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1. Zusammenfassung

Tumor-assoziierte Fibroblasten (TAF) werden in zunehmendem Mal} als bedeutender
Zelltyp in soliden Tumoren erkannt. Sie beein ussen Entstehung, Wachstum, Invasion
und Metastasierung der Tumore. Der wechselseitige Ein uss von TAF und Tumorzellen
entscheidet mit tiber das Therapie-Ansprechen von Karzinomen. Uber TAF aus Lungen-
tumoren gibt es bisher nur wenige Untersuchungen. In dieser Arbeit sollte daher geklart
werden, wie die TAF aus dieser Tumorentitat auf herkommliche Chemotherapie (Cispla-
tin) reagieren und ob sie mit einer Behandlung gezielt so verandert werden kdnnen, dass
sie ihren Tumor-unterstitzenden Phanotyp verlieren.

Um effektive Substanzen zur pharmakologischen Modulation des TAF-Phéanotyps zu
identi zieren, wurde die Wirkung von 151 Kinase-Inhibitoren auf TAF untersucht und
gezeigt, dass die Viabilitat von TAF vor allem durch PDGFR-Inhibitoren gehemmt wer-
den kann. Von den klinisch zugelassenen PDGFR-Inhibitoren hemmte Dasatinib die Pro-
liferation der TAF ef zienter als Imatinib, Nilotinib und Sorafenilllicroarray-Analysen

der Genexpressionsdnderungen von neun TAF bei einer Behandlung mit 0,1 uM Dasati-
nib identi zierten eine 492 Gene umfassende ,Dasatinib Response Signatur”. \ergleiche
mit bereits verdffentlichten Genexpressions-Signaturen ergaben Uberschneidungen mit
Signaturen der Wundheilung ui@luiescenceDariber hinaus wurde ein tendenziell lan-
geres Uberleben von Patienten festgestellt, deren Tumor-Genexpressions-Signatur einer
Schnittmenge der ,Dasatinib Response Signatur® mit einer TAF-NAF-Signatur ahnelt.
Funktionelle Experimente mit konditioniertem Medium bestéatigten die Reduktion der
Tumor-férdernden Eigenschaften primarer TAF auf die H1299-Lungentumor-Zelllinie
nach einer Dasatinib-Behandlung der TAF. Zusatzlich wurde in der Gewebeschnitt-Kultur
mit frischem Tumoren gezeigt, dass Dasatinib in individuellen Tumoren die Proliferation
von Tumorzellen hemmen und den Zelltod von TAF und Tumorzellen induzieren kann.
Bei einer Dasatinib-Behandlung wird der Phanotyp der TAF demnach so moduliert, dass
deren Tumor-férdernde Eigenschaften verringert werden konnen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Reaktion von TAF auf Cisplatin n&her untersucht.

In Vorarbeiten wurde gezeigt, dass TAF aus verschiedenen Patienten heterogen auf ei-
ne Behandlung mit Cisplatin reagieren. Als Ursachen daflir wurden in der vorliegenden
Arbeit Patientencharakteristika wie Alter und Geschlecht sowie die Tumorhistologie aus-
geschlossen, ebenso wigb3-Mutationen und der SNP rs1042522, die eine wichtige
Rolle beim Ansprechen von Tumorzellen auf Chemotherapie spielen. Dagegen wurden
in Kokultur-Experimenten mit TAF und H1299-Lungentumorzellen Hinweise gefunden,
dass die wechselseitige Beein ussung der Zelltypen die Cisplatin-Sensitivitdt moduliert
und die Heterogenitat der TAF verringert. TAF sind in Kokultur resistenter gegen Cispla-
tin und reagieren homogener als in Monokultur, H1299 sind sensitiver. Auch im Gewe-
bekulturmodell konnte gezeigt werden, dass die Tumorzellen die Reaktion der TAF auf
Cisplatin beein ussen kénnen. Unabhangig wpb3-Mutationen der Tumore wurde ei-
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ne p53-Stabilisierung in TAF humaner Lungentumore nur dann nachgewiesen, wenn die
Tumorzellen selbst mit einer p53-Stabilisierung auf die Cisplatin-Behandlung reagierten.
Im Gewebe ist auch der Cisplatin-induzierte Zelltod von Tumorzellen und TAF linear kor-
reliert, je starker ein Zelltyp mit Zelltod reagiert, desto stérker reagiert auch der andere
Zelltyp. Diese Ergebnisse zeigen somit, dass die Reaktion der TAF auf Chemotherapie
durch Tumorzellen beein usst werden kann.

Im Folgenden wurde untersucht, welchen Ein uss die Dasatinib-induzierte Verminderung
des TAF-Phéanotyps auf die Cisplatin-Sensitivitdt von TAF und Tumorzellen hat. TAF
zeigten bei einer solchen Kombinations-Behandlung eine reduzierte Sensitivitat gegen-
uber Cisplatin. Im Kokultur-Experiment wurden hingegen keine Unterschiede zu einer
alleinigen Behandlung der TAF oder H1299-Zelllinie mit Cisplatin identi ziert. Inter-
essanterweise war die Reaktion der Tumorzellen und TAF in humanem Tumorgewebe in-
dividuell sehr unterschiedlich. So gab es sowohl Tumore, bei denen TAF und Tumorzellen
auf die Cisplatin-Dasatinib-Kombinations-Behandlung im Vergleich zur Cisplatin-Mono-
Behandlung in erheblichem Maf3 mit Zelltod reagierten, als auch solche, bei denen beide
Zelltypen deutlich weniger Zelltod zeigten. In einem Fall, bei dem TAF und Tumorzel-
len mit nur 10 % Zelltod reagierten, wurde eine deutliche Reduktion der Proliferation der
Tumorzellen beobachtet. Dasatinib steigert somit wahrscheinlich nur in einem Teil der
primaren Tumore die Wirkung von Chemotherapie.

Um Zielstrukturen fir wirksame Medikament-Kombinationen zu identi zieren, wurden
Unterschiede zwischen TAF und Normalgewebe-assoziierten Fibroblasten (NAF) unter-
sucht. Auf funktioneller und molekularer Ebene wurden aber nur sehr geringe konstitu-
tive Unterschiede festgestellt. Ein Screen mit 1120 zugelassenen Medikamenten konnte
keine Substanz identi zieren, die selektiv die Viabilitat von TAF hemmt. Auf Chemo-
therapie mit Cisplatin reagierten NAF schneller als TAF mit Zellzyklus-Arrest. Aul3er-
dem wurde die Cisplatin-induziertél PK2-Expression von TAF und NAF durch H1299-
konditioniertes Medium unterschiedlich beein usst. Bei einer kombinierten Behandlung
mit zugelassenen PDGFR-Inhibitoren und Cisplatin wurden Hinweise auf unterschiedli-
che Sensitivitats-Spektren von TAF und NAF identi ziert. Bei TAF bewirken Dasatinib
und Imatinib eine verringerte Cisplatin-Sensitivitat, bei NAF hat Nilotinib die entgegen-
gesetzte Wirkung.

Zusammenfassend stellt die vorliegende Arbeit erstmals eine umfassende Untersuchung
der Reaktion von TAF auf Kinase-Inhibitoren und Cisplatin dar. In drei Modellsystemen
wurde der Ein uss von TAF und Tumorzellen aufeinander gezeigt und die Verringerung
der Tumor-férdernden Eigenschaften der TAF mittels Dasatinib-Behandlung erreicht. So-
mit ist es nun moglich, das Netzwerk der Abhangigkeiten von TAF und Tumorzellen zu
beein ussen. So konnten Tumore gezielt geschwécht und fur andere Therapien sensiti-
viert werden.
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2. Summary

The impact of Cancer-associated Fibroblasts (CAFs) as a prominent cell type in tumours
is increasingly appreciated. CAFs affect tumour emergence, growth, invasion and me-
tastasis. A reciprocal in uence between CAFs and cancer cells may also determine the
response to therapy. There are only a few studies focusing on the role of CAFs in lung
tumours. Therefore, the goal of the the present study was to determine the response of
CAFs from lung tumours to conventional chemotherapy (Cisplatin) and to investigate the
possibility to modulate their phenotype in a way that they lose their tumour-supporting
function.

To identi y compounds inhibiting the CAF phenotype the effect of 151 kinase inhibitors
was screened. The inhibition of PDGFR was most effective in reducing CAFs' prolifera-
tion. Out of a panel of approved PDGFR inhibitors Dasatinib showed improved ef cacy
as compared to Imatinib, Nilotinib and Sorafenib. Use of gene expression data comparing
CAFs from nine patients treated with Dasatinib or left untreated as a control yielded the so
called ,Dasatinib Response Signature® comprising 492 genes whose expression changed
upon treatment with 0,1 uM Dasatinib. Overlaps of this signature with already published
ones identi ed genes involved in wound healing and quiescence. Furthermore, an overlap
with a signature derived from a comparison of CAFs and normal-associated broblasts
(NAFs), established a group of genes that predicted an improved survival of patients if
their expression pattern was similar to CAFs treated with Dasatinib. More importantly,
using conditioned medium from CAFs treated with Dasatinib reduced the growth promo-
ting effect on H1299 lung cancer cell line cells as compared to treatment with conditioned
medium from CAFs plus Dasatinib. In tissue slice culture of treaegdusuntreated fresh
tumour tissue Dasatinib inhibited proliferation of cancer cells and induced cell death in
some of the tumours. These data show that Dasatinib is a new means of inhibiting CAFs'
phenotype in a way that the promotion of tumour growth is reduced.

In the second part of this work, the effect of Cisplatin treatment on CAFs was analy-
zed. Preliminary results showed that CAFs isolated from individual patients responded
quite heterogeneously to this kind of treatment. The current work excluded patient cha-
racteristics like age and sex as well as tumour histology as possible causes. In addition,
there were ndp53 mutations detected in CAFs from lung tumours and tiie3 SNP
rs1042522 had no in uence on CAFs' response to Cisplatin. So no cause for CAFs' va-
riability could be identi ed in this study. Interestingly, co-culture with H1299 lung cancer
cell line reduced this heterogeneity of CAFs, indicating an in uence of cancer cells on
CAFs. Furthermore, both cell types affected the sensitivity of the other cell type to Cis-
platin. CAFs became more resistant in co-culture, while H1299 cells got more sensitive.
Also in the tissue slice culture model there was an in uence of cancer cells on CAFs. A
Cisplatin-induced p53 stabilisation of CAFs could only be detected if the neighbouring
cancer cells were also able to respond to Cisplatin treatment with a stabilisation of p53.
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This effect was independent 553 mutations in these primary lung tumours. Further-
more, cell death induced through Cisplatin treatment in CAFs and cancer cells showed a
linear correlation in primary tumour tissue. Therefore, it could be shown that cancer cells
in uence CAFs' response to Cisplatin.

By treating CAFs with Dasatinib an thereby reducing their tumour promoting activities,
one could possibly sensitize tumours to Cisplatin treatment. Thus, the effects of this drug
combination on CAFs and cancer cells were analyzed in addition to the single treatments.
In mono-culture CAFs showed reduced sensitivity to Cisplatin when Dasatinb was added.
In contrast, in co-culture there were no differences between Cisplatin alone or combined
with Dasatinib regarding Cisplatin sensitivity of CAFs and H1299 cells. Interestingly, in
the tissue slice culture model there were marked differences in the response of CAFs and
cancer cells from individual patients. On the one hand there was a number of tumours
where both cell types showed enhanced cell death upon addition of Dasatinib. On the
other hand some CAFs and cancer cells showed reduced sensitivity if both drugs were
combined. One tumour showed only 10 % cancer cell death induction if treated with the
combination as compared with Cisplatin alone, but proliferation of the cancer cells was
markedly reduced. Probably the combination of Dasatinib with Cisplatin does only show
preferable results in a subset of tumours.

If there were differences between CAFs and NAFs it would be worth considering them
a clue to new treatments. There were only minor constitutive differences between CAFs
and NAFs regarding all investigated molecular and functional levels. Therefore, a search
of signs of discrimination upon treatment with various drugs was initiated by sreening a
library containing 1120 approved substances. There was no drug that could selectively in-
hibit CAF's viability while sparing NAF's viability. Cell cycle arrest induced by treatment
with Cisplatin was faster in NAFs than in CAFs. Furthermore, the inductid#iBK2 ex-
pression by treatment with Cisplatin was differentially in uenced by conditioned medium
from H1299 cells in CAFwversusNAFs. In addition, CAFs and NAFs responded to co-
treament with Cisplatin and PDGFR inhibitors in a way that CAFs were less sensitive
to Cisplatin when co-treated with Dasatinib or Imatinib, while NAFs showed enhanced
sensitivity upon addtion of Nilotinib.

In summary, the current work is the rst one to comprehensively analyze the response
of CAFs to treatment with kinase inhibitors and Cisplatin. A mutual interaction between
CAFs and cancer cells could be identi ed in three model systems. Importantly, a reduc-
tion of the tumour growth promoting phenotype of CAFs could be achieved by treatment
with Dasatinib. Using this tool kit it is now possible to affect the interwoven dependen-
cies between CAFs and cancer cells and to systematically sensitize the tumour against
conventional tumour therapy.
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3. Einleitung

3.1. Tumor-assoziierte Fibroblasten

3.1.1. Bedeutung der Tumor-assoziierten Fibroblasten

Tumor-assoziierte Fibroblasten (TAF) bilden einen grof3en Teil des Tumor-Stromas
(Ubersichtsartikel McAllister und Weinberg 2010). Das Stroma, oder auch Grundgewe-
be, aller Organe ist sowohl fiir die Homéostase von normalem Gewebe als auch fur die
Unterstitzung der epithelialen Tumorzellen in Neoplasien verantwortlich. Das Stroma
besteht hauptséchlich aus Zellen wie Fibroblasten, Immunzellen und Endothelzellen der
GefalRe. AuRerdem umfasst es die extrazellulare Matrix (ECM) inklusive der Basalmem-
bran, die die Stromazellen im gesunden Gewebe und friithen Tumorstadien von den epithe-
lialen Zellen abgrenzt (McAllister und Weinberg 2010). Die meisten Stromazellen hem-
men anfangs das Wachstum von Tumorzellen (Mueller und Fusenig 2004; Trisbladli
2009). Beispielsweise wurde an einem Maus-Modell mit humanisiertem Brust-Stroma der
Ein uss von Fibroblasten-Implantation auf eingep anzte Organoide aus humanen Brust-
Epithelzellen untersucht (Kuperwassral. 2004). Die Organoide enthielten tumorfor-
dernde, Wachstumsfaktor-tiberexprimierende Fibroblasten. Von den Autoren konnte ge-
zeigt werden, dass die Zugabe normaler Fibroblasten diese tumor-férdernden Effekte un-
terdricken kann. Aber Signale der Tumorzellen umgehen diese Hemmung wahrend der
Tumorentwicklung und verandern die Stromazellen, so dass diese schlief3lich das Wachs-
tum und Uberleben von Tumorzellen, die Invasion in die Blutbahn und die Metastasierung
in andere Organe aktiv fordern (Polyakal.2009).

Fibroblasten, die in der Nahe von Tumorzellen durch deren Signale verandert wurden,
werden Tumor-assoziierte Fibroblasten genannt (Ubersichtsartikel Kalluri und Zeisberg
2006). Viele dieser TAF exprimieren-smooth muscle actih SMA), daher ist auch der
Begriff Myo broblasten gebrauchlich. Fibroblasten sind langliche Zellen mit fusiformem
oder Spindel-ahnlichem Erscheinungsbild. In Gewebeschnitten werden Fibroblasten mor-
phologisch anhand ihres langlichen Zellkerns identi ziert. Sie zeichnen sich durch die
Abwesenheit von Markern anderer Zelllinien aus. Ein Marker, den alle Fibroblasten und
keine anderen Zelltypen exprimieren, wurde bisher nicht gefunden. Im normalen Gewebe
ruhen die Zellen, sie kdnnen aber wahrend Entziindungen oder der Wundheilung aktiviert
werden. Ein Marker der die meisten aktivierten Fibroblasten auszeichnbtoistast ac-
tivation protein(FAP). Zu den Funktionen von Fibroblasten gehdren die Produktion von
extrazellularer Matrix, die Regulation der Differenzierung von Epithelzellen, die Wund-
heilung und die Regulation von Entziindungen (Kalluri und Zeisberg 2006).
Veranderungen der Gewebe um einen Tumor herum wurden schon friih kontrovers dis-
kutiert (Levin 1912). Die erhdhte Anzahl von Fibroblasten in Tumoren geht mit einer
erhohten Menge extrazellularer Matrix einher und wird als Desmoplasie oder desmoplas-
tische Reaktion bezeichnet. Auch der Begriff reaktives Stroma ist gebrauchlich. Da sich
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die Forschung zunéchst auf die Tumorzellen konzentrierte, wurden Interaktionen zwi-
schen Fibroblasten und Tumorzellen erst spat gezielt untersucht (zum BeispiebAdam
1994). Erst Olumet al. (1999) konnten zeigen, dass Tumor-assoziierte Fibroblasten die
Progression von initiierten, aber nicht-tumorigenen epithelialen Zeileitro undin vivo
stimulieren kdnnen. Als Hauptproduzenten der veranderten extrazellularen Matrix in Tu-
moren und durch die Produktion von Wachstumsfaktoren fir viele verschiedene Zelltypen
erhalten die TAF inzwischen zunehmend Aufmerksamkeit in der Tumorforschung. Das
letzte Jahrzehnt hat auf diesem Gebiet daher einen deutlichen Wissenszuwachs gebracht.
Die Relevanz fur die Klinik zeigten Finadt al. (2008). Sie identi zierten in Brusttumor-
Stroma eine spezi sche Genexpressions-Signatur mit Transkripten, die im Vergleich zu
normalem Stroma verandert exprimiert wurden. Die Expression dieser Transkripte wurde
von den Autoren aus Genexpressionsdaten von Gesamttumoren ge ltert und konnte zwei
Patientengruppen mit unterschiedlicher Prognose identi zieren. Die Stromazellsignatur
als Teil des Tumor-Genexpressionsmusters hatte prognostischen Wert und identifzierte
ein fur das Uberleben der Patienten wichtiges Genset.

Als zugrundeliegende Ursache wird gesehen, dass Tumor-assoziierte Fibroblasten die Ge-
schwindigkeit und das Ausmalf3 der Tumor-Progression erh6hen kdnnen (Tlsty und Hein
2001; Elenbaas und Weinberg 2001; Shimetlal. 2010). Das schnellere Tumorwachs-

tum und die begunstigte Metastasierung fiihren dazu, dass fur den Patienten kaum Hei-
lungschancen bestehen. Damit tragen TAF erheblich zum meist todlichen Ausgang von
Krebserkrankungen bei. Eine Normalisierung der Eigenschaften dieser aktivierten Fibro-
blasten kdnnte im Umkehrschluss auch die Prognose fir den Patienten verbessern (Muel-
ler und Fusenig 2004).

3.1.2. Eigenschaften der Tumor-assoziierten Fibroblasten

Reaktives Stroma zeigt eine erhéhte Anzahl von Fibroblasten, eine erhéhte GefalRdichte
sowie Typ I-Collagen und Fibrin in der ECM (Rgnnov-Jesseal. 1996). Die Tumor-
assoziierten Fibroblasten verandern die Tumor-Mikroumgebung dabei nicht nur durch ei-
ne hdhere Zellzahl. Der aktivierte Phanotyp zeichnet sich auch durch eine hohere Expres-
sion extrazellularer Matrix und erhéhte Proliferation aus (Rodemann und Mdller 1991,
siehe Abbildung 3.1 auf der nachsten Seite). Quantitativ veranderte Expression von Kom-
ponenten der extrazellularen Matrix und Re-Expression sogenannter onkofetaler ECM-
Komponenten sind ein Teil dieser Veranderungen. Zu den veranderten Faktoren gehoéren
strukturelle Matrixproteine ebenso wie extrazellulare Proteasen und immunmodulierende
Proteine (Silzleet al. 2004). Dieser Prozess und Zustand wird als desmoplastische Re-
aktion bezeichnet und ist mit der Invasion des Tumors in umliegendes Gewebe und einer
schlechten Prognose korreliert (Kalluri und Zeisberg 2006).

AuBerdem sekretieren Fibroblasten Wachstumsfaktoren, die die anderen Zelltypen im
Tumor beein ussen, wieepidermal growth facto(EGF), transforming growth factors



3. Einleitung 19

11 $ $ %&

! " # 11 "8

Abbildung 3.1.: Zentrale Rolle Tumor-assoziierter Fibroblasten bei der Tumorentwicklung.
Auswahl der Ein Gsse von TAF auf den Tumor: TAF beein ussen die extrazellulare Matrix
(ECM), sekretieren Wachstumsfaktoren fir verschiedene andere Zelltypen, rekrutieren Immun-
und GefalRzellen, unterstiitzen die Tumorzellen auch metabolisch und kdnnen die Resistenz der
Tumorzellen modulieren (BMGone marrow derived céll

(TGFs),platelet-derived growth factord?DGFs), broblast growth factors(FGFs),vas-

cular endothelial growth facto(VEGF), insulin-like growth factorqIGFs), hepatocy-

te growth factor(HGF), nerve growth factor(NGF) undKIT ligand (KITLG (alias

SCF)) (Powellet al. 1999; Bhowmicket al. 2004b). Die meisten dieser Wachstums-
faktoren bewirken primar eine erhohte Proliferation von Zellen, die die entsprechen-
den Wachstumsfaktor-Rezeptoren exprimieren. Der Ein uss einzelner dieser Wachstums-
faktoren hat sich aber als sehr vielschichtig herausgestellt. So kann VEGF die Gefal-
Permeabilitdt erhéhen, woraufhin Plasmaproteine wie Fibrin aus den Gefal3en in umlie-
gendes Gewebe gelangen konnen, was wiederum Fibroblasten, Immunzellen und Endo-
thelzellen anlockt. Diese produzieren daraufhin eine ECM, die gunstig fur GefalRneubil-
dung ist (Brownet al. 1999; Carpiniet al. 2010). Die Zusammensetzung der sekretierten
Wachstumsfaktoren variiert bei verschiedenen Ursprungsorganen der Fibroblasten (Mi-
cke et al. 2007) und wird in Tumoren verandert (Allinet al. 2004). Daruber hinaus
wirken diese Faktoren nicht unabhéngig voneinander, sondern in einem Netzwerk. Dabei
kann die Rolle einzelner Proteine wie TGIHurchaus in verschiedenen Tumorstadien
unterschiedlich und sogar entgegengesetzt sein (Bhowehiak2004b; Aoet al. 2007).
Zusatzlich wird durch die veranderte Expression von Proteasemaigx metallopro-
teinase 2(MMP2), MMP3 und MMP9 auch die Verfiigbarkeit von Wachstumsfaktoren

in der ECM veréndert (Rodemann und Muller 1991; Yu und Stamenkovic 2000). Einige
Faktoren werden auch erst durch Proteasen aktiviert.

Von TAF sezernierte immunmodulierende Faktoren wie IGF und HGF haben sowohl di-
rekte als auch indirekte Wirkungen auf das Tumorwachstum. Sie férdern die Angiogenese
(Moschos und Mantzoros 2002; Maukk al. 2002) und modulieren die Immunantwort.
Doch im etablierten Tumor kénnen hau g keine aktiven Immunzellen identi ziert wer-
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den. Ein Ungleichgewicht verschiedener T-Helferzellen (Th1l und Th2) weist darauf hin,
dass deren normale Funktion im Tumor unterdriickt wird (Shetrial. 1999). Auchin-
terferon gamm4lFNG), interleukin 6(IL6) undtumor necrosis factofTNF) werden von

TAF sekretiert (Silzlest al. 2004).

Es konnte aul3erdem gezeigt werden, dass auch der Metabolismus der TAF tumorférdernd
wirken kann, indem die Fibroblasten toxische Stoffwechselprodukte der Tumorzellen ent-
giften und das saure Milieu der Tumore puffern (Koukourakisal. 2006). In diesem
Zusammenhang zeigen Studien auch, dass die TAF die Sensitivitat der Tumorzellen ge-
gen eine Chemotherapie verringern kdnnennluitro-Assays wurde die erhdhte Resis-
tenz von Pankreas-Tumorzellen gegen Etoposid gezeigt, sowohl bei Kokultur mit TAF als
auch hervorgerufen durch konditioniertes Medium, das von TAF sekretierte Wachstums-
faktoren enthielt (Muerkosteat al. 2004). Auch fir Brust- und Ovartumore wurde eine
erhohte Resistenz festgestellt, bei Ovartumoren durch eine dtarkgorming growth
factor, beta-inducedTGFBI)-Expression (Shekhat al. 2007; Ahmedkt al. 2007).

3.1.3. Herkunft der Tumor-assoziierten Fibroblasten

Die Ursprungszelle, aus der sich TAF entwickeln, wird unter Wissenschatftlern kontrovers
diskutiert. Ubersichtsartikel beschreiben verschiedene Mdglichkeiten der Entstehung, die
sich nicht ausschlie3en und die sich erganzen konnten (leaal 2009; Shimodaet al.
2010).

Es wird vermutet, dass die meisten TAF aktivierte Fibroblasten sind, die schon vor-
her in ruhendem Zustand im Gewebe vorhanden waren (Kalluri und Zeisberg 2006).
In Zellkultur-Experimenten kann der Wachstumsfaki@nsforming growth factor be-

ta (TGF ) die Aktivierung von Fibroblasten verursachen (Rgnnov-Jessen und Peter-
sen 1993). Das lasst eine entsprechende Rallgivo plausibel erscheinen. Maus-
Tumormodelle mit TGF-Rezeptorknockoutzeigen jedoch auch ohne TGHSignale die
desmoplastische Reaktion (Bhowmiek al. 2004a). Das ist ein Hinweis darauf, dass
weitere Faktoren, beispielsweigpdatelet-derived growth facto(PDGF) und broblast
growth factor 2(FGF2), eine Rolle bei diesem Prozess spielen (Elenbaas und Weinberg
2001). Dass diese Aktivierung der TAF auch die im vorherigen Abschnitt beschriebenen
Auswirkungen auf Epithelzellen hat, zeigt eine Studie im Maus-Modell, wobei Fibro-
blasten, die TGF oder HGF exprimieren, die Entstehung von Brusttumoren aus norma-
len Epithelzellen verursachen (Kuperwasseal. 2004). Hier erleichtern die aktivierten
Fibroblasten also die Tumorgenese. Viele andere Wachstumsfaktoren erhéhen die Prolife-
ration der TAF, ohne dass andere fur die Aktivierung typische Eigenschaften wie erhdhte
ECM-Produktion oder die Expression voSMA induziert werden (Kalluri und Zeisberg
2006). Diese Art der Aktivierung von vorhandenen Fibroblasten wird seit Dvorak (1986)
hau g mit den Prozessen wahrend der Wundheilung verglichen, bei der Fibroblasten und
Epithelzellen proliferieren, um die Wunde zu schlieRen. Entsprechend gibt es in einem
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Maus-Modell auch Hinweise, dass ohne diese desmoplastische Reaktion die lokale Inva-
sion und die Metastasenbildung in spateren Tumorstadien verstarkt auftreten (Barsky und
Gopalakrishna 1987). Dies deutet darauf hin, dass die Desmoplasie als Schutzmechanis-
mus fungieren sollte.

Zusatzlich kénnen TAF aus rekrutierten Zellen wie Fibrozyten und mesenchymalen
Stammzellen aus dem Knochenmaboiie marrow derived celBMC) entstehen, die

aus der Blutbahn in den Tumor einwandern und dort differenzieren. In einem Maus-
Modell konnte gezeigt werden, dass der Anteil der aus BMC entstandenen TAF bis zu
40 % betrug (Ishiiet al. 2003; Quanteet al. 2011) und diese auch funktionelle Marker

der TAF exprimieren (Direkzet al. 2006). Au3erdem wurden im Tumor einer Patientin

mit einer vorangegangenen Knochenmarkstransplantation eines ménnlichen Spenders Fi-
broblasten dieses Donors nachgewiesen (Wortateal. 2009). In 14 von insgesamt 15
untersuchten Tumoren und zwei von drei untersuchten Prékanzerosen fanden sich jedoch
keine Spender-Fibroblasten, wobei diese Tumore nur einen geringen TAF-Anteil aufwie-
sen. Das Ausmal} dieser Transdifferenzierung zu TAF ist daher in menschlichen Tumoren
unklar und maglicherweise auch vom Tumortyp abhangig.

AulRerdem wurde auch die Umwandlung von Endothelzellen zu Fibroblasten-ahnlichen
Zellen nachgewiesen. Dieser Prozess wird als Endotheliale-Mesenchymale Transition be-
zeichnet éndothelial to mesenchymal transitigBndMT), Zeisberget al. 2007). Auch

Marker fur Perizyten wurden in diesen Fibroblasten-&hnlichen Zellen im Tumor identi -
ziert (Sugimotcet al. 2006).

Die TAF, die durch Wachstumsfaktor-Aktivierung oder BMC-Differenzierung entstehen,
weisen keine genetischen Veranderungen auf. Anders sieht es bei den zwei im Folgenden
beschriebenen Hypothesen der TAF-Entstehung aus, die darauf griinden, dass auch Muta-
tionen in den TAF gefunden wurden. Die zugrunde liegenden Experimente sind allerdings
technisch umstritten. So wurde in verschiedenen Publikationen fur oder gegen das Vor-
handensein von Mutationen (Patatsal. 2007; Allinenet al. 2004) und Variationen der
Anzahl von Gen-Kopien argumentiert (Tuhkaredral. 2004; Qiuet al. 2008).

Die erste Hypothese lautet, die TAF kénnen moglicherweise aus einer kleinen Population
genetisch veranderter Fibroblasten entstehen. Die Ursache der Mutation kann ein Karzi-
nogen gewesen sein und die Folge eine erhdhte Proliferation und damit Verdrangung der
nicht-mutierten Fibroblasten - als direkte Folge der Mutation oder als Antwort auf Stress.
Einerseits kann die Mutation gleichzeitig die Ursache fir die Aktivierung sein, anderer-
seits konnte sie aber auch keine Relevanz fur den aktivierten Phanotyp der TAF haben.
Maf ni et al. (2004) zeigten in Ratten, dass im Epithel-freien Fettgewebe der Brust mit
einem Karzinogen behandelte Fibroblasten die Tumorgenese von behandelten und unbe-
handelten implantierten Epithelzellen induzieren. Leider wurden weder die implantierten
Zellen auf Fibroblasten-Marker, noch die behandelten Fibroblasten im Fettgewebe auf
Mutationen untersucht.
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Die zweite Hypothese basiert auf der Beobachtung der Transition von Epithelzel-
len zu Fibroblasten bei brotischen Prozessen. Dieser Prozess wird als Epitheliale-
mesenchymale Transitioegithelial to mesenchymal transitiggMT)) bezeichnet. Mit
Matrix-Metalloproteinasen (MMPSs) behandelte Epithelzellen reagieren mit der Produk-
tion reaktiver Sauerstoff-Spezies, die die Transdifferenzierung zu Fibroblasten-ahnlichen
Zellen erleichtern (Radiskgt al. 2007). Ahnliche Vorgange konnen in Tumoren statt-
nden (Peterseret al. 2003), so dass mutierte Epithelzellen durch EMT zu mutierten
Fibroblasten werden.

3.2. Lungenkarzinome

Die Mortalitat bei Lungenkrebs ist hoch. Weltweit starben 2008 1,4 Millionen Menschen
an Lungenkrebs (Jemat al. 2011). Obwohl in den letzten Jahren viele Mechanismen
der Tumorentstehung und -progression aufgeklart wurden und neue Medikamente die Kli-
nische Zulassung erhielten, liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate nur bei 16 % und ist seit
1975 nur geringfugig gestiegen (Sieglal. 2011). In Deutschland sind Lungentumore

die vierthdu gste Tumorerkrankung mit fast 50 000 Erkrankungen im Jahr 2008 (Ferlay
et al. 2011). Damit liegt die Alters-standardisierte Erkrankungsrate bei 28,1 Fallen pro
100000 Einwohnern, bei einer nur wenig geringeren Mortalitéat von fast 42 000 Fallen
(ASR 22,6 pro 100000 Einwohner). Lungenkarzinome sind damit die hau gste Tumor-
bedingte Todesursache in Deutschland. M&nner erkranken und sterben 2,3fach hau ger
als Frauen an Lungenkrebs (Abbildung 3.2, A).
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Abbildung 3.2.: Inzidenz und Mortalitéat von Lungentumoren sowie Struktur von Cisplatin.
A: Alters-standardisierte Rate der Inzidenz und Mortalitéat von Lungentumoren bei Mannern
und Frauen pro 100 000 Einwohner, Deutschland 2008. Inzidenz und Mortalitat sind sehr ahn-
lich und steigen mit zunehmendem Alter an (Feral. 2011). B: Strukurformel von Cis-
platin, dem Zytostatikum, das Basis der meisten Chemotherapien gegen Lungentumore ist.

http://globocan.iarc.fr/
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Lungentumore sind eine sogenannte Alters-Erkrankung mit einem medianen Erkran-
kungsalter von 69 Jahren, deren Hauptursache das Rauchen ist (&tag$e2011). Es
werden zwei histologische Typen unterschieden: Die selteneren, sehr aggressiven, frih
metastasierenden Kleinzelligen (SCLC) und die hau geren, langsamer metastasierenden
Nicht-Kleinzelligen Lungentumore (NSCLC) (Brambilkt al. 2001). NSCLC werden
weiter in Adenokarzinome, Plattenepithelkarzinome (squamése Tumore), Adenosquamo-
se Karzinome und Grol3zellige Tumore unterschieden.

Patienten mit NSCLC konnen in frihen Tumorstadien operiert werden, ebenso wie solche
mit Metastasen anderer Tumore in der Lunge. Nur selten kdnnen die Tumore vollstandig
entfernt werden, daher kann im Anschluss an die Operation eine Chemotherapie, Be-
strahlung oder eine Kombination aus beiden Therapien fur den Patienten von Vorteil sein
(P ster et al. 2004; Leeet al. 2006; Wakeleest al. 2007). Bei fortgeschrittenem Klein-
zelligen Karzinom stehen nur Chemotherapie und Bestrahlung zur Verfigung, da auf-
grund des schnellen Krankheitsverlaufs keine Operation mehr moglich ist. Cisplatin ist
das bevorzugte Chemotherapeutikum bei Lungentumoren (@ephi2009, Abbildung

3.2, B), meist in Kombination mit anderen Medikamenten, beispielsweise Gemcitabin,
Vinorelbin oder Paclitaxel. In den letzten Jahren wurden zunehmend gezielte Therapien
in die Behandlung einbezogen. Dabei stebpidermal growth factor receptde GFR)-
Inhibitoren wie Ge tinib bereits als primare Therapie zur Verfiigung, wenn EGFR im
Tumor verstarkt exprimiert wird oder mutiert ist (Mek al. 2009). Auch Erlotinib ist fur

die Behandlung von Lungenkarzinomen zugelassen (Cehah2010). Auf3erdem wird

die anti-angiogene Therapie mit Bevacizumab in Kombination mit Chemotherapeutika
verwendet, um die Blutversorgung der Tumore zu hemmen (Laskin und Sandler 2005).

3.3. Das Tumorsuppressor-Gen tp53

Das Tumorsuppressorgémmor protein p53tp53), welches das p53-Protein codiert, ist
eines der am hau gsten inaktivierten Gene in Tumoren (Holls&ial. 1991). p53 hat
vielfaltige Funktionen bei der Regulation von Zellzyklus, Apoptose, Seneszenz, Zell-
differenzierung, DNA-Metabolismus und -Stabilitédt und der Immunantwort (Suzuki und
Matsubara 2011). Diese Wirkungen werden durch unterschiedliche Aktivierung von Ziel-
genen im Zellkern (nukledre Funktionen) oder die Bindung an verschiedene Proteine in
der Zelle (zytoplasmatische Funktionen), vor allem am Mitochondrium erzielt (Mous-
den und Prives 2009). Die Hauptfunktion ist dabei die Regulation der Balance zwi-
schen Proliferations-Stopp und Apoptose-Induktion. Als Marker fur diese Prozesse wird
Uberlicherweise die Transkription varyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p2(QD-
KN1A) bei der Hemmung der Proliferation und vB&L2 binding component 8BC3

und phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protei(PMAIP1) fur die Induktion von
Apoptose verwendet (Soussi und Béroud 2001).
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Das p53-Protein enthalt 393 Aminoséuren und ist 53 kDa groR (Ubersichtsartikel May
und May 1999). Vom N- zum C-Terminus besitzt es eine Transaktivierungs- (TAD), eine
Prolinreiche (PRD), eine DNA-Binde- (DBD) und eine Oligomerisierungs-Domaéane (OD)
(Abbildung 3.3, A). Nach Bindung der DBD an die Erkennungssequenz in der DNA der
Zielgene kann die TAD die Transkription dieser Gene aktivieren. Mit Hilfe der OD bildet
p53 Tetramere aus, die die aktive Form des Proteins in der Zelle sind. In der TAD und
in und um die OD be nden sich Signale fiir die Lokalisation im Zellkemoglear locali-

sation signhal NLS) und den Export aus dem Zellkern in das Zytoplasmelear export
signal NES) (May und May 1999). Auch weitere Interaktionen mit anderen Proteinen
an allen Aminosauren von p53 sowie posttranslationale Modi zierungen regulieren die
Aktivitat und Verfiigbarkeit von p53063 knowledgebade

Das p53-Protein ist normalerweise nur in geringen Mengen in den Zellen vorhanden, da
es vonMdm2 p53 binding protein homoldlyiDM2) zum proteasomalen Abbau markiert
wird. p53 wird durch verschiedene Stressfaktoren nach Phosphorylierung stabilisiert, un-
ter anderem durch die in Tumorzellen wichtige Onkogen-Aktivierung oder durch Hypo-
xie (May und May 1999). Vousden und Prives (2009) schlagen ein Modell vor, in dem die
p53-Stabilisierung von vielen Variablen abhangig ist. Danach erfillt p53 als Antwort auf
ein niedriges Stresslevel seine normalen Funktionen im Zellzyklus-Arrest, der Apoptose,
dem Metabolismus und der DNA Reparatur (Abbildung 3.3, B). Bei hohem Stressniveau
wird das Gleichgewicht in Richtung Apoptose und Seneszenz verschoben. So kann p53
die Entstehung von Tumoren zum Beispiel aufgrund zu groRer DNA-Schaden verhindern.
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Abbildung 3.3.: p53.
A: Domanenstruktur des p53-Proteins, TAD Transaktivierungs-Doméane, PRD Prolinreiche
Domaéne, DBD DNA-Binde-Doméane, OD Oligomerisierungs-Domane, NES nukleares Export-
signal, NLS nukleares LokalisierungssignBl. Schema des p53-Signalweges mit Betonung
der Eingangssignale, der Marker fiir die Aktivierung von p53 und der Reaktion der Zelle.

http://p53.bii.a-star.edu.sg
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In der IARC-TP53-Mutations-Datenbank (Petitjeztral. 2007, Release 15sind 27 580
somatischeép53-Mutationen aufgefihrt. Mutiertes p53 kann h&u g seine normalen Funk-
tionen nur eingeschrankt erfullen, was zur Tumorentstehung beitragt. In Patienten mit
vererbten p53-Mutationen, dem sogenannten Li-Fraumeni-Syndrom, ist die Mutation ei-
ne h&u ge Ursache der Tumorentstehung. Obwohl jede Zelle dieser Patientdp®3ne
Mutation tragt, entwickeln sich relativ wenige Tumore, wovon nur 2,5% Tumore der
Lunge sind (Kleihuet al. 1997; Petitjearet al. 2007). Li-Fraumeni-Patienten entwi-
ckeln wahrend ihres Lebens im Median weniger als 2 Tumore, was zu der Ansicht fuhrte,
dass in Tumoren mit somatischer p53-Mutation diese eine Folgemutation ist, die dem
Tumor ein besseres Wachstum ermgéglicht (Mogelstein 1990).eXad (2007) konnten
zeigen, dass die Reaktivierung von normalem p53 dies rickgangig machen kann und die
Regression von Tumoren in Mausen auslost.

Meist ist die DNA-Bindedoméane mutiert, so dass die Transkription von Zielgenen veran-
dert wird (Funktionsverlust). Es sind jedoch auch Mutationen beschrieben, durch die p53
neue Funktionen zur Férderung des Tumorwachstums erhalt. Insgesamt spielen also sehr
viele Faktoren wie die Art der Mutation, des Stressausldsers und sogar des Gewebetyps
und der Mikroumgebung im Tumor eine Rolle dabei, wie die Zelle beispielsweise auf
eine Behandlung reagieren wird (Mousden und Prives 2009).

Fur Lungentumore wurde eine somatische Mutationsrate von 37,4 % ermittelt (Petitjean
et al.2007). Laut derp53 knowledgebassind tiber 870 unterschiedliche Mutationen in

den Exons vorp53allein aus Lungen- und Bronchusgewebe bekannt, die unterschiedli-
che funktionelle Konsequenzen haben (létral. 2007). Dabei korreliert die Hau gkeit
somatischer Mutationen mit dem Grading der Tumore. In einer Untersuchung von 188
Lungen-Adenokarzinomen fanden Dirgal. (2008)tp53-Mutationen in 13 %, 24 % be-
ziehungsweise 52 % der Tumore mit Grading 1 bis 3. Die Mutationen korrelieren auch mit
erhdhter genomischer Instabilitdt und Verlust von DNA-Kopien. Die Autoren fanden 26 in
Lungentumoren h&au g mutierte Gene, von derp3 am hau gsten mutiert war. Diese
Mutationen werden als relativ friihe Ereignisse bei der Entwicklung von Lungentumoren
angesehen, die moglicherweise fur die Erhaltung der malignen Eigenschaften bendtigt
werden. So wurde zwischen primaren Lungentumoren und Lymphknoten-Metastasen ei-
ne Ubereinstimmung der Mutationen von 93 % identifziert (Cheira). 2011).

