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1 Einleitung 

1.1 Das Neuroblastom 

Das Neuroblastom ist der häufigste extrakranielle solide Tumor im Kindesalter.1 

Zytologisch gehört das Neuroblastom zur Gruppe der klein-, blau-, rundzelligen 

Tumore. Zu dieser Gruppe von zytologisch ähnlichen Tumoren gehören auch das 

Rhabdomyosarkom, das Ewing-Sarkom, der periphere neuroektodermale 

Tumor, die Non-Hodgkin-Lymphome und die Leukämien.2 

Beim Neuroblastom werden 3 histologische Subtypen mit verschiedenen 

Ausreifegraden und biologischen Eigenschaften unterschieden: Neuroblastom, 

Ganglioneuroblastom und das Ganglioneurom. Neuroblastome  gehören auch 

zur besonderen Gruppe der embryonalen Tumore.3 Die Tumorzellen der 

Blastome zeichnen sich durch ihren gemeinsamen Ursprung aus früh entarteten 

Vorläuferzellen einer Organanlage aus. Im Fall des Neuroblastoms sind die 

Vorläuferzellen Zellen aus der Neuralleiste. Dieses Merkmal steht auch im 

Einklang mit der charakteristischen Lokalistation der Primärtumore zur Zeit der 

Diagnosestellung. Weil sich Neuroblasten später zum sympathischen 

Nervensystem entwickeln, können Primärtumore überall dort auftreten, wo sich 

sympathisches Gewebe im Körper findet: Nebennieren, zervikaler, thorakaler 

und abdomineller Grenzstrang  und  Paraganglien,  nicht  aber  im  Gehirn.4    

Weitere biologische Merkmale des Neuroblastoms sind die Heterogenität, sowie 

die variablen klinischen Verläufe der Erkrankung. Für die Heterogenität spricht 

das Vorhandensein von unterschiedlich differenzierten Tumoren. Für die 

variablen Verläufe spricht, dass das Neuroblastom sogar im metastasierten 

Stadium 4S mit minimaler oder selbst ohne Behandlung spontan regredieren 

kann. Infolgedessen scheint es  so zu sein, dass das Neuroblastom ein 

diagnostischer Begriff ist, für in Bezug auf ihre Entwicklung verwandte Tumore 

mit unterschiedlichen genetischen und biologischen Eigenschaften, die mit 

verschiedenen klinischen Verläufen assoziiert sind.5 

Aufgrund dieses eigenartigen Verhaltens und obwohl signifikanter Fortschrit in 

den Bereichen Erkennung von genetischen und molekularen Markern, Therapie 
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und Diagnostik erreicht wurde, bleibt das Neuroblastom eine rätselhafte 

Herausforderung.6  

1.1.1 Klinik und Epidemiologie 

Die Klinik des Neuroblastoms ist abhängig von der Lokalisation des Tumors. 

Mögliche Symptome sind Abdomenvorwölbung, Harnstau, ein Hörner Syndrom 

(bei Lokalisation im Hals), Husten, Dyspnoe, Atemnot (intrathorakaler 

Lokalisation),  Querschnittslähmung (im Falle eines Sanduhrtumors) und 

Lidekchymosen (bei Beiteiligung der Orbita).7 Allgemeinsymptome wie Fieber, 

Schmerzen, Inappetenz, Abgeschlagenheit sowie Knochenschmerzen stehen 

beim metastasierten Neuroblastom  im  Vordergrund. Manchmal können 

Symptome auftreten, die sich durch vom Tumor produzierte Hormone entwickeln, 

wie arterielle Hypertonie und chronische Diarrhö.7 

In Deutschland erfasst das Kinderkrebsregister die wichtigsten 

epidemiologischen Daten des Neuroblastoms. Insgesamt ist die Inzidenz bei 

Kindern unter 1 Jahr am größten mit einer Rate von 82,4 pro 1 Mio., ab diesem 

Zeitpunkt sinkt die Inzidenz der Erkrankung immer weiter und nähert sich mit 

einem Alter von 15 Jahren Richtung Null (altersspezifische Inzidenz 10-14 J. = 

0,7). Die geschlechtsspezifische Inzidenz ist bei Jungen höher als bei Mädchen. 

Die Sex ratio (m/w) beträgt 1,3.8 90% der  Patienten sind zur Zeit der 

Diagnosestellung jünger als 5 Jahre.9 

1.1.2 Diagnostik, Stadieneinteilung und Prognose 

Die verschiedenen diagnostischen Maßnahmen haben als Ziel die sichere 

Unterscheidung des Neuroblastoms von anderen Tumorerkrankungen, 

präoperativ ein Staging der Patienten zu ermöglichen und im Verlauf die Aktivität 

der Erkrankung zu erfassen. Sowohl diagnostisch als auch als Verlaufsparameter 

ist die Bestimmung von den Katecholaminabbauprodukten Vanillinmandelsäure 

und Homovanillinsäure im Urin unerlässlich. Als weiterer Tumormarker eignet 

sich die NSE (Neuronspezifische Enolase).10  

Durch bildgebende Verfahren kann die Ausdehnung der Erkrankung bestimmt 

werden. Je nach Fragestellung kommen die folgenden Verfahren zum Einsatz: 
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Sonografie und MRT (Infiltration vom Primärtumor, Lymphknoten und 

Metastasen), Szintigrafie mit Metajodbenzilguanidin (mIBG) (Metastasensuche) 

oder ein Technetiumszintigram (Skelettmetastasen). Um einen Befall des 

Knochenmarks auszuschließen, muss bei jedem Patienten das Knochenmark an 

mehreren Stellen punktiert werden. Immunfärbungen bzw. 

neuroblastomspezifische RT-PCR erhöhen die Sensitivität.4 

Es existieren aktuell zwei Systeme, die eine Stadieneinteilung des 

Neuroblastoms erlauben: das International Neuroblastoma Staging System 

(INSS) (1988) und das International Neuroblastoma Risk Group Staging System 

(INRGSS) (2008)11. Das erste System INSS ist ein chirurgisches Staging System, 

das auf dem Ausmaß der Tumorresektion basiert.12 Die Tabelle 1 fasst das INSS 

zusammen. 

Stadium Ausdehnung 

1 Lokalisierter Tumor, makroskopisch komplette Entfernung. 

2 Unilateraler Tumor, makroskopisch inkomplette Entfernung mit 

oder ohne regionalen Lymphknotenbefall. 

3 Nichtresektabler unilateraler Tumor mit Überschreiten der 

Mittellinie. 

4 Disseminierung des Tumors. Befall vom Knochenmark, Knochen, 

Lymphknoten, Leber, Haut oder andere Organe. Das Befallmuster 

entspricht nicht den Kriterien des 4S Stadiums 

4S Alter (<1Jahr). Primärtumor wie Stadium 1 oder 2 und 

Disseminierung nur in Haut, Leber und/oder Knochenmark. 

Tabelle 1. Stadieneinteilung des Neuroblastoms. Nach International 

Neuroblastoma Staging System  (INSS).12 

In der neuen Stadieneinteilung des International Neuroblastoma Risk Group 

Staging System (INRGSS, siehe Tabelle 2) hängt die Stadieneinteilung nicht 

mehr vom Ausmaß der Resektion, sondern von 20 definierten bildlichen 

Risikofaktoren (Image-Defined Risk Factors (IDRFs)) ab,13 die zur Zeit der 

Diagnosestellung durch bildgebende Verfahren erfasst werden. Örtlich begrenzte 

Tumore werden in die Kategorien L1/L2 eingeteilt. Disseminierte Tumore werden 
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in die Kategorien M oder MS eingeteilt. Die Einstufung in Kategorie MS ist nur für 

disseminierte Tumore erlaubt, wenn folgende Voraussetzungen erfüllt werden: 

Alter < 18 Monate (547 Tage), bei lokalisierten  Metastasen  an der Haut, Leber 

und oder Knochenmark und wenn der Knochenmarkbefall im Abstrich oder 

Biopsie < 10% beträgt.14 

Stadium Beschreibung 

L1 Lokal begrenzter Tumor, ohne Beteiligung von Vitalstrukturen, wie 

in der Liste der bildlichen Risikofaktoren definiert. Tumor auf ein 

Kompartiment begrenzt 

L2 Lokal begrenzter Tumor mit einem oder mehreren definierten 

bildlichen Risikofaktoren 

M Entfernte Filiae (außer wie bei MS Stadium) 

MS Metastasiertes Stadium, Kinder <18 Monate, Metastasen an Haut, 

Leber und oder Knochenmark 

Tabelle 2. Stadieneinteilung des Neuroblastoms nach International 

Neuroblastoma Risk Group Staging System (INRGSS).13 

Um eine Therapie im Rahmen von klinischen Studien einzuleiten, ist allein die 

Erfassung des Staging meist nicht ausreichend. Zusätzlich müssen die 

biologischen Risikofaktoren und die Histologie des Tumors bekannt sein. Diese 

Faktoren beeinflussen das Ausmaß der Therapie und die Prognose der Patienten 

maßgeblich. Aus der Histologie, molekularbiolgischen sowie 

immunhistochemischen Untersuchungen von Tumor und unter Einbezug von 

klinischen Parametern wird eine Risikostratifizierung der Patienten in 

verschiedene Risikogruppen erstellt. Risikoguppen sind wichtig für die 

Bahandlung des Neuroblastoms im Rahmen von klinischen Studien. Die 

klinischen Studien, die eine solche Risikostratifizierung der Patienten vor 

Therapieeinleitung voraussetzen, sind risikobasierten Studien. Diese Studien 

ermöglichen die Beurteilung von Risikofaktoren und der Effektivität eines 

untersuchten Therapieansatzes. Vor allem in der pädiatrischen Onkologie haben 

diese Studien als Ziel die Vermeidung von unerwünschten Nebenwirkungen bei 

Patienten mit niedrigem Risiko. Nachfolgend werden die 2 gültigen 
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Klassifikationssysteme für das Neuroblastom vorgestellt, die eine Einteilung in 

verschiedenen Risikogruppen erlauben.   

Auf der einen Seite steht das International Neuroblastoma Pathology 

Classification System (INPC) (1999).15 Dieses System prüft folgende 

morphologische Kriterien: Schwan-Stroma Anteil, Mitose-Karyorrhexis-Index 

(MKI) und der Ausreifegrad der Neuroblasten. Bei dem INPC System wird auch 

das Alter des Patienten berücksichtigt. Mit dieser Information werden Patienten 

in 2 Prognosegruppen eingeteilt: Patienten mit einer günstigen Prognose und mit 

ungünstiger Prognose.15 Die prognostische Bedeutung dieses 

Klassifikationssystems und von verwandten Systemen mit ähnlichen Kriterien 

wurde durch mehrere Studien bestätigt.9 Diese Klassifikation wurde in den 

vergangenen Jahren in mehrere multinationalen Studien der COG (Children 

Oncology Group) und in  europäische Studien einbezogen und nach und nach 

ergänzt. Die Tabelle 3 fasst das 3-Jahres ereignisfreie Überleben (EFS= Event 

free Survival) für Patienten in den prognostischen Gruppen des INPC zusammen. 

Prognosegruppe 3-Jahres Ereignisfreies Überleben 

(EFS) (%) 

Günstige Histologie 85 % 

Ungünstige Histologie 41 % 

Tabelle 3. Die International Neuroblastoma Pathology Classification (the 

Shimada System).15  

Als Ereignisfreies Überleben (EFS) wird die Zeit definiert bis zur Progression, 

Auftreten eines Rezidivs, Zweittumore oder Tod. Zahlenangaben in Prozent. 

Auf der anderen Seite steht das International Neuroblastoma Risk Group (INRG) 

Classification System (2008), kurz INRGCS.16 Dieses neue 

Klassifikationssystem setzt sich aus den Faktoren zusammen: INRG Staging, 

Alter, histologische Kategorie, Grad der Tumordifferenzierung, MYCN Onkogen 

Status, Chromosom 11q Status und die DNS Ploidität. Das INRGCS ist die Folge 

der Evaluation von 13 potentiell prognostischen Faktoren aus einer Kohorte von 

8800 Patienten aus USA, Europa und Australien und es erlaubt im Vergleich zur 

INPC eine bessere Einteilung der Patienten in 4 Risikogruppen und 16 
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Untergruppen: (A,B,C) Sehr niedriges Risiko,  (D,E,F) Niedriges Risiko (G,H,I,J) 

Mittleres Risiko, und (K,N,O,P,Q,R) Hochrisiko. Das INRGCS soll erleichtern 

Risiko basierte klinische Studien aus verschiedenen Regionen der Welt besser 

untereinander zu vergleichen.16 Für die jeweiligen Risikogruppen innerhalb des 

INRGCS fasst Tabelle 4 das 5-Jahres ereignisfreie Überleben (EFS=Event free 

Survival) zusammen. Die Tabelle 5 fasst die 5-Jahres Überlebensrate aller 

Patientengruppen zusammen. 

INRG Risikogruppe 5-Jahres EFS % 

Sehr niedrig > 85 

Niedrig >75 bis <85 

Mittel >50 bis <75 

Hoch < 50 

Tabelle 4.  5 Jahre Überleben nach INRG Risikogruppe. Aus The 

International Neuroblastoma Risk Group (INRG) Classification System: An 

INRG Task Force Report.16 

Als Ereignisfreies Überleben (EFS) wird die Zeit definiert bis zur Progression, 

Auftreten eines Rezidivs, Zweittumore oder Tod. Zahlenangaben in Prozent. 

 

1.2 Aktuelle Therapieansätze 

Niedrigrisiko-Patienten können erfolgreich alleine durch Chirurgie behandelt 

werden. Patienten mit mittlerem Risiko wird ein Therapiekonzept mit einer 

Kombination von niedrig dosierter Chemotherapie und Chirurgie angeboten. Die 

Chemotherapie kann entweder vor Chirurgie oder vor und nach Chirurgie 

gegeben werden. Die verschiedenen Chemotherapieregime umfassen die 

Risikogruppe 5 Jahres-Überlebensrate % 

Niedrigrisiko 99 – 91.17 

Mittleres Risiko 99.18 - 76,4.19 

Hochrisiko  30 – 40.4  

Tabelle 5. 5-Jahres Überlebensrate nach Risikogruppe. 

Die 5 Jahres Überlebensrate gibt an wie viele Krebspatienten 5 Jahre nach 

Zeitpunkt der Diagnose noch leben. Zahlenangaben in Prozent. 
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kombinierte Gabe von Carboplatin, Etoposid, Cyclophosphamid, Doxorubicin und 

Vincristin. Die modernen Therpieregime für Patienten mit hohem Risiko erfolgen 

in 3 Phasen; Induktionsphase, Konsolidierungsphase und 

Postkonsolidierungsphase. Die Induktionsphase setzt sich zusammen aus 

intensiver Chemotherapie und Chirurgie. In der Konsolidierungsphase erfolgt 

eine myeloablative Chemotherapie, autologe Stammzellrückgabe und 

Bestrahlung im Bereich des Primärtumors und der Restmetastasen. Die 

europäische Studie HR-NBL1/SIOPEN (2017) konnte die Überlegenheit einer 

Konsolidierungstherapie mit Busulfan und Melphalan gegenüber einer 

Hochdosistherapie mit Carboplatin, Etoposid und Melphalan belegen. Für die 

Kombination Melphalan und Busulfan wurde eine bessere 3-Jahres ereignisfreie 

Überlebensrate (50% versus 38 %) und weniger Toxizität beobachtet. In dieser 

Studie wird diese Kombination als Standard vorgeschlagen.20  

Die Postkonsolidierungstherapie soll die potenzielle minimale Resterkrankung 

nach Stammzellrückgabe beseitigen und besteht aus Dinotuximab (Anti GD2 

Antikörper) kombiniert mit Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierendem 

Faktor (GM-CSF), Interleukin-2 (IL-2) und Isotretionin.17 Die 

Postkonsolidierungstherapie mit Dinotuximab in Kombination mit GM-CSF, IL-2 

und Isotretionin erhöhte innerhalb einer Beobachtungszeit von 2 Jahren das 

ereignisfreie Überleben und das Gesamtüberleben im Vergleich zu einer 

Postkonsolidierungstherapie mit Isotretionin alleine (66% versus 46%; 86% 

versus 75%) 21 und ist zur Zeit als Standard anzusehen.9 

1.3 Die Problematik der Therapieresistenz 

Eine besonders schwierige Situation tritt auf im Fall von Tumorprogression oder 

Metastasierung nach initialer Chemotherapie und/oder Chirurgie. In diesem Fall 

ist möglich, eine erneute Polychemotherapie zu geben. 131Iod Meta-Jod-

Benzylguanidin (131I-MIBIG) allein oder in Kombination mit anderen Substanzen 

oder gefolgt von Stammzellrückgabe oder eine zweite autologe 

Stammzelltransplantation sind einige der weiteren Möglichkeiten. Trotz der Fülle 

an Therapieoptionen konnte bisher keiner der genannten Ansätze eine 

aussichtsvolle Prognoseverbesserung für den Patienten erzielen. Die Frage nach 
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dem Ursprung der Therapieresistenz entsteht aus diesem Kontext und auch 

gleichzeitig die Suche nach den dazugehörigen biologischen Merkmalen.  

Als Antwort zu dieser Problematik werden derzeit gezielt neue Wirkstoffe 

entwickelt. Einige in Erprobung befindliche Wirkstoffe und Therapiekonzepte 

werden in Tabelle 6 zusammengefasst. Weitere Antworten zu diesen Fragen 

könnten entstehen durch Erforschung der Bereiche Neuroblastom- 

Krebsstammzellen und Zytostatika adaptierte Neuroblastom Zelllinien. 
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Zielstruktur und Mechanismus Wirkstoff 

Aurora Kinase (Inhibition) MLN8237 (Alisertib)  (in Kombination 

mit Irinotecan und Temozolomid)22 

MYCN (Destabilisierung) JQ123: BRD4 Bromodomäne 

Inhibition 

Downstream Ziele von MYCN: 

Ornithidecarboxylase 

(Inhibition) 

DMFO (Difluoromethylornithin)24 

4MCHA.25 Polyamidsynthese 

hemmer 

SAM486A.25 S-adenosylmethionine 

decarboxylase Hemmer. 

ALK: Anaplastic lymphoma 

kinase (Inhibition) 

Crizotinib17 (in Kombination mit 

Topotecan+ Cyclophosphamid)  

RXDX-101 (Entrectinib)26 

LDK-378 (Ceritinib)17  

Angiogenese: VEGF (Inhibition)  Bevacizumab27 (in Kombination mit 

Temozolomid +- Irinotecan) 

GD2 (Impfung) Bivalente Impfung (GD2/3)28 

Zelltherapie: GD2 GD2 Chimeric Antigen Rezeptor T-

Zellen29 

Tabelle 6. Gezielte Therapiemöglichkeiten beim Neuroblastom. 

Zusammenfassung von Zielstrukturen und Wirkstoffen. 

MYCN: MYCN Gen (kodiert das Protein N-myc); VEGF: Vascular 

endothelial growth factor; GD2-3: Ganglioside GD II und GD II; JQ1: [(S)-4-

(4-Chlorophenyl) - 2,3,9 – trimethyl - 6H-1-thia-5,7,8,9a-tetraaza-cyclopenta 

[e]azulen-6-yl]-acetic acid tert-butyl ester; BRD4: Bromodomain-containing 

protein 4; 4MCHA: Trans-4-methylcyclohexylamine; SAM486A: 

Sardomozyde HCL. 
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1.4 Die Rolle von Krebsstammzellen beim Neuroblastom 

Die verschiedenen Theorien der Krebsstammzellen besagen, dass 

Krebsstammzellen (KSZ, auch Cancer Stem cells) die Ursache für Entstehung, 

Wachstum und Metastasen beim Krebs sind.30  Außerdem wird postuliert, dass 

Krebsstammzellen chemoresistent sind31 und Selbsterneuerungspotenzial 

haben. Darüber hinaus sollen Krebsstammzellen in der Lage sein zu 

differenzieren und somit sind sie für die zelluläre Tumorheterogenität 

verantwortlich.32 Aktuell werden drei verschiedene Krebsstammzellmodelle 

postuliert, das klassische, das fließende und das konvergente KSZ-Modell (siehe 

Abbildung 1 und Abbildung 2). Diese Modelle könnten auch beim Neuroblastom 

gültig sein. 

 

Abbildung 1. Das klassische und das fließende KSZ-Modell. Mod. u. übersetzt. 

nach O’Connor, et al.33  

KSZ: Krebsstammzelle.  
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Im klassischen KSZ-Modell gibt es nur eine Zellpopulation innerhalb vom Tumor 

mit der Fähigkeit der Selbsterneuerung, nämlich die Krebsstammzellen. 

Demgegenüber sind Progenitorzellen und differenzierte Tumorzellen nicht in der 

Lage sich selbst zu erneuern. Im klassischen Krebsstammzellmodell 

unterscheiden sich die Krebstammzellen von gesunden Stammzellen nur durch 

unkontrolliertes Wachstum.  Wenn das klassische KSZ-Modell auf das 

Neuroblastom übertragen wird, dann ist anzunehmen, dass alleine die 

Krebstammzellen die treibende Kraft der Tumorgenese sind. Es würde auch 

bedeuten, dass nach Chemotherapie nur die Neuroblastomkrebsstammzellen 

überleben und aus ihnen entstehen erneut Tumore. Wenn diese Hypothese wahr 

ist, wäre eine gezielte Therapie gegen die Neuroblastomkrebsstammzellen sehr 

erfolgsversprechend für alle Patienten mit Neuroblastom. 

Das fließende Modell unterscheidet sich vom klassischen KSZ-Modell darin, dass  

sowohl Progenitorzellen als auch differenzierte Tumorzellen ein gewisses 

Selbsterneuerungspotenzial besitzen und wiedererlangen können.33 Die 

Hierarchie der unterschiedlichen Tumorzellen ist in diesem Modell lockerer als im 

klassischen KSZ-Modell. Das heißt, alle Tumorzellen sind mehr oder weniger 

fähig den Tumor zu regenerieren. Progenitorzellen sowie differenzierte 

Tumorzellen können auch zur Progression der Erkrankung führen und 

Metastasen hervorrufen.  

Zuletzt postuliert das konvergente KSZ-Modell, dass die klonale Evolution und 

die Krebsstammzellen zusammen die zelluläre Hierarchie innerhalb des Tumors 

bestimmen. Abhängig von Mutationen und epigenetischen Veränderungen in 

Zellen mit Selbsterneuerungspotenzial entstehen unterschiedliche KSZ-

Subpopulationen.33 
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Abbildung 2. Das konvergente Krebsstammzellmodell Mod. u. übersetzt. nach 

Michael L. O’Connor, et al. 33  

Abkürzungen: KSZ: Krebsstammzelle.   

Zusammengefasst könnten alle vorgestellten Modelle sowohl die Rezidivneigung 

als auch die Therapieresistenz, die bei Hochrisiko-Patienten beobachtet wird, 

erklären. Falls die Neuroblastomkrebsstammzellen die Ursache für die 

Progression der Erkrankung und die Entstehung von Metastasen sind, wäre eine 

Therapie, die speziell die Neuroblastomkrebsstammzellen und ihre Abstammung 

beseitigen würde, für Hochrisikopatienten vielversprechend. 
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Tatsächlich sprechen mehrere Daten aus zahlreiche Publikationen für die 

Existenz und die entscheidende Rolle von Krebsstammzellen beim 

Neuroblastom. Diese Neuroblastom Krebsstammzellen sollen nur einen Teil der 

gesamten Krebszellen ausmachen und konnten bisher sowohl in 

Schnittpräparaten aus exzidierten Tumoren/Metastasen als auch in etablierten 

Neuroblastom Zelllinien gefunden werden (Tumor/Metastase34: 1%-90%; 

Zellkultur35: 4%-37%). Die von mehreren Autoren postulierten Neuroblastom 

Krebstammzellen zeichnen sich aus durch: Multipotenz,36 höheres 

Malignitätspotenzial, höhere Tumorigenität (in immun defizienten Mäusen), N-

myc Amplifikation unabhängiges Malignitätspotenzial37 und erhöhte Resistenz zu 

Zytostatika; im engeren Sinne zu Cisplatin, Etoposid, Doxorubicin und 

Carboplatin.30,38 Aus Metastasen isolierte Neuroblastomkrebsstammzellen sind 

in der Lage sowohl in serumfreiem Medium zu wachsen als auch Sphären zu 

bilden und haben die Fähigkeit der Selbsterneuerung. Vieler dieser biologischen 

Eigenschaften gleichen der der Vorläuferzellen der Neuralleiste39 oder wurden 

bisherig als Eigenschaften der Krebsstammzellen beschrieben. Zuletzt zeigten 

Untersuchungen an Schnittpräparaten von Patienten mit Neuroblastom, dass ein 

höherer Anteil an Krebsstammzellen mit Erkankungsprogression, Metastasen 

und höherem Alter der Patienten (>1,5 J)  bei der Diagnosestellung korreliert.34 

Obwohl diese Daten tiefgreifende Implikationen zu haben scheinen, muss betont 

werden, dass es bisher noch keine Einigung gibt über die richtige Methode, die 

eine eindeutige Charaktersierung und Isolierung der Neuroblastom 

Krebsstammzellen erlaubt.  Einige grundlegende Probleme sind: 

1. Die unterschiedlichen Methoden zur Isolierung von Krebsstammzellen sind 

nicht weitreichend miteinander verglichen worden. Dies bedeutet, dass im 

Moment nicht festgestellt werden kann, ob die unterschiedlichen Methoden die 

gleichen Tumorstammzellen detektieren. 

2. Im Moment ist noch nicht geklärt, welcher der zahlreichen Marker die höchste 

Spezifizität und die höchste klinische Relevanz aufweist. 
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Somit sind die vorhin beschriebenen Eigenschaften der sogenannten 

Neuroblastom Krebsstammzellen stets kritisch zu betrachten und es muss 

gesagt werden, dass in diesem Berreich noch weitere Forschung zwingend 

notwendig ist.  

Bisher benutzten unterschiedliche Autoren hauptsächlich 3 verschiedene 

Verfahren, mit deren Hilfe die Neuroblastomkrebsstammzellen detektiert oder 

angereichert werden konnten. Das erste Verfahren beruht auf der Co-Expression 

von Markerproteinen. Das zweite Verfahren beruht auf der 

durchflusszytometrischen Analyse des Ausstroms von Hoechst 33342.34 Ein 

weiteres Verfahren, wodurch neuronale Krebsstammzellen angereichert werden 

können, ist das Neurosphere Assay. Dieses Verfahren ist insofern anders als die 

zuletzt erwähnten Verfahren, denn es kann alleine nicht zwischen 

Neuroblastomkrebstammzellen und nicht-Krebstammzellen unterscheiden. 

Folgend werden die Hintergründe der verschiedenen Verfahren erläutert. 

1.4.1 Charakterisierung durch Co-Expression von 
Markerproteinen 

In diesem Bereich sind hervorzuheben die Arbeiten der Gruppe von Ross, Robert 

A. Diese Gruppe charakterisierte zunächst nur innerhalb von 

Neuroblastomzelllinien 3 unterschiedliche natürlich vorkommende Neuroblastom 

Zelltypen. Diese Zelltypen wurden nach ihrer Morphologie als N (Neuroblastic 

Type), I (Intermediate Type) oder S (Substrate-Adherent Type) bezeichnet und 

unterschieden sich nicht nur morphologisch, sondern auch durch ihre 

biologischen Eigenschaften.  
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Der N-Zelltyp zeigte biologische Eigenschaften von embryonalen 

Sympatoblasten und der S-Zelltyp Eigenschaften von embryonalen 

Schwann/Glia/Melanozyten-Zellen der Neuralleiste.40 Die Schlüsselstellung des 

I-Zelltyps wurde dargelegt als gezeigt werden konnte, dass der I-Zelltyp in der 

Lage war zum N- oder S-Zelltyp auszudifferenzieren.40 Auffallend war auch die 

Tatsache, dass der I-Zelltyp die gleichen Differenzierungsmarker wie die beiden 

anderen Zelltypen aufwies. Der I-Zelltyp wurde postuliert als die 

Tumorstammzelle des Neuroblastoms und vorgeschlagen als die Ursache für 

Tumorgenese und Tumorwachstum bei Patienten.37 Später konnte der I-Zelltyp 

auch innerhalb von exzidierten Tumoren nachgewiesen werden, was auf seine 

klinische Relevanz deutete.37 Die von dieser Gruppe präsentierte 

Charakterisierung der Neuroblastomzelltypen stützt sich auf: Morphologie, 

biochemische und immunhistoschemische Untersuchungen sowie auf bekannte 

Stammzellmarker. Eine Liste der Marker zur Abgrenzung der 

Neuroblastomkrebstammzelle I-Zelltyp von den N- und S-Zelltypen ist in Tabelle 

7 dargestellt.  
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Protein Marker N (Neuroblastic) I (Intermediate) S (Substrat 

Adherent) 

Neuroblastisch 

Neurofilamente 

70/16 

++ + - 

Dopamin ß 

Hydroxilase 

++ + - 

Secretogranin II ++ + - 

HuD +++ ++ - 

Nicht-Neuronal 

Fibronectin - + ++ 

Thyrosinase - +/- ++ 

EGF Rezeptor +/- ++ +++ 

NRSF - + +++ 

Stammzellmarker 

Nestin* ++ ++ ++ 

CD133* - ++ - 

c-Kit* +/- ++ - 

Tabelle 7. Expression der Markerproteine in humanen Neuroblastom 

Zellvarianten. Aus Human Neuroblastoma Stem cells, Ross, et al.34 

HuD: auch bekannt als ELAV-like protein 4; EGF: Epidermaler 

Wachstumsfaktor; NRSF: Neuron-Restrictive silencer Factor, CD133: auch 

bekannt als Prominin-1, c-KIT: auch bekannt als Tyrosinkinase KIT oder 

CD117. +++ Hohe Expression; ++ Mäßige Expression; + wenig Expression; +/- 

seltene Expression; - Keine Expression. 
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1.5 Charakterisierung durch Ausstrom von Hoechst 33342 (Side 

population Assay) 

Hirschmann et al untersuchten Patientenmaterial duch die Methode des Side 

population Assays. Hierdurch ließen sich 2 verschiedene Neuroblastom 

Zellpopulationen von einander abgrenzen: side population Zellen (SP-Zellen) und 

nicht side population Zellen. Nicht SP-Zellen machten den größten Teil der 

gesamten Zellpopulation aus und die SP-Zellen nur einen kleinen Anteil. SP-

Zellen unterscheiden sich von den nicht SP-Zellen durch  asymetrisches 

Wachstum35, hohe Expression von GD2, c-kit/CD117, sowie niedrige Expression 

von CD133, CD71/Transferrin Rezeptor 1 und CD56/NCAM  als Zeichen für 

einen frühen undifferenzierten Neuralleistenphänotyp.35 Weitere Merkmale der 

SP-Zellen waren höhere Expression von ABCG2/BCRP und ausdauerndes 

Wachstum ex Vivo. Aufgrund dieser Ergebnisse vermutete die Arbeitsgruppe von 

Hirschmann, dass die Zellen innerhalb der side population 

Neuroblastomkrebsstammzellen sein könnten.  

Die biologische Basis der side population-Analyse stammt aus vorhergehenden 

Beobachtungen aus Tierexperimenten, wo hämatopoetische Stammzellen 

aussortiert und in lethal bestrahlten Mäusen transplantiert wurden.41 Erste 

Untersuchungen mit dem Farbstoff Hoechst 33342 zeigten, dass sich die 

Methode nicht nur hervorragend zum Aussortieren von Maus-hämatopoetischen 

Stammzellen aus dem Knochenmark eignete,41 sondern auch zum Aussortieren 

von Stammzellen aus Muskelgewebe. Die durch SP-Analyse isolierten 

Muskelgewebsstammzellen zeigten darüber hinaus das Phänomen der 

Transdifferenzierung, d.h., Stammzellen aus Muskelgewebe konnten 

erstaunlicherweise auch die unterschiedlichen Zelllinien des Knochenmarks 

wiederherstellen42 und somit als hämatopoetische Stammzellen fungieren. 

Später konnten durch diese Methode viele Stammzellen und Krebsstammzellen 

aus verschiedenen Geweben isoliert werden. Biochemisch beruht die Methode 

des side population Assays auf dem stattfindenden Ausstrom des DNS-

spezifischen Farbstoffes Hoechst 33342 über die Zellmembran von Zellen der 

side population.  
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Die Erklärung für das vergleichsweise hohe Ausströmen dieses Farbstoffes nur 

innerhalb dieser Population hängt mit der erhöhten Expression des 

BCRP/ABCG2 Transporters bei den SP-Zellen zusammen.43 Da durch den side 

population Assay später auch weitere Stammzellen aus verschiedenen Geweben 

isoliert werden konnten, wurde BCRP/ABCG2 als genereller Marker der 

Stammzellen vorgeschlagen.43 

1.6  Neurosphere Assay 

Das Neurosphere Assay ist ein spezielles Kulturverfahren. Generell können mit 

dessen Hilfe Tumorzellen aus Metastasen und Knochenmark in vitro 

angereichert und expandiert werden. Jedoch ist dieses Verfahren nicht so 

erfolgreich, wenn die Tumorzellen aus Primärtumoren entnommen werden.44  

Das Kulturmedium des Neurosphere Assays beim Neuroblastom ist serumfrei 

und enthält bFGF (Basic fibroblast growth factor) und EGF (Epidermal growth 

factor)39. Diese Kulturbedingungen sind die gleichen wie bei der Kultur von 

Stammzellen aus der Neuralleiste.45 Die so gewonnenen Neuroblastomzellen 

werden Tumor initating cells (TIC) genannt, sind hoch tumorigen, und scheinen 

nicht hierarchisch organisiert zu sein.39 Weiterhin wurde gezeigt, dass die Zellen 

innerhalb der Neurospheren sowohl die klassichen Marker des Neuroblastoms 

aufweisen (NB84, Tyrosin Hydroxilase und Vimentin), als auch Marker von 

Progenitorzellen der Neuralleiste (Nestin und Fibronectin).39 

Eine andere Gruppe zeigte, dass diese Zellen auch weitere Stammzellmarker wie 

BMI-1 und Oct-4 exprimieren. Darüber hinaus können diese Zellen durch 

Behandlung mit cis- Retinsäure in einen neuronalen Phänotyp differenzieren.46 
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1.7 Rollen der untersuchten Stammzellmarker in dieser Arbeit 

1.7.1 BCRP 

BCRP/ABCG2 (Breast Cancer Resistance Protein)  wurde erstmal 1998 als ein 

Multidrug- Transporter  beschrieben. Dieser ABC Transporter wird in der 

Placenta, Blut-Hirn Schranke, Verdauungstrakt, Brustdrüße, Prostata, 

Speicheldrüßen sowie in exokrinen Drüßen der Haut exprimiert. In diesen 

Geweben efüllt BCRP eine Reihe von physiologischen Aufgaben wie z.B 

Entgiftung von Stoffwechselprodukten, Regulation der Homöostase, Absobtion 

von Nährstoffen, und hormonale Regulation.47 

BCRP ist bei der Erforschung von Resistenzen bei Krebs bekannt geworden, weil 

es in der Lage ist zahreiche Anti-Krebs Medikamente aus der Zelle zu pumpen.48 

Hierunter gehören mehrere klassische Zytostatika wie z. B. Mitoxantron, 

Etoposid, Doxorubicin (nur bei Gain of Function Mutation: R482G und R482T), 

5-Fluoruracil, Metothrexat, sowie Tyrosinkinaseinhibitoren und 

Photosensibilisatoren.48 Aufgrund dieser Funktion wird die Expression dieses 

Transporters bei vielen Tumoren als eine der Ursachen für Chemoresistenz 

postuliert. Des Weiteren hat dieser Transporter eine wichtige Rolle als 

Stammzellmarker in der Side-Population-Analyse. 

