1,1-fache und im spaten auf das 1,5-fache.

Die CD45-Konzentration in Tumor 210 beschreibt eine dhnliche Entwicklung wie
die in Tumor 211: Im Stadium ,Frih® sinkt sie jeweils auf das 0,3 bzw. 0,4-fache,
im Stadium ,Spat“ auf das 0,1 bzw. 0,3-fache.

Eine gegensatzliche Entwicklung zeigt sich bei Tumor 216. Hier sinkt die CD45
zwar auch zuerst auf das 0,2-fache, doch steigt sie danach wieder auf das 2,8-
fache der Ausgangskonzentration.

In Linie Tcam sinkt die CD45-Konzentration auf das 0,3-fache.
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3.7.3 Apoptosemarker Bax und Bcl2

Die beiden Apoptosemarker Bax und Bcl2 wurden untersucht, um zu prifen, ob
und in welchem Ausmalf die Zellkulturen den programmierten Zelltod ausgefihrt
haben. Besonders in Tumorkulturen, aus denen sich fraglich lymphoblastische
Zelllinien entwickelt haben, scheinte dies von Interesse, um zu klaren, inwiefern
die Apoptose eine Rolle bei der Entwicklung von lymphoblastischen Zellreihen
fUhrte. Zuerst werden die Marker einzeln betrachtet, dann wird der Quotient Bax/Bcl2
gebildet und dieser nochmals separat ausgewertet.
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Abbildung 3.26: BAX gesamt

In Graphik 3.26 zeigt sich besonders im Stadium ,Frih“ eine 3,9-fache Zunah-
me des Apoptoseférderers Bax, allerdings mit einer sehr hohen Standardabwei-
chung (7,6). Dies erfordert eine separate Auswertung fir jeden Tumor, da sich ein
einheitlicher Trend nicht feststellen lasst. Im Stadium ,Spéat“ ist der Wert auf das
0,65-fache gesunken.
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Abbildung 3.27: PCR BAX

Tumor 188 Tumor 197_2 Tumor 198
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(a) Tumor 188 (b) Tumor 197-2 (c) Tumor 198
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(d) Tumor 210 (e) Tumor 211 (f) Tumor 216

Tcam

(g) Tcam

Tumor 188 zeigt eine Zunahme des Markers Bax um das 4,5- fache im friihen
Stadium und einen Ruckgang von Bax im spaten Stadium auf das Ausgangsni-
veau (1,03-fach).

In Tumor 197_2 nimmt die Bax-Konzentration vom Anfangsstadium ausgehend
um das 1,24-fache zu.

Tumor 198 weist zuerst einen Anstieg um das 1,17-fache und im spaten Stadium
einen Ruckgang auf 0,43-fache auf.

Die Bax-Konzentration in Tumor 210 zeigt eine &hnliche Entwicklung wie Tumor
188, allerdings in noch starkerer Form. Im Vergleich zum Tumorstadium ist Bax im
Stadium ,Frih*“ 20,7-fach vorhanden, diese Konzentration geht auf das 1,3-fache
zurlck.

Tumor 211 und Tumor 216 zeigen beide eine Reduktion der Bax- Konzentration
im Verlauf zuerst auf das 0,25 (0,39)-fache - im spaten Stadium sinkt der Wert auf
das 0,12- (0,41)-fache.

Die Vergleichslinie Tcam hat die wohl stérkste Abnahme des Markers vom Anfangs-
bis zum Spat-Stadium, in welchem die Konzentration auf das 0,042-fache abge-
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fallen ist.

Der Apoptosehemmer Bcl2 stellt den Gegenspieler zu Bax dar. Kippt das Gleich-
gewicht dieser Gegenspieler in Richtung Bcl2, so findet mehr Hemmung der Apop-
tose als Férderung statt und man kann davon ausgehen, dass in dieser Zeltkultur
weniger Apoptose stattfindet. Diese Uberlegung findet auch noch Anwendung im
Quotienten, der im nachsten Schritt gebildet wird.

Betrachtet man nur die Bcl2-Konzentrationen im Gesamtlberblick wie in Abbil-
dung 3.28 zu erkennen, so fallt eine im Vergleich zur Anfangskonzentration auf
das 21-fache gestiegene Bcl2-Konzentration auf, die sich dann auf das 10,6-
fache reduziert. Dies ist ein wesentlich héherer Anstieg als der Anstieg der Bax-
Konzentration, was im Bax/Bcl2-Quotienten zu tragen kommen wird.
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Abbildung 3.28: Bcl2 gesamt

Im Gegensatz zum Anstieg der Bcl2-Konzentration in Tumor 188 auf das 5,4-
fache im Spatstadium sinkt die Konzentration auf das 0,3-fache bei Tumor 197_2.
Tumor 198, 210 und 216 zeigen eine etwa gleiche Tendenz der Entwicklung ihrer
Bcl2-Werte im Zeitverlauf. Zuerst ist ein z.T. sehr starker Anstieg zu verzeichnen
(47-, 63 bzw. 6-fach), welcher dann im Spéatstadium auf das 6-, 0,7- bzw. 1,7-
fache sinkt. Der stufenweise Anstieg der Bcl2-Konzentration in Tumor 211 |&sst
sich wiederum mit der von Tumor 188 vergleichen. Im Stadium ,Frih“ betragt er
das 8-fache, steigt aber im Stadium ,Spat“ dann auf das 49-fache an.

In der Vergleichslinie Tcam findet ein Abfallen des Markers auf das 0,09-fache
des Ausgangswertes statt, auch die Bax-Konzentration dieser Zellreihe ist &hnlich
stark gefallen.
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Abbildung 3.29: PCR Bcl2
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Bildet man nun den Quotienten aus Bax und Bcl2 (also Apoptoseférderer/ Apop-
tosehemmer) gibt er die Apoptoserate an. Das heif3t: je gré3er dieser Faktor ist,
desto gewichtiger ist Bax als Z&hler und somit hat mehr Apoptose stattgefunden.
Das Gesamtergebnis ist in Abbildung 3.30 dargestellt.

2 Bax/Bcl2

& Tumor ¥ Frih Spat

Abbildung 3.30: Bax/Bcl2 gesamt
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Was hier besonders auffallig ist, sind die im Vergleich zum abnehmenden Apop-
tosefaktor zunehmenden Standardabweichungen. Sinkt der Wert des Quotienten
auf das 0,18-fache im frilhen Stadium mit einer Standardabweichung von 0,69,
so betragt die Standardabweichung 1,67 im spaten Stadium bei einem Abfall des
Quotienten auf 0,06.

Abbildung 3.31: PCR Bax/Bcl2

Tumor 188 Tumor 197_2 Tumor 198
(a) Tumor 188 (b) Tumor 197-2 (c) Tumor 198
Tumor 210 Tumor 211 Tumor 216
(d) Tumor 210 (e) Tumor 211 (f) Tumor 216
Tcam
(9) Tcam

Tumor 188 zeigt eine Zunahme der Apoptoserate auf das 1,8-fache im friihen
Stadium, welche auf 0,19 zurtickgeht.

Tumor 197_2 zeigt von seinem Anfangsstadium ausgehend eine Zunahme um
das 4,4-fache der Apoptoserate in der spaten Phase, also beim Wiederauftauen,
in Tumor 198 hingegen geht die Apoptoserate auf 0,03 und 0,07 im frihen bzw.
spaten Stadium zurlck.

Die Apoptoserate in Tumor 210 beschreibt eine ahnliche Entwicklung wie die in
Tumor 197_2: Sie geht im Stadium ,Frih* auf das 0,33- fache der Anfangskon-
zentration zurick, im Stadium ,Spat” steigt sie auf das 1,9-fache.

Tumoren 211 und 216 zeigen eine starke Reduktion der Apoptoserate im Ver-
lauf. Im Stadium ,Frih“ betragt sie das 0,03-fach bzw. das 0,06-fache, im Stadium
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~opat‘ geht sie auf das 0,002-fache zuriick bzw. steigt leicht auf das 0,23-fache
an.

Eine abnehmende Tendenz zeigt sich auch bei Tcam. Die Apoptoserate sinkt im
Verlauf auf das 0,47-fache.