Ob tp53Mutationen sich auf die Prognose der Patienten auswirken, ist noch nicht ab-
schlieRend geklart. Laut der IARC-TP53-Datenbagikt es acht Publikationen mit Ko-
horten von mindestens 50 Patienten, die einen Zusammenhang zwischerpBier
Mutation und einer schlechten Prognose flr Lungentumor-Patienten zeigen, sechs Publi-
kationen konnten jedoch keinen Zusammenhang nachweisen. Auch Meta-Analysen ver-
schiedener Studien ergaben widerspriuchliche Resultate (HunataakeR000; Mitsudo-

lwww-p53.iarc.fr
2http://p53.bii.a-star.edu.sg
3http://www-p53.iarc.fr/Slideshow.html
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mi et al. 2000). Tsacet al. (2007) untersuchte die Auswirkungen vtpb3-Mutationen

auf den Nutzen einer Cisplatin-Vinorelbin-Chemotherapie und fand weder prognostische
noch pradiktive Eigenschaften einer Mutation. Dafuir war die immunhistochemisch nach-
gewiesene p53-Uberexpression in 52 % der Tumore sowohl mit dem schlechteren Uber-
leben ohne Behandlung als auch mit einem besseren Ansprechen auf die Behandlung
korreliert.

3.4. PDGF-Rezeptor-Signalweg und Kinase-Inhibitoren

Der platelet-derived growth factor recept@PDGFR) ist ein zentraler Wachstumsfaktor-
Rezeptor fur Fibroblasten (Ubersichtsartikel Andeteal. 2008). Die Aktivierung des
Signalwegs ist abhangig von der Bindung giatelet-derived growth factof®DGFs) an

die Rezeptoren (Abbildung 3.4 auf der nachsten Seite, A) und fuhrt zur Proliferation der
Fibroblasten und damit auch zur desmoplastischen Reaktion.

Die PDGF-Liganden werden von vier Genen codi®DGF-A, -B, -C, -D. Das PDGF-
AB-Heterodimer wurde zuerst aus Blutplattchen isoliertjivowird aber eine dominante
Rolle der Homodimere aufgrund zellspezi scher Expression angenommen (Agidahe
2008). Ein PDGF-Monomer ist circa 15kDa grof3. Die PDGFs haben eine gemeinsame
Wachstumsfaktor-Kerndomaneafe domaif mit denvascular endothelial growth fac-

tors (VEGFs) und die frihere Unterscheidung von PDGFs und VEGFs wird wegen neu
gefundener Uberlappender Rezeptor-Bindung wieder diskutiertéBalll2007). Fur eine
Bindung an die Rezeptoren ist die Kerndoméane notwendig. Sie ist auch fur die Aktivie-
rung der Signalwege verantwortlich. Diese Domane enthalt konservierte Cysteine, die
sowohl innerhalb eines Proteins als auch zwischen zwei PDGF-Proteinen Bindungen aus-
bilden (Heldin und Westermark 1999). Die vier PDGFs zeigen aufgrund von Bindungen
an die extrazellulare Matrix nur eine eingeschrankte Diffusion. Bei der PDGF-A- und
-B-Unterfamilie wird diese durch ein C-terminales Motiv vermittdéagic retention mo-

tif), PDGF-C und -D haben eine N-terminale CUB-Domaéne (ftimplement proteins
C1r/Cls, UEGF and BMP1 Die ECM-Bindung wird durch alternatives Splicing regu-
liert oder die Doméane kann proteolytisch entfernt werden (Andta. 2008).
Mesenchymale Zellen exprimieren zwei PDGF-Rezeptoren, PDGHERd - , die circa

170 und 180kDa grof3 sind. Diese besitzen extrazellular jeweils funf Immunglobulin-
Domanen zur Ligandenbindung und Stabilisierung der Rezeptor-Rezeptor-Interaktion
und intrazellulare Tyrosinkinase-Doméanen (Abbildung 3.4, A). Bei einer Liganden-
bindung dimerisieren die Rezeptoren als Homo- und Heterodimere. Diese zeigen
fur verschiedene PDGF-Dimere unterschiedliche Bindungsspezitaten, wabei-

tro mehr Mdglichkeiten gezeigt wurden, als bishervivo gefunden wurden (Andrae

et al. 2008). Die Dimerisierung induziert PDGFR-Autophosphorylierung an verschie-
denen Stellen der Proteine. Die Phosphorylierung eines konservierten Tyrosinrestes in
der Kinasedomane erhoht die katalytische Efzienz (Keatetgal. 1988), wahrend
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Tyrosin-Phosphorylierungen auf3erhalb dieser Doméne Bindestellen fir Proteine mit einer
SH2-Doméne schaffen. An diese Phosphotyrosine binden entweder Adapter-vermittelt
oder direkt Proteine zentraler Signaltransduktionsketten phiesphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinag@’IK3, alias PI3K),phospholipase C, gamn(&LC ), v-src sar-

coma viral oncogene homoloGRC), Rasund andere (Andraet al. 2008). Negati-

ve Ruckkopplungen regulieren die Aktivitat der PDGF-Rezeptoren und der Signalket-
tenproteine, beispielsweise URAS p21 protein activatofGTPase activating protejn
GAP), mitogen-activated protein kinag®lAPK) und protein tyrosine phosphatase, non-
receptor type 1XPTPN11). AuRerdem wird die Aktivitat der PDGF-Rezeptoren durch
die Interaktion mit Integrinen und die Internalisierung der Rezeptoren gesteuert.

Die Effekte der Rezeptor- und Signalketten-Aktivierung bestehen aus veranderter Genex-
pression, Wachstumsstimulation, Aktinskelett-Reorganisation, Regulation von Chemota-
xis und Hemmung der Apoptose. Dabei haben die verschiedenen Rezeptor-Dimere tber-
lappende, aber nicht deckungsgleiche Effekte (Heldin und Westermark 1999). AuRerdem
kann die Art der Regulation, beispielsweise die Stimulation oder Hemmung der Chemo-
taxis, zelltypabhangig sein. Im Zusammenhang mit Tumoren wirken sich PDGF-Signale
auf Wachstum, Angiogenese, Metastasenbildung und das Vermeiden der Immunantwort
aus, also auf vier ddtlallimarks of CancefHanahan und Weinberg 2011), sowie auf die
Resistenz gegen Chemotherapie. Damit ist der PDGF-Signalweg ein attraktives Ziel flr
eine Krebstherapie.
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Abbildung 3.4.: Platelet Derived Growth Factor Recepto(PDGFR)-Signalweg und
-Inhibitoren.
A: Schema des PDGFR-Signalweges mit Betonung der Wachstumsfaktor-Rezeptor-Bindung,
der Haupt-Signaltransduktionswege und der Reaktion von FibroblaBteBtrukturformeln
der in der vorliegenden Arbeit untersuchten, klinisch zugelassenen PDGFR-Inhibitoren.

Die Bedeutung des PDGFR-Signalweges in Tumoren wurde vor allem durch Studien an
Maus-Modellen validiert. So wurde die Bedeutung von PDGF fur die desmoplastische
Reaktion mit Hilfe von Xenotransplantaten mit der humanen Tumorzelllinie MCF7 un-
tersucht (Shaet al.2000). Aufgrund einer Transfektion mit dominant-negativem PDGFA
sekretierten diese Tumorzellen nur noch wenig PDGF. In diesem Modell fehlte die desmo-
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plastische Reaktion der entstehenden Tumore. In einer anderen Studie fihrten parakrine
PDGF-Signale von trans zierten Tumorzellen zu deutlich verringerter Nekrose der Tu-
more, begleitet von der Rekrutierung von Bindegewebszellen in den Tumor und der Bil-
dung neuer Blutgefalie (Forsbegal. 1993). Die Hemmung von PDGFR durch Kinase-
Inhibitoren fuhrt auRerdem zu direkten anti-Tumor-Effekten. So zeigte sich im Modell
die Hemmung der Progression und ein langsameres Tumorwachstum, mit verursacht
durch die verminderte Sekretion von Wachstumsfaktoren der TAF (Pietrals2008).
Vergleichbare Effekte wurden auch fur eine Kombinationstherapie mit einem PDGFR-
Inhibitor und Irinotecan gefunden (Kitadat al. 2006). PDGFR-Inhibitoren vermindern
auch den Flussigkeitsdruck in Tumoren, der ein Grund fur die schlechte Aufnahme von
chemotherapeutischen Medikamenten ist (Piedtad. 2001).
Epithelzellen in humanen Lungentumoren sind PDGFR-negativ. Lungentumorgewebe-
Microarrays zeigten hingegen PDGFR-Expression in Fibroblasten und Perizyten. Dabei
wurde eine mehr als zweifach starkere Expression von PD&ezeptor- als PDGF-
-Rezeptor detektiert (Paulss@t al. 2009). Diese Studie wies aulRerdem flr Brust-
tumore eine Korrelation zwischen PDGFR-positiver Farbung der TAF und halbierter
Erkrankungs-spezi scher Uberlebenszeit nach. Andererseits zeigten Nakanata
(2003), das®DGFB schon in Lungentumoren des Stadiums IA niedriger exprimiert ist
als in Normalgewebe. Das Ausmal des PDGF-Ein usses in humanen Lungentumoren
muss also noch weiter untersucht werden.
Die PDGFR-Aktivitat kann mittels Kinase-Inhibitoren gehemmt werden (Abbildung 3.4,
B). Diese sind meist Substanzen mit geringem Molekulargewicht und hemmen die Kina-
sen in der Regel reversibel durch Bindung an die ATP-Bindestelle (Buchdenger
2000; Montercet al. 2011). Die meisten klinisch zugelassenen Inhibitoren wurden ge-
gen das OnkogeBcr/Abl entwickelt und hemmen neben dem PDGF-Rezeptor auch ein
unterschiedliches Spektrum anderer Kinasen. Auch die Hemmung der Kinase-Domane
erfolgt durch Bindung an unterschiedliche Konformationen und mit unterschiedlicher Ef-
fektivitat (Baumanet al. 2007; Weisberget al. 2005; Vajpaiet al. 2008). Einige dieser
Inhibitoren wurden in klinischen Studien bereits gegen Fibrose eingesetzt, eine krankhaf-
te Vermehrung des Bindegewebes. Diese Erkankung ist auch durch aktivierte Fibroblasten
gekennzeichnet, doch die ausgepragte Gefal3neubildung wie in Tumoren fehlt hier.

3.5. Ziel der Arbeit

Tumor-assoziierte Fibroblasten modulieren verschiedenste Tumoreigenschaften und spie-
len eine aktive und zentrale Rolle im Netzwerk der Tumore. Daher sind sie ein attraktives
Therapieziel, um die Behandlung zu verbessern. Die Aktivitat von Kinasen ist in allen
zellularen Signalketten noétig, sowohl in TAF als auch in Tumorzellen. In zahlreichen Tu-
morerkrankungen wurde eine deregulierte Kinase-Aktivitat als Ursache oder Nebeneffekt
festgestellt (Shchemeliniet al. 2006a,b). Uber die Wirkung von Kinase-Inhibitoren auf
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TAF liegen aber keine systematischen Untersuchungen vor. Ein bei Lungentumoren hau-
g verwendetes Chemotherapeutikum ist Cisplatin. Auch dessen Wirkung auf TAF ist in
Lungentumoren nur wenig untersucht worden.

Daher sollten in der vorliegenden Arbeit folgende Punkte geklart werden:

1. Die Wirkung von Kinase-Inhibitoren auf TAF
Ein Screersollte klaren, welche Inhibitoren die TAF am starksten hemmen und da-
mit far weitere Untersuchungen am lohnenswertesten erscheinen. Der Effekt dieser
Inhibitoren sollte sowohl funktionell als auch auf molekularer Ebene charakterisiert
werden. Ziel ist die Identi zierung von Substanzen, die auf TAF wachstumshem-
mend wirken und ihre im Tumor veranderten Eigenschaften normalisieren, um so
das Gesamtsystem des Tumors zu destabilisieren.

2. Die Wirkung von Cisplatin auf TAF
Voruntersuchungen zeigten eine hohe Variabilitat der TAF-Anwort auf die
Cisplatin-Behandlung in MTT-Experimenten (Sonnenbstrgl. 2008). In der vor-
liegenden Arbeit sollte der Effekt von Cisplatin weiter funktionell untersucht und
die Ursachen der Heterogenitat der TAF aus verschiedenen Patienten eingegrenzt
werden. Ein Schwerpunkt stellte dabei die Untersuchung der Cisplatin-induzierten
p53-Antwort von TAF und Tumorzellen im etablierten Gewebekulturmodell dar.

3. Die Wirkung von Cisplatin in Kombination mit Kinase-Inhibitoren auf TAF
Monotherapien mit einem Medikament zeigen nach klinischer Erfahrung selten
langfristige Erfolge bei der Behandlung der Patienten. Daher sollten auch die
Auswirkungen der kombinierten Behandlung aus Cisplatin und solchen Kinase-
Inhibitoren, die in Punkt 1 als wirksam identi ziert wurden, funktionell untersucht
werden.

4. Die Unterschiede zwischen TAF und NAF
Zusatzlich wurde in der vorliegenden Arbeit ein Vergleich von TAF und
Normalgewebe-assoziierten Fibroblasten (NAF) angestrebt. Sowohl basale Unter-
schiede in unbehandeltem Zustand als auch Unterschiede in der Sensitivitat auf die
verwendeten Medikamente sollten im Zellkultur-Modell untersucht werden.

Bisher wurden in der Arbeitsgruppe die TAF-Zellkultur und eieviveKultivierung von
Tumor-Schnitten als sich erganzende Modelle verwendet. Wahrend die Monokultur das
am starksten vereinfachte Modell ist, stellt die Gewebeschnittkultur das Modell dar, das
der Realitat im menschlichen Tumor am nachsten kommt. Durch verschiedene Tumor-
histologien, unterschiedliche Anteile der Zelltypen und andere Faktoren ist die Heteroge-
nitat im Tumorgewebe aber sehr hoch. Aul3erdem ist das Material nur einige Tage lang
kultivierbar und die Verfligbarkeit ist begrenzt. Daher war ein weiteres, technisches Ziel
der vorliegenden Arbeit:
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5. Die Etablierung eines Kokultur-Modells aus TAF und Tumorzellen
Das Kokultur-Modell sollte die Untersuchung der Wechselwirkungen von TAF
und Tumorzellen im vereinfachten System, standardisierter und leichter wieder-
holbar erlauben. In diesem System spielen sowohl soluble Wachstumsfaktoren als
auch direkte Zell-Zell-Kontakte eine Rolle, was es von einfacheren Modellen mit

konditioniertem Medium abgrenzt.
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4.1. Material

4.1.1. Bezugsquellen

Die verwendeten Chemikalien wurden hauptsachlich von Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Minchen) und Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) bezogen, Medienzusétze und En-
zyme von Fermentas GmbH (St. Leon-Rot) und Invitrogen GmbH (Karlsruhe), Zellkultur-
GeféalRe von Corning GmbH (Kaiserslautern), Multimed Wicker GmbH (Kirchheim/Teck),
Greiner Bio One (Frickenhausen) und Nalgene Nunc International (Wiesbaden), sowie
Gerate wie beispielsweise Zentrifugen und Sterilbdnke von Andreas Hettich GmbH &
Co.KG (Tuttlingen) und Heraeus (Hanau). Die Bezugsquellen fur weitere Gé&iéte,
Antikorper und Zellkulturbedarf nden sich in den folgenden Tabellen 4.1 bis 4.4.

Tabelle 4.1.:Bezugsquellen fir Gerate
Gerat Hersteller

5100 Cryo 1°C Box ,Mr. Frosty” Nalgene Nunc International, Wiesbaden

Cell Strainer 70 um Becton Dickinson, Heidelberg

Dako Automation Stainer Dako Deutschland GmbH, Hamburg

FACSCalibur Becton Dickinson, Heidelberg

Mikroskop DM 4000 B mit Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Zweifach-Einblicksystem

Krumdieck Tissue Slicer Krumdieck, Alabama Research and Development
Corp., Munford, USA

LightCycle®480 Roche Pharma AG, Grenzach-Wyhlen

Mikrotom RM2255 Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

NanoDrop" 2000c Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Tabelle 4.2.:Bezugsquellen fir Kits
Kit Hersteller

ApopTag Plus Peroxidase SituApoptosis Dectetion Merck Millipore, Darmstadt
Kit S7101

DNeasy Blood and Tissue Kit Qiagen, Hilden

EnVision™ Gj2 Doublestain System, Rabbit/Mous®ako Deutschland GmbH,
(DAB+/Permanent Red) Hamburg

Platinun® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG Invitrogen GmbH, Karlsruhe
QIAquick PCR Puri cation Kit Qiagen, Hilden

RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesig-ermentas, St. Leon-Rot
Kit
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden
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Tabelle 4.3.:Bezugsquellen fir Antikérper und Farbereagenzien

Substanz Hersteller

AnnexinV-FITC Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

AnnexinV-Alexa568 Roche Pharma AG, Grenzach-Wyhlen

anti-BrdU Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

anti-ESA-FITC, FM010 Biomeda Corp., USA

anti-FAP Institut fur Zellbiologie und Immunologie
der Universitat Stuttgart

anti-lgG-FITC Immunoresearch, Jackson

anti-Ki67 MIB1 Dako Deutschland GmbH, Hamburg

anti-p53 DM082, DO-7 Acris, Herford

BrdU Roche Pharma AG, Grenzach-Wyhlen

Count bright” absolute counting beads Invitrogen GmbH, Karlsruhe

gam-DyLight488 dianova GmbH, Hamburg

Tabelle 4.4.:Bezugsquellen fur Zellkultur-Medien und Medikamente

Medium/Medikament Hersteller

Airway Epithelial Medium PromoCell, Heidelberg

Cisplatin Robert-Bosch-Krankenhaus, Stuttgart

Dasatinib Research Chemicals Inc., Canada (Novartis Inc.)
Erlotinib Research Chemicals Inc., Canada (Novartis Inc.)
Fetal Bovine Serum PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich
Imatinib-Mesylat Research Chemicals Inc., Canada (Novartis Inc.)
Liforlab Transportmedium Onconscience AG, Wedel

Nilotinib Research Chemicals Inc., Canada (Novartis Inc.)
RPMI1640 Biochrom AG, Berlin

Sorafenib Research Chemicals Inc., Canada (Novartis Inc.)

4.1.2. Zelllinien, primare Fibroblasten und Tumorgewebe

Die Bezugsquellen fur die verwendeten Zellen, Zellinien und Gewebe nden sich in Ta-
belle 4.5. Die demographischen Daten der Patienten, aus denen die TAF isoliert wurden,
sind in Tabelle A.1 auf Seite 125 im Anhang dargestellt.

Tabelle 4.5.:Zelllinien, priméare Fibroblasten und Tumorgewebe
Material Herkunft

Primare Fibroblasten Pathologie des Robert-Bosch-Krankenhauses, Stuttgart
und Tumorgewebe (Patienten der Klinik Schillerhhe, Gerlingen),
primére Lungentumore und Metastasen

H1299/H2B:eGFP Moshe OrewWeizmann Institute of Sciendeehovot, Israel
(Kandaet al. 1998)
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4.1.3. Loésungen

Die Zusammensetzung verwendeter Lésungen nden sich in den Tabellen 4.6 und 4.7.

Tabelle 4.6.:L6sungen fir die Zellkultur

LOsung Zusammensetzung

Cell Rinse Puffer 120 mM NacCl, 15,6 mM Glukose, 2,5 mM Mg&<6H,0,
5,4mM KCI, 1 mM NaHPQO,, 20 mM HEPES, pH 7,2

Einfriermedium 10% DMSO, 90 % FBS

Medienzusatze 500 ml RPMI1640 wurden supplementiert mit

10 % oder 20 % (v/v) FBS, 0,1 g/l Penicillin/Streptomycin,
10 mM HEPES pH 7,4, 2 mM L-Glutamin, 0,13 mM L-
Asparagin, 0,05 mM -Mercaptoethanol, 1 mM Natrium-
pyruvat, 3 ml 100x nicht-essentielle Aminosauren

Tabelle 4.7.:L6sungen fiir die Arbeit mit Nukleinsauren
LOsung Zusammensetzung

DNA-Isolationspuffer 75mM 1M NacCl, 0,5% Tween20, 25 mM EDTA
6x Gel-Ladepuffer 0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol FF, 30 % Gly-

cerol in H,O
50x TAE 4 M Trisacetat, 0,1 M EDTA, pH 8,3
TE-Puffer 10 mM TRIS-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA pH 8,0

4.1.4. Software zur Datenanalyse
Die verwendete Software und Datenbanken nden sich in Tabelle 4.8.

Tabelle 4.8.:Software, Internet-Tools, Datenbanken

Software

Excel, Visual Basic Genset-Schnittmengen
Genespring GX Microarray-Analyse
Prism5 Abbildungen und Statistik

Internet-Tools und Datenbanken

Gene Ontology www.geneontology.org — Gene Ontology Datenbank

GSEA http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp — Microarray-
Analyse, Gene Set Enrichment Analysis

IARC TP53 Datenbank  http://www-p53.iarc.fr — p53-Datenbank

NCBI BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ — Blasten von DNA-
und Proteinsequenzen
NetAffx ™ http://www.affymetrix.com/analysis/index.affx —

Microarray-Analyse
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Netprimer http://www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/
netprlaunch.html — Primerdesign
p53 knowledgebase http://p53.bii.a-star.edu.sg/index.php — p53-Datenbank

Primer3 http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi
— Primerdesign

gPrimerDepot http://primerdepot.nci.nih.gov — Primerdatenbank fur qRT-
PCR-Primer

SOURCE http://smd.stanford.edu/cgi-bin/source/sourceBatchSearch
— Vergleich der IDs verschiedener Microarrays

WebGestalt http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt — Microarray-

Analyse, GO-Slim

4.2. Methoden

4.2.1. Arbeiten mit Nukleinsauren
4.2.1.1. Isolierung und Analyse von DNA

Isolierung genomischer DNA aus Formalin- xiertem, in Paraf n eingebettetem
Tumormaterial

Von Formalin- xiertem, in Paraf n eingebettetem (FFPE)-Tumormaterial der Pathologie
des Robert-Bosch-Krankenhauses wurden jeweils sechs 10 um dicke Schnitte angefertigt.
Falls nach Beurteilung der H&E-Farbungen der gesamte Schnitt aus Tumorgewebe be-
stand, wurden die Schnitte direkt im Reaktionsgefal? entparaf niert. Sollte nur ein Teil
des Schnittes verwendet werden, wurden diese auf Objekttragern getrocknet, der Bereich
des Tumorgewebes mit Hilfe des H&E-Schnittes markiert und nach der Entparaf nierung
mit einer Pipettenspitze vom Objekttrager gekratzt.

Das FFPE-Gewebe wurde zweimal fir jeweils 5-10 min mit 1 ml Microclear auf ei-
ner Ruttelplatte bei circa 150 rpm entparaf niert, bei 13000 rpm 3 min zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Danach wurde das Gewebe zweimal mit 1 ml Ethanol ge-
waschen, erneut zentrifugiert und nach dem Verwerfen des Uberstands bei 37 °C fir
1-4h getrocknet. Der anschlieRende Proteinase-Verdau zur Freisetzung der Nuklein-
sauren erfolgte durch Zugabe von 1 ml DNA-Isolationspuffer und 100 pl Proteinase K
und Inkubation Uber Nacht bei 65°C und 350rpm im Thermomixer. Die klare LO6-
sung wurde mit dem zweifachen Volumen an Re®henol versetzt, 15min bei RT

bei 800 rpm gemischt, 10 min bei 10000 rpm zentrifugiert und die wassrige Phase in
ein neues Reaktionsgefal® Gberfuhrt. Dieser Schritt wurde unter Verwendung von Phe-
nol:Chloroform:lsoamylalkohol und anschlie3end mit Chloroform wiederholt. Danach
folgte die Fallung der gDNA mit 25 ul 3M Na-Acetat und 1 ml Ethanol bei -20 °C fir

30 min. Nach Zentrifugation bei RT und 13000 rpm fur 15 min wurde das Pellet mit 250 pl
70% Ethanol gewaschen, bei 37 °C getrocknet und in 50-100 ul TE-Puffer resuspendiert.
Der DNA-Gehalt wurde am NanoDrdp2000c¢ bestimmt.
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PCR

Ein 50 pl-Standard-Reaktionsansatz beinhaltet 50 ng gDNA oder 4 ul verdinnte cDNA,
je 1l Primer fw und rev (10 uM), 1 ul 20 mM dNTPs, 5l 10x PCR-Puffer und 0,5 pl
DNA-Polymerase. Ein Standard-PCR-Programm besteht aus drei sich wiederholenden
Schritten: Dem Aufschmelzen des dsDNA-Templates bei®@4ler Hybridisierung der
Primer an komplementéare DNA-Sequenzen bei 50-&gbhangig von der Primerlange

und -sequenz) und der Elongation der Primer bei 68€7@bhangig von der verwende-

ten Polymerase). Die PCR zur Sequenzierungtp&3 wurde nach einem Protokoll des
IARC? durchgefiihrt (Primersequenzen siehe Tabelle A.7 auf Seite 132 im Anhang).

Aufreinigung von PCR-Produkten

Zu 15l PCR-Ansatz wurde ein Mix aus 6,84 ul dd¥ 2,5 ul CIAP-Puffer, je 0,33 ul

Exol (20 U/ul) und CIAP (1 U/ul) gegeben. Dieser Reaktionsansatz wurde eine Stunde
bei 37 C inkubiert und danach 20 min bei 86 inaktiviert.

Gelelektrophorese

Die Lange der PCR-Produkte wurde mittels Gelelktrophorese im 1%igen Agarose-Gel
analysiert.

Gelextraktion

Bei mehreren PCR-Produkten unterschiedlicher Lange wurden diese aus dem Gel ausge-
schnitten, zwischen zwei Stlick Para Im gequetscht und die DNA aus der austretenden
Flussigkeit mit einer Ethanol-F&llung gereinigt.

Sequenzierung

Die PCR-Produkte wurden nach Anleitung mit dem gewinschten Primer gemischt und
durch die Firma StarSeq sequenziert. Die Primersequenzen nden sich in Tabelle A.7 auf
Seite 132 im Anhang.

4.2.1.2. Isolierung und Analyse von RNA

Isolierung von RNA

Gefrorene Zellpellets wurden mit RNeasy Mini Kit (Qiagen) nach Protokoll des Herstel-
lers behandelt, um die RNA zu isolieren. Eventuelle Kontaminationen mit gDNA wurden
mittels DNase nach Anleitung des Herstellers entfernt. Die RNA-Konzentration wurde
am NanoDrop' 2000c gemessen.

cDNA-Synthese

Die RNA wurde mittels RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fer-
mentas) nach Angaben des Herstellers unter Verwendung des Oligo-dT-Primers behan-
delt. Die gewiinschte Menge an RNA hierfiir variierte in Abhangigkeit von der folgenden
Anwendung (fir gRT-PCR 2 pg, sonst 5 ug). Die erhaltene cDNA wurde nach der Abkuh-
lung auf Eis 1:5 mit DEPC-Wasser verdunnt.

lwww-p53.iarc.fr/Download/TP53_DirectSequencing_IARC.pdf
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Messung der RNA-Menge durch Quantitative Real-Time PCR

Bei der gRT-PCR wird die Menge eines spezi schen Transkripts durch die Verwendung
entsprechender Primer gemessen. Alle Primer wurden mit einer Anlagerungs-Temperatur
von circa 57 C geplant, damit viele PCRs parallel durchgefuhrt werden konnten. Die Lan-
ge der PCR-Produkte variierte zwischen 200 und 500 bp. Die Primer wurden mdglichst so
gewabhlt, dass sie in verschiedenen Exons lagen, um abzusichern, dass nur die mRNA und
nicht mogliche gDNA-Verunreinigungen ampli ziert wurden. Viele der Primer wurden
der gPrimerDepot-Datenbank entnommen (€ual. 2007). Bei der Etablierung wurde

auf die Abwesenheit von Primer-Dimeren geachtet.

Fur die gRT-PCR wurden 4 pl cDNA, je 1 pl Primer fw und rev (10 uM), 10 pl Platifium
SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG und 4 ul DEPC-Wasser verwendet. Jede Reakti-
on wurde in technischen Triplikaten durchgeftihrt. Eine Reaktion ohne cDNA diente der
Primer-Dimer-Kontrolle. Die PCR und Messung wurden am LightC{el80 (Roche)
durchgefuhrt und die Auswertung erfolgte mit der Cr-Methode der zugehdrigen
LightCycle480-Software, version 1.5.

Fur jede untersuchte Behandlung erfolgte eine Messung-fiktin oder GAPDH, wel-

che als Normierung verwendet wurde-Aktin wurde aufgrund von Microarray-Daten
ausgewahlt, da es durch die Behandlung mit Dasatinib nicht reguliert wird. GAPDH wur-
de fur Experimente verwendet, die mit denen unseres Kooperationspartners Moshe Oren
(Weizmann Institute of Sciendeehovot, Israel) vergleichbar sein sollten. Nach der Nor-
mierung erfolgte die Berechnung des Unterschieds unbehandelter zu behandelten Zellen
nach folgenden Formelin.

Expressionslevel in unbehandeltenZellen= 2Ct(TK) Ct(AK)
Expressionslevel in behandeltenZellen= 2Ct(TE) Ct(AE)
Ct = Zykluszahl
TK = Transkript in unbehandelten Zellen (Kontrolle)
AK = Aktin/GAPDH in unbehandelten Zellen (Kontrolle)
TE = Transkriptin behandelten Zellen (Experiment)
AE = Aktin/GAPDH in behandelten Zellen (Experiment)

Expressionslevel-Anderung = FCup
_ Expressionslevel in unbehandelten Zellen
~  Expressionslevel in behandelten Zellen
— 2[Ct(TK) Ct(AK)] [Ct(TE) Ct(AE)]

— 1
FCdown= m

Messung der RNA-Menge durch Microarray-Analyse

Die RNA neun verschiedener TAF und zwei NAF wurde mittels lo@®angenel.0st-v1-
Array (Affymetrix) untersucht. Auf diesem Microarray sind die Proben fur 28 132 Tran-
skripte gespottet, die diensembiDatenbank als Gene annotiert.

Die TAF und NAF wurden fur 48 h mit 0,1 uM Dasatinib behandelt (drei TAF und zwei

http://primerdepot.nci.nih.gov
2http://www.ensembl.org
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NAF durch Silke Haubeil3, sechs TAF durch Jens Schmid). Als Kontrolle dienten unbe-
handelte TAF, die nach 48stiindiger Behandlungsphase circa 90% Kon uenz erreichten.
Von drei TAF und zwei NAF wurde ein Aliquot der geernteten Zellen mit PI-Farbung
untersucht, um die Proliferationshemmung zu prufen.

Die RNA-Hybridisierung wurde von MFTServices (Tubingen) durchgeftihrt. Die erhal-
tenen Signalstarken wurden mit Genespring GX mittetsust Multi-Array Average
(RMA) normalisiert und transformiert. Anschlie3end wurden mit einem gepaarten t-Test
und Benjamini-Hochberdralse Discovery Rat&orrektur diejenigen Transkripte iden-

ti ziert, deren Expression durch Dasatinib-Behandlung mindestens zweifach signi kant
(p<0,05) erhoht oder verringert wurde. Fur den Vergleich von TAF und NAF wurden nur
die Expressionsanderungen betrachtet.

4.2.2. Arbeiten mit Zellkulturen
4.2.2.1. Isolierung und Kultur von Fibroblasten

Die Tumor-assoziierten und Normalgewebe-assoziierten Fibroblasten (TAF und NAF)
wurden aus Frischgewebe von Lungenkrebs-Patienten isoliert. TAF stammen aus Gewe-
be, das ein Pathologe makroskopisch als Tumor identi zierte. Die H&E- und immunhi-
stochemischen Farbungen in der Pathologie des Robert-Bosch-Krankenhauses bestatigten
diese Diagnose. NAF stammen aus normalem Gewebe, das einem deutlich abgegrenzten
Tumor benachbart lag. Die Frischgewebeproben wurden in Cell Rinse Puffer mit Protease
(0,25 mg/ml), Kollagenase (167 U/ml) und DNasel (250 U/ml) behandelt. Die Zellen wur-
den durch deell Strainer70 um ge ltert und anschliel3end in RPMI11640 mit 20 % FBS

und weiteren Zusatzen (siehe Tabelle 4.6 auf Seite 33) bei 37°C und 5%u@iWiert.

Das Medium wurde dreimal wochentlich gewechselt und die Zellen wéchentlich circa
1:10 subkultiviert. Fibroblasten aus den Passagen 1, 2 und 3 wurden in Aliquots in Ein-
friermedium in Ussigem Stickstoff gefroren und gelagert. Die Experimente erfolgten in
den Passagen 3 bis 6 nach der Isolierung oder friihestens eine Woche nach dem Auftauen
der kryokonservierten Zellen.

4.2.2.2. Kultur der H1299-Lungentumorzelllinie

Die H1299/H2B:eGFP wurden in RPMI1640 mit 10 % FBS und weiteren Zusatzen (siehe
Tabelle 4.6 auf Seite 33) bei 37°C und 5 % LKultiviert. Das Medium wurde dreimal
wochentlich gewechselt und die Zellen zweimal wéchentlich circa 1:10 gesplittet. Die
Fluoreszenz des eGFP wurde regelmai3ig und nach dem Rekultivieren der kryokonser-
vierten Zellen getestet.
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422.3. MTT

Die Zellviabilitat kann mit Hilfe des Tetrazoliumsalzes MTT analysiert werden, das von
Zellen zu einer violett gefarbten Formazanverbindung (1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-
diphenylformazan) umgesetzt werden kann. Es wurden 7000 Zellen pro Loch der 96-
Loch-Platte eingesat und 48 Stunden mit einer festen Konzentration der zu screenenden
Substanzen einer Bibliothek oder steigenden Konzentrationen weiterer zu testender Medi-
kamente inkubiert. TAF wachsen bei Kon uenz weiter und wachsen dann tbereinander,
was die Genauigkeit des MTT-Tests beeintrachtigen kann. Fur die Vergleichbarkeit mit
NAF wurde daher auf eine subkon uente Kontrolle geachtet und die MTT-Experimente
gegebenenfalls mit verringerter Zellzahl wiederholt. Bei der medikamenttsen Behand-
lung von Patienten steigt die Medikament-Konzentration im Blut zun&chst stark an, um
danach langsam abzusinken. Der hdchste Plasmaspiegel der Substanz wijxg als-C
zeichnet. Tabelle 4.9 zeigt den Konzentrations-Bereich der untersuchten Substanzen und
die fur die funktionellen Experimente verwendetep,£Konzentrationen. Diese Konzen-
trationen wurden fir die Vergleiche in Abbildung 5.2 auf Seite 45 und anderen verwendet.

Tabelle 4.9.:Konzentration der im MTT-Experiment untersuchten Medikamente und die durch-
schnittliche Gax.

Medikament Konzentration Cmax Referenz G ax
Cisplatin 0-417,5uM 11 uMm Ikedat al. (1998)
Dasatinib 0-10 uM 0,11 uM Wanet al. (2008)
Imatinib 0-20 uM 53uM Pengt al. (2005)
Nilotinib 0-20uM 3,6 UM Weisbergt al. (2007)
Erlotinib 0-20 uM 3,6 UM Chioreart al. (2008)
Sorafenib 0-20 uM 12 uM Minanet al. (2008)

Fibroblasten reagieren &hnlich wie Tumorzelllinien mit einer Abnahme der Viabilitat
bei Zunahme der Cisplatin-Konzentration, deren Kurve einen sigmoidalen Verlauf zeigt.
Abbildung 4.1 auf der nachsten Seite zeigt beispielhaft die Messergebnissmtabn
Triplikaten einer TAF. Betrachtet man die Viabilitéat der Fibroblasten bei dgk, Go
erhalt man ein Mal3 fur die Wirksamkeit des Medikaments. Fir sigmoidale Kurven ist
aulRerdem die G4 (growth inhibitory concentration 50ein tbliches Mal3 fur die Wirk-
samkeit von Medikamenten. Die Rohdaten wurden auf 1 normgttansformiert und
anschlielend mit Prism eine sigmoidale Dosis-Reaktions-Kurve mit variablem Anstieg
extrapoliert (Grenzen zwischen 0 und 1). Diesgonzentration kann dann bei 50 %
relativer Viabilitat ermittelt werden.
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Abbildung 4.1.: Beispiel einer sigmoidalen Wachstumshemmung im MTT-Experiment mit
steigenden Konzentrationen von Cisplatin.
gestrichelt, rot: Die Serumkonzentration von Cisplatin {&o) liegt bei 11 uM (Ilg11=1,04),
das zugehorige relative Wachstum der TAF liegt im Beispiel bei 78@é&strichelt, schwarz:
Die Glsp wird bei 50 % relativer Viabilitat bestimmt, bei diesem Beispiel liegt die zugehérige
Cisplatin-Konzentration bei 22,9 uM.

4.2.2.4. Detektion von Zelltod und Zellzyklusphasen mittels
AnnexinV-PI-Farbung und BrdU-PI-Féarbung der Zellen

Zur Detektion des Zelltods wurde AnnexinV eingesetzt, das an Phosphatidylserin auf
der MembranauRenseite sterbender Zellen bindet. Fir die Untersuchung des Zellzyklus
wurden die Zellen mit BrdU markiert, das in die DNA eingebaut und dort von einem
Antikorper detektiert werden kann. Die Zellen wurden fur 24 Stunden in der Regel mit
der GnacKonzentration des zu untersuchenden Medikaments behandelt. Unbehandelte
Kontrollen blieben nach dieser Inkubationsdauer subkon uent. Zellinien wurden flr 45
Minuten, Fibroblasten fir eine Stunde 1:1000 mit BrdU inkubiert. Anschlie3end wurden
die Zellen abgelbsl% mit Ethanol xiert und% direkt mit AnnexinV-FITC und PI nach
Angaben des Herstellers gefarbt. Die xierten Zellen wurden Gber Nacht bis 3 Monate
bei 4 C gelagert und nach Angaben des Herstellers mit anti-BrdU, gam-dylight488 und
PI gefarbt. Die Auswertung erfolgte am Durch usszytometer FACSCalibur. Die Versuche
wurden nicht gewertet und wiederholt, wenn der Zelltod in der unbehandelten Kontrolle
>20 % betrug.

4.2.2.5. Behandlung der TAF mit konditioniertem Medium der
H1299-Lungentumorzelllinie

Fur die Behandlung der TAF mit konditioniertem Medium von H1299-Lungentumorzellen
wurden die H1299 in Normalmedium kultiviert, bis sie 90-95% Kon uenz erreichten.
AnschlieRend wurde das Medium gewechselt und mit RPMI1640 fir 48 Stunden kulti-
viert, um konditioniertes Medium herzustellen. Als Kontrolle diente Medium ohne FBS,
das 48 Stunden im Inkubator aufbewahrt wurde. Die TAF und NAF aus dem gleichen
Patienten (Fibroblasten-Paare) wurden anschliel3end fir 8 und 16 Stunden mit dem kon-
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ditionierten oder Kontroll-Medium behandelt. Die Auswertung der anschlie3enden BrdU-
Pl-Farbung erfolgte mittels Durch usszytometer.

4.2.2.6. Kokultur

Die verwendete humane H1299-Zelllinie exprimiert ein Histon-GFP-Fusionskonstrukt
mit humanem Histon 2B und Condon-optimiertem, verbesserten GFP (H2B:eGFP, Kanda
et al. 1998). Es wurde Uberpriift, dass die Zellen weiter griin uoreszieren, auch wenn sie
mit 13 uM Cisplatin behandelt wurden. Fir die Kokultur-Experimente wurden an Tag 1
die TAF und an Tag 2 die H1299 mit entsprechender Zellzahl in eine 6-Loch-Platte einge-
sat, so dass an Tag 3 160000 Zellen pro Loch im Verhéltnis 1:1 wuchsen. Diese wurden
mit 13 uM Cisplatin fir 24 Stunden behandelt oder blieben als Kontrolle unbehandelt.
AnschlieRend wurde mit AnnexinV-Alexa568 gefarbt und die Auswertung erfolgte am
Durch usszytometer FACSCalibur. Zusétzlich wurden Monokulturen der H1299 und der
TAF als Kontrollen untersucht. Ein Schema der Durchfiihrung der Kokultur-Experimente
ndet sich in Abbildung 5.19 auf Seite 67 im Ergebnis-Teil dieser Arbeit. Zur Auswer-
tung der Zellzahl pro Loch wurdecount bright” absolute counting beadsach An-
leitung des Herstellers zugegeben. Nach Auswertungbatoh-Duplikaten erwies sich

die AnnexinV-Farbung als verlasslicher und wurde fur die Darstellung der Behandlungs-
Effekte verwendet.

4.2.3. Arbeiten mit Tumorgewebe
4.2.3.1. Herstellung und Kultivierung von Frischgewebe-Schnitten

Tumor-Frischgewebe aus der Pathologie des Robert-Bosch-Krankenhauses wurde kurz-
zeitig in Transportmedium gelagert. Mit einer 5 mm-Stanze wurden zylinderférmige Ge-
webestiicke aus dem Tumor gestanzt (Tumorareale), die miKdemdieck Tissue Slicer

in 200 um dinneSlicesgeschnitten wurden. Die Schnitte wurden einzeln in 1 ml AEM-
Medium mit zugesetzten Wachstumsfaktoren in die Vertiefungen von 24-Loch-Platten
tberfuhrt und dort fir mindestens 12 h bei 37°C und 5 % &@tiviert. Danach erfolgte

die Behandlung durch Zugabe von 1 ml Medikament-enthaltendem Medium fur 72 h.

