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1. Einleitung

1.1. Bedeutung der Zellkultur

Die Zellkultur hat ihre Wurzeln im 19. Jahrhundert, als Wissenschaftler begannen, die
Gewebe und Organe des Korpers im Reagenzglas zu untersuchen. Anfanglich konnte
lediglich das Absterben isolierter Zellen in vitro verfolgt werden. Heute ist es moglich
Dauer- bzw. Langzeitkulturen von Zellen anzulegen, die in vielerlei Hinsicht den in vivo
vorgefundenen Zellen gleichen.

Im Labor lassen sich Zellen kultivieren, die von den unterschiedlichsten Geweben und
Organismen abstammen. Die urspriingliche Fragestellung wie die Zellen wachsen, was sie
dazu benotigen, oder weshalb und wann sie das Wachstum einstellen, ist auch heute noch
ein wichtiger Gegenstand der Forschung, wenn es beispielsweise darum geht den Zellzyklus
zu analysieren oder die auslosenden Faktoren fur die Vermehrung von Tumorzellen und die
Steuerung der Genexpression zu finden.

Ein weiterer Schwerpunkt liegt auf dem Gebiet der Entwicklungsbiologie. Um zu erklaren,
wie die vielen unterschiedlichen Zellen des fertigen Lebewesens aus einer einzigen
befruchteten Eizelle hervorgehen konnen, wurde versucht vergleichbare Modelle zu
etablieren. Die Zellkultur stellt dabei ein geeignetes System dar, um Entwicklungs- und
Differenzierungsvorgange zu studieren (Sachs 1987, S. 1981).

Um in vivo-Verfahren zumindest teilweise zu ersetzen wurden Zellkulturtechniken ent-
wickelt, an denen beispielsweise Zytotoxizitits- oder Genotoxizitatstests durchgefuhrt
werden konnen. Die in den letzten Jahrzehnten zahlen- und mengenmaBig sprunghaft
angestiegene Produktion chemischer Verbindungen, zwingt dazu, mit moglichst rationellen
Methoden potentiell schadliche Wirkungen rechtzeitig zu erkennen und zu verhindern
(Thust 1976, S. 539). Unter den biologischen Veranderungen spielen die genetischen eine
besondere Rolle, da sie unter anderem zur Krebsentstehung und zu Erbschiaden fuhren
konnen. Erste Experimente, unter in-vitro-Bedingungen normale somatische Zellen aus
Wirbeltieren durch chemische Kanzerogene (Tumorinduktion) in neoplastische Zellen
umzuwandeln, sind bereits in den 30er Jahren unternommen worden (Thust und Schramm
1972, S. 250). Dabei stand zunichst die Untersuchung des Kanzerogenesemechanismus im
Mittelpunkt des Interesses.

Dank standiger Verbesserung der Techniken zur Kultivierung von Zellen, Geweben und
Organen unter weitgehend kontrollierbaren Bedingungen fanden in-vitro-Methoden auch in
der Krebsforschung immer mehr Einsatzmoglichkeiten (Thust und Schramm 1972, S. 249).
Dies gilt u. a. fur die Gewinnung von Erkenntnissen bezuiglich Wirkung und Nebenwirkung
antineoplastisch wirksamer Substanzen, wie Zytostatika und Hormone. Dank dieser
Weiterentwicklung kann heute bereits auf eine Grosszahl von Tierexperimenten an
grosseren Saugetieren verzichtet werden, weil z.B. an kultivieten Leberzellen Arzneimittel-
tests durchgefuhrt werden konnen (Hader und Hader 1993, S. 136).
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Schliesslich gibt es auch einige Anwendungen die ohne die Zellkultur nicht moglich waren.
Hier sind vor allem die transgenen Tiere zu nennen, die neue oder abgewandelte Gene expri-
mieren. Ohne die Methode der Zellkultur konnte man das fremde Erbmaterial nicht in die
Empfangerzelle einschleusen (Bradley et al. 1984, S. 255; Capecchi 1989, S. 1288)

1.2 Bedeutung der primaren Zellkultur

Primirzellen sind Zellen, die erst kurze Zeit zuvor aus dem Gewebe oder Organ isoliert
wurden und im Regelfall unter Kulturbedingungen nur eine begrenzte Lebenserwartung
besitzen.

Im Gegensatz dazu haben sowohl immortalisierte als auch transformierte Zellen die
Fahigkeit, sich in vitro unbegrenzt zu vermehren, sie sind unsterblich. Als Transfektion
bezeichnet man das Einbringen von fremder DNA in eine Empfangerzelle. Die erste Be-
schreibung einer erfolgreichen Transfektion von Zellen mit Fremd-DNA ohne die Verwen-
dung eines intakten Virus stammt aus dem Jahr 1973 (Graham und Van der Eb S. 536).
Zur Immortalisierung wird gerne das Ebstein-Barr-Virus verwendet. Es besitzt die
besondere Eigenschaft, dass sich in seinem Genom bestimmte Sequenzen befinden, die es
thm erlauben, sich extrachromosomal zu replizieren. Durch diesen Prozefl wird die Virus-
DNA bei der Zellteilung auch dann weitergegeben, wenn sie nicht ins Wirtszellgenom
integriert ist.

Primére Zellkulturen werden den etablierten Zelllinien vorgezogen, weil man davon ausgeht,
dass sie eher dem entsprechenden in vivo-Zelltyp dhneln (Spitzbart und Schmidt 1970, S.
201). Es zeigte sich, dass Primérzellen haufig auch unter in vitro-Bedingungen die
Aktivitaten und die Funktionen wiederspiegeln, die sie in der physiologischen Umgebung
zeigen.

Ein Argument dafur, dass Primérzellen nutzlicher sind als permanente Zelllinien, ist, dass
viele Zelllinien mittlerweile einige Jahre in Kultur gehalten werden. Oft kann man die
Beobachtung machen, dass signifikante Unterschiede bestehen, wenn man bereits langer
kultivierte Zellen mit den Zellen der Ausgangskultur oder mit den gleichen, in anderen
Laboratorien kultivierten Zellen vergleicht. Diese Diskrepanz des Phenotyps kann zu
Problemen fuhren, wenn die Ergebnisse zwischen verschieden Labors bzw. zu
unterschiedlichen Zeiten interpretiert oder verglichen werden sollten. Beispielsweise nimmt
die Wachstumsrate der Zellen mit der Dauer der Kultur zu. Es ist sehr wahrscheinlich, dass
mit dieser offensichtlichen Anpassung der Zellwachstumsrate an die in vitro-Bedingungen
eine Veranderung verschiedenster Charakterisitika verbunden ist. Als Beispiel hierfur kann
die etablierte Zelllinie HL-60 angefuhrt werden, wenn man die Eigenschaften zum Zeitpunkt
der Etablierung (Collins et al. 1977, S. 347; Gallagher et al. 1979, S. 713) mit der erhohten
Wachstumsrate und der reduzierten Differenzierung dieser Zellen nach mehreren Jahren in
Kultur vergleicht (Macfarlane et al. 1988 S. 291).
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Ein Argument fur permanente Zelllinien hingegen ist die meist einfachere Handhabung, sie
vermehren sich unter Kulturbedingungen standig weiter. Aulerdem stehen sie sofort zur

Verfugung und es existiert ein reichhaltiges Datenmaterial uber sie.

1.3 Fragestellung

In unserem Labor wird der wachstumsregulierende Einfluss gastrointestinaler Hormone,
deren Agonisten und Antagonisten, auf Tumorzellen unter anderem an Langzeitkulturen
untersucht. Es stellte sich die Frage, ob es Unterschiede in den Reaktionen auf gastro-
intestinale Peptide zwischen Primér- und Permanent-Zelllinien gibt, bzw. ob es individuelle
Unterschiede gibt, bei deren Kenntnis die Behandlung des jeweiligen Patienten mit

Peptiden/Peptidantagonisten gezielt durchgefuhrt werden konnte.

Zur Beantwortung dieser Fragen sollten Primarzellkulturen hergestellt werden. Es sollte
Zellmaterial von potentiell geeigneten Patienten verwendet werden, welches leicht zugiang-
lich sowie leicht zu verarbeiten ist. Wir entschieden uns, Tumorzellen aus Erguissen von

Patienten mit gastrointestinalen Tumoren zu isolieren.

Ziel der Arbeit war es,

- die Ausbeute an primaren Zellkulturen in Abhangigkeit von der Zahl der Ansétze zu

erfassen,

- zu prufen wie sicher Tumorzellen von Fibroblasten und Mesothelzellen abgrenzt werden

konnen,

- die Veranderungen der Zellen anhand der Oberflachenantigenexpression in Kultur zu

prufen,

- moglichst reine Tumorzelllinien fur die weiteren Untersuchungen zu etablieren. Die
Methode sollte eine hohe Effizienz zeigen und die Primarzellkulturen sollten in kurzer
Zeit zur Verfugung stehen,

- zu versuchen, den Differenzierungsgrad der Zellen zu erhdhen,

- und die Bildung von den gastrointestinalen Peptiden Bombesin und Somatostatin durch

die Tumorzellen zu messen.
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2. Material und Methoden

2.1 Untersuchungsmaterial

Aszites bzw. Pleuraergiisse stammten von Patienten mit histologisch gesicherten
gastrointestinalen Tumoren.Die Proben wurden von der onkologischen Tagesklinik der

II. Medizinischen Klinik des Klinikums Rechts der Isar zur Verfugung gestellt.

Im Zeitraum von Juni 1997 bis Miarz 1999 wurden 24 Proben, 3 Pleuraergusse und

21 Aszites, gesammelt.

Die Altersverteilung der Patienten lag zwischen 35 und 77 Jahren (Altersmittel: 66,6 Jahre).
Das Verhiltnis von Frauen zu Ménnern betrug 11/13.

Die Charakterisierung des Patientenkollektivs anhand der Tumorlokalisation, Ergussart,
mittlerer Uberlebenszeit, Grading, Tumorstadium nach UICC, systemischer Chemotherapie

und Tumormarker im Serum kann den Tabellen 1-5 entnommen werden.

Tabelle 1: Lokalisation des Primartumors, Art des Ergusses und mediane Uberlebenszeit in
Monaten bei Patienten mit gastrointestinalen Tumoren (n=24)

Tumorlokalisation n-Zahl der n-Zahl mediane
Patienten | Aszites/Pleuraerguss | Uberlebenszeit
in Monaten
Magenkarzinom 4 4/0 18
Hepatozelluldres Karzinom 3 3/0 15
Cholangiozelluldres Karzinom 1 1/0 6
Kolonkarzinom 3 2/1 72
Pankreaskarzinom 13 11/2 9
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Tabelle 2: Grading bei Patienten mit gastro-

intestinalen Tumoren (n=24)

Tabelle 3: Tumorstadium nach UICC bei

Patienten mit gastrointestinalen

Tumoren (n=24)

Tabelle 4: systemische Chemotherapie
bei Patienten mit gastro-

intestinalen Tumoren (n=24)

Therapie n-Zahl der
Patienten
Monochemo- 6
therapie
Polychemotherapie 17

keine Chemo-
therapie

Grading n-Zahl der Tumorstadium | n-Zahl der
Patienten Patienten

G2 6 IT 3
G23 2 I 5
G3 10 v 15
G34 1 nicht vorhanden 1
GX 1

nicht vorhanden 4

Tabelle 5: Tumormarker bei Patienten mit

gastrointestinalen Tumoren (n=24)

CEA n-Zahl der
Patienten
im Normbereich 12
erhoht 12

CA 199 n-Zahl der
Patienten
im Normbereich 7
erhoht 17
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Zu einigen Versuchen wurden folgende etablierten Zelllinien von der DSMZ

(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig) verwendet:

1) 3T3, Mausfibroblasten, wachsen adhirent als Monolayer mit Kontaktinhibition,
Verdopplungszeit ca. 40 Stunden, hypertriploider Karyotyp.

2) SW 480, humane Adenokarzinomzellline des Kolons, adharentes, endothelial-ahnliches
Zellwachstum, Verdopplungszeit ca. 25-30 Stunden, hypertriploider Karyotyp.

3) HT 29, humane Adenokarzinomzelllinie des Kolons, adhérentes, epitheloides

Zellwachstum, Verdopplungzeit ca. 40-60 Stunden, hypertriploider Karyotyp
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2.2 Methoden
2.2.1 Benennung der Zelllinien

Die Benennung der Zelllinien erfolgte nach folgendem Schema: XX -Y -Z;

XX bedeutet: Anfangsbuchstaben des Primartumors (PA = Pankreaskarzinom, CO =
Kolonkarzinom, HE = Hepatozellulares Karzinom, CH = Cholangiozellulares Karzinom,
MA = Magenkarzinom); Y bedeutet: Aszites, Pleuraergiisse wurden mit einem "P" gekenn-

zeichnet; Z bedeutet: organspezifische Nummerierung nach Erhalt der Ergusse;
2.2.2 Zellkultur
2.2.2.1 Materialverarbeitung

Die Aszites- bzw. Pleuraergussflussigkeit wurde fur mindestens eine Stunde stehen gelassen,
damit die Zellen sedimentieren konnten. Aus dem Sediment zentrifugierte1 man einige
Portionen a”50 ml bei 1000 rpm fur 10 min., der Uberstand wurde verworfen. Enthielt das
Zellpellet viele Erythrozyten wurden diese durch Zugabe von 10 ml Aqua dest’ fur 5 min.
lysiert und die Zellen anschliessend zweimal gewaschen. Hierfur wurden die Zellen in 10 ml
PBS (phosphatgepufferte Salzl‘(‘)sung)3 aufgenommen, bei 1000 rpm fur 10 min sedimentiert,
der Uberstand abgesaugt und das Sediment in 2-5 ml PBS resuspendiert.

2.2.2.2 Zellzahlung

Zur Ermittlung der Zellzahl wurden 10 ul der Zellsuspension im Verhaltnis 1:1 mit dem
Vitalfarbstoff Trypanblau4 gemischt. Dieser Farbstoff kann die Plasmamembran lebender
Zellen nicht durchqueren. Das Zytoplasma toter Zellen farbt sich blau, selbst wenn diese
ansonsten vollig intakt erscheinen. Die Zahlung erfolgte mit Hilfe eines H'elmozytometers5

mit einer Einteilung nach Neubauer unter einem Standardmikroskopﬁ.

Laborzentrifuge Rotixa/KS, Fa. Hettich, Tuttlingen

Aqua dest, Apotheke des Klinikums rechts der Isar, Munchen
PBS, Apotheke des Klinikums rechts der Isar, Munchen
Trypanblau, Fa. Sigma, Deisenhofen

Neubauer Zahlkammer, Assistent, Fa. Zefa, Laborservice GmbH, Harthausen

(o2} (&) S w N -

Standardmikroskop, Fa. Olympus, Hamburg
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2.2.2.3 Percolldichtegradient

Bei ausreichendem Zellmaterial wurde zur Aufreinigung ein Percolldichtegradient1 durchge-
fuhrt. Hierbei handelt es sich um eine isoosmotische Gradienten-Zentrifugation zur Isolation
und Aufreinigung von Zellen, Viren oder Zellpartikel. Durch Verdunnung mit physiologi-
scher Kochsalzl'(')sung2 kann eine Dichte zwischen 1.0 und 1.3 g/ml eingestellt werden.
Inein 15 ml Zentrifugenr'(')hrchen3 wurden zuerst 4 ml 50%ige und dann 4 ml 30%ige
Percolllosung geschichtet. Zuletzt wurde die Percolllosung mit den in 4 ml Medium suspen-
dierten Zellen uiberschichtet und bei 1000 rpm fur 20 bis 30 min. zentrifugiert. Dies
entspricht einer Dichteeinstellung zwischen 1.04 und 1.06 g/ml. Die Tumorzellschicht
zwischen den beiden Percollschichten wurde vorsichtig abpipettiert und zweimal mit PBS

gewaschen.
2.2.2.4 Zellkultivierung

Die Zellzahl sollte hoch eingestellt werden, ca. 1x10” Zellen wurden in 10 ml Medium resu-
spendiert und in eine 25-cm’ -Kulturflasche’ gegeben. Bei einer Temperatur von 37°C und
5%igem CO, —Anteil wurden die Zellen in einem Brutschrank’ inkubiert.

Das verwendete Kulturmedium (Epithelzellmedium, EZM) setzte sich zusammensetzt aus
Dulbecco ‘s Modifiziertem Eagle Medium (DMEM)(), 10% fotalem Kalberserum (FCS)7, 1%
Penicillin/ Streptomycing, 0.5% Amphotericin9 sowie den Wachstumsfaktoren 5 ng/ml
Epidermal Growth Faktor (EGF)", 1 ug/ml Hydrocortison11 und 0,2 U/ml Alt-Insulin”.
Hydrocotison besitzt auch eine stimulierende Wirkung bezuglich der Zellproliferation und
—differenzierung. Am zweiten Tag wurde das Medium gewechselt, am dritten bzw. vierten

Tag die Zellen je nach Konfluenz des Kulturflaschenbodens im Verhiltnis 1:3 neu angesetzt.

