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1 DAS NEUROBLASTOM – KLINIK, BIOLOGIE UND GENETIK

Einleitung

1 Das Neuroblastom – Klinik, Biologie und Genetik

1.1 Inzidenz, Prävalenz und Klinik

Das Neuroblastom (NB) ist der häufigste solide extrakranielle Tumor im Kleinkindalter und

nach Leukämien und Hirntumoren die dritthäufigste Tumorart bei Kindern. Dabei liegt die

Inzidenz des NB bei acht Fällen pro 1.000.000 Kinder in einem Jahr [1, 2, 3]. Die Prävalenz

liegt bei 1:7.000 Lebendgeburten und zeigt einen zweigipfeligen Verlauf. Der erste Hochpunkt

liegt vor dem sechsten Lebensmonat und der zweite zwischen dem ersten und zweiten Lebens-

jahr. Etwa 96 % der Tumore treten vor dem zehnten Lebensjahr auf [4]. Zu den wichtigsten

Prognosefaktoren des NB zählen das Alter des Patienten und das Tumorstadium bei Diagnose.

Die meisten NB sind sporadischer Natur, nur in etwa 1 % der Erkrankungen liegt eine familiäre

Häufung vor [2, 5].

Das NB zeichnet sich durch seine biologische und klinische Heterogenität aus. Auf der

einen Seite des klinischen Spektrums gibt es Tumore, die keine oder nur eine milde Thera-

pie benötigen. Die Tumorzellen sterben oder differenzieren in benigne Formen. Patienten mit

dieser Erkrankungsform sind in der Regel noch kein Jahr alt und haben eine gute Prognose.

Auf der anderen Seite des klinischen Spektrums zeigt sich das NB als aggressiver Tumor mit

schneller Progression und Metastasierung. Selbst eine multimodale Therapie erzielt nur gerin-

ge Heilungschancen. Diese Patientengruppe hat eine sehr schlechte Prognose. Hierzu zählen

vor allem Kinder, die erst nach dem ersten Lebensjahr ein klinisch-auffälliges NB entwickeln

[2, 5]. Die Patienten werden in Niedrig-, Mittel- und Hochrisikopatienten eingestuft. Jedoch

sterben trotz intensiver Therapien ca. 60 - 70 % der Hochrisiko-Patienten, da sie resistent

gegenüber den bisherigen Therapien sind [3]. Durch die bis dato genutzte Einstufung kommt

es dazu, dass Patienten mit guter Prognose eine überflüssige Therapie, andererseits aber Pa-

tienten mit schlechter Prognose zu wenig Therapiemaßnahmen erhalten. Um Patienten ihrer

Prognose gemäß zu behandeln und um neue, effektive Therapien zu entwickeln, ist eine wei-
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1 DAS NEUROBLASTOM – KLINIK, BIOLOGIE UND GENETIK

tere Charakterisierung und ein besseres Verständnis der Pathogenese und Genetik des NB

notwendig.

1.2 Pathogenese

Die Entstehung und Entwicklung des NB ist noch nicht aufgeklärt. Die am besten belegte Hy-

pothese besagt, dass das NB eine Krebserkrankung des symphatischen Nervensystems ist. Die

Tumorzellen entwickeln sich aus Zellen der Neuralleiste. Diese Hypothese wird unter anderem

durch die Lokalisation im Nebennierenmark und in den abdominal sympathischen Ganglien

untermauert. Etwa 65 % der Tumore sind im Bauchraum zu finden [2]. Zudem kann die Hypo-

these durch die von Weiss et al. entwickelte TH-MYCN-Mauslinie bestätigt werden. Bei dieser

Mauslinie ist MYCN, das Neuroblastom-spezifische MYC-Onkogen, unter der Kontrolle des

Neuralleisten-spezifischen Tyrosinhydroxylase-Promotors exprimiert, wodurch die Mäuse mit

hoher Wahrscheinlichkeit NB-ähnliche Tumore entwickeln (siehe 1.8.1) [6].

1.3 Staging

Das NB wird nach dem International Neuroblastoma Staging System (INSS) eingestuft (siehe

Tabelle 1). Dieses System wurde erstmals 1988 von Brodeur publiziert [7].

Tabelle 1: International Neuroblastoma Staging System [7, 8]. Das INSS beschreibt die Stadieneinteilung
des NB. Das System wurde 1988 erstmals publiziert und über die Jahre entsprechend angepasst.

Stadium 5-Jahres Überleben
1 lokalisierter Tumor, kein Befall der Lymphknoten, komplette

Resektion
> 90 %

2a lokalisierter Tumor, kein Befall der Lymphknoten,
inkomplette Resektion

> 90 %

2b lokalisierter Tumor, Befall der ipsilateralen Lymphknoten,
inkomplette Resektion

> 90 %

3 Tumorinfiltration über die Mittellinie oder Befall der
kontralateralen Lymphknoten

⇠ 75 %

4 Tumor mit Metastasen in entfernten Lymphknoten, Knochen,
Knochenmark, Leber, Haut und/oder anderen Organen

< 20 %

4s lokalisierter Tumor mit Metastasen in Haut, Leber und/oder
Knochenmark, Alter der Kinder < 1 Jahr

⇠ 75 %

13



1 DAS NEUROBLASTOM – KLINIK, BIOLOGIE UND GENETIK

Charakteristisch für Stadium 1 ist ein lokaler Tumor mit kompletter Resektion und ohne

Befall der Lymphknoten. Stadium 2 wird in zwei verschiedene Formen unterteilt: Bei Stadium

2a handelt es sich um einen lokalisierten Tumor mit inkompletter Resektion ohne Lymphkno-

tenbefall, während bei Stadium 2b die ipsilateralen Lymphknoten befallen sind. Im Stadium 3

hat sich der Tumor bereits über die Mittellinie ausgebreitet oder es sind die kontralateralen

Lymphknoten befallen. Bei Stadium 4 handelt es sich um einen im ganzen Körper verbreiteten

Tumor. Ein besonderes Stadium ist das Stadium 4s. Dieses ist auf Kinder vor dem ersten

Geburtstag beschränkt. Die Tumore dieser Patienten metastasieren ins Knochenmark, jedoch

nicht in die Knochen. Die Patienten haben im Gegensatz zu Patienten im Stadium 4 eine gute

Prognose [7, 8, 9].

1.4 Genetik

In den 1980er Jahren publizierten Schwab et al., dass das Onkogen MYCN eine zentrale Rolle

in der Biologie des NB spielt [10]. Man kann bei 20 - 25 % aller NB eine Gen-Amplifikation

von MYCN nachweisen. Diese Amplifikation ist einer der wichtigsten Hinweise für die Wahl

der Therapiestrategie, da NB mit einer MYCN-Amplifikation einen aggressiven Tumorverlauf

zeigen [11, 12]. MYCN bildet Heterodimere mit MAX (MYC associated factor X ). Dieser

Komplex bildet einen transkriptionellen Aktivator, wodurch unter anderem die Progression des

Zellzyklus oder Angiogenese ausgelöst werden. MYCN trägt dadurch zur malignen Progression

des Tumors bei [4].

In einem großen Anteil von familiären NB und in etwa 8 - 10 % der sporadischen NB

zeigen sich Mutationen in der anaplastischen Lymphomkinase (ALK) [3, 13, 14]. Zudem wur-

den Mutationen in ATRX, PTPN11 und NRAS identifiziert [15]. Abnormale Genexpressio-

nen lassen sich auch bei Telomerasen, Tyrosin-Rezeptor-Kinase-Rezeptoren (Trk-Rezeptoren),

Multidrug-Resistance-Genen und CD44 feststellen. Der Nachweis der Telomerase-Expression

ist ein prognostischer Marker für einen schlechten Verlauf [16]. Eine erhöhte Telomeraseak-

tivität führt zu einer Stabilisierung der Telomere, sodass die Apoptose von Zellen verhindert

wird. Eine Überexpression von Multidrug-Resistance-Proteinen (MRP) kann zu einer Resistenz
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gegenüber Chemotherapeutika führen [17].

Zudem lässt sich der DNA-Gehalt mit der Einstufung des Tumors assoziieren. Ein diploider

Chromosomensatz geht meist mit einer schlechten Prognose einher, während Triploidie mit

einer guten Prognose korreliert [18]. Bei Patienten mit diploiden Chromosomensatz kommt

es gehäuft zu Deletion oder Gewinn von Chromosomenstücken. Der Verlust eines Chromoso-

menstücks kann zu einem Verlust von Tumorsuppressorgenen und ein Gewinn zur Aktivierung

von Onkogenen führen [2, 19]. Im NB wurde gehäuft der Verlust des kurzen Armes (p) des

Chromosoms 1 festgestellt. Es besteht eine starke Korrelation zwischen der Amplifikation von

MYCN und dem Verlust der Heterozygotie (loss of heterozygosity - LOH) von 1p. Dieser

allelische Verlust korreliert, wie auch die Amplifikation von MYCN, mit einem aggressiven

Krankheitsverlauf [20, 21]. Eine weitere Chromosomenaberration ist die Trisomie des langen

Armes (q) von Chromosom 17. Die Aberration ist ebenfalls mit einem aggressiven Verlauf

assoziiert [22]. Neben diesen beiden sehr häufig genutzten Prädiktoren wurden noch weitere

LOH in anderen Chromosomen (3p, 11q, 14q, etc.) festgestellt [17].

1.5 Trk-Rezeptoren

Ein weiterer Prognosefaktor ist die differentielle Expression der Neurotrophin-Rezeptoren der

Trk-Familie. Trk-Rezeptoren sind Rezeptor-Tyrosinkinasen. Sie dimerisieren nach Ligandenbin-

dung, wodurch eine Autophosphorylierung ausgelöst wird. Dies führt zur Initiation einer Phos-

phorylierungskaskade. Die drei Hauptsignalwege nach Trk-Aktivierung sind der PI3K/Akt-, der

PLC-g- und der Ras/MAPK/Erk-Signalweg (dargestellt in Abbildung 1) [23, 24, 25].

Eine hohe Expression des Neurotrophin-Rezeptors TrkA (NTRK1) ist mit einer sehr guten

Prognose assoziiert, während eine erhöhte Expression von TrkB (NTRK2) mit einer schlechten

Prognose einhergeht. Wenn BDNF (brain-derived neurotrophic factor) an TrkB bindet, wird

ein autokriner Signalweg ausgelöst [5]. In Modellsystemen kommt es bei einer erhöhten Ex-

pression von TrkA in Anwesenheit des Liganden NGF (nerve growth factor) zur Differenzierung

der Zellen und in Abwesenheit des Liganden zur Apoptose, was zum günstigen Verlauf und zur

Spontanremission NTRK1/TrkA-exprimierender Tumore beitragen könnte [26, 27, 28, 29]. Mit
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Affymetrix-cDNA Array-Analysen wurden globale Transkriptionsänderungen nach der Aktivie-

rung von TrkA und TrkB untersucht. Die Aktivierung von TrkA ist mit „guten“ Eigenschaften

wie Förderung der Differenzierung und Herunterregulierung von Angiogenesefaktoren assozi-

iert. Die Aktivierung von TrkB hingegen löst Programme aus, die zu einer erhöhten Invasivität

und zur Resistenz gegen Chemotherapeutika führen [30, 31, 32]. In einer weiterführenden

Proteom-Studie wurden die Protein-Veränderungen, die durch TrkA- oder TrkB-Aktivierung

induziert wurden, identifiziert. Dabei fand man unter anderem heraus, dass Galectin-1 durch

TrkB-Aktivierung induziert wird [33].

Abbildung 1: Familie und Signaltransduktion der Neurotrophinrezeptoren [verändert nach [23]]. Die
Trk-Rezeptoren sind Rezeptor-Tyrosinkinasen, die sich durch ihre spezifischen Liganden aktivieren lassen. Der
Neurotrophinrezeptor p75 bindet alle vier Neurotrophine mit niedriger Affinität. Für die Prognose des Neuro-
blastoms (NB) wichtig sind die Neurotrophinrezeptoren TrkA und TrkB sowie deren Liganden NGF und BDNF.
Durch die Aktivierung der Trk-Rezeptoren wird das Überleben und die Differenzierung von Zellen durch die
Auslösung von Raf/MAPK- und PI3K/Akt-Signalwegen vorangetrieben. In NB mit hoher TrkA-Expression
kommt es durch die Bindung von NGF zur Differenzierung der Tumorzellen, während die Zellen bei Abwesen-
heit von NGF in Apoptose gehen. Bei NB mit hoher TrkB-Expression kommt es bei Anwesenheit des Liganden
BDNF zu einem positiven autokrinen Feedbackloop und einer Induktion von Überlebenssignalen.
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1.6 Risikogruppen

Brodeur und Maris erstellten aufgrund der in den Abschnitten 1.4 und 1.5 beschriebenen

Merkmale ein genetisches Modell für die Entwicklung des NB. Dabei wird die NB-Kohorte in

drei Gruppen geteilt (Abbildung 2) [4, 5, 34]:

Abbildung 2: Hypothetisches Modell zum genetischen Ursprung des Neuroblastoms [verändert nach
[5]]. NB-Patienten können grob in drei Klassen unterteilt werden. Ein Teil der Patienten zeigt eine erhöhte
TrkA-Expression, der andere Teil eine erhöhte TrkB-Expression. Tumore mit einer erhöhten TrkA-Expression
haben in der Regel einen triploiden Chromosomensatz. Durch den Wachstumsfaktor NGF differenzieren die
Zellen weiter, die Abwesenheit des Faktors bringt sie zur Apoptose [Typ I]. Der andere Teil der Tumore hat eine
erhöhte TrkB-Expression. Die Tumore besitzen in der Regel einen diploiden oder tetraploiden Chromosomensatz
und haben einen Verlust des Chromosoms 11q [Typ II]. Ein Teil dieser Tumore hat eine MYCN-Amplifikation.
Diese Patienten sind Hoch-Risiko-Patienten und haben eine sehr schlechte Prognose [Typ III].

In der ersten Gruppe, die durch eine hohe Expression von TrkA und einen triploiden Chro-

mosomensatz ohne strukturelle Chromosomenveränderungen charakterisiert ist, befinden sich

Patienten in einem niedrigen Stadium mit einer guten Prognose. Tumore der zweiten Gruppe

zeichnen sich durch einen diploiden oder tetraploiden Chromosomensatz mit strukturellen Ab-

errationen aus. Sie zeigen eine niedrige TrkA-Expression, aber eine erhöhte TrkB-Expression.

Die Patienten haben keine MYCN-Amplifikation und gehören somit zur intermediären Risi-

kogruppe. In der dritten Gruppe sind Tumore eingruppiert, die sehr aggressiv und progressiv
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sind. Neben der hohen Expression von TrkB haben Patienten einen diploiden oder tetraploiden

Chromosomensatz mit strukturellen Aberrationen wie beispielsweise der Deletion von 1p. Die

Patienten weisen eine MYCN-Amplifikation auf und haben eine schlechte Prognose [4, 5, 34].

1.7 Therapien

Aufgrund der extremen Spannweite der klinischen Verläufe reicht das Behandlungsspektrum

von der „Watch and Wait“-Strategie ohne Zytostatika bis hin zur Maximaltherapie. Stan-

dardtherapien für das NB sind Operation, Chemotherapie und Strahlentherapie, welche oft

kombiniert werden. Sie können zudem noch durch weitere Therapieverfahren wie MIBG-

Therapie (Methyliodbenzylguanin), Hochdosis-Chemotherapie mit autologer Stammzellthera-

pie und darauf folgende Behandlung mit Retinsäure ergänzt werden. In Deutschland werden

derzeit alle Patienten im Rahmen der Studie NB2004, die von der Gesellschaft für Pädiatrische

Onkologie und Hämatologie (GPOH) entworfen wurde, behandelt. Die Stratifizierung hierzu

erfolgt mit Hilfe von prognostischen Faktoren wie dem Stadium, dem Alter oder molekula-

ren Markern. Bei Säuglingen mit lokalisiertem Stadium oder mit Stadium 4S kann oft eine

spontane Regression beobachtet werden. Bei Hochrisiko-Patienten auf der anderen Seite be-

steht die Therapie aus intensiver Polychemotherapie, Operation, Megatherapie mit autologer

Stammzellrückgabe sowie Radiotherapie.

1.8 In vivo Modelle

Um molekulare Mechanismen besser zu verstehen, ist es hilfreich Tiermodelle humaner Erkran-

kungen zu nutzen. Die Labormaus (Mus musculus) ist dabei aufgrund der genetischen Ähn-

lichkeit zum Menschen ein geeignetes Modell. Die meisten menschlichen Gene haben orthologe

Gene in der Maus. Zudem bieten Mäuse den Vorteil einer effizienten Raumnutzung, relativ ein-

facher Haltungsbedingungen, einer kurzen Generationszeit und einer hohen Wurfgröße. Diese

Charakteristika machen die Maus zu einem guten in vivo Modell für die Krebsforschung [35].

Für das NB sind verschiedene Mausmodelle beschrieben. Dabei unterscheidet man zwischen

konventionellen und konditionalen Modellen. Zu den Modellen mit neuralleisten-spezifischer,

stabiler Überexpression eines Onkogens zählen das TH-MYCN-Mausmodell [6] sowie das TH-
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ALKF1174L-Modell [36].

Konditionale Modelle werden beispielsweise mit dem Cre-lox-Rekombinationssystem er-

zeugt. Dieses System bietet die genetische Modifikation spezifischer Zell- und Gewebearten.

Dazu wird zum einen die Cre-Rekombinase hinter einem spezifischen Promotor kloniert und

somit nur in Zellen exprimiert, in denen der Promotor aktiv ist. Komplementär dazu ist das

Zielgen von zwei loxP Sequenzen, der Erkennungssequenz für die Cre-Rekombinase, flankiert.

Das flankierte Sequenzstück kann nun von Cre-exprimierenden Zellen herausgeschnitten wer-

den. Diese Technik kann sowohl zum Knock-out als auch zum Anschalten eines Transgens

genutzt werden. Etablierte NB-Modelle nutzen die Dbh-iCre-Maus. In diesem Modell ist die

Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des murinen Dopamin beta-Hydroxylase (Dbh) Pro-

motors, sodass diese ausschließlich in noradrenergen Neuronen des peripheren und zentralen

Nervensystems exprimiert wird [37]. Bisher ist die NB-Entstehung bei Verpaarung des Dbh-

iCre-Stammes mit LSL-Lin28b-Mäusen [38], LSL-ALKF1174L-Mäusen [39] sowie LSL-NMYC-

Mäusen [40] beschrieben.

1.8.1 Das TH-MYCN-Modell

In der vorliegenden Arbeit wurde die von Weiss et al. etablierte TH-MYCN-Mauslinie verwen-

det. Diese Mauslinie exprimiert MYCN spezifisch in der Neuralleiste, da das Onkogen unter der

Kontrolle des Neuralleisten-spezifischen Tyrosinhydroxylase-Promotors exprimiert wird. Abhän-

gig vom genetischen Hintergrund des Mausstamms entwickeln die Mäuse mit einer signifikant

erhöhten Wahrscheinlichkeit NB. Die folgenden Charakteristika lassen darauf schließen, dass

das entwickelte Mausmodell das menschliche NB widerspiegelt [6, 41]. Die Mäuse entwickeln

die Tumore an den zur humanen Erkrankung analogen Organen (Abdomen und Thorax). Da-

bei kann auch das Rückenmark durch den Tumor beeinträchtigt sein. Die Tumorgenese ist

von der Menge an MYCN abhängig. Histologisch betrachtet haben die Zellen dieselben cha-

rakteristischen Merkmale. Sie sind klein, blau und rundzellig. Die Tumorzellen sind positiv für

Synaptophysin und eine Neuronen-spezifische Enolase und entwickeln Synapsen, welche neu-

rosekretorische Granulae enthalten. Zudem haben die Tumore Chromosomenaberrationen, die

vergleichbar mit den aus dem menschlichen NB bekannten sind.
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Cheng et al. etablierten aus Tumoren von TH-MYCN-Mäusen sechs Zelllinien: NHO1A,

NHO2A, NHO1S, NHO2S, NHE1S und NHE2S. Bei Charakterisierung dieser Zelllinien zeigt

sich, dass die Zellen als in vitro-Modellsysteme für das NB genutzt werden können. In der

folgenden Arbeit wurde mit der Zelllinie NHO2A gearbeitet. Diese Zelllinie wurde aus den

Tumorzellen einer homozygoten TH-MYCN-Maus etabliert [42].
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2 Das Immunsystem – Abwehrsystem des Körpers

Abbildung 3: Übersicht des Aufbaus von humoraler und zellulärer Immunantwort [verändert nach
[43]]. Die humorale Immunität (links) wird durch die Antikörpersekretion von B-Zellen ausgelöst. Die zellu-
läre Immunantwort wird durch T-Helferzellen (Th-Zellen), welche von antigenpräsentierenden Zellen (APC)
in den Lymphknoten aktiviert werden, induziert. Zu den APC zählen Makrophagen und dendritische Zellen.
APC aktivieren durch die Präsentation von Antigenen auf MHC Molekülen Th-Zellen sowie zytotoxische T-
Zellen (Tc-Zellen). Tc-Zellen können Zielzellen direkt töten. Reguliert werden Th-Zellen und Tc-Zellen von
regulatorischen T-Zellen (Treg). Neben der adaptiven Immunantwort gibt es die angeborene, unspezifische
Immunantwort (rechts). Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) und Makrophagen können abnormale Oberflä-
chenstrukturen erkennen und die Zielzelle töten. Ein weiterer Mechanismus ist die Erkennung der konstanten
Region von Antikörpern, die von B-Zellen ausgeschüttet wurden und an die Oberfläche der Zielzellen gebun-
den haben. Ein zusätzlicher wichtiger Bestandteil der angeborenen Immunantwort ist das Komplementsystem,
welches unter anderem Poren in die Zellmembran von Fremdzellen inserieren kann und damit ebenfalls zur
Tötung der Zielzellen beiträgt.

Das Immunsystem besteht aus einer Kombination verschiedener Mechanismen zur Abwehr von

Pathogenen, wie zum Beispiel Viren, Bakterien, Parasiten oder Pilzen, aber auch zur Erkennung

und Entfernung von entarteten körpereigenen Zellen. Das Immunsystem erkennt Infektionen

und reagiert darauf, aber es reguliert sich dabei auch selbst und bildet Gedächtniszellen für

kommende Infektionen aus. Alle Lebewesen haben ein Immunsystem. Einfache Organismen
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besitzen nur die sogenannte angeborene Immunantwort, die körperfremde Strukturen über un-

spezifische Rezeptoren erkennt. Wirbeltiere bilden zusätzlich noch eine adaptive Immunantwort

aus, welche spezifische pathogene Strukturen erkennen kann und somit gezielt zur Abwehr von

Pathogenen führt. Das angeborene und erworbene Immunsystem stehen in engem Kontakt

miteinander, interagieren und ergänzen sich, um so den Körper optimal zu schützen (siehe

Abbildung 3) [44].

2.1 Angeborene und erworbene Immunität

Das Immunsystem besteht aus der angeborenen und der adaptiven Immunität (siehe Abbil-

dung 3) [44]. Die angeborene Immunantwort setzt sich aus mechanischen Barrieren, zellulären

Komponenten sowie humoralen Partikeln zusammen. Den ersten Schutz gegen Pathogene stel-

len Barrieren, wie beispielsweise die Haut, dar. Zu den Zellen des angeborenen Immunsystems

zählen Monozyten, Makrophagen, Granulozyten, Mastzellen, dendritische Zellen und natürli-

che Killerzellen (NK-Zellen). Diese können mit ihren Rezeptoren (PRR, pattern recognition

receptor) konservierte molekulare Muster (PAMP, pathogen-associated molecular pattern) er-

kennen. Zu den PAMP zählt man zum Beispiel die Zellwandbestandteile von Bakterien, wie

Peptidoglykane oder Lipopolysaccaride (LPS). Zu den PRR gehören die extrazellulär oder auch

intrazellulär auftretenden Toll-like Rezeptoren (TLR), die nach Stimulation eine Signalkaskade

auslösen und so zur Transkription bestimmter inflammatorischer Zytokine beitragen. Zudem

spielt das Komplementsystem, ein komplexer Mechanismus aus diversen Serumproteinen, als

Frühwarnsystem durch die Erkennung von Zuckerstrukturen auf der Pathogenoberfläche ei-

ne wichtige Rolle bei der Immunsystemaktivierung, da sie Pathogene für den Abbau durch

Phagozyten markieren sowie Chemoattraktoren sezernieren.

Das adaptive Immunsystem hingegen besteht aus antigenspezifischen Effektorzellen, den B-

und T-Zellen. Diese Effektorzellen erlangen ihre Vielfalt durch die sogenannte VDJ-Rekombi-

nation, einem komplexen Mechanismus, der verschiedene Gensegmente miteinander kombi-

niert. Die Entwicklung der B-Lymphozyten erfolgt im Knochenmark. B-Zellen erkennen Anti-

gene über Immunglobuline, welche zum einen als B-Zell-Rezeptor ausgebildet sind, zum ande-
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ren aber als Antikörper produziert werden können. Wenn B-Zellen aktiviert werden, kommt es

zur Proliferation und Differenzierung in Antikörper-produzierende Plasmazellen oder Memory-

B-Lymphozyten. Die sezernierten Antikörper können zum einen Pathogene neutralisieren und

zum anderen Pathogene markieren, so dass diese durch NK-Zellen, Makrophagen oder das

Komplement getötet werden. Die Entwicklung der T-Lymphozyten erfolgt im Thymus. T-

Zellen exprimieren auf ihrer Oberfläche einen T-Zell-Rezeptor (TCR) ähnlich zu dem Rezeptor

auf B-Zellen. Zudem werden eine Reihe costimulatorischer Marker exprimiert. B-Zellen re-

präsentieren die humorale adaptive Immunantwort, während T-Zellen für den zellulären Teil

verantwortlich sind [44].

2.2 T-Zellen - Subtypen und ihre Funktion

Um T-Zellen zu aktivieren, müssen Antigene durch MHC-Moleküle auf der Oberfläche prä-

sentiert werden. Nach ihrer Aktivierung entwickeln sich T-Zellen in zytotoxische T-Zellen (Tc-

Zellen), T-Helferzellen (Th-Zellen) oder regulatorische T-Zellen (Treg). Charakterisieren lassen

sich diese Populationen unter anderem durch die Oberflächenmoleküle CD4 und CD8. Wenn

T-Zellen aktiviert werden und differenzieren, so verändert sich die Expression der Oberflächen-

moleküle. Es kommt zum Beispiel zur Expression von CD69, CD25 und CD43. Außerdem wird

das Oberflächenmolekül CD62L, das die Lymphozyten für die Wanderung in den Lymphknoten

benötigen, herunterreguliert [44, 45, 46, 47, 48].

2.2.1 Zytotoxische T-Zellen

T-Zellen, die auf ihrer Oberfläche CD8 exprimieren, differenzieren nach Aktivierung in Tc-

Zellen. Sie können mit ihrem TCR Peptide erkennen, die auf MHC-Komplexen der Klasse I

präsentiert werden. Dabei handelt es sich um intrazelluläre Peptide. So können Tc-Zellen

beispielsweise Virus-infizierte Zellen erkennen und in diesen Apoptose auslösen. Durch die

Ausschüttung der zytotoxischen Proteine Granzym (Gzm) und Perforin eliminieren sie ihre

Zielzellen [44].
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2.2.2 Subpopulationen innerhalb der CD4+ T-Zellen

T-Zellen, die auf ihrer Oberfläche CD4 exprimieren, werden als Th-Zellen bezeichnet. Th-

Zellen erkennen Antigene, die über MHCII Moleküle präsentiert werden. Hierbei handelt es

sich um Peptide, die aus dem extrazellulären Umfeld der Zelle kommen und durch Endocytose

aufgenommen werden. Dabei können sich die Th-Zellen je nach Stimulus in verschiedene

Subpopulationen weiterentwickeln. Wenn die Th-Zellen auf ihr spezifisches Antigen treffen,

so führt die Signalkaskade zur Expression Zelllinien-spezifischer Transkriptionsfaktoren (TF).

Die drei bisher am besten charakterisierten Subpopulationen sind Th1-Zellen, Th2-Zellen und

Th17-Zellen. Diese Populationen kann man anhand ihrer Zytokinsekretion und der daraus

resultierenden Funktion unterscheiden (siehe Abbildung 4).

Th1-Zellen sezernieren Interferon-� (IFN-�) und aktivieren damit Makrophagen und andere

Zellen, um intrazelluläre Bakterien zu eliminieren. Th2-Zellen schütten die Zytokine Interleukin-

4 (IL-4), IL-5, IL-10 und IL-13 aus. Sie bestimmen damit die Funktion von Granulozyten und

B-Zellen, um den Körper vor Parasiten zu schützen oder aber die humorale Immunantwort zu

aktivieren. Th17-Zellen sekretieren IL-17, welches zur Abwehr von extrazellulären Pathogenen

und in der Produktion von chemotaktisch wirkenden Zytokinen benötigt wird. Die verschiede-

nen Subpopulationen sind Gegenspieler und regulieren sich gegenseitig [44, 49].

Abbildung 4: Subpopulationen von T-Helferzellen [verändert nach [49]]. Die Differenzierung von Th-
Zellen ist abhängig von Zytokinen. Die verschiedenen Th-Zell-Subpopulationen können durch ihre spezifischen
Transkriptionsfaktoren unterschieden werden. Bei Aktivierung werden unterschiedliche Zytokine sezerniert, so
dass jede Subpopulation für ihre spezifische Funktion gerüstet ist.
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2.2.3 Regulatorische T-Zellen

Eine weitere Subpopulation der CD4+ T-Zellen sind die Tregs. Tregs hemmen autoreaktive T-

Zellen und verhindern eine überschießende Immunantwort, indem sie Effektor-T-Zellfunktionen

ausschalten. Die natürlich vorkommenden Tregs sind durch die Expression der Oberflächen-

moleküle CD4 und CD25 sowie des Transkriptionsfaktors FoxP3 (Forkhead Box Protein 3)

charakterisiert. Tregs produzieren die Zytokine IL-10 und TGF-� und spielen eine essentiel-

le Rolle in der Aufrechterhaltung der Homöostase zwischen Immunantwort, Immuntoleranz

und der peripheren Toleranz, wie man die Kontrolle der klonalen Expansion von autoreaktiven

T-Zellen nennt [50, 51, 52].

Durch ihr immunsuppressives Potential spielen Tregs sowohl in der Entstehung als auch

im Verlauf von vielen Erkrankungen, wie beispielsweise Autoimmunerkrankungen, und auch in

der Tumorbiologie eine essentielle Rolle. Zwar gibt es bislang verschiedene Modelle, die die

immunsuppressive Aktivität beschreiben, jedoch ist der genaue Wirkmechanismus noch nicht

vollständig aufgeklärt [53].

