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Fragestellung

Die Lebenserwartung von Patienten mit Neurofiboromatose Typl (NF1) ist aufgrund
bdsartiger Tumoren wie z.B. maligner peripherer Nervenscheidentumoren (MPNST)
reduziert. Die aktuellen Therapieoptionen dieser Tumoren sind auch international nicht
zufriedenstellend. Daher wollen wir all-trans Retinsaure (ATRA) als potentielles
Therapeutikum bzw. als Erganzungstherapie fur NF1-assoziierte MPNST im Mausmodel
testen. Hierzu werden menschliche Zellen aus MPNST-Zelllinien in Mause
transplantiert. Die Tiere, die dann humane Tumoren entwickeln, werden mit ATRA
therapiert, wobei die Tumorremission mittels Bildgebung dokumentiert wird. Das
Medikament ist bereits bei anderen Krebserkrankungen erprobt und zugelassen, so
dass eine erfolgreiche Therapie von MPNST eine wichtige Alternative zur chirurgischen
Intervention dieser Tumoren darstellen wirde. Helfen Sie uns diese Tumoren zu
stoppen.
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Subkutane Implantation von Nacktmaus mit solidem Reduktion des
humanen MPNST Zellen in humanem MPNST Tumorwachstums durch
Nacktmause tagliche ATRA-Behandlung?

Abbildung 1: Schematische Darstellung der geplanten tierexperimentellen Versuche.

Stand der Forschung und eigene Vorarbeiten

Die Neurofiboromatose Typ 1 (NF1) gehort zu den haufigsten, genetisch bedingten
Erkrankungen und ist mit einer Manifestation von multiplen Nervenscheidentumoren
charakterisiert. Insbesondere maligne periphere Nervenscheidentumoren (MPNST)
fuhren zu einer signifikant erhéhten Mortalitat der NF1 Patienten.
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Sie stellen bis zu 10% aller Weichteilsarkome dar und wachsen extrem aggressiv und
infiltrativ'®>. Etwa 50% aller MPNST sind mit der NF1 assoziiert®®. Aufgrund des
bésartigen Verhaltens stellt bislang lediglich die chirurgische Therapie eine kurative
Moglichkeit dar, die aber oft mit bleibenden Schaden verbunden ist. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate von Patienten mit MPNST liegt trotz der Kombination mit Radiotherapie
und Chemotherapie bei nur 35-50%"%*2. Mehrere Studien belegen eine schlechtere
krankheitsspezifische Uberlebensrate von 16-38% fur NF1-Patienten mit MPNST im
Vergleich zu 42-57% bei sporadischen Fallen® % Aktuelle klinische Studien
(SARCO016) testen die Kombinationstherapie von Angiogenese-Hemmern (Avastin) mit
MTOR-Inhibitoren (Everolismus), da Therapien mit Tyrosinkinaseinhibitoren leider einen
nur geringen Therapieerfolg gezeigt haben. Weitere effektive Therapieoptionen
besonders fur die NF1- assoziierten Tumoren sind dringend erforderlich.

Eigene Voruntersuchungen konnten eine differentielle Expression des Retinsaure
transportierenden Proteins CRABP2 (cellular retinoic acid binding protein 2) in Subtypen
NF1-assoziierter peripherer Nervenscheidentumoren nachweisen, was auf eine
veranderte Retinsdure-Signalgebung in diesen Tumoren hinweist. Retinsaure ist ein
essentieller Regulator wéhrend der Embryonalentwicklung und der neuronalen
Differenzierung und hat antikanzerogene Eigenschaften'>?°,
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Abbildung 2: Retinsaure reguliert wichtige zellulare Prozesse wie beispielsweise Zellteilung®,
Differenzierung zu speziellen Zellarten®” und Zelltod?.
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Auch CRABP2 hat neben der Funktion als Transporter und Mediator fiir Retinsdure
antiproliferative Eigenschaften®. Wir untersuchen in unserer Arbeitsgruppe derzeit die
Rolle von CRABP2 in NF1l-assoziierten Nervenscheidentumoren sowie den Transport
von Retinsaure und die damit verbundenen Wechselwirkungen.

Die Effekte der ATRA-Therapie auf MPNST haben wir bereits intensiv in der Zellkultur
untersucht und international vorgestellt, weshalb wir nun positive therapeutische Effekte
im Tiermodell erwarten, die klinische Studien nach sich ziehen konnen: Um der
bekannten Heterogenitdt der MPNSTs gerecht zu werden, haben wir die Effekte der
ATRA in drei etablierten MPNST-Zelllinien untersucht, wobei sich eine signifikante
Hemmung der Proliferation und Migration sowie eine Induktion von Differenzierung und
Apoptose in allen drei Zelllinien zeigte, alles Prozesse, die als therapierelevante
Charakteristika in vitro bewertet werden. Diese Ergebnisse legen ATRA als potentielles
Therapeutikum nahe, zumal ATRA bereits erfolgreich fir die Behandlung verschiedener
Krebsarten in der Differenzierungstherapie verwendet wird.
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Abbildung 3: Effekte der ATRA-Therapie auf Tumor-Schwann Zellen in vitro. Schwann Zellen zeichnen
sich durch ihre bipolare, spindelférmige Morphologie aus wie hier schematisch dargestellt wurde. Die
Behandlung induziert Therapie-relevante Prozesse in Tumor-Schwann Zellen, wie beispielsweise die
Hemmung des Tumorwachstums (Proliferation), die Hemmung des Metastasierungspotentials (Migration),
die Induktion des Zelltods (Apoptose) und die Induktion der Differenzierung.

Geplantes Vorgehen

Die bereits in der Zellkultur untersuchten Zellen aus drei MPNST-Zelllinien (es handelt
sich um etablierte MPNST-Zelllinien, die aus humanen NF1 assoziierten MPNSTs
generiert wurden und die seit langem in der Neurofiboromatose-Forschung in
Mausmodellen fir MPNST Verwendung finden??®) werden den Nacktmausen in die
Flanke unter die Haut gespritzt. Es werden verschiedene Zellzahlen getestet, um zu
gewadhrleisten, dass sich nach wenigen Tagen stetig wachsende Tumoren bilden.
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Sobald sich ein 5 mm grol3er Tumor gebildet hat, werden die Mause mit ATRA
behandelt. In einem Vorversuch wird die optimale vertragliche Dosis der ATRA
bestimmt. Wahrend der Therapie wird zweimal wochentlich das Tumorvolumen ermittelt,
um das Tumorwachstum mit dem unbehandelter Mause zu vergleichen. Nach
sechswdchiger Therapie wird der Versuch beendet. Die Tumorzellen aus den Tumoren
werden in der Zellkultur rekultiviert, um vergleichende molekularbiologische sowie
epigenetische Untersuchungen der mit ATRA behandelten, der nicht mit ATRA
behandelten und der urspriinglich applizierten Tumorzellen zu erméglichen. Es kdnnen
so therapieassoziierte Veranderungen in den Zellen identifiziert werden, die
madglicherweise zu einem Wachstumstop oder Zelltod in den Tumoren geftihrt haben.
AulRerdem sollen Kombinationstherapien im Zellkulturmodel (z.B. mit MEK-Inhibitoren)
untersucht werden, die den Therapieerfolg verbessern konnten.
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