Aus der Universitatsklinik fir Urologie Tubingen

Prospektive Isolation und Evaluation der
Kulturbedingungen zur Untersuchung des Wachstums
von Seminomzellen

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von
Strittmatter, Rebekka Franziska, geb. Buck

2018



Dekan: Professor Dr. |. B. Autenrieth

1. Berichterstatter: Professor Dr. A. Stenzl
2. Berichterstatter: Professor Dr. U. Lauer

Tag der Disputation: 19.12.2017



Meiner Familie



Inhaltsverzeichnis

[Abbildungsverzeichnis| vii
(Tabellenverzeichnis! ix
[Abkurzungsverzeichnis| Xi
[1_ Einleitung| 1
1.1 Hodentumore| . . . . . . .. ... ... .. 1
(1.1.1 Epidemiologie[ . . . ... ... . ... ... ... ... .. 1

[1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren|. . . . . . ... ......... 4

(1.1.3 Klassifizierung| . . .. .. ... .. ... ... ........ 7

[1.1.4 Diagnostik und Therapie|. . . . . . ... ... ... ..... 11

[1.1.5 Prognosel . . .. .. ... ... . ... ... . ... 12

[1.1.6 Stammzelleigenschaften| . . . .. ... ... ... ..... 12

1.2 Seminommarked . .. ... .. ... .. ... . ... ... ... 13
A2 CcKill . . ... oo 13

22 PLAP . . . o oo 14

(1.3 Kultivierung von Seminomen| . . . . .. ... ... ... ... ... 14
[1.3.1 TCam-2 als einzige bestehende Linie] . . .. .. ... ... 14

[1.3.2 Uberlegungen zur Seminomkultur] . . . ... ........ 15

1.4 Fragestellung der vorliegenden Arbeit| . . . . .. .. .. ... ... 18
2__Material und Methoden| 19
2.1 Gewebespender| . . . . . ... ... 19
2.2 _Dissoziation und Primarkultud . . . . . . ... ... ... .. .... 20
.21 Kulturmedien . . . . ... ... . ... 21

2.3 Mediumwechsel . ......... ... ... ... ... .. ... .. 24
2.4 Y= 24
2.5 Auftauen| . .. ... ... 25
2.6 Einfrierenl . . . . . . .. 25
2.7 Magnetic Cell Sorting (MACS)| . .. .. ... ... ......... 26




Inhaltsverzeichnis

27

28

29

30

2.10.2 SYBR-Green-PCRI 33

2.11 Auswertung| . . . . . . . .. 34
Ergebnisse| 35
B Kullud . . ... . 35
B.1.1 Tumor301 . . ... ... .. ... 36
BI2 TuDiaK. . . . .. ... ..., 39
.13 Adharenzl . . . ... ... ... 42
38.1.4 Uberlebensdaued. . . .. ................... 43

3.2 -qPCR| . . . 44
B.21 MACSlversus ohnelMACS] . ... .............. 44
3.2.2 Y27632 versus ohne Y27632/ . . . . ... ... ... .... 51
323 StemProversusRPMIl . . ... ... ............. 57
4__Diskussion| 65
M1 Gewebel . . ... ... ... 65
M27RKUllud . . . . . 66
4.3 Die MethodeMACS] . . ... .. .. ... ... .. ......... 67
4.4 PCR und statistische Auswertung|. . . . . . ... ... ... .... 68
4.4.1 Lymphozytenmarker| . . . .. . ... ... ... ... ... 69
442 Seminommarked . . ... ... ... ... ... ... 69

4.5 [MACS]versus ohne MACSE Auswirkung auf Seminomkultur (quali- |
tativ)) . . . . 70
451 Tumor301] .. ... ... ... .. .. ... .. ... ..., 70
M52 TumorDiaK . . . . . ... 73

4.6 Erfolg der Methode (quantitativ)|. . . . ... ... ... ....... 75
4.7 Zugabe von ROCK-Inhibitor Y-27632| . . . . . .. ... ... .... 78
471 Tumor301] .. ... .. ... .. ... ... ... 79
472 TumorDiakl . . ... ... ... . ... . 79

4.8 Kulturmedienim Vergleich|. . . . . . . ... ... ... ... .. .. 80
4.9 Auswirkungen der Kulturmedien auf die Zellkultur|. . . . . . .. .. 82
491 Tumor301] ... ... ... .. .. ... .. 82
492 TumorDiak . . ... ... ... ... ... ... 82




Inhaltsverzeichnis v
b Zusammenfassung| 85
6 Ausblickl 87
|7 Erklarung zum Eigenanteil der Dissertationsschrift| 105

107

8 Danksagung|







Abbildungsverzeichnis

[T.7 Abhangigkeit der Inzidenz vom Human Development Index (HDI) |

| (Ferlay Jetal.,2012). . . . . . . . . .. .. ... 2
(1.2 Inzidenz Hodenkrebs weltweit (Ferlay J et al., 2012)] . . . . . . .. 3
(1.3 Mortalitdt Hodenkrebs weltweit (Ferlay J et al., 2012)| . . . . . . .. 3
(1.4 Stufenweise Entstehung von Testicular Germ Cell Tumor (IGCT]) |

| leicht verandert nach Boublikova et al. (Boublikova et al., 2014)) . . 5
1.5 World Health Organization (WHO)-Klassifikation der Hodentumore |

| (2016) (Moch etal.,2016) . . . . . . .. . ... ... ... ..... 8
2.1 Aufbau des MinIMACSFSeparators mit MS Columns| . . . . . . .. 26
2.2 PCR-Programm, Quelle: eigenes Bild| . . . ... ... ....... 32

3.1 IMACSI vorher (a) und hinterher (b) in Kulturmedium RPMI, poten- |

L tielle Seminomzellen wurden mit Pfeilen markiert,). . . . . . .. .. 35
[3.2 IMACSI vorher (a) und hinterher (b) in Kulturmedium StemPro, po- |
L tentielle Seminomzellen wurden mit Pfeilen markiert.. . . . . . . . 36
13.3  Tumor 301 StemPro + Y27632, 400x. Eine adhdrent wachsende |

| Zelle ist beispielhaft in Abbildung (b) markiert.|. . . . . .. ... .. 36
3.4 Tumor 301 StemPro - Y27632, 400x. Die Pfeile zeigen mehrere |

| adharente Zellenin Abbildung (d).| . . . . . ... ... ... .... 37
3.5 Tumor 301 RPMI + Y27632, 400x. Die Pfeilmarkierung zeigt adha- |

38

|

39

|

40

3.8 Tumor Diak StemPro - Y27632 41
3.9 Tumor Diak RPMI + Y27632 | 41
3.10 Tumor Diak RPMI - Y27632 42
[3.11 Tumor 301: adharente Zellen im Vergleich mit TCam-2| . . . . . . . 43

Vii



viii

Abbildungsverzeichnis

3.12 Tumor 301 PCR CD45- MACS versus ohne MACS| 45
' 46

3.14 Tumor 301 PCR c-Kit- MACS versus ohne MACS 47
3.15 Tumor Diak PCR c-Kit- MACS versus ohne MACS| 48
3.16 Tumor 301 PCR PLAP- MACS versus ohne MACS] 49
3.17 Tumor Diak PCR PLAP- MACS versus ohne MACS 50
3.18 Tumor 301 PCR CD45 - Y27632 versus ohne Y27632 51
3.19 Tumor Diak PCR CD45 - Y27632 versus ohne Y27632) 53
3.20 Tumor 301 PCR c-Kit - Y27632 versus ohne Y27632) 54
3.21 Tumor Diak PCR c-Kit - Y27632 versus ohne Y27632) 55
3.22 Tumor 301 PCR PLAP - Y27632 versus ohne Y27632 56
' 57

58

59

60

3.27 Tumor Diak PCR c-Kit - StemPro versus RPMI 61
3.28 Tumor 301 PCR PLAP - StemPro versus RPMI 62

3.29 Tumor Diak PCR PLAP - StemPro versus RPMI 63



Tabellenverzeichnis

(1.1 Alternative Klassifikation der Keimzelltumore nach WHO (2004) (Eble, |

| 2004), angelehnt an Oosterhuis und Looijenga, 2005.| . . . . . .. 9
2.1 Gewebespender| . . . . . ... ... 20
2.2 Materialien zur Zellkultud . . . . . . ... ... ... ... . ... 22
2.3 Materialien firMACS| . . ... ... ... ... ... ... ..... 26
2.4 Materialien RNA-Isolation, cDNA Umschrieb|. . . . . ... ... .. 27
2.5 Materialien PCRl . . .. ... ... ... ... ... .. ..., 31
2.6 TagMan Mastermix| . . . . . . .. ... ... ... L. 31

2.7 SYBR-Green Mastermix 33

4.1 Ubersicht tiber Vorkommen von Seminomzellen bei Tumor 301, |

| v steht fur vorhanden, x fur nicht vorhanden| . . .. ... ... .. 71
4.2 Ubersicht Giber Vorkommen von Seminomzellen bei Tumor Diak, |
| v steht fur vorhanden, x fur nicht vorhanden| . . . . ... ... .. 73







Abkurzungsverzeichnis

AFP «-Fetoprotein

ASR Age-Standardised Rate

bFGF basic Fibroblast Growth Factor

B-HCG f - humanes Choriongonadotropin

CIS Carcinoma in situ

EAU European Association of Urologists

EGF Epidermal Growth Factor

ESC Embryonic Stem Cells

FACS Fluorescence-Activated Cell Sorting

FBS Fetal Bovine Serum

°C Grad Celsius

GCNIS Germ cell neoplasia in situ

GCT Germ Cell Tumor

GDNF Gilial Cell Line-derived Neurotropic Factor
HDI Human Development Index

IGCCCG International Germ Cell Cancer Collaborative Group
ITGCNU Intratubular Germ Cell Neoplasia, Unclassified
LDH Laktatdehydrogenase

LIF Leukemia Inhibitory Factor

MACS Magnetic Cell Sorting

NEAA Nonessential Amino Acids

RT Raumtemperatur

TDS Testikulares Dysgenesiesyndrom

TGCT Testicular Germ Cell Tumor

TILs Tumour Infiltrating Lymphocytes

TIN Testikulare intraepitheliale Neoplasie

UDG Uracil-DNA Glycosylase

UICC Union Internationale Contre le Cancer
WHO World Health Organization






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 h&ufigste bds-
artige Tumorentitat bei Mannern im Alter von 25-45 Jahren (Wolf et al., 2011).
Trotz der Uberaus guten Therapiemdglichkeiten von fortgeschrittenen Fallen mit
einer relativen 5-Jahres-Uberlebensrate von zuletzt 95% sterben laut Zentrum fiir
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 Ma&nner im Alter von 20
Jahren das héchste Erkrankungsrisiko aufweisen (Kaatsch et al., 2012). Die Inzi-
denz in den Industrienationen steigt aus verschiedenen, teils unbekannten Grin-
den. Sie hat sich in den letzten 40 Jahren sogar mehr als verdoppelt (Motzer
et al., 2012). Als Ursachen fur den Anstieg werden unter anderem Umweltein-
flisse, die das Testosteron-Ostrogen-Gleichgewicht stéren, diskutiert (Huyghe,
2008). Weltweit unterscheiden sich die landerspezifischen Inzidenzen; der globa-
le Durchschnitt der altersstandardisierten Inzidenz pro 100.000 Personen mannli-
cher Bevdlkerung liegt bei 1,5%, was Deutschland mit 9.7% deutlich Uberschreitet.

Weltweite Verteilung

Es gilt allgemein eine Abhangigkeit vom Entwicklungsstand (HDI), was die Dis-
kussion um den Zusammenhang mit westlicher Lebensweise entfachte. Dies ist
in Abbildung[1.1]dargestellt: Weit Uber die Halfte aller Krebsfalle betrifft sehr hoch
entwickelte Lander.
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Abbildung 1.1: Abhangigkeit der Inzidenz vom (Ferlay J et al., 2012)

So treten Hodentumore sehr viel haufiger in den Vereinigten Staaten, Australi-
en und Nordeuropa auf, bevorzugt in den skandinavischen Landern. Laut Da-
ten der International Agency for Research on Cancer (IARC), die diese im Inter-
net auf http://globocan.iarc.fr zur Verflgung stellt, gehért Deutschland mit einer
anhand einer fiktiven Welt-Standard-Population altersstandardisierten Inzidenz
(Age-Standardised Rate (ASR)) von 9,7 zu den Landern mit dem gréBten Erkran-
kungsrisiko. Nur funf La4nder weisen mit 10,8-12,2 pro 100.000 eine noch héhere
Inzidenz auf: Norwegen, die Schweiz, Danemark, 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 Mortalitat verhélt es sich anders: Lander mit hohem Einkommen haben
sehr niedrige stabile oder sinkende Raten, wahrend in Regionen mit mittlerem
Einkommen in Lateinamerika und Asien kein Ruckgang zu verzeichnen ist
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 Mortalitétsraten.
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Abbildung 1.3: Mortalitat Hodenkrebs weltweit (Ferlay J et al., 2012)
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1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren
Pranatale/kongenitale Risikofaktoren

Es gibt wenige gesicherte Risikofaktoren fur Hodentumore. Eine vierfache Erhé-
hung des Risikos in Zusammenhang mit Kryptorchismus fir einen testikularen
Keimzelltumor (TGCT) wurde gezeigt (Banks et al., 2012). Dies hat mdglicher-
weise den gleichen Hintergrund wie die Erhéhung 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 Infertilitdt beim Mann assoziiert (Greene
et al., 2010). Unter dem Begriff Testikulares Dysgenesiesyndrom (TDS) kénnen
die genannten Symptome zusammengefasst werden: eingeschrankte Spermato-
genese, genitale Malformationen wie z.B. Hypospadien, Maldeszensus und[TGCT]
(Skakkebaek et al., 2003). Die Genese des[TDSlist mannigfaltig und reicht von An-
drogenmangel bis zu Umweltfaktoren wie Phtalatbelastung (Toppari et al., 2010).