Abbildung 5: Suppressionsmechanismen von regulatorischen T-Zellen [verändert nach [54]]. Tregs
können durch verschiedene Mechanismen die Immunantwort regulieren. Tregs können inhibitorische Zytokine
ausschütten (oben, links) oder durch die Ausschüttung von Granzym und Perforin die Apoptose von Effektor-
zellen auslösen (oben, rechts). Ein weiterer Mechanismus ist die Störung des Metabolismus, der zur Apoptose
durch Zytokin-Entzug führt (unten, links). Zudem können Tregs die Reifung und Funktion von dendritischen
Zellen modulieren (unten, rechts).
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Tregs wirken durch eine Reihe von Mechanismen (siehe Abbildung 5). Ein Mechanismus ist

die Sekretion von inhibitorischen Zytokinen wie IL-10 und TGF-�. Außerdem können Tregs die

Zytolyse durch Granzym A (GzmA), Perforin oder Fas von Zielzellen induzieren. Ein weiterer

Mechanismus ist die Störung des Metabolismus zum einen durch „gap junctions“ in einer

interagierenden Zelle bei direktem Kontakt und zum anderen durch den Entzug von Zytokinen.

Darüber hinaus können Tregs auf das Immunsystem einwirken, indem sie die Reifung und

Funktion von dendritischen Zellen modulieren [55, 54].

2.3 Das Immunsystem bei der Tumorentstehung

Das Immunsystem erkennt in der Regel entartete körpereigene Zellen und eliminiert diese,

bevor sie sich weiter verbreiten können. Tumorzellen exprimieren Tumor-assoziierte Antigene

(TAA) und Tumor-spezifische Antigene (TSA), die von Immunzellen erkannt werden können.

Somit können Tc-Zellen Tumorzellen direkt eliminieren.

Allerdings haben Tumorzellen eine Reihe von „Immune-Escape“-Mechanismen entwickelt,

um der Elimination zu entgehen [56]. Tumorzellen werden beispielsweise durch die Herunterre-

gulation von MHC-Molekülen oder dem Fehlen von kostimulatorischen Molekülen von T-Zellen

nicht mehr erkannt, und somit kann keine effektive Immunantwort mehr stattfinden. Weiter-

hin kann durch eine Überexpression von Bcl-2 oder durch den Verlust von Fas-Rezeptoren

die Apoptose nicht ausgelöst werden. Paradoxerweise kann das Immunsystem nach Ausbruch

auch tumorfördernd wirken. Zum Beispiel können Tregs oder Tumor-assoziierte Makrophagen

(TAM) in das Tumorgewebe infiltrieren und unterdrücken dort die antitumorale Immunantwort

[43, 57]. In vielen Tumorentitäten findet man eine deutliche Erhöhung von Tregs im Tumorge-

webe. Diese erhöhte Infiltration führt zu einer verminderten lokalen Immunantwort gegen den

Tumor [58, 59].
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3 Galectin-1 – Rolle im Immunsystem und in der Tu-

morbiologie

Galectine sind eine hoch-konservierte Familie Glycan-bindender Proteine, die durch die Fä-

higkeit N-Acetyl-Lactosamine auf Glykokonjugaten der Zelloberfläche zu erkennen, charakteri-

siert werden. Alle Galectine sind aus mindestens einer konservierten Carbohydrat-Erkennungs-

Domäne (CRD, carbohydrate-recognition domain) aufgebaut.

Bis jetzt wurden in Säugetieren 15 verschiedene Galectine identifiziert, die nach ihrem Auf-

bau in drei Gruppen unterteilt werden (Abbildung 6). Zu der ersten Gruppe gehören Galectin-1,

-2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 und -15. Diese Galectine bestehen aus einer CRD und sind entwe-

der als Monomere oder Homodimere zu finden. Zur zweiten Gruppe zählt man Galectin-4, -6,

-8, -9 und -12. Diese Galectine bestehen aus zwei CRD, die durch einen kurzen Linker mitein-

ander verbunden sind. Galectin-3 bildet die dritte Gruppe. Es besteht aus einer CRD, an die

eine nicht-lectinhaltige Kette gekoppelt ist, die wichtig für die Oligomerisierung des Proteins

ist. Galectin-3 bildet Pentamere [60, 61, 62, 63]. Galectine spielen in diversen biologischen

Prozessen wie Zellinteraktionen, Proliferation, Migration und Apoptose eine wichtige Rolle. Es

ist daher nicht verwunderlich, dass sie mit Krebs assoziiert werden [62, 63, 64, 65, 66].

Galectin-1 (Gal-1, LGALS1), in der Literatur auch unter den Synonymen Lectin 14, L14

S-type Lectin und Galaptin bekannt, ist der erste und namensgebende Vertreter der Galectin-

Familie. Gal-1 setzt sich aus 135 Aminosäuren zusammen und hat ein Molekulargewicht von

14 kDa. Gal-1 wird von einer Vielzahl von Zellen exprimiert. Man findet es sowohl als Rezeptor

auf der Zellmembran, aber auch intrazellulär im Cytoplasma und in löslicher Form im extrazel-

lulären Raum. Gal-1 ist ein multifunktionales Protein, das in der Proliferation, in der Apoptose

und auch in der Migration von Bedeutung ist [67]. Im Folgenden werden die Expression und

Funktion von Gal-1 im Immunsystem und auf Tumorzellen näher betrachtet.
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Abbildung 6: Aufbau der drei Galectin-Gruppen [verändert nach [60]]. Links ist der Proto-Typ zu sehen.
Diese Gruppe besteht aus einer Carbohydrat-Erkennungs-Domäne (CRD), die Homodimere bilden kann. In
der mittleren Abbildung ist der Chimere-Typ dargestellt. Dieser ist aus einer CRD aufgebaut, die mit einem
nicht-lectinhaltigen Linker verbunden ist. Rechts ist der Tandem-Repeat-Typ zu sehen. Mitglieder dieses Typs
bestehen aus zwei unterschiedlichen CRD, die durch einen Linker kovalent miteinander verbunden sind.

3.1 Galectin-1 im Immunsystem

Gal-1 wird von verschiedenen Zellen des Immunsystems exprimiert (Abbildung 7). Es wird

beschrieben, dass aktivierte B-Zellen, T-Zellen und Makrophagen Gal-1 synthetisieren und se-

zernieren [68, 69, 70]. Die Expression von Gal-1 in einer Vielzahl von Immunzellen deutet darauf

hin, dass Gal-1 eine wichtige Rolle im Rahmen der Immunantwort spielt. Eine physiologische

Rolle des Proteins ist die Beendigung von Immunantworten durch die Auslösung der Apoptose

von aktivierten T-Zellen [71]. Außerdem spielt Gal-1 eine wichtige Rolle in der fetomaternalen

Toleranz [72, 73, 74]. Gal-1 ist zudem in verschiedene inflammatorische Prozesse involviert.

Anhand experimenteller Entzündungsmodelle konnte gezeigt werden, dass Gal-1 eine reduzier-

te Immunantwort auslöst [75, 76, 77]. In neueren Arbeiten wurde zudem die Regulation von

dendritischen Zellen durch Gal-1 untersucht [78].
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Abbildung 7: Expressionsanalyse von Gal-1 in Immunzellen. Die Immunzellen (CD4+: T-Zellen, CD8+:
zytotoxische T-Zellen, CD11c+: dendritische Zellen, CD19+: B-Zellen, CD4+CD25+: regulatorische T-Zellen,
CD4+CD25�: naive T-Helferzellen) wurden aus Wildtyp-Mäusen isoliert und die Gal-1 Expression durch Real-
time PCR bestimmt. Die relative Gal-1 Expression wurde anhand einer internen Standardreihe und der Expres-
sion des Haushaltsgens RPS9 bestimmt [Hansen, nicht publiziert].

3.1.1 Galectin-1 in der T-Zell-Biologie

Es ist beschrieben, dass Gal-1 ein Akteur der Treg vermittelten Immunsuppression ist. Garin et

al. zeigten, dass Tregs aus transgenen Mäusen, in denen Gal-1 ubiquitär deletiert ist, eine ver-

minderte Suppression auslösen [79]. Die in Abbildung 7 gezeigte Expressionsanalyse bestärkt

diese Hypothese, da vor allem Tregs eine hohe mRNA-Expression haben. Toscano et al. konn-

ten zeigen, dass durch Gal-1 die Immunantworten von Th1-Zellen und Th17-Zellen negativ

reguliert werden, wodurch es zu einer verstärkten Th2-Immunantwort kommt [80]. In in vitro

Experimenten sah man zudem, dass aktivierte T-Zellen durch Gal-1 in die Apoptose getrieben

werden können [71, 81, 82, 83]. Gal-1 spielt also eine wichtige Rolle in der Ausbalancierung

der T-Zell-vermittelten Immunantwort.
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3.2 Galectin-1 in der Tumorbiologie

Gal-1 ist außerdem an verschiedenen Aspekten der Tumorentstehung beteiligt. Es wurde bereits

mit diversen Tumorentitäten, wie beispielsweise beim Melanom oder beim Blasenkarzinom,

assoziiert [64].

Abbildung 8: Funktionen von Gal-1 in der Tumorbiologie [verändert nach [84]]. Gal-1 kann sowohl intra-
zellulär als auch extrazellulär wirken. Extrazellulär kann es Zell-Zell-Kontakte und Kontakte mit der extrazellu-
lären Matrix beeinflussen. Es moduliert die Angiogenese und korreliert mit einer verstärkten Aggressivität und
Invasivität. Außerdem beeinflusst es die Immunantwort, indem es Apoptose in aktivierten T-Zellen induziert.
Intrazellulär kooperiert es mit H-Ras und treibt damit die Tumortransformation voran.

Die Funktionen von Gal-1 in der Tumorbiologie sind in Abbildung 8 dargestellt [84]. Gal-1

kann dabei sowohl extrazellulär als auch intrazellulär wirken. Extrazellulär beeinflusst es bei-

spielsweise Zell-Zell-Kontakte und Zell-Kontakte mit der extrazellulären Matrix. Intrazellulär

interagiert es mit H-Ras und führt damit zu einer Verankerung von H-Ras und dessen Ak-

tivierung und somit zur Transformation [85, 86, 87]. Die Funktionen von Gal-1 können mit
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diversen essentiellen biologischen Prozessen von Tumorzellen verlinkt werden. Es spielt zum

Beispiel eine wichtige Rolle in der Tumorangiogenese [88]. Außerdem induziert es die Apoptose

von aktivierten T-Zellen [71, 83]. Es konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition von Gal-1 zu

einer T-Zell-vermittelten Tumorabstoßung führt [89]. Seit einigen Jahren ist zudem bekannt,

dass Gal-1 durch eine Modulation von Immunzellen zum „Tumor-Immune-Escape“ beiträgt.

Die Funktionen in Proliferation, Apoptose und Migration sind wichtig für die Krebsinitiation

und Krebsprogression. Deshalb rückt Gal-1 als Zielstruktur für neue Therapieansätze vermehrt

in den Fokus der Krebsforschung [62, 84, 90].

3.2.1 Galectin-1 im Neuroblastom

Durch Trk-Rezeptoren als Schlüsselfaktoren der Prognose bei NB ist auch Gal-1 in den Vor-

dergrund getreten. Die Expression von TrkA, die mit einer guten Prognose verknüpft ist,

antikorreliert mit der Expression von Gal-1. Die Expression des ungünstigen Prognosefaktors

TrkB hingegen korreliert mit der Expression von Gal-1 (Abbildung 9). Zudem weisen Patienten

mit einem aggressiven NB eine Hochregulation von Gal-1 auf [91]. Es konnte gezeigt werden,

dass eine Aktivierung von TrkB durch BDNF zu einem Anstieg im mRNA-Level von LGALS1

führt. Eine Blockade von Gal-1 führt zu einer Reduktion der Migrations- und Invasionskapazi-

tät. Gal-1 wird daher als eine neue Zielstruktur in der Therapie von aggressiven NB gehandelt

[92].

Abbildung 9: Expressionsanalyse von LGALS1 in primären NB. Die Expression von Gal-1 (LGALS1)
korreliert mit der Expression von TrkB (NTRK2) (links, p = 4*10�9) und antikorreliert mit der Expression
von TrkA (NTRK1) (rechts, p = 0.01) [92].

31



3 GALECTIN-1 – ROLLE IM IMMUNSYSTEM UND IN DER TUMORBIOLOGIE

3.3 Phänotyp von Gal-1�/�-Mäusen

Um den Einfluss von Gal-1 in vivo untersuchen zu können, wurde die von Poirier et al. pu-

blizierte Gal-1 defiziente Maus (Gal-1�/�) genutzt. Diese Mäuse zeigen keine Defizite in ihrer

Entwicklung [93]. Bei Untersuchungen zu diesem Modell zeigte sich, dass T-Zell-Subtypen

aufgrund verschiedener Glykosylierungsmuster unterschiedlich auf die durch Gal-1 vermittelte

Apoptose reagieren. Gal-1�/�-Mäuse entwickeln nach antigener Stimulation eine „hyper-Th1“-

Antwort. Außerdem kann in den Tieren eine erhöhtes Auftreten von Autoimmunerkrankungen

festgestellt werden [72, 79, 80]. Das Modell wurde in dieser Arbeit genutzt, um den Einfluss

von Gal-1 auf das Immunsystem und auf die Tumorentstehung und -progression im NB in vivo

zu untersuchen.
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4 ZIELE DER ARBEIT

4 Ziele der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung des endogenen und des tumorproduzierten

Gal-1 für die Neuroblastomentstehung untersucht. Ziel war es, ein besseres Verständnis der

von Gal-1 modulierten Interaktion von Tumor und Wirt beim NB zu erlangen und die Rolle

von Gal-1 beim „Tumor-Immune-Escape“ im TH-MYCN NB-Modell näher zu charakterisieren.

Die Ergebnisse sollten Anhaltspunkte für eine Gal-1 gerichtete Therapie geben.

In dieser Arbeit sollten folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

• Wie beeinflusst Gal-1 den Phänotyp von T-Zellen?

• Gibt es eine Veränderung im Immunzellphänotyp von Mäusen mit MYCN-getriebenen

Tumoren?

• Welche Bedeutung hat die Gal-1 Expression für die Entstehung MYCN-getriebener NB?

• Welchen Einfluss hat tumorproduziertes Gal-1 auf die Modulation der Tumor-Wirts-

Interaktion und den Tumorphänotyp?
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Material & Methoden

5 Material

5.1 Chemikalien, Lösungen & Enzyme

Alle Standardchemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von Carl Roth oder Sigma-

Aldrich bezogen.

Produkt Firma

Aqua ad iniectabilia B. Braun
AutoMACS Running Buffer, AutoMACS Pro Washing
Solution

Miltenyi Biotec

Complete Protease Inhibitor Cocktail Roche
ECL Prime GE Healthcare
eFluor670 eBioscience
FACS Clean, FACS Flow, FACS Rinse BD Biosciences

FCS
PAA Laboratories GmbH,
PAN Biotech

Fluoromount-G SouthernBiotech
Gentamycin PAA Laboratories GmbH
Glycerin Merck Millipore
GoTaq, GoTaq 5x Puffer Promega
Hygromycin B Invitrogen
IL-2 BD Biosciences
IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) +
GlutaMax

Gibco

Isopropanol Carlo Erba
MACS® Separation Columns Miltenyi Biotec
Matrigel BD Biosciences
Methanol VWR International
MyTaq HS Red Mix Bioline
Nitrocellulose Protran® Whatman GmbH
Normal Goat Serum (NGS) abcam
NP-40 Fluka
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Produkt Firma

Orange G Chroma-Gesellschaft
Paraformaldehyd 4,5 % Morphisto
PBS (Phosphate Buffered Saline) (1x & 10x) Gibco
Penicillin/Streptomycin Gibco
peqGold Universal Agarose PeqLab
Ponceau S Serva
Restriktionsenzyme (BglII, HindIII) + NEB2-Puffer,
NEB3-Puffer (10 x)

New England Biolabs

RLT-Puffer Qiagen
RPMI1640 Gibco
SDF-1� PeproTech
SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) Gerbu
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) Serva
Tissue-Tek O.C.T. Compound Sakura
Triton x-100 Merck Millipore
Trypanblau Serva
Trypsin/EDTA (0,05 %) Gibco
Whatman Paper Whatman GmbH

5.2 Puffer & Medien

Komponenten

ACK-Puffer (Erythrozyten-Lyse-Puffer) 155 mM NH4Cl + 9,98 mM KHCO3 + 0,5 M
EDTA (pH 8)
Nach dem Einstellen des pHs auf 7,2-7,4 wurde
die Lösung sterilfiltriert

Blockierungslösung (Western Blot) 5 %ige Milchpulverlösung in Waschpuffer
Blockierungslösung (Immunhistochemie) 1 x PBS mit 0,2 % Tween20 + 5 % NGS + 1 %

BSA
DNA-Probenpuffer (5x) 5 ml Glycerin + 0,2 ml 50x TAE + 0,01 g

(0,001 %) Orange G
ad 10 ml H2O

FACS-Puffer 1 x PBS + 2 % (v/v) FCS + 2 mM EDTA
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Komponenten

IMDMcomplete IMDM + GlutaMax versetzt mit 10 % FCS,
100 U/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin
und 25 µM b-Mercaptoethanol

IMDMcomplete++ IMDMcomplete versetzt mit 1:100 Pen/Strep
und Gentamycin

Laemmli-Puffer 1 % Bromphenolblau + 10 % Glycerin + 2 %
SDS + 50 mM Tris-HCl (ph 6,8) + 10 %
ß-Mercaptoethanol

Laufpuffer (10x) 250 mM Tris + 1,92 M Glycin + 1 % SDS
LB-Medium 1 % Trypton + 0,5 % Hefeextrakt + 10 g NaCl

ad 950 ml H2O
mit 10 N NaOH auf pH 7 einstellen
ad 1000 ml H2O

Lower 4x TrisCL/SDS Puffer (pH 8,8) 1,5 M Tris + 0,4 % SDS
ad 500 ml H2O

MTT-Lösung 5 mg/ml MTT in 1x PBS
PBS 136 mM NaCl + 2,68 mM KCl + 8,09 mM

Na2HPO4 * 2H2O + 1,47 mM KH2PO4

Ponceau S 1 % Ponceau S in 5 %iger Essigsäure
Ripa-Puffer 50 mM Hepes (pH 7,4) + 150 mM NaCl + 1 %

Triton x-100 + 1 % NP-40 + 0,1 % SDS +
Protease-Inhibitorcocktail
die Lösung wurde anschließend aliquotiert und
bei -20 °C gelagert

RPMIcomplete RPMI1640 versetzt mit 10 % FCS, 100 U/ml
Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin

Running-Puffer (MACS) 1 x PBS + 2 % (v/v) FCS + 2 mM EDTA
Solubilisierungslösung (MTT) 10 % SDS + 0,6 % Essigsäure in DMSO
TAE-Puffer (50x) 2 M Tris + 127 mM EDTA mit Essigsäure auf

pH 8,0 einstellen
TBS-Puffer (10x) 0,5 M Tris-HCl + 1,5 M NaCl

mit HCl auf pH 7,5 einstellen
Transferpuffer (10x) 250 mM Tris + 1,92 M Glycin

mit HCl auf pH 8,3 einstellen
Trypanblau-Lösung 0,5 g Trypanblau + 0,9 g NaCl

ad 100 ml H2O
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Komponenten

Upper 4x TrisCL/SDS Puffer (pH 6,8) 0,5 M Tris + 0,4 % SDS
ad 250 ml H2O

Waschlösung (Immunhistochemie) 1 x PBS + 0,02 % Tween20
Waschlösung (MACS) 1 x PBS + 2 mM EDTA
Waschpuffer (Western Blot) 0,1 % Tween20 in 1x TBS

5.3 SDS-PAGE

Trenngel

Gelkonzentration 10 % 12 % 15 %

Aqua dest [ml] 8,4 7 5

Acrylamid (30 %) [ml] 6,6 8 10

Lower 4x TrisCL/SDS Puffer (pH 8,8) [ml] 5 5 5

Ammoniumpersulfat (10 %) [ml] 200 200 200

TEMED [ml] 20 20 20

Sammelgel

Gelkonzentration 4 %

Aqua dest [ml] 2,48

Acrylamid (30 %) [ml] 0,52

Upper 4x TrisCL/SDS Puffer (pH 6,8) [ml] 1

Ammoniumpersulfat (10 %) [ml] 40

TEMED [ml] 4

5.4 Kommerzielle Standardtests (Kits)

Kit Hersteller

AmershamTM ECL Prime Western Blotting Detection
Reagenz

GE Healthcare

Annexin V Apoptosis Detection Kit APC eBioscience
CD4+ T Cell Isolation Kit II (murin) Miltenyi Biotec
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Kit Hersteller

CellTraceTM CFSE Cell Proliferation Kit Invitrogen
E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit Peqlab
Foxp3 Fixation/Permeabilization Concentrate and Diluent eBioscience
High Pure Plasmid Isolation Kit Roche
High Pure RNA Isolation Kit Roche
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Macherey Nagel
PeqGOLD Tissue DNA Mini Kit Peqlab
RNeasy Mini Kit Qiagen
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit Roche

5.5 Antikörper

5.5.1 Antikörper für biochemische Methoden

Primärantikörper

Epitop Hersteller Verdünnung

anti-�-Aktin Maus Sigma-Aldrich 1:2.000

anti-Galectin 1 Ziege R&D Systems 1:200

anti-Gapdh Kaninchen Millipore 1:2.000

Sekundärantikörper

Epitop Hersteller Verdünnung

anti-Maus IgG HRP GE Healthcare 1:2.000

anti-Kaninchen IgG HRP GE Healthcare 1:2.000

anti-Ziege IgG HRP Santa Cruz Biotechnology 1:2.000
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5.5.2 Antikörper für immunologische Methoden

Epitop (Anti-Maus-) Fluorophor Klon Hersteller

7-AAD eBioscience

Annexin V APC eBioscience

CD4 PB RM4-5 BD Biosciences

CD8a FITC 53-6.7 BD Biosciences

CD11b PE M1/70 BD Biosciences

CD11c APC HL3 BD Biosciences

CD25 APC PC61 BD Biosciences

CD45 PerCP/Cy5.5 30-F11 BioLegend

CD56 AF488 809220 R&D Systems

CD62L Biotin MEL-14 BD Biosciences

CD69 Biotin H1.2F3 BD Biosciences

CD80 Biotin 16-10A1 BD Biosciences

CD86 Biotin GL1 BD Biosciences

FoxP3 FITC, PE FJK-16s eBioscience

GATA3 PE-Cy7 L50-823 BD Biosciences

Gr-1 APC-Cy7 RB6-8C5 BD Biosciences

(anti-human) Granzym B APC GB12 Invitrogen

I-A/I-E (MHCII) FITC 2G9 BD Biosciences

IL-2 PE JES6-5H4 BD Biosciences

IL-10 PE JES5-16E3 BD Biosciences

IL-17A PE TC11-18H10.1 BD Biosciences

INF-g PE XMG1.2 BD Biosciences

Ki67 PE-Cy7 SolA15 eBioscience

RORgt APC AFKJS-9 eBioscience

Streptavidin PE BD Biosciences
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Epitop (Anti-Maus-) Fluorophor Klon Hersteller

T-bet PE eBio4B10 eBioscience

Fluorochrom Abkürzung Absorption (nm) Emission (nm)

Allophycocyanin APC 633 660

Pacific Blue® PB 405 455

R-Phycoerythrin PE 488 575

Fluoresceinisothiocyanat FITC 488 425

Peridinin-chlorophyll protein PerCP 482 678

PE-CyTM7 PE-Cy7 496 785

AlexaFluorTM 647 AF 647 650 665

5.5.3 Antikörper für immunhistochemische Methoden

Primärantikörper

Epitop Klon Hersteller Verdünnung

CD4 Ratte-anti-Maus H129.19 BD Biosciences 1:10

CD8 Ratte-anti-Maus 53-6.7 BD Biosciences 1:10

CD11b AlexaFluor 594-anti-Maus/Mensch M1/70 BioLegend 1:100

CD31 Ratte-anti-Maus MEC13.3 BD Biosciences 1:1.500

CD335 Ratte-anti-Maus 29A1.4 BioLegend 1:25

Gr1 Ratte-anti-Maus RB6-8C5 BD Biosciences 1:10

Sekundärantikörper

Epitop Fluorophor Hersteller Verdünnung

Ziege-anti-Ratte AF488 Life Technologies 1:500
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5.6 Primer

5.6.1 PCR

Gen Sequenz (5’ - 3’) Tm

GAPDH (murin)
forward: GTG AAG GTC GGT GTG AAC G 58,8 °C

reverse: GGT GAA GAC ACC AGT AGA CTC 59,8 °C

Gal-1 (murin)
forward: GTG TGC ATC ACC TTT GAC CAG G 62,1 °C

reverse: TGC CTT TAT TGA GGG CTA CAG G 60,3 °C

5.6.2 Quantitative PCR

Bezeichnung Sequenz (5‘-3‘) oder Bestellnummer

FoxP3
CTG GCG AAG GGC TCG GTA GTC CT

CTC CCA GAG CCC ATG GCA GAA GT

Gata3
ATC ATG AAG CCC GAA AGC GAC AGA

ATG GGA TCC GGA TTC AGT GGT TGG

Mm_Atrx QT00107933 (Qiagen)

Mm_Crebbp QT00293041 (Qiagen)

Mm_Gad2 QT00101416 (Qiagen)

Mm_Gapdh QT01658692 (Qiagen)

Mm_Jak1 QT00158438 (Qiagen)

Mm_Kdm5a QT00296688 (Qiagen)

Mm_Lgals1 QT00125531 (Qiagen)

Rorgt
TAA TGT GGC CTA CTC CTG CA

TAG ACT GTC CCT CTG CTT CT

Tbet
CCG CTG GGG CCC CTT CTC CT

GCC CCG CTT CCT CTC CAA CCA ATC
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5.6.3 Genotypisierung

Genotypisierung Primer (5’ - 3’) Tm Produkt

Galectin-1

for: GAC CCC ATC CCT ACA CCC CAG (wt) 65,7 °C 390 bp (wt)

for: CTA TCA GGA CAT AGC GTT GG (tg) 57,3 °C 300 bp (tg)

rev: AAA CTT CAG CCG GGA GAA AGG 59,8 °C

TH-MYCN

for: ACT AAT TCT CCT CTC TCT GCC AGT ATT TTG C (wt) 65,4 °C 500 bp (wt)

for: TTG GCA CAC ACA AAT GTA TAT ACA CAA TGG (tg) 62,7 °C 295 bp (tg)

rev: TGC CTT ATC CAA AAT ATA AAT GCC CAG CAG 64,0 °C

5.7 Größen- und Molekulargewichtsmarker

5.7.1 DNA-Größenmaker

100 bp DNA Leiter (Invitrogen)

GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas)

5.7.2 Protein-Molekulargewichtsmarker

Page Ruler Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific)

5.8 Vektoren

Im Labor von Prof. Dr. Wiebke Hansen (Uniklinikum Essen) wurden die beiden oben dargestell-

ten Vektoren generiert. Die MSCV (Murine Stem Cell Virus) basierten retroviralen Vektoren

enthalten zum einen 5’ und 3’ „Long Terminal Repeats“ (LTR), das Verpackungssignal psi ( )

und eine interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES) sowie zum anderen das Markergen eGFP

(RV-eGFP). Der zweite Vektor RV-Gal-1 enthält außerdem die für Gal-1 kodierende Sequenz.
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5.9 Zelllinien

GPE86+ murine Verpackungszelllinien basierend auf NIH3T3 [94, 95].

GPE86+/Gal-1 murine Verpackungszelllinien basierend auf NIH3T3 stabil transfiziert mit

RV-Gal-1

GPE86+/GFP murine Verpackungszelllinien basierend auf NIH3T3 stabil transfiziert mit

RV-eGFP [96].

NHO2A murine Neuroblastomzelllinie aus dem Tumor einer homozygoten TH-MYCN Maus.

Die Zelllinie wurde von Lova Segerström (Karolinska Institut, Stockholm, Schweden) zur

Verfügung gestellt [42].

mNB_A1 murine Neuroblastomzelllinie etabliert aus dem Tumor einer LSL-NMYC / Dbh-

iCre Maus. Die Zelllinie wurde von Kristina Althoff (Uniklinikum Essen) zur Verfügung

gestellt [40].

NXS2 murine Neuroblastomzelllinie. Die Zelllinie wurde von Prof. Dr. Holger Lode (Univer-

sität Greifswald) zur Verfügung gestellt [97].

5.10 Bakterien

Genotyp Firma

E. coli DH5a F- F80lacZDM15 D(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1

hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 l-thi-1 gyrA96 relA1

Invitrogen

One Shot® TOP Competent Cells F- mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) f80lacZDM15

DlacX74 recA1 araD139 D(ara- leu)7697 galU galK

rpsL (StrR) endA1 nupG

Invitrogen

5.11 Mauslinien

Gal-1�/� Die Gal-1 defizienten Mäuse Gal-1�/� wurden vom Scripps Institut (La Jolla, USA)

zur Verfügung gestellt [93].
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TH-MYCN Der Mausstamm TH-MYCN wurde von Prof. Dr. Per Kogner (Karolinska Insti-

tut, Stockholm, Schweden) bezogen [6].

129/Sv Die wt-Mäuse mit dem genetischen Hintergrund 129/Sv stammen von Harlan Labo-

ratories.

