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S Einleitung

5.1 Einleitung

Das Bronchialkarzinom ist mit einer Inzidenz von 71/100.000 nach dem Prostata-
Karzinom die zweit haufigste maligne Erkrankung beim Mann und mit einer Inzidenz von
20/100.000 bei der weiblichen Bevolkerung ebenfalls die zweit haufigste maligne
Erkrankung nach dem Mamma-Karzinom {5, 15}. Es ist aber mit einer Mortalitat von 31 %
beim Mann, bzw. 25 % bei der Frau, die haufigste zum Tode flhrende maligne
Erkrankung. Die bisherige Dominanz des mannlichen Geschlechts ist dabei real nicht
mehr existent. Epidemiologisch ist das zunehmende Risiko, an einem Lungenkarzinom zu
versterben, fur Frauen bereits belegt, aber noch nicht in das Bewusstsein der
Raucherinnen vorgedrungen {23}.

In Deutschland verstarben 1997 37.248 Menschen an einem Bronchialkarzinom {5, 15}.
Die sozialmedizinischen Gesamtkosten werden auf jahrlich 2,5 Mrd. € geschatzt, wobei
die zusatzlichen Kosten in Hohe von 11 Milliarden €, die durch Folgekrankheiten des
Tabakkonsums wie COPD, GefalRkrankheiten und Tumore des Kopf-/ Halsbereichs
entstehen, hinzu addiert werden mussen. Nicht mitberechnet sind auch die Kosten, die
durch einen frihen Tod entstehen, und die zu 85 % die Gesellschaft zu tragen hat. Diese
werden in den Vereinigten Staaten von Amerika auf 36 Milliarden Dollar fur 2003
geschatzt {38}. Demgegenuber stehen staatliche Einnahmen aus der Tabaksteuer in
Hohe von 16 Milliarden € fur die Bundesrepublik Deutschland {DIE ZEIT 05.06.2003 Nr.24}.
Die 5-Jahres-Uberlebensrate von 60 % in einem sehr friihen Stadium, (T1 NO MO) bis 1 %
bei Vorliegen von Fernmetastasen sind nach wie vor entmutigend {59}. Verantwortlich
hierfir sind vor allem die unspezifische Symptomatik und damit die spate
Diagnosestellung. Wichtige Leitsymptome konnen ein persistierender Reizhusten, ein

geanderter Hustencharakter bei COPD, oder neu aufgetretene Hamoptoe sein. Bei 30 %
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der Patienten hat zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits ein Befall extrathorakaler,
meist zervikaler, Lymphknoten stattgefunden, 20 % haben schon Knochenmetastasen, bei
10 % treten ZNS-Metastasen mit Schwindel, Kopfschmerz und neurologischen Ausfallen
auf. Die Pravalenz paraneoplastischer Syndrome betragt 10 bis 20 %, die wichtigsten
hierbei sind das Cushing-Syndrom, das Syndrom der inadaquaten ADH Sekretion
(SIADH), das Lambert-Eaton-Syndrom (pseudomyasthenisches Syndrom), sowie die
hypertrophe pulmonale Osteoarthropathie (Pierre-Marie-Bamberger Syndrom) {59}.

Die histologische Klassifikation wird nach der WHO-Klassifikation von 1999 in einen
kleinzelligen und drei nicht-kleinzellige Typen unterteilt. Beim nicht kleinzelligen
Bronchialkarzinom werden Plattenepithel-, Adeno- und GrolRzellige Karzinome
unterschieden. Der histologische Differenzierungsgrad wird mit G1 (hochdifferenziert), G2
(maRig differenziert), G3 (niedrig differenziert) und G4 (undifferenziert) beschrieben. Die
Haufigkeit ist abhangig vom Untersuchungsgut (Alter, Risikofaktoren, berufliche Noxen,
Geschlecht) und Technik (Autopsie, Biopsie) und schwankt unterschiedlich stark. Mit 30-
40 % ist das Plattenepithelkarzinom am haufigsten, gefolgt vom Adenokarzinom mit 25-30
%, dem kleinzelligen Bronchialkarzinom mit 15-20 %, dem grof3zelligen Karzinom mit
unter 10 % und dem kombiniert adeno-squamésen Karzinom mit weniger als 1 %. Die
Geschlechtsverteilung ist ebenfalls unterschiedlich. Beim Mann Uberwiegen
Plattenepithel- und kleinzelliges Bronchialkarzinom mit eindeutiger Zuordnung zum
Risikofaktor inhalatives Rauchen, wobei die Gefahr jeweils durch zusatzliche berufliche
Noxen (z. B. Asphaltverarbeitung) potenziert wird. Bei der Frau dominierte bisher das
Adenokarzinom, dessen Entstehung nicht eindeutig an das inhalative Rauchen geknupft
werden kann. Kompliziert wird die Diagnosestellung oft durch die unterschiedliche
Histologie einer Biopsie im Vergleich zur postoperativen Histologie aus

Operationspraparaten. Zugrunde liegt eine Heterogenitat des Tumors, die erst an
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grolleren Praparaten sicher erkannt wird. Dies muss vor allem bei der
Therapieentscheidung auf dem Boden einer durch Biopsie gewonnenen Histologie
Beachtung finden.

FUr die Beurteilung der Prognose sind neben den vorgenannten Faktoren auch der
pratherapeutische Gewichtsverlust und der Leistungsindex des Patienten von Bedeutung
{59}.

Besorgniserregend ist die Zunahme des Lungenkrebsrisikos durch Passivrauchen, wobei
auch hier gilt, dass weniger die Menge als die Dauer der Exposition schwer wiegt. Die
Zahl der durch Passivrauchen verursachten Todesféalle wird in Deutschland auf jahrlich
400 geschatzt, die Tendenz ist steigend. In USA gilt Passivrauchen seit 1992 als
Karzinogen der Klasse A, also zu der Stoffgruppe die nachgewiesenermalien eine
Kanzerogenitat beim Menschen hat {15}.

Die Therapie ist bei kleinzelligen und nicht -kleinzelligen Bronchialkarzinomen, jeweils
abhangig vom Stadium, eingeteilt nach dem internationalen Stagingsystem {62, 63}
unterschiedlich. Frihe Stadien werden mit kurativer Intention operiert, wobei hierflr
anatomische Resektionen und Lungenteilresektion (Wedge-Resektion) mit oder ohne
adjuvante und neoadjuvante Polychemotherapie zur Verfugung stehen. Bei Inoperabilitat
wird im Allgemeinen mit einer kombinierter Radiochemotherapie behandelt. Spatere
Stadien werden palliativ mit dem Ziel einer verbesserten Lebensqualitdt und verlangerten
Uberlebenszeit mit einer kombinierten Radiochemo-oder Polychemotherapie therapiert.
Neuere Studien empfehlen beim kleinzelligen Bronchialkarzinom auch bei Vollremission
eine adjuvante Ganzschadelbestrahlung zur Prophylaxe von Hirnmetastasen. Bei
fortgeschrittenen Stadien kann bei auftretenden Stenosen eine lokoregionaren
Radiotherapie {15, 8, 9} vorgenommen werden. Bei dieser Brachytherapie wird uber das

Bronchoskop eine Applikatorsonde platziert, Uber die die Anwendung kunstlicher
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Radioisotope wie Iridium 192 ermoglicht wird, die bei kurzer Bestrahlungsdauer und
steilem Dosisabfall in Entfernung zur Strahlungsquelle das umliegende Gewebe schonen.
Weitere palliative MalBRnahmen umfassen die Rekanalisierung von Bronchusstenosen
entweder mittels Bougierung und Stenteinlage {60}, oder mit Kryotherapie oder NdYAG-
Laser {61}.

Fir die Optimierung dieser multimodalen Therapiekonzepte ist es jedoch nétig, die noch
lickenhaften Kenntnisse der Radiobiologie {28} des Respirationstraktes im Vergleich zum
Tumorgewebe zu erweitern. Bisherige Versuche zur Wirkung von ionisierender Strahlung
oder Chemotherapie auf Bronchialepithel oder Tumorgewebe arbeiten mit
Monolayerkulturen. Dabei werden die jeweiligen Zelllinien als Einzelzellen in Nahrmedium
kultiviert {1}. Neue Erkenntnisse legen die Vermutung nahe, dass sich Einzelzellen
abweichend zum dreidimensionalen Organverband verhalten. Es werden dabei zwei
Mechanismen angenommen. Zum einen ist der Zell-Zell-Kontakt moglicherweise fur eine
erhohte Strahlenresistenz der Zellen verantwortlich, wohingegen der Bystander -Effekt die
Beobachtung bezeichnet, dass Medium von bestrahlten Zellen bei nichtbestrahlten Zellen
zur Apoptose fuhren kann {10,11, 29, 31, 32}. Diese bei Monolayer-Kulturen entdeckten
Effekte haben wahrscheinlich groRe Bedeutung fir das Wachstum, die Invasion und das
Verhalten nach Schadigung eines Tumors bei Patienten. Das Kokultur-System ist eher als
die Monolayer-Kultur dazu geeignet, diese Effekte zu untersuchen.

Bei der alleinigen Verwendung von Tumor-Monolayer-Kulturen bleibt auch der in der
Therapie des Bronchialkarzinoms oft limitierende Faktor der Schadigung des

Normalepithels aulder Acht.
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Tabelle 1 Vor- und Nachteile des Kokultursystems im Vergleich zur Monolayerkultur

Monolayer Organkulturen

Vorteile Homogene, bekannte Zusammensetzung  Komplexer Aufbau und Zell-Zell-
einfache Handhabung Kontakte
geringer Aufwand und Kosten Erhaltene Struktur des Epithels
grof3e Zellzahlen méglich mit Basalmembran

Therapieeftekte auf das

Normalgewebe  und  Tumor

werden im selben System erfasst
Nachteile Struktur eingeschrinkt mit der in-vivo- eventuell — Unterschiede der

Situation vergleichbar Kulturen bzgl. GroBle, Zellzahl

und Zusammensetzung

groer  Aufwand  bei  der

Kultivierung

Unterschiede durch wechselnde

Praparatoren

Als Alternative fur Tierversuche an Hund oder Schwein steht unserer Arbeitsgruppe ein
Kokultursystem (COC) fur Untersuchungen von Zellen im Epithelverband zur Verfigung.
Es beinhaltet die Kombination einer dreidimensionalen Organkultur von humanem
Bronchialepithel und einer Bronchialepithel-Tumorzelllinie. Dieses, urspringlich flr
Kulturen von Nasenschleimhaut entwickelte System wurde fir das Bronchialepithel
angepasst und durch die Kokultivierung mit einer Tumorzelllinie erweitert {1}.

Das Kokultursystem erlaubt durch die Kokultivierung von Normal- und Tumorzellen die
Beobachtung der Interaktion beider Populationen. So kann das unterschiedliche Verhalten
beider Populationen im Rahmen einer Antitumortherapie beurteilt werden. Entweder, wie
in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, durch ionisierende Strahlung, oder, wie in weiteren

Projekten vorstellbar, durch Chemotherapeutika, photodynamische Therapie oder
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Hyperthermie. Das Kokultursystem vereinfacht solche Untersuchungen merklich und
konnte die Anzahl der Tierversuche vermindern.

Die Dbisherige Beurteilung und Analyse der Kokulturen erfolgt direkt mit
Fluoreszenzmikroskopie oder Immunhistochemie, wobei der Nachteil dieser Methoden
zum einen in den Techniken der Praparation liegen. Fur die Untersuchung mussen die
Kokulturen geschnitten werden. Dabei kann es passieren, dass der Tumoranteil nicht
horizontal, sondern radial angeschnitten wird und so Schnitte entstehen, die
vergleichsweise zu wenig oder zu viel Tumoranteil besitzen. Zum anderen liegt zwischen
Behandlung und Untersuchung ein zum Teil erheblicher Zeitabstand. Die Messung einer
direkten Auswirkung ist so limitiert. Eine weitere Moglichkeit ist die indirekte Untersuchung
spezifischer Parameter einer Zellschadigung wie beispielsweise der
Laktatdehydrogenase. Dieses Enzym wird bei massiver Schadigung der Zelle freigesetzt,
wobei die Erhohung der Werte mit der Schwere der Schadigung korreliert ist, und kann im
Uberstand des Mediums gemessen werden {4}. Eine direkte, getrennte Untersuchung der
Normalepithel- und Tumorzellen, die die Auswirkung einer Therapie sofort darstellt, ist
damit jedoch nicht mdglich.

