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Fragestellung und Arbeitshypothese

I. Fragestellung und Arbeitshypothese

Coxsackie Adenovirus Rezeptor (CAR) ist als Transmembranprotein ein integraler
Bestandteil von epithelialen tight junction Zellkontakten, an den sich Adenoviren binden
konnen. Sowohl bei onkolytischen Adenoviren, als auch bei Adenoviren als Carrier in der
Gentherapie hédngt der Virusbefall der Zellen primédr von der CAR Expression an der
Zelloberflache ab. Die CAR Expression ist in den unterschiedlichen Tumoren variabel und

hiufig herunter reguliert.

In dieser Arbeit soll die CAR Expression analysiert werden, um fiir Therapien geeignete
Tumoren zu identifizieren. Es wurde die These aufgestellt, dass in dem Tumorgewebe der
kleinzelligen Bronchialkarzinome eine CAR Expression gefunden wird, da das
Ursprungsgewebe der Tumoren aus der Lunge stammt und damit fiir eine Expression des
Rezeptors préadestiniert sein diirfte. Dieser Tumor ist besonders fiir experimentelle Therapien
interessant, da er kaum geheilt werden kann. Deshalb ist ein Xenograftmodell dieses Tumors

erschaffen worden, an dem neue Therapien entwickelt werden konnen.
Folgende Fragen sollen an diesem Xenograftmodell untersucht werden:

1. Lisst sich CAR immunhistochemisch in Krebszellen verschiedener Tumorgewebe
nachweisen?

2. Wie hoch ist die Expression in den Zellen des kleinzelligen Bronchialkarzinoms?

3. Gibt es einen Unterschied der CAR Expression zwischen in vitro Zellen aus der
Zellkultur und den in vivo Zellen aus Xenografttumoren in Médusen?

4. Wie verhilt sich die CAR Expression in Metastasen?

5.  Ist eine Infektion mit einem Adenovirus moglich und korreliert die Infektionsrate mit der
Hohe der CAR Expression beim kleinzelligen Bronchialkarzinom?

6. Korrelieren die CAR Expressionshohen der unterschiedlichen Nachweismethoden in der
Immunhistochemie und dem FACS-Firbung miteinander?

7.  Lasst sich die Expression von CAR durch Histondeacetylase-Inhibitoren hochregulieren
und damit die Aussicht auf eine hohere Infektionsrate verbessern?

8. Wie verhilt sich die CAR Expression bei klinischen Fillen?
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II. Einleitung

2.1. Krebs und seine Prognose bei Metastasierung

Neoplasien haben eine hohe Inzidenz in der Bevolkerung. Die Entscheidung, ob es sich um
eine bosartige Krebserkrankung handelt, wird dabei nach verschiedenen Malignititskriterien
getroffen. Wihrend benigne Tumore langsam und verdringend wachsen, gut differenziert und
abgrenzbar sind, sind maligne Tumore durch ein schnelles invasives Wachstum, eine
Anaplasie der Tumorzellen und der Zellkerne, sowie die Metastasierung gekennzeichnet. Um
das voraussichtliche Verhalten des Tumors und die Prognose fiir den Patienten beurteilen zu
konnen wird die von Pierre Denoix (1950) entwickelte TNM-KIlassifikation (Tumor-Nodes-
Metastasis) angewandt, die auch von der WHO (World Heath Organisation) verwendet wird
(siehe Tabelle 1). Zusitzlich zu dieser Klassifikation existiert fiir jede Tumorart noch eine
Krankheitsstadieneinteilung von I bis IV von der Union Internationale Contre le Cancer

(UICC, 1997). Die Stadien werden iiber die TNM-Klassifikation definiert.

Tabelle 1: TNM Klassifikation

TO Keine Anzeichen eines Primértumors

T1 GroBte Tumorausdehnung hochstens 2 cm

T2 GroBte Tumorausdehnung > 2 cm, aber < 5 cm

T3 Grofte Tumorausdehnung > 5 cm

T4 Tumor jeder GroBe mit Ausdehnung auf Brustwand oder Haut

NO Keine Anzeichen fiir einen Lymphknotenbefall

N1-3  Zunehmender Lymphknotenbefall abhiingig von der Lokalisation des Primértumors

Mo Keine Anzeichen fiir Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen vorhanden

Einheitlich fiir alle Tumore ist das fortgeschrittene Stadium IV, das T1-4, N1-3 und M1
umfasst. Zwar kommt es bei jeder Beurteilung der Prognose eines Krebspatienten auf das
befallene Gewebe, die Grofle des Tumors und Faktoren, wie den Allgemeinzustand, das Alter,

das Geschlecht des Patienten, sowie viele weitere Einfliisse an. Doch sind die Invasion und
2
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Metastasierung bei allen Tumoren die Gesichtspunkte, die am lebensbedrohlichsten sind
(Liotta et al., 1991). Der Metastasierungsprozess wurde von Fidler und Poste (1982) als eine
Kaskade beschrieben, die, beginnend mit dem unkontrollierten Tumorwachstum, der
Einsprossung und Invasion in das Lymph- und Gefillsystem, iiber die Zirkulation der
Tumorzellen im Blutkreislauf hin zum Zielorgan, bis zur Invasion in das Bindegewebe und
die dortige Bildung der Metastasen reicht. Man unterscheidet die lymphogene und die
himatogene Metastasierung, denen beiden das invasive Wachstum des Primirtumors und
damit das Durchbrechen der Basalmembran voran stehen. Sowohl die Zell-Zell, als auch die

Zell-Stroma Interaktionen sind von besonderer Bedeutung bei der metastatischen Kaskade.

Auch wenn noch nicht alle Faktoren identifiziert werden konnten, welche die Zell-Zell
Interaktionen steuern, konnten die Cadherine und Integrine als wichtige Membranproteine in
der Zell-Zell Interaktion identifiziert werden. Der Verlust von E-Cadherin fiihrt zum Verlust
der Zell-Zell Kontakte und erhoht die Beweglichkeit und damit das Metastasierungspotential
wihrend der Tumorprogression (Hoffmann et al., 1993). Der in dieser Arbeit untersuchte
Rezeptor CAR (Coxsackie Adenovirus Rezeptor) weist Parallelen zu dem Verhalten von E-
Cadherin auf und ist aulerdem mit Integrinen assoziiert, die ebenfalls bei der Abfolge von
Adhésionen und De-Adhédsionen wihrend der Tumorinvasion eine Rolle spielen (Marshall
und Hart, 1996). Ob CAR eine ebenso bedeutsame Rolle beim Metastasierungsprozess zu
geschrieben werden kann, ist Gegenstand der heutigen Forschungen. Wie klinisch wichtig die
Metastasierung fiir den betroffenen Patienten ist, zeigt sich in der Statistik iiber die 5-Jahres-
Uberlebensrate im Stadium IV. Diese liegen bei Kopf-Halstumoren zwischen 10 % und 30 %
(Wittekind et al., 2003), sie dhneln den Zahlen des kolorektalen Karzinoms mit etwa 30 %
(Choti et al., 2002). Noch eindringlicher vermitteln das Mammakarzinom mit nur 5 % - 10 %
Uberlebenswahrscheinlichkeit nach 5 Jahren bzw. einem Langzeitiibereben von nur 2 % bis 5
% (Gennari et al., 2005) und vor allem das kleinzellige Bronchialkarzinom mit nur 1 %
(Mountain, 1997) hat eine schlechte Prognose, wenn Fernmetastasen vorliegen. Auch die
maximale Ausdehnung von Metastasen in der Bauchhohle, die Peritonealkarzinose, die durch
Kolon-, Pankreas-, Ovar-, Mamma- und Prostatakarzinome verursacht werden kann, zeigt mit
einer durchschnittlichen Uberlebenswahrscheinlichkeit von nur 6 Monaten (Sadeghi et al.,
2000), wie sehr die Heilungschancen verringert werden konnen, wenn eine Metastasierung
vorliegt. Die konventionellen Behandlungsverfahren wie die Radio- und Chemotherapie
fiihren in diesem Stadium leider selten zu einer Verlangerung der Lebenserwartung. Deshalb

ist es von grofer Bedeutung neu Therapiemdglichkeiten zu erdffnen, die eine verbesserte

3
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Wirksamkeit und Selektivitdt gegeniiber dem entarteten Gewebe aufweisen. Onkolytische
Viren konnten diese Anforderungen erfiillen und stehen daher unter dem Hauptaugenmerk

vieler aktueller Studien (Pesonen et al., 2011, Nguyen et al., 2010, Wong et al., 2010)

2.2 Adenoviren

Adenoviren werden den Papillomaviren zugeordnet und werden in 4 Gattungen unterteilt. Die
Mastadenoviren, zu denen auch der humane Typus gehort, wird von den Siadenoviren,
Aviadenoviren und Adadenoviren unterschieden. Es handelt sich um DNA-Viren, deren
Genom aus einer linearen doppelstringigen DNA besteht. Trotz des breiten Wirkspektrums
befallen sie hautsidchlich das Epithel der Atemwege und verursachen damit 5 — 15 % aller
Erkiltungskrankheiten. Fiir die Bindung und Internalisierung des Virus ist der Coxsackie
Adenovirus Rezeptor (CAR) von groer Bedeutung (Bergelson et al., 1997). Das
Viruspartikel gelangt iiber clathrinbedeckte Einstiilpungen der Zellmembran in die Zelle.
Dieser Vesikel wird von der Zelle in ein Endosom uberfiihrt, wodurch das Virus-Core in das
Zytoplasma freigesetzt werden kann. Gelangen die Adenoviren erst einmal in den Kern,
vermehren sich mit einer hohen Effizienz, so dass nach einem Lebenszyklus von 24 - 36 h
10*-10* Zellen pro infiziertem Wirt lytisch freigesetzt werden. Obwohl die Idee, Krebs mit
Viren zu bekdmpfen schon vor mehr als 100 Jahren entstand (Dock, 1904), stellte der
unspezifische Befall von gesundem Gewebe ein grofles Problem dar. Erst als mehr iiber den
viralen Stoffwechsel bekannt wurde, konnten Moglichkeiten gefunden werden, das Virus mit
erhohter Tumorspezifitit zu programmieren. Neben dem onkolytischen Therapieansatz wird
das Adenovirus auch fiir die Gentherapie in Betracht gezogen. Durch die Einschleusung von
Genen mittels Vektoren, die die Immunogenitit des Tumors erhohen oder die Reexpression
verlorener Gene der Zell-Zyklus-Kontrolle verursachen, kann so die Malignitit gesenkt
werden. Allerdings waren die Resultate der adenoviral-vermittelten Krebstherapie
enttduschend, da nur eine limitierte Effizienz in den préklinischen und klinischen Studien

beobachtet werden konnte (Rancourt et al. und Sterman et al., 1998).
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2.3 Onkolytische Therapie

Es gibt mehrere Ansitze das Problem der Unspezifitit der Viren zu 16sen. Zum einen kann
versucht werden, iiber Tumor-assoziierte Proteasen onkolytische Viren zu aktivieren, da
nahezu jedes Virus abhingig von Proteasen der Wirtszelle ist. Zum anderen fokussiert sich
die Forschung auf tumorspezifische Rezeptoren, die den Viren den Eintritt in die Zelle
ermoglichen. Zum dritten kann an dem Punkt der Transkription und Replikation angesetzt
werden. Da das Reprogrammieren der Replikationsfunktionen in DNA-Viren einfacher zu
sein scheint als in RNA-Viren, ist dies der gangbarste Weg fiir das Konstruieren eines
onkolytischen Adenovirus. Schliisselgene des Virus stehen unter der Kontrolle
gewebsspezifischer Promoter. So sind das erste adenovirale Gen, dessen Expression von
zelluldaren Transkriptionsfaktoren gesteuert wird, E1A, sowie das nachgeschaltete E1B, von
besonderer Bedeutung. E1A interagiert mit vielen Proteinen und ist so an der Zellsynthese
und Replikation beteiligt. EIB schiitzt neben vielen anderen Funktionen vor allem die virale
DNA vor dem Abbau in der Wirtszelle. So konnten Kim et al. (2003) durch das Vorsetzen des
humanen Telomerase-Promoters vor das El1-Gen eine selektive Replikation und einen
krebszellspezifischen zytopathischen Effekt nachweisen. In China wurde von der State Food
and Drug Administration (SFDA) ein Virus namens H101, das die Funktion des E1B-55K
Gens verloren hat, in Kombination mit Chemotherapie fiir nasopharyngeale Tumore fiir die
klinische Anwendung zu gelassen. Das codierte Gen muss vor der Replikation an das
Tumorsuppressorgen p53 binden und es inaktivieren, bevor eine Vermehrung des Virus
stattfinden kann. Eine Mutation im p53-Gen ist eine der meisten Anomalititen, die
Tumorzellen aufweisen. Studien zeigen allerdings, dass die zytopathischen Effekte noch nicht
komplett ausgeschaltet sind und die Erfolgsraten verbesserungswiirdig sind. Lu et al. (2004)
zeigten beispielsweise in einem klinische Phase II-Pilotprojekt eine Remissionsrate von 30,4
% und Nebenwirkungen wie Fieber, Schmerzen an der Einstichstelle, Leberschiden und
hidmatologische Toxizitit durch die onkolytische Therapie. Fiir die Effizienz der
Krebstherapie miissen also weitere Moglichkeiten erdffnet werden, um eine tumorspezifische
Wirksamkeit und eine erhohte Effektivitit zu erreichen. Um moglichst viele
Therapiemoglichkeiten zu erdffnen, wurde ein breites Spektrum an Tumorarten untersucht, so
dass auch die Moglichkeit auf verschiedene Darreichungsformen fiir folgende Studien
gegeben ist. So wiren die intravendse (i.v.) Gabe des Virus iiber die Halsvene, um Kopf-Hals-

Tumore zu erreichen, die intraperitoneale Applikation, bei peritonealer Metastasierung,
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Ovarial-, Pankreas-, Prostatakarzinom, so wie eine inhalatorische Aufnahme, zur Bekimpfung

des Bronchialkarzinoms, moglich.