5.12 Geräte

Gerät Hersteller

AllegraTM X-22R Centrifuge Beckman Coulter
autoMACSTM Pro Separator Miltenyi Biotec
Axioplan Zeiss
Axiovert25 Zeiss
BD FACSAria™ III BD Biosciences
BD LSR II BD Biosciences
BioDocAnalyze Biometra
Biofuge fresco Hereaus intruments
BioPhotometer Eppendorf
Blockthermostat TCR 100 Carl Roth
C1000TM Thermal Cycler BioRad
Centrifuge 5415C Eppendorf
Centrifuge 5415D Eppendorf
EL800 Universal Microplate Reader BioTek instruments, inc.
Gelkammer PeqLab
HERAcell 150i Thermo Scientific
HERAsafe Heraeus instruments
Heraus Multifuge X3R Centrifuge Thermo Scientific
Inkubationsschrank Hereaus intruments
Mikroskop (Motic AE31) Motic
Mini Protean II Western Blot Kammer Biorad
MSC Advantage Thermo Scientific
NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer Peqlab
pH-Meter WTW
PowerPac200 BioRad
Rollbank (RM5) CAT
Rotixa 50RS Hettich Zentrifugen
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Gerät Hersteller

Schüttler Köttermann
StepOnePlusTM Real-Time PCR System Applied Biosystems
Steri-Cult 200 Incubator Thermo Scientific
Tgradient, Tpersonal Biometra
UviChemi Biometra
UviTec Biometra
Waage (Explorer) OHAUS
Waage (Kern EW420-3NM) Kern & Sohn GmbH
Wasserbad GFL

5.13 Verbrauchsmaterialien

Produkt Firma

10 cm-Zellkulturschalen Greiner BioOne
Cryoröhrchen Carl Roth, Simport
Einweg Skalpelle Servoprax® GmbH
FACS Röhrchen Greiner BioOne
Filter Tip (10 µl, 200 µl, 1000 µl) TipOne
Kanüle BD Biosciences
Küvetten Lab Logistics Group GmbH
Microcon® Millipore
Millex® GV Filter Unit 0,22 mm Millipore
Parafilm Pechinery
Pasteurpipetten Brand
PCR-Tubes Axygen
PD-10 Desalting Columns GE Healthcare
Pipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) Greiner BioOne
Pipettenspitzen (10 µl, 200 µl, 1000 µl) Sarstedt
Reaktionsgefäße (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) Eppendorf
Ritips® (0,5 ml, 2,5 ml, 5 ml) Ritter
Röhrchen (15 ml, 50 ml) Greiner BioOne
Spritze (2 ml, 5 ml, 10 ml) Terumo
SuperFrost Plus Objektträger R. Langenbrinck
Transwell Permeable Supports (5 µm) Costar
Zellkulturflaschen (25 cm2, 75 cm2, 175 cm2) Beyer/Corning
Zellkulturplatten (6 well, 12 well, 24 well, 48 well, 96 well) Greiner BioOne, Starlab
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Produkt Firma

Zellsieb (40 µm, 70 µm, 100 µm) BD Biosciences

5.14 Software

Software Version

Adobe Photoshop CS4 Extended 11.0.2

BD FACSDIVATM 7.0

Excel (mac 2011) 14.4.7

FlowJo vX.0.7

GraphPad Prism 5.00

ImageJ 1.47v

JabRef 2.15.3

LYX 2.1.0

Partek Genomics Suite 6.6

PowerPoint (mac 2011) 14.4.7

R 2.15.3
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6 Methoden

6.1 Tierexperimentelles Arbeiten

6.1.1 Zucht und Haltung

Die in der Arbeit verwendeten Mäuse wurden im zentralen Tierlaboratorium des Universitäts-

klinikums Essen unter speziell pathogenfreien Bedingungen (SPF) gehalten. Um mikrobielle

Kontaminationen auszuschließen, wurden Sentinel-Mäuse gehalten, welche alle drei Monate ei-

ner histologischen, serologischen und parasitologischen Gesundheitsprüfung durch ein externes

Labor unterzogen wurden. Die Tiere wurden in einem Tag-Nacht-Rhythmus von je 12 Stunden,

bei einer konstanten Raumtemperatur von 20 ± 2 °C gehalten. Wasser und pelletiertes Futter

(Ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest) erhielten die Tiere ad libitum.

6.1.2 Entnahme von Schwanzbiopsien und Identifikation der Tiere

Zur Genotypisierung der verwendeten Mausstämme wurde zwischen dem 5. und dem 8. Tag

nach der Geburt eine Schwanzbiopsie genommen. Die genomische DNA wurde mit dem peq-

GOLD Tissue DNA Kit der Firma Peqlab nach Angaben des Herstellers isoliert.

Nach Isolation der genomischen DNA wurden die Mäuse durch PCR-Amplifikation geno-

typisiert. Die Primerpaare für die Genotypisierungen sind in 5.6.3 aufgelistet. Für den Genoty-

pisierungsansatz wurde das Pipettierschema aus Tabelle 2 genutzt:

Tabelle 2: Zusammensetzung für eine PCR-Reaktion mit GoTaq® Hot Start Polymerase.

Komponente
5x GoTaq® Flexi Puffer 1 x

MgCl2 [25 mM] 2,5 mM
dNTPs [10 mM] 0,57 mM

Primer forward (20 pmol) 0,2 mM
Primer reverse (20 pmol) 0,2 mM

GoTaq® Hot Start Polymerase [5 u/ml] 0,2 u
DNA 100 ng
H2O ad 20 ml

Anschließend wurde zur Amplifikation das in Tabelle 3 dargestellte Programm gestartet.
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Tabelle 3: Cyclerprogramm für die Genotypisierungs-PCR.

Temp. [°C] Zeit
initiale Denaturierung 95 5 min

Denaturierung 95 30 s
25 - 35 ZyklenPrimerhybridisierung 55 - 65 30 s - 1 min

Elongation 72 45 s
finale Elongation 72 10 min

Durch Auftragen der PCR-Produkte auf ein 1,7 %iges Agarosegel (siehe 6.3.10) konnte

anhand der Produktgröße auf den Genotyp der Mäuse geschlossen werden.

6.1.3 Detektion und Asservierung von Tumoren

Die potentiell tumortragenden Tiere wurden durch mehrmaliges wöchentliches Abtasten eng-

maschig bis zum Alter von 183 Tagen beobachtet. Alle tumortragenden Mäuse wurden bei

Erreichen eines Tumorvolumens von ca. 2 cm3 oder bei schlechtem Allgemeinzustand durch

zervikale Dislokation getötet. Es wurden makroskopische Fotos von Tumor und Milz gefertigt

sowie das Gewicht der beiden Organe bestimmt. Hirn, Leber, Niere, Teile der Leber und der

Milz, das Endstück des Schwanzes sowie Teile des Tumors wurden sofort in flüssigem Stick-

stoff krykonserviert und bei -80 °C gelagert. Zudem wurden Teile des Hirns, der Leber, der

Nieren und des Tumors in 4 % Paraformaldehyd in PBS fixiert. Für die durchflusszytometrische

Analyse wurden die mesenterialen Lymphknoten, die Milz sowie ein Teil des Tumors asserviert.

Zudem wurde ein Stück des Tumors dazu genutzt eine Primärkultur anzulegen.

6.1.4 Xenografts

In die Flanke von sieben bis acht Wochen alten 129/Sv-Mäusen wurden subkutan 4*107 Zellen,

resuspendiert in 200 µl Matrigel, injiziert. Mittels einer Schiebelehre wurden die Tumore täglich

vermessen und das Volumen mit der folgenden Formel (#1) berechnet:

Tumorvolumen [mm3] =
1

2
⇤ Länge [mm] ⇤ Breite [mm] ⇤ Höhe [mm] (1)
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Sobald die Tumore ein Volumen von etwa 500 mm3 erreicht hatten, wurden die Tiere durch

zervikale Dislokation getötet. Ein Stück des Tumors wurde direkt für durchflusszytometrische

Analysen verwendet. Das verbliebene Stück wurde zum einen in flüssigem Stickstoff schock-

gefroren und bei -80 °C gelagert sowie zum anderen in Paraformaldehyd fixiert.

6.2 Zellbiologische Methoden

6.2.1 Kultivierung und Passagierung der Zellen

In der Zellkultur wurde unter sterilen Bedingungen an einer Laminar Flow Werkbank gearbei-

tet. Als Medium für die verschiedenen NB-Zelllinien wurde in der Regel RPMIcomplete genutzt.

Das Medium wurde unter sterilen Bedingungen hergestellt, im Kühlschrank bei 4 °C gelagert

und vor Nutzung im Wasserbad auf 37 °C erwärmt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei

37 °C und unter Begasung mit 5 % CO2 im Brutschrank (95 % Luftfeuchtigkeit).

Zur Passagierung wurde das alte Medium abgesaugt, die Zellen mit 1 x PBS gewaschen

und anschließend mit 0,05 % Trypsin-EDTA benetzt. EDTA komplexiert zweiwertige Kationen,

die essentiell für den Zusammenhalt der Zellen sind. Trypsin führt durch seine proteolytische

Aktivität zur Ablösung der Zellen [98]. Sobald sich die Zellen vom Kulturboden gelöst hatten,

wurde serumhaltiges Medium zum Abstoppen der Reaktion hinzugefügt. Diese Zellsuspension

wurde in ein 15 ml-Reaktionsgefäß überführt und 5 min bei 300 x g und Raumtemperatur

(RT) abzentrifugiert. Das Pellet wurde in frischem Medium resuspendiert und zur weiteren

Kultivierung ausgesät.

6.2.2 Einfrieren und Reaktivierung der Zellen

Die Zellen wurden wie in 6.2.1 beschrieben trypsiniert. Das Pellet wurde in FCS versetzt mit

10 % DMSO resuspendiert. DMSO verhindert die Bildung von Eiskristallen, die die Zellen

zerstören würden. Anschließend wurden die Zellen bei -80 °C eingefroren. Für eine längere

Lagerung wurden die Zellen in Stickstoff überführt.

Zur Reaktivierung wurden die Zellen im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und sofort mit

10 ml des entsprechenden Mediums gewaschen, um der zelltoxischen Wirkung von DMSO zu
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entgehen. Nach Zentrifugation (5 min, 300 x g, RT) wurde das Zellpellet in 5 ml Medium

aufgenommen, in eine Zellkulturflasche überführt und kultiviert.

6.2.3 Primärkultur

Das Tumorgewebe wurde mit Hilfe einer Schere grob zerkleinert. Anschließend wurden die

Tumorstücke auf ein 100 mm Mikrosieb überführt. Durch dieses Sieb wurde der Tumor mittels

des Stempels einer 2 ml-Spritze gedrückt, um so eine Einzelzellsuspension zu erhalten. Das

Sieb wurde mit PBS nachgespült. Die Suspension wurde in ein 15 ml-Reaktionsgefäß überführt

und zentrifugiert (300 x g, 5 min, RT). Das Pellet wurde in 3 ml ACK-Puffer resuspendiert

und für 3 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden 10 ml Medium hinzugegeben und die

Zellen durch Zentrifugation (300 x g, 10 min, RT) gesammelt. Das Pellet wurde in Medium

aufgenommen und zur Kultivierung in einer 6 well-Platte ausgesät.

6.2.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit Trypanblau in einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Durch die Fär-

bung mit Trypanblau konnte zwischen lebenden und toten Zellen unterschieden werden, da

sich tote Zellen durch Aufnahme von Trypanblau bläulich verfärben. Nach Auszählung von

Zellen in vier großen Quadraten wurde der Mittelwert bestimmt und die Zellzahl mit Formel

#2 berechnet:

Mittelwert der Zellzahl ⇤ 104 ⇤ V erdünnungsfaktor (F ärbung) = Zellen/ml (2)

6.2.5 MTT-Assay

Der MTT-Assay wird genutzt, um die Viabilität von Zellen zu quantifizieren. Die Methode be-

ruht auf der Reduktion des gelben 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid

(MTT) zu einem lila Formazan-Salz durch die Mitochondrienaktivität von Zellen. Die Farbän-

derung von gelb nach lila kann mit Hilfe eines Photometers quantifiziert werden [99].

Der MTT-Assay wurde in 96 well-Mikrotiterplatten durchgeführt. Die Zellen wurden kulti-

viert und die Proliferation untersucht. Dazu wurden am Messtag 50 ml MTT-Lösung (5 mg/ml
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MTT in PBS) zu den Zellen pipettiert. Anschließend wurden die Zellen für weitere 2 h im Brut-

schrank kultiviert. Danach wurde das Medium abgesaugt und 100 ml Solubilisierungslösung

hinzugegeben. Nach Inkubation auf dem Schüttler (30 min, RT), konnte der Farbumschlag im

ELISA Reader bei 570 nm gemessen werden.

6.3 Molekularbiologische Methoden

6.3.1 Isolation von mRNA

High Pure RNA Isolation Kit (Roche) Die Isolation von mRNA erfolgte mit dem „High

Pure RNA Isolation Kit“ von Roche. Dafür wurden die Zellen zunächst in 200 ml PBS resus-

pendiert. Nach Hinzugabe von 400 ml Lyse-Puffer wurden die Proben 15 s gevortextet und

anschließend auf die Säule pipettiert. Nach Zentrifugation (8.000 x g, 15 s, RT), wurden 100 ml

DNase Inkubationspuffer mit DNase I (10:1) auf die Säule pipettiert und die Probe für 10 min

bei RT inkubiert. Waschen und Elution erfolgte nach Herstellerangaben.

RNeasy Mini Kit (Qiagen) Für die Isolation der RNA aus Tumorgewebe zur Analyse

des Genexpressionsprofils wurde das „RNeasy Mini Kit“ von Qiagen genutzt. Vom gefrorenen

Tumorgewebe wurden etwa 30 mg in 600 µl mit �-Mercaptoethanol versetztem RLT-Puffer

aufgenommen. Das Gewebe wurde zerkleinert und homogenisiert. Nach Zentrifugation (3 min,

volle Geschwindigkeit) wurde der Überstand in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt.

Es wurde eine Volumeneinheit 70 % Ethanol hinzugefügt und durch auf und ab pipettieren

vermischt. Die Proben wurden dann auf die Säulen überführt und nach dem Protokoll des

Herstellers gewaschen und eluiert.

6.3.2 cDNA-Synthese

Um die isolierte mRNA (siehe 6.3.1) in cDNA umzuschreiben, wurde das „Transcriptor First

Strand cDNA Synthesis Kit“ von Roche genutzt. Zu 1 µg der isolierten mRNA wurden 60 µM

„Random Hexamer Primer“ hinzugegeben und die Reaktion mit Wasser auf 13 µl aufgefüllt.

Das Gemisch wurde 10 min auf 65 °C erhitzt.
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Tabelle 4: Mastermix für cDNA-Synthese

Komponente Volumen Finale Konzentration
Transcriptor Reverse Transcriptase Reaktionspuffer 5x 4 µl 1x

Protector RNase Inhibitor 40 U/µl 0,5 µl 20 U
Deoxynucleotid-Mix 10 mM 2 µl 1 mM

Transcriptor Reverse Transcriptase 20 U/µl 0,5 µl 10 U

Von dem Mastermix (Tabelle 4) wurden 7 µl zu jeder Probe hinzugegeben. Die Reaktion

wurde zunächst 10 min bei 25 °C und anschließend 30 min bei 55 °C inkubiert. Um das Enzym

zu inaktivieren, wurde die Reaktion 5 min auf 85 °C erhitzt. Abschließend wurden 1 µl RNaseH

(3 U/µl) zugegeben und die Probe 20 min bei 37 °C inkubiert.

6.3.3 RNA-Interferenz durch shRNA Transfektion

Durch doppelsträngige, sequenzhomologe RNA kommt es zur Destabilisierung der mRNA und

somit zur Herunterregulierung des Zielgens. Dadurch kann die Funktion einzelner Gene näher

charakterisiert werden.

Zunächst wurde der Vektor pBD631 (zur Verfügung gestellt von Dennis Biard, Commissa-

riat d’Energie Atomique, Frankreich) in E. coli DH5↵ amplifiziert. Dazu wurde eine Über-

nachtkultur (ÜNK) angelegt und das Plasmid, wie in 6.3.6 beschrieben, isoliert. Anschließend

wurde das Plasmid mit den Enzymen BglII und HindIII linearisiert. Zunächst wurde der BglII-

Verdau angesetzt. Hierzu wurde das Plasmid mit 10 µl 10 x NEB3-Puffer und 1 µl Enzym

(10.000 U/ml) versetzt und auf 100 µl mit Wasser aufgefüllt. Der Ansatz wurde 3 h bei 65 °C

inkubiert. Anschließend wurde der Verdau über ein 0,7 %iges Agarosegel überprüft und wie in

6.3.4 beschrieben aufgereinigt. Der darauf folgende HindIII-Verdau wurde in einem Volumen

von 50 µl durchgeführt. Dazu wurde das aufgereinigte Plasmid mit 5 µl NEB2-Puffer und 1 U

HindIII vermischt und der Verdau für 3 h auf 65 °C erhitzt. Das Enzym wurde durch eine

Inkubation bei 65 °C für 5 min inaktiviert. Das linearisierte Plasmid wurde wiederum durch

Gelextraktion aufgereinigt.

Die einzubringenden shRNAs wurden so konstruiert, dass sie komplementär zu den durch

HindIII und BglII entstandenen Überhängen waren. Die Sequenz wurde mit Hilfe des Pro-
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gramms BLOCK-iTTM RNAi Designer konstruiert [100]. Neben der Targetsequenz von Gal-1

braucht die shRNA-Sequenz zur korrekten Faltung eine 9 bp-lange Schleifensequenz sowie die

komplementär konstruierten Enden.

Die shRNA-Oligonukleotide wurden mit Wasser auf 3 µg/µl verdünnt. Es wurden jeweils

1 µl sense und antisense Oligonukleotid in 48 µl Puffer (100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl,

pH 7,5) vermischt. Durch eine Erwärmung für jeweils 5 min auf 95 °C, 90 °C, 85 °C, 80 °C,

75 °C und 70 °C und 30 min auf 37 °C wurden die Oligonukleotide denaturiert und hybridisiert.

Die Ligation erfolgte in einem Gesamtvolumen von 10 µl bei 16 °C über Nacht. Das

einzusetzende Vektorvolumen wurde mit der folgender Formel (#3) bestimmt.

V (V ektor) =
V (Gesamt�DNA)⇣

c (V ektor) ⇤ l (Insert) ⇤V erhältnis (V ektor:Insert)
c (Insert) ⇤ l (V ektor)

⌘
+ 1

(3)

Zur Vervielfältigung wurden E. coli TOP10 mit der Ligationslösung transformiert (siehe 6.3.5).

Die Transformation wurde auf LB-Platten, die mit Ampicillin versetzt waren, ausgestrichen.

Nach Inkubation bei 37 °C über Nacht wurden entstandene Kolonien gepickt und davon eine

ÜNK angesetzt. Die DNA wurde am Folgetag mit dem „E.Z.N.A. Plasmid Purification Kit“

isoliert und zur Kontrolle mit BglII und HindIII, wie oben beschrieben, geschnitten. Plasmide,

die noch mit HindIII aber nicht mehr mit BglII verdaubar waren, wurden sequenziert.

NHO2A Zellen wurden mit den beiden Vektoren pBD631-shGal1_1 und pBD631-shGal1_2

durch Elektroporation transfiziert. Als Negativkontrolle wurde der pBD631-Leervektor verwen-

det. Für die Elektroporation wurden folgende Parameter genutzt:

Spannung : 1.000 V - 1.200 V

Impulslänge: 30 ms

Impulsanzahl: 1-3
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Plasmid: 2 µg/µl / Elektroporationsansatz

Zellen: 5 * 105Zellen / Elektroporationsansatz

48 h nach Elektroporation wurden die Zellen in Selektionsmedium mit Hygromycin B über-

führt. Klone, die unter Selektion wuchsen, wurden verbreitert und auf ihre Gal-1 Expression

untersucht.

6.3.4 Gelextraktion von DNA

Die Gelextraktion erfolgte mit dem „NucleoSpin® Kit“ der Firma Macherey-Nagel. Dazu wur-

de zunächst das DNA Fragment aus dem Agarosegel geschnitten. Die überschüssige Agarose

wurde entfernt und das Gewicht des verbliebenen Gelstückes bestimmt. Pro 100 mg Agaro-

segel (< 2 %) wurden 200 µl Puffer NT1 hinzugegeben und die Probe für 5 - 10 min bei

50 °C inkubiert bis sich das Gelstück komplett gelöst hat. Bis zu 700 µl der Lösung wurden

anschließend auf die NucleoSpin® Säule geladen und abzentrifugiert (30 s, 11.000 x g, RT).

Die Proben wurden nach Angabe des Herstellers gewaschen und eluiert.

6.3.5 Transformation von E. coli

One Shot E. coli wurden auf Eis aufgetaut und mit 10 µl der Ligationsreaktion für 30 min auf

Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen für 30 s bei 42 °C einem Hitzeschock ausgesetzt.

Nach Hinzugabe von 250 µl LB-Medium wurden die Bakterien 1 h bei 37 °C geschüttelt

(225 rpm). Dann wurden sie auf LB-Platten mit Ampicillin ausgestrichen und über Nacht

bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Zur Isolation der Plasmid-DNA wurden die entstandenen

Bakterienkolonien gepickt und in 10 ml LB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin über Nacht

amplifiziert. Anschließend wurde die Plasmid-DNA wie in 6.3.6 beschrieben extrahiert.

6.3.6 Plasmidpräparation

Die Präparation der Plasmide erfolgte nach Angaben des Herstellers entweder mit dem „E.Z.N.A.

Plasmid Miniprep Kit“ (Peqlab) oder dem „High Pure Plasmid Isolation Kit“ (Roche). Dazu

wurde die E. coli Kultur zunächst abzentrifugiert (5.000 x g, 10 min, 4 °C). Der Überstand
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wurde verworfen und das Pellet durch alkalische Lyse aufgeschlossen. Nach Neutralisation wur-

den die Proben zentrifugiert (10 min, 10.000 x g, RT) und anschließend der klare Überstand

auf die Säule geladen. Waschen und Elution erfolgte nach Protokoll des Herstellers.

6.3.7 Bestimmung der RNA- und DNA-Konzentration

Die DNA und RNA-Konzentrationen wurden am NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer be-

stimmt. Die Messung der optischen Dichte (OD) erfolgte bei einer Wellenlänge von 260 nm,

dem Absorptionsmaximum von Nukleinsäuren. Die OD260 von 1 entspricht 50 mg/ml dop-

pelsträngiger DNA und 40 mg/ml einzelsträngiger RNA. Zur Bestimmung der Reinheit wurde

zusätzlich eine Messung der OD bei 280 nm durchgeführt. Der Quotient OD260/OD280 gibt

die Reinheit der Probe an. Bei einer reinen Präparation sollte dieser Wert zwischen 1,8 und

2,0 liegen.

6.3.8 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Vervielfältigung von spezifischen DNA-Sequenzen wurde die Polymerase-Kettenreaktion

(PCR, polymerase chain reaction) genutzt. Dazu wurden spezifische Primer konstruiert, die

an die Enden des zu amplifizierenden Bereichs binden (siehe 5.6). Die PCR besteht aus De-

naturierung, Primeranlagerung und Elongation. Im ersten Reaktionsschritt der Denaturierung

wurde der zu amplifizierende DNA-Strang bei 95 °C aufgeschmolzen. An die einzelsträngige

DNA konnten beim darauffolgenden Schritt, dem Annealing, die Primer an die DNA bin-

den. Dazu wurden die Proben auf 60 - 65 °C heruntergekühlt. Die Schmelztemperatur (T
m

)

ist abhängig vom GC-Gehalt der Primer. Im finalen Schritt, der Elongation, synthetisiert die

DNA-Polymerase das DNA-Stück, welches zwischen den beiden Primern liegt. Der Elongati-

onsschritt erfolgte bei 72 °C, da sich hier das Temperaturoptimum der Polymeraseaktivität

befindet. Die PCR bestand aus 25 - 35 Zyklen, wobei sich bei jedem Zyklus die Zahl der

Produkte verdoppelt.

Für die PCR wurde der Mastermix nach dem in Tabelle 5a dargestellten Pipettierschema

gemischt. Anschließend wurde das in Tabelle 5b dargestellte Programm gestartet.
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Tabelle 5: Mastermix und Cyclerprogramm für PCR

(a) Mastermix für PCR

Komponente Konzentration Volumen
2x My Taq 1x 10 µl

Primer sense 20 µM 1 µl
Primer reverse 20 µM 1 µl

cDNA 100 ng
Wasser ad 20 µl

(b) Cyclerprogramm für eine PCR.

Temp. [°C] Zeit
initiale Denaturierung 95 5 min

Denaturierung 95 30 s
25 - 35 ZyklenPrimerhybridisierung 55 - 65 30 s - 1 min

Elongation 72 45 s
finale Elongation 72 10 min

6.3.9 Quantitative Real-Time PCR

Bei der Real-Time PCR (qPCR) amplifiziert man, wie bei einer herkömmlichen PCR, eine spe-

zifische DNA-Sequenz. Jedoch besteht hierbei die Möglichkeit das PCR-Produkt in Echtzeit zu

quantifizieren. Dazu können DNA-bindende Fluoreszenzfarbstoffe wie SYBR Green verwendet

werden. Diese lagern sich in doppelsträngige DNA ein. Die Fluoreszenz, die gemessen wird,

nimmt proportional zur vorhandenen DNA-Menge zu. In jedem Reaktionszyklus wird die Fluo-

reszenz gemessen, um so Rückschlüsse auf die Menge an gebildetem PCR-Produkt zu ziehen.

Der Verlauf der Real-Time PCR untergliedert sich in vier Stadien: lag-Phase, exponentielle

Phase, Verzögerungsphase, stationäre Phase. In der exponentiellen Phase wird ein Schwellen-

wert, der sogenannte „Threshold“ festgelegt. Der PCR-Zyklus, an dem die Fluoreszenzkurve

den „Threshold“ erreicht, wird als Ct-Wert bezeichnet.

Für eine relative Quantifizierung wurde die qPCR neben dem zu untersuchendem Gen auch

für ein Haushaltsgen wie b-Aktin oder GAPDH durchgeführt. Die unterschiedliche Genexpres-

sion wird durch die 2-DDCt Methode berechnet [101]. Dafür wurden zur Normalisierung die

Ct-Werte des Referenzgens von den Ct-Werten des Zielgens subtrahiert (DCt-Wert). Dieser

Wert wurde zu einer festgelegten Bezugsprobe normalisiert (DDCt-Wert). Durch Einsetzen
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dieses Wertes in die folgende Formel (#4), erhielt man den sogenannten „Fold change“-Wert,

welcher zum Vergleich der Proben untereinander geeignet ist.

Fold change = 2��4Ct (4)

6.3.10 Agarose-Gelelektrophorese

Abhängig von der Größe der zu trennenden DNA-Fragmente wurden Agarosegele zwischen

0,7 % - 1,7 % genutzt. Die entsprechende Menge Agarose wurde in TAE-Puffer in der Mi-

krowelle erhitzt bis eine klare Flüssigkeit entstand. Nach Abkühlen auf etwa 65 °C wurden

0,3 mg/ml Ethidiumbromid hinzugegeben. Anschließend wurde die Lösung in die Elektropho-

resekammer gegossen und der Kamm zur Formung der Beladungstaschen eingesetzt. Beim

Abkühlen wurde die Agarose fest, sodass der Kamm entfernt werden konnte. Das Gel wurde

mit dem Träger in die Kammer gestellt. Die Kammer wurde mit TAE-Puffer gefüllt bis das

Gel mit Puffer bedeckt war. Nun konnten die Proben, die mit Ladepuffer versetzt waren, in

die Taschen pipettiert werden. Neben den Proben wurde zudem ein Marker aufgetragen, so

dass man im Anschluss die Größe der Fragmente bestimmen konnte. Die Spannung bei der

Elektrophorese betrug zwischen 100 - 150 V. Das Ethidiumbromid interkaliert in die DNA, so

dass die DNA-Banden nach Auftrennung unter UV-Licht analysiert werden konnten.

6.3.11 Array-Analysen

Anhand von Mikroarrays kann die mRNA-Menge bestimmter Gene einer Probe untersucht

werden. Die Hybridisierung der cDNA auf den Mausgenom-Genchips 430 2.0 (Affymetrix), die

das komplette Genom der Maus enthielten, und das Auslesen erfolgte nach Anweisungen des

Herstellers. CEL Dateien wurden normalisiert und die Expression mittels der RMA Methode

mit Power Tools v1.15.0 (Affymetrix) berechnet. Die Analysen der Arrays wurden von PD Dr.

rer. nat. Alexander Schramm (Uniklinikum Essen) durchgeführt.
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6.4 Biochemische Methoden

6.4.1 Herstellung von Proteinlysaten

Aus Mausgewebe Nach Tötung durch zervikale Dislokation wurden den Mäusen die zu

untersuchenden Organe entnommen, in 1,5 ml-Gefäße gegeben und in einer entsprechenden

Menge Ripa-Puffer aufgenommen. Nach Zerkleinerung der Organe mit einer Schere wurden

die Proben für 30 min auf Eis inkubiert und anschließend für 20 min bei 4 °C und 10.000 x g

zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein frisches 1,5 ml-Gefäß übertragen und bei -80 °C

gelagert.

Aus Zellpellets Die Zellen wurden wie in 6.2.1 beschrieben trypsiniert. Nach der Zentrifu-

gation (5 min, 300 x g, RT) wurde das Zellpellet zweimal in kaltem PBS resuspendiert und

zentrifugiert (5 min, 300 x g, 4 °C). Anschließend wurde das Pellet je nach Größe in 100 -

500 ml Ripa-Puffer aufgenommen. Nach 15 minütiger Inkubation auf Eis wurden die Proben bei

10.000 x g für 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein frisches 1,5 ml-Gefäß

übertragen und bei -80 °C gelagert.

6.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Quantifizierung der Proteine wurde der Bradford-Test als eine photometrische Proteinbe-

stimmungsmethode durchgeführt. Die Methode beruht auf der Verschiebung des Absorptions-

maximums von Coomassie-Brilliant-Blue, welches in saurer Lösung Komplexe mit bevorzugt

basischen und aromatischen Aminosäuren bildet. Die Absorption des Triphenylmethanfarbstof-

fes verschiebt sich durch die Bindung von 465 nm auf 595 nm. Dadurch kommt es zu einem

Farbumschlag von braun-rot nach blau. Das Maß der Verfärbung und somit der Absorption

sind ein Maß für den Proteingehalt der Probe [102, 103, 104].

Um den Proteingehalt einer unbekannten Probe mittels Bradford-Test zu bestimmen,

musste zunächst eine Eichkurve mit bekannten Konzentrationen eines Standards erstellt wer-

den. Dazu wurde eine Standardreihe verschiedener BSA-Konzentrationen genutzt. Die BSA-

Stammlösung (10 mg/ml) wurde 1:20 verdünnt. Anschließend wurden die in Tabelle 6 aufge-

58



6 METHODEN

listeten Verdünnungen erstellt.

Tabelle 6: Standardreihe für Bradford-Test.

BSA [mg] 0 1 3 5 7 9 10

BSA [ml] 0 2 6 10 14 18 20
H2O [ml] 50 48 44 40 36 32 30

Das Bradfordreagenz wurde 1:5 in Wasser verdünnt. Anschließend wurden jeweils 950 ml des

verdünnten Bradfordreagenz zu den Standardlösungen hinzugegeben. Nach 5 min Inkubation

wurde die Eichgerade im Photometer bei 595 nm erstellt. Durch das Auftragen der Extinktion

gegen die Proteinkonzentration der Kontrollen ergab sich die Eichgerade.

