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Abstrakt
Die Neurofibromatose Typ 1 (NF1) gehort zu den haufigsten, genetisch bedingten Erkrankungen

und ist mit der Manifestation von multiplen Nervenscheidentumoren, typischerweise kutanen
und plexiformen Neurofibromen, verbunden. Die bei ca. 30% der Patienten vorkommenden,
plexiformen Neurofibrome sind durch ein infiltratives Wachstum mit Nervenzerstérung
gekennzeichnet, wodurch es zu schwerwiegenden neurologischen u.a. Defiziten kommen kann,
des Weiteren kdnnen sie zu malignen peripheren Nervenscheidentumoren (MPNST) entarten. Es
existiert zum heutigen Zeitpunkt keine systemische Therapie flr plexiforme Neurofibrome.
Unter aktuellen chemotherapeutischen Ansétzen zeigen die MPNST eine hohe Rezidivrate.

In Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe konnte eine niedrigere Expression des Retinséure
transportierenden Proteins CRABP2 (cellular retinoic acid binding protein 2) in plexiformen
Neurofibromen im Vergleich zu kutanen Neurofibromen nachweisen werden. CRABP2 ist als
Transporter und Mediator flr Retinséure bekannt. Retinsdure ist ein essentieller Regulator der
Embryonalentwicklung und der neuronalen Differenzierung und hat antikanzerogene
Eigenschaften.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, Zellen benigner, NF1-assoziierter
Nervenscheidentumoren, die eine Expression von CRABP2 aufweisen, immunzytochemisch zu
identifizieren. Weiterhin sollte in einem Zellkulturmodell die Wirkung von Retinsaure auf das
Wachstum von Nervenscheidentumoren, insbesondere von plexiformen Neurofibromen und
MPNST, in funktionellen Assays untersucht werden. Die molekularen Zusammenhénge von
Retinsdure-Metabolismus und Expression von CRABP2 sollten dabei demonstriert werden. Ziel
des Vorhabens war es, Retinsdure als potentielles Therapeutikum fir NF1-assoziierte
Nervenscheidentumore zu testen.

Im Rahmen dieser experimentellen Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass eine in-
vitro-Behandlung von priméren Tumor-Schwannzellen aus NF1-assoziierten Neurofibromen
sowie von humanen MPNST-Zelllinien mit all-trans-Retinsdure (ATRA) zu einer Hemmung der
Proliferation fuhrt. Diese antiproliferativen Therapieeffekte sind von einer Induktion von
Apoptose und Differenzierung der Tumor-Schwannzellen in Richtung myelinisierender, reifer
Schwannzellen sowie von morphologischen Verdnderungen der Zellen begleitet. Die hohere
antiproliferative Wirkung von ATRA in der primdren Schwannzell-Kultur aus einem
plexiformen Neurofibrom sowie der MPNST-Zelllinie NSF1 ist mit einer hoheren CRABP2-

Expression nach der ATRA-Gabe vergesellschaftet, so dass demonstriert wurde, dass CRABP2



durch ATRA hochreguliert wird und mdéglicherweise die antiproliferative Wirkung der ATRA
vermittelt.

Da nur NF1-defiziente Schwannzellen in Neurofibromen CRABP2 exprimieren, wéhrend die
Schwannzellen der Haut keine Expression aufweisen, deuten die Ergebnisse auf eine
Transformations-bedingte Uberexpression von CRABP2 in Tumor-Schwannzellen hin.
Zusammenfassend liegen erstmals viel versprechende Daten zur Rolle von CRABP2 in NF1-
assoziierten Tumoren vor, die auf ein therapeutisches Potential von ATRA in diesen Tumoren
hinweisen und die durch eine genauere Analyse von ATRA-vermittelten Signalwegen bei NF1 in
tierexperimentellen Studien gefolgt werden sollten. Eine Therapie mit diesem, bereits bei
anderen Krebserkrankungen erprobten Medikament, waére eine wichtige Alternative zur

chirurgischen Intervention von insbesondere plexiformen Neurofibromen, aber auch MPNST.



Abstract

Neurofibromatosis type 1 (NF1) is a common genetic disorder with manifestation of multiple
peripheral nerve sheath tumors. Cutaneous and plexiform neurofibromas represent the hallmark
of this tumor syndrome. Approximately 30% of patients develop plexiform neurofibromas being
characterized by infiltrative growth resulting in neurological deficits. These tumors are prone to
malignant transformation giving rise to malignant peripheral nerve sheath tumors (MPNST). At
present, no systemic therapy for plexiform neurofibromas does exist. Under current
chemotherapeutic approaches MPNST show a high recurrence rate.

Our preliminary experiments demonstrated a lower expression of CRABP2 (cellular retinoic acid
binding protein 2) in plexiform neurofibromas compared to the cutaneous ones. CRABP2 is
known to transport retinoic acid (RA) and to mediate cellular RA effects. RA serves as essential
regulator of embryonic and neuronal differentiation and possesses anti-carcinogenic properties.
The aim of the present work was to characterize CRABP2 expressing cells from NF1-associated
peripheral nerve sheath tumors by immunocytochemistry in detail and to test RA as a potential
therapeutic agent for NF1 associated peripheral nerve sheath tumors. Effects of all-trans RA
(ATRA) were under focus to determine the impact on growth of tumor Schwann cells derived
from plexiform neurofibromas and MPNST. Therefore functional assays were performed in a
cell culture model. Molecular mechanisms of RA metabolism and expression of CRABP2 were
to demonstrate.

In-vitro-treatment of primary tumor Schwann cells from neurofibromas with ATRA caused
inhibition of proliferation. This anti-proliferative effect of ATRA therapy was accompanied by
morphological changes, induction of apoptosis and differentiation of Schwann cells towards
mature, myelin producing Schwann cells. A higher anti-proliferative effect of ATRA on a
primary Schwann cell culture from a plexiform neurofibroma and on MPNST cell line NSF1 was
associated with higher CRABP2 expression mediated by ATRA. It was therefore demonstrated
that CRABP?2 is up-regulated by ATRA and is very probably mediating anti-proliferative effects
of ATRA. We also described that only NF1-deficient Schwann cells in neurofibromas express
CRABP2, whereas normal Schwann cells did not show expression. This finding corresponds to a
transformation-induced up-regulation of CRABP2 in tumor Schwann cells.

In summary, these promising data indicate a therapeutic potential of ATRA in NF1 associated
peripheral nerve sheath tumors and a role of CRABP2 in these tumors. The experiments should

be followed by further analysis of ATRA-mediated signaling pathways in Schwann cells and by



animal studies. Treatment with ATRA being already applied in other tumor disorders points to
an important alternative to surgical intervention of plexiform neurofibromas and MPNST.
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1 Einleitung

1.1 Das Krankheitsbild der Neurofibromatose Typ 1

Die Neurofibromatose Typ 1 (Morbus Recklinghausen, NF1) ist mit einer Inzidenz von 1:3500
die haufigste dominant vererbte, genetisch bedingte Erkrankung, die eine hohe Penetranz und
eine Spontanmutationsrate von 50% aufweist. Zu den typischen klinischen Merkmalen, welche
bei etwa 90% der Patienten beobachtet werden, gehdren gutartige Nervenscheidentumoren
(kutane und plexiforme Neurofibrome), Pigmentflecken der Haut (Cafe-au-lait-Flecken) und
Irishamartome (Lisch-Knotchen) (Abbildung 1). Die aktuell gultigen, diagnostischen Kriterien
der Krankheit, die in den ,,National Institutes of Health* festgelegt (NIH, 1988) wurden, sind in
Tabelle 1 zusammengefasst. Phanotypisch zeigen NF1-Patienten eine variable Auspragung
verschiedener Klinischer Merkmale. Neben Neurofibromen entwickeln sie gehduft weitere
Tumoren, wie z.B. zentralnervose Tumoren (Optikusgliome, pilozytische Astrozytome), maligne
periphere Nervenscheidentumoren, endokrine Tumoren (Ph&chromozytome, Karzinoide) und

hamatopoetische Tumoren (juvenile myelomonozytische Leukamien, JMML).

Abbildung 1. Typische klinische Merkmale: A) Lisch-Knétchen der Iris. B) Café-au-lait-

Flecken. C) Kutane Neurofibrome. D) Plexiformes Neurofibrom.
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Fur die Diagnose NF1 sollen 2 oder mehr der folgenden Kriterien erfullt werden:

e > 6 Café-au-lait-Flecken mit einem Durchmesser > 5 mm (prapubertar)
bzw. > 15 mm (postpubertér)

e > 2 Neurofibrome irgendeines Typs oder 1 plexiformes Neurofibrom

e axillare oder inguinale Lentigines (Freckling)

e Optikusgliom

e > 2 Irisharmatome (Lisch-Kndtchen)

e charakteristische Knochenanomalie

e cin Verwandter 1. Grades mit NF1

Tabelle 1. Diagnostische Kriterien der Neurofibromatose Typ 1.

Aufgrund der krankheitsbedingten Aufmerksamkeitsstorung entsteht bei 40-60% der NF1-
Patienten eine erhebliche Lernschwache (29). Haufig werden Skelettanomalien wie Skoliose,
Pseudoarthrose bzw. Dysplasien der Réhrenknochen beobachtet.

1.2 Die Pathogenese der Neurofibromatose Typ1l

1.2.1 Das NF1-Gen

Die Ursache der Erkrankung ist eine Mutation im NF1-Tumorsuppressorgen, das auf dem langen
Arm des Chromosoms 17 lokalisiert ist (99). Am NF1-Lokus wurden Translokationen,
Deletionen, Insertionen und Punktmutationen beschrieben.

Das NF1-Gen umspannt 350 kb der genomischen DNA, enthédlt 59 Exone und kodiert fir eine
MRNA von 11-13 kb (Abbildung 2A,B). Der offene Leserrahmen des NF1-Transkripts aus 8457
bp kodiert fir das 327 kDa Protein Neurofibromin aus 2818 Aminoséauren. Neurofibromin
enthélt eine Region aus 360 Amonisduren, welche eine Sequenz-Homologie mit dem GAP
(GTPase aktivierendes Protein) der S&ugetiere und den IRAL- und IRA2-Genen der Hefe
aufweist. Diese Region befindet sich in der zentralen Position des Gens, umfasst die Exone 21
bis 27 und wird als NF1-GAP related domain (NF1-GRD) bezeichnet (111).

Im groRen Intron 27 des NF1-Gens finden sich drei weitere Gene in entgegengesetzter
Leserichtung: das Oligodendrozytenmyelin-Glykoprotein (OMPG), EVI2A und EVI2B

(,.ecotropic viral integration site*) (13, 106). Es wurden vier Transkripte nachgewiesen, welche
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infolge des alternativen Spleil3prozesses entstehen, die als GRD Il, 3"ALT, 5’ALT1 und 5’ALT?2
(Abbildung 2C) bezeichnet werden. Die Expression einzelner NF1-Transkripte konnte in vielen

Organen und Gewebetypen sowie unterschiedlichen Tumorzellen nachgewiesen werden (19).

A
~350 kb NF1genomic DNA >
17 geen b , - AK3 17 qter
t(1;17) | L H17;22)
OMGP~ EVv12B ~EVI12A
B .
Start codon (ATG) Stop codon {TGA)
11~13kb NFImRNA I
5 v~ 8457 bp coding sequence T 3
C . .
30 bp insertion at base
1260 in 5'ALT2 (exon 8br)
ATG ! NF1-GRD region TGA
' 21-27 '
5 I Gaons 212 N
—_— : A
1641 bp 5'coding ) j 54 bp insertion at base 8315 in
sequence of 5’ ALT1 63 bp insertion at base 3'ALT (exon 48a)
4111 in GRD Il (exon 23a)

Abbildung 2. Die Gen-Struktur von NF1. (A) GroRe des NF1-Gens und der eingeschlossenen
Gene. (B) GroRe des NF1- Transkripts (C) Lokalisation der NF1-GRD und der alternativ
gespleifiten NF1-Transkripte (96).

1.2.2 Neurofibromin

Neurofibromin zeigt die hochste Expression im Gewebe neuroektodermalen Ursprungs, z.B. im
Gehirn, in peripheren Nerven, Rickenmark und Nebenniere. Mittels immunhistochemischer
Farbungen konnte Neurofibromin im Zytoplasma der Oligodentrozyten, Neuronen,
Ganglienzellen, nicht-myelisierenden Schwannzellen, jedoch nicht in Astrozyten und
myelisierenden Schwannzellen nachgewiesen werden (20). Dabei wurde eine Kolokalisation mit
zytoplasmatischen Mikrotubuli beobachtet (41).

Die Homologie von Neurofibromin zu den Proteinen der GAP-Familie resultiert in der Fahigkeit,
die Umwandlung der aktiven GTP-gebundenen Form des Ras—Proteins (Rat sarkoma-Protein) in
eine inaktive GDP-gebundene Form zu stimulieren. Aufgrund der homologen Sequenzen zu den
IRAL-, IRA2- und sarl-Genprodukten ist Neurofibromin auch ein Negativregulator von Rasl
bzw. des Ras-cAMP-Signalweges. Ras fungiert als zentraler Schalter vieler zellulérer Prozesse
wie Wachstum, Migration, Teilung und Differenzierung (Abbildung 3). Die Akkumulation des
aktiven Ras infolge des heterozygoten Verlustes des Neurofibromins kann Uber die vermehrte
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Aktivierung der MAPK-Signalkaskade zur unkontrollierten Zellproliferation, Zellmigration und
Dysbalance weiterer Ras-abhé&ngiger Prozesse (z.B. des Lernens) fuhren. Weitere Studien
demonstrierten die Funktion des Neurofibromins als Regulator der p21-Aktivitat, das die Zyklin-
anhangigen Kinase (CDK) inhibiert und den Zellzyklus reguliert (36, 70). Diese Beobachtungen
bestatigen die Funktion des NF1-Gens als ein Tumorsuppressor in der Zelle.
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Abbildung 3. Signaltransduktionsweg des Ras-Proteins.

1.3 Benigne und maligne periphere Nervenscheidentumoren

1.3.1 Kilassifikation

Der Erkrankung namengebendes Hauptmerkmal der NF1-Patienten sind benigne periphere
Nervenscheidentumoren, die Neurofibrome, die u.a. in die plexiforme und kutane Form
untergliedert werden. Kutane Neurofibrome (Abbildung 1C) sind umschriebene, langsam
wachsende Hautknoten, die in unterschiedlicher Anzahl (von 10 bis zu Tausenden) und GroRe
(selten groRer als 1cm® und mit Beginn der Pubertat auftreten (Abbildung 4A). Neben
kosmetischen Problemen kodnnen die kutanen Neurofibrome Sensibilitatsstérungen und

Schmerzen verursachen.
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30 % der NF1-Patienten entwickeln plexiforme Neurofibrome (30) (Abbildung 1D). Diese sind
umschriebene Neoplasien der peripheren Nerven, welche hdufig einzeln vorkommen und bei
schnellerem Wachstum erhebliche Gré3en erreichen kénnen. Die plexiformen Neurofibrome
verursachen haufig Nervenkompressionen und- destruktionen, welche klinisch zu neurologischer
Symptomatik wie Schmerzen und L&hmungen fuhren kénnen. In etwa 13 % der Falle entstehen
aus den plexiformen Neurofibromen die malignen peripheren Nervenscheidentumoren (MPNST)
(28).

MPNST stellen 5-10% aller Weichteilsarkome dar und wachsen oft innerhalb von
Nervenfaszikeln, infiltrieren die Perineuralscheide, das Epineurium, sowie das angrenzende
Weichteilgewebe. MPNST wachsen invasiv und infiltrierend und metastasieren friih, vor allem
in Lunge, Leber, Lymphknoten, Weichteilgewebe und Knochen. Die lokalen tumorbedingten
Nervendestruktionen fiihren zu Funktionsverlusten und Schmerzen, das infiltrative Wachstum in

anderen Organen verursacht entsprechende Funktionsstérungen.

1.3.2 Genetische Grundlagen

Ein Modell der Tumorentstehung, die ,,two-hit“-Hypothese von Knudson (81) basiert auf der
Annahme, dass erst die Inaktivierung beider Allele eines Tumorsuppressorgens durch somatische
Mutationen zur Tumorentwicklung fihrt. Beim ersten Hit handelt es sich meistens um die
Funktionsverlust-Mutationen rezessiver Natur. Der zweite Hit in einem Tumorsuppressorgen
resultiert im Verlust von Heterozygotie (Loss-of-Heterozygoty, LOH), der zur Geninaktivierung
beider NF1-Gene flhrt. Die Inaktivierung eines Allels (Keimbahnmutation) des NF1-Gens fiihrt
zu einigen klinischen Merkmalen. Nur durch zusatzliche somatische Mutationen im zweiten
Allel (second hit) in den Schwannzellen kommt es zur Entwicklung der Neurofibrome sowie z.B.
auch der Pseudoarthrosen. (31, 56, 67, 91, 95).