2.4 Coxsackie Adenovirus Rezeptor (CAR)

Fiir die onkolytische Therapie von Krebserkrankungen ist die Internalisierung des Virus
notwendig. Der erste Schritt der adenoviralen Infektion umfasst die Bindung des
Carboxylendes der Knopfdoméne des Fiberproteins mit dem priméren zelluliren Rezeptor
CAR (Bergelson et al., 1997), nachfolgend wird das Virus iiber eine rezeptorvermittelte
Endozytose iiber die Interaktion mit den assoziierten Integrinen a,fs und o,f3 internalisiert.
Bei CAR handelt sich um ein 46-kD groBes, Klasse-I-Transmembranprotein, das durch seine
zwel Immungobulin-(Ig)-dhnlichen, extrazelluliren Dominen zur Ig-Superfamilie gehort
(Bergelson et al., Carson et al., Tomko et al., 1997), iiber dessen zellulire Funktion und
Regulation jedoch nur wenig bekannt ist. Cohen et al. (2001) konnte in seinen
Immunfluoreszenzstudien zeigen, dass CAR im Lungenepithel auf die basolaterale Membran
beschrinkt ist und vor allem an den Zell-Zell-adhésiven Strukturen und an den tight junctions
lokalisiert ist. Diese Lokalisation ldsst auf eine potentielle Rolle in der Formation oder
Stabilisation von Zell-Zell-Kontakten vermuten. Auch eine Regulation wihrend der
embryonalen Entwicklung und Gewebsdifferenzierung konnte festgestellt werden
(Nalbantoglu et al., 1999, Honda et al., 2000). Noutsias et al. (2001) zeigten in ihrer Studie,
dass CAR in gesundem Herzgewebe herunter reguliert ist, jedoch in erkranktem Gewebe (bei
dilatativer Kardiomyopathie = DCM) vermehrt nachzuweisen war. Er schlussfolgerte daraus,
dass CAR vermutlich als ,,pathfinder-protein® dient, das wihrend der Embryogenese die
Herzgewebsbildung unterstiitzt und seine Hochregulierung in erkranktem Gewebe ein
Versuch des Organismus sein konnte, den Herzmuskel durch die Wiederherstellung der Zell-
Zell-Kontakte zu reparieren.

Auch im Tumorgewebe scheint CAR eine bedeutende Rolle zu zukommen, denn dhnlich wie
die Beobachtungen, die fiir das Protein E-Cadherin gemacht wurden, das als Invasionsmarker
und damit als prognostischer Faktor gilt, ist CAR im Primértumor herunter reguliert und wird
in den Metastasen wieder reexprimiert (Rauen et al., 2002). Und auch Briining und
Runnebaum (2004) konnten zeigen, dass die Migration der Krebszellen, in denen CAR
iiberexprimiert wurde, reduziert war, wihrend in Zelllinien mit erhohtem Migrationspotential

die Expression vermindert war. Einig ist man sich dariiber, dass die Expression von CAR in
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Karzinomzellen hochvariabel und oft nur gering ausgeprigt ist, was hdufig zu einer Resistenz
gegen die adenovirale Infektion fiihrt (Matsumoto et al., 2005, Graat et al., 2005, Li et al.,
1999). Dabei konnte im Bezug auf die therapeutische Effizienz der adenoviralen Vektoren
gezeigt werden, dass eine direkte Beziehung zu dem Level des primédren Rezeptors existiert,
wihrend andere zelluldre Faktoren ohne nennenswerten Einfluss sind (Kim et al., 2002). Die
ersten Resultate der adenoviralen Krebstherapie waren allerdings enttduschend, da nur eine
geringe Effizienz in préklinischen und klinischen Studien beobachtet werden konnte
(Rancourt et al., 1998, Sterman et al., 1998). Deshalb mussten entweder Gewebe gefunden
werden, bei denen von Natur aus dieser Rezeptor hidufig auf der Zelloberfliche vorhanden
war, oder Mittel entdeckt werden, die die CAR-Expression hochregulieren konnen. Briining
und Runnebaum (2003) fanden auf diesem Wege heraus, dass der Tumornekrosefaktor a
(TNFa) die transgene adenovirale Expression erhohen kann und, dass die Applikation von
Zytokinen die Expression von CAR, sowie die der Integrine erhoht und so zu einer
verbesserten therapeutischen Effizienz beitragen konnte. Nagano und seine Kollegen (2008)
vermuteten, dass der begrenzte Freiraum zwischen den Tumorzellen (~20 nm) den Erfolg der
viralen Therapie verhindert, da die meisten Viren einen groBeren Durchmesser haben. Mit
apoptoseinduzierenden Agentien (CD8/Caspase 8, Paclitaxel, Paclitaxel und TNF) konnten
sie einen erhohten interzelluldren Freiraum und eine erhohte initiale Herpes-Simplex-Virus
(HSV)-Infektion nachweisen.

Diese Beobachtung lédsst darauf schlieBen, dass die Kombination onkolytischer Viren mit
zytotoxischen Agentien eine wirkungsvolle Therapieoptimierung darstellt. Unter diesen
Aspekten wurde in dieser Arbeit zum einen ein Hauptaugenmerk auf das kleinzellige
Bronchialkarzinom gelegt, bei dem vermutet werden konnte, dass die CAR-Expression erhoht
ist, da es sich aus dem normalen Lungengewebe entwickelt hat und sich durch einen
dramatischen Verlauf und eine friihe Streuung auszeichnet. Zum anderen wurde mit dem
Trichostatin A (TSA) gearbeitet, das als Histondeacetylase-Inhibitor (iHDAC) die Erhohung
der CAR-Expression induzieren kann. Die transkriptionale Regulation von CAR wird durch
lokales Remodelling der Chromatinstruktur gesteuert und zwar hauptsidchlich durch
Histonacetylierung und nicht durch die Methylierung des Promoters (Pong et al., 2003). Diese
Feststellung konnte von verschiedenen Gruppen (Okegawa et al., 2000, Kitazono et al., 2001,
Kitazono et al., 2002) bekriftigt werden, in dem verschiedene iHDACs zur Anwendung
kamen, um die CAR Gen-Expression zu induzieren, und damit das Vorhandensein von CAR
auf der Zelloberfliche und damit die adenovirale Transduktion zu erhohen. Segura-Pacheco et

al. (2007) konnte diese Effekte mit einer kurzkettigen Fettsdure, der Valproat Sdure (VPA),
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die in der Klinik zur Behandlung von Epilepsie und manisch depressiven Erkrankungen
genutzt wird, an Cervix-, Mamma- und Blasenkarzinomzellen nachweisen. Der Vorteil der
iHDACsSs besteht nicht nur darin, dass eine Erhohung der CAR-Expression eine Anwendung
von routinemiBig eingesetzter pharmakologischer Préaparate mit HDAC-inhibitorischen
Fihigkeiten die adenovirale Gentherapie effizienter machen konnte, sondern auch, dass
iHDAC-Medikamente per se anti-neoplasmatische Fihigkeiten besitzen (Drummond et al.,
2005, Minucci et al., 2006). Somit konnte eventuell die CAR Expression unabhédngig von

dem Expressionsgrad und der Tumorentitit erhoht werden.

2.5 Das Bronchialkarzinom

Noch bis in die 30er Jahre war die Inzidenz des Bronchialkarzinoms sehr gering, seine
Haufigkeit begann erst zwischen den beiden Weltkriegen zu steigen, so dass es heute mit 25
% aller Malignome die hdufigste Krebsform in der Europdischen Union darstellt. Mit einer
Mortalitédtsrate von 34,66 fiir Méanner und 13,2 fiir Frauen fiir das Jahr 2008 gehort der
Lungenkrebs zu einer der héaufigsten Todesursachen in Deutschland (Deutscher Krebsatlas,
2008). Die Zahl der Neuerkrankungen weist mit 13,2 % aller neu aufgetretenen Tumore eine
steigende Tendenz auf, in Deutschland rechnet man mit 37.000 Neuerkrankungen pro Jahr
(Digel et al., 2001).

Obwohl Minner im Verhiltnis 3:1 hiufiger betroffen sind, steigt auch der Anteil der
weiblichen Erkrankten, was durch den vermehrten Tabakkonsum der Frauen bedingt ist.
Damit stellt das Bronchialkarzinom eine Besonderheit dar, denn es ist einer der wenigen
Tumore, bei denen das Karzinogen bekannt ist. 85 % der Bronchialkarzinome entstehen durch
aktive Zigaretteninhalation (HauBinger und Kohlhdufl, 2000). Allerdings hat sich aus der
Entdeckung, dass nicht jeder starke Raucher an Lungenkrebs erkrankt die These der
interindividuellen Variation und des genetischen Polymorphismus bei der Kazinogenese
entwickelt. Eine genetische Pridisposition konnte nur bedingt nachgewiesen werden, so
erhoht Lungenkrebs in der Familie lediglich das Risiko an Krebs zu erkranken, jedoch nicht
speziell an einem Bronchialkarzinom. Neben weiteren dtiologischen Faktoren wie Asbest,
Arsen, Beryllium, Senfgas, Chrom-6-Verbindungen, Haloethern, Dichlordiethylsulfiden,
Nickelmetall und ionisierender Strahlung, haben chronische entziindliche Reizungen des

Respirationstraktes ebenfalls einen Einfluss auf die Entstehung des Bronchialkarzinoms.
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Eine Frithentdeckung gelingt meist nur zufillig, weshalb die 5-Jahresiiberlebensrate mit nur
14 % aller Lungentumoren gering ist (Travis et al., 1995), die fiir small cell lung cancer
(SCLC) liegt bei lediglich 5 % (Worden und Kalemkerian, 2000) und einer mittleren
Uberlebenszeit zwischen 7 und 20 Monaten (Hoffman et al., 2000). Die Prognose des
einzelnen Patienten hingt allerdings von der lokalen Tumorausbreitung und dem Stand der
Metastasierung ab.

Bei der komplexen Entstehung des Bronchialkarzinoms wird von einem Mehrstufenkonzept
ausgegangen, bei dem chronische Reizung und Einwirkung karzinogener Noxen in den
pluripotenten Reservezellen zu genetischen Schéden fiihrt. Mit einer Plattenepithelmetaplasie,
einer Becherzellhyperplasie oder einer Entartung neuroendokriner Zellen kann das Epithel so
die verschiedenen Subtypen des Bronchialkarzinoms hervorrufen (Briining et al., 2004). Die
WHO Kklassifiziert das Bronchialkarzinom nach histologischen Gesichtspunkten in neun
Subtypen (Travis et al., 1999), siehe Tabelle 2.

Die primédre Unterscheidung wird in kleinzellige und nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome
(non small cell lung cancer = NSCLC) vorgenommen, wobei die letztere mit etwa 80 % die

groBere Gruppe darstellt.