Um die Konzentration der Proteinlösungen zu bestimmen, wurden 2 ml Lysat mit 48 ml

Wasser vermischt. Die Verdünnung wurde mit 950 ml verdünntem Bradfordreagenz für 5 min

inkubiert. Anschließend wurde die Extinktion mit dem Photometer bestimmt. Mittels der Stei-

gung der Eichgeraden konnte dieser Extinktionswert in die Proteinkonzentration der Proben

umgerechnet werden.

6.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Durch die SDS-PAGE wurden die Proteine nach ihrer Größe aufgetrennt. SDS zerstört die

nicht-kovalenten Bindungen nativer Proteine. Zusätzlich wurde b-Mercaptoethanol zugegeben,

das speziell die Disulfidbrücken löst und somit die Denaturierung des Proteins unterstützt. Die

Proteine liegen vollkommen entfaltet vor und SDS umhüllte die Primärstruktur, wobei ein

SDS-Anion an zwei Aminosäuren des Proteins bindet. Dadurch ist die Ladung des Komplexes

proportional zu der Masse des Proteins.

Es wurde ein 10 - 15 %iges Trenngel gegossen (siehe 5.1). Nach Polymerisierung des Trenn-

gels wurde dieses mit einem Sammelgel überschichtet und der Kamm eingesetzt. Nachdem das

Gel fest geworden war, wurde es in die Elektrophoresekammer eingesetzt und die Kammer mit

1x Laufpuffer gefüllt. Die Proben wurden mit Laemmlipuffer versetzt und 10 min bei 95 °C

aufgekocht. Anschließend konnten die Proben in die Taschen des Gels pipettiert werden. In eine

separate Spur des Gels wurde ein Größenmarker aufgetragen. Das Gel lief bei einer Spannung
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von 120 V für 1 - 2 h. Das Protein-SDS-Gemisch durchwanderte nach Anlegen der Span-

nung das SDS-Gel. Das Polyacrylamidgel bildete ein maschenartiges Netz, durch das große

Moleküle langsamer wanderten als kleine Moleküle. Dadurch kam es zu einer Auftrennung des

Proteingemisches [19, 105].

6.4.4 Western Blot und immunologischer Nachweis von Proteinen

Beim sogenannten „Blotting“ werden die aufgetrennten Proteine vom SDS-Gel auf eine Nitro-

zellulosemembran übertragen. Auf der Membran sind die Proteine für immunologische Reak-

tionen zugänglich. Die Membran kann mit einem für das gewünschte Protein spezifischen An-

tikörper inkubiert werden. Dabei bildet sich ein Antikörper-Antigen-Komplex, der durch einen

spezifischen Zweitantikörper, an den ein Enzym gekoppelt ist, erkannt wird. Durch Zugabe des

Enzymsubstrates kann die Bindung des Zweitantikörpers sichtbar gemacht werden.

Nach Auftrennung der Proben durch die SDS-PAGE wurden sie durch einen Nass-Blot auf

die Membran übertragen. Dafür wurde der Blot, wie in Abbildung 10 zu sehen, zusammenge-

baut. Die einzelnen Bestandteile wurden dafür in 1x Transferpuffer getränkt. Beim Zusammen-

bau wurde darauf geachtet, dass keine Luftblasen entstehen. Anschließend wurde das fertige

„Sandwich“ in das Blot-Modul eingesetzt und bei 40 V, 90 min und RT oder aber bei 70 mA

und 4 °C über Nacht geblottet.

Abbildung 10: Aufbau für den Nassblot [verändert nach [106]]. Die Proteine sind aufgrund des angelagerten
SDS negativ geladen und wandern daher zur Kathode. Dadurch erfolgt eine Übertragung der Proteine vom
Gel auf die Nitrozellulosemembran.
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Nach dem Transfer wurde die Membran mit Ponceau S gefärbt, um die Proteine auf

der Membran reversibel anzufärben und so zum einen den Transfer zu überprüfen und zum

anderen den Größenmarker sichtbar zu machen. Nach dem Abwaschen des überschüssigen

Ponceau S mit Wasser wurde der Marker mit einem Bleistift markiert. Anschließend wurde die

Membran für mindestens 1 h bei RT mit einer 5 %igen Milchpulverlösung in TBS (pH 7,5)

versetzt mit 0,1 % Tween20 (TBS-T) blockiert. Danach wurde der in 5 %iger Milchpulver-

lösung verdünnte primäre Antikörper (siehe 5.5.1) auf die Membran gegeben und über Nacht

bei 4 °C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T wurde der HRP-gekoppelte se-

kundäre Antikörper (1:2.000 in 5 %iger Milchpulverlösung) auf die Membran gegeben. Nach

einer Inkubation von mindestens einer Stunde wurde die Membran erneut dreimal mit TBS-T

gewaschen. Als Substrat wurde AmershamTM ECL Prime Western Blotting Detection Reagenz

genutzt. Lösung 1 und 2 wurden 1:1 miteinander vermischt. Das Gemisch wurde für 3 min

auf der Membran inkubiert. Das überschüssige Substrat wurde entfernt und die Membran in

eine Klarsichthülle gelegt. Anschließend konnte die Chemilumineszenz der Membran mit dem

UVIchemi-Gerät detektiert werden.

6.5 Immunologische Methoden

6.5.1 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie können Zellen in Bezug auf ihre Größe, ihre Struktur, ihre

Granularität, ihre intrazelluläre Zusammensetzung sowie ihre Oberflächeneigenschaften unter-

sucht werden. Die Größe, die Struktur und die Granularität können aufgrund der Vorwärtsstreu-

ung (Forward Scatter, FSC) und der Seitwärtsstreuung (Side Scatter, SSC) bestimmt werden.

Andere Eigenschaften können mit Hilfe von Antikörpern bestimmt werden. Wenn mehrere Fluo-

reszenzfarbstoffe für die Analyse von Zellen benötigt werden, so muss darauf geachtet werden,

dass sich die Emissionsspektren der Farbstoffe unterscheiden. Um falsch positive Ergebnisse zu

minimieren, müssen die Farbstoffe gegeneinander kompensiert werden. Für die Kompensation

wird das Spektrum jeder Einzelfarbe bestimmt, um die Farben anschließend voneinander zu

subtrahieren [107]. Um einzelne Subpopulationen genauer analysieren zu können, können diese
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durch Selektionsfenster ausgewählt werden.

6.5.2 Herstellung von Einzelzellsuspension aus Mausorganen

Die Maus wurde durch zervikale Dislokation getötet. Bis zur weiteren Verarbeitung wurde der

Tumor, die Milz und die Lymphknoten in PBS auf Eis gelagert. Für die durchflusszytometrische

Analyse wurden zunächst Einzelzellsuspensionen aus diesen Organen erstellt.

Isolation von Zellen aus der Milz Nach Entnahme der Milz wurden die Lymphozyten

mit Erythrozyten-Lyse-Puffer (ACK-Puffer) aus der Milz gespült. Die Zellsuspension wurde

zur Vereinzelung der Zellen durch ein 70 - 100 mm Mikrosieb gefiltert. Anschließend wurde

die Suspension in ein 15 ml-Reaktionsgefäß überführt und bei 300 x g für 10 min bei 4 °C

zentrifugiert. Das Pellet wurde in einer entsprechenden Menge FACS-Puffer resuspendiert.

Isolation von Zellen aus den mesenterialen Lymphknoten Zur Isolation der Lym-

phozyten wurden die Lymphknoten mit dem Stempel einer 2 ml-Spritze durch ein 100 mm

Mikrosieb gedrückt. Das Mikrosieb wurde mit FACS-Puffer gespült und die Suspension in ein

15 ml-Reaktionsgefäß überführt. Nach Zentrifugation (300 x g, 10 min, 4 °C) wurde das Pellet

in einer angemessenen Menge FACS-Puffer resuspendiert.

Isolation von Zellen aus Tumorgewebe Das Tumorgewebe wurde mit Hilfe einer Schere

grob zerkleinert. Anschließend wurden die Tumorstücke auf ein 100 mm Mikrosieb überführt.

Durch dieses Sieb wurde der Tumor mittels Stempel einer 2 ml-Spritze gedrückt, um so eine

Einzelzellsuspension zu erhalten. Das Sieb wurde mit FACS-Puffer nachgespült. Die Suspension

wurde in ein 15 ml-Reaktionsgefäß überführt und zentrifugiert (300 x g, 10 min, 4 °C). Das

Pellet wurde in 3 ml ACK-Puffer resuspendiert und für 3 min bei RT inkubiert. Anschließend

wurde 10 ml FACS-Puffer hinzugegeben und die Zellen durch Zentrifugation (300 x g, 10 min,

4 °C) gesammelt. Das Pellet wurde in einer adäquaten Menge FACS-Puffer resuspendiert.
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6.5.3 Färbung von Oberflächenmolekülen

In jede Testeinheit einer 96er-Rundbodenplatte wurden 100 ml der Zellsuspension pipettiert.

Nach Zentrifugation (300 x g, 5 min, 4 °C) wurde der Überstand verworfen und das Zellpellet

mit 100 ml des Antikörpermix resuspendiert (siehe 5.5.2). Anschließend wurden die Proben für

10 min auf Eis im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben mit 100 ml FACS-

Puffer gewaschen und zentrifugiert (300 x g, 5 min, 4 °C). Wenn bei der Färbung mit einem

Biotin-gekoppelten Erstantikörper gearbeitet wurde, so war ein zweiter Färbeschritt notwendig.

Das Pellet wurde in 100 ml Streptavidin-PE (1:3.000) resuspendiert und für 10 min auf Eis

im Dunkeln gefärbt. Anschließend wurden die Proben mit 100 ml FACS-Puffer gewaschen und

zentrifugiert (300 x g, 5 min, 4 °C). Danach wurde der Überstand verworfen und die Proben

in 200 ml FACS-Puffer aufgenommen und in FACS-Röhrchen überführt. Die Messung erfolgte

am BD LSR II Durchflusszytometer mit der CellQuest Software.

6.5.4 Färbung von intrazellulären Molekülen

Für die simultane Darstellung von intrazellulären und Oberflächen-Proteinen, wurden zunächst

die Oberflächenmoleküle wie in 6.5.3 beschrieben gefärbt. Der anschließende Waschschritt er-

folgte mit 100 ml PBS. Nach Zentrifugation (300 x g, 5 min, 4 °C) wurde das Pellet in 100 ml

Fix/Perm-Lösung (FoxP3 Fixation/Permeabilization Concentrate and Diluent, eBioscience)

resuspendiert und für 30 min (GzmB-Färbung) bzw. 1,5 h (Färbung von TF) im Kühlschrank

inkubiert. Anschließend wurde die Suspension mit 100 ml 1x Permeabilisierungspuffer gewa-

schen. Nach Zentrifugation (300 x g, 5 min, 4 °C) wurde das Pellet mit 100 ml des Antikörper-

mix (angesetzt in 1x Permeabilisierungspuffer) resuspendiert und 30 min bei 4 °C inkubiert.

Danach wurden die Proben mit 100 ml 1x Permeabilisierungspuffer gewaschen und abzentrifu-

giert (300 x g, 5 min, 4 °C). Die Proben wurden in 200 ml FACS-Puffer aufgenommen und in

FACS-Röhrchen überführt. Die Messung erfolgte am BD LSR II Durchflusszytometer mit der

CellQuest Software.
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6.5.5 Färbung von Zytokinen

Um intrazelluläre Zytokine durchflusszytometrisch zu bestimmen, wurde das Pellet zur Re-

stimulation in der benötigten Menge IMDMcomplete mit 10 ng/ml Phorbol 12-myristate

13-acetate (PMA) und 1 mg/ml Ionomycin versetzt resuspendiert. Zusätzlich wurde der Se-

kretionsinhibitor Brefeldin-A (BFA, 5 mg/ml) hinzugegeben. Pro Testeinheit einer 96 well-

Rundbodenplatte wurden 100 ml dieser Suspension zur Restimulation 4 Stunden bei 37 °C

inkubiert. Anschließend wurden die Proben mit FACS-Puffer gewaschen und die Oberflächen-

moleküle, wie in 6.5.3 beschrieben, gefärbt. Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen. Zur

Fixierung der Zellen wurden diese für 15 min bei 4 °C in 2 % Paraformaldehyd (PFA) inkubiert.

Nachdem die Zellen mit PBS gewaschen worden waren, wurden sie durch die Zugabe von 0,1 %

NP40 für 4 min bei RT permeabilisiert. Jetzt konnten die intrazellulären Moleküle gefärbt wer-

den. Dazu wurden die Zellen mit dem Antikörpermix für 30 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert.

Die Proben wurden in 200 ml FACS-Puffer aufgenommen und in FACS-Röhrchen überführt.

Die Messung erfolgte am BD LSR II Durchflusszytometer mit der CellQuest Software.

6.5.6 Detektion von Apoptose

Für die Messung der Apoptose erfolgte eine Färbung mit Annexin V und 7-AAD (7-Aminoactino-

mycin D). Annexin V bindet spezifisch an Phosphytidylserin, welches im Frühstadium der

Apoptose an die Außenseite der Zellmembran transloziert. 7-AAD kann durch die Zellmem-

bran toter Zellen eindringen und dort in die doppelsträngige DNA interkalieren. Durch die

Doppelfärbung kann zwischen früher Apoptose, in der die Zellen nur Annexin V positiv sind,

und später Apoptose, in der die Zellen positiv für Annexin V und 7-AAD sind, unterschieden

werden [108, 109, 110].

Um die Apoptose von Zellen zu bestimmen, wurden zunächst die Oberflächenmoleküle, wie

in 6.5.3 beschrieben, gefärbt. Anschließend wurde das Pellet zweimal mit PBS gewaschen. Das

gewaschene Zellpellet wurde in 100 µl 1x Annexin V-Bindungspuffer versetzt mit 3 µl Annexin

V-APC und 5 µl 7-AAD resuspendiert und die Färbung für 15 min bei RT inkubiert. Die

Zellen wurden im Anschluss mit Annexin V-Bindungspuffer gewaschen. Zur Messung wurden

64



6 METHODEN

die Zellen in 100 µl Annexin V-Bindungspuffer aufgenommen.

6.5.7 Isolierung von Immunzellen aus murinem Gewebe

Durch die MACS–Technologie (Magnetic Cell Separation) können Zellgemische aufgrund spe-

zifischer Oberflächenstrukturen voneinander getrennt werden. Das Verfahren basiert darauf,

dass die Zellsuspension mit magnetischen Partikeln (MicroBeads) inkubiert wird, an die Anti-

körper gekoppelt sind, um damit entweder direkt an spezifische Strukturen auf der Oberfläche

oder indirekt an Antikörper, die davor an diese Strukturen gebunden haben, zu binden. Wenn

das Zellgemisch durch eine Säule, die von einem starken Magnetfeld umgeben ist, geleitet wird,

werden die Zellen, die mit den MicroBeads markiert wurden, zurückgehalten. Der Durchfluss

enthält daher nur die unmarkierten Zellen. Durch die Entfernung des Magnetfeldes kann man

auch die markierte Zellpopulation gewinnen (siehe Abbildung 11) [111].

Abbildung 11: Isolierung von Immunzellen mittels MACS [verändert nach [112]]. Zellen werden durch
Antikörper mit magnetischen MicroBeads gekoppelt. Die Zellen werden anschließend über eine Säule um die
ein Magnetfeld installiert ist geführt, wo gekennzeichnete Zellen in der Säule verbleiben, aber Zellen ohne
Beads gesammelt werden können. Wenn das magnetische Feld entfernt wird, können die markierten Zellen
von der Säule gespült werden [111].

CD4+-Lymphozytenisolation Die Mäuse wurden durch zervikale Dislokation getötet. Die

Milz wurde entnommen, in 1x PBS-Puffer auf Eis gelagert und dann mit ACK-Puffer gespült.

Anschließend wurde die Zellsuspension durch ein 70 mm-Sieb gefiltert. Der Filter wurde mit

FACS-Puffer gespült. Das Filtrat wurde in ein 15 ml-Röhrchen überführt. Nach Zentrifugation

(300 x g, 10 min, 4 °C) wurde der Überstand verworfen. Das Pellet wurde in 400 ml FACS-
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Puffer resuspendiert. Zu der Suspension wurden 100 ml Biotin-Antibody Cocktail (CD4+ T

Cell Isolation Kit II, Miltenyi Biotec) hinzugegeben. Die Proben wurden für 5 min bei 4 °C

inkubiert. Anschließend wurden 300 ml FACS-Puffer und 200 ml Anti-Biotin MicroBeads (CD4+

T Cell Isolation Kit II, Miltenyi Biotec) hinzugegeben. Nach einer Inkubation von 10 min bei

4 °C wurde die Suspension durch ein 40 mm-Sieb gefiltert. Der Filter wurde mit FACS-Puffer

gespült. Das Filtrat wurde in 15 ml-Röhrchen überführt. Nach Zentrifugation (300 x g, 10 min,

4 °C) wurde der Überstand verworfen und das Pellet in 500 ml FACS-Puffer resuspendiert.

Anschließend wurden die Zellen mit Hilfe des autoMACSTM Pro Separator sortiert. Dabei

wurden alle Zellen gesammelt, welche nicht durch die Beads markiert worden waren (Depletion,

Abreicherung).

CD4+CD25�-Lymphozytenisolation Um beim MACS nur CD4+CD25� T-Zellen als ab-

gereichertes Produkt zu erhalten, wurde bei dem in 6.5.7 beschriebenen Verfahren zu dem

Biotin-Antibody Cocktail noch 1 ml anti-CD25-bio hinzugefügt, um so CD25+-Zellen zu mar-

kieren und in der Säule festzuhalten.

6.5.8 Sortieren von CD4+T-Zellen

Durch die FACS-Technologie (Fluorescence Activated Cell Sorting) können Zellgemische auf-

grund des Streulichtes und der Fluoreszenz sortiert werden. Je nachdem welchen Messwert

die Zelle hat, wird sie zu einem bestimmten Maß aufgeladen und kann so durch elektrisch

geladene Platten mehr oder weniger stark abgelenkt werden. Dadurch kann das Zellgemisch

sortiert werden [113].

Die durch MACS isolierten Zellen (siehe 6.5.7) wurden gepoolt und zentrifugiert (300 x g,

10 min, 4 °C). Nach Resuspension in 1 ml FACS-Puffer wurden die Zellen mit CD4-PB und

CD25-APC für 10 min bei 4 °C gefärbt. Anschließend wurden die Zellen mit FACS-Puffer

gewaschen und dann aufgrund der Färbung mit dem BD FACSAriaTM in CD4+CD25+- und

CD4+CD25� T-Zellen sortiert.
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6.5.9 Gewinnung von Virusüberstand

Kulturüberstand von stabil transfizierten GPE86+ Zellen (GPE86+/GFP, GPE86+/Gal1) wur-

de nach 24 h gesammelt. Im Kulturüberstand befanden sich replikationsinkompetente Retrovi-

ren, die zur Infizierung von T-Zellen genutzt werden konnten. Dazu wurde der Überstand durch

einen 0,45 mm Filter passiert und durch Zentrifugation (4 °C, 4 h, 10.000 x g) aufkonzentriert.

Der Überstand wurde aliquotiert und bis zum Gebrauch bei -80 °C gelagert.

6.5.10 Infizierung von T-Zellen mit retroviralem Virus

Für die Infizierung von T-Zellen wurden Retroviren so konstruiert, dass das Virusgenom Gal-1

anstelle der viralen Strukturgene enthält. Wenn das Virusgenom in das Genom der Zielzelle

eingebaut wird, wird das Gen durch die Enhancer-Elemente des Virus überexprimiert. Somit

kann man Rückschlüsse auf die Funktion von Gal-1 in den infizierten Zellen ziehen.

Die CD4+CD25�T-Zellen (siehe 6.5.7) wurden gepoolt und zentrifugiert (300 x g, 10 min,

4 °C). Das Pellet wurde in 25 ml IMDMcomplete++ aufgenommen. Die Zellen wurden mit

0,75 mg/ml a-CD3, welches an der 12 well-Platte gebunden war, und 1 mg/ml a-CD28, das

im Medium gelöst wurde, stimuliert. Nach der Verteilung auf die 12 well-Platten wurden sie

im Brutschrank kultiviert.

Nach zwei Tagen wurden die T-Zellen aus der 12 well-Platte in 15 ml-Röhrchen überführt.

Die Zellsuspension wurde bei 300 x g für 10 min abzentrifugiert. Nachdem der Überstand

verworfen worden war, wurde das Pellet in 1.200 ml IMDMcomplete resuspendiert. In Tabelle

7 sind die verschiedenen Infizierungsansätze zu sehen. Da sowohl die T-Zellen als auch der

Virusüberstand negativ geladen sind, wurde zu den beiden Infizierungsreaktionen 1 M Hepes

und Polybrene hinzugegeben. Die positive Ladung von Polybrene neutralisierte die negative

Ladung der T-Zellen und des Virusüberstandes [114]. Hepes wurde als Puffersystem einge-

setzt. Von den Ansätzen wurden jeweils 2,5 ml in die Testeinheit einer 6 well-Platte ausgesät.

Anschließend wurden die Kulturplatten für 2 h bei 500 x g und 30 °C abzentrifugiert. Danach

wurden die Zellen im Brutschrank kultiviert. Am folgenden Tag wurden 2,5 ml IMDMcomplete

versetzt mit 50 U/ml IL-2 pro Well zu den Zellen hinzugegeben.

67



6 METHODEN

Tabelle 7: Infizierungsansatz für T-Zellen. In einer Testeinheit wurden Zellen kultiviert, die nicht infiziert
wurden (Kontrolle). Die restlichen Zellen wurden mit dem retroviralen Kontrollvektor (RV-eGFP) oder dem
retroviralen Testvektor (RV-Gal1) infiziert (siehe 5.8).

Kontrolle RV-eGFP RV-Gal1
T-Zellen 100 ml 500 ml 600 ml

Virusüberstand - 8-10 ml 12-15 ml
1 M Hepes - 250 ml 300 ml
Polybrene - 12,5 ml 15 ml

IMDMcomplete ad 2,5 ml ad 12,5 ml ad 15 ml

6.5.11 Isolierung der infizierten Zellen durch Zellsortierung

Die infizierten Zellen wurden nach drei Tagen aus der 6 well-Platte in 15 ml-Röhrchen über-

tragen. Nachdem die Zellen durch Zentrifugation (300 x g, 10 min, 4 °C) gesammelt worden

waren, wurde das Pellet in 1 ml FACS-Puffer resuspendiert. Anschließend wurden die Zel-

len mit Hilfe des BD FACSAriaTM -Gerätes sortiert. Dabei wurden aus der Zellsuspension der

RV-eGFP- und der RV-Gal1-Probe diejenigen Zellen isoliert, die infiziert waren und daher ein

GFP-Signal hatten. Die Zellen der Kontrollprobe wurden durch ihre Größe und Granularität

identifiziert, so dass das Produkt die lebenden Lymphozyten enthielt.

6.5.12 FACS-basierte Zell-Färbung

Es gibt verschiedene Farbstoffe um die Proliferation von Zellen zu untersuchen. CFSE (Car-

boxyfluorescein Succinimidyl Ester) und eFluor670 binden kovalent an intrazelluläre Moleküle.

Die Färbungen können genutzt werden, um die Proliferation von Lymphozyten zu verfolgen,

da sich bei der Teilung der Zellen der gebundene Farbstoff auf beide Tochterzellen aufteilt und

somit die Fluoreszenzintensität bei jeder Zellteilung abnimmt [115, 116, 117]. eFluor670 wur-

den vor allem dann genutzt, wenn die Zellen bereits mit GFP markiert waren, um Interferenzen

zu vermeiden.

CFSE-Färbung Die zu färbenden Zellen wurden nach dem Sortieren mit 5 ml IMDM ver-

setzt und anschließend zentrifugiert (300 x g, 10 min, 4 °C). Nachdem der Überstand abgesaugt

worden war, wurde das Pellet in 4 ml IMDM resuspendiert und mit 1 ml CFSE versetzt. Das
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Gemisch wurde 8 min bei 37 °C inkubiert. Es wurden 2 ml FCS hinzugefügt und nochmals für

5 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von IMDMcomplete gestoppt.

Im Anschluss wurden die Proben für 10 min bei 300 x g und 4 °C abzentrifugiert. Das Pellet

wurde in IMDMcomplete++ resuspendiert.

eFluor670-Färbung Um die Zellen eFluor670 zu markieren, wurde zunächst das Serum

durch zweimaliges Waschen mit PBS entfernt. Dann wurde das Pellet in 2 ml PBS resus-

pendiert und anschließend 2 ml Färbelösung (10 µM eFluor670) hinzugegeben. Nach einer

Inkubation von 10 min bei 37 °C wurde die Reaktion mit 4 ml kaltem FCS (5 min, 4 °C)

abgestoppt. Die gefärbten Zellen wurden drei Mal mit IMDMcomplete-Medium gewaschen.

Zuletzt wurde das Pellet in IMDMcomplete++ resuspendiert.

6.5.13 Proliferationstest

Für den Proliferationsassay wurden pro Messung zwei Wells einer 96 well-Flachbodenplatte

benötigt. Dabei wurden die Zellen aus einem Well mit a-CD3 (0,75 mg/ml, an der Platte

gebunden) und a-CD28 (1 mg/ml, gelöst) aktiviert. Für jede Testeinheit der Platte wurden

3*105 Zellen in 200 ml benötigt. Diese wurden wie in 6.5.12 beschrieben mit einem Proliferati-

onsfarbstoff gefärbt. Nach der Aussaat der Zellen wurden 10 ml der a-CD28-Verdünnung (1:25

in IMDMcomplete++) hinzugegeben. Die Zellen wurden für 3 - 5 Tage bei 37 °C kultiviert.

Am Messtag wurden die Zellen vom Well in FACS-Röhrchen übertragen und der Proliferati-

onsfarbstoff im Durchflusszytometer analysiert.

6.5.14 Inhibitionstest

Für den Inhibitionsassay wurden pro Messtag jeweils ein mit a-CD3 (0,75 mg/ml, an der Platte

gebunden) und a-CD28 (1 mg/ml, gelöst) aktiviertes Well einer 96 well-Flachbodenplatte

benötigt. Für jede Testeinheit der Platte wurden 2*105 Zellen jeder Probe in 100 ml benötigt.

Außerdem wurden für jede Testeinheit 2*105 CD4+CD25�-Zellen aus wt-Mäusen (in 100 ml)

mit einem Proliferationsfarbstoff gefärbt (siehe 6.5.12). Die Zellen wurden im Verhältnis 1:1

kokultiviert. Nach der Aussaat der Zellen wurden 10 ml der a-CD28-Verdünnung (1:25 in
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IMDMcomplete++) hinzugegeben. Die Zellen wurden für 3 - 5 Tage bei 37 °C kultiviert.

Am Tag der Messung wurden die Zellen vom Well in FACS-Röhrchen übertragen und im

Durchflusszytometer analysiert.

6.5.15 Migrationsassay

Zur Untersuchung des Migrationsverhaltens von T-Zellen zu Tumorzellen in vitro wurden

2*105 Tumorzellen in 500 µl in einem Well einer 24 well-Platte ausgesät. Die CD4+ T-Zellen

wurden am Folgetag, wie in 6.5.7 beschrieben, isoliert. In die 24 well-Platte wurden Transwel-

linserts mit einer Porengröße von 5 µm, die zuvor mit 1 x PBS gespült wurden, überführt. In

jedes Insert wurden 1*106 CD4+ T-Zellen in 200 µl IMDMcomplete pipettiert. Als Negativkon-

trolle wurde das Migrationsverhalten gegen reines Medium getestet. Für die Positivkontrolle

wurden 50 ng/ml SDF-1� in das untere Well pipettiert. Die Platte wurde für 4 h bei 37 °C

inkubiert. Im Anschluss wurden 10 µl 0,5 M EDTA in das untere Well pipettiert und die Platte

für 10 min bei RT vorsichtig geschüttelt. Das Transwellinsert wurde entfernt und die Zellen

aus dem unteren Well in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt. Nach Zentrifugation (10 min,

500 x g, 4 °C) wurde das Pellet in 100 µl resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Der Migra-

tionsindex der Zellen wurde mittels des folgenden Quotient (#5) ermittelt:

Migrationsindex =
Anzahlmigrierter Zellen

Anzahlmigrierter ZellenRichtungMediumohneZusätze
(5)

6.6 Histologische Methoden

6.6.1 Anfertigen von Kryoschnitten

Die Gewebe wurden direkt nach der Entnahme in flüssigem Stickstoff kryokonserviert und bei

-80 °C gelagert. Bei der Anfertigung der Kryoschnitte wurde das Gewebe im Kryostat auf -18 °C

„erwärmt“. Es wurden 7 mm dicke Kryoschnitte angefertigt, die auf Super Frost Objektträger

aufgezogen wurden. Die Kryoschnitte wurden bei RT über Nacht getrocknet und anschließend

in Alufolie bei -80 °C gelagert.
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6.6.2 Histologische und immunhistochemische Färbung von Gewebeschnitten

Für die Färbungen wurde mit einem Dako Pen ein Ring um jeden zu färbenden Kryoschnitt

gezogen. Anschließend wurden die Schnitte mittels eines Aceton-Methanol-Gemischs (1:1) für

3 min fixiert. Nachdem die Proben 3 mal für 5 min in PBS versetzt mit 0,2 % Tween20

gewaschen worden waren, wurden sie mit PBS versetzt mit 0,2 % Tween20, 5 % NGS sowie

1 % BSA für 30 min blockiert. Der Primärantikörper (siehe 5.5.3) wurde über Nacht bei 4 °C in

einer feuchten Kammer auf dem Schnitt inkubiert. Der überschüssige Antikörper wurde durch

dreimaliges Waschen mit PBS für 5 min vom Objektträger entfernt. Die Proben wurden für 1 h

bei RT mit dem Zweitantikörper (siehe 5.5.3) gefärbt. Im Anschluss wurden die Schnitte 3 x

mit PBS gewaschen und die Zellkerne mit DAPI (1 µg/ml) gefärbt. Nachdem das überschüssige

DAPI von den Schnitten gewaschen worden war (3 x 5 min, PBS), wurden die Schnitte mit

Fluoromount eingedeckt und bis zur Auswertung bei 4 °C gelagert.