In der vorliegenden Arbeit sollte geprift werden, ob sich die Durchflusszytometrie eignet,
Normal- und Tumorzellen zu diskriminieren, und einen unterschiedlichen Effekt der
Antitumortherapie aufzuzeigen.

Dafur musste die Durchflusszytometrie auf das Kokultursystem angepasst werden.
Schwierigkeiten bereitete uns am Anfang die Separation von Einzelzellen aus den
dreidimensionalen Kokulturen. Mit bisherigen Methoden wie Dissektion mittels Skalpellen
oder verschieden grol3er Kanulen oder enzymatischer beziehungsweise chemischer
Lysemethoden {37, 39, 65} gelang uns lediglich eine Ausbeute von durchschnittlich 70

Zellen pro 4 Kokulturen.
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Grolle Probleme ergaben sich bei der Trennung beider Populationen im
Durchflusszytometer. Dieses wurde fur die Analyse von Einzelzellen, wie zum Beispiel den
Monozyten (peripheral blood monocytes) entwickelt. Eine der wichtigsten Anwendungen in
der heutigen klinischen Routine besteht zum Beispiel in der Diskriminierung des CD4/
CD8 Anteils der Lymphozyten bei der Verlaufskontrolle von AIDS {41, 45, 66}. Dabei
kénnen Populationen an Hand von Rezeptoren oder Stoffwechselprodukten, die mit
Antikdrpern markiert werden, differenziert werden. Beispielsweise sind Antikdrper gegen
Cytokeratine ein gangiges Verfahren zur Unterscheidung. Cytokeratine sind Stutzproteine,
die zusammen mit Aktin- und Mikrotubuli das Zytoskelett der Zelle bilden und
charakteristisch flr epitheliale Zellen sind. Die Fragmente der Cytokeratine sind
serumldslich und konnen bei Zerstorung der Zelle dort nachgewiesen werden. Sie werden
als Marker fur epitheliale Zellen benutzt und dienen zum Beispiel in der Pathologie zur
Identifikation von Karzinomen {16, 17, 19}. Dies erwies sich als bei unseren Zellen nicht
durchfuhrbar, da kein Antikorper zu finden war, der beide Zellarten ausreichend sicher
unterscheiden kann.

Durch die Verwendung einer speziellen Tumorzelllinie, die mit einem Green-
Fluorescence-Protein (GFP) transfiziert wurde, gelang uns schliel3lich die Trennung. Das
GFP ist ein Fluorochrom, dass, durch Laserlicht angeregt, grines Licht bei 530 nm
emittiert {12, 26}. Dieses wurde in den Nukleus integriert und wird mit dem normalen
Zellzyklus repliziert. Es ist gewissermalien ein Aktivitdtsmarker, da es nur von den
lebenden Zellen produziert wird und wegen der geringen Halbwertszeit von 2h schnell
verloren geht. Wir kdnnen also lebende Tumorzellen von nicht-lebenden Tumorzellen oder
Normalepithelzellen trennen.

Die Bestimmung des DNA-Gehalts von Zellen war eine der ersten Anwendungen fur die

DurchfluRzytometrie in den fruhen 70-iger Jahren. Man hatte erkannt, dass sich
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bestimmte Fluorochrome wie BrDU, oder Propidiumiodid stochiometrisch an die DNA
anlagern {71}. Uber den Gehalt des Farbstoffes konnte dann der Gehalt an DNA
errechnet werden.

Voraussetzung ist die Linearitdt des Zytometers, die an Hand eines speziellen
Qualitatskontroll-Sets kontinuierlich Uberpriaft werden muss. Dabei werden Partikel mit
bekanntem DNA-Gehalt wie Hihnererythrozyten oder Thymozyten gemessen. Uber die
ermittelten Werte kann die Linearitat Gberpriuft werden.

Heute ist eine Vielzahl von DNA-Farbstoffen auf dem Markt. Grob kann man sie nach
folgenden Kriterien unterscheiden:

Lebend- und Totfarbstoffe: Lebendfarbstoffe lassen Untersuchungen an lebenden Zellen
zu, sie werden uber aktive Transportmechanismen in die Zelle transportiert. Totfarbstoffe
bendtigen fixierte und permeabilisierte Zellen.

Desweiteren unterscheidet man DNA-spezifische Farbstoffe, die sich an die AT- oder GC-
Bindung der DNA anlagern, von unspezifischen Farbstoffen die sowohl DNA als auch
RNA anfarben und eine Vorbehandlung mit RNA-se nétig machen.

Die altesten Vertreter sind zum einen Propidiumiodid, ein mit Bindung an RNA/ DNA
Fluoreszenz entwickelnder Farbstoff, der RNA-se Vorbehandlung und Permeabilisierung
bendtigt. Zum anderen wird das Bis-Benzimidazol HOECHST 33342 benutzt, ein DNA-
spezifischer Lebendfarbstoff, der allerdings einen UV-Laser zur Exzitation braucht.

Die Mycine wie z. B. Chromomycin 3, ein griines Fluorochrom, oder Actinomycin D, ein
rotes Fluorochrom, sind durch ihre GC-Bindung DNA-spezifisch, bendtigen aber fixierte
und permeabilisierte Zellen.

Die Cyan-Farbstoffe benotigen ebenfalls permeabilisierte Zellen, und, je nach Ausfuhrung
(Blau/ Grun/ Rot) entsprechende Lichtquellen wie Argon-UV- oder Neodym-Laser oder

Quecksilberdampflampen zur Anregung.
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Relativ neu sind die SYTO-Farbstoffe, die es als Totfarbstoff (CYTOX) oder als
Lebendfarbstoff (SYTO) gibt (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA), die jeweils mit
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt werden kénnen (grin blau, orange, rot).
Diese Farbstoffe sind nicht DNA-spezifisch und erreichen nicht die stdchiometrische
Zuverlassigkeit wie HOECHST 33342 oder Propidiumiodid. Sie sind daher nicht zur
quantitativen DNA-Analyse geeignet, konnen aber zur Totfarbung genutzt werden.

Ein neuer Farbstoff ist das deep-red-anthraquinone (DRAQ5), der DNA-spezifisch ist und
sich innerhalb von Sekunden in lebenden Zellen verteilt. Es ist keine weitere
Vorbehandlung ndétig, und er lasst sich sowohl von Argon- als auch Diodenlaser anregen.
Das Emissionsspektrum liegt bei 670 nm, weit vom Spektrum des GFP entfernt. DRAQS5
erreicht dabei die gleiche stochiometrische Genauigkeit wie Propidiumiodid und ist damit
sehr gut zur quantitativen DNA-Bestimmung geeignet {54, 55, 56}.

Den meisten Farbstoffen sind gewisse Einschrankungen gemein, die sie fur unsere
Messung unbrauchbar machen. Um die Tumor- von den Normalzellen diskriminieren zu
konnen, mussen die Tumorzellen die Fahigkeit zur GFP-Produktion behalten, also
lebendig sein. Es kommt daher nur ein Lebend-DNA-Farbstoff in Frage. Zusatzlich darf
das Fluoreszenz-Emissionsspektrum nicht zu sehr mit dem des GFP interferieren, und der
Farbstoff muld mit normalen Argon- bzw. Diodenlasern anregbar sein. Farbstoffe, die
einen UV-Laser bendtigen, schieden aus, weil diese Laser in Anschaffung und Wartung
sehr kostenintensiv sind. Aus diesen Grinden kommt nur DRAQS fur die Lebend-DNA-
Farbung in Frage.

Die Bestimmung des DNA-Gehalts und des Zellzyklus ist seit Jahren Gegenstand vieler
Arbeiten. Besonders interessant scheint die Zellzyklusphase und deren prognostische
Bedeutung zu sein {35, 36, 40, 74}. AulRerdem lasst der DNA-Gehalt bzw. die

Zellzyklusphase Aussagen uber den Zustand der Zelle zu. Der DNA-Gehalt ist abhangig
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von der Zellzyklusphase, in der sie sich befindet. Wenn Zellen aus der GO/G1-Phase in
die S-Phase eintreten, nimmt der DNA-Gehalt zu. In der G2-Phase hat er sich verdoppelt.
Apoptotische Zellen kénnen einen DNA-Gehalt zeigen, der geringer ist als der von Zellen
in der GO/G1-Phase. Die G0/G1-Phase gilt als Ruhephase, die Synthese- oder S-Phase
und die G2/M-, die Mitose-Phase indizieren proliferierende Zellen. Apoptotische Zellen
zeigen weniger Fluoreszenz als Zellen in GO/G1, daher erscheint ein sogenannter Sub-
G1-Peak {2, 3}. Eine andere Mdglichkeit zur Detektion apoptotischer Zellen ist die TUNEL-
Methode, bei der lichtmikroskopisch die wahrend der Apoptose entstehenden DNA-
Strangbriiche markiert werden, die durch die Aktivitdt der Nukleasen entstehen. TUNEL
steht flir “Terminale Desoxyribosyl-Transferase mediated dUTP Nick End Labeling“.
Grundsatzlich kann man solche Tests mikroskopisch und durchflusszytometrisch
auswerten. Die Sensitivitat dieser Methode ist extrem hoch: Im Prinzip kann damit jede
einzelne apoptotische Zelle identifiziert werden und das bereits in einer sehr frihen Phase
der Apoptose. Eine weitere Maoglichkeit, die oft in der Durchflusszytometrie eingesetzt
wird, ist die Markierung von Membranbestandteilen durch Annexin V. Die
Plasmamembran von Zellen ist asymmetrisch aufgebaut. Der Verlust dieser Asymmetrie
ist ein frihes Zeichen der Apoptose. Phosphatidylserin (PS), das unter normalen
Bedingungen auf der cytoplasmatischen Innenseite der Membran lokalisiert ist, tritt dabei
vermehrt in der nach aul’en gerichteten Membranseite auf. Das Protein Annexin V bindet
spezifisch an PS. Der Nachweis von PS an der Zelloberflache dient daher dem Nachweis
von Apoptose. Annexin V ist ein 35-36 kD grofRes Protein, das PS Ca2+-abhangig binden
kann. Durch Annexin V, an das ein Fluoreszenzfarbstoff wie FITC oder PE gekoppelt ist,
konnen apoptotische Zellen durchflusszytometrisch nachgewiesen werden. Da auch bei
nekrotischen Zellen aufgrund der permeabilisierten Membran Annexin V binden kann,

mul} gleichzeitig eine Ausschlussfarbung mit Propidiumjodid oder 7-Aminoactinomycin (7-
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AAD) durchgefuhrt werden. Diese Farbstoffe farben nur die DNA von toten Zellen an.
Zellen, die sich sowohl mit Annexin V als auch mit Propidiumiodid oder 7-AAD farben
lassen, sind daher tot. Sie kdnnen durch Apoptose oder Nekrose untergegangen sein.
Zellen, die sich nur mit Annexin V farben lassen, sind im Prozeld der Apoptose begriffen.
Mit den Annexin V-Kits kann man frihe Apoptose von spater Apoptose und Nekrose
unterscheiden. Die Zellen konnen sowohl im Fluoreszenzmikroskop, als auch im
Durchflusszytometer untersucht werden. Mit der Bestimmung der Sub GO Population ist
es madglich, die apoptotischen Zellen allein Gber den DNA-Gehalt zu detektieren {46, 49,
50, 51, 53, 58}. Zusatzlich lasst sich Uber den Anteil der S-Phasen Population der Anteil
der proliferierenden Zellen bestimmen. Damit kann man in einer gemischten Population
den Effekt einer antiproliferativen Therapie nachweisen, da hierbei die Zellen der Sub-GO0-

Phase zunehmen.
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5.2 Zielsetzung

FUr die Analyse der Kokulturen im Durchflusszytometer sind Einzelzellen notwendig.
Erstes Ziel dieser Arbeit war es, aus den dreidimensionalen Kokulturen genugend
Einzelzellen fir eine Analyse in der Durchflusszytometrie zu gewinnen.

Zweites Ziel war, eine Methode zur Analyse und Trennung der Tumor- von den
Normalepithelzellen im Durchflusszytometer zu entwickeln.

Drittes Ziel war, an einem Anwendungsbeispiel die Methodik zu Uberprufen. Hierzu wurde
eine Bestrahlung mit ionisierender Strahlung gewahilt.