Tabelle 2: WHO Klassifikation des Bronchialkarzinoms nach histopathologischen Gesichtspunkten (Travis et
al., 1999) mit prozentualem Anteil (Travis et al., 1995)

Plattenepithelkarzinom 29.4 %
Kleinzelliges Karzinom 17,8 %
Adenokarzinom 31,5 %
GroBzelliges Karzinom 9,2 %
Karzinome mit pleomorphen sarkomatoiden oder sarkomatdsen Anteilen 0,1 %
Karzinoidtumor 1,0 %
Karzinome vom Speicheldriisentyp (Bronchialdriisenkarzinom) 0,1 %
Unklassifizierbare Karzinome <0,1 %
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2.5.1 Das kleinzellige Bronchialkarzinom

Bei 20 bis 25% aller Lungenkrebsformen handelt es sich um das kleinzellige
Bronchialkarzinom, das auch als Haferzellkarzinom bezeichnet wird. Es entsteht aus
Epithelzellen neuroektodermalen Ursprungs (Onganer et al., 2005). 1988 hat die International
Association for the Study of Lung Cancer (IASLC) eine Klassifikation vorgeschlagen, in der
das reine kleinzellige Bronchialkarzinom von zwei selteneren Varianten, dem gemischten
kleinzelligen/groBzelligen Karzinom und dem kombinierten kleinzelligen Bronchialkarzinom
unterschieden wird. Diese Einteilung wird nun iiblicherweise benutzt. Alle drei Formen
nehmen einen sehr aggressiven klinischen Verlauf und zeichnen sich durch seine frithe
himatogene und lymphogene Metastasierung in Skelett, Knochenmark, Leber und Gehirn aus.
Die starke Neigung zur systematischen Streuung ist signifikant fiir das SCLC und
unterscheidet es von den nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen, was grofle Bedeutung fiir
die Therapie hat. Da bei der Diagnosestellung in den meisten Féllen schon eine
Fernmetastasierung satt gefunden hat, wird die klinische Einteilung dieses Subtyps nicht nach
der TNM Klassifikation vorgenommen, sondern entweder nach einem zwei Stadien Prinzip
der Veteran’s Administration Lung Cancer Group (VALG) in ,limited disease® (LD) und
»extensive disease (ED) oder nach der ausfiihrlicheren Marburger Klassifikation (siehe

Tabelle 3).
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Tabelle 3: Vergleich der Marburger Klassifikation mit der Stadieneinteilung des SCLC nach der VALG

Primértumor von Lungengewebe
oder viszeraler Pleura umgeben mit

Very Limited maximal partieller Atelektase;
Disease (VLD) Kleiner Winkelerguss ohne maligne
Zellen; Lymphknotenbefall
ipsilateral
ﬁ;;:;g?&f?;?ﬁ;?e Primﬁrtgmor mit Thoraxwand-,
Limited Disease ipsilaterale oder kontralaterale medlastlnal.er ‘Pleu.ra—, oder
mediastenale oder Zwerchfellinfiltration; o
(LD) supraklavikulire Lymphknotenbefall mediastinal ipsi-
Lymphknoten, mit und ohne oder kontralate:ral sowie
Pleuracrauss ’ kontralateral hilér

Primértumor mit Herz-,
Speiserohren- oder
Wirbelséduleninfiltration; Maligner
Extensive Disease I  Jede Erkrankungsausdehnung Pleuraerguss; Maligner
(EDT) ﬁber das Stadium Limited Perika.trderguss; Recurrens-,
Disease hinaus Phrenicusparese; Vena Cava
Superior Syndrom;
Lymphknotenbefall supraklavikulidre
ipsi- oder kontralateral
Extensive Disease Himatogene Fernmetastasen in
einem Organ, einschlieBlich
Ia (ED ITa) kontralateraler Lungenbefall

Extensive Disease . .
- Hamatogene Fernmetastasen in mehr

ITb (ED IIb) als einem Organ

Das Karzinom ist typischerweise peribronchial lokalisiert und infiltriert zunéchst die
Submukosa, um sich dann endobronchial weiter auszubreiten. Da sich Symptome wie
chronische Heiserkeit, Blut im Sputum oder die vor allem bei kleinzelligen
Bronchialkarzinom auftretenden paraneoplastischen Symptome erst in spiteren Stadien der
Erkrankung manifestieren, bestehen hiufig keine kurativen Behandlungsmethoden mehr. Nur
bei einer Minderheit der Patienten im (V)LD-Stadium wird eine Resektion mit anschlieBender
Chemotherapie als sinnvoll erachtet. Auf Grund der frithen Metastasierung wird mit einer
systemischen Chemotherapie begonnen. Ublich sind dabei Polychemotherapien nach dem
ACO- (Adriamycin, Cyclophosphamid, Vincristin) oder PE- (Cisplatin, Etoposid) Schema.
Sie fithren hiufig zu einer Verlingerung der progressionsfreien Uberlebenszeit, allerdings
selten zu einer Verlingerung der Gesamtiiberlebenszeit. So liegt die mittlere Uberlebenszeit

im Stadium LD bei 14-20, bei ED zwischen 7 und 10 Monaten (Hoffmann et al., 2000 und
11
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Pandit et al., 2003). Griinde fiir das aggressive Wachstum des SCLC konnten die
immunsuppressive Wirkung auf NK-Zellen (Ikeda et al., 1991) als auch/und der Verlust vieler
Zelladhdsionsmolekiile (CAMs) sein. Die so aufgehobenen Zellkontakte fithren zu einer
Invasion in die extrazelluldre Matrix, ein Vorgang, der der Metastasierung dhnelt (Behrens et
al, 1989). Eine spitere Reexpression der CAMs wiirde den Kontakt zu den jeweiligen
Zielorganen herstellen (Albelda, 1993). Auch der Ursprung aus dem Neuroektoderm konnte
ein Faktor sein, der die rasche Streuung beeinflusst. Die Metastasierung wird unter diesem
Aspekt als eine deregulierte Form von physiologischen Invasionsprozessen angesehen (Liotta

und Clair, 2000).

2.6 Das Neuroblastom

Bei dem Neuroblastom handelt es sich um einen Tumor, der sich embryologisch von der
Neuralleiste herleiten ldsst. Mit 7-10 % aller kindlichen Krebserkrankungen stellt er den
hiufigsten extrakraniellen, soliden Tumor im Kindesalter dar (Brodeur, 2000). Er zeichnet
sich durch seine Heterogenitit in der Histologie, Biologie und dem klinischen Verhalten aus
und kann {iiberall dort auftreten, wo sich sympathisches Nervengewebe befindet. Hiufig tritt
er in den Nebennieren, entlang des zervikalen, thorakalen und abdominalen Grenzstranges,
sowie in den Paraganglien auf. Da etwa 50 % der Neuroblastome im fortgeschrittenen
Stadium diagnostiziert werden (Maris et al., 2007) und der Tumor oft frithzeitig in regionale
und periphere Lymphknoten, das Knochenmark, Knochen, Leber und Haut metastasiert, ist
eine Resektion meist nicht moglich. Dabei hingt die bestmogliche Therapieform nicht nur
vom Stadium der Erkrankung, sondern auch vom Alter des Kindes ab. Die 5-
Jahresiiberlebensrate liegt bei 70 Y% (Cohen et al., 2009) die
Langzeitiiberlebenswahrscheinlichkeit im fortgeschrittenen Stadium bei nur 30-40 %

(Escobar et al., 2006).

2.7 Das Mamma- und Ovarialkarzinom

Das Mammakarzinom ist die hidufigste Krebserkrankung der Frau, etwa jede 10. Frau erkrankt
im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs. Den dritthdufigsten Tumor beim weiblichen Geschlecht

stellt das Ovarialkarzinom dar, das 6 % aller todlichen Krebserkrankungen und 50 % der
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Todesfille bei gynidkologischen Krebsarten ausmacht. Die beiden Tumore weisen einige
Gemeinsamkeiten auf, so ist das Risiko in fortgeschrittenem Alter zu erkranken bei beiden
erhoht, das Mammakarzinom zeigt einen Altersgipfel bei 50-55 Jahren, das durchschnittliche
Erkrankungsalter beim Ovarialkarzinom liegt bei 65 Jahren, auflerdem ist ein familiér
gehduftes Auftreten bei beiden Karzinomen bekannt. Die Mutationen in zwei Genen, dem
BRACI und dem BRAC2, fithren zu einem erhohten Erkrankungsrisiko, das beim
Mammakarzinom mit 85 % bis zum 70. Lebensjahr hoher liegt als beim Ovarialkarzinom mit
53 % (Antoniou et al., 2008). Die Gesamtiiberlebensrate fiir fiinf Jahre liegt bei
Mammakarzinom-Patientinnen mit 76,4 %, fiir zehn Jahre mit 59,4 % und fiir 15 Jahre bei
46,7 % noch deutlich hoher als beim Ovarialkarzinom das mit einer Fiinf-Jahres-
Uberlebensrate von ca. 35 % die schlechteste Prognose aller Genitalmalginomen hat (Engel et
al., 2000). Um eine Streuung zu verhindern, falls dies noch nicht geschehen ist, und um ein
Rezidiv zu vermeiden, werden Karzinome in der Mamma meistens operativ entfernt.
Zusitzlich werden Chemo- und Radiotherapie, eine antihormonelle Therapie bei
hormonsensitiven Karzinomen, sowie eine Behandlung mit Antikorpern gegen den
HER2/neu-Rezeptor bei dessen Uberexpression angewandt. Da beim Ovarialkarzinom das
Ansprechen auf eine hormonelle und eine Strahlentherapie gering sind, wird dieser Tumor in

groBem Ausmal reseziert und eine zusitzliche Chemotherapie durchgefiihrt.

2.8 Nasopharynxkarzinome

Nasopharynxkarzinome (NPC fiir englisch Nasopharyngeal Carcinoma) gehoren zur Klasse
der Kopf-Hals-Tumore und sind epithelialer Abstammung. Die Inzidenz in Deutschland liegt
bei 0,3/ 100000 pro Jahr (Niedobitek, 1998) und ist somit, wie auch in ganz Zentraleuropa
und Nordamerika mit 0,2 % aller Tumoren, ein recht seltener Tumor. Es gibt allerdings
Regionen in denen diese Tumorart endemisch auftritt. Dazu zdhlen Siidostasien, Gronland,
Alaska und Nordafrika, mit einer Inzidenz von 30/ 100000. In Taiwan ist das NPC so zur
hiufigsten Todesursache bei jungen Minnern geworden (Titcomb, 2001). Nach Einteilung der
WHO unterscheidet man drei histologische Formen:

1. Das verhornte, gut differenzierte Plattenepithelkarzinom

2. Das nichtkeratinisierende Plattenepithelkarzinom

3. Den undifferenzierten Typ
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Bei dem dritten Typ handelt es sich um ein lymphoepitheliales Karzinom, das in direktem
Zusammenhang zu einer Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus steht (Vasef et al., 2007). Zu
den idtiologischen Faktoren zédhlen aulerdem, wie auch bei anderen Tumoren des Kopf-Hals-
Bereichs, Nikotinabusus in Verbindung mit Alkoholkonsum. Auf Grund der
epidemiologischen Besonderheiten konnte gesalzener Trockenfisch, der teilweise einen
erhohten Gehalt von Nitrosaminen aufweist, als weiterer Risikofaktor gefunden werden. Da
die Tumore wegen ihrer geringen Symptomatik erst spit diagnostiziert werden, ist eine
Operation nur selten das Mittel der Wahl. Die Strahlentherapie schligt nur beim
nichtverhornenden und undifferenzierten Typ an. Deshalb befassen sich viele Studien mit der
kombinierte Therapie (Chemotherapie und Radiotherapie) fiir die fortgeschrittenen Stadien
des NPC. Vor allem in China werden neue Therapien erforscht, so dass Su und seine Kollegen
(2008) in einem nasopharyngealem Tumor Xenograftmodell eine Inhibition des
Tumorwachstums nach einer kombinierten viralen onkolytischen und einer antiangiogenese
Therapie nachweisen konnten und Pan (2008) eine Studie mit rekombinanter Adenovirus-
p53- und Radiotherapie fiir Patienten mit Nasopharynxkarzinomen angefertigt hat. In dieser
konnte gezeigt werden, dass die 5-Jahresiiberlebensrate und die rezidivfreie Uberlebensrate
iiber 5-Jahre um 7,5 % und 11,7 % hoher lagen als bei der Kontrollgruppe, die nur mit

Strahlentherapie behandelt wurden.
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J 1IN Material und Methoden

3.1 Fixierung

Die aus den Miusen entnommenen Primidrtumore, die dazugehorigen Zellen aus der
Zellkultur in Agar, sowie die Lungen wurden in 4 % Paraformaldehyd in 0,1 M
Natriumphosphatpuffer pH = 7,2-7,4 gelost und das Gewebe bei Raumtemperatur 24 Stunden

fixiert.