Bekannte regulatorische Elemente der Transkription von BCRP sind HIF1, XBP1, 

PRB, SP1, Smad2/3,ERα, NF-κB, AhR, NRF2 und GLI.47 Ein weiterer wichtiger 

Aspekt ist, dass beim Neuroblastom die Expression von BCRP wie auch die 

Expression von vielen anderen ABC Transportern durch MYCN reguliert wird.49 

Die Rollen von BCRP beim Neuroblastom sind vielfältig und teilweise kontrovers. 

Hier muss zwingend differenziert werden zwischen der Rolle als 

Stammzellmarker, prognostischer Faktor und die Rolle bei der Therapieresistenz.  
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Während der KSZ-Phänotyp in der Zellkultur mit erhöhter Expression von BCRP 

und ABCA3 verbunden ist,35 scheint eher eine niedrige Expression von BCRP 

beim Neuroblastom mit erniedrigtem Überleben zu korrelieren.49 In dieser 

Hinsicht ist die Expression von BCRP nur als Merkmal der Neuroblastom KSZ zu 

sehen und solche Eigenschaften wie Resistenz und Malignität von BCRP 

positiven Zellen sind unabhängig von diesem Protein zu betrachten. Deshalb 

kann aktuell noch nicht bestätigt werden, dass BCRP eindeutig in der 

Entwicklung von Chemoresistenzen involviert ist. Hierfür scheinen eher  andere 

ABC Transporter wie ABCC1 und ABCC4 verantwortlich zu sein.49 

1.7.2 BMI-1 

BMI1 gehört zu der Familie der Polycomb Gruppe (PcG). Die Proteine der 

Polycomb Gruppe sind Transkriptionshemmer, die das Chromatin epigenetisch 

modifizieren können und dadurch beteiligt sind an der Etablierung und 

Aufrechterhaltung des zellulären Schicksals. Diese Proteine spielen eine wichtige 

Rolle sowohl bei Selbsterneuerung von Stammzellen als auch in der Entwicklung 

von Krebs50. Beim Neurobastom wird erst in jüngster Zeit die Rolle von BMI1 

untersucht. Cui et al zeigten, dass BMI1 nicht nur essentiell für die klonogenische 

Selbsterneuerung bei Neuroblastom Zelllinien ist, sondern auch, dass das 

Ausmaß der Expression von BMI1 die Differenzierung der Neuroblastom Zellen 

reguliert. In dieser Hinsicht förderte das Herunterregulieren von BMI1 durch 

retrovirale Konstrukte die spontane Differenzierung in einen S-Phänotyp, 

intermediäre Expression von BMI1 war charakteristisch für den I-Phänotyp und 

Überregulation von BMI1 führte zur Differenzierung in einen N-Phänotyp.51 

Mehrere Autoren bestätigen die deutliche Expression von BMI1 sowohl bei 

Tumorschnitten als auch bei unterschiedlichen Neuroblastom Zelllinien.52,53 Neue 

Untersuchungen der Signalwege von BMI1 beim Neuroblastom zeigen, dass 

BMI1 unwahrscheinlich die Signalwege p14ARF/p16INK4a reguliert, sondern 

eher in der Regulation der Signalwege von KIF1Bβ und TSLC1 beteiligt ist.54 
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Diese sind wichtige Signalwege von Tumorsuppressorgenen beim Neuroblastom 

und werden durch die Expression von BMI1 gehemmt. Zusammen sprechen 

diese Ergebnisse für die Wichtigkeit des Signalweges 

MYCN/BMI1/Tumorsuppressoren. Dieser Signalweg vermag eine deutliche 

Auswirkung in der Tumorgenese vom Neuroblastom zu haben und ist somit ein 

mögliches Ziel für gezielte Therapien beim refraktären Neuroblastom.55 

1.7.3 CD133 

CD133, auch bekannt als Prominin-1, ist ein Membranprotein bestehend aus 5 

transmembranären Segmenten und zwei glykosilierten extrazellulären Schleifen. 

Das Gen PROM1 ist beim Mensch lokalisiert am Chromosom 4p15 und codiert 

das 120 kD Protein CD133.56,57 Die Expression von CD133 wird durch 5 

alternative Promotoren während der embryonalen Entwicklung reguliert und es 

zeigen sich auch mehrere Splicevarianten.58 Obwohl wenig bekannt ist über die 

natürliche Funktion von CD133, führen beim Mensch manche Mutationen des 

PROM1 Gens zur Entwicklung einer schweren Makula Dystrophie und zur 

Degeneration der Retina.59-61 Charakteristisches Symptom der Patienten ist ein 

zentraler Visusverlust. 

Prominin-1 wird exprimiert bei einer Reihe von normalen Stammzellen sowie 

Krebsstammzellen, Progenitorzellen, Photorezeptoren und einer Vielfalt von 

Epithelzellen.62  Aus diesem Grund wird in einer Reihe von Publikationen CD133 

als Stammzellmarker postuliert.63-66 Dennoch äußerten manche Autoren ihren 

Zweifel in Bezug auf die Isolierung dieser Stammzellen nur mit der Hilfe von 

CD133 Antikörpern.67  

Beim Neuroblastom scheint CD133 eine wichtige Rolle zu spielen, denn CD133 

beeinflusst die Differenzierung, die Entstehung von Tumoren in Xenografts und 

die Ausbildung von Tumorspheren.55 CD133 scheint diese malignen 

Eigenschaften der Neuroblastom-KSZ durch einen noch nicht vollständig 

bekannten Signalweg zu regulieren. Dieser Signalweg führt zur Aktivierung von 

PI3K/AKT und p38MAPK und zur Suppression der Expression von RET.62 
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Der PI3K/Akt Signalweg ist bei verschiedenen Krebsarten wohlbekannt als einer 

der potentesten Signalwege zur Aufrechterhaltung des Tumorüberlebens und 

beim Neuroblastom hängt dieser Signalweg mit niedrigem ereignisfreiem 

Überleben von Patienten, MYCN Amplifikation, höheres Tumorstadium und 

ungünstiger Histologie zusammen.68,69 In weiteren Arbeiten konnte gezeigt 

werden, dass die in vitro Inhibition dieses Signalweges (durch LY294002) zur 

Hemmung des Überlebens von CD133+ Zellen führte, darüber hinaus konnte 

durch die Kombination mit anderen Chemotherapeutika  die Anreicherung der 

CD133+ Subpopulation in Neuroblastom Zelllinien beseitigt werden.70 

1.7.4 GD2 

GD2 ist ein Glycolipid und gehört zu der Gruppe der Ganglioside. Ganglioside 

befinden sich an der äußeren Seite der Zellmembran und bestehen aus  einem 

Glycosphingolipid und Sialinsäure (N-Acetylneuraminsäure Neu5Ac oder 

NANA).71  

Die chemische Struktur von GD2 wird charakterisiert durch 2 NANA Reste und 

leitet sich von GD3 ab. GD2 entsteht durch Addition von Gal-NAc durch das 

Enzym GM2/GD2 Synthase (auch bekannt als β-1,4-N-

Acetylgalactosaminyltransferase). Das endterminale Pentaoligosacharid von 

GD2 bildet das spezifische Epitop, wo die meisten spezifischen Antikörper 

binden.72 Physiologisch wird GD2 von neuronalen Stammzellen,73 

mesenchimalen Stammzellen,74 peripher sympatikoadrenergen 

Progenitorzellen75 exprimiert und ist involviert bei der Differenzierung und 

Proliferation von Neuronen.76  

GD2 wird aber auch bei embryonalen Tumoren, Knochentumoren, 

Bindegewebssarkomen, Brustkrebs und bei Tumoren aus der Neuralleiste 

exprimiert. Außerdem ist GD2 mit der Proliferation, Invasion und Motilität von 

Krebszellen verknüpft.72 Diese Eigenschaften könnten sich erklären durch die 

Interaktion von GD2 mit Rezeptortyrosinkinasen an der Membranoberfläche der 

Zellen. Während Monosialoganglioside generell negative Regulatoren von 

Rezeptortyrosinkinasen sind, sind Disialoganglioside (z.B. GD2) meistens 

Aktivatoren.77 
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GD2 spielt beim Neuroblastom eine entscheidende Rolle als Zielmolekül für die 

Immuntherapie. Eine Kombinationstherapie bestehend aus gegen GD2 

gerichteten monoklonalen Antikörpern, Interleukin-2 (IL-2) oder Granulozyten-

Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) und Isotretionin ist aktuell 

die Standardtherapie für Patienten mit Hochrisiko-Neuroblastom. Mehrere 

Studien konnten die Effektivität dieser Kombination und den Vorteil in Bezug auf 

das  ereignisfreie Überleben und auf das Gesamtüberleben bestätigen.78,79 

Neue Behandlungsmöglichkeiten und Medikamente könnten entstehen durch die 

Erforschung von gegen GD2 gerichteten Chimeric Antigen Receptor T-Zellen 

(CAR T-Zellen), Inhibitoren der Biosynthese von GD2 und Inhibitoren der 

Interaktion von GD2 mit Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) an der 

Membranoberfläche. 

1.7.5 MDR-1 

MDR-1/ABCB1 ist ein aktives Transporterprotein lokalisiert in der Zellmembran. 

Unter ATP-Verbrauch kann ABCB1 viele Substanzen aus der Zelle 

herauspumpen, wie zum Beispiel metabolische Produkte, Lipide, Sterole, 

Medikamente,80 Xenotoxine81 und zelleigene Toxine.82  

Abgesehen davon  scheint  ABCB1 auch wichtige Rollen bei verschiedenen 

humanen Stammzellen zu haben, unter anderem bei hämatopoetischen 

Stammzellen und neuronalen Stamzellen.83 Bei den letzteren wird ABCB1 sogar 

als Stammzellmarker postuliert.84 

Interessanterweise scheint auch die Side population verschiedener humaner 

Stammzellen durch einen der beiden ABC Transporter ABCB1 oder BCRP 

festgelegt  zu sein84 und es ist bekannt, dass Hoechst 33342 ein Substrat von 

ABCB1 ist.80  
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Zahlreiche Zytostatika sind Substrate von ABCB1: Vincaalkaloide (Vincristin, 

Vinblastin), Anthracycline (Doxorubicin, Daunorubicin, Epirubicin), 

Epipodophyllotoxine (Etoposide, Teniposide), Paclitaxel (Taxol), Actinomycin D, 

Topotecan, Mithramycin und Mitomycin C.80 Hiervon sind Vincristin, Doxorubicin, 

Etoposid und Irinotecan gängige Chemotheraupeutika in der Therapie des 

Neuroblastoms. Zur Zeit ist nicht klar, ob ABCB1 für den Phänotyp der 

Chemotherapieresistenz beim Neuroblastom ursächlich ist. Obwohl einiges dafür 

zu sprechen vermag,  z.B. erhöhte Expression bei Patienten, die kein 

Ansprechen nach Chemotherapie hatten85, zeigen weitere Studien, dass eine 

erhöhte Expression von ABCB1 keine Korrelation mit der Prognose hat.86,87  

Zuletzt scheint bei resistenten Neuroblastomzelllinien die Acetylierung an der  

DNA die Expression des ABCB1 Transporters zu regulieren. Ferner konnte 

gezeigt werden, dass eine Behandlung mit dem Histon Deacetylase Inhibitor 

(HDACi) Vorinostat zur Sensibilisierung dieser Zellen führte, als auch zur 

Verminderung der Expression von verschiedenen Stemness Genen.88 

1.7.6 Nanog 

Das humane Nanog Protein besteht aus 305 Aminosäuren89 und hat 3 Domänen, 

eine N-terminale Domäne (ND), eine Homeodomäne (HD), und eine C-terminale 

Domäne (CD).90 

Nanog reguliert über mehrere Signalwege als entscheidender 

Transkriptionsfaktor die Zellproliferation, Chemoresistenz, die Epithelial-

Mesenchymale Transition, sowie die Umgehung der Immunantwort bei mehreren 

Krebserkrankungen und verschiedenen Krebsstammzellen.91 Darüber hinaus, 

wenn Nanog zusammen mit OCT4, LIN28, und SOX2 exprimiert wird, ist es in 

der Lage somatische Zellen in pluripotente ES-like Cells (Embryonic-Stem-like 

Cells)  zu reprogrammieren. Dadurch illustriert Nanog seine zentrale Rolle als 

Regulator der Stammzellfähigkeit.92 Wichtige onkogene Signalwege, die Nanog 

reguliert, sind in Abbildung 3 dargestellt. 
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Abbildung 3. Regulation verschiedener onkogener Signalwege durch Nanog. 

Mod.91  

Abkürzungen und Symbole: HIF-1α: Hypoxie-induzierter Faktor 1α-2α, TLR4: 

Toll-like-Rezeptor 4, CD44:  extrazellulares Matrix Rezeptor III,  TGF-β1: 

Transforming Growth Factor β, Tcl1a: T-cell leukemia/lymphoma Protein 1A, 

FOXJ1: Forkhead box Protein J1, STAT3: Signal transducer and activator of 

transcription 3, MDR-1: Multidrug-Resistance-Protein 1, IGF2BP3: Insulin-like 

growth factor 2 mRNA-binding protein 3, YAP1: yes-associated protein 1, miR-

134: micro RNA134, Akt: Protein kinase B, Slug: Zinc finger protein SNAI2, Snail: 

Zinc finger protein SNAI1, miR-21: micro RNA 21, CTL: zytotoxischen T-Zellen.        

Direkte Förderung:        . Direkte Hemmung:       . Indirekte Förderung:          .  

Beim Neuroblastom ist die genaue Funktion von Nanog nicht bekannt. Es ist auch 

nicht klar inwieweit Nanog den Krebsstammzell-phänotyp regulieren kann und ob 

die Expression von Nanog einen Einfluss auf Metastasierung und 

Chemotherapie- Resistenz hat. Neue Daten belegen, dass in 

Neuroblastomzelllinien eine positive Korrelation zwischen der Expression von 

Nanog und NCYM (MYCN Antisence Gene) besteht. Weil Überexpression von 

OCT4  die Expression von Nanog mRNA induziert, könnte die Korrelation 

zwischen Nanog und MYCN/NCYM beim Neuroblastom durch den gemeinsamen 

übergeordneten Regulator OCT4 erklärt werden.93 
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Des Weiteren wurde auch bei Neuroblastom Zelllinien gezeigt, dass eine 

Behandlung mit CDDP zur Erhöhung von  VEGF und Flt1 führt, sowie zur 

erhöhter Kolonienbildungseffizienz, erhöhter Expression von Stemness-

associted Genes, Nanog, BMI1, OCT4 und zur Erhöhung  des Side population 

Anteils94. Gewonnene Neuroblastom Zelllinien aus Rezidiven weisen im 

Vergleich zu gewonnenen Zelllinien vor Chemotherapie eine erhöhte Expression 

von Nanog und OCT4 auf.95  

Bisher konnte in einer kleinen Studie keine Korrelation zwischen Nanog und 

Tumormorphologie, Alter, Mitosis-karyorrhexis Index, NMYC Amplifikation, 

günstiger oder ungünstiger Histologie, oder höhere Risikogruppen gefunden 

werden.96 

Nichtsdestotrotz suggerieren die anderen Beobachtungen, dass die vorhin 

erwähnten Signalwege die Aufrechterhaltung und Expansion von 

Neuroblastomkrebsstamm-zellen möglicherweise kontrollieren könnten. Diese 

Signalwege vermögen auch einen entscheidenden Einfluss auf die Progression 

des Neuroblastoms zu haben.  
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1.7.7 Necdin 

Necdin ist ein Protein das zur MAGE II (Melanoma-associated Antigens) 

Subgruppe gehört97 und hat beim Menschen eine Länge von 321 Aminosäuren. 

Bei der Maus hat Necdin eine etwas längere Aminosäurensequenz mit 325 

Aminosäuren.98  Aufgrund der Ähnlichkeit seiner Interaktion mit anderen 

Proteinen wird diskutiert, ob Necdin eine ähnliche Funktion wie das 

Tumorsuppressorprotein Rb (Retinoblastom-Protein) hat. Necdin kann wie Rb 

die Transaktivierungsdomäne des Transkriptionsfaktors E2F1 binden und somit 

die E2F1 abhängige Transkription hemmen.99  Zu den weiteren gemeinsamen 

Interaktionen gehören Bindung des Simian Virus 40 langen T Antigens und des 

Adenovirus E1A100. Im Unterschied zu Rb schein Necdin die einzigartige 

Funktion der Bindung der N-terminalen Transaktivierungsdomäne von p53 zu 

haben und hemmt somit dessen proapoptotische Funktion ohne mit dem p53-

abhängigen Zellzyklusarrest zu interferieren.100 Eine weitere Art wie Necdin z. B. 

Neurone vor der Apoptose schützt ist durch Rekrutierung der Deacetylase Sirtulin 

1, die ihrerseits zur Decetylierung und Inaktivierung von p53 führt.101 

Bei neuronalen Stammzellen scheint Necdin seine besondere Rolle in einer 

sauerstoffabhängigen Art und Weise auszuüben.102 Necdin fördert bei Normoxie 

den Abbau von HIF1α, während Hypoxie zum Abbau von Necdin führt. Der Abbau 

erfolgt in diesem Fall durch das HIF abhängige Ubiquitin-Proteasom System103. 

Darüber hinaus scheint bei Stammzellen eine sehr interessante Interaktion 

zwischen Necdin und BMÌ1 stattzufinden: BMI1 und Necdin wirken einander bei 

der Kontrolle der Proliferation von neuronalen Progenitorzellen des sich 

entwickelnden Neocortex entgegen.104 Diese Kontrolle der Proliferation 

geschieht durch Downstreamziele der beiden Proteine. Unter normalen 

Bedingungen hemmt Necdin die Transkription von Cdk1 und BMI1 unterdrückt 

die Transkription von p16 (siehe Abbildung 4).104 
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Abbildung 4. Der Antagonismus zwischen Necdin und BMI1 kontrolliert die 

Proliferation von neuronalen Precursor Zellen im embryonalen 

Mausneokortex.104  

Cdk1: Cyclin-Abhängige Kinase 1, Bmi1: Polycomb complex Protein BMI-1, p16: 

Cyclin-abhängige Kinase Inhibitor 2A.             :Förderung.             :Hemmung. 

 

Beim Neuroblastom sind die zellulären Funktionen und die Regulation von 

Necdin relativ wenig erforscht. Allerdings wenn man die vorher erwähnten 

Interaktionen untersucht und auf das Neuroblastom überträgt entstehen sehr 

interessante Hypothesen. Beim Neuroblastom könnten die vier Faktoren 

Hypoxie, BMI1, Necdin und MYCN eine wichtige Rolle in der Proliferation von 

Krebsstamzellen und Tumorzellen spielen (siehe Abbildung 5). 
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Abbildung 5. Mögliche Signalwege und Interaktionen zwischen HIF-2α, MYCN, 

BMI1 und Necdin im Neuroblastom.104,102 

MYCN: Gen für N-myc proto-onkogen Protein, N-Myc: N-myc proto-onkogen 

Protein, HIF-2α: Hypoxie-induzierbarer Faktor 2α, BMI-1: Polycomb Gruppe 

RING Finger Protein 4, TSLC1: Gen für cell adhesion molecule 1, KIF1Bβ: Gen 

für Kinesin 1B β, Cdk1: Cyclin dependent Kinase 1. 

        :Induktion,       : Hemmung,        : Degradation über das Proteasom System. 

          : Hemmung aufgehoben.  
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Ausgehend von diesem theoretischen Modell wäre es sehr interessant zu 

untersuchen, inwieweit Necdin und BMI1 als gegenseitige Spieler bei der 

Regulation der Proliferation und Apoptose der Neuroblastom-KSZ fungieren. 

1.7.8 Nestin 

Nestin (Neuronal stem cell Protein) wurde 1985 durch den monoklonalen Rat-

401 Antikörper entdeckt. Die vorübergehende Expression dieses Proteins wurde 

erstmalig an spezifischen Regionen des sich entwickelnden Gehirnes beobachtet 

und bei nicht neuronalen Zellen des peripheren Nervensystems.105 Weitere 

Untersuchungen des Proteins Nestin führten zur Klassifikation innerhalb der 

Gruppe der Klasse VI Intermediärfilamente und zunächst zur Anerkennung von 

Nestin als Stammzellmarker von Zellen des Neuralrohrs.106 Das humane Nestin 

Gen ist lokalisiert am langen Arm von Chromosom 1. Bei der Maus beinhaltet der 

Promoter  zwei Sp-1 Bindungsstellen und ist frei von funktionellen TATA-

Boxen.107 

Das humane Nestin Protein besteht aus 1621 Aminosäuren und hat ein 

prognostiziertes Molekulargewicht von 177,4 kDa, jedoch wird Nestin beim 

Western Blot mit einem höheren Molekulargewicht zwischen 200-240 kDa 

detektiert. Dieser Unterschied erklärt sich durch das Vorhandensein von 

mehreren Phosphorylierungstellen und glykosylierten Seitenketten.108 

Die Expression von Nestin ist während der Entwicklung und im adulten humanen 

Organismus weitgehend beschrieben worden. Obgleich Nestin primär als 

neuronaler Stammzell/Progenitormarker bekannt ist, ist seine Expression auch 

bei verschiedenen embryonalen Zellen und Geweben, mitsamt Skelettmuskel, 

Herzmuskel, Nabelschnur, Blutzellen, Sertoli Zellen, Odontoblasten, Haarfolikel, 

hepatischen Zellen und renalen Progenitorzellen beschrieben worden.108  
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Beim Neuroblastom zeigten Electrophoretic Mobility Shift Assays, dass N-Myc 

spezifisch an E-Box Sequenzen bindet, die innerhalb des zweiten 

regulatorischen Intron von Nestin zu finden sind.109 Des Weiteren sind bei 

Neuroblastom Zelllinien mit höherer N-Myc Proteinmenge  erhöhte Mengen an 

Nestin nachgewiesen worden und Transfektionsexperimente, die die N-Myc 

Proteinmenge modulieren, führen zu messbaren Änderungen der Nestin- mRNA 

und Proteinmenge, sowie zur Änderung der Proliferation und Motilität.109 

Diese Beobachtungen könnten ein Hinweis  dafür sein, dass die Nestin 

Expression ein Mechanismus ist, wodurch N-Myc Wachstum, Malignität und 

Metastasis beim Neuroblastom reguliert.109 Auf der anderen Seite konnte in 2 

unabhängigen Arbeiten keine Korrelation zwischen der Expression von Nestin 

und Prognose gefunden werden.110,111 Zusätzlich scheint Nestin auch nicht mit 

MYCN Amplifikation, INPC, INSS, Proliferationsindex und  histopathologischer 

Prognose  zu korrelieren.111 

Ein anderer Aspekt ist, dass Nestin bei Neuroblaston Zelllinien sowohl im Zellkern 

als auch im Cytoplasma exprimiert wird.109 In vivo wurde Nestin bisher nur im 

Cytoplasma beschrieben.111 Es bleibt zu klären, ob Nestin in den verschiedenen 

Zellkompartimenten unterschiedliche Funktionen ausübt. 

Durch die Methode der Side population (Sp) wurde der Zusammenhang zwischen 

Nestin und des KSZ Phänotypes untersucht. Zwischen Sp-Zellen und nicht Sp-

Zellen konnte kein Unterschied in der Expression von Nestin festgestellt 

werden30. Weitere funktionelle Untersuchungen der Nestin Expression und ihre 

Auswirkung auf Proliferation, Chemosensitivität und Tumorigenität werden nötig 

sein, um Nestin in seiner Rolle als Stammzellmarker der Neuroblastom-KSZ zu 

festigen. 
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1.7.9 Oct-4   

Oct-4, auch bekannt als Oct-3/4, Otf3 oder NF-A3, ist ein Transkriptionsfaktor, 

der durch das Gen Pou5f1 kodiert wird. Das Gen Pou5f1 ist beim Mensch auf 

Chromosom 6 lokalisiert und bei der Maus auf Chromosom 17. Beim Mensch 

kann Pou5f1 durch alternatives Splicing drei mRNA Isoformen generieren, 

OCT4A, OCT4B und OCT4B1. OCT4A mRNA wird nur in ein einziges Protein 

(OCT4A) translatiert, während OCT4B mRNA durch alternative 

Initiationsbereiche in 3 verschiedene Proteinisoformen (OCT4B-265, OCT4B-

190, OCT4B-164) translatiert werden kann.112  Alle 3 Isoformen teilen die gleiche 

Pou DNA Bindungsdomäne und die C-terminale Transaktivierungsdomäne, aber 

unterscheiden sich durch die N-terminale Region.113  

Das Oct-4 Protein gehört zur Pou (Pit, Oct, Unc) Familie von DNA bindenden 

Proteinen. Diese Proteine regulieren die Expression ihrer Zielgene durch 

Bindung des octameren Motives ATGCAAT innerhalb von Promoter oder 

Enhancer Regionen114. Oct-4 wurde erstmals bekannt durch seine Funktion als 

Torhüter der Pluripotenz von embryonalen Stammzellen (ESC) und später 

gelang es Yamanaka durch Expression von Oct-4, Sox2, Klf4 und c-Myc humane 

Fibroblasten  in sogenannte iPSCs (induced Pluripotent Stem Cells) zu 

reprogramieren115. Somit ist Oct-4 nicht nur ein Schlüsselmarker der 

Stammzellfähigkeit, es ist auch involviert in der Festlegung von 

Zelldifferenzierung und es fungiert in vitro als Rücksetzer bei der 

Reprogrammierung von somatischen Zellen.114   

Abgesehen davon ist Oct-4 bedeutsam bei der Tumorgenese verschiedener 

Krebsarten. Bei Pancreas-, Lungenkarzinom und hepatozellulärem Karzinom 

korreliert die Expression von Oct-4 mit schlechter Prognose. Allerdings stellt die 

Mitexpression von Pseudogenen eine Herausforderung dar, um die Auswirkung 

dieses Gens beim Krebs zu beurteilen.112 
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In vitro Versuche mit BE (2)-C (I-Cell Type) Neuroblastom Zellen zeigten, dass 

Herunterregulierung von Oct-4 mit erniedrigter Zellproliferation, Verlust der 

Koloniebildungsfähigkeit und Differenzierung in einen S-Phänotyp korreliert. 

Überexpression von Oct-4 führte zur Erhöhung der Zellproliferation und steigerte 

die Koloniebildungsrate. Ferner führte die Induktion der Differenzierung durch 5-

Bromo-2'-Deoxyuridine (BrdU) zur Erniedrigung der Expression von Oct-4.116 

Die Daten über die prognostische Wertigkeit von Oct-4 beim Neuroblastom sind 

kontrovers. Eine Untersuchung konnte keine Korrelation zwischen Oct-4 und 

Tumormorphologie, Alter, Mitosis-karyorrhexis Index, NMYC Amplifikation, 

günstiger oder ungünstiger Histologie, oder höherer Risikogruppen finden.96 Eine 

andere Gruppe fand eine Korrelation beim MYCN amplifizierten Neuroblastom 

zwischen   Oct-4 und  ungünstiger Prognose.93 Eine weitere Gruppe fand höhere 

Expression von Oct-4 beim Neuroblastom im Vergleich zu Prekanzerösen 

Läsionen, sowie Korrelation von Oct-4 mit klinischem Stadium.117 

Die genaue Funktion von Oct-4 ist beim Neuroblastom längst noch nicht geklärt. 

Dennoch schein Oct-4 beim MYCN amplifizierten Neuroblastom zur Agressivität 

beizutragen. Dieser Beitrag erfolgt durch die Induktion von NCYM und MYCN.93 

NCYM stabilisiert MYCN und MYCN seinerseits induziert Oct-4, Nanog, Sox2 

und LIN29.  Die Selbsterneuerungsfähigkeit beim MYCN amplifizierten 

Neuroblastom soll durch dieses selbstverstärkende Netzwerk von 

Transkriptionsfaktoren aufrechterhalten werden (siehe Abbildung 6).93  
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Abbildung 6. Das MYCN/NCYM-Oct4 Netzwerk beim MYCN amplifizierten 

Neuroblastom.93  

Rote Pfeile: Aktivierung der Transkription, grüner Pfeil: Stabilisierung der 

Transkription. MYCN: N-myc proto-oncogene protein Gen, OCT4: Octamer 

binding transcription factor 4, NCYM: Cis-Antisense Gene of MYCN.  

Die Arbeit von Tsuchida et al (2008) zeigt eine Verbindung zwischen der 

Behandlung mit Cisplatin (CDDP) und der Expression von Oct-4. CDDP aktiviert 

die Signalschleife MAPK/ERK1,2 und VEGF/Flt1 und die Aktivierung dieser 

Signalwege führt zu erhöhter Expression von Oct-4 bei Neuroblastomzelllinien.94 

Diese Beobachtungen könnten ein Hinweis sein für die Beteiligung von Oct-4 bei 

der Entwicklung von Therapieresistenz beim Neuroblastom. 
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1.7.10 SOX-2 

SOX-2 (Sex determining region of Y-box 2) ist ein Transkriptionsfaktor und ein 

Mitglied der SOX Familie. Als solches besitzt SOX-2 eine hoch konservierte high-

mobility-group (HMG) DNA bindende Domäne.118 Diese Domäne erkennt die 

DNA Basensequenz CTTTGTT.119 Beim Mensch ist das Gen SOX-2 auf 

Chromosom 3q26.33 lokalisiert.120 Bei der Maus wird die Transkription unter 

anderem durch mehrere Enhancer und einen basalen Promoter reguliert.121 Von 

Bedeutung ist der SRR2 Enhancer, der die HMG/Pou Cassette enthält und 

essentiell ist für die Interaktion zwischen SOX-2 und Oct-4.121  Diese wichtige 

Interaktion wurde bereits im Abschnitt 1.7.9 besprochen. 

SOX-2 ist bekannt duch seine entscheidende Rolle während der embryonalen 

Entwicklung. In der Aufrechterhaltung der Pluripotenz der embryonalen 

Stammzellen (ES) besteht seine Funktion. Darüber hinaus ist  SOX-2 ein 

wichtiger Faktor für das Generieren von IPSCs (Induced pluripotent stem cells) 

und es ist notwendig für die Differenzierung und Aufrechterhaltung von 

neuronalen Progenitor/ Stammzellen.118  

In den letzten 10 Jahre wurde die Expression von SOX-2 zumindest in 25 

unterschiedlichen Krebsarten bestätigt und bei den meisten dieser Krebsarten 

wurde SOX-2 mit erhöhtem Tumorwachstum, Metastasis, Chemoresistenz und 

niedrigem Überleben in Verbindung gesetzt.121 Beim Neuroblastom korreliert die 

Expression von SOX-2 mit dem klinischen Stadium der Erkrankung.117  Überdies  

scheint eine hohe Anfärbung von SOX-2 bei Primärtumoren mit niedrigem 

Überleben zu korrelieren.122  

In Neuroblastomzelllinien führt die Überexpression von SOX-2 durch lentivirale 

Vektoren zu erhöhter Tumorigenität und verminderter Expression von 

Differenzierungsmarkern. Gleichwohl führt der Knockdown von SOX-2 zu 

verminderter Tumorigenität und erhöhter Expression von 

Differenzierungsmarkern.123 SOX-2 wird auch bei Klonen aus Metastasen 

(MSDACs Metastatic site derived agressive cells) höher exprimiert als bei 

Neuroblastom Zellen die nicht in der Lage sind zu aggregieren oder 

Tumorsphären zu bilden.124 
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Uneinigkeit herrscht im Bezug auf den Zusammenhang zwischen SOX-2 und 

MYCN. Eine Gruppe fand eine negative Korrelation zwischen SOX-2 und MYCN 

sowie Regulation von SOX-2 durch die Signalwege von GLI1 und FOX.120 Im 

Gegensatz dazu  fand eine Gruppe, dass Herunterregulation von MYCN (durch 

ATRA) zur Erniedrigung von SOX-2 , Oct-4, Nanog und NCYM führt.93 Die 

letzteren Ergebnisse stimmen mit der Beobachtung überein, dass Behandlung 

mit 13-cis retinoic acid (RA) und des Proteasom Inhibitors MG132 zur 

Erniedrigung von mehreren Stammzellmarkern führt, unter anderem SOX-2, 

Nestin, und Oct-4.125 Des Weiteren zeigen Primärtumore mit MYCN Amplifikation 

eine höhere SOX-2 positive Fraktion (59,5% vs 40,5%, P=0.009) als nicht MYCN 

amplifizierte Tumore.122  

Die Regulation von SOX-2 durch RA erfolgt durch upstream Demethylierung von    

miR-340. miR-340 seinerseits bindet die 3' UTR von SOX-2 und hemmt seine 

Transkription. Obwohl SOX-2 die Neuroblastomzellen in einem undifferenzierten 

Stadium aufrechthält, ist die Herunterregulation durch miR-340 für die Induktion 

der Differenzierung nicht notwendig.126 Zuletzt führte die Reprogrammierung von 

Neuroblastomzelllinien mit den Yamanaka Faktoren (unter anderem SOX-2 ) zur 

Ausbildung von Tumoren in vivo und diese Zellen zeigten eine Resistenz zu 

CDDP. Diese Ergebnisse unterstützen die Idee, dass SOX-2 zur de-

Differenzierung beim Neuroblastom beiträgt und die Aggressivität fördert.127  

1.7.11 ABCC1/MRP1 

ABCC1 ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 190 kDa und gehört 

wie ABCB1 oder BCRP zur Gruppe der ABC-Transporter.128 Dieses Protein 

wurde zum ersten Mal aus einer Zelllinie eines kleinzelligen Lungenkarzinom 

geklont. Einige seiner physiologischen Funktionen sind der Transport von 

Leukotrienen, Prostaglandinen und Glutathion-konjugierten Molekülen.129 

Darüber hinaus pumpt ABCC1 verschiedene Chemotherapeutika. Hierzu 

gehören Methotrexat, Doxorubicin, Etoposid, Vincristin, Vinblastin, Paclitaxel, 

Irinotecan, Flutamid und Hydroxi-flutamid.130  
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Bei Patienten mit Neuroblastom korreliert eine höhere Expression von ABCC1 

mit niedrigem Gesamtüberleben und niedrigem Ereignisfreiem Überleben.86 

MYCN kontrolliert die Expression von ABCC1 und beim MYCN amplifizierten 

Neuroblastom wird ABCC1 überexprimiert. Somit trägt  ABCC1 bei diesen 

Tumoren zur Entstehung des multiresistenten Phänotyps bei.129 Unabhängig von 

der Multiresistenz trägt ABCC1 zur Tumorgenese und Tumorprogression bei.129 

1.8  Apoptose und die Rolle von p53, p21, XIAP und Survivin 

beim Neuroblastom. 