! Percolldichtegradient, Fa. Pharmacia, Freiburg

2 physiologische Kochsalzlosung, Apotheke des Klinikums rechts der Isar, Munchen
Zentrifugenrdhrchen, Fa. Greiner, Frickenhausen

* Kulturflasche 25-cm3, Fa. Greiner, Frickenhausen

5Brutschrank COo—Auto-Zero, Fa. Kendro, Hannau

° DMEM, Fa. Gibco, Karlsruhe

7FCS, Fa. Gibco, Karlsruhe
8Penicillin/Streptomycin, Fa. Gibco, Karlsruhe
9Amphotericin, Fa. Gibco, Karlsruhe

10EGF, Fa. Sigma, Deisenhofen
11Hydrocor1ison, Fa. Hochst, Frankfurt

12
Alt-Insulin, Fa. Hochst, Frankfurt
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2.2.2.5 Verwendung von 3T3-Feeder-Zellen bei niedriger Zellzahl

Lag die Gesamtzellzahl unter 10" kam die von Rheinwald und Green (1975, S. 331)
etablierte Feeder-Layer-Methode zur Anwendung. Diese basiert auf der Aussat adhérent
wachsender epithelialer Zellen auf einer Unterlage, dem sogenannten Feeder-Layer, welcher
eine konfluent gewachsene Schicht von 3T3-Fibroblasten darstellt. Die Wirkung der 3T3-
Feeder Zellen beruht darauf, dass sie bei niedriger Zelldichte die benotigten
Wachstumsfaktoren und den benotigten Zellkontakt bereitstellen, sowie toxische Zellreste
verdauen. Um einer Wachstumsdominanz der 3T3-Fibroblasten vorzubeugen, werden diese
mit Hilfe des Zytostatikums Mitomycin C' wachstumsinhibiert (Inhibierung der Zellteilung).
Dazu wurde der Zellrasen einer konfluent bewachsenen 25-cm’-Kulturflasche mit 5 ml
PBS, welchem Mitomycin in einer Konzentration von 2 ul/ml zugesetzt war, fur 2 Stunden
im Brutschrank inkubiert. Nach dreimaligem Spulen des Zellrasens mit je 10 ml PBS wur-
den die Feeder-Zellen zur Entfernung noch verbliebenen Zytostatikums fur 4 Stunden mit 10
ml PBS im Brutschrank inkubiert. Schliesslich wurde die Salzlosung abgesaugt, der Zellra-
sen nochmals gespult und die Turmorzellen darauf ausgesit. Als Kulturmedium diente
EZM.

2.2.2.6 Ablosen der Zellen

Nach Absaugen des Kulturmediums wurde der Zellrasen mit 10 ml PBS gewaschen, um Se-
rum, welches im Kulturmedium enthalten ist und die Wirkung des Trypsin/EDTA-Gemi-
sches inhibieren wiirde, zu entfernen. Anschliessend wurde, je nach GroBe des Kulturgefas-
ses, 2-5 ml Trypsin/EDTA—L'Osung2 zugegeben und die Zellen fur 3-5 min. im Brutschrank
inkubiert. Trypsin spaltet die Adhédrenzproteine, mit denen sich die Zelle an der Plastikober-
flache anhaften, EDTA bindet die zweiwertigen Kationen, welche zur Stabilisierung der
Adharenzproteine beitragen. Die darauthin abgeloste Zellschicht wurde zur Neutralisierung
des Trypsin/EDTA-Gemisches, welches bei zu langer Inkubation zur Zellschadigung bzw.
zum Zelltod fuhren wiirde, in 10 ml DMEM aufgenommen, bei 1000 rpm fur 10 min. zentri-
fugiert und das Sediment je nach weiterem Verwendungszweck der Zellen in 5-10 ml EZM,
DMEM bzw. PBS resuspendiert.

1
Mitomycin C, Fa. Sigma, Deisenhofen
Trypsin/EDTA-Lbsung, Fa. Gibco, Karlsruhe
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2.2.2.7 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Zuerst wurden die Zellen abgelost und mit 10 ml DMEM resuspendiert, dann wurden sie ge-
zahlt und eine Zellzahl von 2 x 10°/ml eingestellt. Anschliessend wurde die gleiche Menge
eines Einfriermediums (40% DMEM, 40% FCS, 20% DMSO) zugegeben und von der Su-
spension jeweils 1 ml in ein Kryor'c'>hrchen1 pipettiert. Die Rohrchen wurden in einem
Behilter’ mit flussigem Stickstoff bei -180 °C tiefgefroren. Ab Zugabe der toxischen Sub-
stanz Dimethylsulfoxid (DMSO)’ wurden alle Arbeitsschritte auf Eis durchgefuhrt.
Dimethylsulfoxid ist fettloslich und kann schnell in die Zelle diffundieren. Es dient dazu,
dass sich keine Eiskristalle mehr bilden konnen, die die Zellmembran schadigen und somit
zur Zelllyse fuhren konnten.

Zum Auftauen der Zellen werden die Rohrchen in ein Wasserbad' mit 37° C gegeben. Un-
mittelbar nach Verflussigung erfolgte die Zugabe von 10 ml DMEM. Die Zellen wurden bei
1000 rpm fur 10 min. sedimentiert, der Uberstand abgesaugt, das Sediment in 10 ml EZM

resuspendiert und die Zellen kultiviert.
2.2.3 Methoden zur Selektion der Tumorzellen
2.2.3.1 Magnetische Zellsortierung mit MicroBeads

Hierbei handelt es sich um eine Art der Zellsortierung mit magnetisch gekoppelten
Antikorpern, die uber eine Saule, welche in einem Magneten verankert ist, getrennt werden
(Schmitz et al. 1994, S. 268, Harbeck et al. 1995, S. 1250).

Zur Herstellung einer Einzelzellsuspension wurden die Zellen mit 2-5 ml (je nach Grofle der
Kulturflasche) einer ImM EDTA—L'(')sung5 fur max. 15 min. inkubiert und mit PBS gewa-
schen. Mit Trypanblau wurde die die Vitalitat uberpruft. Um die Saule nicht zu verstopfen,
muss bei mehr als 20% avitalen Zellen eine Abzentrifugation uiber einen Ficoll Gradienten
(Ficoll—Paque)G durchgefuhrt werden. Hierfur wurden die Zellen in 10 ml DMEM resuspen-
diert, vorsichtig unter Erhaltung der Phasen uiber 10 ml Ficoll-Paque geschichtet und fur 10
min. mit 750 rpm zentrifugiert. Entsprechend dem Dichtegradienten formieren sich
verschiedene Schichten im Zentrifugationsmedium. Am Boden des Zentrifugationsrohr-
chens reichert sich das abgestorbene Zellmaterial an, die lebenden Zellen befinden sich in
der Interphase. Diese wurde selektiv abpipettiert 2 x mit 10 ml PBS gewaschen und in 10 ml
MACS-Puffer aufgenommen. MACS-Puffer setzt sich zusammen aus PBS, 0,5% FCS und
2mM EDTA.

1
Kryordhrchen, Fa. Nunc, Wiesbaden
2

Stickstofftank, Arpege 140, Fa. Air Liquid, Berlin
3

DMSO, Fa. Sigma, Deisenhofen

4

Wasserbad, Fa. GFL, Ges. fur Labortechnik mbH, Burgwedel
5

EDTA-Lbsung, Fa. Gibco, Karlsruhe
6

Ficoll-Paque, Fa. Pharmacia, Freiburg
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Um groBere Zellklumpen zu entfernen, wurde die Suspension durch einen 30 um grof3en

N ylonfilterl gepresst. Die Zellen wurden gezihlt, erneut bei 1000 rpm zentrifugiert und max.
10’ Zellen in 10 ul MACS-Puffer aufgenomen.

Anschliessend erfolgte die Farbung mit einem Oberflachenmarker. Die Antikorpermenge
sollte niedrig gew#hlt werden, um unspezifische Bindungen zu vermeiden. Die Antikorper
CEA’ (monoklonaler Mausantikorper, IgG) bzw. CA 19.9° (monoklonaler Mausantikorper,
IgM) wurden in einer Konzentration von 1:50, verdiinnt mit Aqua dest, zugegeben und die
Zellsuspension bei 4°C fur 5-10 min. inkubiert. Zur Entfernung der nicht gebundenen
Antikorper wurden die Zellen 2-3x vorsichtig mit 1 ml MACS-Puffer gewaschen (750 rpm
fur 10 min.) und dann in 80 ul MACS-Puffer aufgenommen. 20 ul Microbeads’ (Ratte anti
Maus, IgG bzw. IgM) wurden zugeben und bei 4°C fur 15 min. inkubiert. Die Zellen wurden
erneut wie oben beschrieben gewaschen und in 500 ul MACS-Puffer aufgenommen. Nach-
dem die Separationssaule MS+ an dem Zellsepera‘tor6 befestigt wurde, wurde sie mit 500 ul
MACS-Puffer gereinigt. Die magnetisch markierte Zellsuspension wurde vorsichtig in die
Séule gegeben und die Séaule anschliessend dreimal mit 500 ul MACS-Puffer gespilt, um
die unmarkierten Zellen zu entfernen. Zur Gewinnung der markierten Zellen wurde die
Separationssdule aus dem Zellseparator entfernt und die Zellen durch Spiilen der Séule mit
3x 500 ul MACS-Puffer gewonnen. Die selektierten Tumorzellen wurden erneut gewaschen

und in Kultur gegeben.
2.2.3.2 Zellklonierung

Klonierung bezeichnet in der Zellkultur eine Technik, mit deren Hilfe man eine
Zellpopulation aus einer einzigen Ursprungszelle erhalten kann, das heisst, man kann eine

Zellkultur heranziehen, bei der jede Zelle mit allen anderen identisch ist.
2.2.3.2.1 Klonierung durch Verdiinnung

Verwendet wurden Mikrotiterplatten7 mit 96 Vertiefungen. In jede Vertiefung wurden je 200
ul einer Zellsuspension gegeben, die 1,5 Zellen/ml enthielt, somit kommen rein rechnerisch
in jede Vertiefung 0,3 Zellen. So ist zu erwarten, dass sich in jeder dritten Vertiefung eine
Zelle befindet. Solange man die Klonierungseffizienz der Zellen noch nicht kennt, wird
gleichzeitig eine Platte mit einer Zelle pro Vertiefung besetzt. Es ist darauf zu achten, die

Zellen nicht zu schnell in ein zu groBes Volumen EZM umzusetzen.

Nylonfilter, Fa. Schubert & Weiss, Munchen

CEA, Anti-CD 66e, monoklonaler Mausantikorper, IgG1, Fa. Dianova, Hamburg

CA 19.9, Human Anti-Sialyl Lewis(a) Tumors CA 19.9, monoklonaler Mausantikorper, IgM, Fa. BMA, Schweiz, Augst
Microbeads, Ratte anti Maus IgM bzw. Ratte anti Maus IgG, Fa. Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

(o] o » w n -

Separationssaule MS+, Fa. Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Zellseperator, Fa. Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

7
Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen, Fa. Greiner, Frickenhausen
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Als néchstes wurde eine 24-Loch-Platte’ mit 1 ml EZM pro Vertiefung verwendet. Zur
anfanglichen Unterstutzung des Wachstums konnen 3T3-Feederzellen bzw. halbkonditio-
niertes Medium (HKM) verwendet werden. Zur Herstellung von HKM wird konditioniertes
Medium (KM) benotigt. Hierbei handelt es sich um ein Kulturmedium, das zuvor zwei bis
drei Tage zur Kultivierung von Zellen benutzt wurde. Die Zellen geben in dieser Phase
Wachstumsfaktoren an das Medium ab. Es sollte von der zu klonierenden Zellkultur
gewonnen werden. Das Medium wird nach ca. 2 Tagen von der Zellkultur abpipettiert, bei
1500 rpm fur 10 min. zentrifugiert und der Uberstand aufgenommen. Zur Herstellung des
HKM wird dem KM zu einem gleichen Teil frisches Medium zugegeben und die FCS-Kon-
zentration auf 20% eingestellt. Das HKM kann entweder sofort verwendet oder eingefroren

werden.
2.2.3.2.2 Weichagarklonierung

Zur Herstellung eines 5%igen Agars wurden 5 g Agaurpulver2 in einen Glasbehalter’ gege-
ben, der mit Aqua dest bis 100 ml aufgefullt war. Das Pulver wurde mit der Flussigkeit
vermengt, die Suspension fur 45 min. bei 1 bar autoklaviert' und anschliessend in einem
Wasserbad bei 60° C flussig gehalten.

Die Zellzahl wurde nach folgender Formel auf 2, 20, 200 und 2.000 Zellen/ml eingestellt,
sodass die Endkonzentration des Agars 0,3% bei einer Agar-Ausgangskonzentration von 5%
betrug:

VA KE

VA+VZ KA

VA = Volumen der Agarlosung; VZ = Volumen der Zellsuspension, die der Agarlosung

zugefugt wurde; KA = Ausgangskonzentration des Agars; KE = Endkonzentration des

Agars;
1

Zellkulturplatte mit 24 Vertiefungen, Fa. Greiner, Frickenhausen
2

Agar, Fa. Sigma, Deisenhofen
3

Glasbehalter, Immunologisches Labor, Klinikum r. d. Isar, Munchen
4

Autoklav, Fa. KSG, Vertrieb Delta Trade Company, Hannover
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Der Boden der 60-mm-Petrischalen’ wurde diinn mit 0,5%igen Agar beschichtet, um ein
Absinken und Anwachsen der Zellen auf dem Plastikboden zu verhindern. Als
Kulturmedium wurde HKM verwendet. Nach Einstellung der Zellzahl wurden 5 ml der Zell-
Agar-Suspension in die vorbereiteten Petrischalen gegeben. Die Petrischalen sollten nun fur
30 min. bei Raumtemperatur stehen gelassen werden, bevor sie im Brutschrank inkubiert
wurden. Unter dem Invertmikroskop2 liess sich uiberpriifen, ob die Zellen in den Petrischalen
auch tatsachlich einzeln suspendiert waren. Nach 24 Stunden sollte man 5 ml Medium
hinzugeben, und nach weiteren 3-4 Tagen wurden 2-3 ml des Mediums ersetzt. Sobald die
Kolonien einen Durchmesser von ca. 1 mm erreicht hatten, wurden sie mit einer
Glaspasteurpipette3 ausgepickt und mit 2 ml EZM in eine 24-Loch-Platte gegeben. Die
Farbe des Mediums, welches sich bei Nahrstoffverbrauch gelb farbt und die Konfluenz des

Zellrasens sind Richtschnur fur die weitere Expansion.
2.2.4 Methoden zum Nachweis von Tumorzellen
2.2.4.1 Durchflusszytometrische Messungen

Mit dem Durchflusszytometer werden optische Signale wie Fluoreszenz und Lichtstreuung
gemessen. Die Zellen werden wie im "Géansemarsch" an einer Lichtquelle vorbeigeleitet. Fur
das von uns bentitzte Fluorochrom Fluorescein (FITC) wurde ein Argonlaser mit der Wel-
lenlange 488 nm verwendet. Unter Fluoreszenz wird die rasch abklingende Lichtemission
von Molekillen nach Absorption energiereicher Strahlung verstanden. Durch die Streuung
von Licht konnen Informationen uiber Zellgrosse, Zellform, Zelloberfliche und Granularitat

der Zelle gewonnen werden .
Verwendet wurden folgende Antikorper:

Direkte Markierung:

a) Ber-EP 4", Anti-Human-Epithelial-Antigen, FITC-konjugiert, monoklonaler
Mausantikorper, 1gG1

b) Fibroblasten-Antikorper AS02°, dia 120, FITC-konjugiert, monoklonaler
Mausantikorper, 1gG1

c¢) Negativkontrolle mit dem Antikorper IgG1/26

1Petrischalen 60-mm, Fa. Greiner, Frickenhausen

2Inver1mikroskop, Fa. Zeiss, Oberkochen

3Glaspas,teurpipette, Fa. Eppendorf, Hamburg

4Ber-EP4, Anti-Human-Epithelial-Antigen, FITC-konjugiert, monoklonaler Mausantikorper, IgG1, Fa. Dako, Bergisch Gladbach
5Fibrob|asten-Antikbrper AS02, dia 120, FITC-konjugiert, monoklonaler Mausantikorper, IgG1, Fa. Dianova, Hamburg
6IgG1/2, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg
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Indirekt Markierung:

a) CEA, Anti-CD 66e, monoklonaler Mausantikorper, [gG1

b) Human Anti-Sialyl Lewis(a) Tumors CA 19.9, monoklonaler Antikorper, IgM
¢) FITC-konjugierter Zweitantikbrpef, Goat F(ab’)2 Anti-Mouse 1gG+IgM,

dient auch als Negativkontrolle fur die indirekte Farbung.