Die Entwicklung eines MPNST aus einem plexiformen Neurofibrom ist ein Mehrstufenprozess
(31). Bisher ist bekannt, dass neben dem Funktionsverlust des NF1-Gens noch eine Vielzahl
weiterer genetischer Anderungen eine entscheidende Rolle bei der malignen Transformation
spielen (32, 65, 72, 92). Dabei finden sich gehduft heterozygote und teilweise homozygote
Deletionen der Tumorsuppressorgene TP53 (p53) und CDKN2A (p16) (7, 59, 61, 73, 79). Die
Mausmodelle fir MPNST mit Keimbahn-Mutationen des NF1-Gens und des TP53-Gens
bestdtigten die Rolle von TP53 fir die maligne Transformation (17, 34, 108). In mehreren
Studien konnte beobachtet werden, dass nur MPNST, nicht aber die gutartigen Neurofibrome
eine CDKN2A-LOH aufweisen (7, 59, 61, 79).
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1.3.3 Histologische Merkmale von NF1-assoziierten Nervenscheidentumoren

Histologisch bestehen die Neurofibrome vorwiegend aus neoplastischen, S100 positiven
Schwannzellen, Perineuralzellen und Fibroblasten, eingebettet in reichlich Kollagenfasern und
mukoide Substanz. Die Zellkerne sind oval bis spindelformig, die Zellkdrper schmal und wellig.
Die Anzahl der Zellen mit atypischen Kernen sowie mit Mitosen ist gering (Abbildung 4A,B).
Die MPNST sind demgegenuber zelldichte, spindelzellige Tumoren mit zahlreichen Mitosen und
Nekrosen (Abbildung 4C), sowie nur in 50-70% der Félle mit Expression von S100 und p53
(101).
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Abbildung 4. Histologische Bilder (HE-Farbung): kutanes Neurofibrom (A),plexiformes
Neurofibrom (B) und MPNST (C) (20fache VergroRerung).

1.3.4 Differenzierung von Schwannzellen

Im peripheren Nervensystem (PNS) bilden die Schwannzellen die Markscheide um die Axone
der Neurone und produzieren Myelin. Spezialisierte Schwannzellen (perisynaptische Zellen oder
Mantelzellen) bedecken die motorische Endplatte und dienen dem Zusammenhalt der
motorischen Einheit (100, 106). Die Schwannzelle entwickelt sich aus einer multipotenten
Neuralleistenzelle unter Einfluss von exogenen und endogenen Faktoren zu einer differenzierten
adulten Schwannzelle (Abbildung 5). Die Zwischenstufen der Differenzierung der
Schwannzellen sind durch unterschiedliche Genexpressionsmuster charakterisiert (64). Die
Neuralleistenzellen, die aus dem Neuroepithel stammen, werden durch das ,,Bone
Morphogenetic Protein“ (BMP-4) zur Abldsung vom Neuralrohr und Migration nach lateral-
ventral gesteuert (61, 94). Weitere Differenzierungen der Schwannzellen erfolgen im Zielgewebe
unter dem Einfluss des von den Neuronen sezernierten R-Neuregulins und Notchs zu den
Schwannzell-Vorlauferzellen (75, 96). Die  Neuralleistenzellen  exprimieren  das

Intermediérfilament Nestin, Sox10 sowie den Nerven-Wachstumsfaktor-Rezeptor p75 LNGFR
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(Low Affinity Nerve Growth Faktor Receptor) (50, 63). Die Schwannzell-Vorl&uferzellen
exprimieren  zusdtzlich das  Wachstums-assoziierte  Protein 43  (GAP43), die
Transkriptionsfaktoren Krox-24 und Oct-6 (SCIP), sowie die Myelinproteine Protein 0 (PO) und
Peripheres Myelinprotein 22 (PMP22) (8, 44, 50). Die friihen Schwannzellen, die sich aus
Schwannzell-Vorl&uferzellen entwickeln, zeichnen sich durch eine Expression des kleinen
Kalziumbindungsproteins S100, des sulfatierten Galaktozerebrosid O4-Antigens und Expression
des Intermediérfilamentes ,,Glial Fibrillary Acidic Protein“ (GFAP) aus (50, 51, 74). AuRerdem
wird eine Hochregulierung der Transkriptionsfaktoren Oct-6 (2) und Krox-20 beobachtet. Die
frihen bipolaren Schwannzellen unterscheiden sich morphologisch von den flachen,
epitheldhnlichen Schwannzell-Vorléuferzellen (63). Die frihen Schwannzellen differenzieren
kurz vor der Geburt zu reifen Schwannzellen, welche in myelinisierende und nicht-
myelinisierende Schwannzellen eingeteilt werden. In den myelinisierenden Schwannzellen
kommt es zu einer Herunterregulation des Rezeptors p75 LNGFR und Hochregulation der
Myelingene (wie z.B. PO, PMP22, MBP) und des Transkriptionsfaktor Krox-20. In nicht-
myelinisierenden Schwannzellen werden die Myelingene herunterreguliert, und der
Transkriptionsfaktor Krox-24 heraufreguliert. Die Kaliber der Axone sowie die vom Axon

ausgehenden -Neuregulin-Signale bestimmen die Reifungsrichtung der Schwannzellen.

Entwicklung der Schwannzelle L
Myelinisierende
Schwannzelle
Axonal: Notch/
B—Neuregulin Sox10/Krox-20/
S100/PO/PMP22/
/ MBP
Promyelinisierende
Schwannzelle
Oct-6/Krox-20/Sox10
Sch\{yannzell- Frilhe Nicht-
Neuralleistenzelle V(g’:glézerrszgrl;e ___ Embryonale Myelinisierende
Schwannzelle Schwannzelle
p75NLN?FR/ N\ Sox10/p75LNGFR/
estin Nestin/GAP43 p75LNGFR/Sox10/ Sox10/ p75LNGFR/
Krox.24 S100/04/Krox20/ S100/04/Krox-24
Oct-6

Abbildung 5. Differenzierungsstufen einer Schwannzelle unter Einfluss von verschiedenen
Faktoren (18).
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1.3.5 Kultivierung von Schwannzellen

Die Kultivierung der humanen priméren Schwannzellen ist sehr aufwendig. Die Schwannzellen
weisen ein geringes Wachstum und friihe Zellalterung auf. Durch die Benutzung rekombinanter
Hereguline fur die Schwannzellkultur wurde es mdglich, die Schwannzellen selektiv zu
expandieren (91). Die Kulturen primarer humaner Schwannzellen bendtigen besondere
Bedingungen wie ein spezielles Medium, eine Lamininbeschichtung der Kulturoberflache und
eine 10%ige CO>Konzentration im Brutschrank. Da die primare Schwannzellkultur aus
Schwannzellen und Fibroblasten besteht, ist eine selektive Trypsinierung nétig, um die
Fibroblasten-Population zu verringern. Aufgrund der schnellen Zellalterung betragt die
Zeitspanne fir die Durchfihrung von Experimenten nur 1-2 Passagen (31). Frahm et al. gelang
es, die neoplastischen Schwannzellen aus mehreren Neurofibromen zu isolieren und kultivieren,
um die Unterschiede in den Schwannzellen aus den kutanen und plexiformen Neurofibromen zu
untersuchen (31).

Es konnten Unterschiede im Haftungsverhalten und in der Zellmorphologie beobachtet werden.
Die Schwannzellen aus plexiformen Neurofibromen (PNF) (Abbildung 6B) besalien in der Regel
breitere und flache Zellkérper als die Zellen aus kutanen Neurofibromen (KNF) (Abbildung 6A).
Es zeigte sich eine schlechtere Haftung der PNF-Zellen auf dem Substrat Laminin im Vergleich
zu den KNF-Zellen. Die spindelférmigen priméren Schwannzellen aus Neurofibromen ordneten
sich in der Kultur parallel an, zeigten ein geringes Wachstum (Abbildung 6C) und exprimierten
das S100-Protein.

Abbildung 6. Beispielbilder der Schwannzellkulturen aus den Neurofibromen: bipolare,

langliche, S100-posiive Schwannzellen (A), h&aufig mit breiteren Zellkdrpern in einem
plexiformen Neurofibrom (B) sowie in der Kultur parallel angeordnet (C) (31).
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1.3.6 Die Therapie von NF1- assoziierten Tumoren

Die aktuelle Therapie der Neurofibrome beschrankt sich auf die operative Entfernung der
kutanen Tumoren sowie der oberflachlichen plexiformen Neurofibrome mittels Laser-Verfahren
oder durch vollstandige Exzision. Bei den tiefen plexiformen Neurofibromen gelingt in den
meisten Fallen nur eine partielle Resektion, um neurologische Symptome zu vermeiden. Eine
etablierte systemische Therapie der Neurofibrome existiert zum gegenwaértigen Zeitpunkt nicht.
In Klinischen Studien haben sich eine Reihe von Therapeutika, wie Thalidomid und
Farnesylproteinase-Inhibitoren, als nicht effektiv gezeigt (3, 43, 110). In klinischen Phase II-
Studien mit Imatinib (90) zeigen die NF1-Patientien nach 6monatiger Behandlung eine
Volumenreduktion der plexiformen Neurofibromen von uber 20%. Die Medikamentenstudie mit
Sirolimus (m-TOR-Inhibbitor), Nilotinib, Sunitinib, Sorafenib (Tyrosinkinase-Inhibitoren)
werden erst in Phase I-Studien getestet. So zeigte Sorafenib beispielweise bis jetzt bei hoher
Toxizitat keinen klinischen Effekt (54). MPNST wachsen invasiv und infiltrierend und sprechen
schlecht auf eine Strahlen- und Chemotherapie an. Die vollstandige Resektion des Tumors
gelingt nur durch eine ausgedehnte Operation, oft unter Amputation der betroffenen Extremitat.
In bestimmten Lokalisationen, wie z.B. spinal, ist eine randfreie Resektion nicht méglich. Zu den
am meisten verwendeten Chemotherapeutika gehdéren Adriamycin und Ifosfamid, wobei die
Kombination beider Substanzen nach EORTC-Analyse bis zu einer 46%igen Remissionsrate
fihren kann (59). Die Rezidiv- und Metastasierungsrate betrdgt jedoch Uber 50%. Zu den
alternativen Chemotherapeutika gehéren Gemcitabine, Soratinib und platinhaltige Substanzen,
welche bis jetzt in wenigen Fallen untersucht wurden und keine bessere Erfolgsrate auswiesen.
Die begrenzten Therapiemdglichkeiten der aggressiven MPNST resultieren in einer niedrigen 5-
Jahre-Uberlebensrate von 21%, wobei die Prognose der Patienten mit NF1-assoziierten MPNST
weitaus schlechter sowie das Durchschnittsalter dieser Patienten um etwa 30 Jahre niedriger ist

als in sporadischen Féllen (28).

1.4 All-trans-Retinsaure (ATRA)

1.4.1 Metabolismus und Wirkung von ATRA

All-trans-Retinsédure (ATRA) ist ein natlrliches Vitamin A-Derivat (Retinol, C»H3,0). ATRA
wird vom Menschen als Provitamin A (Beta-Carotin) mit der Nahrung aufgenommen und zu
einem aktiven Metaboliten durch die Enzyme Retinoldehydrogenase (ROLDH) und
Retinaldehydrogenase (RALDH) oxidiert (84). ATRA gehort zur Gruppe der Retinoide, die im

menschlichen Korper eine essentielle Rolle bei der Zellproliferation, Wachstums- und
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Differenzierungsprozessen sowie bei der Embryogenese spielen (66). Als das erste, kilnstlich
hergestellte Retinoid (Tretinoin) wird ATRA seit 50 Jahren in der Dermatologie gegen Akne
eingesetzt (39).

Die Wirkung der ATRA wird Uber die nukledre Retinoidrezeptoren (RAR und RXR) vermittelt
(Abbildung 7). Das zellulare Retinsdure-bindende Protein 2 (cellular retinoic binding protein 2,
CRAPBP2) transportiert ATRA in den Zellkern und koaktiviert den ATRA-Rezeptor-
Heterodimer-Komplex (25). Der Komplex bindet im Nukleus an die responsiven Elemente
RARE (Retinoic Acid Response Element) und RXRE (Retinoic-X Responsive Element) der
Zielgene (68, 69, 113). Dabei handelt es sich um DNA-Segmente in den Promoter-
/Enhancerregionen dieser Gene. Durch die Bindung des Komplexes an die RARE werden
weitere Transkriptionsmodulatoren rekrutiert und bestimmte Genabschnitte aktiviert (21, 22).
Auf diese Weise entfalten Retinoide ihre hormonelle Wirkung direkt auf nukledrer Ebene und
greifen in die Genexpression ein. Mehr als 530 Gene wurden in der Literatur bereits als direkte

oder indirekte Ziele der Retinséure beschrieben (5).
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Abbildung 7. Metabolismus und Signalinduktionsweg von ATRA (78).
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Die Mechanismen des An- und Abschaltens von Genen spielen unter anderem auch bei der
Tumorentstehung und Tumortherapie eine wichtige Rolle (76). In der Therapie der akuten
promyeloischen Leukédmie (APL) wird unter ATRA-Behandlung eine Remissionsrate von ber
90% beobachtet (9). In der experimentellen Forschung konnten in den letzten Jahren grofe
Erfolge in der Therapie weiterer maligner Erkrankungen mit ATRA erreicht werden:
Antiproliferative Eigenschaften von ATRA konnten bei hepatozellularem Karzinom (87), bei
squamosen Krebszellen des Kopf-Hals-Bereiches (52), bei T-Zell-Lymphomen und Kaposi
Sarkomen (116) sowie Borderline-Tumoren des Ovars (49) beobachtet werden. In Zellen des
invasiven Prostatakarzinoms bei Ratten konnte der antimetastatische Einfluss von ATRA
nachgewiesen werden (82). In Neuroblastom-Zelllinien (16) und Glioblastom-Zelllinien (53)
induzierte ATRA die Apoptose und Zelldifferenzierung. Dabei steigerte ATRA in
Kombinationstherapien durch synergistischen Effekt die Wirkung der eingesetzten Zytostatika.
Weiterhin wurde die Rolle von ATRA in der neuronalen Regeneration belegt, womit der
therapeutische Einsatz der ATRA bei neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer-Demenz

und Morbus Parkinson sowie Nervenlésionen diskutiert wird (66).

1.4.2 CRABP2 und Neurofibrome

Das Protein CRABP2 ist ein kleines Transportprotein, welches als transkriptioneller Ko-
Aktivator fungiert. Thm werden antiproliferative Eigenschaften i. S. eines Tumorsuppressors
zugeschrieben. Es transportiert ATRA vom Zytosol in den Kern, wo es mit ATRA und den
Rezeptoren (RARs) assoziiert. Uber diesen Mechanismus kann CRABP2 den Transport von
ATRA kontrollieren und die transkriptionelle Aktivitat verstarken (23). CRABP2 ist innerhalb
der Vertebraten hoch konserviert und wird in epithelialen Zellen verschiedener Organe wie Ovar,
Uterus, Prostata, Niere, Augen sowie im embryonalen Gewebe exprimiert (25, 26, 27, 77, 98,
105). Es wird zelltypspezifisch im Zytoplasma, aber auch nukledr exprimiert (Abbildung 8A-B)
sowie in vielen Tumoren Uberexprimiert (38, 83, 102, 103). Eine Uberexpression fiihrt
beispielsweise in Brustkrebszellen zu einer verstarkten ATRA-Response (24). Weiterhin werden
durch CRABP2 Retinséure-unabhéngige Prozesse vermittelt (24).