6.6.3 Mikroskopische Auswertung der Schnitte

Zur Bestimmung der Expression von CD31 in den Tumoren wurden von jedem Schnitt mehrere

Areale in einer 400 x Vergrößerung fotografiert, von denen im Anschluss drei repräsentative

Areale geblindet ausgewählt wurden. Es wurde jeweils eine DAPI- und eine FITC-Aufnahme

gemacht, welche anschließend überlagert wurden. Für die rechnerische Auswertung der Fluo-

reszenzintensität der CD31-Färbung wurde nur die FITC-Aufnahme genutzt. Die Auswertung

erfolgte mit Hilfe der Software ImageJ. Zunächst wurde dafür die Fluoreszenzintensität des Ge-

samtbildes bestimmt. Von dieser Intensität wurde mit der Hilfe der folgenden Formel (#6), die

Hintergrundfluoreszenz abgezogen, so dass die korrigierte Fluoreszenz (CTF, corrected total

fluorescence) als Parameter für die CD31 Expression genutzt werden konnte.

korrigierte F luoreszenz (CTF ) = Fluoreszenzintensität� (6)

(Fläche der Zellen ⇤Mittelwert der Hintergrundfluoreszenz)

Um die Lymphozyteninfiltration zu bestimmen wurden die Schnitte in einer 100 x Vergrö-
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ßerung aufgenommen. Es wurde jeweils eine DAPI- und eine FITC-Aufnahme gemacht, welche

für die Auswertung übereinander gelegt wurden. Mit Hilfe der Software ImageJ wurden die

infiltrierenden Lymphozyten ausgezählt. Anschließend wurde die Fläche der Zellen im Schnitt

bestimmt, um dann die Lymphozyteninfiltration pro mm2 bestimmen zu können.

Lymphozyteninfiltration = Anzahl Lymphozyten

F läche der Zellen

(7)

6.7 Auswertungen

6.7.1 Statistik

Statistische Analysen wurden mit der GraphPad Prism 5.0 Software oder R durchgeführt.

Dabei wurden die folgenden Tests genutzt: T-Test, „one-way“ ANOVA mit anschließendem

„Bonferroni’s multiple comparisons test“ oder Dunnett Test, Vierfeldertafel, Kaplan-Meier-

Analyse

Generell wurden die Tests ab einem p-Wert < 0,05 als signifikant gewertet. In dieser

Arbeit wurde für die Darstellung der unterschiedlichen Signifikanzniveaus in den Abbildungen

der folgenden Code verwendet: *** p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05

6.7.2 Bildbearbeitung

Die Bildbearbeitung erfolgte mit PS Adobe Photoshop CS4 Extended sowie mit ImageJ.
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Ergebnisse

7 Charakterisierung des Immunphänotyps von

TH-MYCN-Mäusen

Für die in vivo Untersuchung des NB steht das bereits gut etablierte TH-MYCN-Mausmodell

zur Verfügung. Bei diesem Modell wird die MYCN-Expression neuralleistenspezifisch durch den

TH-Promoter angeschaltet. Es ist publiziert, dass etwa 60 % der heterozygoten Tiere innerhalb

der ersten sechs Monate einen neuroblastischen Tumor entwickeln [6]. Obwohl das Modell von

vielen Arbeitsgruppen genutzt wird, ist bisher erst wenig über das Immunsystem der Tiere

bekannt. Daher wurde in dieser Arbeit zunächst das Immunsystem von tumortragenden Tieren

im Vergleich zu tumorfreien Tieren charakterisiert.

7.1 Identifizierung von transgenen TH-MYCN-Mäusen

Aus Schwanzbiopsien von potentiell transgenen Mäusen wurde die genomische DNA isoliert

und mittels PCR der Genotyp der Mäuse bestimmt. Dazu wurde das humane MYCN-Transgen

untersucht. Ein Agarosebild zu dieser Genotypisierung ist in Abbildung 12 zu sehen. Mäuse,

die das Transgen nicht tragen, zeigen nur eine Bande bei 500 bp (wt). Homozygote Mäuse

haben ein amplifiziertes Produkt bei 300 bp (+/+). Bei heterozygoten TH-MYCN-Mäusen

(+/-) sind beide Produkte auf dem Agarosebild detektierbar. TH-MYCN transgene Mäuse

wurden 6 Monate beobachtet. Nach eigenen Beobachtungen entwickeln etwa 50 - 60 % der

heterozygoten Tiere im genetischen Hintergrund 129x1/Sv in dieser Zeitspanne einen Tumor.
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Abbildung 12: Repräsentative Genotypisierungs-PCR der verwendeten Mauslinie TH-MYCN. Nach
Isolation der DNA aus den Schwanzbiopsien wurde eine Genotypisierungs-PCR durchgeführt. Das Produkt der
PCR wurde auf einem Agarosegel analysiert. Es wurden jeweils 15 µl des PCR-Produkts in die Taschen eines
1,7 %igen Agarosegels geladen. Die Proben wurden bei 150 mA für 45 min aufgetrennt. Als Größenmarker
wurde die „100 bp-ladder“ von Invitrogen genutzt. Bei wt-Mäusen kann eine Bande bei 500 bp amplifiziert
werden (wt). Heterozygote Mäuse haben sowohl eine Bande bei 500 bp als auch bei 300 bp (+/-). Homozygote
Mäuse sind dadurch charakterisiert, dass sie nur eine Bande bei 300 bp haben (+/+).

7.2 Tumortiere haben eine verminderte zelluläre Immunantwort

Um die Tumorentstehung und das Tumorwachstum zu verfolgen, wurde das Abdomen der

Mäuse bis zu viermal wöchentlich abgetastet. Alle tumortragenden Mäuse wurden bei Erreichen

eines Tumorvolumens von ca. 2 cm3 oder bei schlechtem Allgemeinzustand durch zervikale

Dislokation getötet. Um zu beurteilen, ob sich das Immunsystem bei Tieren, die einen Tumor

entwickeln, ändert, wurden die Zellen aus der Milz von Tumortieren mit denen aus TH-MYCN

transgenen Tieren, die nach 6 Monaten keinen Tumor entwickelt hatten, verglichen.

Dazu wurden die Zellen zunächst mit dem Leukozytenmarker CD45 gefärbt. In Abbil-

dung 13 ist zu sehen, dass in der Milz von Tumortieren ein nicht signifikant niedrigerer Anteil

an CD45+-Zellen zu finden ist.
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Abbildung 13: Anteil an Leukozyten in der Milz von Tumortieren im Vergleich zu tumorfreien
Kontrollen. Aus der Milz von tumortragenden Tieren (Tumor) und Kontrolltieren (Kontrolle) wurden Zellen
isoliert, mit einem Antikörper gegen CD45, einem Marker für Leukozyten, gefärbt und durchflusszytometrisch
analysiert. (a) Exemplarische Darstellung des „Gatings“ von CD45+-Zellen in der Milz von tumortragenden
und tumorfreien Tieren. (b) In der zusammenfassenden Darstellung aller Messwerte ist jedes Tier durch einen
Punkt repräsentiert. Dargestellt ist der Mittelwert von CD45+-Zellen ± der Standardfehler des Mittelwertes
(SEM - standard error of the mean).

Anschließend wurde der Anteil an CD4+ und CD8+ T-Zellen in der Milz von tumortra-

genden und tumorfreien TH-MYCN-Mäusen bestimmt. In Abbildung 14 ist ein exemplarisches

Bild des „Gatings“ und der prozentuale Anteil der beiden Populationen zu sehen. In der Milz

von Tumortieren wurde eine signifikante Reduktion des prozentualen Anteils an CD4+ T-Zellen

im Vergleich zu den Kontrolltieren gemessen. Auch der Anteil der CD8+ T-Zellen in der Milz

von tumortragenden Tieren ist gegenüber tumorfreien Tieren vermindert. Der Unterschied ist

aber nicht signifikant.
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Abbildung 14: Anteil an CD4+ und CD8+ T-Zellen in der Milz von Tumortieren im Vergleich
zu tumorfreien Kontrollen. Die Zellen aus der Milz von tumortragenden Tieren (Tumor) und Kontrolltieren
(Kontrolle) wurden gefärbt und durchflusszytometrisch untersucht. (a) Exemplarische Darstellung des „Gatings“
für die Analyse von CD4+ und CD8+ T-Zellen in der Milz von Tumor- und Kontrolltieren. (b) & (c) In der
Zusammenfassung aller Daten ist jedes Tier durch einen Punkt repräsentiert. Aufgetragen ist der Mittelwert
von CD4+ T-Zellen (b) / CD8+ T-Zellen (c) ± SEM. Die beiden Gruppen wurden mit dem Student‘s T-Test
verglichen (*** p<0.001).

7.2.1 Charakterisierung des Phänotyps der CD4+ T-Zellen

Weiterhin wurde die Aktivität der CD4+ T-Zellen untersucht. Dazu wurden die Zellen mit

Antikörper gegen die Oberflächenmarker CD25, CD69 und CD62L gefärbt. CD25 und CD69

sind frühe Aktivierungsmarker, die nach Erkennung des Antigens erhöht auf der Zelloberfläche

exprimiert werden. CD25 ist zudem auch ein Marker für Tregs. CD62L ist auf naiven T-

Zellen exprimiert und wird nach Aktivierung herunterreguliert. Zudem wurde intrazellulär die

Expression von Granzym B (GzmB), welches in einen proteolytischen Abwehrmechanismus von

T-Zellen involviert ist, und Ki67, einem Proliferationsmarker, gemessen.

Man kann in Abbildung 15 sehen, dass die CD4+ T-Zellen von Tumortieren eine leichte

Reduktion in der Ki67 Expression zeigen, was auf eine reduzierte Proliferation schließen lässt.

Außerdem ist eine signifikant höhere Expression des Oberflächenmarkers CD62L auf CD4+

T-Zellen von Tumormäusen zu sehen. Insgesamt zeigen die CD4+ T-Zellen aus der Milz der

Tumortiere im Vergleich zu äquivalenten Zellen aus Kontrolltieren tendenziell einen suppri-

mierteren Phänotyp.
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Abbildung 15: Phänotyp von CD4+ T-Zellen in der Milz von Tumortieren im Vergleich zu tumorfreien
Kontrollen. Die Zellen aus der Milz von tumortragenden Tieren (Tumor) und Kontrolltieren (Kontrolle)
wurden gefärbt und durchflusszytometrisch untersucht. Zunächst wurden die CD4+ T-Zellen ausgewählt und
anschließend der prozentuale Anteil der Aktivierungsmarker CD25 (a), CD69 (b) und CD62L (c) bestimmt.
Außerdem wurden intrazellulär die GzmB (d) und die Ki67 (e) Expression der CD4+ T-Zellen gemessen.
Dargestellt sind exemplarische Histogramme der Messungen. In den zusammenfassenden Graphen ist jedes
Tier durch einen Punkt repräsentiert. Aufgetragen ist der Mittelwert von positiven Zellen ± SEM. Die beiden
Gruppen wurden mit dem Student‘s T-Test verglichen (*** p<0.001).

Um zu analysieren, ob es durch die Tumorgenese in tumortragenden Tieren zu einer Verän-

derung in den Subpopulationen innerhalb der CD4+ T-Zellen kommt, wurden die spezifischen
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Transkriptionsfaktoren (TF) untersucht. Die vier „Master“-TF sind Tbet (Th1), Gata3 (Th2),

Ror�t (Th17) und FoxP3 (Treg). Der prozentuale Anteil der Messung der vier TF ist in Abbil-

dung 16 dargestellt. Dabei kann man in den Tumortieren eine signifikante Reduktion der Ror�t

Expression detektieren. Es ist demnach eine verminderte Th17-Immunantwort in Tumortieren

im Vergleich zu Kontrolltieren vorhanden.

Abbildung 16: Analyse der Subpopulationen innerhalb CD4+ T-Zellen in Tumortieren im Vergleich
zu tumorfreien Kontrollen. Die Zellen aus der Milz von tumortragenden Tieren (Tumor) und Kontrolltieren
(Kontrolle) wurden gefärbt und durchflusszytometrisch untersucht. Zunächst wurden die CD4+ T-Zellen aus-
gewählt und anschließend der prozentuale Anteil der spezifischen Transkriptionsfaktoren Tbet (a), Gata3 (b),
Rorgt (c) und FoxP3 (d) intrazellulär bestimmt. Dargestellt sind exemplarische Histogramme der Messungen.
In den zusammenfassenden Auswertungen aller Messungen ist jedes Tier durch einen Punkt repräsentiert.
Aufgetragen ist der Mittelwert von positiven Zellen ± SEM. Die beiden Gruppen wurden mit dem Student‘s
T-Test verglichen (* p<0.05).

Zuletzt wurde die Zytokinausschüttung der CD4+ T-Zellen bestimmt. Dazu wurden die Zel-

len aus der Milz isoliert und für 4 h mit PMA und Ionomycin in Anwesenheit von Brefeldin A

restimuliert. Anschließend wurde das Zytokinlevel von IFN-�, IL10, IL2 und IL10 durchfluss-

zytometrisch bestimmt. In Abbildung 17 ist der prozentuale Anteil der jeweiligen Zytokine zu

sehen. Es sind keine signifikanten Unterschiede im Zytokinprofil der CD4+ T-Zellen aus der
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Milz von tumortragenden Tieren im Vergleich zu tumorfreien Kontrolltieren festzustellen.

Abbildung 17: Zytokinprofil von CD4+ T-Zellen aus tumortragenden Tieren im Vergleich zu tu-
morfreien Kontrollen. Die Zellen aus der Milz von tumortragenden Tieren (Tumor) und tumorfreien Tieren
(Kontrolle) wurden isoliert und für 4 h restimuliert. Anschließend wurde der Anteil der Zytokine IFN-g (a), IL17
(b), IL2 (c) und IL10 (d) auf ausgewählten CD4+ T-Zellen bestimmt. Dargestellt sind exemplarische Histo-
gramme der Messungen. In den Auswertungen aller Messungen ist jedes Tier durch einen Punkt repräsentiert.
Aufgetragen ist der Mittelwert ± SEM.

7.2.2 Charakterisierung des Phänotyps der CD8+ T-Zellen

Analog zu der Analyse der CD4+ T-Zellen wurde der Phänotyp der CD8+ T-Zellen untersucht.

Dazu wurden die Zellen mit Antikörpern gegen die Oberflächenmoleküle CD25, CD69 und

CD62L gefärbt. Zudem wurde intrazellulär die Expression von GzmB und Ki67 gemessen. In

Abbildung 18 ist zu sehen, dass die CD8+ T-Zellen in tumortragenden Tieren im Vergleich

zu tumorfreien Kontrollen einen supprimierteren Phänotyp zeigen. Dies ist zum Beispiel an

der signifikanten Reduktion in der CD62L Expression auf den CD8+ T-Zellen von Tumortieren

im Vergleich zur Kontrolle zu sehen. Außerdem ist die Expression von Ki67 in den CD8+ T-

Zellen von tumortragenden Tieren niedriger als in Kontrolltieren, was auf eine verminderte
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Proliferation hindeutet.

Abbildung 18: Phänotyp von CD8+ T-Zellen in der Milz von Tumortieren im Vergleich zu tumorfreien
Kontrollen. Die Zellen aus der Milz von tumortragenden Tieren (Tumor) und Kontrolltieren (Kontrolle)
wurden gefärbt und durchflusszytometrisch untersucht. Zunächst wurden die CD8+ T-Zellen ausgewählt und
anschließend der prozentuale Anteil der Aktivierungsmarker CD25 (a), CD69 (b) und CD62L (c) bestimmt.
Außerdem wurden intrazellulär die GzmB (d) und die Ki67 (e) Expression der CD8+ T-Zellen gemessen.
Dargestellt sind exemplarische Histogramme einer durchflusszytometrischen Messung. In den Auswertungen
aller Messungen ist jedes Tier durch einen Punkt repräsentiert. Aufgetragen ist der Mittelwert ± SEM. Die
beiden Gruppen wurden mit dem Student‘s T-Test verglichen (*** p<0.001).

Zuletzt wurde die Zytokinausschüttung der CD8+ T-Zellen untersucht. Dazu wurden die
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Zellen aus der Milz isoliert und für 4 h mit PMA und Ionomycin in Anwesenheit von Brefel-

din A restimuliert. Anschließend wurde das Zytokinlevel durchflusszytometrisch bestimmt. In

Abbildung 19 ist der prozentuale Anteil der Zytokine IFN-�, IL17, IL2 und IL10 zu sehen. Es

sind keine Unterschiede im Zytokinlevel der CD8+ T-Zellen aus der Milz von tumortragenden

und tumorfreien Mäusen zu sehen.

Abbildung 19: Zytokinprofil von CD8+ T-Zellen aus tumortragenden Tieren im Vergleich zu tumor-
freien Kontrollen. Die Zellen aus der Milz von tumortragenden Tieren (Tumor) und Kontrolltieren (Kontrolle)
wurden isoliert und für 4 h restimuliert. Anschließend wurde der Anteil der Zytokine IFN-g (a), IL17 (b), IL2
(c) und IL10 (d) auf ausgewählten CD8+ T-Zellen bestimmt. Dargestellt sind exemplarische Histogramme der
Messungen. In den zusammenfassenden Analysen aller Daten ist jedes Tier durch einen Punkt repräsentiert.
Aufgetragen ist der Mittelwert ± SEM.

7.2.3 Anteil an antigenpräsentierenden Zellen und ihr Phänotyp

Da T-Zellen durch antigenpräsentierende Zellen aktiviert werden müssen, wurde neben dem

Anteil an T-Zellen auch der Anteil an dendritischen Zellen in der Milz von tumortragenden

und tumorfreien TH-MYCN-Mäusen analysiert. Dazu wurden die Zellen zunächst mit einem
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Antikörper gegen CD11c gefärbt. Der prozentuale Anteil der CD11c+-Zellen ist in Abbildung 20

zu sehen. Es ist dabei keine Veränderung im Anteil der dendritischen Zellen zu erkennen.

Abbildung 20: Anteil der CD11c+ dendritischen Zellen in der Milz von Tumortieren im Vergleich
zu tumorfreien Kontrollen. Die Zellen aus der Milz von tumortragenden Tieren (Tumor) und tumorfreien
Tieren (Kontrolle) wurden gefärbt und durchflusszytometrisch untersucht. (a) Exemplarische Darstellung des
„Gatings“ von CD11c+ dendritischen Zellen aus der Milz von tumorfreien und tumortragenden Mäusen. (b)
In der Zusammenfassung aller Messwerte ist jedes Tier durch einen Punkt repräsentiert. Dargestellt ist der
Mittelwert von CD11c+-Zellen ± SEM.

Weiterhin wurde der Phänotyp der dendritischen Zellen untersucht. Dazu wurden MHCII

und die kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 gefärbt und die Expressionsstärke mittels

der mittleren Fluoreszenzintensität (MFI - mean fuorescence intensity) durchflusszytometrisch

gemessen. In Abbildung 21 ist zu sehen, dass der Phänotyp von CD11c+-Zellen sich in Tumor-

tieren nicht signifikant von tumorfreien TH-MYCN-Mäusen unterscheidet.
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Abbildung 21: Phänotyp von CD11c+-Zellen in der Milz von Tumortieren im Vergleich zu tumorfrei-
en Kontrollen. Die Zellen aus der Milz von tumortragenden Tieren (Tumor) und Kontrolltieren (Kontrolle)
wurden gefärbt und durchflusszytometrisch untersucht. Zunächst wurden die CD11c+-Zellen ausgewählt und
anschließend die Expression von MHCII (a) sowie der kostimulatorischen Marker CD80 (b) und CD86 (c) be-
stimmt. Gezeigt sind exemplarische Histogramme für die Messung der Marker innerhalb der CD11c+-Zellen. In
den zusammenfassenden Analysen ist jedes Tier durch einen Punkt repräsentiert. Aufgetragen ist der Mittelwert
der durchschnittlichen Fluoreszenzintensität (MFI - mean fuorescence intensity) ± SEM.

Zuletzt wurde der Anteil an Makrophagen in der Milz von Tumor- und Kontrolltieren

bestimmt. Dazu wurde der Marker CD11b genutzt. Der prozentuale Anteil der CD11b+-Zellen

ist in Abbildung 22 zu sehen. Auch hier ist kein signifikanter Unterschied im prozentualen Anteil

der CD11b+-Zellen in der Milz von tumortragenden und tumorfreien Mäusen zu verzeichnen.
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Abbildung 22: Anteil an CD11b+ Makrophagen in der Milz von Tumortieren im Vergleich zu tumor-
freien Kontrollen. Die Zellen aus der Milz von tumortragenden Tieren (Tumor) und Kontrolltieren (Kontrolle)
wurden gefärbt und durchflusszytometrisch untersucht. (a) Exemplarische Darstellung des „Gatings“ für die
Analyse von CD11b+ Makrophagen innerhalb der Suspension aus der Milz von Tumor- und Kontrolltieren.
(b) In der Zusammenfassung aller Daten ist jedes Tier durch einen Punkt repräsentiert. Dargestellt ist der
Mittelwert von positiven CD11b+-Zellen ± SEM.

Die Analysen zeigten, dass der Anteil an CD4+ T-Zellen signifikant vermindert ist und

es tendentiell auch weniger CD8+ T-Zellen in der Milz von Tumormäusen im Vergleich zu

tumorfreien Kontrollen gibt. Zudem zeigte die Charakterisierung des Immunkompartiments

von tumortragenden und tumorfreien TH-MYCN-Mäusen, dass die Zellen des Immunsystems

von tumortragenden Tieren im Vergleich zu tumorfreien Kontrollen einen eher supprimierten

Phänotyp haben.
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8 Einfluss der Gal-1 Expression auf den T-Zell-Phänotyp

8.1 Phänotyp von T-Zellen in Gal-1 defizienten Mäusen

In vorausgegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Gal-1 eine wichtige Rolle bei der

Tumor-Wirt-Interaktion spielt und die Immunantwort gegen den Tumor beeinflussen kann [62,

84, 89]. In verschiedenen Publikationen wurde beschrieben, dass die Expression von Gal-1 an

verschiedenen Aspekten der Tumorentstehung, wie beispielsweise der Zellinteraktion oder der

Migration, beteiligt ist [84, 67]. Zudem wurde eine unterschiedliche Wirkung von Gal-1 auf die

verschiedenen T-Zell-Populationen beschrieben. Dabei ist publiziert, dass Gal-1 die Apoptose in

Th1- und Th17-Zellen auslöst und somit die Immunantwort in Richtung Th2-Zellen verschiebt.

Zudem kommt es in Gegenwart von Gal-1 zu einer Expansion von regulatorischen T-Zellen.

Gal-1 spielt somit in der Ausbalancierung der T-Zell-vermittelten Immunantwort eine Rolle

[80]. Um im Weiteren den Einfluss von Gal-1 auf die TH-MYCN Tumorgenese zu spezifizieren,

wurde zunächst die Rolle von Gal-1 im Immunsystem untersucht. Dazu wurde in dieser Arbeit

mit der von Poirier et al. etablierten Gal-1 defizienten Maus (Gal-1�/�) gearbeitet [93]. Um

den Immunphänotyp dieser Mäuse zu bestimmen, wurden die Zellen aus der Milz von naiven

Gal-1�/�-Tieren (ko) mit denen aus wt-Tieren verglichen.

8.1.1 Identifizierung von transgenen Gal-1-Mäusen

Aus Schwanzbiopsien von potentiell transgenen Mäusen wurde die genomische DNA isoliert

und mittels PCR der Genotyp der Mäuse bestimmt. Dazu wurde der Gal-1 Lokus untersucht.

Die Bestimmung des Zygotiestatus von Gal-1 ist beispielhaft in Abbildung 23 zu sehen. Das

Vorliegen einer Bande bei 400 bp ist charakteristisch für eine wt-Maus (+/+). Die Ausprägung

von zwei Banden (300 bp & 400 bp) zeigt, dass es sich um eine heterozygote Maus (+/-)

handelt. Homozygote Mäuse (-/-) haben nur eine Bande bei 300 bp.
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Abbildung 23: Bestimmung der Zygotie Gal-1 defizienter Mäuse. Nach Isolation der DNA aus den
Schwanzbiopsien wurde eine Genotypisierungs-PCR durchgeführt. Das Produkt der PCR wurde auf einem
Agarosegel analysiert. Es wurden jeweils 15 µl des PCR-Produkts in die Taschen eines 1,7 %igen Agarosegels
geladen. Die Proben wurden bei 150 mA für 45 min aufgetrennt. Als Größenmarker wurde die „100 bp-ladder“
von Invitrogen genutzt. Bei wt-Mäusen kann eine Bande bei 400 bp amplifiziert werden (+/+). Heterozygote
Mäuse sind gekennzeichnet durch eine Bande bei 400 bp und bei 300 bp (+/-). Homozygote Mäuse haben
nur eine Bande bei 300 bp (-/-).

8.1.2 T-Zellen aus Gal-1�/�-Mäusen zeigen eine verminderte Aktivität

Um einen möglichen Einfluss der fehlenden Gal-1 Expression auf die Verteilung verschiedener

Immunzellpopulationen zu untersuchen, wurden durchflusszytometrische Analysen an Einzel-

zellsuspensionen der Milz von Gal-1�/�-Tieren im Vergleich zu wt-Tieren durchgeführt. In

Abbildung 24 ist der prozentuale Anteil an CD4+ T-Zellen, CD8+ T-Zellen, CD11c+ dendri-

tischen Zellen und CD11b+ Makrophagen zu sehen. Während der Anteil an CD4+-, CD8+-

und CD11b+-Zellen sich nicht verändert, kommt es in der Milz von Gal-1�/�-Mäusen zu einer

signifikanten Erhöhung der CD11c+ dendritischen Zellen.
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Abbildung 24: Verteilung der Immunzellen in der Milz von Gal-1�/�-Mäusen. Die Zellen aus der
Milz von wt-Mäusen und Gal-1�/�-Mäusen (ko) wurden gefärbt und durchflusszytometrisch untersucht. Es
wurden der prozentuale Anteil an CD4+ / CD8+ T-Zellen (a), CD11c+ dendritischen Zellen (b) und CD11b+

Makrophagen (c) bestimmt. Dotplots sind exemplarisch für die Analyse der Populationen in wt- und Gal-
1�/�-Tieren gezeigt. In den darunter gezeigten Auswertungen aller Messwerte ist jedes Tier durch einen
Punkt repräsentiert. Aufgetragen ist der Mittelwert von positiven Zellen ± SEM. Die beiden Gruppen wurden
mit dem Student‘s T-Test verglichen (* p<0.05).

Anschließend wurde der Phänotyp der CD4+ T-Zellen genauer charakterisiert. Dazu wurden

zunächst die Aktivierungsmarker CD25, CD69, CD62L, GzmB und Ki67 mittels fluoreszenz-

markierter Antikörper gefärbt. Das Aktivierungsprofil von CD4+ T-Zellen (siehe Abbildung

25) wird durch das Fehlen von Gal-1 nicht signifikant verändert. Tendenziell weisen die CD4+

T-Zellen der Gal-1�/�-Tiere einen supprimierteren Phänotyp auf als die wt-Tiere. So ist bei-

spielsweise die Expression von CD69 auf CD4+ T-Zellen aus Gal-1�/�-Mäusen vermindert und

die CD62L Expression erhöht.

CD25 ist nicht nur ein Marker für die Aktivierung von T-Zellen, sondern auch ein Marker für

Tregs. Eine Veränderung der Expression kann daher auch Rückschlüsse auf die Treg-Population

geben. Wie in Abbildung 25 a zu sehen, unterscheidet sich die CD25 Expression auf den CD4+

T-Zellen von Gal-1�/�-Mäusen allerdings nicht von der auf den CD4+ T-Zellen von wt-Tieren.
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Abbildung 25: Phänotyp von CD4+ T-Zellen in der Milz von Gal-1�/�-Mäusen. Die Zellen aus der Milz
von wt-Mäusen und Gal-1�/�-Mäusen (ko) wurden gefärbt und durchflusszytometrisch untersucht. Zunächst
wurden die CD4+ T-Zellen ausgewählt und anschließend der prozentuale Anteil der Aktivierungsmarker CD25
(a), CD69 (b) und CD62L (c) bestimmt. Außerdem wurden intrazellulär die GzmB (d) und die Ki67 (e)
Expression der CD4+ T-Zellen gemessen. Dargestellt sind exemplarische Histogramme der Messungen innerhalb
der CD4+ T-Zellen aus der Milz von wt- und Gal-1�/�-Mäusen. In den zusammenfassenden Graphen aller
Messwerte ist jedes Tier durch einen Punkt repräsentiert. Aufgetragen ist der Mittelwert ± SEM.

Zusätzlich wurde das Proliferationsverhalten von CD4+ T-Zellen untersucht. Dazu wurden

die CD4+ T-Zellen aus der Milz von Gal-1�/�- und wt-Mäusen isoliert, mit eFluor670 gefärbt

und mit anti-CD3 und anti-CD28 stimuliert. Die Proliferation der Zellen, welche über eine
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Abnahme des Fluoreszenzssignales bestimmt werden konnte, wurde vom zweiten Tag bis zum

fünften Tag gemessen. In Abbildung 26 sieht man, dass die CD4+ T-Zellen aus den Gal-

1�/�-Mäusen nach Aktivierung tendenziell etwas schlechter proliferierten als die Zellen aus

wt-Mäusen.

Abbildung 26: Proliferation von CD4+ T-Zellen aus Gal-1�/�-Mäusen. Die CD4+ T-Zellen aus der Milz
von Gal-1�/�-Mäusen (hellgrau) und wt-Mäusen (schwarz) wurden mittels MACS isoliert und mit eFluor670
gefärbt. Die Proliferation wurde vom zweiten Tag (d2) bis zum fünften Tag (d5) gemessen. Die Prolifera-
tion der CD4+ T-Zellen aus wt-Mäusen wurde an jedem Messtag als 100 % definiert. Die Proliferation der
CD4+ T-Zellen aus den Gal-1�/�-Mäusen wurde entsprechend auf diesen Wert berechnet. Aufgetragen ist
der Mittelwert aus 3 unabhängigen Messungen + SEM.

Um zu analysieren, ob sich der Anteil an Th1-, Th2-, Th17- und Treg-Zellen innerhalb der

CD4+ T-Zellen durch das Fehlen von Gal-1 in naiven Mäusen verändert, wurden die spezifischen

TF untersucht. Der prozentuale Anteil der Messung der vier TF ist in Abbildung 27 dargestellt.

Es ist keine signifikante Verschiebung der Subpopulationen innerhalb der CD4+ T-Zellen zu

erkennen.
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Abbildung 27: Analyse von Subpopulationen innerhalb der CD4+ T-Zellen in Gal-1�/�-Mäusen. Die
Zellen aus der Milz von wt-Mäusen und Gal-1�/�-Mäusen (ko) wurden gefärbt und durchflusszytometrisch
untersucht. Zunächst wurden die CD4+ T-Zellen ausgewählt und anschließend der prozentuale Anteil der
spezifischen Transkriptionsfaktoren Tbet (a), Gata3 (b), Rorgt (c) und FoxP3 (d) intrazellulär bestimmt.
Gezeigt sind repräsentative Histogramme für die Messung der TF innerhalb der CD4+ T-Zellen aus der Milz von
wt- und Gal-1�/�-Tieren. In den zusammenfassenden Analysen ist jedes Tier durch einen Punkt repräsentiert.
Aufgetragen ist der Mittelwert ± SEM.