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

Als weitere Risikofaktoren gelten der kontralaterale Hodentumor (Wanderas et al.,
1997), das Klinefelter-Syndrom (Motzer et al., 2012) und der persistierende Muller-
Gang (Duenas 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 flhren bereits in utero zu einer mehr oder weniger
ausgepragten gonadalen Dysgenesie mit gestérter 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 verandert nach Boubli-
kova et al. (Boublikova et al., 2014)

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

Auch die zweite Theorie basiert auf der gleichen genetischen Verdnderung, nam-
lich der 12p-Amplifikation: Diese geht davon aus, dass sich die Mutation in der
postmeiotischen Spermatozyte bei der Rekombination ereignet. Sie flhrt zu einer
Uberexpression von Cyklin D2, einem onkogenen Zellzyklus-regulierenden Pro-
tein. Dadurch wird der Zellzyklus reaktiviert (Chaganti and Houldsworth, 1998).
Eine Ubersicht tiber die pathogenetischen Vorgange gibt Abbildung

Als mogliche Vorlauferlasion eines malignen [TGCT]| wurde das Carcinoma in si-
tu (CIS) zum ersten Mal im Jahr 1978 von Skakkebaek beschrieben (Skakkebaek,
1972). Urspringlich so benannt, verwendeten andere Autoren auch den Begriff
Testikulare intraepitheliale Neoplasie (TIN) oder Intratubular Germ Cell Neoplasia,
Unclassified (ITGCNU). Nach der aktuellen WHO-KIlassifikation, die 2016 erschie-
nen ist, (Moch et al., 2016) soll diese histologische Entitat 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 fir manche irrefiihrende Zusatz "unclas-
sified" abgeschafft. Die malignen Zellen entwickeln sich in der spermatogonalen
Nische, also dort, wo sich auch normalerweise im friihen differenzierten Hoden
Keimzellen befinden. Daher rlhrt die korrekte Bezeichnung "in situ".

bleibt bis zur Pubertat 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 Normalbevélkerung betrégt die Rate an[(GCNIS|in Deutschland ca. 0.43%
(Linke et al., 2005)), was sich mit dem Lebenszeitrisiko fur [IGCT| deckt.

Kontralateraler Befall

Bei einseitig vorliegendem TGCTlzeigen 4.4% bis 5.4% der Manner 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 im kontralateralen Hoden vor-
liegt, 1&sst sich anhand von verringerter Spermienkonzentration sowie verminder-
tem Volumen des kontralateralen Hodens sowie des Patientenalters treffen (Rud
et al., 2013). Wie oft kontralaterale tatsachlich zu einem syn- oder me-
tachronen malignen[TGCTlfuhrt, zeigt eine groRe 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, auf3erdem wurde bei Diagno-
sestellung bei 0.6% ein synchroner kontralateraler Tumor festgestellt. Die Autoren
sprechen sich gegen eine routinemanige Biopsie des kontralateralen Hodens aus
(Fossa et al., 2005).

Die Hypothese, dass die Cisplatin-haltige Chemotherapie das Risiko eines me-
tachronen [TGCTl senkt, belegt die Gruppe um Andreassen et al., die eine Halbie-
rung des Risikos bei Patienten mit metastasiertem vs. lokalisiertem Auftreten des
[TGCTl nach Beginn der Cisplatin-Ara 1980 feststellen (Andreassen et al., 2011).
Schon friiher 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 vollstandige Elimination desselben durch die Chemotherapie postulieren.
Ob zwingend eine kontralaterale Biopsie durchgefiihrt werden soll, ist eine kon-
trovers diskutierte Frage. Momentan wird sie nur Mannern mit erhdhtem TGCTH
Risiko empfohlen: Bei einem Hodenvolumen <12ml, Kryptorchismus in der Vorge-
schichte oder wenn sie junger als 30 Jahre sind (Heidenreich, 2009). Die Therapie
der Wahl von bei gesundem Gegenhoden oder bei 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 solitdren Ho-
den erwogen werden, kann jedoch zu einer Funktionsstérung der Leydig-Zellen
fuhren, was eine Hormonsubstitution in bis zu 25% der Félle erforderlich macht
(Albers et al., 2005). Die Alternative ist eine regelmafige 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 kénnen alle im Hoden vorhandenen Strukturen entarten und maligne
Zellen hervorbringen.
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WHO classification of tumours of the testis

Germ cell tumours derived from germ cell Granulosa cell tumour
neoplasia in situ Adult granulosa cell tumour 8620/1
Non-invasive germ cell neoplasia Juvenile granulosa cell tumour 8622/1*
Germ cell neoplasia in situ 9064/2 Tumours in the fibroma—-thecoma group 8600/0
Specific forms of intratubular germ cell neoplasia Mixed and unclassified sex cord—stromal tumours
Tumours of a single histological type (pure forms) Mixed sex cord—stromal tumour 8592/1
Seminoma 9061/3 Unclassified sex cord—stromal tumour 8591/1
Seminoma with syncytiotrophoblast cells Tumour containing both germ cell and
Non-seminomatous germ cell tumours sex cord-stromal elements
Embryonal carcinoma 9070/3 Gonadoblastoma 9073/1
Yolk sac tumour, postpubertal-type 9071/3
Trophoblastic tumours Miscellaneous tumours of the testis
Choriocarcinoma 9100/3 Ovarian epithelial-type tumours
Non-choriocarcinomatous Serous cystadenoma 8441/0
trophoblastic tumours Serous tumour of borderline malignancy 8442/1
Placental site trophoblastic tumour 9104/1 Serous cystadenocarcinoma 8441/3
Epithelioid trophoblastic tumour 9105/3 Mucinous cystadenoma 8470/0
Cystic trophoblastic tumour Mucinous borderline tumour 84721
Teratoma, postpubertal-type 9080/3 Mucinous cystadenocarcinoma 8470/3
Teratoma with somatic-type malignancy 9084/3 Endometrioid adenocarcinoma 8380/3
Non-seminomatous germ cell tumours of more Clear cell adenocarcinoma 8310/3
than one histological type Brenner tumour 9000/0
Mixed germ cell tumours 9085/3 Juvenile xanthogranuloma
Germ cell tumours of unknown type Haemangioma 9120/0
Regressed germ cell tumours 9080/1
Haematolymphoid tumours
Germ cell tumours unrelated to germ cell Diffuse large B-cell lymphoma 9680/3
neoplasia in situ Follicular lymphoma, NOS 9690/3
Spermatocytic tumour 9063/3 Extranodal NK/T-cell lymphoma, nasal-type 9719/3
Teratoma, prepubertal-type 9084/0 Plasmacytoma 9734/3
Dermoid cyst Myeloid sarcoma 9930/3
Epidermoid cyst Rosai-Dorfman disease
Well-differentiated neuroendocrine tumour
(monodermal teratoma) 8240/3 Tumours of collecting duct and rete testis
Mixed teratoma and yolk sac tumour, Adenoma 8140/0
prepubertal-type 9085/3 Adenocarcinoma 8140/3
Yolk sac tumour, prepubertal-type 9071/3
Sex cord-stromal tumours The morphology codes are from the International Classification of Diseases
Pure tumours for Oncology (ICD-O) {917A}. Behaviour is coded /0 for benign tumours;
Leydig cell tumour 8650/1 /1 for unspecified, borderline, or uncertain behaviour; /2 for carcinoma in
Malignant Leydig cell tumour 8650/3 situ and grade |l intraepithelial neoplasia; and /3 for malignant tumours.
Sertoli cell tumour 8640/1 The classification is modified from the previous WHO classification {756A},
Malignant Sertoli cell tumour 8640/3 taking into account changes in our understanding of these lesions.
Large cell calcifying Sertoli cell tumour 8642/1 *New code approved by the IARC/WHO Committee for ICD-O.
Intratubular large cell hyalinizing Sertoli
cell neoplasia 8643/1*

Abbildung 1.5: WHOHKlIassifikation der Hodentumore (2016) (Moch et al., 2016)

Das flUhrt zu einer Vielzahl an unterschiedlichen Tumorarten, was in der aktuel-
len WHO-Klassifikation der Hodentumore (Abbildung aufgezeigt ist. Im All-
gemeinen werden sie unterteilt in Keimzelltumore, die etwa 90% aller bésartigen
Neubildungen des Hodens ausmachen, und die restlichen, die sich aus Stroma-
und Mischtumoren zusammensetzen. Keimzelltumore kénnen in jedem Alter und
sowohl bei Mannern als auch Frauen auftreten. lhre Hauptlokalisation sind die Go-
naden, ein kleiner Teil tritt allerdings auch aufgrund von Migrationsaberrationen
ektop in der Nahe der Mittellinie des Kérpers, 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 Falle 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 Sauglin-
gen, im jungen Erwachsenenalter und bei alteren Mannern, 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 flnf
Gruppen anhand von Epidemiologie, Alterskategorie, anatomischer Lokalisation,
Phanotyp und klinischer Prasentation des Tumors sowie den spezifischen chro-
mosomalen Veranderungen vorgeschlagen (Oosterhuis and Looijenga, 2005).

Die drei ersten der funf Gruppen sind in dieser Arbeit von Interesse, da sie die
testikular vorkommenden Keimzelltumore stellen (siehe Tabelle [1.1). Sogenann-
te Gruppe | - umfassen vor allem reife Teratome oder Dottersacktumore
und sind insgesamt sehr selten und benigner als ihre postpubertaren Aquivalente
(Ahmed et al., 2010), (Mosbech et al., 2014). Im Gegensatz zur zweiten und mit
Abstand haufigsten Kategorie ist die Vorstufe hier nicht[GCNIS] es wird vielmehr
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davon ausgegangen, dass sich diese Tumore von Zellen im friiheren 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 Il -[GCTk erfolgt eine Unterteilung in Seminome und Nichtse-
minome, also embryonale Karzinome, Teratome, Chorionkarzinome und Dotter-
sacktumore von jungen Erwachsenen. Dies hangt 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 grundsatzlich eine bessere Prognose
als Nicht-Seminome.

AuBerdem fallen als Aquivalent fiir das Seminom hierunter auch das Dysgermi-
nom des Ovar und das Germinom. Ihnen ist gemeinsam, dass sie alle aus einer
Vorstufe, der[GCNIS| (s.0.) entstehen (Oosterhuis and Looijenga, 2005).

Gruppe IIHGCT]| 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-
schlieBlich im Hoden auf und geht auf weiter differenzierte Zellen als Gruppe | und
[l zurtick, entwickelt sich also nicht aus[GCNIS| Seine Pathogenese wird vielmehr
in der klonalen Expansion aufgrund proliferationssteigernder Mutationen von post-
pubertaren Spermatogonien gesehen (Rajpert-De Meyts et al., 2015). Mit dem
klassischen Seminom hat es trotz des Namens nur wenige Gemeinsamkeiten.

Serum-Tumormarker

Tumormarker sind fir Diagnose, Staging, Therapie- sowie Rezidivmonitoring und
auch zur Vorhersage des Tumorverhaltens verwertbar (Klein, 1993).

Sie umfassen normalerweise die drei Standardmarker a-Fetoprotein (AEP), /5 -
humanes Choriongonadotropin und Laktatdehydrogenase (LDH). Nach
aktuellen Leitlinien der European Association of Urologists (EAU) sollen sie vor
Orchiektomie und danach bis zur Normalisierung in wéchentlichen Intervallen be-
stimmt werden. Dabei ist LDH flir das Staging vor allem bei bereits metastasierten
Formen heranzuziehen (Krege et al., 2008). AuBerdem kénnen sie zur Uberwa-
chung metastatischer Seminome benutzt werden, da ein Markeranstieg einen fri-
hen Hinweis auf einen Ruckfall gibt (Motzer et al., 2012).
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Die mittlere Halbwertszeit im Serum fir AFP liegt bei funf bis sieben Tagen, fur
HCG bei zwei bis drei Tagen (Klein, 1993) Dabei sind [AEP| und [3-HCG] statistisch
signifikant erhéht in Hodenkrebspatienten mit einer Spezifitdt von 97.1% bzw.
98.6%. macht keinen Unterschied zwischen benignen Hodenlasionen und
[TGCTL Die Kombination der Marker ist statistisch am zuverlassigsten (Neumann
et al., 2011).

90% der Hodentumore produzieren zumindest einen der beiden Marker, das heif3t
aber umgekehrt, dass negative Marker einen Hodentumor nicht ausschliel3en.
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).

Fur diese Arbeit von Bedeutung ist, dass reine Seminome kein AFP produzieren
(de Takats et al., 1996). Sollte es dennoch erhéht sein, muss nach nichtsemi-
nomatdsen Anteilen gesucht werden (Motzer et al., 2012). Es wurden also nur
Patienten mit negativem AFP eingeschlossen.

1.1.4 Diagnostik und Therapie

Pathognomonisch flr 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
Réntgen-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 [TGCTl 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-
men werden, die zum einen die Tumorausdehnung, weiterhin den regionalen Lymph-
knotenstatus (Node) sowie die Fern-Metastasen berlcksichtigt.

Als Therapieregime stehen grundsatzlich mehrere Optionen zur Verfligung, die
abhangig sind von der Histologie des Tumors und dem Stadium. Stadium 1 be-
schreibt eine auf den Hoden beschrankte Ausdehnung, bei Stadium 2 liegen eine
oder mehrere Lymphknotenmetastasen und bei Stadium 3 Fernmetastasen vor
(mit einigen Ausnahmen).



12 KAPITEL 1. EINLEITUNG

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 sorgfaltige 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-Uberlebensrate 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 tber 50-Jahrigen
hat hingegen sowohl beim Seminom als auch beim Nicht-Seminom eine signifi-
kant schlechtere Prognose (Verhoeven et al., 2012).

Mit der Einfuhrung der Chemotherapie mit Cisplatin vor Uber 35 Jahren hat sich
die Prognose der Hodentumore noch einmal deutlich verbessert. Das Gesamt-
Uberleben 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 veréffentlicht, der fur Nichtseminome als unabhangige nachtei-
lige Faktoren einen mediastinalen Primartumor, die Erhdhung von [AEP]
und [LDH sowie nichtpulmonale viszerale Metastasen, z.B in Leber, Knochen und
Gehirn nennt. Letztere sind auch fir 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 Mause gespritzt und dabei festgestellt, dass sie noch die
Potenz besitzen, alle drei Keimblatter zu bilden (Kleinsmith and Pierce, 1964).

In der Tat besitzen schon die Vorstufe und seminomatése Zellen selbst
Ubereinstimmungen mit embryonalen Stammzellen (Embryonic Stem Cells (ESC)).
Dazu gehért zum einen das Expressionsmuster: OCT3/4 und NANOG werden mit
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Pluripotenz bei[ESClin 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). AuBBerdem zeichnen sich sowohl als auch Seminome durch
eine niedrige Pravalenz an Mutationen aus (Bignell et al., 2006). In 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-Schaden 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 Griinde 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 hamatopoetischen 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 Pra-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) mdglicherweise die regulatorische Funk-
tion der spermatogenetischen Nische (Bokemeyer et al., 1996).

Der Nachweis der Rezeptor-Tyrosinkinase c-Kitin 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 méglicher Schritt in der Progression vom
Seminom zum Nicht-Seminom gewertet (Izquierdo et al., 1995). In der Vorlauferla-
sion [GCNIS|wird c-Kit ebenfalls nahezu immer nachgewiesen (Rajpert-De Meyts
and Skakkebaek, 1994).
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Gleichzeitig ist das Onkogen ein zuverlassiger Marker, um ein Seminom zu iden-
tifizieren (Bokemeyer et al., 1996), (lzquierdo 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 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 gehort mittlerweile zusammen mit c-Kit fir Seminome zum diagnosti-
schen Standard des Pathologen. Hier kann es sowohl im histologischen Préparat
wie auch gelést 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 fallt (Wahren et al., 1986). Auch bei starken Rauchern kann der
Serumspiegel erhéht sein (Koshida et al., 1990).