Viertes Ziel war die Etablierung einer Methode zur Analyse des DNA-Gehalts getrennt fur
beide Zellpopulationen.

Flnftes Ziel war die Analyse des Einflusses ionisierender Strahlung auf den DNA-Gehalt
der Kokulturen im Vergleich zu einer Tumor- bzw. einer Bronchialepithel-Zelllinie in

Monolayer-Kultur.
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6 Materialien und Methoden

6.1 Kultivierung des respiratorischen Epithels

6.1.1 Verwendetes Epithel

Als respiratorisches Epithel wurde humanes Bronchialepithel verwendet. Die
Gewinnung des Epithels aus Operationspraparaten war durch die Ethikkommission
der medizinischen Fakultat der Universitat Minchen genehmigt.

Die Operationspraparate wurden als Quelle gewahlt, da so eine ausreichende

Anzahl an Kulturen vom selben Spender zu erreichen waren.

6.1.2 Gewinnung des Epithels

Die verwendeten Praparate stammten von Resektionen der Lunge, die in den
Asklepios-Lungenfachkliniken, Gauting bei Minchen durchgeflhrt wurden. Indikation
zur Operation waren in der Regel periphere Bronchialkarzinome. Wir bedanken uns
an dieser Stelle bei Herrn Prof. Dr. med. Thetter, Herrn OA Prof. Dr. med. B.
Passlick und Herrn Dr. med. Mdiller fir die freundliche Unterstiitzung. Unmittelbar im
Anschluss an die Lobektomie wurde der Bronchus vom Operateur prapariert und das
OP-Praparat, das aus Epithel, Knorpelspangen und Bindegewebe bestand, in
Phosphate buffered Saline (PBS, Gibco-Lifetechnologies LTD., Paisley, Schottland)
verbracht und zur weiteren Verarbeitung in die Medizinische Kilinik, Klinikum
Innenstadt, transportiert. Zwischen Lobektomie und Aufbereitung zur Kultivierung

lagen in der Regel 90 bis 120 min., jedoch nicht mehr als 180 min.

6.1.3 Priparation des Bronchialepithels

Das OP-Praparat wurde unter weitgehend sterilen Bedingungen in einer

Reinluftarbeitsbank (Laminair, Heraeus, Hanau, Germany) verarbeitet. Hierzu
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wurden die ca. 1-2 cm grof3en Praparate mehrmals in Phosphate buffered Saline
(PBS, Gibco-Lifetechnologies LTD., Paisley, Schottland) gewaschen, um Schleim
und Blutreste abzuspulen. Dann wurde, nach optischer Identifikation der Epithelseite
und Zerteilung des Bronchus in leicht zu handhabende Stlcke, jeweils ein Teil auf
einer sterilen Arbeitsflache befestigt. Diese wurde aus einem dreieckigen Stlck
Styropor angefertigt, dass mit einem sterilen Handschuh Uberzogen wurde. Die
Standfestigkeit konnte durch Miteinbau einer Glasscheibe erhdoht werden. Zur
besseren Verarbeitung wurde ein handelsubliches Gestell mit montierter Lupe
verwandt (sog. 3. Hand) um eine leichtere Identifikation zu ermdglichen. Der Ful}
dieses Gestells wurde mit dem zweiten Handschuh ebenfalls steril bedeckt. Das
Einschlagpapier der Handschuhe wurde als sterile Arbeitsflache genutzt. Es wurde
mit einem Skalpell (Gr. 22, Feather Co., Osaka, Japan) eine Inzision des Epithels
vorgenommen. Mit Hilfe einer Pinzette konnte so das Epithel ab prapariert werden.
GrolRe Stucke wurden dann zu kleineren Stucken von ca. 2 x 2 mm zerteilt. Die
Epithelstliicke wurden in 14 ml Réhrchen (Falcon Lincoln Park, New Jersey, USA) mit
PBS verbracht und vorsichtig mit PBS gespult. Dieser Waschvorgang wurde 3 mal
wiederholt und die Kulturen dann auf agarbeschichtete (Agar Nobel, DIFCO-
Laboratories, Detroit, USA)) 24-Well Multiplatten (Multiwell Tissue Culture Plate, 24

Well, Falcon Lincoln Park, New Jersey, USA) verbracht.

6.1.4 Kulturbedingungen

Die Multiwellplatten waren mit 0,75 % Agar Noble (DIFCO-Laboratories, Detroit,
USA) beschichtet. Der Agar war mit Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM,
Gibco-Lifetechnologies Ltd. Paisley, Scotland) gelést und mit 10 % Newborn-Calf-

Serum (NCS, Gibco-Lifetechnologies Ltd. Paisley, Scotland), nicht-essentiellen
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Aminosauren (1,1 ul/ml, Gibco-Lifetechnologies Ltd. Paisley, Scotland),
Streptomycin (Penstrep, 1,8 ul/ml, Gibco-Lifetechnologies Ltd. Paisley, Scotland),
und Amphotericin B (Fungizone, 3,6 pl/ml, Gibco-Lifetechnologies Ltd. Paisley,
Scotland) supplementiert. Auf den Agar wurden ca. 300 uyl BEGM (bronchial
epithelium growth medium, Promocell, Heidelberg) pipettiert. Pro Well wurde ein
Schleimhautstick kultiviert. Die Kultivierung erfolgte im Inkubator (Typ B5060
EC/CO?, Heraeus, Hanau) bei 37 °C, 5 % CO; und 100 % Luftfeuchtigkeit. Das
BEGM wurde alle 2 Tage, die Multiwellplatte alle 7 Tage gewechselt. Die Dauer der
Kultivierung betrug mindestens 14 Tage, maximal 30 Tage.

Nach ca. 10 Tagen hatte sich das Epithel um einen bindegewebigen Kern von ca. 1
mm Durchmesser organisiert und zeigte einen koordinierten Flimmerschlag. Die
Kontinuitat des Flimmerepithels wurde als Qualitdtsmerkmal genutzt. Dabei wurde

folgendes Schema verwandt:

Tabelle 2 Beurteilung der Qualitiit der Organkultur

Kategorie Flimmerepithel unzilisiertes Epithel
1 Vollstindig

2 Bis 70 % der Oberflache Ja

3 Bis 50 % der Oberflache Ja

4 Weniger als 50 % der Oberflaiche  Ja

5 Nein Ja

6 Nein nicht vollstidndig
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Zur Herstellung der Kokulturen wurden nur Organkulturen der Kategorie 1 bis 3

verwendet.

6.1.5 Verwendete Tumorzelllinie fiir die Kokultur

Es wurde die Tumorzelllinie EPLC 32m1 verwandt, die wegen ihrer guten
Adhasionsfahigkeit und ihrer Invasivitat fur die Herstellung von Kokulturen besonders
geeignet ist {1}. Um den Tumor von normalen Zellen unterscheiden zu kdnnen,
bendtigten wir ein eindeutiges Merkmal zu seiner Identifikation. Die Suche nach
einem geeigneten Antikorper erwies sich als schwierig, da die Tumorzelllinie als
Plattenepithel-Karzinom einem Bronchialepithel entstammt und somit samtliche
ansonsten verwandte Marker, wie z. B. Cytokeratine, nicht benutzt werden kénnen,
da beide Populationen sie besitzen. Vom Laserforschungszentrum GrolRhadern
wurde uns eine Green-Fluorescence-Protein (GFP-) transfizierte EPLC 32m1
Zelllinie zur Verfugung gestellt. Wir bedanken uns bei Frau M. Castro und Herrn Dr.
rer. nat. Baumgartner fur die freundliche Unterstitzung. Das Green fluorescence
protein ist ein in seiner Urform von Korallen abstammender natirlicher
Fluoreszenzfarbstoff. Man kann Uber Transfizierung ein fir GFP kodierendes
Plasmid in eukaryontische Zellen transportieren, dass fur die Reproduktion des GFP
im Rahmen des Zellzyklus sorgt. Wegen seiner kurzen Halbwertszeit von ca. 2h ist
das degenerierte GFP als Vitalitatsmarker geeignet. Wir haben dieses Merkmal zur

Identifikation lebender, GFP-produzierender Tumorzellen genutzt.
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Abbildung 1 GFP-produzierender EPLC 32 m1 als Monolayer im
Fluoreszenzmikroskop, VergroBerung 200 -fach

Die Kultivierung der Monolayer-Tumorzellkultur erfolgte analog der Kultivierung der
OC im Heraeus Inkubator. Die Tumorzellen wurden mit einem speziellen Tumor-
Medium (RPMI, Promocell, Heidelberg) kultiviert, dem 10 % Newborn Calf-Serum
(NCS, Gibco Lifetechnologies LTD, Paisley, Schottland), L-Glutamin (Gibco
Lifetechnologies LTD, Paisley, Schottland), Fungizone (4,8 ul/ml, Gibco
Lifetechnologies LTD, Paisley, Schottland) und Streptomycin (Penstrep, 2,4 pl/ml,
Gibco Lifetechnologies LTD, Paisley, Schottland) zugesetzt waren. Das Medium
wurde alle 3 Tage gewechselt. Wenn die Monolayer-Tumorzellen ein annahernd
konfluentes Stadium erreichten, wurden sie gesplittet {1}. FUr die Kokulturen wurden
durchgehend nur Tumorzellkulturen der selben Generation benutzt, um eine

gleichmalige Expression des GFP zu gewahrleisten.
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6.1.6 Verwendete Tumor-Zelllinien fiir die Monolayer-Versuche

FUr die Monolayer-Versuche wurde mit dem EPLC 32m1 dieselbe Tumorzelllinie wie
fur die Kokulturen verwandt. Dabei wurden jeweils 10.000 Zellen in ein Well einer 6-
Well-Platte verbracht und mit 2 ml RPMI-Medium kultiviert. Nach 4 Tagen erfolgte

ein Mediumwechsel, danach wurde eine Gruppe mit 10 Gy bestrahlt

6.1.7 Verwendete Normalepithel-Zelllinie

Um Vergleichsmaoglichkeiten zu haben, wurde die DNA-Analyse auch mit der Beas-
2B-Zelllinie durchgefuhrt. Beas-2B ist eine humane Bronchialepithelzelllinie, die
durch Transfektion mit SV-40 Adenoviren immortalisiert wurde. Diese Zelllinie wird
weitverbreitet als Standard flr normales humanes Bronchialepithel verwendet.
Unsere Zelllinie stammt von Prof. D. A. Gillissen, Pneumologie der Rheinischen
Friedrich-Wilhelms-Universitat, Bonn, Deutschland. Die Zellen wurden analog zur

EPLC 32m1-Tumorzelllinie kultiviert.

6.1.8 Herstellung der Kokulturen

Kulturen der Kategorie 1-3 wurden nach ca. 10 Kulturtagen zu Kokulturen verarbeitet
{1}. Hierzu wurden die Kulturen in der Mitte halbiert, der bindegewebige Kern
freigelegt, und die Kulturen mit der Schnittflache nach 3 Uhr ausgerichtet, auf eine
neue Platte verbracht. Tumorzellen wurden subkonfluent geerntet, das alte Medium
ab zentrifugiert, einmal gewaschen und alles Medium abgesaugt. Dadurch entstand
ein Zell-Pellet von zahflissiger Konsistenz. Es wurde mit einer Micropipette
(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) 1 yl Tumorsuspension auf die Schnittstelle
aufgebracht. Nach einer Stunde Anhaftzeit wurde 50 pl Kokulturmedium (90 %

BEGM + 10 % RPMI) zugegeben. Nach 24 h wurde der nicht haftende Tumor
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abgespult und die Kokulturen auf eine frische 24-Well Platte verbracht. Es wurden
400 pl Medium zugegeben.

Die Kulturen wurden unter Standardbedingungen fir je 2 , 4 oder 8 Tage kokultiviert
und dann zur Messung mittels FACS verarbeitet. Die Beurteilung der Qualitat, die
Beobachtung im Verlauf und auch die Kontrolle des Wachstums der Monolayer-
Tumorzellkultur erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop (Diaphot-TMD, Nikon
Corporation, Japan; Zubehor: Quecksilberdampflampe Hb 101 AF und 510 nm

Emissionsfilter B-2A, beides Nikon Corporation, Japan).