4.2.3.2. Fixierung der Frischgewebe-Schnitte und Herstellung von
FFPE-DlUnnschnitten

Die Frischgewebe-Schnitte wurden mit Hamalaun gefarbt, mit Formalin xiert und in
der Abteilung fir Pathologie des Robert-Bosch-Krankenhauses eingebettet. Von diesem
FFPE-Gewebe konnten mit dem Rotationsmikrotom 3 pum-Dunnschnitte fir immunhisto-
chemische Farbungen angefertigt und auf Objekttragern tiber Nacht bei 56 °C getrocknet
werden.
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4.2.3.3. Immunhistochemische Farbungen

Die TumorsSlicesDunnschnitte wurden zur Vorbereitung der Farbungen 15-30 min mit
Microclear entparaf niert. Die anschlieRende absteigende Alkoholreihe (Isopropanol,
96 % Ethanol, 70 % Ethanol fiir je 3-5min) diente zur Uberfiihrung in wassrige Medi-
en.

K167-Farbung zur Darstellung proliferierender Zellen

Die Dunnschnitte wurden fur 20 min miarget retrieval solutionpH 6,0 (Dako) im
Dampfgarer vorbehandelt. Die Farbung wurde mit dem Dako EnVisigit mit einem
DakoAutomation Stainer mit 1:50 verdinntem Ki67-Antikorper durchgefihrt. Danach
wurde mit Hamalaun gefarbt, entwassert und mit DEREOUNting mediurkonserviert.

TUNEL-Farbung zur Darstellung apoptotischer Zellen

Die Schnitte wurden nach Anleitung des Herstellers mit Proteinase K vorbehandelt, en-
dogene Peroxidasen mit,B, gequencht und mit Aquilibrierungspuffer behandelt. Die
folgende Inkubation mit TdT-Enzym wurde n8top/WasHPuffer gestoppt und nach drei
Waschschritten in PBS mit Anti-Digoxigenin-Konjugat inkubiert. Nach weiteren Wasch-
schritten in PBS erfolgte die Farbung mit Peroxidase-Substrat, welche mit Wasser ge-
stoppt wurde. Nach einer Gegenfarbung mit Hamalaun wurde das Gewebe wieder ent-
wassert und mit DEPEXhounting mediuneingedeckt.

p53-Farbung zur Darstellung von Zellen mit p53-Deregulation

Die Vorbehandlung der entparaf nierten Gewebeschnitte erfolgte in Puffer S1699 pH6
(Dako) fur 20 min im Dampfgarer. Die Farbung wurde mit dem EnViSi&ystem und

1:40 verdunntem p53-Antikorper auf dem Dako Automation Stainer durchgefihrt.

Die Einordnung der Tumore in die Gruppen 1-3 erfolgte anhand der % positiven Tumor-
zellen. Gruppe 1: bis 15 % p53-positive Tumorzellen (und deutliche p53-Stabilisierung
nach Cisplatin-Behandlung), Gruppe 2: ab 15 % p53-positive Tumorzellen (ohne Stabi-
lisierung bei Cisplatin-Behandlung), Gruppe 3: nur sehr geringer Anteil p53-positiver
Tumorzellen (ohne Stabilisierung bei Cisplatin-Behandlung).

Auswertung immunhistochemischer Farbungen

Die Gewebe-Dinnschnitte wurden in Bezug auf die Behandlung verblindet. Die Farbun-
gen wurden von mindestens zwei Beobachtern unabhangig mikroskopisch ausgewertet,
wobei stets die % positiven TAF und Tumorzellen im gesamten Dunnschnitt bewertet
wurden. Durch simultane Betrachtung an einem Mikroskop mit Zweifach-Einblicksystem
wurden Diskrepanzen gelost. Wenn mehrere Stanzen, also unterschiedliche Tumorareale
fur jede Behandlung vorhanden waren, wurde der Mittelwert gebildet. Um ein Anspre-
chen zu de nieren, das Uber einem normalen Mal3 an Hintergrundféarbung liegt, wurde
die in der Immunhistochemie gangige 10 %-Grenze verwendet, da die Farbung hau g ab
10 % positiver Zellen als positive Farbung klassi ziert wird (Koetaal. 2007).
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4.2.4. Statistik

Statistische Auswertungen wurden hauptsachlich mit Prism durchgefuhrt. Der
D'Agostino-Pearson Test auf Normalverteilung entschied Uber die Verwendung der nach-
folgenden Tests. Fir zwei zu vergleichende Gruppen wurden zweiseitige t-Tests (gepaart
oder ungepaart) und Wilcoxon- oder Mann-Whitney-Tests verwendet, fur mehrere Grup-
pen ANOVA (gegebenenfalls atepeated measureéSNOVA) und Kruskal-Wallis- oder
Friedmann-Test verwendet. Das Signi kanzniveau wurde bei 5 % gewéhlt und bei signi -
kanten Unterschieden gegebenenfalls post-Tests zur Identi zierung der unterschiedlichen
Gruppen durchgefihrt.

Fur die statistische Auswertung der Microarrays wurden Genespring GX und die un-
ter 4.1.4 auf Seite 33 angegebenen Internet-Tools verwendeX @idest wurde mit

Prism durchgefuhrt.

Fur die Abbildungen mit Balkendiagrammen wurden Mittelwert und Standardabwei-
chung verwendet, soweit nicht anders angegeben.
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5. Ergebnisse

5.1. Sensitivitat von Tumor-assoziierten Fibroblasten auf
Kinase-Inhibitoren

5.1.1. Sensitivitat gegeniber Kinase-Inhibitoren - Screen der Inhibitor
Select Substanzbibliothek

Bei der Aktivierung von Fibroblasten spielen Kinasen eine zentrale Rolle, sowohl als
intrazellulare Doméne vieler Rezeptoren als auch in den nachfolgenden Signaltransduk-
tionsketten. Um die Unterstitzung der Tumorzellen durch die TAF zu hemmen, bieten
Kinase-Inhibitoren daher eine attraktive Moglichkeit. Um die wirksamsten Inhibitoren zu
nden, wurde die Sensitivitat zweier TAF auf zwei verschiedene Konzentrationen von
151 Kinase-Inhibitoren ddnhibitor SelectBibliothek untersucht (Abbildung 5.1). Hier
wurde als Mal3 fur die Sensitivitat die Viabilitat im MTT-Experiment benutzt, das die
Wirkung auf verschiedene Parameter wie Zellzahl, metabolische Aktivitat, Proliferation
und Zelltod einbezieht.
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Abbildung 5.1.: Relative Viabilitat von TAF aus zwei verschiedenen Patienten nach Behand-
lung mit den Substanzen aus detnhibitor SelectBibliothek.
Die TAF aus zwei Patienten mit Adenokarzinomen wurden mit 151 Kinase-Inhibitordn-der
hibitor SelectBibliothek (Calbiochem) fiir 48 h inkubiert und anschlieBend die Viabilitat im
MTT-Experiment bestimmt. Jeder Punkt steht fiir die relative Viabilitdt von TAF1 und TAF2
nach Behandlung mit einem bestimmten Inhibitor im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. rot: Inhi-
bitoren, die die Viabilitat beider TAF zu Gber 50 % hemmanl1 uM Inhibitor-Konzentration
(siehe Tabelle A.2 auf Seite 12B: 10 uM Inhibitor-Konzentration.

Viele dieser Inhibitoren wurden bisher noch nicht im Patienten eingesetzt, daher wur-
den zwei Konzentrationen untersucht. Die funf Substanzen, die die Viabilitdt von TAF1
und TAF2 bei 1uM Inhibitor-Konzentration mindestens um die Halfte senken, sind

PDK1/Akt/FIt Dual Pathway Inhibitgr StaurosporinPDGF Receptor Tyrosine Kinase
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Inhibitor 1V, K-252a und PI-103 (siehe Tabelle A.2 auf Seite 127 im Anhang).

Damit sind unter diesen funf Kinase-Inhibitoren drei Substanzen, die den PDGFR bei
nanomolaren Konzentrationen hemmen. Auch N-benzoyl-Staurosporin hemmt TAF1 auf
36,7 % und TAF2 auf 56,0 % Viabilitat. Zusatzlich hemmen von den nach Herstelleranga-
ben spezi schen PDGFR-Inhibitoren weitere finf Substanzen die Viabilitdt beider TAF
auf Werte von 63-74 % der Kontrolle. Damit konnten in dieser Inhibitor-Bibliothek neun
PDGFR-Inhibitoren identi ziert werden, die die zwei TAF deutlich hemmen. Bezogen
auf die gesamte Substanzbibliothek nden sich sieben beziehungsweise acht dieser Sub-
stanzen unter den 25 wirksamsten Substanzen flr die einzelnen TAF (Tabelle A.3 auf
Seite 128 im Anhang).

Einige Inhibitoren wirken erst bei héheren Konzentrationen. Daher wurde das Experiment
auch bei 10 uM Inhibitorkonzentration durchgefiihrt, um auch diese zu identi zieren. Ab-
bildung 5.1, B zeigt, dass beide TAF durch 17 Substanzen zu mehr als 50% gehemmt
werden, darunter audPDGF Receptor Tyrosine Kinase Inhibitor lind V.

5.1.2. Effekte zugelassener PDGFR-Inhibitoren

Aus der Inhibitor-Substanzbibliothek wurden PDGFR-Inhibitoren als besonders effektiv
identi ziert. Die klinisch zugelassenen PDGFR-Inhibitoren Dasatinib, Imatinib, Niloti-
nib und Sorafenib sind jedoch nicht enthalten. Einerseits zur Validierung, andererseits im
Hinblick auf die potenzielle klinische Anwendung wurde die Sensitivitat der TAF aus
primaren Lungentumoren und Metastasen auch gegen diese Substanzen getestet. In Ab-
bildung 5.2 auf der nachsten Seite sind die Daten fur diese Inhibitoren und zusatzlich fur
den EGFR-Inhibitor Erlotinib als Negativ-Kontrolle dargestellt.

Alle getesteten TAF reagieren deutlich auf Dasatinib, Imatinib und Nilotinib (Abbildung
5.2, A). Die Sensitivitat von TAF verschiedener Patienten ist aber unterschiedlich. Da-
satinib ist hier der wirksamste Inhibitor der Viabilitat der TAF (Abbildung 5.2, B). Das
95%-Kon denz-Intervall fur die mittlere Hemmung durch Dasatinib tUberlappt bei phy-
siologischen Konzentrationen nicht mit denen von Imatinib und Nilotinib.

Die verwendeten Inhibitoren erreichen im Patienten verschiedene maximale Plasmakon-
zentrationen (Gax Siehe auch Tabelle 4.9 auf Seite 38). Daher wurde die Wirksamkeit der
Inhibitoren bei diesen G verglichen (Abbildung 5.2, C). Dasatinib ist auch bei diesem
Vergleich das wirksamste Medikament, um die Viabilitat von TAF zu hemmen. Bei Dasa-
tinib betragt diese Hemmung 36,41,2%, bei Imatinib 31,6 1,8% (ungepaarter t-Test
Dasatinibversusimatinib mit Welch-Korrektur: p =0,03), bei Nilotinib 20,6 2,4%, bei
Sorafenib 16,3 1,2% und bei Erlotinib 0,4 3,7% (MW SEM).
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Abbildung 5.2.: Vergleich der Wirksamkeit von Dasatinib, Imatinib, Nilotinib, Sorafenib
und Erlotinib.
A: MTT-Experiment mit steigenden Inhibitorkonzentrationen. Die Linien zeigen die Hemm-
kurve der TAF aus unterschiedlichen Patienten, ermittelt aus Triplikaten. Die gestrichelte Linie
zeigt die durchschnittliche Plasmakonzentratign&siehe auch Tabelle 4.9 auf Seite 3B).
Vergleich der mittleren Viabilitdt von TAF bei Behandlung mit den drei wirksamsten Inhibi-
toren, Dasatinib, Imatinib und Nilotinib (MW 95% CI aus A).C: TAF-Hemmung bei der
Inhibitor-Cax-Konzentration fur die funf Inhibitoren (MW SEM), *: p=0,03 (ungepaarter
t-Test mit Welch-Korrektur).

Die zwei wirksamsten PDGFR-Inhibitoren, Dasatinib und Imatinib, wurden mittels
AnnexinV- und BrdU-PI-Férbung untersucht, ob sie Zelltod induzieren oder die Prolife-
ration der Zellen hemmen. Die Inhibitoren zeigen keine Induktion des Zelltods, sondern
Dasatinib und Imatinib hemmen die Proliferation von TAF (Abbildung 5.3 auf der nachs-
ten Seite, A und B). Dasatinib und Imatinib verursachen eingpZ&llzyklus-Arrest
(Abbildung 5.3, C, mehr Zellen in g und weniger Zellen in @ OneWayANOVA je
p<0,001).
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Abbildung 5.3.: Dasatinib und Imatinib hemmen die Proliferation von TAF.
AnnexinV- und BrdU-PI-Farbungen von acht TAF nach 24 Stunden Behandlung mit der ent-
sprechenden Plasmakonzentration der Inhibitoren (Tabelle 4.9 auf Seite 38). **: p<0,01,
***: p<0,0001 (OneWayANOVA mit Tukey-post-Testp: Die Inhibitoren haben keinen Ein-
uss auf den Zelltod (AnnexinV-Farbung®.: Dasatinib und Imatinib hemmen die Proliferation
(BrdU-PI-Féarbung)C: Dasatinib und Imatinib erhéhen den Anteil der Zellen ig:Gnd ver-
ringern den Anteil der TAF in @ D, E: Die Dasatinib-induzierte Hemmung der Proliferation
ist reversibel. Nach 24stiindiger Dasatinib-Behandlung wurde der Inhibitor ausgewaschen und
nach 4, 8, 16 und 44 Stunden die Proliferation mit BrdU-PI-Farbung analysiert, reprasenta-
tives Beispiel (D) und Schema der S-¢/5 und &-Phasen in der durch usszytometrischen
Auswertung (E).

Diese durch Dasatinib induzierte Hemmung der Proliferation der TAF ist reversibel. Ab-
bildung 5.3 C zeigt, dass die Fibroblasten bereits acht Stunden nach Auswaschen von
Dasatinib erneut zu proliferieren beginnen. Bei TAF verschiedener Patienten entspricht
der Anteil der Zellen in S-Phase nach circa 16 h wieder dem Anteil bei unbehandelten
TAF. Dies zeigt, dass Dasatinib in TAF keine irreversible Seneszenz verursacht. Zusatz-
lich zeigt die negative -Galaktosidase-Farbung, dass keine Seneszenz vorliegt (Haubeiss
et al.2010).

5.1.3. Molekulare Effekte von Dasatinib auf Tumor-assoziierte Fibroblasten

5.1.3.1. Genexpressionsanalyse der Reaktion von Tumor-assoziierten
Fibroblasten auf Dasatinib

Dasatinib hat auf TAF eine starkere Wirkung als die anderen untersuchten PDGFR-
Inhibitoren. Um die molekularen Veranderungen von TAF als Antwort auf eine Dasatinib-
Behandlung zu klaren, wurden die neun sensitivsten TAF mittels Genexpressions-
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Array humangenel.Ost-\(Affymetrix) untersucht. Von den 28 132 Transkripten, die die
Ensembl-Datenbanlals Gene annotiert, reguliert Dasatinib in diesen TAF die Expression
von 511 Transkripten (492 Genen) mindestens zweifach (gepaarter t-Test mit Benjamini-
Hochberg-FDR-Korrektur p<0,05). Diese werden im weiteren als ,Dasatinib Response
Signatur” bezeichnet (Abbildung 5.4). Die vollstandige Liste dieser Gene ist publiziert
und frei zuganglich (Haubeigs al. 2010).
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Abbildung 5.4.: ,Dasatinib Response Signatur*.
Heatmapder ,Dasatinib Response Signatur®, jede Zeile steht fir ein Transkript, jede Spalte fur
TAF aus einem Patienten. Farbskala: blau zeigt niedrige Expression, schwarz mittlere und gelb
hohe Expression eines Transkripts.
links: 107 Transkripte miGene OntologyZuordnung (GOXell cycle rechts: 404 Transkrip-
te ohne GOcell cycle Die farbigen Pfeil-Képfe und Zahlen stehen flr die Anzahl weite-
rer Transkripte in folgende@ene OntologyKategorien:molecular funktion Transkriptions-
faktoren (GO:000370Granscription factor activity und biological processDNA Reparatur
(G0:0006281), Protein-Aminoséure Phosphorylierung (GO:0006468), Zell-Adhasion/Zell-
Matrix-Adhésion (GO:0007155/G0:0007160).

Eine Datensammlung, die den Transkripten Informationen tber ,molekulare Funktion®,
.biologischen Prozess* und ,zellulare Komponente* zuordnet, ist@éne Ontology
(GO?). Eine GO-Analyse mit der Genespring-Software zeigte, dass 107 der 511 Tran-
skripte (104 Gene) eine Verbindung zum Zellzyklus aufweisen. Von diesen sind 97 nach
Dasatinib-Behandlung niedriger exprimiert, zum Beispiel der Proliferations-Marker

gen identi ed by monoclonal antibody Ki-GKMKI67).

Die veranderte Expression von Transkriptionsfaktoren ist ein Hinweis auf veranderte Ex-
pressionsmuster ganzer Gruppen von Genen. Unter den 104 Zellzyklus-Genen be nden
sich laut deitGO molecular functiordrei TranskriptionsfaktorerE2F transcription fac-

http://www.ensembl.org
2http://www.geneontology.org/
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tor 7 (E2F7), ubiquitin-like, containing PHD and RING nger domains(WHRF1) und
pituitary tumor-transforming {PTTGJ). Dasatinib andert also die Expression von Re-
gulatoren des Zellzyklus und der Chromatinstruktur. Aul3erdem wird die Expression von
Genen herunter reguliert, deren Uberexpression bei Lungentumoren und Lungenzelllinien
bekannt ist, beispielsweistathmin 1/oncoprotein 1 &TMNJ (Chenet al. 2003; Rosell

et al. 2003).

Zusatzlich andert sich die Expression vieler Gene, die bekannterweise eine Funktion im
Zellzyklus haben und/oder die mit Tumorerkrankungen in Zusammenhang gebracht wur-
den. Zum Beispiel sind die RNAs vaurora kinase AundB (AURKA, B, breast cancer

1, early onsetuind2 (BRCAL, 2, zahlreichercell division cycleGenen CDCs), Fanconi
anemia, complementation group @@&d Cl (FAND2, CI), mutS homolog 2, colon can-

cer, nonpolyposis type MSH2), retinoblastoma-like Xp107, RBL}, timeless homolog
(Drosophila) (TIMELESS und TIMELESS interacting proteiGTIPIN) nach Dasatinib-
Behandlung niedriger exprimimiert, die RNAs viransforming growth factor, beta 2
(TGFB2 undtumor protein D52-like XTPD52L1) hoher exprimiert.

Von den 404 Transkripten (388 Genen), die nicht GBegriff cell cycletragen, wa-

ren 299 Transkripte (216 Gene) nach Dasatinib-Behandlung geringer exprimiert und 175
Transkripte (172 Gene) starker exprimiert.

Unter diesen Transkripten nden sich neun Transkriptionsfaktor-RNAs. Funf Transkrip-
tionsfaktoren werden nach Dasatinib-Behandlung geringer exprindientyb myeloblas-
tosis viral oncogene homolog (avian)-lik€lYBL2, forkhead box MI{FOXM1I), High-
mobility group box AHMGB?2), Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like 2
(ARNTL3Z und transcription factor 19 (SC1fTCF19. Die vier hochregulierten Tran-
skriptionsfaktoren sindellular repressor of E1A-stimulated gene§REGY, SRY (sex
determining region Y)-box @&0X4, endothelial PAS domain protein(EPAS) undpre-

B-cell leukemia homeobox(PBXJ). Diese Genexpressionsanderungen konnen sich auf
das Gleichgewicht zwischen Proliferation und Differenzierung auswirken, der Effekt l&sst
sich aber nicht abschéatzen.

Hilfreichere Informationen liegen tber Wachstumsfaktoren vor, die im Kommunikations-
Netzwerk eines Tumors eine bedeutende Rolle spielen. Fir die GO-Annotatjmveth
factor, growth regulatorund growth inhibitor wurden sieben Transkripte gefunden, die
nach Dasatinib-Behandlung signi kant mindestens zweifach geandert exprimiert wur-
den. Der broblast growth factor 5(FGF5) und derheparin-binding EGF-like growth
factor (HBEGF) werden 2,3- und 2fach schwéacher exprimiert. Die Transkripte lman

blast growth factor 9 (glia-activating facto{FGF9), transforming growth factor, beta 2
(TGFB2), insulin-like growth factor 2 (somatomedin A5F2) sowieinsulin-like growth
factor binding protein 5Jund7 (IGFBP5/7) sind nach Dasatinib-Behandlung héher expri-
miert. Die Wirkung dieser unterschiedlich regulierten Wachstumsfaktoren wird spater in
funktionellen Experimenten aufgegriffen (Kapitel 5.1.4.1 auf Seite 53).
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Zusatzlich nden sich viele Gene, die fur Proteine der extrazellularen Matrix oder des Zy-
toskeletts codieren. Die meisten dieser Transkripte werden durch Dasatinib hochreguliert:
Aktine (ACTA2 C1, G2), Kollagene COL3A1 4A1, 4A2 5A1, 11A]J), Integrine (TGAV,

11 hoher exprimiert) TGAG niedriger exprimiert), LaminineLAMA4, B1) und Myosine
(MYH1Q H11undMYLK). Kinesine hingegen werden schwacher exprimi€HeRC, 4A,

11, 14, 15, 18A 20A 22, 23, C1). Gleichzeitig ist in der Zellkultur zu beobachten, dass
die TAF nach Dasatinib-Behandlung starker an den Kultur aschen adhérieren und lange-
re Trypsin-Einwirkung bendtigen, bevor sie sich lI6sen. Die Ursache dafir konnte in der
veranderten Expression der ECM-Molekulle und entsprechender Bindeproteine liegen.

5.1.3.2. Vergleich mit funktionellen Signaturen

Dasatinib beein usst also mehr als nur den Zellzyklus der Tumor-assoziierten Fibroblas-

ten. Um die Frage zu beantworten, welche zusatzlichen Auswirkungen Dasatinib auf das
Genexpressionsmuster der TAF hat, wurde die ,Dasatinib Response Signatur® mit weite-
ren bereits veroffentlichten Signaturen verglichen. Dabei wurden solche Signaturen aus-
gewabhlt, die die Genexpressionsmuster von Fibroblasten in verschiedenen funktionellen
Zustanden beschreiben.

Coller et al. (2006) beschreiben ein Fibroblast®uescencd’rogramm. Die Auto-

ren identi zierten Genexpressionsanderungen, die als Antwort auf drei unterschiedliche
Quiescencenduzierende Stimuli geschehen. Dabei handelt es sich um Gene, die fur die
Aufrechterhaltung des ruhenden Zustands nétig sind, aber ebenso fir dessen Reversibili-
tat. Erwartungsgemals gibt es in der ,Dasatinib Response Signatur” Transkripte, die durch
diese Signatur funktionell d€puiescenceugeordnet werden.

Insgesamt sind 34 Gene (35 Transkripte) in der beschriebenen Signatur enthalten, davon
werden 15 Gene sowohl bei Dasatinib-Behandlung als auch bepdiescenceayerin-

ger exprimiert als in unbehandeltem Zustand, 19 Gene werden stérker exprimiert (Ab-
bildung 5.5 auf der néchsten Seite, A, links). Diese Anzahl der Gene in der Schnitt-
menge ist signi kant groRer als bei einer zufalligen Uberschneidung zu erwarten wére
(X 2-Test p<0,0001, erwartet: 14 Gene). In Abbildung 5.5, B, links, istheigtmapder

35 in die gleiche Richtung regulierten Transkripte abgebildet. Geringer exprimiert wer-
den beispielsweise die schon beschriebedBx€2Q FOXM1, undstathmin 1(STMNJ,
induzierte Expression zeigen unter ande®@TrA2 COL3A1 MYLK und interleukin 6
(interferon, beta 2)1L6). (Weitere Gennamen, -Funktionen und Stérke der Regulation
siehe Haubeisst al. (2010)Additional le 4, Table S3
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Abbildung 5.5.: Transkripte aus verschiedenen funktionellen Signaturen sind in der ,Dasa-
tinib Response Signatur” enthalten.
A: Darstellung der Anzahl der in den Einzelsignaturen und in jeweils beiden Signaturen ent-
haltenen Gene. blauer Kreis: ,Dasatinib Response Signatur“, schwarzer Kreis von links nach
rechts:QuiescencéColler et al. 2006), Serumfaktoren (Chamg al. 2004), NAF-TAF (Sadlo-
novaet al. 2009).up: héher exprimiert nach Dasatinib-Behandlung als die unbehandelten Kon-
trollen,down niedriger exprimiert nach Dasatinib-Behandlung als die unbehandelten Kontrol-
len, *: hoher/niedriger exprimiert bei Kultur ohne Serusn Heatmapder héher oder niedriger
exprimierten Transkripte aus den Schnittmengen aus A. Jede Zeile steht fiir ein Transkript,
jede Spalte fur TAF aus einem Patienten, die farbigen Pfeil-Kopfe stehépeitie Ontology
Kategorien wie in Abbildung 5.4 auf Seite 47. blau: niedrige Expression, gelb: hohe Expressi-
on. Listen der Gene siehe Haubeigsl. (2010).

Changet al. (2004) identi zierten dieCore Serum Respon§€SR), indem sie Fibroblas-

ten aus Gewebe von zehn verschiedenen Korperstellen mit und ohne Serum kultivierten
und die Genexpressionsanderungen untersuchten. Diese Anderungen @hneln denen der
Wundheilung. In den meisten Fibroblastentypen wurden 611 Gene induziert oder repri-
miert. Die Autoren schlossen solche Gene aus, die periodische Anderungen im Zellzyklus
von HelLa-Zellen zeigten. Die verbleibenden, durch Serum regulierten 512 Gene nannten
sie CSR.
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Bei Lungenkarzinomen konnten die Autoren zwei Gruppen von Tumoren unterscheiden,
solche die Genexpressionsmuster ahnlich der Serum-aktivierten CSR haben und solche,
die die entgegengesetzte Serum-reprimierte Signatur zeigen. Dabei konnte gezeigt wer-
den, dass Lungentumore mit dem Serum-aktivierten Phanotyp mit einem héheren Todes-
risiko korreliert sind. Diese CSR-Signatur identi ziert also prognostische Faktoren.

423 der 511 Transkripte der ,Dasatinib Response Signatur“ sind auf dem von €hang

al. verwendeten Array vorhanden. Davon sind 43 Gene nach Dasatinib-Behandlung und
Serum-Behandlung entgegengesetzt reguliert. Das heil3t 26 Gene, die durch Dasatinib
schwécher exprimiert sind, sind auch bei niedriger Serum-Konzentration niedrig expri-
miert. Und 17 Gene, die durch Dasatinib hochreguliert werden, sind hoch exprimiert bei
dieser niedrigen Serumkonzentration (Abbildung 5.5, A, links und Haube#as(2010)
Additional le 5, Table S4 Damit ist eine signi kante Anzahl von Genen durch Dasatinib

in die gleiche Richtung reguliert wie durch Serumentzug (p <4,(Fisher's exact test).

Zusatzlich zu den Zellzyklus-, Serum- uQaiiescencepezi schen Genen gibt es in der
.Dasatinib Response Signatur” noch einen grol3en Anteil von Genen, die mit keiner die-
ser Signaturen Uberlappen. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit auch untersucht, ob
darunter solche sind, die in TAF und Normalgewebe-assoziierten Fibroblasten (NAF) dif-
ferenziell exprimiert sind.

Sadlonovaet al. (2009) fuhrten eine Genexpressionsanlayse mit NAF aus zwei verschie-
denen Patienten mit Brustreduktions-Operationen und drei TAF von zwei verschiedenen
Brustkrebs-Patienten und der Hs574T-Zelllinie durch. Hier stammten die normalen Fi-
broblasten nicht aus der Nahe eines Tumors. Dabei wurden 420 Gene identi ziert, deren
Expression in TAF und NAF mindestens 2,5fach verschieden war. Aus den Originaldaten
wurden alle Transkripte mit mindestens 2fachen, signi kanten Expressionsunterschieden
ge ltert (575 Gene) und mit der ,Dasatinib Response Signatur” verglichen. 8345 Gene
sind gemeinsam auf den von Sadlon@taal. und den hier verwendeteMicroarrays
vorhanden. Abbildung 5.5, rechts, zeigt die 64 nach Dasatinib-Behandlung und in NAF
niedrig exprimierten und die 26 entsprechend hoch exprimierten Gene, die beiden Signa-
turen gemeinsam sind. Bei einer zufalligen Uberlappung der Datensets wiirde man nur 8
beziehungsweise 4 gemeinsame Gene erwarten (p¥ 1dd p <10, Fisher's exact

test), (Haubeisst al. (2010)Additional le 6, Table Sh Fur sechs dieser 90 Gene wurde

die Expressionsanderung mittels gRT-PCR untersucht und bestatigt (Abbildung 5.6 auf
der nachsten Seite, A und B).



52 5. Ergebnisse

o
o 22 == ) + ' 5#+
~ ——# 4 5#:
+ 1
31 Ty
l_.
4_HH f‘-:k:_-;-. -. EO4]:
4
X% . ,,
2 e 2 ; ' !
< LA 2 42 32 2
4 * : 7 1+ 9
24
3_ L]
" #$ % | % ! & I ! )
' L + + + $ I+ T+ +
Y)H# & I+ Tt S %! (0 -& '+ 0 +)
+ + o+ o+ %+ o+ 4+ $! O# 1.

Abbildung 5.6.: Validierung der Microarray-Genexpressionsdaten von 6 Genen und Analyse
der Uberlebensdaten von Patienten aus dem Datenset von Bhattacharjeeal. (2001).
Die Genexpressions-Daten von 6 Genen der ,Dasatinib Response Signatur® wurden mittels
gRT-PCR uberprift. Alle 6 Gene sind auch zwischen TAF und NAF differenziell exprimiert
(Sadlonovaet al. 2009), *: Gene auch in deQuiescenceSignatur enthalten (Collegt al.
2006).A: Genexpressionsanderung Iicroarray-Daten, FCfold changeB: Ergebnis der
gRT-PCRs als Cr-Einzelwerte und MediarC: Die Genexpressionsdaten von Lungentumor-
Patienten (Bhattacharjext al. 2001) wurden anhand der Schnittmenge aus der ,Dasatinib Re-
sponse Signatur” (Haubeissal.2010) und der TAF-NAF-Signatur (Sadloncetal.2009) mit
einem hierarchischetlusteringanalysiert, eine Gruppe mit einem Muster, das der Dasatinib-
Behandlung &hnelt und eine Gruppe dhnlich zu unbehandelten TAF identi ziert und die Uber-
lebensdaten dieser Gruppen dargestellt (log-Rang-Test p=0,052).

Die Dasatinib-Signatur identi ziert in der TAF-NAF-Signatur eine Teilmenge an Genen.
Um festzustellen, ob die Expressionsanderung dieser Gene durch Dasatinib in Tumoren
von Bedeutung ware, wurde mittels der etablierten MethodeodewomeAssoziation
(Venetet al. 2011) die Expression dieser Gene in einem Datenset aus 125 Lungentumo-
ren untersucht, fur die Daten Uber den klinischen Verlauf der Erkrankung veroffentlicht
wurden (Bhattacharjeet al. 2001). Eine hierarchiche Gruppierung der Expression der
90 Gene, die in der ,Dasatinib Response Signatur® und in der TAF-NAF-Signatur ent-
halten sind, fuhrte zur Identi kation von zwei Gruppen von Patienten. In einer Gruppe
war die Expression der 90 Gene &hnlich der Expression in unbehandelten TAF, in der
anderen Gruppe war sie ahnlich der Expression Dasatinib-behandelter TAF und von NAF
(Abbildung 5.6, C). Patienten der Gruppe mit dem Dasatinib-ahnlichen Genexpressions-
muster zeigen ein tendenziell langeres Uberleben als die der zweiten Gruppe (Median
unbehandelt-dhnlich: 29,6 Monate, Dasatinib-&hnlich: 57,8 Monate, Hazard Ratio 1,62).

Navabet al. 2011 haben eine umfangreiche Untersuchung mit NAF-TAF-Paaren aus 15
Lungentumor-Patienten erstellt. Sie fanden mittelsSigni cance Analysis of Microar-

rays (SAM)-Methode 46 zwischen NAF und TAF differenziell exprimierte Gene. Auch
diese NAF und TAF aus verschiedenen Patienten waren auf der Genexpressionsebene sehr
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heterogen, was die vergleichsweise geringe Anzahl der Transkripte in dieser Signatur er-
klart. Zwei Gene aus der ,Dasatinib Response Signatur” sind in den 15 Lungen-TAF nied-
riger als in NAF und in unbehandeltem Zustand niedriger als in Dasatinib-behandeltem
Zustand exprimiertglpha-2-macroglobulifA2M) und clusterin (CLU)) und ein Tran-

skript jeweils hoherleupaxin(LPXN)). Damit sind in der Schnittmenge der zwei Gen-
signaturen nicht signi kant mehr Transkripte enthalten als statistisch zu erwarten ware
(X 2-Test p=0,24).

5.1.4. Funktionelle Konsequenzen der Dasatinib-Behandlung in
Tumor-Modellen

5.1.4.1. Die von Dasatinib-behandelten TAF sekretierten
Wachstumsfaktoren férdern das Tumorzellwachstum weniger als
die Faktoren unbehandelter TAF

Die Microarray-Ergebnisse zeigen unter anderem, dass die Expression zahlreicher sezer-
nierter Proteine der TAF durch die Behandlung mit Dasatinib verandert wird. Die Rich-
tung der Veranderung und der potenzielle, in der Literatur beschriebene Effekt auf Tu-
morzellen sind aber sehr verschieden. Daher sollen funktionelle Untersuchungen helfen,
den Ein uss der Dasatinib-Behandlung von TAF unabh&ngig von der Interpretation von
MRNA-Pro len zu beurteilen.

Mit Hilfe von TAF-konditioniertem Medium, in das die TAF Wachstumsfaktoren sezer-
nierten, wurde der Ein uss dieser Faktoren auf Tumorzellen untersucht. Hierfir wur-
de das Medium von TAF nach 48 Stunden Kultivierung gesammelt. AuRerdem wurde
Kontroll-konditioniertes-Medium durch Inkubation bei & fir 48 Stunden hergestellt.

Mit diesem Medium von drei verschiedenen TAF wurden H1299-Lungentumorzellen fur
48 Stunden behandelt und mittels BrdU-PI-Farbung durch usszytometrisch analysiert
(Abbildung 5.7 auf der néchsten Seite, A und B). Die Fibroblasten oder die H1299-
Tumorzelllinie wurden jeweils mit Dasatinib behandelt.

Das konditionierte Medium von unbehandelten TAF &ndert den Anteil der H1299-Zellen
in der S-Phase nicht (Abbildung 5.7 A und B, Nr. 1 und 3). Dasatinib verringert die
Proliferation der H1299-Zellen (Nr. 2 und 4). Das konditionierte Medium von Dasatinib-
behandelten Fibroblasten hat den gleichen Ein uss wie Dasatinib kombiniert mit kondi-
tioniertem Medium (Nr. 4 und 5). Rechts in Abbildung 5.7, B sind die Differenzen zur
jeweils relevanten Kontrolle dargestellt.
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Abbildung 5.7.: Die Wachstumsférderung der H1299 durch TAF-sezernierte Faktoren wird
durch Dasatinib-Behandlung der TAF zu einer Wachstumshemmung umgekehrt.
BrdU-PI-Farbungen von H1299-Tumorzellen, die mit unterschiedlichen konditionierten Me-
dien behandelt wurdem, B: Etablierung mit 10 % FBS im MediunA: Durch usszytome-
trische Analyse einer BrdU-PI-Farbung der H1299 (Beispi)links: Saulendiagramm der
Daten der Zellen in S-Phase aus A, rechts: Anderung des Anteils der Zellen in S-Phase im Ver-
gleich zur relevanten Kontroll€C, D: Experimente mit 0,1 % FBS im Medium (Jens Schmid,
IKP Stuttgart),C: Durch usszytometrische Analyse einer BrdU-PI-Farbung der H1299 (Bei-
spiel). D: Anderung des Anteils der Zellen in S-Phase im Vergleich zur relevanten Kontrolle
(MW  SD, konditioniertes Medium von TAF aus 3 Patienten, ***: p <,0,0001 (OneWayANO-
VA)).
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Da das konditionierte Medium unter den gewahlten Bedingungen nicht den erwarteten
wachstumsférdernden Effekt auf die Tumorzelllinie zeigte, wurde dieses Experiment von
Jens Schmid (IKP Stuttgart) mit Medium mit nur 0,1 % FBS-Anteil wiederholt, um den
Ein uss der Wachstumsfaktoren des FBS zu verringern (Hauleemis2010). Abbildung

5.7, C (Nr. 1) zeigt beispielhaft, dass sich ohne Behandlung noch 28,3 % der H1299 mit
0,1% FBS in der S-Phase be nden. Hierbei handelt es sich um eine 50%ige Reduktion im
Vergleich zu Abbildung 5.7, A (Nr. 1) mit 10% FBS. Der Effekt von Dasatinib auf die Pro-
liferation ist in beiden Medien gleich (A und C, Nr. 2 zu Nr. 1: Verringerung auf circa 75 %
der unbehandelten Zellen) und bei Verwendung von konditioniertem Medium geringfu-
gig starker als bei Kontroll-Medium (A und C, Nr. 4 zu Nr. 3). Die Dasatinib-Effekte auf
die H1299-Zelllinie sind demnach bei beiden FBS-Konzentrationen vergleichbar. Im Ge-
gensatz zu Vollmedium mit 10 % FBS zeigt sich bei geringer FBS-Konzentration jedoch
ein Proliferations-fordernder Effekt des konditionierten Mediums der TAF auf die H1299
(Abbildung 5.7, C Nr. 1 zu Nr. 3: 131 % der unbehandelten Zellen). Bei der Behand-
lung mit TAF-konditioniertem Medium hat eine Dasatinib-Behandlung der H1299 einen
deutlich geringeren Ein uss auf die Proliferation (Nr. 4 und Nr. 3) als die Dasatinib-
Behandlung der TAF, die die deutlicheste Auswirkung auf die H1299-Proliferation zeigt
(Nr. 5 zu Nr. 3: 449%). Die H1299-Lungentumorzelllinie wird durch konditioniertes
Medium von Dasatinib-behandelten Fibroblasten signi kant starker gehemmt als durch
die Kombination von konditioniertem Medium unbehandelter Fibroblasten mit Dasatinib
(Abbildung 5.7, D, 4-3 -10 % und 5-3 -20 % (MW)).

Im Gegensatz zur bekannten Wachstumsforderung durch die TAF hat hier somit die durch
Dasatinib hervorgerufene Anderung der Mediumzusammensetzung der sezernierten Pro-
teine die Wirkung, dass die Lungentumorzellen sich weniger schnell teilen. Die Dasatinib-
behandelten TAF hemmen nicht nur die Tumorzell-Proliferation anstatt sie zu férdern
(Abbildung 5.7, C, Nr. 5), sondern diese Hemmung ist auch deutlich starker als der kom-
binierte Effekt aus konditioniertem Medium und Dasatinib (Nr. 4).