Analog zu der Analyse der CD4+ T-Zellen wurde auch der Phänotyp der CD8+ T-Zellen

untersucht. Dazu wurden die Oberflächenmoleküle CD25, CD69 und CD62L und die intrazel-

lulären Marker GzmB und Ki67 gemessen. In Abbildung 28 ist das Aktivierungsprofil der CD8+

T-Zellen aus der Milz von Gal-1�/�-Tieren im Vergleich zu wt-Tieren dargestellt. Man sieht,

dass der Anteil an CD62L exprimierenden CD8+ T-Zellen in Gal-1�/�-Tieren signifikant höher

ist als in wt-Tieren. Auch die anderen Aktivierungsmarker geben einen Hinweis darauf, dass die

CD8+ T-Zellen von Gal-1�/�-Tieren im Vergleich zu den äquivalenten Zellen aus wt-Tieren

einen supprimierteren Phänotyp haben.

90



8 EINFLUSS DER GAL-1 EXPRESSION AUF DEN T-ZELL-PHÄNOTYP

Abbildung 28: Phänotyp von CD8+ T-Zellen in der Milz von Gal-1�/�-Mäusen. Die Zellen aus der Milz
von wt-Mäusen und Gal-1�/�-Mäusen (ko) wurden gefärbt und durchflusszytometrisch untersucht. Zunächst
wurden die CD8+ T-Zellen ausgewählt und anschließend der prozentuale Anteil der Aktivierungsmarker CD25
(a), CD69 (b) und CD62L (c) bestimmt. Außerdem wurden intrazellulär die GzmB (d) und die Ki67 (e)
Expression der CD8+ T-Zellen gemessen. Dargestellt sind exemplarische Histogramme für die Messungen
der Aktivierungsmarker innerhalb der CD8+ T-Zellen aus der Milz von wt- und Gal-1�/�-Tieren. In den
zusammenfassenden Graphen ist jedes Tier durch einen Punkt repräsentiert. Aufgetragen ist der Mittelwert ±
SEM. Die beiden Gruppen wurden mit dem Student‘s T-Test verglichen (* p<0.05).

Insgesamt konnte man sehen, dass das Fehlen von Gal-1 keinen Einfluss auf den in der Milz

vorhandenen Anteil von CD4+ und CD8+ T-Zellen hat. Man kann jedoch feststellen, dass
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sowohl die CD4+ als auch die CD8+ T-Zellen von Gal-1�/�-Mäusen einen supprimierteren

Phänotyp zeigten als die T-Zellen aus wt-Tieren.

8.2 Phänotyp von Gal-1 überexprimierenden CD4+ T-Zellen

Von Garin et al. wurde postuliert, dass Gal-1 ein Schlüsselspieler der Treg vermittelten Immun-

suppression ist [79]. In der Tumorbiologie spielen Tregs eine wichtige Rolle, da man annimmt,

dass Tregs an der Suppression einer effizienten Anti-Tumor-Antwort maßgeblich beteiligt sind

[53, 56, 58]. Daher wurde nach der Analyse des Phänotyps von T-Zellen aus Gal-1�/�-Mäusen

der Phänotyp von Gal-1 überexprimierenden CD4+ T-Zellen untersucht. Dazu wurde Gal-1 mit

Hilfe eines retroviralen Vektors in CD4+ T-Zellen überexprimiert. Der verwendete retrovirale

Vektor (RV-Gal1) kodiert neben Gal-1 auch für GFP, so dass die transduzierten Zellen anhand

der GFP-Expression mittels Zellsortierung isoliert werden konnten. Als Kontrolle diente ein re-

troviraler Vektor, der nur GFP kodiert (RV-GFP). Durch die Transduktion von CD4+ T-Zellen

soll der Einfluss von Gal-1 auf den molekularen und funktionellen Phänotyp aufgeklärt werden.

8.2.1 Effizienz der retroviralen Transduktion von T-Zellen

Die Effizienz der retroviralen Transduktion konnte durch die Expression von GFP durchfluss-

zytometrisch bestimmt werden. Dabei war die Rate für den Kontrollvektor (RV-GFP) immer

etwas höher als für den Gal-1 modulierenden Vektor (RV-Gal1). In Abbildung 29 sieht man eine

beispielhafte Analyse der Effizienz einer retroviralen Transduktion sowie die Zusammenfassung

von fünf Messungen. Die durchschnittliche Effizienz der Transduktion betrug für RV-GFP ca.

45 % und für RV-Gal1 ca. 26 %.
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Abbildung 29: Effizienz der retroviralen Transduktion. CD4+CD25�-T-Zellen wurden mit retroviralem
Überstand von Kontrollvirus (RV-GFP) oder Gal-1-Vektor (RV-Gal1) transduziert. Fünf Tage nach Trans-
duktion können GFP positive Zellen gemessen und sortiert werden. Die Darstellung zeigt die Effizienz von 5
unabhängigen Experimenten (Mittelwert ± SEM).

8.2.2 Gal-1 transduzierte Zellen haben eine erhöhte Gal-1 Expression

Die Gal-1 Expression in transduzierten Zellen wurde zum einen in der mRNA mittels qPCR

und zum anderen in Proteinlysaten durch Western Blot getestet. In Abbildung 30 sieht man,

dass die Transduktion zu einer erhöhten Gal-1 Expression geführt hat.

(a) (b)

Abbildung 30: Retrovirale Überexpression von Gal-1 in CD4+CD25� T-Zellen. Gal-1 Expression in
transduzierten CD4+CD25� T-Zellen an Tag 5 nach T-Zell-Aktivierung. Die Expression von Gal-1 in transdu-
zierten T-Zellen wurde mittels qPCR (a) und Western Blot (b) bestimmt und mit der von T-Zellen verglichen,
die nur den GFP-kodierenden retroviralen Vektor exprimierten (RV-GFP) oder die parallel zur Transduktion
nur aktiviert worden waren (Kontrolle). Für RT-Analysen wurden 5 Experimente und für Western Blot Ana-
lysen 3 Experimente zusammengefasst. Die statistische Analyse der Ergebnisse wurde durch eine „one-way“
ANOVA Untersuchung mit anschließendem „Bonferroni’s multiple comparisons test“ durchgeführt (* p<0.05,
** p<0.01).
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8.2.3 Überexpression von Gal-1 verändert die Verteilung der Subpopulationen

innerhalb der CD4+ T-Zellen nicht

In der Literatur ist beschrieben, dass exogenes Gal-1 die Verteilung der Subpopulationen in-

nerhalb der CD4+ T-Zellen beeinflusst [118]. Um zu analysieren, ob intrinsisches Gal-1 einen

ähnlichen Effekt hervorruft, wurde der Einfluss der Gal-1 Überexpression auf die Verteilung

von Th1-, Th2-, Th17- und Treg-Zellen innerhalb der CD4+ T-Zellen untersucht. Dazu wurde

das mRNA-Level der vier Transkriptionsfaktoren (TF) mittels qPCR bestimmt. In Abbildung

31 sieht man die relativen Expressionen. Es kommt durch die Überexpression von Gal-1 zu

keiner Veränderung des Expressionslevels der TF und somit zu keiner Veränderung in den

Subpopulationen innerhalb der CD4+ T-Zellen.

(a) (b) (c) (d)

Abbildung 31: Analyse von Subpopulationen innerhalb der CD4+ T-Zellen in Gal-1 überexprimie-
renden Zellen. Expression von Transkriptionsfaktoren (TF) in transduzierten CD4+CD25� T-Zellen an Tag
5 nach T-Zell-Aktivierung. Die Expression der TF in transduzierten T-Zellen wurde mittels qPCR bestimmt.
Es wurden die spezifischen TF Tbet (a), Gata3 (b), Rorc (c) und Foxp3 (d) untersucht. Verglichen wurde die
Expression in Gal-1 überexprimierenden Zellen (RV-Gal1) mit der von T-Zellen, die nur den GFP-kodierenden
retroviralen Vektor exprimierten (RV-GFP) oder die parallel zur Transduktion nur aktiviert worden waren
(Kontrolle). Aufgetragen ist der Mittelwert + SEM.

8.2.4 RV-Gal1 Zellen beeinflussen parakrin die Proliferation und autokrin das

Überleben

Um die Funktion von Gal-1 näher zu charakterisieren, wurden mit den transduzierten Zellen

Proliferations- und Inhibitionsassays durchgeführt. Beim Proliferationsassay wurde analysiert,

wie effizient die transduzierten Zellen proliferieren. Durch Messung der MFI eines Proliferati-

onsfarbstoffes konnte die Proliferation bestimmt werden, da die Teilungsrate antipropotional

zum MFI-Wert ist. Das heißt je größer der MFI-Wert, desto weniger proliferieren die Zellen.

94



8 EINFLUSS DER GAL-1 EXPRESSION AUF DEN T-ZELL-PHÄNOTYP

Beim Inhibitionsassay wurde die Proliferation von kokultivierten Responder-T-Zellen (Tresp-

Zellen) untersucht. Je besser die Gal-1 überexprimierenden Zellen die Tresp-Zellen in ihrer

Proliferation hemmen, desto größer war die MFI.

In Abbildung 32 ist die Auswertung der beiden Assays dargestellt. Man kann erkennen,

dass die Überexpression von Gal-1 das Proliferationsverhalten der transduzierten Zellen nicht

verändert. Jedoch kommt es bei einer Kokultivierung der Gal-1 überexprimierenden Zellen mit

Tresp-Zellen zu einer verminderten Proliferationsrate.

(a) (b)

Abbildung 32: Gal-1 vermindert die Proliferation von Tresp-Zellen. (a) Analyse der proliferativen Effi-
zienz von CD4+CD25� T-Zellen, welche entweder Gal-1 oder den GFP-Kontrollvektor exprimieren. Die Zellen
wurden mit eFluor 670 markiert. (b) Untersuchung der Proliferation von eFluor670 markierten Tresp-Zellen,
die in Kokultur mit CD4+CD25� T-Zellen, welche entweder Gal-1 oder den GFP-Kontrollvektor exprimieren,
gehalten wurden. Die Proliferation der RV-GFP-Probe wurde als 100 % definiert. Die Proliferation der RV-Gal-
1-Probe wurde entsprechend auf diesen Wert berechnet. Dargestellt ist der Mittelwert aus sechs unabhängigen
Experimenten + SEM.

Außerdem wurde die Apoptoserate der transduzierten CD4+CD25�-Zellen bestimmt. Die

Zellen wurden dafür mit Annexin V und 7-AAD gefärbt. In Abbildung 33 sieht man, dass Gal-1

überexprimierenden Zellen eine höhere Apoptoserate haben.
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(a) (b)

Abbildung 33: Apoptose von Gal-1 transduzierten Zellen. Analyse der Apoptose von transduzierten
Zellen durch Färbung mit Annexin V und 7-AAD am 5. Tag nach Infizierung. (a) Exemplarische Darstellung
des „Gatings“ zur Analyse von apoptotischen Zellen. (b) Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 unabhängigen
Experimenten ± SEM. Die beiden Gruppen wurden mit dem Student‘s T-Test verglichen (* p<0.05).

Insgesamt wurde mit diesen Analysen der Einfluss von Gal-1 auf den T-Zell-Phänotyp näher

untersucht. Dabei konnte man feststellen, dass eine Defizienz von Gal-1 den Anteil an CD4+

und CD8+ T-Zellen in der Milz von Mäusen nicht beeinflusst. Bei der Analyse des Phänotyps

von CD4+ und CD8+ T-Zellen konnte man sehen, dass sowohl die CD4+ als auch die CD8+

T-Zellen von Gal-1�/�-Mäusen einen supprimierteren Phänotyp zeigten als die T-Zellen aus

wt-Tieren. Die Defizienz von Gal-1 in T-Zellen scheint demnach förderlich für die Tumorent-

stehung zu sein. Außerdem wurde der Phänotyp von Gal-1 überexprimierenden CD4+ T-Zellen

untersucht. Es ist bekannt, dass exogenes Gal-1 die Verteilung der Subpopulationen inner-

halb von CD4+ T-Zellen beeinflussen kann [118]. Dieser Effekt konnte für intrinsisches Gal-1

nicht gezeigt werden. Bei der funktionellen Charakterisierung der CD4+ T-Zellen mit erhöhter

Gal-1 Expression zeigte sich, dass die Überexpression von Gal-1 das Proliferationsverhalten

von Tresp-Zellen beeinflussen kann. Eine Überexpression von Gal-1 auf T-Zellen könnte daher

ebenfalls tumorfördernd wirken.

96



9 EINFLUSS DER GAL-1-GENDOSIS IM TH-MYCN-MODELL

9 Einfluss der Gal-1-Gendosis auf Immunstatus und

Tumorentwicklung im TH-MYCN-Modell

In vorherigen Arbeiten wurde gezeigt, dass Gal-1 in vitro mit TrkB, einem Marker für einen

ungünstigen Krankheitsverlauf, korreliert [33]. Zudem konnten die Migration und Invasion

durch eine Inhibition von Gal-1 in vitro gehemmt werden [92]. Aufgrund der Vordaten wurde

die Hypothese entwickelt, dass Gal-1 die NB-Pathogenese im TH-MYCN-Modell beeinflussen

könnte. Um diese Hypothese experimentell zu prüfen wurden doppelt transgene Mäuse (TH-

MYCN / Gal-1) gezüchtet und die Tumorinzidenz in dieser Kohorte beobachtet. Im Abschnitt

8 wurde der Einfluss von Gal-1 auf den T-Zell-Phänotyp näher betrachtet. Dabei konnte man

feststellen, dass die T-Zellen von Gal-1�/�-Mäusen einen supprimierteren Phänotyp zeigten

als wt-Mäuse. Daher wurden im Folgenden die tumorinfiltrierenden T-Zellen in TH-MYCN /

Gal-1-Mäusen abhängig vom Genotyp untersucht.

9.1 Tumorinzidenz im TH-MYCN-Modell

Das Abdomen von Mäusen, die transgen für TH-MYCN waren, wurde engmaschig bis zu

viermal wöchentlich bis zum Alter von 183 Tagen abgetastet, um Tumore zu detektieren. Alle

tumortragenden Mäuse wurden bei Erreichen eines Tumorvolumens von ca. 2 cm3 oder bei

schlechtem Allgemeinzustand durch zervikale Dislokation getötet. Mäuse, die nach 183 Tagen

keinen Tumor entwickelt hatten, wurden als tumorfreie Kontrolltiere definiert.

9.1.1 Die Tumorinzidenz im TH-MYCN-Modell ist abhängig vom genetischen

Hintergrund

Um den Einfluss von Gal-1 auf die Tumorentstehung im TH-MYCN-Modell zu begutachten,

wurden TH-MYCN-Mäuse mit Gal-1�/�-Mäusen verpaart. Das von Weiss et al. beschriebene

TH-MYCN-Modell entwickelt nur im genetischen Hintergrund 129x1/Sv mit einer hohen In-

zidenz NB. Der genetische Hintergrund für Gal-1�/�-Mäuse war C57Bl/6. Daher wurde eine

Rückkreuzung der Gal-1�/�-Mäuse in den genetischen Hintergrund 129x1/Sv vorgenommen.
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In Abbildung 34 sind die Tumorinzidenzen der verschiedenen Generationen der Rückkreuzung

zu sehen. In der ersten Generation, in der die Nachkommen rechnerisch einen genetischen Hin-

tergrund von 50 % 129x1/Sv und 50 % C57Bl/6 haben, entwickelte keine der Mäuse ein NB.

Dies wurde auch in anderen Publikationen schon gezeigt [6]. Durch weitere Verpaarungsschrit-

te wurde das Modell solange zurückgekreuzt, bis die Tiere sich rechnerisch in einem reinen

129x1/Sv-Hintergrund befanden.

Abbildung 34: Vergleich der Tumorinzidenz als Funktion der verschiedenen Generationen der Rück-
kreuzung. Kaplan-Meier-Analyse des tumorfreien Überlebens von transgenen TH-MYCN-Mäusen als Funktion
des genetischen Hintergrundes. In der ersten Generation (Gen 1) ist die Tumorinzidenz noch sehr gering, aber
schon ab Generation 2 (Gen 2) entwickeln 40 % der Tiere einen Tumor. Die rosarote Kurve (129x1Sv) zeigt
die Tumorinzidenz der ursprünglichen TH-MYCN-Kohorte.

9.1.2 Gal-1 hat keinen Einfluss auf die Tumorinzidenz

Aufgrund der Änderung des Verpaarungsschemas konnten ab der siebten Generation Nach-

kommen mit den drei möglichen Gal-1 Genotypen gezüchtet werden. In Abbildung 34 sieht

man, dass diese Generation (Gen 7) mit einer Inzidenz von etwa 50 % NB entwickelt hat. Für

die folgende Analyse wurden daher Tumortiere ab dieser Generation betrachtet. In Abbildung
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35 ist die Tumorinzidenz von TH-MYCN / Gal-1+/+ (rot), TH-MYCN / Gal-1+/� (grün) und

TH-MYCN / Gal-1�/� (blau) zu sehen. Es ist kein signifikanter Einfluss von Gal-1 auf die

Tumorinzidenz zu erkennen.

Abbildung 35: Entwicklung von Tumoren im TH-MYCN-Mausmodell in Abhängigkeit vom Gal-1
Genotyp. TH-MYCN-Mäuse wurden mit Gal-1�/�-Mäusen in den genetischen Hintergrund 129x1/Sv zurück-
gekreuzt. Die Abbildung zeigt die Kaplan-Meier-Analyse des tumorfreien Überlebens von TH-MYCN-Mäusen
mit verschiedenen Gal-1 Genotypen (Gal-1+/+ - rot, Gal-1+/� - grün, Gal-1�/� - blau).

9.2 Tumore zeigen makroskopisch keine Unterschiede in Abhän-

gigkeit vom Gal-1 Genotyp

Am Tag der Asservierung wurden die Tumore zunächst makroskopisch beurteilt. Dazu wurden

die Tumore fotografiert, gemessen und gewogen. In Abbildung 36a sind exemplarisch makro-

skopische Bilder jedes Genotyps zu sehen. Das makroskopische Aussehen wird durch den Gal-1

Genotyp nicht beeinflusst. Da die Tiere bei einem Tumorvolumen von ca. 2 cm3 getötet wur-

den, zeigt sich auch im Tumorgewicht (Abb. 36b) und im Tumorvolumen (Abb. 36c) kein

Unterschied.
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(a) (b) (c)

Abbildung 36: Tumore von TH-MYCN / Gal-1-Mäusen. Das Abdomen von Mäusen, die transgen für
TH-MYCN waren, wurde engmaschig bis zu viermal wöchentlich bis zum Alter von 183 Tagen abgetastet,
um Tumore zu detektieren. Alle tumortragenden Mäuse wurden bei Erreichen eines Tumorvolumens von ca.
2 cm3 oder bei schlechtem Allgemeinzustand durch zervikale Dislokation getötet. Unabhängig vom Gal-1
Genotyp (TH-MYCN / Gal-1+/+: +/+, TH-MYCN / Gal-1+/�: +/-, TH-MYCN / Gal-1�/�: -/-) entstehen
die Tumore im Abdomen an den Nebennieren. Dabei ist makroskopisch kein Unterschied zu erkennen (a).
Außerdem ist zu sehen, dass die Tumore am Zeitpunkt der Asservierung ca. das gleiche Gewicht (b) und
Volumen (c) hatten. Jedes Tier ist durch einen Punkt repräsentiert. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM.

9.3 Gal-1 hat keinen Einfluss auf das Genexpressionsprofil von

Tumoren aus TH-MYCN-Tieren

Um zu untersuchen inwieweit die Deletion der Gal-1 Expression sich auf das mRNA-Expressions-

profil des Tumors auswirkt, wurden von fünf Tumoren jedes Genotyps Affymetrix mRNA Ar-

rays erstellt. Nach Normalisierung der Daten wurden diese Chips miteinander verglichen. Um

Unterschiede nicht überzubewerten, die aus technischen Differenzen bei der Arraypräparation

resultieren können, wurden Expressionsprofile einer Kohorte von TH-MYCN-Tumoren aus einer

kürzlichen erschienenen Publikation in die Untersuchung einbezogen [119]. Zusätzlich wurden

Expressionsprofile von DBH-iCre / LSL-MYCN-Tumoren als Kontrolle für MYCN induzierte NB

in der Maus ausgewertet [40]. Dies sollte es ermöglichen, einen eventuellen Einfluss von Gal-1

auf das globale Genexpressionsprofil herauszuarbeiten, welcher unabhängig von einer MYCN

Signatur sein sollte, die sowohl in TH-MYCN als auch in DBH-iCre / LSL-MYCN-Tumoren

vorhanden ist [40]. Die „Heatmap“ dieser Analyse ist in Abbildung 37 zu sehen. Hierbei ist zu

sehen, dass die Deletion von Gal-1 keinen Einfluss auf das globale Expressionsprofil hat.
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Abbildung 37: Genexpressionsanalyse aus Tumorgewebe von TH-MYCN / Gal-1-Mäusen. Aus 5
Tumoren jedes Genotyps wurde die RNA isoliert und Genexpressionsanalysen durchgeführt. Die Expressionen
wurden zusätzlich mit acht LSL-MYCN / Dbh-iCre Tumoren [40] sowie neun TH-MYCN-Tumoren einer an-
deren Kohorte [119] verglichen. Die Heatmap zeigt die Regulation der relativen Expression der 40 „Topgene“
(blau = niedrige Expression; rot = hohe Expression). Auf der linken Seite sind farbmarkiert die Genotypen
(„Attribute“) dargestellt: rot: TH-MYCN / Gal-1+/�, orange: TH-MYCN / Gal-1�/�, grün: TH-MYCN /
Gal-1+/+, blau: LSL-MYCN / Dbh-iCre, gelb: TH-MYCN.

Bei den Genexpressionsanalysen wurde Gal-1, wie zu erwarten, als das am stärksten diffe-

rentiell exprimierte Gen identifiziert. Im Folgenden wurde daher sowohl die mRNA Expression

mittels qPCR (siehe Abbildung 38a) als auch die Protein Expression von Gal-1 mittels Wes-

tern Blot (siehe Abbildung 38b) in Tumorproben von Mäusen mit unterschiedlichen Gal-1

Genotypen analysiert. Auch hier ist die Defizienz von Gal-1 gut zu detektieren.

Bei der Genexpressionsanalyse konnte kein weiteres Gen identifiziert werden, das nach

Korrektur für multiples Testen in Abhängigkeit vom Gal-1 Genotyp unterschiedlich exprimiert

war. Bei stichprobenartigen Überprüfungen einiger der in Abbildung 37 aufgeführten Gene

mit qPCR an unabhängigen Proben konnte ebenfalls kein signifikanter Expressionsunterschied

festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).
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(a) (b)

Abbildung 38: Analyse von Gal-1 in Tumorgewebe aus TH-MYCN / Gal-1-Tieren. (a) Das Balkendia-
gramm zeigt die mRNA Expression von Gal-1 in Tumorgewebe aus TH-MYCN-Mäusen mit unterschiedlichem
Gal-1 Genotyp (TH-MYCN / Gal-1+/+: +/+, TH-MYCN / Gal-1+/�: +/-, TH-MYCN / Gal-1�/�: -/-).
Die Expression wurde relativ zum Mittelwert der TH-MYCN / Gal-1+/+-Proben gesetzt. (b) Repräsentativer
Western Blot zur Analyse der Protein Expression von Gal-1. Als Ladekontrolle wurde �-Aktin verwendet. Das
Balkendiagramm zeigt die Auswertung aus drei unabhängigen Analysen. Die statistische Analyse der Ergebnis-
se wurde durch eine „one-way“ ANOVA Untersuchung mit anschließendem „Bonferroni’s multiple comparisons
test“ durchgeführt (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Aufgrund dieser ersten Beobachtungen konnte man feststellen, dass durch die ubiquitäre

Defizienz von Gal-1 im TH-MYCN-Modell keine Veränderung in der Inzidenz oder im globalen

Genexpressionsprofil der Tumorzellen hervorgerufen wurden.

9.4 Tumormäuse mit defizienter Gal-1 Expression haben eine Sple-

nomegalie

Zusätzlich wurde das Milzgewicht von Tumor- und Kontrolltieren bestimmt. Die Abbildung

39 führt zu den folgenden zwei Aussagen: Zum einen fiel auf, dass die Milz von Tumortieren

verglichen zu Kontrolltieren signifikant vergrößert ist. Zum anderen kann man feststellen, dass

das Milzgewicht in Tumortieren mit Gal-1 Defizienz signifikant höher ist als in Tumortieren

mit normaler Gal-1 Expression.
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Abbildung 39: Die defiziente Gal-1 Expression korreliert mit einem erhöhten Milzgewicht in Tumor-
tieren. Die Milzen von tumortragenden Mäusen und Kontrolltieren wurden entnommen und gewogen. Dabei
ist eine signifikante Vergrößerung der Milz in den Tumortieren verglichen zu den Kontrolltieren zu sehen. Die
beiden Gruppen (Tumortiere vs. Kontrolltiere) wurden mit dem Student‘s T-Test verglichen (*** p<0.001).
Vergleicht man zudem die Milzen von Tumortieren mit unterschiedlichem Gal-1 Genotyp (TH-MYCN / Gal-
1+/+: +/+, TH-MYCN / Gal-1+/�: +/-, TH-MYCN / Gal-1�/�: -/-), so ist eine signifikante Erhöhung
des Milzgewichtes detektierbar. Jede Maus ist durch einen Punkt repräsentiert. Die statistische Analyse der
Ergebnisse wurde durch eine „one-way“ ANOVA Untersuchung mit anschließendem „Bonferroni’s multiple com-
parisons test“ durchgeführt (* p<0.05).

9.5 Gal-1 beeinflusst die Tumorangiogenese

Es ist beschrieben, dass Gal-1 eine Rolle in der Angiogenese spielt [120, 121]. Daher wurden

Kryoschnitte von Tumoren erstellt und diese mit CD31, einem Surrogat-Marker der Angioge-

nese, gefärbt. In Abbildung 40 kann man eine exemplarische Färbung für einen Tumor jedes

Genotyps sehen. Die Zellkerne sind mit DAPI gegengefärbt. Nach der Quantifizierung der Fär-

bung erkennt man, dass die Angiogenese in Tumoren mit defizienter Gal-1 Expression geringer

ist als in Tumoren mit einer normalen Gal-1 Expression.
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Abbildung 40: Reduzierte Tumorangiogenese in Gal-1 defizienten Mäusen (a) Die Fluoreszenzbilder
zeigen repräsentative Bilder von immunhistologischen Färbungen von CD31 (grün) auf Kryoschnitten von TH-
MYCN-Mäusen abhängig vom Gal-1 Genotyp (TH-MYCN / Gal-1+/+: +/+, TH-MYCN / Gal-1+/�: +/-,
TH-MYCN / Gal-1�/�: -/-). Die Zellkerne wurden mit DAPI gefärbt. (b) Die Fluoreszenzintensität und die
Hintergrundfluoreszenz wurden mit ImageJ quantifiziert (A.U. = arbitrary units). Das Säulendiagramm zeigt
die zusammenfassende Auswertung aller gefärbten Schnitte (n+/+= 7, n+/�= 11, n�/�= 12). Dargestellt ist
der Mittelwert + SEM.

Aus diesen Beobachtungen kann man schließen, dass eine Defizienz der Gal-1 Expression

in Tumortieren zu einer Splenomegalie führt und zudem die Tumorangiogenese reduziert.

9.6 Gal-1 bedingt die Immunzellinfiltration

Im Folgenden wurde die Infiltration von verschiedenen Immunzellen in den Tumor untersucht.

Dazu wurden zum einen einzelne Populationen und ihr Phänotyp durchflusszytometrisch un-

tersucht und zum anderen immunhistochemische Färbungen gemacht.

Zunächst wurden die Zellen aus dem Tumorgewebe mit dem Leukozytenmarker CD45

gefärbt. In Abbildung 41 ist der prozentuale Anteil an CD45+-Zellen im Tumorgewebe von

TH-MYCN / Gal-1+/+ , TH-MYCN / Gal-1+/� und TH-MYCN / Gal-1�/� zu sehen. Es ist

dabei keine Veränderung in Abhängigkeit von Gal-1 zu erkennen.
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Abbildung 41: Anteil an Leukozyten in Tumoren von TH-MYCN / Gal-1-Tieren. (a) Exemplarische
Dotplots zur Bestimmung von CD45+-Zellen im Tumor von TH-MYCN / Gal-1-Mäusen mit unterschiedlichem
Gal-1 Genotyp (TH-MYCN / Gal-1+/+: +/+, TH-MYCN / Gal-1+/�: +/-, TH-MYCN / Gal-1�/�: -/-). Der
prozentuale Anteil wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. (b) In der Zusammenfassung aller Messungen
ist jedes Tier durch einen Punkt repräsentiert. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM.

9.6.1 Die Defizienz von Gal-1 korreliert mit einer erhöhten Infiltration dendriti-

scher Zellen im Tumorgewebe

Zunächst wurde das angeborene Immunsystem untersucht. Dabei wurde die Infiltration von

dendritischen Zellen, Makrophagen und NK-Zellen analysiert.

Infiltration von dendritischen Zellen Dendritische Zellen haben die Funktion Antigen zu

erkennen und zu präsentieren und dadurch eine Immunantwort zu induzieren. Der Anteil an

tumorinfiltrierenden CD11c+-Zellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt. In Abbildung 42

ist die Analyse der dendritischen Zellen zu sehen. Man sieht, dass die Infiltration im Tumor

von TH-MYCN / Gal-1�/�-Mäusen höher ist als im Tumorgewebe von TH-MYCN / Gal-1+/+-

Tieren. Weiterhin wurde der Phänotyp der dendritischen Zellen untersucht. Dazu wurde die

Expression von MHCII und der kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 bestimmt. Es ist

kein Einfluss auf den Phänotyp der tumorinfiltrierenden CD11c+-Zellen in Abhängigkeit von

Gal-1 Genotyp zu sehen (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 42: Anteil an CD11c+ dendritischen Zellen in Tumoren von TH-MYCN / Gal-1-Tieren.
Die Zellen aus dem Tumor wurden gefärbt und durchflusszytometrisch untersucht. (a) Die Dotplots zeigen
exemplarisch die Analyse von CD11c+-Zellen in den Tumoren von TH-MYCN / Gal-1-Tieren abhängig vom
Gal-1 Genotyp (TH-MYCN / Gal-1+/+: +/+, TH-MYCN / Gal-1+/�: +/-, TH-MYCN / Gal-1�/�: -/-). (b)
In der Zusammenfassung der Messungen ist jedes Tier durch einen Punkt repräsentiert. Aufgetragen ist der
Mittelwert des Anteils an CD11c+-Zellen ± SEM. Die statistische Analyse der Ergebnisse wurde durch eine
„one-way“ ANOVA Untersuchung mit anschließendem „Bonferroni’s multiple comparisons test“ durchgeführt
(* p<0.5).