Biopsie Nach 7-10 Tagen Kultivierung ~ Tumor Monolayer
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Abbildung 2 Schema der Herstellung der Kokulturen
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Abbildung 3 Kokultur im Fluoreszenzmikroskop, der Anteil
der griin-fluoreszierenden Tumorzellen ist mit Pfeil, die
Normalkultur mit Stern markiert. Vergrof3erung 40-fach

6.1.9 Herstellung der Monolayer-Platten fiir die Bestrahlungsversuche

FUr die Bestrahlung der Monolayer Kulturen wurden Tumor- bzw. Beas-2B-Zellen
subkonfluent geerntet, und einmal gewaschen. Dazu wurde die abgeloste
Tumorsuspension fur 5 min. bei 800 Rpm zentrifugiert. Das alte Medium wurde
abgesaugt, durch neues Medium ersetzt und das Zell-Pellet re-suspendiert. Danach
wurden je 10000 Zellen pro Well in einer 6-Well-Platte (Falcon Lincoln Park, New
Jersey, USA) angesetzt. Je Well wurden 2 ml RPMI-Medium zugegeben. Am Tag

der Bestrahlung wurde das Medium vor der Bestrahlung gewechselt.
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6.2 Vorbereiten der Kokulturen fiir die Durchflusszytometrie

6.2.1 Verwendete Materialien

Die Durchflusszytometrie wurde auf einem Durchflusszytometer (FACSCalibur,
Becton & Dickinson San Jose CA., USA) durchgefihrt, und mit der CellQuest
Software, einem Programm zur Darstellung und Analyse von im FACS gewonnenen
Daten (Becton & Dickinson San Jose CA., USA) auf einem Apple Mac Computer
analysiert.

Die Separierung der dreidimensionalen Kokulturen erfolgte mit der MediMashine®
mit 50 ym Medicons (Art.-Nr. rn 017) und 50um Filcons (Art.-Nr. rn 047, alle Becton

& Dickinson San Jose CA., USA)

6.2.2 Probleme bei der Gewinnung der Einzelzellsuspension

Enzymatische Vorverdauung, mechanische Separierung mit Hilfe von Kanulen
verschiedener GrofRen, Skalpellen oder Kombinationen aus verschiedenen
Methoden haben fiur unsere Anforderungen zuwenig Zellen erbracht. In mehreren
Vorversuchen konnten wir Zellzahlen von maximal 70 Zellen aus 4 Kokulturen
erreichen. Fur die Durchflusszytometrie sollten aber einige tausend Zellen zur
Verfligung stehen. Durch die Verwendung der MediMashine® konnte nach der
Anpassung verschiedener Protokolle {37, 39, 64, 65} eine wesentlich hohere
Zellausbeute bei verminderter Schadigung erreicht werden.

Die Kulturen werden hierbei durch ein spezielles Medicon, das aus einer Reibe mit
50 um Loéchern, scharfkantigen Zacken und einem Metallschaber besteht, der die
Zellen durch die Poren drlckt. (Abb. 4). Durch die vorherige Inkubation mit EDTA
werden die Zell-Zell-Kontakte geldst, so das durch die mechanische Bearbeitung die

Zellen aus dem Epithelverband geldst werden.
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Abbildung 4 Darstellung eines Medicon der Firma BD, man erkennt
den rotierenden Schaber und die Lochplatte mit 50 um Offnungen

6.2.3 Herstellung der Einzelzellsuspension

Hierzu werden je nach Grole 4-5 Kokulturen pro Ansatz in den Medicons fur 15 min.
mit 1 ml EDTA (Gibco Lifetechnologies LTD, Paisley, Schottland) inkubiert, um die
Zell-Zell-Kontakte zu losen. Dann werden die Kokulturen fur 15 sek in der
MediMashine bearbeitet. Dadurch werden die Epithelzellen und die Tumorzellen vom
Bindegewebe getrennt, das als Pellet im Medicon verbleibt. Langere Einwirkzeiten

bewirken mehr Zellschadigung, klrzere ergeben eine schlechtere Ausbeute.
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Die Zellsuspension wird mit einer Spritze abgezogen und durch die 50um Filcons
filtriert. Es folgt ein Waschgang. Dabei werden die Zellen bei 1200
Umdrehungen/min. zentrifugiert, der Uberstand abgegossen und das Pellet mit 1 ml
BEGM re-suspendiert. Dann erfolgte je nach Versuchsansatz direkt die Messung,

oder die Farbung der DNA mit DRAQ5.

6.3 Messung der Zellen im Durchflusszytometer

6.3.1 Durchflusszytometer

Das Durchflusszytometer ist ein Gerat, das spezielle Zellmerkmale wie Grole,
Granularitdt und verschiedene Fluoreszenzen detektieren kann. Es besteht aus
einem Leitungssystem, das aus der Zellsuspension Zellen aufnimmt, um sie dann
einzeln an einem Laserstrahl vorbei zuleiten. Dabei werden die Zellen
hydrodynamisch fokussiert, indem dem schnell flielienden Transportstrom in einer
Duse der langsam flielende Probenstrom zugemischt wird. Das stellt sicher, dass
die Zellen einzeln am Laser vorbei geleitet werden. Danach werden die Zellen
verworfen. Das optische System besteht bei dem benutzten FACSCalibur aus einem
luftgekuhlten Argon Laser mit 15 mW Leistung, der Licht bei 488 nm emittiert, und
einem zusatzlichen, bei 635 nm emittierenden Dioden Laser, was die Bandbreite der
anregbaren Fluoreszenzen erweitert. Das Laserlicht wird durch die vorbeiflielende
Zelle gestreut und gelangt dann zu einem Detektorsystem aus Bildverstarkerrohren.
Das eingehende Signal wird Uber einzelne Verstarker geregelt und zu einem Analog-
Digital-Wandler geleitet. Die digitalisierten Daten werden dann in einem
entsprechenden  Personal Computer weiterverarbeitet. Dabei wird die
Vorwartsstreuung als Mal fur die GroRe, die Seitwartsstreuung als Maly fur die

Granularitat der Zelle erfasst. Weiter kbnnen die durch den Laser angeregten
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Farbstoffe mit ihren Fluoreszenzen erfasst werden. Dabei wird jeweils mit dem

Argon-Laser bei 488 nm oder mit dem Dioden Laser bei 635 nm exzitiert.

Die Emission wird dann am FACSCalibur Uber bis zu 4 Kanale erfasst:

Kanal 1 (FI 1): Emissionsmaximum 530 nm, z. B. FITC, GFP, Alexa, Fluo 3

Kanal 2 (FI 2): Emissionsmaximum 585 nm, z. B. PE, YFP

Kanal 3 (FI 3): Emissionsmaximum 670 nm, z. B. Cy5-PE Cy5.5-PE TexasRed-PE
Cy5.5-PerCP, PI, 7-AAD dsRed APC

Kanal 4 (FI 4): Emissionsmaximum 661 nm, z. B. Cy7-PE Cy5.5-PerCP, Toto 3,
To-Pro

Experimentelle FACS-Gerate kdnnen bis zu 12 Kanale detektieren.

Die aufgezahlten Farbstoffe kdnnen heute mit einer Vielzahl von Antikorpern gegen

ein spezielles Zellmerkmal oder Stoffwechselprodukte kombiniert werden. Auch das

Koppeln verschiedener Farbstoffe, z. B. PerCP und CY 5§ ist moglich. Damit Iasst

sich das Exzitationsmaximum des PerCP und das Emissionsspektrum des CY5

nutzen. In unserem Fall wurde das von den Tumorzellen produzierte GFP detektiert,

das bei 450 nm emittiert, und fur die DNA-Messung DRAQS5, das bei 670 nm

emittiert.
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Abbildung 5 Darstellung des optischen Systems des FACS der Firma BD, es sind die
Kanile und die einzelnen Farbstoffe aufgefiihrt. ® BD, San Jose CA., USA

25



Material und Methoden

6.3.2 Messung

Die Messung und Analyse der Daten erfolgte in enger Zusammenarbeit mit der
klinischen Pharmakologie, deren Leiter Herr Prof. Dr. med. S. Endres und Mitarbeiter
hier fur die freundliche Unterstitzung gedankt werden soll.

Es wurden die GroRe, die Granularitat, die FITC- und die DRAQ5-Fluoreszenz
erfasst und mit der CellQuest Software verarbeitet. Dabei wurde in einer
Einstellungsmessung uber die Bestimmung der GroRe und Granularitat der zu
erfassende Bereich ausgewahlt. Es wurde Uber eine Lebend-Tot-Farbung mit
Propidiumiodid der Bereich der lebenden Zellen ausgewahlt. Propidiumiodid farbt die
DNA der toten Zellen an und lasst sie so von den lebenden Zellen unterscheiden.
Dann wurde in weiteren Messungen bei einer Positivkontrolle, die nur aus
Monolayer-Tumorzellen bestand, und bei einer Negativkontrolle, die nur
Epithelzellen enthielt, der Bereich der eindeutigen GFP-Fluoreszenz festgelegt. So
war es moglich, den lebenden, also GFP produzierenden Tumor, von Normalepithel
und nicht-GFP-produzierenden Tumor zu differenzieren.

Fir die DNA-Bestimmung wurde die Linearitat des Zytometers Uberprift. Dazu
wurde ein handelsubliches Qualitatskontroll-Kit benutzt (DNA-QC, Becton &
Dickinson, San Jose, CA, USA). Dabei werden zuerst Huhner-Erythrozyten
gemessen, deren DNA-Gehalt bekannt ist. Damit wird die Gerateeinstellung wie
Verstarkung und Spannung der Photomultiplier vorgenommen. Um die Linearitat
nachzuweisen, wird der Mittelwert der Doubletten durch den Mittelwert der Singletten
dividiert. Dieser Wert soll 2 = 0,5 betragen. Gleichzeitig wird der
Variationskoeffizient, Coefficient of Variety (CV), Uberprift, der < 3 % betragen soll.

Diese Qualitatskontrolle wird in regelmaRigen Abstanden durchgefihrt.
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Zusatzlich wurde die Doubletten-Diskrimination eingerichtet. Diese dient dazu,
Verfalschungen durch Doubletten, also aneinander haftende Zellen zu erkennen.
Dazu wird die Pulsweite der DRAQS5 Fluoreszenz gegen ihre Pulshéhe aufgetragen.
Doubletten produzieren bei gleichem DNA-Gehalt mehr Streulicht und lassen sich so
ausklammern. Die Doubletten Diskriminierung wurde bei jeder Messung
vorgenommen. Mit einer Negativkontrolle ohne DRAQS wurden Interferenzen

ausgeschlossen.

6.3.3 Einstellung der Messung am Durchflusszytometer

6.3.3.1 Negativkontrolle

Die Negativkontrolle dient dazu, die Autofluoreszenz, die durch Streuung von
Laserlicht an Zellorganellen entsteht, zu erkennen und diese von der richtigen
Fluoreszenz zu trennen. Dafur wird in einem ersten Fenster in einem
Punktwolkendiagramm (Abb. 6) die GroRe und Granularitat detektiert und nach der
Lebend-/ Totfarbung mit Propidiumiodid der Bereich der lebenden Zellen markiert
(R1 in Abb. 6). Diese Zellen werden dann in ein Histogramm (Abb. 7) gelegt, dass
die Fluoreszenz des gewlnschten Bereichs darstellt, in diesem Fall die grune
Fluoreszenz bei 530 nm. Der Darstellungsbereich wird, da sehr unterschiedliche
Werte zu erwarten sind, logarithmisch dargestellt {3, 71}. Dabei wurde festgelegt,
dass Werte kleiner 10" als Autofluoreszenz, Werte groBer 10° als eindeutige
Fluoreszenz gelten. Abb. 8 zeigt ein ahnliche Darstellung, wobei hier in einem
Punktwolkendiagramm die Fluoreszenz zur Grofe in das Verhaltnis gesetzt wird.
Dann werden die Verstarker- und Bildverstarkerspannung so einreguliert, dass die

Negativkontrolle keine Fluoreszenz enthalt, also auf Werte kleiner 10".
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Abbildung 6 Punktwolkendiagramm
der Vorwirts- im Verhiltnis zur
Seitwirtsstreuung der
Negativkontrolle. Die
Vorwirtsstreuung, Frontscatter, ist auf
der X-Achse, die Seitwirtsstreuung,
Sidescatter, auf der Y -Achse
aufgetragen. Dementsprechend sind
Zellen im rechten Teil der x -Skala
grofler, solche im oberen Teil der Y
-Skala granulierter.
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Abbildung 8 Punktwolkendiagramm
zur Darstellung der GFP-Fluoreszenz
der Negativkontrolle im Verhéltnis
zur Grofle.
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Abbildung 7 Histogramm der GFP-
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6.3.3.2 Positivkontrolle

Die Positivkontrolle dient dazu, das Mal® der zu erwartenden Fluoreszenzintensitat
einschatzen zu koénnen. Dazu werden in einem zweiten Schritt nur Tumorzellen
gemessen. Diese missen Werte groRer 10° erreichen.

