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1 Einleitung

1.1 Hodentumore

1.1.1 Epidemiologie

Obwohl Hodentumore nur circa 2% aller malignen Tumore ausmachen, sind sie
mit ca. 4000 Neuerkrankungen im Jahr 2014 in Deutschland die häufigste bös-
artige Tumorentität bei Männern im Alter von 25-45 Jahren (Wolf et al., 2011).
Trotz der überaus guten Therapiemöglichkeiten von fortgeschrittenen Fällen mit
einer relativen 5-Jahres-Überlebensrate von zuletzt 95% sterben laut Zentrum für
Krebsregisterdaten immer noch allein in Deutschland 179 Patienten pro Jahr (Da-
ten aus dem Jahr 2012) (Ferlay J et al., 2012).

Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 38 Jahren, wobei Männer im Alter von 20
Jahren das höchste Erkrankungsrisiko aufweisen (Kaatsch et al., 2012). Die Inzi-
denz in den Industrienationen steigt aus verschiedenen, teils unbekannten Grün-
den. Sie hat sich in den letzten 40 Jahren sogar mehr als verdoppelt (Motzer
et al., 2012). Als Ursachen für den Anstieg werden unter anderem Umweltein-
flüsse, die das Testosteron-Östrogen-Gleichgewicht stören, diskutiert (Huyghe,
2008). Weltweit unterscheiden sich die länderspezifischen Inzidenzen; der globa-
le Durchschnitt der altersstandardisierten Inzidenz pro 100.000 Personen männli-
cher Bevölkerung liegt bei 1,5%, was Deutschlandmit 9.7% deutlich überschreitet.

Weltweite Verteilung

Es gilt allgemein eine Abhängigkeit vom Entwicklungsstand (HDI), was die Dis-
kussion um den Zusammenhang mit westlicher Lebensweise entfachte. Dies ist
in Abbildung 1.1 dargestellt: Weit über die Hälfte aller Krebsfälle betrifft sehr hoch
entwickelte Länder.

1



2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

Abbildung 1.1: Abhängigkeit der Inzidenz vom HDI (Ferlay J et al., 2012)

So treten Hodentumore sehr viel häufiger in den Vereinigten Staaten, Australi-
en und Nordeuropa auf, bevorzugt in den skandinavischen Ländern. Laut Da-
ten der International Agency for Research on Cancer (IARC), die diese im Inter-
net auf http://globocan.iarc.fr zur Verfügung stellt, gehört Deutschland mit einer
anhand einer fiktiven Welt-Standard-Population altersstandardisierten Inzidenz
(Age-Standardised Rate (ASR)) von 9,7 zu den Ländern mit dem größten Erkran-
kungsrisiko. Nur fünf Länder weisen mit 10,8-12,2 pro 100.000 eine noch höhere
Inzidenz auf: Norwegen, die Schweiz, Dänemark, Ungarn sowie Slowenien. Die
weltweite Verteilung der Inzidenz ist in Abbildung 1.2 veranschaulicht.
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Abbildung 1.2: Inzidenz Hodenkrebs weltweit (Ferlay J et al., 2012)

Mit der Mortalität verhält es sich anders: Länder mit hohem Einkommen haben
sehr niedrige stabile oder sinkende Raten, während in Regionen mit mittlerem
Einkommen in Lateinamerika und Asien kein Rückgang zu verzeichnen ist (Znaor
et al., 2014). In Abbildung 1.3 sind diese generellen Trends mit einigen Ausnah-
men dargestellt: China beispielsweise zeigt im Gegensatz zum restlichen Asien
deutlich niedrigere Mortalitätsraten.

Abbildung 1.3: Mortalität Hodenkrebs weltweit (Ferlay J et al., 2012)
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1.1.2 Ätiologie und Risikofaktoren

Pränatale/kongenitale Risikofaktoren

Es gibt wenige gesicherte Risikofaktoren für Hodentumore. Eine vierfache Erhö-
hung des Risikos in Zusammenhang mit Kryptorchismus für einen testikulären
Keimzelltumor (TGCT) wurde gezeigt (Banks et al., 2012). Dies hat möglicher-
weise den gleichen Hintergrund wie die Erhöhung des Erkrankungsrisikos durch
einen Hodentumor in der eigenen sowie Familienanamnese (besonders erstgra-
dige Verwandte) des Patienten: Bereits mehrere potenzielle Genloci wie zum Bei-
spiel KIT-Ligand, SPRY4, BAK1, PDE11A-Mutationen und Y-Chromosom gr/gr-
Deletion wurden identifiziert. Interessanterweise sind diese auch mit der Hoden-
entwicklung und dem Deszensus sowie Infertilität beim Mann assoziiert (Greene
et al., 2010). Unter dem Begriff Testikuläres Dysgenesiesyndrom (TDS) können
die genannten Symptome zusammengefasst werden: eingeschränkte Spermato-
genese, genitale Malformationen wie z.B. Hypospadien, Maldeszensus und TGCT
(Skakkebaek et al., 2003). Die Genese des TDS ist mannigfaltig und reicht von An-
drogenmangel bis zu Umweltfaktoren wie Phtalatbelastung (Toppari et al., 2010).

Die Korrektur des Kryptorchismus durch eine Orchidopexie ist fertilitätstechnisch
in jedem Fall anzuraten, ihre Auswirkungen auf das Hodenkrebsrisiko bleibt je-
doch umstritten. Eine schwedische Studie belegt altersabhängig eine Halbierung
des Risikos, wenn die Korrektur vor dem 13. Lebensjahr geschieht (Pettersson
et al., 2007), was durch eine dänische Studie widerlegt wird (Myrup et al., 2007).

Als weitere Risikofaktoren gelten der kontralaterale Hodentumor (Wanderås et al.,
1997), das Klinefelter-Syndrom (Motzer et al., 2012) und der persistierendeMüller-
Gang (Dueñas et al., 2001) sowie das Vorliegen der Vorstufe GCNIS, auf die im
Folgenden eingegangen wird.

Germ cell neoplasia in situ (GCNIS)

Die oben genannten Faktoren führen bereits in utero zu einer mehr oder weniger
ausgeprägten gonadalen Dysgenesie mit gestörter Funktion der fetalen Gonozy-
ten, der somatischen Zellen (Sertoli, Leydig) und der "Nische", also des gesamten
Zusammenspiels der Umgebungsfaktoren der Keimzellentwicklung (Boublikova
et al., 2014).
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Abbildung 1.4: Stufenweise Entstehung von TGCT leicht verändert nach Boubli-
kova et al. (Boublikova et al., 2014)

Zwei Entstehungsmechanismen der GCNIS werden vermutet: Die gängige Theo-
rie geht davon aus, dass primordiale Gonozyten nach der Neonatalperiode, also
prämeiotisch, weiter bestehen und nicht zu Spermatogonien ausreifen (Rajpert-
De Meyts et al., 1998), (Looijenga et al., 2007). Dies zeigt sich durch die mikro-
skopische Ähnlichkeit (Gondos et al., 1983) und Übereinstimmungen im Expressi-
onsprofil (z.B. OCT3/4, PLAP, AP-2γ) (Honecker et al., 2004) von GCNIS und pri-
mordialen Keimzellen. Durch ihren Differenzierungsstop ist die Voraussetzung für
die Vorläuferläsion geschaffen. (Boublikova et al., 2014). Erworbene genetische
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Veränderungen - wie unter anderem die Amplifikation des kurzen Arms von Chro-
mosom 12- verschaffen diesen Zellen einen Überlebensvorteil (Reuter, 2005).

Auch die zweite Theorie basiert auf der gleichen genetischen Veränderung, näm-
lich der 12p-Amplifikation: Diese geht davon aus, dass sich die Mutation in der
postmeiotischen Spermatozyte bei der Rekombination ereignet. Sie führt zu einer
Überexpression von Cyklin D2, einem onkogenen Zellzyklus-regulierenden Pro-
tein. Dadurch wird der Zellzyklus reaktiviert (Chaganti and Houldsworth, 1998).
Eine Übersicht über die pathogenetischen Vorgänge gibt Abbildung 1.4.

Als mögliche Vorläuferläsion eines malignen TGCT wurde das Carcinoma in si-
tu (CIS) zum ersten Mal im Jahr 1978 von Skakkebaek beschrieben (Skakkebaek,
1972). Ursprünglich so benannt, verwendeten andere Autoren auch den Begriff
Testikuläre intraepitheliale Neoplasie (TIN) oder Intratubular GermCell Neoplasia,
Unclassified (ITGCNU). Nach der aktuellenWHO-Klassifikation, die 2016 erschie-
nen ist, (Moch et al., 2016) soll diese histologische Entität als GCNIS bezeichnet
werden.

Dabei wird der Tatsache Rechnung getragen, dass es sich bei diesen malignen
Keimzellen nicht um epitheliales Gewebe handelt (was der Begriff Carcinoma/
intraepithelial suggeriert), sowie der der für manche irreführende Zusatz "unclas-
sified" abgeschafft. Die malignen Zellen entwickeln sich in der spermatogonalen
Nische, also dort, wo sich auch normalerweise im frühen differenzierten Hoden
Keimzellen befinden. Daher rührt die korrekte Bezeichnung "in situ".

GCNIS bleibt bis zur Pubertät unbemerkt und erst unter dem Einfluss der hormo-
nellen Stimulation der Zellteilung zur Spermatogenese entartet sie weiter, wobei
sie sich in eine Reihe unterschiedlicher Gewebe - den verschiedenen Hodentu-
moren - differenzieren kann (Boublikova et al., 2014).

In der Normalbevölkerung beträgt die Rate an GCNIS in Deutschland ca. 0.43%
(Linke et al., 2005), was sich mit dem Lebenszeitrisiko für TGCT deckt.

Kontralateraler Befall

Bei einseitig vorliegendem TGCT zeigen 4.4% bis 5.4% der Männer eine kontrala-
terale GCNIS (Kier et al., 2015), (Dieckmann and Loy, 1996), (Berthelsen et al.,
1982), (von der Maase et al., 1986), welche sich jeweils mit einer Hodenatrophie
oder Maldeszensus vergesellschaftet zeigten.
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Eine Vorhersage, wie wahrscheinlich eine GCNIS im kontralateralen Hoden vor-
liegt, lässt sich anhand von verringerter Spermienkonzentration sowie verminder-
tem Volumen des kontralateralen Hodens sowie des Patientenalters treffen (Rud
et al., 2013). Wie oft kontralaterale GCNIS tatsächlich zu einem syn- oder me-
tachronen malignen TGCT führt, zeigt eine große Studie mit 29.515 US- amerika-
nischen Patienten. Hier besteht ein kumulatives Risiko von 1.9%, innerhalb von 15
Jahren ein metachrones Karzinom zu entwickeln, außerdem wurde bei Diagno-
sestellung bei 0.6% ein synchroner kontralateraler Tumor festgestellt. Die Autoren
sprechen sich gegen eine routinemäßige Biopsie des kontralateralen Hodens aus
(Fosså et al., 2005).

Die Hypothese, dass die Cisplatin-haltige Chemotherapie das Risiko eines me-
tachronen TGCT senkt, belegt die Gruppe um Andreassen et al., die eine Halbie-
rung des Risikos bei Patienten mit metastasiertem vs. lokalisiertem Auftreten des
TGCT nach Beginn der Cisplatin-Ära 1980 feststellen (Andreassen et al., 2011).
Schon früher wurde der Effekt auch von anderen Studien beobachtet (van Leeu-
wen et al., 1993), (von der Maase et al., 1986), die eine Risikoreduktion, jedoch
keine vollständige Elimination desselben durch die Chemotherapie postulieren.
Ob zwingend eine kontralaterale Biopsie durchgeführt werden soll, ist eine kon-
trovers diskutierte Frage. Momentan wird sie nur Männern mit erhöhtem TGCT-
Risiko empfohlen: Bei einem Hodenvolumen <12ml, Kryptorchismus in der Vorge-
schichte oder wenn sie jünger als 30 Jahre sind (Heidenreich, 2009). Die Therapie
der Wahl von GCNIS bei gesundem Gegenhoden oder bei GCNIS in einem atro-
phischen, funktionslosen Hoden ist eine Orchiektomie (Sharma et al., 2015). Eine
Bestrahlung mit 20 Gy (in Einzeldosen von 2 Gy) kann bei einem solitären Ho-
den erwogen werden, kann jedoch zu einer Funktionsstörung der Leydig-Zellen
führen, was eine Hormonsubstitution in bis zu 25% der Fälle erforderlich macht
(Albers et al., 2005). Die Alternative ist eine regelmäßige Selbstuntersuchung so-
wie engmaschige Kontrolle des betroffenen Hodens.
Die Forschung kann sich hier jedoch stets nur auf epidemiologische oder klinische
Daten verlassen, da eine geeignete Zelllinie fehlt.

1.1.3 Klassifizierung

Im Prinzip können alle im Hoden vorhandenen Strukturen entarten und maligne
Zellen hervorbringen.
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Abbildung 1.5: WHO-Klassifikation der Hodentumore (2016) (Moch et al., 2016)

Das führt zu einer Vielzahl an unterschiedlichen Tumorarten, was in der aktuel-
len WHO-Klassifikation der Hodentumore (Abbildung 1.5) aufgezeigt ist. Im All-
gemeinen werden sie unterteilt in Keimzelltumore, die etwa 90% aller bösartigen
Neubildungen des Hodens ausmachen, und die restlichen, die sich aus Stroma-
und Mischtumoren zusammensetzen. Keimzelltumore können in jedem Alter und
sowohl bei Männern als auch Frauen auftreten. Ihre Hauptlokalisation sind die Go-
naden, ein kleiner Teil tritt allerdings auch aufgrund von Migrationsaberrationen
ektop in der Nähe der Mittellinie des Körpers, also extragonadal auf (Oosterhuis
and Looijenga, 2005), (Mosbech et al., 2014).
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Die Gonadentumore von Mann und Frau unterscheiden sich deutlich in ihrer Zu-
sammensetzung: Die Tumoren des Ovar sind nur in etwa 20% der Fälle Keimzell-
tumoren, davon sind 90% reife zystische Teratome (Dermoidzysten). Nur 6-8%
der Keimzelltumore bei Frauen sind maligne (Mostofi, 1998).

Keimzelltumore (Germ Cell Tumor (GCT))

Keimzelltumore treten generell in 3 verschiedenen Altersklassen auf: bei Säuglin-
gen, im jungen Erwachsenenalter und bei älteren Männern, wobei die malignen
Zellen jeweils aus einem spezifischen Stadium der Keimzellentwicklung hervor-
gehen (Rajpert-De Meyts et al., 2015).

Tabelle 1.1: Alternative Klassifikation der Keimzelltumore nach WHO (2004)
(Eble, 2004), angelehnt an Oosterhuis und Looijenga, 2005.

Name Erkrankungsalter Tumormarker
Dottersacktumor AFP
Teratom (benigne) 0-5 Jahre -
Seminom ca. 15-45 Jahre 10%: hCG, LDH, 	 AFP

(Weissbach et al., 1997)

Nichtseminome:
Embryonales Karzinom -
Teratom (maligne) -
Dottersacktumor AFP
Chorionkarzinom hCG
Spermatozytischer Tumor >50 Jahre

Von Oosterhuis und Looijenga wird eine Unterteilung der Keimzelltumore in fünf
Gruppen anhand von Epidemiologie, Alterskategorie, anatomischer Lokalisation,
Phänotyp und klinischer Präsentation des Tumors sowie den spezifischen chro-
mosomalen Veränderungen vorgeschlagen (Oosterhuis and Looijenga, 2005).
Die drei ersten der fünf Gruppen sind in dieser Arbeit von Interesse, da sie die
testikulär vorkommenden Keimzelltumore stellen (siehe Tabelle 1.1). Sogenann-
te Gruppe I - GCT umfassen vor allem reife Teratome oder Dottersacktumore
und sind insgesamt sehr selten und benigner als ihre postpubertären Äquivalente
(Ahmed et al., 2010), (Mosbech et al., 2014). Im Gegensatz zur zweiten und mit
Abstand häufigsten Kategorie ist die Vorstufe hier nicht GCNIS, es wird vielmehr
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davon ausgegangen, dass sich diese Tumore von Zellen im früheren Entwick-
lungsstadium ableiten, also direkt von primordialen Keimzellen. Sie kommen vor
allem bei Neugeborenen und Kleinkindern vor mit einem Maximum in den ersten
drei Lebensjahren (Mosbech et al., 2014).
Bei den Gruppe II - GCTs erfolgt eine Unterteilung in Seminome und Nichtse-
minome, also embryonale Karzinome, Teratome, Chorionkarzinome und Dotter-
sacktumore von jungen Erwachsenen. Dies hängt mit dem unterschiedlichen the-
rapeutischen Vorgehen zusammen. Sobald ein Hodentumor AFP exprimiert, wird
er als Nicht-Seminom deklariert und wie ein solches behandelt. Seminome ma-
chen 62% (Kaatsch et al., 2012) der Keimzelltumore aus und haben durch Anspre-
chen auf Bestrahlung und Chemotherapie grundsätzlich eine bessere Prognose
als Nicht-Seminome.
Außerdem fallen als Äquivalent für das Seminom hierunter auch das Dysgermi-
nom des Ovar und das Germinom. Ihnen ist gemeinsam, dass sie alle aus einer
Vorstufe, der GCNIS (s.o.) entstehen (Oosterhuis and Looijenga, 2005).

Gruppe III-GCT wird vom Spermatozytischen Seminom gebildet - nach neuer
WHO-Klassifikation (Mosbech et al., 2014) als spermatozytischer Tumor zu be-
zeichnen. Mit einem mittleren Alter bei Diagnose von 50-55 Jahren tritt er aus-
schließlich im Hoden auf und geht auf weiter differenzierte Zellen als Gruppe I und
II zurück, entwickelt sich also nicht aus GCNIS. Seine Pathogenese wird vielmehr
in der klonalen Expansion aufgrund proliferationssteigernder Mutationen von post-
pubertären Spermatogonien gesehen (Rajpert-De Meyts et al., 2015). Mit dem
klassischen Seminom hat es trotz des Namens nur wenige Gemeinsamkeiten.

Serum-Tumormarker

Tumormarker sind für Diagnose, Staging, Therapie- sowie Rezidivmonitoring und
auch zur Vorhersage des Tumorverhaltens verwertbar (Klein, 1993).
Sie umfassen normalerweise die drei Standardmarker α-Fetoprotein (AFP), β -
humanes Choriongonadotropin (β-HCG) und Laktatdehydrogenase (LDH). Nach
aktuellen Leitlinien der European Association of Urologists (EAU) sollen sie vor
Orchiektomie und danach bis zur Normalisierung in wöchentlichen Intervallen be-
stimmt werden. Dabei ist LDH für das Staging vor allem bei bereits metastasierten
Formen heranzuziehen (Krege et al., 2008). Außerdem können sie zur Überwa-
chung metastatischer Seminome benutzt werden, da ein Markeranstieg einen frü-
hen Hinweis auf einen Rückfall gibt (Motzer et al., 2012).
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Die mittlere Halbwertszeit im Serum für AFP liegt bei fünf bis sieben Tagen, für
HCG bei zwei bis drei Tagen (Klein, 1993) Dabei sind AFP und β-HCG statistisch
signifikant erhöht in Hodenkrebspatienten mit einer Spezifität von 97.1% bzw.
98.6%. LDH macht keinen Unterschied zwischen benignen Hodenläsionen und
TGCT. Die Kombination der Marker ist statistisch am zuverlässigsten (Neumann
et al., 2011).
90% der Hodentumore produzieren zumindest einen der beiden Marker, das heißt
aber umgekehrt, dass negative Marker einen Hodentumor nicht ausschließen.
Andere Marker – wie z. B. Neuronen-spezifische Enolase (NSE) und plazentare
alkalische Phosphatase (PLAP) – sind im klinischen Alltag von untergeordneter
Bedeutung (z. B. bei HCG-negativen Seminomen), ihre Bestimmung ist daher op-
tional (Albers et al., 2005). Die Serumtumormarker sind auch bei Chemotherapie
prognostisch bedeutsam (Mazumdar et al., 2001).
Für diese Arbeit von Bedeutung ist, dass reine Seminome kein AFP produzieren
(de Takats et al., 1996). Sollte es dennoch erhöht sein, muss nach nichtsemi-
nomatösen Anteilen gesucht werden (Motzer et al., 2012). Es wurden also nur
Patienten mit negativem AFP eingeschlossen.

1.1.4 Diagnostik und Therapie

Pathognomonisch für einen Hodentumor ist klinisch eine schmerzlose Hoden-
schwellung, oft imponiert der Hodentumor aber auch als Orchitis oder Epididy-
mitis. Es sollte eine Ultraschalluntersuchung des Hodens sowie des Gegenho-
dens folgen, Laborabnahme inklusive oben genannter Tumormarker sowie ein
Röntgen-Thorax (Motzer et al., 2012). Der wichtigste weitere Schritt ist nun die
inguinale Orchiektomie evtl. mit Biopsie der Gegenseite (Indikation siehe oben).
Wird nun ein TGCT festgestellt, wird eine Computertomographie des Abdomens
und Beckens und - bei pathologischen Befunden - des Thorax angeschlossen
(Beyer et al., 2013). Es kann so eine Einteilung anhand der TNM-Klassifikation
nach Union Internationale Contre le Cancer (UICC) (7. Auflage 2009) vorgenom-
menwerden, die zum einen die Tumorausdehnung, weiterhin den regionalen Lymph-
knotenstatus (Node) sowie die Fern-Metastasen berücksichtigt.
Als Therapieregime stehen grundsätzlich mehrere Optionen zur Verfügung, die
abhängig sind von der Histologie des Tumors und dem Stadium. Stadium 1 be-
schreibt eine auf den Hoden beschränkte Ausdehnung, bei Stadium 2 liegen eine
oder mehrere Lymphknotenmetastasen und bei Stadium 3 Fernmetastasen vor
(mit einigen Ausnahmen).
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Prinzipiell kann nach der sowohl diagnostisch als auch therapeutisch sinnvollen
Orchiektomie auf eine Strahlen- oder Chemotherapie verzichtet werden. Diese
kann vor allem bei metastasierter Erkrankung nach dem PEB-Schema (Carbo-
platin, Etoposid, Bleomycin) notwendig werden, wobei eine sorgfältige Nutzen-
Risiko-Analyse vorausgehen sollte. Besonders bei jungen Patienten sollte die Sper-
mienkonservierung angeboten werden.