Es wurde wie unter 2.2.2.1 eine Einzelzellsuspension hergestellt und in sechs 1 ml
Reaktionsgefeisse2 je eine Zellzahl zwischen 10° und 10" /ml eingestellt. Die Zellen sedimen-

tierten bei 1000 rpm fur 10 min. und wurden in jeweils 100 ul PBS aufgenommen.
Die Markierung erfolgte nach folgendem Schema:

1) Negativkontrolle IgG1/2 1:10

2) direkte Markierung mit AS02 1:50

3) direkte Markierung mit Ber-EP 4 1:50

4) zusatzliche Negativkontrolle fur die indirekte Markierung mit dem FITC-konjugiertem
Zweitantikorper1:50

5) indirekte Markierung mit CEA 1:50, FITC-konjugierter Zweitantikorper 1:50

6) indirekte Markierung mit CA 19.9 1:50, FITC-konjugierter Zweitantikorper 1:50

Die Zellen wurden mit dem Primérantikorper bei 4°C fiar 20 min. inkubiert, 500 ul PBS zu-
gegeben, bei 750 rpm fur 5 min. sedimentiert. Die direkt markierten Zellen sowie beide Ne-
gativkontrollen wurden in 500 ul PBS aufgenommen und im Kuhlschrank gelagert. Die
Zellen fur die indirekte Markierung wurden in 100 ul PBS aufgenommen und mit dem
FITC-markierten Sekundérantikorper Goat-anti-Mouse IgG+IgM 1:50 erneut fur 20 min. bei
4°C inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen ebenfalls in 500 ul
PBS aufgenommen. Bei der anschliessenden durchflusszytometrischen Untersuchung (Rad-
cliff und Jaroszeski 1998, S. 1) mit dem FACScan Analysera wurden 5 000 Zellen gemessen.

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe angeschlossener, computerisierter

3
Anwenderprogramme .

1 2

Goat F(ab”) Anti-Mouse IgG+IgM, Fa. Caltag Laboratories, Burlingame, CA, USA
2

Reaktionsgefasse 1 ml, Fa. Eppendorf, Hamburg

3
Gerat und Software: FACScan Analyser, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg
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2.2.4.2 DNA-Messung

Zytospinpraperate wurden einerseits aus den Tumorzellkulturen hergestellt, andererseits aus
einer Suspension von Lymphozyten, welche durch einen Ficoll-Gradienten aus 10 ml huma-
nem Vollblut gewonnen wurden. Letztere dienten als Negativkontrolle.

Nach Ablosen der Zellen wurde eine Zellkonzentration von 10°/ml eingestellt und auf unbe-
schichtete Objekttr'aiger1 zentrifugiert. Pro Objekttrager wurden dabei 500 ul Zellsuspension,
entsprechend 5 x 10* Zellen, fur 5 min. bei 600 rpm in der Zytozentrifuge2 abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde dekantiert und noch verbliebene Flussigkeit mit Hilfe von Zytofilter3,
durch Zentrifugation fur 3 min. bei 800 rpm entfernt. Die Préaperate wurden uber Nacht bei
Raumtemperatur getrocknet, und anschliessend wurde eine Farbung nach Feulgen durchge-
fuhrt.

Durch das Eintauchen der Objekttrager in 5 N HCL" bei 22°C wurden durch Hydrolyse
Purinbasen abgespalten und somit Aldehydgruppen frei. Dann wurde zweimal fur 2 min. mit
Aqua dest gewaschen. Zum Farben der freien Aldehydgruppen erfolgte eine Inkubation der
Objekttrager fur 60 min. bei Dunkelheit mit dem Schiffschen Reagenzs. lg Natriumdisulfid®
wurde in 20 ml 1 N HCL und 360 ml Aqua dest gelost, worin die Objekttrager zweimal fur
3 min. eingetaucht wurden. Dann erfolgte erneut eine zweimalige Waschung mit Aqua dest
fur 2 min. Zur Uberbringung der Zellen von einem hydrophilen in einen lipophilen Zustand
wurden die Objekttrager fur je 0,5 min. in 50, 70, 80 und 95%igen Alkohlol’ eingetaucht.
Zur Haltbarmachung wurden die Zellen noch kurz in ein 2:1 XylolS—Alkohol—Gemisch und
dann in Xylol gegeben.

Zur Messung des DNA-Gehaltes wurden 100 Zellen unter dem Mikroskopg markiert und mit
Hilfe angeschlossener, computerisierter Anwenderprograrnme9 der DNA-Gehalt gemessen
Als Referenzzellen dienten Lymphozyten. Evaluiert wurden die Parameter DNA-Index (DI)
und Ploidy.

Diploid (DI 1.80 — 2.20, das entspricht einer Abweichung von +/- 10 % von den
Referenzzellen)

Hyperdiploid (DI 2.21 - 3.79)

Tetraploid (DI 3.80 — 4.20)

Hypertetraploid (DI > 4.20)

Objekttrager, Menzel, Fa. Zefa, Laborservice GmbH, Harthausen
Zytozentrifuge, Cytospin, Fa. Shandon, Pennsylvania, USA
Zytofilter, Fa. Shandon, Pennsylvania, USA

HCL, Apotheke des Klinikums rechts der Isar, Munchen
Schiffsches Reagenz, Fa. Sigma, Deisenhofen

Natriumdisulfid, Fa. Merck, Ismaning

Alkohlol, Apotheke des Klinikums rechts der Isar, Munchen

Xylol, Fa. Merck, Ismaning

© o] ~ (o2} (&) » w n -

Mikroskop und Software: CIRES = Cell Image Retrieva and Evaluation System, Fa. Roche, Mannheim
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2.2.5 Induktion der Oberflachenantigenexpression

Das Wachstumsverhalten, die Morphologie sowie der Grad der Differenzierung stehen in
einem engen Verhiltnis zueinander. Es wurde versucht durch Veranderung der
Wachstumsbedingungen bzw. dem Versuch die Oberflachenantigenexpression zu erhohen,

den Differenzierungsgrad zu verbessern.
2.2.5.1 Galactose-Medium

Der Differenzierungsgrad kann durch den Ersatz von Glukose durch Galaktose im
Kulturmedium erhoht werden (Fantini et al. 1986, S. 235). Die Erhohung der CEA-
Expression zeigte nach 10 Tagen ein Maximum, der verbesserte Differenzierungsgrad war
fur viele Monate stabil (Fantini et al. 1989, S. 126).

Es wurde eine Zellzahl von 10° bzw. 10°/25 cm® Kulturflasche eingestellt. Als Medium
wurde Leibovitc' mit 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin und 0,5% Amphotericin
verwendet. Die Behandlung dauerte 10 Tage, das Medium wurde jeden zweiten Tag

gewechselt und die Zellen zwischenzeitlich nicht gesplittet.
2.2.5.2 Sodium Butyrat (SB)

SB fuhrt iiber eine Steigerung der Proteinsynthese zu einer Erhohung der CEA-
Transkription, sowie zu einer erhohten Stabilitat der CEA mRNA (Saini et al. 1990, S. 541).
Der Effekt ist jedoch stark von dem Grad der Differenzierung vor Beginn der Behandlung
abhangig (Tsao et al. 1983, S. 1220).

2 Mio. Zellen wurden in einer 25-cm’-Kulturflasche angesetzt. EZM wurde ohne Zusatz von
Hydrocortison und Insulin verwendet und ab dem zweiten Tag SB” in einer Konzentration
von 5 mM zugesetzt. Das Medium wurde alle zwei Tage gewechselt. Am 11. Tag wurden
die Zellen 3:1 gesplittet. Am 25. Tag war die SB-Behandlung beendet und die Zellen wur-
den in herkommlicher Weise kultiviert (Augeron 1984, S. 3961).

2.2.5.3 Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA)

Schuman et al. (1989, S. 11) beschreibt einen Einfluss auf die Differenzierung von B-
Lymphozyten, weiterhin wird diese Substanz als ein Differentiator von malignen
Leukédmiezellen zu Effektorzellen mit antileukdmischer Wirkung verwendet (Weinberg
1981, S. 655).

1
Leibovitc, Fa. Gibco, Karlsruhe
2

Sodium Butyrat, Fa. Merck, Ismaning



Methoden Seite 17

I mg PMA' wurde in 1 ml DMSO gelost. Durch Verdunnung mit DMEM wurden Konzen-
trationen von 10 und 100 ng/ml hergestellt. Die Zellen wurden fur 1 bzw. 24 Stunden mit
den beiden Konzentrationen inkubiert und dann zweimal mit PBS gewaschen. Anschlies-
send erfolgte bei den Zellen, die 24 Stunden inkubiert waren, eine durchflusszytometrische
Analyse der Oberflachenstrukturen, wahrend die Zellen mit nur 1 Stunde Inkubationszeit

erst nach einer 23stundigen Kultivierung zur Untersuchung kamen.
2.2.5.4 Human Transforming Growth Factor beta 1 (TGF-81)

TGF-B1 fuhrt uber eine Hemmung der Proliferation und eine Erhohung der Proteinsynthese
(Chakrabarty et al. 1988, S. 4059) zu einem hoheren Differenzierungsgrad und zu morpho-
logischen Veranderungen der Zellen. TGF-1 bindet an hochaffine Oberflachenrezeptoren,
die Wirkung ist abhdngig vom Ausmass der Rezeptorexpression.

I ug TGF-B1° wurde in 1 ml Gemisch aus 20 ul 1 M HCL, 5 mg BSA’ und 4,98 ml Aqua
dest gelost. Als Medium, welches ohne Zusatz von TGF-B1 vor Beginn der Behandlung fur
5 Tage zur Kultivierung der Zellen verwendet wurde, diente McCoy s 5A" mit 10 % FCS,
1%Penicillin/Streptomycin, 0,5% Amphotericin und 5 ng/ml TGF-81. Anschliessend
wurden die Zellen in einer 25-cm’-Kulturflasche angesetzt und die 7tagige Behandlung
wurde begonnen, als die Kultur zu ca. 30-40% konfluent war. Ein Wechsel des Mediums
erfolgte am 5. Tag, am 8. Tag wurden die Zellen gesplittet und fur weitere 7 Tage ohne
TGF-B1-Zusatz kultiviert. Im Anschluss wurden die Zellen auf ihre Oberflachenstrukturen

durchfluBzytometrisch untersucht.
2.2.6 Charakterisierung
2.2.6.1 Immunfluoreszenzfarbung mit anti-p53-Antikorper

Fur die Immunfluoreszenzfarbung wurden die Zellen auf sterilen Deckglaschen kultiviert.
Hierfur wurde je ein 18x18mm Deckgl'aschen5 in die Vertiefungen einer 6-well-Platte’ ge-
legt, mit 2 ml EZM uberschichtet und mit den Zellen beimpft. Die angesetzten Kulturen
wurden im Brutschrank inkubiert, bis eine Konfluenz der Zellen von ca. 50-70% erreicht
war. Dann wurden die Deckglaschen entnommen, durch kurzes Eintauchen in destiliertes
Wasser abgewaschen und an der Luft getrocknet. Zur Fixierung der Zellen wurden die
Deckgléaschen fur zwei Minuten in Aceton’ gegeben und bei -20°C bis zur weiteren

Verwendung aufbewahrt.

PMA, Fa. Sigma, Deisenhofen

TGF-B1, Fa. R&D Systems, Wiesbaden

BSA, Rinderserumalbumin, Fa. Gibco, Karlsruhe

McCoy’s 5A , Fa. Gibco, Karlsruhe

Deckglaschen 18x18mm, Menzel, Fa. Zefa, Laborservice GmbH, Harthausen

Zellkulturp latte mit 6 Vertiefungen, Fa. Greiner, Frickenhausen

~ o o »~ w N -

Aceton, Apotheke des Klinikums rechts der Isar, Munchen
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Vor Beginn der Farbung wurden die Deckglaschen zur besseren Handhabung mit einem
Tropfen Pertex' Einbettmedium auf Objekttrager fixiert. Die Objekttrager wurden vor der
Farbung kurz in PBS eingetaucht, um eventuelle Verunreinigungen zu entfernen. 100 ul des
monoklonalen Maus-anti-human anti—pS3—Antik'(')1rpers2 IgG, der 1:100 mit PBS verdunnt
war, wurden auf die noch feuchten Objekttrager aufgetragen. Der Antikorper inkubierte in
einer feuchten Kammer tiber Nacht bei 4 C. Nach der Inkubation wurde der primére
Antikorper durch Spiilen in PBS sorgfaltig abgewaschen und der FITC-markierte
Zweitantik'(')rpers, Ziege anti Maus anti IgG, der ebenfalls 1:100 mit PBS verdunnt war,
aufgetragen. Die Inkubationszeit in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur betrug ca.
30-60 min. Durch erneutes Eintauchen in PBS wurde der Sekundérantikorper abgewaschen.
Anschliessend wurden 100 ul Einbettmedium auf den feuchten Objekttrager pipettiert und
die Zellen mit einem Deckglaschen eingeschlossen. Eine luftdichte Versiegelung erfolgte
mit Nagellack4.

Positivkontrolle mit SW 480 (Kolonkarzinom), Negativkontrolle mit Lymphozyten.

Die Auswertung erfolgte mittels eines Fluoreszenzmikroskopss, Fluoreszein-Iso-Thio-Cyan-

at (FITC) fuhrt bei einer Wellenlange von 450 nm zu einer apfelgrinen Fluoreszenz.
2.2.6.2 Hormonbestimmung im Kulturmediumiiberstand

Die quantitative Bestimmung der Peptide Somatostatin und Bombesin im Kulturmedium-
uberstand wurde mit Radioimmunoassays durchgefuhrt, die auf Grundlagenarbeiten von
Yalow und Berson (1960, S. 1157) sowie Faloona und Unger (1974, S. 317) beruhen.

Zum Nachweis der Antigene Somatostatin und Bombesin in der Standardverdunnungsreihe
bzw. in den Proben wurden spezifische Antikorper, radioaktiv markiertes Antigen (Tracer)
und die zu messenden Antigene der Probe zusammengebracht. Dabei konkurrieren die un-
markierten und die radioaktiv markierten Antigene um eine begrenzte Anzahl von Bin-
dungsstellen am spezifischen Antikorper. Durch Adsorption der freien markierten Antigene
an dextranbeschichtete Aktivkohle erfolgte die Trennung zwischen antikorpergebundenem
und freiem markiertem Antigen. Durch Zentrifugation und Dekantierung des Uberstandes
wird die an die Kohle adsorbierte Radioaktivitit mit einem Szintillations-Gamma-Zhler’
gemessen. Die Standardkurve wird erstellt durch Auftragen des Quotienten, der sich
zusammensetzt aus gebundener Radioaktivitat/gebundene Radioaktivitat in der Nullprobe,

gegen die Konzentration in pg/ml.

1Einbettmedium Pertex, bezogen uber Pathologischen Institut, Klinikum rechts der Isar, Munchen
2monoklonale Maus-anti-human anti-p53-Antikorper IgG, Fa. Oncogene Science, Deutschland
3FITC-markierTe Zweitantikorper, Ziege anti Maus anti IgG, Fa. Dianova, Hamburg

4Nagellack, Fa. Avon, Munchen

SFIuoreszenzmikroskop, Fa. Zeiss, Oberkochen

6CIini-Gammacounter 1470, Fa. Wallac-ADL-GmbH, Freiburg
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Die Proben wurden gewonnen, indem bei Konfluenz des Zellrasens der Tumorzelllinien und
bei beginnender Gelbfarbung des Mediums der Kulturmediumuberstand abpipettiert wurde.
Zur Entfernung eventuell vorhandener Zellen wurde das gewonnene Medium bei 1000 rpm
fur 10 min. zentrifugiert und vorsichtig abgenommen. Bei einer Temperatur von -20°C la-

gerten die Proben, bis die Hormonbestimmung durchgefuhrt wurde.
2.2.6.2.1 Bombesinbestimmung

Die Technik des Immunoassays fur bombesindhnliche Immunoreaktivitat wurde von Brown
et al. (1978, S. 2722) beschrieben.

Als Assaypuffer diente ein 0,1 M Natriumphosphatpuffer, der 0,15 mM NaCl' und 0,1%
BSA bei einem pH von 7,4 enthielt. Zu 1 mCi 12y od’, gelost in 10 ul eines 0,5 M Natrium-
phophatpuffers wurden 1 ug Tyr4—Bombesin3 und 5 ug Chloramin T gegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde nach 30 sec. auf eine Sephadex LH 20 Saule’ aufgetragen und mit
einer Mischung aus MethanolB—Essigs'aure7—Wasser (10:2:1) gereinigt, entsprechend der An-
leitung von Brown et al. Das hierbei entstandene radioaktiv markierte Peptid wurde bei einer
Temperatur von 20°C gelagert. Als Standard-Bombesin wurde synthetisches Bombesin®
verwendet. Durch die Standardverdiinnungsreihe wurde ein Konzentrationsbereich von 50
bis 10 000 pg/ml fur den Nachweis von synthetischen Bombesin erfasst. Jeweils 100 ul des
an humanes alpha-Globulin gegundenen Antik'(')rpers9 in einer Endverdunnung von 1:60 000,
des J odm—Tyr4 -Bombesin der Aktivitat 15 000-18 000 cpm und der Probe wurden fur 60
Stunden bei 4° C inkubiert. Die Trennung erfolgte durch Zugabe von 500 ul Kohlelosung
(Norit A Kohle" und 0,01% Dextran T70"" in 0,1 M Assaypuffer gelost) und 100 ul
Schafserum”. Nach weiterer Inkubation von 40 min. bei 4° C wurden die Proben bei 4° C
und 2 500 rpm fur 20 min. zentrifugiert und die an die Kohle adsorbierte Radioaktivitat mit

einem Szintillations-Gamma-Zahler gemessen.

