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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom (NSCLC)

1.1.1. Allgemeines

Mit etwa 34.000 Neuerkrankungen pro Jahr bei Mannern und 15.500 bei Frauen stellt
das Bronchialkarzinom die dritthaufigste Krebserkrankung in Deutschland dar. Mit
einem Anteil von 26% handelt es sich bei Mannern um die haufigste, bei Frauen mit
13% um die dritthaufigste Todesursache in Deutschland (Robert Koch Institut, 2012).
Rauchen ist in der Europaischen Union fur etwa 85% der Lungenkrebstodesfalle
(91% bei Mannern, 65% bei Frauen) ursachlich (McNeill et al., 2004) und liegt damit
in der Haufigkeit noch weit vor Risiken wie Passivrauchen, Umweltnoxen und
anderen Noxen als wichtigste Risikofaktoren fur die Entstehung von
Bronchialkarzinomen (Goeckenjan et al., 2010).

Etwa 85% der Bronchialkarzinome sind nicht-kleinzellig und lassen sich noch weiter
in verschiedene histologische Untertypen einteilen, wobei als haufigste das
Plattenepithelkarzinom (ca. 40%), das Adenokarzinom (ca. 35%) sowie das
groRzellige Bronchialkarzinom (10%) zu nennen sind. Das kleinzellige
Bronchialkarzinom hat einen Gesamtanteil von 15% in der histologischen Haufigkeit

der Bronchialkarzinome.

1.1.2. Prognose des NSCLC

In sehr frihem Stadium (lA) liegt die 5-Jahres-Uberlebensquote (5-JUR) bei etwa
50%. Bei groRerem Lokalbefund (IB) sinkt sie bereits auf etwa 40%. Mit zusatzlich
positivem Lymphknotenbefund (Il) betragt sie noch etwa 25%. Im Stadium IV wird die

5-JUR mit etwa einem Prozent angegeben (Mountain et al., 1997).



1. Einleitung

1.2. Protein 53 (p53)

1.2.1. Allgemeines

In etwa der Halfte aller Tumoren inaktiviert, spielt p53 als Tumorsuppressorgen eine
zentrale Rolle in der Entstehung von Tumoren (Soussi et al., 2007). Schon frihe
Studien mit p53-defizienten Mausen konnten zeigen, dass ein volliges Fehlen von
p53 eine normale Entwicklung erlaubt, im Verlauf jedoch zu Neoplasien pradisponiert
(Donehower et al., 1992).

Ohne Einwirkung von Zellstress herrscht in der Zelle ein Gleichgewicht zwischen p53
und seinem Gegenspieler Mdm-2, welcher zu proteasomalem Abbau von p53 fuhrt
(Michael et al., 2003). Nach langjahriger Forschungsanstrengung zu p53 wurde ein
komplexes System von Induktion und Suppression in der Zelle, gerade in
Zusammenhang mit DNS-Schaden, entdeckt. Eine Besonderheit dieses
Regulationssystems ist es, die Zelle insbesondere nach DNS-Schaden entweder in

Richtung Apoptose oder den Zellzyklusarrest leiten zu konnen.

1.2.2. p53-Aktivierung

Die p53-Aktivierung wird von einer Fulle von Stresssignalen, wie zum Beispiel
genotoxischem Stress, onkogener Aktivierung, dem Verlust von normalem Zell-Zell-
Kontakt und Hypoxaemie ausgeldst (Vousden et al., 2009). Als Folge ist eine erhohte
Gentranskription sowie ein verminderter Ubiquitin-abhangiger Abbau des Proteins
beschrieben.

Zur Aktivierung des Proteins kommt es durch Phosphorylierung- beispielsweise
durch das ATM-Protein (Ataxia telangiectasia mutated protein).

Weiterhin sind DNS-abhangige Poteinkinasen (DNA-PK), welche durch DNS-
Schadigung aktiviert werden, an der Veranderung des Proteins 53 beteiligt. Als deren
Substrat wird die amino-terminale Region von p53 verandert, welche die Interaktion
mit dem Transkriptionsapparat der Zelle und Mdm-2 kontrolliert.

Die Transkription des Mdm-2-Gens ist p53-abhangig. Bei hohem p53-Gehalt in der
Zelle wird folglich die Menge an Mdm-2 erhoht, was ein Gleichgewicht zwischen den
beiden Proteinen zur Folge hat. Dieser Mechanismus erklart auch, weshalb mutiertes
p53 in der Zelle aus dem daraus folgendem Mangel an Mdm-2 stabil ist (Lane, 1998).

2



1. Einleitung

Ein weiterer Aktivierungsweg stellt die onkogene Aktivierung von p53 dar. Fur
p14ARF (Alternative reading frame) konnte eine dem p53 uUbergeordnete Bedeutung
nachgewiesen werden, wobei p14ARF p53 unabhangig von DNS-Schaden
regulieren kann. ARF selbst wird beispielsweise Uber das Retinoblastom-Gen (Rb)
induziert (Prives, 1998).

E1a — Rb= E2F1—> ARF===] || jm=== kinases «— DNA damage

acetylases Hypoxia?
SVAOT Ag Nucleotide depletion?
MDM2

Abb.1 Unabhangige Aktivierung von p53 Gber Onkogene oder Stresssignale

1.2.3. Zellzyklusregulation

Einige Studien sprechen dafur, dass p53 fur eine G1-DNS-Schaden-Checkpoint
Funktion gebraucht wird (u.a. Prives et al., 1999). Stabilitat des Proteins und Aktivitat
als Transkriptionsfaktor scheinen infolge eines DNS-Schadens erhoht zu sein. Als
Grund hierfur gelten post-translationale Modifikationen, die die Interaktionen
zwischen Mdm-2 und p53 stéren und p53 vor einer Ubiquitin-vermittelten Proteolyse
bewahren. Ein G1-Phasen-Arrest, gerade als Antwort auf Bestrahlung, resultiert aus
einer Transaktivierung von p21"#" durch WTp53, was G1- cyclinabhangige Kinasen
inhibiert und somit einen Eintritt in die S-Phase verhindert (Fei et al., 2003).

Ein weiteres wichtiges Molekul im Zusammenhang mit p53 und der
Zellzyklusregulation stellt ATM dar. Durch Phosphorylierung von p53 oder c-ABL,
was wiederum in einer Hochregulierung von p21 resultiert, zeigt sich hier ein weiterer
Mechanismus zur Zellzyklusregulierung (Dasika et al., 1999). Die Induktion einer
p21-Expression ist selbst fur geringe Level von p53 sehr empfindlich. Dies fuhrt
dazu, dass die Zelle bei geringem Schaden Uber einen temporaren G1-Block Zeit
bekommt den Schaden zu beheben, ohne abzusterben. Ebenfalls eng mit der p53-
abhangigen Aktivierung von p21 verknupft ist der dauerhafte Zellzyklusarrest, die

sog. ,Senescence” (Vousden et al., 2009).



1. Einleitung

Auch bei Durchlaufen des G2-Phase-Checkpoint spielen p53-vermittelte Reaktionen
eine Rolle, wobei hier ~ eher eine  Verstarkung von anderen
Zellzyklusregulationsmechanismen durch p53 anzunehmen ist, da dieser Effekt auch
bei p53-Knockout beobachtet werden kann (Passalaris et al., 1999).

Nach Schadigung der DNS wird der Gehalt an p53 in der Zelle innerhalb von Minuten
erhoht und erste Apoptosevorgange innerhalb von wenigen Stunden eingeleitet
(Clarke et al., 1993). Dabei fallt eine wichtige Entscheidung: Apoptose oder
Zellzyklusarrest und DNS-Reparatur. Entscheidend fur eine der beiden Alternativen
sind die spezifische postranslationale Modifikation und/oder beteiligte Proteine.

In der nachfolgenden Graphik soll ein Uberblick zur Antwort auf DNS-Schaden im

Hinblick auf p53 und dessen Verschaltung gegeben werden.

transactivation activity

Target gene expressions

Abb.2 Unterschiedliche Wege nach DNS-Schaden zur Apoptose oder einer DNS-Reparatur



1. Einleitung

1.3. Tumor-Mikromilieu

1.3.1. Allgemeines

Das Mikromilieu (MM) ist ein komplexes Gebilde, das Tumorzellen genauso wie
nicht-maligne Zellen umgibt. Es setzt sich aus der Extrazellularen Matrix (EZM)
sowie diffusionsfahigen Wachstumsfaktoren und Zytokinen zusammen. Weiterhin
sind nicht-epitheliale Zelltypen Bestandteile des MM; Zum einen vaskulare Zelltypen,
wie Endothelzellen, Perizyten, glatte Muskelzellen und Zellen, die bei Infektionen und
Verletzungen eine Rolle spielen, wie zum Beispiel Lymphozyten, Makrophagen oder
Mastzellen. Zum anderen sind Fibroblasten ein wichtiger Bestandteil des MM, die im
Zusammenhang mit Tumoren auch als karzinom-assoziierte Fibroblasten (CAF)
bezeichnet werden, um deren besondere Bedeutung im Hinblick auf die Tumor-
Stroma-Interaktion zu betonen (z.B. Tisty et al., 2001; Addadi et al., 2010).

Als vorherrschende Zellart im Stroma sind Fibroblasten als Ursprung fur einen
Groldteil der Bestandteile des Bindegewebes zu betrachten. Wichtige Beispiele
hierfir sind verschiedene Arten von Kollagenen, proteolytische Enzymen und
Inhibitoren, Wachstumsfaktoren sowie Proteoglykane (Sappino et al., 1990). In
verschiedenen Organen zeigen Fibroblasten unterschiedliche Variationen der eben

genannten Molekule.

1.3.2. Karzinomassoziierte Fibroblasten (CAF) im Mikromilieu

In pathologischen Untersuchungen zeigten Fibroblasten und die von ihnen
sezernierten Molekule gerade in direkter Nachbarschaft von Tumoren spezifische
Veranderungen.
Erste Beobachtungen ergaben eine gesteigerte Fibroblastenproliferation, eine
erhohte Menge an Kollagen und eine alpha Glatt-Muskel Aktin (a-SMA) Vermehrung
in der Umgebung von Tumorzellen, was insgesamt als Desmoplasie bezeichnet wird
und vermuten lie®, dass tumorbedingte Vorgange in den Fibroblasten ausgelost
wurden. Die desmoplastische Reaktion gilt als ein verbreiteter Aspekt fur die
Progression solider Tumoren wie Mamma-, Prostata-, Colon- und Bronchial-
Karzinom (Sappino et al., 1990). Haufig wird sie auch von einer inflammatorischen
Reaktion begleitet. Ein spezifisches Sezernierungsmuster, wie es auch bei
5



1. Einleitung

Wundheilung und Inflammation beobachtet werden kann, zeigte sich mit Vermehrung
von den o.g. Komponenten a-SMA, Vimentin, Glattmuskel-Myosin, Calponin,
Tenascin und Desmin. Diese gemischte Sezernierung von Glattmuskelmolekulen
zusammen mit einer erhohten Produktion von Kollagen Typ Il und V im Umfeld des
Tumors fuhrte dazu, dass den Fibroblasten der Name Myofibroblasten (im Weiteren
im Begriff Karzinom-assoziierte Fibroblasten einbegriffen) gegeben wurde.
Besonders interessant hierbei war jedoch, dass Laminin- ein Indikator fur die
Unversehrtheit von Gewebe- in CAFs reduziert und verandert vorgefunden wurde
(van den Hooff, 1988), was eine direkte Beeinflussung durch ihre Umgebung, wie es
durch bei einem inflammatorischen Prozess der Fall ist, vermuten lasst.

Nach Entfernen von Tumorgewebe zeigten CAFs eine Veranderung des Phanotypes
(Bauer et al., 1979; Knudson et al., 1984), ein unkontrolliertes Wachstum und
unorganisierte Wachstumsmuster in Zellkultur (van den Hooff, 1988).