Die Expressionsanderung einiger Wachstumsfaktoren wurde mittels gRT-PCR genauer
untersucht. Dazu wurde der Zellzyklus von TAF aus drei Patienten durch Serumentzug fur
24 Stunden synchronisiert. Nach Wiedereintritt in den Zellzyklus fur 24 Stunden und ei-
ner anschliel3enden Dasatinib-Behandlung wurde die Expression von 21 Transkripten von
Wachstumsfaktoren und zugehérigen Rezeptoren zu unterschiedlichen Zeitpunkten ana-
lysiert. Die Auswahl dieser Transkripte erfolgte anhand deren Expressionsanderung bei
denMicroarray-Experimenten: Nach Dasatinib-Behandlung &nderte sich die Expression
signi kant mindestens 1,6fach. Bei allen Transkripten konnte die ausMieroarrays
bekannte Richtung der Expressionsanderung nach 48 h Behandlung durch die gRT-PCR
bestatigt werden. Da die drei TAF aus verschiedenen Patienten aber in sehr variablem
Ausmal’ und mit unterschiedlichen Kinetiken auf Dasatinib reagierten, ist mit drei Pati-
enten nur bei wenigen Transkripten statistische Signi kanz erreicht worden.
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Daher sind in Abbildung 5.8 die Expressionsanderungen in einzelnen TAF dargestellt, um

sowohl die gemeinsame Tendenz als auch die Heterogenitat anhand einiger Beispiele zu
verdeutlichen. Bei der Expression vBIDGFRB SVEP1und anderen Transkripten zeigt

sich, dass sowohl die Starke der Expressionsanderung als auch der Zeitpunkt der maxi-
malen Expression zwischen den TAF aus verschiedenen Patienten variieré@FR2ei

und HBEGF sind sehr unterschiedliche basale Expressionsniveaus in unbehandelten Fi-

broblasten zu beobachten.
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Abbildung 5.8.: Genexpressionsanalyse verschiedener Wachstumsfaktoren und deren Re-
zeptoren nach Dasatinib-Behandlung mittels gRT-PCR.
Drei TAF-Linien wurden mit Serumentzug synchronisiert und fiir 24 h mit Serum kultiviert.
AnschlieRend wurden sie fur 3, 8, 24 und 48 h mit 0,1 uM Dasatinib behandelt und die Genex-
pression mittels gRT-PCR untersucht. schwarz: unbehandelte TAF, rot: Dasatinib-behandelte
TAF, grau: Expressionsanderungen der 9 TAF nachMiemoarray-Ergebnissen (p <0,05).
Gennamen siehe Abkirzungsverzeichnis, Primer siehe Tabelle A.7 auf Seite 132 im Anhang.
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5.1.4.2. Ein uss von Dasatinib in einem in vivo -nahen Tumormodell

Die Frischgewebekultur von Lungentumor-Schnitt8tiges ist ein Modell, das die Be-
obachtung der unterschiedlichen Zelltypen in der intakten Mikroumgebung realer Tumore
erlaubt, beispielsweise bei der Reaktion auf eine Manipulation durch chemotherapeuti-
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sche Behandlung (van der Kugt al. 2006). Tumorgewebe-Schnitte von 13 Patienten
wurden fir 72 Stunden mit 0,1 uM Dasatinib behandelt, mit Formalin xiert und in Par-
af n eingebettet (FFPE-Gewebe). 3 uM-Dunnschnitte di&ereswurden fur KI67- und
TUNEL-F&arbungen verwendet, um die Zellteilungsaktivitdt und den Zelltod der Fibro-
blasten und Tumorzellen zu quanti zieren und den Ein uss von Dasatinib auf diese Pro-
zesse in der intakten Mikroumgebung humaner Lungentumore zu untersuchen.

K167 ist in der Immunbhistologie ein etablierter Marker fur die Zellproliferation. Die Tu-
morschnitte von 11 Patienten wurden damit geféarbt, von 9 Patienten konnten jeweils zwei
Tumorareale (Stanzen) ausgewertet werden. In den untersi&iitegproliferierten auch

in den unbehandelten Gewebeschnitten weniger als 10 % der Fibroblasten. Weder eine
Steigerung noch eine Verringerung der Fibroblasten-Proliferation wurde beobachtet (oh-
ne Abbildung). Daher kann keine Aussage Uber die mogliche, Proliferations-hemmende
Wirkung von Dasatinib auf die Fibroblasten im Gewebe getroffen werden.

Allerdings sind als Therapieziel die proliferierenden Tumorbereiche ebenso interessant.
In den Paraf n-Schnitten de8liceswurden alle Stanzen ausgewertet, die mindestens 10 %
Proliferation der Tumorellen zeigten (Abbildung 5.9, 6 Patienten). Bei geringerer Prolife-
rationsrate war hau g nekrotisches Gewebe erkennbar, das nicht mehr auf die Dasatinib-
Behandlung reagieren kann. In vier dieser sechs Patienten reduziert Dasatinib die Prolife-
ration der Tumorzellen deutlich. Im Mittelwert aller Patienten betragt die Proliferationsra-
te unbehandelter Tumorzellen 37,37,2 %, die der Dasatinib-behandelten Tumorzellen
20,3 4,8% (MW SD; gepaarter t-Test p=0,09) und Dasatinib-behandelte Tumorzel-
len zeigen eine geringere Variabilitat der Proliferationsrate als unbehandelte Tumorzellen.
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Abbildung 5.9.: Dasatinib reduziert die Proliferation der Tumorzellen in Gewebeschnitten
von 4 von 6 Patienten.
A: Beispiel einer KI67-Farbung, links: Kontrolle, rechts: 72 h 0,1 uM DasatiBibProlife-
ration der Tumorzellen als Anteil KI67-positiver Zellen in unbehandelten und mit Dasatinib
behandelten Gewebeschnitten (n=6).

Dasatinib zeigte in der Zellkultur weder bei Fibroblasten noch bei H1299-Tumorzellen
einen Ein uss auf den Zelltod. Nun sollte Uberpruft werden, ob das auch im Gewe-
be der Fall ist. Hier kann Dasatinib sowohl direkt auf die TAF oder die Tumorzellen
wirken als auch indirekt Gber die TAF die Tumorzellen beein ussen und umgekehrt.
TUNEL-Farbungen Dasatinib behandelficesvon 12 Patienten wurden mit denen der
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unbehandelten Kontrollen verglichen (Abbildung 5.10). Der TUNEL-Assay zeigt DNA-
Fragmentierung anhand der Markierung freier 3'OH-Enden und dient somit als Marker
fur den Zelltod.

488 % | ' |

Abbildung 5.10.: Die Reaktion von TAF und Tumorzellen auf Dasatinib ist sehr heterogen.
A: Beispiel einer TUNEL-Farbung, links: Kontrolle, rechts: 72 h 0,1 uM DasatBilzZelltod
der TAF undC: Zelltod der Tumorzellen in unbehandelten und mit Dasatinib behandelten
Gewebeschnitten (12 Patienteb). Differenz TUNEL-positiver Zellen von behandelten und
unbehandelten Gewebeschnitten in TAF und Tumorzellen.

Bei den unbehandelten Gewebeschnitten zeigt sich erneut eine grol3e Variabilitat. Die
TAF sind zu 2-40% TUNEL-positiv (Abbildung 5.10, B), die Tumorzellen zu 5-35%
(C). Auch die Reaktion auf die Dasatinib-Behandlung ist in den einzelnen Tumoren
sehr verschieden. Im Mittel ist bei Dasatinib-Behandlung von TAF eine geringfligige
Zelltod-Induktion von 18,1 13,4% auf 22,4 16,6 % zu beobachten, bei Tumorzellen
von 15,6 9,6 % auf 20,2 13,8%. Bei den TAF ist die Richtung der Antwort auf Da-
satinib ausgeglichen, TAF von funf Patienten reagieren mit einer Induktion des Zelltods,
funf mit einer Hemmung des Zelltods und zwei zeigen keine Reaktion auf die Dasatinib-
Behandlung. Bei den Tumorzellen zeigen sechs Patienten eine Induktion von Zelltod, drei
eine Hemmung und drei keine Reaktion auf Dasatinib. Dabei ndet sich eine positive Kor-
relation zwischen der Antwort der TAF und der Tumorzellen (Abbildung 5.10, D, Pearson
r=0,59, p=0,045), das heil3t beide Zellkompartimente reagieren parallel. Sowohl TAF als
auch Tumorzellen zeigen nach Dasatinib-Behandlung hau g eine Induktion des Zelltods.
In einigen Féallen reagiert jeweils einer der Zelltypen mit einer Hemmung des Zelltods,
wahrend der andere Zelltyp keine Antwort auf die Behandlung zeigt.
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5.2. Sensitivitat von Tumor-assoziierten Fibroblasten auf
Cisplatin

5.2.1. Cisplatin hemmt den Zellzyklus von Tumor-assoziierten Fibroblasten

In Vorarbeiten wurde die Heterogenitat von Tumor-assoziierten Fibroblasten gegeniber
Cisplatin untersucht und in MTT-Experimenten festgestellt, dass die Cisplatin-Sensitivitat
der TAF ahnlich variabel ist wie die ein€anelsvon Tumorzelllinien (Dissertation Son-
nenberg 2009). Diese Untersuchungen wurden in dieser Arbeit fortgefiihrt und das Kol-
lektiv der TAF erweitert.

Die funktionelle Ursache fir die Hemmung der TAF durch Cisplatin wurde bisher nicht
betrachtet. BrdU-PI-Farbungen zeigen eine deutliche Hemmung der Proliferation der TAF
(Abbildung 5.11, A und B), im Mittel von 18,2 % Zellen in der S-Phase auf 5,8 %.
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Abbildung 5.11.: Cisplatin hemmt die Proliferation von TAF.
Proliferations-Farbungen mit unbehandelten und fir 24 h mit 13 uM Cisplatin behandelten TAF
von drei PatienterA: BrdU-PI-Farbung (MW SD), *: p=0,017 (gepaarter t-TesB: repra-
sentatives Beispiel: Cisplatin-behandelte TAF stellen die DNA-Synthese ein und stoppen im
Zellzyklus, ohne einen spezi schem&oder G-Arrest.

5.2.2. Ursachen der Variabilitat der Cisplatin-Sensitivitat
5.2.2.1. Genetische Ursachen

Der Ein uss verschiedeneingle Nucleotide Polymorphisr{SNPs), die bei der Sensiti-

vitat gegen Cisplatin im Patienten eine Rolle spielen, wurde in gemeinsamen Vorarbeiten
mit Maike Sonnenberg untersucht. Dabei fand sich ein Trend, dass der SNP rs1042522
im tp53-Gen einen Ein uld auf die Cisplatin-Sensitivitat haben kénnte (Sonnerdiexg

2008). Dieser SNP korreliert mit dem Ansprechen fortgeschrittener Lungentumore auf
Chemotherapie (Haet al. 2008). Daher wurde in der vorliegenden Arbeit dieser Zusam-
menhang in weiteren TAF untersucht.

Zum direkten Vergleich der Auswirkung des p53-Arg72Pro-Polymorphismus rs1042522
auf die Viabilitat der TAF bei der Cisplatin-Plasmakonzentratigp,&ind auf die tbli-
cherweise verdoffentlichte Gf-Konzentration von Cisplatin sind jeweils beide Werte dar-
gestellt (Abbildung 5.12 auf der nachsten Seite). Der vermutete Zusammenhang zwischen
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der Cisplatin-Sensivititat der TAF und diesem SNP konnte nicht bestatigt werden. Wie in
den Vorarbeiten fanden sich in den untersuchten TAF auch weiterhin keine somatischen
Mutationen imtp53-Gen (Sonnenberet al. 2008).

Abbildung 5.12.: Der tp53-Polymorphismus rs1042522 (Pro72Arg) hat keinen Ein uss auf
die Cisplatin-Sensitivitat.
Cisplatin-Sensitivitat von TAF anhand dar Viabilitat der TAF bei Ghax Cisplatin (11 uM)
und B: Glso-Werte der unterschiedlichen Genotypen tEs3-SNP rs1042522 (Linie: Mittel-
wert).

5.2.2.2. Tumor- und Patienteneigenschaften

Geschlecht, Alter und Tumor-Histologie konnten bei der Cisplatin-Sensitivitat der TAF
eine Rolle als sogenanntenfounding factorgmitbestimmende Faktoren) oder als echte
Ursache von Variabilitat spielen. Daher sollte untersucht werden, ob diese Eigenschaften
der Patienten auch fir die Sensitivitdt der TAF gegentber Cisplatin eine Rolle spielen.
Abbildung 5.13 auf der nachsten Seite zeigt, dass keiner der drei Faktoren einen signi-
kanten Ein uss hat. Die ersten Hypothesen zur Ursache der variablen Sensitivitat von
TAF aus unterschiedlichen Patienten in Zellkultur konnten somit nicht bestatigt und die
Ursache der Variabilitat nicht identi ziert werden.
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Abbildung 5.13.: Die Faktoren Alter, Geschlecht und Tumor-Histologie der Patienten haben
keinen signi kanten Ein uss auf die Cisplatin-Sensitivitat der TAF.
TAF-Viabilitat in % der unbehandelten Kontrolle bei dgf & Cisplatin-Konzentration (11 uM,
oben) und Gdp-Konzentration in uM (unten) fir die Faktorén Alter in JahrenB: Geschlecht
undC: Histologie der Lungentumore oder Metastase in der Lunge (Linie: Mittelwert). Je hoher
die Viabilitat bei G,ax oder je hdher die Gh-Konzentration, desto resistenter sind die TAF.

5.2.3. Ein uss der Wechselwirkungen zwischen Tumor-assoziierten
Fibroblasten und Tumorzellen - Etablierung eines Modellsystems

5.2.3.1. Auswahl der auszuwertenden Parameter

In einem Tumor beein usst ein Signalnetzwerk zwischen den verschiedenen Zelltypen die
Reaktion der einzelnen Zellen. Dieses Netzwerk ist sehr komplex, da es viele Zelltypen in
unterschiedlichen Anteilen enthalt, die Tumorzellen in verschiedenem Ausmal} veréandert
sind und damit unterschiedliche Effekte auf die anderen Zelltypen haben kénnen. Da-
her wurde ein Kokultur-System von TAF und GFP-positiven H1299-Lungentumorzellen
etabliert, um diese Wechselwirkungen mit nur einer stets gleichen Tumorzelllinie zu un-
tersuchen.

Im Tumor sind in verschiedenen Stadien Prozesse wie Proliferation, Zelltod und Mi-
gration von Bedeutung. Auf die Proliferationsanalyse mittels BrdU-Markierung wurde
verzichtet, weil nach der fir die Farbung notwendigen Fixierung der Zellen der Vor-
teil der autokatalytischen GFP-Fluoreszenz verloren geht. Auf die Durchfiihrung einer
Migrations-Analyse anhand vastratchAssays wurde ebenso verzichtet, weil unbehan-
delte Fibroblasten sehr viel starker migrieren als die Tumorzellen und eine Optimierung
der Bedingungen nicht gelang.
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Als idealer Parameter erwies sich der Zelltod, der mittels AnnexinV-Alexa568 (rote Fluo-
reszenz) detektiert wurde. Das Beispiel einer durch usszytometrischen Analyse zeigt Ab-
bildung 5.14. Dabei kbnnen H1299-Tumorzellen durch die grine Fluoreszenz von den
GFP-negativen TAF unterschieden werden sowie tote Zellen durch die rote Fluoreszenz-
Markierung mit AnnexinV-Alexa568 von lebenden nicht- uoreszierenden Zellen.
Abbildung 5.14, A zeigt die Zellpopulation, die in die Auswertung des Zelltods einbe-
zogen wurde. Abbildung 5.14, B zeigt links die GFP-negativen Fibroblasten, rechts die
GFP-positiven H1299-Lungentumorzellen. Oben wurden AnnexinV-positive, sterbende
Zellen und unten AnnexinV-negative, lebende Zellen detektiert. Beide Zellpopulationen
zeigen Cisplatin-induzierten Zelltod. Damit ergeben sich vier voneinander abgegrenzte
Zellpopulationen und der Anteil sterbender und lebender Zellen kann fur TAF und H1299
jeweils unabhéngig analysiert werden.

Abbildung 5.14.: Beispiel der durch usszytometrischen Auswertung eines Kokultur-
Experiments von Cisplatin-behandelten TAF und H1299.
A: R1: Zellen in der FSC-SSC-Ansichiofward scattey side scatter Streulicht).B: Zellen
(aus R1 in A) in der FL1-FL2-Ansicht (grin-rot), R4: lebende TAF, R5: apoptotische TAF,
R2=R4 +R5 (alle TAF), R6: lebende H1299, R7: apoptotische H1299, R3=R6+R7 (alle
H1299). Sowohl die Trennung von TAF und H1299 als auch die von lebenden und toten Zellen
gelingt.

5.2.3.2. Optimierung des Zellzahl-Verhaltnisses von Tumorzellen zu
Fibroblasten

In Tumoren gibt es eine groRe Bandbreite der Anteile von Tumorzellen und anderen Zell-
typen. In Lungentumoren sind aul3erdem die Tumorzellen je nach Histologie unterschied-
lich in der Stroma verteilt. Der Ein uss des Anteils von TAF auf den Cisplatin-induzierten
Zelltod der H1299 sollte daher untersucht werden. Zunachst wurden je 20 000 TAF in die
Vertiefungen von 6-Loch-Platten eingeséat und am darauffolgenden Tag keine, 40 000 oder
80000 H1299 zugesetzt. Da sich beide Zelltypen circa einmal pro Tag teilen, wachsen die
Zellen im Loch also im Verhéltnis 1+0, 1+1 oder 1+ 2. Dies ist in Abbildung 5.15 auf
der nachsten Seite, A schematisch dargestellt.

Am dritten oder am vierten Tag wurden die Zellen mit 13 uM Cisplatin behandelt. Damit
wurde zusatzlich der Effekt einer unterschiedlichen Zelldichte bei langerem Wachstum
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untersucht. Nach 24 h Behandlung wurden die Zellen abgel6st, gefarbt und im Durch-
usszytometer analysiert. Der Zelltod der behandelten und unbehandelten Zellen ist in
Abbildung 5.15 B fur TAF und H1299 einzeln dargestellit.
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Abbildung 5.15.: Die Zelldichte, das Verhéltnis von TAF zu H1299 und die Cisplatin-
Behandlung haben einen Ein uss auf den Zelltod.
A: Schematische Darstellung der Verhaltnisse der Zellzahlen von TAF (orange) zu H1299
(grun).B: Zelltod in % der Zellen je Zelltyp. Die Zellen wurden jeweils fur 24 h mit 13 uM
Cisplatin behandelt, jedoch nach unterschiedlicher Dauer der Vorkultivierung (3 oder 4 Ta-
ge) und damit bei unterschiedlichen Zelldichten im Loch (MV8D aus Experimenten mit 3
TAF), *: p<0,05, **: p<0,01 (Bonferroni post-Tests der TwoWayANOVA).

Die Cisplatin-Behandlung und die Dauer der Kultur vor der Behandlung beein ussen den
Zelltod (TwoWayANOVA TAF: p<0,0001, H1299: p=0,0007). Auch das Verhaltnis von
TAF zu H1299 beei usst den Anteil toter Zellen (TAF: p=0,0005, H1299: p<0,0001).
Bonferroni-post-Tests zeigen, dass die Zahl der toten TAF bei Cisplatin-Zugabe an Tag 3
bei Monokultur und 1 + 1-Kultur héher ist als bei den entsprechenden unbehandelten TAF.
An Tag 4 ist dies nicht mehr der Fall. Bei den H1299 gilt dasselbe fur die in 1 + 1-Kultur
wachsenden Zellen. Die wahrscheinlichste Ursache fir diese Effekte ist eine Abnahme
der Cisplatin-Sensitivitat mit der Zunahme der Zellzahl (siehe auch Abbildung 5.18 auf
Seite 66), sowohl mit der Zunahme durch zusétzliches Einséaen von H1299 als auch durch
langeres Wachstum bis Tag 4. Daher wurde im folgenden der Ein uss der Zellzahl aus-
geschlossen und diese konstant gehalten. Die Behandlung erfolgte an Tag 3, 48 Stunden
nach dem Einsaen der TAF.

Hierzu wurden die Zellen so eingesat, dass die Zellzahl zum Zeitpunkt der Cisplatin-
Behandlung 160000 Zellen/Loch betrug. Damit wurde die Zellzahl so gewahlt, dass sie
der bisher in der TAF-Monokultur erreichten entspricht. Diese waren zum Zeitpunkt der



64 5. Ergebnisse

AnnexinV-Farbung in den unbehandelten Vertiefungen der Kulturplatte subkon uent. Um
zu Uberprifen, ob das Verhaltnis von H1299 zu TAF einen Ein uss auf die Cisplatin-
Sensitivitdt hat, wurden unter diesen Bedingungen die Verhaltnisse TAF-Monokultur
(1+0),3+1,1+1, 1+3 und H1299-Monokultur (0 + 1) untersucht (Schema siehe Ab-
bildung 5.16 A, Ergebnisse siehe B).
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Abbildung 5.16.: Die TAF zeigen erhdhten Zelltod nach Cisplatin-Behandlung, die H1299
nicht.
A: Schema der Verhaltnisse der Zellzahlen von TAF zu H1299 bei einer konstanten Zellzahl
von 160000 Zellen pro LoctB: Zelltod in % der Zellen je Zelltyp, (MW SD aus Experi-
menten mit 4 TAF), ***: p<0,0001 (TwoWayANOVA), *: p<0,05 (Bonferroni post-Tests der
TwoWayANOVA).
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Bei den TAF zeigt die Cisplatin-Behandlung einen signi kanten Effekt (TwoWayANO-
VA p<0,0001). Nur in einem Vergleich innerhalb der Cisplatin-behandelten TAF gibt es
einen signi kanten Unterschied, und zwar zwischen der Monokultur und der Kokultur
mit H1299 im Verhaltnis 1:1 (Bonferroni post-Test p <0,05), der in TAF durch Cisplatin-
Behandlung induzierte Zelltod verringert sich in Anwesenheit der Tumorzellen im Mittel
von 15,4 % auf 10,4 %.

In diesem Experiment zeigt die Cisplatin-Behandlung bei den H1299 keinen signi -
kanten Einfuss auf den Zelltod. Es gibt jedoch innerhalb einer Behandlung den Ef-
fekt, dass die Tumorzellen weniger Apoptose zeigen, je weniger Fibroblasten kokulti-
viert wurden (TwoWayANOVA p =0,01). Der Bonferroni-post-Test zeigt einen signi -
kanten Unterschied insbesondere bei Cisplatin-behandelten H1299 zwischen den extre-
men Zellmischungs-Verhaltnissen 3:1 und H1299-Monokultur (p <0,05).
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5.2.3.3. Ein uss des Alters der TAF

Um maogliche Effekte der ,Alterung” der TAF zu Uberprifen, wurde der Versuch mit TAF
aus einem Tumor in Passage 5 und 7 durchgefuhrt. Wieder wurden finf unterschiedli-
che Zellzahl-Verhaltnisse untersucht. In Abbildung 5.17 ist dargestellt, dass in Passage 7
tendenziell mehr TAF sterben als in Passage 5. Bei Kokultur mit den alteren TAF wur-
de fur die H1299 hingegen eine geringere Zahl toter Zellen detektiert (TwoWayANOVA

p <0,05). Circa 31 % der Variabilitdt der H1299 kann mit dem Alter der TAF erklart wer-
den (TwoWayANOVA p =0,03). Fur alle weiteren Experimente wurden daher nur TAF in
den Passagen drei bis funf verwendet.
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Abbildung 5.17.: Das Alter der TAF hat einen Ein uss auf die Cisplatin-Sensitivitat der
H1299.
Zelltod in % der Zellen je Zelltyp bei einer TAF in Passage 5 und 7 und kokultivieren H1299
mit und ohne Cisplatin-Behandlung.
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5.2.3.4. Optimierung der Zellzahlen

Wiederholte Beobachtungen haben gezeigt, dass bei 160000 Zellen pro Loch die unbe-
handelten Zellen zum Zeitpunkt der AnnexinV-PI-Farbung subkon uent blieben. Die Zel-
len wurden jetzt in Monokultur so eingesat, dass zum Zeitpunkt der Behandlung 40 000,
80000, 100000, 120000, 160 000 oder 200 000 Zellen pro Loch behandelt wurden. Damit
wurden sowohl ,diinnere* Kulturen mit weniger Zell-Zell-Kontakten als auch kon uente
Bedingungen eingeschlossen.

Abbildung 5.18 zeigt, dass bei den TAF die Zellzahl keine Rolle spielt, die Behand-
lung aber einen Effekt zeigt (TwoWayANOVA p =0,0019). Bei den H1299 zeigt die Be-
handlung keine signi kant unterschiedliche Wirkung, die Zellzahl beein usst aber die
Cisplatin-Sensitivitat (p =0,0012). Dabei ergeben die Bonferroni post-Tests, dass signi -
kante Unterschiede nur im Vergleich zur niedrigsten Zellzahl vorhanden sind.
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Abbildung 5.18.: Die Zellzahl beein usst den Zelltod von H1299.
Zelltod in % der Zellen je Zelltyp bei unterschiedlichen Zellzahlen pro Loch in Monokultur
und Cisplatin-Behandlung (MW SD aus 2 Experimenten mit 1 TAF), *: p<0,05, **: p<0,01
(Bonferroni post-Tests der TwoWayANOVA).
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5.2.3.5. Kokultur-Experimente

Als Ergebnis der Vorversuche lasst sich zusammenfassen, dass bei den Kokulturversu-
chen die Zelldichte und das Alter der TAF eine wichtige Rolle spielen. Da die Zellen in
der Platte bei 160000 Zellen pro Loch subkon uent und geniigend Zellen fur reprodu-
zierbare Messungen vorhanden sind, wurden die Experimente mit dieser Zellzahl durch-
gefuhrt. Die Versuche wurden aufRerdem auf die Passagen 3 bis 5 der TAF beschrankt.
Zusatzlich wurde in der Passage vor dem Experiment die Zellteilungsrate der TAF be-
stimmt und damit die Zahl der einzusdenden Fibroblasten jeweils angepasst. Als Verhalt-
nis von Fibroblasten zu Tumorzellen wurde 1:1 gewahlt. Als Kontrollen dienten jeweils
die Monokulturen von TAF und H1299. In Abbildung 5.19 ist der Ablauf der Experimente
dargestellt.
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Abbildung 5.19.: Ablaufschema eines Kokultur-Experiments tiber 4 Tage.
Rechteck: 6-Loch-Platte, Kreis: einzelne Vertiefung der Zellkulturplatte.
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5.2.4. Wechselseitiger Ein uss von Tumor-assoziierten Fibroblasten und
Tumorzellen auf die Cisplatin-Sensitivitat

5.2.4.1. Ein uss der Kokultivierung auf die Cisplatin-Sensitivitat von TAF
und H1299

Die Kokultur-Experimente wurden mit TAF von 12 Patienten durchgefuhrt, um den Ein-
uss der TAF auf die H1299-Tumorzelllinie zu untersuchen und umgekehrt. In der un-
behandelten Kontrolle gibt es weder bei TAF noch bei H1299 einen signi kanten Un-
terschied zwischen dem Anteil toter Zellen in Mono- und Kokultur (Abbildung 5.20).
Bei Behandlung mit Cisplatin zeigen TAF und H1299 entgegengesetzte Reaktionen:
TAF sind in Monokultur sensitiver auf Cisplatin als in Kokultur (Zelltod MWSD:

16,7 10,3%versus9,2 2,6 %), H1299 hingegen sind in Monokultur resistenter als in
Kokultur (8,9 3,5%versusl5,6 10,1%). In der Monokultur induziert Cisplatin den
Zelltod der TAF signi kant, nicht jedoch den der erwartungsgemal} Cisplatin-resistenten,
da p53-negativen H1299. Umgekehrt zeigt die H1299-Lungentumorzelllinie Cisplatin-
induzierten Zelltod in Kokultur, die TAF hingegen kaum. In der Kokultur weisen die Da-
ten auf eine wechselseitige Beein ussung hin, sowohl die TAF verandern die Cisplatin-
Sensitivitat der H1299 als auch umgekehrt.
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Abbildung 5.20.: Wechselseitige Beein ussung der Cisplatin-Sensitivitat von TAF und H1299
in Kokultur.
H1299-Lungentumorzellen schitzen die TAF unter Kokultur-Bedingungen vor Cisplatin-
induziertem Zelltod, wéhrend die TAF die H1299 gegeniber Cisplatin sensitivieren. Zelltod
in % der Zellen je Zelltyp (MW SD aus Experimenten mit 12 TAF), *: p<0,05 (Holm-
korrigierte Bonferroni-post-Tests von TwoWayANOVAS).

5.2.4.2. Ein uss der Zelltypen in Gewebeschnitt-Kultur

Der gegenseitige Ein uss von TAF und Tumorzellen wurde auch in Gewebeschnitten
humaner Lungentumore untersucht. In diesem Modell bleibt die Zusammensetzung und
Struktur des Gewebes weitgehend erhalten. Es konnte bereits gezeigt werden, dass nur
wenige Lungentumore auf eine Behandlung mit 13 uM Cisplatin reagieren (Dissertati-
on Sonnenberg 2009). Diese Experimente wurden fortgefuhrt. Einerseits sollten damit
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Fallzahlen erreicht werden, die statistische Analysen zulassen, andererseits soll hier der
Ein uss vontp53Mutationen der Tumorzellen auf die Cisplatin-Sensitivitat von Tumor-
zellen und Fibroblasten untersucht werden (siehe Kapitel 5.2.5 auf der nachsten Seite).

Der Zelltod von TAF und Tumorzellen aus 40 Patienten wurde nach Behandlung mit
Cisplatin untersucht (12 Patienten: Daten aus Dissertation Sonnenberg 2009). Abbil-
dung 5.21 zeigt die Daten der immunhistochemischen TUNEL-Farbung der TAF und
Tumorzellen sowie die Korrelation der Induktion oder Hemmung von Zelltod in beiden
Zelltypen.

-

Abbildung 5.21.: Cisplatin induziert den Zelltod von TAF und Tumorzellen im Gewebe.
A: Anteil TUNEL-positiver TAF undB: Tumorzellen (TZ) in % der Zellen je Zelltyp in un-
behandelten und fur 3 Tage mit 13 uM Cisplatin behandelten Tumor-Schnitten, **; p<0,01 ,
***: p<0,0001 (Wilcoxon-Test)C: Induktion des Zelltods durch Cisplatin als Differenz zwi-
schen Zelltod behandelter und unbehandelter Zellen in % der Zellen je Zelltyp, die schwarz
gestrichelten Linien zeigen ein Ansprechen von tber 10 % Induktion des Zelltods in TAF und
Tumorzellen an.

Bei unbehandelten TAF variiert der Anteil toter Zellen von 0-40% (Abbildung 5.21,
A, MW SD: 11,8 9,0%), bei den Tumorzellen von 0-50% (Abbildung 5.21, B,
18,1 11,0%). Nach Cisplatin-Behandlung steigt der Anteil TUNEL-positiver TAF auf
0-80% (19,9 13,3%, Wilcoxon Rangsummentest: p=0,0011), der toter Tumorzellen
auf 6-80% (32,5 17,0%, p<0,0001). Dabei ist der Cisplatin-Effekt auf die Induktion
von Zelltod der Tumorzellen starker als auf die TAF (Wilcoxon-Test p=0,013).

Funfzehn von 40 Patienten zeigen ein Ansprechen in TAF und Tumorzellen durch In-
duktion des Zelltods von mindestens 10 % (Abbildung 5.21, C). Damit wurden in diesem
erweiterten Patientenkollektiv mehr als doppelt so viele Falle gefunden, in denen beide
Kompartimente auf Cisplatin reagieren (37,5 % statt 16,7 % in Dissertation Sonnenberg
2009). Es besteht eine positive Korrelation zwischen dem Tod von TAF und Tumorzellen
(Spearman r=0,63, p<0,0001), aber Abbildung 5.21 zeigt, dass es auch Falle gibt, in
denen TAF und Tumorzellen in geringem Umfang nicht parallel reagieren. Dabei wurde
in den TAF nur dann Uber 10 % Induktion des Zelltods detektiert, wenn auch die Tumor-
zellen auf diese Weise auf Cisplatin reagierten.

Die Proliferation von TAF und Tumorzellen aus 27 Patienten wurde anhand der immunhi-
stochemischen Farbung mit Ki67-Antikorper bewertet. Wie bereits beschrieben, prolife-
rieren die TAF nicht oder kaum (Sonnenberg 2009, ohne Abbildung). Bei den Tumorzel-
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len wurden nur die Tumorareale (Stanzen) ausgewertet, bei denen die Tumorzellen in un-
behandeltem Gewebe mindestens 10 % Proliferation zeigten. Damit zeigt Abbildung 5.22
die Daten von 19 Patienten.

7

Abbildung 5.22.: Cisplatin hemmt die Proliferation der Tumorzellen im Gewebe.
A: Anteil KI67-positiver Tumorzellen (TZ) in Gewebeschnitten von 19 Patienten,
***. p<0,001 (gepaarter t-TestB: Induktion von Zelltod und Hemmung der Proliferation
von Tumorzellen durch Cisplatin sind im Gewebe nicht korreliert (17 Patienten).

Die Proliferation von unbehandelten und Cisplatin-behandelten Tumorzellen ist bei ver-
schiedenen Patienten sehr unterschiedlich. In unbehandelten Gewebeschnitten variiert
der Anteil KI67-positiver Zellen von 10-63,8 % (31,117,3 %), in Cisplatin-behandelten
Gewebeschnitten von 3,8-56,3 % (18,33,8 %, gepaarter t-Test: p=0,0006).

Die Induktion von Zelltod und die Hemmung der Proliferation von Tumorzellen sind im
Gewebe nicht korreliert, das heifl3t Cisplatin I6st nicht Zelltod und Proliferationshemmung
in einem bestimmten Verhéltnis zueinander aus. Stattdessen kdnnen drei Gruppen von Tu-
moren unterschieden werden. Eine Gruppe von Tumorzellen reagiert ausschlief3lich mit
Induktion von Zelltod (Abbildung 5.22, Punkte auf der x-Achse), eine Gruppe nur mit
Hemmung der Proliferation (Punkte auf der y-Achse) und die Tumorzellen anderer Pati-
enten zeigen eine Kombination aus beidem.

5.2.5. tp53-Mutationen im Lungentumor-Kollektiv

p53 ist ein zentraler Schalter bei der Reaktion von Zellen auf Cisplatin, der die Ver-
minderung der Proliferation verbunden mit DNA-Reparatur einerseits und den Zelltod
andererseits auslosen kann. Zur Untersuchung der p53-Regulation wurde eine immunhi-
stochemische Farbung mit p53-Antikérper von unbehandelten und Cisplatin-behandelten
Gewebeschnitten von 47 Patienten durchgefihrt. Damit wird der funktionelle Aspekt der
Mutation wie Uberexpression oder Nullmutation betrachet. Zusatzlich wurden die Exons
4-10 vontp53 die 99 % aller Mutationen enthalten, in Tumormaterial der zugehdrigen
FFPE-Gewebe aus der RBK-Pathologie sequenziert. Aus diesen zwei Techniken kénnen
sich also unterschiedliche, sich erganzende Aussagen ergeben.
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5.2.5.1. Immunhistochemische Analyse von p53

Die immunhistochemische Detektion von p53-Protein in FFPE-Gewebe der Tsines
wurde mit einem Antikérper durchgefiihrt, der sowohl mutiertes als auch Wildtyp-p53 er-
kennt. Das Epitop liegt N-terminal und erkennt mit den Aminosauren 20-25 eine Region,
in der bisher keine Mutationen in Lungentumoren bekannt sind. Die Auswertung wurde
in Zusammenarbeit mit Jens Schmid (IKP Stuttgart) durchgefuhrt. Es ist bekannt, dass
viele Tumorzellen p53 hoch exprimieren (Casyal. 1996), wahrend andere Tumore
keine oder nur geringe p53-Farbung aufweisen. Durch die zusatzliche Analyse Cisplatin-
behandelter Gewebeschnitte wurde hier die Gruppe der p53 niedrig exprimierenden Tu-
more weiter unterteilt in solche, die nach der Behandlung eine p53-positive Farbung zei-
gen, also p53 stabilisieren, und solche, deren p53-Farbung auch nach der Behandlung
negativ ist. Abbildung 5.23 zeigt Beispiele fir Tumore, in denen die Tumorzellen nach
Cisplatin-Behandlung p53 stabilisieren (Gruppe 1), bereits konstitutiv hoch exprimieren
(Gruppe 2) oder nicht exprimieren (Gruppe 3).
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Abbildung 5.23.: Immunhistochemische p53-Farbung von unbehandelten und Cisplatin-
behandelten Gewebeschnitten
Darstellung der drei Gruppen anhand von reprasentativen Beispi&leppe 1: unbehandelt
geringe p53-Farbung, Cisplatin-behandelt starke p53-FarlBngpe 2: konstitutiv starke
p53-Farbung, unabhangig von der Behandlu@gjppe 3: keine p53-Farbung, unabhangig
von der Behandlung.

Diese drei durch die immunhistochemische p53-Farbung der Tumorzellen de nierten
Gruppen wurden fur die Einteilung der Tumore verwendet. Gruppe 1 enthalt Tumore, in
denen die Tumorzellen in den unbehandeB&ineswenig oder nicht nachweisbare Men-

gen des p53-Proteins enthalten, in denen dieses jedoch nach Cisplatin-Behandlung ver-
starkt gefarbt wird. In Gruppe 2 ist p53 schon konstitutiv akkumuliert und bei Cisplatin-
Behandlung ndet sich keine starkere Farbung. In Gruppe 3 ist p53 weder konstitutiv
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noch nach Behandlung nachweisbar. In Abbildung 5.24, A sind die prozentualen Anteile
p53-positiver Tumorzellen und TAF der drei Tumorgruppen gezeigt.
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Abbildung 5.24.: Anteil p53-positiver Zellen in Tumor-Schnitten nach immunhistochemi-
scher Einteilung in die Gruppen 1-3 (siehe Abbildung 5.23).
Tumorschnitte wurden fir 3 Tage mit 13 uM Cisplatin behandelt. Ergebnisse der p53-IHC-
Farbung von 47 PatienteA. Anteil der positiven Zellen der Tumorzellen (oben) und TAF
(unten), *: p<0,05, ***: p<0,001 (t-Test oder Wilcoxon-TesB. Anderung des Anteils p53-

positiver Zellen durch die Cisplatin-Behandlung der Tumorzellen (oben) und TAF (unten).
**: p<0,01, ***: p<0,0001 (Kruskal-Wallis-Test).

In den Tumoren, in denen die Tumorzellen p53 als Antwort auf die Cisplatin-Behandlung
stabilisieren, ist auch in den TAF die p53-Farbung nach der Behandlung starker (Abbil-
dung 5.24, A, Gruppe 1). Tumorzellen, die p53 konstitutiv hoch exprimieren, zeigen nach
der Behandlung im Mittel weniger p53-positive Zellen, die zugehorigen TAF stabilisie-
ren p53 nur in einem von 16 Fallen (A, Gruppe 2). Ist p53 in den Tumorzellen nicht
detektierbar, so zeigen die TAF eine &hnlich geringe p53-Farbung (A, Gruppe 3). Die
Stabilisierung der p53-Expression in den Tumorzellen und zugehérigen TAF flr die drei
Gruppen ist in Abbildung 5.24, B aufgetragen. Die TAF der Tumore, deren Tumorzel-
len p53 stabilisieren kdnnen (Gruppe 1), zeigen dabei eine hohere p53-Stabilisierung als
die TAF der anderen 2 Gruppen (Kruskal-Wallis-Test mit Dunn's Multiple Comparison
Test p<0,0001). Dabei gibt es in keiner der drei Gruppen eine Korrelation zwischen dem
Ausmal’ der p53-Stabilisierung in Tumorzellen und TAF (Daten aus Abbildung 5.24, B).
Stabilisiertes p53 in den Tumorzellen steht somit in keinem linearen Zusammenhang mit
stabilisiertem p53 in den TAF (ohne Abbildung).



5. Ergebnisse 73

5.2.5.2. Sequenzierung von tp53

Die Exons 4-10 enthalten 99 % aller bekannten Mutationenpte®Gens. Diese wurden
nach einem Protokoll denternational Agency for Research on Can¢#&RC?) sequen-

ziert. In 24 von 47 Tumoren wurden Mutationen gefunden. Bei zwei Patienten liel3 sich
Exon 9 nicht ampli zieren und bei jeweils einem Patienten das ampli zierte Exon 6 oder
7 nicht vollstandig sequenzieren. Diese Falle wurden bei der Auswertung nicht bertck-
sichtigt. Somit wurden 24 Mutationen in 43 Tumoren gefunden (55,8 %, Tabelle A.4 auf
Seite 128 im Anhang).

Dentp53-Pro72Arg-SNP rs1042522, der mit dem Ansprechen fortgeschrittener Lungen-
tumore auf Chemotherapie korreliert ist (Hainal. 2008), weisen zwolf der 24 Falle mit
einer Mutation auf (viermal homozygot), aber nur funf der 19 Falle mit Wildpg3
(26,3%, zweimal homozygot).

In diesem Kollektiv waren 8 von 8 Plattenepithelkarziomen, 1 von 1 Grof3zelligem Kar-
zinom, 3 von 5 Adenosquamésen Karzinomen (60 %) und 4 von 17 Adenokarzinomen
(23,5 %) mutiert. AuRerdem wiesen 5 von 12 Metastasen (58,3 %)tg8Mutation

auf. Damit ndet sich die bekannte Verteilung, dass Plattenepithelkarzinome und Ade-
nosquamoése Karzinome hau ger Mutationen aufweisen als Adenokarzinome (Tamme-
magiet al. 1999).

Es wurden 19 Aminosaure-Austausch- (nicht-synonyme) Mutationen,fréereshift
Mutationen durch 1 bp-Deletion und sieben groRere Deletionen gefunden. Fiunf Pati-
enten wiesen zwei Mutationen gleichzeitig auf, dreimal eine Kombination aus einem
Aminoséaure-Austausctgownstreamgefolgt von einer Deletion, eine Deletion gefolgt
von einem Aminosaure-Austausch und einmal zwei Punktmutationen in aufeinanderfol-
gendenCodons Ein Patient wies eine 9 bp-Deletion auf, die eine Aminosaure verandert
(Trp146Cys) und drei deletiert. Unter den 19 Aminosaure-Substitutionen nden sich drei
Stop-Mutationen (18,8 %, IARC-TP53-Datenbalese drei Falle weisen auch einen
deutlichen Wildtyp-Allel-Peak auf, erscheinen also heterozygot mutiert und zeigen nur
eine schwache Stabilisierung von p53 in den Tumorzellen.