1.1.5 Prognose

Sowohl die histologische Art des Hodentumors als auch das Erkrankungsalter
spielen bei der Prognose eine entscheidende Rolle: 2003 bis 2007 wird eine rela-
tive 5-Jahres-Überlebensrate der Patienten unter 50 Jahren mit Seminom im Ho-
den mit 98% angegeben, die gleiche Altersgruppe hat beim Nichtseminom eine
3-6 %-Punkte niedrigere Lebenserwartung. Die Altergruppe der über 50-Jährigen
hat hingegen sowohl beim Seminom als auch beim Nicht-Seminom eine signifi-
kant schlechtere Prognose (Verhoeven et al., 2012).
Mit der Einführung der Chemotherapie mit Cisplatin vor über 35 Jahren hat sich
die Prognose der Hodentumore noch einmal deutlich verbessert. Das Gesamt-
überleben stieg beispielsweise in den Vereinigten Staaten von 83% in den Jahren
1975–1979 auf 96% im Zeitraum von 1999–2005 (Siegel et al., 2012).
Die International Germ Cell Cancer Collaborative Group (IGCCCG) hat einen
Prognosescore veröffentlicht, der für Nichtseminome als unabhängige nachtei-
lige Faktoren einen mediastinalen Primärtumor, die Erhöhung von AFP, β-HCG
und LDH sowie nichtpulmonale viszerale Metastasen, z.B in Leber, Knochen und
Gehirn nennt. Letztere sind auch für die Prognose des Seminom hauptausschlag-
gebend (Group, 1997).

1.1.6 Stammzelleigenschaften

Das Wort "multipotent" kommt aus der Forschung an Hodentumoren: Embryona-
le Karzinome wurden in Mäuse gespritzt und dabei festgestellt, dass sie noch die
Potenz besitzen, alle drei Keimblätter zu bilden (Kleinsmith and Pierce, 1964).
In der Tat besitzen schon die Vorstufe GCNIS und seminomatöse Zellen selbst
Übereinstimmungenmit embryonalen Stammzellen (Embryonic StemCells (ESC)).
Dazu gehört zum einen das Expressionsmuster: OCT3/4 und NANOG werden mit
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Pluripotenz bei ESC in Verbindung gebracht und werden auch im Seminom expri-
miert (Looijenga et al., 2007), (Sperger et al., 2003), (Rosner et al., 1990), (Mitsui
et al., 2003). Außerdem zeichnen sich sowohl ESC als auch Seminome durch
eine niedrige Prävalenz an Mutationen aus (Bignell et al., 2006). In ESC ist die
Rate an spontanen Mutationen im Vergleich zu somatischen Zellen ca. um das
100-fache erniedrigt (Hong and Stambrook, 2004). Auch die Strahlenempfindlich-
keit bzw. die Eigenschaft, bei strahleninduzierten DNA-Schäden in die Apoptose,
also den programmierten Zelltod, zu gehen, ist eine gemeinsame Eigenschaft der
beiden Zellarten (Looijenga et al., 2007), (Hong and Stambrook, 2004). Dies kann
auch als einer der Gründe angesehen werden, warum das Etablieren einer Semi-
nomlinie so viele Schwierigkeiten bereitet.

1.2 Seminommarker

1.2.1 c-Kit

C-Kit ist eine Rezeptortyrosinkinase (auch CD117 oder KIT), welche das Gen-
produkt des Protoonkogens c-Kit darstellt. Sein Ligand ist der Stammzell-Faktor
(SCF). Physiologischerweise wird es auf hämatopoetischen Stammzellen expri-
miert, was im Laufe der Differenzierung jedoch meist verloren geht, mit Ausnah-
me weniger differenzierter Zelltypen wie beispielsweise Mastzellen (Lennartsson
et al., 2005). Bei B- und T-Zellen geht es in der Entwicklung von der Pro- zur Prä-B
bzw. T-Zelle verloren. Im gesunden Hodengewebe wird c-Kit vor allem in Sperma-
togonien und Spermatozyten exprimiert. Hier stellt die c-Kit-Expression sowie die
seines Liganden SCF (Stem Cell Factor) möglicherweise die regulatorische Funk-
tion der spermatogenetischen Nische (Bokemeyer et al., 1996).
Der Nachweis der Rezeptor-Tyrosinkinase c-Kit in Seminomen gelang 1991 Stroh-
meyer et al., die einen signifikanten Unterschied der Expression zwischen Semi-
nomen (80%) und Nichtseminomen (7%) des Onkogens konstatierten (Strohmey-
er et al., 1991).
Das Herunterregulieren von c-Kit wird als möglicher Schritt in der Progression vom
Seminom zumNicht-Seminom gewertet (Izquierdo et al., 1995). In der Vorläuferlä-
sion GCNIS wird c-Kit ebenfalls nahezu immer nachgewiesen (Rajpert-De Meyts
and Skakkebaek, 1994).
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Gleichzeitig ist das Onkogen ein zuverlässiger Marker, um ein Seminom zu iden-
tifizieren (Bokemeyer et al., 1996), (Izquierdo et al., 1995), (Strohmeyer et al.,
1991), (Rajpert-De Meyts and Skakkebaek, 1994).

1.2.2 PLAP

Placental alkaline phosphatase (PLAP) wird- wie der Name schon sagt- vor al-
lem in der Plazenta von Primaten, jedoch auch als Isoenzym in TGCT exprimiert
(Yamamoto et al., 1987). Sein Vorkommen wird in der Tumorvorstufe GCNIS be-
schrieben sowie zu einem kleinen Teil in embryonalen Karzinomen und vor allem
in Seminomen (Burke and Mostofi, 1988), (Wahren et al., 1986), (Cheville et al.,
2000). Es gehört mittlerweile zusammen mit c-Kit für Seminome zum diagnosti-
schen Standard des Pathologen. Hier kann es sowohl im histologischen Präparat
wie auch gelöst im Serum (Neumann et al., 2011) in sechs verschiedenen Iso-
formen nachgewiesen werden, wobei der Serumspiegel proportional zu einem
fortgeschritteneren Tumorstadium steigt und bei erfolgreicher Therapie unter die
Nachweisgrenze fällt (Wahren et al., 1986). Auch bei starken Rauchern kann der
Serumspiegel erhöht sein (Koshida et al., 1990).

1.3 Kultivierung von Seminomen

1.3.1 TCam-2 als einzige bestehende Linie

Von einer Vielzahl der nicht-seminomatösen Tumore konnten jeweils Zelllinien
etabliert und für die Forschung verwendet werden. TCam-2 ist bisher die einzi-
ge Zelllinie, die aus einem Seminom gewonnen wurde und dessen Eigenschaften
zeigt (Mizuno et al., 1993). Trotz ihrer vielfältigen Anwendung gibt es immer wie-
der Zweifel über die Homogenität und Modellhaftigkeit der Linie. So vermuteten
Eppelmann et al. in ihrer Studie 2013, dass TCam-2 mindestens 2 Subpopulatio-
nen aufweise (Eppelmann et al., 2013). De Jong et al. sehen im Nachweis einer
Mutation des BRAF-Gens bei TCam-2, die sonst bei TGCT eher eine Seltenheit
darstellt, eine Erklärung für die Aufrechterhaltung dieser Seminomlinie (de Jong
et al., 2008). Der Ursprung der Linie bleibt jedoch weiterhin unklar. Bei einer wei-
teren als Seminom deklarierten Zelllinie namens JKT1 (Kinugawa et al., 1998)
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wurde durch DNA-Array-Analyse sowie Western-Blotting die Keimzellnatur wider-
legt. (Eckert et al., 2008). Eine weitere Keimzelllinie, SEM-1, ist vor kurzem aus
einem extragonadalen Seminom gewonnen worden. Sie zeigt laut Autoren dabei
sowohl Eigenschaften eines Seminoms als auch Nicht-Seminoms (Russell et al.,
2013). Die Erfahrung vieler Arbeitsgruppen zeigt, dass es sich bei der Seminom-
kultur um eine komplexe Angelegenheit handelt (Biermann et al., 2008).

1.3.2 Überlegungen zur Seminomkultur

Verschiedene Ansätze zur Kultur der existierenden Linien werden beschrieben.
Russell et al. kultivieren sowohl TCam-2 als auch Sem-1 erfolgreich in RPMI-
Medium (Roswell Park Memorial Institute Medium-1640 mit 10% Fetalem Kälber-
serum, 2 mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin und 100 µg/mL streptomycin) bei
37 Grad Celsius (◦C) mit 5% CO2 (Russell et al., 2013) (Goddard et al., 2007).
Bei der Kultivierung von Maushodenzellen neugeborener Mäuse haben Kanastu-
Shinohara et al. die Beobachtung gemacht, dass diese unter Anwesenheit von
Glial Cell Line-derived Neurotropic Factor (GDNF), basic Fibroblast Growth Fac-
tor (bFGF), Epidermal Growth Factor (EGF) und Leukemia Inhibitory Factor (LIF)
Stammzelleigenschaften zeigen (Kanatsu-Shinohara et al., 2004). In der Tat konn-
te gezeigt werden, dass GDNF von Sertolizellen produziert wird und die Differen-
zierung von spermatogonalen Zellen reguliert (Meng et al., 2000).
Der Überlegung folgend, dass Seminomzellen aufgrund ihrer übereinstimmenden
Eigenschaften mit Stammzellen auch höhere Anforderungen an die Kultur haben
könnten, wurden die Kulturbedingungen teilweise aus der ESC-Kultur übernom-
men.
Schon früher wurden diese Zusätze bei der Kultivierung von primordialen Keimzel-
len (aus denen, wie oben aufgezeigt, Seminome entstehen), und deren Rückpro-
grammierung zu pluripotenten Stammzellen verwendet: Shamblott et al. verwen-
deten ein Medium unter anderem bestehend aus DMEMmit 15% Fetal Bovine Se-
rum (FBS), 0.1mMNonessential Amino Acids (NEAA), 0.1mM2-Mercaptoethanol,
100 Einheiten/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin, 1,000 Einheiten/ml human re-
komb. LIF, 1 ng/ml human rekomb. bFGF (Shamblott et al., 1998).
Die Kultivierung dieser Zellen ohne Fibroblasten-Feeder gelang erstmals 2011,
wobei von den Autoren unter anderem ein Faktor namens N2 dafür verantwortlich
gemacht wurde (Zhao et al., 2011).
Einen weiteren Ansatz zum Verbessern des Überlebens bei Stammzellen bietet
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(ektive ROCK-Inhibitor Y-27632: Es wird beschrieben, dass durch diesen insbe-
sondere nach Zellsortierungmethoden mit Oberflächenmarkern Stammzellen län-
ger überleben (Emre et al., 2010). ROCK steht für p160-Rho-associated coiled-coil
kinase, eine Serin/Threonin-Kinase, welche durch die GTP-gekoppelte Form von
Rho aktiviert wird und eine bedeutende Rolle bei vielen Signalwegen der Zelle
wie Migration, Zellproliferation und Lymphozytenaggregation spielt (bereitgestellt
von RefSeq, August 2015).

Mehrere Studien haben gezeigt, dass Y-27632 außerdem das Überleben und
die Wiederherstellung von gefrorenen menschlichen Embryos verbessert (Cor-
tes et al., 2009) sowie das Wachstum undifferenzierter menschlicher ESC unter-
stützt (Gauthaman et al., 2010) und effektiv die Apoptose verhindert (Ichikawa
et al., 2012). Der oben genannte Schutz durch den ROCK-Inhibitor Y-27632 von
pluripotenten Stammzellen vor Apoptose wurde auf eine Hemmung der Caspase
3 zurückgeführt (Wu et al., 2016). Bei Mäusen wurde ein protektiver Effekt des
ROCK-Inhibitors bei Administration vor einer herbeigeführten Torsion auf den Ho-
den und seine Funktion beobachtet, da Y-27632 die Infiltration mit Leukozyten
verhindern konnte (Çayan et al., 2014).

EBV-positive lymphozytoblastische B-Zellen

Eines der Probleme bei der Kultivierung könnte das Vorhandensein von EBV-
positiven B-Lymphozyten darstellen, deren zahlreiches Vorhandensein Fend et al.
in einer Studie zu Seminomen konstatierten (Fend et al., 1995). Die EBV-Infektion
führt zu einer Immortalisierung der B-Zellen und Vermehrung derselben. Diese
scheinen die Seminomzellen, die in Kultur genommen werden, nach Beobach-
tungen unserer eigenen Arbeitsgruppe regelrecht zu überwuchern und innerhalb
einer gewissen Zeitspanne die Hauptpopulation zu bilden. Diese mikroskopischen
Beobachtungen wurden durch die freundliche Unterstützung von Prof. Fend in
Form einer immunhistochemischen CD45-Färbung verifiziert. Unsere Beobach-
tung wurde auch in der Literatur durch eine Studie belegt, die eine höhere Anzahl
an CD20+ -Zellen in GCNIS in direkter Nachbarschaft eines Seminoms beobach-
tet (Hvarness et al., 2013).
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CD45 und lymphozytäre Infiltrate

CD45, ein Rezeptor aus der Familie der Proteintyrosinphosphatasen, ist ein ubi-
quitärer Oberflächenmarker aller Zellen des hämatopoetischen Systems außer
auf Thrombozyten und reifen Erythrozyten (Dahlke et al., 2004). Seine Funktion
in B-und T-Lymphozyten, aber euch Leukozyten ist essentiell für die Signaltrans-
duktion und die Lymphozytenentwicklung (Hermiston et al., 2003).

Es wurde gezeigt, dass regulär Lymphozyteninfiltrate in Hodengewebe mit TGCT
vorkommen, in Seminomen mehr als in Nicht-Seminomen (Torres et al., 1997),
was mit der besseren Prognose von Seminomen in Verbindung gebracht wird
(Mostofi and Sesterhenn, 1978).
Der Hauptteil der Tumour Infiltrating Lymphocytes (TILs) in Seminomen wurde
charakterisiert als CD45R0 positiv - also aktivierte oder Gedächtnis-T-Lymphozyten
(Hvarness et al., 2013). B-Lymphozyten kamen hingegen seltener und in allen
Keimzelltumoren gleichermaßen (Torres et al., 1997) (Hvarness et al., 2013) und
dann teilweise in Form eines Lymphfollikes vor (Nakanoma et al., 1992). In einer
Studie von Yakirevich et al. wurde die Funktion der zytotoxischen T-Zell-Infiltrate
beleuchtet: eine signifikant höhere Apoptoserate wurde festgestellt bei Seminom-
Tumorzellen, die mit aktiven Lymphozyten in Kontakt standen (Yakirevich et al.,
2002).

Diese Daten sind mit der Idee vereinbar, dass es eine aktive Immunantwort ge-
gen den TGCT, insbesondere das Seminom gibt, welche das Tumorwachstum
und Metastasenbildung hemmt (Parker et al., 2002). Die Theorie wird unterstützt
von den Ergebnissen einer Studie von Parker et al., in der ein signifikant längeres
rezidivfreies Überleben bei Seminom- Patienten mit zellreichem Lymphozytenin-
filtrat im Tumor festgestellt wird (Parker et al., 2002).

Kritische Stimmen hingegen lassen bedenken, dass im Seminom weniger bis
kein HLA exprimiert würde, welches essentiell für eine gerichtete Aktivität der
T-Lymphozyten ist (Bell et al., 1987), (Klein et al., 1990). Die Ergebnisse zum
Expressionsmuster auf der Oberfläche von Seminomzellen sind allerdings sehr
unterschiedlich.
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1.4 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Um die bestmöglichen Voraussetzungen für eine Kultivierung von Seminomzel-
len zu schaffen, ist es wie oben ausgeführt naheliegend, diese Lymphozyten-
Zellpopulationen zu entfernen. Damit kann ein Störfaktor im Seminomwachstum
entfernt und gleichzeitig Licht auf die Frage geworfen werden, ob diese Lympho-
zyten ursächlich am Absterben der Seminomzellen beteiligt sein könnten. Wie in
den vorhergegangenen Kapiteln ausgeführt, ist die Entwicklung einer Seminom-
zelllinie aus unterschiedlichen Gründen von großem Interesse. Einerseits machen
sie ihre Ähnlichkeiten zu Stammzellen sowie ihre Entstehung aus multipotenten
Keimzellen zum interessanten Forschungsgegenstand, andererseits wäre dazu
mehr als eine Zelllinie wünschenswert. Dies kann auch durch längeres Überle-
ben der Nativzellen in vitro erreicht werden.

Kann also eine Depletion von CD45-positiven Zellen bei der Inkulturnahme eines
Seminoms das Überleben der Seminomzellen verlängern?



2 Material und Methoden

2.1 Gewebespender

Es besteht ein durch die Ethikkommission unter dem Vorsitz von Prof. Dr. med.
Luft genehmigter Forschungsantrag. Unter der Projektnummer 137/2010BO1wur-
de der Antrag am 10. Mai 2010 bewilligt. Die Proben wurden intraoperativ nach
den unten genannten Kriterien asserviert und in steriler Lösung zur weiteren Ver-
arbeitung gekühlt direkt ins Zellkulturlabor überführt. Eingeschlossen wurden nur
Proben,

• die keine TNM-relevanten Strukturen enthielten (d.h. keine Tunica albuginea
und kein Rete testis)

• bei denen keine morphologisch auffällige Gewebestruktur vollständig ent-
fernt wurde. Ein entsprechendes Korrelat musste im Präparat bis zur histo-
logischen Aufarbeitung verbleiben.

Bei Keimzelltumorrezidiven und Metastasen musste anders verfahren werden:
Hier entschied der Pathologe, welche Gewebeareale eventuell für die vollstän-
dige Diagnose entbehrlich waren.
Ausschlusskriterien für die Teilnahme waren:

• kein TGCT, sondern anderer Hodentumor

• Malignomerkrankungen anderer Organsysteme in der Anamnese

• Behinderung der Diagnose durch die Probeentnahme

• Unmöglichkeit der intraoperativen Erfüllung der Kriterien ohne Einfluss auf
TNM-relevante Strukturen

Die potentiellen Gewebespender wurden vor dem Eingriff nach Standardprotokoll,
welches im Ethikantrag aufgeführt ist, aufgeklärt. Auf unsere Anfrage hin wurden
wir freundlicherweise unterstützt von den umliegenden urologischen Kliniken, von

19
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welchen wir bei für das Experiment infrage kommenden Patienten informiert wur-
den. In Tabelle 2.1 sind die Daten der jeweiligen Gewebsspender aufgeführt.

Tabelle 2.1: Gewebespender
Name Tumor Entnahmedatum Patientenalter

bei Entnahme
Ort der
Entnahme

Tumorart

Tu 300 26.09.2014 37 Jahre Tübingen Primärtumor
Tu 301 06.11.2014 44 Jahre Tübingen Primärtumor
Tu Diak 07.10.2014 52 Jahre Suttgart Primärtumor
Tu 14-035 28.01.2014 54 Jahre Tübingen Lymphknoten-

metastase

2.2 Dissoziation und Primärkultur

Direkt intraoperativ wurde das Zellmaterial steril in ein gekühltes Transportmedi-
um (Hank’s BSS ohne Ca2+ und Mg2+ mit 1% Penicillin/Steptomycin versehen)
verbracht und ebenfalls gekühlt zum Labor transportiert, wo es wie folgt weiter
verarbeitet wurde: Die Zellen sollten zuerst aus ihrem Verband gelöst werden.
Dazu wurden 7,5mg Collagenase IV (839U/mg, -20◦C, Sigma Aldrich) und 26mg
Dispase II (1U/ml= 250µg/ml, 4◦C, Roche) abgewogen und in 6ml Hank’s BSS
ohne Ca2+ und Mg2+ gelöst. Diese Elektrolyte aktivieren die Enzyme und sollen
deshalb erst später hinzugegeben werden. Mit einem Spritzenfilter (Millex 0,22µm
Porengröße, Katalog-Nr. SLGPM33RS, MerckMillipore KGaA, Darmstadt, Germa-
ny) wurde das hergestellte Gemisch sterilfiltriert und in drei 15ml Falcons zu je 2ml
verteilt. Das Gewebe wurde mit einer sterilen Pinzette und einem sterilen Einmal-
skalpell unter der CleanBench in einer Petrischale zerkleinert, bis es mit mit einer
Pipette in drei mal 6ml Hank’s BSS aufgenommen werden konnte. Dies wurde
nun je zur Collagenase/Dispase in ein Falcon gegeben und bei 37◦C im Wasser-
bad 30min inkubiert und währenddessen immer wieder leicht durchmischt. Um die
Zellen vom Bindegewebe zu trennen, wurden sie zuerst durch ein grobes steriles
Sieb und danach durch einen sterilen 100µm cell strainer (BD FalconTM , Katalog-
Nr.:352360) gegeben. Die filtrierte Lösung wurde 5min lang bei 216g zentrifugiert,
ggf. wurde das Pellet nochmals gewaschen und erneut zentrifugiert. Nun wurde
der Überstand abgesaugt, das Pellet in vorgewärmtemMedium resuspendiert und
in 6-Well- Kulturschalen zu gleichen Teilen verteilt.
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2.2.1 Kulturmedien

Die Seminomzellen wurden zu gleichen Teilen zur vergleichenden Kultur auf zwei
verschiedeneMedien aufgeteilt: RPMImit Supplements und StemPro. Die Zusam-
mensetzung der Medien ist im Folgenden dargestellt, außerdem finden sich die
Materialien dazu in Tabelle 2.2. Bei je der Hälfte der Zellen im jeweiligen Medium
wurde zusätzlich ROCK-Inhibitor in der Konzentration 10µM täglich dazugegeben.
Für die Kultur von TCam-2 verwendeten wir das in der Einleitung beschriebe-
ne RPMI-Medium, welches ebenfalls sterilfiltriert wurde. Um den Seminomzellen
möglichst ihr Milieu zur Verfügung zu stellen, stellten wir noch ein zusätzlich sup-
plementiertes und ebenfalls sterilfiltriertes RPMI-Medium her.