1.3 Kultivierung von Seminomen

1.3.1 TCam-2 als einzige bestehende Linie

Von einer Vielzahl der nicht-seminomatdésen Tumore konnten jeweils Zelllinien
etabliert und fir 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 vielfaltigen Anwendung gibt es immer wie-
der Zweifel Uber die Homogenitat 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 eher eine Seltenheit
darstellt, eine Erklarung fur 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 Uberlegungen zur Seminomkultur

Verschiedene Anséatze 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 Kalber-
serum, 2 mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin und 100 ug/mL streptomycin) bei
37 Grad Celsius (CC) mit 5% CO, (Russell et al., 2013) (Goddard et al., 2007).
Bei der Kultivierung von Maushodenzellen neugeborener Mause 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 (bEGE), Epidermal Growth Factor (EGF) und Leukemia Inhibitory Factor (LIE)
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 Uberlegung folgend, dass Seminomzellen aufgrund ihrer iibereinstimmenden
Eigenschaften mit Stammzellen auch héhere Anforderungen an die Kultur haben
kénnten, wurden die Kulturbedingungen teilweise aus der [ESCHKultur Gbernom-
men.

Schon friiher wurden diese Zusétze bei der Kultivierung von primordialen Keimzel-
len (aus denen, wie oben aufgezeigt, Seminome entstehen), und deren Riickpro-
grammierung zu pluripotenten Stammzellen verwendet: Shamblott et al. verwen-
deten ein Medium unter anderem bestehend aus DMEM mit 15% Fetal Bovine Se-
rum (EBS)), 0.1 mM Nonessential Amino Acids (NEAA), 0.1 mM 2-Mercaptoethanol
100 Einheiten/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin, 1,000 Einheiten/ml human re-
komb. [LIE, 1 ng/ml human rekomb. bEGF] (Shamblott et al., 1998).

Die Kultivierung dieser Zellen ohne Fibroblasten-Feeder gelang erstmals 2011,
wobei von den Autoren unter anderem ein Faktor namens N2 daflr verantwortlich
gemacht wurde (Zhao et al., 2011).

Einen weiteren Ansatz zum Verbessern des Uberlebens bei Stammzellen bietet

b
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(ektive ROCK-Inhibitor Y-27632: Es wird beschrieben, dass durch diesen insbe-
sondere nach Zellsortierungmethoden mit Oberflachenmarkern Stammzellen Ian-
ger Uberleben (Emre et al., 2010). ROCK steht flir 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 auBerdem das Uberleben und
die Wiederherstellung von gefrorenen menschlichen Embryos verbessert (Cor-
tes et al., 2009) sowie das Wachstum undifferenzierter menschlicher ESC| unter-
stitzt (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 zurtckgefuhrt (Wu et al., 2016). Bei M&usen wurde ein protektiver Effekt des
ROCK:-Inhibitors bei Administration vor einer herbeigefihrten Torsion auf den Ho-
den und seine Funktion beobachtet, da Y-27632 die Infiltration mit Leukozyten
verhindern konnte (Gayan et al., 2014).

EBV-positive lymphozytoblastische B-Zellen

Eines der Probleme bei der Kultivierung kénnte 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
fihrt 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 Gberwuchern und innerhalb
einer gewissen Zeitspanne die Hauptpopulation zu bilden. Diese mikroskopischen
Beobachtungen wurden durch die freundliche Unterstitzung von Prof. Fend in
Form einer immunhistochemischen CD45-Farbung verifiziert. Unsere Beobach-
tung wurde auch in der Literatur durch eine Studie belegt, die eine héhere Anzahl
an CD20+ -Zellen in[GCNISlin direkter Nachbarschaft eines Seminoms beobach-
tet (Hvarness et al., 2013).
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CDA45 und lymphozytére Infiltrate

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

Es wurde gezeigt, dass regular 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 Gedachtnis-T-Lymphozyten
(Hvarness et al., 2013). B-Lymphozyten kamen hingegen seltener und in allen
Keimzelltumoren gleichermaf3en (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 hdhere 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 unterstitzt
von den Ergebnissen einer Studie von Parker et al., in der ein signifikant langeres
rezidivfreies Uberleben 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 wirde, welches essentiell flr eine gerichtete Aktivitat der
T-Lymphozyten ist (Bell et al., 1987), (Klein et al., 1990). Die Ergebnisse zum
Expressionsmuster auf der Oberflache von Seminomzellen sind allerdings sehr
unterschiedlich.



18 KAPITEL 1. EINLEITUNG

1.4 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Um die bestmdglichen Voraussetzungen fir eine Kultivierung von Seminomzel-
len zu schaffen, ist es wie oben ausgefuhrt naheliegend, diese Lymphozyten-
Zellpopulationen zu entfernen. Damit kann ein Stérfaktor im Seminomwachstum
entfernt und gleichzeitig Licht auf die Frage geworfen werden, ob diese Lympho-
zyten urséchlich am Absterben der Seminomzellen beteiligt sein kdnnten. Wie in
den vorhergegangenen Kapiteln ausgefuhrt, ist die Entwicklung einer Seminom-
zelllinie aus unterschiedlichen Griinden von groBBem Interesse. Einerseits machen
sie ihre Ahnlichkeiten zu Stammzellen sowie ihre Entstehung aus multipotenten
Keimzellen zum interessanten Forschungsgegenstand, andererseits ware dazu
mehr als eine Zelllinie wilnschenswert. Dies kann auch durch langeres Uberle-
ben der Nativzellen in vitro erreicht werden.

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



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 137/2010BO1 wur-
de der Antrag am 10. Mai 2010 bewilligt. Die Proben wurden intraoperativ nach
den unten genannten Kriterien asserviert und in steriler L6sung zur weiteren Ver-
arbeitung gekuhlt direkt ins Zellkulturlabor Uberfuhrt. Eingeschlossen wurden nur
Proben,

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

e bei denen keine morphologisch aufféllige Gewebestruktur vollstandig ent-
fernt wurde. Ein entsprechendes Korrelat musste im Praparat bis zur histo-
logischen Aufarbeitung verbleiben.

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

Ausschlusskriterien fur die Teilnahme waren:

e kein[TGCT], sondern anderer Hodentumor
e Malignomerkrankungen anderer Organsysteme in der Anamnese
e Behinderung der Diagnose durch die Probeentnahme

e Unmdglichkeit der intraoperativen Erfillung der Kriterien ohne Einfluss auf
TNM-relevante Strukturen

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

19
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welchen wir bei flr das Experiment infrage kommenden Patienten informiert wur-
den. In Tabelle [2.1] sind die Daten der jeweiligen Gewebsspender aufgefihrt.

Tabelle 2.1: Gewebespender

Name Tumor | Entnahmedatum | Patientenalter Ort der | Tumorart
bei Entnahme Entnahme
| Tu 300 | 26.09.2014 | 37 Jahre | Ttbingen | Primartumor |
| Tu 301 | 06.11.2014 | 44 Jahre | Tubingen | Primartumor |
| Tu Diak | 07.10.2014 | 52 Jahre | Suttgart | Priméartumor |
Tu 14-035 28.01.2014 54 Jahre Tubingen | Lymphknoten-
metastase

2.2 Dissoziation und Primarkultur

Direkt intraoperativ wurde das Zellmaterial steril in ein geklhltes Transportmedi-
um (Hank’s BSS ohne Ca?" und Mg?™ mit 1% Penicillin/Steptomycin versehen)
verbracht und ebenfalls geklhlt zum Labor transportiert, wo es wie folgt weiter
verarbeitet wurde: Die Zellen sollten zuerst aus ihrem Verband gelést werden.
Dazu wurden 7,5mg Collagenase IV (839U/mg, -20°C, Sigma Aldrich) und 26mg
Dispase Il (1U/ml= 250ug/ml, 4°C, Roche) abgewogen und in 6ml Hank’s BSS
ohne Ca?" und Mg** gelést. Diese Elektrolyte aktivieren die Enzyme und sollen
deshalb erst spater hinzugegeben werden. Mit einem Spritzenfilter (Millex 0,22,m
PorengréB3e, 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 wahrenddessen immer wieder leicht durchmischt. Um die
Zellen vom Bindegewebe zu trennen, wurden sie zuerst durch ein grobes steriles
Sieb und danach durch einen sterilen 100:m cell strainer (BD Falcon”, Katalog-
Nr.:352360) gegeben. Die filtrierte Lésung wurde 5min lang bei 2169 zentrifugiert,
ggf. wurde das Pellet nochmals gewaschen und erneut zentrifugiert. Nun wurde
der Uberstand abgesaugt, das Pellet in vorgewarmtem Medium 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
verschiedene Medien aufgeteilt: RPMI mit Supplements und StemPro. Die Zusam-
mensetzung der Medien ist im Folgenden dargestellt, au3erdem finden sich die
Materialien dazu in Tabelle 2.2 Bei je der Halfte der Zellen im jeweiligen Medium
wurde zusatzlich ROCK-Inhibitor in der Konzentration 10.:M taglich dazugegeben.
Fur die Kultur von TCam-2 verwendeten wir das in der Einleitung beschriebe-
ne RPMI-Medium, welches ebenfalls sterilfiltriert wurde. Um den Seminomzellen
moglichst ihr Milieu zur Verfigung zu stellen, stellten wir noch ein zuséatzlich sup-
plementiertes und ebenfalls sterilfiltriertes RPMI-Medium her.

StemPro hGSC

Zusatze 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 emg/ml 5 ml
BSA 5ug/ml 25 pl
L-Glutamine 1% 5 ml
B-Mercaptoethanol 0,1% 1 ml
Pen/Strep 1% 5 ml
MEM Vitamine 1% 5 mi
NEAA (100x) 1:100 5 mi
Estradiol 30ng/ml 15 pl
Progesteron 60ng/ml 30 pl
EGF 20ng/ml 62,5 pul
bFGF 10ng/mi 62,5 pul
GDNF 8ng/ml 1 ml
ESC FBS 1% 5 ml
Ascorbic Acid 100ug/ml 2,5 ml
Pyruvic Acid 30ug/ml 11,8  ul

DL-Lactic Acid 1 pl/ml 500 pl
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Tabelle 2.2: Materialien zur Zellkultur
| Name Firma Katalognummer |
PureCell NU-5100 Under Coun- NuAire -

ter Direct Heat CO2 Incubator

| Heraeus Multifuge 3SR Plus

Thermo Fisher Scientific

| Centrifuge 5810 R

Eppendorf AG

| DMEM High Glucose 4,59 PAA Laboratories GmbH SH30022.01

Collagenase from Clostridi- Sigma-Aldrich GmbH C7657

um histolyticum Type IV, 440

units/mg solid

Dispase Il from Bacillus poly- Roche Diagnostics GmbH 04942078001

myxa (neutral protease Grad Il)
| 10% ESC FBS Gibcol/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 |
| 3-Mercaptoethanol 50mM Gibco 31350-010. |
\ MEM Vitamine 100x PAA Laboratories GmbH N11-002 \
\ NEAA PAA Laboratories GmbH M11-003 \
\ g 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- Sigma-Aldrich Chemie GmbH Y0503

drochloride

PAA Laboratories GmbH H15-010

Hank’'s BSS without Ca?t and
M92+
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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, Osterreich

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 mi
1% Pen/Strep 5 mi

RPMI-Medium, supplementiert

Zusatze Konzentration Ansatz 500ml
RPMI 1640 ohne L-Glutamin 500 mi
10% ESC FBS 50 ml
1% L-Glutamin 5 ml
1% Pen/Strep 5 ml
Estradiol 30ng/ml 15 pl
Progesteron 60ng/ml 30 pl
EGF 20ng/ml 62,5 pul
bFGF 10ng/mi 62,5 pul

GDNF 8ng/ml 1 ml
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Alle aufgeflhrten Zuséatze wurden zusammengegeben und mit einem Flaschen-
aufsatzfilter (SteriTop-GP, 0,22,:m, MerckMillipore, Katalog-Nr.: SCGPS05RE) in
eine autoklavierte Flasche sterilfiltriert.

2.3 Mediumwechsel

Die Zellen wurden in 6-Well-Platten in einem Brutschrank bei 5% C'O5 und 95%
Luftfeuchtigkeit gehalten. Alle zwei Tage wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt.
Dazu wurden die unterschiedlichen Zellen je in ein 5ml Falcon aufgenommen und
5min bei 216g zentrifugiert. Nun wurde der Uberstand abgesaugt und das Zell-
Pellet in vorgewarmtem Medium resuspendiert. Je 1ml dieser Zelllésung wurde in
ein Well der 6-Well-Platte gegeben, in dem schon 1ml Medium vorgelegt war.

Wahrend der Kultur in den jeweiligen Medien wurde téglich 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 zerstért die Zelle, um die RNA flr die
weiteren Untersuchungen zu isolieren. Dazu mussten unter dem Abzug 70ul (-
Mercaptoethanol zu 7ml RLT-Puffer aus dem RNA-Easy Extraction Kit von Qiagen
gegeben werden. Davon wurden dann je 125ul zu den Zellen gegeben und da-
nach so viel zugeflgt, bis sich keine Schlieren mehr bildeten.

Lysispuffer
RLT-Puffer 7 mi
3-Mercaptoethanol 70 pl

Dieser wurde im Kuhlschrank bei 4 PCl fir 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 méglichst
kurz im Einfriermedium zu belassen. Nach dem Uberfilhren in das Falcon mit
Kulturmedium wurden sie daraufhin 5min bei 2169 zentrifugiert, wahrenddessen
wurden die Kulturschalen vorbereitet. Aus dem Falcon wurde nun der Uberstand
abgesaugt, das Pellet in vorgewarmtem Medium aufgenommen und auf die ent-
sprechenden Kulturplatten verteilt.