Die Apoptose ist ein entscheidender Mechanismus für multizelluläre 

Organismen, um die Zellproliferation zu kontrollieren und die Homöostase im 

Gewebe zu gewährleisten. Durch die Apoptose, eine Art programierter Zelltod, 

können schädliche oder unnötige Zellen im Organismus eliminiert werden.131 

Allerdings haben Krebszellen verschiedene Strategien entwickelt, um die 

Apoptose zu umgehen. Dies geschieht durch genetische Mutationen oder durch 

epigenetische Modifikationen  der Schlüsselfaktoren, die die Apoptose 

kontrollieren.132 

Die spontane Regression, die bei Neuroblastom Patienten unter 1 Jahr auftreten 

kann, könnte möglicherweise durch die Aktivierung der Apoptose oder durch die 

Veränderung der Expression von Molekülen, die die Apoptose regulieren, erklärt 

werden.133 Ganz anders sieht es im Fall der Patienten mit fortgeschrittenen 

Neuroblastome aus. Bei diesen Patienten tritt keine spontane Remission auf und 

selbst nach intensiver Chemotherapie können die Tumorzellen nicht eliminiert 

werden. Durch besseres Verständnis der Apoptosemechanismen und ihre 

Regulation beim Neuroblastom könnten neue therapeutischen Strategien 

entwickelt werden.  

Es gibt zwei wichtige Signalwege der Apopotose: der extrinsische (Apoptose Typ 

I) oder Todesrezeptorsignalweg und der intrinsische (Apoptose Typ II) oder 

mitochondriale Signalweg. Beide Signalwege sind miteinander verbunden und 

können sich gegenseitig beeinflussen.134 Ein weiterer Mechanismus der 

Apoptose ist der Perforin/Granzyme Signalweg.135  
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Die extrinsische Apoptose (Apoptose Typ I) beginnt mit der Bindung von 

extrazellulären Liganden wie Tumor Necrosis Factor (TNF), Fas Ligand (Fas-L) 

und TNF-related apoptosis-inducing Ligand (TRAIL) an den jeweiligen 

Todesrezeptoren131. Nach der Bindung des Liganden mit dem Rezeptor 

interagiert die intrazelluläre Death-Domain mit der korrespondierenden Domäne 

von  Adapterproteinen wie Fas-associated death domain (FADD) und TNF 

receptor associated death domain (TRADD).136 Diese Adapterproteine haben 

eine weitere Domäne, die Death effector Domain (DED). Procaspase 8 ihrerseits 

hat auch eine DED und interagiert mit dem DED vom FADD.137 Durch diese 

Interaktion wird ein death inducing signaling complex (DISC) induziert, mit der 

Folge der Selbstaktivierung von Procaspase-8. Aktive Caspase 8 aktiviert die 

Effektorcaspasen die ihrerseits den Zelltod durchführen. 

Die intrinsische Apoptose wird durch verschiedene Stimuli initiiert. Unter 

anderem können DNA-Schäden, osmotischer Stress oder Wachstumsfaktor-

Entzug Auslöser des intrinsischen Signalwegs sein. Verschiedene Proteine 

reagieren auf diese Stimuli und übermitteln die Signale in das Mitochondrium, mit 

der Folge der Permeabilisierung der äußeren mitochondrialen Membran.131 Die 

Permeabilisierung der äußeren mitochondrialen Membran wird von 

verschiedenen Proteinen der Familie der B-cell Lymphoma 2 Proteine (BCL-2) 

reguliert.138 Nach der Permeabilisierung der mitochondrialen Membran kommt es 

zum Austritt mehrerer mitochondrialer Proteine, insbesondere von Cytochrom C. 

Im Zytosol interagiert Cytochrom C mit Apoptose protease-activating Factor 1 

(Apaf-1) und bildet einen großen Kompex, besser bekannt als das Apoptosom.139 

Das Apoptosom führt zur Aktivierung von initialisierenden Caspasen (in der 

Regel Caspase-9), die ihrerseits die Effektorcaspase (Caspase-3) aktivieren. 

Durch die Aktivierung von Caspase 3 wird die Caspase Kaskade in Gang gesetzt, 

die dazu führt, dass die Zelle abstirbt.140 

Das p53 Protein ist ein Transkriptionsfaktor, der involviert ist in der Regulation 

des Zellzyklus sowie in den Ablauf des programmierten Zelltods. Durch die 

Regulation des Zellzyklus und die Vermittlung der Apoptose verhindert p53 die 

Entstehung und die Progression von Krebs in verschiedenen Tiermodellen und 

in unterschiedlichen Zelllinien.141 Die Aktivierung von p53 induziert eine große 
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Anzahl an Genen die die Apoptose einleiten. Unter anderem werden die BH3-

Domäne pro-apoptotischen Proteine (Puma, Noxa, Bad, Bax, Bak, p53AIP1); 

Todesrezeptoren (Fas, DR4, Killer/Dr5) und Apoptosis execution Factors (Apaf1, 

Caspase 6, Bnip3L) induziert.141  Die Tumorsuppressor Aktivität von p53 beim 

Mensch wird am besten ersichtlich am Beispiel des Li-fraumeni Syndroms. Eine 

autosomal dominante inaktivierende Mutation von p53 kennzeichnet die 

betroffenen Individuen, die eine sehr hohe Prädisposition für Krebs vorwiegend 

in der Kindheit und im frühen Erwachsenenalter haben.142  Beim Neuroblastom 

sind die Signalwege und die Funktionen von p53 wenig erforscht. Bekannt ist, 

dass die Mehrheit der Neuroblastomtumore p53 Wildtyp sind und dass die 

Aktivität von p53 häufig vermindert ist.143 Eine Untersuchung konnte zeigen, dass 

nach Chemotherapie p53-mutationen auftreten. Diese Mutationen könnten ein 

Grund sein für die Chemoresistenz beim Neuroblastom.144 Beim Neuroblastom 

scheint die Expression von p53 einer Gegenregulation durch Focal adhesion 

kinase (FAK) zu unterliegen. Die genauen Mechanismen dieser Gegenregulation 

sind nicht bekannt aber es konnte bei Neuroblastom Zelllinien gezeigt  werden, 

dass es durch gleichzeitige Überexpression von p53 und Inhibition von FAK zu 

vermindertem Zellüberleben kommt.143  35 % aller Patienten mit 

Neuroblastomrezidiven zeigen Defekte der p53 Regulation. In gewissem Grad 

könnte diese Regulationsstörung über MYCN und die Aktivierung des mTOR 

Signalweges geschehen, die ihrerseits die proapoptotische Funktion von p53 

aufheben.145 Nach zellulärem Stress transkribiert p53 eine Gruppe von negativen 

Regulatoren des IGF/AKT/mTOR Signalweges wie IGF-BP3, PTEN, TSC2, 

AMPK β1, und SESN 1 und 2. Diese Inhibition führt zum Zellzyklusarrest, DNA 

Reparatur, Zellseneszenz, Apoptose und Autophagie in Tumorzellen.145 Beim 

Neuroblastom kann p53 effektiv negative Regulatoren des PI3K/AKT/mTOR 

Signalweges induzieren und somit potentiell die Antwort nach mTORC1 Inhibition 

beeinflussen. In vivo Daten suggerieren, dass die gleichzeitige Inhibition von 

MDM2 und mTOR sehr effektiv das Wachstum von Neuroblastomtumoren 

blockieren kann.145 Dieser Effekt könnte durch die p53 abhängige Inhibition von 

Survivin gegeben sein, denn die Kombinationstherapie (Temsirolimus und 

RG7388) supprimiert die Expression von Survivin in einer p53 abhängigen Art 

und begünstigt die Apoptose. Wiederum kann ektopische Expression von 
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Survivin zur Resistenz gegen eine Behandlung mit der Kombinationstherapie von 

mTOR und MDM2 Inhibitoren führen.145  

p21 ist ein universeller Zellzyklusinhibitor und auf genetischer Ebene wird die 

Expression seines Promoters in hohem Maße durch zahlreiche Signalwege 

reguliert.146 Die Funktion von p21 ist abhängig vom zellulären Kontext und kann 

pro- oder antiapoptotisch sein sowie den Zellzyklus vorantreiben oder stoppen. 

Beim Neuroblastom scheint die Expression von p21 unabhängig von p53 zu sein. 

Vielmehr wird p21 in seiner Expression durch zwei unabhängige Mechanismen 

reguliert. Überexpression von MYCN aktiviert einen onkogenen Signalweg mit 

der Folge der Dysregulation von p21. Diese Dysregulation geschieht durch die 

Transkription von miRNA der Gruppe 17-5p-92. Insbesondere kann miR-17-5p 

an den 3' untranslatierten Bereich von p21 binden und somit p21 in seiner 

Cyclin/CDK-Komplex inhibitorischen Funktion hindern.147 Über den autokrinen 

Signalweg von Gastrin-releasing peptide (GRP) und seinem Rezeptor (GRP-R) 

findet auch eine veränderte Expression von p21 statt.148  

Die genaue Funktion von XIAP beim Neuroblastom ist nicht bekannt. XIAP gehört 

zur Familie der inhibitor of apoptosis proteins (IAP´s). XIAP kann direkt die 

Caspasen 3 und 7 inhibieren durch die Bindung ihrer aktiven Bindungstaschen 

und Blockierung ihrer Substrate.149 Diese reversible Inhibition erfolgt Mithilfe der 

BIR2 Domäne. An dem carboxyterminalen Ende von XIAP befindet sich eine 

(Really Interesting New Gene) RING Domäne.150 Die RING Domäne ist 

entscheidend für die Funktion von XIAP als E3 Ubiquitin Ligase. Durch seine E3 

Ubiquitin Ligase Aktivität kann XIAP viele Proteine ubiquitinieren, und somit 

Caspasen (CASP3, CASP7, CASP8 und CASP9), einige Proteine des MAP 

Kinase Signalweges (MAP3K2/MEKK2), wichtige Proteine der Apoptose 

(DIABLO/SMAC, AIFM1, and BIRC5/survivin) und Proteine der Kupfer 

Homöostase (CCS) regulieren. Ferner kann XIAP durch Ubiquitinierung und 

Inaktivierung des Ripoptosoms Tumorzellen vor genotoxischem Stress 

schützen151. Beim Neuroblastom bewirkt eine Therapie mit  dem CARP-1 

funktional Mimetics CFM-4 eine Verminderung der Expression von XIAP und 

verhindert das Wachstum von Neuroblastomzellen in vitro.152 
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Survivin, auch bekannt als Baculoviral IAP repeat-containing protein 5, ist ein 

Multifunktionsprotein, das in der Regulation der Zellteilung und bei der Hemmung 

der Apoptose involviert ist. Das Gen von Survivin liegt auf dem Chromoson 

17q25.153 Survivin hat eine Länge von 142 Aminosäuren und eine molare Masse 

von 16.390 Da und es sind 5 verschiedene Isoformen bekannt, die durch 

alternatives Splicing generiert werden. Mit seiner BIR Domäne gehört Survivin 

wie auch XIAP zu der Familie der inhibitor of apoptosis proteins (IAP´s). Nach 

einem Apoptosestimulus wird Survivin aus dem Mitochondrium ausgeschüttet 

und es gelangt ins Cytosol, wo es mit XIAP und Hepatitis B-X interacting Protein 

(HBXIP) interagiert. Diese Interaktion führt zur Inhibition von Caspasen und ist 

zytoprotektiv.154 Auch im Mitochondrium entfaltet Survivin seine antiapoptotische 

Funktion. Survivin arretiert hier SMAC/DIABLO und verhindert, dass diese 

Proteine in das Cytosol gelangen können. Auch hierdurch wird die Apoptose 

inhibiert.154 Die Acetylierung von Survivin durch CREB-binding Protein CBP 

reguliert den nukleären Export von Survivin aus dem Zellkern. Wird Survivin am 

Lys-129 acetyliert, dann kommt es zur Homodimerisierung, während im 

deacetylierten Zustand Survivin Monomere bildet. Diese Monomere 

heterodimerisieren mit CRM1 und erleichtern den nukleären Export.155 

Acetyliertes Survivin bindet an STAT3 und unterdrückt die Transaktivierung von 

STAT3 Zielpromotoren. Durch die Inhibition der Transkription der STAT3 

Zielgene inhibiert Survivin das Wachstum in STAT3 aktivierten Tumoren. 

Wiederum kann deacetyliertes Survivin das Wachstum von Tumoren fördern 

durch vermehrten Transport ins Cytosol und Deaktivierug  von Caspasen.155 

Beim Neuroblastom stabilisieren Hsp60 und der Komplex CCAR2-Hsp60 

Survivin im Mitochondrium und verhindern seine Degradation im Proteasom.154 

Darüber hinaus ist Survivin ein prognostischer Marker beim nicht MYCN 

amplifizierten Neuroblastom.154 Survivin scheint eine wichtige Rolle bei 

Signalwegen zu haben, die die Zellproliferation und die Malignität von 

Neuroblastom Zellen kontrollieren, nämlich die HMGA1, MYC und MYCN und 

AURKA/B Signalwege.156 Eine STRING Analyse zeigte Interaktionen von 

Survivin mit IL3 und HIF-1α. IL-3 stimuliert die STATs und den AKT Signalweg. 

HIF-1α ist ein bekannter Förderer der Angiogenese in soliden Tumoren.156  
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2 Zielsetzung dieser Arbeit 

In dieser Arbeit wenden wir uns der Frage nach der Charakterisierung von 

Cisplatin resistenten Neuroblastomsublinien zu. Konkret wird geschaut, ob die 

Cisplatin-adaptierten Sublinien weitere Resistenzen zu klassischen Zytostatika 

aufweisen (Kreuzresistenzen). Hierfür werden die Cisplatin-adaptierten Sublinien 

mit der parentalen chemosensitiven Neuroblastom Zelllinie UKF-NB-3 

verglichen. Des Weiteren wird ein Augenmerk auf 10 beschriebene 

Stammzellmarker gelegt, die bisher bei verschiedenen Tumoren und teilweise 

auch beim Neuroblastom als Krebstammzellmarker postuliert wurden. Geschaut 

wird, ob es Unterschiede in der Expression dieser Marker gibt, zwischen den 

Cisplatin-adaptierten Sublinien und der chemosensitiven Neuroblastomzelle 

UKF-NB-3. Überdies wird die Expression der Proteine P53, P21, XIAP und 

Survivin bei diesen Zellen untersucht. Zuletzt wird die Kolonienbildungseffizienz 

der vorhin genannten Neuroblastom Zelllinien untersucht. 
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3 Material 

3.1 Untersuchte Zelllinien 

In dieser Arbeit wird mit den folgenden humanen Neuroblastomzellen gearbeitet: 

UKF-NB-3, 12 parallel an Cisplatin adaptierte Sublinien von UKF-NB-3 (UKF-NB-

3RCDDP1000, nummeriert von römisch I bis römisch XII), die Neuroblastomzelle 

UKF-NB-3MDR-1 und UKF-NB-3BCRP. 

Die humane Neuroblastom Zelllinie UKF-NB-3 wurde aus einer 

Knochenmarksmetastase eines Patienten im Stadium INSS IV (Evans Stadium 

IV) etabliert157. Die 12 Neuroblastomsublinien UKF-NB-3rCDDP1000 (I, II, III,  (...), 

XII) sind 12 parallel an Cisplatin adaptierte Sublinien aus der humanen 

Neuroblastomzelllinie UKF-NB-3. Durch die schrittweise Adaptierung an Cisplatin 

sind diese Neuroblastomzellen in der Lage höhere Konzentrationen dieses 

Zytostatikums zu vertragen. Die 12 Neuroblastomsublinien UKF-NB-3rCDDP1000 

(I, II, III, (...), XII) werden in Cisplatin haltigem Medium kultiviert. Die Zellen 

werden bei jeder Passage mit einer Konzentration von 1000 ng/ml Cisplatin 

umgesetzt. Alle resistenten Sublinien sind Teil der Resistant Cancer Cell Line 

(RCCL) Collection (https://research.kent.ac.uk/industrial-biotechnology-

centre/the-resistant-cancer-cell-line-rccl-collection/). 

Die Neuroblastomzelle UKF-NB-3MDR-1 (oder UKF-NB-3ABCB1) wurde erstmal in 

Rothweiler et al, Neoplasia, 2010 beschrieben und ist eine mit lentiviralen 

Vektoren tranduzierte UKF-NB-3 Neuroblastomzelllinie. Dabei trägt der Vektor 

die cDNA für MDR-1/ABCB1. Die Transduktion mit diesem lentiviralen Vektor 

führt bei dieser Neuroblastomzelle somit zu einer Überexpression von MDR-1. 

Die lentiviralen Vektoren basieren auf der Lentiviral Gene Ontology (LeGO) 

Vektor Technologie (www.lentigo-vectors.de).158  

Auch die Neuroblastomzelllinie UKF-NB-3BCRP wurde erstmal in Rothweiler et al, 

Neoplasia, 2010 beschrieben und überexprimiert BCRP1/ ABCG2 durch 

Transduktion mit einem lentiviralen Vektor, der für die cDNA für BCRP1 

codiert.158 
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Die Tabelle 8 fasst die vor dieser Arbeit bekannten Eigenschaften der in der 

Arbeit untersuchten Neuroblastomzellen zusammen. Aufgrund der besseren 

Darstellbarkeit wird in Abbildungen und Tabellen auf die Benutzung des 

Oberindex verzichtet. Für die Cisplatin resistenten Sublinien wird die verkürzte 

Form nur mit den römischen Zahlen benutzt, also statt UKF-NB-3rCDDP1000 I 

heißt es nur I oder NB-3-R-CDDP I. Für die weiteren Zelllinien wird die verkürzte 

Form dargestellt. UKF-NB-3MDR-1 --> NB-3-MDR1; UKF-NB-3BCRP --> NB-3-

BCRP. UKF-NB-3 --> NB-3  
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Neuroblastomzelle  Bekannte biologischen Eigenschaften 

UKF-NB-3 MDR-1: Keine Expression, P53 Wildtyp,159 

MYCN Amplifikation,160 SLC35F2 Expression 

nicht vermindert.161 

UKF-NB-3rCDDP1000  I MDR-1: Keine Überexpression,161 P53: 

Wildtyp,157 SLC35F2 Expression 

Vermindert,161 Umsetzung mit 1000 ng/ml 

Cisplatin. Im Vergleich zu alle anderen 

Cisplatin adaptierten Sublinien wurde UKF-

NB-3rCDDP1000  I länger mit Cisplatin in Kultur 

umgesetz.  

UKF-NB-3rCDDP1000  II Umsetzung mit 1000 ng/ml Cisplatin.  

UKF-NB-3rCDDP1000  III Umsetzung mit 1000 ng/ml Cisplatin.  

UKF-NB-3rCDDP1000  IV Umsetzung mit 1000 ng/ml Cisplatin.  

UKF-NB-3rCDDP1000  V Umsetzung mit 1000 ng/ml Cisplatin.  

UKF-NB-3rCDDP1000  VI Umsetzung mit 1000 ng/ml Cisplatin.  

UKF-NB-3rCDDP1000  VII Umsetzung mit 1000 ng/ml Cisplatin.  

UKF-NB-3rCDDP1000  VIII Umsetzung mit 1000 ng/ml Cisplatin.  

UKF-NB-3rCDDP1000  IX Umsetzung mit 1000 ng/ml Cisplatin.  

UKF-NB-3rCDDP1000  X Umsetzung mit 1000 ng/ml Cisplatin.  

UKF-NB-3rCDDP1000  XI Umsetzung mit 1000 ng/ml Cisplatin.  

UKF-NB-3rCDDP1000  XII Umsetzung mit 1000 ng/ml Cisplatin.  

UKF-NB-3MDR-1 MDR-1 Überexpression durch LeGO Vektor. 

UKF-NB-3BCRP BCRP Überexpression durch LeGO Vektor. 

Tabelle 8. Biologische Merkmale der Neuroblastomsublinien. 

MDR-1: Multidrug-Resistance-Protein 1, P53: Gen für p53, MYCN: Gen für 

N-Myc, SLC35F2: Solute carrier family 35 member F2, BCRP: Breast 

Cancer Resistance Protein, LeGo: Lentiviral Gene Ontology. 
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3.2 Zellkultur und Mediumherstellung 

Aqua ad injectabilia    Delta Select GmbH, Dreieich,  

      Deutschland 

Dulbecco w/o Ca2+, w/o Mg2+            Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

PBS (Phosphate buffered saline)   

EDTA      Merck, Darmstadt, Deutschland 

(Ethylenediaminetetraacetic Acid)  

Essigsäure      

FCS (Fetal Calf Serum)   Sigma-Aldrich, St. Louis, Vereinigte 

       Staaten 

Iscove Basal Medium    Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

L-Glutamin     Sigma-Aldrich, St. Louis, Vereinigte 

       Staaten 

Penicillin     Grünethal GmbH, Aachen, Deutschland 

Reinstwasser (Milli-Q Wasser)  Hergestellt im Labor durch Milli-Q 

       System Merk Millipore, 

Darmstadt,        Deutschland 

Streptomycin     Sigma Aldrich, St. Louis, Vereinigte 

       Staaten 

Trypsin     Sigma-Aldrich, St. Louis, Vereinigte 

       Staaten 

Iscove´s modified Dulbecco´s Medium IMDM (Kulturmedium für alle 

Neuroblastomzellen) 

87%   Iscove Basal Medium 

10%  FCS 

2%  L-Glutamin  

1%  Penicillin/Streptomycin  

Lagerung bei 4 °C 

Penicillin/Streptomycin Lösung 

(Lagern bei-20°C) 

Verdünnen in 1l  Milli-Q Wasser 

1 Flasche 10g Mega Penicillin  
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10 g Streptomycinsulfat 

Filtration durch einen 0,22 μm Filter 

L-Glutamin Lösung  

(Lagern bei -20°C) 

Verdünnen in 1l Milli-Q Wasser 

29,2 g L-Glutamin 

Filtration durch einen 0,22 μm Filter  

Trypsin Lösung  

(Lagern bei -20°C) 

Verdünnen in 1l PBS 

2 g Trypsin und 0.6 g EDTA  

Filtration durch einen 0,22 μm Filter 

PBS Lösung  

(Lagern bei Raumtemperatur) 

Verdünnen in 1 l Aqua ad injectabilia 

9,55 g Dulbecco´s PBS 

autoklavieren 

3.3 Zytostatika 

Carboplatin    Hospira, Illinois, Vereinigte Staaten 

CDDP     GRY-Pharma GmbH, Kirchzarten,  

     Deutschland 

Docetaxel    Accord Healthcare, Tochterunternehmen von 

      Intas Biopharmaceuticals, Ahmedabad, 

India 

Doxorubicin    Cell pharm GmbH, Bad Vilbel, Deutschland 

Etoposid    Teva-pharma GmbH, Walldorf, Deutschland 

Gemcitabin    Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland 

Ko143     Sigma Aldrich, St. Louis, Vereinigte Staaten 

Melphalan    Aspen, Durban, Süd Afrika 

Mitoxantron    Teva, Petach Tikwa, Israel 

Oxaliplatin    Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland 
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Vincristin    GRY-Pharma GmbH, Kirchzarten,  

     Deutschland 

Vinblastin    Teva, Petach Tikwa, Israel 

YM-155    Selleckchem, Houston, Vereinigte Staaten 

3.4 MTT Assay 

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)  Serva Electrophoresis, Heidelberg,   

-2,5-diphenyltetrazoliumbromid Deutschland 

SDS      MP Biomedicals, Santa Ana, Vereinigte  

(Sodium-dodecyl-sulfate)  Staaten 

DMF (N,N-dimethylformamid) Fisher Scientific, Deutschland 

MTT Lösung (Lagern  bei 4°C) 

1 g MTT  

Verdünnen in 500 ml PBS 

Filtration durch einen 0,22 μm Filter 

SDS-Lösung (Lagern bei Raumtemperatur)  

200 g SDS  

verdünnen in 500 ml N,N-dimethylformamid und 500 ml Aqua dest.  

Mit Essigsäure auf pH 4,7 einstellen  

3.5 Western Blot 

Acrylamid    Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Amersham Hyperfilm ECL  GE Healthcare Life Sciences,   

     Buckinghamshire, Großbritannien 

APS (Amoniumpersulfat)  Serva Feinbiochemica, Heidelberg,  

     Detuschland 

Bromphenolblau    Merck, Darmstadt, Deutschland 

BSA (Bovines Serum Albumin) Roth, Karlsruhe, Deutschland 

β-Mercaptoethanol   Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

DC Protein Assay Kit   Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich,  

     Deutschland 
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DTT (Dithiotretiol)   Serva Electrophoresis GgmbH, Heidelberg, 

      Deutschland 

Ethanol    Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Glycerin     Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Glycin     Riedel-de Haen, Seelze, Deutschland 

HCL (Chlorwasserstoff)  AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Isopropanol    Riedel-de Haen, Seelze, Deutschland  

Kit Pierce™ ECL    Thermo Fischer, Vereinigte Staaten 

Laemmli Puffer   Serva Electrophoresis, Heidelberg,  

     Deutschland 

Methanol    Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Milchpulver     Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

NaCl (Natriumchlorid)  Roth, Karlsruhe, Deutschland 

NaF (Natriumfluorid)  Roth, Karlsruhe, Deutschland 

NaPPi (Natriumdiphosphat) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Nitrocellulose Membrane   Whatman, Maidstone, Vereinigte Staaten 

Overhead-Farblaserfolie  Soennecken  eG, Overath, Deutschland 

Protease Inhibitor (Tabletten) Roche, Penzberg, Deutschland 

Protein Ladder                     New England Biolabs, Ipswich, Vereinigte 

ColorPlus™ Prestained   Staaten 

Roentoroll HC   Tetenal, Hamburg, Deutschland 

Röntgen Fix Solution  Tetenal, Hamburg, Deutschland 

Tetenal Superfix MRP  Tetenal, Hamburg, Deutschland 

TEMED (N,N,N`,N`-   Carl Roth GmbH&Co KG, Karlsruhe, 

Tetramethylethylendiamin)  Deutschland  

Tris base    AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Tris/HCl    Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 

     Deutschland 

Triton X 100    Fluka, Buchs SG, Schweiz   

Tween 20     AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

TritonX-100 Lysepuffer  

(Lagern bei 4°C)  

20 mM Tris/Hcl, pH 7,5 
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150 mM NaCl 

10 mM NaPPi 

20 mM NaF 

1% (V/V) Triton X-100 

Lösung in 1 L Milipore-Wasser, Lagerung bei 4°C 

1 Inhibitortablette kommt nachher auf 10 mL Lysepuffer 

2x SDS-PAGE Probepuffer 

95 % Laemmli-Puffer  

5 % Mercaptoethanol  

10x Laufpuffer   

(Lagern bei 4°C)  

30 g TRIS Base (250 mM) 

143 g Glycin (1,9M) 

10 g SDS (1%) 

1L Aqua dest. 

1x Laufpuffer 

100 mL des 10x Puffers, mit 900 mL Aqua dest 

pH bei Verdünnung auf 1x Konzentration mit HCl auf 8,3 einstellen 

10x Transferpuffer  

(Lagern bei 4°C) 

30 g TRIS Base (250 mM) 

143 g Glycin (1,9 mM) 

1l Aqua dest.  

1x Transferpuffer 

(Lagern bei 4°C) 

 1/10 10x Transferpuffer, 2/10 Methanol und 7/10 Millipore-Wasser,  

mit HCl auf pH 8,3 einstellen  

10x Waschpuffer ohne Tween 

(Lagern bei Raumtemperatur) 

60,6 g TRIS Base (500 mM) 
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87,7 g NaCl (1,5 M) 

1l Aqua dest. 

1x Waschpuffer ohne Tween 

100 mL Waschpuffer ohne Tween 10x, 900 mL Aqua dest 

bei Verdünnung auf 1x Konzentration mit HCl auf pH 7,5 einstellen 

10x Waschpuffer mit Tween 

(Lagern bei Raumtemperatur) 

10x Waschpuffer ohne Tween mit 0,3% (v/v) Tween-20 versetzt  

1x Waschpuffer mit Tween 

100 mL Waschpuffer mit Tween 10x, 900 mL Aqua dest 

bei Verdünnung auf 1x Konzentration mit HCl auf pH 7,5 einstellen 

Blockingpuffer   

(Lagern bei - 20°C) 

50 ml von 1M Tris/Hcl (pH 7,5) 

11,68 g NaCl (200 mM) 

0,5 ml Tween (0,05%) 

30 g BSA (3%) 

Verdünnen in 1l aqua dest. 

Blockingpuffer auf Milchpulver Basis 

(Bei jedem Versuch neu ansetzen) 

5% Milchpulver (w/v) in 1x Waschpuffer mit Tween gelöst 

Sammelgel 5%  

(Mengenangaben für 2 Gele): 

2,48 ml H2O 

0,55 ml Acrylamid (30%ig) 

0,44 ml Tris/HCl pH 6,8 

35 μl SDS (10%ig) 

24 μl APS (10%ig) 

4,5 μl TEMED  
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Trenngel 15%  

(Mengenangaben für 2 Gele): 

1,5 ml H2O 

6 ml Acrylamid (30 %ig) 

4,5 ml Tris/HCl pH 8,8 

120 μl SDS (10%ig) 

90 μl APS(10 %ig) 

15 μl TEMED  

3.5.1 Primäre Antikörper Western Blot 

p53     Alexis Biochemicals a Brand of Enzo Life 

Mouse, Monoklonal    Sciences Inc. Farmingdale, New York, 

Verdünnung: 1:200   Vereinigte Staaten 

β-Actin    Bio Vision, San Francisco, Vereinigte Staaten 

Mouse, Monoklonal 

Verdünnung: 1:3000 

p21     Abcam, Cambridge, Vereinigtes Königreich 

Rabbit, Polyklonal 

Verdünnung: 1:500 

Survivin    R&D Systems, Mineapolis, Vereinigte Staaten 

Rabbit, Polyklonal 

Verdünnung: 1:500 

XIAP     Cell Signaling Technology, Cambridge, Rabbit, 

Polyklonal    Vereinigtes Königreich 

Verdünnung: 1:1000 

3.5.2 Sekundäre Antikörper Western Blot 

Goat Anti-rabbit IgG (H & L) Calbiochem GmbH, Bad Soden, Deutschland 

Peroxidase-konjugiert  

(2 mg/ml) 1:20.000 Verdünnen  

in Blocking Puffer    



 

53 

 

Goat Anti-mouse IgG (H & L) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Peroxidase-konjugiert  

(2 mg/ml) 1:20.000 Verdünnen  

in Blocking Puffer  

3.6 Durchflusszytometrie 

Formaldehyd    Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Perm/Wash    BD Biosciences, San Diego, Vereinigte  

     Staaten 

Clean     BD Biosciences, San Diego, Vereinigte  

     Staaten 

Rinse     BD Biosciences, San Diego, Vereinigte  

     Staaten 

Fixierlösung  

4% Formaldehyd 

gelöst in PBS  

3.6.1 Primärantikörper Durchflusszytometrie 

Anti-BCRP    Kamiya Biomedical company, Seattle,  

Spezies: Monoclonales   Vereinigte Staaten 

Mouse IgG₁      

Verdünnung: 1:20 

Anti-BMI-1    Abcam, Cambridge, Vereinigtes Königreich 

Spezies: Monoclonales  

Mouse IgG₁  

Verdünnung: 1:200 

Anti-CD133    Macs Miltenyi Biotec, Auburn, Vereinigte  

Spezies: Monoclonales   Staaten 

Mouse IgG2B, konjugiert  

mit R-phycoerythrin (PE)   

Verdünnung: 1:10 
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Anti-GD-2    BD Biosciences, San Diego, Vereinigte   

Spezies: Monoclonales Mouse  Staaten 

IgG2A  

Verdünnung: 1:20    

Anti-MDR-1 / ABCB1   Abnova, Taipei, Taiwan 

Spezies: Monoclonales Mouse  

IgG2A  

Verdünnung: 1:20 

Anti-Nanog    Cell Signaling Technology, Cambridge,   

Spezies: Monoclonales   Vereinigtes Königreich 

Rabbit IgG  

Verdünnung: 1:50 

Anti-Necdin    Acris Antibodies, San Diego, Vereinigte  

Spezies: Polyclonales   Staaten     

Rabbit IgG 

Verdünnung: 1:30 

Anti-Nestin    R&D Systems, Minneapolis, Vereinigte   

Spezies: Monoclonales   Staaten 

Mouse IgG₁   

Verdünnung: 1:250 

Anti-Oct-4    Cell Signaling Technology, Cambridge,  

Spezies: Monoclonales  Vereinigtes Königreich 

Rabbit IgG  

Verdünnung: 1:50     

Anti-Sox-2    Cell Signaling Technology, Cambridge, 

Spezies: Monoclonales  Vereinigtes Königreich   

Rabbit IgG     

Verdünnung: 1:100 
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Anti-MRP1/ ABCC1             Kamiya Biomedical company, Seattle, Spezies: 

Monoclonales    Vereinigte Staaten 

Mouse IgG2A    

Verdünnung: 1:20    

3.6.2 Sekundäre Antikörper Durchflusszytometrie 

Goat Anti-Mouse    R&D Systems, Minneapolis, Vereinigte  

Spezies: Polyclonal IgG,   Staaten 

Goat F(ab´)2 + Anti Mouse  

H+L chains, konjugiert  

mit Phycoerythrin 

unverdünnt auf die Proben 

Goat Anti- Rabbit   R&D Systems, Minneapolis, Vereinigte  

Spezies: Polyclonal IgG,   Staaten 

Goat, konjugiert mit  

Phycoerithrin 

unverdünnt auf die Proben 

3.6.3 Isotypen Durchflusszytometrie 

Anti-Mouse IgG1,   R&D Systems, Minneapolis, Vereinigte   

Isotyp konjugiert   Staaten 

mit Phycoerithrin 

unverdünnt  

Anti-Mouse IgG2B   R&D Systems, Minneapolis, Vereinigte 

Isotyp konjugiert    Staaten 

mit Phycoerithrin 

unverdünnt 

Anti-Mouse IgG2A    R&D Systems, Minneapolis, Vereinigte Isotyp 

konjugiert     Staaten 

mit Phycoerithrin  

unverdünnt  
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Anti-Rabbit IgG    R&D Systems, Minneapolis, Vereinigte   