Weiterhin gelang es in Haut-Fibroblasten von Patienten mit hereditaren non-
polyposen kolorektalen Tumoren (HNPCC) ein verandertes Wachstumsmuster und
eine veranderte Aktinanordnung in vitro nachzuweisen (Antecol et al., 1986). Diese
Beobachtungen zeigen, dass der durch Tumorzellen im Mikromilieu bedingte
Einfluss, dauerhafte Veranderungen in den umliegenden Zellen bewirkt und dieser
auch nach Entfernung des Tumorgewebes fortbesteht.

1.3.3. Tumor-Stroma-Interaktion

Atula et al. (Atula et al., 1997) verglichen die Auswirkungen von tumorassoziierten
Fibroblasten auf epitheliale Zellen in einem dreidimensionalen Cokultur-Modell.
Epithelzellen wurden hier aus dem Plattenepithelkarzinom des Larynx gewonnen,
welche p53 mutiert waren. Tumorassoziierte Fibroblasten gewann man aus dem
Tumorpraparat und zum Vergleich Fibroblasten aus einer Hautbiopsie desselben
Patienten.

In morphologischen Untersuchungen zeigten sich die ausgepragtesten Dysplasien in
Epithelzellen nach direktem Kontakt mit CAFs. Die Zellen zeigten sich pleomorph,
die Kern-Zytoplasma-Relation war erhoht und es zeigten sich Veranderungen in der
Mitose. Nach Cokultur mit Haut-Fibroblasten zeigten die Epithelzellen eine nur
geringe Veranderung bezuglich der Mitose. Die Zellkultur ohne Anwesenheit von
Fibroblasten zeigte den am ehesten benignen Phanotyp.



1. Einleitung

Diese Widerspruchlichkeit im Hinblick auf die Interaktion des Tumors mit dem
Fibroblasten, zum einen eine supportive Funktion durch die CAFs und zum anderen
eine eher gegenteilige Entwicklung des Tumors durch ,normale” Fibroblasten, wurde
schon friher beschrieben. Cornil et al. (Cornil et al., 1991) zeigten, dass fruhe
Stadien des Melanoms durch Kontakt zu normalen Haut-Fibroblasten in vitro im
Wachstum  gehemmt  werden, wohingegen  fortgeschrittene, potentiell
metastasierungsfahige Melanomzellen durch die Cokultur mit Fibroblasten im
Wachstum unterstiitzt werden. Ahnliches konnten auch fiir das Urothel- und papillére
Blasenkarzinom gezeigt werden (Pritchett et al., 1989).

Einen Schritt weiter gingen Aria et al. (Aria et al., 1999) und untersuchten den Effekt
von CAFs (aus einem Adenokarzinom der Prostata gewonnen) auf normales
humanes Prostatagewebe. Sie konnten nach Cokultivierung der Zellarten
histologisch eine intraepitheliale Neoplasie der Prostatzellen feststellen.

Der Kontakt zur Tumorzelle scheint folglich die CAFs so zu beeinflussen, dass sie

selbst andere Zellen hin zur Malignitat beeinflussen konnen.

1.3.4. Verandertes p53 in der Tumor-Stroma-Interaktion

Die Aktivierung des WT p53 in Zellen als Antwort auf DNS-Schaden gilt als typisch
(MacCallum et al., 1996; Lutzker et al., 1996). Wie sich ein verandertes p53 in
Tumorzellen jedoch auf selbiges in den umgebenden Stromazellen auswirkt, konnte
im Verlauf beobachtet werden.

Mehrere Studien an humanem Gewebe haben das Stroma des Mammakarzinoms
(Moinfar et al., 2000; Wernert et al., 2001; Kurose et al., 2001; Fukino et al., 2004),
des Kolonkarzinoms (Wernert et al., 2001, Matsumoto et al., 2003), des
Ovarialkarzinoms (Tuhkanen et al., 2004) und des Blasenkarzinoms (Paterson et al.,
2003) untersucht und konnten zeigen, dass p53 im Stroma mutiert war.

Wie aber genau die Auswirkungen eines p53-mutierten Stromas auf den Tumor oder
auf andere Systeme sind, beleuchtete eine weitere Studie (Hill et al., 2005-2), die
das Stroma von Prostatakarzinomen im Mausmodell auf genau dieses Phanomen
hin untersuchte.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit lasst sich entnehmen, dass Tumorzellen einen
direkten Einfluss auf den p53-Status in den sie umgebenden Stromazellen haben
und hier eine Art Selektiondruck im Mikromilieu des Tumors gegen p53 entsteht.
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Hill et al. (Hill et al., 2005-1) etablierten ein Mausmodell, bei dem TgAPT21-Mause
durch Inaktivierung von pRb und weiteren Proteinen ausgepragte intraepitheliale
Neoplasien der Prostata (mPIN) entwickelten. Nach 4 Monaten entstanden in allen
Mausen aus mPIN-Lasionen microinvasive  Adenokarzinome. Weiterhin
unterschieden sich die Mduse im p53-Genotyp als entweder p53-defizient (p537),
heterozygot (p53*)oder Wildtyp (p53**). Alle Mause zeigten ein massives
Tumorwachstum, wobei in p53"-M&usen ein schnelleres Wachstum und ein
hyperzellulares Mesenchym histologisch beobachtet werden konnte. Die Hypothese
der Autoren, dass eine gesteigerte Proliferation in den stromalen Fibroblasten vom
p53-Status im Tumor beeinflusst wird, wurde mittels Ki67-Immunfluoreszenz (ein
zellularer Marker fur Zellproliferation) versucht nachzuweisen. Es zeigten sich
proliferierende Zellen im Stroma von p53-defizienten Tumoren, wahrend zu dieser
Zeit (Mause 2 Monate alt) in wildtyp und heterozygoten Tumoren nur wenig
proliferierende Zellen auszumachen waren. Hingegen schien eine Induktion von p53
im Stroma zu einer unterdrickten Proliferation der Fibroblasten zu fuhren. Diese

Beobachtung konnte mithilfe von PCR-Untersuchungen bestatigt werden.
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Abb.3 Gegenseitige Beeinflussung von Epithel und Stroma

Zellzyklusstérung durch pRb-Inaktivierung (Mitosefigur) I16sen eine p53-Erhéhung in Epithelzellen und
Fibroblasten aus. Durch Epithelzellen provoziert, wird in Fibroblasten eine p53-abhangige
Wachstumshemmung ausgeldst (gelber Pfeil) was wiederum einen Selektionsdruck gegen die p53-
Funktion auslést. Bei Verlust von p53 proliferieren die Fibroblasten, wie im Text beschrieben. Im
Verlauf kann ein p53-Verlust in einigen Epithelzellen beobachtet werden (oranger Pfeil), wobei der
genaue Patho-Mechanismus nicht véllig klar ist.
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Aulerdem konnten die Autoren der Studie einen p53-Verlust in einigen Epithelzellen
nachweisen, der entweder stochastisch bedingt oder die Folge eines bislang
unbekannten Selektionsdruckes ausgehend von p53-mutierten Fibroblasten ist.

Es findet folglich eine Art Dialog zwischen dem Tumor und dem Stroma statt.

Die genauen Mechanismen, welche den p53-Verlust im Epithel bedingt durch die
Fibroblasten erklaren wirden, sind jedoch noch unklar.

1.3.5. Auswirkungen des Mikromilieus auf das Tumorwachstum

Eine Deletion von p53 im Stroma eines Tumors konnte auch im Mausmodell mit
Mammakarzinomzellen nachgewiesen werden (Kiaris et al., 2005). Um den Einfluss
anderer Zellen aus dem Stroma auf das Tumorwachstum einzugrenzen, wurden die
Mamma-Ca-Zellen mit Fibroblasten unterschiedlichen p53-Genotypes suspendiert
und subcutan in immundefiziente Mause injiziert. Passend zur Hypothese,
ermdglichten p537-Fibroblasten es dem Tumor schneller und aggressiver zu
wachsen. Im Vergleich zum Wildtypstroma konnte aul3erdem eine geringere
Apoptose im TUNEL-Assay (Anfarbung des Zellkerns apoptotischer Zellen)
beobachtet werden. Eine ahnliche supportive Funktion von CAFs auf das Wachstum
von Prostatakarzinomen wurde von Cunha et al. (Cunha et al., 2003) beschrieben.

Es zeigt sich folglich, dass sich der p&3-Verlust im Stroma wiederum als

wachstumsfordernd fir den Tumor erweisen kann.
1.3.6. Auswirkungen des Mikromilieus auf Metastasierung

Neben dem oben beschriebenen Support auf das Tumorwachstum selbst zeigt sich
in verschiedenen Studien ein zusatzlicher wichtiger Modus: ein positiver Einfluss des
Mikromilieus auf die Metastasierung von Tumoren. Bei Untersuchungen zum Verlust
von E-Cadherin auf Epithelzellen wahrend der Entstehung von Neoplasien konnte
dem Molekul eine Funktion als Tumorsuppressor nachgewiesen werden (Christofori
et al., 1999), wobei der Verlust ein starker invasives Wachstum sowie eine frihere
Metastasierung zur Folge hatte. Ein weiterer Mechanismus wurde von Kang et al.
(Kang et al., 2009) aufgedeckt. Erhohte Expression von Prosaposin in einer
Tumorzelllinie reduziert gleichzeitig ihr Metastasierungspotential. Eine Injektion von
Prosaposin in die Prostata von Mausen fuhrte nicht nur zu einer Induktion von p53
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lokal im Stroma von Prostatakarzinomen, sondern gleichzeitig auch in der Lunge der
Maus, also eine entfernte ,Gegenmalnahme®.

Folglich kann ein lokales Tumorgeschehen nicht nur lokal sondern auch in entfernten
Organen Veranderungen auslosen und somit Metastasierung erleichtern oder
erschweren. Kaplan et al. (Kaplan et al., 2006) bezeichnen die entfernte
Veranderung im Zusammenhang mit Versuchen im Knochenmark als
.prametastatische Nische". Hier zeigt sich eine modgliche Folge des in dieser Arbeit
thematisierten lokalen Geschehens.

1.3.7. Auswirkungen des Mikromilieus auf die Chemosensitivitat von Tumoren

Die bisherigen Beobachtungen, dass ein p53-defizientes Stroma das
Tumorwachstum beschleunigt und die Invasivitat sowie die Metastasierung
unterstutzt, wird von einigen Studien noch um einen weiteren Aspekt erganzt.

Bei Koinjektion von Tumorzellen (Prostata- und Mammakarzinomzellen) mit WT-
Fibroblasten unter die Haut von Mausen zeigte sich ein langsameres Wachstum des
Tumors verglichen mit Tumoren, die mit p537-Fibroblasten injiziert wurden.

Als die Tumoren der Mause palpabel waren, begannen die Autoren der Studie
(Laftkas et al., 2008) sie mit einer kombinierten Chemotherapie bestehend aus
Doxorubicin und Cisplatin zu behandeln. Trotz eines schnelleren Wachstums
zusammen mit p53”-Fibroblasten, war das Ansprechen des Tumors auf Zytostatika
hier hoher als bei WT-p53-Stroma. Um diesen Effekt besser zu verstehen, wurden
Fibroblasten chemotherapeutisch vorbehandelt und deren Medium anschlieend auf
Tumorzellen ubertragen. Zusammen mit Medium von WT-Fibroblasten wuchsen
Tumorzellen schneller als mit dem Medium von p53™-Fibroblasten, was auf die p53-
abhangige Sekretion von Wachstumsfaktoren der WT-Fibroblasten nach

chemotherapeutischer Behandlung hindeutete.
1.4. Epitheliale-Mesenchymale Transition (EMT)

Im Verlauf der embryonalen Entwicklung zeigen Epithelien verschiedene
Veranderungen. In den meisten Metazoen konnen sie reversibel oder irreversibel in
mesenchymale Zellen durch EMT umgewandelt werden (Gilbert, 1997). Wahrend
dieser Transition nehmen mesenchymale Zellen eine Morphologie an, die fur die
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Migration in ihre extrazellulare Umgebung und die Besiedlung von Bereichen, die an
der Organogenese beteiligt sind, notig ist.