StemPro hGSC

Zusätze Konzentration Ansatz 500ml
DMEM/F12 +GlutaMAX-I - 442 ml
STEM PRO hESC Supplement 1:50 10 ml
N2 Supplement 1:100 5 ml
D+ Glucose 6mg/ml 5 ml
BSA 5µg/ml 25 µl
L-Glutamine 1% 5 ml
β-Mercaptoethanol 0,1% 1 ml
Pen/Strep 1% 5 ml
MEM Vitamine 1% 5 ml
NEAA (100x) 1:100 5 ml
Estradiol 30ng/ml 15 µl
Progesteron 60ng/ml 30 µl
EGF 20ng/ml 62,5 µl
bFGF 10ng/ml 62,5 µl
GDNF 8ng/ml 1 ml
ESC FBS 1% 5 ml
Ascorbic Acid 100µg/ml 2,5 ml
Pyruvic Acid 30µg/ml 11,8 µl
DL-Lactic Acid 1µl/ml 500 µl
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Tabelle 2.2: Materialien zur Zellkultur
Name Firma Katalognummer
PureCell NU-5100 Under Coun-
ter Direct Heat CO2 Incubator

NuAire -

Heraeus Multifuge 3SR Plus Thermo Fisher Scientific -
Centrifuge 5810 R Eppendorf AG -
DMEM High Glucose 4,5g PAA Laboratories GmbH SH30022.01
Collagenase from Clostridi-
um histolyticum Type IV, 440
units/mg solid

Sigma-Aldrich GmbH C7657

Dispase II from Bacillus poly-
myxa (neutral protease Grad II)

Roche Diagnostics GmbH 04942078001

10% ESC FBS Gibco/life technologies 16141-079
1% L-Glutamin PAA Laboratories GmbH M11-004
1% Pen/Strep PAA Laboratories GmbH P11010
STEM PRO hESC Supplement Invitrogen A100701
N2 Supplement PAA Laboratories GmbH F005-004
D+ Glucose Sigma-Aldrich Chemie GmbH G8644
BSA Sigma-Aldrich Chemie GmbH A8806
β-Mercaptoethanol 50mM Gibco 31350-010.
MEM Vitamine 100x PAA Laboratories GmbH N11-002
NEAA PAA Laboratories GmbH M11-003
β Estradiol Sigma-Aldrich Chemie GmbH E22592
Progesteron Sigma-Aldrich Chemie GmbH P7556
EGF Sigma-Aldrich Chemie GmbH E9644
bFGF Sigma-Aldrich Chemie GmbH F0291
GDNF Sigma-Aldrich Chemie GmbH G1777
Ascorbic Acid Sigma-Aldrich Chemie GmbH A4403
Pyruvic Acid Sigma-Aldrich Chemie GmbH P1656
DL-Lactic Acid Sigma-Aldrich Chemie GmbH 69785
RPMI 1640 ohne L-Glutamin VWR 12001-558
ROCK-Inhibitor (Y-27632) dihy-
drochloride

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Y0503

Hank’s BSS without Ca2+ and
Mg2+

PAA Laboratories GmbH H15-010
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Die jeweiligen Firmensitze lauten wie folgt:

Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Gibco/life technologies Carlsbad, California, USA
Invitrogen Waltham, Massachusetts, USA
NuAire Plymouth, Minnesota, USA
PAA Laboratories GmbH Pasching, Österreich
Roche Diagnostics GmbH Rotkreuz, Schweiz
Sigma-Aldrich GmbH St.Louis, Missouri, USA
Thermo Fisher Scientific Waltham, Massachusetts, USA
VWR Radnor, Pennsylvania, USA

RPMI-Medium

RPMI 1640 ohne L-Glutamin 500 ml
10% ESC FBS 50 ml
1% L-Glutamin 5 ml
1% Pen/Strep 5 ml

RPMI-Medium, supplementiert

Zusätze Konzentration Ansatz 500ml
RPMI 1640 ohne L-Glutamin 500 ml
10% ESC FBS 50 ml
1% L-Glutamin 5 ml
1% Pen/Strep 5 ml
Estradiol 30ng/ml 15 µl
Progesteron 60ng/ml 30 µl
EGF 20ng/ml 62,5 µl
bFGF 10ng/ml 62,5 µl
GDNF 8ng/ml 1 ml
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Alle aufgeführten Zusätze wurden zusammengegeben und mit einem Flaschen-
aufsatzfilter (SteriTop-GP, 0,22µm, MerckMillipore, Katalog-Nr.: SCGPS05RE) in
eine autoklavierte Flasche sterilfiltriert.

2.3 Mediumwechsel

Die Zellen wurden in 6-Well-Platten in einem Brutschrank bei 5% CO2 und 95%
Luftfeuchtigkeit gehalten. Alle zwei Tage wurde ein Mediumwechsel durchgeführt.
Dazu wurden die unterschiedlichen Zellen je in ein 5ml Falcon aufgenommen und
5min bei 216g zentrifugiert. Nun wurde der Überstand abgesaugt und das Zell-
Pellet in vorgewärmtem Medium resuspendiert. Je 1ml dieser Zelllösung wurde in
ein Well der 6-Well-Platte gegeben, in dem schon 1ml Medium vorgelegt war.

Während der Kultur in den jeweiligen Medien wurde täglich mikroskopiert (Nikon
Eclipse TS100) und alle 2 Tage fotografiert (Kamera: PixeLink PL-A662). Dazu
wurden immer die gleichen Voreinstellungen vorgenommen, um die Fotografien
vergleichbar zu machen.

2.4 Lyse

Damit das Expressionsmuster der Zellen zu einem bestimmten Zeitpunkt ana-
lysiert werden konnte, wurden sie alle zwei Tage zum Zeitpunkt der Fotografi-
en in Lysispuffer aufgenommen. Dieser zerstört die Zelle, um die RNA für die
weiteren Untersuchungen zu isolieren. Dazu mussten unter dem Abzug 70µl β-
Mercaptoethanol zu 7ml RLT-Puffer aus dem RNA-Easy Extraction Kit von Qiagen
gegeben werden. Davon wurden dann je 125µl zu den Zellen gegeben und da-
nach so viel zugefügt, bis sich keine Schlieren mehr bildeten.

Lysispuffer

RLT-Puffer 7 ml
ß-Mercaptoethanol 70 µl

Dieser wurde im Kühlschrank bei 4 ◦C für max. 1 Monat aufbewahrt.
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2.5 Auftauen

Um eingefrorene Zellen aufzutauen, was bei der Linie TCam-2 der Fall war, wur-
den 10ml des entsprechenden Kulturmediums in ein Falcon vorgelegt. Die ent-
sprechende Zelllinie wurde aus dem -80 ◦C-Gefrierschrank auf der Hand im 37◦C
Wasserbad 3-5min aufgetaut, allerdings nicht zu lange, um die Zellen möglichst
kurz im Einfriermedium zu belassen. Nach dem Überführen in das Falcon mit
Kulturmedium wurden sie daraufhin 5min bei 216g zentrifugiert, währenddessen
wurden die Kulturschalen vorbereitet. Aus dem Falcon wurde nun der Überstand
abgesaugt, das Pellet in vorgewärmtem Medium aufgenommen und auf die ent-
sprechenden Kulturplatten verteilt.

2.6 Einfrieren

Um die Zellen wie beispielsweise TCam-2 nach dem Einfrieren ohne größere
Schäden wieder auftauen und in Kultur nehmen zu können, wurde ein Einfrierme-
dium hergestellt. Dieses bestand aus 8ml FBS, welches vorgewärmt wurde, und
2ml DMSO. Die beiden Flüssigkeiten wurden in einem Spritzenfilter von Millipo-
re (Millex 0,22µm Porengröße, Katalog-Nr. SLGPM33RS, MerckMillipore KGaA,
Darmstadt, Germany) sterilfiltriert. Davon wurde 1ml zum entsprechenden Zellpel-
let gegeben, wozu noch 1ml DMEM/Ham’s F12 hinzugefügt wurde. Vorher wurde
mit den Zellen wie beim Mediumwechsel vorgegangen, nur ohne die Resuspen-
sion im Medium durchzuführen. Dieses Gemisch wurde nun schonend zuerst auf
-20◦C und darauffolgend schließlich auf -80◦C abgekühlt.
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2.7 Magnetic Cell Sorting (MACS)

Tabelle 2.3: Materialien für MACS
Name Firma Bestellnummer
MiniMACS Separator Miltenyi 130-042-102
MACS MultiStand Miltenyi 130-042-303
MS Columns plus tubes Miltenyi 130-041-301
CD45 microbeads, human Miltenyi 130-045-801
PBS 1x PAA Laboratories GmbH H15-002
2mM EDTA Biochrom L2113

Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland

Herstellung MACS-Puffer

Es wurden 1,25g BSA in 20-30ml PBS mithilfe eines Rührfisches im Messbe-
cher gelöst. Diese Lösung wurde mithilfe eines grünen Millex-Spritzenfilters (Fil-
tergröße 0,22µm, MerckMillipore, Katalog-Nr.:SLGPM33RS) zu 5ml einer 100mM
EDTA-Lösung steril in eine 250ml Flasche filtriert und mit 1x PBS auf 250ml auf-
gefüllt.

Durchführung MACS

Abbildung 2.1: Aufbau des MiniMACS-Separators mit MS Columns
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Das Aussortieren der CD 45-positiven Zellen fand jeweils direkt am Tag nach der
Inkulturnahme statt. Dafür wurde unter der Clean Bench der Aufbau entsprechend
Abbildung 2.1 vorbereitet: Die Säule wurde im Magnet platziert, ein Collection
Tube zum Auffangen des Durchflusses musste darunter platziert werden. Dazu
wurden die in Tabelle 2.3 aufgeführten Materialien verwendet. Die Zellzahl der
entsprechenden Zellen wurde bestimmt und diese Zellen dann bei 106g 5min ab-
zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Pellet zum Waschen in 4ml
MACS-Puffer suspendiert und dies dann erneut bei 106g 5min zentrifugiert. Der
Überstand wurde erneut abgesaugt und nun das Pellet in 80µl Puffer pro 107 Zel-
len aufgelöst. Von den auf Eis gehaltenen CD45+ MicroBeads wurden je 20µl pro
107 Zellen hinzugefügt und gut vermischt sowie 25min auf Eis inkubiert (hier ge-
schieht das bead-binding). Durch Hinzufügen von 1-2mlMACS-Puffer pro 107 wur-
den die Zellen gewaschen und daraufhin bei 200g für 10min zentrifugiert. Nach-
dem der Überstand abgesaugt war, wurden bis zu 108 Zellen in je 500µl Puffer
resuspendiert. Um die Säule einmal mit MACS-Puffer zu sättigen, wurde diese
mit 500µl MACS-Puffer einmal durchgespült. Jetzt konnte die Zellsuspension auf
die Säule gegeben werden. Im Durchfluss befanden sich die unmarkierten, al-
so gesuchten Zellen. Die Säule wurde durch dreimaliges Hinzufügen von je 500µl
MACS-Puffer ausgewaschen. Die gewonnene Zellsuspension wurde bei 216 5min
zentrifugiert, der Überstand vorsichtig entfernt und verworfen und das Pellet im
entsprechenden Kulturmedium gelöst.

2.8 RNA-Isolation

Tabelle 2.4: Materialien RNA-Isolation, cDNA Umschrieb
Name Firma Katalognummer
RNeasy Mini Kit Qiagen 74104
RNase free DNase Set Qiagen 79254
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit Roche 04897030001

Roche Indianapolis, USA
Qiagen Venlo, Niederlande
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Zur Extraktion von RNA wurden die für die Untersuchung schon zu früheren Zeit-
punkten in Lysispuffer abgestoppten und eingefrorenen Zellen aufgetaut. Mit Hilfe
des RNeasy Mini Kit von Qiagen wurde wie folgt vorgegangen:
Zuerst wurde zu den Zellen das gleiche Volumen an 70% Ethanol dazugegeben,
also 125µl. Mit einer Spritze wurden die Zellen homogenisiert, auf die Säule über-
führt und bei 9500g 15sec zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. 350µl
RW1-Puffer wurden auf die Säule gegeben und bei 9500g 15sec zentrifugiert,
der Durchfluss wiederum verworfen. Für einen DNAse Verdau wurden 80µl DNA-
se im entsprechenden Reaktionspuffer auf die Säule gegeben und 15min bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Das DNAse-Gemisch setzte sich zusammen aus
DNase-Pulver plus 550µl H2O. Davon wurden 10µl-Aliquots mit 70µl Puffer RDD
pro Probe verwendet. Im Anschluss wurden 350µl RW1-Puffer zu der DNase da-
zupipettiert und bei 9500g 15sec zentrifugiert, der entstandene Durchfluss wurde
mitsamt Collection tube verworfen. Die Säule musste nun in ein neues Collecti-
on tube gestellt werden und es wurden 500µl RPE-Puffer auf die Säule gegeben.
Erneut wurde bei 9500g 15sec zentrifugiert, der Durchfluss verworfen und 500µl
RPE-Puffer auf die Säule gegeben. Anschließend wurde 2min bei 9500g zentri-
fugiert und der Durchfluss verworfen. Diesmal sollte die Säule trocken nochmals
für 15sec bei 9500g zentrifugiert werden. Nun wurde zum RNA-Gewinn aus der
Säule diese in ein neues Tube mit Deckel gestellt, direkt auf die Säule 40µl RNAse
freies Wasser gegeben, 1min inkubiert und anschließend 1min bei 9500g zentri-
fugiert. Der Durchfluss enthielt RNA, welche bei -80◦C bis zur Umschreibung in
cDNA aufbewahrt werden konnte.

2.9 cDNA-Umschrieb

Da RNA sehr instabil ist und sich nicht so einfach vervielfältigen lässt wie DNA,
muss sie rückübersetzt werden in die sogenannte cDNA, also "copy"-DNA. Dies
geschieht mittels eines Enzyms, der reversen Transkriptase, welches in der Natur
von Viren benutzt wird, um ihr Genom, welches als RNA vorliegt, für die Wirts-
DNA kompatibel zu machen. Die cDNA unterscheidet sich von der genomischen
DNA durch das Fehlen der Exons, also der nicht kodierenden Bereiche, da diese
bei der zellulären Transkription herausgeschnitten wurden. Die RNA enthält also
nur die Information der Introns, der für Proteine codierenden DNA. Außerdemwer-
den Primer, also "Anfangsstücke" benötigt, an welche diese Reverse Transkripta-
se binden kann und dort die Reaktion starten, in diesem Fall wurden Random
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Hexamer-Primer verwendet. Wie der Name schon sagt, bestehen sie aus sechs
zufällig zusammengesetzten Nukleotiden. Diese können dann wiederum an viele
verschiedene RNA-Stellen binden.
Zur Umschreibung wurde das Roche Transcriptor First Strand cDNA-Synthesis-Kit
verwendet und daraus ein Mastermix wie folgt hergestellt:

Reverse Transkriptase 0.25 µl
5-fach Puffer 2 µl
Randomprimer 1 µl
dNTPs 1 µl
RNAse Inhibitor 0.25 µl
H2O 0.5 µl

5 µl Ansatz

Dazu wurden je 5µl der RNA gegeben, welche man davor kurz vortexen und
wieder abzentrifugieren sollte. Außerdem wurde mit einer im Kit vorhandenen
Kontroll-RNA eine Positivkontrolle durchgeführt. Dieses Gemisch wurde nun in ei-
nemThermocycler (StepOnePlusTM , Applied Biosystems, California, USA, Katalog-
Nr.: 4376599) auf die für den jeweiligen Reaktionsschritt optimalen Temperaturen
erwärmt:

• 1. Step: 25◦C für 10min. Das Annealing der Primer findet statt.

• 2. Step: 50◦C für 60min. Bei dieser Temperatur hat die Reverse Transkripta-
se ihr Optimum. Da eine Länge von über 4 Kilobasenpaaren erwartet wurde,
wurde diese Reaktionslänge wie im Protokoll beschrieben angepasst.

• 3. Step: 85◦C für 5min. Hierbei wird das Enzym deaktiviert und damit die
Reaktion gestoppt.

2.10 RT-qPCR

Um bewerten zu können, welche Gene in den Zellen mehr oder weniger exprimiert
werden, müssen die Genprodunkte in Form der in cDNA umgeschriebenen RNA
vervielfältigt und so sichtbar gemacht werden. Diese Vervielfältigung geschieht im
PCR-Reaktionsansatz durch eine DNA-Polymerase, die eine einzelsträngige DNA
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als Matritze komplementär abschreiben und so wieder doppelsträngige DNA her-
stellen kann. Auch die dafür benötigten Primer, also die Anfangsstücke, die die Po-
lymerase zur Initiation benötigt, sowie die Nukleotide, die komplementär zum Ma-
tritzenstrang nach dem Prinzip der Basenpaarung im neu synthetisierten Strang
eingebaut werden, sind enthalten. Die hier verwendete real-time quantitative PCR
benutzt gleichzeitig noch eine Sonde oder einen Farbstoff dazu, die Menge der ge-
bildeten Amplifikate während der Vervielfältigung zu messen. Dies hat den Vorteil
gegenüber der konventionellen PCR, dass die Anfangskonzentration der Nuklein-
säure bestimmt werden kann. Dabei generiert das Instrument in der exponentiel-
len Phase der Reaktion verschiedene Ergebnisse: zum einen den "Threshold", al-
so Schwellenwert, welcher genau dem Detektionsausmaß entspricht, bei dem die
Fluoreszenz die Hintergrundaktivität übersteigt und somit messbar wird. Zum an-
deren wird der ct-Wert berechnet, also der PCR-Zyklus, bei dem der "Threshold"
erreicht wird. Außerdem wir ein sogenanntes "Housekeeping-Gen", nämlich die
GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) verwendet, um die einzel-
nen Reaktionsansätze zu normalisieren. Dieses Enzym kommt ubiquitär in allen
Zellen vor, da es einen Schritt der Glycolyse katalysiert und kann deshalb als
Standardexpressions-Level gewertet werden.

2.10.1 TaqMan-PCR

Methode

Diese Methode hat den Vorteil, dass nur die spezifischen Amplifikationsproduk-
te gemessen werden. Die benutzte Sonde ist so konstruiert, dass sie am 5’-Ende
einen Farbstoff, den "reporter", und am 3’-Ende den "quencher", also Signalunter-
drücker, gebunden hat. Letztgenannter sorgt dafür, dass im intakten Zustand das
Fluoreszenzsignal des Farbstoffs unterdrückt wird. Ist nun die Zielsequenz verfüg-
bar, lagert sich die Sonde in die Primerposition ein. Folglich wird die 5’ Nuklease-
Aktivität der Taq DNA Polymerase ausgenutzt, um den quencher abzuspalten.
Dadurch wird nun das Signal des Farbstoffs sichtbar und außerdem löst sich die
Sonde von ihrer Position und ermöglicht den Elongationsprozess durch die Po-
lymerase. Der beschriebene Prozess geschieht bei jedem Amplifikationszyklus
und deshalb erhöht sich die Intensität der Fluoreszenz proportional zur generier-
ten Produktmenge.
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Material

Tabelle 2.5: Materialien PCR
Name Firma Katalog-Nr.
MicroAmp Fast Optical 96-Well Reaction Plate AB 4346906
MicroAmp Optical adhesive cover AB 4360954
TaqMan Gene Expression Master Mix AB 4369016
GAPDH Probe dye FAM-GB AB 4352934
cKit AB Hs00174029_m1
PLAP AB Hs03046558_s1
H2O ultra pure Biochrom AG L0015

AB = Applied Biosystems, Foster City, California, USA
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Der Zusatz _m1 bedeutet hier, dass das entstehende Amplifikat sich über mehrere
Exons erstreckt. _s1 heißt, dass sowohl die Primer als auch das Amplifikat sich
innerhalb eines einzelnen Exons befinden.

Durchführung

Zuerst wurden die 10µl cDNA mit 20µl ultrapurem Wasser verdünnt, also im Ver-
hältnis 1:3. Außerdem sollte eine relative Standardkurve erstellt werden, die aus
einem Gemisch aller cDNA hergestellt wurde und dann jeweils 1:5 verdünnt, so-
dass eine Verdünnungsreihe mit 1:1, 1:5, 1:25 und 1:125-Verhältnissen erstellt
wurde. Für jeden verwendeten Primer wurde ein Mastermix-Gemisch hergestellt,
welches sich pro Ansatz wie folgt zusammensetzte und entsprechend hochge-
rechnet wurde (Materialien siehe Tabelle2.5).