Tabelle 3.3 zeigt alle Ergebnisse der Seminom- sowie Lymphozytenmarker im
Uberblick ohne Bax und Bcl2.
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Tabelle 3.3: Ergebnisse Uberblick
| | Seminommarker | Lymphozytenmarker |
\ Linie \ CD117 \ PLAP \ OCT3/4 \ TERT \ D2-40 \ CD20 \ CD45 \ EBV \
188 PCR Tumor 1 - 1 1 - - 1 -
PCR Fruh 0 - 0 0 - - 8 -
PCR Spat 0 - 0 0.3 - - 1,6 -
Zytoblock p10 - - - - - neg - pos
Zytospin p9 neg neg - - - pos pos -
197_2 PCR Tumor 1 1 1 - - - 1 -
PCR Spét - 1,5 0 - - - 1,2 -
Zytoblock p6 pos neg - - pos neg - neg
Zytospin p8 pos - - - - pos neg
198 PCR Tumor 1 1 1 1 - - 1 -
PCR Fruh 0 0 0 0,3 - - 1, -
PCR Spat 0 0 0 0,4 - - , -
Zytoblock p17 - - - - - neg - neg
Zytospin p14/15 | neg neg - - - neg pos neg
210 PCR Tumor 1 1 1 1 - - 1 -
PCR Frih 0 0 0 0 - - 0,3 -
PCR Spét 0 0 0 0,1 - - 0,1 -
Zytoblock p11 - - - - - pos - pos
Zytospin p9 neg neg - - - - pos -
211 PCR Tumor 1 1 1 1 - - 1 -
PCR Frih 0 0,5 0 0 - - 0,4 -
PCR Spét - - - - - - 0,3 -
Zytoblock p4 - - - - - pos - pos
Zytospin p4 neg neg - - - pos neg neg
216 PCR Tumor 1 1 1 1 - - 1 -
PCR Fruh 0 1,1 0 0 - - 0,2 -
PCR Spéat - 1,7 0 0,1 - - 2,8 -
Zytospin p10 neg neg - - - - pos -
Tcam  PCR Tumor 1 1 1 1 - - 1 -
PCR Spat 0,1 3 0,9 1,4 - - 0,3 -
Zytoblock p6 pos neg - - pos neg - neg
Zytospin p2 pos neg - - - neg neg -

Erlduterung: In den Zeilen ,Tumor®, ,Frih* und ,Spat“ sind jeweils die PCR-Ergebnisse
aufgetragen (als n-faches des Ausgangswertes des Wertes ,Tumor®). Farbungen der
Zytospins/Zytoblocks sind entweder pos (positiv) gewertet, wenn mehr als die Halfte der

Zellen angefarbt waren, bei weniger als der Hélfte als neg (negativ).



4 Diskussion

Wie in der Einleitung aufgezeigt, ist die Kultur einer Seminomzelllinie (Tcam) bis-
her nur einer Arbeitsgruppe gelungen (Mizuno et al., 1993). Andere Zelllinien, wie
JKT-1 oder SEM-1 stellten sich, obwohl anfangs von den Autoren so deklariert,
nicht als Seminomlinien heraus (Eckert et al., 2008). Bei dem Versuch, Seminom-
zellen zu kultivieren, ist bei der Arbeitsgruppe von Fend et. al (Fend et al., 1995)
eine lymphoblastische B-Zelllinie entstanden, die mit einer gleichzeitigen EBV-
Infektion der Zellen einherging. Andere Arbeitsgruppen wie Berends et al. (Be-
rends et al., 1991) versuchten, die Lebenszeit der Seminomzellen durch Feeder-
Zellen zu verlangern. Die aus einem Seminom frisch aufbereitete und danach ein-
gefrorene Suspension bestand bei Berends et al. zu 75% aus Lymphozyten und
zu 25% aus Seminomzellen. Nach dem Auftauen waren 95% der Lymphozyten,
aber nur 10% der Seminomzellen lebensfahig. Das durchschnittliche Uberleben
der Seminomzellen betrug hier 3-11 Tage. Diese Zeit reicht fur Zellkulturexperi-
mente an Seminomen nicht aus.

Da adulte spermatogonale Stammzellen in Mausehoden die Kapazitat zur Pluri-
potenz besitzen (Guan et al., 2006) und andere Zellen des Hodens im Verdacht
stehen, diese Kapazitédt ebenfalls zu besitzen, liegt die Vermutung nahe, dass
auch Seminomzellen Stammzelleigenschaften aufweisen kénnten. Die vorgeleg-
te Arbeit zeigt einen neuen Ansatz, Seminomzellen in Kultur zu nehmen mit der
Idee, dass diese unter den Kulturbedingungen von Stammzellen wachsen kénn-
ten. Die hohe und friihe Absterberate von Seminomen, die in Kultur genommen
werden, kdnnte am Fehlen bestimmter Faktoren liegen, die durch Stammzellme-
dien zugefuhrt werden.

73
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4.1 Seminomspender

Die Materialgewinnung der Seminome erfolgte nach strikten Einschlusskriterien.
Dennoch konnten spenderabhéngige Eigenschaften wie z.B. weitere Erkrankun-
gen insbesondere Infektion mit EBV, der allgemeine Immunstatus des Patienten,
Informationen zum Lebensstil wie Nikotin- und Alkoholkonsum des Spenders nicht
normiert werden. Auch die Entnahmetechnik des jeweiligen Operateurs, die ge-
naue Transferzeit vom Operationssaal bis zur Primarkultur und eine evtl. Zwi-
schenkuhlung sind als Einflisse auf das Wachstum der Zellkulturen denkbar. Die-
se Zwischenkihlungszeit betrug maximal 12h (vom Operationszeitpunkt bis zur
Inkulturnahme am Abend).

Tumoren 188 und 198 beispielsweise hatten fast keine Zwischenklhlungszeit,
sondern wurden direkt nach Entnahme in Primarkultur genommen. Dies konn-
te das sehr gute Wachstum der Linie 188 erklaren, sie unterlag keiner potentiell
fur die Zellen schadlichen Kihlung.

Der Einfluss auf die Entwicklungspotenz zur lymphoblastischen Zellreihe scheint
unwahrscheinlich, da auch andere Zelllinien, wie z.B: Tumor 210 und Tumor 211,
die eine langere Zwischenklihlungszeit hatten, die Entwicklungstendenz zur lym-
phoblastischen Zellreihe aufweisen. Auf diese Entwicklung wird in Kapitel 4.4 ge-
nauer eingegangen.

Die aus Tabelle 2.1 resultierenden GréBen der jeweiligen Seminome entsprechen
den unterschiedlichen PrimargréBen der enthommenen Seminome. Von dieser
Masse wurde Gewebe zur genauen histologischen Differenzierung entnommen,
das nicht zur Primérkultur verwendet wurde. Somit bleibt unklar, wie viel Gewe-
be zur tatsachlichen Primarkultur vorhanden war und ob dies einen Einfluss auf
das Wachstum der Zellen hat. Mit der Verteilung der Zellen nach ihrer Anzahl auf
6-Well-Platten wurde versucht, den Einflussfaktor so gering wie méglich zu halten.

4.2 Uberlebenszeiten der Zellen im Vergleich zu
anderen Studien

Das durchschnittliche Uberleben von Seminomzellen in Kultur betrug in anderen
Studien (z.B. Berends et al. (Berends et al., 1991)) ca. 3-11 Tage. Die in Tabelle 3.2
aufgezeigten Zeiten geben die Uberlebenszeit der in dieser Studie verwendeten
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Zellen an. Hier gilt zu beachten, dass dies nicht heif3t, dass am Ende dieser Zeit
die Zellen abgestorben sind, sondern dass sie eingefroren wurden. Das Einfrieren
wurde vorgenommen, damit getestet werden kann, wie die Zellen dies tolerieren
und ob sie nach dem Auftauen weiter gezlchtet werden kénnen. Eine langere
Uberlebenszeit ist also durchaus denkbar.

Die Uberlebensdauer der Zellen dieser Studie betrug ein Vielfaches der Zeiten,
die in anderen Studien angegeben sind. Es bleibt die Frage, ob bei vielen Linien
nicht Lymphozyten die lange Uberlebenszeit ausmachen. Dies ist sicherlich bei
einigen der Fall, allerdings betragt die Uberlebenszeit bei Seminomlinie 197_2
125 Tage in hGSC und 71 Tage in RPMI. Da nur diese Linie als Seminomlinie
zu werten ist (wie spater genauer erldutert), kann man diese Uberlebenszeit als
grof3en Fortschritt im Vergleicht zu den vorangegangenen Ergebnissen sehen.

4.3 EinflussgroBe Stammzellmedium

Eine far die Zellkultur ganz entscheidende Einflussgré3e sind die verschiedenen
Kulturmedien, in denen die Zellen bebritet wurden. Am Anfang der Kultur von hu-
manen embryonalen Stammzellen (hESC), mussten bis dahin eher unbekannte
Faktoren dem Stammzellmedium durch das sogenannte ,conditioning” zugefuhrt
werden, indem zuerst embryonale Mausfibroblasten mit dem Medium zusammen-
gegeben wurden, die I6slichen Faktoren, die die Fibroblasten bildeten damit ge-
wonnen und spater zu den hESC gegeben wurden (Wang et al., 2007). Dieser
Prozess war schwer standardisierbar und durch die fortschreitende Entwicklung
des Wissens Uber die Stammzellkultur wurde das ,conditioning” langfristig durch
die Zugabe von synthetischen Wachstumsfaktoren, die dem Medium supplemen-
tiert werden konnten, ersetzt.