Abbildung 5.25 auf der nachsten Seite zeigt einen Vergleich der verantigs@@odons

die in Lungentumoren bereits aus der IARC-TP53-Datenbdiakannt sind, mit de-

nen des hier untersuchten Patienten-Kollektivs. Die Mutationen be nden sich nur in
den DNA-Motiven vontp53 die flr die Prolin-reiche Domane (PRD) und die DNA-
Bindedomane (DBD) codieren.

lwww-p53.iarc.fr/Download/TP53_DirectSequencing_IARC.pdf
2www-p53.iarc.fr
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Abbildung 5.25.: Vergleich der Hau gkeit von tp53Mutationen in Lungentumoren (IARC-
Datenbank) und im hier untersuchten Patientenkollektiv.
H&u gkeit der Mutationen in der IARC-Datenbahion Lungentumor-Histologien, die im hier
verwendeten Patientenkollektiv vertreten sind, momsenseund missenséViutationen. Die in
diesem Kollektiv gefundenen Mutationen be nden sich in der Prolinreichen Doméne (PRD)
und der DNA-Bindedomane (DBD), zwei davon auch am Mutations-Hot Spot Aminoséure
273.
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Abbildung 5.26.: Anteil p53-positiver Zellen in Tumor-Schnitten nach Einteilung in Gruppe
I und Il, in denen die Tumorzellen anhand der tp53-Sequenzierung in Wildtyp und mu-
tiert eingeteilt wurden.
Ergebnisse der p53-Sequenzierung von 43 Patienten (19 Wildtyp, 24 mufierfnteil
der p53-positiven Zellen der Tumorzellen (oben) und TAF (unten) ohne und mit Cisplatin-
Behandlung in den Gruppen | und Il, *: p<0,05, ***: p<0,001 (gepaarter t-T&t}Ande-
rung des Anteils p53-positiver Zellen durch die Cisplatin-Behandlung in den Gruppen | und Il
in Tumorzellen (oben) und TAF (unten).

www-p53.iarc.fr
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Der tp53Mutationsstatus der Tumorzellen sollte auch mit der immunhistochemischen
p53-Farbung von TAF und Tumorzellen verglichen werden. Die p53-Stabilisierung in
Tumorzellen und TAF aus Tumoren mit Wildtyp (Gruppe |) oder mutiertiegs3 (Gruppe

) ist in Abbildung 5.26 auf der vorherigen Seite, A gezeigt. In beiden Gruppen reagieren
die Zellen gleich, die Tumorzellen zeigen keine signi kante Stabilisierung von p53, nur
bei Wildtyp-tp53ist ein Trend erkennbar (t-Test: p=0,07). TAF hingegen kénnen p53 sta-
bilisieren, unabhangig vom Mutations-Status der benachbarten Tumorzellen. Es gibt aber
in beiden Gruppen auch TAF, die auf Cisplatin-Behandlung nicht mit p53-Stabilisierung
reagieren.

Zwischen den Gruppen | und Il zeigen sich keine signi kanten Unterschiede bei Tumor-
zellen oder TAF (Abbildung 5.26 auf der vorherigen Seite, B). Es gibt in beiden Gruppen
sowohl Tumore, in denen mehr Tumorzellen mit p53-Farbung detektiert wurden als auch
solche mit weniger p53-positiven Zellen nach Cisplatin-Behandlung. Die TAF aus einem
Teil der Tumore kdnnen sowohl in der Nachbarschaft von Tumorzellen mit Wildtyp- als
auch mit mutiertenip53in geringem Umfang p53 stabilisieren.

Ein Vergleich der Ergebnisse der immunhistochemischen Analyse (Gruppen 1-3, siehe
Kapitel 5.2.5.1 auf Seite 71) mit denen der Sequenzierung (Gruppen | und II) zeigt unter-
schiedliche Anteile mutierter Tumore in den immunhistochemisch de nierten Gruppen.
Von den Tumorzellen, die p53 nach Cisplatin-Behandlung stabilisieren (IHC Gruppe 1),
sind 52,6 %p53mutiert und 78,6 % der Tumorzellen, die p53 konstitutiv hoch exprimie-
ren (Gruppe 2), haben eitgb3-Mutation. Bei den Fallen mit immunhistochemisch nicht
detektierbarem p53 (Gruppe 3) ist mit 30 % der geringste Anteil der Tumorzellen mutiert.
Abbildung 5.27 auf der nachsten Seite zeigt die Stabilisierung von p53 in Tumorzellen
und TAF im Zusammenhang mit der Gruppierung nach Immunhistochemie (Gruppe 1-3)
und Mutations-Status (Gruppe | und Il) der Tumorzellen.
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Abbildung 5.27.. Zusammenhang der p53-Stabilisierung (Gruppen 1-3) undtp53

Mutationsstatus (Gruppen I, IlI) in Tumorzellen (oben) und den zugehérigen, nicht-
mutierten TAF (unten).

Die Daten aus Abbildung 5.24 auf Seite 72, B wurden fiir die Gruppen | und Il einzeln darge-
stellt. Linie: Median, *: p<0,05, **: p<0,01 (Bonferroni post-tests der TwoWayANOVA).

Abbildung 5.27 zeigt, dass bei Wp53die meisten Tumorzellen in Gruppe 1 sind (47 %),

nur 16 % in Gruppe 2, aber auch viele Tumorzellen bei Cisplatin-Behandlung nicht mit
p53-Stabilisierung reagieren (37 %, Gruppe 3). Bei Tumoren mit mutig¢g&&hingegen

sind die meisten Tumorzellen in Gruppe 2 (46 %) zu nden, 42 % in Gruppe 1 und nur
13% in Gruppe 3. Eine TwoWayANOVA identi ziert als bestimmenden Faktor fir das
Ausmal} der p53-Stabilisierung nur die immunhistochemische Gruppierung (p =0,01), der
Mutationsstatus hat darauf keinen Ein uss (p =0,46). Die post-Tests zeigen, dass bei den
tp53-Wildtyp und -mutierten Tumorzellen jeweils die Gruppe 1 signi kant verschiedene
p53-Stabilisierung zeigt als Gruppe 2. Dieselbe Analyse fir TAF zeigt diesen Unterschied
nur fur die Gruppe mit mutierten Tumorzellen.
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5.2.5.3. Kein Ein uss von p53-Stabilisierung, tp53 -Mutationen und -SNP
rs1042522 auf den Zelltod und die Zellproliferation von TAF und
Tumorzellen in Gewebeschnitt-Kultur

Fur einen Teil der Tumore, deren p53-Status untersucht wurde, liegen auch immunhi-
stochemische Farbungen fur Marker der Proliferation und des Zelltods in unbehandelten
und Cisplatin-behandelten Gewebeschnitten vor. Abbildung 5.28 zeigt die Ergebnisse der
KI67-Farbung der Tumorzellen und der TUNEL-Farbung von Tumorzellen und TAF nach
den verschiedenen Kriterien der p53-Gruppierungen.
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Abbildung 5.28.: Verschiedene p53-Eigenschaften zeigen keinen Ein uss auf Proliferation
von Tumorzellen sowie Zelltod von Tumorzellen und TAF.
Proliferation: KI67 19 Félle. Zelltod: TUNEIp53 WT-mutiert 39 Falle, TUNEL immnunhi-
stochemische p53-Farbung (IHC) utpdb3-SNP rs1042522 40 Félle.

tp53Mutationen haben auf die Cisplatin-induzierte Hemmung der Proliferation der Tu-
morzellen keinen Ein uss (Abbildung 5.28, oben, B). Diese ist fur W%3und mutierte
Zellen gleich variabel. Das Gleiche gilt fiir die immunhistochemische Einteilung (A) und
den Arg72Pro-SNP (C). Diese drei Faktoren haben auch keinen Ein uss auf die Induktion
des Zelltods in Tumorzellen (Abbildung 5.28, Mitte) und TAF (unten).
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Die bekannte Korrelation zwischen Zelltod der Tumorzellen und Zelltod der TAF (Ab-
bildung 5.21 auf Seite 69, C) bleibt bei Wildtyp- und mutiert&pd3 erhalten (WT:
r=0,55, p=0,02 und mutiert: r=0,59, p=0,006). Eine noch starkere Korrelation gilt
fur Arg72-homozygote Patienten (r=0,70, p<0,0001). Bei der immunhistochemischen
Gruppe der Patienten mit p53-stabilisierenden Tumorzellen ist die Korrelation schwa-
cher als beim gesamten Kollektiv und nicht signi kant (Gruppe 1: r=0,46, p=0,054),
bei den der konstitutiv hoch exprimierenden und der nicht detektierbaren ist sie verstarkt
(Gruppe 2: r=0,80, p=0,0019 und Gruppe 3: r=0,65, p=0,029, ohne Abbildung). Das
heil3t die starkste Korrelation zwischen Zelltod der Tumorzellen und der TAF zeigen in
diesem Patienten-Kollektiv diejenigen Tumore mit immunhistochemisch p53-konstitutiv
hoch exprimierenden Tumorzellen, gefolgt von denjenigen mit Arg72-homozygoten Tu-
morzellen.
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5.3. Sensitivitat von Tumor-assoziierten Fibroblasten auf
Cisplatin bei Kombination mit PDGFR-Inhibitoren

5.3.1. Ein uss von PDGFR-Inhibitoren auf die Cisplatin-Sensitivitat der
Tumor-assoziierten Fibroblasten

Durch genetische Mutationen entstehen in Tumorzellen Therapie-Resistenzen wahr-
scheinlich schneller als in TAF (Mueller und Fusenig 2004; Joyce 2005), weshalb die
Hemmung der TAF-Viabilitat ein attraktives Behandlungsziel ist. Das Eingreifen in un-
terschiedliche zellulare Prozesse gleichzeitig kann der Resistenz-Entstehung entgegen-
wirken. Daher werden bereits vermehrt Kombinationstherapien in der Klinik eingesetzt
und erforscht. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit auch der Ein uss ei-
ner kombinierten Behandlung mit PDGFR-Inhibitoren und Cisplatin untersucht.
Im MTT-Experiment wurde der Ein uss der bereits in Kapitel 5.1.2 auf Seite 44 un-
tersuchten PDGFR-Inhibtitoren Dasatinib, Imatinib und Nilotinib auf die Cisplatin-
Sensitivitdt der TAF ermittelt. Daftr wurden die TAF mit konstanten, geringfiigig un-
ter dem Plasmaspiegel liegenden Inhibitor-Konzentrationen, aber steigenden Cisplatin-
Konzentrationen behandelt.

%

&I &# &()
. $$% ] _
= | =
1 $% 1 $59% 1
- ! - i Q

T T

Abbildung 5.29.: Veranderung der Cisplatin-Sensitivitat von TAF bei Kombinationsbehand-
lung mit den PDGFR-Inhibitoren Dasatinib, Imatinib und Nilotinib.
Jeder Punkt entspricldt: der relativen Viabilitat bei Gax oderB: der Gkp-Konzentration von
Cisplatin einer TAF bei einer Kombinationsbehandlung mit 0,1 uM Dasatinib, 1 uM Imatinib
oder 1,7 uM Nilotinib. **: p< 0,01, ***: p<0,0001 (t-Tests).

Dasatinib und Imatinib vermindern die Sensitivitat der TAF gegenuber Cisplatin. Anhand
der Ghax-Daten ist eine Steigerung der relativen TAF-Viabilitat um cigtzu sehen (Da-
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satinib: 42,6 12,2% auf 53,9 13,1%, Imatinib 42,6 12,5% auf 52,0 14,7 %, ge-
paarter t-Test bei beiden Behandlungen p <0,0001). Bei einer Kombination mit Nilotinib
konnte dagegen kein Ein uss auf die Cisplatin-Sensitivitat der TAF detektiert werden.

5.3.2. Ein uss von Tumor-assoziierten Fibroblasten und Dasatinib auf die
Cisplatin-Sensitivitat von H1299-Tumorzellen im Kokultur-Modell

Bei Cisplatin-Mono-Behandlung wurde beobachtet, dass Tumorzellen in Kokultur mit
TAF mehr Zelltod induzieren als in Monokultur, wahrend die TAF unter Kokultur-
Bedingungen ein geringeres Zelltod-Niveau zeigen als unter Monokultur-Bedingungen.
Die bereits beschriebenen Kokultur-Experimente (siehe Abbildung 5.19 auf Seite 67)
wurden mit drei TAF auch fur Cisplatin in Kombination mit Dasatinib durchgefuhrt, um
zu untersuchen, ob Dasatinib einen Ein uss auf die Cisplatin-Sensitivitat der H1299 oder
der TAF ausubt.

Abbildung 5.30.: Die Reaktionen von TAF und H1299 auf Cisplatin werden in Mono- und
Kokultur durch Dasatinib nicht verandert.
Die Kokultur-Experimente wurden wie in Abbildung 5.19 auf Seite 67 durchgefihrt. Darge-
stellt ist der mittlere Zelltod aus drei Experimenten mit unterschiedlichen TAF in Kokultur mit
H1299 oder in Monokultur (MW SD).

Bei einer kombinierten Behandlung mit Cisplatin und Dasatinib konnte im Kokultur-
Experiment kein zusatzlicher Ein uss von Dasatinib auf den Zelltod detektiert werden.
Auch in den Monokultur-Kontrollen von TAF und H1299 konnte kein veranderter Antell
toter Zellen beobachtet werden. Tendenziell sind die TAF auch bei der Kombinationsbe-
handlung in Kokultur resistenter gegen Cisplatin-induzierten Zelltod als bei Monokultur
(links, graue Balken) .

5.3.3. Ein uss von Dasatinib auf die Cisplatin-Sensitivitat von
Tumor-assoziierten Fibroblasten und Tumorzellen in
Gewebeschnitten

Der Zelltod von TAF und Tumorzellen sowie die Proliferation der Tumorzellen wurden
auch in Gewebeschnitten von Lungentumoren untersucht, die mit Cisplatin oder einer
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Cisplatin-Dasatinib-Kombination behandelt wurden.

Im TUNEL-Assay zeigt sich erneut die grof3e Variabilitat von TAF und Tumorzellen beim
Zelltod Cisplatin-behandelter Zellen und der Reaktion auf die zusatzliche Behandlung mit
Dasatinib (Abbildung 5.31, A und B).

Abbildung 5.31.: Die Dasatinib-Behandlung von Tumorschnitten zusatzlich zur Cisplatin-
Behandlung beein usst die TAF in acht Fallen und die Tumorzellen in sieben Fallen.
Auswertung der TUNEL-Farbung von Gewebeschnitten aus 11 Patienten, die mit 13 uM Cis-
platin allein oder in Kombination mit 0,1 uM Dasatinib behandelt wurderZelltod der TAF,
rot: Induktion von Zelltod durch Dasatinib von mindestens 1B%Zelltod der Tumorzel-
len. C: Zusammenhang zwischen Dasatinib-Effekten auf Tumorzellen (TZ) und Fibroblasten,
dargestellt als Differenz der TUNEL-Daten mit und ohne Dasatinib-Behandlung.

TAF in den Cisplatin-behandelten Gewebeschnitten zeigen 4-40% Zelltod (Abbildung
531, A, MW SD: 17,9 12,1%), die Tumorzellen 12,5-75% (Abbildung 5.31, B,
28,4 16,8%). Bei gleichzeitiger Behandlung mit Cisplatin und Dasatinib wurden 10-
65% (26,6 17,5%) tote TAF und 10-60 % (30,214,3 %) tote Tumorzellen detektiert.
Dasatinib induziert oder hemmt damit nicht einheitlich zusatzlichen Zelltod. Die Induk-
tion von Zelltod durch die Zugabe von Dasatinib ist aber hau ger als die Hemmung des
Zelltods (TAF: 5versus3 Tumore, Tumorzellen: gersus3 Tumore).

Der durch Dasatinib in mehreren Fallen zuséatzlich induzierte oder verminderte Zelltod
von Tumorzellen und TAF ist tendenziell eine parallele Reaktion (Abbildung 5.31 C;
Pearson r=0,57, p=0,065). Das heil3t wenn die Tumorzellen bei der Doppelbehandlung
mehr Zelltod induzieren als bei der Cisplatin-Behandlung allein, dann kann auch bei den
TAF eine Induktion beobachtet werden und ebenso bei einer Reduktion. Drei Tumore
zeigen eine zusatzliche Wirkung von Dasatinib im Form einer Induktion von Zelltod um
mindestens 10 % in beiden Kompartimenten, zwei Tumore zeigen aber auch eine Reduk-
tion dieser Grolenordnung.

Der Ein uss von Dasatinib auf die Cisplatin-Sensitivitat der Tumorzellen wurde mittels
K167-Farbung auch fiur die Proliferation untersucht. Von elf Tumoren zeigten finf ohne
Behandlung kaum Proliferation und wurden aus der Bewertung ausgeschlossen. In einem
weiteren Fall enthielt das Gewebe, das mit der Kombination aus Cisplatin und Dasatinib
behandelt wurde, zu wenig Tumorzellen fir eine Bewertung. Damit gingen funf Tumo-
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re in Abbildung 5.32 ein, fir zwei Tumore wurden die Mittelwerte von Schnitten aus
verschiedenen Tumorarealen verwendet.

/\

Abbildung 5.32.: Nur in zwei Fallen zeigt Dasatinib eine Wirkung auf die Proliferation von
Tumorzellen nach Cisplatin-Behandlung von mindestens 10 %.
Auswertung der KI67-Farbung von Gewebeschnitten aus 5 Patienten, die mit 13 uM Cisplatin
allein oder in Kombination mit 0,1 uM Dasatinib behandelt wurden. rot: Induktion von Zelltod
durch Dasatinib von mindestens 10 %.

Die Tumorzellen reagieren nur in geringem Umfang auf die zusétzliche Behandlung mit
Dasatinib. Ein Tumor zeigt eine Forderung der Proliferation von tber 10 %. Die Tumor-
zellen mit der héchsten Proliferationsrate bei Cisplatin-Einzel-Behandlung zeigen hinge-
gen eine deutliche Reduktion der Proliferation bei der Kombinationsbehandlung. Die Tu-
morzellen dieses Patienten zeigen auch nur geringen und unveranderten Zelltod, jeweils
10 % TUNEL-positive Zellen bei beiden Behandlungen. Weitere Falle miissen zeigen, ob
die Proliferation von Cisplatin-resistenten Tumorzellen durch Dasatinib gehemmt wird.
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5.4. Vergleich von Tumor-assoziierten Fibroblasten und
Normalgewebe-assoziierten Fibroblasten

5.4.1. Genexpressionsanalyse von Normalgewebe-assoziierten und
Tumor-assoziierten Fibroblasten

5.4.1.1. Genexpressionsmuster mittels  Microarray -Analyse

Tumor-assoziierte und Normalgewebe-assoziierte Fibroblasten (TAF und NAF) aus dem
gleichen Patienten zu isolieren ertffnet die Moglichkeit eines direkten Vergleichs zwi-
schen beiden Fibroblastentypen, ohne dass individuelle genetische und physiologische
Unterschiede zwischen verschiedenen Patienten die mdglicherweise vorhandenen Unter-
schiede der Fibroblasten verschleiern. Selbst der Vergleich von NAF aus Brustreduktions-
Gewebe und TAF aus Brustkarzinomen verschiedener Individuen hatte signi kante Un-
terschiede zwischen normalen Fibroblasten und TAF gezeigt (Sadlehak@009). Eine
Analyse von TAF und NAF aus den gleichen Patienten sollte in der vorliegenden Arbeit
genau diejenigen Unterschiede identi zieren, die nicht durch die Herkunft aus verschie-
denen Patienten, sondern durch den Ein uss der Tumorzellen verursacht werden. Daher
wurden zwei NAF-TAF-Paare fur eine Genexpressionsanalyse zum Vergleich der Tran-
skriptionsmuster von NAF und TAF gewéhlt und mit déficroarray humangenel.0st-v1
(Affymetrix) analysiert.

Dabei lieRen sich nur geringe Expressionsunterschiede zwischen NAF und TAF nden.
Das maximale Genexpressions-Verhéaltnis der untersuchten Transkripte von NAF und
TAF aus individuellen Patienten war 3,4fach, alsoMicroarray-Analysen sehr ahnlich.

Im Vergleich der Gene, die in mindestens einem NAF-TAF-Paar zweifach unterschiedlich
exprimiert sind und im zweiten NAF-TAF-Paar in die gleiche Richtung unterschiedlich
sind, wurden neun Transkripte identi ziert (Tabelle A.5 auf Seite 129 im Anhang). Drei
dieser Transkripte sind in TAF hoher expimiert als in NAF, sechs sind in TAF niedriger
exprimiert als in NAF (Abbildung 5.33 auf der nachsten Seite).
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Abbildung 5.33.: Expression der neun differenziell zwischen NAF und TAF exprimierten
Gene.
NAF und TAF aus zwei Patienten wurden nmtimangenel.0st-v1-Microarraysuf unter-
schiedliche Genexpression untersucht. Zweifache Unterschiede in einem NAF-TAF-Paar zu-
sammen mit parallelen Unterschieden im zweiten Paar, identi zierten neun Gene (siehe auch
Tabelle A.5 auf Seite 129), MW SD.

Wurde nur eine mindestens 1,3fach Expressionsanderung zwischen TAF und NAF zu-
grunde gelegt, war die Expression von 63 Transkripten in beiden Paaren in der gleichen
Richtung verandert. Dabei waren 38 Transkripte in beiden TAF mindestens 1,3fach hoher
exprimiert als in den NAF, zum Beispiel die aus der ,Dasatinib Response Signatur” be-
kanntenMMP1- und fiinfHistone cluster ITranskripte. AuctG0/G1 switch ZG0S3J ist

in TAF hoher exprimiert als in NAF.

Funfundzwanzig Transkripte sind in TAF niedriger exprimiert als in NAF, darumelr

gehog interacting proteifHHIP), ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1
motif, 5(ADAMTSY und das Laminin-bindendategrin, alpha 7(ITGA7), die im Zu-
sammenhang mit Tumorerkrankungen bereits bekannt sind.

Sechzehn der 63 in diesem NAF-TAF-Vergleich identi zierten Transkripte sind auch Be-
standteil der ,Dasatinib Response Signatur®, wobei funf Transkripte, die in NAF héher
exprimiert sind als in TAF nach Dasatinib-Behandlung der TAF starker exprimiert wer-
den. Fir neun Transkripte gilt der entgegengesetzte Zusammenhang.

Ein Vergleich mit den 575 Genen, die in Brust-NAF und -TAF identi ziert wurden (Sadlo-
novaet al. 2009), ist durch die Verwendung unterschiedlicher Arrays eingeschrankt. Von
den 63 Transkripten, die zwischen den Lungen-NAF und -TAF verschieden exprimiert
sind, sind nur 20 auf dem von Sadlonostal. (2009) verwendeteArray vorhanden.

Von diesen wirdMMPL1 in Brust-TAF 10,3fach hoher exprimiert als in Brust-NAF. In
Lungen-TAF ist dieses Transkript in den untersuchten zwei Fibroblasten-Paaren 1,34fach
beziehungsweise 1,43fach hoher exprimiert als in den zugehdrigen NAF. Der Vergleich
mit der Lungen-TAF-NAF-Signatur von Nava al. (2011) identi ziertclusterin(CLU),

das in beiden Datensets in TAF niedriger exprimiert ist als in NAF.
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5.4.1.2. Expression von HIPK2 und CDKN1A

Daten unserer Kooperationspartner der Arbeitsgruppe Moshe Oren (Neta Moskovits,
Weizmann Institute of Sciencd@ehovot, Israel) legten nahe, ddssmeodomain inter-
acting protein kinase 2HIPK2) in TAF und NAF unterschiedlich exprimiert ist. HIPK2
phosphoryliert p53, was zur transkriptionellen Aktivierung von dessen Zielgenen fih-
ren kann. Daher wurde als p53-Zielgen auch ajelin-dependent kinase inhibitor 1A
(CDKN1A-Expression in NAF und TAF analysiert, um einen méglichen Zusammenhang
zwischen HIPK2-Expression und p53-Aktivitat zu untersuchen. In den iczoarray-
Genexpressionsanalysen der NAF und TAF aus 2 PatientertdiPid2 und CDKN1A
nicht verschieden exprimiert. Daher wurde die mRNA-ExpressionHeK2 und CD-
KN1A in weiteren NAF-TAF-Paaren mittels gRT-PCR untersucht. Dies wurde in einer
Bachelor-Arbeit von Julia Leitmann (Universitat Hohenheim) fortgefiihrt. Abbildung 5.34
zeigt die Ergebnisse von 11 beziehungsweise 9 NAF-TAF-Paaren.

M #

&
1&

% !
% !

( (

Abbildung 5.34.: Vergleich der Expression vonHIPK2 und CDKN1A in NAF und TAF.
Links: relative Expression bezogen glyceraldehyde-3-phosphate dehydroger(&@#&PDH),
MW  SD, rechts: Expressionsédnderufglfl ChangeFC). Linie: Median, gestrichelte Linie:
FC = 1.A: homeodomain interacting protein kinasgRIPK2), B: cyclin-dependent kinase
inhibitor 1A (CDKN1A).

Die Expression voIPK2 ist sowohl in NAF als auch in TAF sehr variabel. Es zeigt sich
ein Trend, dass in mehr als der Halfte der untersuchten Paare die TAF gelitiB&2-
MRNA-Mengen exprimieren als die NAF (Abbildung 5.34, A, rechGRKN1Aist in

TAF variabler exprimiert als in NAF (Abbildung 5.34, B, links).

Im untersuchten Kollektiv besteht keine lineare Korrelation zwischenHl&K2- und
denCDKN1AEXxpressionsniveaus in NAF oder TAF oder zwischen den Expressionsun-
terschieden von NAF und TAF. Fur das NAF-TAF-Paar mit derld ChangeExtremwert

bei derHIPK2-Expression wurde aber auch ein Extremwert@dBKN1AEXxpression ge-
messen.

5.4.2. Wachstum der Normalgewebe-assoziierten und Tumor-assoziierten
Fibroblasten

Die Genexpressions-Analysen zeigten mehr Gemeinsamkeiten als Unterschiede zwischen
NAF und TAF. In der Zellkultur werden Wachstumsfaktoren in Form von FBS dem Me-
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dium zugesetzt. Dies kénnte die Genexpression der NAF verandern. Daher sollte geklart
werden, ob NAF und TAF unter diesen Umstanden trotzdem funktionelle Unterschiede
zeigen. Daflr wurde die Dauer des Zellzyklus, der Zelltod und die Verteilung der Zellen
auf unterschiedliche Zellzyklus-Phasen untersucht.

Die Dauer des Zellzyklus von drei NAF und 16 TAF wurde in Passage 3 ermittelt und ist
in Abbildung 5.35, A dargestellt.

Abbildung 5.35.: Funktionell unterscheiden sich NAF und TAF in Zellkultur nicht.
A: Vergleich zwischen 3 Normalgewebe-assoziierten Fibroblasten (NAF) und 16 Tumor-
assoziierten Fibroblasten (TAF). Die Punkte zeigen die Zellzyklusdauer von Fibroblasten
einzelner Patienten, die Linie den geometrischen Mittelwrt-inf TAF-NAF-Paare wur-
den mittels AnnexinV-PI-Messung auf Zelltod untersucht (MVBD). C: Vergleich der
Zellzyklus-Phasen zwischen NAF und TAF von 5 Patienten anhand einer BrdU-PI-Farbung
(MW  SD).

Die Zellzyklus-Dauer von Fibroblasten aus verschiedenen Patienten zeigt eine breite
Streuung (NAF: 25,2 -53,4 h, TAF: 25,2 -63,7 h). Dabei wurden keine Unterschiede zwi-
schen NAF und TAF gefunden.

Die Viabilitat der Fibroblasten wird durch Proliferation und Zelltod mit bestimmt. Daher
wurde mittels AnnexinV-PI-Farbung der Zelltod von NAF und TAF gemessen. Abbil-
dung 5.35, B zeigt ein mittleres Uberleben der NAF von 8932 % und der TAF von

90,9 3,2% (MW SD). Hier kann demnach kein Unterschied zwischen TAF und NAF
detektiert werden.

Die NAF und TAF von funf verschiedenen Patienten wurden mittels einer BrdU-PI-
Farbung auch auf Unterschiede im Zellzyklus untersucht. Dabei wurden von drei Patien-
ten Triplikat- und von einem Patienten Duplikat-Experimente gemittelt. Abbildung 5.35,
C zeigt, dass es keine Unterschiede zwischen den Fibroblasten aus Tumor- oder Normal-
gewebe gibt. Der grofdte Anteil der Zellen be ndet sich in der G1-Phase des Zellzyklus
(Mittelwert: 65,4% der NAF und 63,7% der TAF), gefolgt von der S-Phase (22,6% der
NAF und 24,5% der TAF) und der G2-Phase (10,0% der NAF und 10,3% der TAF). We-
der NAF noch TAF zeigen deutlichen Zelltod (Summe subG1- und subG2-Phase: 1,6%
der NAF und 1,2% der TAF).
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5.4.3. Sensitivitdt von Normalgewebe-assoziierten und Tumor-assoziierten
Fibroblasten auf Medikamente der Prestwick-Substanzbibliothek

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, Substanzen zu nden, die die Viabilitat der TAF
deutlich starker inhibieren als die der NAF. Um mdglichst viele Substanzen testen zu kon-
nen, wurde di€restwick Chemical Libraf§ verwendet. Diese enthalt 1120 von der FDA
zugelassene Wirkstoffe, fir die bereits ein medizinischer Nutzen gezeigt wurde. Daher
wurde ein TAF-NAF-Paar mit Hilfe eines MTT-Assays gescreent, um zu untersuchen,
ob sich unter diesen chemisch und pharmakologisch unterschiedlichen Substanzen solche
nden, die die Viabilitat der TAF starker hemmen als die der NAF. In Abbildung 5.36

ist die relative Viabilitat im MTT-Experiment nach 48stindinger Behandlung mit 1 uM
Wirkstoff gezeigt.

Abbildung 5.36.: Sensitivitat eines NAF-TAF-Paares auf 1120 verschiedene Substanzen der
Prestwick-Library.
Die aus Tumorbereichen und normalen Bereichen eines Patienten gewonnenen Fibroblasten
(TAF und NAF) wurden mit den Substanzen der Library bei 1 uM Wirkstoffkonzentration fr
48 h inkubiert und anschlieRend die Viabilitat im MTT-Experiment ermittelt. Jeder Punkt zeigt
die relative Viabilitéat der TAF und NAF nach Behandlung mit einer bestimmten Substanz im
Vergleich zur Kontrolle.

Jeweils 51 Substanzen hemmen die Viabilitdt von TAF oder NAF zu mehr als 50 %, da-
von zeigen 46 Substanzen diese Hemmung in beiden Fibroblastentypen. Keine Substanz
kann die Viabilitat von TAF oder NAF verdoppeln. 137 beziehungsweise 126 Substanzen
hemmen TAF und NAF zu mehr als 20 %. Von diesen hemmen 92 Substanzen sowohl
TAF als auch NAF. Sechs Substanzen fordern die Viabilitat der NAF und erhéhen diese
auf mehr als 125 %, aber kein Wirkstoff foérdert die TAF so stark.

Der Spearman-Korrelationskoef zient betragt 0,639 (Spearman, p<0,0001). Das heif3t
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nur 41 % der Wirkung einer Substanz auf die TAF lassen sich vorhersagen, wenn die
Wirkung auf die NAF bekannt ist (oder umgekehrt). Obwohl die Zellen aus dem glei-
chen Patienten stammen, zeigen sie also deutliche Unterschiede in der Reaktion auf die
getesteten Substanzen, je nachdem ob die Fibroblasten aus Tumor- oder Normalgewebe
gewonnen wurden.

In derPrestwick Chemical Libraf§sind keine Substanzen enthalten, die die Viabilitat der
TAF deutlich starker hemmen als die der NAF. In Tabelle A.6 auf Seite 130 im Anhang
sind die vier Substanzen aufgefuhrt, die auf NAF eine 2fach starkere hemmende Wirkung
zeigen als auf TAF. Darunter nden sich ein Antibiotikum und drei Substanzen, die die
Funktion von Kanalproteinen modulieren.

5.4.4. Sensitivitat von Normalgewebe-assoziierten und Tumor-assoziierten
Fibroblasten auf PDGFR-Inhibitoren

Es ist bekannt, dass PDGFR-Inhibitoren die Viabilitat der TAF hemmen. Da diese Inhibi-
toren in derPrestwick Chemical Libra§ nicht enthalten sind, wurde die Sensitivitat von
NAF und TAF auf klinisch zugelassene PDGFR-Inhibitoren untersucht. Abbildung 5.37
zeigt die relative Viabilitat von TAF und NAF bei derf-Konzentration von Dasatinib,
Imatinib und Nilotinib im MTT-Experiment.

Abbildung 5.37.: Vergleich der Viabilitat von NAF und TAF nach Behandlung mit PDGFR-
Inhibitoren.
NAF-TAF-Paare wurden mit der fx-Konzentration von Dasatinib, Imatinib oder Nilotinib
behandelt und die relative Viabilitat mittels MTT-Farbreaktion im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle bestimmtA: jeder Punkt zeigt die relative Viabilitat einer NAF oder TAF{&
Konzentration siehe Tabelle 4.9 auf Seite 3).MW SD der Daten aus A. *: p<0,05,
**: p<0,01 (repeated measurements ANOVA (4 Paare) mit Tukeys Multiple Comparison post-
Test).

NAF aus verschiedenen Patienten reagieren ebenso wie TAF heterogen auf eine Behand-
lung mit PDGFR-Inhibitoren (Abbildung 5.37). Auch bei NAF wirkt Dasatinib etwas
starker hemmend als Imatinib und Nilotinib, wobei die NAF geringfligig resistenter sind
als die TAF. Signi kante Unterschiede zwischen NAF und TAF konnten bei der Sensi-
tivitat auf Dasatinib, Imatinib und Nilotinib nicht detektiert werden. NAF und TAF zei-

gen bei einer Behandlung mit den PDGFR-Inhibitoren ebenso keine Unterschiede bei
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der durch BrdU-PI-Farbung untersuchten Proliferation oder dem mittels AnnexinV-PlI-
Farbung nachgewiesenen Zelltod (ohne Abbildung).

Zusatzlich wurden die zwei auf Dasatinib am sensitivsten reagierenden TAF-NAF-Paare
fur eine Genexpressionsanalyse nach 48 h Dasatinib-Behandlung gewéahlt, um zu unter-
suchen, ob diese NAF und TAF in gleicher oder unterschiedlicher Weise auf Dasatinib
reagieren. Alle Transkripte, die in NAF und TAF mindestens 1,3fach veréndert sind, wer-
den durch Dasatinib in beiden Fibroblastentypen in die gleiche Richtung reguliert. Eine
Gene Ontology slirdnalyse der nur in TAF, nur in NAF oder in beiden Fibroblasten-
typen regulierten Transkripte vergleicht den Anteil bestimmter Transkript-Kategorien mit
der Hau gkeit dieser Kategorien auf dem gesamieray. Dabei féllt beibiological pro-
cessdie Haufung der Kategorieellular component organizatiom TAF und NAF und

ein geringerer Anteil vomesponse to stimulugevelopmental processdcell communi-
cationin den TAF auf (ohne Abbildung).

Eine gene set enrichmetnalyse (GSEA) nach Gene OntologyBegriffen zeigt
Transkript-Gruppen, die hau ger vorkommen, als statistisch zu erwarten ware (Abbil-
dung A.1 auf Seite 131 im Anhang zeigt zur Veranschaulichung einen Ausschnitt aus
dem Ergebnis dieser GSEA-Analyse). In TAF und NAF werden durch Dasatinib vor al-
lem Transkripte reguliert, die fur die Mitose nétig sind. Zum Beispiel werden 23 von
34 Transkripten mit der GO-Kategornmitotic sister chromatid segregatian TAF und

NAF reguliert. Statistisch wiirde man nur 2,92 Transkripte in dieser Kategorie erwarten.
Damit sind Transkripte mit dieser GO-Annotation 7,87fach h&u ger in TAF und NAF
reguliert als erwartet, was eineatio of enrichmentvon R=7,87 entspricht. Insgesamt
kommen 266 Transkripte der GO-Kategodell cycle(R =2,99) und 97 der Kategorie
mitosisvor (R =4,59). Aus diesen Kategorien wurden in Abbildung 5.38 auf der nachsten
Seite jeweils die untersten Begriffe (Enden der Pfade) der signi kant gehauften Katego-
rien dargestellt, die ein@atio of enrichmenvon mindestens R =2 erreichen.

Auch bei dieser Analyse wird nochmals deutlich, dass die Gemeinsamkeiten der
Dasatinib-Antwort von TAF und NAF in der verminderten Proliferation liegen. Bei der
molecular functiorAnnotation fallen auRerdem Transkripte auf, die eine Veranderung
der extrazellularen Matrix im Zusammenhang mit der veranderten Zellteilung nahelegen.
TAF zeigen nach Dasatinib-Behandlung eine starkere Regulation bei verschiedenen RNA-
Prozessen wie mRNA-Transport und -Prozessierung. Bei den NAF nden sich nur bei
cellular componensigni kant zweifach regulierte Transkript-Kategorien, nicht aber bei
molecular functioroderbiological processDiese deuten darauf hin, dass es in den NAF
eine Dasatinib-induzierte Regulation der Ribonucleoprotein-Komplexe, wie zum Beispiel
derribonuclease RRNaseP gibt, die in den TAF nicht beobachtet wurde (ohne Abbil-
dung).

http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt
2http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp
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Abbildung 5.38.: GSEA zeigt mehr Gemeinsamkeiten von NAF und TAF als Unterschiede.
Gene set enrichmem§nalyse (GSEA) der Transkripte, die durch Dasatinib reguliert werden.
Die gezeigten GSEA-Kategorien kommen im Vergleich zur Erwartung mindestens zweifach
hau ger vor (R 2). A: In NAF und TAF in gleicher Weise regulierte Transkripg:. Aus-
schlie3lich in den zwei TAF regulierte Transkripte. Die Analyse der in den zwei NAF regulier-
ten Transkripte ergab keine signi kant gehauften Gen-Kategoriebi@iliogical procesglinks)
odermolecular functior(rechts).

In den Analysen der Genexpressionsmuster von TAF und NAF zeigen sich also Un-
terschiede in der Antwort auf Dasatinib-Behandlung. Die Gemeinsamkeiten beider
Fibroblasten-Typen Gberwiegen jedoch.

5.4.5. Sensitivitat von Normalgewebe-assoziierten und Tumor-assoziierten
Fibroblasten auf Cisplatin

5.4.5.1. Unterschiedliche Hemmung der Proliferation

Cisplatin hemmt die Proliferation der TAF (siehe Kapitel 5.2.1 auf Seite 59). Ob es die
Proliferation von NAF ebenso beein usst, wurde zuerst im MTT-Assay mit acht NAF-
TAF-Paaren untersucht. Es zeigt sich erneut, dass die Fibroblasten verschiedener Patien-
ten sehr unterschiedlich auf Cisplatin reagieren kdnnen. Dabei wurde ein Trend beobach-
tet, dass die NAF moglicherweise resistenter gegenuber Cisplatin sind als die TAF (Via-
bilitat im MTT-Experiment bei 11 uM Cisplatin, MW SD: TAF 37,0 13,7 %, NAF
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45,7 15,9%, p=0,096, ohne Abbildung).

Auch der Zelltod von drei beziehungsweise vier NAF-TAF-Paaren wurde nach einer Be-
handlung mit 13 uM Cisplatin fur 8, 16 und 24 h mittels AnnexinV-PI-Farbung untersucht.
NAF reagieren auf eine Cisplatin-Behandlung nicht mit Zelltod, ebenso wie TAF (ohne
Abbildung).

Sowohl TAF als auch NAF reagieren auf Cisplatin mit Zellzyklus-Arrest (Abbil-
dung 5.39). Die Zellen synthetisieren keine DNA mehr und arretieren im Zellzyklus. Die
Kinetik der Cisplatin-Antwort bei einer BrdU-PI-Farbung ist jedoch verschieden: NAF
zeigen schon nach acht Stunden einen signi kanten Proliferationsstopp, TAF zeigen erst
nach 24 Stunden signi kant weniger Zellen in S-Phase und mehr Zellen in dersubG
Phase.

Abbildung 5.39.: Cisplatin-Behandlung bewirkt bei NAF eine frihere Induktion von
Zellzyklus-Arrest als bei TAF.
NAF-TAF-Paare aus vier beziehungsweise drei Patienten wurden mit Cisplatin behandelt, nach
8, 16 und 24 Stunden mit BrdU-PI gefarbt und im Durch usszytometer analysiert. Dargestellt
ist der Anteil der Zellen in % in S- und sub&hase (MW SD). Auf die anderen Zellzyklus-
Phasen hat die Behandlung keine Auswirkung. **: p<0,01, ***: p<0,0001 (TwoWayANOVA
mit Bonferroni post-Tests).

5.4.5.2. Genexpressionsanalyse von p53-Zielgenen

In ihrer Bachelor-Arbeit untersuchte Julia Leitmann unter meiner Betreuung die Reak-
tion von NAF und TAF auf Cisplatin-Behandlung auf molekularer Ebene. Dabei spielt
die p53-Aktivitat eine zentrale Rolle, ohne dass iB3mRNA-Niveaus sich andern.