Tabelle 2.6: TaqMan Mastermix
TaqMan Mastermix 2x 5µl
Primer 0,5µl
H20 2,5µl

Diese 8µl pro Ansatz wurden anschließend auf die 96-Well PCR-Platten verteilt.
Je 2µl der entsprechenden cDNA wurden hinzugegeben. Außerdem wurden pro
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Abbildung 2.2: PCR-Programm, Quelle: eigenes Bild

Primer noch No-Template-Kontrollen durchgeführt, also ohne cDNA, stattdessen
mit hochreinem Wasser. Diese stellen eine Negativkontrolle dar, Positivkontrol-
len wurden erzielt mit der Kontroll-cDNA, die wiederum die Positivkontrolle beim
RNA-Umschrieb war. Um eine Verunreinigung der RNAmit cDNA auszuschließen,
wurde außerdem mit dieser und GAPDH eine Kontrolle durchgeführt. Außerdem
wurden zur Qualitätssicherung immer Duplikate von jedem Ansatz erzeugt. Be-
fanden sich nun alle zu pippetierenden Reaktionsansätze auf der Platte, wurde
diese gründlich mit dem durchsichtigen Optical Adhesive Cover (siehe Tabelle
2.5) verschlossen und anschließend in der dafür geeigneten Zentrifuge (Centrifu-
ge 5810R, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) 1min bei 180g zentrifugiert. Die
96-Well Platte wurde nun vorsichtig in das PCR-Gerät gestellt (StepOnePlusTM ,
Applied Biosystems, California, USA, Katalog-Nr.: 4376599) und das Programm
gestartet. Für das Experiment wurde eine Hot-Start-DNA-Polymerase verwendet,
die bei Raumtemperatur nicht aktiviert wird. Sie stammt aus dem Bakterium Ther-
mus aquaticus (Taq), welches in Geysiren vorkommt und deshalb hitzestabil ist.
Der verwendete Mastermix (siehe Tabelle 2.5) enthielt außerdem Uracil-DNA Gly-
cosylase (UDG).

Zu Beginn der Reaktion erfolgte, wie in Abbildung 2.2 aufgezeigt, ein einmaliges
Erhitzen über 2min auf 50◦C, um eine optimale Enzymaktivität der UDG zu errei-
chen. Danach erfolgte die Enzym-Aktivierung der Polymerase, was durch weite-
res Erhitzen auf 95◦C über 10min geschah. Dies stellt den sogenannten Hot Start
der Taq-Polymerase dar. Direkt danach konnten die "cycles", also die PCR-Zyklen
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beginnen: Dabei werden folgende Schritte, wie in Abbildung 2.2 dargestellt, 40x
wiederholt: Zuerst das Denaturieren der Doppelstränge für 15sec bei 95◦C und
daraufhin Annealing und Elongation über 1min bei 60◦C. Für die PCRs des Zeit-
punktes "Tag 2" wurden 40 Zyklen durchgeführt, die Zeitpunkte "Tag 4" und "Tag
6" 45 Zyklen, da hier von einer geringen cDNA-Menge aufgrund niedriger Zellzahl
in den entsprechenden Kulturen ausgegangen wurde.

2.10.2 SYBR-Green-PCR

Im Gegensatz zu TaqMan-PCR ist hier die Einlagerung des Farbstoffes unspe-
zifisch in doppelsträngige DNA. Dies geschieht sofort beim Zugeben von SYBR-
Green zu der Probe. Beim Denaturieren der Doppelstränge löst sich der Farb-
stoff von der DNA, um sich bei der Amplifikation wieder in die neu entstandenen
DNA-Doppelstränge einzulagern. Dies geschieht proportional zur Menge an Dop-
pelsträngen, das heißt das Fluoreszenzsignal kann direkt mit der Zunahme der
Amplifikationsprodukte korreliert werden.
Auch hier wird ein Mastermix für die jeweiligen Primer angefertigt, wie in Tabelle
2.7 aufgezeigt. Dafür wurde das QuantiFast SYBR Green PCR Kit von Qiagen,
Katalog-Nr. 204054 verwendet.

Tabelle 2.7: SYBR-Green Mastermix
SYBR-Green 2x 5µl
Primer forward 0,5µl
Primer reverse 0,5µl
H20 2µl

Es wurden selbst konstruierte Primer von Metabion (Planegg, Deutschland) ver-
wendet mit den folgenden Sequenzen:

GAPDH forward 5’ GTT CGA CAG TCA GCC GCA TC 3’
GAPDH reverse 5’ GAA CAT GTA AAC CAT GTA GTT 3’
CD45 forward 5’ GCA TTT GGC TTT GCC TTT CTG GACA 3’
CD45 reverse 5’ CAG TGG GGG AAG GTG TTG GGC TTT 3’
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Es wurde dieselbe Vorgehensweise wie für die TaqMan-PCRs gewählt, die Tem-
peraturen beim PCR-Programm (siehe Abbildung 2.2) unterschieden sich nur im
Anfangsschritt von 50◦C, dieser entfiel hier.

2.11 Auswertung

Zur Auswertung der PCR -Daten wurde die ∆ ct-Methode verwendet, bei der
GAPDH als Housekeeping-Gen den Standard darstellte und von den ct-Werten
der jeweils getesteten Gene, also CD45, cKIT und PLAP, abgezogen wurde. Dann
wurden die zu vergleichenden Daten in Schaubildern gegenübergestellt, wozu
GraphPad Prism Version 7.0a für Mac OS X (GraphPad Software, La Jolla Ca-
lifornia USA, www.graphpad.com) verwendet wurde. Als statistischer Test wurde
ein einfacher ANOVA ebenfalls mithilfe der Prism-Software durchgeführt, als si-
gnifikant wurden p-Werte<0,05 gewertet.



3 Ergebnisse

3.1 Kultur

Zur Auswertung gelangten die Zellen von Tumor 301 und Tumor Diak.

Die Zellen wurden in Kultur beobachtet. Sie wurden fotografiert nach der Inkul-
turnahme, vor und nach dem Magnetic Cell Sorting und an Tag 2, 4 und 6 nach
MACS. An diesen Tagen wurde auch je ein Well in Lysispuffer zur späteren Aus-
wertung mit Real-Time quantitativer PCR weggefroren. So konnten die einzelnen
Bilder direkt mit der PCR korreliert werden. Dabei wurden immer mehrere Fotos
gemacht, von denen beispielhaft je eines in den Abbildungen 3.3 bis 3.10 heraus-
gegriffen ist.

Der Erfolg des MACS konnte mikroskopisch direkt überprüft werden. Der direkte
Vergleich ist am Beispiel von Tumor Diak in Abbildung 3.1 und 3.2 dargestellt.
Die Zellpopulation wurde nach dem MACS homogener und es kristallisierte sich
heraus, wie das Aussehen der Seminomzellen in Kultur war, ohne dass sie adhä-
rent wie TCam-2 wuchsen. Die runden leuchtenden, etwas größeren Zellen wur-
den angereichert. Einige von ihnen sind in Abbildung 3.1 und 3.2 je (b) mit Pfeilen
markiert.

(a) Tu Diak in RPMI vor MACS (b) Tu Diak in RPMI nach MACS

Abbildung 3.1: MACS: vorher (a) und hinterher (b) in Kulturmedium RPMI,
potentielle Seminomzellen wurden mit Pfeilen markiert.

35
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(a) Tu Diak in StemPro vor MACS (b) Tu Diak in StemPro nach MACS

Abbildung 3.2: MACS: vorher (a) und hinterher (b) in Kulturmedium StemPro,
potentielle Seminomzellen wurden mit Pfeilen markiert.

3.1.1 Tumor 301

Alle folgenden Bilder der Zellkultur zeigen jeweils vergleichend Zellen in einem
Medium über mehrere Tage je ohne (obere Reihe) und mit (untere Reihe) CD45-
positiven Zellen. Die Zellen der oberen Bildreihe wurden also mithilfe des MACS
sortiert.

(a) Tag 2-CD45 (b) Tag 4-CD45 (c) Tag 6-CD45

(d) Tag 2+CD45 (e) Tag 4+CD45 (f) Tag 6+CD45

Abbildung 3.3: Tumor 301 StemPro + Y27632, 400x. Eine adhärent wachsende
Zelle ist beispielhaft in Abbildung (b) markiert.
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Es wurde eine größere Zellzahl in den nicht mit MACS sortierten Zellen beobach-
tet. Über die Zeit kann man das Absterben beobachten, zuerst das der Erythrozy-
ten. Die Zellen waren zum überwiegenden Teil nicht adhärent wie die bestehende
Seminomlinie TCam-2.

(a) Tag 2-CD45 (b) Tag 4-CD45 (c) Tag 6-CD45

(d) Tag 2+CD45 (e) Tag 4+CD45 (f) Tag 6+CD45

Abbildung 3.4: Tumor 301 StemPro - Y27632, 400x. Die Pfeile zeigen mehrere
adhärente Zellen in Abbildung (d).

Hier konnten verschiedene Zelltypen beobachtet werden: Zum einen erkennt man
wieder die leuchtenden rundlichen Zellen wie in Abbildung 3.3 beschrieben, und
zwar deutlicher in (a) als in (d), die wir hier mit Seminomzellen gleichsetzen. Diese
nahmen im zeitlichen Verlauf bis zu Tag 6 jedoch stark ab.
Außerdem sah man sehr viele Erythrozyten, die durch die Eindellung im Zentrum
charakterisiert werden können und die -wohl durch das eher saure pH-Milieu des
Mediums- Stechapfelformen bildeten und bei Tag 4 (je (b) und (e) in Abbildung
3.3 und 3.4) großteils abgestorben waren. Sie konnten auch durch die Zentrifu-
gationsschritte bei der Inkulturnahme und beim Mediumwechsel nicht vollständig
entfernt werden. Zudem konnte das Vorhandensein der größeren rundlichen Zel-
len beobachtet werden, die ab Tag 4 abzunehmen schienen.
Auffällig ist außerdem, dass das überwiegendeWachstumsmuster der Zellen nicht
adhärent war, wie dies bei TCam-2 der Fall ist. Nichtsdestotrotz setzten sich teils
adhärente Zellen ab (siehe 3.3, (b) und 3.4, (d). Sie wurden je mit Pfeilen mar-
kiert.) Diese konnten sowohl in den MACS-sortierten als auch unsortierten Wells
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beobachtet werden. Zudem fiel auf, dass der ROCK-Inhibitor je keinen offensicht-
lichen Überlebensvorteil brachte; zumindest, was in der Mikroskopie beobachtet
werden konnte.
Um diese Frage definitiv zu klären, wurden PCRs mit den entsprechenden Mar-
kern durchgeführt (siehe unten).

(a) Tag 2-CD45 (b) Tag 4-CD45 (c) Tag 6-CD45

(d) Tag 2+CD45 (e) Tag 4+CD45 (f) Tag 6+CD45

Abbildung 3.5: Tumor 301 RPMI + Y27632, 400x. Die Pfeilmarkierung zeigt adhä-
rente Zellen.

Die gleichen Zelltypen, wie weiter oben im StemPro beschrieben, konnten auch in
RPMI-Medium beobachtet werden, wie in Abbildung 3.5 zu sehen ist. Als Unter-
schied können hier mehr intakte Erythrozyten, teilweise in Stapelform vorliegend,
beobachtet werden, diese haben also im RPMI das für sie bessere Milieu vorlie-
gen. Es ist des Weiteren eine vermehrte Persistenz von Lymphozyten, vor allem
an Tag 6 der nicht MACS-Zellen zu beobachten. Diese leben und sind intakt. Au-
ßerdem sammelt sich eine größer werdende Menge an granulärem Zellschrott am
Boden der Wells. An Tag 6 fallen bei den mit MACS behandelten Kulturen (Abbil-
dung 3.5 (c)) besonders viele adhärente Zellen auf. Diese wurden mit einem Pfeil
markiert.
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(a) Tag 2-CD45 (b) Tag 4-CD45 (c) Tag 6-CD45

(d) Tag 2+CD45 (e) Tag 4+CD45 (f) Tag 6+CD45

Abbildung 3.6: Tumor 301 RPMI - Y27632, 400x. Die Pfeile markieren Zellen mit
Ausläufern.

Bei den Zellen von Tumor 301 in RPMI-Medium ohne Zusatz von Y27632 ist in-
teressanterweise an den großen runden Zellen an Tag 4 (Abbildung 3.6 (b)) eine
Ausbildung von Ausläufern zu beobachten (siehe Pfeil), die bei den anderen in
dieser Form noch nicht zu sehen waren. Sie besitzen außerdem ein granuliertes
Zytoplasmamit sichtbarem Zellkern. Auffällig ist auch, dass sie nur bei denMACS-
sortierten Zellen vorkommen. Auch die unterschiedliche Anzahl an Lymphozyten
zwischen der MACS-Population (Abbildung (a)-(c)) und der ohne MACS ist gut zu
erkennen.

3.1.2 TuDiak

Verglichen mit Tu 301 war für den Tumor Diak besonders eine größere Anzahl
an größeren leuchtenden runden Zellen, am ehesten Seminomzellen, auffällig.
Diese hatten im Vergleich zu Tumor 301 länger Bestand, in allen Kulturbildern
von Tag 6 (je (c) und (f) in Abbildung 3.7 und 3.8) sind sie zu sehen. Dafür konnte
hier nur sehr vereinzelt die Ausbildung von adhärenten Zellen beobachtet werden,
wie beispielsweise in Abb. 3.7 (a). Außerdem haben wir hier in einer Momentauf-
nahme dargestellt, wie sich eine der großen Zellen vermutlich gerade am Boden
abgesetzt und in adhärentes Wachstum übergegangen ist (siehe Pfeil).
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(a) Tag 2-CD45 (b) Tag 4-CD45 (c) Tag 6-CD45

(d) Tag 2+CD45 (e) Tag 4+CD45 (f) Tag 6+CD45

Abbildung 3.7: Tumor Diak StemPro + Y27632. In (a) ist eine Zelle abgebildet, die
sich im Moment der Aufnahme absetzt und adhärent wird.

Diemikroskopische Beobachtung von Tumor Diak in StemPro ohneROCK-Inhibitor
(siehe Abbildung 3.8) zeigt besonders an Tag 4 der MACS-sortierten Zellen (Ab-
bildung (b) besonders viele leuchtende runde, also am ehesten Seminomzellen,
verglichen mit den entsprechenden unsortierten Zellen (e). Auch die Homogenität
der Kultur ist hier erneut ersichtlich: verglichen mit Abbildung (e) sind in (b) we-
niger Lymphozyten zu sehen, was sich über die gesamte Zeit beobachten lässt.
Außerdem zeigen die Zellen in Abbildung 3.8, die MACS unterzogen wurden, im
Vergleich zu den unsortierten mehr Zellschrott an Tag 4 und 6. An Tag 4 sind
in Abbildung (b) die einzigen Zellen, die noch intakt scheinen, die leuchtenden
Seminomzellen.

Die Ausbildung von Adhärenz lässt sich spärlich beobachten, eine Zelle in Abbil-
dung (a) wurde mit einem Pfeil markiert. Zu späteren Zeitpunkten sind hier wie
auch in Abbildung 3.7 keine adhärenten Zellen zu sehen.
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(a) Tag 2-CD45 (b) Tag 4-CD45 (c) Tag 6-CD45

(d) Tag 2+CD45 (e) Tag 4+CD45 (f) Tag 6+CD45

Abbildung 3.8: Tumor Diak StemPro - Y27632

(a) Tag 2-CD45 (b) Tag 4-CD45 (c) Tag 6-CD45

(d) Tag 2+CD45 (e) Tag 4+CD45 (f) Tag 6+CD45

Abbildung 3.9: Tumor Diak RPMI + Y27632

In Abbildung 3.9 sind bei den unsortierten Zellen (also (d)-(f)) wieder mehr Lym-
phozyten zu sehen, aber auch Erythrozyten sind viele vorhanden. Die MACS-
sortierte Zellpopulation scheint im RPMI inhomogener als im StemPro. In allen Bil-
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dern sind leuchtende runde Zellen zu erkennen, allerdings in der MACS-sortierten
Fraktion an Tag 6 (Abbildung (c)) noch mehr als bei den unsortierten Zellen am
entsprechenden Tag.
Im Vergleich zu den Y27632-supplementierten Zellen (Abbildung 3.9) scheinen
in Abbildung 3.10 allgemein weniger Seminomzellen an Tag 4 und Tag 6 vorhan-
den zu sein. Abbildung (c) zeigt viel Zellschrott, wohingegen bei den unsortierten
Zellen am selben Tag (Abbildung (f)) noch deutlich mehr Lymphozyten überlebt
haben. Adhärente Zellen konnten hier genau wie in Abbildung 3.9 nicht beobach-
tet werden.

(a) Tag 2-CD45 (b) Tag 4-CD45 (c) Tag 6-CD45

(d) Tag 2+CD45 (e) Tag 4+CD45 (f) Tag 6+CD45

Abbildung 3.10: Tumor Diak RPMI - Y27632

3.1.3 Adhärenz

Im RPMI-Medium wurde teilweise die Entwicklung von adhärenten Zellen beob-
achtet (siehe Abbildung 3.5, (c) und (d)), die TCam-2 im Wachstumsmuster stark
ähnelten. Sie waren je nach Tumor unterschiedlich oft vorhanden. Zum Vergleich
wurde hier ein Bild aus der TCam-2-Kultur mit einem Seminom-Bild gegenüber-
gestellt (siehe Abbildung 3.11).
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(a) TCam-2 (b) Tumor 301 - CD45

Abbildung 3.11: Tumor 301: adhärente Zellen im Vergleich mit TCam-2

Beobachtete man die adhärenten Zellen, entwickelten manche Ausläufer wie Fi-
broblasten, allerdings ähnelten sie in ihrem Aussehen stark der Seminomlinie
TCam-2. Die adhärenten Zellen überlebten im Schnitt gleich lang wie die restliche
Kultur, da sie von einigen sich absetzenden Fibroblasten überwuchert wurden.

3.1.4 Überlebensdauer

DieÜberlebensdauer der Seminomzellen war generell unterschiedlich lang. Durch-
schnittlich betrug die Überlebensdauer sowohl in StemPro als auch RPMI 11,5
Tage, wobei diese auch in Abhängigkeit vom Tumor stark variierte. So überleb-
ten die Seminomzellen von Tumor 301 durchschnittlich 7,5 Tage, bei Tumor Diak
hingegen 15,5 Tage.

Vergleicht man die Zellzahl der an Tag 2 (je (a) und (d) in den jeweiligen Abbil-
dungen) mit der direkt nach MACS (siehe Abbildung 3.1 und 3.2, je (b)), so wird
deutlich, dass schon an Tag 2 die Zahl der von uns postulierten Seminomzellen
deutlich abgenommen hat. Teilweise sind sie in der mit MACS sortierten Popula-
tion noch häufiger vorhanden. Bei der gemeinsamen Auswertung beider Tumore
beobachteten wir eine geringere Anzahl von Erythrozyten in TuDiak. Vergleicht
man je die Bilder der mit MACS sortierten mit denen der unsortierten Zellen, ist
hier eindeutig ein Unterschied zu erkennen: In den Wells ohne CD45-positive Zel-
len waren viel weniger Lymphozyten vorhanden. Mikroskopisch konnte also der
Erfolg des MACS belegt werden.

Um genau dies auch noch durch eine zweite Methode zu belegen sowie um zu
beweisen, dass es sich bei den beschriebenen Zellen um Seminomzellen handelt,
führten wir eine RT-qPCR mit Proben der jeweiligen Zeitpunkte durch.
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3.2 RT-qPCR

Aus den in der PCR gewonnenen ct-Werten, also dem Grenzwert, bei dem ein
exponentieller Anstieg der Amplifikate beginnt, wurde die Differenz aus dem je-
weiligen Gen und dem Housekeeping-Gen gebildet. Dieser sogenannte ∆ ct-Wert
wurde im Folgenden in Diagrammen aufgetragen. Dabei ist auf der x-Achse der
Verlauf über die Zeit dargestellt. Die Fehlerbalken wurden berechnet aus den je-
weiligen Einzelbestimmungen der ct-Werte, um die durchschnittliche Abweichung
vom Mittelwert zu veranschaulichen. Zur Signifikanzberechnung wurde ein Two-
way ANOVA mithilfe von GraphPad Prism (siehe oben) durchgeführt. Dabei wur-
den die jeweils einander zugeordneten Durchschnitte der ct-Wertepaare auf si-
gnifikante Unterschiede mit Konfidenzintervall von 95% untersucht, also einem
p-Wert von <0,05.

3.2.1 MACS versus ohne MACS

Um die Effektivität des MACS zu messen und ob die Sortierung der Zellen über
die Zeit in Kultur stabil blieb, wurde eine PCR mit CD45 durchgeführt.

CD45 in Tumor 301

Hier fallen zunächst die negativen ∆ ct-Werte ins Auge, die in allen vier Schau-
bildern in Abbildung 3.12 an Tag 2 und 4 bei den Zellen ohne MACS vorkommen.
Dies muss so gedeutet werden, dass CD45 Genprodukte hier häufiger vorkom-
men als die der GAPDH. Die Zellen mit MACS hingegen haben deutlich größere
∆ ct-Werte, was sich von Tag 2 bis in Tag 6 fortsetzt. Am deutlichsten ist dies in
RPMI-Medium zu sehen, wo die ∆ ct-Werte der Zellen ohne MACS auf dem glei-
chen niedrigen Niveau stabil blieben, die Anzahl der Lymphozyten scheint hier
also konstant.