Die in dieser Arbeit verwendeten Medien sind modifiziert nach Kanatsu-Shinohara
et al. (Kanatsu-Shinohara et al., 2003).

DMEM/Ham’s F12 -Basismedium und Knockout Medium bilden die zwei unter-
schiedlichen Medien-Grundlagen (siehe Tabelle 2.2 und 2.3). Gemeinsame Zu-
satze dieser Medien sind L-Glutamin, Penicillin/Streptomycin, 5-Mercaptoethanol,
sowie essentielle Vitamine und Aminosauren.

B-Mercaptoethanol qilt als potenter Radikalfanger und wird verwendet, um toxi-
sche Sauerstoffkonzentrationen in der Zellkultur zu vermeiden.

Auch die Hormone Estradiol und Progesteron sowie die Wachstumsfaktoren EGF,
bFGF und GDNF sind in beiden Medien dieser Arbeit zu finden.
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Der Faktor EGF hat eine Auswirkung auf die Proliferation und Apoptose von hu-
manen embryonalen Stammzellen. Laut einer Studie von Wang et al. (Wang et al.,
2007) wird durch Blockieren von ERBB2, der zur Gruppe der Epidermal growth
factor-Rezeptoren (EGFR) gehdrt, die Proliferation dieser Zellen gehemmt und die
Apoptose eingeleitet. EGF wirkt aktivierend auf diesen Rezeptor und hat damit ei-
ne wachstumsférdernde Wirkung.

Eine ahnliche Aufgabe scheint bFGF zu besitzen. Nach einer Studie von Amit et
al. (Amit et al., 2000) ist die Klonalitdt embryonaler Stammzellen besser in Medien
mit zugesetztem bFGF und Serum replacer als in Medien, die nur fetales Kalber-
serum erhalten.

GDNF hingegen hat spezielle Auswirkungen direkt auf die Keimbahn-Stammzelle
(germ line stem cell, GSC). Im Mausehoden sind die Stammzellen im direkten
Kontakt mit der Basalmembran von Sertolizellen. GDNF spielt bei diesem Kon-
takt eine Hauptrolle und ist fir die Kontrolle der Selbst-Erneuerung der GSC ver-
antwortlich (Li and Xie, 2005). Eine weitere, vor allem fir die Kultur von Stamm-
zellen wichtige Aufgabe von GDNF ist die Erhaltung der Zellen in vitro (Kanatsu-
Shinohara et al., 2004).

Ein fur die embryonale Stammzellkultur viel diskutierter Zusatz ist LIF. Dieser
Faktor wurde 1988, zu einem relativ fruhen Entwicklungszeitpunkt der Stamm-
zellkultur, entdeckt. Seine Zugabe erhélt die Pluripotenz der murinen embryona-
len Stammzellen (Williams et al., 1988). Es bleibt fraglich, ob dieser Faktor auch
fir die humane Stammzellkultur unerlasslich ist, da der LIF-Rezeptor sowie sein
Ko-Rezeptor keine Expression in den Microarray-Analysen von humanen embryo-
nalen Stammzellen, ECC sowie Seminomen und anderen Hodentumoren zeigten
(Sperger et al., 2003). Humane embryonale Stammzellen ohne embryonale M&u-
sefibroblasten differenzierten mit und ohne die Anwesenheit von LIF (Thomson
et al., 1998), was dafur spricht, dass nicht LIF allein fir die Erhaltung der Pluri-
potenz und Hemmung der Differenzierung verantwortlich ist. Kanatsu-Shinohara
et al. hingegen verwenden im Medium fiir murine spermatogonale Stammzellen
unter anderem auch den Faktor LIF, das Ergebnis ihrer Studie ist eine 5-monatige
Aufrechterhaltung der Kultur und die Erhaltung der Funktionalitat der spermato-
gonalen Stammzellen zur Therapie infertiler Mause (Kanatsu-Shinohara et al.,
2003). Inihrer Folgearbeit zeigten Kanatsu-Shinohara et al. 2007 dass LIF am Be-
ginn einer murinen Keimzell-Stammzellkultur eine Rolle spielt und stellen deshalb
die These auf, dass LIF in der Entwicklung von Gonozyten zu Spermatogonien
involviert ist (Kanatsu-Shinohara et al., 2007).

In den Kulturmedien modifiziert aus DMEM/Ham’s F12 -Basismedium und Knockout-
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Serumreplacement finden die oben genannten Zusatze eher einzeln Verwendung.
Mit unseren modifizierten Medien wurde versucht, ein méglichst breites Spektrum
an bendétigten Supplements wie bei Kanatsu-Shinohara et al. zu erzeugen, des-
halb sind die Zuséatze, bis auf einige Unterschiede, in beiden Medien komplett zu
finden.

4.3.1 Unterschiede von StemPro und hGSC

Im StemPro-Medium ist im Unterschied zum hGSC-Medium FCS und BSA zuge-
setzt. FCS ist fur die Stammzellkultur ein haufig verwendeter Zusatz (Kanatsu-
Shinohara et al., 2003), ist aber laut Berends et al. fiir Seminomzellen schadlich,
da diese ohne FCS signifikant langer im Medium Uberleben (Berends et al., 1991).
Weiterhin sind im StemPro-Medium Laktat und Pyruvat vorhanden. Diese beiden
sauren Bestandteile werden auch dem Kulturmedium von Kanatsu-Shinohara et
al. (Kanatsu-Shinohara et al., 2003) zugesetzt. Laktat kann, einer Publikation von
Lampe et al. zufolge, neurale Vorlauferzellen von exogen zugefihrten freien Ra-
dikalen reinigen, den intrazellularen Redoxstatus reduzieren und die Proliferation
einer Zellpopulation steigern (Lampe et al., 2009). Die Ubertragbarkeit auf huma-
ne Stammzellen ware zu Uberprifen, allerdings finden sowohl Pyruvat als auch
Laktat Verwendung im Kulturmedium von Lim et al. (Lim et al., 2010), die mit ih-
rem Medium humane spermatogonale Stammzellen Feeder-frei ziichteten.

Im hGSC-Medium ist als zusatzlicher Bestandteil HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid) verwendet worden, der in Zellkulturmedien als Puf-
fersubstanz dient.

Ingesamt Iasst sich zusammenfassen, dass die hier verwendeten Zellkulturmedi-
en beide der Feeder-freien Kultur von Stammzellen dienen. StemPro®hESC SFM
von ThermoFisher Scientific ist laut Hersteller speziell fir das Wachstum und die
Ausbreitung von humanen ESC und humanen induzierten pluripotenten Stamm-
zellen (iPSC) entwickelt. Ob der Zusatz von FCS, BSA sowie Laktat und Pyruvat
im StemPro-Medium eine Wirkung auf das Wachstum bzw. die Differenzierung
der Zellen hat, wird im folgenden Unterkapitel diskutiert.
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4.4 Histologie der Zellen im Vergleich

Die in der Einleitung beschriebene Histologie von Seminomzellen beschreibt zum
einen inselférmig angeordnete Zellen mit klarem Zytoplasma und zum anderen
synzytiotrophoblastische Riesenzellen. Beide dieser Zellarten waren nach dem
Auftauen aller Zellreihen in vitro wiederzufinden. Die inselférmig angeordneten
Zellen waren gut zu erkennen, in dieser Arbeit wurden sie ,Cluster” genannt, was
den gleichen Sachverhalt beschreibt. Die Zellen scheinen einen Vorteil aus einer
inselférmigen Anordnung zu ziehen. Was dieser Vorteil ist, kdnnte Gegenstand
weiterer Studien sein, um herauszufinden, on Zellen in diesen Inseln Vorteile aus
der Zell-Zell-Interaktion ziehen oder eventuell nur in solchen Clustern ein regel-
maBiges Wachstum aufweisen.

Die von uns weiterhin beobachtete Eigenschaft, die noch nicht in dieser Form be-
schrieben wurde, waren die Ausléufer der Zellen, die ,Armchen®, die den Zellen
ein tintenfischahnliches Aussehen verliehen, falls sie mehrere dieser Armchen be-
saf3en. Diese Ausldufer kdnnten fir den eventuellen Kontakt untereinander oder
zu den Feederzellen zustandig sein. Es stellt sich die Frage, ob dieses Aussehen
mehr mit Seminomzellen oder mit B-Lymphozyten vereinbar ist.

Das Aussehen von nativen B-Lymphozyten wird von Ulrich Welsch beschrieben
als Zellen, die ca. 6-8um grof3 seien und einen rundlichem Kern mit schmalem Zy-
toplasmasaum besaBen- T-Lymphozyten héatten ein &hnliches morphologisches
Aussehen (Welsch, 2006). Ein Vorkommen von Auslaufern ist nur bei antigen-
prasentierenden Zellen bekannt. Somit ist die Unterscheidung allein anhand von
morphologischen Kriterien zwischen B-Lymphozyten und Seminomzellen in die-
sem Fall schwer. Das Vorkommen von Zellinseln und Riesenzellen leitet die Ver-
mutung jedoch mehr in Richtung Seminom.