Dieser Mechanismus ist fur die Entwicklung des Herzens, des muskuloskelettalen
Systems, vieler craniofazialer Strukturen und des peripheren Nervensystems
verantwortlich.

Gleichzeitig liel3 sich dieser Mechanismus in vitro auch bei Karzinomzellen
beobachten und viele Parallelen zwischen embryonaler Entwicklung,
Gewebekulturen und Tumorentwicklung konnten bezuglich EMT gezeigt werden. Ein
Zusammenhang zwischen einer veranderten EMT-Aktivierung und einem positiven
Einfluss auf die Tumorentwicklung sowie Metastasierung liel3 sich bereits vor einigen
Jahren zeigen (Polyak et al., 2009). Jungere Ergebnisse zeigen eine Korrelation
zwischen p53 und der EMT (Chang et al., 2011). Dieser Effekt wir auch in der Arbeit
von Hill et al. (Hill et al., 2005-2) als moglicher Modus der beschriebenen Ergebnisse
diskutiert. Bei der Annahme, dass ein p53-defizientes Stroma entweder durch
Mutation und Selektion oder EMT entstehen kann, zeigten die Autoren eine fehlende
Oberflachenexpression von EMT-typischen Markern und ein fehlendes
histologisches Korrelat, was die beschriebenen Ergebnisse zusatzlich untermauerte.

11
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2. Fragestellung

Nachdem die onkologische Forschung lange Zeit hauptsachlich auf den Tumor selbst
bezogen war, ist in den letzten Jahren die Rolle des Tumor-Mikromilieus immer
haufiger in das Zentrum des Interesses gerlckt und zum Thema verschiedener

Untersuchungen geworden.

Im Fokus der vorliegenden Arbeit steht die Funktion von p53 im Mikromilieu und sein
Einfluss auf das Tumorwachstum sowie die stromaabhangige Chemosensitivitat der
Tumorzellen.

Die zentrale Fragestellung hier ist, in welchem Male der p53-Status der
Stromazellen die Chemosensitivitat von NSCLC-Zellen beeinflusst.

Um diese Fragestellung zu untersuchen, war es zunachst notwendig, ein
entsprechendes Zellkultur-Modell zu etablieren. Das Modell soll dazu verwendet
werden, ex vivo den Einfluss von Chemotherapeutika auf NSCLC-Zellen aus der
Maus in einem Stroma zu untersuchen, in welchem p53 restauriert werden kann und-

darauf aufbauend- der Zellzyklus der beteiligten Zellarten betrachtet werden kann.

Die Eigenschaft der transgenen Maus und der aus ihr gewonnen embryonalen
Fibroblasten, mithilfe von 4-Hydroxytamoxifen den p53-Status beeinflussen zu
konnen, gibt der Arbeit dabei einen weiteren neuen methodischen Aspekt.

Um die gewonnenen Erkenntnisse in Zukunft auch in ein Mausmodell Ubertragen zu
konnen, sollte die vorliegende Arbeit die notigen Vorarbeiten fur eine in-vivo-

Untersuchung leisten und notige Erkenntnisse zuvor in-vitro zeigen.
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3.1. Allgemeine Materialien

Aqua dest

EDTA

Eppendorf-Gefald 1,5 ml (mit Deckel)

Eppendorf-Pipetten
Ethanol(96%)
Methanol

NaCl

PBS 1x

Gefrierfach -20°C

-86°C VIPTMSERIES

Handschuhe: SemperCare

Kryorohrchen 2 ml

Kuhlschrank

Micro Tube 2 ml

Mikroskop- Axiovert 25

Minishaker MS1

Pipetboy

Pipetten (2, 5, 10, 25, 50 ml)

3. Material

Delta Pharma GmbH
(Pfullingen, D)

Sigma-Aldrich (Steinheim,
D)

Eppendorf (Hamburg, D)
Eppendorf (Hamburg, D)
Merck (Darmstadt, D)
Merck (Darmstadt, D)
Roth (Karlsruhe, D)
Biochrom AG (Berlin, D)

Liebherr
(Ochsenhausen, D)

SANYO (Miinchen, D)

Semperit Technische
Produkte GmbH (Wien, A)

CORNING

(New York, USA)
Liebherr
(Ochsenhausen, D)

SARSTEDT
(NUmbrecht, D)

Zeiss (Jena, D)

IKA-Werke GmbH & Co
KG (Staufen, D)

Integra Bioscience
(Fernwald, D)

BD Falcon (Heidelberg,D)
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Pipettenspitzen

Software
¢ Office for MAC 2011

e ModFitLT 3.0
* FlowJo
¢ WinMDI 2.8

Stickstofftank: K-Series

Tubes (20/50 ml)
Waagen
* Analysewaage (Modell Kern
770)
* Prazisionswaage
(Modell Kern PLJ 2100- LM)
Wasserbad

Zentrifuge Megafuge

3.2. DNS-Gewinnung

Argentrix Einmal Hoellenstein

Aetzstift
DNeasy Blood and tissue Kit

Thermomixer comfort

Sarstet
(NUmbrecht
Rommelsdorf, D)

¢ Microsoft Deutschland

GmbH
(Unterschleil3heim, D)
* Verity Software House
* Tree Star, Inc.
* Joe Trotter, The Scripps
Research Institute
(La Jolla, USA)

Taylor-Wharton Germany GmbH
(Husum, D)

Nunc GmbH & Co. KG
(Wiesbaden, D)

Kern & Sohn GmbH
(Balingen Frommern, D)

GFL (Burgwedel, D)

HERAEUS (Hanau, D)

Ryma-Pharm GMBH
(Koerle, D)

QIAGEN (Hilden, D)

Eppendorf (Hamburg, D)
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3.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Cycler

AmpliTAQ-Polimerase

10xBuffer

dNTP
DMSO
Primer

PCR-Gefalie

3.4. Gelelektrophorese

Agarose
TAE-Puffer

* tris edta essigsaure
* wasser

Ethidiumbromid

Elektrophoresegestell

6x0Orange

DNA-Ladder (1kb)

UV-Kamera
Auswertprogramm Quantity-One

Spannunsquelle

Bio Rad (Muenchen, D)

Invitrogen (Karlsruhe, D)

Roche (Mannheim, D)

Invitrogen (Karlsruhe, D)
Finnzymes (Schwerte, D)
Eurofins (Ebersberg, D)

Biozym
(Hessisch Oldendorf, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Roth (Karlsruhe, D)
Delta select (Rimbach, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Gibco Lifetechnologies
(Karlsruhe, D)

Invitrogen (Karlsruhe, D)

Invitrogen (Karlsruhe, D)

Bio Rad (Muenchen, D)
Bio Rad (Muenchen, D)

Bio Rad (Muenchen, D)
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3.5. Zellkultur

Brutschrank

Petrischalen
Kulturflaschen

DMEM

FBS
Penicillin/Streptomycin
PBS

Calcein-AM
4-Hydroxytamoxifen

Absaugpumpe

Sterilbank HERASafe

Trypsin 10x

Neubauer-Zahlkammer

Trypan Blue Stain 0,4%

3. Material

Thermo Scientific
(Schwerte, D)

Greiner ( Frickenhausen, D)
Greiner ( Frickenhausen, D)
Invitrogen (Karlsruhe, D)

PAA (Colbe, D)

Invitrogen (Karlsruhe, D)

PAA (Colbe, D)

Invitrogen (Karlsruhe, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Schutt Labortechnik
(Gottingen, D)

Heraeus (Hanau, D)
GIBCO/Invitrogen

(Karlsruhe, D)

LO-Laboroptik GmbH
(Friedrichsdorf, D)

Invitrogen (Karlsruhe, D)
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3.6. Durchflusszytometrie

Duchflusszytometer Beckman

Coulter EPICS XL

FACS-Ro6hrchen

Software SYSTEM Il for EPICS
Version 3.0

Ethanol (70%) bei -20°C

Propidium-Jodid 25
mg Stocklosung: 5mg/ml (gelOst
in DMSO) Working-Solution: 50
pg/ml (Stocklésung 1:100 mit PBS
verdunnt)

PI-Staining Solution;
- 1xPBS (ohne Ca2+, ohne
Mg2+)
- RNas soll: 100pg/ml
- Pl soll: 50pg/ml

RNAse Stock(10mg/ml);
- Sigma 10mg
- Stocklsg. 10mg/ml (gelost
in PBS)

PI-Stock-Lsg.;
- PI: Sigma 25mg
- PI-Stock-Lsg. 25mg/ml

3. Material

Beckman Coulter & Co.
KG (Krefeld, D)

BD Falcon (Heidelberg, D)

Beckman Coulter & Co.
KG (Krefeld, D)

Merck (Darmstadt, D)

Sigma-Aldrich
(Steinheim, D)

Sigma-Aldrich
(Steinheim, D)

Sigma-Aldrich
(Steinheim, D)

Sigma-Aldrich
(Steinheim, D)
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3.7.Histologie

Axiovision ICc1 Kamera

AxioVision Documentation
Software

Histoclear
Hamalaun

Eosin, ethanolisches

3.8. Bakterientransformation/Transfektion

One Shot Top10
Competent Cells
Lipofectamine 2000
Ampicillin

Carl Zeiss AG (Jena, D)

Carl Zeiss AG (Jena, D)

Carl Roth GmbH
(Karlsruhe,D)
Carl Roth GmbH
(Karlsruhe,D)
Carl Roth GmbH

(Karlsruhe,D)

Invitrogen (Karlsruhe, D)

Invitrogen (Karlsruhe, D)
Invitrogen (Karlsruhe, D)

18



4. Methoden

4. Methoden

4.1. Trp53¥"%-Mausmodell

Christophorou et al. entwickelten eine Maus mit der Eigenschaft, p53 nur in
Anwesenheit von 4-Hydroxytamoxifen restaurieren zu konnen. Der p53-Status Iasst
sich folglich reversibel in Abhangigkeit von 4-OHT beeinflussen.

(Christophorou et al., 2005). Um dieses zu erreichen, wurde mithilfe eines
Targetingvektors die hormonbindende Domane eines modifizierten
Ostrogenrezeptors (ER™) am 3°-Ende der kodierenden Sequenz fiir endogenes
Trp53 vorgeschaltet. Die entwickelten Mause entwickeln ohne kontinuierliche Gabe
von 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) verschiedene Arten von Tumoren, meist
lymphatischer Herkunft. Zur Wiederherstellung des Wildtypstatus in Bezug auf p53

mussen die Mause >48 Stunden zweimal taglich mit 4-OHT behandelt werden.
4.2. Gewinnung embryonaler Mausfibroblasten (MEF)

Mause werden an einem Tag zur Verpaarung zusammengesetzt, das Mannchen
dann aus dem Kafig entfernt. Am 12. Tag nach der Verpaarung werden die
trachtigen Weibchen mit CO; eingeschlafert.

Das Abdomen wird oberflachlich mit nicht-sterilen Scheren eroffnet.

Das Peritoneum wird mit sterilen Scheren eroffnet. Es folgt das Herauspraparieren
des Uterus, welcher dann in eine Petrischale mit PBS+PS (Penicillin+Streptomycin)
gelegt wird.

Die umgebende Membran wird abgeldst, so dass die Embryonen einzeln in ihrem
Dottersack vorliegen.

Der Dottersack und die Plazenta werden dann entfernt und die Embryonen in eine
Petrischale mit PBS+PS gelegt.

Der Kopf und die Leber der Embryonen werden abprapariert.

Der Rest des Embryos wird in einer Petrischale in einen Tropfen PBS gelegt und mit
zwei Nadeln zerkleinert um eine moglichst homogene Masse zu erhalten.

Die zerkleinerte Masse wird mit 2ml PBS in eine 15ml Tube gegeben.
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Zentrifugieren bei 3000 U/min fiir eine Minute, danach den Uberstand an PBS
abpipettieren.