Die MACS-Zellen weisen im Gegensatz dazu deutlich weniger und im zeitlichen
Verlauf sinkende Level an CD45 auf. Unter Auslassen des nicht definiertenWertes
(undeterminded in (a)), kann ein signifikanter Unterschied zwischen den Zellen
mit und ohne MACS sowohl in StemPro (p=0,0016) als auch RPMI (p=0,0001)
errechnet werden. Dort, wo "undetermined" im Schaubild anstelle eines Balkens
aufgetragen ist, wurde in der PCR in beiden Ansätzen kein Wert gemessen, CD45
ist also unterhalb der Nachweisgrenze.
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Abbildung 3.12: Tumor 301 PCR CD45- MACS versus ohne MACS

Um herauszufinden, ob dieser Effekt über die Zeit anhält, wurde seperat von Tag 6
eine statistische Auswertung durchgeführt, auch hier ergibt sich ein signifikanter
Unterschied (p=0,0280). Das Sortieren der Zellen zeigt also einen Effekt auch
über längere Zeit hinweg.

CD45 in Tumor Diak

In allen 4 Diagrammen von Abbildung 3.13 ist ein klarer Unterschied zwischen
"MACS" und "ohne MACS" an Tag 2 zu erkennen. Die ∆ ct-Werte unterscheiden
sich dabei signifikant mit einem p-Wert von p<0.0001. Dieser Unterschied hält in
RPMI tendenziell länger an als in StemPro, dort haben sich die Werte an Tag 4
schon wieder fast angeglichen. Von Tag 2 auf Tag 4 sinkt der ∆ ct-Wert in allen
Diagrammen außer (d), was einem größeren Vorhandensein von CD45 entspricht.
Im RPMI-Medium ist an Tag 6 wieder ein klarer Unterschied zu erkennen: die
Zellen ohne MACS haben einen kleineren ∆ ct-Wert, also mehr CD45 als die
MACS-sortierten. Außerdem ist von Tag 4 auf Tag 6 allgemein eher ein Anstieg
(vor allem (a) und (b)) der ∆ ct-Werte zu beobachten, was insgesamt weniger
CD45 entspricht.
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Abbildung 3.13: Tumor Diak PCR CD45- MACS versus ohne MACS

Bei der gemeinsamen Auswertung beider Tumore konnten zwei Erkenntnisse ge-
wonnen werden: Zum einen ist allgemein gesprochen MACS erfolgreich, was die
Depletion der CD45-positiven Zellen angeht (p<0.0001), zum anderen besteht die-
ser Effekt auch über die Zeit, denn an Tag 6 kann immer noch ein signifikanter
Unterschied (p=0,0366) zwischen den beiden Populationen errechnet werden.

c-Kit in Tumor 301

Umgekehrt kann unter anderemmit einer PCR von c-Kit überprüft werden, ob hier
nun Seminomzellen vorliegen.

Erstaunlicherweise ist in Abbildung 3.14 (a) in der MACS-Zellfraktion zu allen Zeit-
punkten kein c-Kit nachweisbar. Wie in Abbildungen (b)-(d) dargestellt, ist c-Kit in
RPMI sowie StemPro mit Y27632 in beiden Zellfraktionen nachzuweisen. Auffällig
ist hier vor allem im RPMI-Medium ein jeweiliges Maximum der ∆ ct-Werte an Tag
4, was ein Minimum an c-Kit bedeutet. Danach steigt es wieder an, was entweder
mit einemWachstum der Seminomzellen gleichgesetzt werden kann oder ein Ab-
sterben aller anderen vorhandenen Zellen bedeutet. In StemPro war dies nicht der
Fall. Die Zellpoulation, die MACS unterzogen wurde, zeigt hier im RPMI-Medium
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Abbildung 3.14: Tumor 301 PCR c-Kit- MACS versus ohne MACS

einen signifikanten Unterschied (p=0,0048) zu der ohne MACS-Sortierung: Der
∆ ct-Wert ist kleiner, es ist also mehr c-Kit vorhanden, und zwar bis zum Tag 6.
Tatsächlich lässt sich auch bei einer ausschließlichen Auswertung der Werte von
Tag 6 ein signifikanter Unterschied feststellen (p=0,0272).

Hier darf geschlussfolgert werden, dass im RPMI-Medium das MACS erfolgreich
angewendet wurde und sich dies auch über die Zeit erhalten ließ. Eine gemein-
same statistische Auswertung aller Werte in Abbildung 3.14 ergibt, dass MACS
signifikant erfolgreich (p=0,0121) ist. Es wurde überwiegend mehr c-Kit bei den
behandelten Zellen von Tu 301 in beiden Medien nachgewiesen.

c-Kit in Tumor Diak

Hier war im Gegensatz zu Tumor 301 wie in Abbildung 3.15 ersichtlich in der Tat
überall c-Kit nachweisbar, und zwar gleichermaßen in beiden Gruppen (MACS
und ohne MACS). Die überwiegend kleinen ∆ ct-Werte sprechen hierbei für eine
große Menge an c-Kit.
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Abbildung 3.15: Tumor Diak PCR c-Kit- MACS versus ohne MACS

An Tag 2 zeigt sich kein Unterschied in der Menge an c-Kit zwischen der MACS-
sortierten und der unsortierten Zellfraktion. Eine signifikant unterschiedliche Men-
ge an c-Kit als Marker für Seminomzellen an Tag 4 und Tag 6 in der Kultur mit
MACS-sortierten Zellen im Gegensatz zu solchen ohne MACS ist nicht zu beob-
achten. Die ∆ ct-Werte bleiben dafür überraschend konstant, was in der Mikro-
skopie nicht so beobachtet werden konnte. Außerdem wurden die Daten beider
Tumore zusammengefügt und ausgewertet, wobei für c-Kit ein statistisch signifi-
kanter Unterschied der MACS-Zellen zu denen ohne MACS zu konstatieren ist:
Mit einem p-Wert von p=0,0011 ist in Kulturen, die MACS unterzogen wurden,
mehr c-Kit vorhanden. Um dieses Ergebnis zu verifizieren, wurde noch eine wei-
tere PCR mit dem Seminommarker PLAP durchgeführt.

PLAP in Tumor 301

Auch der Seminommarker PLAP kann äquivalent zum Ergebnis der c-Kit-PCR bei
den MACS- Zellen in StemPro ohne Y27632 nicht nachgewiesen werden (Abbil-
dung 3.16 (a)) Genauso konsistent ist der undeterminierte Wert in 3.16 (b), Tag 6
sowie 3.16 (d), Tag 2. Dies spricht dafür, dass hier entweder keine Seminomzellen
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Abbildung 3.16: Tumor 301 PCR PLAP- MACS versus ohne MACS

vorlagen, wovon in Abbildung 3.16 (a) ausgegangen werden kann. In Grafik 3.16
(d) muss hingegen davon ausgegangen werden, dass auch ohne Nachweis von
PLAP an Tag 2 einige Seminomzellen vorliegen, da an Tag 4 und 6 Seminom-
marker nachgewiesen werden können. In RPMI zeigt sich eine klare Tendenz,
dass in den MACS-behandelten Zellen mehr PLAP vorhanden ist, was für ein
besseres Wachstum und Überleben der Seminomzellen in RPMI spricht. Dieser
ist statistisch signifikant mit einem p-Wert von p<0.0001. Dieser Unterschied ist
im RPMI-Medium bis Tag 6 nachweisbar (p=0,0479).

PLAP in Tumor Diak

Genau wie c-Kit kann PLAP auch hier an Tag 2 in allen Kulturen nachgewiesen
werden (siehe Abbildung 3.17). Die Menge an PLAP der MACS-sortierten Zel-
len unterscheidet sich hier allerdings im Gegensatz zu c-Kit statistisch signifikant
von den unsortierten Zellen (p=0,0016). In diesem Fall kann also angenommen
werden, dass sich an Tag 2 anteilmäßig mehr Seminomzellen in den mit MACS-
sortierten Kulturen befinden, was sich in StemPro mit Y27632 (Abbildung 3.17 (b))
bis Tag 4 verfolgen lässt, wo in den nicht MACS-sortierten Zellen gar kein PLAP,
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Abbildung 3.17: Tumor Diak PCR PLAP- MACS versus ohne MACS

dafür in den MACS-Zellen gleich viel wie an Tag 2 vorliegt. An Tag 4 ist das Vor-
kommen von PLAP sehr heterogen, in den MACS-sortierten Kulturen ist PLAP in
3 von 4 Fällen gar nicht mehr nachzuweisen, an Tag 6 in keiner einzigen Kultur
mehr, was sich nicht mit den Beobachtungen aus der Zellkultur deckt. Interessan-
terweise ist es in den nicht MACS-Kulturen noch länger oder teilweise nach zwi-
schenzeitlichem Verschwinden wieder nachweisbar (siehe (b) und (c)). Vergleicht
man Abbildung (b) mit Abbildung 3.13 (b), so fällt ein komplementäres Verhal-
ten von CD45 auf: Während die ohne MACS-Zellen an Tag 2 und 4 noch sehr
viel CD45 aufweisen, ist dafür wenig bis gar kein PLAP vorhanden, was bei den
MACS-Zellen hier eindeutig in größerer Menge vorhanden ist. Der Unterschied
der MACS-sortierten versus nicht MACS-sortierten Zellen in StemPro ist, unter
Auslassen der undeterminierten Werte, schwach signifikant (p=0,0332). Auch in
RPMI kann signifikant mehr PLAP nachgewiesen werden (p=0,0221) DieseWerte
müssen allerdings in Zusammenschau mit anderen ausgewertet werden, da hier
je nur zwei Wertepaare für die Gewinnung der p-Wertes herangezogen werden
konnten. Kombiniert man die beiden Medien in einer gemeinsamen Auswertung,
kann bei TuDiak ein signifikant höheres PLAP bei den MACS-sortierten Zellen mit
einem p-Wert von 0,0016 bestätigt werden.
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Betrachtet man nun erneut beide Tumore in der Zusammenschau, kann ein zu-
verlässigeres Ergebnis erzielt werden: Die sortierten Zellen weisen deutlich mehr
PLAP auf also die unsortierten (p=0,0064).

3.2.2 Y27632 versus ohne Y27632

Bei den gewonnenen Daten kann nicht nur die Population von Zellen mit MACS-
Sortierung den unsortierten gegenübergestellt werden, sondern auch die Auswir-
kung der Anwendung des ROCK-Inhibitors Y27632 kann überprüft werden. Dafür
wurden jeweils neue Graphen erstellt, bei welchen die ∆ ct-Werte der entspre-
chenden Zellreihen mit und ohne Y27632-Zugabe gegeneinander aufgetragen
sind.

CD45 in Tumor 301
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Abbildung 3.18: Tumor 301 PCR CD45 - Y27632 versus ohne Y27632
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Zuerst stellt sich die Frage, wie sich der ROCK-Inhibitor auf die CD45-positive-
Zellpopulation, also vor allem die Lymphozyten, auswirkt. Diese sollen im Idealfall
nicht in ihrem Wachstum gestärkt werden.

In Abbildung 3.18 (a) und (b) zeigt sich, dass Y27632 keine Auswirkung auf CD45-
positive Zellen in StemPro zu haben scheint: Die Menge an CD45 unterscheidet
sich nicht signifikant zwischen den Populationen, zu denen Y27632 supplemen-
tiert wurde, von denen ohne Y27632-Zusatz. Auchwennman dieMACS-sortierten
den Zellen ohne Sortierung gegenüberstellt, ist in Hinblick auf Y27632 kein Trend
zu erkennen. Bei den Zellen in RPMI verhält es sich anders: Die unsortierten Zel-
len (siehe Abbildung 3.18 (d)) zeigen ein signifikant höheres Vorkommen an CD45
in den mit Y27632 behandelten Zellen (p=0,0031), wobei dies nur für Tag 2 und 4
gilt. Bei den MACS-sortierten ist dies nicht der Fall.

CD45 in Tumor Diak

Bei Tumor Diak kann dieselbe Beobachtung gemacht werden: dieMenge anCD45
unterscheidet sich nur geringfügig oder kaum, wenn man Y27632 versus ohne
Y27632 vergleicht. Abbildung 3.19 zeigt auf, dass sowohl in StemPro als auch
RPMI keine signifikanten Unterschiede der ∆ ct-Werte festgestellt werden kön-
nen. Dies bedeutet, dass Y27632 sich nicht auf das Wachstum oder Fortbeste-
hen von Lymphozyten auswirkt, weder am Anfang der Kultur noch zu späteren
Zeitpunkten. Am eindrücklichsten ist die Übereinstimmung der Wertepaare ohne
und mit ROCK-Inhibitor in Abbildung 3.19 (b) und (d), also in den Kulturen ohne
MACS-Sortierung, zu sehen. Auch die Tendenzen in den Abbildungen 3.18 und
3.19 je (c) gleichen sich: An Tag 2 ist der ∆ ct-Wert von CD45 bei den mit ROCK-
Inhibitor behandelten Zellen je niedriger als ohne Behandlung, es ist also mehr
CD45 vorhanden. Dieses Verhältnis kehrt sich an Tag 4 um, wo weniger CD45
bei den mit Y27632 supplementierten Kulturen vorliegt.

Auch wennman beide Tumore gemeinsam betrachtet, ergibt sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Zellen, zu denen Y27632 hinzugefügt wurde und de-
nen ohne Supplementierung. Jetzt soll noch herausgefunden werden, ob Y27632
sich positiv auf das Überleben oder Wachstum von Seminomzellen auswirkt.
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Abbildung 3.19: Tumor Diak PCR CD45 - Y27632 versus ohne Y27632

c-Kit in Tumor 301

Wie in Abbildung 3.20 dargestellt, sind die Unterschiede zwischen den Zellen, de-
nen ROCK-Inhibitor hinzugefügt wurde und solchen ohne Y27632 nur marginal.
Wenn man davon ausgeht, dass undetermined bedeutet, dass sehr wenig oder
gar kein c-Kit vorliegt, zeichnet sich in Abbildung (a) die deutlichste Tendenz ab:
Zweimal ist dort noch c-Kit vorhanden, wo Y27632 zugegeben wurde, jedoch in
den Kulturen ohne Hinzufügen von Y27632 nicht nachweisbar. Diese Beobach-
tung lässt sich allerdings in den anderen Graphen nicht bestätigen, hier sind die
∆ ct-Werte sehr ähnlich zwischen behandelten und Kontrollzellen. Allerdings ist
diese eine Tendenz auch weiter unten in Abbildung 3.21 (a) bei Tumor Diak nach-
zuweisen: hier ist ebenfalls in Abbildung (a) mehr c-Kit in den mit ROCK-Inhibitor
behandelten Zellen nachgewiesen.
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Abbildung 3.20: Tumor 301 PCR c-Kit - Y27632 versus ohne Y27632

c-Kit in Tumor Diak

Für Tu Diak ergibt sich ein interessantes Ergebnis: In RPMI wirkt sich Y27632 ne-
gativ aus. Mit einem eindeutig signifikantenUnterschied zwischen "ROCK-Inhibitor"
und "ohne ROCK-Inhibitor" bei einem gemeinsamen p-Wert von p<0.0001 (auch
einzeln bei den MACS-sortierten Zellen (p=0,0024) und Zellen ohne Sortierung
(p=0,0019)) ist hier je ein größerer ∆ ct-Wert, also weniger c-Kit, vorliegend. Die-
ser Unterschied vergrößert sich sogar von Tag 2 auf Tag 4 (c) bzw. Tag 6 (d)
und wirkt sich somit negativ auf die Seminomzellen aus. Im StemPro-Medium ist
dieser Effekt nicht zu beobachten, hier sind wie oben bereits erwähnt bei den
MACS-sortierten Zellen im Schaubild 3.21 (a) sogar eher umgekehrte Tendenzen
zu beobachten, die bedeuten würden, dass Y27632 hier demÜberleben der Semi-
nomzellen eher zuträglich ist. Bei den Zellen ohne MACS hingegen sind StemPro
und RPMI recht ähnlich, wennman davon ausgeht, dass der undeterminierteWert
bedeutet, dass c-Kit hier unterhalb der Nachweisgrenze liegt.

In Zusammenschau der beiden Tumore wirkt sich Y27632 also tendenziell positiv
bei den Zellen in StemPro nach MACS aus (je Abb. (a)).
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Abbildung 3.21: Tumor Diak PCR c-Kit - Y27632 versus ohne Y27632

PLAP in Tumor 301

Auch PLAP kann hinsichtlich der Kriterien Y27632 versus ohne Y27632 ausge-
wertet werden, um die Ergebnisse der c-Kit-PCR zu verifizieren.
Tumor 301 zeigt wie in Abbildung 3.22 ersichtlich größtenteils keine unterschied-
lichen ∆ ct-Werte von PLAP zwischen den mit Y27632 behandelten und unbe-
handelten Zellen. Dies stimmt sehr gut mit den Ergebnissen von c-Kit überein.
Hier fällt Graph (a) auf, bei dem weder bei den mit Y27632 behandelten noch den
unbehandelten Zellen PLAP nachgewiesen werden kann.
Es besteht kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Frak-
tionen, weder in StemPro noch RPMI.



56 KAPITEL 3. ERGEBNISSE

Ta
g 2

Ta
g 4

Ta
g 6

0

5

10

15

Tu 301 StPr PLAP MACS
Δ

 c
t (

PL
A

P-
G

A
PD

H
) Y27632

ohne Y27632

un
de

te
rm

in
ed

un
de

te
rm

in
ed

un
de

te
rm

in
ed

un
de

te
rm

in
ed

un
de

te
rm

in
ed

un
de

te
rm

in
ed

(a)

Ta
g 2

Ta
g 4

Ta
g 6

0

5

10

15

Tu 301 StPr PLAP ohne MACS

Δ
 c

t (
PL

A
P-

G
A

PD
H

)

ohne Y27632
Y27632

un
de

te
rm

in
ed

un
de

te
rm

in
ed

un
de

te
rm

in
ed

(b)

Ta
g 2

Ta
g 4

Ta
g 6

0

5

10

15

Δ
 c

t (
PL

A
P-

G
A

PD
H

)

Tu 301 RPMI PLAP MACS

ohne Y27632
Y27632

un
de

te
rm

in
ed

un
de

te
rm

in
ed

(c)

Ta
g 2

Ta
g 4

Ta
g 6

0

5

10

15

Tu 301 RPMI PLAP ohne MACS

Δ
 c

t (
PL

A
P-

G
A

PD
H

)

ohne Y27632
Y27632

(d)

Abbildung 3.22: Tumor 301 PCR PLAP - Y27632 versus ohne Y27632

PLAP in Tumor Diak

Auch hier ist in den beiden Graphen 3.23 (c) und (d) eine klare Auswirkung von
Y27632 zu erkennen: der ∆ ct-Wert ist bei den in RPMI-Medium kultivierten Zellen
signifikant (p=0,0147) höher, wenn ihnen Y27632 zugesetzt wurde. Dieses Ergeb-
nis wurde auch schon bei c-Kit beobachtet, es beschreibt eine negative Auswir-
kung von Y27632 auf Seminomzellen. Dies ist jedoch erneut nur in RPMI-Medium
nachzuweisen, in StemPro sind jedoch gleiche Tendenzen vorhanden, was imGe-
gensatz zu den PCR-Daten von c-Kit steht. Hier sind allerdings auch viele Werte
undeterminiert, was die Vergleichbarkeit einschränkt.
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Abbildung 3.23: Tumor Diak PCR PLAP - Y27632 versus ohne Y27632

3.2.3 StemPro versus RPMI

Zur Evaluation der Kulturbedingungen muss als ein entscheidender Faktor auch
das Kulturmedium herangezogen werden. In dieser Arbeit wurden zwei verschie-
dene Medien verwendet, die hier ebenfalls miteinander verglichen werden sollen,
um das optimale Medium für Seminomzellen zu finden. Die Daten wurden zur
besseren Übersicht neu angeordnet, sodass nun jede Zellpopulation in StemPro
gegen die entsprechende in RPMI abgewogen werden kann.

CD45 in Tumor 301

Auch hier wurden jeweils ANOVA-Tests der einzelnen Datengruppen durchgeführt
werden, um signifikante Unterschiede zu detektieren. Die erste PCR beantwortet
die Frage, wie die Zellen, die nicht gewollt sind, also Lymphozyten, im jeweiligen
Medium wachsen.
Hier fällt vor allem die Zellpopulation, die keinem MACS unterzogen wurde, ins
Auge (Abbildung 3.24 (c) und (d)). Sie weist -am eindrücklichsten an Tag 6- klare
Unterschiede der beiden Medien auf: CD45 kann in StemPro viel weniger nachge-
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Abbildung 3.24: Tumor 301 PCR CD45 - StemPro versus RPMI

wiesen werden als in RPMI (p<0.0001). RPMI kann als das bevorzugte Medium
vom CD45-positiven Zellen bezeichnet werden. Sortiert man diese nun heraus,
ist der CD45-Level nicht mehr so unterschiedlich zwischen beiden Medien, auch
der Betrag der ∆ ct-Werte steigt. Dies bedeutet, dass quantitativ weniger CD45
vorliegt, und zwar in beiden Medien.