3.2 Paraffineinbettung und Herstellung der Schnitte

Nach Auswaschen des Formalins wurde das fixierte Gewebe in einer aufsteigenden
Alkoholreihe entwissert und nach dem anschlieBenden Xylolbad in Paraffin eingebettet (3 h
in Puffer, 2 h in 50 % Ethanol, 2 h in 70 % Ethanol, dreimal fiir 2 h in 90 % Ethanol, dreimal
fiir 3:30 h in absolutem Ethanol, 4:45 h in Paraplast und Isopropanol im Verhiltnis 1:1,
zweimal fiir 3:30 h in reinem Paraplast). Von dem eingebetteten Gewebe wurden nun mit dem
Mikrotom 5 wm dicke Schnitte hergestellt, die auf silanbeschichtete Objekttriger
(HistoBond®, Marienfeld, Deutschland) gezogen wurden. Zum Trocknen und zur Haftung an

den Objekttrigern wurden die Schnitte iiber Nacht bei 37° C im Trockenschrank gelagert.

3.3 Immunhistochemische Firbung mit Anti-CxADR Antikorper mit alkalischer

Phosphatase Enzymreaktion

Zunachst wurden kleinzellige Bronchialkarzinome der Zelllinien OH1, OH3, SW2, H82 und
H69, die aus immundefizienten pfp/rag2-Midusen stammten, entnommen. Zusitzlich wurden
auf Scid-Médusen gewachsene Neuroblastome, Ovarialkarzinome, Mammakarzinome,
Kolonkarzinome, Prostatakarzinome, Pankreaskarzinome mit den dazugehorigen Zellpellets,
die aus den gleichen Zellen aus der Zellkultur erstellt worden waren, gefirbt. Auflerdem
wurden noch Metastasen einiger Zelllinien der SCLC und Kklinische Fille des
Nasopharynxkarzinoms mit derselben Methode auf den Rezeptor hin untersucht (Tabelle 4).
Als klinische Félle wurden Nasopharynxkarzinome freundlicherweise von Prof. Friedrich aus

der Klinik und Poliklinik fiir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des UKE, Deutschland,
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zur Verfiigung gestellt. Dabei handelt es sich um 41 Patientenfille, deren Karzinome
zwischen 1983 und 1987 operativ entfernt wurden und die unterschiedliche Grade der
Erkrankung aufwiesen.

Aus vorangegangenen Fiarbungen zur Erstellung des Farbeprotokolls konnten die Zellen in
Agar von OH1 auf Grund der ausgezeichneten Firbeeigenschaften als Positivkontrolle

verwendet werden.

Tabelle 4: Humane Karzinomzelllinien, deren Expression von CAR untersucht wurde

SCLC OH1, OH3, SW2, H69, H82
Neuroblastome Kelly, SKNSH, LAN1, IMR32
Ovarialkarzinome 0OC2, OVCAR3, MZ10
Mammakarzinome T47D, MCF7, DU4475
Kolonkarzinome SW480, CaCo, HT29
Prostatakarzinome DU145, PC3, LNCAP
Pankreaskarzinome Ca-5061, Ca-5156, Ca-5072
Metastasen der SCLC H69, OH3, OH1
Nasopharynxkarzinome Klinische Fille

Bevor mit der Farbung begonnen werden konnte, wurden die Schnitte in einer absteigenden
Alkoholreihe entparaffiniert (zweimal fiir 5 Minuten in Xylol, zweimal fiir 5 Minuten in 100
%igem Ethanol, 5 Minuten in 96 %igem Ethanol, 5 Minuten in 70 %igem Ethanol, 5 Minuten
in 50 %igem Ethanol und abschlieend 2 Minuten in Aqua dest.). Die entparaffinierten und
rehydrierten Schnitte wurden zunéchst einer hitzeinduzierten Vorbehandlung unterzogen. In
einer Zitratpufferlosung (Zitronensdure Monohydrat, mit 10 N NaOH Aqua dest. pH 6,0)
wurden die Schnitte zur Epitop-Demaskierung einmal bei 1000 W in der Mikrowelle
aufgekocht und darauf folgend dreimal fiir fiinf Minuten bei 500 W erwédrmt. Dabei wurde
darauf geachtet, dass die Schnitte immer von geniigend Zitratpuffer umgeben waren. Im
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folgenden Schritt kiihlte der Puffer iiber 30 min bei Raumtemperatur ab, wobei nach 20 min
die Hilfte des Puffers durch Kalten ersetzt wurde. Um den Zitratpuffer abzuwaschen, wurde
als nachstes mit einem kochsalzhaltigen Tris/HCI Puffer (Trizma Base SIGMA 50 mM, NaCl
150 mM mit 2 N HC1 Aqua dest. pH 7,6 = TBS) dreimal fiir fiinf Minuten gespiilt.

Alle folgenden Verdiinnungsangaben beziehen sich auf eine Verdiinnung mit DAKO®
Antibody Diluent With Background Reducing Components (DAKO Corp., Carpinteria, CA,
USA). Bis auf die Inkubation mit dem primédren Antikdrper wurden alle Inkubationsschritte
bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer durchgefiihrt. Um unspezifische Bindungen
zu vermeiden, wurden zundchst die Schnitte 30 min mit Schweine-Normalserum (Swine
Serum (Normal), DakoCytomation, Glostrup, Denmark, X0901) 1:10 verdiinnt inkubiert,
bevor mit der Inkubation mit dem Primérantikdrper begonnen werden konnte. Zwischen
beiden Schritten wurde nicht gespiilt, sondern nur das iiberschiissige Serum abgeklopft und
folgend der Antikorper Anti-CxADR 1:200 verdiinnt aufgetragen. Die Inkubation erfolgte bei
4° C iiber Nacht. Am nichsten Morgen wurde nach dreimaligen Spiilen mit TBS fiir jeweils
fiinf Minuten mit dem sekundéren biotinyliertem Schwein-anti-Kaninchen-Antikorper (Swine
anti-Rabbit Immunoglobulins/Biotinylated, DakoCytomation, Glostrup, Denmark, E0353),
1:200 verdiinnt, fiir 30 min inkubiert. Nach weiterem Spiilen wie oben angegeben, folgte die
Inkubation mit dem Vectastain® ABC alkalische Phosphatase Kit (Vector Laboratories, Inc.,
Burlingame, CA, USA, ABC-AP Kit Universal, AK 5200) fiir 30 min. Nach Angaben des
Herstellers wurde das Avidinreagenz und das biotinylierte Enzym mindestens eine halbe
Stunde vor der Verwendung angesetzt. Vor der Entwicklung der Alkalischen-Phosphatase-
Enzymreaktion mit Neufuchsin und Naphthol wurde wieder wie vorher gespiilt und wéhrend
dessen das Reaktionsgemisch angesetzt. Fiir 200 ml wurden 400 mg Natrium-Nitrit in 10 ml
Aqua dest. gelost und mit 400 pl Neufuchsin (5 g/100 ml 2 N HCI) sowie 200 ml Trispuffer
(50 mM Tris base, 150 mM NaCl, mit 2 N HCI Aqua dest. pH 8,24) vermischt. Nachdem 40
mg Naphthol AS in 1000 pl Dimethyformamid (DMF) gelost worden waren, wurde es
ebenfalls hinzubegeben. Als letztes folgten 260 ul Tween 20 zu dem Ansatz, mit dem die
Schnitte 30 min im Dunkeln inkubiert wurden. Zum Stoppen der Reaktion wurden die
Schnitte fiinf Minuten in flieBendem Leitungswasser gespiilt und nach kurzem Spiilen in
destilliertem Wasser mit filtriertem Mayers Himalaun (1:1 in Aqua dest.) fiir drei Sekunden
gegengefirbt. Es folgten die fiinfminiitige Blduung in flieBendem Leitungswasser und nach
der Uberfilhrung in Aqua dest. das Eindecken mit dem wasserhaltigen Medium

Clarion/Crystal Mount I und II (Biomeda corp., Foster City, California, USA).
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3.4 Immunhistochemische Fiarbung mit Anti-CxADR Antikorper mit Glukoseoxidase

Enzymreaktion

Als weiterer Versuch, die Intensitéit der Firbung zu steigern, wurde fiir die ABC-Methode ein
anderer Enzymkomplex mit Peroxidaseaktivitiat verwendet. Es handelte sich hierbei um die
Glukoseoxidase, die durch die Verwendung von Ammonium-Nickelsulfat zu einer
Signalverstarkung fiihren soll. Der Ablauf der Firbeschritte ist dem der vorangegangen
beschriebenen Farbung sehr dhnlich. Im Unterschied dazu wurde jedoch anstatt des TBS-
Puffers 0,05 M saliner Phosphatpuffer, PBS-Puffer, (Di-Natriumhydrogenphosphat x H,O 50
mM, NaCl 150 mM mit 2 N HCI Aqua dest. pH 7,4) verwendet. Nach der hitzeinduzierten
Vorbehandlung und dem ersten Mal Spiilen wurde mit 3 %igem H,O, in Methanol iiber 15
min die endogene Peroxidasereaktivitat gechemmt, um sicherzustellen, dass es sich um die in
der Immunreaktion dargestellte und fiir die Lokalisierung der zelluliren Antigene
verantwortliche Peroxidase handelt. Alle folgenden Schritte wurden beibehalten bis zur
Inkubation mit dem Vectastain® ABC Kit (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA,
ABC-POX Kit Standard, PK-6100), das anstatt AP als Enzym die Peroxidase (POX) enthilt.
Nach der Inkubation mit dem Vectastain® ABC POX Kit und dem dreimaligen Spiilen mit
PBS folgte die Entwicklung. Angesetzt wurde das Reaktionsgemisch fiir 300 ml indem 120
mg Ammoniumchlorid in 300 ml 0,1 M PB-Puffer (KH,PO,4, Na,HPO4 mit Na,HPO4 x 2
H,O, pH 7,4) unter Riihren gelost wurden, 150 mg DAB (3°3-Diaminobenzidin), 6 ml
Nickelsulfat (0,05 M), 6 ml Glukose (10 %) und 1000 pl Glukoseoxidase (Ansatz: 1,2 mg/1
ml Aqua dest.) wurden hinzugefiigt. Die Entwicklung bedarf einer mikroskopischen
Kontrolle, da es schnell zu einer Uberfirbung kommen kann. Nach Uberpriifung der
Positivkontrolle wurde unter flieBendem, destilliertem Wasser die Reaktion gestoppt und die
Praparate mit Clarion/Crystal Mount I und II eingedeckt. Auf eine Gegenfirbung wurde
verzichtet, da die Blaufiarbung des Hamalauns keinen guten Kontrast zu dem Braun-Schwarz
des DAB lieferte. Neben den zu farbenden Schnitten wurde fiir jedes Gewebe eine
Negativkontrolle mit DAKO Antibody Diluent With Background Reducing Components,
sowie eine Isokontrolle mit Kaninchen IgG (Rabbit Immunoglobulin Fraktion (Normal),
Negative Control, DAKO A/S, Glostrup, Denmark, X0903) in selber Verdiinnung und
Konzentration wie Anti-CxADR anstatt des primidren Antikorpers verwendet. Alle anderen
Farbeschritte waren identisch. Bei diesen Geweben konnte keinerlei Firbereaktion festgestellt

werden.
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3.5 Himatoxylin-Eosin-Farbung

Da bei der Glukoseoxidase-Verstirkungsreaktion nicht gegengefarbt wurde, waren weder
Kerne noch Zellgrenzen erkennbar, weshalb parallel zur immunhistochemischen Fiarbung die
gleichen Schnitte einer Hdmatoxylin-Eosin-Farbung (HE) unterzogen wurden. Sie wurden
wie die anderen Schnitte in der absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und folgend mit
Héamalaun und Eosin gefiarbt (3 min in H@malaun, 2 min in Aqua dest.,, 5 min in
Leitungswasser, 3 min in Eosin, 30 min in Aqua dest.). Nach der Entwisserung in
aufsteigender Alkoholreihe (15 min in 70 %igem Ethanol, zweimal 30 min in 96 %igem
Ethanol, zweimal 5 min in 100 %igem Ethanol, dreimal 5 min in Xylol) konnte mit Eukitt®

(O. Kindler GmbH, Freiburg, Deutschland) eingedeckt werden.