So konnten die Marker flur die jeweils fluoreszenz-negativen bzw. -positiven Zellen,
M1 und M2, eingerichtet werden. M1, fluoreszenz-negativ waren alle Zellen bis zu
einer relativen Fluoreszenzintensitat von 102. M2 und eindeutig fluoreszenz-positiv
waren alle Zellen gréRer 102

Die Fluoreszenz-positiven Zellen produzieren das GFP wund sind somit
stoffwechselaktive Tumorzellen, Fluoreszenz-negative Zellen produzieren kein GFP
und kdnnen somit Normalepithelzellen, nicht-GFP-produzierende Tumorzellen, tote
Tumorzellen, Granulozyten oder Makrophagen darstellen. Diese grundsatzliche

Erklarung gilt gleichermalen fur alle folgenden FACS-Diagramme.
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Abbildung 9 Punktwolkendiagramm

zur Bestimmung von Gréfie und

Granularitét der Positivkontrolle.
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Abbildung 11 Punktwolkendiagramm
zur Darstellung der GFP-Fluoreszenz
der Positivkontrolle im Verhaltnis zur
GroBe.
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Abbildung 10 Histogramm der GFP-
Fluoreszenz der Positivkontrolle. Der
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6.3.3.3 Kokultur
Bei Messung der Kokultur konnten so beide Populationen getrennt werden und

jeweils die relativen Zellzahlen fur M1 und M2 bestimmt werden.
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Abbildung 12 Punktwolkendiagramm Abbildung 13 Histogramm der GFP-
einer Kokultur, es ist die GroBe auf Fluoreszenz der Kokultur. Man
der X-Achse, die Granularitit auf der erkennt beide Zellpopulationen. Die
Y-Achse abgebildet. Normalzellen sind dabei kleiner 107,

die Tumorzellen groBer 10
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Abbildung 14 Punktwolkendiagramm
zur Darstellung der GFP-Fluoreszenz
der Kokultur im Verhéltnis zur GroBe.
Man erkennt wieder beide
Populationen.
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6.3.3.4 Einrichtung der DNA-Analyse

Die DNA-Analyse erfolgte ebenfalls mit der CellQuest Software. Hier wurden die
Populationen anhand eines Punktwolkendiagramms erfasst (Abb. 15) und analog zu
den vorherigen Messungen in einem Lebend-Gate zusammengefasst. Dann wurde
die GFP-Fluoreszenz mit der Grofe im Histogramm korreliert (Abb. 16) und damit
Tumor- von Nicht-Tumor Zellen diskriminiert. Uber einzelne Messbereiche (R2 und
R3 in Abb. 16) wurden die relativen Zahlen der beiden Gruppen bestimmt. Fir die
DNA-Bestimmung wurde fur die GFP negativen- und GFP-positiven Zellen je ein
Fenster fur die Doubletten-Diskrimination (Abb. 17, Abb. 19) und ein DNA-
Histogramm (Abb. 18, Abb. 20) eingerichtet. Diese dient dazu, Verfalschungen
durch Doubletten, also aneinander haftende Zellen zu erkennen. Dazu wird die
Pulsweite der DRAQS Fluoreszenz gegen ihre Pulshdéhe aufgetragen. Doubletten
produzieren bei gleichem DNA-Gehalt mehr Streulicht als Singletten. Im DNA-
Histogramm wurde an Hand einer Einstellungsmessung mit Beas-2B die normale
Zellzyklus-Verteilung eingestellt. Dabei wurde je ein Statistik-Bereich fiir die subGO-,
G0/1-, S- und G2M-Phase definiert (Abb. 18, Abb. 20).

Fur die Bestimmung der absoluten Zellzahl wurde ein  weiteres
Punktwolkendiagramm eingerichtet. (Abb. 21) Dazu wurde einer Messung eine
definierte Anzahl fluoreszenzmarkierter Latexpartikel beigemischt, sogenannte
Microbeads (Truecounts, Becton & Dickinson San Jose CA., USA). Diese erscheinen
bei einer GroRe von 2 ym im Totbreich, und storen so die Messung der lebenden
Zellen nicht. In einem Punktwolkendiagramm werden dann alle toten Zellen
dargestellt. Da die Latexpartikel mit 3 Farbstoffen markiert sind, kann man nun alle
toten Partikel, die in 2 Fluoreszenzen deutlich leuchten, zdhlen und erhalt so die

Anzahl der Microbeads.
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Abbildung 15 Punktwolkendiagramm Abbildung 16 Histogramm der GFP-
einer Kokultur, auf der X-Achse ist die Fluoreszenz; auf der X-Achse ist die
Grof3e, auf der Y- Achse die relative Intensitit, auf der Y-Achse
Granularitit aufgetragen. Dieses die Anzahl der Zellen aufgetragen.

Diagramm dient der Identifikation der
lebenden Zellen.
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Abbildung 18

Abbildung 17 Punktwolkendiagramm
zur Doubletten-Diskriminierung der
Normalzellen, auf der X-Achse ist die
Pulsweite, auf der Y-Achse die
Pulshohe der roten Fluoreszenz
aufgetragen, alle Zellen innerhalb des
Rahmens sind Einzelzellen.

Punktwolkendiagramm der roten
Fluoreszenz der Normalzellen, auf
der X-Achse ist die Intensitét, auf der
Y-Achse die Anzahl der Zellen
aufgetragen. Man erkennt den GO/1
Peak (M2) die S Phase (M3), den
G2/M Peak (M4).
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Abbildung 19 Punktwolkendiagramm
zur Doubletten-Diskriminierung der
Tumorzellen, auf der X-Achse ist die
Pulsweite, auf der Y-Achse die
Pulshohe der roten Fluoreszenz
aufgetragen, alle Zellen innerhalb des
Rahmens sind Einzelzellen.
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Abbildung 21
Punktwolkendiagramm der orangen
und griinen Fluoreszenz. Man erkennt
die Microbeads zur absoluten
Zellzahlbestimmung in R6.
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Punktwolkendiagramm der roten
Fluoreszenz der Tumorzellen, auf der
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6.3.4 Statistische Auswertung der gewonnen Daten

Die statistische Analyse der DNA erfolgte mit SigmaStat (SPSS Inc., Software,
Chicago, Il, USA). Zuerst wurden mit einer deskriptiven Statistik der statistische
Mittelwert und die Standardabweichung ermittelt. Diese Daten wurden dann mit dem
One-way-Anova-Test, bzw. fur nicht normal verteilte Daten mit dem Student-Keuler-
Test Uberpruft.

Die graphische Darstellung der statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von

SigmaPlot fur Windows (SPSS Inc., Software, Chicago, I, USA).

6.4 Erstellen einer Wachstumskurve des Tumoranteils

In einem ersten Schritt sollte eine Wachstumskurve des Tumoranteils der Kokultur
erstellt werden. Hierzu wurden in Ubereinstimmung mit vorhergehenden Messungen
die Tage 2, 4, 8,16 und 24 ausgewahlt {4}. Dazu wurden Kokulturen hergestellt und
jeweils zum Tag 2, 4, 8, 16 und 24 nach Herstellung der Kokulturen gemessen. Es

wurden je 4 Kokulturen in 5 Messansatze pro Zeitraum zusammengefasst.

6.5 Bestrahlung

Die Bestrahlung wurde am Tag 4 vorgenommen, da zwischen Tag 4 und 8 eine
deutliche Zunahme des relativen Tumoranteils an der Gesamtzellzahl gemessen
werden konnte. Es wurde mit einem Linearbeschleuniger Sli 15 (Elektra, Hamburg,
Germany) mit einer Gesamtleistung von 10 Gy bei einer Dosisleistung von 4 Gy/min.
bestrahlt. Der Strahlenklinik und Herrn Dipl. phys. Winklhofer sei an dieser Stelle
gedankt. Es wurden Messungen fur Tag 0,1,2 und 4 nach Bestrahlung geplant, mit je
5 Ansatzen zu 4 Kulturen. AuRerdem wurde eine scheinbehandelte Serie angelegt

und zum einen an Tag 0 nach Bestrahlung ausgewertet, um eventuelle
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Traumatisierung der Kulturen durch den Transport auszuschlielen, zum anderen an
Tag 4 nach Bestrahlung, da hier der direkte Vergleich zum Tag 8 der

Wachstumskurve gegeben war.

6.6 Messung des DNA-Gehalts

6.6.1 Vorbereitung zur Messung des DNA-Gehalts

Die Bestimmung des DNA-Gehalts erforderte intensive methodische Vorarbeiten.
Allein die Suche nach dem geeigneten Farbstoff und die Etablierung eines
entsprechenden Protokolls nahm viel Zeit in Anspruch. Es wurde Uberpruft, welcher
der Farbstoffe in der Lage ist, die DNA entsprechend anzufarben, praxistauglich ist,
und ob das Zytometer die erforderliche Linearitat leisten konnte. Zuerst wurde der
DNA Gehalt von Beas-2B-Zellen bestimmt, die im weiteren auch als diploide
Kontrolle genutzt wurden. Dann wurde der DNA Gehalt der Organkulturen und der
Tumorzellen jeweils fir sich bestimmt. In einem weiteren Schritt wurde dann ein
Protokoll zur getrennten Messung des DNA-Gehalts erarbeitet. Fur die Bestimmung
des DNA-Gehalts wurden Kokulturen analog zu den vorbeschriebenen hergestellt.
Diese wurden, wie beschrieben, in Einzelzellen separiert. Nach Abzentrifugieren des
PBS wurde 1 ml Medium zugegeben. Nach vorsichtigem Vortexen wurde 1 ul DRAQ
5 (Biostatus Ltd., Leicestershire, UK) zugegeben. Die Zielkonzentration war 20

MM/ml. Die Zellen wurden dann sofort im Zytometer analysiert.

6.6.2 Planung der Messung des DNA-Gehalts
Zur Uberpriifung der Eignung von DRAQ5 als DNA-Farbstoff wurde zuerst die Beas-
2B-Zelllinie gemessen. Zum einen dient ihr normaler DNA-Gehalt als Kontrolle fur

euploide Zellen, zum anderen als Qualitatskontrolle, um die Kriterien der DNA-

36



Material und Methoden

Bestimmung zu erfullen. Diese wurden von einer europaischen Expertenkommission
aufgesetzt, urspringlich um klinisch relevante Zytometriedaten zwischen einzelnen
Laboren vergleichbar zu machen {77}. Sie wurden fur Einzelzellsuspensionen bzw.
Tumorproben erlassen und, soweit fur unsere gemischten Populationen mdglich,
umgesetzt. Geregelt ist unter anderem die Nomenklatur fir DNA-Messung, die
Vorbereitung der Zellen zur Messung und die Analyse der gewonnenen Daten.
Gefordert wird z. B. ein Coeffizient of Variety (CV) von <10, und die parallele
Messung eines euploiden Standards, wie HuUhnererythrozyten. In unserem Fall
wurden BEAS-2B als Standard mitgemessen, bei den Kokulturen kann diese
Aufgabe praktischerweise von den Normalepithelzellen Gbernommen werden. Fir
alle verwandten Zelltypen wurden jeweils zuerst Negativkontrollen durchgeflhrt.
Dazu wurde eine Probe ohne DRAQ5 gemessen. Dabei wurde kein Streulicht in
Kanal 4 gefunden, in dem DRAQS5 gemessen wird. Dann wurde DRAQS5 zugegeben.
Eine Kompensation der Fluoreszenzkanale war nicht nétig, da das
Emissionsspektrum von DRAQS aullerhalb des Spektrums von GFP liegt. Als
nachstes wurde die Doublettendiskrimination eingerichtet. Das Flussigkeitssystem
des Zytometers kann nicht ganzlich verhindern, dass mehrere Zellen gleichzeitig am
Laser vorbei geleitet werden. Wenn nun 2 Zellen mit einfachem DNA-Gehalt vorbei
fliessen, imponieren sie als 1 Zelle mit doppeltem DNA-Gehalt. Aus diesem Grund
wird die Pulsweite der Fluoreszenz zur Intensitat in einem Punktwolkendiagramm in
das Verhaltnis gesetzt {3}. Die so identifizierten Singletten werden dann in einem

Histogramm dargestellt und zeigen die typische DNA- Verteilungskurve.
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6.6.3 Auswertung der Messung des DNA-Gehalts

Die erhobenen Daten wurden mit Hilfe der Cell Quest Software (Becton & Dickinson,
Franklin Lakes, NJ USA) analysiert. Dazu wurde durch die Analyse der BEAS-2B als
euploide Kontrolle der G1 Peak, die S-Phase und der G2/M Peak identifiziert.
Danach wurden die erhobenen Daten in dieses Auswertungsfenster geladen. Die

prozentualen Anteile der jeweiligen Phasen wurden statistisch ausgewertet.