Isotyp konjugiert    Staaten 

mit Phycoerithrin   

unverdünnt   

3.7 Colony Forming Assay 

Kristallviolett     Sigma-Aldrich, St. Louis, Vereinigte Staaten 

Trypanblau (0,4%)   Invitrogen, Eugene, Vereinigte Staaten 

Kristallviolett  Lösung 

1g Kristallviolett (0,5%) 

60 ml 100% Ethanol (30%) 

6g 37% Formaldehyd  (3%) 

200ml Destilliertes Wasser  

3.8 Geräte 

Autoklav: Systec V-150  Systec GmbH, Linden, Deutschland 

CO2 Inkubator MCO 20 AIC Sanyo, Osaka, Japan 

Chemikalienschrank   Asecos GmbH, Gründau, Deutschland 

Gefrierschränke   Liebherr, Kirchdorf, Deutschland 

     Sanyo, Osaka, Japan 

Kühlschränke   Liebherr, Kirchdorf, Deutschland 

     Sanyo, Osaka, Japan 

Mikroskope: 

CKX41, SZ61, KL1500 LCD  Olympus, Tokio, Japan 

Photospectrometer    

Infinite M200    TECAN, Männedorf, Schweiz 

Manuelle Pipetten    Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Reference 10, 100, 200,1000 µl   

Multipipette Plus   Eppendor, Hamburg, Deutschland 

Pipetboy akku   Integra Biosciences, Zizers, Schweiz  

Pipetteman     Gilson, Middleton, Vereinigte Staaten 

(10μl, 20μl, 200μl,1000µl)    

Digitalkamera    Olympus, Tokio, Japan 
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Camedia C5060 Wide zoom  

Milli-Q  Wasseranlage  Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 

Sicherheitswerkbänke:   

Hera Safe KS-12    Kendro, Hanau, Deutschland 

Holten S-2010 1,8    Thermo Electron Corporation, Waltham, 

      Vereinigte Staaten 

BSB 4A Gelaire    Flowlaboratories, Sydney, Australien 

BSK/4 Antair    Heraeus, Hanau, Deutschland 

Kühlzentrifuge (Rotana 460R) Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland 

Tischzentrifuge (Mikro 200) Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland 

pH-Meter: InoLab pH 730  WTW GmbH, Dinslaken, Deutschland 

Durchflußzytometer  

FACS Canto II   BD Biosciences, Franklin Lakes, Vereinigte 

      Staaten 

Thermomixer    Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Vakuumpumpen    IBS Integra Biosciences, Chur, Schweiz 

Vortexer    Inter Med, Geesthacht, Deutschland 

Gelelektrophoresekammer  Biorad, Hercules, Vereinigte Staaten 

Spannungsquellen  

(Power pac HC)   Biorad, Hercules, Vereinigte Staaten 

3.9 Plastik, Glaswaren und Verschiedenes 

0,22 µm/ 0,45 μm Filter  Millex-HV PVDF Millipore, Hamburg,  

     Deutschland 

2, 5, 10, 25 ml Stripette  Corning, Corning, Vereinigte Staaten 

5 ml Polystyren  

Round-Bottom Tube   Falcon a Corning Brand, Corning, Vereinigte  

     Staaten 

12-75 ml style Falcon  Falcon a Corning Brand, Corning, Vereinigte 

     Staaten 

Disposable Serological Pipette Becton Dickinson, Franklin Lakes, Vereinigte    

                                                     Staaten 

12 Multi Well Platten   Falcon a Corning Brand, Corning, Vereinigte  
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Durchmesser 3,8 cm2  Staaten                                                

Combitips Plus 2,5, 5, 10 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Eppendorf® Safe-Lock   Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Glaswaren:    Schott, Mainz, Deutschland 

     Duran, Mainz, Deutschland 

Kimtec Starling* Nitrile L  Kimberley-Clark, Surrey, Vereinigtes  

     Königreich 

Parafilm 4 in x 125 Ft  Rolf Pechiney Plastick Packaging, Chicago, 

      Vereinigte Staaten 

PP-Falcon-tubes, 15ml, 50ml Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland 

TC sonol 25 cm2 Steril   Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland 

Tip one Rnase, DNAase, DNA  Starlab Group, Hamburg, Deutschland 

and Pyrogen Free 

Tissue Culture Flask,  Falcon a Corning brand, Corning, Vereinigte  

 80 ml, 25 cm2 canted  Staaten 

Neck Blue  Plug seal Cap  

3.10  Software 

CalcuSyn für Windows   Biosoft, Cambridge, Vereinigtes Königreich 

FACS Diva     BD, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten 

Microsoft Office Exel   Microsoft, Washington, Vereinigte Staaten 

Tecan Software    TECAN, Männedorf, Schweiz 
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4 Methoden 

4.1 Zellkultur 

Alle Neuroblastomzellen werden in IMDM kultiviert (siehe 3.2). Optimale 

Wachstumsbedingungen sind bei einer feuchten, 5% CO2 Atmosphäre und 37°C 

gegeben. Diese Bedingungen werden durch einen Inkubator konstant gehalten.  

Unter diesen Bedingungen und in dem genannten Medium wachsen 

Neuroblastomzellen auf dem Boden von z. B. 25 cm2 Kulturflaschen adhärent 

und werden etwa alle 7 Tage passagiert. Die Kultur der Neuroblastomzellen 

erfolgte unter sterilen Bedingungen unter einer Sicherheitswerkbank. 

Um die Zellen zu ernten wird nach einer Woche das alte Medium abgenommen 

und der Zellrasen vorsichtig mit PBS gewaschen. Die Zellen werden mit einer 

Trypsin EDTA Lösung vom Boden und von einander gelöst und mit frischem 

Medium resuspendiert. Nach diesem Schritt befinden sich die Zellen einzeln in 

der Lösung schwimmend und es können neue Kulturen in der gewünschten 

Verdünnung angelegt werden. Wenn die Neuroblastomzellen nach 7 Tagen 

passagiert werden sollen, kann eine Verdünnung von 1:20 gewählt werden. In 

dieser Arbeit wurden die Kulturflaschen mit einem gesamten Volumen von 8 ml 

gefüllt.  Bei einer 1:20 Verdünnung entspricht dies 0,4 ml Zelllösung und 7,6 ml 

frischem Medium. Die Neuroblastomzelle UKF-NB-3 par wächst in Abwesenheit 

von Cisplatin. Für die Umsetzung der Cisplatin adaptierten 

Neuroblastomsublinien wird zum Kulturmedium Cisplatin hinzugegeben in einer 

Konzentration von 1µg/ml. Für alle Zellen wurde wöchentlich zusätzlich eine 

Flasche ohne Zugabe von Zytostatikum angelegt.  

4.2 MTT 

4.2.1 Grundlagen  

Mit Hilfe des MTT Viabilitätstestes ist es möglich den Anteil an lebenden Zellen 

in einer Zellpopulation zu bestimmen. MTT ist das Akronym für die chemische 

Verbindung 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid. Diese 

chemische Verbindung hat eine charakteristische intensive gelbe Farbe und ist 

ein Vertreter der Tetrazoliumsalze. Durch Reduktion des MTTs entsteht das 
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wasserunlösliche dunkelblaue Formazan. Mit der Hilfe eines Photospektrometers 

wird die optische Dichte (OD) der Probe bestimmt. Gibt man das MTT zu einer 

Probe mit proliferierenden Zellen, dann kann man nach einer Weile einen 

Farbumschlag beobachten. Je mehr vitale Zellen, desto mehr Formazan 

entsteht. Sind die Zellen nicht mehr lebensfähig oder metabolisch inaktiv, dann 

gibt es keinen Farbumschlag. Diesen Effekt macht man sich bei dem MTT Assay 

zunutze, um die Wirksamkeit von potenziellen Chemotherapeutika in vitro zu 

testen. 

1983 konnte Mosman zeigen, dass nur lebendige Zellen aktiv MTT spalten 

können, während tote Zellen fast komplett negativ sind, auch sogar nach 

unverzüglicher komplementvermittelter Zelllyse.162 Aufgrund dieser Entdeckung 

wurde erstmal angenommen, dass die Reduktion von MTT zu Formazan 

hauptsächlich Succinat abhängig durch die Komplexe der mitochondrialen 

Elektronentransportkette erfolgt, die sich auf der inneren Membran der 

Mitochondrien befindet, aber Berridge und Tan zeigten, dass der Hauptanteil des 

umgewandelten Formazans NADPH- und NADH- abhängig im Zytosol 

entsteht163. Folglich muss man bedenken, dass das MTT Assay nicht selektiv die 

mitochondriale Aktivität der Zelle misst, sondern hauptsächlich durch die 

Glykolyserate der Zellen bestimmt wird.  

In dieser Arbeit wurden 12 parallel an Cisplatin adaptierte Neuroblastomsublinien 

(UKF-NB-3rCDDP I-XII) sowie die Ursprungszelle UKF-NB-3 hinsichtlich der IC50  

und  IC90 inhibitorischen Konzentration verschiedener Zytostatika untersucht. Die 

IC50 und IC90 Werte beschreiben die Konzentration eines Zytostatikums, bei der 

50% bzw. 90 % der Zellen in ihrem Wachstum inhibiert sind (Inhibitorische 

Konzentration). 

Um die IC50 Werte besser vergleichen zu können, werden die IC50 Werte der 

Ciplatin adaptierte Sublinien und der IC50 Wert von UKF-NB-3 in Relation 

zueinander gesetzt. Durch diese Relation kann festgestellt werden, wie viel Male 

höher oder niedriger der IC50 Wert in der Cisplatin adaptierten Sublinie ist, für 

ein beliebig getesteten Zytostatikum (siehe Abbildung 7). Diese Relation ist die 

relative Resistenz zum getesteten Zytostatikum im Vergleich zu UKF-NB-3. 
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Abbildung 7. Berechnung der relativen Resistenz aus den IC50 Werten. 

IC50: Konzentration eines Zytostatikums bei de 50 % der Zellen inhibiert werden. 

4.2.2 Durchführung 

Zuerst werden die Zellen bis zur Konfluenz vorbereitet. Für die Cisplatin 

adaptierten Neuroblastomsublinien werden Flaschen ohne Zusatz von Cisplatin 

vorbereitet.  Die Platten werden, wie in der Abbildung 8 beschriftet.  

Acht kleine Module werden für die Verdünnungsreihe gebraucht. Diese Module 

werden mit Nährmedium gefüllt. Zuerst wird die höchste zu untersuchende 

Konzentration im Modul 1 eingestellt. Innerhalb der Verdünnungsreihe wird die 

Konzentration mit jedem Verdünnungschritt halbiert. Wenn die 

Verdünnungsreihe fertig ist, werden mit der Multipette und entsprechend Abb. 8 

in den Spalten 3-10 der Platte 50 µl Zytostatikum- Lösung pipettiert. Die 

Zelllösung wird mit frischem Nährmedium und mit Zellen aus den vorbereiteten 

Flaschen der Vorwoche hergestellt.  

Die ersten zwei Spalten der 96 Loch-Platte werden für Zellkontrollen ausgespart. 

In diesen Spalten werden die Zellen ohne Zytostatikum bebrütet. Diese Spalten 

werden mit 50 µl Zelllösung und 50 µl frischem Kulturmedium gefüllt. In den 

Spalten 3-10 werden die zu untersuchenden Zellen mit einer bestimmten 

Konzentration an Zytostatikum bebrütet. In die Spalten 3-10 werden 50 µl 

Zelllösung und 50 µl Lösung mit Zytostatikum aus der Verdünungsreihe pipettiert. 

Die Spalten 11-12 werden nur mit 100 µl Medium gefüllt und dienen als 

Mediumkontrollen. 

Auf einer Platte können maximal bis zu 2 unterschiedliche Zellen untersucht 

werden.  Dafür werden die Platten horizontal in Hälften geteilt. Auf den Reihen 
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A-D wird z. B. UKF-NB-3 getestet und auf den Reihen E-H z. B. UKF-NB-3rCDDP 

I. Die Abbildung 8 zeigt exemplarisch den Versuchsaufbau einer 96 Lochplatte. 

 

Abbildung 8. Aufbau einer 96 Lochplatte für den MTT Test. 

Z: Spalten für die Zellkontrolle; M: Spalten für die Mediumkontrolle; CDDP: 

Cisplatin. 

Wenn alle Platten fertig sind, werden sie in den CO2 Inkubator gelegt und für 5 

Tage bebrütet. Am 5. Tag werden 25 µl MTT in jedes Loch pipettiert und die 

Platten für 4 Stunden inkubiert. Danach werden 100 µl Sodium Dodecyl Sulfate 

(SDS 20 %) in jedes Loch pipettiert.  Das SDS löst die Formazankristalle auf, 

lysiert die Zellen und beendet die zellabhängige Reduktion von MTT zu 

Formazan. Anschließend werden die Platten wieder im CO2 Inkubator für eine 

weitere Nacht bebrütet. Am 6. Tag werden die Platten mit einem Plattenphotomer 

hinsichtlich der Absorbtion bei 560 nm und bei einer Referenzwellenlänge von 

620 nm gemessen.  

Jeder Ansatz wird gemittelt, dann wird der Mittelwert der Mediumkontrolle von 

allen Ansätze abgezogen (da es eine Art Hintergrundsrauschen ist). Der 
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ermittelte Wert in der Zellkontrolle wird gleich 100 % Viabilität gesetzt und alle 

anderen Ansätze werden darauf prozentual bezogen. Hat man die Werte für die 

prozentuale Viabilität, können IC50 und IC90-Werte ermittelt werden. In dieser 

Arbeit wurden die IC50 und IC90 Werte mit dem Program Calcusyn berechnet.  

4.3 Durchflusszytometrie 

4.3.1 Grundlagen 

Moderne Durchflusszytometer ermöglichen es zahlreiche biologische Vorgänge 

der Zelle zu untersuchen. Unter anderem können Zellpopulationen charakterisiert 

werden, auch Zellmembranstrukturen sowie intrazelluläre Moleküle können 

nachgewiesen werden. Die wichtigste Fähigkeit eines Durchflusszytometers ist 

es, einzelne Zellen hinsichtlich Größe, Granularität und Fluoreszenz zu 

untersuchen. Diese Fähigkeit wird größtenteils durch das Fluidics System des 

Durchflusszytometers bewerkstelligt, denn es sorgt dafür, dass die Zellen 

hintereinander in einem Strang angeordnet werden. Dieser Vorgang wird 

hydrodynamic focusing genannt und er gewährleistet den Durchfluss einzelner 

Zellen durch das Detektionssytem des Durchflusszytometers.164 Erst nach der 

hydrodynamischen Fokussierung ist es möglich innerhalb weniger Sekunden die 

einzelnen Zellen einer Probe zu untersuchen. Nach der hydrodynamischen 

Fokussierung fließen die Zellen durch unterschiedliche Laserstrahlen, und wenn 

eine Zelle einen Laserstrahl durchquert, wird das Licht unterschiedlich stark 

gebrochen.  Das Licht, das in der Richtung des Lasers gebrochen wird, wird 

Vorwärtsstreulicht genannt (Forward Scatter, FSC). Senkrecht zum Laser 

gebrochenes Licht wird Seitwärtsstreulicht genannt (Side Scatter, SSC). Die 

Intensität vom FSC und SSC  weisen auf physikalische Eigenschaften der Zellen 

hin.165 Der FSC hängt von der Größe der Zellen ab. Der SSC hängt von der 

inneren Beschaffenheit oder Granularität der Zellen ab.165 Weil für jede Zelle der 

FSC und SSC nahezu einmalig ist, kann die Kombination aus diesen beiden 

Parametern benutzt  werden, um Populationen innerhalb einer heterogenen 

Probe wie Blut scharf voneinander abzugrenzen.  

Unterschiedliche Detektoren im Durchflusszytometer sind in der Lage FSC, SSC, 

und Fluoreszenz im Bereich einer definierten Wellenlänge zu erfassen. Die 
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Messung der Fluoreszenz kann zusätzliche Informationen über eine große Zahl 

von Proteinen und zellulären Strukturen liefern, wenn diese Proteine in der Zelle 

durch fluoreszenzgekoppelte Antikörper markiert sind. Unter anderem kann 

durch diese Technik eine unbekannte Zellpopulation auf die Expression von 

Transkriptionsfaktoren, Transporterkanälen, Rezeptoren, Signalproteinen oder 

Stammzellmarkern untersucht werden.  

4.3.2 Durchführung 

4.3.2.1  Intrazelluläre Färbung 

Die Schritte der Antikörperfärbung variieren, je nachdem ob das gesuchte Protein 

auf der Zelloberfläche oder im Cytosol zu finden ist. In diesem Abschnitt wird die 

intrazelluläre Färbung erläutert und anschließend die abweichenden Schritte der 

extrazellulären Färbung erklärt. 

Für diesen Versuch werden mindestens 5 Ansätze pro untersuchte Zelle 

benötigt. Drei Ansätze werden für die eigentliche Antikörperfärbung (Probe) 

gebraucht und 2 weitere Ansätze werden für die Isotyp Kontrollen benötigt. Die 

Zellen in den Isotyp Kontrollen werden mit Isotyp Antikörper behandelt. Isotyp 

Antikörper sind Antikörper derselben Antikörperklasse wie der verwendete 

Primärantikörper. Außerdem sind sie gekoppelt mit dem gleichen 

Fluoreszenzfarbstoff wie der Erstantikörper. Die Isotyp Kontrollen sind 

notwendig, weil der Erstantikörper unspezifisch entweder durch den Fc-Teil oder 

durch nicht spezifische Zelladhäsion an der Zelle binden kann und diese Art der 

Bindung führt zum Auftreten von unspezifischer Fluoreszenz in den Proben.  Die 

gemessene Fluoreszenz, der mit der Isotyp Antikörper behandelten Zellen ist das 

Maß für die unspezifische Antikörperbindung und muss nach der Messung von 

den Probenwerten abgezogen werden, um die Fluoreszenz zu errechnen, die nur 

durch die spezifische Bindung des primären Antikörpers am jeweiligen Epitop 

entsteht.  

1. Am 5. Tag nach Ansetzen der Zellen wird das Medium vorsichtig aus den 

Flaschen abgesaugt und der Zellrasen mit 5 ml PBS gewaschen. 

Anschließend werden die Zellen mit Trypsin vom Flaschenboden gelöst 
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und eine 10 ml Zellsuspension mit PBS hergestellt. Jedes Röhrchen (3x 

Proben und 2x Isotypen) wird jeweils mit 2 ml der Zellsuspension gefüllt. 

 

2. Die Proben und Isotypen werden für 5 Min bei 1600-1700 rpm zentrifugiert. 

Nach der Zentrifugation bildet sich ein Zellpellet auf dem Boden der 

Röhrchen. Das PBS wird jetzt vorsichtig abgegossen. Danach werden die 

Zellen mit der Hilfe eines Vortexmischers wieder in Lösung gebracht. 

 

3. Die Fixierung der Proben und Isotypen erfolgt mit 4% Formaldehyd. Es 

werden 100 µl 4% Formaldehyd pro Röhrchen pipettiert, nachfolgend 

wieder vortexen und die Lösung bei 4° C im Kühlschrank für 10 Minuten 

inkubieren lassen. 

 

4. Proben und Isotypen werden mit PBS gewaschen. Dazu wird 2 ml PBS in 

jedes Röhrchen gegeben, folgend vortexen, zentrifugieren bei 1600-1700 

rpm für 5 Minuten, abgießen und wieder vortexen. 

 

5. Die Zellmembran wird für die Antikörper permeabel gemacht mit einer 

Perm/Wash-Lösung. Diese enthält Saponin, was Löcher in die 

Zellmembranen reißt. Die Perm/Wash-Lösung wird 1:10 verdünnt, davon 

werden 100 µl in jedes Röhrchen pipettiert, vortexen und bei 4° C für 10 

Minuten inkubieren lassen.  

 

6. Perm/ Wasch abwaschen. Siehe 4. 

 

7. Die Zielproteine werden jetzt mit dem passenden Antikörper markiert. Der 

erste Antikörper wird nach Tabelle 9 und Angaben der Hersteller verdünnt 

und 20 µl der verdünnten Lösung in jede Proben pipettiert, vortexen und 

20 - 30 Minuten bei 4° C im Kühlschrank binden lassen. Wenn der erste 

Antikörper direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert ist, ist ein zweiter 

Antikörper nicht nötig.  

 

8. Ersten Antikörper mit PBS abwaschen. Siehe 4. 
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9. Der zweite Antikörper wird zu den Proben gegeben. Hierzu werden 20 µl 

von dem unverdünnten zweiten Antikörper in die Proben pipettiert, dann 

vortexen und 20-30 Minuten bei 4° C im Kühlschrank binden lassen. 

Parallel werden die Isotypkontrollen (direkt fluoreszenzmarkiert) zu den 

entsprechenden Röhrchen hinzugegeben.  20 µl von den unverdünnten 

Isotypen in die Isotyp Kontrollen pipettieren, vortexen und 20-30 Minuten 

bei 4° C im Kühlschrank binden lassen.  

 

10.   Zweiten Antikörper und Isotypen abwaschen. Siehe 4. 

 

11.  Die Zellen für die Messung am Durchflusszytometer in 200 µl PBS 

resuspendieren und vortexen. 

 

12. Die Proben im Durchflusszytometer messen oder bei Bedarf mit Parafilm 

abdecken und bei 4 °C max. 24 Stunden lagern. 
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4.3.2.2  Extrazelluläre Färbung 

Die Fixierung sowie die Permeabilisierung der Zellen sind bei der extrazellulären 

Färbung nicht notwendig, das heißt die Schritte 3, 4, 5, 6 können übersprungen 

werden, die Zellen werden also nach Schritt 2 direkt mit dem ersten Antikörper 

gefärbt (Schritt 7). Ab dort gilt das Protokoll.  

 Bindungstelle Spezies Isotyp Verdünnung 

Zielantigen     

BCRP intrazellulär Maus IgG1 1:20 

BMI-1 intrazellulär Maus IgG1 1:200 

CD133 extrazellulär Maus IgG2B 1:10 

GD2 intrazellulär Maus IgG2A 1:20 

MDR-1 extrazellulär Maus IgG2A 1:20 

Nanog intrazellulär Kaninchen IgG 1:50 

Necdin intrazellulär Kaninchen IgG 1:30 

Nestin intrazellulär Maus IgG1 1:250 

Oct-4 intrazellulär Kaninchen IgG 1:50 

SOX-2 intrazellulär Kaninchen IgG 1:100 

MRP-1 Intrazellulär Maus IgG2A 1:20 

Tabelle 9. Antikörper für die Durchflusszytometrie.  

BCRP: Breast Cancer Resistance Protein, BMI-1: Polycomb Gruppe RING 

finger protein 4, CD133: Prominin-1, GD2: Disialogangliosid GD2, MDR-1: 

Multidrug-Resistance-Protein 1, Oct-4: Oktamer-bindender 

Transkriptionsfaktor 4, SOX-2: Sex determining Region Y-box 2, MRP1: 

Multidrug resistance-associated protein 1. 

4.4 Western Blot 

4.4.1 Grundlagen 

Durch die Methode des Western Blot werden Proteine mittels einer elektrischen 

Spannung aufgetrennt, und darauffolgend diese getrennten Proteine auf eine 

Membran übertragen. Nach der Übertragung auf die Membran und die Bindung 

eines spezifischen Antikörpers kann das gesuchte Protein durch eine 
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Chemolumineszenz Reaktion detektiert und seine Molekülmasse ermittelt 

werden. Die Trennung der Proteine anhand ihrer Molekülmasse geschieht in 

dieser Arbeit durch die Methode der diskontinuierlichen SDS-PAGE (Sodium-

Dodecylsulfat-Polyacrylamid Gel-Elektrophorese). Ein Western Blot Experiment 

setzt sich aus den Schritten Zelllyse, Probenvorbereitung, Auftrennung der 

Proteine mittels Gelelektrophorese, Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulose 

Membran und Proteindetektion auf dem Detektor oder auf dem (Röntgen) Film 

zusammen. Nachfolgend werden die einzelnen Schritte beschrieben.  

4.4.2 Probenvorbereitung 

4.4.2.1  Zelllyse und Probenextraktion 

Um die Proteine von den anderen Zellbestandteilen wie DNA, RNA und 

Phospholipiden der Zellmembran trennen zu können, müssen zunächst die 

Zellen lysiert und das Zelllysat zentrifugiert werden. Aufgrund der in den Zellen 

bei Raumtemperatur aktiven Proteasen wird während der Zelllyse immer auf Eis 

gearbeitet. Zusätzlich enthält der benutzte Lysepuffer Proteaseinhibitoren, um 

der Aktivität dieser Proteine entgegenzuwirken.  

Nach Kultivierung der Zellen (Absch. 4.1.) wird das Medium aus den 

Kulturflaschen entfernt und der Zellrassen mit 4°C kaltem PBS gewaschen. 

Danach werden 10 ml des Lysepuffers Triton-X-100 mit 1 Proteaseinhibitor 

Tablette gemischt (Absch. 3.5). Anschließend 0,5 ml vom fertigen Lysepuffer auf 

die Zellen pipettieren und für 10 Minuten im Kühlschrank bei 4°C inkubieren 

lassen. Das entstandene Zelllysat wird für 5 Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert. 

Nach der Zentrifugation bildet sich ein Überstand und ein Pellet, die gesuchten 

Proteine befinden sich im Lysatüberstand. Dieser Überstand wird mit der Pipette 

entnommen und in ein neues Röhrchen überführt. Wenn nötig kann das Zelllysat 

bei -20°C für mehrere Wochen zwischengelagert werden. 

4.4.2.2  Proteinbestimmung nach Biorad 

Die bei der Zelllyse gewonnenen Proben haben alle eine unterschiedliche 

Proteinmenge. Diese Unterschiede sind unter anderem auf die verschiedenen 

Wachstumsgeschwindigkeiten der Zellen zurückzuführen. Damit der Western 
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Blot auch quantitative Informationen über ein bestimmtes Protein beim Vergleich 

mehrerer Proben liefern kann, müssen alle Proben die gleiche Gesamtmenge an 

Protein haben. Die Proteinbestimung bei dieser Arbeit erfolgt mit dem "DC 

Protein Assay" von Biorad (Abschn. 3.5). Dieses Verfahren basiert auf zwei 

Reaktionen wie das bekannte Verfahren der Proteinbestimmung nach Lowry 

(erstbeschrieben 1951),  gefolgt von einer photometrischen Untersuchung.166 Bei 

dem "DC Protein Assay" reagieren Proteine mit einer Lösung alkalischen Kupfer 

Tartrats und Folin Reagenz. Dadurch bildet sich eine Lösung mit einer intensiven 

blauen Farbe. Mit einem Photometer kann dann die Absorption gemessen 

werden.  

In einer 96 Loch Mikrotiterplatte werden jeweils 5 µl Proteinlösung (Proben) im 

Dreifach Ansatz und je 5 µl einer Verdünnungsreihe des Proteinstandards (auch 

im 3-fach Ansatz) pipettiert. (Siehe Abbildung 9). 

 

Abbildung 9. Proteinbestimmung in einer 96 Loch Platte.  

In den Spalten 1-5 werden die Proben pipettiert. Spalte 6 bleibt Frei. In den 

Spalten 7-11 wird die Verdünnung der Proteinstandards pipettiert. Die 

Verdünnungsreihe des Standards besteht aus 2,5 mg/ml, 2 mg/ml, 1,5 mg/ml, 1 

mg/ml und 0,5 mg/ml bovines Serum Albumin. 

In jedes Loch werden 25 µl A Mix (bestehend aus 1 ml Reagenz A und 20 µl 

Reagenz S) und 200 µl von Reagenz B pipettiert. Bei Raumtemperatur und nach 
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15 Minuten ist die Inkubationszeit der Reagenzien um. Jetzt können die Proben 

und die Proteinstandards mit dem Photometer bei einer Wellenlänge von 620 nm 

untersucht werden. Mithilfe der Proteinstandards wird eine Eichkurve erstellt und 

mit dieser Eichkurve kann den Proteingehalt der Proben ermittelt werden. Alle 

Proben werden auf die gleiche Proteinkonzentration (1 mg/ml) eingestellt. Die 

Verdünnung erfolgt mit Triton-X-100-Lysepuffer auf ein bestimmtes Volumen (z.B 

50-100 µl). Danach wird Lämmli Puffer (Abschn 3.5) in einem Verhältnis von 1:1 

hinzugegeben und die Proben für 5 Minuten bei 95°C gekocht. Durch das Kochen 

der Proben und die Zugabe des Lämmli Puffers werden die Proteine denaturiert. 

Auch Disulfidbrücken werden durch Mercapthoethanol und DTT (enthalten im 

Lämmli Puffer und später im Trenngel bei der SDS-PAGE) zerstört. Die fertigen 

Proben können für mehrere Wochen bei -80°C gelagert werden.  

4.4.3 Diskontinuierliche SDS-PAGE 

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrer Molekülmasse in einem angelegten 

elektrischen Feld erfolgte durch die Methode der diskontinuierlichen SDS-PAGE. 

Das Trenngel besteht aus einem Polymer aus Acrylamidmonomeren und N-N´ 

Methylenbisacrylamid. Die Poymerisation zu einem dreidimensionalen Netz 

erfolgt durch Zugabe von TEMED (N,N,N′,N′-Tetramethylethylendiamin) und 

APS (Ammoniumpersulfat). Die Lücken dieses polymeren Netzes können von 

kleinen Proteinen schneller durchquert werden, dagegen erfahren große Proteine 

beim Durchqueren der kleinen Öffnungen einen höheren Widerstand und legen 

die Strecke zur Anode langsamer als kleine Proteine zurück. Das wichtige 

Detergenz SDS (Natriumdodecylsulfat), das im Lämmli Puffer, Laufpuffer und 

Trenngel enthalten ist, sorgt dafür dass alle Proteine unabhängig von ihrer 

Aminosäurensequenz eine negative Ladung erhalten. Nur so können die 

Proteine während der Elektrophorese durch das Trenngel Richtung Anode 

wandern. 

Um scharfe Banden am Ende des Trennverfahrens zu bekommen wurde 1970 

die diskontinuierliche SDS-Elektrophorese von Lämmli eingeführt167. Bei diesem 

Verfahren werden 2 unterschiedliche Gele aufeinander gestapelt. Im ersten Gel 

(Sammelgel) werden die Proteine fokussiert, das bedeutet, dass die Proteine 

unabhängig von ihrer Masse zu einer einzelnen Bande angeordnet werden. 
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Diese Fokussierung geschieht im großporigen Netz des 3-5% Acrylamid 

Sammelgels durch die Interaktion der im Sammelgel enthaltenen Chloridionen 

und das im Laufpuffer befindliche Glycin. Im Trenngel erfolgt dann die Trennung 

anhand der Molekülmasse.  Das Trenngel (pH 8,8) ist im Vergleich zu dem 

Sammelgel (pH 6,8) basischer und kleinporiger (Acrylamid 10-20%). Diese 

Eigenschaften vom Trenngel erlauben es Proteine mit einer hohen Auflösung zu 

trennen, auch wenn sich ihre Molekülmassen nur um 2 % von einander 

unterscheiden.167  

4.4.4 Herstellung der Polyacrylamid Gele 

Die Herstellung der Polyacrylamid Gele erfolgte in einem speziell geformten 

Gestell aus Plastik und Glas. Dieses wird als erstes zusammengebaut. Zwei 

Glasplatten dichten das Gestell nach vorne und hinten ab. Die Seiten und der 

Boden werden von Gummidichtungen abgedichtet. Zwischen den Glasplatten 

bildet sich eine Öffnung, wo das Gel hineingegossen wird. Zuerst wird in einem 

Becherglas das Trenngel vorbereitet (siehe hierzu Absch 3.5). Die gewählte 

Konzentration des Acrylamids imGel hängt von der Proteinmasse des 

untersuchten Proteins ab. Je kleiner das Protein, desto engmaschiger muss das 

Netz sein, desto höher ist also der Acrylamid Anteil im Gel. Als letztes werden 

APS (Ammoniumpersulfat) und TEMED (Tetramethylethylendiamin) 

hinzugegeben. Ammoniumpersulfat initiiert die Polymerisation und TEMED wirkt 

als Katalysator. Die noch flüssige Lösung wird sofort mit Hilfe einer Glaspipette 

zwischen die Platten gegossen bis zur Markierung. Eine dünne Schicht von 

Isopropanol wird darauf appliziert, um den oberen Rand des Trenngels zu glätten 

und um Luftblasen zu vermeiden. Nach 15-20 Minuten ist die Polymerisation 

abgeschlossen und das Gel fest geworden. Die Isopropanolschicht wird entfernt 

und das Sammelgel kann nun auf das Trenngel (Absch. 3.5.) gegossen werden. 

Auch bei dem Sammelgel muss APS und TEMED am Ende zu der Lösung 

hinzugegeben werden, um einer vorzeitigen Verfestigung des Gels vorzubeugen. 

Am Ende wird ein vorgefertigter Plastikkamm in dem noch flüssigen Sammelgel 

versenkt. Durch den Kamm bilden sich Taschen, wo später die Proben pipettiert 

werden. Nach weiteren 10-20 Minuten hat sich das Sammelgel verfestigt.  

 



 

72 

 

4.4.5 Elektrophorese 

Die fertigen Polyacrylamidgele werden in eine vertikale Elektrophoresekammer 

gesteckt und die Trennkammer mit Laufpuffer (siehe Abschn. 3.5) bis zur oberen 

Markierung gefüllt. Auf einem Gel können bis zu 9 Proben + 1 Proteinstandard 

gleichzeitig laufen. Weil in dieser Arbeit mit 12 Cisplatin adaptierten 

Neuroblastomsublinien und mit der Zelle UKF-NB-3 gearbeit wurde, mussten 

immer zumindest 2 Gele pro untersuchtem Protein gefertigt werden. In eine 

Elektrophoresekammer passen maximal 2 Gele. In die Taschen des Sammelgels 

werden je 15 µl der fertigen Proben pipettiert und 5 µl des Proteinstandards. Die 

Kammer wird mit dem Deckel abgedeckt und am Power Pac angeschlossen. Das 

Power Pac erzeugt eine elektrische Spannung, wodurch die negativ geladenen 

Proteine durch das Gel Richtung Anode wandern. Beim Lauf im Sammelgel wird 

eine Spannung am Gerät von 90 Volt eingestellt und eine Zeit von 15 Minuten. 