3.6 Mikroskopische Auswertung

Die Auswertung der gefidrbten Schnitte wurde am Mikroskop Axiolplan 2 (Zeiss, Gottingen,
Deutschland) vorgenommen. Mit der Digitalkamera Axiovision MRc5 (Zeiss) wurden
reprasentative Areale aufgenommen und mit dem dazugehorigen Computerprogramm
(Axiovision Release 4.6.3 SP1 (11-2007)) sichtbar gemacht. Um die Qualitét, als auch die
Quantitidt der Fiarbung zu erfassen, wurden bei der Auswertung zum einen die Intensitit des
Farbstoffs von schwacher (+) bis zu starker Fiarbung (+++) unterteilt, zum anderen der
prozentuale Anteil des gefiarbten Gewebes eines Schnittes (von 0-100 %) bewertet. Die
Ergebnisse sind das Produkt zweier unabhéngiger Bewerter, die sich in den meisten Fillen
glichen. Bei den Priparaten, die nicht einstimmig bewertet wurden, wurde nach kurzer

Diskussion zwischen den Begutachtern ein iibereinstimmendes Ergebnis gefunden.

3.7 Zellkulturversuch mit Ad-GFP

Die Zelllinien wurden in Kultur genommen, um zu iiberpriifen, ob eine Infektion mit einem
Adenovirus moglich ist. Der Virus besitzt dafiir das Gen fiir das Griin fluoreszierende Protein
(GFP), das bei seiner Expression zu einer Fluoreszenz fiihrt, iiber die wiederum eine Infektion

der Zellen nachgewiesen werden kann.
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3.7.1. Kultivierung der Zelllinien

Es wurden die Zelllinien OH1, OH3, H69, H82 und SW2 in Kultur genommen. Die im -80° C
kalten Tiefkiihlschrank gelagerten Zellen wurden im Wasserbad bei 30° C aufgetaut, mit dem
Vollmedium (DMEM high Glucose 4,5 g/l, with Sodium Pyruvate, with L-Glutamine, PAA
Laboratories, Pasching, Osterreich, E15-843), dem 1 mM fetales Kilberserum (FCS) und 1 %
Penicillin/Streptomycin zugesetzt worden waren, versetzt und suspendiert. Die Zellen wurden
in einem Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO,-Gehalt und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95

% kultiviert. Alle zwei Tage wurde das Medium erneuert oder die Zellen 1:4 gesplittet.

3.7.2 Virustiterbestimmung

Zur Bestimmung des Virustiters des Virus Ad-GFP wurde die adhdrente Zelllinie 293 mit
einer definierten Zellzahl von 1 x 10° Zellen in 1 ml Medium pro Napf in der sechs Napf-
Platte ausgesit. Es wurde eine Verdiinnungsreihe aufgestellt, in dem 1089 ul vorgewirmten
DMEM ohne FCS 11 pl Virusiiberstand hinzu pipettiert wurden (Verdiinnung 107). In die
folgenden Falconrohrchen mit 990 ul DMEM wurden jeweils 110 ul aus dem vorherig
Verdiinntem gegeben. So ergab sich eine Verdiinnung von 10% bis 107 Viren pro
Falconrohrchen. Die 293 Zellen wurden mit DMEM gewaschen und die Verdiinnungsreihe
aufgetragen. Die folgenden 90 min verweilten die Zellen im Inkubator und wurden alle 15
min geschwenkt. Gestoppt wurde die Infektion, nach Angaben eines etablierten Protokolls
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Herrn P. Groitl, technischer Assistent in der
Abteilung fiir molekulare Virologie am Heinrich-Pette-Institut, Deutschland, mit 2 ml

Vollmedium. Nach 48 h wurden die Zellen unter UV-Licht am Mikroskop ausgezéhlt.

3.7.3 Infektion der Zelllinien

Die Zelllinien der kleinzelligen Bronchialkarzinome wurden mit der Neubauer-Zihlkammer
ausgezihlt und OHI, H82 und SW2 mit einer Zellzahl von 300.000 pro 1 ml, OH3 und H69
auf Grund der langsamen Wachstumsrate jeweils mit 1,6 ml auf eine Sechs-Napf-Platte
ausgesit. Die Virusstammlosung wurde im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und mit DMEM
verdiinnt. Mit einer multiplicity of infection (moi) von 20, also der 20-fachen Menge an Viren
im Verhiltnis zur Zellzahl (Flint et al., 2003), wurden die Zellen infiziert, 90 min im
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Brutschrank inkubiert und alle 15 min geschwenkt. Gestoppt wurde die Infektion mit 2 ml

Vollmedium.

Als zweiter Versuchsansatz wurden die Zelllinien ebenfalls mit 300.000 Zellen pro 1 ml
ausgesit und mit einer moi von 20 infiziert. Allerdings wurde die Infektion zeitlich auf 1,5 h
begrenzt, in dem durch das Abzentrifugieren die in dem Medium geldste Viren abgesaugt
werden konnten, und so eine nachtrigliche Infektion ausgeschlossen wurde. Die Zellen
wurden nach dem Entfernen des Virus mit DMEM gewaschen und danach in 9 ml
Vollmedium aufgenommen um jeweils 3 ml jeder Zelllinie auf eine Sechs-Napf-Platte fiir die

drei Messwerte zu verteilen.

3.74 FACS-Analyse

Nach 24, 48 und 72 Stunden wurden die Zellen aus den Sechs-Napf-Platten in 15 ml Falcons
transferiert, bei 2000 U/min und 20 °C 3 min zentrifugiert, zweimal mit PBS gespiilt und

dann in frischem PBS resuspendiert.

Mit Hilfe des FACS-Gerites BDFACSCanto konnte die Zahl der Zellen bestimmt werden, die
mit GFP fluoreszierten. Dies entspricht der Zahl der Zellen, die den Virus iiber den CAR
aufgenommen haben. Auflerdem wurde anhand der Flussrate die Gesamtzellzahl errechnet.
Ausgewertet wurden die Daten mit der BD FACSDivaSoftware (Becton, Dickson and

Company, fluorescence activated cell sorting, BD Biosciences, San Jose, CA, USA.).

3.8 Zellkulturversuche mit Trichostatin A (TSA)
Das TSA, mit dem die SCLC Zellen vorbehandelt wurden, gehort zu den Histondeacetylase-

Inhibitoren 1IHDACSs). Ein moglicher Effekt auf die CAR Expression wurde mit dem FACS
tiberpriift.
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3.8.1 Kultivierung der Zelllinien

Die fiinf Zelllinien der kleinzelligen Bronchialkarzinome wurden wie oben beschrieben in
Kultur genommen und versorgt, diesmal allerdings mit dem Kulturmedium GIBCO RPMI
1640 von Invitrogen, Paisley, PA49RF, Scotland, UK, + 10 % FCS, L-Glutamin und 1 %

Streptomycin/Penicillin, versetzt.

3.8.2 Vorbehandlung mit TSA

An Hand der Vorversuche, in denen verschiedene Messzeitpunkte (1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 24 h,
48 h, 72 h) und Konzentrationen (100 uM, 50 uM, 25 uM, 10 uM, 5 uM, 2 uM, 1 uM, 100
nM, 50 nM, 10 nM, 1 nM) des TSA ausgetestet wurden, sollte festgestellt werden, wie die
optimale Infektion der Zellen mit dem Virus erzielt werden kann. Es wurden 2.000.000 Zellen
jeder Zelllinie in 2,5 ml Vollmedium aufgenommen und in eine Sechs-Napf-Platte ausgesit,
drei dieser Platten wurden angefertigt. Die Zellen der ersten Platte wurden mit 2,5 ml Medium
mit 2 uM, die der zweiten mit 2,5 ml und 20 nM TSA versetzt. Auf der dritten Platte wurden
zu jeder Zelllinie 2,5 ml reines Medium hinzu gegeben. Alle drei wurden dann fiir 6 h bei 37
°C, 5 % CO;, und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 % im Brutschrank inkubiert. Zu der
Fixierung der Zellen wurden sie in 10 ml Réhrchen aufgenommen, bei 15.000 U/min fiir 6
min und Raumtemperatur zentrifugiert und in 1 ml Fixierungspuffer (Dulbecco’s PBS Gibco,
Darmstadt, Deutschland, Ref. 14190-094, pH = 7.4, 1 % BSA, 0,5 % Natriumazid, 2 %
Formalin) aufgenommen. Nach einer Einwirkungszeit von 20 min wurden 10 ml PBS
(Dulbecco’s PBS, Gibco, Darmstadt, Deutschland) hinzugegeben, die Losung geschwenkt
und wieder, wie oben beschrieben, zentrifugiert. In 1 ml PBS wurden die fixierten Zellen iiber

Nacht im Kiihlschrank gelagert.

3.8.3 FACS Firbung

Um den Rezeptor im FACS nachweisen zu konnen, mussten die Zellen @dhnlich der
Immunhistochemie mit dem Antikorper Anti-CXADR gefirbt werden. Dazu wurden die
Zellen zunidchst wieder zentrifugiert und mit Zelldissoziationspuffer (Cell Dissociation

Buffer, enzyme free, PBS-based, Invitrogen, San Francisco, CA, USA, Cat. No. 13151-014)

22



Material und Methoden

resuspendiert. Das Resuspendieren wurde nach fiinfminiitiger Wartezeit zweimal wiederholt,
die Zellen zentrifugiert und in 100 ul FACS-Puffer aufgenommen. Die Zellen jeder Platte
wurden dann geteilt und jeweils mit 1:50 verdiinntem Antikorper und Kaninchenserum
(Rabbit Serum (Normal), DakoCytomation, Glostrup, Denmark, X0902) in gleicher
Konzentration versetzt in 1 ml Réhrchen auf Eis fiir 30 min inkubiert. So wurden fiir jede
Zelllinie eine Fiarbung mit dem Antikérper und dazugehoriger Isotypkontrolle fiir die TSA-
Konzentrationen 1 uM und 10 nM sowie ein zum Vergleich bendtigter unbehandelter
Versuchsansatz angefertigt. Alle angegebenen Verdiinnungen beziehen sich auf eine
Verdiinnung mit dem FACS-Puffer, bei dem ebenfalls darauf geachtet wurde, dass er gekiihlt
verwendet wurde. Um die Inkubation zu beenden, wurde 1 ml FACS-Puffer hinzugeben, die
Zellen bei 2250 U/min fiir 5 min bei 4°C zentrifugiert und anschliefend 100 ul des 1:200
verdiinnten sekundédr Antikorpers (Schwein-anti- Kaninchen) auf die Zellen gegeben. Auch
hier folgte eine Inkubation von 30 min auf Eis, das Stoppen mit FACS-Puffer und das
Zentrifugieren in der Kiihlzentrifuge. Die nachfolgende Inkubation mit Streptavidin APC (BD
Pharmingen®, Franklin Lakes, NJ, USA, 554067) 1:100 verdiinnt lief auf Eis und im Dunkeln
ab. Nach 30 min erfolgte der Stoppvorgang und die Zellen wurden in 300 ul FACS-Puffer
aufgenommen und in FACS-Rohrchen iiberfiihrt. Mit der Durchflusszytometrie konnte so fiir
jede Zelllinie iiber die Fluoreszenzintensitdt der Einfluss des TSA auf die Expression des

Rezeptors ermittelt werden.