In dieser Arbeit konnte auch gezeigt werden, dass p53 trotz nieddf&{2-mRNA-
Expression in NAF und TAF gleichermal3en nach Cisplatin-Behandlung an Serin-15 und
-46 phosphoryliert und damit aktiviert wird (Bachelor-Arbeit Leitmann 2010). Dies fuhrte
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zur weiteren Untersuchung verschiedener p53-Zielgene. Die Expression von Zellzyklus-
spezi schen Genen wi€DKN1A(p21) und Zelltod-spezi schen Genen wgBC3(PU-

MA) und PMAIP1 (NOXA wurden mittels gRT-PCR von unbehandelten und Cisplatin-
behandelten NAF und TAF verglichen. Hierfir wurden vier NAF-TAF-Paare ausgewahlt,
bei denen die NAF eine deutlich h6here basale HIPK2-Expression zeigten als die zugeho-
rigen TAF. Die mRNA-Mengen wurden acht und 16 Stunden nach Cisplatin-Behandlung
gemessen. In Abbildung 5.40 sind die Genexpressions-Daten nach 16sttindiger Behand-
lung relativ zu GAPDH dargestellt, da nach dieser Zeit die Effekte deutlicher waren.
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Abbildung 5.40.: Effekt der Cisplatin-Behandlung auf die mRNA-Expressionsniveaus ver-
schiedener p53-Zielgene.
A: TAF-NAF-Paare aus vier Patienten, bei denen die NAF hdhere beidBIe2-Expression
aufweisen als die TAF (links) wurden fir 16 h mit Cisplatin behandelt und anschlieRend die
Expression vorCDKN1Aals Zellzyklus-spezi sches sowiBBC3und PMAIP1 als Zelltod-
spezi sche p53-Zielgene mittels gRT-PCR analysiert, relative Genexpression bezogen auf
GAPDH. B: PMAIP1-Expressionsdaten von jeweils zwei TAF-NAF-Paaren mit ausgeprag-
ten basalen Expressionsunterschieden und Expressionsanderung nach Cisplatin-Behandlung,
MW  SD, *: p<0,05, **: p<0,01 (TwoWayANOVA mit Bonferroni-post-Tests).

Obwohl erneut die Variabilitat zwischen NAF und TAF aus verschiedenen Patien-
ten zu sehen ist, unterscheidet sich entsprechend der Vorauswahl der vier NAF-TAF-
Paare dieHIPK2-Expression zwischen unbehandelten NAF und TAF signi kant (ge-
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paarter t-Test p=0,017). Wie in Abbildung 5.40 dargestellt, zeigen die NAF eine
1,56 0,3fach starkerdHIPK2-Expression als die TAF. NAF und TAF reagieren auf
16stundige Cisplatin-Behandlung mit einer Verringerung lE?K2-Expression (NAF:

0,57 0,1fach, p=0,018, TAF: 0,63 0,24fach, p=0,04).

CDKNZ1A das Zellzyklus-spezi sche Zielgen des p53-Proteins, ist konstitutiv deutlich
starker exprimiert al$liPK2. Alle NAF und TAF induziererCDKN1AEXxpression nach
16stundiger Cisplatin-Behandlung. Dies konnte auf Protein-Ebene auch im Western Blot
beobachet werden (ohne Abbildung). Es zeigen sich aber weder im unbehandelten noch
im behandelten Zustand Unterschiede zwischen NAF und den zugehdrigen TAF.

Ebenso zeigen beide Zelltod-spezi schen p53-Zielgene weder signi kante Unterschiede
zwischen NAF und TAF noch zwischen unbehandeltem und Cisplatin-behandeltem Zu-
stand. Die Expression vaBBC3ist nach Cisplatin-Behandlung tendenziell erhdht. Bei
PMAIP1wurden ausgepragte Unterschiede der konstitutiven Expression beobachtet: Die
NAF und TAF aus zwei Patienten haben eine mehr als 200fach hohere pasale1-
Expression als die der anderen zwei Patienten (Abbildung 5.40, B). Die Zellen mit einer
hohen basalen Expression zeigen nach einer Cisplatin-Behandlung nur noch halb so star-
ke PMAIP1-Expression wie in unbehandeltem Zustand (B, links). Die Zellen mit einer
niedrigen basalen Expression hingegen reagieren mit einer 2-10,6fach hBivA¢R1-
Expression (B, rechts), wobei der Effekt in den TAF deutlicher ist als in den NAF dieser
zwei Patienten.

5.4.5.3. Ein uss von Wachstumsfaktoren der H1299-Zelllinie auf
Normalgewebe-assoziierte und Tumor-assoziierte Fibroblasten

Es ist bekannt, dass NAF und TAF unterschiedlich auf konditioniertes Medium von
Tumorzellen reagieren, beispielsweise bei der p53-Stabilisierung nach einer Cisplatin-
Behandlung (Baet al. 2009). Um mogliche Unterschiede zwischen NAF und TAF bei
der Reaktion auf von Tumorzellen sekretierten Faktoren zu untersuchen, wurden die Fi-
broblasten auch mit einer Kombination aus konditioniertem Medium und Cisplatin be-
handelt. Daftr wurden zwei NAF-TAF-Paare fir acht oder 16 Stunden mit konditionier-
tem Medium der H1299-Lungentumorzelllinie und Cisplatin inkubiert. Um Unterschiede
nicht durch Serumfaktoren zu tberlagern wurde FBS-freies Medium verwendet und die
RNA-Expression der p53-Kinas¢!PK2 und des p53-ZielgetSDKN1Auntersucht (Ab-
bildung 5.41 auf der nachsten Seite).
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Abbildung 5.41.: Ein uss von H1299-Wachstumsfaktoren auf die Genexpression von NAF
und TAF nach Cisplatin-Behandlung.
Anderung der Expressionsstarke (Fold Change) nach Cisplatin-Behandlung bei 2 NAF-TAF-
Paaren, gestrichelte Linie FC =1, FC < 1: niedriger exprimiert, FC > 1: héher exprimiert nach
Behandlung mit 13 uM Cisplatin. MW SD, *: p<0,05, **: p<0,01 (TwoWayANOVA mit
Bonferroni post-Tests).

Abbildung 5.41 zeigt, dass di¢lIPK2-Expression nach acht Stunden Cisplatin-
Behandlung in NAF und TAF reduziert ist (A links, wei3e Balken), nach 16 Stunden ist
dies aber wieder reversiert (A rechts, weil3e Balken). Bei Behandlung mit konditioniertem
Medium hingegen ist bereits nach 8 Stunden die ExpressiotHBK2 sowohl in NAF

als auch in TAF erhoht (Abbildung 5.41, A links, graue Balken). Nach 16 Stunden ist
dieser Effekt in NAF reversiert, in TAF jedoch verstarkt (Abbildung 5.41, A rechts, graue
Balken).

Die CDKN1AEXxpression wird auch ohne Wachstumsfaktoren aus FBS nach 16 Stunden
durch Cisplatin-Behandung induziert (Abbildung 5.41, B rechts, weil3e Balken), in NAF
und TAF in &hnlichem Umfang. Konditioniertes Medium fuhrt dazu, daB&KN1Ain
beiden Fibroblastentypen friher und starker induziert wird (Abbildung 5.41, B links und
rechts, graue Balken).

5.4.6. Sensitivitat von Normalgewebe-assoziierten und Tumor-assoziierten
Fibroblasten auf Cisplatin in Kombination mit PDGFR-Inhibitoren

Da das Fibroblasten-Wachstum vom PDGFR-Signalweg abhangig ist und sich durch
PDGFR-Inhibitoren wie Dasatinib, Imatinib und Nilotinib hemmen l&sst, wurde der Ein-
uss der Inhibitoren auf die Cisplatin-Sensitivitat der NAF und TAF im MTT-Experiment
mit steigenden Cisplatin-Konzentrationen untersucht. Im Vergleich zwischen NAF und
TAF ist keine der Kombinations-Behandlungen in einem der Zelltypen wirksamer als im
anderen Fibroblastentyp (ohne Abbildung).

Der direkte Vergleich zwischen der Cisplatin-Einzelbehandlung und jeder der Kombina-
tionsbehandlungen ist in Abbildung 5.42 auf der nachsten Seite dargestellt.
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Abbildung 5.42.: Einuss der verschiedenen PDGFR-Inhibitoren auf die Cisplatin-
Sensitivitat von TAF und NAF.
Relative Viabilitat im MTT-Experiment vo\: TAF und B: NAF bei kombinierter Behand-
lung fiir 48 h mit 11 uM Cisplatin und 0,1 uM Dasatinib, 1 uM Imatinib oder 1,7 uM Nilotinib.
** p<0,01, **: p<0,0001 (OneWayANOVA mit Dunnetts Multiple Comparison Test).

Bei diesem Vergleich zeigt sich, dass TAF auf die Kombination von Cisplatin mit Da-
satinib oder Imatinib resistenter reagieren als auf Cisplatin alleine, nicht jedoch auf die
Kombination mit Nilotinib (Abbildung 5.42, A). Bei NAF ist kein Unterschied zwischen
der Einzelbehandlung und der Kombination mit Dasatinib oder Imatinib festzustellen,
dafur aber eine Cisplatin-Sensitivierung von NAF bei Zugabe von Nilotinib (Abbildung
5.42, B). Dasatinib und Imatinib erh6hen somit die Cisplatin-Resistenz von TAF, Niloti-
nib hingegen verringert die Cisplatin-Resistenz der NAF.

Bei diesem Effekt der PDGFR-Inhibitoren auf die Cisplatin-Sensitivitat treten die ver-
gleichsweise kleinen Effekte erst im direkten Vergleich hervor. So zeigen die TAF mit
Dasatinib bei 11 uM Cisplatin eine 1,300,12fach hohere Viabilitat als ohne Dasatinib,
mit Imatinib 1,19 0,17fach hohere Viabilitat als ohne Imatinib und die NAF ohne Nilo-
tinib 1,23 0,11fach héhere Viabilitat als mit Nilotinib.
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6. Diskussion

Tumore der Lunge, der Bronchien und der Tracheen sind in den Industriestaaten mit ho-
hem Einkommen die dritthdu gste Todesursache und sind unter den malignen Neoplasi-
en mit circa 22 % die hau gste Todesursache (WHQn unseren Landern nden sich
Lungen-, Darm- und Brusttumore unter den 10 hau gsten Todesursachen. Die Bedeutung
dieser Erkrankungen wird mit zunehmendem Anteil alterer Menschen an der Bevolke-
rung und absolutem Alter der Einzelnen weiterhin wachsen und auch in den L&ndern mit
geringerem Einkommen zunehmen (WHO). Zwar wurden durch massive Investitionen in
den letzten Jahrzehnten Verbesserungen der Pravention und Therapie erreicht, aber die
wissenschatftlichen Fortschritte in der onkologischen Forschung lassen sich nur schwer in
Verbesserungen der klinischen Therapie umsetzen. Ein Grund dafir sind die in der For-
schung angewandten, stark vereinfachten Modelle, die bisher meist nur die Tumorzellen
betrachteten. Im Patienten ist die Situation viel komplexer. Ein Tumor ist keine homogene
Masse eines entarteten Zelltyps, sondern besteht aus einer Vielzahl verschiedener Zellty-
pen, deren Interaktionen die Therapie beein ussen (Saintigny und Burger 2012). Daher
kommt der Erforschung der Mikroumgebung der Tumorzellen eine wachsende Bedeutung
Zu.

Das Stroma bildet in vielen Tumoren den Hauptteil der Tumormasse (Rgnnov-deaken
1996) und Tumor-assoziierte Fibroblasten (TAF) als grol3er Teil davon produzieren den
Hauptanteil der extrazellularen Matrix. Damit haben die TAF bedeutenden Ein uss auf
Prozesse wie Invasion und Migration von Tumorzellen (Egebtaal. 2010; Pathak und
Kumar 2012) und werden so neben den epithelialen Tumorzellen zu einem attraktiven
Therapieziel.

Die Forschung hat sich dabei stark auf Tumore der Brust konzentriert. Die Bedeutung
der TAF fur die Entstehung, das Wachstum, die Invasion und die Metastasierung von
Brusttumoren sowie die Mechanismen der gegenseitigen Beein ussung sind so gut eta-
bliert, dass bereits von einer Ko-Evolution der Tumorzellen und TAF gesprochen wird
(Andersonet al. 2006; Polyaket al. 2009). Uber den Ein uss der TAF auf die Sensi-
tivitat oder Resistenz der Tumorzellen aus Brust- (Shekhal. 2007; Crawfordet al.

2009), Ovar- (Ahmeet al.2007), Pankreas- (Muerkdstetrral. 2004; Hwanget al. 2008)

und Lungentumoren (Bartlingt al. 2008; Wanget al. 2009) ist hingegen nur sehr we-

nig bekannt. Au3erdem zeigten Chaetgal. (2002) Unterschiede in der Genexpression
von Fibroblasten aus verschiedenen Geweben und schlossen daraus, dass Fibroblasten
unterschiedlicher Herkunft als verschiedene differenzierte Zelltypen behandelt werden
sollten. Die Erkenntnisse tber TAF aus anderen Organen sind also wahrscheinlich nicht
vollsténdig auf die Lungen-TAF Ubertragbar. Die Studien mit Lungen-TAF zeigten einen
Ein uss der Fibroblasten auf die Tumorzellen bei einer Behandlung mit Ge tinib, Erloti-
nib und Paclitaxel (Bartlingt al. 2008; Wanget al. 2009). Umfassende Untersuchungen

Twww.who.int/healthinfo/global_burden_disease/en/index.html
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der Reaktion von Lungen-TAF auf unterschiedlichste Substanzen fehlten bisher. Ziel der
vorliegenden Arbeit war daher, die Sensitivitdt der TAF auf Kinase-Inhibitoren und das
Chemotherapeutikum Cisplatin zu untersuchen und einen Vergleich zwischen TAF und
NAF aus Lungengewebe zu erstellen. Diese Charakterisierung sollte dazu beitragen, die
Reaktionen der TAF genauer zu verstehen und ihren Phanotyp modulieren zu kénnen, so
dass der negative Ein uss auf die Tumorzellen minimiert wird. Uber die Bedeutung fur
Lungentumore hinaus kénnten mit den so erhaltenen Daten durch Vergleiche mit bereits
publizierten Studien auch Ahnlichkeiten und Unterschiede der TAF aus verschiedenen
Tumorentitaten bestimmt werden.

Fur diese Untersuchungen wurden nach dem von Sonneebailg(2008) beschriebe-

nen Verfahren die Fibroblasten aus Tumoren und benachbartem normalen Lungengewe-
be isoliert und die Priméarzell-Kultur etabliert. Auch in der vorliegenden Arbeit konnten
die TAF Uber mehrere Passagen ohne Proliferationsverlust kultiviert werden. Es wurde
wiederholt gezeigt, dass der TAF-Phanotyp in Kultur auch beim Fehlen der Tumorzell-
Signale stabil ist, und vorgeschlagen, dass dies durch epigenetische Veranderungen als
Reaktion auf Stress verursacht wird (Zeisbetrgl. 2000; Orimoet al. 2005). Um mogli-

che Veranderungen der TAF wahrend der Kultur auszuschliel3en, wurden die Experimen-
te in Passage drei bis funf durchgeflhrt, also so friih wie méglich nach der Etablierung
der Kultur, aber mit ausreichend expandierter Zellzahl fir eine Vielzahl paralleler Expe-
rimente. Dieses Monokultur-Modellsystem von TAF unterschiedlicher Patienten wurde
erganzt durch Modelle mit konditioniertem Medium, die Etablierung und Nutzung eines
Kokultur-Systems von TAF und der Lungentumor-Zelllinie H1299, sowie die Untersu-
chung von TAF und Tumorzellen in intakte@x vivokultivierten Gewebeschnitten von
humanen Lungentumoren.

6.1. Pharmakologische Modulation des Phanotyps der
Tumor-assoziierten Fibroblasten zur Reduktion ihrer
Tumor-unterstiitzenden Eigenschaften

TAF unterscheiden sich von ihren Pendants in normalem Gewebe (Kalluri und Zeisberg
2006). Diese Veranderungen wurden meist auf molekularer Ebene charakterisiert, sie be-
ein ussen aber viele Prozesse im Tumor auf unterschiedlichen Ebenen und damit auch
das Uberleben der Patienten. Die TAF mit pharmakologischen Mitteln so zu modulieren,
dass die sensible Balance des Kommunikationsnetzwerks der Tumore beeintrachtigt wird,
konnte daher eine interessante therapeutische Moglichkeit sein.

Von den Tumorzellen werden die Fibroblasten durch sekretierte Faktoren wie, TGF
PDGF und FGF2 beein usst (Elenbaas und Weinberg 2001). Solche Wachstumsfakto-
ren binden an die extrazellularen Domé&nen von Wachstumfaktor-Rezeptoren und aktivie-
ren intrazellulare Signalkaskaden. Bei der Verarbeitung, Weiterleitung und Verstarkung
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dieser Signale spielen Kinasen in allen Zelltypen eine bedeutende Rolle (Maetrahg
2002). Die Veranderungen der TAF betreffen damit auch die Expression oder Regulation
solcher Kinasen. Diese in TAF veranderten Prozesse zu hemmen, sollte demnach ihren
Phanotyp beein ussen. Dies konnte die Forderung des Tumorwachstums reduzieren, die
Proliferation hemmen und die Sekretion der extrazellularen Matrix, von Proteasen und
von Wachstumsfaktoren normalisieren.

Fur Lungen-TAF lagen bisher keine umfangreichen Untersuchungen der Wirkung von
Kinase-Inhibitoren vor. Mit einer Kinase-Inhibitor-Bibliothek, die gut charakterisierte,
Zell-permeable, klinische und préklinische Inhibitoren aus unterschiedlichen Substanz-
klassen enthalt, wurde daher in der vorliegenden Arbeit zunachst nach den wirksamsten
der 151 getesteten Inhibitoren gesucht.

Funf Substanzen hemmten die Viabilitat zweier TAF bei einer Konzentration von 1 uM
um mindestens 50 %. Dabei handelte es sich einerseits um den Breitspektrum-Inhibitor
Staurosporin, andererseits gab es auch Inhibitoren mit etwas engerer Spezitat wie
PDK1/Akt/Flt-Inhibitor , K-252a , und PI-103 sowie den spezi schen PDGFR-Inhibitor

IV. Staurosporin, K-252a und PDGFR-Inhibitor 1V, also drei der funf Inhibitoren, hem-
men die Aktivierung des PDGFR bei nanomolaren Konzentrationen. Bei anderen intrazel-
luldren oder Rezeptor-Kinasen tritt keine solche Haufung auf. Diegé&ro-Experimente
stimmen mit Beobachtungen von Forsbetgal. (1993) tberein, nach denen PDGF ein
wichtiges Mitogen fir Fibroblasten ist und dartiber hinaus die Bildung von Tumor-Stroma
fordert. PDGFR-Hemmung konnte daher eine leistungsfahige Moéglichkeit darstellen, den
veranderten, aktivierten Phanotyp der TAF zu reduzieren.

Fur die weitere Verfolgung dieses Ziels wurden die klinisch zugelassenen PDGFR-
Inhibitoren Dasatinib, Imatinib, Nilotinib und Sorafenib untersucht. Wenn die behandel-
ten TAF ein geringeres Mal3 an Proliferation beziehungsweise Viabilitat zeigten, konnte
auch eine Wirkung auf den Phénotyp des Tumor-Stromas erzielt werden, bei der die TAF
verschiedene Prozesse im Tumor weniger fordern wiirden. Fur eine klinische Anwendung
sind dabei bereits zugelassene Inhibitoren die attraktivere Moéglichkeit im Vergleich zu
praklinisch eingesetzten Inhibitoren, weil bereits die Dosierung ermittelt wurde, die Ne-
benwirkungen tolerierbar sind und die Zulassung fir eine neue Indikation damit schneller
maoglich ware. In MTT-Experimenten hemmten diese vier PDGFR-Inhibitoren die Viabi-
litat der TAF, der als Kontrolle verwendete EGFR-Inhibitor Erlotinib zeigte erwartungs-
gemal keine Wirkung. Die vier PDGFR-Inhibitoren bewirkten eine unterschiedlich ef zi-
ente Hemmung der TAF, wobei Dasatinib mit 36 % Viabilititshemmung das wirksamste
Medikament war. Als Ursache fur die unterschiedliche Starke der Hemmung kommen
verschiedene Faktoren in Frage. So hemmt Dasatinib von den verwendeten Inhibitoren
das breiteste Spektrum an Tyrosinkinasen, z. B. Abl, viele Src-Familien-Kinasen und c-
Kit neben dem PDGFR (Monteret al. 2011). Imatinib und Nilotinib hemmen ebenso
Abl, c-Kit und PDGFR (Homsi und Daud 2007; Blay und von Mehren 2011), wéhrend
Sorafenib mit c-Raf, B-Raf, PDGFR, VEGFR und c-Kit ein anderes Spektrum an Kina-
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sen hemmt (Manganet al. 2012). Die geringe Hemmung der TAF durch einen spezi-
schen Src-Inhibitor imInhibitor Select-Library-Screeschliel3t die Mdglichkeit nicht
vollstandig aus, dass die bessere Dasatinib-Wirkung auf ein breiteres Spektrum gehemm-
ter Kinasen zurtickzufiihren ist. Dagegen spricht aber, dass auch Sorafenib, der Inhibitor
mit dem geringsten Effekt im MTT-Experiment, ein sehr breites Wirkungsspektrum be-
sitzt. Darlber hinaus ist bekannt, dass Dasatinib die aktive Konformation der Kinasen
hemmt, wéhrend Imatinib nur an die inaktive Form bindet (Vagtaal. 2008), was zu

der beobachteten starkeren Wirkung auf die TAF beitragen kdnnte. Zusatzlich ist nicht
fur jeden Inhibitor im Detail bekannt, ob PDGFR-A oder -B inhibiert wird. Wahrschein-
lich ist eine Kombination der genannten Effekte fur die unterschiedlichen Ef zienzen der
Inhibitoren verantwortlich.

Fur den Inhibitor mit der zweitschwéachsten Wirkung auf TAF, Nilotinib, kommt hin-
zu, dass das Alter der Patienten mit der Hemmung der TAF im MTT-Assay signi kant
korreliert ist (ohne Abbildung, Pearson r=0,7, p=0,016). Die Hélfte der Variabilitat der
Nilotinib-Wirkung kénnte im hier untersuchten TAF-Kollektiv auf das Alter der elf Pati-
enten zwischen 55 und 74 Jahren zurtickzufuhren sein, wobei die TAF alterer Patienten
sensitiver auf Nilotinib reagieren als die TAF jingerer Patienten. Dass es altersbedingte
Veranderungen von Fibroblasten gibt und diese beispielsweise die funktionelle Antwort
auf TGF beein ussen wurde zwar gezeigt (Moulat al. 2001), aber wie mdgliche Un-
terschiede nur bei einem der PDGFR-Inhibitoren eine Rolle spielen kdnnten, ist unklar.
Hierfur erscheinen Veranderungen in Signalwegen, die parallel zum gehemmten PDGFR-
Weg existieren, moglich. So zeigten Mostegtzal. (2010) einen Ein uss des Alters der
Patienten darauf, welche Signalwege in den Tumoren von hoch-Risiko-Patienten aktiviert
sind. Ohne einen konkreten Mechanismus zu kennen, bleibt die biologische Bedeutung
dieser in einem relativ kleinen Kollektiv identi zierten Unterschiede aber unklar.

Fur brotische Erkrankungen ist bereits geklart, dass Fibroblasten sensitiv auf PDGFR-
Inhibitoren wie Dasatinib, Imatinib und Nilotinib reagieren (Akhmetshataal. 2008;
Distler und Distler 2010). Die vorliegende Arbeit konkretisiert die lang bekannte Bedeu-
tung von PDGF dahingehend, dass die Hemmung der Viabilitdt von Lungen-TAF in Zell-
kultur durch PDGFR-Inhibitoren am effektivsten ist. Die Hemmung keiner anderen Kina-
se hatte imScreeneine ebenso deutliche Wirkung und die MTT-Experimente mit stei-
genden Inhibitor-Konzentrationen und deutlich erweitertem TAF-Kollektiv bestatigen die
Wirkung anhand von vier Inhibitoren mit klinischer Zulassung. Daher kann die PDGFR-
Hemmung ein Weg sein, die TAF zu inhibieren und ihre Unterstitzung des Tumorwachs-
tums zu vermindern. Untersuchungen mit murinen Tumormodellen deuten dariber hin-
aus auf Tumor-schadigende Mechanismen einer PDGFR-Hemmung hin. So zeigten zwei
Studien mit Dickdarm- und Schilddrisentumor-Modellen, dass PDGFR-Hemmung zu ei-
ner Reduktion des Flussigkeitsdrucks in den Tumoren fuhrt, so dass die Diffusion von
Substanzen in den Tumor erleichtert (Pieteasal. 2001) und damit die Wirkung von
Chemotherapeutikia vivo erhoht wird (Pietragt al. 2002). Im Zervixkarzinom-Modell
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verringerte die PDGFR-Hemmung mit Imatinib die Progression von pramalignen Neo-
plasien und beeintrachtigte das Wachstum invasiver Tumore (Petteh2008).

Die zwei wirksamsten der vier PDGFR-Inhibitoren, Dasatinib und Imatinib, wurden da-
her detaillierter untersucht. Dasatinib und Imatinib hemmen die Proliferation der TAF,
ohne Zelltod zu induzieren. Diese Wirkung der Inhibitoren kdnnte also einen Aspekt der
Normalisierung des Phanotyps erfillen, die TAF in einen ruhenden Zustand zuriick zu
versetzen. Dasatinib hemmt den Zellzyklus reversibel. Bereits nach acht Stunden ohne
Behandlung beginnen die Fibroblasten erneut zu proliferieren und der Anteil der Zel-
len in S-Phase normalisiert sich. Dies und die negati@alaktosidase-Farbung zeigen
(Haubeis=t al. 2010), dass die Fibroblasten ruhen, also quieszent sind und nicht senes-
zent. Damit waren mogliche, von Krtolied al. (2001) gezeigte negative Auswirkungen

von seneszenten Fibroblasten auf die Tumorzellen bei einer Behandlung mit Dasatinib
nicht zu erwarten.

Aufgrund der starkeren Wirkung im Vergleich zu den anderen zugelassenen Inhibitoren
wurde Dasatinib ausgewdahlt, um zu untersuchen, ob die beobachtete Proliferationshem-
mung mit einer Normalisierung weiterer Facetten des TAF-Phéanotyps einhergeht. Um
diese Frage zu klaren, gibt es bisher keinen zuverlassigen, etablierten Marker. Mittels
Microarray-Analysen wurden jedoch verschiedene Gene identi ziert, die zwischen TAF
und NAF unterschiedlich exprimiert sind (Sadlon@tal. 2009). Fur einen Vergleich der
Dasatinib-Wirkung mit diesen Genexpressions-Mustern wurde daher die Genexpression
von Dasatinib-behandelten und unbehandelten TAF untersucht. Die 492 Gene der in der
vorliegenden Arbeit identi zierten ,Dasatinib Response Signatur” sind zwischen unbe-
handelten und behandelten TAF mindestens zweifach unterschiedlich exprimiert. Darin
enthalten sind erwartungsgemal3 auch Gene, die@ene OntologyGO)-Begriff Zell-

zyklus zugeordnet oder in ein@uiescenceignatur enthalten sind (Collet al. 2006).

Diese machen etwé beziehungsweis% der ,Dasatinib Response Signatur aus. So-
wohl diese Teilmengen des Expressionsmusters als auch die Betrachtung einzelner Gene,
beispielsweise von Transkriptionsfaktoren, zeigen mégliche Mechanismen des beobach-
teten, funktionellen Phanotyps Dasatinib-behandelter TAF auf. So wird die Expression
mehrerelE2F-Transkriptionsfaktoren reduziert, was zur Verminderung der Proliferation
bei einer Dasatinib-Behandlung fihren kdnnte. Aul3erdem kénnte die erhdhte Expression
vieler Transkripte mit eine6O-Zuordnung zur Zell-Zell und Zell-Matrix-Adhé&sion zur
beobachteten starkeren Adhasion an den Zellkulturgefaf3en beitragen.

Ebenfalls% der Gene sind in einem TAF-NAF-Vergleich identi ziert worden (Sadlonova

et al.2009). Dabei wird die Expression dieser Gene durch Dasatinib so verandert, dass die
Lungen-TAF auf molekularer Ebene den normalen Fibroblasten ahneln. Beim Vergleich
dieser zwei Genexpressions-Signaturen wurden etwa achtmal so viele Gene in der Schnitt-
menge gefunden, wie statistisch durch Zufall zu erwarten ware. Ob sich die Expression
dieser ,Dasatinib Response*“-Teilsignatur auch in humanen Lungentumoren identi zieren
lasst, wurde mit der hdu g verwendeten Methode datcomeAssoziation untersucht
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(Venetet al.2011). Dafur wurde die Expression der Gene aus der ,Dasatinib Response*-
Teilsignatur in den Genexpressionsmustern von humanen Lungentumoren identi ziert.
Anhand dieser Teilmenge déicroarray-Daten konnten zwei Gruppen von Tumoren
unterschieden werden, die entweder ein Genexpressionsmuster &hnlich der unbehandelten
TAF oder ahnlich zu den Dasatinib-behandelten TAF aufwiesen. Dass die Patienten mit
dem Dasatinib-ahnlichen Expressionsmuster der Lungentumore die Erkrankung tenden-
ziell langer Uberlebten, ist ein Hinweis auf die funktionelle Bedeutung dieser Gene. Die
Behandlung mit Dasatinib macht die TAF also nicht nur &hnlicher zu NAF, sondern diese
Veranderung kénnte auch Bedeutung fiir das Uberleben der Patienten haben. Daher wur-
de nach weiteren Patienten-Datensets gesucht, fur die sowohl Genexpressions-Signaturen
als auch klinische Daten verdéffentlicht waren. Da aber bei aktuelleren Veroffentlichun-
gen verstarkt die Bedeutung der Kontamination mit Stromazellen bertcksichtigt wurde,
konnten keine brauchbaren Datensets gefunden werden, weil nur Material analysiert wur-
de, das 90-100 % Tumorareal enthielt.

In der Literatur wird aktuell der Nutzen von Genexpressions-Signaturen insbesondere fur
die Verwendung als prognostisches oder pradiktives Mittel kontrovers diskutiert. Ursa-
che hierfir ist eine Veroffentlichung von Venet al. (2011), die zeigte, dass zuféllige
Signaturen unter Umstanden deutlichere Uberlebens-Unterschiede zeigen als real funk-
tionell identi zierte Signaturen. Das Bewusstsein fir eine mogliche Problematik dieser
Methode bereits vor der genannten Veroffentlichung fuhrte dazu, dass dieser Hinweis auf
eine verminderte Unterstitzung der Tumorzellen durch die TAF in funktionellen Expe-
rimenten mit konditioniertem Medium von Fibroblasten weiterverfolgt wurde. Um dem
Hinweis nachzugehen, dass eine Dasatinib-Behandlung die TAF so verandert, dass die
Normalisierung des Phanotyps zu einer geringeren Wachstumsférderung der Tumorzel-
len fuhrt, wurde die Proliferation von H1299-Tumorzellen in Kultur mit konditioniertem
Medium von Dasatinib-behandelten und unbehandelten Fibroblasten untersucht. Au3er-
dem sollten diese Experimente klaren, wie die mitMisroarraysidenti zierte, erh6hte
Expression vieler Wachstumsfaktoren der TAF sich auf die Tumorzellen auswirkt. Die
H1299-Lungentumorzelllinie wurde von Jens Schmid einzeln mit konditioniertem Medi-
um, das die Wachstumsfaktoren von TAF aus drei unterschiedlichen Patienten enthielt,
behandelt. Der wachstumsférdernde Effekt des konditionierten Mediums konnte durch
eine Dasatinib-Behandlung der TAF aufgehoben werden. Die Hemmung der H1299-
Proliferation durch konditioniertes Medium von behandelten TAF war sowohl signi kant
starker als die allein durch Dasatinib verursachte Reduktion als auch im Vergleich zur
durch Dasatinib-Zugabe zu TAF-konditioniertem Medium verursachten Reduktion. Die
Behandlung von TAF mit Dasatinib reduziert demnach den durch die TAF vermittelten
Wachstumsstimulus auf die Tumorzellen (Haubeissl. 2010). Eine simultane Behand-

lung von TAF und H1299 wie sie im Patienten der Realitat entsprache, istim Rahmen die-
ses vereinfachten Zellkultur-Experimentes nicht moglich. Daher bleibt unklar, wie stark
der beobachtete Effekt von Dasatinib-behandelten H1299 mdglicherweise zuséatzlich auf
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die TAF und die Zusammensetzung der sekretierten Wachstumsfaktoren wirken wirde
und ob sichin vivo synergistische Wirkungen der Hemmung von TAF und Tumorzellen
ergeben konnten.

Diese Frage sollte unter Verwendung eines Tumorgewebeschnitt-Modellsystems unter-
sucht werden. Wenn die Dasatinib-Behandlung von humanem Lungentumorgewebe ei-
ne verringerte Proliferation oder verstarkten Zelltod von TAF und/oder Tumorzellen zur
Folge hatte, ware das ein Argument fir den Nutzen einer Dasatinib-Therapie, das weit
Uber Gensignaturen und sekretierte Faktoren hinaus ginge. Der Vorteil éesese
Modells ist, dass die Mikroumgebung des Tumors weitgehend erhalten bleibt und da-
mit auch die Ein Gsse der anderen Zelltypen zu einem vollstandigeren Bild der Auswir-
kungen der Behandlung fuhren. Dafur wurden Frischgewebe-Schnitte humaner Lungen-
tumore mit einem Durchmesser von 5mm und einer Dicke von 200 um fir vier Tage
kultiviert und konnten 72 Stunden medikamentds behandelt werden. Mit diesem Modell
wurde der Ein uss von Dasatinib auf die Proliferation und den Zelltod von TAF und Tu-
morzellen untersucht. Dasatinib hemmt die Proliferation von Tumorzellen insbesondere
in den Tumoren, diger sehochproliferativ sind. Das bestatigt nicht gezeigtevitro-
Voruntersuchungen, nach denen einige, aber nicht alle Lungentumor-Zelllinien sensitiv
auf Dasatinib reagieren. Die Ursache hierfir kann demnach eine direkte Hemmung von
(Rezeptor)-Tyrosinkinasen in den Tumorzellen sein. In diesem Modell lasst sich jedoch
nicht feststellen, wie grol3 dieser Effekt im Vergleich zum Ein uss der TAF und deren ver-
anderter Sekretion von Wachstumsfaktoren ist. Dengl. (2011) haben aus vielen der

hier verwendeten Tumorgewebeproben die Tumorzellen isoliert. Diese wachsen jedoch in
Monokultur nur selten und dann in der Regel nur Uber sehr wenige Passagen. Daher konn-
te die Sensitivitat der Tumorzellen in Zellkultur nicht bestimmt werden. Im Gegensatz zu
den Tumorzellen zeigten die TAF der untersuchten Gewebeschnitte in immunhistoche-
mischen Analysen nur selten und vereinzelt eine positive KI67-Farbung. Dieses Ergebnis
stimmt mit der Beschreibung von Hawt al. (2009) tberein, nach der TAF stets negativ

fur die Proliferationsmarker K167 und PCNA sind.

Die Auswirkungen von Dasatinib auf den Zelltod von Tumorzellen und TAF im Ge-
webe sind sehr heterogen. In einigen Féllen zeigen nur die Tumorzellen oder nur die
TAF Zelltod, in anderen Fallen reagieren beide auf Dasatinib. Wahrend in der Zellkul-
tur weder Fibroblasten noch Tumorzellen mit Zelltod auf die Dasatinib-Behandlung rea-
gieren, ist in der Gewebekultur nur bei einem Teil der Patienten keine Reaktion zu be-
obachten. Im Unterschied zur Monokultur treten bei der Gewebeschnitt-Kultur sowohl
die Zelltod-Induktion als auch Zelltod-Hemmung in beiden Zelltypen auf. Von 12 unter-
suchten Tumoren wurde bei vier Tumoren in TAF und drei Tumoren in den Tumorzel-
len eine Zelltod-Induktion von mindestens 10 % detektiert. Hier handelt es sich demnach
um einen Effekt, der auf Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen Zellen im Ge-
webe beruhen kdnnte da er in der Zellkultur nicht beobachtet wurde. Um aufzuklaren,
ob ein Zelltyp zuerst auf Dasatinib reagiert und daraufhin den anderen Zelltyp beein-
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usst, musste die Dasatinib-Behandlung als Kinetik in der Gewebeschnitt-Kultur durch-
gefuhrt werden. Doch aufgrund des meist limitierten Tumormaterials musste darauf ver-
zichtet werden. Die geringe positive Korrelation zwischen Zelltod von TAF und Tumor-
zellen kénnte aber ein Hinweis auf die Veranderung der gesamten Tumor-Kommunikation
sein. Als mdgliche Ursache flr die Dasatinib-Sensitivitat der Tumorzellen wurden auch
SRCAmpli kationen beschrieben (Sost al. 2009). Diese Veroffentlichung beschreibt
auch den EGFR als relevantes Dasatinib-Zielprotein. Dartber hinaus wurde Dasatinib-
induzierter Zelltod von Tumorzellen im Zusammenhang mit einer erhdhten Anzahl der
Genkopien von Dasatinib-Zielgenen beschrieben, welche in 12,9 % der untersuchten pri-
maren Lungenkarzinome auftrat (Pelhaimal. 2006). Hier wurden im Maus-Modell in

zwei Fallen auch fur TAF erhdhte Kopienzahlen einzelner Gene beschrieben. Allerdings
wurden keine funktionellen Untersuchungen der TAF durchgefihrt und auch Mause ohne
Tumore, aber beispielsweise mit entztindlichen Erkrankungen, als Kontrollen fehlten. So
blieb die Bedeutung dieser Veranderungen in TAF unklar und es kdénnte sich um ein nor-
males Phanomen in proliferierenden Fibroblasten handeln.

Die in der Gewebeschnitt-Kultur beobachtete Wirkung von Dasatinib auf Proliferation
und Zelltod der TAF und Tumorzellen hat in der Klinik momentan noch keinen direkten
Effekt. Johnsoret al. (2010) zeigten zwar einen Patienten mit circa 40%iger Redukti-
on der TumorgroflRe nach 12woéchiger Dasatinib-Behandlung und vier Patienten mit pro-
gressionsfreier Erkrankung, doch der Vergleich dieser Studie mit einarmigem Design zu
anderen Studien der konventionellen Chemotherapie zeigte keinen Vorteil der Dasatinib-
Behandlung.

Zusammenfassend zeigt die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Normalisierung des
TAF-Phanotyps in Kombination mit der Dasatinib-Wirkung auf die Tumorzellen in Ex-
perimenten mit konditioniertem Medium und in Gewebeschnitt-Kultur einen mdglichen
neuen Weg zur pharmakologischen Behandlung und Destabilisierung von Lungentumo-
ren.

6.2. Gegenseitige Beein ussung der Cisplatin-Sensitivitat von
Tumor-assoziierten Fibroblasten und Tumorzellen

Cisplatin ist nach wie vor die empfohlene Chemotherapie vieler Stadien des Lungenkar-
zinoms (Goeckenjaet al.2011). Experimentell konnte bereits gezeigt werden, dass nicht
nur die Tumorzellen, sondern auch die TAF auf eine Behandlung mit Cisplatin ansprechen
(Sonnenbergt al. 2008), wobei aus Lungentumoren isolierte TAF ebenso heterogen auf
Cisplatin reagierten wie eine Auswahl verschiedener Tumorzelllinien. Auch in der vorlie-
genden Arbeit konnte die Ursache fir diese Heterogenitat der TAF nicht auf einen einfak-
toriellen Unterschied zuriickgefuhrt werden. Die Untersuchungen wurden daher mit zwei
Schwerpunkten fortgefuhrt.
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Der erste Schwerpunkt griindet auf der Beobachtung, dass im Gewebeschnitt-Modell von
humanen Tumoren die TAF und Tumorzellen parallel auf eine Behandlung reagierten
(Sonnenberg 2009). Hier sollte ein Kokultur-Modell etabliert und verwendet werden, das
die Untersuchung des Zusammenspiels der Zelltypen in vereinfachter, manipulierbarer
Form ermdglicht.

In der Dissertation Sonnenberg (2009) wurde gezeigt, dass isolierte TAF in der Zellkultur
ebenso variabel auf Cisplatin reagierten wie eine Auswahl von Tumorzelllinien, wahrend
die TAF im Gewebe ein paralleles Ansprechen zu den Tumorzellen zeigten. Dabei ver-
hielten sich 40 % der isolierten TAF Cisplatin-sensitiv, aber nur 13% der Fibroblasten
im Gewebe mit intakter Tumor-Mikroumgebung. Diese Beobachtungen wurden als ein
Schutz der sensitiven TAF durch die Tumorzellen im Gewebe interpretiert, also ein Ein-
uss der Umgebung auf die Sensitivitdt der TAF. Auch eine Schutzfunktion resistenter
TAF gegen Cisplatin-induzierten Zelltod der Tumorzellen wurde als Mdglichkeit in Be-
tracht gezogen.

Doch die Variabilitat der Zelltypen und der ECM in menschlichen Tumoren ist sehr hoch
(Morin 2003). Intra- und interindividuell kénnen die Tumorzellen unterschiedliche Mu-
tationen haben und die Zusammensetzung der Anteile an Tumorzellen und verschiede-
nen Stromazelltypen kann variieren. Zwischen verschiedenen Patienten mit unterschied-
lichem genetischen Hintergrund kénnen die Tumore zusatzlich unterschiedliche Histolo-
gien und Stadien aufweisen. Daher war ein Ziel dieser Arbeit, ein Kokultur-System aus
TAF und Tumorzellen zu entwickeln. Dieses vereinfacht die Komplexitat auf zwei Zellty-
pen, deren Eigenschaften wie beispielsweise bestimmte Mutationen je nach Fragestellung
ausgewahlt werden kénnen. Im Gegensatz zu Modellen mit konditioniertem Medium sind
die Effekte nicht auf im Medium stabile sekretierte Faktoren der Zellen begrenzt, sondern
es wurde ein System eingefuhrt, das auch die Effekte weniger stabiler Proteine und der
direkten Zell-Zell-Kontakte umfasst. Das Modell ist dennoch standardisiert und die Mani-
pulationen leicht wiederholbar. AuRerdem ist zur Detektion der Zelltypen keine Fixierung
und Markierung noétig, um Artefakte und unspezi sche Bindung von Antikérpern zu ver-
meiden sowie die Anzahl bendtigter Kontrollen und damit die Menge bendétigter priméarer
Fibroblasten zu reduzieren. Daflr bot sich eine Zelllinie mit eGFP-markiertem Histon
unseres Kooperationspartners Moshe Oren Vdgizmann Institute of Scien(fleehovot,

Israel) an. Diese H1299 sind durch griine Fluoreszenz von den GFP-negativen primaren
TAF in durch usszytometrischen Auswertungen gut zu unterscheiden. Selbst bei einer
Behandlung mit 13 uM Cisplatin bleibt diese Fluoreszenz erhalten.