Allerdings ist eine amdéboide Fortbewegung auf Feeder-Zellen, wie in den Ergeb-
nissen beschrieben, weder fir B-Lymphozyten noch fir Seminome dokumentiert.
Eine dritte Zellart, die somit in Betracht zu ziehen ist, sind dendritische Zellen, die
histologisch Auslaufer besitzen und CD45 exprimieren (Ren et al., 2013).

Die nach dem Auftauen verwendeten Feederzellen wurden nicht inaktiviert, wie
beispielsweise die Mausfibroblasten der Priméarkultur. Der Versuch zeigte also
auch, dass ein Zusammenleben der beiden Zellarten méglich ist, ohne dass nen-
nenswerte Phagozytosen oder Kreuzreaktionen auftreten, die zum Absterben ei-
ner Zellart gefihrt hatten.
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4.5 Kulturmedienabhangige Entwicklung der Zellen

Zum Vergleich des Wachstums in den Kulturmedien StemPro und hGSC wurden
die Zellreihen 188, 210, 211 und 216 in beiden Medien kultiviert.

Betrachtet man die Verdopplungszeiten, fallt ein héherer Mittelwert in Tagen im
hGSC - Medium im Vergleich zu StemPro bei drei der vier getesteten Zelllinien
auf (210: 14,3 vs. 9,8; 211: 20,8 vs. 12,5; 216 49 vs. 2,4). Allein Zelllinie 188 zeigt
mit 3,7 Tagen Verdopplungszeit in hGSC vs. 7,1 Tagen in StemPro eine kontrare
Entwicklung.

Auch im Standard-Medium RPMI wurde das Zellwachstum kontrolliert, da Ver-
gleichslinie Tcam nur dieses Medium benétigte. Linie 188 und 198 wurden sowohl
in RPMI als auch in hGSC bzw. bei Linie 188 in allen drei Medien gezlichtet. Tu-
mor 188 zeigte ein langsameres Wachstum der Zellen in RPMI als in hGSC (7,0
und 3,7 Tage Verdopplungszeit), was mit den Ergebnissen von Linie 198 Uberein-
stimmt (9,5 vs 2,9 Tage). Die mit Abstand langste Verdopplungszeit zeigte Tumor
197_2 (62 Tage in hGSC und 35 Tage in RPMI). Nach ca. 2 Monaten Wachstum
blieb eine signifikante Verdopplung der Zellen aus.

Grundsatzlich kdnnen dadurch zwei Hypothesen aufgestellt werden.

Erstens: gutes Wachstum der Zelllinie entspricht gutem Wachsen der Seminom-
zellen. Zweitens: gutes Wachstum der Zelllinie entspricht vor allem dem Wachs-
tum einer lymphoblastischen B-Zelllinie.

Dem Fakt folgend, dass nur Linie 197_2 seminomahnliche Zige zeigte, kann da-
von ausgegangen werden, dass das fehlende Wachstum ein Hinweis fiir das Vor-
liegen einer Seminomlinie ist.

Bei allen Zelllinien, bei denen sich lymphoblastische B-Zelllinien entwickelt haben,
sind die Lymphozyten medienabhé&ngig schnell gewachsen (in StemPro schneller
als in hGSC). Das kénnte ein Hinweis dafiir sein, dass Medium hGSC durch seine
spezifischeren Zutaten das Lymphozytenwachstum eher gehemmt hat, das heif3t,
eher férdernd fir das Wachstum von Seminomen war und somit ein langsameres
Wachstum begtinstigte. In den lymphoiden Zelllinien wie z.B Zelllinie 188, die die
gréBte Wachstumsgeschwindigkeit aufgewiesen hat, kénnten die anfangs noch
vorhandenen Seminomzellen durch B-Lymphozyten verdréangt worden sein.

Was nun in Tumor 197_2 diesen Shift verhindert hat, ist durch die Zugabe von
verschiedenen Medien nicht zu klaren.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass das Medium wohl nur einen
Einfluss auf die Schnelligkeit des Wachstums (von evtl. lymphozytoblastischen
B-Lymphozyten) hatte, nicht aber auf die Potenz der Tumorzellen, sich zu einer
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Seminomlinie zu entwickeln.

4.6 Spezifitat der herangezogenen Marker

Um Aussagen Uber Spezifitdt und Sensitivitat der Ergebnisse machen zu kénnen,
sollte die Spezifitdt der herangezogenen Marker diskutiert werden.

4.6.1 Seminommarker

Die zwei am haufigsten verwendeten Seminommarker sind PLAP und die Rezeptor-
Tyrosinkinase c-KIT (CD117). Sie gelten als relativ spezifisch. Der immunhistoche-
mische Nachweis von Zellen gelingt in 90- 100% der Seminome sowohl fir PLAP
als auch fur c-KIT (Teilum (Teilum, 1976)). Besonders zur Abgrenzung vom em-
bryonalen Karzinom sind beide gut geeignet (Wittekind et al.(Wittekind, 2008)).
Allerdings ist laut Biermann et al. (Biermann et al., 2012) die immunhistochemi-
sche Farbung mit c-KIT nicht zur Differenzialdiagnose von CIS und nicht-neoplastischen
Spermatogonien heranzuziehen, da die Farbungen sowohl in Biopsien als auch in
Orchiektomie-Praparaten jeweils positiv fir c-KIT waren, wohingegen PLAP und
OCT3/4 spezifisch CIS und keine Spermatogonien anfarbten. Der Grund hier-
fir liegt in der kompletten Herunterregulierung von OCT3/4 und PLAP in (Pr&-
)YSpermatogonien im Vergleich zu CIS . Somit sollte ¢c-KIT nur in Kombination
mit anderen Markern fiir diese Differenzialdiagnose verwendet werden. Ob c-KIT
auch unspezifisch in Kultur genommene Spermatogonien nicht von Seminomzel-
len unterscheiden kann, bleibt fraglich.

Der monoklonale Antikérper D 2-40 (auch M2A) wurde eigens mit der Intention
hergestellt, einen spezifischen Marker zu generieren, der Seminome und Dys-
germinome verlasslich identifiziert. Der Antikdrper farbt fetale, aber keine adulten
Hoden, Seminome und Dysgerminome, aber keine anderen gonadalen oder ex-
tragonadalen Tumoren, insbesondere keine Lymphknoten und Lymphome. 12 von
12 Seminomen wurden durch D 2-40 angefarbt, die Spezifitat betragt also 100%
(Bailey et al., 1986). 2002 verdffentlichten Kahn et al. (Kahn et al., 2002) aller-
dings, dass D 2-40 ein neuer selektiver Marker fir lymphatisches Endothel und
ein Marker fur das Kaposi-Sarkom sei (Kahn et al., 2002), was den Aussagen von
Bailey et al. widerspricht.
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Dies kdnnte insofern von Bedeutung sein, dass lymphozytoblastische B-Zelllinien
auch durch D2-40 angefarbt werden kénnen. Laut Kahn et al. wird jedoch sehr
spezifisch das Endothel von Lymphgefal3en und nicht die Lymphozyten in ihren
Untersuchungen gefarbt. Weiterhin wurden von ihnen nur Gewebeverbande und
die darin enthaltenen Lymphgeféaf3e und keine Einzelzellen untersucht. Dies wére
eine Grundlage weiterer Untersuchungen. Fur extragonadale Seminome ist D2-40
sogar der sensitivste Marker im Vergleich mit PLAP, ¢c-KIT und OCT 3/4 (Biermann
et al., 2006).

4.6.2 Lymphozytenmarker und EBV

Unter der Annahme, dass sich der GroBteil der pathologisch gesicherten Semino-
me zu lymphoiden Zelllinien entwickelt haben, missen die Zellen auf Lymphozyten-
spezifische Marker untersucht werden. Deshalb wurden immunhistochemische
Farbungen der Lymphozyten-Antigene CD20 und CD45 sowie die Farbung auf
EBV durchgefuhrt und ein PCR-Nachweis des Antigens CD45 getestet. Wahrend
CD20 spezifisch fur B-Zellen ist, wird CD45 auf allen Leukozyten exprimiert (Thiel
et al., 2015). Damit kbnnen also sowohl B- als auch T-Lymphozyten nachgewiesen
werden. Es spielt eine wichtige Rolle in der Differenzierung von T-Lymphozyten
und der Aktivierung dieser Zellen. Auf T-Lymphozyten hangt die exprimierte Iso-
form von CD45 von der Subpopulation und anderen Eigenschaften der Zelle ab,
zu der sie gehdrt (Altin and Sloan, 1997).