3.84 Uberpriifung der Zellvitalitiit nach 24 Stunden

Da vermutet wird, dass TSA durch seine histondeacetylase-inhibierenden Eigenschaften auch
einen Effekt auf das Zellwachstum und auf die Einleitung der Apoptose in den behandelten
Zellen hat (Xu et al., 2006) wurde die Zellzahl und -vitalitdt nach 24 Stunden mit der 1 uM
und 10 nM Losung mit TSA mit dem CASY® (Schirfe System, Reutlingen) gemessen. Die
Zellen wurden wie in dem Versuchsansatz fiir die FACS-Firbung zu 2 x 10° Zellen auf eine
Sechs-Napf-Platte ausgesit, in 2,5 ml Medium, zu dem weitere 2,5 ml Medium mit TSA
versetzt hinzugefiigt wurden. Fiir jede Zelllinie wurden zwei Versuchsansitze mit den TSA
Konzentrationen 1 uM und 10 nM vorbereitet und fiir 24 Stunden bei 37 °C, 5 % CO, und
einer Luftfeuchtigkeit von 95 % im Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden
die Zellen resuspendiert und 100 pl der Zellsuspension in 10 ml CASY ®ton (Schirfe System,

Reutlingen), einer isotonen Losungsfliissigkeit, aufgenommen und mit CASY® aus gewertet.
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IVv. Ergebnisse

4.1. Ergebnisse der immunhistochemischen Firbung mit Anti-CxADR

Alle ausgewihlten Gewebe wurden mit dem Antikorper gegen humanes CxADR gefirbt,
auch wenn nur die Nasopharynxkarzinome aus dem Menschen entnommen wurden. Da
zunéchst einige der Schnitte nur schwach angefirbt waren, musste ausgetestet werden, ob sich
die Ergebnisse noch verbessern lassen. Zum einen wurde dies mit einer hoheren
Konzentration des Antikorpers versucht. Die Verdiinnungsreihe (1:200, 1:100, 1:50) fiihrte
leider zu keinem besseren Ergebnis, da die Intensitdt, im Gegensatz zu dem prozentualen
Anteil des gefdarbten Gewebes, nicht zugenommen hatte, und die Unspezifitit der Firbung
gleichfalls erhoht wurde. Zum anderen wurde als weitere Fiarbemethode die Glukoseoxidase-
Verstiarkungsreaktion getestet, die aber im Vergleich zu immunhistochemischen Firbung mit
AP keine deutliche Verstirkung aufwies. Zwar wiesen einige Zelllinien (z.B. OH3 und
LAN1) einen hoheren Anteil gefdrbten Gewebes auf, allerdings war die Intensitidt sehr
schwach und in den meisten Fillen stimmten die Ergebnisse mit der Fiarbung mit AP iiberein.
Das schwichere Farbergebnis und der sich als aufwendiger und damit fehleranfilliger
erweisende Abgleich mit den HE-Fiarbungen zur Unterscheidung des befallenen Gewebes von
nekrotischen Bezirken fiihrte dazu, das alle nachfolgenden Férbungen nur mit der AP-

Reaktion vorgenommen wurden mit einer Verdiinnung des Antikdrpers von 1:200.

4.1.1. Firbung der kleinzelligen Bronchialkarzinome

Um eine allgemeine Aussage iiber das Féarbeverhalten der kleinzelligen Bronchialkarzinome
treffen zu konnen, wurden nicht nur funf verschiedene Zelllinien, sondern auch mehrere
Tumore und die dazugehorigen Zellen in Agar gefiarbt. Dazu wurden von OH3, H82 und SW2
von fiinf und von H69 und OHI1 von drei Tumoren Schnitte erstellt. Die unterschiedlichen
Tumorzahlen ergaben sich aus den schon 2004 entnommenen gelagerten Paraffinblocken der
pfp/rag2-Miause. Die Auswertung der Fiarbung ergab zunichst, dass alle Tumore sowie die
Zellen in Agar eine Firbung aufwiesen (Tabelle 5 und 6). Allerdings wiesen die

verschiedenen Zelllinien starke Unterschiede in den prozentualen Anteilen und auch in den
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Intensitédten auf. Die Zelllinie mit den schwichsten Féarbeeigenschaften ist OH3, bei der keiner

der Tumore mehr als 20 % Firbung aufwies.

Abbildung 1: Immunhistochemische Firbung mit Anti-CxADR der SCLC. Die Zelllinie OH1 zeigt sowohl in
den Zellpellets (a), als auch im Tumorgewebe (b) das stirkste Féarbeergebnis. Im Unterschied zu den anderen
Zelllinien zeigt SW2 nur eine geringe Expression von CAR in den Zellen in Agar (c), dafiir aber eine intensive
Farbung im Tumor (d). Im histologischen Préparat des Tumors von der Zelllinien H69 (e) ldsst sich die

Anfirbung der Zellgrenzen besonders gut erkennen.
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Dem gegeniiber steht OH1 mit dem wohl besten Féarbeergebnis (bis zu 80 % gefirbt mit einer
Intensitidt von ++ — +++), dessen Zellen in Agar deshalb auch als Positivkontrolle verwendet
wurden. Auffdllig war aulerdem, dass bei allen Zelllinien mit einer Ausnahme die Zellpellets
eine stirkere Farbung hatten als die Tumore. Bei SW2 zeigte sich dieses Phidnomen auf
umgekehrte Weise (Zellen in Agar 20 %, (+) gefiarbt, Tumore bis zu 60 % mit einer Intensitét
von durchschnittlich ++). Bei allen Fiarbungen konnte die Lokalisation des Rezeptors
nachgewiesen werden, da immer die Membran angefirbt wurde, was vor allem in den
Schnitten der Zellpellets sichtbar war. Im Tumor wurden so die Zellgrenzen sichtbar, die den
membrandsen Sitz von CAR wieder spiegelten (Abbildung 1).

Um den Verlauf der Expression von CAR wihrend der Progression des Tumors darzustellen,
wurden auch die Metastasen einiger SCLC Zelllinien mit Anti-CxADR gefirbt. Dafiir wurden
die Zelllinien OH1, H69 und OH3 und ihre Metastasen in Lungen fiir die Fiarbung als sinnvoll
erachtet. Die Auswahlkriterien bezogen sich sowohl auf die voran gegangene Féarbung, als
auch auf das Metastasierungspotential der Zelllinien. OH1 wurde als Zelllinie mit den meisten
Metastasen (medianer Wert = 13.038 in pfp/rag2 Miusen), H69 mit einer mittleren Anzahl an
Metastasen (medianer Wert = 181 in pfp/rag2 Mdiusen) und OH3 wurde mit wenigen
Metastasen (medianer Wert = 45 in pfp/rag2 Miusen) ausgewihlt (Sodeur et al., 2009). OH1
und H69 zeigten nicht nur eine starke Farbung, sondern auch eine hohe Metastasierungsrate,
withrend OH3 im Tumor nur wenig angefdrbt war und nur wenig metastasierte. Zum exakten
Vergleich wurden die Tumore, die die Metastasen verursachten und damit aus demselben Tier
stammten wie die Lunge, mit gefirbt. Von den 24 in allen Schnitten gefundenen Metastasen
waren 83,3 % positiv (20 Metastasen), 7 davon mit einer starken Fiarbung (Intensitdt ++)
(Abbildung 2).

Besonders die Metastasen von OHI wiesen ein starke Fadrbung auf, wohin gegen die
gestreuten Zellen H69 durchschnittlich schwicher angefiarbt waren (Intensitit (+)). Von OH3
wurden nur wenige Metastasen gefunden und ihre Fiarbung war ebenfalls nur von geringer
Intensitdt. Die Ergebnisse der Firbung der Zellen in Agar, des Tumorgewebe sowie der

Metastasen sind in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 2: Immunhistochemische Fiarbung mit Anti-CxADR der Metastasen der Zelllinien H69 (a), OH1 (b

und ¢) der kleinzelligen Bronchialkarzinome in den Lungen. Die Fiarbung der einzelnen Metastasen ist erkennbar
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Immunhistochemische Farbung mit Anti-
CxADR der kleinzelligen Bronchialkarzinome

100 +++
Q0
Y
< S0 . FF ETumor
(%
z Zellenin
= Agar
= ++
b m Metastasen
21"‘
&
F
T 1
CYH1 (YH3 Hc9 H&2 Siv2

Abbildung 3: Zusammenfassung der Firbeergebnisse der kleinzelligen Bronchialkarzinome im Tumor und in den
Zellpellets fiir alle fiinf Zelllinien. Fiir die Zelllinien OHI1, OH3 und H69 sind zusitzlich noch die
Farbeergebnisse der Metastasen dargestellt. Die Zelllinien OH1 zeigt nicht nur die prozentual hochsten Anteil an

gefiarbtem Gewebe, sondern auch die stirkste Intensitit (++/+++).

4.1.2. Farbung der Neuroblastome

Im Gegensatz zu den fast durchgiingig positiven Firbeergebnissen der SCLC wiesen drei der
ausgewdhlten Zelllinien der Neuroblastome keinerlei positive Reaktion auf den Antikorper
auf. Kelly und SKNSH zeigten weder im Tumorgewebe noch in den Zellpellets eine Fiarbung,
die Entwicklungsreaktion mit der alkalischen Phosphatase rief dabei die gleichen Ergebnisse
wie die Glukoseoxidase-Verstirkungsreaktion hervor. Bei der Zelllinie IMR 32 wurde der
Rezeptor im Tumor genauso wenig nachgewiesen, allerdings zeigten die Zellen in Agar eine
stark positive Farbung. LAN 1 erwies sich als die einzige Zelllinie, die sowohl im Tumor als

auch in den Zellen in Agar CAR exprimiert (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Immunhistochemische Farbung der Neuroblastome. Die Zelllinie LAN 1 zeigte als Einzige eine
Farbung der Zellgrenzen in den Zellpellets (a) und im Tumorgewebe (b). IMR 32 zeigte in den Zellen in Agar

(¢) eine Fiarbung von 80 % und einer Intensitit von ++.

In diesem Fall konnte die Glukoseoxidase-Verstirkungsreaktion noch weitere Ergebnisse
liefern. So konnte zwar in einem groBeren prozentualen Anteil der Rezeptor nachgewiesen

werden, allerdings war die Farbung deutlich schwiicher (Tabelle 7 und 8).
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Abbildung 5: Zusammenfassung der Farbeergebnisse der Neuroblastome im Tumor und in den Zellen in Agar.

Die Zelllinien Kelly und SKNSH zeigten keinerlei positive Ergebnisse. Die Zellen in Agar der Zelllinie IMR 32

waren mit 80 % und einer Itensitit von ++ von den Neuroblastomen die einzigen Zellen, die eine deutliche

Féarbung ausfwiesen.

4.1.3. Farbung der Ovarialkarzinome

Auch von den Ovarialkarzinomen wurden drei verschiedene Zelllinien auf das Vorhandensein

des Rezeptors getestet. CAR konnte dabei in allen Zelllinien nachgewiesen werden. Jedoch

zeigten die Zelllinien im Vergleich untereinander eine deutliche Heterogenitét. So wurde bei

OVCAR 3 im Tumor etwa die Hilfte des Gewebes stark angefirbt, wihrend die Zelllinien

OC 2 und MZ 10 nur schwache Farbungen aufwiesen. OC 2 wies mit 0 - 20 % die geringste

CAR-Expression auf. MZ 10 zeigte dafiir mit iiber 50 % durchschnittlich einen deutlich

hoheren Anteil an gefarbtem Gewebe (Tabelle 10). Auffillig war auBerdem, dass die Fiarbung

der Zellen in Agar aller drei Zelllinien nur eine geringe Intensitét hatte (+/(+)), wéihrend im

Tumorgewebe von OVCAR 3 eine Intensitit bis zu +++ zu erkennen war (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Immunhistochemische Firbung der Ovarialkarzinome mit Anti-CxADR. Das intensivste

Farbeergebnis wies die Zelllinie OVCAR 3 auf (a und b).
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Abbildung 7: Zusammenfassung der Fiarbeergebnisse der immunhistochemischen Farbung der Ovarialkarzinome

mit Anti-CxADR. Im Vergleich zu den Zelllinien OVCAR 3 und MZ10 zeigte OC 2 nur eine schwache Fiarbung.
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4.1.6. Firbung der Mammakarzinome

Von den drei humanen Zelllinien, die reprisentativ fiir das Mammakarzinom ausgewéhlt
wurden, konnte der CAR-Rezeptor nur fiir T47D im Tumorgewebe und in den Zellpellets
nachgewiesen werden. Dabei war die Verteilung der Fiarbung innerhalb des Tumors sehr
heterogen. DU 4475 wies zwar in den Zellen in Agar eine Firbung auf, diese schien aber
nicht, wie sonst so typisch fiir CAR, auf die Zellmembran begrenzt, sondern im Zytoplasma
lokalisiert zu sein. MCF7 zeigte keinerlei Reaktion und war somit im Tumor sowie in den

Zellen negativ (Tabelle 11).

Abbildung 8: Immunhistochemische Firbung der Mammakarzinome mit Anti-CxADR. Im Tumorgewebe von
TD47 (a) zeigte sich die Expression von CAR sehr heterogen. Auch in den dazu gehorigen Zellen in Agar (b)
sind einige Zellen stirker (++) angefirbt, als die umgebenden Zellen. Trotzdem ist der membrandse Sitz von

CAR bei TD47 gut erkennbar (c).
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Abbildung 9: Zusammenfassung der Firbeergebnisse der immunhistochemischen Firbung der Mammakarzinome
mit Anti-CxADR. Wihrend die Zelllinie MCF7 keine Firbung zeigte, liel sich sowohl in DU4475 als auch in

T47D der Rezeptor in den Zellen in Agar nachweisen.