1NaCI, Apotheke des Klinikums rechts der Isar, Munchen

21 mCi 125Jod, Fa. Behring, Stuttgart

3Tyr4-Bombesin, Dr. J. Rivier, Salk Institute, La Jolla, CA, USA
4Chloramin T, Fa. Merck, Ismaning

5Sephadex LH 20 Saule, Fa. Amersham Laboratories, London, England
6Methanol, Apotheke des Klinikums rechts der Isar, Miunchen
7Essigs'zalure, Fa. Merck, Ismaning

8synthetisches Bombesin, Dr. J. Rivier, Salk Institute, La Jolla, CA, USA
9spezifischer Antikorper gegen Bombesin, Dr. M. Brown, Salk Institute, La Jolla, CA, USA
10Norit A Kohle, Fa. Sigma, Deisenhofen

11Dextran T70, Fa. Sigma, Deisenhofen

12
Schafserum, Fa. Sigma, Deisenhofen
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2.2.6.2.2 Somatostatinbestimmung

Die Bestimmung der somatostatindhnlichen Immunoreaktivitat erfolgte nach einer
Modifikation der von Arimura et al. (1978, S. 1139) und Kronheim et al. (1976, S. 620)
beschriebenen Methode.

Als Assaypuffer wurde ein 0,05 M Natriumphosphatpuffer (pH=7,5) verwendet, dem 0,1 %
BSA, 0,25% EDTA und 100 KIU/ml Trasylol R’ zugesetzt waren. Nach der Markierung von
2 ug synthetischem, zyklischem Tyrl—Soma\tostatin2 mit 1 uCi 1% Jod® wurde das Gemisch
durch Séaulengelchromatographie (Sephadex G25, fine) unter Anwendung einer Losung aus
0,1 M Essigsaure und 0,1% Gelatine’ gereinigt. Mit Assaypuffer wurde die Tracerlosung auf
eine Aktivitat von 2000-3000 cpm/100 ul verdunnt und zur Stabilisierung mit 3000 KIU/ml
Trasylol R versetzt. Das Antiserum 80c von Kaninchen® wurde in einer Endverdunnung von
1:100 dem Assay zugesetzt. Als Standard-Somatostatin diente synthetisches, zyklisches Tyr1
-Somatostatin. Die Sensitivitat des Assays reichte von 12,5 - 2000 pg Somatostatin/ml.

400 ul des oben hergestellten Assaypuffers, 100 ul der Probe und 100 ul des Antik'(‘nrpers7 in
einer Endverdunnung 1:100 000 wurden bei 4° C 72 Stunden inkubiert. Durch Zugabe von
500 ul Kohlelosung (0,1% Norit A Kohle und 0,01% Dextran T70, gelost in 0,05 M Natri-
umphosphatpuffer) wurden antikorpergebundenes und freies markiertes Somatostatin
getrennt. Nach Zugabe von 100 ul Schafserum erfolgte eine weitere Inkubation fur 40 min.
bei 4° C. Die Proben wurden bei 2500 rpm und 4° C fiar 20 min. zentrifugiert und die an die

Kohle adsorbierte Radioaktivitat mit einem Szintillations-Gamma-Zahler gemessen.
2.3 Statistik

Fur die Auswertung der erhobenen Daten wurde der T-Test verwendet. Die Berechnungen
wurden mit der Statistiksoftware SPSS’ in der Version 11.5 fiur Windows durchgefuhrt.

1Trasylol R, Fa. Bayer, Leverkusen

2Tyr1 -Somatostatin, Dr. J. River, Salk Institute, La Jolla, CA, USA

1 uCi 125J0d, Amersham Laboratories, London, England

Sephadex Saule, G25 fine, Fa. Amersham Laboratories, London, England

Gelatine, Fa. Merck, Ismaning

Antiserum 80c von Kaninchen, Dr. R. H. Unger, Dallas, Texas, USA

spezifischer Antikdrper gegen Somatostatin , Dr. M. Brown, Salk Institute, La Jolla, CA, USA
SPSS Statistiksoftware Version 11.5: SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA

3
4
5
6
7
8
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3. Ergebnisse
3.1 Zellkultur
3.1.1 Etablierte Zelllinien

Die Anzahl der Patientenproben betrug 24, wovon 19 Zelllinien kultiviert werden konnten.
Zwei der Proben mussten wegen einer bakteriellen Infektion verworfen werden. Bei einem
Ergusspunktat zeigten die Zellen keine Adhiarenz, in zwei Fallen kam es zu einer Anheftung
der Zellen auf dem Plastikboden des Kulturflaschenbodens, die Zellen zeigten jedoch keine
Proliferation. Die Zellen der 19 gewonnen Zelllinien stammten von 17 Aszites- und 2 Pleu-
raergusspunktaten. Bezuiglich der Turmorart setzten sie sich zusammen aus 2 Magen-, 2 he-

patozelluldren- , 1 cholangiozellularen- , 2 Kolon- und 12 Pankreaskarzinomen ( Tabelle 2).

Tabelle 2: Etablierung von Zelllinien aus Ergusspunktaten von Patienten mit gastrointestinalen Tumoen

Verhalten der gesamt 24
Zellen in Kultur keine Adhérenz 1
fehlende Proliferation 2
bakteriell infiziert 2
erfolgreich kultiviert 19
Ergussart Pleuraerguss 2
Aszites 17
Erkrankung Magenkarzinom 2
Hepatozellulires Karzinom 2
Cholangiozelluldres Karzinom 1
Kolonkarzinom 2
Pankreaskarzinom 12
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3.1.2 Morphologie und Differenzierungsgrad

Der Differenzierungsgrad der Zellen wurde beurteilt an der Hohe der Antigenexpression und
dem lichtmikroskopisch erkennbaren Wachstumsverhalten der Zellen in Kultur.

Eine Zelllinie mit hohem Differenzierungsgrad zeigt ein fokales Wachstum, sie bildet immer
eine Monolayerkultur aus, das heisst die Zellen wachsen auch nach Erreichen der Konfluenz
nicht mehrlagig und sie zeigt eine hohe Antigenexpression. Eine Zelllinie mit niedrigem
Differenzierungsgrad zeigt eine geringe Antigenexpression, wachst nicht fokal sondern dif-
fus und nicht immer streng als Monolayer. Das Wachstumsmuster kann sowohl epitheloid

als auch spindelzellig sein (sieche Abbildung 1 und 2).

Entsprechend dieser Kriterien befinden sich unter den von uns kultivierten Zelllininen eine
differenzierte (PA-P-5) und achtzehn undifferenzierte Zelllinien.

Abbildung 1: Lichtmikroskopische Morphologie der malignen Magenkarzinomzellkultur MA-2. Es fanden sich

langlich ausgezogene, fokal dicht zusammengelagerte Zellen mit grossen Zellkernen und schmalem Zytoplasma.
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Abbildung 2: Lichtmikroskopische Morphologie der malignen Kolonkarzinomzellkultur CO-2. In der Zellkul-
tur zeigten die Zellen ein epitheliales Wachstumsmuster mit zumeist dicht zusammengelagerten, kubischen bis

rhomboiden oder polygonalen Zellen mit grossen Zellkernen und schmalem hellen Zytoplasma.

3.2 Durchflusszytometrische Analyse der Zellen nach Kultivierung

Die Zellen wurden nicht unmittelbar nach der Gewinnung auf ihre Oberflachenstrukturen
hin untersucht, zuerst wurden sie in Kultur genommen und vermehrt. Nachdem genuigend
Zellmaterial vorhanden war, wurde durchflusszytometrisch der prozentuale Anteil der
Fibroblasten sowie der Karzinomzellen ermittelt. Als Oberflachenmarker dienten der fibrob-
lastenspezifische Antikorper ASO2, der anti-epitheliale-Marker Ber-EP4 sowie die
tumorassozierten Antikorper CEA und CA 19.9.

Wie Tabelle 3 zu entnehmen ist, konnten nur bei einer Zelllinie (PA-P-5) nahezu alle
Zellen (97.5%) identifiziert werden, 69.2% Karzinomzellen und 28.3% Fibroblasten.

Der Nachweis der Zellzugehorigkeit gelang bei zehn Tumorzelllinien fur maximal 25% der
Zellen, bei vier Zelllinien fur 25-50% und bei vier Zelllinien fur 50-75% der Zellen.

Der hochste Anteil der Fibroblasten lag mit 33.7% bei der Zelllinie PA-1.
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Tabelle 3: Durchflusszytometrische Analyse der Karzinomzellen und Fibroblasten nach Kultivierung unter
Verwendung des fibroblastenspezifischen Antikorpers ASO2, des anti-epithelialen Antikorpers Ber-EP4 sowie
der tumorassozierten Antikorper CEA und CA 19.9, Angaben in Prozent.

Identifizierte Zellen insgesamt in % = Fibroblasten in % + hochster positiver Marker fur Karzinomzellen in %

Fibroblasten in % Karzinomzellen in % 1dentifizierte
Zellen insges.
Zelllinie AS02 Ber-EP4 CEA CA19.9 in %
PA-1 33,70 26,50 24,10 36,20 69,90
PA-3 9,30 0,10 0,80 5,60 14,90
PA-4 9,20 0,60 0,00 4,10 13,30
PA-P-5 28,30 69,20 41,90 36,80 97,50
PA-6 1,50 1,00 4,30 0,80 5,80
PA-7 1,80 6,00 8,80 1,50 10,60
PA-P-8 14,50 32,30 28,30 56,70 71,20
PA-9 5,60 1,00 14,60 5,00 20,20
PA-10 4,40 0,50 28,00 10,80 32,40
PA-11 5,80 21,20 19,30 22,00 27,80
PA-12 17,30 3,90 21,70 17,90 39,00
PA-13 3,80 7,30 11,50 9,70 15,30
MA-2 22,50 3,40 0,00 20,80 43,30
MA-4 0,50 0,00 0,80 2,80 3,30
HE-2 9,50 1,40 3,40 1,50 12,90
HE-3 2,80 0,90 5,70 1,30 8,50
CO-1 6,40 4,50 0,00 10,50 16,90
CO-2 17,90 38,60 41,40 32,50 59,30
CH-1 21,40 26,10 30,30 28,70 51,40

3.3 Verhalten der Zellen in Kultur

3.3.1 Karzinomzellen

Der Anteil der Oberflaichenmarker Ber-EP4, CEA und CA 19.9, die zur Identifizierung der
Karzinomzellen dienten, wurde bei vierzehn Zelllinien im Verlauf durchfluBzytometrisch

dokumentiert.

Die Zelllinie PA-P-5 zeigte eine weitere Zunahme der Expression von Oberflachenantige-
nen (siche Abbildung 3), nach einer Kulturdauer von zwei Monaten lag der Anteil der

Karzinomzellen bei 98,4%.
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Anteil der Karzinomzellen abhangig von der

Kulturdauer
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Abbildung 3: Durchfluszytometrische Bestimmung der Ber-EP4, CEA und CA 19.9 positiven Zellen der

Zelllinie PA-P-5 vor und nach einer Kulturdauer von 2 Monaten, Angaben in Prozent.

Die restlichen dreizehn Zelllinien zeigten eine unveranderte Expression, eine Abnahme bzw.

einen vollstandigen Verlust der Oberflachenmarker nach 4-6 Kulturpassagen. Fur die
Oberflachenantikorper CA 19.9, Ber-EP4 und CEA wurden die Mittelwerte fur die

Markierungsrate in % im Verlauf errechnet (siche Abbildung 4-6), es zeigte sich eine

deutliche Abnahme des Mittelwertes bei allen drei Antikorpern.
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CA 19.9 zu Beginn CA 19.9 im Verlauf
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Mittelwert (MW ) und Standardabweichung (SA): zu Beginn: MW 14,24 SA 17,00
im Verlauf: MW 3,59 SA 2,86

Signifikanzniveau p: p< 0,05

Abbildung 4: Durchflusszytometrische Messung der CA 19.9 positiven Zellen von 13 Zelllinien im Verlauf,

d.h. nach 4-6 Kulturpassagen, Angaben in Prozent
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Ber-EP 4 zu Beginn Ber-EP 4 im Verlauf
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Mittelwert (MW ) und Standardabweichung (SA): zu Beginn: MW 7,95 SA 11,82
im Verlauf: MW 3,02 SA 4.5
Signifikanzniveau p: nicht signifikant
Abbildung 5: Durchflusszytometrische Messung der Ber-EP 4 positiven Zellen von 13 Zelllinien im Verlauf,
d.h. nach 4-6 Kulturpassagen, Angaben in Prozent.
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Mittelwert (MW ) und Standardabweichung (SA): zu Beginn: MW 11,03 SA 12,33
im Verlauf: MW 4,92 SA 7,55
Signifikanzniveau p: p< 0,05
Abbildung 6: Durchflusszytometrische Messung der CEA positiven Zellen von 13 Zelllinien im Verlauf, d.h.

nach 4-6 Kulturpassagen, Angaben in Prozent.
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3.3.2 Fibroblasten

Die Zelllinien PA-P-5, PA-P-8, MA-2 und CH-1 wurden anfanglich auf ihren Fibroblasten-
gehalt iberpruft, nach einem Zeitraum, wihrenddessen die Zellen kultiviert waren, wurde
erneut der Fibroblastenanteil gemessen. Der Abstand zwischen den beiden Analysen betrug
bei den Zelllinien PA-P-5, PA-P-8 und MA-2 zwei Monate, bei der Zelllinie CH-1 drei
Monate.

Mit Zunahme der Kulturdauer zeigte sich eine deutliche Abnahme der Fibroblastenzahl bei
allen vier Zelllinien (siche Abbildung 7), bei der Zelllinie PA-P-8 waren keine Fibroblasten

mehr nachweisbar.

. . . = PA-P-5 vor
Anteil der Fibroblasten mit Kultivierung

zunehmender Kulturdauer B PA-P-5 nach
Kultivierung
| PA-P-8 vor
Kultivierung

30 m PA-P-8 nach
25 Kultivierung

20 a MA—_Z.vor
% 15 Kultivierung

10 B MA-2 nach
Kultivierung

ANANANANAN

m CH-1 vor
0 Kultivierung

m CH-1 nach
Kultivierung

Abbildung 7: Anteil der Fibroblasten (bestimmt mit dem fibroblastenspezifischen Oberflachenantikorpers

ASO?2) in der Zellsuspension, vor und nach einer Kulturdauer von 2-3 Monaten, Angaben in Prozent.

3.4 Selektion der Karzinomzellen

3.4.1 Zellsortierung mit MicroBeads

Vor und nach Durchfuhrung einer Zellsortierung mit MicroBeads wurde bei den Zelllinien
PA-3, PA-4, PA-10, MA-2 und CH-1 durchflulzytometrisch der Fibroblastenanteil
bestimmt.

Nach der Zellsortierung zeigte sich eine deutliche Abnahme der Fibroblastenzahl (siehe Ab-
bildung 8). Bei den Zelllinien PA-4, PA-10 und CH-1 waren keine Fibroblasten mehr
nachweisbar, bei PA-3 und MA-2 waren noch Fibroblasten in deutlich vermindertem
prozentualen Anteil vorhanden. Im Durchschnitt konnte eine Reinheit der Zelllinien von

98% erreicht werden.
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Fibroblastenanteil vor und nach
Zellsortierung (Z)
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Abbildung 8: Anteil der Fibroblasten in den Zellsuspensionen, bestimmt mit dem fibroblastenspezifischen
Oberflachenantikorpers ASO2, vor und nach einer Zellsortierung mit MicroBeads, Angaben in Prozent.
Mittelwert = vorher 13,38, nachher 1,80; Standardabweichung = vorher 8,07, nachher 2,48

Die Signifikanz wurde wegen der geringen Fallzahl nicht berechet.

3.4.2 Weichagarklonierung

Die Weichagarklonierungsmethode wurde bei 4 Zelllinien getestet, CO-2, PA-1,

PA-P-5 und MA-2. Die Klonierungseffizienz (cloning efficiency), sie gibt den Prozentsatz
der Zellen einer Kultur an, die die Fahigkeit besitzen ausgehend von einer einzelnen
isolierten Zelle eine Zellkolonie zu bilden, wurde berechnet. Die Klone wurden
durchflulzytometrisch auf ihre Oberflachenstrukturen hin untersucht.

Eine Erhohung der Oberflachenantikorper Ber-EP4, CEA und CA 19.9 konnte nicht erzielt

werden.