Die NF1-Arbeitsgruppe unter Leitung von Frau PD Dr. Anja Harder konnte mittels einer 2D-
Protein-Elektrophorese eine differentielle Expression von CRABP2 in kutanen versus
plexiformen Neurofibromen nachweisen. Diese Ergebnisse wurden mittels real time PCR sowie
morphometrischer Analyse der CRABP2-Expression bestatigt: CRABP2 wird in kutanen
Neurofibromen im Vergleich zu plexiformen signifikant starker exprimiert (Abbildungen 8C-D
und 9).
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Abbildung 8. Immunhistologische Bilder: CRABP2-Expression in den Epithelzellen (Pfeile) (A-

B), in einem kutanen Neurofibrom (C) sowie in einem plexiformen Neurofibrom (D).
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Abbildung 9. Quantifizierung der CRABP2-Expression: Protein-Expressionsmessung mittels

real-time-PCR in 10 kutanen Neurofibromen (KNF) versus 14 plexiformen Neurofibromen
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(PNF). Morphometrische Analyse in 17 kutanen und 19 plexiformen Neurofibromen: Eine
signifikant hohere CRABP2-Expression ist in den kutanen Neurofibromen nachweisbar.

1.4.3 Retinsaure und Neurofibromin

Verschiedene Untersuchungen geben Aufschluss tber den Zusammenhang zwischen der
Expression von Neurofibromin und der Retinsdure (RA). In SH-SY5Y Neuroblastomzellen
sowie in Ovarialkarzinom-Zellinien konnte durch die Behandlung mit ATRA eine Veranderung
der Expression der alternativ gespleifsten NF1-Transkripte | und Il zugunsten des Letzteren
erzielt werden, was mit einer neuronalen Differenzierung der Tumorzellen verbunden war (80).
Die Autoren spekulierten, ob eine differentielle Expression dieser Transkripte einen on-/off-
Mechanismus darstellt, der die katalytische Aktivitdt von Neurofibromin bei der neuronalen
Entwicklung und Differenzierung reguliert. Andere Studien konnten die unterschiedliche
Expression der Transkripte nach RA-Behandlung in Neuroblastom-Zelllinien und PNET-Zellen
nicht belegen (10). Weitere Untersuchungen konnten in zwei Neuroblastom-Zelllinien
nachweisen, dass die durch RA bedingte Differenzierung und Wachstumsverlangsamung mit
einem p2lras-unabhangigen Anstieg der Typ | GAP120 und Neurofibromin-mRNA verbunden
war (11). Neurofibromin besitzt somit Effektor-Funktionen von RA. Die Neuroblastomzellen mit
NF1-Mutation beispielweise zeigten eine Resistenz gegen ATRA (46).

Zytosolisches cAMP st wichtig fur die neuronale Differenzierung und flhrt bei der akuten
promyelozytischen Leukamie zur Differenzierung der Tumorzellen, und zwar im Synergismus
mit RA (42). Fur Neurofibromin ist bekannt, dass es den cAMP-Spiegel positiv reguliert. Ob RA

das cAMP Uber Neurofibromin mediiert, ist unbekannt.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

1. In Voruntersuchungen konnte die Expression von CRABP2 mittels immunhistochemischer
Farbungen in Gewebeschnitten von kutanen und plexiformen Neurofibromen nachgewiesen
werden. Da die Neurofibrome biologisch ein Zellgemisch darstellen, soll in dieser Arbeit mittels
Doppelmarkierungen von Gewebeschnitten und Zellen aus primaren Zellkulturen aus NF1-
assoziierten Neurofibromen analysiert werden, welche Zelltypen eine CRABP2-Expression
aufweisen.

2. Plexiforme Neurofibrome sind aggressive Tumoren, welche mit Schmerzen und
Funktionsverlusten der Nerven eingehen und somit die Lebensqualitdt der Betroffenen

beeintrachtigen. Zusétzlich konnen plexiforme Neurofibrome zu malignen peripheren
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Nervenscheidentumoren (MPNST) entarten und die Prognose der Erkrankung enorm
verschlechtern. Die einzige erfolgreiche Therapie der plexiformen Neurofibrome beschrénkt sich
derzeit auf die Tumorexzision. Eine erfolgreiche systemische Therapie existiert zum
gegenwartigen Zeitpunkt nicht. Diverse Zytostatika und spezifische Medikamente werden in
experimentellen und klinischen Studien getestet und zeigen bis jetzt keine (berzeugenden
Ergebnisse.

ATRA ist ein erprobtes Chemotherapeutikum, dessen Wirkung durch CRABP2 vermittelt wird
und das klinisch in der Onkologie zur Behandlung der Tumorerkrankungen wie z.B. der
promyelozytdren Leukamie (PML) oder Ewing-Sarkomen eingesetzt wird. Die antiproliferativen
und proapoptotischen Effekte von ATRA wurden in mehreren experimentellen Studien in den
verschiedenen Tumorarten nachgewiesen.

In dieser Arbeit soll die Wirkung von ATRA auf primadre Schwannzellkulturen und MPNST-
Zelllinien aus NF1-assoziierten Tumoren in Hinblick auf Differenzierung, Zellproliferation
sowie Apoptose untersucht werden, um Riickschliisse auf das therapeutische Potential in diesen
Tumoren ziehen zu kdnnen.

3. Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe von PD Dr. A. Harder ergaben eine differentielle
Expression von CRABP2 in plexiformen und kutanen Neurofiboromen. Da CRABP2 die
antiproliferative Wirkung von ATRA vermittelt und die CRABP2-Expression durch ATRA
gesteigert wird, kdnnte auch in NF1l-asoziierten Tumoren die antiproliferative Wirkung von
CRABP2 in der Zelle verstarkt werden. Diese Hypothese soll in dieser Arbeit an NF1-

assoziierten Tumorzellen in-vitro gepruft werden.



2 Materialien und Methoden

2.1 Chemikalien, Lésungen und Medien

3-iso-Butyl-L-Methylxanthin, Sigma
all-trans-Retinséure, Sigma

DMEM, Lonza

DMSO, Invitrogen

DPBS, Lonza

Ethanol, Merck

FBS, Gibco

Fungizone, Gibco

Heregulin (engl. glial growth factor GGF), Sigma

Insulin, Sigma

Laminin, Sigma

L-Glutamin, Invitrogen

Lysine (Poly-L-lysine), Sigma
Methanol, Merck

Milchpulver, Roth

Mounting Medium DAPI, Dianova
Natriumpyruvat, Biochrom
Paraformaldehyd, Sigma
Penicillin/Streptomycin, Invitrogen
Trizol Reagent, Life Technologies
Trypsin/EDTA, Gibco

Wasser, distilliert, Lonza
Ziegen-Normalserum, DAKO

2.2 Kits

Agilent RNA 6000 Pico Kit, Agilent Technologies Genomics
APO-BrdU TUNEL Assay Kit, Invitrogen

Gene Expression Assay, Applied Biosystems

StepOnePlus real time PCR System, Applied Biosystems
TagMan Universal MasterMix, Applied Biosystems

XTT Cell Proliferation Kit, Roche

Materialien und Methoden [FISHE



2.3 Geréte , Labormaterialien

0, 22pm Spritzenvorsatzfilter, Millipore
2100 Bioanalyser, Agilent Technologies Genomics
25cm?, 75cm? Zellkulturflaschen, Falcon
96-well-Kulturplatten, NUNC

Chamber slides, NUNC

diverse Pipetten und Spitzen, Eppendorf
Eismaschine, Ziegra

Eleaser Reader Infinite M200, TECAN
FACS-Gerat Cantoll , BD
Fluoreszenzmikroskop Axio Observer, Zeiss
Fluoreszenzmikroskop, Leica

Kamera DFC490, Leica

Kryoréhrchen, Nunc

Laboklav, SHP Steriltechnik AG
Mikrowelle, Sharp

Milli-Q Integral Water Purification System, Millipore
Multifuge 3SR Plus, Heraeus
Neubauer-Zellkammer, Assistent
Objekttrager, Assistent

Préazisionswaage SBA 51, ScalTec

Reagenz- und Zentrifugenréhrchen, Falcon
Sterilbank, Heraeus Instruments

Wasserbad 1002, GFL

Zentrifuge, Heraeus Instruments

2.4 Untersuchungsmaterial
2.4.1 Gewebeschnitte

Materialien und Methoden [FIGHEN

Es wurden histologische Gewebeschnitte von in Paraffin eingebettetem Material zur

Untersuchung der Expression von CRABP2 und anderer Proteine verwendet. Flr die Farbungen

wurden vornehmlich Schnitte von Tumoren verwendet, die bei Patienten mit NF1-assoziierten

und nicht NF1-assoziierten Nervenscheidentumoren operativ entfernt worden waren. Zur

Optimierung wurden auch Kontrollschnitte aus der Dermis verwendet.



2.4.2 Zellkultur
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Die Wirkung von ATRA auf NF1-assoziierte Neurofibrome in vitro wurde in 3 primaren

Schwannzellkulturen aus plexiformen (1772, 1824,1, 1754) und 2 primdren Zellkulturen aus

kutanen Neurofibromen (1819, 1824) untersucht. Die priméren Schwannzellen wurden durch

Kooperationspartner der Arbeitsgruppe Mautner (UKE, Hamburg) aus frisch operierten Tumoren

isoliert und nach der 1. Passage zur Verfligung gestellt. Weiterhin wurden die NF1-assoziierten,
genetisch charakterisierten MPNST-Zelllinien NSF1 (LOH in NF1), T265 (LOH in NF1 und
Uberexpression von Platelet Derived Growth Factor Rezeptor, PDGFRo/B) und S462 (LOH in
NF1 und TP53) (4, 31, 41), freundlicherweise von Dr. N. Holtkamp zur Verfligung gestellt. Die

spezifische Wirkung von ATRA wurde zur Kontrolle auch in einer priméren humanen

Schwannzelllinie (HSC) von ScienCell untersucht.

2.5 Zellkultur

2.5.1 Medien
Standard-Medium
DMEM
10 % FBS
1 mM Natrium-Pyruvat
2 mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin/Streptomycin
Schwannzell-Medium (31, 94)
Standard-Medium
0,5 mM IBMX (in 50 % Ethanol)
2 nM B1-Heregulin (in PBS/0,1 % BSA)
2,5 uM Insulin (in PBS)

steril filtrieren

Einfriermedium
10 % DMSO/ Standard-Medium

2.5.2 Beschichtung der Kulturflaschen

In 25 cm?® Kulturflaschen wurde 0,5 ml 0,01%iger Poly-L-Lysin-Lésung (gelést in sterilem

Wasser) gegeben und 5 min durch vorsichtiges, stdndiges Schwanken auf dem Flaschenboden
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verteilt. Danach wurden die Kulturflaschen vorsichtig mit sterilem Wasser einmal gespult und
zwei Stunden getrocknet.

Laminin wurde in einer Konzentration von 4 pg/ml in sterilem PBS gelost und in Aliquots fiir 48
Stunden bei 4 °C gelagert. Fur langere Zeit wurden die Laminin-Aliquots bei -20 °C aufbewahrt
und vor dem Verbrauch bei Raumtemperatur aufgetaut. Die mit Poly-L-Lysin vorbehandelten
Kulturflaschen wurden mit 1,5 ml Laminin-L6ésung beschichtet und zwei Stunden bei 37 °C
steril inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Laminin-Lésung entnommen und vorsichtig mit
sterilem PBS dreifach gespilt. Die beschichteten Flaschen wurden sofort verwendet oder mit 4
ml PBS bis zu 3 Tagen bei 4°C aufbewahrt.

2.5.3 Kultivierung von primaren Schwannzellen, Fibroblasten und MPNST-Zellen

Primare Schwannzellen wurden in 25 cm? Kulturflaschen mit 5 ml Schwannzell-Medium im
Inkubationsschrank (37°C, 90 % Luftfeuchtigkeit, 5 % CO,) kultiviert. Die Arbeiten mit den
Zellen und Medien wurden im Zellkulturlabor in einer Gewebekulturbank steril durchgefhrt.
Das Schwannzell-Medium wurde bei 4°C aufbewahrt und bis zu 3 Wochen verwendet. Der
Mediumwechsel erfolgte 3 Mal pro Woche. Vor dem Gebrauch wurden die Medien und

Medienzusétze im Wasserbad bei 37°C aufgetaut bzw. aufgewarmt.

2.5.4 Trypsinierung und Anreicherung von Schwannzellen

Die priméren Schwannzellkulturen sind Mischzellkulturen, bestehend aus Schwannzellen und
Fibroblasten. Es wurde das unterschiedliche  Verankerungsverhalten an die
Kulturflaschenoberfléache beider Zelltypen genutzt, um die Schwannzellpopulation anzureichern.
Nach Konfluenz wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 1,5 ml 0,05 % Trypsin fur 2 min
im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurde die Wirkung von Trypsin mit 5 ml Standard-
Medium blockiert. Im Medium aufgenommene Zellen wurden 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde in 5 ml Schwannzell-Medium resuspendiert, in eine nicht beschichtete 25
cm? Kulturschale ausgesét und 20 min bei 37 °C inkubiert. Da die Fibroblasten keine spezielle
Beschichtung fir das Anwachsen bendtigen, hafteten sie in der kurzen Inkubationszeit am
Flaschenboden. Bei fehlender Laminin-Beschichtung verankerten sich die Schwannzellen nicht
und blieben daher im Medium geldst. Die frei schwimmenden Schwannzellen wurden vorsichtig
samt Medium entnommen und in der beschichteten 25 cm? Kulturflasche zur weiteren
Inkubation ausgesat. Mit dieser Methode wurden Fibroblasten isoliert und fir weitere Versuche
selektiv kultiviert. MPNST-Zellen sowie Fibroblasten wurden im Standard-Medium in den 75

cm? Kulturflaschen geziichtet und nach Standardmethoden passagiert.
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2.5.5 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mittels Neubauer-Zahlkammer. Hierzu wurde 10 pl aus 1 ml
gut resuspendierten Zell-Medium-Gemisch in eine Neubauer-Zahlkammer gegeben und mit
einem Deckglédschen abgedeckt. Da der Abstand zwischen dem Deckglaschen und dem
Objekttrager 0,1 mm sowie die Fliche eines Quadrates 1 mm? betragt, ergibt sich in einem
Quadrat ein Volumen von 1 mm x 1 mm x 0,1 mm = 0,1 mm?® (= 0,1 pl). Die Z&hlung wurde in 4
Quadraten durchgefuhrt. Es wurde ein Mittelwert der Zellzahl in einem Quadrat gebildet.

Um die Zellzahl in 1 ml zu berechnen, wurde die Anzahl der Zellen pro Quadrat mit dem
Volumen von 0,1 pl mit Faktor 10* multipliziert (0,1 pl x 10*=1 ml). Um die notwendige

Zellzahl bzw. Zellkonzentration zu erreichen, wurde die Zellsuspension entsprechend verdinnt.

2.5.6 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Nachdem die Zellen mit Trypsin behandelt und inkubiert worden waren (2.5.3), wurden sie mit 5
ml Medium resuspendiert und in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt. Nach der sich
anschlieRenden Zentrifugation (5 min bei 1000 rpm) wurde der Uberstand abgenommen. Das
Zellpellet wurde in 1,8 ml Einfriermedium gel6st und in ein 2 ml Kryoréhrchen gegeben. Die
Kryoréhrchen wurden bei -80°C in einer Styropor-Schachtel eingefroren, um einen schnellen
Temperaturabfall zu verhindern. Fir einige Monate wurden die Zellen bei -80 °C in flussigem
Stickstoff aufbewahrt.

Das Auftauen der Zellen erfolgte im Wasserbad bei 37 °C. Nach dem Auftauen wurden die
Zellen in 10 ml erwérmtem Medium geldst, anschlieBend 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert, und
es wurde der Uberstand entnommen. Das Zellpellet wurde dann im 5 ml Medium resuspendiert
und in eine Kulturflasche tberfiihrt. Die genannten Arbeitsschritte wurden ohne Verzdgerung
durchfuhrt, um das Einfriermedium sofort zu entfernen und somit die zytotoxische Wirkung von
DMSO zu vermeiden. Am Folgetag wurden die Zellen zur Verankerungskontrolle mikroskopiert
sowie das Medium gewechselt, um die abgestorbenen und nicht angewachsenen Zellen zu

entfernen und DMSO-Reste auszuwaschen.

2.6 Behandlung mit ATRA

2.6.1 Zubereitung der Losungen und Arbeiten mit ATRA

ATRA ist wasserunlgslich, licht-, wérme-, luftsensitiv und in hoheren Konzentrationen
zytotoxisch. Die Arbeiten mit ATRA wurden daher bei Raumtemperatur abgedunkelt

durchgefuhrt, wobei stets Kittel, Mundschutz und Handschuhe getragen wurden. ATRA wurde
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in 100 % Ethanol geldst und als 0,01 M (3mg/ml) Lésung sowie als 0,01 mM Arbeitslosung bei -
70 °C bis zu einem Jahr dunkel aufbewahrt. Vor der Behandlung wurde die Arbeitslosung bei
Raumtemperatur aufgetaut und vorsichtig geschittelt. Die Arbeitslésung wurde mit dem

erwarmten Medium auf entsprechende Konzentrationen (siehe 2.6.2) verdunnt.