Um die Spezifitat der Erkennung von CD45 zu erhéhen, hatten bei unseren Ver-
suchen mehrere Isoformen getestet werden kénnen. Diese Unspezifitat schlagt
sich eventuell in den PCR-Ergebnissen der Tumore 210 und 211 nieder. Obwohl
durch die immunhistochemische Farbung der Zytoblocks bei beiden Linien eine
spezifisch positive Farbung fiir CD20 nachgewiesen wurde, ist die PCR fir CD45
in beiden Fallen stark sinkend. Da die Zellen auch positiv fir EBV sind, ist mit re-
lativ hoher Wahrscheinlichkeit davon auszugehen, dass es sich um Lymphozyten
handelt. Diese waren lediglich fir die von uns verwendete Isoform von CD45 nicht
positiv.

Zur Héhe der kombinierten Spezifitdt von CD20 mit CD45 fur Lymphozyten fehlen
Hinweise in der Literatur.

Weiterhin wurde noch auf das Vorhandensein von EBV in den Zellen untersucht,
da eine Ko-Infektion die Entwicklung einer lymphozytoblastischen B-Zelllinie her-
vorruft (Carter et al., 2002) und sich so die Spezifitdt des Nachweises fur Lym-
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phozyten erhdht. Gleichzeitig wird bei einer Infektion der B-Lymphozyten mit EBV
die Expression verschiedener Gene verandert, unter anderem wird die CD20-
Expression auf der Oberflache herunterreguliert (Carter et al., 2002). Somit kén-
nen eventuelle mit EBV infizierte B-Zellen nicht mehr durch das CD20-Antigen
nachgewiesen werden.

Eine Rolle spielt diese Tatsache bei der immunhistochemischen Farbung von Tu-
mor 198. Sie zeigt fur EBV eine minimal positive Farbung, die Farbung fir CD20
ist nicht als positiv zu werten. Unter dem Aspekt, dass unter EBV-Einfluss die
CD20-Expression herunterreguliert sein kénnte, kann keine sichere Aussage tber
den CD20-Status der Linie gemacht werden. Fehlen also seminomtypische Mar-
ker, so muss trotzdem von einer lymphoblastischen Linie ausgegangen werden.
Unterstiitzt wird diese These auch durch einen Nachweis und Anstieg der CD45-
Expression im Verlauf.

Eine weitere Folge einer EBV-Infektion ist eine Immunreaktion mit CD8- und CD45-
positiven T-Lymphozyten. T-Lymphozyten scheinen eine wichtige Rolle in der Kon-
trolle von EBV-Infektionen zu spielen. Pope et al. entdeckten, dass Blutlympho-
zyten, die in vitro mit EBV infiziert wurden, ein fir B-Zellen typisches Wachstum
zeigten und durch eine T-Zellantwort innerhalb von zwei Wochen zurlickgedrangt
wurden bzw. starben (Pope and Moss, 1978).

Wie in der Einleitung aufgezeigt, sind laut Fend et al. (Fend et al., 1995) Semi-
nomzellen nicht EBV-positiv, lediglich das Lymphozyteninfiltrat, sofern vorhanden.
Allerdings ist zu unterscheiden zwischen einer Infektion des Kérpers mit EBV und
EBV-positiven B-Lymphozyten. Bei gesunden EBV-Infizierten sind laut einer Stu-
die von Yang et al. lediglich 9 aus 10® mononuklearen Zellen des peripheren Blutes
EBV-positiv (Yang et al., 2000). Auch wenn die Spender mit einer hohen Wahr-
scheinlichkeit EBV-positiv waren, (geht man von einer Durchseuchungsrate von
98% der 40- jahrigen aus) mussen sich keine EBV-positiven Lymphozyten im Ho-
den befinden.

4.7 Interpretation der Apoptoserate

Weitere Marker, die durch die PCR bestimmt wurden, sind Bcl2, der Apoptose-
hemmer und Bax, der Apoptoseférderer. Wird daraus der Quotient gebildet, ergibt
sich ein Faktor, der in dieser Studie als Apoposerate bezeichnet wird.

Vergleicht man die Apoptoserate der verschiedenen Zellreihen, so féllt auf, dass
sie in der Tendenz sehr unterschiedlich sind.
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Tumor 188 zeigt im frihen Stadium eine Zunahme, welche dann stark abnimmt.
Das heif3t, es findet im Stadium ,Frih“ am meisten Apoptose statt. Dies kénnte
darauf hindeuten, dass in diesem Stadium der Umwandlungsprozess vom Semi-
nom zur lymphoblastischen B-Zelllinie stattgefunden hat. Die Seminomzellen sind
gestorben bzw. wurden von Lymphozyten verdrangt. Die niedrige Apoptoserate im
Stadium ,Spat*“ deckt sich mit den weiteren Ergebnissen von Linie 188. Sie ist die
wachstumsstéarkste Linie und die mit der héchsten Uberlebenszeit. Somit hat in
diesem Stadium weniger bis keine Apoptose stattgefunden, was auch auf ein lan-
ges Uberleben der Lymphozyten hindeutet.

In Tumor 197_2 steigt die Apoptoserate im Stadium ,Spat” auf das 4,4-fache. Aus
Materialmangel war es hier nicht méglich, Bax und Bcl2 im friihen Stadium zu be-
stimmen. Die steigende Tendenz der Apoptoserate entspricht dem Ergebnis, dass
diese Zellreihe die hdchste Verdopplungs- und die kiirzeste Uberlebenszeit hat-
te. Die vorhandenen Zellen scheinen nach und nach programmiertem Zelltod zu
unterlaufen.

Tumoren 198, 211 und 216 zeigen wie Tcam im Vergleich zum Anfangsstadium
abfallende Apoptoseraten. Vorallem in den jeweiligen Stadien ,Frih* und ,Spat"
der Tumoren 198, 211 und 216 fallen die Werte sehr stark, sodass davon aus-
gegangen werden kann, dass fast keine Apoptose mehr stattgefunden hat. So-
mit sind die meisten Zellen am Anfang in den programmierten Zelltod gegangen,
von dem, ahnlich Tumor 188, wohl vor allem die Seminomzellen betroffen waren.
Im Gegensatz zu Tumor 188, bei dem dieser Prozess erst im Stadium ,Frih® er-
folgt ist, findet er bei oben genannten Tumoren bereits im Stadium ,Tumor” statt.
Ein mdglicher Einfluss ist die Gré3e des Primarpraparats. Tumor 188 ist- vergli-
chen mit den anderen Linien- das kleinste Praparat, weshalb es hier denkbar ist,
dass die Zellen besser separiert und verteilt und so ein langeres Uberleben der
Seminomzellen gesichert werden konnte. Allerdings wird dieser ,Vorsprung® im
Stadium ,Frih“ wieder verloren, da hier die relevante Apoptose von Tumor 188
stattfindet.

Tumor 210 zeigt zuerst einen Abfall der Apoptoserate, woraufhin diese dann im
Stadium ,Spat” auf das 1,9-fache steigt. Diese Entwicklung &hnelt der von Tumor
197 2. Hier wéare zu erwarten, dass in diesem Stadium dann noch Seminomzel-
len vorhanden waren, die dann erst in die Apoptose gehen, was aber Tabelle 3.3
zufolge nicht der Fall ist. Es mussen also andere unbekannte Einflussgré3en dazu
beigetragen haben, dass diese beiden Zellinien sich so unterschiedlich entwickelt
haben.
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4.8 Entstehung von Seminomlinien

4.8.1 Einordnung der Ergebnisse von Zytospin und Zytoblock

Um die Zellen farben zu kénnen, wurde eine Methode bendtigt, durch die eine
Fixierung der Zellen erreicht wird. In dieser Studie wurde zum einen der Zytospin-
also das Zentrifugieren der Zellen auf einen Objekttrager und das nachfolgende
Fixieren verwendet und zum anderen eine Einbettung in Paraffin- hier Zytoblock
genannt- zur Zellfixierung durchgefahrt.

Die immunhistochemische Farbemethode mit Antikérpern war allerdings nur far
Zytoblocks etabliert, die Farbung der Zytospins war experimenteller Natur, um zu
herauszufinden, ob die Ergebnisse mit den Zytoblocks vergleichbar sind.
Tatsé&chlich zeigten vor allem die Lymphozytenmarker einige Unterschiede in der
Farbung. Die CD20-Farbung verdeutlicht diese Feststellung am besten. In 3 Fal-
len (Linien 198, 211 und Tcam) deckten sich die Zytospin- mit den Zytoblock-
Ergebnissen, wohingegen sie sich in zwei Fallen (Linien 188 und 197_2) wider-
sprachen. Interessanterweise waren die beiden widersprichlichen Ergebnisse im
Kontext véllig anders zu bewerten. Linie 188 zeigte einen CD20-negativen Zyto-
block, der Zytospin war CD20-positiv. Da hier, eher von lymphoblastischen Zellen
auszugehen war und die Zellen zuséatzlich noch EBV-positiv waren (vgl. Kapitel
4.8.2), ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass die Zellen zuséatzlich noch CD20-
positiv sind, also das Zytospin-Ergebnis zutraf. Es muss allerdings auch bedacht
werden, dass die CD20- Expression durch EBV herunterreguliert wird, was ein
CD20- negatives Ergebnis ebenso wahrscheinlich macht.