CO-2:

Von jeder Zellzahl wurden 2 Petrischalen beimpft. Unter dem Inversmikroskop lie3 sich
uberprifen, ob die Zellen in den Petrischalen auch einzeln suspendiert waren. Nach einer
Woche war bereits eine Koloniebildung mit blossem Auge erkennbar. Nach 3 Wochen
hatten die Kolonien im Durchmesser eine Grofle von ca. 1 mm, so dass sie ausgepickt
werden konnten. In den Petrischalen mit 2 Zellen/ml konnten aus einer Schale 4 Kolonien
und aus der anderen 6 Kolonien geerntet werden. Somit lag hier die Klonierungseffizienz bei
ca. 50%. Aus den Petrischalen mit 20 Zellen/ml wurden weitere acht Klone

geerntet. Eine Fibroblastenverunreinigung konnte durchflufzytometrisch bei einer Kolonie,

welche aus einer Petrischale mit 20 Zellen/ml stammte, nachgewiesen werden.
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PA-1:

Die Zelllinie zeigte ein dhnliches Klonierungsverhalten wie CO-2. Nach dreieinhalb
Wochen konnten die Klone gepickt werden. In den Petrischalen mit 2 Zellen/ml waren in
einer Schale 3 und in der anderen 4 Kolonien gewachsen. Die Klonierungseffizienz lag
somit bei ca. 35%. Aus den Petrischalen mit 20 Zellen/ml wurden 10 Klone geerntet. Eine
Fibroblastenkontamination konnte jeweils bei einem Klon der Verdunnungsstufe 2

Zellen/ml und 20 Zellen/ml nachgewiesen werden.

PA-P-5:

Hierbei handelte es sich um eine Zelllinie mit hoher Antigenexpression. Die Zellen wuchsen
langsam, mit blossem Auge konnte nach 3 Wochen eine Koloniebildung erkannt werden.
Geerntet werden konnten die Klone nach 6 Wochen. In den Petrischalen mit niedriger
Zellkonzentration (2 bzw. 20 Zellen/ml) zeigte sich kein Wachstum. In den Petrischalen mit
200 Zellen/ml, das heif3t 1000 Zellen/Schale war nur in einer Schale eine Kolonie
gewachsen. Somit lag die Klonierungseffizienz bei max. 0,1%. Es wurden noch funf Klone
aus den hoher konzentrierten Verdinnungsstufen entnommen. Die Morphologie der
einzelnen Zelle sowie das Wachstum im Zellverband hatte sich deutlich verandert, die CEA
und Ca 19.9 Oberflachenexpression war auf unter 10 % gesunken. Die durchflusszytometri-

sche Untersuchung ergab keinen Hinweis auf eine Fibroblastenkontamination.

MA-2:

Trotz zweimaliger Durchfuhrung des Versuchs zeigte sich kein Wachstum.

Insgesamt wurden 41 Klone untersucht, 3 zeigten davon eine Verunreinigung mit Fibrobla-

sten, dies entspricht einem prozentualen Anteil von 7%.

3.4.3 Klonierung durch Verdinnung (limiting dilution)

Diese Methode wurde an 4 Zelllinien CO-1, CO-2, PA-P-5 und CH-1 getestet. Die
Klonierungsetfizienz wurde bestimmt. Es konnten Zellklone gewonnen werden, die nicht
mit Fibroblasten kontaminiert waren. Eine Erhohung der Expression der Oberflachenmarker
Ber-EP4, CEA und CA-19.9 konnte nicht erreicht werden. Eine reine Fibroblastenkultur

befand sich unter den gewonnen Zellkolonien nicht.

CO-1:

Es wurde ein Ansatz mit rechnerisch 0,3 Zellen/well und halbkonditioniertem Medium
gewihlt. In 13 wells kam es zur Koloniebildung. Somit lag bei diesem Ansatz die
Klonierungseffizienz bei ca. 70%. Die weitere Expansion gestaltete sich komplikationslos.

Zwei der 13 Zellklone zeigten eine niedrige Fibroblastenkontamination.
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CO-2:

Auch hier wurde der selbe Ansatz wir bei CO-1 gewihlt. Es konnten 9 Kolonien geerntet
werden. Die weitere Expansion war komplikationslos. Die Klonierungseffizienz lag hier bei
ca. 50%. Durchflu3zytometrisch konnte bei zwei Kolonien eine Fibroblastenkontamination

nachgewiesen werden.

PA-P-5:

Da die Zellen der niedrigen Verdunnungsstufen unter dem Einsatz von HKM nicht
gewachsen sind, wurden feeder-Zellen verwendet. Die Mikrotiterplatten wurden mit 0.3,

1 und 10 Zellen/well besetzt. Bei dem Ansatz 0,3 Zellen/well kam es in einem well zu einer
Koloniebildung, somit liegt die Klonierungseffizienz bei ca. 5%. Der Ansatz mit 1
Zelle/well zeigte 12 Koloniebildungen. Nach dem Umsetzen sind nur die Zellen einer
Kolonie angewachsen. Ein weiterer Ansatz mit 10 Zellen/well zeigte auch ohne die
Verwendung von feeder-Zellen ein gutes Wachstum, in 51 well kam es zur Koloniebildung.
Die weitere Expansion zeigte ein Anwachsen von 32 Zellklonen, wovon jeder dritte Klon
durchfluBzytometrisch untersucht wurde. Von den untersuchten Klonen wies nur einer eine

Fibroblastenverunreinigung auf .

CH-1:

Unter Verwendung von HKM und einer Verduinnungsstufe von 0,3 Zellen pro Vertiefung,
kam es zu einem Anwachsen von 15 Kolonien. Die Zellen konnten problemlos vermehrt
werden. Die Klonierungseffizienz betrug hier ca. 80%. Jeder zweite Klon wurde untersucht,

Fibroblasten konnten nicht nachgewiesen werden.

Insgesamt wurden 41 Klone untersucht, 5 zeigten davon eine Verunreinigung mit Fibrobla-
sten, dies entspricht einem prozentualen Anteil von 12%.

3.5 Messung des DNA-Gehaltes der Zellen

Bei allen 19 Zelllinien wurde mittels image-cytometry die Zellploidy durch Messung des

DNA-Gehaltes bestimmt. Die Messung wurde an Zellen mit unterschiedlicher Vorbehand-

lung durchgefuhrt. Die Vorbehandlung kann der Tabelle 6 entnommen werden.
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Tabelle 6: Bestimmung der Zellploidy durch Messung des DNA-Gehaltes an unterschiedlich vorbehandelten

Zelllinien; *Kontamination mit diploiden Zellen

Zellinie Vorbehandlung Ploidy
PA-1 unslektioniert, ohne linger Kulturdauer tetraploid
PA-3 Zellsortierung mit Microbeads tetraploid
PA-4 Zellsortierung mit MlIcrobeads hypertetraploid
PA-P-5 unselektioniert, 3 Monate in Kultur hyperdiploid
PA-6 Zellsortierung mit MicroBeads hyperdiploid
PA-7 unselektioniert, ohne ldngere Kulturdauer hypertetraploid *
PA-P-8 unselektioniert, ohne ldngere Kulturdauer hyperdiploid*
PA-9 unselektioniert, ohne ldngere Kulturdauer diploid

PA-10 Zellsortierung mit MicroBeads hypertetraploid
PA-11 unselektioniert, ohne ldngere Kulturdauer diploid

PA-12 unselektioniert, ohne ldngere Kulturdauer hyperdiploid *
PA-13 unselektioniert, ohne ldngere Kulturdauer diploid

MA-2 Zellsortierung mit MicroBeads tetraploid
MA-4 Zellsortierung mit MicroBeads hypertetraploid
HE-2 Zellsortierung mit MicroBeads hyperdiploid
HE-3 unselektioniert, ohne ldngere Kulturdauer hyperdiploid *
CO-1 selektionert durch Verdiinnung hyperdiploid
CO-2 selektioniert durch Verdiinnung hypertetraploid
CH-1 selektioniert durch Verdiinnung hyperdiploid

Von den gemessenen Zelllinien zeigten zwei ein diploides, acht ein hyperdiploides,

drei ein tetraploides und funf ein hypertetraploides Muster (siehe Tabelle 5).

Eine Kontamination mit einer diploiden Zellpopulation konnte bei vier Zelllinien festgestellt

werden, hierbei handelte es sich jeweils um eine Zelllinie, die weder selektiv behandelt

wurde, noch fur langere Zeit in Kultur gehalten worden ist.

Eine Kontamination mit Fibroblasten konnte bei den diploiden Zelllinien weder anhand der

DNA-Histogramme noch des DNA-Index sicher ausgeschlossen werden.

Interpretation von DNA-Histogrammen (Abbildung 9-11) bezuiglich einer moglichen

Kontamintation mit Fibroblasten, unter Einbeziehung der Ploidy.
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Abbildung 9: Zelllinie PA-13, diploid; es stellen sich eine diploide und eine aneuploide Zellpopulation dar,

eine Kontamination mit Fibroblasten kann nicht ausgeschlossen werden.
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Abbildung 10: Zelllinie MA-2, tetraploid; das Histogramm zeigt eine Zelllinie mit zwei aneuploiden

Zellpopulationen, diploide Zellen sind nicht vorhanden, eine Fibroblastenkontamination ist unwahrscheinlich.
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Abbildung 11: Zelllinie PA-7, hypertetraploid; zu sehen sind mehrere unregelmaflige peaks mit unterschiedli-

chen Zellpopulationen, diploide Zellen sind vorhanden, hierbei handelt es sich vermutlich um eine Kontamina-
tion mit Fibroblasten.
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3.6 Induktion der Oberflachenantigenexpression zur Erhohung des Differenzierungs
grades

Durch Verdnderungen des Kulturmediums, Ersatz von Glukose durch Galaktose, bzw.
Zugabe von Zusitzen wie TGF- 1, PMA bzw. Sodium-Butyrat wurde versucht die
Oberflachenantigenexpression zu erhohen.

Die Untersuchungen wurden an den Zelllinien MA-2, CH-1 und CO-2 durchgefuhrt. Mittels
Durchflusszytometrie wurden die prozentualen Verdnderungen der CEA-, CA 19-9 und Ber-
EP4-Antigenexpression vor und nach den unterschiedlichen Behandlungen gemessen.

Der anti-epitheliale- Antikorper Ber-EP4 war zu keiner Zeit der Messungen nachweisbar.

Tabelle 4: Durchflusszytometrisch gemessene CEA-Antigen-Expression (%) der Zelllinien MA-2, CH-1 und
CO-2 nach Verwendung eines galaktosehaltigen Mediums bzw. der Inkubation mit TGF-1, PMA und Sodi-

um-Buryrat; x = schlechtes Wachstum, keine Messung moglich;

CEA-Antigenexpression in %
Differenzierungsinduktoren bei den Zelllinien
MA-2 CH-1 CO-1

Galaktose

hohe Zellzahl 0,0 22 0,8

niedrige Zellzahl X 0,1 0,0
TGF-81 0,0 0,0 09
PMA

10 ng/ml, 1 h Inkubation 52 8,7 7,3

10 ng/ml, 24 h Inkubation 23 0,0 1.3

100 ng/ml, 1 h Inkubation 00 42 2,3

100 ng/ml, 24 h Inkubtion 0,0 0,0 0,0
Sodium-Butyrat X 1,7 0,0
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Tabelle 5: Durchflusszytometrisch gemessene CA 19.9-Antigen-Expression (%) der Zelllinien MA-2, CH-1
und CO-2 nach der Verwendung eines galaktosehaltigen Mediums bzw. der Inkubation mit TGF-1, PMA und

Sodium-Buryrat; x = schlechtes Wachstum, keine Messung moglich;

CA 19.9-Antigenexpression in %
Differenzierungsinduktoren bei den Zelllinien
MA-2 CH-1 CO-1
Galaktose
hohe Zellzahl 10 2,1 10,8
niedrige Zellzahl X 29 38
TGF-81 0,0 13 52
PMA
10 ng/ml, 1 h Inkubation 83 20,8 6,7
10 ng/ml, 24 h Inkubation 59 04 64
100 ng/ml, 1 h Inkubation 6,5 13 45
100 ng/ml, 24 h Inkubtion 0,0 0,0 0,0
Sodium-Butyrat X 6,0 59

Die Werte der Tabellen 4 und 5 zeigen die prozentualen Veranderungen der CEA- und CA
19.9-Antigenexpression nach dem Einsatz von Differenzierungsinduktoren.

Die Ausgangswerte lagen bei beiden Tumormarkern zwischen 0 und 2,2%.
CEA-Expression:

Eine Erhohung der CEA-Expression auf Werte zwischen 5 und 10 % zeigte sich bei der
PMA-Behandlung (10 ng/ml, Inkubationszeit 1 h) bei allen drei Zelllinien. Eine Erhohung
der PMA-Konzentration bzw. der Inkubationszeit fuhrte zu keiner weiteren Steigerung.
Durch den Einsatz von TGF-1, Sodium-Butyrat bzw. einem galaktosehaltigem Medium
konnte keine relevante CEA-Erhohungen erzielt werden.

CA 19.9 Expression:

Bei der parallel durchgefuihrten CA 19.9 Messung zeigten sich deutlichere Veranderungen.
Bei hoch eingestellter Zellzahl und einem galaktosehaltigen Medium konnte bei der Zelllinie
CO-2 eine Erhohung der Antigenexpression auf 10,8% erreicht werden. Der Zusatz TGF-31
fuhrte bei der gleichen Zelllinie zu eine Erhohung auf einen Wert zwischen 5-10%.
Sodium-Butyrat zeigte den gleichen Effekt bei zwei Zelllinien, der Wert fur die dritte Zellli-
nie konnte wegen schlechtem Wachstums nicht bestimmt werden. Der hochste Wert von
20,8% wurde bei der Zelllinie CH-1, welche mit PMA (10 ng/ml, Inkubationszeit 1 h)
behandelt wurde, gemessen. Die Zelllinien MA-2 und CO-2 zeigten bei der gleichen
Konzentration und Inkubationszeit Werte zwischen 5-10%. Eine weitere Erhohung der
Konzentration und Inkubationszeit fuhrte zu keinem weiteren Anstieg der Antigenexpres-

sion.
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3.7 Immunfloureszenzfarbung mit anti-p53-Antikorper

Zum Nachweis von mutiertem p53 im Zellkern wurde eine Immunfloureszenzfarbung
durchgefuhrt. Gefarbt wurden die Zellen der Linien CH-1, CO-1, CO-2, PA-1 und MA-2.

Abbildung 12: anti-p53-Farbung, positive Reaktion der Zelllinie CO-1

Die Zelllinie CO-1 und PA-1 zeigten eine positive Reaktion mit dem anti-pS3-Antikorper,

die anderen Préparate zeigten keine spezifische Floureszenz.

3.8 Quantitative Bestimmung der Hormone Bombesin und Somatostatin

Die quantitative Bestimmung der Peptide Bombesin und Somatostatin wurde bei allen 19
Zelllinien durchgefuhrt.

Die gemessenen Werte fur Bombesin lagen bei 18 Proben zwischen 114 und 209 pg/ml, bei
einer Probe lag der Wert unter 50 pg/ml. Normbereich (fur Serum) 50 bis 250 pg/ml.

Die Zelllinien mit normalenWerten fur Bombesin zeigten eine geringe bis fehlende Expres-
sion von Zellmembranantigenen wie Ber-EP4, CEA und CA19.9 sowie einen niedrigen Dif-
ferenzierungsgrad, bei der Zelllinie mit hoher Zellmembranantigenexpression lag der Wert
unter der Nachweisgrenze.

Die Werte fur Somatostatin lagen bei 17 Proben unter dem Normbereich (fur Serum) von

12,5 pg/ml, bei zwei Proben lagen die Werte mit 13 bzw. 15 pg/ml im unteren Normbereich.
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4. Diskussion

Maligner Aszites bzw. Pleuraerguss enthalt hamatologische Zellen, mesenchymale Zellen
und Tumorzellen. Zu den mesenchymalen Zellen gehoren Fibroblasten und die

Korperhohlen auskleidenden Mesothelzellen.

4.1 Allgemeines zur Morphologie und zur Identifikation von Zellbestandteilen mit
Antigencharakter durch Einsatz von Antigen-Antikorper-Reaktionen

4.1.1 Fibroblasten

Die Fibroblasten werden traditionell als Zellen mit flach gestrecktem Zellkorper, verzweig-
ten zytoplasmatischen Auslaufern, ovalem Zellkern und der Fahigkeit Interzellularsubstanz
zu synthetisieren und zu sezernieren beschrieben.

Sie stellen jedoch eine sehr heterogene Zellpopulation dar. Bereits in den frithen 60er Jahren
wurden von Castor et al. (1962, S. 711) Unterschiede bezuiglich Morphologie und
Proliferation von Fibroblasten in Zellkultur unterschiedlichen anatomischen Ursprungs
beschrieben. Auch Fibroblasten des gleichen anatomischen Ursprungs weisen Unterschiede
in ihrer Aktivitat und Funktion auf. Verschiedene Kriterien wurden verwendet, um
Fibroblasten mit ahnlicher Morphologie in funktionelle Untergruppen zu unterteilen. Elias et
al. (1987, S. 57) konnten mittels eines Percoll-Dichte-Gradienten Lungenfibroblasten in drei
Fraktionen auftrennen. Die Zellen unterschieden sich im Volumen und im Wachstumspoten-
tial. Mollenhauer und Bayreuther (1986, S. 165) etablierten anhand der Morphologie und der
proliferativen Eigenschaften sowie des Typs der Kollagensynthese drei unterschiedliche
Fibroblastenzellkulturen von der Haut und der Lunge von Ratten. Es wurde vermutet, dass
die Veranderungen in der Funktion der Zellen in einem Zusammenhang mit dem Alter des
Spendertiers stehen. Die Zellen einer etablierte Fibroblastenlinie W 1-38 wurden auf mor-
phologische Unterschiede in Abhangigkeit von der Kulturdauer licht- und elektronenmikro-
skopisch untersucht (Wolosewick und Porter 1977, S. 197). Die Lungenfibroblasten zeigten
unabhéngig vom Alter eine intrakulturelle Heterogenitat bezuiglich Zellgrosse und -form. Sie
konnten in zwei morphologische Untergruppen, den typischen Fibroblastentyp und einen
nicht spindelformigen, etwas grosseren Zelltyp unterschieden werden. Abhangig von der
Zellpassage zeigten die Zellen Unterschiede in der Beschaffenheit der Zelloberflache und
dem Auftreten von zytoplasmatischen "Blaschen". Unter bestimmten Kulturbedingungen
konnen andere Zellarten, wie z.B. maligne Mesothelzellen (Klominek et al. 1989, S. 6118)
ebenfalls eine spindelformige Zellform ausbilden. Alleinige morphologische Bestimmungen
reichen somit nicht aus, um zweifelsfrei Fibroblasten von anderen Zellen unterscheiden zu
konnen, weshalb zur Identifizierung weitere Merkmale herangezogen werden mussen.