6.6.4 Statistische Auswertung der erhobenen DNA-Analyse-Daten

Die statistische Auswertung erfolgte wieder mit der SigmaStat Software, die
graphische Darstellung mit der SigmaPlot Software. Es wurden zum einen die
einzelnen Zellzyklusphasen getrennt fir Normalzellen jeweils in Organ- und Kokultur
und fur Tumorzellen in Monolayer- und Kokultur analysiert. Zum anderen wurde die
Verteilung der einzelnen Populationen in den Zellzyklusphasen im Verlauf der Zeit

betrachtet.
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7 Ergebnisse

7.1 Optimierung der Epithelpraparation

Wahrend der Vorbereitungsphase und dem Erlernen der fir die Arbeit wichtigen
Techniken wie Gewinnung, Aufbereitung und Kultivierung der Bronchialepithel-
Kulturen wurden Anderungen der bestehenden Protokolle vorgenommen. Durch
Verbesserung der Praparationsmethoden mit Hilfe einer Lupe konnte die Ausbeute
an Kulturen der Kategorie 1 bis 3 stark erhoht werden. Die Kategorie 4 kam selten,

die Kategorie 5 bis 6 praktisch nie vor.

7.2 Ermoglichung und Optimierung der Einzelzellgewinnung

Zur Ermoglichung der Einzelzellgewinnung wurden verschiedene Protokolle erprobt
und an unsere Bedlrfnisse angepasst. Als ideal erwies sich die Kombination aus
chemischer Vorlésung der Zell-Zell-Kontakte mit 0,025 % EDTA-Lésung fir 15 min.
bei 37 °C, 5 % CO2 im Inkubator. Darauf folgte die mechanischer Dissoziation fir 30
sek. in der Medimashine. So konnte die Zellausbeute von anfangs 70 Zellen pro 4

Kulturen, auf nun mehrere 100.000 pro 4 Kulturen gesteigert werden.

7.3 Trennung von Normal- und Tumorzellen durch Verwendung der

GFP-transfizierten Tumorzelllinie

Die Diskriminierung der 2 Populationen im Kokultursystem war anfangs nicht
mdglich. Zur Identifikation von Bronchialepithel kann man Cytokeratine, andere
Elemente des Zytoskeletts, Junctional Proteine, Zelladhasionsmolekule, Lektine
oder vor allem sekretorische Enzyme nutzen. Tumorzelle und Normalepithelzelle

lieRen sich, wegen ihrer engen Verwandtschaft, durch normal verwendete Marker
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wie Cytokeratin C18 nicht zuverlassig differenzieren, da sie morphologisch zu eng
verwandt sind.

Deshalb machten wir uns die als Aktivitatsmarker gedachte Green-Fluorescence-
Transfizierung der EPLC-Zelllinie zunutze. So konnten zuverlassig aktive
Tumorzellen von nicht-stoffwechselaktiven bzw. toten Tumorzellen,
Normalepithelzellen oder Zellen der Immunabwehr getrennt werden. Dazu war es
wichtig, Normal- und Tumorzellen im FACS zu trennen. Zuerst wurde als
Negativkontrolle eine mit der Medimashine verarbeitete Normalkultur von humanem

Bronchialepithel (OC) gemessen.

7.4 Ergebnis der Wachstumskurve

Fur die Wachstumskurve wurden Kokulturen hergestellt und dann in jeweils 5
Messungen a 5 Kokulturen am Tag 2, bzw. Tag 4, 8, 16 und 24 nach Herstellung
analysiert. Es konnte eine signifikante Zunahme des prozentualen Tumoranteils von
Tag 2 (5,4 + 1,84 %) bis Tag 8 (32,94 £ 10,73 %) gezeigt werden (Mw + Stabw.;
p<0,01 N = 25). Zum Tag 16 nahm die Anzahl der Tumorzellen wiederum ab,
zwischen Tag 16 und 24 war kein signifikanter Unterschied zu messen. Auf Grund
dieser Untersuchungen wurde fur die Radiatio der Tag 4 gewahlt, da hier Wachstum

ZuU erwarten war.
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7.4.1 Ergebnisse der Bestrahlung der Kokulturen

Fir die Bestrahlung wurden Kokulturen hergestellt und am Tag 4 nach Herstellung
bestrahlt. Es wurden Messungen an Tag 0, 1, 2 und 4 nach Bestrahlung
vorgenommen. Es wurden jeweils 5 Kulturen pro Messzeitpunkt analysiert. Die
Kulturen wurden dafur auf eine neue 24-Well-Multiplatte (Falcon Lincoln Park, NJ,
USA) umgesetzt und mit jeweils 300 pl neuem Medium versorgt. Dann wurden sie
von Hand in das Gebaude der Strahlentherapie transportiert. Dort wurden sie mit 10
Gy bestrahlt. Zusatzlich wurde dieselbe Anzahl Kulturen scheinbehandelt. Diese
wurden exakt gleich behandelt, nur waren diese wahrend der Bestrahlung im
Kontrollraum Kkeiner ionisierenden Strahlung ausgesetzt. Nach der Bestrahlung
wurden die Kulturen wieder zum Labor transportiert, und dort nach dem
Zufallsprinzip in die einzelnen Messzeitpunkte aufgeteilt. Der Zeitpunkt Tag 0 wurde
dann sofort weiter fur die FACS Messung aufbereitet. Zwischen der Bestrahlung und
der FACS Messung lagen mindestens 60, maximal 120 min. Die Gesamtzellzahl
betrug ca. 60-80 * 10° pro Kokultur.

Sofort nach der Bestrahlung nahm der Anteil der GFP-produzierenden Tumorzellen
auf 1,990 £ 3,54 % ab (Mittelwert + Stabw; n = 25). Der Unterschied war jedoch nicht
signifikant. Die Kulturen erholten sich nicht wieder. Der prozentuale Anteil der
Tumorzellen am Tag 8 betrug 2,240 + 0,849 % (Mittelwert £ Stabw.; n = 25). Wir
vermuten eine direkte Zellschadigung der Tumorzellen durch die ionisierende
Strahlung, da sich ein Bleichen des Green Fluorescence Protein (GFP) durch Licht,
das beim Umsetzen der Kulturen hatte stattfinden kdénnen, bis zum Tag 4 nach
Bestrahlung wieder hatte zurtickbilden mussen.

Im Gegensatz dazu waren die Ergebnisse der Kontrollgruppe, die scheinbehandelt

wurde, mit denen der Wachstumskurve identisch.

Y3



Ergebnisse

Dabei war die Anzahl der Tumorzellen der bestrahlten Kulturen im Vergleich zur
Kontrollgruppe am Tag 0 der Bestrahlung statistisch signifikant niedriger (P = 0,008),
ebenso beim Vergleich der bestrahlten Kulturen am Tag 4 nach Radiatio (P = 0,008).
Der direkte Vergleich der Kontrollgruppe am Tag 0, der Tag 4 der Wachstumskurve
entspricht, zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied (P = 1,000), genauso
wie der Vergleich zwischen der Kontrollgruppe und der Anzahl der Tumorzellen in
der Wachstumskurve am Tag 8 (P = 0,841).

Dies untermauert unsere Annahme, dass die Abnahme des prozentualen
Tumoranteils auf eine direkte Schadigung der Tumorzellen durch die ionisierende
Strahlung  zurlckzufuhren ist, da durch die Kontrollgruppe eventuelle
Transportschaden wie Ablosen des Tumoranteils wahrend des Umbettens vor und

nach der Bestrahlung hatten erkannt werden mussen.
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7.5 Bestimmung des DNA Gehalts

Um die Auswirkung ionisierender Strahlung auf dreidimensionale Kulturen zu
untersuchen wurden Kokulturen aus Bronchialepithel und der GFP-transfizierten
Bronchialepithel-Tumorzelllinie bestrahlt, der relative Anteil der Tumorzellen und die
Verteilung der Zellzyklusphasen analysiert.

Die Zelllinien EPLC 32m1, Abkommling eines humanen Plattenepithel-Karzinoms
und Beas-2B, immortalisierte Bronchialepithel-Zellen, wurden als Monolayer

kultiviert, mit 10 Gy bestrahlt, die absolute Zellzahl und der DNA-Gehalt bestimmt.

7.5.1 Zellzahl

In der EPLC 32m1 Monolayer Kultur wurde die absolute Zellzahl bestimmt. Am Tag
0 der Bestrahlung betrug sie 152474 und stieg bis zum Tag 4 nach Bestrahlung auf
474098 Zellen. In der Kontrollgruppe betrug die absolute Zellzahl 218530. Diese
stieg bis zum Tag 4 auf 2934272.

Die absolute Zellzahl der Beas-2B wurde ebenfalls bestimmt. Am Tag 0 nach
Bestrahlung betrug sie 565135 und stieg bis zum Tag 4 nach Bestrahlung auf
11874827. In der Kontrollgruppe betrug die absolute Zellzahl 773634. Diese stieg bis
zum Tag 4 auf 15108459.

Die absolute Zellzahl der Kokulturen betrug 60-80.000 pro Kokultur.
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7.5.2 DNA-Gehalt der nicht-malignen Zellen

Um den Effekt der ionisierenden Strahlung auf normales Bronchialepithel zu
charakterisieren wurden Organkulturen von humanem Bronchialepithel, Beas-2B als
Monolayer Kultur, und der Anteil der normalen Zellen an Kokulturen aus humanem
Bronchialepithel und der Bronchialepithel-Tumorzelllinie EPLC 32m1 mit 10 Gy
bestrahlt und nach oben beschriebener Methode analysiert. Es kdonnen damit
Aussagen zu Monolayer-Kulturen und Kokulturen, die Zell-Zell-Interaktionen
zwischen Normal- und Tumorzellen zulassen, gemacht werden. Es wurde jeweils
Tag 0, 1, 2 und 4 nach Bestrahlung analysiert. Dies entspricht Tag 4, 5, 6 und 8
nach Herstellung der Kokultur.

Beas-2B and EPLC 32m1 Zellen waren semi-konfluent zum Zeitpunkt der
Bestrahlung. Die Kontrollgruppen erreichten jedoch schon am Tag 2 nach
Scheinbehandlung ein Uberkonfluentes Stadium und waren zu einem hohen Anteil
apoptotisch. Daher wurde fur die Monolayer-Kulturen die Analyse am Tag 2 nach
Bestrahlung durchgefuhrt.

In der Kontrollgruppe war der Anteil der Zellen in der subG0-Phase und damit der
apoptotischen Zellen in absteigender Reihenfolge Beas-2B > OC > COC (10.4 £ 2.2
% in Beas-2B, 5.6 £ 0.6 % in OCs and 4.2 £ 0.6 % in COCs, mean £+ SEM, n=5, P
<0.01).

In der bestrahlten Gruppe stieg der Anteil der apoptotischen Zellen in SubGO in allen
Gruppen an. Den hochsten Anstieg hatten wieder die Beas-2B Zellen (23.9 £ 2.7 %
in Beas-2B, 6.9 £ 1.0 % in OCs and 5.6 £ 0.5 % in COCs, P < 0.01).

In der Kontrollgruppe war der Anteil der Zellen in der S- and G2/M- Phase, die die

proliferierenden Zellen reprasentieren in absteigender Reihenfolge Beas-2B > OC >
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COC (42.8 £ 4.5 % in Beas-2B, 36.0 £ 2.2 % in OCs und 27.0 £ 1.0 % in COCs,
mean + SEM, n =5, P> 0.01).