Bei der Linie 197_2, die EBV-negativ war und keiner lymphoblastischen Linie ent-
sprach, wirde das negative Zytoblock-Ergebnis besser ins Gesamtbild passen.
Denkbar ware auch noch eine unterschiedliche Isoform der Rezeptoren, da die
Zytoblock- und Zytospin-Zellen in unterschiedlichen Stadien gewonnen wurden
und die Zellen sich in dieser Zeit eventuell veréandert haben.

Die EBV-Farbung hingegen war nur in Linie 211 unterschiedlich. Der Zytoblock
war EBV-positiv und der Zytospin EBV-negativ. Da die EBV-Farbung einen zen-
tralen negativen Anteil und einen um diesen zentralen Teil liegenden stark po-
sitiven Anteil zeigte, lassen die unterschiedlichen Farbe-Ergebnisse auch noch
eine ganz andere Interpretation zu. Es existierten eventuell zwei unterschiedliche
Arten von Zellen in Ko-Kultur, die standig in Konkurrenz miteinander standen: Se-
minomzellen und durch EBV immortalisierte lymphoblastische B-Lymphozyten. Je
nachdem, welcher Anteil Gberwogen hat, wurde das Farbe-Ergebnis positiv oder
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negativ.

Interessant wére auch bei den immunhistochemischen Untersuchungen eine zwei-
bzw. dreizeitige Untersuchung gewesen, wie sie in der PCR durchgeflhrt wurde.
Dies kdnnte in weiteren Studien ausgebaut werden.

4.8.2 Seminome, aus denen sich lymphozytoblastische
B-Zellinien entwickelt haben

Die Zusammenschau aller in Tabelle 3.3 gezeigten Ergebnisse Iasst sich folgen-
dermaf3en interpretieren:

Linie 188 zeigte keinen Nachweis eines Seminommarkers, wohingegen sie EBV
und CD45-positiv war (sowohl immunhistochemisch als auch in der PCR) und zu-
dem noch eine sehr hohe Verdopplungsrate aufwies. Somit lieferte sie genligend
Hinweise, um als eine transformierte lymphoblastische Zelllinie zu gelten. Die
Apoptoserate dieser Linie ist im Stadium ,Frih®, also 6 Monate nach Inkulturnah-
me am héchsten. In diesem Stadium wurde auch die héchste CD45-Konzentration
gemessen. Dies deutet darauf hin, dass hier das gré3te Wachstum von Lympho-
zyten stattgefunden hat und somit auch der gréB3te Zellzerfall von Seminomzellen,
das heif3t die Transformation in eine lymphozytoblastische Linie muss vorher statt-
gefunden haben.

Linie 198: Auch hier kann von einer lymphoblastischen Zellreihe mit sich komplett
zurtickbildenden seminomatésen Anteilen ausgegangen werden. Dafir spricht,
dass im Stadium ,Spat“ keine Seminommarker mehr nachzuweisen waren, CD45
jedoch im Verlauf angestiegen ist. Allerdings war diese Zellreihe EBV und CD20-
negativ, weshalb zu Gberlegen gilt, ob sicher lymphoblastische Zellen entstanden
sind oder es sich um eine dritte Zellart handelt, die hier nicht untersucht ist. Die-
se Zellart scheint die wohl wenigen Seminomzellen Gberwuchert zu haben, die
Apoptoserate war in den Zwei Stadien ,Frih* und ,Spéat® fast bei null, es fand also
wenig bis kein Zelltod statt. Die Apoptoserate des Stadiums ,Tumor*® ist die ver-
gleichsweise héchste, was den Zelltod der Seminomzellen zu diesem Zeitpunkt
wahrscheinlich macht. Eine mdgliche dritte Zellart, die die Seminomzellen Uber-
wuchert haben kénnte, sind die Feederzellen. Allerdings wurden far alle Linien
auBer 188 nur ADSC-Feeder im Stadium ,Spat” verwendet. Diese ADSC-Feeder
sind laut einer Studie von Naderi et al. (Naderi et al., 2014) CD45- negativ in der
Flowzytometrie. Da hier aber CD45-positive Zellen nachgewiesen sind, scheint
diese Theorie unwahrscheinlich.
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Tumor 210: Die Zellen, die sich hier entwickelt haben, waren in der immunhisto-
chemischen Farbung EBV, CD20 sowie CD45 positiv, was wie bei Linie 188 stark
auf die Entwicklung einer lymphoblastischen Linie hinweist. Auch das fehlende
Vorhandensein von Seminommarkern in der PCR war ein weiterer Hinweis. Allein
das PCR-Ergebnis stand im Gegensatz dazu. Die CD45-Konzentration im Stadi-
um ,Frih“ sank auf das 0,3-fache, im Stadium ,Spat” auf das 0,1-fache.

Tumor 211: Diese Zelllinie, die ebenfalls EBV-positiv war, zeigte ein fur die Theo-
rie der Entstehung einer lymphoiden Zelllinie wichtiges Detail: Die EBV-Farbung
hatte einen zentralen, nicht positiven Anteil und einen um diesen zentralen Teil lie-
genden stark positiven Anteil. Das heif3t, hier liegen evetuell zwei unterschiedliche
Zellsorten nebeneinander vor. Da sich aus vielen Seminomen lymphoblastische
Zelllinien entwickelt haben, ist die Vorstellung am naheliegendsten, dass am An-
fang die Seminomanteile Gberwiegen, diese jedoch (unterschiedlich schnell) von
Lymphozyten (iberwuchert werden. Diese Uberwucherung gilt es in fortsetzen-
den Arbeiten zu verhindern. Das gesamte Praparat von Tumor 211 ist ebenfalls
als lymphoblastische Zelllinie zu werten, selbst wenn es wenige, nicht positive
Anteile gibt. Die Apoptoserate zeigte hier eine &hnliche Entwicklung wie die von
Tumor 198. Deshalb findet hier auch die relevante Apoptose im Stadium ,Tumor*®
statt, was die plausibelste Erklarung daflr bietet, dass hier die Seminomzellen
absterben und von Lymphozyten Gberwuchert werden.

Tumor 216: Diese Linie zeigte in der PCR einen starkeren Anstieg des seminom-
spezifischen Markers PLAP als Linie 197_2. Dies ist jedoch das einzige Indiz,
welches auf eine Ahnlichkeit mit einer Seminomlinie hinweist. Dagegen steht der
ebenfalls vorhandene Anstieg an CD45-positiven Zellen, die auch in der Zytolock-
Farbung nachgewiesen wurden. Eine EBV-Farbung wurde fir diese Zelllinie aus
materialtechnischen Griinden nicht vorgenommen, obwohl sie von grof3er Bedeu-
tung wére, da sie die Ergebnisse weiter hatte einschréanken bzw. in eine Richtung
lenken kénnen.

Linie Tcam zeigte ein fur diese Linie erwartete Ergebnis. CD117 ist in der im-
munhistochemischen Farbung positiv. Warum sich die Konzentration allerdings
auf das 0,1-fache im Stadium ,Spéat” reduziert, ist fraglich. Eventuell muss von ei-
nem PCR-Fehler (Applikationsfehler, Funktionsfehler Primer) ausgegangen wer-
den, der alle Zelllinien betraf, da in keiner Linie ein Anstieg oder gleichbleibendes
Ergebnis in der Entwicklung zu beobachten war. Alle anderen Seminommarker
sind etwa gleich bleibend in der PCR nachgewiesen. Weiterhin sank die CD45-
Konzentration auf das 0,3-fache, was sich wiederum mit der immunhistochemi-
schen Farbung deckte, da hier wenige CD20-positive Zellen und somit wenig Lym-
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phozyten nachgewiesen werden konnte.

4.8.3 Seminomlinie 197 _2

Einer fir Seminomlinien typischen Markerkonstellation am nachsten kam Linie
197_2. Wie bei der Vergleichslinie Tcam waren die Farbungen fur CD117 und
D2-40 positiv. Diese Farbungen waren zum Teil viel deutlicher positiv als die der
Tcam-Linie (siehe Abbildungen 3.14 und 3.13). Die EBV-und CD20-Farbung der
Zytoblocks und die CD45-Farbung der Zytospins wurde flr beide Linien als negativ
gewertet. Somit konnte das Vorliegen einer EBV-positiven lymphoblastischen B-
Zelllinie mit groBer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. Die CD20-Farbung
der Zytospins wurde bei Tcam allerdings als negativ, bei 197_2 als positiv gewer-
tet. Dies kdnnte an der fehlenden Etablierung der Farbemethode flir Zytospins
liegen, die in weiteren Studien evaluiert werden sollte.