2.6 Einfrieren

Um die Zellen wie beispielsweise TCam-2 nach dem Einfrieren ohne gréBere
Schaden wieder auftauen und in Kultur nehmen zu kénnen, wurde ein Einfrierme-
dium hergestellt. Dieses bestand aus 8ml FBS, welches vorgewarmt wurde, und
2ml| DMSO. Die beiden Flussigkeiten wurden in einem Spritzenfilter von Millipo-
re (Millex 0,22;m Porengré3e, Katalog-Nr. SLGPM33RS, MerckMillipore KGaA,
Darmstadt, Germany) sterilfiltriert. Davon wurde 1ml zum entsprechenden Zellpel-
let gegeben, wozu noch 1ml DMEM/Ham’s F12 hinzugefligt wurde. Vorher wurde
mit den Zellen wie beim Mediumwechsel vorgegangen, nur ohne die Resuspen-
sion im Medium durchzufiihren. Dieses Gemisch wurde nun schonend zuerst auf
-20°Clund darauffolgend schlieBlich auf -80°C| abgekuhlt.
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2.7 Magnetic Cell Sorting (MACS)

Tabelle 2.3: Materialien fur MACS

\ Name Firma Bestellnummer
| MiniMACS Separator Miltenyi 130-042-102

| 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 IMACS-Puffer

Es wurden 1,25g BSA in 20-30ml PBS mithilfe eines Ruhrfisches im Messbe-
cher geldst. Diese Losung wurde mithilfe eines griinen Millex-Spritzenfilters (Fil-
tergréBe 0,22m, MerckMillipore, Katalog-Nr.:SLGPM33RS) zu 5ml einer 100mM
EDTA-LSsung steril in eine 250ml Flasche filtriert und mit 1x PBS auf 250ml auf-
gefullt.

Durchfithrung MACSI

Abbildung 2.1: Aufbau des MiniIMACSISeparators mit MS Columns
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Das Aussortieren der CD 45-positiven Zellen fand jeweils direkt am Tag nach der
Inkulturnahme statt. Dafir wurde unter der Clean Bench der Aufbau entsprechend
Abbildung vorbereitet: Die Saule wurde im Magnet platziert, ein Collection
Tube zum Auffangen des Durchflusses musste darunter platziert werden. Dazu
wurden die in Tabelle aufgefuhrten Materialien verwendet. Die Zellzahl der
entsprechenden Zellen wurde bestimmt und diese Zellen dann bei 106g 5min ab-
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet zum Waschen in 4ml
[MACS}Puffer suspendiert und dies dann erneut bei 106g 5min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde erneut abgesaugt und nun das Pellet in 804 Puffer pro 107 Zel-
len aufgeldst. Von den auf Eis gehaltenen CD45" MicroBeads wurden je 204l pro
107 Zellen hinzugeflgt und gut vermischt sowie 25min auf Eis inkubiert (hier ge-
schieht das bead-binding). Durch Hinzufligen von 1-2mI[MACS}-Puffer pro 107 wur-
den die Zellen gewaschen und daraufhin bei 200g fur 10min zentrifugiert. Nach-
dem der Uberstand abgesaugt war, wurden bis zu 10% Zellen in je 500ul Puffer
resuspendiert. Um die Saule einmal mit MACS}Puffer zu séttigen, wurde diese
mit 5001 MACS}HPuffer einmal durchgespiilt. Jetzt konnte die Zellsuspension auf
die Saule gegeben werden. Im Durchfluss befanden sich die unmarkierten, al-
so gesuchten Zellen. Die Saule wurde durch dreimaliges Hinzufligen von je 5004l
[MACS}Puffer ausgewaschen. Die gewonnene Zellsuspension wurde bei 216 5min
zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig entfernt und verworfen und das Pellet im
entsprechenden Kulturmedium geldst.

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 fir die Untersuchung schon zu friiheren 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 125ul. Mit einer Spritze wurden die Zellen homogenisiert, auf die Séaule tUber-
fihrt und bei 9500g 15sec zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. 350l
RW1-Puffer wurden auf die Saule gegeben und bei 9500g 15sec zentrifugiert,
der Durchfluss wiederum verworfen. Fir einen DNAse Verdau wurden 80u1 DNA-
se im entsprechenden Reaktionspuffer auf die Saule gegeben und 15min bei
Raumtemperatur (BT) inkubiert. Das DNAse-Gemisch setzte sich zusammen aus
DNase-Pulver plus 5504l H,O. Davon wurden 10ul-Aliquots mit 70ul Puffer RDD
pro Probe verwendet. Im Anschluss wurden 350u1 RW1-Puffer zu der DNase da-
zupipettiert und bei 95009 15sec zentrifugiert, der entstandene Durchfluss wurde
mitsamt Collection tube verworfen. Die Saule musste nun in ein neues Collecti-
on tube gestellt werden und es wurden 5001 RPE-Puffer auf die S&ule gegeben.
Erneut wurde bei 9500g 15sec zentrifugiert, der Durchfluss verworfen und 500l
RPE-Puffer auf die Saule gegeben. AnschlieBend wurde 2min bei 95009 zentri-
fugiert und der Durchfluss verworfen. Diesmal sollte die Saule trocken nochmals
flr 15sec bei 9500g zentrifugiert werden. Nun wurde zum RNA-Gewinn aus der
Saule diese in ein neues Tube mit Deckel gestellt, direkt auf die Saule 401 RNAse
freies Wasser gegeben, 1min inkubiert und anschlieBend 1min bei 95009 zentri-
fugiert. Der Durchfluss enthielt RNA, welche bei -80°Cl bis zur Umschreibung in
cDNA aufbewahrt werden konnte.

2.9 cDNA-Umschrieb

Da RNA sehr instabil ist und sich nicht so einfach vervielfaltigen I&sst wie DNA,
muss sie ruckuibersetzt 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, fur 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 zellularen Transkription herausgeschnitten wurden. Die RNA enthalt also
nur die Information der Introns, der fir Proteine codierenden DNA. Au3erdem wer-
den Primer, also "Anfangsstiicke" benétigt, 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
zuféllig zusammengesetzten Nukleotiden. Diese kbnnen 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 ul
5-fach Puffer 2 pl
Randomprimer 1 pl
dNTPs 1 pl
RNAse Inhibitor 0.25 ul
H20 0.5 pl

5 ul Ansatz

Dazu wurden je 5ul der RNA gegeben, welche man davor kurz vortexen und
wieder abzentrifugieren sollte. AuBerdem wurde mit einer im Kit vorhandenen
Kontroll-RNA eine Positivkontrolle durchgefiihrt. Dieses Gemisch wurde nun in ei-
nem Thermocycler (StepOnePlus™ | Applied Biosystems, California, USA, Katalog-
Nr.: 4376599) auf die fir den jeweiligen Reaktionsschritt optimalen Temperaturen
erwarmt:

e 1. Step: 25°Clflr 10min. Das Annealing der Primer findet statt.

e 2. Step: 50°Clfir 60min. Bei dieser Temperatur hat die Reverse Transkripta-
se ihr Optimum. Da eine Lange von Uber 4 Kilobasenpaaren erwartet wurde,
wurde diese Reaktionslange wie im Protokoll beschrieben angepasst.

e 3. Step: 85°C| fir 5min. Hierbei wird das Enzym deaktiviert und damit die
Reaktion gestoppt.

2.10 RT-qPCR

Um bewerten zu kénnen, welche Gene in den Zellen mehr oder weniger exprimiert
werden, missen die Genprodunkte in Form der in cDNA umgeschriebenen RNA
vervielfaltigt und so sichtbar gemacht werden. Diese Vervielfaltigung geschieht im
PCR-Reaktionsansatz durch eine DNA-Polymerase, die eine einzelstrangige DNA
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als Matritze komplementéar abschreiben und so wieder doppelstrangige DNA her-
stellen kann. Auch die dafur benétigten Primer, also die Anfangssticke, die die Po-
lymerase zur Initiation bendétigt, sowie die Nukleotide, die komplementar 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 wahrend der Vervielfaltigung zu messen. Dies hat den Vorteil
gegeniber der konventionellen PCR, dass die Anfangskonzentration der Nuklein-
saure 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 Detektionsausmalf entspricht, bei dem die
Fluoreszenz die Hintergrundaktivitat Gbersteigt und somit messbar wird. Zum an-
deren wird der c;-Wert berechnet, also der PCR-Zyklus, bei dem der "Threshold"
erreicht wird. AuBerdem wir ein sogenanntes "Housekeeping-Gen", namlich die
GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) verwendet, um die einzel-
nen Reaktionsanséatze zu normalisieren. Dieses Enzym kommt ubiquitér in allen
Zellen vor, da es einen Schritt der Glycolyse katalysiert und kann deshalb als
Standardexpressions-Level gewertet werden.

2.10.1 TagMan-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-
driicker, gebunden hat. Letztgenannter sorgt daflr, dass im intakten Zustand das
Fluoreszenzsignal des Farbstoffs unterdriickt wird. Ist nun die Zielsequenz verflig-
bar, lagert sich die Sonde in die Primerposition ein. Folglich wird die 5’ Nuklease-
Aktivitat der Taqg DNA Polymerase ausgenutzt, um den quencher abzuspalten.
Dadurch wird nun das Signal des Farbstoffs sichtbar und au3erdem 16st sich die
Sonde von ihrer Position und ermdéglicht den Elongationsprozess durch die Po-
lymerase. Der beschriebene Prozess geschieht bei jedem Amplifikationszyklus
und deshalb erhéht sich die Intensitat 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 |
\ TagMan Gene Expression Master Mix AB 4369016 \
‘ GAPDH Probe dye FAM-GB AB 4352934 ‘
‘ cKit AB Hs00174029 _m1 ‘
‘ PLAP AB Hs03046558 s1 ‘
| H,O 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 Gber mehrere
Exons erstreckt. _s1 heif3t, dass sowohl die Primer als auch das Amplifikat sich
innerhalb eines einzelnen Exons befinden.

Durchfiihrung

Zuerst wurden die 10ul cDNA mit 20l ultrapurem Wasser verdinnt, also im Ver-
haltnis 1:3. AuBBerdem sollte eine relative Standardkurve erstellt werden, die aus
einem Gemisch aller cDNA hergestellt wurde und dann jeweils 1:5 verdlnnt, so-
dass eine Verdinnungsreihe mit 1:1, 1:5, 1:25 und 1:125-Verhéltnissen erstellt
wurde. FUr 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: TagMan Mastermix

TagMan Mastermix 2x  5ul

Primer 0,5ul
H,0 2,54l

Diese 8ul pro Ansatz wurden anschlieBend auf die 96-Well PCR-Platten verteilt.
Je 2ul der entsprechenden cDNA wurden hinzugegeben. Au3erdem wurden pro
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Hold, 1x Hold, 1x Cycles, 40x

95°C, |
10min T

50°C, 2min

-

60°C, 1min

Abbildung 2.2: PCR-Programm, Quelle: eigenes Bild

Primer noch No-Template-Kontrollen durchgeflihrt, 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 RNA mit cDNA auszuschlief3en,
wurde auBBerdem mit dieser und GAPDH eine Kontrolle durchgefiihrt. AuBerdem
wurden zur Qualitatssicherung immer Duplikate von jedem Ansatz erzeugt. Be-
fanden sich nun alle zu pippetierenden Reaktionsansatze auf der Platte, wurde
diese grundlich mit dem durchsichtigen Optical Adhesive Cover (siehe Tabelle
verschlossen und anschlieend in der daflir geeigneten Zentrifuge (Centrifu-
ge 5810R, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) 1min bei 180g zentrifugiert. Die
96-Well Platte wurde nun vorsichtig in das PCR-Gerét gestellt (StepOnePlus™,
Applied Biosystems, California, USA, Katalog-Nr.: 4376599) und das Programm
gestartet. Fur 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 auBerdem Uracil-DNA Gly-

cosylase (UDG).

Zu Beginn der Reaktion erfolgte, wie in Abbildung aufgezeigt, ein einmaliges
Erhitzen Gber 2min auf 50°C|, um eine optimale Enzymaktivitat der [UDG zu errei-
chen. Danach erfolgte die Enzym-Aktivierung der Polymerase, was durch weite-
res Erhitzen auf 95°Cliber 10min geschah. Dies stellt den sogenannten Hot Start
der Tag-Polymerase dar. Direkt danach konnten die "cycles", also die PCR-Zyklen
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beginnen: Dabei werden folgende Schritte, wie in Abbildung dargestellt, 40x
wiederholt: Zuerst das Denaturieren der Doppelstrange fir 15sec bei 95°C| und
daraufhin Annealing und Elongation Gber 1min bei 60°ClL Fur die PCRs des Zeit-
punktes "Tag 2" wurden 40 Zyklen durchgefuhrt, 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 TagMan-PCR st hier die Einlagerung des Farbstoffes unspe-
zifisch in doppelstrangige DNA. Dies geschieht sofort beim Zugeben von SYBR-
Green zu der Probe. Beim Denaturieren der Doppelstrange 16st sich der Farb-
stoff von der DNA, um sich bei der Amplifikation wieder in die neu entstandenen
DNA-Doppelstrange einzulagern. Dies geschieht proportional zur Menge an Dop-
pelstrangen, das heif3t das Fluoreszenzsignal kann direkt mit der Zunahme der
Amplifikationsprodukte korreliert werden.

Auch hier wird ein Mastermix flr die jeweiligen Primer angefertigt, wie in Tabelle
aufgezeigt. Daflir wurde das QuantiFast SYBR Green PCR Kit von Qiagen,
Katalog-Nr. 204054 verwendet.

Tabelle 2.7: SYBR-Green Mastermix
SYBR-Green 2x 5yl
Primer forward 0,54l

Primer reverse  0,5ul

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

GAPDH forward 5 GTT CGA CAG TCA GCC GCATC 3
GAPDH reverse 5 GAA CAT GTA AAC CAT GTAGTT &
CD45 forward 5 GCATTTGGC TTT GCC TTT CTG GACA 3’
CD45 reverse 5 CAG TGG GGG AAG GTG TTGGGC TTT 3’
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Es wurde dieselbe Vorgehensweise wie fir die TagMan-PCRs gewabhlt, die Tem-
peraturen beim PCR-Programm (siehe Abbildung unterschieden sich nur im
Anfangsschritt von 50°C| dieser entfiel hier.

2.11 Auswertung

Zur Auswertung der PCR-Daten wurde die A c;-Methode verwendet, bei der
GAPDH als Housekeeping-Gen den Standard darstellte und von den c;-Werten
der jeweils getesteten Gene, also CD45, cKIT und PLAP, abgezogen wurde. Dann
wurden die zu vergleichenden Daten in Schaubildern gegenibergestellt, wozu
GraphPad Prism Version 7.0a fir 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 durchgefihrt, 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 spateren 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 Gberprift werden. Der direkte
Vergleich ist am Beispiel von Tumor Diak in Abbildung[3.1]und 3.2 dargestellt.
Die Zellpopulation wurde nach dem homogener und es kristallisierte sich
heraus, wie das Aussehen der Seminomzellen in Kultur war, ohne dass sie adha-
rent wie TCam-2 wuchsen. Die runden leuchtenden, etwas gréBeren Zellen wur-
den angereichert. Einige von ihnen sind in Abbildung[3.1]und[3.2]je (b) mit Pfeilen
markiert.

o8V S L T R - R & 50 pm
(a) Tu Diak in RPMI vor MACS (b) Tu Diak in RPMI nach MACS

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

35
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% O X 50

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

Abbildung 3.2: [IMACSE 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 Uber mehrere Tage je ohne (obere Reihe) und mit (untere Reihe) CD45-
positiven Zellen. Die Zellen der oberen Bildreihe wurden also mithilfe des MACS
sortiert.