Für den Lauf im Trenngel wird eine Spannung von 120 Volt eingestellt und die 

Zeit auf 1,5 - 2 Stunden erhöht. Die Elektrophorese wird beendet, wenn die 

Lauffront den unteren Rand des Trenngels erreicht hat.  

4.4.6 Transfer der Proteine auf die Nitrozellulose Membran 
(Immunoblot) 

Die Übertragung der aufgetrennten Proteine vom Polyacrylamid Gel auf eine 

Nitrozellulose Membran erfolgt mit dem Prinzip der Elektrophorese, nämlich unter 

einer angelegten elektrischen Spannung. Dieses Mal verläuft das elektrische 

Feld nicht parallel, sondern senkrecht zur Achse des Gels. Auf diese Weise 

werden die Proteine jetzt aus dem Gel herausgezogen und wenn man zwischen 

Gel und Anode die Nitrocellulose Membran legt, werden die Proteine auf die 

Membran übertragen. Ein Vorteil der Übertragung auf eine Nitrozellulose 

Membran ist, dass Nitrozellulose widerstandsfähiger und leichter zu präservieren 

ist als das fragile und schnell austrocknende Polyacrylamid Gel. Nun werden vier 

eckige Nitrozellulose Stücke von etwa 8 cm x 6 cm Größe vorbereitet. Weil 

Nitrocellulose DNA, RNA und Proteine binden kann, müssen die 

Nitrocelluloseblätter immer mit der Pinzette gegriffen werden und der Kontakt mit 

verunreinigten Oberflächen muss vermieden werden.   
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Der eigentliche Western Blot erfolgt in einem speziellen Plastik Gestell der Marke 

Biorad. Die Gele werden zunächst vom oberen Teil, bestehend aus Sammelgel 

und Taschen, befreit. Das Gel wird vorsichtig in einer Wanne, gefüllt mit 

destilliertem Wasser, auf das Gestell geladen. Hier ist darauf zu achten, dass der 

schwarze Teil des Gestells unten zu liegen kommt. Dann wird wie folgt beladen: 

Schwamm, Filterpapier, Gel, Nitrozellulose, Filterpapier, Schwamm. Danach wird 

das Gestell zugemacht. Der Blotting Kasten wird mit Transferpuffer bis zur 

Markierung gefüllt, das beladene Gestell im Puffer versenkt und die Elektroden 

auf die richtigen Kontakte gesteckt. Für einen Kasten wird die Stromstärke 0,25 

A eingestellt, für 2 Kästen 0,5 usw. Die Zeit wird auf 1,5 Stunden eingestellt.  

Wenn die Transferzeit um ist, werden die geblotteten Membranen in 

lichtgeschützte Plastikbehälter verlegt und die Behälter mit Blocking Puffer 

gefüllt. Der Blocking Puffer enthält bovines Serumalbumin. Durch die Bindung 

dieses Proteins an der Nitrozellulose Membran wird eine unspezifische Bindung 

des Antikörpers mit der Membran verhindert. Hierdurch wird das unspezifische 

Hintergrundsignal beim Nachweis verringert. Nach 40 Minuten auf dem Schüttler 

ist die Blockierung der Membranen abgeschlossen und die vorher offenen 

Bindungstellen durch die Benetzung mit Blocking Puffer (Absch. 3.5) vollständig 

besetzt.  

Der erste spezifische Antikörper wird nach den Angaben des Herstellers verdünnt 

und dann auf die Membranen gegeben (siehe 3.5.1). Die Inkubation erfolgt über 

Nacht auf dem Schüttler bei 4°C oder alternativ für 1 Stunde bei 

Raumtemperatur. Nach der Inkubation wird die Antikörperlösung aus dem 

Behälter entfernt und die Membranen 3 Mal für jeweils 10 Minuten mit 

Waschpuffer gewaschen. Eine weitere Blockierung der Membran mit Milchpulver 

Lösung oder Blocking Puffer erfolgt vor der Inkubation mit dem zweiten 

Antikörper. Der zweite Antikörper richtet sich nach der Spezies des ersten 

Antikörpers (siehe 3.5.2) und wird 1:20.000 in Blockpuffer verdünnt. Die 

Inkubation des 2. Antikörpers dauert 1 Stunde bei Raumtemperatur. Danach wird 

die Antikörperlösung wieder aus dem Behälter entfernt und die Membran 3 Mal 

mit Waschpuffer gewaschen.  
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Die Detektion der Proteine erfolgt durch die Chemolumineszenz-Reaktion des Kit 

Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (Absch 3.5).  Das in diesem Kit 

enthaltene Luminol reagiert mit Wasserstoffperoxid und der konjugierten 

Meerrettich-Peroxidase des zweiten Antikörpers. Diese Reaktion erzeugt 

Photonen, die später in einem speziellen Film detektiert werden könen. Hierfür 

wird 0,7 ml aus der 1:1 Mischung von Reagenz 1 und 2 auf jede Membran 

gegeben. Die Nitrocellulosemembran wird danach in Transparentfolie gepackt 

und in eine Filmkassette gelegt. Anschließend wird in der Dunkelkammer für ein 

bis mehrere Minuten ein Film auf die Folie gelegt, welcher danach in den 

Entwickler gegeben wird. Der Film wird nach Benetzung mit dem Entwickler kurz 

in Wasser getaucht, dann in Fixierer und erneut in Wasser. Danach wird der Film 

für ein paar Minuten in der Dunkelkammer getrocknet. Nach der Entwicklung sind 

jetzt die Banden auf dem Film zu sehen und mit Hilfe des mitgelaufenen 

Proteinstandards kann das Molekulargewicht des nachgewiesenen Proteins 

bestimmt werden. Wenn die Filme entwickelt worden sind, werden die Bilder mit 

einem Scanner digitalisiert.  

4.5 Colony Forming Assay 

Durch den Kolonienbildungstest wird die Fähigkeit einzelner Tumorzellen 

untersucht, Kolonien zu bilden. Diese Technik wurde 1956 von Puck und Markus 

veröffentlicht168. Seitdem sind mehre Variationen nach und nach eingeführt 

worden, um mit der Methode das Wachstumsverhalten von Tumorzellen und 

Stammzellen in vivo, nach Chemotherapie oder in Tieren zu untersuchen. In 

dieser Arbeit wurden alle Neuroblastomsublinien auf 12 Well Platten (Fläche pro 

Loch 3,8 cm2) für eine Woche und ohne Zytostatikum kultiviert. Anschließend 

werden die Zellen mit Kristallviolett gefärbt und die Kolonien mit dem Mikroskop 

gezählt. Eine Kolonie wurde als eine Zellansamlung von mehr als 50 Zellen 

definiert.  

Die Zellen werden wie üblich nach einer Woche geerntet. Die resuspendierten 

Zellen werden mit Trypanblau (Abschn. 3.7) gefärbt und mit der Bürker 

Zählkammer wird der Anteil lebendiger Zellen in der Zelllösung festgestellt. Der 

Farbstoff Trypanblau wird nur von toten Zellen aufgenommen, wenn die 

Zellmembran im Zuge der Apoptose durchlässig wird. Tote Zellen färben sich 
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dunkelblau und können somit nach Färbung von viablen Zellen (hell) 

unterschieden werden.  

Bei bekannter Zellzahl wird ein Volumen errechnet, das 500 Zellen enthält. 

Dieses Volumen (mit 500 Zellen) wird in jedes Loch pipettiert und das 

Gesamtvolumen in jedem Loch auf 2 ml eingestellt. Jeder Versuch erfolgte im 

zweifach Ansatz. Nach einer Woche im Inkubator wird das Medium vorsichtig 

abgenommen und die Zellen mit 2 ml PBS gewaschen. Danach erfolgte eine 

Färbung mit Kristallviolett für 10 Minuten. Der überschüssige Farbstoff wurde 3 

mal mit 2 ml Wasser abgewaschen. Bei allen Pipettierschritten und besonders 

beim Abwaschen der Färbung mit Kristallviolett ist Vorsicht geboten und es soll 

keine Flüssigkeit direkt auf die Zellen pipettiert werden, weil sonst die Kolonien 

vom Boden gelöst werden. Die Platten werden bei Raumtemperatur für 10-20 

Minuten getrocknet. Das Auszählen der Kolonien erfolgte manuell mit dem 

Mikroskop. Aus der Gesamtzahl der Kolonien wird ein Mittelwert errechnet und 

die Kolonienbildungseffizienz wird mit der folgenden Formel errechnet: 

=
ℎ    

ℎ   ä  
 × 100 
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5 Ergebnisse 

5.1 Resistenzen gegen unterschiedliche Zytostatika 

5.1.1 Cisplatin 

Das Ausmaß der Empfindlichkeit gegenüber Cisplatin wurde durch die 

Bestimmung der IC50-Werte und IC90-Werte überprüft. Die Cisplatin adaptierten 

Sublinien UKF-NB-3rCDDP1000 I-XII haben einen 4,2 - 16,1 mal höheren IC50-

Wert gegen Cisplatin als UKF-NB-3. Die Abbildung 10 zeigt die relative Resistenz 

(IC50-Werte der Cisplatin adaptierten Sublinien in Relation zum IC50-Wert der 

sensitiven Neuroblastomzelllinie UKF-NB-3). Die Tabelle 10 gibt einen Überblick 

über die IC50-Werte und IC90-Werte. Der viel höhere Wert der Sublinie UKF-NB-

3rCDDP1000 I fällt auf. Zu erwähnen ist, dass diese Sublinie länger mit Cisplatin 

passagiert wurde als alle anderen Cisplatin adaptierten Sublinien. 

 

Abbildung 10. Relative Resistenz der 12 Cisplatin adaptierten Sublinien I-XII 

gegen Cisplatin im Verhältnis zu UKF-NB-3.  

Relative Resistenz: Quotient IC50 Cisplatin der Cisplatin adaptierten Sublinie/ 

IC50 Cisplatin von UKF-NB-3. UKF-NB-3 hat eine relative Resistenz von 1 

(Quotient aus eigenem IC50). Relative Resistenz > 1: Jeweilige Sublinie hat ein 

höheren IC50 als UKF-NB-3 (resistenter). Relative Resistenz < 1: jeweilige 

Sublinie hat ein niedrigeren IC50 als UKF-NB-3 (weniger resistent). 
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5.1.2 YM155 

Die Cisplatin adaptierten Sublinien UKF-NB-3rCDDP1000 I-XII sind resistenter 

gegenüber dem Survivin-Inhibitor YM-155 als UKF-NB-3. Die IC50-Werte der 

Sublinien sind 1,2 - 5,2 mal höher als der IC50-Wert der Neuroblastomzelle UKF-

NB-3 (siehe Tabelle 11). Der IC50-Wert der Sublinie UKF-NB-3rCDDP1000 XI ist 

nicht viel höher als der IC50-Wert von UKF-NB-3. UKF-NB-3rCDDP1000 I steht 

aus der Gruppe heraus und hat den höchsten IC50-Wert gegen YM155.  In der 

Tabelle 11 sind alle IC50- und IC90-Werte für YM-155 aufgeführt. 

Sublinie IC50-Wert (µg/ml) IC90-Wert (µg/ml) 

UKF-NB-3 0,18 ± 0,03 0,50 ± 0,08 

UKF-NB-3-R-CDDP-I 2,89 ± 0,32 3,86 ± 0,43 

UKF-NB-3-R-CDDP-II 0,97 ± 0,08 2,74 ± 0,47 

UKF-NB-3-R-CDDP-III 0,92 ± 0,11 1,82 ± 0,26 

UKF-NB-3-R-CDDP-IV 0,76 ± 0,24 1,93 ± 0,56 

UKF-NB-3-R-CDDP-V 0,86 ± 0,08 3,18 ± 0,98 

UKF-NB-3-R-CDDP-VI 1,14 ± 0,09 3,03 ± 1,12 

UKF-NB-3-R-CDDP-VII 0,93 ± 0,13 1,94 ± 0,56 

UKF-NB-3-R-CDDP-VIII 0,87 ± 0,11 2,06 ± 0,47 

UKF-NB-3-R-CDDP-IX 0,88 ± 0,20 2,46 ± 1,79 

UKF-NB-3-R-CDDP-X 0,91 ± 0,18 3,31 ± 1,52 

UKF-NB-3-R-CDDP-XI 0,83 ± 0,08 1,73 ± 0,27 

UKF-NB-3-R-CDDP-XII 0,83 ± 0,26 1,97 ± 0,41 

Tabelle 10.  IC50-Werte und IC90-Werte (in µg/ml) für Cisplatin an UKF-NB-

3 und den 12 Cisplatin adaptierten Sublinien (I bis XII).  

IC50, IC90: Konzentration des Zytostatikums, bei der 50% bzw. 90 % der 

Zellen in ihrem Wachstum inhibiert sind. Die Tabelle zeigt die ermittelten 

Werte als Mittelwert mit Standardabweichung aus Dreifachansatz. 
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Abbildung 11. Relative Resistenz der 12 Cisplatin adaptierten Sublinien gegen 

YM-155 im Verhältnis zu UKF-NB-3.  

Relative Resistenz: Quotient IC50 YM-155 der Cisplatin adaptierten Sublinie/ 

IC50 YM-155 von UKF-NB-3. UKF-NB-3 hat eine relative Resistenz von 1 

(Quotient aus eigenem IC50). Relative Resistenz > 1: Jeweilige Sublinie hat ein 

höheren IC50 als UKF-NB-3 (resistenter). Relative Resistenz < 1: jeweilige 

Sublinie hat ein niedrigeren IC50 als UKF-NB-3 (weniger resistent). YM-155: 

Sepatronium Bromide.  
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Sublinien IC50-Wert (nM/ml) IC90-Wert (nM/ml) 

UKF-NB-3 0,81± 0,02 1,38 ± 0,09 

UKF-NB-3-R-CDDP-I 4,23 ± 0,87 12,34 ± 2,17 

UKF-NB-3-R-CDDP-II 2,42 ± 0,58 5,50 ± 2,13 

UKF-NB-3-R-CDDP-III 1,92 ± 0,37 5,90 ± 3,46 

UKF-NB-3-R-CDDP-IV 2,52 ± 0,67 8,19 ± 1,56 

UKF-NB-3-R-CDDP-V 1,66 ± 0,10 3,86 ± 1,09 

UKF-NB-3-R-CDDP-VI 2,17 ± 0,24 10,18 ± 7,45 

UKF-NB-3-R-CDDP-VII 1,64 ± 0,44 5,14 ± 1,56 

UKF-NB-3-R-CDDP-VIII 2,15 ± 0,65 5,00 ± 1,07 

UKF-NB-3-R-CDDP-IX 1,92 ± 0,43 4,17 ± 1,69 

UKF-NB-3-R-CDDP-X 1,95 ± 0,23 4,33 ± 1,35 

UKF-NB-3-R-CDDP-XI 0,97 ± 0,03 2,75 ± 0,02 

UKF-NB-3-R-CDDP-XII 2,21 ± 0,72 10,19 ± 3,64 

Tabelle 11.  IC50-Werte und IC90-Werte (in nM/ml) für YM-155 an UKF-NB-3 

und den 12 Cisplatin adaptierten Sublinien.  IC50, IC90: Konzentration des 

Zytostatikums, bei der 50% bzw. 90 % der Zellen in ihrem Wachstum inhibiert 

sind. Die Tabelle zeigt die ermittelten Werte als Mittelwert mit 

Standardabweichung aus Dreifachansatz.  YM-155: Sepatronium Bromide. 
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5.1.3 Doxorubicin 

Die IC50-Werte für Doxorubicin liegen in den Cisplatin-adaptierten Sublinien 1-

3.5-fach höher als der IC50-Wert in UKF-NB-3. UKF-NB-3rCDDP1000 I hat den 

höchsten IC50-Wert gegen Doxorubicin. Dieser Wert ist im Vergleich zu UKF-

NB-3 um das 3,5-fache höher (siehe Abbildung 12). Die Tabelle 12 fasst die IC50- 

und IC90-Werte für Doxorubicin zusammen. 

 

Abbildung 12. Relative Resistenz der 12 Cisplatin adaptierten Sublinien gegen 

Doxorubicin im Verhältnis zu UKF-NB-3.  

Relative Resistenz: Quotient IC50 Doxorubicin der Cisplatin adaptierten Sublinie/ 

IC50 Doxorubicin von UKF-NB-3. UKF-NB-3 hat eine relative Resistenz von 1 

(Quotient aus eigenem IC50). Relative Resistenz > 1: Jeweilige Sublinie hat ein 

höheren IC50 als UKF-NB-3 (resistenter). Relative Resistenz < 1: jeweilige 

Sublinie hat ein niedrigeren IC50 als UKF-NB-3 (weniger resistent).   
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5.1.4 Melphalan 

Gegen Melphalan zeigen alle Cisplatin-adaptierten Sublinien 1,6 bis 4,2 fach 

höhere IC50-Werte als UKF-NB-3 (siehe Abbildung 13). Die Tabelle 13 fasst die 

IC50- und IC90-Werte für Melphalan zusammen. 

  

Sublinie IC50-Wert (ng/ml) IC90-Wert (ng/ml) 

UKF-NB-3 1,50 ± 0,33 3,07 ± 1,29 

UKF-NB-3-R-CDDP-I 5,23 ± 1,06 8,59 ± 1,48 

UKF-NB-3-R-CDDP-II 2,96 ± 2,69 4,28 ± 1,82 

UKF-NB-3-R-CDDP-III 2,17 ± 0,54 3,87 ± 0,63 

UKF-NB-3-R-CDDP-IV 2,34 ± 0,66 3,66 ± 1,10 

UKF-NB-3-R-CDDP-V 2,56 ± 0,65 6,13 ± 1,23 

UKF-NB-3-R-CDDP-VI 1,57 ± 0,47 9,58 ± 11,86 

UKF-NB-3-R-CDDP-VII 2,81 ± 0,36 5,32 ± 2,34 

UKF-NB-3-R-CDDP-VIII 2,12 ± 0,42  4,82 ± 1,42 

UKF-NB-3-R-CDDP-IX 2,05 ± 0,59 10,86 ± 9,47 

UKF-NB-3-R-CDDP-X 1,63 ± 0,55 4,40 ± 2,25 

UKF-NB-3-R-CDDP-XI 1,98 ± 0,46 3,52 ± 0,64 

UKF-NB-3-R-CDDP-XII 1,75 ± 1,13 3,81 ± 2,38 

Tabelle 12. IC50-Werte und IC90-Werte (in ng/ml) für Doxorubicin an         UKF-

NB-3 und den 12 Cisplatin adaptierten Sublinien.   

IC50, IC90: Konzentration des Zytostatikums, bei der 50% bzw. 90 % der Zellen 

in ihrem Wachstum inhibiert sind. Die Tabelle zeigt die ermittelten Werte als 

Mittelwert mit Standardabweichung aus Dreifachansatz. 
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Abbildung 13. Relative Resistenz der 12 Cisplatin adaptierten Sublinien gegen 

Melphalan im Verhältnis zu UKF-NB-3.  

Relative Resistenz: Quotient IC50 Melphalan der Cisplatin adaptierten Sublinie/ 

IC50 Melphalan von UKF-NB-3. UKF-NB-3 hat eine relative Resistenz von 1 

(Quotient aus eigenem IC50). Relative Resistenz > 1: Jeweilige Sublinie hat ein 

höheren IC50 als UKF-NB-3 (resistenter). Relative Resistenz < 1: jeweilige 

Sublinie hat ein niedrigeren IC50 als UKF-NB-3 (weniger resistent).   
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Sublinien IC50-Wert (µg/ml) IC90-Wert (µg/ml) 

UKF-NB-3 0,31 ± 0,04 0,60 ± 0,06 

UKF-NB-3-R-CDDP-I 0,93 ± 0,10 1,08 ± 0,24 

UKF-NB-3-R-CDDP-II 0,53 ± 0,20 2,95 ± 2,06 

UKF-NB-3-R-CDDP-III 0,86 ± 0,20 2,74 ± 2,20 

UKF-NB-3-R-CDDP-IV 0,49 ± 0,16 2,34 ± 2,20 

UKF-NB-3-R-CDDP-V 0,71 ± 0,26 1,95 ± 0,56 

UKF-NB-3-R-CDDP-VI 0,75 ± 0,28 2,20 ± 1,65 

UKF-NB-3-R-CDDP-VII 0,97 ± 0,41 1,98 ± 0,85 

UKF-NB-3-R-CDDP-VIII 0,91 ± 0,26 2,20 ± 1,71 

UKF-NB-3-R-CDDP-IX 0,90 ± 0,26 2,19 ± 0,15 

UKF-NB-3-R-CDDP-X 1,31 ± 0,21 3,55 ± 1,45 

UKF-NB-3-R-CDDP-XI 1,01 ± 0,12 2,57 ± 0,79 

UKF-NB-3-R-CDDP-XII 0,92 ± 0,02 3,61 ± 1,31 

Tabelle 13. IC50-Werte und IC90-Werte (in µg/ml) für Melphalan an UKF-NB-3 

und den 12 Cisplatin adaptierten Sublinien.  

IC50, IC90: Konzentration des Zytostatikums, bei der 50% bzw. 90 % der Zellen 

in ihrem Wachstum inhibiert sind. Die Tabelle zeigt die ermittelten Werte als 

Mittelwert mit Standardabweichung aus Dreifachansatz. 

5.1.5 Vincristin 

Die IC50-Werte für Vincristin schwankten zwischen den Sublinien (siehe Tabelle 

5.1.5). Die Sublinien UKF-NB-3rCDDP1000 I, VII, XI haben einen niedrigeren IC50-

Wert als UKF-NB-3 (0,3 bis 0,8 fach), die restlichen Sublinien zeigen einen 

höheren IC50-Wert als UKF-NB-3. Im Verhältnis zum IC50-Wert von UKF-NB-3 

sind meist die IC50-Werte der Cisplatin adaptierten Sublinien 1,3 - 3,6-fachen 

höher (siehe Abbildung 14). Die Tabelle 14 fasst die IC50- und IC90-Werte für 

Vincristin zusammen. 
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Abbildung 14. Relative Resistenz der 12 Cisplatin adaptierten Sublinien gegen 

Vincristin im Verhältnis zu UKF-NB-3.  

Relative Resistenz: Quotient IC50 Vincristin der Cisplatin adaptierten Sublinie/ 

IC50 Vincristin von UKF-NB-3. UKF-NB-3 hat eine relative Resistenz von 1 

(Quotient aus eigenem IC50). Relative Resistenz > 1: Jeweilige Sublinie hat ein 

höheren IC50 als UKF-NB-3 (resistenter). Relative Resistenz < 1: jeweilige 

Sublinie hat ein niedrigeren IC50 als UKF-NB-3 (weniger resistent). 
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5.1.6 Docetaxel 

Im Vergleich zu UKF-NB-3 sind alle Cisplatin adaptierten Sublinien resistenter 

gegen Docetaxel. Die IC50-Werte der Cisplatin adaptierten Sublinien liegen um 

das 1,8 - 4,2 fache höher als der IC50-Wert von UKF-NB-3 (siehe Abbildung 15). 

Die Tabelle 15 fasst die IC50- und IC90-Werte für Docetaxel zusammen. 

  

Sublinien IC50-Wert (ng/ml) IC90-Wert (ng/ml) 

UKF-NB-3 0,30 ± 0,01  0,79 ± 0,07 

UKF-NB-3-R-CDDP-I 0,25 ± 0,02 0,21 ± 0,13 

UKF-NB-3-R-CDDP-II 1,09 ± 0,11 2,37 ± 0,14 

UKF-NB-3-R-CDDP-III 0,91 ± 0,03 2,13 ± 1,02 

UKF-NB-3-R-CDDP-IV 0,38 ± 0,03 0,85 ± 0,12 

UKF-NB-3-R-CDDP-V 0,63 ± 0,14 1,50 ± 0,15 

UKF-NB-3-R-CDDP-VI 0,82 ± 0,21 1,30 ± 0,19 

UKF-NB-3-R-CDDP-VII 0,20 ± 0,02 0,85 ± 0,60 

UKF-NB-3-R-CDDP-VIII 0,70 ± 0,11 1,63 ± 0,16 

UKF-NB-3-R-CDDP-IX 0,76 ± 0,22 0,98 ± 0,12 

UKF-NB-3-R-CDDP-X 0,85 ± 0,24 1,56 ± 0,52 

UKF-NB-3-R-CDDP-XI 0,10 ± 0,02 6,93 ± 8,66 

UKF-NB-3-R-CDDP-XII 0,51 ± 0 ,04 0,80 ± 0,20 

Tabelle 14. IC50-Werte und IC90-Werte (in ng/ml) für Vincristin an UKF-NB-3 

und den 12 Cisplatin adaptierten Sublinien.   

IC50, IC90: Konzentration des Zytostatikums, bei der 50% bzw. 90 % der Zellen 

in ihrem Wachstum inhibiert sind. Die Tabelle zeigt die ermittelten Werte als 

Mittelwert mit Standardabweichung aus Dreifachansatz. 
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Abbildung 15. Relative Resistenz der 12 Cisplatin adaptierten Sublinien gegen 

Docetaxel im Verhältnis zu UKF-NB-3.  

Relative Resistenz: Quotient IC50 Docetaxel der Cisplatin adaptierten Sublinie/ 

IC50 Docetaxel von UKF-NB-3. UKF-NB-3 hat eine relative Resistenz von 1 

(Quotient aus eigenem IC50). Relative Resistenz > 1: Jeweilige Sublinie hat ein 

höheren IC50 als UKF-NB-3 (resistenter). Relative Resistenz < 1: jeweilige 

Sublinie hat ein niedrigeren IC50 als UKF-NB-3 (weniger resistent).   
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Sublinien IC50-Wert (ng/ml) IC90-Wert (ng/ml) 

UKF-NB-3 0,25 ± 0,15 0,59 ± 0,47 

UKF-NB-3-R-CDDP-I 0,45 ± 0,09 0,67 ± 0,17 

UKF-NB-3-R-CDDP-II 1,01 ± 0,64 2,59 ± 1,83 

UKF-NB-3-R-CDDP-III 1,06 ± 0,54 2,17 ± 1,30 

UKF-NB-3-R-CDDP-IV 0,77 ± 0,45 1,02 ± 0,44 

UKF-NB-3-R-CDDP-V 0,59 ± 0,18 1,04 ± 0,41 

UKF-NB-3-R-CDDP-VI 0,66 ± 0,27 1,32 ± 0,81 

UKF-NB-3-R-CDDP-VII 0,51 ± 0,34 1,05 ± 0,71 

UKF-NB-3-R-CDDP-VIII 0,78 ± 0,28 1,60 ± 0,55 

UKF-NB-3-R-CDDP-IX 0,76 ± 0,28 1,13 ± 0,29 

UKF-NB-3-R-CDDP-X 0,65 ± 0,31 1,83 ± 1,81 

UKF-NB-3-R-CDDP-XI 0,59 ± 0,27 0,98 ± 0,46 

UKF-NB-3-R-CDDP-XII 0,92 ± 0,16  1,62 ± 0,50 

Tabelle 15. IC50-Werte und IC90-Werte (in ng/ml) für Docetaxel an UKF-NB-3 

und den 12 Cisplatin adaptierten Sublinien. 

IC50, IC90: Konzentration des Zytostatikums, bei der 50% bzw. 90 % der Zellen 

in ihrem Wachstum inhibiert sind. Die Tabelle zeigt die ermittelten Werte als 

Mittelwert mit Standardabweichung aus Dreifachansatz. 

 

5.1.7 Etoposid 

Bei Etoposid fällt vor allem UKF-NB-3rCDDP1000 I auf: hier liegt der IC50-Wert 

gegen Etoposid bei 97,33 ng/ml. Dieser Wert ist im Vergleich zum IC50-Wert von 

UKF-NB-3 (27,89 ng/ml) 3,5-fach höher. Die restlichen Sublinien zeigen 1,1 bis 

1,9-fach höhere IC50-Werte gegen Etoposid als UKF-NB-3. Die IC50- und IC90-

Werte gegen Etoposid für alle anderen Cisplatin adaptierten Sublinie können aus 

Tabelle 16 abgelesen werden. Die Relation der IC50-Werte der Cisplatin 

adaptierten Sublinien gegen Etoposid zum IC50-Wert von UKF-NB-3 wird in 

Abbildung 16 dargestellt. 
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Abbildung 16. Relative Resistenz der 12 Cisplatin adaptierten Sublinien gegen 

Etoposid im Verhältnis zu UKF-NB-3.  

Relative Resistenz: Quotient IC50 Etopisid der Cisplatin adaptierten Sublinie/ 

IC50 Etoposid von UKF-NB-3. UKF-NB-3 hat eine relative Resistenz von 1 

(Quotient aus eigenem IC50). Relative Resistenz > 1: Jeweilige Sublinie hat ein 

höheren IC50 als UKF-NB-3 (resistenter). Relative Resistenz < 1: jeweilige 

Sublinie hat ein niedrigeren IC50 als UKF-NB-3 (weniger resistent). 
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5.1.8 Carboplatin 

Alle Cisplatin adaptierte Sublinien haben einen deutlich höheren IC50-Wert 

gegen Carboplatin als UKF-NB-3. Die IC50-Werte der Sublinien sind etwa 3,7-

9,3 fach höher als der IC50-Wert von UKF-NB-3 (siehe Abbildung 17). Die 

Tabelle 17 fasst die IC50- und IC90-Werte gegen Carboplatin zusammen. 

  

Sublinien IC50-Wert (ng/ml) IC90-Wert (ng/ml) 

UKF-NB-3 27,8 ± 9,4 63,78 ± 21,8 

UKF-NB-3-R-CDDP-I 97,3 ± 14,1 271,17 ± 173,0 

UKF-NB-3-R-CDDP-II 39,6 ± 15,5 118,38 ± 22,5 

UKF-NB-3-R-CDDP-III 42,9 ± 8,2 122,72 ± 43,8 

UKF-NB-3-R-CDDP-IV 49,7 ± 8,4 102,26 ± 22,8 

UKF-NB-3-R-CDDP-V 48,4 ± 8,4 160,32 ± 59,4 

UKF-NB-3-R-CDDP-VI 29,7 ± 10,2 96,52 ± 19,7 

UKF-NB-3-R-CDDP-VII 36,6 ± 7,3 133,11 ± 27,2 

UKF-NB-3-R-CDDP-VIII 53,0 ± 5,5 168,68 ± 26,7 

UKF-NB-3-R-CDDP-IX 40,6 ± 3,5 233,13 ± 267,8 

UKF-NB-3-R-CDDP-X 31,5 ± 16,9 173,70 ± 94,2 

UKF-NB-3-R-CDDP-XI 36,6 ± 24,5 66,66 ± 11,3 

UKF-NB-3-R-CDDP-XII 45,8 ± 22,6 110,57 80,0 

Tabelle 16. IC50-Werte und IC90-Werte (in ng/ml) für Etoposid an UKF-NB-3 

und den 12 Cisplatin adaptierten Sublinien. 

IC50, IC90: Konzentration des Zytostatikums, bei der 50% bzw. 90 % der Zellen 

in ihrem Wachstum inhibiert sind. Die Tabelle zeigt die ermittelten Werte als 

Mittelwert mit Standardabweichung aus Dreifachansatz. 
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Abbildung 17. Relative Resistenz der 12 Cisplatin adaptierten Sublinien gegen 

Carboplatin im Verhältnis zu UKF-NB-3.  

Relative Resistenz: Quotient IC50 Carboplatin der Cisplatin adaptierten Sublinie/ 

IC50 Carboplatin von UKF-NB-3. UKF-NB-3 hat eine relative Resistenz von 1 

(Quotient aus eigenem IC50). Relative Resistenz > 1: Jeweilige Sublinie hat ein 

höheren IC50 als UKF-NB-3 (resistenter). Relative Resistenz < 1: jeweilige 

Sublinie hat ein niedrigeren IC50 als UKF-NB-3 (weniger resistent).  
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5.1.9 Gemcitabin 

Der IC50-Wert von Gemcitabin liegt in UKF-NB-3 bei 0,99 ng/ml. Die IC50-Werte 

der Cisplatin adaptierten Sublinien liegen in einem Bereich zwischen 0,6 – 1,3 

ng/ml und unterscheiden sich nicht stark vom IC50-Wert in UKF-NB-3. Die 

Tabelle 18 fasst die IC50- und IC90-Werte von Gemcitabin zusammen. Die 

Abbildung 18 zeigt die IC50-Werte der Sublinien gegen Gemcitabin im Verhältnis 

zum IC50-Wert von UKF-NB-3. 

  

Sublinie IC50-Wert (µg/ml) IC90-Wert (µg/ml) 

UKF-NB-3 0,80 ± 0,15 2,09 ± 0,98  

UKF-NB-3-R-CDDP-I 7,46 ± 0,09 12,45 ± 0,40 

UKF-NB-3-R-CDDP-II 4,40 ± 0,18 12,98 ± 3,61 

UKF-NB-3-R-CDDP-III 5,39 ± 0,01 11,28 ± 0,09 

UKF-NB-3-R-CDDP-IV 3,25 ± 0,12 7,27 ± 1,02 

UKF-NB-3-R-CDDP-V 4,21 ± 0,07 10,59 ± 0,05 

UKF-NB-3-R-CDDP-VI 5,35 ± 0,23 7,13 ± 0,89 

UKF-NB-3-R-CDDP-VII 3,74 ± 0,22 8,63 ± 0,24 

UKF-NB-3-R-CDDP-VIII 4,57 ± 0,05 10,91 ± 1,65 

UKF-NB-3-R-CDDP-IX 4,35 ± 0,07 11,49 ± 1,69 

UKF-NB-3-R-CDDP-X 5,98 ± 0,88 13,48 ± 3,50 

UKF-NB-3-R-CDDP-XI 2,96 ± 0,06 6,19 ± 0,16 

UKF-NB-3-R-CDDP-XII 2,92 ± 0,04 6,33 ± 0,19 

Tabelle 17. IC50-Werte und IC90-Werte (in µg/ml) für Carboplatin an UKF-NB-

3 und den 12 Cisplatin adaptierten Sublinien. 

IC50, IC90: Konzentration des Zytostatikums, bei der 50% bzw. 90 % der Zellen 

in ihrem Wachstum inhibiert sind. Die Tabelle zeigt die ermittelten Werte als 

Mittelwert mit Standardabweichung aus Dreifachansatz. 
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Abbildung 18. Relative Resistenz der 12 Cisplatin adaptierten Sublinien gegen 

Gemcitabin im Verhältnis zu UKF-NB-3.  