2.6.2 Behandlungskonditionen

Die effektivsten Behandlungskonditionen wurden anhand messbarer relevanter Veranderungen
der Zellmorphologie und Zellvitalitat unter ATRA-Behandlung etabliert, wobei die Morphologie
der Zellen mikroskopisch beurteilt und die Zellvitalitdt mittels XTT Proliferation Assay
gemessen wurde. Folgende ATRA-Konzentrationen wurden zur Zellbehandlung verwendet: 0,05
uM, 0,5 pM, 1 uM sowie 5 uM. Die Arbeitslosung wurde mit dem Medium auf die
entsprechenden Konzentrationen verdlinnt, sodass die Endkonzentration von Ethanol 0,1 %
betrug. Die Kontrollzellen wurden entsprechend mit einer 0,1%-igen Ethanol-Medium-L&sung
behandelt, welche keine Beeintrachtigung in den Zellen erkennen lieR.

Zur Behandlung mit ATRA wurden die priméren Zellen nach der 4. Passage sowie MPNST-
Zelllinien verwendet. Vor der Behandlung befanden sich die Zellen mindestens eine Woche in
Kultur. Vor der Behandlung wurden die primaren Zellen trypsiniert (siehe 2.5.3), gezéhlt und im
Schwannzell-Medium resuspendiert. Die Zellen wurden auf eine mit Laminin beschichtete 96-
Loch-Platte in einer Endkonzentration von 10* Zellen /100 uM Medium pro Loch ausgesit und
Uber Nacht im Brutschrank zum Anwachsen inkubiert. Am néachsten Tag wurde das Medium
vorsichtig abgesaugt und anschlieRend das Behandlungsmedium (ATRA bzw. Ethanol, geldst im
Medium) in entsprechenden Konzentrationen zugefligt.

Es wurden pro Konzentrationsreihe jeweils 3 Versuchsansdtze und 1 Kontrollansatz flr jede
Messungsmethode verwendet. Die 96-Loch-Platte wurde mit Alufolie im Brutschrank
abgedunkelt inkubiert. Das Behandlungsmedium wurde jeden 2. Tag gewechselt. Nach 7 Tagen

der Behandlung mit ATRA wurden Messungen der Zellvitalitdt und Zellproliferation durchfthrt.

2.7 Immunhistochemie
2.7.1 Verwendete Antikorper
Priméare Antikorper:

anti-CRABP2-Maus-Antikorper (Professor Pierre Chambon, Institut de Genetique et de
Biologie Moleculaire et Cellulaire, Strasbourg, France,1:1000)
anti-CRABP2-Ziegen-Antikdrper (SantaCruz, 1:250)
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anti-S-100-Kaninchen-Antikorper (DAKO, 1:500)
anti-PMP22-Kaninchen-Antikorper (Abnova, 1:500)
anti-CD90-Maus-Antikorper (DIANOVA ,1:50)
anti-bcl2-Kaninchen-Antikorper (Invitrogen, 1:100)

Sekundare Antikorper:

Alexa Fluor 488 anti-Maus- /anti-Kaninchen -Antikorper (Invitrogen, 1:100)
Cy3-konjugierte anti-Kaninchen-/ anti-Maus—/ anti-Ziegen-Antikérper (DIANOVA, 1:100)
Cy2-konjugierte anti-Kaninchen/anti-Maus--Antikérper (DIANOVA, 1:50)

Zielprotein Zellpopulation Lokalisation Funktion

S100 Schwannzellen  Gliazellen, | Zytoplasma/ Bindung von Calcium,
Adipozyten, Melanozyten, | Zellkern Hemmung der Mikrotubuli-
Chondrozyten Aggregation, Induktion der

Phosphorylierung von

Proteinkinase C

Glycosylphosphat-inositol- Fibroblasten, Neurone, | Zytoplasma T-Zellaktivierung, Beteiligung
verankertes Glykoprotein | Endothelzellen, an der Zelladhérenz, axonalem
(CD90) mesenchymale Stammzellen Wachstum, Zellmigration,

Zelltod, Tumorwachstum

Cellular retinoic acid binding | Fibroblasten Zytoplasma Interaktion mit der ATRA-
protein (CRABP2) Hautepithelzellen, Rezeptoren, Vermittlung der
Embrionalzellen Stimulation von ATRA

abhangigen Genen

B-cell lymphoma 2 (bcl2) alle Zelltypen Zytoplasma Regulation des programmierten
Zelltods

Promyelozytisches Protein Myelinisierende Zytoplasma Bestandteil der Myelinscheide

22 (PMP22) Schwannzellen von Nerven

Tabelle 2. Kurzcharakteristik der Zielproteine

Fluorochrom Absorption, maximal (nm) | Emission, maximal (nm) Bereich sichtbaren
Spektrums

Alexa Fluor 488 495 519 grin

Cy2 (Carbocyanin), 492 508 griin

Cy3(Indocarbocyanin) 550 570 rot

DAPI (4,6-Diamino-2- 358 461 blau

phenylindol)

Tabelle 3. Kurzcharakteristik der fluoreszierenden Marker
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2.7.2 Prinzip der Fluoreszenzfarbung

Die Erkennung bzw. Sichtbarmachung der untersuchten Proteine erfolgte mittels der
Fluoreszenzfarbung bzw. -mikroskopie. Sie ist prinzipiell die effektivste Methode der
Lichtmikroskopie zur Lokalisation von Proteinen, zur Feststellung von Interaktionen mit anderen
zellularen Komponenten, sowie zur Visualisierung von Wechselwirkungen in lebenden Zellen.
Sie basiert darauf, dass eine chemische Verbindung fluoresziert, wenn sie Licht einer
bestimmten Wellenldnge absorbiert und daraufhin sichtbares Licht mit einer bestimmten
ldngeren Wellenléange wieder aussendet.

Das Prinzip der indirekten Immunfluoreszenz besteht in der Fixierung der Zellen auf einem
Objekttréager, einem darauf folgenden Antikérpernachweis, sowie einer anschlieRenden
Detektion mit einem Sekundéarantikérper, an dem ein fluoreszierender Marker (Fluorochrom)
gekoppelt ist. Die Fluorochrome, die bei den folgenden Fluoreszenzfarbungen verwendet
wurden, sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Verwendet man bei einer Probe zwei (Doppelmarkierung) oder mehrere Fluorochrome
(Mehrfachmarkierung), die bei verschiedenen Wellenléangen fluoreszieren, kdnnen gleichzeitig
mehrere ~ Zielproteine  erkennbar gemacht und mdgliche Zusammenhdnge oder
Wechselwirkungen detektiert werden.

Um die Zellpopulationen (Schwannzellen, Fibroblasten) in einer priméren Zelllinie zu
identifizieren und den Anteil der Schwannzellen darin zu bestimmen, wurden
Einfachmarkierungen gegen S-100 sowie Fibroblastenmarker CD90 durchgefuhrt. Mit der
gleichen Methode wurde das Expressionsverhalten des proapoptotischen Proteins bcl2 unter
ATRA-Behandlung untersucht. Die CRABP2-Expression in Schwannzellen bzw. Fibroblasten
wurde mittels einer Doppelmarkierung detektiert. Die Charakteristika einzelner Zielproteinen

sind in der Tabelle 2 aufgefihrt.

2.7.3 Doppelmarkierungen auf den Gewebeschnitten (gegen S100 bzw. CD90 und
CRABP2)

Die in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitte wurden auf einem Objekttrager platziert und in
folgender Losungsreihe entparaffiniert: Xylol (3 x 3 min), 100 % Ethanol (3 x 3 min), 90 %
Ethanol (2 x 3 min), 80 % Ethanol (3 x 3 min), 70 % Ethanol (1 x 3 min),

50 % Ethanol (3 x 3 min), Auga dest (2 x 3 min). Um die Bindung des Fibroblastenmarkers
CD90 zu optimieren, wurden die entparaffinierten Gewebeschnitte zusétzlich in Citrat-Puffer
(pH 6,0) in der Mikrowelle bei 600 Watt 10 min gekocht. Zundchst wurde auf den

entparaffinierten Gewebeschnitten 20 min das Ziegen-Normalserum (1:50) inkubiert, um den
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Hintergrund zu blockieren. Daraufhin wurden die Schnitte mit dem ersten primaren CRABP2-
Maus-Antikorper (1:1000) benetzt und tGber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach dem anschlieRenden
Spulgang mit PBS erfolgte die Markierung mit dem ersten sekundaren Cy3-konjugierten Anti-
Maus-Antikdrper (1:100) durch eine Inkubationszeit von 60 min. Nach einem erneuten PBS-
Waschgang wurde der zweite primdre anti-S-100-Kaninchen-Antikorper (1:500) bzw. anti-
CD90-Maus-Antikorper auf die Schnitte aufgetragen und 120 min inkubiert. Im ndchsten Schritt
wurden die mit dem PBS-Puffer gewaschenen Schnitte entsprechend der Spezies des zweiten
primédren Antikorpers mit dem zweiten sekundéaren Cy2-gekoppelten Antikérper (1:50)
behandelt. Zusétzlich wurde diesem Ansatz das DAPI-Farbstoff hinzugefiigt, sodass im
gesamten Ansatzvolumen eine Verdunnung von 1:50 resultierte. Die Inkubationszeit des
Gesamtansatzes auf dem Schnitt betrug 60 min. Anschlielend wurden die gefarbten Schnitte

eingedeckelt, mit farblosem Nagellack versiegelt und bei 4 °C lichtgeschtzt aufbewahrt.

2.7.4 Einfache Fluoreszenzfarbungen in den Zellkulturen

Die Zellen wurden in beschichteten 8-Kammer-Objekttragern (Chamber-Slides) mit ATRA
behandelt (siehe 2.6.2). Nach 7 Tagen der Behandlung wurde das Medium abgenommen und mit
PBS vorsichtig gewaschen. Danach wurden die Zellen 10 min mit eiskaltem Methanol fixiert
und anschliefend 10 min getrocknet. Nach der Fixierung wurden die Zellen entweder gleich
gefarbt oder bis zu einem spéateren Zeitpunkt bei

-20°C aufbewabhrt.

Die vorbehandelten Zellen wurden zundchst mit 2%igem Milchpulver/PBS fir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde der primdre Antikorper (siehe 2.7.1 und Tabelle 3) fiir
60 min bei Raumtemperatur oder tGber Nacht bei 4 °C inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen
dreifach mit PBS gewaschen. Es folgte die lichtgeschitzte Inkubation mit dem Fluorochrom-
konjugierten sekundéren Antikorper (siehe 2.7.1) fir 60 min, der gegen die Spezies des primaren
Antikorpers gerichtet war. Nach diesem Schritt wurde der sekundare Antikorper dreifach mit
PBS ausgewaschen. Die Kammern wurden entfernt, der Objekttrager mit DAPI-Eindeckmedium
eingedeckt und mit Nagellack versiegelt. Die gefarbten Zellen wurden bis zum Mikroskopieren

lichtgeschiitzt bei 4 °C gelagert.

2.7.5 Mikroskopie
Die gefarbten Gewebeschnitte (siehe 2.7.4) wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop (Leica) bei
20- und 40facher VergrolRerung mikroskopiert. Die mikroskopierten Bilder wurden mit der

Kamera DFC490 und dem entsprechenden Computerprogramm ,Leica Application Suite*
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aufgenommen und anschliefend mithilfe des Computerprogramms Adobe Photoshop (Version 6)
uberlagert. Die Analyse der gefarbten Zellen (siehe 2.7.5) erfolgte mit dem
Fluoreszenzmikroskop Axio Observer (Zeiss) bei 40facher VergroRerung. Zur Bearbeitung der

Bilder wurde die entsprechende Software AxioVision verwendet.

2.8 Messung der metabolischen Aktivitat und Proliferation der Zellen

Um die Wirkung von ATRA auf die Vitalitat und Proliferation von den benignen und malignen
NF1-assoziierten Tumorzellen zu prifen, wurden diese ohne sowie unter Behandlung mit ATRA
mittels XTT Proliferation Assay (Invitrogen) sowie BrdU Cell Proliferation ELISA (Roche)
untersucht und verglichen.

Die Versuche wurden mit zwei primaren kutanen (1824, 1819), einer plexiformen (1754)
Zellkultur, sowie drei MPNST-Zelllinien (T265, S462, NSF19) durchgefiihrt. Um die mdgliche
Spezifitat der Behandlung gegen Tumor-Schwannzellen zu prifen, wurden normale primare

Schwannzellen ebenfalls behandelt und untersucht.

2.8.1 Zellpraparation und Zellbehandlung

Die Zellen wurden nach der 4. Passage trypsiniert und gezahlt. 10* Zellen wurden pro Loch auf
die 96-Lochplatte pipettiert und 24 Stunden bei 37 °C zur Zelladhdsion inkubiert. Nach dem
Mikroskopieren der Zellen und erfolgreicher Adhdsion, sowie etwa gleicher Konfluenz erfolgte
die 7tdgige Behandlung der Zellen mit 0,05 uM, 0,5 pM, 1 uM, 5 puM ATRA. Die
Kontrollzellen wurden mit 0,1 % Ethanol, wie im Abschnitt 2.6.2 bereits beschrieben, parallel
und unter identischen Bedingungen behandelt. Nach dem 7. Tag der ATRA-Behandlung wurden
die Zellen mit Hilfe eines Proliferation Assays analysiert, die simultan auf einer 96-Lochplatte

durchgeftuhrt wurden.

2.8.2 XTT Proliferation Assay

Der XTT Proliferation Assay basiert auf der Féhigkeit der metabolisch aktiven Zellen aus
gelbem Tetrazolium-Salz XTT eine orange Formazanlosung zu bilden. Der Gehalt des
orangenen Formazanstoffes kann mittels Messung der optischen Dichte mit Hilfe eines ELISA
Readers quantifiziert werden, dabei korreliert er direkt mit der Menge der lebenden Zellen bzw.
der Zellvitalitdt. Nach dem 7. Tag der Behandlung wurde zu den Zellen die XTT-Farblosung

(Endkonzentration 0,3 mg/ml XTT) dem Medium hinzugefiigt, welche aus einem
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Elektronenkoppler und XTT-Farbreagenz vorbereitet wurde. Nach 60mintiger Inkubation (37
°C) wurde die Absorption des gebildeten Formazanstoffes bei einer Wellenldnge von 450nm
mittels TECAN Infinite M200 gemessen. Es wurden mindestens zwei unabhéngige Versuche mit
mindestens 3 Ansatzen durchgefiihrt. Das Ergebnis wurde als durchschnittlicher Wert mit der
Angabe des Standardfehlers (engl. standard error of the mean, SEM) angegeben. Die Messwerte
der behandelten Zellen sind auf die Messwerte der Kontrollzellen bezogen und entsprechen

prozentualen Anteilen.

2.8.3 BrdU Cell Proliferation Assay

Der BrdU Proliferation Assay wird zur Quantifizierung der Zellproliferation verwendet. Bei
diesem Verfahren wird die Menge der in die DNA eingebauten 5-Bromo-2-Deoxyuridine (BrdU)
spektrophotometrisch gemessen. Dabei kann eine Aussage Uber das Ausmaf der DNA-Synthese
und somit Uber die Zellproliferation geliefert werden.

Fur den Versuch wurden die Reagenzien aus dem BrdU Proliferation Assay Kit verwendet, es
wurde die Anweisung fur adhérente Zellen angewandt. Am 7. Tag der Behandlung mit ATRA
wurde die BrdU-Farblosung (Endkonzentration 10 puM BrdU) dem Schwannzell-Medium
hinzugesetzt. Es folgte eine Inkubation Gber 24 Stunden bei 37 °C. Danach wurde das Medium
entnommen. Die Schwannzellen wurden 30 min bei Raumtemperatur fixiert und anschliefend 90
min mit der Anti-BrdU-Peroxidase-Ldsung inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen dreifach mit
dem Spulpuffer gewaschen. Es erfolgte die Inkubation mit der Substratlésung. Nach exakt 10
min wurde die photometrische Messung der entstandenen blauen Farblésung bei einer
Wellenléange von 370 nm am TECAN Infinite M200 durchgefihrt.