Da Sonnenberg (2009) im Gewebe die parallele Zelltod-Reation von TAF und Tumor-
zellen beobachtet hatte, wurde auch fur die Kokultur auf die Zelltod-Farbung mittels
rot uoreszierendem AnnexinV-Alexa568 konzentriert. Die Trennung sowohl der GFP-
positiven und -negativen Zellen als auch der AnnexinV-positiven und -negativen Zellen in
vier identi zierbare Gruppen gelang mit diesen Farbstoffen zuverlassig. Mit diesem Sys-
tem wurden verschiedene Voruntersuchungen durchgefiihrt, die Faktoren wie die Dauer



106 6. Diskussion

der Kultivierung und Behandlung, die Anteile der eingesetzten Zellen, die Kontrollen und
das Alter der TAF einschlossen, um reproduzierbare Daten zu erhalten und Effekte der
Zelltypen untereinander beobachten zu kénnen. Es wurde ein Kokultur-System etabliert,
bei dem die Dauer eines Versuches vier Tage betragt. In einer 6-Loch-Platte werden dafur
TAF- sowie Tumorzell-Monokultur-Kontrollen und kokultivierte Zellen untersucht, wo-
bei beispielsweise pro Platte Behandlung und Kontrolle verglichen werden kénnen. Der
Arbeitsaufwand ist gering und die Kokultur-Experimente erlauben jederzeit eine visuel-
le Kontrolle der Zelldichte und Zellmorphologie. Die AnnexinV-Pl-Farbung dauert circa
30 Minuten und die durch usszytometrische Auswertung bis zu drei Minuten pro Probe.
Dariiber hinaus ist dieses Kulturmodell einfach an verschiedene Fragestellungen anzu-
passen, indem beispielsweise Paare von Tumorzelllinien mit verschiedenen Mutationen
verwendet werden oder sogar flr die Fragestellung interessante TAF immortalisiert wer-
den kénnen. Das etablierte Modellsystem erftillt damit alle geforderten Bedingungen.

Im Kokultur-Modell wurde dann die Reaktion der Zellen aufeinander und auf Cisplatin
untersucht. Unter Monokultur-Bedingungen zeigten die TAF Cisplatin-induzierten Zell-
tod, im Mittel der 12 untersuchten TAF eine Verdopplung des Zelltods. Die maximale
Zelltod-Induktion unter Monokultur-Bedingungen lag fir TAF bei 30,4 % und fur die
H1299-Tumorzelllinie bei 6,5 %, unter Kokultur-Bedingungen ftr die TAF bei 6,9 % und
fir H1299 bei 17,2 %. Unter allen Bedingungen betrug die Cisplatin-induzierte Ande-
rung des Anteils der toten Zellen fir die meisten der 12 Experimente unter 10 %. Daruiber
lagen nur zwei TAF in Monokultur und dreimal die H1299-Zelllinie in Kokultur mit ver-
schiedenen TAF. Sowohl das basale Zelltod-Niveau als auch der Zelltod nach Cisplatin-
Behandlung waren damit geringer als in Tumorgewebe-Schnitten von Sonnenberg (2009)
beobachtet wurde. Die Zelltod-Induktion durch Cisplatin in diesem Kulturmodell liegt
demnach auf einem niedrigen Niveau, zwischen 1,4fach und 1,9fach.

Dennoch konnten signi kante Unterschiede bei der Cisplatin-Antwort zwischen
Monokultur- und Kokultur-Bedingungen identi ziert werden. Die H1299-Tumorzelllinie
wird im Mittel durch die Kokultur mit TAF aus verschiedenen Patienten Cisplatin-
sensitiver, die TAF werden resistenter. Dieses Ergebnis entspricht nicht der Erwartung,
dass beide Zelltypen in gleicher Weise reagieren. Bei genauerer Betrachtung der einzel-
nen Experimente ergibt sich eine ausgepragte Variabilitat. Eine detaillierte Analyse zeigt,
dass 6 von 12 TAF durch H1299 vor Cisplatin-induziertem Zelltod geschitzt werden, 2
kaum reagieren, und 4 in Kokultur sensitiver gegeniber Cisplatin sind. Hingegen werden
die H1299 in Kokultur mit TAF aus verschiedenen Tumoren 7mal sensitiver und 5mal re-
sistenter gegen Cisplatin als in Monokultur. Die Anwesenheit von Tumorzellen schrankt
dabei die Variabilitat der Cisplatin-Antwort der TAF ein, wahrend umgekehrt die H1299
bei der Kokultur mit TAF erwartungsgemaln variabler reagieren als in Monokultur. In fanf
Féllen reagieren TAF und Tumorzellen wie erwartet parallel auf die veranderten Kultur-
bedingungen. Dreimal sind TAF und Tumorzellen in Kokultur resistenter gegen Cisplatin
und zweimal sind beide Zelltypen sensitiver. In ebenso vielen Féllen reagieren die zwei
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Zelltypen aber entgegengesetzt. So reagieren in drei Experimenten die H1299 in Kokul-
tur sensitiver auf Cisplatin als in Monokultur wahrend gleichzeitig die TAF resistenter
werden. In zwei Féllen war die Situation genau umgekehrt. Die in diesem Modellsys-
tem gezeigten Effekte sind also deutlich heterogener als nach den Gewebeschnitt-Kultur-
Ergebnissen von Sonnenberg (2009) erwartet wurde, obwohl fur die Kokultur-Versuche
stets die H1299-Tumorzelllinie verwendet wurde, wahrend in den Tumorgewebeschnitten
auch eine Heterogenitat der Tumorzellen vorliegt.

In den Kokultur-Experimenten sind die TAF aus verschiedenen Patienten eine zentrale Ur-
sache der beobachteten Variabilitat. In den im folgenden beschriebenen Gewebeschnitt-
Untersuchungen ist diese Heterogenitat nur einer unter mehreren Faktoren. Auch wenn
die mittlere Induktion des Zelltods in der Kokultur geringer ist als von Sonnenberg (2009)
im Gewebe beobachtet wurde, werden die folgenden Vergleiche anhand eines erweiterten
Kollektivs von Gewebeschnitten zeigen, dass gerade die im Kokultur-Modell beobachtete
Variabilitat ein Aspekt ist, bei dem das Kokultur-Modell die Variabilitat im Gewebe reka-
pituliert und der fur weitere Untersuchungen nutzlich sein kann.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Zelltod im Gewebe mittels TUNEL-Farbung als
Mal3 fur DNA-Fragmentierung weiter untersucht und die Beobachtungen auf Gewebe-
schnitte von 40 Patienten ausgeweitet. Dabei wurde einerseits durch eine lineare Korre-
lation der Tumorzell- und TAF-Zelltod-Antwort das Ergebnis prinzipiell bestatigt, dass
TAF und Tumorzellen parallel reagieren. In diesem erweiterten Patientenkollektiv reagie-
ren 15 von 40 Tumoren mit einer parallelen Zelltod-Induktion in beiden Kompartimenten
von mindestens 10 %, ingesamt zeigerﬁinler Félle TAF und Tumorzellen eine min-
destens geringe parallele Induktion von Zelltod. Der Spearman-Korrelationskoef zient
betrug aber nur r=0,62, das heil3t nicht alle Gewebe reagieren auf diese beschriebene
Weise. Eine ahnlich starke Korrelation wurde bereits bei den Kokultur-Experimenten mit
TAF verschiedener Patienten und der H1299-Tumorzelllinie beobachtet (Pearson r=0,62,
p =0,03), bei denen die TAF den Zelltod der Tumorzellen beein ussen. Es wurden zwar
bei den immunhistochemischen Analysen der Gewebeschnitte unter Beachtung der gan-
gigen 10 %-Grenze (Kodet al. 2007) keine Tumore gefunden, bei denen TAF und Tu-
morzellen entgegengesetzte Reaktionen auf Zelltod zeigten, aber es gab mehrere Falle, in
denen Tumorzellen eine teilweise erhebliche Induktion von Zelltod zeigten, wahrend die
TAF nicht mit vermehrtem oder vermindertem Cisplatin-induziertem Zelltod reagierten.
Der umgekehrte Fall, eine mehr als 10%ige Zelltod-Induktion der TAF ohne eine min-
destens 10%ige Zelltod-Induktion der Tumorzellen, wurde nicht beobachtet. Zusatzlich
ist die Induktion des Zelltods der Tumorzellen signi kant starker als die der benachbarten
TAF. Zusammengenommen sind diese Daten Hinweise auf eine Beein ussung der TAF
durch die Tumorzellen, wobei ein schwacherer, umgekehrter Ein uss der TAF auf die Tu-
morzellen, wie er bei den Kokultur-Experimenten auftrat, nicht auszuschliel3en ist.

Aus drei Tumoren wurden TAF in Gewebeschnitten und unter Kokultur-Bedingungen
untersucht. Das basale anhand der TUNEL-Farbung ermittelte Zelltod-Niveau der TAF
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liegt im Tumorschnitt bereits hoher als das in unbehandelten, kokultivierten TAF mittels
AnnexinV-Alexab568 ermittelte. Auch nach Cisplatin-Behandlung ist im Gewebe der An-
teil toter Zellen hoher als unter vergleichbaren Kulturbedingungen. Die Induktion von
Zelltod im Gewebe und in Zellkultur sind im Mittel gleichstark (1,6fach in TAF), die
Variabilitat ist im Gewebe aber deutlich hdher. Eine mégliche Ursache dafir sind die un-
terschiedlichen Tumorzellen im Gewebe, die die TAF Uber unterschiedliche Signalwege
manipulieren kdnnten als die stets gleichen H1299 bei der Kokultur.

Daruber hinaus bestétigen die vorliegenden Ergebnisse auch die Proliferations-Daten von
Sonnenbergt al.(2008), das heil3t die Abnahme der KI67-Farbung der Tumorzellen nach
Cisplatin-Behandlung, und zeigen im erweiterten Kollektiv die statistische Signi kanz
dieser Veranderung. Die Tumorzellen konnen auf Cisplatin also sowohl mit Zelltod als
auch mit verringerter Proliferation reagieren. Wieder zeigen die TAF im Gewebeschnitt
keine Proliferation, was mit vivo-Beobachtungen tbereinstimmt (Haet/al. 2009).

Von 17 Patienten lagen Daten uber Proliferation und Zelltod der Tumorzellen im Ge-
webe vor. Diese kdnnen Aufschluss dartber geben, ob Tumorzellen einzelner Patienten
mit Zelltod und Proliferations-Reduktion reagieren, oder ob die Tumorzellen nur jeweils
eine dieser Reaktionen zeigen. Drei Gruppen konnten hier unterschieden werden: Die Tu-
morzellen stoppten nur die Proliferation, sie induzierten nur Zelltod oder sie reagierten
mit beiden Prozessen. Fur eine einfaktorielle oder multifaktorielle Analyse der Ursache
solcher Heterogenitat ist das vorliegende Kollektiv zu klein, beispielsweise sind einige
histologische Gruppen der Tumore kaum reprasentiert. In der Literatur ndet sich aber
ein Hinweis, dass einzeln@mor protein p53(tp53-Mutationen in Tumorzellen eine
Wildtyp-Zellzyklus-Regulation bei verhinderter Apoptose-Induktion vermitteln kénnen
(Rowanet al. 1996). Es konnte also eine genetische Determination geben, die die Re-
aktion der Tumorzellen bestimmt und die beispielsweise dazu fiihrt, dass diese bei einer
Cisplatin-Behandlung ausschlief3lich eine Hemmung der Proliferation ohne Induktion von
Zelltod zeigen. Mit der im Folgenden beschriebenen Suche tpa&Mutationen wurde

daher der erste Schritt in die Richtung gemacht, die Ursache fur die heterogenen Reaktio-
nen von Tumoren aus verschiedenen Patienten zu nden.

Der zweite Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war somit die Untersuchung der p53-
Antwort von TAF und Tumorzellen. Das p53-Protein ist ein zentraler Schalter bei der
Reaktion auf DNA-schadigende Medikamente wie Cisplatin. Die Antwort einer Zelle auf
Cisplatin ist von vielen Faktoren abh&ngig, zum Beispiel vom zellularen Kontext und dem
Ausmald des DNA-Schadens (Soussi und Béroud 2001). AuRBerdem ist das codierende
tp53-Gen in Lungentumor-Zellen sehr hau g mutiert (Diegal. 2008) und auch fur TAF

lagen Veroffentlichungen vor, laut dengpb3-Mutationen identi ziert wurden (Patocs

et al. 2007).In vitro konnte aufl3erdem gezeigt werden, dass die p53-Stabilisierung von
TAF durch p53-null-Tumorzellen beeintrachtigt wird (Batral. 2009), was im Gewebe

fur die beobachtete Korrelation der Zelltod-Induktion von TAF und Tumorzellen ursach-
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lich sein kbénnte. Umgekehrt, beim Ein uss von TAF auf Tumorzellen, ist bisher nur be-
kannt, dass konditioniertes Medium von Lungen-TAF den Cisplatin-induzierten Zelltod
von p53-null Tumorzellen nicht beein usste (Bartlirg al. 2008). Da das Zusammen-
spiel der p53-Antwort verschiedener Zelltypen auf Cisplatin im intakten Tumorgewebe
noch nicht untersucht wurde, lag hier der Fokus auf der Analyse des Ein usses von TAF
und Tumorzellen aufeinander in einem Kollektiv von 47 humanen Lungentumoresx die
vivo mit Cisplatin behandelt wurden.

Um die Frage zu klaren, ob Tumorzellen die p53-Antwort der TAF auch in humanen
Tumoren beein ussen, wurde das p53-Protein mittels immunhistochemischer Farbung in
unbehandelten unek vivo72 Stunden mit Cisplatin behandelten Gewebeschnitten nach-
gewiesen. Cisplatin verursacht DNA-Schaden, die tber mehrere Signalschritte zur Stabli-
sierung von p53 fuhren kdnnen. Es ist lange bekannt, dass es Tumorzellen gibt, die p53
bereits konstitutiv, das heif3t ohne DNA-schadigende Behandlung hoch exprimieren (Min-
naet al. 1986). Die Farbung der TAF wurde bisher aber nicht systematisch untersucht.

In der vorliegenden Arbeit wurden nicht nur die bekannten zwei Gruppen von Tumor-
zellen identi ziert - solche, die p53 konstitutiv hoch exprimieren (Gruppe 2) und solche,
die es konstitutiv nicht exprimieren - sondern drei Gruppen. Diejenigen Tumorzellen,
die unbehandelt keine p53-Farbung aufwiesen, konnten anhand des Farbe-Ergebnisses
Cisplatin-behandelter Schnitte in zwei Gruppen unterteilt werden: Solche, die nach ei-
ner Behandlung mit DNA-schadigendem Medikament erwartungsgemalf p53 stabilisier-
ten (Gruppe 1) und solche, die auch nach der 72stindigen Behandlung keine p53-
Stabilisierung aufwiesen (Gruppe 3). Die Behandlung der Tumor-Gewebeschnitte ergab
also einerseits eine detailliertere Gruppierung anhand der immunhistochemischen p53-
Farbung der Tumorzellen.

Andererseits wurde in diesem Gewebe auch erstmalig die p53-Reaktion der TAF genau-
er untersucht, die bei Veroffentlichungen anderer Gruppen nicht betrachtet wurde. Da-
bei wiesen die TAF aus Tumoren der Gruppe 1 eine p53-Stabilisierung bei Cisplatin-
Behandlung auf. In 15 von 16 Tumoren der Gruppe 2 und elf von elf Tumoren der Gruppe
3 reagierten die TAF in diesemssaynicht auf die Cisplatin-Behandlung. Die Fahigkeit

der TAF, auf Cisplatin mit einer p53-Antwort zu reagieren, ist also korreliert mit der Ant-
wort von benachbarten Tumorzellen. Damit wurde erstmalig in einem Kollektiv von 47
humanen Tumoren nachgewiesen, dass der p53-Status der Tumorzellen einen Ein uss auf
die p53-Antwort der benachbarten TAF ausibt. Die genaue Art der p53-Modulation der
TAF kdnnte von vielen Faktoren abhangig sein, wie dem Tumortyp, dem urspriinglichen
transformierenden Onkogen und weiteren Mutationen, den daraus folgenden Anderun-
gen des Sekretoms der Tumorzellen und auch dem genetischen Hintergrund wie SNPs in
p53-Signalweg-Genen. Durch solche teilweise nicht dokumentierten Unterschiede kdnnte
auch die variable p53-Antwort der TAF in Gruppe 1 erklart werden.

Fur die Farbung wurde ein p53-Antikorper verwendet, der an die Aminosauren 20-25 bin-
det. FUr Lungentumore sind in dieser Region keine Mutationen beschrieben, daher kann
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Wildtyp- und mutiertes p53 detektiert werden. Aul3erdem kdnnen unter Umstanden auch
durch eine Mutation verkurzte Proteine detektiert werden, falls diese nicht durch proteaso-
malen Abbau beseitigt werden. Auch nonsense-Mutationen kénnten verschieden stabile
verkurzte Proteine zur Folge haben. Das wird durch Beobachtungen nahegelegt, die zei-
gen dass die Lange des verbleibenden p53-Proteins einen Ein uss auf die Prognose haben
kann (Ozceliket al. 2007). Zusatzlich kdnnen indirekt auch weitere Deregulationen von
p53 detektiert werden, die durch andere Veranderungen im Signalweg verursacht werden,
wie sie zahlreich von Soussi und Béroud (2001) gelistet wurden. Mittels dieser immunhi-
stochemischen Farbung kdnnen also sehr verschiedene Deregulationen detektiert werden.
Trotz Limitationen bei der Identi kation der genauen p53-Veranderung stellt die immun-
histochemische Detektion von p53 daher ein verbreitetes Kriterium bei der Einschatzung
der Tumor-Aggressivitat durch Pathologen dar, das schon lange verwendet wird (Dowell
et al. 1994). Studien zeigen dariber hinaus einen Zusammenhang hoher p53-Expression
mit einer verkirzten Zeitspanne bis zur Progression (Madihal. 1998; Montercet al.

2001).

In der vorliegenden Arbeit wurden zwar keine Untersuchungen der mechanistischen Hin-
tergrinde des Ein usses der Tumorzellen auf die p53-Antwort der TAF durchgefuhrt.
Eine begrenzte Zahl von Veréffentlichungen gibt jedoch Hinweise auf mogliche funk-
tionelle Ursachen. So zeigten Bar al. (2009) anhand von Experimenten mit H1299-
konditioniertem Medium, dass die Hemmung der p53-Induktion der Fibroblasten durch
sekretierte Faktoren vermittelt wird. H1299 ist eine Lungentumor-Zelllinie mit p53-null-
Phéanotyp und wirde im Gewebe zur Gruppe 3 gezahlt, also ein Tumor, der keine p53-
Stabilisierung zeigt. Im hier analysierten Kollektiv zeigen in dieser Gruppe weder Tu-
morzellen noch TAF eine positive Farbung fur p53, was mit dem Ergebnis voatBar

(2009) Ubereinstimmt. Normale Lungenzellen zeigten bei diesen Kokultur-Experimenten
diesen Effekt nicht und TAF reagierten besser als NAF (@&aal. 2009). Das heifl3t ei-
nerseits sekretieren die Tumorzellen ein veréndertes Signal, beispielsweise in Form von
Wachstumsfaktoren, und andererseits wurden die TAF sensitiver fur diese Signale, was
auf eine Art Koevolution hindeutet. Ahnliche Untersuchungen mit Zelllinien, die p53 nor-
mal stabilisieren oder konstitutiv hoch exprimieren und damit den Tumoren der Gruppen
1 und 2 entsprachen wurden bisher nicht verdffentlicht.

Neben parakrinen Signalen der Tumorzellen fur die TAF ist ein mdglicher die TAF
auchin vivobeein ussender Mechanismus die Aufnahme von Tumor-DNA-Bruchstlicken
(Holmgrenet al. 1999; Ehnforset al. 2009), die auch ohne chemotherapeutische Be-
handlung nachgewiesen wurde. Die Aufnahme von DNA-Bruchstiicken aktiviert p53 in
den Fibroblasten, so dass diese nicht mehr proliferieren und kein neuer Klon entsteht.
Dies fuhrt das zu einer Hemmung des Tumorwachstums. Die aufgenommene DNA kann
aber auch propagiert werden, wenn sie einen Selektionsvorteil vermittelt und die Zielzel-
len p53-negativ sind. Es wurden sowohl vollstdndige Chromosomen als auch fusionierte
Chromosomen identi ziert, somit kann eine grof3e Anzahl von Genen Ubertragen werden
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(Bergsmedtret al. 2001). Dabei wurde auch die Aufnahme und Expression von Onkoge-
nen bestatigt, beispielsweise VBBNAldes Eppstein-Barr-Virus (Holmgrest al. 1999),

Harvey rat sarcoma virus oncogefidRAS, v-myc myelocytomatosis viral oncogene ho-
molog(c-MYQ) (Bergsmedlet al.2001),SV40 large T antige(Ehnforset al. 2009) oder
tranforming protein(E6) des humanen Papillomavirus (Gaiffeal. 2012). Da Onkogene

hau g in die p53-Regulation eingreifen, konnte dieser ainchivo beschriebene Prozess

die Beobachtung der verminderten p53-Stabilisierung in TAF erklaren. Dasselbe Ergebnis
konnte auch durch eine Selektion von Fibroblasten entstehen, die p53 aufgrund anderer,
unbekannter Mechnismen bereits vorher niedrig exprimierten. Dass die verminderte p53-
Antwort der TAF zumindest zum Teil genetisch oder epigenetisch reguliert ist, zeigen
Experimente, nach denen aus Maustumoren isolierte TAF auch in Kultur weiter reduzier-
te p53-Expression und -Aktivierung zeigen (Dudétyal. 2008).

Unabhangig von diesen moglichen Mechanismen gibt es mehrere Hinweise aus unter-
schiedlichen Entitaten, dass es fur das Tumorwachstum vorteilhaft ist, wenn die TAF kein
p53 aktivieren. Kiariget al. (2005) zeigten, dass Koimplantate mit p53-mutierten Fibro-
blasten im Vergleich zu p53-Wildtyp-Fibroblasten in Mausen aggressivere Tumore bilden.
Trimis et al. (2008) zeigten, dass Gleiches fur p21 gilt und dass p21 dariber hinaus im
Stroma spater Brusttumore gering exprimiert ist. Ein mdglicher Mechanismus flr diese
Tumorhemmung durch Wiltyp-p53-Stroma ist gimsaposin(PSAP)-Expression. Diese

fuhrt mittels einerthrombospondin-XTHBS1)-Expression durch Fibroblasten zu einer
reduzierten Metastasierung (Kaagal. 2009).

Es gibt also mehrere Hinweise auf den Mechanismus und den Nutzen einer p53-
Deregulation von TAF. Andererseits wurde auch gezeigt, dass die hier mittels Cisplatin-
Behandlung identi zierte p53-Inaktivierung der TAF sich bei einer chemotherapeutischen
Behandlung als Nachteil fir den Tumor herausstellen kann. So lange der Tumor unbe-
handelt bleibt, wachst er besser wenn die TAF kein p53 stabilisieren. Doch bei einer
Behandlung kann sich das als Schwachpunkt erweisen und die Tumorzellen gegentber
der Behandlung sensitivieren. Wahrend normal p53-induzierende Fibroblasten seneszent
werden und auf diese Weise die Tumorzellen schitzen konnten (Letflkh®008), wir-

den TAF mit p53-Deregulation die Tumorzell-Schadigung nicht vermindern. In den hier
untersuchten Gewebeschnitten ist das Ergebniss eher umgekehrt. Die Tumore aus Grup-
pe 2 und 3 zeigen tendenziell eine geringere TUNEL-Farbung der Tumorzellen als die
der Gruppe 1, das heif3t ein geringeres Tumorzelltod-Niveau in Tumoren mit einer p53-
Deregulation der TAF. Dies lasst sich aber moglicherweise auf den Mechanismus der
Tumorschadigung zurtckfiihren. Besonders wenn auch das Endothel p53-negativ war,
konnten die Tumorzellen bei einer Behandlung durch Nekrose stark geschadigt werden
(Browderet al. 2000). ImSlicespielt ein funktionsfahiges Gefal3system wahrscheinlich
eine untergeordnete Rolle fir das Uberleben der Zellen, da Nahrstoffe und auch groRe
Molekule durch Diffusion alle Zellen erreichen kénnen (van der Katipl. 2006).

Zwischen den verschiedenen Tumorgruppen (1-3) mit unterschiedlicher Cisplatin-
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induzierter p53-Stabilisierung konnten keine statistisch signi kanten Unterschiede der
funktionellen Parameter wie Proliferation und Zelltod von TAF und Tumorzellen iden-
ti ziert werden. Interessanterweise ist die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene Kor-
relation des Zelltods von TAF und Tumorzellen in Tumoren der Gruppe 2 besonders stark
und hochsigni kant (Gruppel r=0,46, p=0,054; Gruppe 2 r=0,8, p=0,002; Gruppe 3
r=0,65, p=0,029). Das konnte ein Hinweis darauf sein, dass die p53-Deregulation von
TAF und Tumorzellen in Tumoren der Gruppe 2 indirekt auch auf die Zelltod-Regulation
der beiden Kompartimente wirkt. Eine Korrelation des funktionellen Status von p53 mit
der Progression der Erkrankung oder dem Uberleben der Patienten, die auch vom Zelltod
beider Zelltypen abhangig sind, war im vorliegenden kleinen Kollektiv nicht méglich, da
die Patienten mit unterschiedlichen Chemotherapie-Schemata behandelt wurden.
Neben den neuen Ergebnissen der p53-Farbungen zeigte sich das bekannte Muster, dass
nie alle Tumorzellen und TAF im Gewebeschnitt p53-positiv sind, weder in unbehandel-
ten Schnitten noch nach Cisplatin-Behandlung. Eine mogliche Erklarung sind Subpopula-
tionen von Tumorzellen mit unterschiedlichen Mutationsmustern. Eine weitere Moglick-
eit ist eine unterschiedliche Stabilitat von p53 in Abhangigkeit von weiteren Faktoren in
einzelnen Zellen. So wird auch im p53R17%HRock inMausmodell, in dem alle Zellen
heterozygot mutiertep53codieren, das p53-Protein nicht in allen Tumorzellen detektiert
(entspricht beim Mensch R172H, Laeg al. 2004). Dartber hinaus ist p53 in den ent-
sprechenden Maus broblasten nicht stabil, die Detektion der p53R175H-Mutante hangt
also auch vom Zelltyp ab.

Positive immunhistochemische Farbungen fur p53 werden hau g mit aktivierenden Mu-
tationen vortp53 gleichgesetzt. Casest al. (1996) zeigte auch ein hohes MafR an Uber-
einstimmung von Aminosaure-Substitutions-Mutationen und p53-positiver Farbung, un-
ter anderem in Lungentumoren. Fur andere TypentpdB-Mutationen gilt dies jedoch

nicht. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit auch @li83Sequenzen der Tumore
analysiert, die fur die oben beschriebene immunhistochemische p53-Detektion verwen-
det wurden. Soussi und Béroud (2001) betonen die Vorteile der Sequenzierung gegenuber
der Immunhistochemie aufgrund fehlender Antikdrper fur die grof3e Anzahl méglicher
unterschiedlicher Mutationen. Aul3erdem kdnnten nur mit der Sequenzigaumegshift

und nonsensdutationen identi ziert werden, die 11,3% und 7,5% aller Mutationen
ausmachten. Mit der hier vorgenommenen Einschrankung auf die Exons 4-10 wurden nur
circa 0,3 % detp53-Mutationen, die in Exon 3 von anderen Gruppen identi ziert wurden,
nicht untersucht, so dass die vorliegende Mutationsanalyse méglichst umfassend ist.

Da alle 57 untersuchten TAF aus LungentumaesB3-Wildtyp waren und keine Muta-
tionen detektiert wurden, wurde mit der Annahme gearbeitet, dass alle TAF Wilab3p-
codieren, auch wenn TAF aus den Slices einzelner Patienten nicht kultiviert und einzeln
sequenziert werden konnten. Auch die Zusammenfassung von Retlygdl(2009) und
Ergebnisse von Navadt al. (2011) legen nahe, dass TAF in Lungentumoren in der Regel
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keinetp53-Mutationen aufweisen. Bei der Sequenzierung wurde zuséatzlich auf die Ver-
wendung von Gewebe aus der Pathologie des Robert-Bosch-Krankenhauses geachtet, das
einen hohen Anteil an Tumorzellen enthalt.

Insgesamt wurden 47 Tumore sequenziert. Dabei wurden zahlreiche, auch im Vergleich
mit Metaanalysen und Mutationsdatenbanken bekannte Mutationen gefunden, die den Tu-
morzellen zuzuordnen sind (Tammemagial. 1999; Lim et al. 2007, Petitjeanet al.

2007). Die Hau gkeit und das Spektrum der Mutationen stimmt dabei weitestgehend mit
publizierten Mustern Uberein. Beispielsweise ahnelt die Haufung der Mutationen in den
Exons funf bis neun, die die DNA-Bindedomane von p53 betreffen, der aus bisher verof-
fentlichten Studien (Soussi und Béroud 2001dline tablel). Zusatzlich ndet sich eine
deutliche Haufung von Deletionen im Exon 9, die das nukleare Lokalisierungssignal oder
die Oligomerisierungsdomane betreffen konnten. Die Hau gkeit von Stop-Mutationen
entspricht mit 6,3 % der Mutationen in etwa der Erwartung von 7,5 % (Petigeah

2007), obwohl sie im Vergleich zu anderen Aminosaure-Substitutionen im untersuch-
ten Kollektiv hau ger vorkommen als erwartet. Aul3erdem smigsensé/iutationen im

hier untersuchten Patienten-Kollektiv vielfach héu ger als gréf3ere Deletionen, was der
Datenbank-Datenlage entspricht (Petitjeamal. 2007). Dieser Vergleich wird jedoch da-
durch eingeschrankt, dass in 40 % der Studien in den p53-Datenbanken nur die Exons funf
bis acht analysiert wurden (Soussi und Béroud 2001). Im hier vorliegenden Kollektiv lie-
gen jedoch 34 % der Mutationen in den Exons vier und neun, so dass die Verhaltnisse
von Missense- zu Deletions-Mutationen zwischen diesem Kollektiv (19:7=2,7) und der
Datenbank (1403:68 = 20,6) erklarbar abweichen.

Fur verschiedengp53-Mutationen sind unterschiedliche funktionelle Auswirkungen pu-
bliziert und zusammengefasst worden. Da jedes Experiment eine bestimmt Frage ver-
folgt, kann die folgende Aufzahlung nicht vollstadndig sein. Fur viele Mutationen wur-
den bestimmte Fragen schlicht nicht untersucht. Trotzdem ist nach eigener Auswertung
der IARC-TP53-Datenbarkfur 14 Aminosaure-Substitutions-Mutanten des vorliegen-
den Kollektivs bekannt, dass 15mal Funktionsverlust, 8mal Funktionsgewinn und 9mal
dominant negative Effekte in unterschiedlichen Experimenten mit Hefen und Zelllinien
beobachtet wurden.

Eine Art von Funktionsgewinn ist die dauerhafte Stabilitat des p53-Proteins, wie sie durch
die immunhistochemische Farbung nachgewiesen wurde, ein Funktionsverlust kann bei-
spielsweise bei einer fehlenden Stabilisierung nach Cisplatin-Behandlung vorliegen. Da-
her stellte sich die Frage, wie sich die gefundenen Mutationen zu den unterschiedlichen
Immunhistochemie-Gruppen zuordnen lassen. Dabei ergab sich, dass Tumore der Grup-
pe 1 hau ger Wildtyptp53 Status haben als die Tumore der Gruppe 2. Manche Muta-
tionen verandern die Expression und Stabilisierung von p53 also nicht (Gruppe 1) und
umgekehrt kann eine veranderte Regulation der Stabilisierung bei Cisplatin-Behandlung

1p53.bii.a-star.edu.sg
2www-p53.iarc.fr/
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auch unabhangig von eing53-Mutation auftreten (Gruppe 2 und 3). Das Vorkommen
von zahlreichen mutiertetp53in Tumoren der Gruppe 1 und von vereinzelten Wildtyp-
tp53in Tumoren der Gruppe 2 entspricht tendenziell der in Lungentumoren gefunde-
nen niedrigen Ubereinstimmung von Mutation und Uberexpression von p53 (Hashimoto
et al. 1999). Eine mogliche Ursache dafiir kann sein, dass nicht detektierbares p53 so-
wohl durch eine Mutationnilissensenonsensgeteilweise oder komplette Deletion) als
auch durch eine andere Deregulation in der p53-Aktivierung oder der DNA-Schadens-
Erkennung bei Wildtygp53 verursacht werden kann. p53 ist eins von vielen Proteinen
in einem Netzwerk aus Signalketten, das die Regulation der Wachstumskontrolle nach
einem Stress-Signal wie DNA-Schaden abstimmt. In Tumoren wurden mehrere weite-
re Netzwerk-Proteine mit Veranderungen identi ziert, beispielsw€s&K?2 checkpoint
kinase 2(CHEK2), Mdm2, p53 E3 ubiquitin protein ligase homol@DM2), cyclin-
dependent kinase inhibitor 26CDKN2A, p14*®F) und ataxia telangiectasia mutated
(ATM) (Soussi und Béroud 2001), deren Funktionalitat in jedem der hier untersuchten
Tumore unbekannt ist und einen Ein uss auf das p53-Niveau von Tumorzellen und TAF
haben konnte. FUr Tumore der Gruppen 1 und 2 gibt es bereits veréffentlichte Hinweise,
welche Deregulationen zu p53-Stabilisierung trip&3-Mutation oder konstitutiv hoher
Expression ohngp53-Mutation fuhren kénnten:

Alle drei Tumore mit Stop-Mutationen wurden immunhistochemisch der Gruppe 1 zuge-
ordnet, mit Tumorzellen, die unbehandelt keine p53-Farbung zeigen und bei Cisplatin-
Behandlung p53 stabilisieren. Auch Hashimetoal. (1999) sahen in der Regel keine
konstitutive p53-Expression bei den Null-Mutanten, das Stroma oder der Effekt einer Be-
handlung wurden bei dieser Publikation aber nicht betrachtet. Alle drei Tumore reagierten
aulRerdem auf Cisplatin mit einer Induktion von Zelltod auf das 1,5-2fache der Kontrolle,
was ein Hinweis auf funktionelles p53 sein kénnte. Die Sequenz-Chromatogramme die-
ser drei Falle zeigen neben der Mutation auch ein Wildtyp-Signal. Ob dieses jedoch von
den Tumorzellen oder moglichen Stromazellen stammt konnte hier nicht geklart werden.
Damit kann auch keine Aussage uber die Stabilitat der verkirzten p53-Proteine und eine
mogliche oder fehlende dominant-negative Wirkung auf das vollstandige Protein getrof-
fen werden.

Eine mdgliche Ursache fir eine erhdhte p53-Expression unbehanteE@wildtyp-
Tumore wie in Gruppe 2 wurde von DiTulliet al. (2002) beschrieben. In der Mehrzahl

der untersuchten Lungentumore wurde konstitutiv aktiveckpoint kinase RFCHEK?2)
beschrieben, also ein konstitutiv aktiver DNA-Schaden-Signalweg. CHEK2 kann p53
phosphorylieren und so zur Proteinstabilitat beitragen. Die konstitutiv hohe Expression
konnte auch durch einen anderen Stressfaktor ausgeldst sein, im Patienten zum Beispiel
aufgrund einer Entziindung. Dagegen spricht, dass eine hohe Wijti@d=xpression

dann in fast allen Lungentumoren zu erwarten wére, denn die Erkrankung wird sehr h&u-
g von entzindlichen Prozessen begleitet. Nach der Operation sollten die Transportbe-
dingungen zusétzliche Ursachen fur Stress einschréanken.
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Wird das untersuchte Tumorkollektiv nach Mutations- und Expressionsstatus gruppiert,
so bleibt der in der vorliegenden Arbeit identi zierte Ein uss der Tumorzellen auf die
Stabilisierung von p53 in TAF, also der Unterschied zwischen Gruppe 1 und 2, auch bei
mutiertemtp53 erhalten. Das stimmt mit friiheren Publikationen Gberein, nach denen nur
der p53-Expressions-Status fiir (progressionsfreies) Uberleben wichtig war und nicht der
Mutationsstatus, sowohl bei unbehandelten Patienten mit Stadium Il Brusttumoren als
auch bei einer Cisplatin-Behandlung von NSCLC-Patienten (Bhatavagkalr 2000;
Huanget al. 2004). Bei Wildtyptp53ist die Anzahl der Félle in Gruppe 2 fir eine Be-
wertung nicht ausreichend.

Die gefundenen Mutationen haben keinen signi kanten Ein uss auf die Proliferation der
Tumorzellen in den Gewebeschnitten oder auf den Zelltod der Tumorzellen und benach-
barten TAF bei einer Cisplatin-Behandlung. Da unterschiedliche Mutationen aber sehr
verschiedene Auswirkungen auf die Zellen haben kénnen und der vorliegenden Arbeit
viele andere Studien mit &hnlicher Fragestellung vorausgingen (Ubersichtsartikel Soussi
und Béroud 2001 und Meta-Analysen Hunchaetkal. 2000; Mitsudomiet al. 2000),

ware ein so einfacher Zusammenhang auch tberraschend. Auch in Kklinischen Studien
gelangen mit wenigen Ausnahmen keine konsistenten Aussagen uber eine Korrelation
zwischen Mutationen und dem Uberleben der Patienten (Soussi und Béroud 2001). Be-
sonders bei einzelner Betrachtung der Publikationen fallen Unterschiede auf, beispiels-
weise widersprechen sich die Studien, in welchem Exon oder welcher Proteindoméane
relevante Mutationen liegen, oder ob Null-Mutationen oder Aminoséure-Substitutionen
eine schlechtere Prognose bedeuten (Megal. 1997; Huanget al. 1998; Hashimoto

et al. 1999; Tomizawaet al. 1999; Skaugpt al. 2000). Eine Ursache dafir kann die Inklu-

sion unterschiedlicher Studienteilnehmer sein, beispielsweise in Abh&ngigkeit vom Stadi-
um der Tumore. Meta-Analysen deuten bei Nicht-kleinzelligen Lungentumoren (NSCLC)
trotzdem auf eine prognostische Signi kanz vipb3-Mutationen hin.

Insgesamt wird deutlich, dass SequenzierungtpdBund immunhistochemische Analy-

se des p53-Proteins in den Lungentumoren verschiedene Aspekte beleuchten, die sich
erganzen und in einigen Fallen Uberlappen. Dabei wurde mit der immunhistochemi-
schen Farbung von unbehandelten und Cisplatin-behandelten humanen Lungentumor-
Gewebeschnitten der Ein uss des p53-Status der Tumorzellen auf die TAF in weitge-
hend intakter Mikroumgebung gezeigt. Der ZusammenhantpZ8&Mutationen sowie

der Reaktion in Bezug auf Proliferation und Zelltod ist aber nicht einfach zu verstehen,
wahrscheinlich weil sich sehr viele Parameter auf diese Prozesse auswirken éDéher
1992; Crooket al. 1992; Mollet al. 1995; Soengast al. 2001).
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6.3. Wirkung einer pharmakologischen Modulation der
Tumor-assoziierten Fibroblasten mit Dasatinib in
Kombination mit Cisplatin

Eine Heilung von Tumorerkrankungen durch eine Chemotherapie oder Inhibitoren mit
nur einem Medikament hat sich als fast unmdoglich herausgestellt. Bei Lungentumoren ist
selbst die Lebensverlangerung nur gering. Daher werden immer neue kombinierte The-
rapien erforscht. Dabei mit einem der Medikamente genetisch stabile Stromazellen so zu
verandern, dass sie die Tumorzellen nicht mehr férdern oder schitzen, ist eine Option mit
grolR3er Anziehungskraft: Die Zellen im Tumor zu schwéachen, die in der Regel nicht durch
Mutationen Resistenz erhalten.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Dasatinib die TAF auf molekula-
rer und funktioneller Ebene so veréndert, dass sie wieder normalen Fibroblasten &hneln
und Johnsoret al. (2010) zeigten bei einer Dasatinib-Monotherpie eine Verzégerung der
Progression in vier Patienten. Daher wurde auch der Ein uss einer kombinierten Behand-
lung mit verschiedenen klinisch zugelassenen PDGFR-Inhibitoren und Cisplatin verglei-
chend untersucht. Cisplatin ist bei Lungentumoren eine zentrale Komponente der Chemo-
therapie (Ceppet al.2009), und verbessert allein oder in Kombination mit gezielten The-
rapien das Uberleben in fast allen Erkrankungsstadien. Dabei existiert eine sensible Ba-
lance zwischen Wirkung und Toxizitat, weshalb eine Verringerung der Nebenwirkungen
winschenswert ware, beispielsweise durch eine mogliche Dosisreduzierung in der Kom-
binationstherapie. Es wurden MTT-Experimente mit konstanter Inhibitor-Konzentration
und steigenden Cisplatin-Konzentrationen an kultivierten TAF durchgefiihrt. Erganzend
wurde der Effekt von Dasatinib auf die Cisplatin-Sensitivitat in Kokultur-Experimenten
und Gewebeschnitten untersucht.