Relative Resistenz: Quotient IC50 Gemcitabin der Cisplatin adaptierten Sublinie/ 

IC50 Gemcitabin von UKF-NB-3. UKF-NB-3 hat eine relative Resistenz von 1 

(Quotient aus eigenem IC50). Relative Resistenz > 1: Jeweilige Sublinie hat ein 

höheren IC50 als UKF-NB-3 (resistenter). Relative Resistenz < 1: jeweilige 

Sublinie hat ein niedrigeren IC50 als UKF-NB-3 (weniger resistent).  
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Sublinie IC50-Wert (ng/ml) IC90-Wert (ng/ml) 

UKF-NB-3 0,99 ± 0,20 1,63 ± 0,61 

UKF-NB-3-R-CDDP-I 1,24 ± 0,17  1,52 ± 0,07 

UKF-NB-3-R-CDDP-II 0,77 ± 0,17 1,29 ± 0,16 

UKF-NB-3-R-CDDP-III 1,10 ± 0,23 1,82 ± 0,64 

UKF-NB-3-R-CDDP-IV 0,90 ± 0,07 1,30 ± 0,16 

UKF-NB-3-R-CDDP-V 1,01 ± 0,08 1,49 ± 0,55 

UKF-NB-3-R-CDDP-VI 1,20 ± 0,40 1,79 ± 0,56 

UKF-NB-3-R-CDDP-VII 1,04 ± 0,10 1,61 ± 0,60 

UKF-NB-3-R-CDDP-VIII 1,30 ± 0,56 2,11 ± 0,59 

UKF-NB-3-R-CDDP-IX 0,90 ± 0,50 1,49 ± 0,82 

UKF-NB-3-R-CDDP-X 1,18 ± 0,13 4,17 ± 4,43 

UKF-NB-3-R-CDDP-XI 0,92 ± 0,49  7,57 ± 11,69 

UKF-NB-3-R-CDDP-XII 0,60 ± 0,23 1,06 ± 0,68 

Tabelle 18. IC50-Werte und IC90-Werte (in ng/ml) für Gemcitabin an UKF-NB-

3 und den 12 Cisplatin adaptierten Sublinien. 

IC50, IC90: Konzentration des Zytostatikums, bei der 50% bzw. 90 % der Zellen 

in ihrem Wachstum inhibiert sind. Die Tabelle zeigt die ermittelten Werte als 

Mittelwert mit Standardabweichung aus Dreifachansatz. 

5.1.10 Oxaliplatin  

Der IC50-Wert gegen Oxaliplatin ist in UKF-NB-3rCDDP1000 XI besonders hoch 

(9,18 µg/ml) im Vergleich zu UKF-NB-3 (2,81 µg/ml). Die anderen Cisplatin 

adaptierten Sublinien haben IC50-Werte zwischen 1,7 - 5,2 µg/ml. Die Sublinien 

III, IV, VIII und XII haben einen niedrigeren IC50-Wert als UKF-NB-3. Die IC50-

Werte der Sublinien UKF-NB-3rCDDP1000 V und X liegen sehr nah am IC50-Wert 

von UKF-NB-3. Tabelle 19 fasst die IC50- und IC90-Werte von Oxaliplatin 

zusammen. Die Abbildung 19 zeigt die IC50-Werte der Sublinien gegen 

Oxaliplatin im Verhältnis zum IC50-Wert von UKF-NB-3. 
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Abbildung 19. Relative Resistenz der 12 Cisplatin adaptierten Sublinien gegen 

Oxaliplatin im Verhältnis zu UKF-NB-3.  

Relative Resistenz: Quotient IC50 Oxaliplatin der Cisplatin adaptierten Sublinie/ 

IC50 Oxaliplatin von UKF-NB-3. UKF-NB-3 hat eine relative Resistenz von 1 

(Quotient aus eigenem IC50). Relative Resistenz > 1: Jeweilige Sublinie hat ein 

höheren IC50 als UKF-NB-3 (resistenter). Relative Resistenz < 1: jeweilige 

Sublinie hat ein niedrigeren IC50 als UKF-NB-3 (weniger resistent).  
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5.1.11 Vinblastin 

Die IC50-Werte der Cisplatin adaptierten Sublinien gegen Vinblastin sind höher 

als der IC50-Wert in UKF-NB-3. Die Cisplatin adaptierten Sublinien sind 1,3 - 4,4-

fach resistenter gegenüber Vinblastin als UKF-NB-3. Die Tabelle 20 fasst die 

IC50- und IC90-Werte von Vinblastin zusammen. Die Abbildung 20 zeigt die 

IC50-Werte der Sublinien gegen Vinblastin im Verhältnis zum IC50-Wert von 

UKF-NB-3. 

  

Sublinie IC50-Wert (µg/ml) IC90-Wert (µg/ml) 

UKF-NB-3 2,81 ± 0,85 11,75 ± 14,29 

UKF-NB-3-R-CDDP-I 4,03 ± 0,06 7,08 ± 2,53 

UKF-NB-3-R-CDDP-II 5,28 ± 0,47 12,42 ± 4,26 

UKF-NB-3-R-CDDP-III 2,51 ± 0,05 3,66 ± 0,94 

UKF-NB-3-R-CDDP-IV 1,74 ± 0,10 3,77 ± 0,38 

UKF-NB-3-R-CDDP-V 2,72 ± 0,52 6,63 ± 2,49 

UKF-NB-3-R-CDDP-VI 3,71 ± 0,74 9,34 ± 3,48 

UKF-NB-3-R-CDDP-VII 4,58 ± 0,60 8,21 ± 0,56 

UKF-NB-3-R-CDDP-VIII 2,48 ± 0,26 6,93 ± 0,21 

UKF-NB-3-R-CDDP-IX 3,31 ± 0,61 7,98 ± 0,46 

UKF-NB-3-R-CDDP-X 2,94 ± 0,46 5,15 ± 0,56 

UKF-NB-3-R-CDDP-XI 9,18 ± 0,65 21,71 ± 3,54 

UKF-NB-3-R-CDDP-XII 1,76 ± 0,06 5,13 ± 0,22 

Tabelle 19. IC50-Werte und IC90-Werte (in µg/ml) für Oxaliplatin an UKF-NB-3 

und den 12 Cisplatin adaptierten Sublinien. 

IC50, IC90: Konzentration des Zytostatikums, bei der 50% bzw. 90 % der Zellen 

in ihrem Wachstum inhibiert sind. Die Tabelle zeigt die ermittelten Werte als 

Mittelwert mit Standardabweichung aus Dreifachansatz. 
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Abbildung 20. Relative Resistenz der 12 Cisplatin adaptierten Sublinien gegen 

Vinblastin im Verhältnis zu UKF-NB-3.  

Relative Resistenz: Quotient IC50 Vinblastin der Cisplatin adaptierten Sublinie/ 

IC50 Vinblastin von UKF-NB-3. UKF-NB-3 hat eine relative Resistenz von 1 

(Quotient aus eigenem IC50). Relative Resistenz > 1: Jeweilige Sublinie hat ein 

höheren IC50 als UKF-NB-3 (resistenter). Relative Resistenz < 1: jeweilige 

Sublinie hat ein niedrigeren IC50 als UKF-NB-3 (weniger resistent).  
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Sublinien IC50-Wert (ng/ml) IC90-Wert (ng/ml) 

UKF-NB-3 0,16 ± 0,06 0,48 ± 0,22 

UKF-NB-3-R-CDDP-I 0,31 ± 0,01 1,25 ± 1,24 

UKF-NB-3-R-CDDP-II 0,70 ± 0,06 1,42 ± 0,66 

UKF-NB-3-R-CDDP-III 0,75 ± 0,15 1,05 ± 0,41 

UKF-NB-3-R-CDDP-IV 0,64 ± 0,001 0,75 ± 0,00 

UKF-NB-3-R-CDDP-V 0,51 ± 0,005 1,17 ± 0,23 

UKF-NB-3-R-CDDP-VI 0,93 ± 0,13 2,29 ± 0,39 

UKF-NB-3-R-CDDP-VII 0,68 ± 0,02 1,37 ± 0,08 

UKF-NB-3-R-CDDP-VIII 0,77 ± 0,10 1,85 ± 0,27 

UKF-NB-3-R-CDDP-IX 0,80 ± 0,19 1,09 ± 0,45 

UKF-NB-3-R-CDDP-X 0,56 ± 0,06 1,52 ± 0,89 

UKF-NB-3-R-CDDP-XI 0,27 ± 0,02 0,81 ± 0,18 

UKF-NB-3-R-CDDP-XII 0,78 ± 0,04 1,23 ± 0,28 

Tabelle 20. IC50-Werte und IC90-Werte (in ng/ml) für Vinblastin an UKF-NB-

3 und den 12 Cisplatin adaptierten Sublinien. 

IC50, IC90: Konzentration des Zytostatikums, bei der 50% bzw. 90 % der 

Zellen in ihrem Wachstum inhibiert sind. Die Tabelle zeigt die ermittelten Werte 

als Mittelwert mit Standardabweichung aus Dreifachansatz. 
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5.2 Durchflusszytometrie 

Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchungen werden in 2 

unterschiedlichen Darstellungen präsentiert. Die erste Darstellung zeigt den 

prozentualen Anteil an gefärbten Zellen innerhalb der gemessenen Probe. Die 

zweite Darstellung zeigt die gemessene RFU (relative fluorescence units) der 

Proben. Eine tabellarische Darstellung aller Versuchsdaten ist im Anhang zu 

finden (siehe Anhang 10). 

5.2.1 BCRP 

Die Cisplatin-adaptierten Sublinien UKF-NB3rCDDP1000 I, II, III, IV, VIII und X 

haben eine kleine Zellpopulation, die BCRP exprimiert. Diese Zellpopulation 

macht zwischen 0,0 - 1,93% der gesamten Population aus. Die Expression von 

BCRP in RFU ist innerhalb dieser Zellpopulation vergleichsweise schwach (siehe 

Abbildung 21 und 22).   
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Abbildung 21. BCRP-Expression von UKF-NB-3, den 12 Cisplatin adaptierten 

Sublinien (I bis XII) und UKF-NB-3BCRP am Durchflusszytometer. Die Abbildung 

zeigt den Anteil spezifisch gefärbter Zellen mit BCRP in Prozent (Mittelwert) als 

dicker Balken. Der dünner Balken repräsentiert die Standardabweichung 

(Zwecks besserer Übersichtlichkeit nur positiver Wert dargestellt).  Die 

Neuroblastomzelle UKF-NB-3BCRP exprimiert nach Transduktion mit Lentiviren 

große Mengen an BCRP und diente als Positivkontrolle. Alle Versuche wurden 

im Dreifachansatz durchgeführt. Eine tabellarische Aufstellung der Messwerte 

findet sich in Anhang 10 (als Mittelwert mit Standardabweichung aus 

Dreifachansatz). BCRP: ATP-binding cassette super-family G member 2. 
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Abbildung 22. BCRP-Expression von UKF-NB-3, den 12 Cisplatin adaptierten 

Sublinien (I bis XII) und UKF-NB-3BCRP am Durchflusszytometer. Die Abbildung 

zeigt die ermittelten Messwerte in relative Fluorescence Unit (RFU) als dicker 

Balken (Mittelwert). Der dünner Balken repräsentiert die Standardabweichung 

(Zwecks besserer Übersichtlichkeit nur positiver Wert dargestellt). Die 

Neuroblastomzelle UKF-NB-3BCRP exprimiert nach Transduktion mit Lentiviren 

große Mengen an BCRP und diente als Positivkontrolle. Alle Versuche wurden 

im Dreifachansatz durchgeführt. Eine tabellarische Aufstellung der Messwerte 

findet sich in Anhang 10 (als Mittelwert mit Standardabweichung aus 

Dreifachansatz). BCRP: ATP-binding cassette super-family G member 2. 

5.2.2 BMI-1 

Die Expression von BMI-1 zeigte starke Schwankungen. Bei einigen 

Experimenten exprimierte eine minimale Zellpopulation BMI-1. Bei anderen 

Versuche war diese Expression nicht vorhanden. Es konnte kein Unterschied in 

der Expression von BMI-1 zwischen Cisplatin-adaptierten Sublinien und UKF-

NB-3 gefunden werden. Weil bei den meisten Versuchen keine Expression von 

BMI-1 nachgewiesen werden konnte, liegt die Vermutung nahe, dass weder 

UKF-NB-3 noch die Cisplatin adaptierten Sublinien BMI-1 exprimieren. 

Exemplarisch werden hier die Ergebnisse einer Messung gezeigt (siehe 

Abbildungen 23 und 24). 
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Abbildung 23. BMI-1-Expression von UKF-NB-3 und den 12 Cisplatin 

adaptierten Sublinien (I bis XII) am Durchflusszytometer. Die Abbildung zeigt den 

Anteil spezifisch gefärbter Zellen mit BMI-1 in Prozent als dicker Balken in 

(Mittelwert). Der dünner Balken repräsentiert die Standardabweichung (Zwecks 

besserer Übersichtlichkeit nur positiver Wert dargestellt).  Alle Versuche wurden 

im Dreifachansatz durchgeführt. Eine tabellarische Aufstellung der Messwerte 

findet sich in Anhang 10 (als Mittelwert mit Standardabweichung aus 

Dreifachansatz). BMI-1: Polycomb complex protein BMI-1. 
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Abbildung 24. BMI-1-Expression von UKF-NB-3 und den 12 Cisplatin 

adaptierten Sublinien (I bis XII) am Durchflusszytometer. Die Abbildung zeigt die 

ermittelten Messwerte für BMI-1 in Relative Fluorescence Unit (RFU) als dicker 

Balken (Mittelwert). Der dünner Balken repräsentiert die Standardabweichung 

(Zwecks besserer Übersichtlichkeit nur positiver Wert dargestellt). Alle Versuche 

wurden im Dreifachansatz durchgeführt. Eine tabellarische Aufstellung der 

Messwerte findet sich in Anhang 10 (als Mittelwert mit Standardabweichung aus 

Dreifachansatz). BMI-1: Polycomb complex protein BMI-1. 

5.2.3 CD133 

Alle gestesteten Zellen exprimieren den Stammzellmarker CD133. Eine niedrige 

Expression wurde bei UKF-NB-3 und UKF-NB-3rCDDP1000 VI und XII beobachtet. 

Der CD133 positive Zellanteil variert von 0,03% bis 81,7% je nach Sublinie 

(Abbildung 25). Die Cisplatin-adaptierten Neuroblastomsublinien scheinen einen 

höheren Anteil an CD133 positiven Zellen zu haben, sowie eine stärkere 

Expression als UKF-NB-3. Bemerkenswert ist, dass der höchste CD133 positive 

Zellanteil bei UKF-NB-3rCDDP I zu finden ist, die Sublinie die meistens den 

höchsten IC50-Wert gegen verschiedene Wirkstoffe hatte.   
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Abbildung 25. CD133 Expression von UKF-NB-3 und den 12 Cisplatin 

adaptierten Sublinien (I bis XII) am Durchflusszytometer. Die Abbildung zeigt den 

Anteil spezifisch gefärbter Zellen mit CD133 in Prozent als dicker Balken 

(Mittelwert). Der dünner Balken repräsentiert die Standardabweichung (Zwecks 

besserer Übersichtlichkeit nur positiver Wert dargestellt). Alle Versuche wurden 

im Dreifachansatz durchgeführt. Alle Versuche wurden im Dreifachansatz 

durchgeführt. Eine tabellarische Aufstellung der Messwerte findet sich in Anhang 

10 (als Mittelwert mit Standardabweichung aus Dreifachansatz). CD133: 

Prominin 1. 
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Abbildung 26. CD133 Expression von UKF-NB-3 und den 12 Cisplatin 

adaptierten Sublinien (I bis XII) am Durchflusszytometer. Die Abbildung zeigt die 

ermittelten Messwerte für CD133 in Relative Fluorescence Unit (RFU) als dicker 

Balken (Mittelwert). Der dünner Balken repräsentiert die Standardabweichung 

(Zwecks besserer Übersichtlichkeit nur positiver Wert dargestellt). Alle Versuche 

wurden im Dreifachansatz durchgeführt. Eine tabellarische Aufstellung der 

Messwerte findet sich in Anhang 10 (als Mittelwert mit Standardabweichung aus 

Dreifachansatz). CD133: Prominin 1. 

5.2.4 GD2 

Der GD2 positive Zellanteil beträgt bei UKF-NB-3 um die 33% und ist im 

Vergleich zu den Cisplatin-adaptierten Neuroblastomsublinien deutlich erhöht 

(siehe Abb. 27). Die Cisplatin-adaptierten Sublinien haben einen GD2 positiven 

Zellanteil zwischen 0,00% bis maximal 6,5%. Die Stärke der Expression (RFU) 

von GD2 ist bei den Cisplatin-adaptierten Sublinien niedriger als bei UKF-NB3 

(siehe Abb. 28).   
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Abbildung 27. GD2 Expression von UKF-NB-3 und den 12 Cisplatin adaptierten 

Sublinien (I bis XII) am Durchflusszytometer. Die Abbildung zeigt den Anteil 

spezifisch gefärbter Zellen mit GD2 in Prozent als dicker Balken (Mittelwert). Der 

dünner Balken representiert die Standardabweichung (Zwecks besserer 

Übersichtlichkeit nur positiver Wert dargestellt). Alle Versuche wurden im 

Dreifachansatz durchgeführt. Eine tabellarische Aufstellung der Messwerte findet 

sich in Anhang 10 (als Mittelwert mit Standardabweichung aus Dreifachansatz). 

GD2: Ganglioside G2. 
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Abbildung 28. GD2 Expression von UKF-NB-3 und den 12 Cisplatin adaptierten 

Sublinien (I bis XII) am Durchflusszytometer. Die Abbildung zeigt die ermittelten 

Messwerte für GD2 in Relative Fluorescence Unit (RFU) als dicker Balken 

(Mittelwert). Der dünner Balken repräsentiert die Standardabweichung (Zwecks 

besserer Übersichtlichkeit nur positiver Wert dargestellt). Alle Versuche wurden 

im Dreifachansatz durchgeführt. Eine tabellarische Aufstellung der Messwerte 

findet sich in Anhang 10 (als Mittelwert mit Standardabweichung aus 

Dreifachansatz). GD2: Ganglioside G2. 

5.2.5 MDR1/ABCB1 

Die MDR1 positive Zellpopulation beträgt je nach Zelle zwischen 0,00% - 2,1%. 

Folglich scheint die Expression dieses Proteins schwach zu sein. Die 

Neuroblastomzelle UKF-NB-3MDR1/ ABCB1 diente als Positivkontrolle und zeigt nach 

Transduktion mit Lentiviren eine starke Expression von MDR1 (siehe Abb. 29 und 

30). 
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Abbildung 29. MDR1-Expression von UKF-NB-3, den 12 Cisplatin adaptierten 

Sublinien (I bis XII) und UKF-NB-3MDR1 am Durchflusszytometer. Die Abbildung 

zeigt den Anteil spezifisch gefärbter Zellen mit MDR1 in Prozent als dicker Balken 

(Mittelwert). Der dünner Balken repräsentiert die Standardabweichung (Zwecks 

besserer Übersichtlichkeit nur positiver Wert dargestellt). Die Neuroblastomzelle 

UKF-NB-3MDR1 exprimiert nach Transduktion mit Lentiviren große Mengen an 

MDR1 und diente als Kontrolle für die Expression von MDR1. Alle Versuche 

wurden im Dreifachansatz durchgeführt. Eine tabellarische Aufstellung der 

Messwerte findet sich in Anhang 10 (als Mittelwert mit Standardabweichung aus 

Dreifachansatz). MDR-1: Multidrug-Resistance-Protein 1. 

  



 

108 

 

 

Abbildung 30. MDR1-Expression von UKF-NB-3, den 12 Cisplatin adaptierten 

Sublinien (I bis XII) und UKF-NB-3MDR1 am Durchflusszytometer. Die Abbildung 

zeigt die ermittelten Messwerte in Relative Fluorescence Unit (RFU) als dicker 

Balken (Mittelwert). Der dünner Balken repräsentiert die Standardabweichung 

(Zwecks besserer Übersichtlichkeit nur positiver Wert dargestellt). Die 

Neuroblastomzelle UKF-NB-3MDR1 exprimiert nach Transduktion mit Lentiviren 

große Mengen an MDR1 und diente als Kontrolle für die Expression von MDR1. 

Alle Versuche wurden im Dreifachansatz durchgeführt. Eine tabellarische 

Aufstellung der Messwerte findet sich in Anhang 10 (als Mittelwert mit 

Standardabweichung aus Dreifachansatz). MDR-1: Multidrug-Resistance-

Protein 1. 

5.2.6 Nanog 

Alle Neuroblastomsublinien weisen eine Nanog-positive Zellpopulation auf. Die 

Nanog-positive Zellpopulation schwankte zwischen 1,9% bis 47% (siehe Abb. 

31). Die Expression von Nanog in RFU liegt bei den Cisplatin-adaptierten 

Sublinien höher als bei UKF-NB-3. Auch der Nanog positive Zellanteil liegt bei 

den Cisplatin-adaptierten Sublinien höher als bei UKF-NB-3. Wobei die 

Expression der Sublinien stark variiert und die Sublinie XI (RFU 134,5) nicht 

ersichtlich viel mehr exprimiert als UKF-NB-3 (RFU 118,2). 
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Abbildung 31. Nanog Expression von UKF-NB-3 und den 12 Cisplatin 

adaptierten Sublinien (I bis XII) am Durchflusszytometer. Die Abbildung zeigt den 

Anteil spezifisch gefärbter Zellen mit Nanog in Prozent als dicker Balken 

(Mittelwert). Der dünner Balken repräsentiert die Standardabweichung (Zwecks 

besserer Übersichtlichkeit nur positiver Wert dargestellt). Alle Versuche wurden 

im Dreifachansatz durchgeführt. Eine tabellarische Aufstellung der Messwerte 

findet sich in Anhang 10 (als Mittelwert mit Standardabweichung aus 

Dreifachansatz).  
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Abbildung 32. Nanog Expression von UKF-NB-3 und den 12 Cisplatin 

adaptierten Sublinien (I bis XII) am Durchflusszytometer. Die Abbildung zeigt die 

ermittelten Messwerte für Nanog in Relative Fluorescence Unit (RFU) als dicker 

Balken (Mittelwert). Der dünner Balken repräsentiert die Standardabweichung 

(Zwecks besserer Übersichtlichkeit nur positiver Wert dargestellt). Alle Versuche 

wurden im Dreifachansatz durchgeführt. Eine tabellarische Aufstellung der 

Messwerte findet sich in Anhang 10 (als Mittelwert mit Standardabweichung aus 

Dreifachansatz). 
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5.2.7 Necdin 

Alle Neuroblastomsublinien haben eine große Necdin-positive Zellpopulation. Die 

Cisplatin adaptierten Neuroblastomsublinien zeigen Heterogenität in der Necdin 

Expression sowie in dem Anteil der Necdin-positiven Zellen (siehe Abb. 33 und 

34). Der Anteil an Necdin-positiven Zellen schwankt zwischen 29% bis 89%. 

Sublinien I, VI, IX und X haben eine höhere Necdin-positive Zellpopulation als 

UKF-NB-3. Sublinien II, III, IV, V, VII, VIII, XI und XII haben einen niedrigeren 

Necdin-positiven Zellanteil als UKF-NB-3. UKF-NB-3rCDDP1000 I fällt mit einer 

besonderen hohen Expression (2698 RFU) und mit einem hohen Nectin-

positiven Zellanteil auf.  Die Expression der Sublinien II, III, IV, V, VII, XI und XII 

ist im Vergleich zur UKF-NB-3 leicht niedriger. Die Sublinie VII zeigt die niedrigste 

Necdin Expression. Die Sublinien VI, IX, und X exprimieren leicht stärker Necdin 

als UKF-NB-3. 

 

Abbildung 33. Necdin Expression von UKF-NB-3 und den 12 Cisplatin 

adaptierten Sublinien (I bis XII) am Durchflusszytometer. Die Abbildung zeigt den 

Anteil spezifisch gefärbter Zellen mit Necdin in Prozent als dicker Balken 

(Mittelwert). Der dünner Balken repräsentiert die Standardabweichung (Zwecks 

besserer Übersichtlichkeit nur positiver Wert dargestellt). Alle Versuche wurden 

im Dreifachansatz durchgeführt. Alle Versuche wurden im Dreifachansatz 

durchgeführt. Eine tabellarische Aufstellung der Messwerte findet sich in Anhang 

10 (als Mittelwert mit Standardabweichung aus Dreifachansatz).  
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Abbildung 34. Necdin Expression von UKF-NB-3 und den 12 Cisplatin 

adaptierten Sublinien (I bis XII) am Durchflusszytometer. Die Abbildung zeigt die 

ermittelten Messwerte für Necdin in Relative Fluorescence Unit (RFU) als dicker 

Balken (Mittelwert). Der dünner Balken repräsentiert die Standardabweichung 

(Zwecks besserer Übersichtlichkeit nur positiver Wert dargestellt). Alle Versuche 

wurden im Dreifachansatz durchgeführt. Eine tabellarische Aufstellung der 

Messwerte findet sich in Anhang 10 (als Mittelwert mit Standardabweichung aus 

Dreifachansatz). 

5.2.8 Nestin 

Alle getesteten Zellen exprimieren Nestin. Der Nestin-positive Zellanteil 

schwankte zwischen 33% und 94%. Die Cisplatin-adaptierten Sublinien haben 

einen höheren Nestin-positiven Zellanteil und exprimieren Nestin stärker als 

UKF-NB-3 (siehe Abb. 35 und 36). UKF-NB-3rCDDP1000 XI hat den niedrigsten 

Nestin-positiven Zellanteil unter den Cisplatin-adaptierten Sublinien.  
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Abbildung 35. Nestin Expression von UKF-NB-3 und den 12 Cisplatin 

adaptierten Sublinien (I bis XII) am Durchflusszytometer. Die Abbildung zeigt den 

Anteil spezifisch gefärbter Zellen mit Nestin in Prozent als dicker Balken 

(Mittelwert). Der dünner Balken repräsentiert die Standardabweichung (Zwecks 

besserer Übersichtlichkeit nur positiver Wert dargestellt). Alle Versuche wurden 

im Dreifachansatz durchgeführt. Eine tabellarische Aufstellung der Messwerte 

findet sich in Anhang 10 (als Mittelwert mit Standardabweichung aus 

Dreifachansatz). 
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Abbildung 36. Nestin Expression von UKF-NB-3 und den 12 Cisplatin 

adaptierten Sublinien (I bis XII) am Durchflusszytometer. Die Abbildung zeigt die 

ermittelten Messwerte für Nestin in Relative Fluorescence Unit (RFU) als dicker 

Balken (Mittelwert). Der dünner Balken repräsentiert die Standardabweichung 

(Zwecks besserer Übersichtlichkeit nur positiver Wert dargestellt). Alle Versuche 

wurden im Dreifachansatz durchgeführt. Eine tabellarische Aufstellung der 

Messwerte findet sich in Anhang 10 (als Mittelwert mit Standardabweichung aus 

Dreifachansatz). 

5.2.9 Oct-4 

Die Expression von Oct-4 konnte bei allen Neuroblastomlinien bestätigt werden. 

Der Oct-4 positive Zellanteil innerhalb der unterschiedlichen Sublinien schwankte 

zwischen 1,23% bis 38% (siehe Abb. 37). Das Ausmaß der Expression in RFU 

von Oct-4 variierte auch. Die Sublinien UKF-NB-3rCDDP I, II, III, V, VI, VII, VIII, 

IX, X, und XI exprimierern stärker Oct-4 als UKF-NB-3, die Sublinien IV und XII 

exprimieren weniger Oct-4 als UKF-NB-3 (siehe Abb. 38).  
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Abbildung 37. Oct-4 Expression von UKF-NB-3 und den 12 Cisplatin adaptierten 

Sublinien (I bis XII) am Durchflusszytometer. Die Abbildung zeigt den Anteil 

spezifisch gefärbter Zellen mit Oct-4 in Prozent als dicker Balken (Mittelwert). Der 

dünner Balken repräsentiert die Standardabweichung (Zwecks besserer 

Übersichtlichkeit nur positiver Wert dargestellt). Alle Versuche wurden im 

Dreifachansatz durchgeführt. Eine tabellarische Aufstellung der Messwerte findet 

sich in Anhang 10 (als Mittelwert mit Standardabweichung aus Dreifachansatz). 

Oct-4: Octamer binding transcription factor 4. 
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Abbildung 38. Oct-4 Expression von UKF-NB-3 und den 12 Cisplatin adaptierten 

Sublinien (I bis XII) am Durchflusszytometer. Die Abbildung zeigt die ermittelten 

Messwerte für Oct-4 in Relative Fluorescence Unit (RFU) als dicker Balken 

(Mittelwert). Der dünner Balken repräsentiert die Standardabweichung (Zwecks 

besserer Übersichtlichkeit nur positiver Wert dargestellt). Alle Versuche wurden 

im Dreifachansatz durchgeführt. Eine tabellarische Aufstellung der Messwerte 

findet sich in Anhang 10 (als Mittelwert mit Standardabweichung aus 

Dreifachansatz). Oct-4: Octamer binding transcription factor 4. 

5.2.10 SOX-2 

Alle untersuchten Neuroblastomsublinien haben einen Anteil an Zellen, die    

SOX-2 exprimieren. Der SOX-2 positive Zellanteil schwankt von 9,67% bis 

62,57% und ist zwischen den einzelnen Sublinien unterschiedlich stark 

ausgeprägt (siehe Abb. 39) Des Weiteren zeigen die Sublinien V, X, XI und XII 

im Vergleich zur UKF-NB-3 einen niedrigeren Anteil an SOX-2 positiven Zellen. 

Die Sublinien I, II, III, IV, VI, VII, VIII und XI haben im Vergleich zur UKF-NB-3 

einen höheren Anteil an Zellen die SOX-2 exprimieren. Die RFU von SOX-2 in 

den Sublinien XI und XII sind nur leicht höher als die RFU bei der Sublinie UKF-

NB-3. Das Ausmaß der Expression in RFU schwankt dementsprechend auch und 

ist generell höher als bei UKF-NB-3 (siehe Abb. 40).  
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Abbildung 39. SOX-2 Expression von UKF-NB-3 und den 12 Cisplatin 

adaptierten Sublinien (I bis XII) am Durchflusszytometer. Die Abbildung zeigt den 

Anteil spezifisch gefärbter Zellen mit SOX-2 in Prozent als dicker Balken 

(Mittelwert). Der dünner Balken repräsentiert die Standardabweichung (Zwecks 

besserer Übersichtlichkeit nur positiver Wert dargestellt). Alle Versuche wurden 

im Dreifachansatz durchgeführt. Eine tabellarische Aufstellung der Messwerte 

findet sich in Anhang 10 (als Mittelwert mit Standardabweichung aus 

Dreifachansatz). Sox-2: Sex determining region Y box 2.  
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Abbildung 40. SOX-2 Expression von UKF-NB-3 und den 12 Cisplatin 

adaptierten Sublinien (I bis XII) am Durchflusszytometer. Die Abbildung zeigt die 

ermittelten Messwerte für SOX-2 in Relative Fluorescence Unit (RFU) als dicker 

Balken (Mittelwert). Der dünner Balken repräsentiert die Standardabweichung 

(Zwecks besserer Übersichtlichkeit nur positiver Wert dargestellt). Alle Versuche 

wurden im Dreifachansatz durchgeführt. Eine tabellarische Aufstellung der 

Messwerte findet sich in Anhang 10 (als Mittelwert mit Standardabweichung aus 

Dreifachansatz). Sox-2: Sex determining region Y box 2. 

5.2.11 ABCC1/MRP1   

Alle Neuroblastomlinien exprimieren MRP-1. Der MRP-1 positive Zellanteil 

beträgt je nach Sublinie zwischen 54% und 82%. UKF-NB3rCDDP1000 I hat die 

höchste Expression von MRP-1 (512 RFU) und auch einen relativ hohen Anteil 

an MRP-1 positiven Zellen (80%). Die Sublinie XII hat einen leicht höheren 

prozentualen Anteil von MRP-1 gefärbten Zellen als I, aber eine geringere 

Expression (370 RFU). Außer Sublinien I und XII exprimieren die anderen 

Sublinien II, III, IV, V, VI, VII, VIII, IX, X und XI etwa gleich oder leicht weniger 

MRP-1 als UKF-NB-3 (siehe Abb. 41 und 42).  
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Abbildung 41. MRP-1-Expression von UKF-NB-3 und den 12 Cisplatin 

adaptierten Sublinien (I bis XII) am Durchflusszytometer. Die Abbildung zeigt den 

Anteil spezifisch gefärbter Zellen mit MRP-1 in Prozent als dicker Balken 

(Mittelwert). Der dünner Balken repräsentiert die Standardabweichung (Zwecks 

besserer Übersichtlichkeit nur positiver Wert dargestellt). Alle Versuche wurden 

im Dreifachansatz durchgeführt. Eine tabellarische Aufstellung der Messwerte 

findet sich in Anhang 10 (als Mittelwert mit Standardabweichung aus 

Dreifachansatz). MRP-1: Multidrug resistance-associated protein 1. 
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Abbildung 42. MRP-1 Expression von UKF-NB-3 und den 12 Cisplatin 

adaptierten Sublinien (I bis XII) am Durchflusszytometer. Die Abbildung zeigt die 

ermittelten Messwerte in Relative Fluorescence Unit (RFU) als dicker Balken 

(Mittelwert). Der dünner Balken repräsentiert die Standardabweichung (Zwecks 

besserer Übersichtlichkeit nur positiver Wert dargestellt). Alle Versuche wurden 

im Dreifachansatz durchgeführt. Eine tabellarische Aufstellung der Messwerte 

findet sich in Anhang 10 (als Mittelwert mit Standardabweichung aus 

Dreifachansatz).  MRP-1: Multidrug resistance-associated protein 1.  
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5.3 Western Blot 

In der chemosensitiven Neuroblastomlinie UKF-NB-3 und den Cisplatin-

adaptierten Sublinien UKF-NB-3rCDDP1000 I-XII wurde die Expression der 

Proteine p53, p21 und XIAP untersucht (siehe Abbildung 43). p53 wird bei allen 

untersuchten Zelllinien unterschiedlich stark exprimiert und UKF-NB-3rCDDP II 

hat die stärkste p53 Bande gefolgt von UKF-NB-3rCDDP I. Die stärkere Bande 

könnte ein Hinweis sein für eine Mutation und die Akkumulation von p53 bei 

dieser Sublinie. p21 wurde schwächlich bei den meisten untersuchten Sublinien 

detektiert. UKF-NB-3rCDDP XI und XII scheinen p21 nicht zu exprimieren. Eine 

andere Möglichkeit ist, dass der Film an der Stelle einen Lichtfleck hat und folglich 

die Bande bei den Sublinien XI und XII blasser wird. XIAP (X-linked inhibitor of 

apoptosis protein) ist ebenfalls bei allen Sublinien vorhanden und die Sublinien 

UKF-NB-3rCDDP IV, V und VI haben eine geringere Expression. Als Referenz 

wurde β-Aktin untersucht.  