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

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

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

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

Hier konnten verschiedene Zelltypen beobachtet werden: Zum einen erkennt man
wieder die leuchtenden rundlichen Zellen wie in Abbildung 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.

AuBerdem sah man sehr viele Erythrozyten, die durch die Eindellung im Zentrum
charakterisiert werden kénnen und die -wohl durch das eher saure pH-Milieu des
Mediums- Stechapfelformen bildeten und bei Tag 4 (je (b) und (e) in Abbildung
und groBteils abgestorben waren. Sie konnten auch durch die Zentrifu-
gationsschritte bei der Inkulturnahme und beim Mediumwechsel nicht vollstandig
entfernt werden. Zudem konnte das Vorhandensein der gréBeren rundlichen Zel-
len beobachtet werden, die ab Tag 4 abzunehmen schienen.

Auffallig ist auBerdem, dass das Uberwiegende Wachstumsmuster der Zellen nicht
adharent war, wie dies bei TCam-2 der Fall ist. Nichtsdestotrotz setzten sich teils
adhérente Zellen ab (siehe (b) und (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 Uberlebensvorteil brachte; zumindest, was in der Mikroskopie beobachtet
werden konnte.

Um diese Frage definitiv zu klaren, wurden PCRs mit den entsprechenden Mar-
kern durchgefiihrt (siehe unten).

-

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

©.

(@)

Abbildung 3.5: Tumor 301 RPMI + Y27632, 400x. Die Pfeilmarkierung zeigt adha-
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 kénnen hier mehr intakte Erythrozyten, teilweise in Stapelform vorliegend,
beobachtet werden, diese haben also im RPMI das fiir 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-
Berdem sammelt sich eine gré3er werdende Menge an granuldrem Zellschrott am
Boden der Wells. An Tag 6 fallen bei den mit[MACS] behandelten Kulturen (Abbil-
dung[3.5/(c)) besonders viele adhérente Zellen auf. Diese wurden mit einem Pfeil
markiert.
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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
Auslaufern.

Bei den Zellen von Tumor 301 in RPMI-Medium ohne Zusatz von Y27632 ist in-
teressanterweise an den groB3en runden Zellen an Tag 4 (Abbildung (b)) eine
Ausbildung von Auslaufern zu beobachten (siehe Pfeil), die bei den anderen in
dieser Form noch nicht zu sehen waren. Sie besitzen au3erdem ein granuliertes
Zytoplasma mit sichtbarem Zellkern. Auffallig ist auch, dass sie nur bei den[MACSH
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 fur den Tumor Diak besonders eine gré3ere Anzahl
an gréBeren leuchtenden runden Zellen, am ehesten Seminomzellen, auffallig.
Diese hatten im Vergleich zu Tumor 301 langer Bestand, in allen Kulturbildern
von Tag 6 (je (c) und (f) in Abbildung und[3.8) sind sie zu sehen. Daflr konnte
hier nur sehr vereinzelt die Ausbildung von adharenten Zellen beobachtet werden,
wie beispielsweise in Abb. (a). AuBerdem haben wir hier in einer Momentauf-
nahme dargestellt, wie sich eine der gro3en Zellen vermutlich gerade am Boden
abgesetzt und in adharentes Wachstum Ubergegangen ist (siehe Pfeil).
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(a) Tag 2-CD45 (b) Tag 4-CD45

Y. Oc

(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 adharent wird.

Die mikroskopische Beobachtung von Tumor Diak in StemPro ohne ROCK-Inhibitor
(siehe Abbildung 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 Homogenitat
der Kultur ist hier erneut ersichtlich: verglichen mit Abbildung (e) sind in (b) we-
niger Lymphozyten zu sehen, was sich tber die gesamte Zeit beobachten l&asst.
AuBerdem zeigen die Zellen in Abbildung 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 Adharenz lasst sich sparlich beobachten, eine Zelle in Abbil-
dung (a) wurde mit einem Pfeil markiert. Zu spateren Zeitpunkten sind hier wie
auch in Abbildung [3.7 keine adharenten Zellen zu sehen.
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(c) Tag 6-CD45

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

Abbildung 3.8: Tumor Diak StemPro - Y27632

(c) Tag 6-CD45

o

(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 scheintim 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 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 tberlebt
haben. Adhéarente Zellen konnten hier genau wie in Abbildung3.9| nicht beobach-
tet werden.

Q@

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

Abbildung 3.10: Tumor Diak RPMI - Y27632

3.1.3 Adharenz

Im RPMI-Medium wurde teilweise die Entwicklung von adharenten Zellen beob-
achtet (siehe Abbildung[3.5] (c) und (d)), die TCam-2 im Wachstumsmuster stark
ahnelten. Sie waren je nach Tumor unterschiedlich oft vorhanden. Zum Vergleich
wurde hier ein Bild aus der TCam-2-Kultur mit einem Seminom-Bild gegenlber-
gestellt (siehe Abbildung [3.17).
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L/

(a) TCam-2 (b) Tumor 301 - CD45

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

Beobachtete man die adharenten Zellen, entwickelten manche Auslaufer wie Fi-
broblasten, allerdings @hnelten sie in ihrem Aussehen stark der Seminomlinie
TCam-2. Die adharenten Zellen Gberlebten im Schnitt gleich lang wie die restliche
Kultur, da sie von einigen sich absetzenden Fibroblasten tberwuchert wurden.

3.1.4 Uberlebensdauer

Die Uberlebensdauer der Seminomzellen war generell unterschiedlich lang. Durch-
schnittlich betrug die Uberlebensdauer sowohl in StemPro als auch RPMI 11,5
Tage, wobei diese auch in Abhangigkeit vom Tumor stark variierte. So Uberleb-
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 (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 haufiger 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 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,
fihrten wir eine RT-gPCR mit Proben der jeweiligen Zeitpunkte durch.
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3.2 RT-gPCR

Aus den in der PCR gewonnenen c;-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 A c,-Wert
wurde im Folgenden in Diagrammen aufgetragen. Dabei ist auf der x-Achse der
Verlauf Uber die Zeit dargestellt. Die Fehlerbalken wurden berechnet aus den je-
weiligen Einzelbestimmungen der c;-Werte, um die durchschnittliche Abweichung
vom Mittelwert zu veranschaulichen. Zur Signifikanzberechnung wurde ein Two-
way ANOVA mithilfe von GraphPad Prism (siehe oben) durchgefuhrt. Dabei wur-
den die jeweils einander zugeordneten Durchschnitte der c,-Wertepaare auf si-
gnifikante Unterschiede mit Konfidenzintervall von 95% untersucht, also einem
p-Wert von <0,05.

3.2.1 IMACS|versus ohne MACS

Um die Effektivitat des zu messen und ob die Sortierung der Zellen Uber
die Zeit in Kultur stabil blieb, wurde eine PCR mit CD45 durchgeflhrt.

CDA45 in Tumor 301

Hier fallen zunachst die negativen A c;-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 haufiger vorkom-
men als die der GAPDH. Die Zellen mit[MACS] hingegen haben deutlich gréRere
A c;-Werte, was sich von Tag 2 bis in Tag 6 fortsetzt. Am deutlichsten ist dies in
RPMI-Medium zu sehen, wo die A c,-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 definierten Wertes
(undeterminded in (a)), kann ein signifikanter Unterschied zwischen den Zellen
mit und ohne 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 Ansatzen 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 Uber die Zeit anhalt, wurde seperat von Tag 6
eine statistische Auswertung durchgefiihrt, auch hier ergibt sich ein signifikanter
Unterschied (p=0,0280). Das Sortieren der Zellen zeigt also einen Effekt auch
Uber langere Zeit hinweg.

CDA45 in Tumor Diak

In allen 4 Diagrammen von Abbildung ist ein klarer Unterschied zwischen
MACS!" und "ohne [MACS!' an Tag 2 zu erkennen. Die A c,-Werte unterscheiden
sich dabei signifikant mit einem p-Wert von p<0.0001. Dieser Unterschied halt in
RPMI tendenziell langer an als in StemPro, dort haben sich die Werte an Tag 4
schon wieder fast angeglichen. Von Tag 2 auf Tag 4 sinkt der A c,-Wert in allen
Diagrammen auB3er (d), was einem gréBeren Vorhandensein von CD45 entspricht.
Im RPMI-Medium ist an Tag 6 wieder ein klarer Unterschied zu erkennen: die
Zellen ohne haben einen kleineren A c;,-Wert, also mehr CD45 als die
[MACStsortierten. AuBerdem ist von Tag 4 auf Tag 6 allgemein eher ein Anstieg
(vor allem (a) und (b)) der A c;-Werte zu beobachten, was insgesamt weniger
CD45 entspricht.
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(c) (d)
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 Uber 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 anderem mit einer PCR von c-Kit Gberprift 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. Aufféllig
ist hier vor allem im RPMI-Medium ein jeweiliges Maximum der A c;-Werte an Tag
4, was ein Minimum an c-Kit bedeutet. Danach steigt es wieder an, was entweder
mit einem Wachstum 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

A ¢, (c-Kit - GAPDH)
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L

A ¢, (c-Kit - GAPDH)
b

undetermined

einen signifikanten Unterschied (p=0,0048) zu der ohne [MACS}Sortierung: Der
A c,-Wert ist kleiner, es ist also mehr c-Kit vorhanden, und zwar bis zum Tag 6.
Tatsachlich Iasst sich auch bei einer ausschlieBlichen 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 Uber die Zeit erhalten liel3. Eine gemein-
same statistische Auswertung aller Werte in Abbildung ergibt, dass
signifikant erfolgreich (p=0,0121) ist. Es wurde Uberwiegend 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 ersichtlich in der Tat
Uberall c-Kit nachweisbar, und zwar gleichermafen in beiden Gruppen (MACSI

und ohne [MACS)). Die Uberwiegend kleinen A c;-Werte sprechen hierbei fur eine
grof3e 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 MACSH
sortierten und der unsortierten Zellfraktion. Eine signifikant unterschiedliche Men-
ge an c-Kit als Marker fir Seminomzellen an Tag 4 und Tag 6 in der Kultur mit
[MACS}sortierten Zellen im Gegensatz zu solchen ohne ist nicht zu beob-
achten. Die A c;-Werte bleiben dafir Uberraschend konstant, was in der Mikro-
skopie nicht so beobachtet werden konnte. Auf3erdem wurden die Daten beider
Tumore zusammengeflgt und ausgewertet, wobei flr c-Kit ein statistisch signifi-
kanter Unterschied der MACSZellen zu denen ohne zu konstatieren ist:
Mit einem p-Wert von p=0,0011 ist in Kulturen, die unterzogen wurden,
mehr c-Kit vorhanden. Um dieses Ergebnis zu verifizieren, wurde noch eine wei-
tere PCR mit dem Seminommarker PLAP durchgefuhrt.

PLAP in Tumor 301

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

vorlagen, wovon in Abbildung (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 kénnen. In RPMI zeigt sich eine klare Tendenz,
dass in den [MACSlbehandelten Zellen mehr PLAP vorhanden ist, was flr ein
besseres Wachstum und Uberleben 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 anteilmaBig mehr Seminomzellen in den mit MACSH
sortierten Kulturen befinden, was sich in StemPro mit Y27632 (Abbildung[3.17|(b))
bis Tag 4 verfolgen lasst, 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

2
2

daftr in den [MACSLZellen 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 Fallen 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}HKulturen noch langer oder teilweise nach zwi-
schenzeitlichem Verschwinden wieder nachweisbar (siehe (b) und (c)). Vergleicht
man Abbildung (b) mit Abbildung (b), so fallt ein komplementares Verhal-
ten von CD45 auf: Wahrend die ohne [MACS}Zellen an Tag 2 und 4 noch sehr
viel CD45 aufweisen, ist daflir wenig bis gar kein PLAP vorhanden, was bei den
[MACS}Zellen hier eindeutig in gréBerer Menge vorhanden ist. Der Unterschied
der [MACSlsortierten versus nicht MACSFsortierten 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) Diese Werte
mussen allerdings in Zusammenschau mit anderen ausgewertet werden, da hier
je nur zwei Wertepaare flir die Gewinnung der p-Wertes herangezogen werden
konnten. Kombiniert man die beiden Medien in einer gemeinsamen Auswertung,
kann bei TuDiak ein signifikant hoheres PLAP bei den[MACS}sortierten Zellen mit
einem p-Wert von 0,0016 bestatigt werden.
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Betrachtet man nun erneut beide Tumore in der Zusammenschau, kann ein zu-
verlassigeres 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 [MACSH
Sortierung den unsortierten gegenibergestellt werden, sondern auch die Auswir-
kung der Anwendung des ROCK:-Inhibitors Y27632 kann tberprtift werden. Daflr
wurden jeweils neue Graphen erstellt, bei welchen die A c;-Werte der entspre-
chenden Zellreihen mit und ohne Y27632-Zugabe gegeneinander aufgetragen
sind.

CDA45 in Tumor 301
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Abbildung 3.18: Tumor 301 PCR CD45 - Y27632 versus ohne Y27632



52 KAPITEL 3. ERGEBNISSE

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 gestéarkt 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. Auch wenn man die[MACSFsortierten
den Zellen ohne Sortierung gegentiberstellt, ist in Hinblick auf Y27632 kein Trend
zu erkennen. Bei den Zellen in RPMI verhélt es sich anders: Die unsortierten Zel-
len (siehe Abbildung(3.18|(d)) zeigen ein signifikant héheres Vorkommen an CD45
in den mit Y27632 behandelten Zellen (p=0,0031), wobei dies nur fir Tag 2 und 4
gilt. Bei den [MACS}sortierten ist dies nicht der Fall.