Zum Nachweis von Fibroblasten wurden unterschiedliche monoklonale Antikorper, wie

Thy-1, 6-19, 1B10, 5B5 verwendet. Bei den meisten Antikorpern kommt es jedoch zu einer
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Kreuzreaktion mit der Extrazellularmatrix (Van Vliet et al. 1986, S. 888) oder anderen Zell-
typen wie Gewebsmakrophagen, Monozyten, Plasmazellen, endothelialen oder neuronalen
Zellen (Singer et al. 1989, S. 166; Abbound et al. 1986, S. 1196; Janin et al. 1990, S. 237;
Linge et al. 1989, S. 519).

Ein neuer fibroblastenspezifischer Antikorper, der ein membrangebundenes Protein mit
hoher Spezifitat erkennt, ist der ASO2. Er bindet nicht an Blutzellen, Keratinozyten oder
Endothelzellen sowie Komponenten der extrazellularen Matrix. Gleichzeitig ermoglicht er

den Nachweis humaner Fibroblasten unterschiedlichen Ursprungs (Saalbach et al. 1996, S.
1314, 1997, S. 593).

4.1.2 Mesothelzellen und Karzinomzellen

Mesothelzellen gleichen morphologisch Epithelzellen, bilden ein einschichtiges, die serosen
Korperhohlen auskleidendes Plattenepithel, stammen aber von undifferenzierten
Mesenchymzellen ab.

Fur eine zuverlassige zytologische Beurteilung von Aszites und Pleuraergiissen ist die Diffe-
renzierung zwischen Mesothelzellen und Karzinomzellen von zentraler Bedeutung.

Die alleinige zytologische Beurteilung weist bei hoher Spezifitit eine unbefriedigend niedri-
ge Sensitivitiat von 30-60% auf (Mezger et al. 1991, S. 33; Spehn et al. 1995, S. 1197). Die
wesentliche Ursache fur diese niedrige Sensitivitat liegt in der oft schwierigen Abgrenzung
reaktiv veranderter Mesothelzellen und Makrophagen von Tumorzellen, bei niedriger Zell-
konzentration und -degeneration und héufig starker entziindlicher Begleitreaktion (Bross et
al. 1986, S. 468).

4.1.2.1 Intermediarfilamente

In letzter Zeit wurden zahlreiche Untersuchungen publiziert, die zum Ziel hatten, die
Unterscheidung zwischen Mesothelzellen und Karzinomzellen durch zusatzliche immunzy-
tochemische Verfahren zu verbessern. Einige Arbeiten gingen davon aus, dass es sich bei
Zellen in Aszites- und Pleuraerguissen, die fur einen epithelialen histogenetischen Ursprung
charakteristische Antigen exprimieren, nur um Karzinomzellen handeln kann. Um eine
moglichst grole Sensitivitat zu erreichen, wurden fur solche Studien Antigene ausgewihlt,
die von einer Vielzahl verschiedener Epithelien exprimiert werden. Verwendet wurden
Antikorper gegen Intermediérfilamente. Hierbei handelt es sich um intrazytoplasmatische
Filamente mit einem Durchmesser von 8-10 nm. Sie bestehen aus Polypeptiden
unterschiedlicher Aminosduren und unterscheiden sich aufgrund dessen in

5 Klassen. Fur die Beurteilung von Aszites sind vor allem Zytokeratin und Vimentin von
Bedeutung. Zytokeratin findet sich in Epithelzellen, Vimentin wird in Zellen
mesenchymalen Ursprungs gefunden. Die Untersuchung auf Zytokeratin, die sich bei

histologischen Préaparaten bewahrt hat, konnte sich in der Ergusszytologie nicht
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durchsetzen, da Zytokeratinantikorper mit mesothelialen Zellen reagieren konnen (Ghosh et
al. 1987, S. 27). Tumorzellen konnen auch gleichzeitig verscheidene Klassen von Intermedi-
arfilamenten exprimieren. Eine Koexpression von Vimentin und Zytokeratin konnte bereits
bei einigen bestimmten Tumorgruppen (z.B. in Nierenzell-, Schilddruisen-, Endometrium-,
Ovarial-, Lungen- oder Mammakarzinomen) nachgewiesen werden. Die Vimentinexpression
bei zytokeratin-positiven Tumoren konnte mit ihrer histogenetischen Néhe zum mesenchy-

malen Zellsystem zusammenhéangen (Moll 1986, S. 38).

4.1.2.2 Anti-epitheliale-Antikorper

Die Zellmembranantigene EMA, epg34 und Ber-EP4 kommen auf fast allen benignen und
malignen epithelialen Zellen vor und konnen mit Hilfe monoklonaler Antikorper nachgewie-
sen werden.

Das epitheliale Membranantigen EMA wurde fur den immunhistochemischen Nachweis von
Mikrometastasen im Knochenmark und in Lymphknoten sehr erfolgreich eingesetzt (Dear-
naley et al. 1981, S. 85; Wells et al. 1884, S. 193). Fur die sichere Unterscheidung von Me-
sothel- und Karzinomzellen aus Aszites- oder Pleuraergiissen scheint dieser Antikorper je-
doch nicht geeignet zu sein, da eine Expression von EMA auf proliferierenden Mesothelzel-
len nachgewiesen werden konnte (O Brien et al. 1980 S. 251; Luttges et al. 1988, S. 137).
Der von Momburg et al. (1987, S. 2883) erstmals beschriebene monoklonale Antikorper
HEA-125 ist gegen das Oberflachenglykoprotein epg34 gerichtet. Mit diesem Antikorper
konne sicher zwischen epithelialem und nicht-epithelialem Gewebe unterschieden werden,
auch Karzinomzellen mit einem sehr niedrigem Differenzierungsgrad konnten identifiziert
werden. Dass epg34 streng spezifisch fur epitheliale Zellen ist (Hastka und Pfiester 1988, S.
245; Luttges et al. 1988, S. 137), wurde von Mezger et al. (1991, S. 33) widerlegt. In 4 von
55 benignen Ergusspunktaten fanden sich wenige positiv reagierende Mesothelzellen, auch
bei zwei Mesotheliomen konnte eine epg34-Expression nachgewiesen werden.

Ein neuer monoklonaler Antikorper, Ber-EP4, gerichtet gegen ein humanes epitheliales
Antigen, bestehend aus zwei Glykoproteinen von 34 und 49 kDa, welches auf der
Zelloberflache und im Zytoplasma von allen epithelialen Zellen expremiert wird, sei bisher
der einzige monoklonale Antikorper, der bei deutlich hoherer Sensitivitat im Vergleich zur
Nativzytologie eine Spezifitit von 100% im Rahmen immunzytochemischer Untersuchun-
gen von Punktatergiissen zeige (Latza et al. 1990, S. 213; Spehn et al. 1995, S. 1197; De An-
gelisetal. 1992, S. 111).

4.1.2.3 Turmorassozierte Antikorper
Eine weitere Moglichkeit, maligne Zellen in Erguissen zu identifizieren, ist die Anwendung

von tumorassozierten Antikorpern. Fur gastrointestinale Tumoren findet vor allem das karzi-
noembryonale Antigen (CEA) und das carbohydrate Antigen 19.9 (CA 19.9) Verwendung.
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Das von Gold und Freedman 1965 (S. 467) entdeckte karzinoembryonale Antigen gehort zur
Gruppe der onkofetalen Tumorantigene, es handelt sich um ein normalerweise nur von
embryonalen Zellen synthetisiertes und sezerniertes hochmolekulares Glykoprotein.
Immunhistologisch wird es im fetalen Gastrointestinaltrakt und Pankreas sowie vorwiegend
in entodermalen Tumoren und sehr gering konzentriert im normalen Darmgewebe
nachgewiesen. Der wichtigste Zieltumor der CEA-Bestimmung ist das Kolon- bzw.
Rectumkarzinom. Erhohungen konnen aber auch bei Magen-, Pankreas-, Bronchial- und
Mammakarzinomen sowie dem C-Zell-Karzinom der Schilddriise gemessen werden. Die
klinische Anwendung betrifft vor allem die Verlaufsbeurteilung sowie die Prognose der
Tumorerkrankung. CEA-positive Tumore sind in der Regel hoherdifferenzierte Tumore mit
einer besseren Prognose (Kloppel und Caselitz 1987, S. 109). Zu den nicht-neoplastischen
gastrointestinalen Veranderungen, bei denen Epithelzellen gelegentlich oder konstant CEA-
positiv sind, gehoren Magenschleimhautmetaplasien und papillare Ganghyperplasien (Klop-
pel 1986, S. 162). In der Ergussdiagnostik zeigt CEA eine relativ hohe Spezifitat bei der Er-
kennung von Karzinomzellen (Ghosh et al. 1987, S. 19; Permanetter und Wiesinger 1987, S.
104). Kreuzraktionen mit reaktiv veranderten Mesothelzellen und Granulozyten, welche je-
doch zytologisch erkannt werden konnen, wurden beobachtet (Tickman et al. 1990, S. 494;
Mezger et al. 1988, S. 634).

1979 entdeckte Koprowski mit dem Antikorper 1116 NS 19-9, welchen er auf der humanen
Kolonkarzinomzelllinie SW 1116 testete, das Muzinantigen CA 19.9. Das Epitop fur die
antigene Eigenschaft von CA 19.9 wurde als Sialyl-lacto-N-fucopentaose identifiziert
(Magnani et al. 1983, S. 5489). Immunhistologisch kann CA 19.9 vor allem in Tumorzellen
von Kolon-, Pankreas-, Leber- und Magenkarzinomen nachgewiesen werden.
Einschrankend muss jedoch erwahnt werden, dass die Expression von CEA und CA 19.9
stark vom Sitz und von der histologischen Differenzierung des Primartumors abhangt und
nur bei bestimmten Karzinomtypen konnen Tumorzellen mit Hilfe dieser Antigene
identifiziert werden (Mezger et al. 1991, S. 30).

4.2 Nachweisverfahren zur Unterscheidung maligner und benigner Zellen

4.2.1 Erklarungsansatze far die geringe Expression von tumorassozierten bzw. anti-

epithelialen Oberflachenantigenen

Zur quantitativen Analyse der Tumorzellen wurden die Zellen der etablierten Linien durch-
flusszytometrisch auf das Vorhandensein von Oberflachenantigenen untersucht. Zur Anfar-
bung wurden wegen ihrer hohen Spezifitit der antiepithelialen Antikorper Ber-EP4 und die
tumorassozierten Antikorper CEA und CA 19.9 verwendet. Die Zellen zeigten in 95% der
Fille bereits zu Beginn der Kultivierung eine durchschnittlich niedrige Expression von
Oberflachenantigenen, welche mit Zunahme der Kulturdauer noch weiter abnahm. Es stellte
sich die Frage, um welche Zellart es sich bei den antigennegativen Zellen handelt, und

warum diese Zellen, wenn es Karzinomzellen sind, keine antigenen Strukturen exprimieren.
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4.2.1.1 Differenzierungsgrad des Primartumors sowie der Metastasen

Es besteht ein enger Zusammenhang zwischen dem Differenzierungsgrad der Zellen, ihrem
Proliferations- und Wachstumsverhalten sowie der Expression von Oberflachenantigenen.
Zellen von Tumoren mit einem hohen Malignitatsgrad zeigen eine geringe Differenzierung
und Antigenexpression. Die Schlussfolgerung, dass es sich somit um einen Priméartumor mit
hohem Malignitatsgrad handelt, kann nicht gezogen werden, da man weiss, dass Zellen von
Metastasen eine selektierte Zellpopulation darstellen konnen (Riede et al 1995, S. 373). Me-
tastasen konnen histomorphologisch dem Primartumor entsprechen, haufig sind sie jedoch
weniger differenziert und starker proliferierend (Riede et al. 1995 S. 377). Beispielsweise
hat eine immunhistochemische Untersuchung des Estrogen-Rezeptorstatus von Mamma-
Karzinomen und ihrer Lymphknotenmetastasen gezeigt, dass dieser in etwa 20% der Falle
nicht ibereinstimmt. Im Falle der Diskordanz hatten die Metastasen ganz uiberwiegend einen
negativen Rezeptorstatus im Gegensatz zum Primartumor (Nedergaard et al. 1995, S. 20).
Auch konnte gezeigt werden, dass Zellkulturen, die aus unterschiedlichen Metastasen von
demselben Patienten isoliert wurden, unterschiedliche Merkmale aufwiesen (Spremulli et al.
1983, S. 3828).

4.2.1.2 Veranderungen der Zellen unter Kulturbedingungen

Die Abnahme der Expression von Antigenen auf der Zelloberflache kann moglicherweise
als Reaktion der Zellen auf die veranderten Bedingungen in der Ergussflussigkeit bzw. unter
Kulturbedingungen gesehen werden.

Es gibt Untersuchungen, die zeigen, dass die Zusammensetzung des Mediums (Klominek et
al. 1989, S. 6118; Auersperg 1978, S. 1872; O"Neill und Hsie 1978, S. 169; Boyer et al.
1989, S. 1495; Lane und Miller 1976, S. 147) sowie die Art der verwendeten Unterlage auf
der die Zellen wachsen (Tateyama et al. 1990, S. 14; Rovensky et al. 2001, S. 617; Green-
burg und Hay 1988, S. 605) Auswirkungen auf den Differenzierungsgrad und die biologi-
schen Aktivititen der Zellen ausuiben. Klominek verwendete beispielsweise fur die Kultivie-
rung von menschlichen Mesotheliomzellen Seren von unterschiedlichen Spezies. Die Zuga-
be von menschlichem Serum fuhrte dazu, dass die Zellen eine epitheliale Morphologie aus-
bildeten, wobei die Verwendung von fetalem Kalberserum zur Ausbildung eines fibrobla-
stenahnlichen Phenotyps fuhrte. Sie schlussfolgerten, dass der Serumwechsel zu einer selek-
tiven Stimulation verschiedener Subpopulationen fuhrt. Boyer fuhrte dhnliche Versuche an
Blasenkarzinomzellen der Ratte durch und beschrieb die reversiblen Veranderungen der Zel-
len als epithelialen-mesenchymalen-Ubergang. Unter Verwendung von fetalem Kalberserum
l6sten sich die Zellen aus dem Zellverband, zeigten ein spindelformiges Aussehen und ex-
primierten Vimentin. Die Expression von Vimentin und den Verlust von Zytokeratin beob-
achtete auch Greenburg, als er eine mit Kollagen beschichtete Unterlage zur Kultivierung

von Schilddriisenzellen verwendete.
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Neben den Kulturbedingungen sind weitere Faktoren fur das Wachstumverhalten und die bi-
ologische Aktivitat der Zellen von Bedeutung. Es gibt in der Literatur bereits mehrere Bele-
ge fur die gegenseitige Beeinflussung kokultivierter Zellen, welche als mesenchymale-epi-
theliale Interaktionen bezeichnet werden. In einer 1989 (S. 197) veroffentlichten Arbeit
konnten Senoo et al. zeigen, dass es zu metabolischen Veranderungen von Leberparenchym-
zellen und Fibroblasten kommt, wenn sie gemeinsam kultiviert werden. Die Kollagensyn-
these der Fibroblasten nahm ab, wohingegen die Albuminsynthese der Hepatozyten gestei-
gert war. Das Ausmass der mesenchymalen-epithelialen Interaktionen ist wesentlich vom
Alter der Fibroblasten abhangig (Pourreyron et al. 2003, S. 28). Unabhangig von ihrem Ur-
sprung zeigten Fibroblasten in Primarkultur mit Zunahme der Zellpassagen eine Verande-
rung ihres Aussehens und ihrer Funktion. Wurden diese Zellen nun nach wenigen Zellpassa-
gen mit epithelialen Zellen kokultiviert, induzierten sie deren Proliferation, Ausbreitung und
Adhasion, wohingegen éltere Fibroblasten die Proliferation kokultivierter epithelialer Zellen
hemmten.