Infiltration von Makrophagen und myeloiden Suppressorzellen Weiterhin wurde die

Infiltration von Makrophagen, im speziellen von MDSC (Myeloid-derived suppressor cells),

beobachtet. MDSC sind neben Tregs eine weitere Zellpopulation, die die Immunantwort regu-

lieren und dadurch auch tumorfördernd wirken können. Dazu wurden zum einen immunhisto-

chemische Färbungen von CD11b und Gr1 und zum anderen durchflusszytometrische Analysen

am Tumorgewebe durchgeführt. In Abbildung 43 ist die immunhistochemische Färbung von

CD11b und Gr1 dargestellt. Bei CD11b+Gr1�-Zellen handelt es sich um Makrophagen. In

der IHC-Färbung ist kein Unterschied in der Infiltration von Makrophagen zu detektieren. Bei

doppelpositiven CD11b+Gr1+-Zellen handelt es sich um MDSC. Auch in dieser Population ist

keine Veränderung in der IHC zu erkennen. Bei den durchflusszytometrischen Analysen sieht

man hingegen einen höheren Anteil an Makrophagen sowie eine verminderte MDSC-Population

in Tumoren aus TH-MYCN / Gal-1�/�-Tieren im Vergleich zu TH-MYCN / Gal-1+/�-Tieren.
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Abbildung 43: Die defiziente Gal-1 Expression beeinflusst weder die Makrophageninfiltration noch
die Infiltration von MDSC ins Tumorgewebe von TH-MYCN / Gal-1-Tieren. Die Analysen zeigen die
Infiltration von Makrophagen und MDSC in den Tumor von TH-MYCN / Gal-1-Mäusen abhängig vom Gal-1
Genotyp (TH-MYCN / Gal-1+/+: +/+, TH-MYCN / Gal-1+/�: +/-, TH-MYCN / Gal-1�/�: -/-). (a) Die
Fluoreszenzbilder zeigen repräsentative Bilder der immunhistochemischen Färbung von CD11b (rot) und Gr1
(grün) auf Kryoschnitten von Tumorgewebe. Die Zellkerne sind mit DAPI gefärbt. Es wurde zum einen die In-
filtration von Makrophagen bestimmt (b) sowie zum anderen die Infiltration von MDSC (c) (n+/+= 7, n+/�=
10, n�/�= 11). (d) Zusätzlich wurden die Zellen aus dem Tumor isoliert, gefärbt und durchflusszytometrisch
untersucht. Die Dotplots zeigen exemplarisch das „Gating“ von Gr1 innerhalb der CD11b+-Zellen. In den zu-
sammenfassenden Graphen ist jedes Tier durch einen Punkt repräsentiert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil
von CD11b+-Zellen sowie von Gr1+-Zellen in der CD11b-Population als Mittelwert ± SEM. Die statistische
Analyse der Ergebnisse wurde durch eine „one-way“ ANOVA Untersuchung mit anschließendem „Bonferroni’s
multiple comparisons test“ durchgeführt (* p<0.5, ** p<0.01).
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Infiltration von NK-Zellen Abschließend wurden die NK-Zellen immunhistochemisch un-

tersucht. Dazu wurden die Schnitte aus Tumorgewebe von TH-MYCN / Gal-1-Tieren mit

CD335 gefärbt. In Abbildung 44 ist die Färbung und die Quantifizierung von CD335+-Zellen

dargestellt. Es ist kein Unterschied in der Infiltration von NK-Zellen in Abhängigkeit von Gal-1

zu erkennen.

Abbildung 44: NK-Zell Infiltration in Tumoren von TH-MYCN / Gal-1-Tieren. Die Analyse zeigt die
Infiltration von NK-Zellen in den Tumor von TH-MYCN / Gal-1-Mäusen abhängig vom Gal-1 Genotyp (TH-
MYCN / Gal-1+/+: +/+, TH-MYCN / Gal-1+/�: +/-, TH-MYCN / Gal-1�/�: -/-). (a) Die Fluoreszenzbilder
zeigen repräsentative Bilder der immunhistochemischen Färbung von CD335 (grün) auf Kryoschnitten von
Tumorgewebe. Die Zellkerne sind mit DAPI gefärbt. Durch Färbung mit CD335 wurde die Infiltration von NK-
Zellen bestimmt. (b) Die Färbungen wurden mit Hilfe der Software ImageJ quantifiziert (n+/+= 7, n+/�= 9,
n�/�= 10) und sind als Mittelwert + SEM dargestellt.

Insgesamt kann man sehen, dass Gal-1 einen Einfluss auf die Infiltration von antigenprä-

sentierenden Zellen in den Tumor hat. So hatten Tumore aus TH-MYCN / Gal-1�/�-Mäuse

einen signifikant höheren Anteil an CD11c+ dendritischen Zellen.
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9.6.2 Gal-1 defiziente Tumortiere zeigen keine Veränderung im Phänotyp der

T-Zellen

Da in den Messungen von naiven Gal-1�/�-Tieren sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zellen einen

supprimierteren Phänotyp zeigten als wt-Tiere, wurde im Anschluss der Phänotyp von CD4+

und CD8+ T-Zellen aus den Tumoren von TH-MYCN / Gal-1-Mäusen untersucht.

Phänotyp von CD4+ T-Zellen Um den Phänotyp der CD4+ T-Zellen zu charakterisieren,

wurde das Aktivierungsprofil der Zellen durch die Färbung der Marker CD25, CD69, CD62L,

GzmB und Ki67 analysiert. In Abbildung 45 ist der prozentuale Anteil der Aktivierungsmarker

zu sehen. In Abhängigkeit von Gal-1 ist kein Unterschied in der Aktivität der tumorinfiltrieren-

den CD4+ T-Zellen zu erkennen.
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Abbildung 45: Aktivierungsprofil von CD4+ T-Zellen im Tumor von TH-MYCN / Gal-1-Tieren. Die
Zellen aus dem Tumor von TH-MYCN / Gal-1-Mäusen wurden gefärbt und durchflusszytometrisch untersucht.
Zunächst wurden die CD4+ T-Zellen ausgewählt und anschließend der prozentuale Anteil der Aktivierungs-
marker CD25 (a), CD69 (b) und CD62L (c) bestimmt. Außerdem wurden intrazellulär die GzmB (d) und
die Ki67 (e) Expression der CD4+ T-Zellen gemessen. Die Histogramme zeigen exemplarische Messungen der
Marker innerhalb der CD4+ T-Zellen im Tumor von TH-MYCN / Gal-1-Tieren abhängig vom Gal-1 Genotyp
(TH-MYCN / Gal-1+/+: +/+, TH-MYCN / Gal-1+/�: +/-, TH-MYCN / Gal-1�/�: -/-). In den zusammen-
fassenden Graphen ist jedes Tier durch einen Punkt repräsentiert. Aufgetragen ist der Mittelwert von positiven
Zellen ± SEM.
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Um zu untersuchen, ob Gal-1 in der Tumorgenese zu einer Veränderung der Subpopula-

tionen von CD4+ T-Zellen beiträgt, wurde der Anteil an spezifischen Transkriptionsfaktoren

(TF) erhoben. Die vier „Master“-TF sind Tbet (Th1), Gata3 (Th2), Ror�t (Th17) und FoxP3

(Treg). Dazu wurden die TF zum einen durchflusszytometrisch in tumorinfiltrierenden CD4+

T-Zellen und zum anderen durch qPCR an Tumorgewebe bestimmt (siehe Abbildung 46). So-

wohl bei der durchflusszytometrischen Analyse als auch bei der qPCR sind keine signifikanten

Unterschiede der TF feststellbar.

Abbildung 46: Analyse von Subpopulationen innerhalb der CD4+ T-Zellen im Tumor von TH-
MYCN / Gal-1-Tieren. Die Zellen aus dem Tumor von TH-MYCN / Gal-1-Mäusen wurden gefärbt und
durchflusszytometrisch untersucht. Zunächst wurden die CD4+ T-Zellen ausgewählt und anschließend der
prozentuale Anteil der spezifischen Transkriptionsfaktoren Tbet (a), GATA3 (b), Rorgt (c) und FoxP3 (d)
bestimmt. Die Expression der TF ist exemplarisch für die CD4+ T-Zellen aus dem Tumor von TH-MYCN
/ Gal-1 Mäusen abhängig vom Gal-1 Genotyp (TH-MYCN / Gal-1+/+: +/+, TH-MYCN / Gal-1+/�: +/-,
TH-MYCN / Gal-1�/�: -/-) als Histogramm gezeigt. In den Zusammenfassungen der Messwerte ist jedes
Tier durch einen Punkt repräsentiert. Aufgetragen ist der Mittelwert von positiven Zellen ± SEM. Außerdem
wurde die relative mRNA-Expression der TF (Tbet (a), Gata3 (b), Rorc (c) und Foxp3 (d)) im Tumorgewebe
mittels qPCR gemessen. Die Auswertung ist in den rechten Balkendiagrammen gezeigt. Aufgetragen ist der
Mittelwert der relativen Expression aus fünf Proben + SEM.
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Abbildung 47: Aktivierungsprofil von CD8+ T-Zellen im Tumor von TH-MYCN / Gal-1-Tieren. Die
Zellen aus dem Tumor von TH-MYCN / Gal-1-Mäusen wurden gefärbt und durchflusszytometrisch untersucht.
Zunächst wurden die CD8+ T-Zellen ausgewählt und anschließend der prozentuale Anteil der Aktivierungs-
marker CD25 (a), CD69 (b) und CD62L (c) bestimmt. Außerdem wurden intrazellulär die GzmB (d) und
die Ki67 (e) Expression der CD8+ T-Zellen gemessen. Histogramme zeigen exemplarisch die Expression der
Marker innerhalb der CD8+ T-Zellen aus dem Tumor von TH-MYCN / Gal-1-Mäusen in Abhängigkeit vom
Gal-1 Genotyp (TH-MYCN / Gal-1+/+: +/+, TH-MYCN / Gal-1+/�: +/-, TH-MYCN / Gal-1�/�: -/-). In
den Auswertungen ist jedes Tier durch einen Punkt repräsentiert. Aufgetragen ist der Mittelwert von positiven
Zellen ± SEM.
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Phänotyp von CD8+ T-Zellen Anschließend wurden die Aktivierungsmarker CD25, CD69,

CD62L, GzmB und Ki67 auf CD8+ T-Zellen analysiert. Das Aktivierungsprofil der CD8+ T-

Zellen ist in Abbildung 47 zu sehen. Es ist kein Unterschied in der Aktivität der tumorinfiltrie-

renden CD8+ T-Zellen in Abhängigkeit von Gal-1 zu erkennen.

Zytokinprofil von CD4+ und CD8+ T-Zellen Außerdem wurde die Zytokinausschüttung

von tumorinfiltrierenden CD4+ und CD8+ T-Zellen charakterisiert. Dazu wurden die Zellen aus

dem Tumorgewebe isoliert und für 4 h mit PMA und Ionomycin in Anwesenheit von Brefeldin A

restimuliert. Anschließend konnte das Zytokinprofil durchflusszytometrisch gemessen werden.

Aus der Abbildung 48 lässt sich kein signifikanter Unterschied in der Zytokinausschüttung von

CD4+ und CD8+ T-Zellen in Abhängigkeit von Gal-1 erkennen.
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Abbildung 48: Zytokinprofil von T-Zellen im Tumor von TH-MYCN / Gal-1-Tieren. Die Zellen aus
dem Tumor von TH-MYCN / Gal-1-Mäusen wurden isoliert und für 4 h restimuliert. Anschließend wurde der
Anteil der Zytokine IFN-g (b), IL17 (c), IL2 (d) und IL10 (e) in den T-Zellen von Tumoren aus TH-MYCN
/ Gal-1- Tieren abhängig vom Gal-1 Genotyp (TH-MYCN / Gal-1+/+: +/+, TH-MYCN / Gal-1+/�: +/-,
TH-MYCN / Gal-1�/�: -/-) gemessen. (a) Die Histogramme zeigen exemplarische Messungen der Zytokine
auf ausgewählten CD4+ oder CD8+ T-Zellen. In den darunter gezeigten Zusammenfassungen der Messwerte
(b-e) ist jedes Tier durch einen Punkt repräsentiert. Aufgetragen ist der Mittelwert ± SEM.
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Insgesamt zeigten die Analysen, dass sich der Phänotyp von CD4+ und CD8+ T-Zellen

aus Tumoren von TH-MYCN / Gal-1-Mäusen in Abhängigkeit von der Gal-1 Expression nicht

verändert. Daher wurde im Anschluss der Anteil an infiltrierenden T-Zellen in Tumore von

TH-MYCN / Gal-1-Mäusen untersucht.

9.6.3 Gal-1 defiziente Tumortiere haben weniger infiltrierende T-Zellen

Infiltration von CD4+ T-Zellen Die Infiltration von CD4+ T-Zellen in den Tumor wurde

zum einen durch immunhistochemische Färbungen und zum anderen durchflusszytometrisch

untersucht. In Abbildung 49 sieht man die Lymphozyteninfiltration von CD4+ T-Zellen in das

Tumorgewebe. Die Quantifizierung der IHC-Bilder zeigt, dass eine defiziente Gal-1 Expression

mit einer verminderten CD4+ T-Zell-Infiltration korreliert. In der durchflusszytometrischen

Analyse ist kein signifikanter Unterschied zu erkennen. Jedoch sieht man auch hier eine leichte

Reduktion der CD4+ T-Zellen in den Tumoren von TH-MYCN / Gal-1�/�-Mäusen im Vergleich

zu TH-MYCN / Gal-1+/+-Mäusen.
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Abbildung 49: Reduzierte CD4+ T-Zell-Infiltration in den Tumoren von Gal-1 defizienten Mäusen.
Die Analysen zeigen die Infiltration von CD4+ T-Zellen in den Tumor von TH-MYCN / Gal-1-Mäusen abhängig
vom Gal-1 Genotyp (TH-MYCN / Gal-1+/+: +/+, TH-MYCN / Gal-1+/�: +/-, TH-MYCN / Gal-1�/�: -/-).
(a) Die Fluoreszenzbilder stellen repräsentative Bilder der immunhistochemischen Färbung von CD4 (grün)
auf Kryoschnitten von Tumorgewebe dar. Die Zellkerne sind mit DAPI gefärbt. (b) Die Infiltration von CD4+

T-Zellen wurde quantifiziert (n+/+= 7, n+/�= 11, n�/�= 12) und ist als Mittelwert + SEM dargestellt. Die
statistische Analyse der Ergebnisse wurde durch eine „one-way“ ANOVA Untersuchung mit anschließendem
„Bonferroni’s multiple comparisons test“ durchgeführt (* p<0.5). (c) Die Zellen aus dem Tumor wurden gefärbt
und durchflusszytometrisch untersucht. Gezeigt sind exemplarische Dotplots der Analyse von CD4+und CD8+

T-Zellen in Tumoren von TH-MYCN / Gal-1 Mäusen abhängig vom Gal-1 Genotyp. In der Zusammenfassung
aller Messungen ist jedes Tier durch einen Punkt repräsentiert. Aufgetragen ist der Mittelwert des prozentualen
Anteils an CD4+T-Zellen ± SEM.
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Infiltration von CD8+ T-Zellen Als nächstes wurde die Infiltration von CD8+ T-Zellen

untersucht. Auch hier erfolgte sowohl eine immunhistochemische Färbung als auch eine durch-

flusszytometrische Analyse. In Abbildung 50 sieht man die Lymphozyteninfiltration von CD8+

T-Zellen. Die Quantifizierung der IHC-Bilder zeigt, dass die Infiltration von CD8+ T-Zellen in

TH-MYCN / Gal-1+/�-Tumoren signifikant geringer ist als in TH-MYCN / Gal-1+/+-Tumoren.

Auch in TH-MYCN / Gal-1�/�-Tieren sind weniger CD8+ T-Zellen im Tumor zu detektieren.

Zusätzlich wurde der Anteil an CD8+ T-Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Hierbei ist

kein signifikanter Unterschied in Abhängigkeit von Gal-1 zu erkennen.

Abbildung 50: Reduzierte CD8+ T-Zell-Infiltration in den Tumoren von Gal-1 defizienten Mäusen.
Die Analysen zeigen die Infiltration von CD8+ T-Zellen in den Tumor von TH-MYCN / Gal-1-Mäusen abhängig
vom Gal-1 Genotyp (TH-MYCN / Gal-1+/+: +/+, TH-MYCN / Gal-1+/�: +/-, TH-MYCN / Gal-1�/�: -/-
). (a) Die Fluoreszenzbilder zeigen repräsentative Bilder der immunhistochemischen Färbung von CD8 (grün)
auf Kryoschnitten von Tumorgewebe. Die Zellkerne sind mit DAPI gefärbt. (b) Die Infiltration von CD8+

T-Zellen wurde quantifiziert (n+/+= 7, n+/�= 9, n�/�= 12) und ist als Mittelwert + SEM dargestellt. Die
statistische Analyse der Ergebnisse wurde durch eine „one-way“ ANOVA Untersuchung mit anschließendem
„Bonferroni’s multiple comparisons test“ durchgeführt (* p<0.5). (c) Die Zellen aus dem Tumor wurden gefärbt
und durchflusszytometrisch untersucht. In dem Graphen, der alle Messwerte zeigt, ist jedes Tier durch einen
Punkt repräsentiert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil von CD8+ T-Zellen ± SEM.
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Die Messung des Anteils an CD4+ und CD8+ T-Zellen zeigt, dass es in Tumoren von

TH-MYCN / Gal-1�/�-Mäusen zu einer geringeren Infiltration kommt als in Tumoren, welche

sich in TH-MYCN / Gal-1+/+-Mäusen bilden. Um zu untersuchen, wodurch es zu diesem

Unterschied kommt, wurde im Folgenden die Proliferation, die Apoptose und die Migration

der CD4+ T-Zellen betrachtet.

Proliferation von CD4+ T-Zellen Um das Proliferationsverhalten von CD4+ T-Zellen aus

der Milz von Tumortieren zu verfolgen, wurden CD4+ T-Zellen aus der Milz der Tiere durch

MACS isoliert, mit eFluor670 markiert und stimuliert. Über 2 - 5 Tage wurde die Proliferation

gemessen. In Abbildung 51 ist die Auswertung der Messung am 3. Tag zu sehen. Tendenziell

vermindert die Defizienz von Gal-1 die Proliferationsrate, der Unterschied ist jedoch nicht

signifikant.

Abbildung 51: Proliferation von CD4+ T-Zellen aus der Milz von tumortragenden TH-MYCN /
Gal-1-Tieren. Die CD4+ T-Zellen aus der Milz von TH-MYCN / Gal-1-Mäusen wurden mittels MACS isoliert
und mit eFluor670 gefärbt. Die Proliferation wurde 2 - 5 Tage gemessen. Dargestellt ist die Messung der
Proliferation von CD4+ T-Zellen aus der Milz von TH-MYC / Gal-1-Tieren abhängig vom Gal-1 Genotyp (TH-
MYCN / Gal-1+/+: +/+, TH-MYCN / Gal-1+/�: +/-, TH-MYCN / Gal-1�/�: -/-) am 3. Tag. Aufgetragen
ist der Mittelwert + SEM (n+/+= 1, n+/�= 7, n�/�= 3).

Zusammenfassend kann man sagen, dass Gal-1 die Infiltration von CD4+ und CD8+ T-

Zellen in den Tumor beeinflusst. Es ist aber kein signifikanter Einfluss auf die Aktivierung oder

die Proliferation zu sehen.
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Apoptose von tumorinfiltrierenden T-Zellen Durch Färbung mit Annexin V und 7-AAD

wurde zudem die Apoptose von tumorinfiltrierenden CD4+ und CD8+ T-Zellen untersucht. Die

Auswertung der Messung ist in Abbildung 52 dargestellt. Es ist kein signifikanter Unterschied

der Apoptose von tumorinfiltrierenden T-Zellen in Abhängigkeit von Gal-1 zu erkennen.

(a) (b)

Abbildung 52: Apoptose von tumorinfiltrierenden T-Zellen. Die Zellen aus dem Tumor wurden gefärbt
und durchflusszytometrisch untersucht. Analyse der Apoptose von tumorinfiltrierenden CD4+ (a) und CD8+

(b) T-Zellen in Tumore von TH-MYCN / Gal-1-Mäuse abhängig vom Gal-1 Genotyp (TH-MYCN / Gal-1+/+:
+/+, TH-MYCN / Gal-1+/�: +/-, TH-MYCN / Gal-1�/�: -/-) durch Färbung mit Annexin V und 7-AAD.
Jedes Tier ist durch einen Punkt repräsentiert. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM.

Migrationsverhalten von CD4+ T-Zellen In den tumortragenden TH-MYCN / Gal-

1�/�-Tieren wurde zwar eine vergrößerte Milz jedoch eine geringere Infiltration von CD4+

T-Zellen gemessen. Außerdem konnte kein Gal-1 abhängiger Unterschied in der Aktivierung

oder der Proliferation der CD4+ T-Zellen gezeigt werden. Daher wurde zuletzt in vitro das

Migrationsverhalten von CD4+ T-Zellen aus der Milz von wt-Mäusen und Gal-1�/�-Mäusen

in Richtung NB-Tumorzellen untersucht. Wie in Abbildung 53 zu sehen, migrierten beide

Populationen zur Positivkontrolle (SDF). Auch konnte eine Migration zu den NB-Zellen fest-

gestellt werden. Die CD4+ T-Zellen aus Gal-1�/�-Tieren migrierten unabhängig vom Stimulus

schlechter als die Zellen aus wt-Tieren.
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Abbildung 53: Eine defiziente Gal-1 Expression auf T-Zellen vermindert ihre Migration. Frisch isolier-
te CD4+ T-Zellen aus der Milz von wt-Mäusen (schwarz) und Gal-1�/�-Mäusen (grau) wurden in das Insert
eines Transwellsystems ausplattiert. In der unteren Kammer wurden NB-Tumorzellen ausgesät. Als Negativ-
kontrolle wurde das Migrationsverhalten gegenüber reinem Medium getestet. Medium mit rekombinantem SDF
diente als Positivkontrolle. Die Zellen wurden durch eine Trypanblaufärbung quantifiziert. Der Migrationsindex
wurde berechnet, indem die gewanderten Zellen der Proben auf die gewanderten Zellen der Negativkontrolle
normalisiert wurden. Dargestellt ist der Mittelwert aus 4 Experimenten + SEM.

Zusammenfassend kann man sehen, dass der Anteil an tumorinfiltrierenden CD4+ T-Zellen

in TH-MYCN / Gal-1�/�-Mäusen im Vergleich zu TH-MYCN / Gal-1+/+-Mäusen reduziert ist.

Um den Grund dieser Differenz zu erschließen, wurde zunächst die Proliferation und die Apop-

tose der Zellen betrachtet. Hierbei konnten keine Unterschiede festgestellt werden. Deshalb

wurde zuletzt das Migrationsverhalten der CD4+ T-Zellen in vitro betrachtet. Dabei stellte

sich heraus, dass CD4+T-Zellen aus Gal-1�/�-Mäusen schlechter migrierten. Die Differenz in

der Immunzellinfiltration sollte eigentlich zu einer Differenz in der Tumorgröße führen. Da es

in diesem Modell jedoch keinen Unterschied in der Tumorentstehung und im Tumorwachs-

tum von TH-MYCN / Gal-1�/�-Mäusen im Vergleich zu TH-MYCN / Gal-1+/+-Mäusen gab,

wurde im Weiteren der Einfluss von Gal-1 in Tumorzellen betrachtet.
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10 Einfluss von tumorproduziertem Gal-1 auf das Tu-

morwachstum

In den bisherigen Analysen wurde Gal-1 durch die Nutzung der Gal-1�/�-Maus ubiquitär de-

letiert. Um den Einfluss von tumorproduziertem Gal-1 zu analysieren, sollen daher Zelllinien

mit einer verminderten Gal-1 Expression erzeugt werden. Aus TH-MYCN Mäusen sind be-

reits verschiedene Zelllinien etabliert. Von diesen steht uns die Zelllinie NHO2A zur Verfügung

[42]. Analog dazu wurden Primärkulturen aus Tumorzellen von TH-MYCN / Gal-1-Tieren eta-

bliert. Außerdem wurde in der bereits etablierten NHO2A-Zelllinie mittels shRNA eine stabile

Herunterregulation von Gal-1 erzeugt.

10.1 Primärkultur aus Tumorgewebe

Aus einem Teil des Tumorgewebes von TH-MYCN / Gal-1-Mäusen wurden Einzelzellsuspensio-

nen erzeugt und diese kultiviert, um Primärkulturen von Tumoren mit unterschiedlicher Gal-1

Expression zu erhalten. Wenn die Kultivierung erfolgreich war und sich die Zellen passagieren

ließen, so wurden die Expression von CD56 und GD2 untersucht, um sicherzugehen, dass es

sich um NB-Tumorzellen handelte. In Abbildung 54 sieht man eine exemplarische durchfluss-

zytometrische Messung der CD56- (siehe Abbildung 54a) sowie der GD2- (siehe Abbildung

54b) Expression. Die Färbung zeigt, dass es sich bei den Primärzellen um NB-Zellen handelt.

Bei NB hom1 handelt es sich um eine Kurzzeitkultur eines Tumors aus einer TH-MYCN /

Gal-1�/�-Maus. Die anderen fünf Primärzelllinien (NB het1 - NB het5) wurden aus Tumoren

von TH-MYCN / Gal-1+/�-Mäusen etabliert und konnten in Langzeitkultur gehalten werden.
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(a) CD56 (b) GD2

Abbildung 54: CD56- und GD2-Expression auf Primärzellen aus Tumoren von TH-MYCN / Gal-
1-Mäusen. Um zu bestätigen, dass es sich bei den kultivierten Primärzellen um NB-Zellen handelt, wurde
durchflusszytometrisch die Expression von CD56 (a) und GD2 (b) überprüft. Als Kontrolle wurden die etablier-
ten murinen NB Zelllinien NXS2, mNB A1 und NHO2A genutzt. Dargestellt ist eine repräsentative Messung.
Dabei handelt es sich bei NB hom1 um eine Kurzzeitkultur eines Tumors aus einem TH-MYCN / Gal-1�/�-
Tier. Die Primärzellen NB het1-het5 entstanden aus Tumoren von TH-MYCN / Gal-1+/�-Tieren und konnten
in Langzeitkultur gehalten werden.

Um festzustellen, wie hoch die Gal-1 Expression der Primärzellen ist, wurde diese mittels

qPCR und Western Blot gemessen. In Abbildung 55 ist die Expression von Gal-1 auf den

Primärzellen dargestellt. Die etablierten Primärzelllinien wiesen eine signifikante Reduktion

von Gal-1 im Vergleich zu der bereits etablierten Zelllinie NHO2A auf.
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(a) (b)

Abbildung 55: Analyse der Gal-1 Expression in Primärzellen aus TH-MYCN / Gal-1+/�-Tumoren.
(a) Das Balkendiagramm zeigt die mRNA Expression von Gal-1 in den Primärzellen aus TH-MYCN / Gal-
1+/�-Tumoren. Die Expression wurde relativ zur bereits etablierten NB-Zelllinie NHO2A berechnet. (b) Das
Balkendiagramm zeigt die Analyse der Protein Expression von Gal-1. Die Proben wurden auf die Ladekontrolle
�-Aktin normalisiert. Zusammengefasst sind zwei unabhängige Analysen. Die statistische Analyse der Ergeb-
nisse wurde durch eine „one-way“ ANOVA Untersuchung mit anschließendem Dunnett-Test durchgeführt (*
p<0.5, ** p<0.01, *** p<0.001).

Die etablierten Zelllinien exprimierten die zwei charakteristischen NB-Marker CD56 und

GD2 und zeigten ein vermindertes Gal-1 Level. Sie könnten daher für weitere in vitro und in

vivo Analysen genutzt werden.

10.2 Einfluss von tumorproduziertem Gal-1 auf das Tumorwachs-

tum im syngenen Tiermodell

Durch Transfektion mit shRNA gegen Gal-1 wurde die Gal-1 Expression in NHO2A-Zellen

herunterreguliert. Die Zellen wurden durch Hygromycin B selektioniert. Von Zellen, die unter

Selektionsdruck wuchsen, wurde die Expression von Gal-1 getestet. In Abbildung 56 ist die

Expression von Gal-1 von ausgewählten Klonen durch Analyse mittels qPCR und Western Blot

zu sehen. Bei den Klonen 2#3, 2#4 und 2#5 wurden in der qPCR eine intermediäre Expression

von Gal-1 festgestellt. Bei der Untersuchung der Expression von Gal-1 durch Western Blot

konnte die verminderte Gal-1 Expression allerdings nicht bestätigt werden. Die Klone 3#1,

3#2 und 3#3 zeigten sowohl in qPCR Analysen wie auch im Western Blot eine reduzierte
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Expression von Gal-1.

(a) (b)

Abbildung 56: Analyse der Gal-1 Expression in Zellen mit shRNA-vermittelter Herunterregulation
von Gal-1. (a) Das Balkendiagramm zeigt die mRNA Expression von Gal-1 in ausgewählten Klonen. Die
Expression wurde relativ zur parentalen Zelllinie NHO2A berechnet. (b) Repräsentativer Western Blot zur
Analyse der Protein Expression von Gal-1. Als Ladekontrolle wurde �-Aktin verwendet. Das Balkendiagramm
zeigt die Auswertung aus vier unabhängigen Analysen. Die statistische Analyse der Ergebnisse wurde durch
eine „one-way“ ANOVA Untersuchung mit anschließendem Dunnett-Test durchgeführt (* p<0.5, ** p<0.01,
*** p<0.001).