Das Pellet wird mit Sml Trypsin lysiert, dabei in einer Pipette fur 1-2min auf-und-ab
pipettiert.

Nochmaliges Zentrifugieren bei 500 U/min fur eine Minute.

Der Uberstand wird in ein neues Tube gegeben, die Ubrigen groRen Partikel
nochmals trypsiniert und zum Uberstand hinzugegeben. Im Anschluss bei 150 U/min
fur 3 Minuten zentrifugiert.

Das Zell-Pellet in DMEM+10%FBS+PS+L-glutamin (Medium) I6sen und in eine
Petrischale gegeben und als 1.Passage benannt.

Oben genannte Schritte werden fur jeden Embryo wiederholt.

4.3. Genotypisierung

4.3.1. Praparation von Gewebe zur Genotypisierung

Als Gewebe dient ein ca. 5mm langes Stuck Schwanz, das mittels Schere von der zu
genotypisierenden Maus gewonnen wird. Der entstandene Gewebedefekt wird mit
einem Hollenstein-Atzstift versorgt.

Zur Genotypisierung der MEFs dient der embryonale Schadel als Gewebe.

Das gewonnene Material wird mit dem ,DNeasy Blood and Tissue Kit* nach dem
Protokoll: ,, Purification of total DNA from animal tissue® bei 56°C im Thermoblock
lysiert.
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4.3.2. Polymerase Kettenreaktion (PCR) fur p53 knock-in

Fur jede zu testende Probe werden 1,5ul der gewonnen DNS mit 0,5ul ANTP (5mM)
(bestehend aus dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 2ul 10xBuffer(15mM MgCl), 1pl DMSO,
11,75pul Wasser sowie jeweils 1ul der 3 Primer gegeben:

1.p53In10_F 5 CCT CCA GCC TAG AGC CTT CCA AGC
2.p53_R 5 GGT GAGATT TCATTG TAG GTG CC
3.ER_R 5 GCACACAAACTCTTCACCCTGC

Der Reaktionsansatz wird auf Eis gelagert. Kurz vor Start des Programmes erfolgt
die Zugabe von 0,25ul AmpliTaq Polymerase (5U/ul).

Programm:

Zunachst wird der Reaktionsansatz auf 94°C fur 2 Minuten erhitzt um eine
vollstandige Denaturierung des DNS-Doppelstranges zu erreichen.

Es folgen 40 identische Zyklen in denen bei 94°C fur 40 Sekunden die DNS-
Doppelstrange denaturieren um anschlieend bei 60°C Uber 40 Sekunden das
Anlagern der Primer zu ermoglichen (Annealing). Im Anschluss bei 72°C Uber 2
Minuten bildet die DNS-Polymerase von 3'nach 5 den komplementaren DNS-Strang

(Extension). Schliel3lich erfolgt eine finale Extension bei 72°C uber 10 Minuten.

4.3.3. Gelelektrophorese

Zur Herstellung des Agarosegels werden 1,5g Agarose mit 150ml TAE-Puffer erhitzt
und 5ul Ethidiumbromid hinzugegeben. Die Flussigkeit wird nun in einen Gelschlitten
gegossen, in welchen ein PVC-Kamm eingetaucht wird, der nach Erkalten der
Flussigkeit die Auftragstaschen bildet. 10pl der zu untersuchenden DNS zusammen
mit Syl ,6x Loading dye“ werden jeweils in eine Auftragstasche pipettiert. Als
Kontrolle wird eine 1 Kilobasen Bande sowie eine Wildtyp-Kontrolle in die ersten
Taschen pipettiert.

Da es sich bei Nukleinsauren um Polyanionen handelt, wandern diese bei der
angelegten Spannung von 140 Volt Uber 30 Minuten zur Anode und trennen sich

ihrer GrofRe nach auf.
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Das Gel wird nach der Laufzeit entnommen und zur Auswertung in eine Fotokammer
gelegt, um es mit ultraviolettem (UV) Licht zu beleuchten. Das zuvor hinzugegebene
Ethidiumbromid interkaliert in der DNS und fluoresziert als Ethidiumbromid-DNS-
Komplex bei UV-Bestrahlung. Das bestrahlte Gel wird fotographiert und digital
archiviert.

Knock-in Bande 700bp
Wildtypbande 430 bp

Abb.4 Genotypisierung

4.4, Zellkultur

4.4.1. Zellkultivierung

Alle Zellen werden bei 37°C und 5% COim Brutschrank kultiviert.

Das Kulturmedium sowohl fur die LLC als auch fir MEFS setzt sich aus DMEM (high
glucose) + 10% FBS + Penicillin/Streptomycin zusammen. Im 3-Tage-Intervall
werden die Zellen 1:10 gesplittet. Jede Arbeit, die ein Offnen der Petrischale oder der
Zellkulturflaschen erfordert, geschieht unter dem Laborabzug unter besonderer
Achtung keimarmen Arbeitens.

4.4.2. Splitten von Zellen

Zunachst wird das Medium abgesaugt und Medium-Reste mit PBS aufgenommen.
Mit Trypsin (1x) werden die Zellen bedeckt und die Petrischale fur ca. 2 Minuten bei
37°C im Brutschrank belassen. Mit ca. 5ml Medium werden die Zellen von der
Petrischale abgeldst, die Zellsuspension in ein Tube Uberfihrt und 5min bei 1500
U/min zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Zellpelett resuspendiert,
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im Anschluss in geringerer definierter Konzentration in Petrischalen oder
Kulturflaschen uberfuhrt.

4.4.3. Zellzahlung/Trypanblau-Farbung

Das zentrifugierte Zellpelett (vgl. Zellen splitten) wird in 10ml Medium aufgenommen.
50pl dieser Zellsuspension werden mit der gleichen Menge Trypanblau in einer 96-
Well-Platte gemischt. Das Gemisch wird in die Neubauer-Zahlkammer tUberfuhrt und
unter dem Lichtmikroskop die Zellzahl bestimmt.

Folgende Formel wird herangezogen um die Gesamtzellmenge zu bestimmen:

N=n/4x10xDxV

N: Gesamtzellzahl
gezahlte Zellen in allen vier Quadranten
4: Anzahl der Quadranten
10:  Kammerfaktor
D: Verdunnung (z.B. bei 1:10: D = 10)

V: Volumen, in dem die Zellen suspendiert waren

4.4 4. Einfrieren von Zellen

Nach dem Abl6sen und Zentrifugieren der Zellen (vgl.: Zellen splitten) kdnnen die
Zellen alternativ fur einen langeren Zeitraum im N2-Tank aufbewahrt werden.

Hierzu wird das Zellpelett mit bekannter Zellmenge in FBS+ 10% DMSO
aufgenommen und in einem Cryotube in gekuhlter Einfrierbox (4°C) uber 1-2 Tage
bei -80°C gelagert. Im Anschluss wird das Cryotube in den No-Tank Uberfuhrt.

Bei Bedarf konnen die Zellen kurz im Wasserbad (37°C) erwarmt, mit Medium
aufgenommen und zentrifugiert werden. Das Zellpelett kann anschlielend

resuspendiert und wieder in Kultur genommen werden.
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4.5. Durchflusszytometrie (FACS)

4.5.1. Alilgemeine Funktionsweise

Die analytische Grundlage der Durchflusszytometrie bildet ein zum Probenfluss
rechtwinklig angeordneter Laserstrahl. Bei Passieren des Lasers wird in einem
engen Winkel zum Laserlicht die Lichtstreuung der Zellen als Vorwartsstreulicht
(forward scatter, FCS) detektiert. Das FCS ist dabei das Mal fur die Grole der Zelle.
Das Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC) beschreibt die Lichtstreuung in einem
Winkel von 90° und gibt als komplexe Mehrfachstreuung die Binnenstruktur der Zelle
wieder. Es ist somit ein Mal fur die Granularitat der Zelle.

Eine weitere Moglichkeit Zellen zu unterscheiden ist deren Fluoreszenz. Die
Emissionsspektren der verschiedenen Farben werden per Farbteilerspiegel und
Bandpassfilter optisch getrennt und die Lichtsignale Uber Photomultiplier (PMT)
detektiert sowie in elektrische Signale gewandelt. Die Detektoren werden aufsteigend
nach spektralem Abstand benannt (FL1, FI2, usw.). Werden die Zellen
beispielsweise mit blau-grinem Licht eines 488-nm-Argon-Lasers angeregt,
detektiert der FL1-Detektor grunes, der FL2-Detektor orangenes und der FI3-
Detektor rotes Licht (Sack et al., 2007).

Laser 0

o Zellen

Abb.5 Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers
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4.5.2. Zellfarbung mit Propidiumiodid (PI)

4.5.2.1. Methodische Grundlage

Bei intakter Zellmembran ist es dem zugesetzten Pl nicht moglich diese zu
passieren. Wird die Membran jedoch im Rahmen der Zellnekrose permeabel, gelangt
Pl ins Zellinnere und interkaliert in der DNS. Mit dieser Methode ist es mdoglich,
nekrotische von intakten Zellen zu unterscheiden. Das Absorptionsmaximum von Pl
verschiebt sich, wenn an DNS gebunden, von 482nm nach 540nm. Mit 608 nm bleibt
das Emissionsmaximum gebunden und ungebunden gleich
(pH=7,2)(Produktinformation Sigma-Aldrich).

4.5.2.2. Durchfuhrung
Die zu untersuchenden Zellen werden abgelOst und zentrifugiert. Das entstandene

Zellpellet wird in FACS-Puffer resuspendiert und pro 500ul 10ul Pl zugegeben. Die
Zellen werden ca. 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

104

10°

Absorption
Fluorescence emission
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Abb.6 (a)Absorption und Emissionsspektrum Propidiumiodid. (b)Lebend-tot-Diskriminierung der LLC-
Zellen mittels Pl als PI/SCS im FACS aus der Cokultur
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4.6. Zellzyklusmessung per Durchflusszytometrie
4.6.1. Theoretische Grundlagen

Die theoretische Grundlage zur Zellzyklusmessung mithilfe der Durchflusszytometrie
ist die Interkalation des Farbstoffes Propidium-lodid (PI) in die DNS der Zelle.

In der G1/G0-Phase besitzt die Zelle einen diploiden Chromosomensatz, die Zellen
der G2-Phase hingegen einen tetraploiden. Da Pl stochiometrisch in die DNS
interkaliert kann so in der G2-Phase ein anderes Signal detektiert werden als das der
G1/G0-Phase. Kommt es zu DNS-Strangbruchen, beispielsweise bei Zellschadigung,
kann das Signal vor dem Signal der G1/G0-Phase dargestellt werden. Die S-Phase
stellt sich zwischen G1/G0- und G2-Phase dar. Die Darstellung erfolgt als

Histogramm.

Die Phasen des Zellzyklus und der DNA-Gehalt der Zelle
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(a) Fluorescence Intensity (b) Zellzyklus (Zeit)

Abb.7 (a)Histogramm Zellzyklus und (b)DNS-Gehalt im Verlauf des Zellzyklus

4.6.2. Zellfixierung

Zur Zellfixierung wird die Zellsuspension zunachst in ein FACS-Rohrchen uberfuhrt
und fur 5min. bei 1500 U/min zentrifugiert, der Uberstand wird verworfen. Unter
Vortexen erfolgt die langsame Zugabe 1ml eiskaltem Ethanols (70%). Die Zellen plus

Ethanol werden dann bei -20°C fur 15 min inkubiert.
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4.6.3. Zellfarbung

Die fixierten Zellen werden 5min. bei 1500 U/min zentrifugiert, der Uberstand
verworfen.
Zugabe von 500ul PI-Farbelésung und Inkubation im Dunkeln fur mindestens 30

Minuten bei Raumtemperatur.