CDA45 in Tumor Diak

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

Auch wenn man beide Tumore gemeinsam betrachtet, ergibt sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Zellen, zu denen Y27632 hinzugefligt wurde und de-
nen ohne Supplementierung. Jetzt soll noch herausgefunden werden, ob Y27632
sich positiv auf das Uberleben 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 hinzugefligt 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 Hinzufligen von Y27632 nicht nachweisbar. Diese Beobach-
tung lasst sich allerdings in den anderen Graphen nicht bestatigen, hier sind die
A c,-Werte sehr dhnlich zwischen behandelten und Kontrollzellen. Allerdings ist
diese eine Tendenz auch weiter unten in Abbildung (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

Far Tu Diak ergibt sich ein interessantes Ergebnis: In RPMI wirkt sich Y27632 ne-
gativ aus. Mit einem eindeutig signifikanten Unterschied 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 gréBerer A c,-Wert, also weniger c-Kit, vorliegend. Die-
ser Unterschied vergréBert 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 erwahnt bei den
[MACS}sortierten Zellen im Schaubild[3.21](a) sogar eher umgekehrte Tendenzen
zu beobachten, die bedeuten wiirden, dass Y27632 hier dem Uberleben der Semi-
nomzellen eher zutraglich ist. Bei den Zellen ohne [MACS| hingegen sind StemPro
und RPMI recht &hnlich, wenn man davon ausgeht, dass der undeterminierte Wert
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 gréBtenteils keine unterschied-
lichen A c;,-Werte von PLAP zwischen den mit Y27632 behandelten und unbe-
handelten Zellen. Dies stimmt sehr gut mit den Ergebnissen von c-Kit Gberein.
Hier fallt 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 RPMIL.
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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 A c,-Wert ist bei den in RPMI-Medium kultivierten Zellen
signifikant (p=0,0147) héher, 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 im Ge-
gensatz zu den PCR-Daten von c-Kit steht. Hier sind allerdings auch viele Werte
undeterminiert, was die Vergleichbarkeit einschrankt.
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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 fir Seminomzellen zu finden. Die Daten wurden zur
besseren Ubersicht neu angeordnet, sodass nun jede Zellpopulation in StemPro
gegen die entsprechende in RPMI abgewogen werden kann.

CDA45 in Tumor 301

Auch hier wurden jeweils ANOVA-Tests der einzelnen Datengruppen durchgefiihrt
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 fallt vor allem die Zellpopulation, die keinem unterzogen wurde, ins
Auge (Abbildung (c) und (d)). Sie weist -am eindrucklichsten 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 A c,-Werte steigt. Dies bedeutet, dass quantitativ weniger CD45
vorliegt, und zwar in beiden Medien.

CDA45 in Tumor Diak

Die Analyse der Zellen ohne ist auch hier interessant: sie zeigen wieder
eine signifikante Differenz der A c,-Werte der beiden Medien (p<0.0001). Im Stem-
Pro ist auch hier, wieder vor allem an Tag 6, das Uberleben von CD45-positiven
Zellen schlechter. Bei den Zellen, die unterzogen wurden, sieht es dage-
gen anders aus: hier sind Uberwiegend A c;-Werte von in RPMI kultivierten Zel-
len gréfB3er, was sich auch statistisch belegen lasst (p=0,0305). Hier Uberleben
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

Uberein.

Zusammenfassend kann bei der gemeinsamen Auswertung der Zellen ein eindeu-
tiges Resultat festgehalten werden: Die CD45-positiven Zellen, die keiner MACSH
Sortierung unterzogen wurden, Uberleben in StemPro schlechter als in RPMI
(p<0.0001), was auch Uber die Zeit konstant so beobachtet werden kann. Wur-
den die CD45-positiven Zellen jedoch mit 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 kénnen nun Anhaltspunkte dafiir gewonnen werden, in wel-
chem Medium die Seminomzellen besser Uberleben.

Die Zellfraktion, die durchlaufen hat, ist hier aufgrund der vielen undeter-
minierten Werte schlecht zu beurteilen. Allerdings ist in Abbildung (@) 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}HSortierung (Abbildung (c) und (d)) zeigen
hingegen eine Tendenz der A c,-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 (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 (b)) Ubereinstimmt. Die Zellen, die bei Tu Diak ohne
belassen wurden, zeigen ein noch eindeutigeres Ergebnis: Hier sind die
A c;-Werte in StemPro mit einem p-Wert von p=0,0007 signifikant niedriger als in
RPMI, was ebenfalls auf ein besseres Uberleben von Seminomzellen in StemPro
schlie3en lasst.
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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
Uberleben, herangezogen werden.

Die Ergebnisse der PLAP-PCR sind bei der MACS}-Population, also [3.28] (a) und
(b), nahezu identisch mit denen der c-Kit-PCR. Der tiberwiegende 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 Uber Trends erschwert. Sowohl bei den [MACS}sortierten Zellen als auch
bei denjenigen ohne Heraussortieren der CD45-positiven sind die A c¢;-Werte un-
terschiedlich. Es fallt auf, dass bei allen Schaubildern von Abbildung [3.29 die A
c;-Werte fir PLAP eher in RPMI erniedrigt sind, was sich statistisch flr die gesam-
te PLAP-PCR von TuDiak belegen lasst (p=0,0115). Dies bedeutet auch, dass fur
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 herkémmlicher 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 fir ein gonadales Seminom gese-
hen werden. Fiur die Forschung essentiell ware also eine weitere, reprasentative
Seminomlinie. Ein groBBer Schritt in diese Richtung kann durch das Verlangern 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 verlangert. Gleichzeitig wurde von Fend et al. sowie unserer
Arbeitsgruppe die Beobachtung gemacht, dass lymphoblastische B-Zellinien in
Seminomkulturen entstehen und diese tberwuchern (Fend et al., 1995).

Diese Arbeit verfolgt die Idee, dass Seminomzellen zum einen durch Heraussor-
tierung dieser Lymphozyten mdglicherweise Ianger in Kultur gehalten werden kon-
nen und dadurch Experimenten zugénglich gemacht werden kénnen. 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
fir die Experimente verwendet. Die Entnahme erfolgte ebenfalls nach vorgegebe-
nen Kriterien steril und in ein gekuihltes Transportmedium. Trotzdem kénnen hier

65
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natdrlich abhangig vom jeweiligen Operateur, der Operationsdauer und den raum-
lichen Gegebenheiten unterschiedlich lange Zeitspannen von der Entnahme bis
zur Inkulturnahme der Zellen entstehen, welche jedoch nicht langer als 8 Stun-
den betrug. AuBerdem sind noch patientenabhangige Einflussfaktoren auf das
Zellwachstum wie der Lebensstil, das Patientenalter und die Tumorprogredienz
denkbar. Als Beispiel kann hier der erhéhte PLAP-Serumlevel auch bei Rauchern
angefuhrt werden (Koshida et al., 1990). Einige patientenabhangige Faktoren sind
in Tabelle[2.1]aufgefiihrt. Dies sowie die von Patient zu Patient verschiedenen Tu-
moreigenschaften kébnnen zu Unterschieden flhren, die nur schwer zu berechnen
oder statistisch zu beschreiben sind. Die ProbengréBe war ebenfalls von Fall zu
Fall unterschiedlich, da einmal die Tumorgréi3e differierte, zum anderen das fur die
vorrangige pathologische Untersuchung benétigte Gewebe einen unterschiedli-
chen Anteil ausmachte. Durch die gleichmaBige Aufteilung auf 6-Well-Platten wur-
de dem entgegengewirkt. Trotzdem mussten auch einige Tumore aufgrund von far
alle Experimente zu wenig vorhandenem Gewebe ausgeschlossen werden.

4.2 Kultur

Die Kultur konnte im Gesamtdurchschnitt bei den aufgefihrten 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 kénnte
ein Hinweis darauf sein, dass sie unterschiedliche "Voraussetzungen" zur Kultivie-
rung wie unterschiedliche Mutationsmuster mitbringen.

AuBBerdem scheint die Anzahl der Erythrozyten in Kultur eine Einflussgré3e auf
das Uberleben zu sein: In Tumor 301 beobachteten wir eine sehr hohe Anzahl der
roten Blutkérperchen und dieser zeigte ein kiirzeres Uberleben als Tumor Diak.
Mit der Annahme, dass die sterbenden Erythrozyten den pH-Wert und die Zu-
sammensetzung des Mediums negativ beeinflussen, kénnte dies erklart werden.
Nichtsdestotrotz hatte dies an einer Farbdnderung des Mediums aufféllig werden
sollen, was nicht der Fall war. Eventuell korreliert die gré3ere Menge der Erythro-
zyten aber auch mit der Vaskularisation und dadurch indirekt mit der erhéhten
Immunantwort auf den Tumor, welcher folglich ein schlechteres Wachstum zeigt.

Die runden gréBeren Zellen kdnnten als Korrelat von Seminomzellen gewertet
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werden, da sie nach der[MACSISortierung 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 kénnen, die danach weiterhin der
Kultur zur Verfigung stehen. Dabei werden Zellen mit 50nm grof3en 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 Oberflachenantigen exprimiert wird.
Diese Prozedur aktiviert die entsprechenden Rezeptoren zwar nicht, ist fur die
Zellen aber potenziell schadlich, weshalb hier die Zellen markiert wurden, die aus-
sortiert werden sollten. Dadurch wurde versucht, méglichst wenig Einfluss auf die
ohnehin sehr empfindlichen Seminomzellen auszuliben. Trotzdem wurden sie hier
einer zusatzlichen Behandlung und der weitgehend unbekannten Auswirkung ei-
nes Magneten ausgesetzt, was eine negative Einflussgré3e auf das Zellwachstum
gewesen sein kénnte. Gleichzeitig bedeutet dies allerdings auch, dass die Semi-
nomzellen nur indirekt durch Entfernung von Leukozyten angereichert wurden.
Dabei ist es unumgéanglich, dass immer noch einige davon in der Seminomkultur
verbleiben. Die Auswahl des Markers CD45 erfolgte bewusst, da dieser zum einen
das bekannte lymphozytare Infiltrat, welches Uberwiegend aus T-Zellen besteht
(Torres et al., 1997), (Hvarness et al., 2013), eliminiert. Zudem kénnen dadurch
gleichzeitig die die Seminome Uberwuchernden lymphoblastischen B-Zellen her-
aussortiert werden. Auch alle anderen Zellen der hamatopoetischen Linie bis auf
Thrombozyten und Erythrozyten wurden erfasst (Dahlke et al., 2004). Da letztere
jedoch offensichtlich Einfluss auf die Kultur genommen haben, bleibt eine Uber-
legung fur nachfolgende Arbeiten, ob diese nicht ebenfalls mithilfe eines weiteren
Beads heraussortiert oder durch einen Zentrifugationsgradienten entfernt werden
sollten, um die méglichen negativen Einflussfaktoren auf die Seminomzellen so
gering wie méglich zu gestalten. Da die Effizienz des nicht bei 100% liegt,
also immer einige Lymphozyten in Kultur verbleiben, wére ein weiterer Versuch
die Positivselektion mit PLAP, also einem Seminommarker, der ubiquitar far den
immunhistochemischen Nachweis von Seminomen verwendet wird. Damit wir-
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den zwar nicht alle Seminomzellen erfasst, jedoch héchstwahrscheinlich ein noch
geringerer Anteil von Lymphozyten mit in die Kultur tberfihrt. 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 eingeschrankt wirde.

4.4 PCR und statistische Auswertung

Um das Vorhandensein von Lymphozyten und Seminomzellen zu quantifizieren,
wurden PCRs mit unterschiedlichen Markern durchgefiihrt. Dabei wurden von je-
der Messung Duplikate angefertigt. Noch korrekter wéare allerdings die Messung
in Triplikaten, was allerdings in unserem Fall aufgrund der geringen Zellzahl und
deshalb sehr kleinen Mengen an RNA nicht méglich war.

Zur Normalisierung wurde die GAPDH verwendet, ein sogenanntes Housekeeping-
Gen, welches an der Glycolyse und Gluconeogenese beteiligt ist. GAPDH ist ab-
hangig von verschiedenen Faktoren wie Dexamethason, Glucose, Insulin, Apop-
tose, der Tumorproliferation und weiteren (Suzuki et al., 2000). Dies kdnnte eine
Interpretation aufgrund der vielen unbekannten patientenabhéangigen Einflussfak-
toren erschweren. Es gibt auBerdem Hinweise in der Literatur, dass GAPDH in
Seminomen aufgrund des Tumormetabolismus hochreguliert ist und deshalb zu
einer Fehlinterpretation der Ergebnisse fihren kann (Neuvians et al., 2005). Da-
bei werden hochregulierte Daten eher unterschatzt und herunterregulierte Gber-
schatzt. Das bedeutet, dass die hier vorliegenden A c;-Werte eher zu grof3 sind,
in Wirklichkeit also eine gré3ere Menge der jeweiligen Marker angenommen wer-
den kann, was eine realistische Einsch&tzung der Ergebnisse trotzdem zulasst.
Die Autoren schlagen vor, die Standardisierung nicht mit der PCR, sondern bereits
davor beim Studiendesign durchzufihren, wie beispielsweise bei der Materialge-
winnung, dem Transport und der RNA-Extraktion einer Gruppe im selben Reak-
tionszyklus. Dies wurde, soweit technisch mdglich, in dieser Studie umgesetzt,
indem ein genaues Protokoll zur Entnahme und Aufbereitung der Zellen sowie
zur Durchfihrung der PCR befolgt wurde. Trotzdem mussten beispielsweise die
PCR-Reaktionen aus Platzgriinden auf mehrere Platten verteilt und als mehrere
aufeinanderfolgende Experimente durchgefihrt werden. Dass dennoch einige A
c;-Werte negativ sind (beispielsweise in Abbildung[3.12), also die Expression des
Zielgens héher als die von GAPDH ist, kénnte 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 dafir 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 steck:
Hoéchstwahrscheinlich ist so wenig von der jeweiligen mRNA vorhanden, dass sie
unter die Nachweisgrenze fallt. Das wirde gleichzeitig bedeuten, dass dort, wo
noch ein Wert gemessen werden konnte, mehr vom jeweiligen Marker vorliegt als
in den Fallen, in denen dieser undeterminiert ist. Diese Information konnte bei der
statistischen Auswertung nicht mit einbezogen werden.

4.4.1 Lymphozytenmarker

Als Lymphozytenmarker wurde CD45 ausgewahlt. Dies hat den Vorteil, dass die
[MACSHMethode mit exakt diesem Marker durchgeflihrt wurde und so direkt die
Effizienz dieser Methode getestet werden konnte. Es wird berichtet, dass es bis
zu 10% aller Oberflachenantigene von T-Lymphozyten ausmacht (Williams and
Barclay, 1986). Das ware eine mégliche Erklarung fur die negativen A c;-Werte in
der CD45-PCR der nicht[MACSHsortierten Zellen: CD45 ist ein so haufig vorkom-
mender Marker, dass er quantitativ mehr ausmacht als GAPDH. Die Spezifitat 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 Farbungen mit CD45 von Seminomen durchgefihrt wur-
den (Tamara Brenauer, unverdffentlichte 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 beschrénkt, sie ist auch teilweise positiv in anderen
Keimzelltumoren, vor allem embryonalen Karzinomen (Burke and Mostofi, 1988).
C-Kit ist relativ spezifisch flir Seminome bezogen auf alle TGCT| kann aber zu
einem geringen Prozentsatz auch in gewdhnlichen 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
farbt, 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% (lzquierdo et al.,
1995) der Félle positiv. PLAP-Positivitdt wird auf Uber 95% der Félle 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 gangigen zuruckgegriffen wurde.