Um den Einfluss von tumorproduziertem Gal-1 in vivo zu charakterisieren, wurden NHO2A

und NHO2A shGal1 (Klon 3#1) s.c. in die Flanke von 129/Sv-Mäuse injiziert. Das Wachstum

der Tumore wurde täglich gemessen. In Abbildung 57 a ist die Wachstumskurve der Tumore

dargestellt. Tumore mit hoher Gal-1 Expression (schwarz) wuchsen schneller als die Tumorzellen

mit reduzierter Gal-1 Expression (grau). Die Gal-1 Expression der s.c. Tumoren wurde am Ende

des Experiments mittels qPCR und Western Blot analysiert und ist in Abbildung 57 b & c zu

sehen.
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Abbildung 57: Die Deletion von Gal-1 in Tumorzellen führt zu einem verminderten Tumorwachstum
in vivo. (a) Zellen mit normaler Gal-1 Expression (NHO2A, schwarz) sowie mit verminderter Gal-1 Expression
(NHO2A shGal1, grau) wurden s.c. in die Flanke von jeweils 10 129/Sv-Mäuse injiziert. Das Tumorvolumen
wurde täglich vermessen. Die Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichung dargestellt. (b) Das Bal-
kendiagramm zeigt die mRNA Expression von Gal-1 in den Tumoren des in vivo Experimentes am Ende des
Versuchs. Zusammengefasst ist die Messung von 10 Mäusen in beiden Gruppen. (c) Repräsentativer Western
Blot zur Analyse der Protein Expression von Gal-1. Als Ladekontrolle wurde �-Aktin verwendet. Das Balken-
diagramm zeigt die Auswertung von drei Messungen der 10 Mäusen in beiden Gruppen. Statistisch wurden die
Daten der beiden Gruppen mit dem Student‘s T-Test ausgewertet (* p<0.5, ** p<0.01, *** p<0.001).

Insgesamt kann man sehen, dass tumorproduziertes Gal-1 das Wachstum von Tumorzellen

in vivo verstärkt. Diese Analyse legt nahe, dass Gal-1 als eine Zielstruktur in der NB-Therapie

genutzt werden kann.
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Diskussion & Ausblick

11 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Gal-1 auf die Tumor-Immun-Interaktion am

Beispiel des NB-Mausmodells TH-MYCN charakterisiert. Dazu wurde zunächst das Immunsys-

tem von TH-MYCN-Mäusen untersucht. Um den Einfluss von immunzellspezifischem Gal-1 zu

eruieren, wurde die Gal-1 Expression in T-Zellen moduliert. Es wurde zum einen das Immun-

system von Gal-1�/�-Tieren analysiert und zum anderen eine Überexpression von Gal-1 durch

retrovirale Transduktion in CD4+ T-Zellen herbeigeführt. Anschließend wurde der Einfluss

von Gal-1 bei der NB-Entstehung im TH-MYCN-Modell durch die Verpaarung dieses Modells

mit den Gal-1�/�-Tieren untersucht. Zuletzt wurden Tumorzelllinien mit verminderter Gal-1

Expression erzeugt, um den Einfluss von tumorproduziertem Gal-1 näher zu charakterisieren.

11.1 Tumortragende TH-MYCN-Mäuse haben ein supprimiertes

Immunsystem

Neuroblastome mit einer Überexpression oder Amplifikation von MYCN haben eine schlechte

Prognose, da sie oft mit einer erhöhten Progression und Metastasierung einhergehen [12]. Die

Heilungschance von diesen Patienten ist noch immer sehr gering. Für neue Therapiewege ist

es nötig, die Biologie des NB genauer zu charakterisieren. Ein Weg für die Erforschung sind

Mausmodelle, die die Erkrankung widerspiegeln. Die TH-MYCN-Maus ist dabei ein gut eta-

bliertes viel genutztes NB-Modell [6]. Es wird in vielen Arbeitsgruppen, die sich mit dem NB

beschäftigen, verwendet [41, 119, 122, 123, 124]. Bisher ist jedoch über das Immunsystem

dieser Mäuse im Kontext der Tumorentwicklung nicht viel bekannt. Aus diesem Grund wurde

zunächst das Immunsystem von Tumortieren im Vergleich zu Kontrolltieren untersucht. Die

Analysen zeigten, dass Tumortiere eine signifikante Reduktion im Anteil der CD4+ T-Zellen

und auch weniger CD8+ T-Zellen in der Milz hatten im Vergleich zu tumorfreien Kontrolltieren.

Dabei wiesen beide Populationen in den tumortragenden Tieren im Vergleich zu tumorfreien
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Kontrollen einen supprimierteren Phänotyp auf, welcher beispielsweise durch eine erhöhte Ex-

pression von CD62L auf den CD4+ und CD8+ T-Zellen der Tumortiere gemessen wurde. Da für

die Aktivierung der Lymphozyten antigenpräsentierende Zellen nötig sind, wurde der Anteil an

dendritischen Zellen bestimmt. Die Messungen zeigten, dass in Tumortieren und Kontrolltieren

etwa gleich viele dendritische Zellen zu finden sind. Zusammenfassend zeigten die Analysen,

dass die Tumortiere ein geschwächtes Immunsystem haben.

Carlson et al. publizierten 2003 ihre Untersuchung zur Infiltration von T-Zellen im Verlauf

der Tumorentstehung im TH-MYCN-Modell [125]. In ihren Analysen wurde der Unterschied

von Tumoren zwischen 0 - 0,2 g und Tumoren zwischen 0,5 - 2,2 g herausgearbeitet. Sie

konnten dabei feststellen, dass die Infiltration von T-Zellen bei Tumorprogression signifikant

abnimmt. In der vorliegenden Arbeit wurde der Anteil an T-Zellen in der Milz von Tumortieren,

die der zweiten Gruppe (0,5 - 2,2 g) angehören, verglichen zu Tieren, die keinen Tumor entwi-

ckelten, untersucht. Es sieht also danach aus, dass die T-Zellen während der Tumorprogression

abnehmen. Dies würde auch die von Dunn et al. publizierte Hypothese der verschiedenen Stufen

in der Interaktion von Tumor und Immunsystem unterstützen. In der Anfangsphase können die

Immunzellen den Tumor eliminieren. In dieser Phase sind, wie bei Carlson et al. gezeigt, noch

relativ viele Immunzellen im Tumor. Dann kommt es zu einer Equilibriumsphase, hier nimmt

die T-Zell-Population ab. Aus dieser Equilibriumsphase kann der Tumor im schlechtesten Fall

ausbrechen („Escape“). Der Tumor wächst und entzieht sich der Kontrolle des Immunsystems.

Die funktionellen Immunzellen im Tumor nehmen ab [126, 127, 128].

In anderen Tumorentitäten ist oft ein Anstieg von Tregs zu sehen, der zum „Tumor-Immune-

Escape“ führen könnte [53, 58, 59, 129]. In dieser Arbeit konnte in den Tregs kein Unterschied

zwischen tumortragenden Tieren und tumorfreien Kontrollen festgestellt werden, wie auch

von Carlson et al. gezeigt [125]. Ein weiterer Immunzelltyp, die MDSC, wurden bereits in

TH-MYCN-Mäusen näher analysiert und diese Daten legen nahe, dass die MDSC im NB

ein möglicher Grund für die Störung der antitumoralen Antwort sind und somit für einen

Tumorausbruch verantwortlich sein könnten [130]. In dieser Arbeit konnte der beschriebene

Anstieg in den MDSC nicht gemessen werden.
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11.2 Die Modulation von Gal-1 in T-Zellen kann für in vitro und

in vivo Analysen genutzt werden

Über Gal-1 ist bekannt, dass es die Apoptose in Th1- und Th17-Zellen auslöst und somit eine

Th2-Immunantwort hervorruft [80]. Außerdem wurde von Garin et al. postuliert, dass Gal-1

ein Schlüsselspieler bei der Treg vermittelten Immunsuppression ist [79]. In der Tumorbiologie

spielen Tregs eine wichtige Rolle, da man annimmt, dass Tregs an der Suppression einer

effizienten Anti-Tumor-Immunantwort maßgeblich beteiligt sind [53, 56, 58]. Daher wurde in

dieser Arbeit zum einen der Phänotyp von T-Zellen in Gal-1�/�-Mäusen und zum anderen der

Phänotyp von Gal-1 überexprimierenden CD4+ T-Zellen untersucht.

Von Poirier et al. wurde ein Mausstamm etabliert, bei dem eine Defizienz von Gal-1 vorliegt

[93]. Mittels dieser Mäuse wurde der Phänotyp von T-Zellen bei Fehlen einer Gal-1 Expression

genauer betrachtet. Die Messungen zeigten, dass sich weder der Anteil an CD4+ noch an

CD8+ T-Zellen in Gal-1�/�-Mäusen verglichen zu wt-Tieren ändert. Jedoch haben die beiden

T-Zell-Populationen in Gal-1�/�-Tieren einen supprimierteren Phänotyp als in wt-Tieren. Da

die Aktivierung von T-Zellen mit antigenpräsentierenden Zellen verknüpft ist, wurde zudem der

Anteil an dendritischen Zellen bestimmt. Dabei zeigte sich, dass die Gal-1�/�-Tiere signifikant

mehr dendritische Zellen in der Milz hatten. Übereinstimmend damit haben Ilarregui et al.

gezeigt, dass durch exogenes Gal-1 der Anteil an CD11c+-Zellen abnimmt [78].

Da Gal-1 als ein möglicher Effektor von Tregs beschrieben wurde [79], wurden durch re-

trovirale Transduktion Gal-1 überexprimierende CD4+ T-Zellen erzeugt. Mit diesen sollte die

Rolle von Gal-1 in der Treg vermittelten Immunsuppression näher charakterisiert werden. Dazu

wurde der Phänotyp der Gal-1 überexprimierenden Zellen charakterisiert. Es wurde zunächst

eine signifikante Überexpression von Gal-1 sowohl mittels qPCR wie auch im Western Blot

nachgewiesen. Um eine Verschiebung der Subpopulationen innerhalb der CD4+ T-Zellen zu

untersuchen, wurden die vier „Master“-Transkriptionsfaktoren untersucht. T-bet induziert Th1-

Zellen, Gata-3 führt zu einer Differenzierung zu Th2, Ror�t ist charakteristisch für Th17 und

Tregs sind durch den TF FoxP3 gekennzeichnet. Bei der Analyse der CD4+ T-Zellen konnte in

keinem dieser Faktoren eine Veränderung in Abhängigkeit von der Gal-1 Expression festgestellt
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werden. In anderen Arbeiten ist gezeigt, dass in CD4+ T-Zellen durch rekombinantes Gal-1

eine Hochregulierung von GATA-3 und FOXP3 sowie eine Abnahme von T-BET und RORC

ausgelöst wird [118]. Die Arbeit von Yakushina et al. zeigte, dass exogenes Gal-1 die Immun-

antwort in Richtung Th2-Antwort verschiebt. Die Analysen in dieser Arbeit beschäftigten sich

mit dem Einfluss von intrinsischem Gal-1. Dabei konnte kein Einfluss auf die Subpopulationen

von CD4+ T-Zellen festgestellt werden.

In funktionellen Assays mit den Gal-1 überexprimierenden Zellen konnte autokrin keine

Veränderung der Proliferationsrate gezeigt werden. Allerdings war das Wachstum von kokulti-

vierten CD4+CD25� T-Zellen vermindert. Dies könnte, wie auch von Garin et al. gezeigt, ein

Hinweis auf die inhibierende Wirkung von Gal-1 auf T-Zellen sein [79]. Eine weitere Erklärung

wäre die Auslösung von Apoptose in den Responder-T-Zellen. Die Apoptoserate wurde in die-

ser Arbeit nur autokrin in den transduzierten Zellen selbst gemessen. In der Arbeit wurde eine

erhöhte Apoptoserate in RV-Gal1-Zellen im Vergleich zu RV-GFP-Zellen detektiert. Die Induk-

tion der Apoptose durch Gal-1 wurde auch schon in anderen Arbeiten gezeigt [81, 131, 132].

Demnach könnte es auch sein, dass die Gal-1 überexprimierenden Zellen die Tresp-Zellen nicht

inhibieren, sondern parakrin die Apoptose der Zellen auslösen und dadurch eine verminderte

Proliferation gemessen wurde. Im Weiteren stellen die überexprimierenden Zellen ein geeignetes

Werkzeug dar, um die Funktion von T-Zell-exprimierendem Gal-1 in vivo näher zu untersuchen.

Insgesamt zeigten die Analysen, dass sowohl eine Defizienz als auch die Überexpression von

Gal-1 den Phänotyp von T-Zellen beeinflussen können. Die Defizienz von Gal-1 in T-Zellen

führte zu einem supprimierten Phänotyp und scheint demnach förderlich für die Tumorentste-

hung zu sein. Bei der funktionellen Charakterisierung der CD4+ T-Zellen mit erhöhter Gal-1

Expression zeigte sich, dass die Überexpression von Gal-1 das Proliferationsverhalten von Tresp-

Zellen entweder durch Inhibition oder durch Auslösung der Apoptose beeinflussen kann. Eine

Überexpression von Gal-1 auf T-Zellen könnte daher ebenfalls tumorfördernd wirken. Dieser

Befund weist darauf hin, dass Gal-1 ein „Finetuner“ im Rahmen der Immunantwort ist und

dass das Gal-1 des Immunsystems daher keine geeignete Zielstruktur für eine Therapie zu sein

scheint.
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11.3 Gal-1 hat keinen Einfluss auf die Tumorentstehung im TH-

MYCN-Modell, aber verändert die Angiogenese und die Im-

munzellinfiltration

In vorherigen Arbeiten in unserer Gruppe wurde Gal-1 in NB-Zellkulturmodellen mit TrkB Ex-

pression assoziiert und damit als eine potentielle Zielstruktur zur Therapie von aggressiven NB

identifiziert [33, 92]. Zudem ist beschrieben, dass Gal-1 von aktivierten B- und T-Zellen produ-

ziert wird und dadurch ein „Finetuner“ des Immunsystems zu sein scheint [69]. Um den Einfluss

von Gal-1 auf die Entstehung des NB in vivo zu untersuchen, wurden TH-MYCN-Mäuse mit

Gal-1�/�-Mäusen verpaart. In der vorliegenden Arbeit ist gezeigt, dass die Tumorinzidenz sich

durch die Defizienz von Gal-1 nicht verändert. Auch das globale Genexpressionsprofil von Tu-

moren mit unterschiedlichen Gal-1 Genotypen zeigte keine signifikanten Änderungen außer für

Gal-1 selbst. In immunhistochemischen Färbungen konnte gezeigt werden, dass in Tumoren

aus TH-MYCN / Gal-1�/�-Mäusen eine verringerte Angiogenese vorhanden ist im Vergleich

zu Tumoren aus TH-MYCN / Gal-1+/+-Mäusen. Gal-1 ist auch schon in anderen Arbeiten als

proangiogener Faktor beschrieben. So konnten beispielsweise Verschuere et al. zeigen, dass eine

Defizienz von Gal-1 zu einer verringerten Angiogenese führt [133]. Gal-1 wird dabei vor allem

auch in Bezug auf die Tumorangiogenese betrachtet [120, 121]. So wurde die antiangiogene

Wirkung der Gal-1 Inhibition auch schon von Thijssen et al. als Therapieoption beschrieben

[88]. Generell werden antiangiogenen Substanzen in der Tumortherapie genutzt, um durch

eine verminderte Durchblutung dem Tumor die Nährstoffe zu entziehen und „auszuhungern“

[134, 135, 136]. Auch in dem hier genutzten TH-MYCN-Modell konnte gezeigt werden, dass

eine Reduktion der Angiogenese durch Caplostatin zu einem verminderten Tumorwachstum

führt [123]. Es wird jedoch auch darüber diskutiert, ob durch die verminderte Angiogenese

zusätzlich verabreichte Chemotherapeutika den Tumor nicht mehr so gut erreichen können

oder bei Gabe zu einem falschen Zeitpunkt der Tumor sogar anfängt zu metastasieren [137].

Eine verminderte Angiogenese könnte auch dazu führen, dass die Immunzellen schlechter zum

Tumor gelangen und somit eine effektive antitumorale Immunantwort ausbleibt. In der Tat

zeigten Tumortiere aus der TH-MYCN / Gal-1�/�-Kohorte eine signifikante Vergrößerung der
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Milz (siehe Abbildung xx). Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass das Immunsystem der

Tiere auf den Tumor reagiert. Die signifikante Vergrößerung der Milz könnte darauf hinweisen,

dass die Immunzellen nicht zum Tumor gelangen können.

Um die Infiltration von Immunzellen im Tumor zu untersuchen, wurden immunhistoche-

mische Färbungen durchgeführt. Die Analysen zeigten, dass der Anteil an CD4+ und CD8+

T-Zellen in den Tumoren aus TH-MYCN / Gal-1�/�-Mäusen signifikant reduziert war. In der

Population der Makrophagen und NK-Zellen ist kein Unterschied zu detektieren. Somit ist ein

Einfluss der Angiogenese als Ursache für die reduzierte T-Zell-Infiltration unwahrscheinlich.

Da in naiven Gal-1�/�-Mäusen ein supprimierter T-Zell-Phänotyp vorlag, wurde auch der

Phänotyp der tumorinfiltrierenden CD4+ und CD8+ T-Zellen in den TH-MYCN / Gal-1-

Mäusen in Abhängigkeit vom Gal-1 Genotyp betrachtet. Dabei konnte keinen Unterschied

im Phänotyp der T-Zellen festgestellt werden. Die Messung des Anteils an CD4+ und CD8+

T-Zellen zeigte, dass es in Tumoren von TH-MYCN / Gal-1�/�-Mäusen zu einer geringeren

Infiltration kommt als in Tumoren, welche sich in TH-MYCN / Gal-1+/+-Mäusen bilden. Um

zu untersuchen, wodurch es zu diesem Unterschied kommt, wurde die Proliferation, die Apop-

tose und die Migration der CD4+ T-Zellen betrachtet. In der Proliferation und der Apoptose

konnten keine Unterschiede festgestellt werden. Daher wurde zuletzt in vitro die Migration von

CD4+ T-Zellen aus Gal-1�/�-Mäusen und wt-Mäusen gegenüber NB-Tumorzellen getestet. In

den Migrationsanalysen zeigte sich, dass CD4+ T-Zellen aus Gal-1 defizienten Tieren schlech-

ter migrierten als CD4+ T-Zellen aus wt-Tieren. Auch in anderen Arbeiten wurde bereits

ein Einfluss von Gal-1 auf die Migration beschrieben. Die Zellmigration setzt sich zusammen

aus Adhäsion, Motilität und Invasion [138]. Gal-1 ist in allen drei Prozessen involviert. So

ist beispielsweise von Camby et al. beschrieben, dass eine fehlende Expression von Gal-1 in

Gliomazellen die Motilität reduziert [67, 139, 140].

Die verminderte Migrationskapazität könnte eine Erklärung für die vergrößerte Milz von

Tumortieren mit Gal-1 Defizienz sein. In dieser Modellannahme reagiert das Immunsystem

zwar auf den Tumor, aber aufgrund des fehlenden Gal-1 migrieren die Zellen schlechter zum

Tumor, so dass weniger CD4+ T-Zellen im Tumor von TH-MYCN / Gal-1�/�-Tieren zu finden

sind.
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Ein Nachteil des betrachteten Modells ist sicherlich, dass Gal-1 ubiquitär deletiert ist. Eine

mögliche Verbesserung wäre ein konditionales Knock-out-System, in dem Gal-1 beispielsweise

nur in den Lymphozyten deletiert werden kann. In dieser Arbeit wurde daher gesondert der

Einfluss von immunzellproduziertem Gal-1 (siehe Abschnitt 11.2) und tumorproduziertem Gal-

1 (siehe Abschnitt 11.4) analysiert.

11.4 Modulation von Gal-1 in Zelllinien für in vitro und in vivo

Untersuchungen zum Einfluss von tumorproduziertem Gal-1

Um den Einfluss von tumorproduziertem Gal-1 betrachten zu können, wurden zwei in vitro

Systeme etabliert. Zum einen wurden Primärzellen aus Tumorgewebe in Kultur genommen

und zum anderen wurde in der NB-Zelllinie NHO2A Gal-1 mittels shRNA herunterreguliert.

Mit beiden Systemen können nähere Analysen zur Funktion von tumorproduziertem Gal-1

durchgeführt werden.

Aus fünf Tumoren von TH-MYCN / Gal-1+/�-Mäusen konnten erfolgreich Primärzelllinien

etabliert werden. Der Nachweis, dass es sich tatsächlich um NB-Zellen handelt, konnte durch

die Expression von CD56 und GD2 geführt werden. Diese Primärzellen zeigten eine verrin-

gerte Gal-1 Expression im Vergleich zur bereits gut charakterisierten Zelllinie NHO2A, welche

aus dem Tumor einer TH-MYCN-Maus generiert wurde [42]. Darüber hinaus konnten durch

Transfektion von NHO2A-Zellen mit shRNA gegen Gal-1 drei Zellklone mit verminderter Gal-1

Expression erzeugt werden.

Im Folgenden können diese beiden Systeme genutzt werden, um den Einfluss von tumor-

produziertem Gal-1 zu testen. Von Kroesen et al. sind Zellen aus dem TH-MYCN-Modell

beschrieben, die man in C57Bl/6-Mäuse applizieren kann [141]. Analog kann man sowohl die

Primärzellen als auch die NHO2A-Zellen mit verminderter Gal-1 Expression in 129/Sv-Mäuse

transplantieren, um das Wachstum der Zellen und die Reaktion des Immunsystems zu untersu-

chen. Um den Einfluss des tumorproduziertem Gal-1 in vivo zu testen, wurden in dieser Arbeit

NHO2A-Zellen sowie NHO2A-Zellen mit verminderter Gal-1 Expression (NHO2A shGal1) s.c.

in die Flanke von 129/Sv-Mäusen appliziert. Die Beobachtung des Tumorwachstums zeigte,
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dass Tumorzellen mit einer verminderten Gal-1 Expression langsamer wuchsen als die paren-

talen NHO2A-Zellen. Die Analysen weisen darauf hin, dass tumorproduziertes Gal-1 für die

Tumorprogression wichtig und daher eine mögliche Zielstruktur in der NB-Therapie ist.

In anderen Tumorentitäten konnte Gal-1 bereits als Zielstruktur identifiziert werden [142].

So beschrieben Dalotto-Moreno et al., dass es durch die Inhibition von Gal-1 in Brustkrebs zu

einer Herunterregulierung der Immunsuppression kommt und somit zu weniger Metastasierung

[143]. Auch Stannard et al. untersuchten die Wirkung von Gal-1 in einem Brustkrebsmodell und

konnten feststellen, dass eine Immuntherapie zu einer Reduktion der Tumorprogression führt

[144]. Eine weitere Tumorentität, in der Gal-1 als Target getestet wurde, ist das Melanom.

Hier konnte nach Depletion von Gal-1 ein verlängertes Überleben von Mäusen mit Melanom

gezeigt werden [145, 146, 147].

12 Ausblick

Durch die Analyse der Funktion von tumorproduziertem und immunzellexprimiertem Gal-1

wurde in dieser Arbeit die autokrine und parakrine Wirkungsweise von Gal-1 in der Tumorgenese

erörtert, wodurch ein klareres Bild entstehen sollte, ob Gal-1 als therapeutische Zielstruktur

im NB genutzt werden kann.

In Folgeexperimenten könnte man den Einfluss von immunzellproduziertem Gal-1 auf Tu-

more näher charakterisieren, indem Gal-1 überexprimierende T-Zellen in ein geeignetes Maustu-

mormodell appliziert werden. Die GFP-Expression der transduzierten Zellen zeigt, wo T-Zellen

mit einer erhöhten Gal-1 Expression hinwandern. Es wäre beispielsweise interessant zu sehen,

ob T-Zellen mit einer Gal-1 Überexpression vermehrt im Tumor zu finden sind. Die etablierten

Primärzellen und shRNA-Klone geben auf der anderen Seite die Möglichkeit den Einfluss von

tumorproduziertem Gal-1 sowohl in vitro als auch in vivo näher zu untersuchen.

Neben diversen unspezifischen Inhibitoren gegen Gal-1 ist in neueren Arbeiten der spezi-

fische Inhibitor OTX008 beschrieben [148, 149]. Astorgues-Xerri et al. konnten zeigen, dass

dieser Inhibitor die Proliferation, Invasion und Tumorangiogenese reduziert [148]. Es wäre si-

cherlich interessant die Wirkung dieses Inhibitors im Bezug auf das NB zu testen.
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13 Zusammenfassung

Das Neuroblastom (NB) ist der häufigste solide Tumor im Kindesalter. Auffällig bei dieser

Erkrankung ist die heterogene Ausprägung. Ein Teil der Tumore benötigt keine oder nur eine

milde Therapie, während der andere Teil selbst unter multimodaler Therapie nur sehr geringe

Heilungschancen hat. Für die Tumorbiologie sind vor allem die Amplifikation des Onkogens

MYCN, die mit einem schlechten Verlauf einhergeht, sowie die Expression von Trk-Rezeptoren

von großer Bedeutung. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von Galectin-1 (Gal-1)

mit der Expression des TrkB-Rezeptors, der mit einer schlechten Prognose assoziiert wird, in

vitro korreliert. Gal-1 ist ein multifunktionales Protein, dass die Aggressivität von Tumoren,

beispielsweise durch die Induktion der Angiogenese oder die Förderung des „Tumor-Immune-

Escape“ beeinflusst. In dieser Arbeit sollte der Effekt von Gal-1 im Immunsystem und in der

Tumorgenese des NB näher charakterisieren werden.

Für in vivo Analysen wurde mit dem bereits gut etablierten NB-Mausmodell TH-MYCN

gearbeitet. Da bisher im Kontext der Tumorentstehung wenig über das Immunsystem die-

ser Mäuse bekannt ist, wurde zunächst der Immunphänotyp von Zellen aus der Milz von

tumortragenden Tieren im Vergleich zu tumorfreien Kontrollmäusen durchflusszytometrisch

charakterisiert. Dabei konnten wir feststellen, dass Tumormäuse weniger CD4+ T-Zellen in

der Milz haben als tumorfreie Kontrolltiere. Zudem stellte sich heraus, dass die Aktivität der

CD4+ und CD8+ T-Zellen der tumortragenden Tiere supprimiert ist im Vergleich zu Kon-

trollmäusen. Im Anschluss wurde der Einfluss der Gal-1 Expression auf den T-Zell-Phänotyp

untersucht. Dazu wurden zunächst T-Zellen von Gal-1�/�-Mäusen durchflusszytometrisch un-

tersucht. Dabei zeigte sich sowohl in den CD4+ als auch in den CD8+ T-Zellen ein suppri-

mierter Phänotyp in Gal-1�/�-Tieren verglichen mit wt-Mäusen. Durch die Verpaarung des

TH-MYCN-Mausmodells und des Gal-1�/�-Mausstammes sollte der Einfluss der Gal-1 Gen-

dosis bei der NB-Entstehung und Progression des Tumors charakterisiert werden. Der Gal-1

Genotyp hatte dabei keinen Einfluss auf die Inzidenz oder das globale Genexpressionsprofil

der Tumore. Eine reduzierte Gal-1 Expression korrelierte aber mit einer vergrößerten Milz in

Tumormäusen, mit einer verringerten Tumorangiogenese und mit einer verringerten CD4+ T-
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Zell-Infiltration. In Migrationsassays konnte gezeigt werden, dass als Grund für die reduzierte

T-Zell-Infiltration in den Tumor eine verringerte Migration der T-Zellen aus Gal-1�/�-Mäusen

möglich wäre. Zuletzt sollte der Einfluss von tumorproduziertem Gal-1 untersucht werden. Da-

zu wurden Zellen mit verminderter Gal-1 Expression erzeugt, um so den Unterschied zu der

bereits etablierten murinen NB-Zelllinie NHO2A charakterisieren zu können. Das Tumorwachs-

tum der modifizierten Zellen wurde in Xenograftversuchen untersucht. Dabei zeigte sich, dass

ein Ausschalten des tumorproduzierten Gal-1 das Tumorwachstum blockiert.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass Gal-1 im TH-MYCN-Modell den Immun-

phänotyp und die Angiogenese verändert. Zudem konnten wir in vivo zeigen, dass tumorpro-

duziertes Gal-1 das Tumorwachstum fördert. Diese Ergebnisse legen nahe, dass Gal-1 eine

Zielstruktur für eine gerichtete Therapie des NB ist.
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14 Abstract

Neuroblastoma (NB) is the most common and deadly solid tumor of childhood. Charac-

teristic is its broad spectrum of clinical behaviors. Clinical presentations are heterogeneous,

ranging from spontaneous regression to fatal outcome despite multimodal therapies. In NB

neurotrophin receptors of the Trk family are key players determining biology as well as patient

prognosis. The expression of TrkB correlates with unfavorable tumor biology and poor patient

outcome. In vitro it could be shown that the TrkB status correlates with the expression of

Galectin-1 (Gal-1). Gal-1 is a multifunctional protein, which can enhance tumor aggressive-

ness by induction of angiogenesis but it also plays a role in the tumor-immune-escape. Here,

we aimed to assess the effect of Gal-1 on regulating the immune system and tumorigenesis

using modulation of Gal-1 expression in immune effector cells and a transgenic NB model,

respectively.

TH-MYCN mice are a well established mouse model of NB but only little is known about

the interaction of tumors with the host immune response. Therefore we first investigated how

the different immune cell population change in the spleen of tumor-bearing mice compared

to tumor-free control mice. The fraction of CD4+ T cells is decreased in tumor mice. The

activity of CD4+ T cells as well as CD8+ T cells in tumor-bearing mice is suppressed compared

to control mice, suggesting a reduced immune response. To characterize the influence of Gal-

1 on the phenotype of T cells we compared the immune compartment of Gal-1�/� mice to

wt mice. Gal-1�/� mice showed a suppressed phenotype of T cells but an elevated fraction

of CD11c+ dendritic cells. Furthermore we investigated the tumor incidence in the TH-

MYCN model as a function of the Gal-1 gene dosage using Gal-1�/� mice. While Gal-1

did not change the incidence or the global expression profile, Gal-1�/� tumor mice presented

with splenomegaly. Reduced Gal-1 gene dose correlated with reduced tumor angiogenesis as

shown by immunohistochemistry. Tumor tissue from TH-MYCN mice differed in lymphocytic

infiltration compared to double transgenic TH-MYCN; Gal-1�/� mice. While the frequency

of CD4+ T cells was decreased in Gal-1 deficient NB mice, the fraction of CD11c+ dendritic

cells was significantly elevated. CD4+ T cells from Gal-1�/� mice have a reduced migratory
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capacity when compared to T cells from wt mice explaining the lower frequency in tumor

infiltrating CD4+ T cells. Newly established cell lines with reduced Gal-1 expression were a

tool to look into the influence of tumor-produced Gal-1. We investigated tumor growth of NB

cell lines by xenograft experiments. In this analysis we detected that tumor-produced Gal-1 is

promoting tumor growth.

In conclusion these results confirm a role for Gal-1 in modulating the immune phenotype

and angiogenesis in a transgenic NB model. In addition in vivo experiments showed that tumor-

produced Gal-1 is supporting tumor growth. These findings are leading us to the hypothesis

that we can use tumor-produced Gal-1 as a target for NB therapy.
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