4.7. Histologische Aufarbeitung der Lungenpraparate

4.7.1. Fixierung der Lungenpraparate

Zur Entnahme der Lungenpraparate werden die Mause mit einer CO2-Narkose
betaubt und die Medulla spinalis der Halswirbelsaule durchtrennt. Die enthommenen
Lungen werden in Formaldehyd fixiert und nach 24 Stunden im Institut fir Pathologie
des Klinikums Rechts der Isar weiterbehandelt. Die hier durchgefuhrte Dehydratation
mittels Ethanol in steigender Konzentration, gefolgt von einer Behandlung mit Xylol,
ist die Grundlage fur eine Einbettung in Paraffin. Hiernach werden die fixierten
Lungen mit flussigem Paraffin Ubergossen und nach Erkalten mit dem Mikrotom in
etwa 3,5um dicke Schnitte geteilt. Die so erzeugten Praparate werden mit einem
Pinsel in ein Wasserbad uberfuhrt und per Objekttrager aufgenommen.

4.7.2. Hamalaun-/Eosin-Farbung

Der sich auf dem Objekttrager befindliche histologische Schnitt wird zunachst
zweimal jeweils 5 Minuten in Histoclear (Wirkstoff: d-Limonen 95-100%) getaucht. In
der folgenden Ethanol-Reihe wird der Objekttrager in absteigenden Konzentrationen
zweimal je 3 Minuten in zunachst 100%, dann 96% und schlief3lich 70%igem Ethanol
belassen. Im nachsten Schritt folgt die Anfarbung tUber 8 Minuten mit Hamalaun,
danach 10 Minuten unter flieBendem Leitungswasser. Nach 5 Minuten in
ethanolischem Eosin folgen 25 Sekunden in 96%igem Ethanol und 25 Sekunden in
Isopropanol.

Im letzten Schritt werden die Schnitte 1,5 Minuten mit Histoclear behandelt und

schlieBlich eingedeckelt.
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4.8. Bakterientransformation

Fir die Transformation sind 100yl kompetente Bakterien (E. coli) mit DNS zu
versetzen. Der Ansatz wird fur 30min. auf Eis inkubiert und nach Heatshock fur 30
Sekunden bei 42°C sofort wieder auf Eis zuruckgefuhrt. Nach Zugabe von 200l
Medium folgt das Schatteln fur 45-60 Minuten bei 37°C. Der Ansatz wird nun auf eine
Platte mit jeweils korrektem Antibiotikum ausplattiert und uUber Nacht bei 37°C
geschuttelt.

Zur |Isolierung der Plasmid-DNS wird eine Miniprep (nach: Absolutely-RNA-Miniprep,
Stratagene) durchgeflhrt.
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5. Ergebnisse

5.1. In vivo Tumormodell

Zur Etablierung eines in vivo Modells zur Untersuchung eines madglichen Einflusses
des Mikromilieus aus das Wachstum und die Chemosensitivitat des NSCLC, war es
zunachst notig, die erforderliche Zellmenge zur Entwicklung eines soliden Tumors in
der Maus herauszufinden. Aus der Literatur bot sich hierzu die Methode der
orthotopen Injektion von Tumorzellen in die Lunge der Maus an (Yamaura et al.,
1999). Nach Thorakotomie unter Narkose wurden der Maus 10° LLC-Zellen in das
Lungengewebe injiziert.

Nach einer Latenz und folgender Entnahme der Lungenpraparate zeigte sich, dass
die methodenbedingte Stichkanalmetastasierung eine histologische Ausarbeitung
und Auswertung der Ergebnisse deutlich erschwerte. Ebenfalls als nachteilig erwies
sich die kurze Uberlebenszeit der orthotop injizierten Mause (s.Abb.23). Als
alternative Methode konnte die Injektion der LLC-Zellen in die Schwanzvenen der
Mause angewandt werden.

Zur Etablierung dieses Modells wurden die LLC-Zellen zunachst in Kultur genommen
und nach einmaligem Splitten kurz vor Injektion abgelost sowie in definierter
Zellmenge in NaCl 0,9% geldst. Zunachst wurde eine Zellmenge von 10° gewdhlit.
Bei dieser Menge verlief die Tumorprogression jedoch so rapide, dass die
TumorgrofRe keine weitere Beobachtung der Mause zuliel3. In der Folge wurden den
Mé&usen (Stamm: C57BL6, Harlan Laboratories, Rossdorf, D) Zellmengen von 10°
bzw. 10* LLC-Zellen injiziert.
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Abb.23 Uberlebenszeit der Mause nach verschiedenen Tumorimplantationsmethoden (Jeweils n=10).

Nach 3 Wochen wurden die Lungen entnommen und histologisch aufgearbeitet. Bei
Zellmengen von 10° injizierten Tumorzellen konnten nach 3 Wochen regelmaRig
solide Tumoren beobachtet werden, die z.T. grof’e Teile eines Lungenlappens
befallen hatten (s.Abb.24).

Ebenfalls zu beobachten waren metastasentypische  Rundherde im

Lungenparenchym.

Abb.24 Lungenpraparate 3 Wochen nach Injektion von 10° LLC-Zellen; H/E-Farbung in 100-facher
(linke Abbildung) bzw. 400-facher (rechte Abbildung) VergroRerung.
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Wie erwahnt, wurden zum Vergleich 10* LLC-Zellen in die zu vergleichende Gruppe
BL6-Mause injiziert.
Hier lieBen sich im gleichen Zeitraum keine Lungenherde ausmachen. In der

pathologischen Auswertung zeigte sich ein regelrechtes pulmonales Gewebe
(Abb.25).
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Abb.25 Lungenpraparate 3 Wochen nach Injektion von 10* LLC-Zellen; H/E-Farbung in 100-facher
(linke Abbildung) bzw. 400-facher (rechte Abbildung) VergroRerung.
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5.2. Etablierung einer Co-Kultur aus MEFS und LLC-Zellen

5.2.1. Problematik

Wie in der Einleitung dargestellt, konnen sich Tumor und Stroma auf verschiedenen
Wegen gegenseitig beeinflussen. Ein wichtiger Punkt ist die Auswirkung darauf, wie
sich der p53-Status in Stromazellen auf die Chemosensitivitdt von Tumorzellen
auswirkt. Um dieses quantifizieren zu konnen, war es Ziel der Arbeit nach einer
chemotherapeutischen Behandlung der Tumorzellen in Cokultur, diese gezielt mittels
Durchflusszytometrie hinsichtlich Viabilitat und Zellzyklusregulation bewerten zu
konnen.

Um den Einfluss des p53-Status der Fibroblasten auf die Tumorzellen messen zu
konnen, war es notig ein Cokultur Modell zu etablieren, bei dem sich auch nach 72
Stunden eine Aufteilung von Tumorzellen und Stromazellen mittels FACS und die
anschlie3ende isolierte Betrachtung der Tumorzellen umsetzen lasst.

Erschwerend zeigte sich jedoch, dass NSCLC-Zellen und MEFS ungefarbt, als
jeweils adharent wachsende Zellen, ein sich uberschneidendes Signal im FACS
auslosten und folglich keine zufriedenstellende Auftrennung der einzelnen Zellarten

im FS/SS aus der Cokultur moglich war.
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Abb.8 Uberschneidung LLC-Zellen/MEFs im FACS. Darstellung im Histogramm als Uberlagerung
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5.2.2. Calcein-Acetoxymethylester

Um das Problem der Uberlagerung im FACS zu l6sen bot sich an, eine der beiden
Zellen mit einem Farbstoff intrazytoplasmatisch anzufarben. Um die LLC-Zellen
spater zwecks Apoptose- und Zellzyklusmessungen mit Pl anfarben zu kdnnen ohne
eine Uberstrahlung verschiedener Farbstoffe im FACS zu riskieren, wurde die
Entscheidung getroffen, die MEFS anzufarben. Nach intensiver Suche eines
Farbstoffes, der trotz Ethanolfixierung zur Zellzyklusmessung eine zufriedenstellende
Markierung der Zelle gewahrleistet, erwies sich Calcein-Acetoxymethylester
(Calcein-AM) als gut geeignet.

Nach Aufnahme von Calcein-AM in die Zelle wird die Acetoxymethylgruppe
unspezifisch von zytoplasmatischen Esterasen abgespalten. Als Folge ist Calcein in
der Lage Calciumionen zu komplexieren, woraufhin eine Fluoreszenz entsteht
(Papadopoulos et al., 1994). Das Emissionsmaximum liegt bei 516nm (bei einem pH

von 8,5), was einer grinen Fluoreszenz entspricht.

Absorption
Fluorescence emission
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Abb.9 (a) Unspezifische Abspaltung der Actoxymethylestergruppe durch zytoplasmatische Esterasen
und folgende (b) griine Fluoreszenz bei 516nm Wellenlange (in Puffer mit pH=9,0)

5.2.3. Calceinfarbung MEFS

Die MEFS werden in 6-Well-Platten mit 30.000 MEFS pro Well ausplattiert und Uber
Nacht im Brutschrank inkubiert. 24 Stunden nach Ausplattieren wird das Medium
abgesaugt und mogliche Medium-Reste mit PBS aufgenommen. Zuvor wird 2yl
Calcein-AM pro ml Medium vermischt und 3ml Calcein-AM-Medium pro Well verteilt.

MEFS werden inkubiert und danach fir eine Stunde im Brutschrank belassen.
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AnschlieRend wird das Calcein-AM abgesaugt und die MEFS anschlieend zweimal
mit Medium von moglichen Ruckstanden des Calcein gereinigt.

Abbildung 10 zeigt die Darstellung im FACS der mit Calcein-AM gefarbten MEFS im
Vergleich zu nicht gefarbten MEFS nach 24 Stunden, 48 Stunden und 72 Stunden.
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Abb.10 Messung der grinen Fluoreszenz mit Calcein-AM gefarbten MEFS (rechter Peak) im
Vergleich zu ungefarbten MEFS (linker Peak) im FL-1-Kanal des FACS (FITC-Kanal) nach 24h, 48h
und 72h

Wie in Abbildung 10 zu sehen, ist es nach 72 Stunden noch moglich MEFs mittels
Calcein getrennt voneinander zu detektieren und so fur weitere Messungen zu

untersuchen.

5.2.4. Chemotherapeutische Behandlung der Tumorzellen in vitro

5.2.4.1. Auswahl Chemotherapeutika

Neben der primaren Resektion von nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen (NSCLC)
stellt die adjuvante Chemotherapie wie auch die Monotherapie bzw.
Kombinationstherapie bei Kontraindikation zur Operation oder fortgeschrittenen
Karzinomen einen zentralen Therapiebaustein dar.

Nach den S3-Leitlinien (Goeckenjan et al., 2010) fur die Therapie von
Bronchialkarzinomen ist Cisplatin die am haufigsten angewandte und wirksamste
Chemotherapie als Erstlinien-Therapie (firstline-therapy). Bei mangelndem

Ansprechen des Tumors auf platinhaltige @ Chemotherapeutika  oder
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Kontraindikationen (z.B. Herzinsuffizienz, Niereninsuffizienz) stellen Taxane wie
Paclitaxel eine therapeutische Alternative zu platinbasierten Behandlungsschemata
dar.

Aus den oben genannten Grunden der klinischen Relevanz fur die Therapie des
NSCLC wurden Cisplatin und Paclitaxel fur die Cokultur-Versuche ausgewahlt.

5.2.4.2. Titration der notwendigen Konzentration fiir die chemotherapeutische
Behandlung der LLC-Zellen/Chemosensitivitat

Fur die Cokultur war es notig, zuerst die LLC-Zellen hinsichtlich ihrer Reaktion auf
verschiedene Konzentrationen von Cisplatin und Paclitaxel zu untersuchen. Es sollte
ein Konzentration erreicht werden, die es trotz Apoptose eines Teiles der LLC-Zellen
erlaubt, einen messbaren Anteil viabler Zellen auch nach 72 Stunden Behandlung zu
erlangen.