Das Vorhandensein der Gewebsphosphatase PLAP in den immunhistochemischen
Farbungen von 197_2 und Tcam war in beiden Fallen nur schwach ausgepragt,
was untypisch erscheint, da im Regelfall 90-100% der Seminome PLAP-positiv
sind (Wittekind, 2008). Dieses Ergebnis stehtim Gegensatz zu den PCR-Ergebnissen.
Diese erbringen bei Tcam einen PLAP-Nachweis, der im Stadium ,Spét“ 3-fach
héher war als im Anfangsstadium und bei Tumor 197_2 vom Stadium ,Tumor®
zum Stadium ,Spat“ auf das 1,5-fache gestiegen ist. Die Untersuchungen der Li-
nie Tcam von Russell et al. (Russell et al., 2013) und Eckert et al. (Eckert et al.,
2008) zeigen einen PLAP-negativen Befund in der immunhistochemischen Fér-
bung sowie in der PCR. Dies scheint, obwohl PLAP eine sehr hohe Sensitivitat
fir Seminome besitzt, Uberraschend. Das PLAP-negative Ergebnis der Immun-
histochemie deckt sich also mit dem Ergebnis dieser Studie. Warum die PCR-
Nachweise sich unterscheiden, bliebt Gegenstand weiterer Forschung.

Die Farbung des Zytoblocks von 197_2 weist allerdings kleine ,Inseln® auf, die
PLAP-positiv sind. Das heif3t, vielleicht gibt es hier Subpopulationen verschie-
dener Zellen, von denen eine kleine Anzahl PLAP-positiv ist, was wiederum fir
die These sprechen wirde, dass die Seminomzellen der anderen Zelllinien durch
solche Subpopulationen in einem gewissen Stadium ,iberwuchert” wurden. Die
weiteren Ergebnisse der PCR von Tcam und 197_2 waren weniger vergleichbar.
Der Nachweis von OCT 3/4 gelang zwar in Tcam, jedoch nicht in 197_2. Vergli-
chen mit Russell et al. (Russell et al., 2013) entsprechen sich diese Ergebnisse,
da auch in ihrer Studie Tcam OCT3/4- positiv ist.

CD117, ein Marker, der wegen seiner Potenz, Seminome von Nicht-Seminomen
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zu unterscheiden, noch von gro3em Interesse gewesen ware, konnte durch die
PCR nur im Stadium ,Tumor” nachgewiesen werden, fur das Stadium ,Spat“ hat
das Zellmaterial nicht ausgereicht.

Auch fir Mehrfachbestimmungen der PCR reichte insbesondere das Zellmaterial
von 197_2 nicht aus, was fir eine bessere Reproduzierbarkeit notwendig gewe-
sen ware.

Insgesamt gab diese Zelllinie also die besten Anhaltspunkte dafiir, dass sie ei-
ner Seminomlinie entsprechen kdnnte. Ein Hinweis war unter anderen das eher
langsame Wachstum dieser Linie, da dies einen wesentlicher Unterschied zu al-
len anderen Linien darstellte. Dies ist zugleich ein grof3er Nachteil, da nicht ge-
nug Zellmaterial gewonnen werden konnte, um abschliel3ende Untersuchungen
durchzufihren. Weiterhin wéare eine komplette CD117-Bestimmung von besonde-
rem Interesse gewesen, da in der Studie von Russell et al. (Russell et al., 2013)
Tcam CD117 negativ ist (sowohl in der PCR als auch in der Immunhistochemie),
allerdings ist Tcam in der Studie von Eckert et al. (Eckert et al., 2008) CD117 posi-
tiv. In dieser Studie sind die immunhistochemischen Farbungen fiir CD117 sowohl
beim Zytoblock als auch beim Zytospin positiv, im PCR-Verlauf allerdings sinkt
die Konzentration. Weiterhin lief3 die steigende Apoptoserate (von 1 auf das 4,4-
fache) darauf schlieBen, dass diese Zellreihe in der Gesamtzahl der Zellen eher
abnahm, aber nicht vollstdndig durch lymphoblastische Zellen ersetzt wurde, wie
die immunhistochemische Auswertung zeigte. Auf diesen Sachverhalt kénnte die
Zunahme der Apoptoserate hindeuten, die Zellen starben zwar ab, es fand aber
kein kompletter Zellaustausch statt.

4.8.4 Weitere Studien in der Diskussion

Unter konventionellen Kulturbedingungen ist es sehr lange nicht gelungen, Semi-
nome anzuzichten. Diese starben durchschnittlich innerhalb der ersten 3 Tage
des Versuchs (Berends et al., 1991). Im Vergleich zu Nicht-Seminomen, welche
bei der Zellkultur anscheinend weniger Probleme bereiten, erscheint es bei Se-
minomen extrem schwer, Kulturen zu gewinnen und aufrecht zu erhalten. Eine
Eigenschaft, die dabei sicherlich eine Rolle spielt, ist die Entfernung der Zellen
aus ihrem Milieu, was sie schnell in die Bax-abhangige Apoptose treibt. Noch
vor der Entwicklung von Tcam-2 wurden Versuche angestellt, diese Umgebung
zu imitieren. Zusammen mit Ratten-Sertolizellen Uberlebten Seminomzellen statt
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3 Tagen 11 Tage in Kultur (Berends et al., 1991). Bisher ist es nur einer Arbeits-
gruppe gelungen, eine immortalisierte Zelllinie von Seminomzellen zu generieren:
Tcam-2 (Mizuno et al., 1993). Doch selbst bei dieser Linie wurde die Herkunft nie
von unabhangiger Stelle bestatigt. Die Kultur dieser Zelllinie ist unerwartet ein-
fach: RPMI-Medium mit fetalem Kalberserum und Penicillin/Streptomycin reichen
aus (de Jong et al., 2008). Weitere Untersuchungen bestéatigen die Theorie, dass
Tcam-2 eine Seminomlinie ist (de Jong et al., 2008), (Eckert et al., 2008).

Eine weitere Linie, die lange fur viele Untersuchungen als Modellkultur fir Se-
minome galt, ist JKT-1 (Kinugawa et al., 1998). Doch 2007 wurde gezeigt, dass
diese Linie nicht den Eigenschaften eines Seminoms entspricht und somit nicht
weiter verwendet werden kann (de Jong et al., 2007).

Dass es auf diesem Gebiet also nur eine Zelllinie gibt, von der alle Untersuchun-
gen ausgehen, scheint unzureichend als Ansatzpunkt so vieler Studien.

Um fir Seminomzellen Stammzellbedingungen zu schaffen, wird die embryonale
Stammzellkultur als Vorbild herangezogen. Die embryonale Stammzellkultur ist
eine komplexe Kultur, da die Medien hierflir aufwendig sind und Stammzellen vul-
nerabel erscheinen.

Ein Beispiel flr die Kultur solcher Zelllinien, die allerdings an Mausen durchge-
fuhrt wurde, ist die Kultur von aus neuronalen Stammzellen mittels GFP-Viren-
Induktion gewonnener pluripotenter Stammzellen (Kim et al., 2009). Die neurona-
len Stammzellen werden durch spezifische Aktivierung der Expression von Oct4
oder Klf4 durch Viren zu pluripotenten Zellen umgewandelt. Um die entstandenen
pluripotenten Stammzellen in Kultur zu halten, wurden sie in Stammzellmedium
gehalten, das so auch fiir embryonale Stammzellen verwendet wird.

500 ml dieses Mediums (ESC-Medium) setzen sich zusammen aus 409m|I DMEM,
75ml FCS, 5ml L-Glutamin, 5ml Penicillin/Streptomycin, 5ml NEAA-L&sung, 1ml
B-Mercaptoethanol und 50ul LIF. Ob diese Studie, die an Mausen durchgeflhrt
wird allerdings so auf den Menschen Ubertragen werden kann, erscheint fraglich
(Kim et al., 2009). Nichtsdestotrotz wurden viele dieser Zusatze so flir die humane
Stammzellkultur Gbernommen und finden auch in dieser Studie ihre Verwendung.
Vergleicht man die Uberlebenszeit der Zellen mit denen anderer Studien, so ist
diese deutlich verléngert. Berends et al. schafften eine Verlangerung des Uberle-
bens der Zellen von 3 auf 11 Tage durch Zichtung auf Sertoli-Zellen von Ratten
(Berends et al., 1991). Die Autoren stellten die Theorie auf, dass Seminome sehr
abhéangig von ihrer Mikroumwelt sind und deshalb schneller als andere Zellen
in Kultur absterben. Durch die Schwierigkeit des Wachstums von Seminomzel-
len auch in dieser Studie kann diese Theorie bestatigt werden. Durch das lange
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Uberleben von Zellen der Seminomlinie 197 _2 kann zur These erganzend hin-
zugeflgt werden, dass zu der von Berends et al. in die Diskussion gebrachten
Mikroumwelt Faktoren der embryonalen Stammzellkultur gehéren. Welche weite-
ren Faktoren allerdings dafiir sorgen, dass sich keine Lymphozyten entwickeln,
bleibt zu erdrtern.