 

Abbildung 43. Expression von p53, p21 und XIAP in UKF-NB-3 und den 12 

Cisplation adaptierten Sublinien (I bis XII) im Western Blot. B-aktin diente als 

Ladekontrolle. kDa: Kilodalton. XIAP: (X-linked inhibitor of apoptosis protein). 
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Die Expression des apoptosehemmenden Proteins Survivin (auch bekant als 

BIRC5) wurde bei UKF-NB-3 und den Sublinien UKF-NB-3rCDDP1000 II-XII 

untersucht. Bei allen untersuchten Sublinien konnte das Protein nachgewiesen 

werden (siehe Abb. 44). Die Cisplatin-adaptierten Sublinien UKF-NB-3rCDDP1000 

III, IV, V und VI scheinen eine etwas höhere Expression von Survivin zu haben. 

Aus technischen Gründen ist die Bestimmung von Survivin bei UKF-NB-

3rCDDP1000 I nicht erfolgt. Auch hier wurde als Referenz β-Aktin untersucht. 

 

Abbildung 44. Expression von Survivin in UKF-NB-3 und den 11 Cisplation 

adaptierten Sublinien (II bis XII) im Western Blot. B-aktin diente als Ladekontrolle. 

Aus technischen Gründen konnte die Sublinie I hier nicht verwendet werden.   

kDa: Kilodalton. 
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5.4 Colony forming Assay 

Alle untersuchten Neuroblastomsublinien sind in der Lage Kolonien auszubilden. 

Die Kolonienbildungseffizienz schwankt von Sublinie zu Sublinie zwischen 12,4% 

und 51,7%. Zehn von zwölf Cisplatin adaptierten Neuroblastomsublinien haben 

eine niedrigere Kolonienbildungseffizienz als UKF-NB-3 (siehe Abbildungen 45 

und 46). Nur die Sublinie UKF-NB-3rCDDP1000 II bildet mehr Kolonien aus als 

UKF-NB-3. Sublinie UKF-NB-3rCDDP1000 IV bildet genauso viele Kolonien aus 

wie UKF-NB-3. Die Tabelle 21 fasst alle Daten zusammen. Die 

Kolonienbildungseffizienz wurde berechnet aus dem Verhältnis der Kolonien zu 

eingesetzter Zellzahl. 

 

Abbildung 45. Colony Forming Assay mit UKF-NB-3 und den 12 Cisplatin 

adaptierten Sublinien (I bis XII). Die Abbildung zeigt die Anzahl gebildeter 

Kolonien als als dicker Balken (bei 500 eingesetzten Zellen, nach sieben Tage 

Bebrütung). Der dünne Balken repräsentiert die Standardabweichung. Die 

Versuche wurden dreimal durchgeführt. Tabellarische Aufstellung der Messwerte 

in Tabelle 21.   
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Abbildung 46. Colony Forming Assay mit UKF-NB-3 und den 12 Cisplatin 

adaptierten Sublinien (I bis XII). Die Abbildung zeigt die Kolonienbildungseffizienz 

(errechnet aus (Anzahl an gebildeten Kolonien/Anzahl an ausgesäten Zellen) x 

100) als dicker Balken. Der dünne Balken repräsentiert die Standardabweichung. 

Aufzählung der Kolonien nach 7 Tagen bei 500 eingesetzten Zellen. Die 

Versuche wurden dreimal durchgeführt. Tabellarische Aufstellung der Messwerte 

in Tabelle 21. 
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Neuroblastomsublinie Gesamtzahl der 

Kolonien  

Kolonienbildungseffizienz  

(in Prozent) 

UKF-NB-3  197,5 ± 17,7 39,5 ± 24,7 

UKF-NB-3RCDDP I 186 ± 9,9 37,2 ± 2,0 

UKF-NB-3RCDDP II 258,5 ± 23,3 51,7 ± 4,7 

UKF-NB-3RCDDP III 138,5 ± 4,9 27,7 ± 1,0 

UKF-NB-3RCDDP IV 207,5 ± 16,3 41,5 ± 3,3 

UKF-NB-3RCDDP V 108 ± 38,2 21,6 ± 7,6 

UKF-NB-3RCDDP VI 163,5 ± 4,9 32,7 ± 1,0 

UKF-NB-3RCDDP VII 94 ± 2,8 18,8 ± 0,6 

UKF-NB-3RCDDP VIII 150 ± 32,5 30,0 ± 6,5 

UKF-NB-3RCDDP IX 171,5 ± 2,1 34,3 ± 0,4 

UKF-NB-3RCDDP X 121,5 ± 2,1 24,2 ± 0,4 

UKF-NB-3RCDDP XI 62 ± 4,2 12,4 ± 0,8 

UKF-NB-3RCDDP XII 87,5 ± 24,7 17,4 ± 4,9 

Tabelle 21.  Colony Forming Assay mit UKF-NB-3 und den 12 Cisplatin 

adaptierten Sublinien (I bis XII). Die Tabelle zeigt die Anzahl der gebildeten 

Kolonien (bei 500 eingesetzten Zellen) sowie die Kolonienbildungseffizienz 

(errechnet aus (Anzahl an gebildeten Kolonien/Anzahl an ausgesäten Zellen) x 

100). Die Werte sind jeweils als Mittelwert mit Standardabweichung aus 

Dreifachansatz dargestellt. Aufzählung der Konlonien nach sieben Tage Kultur. 
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6 Diskussion 

Mehrere Studien belegen den erheblichen Fortschritt in der Behandlung des 

Neuroblastoms.9,169 Für die Patienten in der Hochrisikogruppe hat sich von 1990 

bis 2010 die 5-Jahresüberlebensrate von 29% auf 50% verbessert. Darüber 

hinaus wird ein weiterer Anstieg der 5-Jahresüberlebensrate durch die 

Einführung der Standardtherapie mit Isotretionin, Cytokinen und Immuntherapie 

für die Zeit nach 2010 erwartet.17Trotz dieser Fortschritte in der Behandlung des 

Neuroblastom bleibt die Prognose für Hochrisikopatienten nicht 

zufriedenstellend. Kinder mit Hochrisiko-Neuroblastomen können Rückfälle 

sogar 5 Jahre nach Vollendung der Therapie entwickeln.170,171 Beim Rückfall ist 

die Prognose trotz intensiver Therapie besonders schlecht.172,173 

Ein großes Hindernis in der Heilung des Neuroblastoms bleibt das Phänomen 

der Resistenz gegenüber einer Vielzahl von Chemotherapeutika und die 

sukzessive Entwicklung von Rückfällen bei Hochrisikopatienten. Eine rationale 

Antwort zu dieser Problematik ist die Charakterisierung von chemoresistenten 

Neuroblastomzellen aus Patienten mit Rezidiven und Metastasen. Durch die 

Erforschung dieser Zellen könnten neue Zielstrukturen entdeckt werden, um 

effektivere Wirkstoffe zu entwickeln. Eine besonders interessante Frage ist, in 

welchem Maße die Neuroblastom-Krebsstammzellen zur Multiresistenz 

beitragen und ob sie ursächlich für die Progression der Erkrankung sind. Die 

Neuroblastomzelllinie UKF-NB-3 und ihre Cisplatin-adaptierten Sublinien 

verkörpern gleichzeitig das Modell des Hochrisiko-Neuroblastoms sowie das 

Modell der spezifischen Chemoresistenz nach Therapie mit Cisplatin.   

Resistenz und Expression von ABC-Transportern 

In dieser Arbeit wurden die Cisplatin adaptierten Neuroblastomsublinien auf die 

Cisplatinresistenz und auf Kreuzresistenzen untersucht. Ferner wurde im 

Hinblick auf die Krebsstammzelltheorie untersucht, ob die Adaptierung mit 

Cisplatin zu Veränderungen oder Ausbildung von Stammzelleigenschaften in den 

Sublinien führt. Es konnte gezeigt werden, dass die untersuchten Cisplatin-

adaptierten Neuroblastomsublinien von UKF-NB-3 multiresistent sind. Außer der 

erworbenen Resistenz zu Cisplatin weisen die Sublinien auch deutliche 
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Kreuzresistenzen zu YM-155, Melphalan, Docetaxel, Carboplatin und Vinblastin 

auf. Weiterhin sind die Cisplatin-adaptierten Sublinien generell resistenter zu 

Etoposid, Vincristin und Doxorubicin als die parentale Zelle. Einige Cisplatin-

adaptierte Sublinien haben einen erhöhten IC50-Wert für Carboplatin, hierzu 

gehören die Sublinien UKF-NB-3rCDDP1000 II, VII, und XI. Keiner dieser 

Wirkstoffe ist also wirklich geeignet für die Elimination der Cisplatin resistenten 

Neuroblastomzellen. 

Ein besonderer Fall ist die Sublinie UKF-NB-3rCDDP1000 I, die bei Cisplatin, 

Doxorubicin, Etoposid, YM-155 und Carboplatin einen viel höheren IC50-Wert 

aufweist als alle anderen Cisplatin- adaptierten Sublinien. UKF-NB-3rCDDP1000 I 

wurde länger mit Cisplatin passagiert als alle anderen Sublinien und kann 

morphologisch auch von allen anderen Sublinien unterschieden werden.  

Die IC50 Werte von Gemcitabin liegen bei den Sublinien alle innerhalb eines 

engen Bereiches. Die Cisplatin-adaptierten Neuroblastomsublinien scheinen 

keine Kreuzresistenz zu Gemcitabin aufzuweisen. Dieser Wirkstoff könnte also 

gut geeignet sein zur Bekämpfung der Cisplatin resistenten Neroblastomzellen.  

In dieser Arbeit wurde die Expression der Efflux-Pumpen BCRP/ABCG2, MDR-

1/ABCB1 und ABCC1/MRP1 bei den Cisplatin-adaptierten 

Neuroblastomsublinien untersucht. In UKF-NB-3rCDDP1000 I wurde eine höhere 

BCRP-positive Zellpopulation gefunden als in allen anderen Sublinien und eine 

etwas höhere Expression dieses Proteins. Diese Daten könnten eine Erklärung 

für die erhöhte Resistenz zu Doxorubicin und Etoposid bei dieser Sublinie sein. 

Des Weiteren könnte das Vorhandensein einer kleinen BCRP-positiven 

Zellpopulation bei den anderen Cisplatin-adaptierten Sublinien die 

Kreuzresistenzen zu diesen Zytostatika erklären. Es ist bekannt, dass 

Überexpression/ Gain of Function von BCRP zu Resistenzen gegenüber 

Doxorubicin, Etoposid und Mitoxantron führen kann48. In zukünftigen Arbeiten 

wäre es interessant zu untersuchen, ob es Mutationen im BCRP Gen bei 

Cisplatin adaptierten Zellen und nach Chemotherapie mit Cisplatin häufiger 

auftreten.  
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Bei allen Neuroblastomsublinien konnte auch eine sehr kleine ABCB1/MDR-1 

positive Zellpopulation gefunden werden. Das Ausmaß der Expression innerhalb 

dieser Population war vergleichsweise sehr klein. Von den getesteten Stoffen 

kann ABCB1 folgende Substrate unter ATP Verbrauch aus der Zelle 

herauspumpen: Vincristin, Vinblastin, Doxorubicin und Etoposid80. Weil die 

chemosensitive Neuroblastomsublinie UKF-NB-3 und auch alle resistenten 

Sublinien geringfügig dieses Protein exprimieren, scheint allein die Expression 

dieses Protein nicht die Ursache für die Chemoresistenz zu sein.   

Sowohl UKF-NB-3 als auch alle Cisplatin-adaptierten Sublinien haben einen 

großen ABCC1/MRP1 positiven Zellanteil und von 12 Cisplatin-adaptierten 

Sublinien haben 7 einen höheren ABCC1 positiven Zellanteil als UKF-NB-3. 

Dieser erhöhte ABCC1 positiver Zellanteil könnte eine Folge der Selektion mit 

Cisplatin sein. Interessanterweise ist UKF-NB-3rCDDP1000 I die einzige Sublinie 

mit einer deutlich erhöhten ABCC1 Expression (in RFU) im Vergleich zu UKF-

NB-3. UKF-NB-3rCDDP1000 I hat einen viel höheren IC50-Wert für Doxorubicin und 

Etoposid, beides Wirkstoffe, die Substrate von ABCC1 sind.130 Weitere Substrate 

von ABCC1 sind Vincristin, Vinblastin und Paclitaxel.130 Funktionelle 

Untersuchungen mit spezifischen Inhibitoren oder Knock-outs könnten die Rolle 

dieses Proteins in der Entstehung von Multiresistenzen nach 

Cisplatinadaptierung abklären. Interessant wäre es zu untersuchen, ob die 

Empfindlichkeit gegenüber Doxorubicin, Etoposid, Vincristin und Vinblastin durch 

Inhibition von ABCC1 verbessert werden kann. Die Rolle von ABCC1 beim 

multiresistenten Neuroblastom ist weit bekannt. Des weiteren ist ABCC1 auch 

wichtig bei der Tumorgenese und Tumorprogression des Neuroblastoms.129 

Obwohl ABCC1/MRP1 nicht in der Lage zu sein scheint, Resistenzen gegenüber 

alkylierenden Substanzen wie Cisplatin zu vermitteln, werden diese Substanzen 

im Körper konjugiert und vorhandene Nachweise suggerieren, dass wichtige 

Gene dieses Entgiftungsprozesses durch ABCC1 induziert werden können.86 

Aufgrund der großen ABCC1 positiven Zellpopulation sowie der deutlichen 

Expression dieses Proteins bei den cisplatinresistenten Sublinien scheint die 

Entwicklung von spezifischen ABCC1 Inhibitoren ein vielversprechender Schritt 

im Kampf gegen multiresistente Neuroblastome zu sein. Darüber hinaus könnte 

die Bestimmung des ABCC1 Status von Patienten in der Klinik dazu beitragen, 
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dass eine individuelle Therapiestrategie entwickelt wird. Patienten mit ABCC1 

positiven Neurblastomzellen könnten profitieren von einer Therapie mit 

Wirkstoffen, die keine ABCC1 Substrate sind, zum Beispiel Gemcitabin. Des 

Weiteren gehört Gemcitabin zur Wirkstoffklasse der Nukleosidanaloga und hat 

somit einen völlig unterschiedlichen Wirkmechanismus als alle anderen in dieser 

Arbeit getesteten Wirkstoffe. Diese Eigenschaft könnte eine weitere mögliche 

Erklärung für die Wirksamkeit von Gemcitabin sein.   

Expression von Stammzellmarkern 

Die schwach positive Expression des Stammzellmarkers BCRP bei allen 

getesteten Neuroblastomsublinien scheint alleine nicht mit der Entstehung von 

Multiresistenz in Verbindung zu stehen.  Die Aussage der Positivität ist vor allem 

beim Nachweis von sehr kleinen Zellpopulationen (<1%) besonders schwierig.  

Nach wiederholten Versuchen konnte keine nennenswerte Expression von    BMI-

1 nachgewiesen werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit stehen in Unstimmigkeit 

mit unveröffentlichten Ergebnissen aus derselben Arbeitsgruppe und mit 

Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen. Es scheint so zu sein, dass die BMI-1 

Expression nach Umsetzung der Zellen mit der Zeit abnimmt. Weiterhin gibt es 

Evidenz für die Expression von BMI-1 in primären Neuroblastomen sowie bei 

Neuroblastomzelllinien53. Diese Nachweise erfolgten zum Teil durch Western 

Blot. Die unterschiedlichen Nachweismethoden (Western Blot in den anderen 

Arbeiten/ Durchflusszytometrie in der vorliegenden Arbeit) könnten auch eine 

mögliche Ursache für diese Diskrepanz sein. Auf der anderen Seite gibt es auch 

Evidenz für die Zelltyp-abhängige BMI-1-Expression beim Neuroblastom, mit 

niedriger Expression bei S-Typ Neuroblastomzellen, mittelmäßiger Expression 

beim I-Zelltyp und hoher Expression beim N-Zelltyp.51 Wenn die Expression des 

Stammzellproteins CD133 in den untersuchten Zelllinien näher betrachtet wird, 

wird ersichtlich, dass die Zelllinien dieses charakteristische Merkmal vom I-

Zelltyp aufweisen. In dieser Hinsicht wäre es interessant weitere Marker vom I-

Zelltyp zu messen. Es gibt begrenzte Daten über die Expression von BMI-1 bei 

Neuroblastomzelllinien aber hier können auch MYCN-amplifizierte Zelllinien 

gefunden werden, die keine BMI-1 Expression aufweisen54. Die Expression von 
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BMI-1 scheint sowohl in Neuroblastomzelllinien als auch in Tumorpräparate mit 

der MYCN Expression zu korrelieren.54 Sowohl die chemosensitive Sublinie UKF-

NB-3 als auch alle adaptierten Cisplatinsublinien sind MYCN amplifiziert. 

In dieser Arbeit konnte die Expression des Stammzellmarkers CD133 bei allen 

Neuroblastomsublinien nachgewiesen werden. Die Expression von CD133 war 

bei den Cisplatin-adaptierten Sublinien stärker als bei UKF-NB-3. Der CD133 

positive Zellanteil war bei den Sublinien ebenfalls angereichert. Der Einfluss von 

CD133 auf die Entwicklung von Multiresistenzen müsste in folgenden Arbeiten 

durch Knockouts und Viabilitäts-Assays erfolgen. In vorherigen Arbeiten unserer 

Forschungsgruppe und in unabhängigen Arbeiten konnte die Expression von 

CD133 bei UKF-NB-3 nachgewiesen werden.69 CD133 konnte bisher in 

mehreren Neuroblastomzelllinien sowie in Neuroblasom-Tumorproben 

nachgewiesen werden.62 Ein wichtiger Hinweis für die Beteiligung von CD133 an 

der Entstehung von Multiresistenzen kommt aus einer Arbeit, wo CD133 positive 

Neuroblastomzellen aus primären Neuroblastomen herausselektioniert wurden. 

Diese Zellen waren resistenter zu Doxorubicin, Vincristin und Cisplatin. Des 

Weiteren führte die Behandlung mit diesen Stoffen zur Anreicherung der CD133 

positiven Zellpopulation.70 Die Ergebnisse der zuletzt genannten Arbeit spiegeln 

unsere Ergebnisse in vivo. CD133 scheint  über den AKT Signalweg zu 

Multiresistenzen zu führen70 (siehe Absch. 1.7.3). AKT Inhibitoren wie 

LY2940202 stellen die Empfindlichkeit von CD133 positiven Neuroblastomzellen  

zu CDDP, Doxorubicin und Vincristin wieder her. Somit kann die Inhibition des 

AKT Signalweges eine neuartige Möglichkeit sein, um multiresistente 

Neuroblastomzellen wieder empfindlich zur Chemotherapie zu machen und um 

die Rekurrenz beim Neuroblastom zu reduzieren.70 Aufgrund der hohen 

Expression von CD133, sowie der großen CD133-positiven Zellpopulation 

innerhalb der adaptieren Neuroblastomsublinien könnte CD133 einen wertvollen 

Marker des multiresistenten Hochrisiko -Neuroblastoms darstellen.  

Die Expression des Disialoganglisid GD2 und die GD2 positive Zellpopulation ist 

bei allen Cisplatin-adaptierten Sublinien erniedrigt im Vergleich zu UKF-NB-3. 

Unveröffentlichte Ergebnisse der Forschungsgruppe hatten eine erniedrigte GD2 

positive Zellpopulation in UKF-NB-3rCDDP1000 I entdeckt. In der jetzigen Arbeit 
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wurde dieses Ergebnis bestätigt und bei 11 weiteren Cisplatin-resistenten 

Sublinien überprüft. Die jetzigen Ergebnisse könnten der erste Hinweis sein für 

die Entwicklung eines weiteren Resistenzmechanismus bei Cisplatin-adaptierten 

Neuroblastomzellen, nämlich die Umgehung der Immuntherapie mit GD2 

gerichteten Antikörpern. Diese Erniedrigung von GD2 konnte in den 

unveröffentlichten Ergebnissen der Arbeitsgruppe zwar für UKF-NB-3rCDDP1000 

I gezeigt, aber nicht bei anderen Zytostatika adaptierten Neuroblastomsublinien 

(UKF-NB-3rDoxo10 und UKF-NB-3r VCR10) gefunden werden. Somit ist die 

Erniedrigung der Expression von GD2 ein spezifisches Phänomen der Cisplatin 

adaptierte Sublinien und kein generelles Merkmal von chemoresistenten 

Neuroblastomzellen. In dieser Hinsicht wäre es interessant zu schauen, ob dieser 

Zusammenhang auch in der Klinik beobachtet werden kann, also ob es nach 

Chemotherapie mit Cisplatin zu einer Erniedrigung der GD2 positiven Population 

kommt und ob dieses Phänomen mit einem schlechten Ansprechen auf die 

Behandlung mit GD2-Antikörpern einhergeht.  

Die Nanog positive Zellpopulation ist im Vergleich zu UKF-NB-3 bei allen 

Cisplatin-adaptierten Sublinien erhöht (außer in UKF-NB-3rCDDP1000 XI). Ebenso 

ist auch die Expression (in RFU) im Vergleich zu UKF-NB-3  erhöht. Die 

Ergebnisse dieser Arbeit stehen in Einklang mit Ergebnissen von anderen 

Forschungsgruppen, die eine Anreicherung von Nanog positiven Zellen bei 

chemoresistenten Neuroblastom-zelllinien nachweisen konnten.95 Aufgrund der 

Anreicherung von Nanog positiven Zellen bei den multiresistenten 

Neuroblastomsublinien könnte eine solche Anreicherung von Nanog einen 

Marker für Multiresistenz beim Neuroblastom darstellen. Es ist noch nicht ganz 

klar, wie Nanog zum multiresistenten Phänotyp beiträgt. Ein wichtiger Signalweg, 

der diesen Vorgang steuern könnte, ist der NCYM/ MYCN/ OCT-4, Nanog/ Sox-

2 Signalweg.93 Ein vielversprechender Therapieansatz ist die 

Kombinationsbehandlung mit Histondeacetylasen-Inhibitoren (MS-275/ 

Etinostat) und dem pan-Carbonanhydrasen-Inhibitor Acetazolamid. Diese 

Kombinationsbehandlung führte zur Herunterregulation von OCT-4, SOX-2 und 

Nanog. Beeindruckend konnte diese Kombination die Tumorigenität erstmalig 

reduzieren und in mehreren Xenografts sogar eliminieren.174 Es wurde somit 
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postuliert, dass diese Kombination die Krebsstammzellen innerhalb vom 

Neuroblastom eliminieren könnte. 

Alle getesteten Neuroblastomsublinien sind Necdin positiv und die Cisplatin 

adaptierten Sublinien zeigen starke Unterschiede in der Expression. Einige 

Cisplatin adaptierte Sublinien (II, III, IV, V, VII, VIII, XI und XII) haben eine 

niedrigere Expression als UKF-NB-3 und andere Sublinien eine höhere 

Expression (I, VI, IX und X). Die Sublinie UKF-NB-3rCDDP I hat die höchste 

Necdin-positive Zellpopulation und die höchsten RFU-Werte. Allerdings ist nicht 

bekannt welche Faktoren die Expression von Necdin regulieren oder ob die 

Expression zellzyklusabhängig ist. Beim Neuroblastom ist die Rolle von Necdin 

wenig erforscht. Necdin Knock-outs und darauffolgende Überprüfung der 

Tumorigenität durch Xenografts könnten den Einfluss von Necdin auf die 

Tumorigenität entschlüsseln.  

Die Cisplatin-adaptierten Neuroblastomsublinien haben im Vergleich zu UKF-NB-

3 eine angereicherte Nestin positive Zellpopulation und exprimieren stärker 

Nestin (außer UKF-NB-3rCDDP1000 XI). Nestin ist als Stammzellmarker 

weitreichend untersucht. Dennoch ist über die Funktion von Nestin beim 

Neuroblastom wenig bekannt. Beim Neuroblastom könnte Nestin eine Rolle in 

der Regulation der Proliferation haben (siehe Absch 1.7.8). Als prognostischer 

Marker konnte sich Nestin bisher nicht durchsetzen (siehe Absch 1.7.8) und die 

klinische Relevanz bleibt umstritten. Allerdings führen Knock-outs von Nestin zur 

Erniedrigung der Wachstumsrate und Motilität von Neuroblastomzelllinien109. 

Beim Neuroblastom wird postuliert, dass Nestin ein Vermittler der N-myc-

assoziierten Tumoraggressivität ist.109 Aufgrund der angereicherten Nestin 

positiven Zellpopulation, sowie der stärkeren Expression bei den cisplatin-

resistenten Neuroblastomsublinien könnte Nestin ein Marker für Chemoresistenz 

und dieses Protein könnte in die Entwicklung von Multiresistenzen involviert sein. 

Knockouts von Nestin und die Testung von Zytostatika mittels Viabilitätsassays 

könnten die Rolle von Nestin bei der Entwicklung von Multiresistenzen abklären. 

Alle getesteten Neuroblastomsublinien exprimieren Oct-4.  Bei dieser Arbeit war 

das Ausmaß der Oct-4 positiven Zellpopulation bei allen Neuroblastsomsublinien 
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unterschiedlich. Einige Cisplatin adaptierte Sublinien zeigten eine höhere 

Expression von Oct-4 als die UKF-NB-3 und andere Sublinien eine niedrigere. 

Aus diesem Grund ist alleine die Expression von Oct-4 kein zuverlässiger Marker 

der Multiresistenz. Es bleibt zu klären welche Funktion Oct-4 beim Neuroblastom 

hat und welche Eigenschaften die Oct-4 positiven Zellen innerhalb des 

Neuroblastoms haben. Erste Untersuchungen dieses Proteins beim 

Neuroblastom haben gezeigt, dass Oct-4, NCYM und MYCN Zusammenspieler 

sind und zur Aggressivität des Neuroblastoms beitragen (siehe Absch. 1.7.9).93 

In seiner Rolle als Torhüter der Pluripotenz (siehe Absch 1.7.9) könnte Oct-4 die 

Heterogenität/ Differenzierung des Neuroblastoms kontrollieren. Diese 

Hypothese wird unterstützt durch folgende Daten: Herunterregulierung von Oct-

4 führt zur Differenzierung,116 und ein Oct-4 Knock-down führt zur Erhöhung der 

asymmetrischen Zellteilung.93  

Die vorliegende Arbeit zeigte eine Expression von SOX-2 bei allen untersuchten 

Neuroblastomsublinien. Es ist bekannt, dass die Expression von SOX-2 und Oct-

4 beim Neuroblastom mit dem klinischen Stadium der Erkrankung und niedrigem 

Überleben122 korreliert. In einer Chemotherapie Subgruppe von Neuroblastome 

in Stadium III und IV konnte gezeigt werden, dass die Expression von SOX-2 und 

Oct-4 vermindert ist.117 Auf der anderen Seite führt das Knockdown von SOX-2 

zu verminderter Tumorigenität und zur Expression von 

Differenzierungsmarkern.123 Die Rolle von SOX-2 ist beim Neuroblastom nicht 

ausreichend untersucht und es gibt mehr Fragen als Antworten. Als 

Stammzellmarker eignet sich SOX-2 nicht, da es in den Sublinien zu 

unterschiedlich exprimiert wird. 

Der Nachweis von den meisten dieser Stammzellmarker bei den untersuchten 

Neuroblastomsublinien ist ein Hinweis dafür, dass die Neuroblastomsublinien 

eine Krebsstammzellpopulation aufweisen. Die Tatsache, dass diese Marker von 

jeweils unterschiedlich großen Zellpopulationen innerhalb der Sublinien 

exprimiert werden, zeigt allerdings, dass die Neuroblastomsublinien recht 

heterogen sind. Die Adaptierung mit Cisplatin führt bei den meisten Cisplatin 

adaptierten Neuroblastomsublinien zu einer erhöhten Expression von CD133 

sowie zur Anreicherung von CD133-positiven Zellen. Die Adaptierung mit 
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Cisplatin führt zu einer Veränderung der GD2 Expression in den Sublinien. Die 

Cisplatin adaptierten Sublinien exprimieren weniger GD2 und haben eine 

niedrigere GD2-positive Zellpopulation. Wenn dieses Phänomen auch im 

klinischen Kontext nach der Chemotherapie mit Cisplatin beobachtet werden 

würde, könnte es möglicherweise eine Therapie mit GD2-Antikörper erschweren. 

Nach der Adaptierung mit Cisplatin kommt es nicht zu einer ausgeprägten 

Änderung der Expression von MDR1. Die Expression von Nanog ist nach der 

Adaptierung mit Cisplatin ersichtlich geändert. Alle adaptierten Sublinien 

exprimieren Nanog stärker als die chemosensitive UKF-NB-3 und haben eine 

erhöhte Nanog-positive Zellpopulation (außer Sublinie XI). Die Expression von 

Necdin ist sehr heterogen in den Cisplatin adaptierten Sublinien. Sublinie UKF-

NB-3rCDDP I hat die größte Necdin-positive Zellpopulation und zeigt die stärkste 

Expression. Es gibt aber auch Cisplatin adaptierte Sublinien die etwa gleich oder 

weniger Necdin exprimieren als UKF-NB-3. Durch die Adaptierung kommt es 

auch zu einer Änderung der Expression von Nestin. Alle Cisplatin adaptierten 

Sublinien exprimieren Nestin stärker als die chemosensitive UKF-NB-3 und 

haben eine deutlich höhere Nestin-positive Zellpopulation. Die Expression von 

Oct-4 ist bei den adaptierten Sublinien heterogen. Nach der Adaptierung mit 

Cisplatin kommt es zu einer veränderten Expression von SOX-2. Bei 8 von 12 

adaptierten Sublinien zeigt sich eine Anreicherung von SOX-2-positiven Zellen. 

Alle adaptierten Sublinien exprimieren SOX-2 stärker als UKF-NB-3. Die 

Expression von ABCC1/MRP1 ist bei den untersuchten Sublinien heterogen und 

nicht ersichtlich durch die Adaptierung verändert. Die adaptierte Sublinie I sticht 

aus der Gruppe heraus mit einer erhöhten Expression von MRP1 und einer leicht 

höheren MRP1-positiven Zellpopulation.  

 

Expression von p53, p21, XIAP und Survivin 

Im Western Blot konnte gezeigt werden, dass alle untersuchten Sublinien p53 

exprimieren und dass die Expression heterogen ist. Qualitativ ist keine generelle 

Überexpression oder Verminderung der Expression von p53 bei den adaptierten 

Sublinien zu sehen. UKF-NB-3RCDDP II und UKF-NB-3RCDDP I haben eine 
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stärkere p53 Bande als alle anderen adaptierten Sublinien. Die Adaptierung an 

Cisplatin hatte somit keinen generellen Einfluss auf den p53-Status aller 

Sublinien, sondern nur punktuell. Der Tumorsuppressor p53 reguliert den 

Zellzyklus, inhibiert das Wachstum von Tumorzellen und induziert die Apoptose 

durch Inhibition von Bcl-2 und Aktivierung von BAX.175 Beim Neuroblastom treten 

selten p53 Mutationen auf, und wenn sie vorkommen, dann eher bei 

rezidivierenden Tumoren.176 Für p21 war bei allen untersuchten 

Neuroblastomsublinien eine schwache Bande nachweisbar. Die schwache 

Bande bei den Sublinien XI und XII scheint eher die Folge eines Lichtflecks zu 

sein als ein Ausdruck einer verminderten Expression. Die Adaptierung an 

Cisplatin scheint auch hier keinen Einfluss auf die Expression von  p21 (auch 

bekannt als CDK-Inhibitor 1) zu haben.  

Alle untersuchte Neuroblastomsublinien exprimieren im Western Blot das anti- 

apoptotische Protein XIAP und das Ausmaß der Expression ist bei allen Sublinien 

ähnlich und vor allem nicht höher als in UKF-NB-3. In den Sublinien IV, V und VI 

ist die Expression tendentiell weniger ausgeprägt. X-linked inhibitor of apoptosis 

protein (XIAP) ist der potenteste Inhibitor und das am besten definierten Protein 

der IAPs (inhibitor of apoptosis proteins) Familie. XIAP kann durch die BIR3 

Domäne die Caspase-9 und durch die BIR2 Domäne die Caspase-3/-7 

inhibieren.177  Die nachgewiesene Expression von XIAP könnte ein Mechanismus 

sein wodurch die Neuroblastomsublinien die Apoptose umgehen und es könnte 

einen Überlebensvorteil für diese Zellen bedeuten. Beim Neuroblastom führen 

XIAP Inhibitoren/SMAC-Mimetika zur signifikanten (in vitro und in vivo) 

Beeinträchtigung des Wachstums vom Tumor177 und sensitivieren 

Neuroblastomzellen gegenüber Chemotherapie.178 In diesem Zusammenhang 

wäre es interessant, an den hier untersuchten Cisplatin-adaptierten Sublinien 

XIAP-Inhibitoren zu testen. 

Die Expression von Survivin war im Western Blot zwischen den untersuchten 

Neuroblastomlinien unterschiedlich stark ausgeprägt. Wegen technischer 

Gründe war es nicht möglich, den Survivin Status von UKF-NB-3rCDDP1000 I zu 

bestimmen. UKF-NB-3rCDDP1000 III, IV, V und VI weisen eine höhere Expression 

des anti-apoptotischen Proteins Survivin auf als UKF-NB-3. Diese Sublinien 
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haben auch im Vergleich zu UKF-NB-3 einen erhöhten IC50-Wert für YM-155 

(Survivin Inhibitor). UKF-NB-3rCDDP1000 VII und X zeigen im Vergleich zu UKF-

NB-3 eine niedrigere Expression von Survivin. Trotzdem ist der IC50-Wert von 

YM-155 bei diesen beiden Sublinien im Vergleich zu UKF-NB-3 um das 

Zweifache erhöht. Unabhängig vom Survivin Status sind alle Cisplatin 

adaptierten Sublinien resistenter gegenüber YM-155 als die parentale Zelle UKF-

NB-3. Die IC50-Werte gegen den Survivin-Inhibitor YM-155 scheinen also nicht 

direkt mit der Expression von Survivin zu korrelieren. Die Adaptierung an 

Cisplatin führt zu unterschiedlichen Veränderungen in der Survivin-Expression. 