Hierzu wurden LLC-Zellen in definierter und immer gleicher Menge ausplattiert und
jeweils mit unterschiedlichen Konzentrationen von Cisplatin oder Paclitaxel
behandelt. Als Kontrollen dienten LLC-Zellen, die lediglich mit Nahrmedium oder
Hydroxytamoxifen behandelt wurden.

Die Auswertung erfolgte durch Lebend-Tot-Diskriminierung mit Pl und
anschlielfender Messung im FACS. Auller der Pl-Messung gab die Messung der
Auswirkung von Chemotherapeutika auf den Zellzyklus der Tumorzellen einen
weiteren Einblick in die zellulare Reaktion auf die Behandlung mit Zytostatika.
Cisplatin entwickelt seine zytostatische Wirkung durch Quervernetzung (,Cross-
links®) zwischen verschiedenen DNS-Basen, wobei die N-7-Position von Guanin und
Adenin als am empfindlichsten gelten (Graefe et al., 2011). Die Folge hiervon ist eine
phasenunspezifische Blockierung des Zellzyklus (Karow et al., 2009).

Wie in den Zellzyklusmessungen nach Behandlung der LLC-Zellen mit Cisplatin zu
sehen ist, reagieren die Tumorzellen sowohl mit einem G1-, als auch mit einem
G2/M-Phasen Block. Dieser gemischte Block verlagerte sich von geringen
Konzentrationen, bei denen der G1-Block Uberwog, zu einem G2/M-Block bei
hoheren Konzentrationen.

Nach Auswertung der Messungen erwies sich eine Konzentration von 4ug
Cisplatin/ml Medium als geeignet sowohl fur fruihe Messungen als auch fur spatere
Zeitpunkte (72 Stunden). Bei hoherer Konzentration konnte keine ausreichende
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Anzahl vitaler LLC-Zellen zur zufriedenstellenden Erfassung im FACS erreicht werde.

In zu geringerer Konzentration trat entweder kein oder ein nur marginaler Effekt ein.
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Abb.11 Beispielhafte Auswertung Zellzyklus LLC-Zellen nach 48h ohne Zytostatika (Kontrollmessung)
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Abb.12 Behandlung LLC-Zellen mit Cisplatin und Zellzyklusdarstellung
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Durch Anlagerung an die R-Tubulin-Untereinheiten der Microtubuli und deren
Stabilisierung hemmt Paclitaxel die Depolymerisation und fordert die Bildung
atypischer, funktionsunfahiger Microtubuli. Folge hiervon ist ein fehlender Aufbau des
Spindelapparates und eine Blockierung des Zellzyklus in der G2/M-Phase (Graefe et
al., 2011).

In den Messungen lie® sich analog zur Literatur ein G2/M-Phasenblock nachweisen.
Uber die drei Messpunkte gesehen erwies sich eine Konzentration von 50ng
Paclitaxel pro ml Medium (Nicht dargestellt) als besonders praktikabel bezogen auf
vitale LLC-Zellen wie auch im 72 Stunden Messpunkt.
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Abb.13 Behandlung LLC-Zellen mit Paclitaxel und Zellzyklusdarstellung

5.2.5. Chemosensitivitat der MEFs

Um die Durchfuhrbarkeit der geplanten Cokulturversuche zu zeigen, musste
zunachst ausgeschlossen werden, dass die MEFS eine ausgepragte
Chemosensitivitdt zeigen und somit kein Effekt dieser auf die Tumorzellen zu
erwarten ist. Zur Untersuchung dessen wurden die Zellen ausplattiert und nach 3
Tagen gesplittet. Am Folgetag erfolgte die Zugabe von entweder Cisplatin (4pg/ml),
Paclitaxel (50ng/ml) oder keinem Zytostatika als Kontrollkultur. Nach 24 Stunden

wurden die Zellen mit Trypsin abgeldst und inklusive Uberstand zentrifugiert.
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Anschlielend folgte die Messung mittels Durchflusszytometrie zur Bestimmung der
Pl-Aufnahme.
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Abb.14 Chemosensibilitdt MEFs nach 24 Stunden behandelt mit Medium (a), Cisplatin (b) und
Paclitaxel (c)

Wie in Abbildung 14 zu sehen, geschah die Auswertung der Chemosensitivitat
mittels PI-Farbung zur Darstellung der apoptotischen Zellen. Fir die Kontrollkultur
lie® sich ermitteln, dass 4.95% der erfassten MEFs ohne zytostatische
Vorbehandlung Pl-positiv waren. Nach hinzufugen von Cisplatin in 0.g. Konzentration
zeigten sich nach 24 Stunden 5.33% der erfassten MEFs Pl-positiv. Die mit
Paclitaxel behandelten MEFs waren nach 24 Stunden zu 3.21% PI-positiv.

Sowohl in den Kontrollmessungen als auch nach zytostatischer Behandlung zeigen
die MEFs eine ahnlich geringe Apoptose. Da sie zusatzlich noch per Calcein-AM-
Farbung von den Tumorzellen getrennt werden, stellen sie somit einen nur sehr

geringen Storfaktor in der Auswertung der Cokultur-Ergebnisse dar.
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5.3. Cokultur-Versuche

5.3.1. Auswertung nach PI-Farbung

Eine Woche vor Beginn der Cokultur ist es notig die MEFS in Kultur zu nehmen und
das Zellmedium mit Hydroxytamoxifen in einer 100uM-Konzentration zu versetzen
(Christophorou et al., 2005). Die MEFS werden zweimal gesplittet und dabei das
Medium und Hydroxytamoxifen in genannter Konzentration erneuert.

Nach Farbung der MEFS werden pro Well 5000 LLC-Zellen darauf ausplattiert. Die
Tumorzellen wurden 3 Tage zuvor aus dem N.-Tank wieder in Kultur genommen und
einmal gesplittet. Nach Zahlung der LLC-Zellen wurde mithilfe einer
Verdunnungsreihe die notige Zellkonzentration erreicht.

Um den Effekt einer p53-Defizienz im Stroma auf die Tumorzellen zu zeigen, stellt
man jeweils ein mit 4-Hydroxytamoxifen behandeltes Stroma einem nicht
behandeltem gegenuber. Der Umgang mit den MEFS unterscheidet sich hierbei nur
in der Zugabe von 4-OHT von der Vergleichs-Cokultur.

24 Stunden nach Ausplattieren der LLC-Zellen auf den MEFS folgt die Zugabe der
Chemotherapeutika Cisplatin in einer Konzentration von 4pul/ml Medium und
Paclitaxel in einer Konzentration von 50ng/ml Medium.

Ziel der Versuchsauswertung war es, den prozentualen Anteil der apoptotischen
LLC-Zellen per FACS zu erfassen. Wie zuvor beschrieben, wurden die MEFS mit
dem Farbstoff Calcein-AM gefarbt und anschliel3end LLC-Zellen darauf ausplattiert.
Nach Zugabe von Cisplatin und Paclitaxel wurden Messpunkte im Abstand von 24,
48 und 72 Stunden gewahlt.

Wie in Abbildung 15 zu sehen, werden zunachst alle Zellen im FCS/SCS erfasst und
die Einzelzellen mit einem entsprechenden Gate umrahmt, um zusammenhaftende
Zellen aus den folgenden Messschritten auszuschlieRen. In Abb.10 ist gut zu
erkennen, dass sich die Cokultur mithilfe der Calcein-AM-Farbung gut auftrennen
lasst und wie in Abb. 15(c) zu sehen, die LLC-Zellen mit einem Gate von den MEFS
separiert werden konnen. Im letzten Messschritt werden die LLC-Zellen nach dem
Gehalt an Pl einzeln betrachtet und der prozentuale Anteil an Pl-positiven Zellen

gemessen.
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Abb.15 Beispielhafte Auswertung der Cokultur-Daten. (a)Erfassung aller Zellen in FSC/SCS und
folgende Aufteilung durch die Calcein-AM-Farbung (b,c). Erfassung der Pl-positiven LLC-Zellen in (d)

5.3.2. Simultane Zellzyklusmessung zweier Zellpopulationen aus der Cokultur

Zur Untersuchung moglicher Einflisse im Zellzyklus von MEFs oder LLC wurde eine
Methode zur simultanen Untersuchung des Zellzyklus der beiden Zellarten aus der
Cokultur etabliert. Nach Aufbau der Cokultur wurden die Zellen zur
Zellzyklusmessung mit Ethanol fixiert und mit Pl gefarbt, wie oben beschrieben. Die
vorherige Farbung mit Calcein-AM erlaubte hier trotz Ethanolfixierung die
Unterscheidung der beiden Zellarten im FACS und ein getrenntes Betrachten des
jeweiligen Zellzyklus.

Nach Erfassen beider Zellpopulationen (forward- gegen sidescatter), wurden im
nachsten Schritt diejenigen Zellen ausgegatet, die mit anderen zusammenhangen
und so ein nicht verwertbares Signal in den nachsten Schritten abgeben wirden.
Durch die Calcein-AM-Farbung lassen sich im nachsten Schritt LLC-Zellen und
MEFs (gefarbt) unterscheiden (Abb.16.a) und nach Eingrenzen der jeweiligen

Population getrennt als Zellzyklus-Histogramm betrachten.
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Abb.16 Simultane Zellzyklusmessung zweier Zellpopulationen aus der Cokultur (a) und folgende
Auswertung getrennt im Histogramm von LLC-Zellen (b) und MEFs (c)

Die Abbildungen 16.b und 16.c zeigen den Zellzyklus von LLC-Zellen und p53-
defizienten  Trp53“""MEFs aus der  Kontroll-Cokultur, welche keine
chemotherapeutische Behandlung erhalten haben.

Diese Methode bietet die Moglichkeit, nicht nur den Zellzyklus und damit die
apoptotischen  Zellen in der Sub-G1-Population einer Zellart nach
chemotherapeutischer Behandlung zu betrachten, sondern die Auswirkungen auf
beide Zellarten synchron auszuwerten. Abgesehen davon konnten weitere Faktoren,
die auf moglichen Zell-Zell-Beeinflussungen beruhen mit evaluiert werden. Gerade
im Hinblick auf die Untersuchung von p53 und dessen Auswirkungen von Zellen

aufeinander, konnte die simultane Zellzyklusmessung weitere Einblicke ermdglichen.
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5.4. Ergebnisse der Cokultur

5.4.1. Geringere Apoptose der LLC-Zellen durch Cokultivierung

Um einen Effekt des p53-Status der Fibroblasten auf die Chemosensitivitat der
Tumorzellen darzustellen, wurden zunachst Vergleichsmessungen von 2 zu
vergleichenden Cokultur-Varianten durchgefuhrt. Es wurde zum einen eine Cokultur
mit Wildtyp-MEFs und zum Vergleich ein Aufbau mit LLC-Zellen ohne MEFs erstellt.
Alle Zellen wurden wie zuvor beschrieben behandelt und die jeweiligen Messungen
nach erlautertem Vorgehen 24h, 48h und 72h nach Zugabe der Chemotherapeutika
erfasst. Cisplatin wurde mit einer Konzentration von 4pl/ml Medium eingesetzt,
Paclitaxel mit 50ng/ml. Die MEFs wurden 24h vor Versuchsbeginn ausplattiert.

Aus den Messwerten nach 24 Stunden (Abb.17) kann man entnehmen, dass sowohl
in der Kontrollmessung mit Medium oder mit Cisplatin die LLC-Zellen ohne vorheriger
Kultivierung mit MEFs eine deutlich hOhere Apoptose zeigen als die Tumorzellen aus
der Cokultur. Unter Paclitaxel fiel der Effekt mit 31,1% bei den LLC-Zellen versus
30,5% zunachst geringer aus, zeigte jedoch ab 48h einen deutlicheren Effekt. Der
Einfluss einer Cokultivierung der Tumorzellen zeigte sich unter Cisplatin Uber alle
Messwerte konstant.