4.1.6. Farbung der Pankreaskarzinome

Fiir den Nachweis des CAR in den Pankreaskarzinomen wurden drei Zellpellets sowie drei
Tumore ausgewihlt. Dabei lief sich der Rezeptor in den Zellen in Agar, wenn auch mit einer
schwachen Intensitidt, nachweisen. Im Tumorgewebe konnte nur bei der Zelllinie Ca 5061
eine Farbung gezeigt werden, auch wenn diese ebenfalls nur von geringer Intensitét (+) und
Haufigkeit (10 %) war. Bei den beiden anderen Zelllinien konnte in dem Tumorgewebe keine

positive Reaktion festgestellt werden (Abbildung 10).

33



Ergebnisse

Immunhistochemische Farbung der
Pankreaskarzinome

+)

+)

B Tumor

10 Zellen in

30 ——— Agar

% angefiithtes Gweehe
Lah
[

Lo {+) |

Ma s061 CasnT2 Cas136

Abbildung 10: Zusammenfassung der Firbeergebnisse der immunhistochemischen Farbung der
Pankreaskarzinome mit Anti-CxADR. Nur die Zelllinie Ca 5061 zeigte eine Expression von CAR in den
Zellpellets und im Tumor. Insgesamt waren die Anfirbungen der Pankreaskarzinome durch den Antikorper

gegen CAR schwach ausgeprigt.

4.1.6. Farbung der Kolonkarzinome

Auch in den Kolonkarzinomen konnte CAR nachgewiesen werden. Wie auch die
vorangegangenen Firbungen gezeigt haben, ist die Expression in dem Tumorgewebe nur
gering ausgeprigt. Besonders schwach war das Férbeergebnis der Zelllinie HT29. Hingegen
konnte eine intensive (+++) und weit verbreitete Farbung (70 %) in den Zellen in Agar der
Zelllinie SW480 gezeigt werden (Abbildung 11). Bemerkenswert ist allerdings, dass die
Tumore aller drei Zelllinien eine Farbung zeigten, obwohl in den Zellpellets der Rezeptor bei
HT29 und CaCo nicht nachzuweisen war (Abbildung 12). Auch gesundes Gewebe der Maus
zeigte eine positive Reaktion auf die Firbung, so lie} sich das Méuseepithel in allen seinen

Schichten mit anfirben.
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Abbildung 11: Immunhistochemische Firbung der Kolonkarzinome mit Anti-CxADR. Die Zellen der Zelllinie

SW480 (a) zeigten eine starke Farbung, das Tumorgewebe der entsprechenden Zellen wies allerdings nur eine

schwache und innerhalb des Tumors sehr heterogen verteilte Fiarbung auf. HT29 liel sich nur im Tumor

anfirben (b), dafiir aber nicht in den Zellpellets. Erkennbar ist auerdem die Anfarbung des Epithels.
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Abbildung 12: Zusammenfassung der Firbeergebnisse der Kolonkarzinome mit Anti-CxADR. Die Zellen in den

Pellets der Linien CaCo und HT29 waren negativ, SW480 wies hingegen ein eindeutig positives Fiarbeergebnis

auf.
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4.1.7. Farbung der Prostatakarzinome

In den Tumoren der Zelllinien der humanen Prostatakarzinome ist die Expression von CAR
stark herunter reguliert. Wihrend zwei der Tumore eine sehr schwache Firbung aufwiesen,
war das Tumorgewebe der Zelllinie PC3 komplett negativ und auch die dazugehorigen Zellen
in Agar waren nicht angefidrbt. Die anderen beiden Zelllinien der Prostatakarzinome waren
jedoch positiv und DU145 dokumentierten mit einem Ergebnis von 80 % und einer Intensitit

von +++ die stirkste Farbung innerhalb dieser Tumorzelllinien.

Abbildung 13: Immunhistochemische Firbung der Prostatakarzinome mit Anti-CxADR. Dargestellt sind die

Zellen in Agar der Zelllinie DU145, die eine besonders intensive Farbung (+++) hatten.

36



Ergebnisse

Immunhistochemische Farbung der
Prostatakarzinome
90
-+
20
-3
T 60 m Tumor
¢ +
Z 50
= Zellenin
EE 40 P&__Q'.ﬂl‘
= 30
£ 20
{+} {+}
10
. o o
0
DUL45 LNCAP PC3

Abbildung 14: Zusammenfassung der immunhistochemischen Firbung der Prostatakarzinome mit Anti-
CxADR. Im Vergleich zwischen dem Tumorgewebe und den Zellen in Agar fillt das Ergebnis der Tumore

deutlich schlechter aus. Bei der Zelllinie PC3 konnte CAR nicht nachgewiesen werden.

4.1.8. Farbung der klinischen Fille

Fiir den klinischen Teil dieser Arbeit wurden Nasopharynxkarzinome von 41 Patienten mit
unterschiedlichem Grad der Erkrankung untersucht. Es lagen 14 Patienten mit dem
histologischen Grad G1, 5 mit G2, 7 mit G3, 14 mit G4 sowie ein Patient mit einer
Hyperplasie ohne malignes Wachstum vor. Von einigen der Patienten standen auBerdem
mehrere in Paraffin eingebettete Tumorresektate zur Verfiigung. Das Prdparat mit der
Diagnose einer Hyperplasie (n=1) in der Mundhohle zeigte ein schwaches Férbeergebnis
wobei alle Tumorzellen den Rezeptor exprimierten (100 %, (+)). Von den G1 Priparaten
(Praparatanzahl n=29, Fallanzahl n=14) waren acht negativ, 11 wiesen eine Farbung von (+)
— +und von 10 % - 40 % auf, 10 waren stark angefirbt ((+) — ++, 50 % - 100%). Von den
miBig differenzierten Nasopharynxkarzinomen (n=4) waren vier nicht angeférbt, eines zeigte
eine schwache Farbung (5 % - 30 %, +) und vier waren vermehrt angefirbt (70 % - 100 %,

(+) — +). Bei schlechterer Differenzierung (n=6), also dem Grad 3, konnte bei vier
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Karzinomen keine Farbung festgestellt werden, drei zeigten eine schwache Firbung und
ebenfalls drei eine stirkere. Bei den undifferenzierten Nasopharynxkarzinomen, zu denen
auch das lymphoepitheliale Karzinom (Schmincke Tumor) zéhlt (n=14), waren zehn der
insgesamt 25 Priparate negativ, acht konnten wenig angefiarbt werden, sechs und damit ein
Viertel zeigten eine stiarkere Farbung. Die Farbung der klinischen Fille zeigt also, dass die
Farbung von humanem Gewebe ebenfalls funktioniert und der Rezeptor auf den
Nasopharynxkarzinomen nachgewiesen werden kann. Dabei lédsst sich anhand der Diagramme
eindeutig erkennen, dass der Anteil der Pridparate, bei denen die meiste Immunreaktivitit
festgestellt werden konnte bei Stadium G1 vorlag. Den hochsten Anteil der stirker positiv
gefdrbten Schnitte dokumentierten die méiBig differenzierten Nasopharynxkarzinome, im
Verlauf der Entdifferenzierung nimmt auch die hohere Expression von CAR ab (G2 = 44,44
%, G3 = 30,0%, G4 = 25,0 %). Die Farbung zeigte auBerdem, dass auch innerhalb der
Préparate, die von einem Patienten stammten, unterschiedliche Fiarbeergebnisse erzielt werden
konnen. So zeigte das Gewebe eines Patienten mit einem anaplastischen Karzinom von dem 7
verschiedene Pridparate ausgewertet werden konnten, von einem negativen Tumorausschnitt,
iiber wenig positive Bereiche (20 % - 40 %, (+) — +), bis hin zu 80 % angefirbten Zellen mit
einer Intensitédt von (+) so gut wie alle Abstufungen der CAR-Expression.

Auch in gesundem Gewebe konnte der Rezeptor nachgewiesen werden. Besonders auffillig
waren dabei die starke Firbung des Stratum basale des Epithels sowie die Féarbung der
serosen Azini und Streifenstiicke in den mit angeschnittenen Speicheldriisen, die sich durch

ihre ausgeprigten Zellkontakte auszeichnen.
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Abbildung 15: Immunhistochemische Firbung der humanen Nasopharynxkarzinome mit Anti-CxADR.
Abbildung a zeigt das Resektat eines soliden Karzinoms des Grades 1 mit einer 80 %igen Féarbung und der
Intensitdt ++. In der 40-fachen VergroBerung (b) lassen sich die Zellgrenzen durch die Firbung, die sich
linienformig durch die Zellen zieht, gut von den Zellkernen mit den deutlich prominenten Nucleoli
unterscheiden. Abbildung c lésst ein schlecht differenziertes Plattenepithelkarzinom des Hypopharynx erkennen.
Die intensive Farbung mit ++ ist auch auf der hoheren Vergroierung (d) gut sichtbar. Etwa 70 % des Tumors
waren in diesem Malle angefirbt. Die auf Abbildung e dargestellte Lymphknotenklappe stammt aus einem
Préparat einer Kieferwinkelmetastase eines soliden Karzinoms des Grades 2. Im Lumen sind die schwach
angefirbten Tumorzellen erkennbar, die auch das Bindegewebe des LymphgefiBies schon durchsetzt haben.
Abbildung f zeigt eine GIl. Submandibularis, die Bestandteil des Priparates eines miBig differenzierten
Plattenepithelkarzinoms war. Im Bereich der serésen Azini (1) sind viele der Zellen positiv, die mukésen
tubuldren Endstiicke (2) zeigen hingegen keine Fiarbung. Die Firbung im Streifenstiick (—) ist deutlich feiner,

sodass bei genauer Betrachtung die Zellgrenzen erkennbar sind.
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Abbildung 16: Zusammenfassung der Fiarbeergebnisse der Nasopharynxkarzinome mit Anti-CxADR, es wurde
nach den verschiedenen Tumorgraden differenziert. Die Auswertung wurde mit den Parametern Intensitit
(+)—+++ und prozentualen Anteil (0 %- - 100 %) vorgenommen und die Ergebnisse in drei Kategorien
zusammen gefasst: negativ = 0 %, schwach positiv = 10 % - 40 %, (+) — +, stirker positiv = 50 % - 100 %, (+)
— +++. Der Anteil der Prédparate die negativ waren ist bei den méBig bis zu undifferenzierten Karzinomen in
etwa gleichgeblieben. Hingegen nimmt der Teil der Tumore mit vielen Anteilen positiver Fiarbung mit der

Entdifferenzierung ab.
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4.2. Ergebnisse der Infektion der kleinzelligen Bronchialkarzinom Zelllinien mit dem
Virus Ad-GFP

Dieser Versuch diente der Simulation der Infektion des Tumors mit einem onkolytischen
Virus. Da die kleinzelligen Bronchialkarzinome insgesamt das beste Féarbeergebnis aufwiesen
und sich damit auf eine ausgeprigte Expression von CAR schlielen lieB, wurden diese fiinf
Zelllinien in Kultur genommen und mit einem GFP-markierten Virus infiziert. Die Zahl der
infizierten Zellen, sowie die Gesamtzahl wurden nach 24, 48 und 72 Stunden mit dem FACS
bestimmt. Dabei wurden jeweils 3 Messungen vorgenommen, aus denen dann der Mittelwert
gebildet wurde. Die Ergebnisse des FACS-Gerites werden in Prozent angegeben. Zusitzlich
wurden die Prozentwerte in absolute Zellzahlen umgerechnet, um eine Vergleichbarkeit
zwischen den Zelllinien herzustellen. AuBlerdem wurde der Versuch in zwei Varianten
durchgefiihrt. Wahrend bei dem ersten Versuch das Virus bis zum jeweiligen Messzeitpunkt
auf den Zellen belassen wurde und die Inkubationszeit nur durch Hinzugabe von Vollmedium
nach 1,5 Stunden begrenzt war, wurde im zweiten Versuch die Inkubation durch Absaugen
des Mediums mit dem enthaltenen Virus gestoppt. Bei beiden Versuchen wurde mit einer
Zellzahl von 3 x 10° begonnen. Nach 24 Stunden ergaben sich im ersten Versuch fiir H69 7,4
%, fir H82 6,3 %, fiir OH1 3,2 %, fiir OH3 14,7 % und fiir SW2 3,6 % infizierte Zellen. Zum
zweiten Messzeitpunkt erhohten sich alle Prozentzahlen mit Ausnahme der Zelllinie H82 die
nur einen Wert von 5,8 % dokumentierte (H69: 22,5 %, OH1: 14,7 %, OH3: 33,4 % SW2: 12
%). Nach 72 Stunden konnte nur noch bei OH1 eine Steigerung festgestellt werden (H69:
21,4 %, H82: 5,6 %, OH1: 16,0 %, OH3: 32,4 %, SW2: 9,4 %). Deutlich niedriger erwiesen
sich die Werte im zweiten Versuchsansatz (24 Stunden: H69: 2,3 %, H82: 0,7 %, OH1: 1,9 %,
OH3 10,1 %, SW2: 2,1 %; 48 Stunden: H69: 3,8 %, H82: 0.9 %, OH1 8,3 %, OH3 12,7 %,
SW2: 4,5 %; 72 Stunden: H69: 2,0 %, H82: 0,1 %, OH1: 4,1 %, OH3: 3,7 %, SW2: 1,8 %).
Die Zelllinien H69 und OH3 =zeigten in beiden Versuchen die geringste
Vermehrungsgeschwindigkeit (Vermehrung um den Faktor 2,20 fiir H69 und 1,99 fiir OH3
nach 72 Stunden), dies war vor allem im ersten Versuch deutlich, in dem die anderen drei
Zelllinien eine lineare Wachstumsrate aufwiesen. Im Vergleich zu dem zweiten
Versuchsansatz war die Wachstumsgeschwindigkeit insgesamt langsamer, so dass die
Zellzahlen der Werte nach 24 und 72 Stunden im Durchschnitt um das Dreifache bzw. das
Vierfache hoher lagen. Nur bei dem 48 Stunden Wert entsprach sich die Anzahl der Zellen.
Auffillig ist, dass der Verlauf der Gerade der infizierten Zellen dem der Gesamtzellzahl