Colony forming assay 

Im Colony forming assay wurde die Fähigkeit der adaptierten Sublinien Kolonien 

auszubilden untersucht. Die meisten Cisplatin adaptierten Sublinien haben meist 

eine niedrigere Kolonienbildungseffizienz als die parentale Zelle UKF-NB-3. Die 

Ausnahme ist UKF-NB-3rCDDP1000 II mit einer um 11 % höheren 

Kolonienbildungseffizienz als UKF-NB-3. Die Testung der 

Kolonienbildungseffizienz liefert wichtige Informationen über das langfristige 

proliferative Potenzial von Zellen.179 Die Adaptierung an Cisplatin hat die 

Kolonienbildungseffizienz in den Sublinien nicht verstärkt, sondern tendenziell 

eher reduziert. Für UKF-NB-3 konnte auch eine erhöhte Neurosphere- und 

Kolonienbildungsfähigkeit gefunden werden, beim Vergleich mit CD133 

negativen Neuroblastomzellen.69 Die vorherige Kultivierung mit Cisplatin bei den 

Cisplatin adaptierten Sublinien könnte eine mögliche Erklärung sein für die 

niedrigere Kolonienbildungfähigkeit dieser Sublinien. In dieser Hinsicht wäre es 

interessant zu prüfen, ob die Kolonienbildungsfähigkeit sich im Verlauf verändert, 

wenn die Cisplatin adaptierten Sublinien für längere Zeit nicht mehr mit Cisplatin 

umgesetzt werden.  

Zusammengefasst lässt sich sagen, dass die Adaptierung an Cisplatin zu 

tiefgreifenden Veränderungen der Stammzelleigenschaften der 

Neuroblastomsublinien führt. Insbesondere zeigte sich eine Änderung in der 

Expression der Stammzellmarker CD133, GD2, Nanog, Nestin, und SOX-2. 

Ferner führt die Adaptierung an Cisplatin zur Ausbildung von Kreuzresistenzen 
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gegen unterschiedliche Wirkstoffe und generell zu einer niedrigeren 

Kolonienbildungseffizienz als UKF-NB-3. Nur die Cisplatin adaptierte Sublinie II 

kann mehr Kolonien bilden als UKF-NB-3, die Sublinie IV bildet etwa gleich so 

viele Kolonien aus wie UKF-NB-3 und alle anderen Sublinien bilden leicht 

weniger Kolonien als UKF-NB-3 aus. Die Tabelle 22 fasst die geänderten 

Stammzelleigenschaften der Cisplatin adaptierten Sublinien zusammen. 
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Stammzelleigenschaften UKF-NB-
3 

Cisplatin adaptierte 
Sublinien 

BCRP 
Expression 
Zellpopulation 

 
+/- 
+/- 

 
+/- 
+/- 

BMI-1 
Expression 
Zellpopulation 

 
- 
- 

 
- 
- 

CD133 
Expression 
Zellpopulation 

 
+ 
+ 

 
++, (1) 
++, (1) 

GD2 
Expression 
Zellpopulation 

 
++ 
++ 

 
+ 
+ 

MDR1/ABCB1 
Expression 
Zellpopulation 

 
+/- 
+/- 

 
+/- 
+/- 

Nanog 
Expression 
Zellpopulation 

 
+ 
+ 

 
++, (2) 
++, (2) 

Necdin 
Expression 
Zellpopulation 

 
+ 
+ 

 
+, (3) 
+, (3) 

Nestin 
Expression 
Zellpopulation 

 
+ 
+ 

 
++, (4) 
++, (4) 

Oct-4 
Expression 
Zellpopulation 

 
+ 
+ 

 
+, (5) 
+, (5) 

SOX-2 
Expression 
Zellpopulation 

 
+ 
+ 

 
++ 
++ 

MDR-1/ABCC1 
Expression 
Zellpopulation 

 
+ 
+ 

 
+, (7) 
+, (7) 

Kolonienbildungseffizienz ++ + (8) 
Tabelle 22. Veränderungen der Stammzelleigenschaften in Cisplatin 
adaptierten Sublinien im Vergleich zu UKF-NB-3. 
Expression: +/-: wenig bis nicht vorhanden, -: nicht vorhanden, +: vorhanden, 
++: erhöht 
1: Niedrige Expression bei VI und XII, höchste Expression bei I 
Fortsetzung auf der nächsten Seite. 
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Tabelle 22. Veränderungen der Stammzelleigenschaften in Cisplatin 
adaptierten Sublinien im Vergleich zu UKF-NB-3. Fortsetzung. 
2: XI zeigt etwa die gleiche Expression und den gleichen Nanog+ Zellanteil wie 
UKF-NB-3 
3: I fällt auf mit der größten Necdin+ Zellpopulation und der stärksten 
Expression 
4: XI hat den niedrigsten Nestin+ Zellanteil unter den Cisplatin-adaptierten 
Sublinien 
5: I, II, III, V, VI, VII, VIII, IX, X, und XI stärkere Expression, IV und XII weniger 
Expression als UKF-NB-3 
6: V, X, XI und XII niedrigerer Anteil an Sox-2 positiven Zellen als UKF-NB-3 
7: I höchste Expression von MRP-1, XII höherer prozentualer Anteil von MRP-
1+ Zellen als I, aber eine geringere Expression 
8: II bildet mehr Kolonien aus als UKF-NB-3. IV bildet etwa gleich so viele 
Kolonien aus wie UKF-NB-3, alle anderen Sublinien bilden weniger Kolonien 
als UFK-NB-3 
BCRP/ABCG2:  ATP-binding cassette super-family G member 2, BMI-1 
Polycomb complex protein BMI-1, CD133:  prominin-1, GD2:  Ganglioside G2, 
MDR1/ABCB1:  Multidrug-Resistance-Protein 1, Oct-4: Octamer binding 
transcription factor 4, SOX-2:  Sex determining region Y box 2, MDR-1/ABCC1: 
Multidrug-Resistance-Protein 1. 
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7 Zusammenfassung 

Grundlagen: Das Neuroblastom ist der häufigste extrakranielle solide Tumor im 

Kindesalter1. Die Patienten in der Hochrisikogruppe haben trotz der 

Weiterentwicklung der Therapie immer noch eine sehr schlechte Prognose. Die 

Entwicklung von Resistenzen und die darauffolgende Progression der 

Erkrankung sind kennzeichnende Phänomene innerhalb dieser Patientengruppe. 

Die hier vorgestellte Charakterisierung von MYCN amplifizierten, Cisplatin 

adaptierten chemoresistenten Neuroblastomsublinien UKF-NB-3rCDDP1000 I bis 

XII ist eine grundlegende Aufgabe, um den Phänotyp des multiresistenten/ 

Hochrisiko Neuroblastoms besser zu verstehen. Des Weiteren könnte diese 

Charakterisierung zu einem besseren Verständnis der Rolle von 

Krebsstammzellen beim Neuroblastom führen.  

Methoden: Die Empfindlichkeit zu verschiedenen Zytostatika wurde im 

Viabilitätsassay untersucht. Die Expression mehrerer Stammzellmarker wurde 

durch Durchflusszytometrie überprüft. Im Western Blot wurde die Expression der 

Proteine p53, p21, XIAP und Survivin untersucht. Die Proliferation der 

verschiedenen Sublinien wurde durch den Kolonienbildungstest untersucht.  

Ergebnise: In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass die Cisplatin adaptierten 

Sublinien zusätzliche Resistenzen gegenüber weiteren klassischen Zytostatika 

zeigen. Abgesehen von der erworbenen Cisplatin-Resistenz zeigen die 

Cisplatinsublinien erhöhte IC50-Werte für die Wirkstoffe YM-155, Doxorubicin, 

Melphalan, Vincristin, Docetaxel, Etoposid, Carboplatin und Vinblastin (jeweils im 

Vergleich zu UKF-NB-3). Von den getesteten klassischen Zytostatika hat nur 

Gemcitabin bei den Cisplatin adaptierten Sublinien eine gute Wirksamkeit. In 

dieser Arbeit konnte die Expression von mehreren Stammzellmarkern, sowohl 

bei den Cisplatin resistenten Sublinien als auch bei der parentalen Zelle UKF-

NB-3, nachgewiesen werden. Durch die Cisplatinadaptierung ergaben sich 

Unterschiede in der Expression von CD-133, Nanog, Nestin, Sox-2 und GD2. Im 

Kolonienbildungstest konnten keine großen Unterschiede festgestellt werden, die 

Cisplatin-adaptierten Sublinien zeigen tendenziell eine geringere 

Kolonienbildung als UKF-NB-3. 
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Konklusion: Der Nachweis von unterschiedlichen Stammzellmarkern bei den 

Neuroblastomsublinien UKF-NB-3rCDDP1000 I bis XII ist ein wichtiger Hinweis für 

die Existenz von Zellen mit Stammzellfähigkeiten innerhalb der Sublinien.  

Durch ein besseres Verständnis der biologischen Merkmale in resistenten 

Neuroblastomzellen könnten neuartige gezielte Therapiestrategien entdeckt 

werden. Viele der bei dieser Arbeit untersuchten Moleküle vermögen einen Effekt 

bei der Entstehung von Resistenzen und bei Aufrechterhaltung der Proliferation 

und Überleben von Neuroblastomzellen sowie Neuroblastomkrebsstammzellen 

zu haben. Folglich könnten diese Zielmoleküle (CD-133, Nanog, Nestin, Sox-2 

und GD2) in der Zukunft benutzt werden, um neue therapeutische Strategien zu 

entwickeln, die sowohl die multiresistenten Neuroblastomzellen als auch die 

Neuroblastom-krebsstammzellen besser abtöten können. Zusätzlich ist 

Gemcitabin als Medikament nach Cisplatintherapie klinisch interessant.  

 

7.1 Abstract 

Background: Neuroblastoma is the most frequent occurring solid tumor outside 

of the brain in infants1. Despite the progress in therapy, high risk patients still 

have a very poor prognosis. The development of chemoresistance and the 

subsequent progression of the disease are common phenomenons within this 

group of patients. The characterisation of the MYCN amplified and cisplatin 

adapted chemoresistant Neuroblastoma sublines UKF-NB-3rCDDP1000 I to XII is 

a fundamental task, with the aim of a better understanding of the multiresistent / 

High risk Neuroblastoma phenotype. Furthermore, this characterisation could 

lead to a better understanding of the role of neuroblastoma cancer stem cells. 

Methods: The sensitivity to different cytotoxic drugs was determined by viability 

assay. Expression analysis of several stem cell markers was performed by flow 

cytometry. Verification of the expression levels of p53, p21, XIAP and Survivin 

was carried out by Western blot. The proliferation rate of the different sublines 

was examined by colony forming assay. 
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Results: This thesis shows that the cisplatin adapted sublines exhibit additional 

resistance to other classic cytotoxic drugs. Apart from the acquired resistance 

against cisplatin, the sublines exhibit higher IC50 values for the cytotoxic drugs 

YM-155, doxorubicin, melphalan, vincristine, docetaxel, etoposide, carboplatin 

and vinblastine (compared to UKF-NB-3). It appears that from all of the tested 

drugs, gemcitabine is the one to have a good effectiveness on the cisplatin 

adapted sublines. This thesis was able to detect expression of several stem cell 

markers, both in the cisplatin resistant sublines as well as in the chemosensitive 

Neuroblastoma cell line UKF-NB-3. The cisplatin adaptation process resulted in 

differences in the expression of CD-133, Nanog, Nestin, Sox-2 and GD2. In the 

colony formation test, no great differences were found but the cisplatin-adapted 

sublines tend to show less colonization than UKF-NB-3. 

Conclusion: The detection of different stem cell markers in the cisplatin adapted 

neuroblastoma sublines UKF-NB-3rCDDP1000 I to XII is an important clue for the 

existence of cells with stem cell capacities within the sublines. With a better 

understanding of the biological features in cisplatin resistant neuroblastoma cells, 

new targeted therapie strategies could be discovered. Many of the molecules 

studied in this work may play a role in the formation of resistance and in the 

maintenance of proliferation and survival of the neuroblastoma cells as well as 

neuroblastoma cancer stem cells. Thus, these molecules (CD-133, Nanog, 

Nestin, Sox-2 and GD2) could be used in the future to develop new therapeutic 

strategies that can better target both the multiresistant neuroblastoma cells and 

the neuroblastoma cancer stem cells. Furthermore, Gemcitabin is still effective in 

all cisplatin adapted Sublines and could therefore be very interesting for the clinic.  
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10 Anhang 

Tabellen mit Messwerte der Durchflusszytometrie 

BCRP. ATP-binding cassette super-family G member 2. 

  

BMI-1.  Polycomb complex protein BMI-1. 

   

  

Sublinien Anteil gefärbter Zellen mit 

BCRP in Prozent 

UKF-NB-3  0,00 ± 0,00 

NB-3r CDDP I  1,93 ± 1,22 

NB-3r CDDP II  1,60 ± 1,18 

NB-3r CDDP III  0,10 ± 0,10 

NB-3r CDDP IV  0,12 ± 0,06 

NB-3r CDDP V  0,00 ± 0,30 

NB-3r CDDP VI  0,00 ± 0,00 

NB-3r CDDP VII  0,00 ± 0,00 

NB-3r CDDP VIII  0,37 ± 0,47 

NB-3r CDDP IX  0,00 ± 0,00 

NB-3r CDDP X 0,55 ± 0,07 

NB-3r CDDP XI  0,00 ± 0,00 

NB-3r CDDP XII 0,00 ± 0,00 

NB-3 BCRP 93,96 ± 0,20 

Tabelle 23. Expression von BCRP am 

Durchflusszytometer. Darstellung der Messwerte 

als Mittelwert ± Standardabweichung (aus 

Dreifachansatz). Zahlenangaben in Prozent. 

Sublinien RFU  

UKF-NB-3 0,00 ± 0,00 

NB-3r CDDP I  37,33 ± 8,62 

NB-3r CDDP II  33,67 ± 12,34 

NB-3r CDDP III  18,67 ± 17,62 

NB-3r CDDP IV  12,17 ± 3, 51 

NB-3r CDDP V  15,17 ± 6,11 

NB-3r CDDP VI  2,50 ± 4,33 

NB-3r CDDP VII  3,83 ± 6,66 

NB-3r CDDP VIII  12,67 ± 11,86 

NB-3r CDDP IX  6,67 ± 2,52 

NB-3r CDDP X 46,67 ± 79,10 

NB-3r CDDP XI  2,00 ± 2,65 

NB-3r CDDP XII 6,67 ± 6,75 

NB-3 BCRP 3753,5 ± 564,49 

Tabelle 24. Expression von BCRP am 

Durchflusszytometer. Darstellung der Messwerte 

als Mittelwert ± Standardabweichung (aus 

Dreifachansatz). Zahlenangaben in Relative 

Fluorescence Unit (RFU).  

Sublinien Anteil gefärbter Zellen mit 

BMI-1 in Prozent 

UKF-NB-3 0,00 ± 0,00 

NB-3r CDDP I  0,00 ± 0,00 

NB-3r CDDP II  0,00 ± 0,00 

NB-3r CDDP III  0,00 ± 0,00 

NB-3r CDDP IV  0,00 ±0,00 

NB-3r CDDP V  0,00 ± 0,00 

NB-3r CDDP VI  0,00 ± 0,00 

NB-3r CDDP VII  0,07 ± 0,12 

NB-3r CDDP VIII  0,00 ± 0,00 

NB-3r CDDP IX  0,00 ± 0,00 

NB-3r CDDP X 0,00 ± 0,00 

NB-3r CDDP XI  0,00 ± 0,00 

NB-3r CDDP XII 1,37 ± 2,28 

Tabelle 25. Expression von BMI-1 am 

Druchflusszytometer. Darstellung der Messwerte 

als Mittelwert ± Standardabweichung (aus 

Dreifachansatz). Zahlenangaben in Prozent. 

Sublinien RFU 

UKF-NB-3 0,00 ± 0,00 

NB3r CDDP I  0,00 ± 0,00 

NB3r CDDP II  0,00 ± 0,00 

NB3r CDDP III  0,00 ± 0,00 

NB3r CDDP IV  0,00 ± 0,00 

NB3r CDDP V  0,00 ± 0,00 

NB3r CDDP VI  0,00 ± 0,00 

NB3r CDDP VII  0,00 ± 0,00 

NB3r CDDP VIII  0,00 ± 0,00 

NB3r CDDP IX  0,00 ± 0,00 

NB3r CDDP X 0,00 ± 0,00 

NB3r CDDP XI  0,00 ± 0,00 

NB3r CDDP XII 12,00 ± 20,78 

Tabelle 26. Expression von BMI-1 am 

Druchflusszytometer. Darstellung der Messwerte 

als Mittelwert ± Standardabweichung (aus 

Dreifachansatz). Zahlenangaben in Relative 

Fluorescence Unit (RFU). 
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CD-133. Prominin-1. 

   

GD2. Ganglioside G2. 

   

  

Sublinien Anteil gefärbter Zellen mit 

CD133 in Prozent 

UKF-NB-3 0,12 ± 0,06 

NB3r CDDP I  81,70 ± 3,21 

NB3r CDDP II  15,97 ± 5,43 

NB3r CDDP III  5,57 ± 0,42 

NB3r CDDP IV  28,12 ± 1,50 

NB3r CDDP V  10,20 ± 0,95 

NB3r CDDP VI  0,03 ± 0,35 

NB3r CDDP VII  26,00 ± 1,15 

NB3r CDDP 

VIII  

6,00 ± 1,31 

NB3r CDDP IX  4,08 ± 0,49 

NB3r CDDP X 4,45 ± 18,10 

NB3r CDDP XI  20,02 ± 0,64 

NB3r CDDP XII 1,17 ± 0,15 

Tabelle 27. Expression von CD133 am 

Durchflusszytometer. Darstellung der Messwerte 

als Mittelwert ± Standardabweichung (aus 

Dreifachansatz). Zahlenangaben in Prozent. 

Sublinien RFU 

UKF-NB-3 0 ± 10,1 

NB3r CDDP I  1335,3 ± 258,2 

NB3r CDDP II  198,0 ± 11,5 

NB3r CDDP III  42,2 ± 23,7 

NB3r CDDP IV  272 ± 69,4 

NB3r CDDP V  95,5 ± 29,5 

NB3r CDDP VI  26 ± 28 

NB3r CDDP VII  236,2 ± 9,3 

NB3r CDDP VIII  56,5 ± 7,5 

NB3r CDDP IX  38,5 ± 33,9 

NB3r CDDP X 20,5 ± 130,8 

NB3r CDDP XI  189,3 ± 5,03 

NB3r CDDP XII 0 ± 84,1 

Tabelle 28. Expression von CD133 am 

Durchflusszytometer. Darstellung der Messwerte 

als Mittelwert ± Standardabweichung (aus 

Dreifachansatz). Zahlenangaben in Relative 

Fluorescence Unit (RFU). 

Sublinien Anteil gefärbter Zellen mit 

GD2 in Prozent 

UKF-NB-3 33,27 ± 2,48 

NB3r CDDP I  6,50 ± 0,61 

NB3r CDDP II  0,95 ± 0,69 

NB3r CDDP III  0,13 ± 0,15 

NB3r CDDP IV  0,70 ± 1,04 

NB3r CDDP V  0,22 ± 0,15 

NB3r CDDP VI  0,17 ± 0,25 

NB3r CDDP VII  0,00 ± 0,00 

NB3r CDDP 

VIII  

1,05 ± 0,79 

NB3r CDDP IX  2,08 ± 1,88 

NB3r CDDP X 3,43 ± 5,19 

NB3r CDDP XI  0,00 ± 0,00 

NB3r CDDP XII 0,02 ± 0,03 

Tabelle 29. Expression von GD2 am 

Durchflusszytometer. Darstellung der Messwerte 

als Mittelwert ± Standardabweichung (aus 

Dreifachansatz). Zahlenangaben in Prozent. 

Sublinien RFU 

UKF-NB-3 1436,33 ± 127,22 

NB3r CDDP I  271,67 ± 37,75 

NB3r CDDP II  163,17 ± 42,10 

NB3r CDDP III  100,67 ± 80,16 

NB3r CDDP IV  78,67 ± 44,38 

NB3r CDDP V  72,50 ± 4,58 

NB3r CDDP VI  92,83 ± 16,26 

NB3r CDDP VII  30,83 ± 13,43 

NB3r CDDP VIII  90,00 ± 21,93 

NB3r CDDP IX  118,67 ± 39,51 

NB3r CDDP X 56,00 ± 13,44 

NB3r CDDP XI  53,67 ± 35,47 

NB3r CDDP XII 54,50 ± 28,99 

Tabelle 30. Expression von GD2 am 

Durchflusszytometer. Darstellung der Messwerte 

als Mittelwert ± Standardabweichung (aus 

Dreifachansatz). Zahlenangaben in Relative 

Fluorescence Unit (RFU). 
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MDR-1/ ABCB1. Multidrug-Resistance-Protein 1. 

   

Nanog. 

   

  

Sublinien Anteil gefärbter Zellen mit 

MDR-1 in Prozent 

UKF-NB-3 0,17± 0,15 

NB3r CDDP I  0,00 ± 0,00 

NB3r CDDP II  0,83 ± 0,49 

NB3r CDDP III  0,50 ± 0,50 

NB3r CDDP IV  0,00 ± 0,00 

NB3r CDDP V  0,47 ± 0,38 

NB3r CDDP VI  0,70 ± 0,20 

NB3r CDDP VII  0,28 ± 0,06 

NB3r CDDP VIII  0,13 ± 0,15 

NB3r CDDP IX  0,12 ± 0,12 

NB3r CDDP X 2,10 ± 0,56 

NB3r CDDP XI  0,4 ± 0,1 

NB3r CDDP XII 0,23 ± 0,25 

NB3r MDR 1 90,95 ± 4,24 

Tabelle 31. Expression von MDR-1 am 

Durchflusszytometer. Darstellung der Messwerte 

als Mittelwert ± Standardabweichung (aus 

Dreifachansatz). Zahlenangaben in Prozent. 

Sublinien RFU 

UKF-NB-3 0,00 ± 0,00 

NB3r CDDP I  36,00 ± 62,35 

NB3r CDDP II  6,67 ± 11,55 

NB3r CDDP III  14,83 ± 25,69 

NB3r CDDP IV  0,00 ± 0,00 

NB3r CDDP V  10,67 ± 6,51 

NB3r CDDP VI  19,33 ± 28,45 

NB3r CDDP VII  19,67 ± 32,77 

NB3r CDDP VIII  0,00 ± 0,00 

NB3r CDDP IX  0,00 ± 0,00 

NB3r CDDP X 35,50 ± 4,95 

NB3r CDDP XI  2,50 ± 4,33 

NB3r CDDP XII 1,00 ± 1,73 

NB3r MDR1 575,50 ± 33,05 

Tabelle 32. Expression von MDR-1 am 

Durchflusszytometer. Darstellung der Messwerte 

als Mittelwert ± Standardabweichung (aus 

Dreifachansatz). Zahlenangaben in Relative 

Fluorescence Unit (RFU). 

Sublinien Anteil gefärbter Zellen mit 

Nanog in Prozent 

UKF-NB-3 1,93 ± 1,20 

NB3r CDDP I 11,45 ± 7,47 

NB3r CDDP II 47,63 ± 11,15 

NB3r CDDP III 24,15 ± 4,25 

NB3r CDDP IV 12,25 ± 2,90 

NB3r CDDP V 20,70  ± 6,78 

NB3r CDDP VI 25,33 ± 14,21 

NB3r CDDP VII 10,05 ± 5,11 

NB3r CDDP VIII 30,85 ± 5,59 

NB3r CDDP IX 8,08 ± 4,65 

NB3r CDDP X 36,28 ± 11,25 

NB3r CDDP XI 2,15 ± 0,42 

NB3r CDDP XII 13,25 ± 3,76 

Tabelle 33. Expression von Nanog am 

Durchflusszytometer. Darstellung der Messwerte 

als Mittelwert ± Standardabweichung (aus 

Dreifachansatz). Zahlenangaben in Prozent. 

Sublinien RFU 

UKF-NB-3 118,2 ± 56,3 

NB3r CDDP I  261,2 ± 93,2 

NB3r CDDP II  1116,5 ± 173,4 

NB3r CDDP III  506,2 ± 108,1 

NB3r CDDP IV  271,5 ± 74,2 

NB3r CDDP V  454,8 ± 88,7 

NB3r CDDP VI  1089,0 ± 445,5 

NB3r CDDP VII  238,5 ± 118,0 

NB3r CDDP VIII  817,5 ± 234,8 

NB3r CDDP IX  194,2 ± 119,6 

NB3r CDDP X 854,0 ± 248,0 

NB3r CDDP XI  134,5 ± 0,0 

NB3r CDDP XII 338,5 ± 54,5 

Tabelle 34. Expression von Nanog am 

Durchflusszytometer. Darstellung der Messwerte 

als Mittelwert ± Standardabweichung (aus 

Dreifachansatz). Zahlenangaben in Relative 

Fluorescence Unit (RFU). 
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Necdin. 

   

Nestin. 

   

  

Sublinien Anteil gefärbter Zellen mit 

Necdin in Prozent 

UKF-NB-3 51,03 ±10,11 

NB3r CDDP I  89,15 ± 0,00 

NB3r CDDP II  40,93 ± 6,35 

NB3r CDDP III  30,03 ± 3,52 

NB3r CDDP IV  29,67 ± 10,45 

NB3r CDDP V  33,67 ± 4,92 

NB3r CDDP VI  62,83 ± 9,47 

NB3r CDDP VII  35,38 ± 30,34 

NB3r CDDP VIII  39,73 ± 7,23 

NB3r CDDP IX  61,25 ± 7,63 

NB3r CDDP X 62,23 ± 12,34 

NB3r CDDP XI  35,60 ± 14,12 

NB3r CDDP XII 40,28 ± 5,41 

Tabelle 35. Expression von Necdin am 

Durchflusszytometer. Darstellung der Messwerte 

als Mittelwert ± Standardabweichung (aus 

Dreifachansatz). Zahlenangaben in Prozent. 

Sublinien RFU 

UKF-NB-3 940,17 ± 151,66 

NB3r CDDP I  2698,50 ± 57,98 

NB3r CDDP II  883,33 ± 88,71 

NB3r CDDP III  737,83 ± 39,55 

NB3r CDDP IV  705,83 ± 166,66 

NB3r CDDP V  815,83 ± 67,72 

NB3r CDDP VI  1215,00 ± 158,38 

NB3r CDDP VII  527,50 ± 155,56 

NB3r CDDP VIII  886,67 ± 120,96 

NB3r CDDP IX  1195,50 ± 158,50 

NB3r CDDP X 1210,00 ± 255,68 

NB3r CDDP XI  864,00 ± 287,56 

NB3r CDDP XII 864,67 ± 85,45 

Tabelle 36. Expression von Necdin am 

Durchflusszytometer. Darstellung der Messwerte 

als Mittelwert ± Standardabweichung (aus 

Dreifachansatz). Zahlenangaben in Relative 

Fluorescence Unit (RFU). 

Sublinien Anteil gefärbter Zellen mit 

Nestin in Prozent 

UKF-NB-3 33,37 ± 4,47 

NB3r CDDP I  90,75 ± 0,75 

NB3r CDDP II  80,43 ± 2,20 

NB3r CDDP III  73,00 ± 2,23 

NB3r CDDP IV  65,35 ± 10,16 

NB3r CDDP V  64,25 ± 7,22 

NB3r CDDP VI  91,42 ± 6,24 

NB3r CDDP VII  64,27 ± 3,33 

NB3r CDDP VIII  72,20 ± 2,25 

NB3r CDDP IX  81,68 ± 0,55 

NB3r CDDP X 94,27 ± 3,69 

NB3r CDDP XI  61,63 ± 2,82 

NB3r CDDP XII 69,65 ± 7,55 

Tabelle 37. Expression von Nestin am 

Durchflusszytometer. Darstellung der Messwerte 

als Mittelwert ± Standardabweichung (aus 

Dreifachansatz). Zahlenangaben in Prozent. 

Sublinien RFU 

UKF-NB-3 503,50 ± 90,42 

NB3r CDDP I  5807,17 ± 656,05 

NB3r CDDP II  3966,67 ± 30,02 

NB3r CDDP III  3143,50 ± 578,96 

NB3r CDDP IV  1929,83 ± 593,24 

NB3r CDDP V  2029,50 ± 343,91 

NB3r CDDP VI  5351,33 ± 920,03 

NB3r CDDP VII  2278,50 ± 334,66 

NB3r CDDP VIII  2215,50 ± 243,99 

NB3r CDDP IX  2240,83 ± 168,53 

NB3r CDDP X 7223,67 ± 1888,49 

NB3r CDDP XI  1449,17 ± 257,42 

NB3r CDDP XII 1949,50 ± 266,82 

Tabelle 38. Expression von Nestin am 

Durchflusszytometer. Darstellung der Messwerte 

als Mittelwert ± Standardabweichung (aus 

Dreifachansatz). Zahlenangaben in Relative 

Fluorescence Unit (RFU). 
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Oct-4. Octamer binding transcription factor 4. 

   

Sox-2. Sex determining region Y box 2. 

   

  

Sublinien Anteil gefärbter Zellen mit 

OCT-4 in Prozent 

UKF-NB-3 11,43 ± 9,01 

NB3r CDDP I  16,20 ± 9,10 

NB3r CDDP II  17,75 ± 11,71 

NB3r CDDP III  23,02 ± 6,21 

NB3r CDDP IV  2,30 ± 2,07 

NB3r CDDP V  8,30 ± 8,66 

NB3r CDDP VI  38,35 ± 15,84 

NB3r CDDP VII  14,00 ± 0,75 

NB3r CDDP VIII  8,73 ± 2,99 

NB3r CDDP IX  5,55 ± 7,07 

NB3r CDDP X 37,63 ± 4,18 

NB3r CDDP XI  15,95 ± 2,36 

NB3r CDDP XII 1,23 ± 2,14 

Tabelle 39. Expression von OCT-4 am 

Durchflusszytometer. Darstellung der Messwerte 

als Mittelwert ± Standardabweichung (aus 

Dreifachansatz). Zahlenangaben in Prozent. 

Sublinien RFU 

UKF-NB-3 44,67± 61,26 

NB3r CDDP I  72,00 ± 58,51 

NB3r CDDP II  191,33 ± 138,40 

NB3r CDDP III  248,33 ± 7,09 

NB3r CDDP IV  19,67 ± 12,06 

NB3r CDDP V  84,33 ± 73,28 

NB3r CDDP VI  467,67 ± 177,27 

NB3r CDDP VII  132,83 ± 22,81 

NB3r CDDP VIII  56,67 ± 32,25 

NB3r CDDP IX  54,67 ± 64,63 

NB3r CDDP X 649,33 ± 181,95 

NB3r CDDP XI  124,67 ± 38,00 

NB3r CDDP XII 25,50 ± 44,17 

Tabelle 40. Expression von OCT-4 am 

Durchflusszytometer. Darstellung der Messwerte 

als Mittelwert ± Standardabweichung (aus 

Dreifachansatz). Zahlenangaben in Relative 

Fluorescence Unit (RFU). 

Sublinien Anteil gefärbter Zellen mit 

SOX-2 in Prozent 

UKF-NB-3 15,42 ±  4,52 

NB3r CDDP I  40,47 ± 11,80 

NB3r CDDP II  22,45 ± 1,45 

NB3r CDDP III  22,38 ± 11,74 

NB3r CDDP IV  31,63 ± 17,11 

NB3r CDDP V  11,32 ± 7,23 

NB3r CDDP VI  40,92 ± 17,85 

NB3r CDDP VII  62,57 ± 10,19 

NB3r CDDP 

VIII  

29,12 ± 1,63 

NB3r CDDP IX  27,35 ± 6,05 

NB3r CDDP X 9,67 ± 12,18 

NB3r CDDP XI  11,13 ± 5,92 

NB3r CDDP XII 11,90 ± 8,52 

Tabelle 41. Expression von SOX-2 am 

Durchflusszytometer. Darstellung der Messwerte 

als Mittelwert ± Standardabweichung (aus 

Dreifachansatz). Zahlenangaben in Prozent. 

Sublinien RFU 

UKF-NB-3 307,67 ± 72,71 

NB3r CDDP I  1184,00 ± 809,84 

NB3r CDDP II  866,67 ± 248,39 

NB3r CDDP III  777,67 ± 335,29 

NB3r CDDP IV  869,00 ± 483,43 

NB3r CDDP V  492,17 ± 389,79 

NB3r CDDP VI  1130,67 ± 421,67 

NB3r CDDP VII  1643,33 ± 223,03 

NB3r CDDP VIII  697,17 ± 102,28 

NB3r CDDP IX  600,17 ± 208,50 

NB3r CDDP X 799,67 ± 224,13 

NB3r CDDP XI  335,00 ± 207,30 

NB3r CDDP XII 338,33 ± 246,07 

Tabelle 42. Expression von SOX-2 am 

Durchflusszytometer. Darstellung der Messwerte 

als Mittelwert ± Standardabweichung (aus 

Dreifachansatz). Zahlenangaben in Relative 

Fluorescence Unit (RFU). 
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MRP-1. Multidrug resistance-associated protein 1. 

   

    Luis Alfredo Patiño Miranda 

  

Sublinien Anteil gefärbter Zellen mit 

MRP-1 (ABCC1) in Prozent 

UKF-NB-3 69,58 ± 5,57 

NB3r CDDP I  80,18 ± 2,12 

NB3r CDDP II  73,90 ± 3,70 

NB3r CDDP III  60,18 ± 4,85 

NB3r CDDP IV  68,82 ± 2,20 

NB3r CDDP V  61,45 ± 5,07 

NB3r CDDP VI  68,25 ± 4,31 

NB3r CDDP VII  79,47 ± 9,45 

NB3r CDDP VIII  73,13 ± 4,53 

NB3r CDDP IX  54,72 ±6,93 

NB3r CDDP X 73,32 ± 1,37 

NB3r CDDP XI  73,07 ± 3,20 

NB3r CDDP XII 82,38 ± 1,53 

Tabelle 43. Expression von MRP-1 am 

Durchflusszytometer. Darstellung der Messwerte 

als Mittelwert ± Standardabweichung (aus 

Dreifachansatz). Zahlenangaben in Prozent. 

Sublinien RFU 

UKF-NB-3 350,67 ± 77,69 

NB3r CDDP I  512,50 ± 43,86 

NB3r CDDP II  350,83 ± 34,53 

NB3r CDDP III  242,33 ± 28,36 

NB3r CDDP IV  271,83 ± 20,74 

NB3r CDDP V  243,83 ± 36,53 

NB3r CDDP VI  294,00 ± 48,38 

NB3r CDDP VII  341,50 ± 70,00 

NB3r CDDP VIII  351,17 ± 37,82 

NB3r CDDP IX  190,17 ± 32,53 

NB3r CDDP X 319,83 ± 35,35 

NB3r CDDP XI  284,50 ± 31,51 

NB3r CDDP XII 370,33 ± 25,54 

Tabelle 44. Expression von MRP-1 am 

Durchflusszytometer. Darstellung der Messwerte 

als Mittelwert ± Standardabweichung (aus 

Dreifachansatz). Zahlenangaben in Relative 

Fluorescence Unit (RFU). 
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