Die beobachtete erhdhte Resistenz gegenuber Chemotherapeutika der LLC-Zellen

bei Cokultivierung lasst sich auch in den folgenden Messungen zeigen und macht

deutlich, wie das Mikromilieu den Tumor beeinflussen kann.
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Abb.17 Vergleichsmessung LLC-Zellen allein und in Cokultur mit Wildtyp-MEFs nach 24 Stunden(n=3)
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Abb.18 Vergleichsmessung LLC-Zellen allein und in Cokultur mit Wildtyp-MEFs nach 48 Stunden(n=3)
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Abb.19. Vergleichsmessung LLC-Zellen allein und in Cokultur mit Wildtyp-MEFs nach 72
Stunden(n=3)
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Ahnlich den 24- und 48 Stunden Messwerten war der prozentuale Anteil der PI-
positiven LLC-Zellen ohne Cokultivierung nach 72 Stunden deutlich hoher als mit
Cokultivierung. Es scheint auch hier die Cokultivierung mit Wildtyp-MEFs ein Vorteil
fur die LLC-Zellen im Hinblick auf die Chemosensitivitat zu sein.

5.4.2. P53-Defizienz im Stroma erhoht Chemosensitivitat der LLC-Zellen

Im Vergleich zur Vergleichsmessung mit LLC-Zellen, Wildtyp-MEFs und Trp53</.

MEFS wurden in den folgenden Messreihen nur Trp53“"X-MEFs zusammen mit LLC-
Zellen cokultiviert. Die gegenubergestellten Cokulturen unterscheiden sich lediglich
in der Vorbehandlung der einen Vergleichsgruppe mit 4-Hydroxytamoxifen. Nach
dem Ausplattieren der MEFs erfolgte die Zugabe von 4-OHT zum Medium der Zellen.
Die Zellen wurden in der Folge alle zwei Tage gesplittet und 4-OHT neu hinzugefugt.
Die zu vergleichenden MEFs wurden parallel bis auf Zugabe von 4-OHT gleich
behandelt. Wie in Methode ,Trp53X"X'-Mausmodell “ beschrieben, restauriert eine
Behandlung der MEFs mit 4-OHT uber >48 Stunden den Wildtypstatus der MEFs
bezuglich p53.

70
L ollen i %60 24 Stunden
(PI1+) 50
40
30 p=0.7 P ® MEFs (Trp53KI/KI)

20 p=08

4—'—|
o2 i
Oﬁﬁ

+Medium +Cisplatin  +Paclitaxel
(4mg/ml) (50ng/ml)

B MEFs (Trp53KI/KI)+Tamoxifen

Abb.20 Vergleichsmessung Trp53K"K'—MEFS nach 24 Stunden behandelt mit und ohne 4-OHT(n=3)

Wie in Abbildung 19 zu sehen, ist die Spontanapoptose (Vergleichsmessung mit
Medium) geringer als in den vorherigen Messungen. Nach Behandlung mit

Zytostatika zeigen sich in den beiden Gruppen wieder merkliche Unterschiede in
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deren Reaktion darauf. LLC-Zellen, die mit Trp53“"“-MEFS ohne Zugabe von 4-OHT
cokultiviert waren, reagieren empfindlicher als diejenigen, bei denen eine
Vorbehandlung stattgefunden hat.

In den Messungen nach 24 Stunden lasst sich diese Beobachtung fur Cisplatin als
auch fur Paclitaxel feststellen.
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Abb.21 Vergleichsmessung Trp53K"K'—MEFS nach 48 Stunden behandelt mit und ohne 4-OHT(n=3)

Vergleicht man nun die Messungen nach 48 Stunden mit denen nach 24 Stunden,
Iasst sich fur die Spontanapoptose und die mit Cisplatin behandelten Cokulturen eine
ahnliche empfindlichere Reaktion bei p53-defizinetem Stroma zeigen. Betrachtet
man hingegen die mit Paclitaxel behandelten Zellen, zeigt sich im Gegensatz zu den
24-Stunden-Messungen eine andere Tendenz: Die Apoptose der LLC-Zellen ist
hoher, wenn cokultiviert mit Trp53<"“-MEFS+4-OHT als ohne 4-OHT.

Dieser Effekt verstarkt sich nach 72 Stunden noch weiter.
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Abb.22 Vergleichsmessung Trp53K"K'—MEFS nach 72 Stunden behandelt mit und ohne 4-OHT(n=3)

Bezogen auf die Zugabe von Cisplatin zeigen LLC-Zellen, die mit p53-defizienten
Fibroblasten cokultiviert waren eine deutlich hdhere Apoptose.

Die Reaktion auf eine Zugabe von Paclitaxel fiel im Vergleich zum 48-Stunden-Wert
ebenfalls ausgepragter aus. LLC-Zellen scheinen in einem Stroma mit intaktem p53
empfindlicher fur eine chemotherapeutische Behandlung mit Paclitaxel zu sein als in
p53-defizientem.

Es besteht nach den gewonnen Werten also ein Nachteil fur den Tumor bezlglich
seiner Chemosensitivitat gegenuber Cisplatin, wenn das Stroma p53-defizient ist.

Bei der Behandlung mit Paclitaxel ist es jedoch ein Vorteil.

Fur nachfolgend beschriebenen in vivo Versuche ergeben sich aus diesen
Ergebnissen zwei Fragestellungen; zum einen, wie der p53-Status im Stroma die
Tumorprogression beeinflusst und zum anderen, wie er sich auf die

Chemosensibilitdt des Tumors auswirkt.
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6.1. Einfluss des Mikromilieus auf die Chemosensitivitat

Aus den Ergebnissen der Versuche geht hervor, dass Tumorzellen, wenn sie mit
Stromazellen cokultiviert wurden, eine geringere Sensitivitat gegenuber
Chemotherapeutika aufweisen, als bei selektiver Kultivierung.
Resistenz gegenuber zytostatischen Substanzen Iasst sich weiter in eine intrinsische
Resistenz als Folge von Mutation(-en) innerhalb einer Tumorzelle mit folgender
Proliferation von chemoresistenten Klonen, wie es nach der Luria-Delbruck-
Hypothese der Fall ist (Coldman et al., 1986) (auch als ,acquired drug resistance”
oder ADR bezeichnet) und in eine extrinsische Resistenz aufteilen. Der extrinsische
Weg oder ,Environmental-mediated drug resistance (EM-DR)" entsteht unter dem
Einfluss von I6slichen Faktoren sowie von Zell-Adhasions-Molekilen (CAM-DR) und
zeigt schon zu Beginn der Therapie einen Einfluss auf das Ansprechen der
Tumorzellen hierauf. Die ADR hingegen entwickelt sich erst im Verlauf der Therapie
(u.a. Bellamy et al., 1991). Beide Einflisse sind vom Mikromilieu des Tumors
abhangig. Bei den Ioslichen Faktoren sind beispielsweise fur das Chemokin SDF-1
und das Zytokin IL-6 Einflisse auf die Chemoresistenz verschiedener Tumorarten
beschrieben.
SDF-1 wird von einer Vielzahl von Geweben sezerniert und entwickelt seine Effekte
uber den physiologischen Rezeptor CXCR-4, welcher an Chemotaxis, Hamatopoese,
Vaskulogenese, Tumorwachstum und Metastasierung beteiligt ist. Durch eine
Blockade des Rezeptors in vivo lie3 sich die Bildung von Metastasen von u.a.
Mammakarzinomen und Bronchialkarzinomen in Lunge, Knochenmark und
Lymphknoten reduzieren (Burger et al., 2006).
In diesem Zusammenhang konnte auch gezeigt werden, dass die Expression des
SDF-1 Rezeptors CXCR-4 auf der Zelloberflache die Metastasierung von
verschiedenen Tumorarten, wie Mamma-, Ovarial- oder Prostatakarzinom in den
Knochen erleichtert (Ratajczak et al., 2006). Zudem zeigte eine overall-survival-
Studie fir das Uberleben von Patienten mit bereits metastasiertem NSCLC (Stad. V)
ein deutlich kirzeres Uberleben, wenn die Tumorzellen CXCR-4 exprimierten
(European Society for Medical Oncology, 2010).
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Versuche zum Molekul zeigten weiterhin einen Zusammenhang zwischen der SDF-1-
Sezernierung und p53, was die Bedeutung dieses Zytokins in Verbindung mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit in ein neues Licht bringen konnte.

So konnte nachgewiesen werden, dass ein Knock-Out von p53 einen Anstieg von
SDF-1 zur Folge hatte und der supportive Effekt von SDF-1 auf die Tumorzellen auf
diese Weise durch einen Verlust von p53 in stromalen Fibroblasten verstarkt wird
(Moskovits et al., 2006). Addadi et al. konnten mithilfe eines Maus-Xenograft-Modells
einen positiven Effekt von p53-Defizienz in Fibroblasten und dem Wachstum von co-
injizierten Prostatakarzinomzellen im Zusammenhang mit SDF-1 ausmachen (Addadi
et al., 2010).

Welche Bedeutung ein p53 Verlust in einer Zelle fur deren Sekretionsprofil hat,
untersuchten Khwaja et al. (Khwaja et al., 2006), indem sie in einer p53-mutierten
Gliom-Zelllinie den WT-p53-Status restaurierten.

Von 111 untersuchten Proteinen, die die Zellen sezernierten, waren in der Folge 39
quantitativ erhoht und 21 erniedrigt. Unter den verminderten Proteinen wurden u.a.
Matrix-Metallo-Proteinasen wie MMP-1 und MMP-16 identifiziert. Eine Beobachtung,
die bereits von anderen Autoren berichtet wurde (Sun et al., 2000).

Neben den hier beschriebenen Proteinen zeigen verschiedene andere Arbeiten
einen Einfluss von IL-6 auf die EM-DR.

Unter anderem sind fir Knochenmark-Stromazellen als Mikromilieu von Tumoren
hohe Level an IL-6 beschrieben (Lu et al, 2004), was beispielsweise in
Myelomzellen ein erhdhtes Level an fibroblast growth factor zur Folge hat (Bisping et
al., 2003) und eine gegenseitige positive Beeinflussung von Tumor und Stroma
bezlglich des Wachstums nahegelegt.

Auch fur die Chemoresistenz in Myelomzellen ist fur IL-6 hierzu ein Zusammenhang
nachgewiesen (Voorhees et al., 2007).

Neben den genannten I0slichen Faktoren sind zudem fur TGF-B und HGF
(hepatocyte growth factor) positive Einflisse u.a. auf das Tumorwachstum innerhalb
des Mikromilieus beschrieben worden (Lazar-Molnar et al., 2000, Cunha et al.,
2003). Hier zeigen sich verschieden Modi, wie sich zum einen der p53-Status einer
Zelle auf die Sekretion von loslichen Faktoren auswirken kann und zum anderen, wie
sich dieses auf das Mikromilieu auswirken kann. Dieses konnte u.a. einen Einfluss

auf die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse haben
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Wie oben erwahnt sind auller fur die I0slichen Faktoren auch fur Zell-
Adhasionsmoleklle Einfluisse auf die in dieser Arbeit beschriebene erhohte
Chemoresistenz bekannt.

Im Zentrum der CAM-DR stehen vor allem die Integrine, wie das VLA-1 (very large
antigen 1), welches u.a. fur die Chemoresistenz im SCLC gegenuber Etoposit von
Relevanz zu sein scheint (Hartmann et al., 2005).

Auch ein Einfluss von E-Cadherin lie sich zeigen. Sollte es zu einem Verlust von
p53 in einer Zelle kommen, kann er sich auch auf die Expression dieses zentralen
Adhesionsmolekuls auswirken. So konnte gezeigt werden, dass ein p53 Verlust in
einer NSCLC-Linie eine verminderte E-Cadherin Expression zur Folge hatte
(Bukholm et al., 1997), wobei der Verlust von E-Cadherin seinerseits einen Einfluss
auf p53 in Zellen haben kann (Nigro et al., 1997).