Eine Veranderung von Zelleigenschaften mit Zunahme der Kulturdauer konnte auch bei per-
manenten Zelllinien beobachtet werden. Die Zelllinie HL-60 wies nach mehreren Jahren in
Kultur eine erhohte Wachstumsrate und eine reduzierte Differenzierung (Macfarlane et al.
1988, S. 291) im Vergleich zum Zeitpunkt ihrer Etablierung auf (Collins et al. 1977, S. 347;
Gallagher et al. 1979, S. 713).

4.2.1.3 Wachstumspotential von Fibroblasten in Kultur

Ein anderer moglicher Erklarungsansatz fur die Abnahme der Oberflaichenmarker wire eine
Uberwucherung der Kultur durch Fibroblasten. Zur Identifizierung der Fibroblasten wurden
die Zellen mit dem fibroblasten-spezifischen Antikorper ASO2 gefarbt. Es zeigte sich auch
hier eine Abnahme des prozentualen Anteils dieser Zellpopulation mit zunehmender
Kulturdauer. Uber etablierte Tumorzelllinien aus Aszites von Patienten mit Ovarialkarzinom
wird berichtet, dass nach einer Kulturdauer von 6 Monaten (Giancotti et al.1989, S. 330)
bzw. nach mehreren Zellpassagen (Alama et al. 1996, S. 83; Horowitz et al. 1985, S. 333;
Lounis et al. 1994, S. 305) keine Fibroblasten mehr nachweisbar waren (siche Tabelle 7).
Eine mogliche Theorie fur dieses Phdanomen wire, dass es sich hierbei um bereits
absterbendes, nicht mehr proliferierendes Zellmaterial handelt. Anders verhilt es sich bei
einer primaren Zellkultur, gewonnen aus solidem Gewebe. Hier stellt die Fibroblastenkonta-
mination bereits bei einer niedrigen Ausgangsmenge ein grofles Problem dar und es kommt
haufig zu einer Uberwucherung der Kultur durch die schneller proliferierenden Fibroblasten
(Singer et al. 1989, S. 166; Linge et al. 1989, S. 519).
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Tabelle 7: Kultivierung von Tumorzellen aus Ergusspunktaten; Dauer bzw. Anzahl der Zellpassagen bis keine

Fibroblasten mehr nachweisbar waren.

Priméartumor Nachweis Fibroblastenfreiheit Literaturstelle

Ovarialcarcinom DNA-Messung nach 6 Mon. Giancotti et al. 1989

Ovarialcarcinom DNA-Messung nach 4-5 Zellpassagen | Alama et al. 1995

Ovarialcarcinom Morphologie; nach wenigen Horowitz et al. 1985
Zytokeratin-AK Zellpassagen
Ovarialcarcinom Morphologie; nach 2-3 Zellpassagen |Lounis et al. 1994

Zytokeratin-AK;
DNA-Messung

Cholangiocelluléres | Fibroblasten-AK nach 3 Mon. unsere Ergebnisse
Karzinom ASO2;
DNA-Messung

4.2.2 Grenzen des Aussagewertes der DNA-Messergebnisse

Zur weiteren Identifizierung der Zellen wurde eine DNA-Messung durchgefiihrt.

Sie nimmt einen immer wichtigeren Stellenwert in der Tumorforschung ein. Patienten mit
vergleichbarem Tumorstadium und vergleichbarer Histopathologie zeigen grofle
Unterschiede im klinischen Verlauf. Es wird versucht, die Tumorzellen weiter zu
charakterisieren und zu klassifizieren. Tumorzellen zeigen héaufig eine Abweichung des
Chromosomensatzes vom normalen, euploiden Bestand, die als Aneuploidie bezeichnet
wird. Die damit verbundene Veranderung des DNA-Gehaltes lasst sich mit Hilfe des DNA-
Index quantifizieren, der als Quotient aus dem Mittelwert des aneuploiden GO/1-Peaks und
dem diploiden Wert berechnet wird. Diploide Tumoren haben eine signifikant bessere
Prognose als aneuploide (Atkin 1976, S. 909). Zur Messung des DNA-Gehaltes finden
vorwiegend die flow-cytometry (FC) und die image-cytometry (IC) Verwendung. Die IC
gibt weiterhin Informationen uiber histologische Merkmale der Zellen wie Zellgrof3e, -form
und —grenze. Das Zytoplasma kann hinsichtlich der Farbung und des Vorhandenseins von
Vacuolen, der Zellkern beziiglich Form und Lokalisation beurteilt werden. Zelltrimmer,
Zellaggregate und andere Zelltypen wie hamatologische Zellen konnen erkannt werden und
flieBen nicht in die Messung ein, weshalb wir uns zur Durchfuhrung dieser Methode
entschieden haben.
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Wenn davon ausgegangen wird, dass es sich bei den mesenchymalen Zellen, also
Fibroblasten und Mesothelzellen, um euploide Zellpopulationen handelt, kann bei
aneuploiden Zelllinien anhand des DNA-Index und -Histogramms eine Kontamination mit
hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden.

Ein Nachweis bzw. Ausschluf} einer Kontamination mit mesenchymalen Zellen kann nicht
sicher gefuhrt werden, wenn es sich um eine Tumorzelllinie mit normalem Chromosomen-
satz handelt bzw. ein Tumor mit unterschiedlichen Zellpopulationen vorliegt. Genetische
Aberrationen fuhren zu einem polyclonalen Tumor mit unterschiedlichen Zelllinien in
unterschiedlichen Regionen des Tumors oder in der gleichen Region. Der Grad der
intratumoralen Heterogenitat hangt ab von der Balance zwischen der genetischen Instabilitat
der proliferierenden Zellen und dem Uberleben der bereits vorhandenen Zellen (Sasaki et al.
1995, S. 323; Vogelstein et al. 1988, S. 525; Chang et al. 1987, S. 184).

Des weiteren wird uiber eine Assoziation von Tumor-DNA-Aneuploidy und tetraploiden
Hautfibroblasten bei Patienten mit Karzinomen des Gastrointestinaltrakts berichtet (Danes et
al. 1987, S. 584). Diese Korrelation besteht nicht nur bei hereditaren Erkrankungen, sondern
auch bei spontan aufgetretenen kolorektalen Tumoren (Svendsen et al. 1989, S. 755, 1990,
S. 139). Inwieweit diese Tetraploidy auch bei Fibroblasten, die nicht von der Haut stammen
auftritt, ist noch nicht untersucht. Agapova et al. (1996, S. 129) beschreiben, dass Fibrobla-
sten, denen die endogene pS3-Expression fehlt, einen instabilen Karyotypen besitzen.
Wihrend sie in Kultur wachsen, kann eine starke Tendenz zur Zunahme des Ploidylevels
beobachtet werden.

Durch die alleinige Messung der Zellploidy kann eine Kontamination mit Fibroblasten nicht
immer ausgeschlossen werden, weshalb auf die zusatzliche durchflusszytometrische Analyse

nicht verzichtet werden sollte.

4.3 Techniken zur Seperation der Karzinomzellen

Fur die Eleminierung von Fibroblasten wurden viele unterschiedliche Methoden entwickelt,
die entweder alleine oder in Kombination verwendet werden. Unterschiedliche
Trypsinisierung (Kirkland und Bailey. 1986, S. 779), Verwendung von Dispase, eine
Protease, die zur Ablosung von Fibroblasten und epithelialen Zellen fuhrt, wobei sich die
Fibroblasten, nicht aber die epithelialen Zellen vollstandig voneinander losen (Nagata und
Matsumura 1986, S. 297), Percoll-Dichte-Gradienten-Zentrifugation, hier wird die
unterschiedliche Dichte von epithelialen und mesenchymalen Zellen genutzt, um die Zellen
zu trennen (Buitrago et al. 1977, S. 823), die Verwendung des monoklonalen Antikorper
Thy-1 konjugiert mit dem Toxin Ricin, welches an die Fibroblasten bindet und sie abtotet
(Paraskeva et al. 1985, S. 131), um nur einige zu nennen.

Wir haben uns fur die Techniken der Zellklonierung und magnetischen Zellsortierung
entschieden, weil wir Zellkulturen erhalten wollten, die zum einen keine Fibroblasten-
kontaminationen mehr aufweisen und zum anderen die Oberflachenmarker Ber-EP4, CEA

und CA 19.9 in hoherem Ausmal} exprimieren sollten als die Ausgangskulturen.
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4.3.1 Weichagarklonierung

Eine von Courtenay und Mills (1978, S. 261) beschriebene modifizierte Softagar-Methode
ist eine weit verbreitete Technik, bei welcher die Zellen unter niedriger Sauerstoffzufuhr und
unter Zugabe von roten Blutzellen inkubiert werden. Diese Methode sollte eine Fibrobla-
stenproliferation verhindern. Diese jahrelang giiltige These wurde jedoch bereits durch
einige Studien wiederlegt (Lawton et al. 1994, S. 218; Gron et al. 1995, S. 87), weshalb wir
uns zur Durchfuhrung der einfacheren herkommlichen Soft-Agar-Methode entschieden
haben. Hierbei sollte die Proliferationsrate von Fibroblasten deutlich niedriger liegen als bei
einem Wachstum auf Plastikboden (Lawton et al. 1994, S. 218). Urséchlich hierfur ist, dass
die Zellen keine Moglichkeit haben, sich auf dem Untergrund anzuheften. Der Nachteil

dieser Methode liegt jedoch darin, dass nicht alle Zellen in Weichagar wachsen.

4.3.2 Limiting dilution

Eine weitere gidngige Methode stellt die Technik der Klonierung durch Verdinnung dar.
Da man hier die Zelldichte massiv reduzieren muss, kann es sein, dass die Zellen nur
schlecht oder iberhaupt nicht wachsen. Die Klonierungseffizienz variiert bei den verschie-
denen Zelltypen und kann zwischen 0,1% und 80-90% liegen (Morgan und Darling 1994, S.
120). Dies kann damit zusammenhéangen, dass das Medium von der einzelnen Zelle nur
unzureichend konditioniert wird und deshalb bestimmte Wachstumsfaktoren fehlen, oder
dass es den Zellen an physischem Kontakt mangelt. Aus diesem Grund ist oft der Einsatz
von Feeder-Zellen notig, die das Zellwachstum und die Zellteilung anregen. Die Klonie-
rungseffizienz bei den von uns durchgefuhrten Tests lag zwischen 5% und 80%. Eine reine
Fibroblastenkultur wurde bei der Verdunnungsmethode nicht gewonnen, was die These
unterstutzt, dass es sich bei den Fibroblasten, die im Ergusspunktat enthalten sind, um nicht

mehr proliferierendes Zellmaterial handelt.

4.3.3 Zellsortierung mit Microbeads

Die Zellsortierung mit magnetgekoppelten Antikorpern (MACS) wurde entwickelt zur Se-
lektion von Zellen, Bakterien oder Mikroorganismen. Verwendung fand sie bisher zur Sor-
tierung von humanen T- und B-Zellen (Semple et al. 1996, S. 955; Manyonda et al. 1992,

S. 1), hamatopoetischen Stammzellen (Handgretinger et al. 1998, S. 987; Richel et al. 2000,
S. 243) oder Tumorzellen aus solidem Tumorgewebe (Harbeck et al. 1995, S. 1249). Hierfur
verwendeten Harbeck et al. operativ entferntes Tumorgewebe, stellten eine Einzelzellsu-
spension her und gewannen die Ovarialkarzinomzellen durch negative Turmorzellselektion.
Dies bedeutet, dass nicht die Turmorzellen, sondern Lymphozyten, Leukozyten und Fibrob-
lasten mit magnetgekoppelten Antikorpern markiert und entfernt wurden. Die so gewonnen

Zelllinien enthielten zu 93% Turmorzellen, durch Wiederholung der Prozedur konnte eine
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Reinheit von 97% erzielt werden. Bei der von uns durchgefuhrten positiven Tumorzellselek-
tion, die Tumorzellen wurden mit magnetgekoppelten Antikorpern markiert, erzielten wir ei-
ne durchschnittlich Reinheit von 98%.

Tabelle 8: Sortierung von Zellen durch magnetgekoppelte Antikorper (MACS): erreichter durchschnittlicher
Reinheitsgrad (%).

Selektierte Zellart Reinheit Literaturstelle
Tumorzellen 93%, nach Wiederholung Harbeck et al. 1995
(Ovarialkazinom) der Prozedur 97%

CD4+ T-Zellen 97% fiir CD4+ Zellen Semple et al. 1993
CD 19+ B-Zellen 92% fiir CD19+ Zellen

CD 34+ himatopoetische |96,1% Richel et al. 2000
Stammzellen

CD 45R+ T-und B-Zellen |>98% Manyonda et al. 1992
CD 34+ himatopoetische |98,8% Handgretinger et al. 1998
Stammzellen

Tumorzellen 98% unsere Ergebnisse
(GI-Tumoren)

Abschliessend lasst sich sagen, das sich sowohl die Techniken der Zellklonierung als auch
die magnetischen Zellsortierung zur Eliminierung von Fibroblasten eignen.

Eine hohere Expression von Oberflachenmarkern wire theoretisch bei allen von uns durch-
gefuhrten Selektionsmethoden zu erwarten gewesen, was jedoch nicht der Fall war. Bei der
Klonierung hatte man sich erhofft, Zellen mit erhohter Antigenexpression zu vermehren, bei
der magnetischen Zellsortierung wurden die Zellen separiert, die die entsprechenden
Antigene exprimierten. Bis eine ausreichend hohe Zellzahl erreicht wurde, um sie
durchfluBzytometrisch auf ihre Oberflachenstrukturen untersuchen zu konnen, wurden sie
erneut kultiviert. Wie bereits oben angefuhrt, konnte auch hierfur die Veranderung der
Zelloberflache durch die Kulturbedingungen bzw. genetische Veranderungen wéhrend der

Vermehrung der Zellen urséchlich sein.
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Es stellt sich die Frage, warum eine Selektionsbehandlung durchgefuhrt werden sollte, wenn
die Fibroblastenanzahl mit zunehmender Kulturdauer abnimmt, wie bereits in der Literatur
beschrieben und durch unsere Tests bestatigt. Die Antwort ist, dass die Zellen nicht fur
einige Monate kultiviert werden miissen. Durch die Selektionsbehandlung, welche leicht
durchgefuhrt werden kann, konnen die Zelllinien innerhalb kuirzester Zeit fur
Untersuchungen verwendet werden, und somit konnen die Vorteile der Primarzellkultur

genutzt werden.

4.4 Einfluss von Differenzierungsinduktoren auf die Antigenexpression von

Turmorzellen

Es wurde versucht durch den Zusatz von TGF-1, PMA in unterschiedlichen
Konzentrationen und mit unterschiedlichen Inkubationszeiten, durch Sodium-Butyrat und
den Ersatz von Glucose durch Galactose im Kulturmedium Einfluss auf die
Proliferationsrate, den Differenzierungsgrad und die Expression von Oberflachenantigen wie
CEA und CA 19.9 zu nehmen. Je hoher der Differenzierungsgrad, desto hoher ist die

Expression von Oberflachenantigenen und desto niedriger ist die Proliferationsrate.

4.4.1 Human transforming growth factor beta 1

TGF-B1 gehort zu einer Familie von Polypeptiden, die regulierend auf Wachstum und
Differenzierung Einfluss nehmen (Massague 1987, S. 437; Cheifetz et al. 1987, S. 409).
Eine ihrer biologischen Aktivitaten ist ihre Fahigkeit, in vitro das Wachstum von vielen
unterschiedlichen epithelialen Zellen einschliesslich vieler humaner Karzinomzellen zu
hemmen (Moses et al. 1987, S. 1; Knabbe et al. 1987, S. 417; Russell et al. 1988, S. 5126).
TGF-B bindet an hochaffine Oberflachenrezeptoren. Der intrazellulare Mechanismus, durch
welchen die biologischen Aktivitiaten vermittelt wird, ist noch wenig verstanden (Boyd und
Massague 1989, S. 2272). Hoosein et al. (1989, S. 442) beobachteten eine Korrelation zwi-
schen dem Grad der Differenzierung von Kolonkarzinomzellen und der Sensitivitit gegenui-
ber dem antiproliferativem und differenzierungsinduzierenden Effekt von TGF-B1, wenig
differenzierte Zellen zeigten keine Veranderungen. Ein Mangel an TGF--Rezeptor-
Expression in malignen Zellen schiitzt diese vor einer Wachstumsinhibition (Kimchi et al.
1988, S. 196).