Besonders bemerkenswert ist hier die niedrigere Proliferationsrate der Normalzellen,
wenn sie sich in Kokultur mit Tumorzellen befinden.

Nach Bestrahlung nahm die Rate der proliferierenden Zellen in allen Zellarten ab,
jedoch war der Abfall bei den Beas-2B nicht signifikant (41.6 £+ 2.9 % in Beas-2B,

21.81£0.5 % in OCs und 23.1 £ 1.4 % in COCs, P < 0.01 fur OCs und COCs).

7.5.3 DNA-Gehalt der malignen Zellen

Um den Effekt ionisierender Strahlung auf maligne Zelllinien zu charakterisieren,
wurden EPLC 32m1 Monolayer und der Tumoranteil an Kokulturen von humanem
Bronchialepithel und der Bronchialepithel-Tumorzelllinie EPLC 32m1 bestrahlt und
nach oben beschriebener Methode analysiert.

In der Kontrollgruppe war der prozentuale Anteil der malignen Zellen in Apoptose,
also in subG0-Phase, wenn sie sich in Kokultur befanden signifikant niedriger als im
Monolayer.

Auch war der prozentuale Anteil der malignen Zellen, die sich in Proliferation
befanden, also der S-/ G2M-Phase, hoher beim malignen Anteil der Kokulturen als
im Monolayer.(COC: 5.2 £ 0.6 % in subGO-Phase, 64.4+1.9 % in der S- und G2/M-
Phase; Monolayer: 7.9 £ 1.1 % subGO-Phase, 33.6 £ 2.3 % S- und G2/M-Phase;
mean = SEM; P < 0.01).

Nach Bestrahlung der Kokulturen mit 10 Gy, kam es zu einem Anstieg der
apoptotischen Zellen, wohingegen der Anteil der proliferierenden Tumorzellen
abnahm. Dagegen war bei den EPLC 32m1 im Monolayer nach Bestrahlung ein

abnehmender Anteil an apoptotischen Zellen und ein Anstieg der proliferierenden
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8 Diskussion
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8.1 Diskussion der Materialien und Methoden

8.1.1 Verwendetes Epithel

Die von uns verwendeten Organkulturen stammen aus Resektionen, die an der
Asklepios Fachklinik Mdnchen, Gauting durchgefuhrt wurden. Indikation zur OP
waren jeweils maligne Erkrankungen der Lunge. Diese Erkrankungen sind in aller
Regel auch mit Veranderungen des Epithels, z. B. im Rahmen einer chronischen
obstruktiven Lungenerkrankung, vergesellschaftet {25}. Dabei gibt es Dysplasien und
Metaplasien des Epithels. Das mehrreihige Flimmerepithel wird zu einreihigem
kubischen Epithel umgebaut und die Anzahl der Becherzellen nimmt zu. Teilweise ist
dies auch an den Organpraparaten zu erkennen, die zum Teil trotz sorgfaltiger
Praparation und ausreichend langer Kultivierung nur einen geringen Anteil an

Flimmerepithel besitzen. Die Gewinnung der Organkulturen durch Biopsie im
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Rahmen einer Bronchoskopie ist hierbei der Praparation methodisch Uberlegen, da
hier zumindest makroskopisch gesundes Epithel gewonnen werden kann.

Andererseits ist durch Biopsien alleine keine ausreichende Anzahl von
Normalkulturen zu erreichen. ldealerweise sollten die Organkulturen das gleiche
Alter und die gleiche Kultivierungsdauer haben. Fir eine Versuchsreihe sind jedoch
ca. 40 Kokulturen nétig. Man muss also auf Operationspraparate zurlickgreifen, die

ca. 20-30 Normalkulturen liefern.

8.1.2 Verwendete Tumorzelllinie

Die von uns verwendete Tumorzellinie EPLC 32m1 ist eine Plattenepithel-
Tumorzelllinie, die mit einem Green-Fluorescence-Plasmid transfiziert war. Nach der
Transfizierung erfolgt eine einmalige Selektion der transfizierten Zellen Uber ein
Selektivmedium (Antibiotika).

Problematisch dabei ist, dass der Anteil der Tumorzellen von Generation zu
Generation, also mit andauernder Kulturzeit abnimmt. So produzierten in der von uns
genutzten Generation 4 im Schnitt 89 % der Tumorzellen GFP, wohingegen in der
Generation 15 nur noch 68 % der Tumorzellen eindeutig GFP-positiv waren. Dies hat
dann Auswirkungen, wenn Tumorzellen unterschiedlicher Generationen verwandt
werden. Es ist daher notwendig, bei jeder Versuchsreihe dieselbe Generation zu
nutzen, oder die Anzahl zwischenzeitlich durch erneute Selektion wieder zu erhéhen.
In den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurden ausschliel3lich Tumorzellen der

Generation 4 verwendet.
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8.1.3 Kokultursystem

Das von uns verwendete Kokultursystem besteht aus einer Organkultur von
normalem humanen Bronchialepithel und einer Tumorzelllinie, in diesem Fall EPLC
32m1. In vorhergehenden Untersuchungen wurde dieses System ausfuhrlich
beschrieben und in unserer Gruppe wird es seit einiger Zeit genutzt {1, 6, 13, 14}.
Die Herstellung dieser Organkulturen ist zwar verhaltnismaRig einfach, aber dennoch
wurden von uns Unterschiede hinsichtlich der Tumoradhasion und —invasion in der
COC gefunden, wenn diese von verschiedenen Mitarbeitern hergestellt wurden. Dies
ist eventuell auf unterschiedliche Handhabung der Pipetten oder unterschiedlich
aggressive Spulung der Kulturen nach Inkubation mit dem Tumor zurlckzufuhren.
Es ist daher wichtig, die Versuchsreihen jeweils von der gleichen Person bearbeiten
zu lassen.

Auch konnte ein gewisser Unterschied in der Tumoradhasion und -invasion
zwischen Organkulturen aus Biopsien und solchen aus OP-Praparaten gefunden
werden. An den aus OP-Praparaten stammenden Kulturen blieb im Schnitt mehr
Tumor haften als an den aus der Biopsie stammenden. Zum Teil ist dies darauf
zuruckzufuhren, dass die Biopsien in der Regel etwas kleiner sind, als die OC aus
OP-Praparaten. Diese werden dann mehrfach eingeschnitten und so mit Tumor
kokultiviert. Das Epithel als natlrliche Barriere ist so fast ganz erhalten, die
Adhasions- und Invasionsflache flr den Tumor also insgesamt geringer. Wichtig ist

also, fur eine Versuchsreihe jeweils nur eine Sorte von Organkulturen zu verwenden.

8.1.4 Herstellung der Einzelzellsuspension

Zur Herstellung der Einzelzellsuspension wurde von uns die Medimashine benutzt.
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Dabei wird das Epithel durch EDTA, einen Chelat-Bildner, angelést und dann
mechanisch mittels einer Reibe separiert. Diese Methode ist sehr effektiv, aber fur
die Zellen sehr belastend. Dies schlagt sich nieder in einem geringen Anteil
apoptotischer Zellen auch bei den Normalkulturen, da auch die Epithelzellen durch

mechanische Belastung in Apoptose gehen {67}.

8.1.5 Messen der Zellen im FACS

Mit der Messung der Zellen im Durchflusszytometer steht uns eine effiziente und
effektive Methode zur Untersuchung von Zellparametern wie Grofle, Granularitat
oder GFP-Fluoreszenz zur Verfugung. Nachteilig ist der hohe finanzielle Aufwand zur
Anschaffung eines FACS-Gerates.

Im Umgang mit dem FACS ist ein standardisiertes Vorgehen wichtig. Unter anderem
muss man in mehreren Vorversuchen, den oben beschriebenen Positiv- und
Negativkontrollen, die Grundeinstellungen des Gerates festlegen und alle weiteren
Messungen mit diesen Werten vornehmen, da die erhobenen Daten sonst nicht
vergleichbar sind. Regelmafige Qualitatskontrollen und die Einhaltung international

gultiger Standards sind ebenfalls essentiell {34, 36, 73, 77}.

8.1.6 Erstellung der Wachstumskurve

Fur die Wachstumskurve haben wir Kokulturen jeweils an den Tagen 2, 4, 8, 16 und
24 gemessen. Die Zunahme des Tumoranteils zum Tag 8 hat uns dazu veranlasst,
am Tag 4 zu bestrahlen. So war sichergestellt, dass nur Tumorzellen mit hoher
Zellteilungsrate und damit hoher Strahlungssensitivitat der Strahlung ausgesetzt

waren.
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8.1.7 Bestrahlung

Far die Bestrahlung der COC wurde eine Gesamtdosis von 10 Gy bei einer
Dosisleistung von 4 Gy/min. gewahlt. Diese Dosis wurde in vorhergehenden
Untersuchungen unserer Gruppe benutzt und daher wieder gewahlt, um
Vergleichbarkeit zu erreichen {1, 6, 13, 14}. Fur Bestrahlung maligner Krankheiten im
Gewebeverband ist diese Dosis sehr niedrig und wird als moderate Dosisleistung
beispielsweise auf umliegendes gesundes Gewebe gewertet {27}, jedoch ist sie bei

Einwirkung auf Monolayer und als Einzeldosis hoch.

8.1.8 DNA-Messung

Der DNA-Messung wohnt, wie jeder anderen Multiparameter-Messung im
Durchflusszytometer, eine gewisse Anfalligkeit fir Fehler inne. Die Grundlagen der
Messung im Durchflusszytometer missen daher Beachtung finden {3, 71}. Bei der
Praparation kann es zur Verklumpung der Einzelzellen kommen, so dass der Anteil
der Doubletten unverhaltnismalfig ansteigt und im Endeffekt weniger Zellen fur die
DNA-Analyse zur Verfligung stehen. Dieses Verklumpen kann auch bei der
Wartezeit bis zur Messung auftreten, daher ist es wichtig, die Zellen von Zeit zu Zeit
sanft zu mischen. Die weiteren Fehlerquellen wie unspezifische Antikérperbindung
und damit falsch positive Zellen, oder durch Verwendung mehrerer Farben
komplizierte Abgrenzung der Fluoreszenzen {48} sind bei unserer Messung von
geringer Bedeutung, da keine Antikorper verwendet werden und die benutzten
Fluoreszenzen im Farbspektrum deutlich voneinander entfernt sind.

Der benutzte DNA-Farbstoff DRAQ 5 besitzt dieselben Farbe-Eigenschaften wie das
weitverbreitete Propidiumiodid {55} und ist daher sehr gut geeignet, eine quantitative

DNA-Analyse durchzufihren.
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8.2 Diskussion der Ergebnisse

8.2.1 Verwendung der GFP-transfizierten Tumor-Zelllinie

Die Diskriminierung der beiden Zellpopulationen in der Kokultur wurde durch die
Green-Fluorescence-Protein-transfizierten EPLC 32m1-Zelllinie mdglich. Dadurch
ergaben sich gewisse Einschrankungen.

Unsere Ergebnisse lassen nur Rickschlisse auf die GFP-positiven Tumorzellen zu,
da wir nur diese zweifelsfrei identifizieren kénnen. In der FACS-Analyse GFP-
positive Zellen bedeuten lebende, stoffwechselaktive Tumorzellen, GFP-negative
Zellen konnen sowohl Normalzellen als auch stoffwechselinaktive Tumorzellen, tote
Zellen oder Abwehrzellen sein. Die Organkulturen sind jedoch gut untersucht und
bestehen hauptsachlich aus differenziertem Epithel mit sekretorischen Becherzellen,

zilientragendem Flimmerepithel und Basalzellen {6}.