In wie weit sich der Einfluss des Mikromilieus auf das Tumorwachstum und die
Chemosensitivitdt auf bestimmte Molekule begrenzen lasst oder ob sich die
beobachteten Effekte aus einer Vielzahl von verschiedenen Einflissen ergeben,
bedarf weiterer Untersuchungen zu dieser Fragestellung. Weiterhin von Interesse ist,
in welchem Ausmall die beschriebenen Vorgange zellspezifisch sind und welche
Reaktionen als pathophysiologisch regelhaft zu werten sind.

Beide Ansatze sind moglicherweise grundlegend fur zukinftige Therapieansatze.

6.2. Moglicher Selektionsdruck gegen p53 im Stroma und Auswirkung auf die
Chemosensitivitat

Neben der Beobachtung, dass das Tumormikromilieu die Resistenz der LLC-Zellen
gegenuber einer Behandlung mit Zytostatika erhoht, zeigen die vorliegenden
Ergebnisse, dass die beschriebenen Effekte zusatzlich vom p53-Status im Stroma
abhangig sind.

Nach Restauration des WT-p53-Status konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass
sich daraus ein verandertes Ansprechen der Tumorzellen auf Zytostatika ergibt (vgl.
Abbildungen 19-21).

Wie oben beschrieben konnten Veranderungen des p53-Status u.a. mit einem
veranderten  Sekretionsprofii und  einer geanderten  Expression  von
Adhasionsmolekilen in  Verbindung gebracht werden. Durch welchen
Pathomechanismus sich jedoch ein p53-Verlust in der Tumorzelle auf p53 in
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Stromazellen auswirkt, konnte bislang nicht eindeutig gezeigt werden. So
beschrieben Hill et al. einen von den Tumorzellen ausgehenden Selektionsdruck auf
den p53-Status der Stromazellen in dem von dieser Arbeitsgruppe untersuchten
Mikromilieu (Hill et al., 2005-2). Weiterhin lieBen ihre Ergebnisse auf einen
nachfolgenden Einfluss der Stromazellen wiederum auf p53 im Tumor selbst
schlie3en.

Eine epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) infolge des p53-Verlustes
schlossen die Autoren dabei aus, da sich u.a. EMT-typische Oberflachenmarker (vgl.
Saika et al., 2004) nicht nachweisen lieRen und die Zellen sich auch histologisch
weiter gut differenzieren lielRen.

Der genaue Mechanismus dieses Effektes blieb jedoch offen.

Wie sich der vermeintliche genotoxische Stress als eine Art Selektionsdruck auf das
p53 im Stroma des Tumors auswirkt, konnten weitere Untersuchungen der
Stromazellen nach Cokultivierung zeigen. Von besonderem Interesse konnte hier die
Untersuchung von ATM oder Phosphohiston-2AX sein, um genotoxischen Stress in
den Zellen zu belegen.

ATM steht in engem Zusammenhang mit p53 und Mdm-2 (Kastan et al., 1997) und
gehort zu den Proteinen, die nach genotoxischem Stress an einem moglichen
Zellzyklusarrest mit DNS-Reparatur oder der Apoptose beteiligt sind (u.a. Khanna et
al., 2007). Auch die Betrachtung von Phosphohiston-2AX als zellularen Marker fur
einen DNS-Schaden (Fernandez-Capetillo et al., 2004) stellt einen moglichen
nachsten Untersuchungsschritt dar.

Einen weiteren Ansatzpunkt fiir einen potentiellen Nachweis béte die p14*~F-, Mdm-
2-, p53-Achse. Unter anderem durch Beeinflussung des nukleo-zytoplasmatischen
Shuttles von Mdm-2 wird durch p14°7F letztlich p53 stabilisiert (Tao et al., 1999).
Dieser Einfluss konnte so auch im Selektionsdruck innerhalb des Mikromilieus
beteiligt sein.

Wie sich eine DNS-Schadigung auf p53 auswirkt, kann ebenfalls die Analyse seines
Phosphorylierungsprofils zeigen (u.a. Ashcroft et al., 1999).

Die genannten  Proteine stellen  mogliche pathophysiologische  oder
pharmakologische Ansatzpunkte dar, den vermuteten Selektionsdruck gegen p53 im

Mikromilieu wahrend der Cokultivierung aufzudecken.
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Welche Rolle der p53-Verlust der Zelle infolge von genotoxischem Stress haben
kann, zeigte die Beobachtung, dass von Tumorzellen ausgehend DNS von
Fibroblasten in ihrer Umgebung aufgenommen wird. Voraussetzung dafur, dass die
Fibroblasten nach Aufnahme der mutierten DNS nicht in Seneszenz Ubergehen oder
die Apoptose einleiten, ist ein Fehlen oder Verlust von p53 in der Zielzelle. War dies
der Fall, so existiert Evidenz, dass die Tumor-DNS dann im Fibroblasten vertikal
weitergegeben werden kann (Ehnfors et al., 2009) - eine Beobachtung, die die
vermeintlichen Folgen eines p53-Verlustes im Stroma fur dessen Karzinogenese
verdeutlicht.

6.3. Weitere Versuche und Ausblick

Auf welche Weise der Verlust von p53 im Mikromilieu durch Selektionsdruck erfolgt,
ist noch nicht ausreichend aufgeklart. Zwar gibt es in den o.g. Arbeiten zum Einfluss
I6slicher Faktoren und von Zell-Adhasionsmolekulen Erklarungen fur eine gesteigerte
Chemoresistenz in Tumoren, jedoch ist nicht hinreichend erleutert, weshalb sich die
Chemosensibilitat im Tumor durch p53-Defizienz in dessen Stroma erhoht (neben
den Ergebnissen dieser Arbeit u.a. in Lafkas et al., 2008 fur Cisplatin gezeigt). Aus
welchem Grund das Tumorwachstum (Kiaris et al., 2005) sowie die Neigung zur
Metastasierung (Kang et al., 2009) durch das Mikromilieu auf der einen Seite
unterstutzt wird, wenn p53 darin degradiert ist und auf der anderen Seite die
Chemosensibilitat steigt, ist ebenfalls bisher nicht geklart.

Dem gegenuber steht die Erkenntnis, dass sich die Tumorzellen unter einer
Behandlung mit Paclitaxel gegenteilig verhalten und sensibler sind, wenn p53 im
Stroma wieder restauriert wurde. Eine hohere Sensibilitdt gegenuber Paclitaxel bei
starkerer pS53-Exprimierung in NSCLC-Zelllinien konnte dabei schon friher
nachgewiesen werden (Guntur et al., 2010). Ob die dort beschriebenen Ergebnisse
fur die hier gewonnen Daten von Bedeutung sind, bedarf weiterer Untersuchungen.
Hierzu kdnnten aul3er p53 weitere Proteine in der Zelle eine Rolle spielen, wie es fur
die Chemosensibilitat beispielsweise fur p27 (Hazlehurst et al., 2000) oder p21 (Lwin
et al., 2007) gezeigt werden konnte.

Weitere Untersuchungen sollen zeigen, wie sich das Zytokin-Profil der LLC-Zellen
und der MEFs mit verandertem p53 verhalten. Hier lieRen sich mit der Ubertragung

von konditioniertem Medium weitere Erkenntnisse gewinnen. Auch Untersuchungen
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mit Hilfe von Gene-arrays werden weitere Aufschlisse zu diesen Fragestellungen
geben.
Kunftige in vivo Versuche konnen ebenfalls wertvolle Hinweise zur Bedeutung von

p53 in der Tumor-Stroma-Interaktion geben.
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7. Anhang

7.1. Zusammenfassung

Nachdem Uber mehrere Dekaden hinweg die Untersuchung von Vorgangen in der
Tumorzelle selbst im Zentrum der onkologischen Forschung stand, zeigten
zahlreiche Studien das die Tumorzelle umgebende Stroma als einen weiteren
wichtigen Faktor in der Tumorgenese auf. Das sog. Mikromilieu zeigt sich dabei als
heterogenes Gebilde, bestehend aus verschiedenen Zellarten, wobei den beteiligten
Fibroblasten hierin eine besondere, wenn nicht entscheidende Rolle zugesprochen
wird. Verschiedene l6sliche Faktoren, die von Stromazellen in das Mikromilieu
sezerniert werden sowie membrangebundene Molekile kdnnen mit diesen Effekten
in Verbindung gebracht werden.

Weiterhin konnte ein Zusammenhang zwischen dem p53-Status in den Stromazellen
und einem in der Folge veranderten Sezernierungsmuster beobachtet werden.
Weiter ergibt sich daraus in mehreren Untersuchungen ein beschleunigtes
Tumorwachstum, eine erhohte Neigung zur Metastasierung sowie verstarkte
Chemosensitivitat gegenuber bestimmten Zytostatika.

Zur Bestatigung der besonderen Rolle des p53-Status im Mikromilieu wurde
ausgehend vom Tumor ein ,Selektionsdruck® auf die den Tumor umgebenden
Fibroblasten beobachtet.

Die beschriebenen Vorgange zeigen das Vorliegen eines komplexen metabolischen
Dialogs zwischen Tumor und Stroma.

Um die beschriebenen Effekte weiter aufzuklaren, war es zunachst notwendig ein ex-
vivo Modell zu etablieren, um Tumor-Stroma-Interaktionen abhangig vom p53-Status
in den Fibroblasten per Durchflusszytometrie zu untersuchen. Methodisch wurden
embryonale Fibroblasten (MEFs) von Mausen gewonnen, in denen durch Injektion
von 4-Hydroxytamoxifen p53 in der Zelle restauriert werden kann. Dieser Schritt
ermoglichte es, den p53-Status der Fibroblasten in-vitro zu verandern. Als
Tumorzellen dienten NSCLC-Zellen (LLC- Lewis lung cancer).

Im Zentrum der Untersuchungen stand die Chemosensitivitdt der Tumorzellen in

entweder p53-defizientem- oder p53-WT-Stroma.
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Cokulturen wurden dabei entweder einer Cisplatin- oder Paclitaxel-Behandlung
ausgesetzt und die Ergebnisse nach 24, 48 wund 72 Stunden per
Durchflusszytometrie  mittels Lebend-Tod-Diskriminierung (PI-Farbung) oder
Zellzyklusfarbung ausgewertet. Die zuvor durchgefuhrte Zellfarbung der MEFs mit
Calcein-AM machte es dabei maoglich, den Zellzyklus beider Zellarten der Cokultur
synchron aufzutrennen und zu betrachten. Hierdurch ergab sich die Moglichkeit, zwei
adherend-wachsende Zellpopulationen, die ein ahnliches Signal in der
Durchflusszytometrie zeigen, uber mehrere Tage aufzutrennen und individuell zu
untersuchen.

In der Auswertung zeigte sich, dass der p53-Status eine signifikante Rolle fur die
Chemosensitivitat der LLC-Zellen spielt. So zeigten die Tumorzellen nach Zugaben
von Cisplatin und einem p53-defizienten Stroma eine erhohte Apoptose-Rate. Dieser
Effekt zeigte sich weiterhin abhangig vom eingesetzten Zytostatikum. Es liel3 sich
nachweisen, dass die Apoptose-Rate der Tumorzellen unter Paclitaxel-Behandlung
hoher war, wenn diese in einem p53-WT-Stroma cokultiviert waren.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Arbeit betrifft die mogliche Vorbereitung eines
in-vivo Versuches im Mausmodell. Hierzu wurde in Vorversuchen die erforderliche
Methodik zur Tumorgenese in der Maus mittels Injektion der LLC-Zellen in die
Schwanzvene der Maus etabliert. Entstandene Bronchialkarzinome wurden
histologisch aufgearbeitet und als HE-gefarbte Praparate ausgewertet.

Zusammen mit der Moglichkeit, p53 der Maus durch Injektion von 4-
Hydroxytamoxifen zu restaurieren, bietet dieses Modell die Moglichkeit, die Tumor-
Stroma-Interaktionen im Mausmodell weiter zu untersuchen und mdgliche weitere

Pathomechanismen aufzudecken.
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