Die zelluldren Auswirkungen von TGF-B1 sind vielfaltig (Chakrabarty et al. 1988, S. 4059),
es kommt zu morphologischen Veranderungen der Zelle, die Proteinexpression von
Glykoproteinen wie CEA und Extrazellularmatrixbestandteilen wie Laminin und
Fibronektin nimmt zu. Laminin und Fibronektin inhibieren wiederum das Zellwachstum
(Chakrabarty et al. 1990, S. 493). CEA verhilt sich wie ein interzelluldres Adhasionsmole-
kul (Benchimol et al. 1989, S. 327), eine vermehrte Produktion fuhrt zu einem hoheren Dif-

ferenzierungsgrad.
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4.4.2 Sodium-Butyrat (SB)

SB fuhrt zu reversiblen Veranderungen der Morphologie, Wachstumsrate und Enzymaktivi-
taten bei verschiedenen Zelltypen, die teilweise durch cAMP vermittelt werden (Prasad und
Sinha 1976, S. 125). Mit SB behandelte Kolonkarzinomzellen zeigten eine Veranderungen
in der Proteinzusammensetzung der Zellmembran, eine Zunahme der Alkalischen-
Phosphatase—Aktivitat und eine Abnahme der Wachstumsrate (Kim et al. 1980, S. 1185).
Eine ausreichend lange Exposition von SB fuhrt zu dauerhaften Veranderungen hinsichtlich
des Wachstumsverhaltens und des Differenzierungsgrades (Augeron und Laboisse 1984, S.
3961). Ausserdem ist die durch SB induzierte CEA-Synthese dosisabhédngig. Es wird be-
schrieben, dass die CEA-Produktion durch den Proteinsyntheseinhibitor Cycloheximid und
durch Actinomycin D, einen Inhibitor der RNA-Transkription, geblockt werden kann (Tsao
etal. 1983, S. 1217). Neben der erhohten Transkription ist aber auch eine Zunahme der
Stabilitat der CEA mRNA fur die steigende CEA-Expression und somit fur einen hoheren
Differenzierungsgrad verantwortlich (Saini et al. 1990, S. 541). Die Wirkung von SB ist ab-
hangig vom ursprunglichen Differenzierungsgrad der Zellen (Tsao et al. 1983, S. 1217).

4.4.3 Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA)

Der Phorbolester PMA fuhrt zu einer Erhohung der Protein-Kinase-C (PKC), Kinasen
andern die Aktivitit verschiedener Proteine in vielen Zellen, indem sie sie phosphorylieren.
Gong et al. (1992, S. 847) beschreiben eine Veranderung der Zellmorphologie, eine
Proliferationshemmung und eine Zunahme der Proteinsynthese, wobei diese Veranderungen
nicht bei allen Zelllinien, bei denen PMA zugegeben wurde, aufgetreten sind. Weiterhin
wird beschrieben, dass der Effekt, der durch PMA auftritt, durch die Zugabe eines PKC-
Inhibitors bzw. eines Proteinsyntheseinhibitors geblockt werden konnte. Grunberg et al.
(2000, S. 211) fuhrten Untersuchungen an humanen Mammakarzinomzellen durch und stell-
te ebenfalls fest, dass Zellen unterschiedlich sensitiv auf PMA reagieren. Eine weitere
Eigenschaft von PMA ist, dass die Wirkung vom Differenzierungsgrad der Zellen und von
der eingesetzten Dosis abhangig ist. PMA fuhrt zu einer Zunahme der Differenzierung bei
Zellen mit einem vergleichsweise niedrigen Differenzierungsgrad, sowie zu einer
dosisabhangigen Hemmung der Proliferation und der Klonierungseffizienz. Im Gegensatz
dazu zeigten Zellen mit einem hoheren Differenzierungsgrad nur eine geringe Antwort (Sal-
ge et al. 1990, S. 1143). Hsu et al. (1998, S. 57) konnten durch den Einsatz an Leberzellen
zeigen, dass eine niedrige Dosis zu einer Zunahme der PKC-Aktivitat fuhrt, wohingegen
sich bei einer hohen Dosis ein zytostatischer Effekt zeigte, die PKC-Aktivitat nahm ab. Die
PKC besteht aus mindesten sechs Isoenzymen, eine hohe PMA-Dosis fuhrt zur down-

Regulation von drei dieser Isoenzyme.
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4.4.4 Galactose

Eine weitere und sehr einfache Moglichkeit, auf den Differenzierungsgrad und das
Proliferationsverhalten Einflufl zu nehmen, ist ein Kulturmedium zu verwenden, welchem
statt Glucose Galactose zugesetzt wird. Diese Untersuchungen wurden an der
Kolonkarzinomline HT 29 durchgefuhrt. (Fantini et al. 1986, S. 235). Der genaue
Mechanismus, dem eine erhohten CEA-Expression und Proteinbiosynthese zugrunde liegt
ist nicht genau geklart. Es gibt leider auch keine Aussagen daruiber, inwieweit die Wirkung

abhiangig ist vom Differenzierungsgrad der Zellen vor der Galaktosebehandlung.

Bei den eigenen Untersuchungen konnte durch den Einsatz von PMA eine Erhohung des
Differenzierungsgrades der Zellen erreicht werden, wobei noch Tests mit niedrigeren Kon-
zentrationen durchgefuhrt werden sollten, da diese vermutlich zu hoch gew#hlt wurden. Der
urspringlich niedrige Differenzierungsgrad der Zellen ist vermutlich dafur verantwortlich,
das der Einsatz von Sodium-Butyrat bzw. einem galactosehaltigem Medium nicht
erfolgreich war. Die Testung weiterer Differenzierungsinduktoren wie z. B. Retinoide bzw.
Doxetexal erschien uns nicht sinnvoll, da die Wirkung von Doxetexal ebenfalls vom
vorherigen Differenzierungsgrad abhangt (Eckert et al. 1997, S. 7) und die Retinoide uiber
Rezeptoren wirken, die bei der malignen Transformation abnehmen (Kaiser et al. 1997, S.
920). Dies trifft vermutlich auch fur TGF-81 zu, da maligne Zellen die zur Wirkung

benotigten Oberflachenrezeptoren vermindert exprimieren konnen.

4.5. p53-Mutation

Zur weiteren Charakterisierung von funf Zelllinien wurde eine p53-Farbung durchgefuhrt.
p53 ist ein Tumorsuppressorgen. Die Wildform, nicht jedoch ihre Mutanten, induzieren eine
Regulation des Zellzyklus und fuhren zum Arrest der Zelle in der G1-Phase. Nach einer
DNA-Schéadigung, die nicht repariert werden kann, fuhrt p53 zur Apoptose. Der Organismus
wird so vor malignen Veranderungen geschuitzt, da davon ausgegangen wird, dass
Mutationen oder ein Funktionsverlust von p53 zu Transformationen von Zellen und/oder
zum Tumorwachstum fuhrt. Das Protein der p53-Mutationen akkumuliert innerhalb der
Zellkerne und hat eine verlangerte Halbwertszeit, weshalb es immunhistochemisch mit viel
hoherer Wahrscheinlichkeit nachgewiesen werden kann als der Wildtyp (Harris und Hollen-
stein 1993, S. 1320). Bei Karzinompatienten ist auch der Nachweis eines anti-p53-
Antikorpers im Serum moglich (Crawford et al. 1982, S. 403). Eine Mutation des
Tumorsuppressorgens p53 ist die hdufigste genetische Veranderung in menschlichen
Tumorzellen (Harris 1990, S. 6). Ein Verlust des Tumorsuppressorgens wird meist in
fortgeschrittenem Tumorstadium beobachtet. p53 kann bei den unterschiedlichsten
Tumorentititen nachgewiesen werden: Mammakarzinom (Davidoff et al. 1992, S. 3439),
Lungenkarzinom (Winter et al. 1992, S. 4168), B-Zell-Lymphom (Caron de Fromentel et al.
1987, S. 185), Ovarialcarcinom (Labrecque et al. 1993, S. 3468) und bei verschiedenen
anderen Karzinomtypen (Lubin et al. 1993, S. 5872).
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In Studien uiber den Nachweis maligner Zellen in Aszites bzw. Pleuraergul} zeigte die pS3-
Féarbung eine Sensitivitat zwischen 32,4% (11/34) (Zoppi et al. 1995, S. 721) und 68%
(19/28) (Lee et al. 1997, S. 1719), bei sehr hoher Spezifitat. Saleh et al. (1998, S.1334 ) be-
grundeten diese Unterschiede damit, dass unterschiedliche Antikorper bzw. Farbetechniken
verwendet wurden, des weiteren sei auch die Zahl der Karzinomzellen im Erguss
entscheidend. Die von ihnen durchgefuhrten Untersuchungen belegten eine positive
Reaktion bei 46% (12/26) malignen und keine positive Reaktion bei benignen Erguissen. Die
Frage ist, inwieweit sich die Ergebnisse bei einer hoheren Fallzahl angleichen wuirden. Bei
den von uns gefarbten funf Praparaten zeigten zwei ein positives Ergebnis, dies entspricht
40%.

Tabelle 9: Sensitivitat der p5S3-Farbung von malignen Zellen in Ergusspunktaten

Fallzahl positive p53-Féarbung Literaturstelle
in absoluten Zahlen in Prozent
34 11 324 Zoppi et al. 1995
28 19 68,0 Lee et al. 1997
26 12 46,0 Saleh et al. 1998
5 2 40,0 unsere Ergebnisse

4.6 Synthese gastrointestinaler Peptide und deren Einfluss auf das Wachstum

von Turmozellen

4.6.1 Somatostatin

Der Neurotransmitter Somatostatin ist im gesamten Gastrointestinaltrakt in endokrinen
Zellen und Nerven lokalisiert. Es ist der potenteste Inhibitor fur die Gastrin-, Glukagon- und
Insulinfreisetzung einschlieBlich der Magen- und Pankreassekretion.

Somatostatin und seine Analoge (z.B. Octreotid) besitzen antiproliferative Effekte und
zeigen antineoplastische Wirksamkeit bei einer Reihe von lymphomatosen und epithelialen
Neoplasien. Vermutet wird ein antagonistischer Effekt von Somatostain zu der durch
Zytokinen vermittelten Proliferation. Die Wirkung von Somatostatin wird uber
membrangebundene Rezeptoren in normalen und transformierten Zellen vermittelt (Robbins
1996, S. 98). Somatostatinrezeptoren konnen im Gewebe unterschiedlichster
gastrointestinaler, nicht endokriner Neoplasien wie Magen- und Kolonkarzinom (Miller et
al. 1992, S. 391), Pankreaskarzinom (Fisher et al. 1996, S. 234), cholangiozellulires
Karzinom (Tan et al. 1995, S. 1908) nachgewiesen werden. Bei den von uns durchgefuhrten
Messungen zeigten die Zellen keine erhohte Somatostatinsynthese, Rezeptoren wurdennicht

untersucht.
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4.6.2 Bombesin

Bombesin (Gastrin-Releasing-Hormon, GRP), ein Tetradekapeptid wurde in neuroendokri-
nen Zellen in hohen Konzentrationen im Magen, Jejunum und Ileum, in kleineren Mengen
im Duodenum, Pankreas und Kolon nachgewiesen (Brown et al. 1978, S. 2721; Polak et al.
1976, S. 1109; Price et al. 1984, S. 1). Extraintestinal kommt es in der fetalen und
erwachsenen Lunge sowie im ZNS vor.

Eine Wirkung als autokriner Wachstumsfaktor wird fur das kleinzellige Bronchialkarzinom
(Mahmoud et al. 1989, S. 367), das Ovarialkarzinom (Sun et al. 2000, S. 77), das
Prostatakarzinom (Hannson und Abrahamsson 2001, S. 145) und das Kolonkarzinom (Cha-
ve et al. 2000, S. 124) beschrieben. Bombesin fihrt iber GRP-Rezeptoren, welche bis zu
40% in Kolonkarzinomgewebe exprimiert werden, zu einer Zunahme der Proliferationsrate
(Ferris et al. 1997, S. 2530). Die Expression von GRP-Rezeptoren an intestinalen epithelia-
len Zellen spielt vermutlich eine Rolle bei der Karzinogenese (Guo et al. 2001, S. 22941).
Die Zunahme der Rezeptorexpression korreliert mit dem histologischen Differenzierungs-
grad (Seretis et al. 2001, S. 445).

Eine relevante Bombesinsynthese zeigte sich bei 95% der von uns etablierten Zelllinien.
Hierbei handelte es sich ausschliesslich um Zellen mit niedrigem Differenzierungsgrad. Die
Ergebnisse lassen vermuten, dass Bombesin nicht nur auf Kolonkarzinomzellen sondern
auch auf Zellen anderer gastrointestinaler Neoplasien eine proliferationsfordernde Wirkung

ausubt und von den Zellen anderer gastrointestinaler Neoplasin gebildet wird.
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5. Zusammenfassung

Fur die Untersuchung des Einflusses von gastrointestinalen Peptiden bzw. deren Agonisten
und Antagonisten auf Tumorzellen des Gastrointestinaltraktes sollten Primérzellkulturen
etabliert werden. Wegen der standigen Verfugbarkeit und leichten Verarbeitung maligner
Ergusse, verwendeten wir Aszites bzw. Pleuraergiisse von 24 Patienten mit histologisch
gesicherten gastrointestinalen Tumoren (Pankreas-, Magen-, Kolon-, cholangiozellulare- und
hepatozellulare Karzinome).

Die Primézellkultur aus Ergussflussigkeit stellt jedoch eine Sonderform dar. Sie unterschei-
det sich in vielerlei Hinsicht von Primérzellkulturen gewonnen aus solidem Gewebe des
Primartumors.

1. Zellen isoliert aus Metastasen stellen eine selektionierte Zellpopulation dar, sie konnen
histomorphologisch dem Primartumor entsprechen, haufig sind sie jedoch weniger differen-
ziert und stérker proliferierend.

2. Die Zellen befinden sich bereits seit langerer Zeit in der Ergussflussigkeit, die veranderten
Bedingungen konnen zu Veranderungen der Zelloberflache fuhren.

3. Die in der Ergussflussigkeit enthaltenen Fibroblasten zeigen eine deutlich niedrigere Pro-
liferationsrate als Fiblroblasten aus solidem Gewebe.

4. Die Verwendung von géngigen anti-epithelialen Antikorpern ist eingeschréankt, da diese
mit evtl. vorhandenen reaktiv veranderten Mesothelzellen kreuzreagieren konnen.

Zur Identifizierung der Zellen wurden Oberflachenantigene mit monoklonale Antikorpern
markiert und anschliessend durchflusszytometrisch analysiert. Verwendet wurden der anti-
epitheliale- Antikorper Ber-EP4, die tumorassozierten Antikorper CEA und CA 19.9 sowie
der fibroblastenspezifische Antikorper ASO2.

95% der Zelllinien (18/19) zeigten einen niedrigen Differenzierungsgrad und somit eine ge-
ringe Expression von Oberflachenantigenen, die mit Zunahme der Kulturdauer noch weiter
abnahm, eine Zellzuordnung war deshalb nur bedingt moglich. Die Abnahme der Oberfla-
chenantigenexpression kann als Reaktion der Zellen auf die Kulturbedingungen gesehen
werden.

Zusatzlich wurde die Zellploidy durch Messung des DNA-Gehaltes (Flow-Zytometrie)
bestimmt. Ein Nachweis bzw. Ausschluss einer Kontamination mit mesenchymalen Zellen
kann nicht sicher gefuhrt werden, wenn es sich um eine Tumorzelllinie mit diploiden Chro-
mosomensatz handelt bzw. ein Tumor mit unterschiedlichen Zellpopulationen vorliegt.

Es erscheint uns daher sinnvoll, zum Ausschluss einer Fibroblastenkontamination beide
Nachweismethoden zu kombinieren.

Zur Entfernung der mesenchymalen Zellen, wie Fibroblasten und Mesothelzellen wurden
die Zellen selektioniert. Geeignet zeigten sich sowohl die Weichagarklonierung, die
Klonierung durch Verdunnung und die Zellseparation mit magnetgekoppelten Antikorpern.
Eine Selektionsbehandlung erscheint trotz niedriger Proliferationsrate der Fibroblasten

sinnvoll, da die Primérzellkultur dann sofort zur Verfugung steht und eine Verdnderung der
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Zellen durch langere Kultivierung vermieden werden kann.

Das gewonnene Zellmaterial gaben wir zur weiteren Expansion in Kultur, die Methode
zeigte eine hohe Effizienz, 19 Zelllinien konnten etabliert werden.

Zur Erhohung des Differenzierungsgrades der Zelllinien wurden Differenzierungsinduktoren
wie PMA, TGF-1, Sodium-Butyrat bzw. galaktosehaltiges Medium eingesetzt. Einge-
schrankt wird deren Einsatz dadurch, dass die Wirkung einiger Substanzen (Sodium-Butyrat,
vermutlich auch galaktosehaltiges Medium) bei niedrigem Differenzierungsgrad deutlich
vermindert bis aufgehoben ist, andere Substanzen, wie Retinoide und TGF-B1 uiber Rezepto-
ren wirken, die bei einer malignen Transformation vermindert exprimiert werden konnen.
Eine erhohte Antigenexpression konnte durch die Anwendung von PMA erreicht werden.
Zur weiteren Charakterisierung der Tumorzelllinien wurde eine quantitative Bestimmung
der Peptide Somatostatin und Bombesin im Kulturmediumuiberstand sowie bei funf
Zelllinien eine pS3-Farbung durchgefuhrt.

Eine relevante Bombesinsynthese zeigten alle Zelllinien mit niedrigem Differenzierungsgrad
(18/19). Die Ergebnisse lassen einen Zusammenhang zwischen dem Proliferationsverhalten,
dem Differenzierungsgrad und der Bombesinsekretion bei verschiedenen gastrointestinalen
Neoplasien vermuten. Ob tatsdchlich ein Zusammenhang besteht, sollte durch Stimulie-

rungsversuche mit Bombesin weiter geklart werden.
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