2.9 Messung von programmiertem Zelltod und Zelldifferenzierung

Um die Wirkung von ATRA auf NF1-assozierte Tumoren zu untersuchen, wurden der
proapoptotische Effekt sowie Merkmale der Differenzierung in den ATRA-behandelten und
unbehandelten humanen MPNST-Zelllinien mittels Fluoreszenz-aktivierter Durchflusszytometrie

sowie Immunzytochemie analysiert und verglichen.

2.9.1 Fluoreszenz-aktivierte Durchflusszytometrie (FACS)
Fur die FACS-Messungen werden Zellen einer Zellsuspension mit Antikorpern wahlweise gegen

Oberflachenmarker oder intrazelluldare Strukturen markiert. Die Antikorper sind an
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Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt, die im FACS-Gerdat mit einem Laser angeregt werden. Die
einzelnen Zellen werden anhand der Lichteinstreueigenschaften sowie der emittierten
Fluoreszenzstrahlung charakterisiert.

Durch Einsatz von Lasern mit verschiedenen Spektren und Filtern kann die Anzahl
unterschiedlich markierter Antikdrper und somit die Informationsdichte der Zellanalyse erhoht
werden, z.B. wurden die Zellen in diesem Versuch mit dem FACS-Gerdat Cantoll (BD)

analysiert, welches die Detektion von bis zu 7 Fluoreszenzfarben ermdglicht.

2.9.2 Herstellung einer Einzelzellsuspension

Die MPNST-Zellinien S462, T265, NSF1 wurden 7 Tage mit 5 pM ATRA in 75 cm?
Kulturflaschen behandelt, was sich als effektivste Behandlungsoption anhand der
Proliferationsmessung herausgestellt hatte (siehe 3.7). Die Kontrollzellen wurden lediglich mit
0.1 % Ethanol behandelt. Nach der Behandlung wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 2
min mit 0.05 % Trypsin behandelt. Die Trypsin-Zellsuspension wurde anschlieBend mit
Standardmedium gewaschen und bei 300 x g fir 5 min zentrifugiert. Nachdem der Uberstand
abgenommen wurde, wurden die Zellen in 1 ml PBS aufgenommen und mittels
Neubauerkammer gezahlt. 1-2 x10” Zellen wurden in 0,5 ml PBS resuspendiert, in 5 ml 1%
Paraformaldehyd gegeben und 15 min auf Eis fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen bei 300 x
g fur 5 min zentrifugiert, in PBS gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen, und die Zellen in 0,5 ml PBS aufgenommen und in 5 ml eisgekihltem, 70%igem

Ethanol Gber Nacht bei -20°C permeabilisiert.

2.9.3 ApoBrdu TUNEL Assay

Zur Farbung von apoptotischen Zellen wurde der APO-BrdU-TUNEL Assay Kit verwendet. Die
Farbung basiert auf der Fahigkeit der exogenen terminalen Deoxynukleotidyl-Transferase (TdT),
die zahlreiche 3"-OH-Gruppen der DNA-Fragmente, die in der letzten Apoptosephase der Zelle
entstehen, als Startpunkt zu nutzen, um das Deoxythymidin-Analogon 5-Bromo-2-Deoxyuridin-
5-Triphosphat (BrdUTP) unabhéngig einzubauen. Nach der Inkorporation in die DNA wurden
die BrdU-Triphosphate mit Fluorochrom-konjugierten Anti-BrdU-Antikorpern markiert. Diese
Farbemethode von DNA-Bruchstiicken ist unter anderem als Terminal Deoxynucleotide
Transferase dUTP Nick End Labeling (TUNEL) bekannt.

Die fixierten Zellen (siehe 2.9.2) wurden 5 min bei 300 x g zentrifugiert, wonach der Uberstand
entnommen wurde. Anschlieend wurden die Zellen in 1 ml Spulpuffer gewaschen, 5 min beli
300 x g zentrifugiert, das Zellpellet in 50 ul DNA-Férbelésung (10 pl Reaktionspuffer, 0,75 pl
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TdT-Enzym, 8,0 uL BrdUTP, 31,25 uL destilliertes Wasser) vorsichtig resuspendiert. Die Zellen
wurden 60 min bei 37 °C inkubiert und alle 15 min vorsichtig geschwenkt. Nach dem
Farbevorgang wurde der Zellsuspension 1 ml Spulpuffer zugegeben und diese 5 min bei 300 x g
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde danach in 95 pl Spilpuffer mit 5 pl Alexa Fluor 488
gekoppelten anti-BrdU-Antikorper resuspendiert und fur 30 min bei Raumtemperatur
lichtgeschutzt inkubiert. AnschlieBend wurde innerhalb von maximal 3 Stunden eine
durchflusszytometrische Messung, sowie eine Fluoreszenzmikroskopie durchgefiihrt. Als
Kontrolle wurden die apoptotischen und nicht-apoptotischen Lymphozyten (Bestandteil des
ApoBrdUTUNEL Assay Kit) mitgefiihrt und gefarbt.

2.9.4 Immunzytochemische Markierungen

Zur Messung von Differenzierungsprozessen der Schwannzellen wurden diese mit polyklonalen
Antikorpern gegen die Proteine S100 und PMP22 immunzytochemisch gefarbt.

Nach dem Zentrifugieren der Zell-Ethanol-Suspension (siehe 2.9.2) wurden die Zellen mit 1 ml
Waschpuffer aus dem ApoBrdU TUNEL Assay Kit gewaschen und 5 min bei 300 x g erneut
zentrifugiert. Der Uberstand wurde entnommen. Jede Zellprobe wurde mit 50 pl Farbelosung mit
einem primaren Antikorper (anti-S-100-Kaninchen bzw. anti-PMP22-Kaninchen-Antikorper) in
einer Verdinnung 1:1000 vorsichtig resuspendiert und bei 37 °C fiir 60 min inkubiert. Alle 15
Minuten wurden die Proben leicht geschittelt. Nach dem anschlielRenden Waschen mit 1 mi
Spulpuffer wurde die Zellsuspension 5 min bei 300 x g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in der
100ul Lésung mit Spilpuffer und dem sekundaren Alexa Fluor 488 gekoppelten anti-Kaninchen-
Antikorper (1:100) resuspendiert. Nach einer 30-minutigen lichtgeschitzten Inkubation bei

Raumtemperatur erfolgte die Analyse.

2.9.5 Messungen und Analyse der markierten Proben

Die markierten Zellen (siehe 2.9.4) wurden in Suspension mit einem FACS-Gerét (Cantoll, BD)
analysiert. Es wurden von jeder Zellprobe 10.000 Zellen zur Messung aufgenommen. Fr jede
Zelllinie wurden 2 bis 3 unabhangige Experimente durchgefihrt.

Die TUNEL-gefarbten Zellen wurden zusatzlich mittels Fluoreszenzmikroskopie mit dem Axio
Observer Mikroskop (Zeiss) analysiert. Hierfiir wurden 10 pl Zellsuspension nach der Farbung
auf einen Objekttrager pipettiert, mit 10pl DAPI-Eindeckmedium gemischt und eingedeckelt.
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2.10 Messung der CRABP2-Expression unter ATRA-Behandlung

Die Veranderungen der CRAPB2-Expression unter ATRA-Behandlung wurden mittels
quantitativer  Real-Time-Polymerase-Chain-Reaction (qRT-PCR) in behandelten und
unbehandelten Zellen gemessen und untereinander verglichen. Die fir die Messung bendétigte

RNA wurde aus den behandelten Zellen mittels Trizol Reagent isoliert.

2.10.1 Quantitative real-time-Polymerase Chain Reaction (QRT-PCR)

Die Real-Time-quantitative-PCR ist eine Methode, die neben der Vervielfaltigung der
Nukleinsauren mittels der herkdmmlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) die Quantifizierung
der gewonnenen DNA ermdglicht. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-
Messungen in der exponentiellen Phase der PCR durchgefiihrt, wobei die Fluoreszenz
proportional mit der Menge der PCR-Produkte zunimmt.

Zur Quantifizierung der DNA werden Farbstoffe (z.B. SYBR Green), Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET)- Sonden (z. B. TagMan-, LoopTag-Sonden, Molecular
Beacons etc.) sowie LUX-Primer verwendet. Die TagMan-Sonde, die in dieser Arbeit angewandt
wurde, ist an einem Ende mit einem Quencher (Akzeptor-Fluorochrom) und am anderen Ende
mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff (Donor-Fluorochrom) markiert. Die Tag-Polymerase,
besitzt neben einer Polymeraseaktivitat eine 5'-3'-Exonuklease-Aktivitdt und kann somit die
Sonde wahrend der Synthese des Gegenstranges am 5'-Ende abbauen. So entfernen sich
Quencher und Fluorophor voneinander, wobei es zu einer ansteigenden Fluoreszenz des
Reporters kommt, die gemessen werden kann.

Man unterscheidet zwei Quantifizierungsmethoden der gRT-PCR, absolute und relative. Die
absolute Quantifizierung wird zur Ermittlung der Kopienzahl des Zieltranskriptes verwendet und
wird anhand einer gegebenen Kalibrierkurve durchgefiihrt, basierend auf einer
Verdunnungsreihe von RT-PCR Produkten. Die relative Quantifizierung beschreibt die
Veranderungen der Expression des Zielgenes, bezogen auf ein nicht reguliertes ,,Housekeeping
Gen“ (z.B. Aktin, GAPDH) als eine interne Kontrolle. Die Berechnung der
Expressionsunterschiede eines Zielgenes erfolgt meistens mit Hilfe einer Standardkurve oder
nach der AACT-Methode.

Berechnung nach der AACT-Methode

Die unterschiedliche Expression wurde in dieser Arbeit als n-fache Expression mit Hilfe des
AACT-Wertes angegeben. Der CT-Wert (engl. Cycle Threshold fiir Schwellenwert-Zyklus) bzw.
der CP-Wert (engl. Crossing Point) beschreibt den Zyklus, in dem der signifikante Fluoreszenz-

Anstieg Uber der Hintergrund-Fluoreszenz detektiert wird. Dabei wird im ersten Schritt fur jede
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untersuchte Probe der CP-Wert des Referenzgens vom CP-Wert des zu untersuchenden Gens
subtrahiert (ACP = CP Zielgen — CP Referenzgen). Nach dieser Normierung wird vom ACP
Wert der experimentell behandelten Proben der ACP Wert einer Kontrolle abgezogen (ACP);
man kommt zum sog. ,,delta-delta CT*“ Berechnungsmodell (AACP=ACP Behandlung—ACP
Kontrolle). Der relative Expressionsunterschied einer Probe zwischen der Behandlung und der
Kontrolle (Ratio), normalisiert zum Referenzgen und bezogen auf eine Standardprobe, ergibt
sich aus der arithmetischen Formel
Ratio = 2 *A°T (62).

2.10.2 RNA-Isolierung mit Trizol Reagent

Die priméren Schwannzellen 1819, 1754, 1827 sowie die MPNST-Zellen NSF, S462 und T265
wurden in 25 cm? Kulturflaschen mit 5 pM ATRA sowie die Kontrollzellen mit 0,1% Ethanol
behandelt. Nach 7tdgiger Behandlung wurde die RNA-Isolierung mittels Trizol Reagent
durchgefuhrt. Das Reagenz ist eine monophasische Losung aus Phenol und Guanidin-
Isothiocyanat, welche eine Zerstérung und Auflésung der Zellkomponenten bewirkt, dabei aber
die RNA der Zellen schont. Da die Trizollésung toxisch ist, wurde die RNA-Isolierung unter der
Abzugshaube durchfuhrt. Den behandelten Zellen wurde das Medium abgenommen und sie
wurden mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 800 ul Trizol Reagent fir 5
min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Zell-Trizol-Gemisch in ein
1,5 ml Reagenzréhrchen tberfihrt. Dann wurde 160 pl Chloroform zugegeben, 15 Sekunden
geschwenkt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach diesem Schritt wurden die Proben
15 min bei 5 °C bei 12.000xg zentrifugiert. Dabei trennte sich die Ldsung in eine wassrige und
eine organische Phase. Die wassrige Phase, in der die RNA geldst war, wurde vorsichtig
abgenommen und in ein neues Rohrchen Uberfuhrt. Zur RNA-Prazipitation wurde 400 pl
Isopraponol hinzugefugt. Um die Ausfallung der RNA zu optimieren, wurde der Losung 10 pg
in RNAse freiem Wasser geldstes Glykogen hinzugefigt. Nach der anschlieBenden 10minitigen
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben 10 min bei 5 °C bei 12.000xg zentrifugiert.
Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert, und das Pellet wurde mit 800 pl 75 % Ethanol
gewaschen. Nach der 5miniitigen Zentrifugation bei 5 °C und 7.500xg wurde der Uberstand
abgenommen, und die Proben wurden 5 min getrocknet. Daraufhin wurde das Pellet in 40 pl
RNAse freiem Wasser aufgeldst und 10 min bei 60 °C inkubiert. Nach diesem Schritt wurden die
RNA-Konzentration, sowie die RNA-Reinheit mittels RNA 6000 Pico Kits (Agielent) am
Bioanalyser gemessen. Bis zur Messung wurden die Proben auf Eis gelegt. Erfolgte die Messung

nicht unmittelbar nach der Isolierung, wurden die Proben bei -20 °C gelagert.
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2.10.3 Quantitative real-time-Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR) mittels TagMan-
Methode

Die gRT-PCR wurde mit Hilfe des TagMan Universal MasterMix (Applied Biosystems) im
StepOnePlus real time PCR System (Applied Biosystems) durchgefihrt (Tabelle 5). Als interne
Kontrolle wurde die Expression des endogenen GAPDH (Glyceraldehyde-3-Phosphat-
Dehydrogenase) verwendet (Tabelle 6). Der Expressionslevel der spezifischen mRNA-
Sequenzen wurde im Verhaltnis zum GAPDH-Level mithilfe AACT-Methode berechnet (siehe
Abschnitt 2.10.1). Die Reaktionen wurden bei einem Totalvolumen von 20 uL mit dem
ThermoCycler-Programm durchgefuhrt (Tabelle 4). Jeder Ansatz enthalt 10 uL TagMan Master
Mix, 1uL Gene Expression Assay (Applied Biosystems) oder 0.4 uM von jedem Primer und 1
uL des cDNA-Templates entsprechend 1-25 ng gesamter RNA, welche flr die cDNA-Synthese

verwendet wurde.
Schrittl Schritt2 Schritt3 Schritt 4
Temperatur 50°C 95°C 95°C 60°C
Zeit 2min 10min 15sek Imin
Zyklen 40 Wiederholungen

Tabelle 4. Das ThermoCycler-Programm der qRT-PCR

Gen Assay Hersteller

CRABP2 Gene Expression Assay Hs00275636_m1 Applied Biosystems

Tabelle 5. TagMan Gene Expression Assay

Gen Sequenz (5°— 37) Lange (bp) Hersteller

GAPDH F ACCCACTCCTCCACCTTTGAC 76 RNA Eurofins

R CATACCAGGAAATGAGCTTGACAA

P CTGGCATTGCCCTCAACGACCA

Tabelle 6. Primer-Sequenzen fiir RT-PCR (F-Forward (vorwarts), R—Reverse (ruckwarts), P-
Probe).
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2.11 Statistische Auswertung
Fur die Auswertung der morphologischen Zellveranderungen sowie der RNA-Expression von
CRABP2 nach der ATRA-Behandlung wurde der einseitige t-Test angewandt. Die Expression

von PMP22 wurde mittels Wilcoxon-Test statistisch analysiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression von CRABP2 in NF1-assoziierten Neurofibromen

Es wurden insgesamt 80 Gewebeschnitte aus Neurofibromen (n=7) und der Haut (n=3)
mikroskopiert. Es wurden 10 Doppelmarkierungen von Dermis mit jeweils 5 Markierungen
gegen Fibroblasten- bzw. Schwannzellen und CRABP2, 38 Doppelmarkierungen von
Neurofiboromen mit Markierungen gegen Schwannzellen und CRABP2 sowie 42
Doppelmarkierungen von Neurofibromen mit Markierungen gegen Fibroblasten und CRABP2
durchgefuhrt. An alle Doppelmarkierungen wurde anschlieBend die DAPI-Farbung
angeschlossen. Es wurden 225 Bilder von 3 verschiedenen Farbebenen mit der Kamera ,,Leica
Application Suite* erstellt und mit dem Computerprogramm Adobe Photoshop Uberlagert.
Reprasentative Beispiele der beiden Dreifachmarkierungen sind nachfolgend dargestellt.