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

Wie oben gezeigt, konnte die Methode ihre Aufgabe, CD45-positive Zellen heraus-
zufiltern, erfullen. 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 geklart
werden. Eine Ubersicht iiber die Ergebnisse gibt Tabelle [4.1|und

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 lasst deshalb nur den Schluss eines systematischen Fehlers
bei der PCR zu. Eine weitere denkbare Alternative wére, dass die Zellen, die in
Kultur gesehen wurden, nicht fir den PCR-Nachweis ausreichen oder dies gar
keine Seminomzellen waren. Dies ist jedoch unwahrscheinlich, da die Zellen mit
denen anderer Kulturen verglichen wurden.
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Tabelle 4.1: Ubersicht Gber Vorkommen von Seminomzellen bei Tumor 301,
v’ steht flr vorhanden, x fur nicht vorhanden

‘ Kultur | PCRc-Kit | PCRPLAP

| +CD45 | +CD45 | +CD45
StemPro-Y27632 Tag2 | v v | o x v | ox v
Tag4| v v | o x v | ox v
Tag6| v v | o x v | x X
StemPro+Y27632 Tag2 | v oV VR B v
Tag4| v oV v | X X
Tag6| x X | X v | X X
RPMI - Y27632 Tag2 | v v | v Y v
Tag4| v oV v | ox v
Tag6 | v x | v v | v v
RPMI + Y27632 Tag2 | v v | o x v | x v
Tag4| v v | v oV v
Tag6| v x | v v | v v

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, Geratefehler). 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 [MACSHProzedur zu stark geschadigt
wurden und abstarben oder ein Fehler bei der Sortierung selbst passiert ist. Dies
wirde 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 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 auf3er Seminomzellen nachweist, wie
beispielsweise Spermatogonien. Eine Diskussion weiterer Griinde findet sich bei
Tumor Diak.

In der Kultur im StemPro-Medium haben also die Tumor 301-Seminomzellen wohl
besser lberlebt, wo die CD45-positiven Zellen noch vorhanden waren. Bei einem
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c,-Wert der GAPDH von zum Beispiel ca. 35,36 bei der MACS}sortierten Linie ist
allerdings die Nachweismdglichkeit von einem seltener als GAPDH vorkommen-
den Marker bei 45 PCR-Zyklen sehr beschrankt. Andere Uberlegungen sind hier,
ob zum Uberleben der Seminomzellen eine gewisse Zelldichte fiir das richtige
Milieu oder Microenvironment notwendig sein kénnten. Eventuell sind durch die
[MACS}Prozedur doch mehr Seminomzellen abgestorben als bei den nicht[MACSH
sortierten, die hier nun fehlen. Dies musste sich allerdings auch in einer Differenz
der A c,-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 mus-
sen sich wohl doch noch Seminomzellen in Kultur befunden haben, die eventu-
ell tbersehen wurden. Auch denkbar wére ein Persistieren von c-Kit und PLAP
bei schon abgestorbenen Zellen, wobei die Halbwertszeit von c-Kit-mRNA in ha-
matopoetischen Stammzellen durchschnittlich 2-4 Stunden betrug (Dubois et al.,
1994), fir PLAP sind keine Daten in der Literatur vorhanden. Allerdings gilt die-
se Uberlebenszeit nur fiir intrazellulare mRNA und kann daher erheblich von den
extrazellularen Konzentrationen abweichen. Ansonsten wurde an Tag 2 und 4 je-
weils Ubereinstimmend 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 wéare 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 dafir kénnte sein, dass
die PCR an Tag 1 Uber 40 Zyklen durchgefiihrt wurde und an den darauffolgen-
den Tagen Uber 45 Zyklen. Dagegen spricht jedoch, dass die c;-Werte bei den
spateren Zeitpunkten (also Tag 4 und Tag 6) ebenfalls nie Gber 40 lagen, an Tag
2 also theoretisch mehr vorhanden sein misste und damit die eventuell positi-
ven Ergebnisse mit 40 Zyklen erfasst werden mussten. Auf3erdem 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 Ubereinstimmung zwischen Kultur und PCR recht groB,
zum anderen ist haufig ein Nachweis in allen drei Kategorien noch an Tag 6 zu



4.5. MACS| VERSUS OHNE [MACSt AUSWIRKUNG AUF SEMINOMKULTUR
(QUALITATIV) 73

erbringen, was mit einer sehr hohen Wahrscheinlichkeit ein Seminom nachweist.

4.5.2 Tumor Diak

Tabelle 4.2: Ubersicht Uber Vorkommen von Seminomzellen bei Tumor Diak,
v’ steht flr vorhanden, x fur nicht vorhanden

| Kultur | PCRcKit | PCRPLAP

| +CD45 | +CD45 | +CD45
StemPro-Y27632 Tag2 | v oV v |V v
Tag4| v v oV v | ox v
Tag6| v v | v v o X v
StemPro+Y27632 Tag2 | v v o v Y v
Tag4| v oV v |V X
Tag6| v oV x | x v
RPMI - Y27632 Tag2 | v v | v ooV v
Tag4| v oV v o] ox X
Tag6| v v | v v | ox v
RPMI + Y27632 Tag 2 ‘ v v ‘ v v ‘ v v
Tag4| v v o v Vo ox v
Tag6| v oV v ol ox 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 [MACSt}sortierten Zellen ist also nur an
Tag 2 sicher ein Seminom vorhanden, bei den Zellen ohne Sortierung bis Tag 6.

Auch fiir Tumor Diak + Y27632 im StemPro-Medium zeigt sich eine gute Uber-
einstimmung der Ergebnisse von Kultur und PCR. An Tag 2 und Tag 4 sind eindeu-
tig Uberall Seminomzellen vorhanden, nur an Tag 4 konnte bei der nicht
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 mogliches Versagen des Primers zurtckzufihren sein kénnte. An Tag 6 sind
Hinweise auf Seminomzellen immer noch vorhanden, c-Kit kann bei der Zellfrak-
tion, die CD45-positive Zellen enthalt, nicht nachgewiesen werden. Das kénnte
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einen Vorteil fur 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 [MACSL-Fraktion, wobei
c-Kit dort noch vorhanden war. Bei Tu Diak wurde gehauft beobachtet, dass dort,
wo c-Kit noch nachweisbar war, PLAP bereits unter die Nachweisgrenze gefallen
war. Hier kdnnen unterschiedliche Griinde diskutiert werden. Denkbar wére, dass
der Primer von PLAP schlichtweg nicht so gut funktioniert wie der Primer von c-Kit.
Dagegen spricht jedoch das trotzdem haufig Ubereinstimmende PCR-Ergebnis
von c-Kit und PLAP. Eine weitere Erklarung wére, dass PLAP bei Seminomzellen,
wenn diese absterben, friiher herunterreguliert wird als c-Kit. Daflr spricht, dass
PLAP auch bei erfolgreicher Seminomtherapie im Serum abféllt (Wahren et al.,
1986), konkrete Hinweise fehlen jedoch in der Literatur. Des Weiteren kénnte das
positive c-Kit hier auch auf andere mdégliche Bestandteile eines Hodentumorre-
sektats wie beispielsweise Spermatogonien zurtickzufiihren sein.

Wie oben diskutiert kann bei den Zelllinien ohne Nachweis von PLAP nicht mit
vollstéandiger Sicherheit von einem Seminomnachweis gesprochen werden. Dies
wirde in diesem Fall bedeuten, dass an Tag 4 und 6 kein Seminom mehr vorliegen
kénnte.

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 zusétzlich an Tag 4 bei der nicht[MACStsortierten 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, fallt erneut genau dieses Fehlen von PLAP in der [MACS}Linie sowohl
an Tag 4 als auch 6 auf. Dies wirde erneut die oben genannte Theorie stitzen.
Auch in der nicht MACSlunterzogenen Reihe ist hier an Tag 6 kein PLAP mehr
vorhanden. Fasst man nun die Ergebnisse von TuDiak zusammen, lag an Tag 2
mit gro3er Wahrscheinlichkeit ein Seminom bei allen Kulturmedien und Zusatzen
vor, an Tag 4 und 6 kann dies jedoch aufgrund des haufigen 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 héaufiger bis Tag 6
nachgewiesen werden konnte, vor allem im RPMI-Medium. Multiple Unterschiede
zwischen den Tumoren betreffend der proliferationsbeginstigenden Faktoren wie
Mutationen oder patientenabh&ngige Einflisse kbnnen hier eine Rolle gespielt ha-
ben. Auch die vermutlich langere Transportzeit von TuDiak kann sich negativ auf
das Uberleben der Zellen ausgewirkt haben.
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Alle aufgefiihrten Ergebnisse wurden in Tabelle [4.2) zur besseren Ubersicht zu-
sammengefasst.

4.6 Erfolg der Methode (quantitativ)

Der Erfolg der Methode kann anhand der Zusammenschau der PCR des
Lymphozytenmarkers CD45 mit den Seminommarkern bestimmt werden: Hier Iasst
sich bei Tumor 301 sowohl in StemPro als auch RPMI ein signifikanter Unter-
schied der CD45-Menge zwischen den [MACSHsortierten und den unsortierten
Zellen nachweisen. Es sind also anteilmaBig in den mit sortierten Zellen
weniger Lymphozyten vorhanden, was das erklarte Ziel dieser Methode war. Im
RPMI-Medium bleibt die Lymphozytenzahl dabei bei den nicht [MACS| unterzoge-
nen Zellen relativ konstant, bei denMACS}sortierten Zellen nehmen sie daflr so-
gar ab- das heif3tim Umkehrschluss, dass hier dann anteilsméaiig mehr Seminom-
oder andere Zellen vorliegen mussten. Dies bestétigt sich auch tatséchlich, 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 ausschlieBlicher Auswertung dieses Tages nachgewiesen werden. Auch fir
PLAP zeigt sich ein signifikant héheres Vorkommen bei den[MACS}sortierten Zel-
len, ebenfalls bis zu Tag 6. Dies ist als Erfolg zu werten. Es sind also tatsachlich
mehr Seminomzellen dort vorhanden, wo die CD45-positiven Zellen heraussor-
tiert wurden. Dies unterstiitzt die eingangs formulierte Hypothese, dass die Lym-
phozyten die Seminomzellen eventuell Gberwuchern und so am Wachstum hin-
dern. Dort, wo in der[MACS}sortierten Zellfraktion im Medium RPMI Uber die Zeit
abnehmende Lymphozytenzahlen nachgewiesen wurden, kommt genau aquiva-
lent dazu mehr c-Kit und PLAP in den Kulturen vor (siehe Abbildung und
[3.16). Das simultane Vorkommen und Steigen beider Marker macht das Vorlie-
gen und auch Wachsen eines Seminoms sehr wahrscheinlich. Alternativ erhdht
sich die Zellzahl aller anderen Zellen in diesem Fall langsamer, das heif3t die Se-
minomzellen werden langsamer Uberwachsen. Oder aber die Zellzahl der ande-
ren Zellen verringert sich erheblich stérker 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 Uberleben. 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 zuféllig in einem
dieser Teile keine Lymphozyten vorhanden sein sollten. Die niedrigen A c,-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-
séchlich zugrunde liegt, Iasst sich nicht vollstandig kléren, da ein Verlauf bei den
Seminommarkern aufgrund mehrfach undeterminierter Werte nur schwer nach-
zuvollziehen ist. Aufféllig 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 grof3er
Wahrscheinlichkeit Seminomzellen vorliegen.

Die gleiche statistische Auswertung im StemPro-Medium wie im RPMI ist auf-
grund der vielen undeterminierten Werte nicht aussagekraftig. Figt man sie mit
den Werten von RPMI zusammen, ergibt sie allerdings die gleiche Tendenz: Es
ist mehr c-Kit in der MACS}HFraktion vorhanden. Diese Aussage ist jedoch eher
vage, da nur 2 Wertepaare als Grundlage daftir vorliegen. AuBerdem muss hier
zur Vervollstandigung der Ergebnisse wieder die PLAP-PCR mit bewertet werden.
Auch hier sind bis auf den einen oben genannten Wert an Tag 4 alle Ergebnisse
der[MACStsortierten Zellen undeterminiert. Eine statistische Analyse ist hier also
ebenfalls nicht méglich.

Die PCR zeigt, dass die Methode [MACS]| auch bei Tumor Diak dazu geftihrt 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 A c;-Werte auszu-
machen. Auffallig sind die sich an Tag 2 im Gegensatz dazu nicht unterscheiden-
den A c¢;-Werte von c-Kit zwischen den[MACS}sortierten und unsortierten Zellen:
Eigentlich wére zu erwarten, dass anteilmafBig an der Gesamtzellzahl bei den
[MACStsortierten Zellen mehr Seminomzellen vorliegen, also mehr c-Kit als in
der nicht{MACS}Zellpopulation nachzuweisen ware. Eine Erklarung fur die glei-
che Menge an c-Kit in den [MACS}sortierten und unsortierten Zellreihen ware ei-
ne andere, c-Kit positive Zellpopulation wie beispielsweise Spermatogonien oder
nicht neoplastische Keimzellen. Dies ist bei einem Gewebestiick aus einem reinen
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Seminom zwar wenig wahrscheinlich, aber méglich. Eine weitere denkbare Zell-
population wéaren 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 Antikérperfarbung
dieser Zellen fur c-Kit méglich sei. (Takeshima et al., 2004). In dieser Studie wird
auch gezeigt, dass das lymphozytare Infiltrat c-Kit-negativ ist.

Fur PLAP verhalt es sich hingegen anders: Hier sind die MACS}sortierten und un-
sortierten Zellen signifikant unterschiedlich: Es kommen also an Tag 2 anteilmanig
mehr Seminomzellen in den [MACS}Hsortierten Kulturen vor. Dieser Fakt stiitzt 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 eine gleichbleibend hohe Anzahl an CD45 von Tag 2 auf
Tag 4. Hier bleibt die Lymphozytenzahl wohl unveréandert, was auch flr 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).