8.2.2 Wachstumskurve

Die Wachstumskurve hat eine Zunahme des relativen Tumoranteils bis zum Tag 8
gezeigt. Weiter konnte gezeigt werden, dass der Tumoranteil zum Tag 16 wieder
abfallt, um dann bis zum Tag 24 konstant zu bleiben. Eine Erklarung hierflr ware,
dass die Versorgung mit Nahrstoffen des Tumoranteil nach dem Tag 8 vermindert
ist, da, wenn der Tumor eine bestimmte Masse Uberschreitet, die Grenze der

Diffusion erreicht ist.
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8.2.3 Bestrahlung

Nach einer Bestrahlung am Tag 4 mit 10 Gy nahm der Anteil der stoffwechselaktiven
Tumorzellen noch am Tag der Bestrahlung, jedoch nicht signifikant, ab. Bisherige
Untersuchungen finden einen direkten Bestrahlungseffekt auf die behandelten
Kulturen erst 24 h nach Radiatio {4}. Eine Erklarung hierfur kdnnte sein, dass diese
Untersuchungen indirekte Faktoren wie LDH-Bestimmung benutzt haben. Die
Untersuchung des GFP-Anteils als Stoffwechselmarker ist wegen seiner kurzen
Halbwertszeit von ca. 2 Stunden ein viel akuterer Parameter, der Aussagen Uber den
Zustand der Tumorzellen zulasst. Unsere Hypothese, dass die Zellen durch die
Bestrahlung in Apoptose gehen, untermauert die Anderung der Vorwéartsstreuung
{78}.

Die Bestimmung des DNA-Gehaltes an sich ist fir die Beurteilung des
Strahleneffekts nicht ausreichend. Der Anteil der Zellen in S-/ G2M-Phase ist hoher
beim malignen Anteil der Kokulturen als im Monolayer. Es sind jedoch auch mehr
Zellen in der apoptotischen Phase zu finden. Dabei ist zu beachten, dass das
genaue Wissen Uber die Ablaufe des Zelltods noch zu ungenau sind.
Maoglicherweise befinden sich die Zellen in einem der Kontrollpunkte, die im
Zellzyklus dazu dienen, schadhafte DNA zu finden und diese reparieren zu lassen.

Man kennt fur jede der Zellzyklusphasen einen solchen Checkpoint {26, 49, 72, 79}.
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9 Zusammenfassung, Schlussfolgerung, Ausblick

9.1 Zusammenfassung

Zielsetzung der Arbeit war, eine Methodik zu entwickeln, die die Auswirkung
ionisierender Strahlung auf Kokulturen mit Hilfe der Durchflusszytometrie
analysieren kann.

Diese Organkulturen werden aus Operationspraparaten gewonnen und organisieren
sich nach 5 -10 Tagen Kulturzeit als bindegewebiger Kern, der von respiratorischem
Epithel umschlossen ist. Die Zellen haben dabei die Madglichkeit, Zell-Zell-
Interaktionen auszubilden. Die Praparation des Epithels aus Operationspraparaten
wurde optimiert. Durch die Verbesserung der Methodik mit Hilfe einer Lupe konnte
die Ausbeute an Kulturen der Kategorie 1-3, die ringsum von Epithel umgeben
waren, erhoht werden, Kulturen der Kategorie 5 und 6 und Infektionen kamen
praktisch nie vor.

Die Organkulturen werden nach 5-10 Kulturtagen mit einer Bronchialepithel-
Tumorzelllinie konfrontiert. Diese wachst in den bindegewebigen Kern der Kultur ein,
so dass die Kokultur ein dreidimensionales, multizellulares Modell des
Bronchialkarzinoms darstellt.

Die Kulturen konnen mit einer kombinierten mechanisch-chemischen Methode
separiert und als Einzelzellen in Suspension gebracht werden.

Diese Einzelzellsuspension kann im Durchflusszytometer analysiert werden. Durch
die Verwendung der Green-Fluorescence-Protein-transfizierten Tumorzelllinie
konnen Tumorzellen und Nicht-Tumorzellen getrennt und deren DNA-Gehalt
dargestellt werden. Zum Vergleich wurden EPLC 32m1 und Beas-2B als Monolayer

und Organkulturen ohne Tumoranteil analysiert.

57



Zusammenfassung

Zuerst konnte mit einer Wachstumskurve eine Zunahme des prozentualen
Tumoranteils zwischen Tag 2 bis Tag 8 gezeigt werden. Zum Tag 16 nahm der
Anteil der Tumorzellen wieder ab und blieb konstant bis zum Tag 24. Aus diesem
Grund wurde der Zeitpunkt der Bestrahlung auf den Tag 4 gelegt, da hier ein
Wachstum garantiert war. Nach einer Bestrahlung mit 10 Gy nahm der Anteil der
Tumorzellen signifikant ab.

Der DNA-Gehalt der Zellen kann nach apoptotischen Zellen in SubGO, ruhenden
Zellen in GO0/1, synthetisierenden Zellen in der S- und mitotischen Zellen in G2/M-
Phase getrennt werden.

Der Anteil der proliferierenden Zellen war dabei in absteigender Reihenfolge EPLC in
COC > Beas-2B > OC = EPLC Monolayer > OC in COC. Der Anteil der
apoptotischen Zellen war in absteigender Reihenfolge Beas-2B > EPLC in COC >
OC > OC in COC > EPLC in Monolayer. Durch Bestimmung der absoluten
Zellzahlen kann die Auswirkung dieser DNA-Verteilung beobachtet werden. Die
absolute Anzahl der Zellen nach Bestrahlung nahm signifikant ab.

Die Ergebnisse legen nahe, dass Zell-Zell-Kontakte und die dreidimensionale

Struktur der Kokulturen die Strahlenreaktion weitgehend modifizieren.
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9.2 SchluB3folgerung

Die Ergebnisse lassen folgende Schlussfolgerungen zu:

Das Kokultursystem ist ein in-vivo nahes, dreidimensionales, multizellulares Modell
fur das Bronchialkarzinom. Nach einer Bestrahlung nahm der Tumoranteil in den
Kokulturen signifikant ab, die Kontrollgruppe blieb konstant. Bei Kultivierung der
Tumorzelllinie EPLC 32m1 im Monolayer nahm die absolute Zellzahl ebenfalls
signifikant ab. Mit der Durchflusszytometrie Iasst sich die Wirkung der Strahlung auf
den DNA-Gehalt der Zellen quantifizieren. Dabei nimmt nach Bestrahlung der Anteil
der malignen Zellen in Apoptose signifikant zu. Interessanterweise ist eine
Strahlensensitivierung der malignen Zellen in Kokultur zu beobachten. Der Anteil der
proliferierenden Zellen nimmt nach Bestrahlung ebenfalls signifikant ab. Der DNA-
Gehalt der Normalzellen aus Organkulturen ist unter Bestrahlung unverandert. Beas-
2B, die Normalzellen in Monolayer, werden unter Bestrahlung genauso apoptotisch
wie die Tumorzellen in Monolayer. |hre Proliferation nimmt ebenfalls ab.

Der Vergleich der Ergebnisse der Kokulturen mit Tumor- und Normalzellen in
Monolayern lasst diese althergebrachten Modelle in neuem Licht erscheinen.
Monolayer-Kulturen spiegeln die in-vivo-Verhaltnisse nur ungentgend wieder. Zellen
in  Monolayerkulturen  verhalten  sich  signifikant  unterschiedlich  zum
dreidimensionalen Zellverband. Tumorzellen sind in Kokultur strahlensensibler als im
Monolayer. Beas-2B sind in ihrem Verhalten unter Bestrahlung den Tumorzelllinien
ahnlicher, als den Normalzellen in Organ- und Kokultur. Normalzellen in Organ- oder
Kokulturen verhalten sich unter Bestrahlung ahnlich.

Die Verwendung des Kokultursystems verspricht, die Tumorphysiologie besser zu

verstehen und Antitumortherapie durch in diesem Fall ionisierende Strahlung unter
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in-vivo-nahen Verhaltnissen zu analysieren. Deshalb konnten Organkokulturen die

Zahl von Tierversuche reduzieren.

9.3 Ausblick

Ausblicke auf zukinftige Fragestellungen:

Die Durchflusszytometrie ist die Methode der Wahl zur Betrachtung einer grol3en
Menge von Zellen nach einzelnen Kriterien. Vorteil ist die statistische Stabilitat der
Ergebnisse durch die Analyse einer grol3en Anzahl, Nachteil ist, dass die Zelle nach
der Analyse verworfen wird. Mit der Laser Scanning Mikroskopie beispielsweise
konnen die Zellen Uber einen langeren Zeitraum beobachtet werden. Damit ist die
genaue Betrachtung intrazellularer Vorgange moglich {42, 52, 57, 70,}.

Diese Arbeit wurde unter Verwendung einer EPLC Tumorzelllinie, einer
Plattenepithel-Zelllinie, erstellt. Neben diesem Plattenepithel-Karzinom gibt es auch
noch weitere Bronchial-Karzinom-Histologien. Es ist vorstellbar, auch mit einer
LCLC, SCLC oder Adenokarzinom-Zelllinie ahnliche Untersuchungen durchzufihren.
Dazu ware es ndétig, diese Zelllinie ebenfalls mit einem Farbstoff zu transfizieren, der
jedoch nicht notwendigerweise das GFP sein muss. Es existieren weitere Farbstoffe.
Beispielsweise Cy5 (Zyan = blau), orange, gelb oder RubyRed (Rot). Dies wirde
Aufschluss Uber das Verhalten der anderen Tumorarten geben. Langfristig ist auch
vorstellbar, nach Kultivierung von Patienten-Tumorzellen ein patientenspezifisches
Tumorwachstums-Modell zu entwickeln und so die Antitumortherapie maximal zu
optimieren.

Neben der Bestrahlung ware es vorstellbar, andere Antitumortherapien ebenfalls zu
Uberprufen. Neben Taxanen und platinhaltigen Therapeutika kdnnten auch neuere

Entwicklungen wie zum Beispiel Epidermal-Growth-Factor-Receptor- (EGFR)
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Inhibitoren, wie beispielsweise Gefitinib, Erlotinib oder Cetuximab eingesetzt werden
{18, 68, 69}. Ebenfalls konnte untersucht werden, inwieweit die Kombination
unterschiedlicher  Bestrahlungsschemata (Einzeit versus fraktioniert) das
Bronchialepithel im Sinne einer Strahlenbronchitis schadigt, und das
Reaktionsmuster der Tumorzellen verandert.

Die Bestimmung des DNA-Gehalts ist ein Schritt auf dem Weg zum Verstandnis der
strahlenbiologischen Auswirkungen ionisierender Strahlung. Der DNA-Gehalt ist
besser als indirekte Parameter der Zellschadigung, wie beispielsweise LDH, dazu
geeignet, diese darzustellen, aber dennoch nur das Ergebnis vieler Stoffwechsel-
Kaskaden innerhalb der Zelle. Idealerweise ware die Auswirkung der Strahlung
durch Detektion einzelner Stoffwechselveranderungen in der Zelle zu erfassen.
Cytomics, die Untersuchung der Zellorganellen, Proteomics, die Analyse der
Veranderungen auf Proteinebene, oder Genomics, die Darstellung von Anderungen
im Genom sind dabei der Schlissel zum Verstandnis dieser Vorgange. Es gibt
Hinweise, dass der DNA-Gehalt, bzw. Abnormitaten des DNA-Gehalts wie
beispielsweise die Methylierung der DNA, als kleinster Baustein bei der
Kanzerogenese wirken {20, 21, 22}. Damit ist der Grundstein zur Bekampfung von
Krankheiten auf molekularer Ebene gelegt.

Ein weiterer Schritt ist die Anwendung der gewonnenen Erkenntnisse in der taglichen
Klinik. Viele Arbeiten beschaftigen sich mit der Bedeutung der Veranderungen des
DNA-Gehalts, sei es in der Diagnostik und Beurteilung der Dignitat einer malignen
Neubildung, oder bei der Beurteilung der Wirksamkeit therapeutischer Mallnahmen
{7, 12}. Interessant ist die Betrachtung maligner Zellen im peripheren Blut von
Tumorpatienten {76}. Dabei konnte nach Identifikation der Tumorzellen mit

passenden Antikorpern eine Bestimmung des DNA-Status durchgefuhrt werden.
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Dieser kann dann im Verlauf der Therapie betrachtet werden. Dabei sind Antworten
auf die Frage, warum manche Tumore gut auf antitumorale Therapie ansprechen,
andere wiederum nicht, interessant. Eventuell kann aus den Veranderungen im
DNA-Gehalt ein Ruckschluss gewonnen werden. Eine Kombination mit einer
Aufarbeitung von vorhandenen Zellen in einer Sputumanalyse, {44, 47} welche
immer wieder als Screening Methode flr Bronchial-Karzinome im Gesprach ist,

bietet eine weitere Mdglichkeit zum Verstandnis dieser Gruppe von Erkrankungen.
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