CD45 in Tumor Diak

Die Analyse der Zellen ohne MACS ist auch hier interessant: sie zeigen wieder
eine signifikante Differenz der∆ ct-Werte der beidenMedien (p<0.0001). Im Stem-
Pro ist auch hier, wieder vor allem an Tag 6, das Überleben von CD45-positiven
Zellen schlechter. Bei den Zellen, die MACS unterzogen wurden, sieht es dage-
gen anders aus: hier sind überwiegend ∆ ct-Werte von in RPMI kultivierten Zel-
len größer, was sich auch statistisch belegen lässt (p=0,0305). Hier überleben
also CD45-positive Zellen schlechter in RPMI, im Gegensatz zu den Zellen oh-
ne MACS-Sortierung. Die Beobachtung stimmt mit der Tendenz aus Tumor 301
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Abbildung 3.25: Tumor Diak PCR CD45 - StemPro versus RPMI

überein.

Zusammenfassend kann bei der gemeinsamen Auswertung der Zellen ein eindeu-
tiges Resultat festgehalten werden: Die CD45-positiven Zellen, die keiner MACS-
Sortierung unterzogen wurden, überleben in StemPro schlechter als in RPMI
(p<0.0001), was auch über die Zeit konstant so beobachtet werden kann. Wur-
den die CD45-positiven Zellen jedoch mit MACS herausgefiltert, kann in RPMI
bei Tumor 301 und Diak signifikant (p=0,0212) weniger CD45 nachgewiesen wer-
den.

c-Kit in Tumor 301

Mit diesem Marker können nun Anhaltspunkte dafür gewonnen werden, in wel-
chem Medium die Seminomzellen besser überleben.
Die Zellfraktion, die MACS durchlaufen hat, ist hier aufgrund der vielen undeter-
minierten Werte schlecht zu beurteilen. Allerdings ist in Abbildung 3.26 (a) zu
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Abbildung 3.26: Tumor 301 PCR c-Kit - StemPro versus RPMI

beobachten, dass in RPMI noch c-Kit nachzuweisen ist, wohingegen es in Stem-
Pro fehlt. Die Zellen ohne MACS-Sortierung (Abbildung 3.26 (c) und (d)) zeigen
hingegen eine Tendenz der ∆ ct-Werte: Zu fast allen gemessenen Zeitpunkten ist
mehr c-Kit im RPMI-Medium vorhanden.

c-Kit in Tumor Diak

Wertet man hier die beiden MACS-Zellkulturen (Abbildung 3.27 (a) und (b)) ge-
meinsam aus, kann die Aussage verifiziert werden, dass mehr c-Kit in StemPro
nachgewiesen wurde (p=0,0282), was mit der angedeuteten Tendenz bei Tumor
301 (siehe Abbildung 3.26 (b)) übereinstimmt. Die Zellen, die bei Tu Diak ohne
MACS belassen wurden, zeigen ein noch eindeutigeres Ergebnis: Hier sind die
∆ ct-Werte in StemPro mit einem p-Wert von p=0,0007 signifikant niedriger als in
RPMI, was ebenfalls auf ein besseres Überleben von Seminomzellen in StemPro
schließen lässt.
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Abbildung 3.27: Tumor Diak PCR c-Kit - StemPro versus RPMI

PLAP in Tumor 301

Auch PLAP kann zur Beurteilung, in welchem Medium Seminomzellen besser
überleben, herangezogen werden.
Die Ergebnisse der PLAP-PCR sind bei der MACS-Population, also 3.28 (a) und
(b), nahezu identischmit denen der c-Kit-PCR. Der überwiegende Teil der in Stem-
Pro gemessenen Werte ist undeterminiert, wobei dies am ehesten bedeutet, dass
kaum PLAP vorhanden war. Im Unterschied zu c-Kit ist bei der Menge an PLAP
hier bei den Zellen ohne MACS-Sortierung jedoch keine eindeutige Aussage zu
treffen. Weder bei der gemeinsamen Auswertung noch, wenn man einzeln Abbil-
dung (c) bzw. (d) betrachtet, kann von einer klaren Tendenz gesprochen werden.
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Abbildung 3.28: Tumor 301 PCR PLAP - StemPro versus RPMI

PLAP in Tumor Diak

TuDiak weist bei der PLAP-PCR viele undeterminierte Werte auf, was eine Aus-
sage über Trends erschwert. Sowohl bei den MACS-sortierten Zellen als auch
bei denjenigen ohne Heraussortieren der CD45-positiven sind die ∆ ct-Werte un-
terschiedlich. Es fällt auf, dass bei allen Schaubildern von Abbildung 3.29 die ∆

ct-Werte für PLAP eher in RPMI erniedrigt sind, was sich statistisch für die gesam-
te PLAP-PCR von TuDiak belegen lässt (p=0,0115). Dies bedeutet auch, dass für
die MACS-sortierten und unsortierten Zellen ein gemeinsamer Trend vorliegt, der
im Gegensatz zu den Ergebnissen der c-Kit-PCR steht.
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Abbildung 3.29: Tumor Diak PCR PLAP - StemPro versus RPMI





4 Diskussion

Seminomzellen sterben in herkömmlicher Kultur nach durchschnittlich drei Tagen
(Berends et al., 1991). Schon von mehreren Arbeitsgruppen wurde versucht, ei-
ne Zelllinie, wie beispielsweise TCam-2, JKT-1 oder SEM-1 zu entwickeln. Diese
stellten sich teilweise im Nachhinein als in besonderer Weise mutiert (TCam-2,
(de Jong et al., 2008)), durch ein embryonales Karzinom kontaminiert und damit
aus zwei Subpopulationen bestehend (TCam-2, (Eppelmann et al., 2013)) oder
etwas anderes als Seminomzellen heraus (JKT-1, (Eckert et al., 2008)). SEM-1
wurde aus einem mediastinalen Seminom entwickelt (Russell et al., 2013) und
kann deshalb ebenfalls nicht als beispielhaft für ein gonadales Seminom gese-
hen werden. Für die Forschung essentiell wäre also eine weitere, repräsentative
Seminomlinie. Ein großer Schritt in diese Richtung kann durch das Verlängern der
Kulturzeit von Seminomen geschehen. Diese wurde unter anderem schon von Be-
rends et al. durch das Kultivieren auf Sertoli-Feederzellen erfolgreich auf durch-
schnittlich 3-11 Tage verlängert. Gleichzeitig wurde von Fend et al. sowie unserer
Arbeitsgruppe die Beobachtung gemacht, dass lymphoblastische B-Zellinien in
Seminomkulturen entstehen und diese überwuchern (Fend et al., 1995).
Diese Arbeit verfolgt die Idee, dass Seminomzellen zum einen durch Heraussor-
tierung dieser Lymphozyten möglicherweise länger in Kultur gehalten werden kön-
nen und dadurch Experimenten zugänglich gemacht werden können. Zum ande-
ren werden verschiedene Einflussfaktoren wie die Zugabe bestimmter Faktoren
oder die Kultur in spezialisierten Medien getestet.

4.1 Gewebe

Der Einschluss von Patienten erfolgte nach genauen Kriterien: Nur ein histolo-
gisch gesichertes Seminom mit negativem AFP-Serumlevel des Patienten wurde
für die Experimente verwendet. Die Entnahme erfolgte ebenfalls nach vorgegebe-
nen Kriterien steril und in ein gekühltes Transportmedium. Trotzdem können hier

65
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natürlich abhängig vom jeweiligen Operateur, der Operationsdauer und den räum-
lichen Gegebenheiten unterschiedlich lange Zeitspannen von der Entnahme bis
zur Inkulturnahme der Zellen entstehen, welche jedoch nicht länger als 8 Stun-
den betrug. Außerdem sind noch patientenabhängige Einflussfaktoren auf das
Zellwachstum wie der Lebensstil, das Patientenalter und die Tumorprogredienz
denkbar. Als Beispiel kann hier der erhöhte PLAP-Serumlevel auch bei Rauchern
angeführt werden (Koshida et al., 1990). Einige patientenabhängige Faktoren sind
in Tabelle 2.1 aufgeführt. Dies sowie die von Patient zu Patient verschiedenen Tu-
moreigenschaften können zu Unterschieden führen, die nur schwer zu berechnen
oder statistisch zu beschreiben sind. Die Probengröße war ebenfalls von Fall zu
Fall unterschiedlich, da einmal die Tumorgröße differierte, zum anderen das für die
vorrangige pathologische Untersuchung benötigte Gewebe einen unterschiedli-
chen Anteil ausmachte. Durch die gleichmäßige Aufteilung auf 6-Well-Platten wur-
de dem entgegengewirkt. Trotzdemmussten auch einige Tumore aufgrund von für
alle Experimente zu wenig vorhandenem Gewebe ausgeschlossen werden.

4.2 Kultur

Die Kultur konnte im Gesamtdurchschnitt bei den aufgeführten Zellen 11,5 Tage
aufrechterhalten werden. Dies stellt eine Verbesserung im Vergleich zu den be-
schriebenen 3 Tagen (ohne Feeder) dar. Die Medien machen anscheinend keinen
Unterschied, jedoch die jeweiligen Tumore untereinander, wobei der Durchschnitt
bei Tumor Diak bei 15,5 Tagen und bei Tumor 301 bei 7,5 Tagen liegt. Dies könnte
ein Hinweis darauf sein, dass sie unterschiedliche "Voraussetzungen" zur Kultivie-
rung wie unterschiedliche Mutationsmuster mitbringen.

Außerdem scheint die Anzahl der Erythrozyten in Kultur eine Einflussgröße auf
das Überleben zu sein: In Tumor 301 beobachteten wir eine sehr hohe Anzahl der
roten Blutkörperchen und dieser zeigte ein kürzeres Überleben als Tumor Diak.
Mit der Annahme, dass die sterbenden Erythrozyten den pH-Wert und die Zu-
sammensetzung des Mediums negativ beeinflussen, könnte dies erklärt werden.
Nichtsdestotrotz hätte dies an einer Farbänderung des Mediums auffällig werden
sollen, was nicht der Fall war. Eventuell korreliert die größere Menge der Erythro-
zyten aber auch mit der Vaskularisation und dadurch indirekt mit der erhöhten
Immunantwort auf den Tumor, welcher folglich ein schlechteres Wachstum zeigt.

Die runden größeren Zellen könnten als Korrelat von Seminomzellen gewertet
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werden, da sie nach der MACS-Sortierung ein maximales Vorkommen in der Kul-
tur zeigten. Nach Tag 4 war ihre Anzahl stetig fallend (siehe Abbildungen 3.3 bis
3.10).

4.3 Die Methode MACS

Die magnetische Zellsortierung ist eine Methode, bei der relativ einfach unter-
schiedliche Zellpopulationen getrennt werden können, die danach weiterhin der
Kultur zur Verfügung stehen. Dabei werden Zellen mit 50nm großen superpara-
magnetischen MicroBeads markiert und mittels eines Magneten von den nicht
markierten getrennt. Dabei werden die Zellen laut Herstellerangaben (Miltenyi) um
das 50 bis 1000fache angereichert, je nachdem, wie spezifisch und stark die ma-
gnetische Markierung ist und wie stark das Oberflächenantigen exprimiert wird.
Diese Prozedur aktiviert die entsprechenden Rezeptoren zwar nicht, ist für die
Zellen aber potenziell schädlich, weshalb hier die Zellen markiert wurden, die aus-
sortiert werden sollten. Dadurch wurde versucht, möglichst wenig Einfluss auf die
ohnehin sehr empfindlichen Seminomzellen auszuüben. Trotzdemwurden sie hier
einer zusätzlichen Behandlung und der weitgehend unbekannten Auswirkung ei-
nes Magneten ausgesetzt, was eine negative Einflussgröße auf das Zellwachstum
gewesen sein könnte. Gleichzeitig bedeutet dies allerdings auch, dass die Semi-
nomzellen nur indirekt durch Entfernung von Leukozyten angereichert wurden.
Dabei ist es unumgänglich, dass immer noch einige davon in der Seminomkultur
verbleiben. Die Auswahl des Markers CD45 erfolgte bewusst, da dieser zum einen
das bekannte lymphozytäre Infiltrat, welches überwiegend aus T-Zellen besteht
(Torres et al., 1997), (Hvarness et al., 2013), eliminiert. Zudem können dadurch
gleichzeitig die die Seminome überwuchernden lymphoblastischen B-Zellen her-
aussortiert werden. Auch alle anderen Zellen der hämatopoetischen Linie bis auf
Thrombozyten und Erythrozyten wurden erfasst (Dahlke et al., 2004). Da letztere
jedoch offensichtlich Einfluss auf die Kultur genommen haben, bleibt eine Über-
legung für nachfolgende Arbeiten, ob diese nicht ebenfalls mithilfe eines weiteren
Beads heraussortiert oder durch einen Zentrifugationsgradienten entfernt werden
sollten, um die möglichen negativen Einflussfaktoren auf die Seminomzellen so
gering wie möglich zu gestalten. Da die Effizienz des MACS nicht bei 100% liegt,
also immer einige Lymphozyten in Kultur verbleiben, wäre ein weiterer Versuch
die Positivselektion mit PLAP, also einem Seminommarker, der ubiquitär für den
immunhistochemischen Nachweis von Seminomen verwendet wird. Damit wür-
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den zwar nicht alle Seminomzellen erfasst, jedoch höchstwahrscheinlich ein noch
geringerer Anteil von Lymphozyten mit in die Kultur überführt. Es bleibt zu erfor-
schen, ob die ohnehin schon geringe Zahl an lebendigen Seminomzellen bei In-
kulturnahme (25% laut Berends et al. (Berends et al., 1991)) dadurch nicht zu
stark eingeschränkt würde.

4.4 PCR und statistische Auswertung

Um das Vorhandensein von Lymphozyten und Seminomzellen zu quantifizieren,
wurden PCRs mit unterschiedlichen Markern durchgeführt. Dabei wurden von je-
der Messung Duplikate angefertigt. Noch korrekter wäre allerdings die Messung
in Triplikaten, was allerdings in unserem Fall aufgrund der geringen Zellzahl und
deshalb sehr kleinen Mengen an RNA nicht möglich war.
Zur Normalisierungwurde dieGAPDH verwendet, ein sogenanntes Housekeeping-
Gen, welches an der Glycolyse und Gluconeogenese beteiligt ist. GAPDH ist ab-
hängig von verschiedenen Faktoren wie Dexamethason, Glucose, Insulin, Apop-
tose, der Tumorproliferation und weiteren (Suzuki et al., 2000). Dies könnte eine
Interpretation aufgrund der vielen unbekannten patientenabhängigen Einflussfak-
toren erschweren. Es gibt außerdem Hinweise in der Literatur, dass GAPDH in
Seminomen aufgrund des Tumormetabolismus hochreguliert ist und deshalb zu
einer Fehlinterpretation der Ergebnisse führen kann (Neuvians et al., 2005). Da-
bei werden hochregulierte Daten eher unterschätzt und herunterregulierte über-
schätzt. Das bedeutet, dass die hier vorliegenden ∆ ct-Werte eher zu groß sind,
in Wirklichkeit also eine größere Menge der jeweiligen Marker angenommen wer-
den kann, was eine realistische Einschätzung der Ergebnisse trotzdem zulässt.
Die Autoren schlagen vor, die Standardisierung nicht mit der PCR, sondern bereits
davor beim Studiendesign durchzuführen, wie beispielsweise bei der Materialge-
winnung, dem Transport und der RNA-Extraktion einer Gruppe im selben Reak-
tionszyklus. Dies wurde, soweit technisch möglich, in dieser Studie umgesetzt,
indem ein genaues Protokoll zur Entnahme und Aufbereitung der Zellen sowie
zur Durchführung der PCR befolgt wurde. Trotzdem mussten beispielsweise die
PCR-Reaktionen aus Platzgründen auf mehrere Platten verteilt und als mehrere
aufeinanderfolgende Experimente durchgeführt werden. Dass dennoch einige ∆

ct-Werte negativ sind (beispielsweise in Abbildung 3.12), also die Expression des
Zielgens höher als die von GAPDH ist, könnte die oben genannte tumorbedingte
Hochregulation der GAPDH widerlegen.
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Die statistische Auswertung erfolgte mit einem sogenannten normalen two-way
ANOVA. Die Voraussetzung dafür ist, dass keine wiederholten Messungen vor-
liegen: Es wurden von Anfang an Zellen den unterschiedlichen Gruppen zuge-
ordnet und diese dann unterschiedlich behandelt. Der eine untersuchte Faktor
ist die Zeit, der andere die jeweilige Behandlung. Dabei mussten undeterminier-
te Werte ausgelassen werden, obwohl in ihnen ebenfalls eine Aussage steckt:
Höchstwahrscheinlich ist so wenig von der jeweiligen mRNA vorhanden, dass sie
unter die Nachweisgrenze fällt. Das würde gleichzeitig bedeuten, dass dort, wo
noch ein Wert gemessen werden konnte, mehr vom jeweiligen Marker vorliegt als
in den Fällen, in denen dieser undeterminiert ist. Diese Information konnte bei der
statistischen Auswertung nicht mit einbezogen werden.

4.4.1 Lymphozytenmarker

Als Lymphozytenmarker wurde CD45 ausgewählt. Dies hat den Vorteil, dass die
MACS-Methode mit exakt diesem Marker durchgeführt wurde und so direkt die
Effizienz dieser Methode getestet werden konnte. Es wird berichtet, dass es bis
zu 10% aller Oberflächenantigene von T-Lymphozyten ausmacht (Williams and
Barclay, 1986). Das wäre eine mögliche Erklärung für die negativen ∆ ct-Werte in
der CD45-PCR der nicht MACS-sortierten Zellen: CD45 ist ein so häufig vorkom-
mender Marker, dass er quantitativ mehr ausmacht als GAPDH. Die Spezifität ist
gegeben: Es gibt keine Hinweise in der Literatur, dass Seminome etwa CD45 ex-
primierten. Da des Weiteren bereits mehrfach in unserer eigenen Arbeitsgruppe
immunhistochemische Färbungen mit CD45 von Seminomen durchgeführt wur-
den (Tamara Brenauer, unveröffentlichte Ergebnisse), kann davon ausgegangen
werden, dass diese CD45 negativ sind.

4.4.2 Seminommarker

Sowohl c-Kit als auch PLAP werden zur Identifikation von Seminomen verwen-
det (Strohmeyer et al., 1991), (Biermann et al., 2006). Die PLAP-Expression ist
dabei nicht auf Seminome beschränkt, sie ist auch teilweise positiv in anderen
Keimzelltumoren, vor allem embryonalen Karzinomen (Burke and Mostofi, 1988).
C-Kit ist relativ spezifisch für Seminome bezogen auf alle TGCT, kann aber zu
einem geringen Prozentsatz auch in gewöhnlichen Keimzellen und Spermatogo-
nien nachgewiesen werden (Bokemeyer et al., 1996), (Sandlow et al., 1997). Da
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es diese nicht neoplastischen Keimzellen im Gegensatz zu PLAP unspezifisch
färbt, ist es laut Biermann et al. nicht zur alleinigen Diagnose eines Seminoms
oder dessen Vorstufe GCNIS geeignet (Biermann et al., 2012).
In Seminomen ist c-Kit in 90% (Gallegos et al., 2011) bis 100% (Izquierdo et al.,
1995) der Fälle positiv. PLAP-Positivität wird auf über 95% der Fälle angege-
ben(Burke and Mostofi, 1988). Die Kombination mehrerer Marker wird als hilf-
reich angesehen (Raspollini, 2014), (Ulbright, 2005), weshalb auch hier auf die
zwei gängigen zurückgegriffen wurde.

4.5 MACS versus ohne MACS: Auswirkung auf
Seminomkultur (qualitativ)

Wie oben gezeigt, konnte dieMethode ihre Aufgabe, CD45-positive Zellen heraus-
zufiltern, erfüllen. Die eigentlich interessante Frage ist nun aber, ob dies sich auch
auf die Kultur der Seminomzellen ausgewirkt hat. Das kann zum einen durch die
Kulturmikroskopie und zum anderen mithilfe der Marker c-Kit und PLAP geklärt
werden. Eine Übersicht über die Ergebnisse gibt Tabelle 4.1 und 4.2.

4.5.1 Tumor 301

Bei den Zellen von Tumor 301 ohne Y27632 im StemPro-Medium sind an Tag 2,
4 und 6 mikroskopisch Seminomzellen zu erkennen. Hingegen gelingt der Nach-
weis von Seminommarkern hier nur jeweils in der nicht MACS-sortierten Fraktion.
Zu allen 3 Zeitpunkten kann weder c-Kit noch PLAP in der PCR nachgewiesen
werden. Dies ist insofern erstaunlich, als dass in der Kultur immer Seminomzellen
sichtbar waren und lässt deshalb nur den Schluss eines systematischen Fehlers
bei der PCR zu. Eine weitere denkbare Alternative wäre, dass die Zellen, die in
Kultur gesehen wurden, nicht für den PCR-Nachweis ausreichen oder dies gar
keine Seminomzellen waren. Dies ist jedoch unwahrscheinlich, da die Zellen mit
denen anderer Kulturen verglichen wurden.