Bei den gut gelungenen Mehrfachfarbungen der Schnitte konnte man deutlich die grin
leuchtenden Zytoplasmata der Fibroblasten oder der Schwannzellen erkennen. Durch
entsprechende Fluoreszenzfiltereinstellungen konnte man weiterhin die rot fluoreszierenden
CRABP2-positiven Zellen erkennen. In den Kontrollschnitten der Dermis waren die
Driisengédnge und Epithelzellen gut identifizierbar. Durch die DAPI- Farbung der Zellkerne
konnten die Zellleiber von Artefakten und unspezifischen Bindungen selektiert werden.

Untersuchung der CRABP2- und S100-Expression in Neurofibromen

Die Doppelmarkierungen der histologischen Schnitte von Neurofibromen mit Antikérpern gegen
Schwannzellen (S100), CRABP2 und einer anschlielenden Kernfarbung zeigte folgendes
Uberlagerungsmuster: An Lokalisationen, die reich an griin markierten Schwannzellen waren,
fand sich eine geringe Koexpression von S100 und CRABP2, die sich gelb bis orange darstellte
(Abbildung 8A, B). Bei der Uberlagerung der Ebenen mit der DAPI-Farbung kam es zur
Uberschneidung von gelb und blau (Expression von S100 und CRABP2 im Kern), sodass eine
rosa Farbe resultierte (Abbildung 8). Zahlreiche Schwannzellen zeigten keine Koexpression von
CRABP2 (keine Uberlagerung mit der CRABP2-Markierung) und blieben griin (Abbildung C).
Bei Uberschneidung mit der blauen Kernfarbung kam es zu einer hellblauen Farbe in letzteren
Zellkernen. AulRerdem markierte die DAPI-Farbung blaue Kerne von Zellen, die sich nur mit der
roten CRABP2-Markierung anféarben lieBen (Zellen ohne S100-Expression, aber mit CRABP2-
Expression), wobei die Blau-Rot-Uberlagerung zu einer lila Mischfarbe fiihrte. Letztere Zellen

stellen somit z.B. CRABP2-exprimierende Fibroblasten dar.
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S100+CRABP2

S100+CRABP2

ST00+CRABP2

Abbildung 8. Reprasentative Doppelmarkierung gegen S100 der Schwannzellen und CRABP2

in Gewebeschnitten von Neurofibromen.

Die CRABP2-Einfachmarkierungen in den Zellkulturen und Zelllinien zeigten eine
unterschiedlich ausgepragte CRABP2-Expression der Tumorschwannzellen: Die schnell
proliferierenden Zellen (plexiforme Zellkultur 1754 und MPNST-Zelllinie T265) zeigten eine
Expression des Proteins in einem grof3en Anteil der Tumorschwannzellen. In den langsamer
wachsenden Zellkulturen 1824 und 1772 lieR sich dagegen nur ein Kkleiner Anteil CRABP2

positiver Tumorschwannzellen nachweisen (Abbildung 9).
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1824 1772

1754 T265

Abbildung 9. Fluoreszenzfarbung gegen CRABP2 in den Zellkulturen.

Untersuchung der CD90- und CRABP2-Expression in Neurofibromen

Die Uberlagerten Bilder der Schnitte mit der Doppelmarkierung gegen Fibroblasten und
CRABP2, sowie der Kernfarbung zeigten folgendes Ergebnis: Die Hauptzahl aller grin
fluoreszierenden Fibroblasten (CD90 positiv) lie sich mit der roten CRABP2-Markierung
komplett Uberlagern und gelb erscheinen, sodass von einer Koexpression auszugehen ist. Es war
aullerst selten der Fall, dass der blaue Kern die gelbe Mischfarbe komplett Giberdeckte. Es fanden
sich zusétzlich zahlreiche, nicht Giberlagerte blaue Kerne (Zellen ohne CD90 und ohne CRABP2-

Expression), die unter anderem Schwannzellen zugeordnet wurden (Abbildung 11A).

Untersuchung der CD90- und CRABP2-Expression in der normalen Haut

Die Doppelmarkierungen in der Haut gegen CD90 und gegen CRABP2 zeigten eine deutliche
Koexpression in den dermalen Fibroblasten, wobei sich alle griin markierten Fibroblasten mit der
roten CRABP2-Markierung uberlagerten und sich gelb darstellten (Abbildung 11B). Die Zellen
der Hautanhangsgebilde blieben rot und somit nur mit CRABP2-Markierung, ohne dass sich eine
CD90- Expression zeigte (Daten sind nicht gezeigt).
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CD90+CRABP2

Abbildung 11. Doppelmarkierung gegen
Gewebeschnitten.

CD90 der

CD90+CRABP2

Fibroblasten und CRABP2 in

S100+CRABP2

S100+CRABP2

Abbildung 10. Kontrollschnitte der Dermis

~ S100+CRABP2

- S100+CRABP2
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Untersuchung der CRABP2- und S100-Expression in der normalen Haut

Die Mehrfachfarbung gegen S100 der Schwannzellen, gegen Kerne und gegen CRABP2 aller
untersuchten Hautschnitte liel} keine Koexpression (Abbildung 10 A) erkennen: es fanden sich
grine S100-positive Schwannzellen (hauptsachlich in kleinen peripheren Hautnervenasten) und
rote CRABP2-positive Hautanhangsgebilde, die dadurch gleichzeitig als interne Kontrolle einer
valider Immunreaktion dienten (Abbildung 10 B-D).

3.2 Kultivierung von Tumor-Schwannzellen

Die primaren Schwannzellkulturen wurden nach der 1. Passage Ubernommen und unter
identischen Bedingungen kultiviert und behandelt (siehe 2.5.3). Nach jeder Passage und
Isolierung der Fibroblasten wurde die Zellmorphologie lichtmikroskopisch beurteilt sowie der
Anteil der Schwannzellen in der Kultur mittels Fluoreszenzfarbung gegen S100 und
anschlieBender Auszdhlung bestimmt. Zur Auszahlung wurden bei 20facher VergrofRerung 10
Gesichtsfelder in den verschiedenen Bereichen des gefarbten Praparats frei gewahlt. Die S100
positiven Zellen sowie die DAPI markierten Zellkerne wurden in allen Feldern gezahlt und
summiert. Der Anteil der S100 positiven Schwannzellen an der Gesamtanzahl der Zellen
(Anzahl der Zellkerne) wurde prozentual in der Kultur berechnet.

Die Zellkulturen zeigten folgendes Verhalten: Die Zellen proliferierten unterschiedlich stark. Die
kutane Zellkultur 1824 und die plexiforme Zellkultur 1772 wuchsen wesentlich langsamer im
Vergleich zu Zellkulturen 1824 (kutane) und 1754 (plexiforme). Alle Tumorzellkulturen zeigten
dabei das schnellste Wachstum in der 3. bis 4. Passage. In den weiteren Passagen liel3 die
Proliferationsgeschwindigkeit ~ deutlich nach. Die sogenannte ,normale“ humane
Schwannzellkultur liel sich schwer anzichten: die normalen Schwannzellen proliferierten sehr
langsam und neigten dazu, in der Kultur zwiebelschalenartige Zellkonglomerate zu bilden. Nach
der 4. Passage wurde bei diesen ein Wachstumsstopp beobachtet.

Morphologisch stellten sich die Schwannzellen als bipolare langliche Zellen dar (Abbildung 12).
Diese lielen sich bei méaRiger Konfluenz von den flachen Fibroblasten mit breiten Zellleibern
und mehreren Zellausldufern morphologisch gut abgrenzen (Abbildung 12). Bis auf eine geringe
Verbreiterung der Zellleiber lieRen sich in der Lichtmikroskopie bis zur 4. Passage keine
wesentlichen morphologischen VVerénderungen nachweisen. In den héheren Passagen wurden die
Schwannzellen breiter und flacher, was die Unterscheidung von den Fibroblasten erschwerte.

Die Anzahl an Schwannzellen in der Kultur stieg mit jeder Passage bzw. nach jeder
Fibroblastenselektion, sodass deren Anteil in allen Zellkulturen in der 3. bis 4. Passage
durchschnittlich Gber 95% betrug.
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Fibroblasten (1772)

1824

Abbildung 12. Fluoreszenzfarbung gegen S100 und CD90 bei 20facher VergroéRerung der
Zellkulturen nach der 3. Passage. Man erkennt einen hohen Anteil an bipolaren Schwannzellen
(S100 positiv).

Um die Messversuche optimal, effektiv und aussagekraftiger zu gestalten, wurden hierzu die
Schwannzellkulturen erst nach der 3. bis 4. Passage verwendet (starkste Proliferation, keine

morphologischen Veranderungen und hoher Prozentsatz der Schwannzellen).

3.3 Antiproliferative Eigenschaften von ATRA

Nach 7-tagiger Behandlung der priméren Zelllinien 1819, 1824, 1754, 1772 sowie der MPNST-
Zelllinien T265, S462, NSF1 mit ATRA in verschiedenen Konzentrationen (0,5 uM, 1 uM,
5uM) wurde die metabolische Aktivitat bzw. Zellvitalitat mittels XTT Proliferation Assay sowie
die Zellproliferation mittels BrdU Proliferation Assay parallel gemessen und mit den
Messwerten der Kontrollzellen verglichen. Die Zelllinien zeigten ein unterschiedliches
Ansprechen auf die ATRA-Behandlung mit unterschiedlich ausgepréagter Reduktion der
Zellaktivitat und Zellproliferation bei verschiedenen effektiven Dosen.

Primare Zelllinien aus den kutanen Neurofibromen wiesen folgende Veranderung unter der
Therapie auf: Die Zellkultur 1819 zeigt eine Hemmung der Zellaktivitdt nach Behandlung mit
allen ATRA-Konzentrationen bei 0,5 pM um 19 %, bei 1 uM um 11 % und bei 5 pM um 13 %.
Bei der Zellkultur 1824 wurde ein besseres Ansprechen auf die Therapie beobachtet: bei 0,5 uM
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um 25 %, bei 1 pM um 17 %, bei 5 pM um 23 % (Diagramm 1A). Zusammenfassend zeigt sich
ein maximales Ansprechen in beiden kutanen Zelllinien unter der Therapie mit 0,5 uM ATRA
mit einer Reduktion um durchschnittlich 22% im Vergleich zur Kontrolle. Die Messversuche
unter der Behandlung mit niedriger Dosierung von ATRA (0,05 uM) zeigen keine wesentlichen
Veranderungen der Zellvitalitat in beiden kutanen Zellkulturen (Daten nicht dargestellt). Somit
bewirkten die Dosisreduktion sowie die Dosissteigerung des Medikaments keinen besseren
Hemmungseffekt auf die metabolische Zellaktivitéat.

Die Messungen mittels BrdU Proliferation Assay lieBen in der kutanen Zellkultur 1819 unter
Behandlung mit ATRA bei 1 uM eine maximale Reduktion der Proliferation beobachten, welche
bis 18% betrug. Unter Behandlung mit 0,5 uM ATRA zeigen die kutanen Kulturen eine
maximale durchschnittliche Hemmung der Zellproliferation um 12% im Vergleich zur Kontrolle
(Diagramm 1B).

Die ausfihrlicher untersuchte plexiforme Zellkultur 1754 zeigte eine dosisabhéngige
Zellaktivitdtshemmung im XXT Proliferation Assay um maximal 32% bei der Behandlung mit
5uM ATRA sowie eine 42%ige Proliferationssenkung im BrdU Proliferation Assay bei 1 uM
ATRA-Konzentration (Diagramm 1C). Exemplarische Einzelversuche mit den zwei weiteren
plexiformen Zellkulturen lieferten eine Zellvitalitatsreduktion in der Kultur 1772 um maximal
51% (+/-13%) bei 0,5 UM ATRA, sowie in der Zellkultur 1824,1 um 20% (+/- 8%) bei 5 uM
ATRA (Daten nicht dargestellt).

Bei den Messungen mittels XTT Assay stellte sich in allen MPNST-Zelllinien eine Hemmung
der Zellvitalitdt mit unterschiedlicher Ausprédgung dar: die Zelllinie S462 reagierte auf die
Therapie mit einer Reduktion von 4-14% bzw. mit einem maximalen Effekt unter 0,5 pM
ATRA. Die beiden anderen MPNST-Zelllinien zeigten eine starkere Hemmung mit zunehmender
ATRA-Dosis: in den NSF1-Zellen von um 17 % unter 0,05 uM bis um 37% unter 5 uM ATRA
sowie in den T265-Zellen von um 6% unter 0,05 UM bis um 31% unter 5 uM ATRA (Diagramm
1D).

Zusammenfassend resultierte die ATRA-Behandlung von MPNST-Zellen im Durchschnitt in
einer dosisabh&ngigen Reduktion der Zellvitalitdt mit maximaler Inhibition von 25% bei einer
ATRA-Konzentration von 5 uM.

Im BrdU Proliferation Assay wurde ein unterschiedliches Ansprechen auf die ATRA-
Behandlung mit folgendem Messergebnis beobachtet: In der Zelllinie T265 kam zur maximalen
durchschnittlichen Proliferationssenkung von 13% (+/-7%) bei der Behandlung mit 1 uM
ATRA. Die mehrmals wiederholten Proliferationsmessversuche in der MPNST-Zelllinie S462

zeigten dagegen keine wesentlichen Veranderungen der Zellproliferation im Vergleich zur



Ergebnisse IS

Kontrolle. Die beste antiproliferative Medikamentenwirkung wurde in der Zelllinie NSF1 mit

dosisabhéngiger maximaler Reduktion auf 52% gemessen (Diagramm 1E).

Diagramm 1. A) Die kutanen NF-Zellkulturen (n=3) zeigen eine nicht dosisabhéngige
Reduktion der metabolischen Aktivitat sowie B) Proliferationshemmung im Vergleich zur
Kontrolle mit maximaler Hemmung bei 0,5 uM bzw. 1uM ATRA. C). Die plexiforme Zellkultur
1754 zeigt eine dosisabhangige Proliferationshemmung unter der Behandlung mit einem
maximalen Effekt bei 1 uM ATRA (n=3). D). Es lasst sich eine dosisabhéngige Reduktion der
Zellaktivitat in den MPNST-Zellen T265 und NSF1 demonstrieren (n=3). E) Eine deutliche
dosisabhéngige Hemmung der Proliferation stellt sich nur in der MPNST-Zelllinie NSF1 dar
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(n=3). A-E) Die Messwerte sind als prozentualer Anteil beziiglich der Kontrollwerte (100%) mit
Angabe des Standardfehlers (+/-SEM) dargestelt.

3.4 Morphologische Zellveranderungen unter ATRA-Behandlung

Die MPNST-Zelllinien S462, NSF1 und T265 wurden mittels FACS-Methode nach 7tagiger
Behandlung mit 5 uM ATRA untersucht. Die Ergebnisse wurden mit denen der unbehandelten
Zellen verglichen. Auf der Abbildung 13A sind die grofen Populationen der
Tumorschwannzellen erkennbar.

Das Vorwartsstreulicht (FSC, Forward Scatter) gilt als Mal} fir die relative ZellgroRe, das
Seitwartsstreulicht (SSC, Sideward Scatter) ist ein MaR flr die Granularitat einer Zelle. Sowohl
die Messungen von FSC, als auch die Messungen von SSC ergaben signifikant hoéhere
Messwerte der mit ATRA behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle (Tabelle 7 und
Abbildung 13B-C). Dieses Ergebnis weist somit auf morphologische Veranderungen der Zellen

unter Therapie hin (Diagramm 2).
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Abbildung 13. A) Dot-Blot-Darstellung der Schwannzellpopulationen (mit Kreis markiert) in
allen Zelllinien. Die Histogramme von FSC (B) und SSC (C) zeigen eine Linksverschiebung der
behandelten Zellen (solide Linie) im Vergleich zu den Kontrollzellen (Strichlinie). Dies deutet

auf eine Zunahme von ZellgréRRe und Zellkomplexitat der mit ATRA behandelten Zellen hin.