Fur die MACS}sortierten Zellen sieht es jedoch anders aus: hier verandert 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 komplementér: c-Kit
bleibt gleich, wo CD45 deutlich zunimmt (c), PLAP hingegen ist an Tag 4 der
unterzogenen Zellen in RPMI nicht nachweisbar und bleibt dies auch an
Tag 6, wo CD45 wieder deutlich abfallt. Diese Ergebnisse kénnen zu zwei Aus-
sagen fhren: zum einen wird erneut die These, dass durch c-Kit etwas anderes
aufBer 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 héchstwahrschein-
lich von diesen Uberwuchert. Eine weitere Interpretationsméglichkeit ware, dass
die Seminomzellen von selbst in die Apoptose gehen und deshalb an Tag 4 anteil-
manig mehr CD45 vorliegt. Dies wird unterstitzt von der Tatsache, dass bei der
Zellpopulation, bei der von Tag 2 auf Tag 4 CD45 abfallt, 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 Lymphozytenaktivitat spricht. Es kann jedoch auch nicht ausgeschlos-
sen werden, dass PLAP falsch negativ sein kénnte. c-Kit verhalt sich hier erneut
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ungerichtet, es ist vorhanden, wenn auch in annahernd gleichbleibender Menge.

Im StemPro-Medium sind an Tag 4 die CD45-Level héher: sowohl bei den Zellen,
wo Y27632 hinzugeflgt wurde, als auch ohne Supplementierung, sowohl in den
[MACS}sortierten als auch den unsortierten Zellen. Erneut halt also im StemPro
der Erfolg der[MACSISortierung nicht so dauerhaft an wie in RPMI. c-Kit folgt die-
sem Trend nur andeutungsweise, von Tag 2 auf Tag 4 fallt es leicht, aber nicht si-
gnifikant ab. PLAP hingegen ist an Tag 4 bei den[MACS}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 Funktionalitat 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 unverandert nachweisbar, hingegen der Wert fir PLAP an
Tag 4 bei den Zellen ohne [MACS}-Sortierung nicht nachweisbar. Bei PLAP gibt es
allgemein viel haufiger undeterminierte Werte. Dies kann unterschiedliche Grin-
de haben: Einmal materialtechnisch bedingt, wobei die c-Kit PCR jeweils auf der
gleichen Platte durchgefuhrt wurde und deshalb als Unterschied nur der Primer in
Betracht kommt. Da dieser des Ofteren bei den Duplikaten nur in einem Fall einen
A c¢;-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-
tionalitat des Reaktionsansatzes ausgegangen werden.

4.7 Zugabe von ROCK-Inhibitor Y-27632

ROCK:-Inhibitor ist ein potenter Apoptosehemmer bei (Ichikawa et al., 2012),
auBerdem verbessert er das Uberleben von nach Fluorescence-Activated
Cell Sorting (EACS)) (Emre et al., 2010). Er scheint auBerdem protektiv auf Hoden-
gewebe zu wirken (Cayan et al., 2014). Erst kirzlich wurde ein positiver Einfluss
von ROCK:-Inhibitor auf die von T-Lymphozyten vermittelte Toxizitéat berichtet (Noz-
aki et al., 2015). Inwiefern er diese Effekte in der Seminomkultur ausubt, wurde
noch nicht untersucht. Es handelt sich beim Seminom um einen Tumor, der einige
Ubereinstimmende Eigenschaften mit Stammzellen zeigt (Looijenga et al., 2007).
In dieser Arbeit wurde ebenfalls eine Zellsortierungsmethode angewandt, die auf
der Markierung von Oberflachenantigenen beruht. Dies fiihrt zur Uberlegung, 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 fir 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 Uber den Zeitverlauf zeigt
sich keine Tendenz, dass sich ROCK-Inhibitor-Zugabe in irgendeiner Weise aus-
wirken wiirde. Die Seminommarker-PCR zeigt ebenfalls keinen Uberlebensvorteil
fur die Zellen, denen ROCK:-Inhibitor zugegeben wurde. Im RPMI-Medium bewirkt
ROCK:-Inhibitor bei den unsortierten Zellen ein héheres Vorkommen an CD45.
Hier wirde also das Wachstum der Lymphozyten gesteigert, was bei den
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 Fallen 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 Uber-
leben von Seminomzellen.

4.7.2 Tumor Diak

Bei Tumor Diak verhéalt es sich betreffend der Anzahl der Lymphozyten ebenso.
Die CD45 PCR zeigt fast Ubereinstimmende A c;,-Werte zwischen den supple-
mentierten und unbehandelten Zellen, bei den [MACSlsortierten Zellen sind die
Werte unterschiedlicher. Dies kénnte 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. Bezuglich 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 mégliche Erklarung hierflr wéare, dass
der ROCK-Inhibitor positive Auswirkungen auf das Uberleben von Lymphozyten
hat, was wiederum den Seminomzellen schadet. Dies misste sich jedoch in den
A c¢;-Werten der CD45 PCR niederschlagen, was nicht der Fall ist. Es bleibt also
noch die Méglichkeit, dass Y27632 einen negativen Einfluss auf Seminomzellen
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hat, der naher nicht bekannt ist. Dies kdnnte 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.
Dafir infrage kdme die sich als einziges vom StemPro Medium unterscheidende
hohe Konzentration an Tatséchlich wurde in der Literatur beschrieben, dass
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 (10%) erhoht
(Takeda et al., 2006). Ein solcher Vorgang ist auch bei Seminomen gut vorstellbar:
Die hohe Konzentration an im supplementierten RPMI-Medium (ebenfalls
10%) steigert die Proliferation der Seminomzellen Gber den Rho-Kinase-Weg und
wird dann durch Y27632 direkt inhibiert. Diese bedeutsame Erkenntnis sollte auf
jedem Fall durch weitere Experimente bestéatigt werden und kénnte 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 (1% im Gegensatz zu 10%in RP-
MI) jedoch nicht so stark ausgepragt ist und deshalb nicht signifikant zum Tragen
kommt. AuBBerdem ist der Effekt eventuell bei ESCHFBS|anders geartet. Fir 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 widersprichliches 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 Wachstumsférderung ist die Zugabe von Y27632 zu Seminomkulturen also
nicht geeignet.

4.8 Kulturmedien im Vergleich

Zur Kultur der Seminomzellen wurden zwei Medien ausgewahlt. 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
regelmafig zur Kultivierung normaler und neoplastischer Leukozyten eingesetzt
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wird (Moore et al., 1967). Dabei kommt es fir periphere Blutlymphozyten in ei-
ner Zusammensetzung von 80% RPMI 1640 und 20% [EBS| zum Einsatz, fur die
Seminomkultur mit 10% [EBSL Es kamen Supplements zum Einsatz, die sich vor
allem positiv auf die Zellproliferation auswirken sollen: tragt erwiesener-
mafen zum besseren Wachstum von Hodenzellen bei (Kanatsu-Shinohara et al.,
2004) und wird von Sertolizellen gebildet und sorgt hier auf parakrinem Weg dafur,
dass genlgend undifferenzierte Spermatogonien vorhanden sind. Es wurde die
Beobachtung gemacht, dass bei Uberexprimierenden Mausen mit der Zeit
entstehen (Meng et al., 2000). Wird die Selbsterhaltung von Spermatogo-
nien geférdert, ist in Hinblick auf die Ergebnisse denkbar, dass genau diese durch
die c-Kit-PCR nachgewiesen wurden (Bokemeyer et al., 1996)), was die haufig un-
terschiedlichen Ergebnisse von c-Kit und PLAP erklaren kénnte.

Auch [EGF und bEGF] 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
maoglichen positiven Auswirkung des lymphozytaren Tumorinfiltrats wegfallt. Diese
werden hier gleichermafBen mit den fir die Uberwucherung der Seminome durch
Bildung einer lymphoblastischen B-Zellinie verantwortlichen B-Lymphozyten her-
aussortiert. Neuere Quellen hingegen gehen eher von einer proapoptotischen Wir-
kung der T-Lymphozyten auf Seminomzellen aus (Yakirevich et al., 2002). Nicht
nur fir das Uberleben von Spermatogonien, sondern auch fiir das Wachstum und
Erhaltung der Kultur von spermatogonalen Mausestammzellen fanden Kubota et
al. die beiden Faktoren und LFEGF (Kubota et al., 2004) als essentiell.
Progesteron und Estradiol wurden ebenfalls zur Wachstumsférderung 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 [LIFlwurde verzichtet unter
dem Aspekt, dass der LIF-Rezeptor auch auf Leukozyten exprimiert wird (Jans-
sens et al., 2015) und das Wachstum hamatopoetischer Zellen steigert (Yue et al.,
2015). Yao et al. zeigten, dass humane [ESC| stabil ohne Feeder tiberleben, wenn
man unter anderem den Zellkulturzusatz N2 zugibt (Yao et al., 2006), was von
anderen Gruppen bestatigt wurde (Zhao et al., 2011) Eine weitere Versuchsrei-
he, die das Standard-RPMI mit einschlie3t, ware wiinschenswert, hier allerdings
aufgrund der geringen Zellmenge pro Tumor nicht durchfihrbar.
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4.9 Auswirkungen der Kulturmedien auf die
Zellkultur

4.9.1 Tumor 301

Die CD45 PCR zeigt fir Tumor 301 fir die nicht MACStsortierte Zellpopulation
eindeutig, dass Lymphozyten in RPMI besser wachsen als in StemPro. Dies ist
nicht Uberraschend, da RPMI eines der Standardkulturmedien fur Lymphozyten
ist. Gleichzeitig kann diese Vorliebe der Lymphozyten allerdings durch die
Sortierung wettgemacht werden: Werden die CD45-positiven Zellen gré3tenteils
entfernt, gibt es keine klare Tendenz mehr fir ein Medium, es ist sogar tendenziell
eher mehr CD45 in StemPro. Eventuell benétigen die Lymphozyten ein gewisses
Microenvironment, also auto- und parakrine Wachstumsfaktoren, die nur ab einer
bestimmten Zellzahl ausreichend wirken kénnen oder produziert werden. Ist die
Zellzahl zu gering, sind sie vermutlich auf Wachstumsfaktoren aus dem Stamm-
zellmedium StemPro angewiesen. Bei der Auswertung der Seminommarker fallt
auf, dass sowohl c-Kit als auch PLAP bei den[MACS}sortierten Zellen je Gberwie-
gend (c-Kit) bzw. ausschlieBlich (PLAP) im RPMI-Medium noch nachzuweisen
sind. Seminomzellen wachsen also unter Abwesenheit von Lymphozyten bevor-
zugt in RPMI-Medium. Dies gilt jedoch nicht fir unsortierte Zellen: Diese zeigen
keinen Unterschied zwischen den beiden Medien, was c¢-Kit betrifft und einzelne
undefinierte Werte in StemPro fir PLAP. Das bedeutet flr zukiinftige Experimente:
wenn die MACSHMethode 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 fir 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-
umauswabhl bestatigt. Die c-Kit PCR zeigt hier der PLAP PCR entgegengesetzte
Ergebnisse, da c-Kit vorrangig in StemPro-Medium erhéht ist, PLAP hingegen in
RPMI. Auffallig ist auch, dass c-Kit den eindeutigen Vorzug fir StemPro nur mit
Y27632 zeigt, ohne diesen Zusatz findet sich in zwei von drei Wertepaaren im
RPMI mehr c-Kit. Dies lasst wieder den Rlckschluss auf eine etwaige dritte c-Kit
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positive Zellpopulation wie beispielsweise Spermatogonien zu, die in StemPro-
Medium besser wéchst, am besten in Kombination mit dem ROCK-Inhibitor. Die
in der Literatur als erfolgreich beschriebene Kultivierung von Spermatogonien er-
folgte mittels DMEM plus [EBS| welches mit den Wachstumsfaktoren [GDNF], [LTF],
BEGF| 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! fiir das bessere Uberleben verantwortlich sei.
Vertraut man hier also wieder der diagnostischen Spezifitat 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 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 tGber-
ein mit der Tatsache, dass die einzige bekannte Seminomlinie TCam-2 ebenfalls
in diesem Medium kultiviert wird. Das Uberleben von Seminomzellen in Kultur
kann also durch Heraussortieren von Lymphozyten und durch Kultivieren in RPMI-
Medium verlangert werden, was das erklarte Ziel dieser Arbeit war. Dieser positive
Effekt der MACS}Sortierung kann fiir Tumor Diak nicht bestéatigt 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 Uberleben auswirken kénnte, hat dieser den
gegenteiligen Effekt. Im RPMI-Medium wird durch den Einfluss von Y27632 die
Menge an Seminommarkern verringert. Seine Anwendung zur Verbesserung des
Uberlebens kann also nicht empfohlen werden.






5 Zusammenfassung

Keimzelltumoren sind die haufigste Todesursache fir Manner zwischen 20 und
40 Jahren. Zur Erforschung eines dieser Keimzelltumore, dem Seminom, stehen
bis heute nur begrenzte Méglichkeiten zur Verfugung. Verschiedene Arbeitsgrup-
pen haben versucht, durch unterschiedliche Herangehensweisen entweder das
Uberleben von Seminomzellen in Kultur zu verlangern 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 geschadigt werden. In vivo ist dies von Vorteil
und wird als einer der Griinde flr die gute Prognose von Seminomen angesehen.
In vitro jedoch kénnten genau diese Lymphozyten Grund fiir das schlechte Uber-
leben von Seminomzellen in Kultur sein. Um diese Fragestellung zu Uberprifen,
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 Hélfte der Zel-
len gegeben. Die verschiedenen Zellreihen wurden regelméaBig fotografiert und
an jedem zweiten Tag wurde ein gewisser Teil der Zellen lysiert und eingefro-
ren. Dieser Anteil wurde in einem weiteren Arbeitsschritt fur eine gPCR mit dem
Lymphozytenmarker CD45 und den Seminommarkern c-Kit und PLAP verwendet.
In der Kulturmikroskopie konnte beobachtet werden, dass Zellen von Tumor Diak
langer Uberlebten als Zellen von Tumor 301 (15,5 vs 7,5 Tage). Des Weiteren wur-
den hier die Zellen identifiziert, die wir fir 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 durchgefihrt.

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 eine signifikant gréBere 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 auBer Seminomzellen und
Lymphozyten nachgewiesen haben musste. Auf3erdem hielt der Erfolg der Metho-
de dort in StemPro nicht so lange an wie in RPMI. Das [MACS}Sortieren
hat sich also in beiden Féllen zur Depletion der Lymphozyten und in einem Fall
auch zur langeren Kultivierung von Seminomzellen als glinstig 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 flr die Seminomkultur ein besse-
res Uberleben 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 durchgefihrt
werden. Auf die Modalitdten mit unterschiedlichen Kulturmedien und der Zugabe
von Y27632 kann inzwischen aufgrund der beschriebenen Ergebnisse verzichtet
werden. Dies hatte den Vorteil, dass mehr Zellmaterial zur Verfligung stande, was
die PCR-Interpretation vereinfachen wirde.

Flr Experimente an lebenden Seminomzellen kénnte dann bei Inkulturnahme die
[MACS}Sortierung vorgenommen werden und diese Methode eventuell mit dem
Wachstum auf Sertoli-Feederzellen kombiniert werden, um ein langes Uberleben
und damit Forschung an den Zellen zu erméglichen.
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