Das Problem, dass lymphozytoblastische B-Zellreihen entstehen, scheint in der
Geschichte der Seminomzellkultur nicht neu zu sein. Auch Fend et al. (Fend et al.,
1995) beschrieben eine Transformation der Seminomlinie zu EBV-infizierten B-
Lymphozyten. Weiterhin detektierten Berends et al. (Berends et al., 1991) in ihren
Kulturen, dass diese zu 75% aus Lymphozyten bestanden. Von den restlichen
25% Seminomzellen waren nach einmaligem Einfrieren und wieder Auftauen nur
noch 10% lebensféhig. Dies wirft die Frage auf, ob das auch in dieser Studie
praktizierte Einfrieren der Zellen eventuell schadlich ist. Allerdings Iasst sich dies
schwer quantifizieren. Dagegen sprechen wirde die Tatsache, dass auch Tumor
197_2 eingefroren und wieder aufgetaut wurde und trotzdem seminoméahnliche
Zuge behielt.

Eine weitere Studie, die sich mit dem Thema Seminomlinien befasst, stammt von
Russel et al. (Russell et al., 2013). Die Seminomlinie namens SEM-1, die die Ar-
beitsgruppe zichtete, stammt von einem mediastinalen, also extragonadalen Se-
minom. Die Inkulturnahme erfolgte &hnlich wie in dieser Studie. Zuerst das Disso-
ziieren des Gewebes, dann ein Verdau mittels Collagenase/ Dispase. Das Medium
bestand aus RPMI-Medium-1640 mit 10% FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Peni-
cillin und 100 mg/ml Streptomycin). Die Zellen wurden wie in dieser Studie bei 5%
CO2 und 37°C inkubiert. Vor allem das Medium betreffend bestehen Unterschie-
de zur vorliegenden Studie. Es beschrankt sich auf wesentliche Bestandteile wie
Grundmedium, FCS und Antibiotika. Auch die Verdopplungszeit von 50 Stunden
bei der Linie SEM-1 stellt einen erheblichen Unterschied zu den hier gemesse-
nen Verdopplungszeiten dar. Die Zellen der Linie SEM-1 wurden nach 3 Wochen
in Nacktmause transplantiert, somit ist Vergleich Uber einen langeren Zeitraum
nicht méglich. Die durchgefihrte CD45-Farbung zeigte sich in Linie SEM-1 nega-
tiv, es waren also keine Lymphozyten nachweisbar. Da fast alle der hier in Kultur
genommenen gonadalen Seminome mehr oder weniger groRe Lymphozyteninfil-
trate aufwiesen, lasst sich die Theorie aufstellen, dass das gonadale Seminom
durch seine spezielle Umgebung im Hoden und die damit verbundene reprodukti-
ve Bedeutung eine andere Mikroumwelt besitzt als extragonadale Tumoren, was
das Wachstum der Linie SEM-1 ohne Lymphozyten erkléren kénnte.
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Schlussfolgerung und Ausblick

Die Diskussion zeigt auf, dass die kultivierten Zellen im Uberleben sowie in der
Wachstumsgeschwindigkeit von den Stammzellmedien abhéngig sind. Linien 188,
198, 210, 211 und 216 sind durch groBteils EBV-infizierte B-Lymphozyten ver-
dréangt worden, was z.T mit einem starken Anstieg der Apoptoserate in diesem
Stadium einhergeht. Nur Linie 197_2 hat sich durch noch nicht sicher geklarte
Einflussfaktoren zu einer Seminomlinie entwickelt. Wie in der Einleitung aufge-
zeigt, ruft das invasive Wachstum eines Seminoms eine Immunantwort hervor, die
nicht nur die TIN, sondern auch das Seminom selbst angreift (Oosterhuis et al.,
2003). Diese Immunantwort erfolgt wahrscheinlich auch durch EBV-positive B-
Lymphozyten. Eine Theorie kdnnte sein, dass diese Infiltration das Seminom in
vivo nicht komplett zerstéren kann. Erst in vitro, wenn, wie von Pope et al. (Pope
and Moss, 1978) beschrieben, der hemmende Effekt von T-Lymphozyten entféllt,
kénnen die B-Zellen volle Wirkung zeigen. Diese Wirkung bedeutet im vorliegen-
den Fall, dass fast alle Seminomlinien durch lymphozytoblastische B-Zellinien er-
setzt wurden.

Um diesen Sachverhalt zu Uberprifen, wéare der Versuch, Lymphozyten zu Be-
ginn der Primarkultur herauszufiltern, um prospektiv das Wachstum der Semi-
nome ohne Lymphozyteneinfluss zu beobachten, sinnvoll. Die Auswirkungen des
Wachstums von Seminomzellen ohne die ,Co-Kultur“ von Lymphozyten sollte Ge-
genstand weiterer Studien sein.






5 Zusammenfassung und Ausblick

Die vorgelegte Arbeit befasst sich mit der prospektiven Isolation, Kultur und Cha-
rakterisierung von Seminomzellen unter der Annahme, dass diese durch ihre Zel-
leigenschaften ahnlich wie Stammzellen behandelt werden missen.

Die Stammzellkultur gilt als eine der der komplexesten Kulturen, die der Theorie
dieser Studie zufolge den groBen Anforderungen der labilen Seminomzellen in
Kultur gerecht werden kénnte.

Als Material wurden sowohl pathologisch gesicherte reine Seminome von sechs
Spendern als auch die schon etablierte Seminomlinie Tcam herangezogen. Die
Seminome wurden am Universitéatsklinikum Tibingen operativ entfernt und in Kul-
tur genommen.

Fir diese Kultur wurden drei unterschiedliche Medien verwendet. Zwei komple-
xere Stammzellmedien namens StemPro und hGSC und als drittes Medium das
fir Tcam etablierte Medium RPMI (de Jong et al., 2008) (Russell et al., 2013).
StemPro und hGSC enthielten die fir die Stammzellkultur essentiellen Zuséatze
wie Wachstumsfaktoren und Hormone. Das Wachstum der Zellen wurde in die-
sen unterschiedlichen Medien verglichen.

Zur Charakterisierung wurden Zellen verschiedener Stadien herangezogen. Es
wurden Zytospins, Zytoblocks und die real- Time quantitative PCR verwendet,
um die Zellen anhand von Seminommarkern, Lymphozyten- und EBV-Markern zu
charakterisieren. Weiterhin wurde die Expression von Apoptosegenen bestimmt.
Als eins der wesentlichen Ergebnisse wurde ein langeres Uberleben der Zellen
in unseren verwendeten Medien als in allen Studien zuvor festgestellt. Weiterhin
wiesen funf von sechs Zellkulturlinien in der Charakterisierung wenig Seminom-
marker auf. Stattdessen waren Lymphozytenmarker nachweisbar. Eine einzige
Zellkulturlinie (Linie 197_2) zeigte die gréBte Ahnlichkeit ihrer Expressions- und
Farbemuster zur Vergleichslinie Tcam. Sie verdoppelte sich im Unterschied zu
den anderen Linien am langsamsten. Sie zeigte mit 125 Tagen Uberlebenszeit im
hGSC-Medium die langste fir Seminome gemessene Uberlebenszeit seit Tcam.
Die Diskussion der gezeigten Ergebnisse kam zu dem Schluss, dass alle Linien
im histologischen Nativbild Seminomzellen glichen.
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Aus den Linien 188, 198, 210, 211 und 216 sind lymphozytoblastische B-Zellinien
entstanden, was mit einer gleichzeitigen EBV-Infektion der Zellen einherging (au-
Ber bei Linie 198). Dieses Virus begunstigt die Transformation in eine lymphozy-
toblastische Linie (Fend et al., 1995) (Carter et al., 2002). Weitere Einflisse, die
eine Entwicklung zur lymphoblastischen Linie begunstigen kdnnten, sind spen-
derabhangige Eigenschaften und die GréBe des Primarpraparats.

Somit kann als Schlussfolgerung gezogen werden, dass die in dieser Studie ver-
wendeten Kulturbedingungen ein langeres Uberleben von Seminomzellen begiins-
tigen.

Es sollte in weiterfliihrenden Studien das Wachstum einer lymphoblastischen B-
Zelllinie verhindert werden. Dies kénnte durch Entfernung der Lymphozyten bei
der Inkulturnahme der Seminome oder spezifisches Unterdriicken des Lympho-
zytenwachstums durch Inhibitoren erfolgen. Damit kénnte die Grundlage fur die
unkomplizierte Etablierung mehrerer Seminomlinien geschaffen werden, was fir
die weitere Erforschung von Seminomen von essentieller Bedeutung ist.
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