FSC, geom. Mean/% SSC, geom. Mean/%
Zelllinie Versuch
Kontrolle 5 UM ATRA Kontrolle 5 UM ATRA

1 14475/100 18086/125 12428/100 15195/122
5462

2 12393/100 13558/109 11454/100 15285/133

1 13038/100 13642/105 6955/100 7495/108
T265

2 11904/100 12847/108 5854/100 7345/125

1 7817/100 8834/113 5669/100 8973/158
NSF1

2 4279/100 5342/125 6553/100 11106/170

Tabelle 7. Messung von FSC bzw. SSC fur alle Zelllinien. Die Werte (n=2) sind in

geometrischem Mean bzw. als relative Werte im Vergleich zur Kontrolle (100%) angegeben.
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Diagramm 2. Mittlere relative Zunahme der ZellgroRe sowie Zellgranularitat im Vergleich zu
Kontrollzellen (100%), Angabe des Standardfehlers.

3.5 Induktion von Apoptose in Tumor-Schwannzellen durch ATRA

Die MPNST-Zelllinien S462, NSF1 und T265 wurden mittels FACS nach 7tagiger Behandlung
mit 5 UM ATRA mithilfe des ApoBrdU TUNEL Assays auf Apoptose untersucht.

Zunédchst wurden Lymphozyten als Negativkontrolle verwendet. Dabei lieR sich keine
Fluoreszenz detektieren, sodass hier keine Apoptose festgestellt werden konnte, und die
Kontrolle als geeignet befunden wurde. Die Positivkontrolle hingegen lield zwei Populationen
von Zellen erkennen, wobei der immunpositive Anteil den apoptotischen Zellen entsprach
(Abbildung 14A).

Die Bestimmung des programmierten Zelltodes mittels Messung TUNEL-gefarbter MPNST-
Zellen lieRl in allen Zelllinien die proapoptotische Tendenz nach der Behandlung mit ATRA
erkennen (Abbildung 14B), jedoch war die Starke des Effektes in den verwendeten Zelllinien
unterschiedlich (Tabelle 8). Im Vergleich zu den Kontrollzellen sah man einen Anstieg der
Apoptose in den S462-Zellen um 273% (SEM =10%), in der T265-Zellinie um 21% (SEM=6%),
und in den NSF1-Zellen um 8,9% (SEM= 1,3%) (Diagramm 3).
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Abbildung 14. A) Darstellung einer Apoptose-negativen (Strichlinie) und einer Apoptose-
positiven (durchgehende Linie) Lymphozytenpopulationen. B) Reprasentatives Histogramm:
Fluoreszenz-Intensitat (Y-Achse) und Prozentzahl positiver Zellen (X-Achse) der Zelllinie S462.
Die Rechtsverschiebung nach der ATRA-Behandlung (durchgehende Linie) im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen (Strichlinie) ist als eine Zunahme der Apoptose durch Therapie zu

bewerten.
o Kontrolle, 5 uM ATRA, )
Zelllinie Versuch Differenz, %
geom. Mean/% geom. Mean/%
1 104/100 363/349 249
S462
2 93/100 370/398 298
1 56/100 61/109 9
T265 2 162/100 195/120 20
3 145/100 194/134 34
57/100 61/107 7
NSF1 2 14/100 15/108 8
3 14/100 16/112 12

Tabelle 8. Einzelne Messungen der Apoptose (TUNEL-Farbung) in allen Zelllinien nach ATRA-
Behandlung. Die Messwerte (n=3) sind in geometrischem Mean aufgrund einer

logarhythmischen Skala der Fluoreszenz-Intensitat angegeben.
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Diagramm 3. Mittlere relative Zunahme der Apoptose in allen drei MPNST-Zelllinien mit
groiter Steigerung der Apoptose in den S462-Zellen um 273% im Vergleich zu Kontrollzellen
(100%), Angabe des Standardfehlers (SEM).

Um diese in den Tumor-Schwannzellen durch die ATRA-Behandlung induzierte Apoptose
mittels weiterer Methoden zu verifizieren, wurden immunhistochemische Untersuchungen mit
einem Antikorper gegen bcl2 sowie eine TUNEL-Farbung durchgefiihrt. Es wurden hierfir mit
ATRA behandelte sowie unbehandelte Zellen (1754, T265, S462) untersucht. Als Kontrolle
dienten wieder nicht-apoptotische Lymphozyten (ApoBrdU TUNEL Assay Kit). Als Kontrolle
dienten wieder nicht-apoptotische Lymphozyten (ApoBrdU TUNEL Assay Kit). Es zeigte sich
eine deutliche Zunahme der Expression von bcl2 sowie TUNEL-gefarbter Zellen nach der
Behandlung mit ATRA (Abbildung 15), die Zelllinie S462 zeigte jedoch keine bcl2-Expression
(Daten sind nicht gezeigt). Zusammenfassend konnten wir nachweisen, dass die Behandlung von
Tumor-Schwannzellen mit ATRA sowohl von MPNST-Zelllinien als auch von Primérkulturen

gutartiger Neurofibrome Apoptose induziert.



Ergebnisse [4SHN

Kontrolle ATRA

1265

1754

Abbildung 15. Fluoreszenzfarbung gegen bcl2 und TUNEL in den Kontrollzellen (linke Spalte)
und in den Schwannzellen (rechte Spalte) nach der Behandlung mit ATRA in 20facher
VergroRerung. Immunzytochemischer Nachweis der Apoptose in der Zelllinie T265 bzw.
Zellkultur 1754. Die Immunfluoreszenzmikroskopie lasst eine Zunahme der Apoptose und der

bcl2-Expression unter ATRA-Behandlung in den beiden Zelllinien erkennen.
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3.6 Differenzierende Wirkung von ATRA auf Schwannzellen

Zur Feststellung einer Differenzierung der malignen Schwannzellen unter Therapie wurden die
Zellen mit priméren Antikorpern gegen das S100- bzw. PMP22-Protein und mit entsprechenden
sekundaren Alexa Fluor 488 Antikdrpern doppelt markiert. Beide Proteine werden in der
Endphase der neuronalen Differenzierung einer Myelin-produzierenden Schwannzelle exprimiert
und sollten als MaR der Differenzierung dienen (siehe 1.3.4).

Mittels FACS wurde die Anzahl von S100- und PMP22-exprimierenden Schwannzellen
bestimmt, wobei mit ATRA behandelte und unbehandelte Zellen miteinander verglichen wurden.
Die Messung der ,,negativen™ Zellprobe, der kein primérer Antikorper zugesetzt worden war,
wurde als Mal} fur eine fehlende S100- und PMP22-Expression festgelegt.

Zunéchst konnte festgestellt werden, dass alle Proben der Schwannzellkulturen eine S100- und
PMP22-Expression aufwiesen, die jedoch unterschiedlich stark ausgeprégt war (Abbildung 16
und Tabelle 9). Alle drei MPNST-Zelllinien zeigten eine Zunahme der S100-Expression unter
Medikamentenbehandlung: in der T265-Zelllinie um 140%, in der S462-Zelllinie um 70% und
in der NSF1-Zelllinie um 48% (Diagramm 4).

Hinsichtlich der PMP22-Expression prasentierten die behandelten Zellen folgendes Verhalten: In
den MPNST-Zelllinien flhrte die ATRA-Behandlung zu einer signifikant niedrigeren PMP22-
Expression in den S462-Zellen um 24% und in den T265-Zellen 19% bzw. zu einer nicht
signifikanten Reduktion in den NSF1-Zellen um 12%.

" NSF1 \ T265
80 ': 807 '

60 -} 60

40 40

20 204

Abbildung 16. Repréasentative Histogramme der MPNST-Zelllinien NSF1 und T265 zeigen den
Unterschied in der S100-Expression (Rechtsverschiebung) zwischen den Zellen unter ATRA-

Behandlung (durchgehende Linie) bzw. ohne Behandlung (Strichlinie).
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S100 PMP22
Zelllinie | Versuch | kontrolle, ATRA, Differenz,% | kontrolle, ATRA, Differenz,%
Mean/% Mean/% Mean/% Mean/%
1 559/100 835/150 50 120/100 | 73/61 -39
S462 2 499/100 904/181 81 318/100 | 275/86 -14
3 321/100 584/181 81 235/100 | 192/81 -19
1 310/100 759/245 145 602/100  |550/91 -9
T265 2 341/100 800/234 134 436/100 | 356/81 -19
3 - - - 1696/100 | 1173/70 -30
NSFL 1 499/100 858/172 72 1939/100 |1807/93 -7
2 940/100 11747124 24 1578/100 |1313/83 -17

Tabelle 9. Messung der S100- bzw. PMP22-Expression. Die Messwerte sind in geometrischem

Mean angegeben.

relative Zunahme/Abnahme der

Fluoreszenzintensitat, %

[EnY
o
o

80

60

40

20

o

-20

-60

5462

T265

NSF1

W S100

PMP22

Diagramm 4. Mittlere relative Zunahme der S100-Expression / Abnahme der PMP22-

Expression im Vergleich zur Kontrolle (100%) in den Zelllinien S462 (n=3),T265 (n=2/3) und
NSF1 (n=2) (mit Angabe des Standardfehlers).
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3.7 Veranderung der CRABP2-Expression unter ATRA-Behandlung

Die Expressionsanalyse von CRABP2 in den behandelten Zellkulturen 1824, 1819, 1754, 1827
sowie Zelllinien NSF1, T265, S462 und Kontrollzellen wurde mit Hilfe der qRT-PCR
durchgefiihrt.

Die Messung des endogenen CRABP2-mRNA-Levels in den Zellen weist auf ein hoheres Level
von CRABP2 in den kutanen Zellkulturen 1819 und 1824 im Vergleich zu plexiformen
Zellkulturen 1754 und 1827 (Diagramm 5A) hin. Die MPNST-Zelllinie T265 zeigt einen
deutlich hoheren Level der endogenen CRABP2-mRNA im Vergleich zu den Zelllinien S462
und NSF1 (Diagramm 5B).

Nach einer 7tagigen Behandlung mit 1 pM ATRA (durchschnittlich effektivste Dosis
hinsichtlich der Proliferationshemmung, siehe Abschnitt 3.3) zeigten die plexiformen
Zellkulturen 1754 (n=3), 1827 (n=2) einen signifikanten Anstieg der CRABP2-mRNA-
Expression im Vergleich zu den nicht signifikanten Anderungen der CRABP2-Expression in den
kutanen Zellkulturen (Diagramm 6). Der hochste Anstieg um 117 % korrespondierte in der
plexiformen Zellkultur 1827 mit dem initial niedrigsten basalen CRABP2-mRNA-Level.

Die Behandlung mit ATRA fiihrte zu keinem signifikanten Anstieg der CRABP2-mRNA-
Expression in den MPNST-Zelllinien T265 und S462. Die NSF1-Zelllinie zeigte dagegen einen
signifikanten mRNA-Expressionsanstieg von CRABP2 um 323% (Diagramm 7).

Endogenes CRABP2-mRNA-Level,

17541 1827 1819 1824 T265 S462 NSF1

Diagramm 5. Endogene CRABP2-mRNA-Level in den priméren kutanen (1819, 1824) und
plexiformen (1754, 1827) Zellkulturen (A) sowie in den MPNST-Zellen (B) mit Angabe des
Standardfehlers (SEM).
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Diagramm 6. Relative mRNA-Level von CRABP2 in den plexiformen und kutanen Zellkulturen

n=3). Es ist ein signifikant hdherer Anstieg des mMRNA-Levels in den plexiformen Zellkulturen im

Vergleich zu den kutanen zu verzeichnen (Angabe des Standardfehlers).
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Diagramm 7. Relative RNA-Level von CRABP2 nach ATRA-Behandlung in den MPNST-
Zelllinien. Es stellt sich ein signifikanter Anstieg nur in der Zelllinie NSF1 (n=5) dar. Die
Zelllinien T265 (n=3) und S462 (n=2) zeigen keinen signifikanten Unterschied der CRABP2-

Expression zur Kontrolle nach Behandlung unter Angabe des Standardfehlers (SEM).
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4 Diskussion

4.1 CRABP2-Expression in NF1-assoziierten Neurofibromen

Voruntersuchungen aus der Arbeitsgruppe von PD Dr. A. Harder wiesen immunzytochemisch
eine Expression von CRABP2 in Epithelzellen sowie in anderen Zelltypen in Neurofibromen
nach. Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine CRABP2-Expression in folgenden Zellen mittels
Doppelmarkierungen genauer identifiziert werden: alle Fibroblasten und eine Population von
Schwannzellen in Neurofibromen weisen eine Expression von CRABP2 auf. In der Haut konnte
die Expression des Proteins in allen Fibroblasten, Epithelzellen, jedoch nicht in den
Schwannzellen der Hautnerven beobachtet werden. Diese Erkenntnisse decken sich mit der
Literatur: In mehreren experimentellen Studien konnte eine CRABP2-Expression in
verschiedenen Organen, jedoch nicht in normalen Schwannzellen nachgewiesen werden (25, 26,
27, 77, 98, 105). Bei Nervenlasionen kam es ebenfalls in normalen Schwannzellen zur
Hochregulierung der CRABP2-Expression, sodass eine Involvierung von CRABP2 in axonale
Regenerationsprozesse postuliert wurde (104). Vergleichbare Prozesse sind damit durchaus fur
Neurofiborome relevant, da sich Reparaturprozessen ahnliche Mechanismen in den
Neurofibromen nachweisen lassen. Eine erhohte Expression in den untersuchten Zellen, unter
anderem in den NF1-defizienten Schwannzellen innerhalo der Tumoren, kann hierdurch
plausibel erklart werden.

Im Vergleich zu normalen Schwannzellen weisen nach den Ergebnissen dieser Untersuchungen
die neoplastischen Schwannzellen eine erhthte CRABP2-Expression auf. Hinsichtlich der
CRABP2-Expression im Tumorgewebe liegen in der Literatur allerdings inkonsistente Daten
vor: die Expression des Proteins ist in Nierenzell- und Prostatakarzinomen herunterreguliert, in
Wilms-Tumoren, Uterusleiomyomen sowie bei Polyzytdmia vera hochreguliert (38, 83, 102,
103). Dartiber hinaus wird eine hochregulierte Expression von CRABP2 in reifenden Organen
beobachtet und somit dem Protein CRABP2 eine protektive Funktion in der Organentwicklung
sowie Differenzierung zugeschrieben (6, 92). Da die neoplastischen Schwannzellen der
Neurofiborome unreife Zellen darstellen, ware es denkbar, dass sie das CRABP2
uberexprimieren, z.B. um einer Zelldedifferenzierung entgegenzuwirken, aber eventuell auch als
Merkmal einer Transformations-bedingten Fehlregulation.

In der vorliegenden Arbeit wurde nur in einem Teil der Schwannzellen, also einer
Schwannzellpopulation, der Neurofibrome eine erhdhte CRABP2-Expression festgestellt. Man
kann daher spekulieren, dass die CRABP2-positive Schwannzellpopulation jener entspricht, die

haploinsuffizient fiir ein NF1-Allel (NF1 *") ist. Die Zelle kénnte durch diesen Mechanismus
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versuchen, durch eine erhohte CRABP2-Expression die herunterregulierte Funktionen von
Neurofibromin durch alternative Wege zu kompensieren, um sich vor einem vermehrten
Zellwachstum sowie der Zellentartung zu schiitzen. Dann sollte man weiter annehmen, dass die

+/+

normalen Schwannzellen (NF1 ™) diesen Kompensationsmechanismus nicht benétigen und
demzufolge kein CRABP2 produzieren. In den Schwannzellen mit vollstandiger Inaktivierung
beider NF1-Allele (NF1 "-Tumor-Schwannzellen) scheinen diese Kompensationsmechanismen
zu versagen: Man findet in der Literatur Hinweise auf die NF1-vermittelte Modulation der
CRABP2-Expression. In den Neuroblastom-Zellen SJ-NB10 mit NF1-Defizienz sowie mit einer
Aktivierung der exogenen KRAS''2-Expression konnte eine Suppression der ATRA-Zielgene,
unter anderem des CRABP2-Gens, nachgewiesen werden (46), sodass diese Zellen eine
Resistenz fur Behandlung mit ATRA entwickelten. Der den NF1-assoziierten Tumorzellen
zugrunde liegende NF1-Defekt mit konsekutiver Aktivierung des Ras-Proteins konnte ebenfalls
zur Suppression der CRABP2-Expression fuhren. Bleibt man bei dieser Hypothese, kdnnte man
aggressives Wachstum sowie die Neigung zur Transformation in den plexiformen
Neurofibromen durch die Zunahme des Anteils an NF1- und CRABP2- defizienten
Schwannzellen erklaren. Diese Spekulationen regen zu genaueren Untersuchungen hinsichtlich
einer differentiellen CRABP2-Expression in NF1 *- und NF1 "-Tumor-Schwannzellen sowie
hinsichtlich der Wechselwirkungen zwischen NF1 und CRABP2 an.