Bei den MTT-Experimenten wurden die TAF gleichzeitig mit PDGFR-Inhibitoren und
Cisplatin behandelt. Anhand der sigmoidalen Kurvenform zeigt sich dabei ein starker Ef-
fekt von Cisplatin. Damit waren die Voraussetzungen gegeben, die zuséatzliche Wirkung
der Inhibitoren anhand der TAF-Viabilitat bej& und der Go-Konzentration zu verglei-

chen. Die maximale Viabilitat fur Cisplatin-unbehandelte TAF betrug fur die Dasatinib-
Kontrolle circa 75-80 % der unbehandelten Kontrolle. Regelméalig tiberschnitten sich die
Hemmkurven im Bereich der gréf3ten Steigung. Fur beide Vergleiche wurde daher die
maximale Viabilitdt auf 100 % normiert. Es zeigte sich, dass Dasatinib und Imatinib die
Cisplatin-Sensitivitat der TAF um circa 20 % vermindern. Die Steigerung der Resistenz
der TAF gegen Cisplatin war urspringlich nicht das Ziel dieser Versuche. Doch es kann
vermutet werden, dass die Hemmung der Proliferation durch Kinase-Inhibitoren hier die
Zellen vor Cisplatin-Addukten schitzt, die besonders proliferierende Zellen schéadigen,
so dass die relative Viabilitat erhoht wird.

Ob der beobachtete schiitzende Effekt einen positiven oder negativen Ein uss auf Tumor-
zellen hat, ist flr eine mogliche kombinierte Therapie in Patienten von grol3er Bedeutung.
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Bisher gibt es jedoch keine klinischen Studien, die dariiber Aufschluss geben kdnnten.
Aber eigene MTT-Experimente wiesen darauf hin, dass keine der untersuchten Tumor-
zelllinien vollstandig resistent gegen Dasatinib war. Und auch MTT-Versuche von Ceppi
et al. (2009) legen nahe, dass H1299 auf eine Kombination aus Cisplatin und Dasatinib
sensitiver reagieren als auf Cisplatin allein. Dasatinib verhinderte in dieser Studie aul3er-
dem die Cisplatin-induzierte mRNA-Expression von DNA-Reparaturgenen, die bei der
Reparatur von Cisplatin-induzierten DNA-Schaden von Bedeutung sind. Daher wurde die
Kombinationsbehandlung mit Cisplatin und dem vielversprechenden, den TAF-Phanotyp
modulierenden Dasatinib auch in Kokultur- und Gewebekultur-Experimenten untersucht.
Bei den Kokultur-Experimenten zeigt sich nur ein aufierst schwacher Effekt von Da-
satinib zusatzlich zu Cisplatin, der aufgrund der hohen Standardabweichung in den
Monokultur-Kontrollen nicht bewertet werden kann. Immerhin werden die TAF und
H1299-Tumorzellen nicht offensichtlich durch Dasatinib vor Cisplatin-induziertem Zell-
tod geschutzt. Bei Ceppt al. (2009) zeigten im MTT-Experiment die meisten Zelllinien
eine erhdhte Cisplatin-Sensitivitat bei einer Kombination mit Dasatinib. Auch beim Zell-
tod schien dort eine Halbierung der Cisplatin-Dosis bei gleicher Wirksamkeit moglich,
wobei die halbierte Dosis im therapeutischen Bereich lag. Die Unterschiede zu der unver-
anderten H1299-Sensitivitat in Kokultur in der vorliegenden Arbeit kénnten auf Wirkun-
gen der TAF auf die Tumorzellen verursacht sein. Sie konnten aber auch in einer doppelt
so langen Behandlungsdauer bei Cegal. (2009) begriindet sein.

Die Auswirkungen einer kombinierten Dasatinib-Cisplatin-Behandlung wurden auch im
Frischgewebeschnitt-Modell an humanen Lungentumoren im Vergleich zur Cisplatin-
Mono-Behandlung untersucht. In den Gewebeschnitten von 11 Patienten ergibt sich we-
der fir Tumorzellen noch fir die TAF ein einheitliches Bild. Im Mittel wurden keine
signi kanten Veranderungen von Zelltod oder Proliferation von TAF und Tumorzellen
detektiert. AuBerdem reagieren die zwei Zellentypen auf die Zugabe von Dasatinib im
gleichen Tumor teilweise in entgegengesetzte Richtungen mit Induktion oder Hemmung
von Zelltod.

Nur die TAF aus wenigen Tumoren zeigten den zuvor bei den MTT-Experimenten be-
obachteten Schutz der Zellen vor Cisplatin bei einer zusatzlichen Dasatinib-Behandlung.
Verringerter Zelltod wurde bei drei TAF beobachtet, aufgrund des geringen Anteils KI67-
positiver TAF kann Uber die Proliferation keine Aussage getroffen werden. Im Gegensatz
dazu wurde bei vier TAF der Zelltod durch die Zugabe von Dasatinib mindestens verdop-
pelt.

Auch Tumorzellen kdénnen durch Dasatinib-Zugabe wie die TAF vor Cisplatin-
induziertem Zelltod geschiitzt werden oder zuséatzlich eine erhéhte Proliferation zeigen.
Die Tumorzellen aus drei Tumoren reagierten mit verringertem Zelltod und bei zwei Tu-
moren wurde erhohte Proliferation beobachtet. Hervorzuheben sind jedoch drei Tumo-
re, bei denen die Kombination von Dasatinib mit Cisplatin den entgegengesetzten und
aus den MTT-Experimenten nicht zu erwartetenden Effekt bewirkte. In diesen drei Tu-
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moren wurde der Zelltod der Tumorzellen durch Dasatinib im Vergleich zur Cisplatin-
Behandlung verdoppelt, wobei die TAF parallel mit einer Induktion von Zelltod reagier-
ten. Darliber hinaus zeigte auch einer von finf Tumoren eine deutliche Reduktion der
Proliferation der Tumorzellen bei einer Zugabe von Dasatinib zur Cisplatin-Behandlung.
Insgesamt ergab sich schon mit nur 11 Patienten der Trend flr eine Korrelation von Zell-
tod von TAF und Tumorzellen. Dabei wurde hau ger eine erhdhte Cisplatin-Sensitivitat
von TAF und Tumorzellen beobachtet als die vorher im MTT-Experiment beobachtete
niedrigere Cisplatin-Sensitivitat. Im Gewebe ist die Reaktion der Kompartimente dem-
nach heterogener als im MTT-Experiment, was zusammen mit einer moglichen Korrela-
tion des Zelltods der zwei Kompartimente wieder auf eine gemeinsame Regulation der
Cisplatin-Antwort von TAF und Tumorzellen hindeutet.

Ein Effekt, der eine Bedeutung fir die Wirkungsweise der Kombination von Cisplatin und
Dasatinib haben konnte, wurde von Zalneasl. (2008) beschrieben. Die Autoren beob-
achteten ein erhdhtes Expressionsniveau der Transkriptionsfalg@réfund8 bei einer
DNA-schadigenden Behandlung. Die erhdhte Expression der E2Fs fuhrte zur Aktivie-
rung der DNA-Reparatur, welche die Apoptose bei einer Zytostatika-Therapie verhindern
konnte. Bei einer zusatzlichen Behandlung mit Dasatinib konnte dieser Effekt vermieden
werden, wenn der Inhibitor die Induktion der E2Fs verringern oder verhindern wirde, wie
es dieMicroarray-Ergebnisse von Dasatinib-behandelten TAF nahe legen.

In vivo kdnnten PDGFR-Inhibitoren auch tber einen weiteren Weg wirken. Im Maus-
und Rattenmodell konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit PDGFR-Antagonisten
den erhéhten Flussigkeitsdruck im Gewebe senkt und so zwei Chemotherapeutika bes-
ser aufgenommen werden und wirksamer sind (Piegtad. 2001, 2002). In den zwei
Modellen exprimierten die Tumorzellen jedoch keinen PDGFR, was auf Lungentumo-
re nicht prinzipiell Gbertragbar ist. So zeigte beispielsweise Dongieah. (2008), dass
PDGFR-Expression durch Lungentumorzellen mit einer negativen Prognose korreliert ist.
Hier kbnnte die PDGFR-Hemmung mit Dasatinib also erfolgversprechend sein, wenn das
Wachstum oder Uberleben der Tumorzellen zumindest teilweise von diesem Signalweg
abhangig ware. Tsaet al. (2011) fand in einer Phase 1l-Studie hingegen heraus, dass
Tumorzell-PDGFRB-Expression sich bei der Kombination von Imatinib mit Docetaxel
negativ auswirkt, wobei die Wirkmechanismen von Docetaxel und Cisplatin nicht ver-
gleibar sind und fur Cisplatin keine &hnlichen Untersuchungen veroffentlicht wurden.
Die Realitat ist also komplizierter, als die Maus-Modelle vermuten lieRen. Damit spiegelt
das Gewebeschnitt-Modell die Realitat unter Umstanden besser wieder als vorhandene
Tiermodelle und kann damit auch die Richtung fur die Entwicklung neuer Maus-Modelle
weisen.
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6.4. Unterschiede zwischen Normalgewebe-assoziierten und
Tumor-assoziierten Fibroblasten

Eine grundlegende Frage bei der Arbeit mit Tumor-assoziierten Fibroblasten ist diejeni-
ge nach der Unterscheidung zu Normalgewebe-assoziierten Fibroblasten. Das ist sowohl
fur das Verstandnis und die Unterscheidung von TAF und NAF wichtig als auch fur die
Beurteilung der pharmakologischen Modulation des TAF-Phanotyps hin zu einem NAF-
ahnlicheren Phanotyp. Flr Brust broblasten gibt es zahlreiche Veroéffentlichungen tber
funktionelle und molekulare Veranderungen der TAF im Vergleich zu normalem Gewe-
be (Allinenet al. 2004; Hawsawiet al. 2008; Sadlonovat al. 2009). Fur Lungenkar-
zinome lagen solche Daten zu Beginn der hier vorgestellten Untersuchungen nicht vor.
Dass es Unterschiede zwischen Fibroblasten aus verschiedenen Geweben gibt, ist eta-
bliert (Changet al. 2002). Die Daten aus den Brust-Fibroblasten kénnen deshalb nicht
per seauf Lungen-Fibroblasten tbertragen werden. Daher wurden in der vorliegenden
Arbeit molekulare und funktionelle Unterschiede zwischen TAF und NAF aus Lungenge-
webe untersucht.

Die Genexpressionsanalysen besonders aus Brustgeweben (Sadibab2009) mo-
tivierten hier dieMicroarray-Analysen von TAF-NAF-Paaren aus zwei Patienten. Dabei
konnten fir diese Paare aber nur wenige und geringe Unterschiede der basalen Genex-
pression identi ziert werden. Diese geringen Unterschiede entsprechen aber zum Teil
den Veranderungen, die durch Dasatinib ausgelost werden und in der ,Dasatinib Respon-
se Signatur” enthalten sind. Dies ist ein weiterer Hinweis flr die These, dass Dasatinib
den TAF-Phanotyp normalisiert. Auch die qRT-PCR-basierte Analyse der Expression von
HIPK2 und CDKN1A fir die es Hinweise auf Unterschiede zwischen TAF und NAF gab
(Neta Moskovits Weizmann Institute of Sciengeersonliche Mitteilung), zeigte im vor-
liegenden Kollektiv von 11 beziehungsweise 9 Paaren sowie beMieoarrays keine

signi kanten Unterschiede. In Ubereinstimmung damit konnten auch keine basalen Un-
terschiede bei der Zellteilungsdauer, dem Zelltod und der Proliferationsanalyse gefunden
werden. Der einzige beobachtete, aber nicht systematisch dokumentierte Unterschied war
das frihe Einsetzen seneszenter Prozesse der NAF und die damit verbundene kiirzere Pas-
sagierbarkeit im Vergleich zu den TAF.

Eine Ursache fir die geringen Unterschiede kann in der Gewinnung der Gewebe liegen,
falls die NAF aus Gewebe stammen, das realitiv nah bei einem Tumor lag. Der Abstand
zum Tumor wurde bei den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Geweben nicht do-
kumentiert und ist damit nicht nachvollziehbar. Eine wahrscheinlichere Ursache ist ein
Ein uss der Kulturbedingungen. So wurden NAF wie TAF in Medium mit 20% FBS
kultiviert, was diese Fibroblasten aktivieren kdnnte wie der Serumkontakt bei der Wund-
heilung (Changet al. 2004). Als dritte Moglichkeit ist in Betracht zu ziehen, dass die
Unterschiede zwischen TAF und NAF aus Lungengewebe real sehr gering sind. Kopelo-
vich (1982) und Schoet al. (1986) zeigten schon friih, dass schon die Haut broblasten
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von Patienten mit einer Tumor-Pradisposition und auch die von erkrankten Pensonen

tro eine erhohte Proliferationsrate aufweisen (Kalluri und Zeisberg 2006). So kdnnten die
fehlenden Proliferationsunterschiede zwischen TAF und NAF damit erklart werden, dass
auch NAF keine normalen Fibroblasten mehr sind. Dass NAF durch die Nahe zum Tumor
beein usst werden wurde bereits gezeigt (Hawsawal. 2008), wobei der Unterschied
zwischen Lungen-NAF und normalen priméren Lungen-Fibroblasten bisher nicht im De-
tail untersucht wurde. Die Ergebnisse von Nawlal. (2011) deuten darauf hin, dass
aufgrund der hohen Variabilitdt zwischen verschiedenen Patienten eine grof3e Stichpro-
be naotig ist, um Unterschiede zu identi zieren. Zwischen diesen Lungen-TAF und -NAF
wurden dabei nur 46 differenziell exprimierte Transkripte gefunden. Andererseits zeigen
Ergebnisse von Genexpressionsanalysen aus Brusttumoren, dass dort alle Zelltypen eine
veranderte Genexpression aufweisen (Allieeéal.2004), was in anderen Tumorentitaten
prinzipiell auch zu erwarten ware. Eine hohere Anzahl von TAF-NAF-Paaren wére aber
aufgrund der Anwendbarkeit statistischer Analysen in jedem Fall wiinschenswert.

Bei einer medikamentdsen Therapie sind die basalen Unterschiede zwischen TAF und
NAF zweitrangig, es zahlt ob die Tumore starker geschadigt werden als das Normalge-
webe, so dass der Patient eine mdglichst wirksame und nebenwirkungsarme Behandlung
erhalt. Daher wurde mit einem TAF-NAF-Paar ein MTT-basie8ereenmit der Prest-

wick Chemical Librar§ durchgefiihrt. Diese umfasst mehr als 1000 unterschiedliche Me-
dikamente aus verschiedensten Wirkstoffklassen. Damit konnten vielfaltige Unterschiede
der Reaktion von TAF und NAF auf die Beein ussung unterschiedlichster zellularer Zie-
le und Signalwege identi ziert werden. Obwohl die Zellen aus dem gleichen Patienten
stammten, wiesen sie unterschiedliche Substanz-Sensitivitaten auf. Es konnten aber kei-
ne Medikamente gefunden werden, die die Viabilitdt der TAF starker hemmen als die der
NAF. Daher wurde im Folgenden auf die vielversprechenden PDGFR-Inhibitoren und das
Standard-Chemotherapeutikum Cisplatin fokussiert. Dabei fanden sich wiederum mehr
Gemeinsamkeiten von TAF und NAF und nur wenige Unterschiede bei Genexpressions-
anderungen nach Dasatinib- oder Cisplatin-Behandlung.

Wenige funktionelle, aber potenziell bedeutende Unterschiede zwischen TAF und NAF
wurden bei der Reaktion auf eine Cisplatin-Behandlung identi ziert. So ndet der Proli-
ferationsstopp der TAF im Vergleich zu den NAF verspétet statt, was den beobachteten
Trend einer erhohten Cisplatin-Resistenz der NAF im MTT-Experiment erklaren kdnnte.
Damit waren die NAF moglicherweise vor Cisplatin geschiitzt, indem die Proliferation
zeitnah gestoppt wirde und die DNA repariert werden konnte. In Studien mit aus Mau-
stumoren isolierten TAF ist vergleichbar mit den hier vorliegenden Ergebnissen die Induk-
tion von Zellzyklus-Arrest von TAF vermindert im Vergleich zu normalen Fibroblasten,
was zu einer Verminderung der Apoptose bei Behandlung mit Zytostatika fuhrte (Dud-
ley et al. 2008). Eine mittel- oder lAngerdauernde Behandlung zur Aufklarung, ob die in
dieser Arbeit beobachtete verzégerte Cisplatin-Antwort der TAF zu veranderter Apoptose
oder Seneszenz fuhrt, wurde allerdings nicht durchgefuhrt.
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Um den Ein uss von Tumorzell-Wachstumsfaktoren auf die Cisplatin-Sensitivitat der
TAF und NAF zu untersuchen, wurden diese mit konditioniertem Medium der H1299-
Zelllinie und Cisplatin behandelt. Hinweisen unserer Kooperationspartne¥Waimmann
Institute of Scienctlgend, wurde die Expression der p53-Kinase HIPK2 untersucht. Da-
bei wurde ein entweder langerer und intensiverer oder nicht nur voruberge i Rike-
Expressionspeak identi ziert. Eine zeitliche Ausweitung dieser Versuche mit einer er-
hohten Anzahl TAF-NAF-Paare konnte die Hypothese untermauern, dass die TAF auf die
Wachstumsfaktoren aus den Tumorzellen sensitiv reagieren, die NAF hingegen nicht oder
nur voribergehend. Ein &hnliches Phadnomen wurde voetdr(2009) beobachtet. Dort
waren TAF sensitiver auf konditioniertes Medium als NAF und zeigten eine starkere Hem-
mung der Cisplatin-induzierten p53-Stabilisierung. Diese an sich &hnlichen Phanomene
hatten funktionell verschiedene Auswirkungen: Eine erh6hRK2-Expression der TAF

wie hier beobachtet kdnnte zu einer starkeren Phosphorylierung und Aktivierung von p53
fuhren, ein niedrigeres p53-Niveau hingegen konnte geringere Proteinaktivitat bedeuten.
Weder in der vorliegenden Arbeit noch bei Baral. (2009) wurde aber phosphoryliertes

p53 oder funktionelle Aspekte vergleichend zwischen TAF und NAF untersucht.

TAF und NAF aus der Lunge des selben Patienten unterscheiden sich demanch beztig-
lich funktioneller und molekularer Parameter bei einer Cisplatin-Antwort nur geringftgig.
Zwischen Fibroblasten verschiedener Patienten konnen deutlichere Unterschiede detek-
tiert werden als zwischen TAF und NAF aus einem Patienten. Das ist ein Hinweis darauf,
dass die Ursache fir die heterogene Cisplatin-Antwort der TAF patientenspezi sch ist.
Auch bei der Kombinationsbehandlung mit Cisplatin und Kinase-Inhibitoren zeigen sich
leichte Unterschiede zwischen TAF und NAF. Sie sind auf unterschiedliche Inhibitoren
sensitiv, was bisher nicht beschrieben wurde. TAF werden bei einer zusatzlichen Behand-
lung mit Dasatinib oder Imatinib Cisplatin-resistenter, wahrende NAF auf die Zugabe
von Nilotinib mit einer erhéhten Cisplatin-Sensitivitat reagieren. Diese Unterschiede sind
insofern interessant, dass die genauere Analyse funktionell bedeutende Unterschiede zwi-
schen TAF und NAF identi zieren kdnnte. Diese kénnten die weitere Richtung weisen,
auf welchem Weg die TAF so moduliert werden kénnten, dass sie die Tumorzellen nicht
mehr schitzen, oder ihnen sogar schaden. Solche komplementaren Strategien der Medika-
tion - Behandlung mit Medikamenten, die Tumorzellen einerseits und TAF andererseits
beein ussen - sind eine vielversprechende Methode auf dem Weg zu individueller Tu-
mortherapie: Jedem Patienten die richtigen Medikamente flr die beste Wirkung und die
geringsten Nebenwirkungen.
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7. Ausblick

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Tumor-
assoziierte Fibroblasten (TAF) und Tumorzellen sich gegenseitig beein ussen und dass
diese Wechselwirkungen auch die Reaktion auf eine Behandlung mit PDGFR-Inhibitoren
und Cisplatin verandern. Der aktivierte Phanotyp der TAF kann mittels Dasatinib so mo-
duliert werden, dass das Wachstum der Tumorzellen vermindert wird und diese sensitiver
auf eine Behandlung reagieren kénnen.

Der molekulare Ein uss einer pharmakologischen Modulation der TAF wurde weitestge-
hend auf RNA-Ebene untersucht. Ausgewahlte Analysen auf Protein-Ebene sollten sich
hier anschlie3en, beispielsweise die Expression und Aktivitat von Wachstumsfaktoren
und extrazellularen Proteasen betrachtet werden. Gleichzeitig sollte das Kollektiv der
TAF erweitert werden, um die Analyse der interindividuellen Heterogenitat auszubauen.
AulRerdem sollten funktionelle Experimente den Ein uss einzelner Faktoren untersuchen
und die bekannten Ein tGsse in Modellsystemen, die die Komplexitat von Tumorgewebe
und umgebenden Normalgewebe mdglichst gut abbilden, bestatigt werden. Ein Schwer-
punkt sollte hier die Identi zierung von Markern fur die Wirksamkeit einer Dasatinib-
Behandlung sein.

Der Ein uss der Tumorzellen auf die Cisplatin-induzierte p53-Stabilisierung der TAF

in humanen Lungentumoren ist vom p53-Status der Tumorzellen abhangig. Hier soll-
ten einerseits die Signalwegewnstreanvon p53 in Tumorgewebe-Schnitten vertiefend
untersucht werden, wobei ein grof3eres Kollektiv Subgruppen-Analysen erleichtern wir-
de. Andererseits sollten die Erkenntnisse in vereinfachten Modellen detaillierter erforscht
werden, um den Mechanismus, die Auswirkungen und die Relevanz bei einer Cisplatin-
Therapie zu verstehen. Hierfur ist eine Kombination aus Experimenten mit konditionier-
tem Medium und dem hier etablierten Kokultur-System geeignet. Beide Modelle kénnten
verwendet werden, um mittels unterschiedlicher Tumorzelllinien den Ein uss des p53-
Status dieser Zellen gezielt zu untersuchen und die drei immunhistologisch de nierten
Tumorgruppen zu simulieren. Dartber hinaus kann die Auswertung zusatzlicher Parame-
ter dank neuer Detektionsmethoden die Zusammenfihrung der Ergebnisse unterschiedli-
cher Modelle erleichtern. Das so entwickelte Verstandnis fur die Wechselwirkungen von
TAF und Tumorzellen kdnnte auch zu neuen Therapieanséatzen und patientenspezi schen
Markern fur deren Wirksamkeit fuhren.

Die Kombinationsbehandlung mit Dasatinib und Cisplatin zeigte individuelle und teils
entgegengesetzte Wirkungen auf die Zellen im Gewebe humaner Lungentumore. Die er-
hebliche Zelltod-Induktion in mehreren Tumoren kdnnte fur eine moéglichen Therapiean-
satz vielversprechend sein. Daher ware auch hier die Markersuche zur Selektion von Pa-
tienten, die von dieser Behandlung pro tieren kénnten, von Bedeutung. Dartber hinaus
sollte auch die Kombination von Dasatinib mit anderen etablierten Therapeutika unter-
sucht werden.
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Das Verstandnis der Unterschiede zwischen TAF und Normalgewebe-assoziierten Fibro-
blasten (NAF) ist von zentraler Bedeutung flr die Identi zierung molekularer Zielstruk-
turen fur eine Antitumor-Therapie. Daher sollte ein Fokus auf der Aufklarung solcher Un-
terschiede auf epigenetischer, RNA- und Proteinebene liegen. Hierfir sollte eine klinisch
gut dokumentierte Auswahl und ausreichende Anzahl von TAF und NAF gewahlt wer-
den, damit auch unterschiedliche Patientencharakteristika ausreichend reprasentiert sind
und multifaktorielle Abh&ngigkeiten untersucht werden kdnnen. Hierbei ist auch die Un-
tersuchung unterschiedlicher funktioneller Parameter wie bei der Reaktion auf Tumorzell-
konditioniertes Medium ein guter Ansatzpunkt, um die zugrunde liegenden molekularen
Veranderungen zu untersuchen.



125

A. Anhang

Tabelle A.1.: Patientendaten und Verwendung der Gewebeschnitte, TAF und NAF flr ein-
zelne Experimente
Geschlecht:m: méannlich, w: weiblich,
Histologie: A: Adenokarzinom, AS: Adenosquamdses Karzinom, G: Grol3zelliges Karzinom,
M: Metastase aus einem anderen Organ, NSCLC: Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom ohne
weitere Spezi zierung, S: Squamoses Karzinom (Plattenepithelkarzinom)
Verwendung: A: AnnexinV-Pl-Farbung, B: BrdU-PI-Farbung, K: KI67-Farbung, KK: Kokul-
tur, kM: konditioniertes Medium, L1inhibitor Select Library-Screer2: Prestwick Library-
Screen M: MTT, MA: Microarray, p: p53-IHC, q: gRT-PCR, Stp53Sequenzierung, T:
TUNEL-Farbung, Z: Dauer der Zellteilungen.

Nummer Geschlech Alter Histologie Verwendung/Experiment

[Jahre]
1 w 79 A a,S
2 m 50 S KK, M, S
3 w 69 M S
4 m 74 S S
5 m 71 S S
6 m 53 NSCLC S
7 w 36 AS S
8 w 62 S S
9 m 67 S S
10 m 61 S p,S, T
11 m 63 A K,p, T
12 w 67 A K,p,q, T
12 NAF 7 " " q
13 w 63 M K.p,S, T
14 w 77 M M, S
15 m 40 M K.p, T
16 m 63 A K,p,S, T
17 m 56 S S
18 m 72 S K,M,S
19 m 66 S M
20 m 79 S K,p,S, T
21 m 57 S KK, M, S
22 m 64 A K,p,S, T
23 m 49 M S
24 m 75 S K,p,S, T
25 m 71 A M
26 m 55 S K,p,S, T
27 m 56 A K,M,p, T
28 w 63 A KM, p, T
29 m 59 M K,p,S, T
30 m 70 G K,p,S, T
31 m 69 AS Kp ST
32 m 73 A K,p,S, T
33 m 68 A K.p,S, T
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Nummer Geschlech Alter Histologie Verwendung/Experiment
[Jahre]

35 m 83 AS K.p,S, T

37 W 79

<
w

39 m 58

>
wn

40 NAF 7 ?

41 NAF 7

o]

42 NAF 7

o]

44

3
o
©
<

KK, S

46

3
(<2}
[ty
<

K,p,S, T

48

3
o
©
<

K,p, T

50

=
~
>
n

52

3
@
>
”

54

=
o))
\‘
<

KK, M

56

3
\l
N
<

KK, M, S, Z

58

3
o
w
<

A B KK, L1, M, S, Z

=
~
N
>

A B K KK, M,p,S,T,Z

A, B, M, MA, q, Z

62 NAF 7 A, B, L2, M, MA, g

63 NAF 7

64 NAF 7

” M, q’ Z

A B, Mq,Z

66

3
o))
©
>

K,M,p,S, T,2Z

67 NAF 7 A B, M q

=
o)
R
>

KM,p,S, T,Z
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Nummer Geschlech Alter Histologie Verwendung/Experiment
[Jahre]

71 m 68 A M
72 m 71 S KiM,p,q,S, T
72 NAF " ” K M, q
73 m 70 A M, g
74 m 52 M K,M,p,q,S, T
74 NAF 7 § § M, q
75 m 70 A K,M,p, T
76 w 66 M M
77 m 72 A K,LL,p,S, T
78 m 70 M K, kM, M, p,q, T
78 NAF 7 ” ” M
79 m 71 A K, M, q
80 m 60 AS K,p, T
81 m 70 A K,p, T
82 m 72 S K,kM,p,S, T
83 w 62 S K,p,S, T
84 w 62 AS K,kM,p,S, T
85 m 71 M K.p,S, T
86 m 64 M p, S
87 m 49 G A B, q
87 NAF ” " AB.q

Tabelle A.2.:Inhibitoren dednhibitor SelectSubstanzbibliothek, die das Wachstum priméarer TAF
aus zwei Patienten bei 1 uM Inhibitor-Konzentration um mindestens 50 % hemmen. (Siehe
auch Abbildung 5.1 auf Seite 43, A.)

Substanz Residuelle Viabilitdt Beschreibung

TAF1 TAF2

[%] [%]
PDK1/Akt/FIt Dual 0,6 0 PDK1/Akt- und FIt/PIM-Signalwege,
Pathway Inhibitor PDGFR
Staurosporine, Strep-10,2 4,2 Breitspektrum, z. B. CaMK, MYLK,
tomyces sp. PRKACA, PRRT2, PRKG1, PDGFR
PDGF Receptor Ty- 47,4 43,5 PDGFR, c-Abl
rosine Kinase Inhibi-
tor IV
K-252a, Nocardiop- 47,5 43,4 Breitspektrum, z. B. CaMKII, MYLK,
Sis sp. PRKACA, PRRT2
P1-103 49,9 31,7 PRKDC, PIK3, mTOR
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Tabelle A.3.: Top25-PDGFR-Inhibitoren dénhibitor SelectSubstanzbibliothek, die das Wachs-
tum beider TAF bei 1 uM Inhibitor-Konzentration hemmen.

Substanz Top 25 bei
TAF1 TAF2
GTP-14564 + +
N-benzoyl-Staurosporin + +
PDGF Receptor Tyrosine Kinase Inhibitor 111 + -
PDGF Receptor Tyrosine Kinase Inhibitor 1V + +
PDGF RTK Inhibitor + -
PDK1/Akt/FIt Dual Pathway Inhibitor + +
Staurosporin + +
VEGF Receptor 2 Kinase Inhibitor Il + +
VEGF Receptor 2 Kinase Inhibitor IlI - +

Tabelle A.4.: Mutationen im tp53Gen. Nummer entspricht der Numerierung aus Tabelle A.1
auf Seite 125. bp: Position inp53-Gen lautp53 knowledgebaséS: Aminosaure-Position,
DBD: DNA-Bindedomane, PRD: Prolinreiche Domane,

A: Adeno-Bereich des Tumors, P: Plattenepithel-Bereich des Tumors.

Nummer bp AS Bemerkung
10 del(13117- Trpl46Cys DBD, vermutlich homozygot im Tumor,
13125) und del(147- WT-Allel nur circa 20%, keirframeshift
149)
13 - - Exon 9 I&sst sich nicht ampli zieren
20 C12234T GIn104Stop 3. AS der DBD
24 A14057G Gly244Ser DBD
26 C12157T Ala78Val PRD, homozygot, und bekannteBames-
und und hift (p53 knowledgeba3e heterozygot,
delC(14069) Arg248??? DBD
29 G14510C Asp281His DBD, vermutlich homozygot
30 delG(14470) Arg267??? DBD
31 Deletion Exon 9 zwei PCR-Produkte, ca. 260 bp De-
letion
35A T13341G Leul94Arg DBD, und Exon 9 zwei PCR-Produkte, ca.
und Deletion 60 bp Deletion
35P A14058G Gly244Asp  DBD
41 C13214G Hisl79Asp DBD, und Exon 9 zwei oder drei PCR-
und Deletion Produkte, circa 150 und 260 bp Deletion
42 G14483T Val272Leu DBD
und
Arg273Pro
45 A14052G Cys242Tyr  DBD
46 Deletion Exon 4 zwei PCR-Produkte
a7 A13215G His179Arg DBD
49 Deletion Exon 9 zwei PCR-Produkte, ca. 50 bp De-
letion

51 G12196A Trp91Stop  PRD
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Nummer bp AS Bemerkung

56 delC(13331) Prol191??? bekanritameshift(p53 knowledgebaje

57 delG(14731) Asp324??? vermutlich homozygot,frameshiff und
und und vermutlich homozygot
C14749T Leu330Phe

60 Deletion Exon 4 zwei PCR-Produkte

63 C13145G Argl56Gly  DBD

69 - - Exon 9 lasst sich nicht ampli zieren

72 T13190G Glul71Stop DBD, und synonymer SNP mit nur 1 % Al-
und und lelfrequenz
A13399G synonym

74 G13203A Argl75His DBD

77 - - unklar

82 - - unklar

83 C14487G Arg273Pro  DBD

84 G13096T Lys139Asn DBD, vermutlich nur kleiner Anteil der

Zellen
85 G13148T Vall57Phe DBD
86 A13338G His193Arg DBD

Tabelle A.5.: Differenziell exprimierte Gene zwischen TAF und NAF.
Transkripte, die in mindestens einem TAF-NAF-Paar zweifach unterschiedlich exprimiert sind
(FC 2) und im zweiten Paar in die gleiche Richtung unterschiedlich exprimiert sind. Siehe
auch Abbildung 5.33 auf Seite 84

FC FC Gen- Genname Entrez-GO biological process
TAF1/ TAF2/ symbol gene
NAF1 NAF2

2.165 1.274 HAPLN1 hyaluronan and pro 1404 cell adhesion
teoglycan link prote-

inl

2.009 1.120 TFPI2 tissue factor pathway980  blood coagulation
inhibitor 2

1.864 2.676 POSTN periostin, osteoblas 10631 skeletal development,
speci c factor cell adhesion

0.822 0.378 ANKRD1 ankyrin repeat do27063 regulation of transcripti-

main 1 (cardiac on from RNA polyme-
muscle) rase Il promoter, defen-
se response, signal trans-
duction
0.799 0.405 GRPR gastrin-releasing 2925 signal transduction, G-
peptide receptor protein coupled recep-

tor protein signaling pa-
thway, regulation of cell
proliferation
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FC FC Gen- Genname Entrez- GO biological process
TAF1/ TAF2/ symbol gene
NAF1 NAF2

0.705 0.497 PRUNEZ2prune homolog 2 158471 induction of apoptosis,
LOC1001 (Drosophila) | similar | 1001 G1 phase

29762  to KIAA0367 29762
0.496 0.699 LRRFIP1 leucine rich repea 9208 regulation of transcripti-
(in FLII) interacting on from RNA polymera-
protein 1 se Il promoter, negative
regulation of transcripti-
on
0.494 0.826 - - - -
0.438 0.732 - - - -

Tabelle A.6.: Substanzen aus d@restwick Chemical Libraf§, die TAF und NAF mindestens
2fach unterschiedlich hemmen.

Substanz relative Via- relative Via- Verhaltnis
bilitat TAF bilitat NAF TAF/NAF
[%] [%]

Bicuculline (+) 60,3 30,0 2,01

Me oquine hydrochloride 70,0 26,1 2,68

Sulfachloropyridazine 87,5 30,4 2,88

Xylazine 46,0 12,5 3,69



A. Anhang 131

Abbildung A.1.: Beispiel eines GSEA-Ergebnisses.
Ausschnitt des GSEA-Ergebnisses von WebGestalt nach der Analyse der 1587 Transkripte, die
nach Dasatinib-Behandlung in TAF und in NAF geandert exprimiert sind. Rote Kategorien sind
statistisch signi kant hau ger als zu erwarten (p<0,01). In Abbildung 5.38 auf Seite 90 sind
nur die jeweils untersten signi kanten Ebenen dieser Darstellung gezeigt (schwarze Pfeile).
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Tabelle A.7.: Primer

A. Anhang

Name Sequenz Verwendung
0SH025 AACTGTGCCCACACCAGAAG PDGFRB fw
0SHO026 CAGGAGAGACAGCAACAGCA PDGFRB rev
0SH027 CAGAGCGCATCCATCAAAG PDGFD fw
0SHO028 GGATGGTCTCATCTCTTCGG PDGFD rev
0SH029 TCCAGCAACAAGGAACAGAA PDGFC fw
0SHO030 TATGAGGAAACCTTGGGCTG PDGFC rev
0SHO031 CGAGGAGTTTTCAGCAACAA FGF5 fw
0SH032 TTGAAAACGCTCCCTGAACT FGF5 rev
0SHO033 GTGGACTCTACCTCGGGATG FGF9 fw
0SH034 CCAGTTTTCTTCGAACTGTTCTC FGF9 rev
0SHO035 CGGCCCTCCTTCAGTTTAGT FGFR2 fw
0SHO036 CGCAGCCACGTACACTTCT FGFR2 rev
0SHO037 GGGACCCAAGAGATGAAGAA FGF7 fw
0SHO038 TTCACTTTCCACCCCTTTGA FGF7 rev
0SHO039 GTTCGGTTTGCGACACG IGF2 fw
0SH040 AGAAGCACCAGCATCGACTT IGF2 rev
0SH041 GGTTTGCCTCAACGAAAAGA IGFBPS fw
0SH042 GAGTAGGTCTCCTCGGCCAT IGFBP5 rev
0SHO043 CATCACCCAGGTCAGCAAG IGFBP7 fw
0SH044 GGTTTGCCTCAACGAAAAGA IGFBP7 rev
0SHO045 ATCGCGACGACTAAATACCC CCBEL1 fw
0SHO046 GGGATGCATTGTCCAAGAAC CCBEL1 rev
0SHO047 CGAGCAAAGTGAACACAACG EFEMP1 fw
0SHO048 ATCCCCGTAAATTGATGCAC EFEMP1 rev
0SH049 AGATTGTACCCCACGAGCTG MFGES fw
0SHO050 GCTGTTATTCTTCAGGCCCA MFGES rev
0SHO51 GATCATGAAGCGCTCGGTA EDIL3 fw
0SH052 TTTCACATGGATTGGGATCA EDIL3 rev
0SHO053 GGCTGGCTGCTTGCCACAGT SVEP1 fw
0SHO054 GAACCCCGGTGTGTGGAGCG SVEP1 rev
0SHO055 ATATGTGAAGGAGCTCCGGG HBEGF fw
0SHO056 ATAAGCGATTTTCCACTGGG HBEGF rev
0SHO057 TTCACCACTTCGTGATGATTCTG VEGFA fw
0SHO058 AACCATGAACTTTCTGCTGTCTTG VEGFA rev
0SHO059 ATAGACATGCCGCCCTTCTT TGFB2 fw
0SHO060 CTCCATTGCTGAGACGTCAA TGFB2 rev
0SHO061 AAATTCGACATGATCCAGGG TGFB3 fw
0SH062 CACATTGAAGCGGAAAACCT TGFB3 rev
0SHO067 CTTCTCCGGAAGGCTTGTC ABCAL1 fw
0SHO068 CAGAGCTCACAGCAGGGAC ABCAL rev
0SH069 AGCTCGGCTCCAAGTTCTG ABCC3 fw
0SHO070 AGGCCAGCAGGGAGTTCT ABCC3 rev
0SHO071 TTCGGGGAGAAGTGATGTTC MMP1 fw
0SH072 TTGTGGCCAGAAAACAGAAA MMP1 rev
0SHO073 CTGAAATCCTCCTGGGCTG CDK2 fw
0SH074 GAATCTCCAGGGAATAGGGC CDK2 rev
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Name Sequenz Verwendung
0SHO075 TGGGTCTGTTATTGATGAGCC MKI67 fw
0SHO076 TGACTTCCTTCCATTCTGAAGAC MKI67 rev
oSHO77 ACCATAACTCCCTGGTGCCGC ACTC1 fw
0SHO078 CGACAACGGCTCTGGGCTGG ACTC1 rev
0SHO079 CATCTGCTCTGGGAAGCAC TPD52L1 fw
0SHO080 GTTCCTTGCAACGGTTCAGT TPD52L1 rev
0SHO081 CAGCTGAGACTGGGGGAG PODN fw
0SH082 GTGCCGAGTCAGATGCG PODN rev
0SHO083 GTCCTCCTGCTCCTGCTGT ELN fw
0SH084 GCCCCTGGATAAAAGACTCC ELN rev
0SHO085 AGACCGTAGTGATAGCGACGGGG TTK fw
0SHO086 TCCATTTCTACAGAAAGCTGCGCTGG  TTKrev
0SHO087 CCTCTTCGGCTTCTCGCT ITGAG6 fw
0SHO088 GTTGGCTCTCTGCAGTGGAA ITGAG rev
0SHO089 GCACAGAGCCTCGCCTT ACTB fw
0SH090 GTTGTCGACGACGAGCG ACTB rev
0SH091 ATAGCAAGCGAGTCCGCATT FOXM1 fw
0SH092 TCTCCTCTTTCCCTGGTCCT FOXM1 rev
0SHO093 AGTCAGTTCCTTGTGGAGCC CDKN1A fw
0SH094 CATGGGTTCTGACGGACAT CDKN1A rev
0SH095 GCTTTCCACGACGGTGAC TP53 fw
0SH096 GCTCGACGCTAGGATCTGAC TP53 rev
0SH097 GACGACCTCAACGCACAGTA BBC3 fw
0SH098 GTAAGGGCAGGAGTCCCAT BBC3 rev
0SH099 ATTCCACCTCCCAACCAACT MTBP fw
0SH100 TCCTTTCACTTCAACATCTGG MTBP rev
0SH103 GTTTGTGCTGTGGTGTGTCC CXCL12 fw
0SH104 ATCTAAGGTTGGGGGAGGTG CXCL12 rev
0SH105 CAGAGGGACAAAGGAAAAGAA HGF fw

0SH106 GCAAGTGAATGGAAGTCCTTTA HGF rev
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