4.5. MACS VERSUS OHNE MACS: AUSWIRKUNG AUF SEMINOMKULTUR
(QUALITATIV) 71

Tabelle 4.1: Übersicht über Vorkommen von Seminomzellen bei Tumor 301,
X steht für vorhanden, x für nicht vorhanden

Kultur | PCR c-Kit | PCR PLAP
MACS +CD45 MACS +CD45 MACS +CD45

StemPro-Y27632 Tag 2 X X x X x X

Tag 4 X X x X x X

Tag 6 X X x X x x
StemPro+Y27632 Tag 2 X X X X x X

Tag 4 X X X X x x
Tag 6 x x x X x x

RPMI - Y27632 Tag 2 X X X X X X

Tag 4 X X X X x X

Tag 6 X x X X X X

RPMI + Y27632 Tag 2 X X x X x X

Tag 4 X X X X X X

Tag 6 X x X X X X

Bei Tumor 301 + Y27632 im StemPro-Medium konnten Seminomzellen an Tag
2 und 4 in Kultur gesehen werden und auch der Nachweis von c-Kit erfolgt sowohl
bei den mit MACS sortierten als auch den unsortierten Zellen. PLAP kann in der
MACS-Fraktion an keinem der 3 Zeitpunkte nachgewiesen werden, was eventuell
auf einen Messfehler hindeutet (Pipettierfehler, Gerätefehler). Zum Nachweis ei-
nes Seminoms sollten eigentlich beide Marker positiv sein, was hier nicht der Fall
ist. Es ist also ebenfalls denkbar, dass hier schon an Tag 2 keine Seminomzellen
mehr vorliegen, da sie eventuell durch die MACS-Prozedur zu stark geschädigt
wurden und abstarben oder ein Fehler bei der Sortierung selbst passiert ist. Dies
würde allerdings den Ergebnissen der Kultur widersprechen, da dort Seminom-
zellen zu sehen waren. An Tag 6 sind keine Seminomzellen in Kultur mehr sicht-
bar, c-Kit wurde aber in der nicht MACS sortierten Fraktion nachgewiesen. Da
die PCR-Ergebnisse von c-Kit und PLAP sich nicht decken, muss hier vermutet
werden, dass c-Kit eventuell etwas anderes außer Seminomzellen nachweist, wie
beispielsweise Spermatogonien. Eine Diskussion weiterer Gründe findet sich bei
Tumor Diak.
In der Kultur im StemPro-Medium haben also die Tumor 301-Seminomzellen wohl
besser überlebt, wo die CD45-positiven Zellen noch vorhanden waren. Bei einem
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ct-Wert der GAPDH von zum Beispiel ca. 35,36 bei der MACS-sortierten Linie ist
allerdings die Nachweismöglichkeit von einem seltener als GAPDH vorkommen-
den Marker bei 45 PCR-Zyklen sehr beschränkt. Andere Überlegungen sind hier,
ob zum Überleben der Seminomzellen eine gewisse Zelldichte für das richtige
Milieu oder Microenvironment notwendig sein könnten. Eventuell sind durch die
MACS-Prozedur doch mehr Seminomzellen abgestorben als bei den nicht MACS-
sortierten, die hier nun fehlen. Dies müsste sich allerdings auch in einer Differenz
der ∆ ct-Werte von c-Kit und PLAP zwischen den sortierten und den unsortierten
Zellen niederschlagen, was hier nicht der Fall war.

Bei Tumor 301 ohne Y27632 im RPMI-Medium wurden hier an Tag 6 in Kul-
tur bei den unsortierten Zellen keine Seminomzellen mehr gesehen, wohingegen
in der PCR sowohl c-Kit als auch PLAP positive Ergebnisse lieferten. Also müs-
sen sich wohl doch noch Seminomzellen in Kultur befunden haben, die eventu-
ell übersehen wurden. Auch denkbar wäre ein Persistieren von c-Kit und PLAP
bei schon abgestorbenen Zellen, wobei die Halbwertszeit von c-Kit-mRNA in hä-
matopoetischen Stammzellen durchschnittlich 2-4 Stunden betrug (Dubois et al.,
1994), für PLAP sind keine Daten in der Literatur vorhanden. Allerdings gilt die-
se Überlebenszeit nur für intrazelluläre mRNA und kann daher erheblich von den
extrazellulären Konzentrationen abweichen. Ansonsten wurde an Tag 2 und 4 je-
weils übereinstimmend ein Seminom sowohl in der Kultur als auch in der c-Kit
und PLAP-PCR nachgewiesen bis auf das negative PLAP-Ergebnis an Tag 4 der
MACS-sortierten Zellen, was bei PLAP-Nachweis an Tag 6 am ehesten als Mess-
fehler zu werten ist. Es wäre auch ein Abfallen des Seminommarkers unter die
Nachweisgrenze durch eine zu geringe Anzahl an Zellen denkbar, die bis Tag 6
wieder zunehmen, was jedoch in der Kultur so nicht beobachtet wurde.

In Tumor 301 + Y27632 im RPMI Medium kann einmal die gleiche Beobachtung
gemacht werden wie im StemPro: die PLAP-PCR in der MACS-Linie bleibt an Tag
2 negativ, hier ist sogar c-Kit ebenfalls negativ. Ein Grund dafür könnte sein, dass
die PCR an Tag 1 über 40 Zyklen durchgeführt wurde und an den darauffolgen-
den Tagen über 45 Zyklen. Dagegen spricht jedoch, dass die ct-Werte bei den
späteren Zeitpunkten (also Tag 4 und Tag 6) ebenfalls nie über 40 lagen, an Tag
2 also theoretisch mehr vorhanden sein müsste und damit die eventuell positi-
ven Ergebnisse mit 40 Zyklen erfasst werden müssten. Außerdem wurden hier
an Tag 6 ebenfalls wie bei den Zellen ohne ROCK-Inhibitor in RPMI in der Kultur
keine Seminomzellen mehr gesehen, was oben diskutiert wurde. Alles in allem ist
in RPMI zum einen die Übereinstimmung zwischen Kultur und PCR recht groß,
zum anderen ist häufig ein Nachweis in allen drei Kategorien noch an Tag 6 zu
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erbringen, was mit einer sehr hohen Wahrscheinlichkeit ein Seminom nachweist.

4.5.2 Tumor Diak

Tabelle 4.2: Übersicht über Vorkommen von Seminomzellen bei Tumor Diak,
X steht für vorhanden, x für nicht vorhanden

Kultur | PCR c-Kit | PCR PLAP
MACS +CD45 MACS +CD45 MACS +CD45

StemPro-Y27632 Tag 2 X X X X X X

Tag 4 X X X X x X

Tag 6 X X X X x X

StemPro+Y27632 Tag 2 X X X X X X

Tag 4 X X X X X x
Tag 6 X X X x x X

RPMI - Y27632 Tag 2 X X X X X X

Tag 4 X X X X x x
Tag 6 X X X X x X

RPMI + Y27632 Tag 2 X X X X X X

Tag 4 X X X X x X

Tag 6 X X X X x x

Tumor Diak - Y27632 im StemPro-Medium zeigt gleiche Tendenzen wie Tumor
301: PLAP ist an Tag 4 und 6 bei den Zellen, die MACS-sortiert wurden, nicht
nachweisbar, ansonsten passen alle Ergebnisse sehr gut zueinander, sowohl in
Kultur als auch bei der c-Kit PCR. In den MACS-sortierten Zellen ist also nur an
Tag 2 sicher ein Seminom vorhanden, bei den Zellen ohne Sortierung bis Tag 6.

Auch für Tumor Diak + Y27632 im StemPro-Medium zeigt sich eine gute Über-
einstimmung der Ergebnisse von Kultur und PCR. An Tag 2 und Tag 4 sind eindeu-
tig überall Seminomzellen vorhanden, nur an Tag 4 konnte bei der nicht MACS-
Fraktion der Zellen kein PLAP nachgewiesen werden. Dies ist erstaunlich, da an
Tag 6 der Nachweis wieder gelingt, was am ehesten auf einen Messfehler oder
ein mögliches Versagen des Primers zurückzuführen sein könnte. An Tag 6 sind
Hinweise auf Seminomzellen immer noch vorhanden, c-Kit kann bei der Zellfrak-
tion, die CD45-positive Zellen enthält, nicht nachgewiesen werden. Das könnte
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einen Vorteil für die Zellen, die MACS-sortiert wurden, bedeuten, da der Marker
hier positiv ist. Da dies jedoch der einzige Fall ist, kann nicht von einer generellen
Tendenz gesprochen werden. PLAP hingegen fehlt in der MACS-Fraktion, wobei
c-Kit dort noch vorhanden war. Bei Tu Diak wurde gehäuft beobachtet, dass dort,
wo c-Kit noch nachweisbar war, PLAP bereits unter die Nachweisgrenze gefallen
war. Hier können unterschiedliche Gründe diskutiert werden. Denkbar wäre, dass
der Primer von PLAP schlichtweg nicht so gut funktioniert wie der Primer von c-Kit.
Dagegen spricht jedoch das trotzdem häufig übereinstimmende PCR-Ergebnis
von c-Kit und PLAP. Eine weitere Erklärung wäre, dass PLAP bei Seminomzellen,
wenn diese absterben, früher herunterreguliert wird als c-Kit. Dafür spricht, dass
PLAP auch bei erfolgreicher Seminomtherapie im Serum abfällt (Wahren et al.,
1986), konkrete Hinweise fehlen jedoch in der Literatur. Des Weiteren könnte das
positive c-Kit hier auch auf andere mögliche Bestandteile eines Hodentumorre-
sektats wie beispielsweise Spermatogonien zurückzuführen sein.

Wie oben diskutiert kann bei den Zelllinien ohne Nachweis von PLAP nicht mit
vollständiger Sicherheit von einem Seminomnachweis gesprochen werden. Dies
würde in diesem Fall bedeuten, dass an Tag 4 und 6 kein Seminommehr vorliegen
könnte.

Auch bei Tumor Diak - Y27632 im RPMI-Medium ist diese Konstellation vorhan-
den: PLAP ist in der MACS-Zellfraktion an Tag 4 und 6 nicht nachweisbar, hier
allerdings noch zusätzlich an Tag 4 bei der nicht MACS-sortierten Zellreihe nega-
tiv. In der Kultur sind zu allen gemessenen Zeitpunkten Seminomzellen vorhanden
und auch c-Kit ist immer positiv. Betrachtet man Tumor Diak + Y27632 im RPMI-
Medium, fällt erneut genau dieses Fehlen von PLAP in der MACS-Linie sowohl
an Tag 4 als auch 6 auf. Dies würde erneut die oben genannte Theorie stützen.
Auch in der nicht MACS-unterzogenen Reihe ist hier an Tag 6 kein PLAP mehr
vorhanden. Fasst man nun die Ergebnisse von TuDiak zusammen, lag an Tag 2
mit großer Wahrscheinlichkeit ein Seminom bei allen Kulturmedien und Zusätzen
vor, an Tag 4 und 6 kann dies jedoch aufgrund des häufigen Fehlens von PLAP bei
den MACS-sortierten Zellen nicht immer mit letzter Sicherheit behauptet werden.
Das stellt einen Unterschied zu Tumor 301 dar, bei dem PLAP häufiger bis Tag 6
nachgewiesen werden konnte, vor allem im RPMI-Medium. Multiple Unterschiede
zwischen den Tumoren betreffend der proliferationsbegünstigenden Faktoren wie
Mutationen oder patientenabhängige Einflüsse können hier eine Rolle gespielt ha-
ben. Auch die vermutlich längere Transportzeit von TuDiak kann sich negativ auf
das Überleben der Zellen ausgewirkt haben.
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Alle aufgeführten Ergebnisse wurden in Tabelle 4.2 zur besseren Übersicht zu-
sammengefasst.

4.6 Erfolg der Methode (quantitativ)

Der Erfolg der Methode MACS kann anhand der Zusammenschau der PCR des
Lymphozytenmarkers CD45mit den Seminommarkern bestimmt werden: Hier lässt
sich bei Tumor 301 sowohl in StemPro als auch RPMI ein signifikanter Unter-
schied der CD45-Menge zwischen den MACS-sortierten und den unsortierten
Zellen nachweisen. Es sind also anteilmäßig in den mit MACS sortierten Zellen
weniger Lymphozyten vorhanden, was das erklärte Ziel dieser Methode war. Im
RPMI-Medium bleibt die Lymphozytenzahl dabei bei den nicht MACS unterzoge-
nen Zellen relativ konstant, bei den MACS-sortierten Zellen nehmen sie dafür so-
gar ab- das heißt im Umkehrschluss, dass hier dann anteilsmäßig mehr Seminom-
oder andere Zellen vorliegen müssten. Dies bestätigt sich auch tatsächlich, wenn
man die beiden Seminommarker-PCR Ergebnisse im RPMI-Medium damit ver-
gleicht. Hier kann statistisch signifikant mehr c-Kit stabil bis zu Tag 6 und sogar
bei ausschließlicher Auswertung dieses Tages nachgewiesen werden. Auch für
PLAP zeigt sich ein signifikant höheres Vorkommen bei den MACS-sortierten Zel-
len, ebenfalls bis zu Tag 6. Dies ist als Erfolg zu werten. Es sind also tatsächlich
mehr Seminomzellen dort vorhanden, wo die CD45-positiven Zellen heraussor-
tiert wurden. Dies unterstützt die eingangs formulierte Hypothese, dass die Lym-
phozyten die Seminomzellen eventuell überwuchern und so am Wachstum hin-
dern. Dort, wo in der MACS-sortierten Zellfraktion im Medium RPMI über die Zeit
abnehmende Lymphozytenzahlen nachgewiesen wurden, kommt genau äquiva-
lent dazu mehr c-Kit und PLAP in den Kulturen vor (siehe Abbildung 3.14 und
3.16). Das simultane Vorkommen und Steigen beider Marker macht das Vorlie-
gen und auch Wachsen eines Seminoms sehr wahrscheinlich. Alternativ erhöht
sich die Zellzahl aller anderen Zellen in diesem Fall langsamer, das heißt die Se-
minomzellen werden langsamer überwachsen. Oder aber die Zellzahl der ande-
ren Zellen verringert sich erheblich stärker als die der Seminome, wodurch deren
Anzahl prozentual zunimmt.

Im StemPro-Medium zeigt sich derselbe Verlauf, hier ist an Tag 6 die Menge an
CD45 jedoch zwischen den sortierten und unsortierten Zellen nicht so deutlich un-
terschiedlich wie bei RPMI. Dies kann daran liegen, dass Lymphozyten in StemPro
nicht so gut überleben. Der undeterminierte Wert an Tag 2 in der Linie, wo kein
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Y27632 hinzugegeben wurde, kann so interpretiert werden, dass die Sortierung
sehr erfolgreich war und praktisch keine CD45-positiven Zellen mehr vorlagen.
Denkbar ist auch, dass hier von Anfang gar keine Zellen dieser Sorte vorlagen,
wogegen allerdings der hohe Wert von CD45 an Tag 4 und die Werte der an-
deren Linien sprechen. Bei diesen wurde stets CD45 nachgewiesen, und da die
Tumorzellen immer bei Inkulturnahme zu gleichen Teilen den jeweiligen Experi-
menten zugeordnet wurden, ist es sehr unwahrscheinlich, dass zufällig in einem
dieser Teile keine Lymphozyten vorhanden sein sollten. Die niedrigen ∆ ct-Werte
an Tag 4 zeugen von einem Wachstum der CD45-positiven Zellen oder einer
prozentualen Zunahme, was einer Abnahme der anderen vorhandenen Zellpo-
pulationen gleichkommt. Welche der beiden Hypothesen diesem Verlauf nun tat-
sächlich zugrunde liegt, lässt sich nicht vollständig klären, da ein Verlauf bei den
Seminommarkern aufgrund mehrfach undeterminierter Werte nur schwer nach-
zuvollziehen ist. Auffällig ist jedoch, dass genau an diesem Tag 4 sowohl c-Kit als
auch PLAP bei den mit Y27632 behandelten Zellen positiv ist, hier also mit großer
Wahrscheinlichkeit Seminomzellen vorliegen.

Die gleiche statistische Auswertung im StemPro-Medium wie im RPMI ist auf-
grund der vielen undeterminierten Werte nicht aussagekräftig. Fügt man sie mit
den Werten von RPMI zusammen, ergibt sie allerdings die gleiche Tendenz: Es
ist mehr c-Kit in der MACS-Fraktion vorhanden. Diese Aussage ist jedoch eher
vage, da nur 2 Wertepaare als Grundlage dafür vorliegen. Außerdem muss hier
zur Vervollständigung der Ergebnisse wieder die PLAP-PCRmit bewertet werden.
Auch hier sind bis auf den einen oben genannten Wert an Tag 4 alle Ergebnisse
der MACS-sortierten Zellen undeterminiert. Eine statistische Analyse ist hier also
ebenfalls nicht möglich.

Die PCR zeigt, dass die Methode MACS auch bei Tumor Diak dazu geführt hat,
dass weniger CD45-positive Zellen vorhanden waren. Dieser Effekt hielt in den
einzelnen Medien unterschiedlich lang an, an Tag 2 war bei Tumor Diak sowohl
in StemPro als auch in RPMI ein signifikanter Unterschied der ∆ ct-Werte auszu-
machen. Auffällig sind die sich an Tag 2 im Gegensatz dazu nicht unterscheiden-
den ∆ ct-Werte von c-Kit zwischen den MACS-sortierten und unsortierten Zellen:
Eigentlich wäre zu erwarten, dass anteilmäßig an der Gesamtzellzahl bei den
MACS-sortierten Zellen mehr Seminomzellen vorliegen, also mehr c-Kit als in
der nicht-MACS-Zellpopulation nachzuweisen wäre. Eine Erklärung für die glei-
che Menge an c-Kit in den MACS-sortierten und unsortierten Zellreihen wäre ei-
ne andere, c-Kit positive Zellpopulation wie beispielsweise Spermatogonien oder
nicht neoplastische Keimzellen. Dies ist bei einemGewebestück aus einem reinen
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Seminom zwar wenig wahrscheinlich, aber möglich. Eine weitere denkbare Zell-
population wären die ebenfalls im Seminom vorkommenden synzytiotrophoblas-
tischen Riesenzellen (Hedinger et al., 1979). Laut einer immunhistochemischen
Studie mit intrakraniellen Germinomen kommt c-Kit sowohl auf Seminomzellen
als auch den genannten synzytiotrophoblastischen Zellen vor (Nakamura et al.,
2005), wohingegen Takeshima et al. konstatierten, dass keine Antikörperfärbung
dieser Zellen für c-Kit möglich sei. (Takeshima et al., 2004). In dieser Studie wird
auch gezeigt, dass das lymphozytäre Infiltrat c-Kit-negativ ist.

Für PLAP verhält es sich hingegen anders: Hier sind die MACS-sortierten und un-
sortierten Zellen signifikant unterschiedlich: Es kommen also an Tag 2 anteilmäßig
mehr Seminomzellen in den MACS-sortierten Kulturen vor. Dieser Fakt stützt die
These, dass PLAP Seminome spezifisch nachweist. Im weiteren Verlauf unter-
scheiden sich die beiden Medien wieder: im RPMI-Medium zeigt sich einmal in
den Zellen ohne MACS eine gleichbleibend hohe Anzahl an CD45 von Tag 2 auf
Tag 4. Hier bleibt die Lymphozytenzahl wohl unverändert, was auch für die Se-
minomzellen zuzutreffen scheint, betrachtet man die konstanten Werte von Tag
2 und 4 bei c-Kit und PLAP, wobei letzteres einmal nicht nachgewiesen werden
kann (siehe Abbildung 3.15).

Für die MACS-sortierten Zellen sieht es jedoch anders aus: hier verändert sich
die Menge an CD45 von Tag 2 auf Tag 4, und zwar wird es mehr, dort wo kein
Y27632 zugegeben wurde und weniger, wo ROCK-Inhibitor supplementiert wur-
de. Die Seminommarker verhalten sich hier allerdings nicht komplementär: c-Kit
bleibt gleich, wo CD45 deutlich zunimmt (c), PLAP hingegen ist an Tag 4 der
MACS unterzogenen Zellen in RPMI nicht nachweisbar und bleibt dies auch an
Tag 6, wo CD45 wieder deutlich abfällt. Diese Ergebnisse können zu zwei Aus-
sagen führen: zum einen wird erneut die These, dass durch c-Kit etwas anderes
außer ein Seminom unspezifisch nachgewiesen wird, untermauert. Zum anderen
kann hier wahrscheinlich beobachtet werden, wie durch den Anstieg von CD45-
positiven Zellen Seminomzellen abnehmen, sie werden also höchstwahrschein-
lich von diesen überwuchert. Eine weitere Interpretationsmöglichkeit wäre, dass
die Seminomzellen von selbst in die Apoptose gehen und deshalb an Tag 4 anteil-
mäßig mehr CD45 vorliegt. Dies wird unterstützt von der Tatsache, dass bei der
Zellpopulation, bei der von Tag 2 auf Tag 4 CD45 abfällt, PLAP ebenfalls an Tag 4
nicht mehr nachweisbar ist. Hier sind die Seminomzellen also trotz einer sinken-
den Anzahl an CD45-positiven Zellen unter der Nachweisgrenze, was gegen eine
gerichtete Lymphozytenaktivität spricht. Es kann jedoch auch nicht ausgeschlos-
sen werden, dass PLAP falsch negativ sein könnte. c-Kit verhält sich hier erneut
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ungerichtet, es ist vorhanden, wenn auch in annähernd gleichbleibender Menge.