Zusammenfassend sient man eine Expression von CRABP2 in NF1-assoziierten

Nervenscheidentumoren, die in ,,normalen® Schwannzellen nicht detektiert wird. Hieraus ergibt

sich die Idee, CRABP2 als Target fur eine Therapie von diesen Tumoren zu prifen.

4.2 CRABP?2 als Vermittler der antiproliferativen Wirkung von ATRA

In dieser Arbeit wurden die Effekte der Retinsdure in neoplastischen Schwannzellen aus NF1-
assoziierten Nervenscheidentumoren in vitro erstmalig untersucht. Es konnte eine
antiproliferative Wirkung von ATRA in allen untersuchten NF1-assoziierten Zellkulturen und
Zelllinien in unterschiedlicher Ausprdgung nachgewiesen werden. Die antiproliferative Wirkung
von ATRA konnte bereits von anderen Arbeitsgruppen in mehreren experimentellen Studien
demonstriert werden: In den Glioblastom-Zelllinien LN18 und U87MG sowie in den
Ovarialkarzinom-Zellen CAOV3 fiihrte die Behandlung mit ATRA durch ein gesteigertes
Expressionslevel von p27 (Inhibitor der Zyklin-abhé&ngigen Kinase) und ein erniedrigtes Level
von CDK2 (Zyklin-abhéngige Kinase 2) zu einem Zellzyklusarrest (89, 114). Thiele et al.
beschreiben die Herunterregulierung der Expression von EGF-Rezeptor, N-myc, H-ras and c-

myc sowie die Hochregulierung der Expression von Neurofilament in Neuroblastom-Zellen nach
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Behandlung mit ATRA (104). All diese Faktoren sind an der Stimulierung der Proliferation
beteiligt. In dieser Arbeit wurde der Schwerpunkt auf die Untersuchung eines Zusammenhanges
zwischen der antiproliferativen Wirkung von ATRA und der CRABP2-Expression in den NF1-
assozierten Nervenscheidentumoren gelegt. In Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe von PD Dr.
Harder konnte mittels 2D-Gelelektropherese, der RNA-Expressions-Messung sowie
morphometrischer Analysen eine verminderte CRABP2-Expression in den plexiformen
Neurofibromen im Vergleich zu den kutanen nachgewiesen werden. Konsistent zu diesen
Voruntersuchungen war das basale mMRNA-Niveau in den primaren plexiformen Zellkulturen
1754 und 1827 niedriger als in den kutanen Zellkulturen 1819 und 1824.

Nach der Behandlung mit ATRA lieR sich folgende Konstellation zur CRABP2-Expression
beobachten: In den Zellkulturen aus den plexiformen Neurofibromen und der MPNST-Zelllinie
NSF1 ging die starkste Hemmung der Proliferation mit einer signifikanten Steigerung der
CRABP2-Expression einher, wobei die MPNST-Zelllinien T265 und S462 bei keiner
signifikanten Anderung der CRABP2-Expression ebenfalls keine wesentliche Hemmung der
Proliferation aufwiesen. Diese Erkenntnis bestarkt die Annahme, dass ATRA zur
Hochregulierung der Expression von CRABP2 fihrt, das seinerseits die antiproliferative
Wirkung von ATRA vermittelt bzw. verstarkt. Ahnliche Konstellationen konnte in anderen
Arbeitsgruppen beobachtet werden: In MRC-5-Emphysem-Fibroblasten flhrte beispielweise
eine fehlende Induktion der CRABP2-Expression durch ATRA zur fehlenden Induktion der
Elastin-Expression (88). Um eine direkte Vermittlung der antiproliferativen Wirkung von ATRA
durch CRABP2 zu belegen, sind jedoch weitere Untersuchungen notwendig.

Es scheinen weitere Einflussfaktoren und Mechanismen, wie Mutationen oder epigenetische
Mechanismen, eine Rolle bei der Regulierung der Expression von CRABP2 zu spielen (12, 38).
Dartiber hinaus konnten Kosa et al. an NIH3T3-Zellen, die mit aktivierten H-ras-, K-ras- und N-
ras-Onkogenen transformiert wurden, demonstrieren, dass es darunter zur Suppression der
CRABP2-Expression und somit zu einer Hemmung der ATRA-Wirkung kommt, obwohl ATRA
in hoheren Mengen in der Zelle akkumuliert (56, 57). Somit scheinen ras-Onkogene, die in den
NF1-assoziierten Nervenscheidentumoren ebenfalls aktiviert sind, den Metabolismus von ATRA
und die Expression von CRABP2 signifikant zu beeinflussen.

Zusammenfassend wurde die Involvierung von CRABP2 in die Vermittlung des
antiproliferativen Effekts von ATRA erstmalig in NF1-assoziierten Nervenscheidentumoren
demonstriert. Die Induktion der CRABP2-Expression durch ATRA steht in den NF1-defizienten
Zellen unter Einfluss weiterer Faktoren, die einer ndheren Untersuchung beddirfen.
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43 ATRA als potentielles Therapeutikum fur NF1l-assoziierte periphere
Nervenscheidentumoren

In dieser Arbeit wurden weitere Effekte von ATRA demonstriert: In der plexiformen Zellkultur
1754 sowie in allen untersuchten MPNST-Zelllinien konnten nach der Behandlung mit ATRA

eine Induktion von Apoptose und von morphologischen Veranderungen nachgewiesen werden.

4.3.1 Apoptose unter ATRA-Behandlung

In der plexiformen Zellkultur 1754 sowie in der Zelllinie T265 wurde die Induktion der
Apoptose durch eine vermehrte Expression des in den intrinsischen Apoptoseweg involvierten
bcl2-Proteins begleitet. Die Involvierung von ATRA in den intrinsischen Apoptoseweg wurde in
der Literatur bereits in Glioblastom-Zelllinien nach Behandlung mit ATRA nachgewiesen:
ATRA induzierte den Zelltod, der mit einem Anstieg der Bax:bcl2-Ratio, mit vermehrter
Freisetzung vom Cytochrom C sowie mit gesteigerter Aktivierung der Caspase 3 einherging
(114). Da bcl2 ein antiapoptotisches Protein ist, wére es von Relevanz zu untersuchen, wie sich
das Verhaltnis des proapoptotischen Proteins Bax zu bcl2 in den NF1-assoziierten Tumorzellen
unter ATRA-Behandlung verandert. In der MPNST-Zelllinie S462, die den hdchsten
proapoptotischen Effekt aufweist, liel sich immuzytochemisch keine bcl2-Expression
nachweisen.

Die S462-Zellen weisen eine TP53-Mutation und somit eine p53-Defizienz auf (31). Da p53 die
Expression der proapoptotischen Proteine der bcl2-Familie stimuliert, ist die Expression von
bcl2 in den S462-Zellen herunterreguliert. In der gleichen Zelllinie fanden Mashour et al. unter
der Behandlung mit Docosahexaensdaure (DHA) eine ERK-AKktivierung, gefolgt durch Induktion
von Apoptose (71). Eine ERK-Aktivierung wurde in Neuroblastom- und Brustkrebszellen unter
der Behandlung mit ATRA bereits beschrieben (35, 85). Weiterhin wurde in Neuroblastom-
Zellen (SH-SY5Y) unter ATRA-Behandlung die Uberexpression des Tumornekrose-Faktor-
Rezeptors nachgewiesen, was ebenfalls auf die Involvierung von ATRA in den extrinsischen
Apoptoseweg hinweist (15). Die unterschiedlich ausgepragte proapoptotische Wirkung von
ATRA in den untersuchten MPNST-Zelllinien mit unterschiedlichem, tber die NF1-Mutation
hinausgehendem genetischen Hintergrund, regt zur weiteren Untersuchungen an, um die
Wirkungsmechanismen von ATRA in diesen Zellen besser zu verstehen und die Therapie,
beispielweise mit weiteren Medikamenten zu kombinieren, um den apoptotischen Effekt der
Retinsaure gegebenfalls zu verstarken. Als Beispiel dazu kénnten die Ergebnisse der Studie von
Zhang et al. dienen: In den Glioblastom-Zellen U87MG, die eine Mutation von PTEN

(phosphatase and tensin homolog located on chromosome ten) und eine daraus folgende relativ
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geringe proapoptotische Wirkung von ATRA aufweisen, konnte unter der Kombination mit
Interferon-Gamma ein signifikant hoherer proapoptotischer Effekt durch die vermehrte

Aktivierung des intrinsischen Apoptoseweges erzielt werden (114).

4.3.2 Zelldifferenzierung unter ATRA-Behandlung

Die FACS-Analyse der Expression der Proteine S100- und PMP22 in den untersuchten MPNST-
Zelllinien belegte eine Hochregulierung des S100- sowie Herunterregulierung des PMP22-
Proteins. Es ist bekannt, dass S100 in reifen Schwannzellen sowie PMP22 nur in
myelinisierenden Schwannzellen expremiert wird (16). Somit entspricht diese Konstellation
einer Differenzierung neoplastischer Schwannzellen zu nicht-myelinisierenden Schwannzellen.
Um diese Aussage zu unterstutzen, konnte man in zukinftigen Analysen die Tumor-
Schwannzellen auf die Expression von LNGF-Rezeptor, der als Marker nicht myelisierender
Schwannzellen gilt (45), untersuchen. Die ATRA-induzierte Zelldifferenzierung wurde bereits
von Imaizumi et al. an zwei MPNST-Zelllinien (MNS2 und MNS2PC) von einem NF1-Patienten
demonstriert: In dieser experimentellen Studie wurde ATRA mit den aktuell verwendeten
Chemotherapeutika (Ifosfamid, Etoposid, Adriamycin) verglichen. Nur unter ATRA-Behandlung
konnten morphologische Veranderungen der untersuchten Zellen festgestellt werden, wobei die
Zelldifferenzierung mit dem Anstieg des NF1-Typll-Transkriptes einherging (48).

4.3.3 Ausblick

Die antiproliferativen, proapoptotischen und diffenzierenden Effekte von ATRA stellen die Basis
zur therapeutischen Anwendung in der Onkologie dar und wurden bereits an mehreren anderen
Tumorentititen demonstriert.

Die gewonnenen Untersuchungsdaten dieser Arbeit decken ein therapeutisches Potential von
ATRA erstmalig in den NF1-assoziierten plexiformen Neurofibromen und malignen peripheren
Nervenscheidentumoren auf. Bekanntermalien neigen bis zu 13% der plexiformen Neurofibrome
zur malignen Transformation. Die Prognose der NF1-defizienten MPNST ist im Vergleich zu
den sporadischen viel schlechter. Es existiert heutzutage keine effektive, etablierte Therapie fir
NF1-assoziierte Nervenscheidentumoren. Aktuelle klinische Studien zeigten bisher keine
uberzeugenden Ergebnisse. Daher ist der Nachweis der antikarzinogenen Wirkung von ATRA
durch Proliferationshemmung und Induktion der Apoptose sowie der Zelldifferenzierung in einer
NF1-assoziierten plexiformen Zellkultur sowie NF1-defizienten MPNST-Zelllinien ein

vielversprechender Ansatz fur weitere Untersuchungen.
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Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit die Behandlung von NF1-assoziierten Schwannzellen
mit ATRA etabliert. Die maximalen Effekte der Retinsdure konnten mit einer Dosis zwischen
0,5uM bis 5 UM erzielt werden. Die weitere Reduktion sowie Steigerung der Dosis brachten
keine relevanten Verbesserungen des Therapieansprechens, sodass man nach weiteren Faktoren
der Therapieoptimierung gesucht werden konnte. Die Resistenz einer Neuroblastom-Zelllinie
gegenuiber der Therapie mit ATRA in der Arbeitsgruppe Hotzel et al. lieR auf die Mutation des
NF1-Gens als Ursache zuriickschlieBen (46). Es ware daher vor Interesse, zu untersuchen, ob die
sporadischen plexiformen Neurofibrome und MPNST ein besseres Ansprechen auf die Therapie
mit ATRA aufweisen. So kdnnte man die in der Literatur bereits vermutete Annahme, dass
Neurofibromin in die Vermittlung der Effekte von ATRA involviert ist, nochmals bestarken und
dieses Wissen zur Therapieoptimierung mit ATRA nutzen. Beispielweise konnte die Therapie-
Resistenz gegenliber ATRA in den Neuroblastom-Zellen mit einer NF1-Mutation bzw.
aktiviertem Ras-Signalweg durch den Einsatz von MEK-Inhibitoren aufgehoben werden (46). In
den Brustkrebszellen MMTV-neu wurde z.B. auch durch die Hemmung von FABP5 (fatty acid
bindung protein 5), eines Gegenspielers von CRABP2, die Inhibierung des Zellwachstums erzielt
(93).

Untersuchungen in Glioblastom-Zelllinien wiesen fir ATRA in Kombination mit anderen
Medikamenten, wie Taxane und Interferone, einen synergetischen Effekt und eine signifikant
héhere Apoptoserate nach (53, 114). In Neuroblastom-Zellen konnte die ATRA-induzierte
Zelldifferenzierung mit Inhibitoren von Lipooxygenasen und Cyclooxygenasen unterstutzt
werden (15).

In der Kinderonkologie wird ATRA im Rahmen des Studien-Protokolls in der
Erhaltungstherapie bei Ewing-Sarkomen angewandt. Weiterhin konnte ein Erhaltungseffekt von
ATRA bei einzelnen Patienten mit einem defekten ,,Mismatch-Repair* gezeigt werden (40).
Diese Tatsachen motivieren zur Untersuchung weiterer Optionen zur Optimierung der Therapie
mit ATRA und zu deren therapeutischer Anwendung auch in den NF1-assoziierten

Nervenscheidentumoren.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit widmet sich der Analyse der Rolle des zellularen Retinséure bindenden
Proteins (CRABP2) in Tumoren von Patienten mit Neurofibromatose Typl (NF1) und der
Madglichkeit einer sich daraus ableitenden Behandlung von Tumor-Schwannzellen mit all-trans-
Retinsdure (ATRA) als neue Therapiemdglichkeit. Erstmals sind die hier dargestellten Befunde
in NF1 assoziierten peripheren Nervenscheidentumoren, insbesondere in Neurofibromen und der
malignen Variante, den MPNST erhoben worden, fiir die es bislang bei Vorliegen einer NF1
keine suffiziente Chemotherapie gibt.

Folgende Erkenntnisse konnten gewonnen werden:

1. Die in-vitro-Behandlung von primdren Tumor-Schwannzellen aus plexiformen
Neurofibromen sowie von humanen MPNST-Zellkulturen mit ATRA fiihrt zu einer Hemmung
der Proliferation.

2. Diese giinstigen antiproliferativen Effekte der in-vitro-Therapie mit ATRA sind begleitet
von einer Induktion von Apoptose und Differenzierung der Tumor-Schwannzellen in Richtung
myelinisierender, reifer Schwannzellen sowie von morphologischen Veranderungen.

3. Die hohere antiproliferative Wirkung von ATRA in der primédren Schwannzellkultur aus
einem plexiformen Neurofibrom sowie der MPNST-Zelllinie NSF1 ist mit einer hoheren
CRABP2-Expression nach der ATRA-Gabe vergesellschaftet, so dass demonstriert wurde, dass
CRABP2 durch ATRA hochreguliert wird und mdglicherweise die antiproliferative Wirkung der
ATRA vermittelt.

4, Nicht alle Schwannzellen in Neurofibromen exprimieren CRABP2, sondern nur ein
Prozentsatz. Es gibt auch Unterschiede zwischen dermalen Schwannzellen und Tumor-
Schwannzellen in Neurofibromen beziglich der CRABP2-Expression: nur die Schwannzellen in
Neurofibromen synthetisieren CRABP2, die Schwannzellen der Haut exprimieren Kkein
CRABP2. Diese Konstellation entspricht einer Transformations-bedingten Uberexpression von

CRABP2 in Tumor-Schwannzellen der peripheren NF1-assoziierten Nervenscheidentumoren.

Zusammenfassend sind dies erstmals viel versprechende Daten zur Rolle von CRABP2 in o0.g.
NF1-assoziierten Tumoren bei NF1, die auf ein therapeutisches Potential von ATRA in diesen
Tumoren hinweisen und die durch eine weitere Analyse von ATRA-vermittelten Signalwegen

bei NF1 in tierexperimentellen Studien gefolgt werden sollten.
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