Im StemPro-Medium sind an Tag 4 die CD45-Level höher: sowohl bei den Zellen,
wo Y27632 hinzugefügt wurde, als auch ohne Supplementierung, sowohl in den
MACS-sortierten als auch den unsortierten Zellen. Erneut hält also im StemPro
der Erfolg der MACS-Sortierung nicht so dauerhaft an wie in RPMI. c-Kit folgt die-
sem Trend nur andeutungsweise, von Tag 2 auf Tag 4 fällt es leicht, aber nicht si-
gnifikant ab. PLAP hingegen ist an Tag 4 bei denMACS-unterzogenen Zellen ohne
ROCK-Inhibitor undeterminiert, was wieder als Fehlen von Seminomzellen gedeu-
tet werden muss. Bedenkt man hier jedoch, dass bei den Doppelbestimmungen
oft nur ein Wert bestimmbar war, ist auch ein falsch negatives Ergebnis aufgrund
fehlender Funktionalität des Primers denkbar. Bei den Zellen, wo ROCK-Inhibitor
dazugegeben wurde, ist es umgekehrt: Hier ist PLAP bei der MACS-Fraktion von
Tag 2 auf Tag 4 beinahe unverändert nachweisbar, hingegen derWert für PLAP an
Tag 4 bei den Zellen ohne MACS-Sortierung nicht nachweisbar. Bei PLAP gibt es
allgemein viel häufiger undeterminierte Werte. Dies kann unterschiedliche Grün-
de haben: Einmal materialtechnisch bedingt, wobei die c-Kit PCR jeweils auf der
gleichen Platte durchgeführt wurde und deshalb als Unterschied nur der Primer in
Betracht kommt. Da dieser des Öfteren bei den Duplikaten nur in einem Fall einen
∆ ct-Wert geliefert hat, der dann aber teilweise nicht etwa kurz vor dem 40.-PCR
Zyklus, sondern darunter lag, kann auch von einer gewissen fehlerhaften Funk-
tionalität des Reaktionsansatzes ausgegangen werden.

4.7 Zugabe von ROCK-Inhibitor Y-27632

ROCK-Inhibitor ist ein potenter Apoptosehemmer bei ESC (Ichikawa et al., 2012),
außerdem verbessert er das Überleben von ESC nach Fluorescence-Activated
Cell Sorting (FACS) (Emre et al., 2010). Er scheint außerdem protektiv auf Hoden-
gewebe zu wirken (Çayan et al., 2014). Erst kürzlich wurde ein positiver Einfluss
von ROCK-Inhibitor auf die von T-Lymphozyten vermittelte Toxizität berichtet (Noz-
aki et al., 2015). Inwiefern er diese Effekte in der Seminomkultur ausübt, wurde
noch nicht untersucht. Es handelt sich beim Seminom um einen Tumor, der einige
übereinstimmende Eigenschaften mit Stammzellen zeigt (Looijenga et al., 2007).
In dieser Arbeit wurde ebenfalls eine Zellsortierungsmethode angewandt, die auf
der Markierung von Oberflächenantigenen beruht. Dies führt zur Überlegung, ob
der ROCK-Inhibitor auch in diesem Fall protektiv wirkt.
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4.7.1 Tumor 301

Die Frage, ob sich der ROCK-Inhibitor bei Tumor 301 auf das Wachstum von Lym-
phozyten auswirkt, kann für das Kulturmedium StemPro mit einem klaren Nein
beantwortet werden. Die CD45 PCR-Ergebnisse zeigen weder bei den mit MACS
sortierten noch unsortierten Zellen einen Unterschied zwischen den mit Y27632
supplementierten und unsupplementierten Zellen. Auch über den Zeitverlauf zeigt
sich keine Tendenz, dass sich ROCK-Inhibitor-Zugabe in irgendeiner Weise aus-
wirken würde. Die Seminommarker-PCR zeigt ebenfalls keinen Überlebensvorteil
für die Zellen, denen ROCK-Inhibitor zugegeben wurde. Im RPMI-Medium bewirkt
ROCK-Inhibitor bei den unsortierten Zellen ein höheres Vorkommen an CD45.
Hier würde also das Wachstum der Lymphozyten gesteigert, was bei den MACS-
sortierten Zellen nicht der Fall ist. Auch sind in den Seminommarker-PCRs keine
entsprechend signifikanten niedrigeren Werte an cKit oder PLAP.- Lediglich in ei-
nigen Fällen kann dort, wo die Zellen ohne Supplemetierung durch Y27632 einen
undeterminierten Wert liefert, noch c-Kit (Abbildung 3.20 a) bzw. PLAP (Abb 3.22
c) nachgewiesen werden. Dies ist allerdings ein sehr schwaches Indiz aufgrund
der fraglichen Aussage eines undeterminierten Wertes. Der ROCK-Inhibitor hat
also weder im RPMI noch StemPro-Medium einen positiven Effekt auf das Über-
leben von Seminomzellen.

4.7.2 Tumor Diak

Bei Tumor Diak verhält es sich betreffend der Anzahl der Lymphozyten ebenso.
Die CD45 PCR zeigt fast übereinstimmende ∆ ct-Werte zwischen den supple-
mentierten und unbehandelten Zellen, bei den MACS-sortierten Zellen sind die
Werte unterschiedlicher. Dies könnte ein Hinweis auf einen eventuell doch vor-
handenen Einfluss des ROCK-Inhibitors sein, der sich ohne Lymphozyten aus-
wirkt. Konkrete Hinweise hierzu fehlen in der Literatur. Bezüglich c-Kit und PLAP
wurde im RPMI-Medium eine signifikante Auswirkung des ROCK-Inhibitors nach-
gewiesen, und zwar entgegengesetzt der erwarteten Wirkung: es sind jeweils si-
gnifikant weniger c-Kit und PLAP vorhanden, also weniger Seminomzellen in den
mit Y27632 behandelten Kulturen. Eine mögliche Erklärung hierfür wäre, dass
der ROCK-Inhibitor positive Auswirkungen auf das Überleben von Lymphozyten
hat, was wiederum den Seminomzellen schadet. Dies müsste sich jedoch in den
∆ ct-Werten der CD45 PCR niederschlagen, was nicht der Fall ist. Es bleibt also
noch die Möglichkeit, dass Y27632 einen negativen Einfluss auf Seminomzellen
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hat, der näher nicht bekannt ist. Dies könnte auch in Zusammenhang mit dem
Medium stehen, eventuell interagiert Y27632 mit einem Inhaltsstoff von supple-
mentiertem RPMI in einer sich negativ auf Seminomzellen auswirkenden Weise.
Dafür infrage käme die sich als einziges vom StemPro Medium unterscheidende
hohe Konzentration an FBS. Tatsächlich wurde in der Literatur beschrieben, dass
FBS die Zellproliferation von glatten Muskelzellen des Bronchialsystems steigert
und diese Proliferation spezifisch durch Y27632 gehemmt wird. Genauer wird die
Membranlokalisation von RhoA (aktivem Rho) deutlich durch FBS (10%) erhöht
(Takeda et al., 2006). Ein solcher Vorgang ist auch bei Seminomen gut vorstellbar:
Die hohe Konzentration an FBS im supplementierten RPMI-Medium (ebenfalls
10%) steigert die Proliferation der Seminomzellen über den Rho-Kinase-Weg und
wird dann durch Y27632 direkt inhibiert. Diese bedeutsame Erkenntnis sollte auf
jedem Fall durch weitere Experimente bestätigt werden und könnte schlussendlich
ein neues Therapeutikum beinhalten.

In StemPro sind diese Auswirkungen des ROCK-Inhibitors nicht nachzuweisen, je-
doch sind in PLAP Tendenzen in die gleiche Richtung zu erkennen. Erneut kann
hier der gleiche Mechanismus vermutet werden, der in StemPro aufgrund der
niedrigeren Konzentration an FBS (1% ESC-FBS im Gegensatz zu 10%in RP-
MI) jedoch nicht so stark ausgeprägt ist und deshalb nicht signifikant zum Tragen
kommt. Außerdem ist der Effekt eventuell bei ESC-FBS anders geartet. Für diese
Theorie sprechen die c-Kit-Werte der nicht MACS-sortierten Zellen in StemPro:
Hier ist ebenfalls tendenziell weniger c-Kit in den Zelllinien mit Y27632-Zugabe
enthalten. Ein widersprüchliches Ergebnis hingegen liefert die c-Kit-PCR bei den
MACS-sortierten Zellen: hier ist eher tendenziell mehr c-Kit in den mit Y27632
behandelten Kulturen vorhanden.

Zur Wachstumsförderung ist die Zugabe von Y27632 zu Seminomkulturen also
nicht geeignet.

4.8 Kulturmedien im Vergleich

Zur Kultur der Seminomzellen wurden zwei Medien ausgewählt. RPMI deshalb,
weil es das Standardkulturmedium von TCam-2 ist und StemPro vor dem Hinter-
grund, dass Seminome gewisse Gemeinsamkeiten mit Stammzellen aufweisen
(Looijenga et al., 2007) und um eine Alternative zum RPMI zu bieten, welches
regelmäßig zur Kultivierung normaler und neoplastischer Leukozyten eingesetzt



4.8. KULTURMEDIEN IM VERGLEICH 81

wird (Moore et al., 1967). Dabei kommt es für periphere Blutlymphozyten in ei-
ner Zusammensetzung von 80% RPMI 1640 und 20% FBS zum Einsatz, für die
Seminomkultur mit 10% FBS. Es kamen Supplements zum Einsatz, die sich vor
allem positiv auf die Zellproliferation auswirken sollen: GDNF trägt erwiesener-
maßen zum besseren Wachstum von Hodenzellen bei (Kanatsu-Shinohara et al.,
2004) und wird von Sertolizellen gebildet und sorgt hier auf parakrinemWeg dafür,
dass genügend undifferenzierte Spermatogonien vorhanden sind. Es wurde die
Beobachtung gemacht, dass bei GDNF überexprimierenden Mäusen mit der Zeit
TGCT entstehen (Meng et al., 2000). Wird die Selbsterhaltung von Spermatogo-
nien gefördert, ist in Hinblick auf die Ergebnisse denkbar, dass genau diese durch
die c-Kit-PCR nachgewiesen wurden (Bokemeyer et al., 1996), was die häufig un-
terschiedlichen Ergebnisse von c-Kit und PLAP erklären könnte.
Auch EGF und bFGF sollen zum Wachstum beitragen, wobei interessanterweise
sogar T-Lymphozyten, die Tumore infiltrieren, eine Produktion dieser beiden Fak-
toren zeigten (Peoples et al., 1995) und so proliferationssteigernd wirken. In dieser
Hinsicht macht es doppelt Sinn, diese Faktoren zu supplementieren, wenn durch
die Methode MACS die Lymphozyten depletiert werden und dieser Aspekt einer
möglichen positiven Auswirkung des lymphozytären Tumorinfiltrats wegfällt. Diese
werden hier gleichermaßen mit den für die Überwucherung der Seminome durch
Bildung einer lymphoblastischen B-Zellinie verantwortlichen B-Lymphozyten her-
aussortiert. NeuereQuellen hingegen gehen eher von einer proapoptotischenWir-
kung der T-Lymphozyten auf Seminomzellen aus (Yakirevich et al., 2002). Nicht
nur für das Überleben von Spermatogonien, sondern auch für das Wachstum und
Erhaltung der Kultur von spermatogonalen Mäusestammzellen fanden Kubota et
al. die beiden Faktoren GDNF und bFGF (Kubota et al., 2004) als essentiell.
Progesteron und Estradiol wurden ebenfalls zur Wachstumsförderung hinzuge-
geben. Es ist bekannt, dass Estrogen alle Arten von Hodenzellen, wie auch die
Keimzellen, in ihrem Wachstum beeinflusst (Schulster et al., 2016). Auf die in den
entsprechenden Protokollen vorgesehene Zugabe von LIF wurde verzichtet unter
dem Aspekt, dass der LIF-Rezeptor auch auf Leukozyten exprimiert wird (Jans-
sens et al., 2015) und dasWachstum hämatopoetischer Zellen steigert (Yue et al.,
2015). Yao et al. zeigten, dass humane ESC stabil ohne Feeder überleben, wenn
man unter anderem den Zellkulturzusatz N2 zugibt (Yao et al., 2006), was von
anderen Gruppen bestätigt wurde (Zhao et al., 2011) Eine weitere Versuchsrei-
he, die das Standard-RPMI mit einschließt, wäre wünschenswert, hier allerdings
aufgrund der geringen Zellmenge pro Tumor nicht durchführbar.
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4.9 Auswirkungen der Kulturmedien auf die
Zellkultur

4.9.1 Tumor 301

Die CD45 PCR zeigt für Tumor 301 für die nicht MACS-sortierte Zellpopulation
eindeutig, dass Lymphozyten in RPMI besser wachsen als in StemPro. Dies ist
nicht überraschend, da RPMI eines der Standardkulturmedien für Lymphozyten
ist. Gleichzeitig kann diese Vorliebe der Lymphozyten allerdings durch die MACS-
Sortierung wettgemacht werden: Werden die CD45-positiven Zellen größtenteils
entfernt, gibt es keine klare Tendenz mehr für ein Medium, es ist sogar tendenziell
eher mehr CD45 in StemPro. Eventuell benötigen die Lymphozyten ein gewisses
Microenvironment, also auto- und parakrine Wachstumsfaktoren, die nur ab einer
bestimmten Zellzahl ausreichend wirken können oder produziert werden. Ist die
Zellzahl zu gering, sind sie vermutlich auf Wachstumsfaktoren aus dem Stamm-
zellmedium StemPro angewiesen. Bei der Auswertung der Seminommarker fällt
auf, dass sowohl c-Kit als auch PLAP bei den MACS-sortierten Zellen je überwie-
gend (c-Kit) bzw. ausschließlich (PLAP) im RPMI-Medium noch nachzuweisen
sind. Seminomzellen wachsen also unter Abwesenheit von Lymphozyten bevor-
zugt in RPMI-Medium. Dies gilt jedoch nicht für unsortierte Zellen: Diese zeigen
keinen Unterschied zwischen den beiden Medien, was c-Kit betrifft und einzelne
undefinierteWerte in StemPro für PLAP. Das bedeutet für zukünftige Experimente:
wenn die MACS-Methode angewendet werden soll, ist eine Kultur in RPMI Medi-
um erfolgversprechender, wenn die Seminomzellen nicht MACS-sortiert werden,
eher in StemPro, da hier die Lymphozyten signifikant schlechter wachsen.

4.9.2 Tumor Diak

Tumor Diak zeigt für CD45 dieselben Ergebnisse, die unsortierten Zellen wei-
sen weniger CD45 in StemPro auf, die MACS-sortierten Zellen diesmal signifikant
mehr CD45 in StemPro, was die oben genannte Vorgehensweise der Kulturmedi-
umauswahl bestätigt. Die c-Kit PCR zeigt hier der PLAP PCR entgegengesetzte
Ergebnisse, da c-Kit vorrangig in StemPro-Medium erhöht ist, PLAP hingegen in
RPMI. Auffällig ist auch, dass c-Kit den eindeutigen Vorzug für StemPro nur mit
Y27632 zeigt, ohne diesen Zusatz findet sich in zwei von drei Wertepaaren im
RPMI mehr c-Kit. Dies lässt wieder den Rückschluss auf eine etwaige dritte c-Kit
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positive Zellpopulation wie beispielsweise Spermatogonien zu, die in StemPro-
Medium besser wächst, am besten in Kombination mit dem ROCK-Inhibitor. Die
in der Literatur als erfolgreich beschriebene Kultivierung von Spermatogonien er-
folgte mittels DMEM plus FBS, welches mit den Wachstumsfaktoren GDNF, LIF,
bFGF und EGF) supplementiert wurde (Shirazi et al., 2014). In dieser Zusammen-
setzung gleicht es eher StemPro. Gleichzeitig betonen die Autoren jedoch, dass
vor allem das zugegebene GDNF für das bessere Überleben verantwortlich sei.
Vertraut man hier also wieder der diagnostischen Spezifität von PLAP, zeigt sich
ein bevorzugtes Wachstum von Seminomzellen in RPMI-Medium.

4.10 Schlussfolgerung aus der Arbeit

Bei der Auswertung aller Ergebnisse kann also der Schluss gezogen werden,
dass die Methode MACS insgesamt erfolgreich war. Sie konnte, wie in den Kul-
turbildern und durch CD45-PCR aufgezeigt, die CD45-positiven Zellen signifikant
verringern. Dies zeigt auch Auswirkungen auf die Seminomkultur. Hier konnten
mehr Seminommarker bei Tumor 301 im RPMI-Medium im Vergleich zu den un-
sortierten Zellen gefunden werden. Das bessere Wachstum in RPMI stimmt über-
ein mit der Tatsache, dass die einzige bekannte Seminomlinie TCam-2 ebenfalls
in diesem Medium kultiviert wird. Das Überleben von Seminomzellen in Kultur
kann also durch Heraussortieren von Lymphozyten und durch Kultivieren in RPMI-
Medium verlängert werden, was das erklärte Ziel dieser Arbeit war. Dieser positive
Effekt der MACS-Sortierung kann für Tumor Diak nicht bestätigt werden, da hier
sehr viele Werte der PCR undeterminiert sind, widerspricht aber den Ergebnis-
sen von Tumor 301 nicht. Entgegen der Erwartungen, dass ROCK-Inhibitor sich
als Apoptosehemmer positiv auf das Überleben auswirken könnte, hat dieser den
gegenteiligen Effekt. Im RPMI-Medium wird durch den Einfluss von Y27632 die
Menge an Seminommarkern verringert. Seine Anwendung zur Verbesserung des
Überlebens kann also nicht empfohlen werden.





5 Zusammenfassung

Keimzelltumoren sind die häufigste Todesursache für Männer zwischen 20 und
40 Jahren. Zur Erforschung eines dieser Keimzelltumore, dem Seminom, stehen
bis heute nur begrenzte Möglichkeiten zur Verfügung. Verschiedene Arbeitsgrup-
pen haben versucht, durch unterschiedliche Herangehensweisen entweder das
Überleben von Seminomzellen in Kultur zu verlängern oder eine Zelllinie zu ge-
nerieren, was bis jetzt nur im Fall von TCam-2 erfolgreich war. Gleichzeitig wurde
die Beobachtung gemacht, dass Seminome von B- und vor allem T-Lymphozyten
infiltriert und dadurch von diesen geschädigt werden. In vivo ist dies von Vorteil
und wird als einer der Gründe für die gute Prognose von Seminomen angesehen.
In vitro jedoch könnten genau diese Lymphozyten Grund für das schlechte Über-
leben von Seminomzellen in Kultur sein. Um diese Fragestellung zu überprüfen,
wurden in der vorliegenden Arbeit bei Inkulturnahme von Seminomen durch eine
magnetische Zellsortierungsmethode (MACS), die CD45-positiven Zellen heraus-
sortiert. Die Zellen wurden dann in zwei verschiedenen Medien, StemPro und
RPMI, in Kultur genommen und je der ROCK-Inhibitor Y27632 zur Hälfte der Zel-
len gegeben. Die verschiedenen Zellreihen wurden regelmäßig fotografiert und
an jedem zweiten Tag wurde ein gewisser Teil der Zellen lysiert und eingefro-
ren. Dieser Anteil wurde in einem weiteren Arbeitsschritt für eine qPCR mit dem
Lymphozytenmarker CD45 und den Seminommarkern c-Kit und PLAP verwendet.
In der Kulturmikroskopie konnte beobachtet werden, dass Zellen von Tumor Diak
länger überlebten als Zellen von Tumor 301 (15,5 vs 7,5 Tage). Des Weiteren wur-
den hier die Zellen identifiziert, die wir für Seminomzellen halten. Die PCR wurde
hinsichtlich der MACS-Sortierung, der Zugabe von ROCK-Inhibitor Y27632 und
der Zellkulturmedien ausgewertet. Dazu wurde mit den Daten ein sogenannter
normaler two-way-ANOVA durchgeführt.

Die Methode MACS war hinsichtlich der Depletion CD45-positiver Zellen bei bei-
den Tumoren erfolgreich. Bei Tumor 301 konnte im RPMI-Medium des Weiteren
bis Tag 6 nach MACS eine signifikant größere Menge der Seminommarker c-Kit
und PLAP in den MACS-sortierten Zellreihen nachgewiesen werden. In StemPro
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zeigten sich die gleichen, jedoch nicht signifikanten Tendenzen. Bei Tumor Diak
zeigte sich, dass c-Kit noch eine andere Zellpopulation außer Seminomzellen und
Lymphozyten nachgewiesen haben musste. Außerdem hielt der Erfolg der Metho-
de MACS dort in StemPro nicht so lange an wie in RPMI. Das MACS-Sortieren
hat sich also in beiden Fällen zur Depletion der Lymphozyten und in einem Fall
auch zur längeren Kultivierung von Seminomzellen als günstig erwiesen.

Die Zugabe von Y27632 zeigte bei beiden Tumoren weder Auswirkungen auf Lym-
phozyten noch einen positiven Effekt auf die Seminomkultur.

Beim Vergleich beider Medien zeigten die Seminomzellen unter Abwesenheit von
Lymphozyten ein besseres Wachstum in RPMI, wie dies auch bei TCam-2 be-
schrieben ist.

In Gesamtschau der Ergebnisse konnte also für die Seminomkultur ein besse-
res Überleben in RPMI Medium bei Aussortieren der CD45-positiven Zellen ohne
Zusatz von Y27632 nachgewiesen werden.



6 Ausblick

Um die Ergebnisse nochmals zu untermauern und den Erfolg von MACS -Sor-
tierung auch langfristiger zu beweisen, sollten weitere Experimente durchgeführt
werden. Auf die Modalitäten mit unterschiedlichen Kulturmedien und der Zugabe
von Y27632 kann inzwischen aufgrund der beschriebenen Ergebnisse verzichtet
werden. Dies hätte den Vorteil, dass mehr Zellmaterial zur Verfügung stände, was
die PCR-Interpretation vereinfachen würde.

Für Experimente an lebenden Seminomzellen könnte dann bei Inkulturnahme die
MACS-Sortierung vorgenommen werden und diese Methode eventuell mit dem
Wachstum auf Sertoli-Feederzellen kombiniert werden, um ein langes Überleben
und damit Forschung an den Zellen zu ermöglichen.
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