entspricht. So weisen die Zelllinien H69 und OH3 ein Maximum nach 48 Stunden auf,
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wihrend OHI1, H82 und SW2 eher einen linearen Anstieg der infizierten Zellen darlegen.
Deutlich gezeigt werden konnte, dass OH1 die Zelllinie mit dem grof3ten Infektionspotential
ist. OH3 hingegen stellte sich als die Zelllinie heraus, die prozentual zu ihrer Gesamtzellzahl,
iiber die meisten Zellen mit fluoreszierenden Eigenschaften verfiigte. Auch im zweiten
Versuch konnte eine Parallelitit zwischen den Gesamtzellzahlen und den Zahlen der
infizierten Zellen gezeigt werden, so dass der 48-Stunden-Wert von einem linearen Verlauf
abwich und zum Teil sogar ein Minimum dokumentierte. Wéhrend die Gesamtzellzahl im
zweiten Versuch deutlich hoher lag, wiesen die Zahlen der infizierten Zellen teilweise
deutlich niedrigere Werte auf. Der Virus konnte bei den Zelllinien H82 und SW2 nach 72
Stunden nur etwa die Hilfte der Zellen im Vergleich zum ersten Versuch infizieren, bei H69
waren die fluoreszierenden Zellen sogar um das Vierfache verringert. OH1 und OH3 zeigten
im Gegensatz dazu ganz dhnliche Werte, wobei bemerkenswert ist, dass sowohl im ersten als
auch im zweiten Versuch die Zahl der infizierten Zellen nach 72 Stunden bei der Zelllinie
OHI die anfangs eingesetzte Zellzahl tiberschritten hat (Versuch 1: 383147; Versuch 2:
410000).
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Abbildung 17: FACS-Ergebnisse nach Infektion der Zelllinien H69, H82, OH1, OH3 und SW2 nach Infektion
mit dem Virus Ad-GFP. Die Siule mit der Beschriftung 1 stellt den ersten Versuch mit Belassen der Viruslosung
auf den Zellen iiber den Versuchszeitraum, die Sdule 2 den zweiten Versuch mit einer Inkubationszeit von
ausschlieBlich 1,5 Stunden dar. Bei allen fiinf Zelllinien lagen die Prozentzahlen im ersten Versuch deutlich
hoher, als im Zweiten. Durch das Wachstum der nicht-infizierten Zellen sind die 72h-Werte vor allem im

zweiten Versuch niedriger, obwohl mehr Zellen fluoreszierten (Vergleich: Abbildung 18).
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Es wurden also mehr Zellen infiziert, als urspriinglich ausgesit. Insgesamt ldsst sich also
feststellen, dass es zwischen den Zelllinien groBe Unterschiede in dem Wachstumsverhalten
und der Infizierbarkeit der Zellen gibt, wobei der Faktor der Wachstumsrate keinen
eindeutigen Einfluss auf die Infizierbarkeit nimmt. H82 lidsst sich beispielsweise schlecht
infizieren, zeigt aber eine hohe Wachstumsrate, wiahrend OH3 sich nur langsam vermehrt,
dafiir aber gut infizierbar ist und OHI mit der hochsten Vermehrungsgeschwindigkeit auch
die hochste Infizierbarkeit aufweist. AuBBerdem scheint das Verbleiben der Viruslosung auf
den Zellen auf der einen Seite das Wachstum zu behindern, auf der Anderen scheint die
dauerhafte Anwesenheit des Virus die Moglichkeit einer Infektion bei den schlecht

infizierbaren Zelllinien (H82, SW2, H69) zu erhéhen.
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Abbildung 18: Graphische Darstellung der Zellzahlen der Zelllinien H69, H82, OH1, OH3 und SW2. Die Werte
wurden aus den FACS-Ergebnissen nach 24, 48 und 72 Stunden fiir Versuch 1 und Versuch 2 errechnet.
Gegeniibergestellt sind die absoluten Zellzahlen auf der rechten Seite denen der mit Ad-GFP-Viren infizierten

Zellen, die vom FACS durch ihre Fluoreszenz erkannt wurden (linke Seite).
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4.3. Ergebnisse der FACS-Firbung der mit TSA vorbehandelten humanen Zelllinien der

kleinzelligen Bronchialkarzinome

Da bekannt ist, dass iHDACs sowohl eine therapeutische als auch eine zytotoxische Wirkung
besitzen, wurde mit zwei verschiedenen TSA Konzentrationen (1 uM und 10 nM) gearbeitet.
Wie grof3 der zytotoxische Einfluss auf die Zellen ist soll anhand der Vitalitit festgestellt
werden. AuBlerdem wurden unbehandelte Zellen der Firbung unterzogen und mit der
Durchflusszytometrie sichtbar gemacht. Dabei konnte festgestellt werden, dass CAR auch mit
dem FACS nachweisbar ist und alle eingesetzten kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien
den Rezeptor auf ihrer Zelloberfliche aufweisen, obgleich die Expression zwischen den
Zelllinien differierte. OH1 zeigte hierbei die hochsten Werte (7,44), gefolgt von OH3 (7,38)
und SW2 (7,15) (H69: 3,5, H82: 5,75). Von den angegebenen Werten wurde der fiir jede
Zelllinie der individuell bestimmte Wert der Isokontrolle subtrahiert. Es konnte auerdem
gezeigt werden, dass eine Behandlung mit TSA die Expression von CAR erhoht. Es wurden
Werte bis zu 18,08 erreicht (H82, 10 nM). H69 wies eine Steigerung von 3,5 zu 6,475 (1 uM)/
7,76 (10 nM), H82 von 5,75 zu 14,74 (1 uM)/ 18,08 (10 nM), OH1 von 7,44 zu 8,53 (1 uM)/
10,83 (10 nM), OH3 von 7,38 zu 9,45 (1 uM)/ 10,72 (10 nM) und SW2 von 7,15 zu 8,90 (1
uM)/ 9,39 (10 nM) auf. Durchschnittlich war der Effekt der Steigerung bei einer
Vorbehandlung von 10 nM TSA also stirker und muss bei jeder einzelnen Zelllinie
eigenstdandig betrachtet werden.

Obwohl die Expression von CAR bei OH1 schon sehr stark ausgeprigt war, konnte trotzdem
noch eine Erhohung um 50,9 % erzielt werden. Auch bei der Zelllinie mit der geringsten
Expression, H69, wurde die Darstellung des Rezeptors um 134,66% angehoben. Die hochste
Steigerung wurde allerdings bei H82 um 214,6 % festgestellt. Somit konnte bei allen
Zelllinien eine Erhohung des Zelloberflachenmolekiils CAR erzielt werden und bei den
beiden Zelllinien, die eine geringere CAR Expression in der FACS Féarbung aufwiesen wurde
eine Steigerung um mehr als das Doppelte (134,66 %) bei H69 und um mehr als das
Dreifache (214,60 %) bei H82 erzielt.
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Abbildung 19: FACS-Ergebnisse der SCLC Zelllinien nach Behandlung mit TSA. Der obere Graph zeigt die
Absolutwerte der fiinf Zelllinien der Farbung der unbehandelten Zellen (CAR), nach Stimulation mit 1 uM und
10 nM TSA im Vergleich. Unten ist ausgehend von den Werten der CAR Expression der unbehandelten Zellen
die errechnete prozentuale Steigerung dargestellt. Bei allen Zelllinien konnte eine Steigerung durch die

Behandlung mit TSA festgestellt werden, die bei allen Zelllinien bei 10 nM stérker ausfiel.
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4.3.1. Ergebnisse der Zellzahl und —vitalitit nach 24 Stunden mit TSA-Behandlung

Bei allen eingesetzten Zelllinien wurde vor Versuchsbeginn darauf geachtet, dass sich die
Zellen in einem guten Zustand befanden, also die Vitalitét iiber 85 % lag. Wie man anhand
des Diagramms erkennen kann (Abbildung 20), hat die Behandlung mit TSA in der
Konzentration 10 nM nach 24 Stunden nur wenig Einfluss auf die Uberlebensrate der Zellen
gehabt. So liegt die Vitalitdt bei der Zelllinien H69 durchschnittlich bei 87,51 %, bei H82 bei
87,30 %, bei OH1 bei 89,52 %, bei OH3 bei 89,42 % und bei SW2 mit dem geringsten Wert
bei 83,65 %. Angesichts des schlechteren Ergebnisses der Zelllinie SW2 lédsst sich ein
negativer Einfluss von TSA auf die Vitalitdt vermuten, dieser wird verdeutlicht, wenn man die
Prozentzahlen der Zellen nach der Behandlung mit der hoheren Konzentration betrachtet.
Diese liegen durchschnittlich 10,6 % unter den oben genannten Vitalitdtswerten (@ 10,49),
besonders hervor zu heben ist dabei der Wert von SW2 mit nur 67,45 %. Hingegen zeigen die
Zellzahlen kein so einheitliches Ergebnis. Die Zahlen schwanken von 6,28 x 10° der Zelllinie
OH1 (10 nM TSA) bis zu 3,49 x 10° Zellen von H82 bei 1 UM. Zwischen den Zelllinien
schwanken nicht nur die Zellzahlen erheblich, sondern auch der Einfluss der TSA-
Konzentration auf die Uberlebensrate. Obwohl bei allen Zelllinien eine Vermehrung der
Zellen festgestellt werden konnte, fiel die Zunahme der Zellen der Zelllinien H82, OHI und
SW2 bei 10 nM groBer aus, wihrend bei OH3 und H69 die 1 uM Konzentration TSA einen
positiveren Effekt zu haben schien. Der in der Literatur beschriebene apoptotische Effekt von

TSA lisst sich hiermit also nicht widerlegen (Zhu et al., 2001).
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Abbildung 20: Zusammenfassung der Ergebnisse der Versuche zur Vitalitit und Zellzahl der Zelllinien der
kleinzelligen Bronchialkarzinome in Folge der Behandlung mit TSA nach der Inkubationszeit von 24 Stunden.
In dem Diagramm fiir die Vitalitét ist ein negativer Effekt der hoheren Konzentration des TSA auf die Zellen

erkennbar.
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V. Diskussion

Trotz Fortschritten in der molekularen Medizin ist die Sterblichkeit an bosartigen soliden
Tumoren in den letzten Jahrzehnten nahezu gleich geblieben. Dieser Mangel an
Therapiefortschritt ist dadurch bedingt, dass die Tumoren nicht mehr erfolgreich systemisch
behandelt werden konnen, wenn sie metastasiert haben. Deshalb ist es dringend erforderlich,
neue Therapieoptionen zu entwickeln. Eine solche neue Moglichkeit der systemischen
Therapie konnte die Behandlung mit onkolytischen Adenoviren darstellen. Voraussetzung fiir
eine Therapie mit diesen Viren ist, dass sie an die Tumorzellen binden und in diese
internalisiert werden. Diese Bindung wird von zelluldrer Seite aus von dem Coxsackie
Adenovirus Rezeptor (CAR) vermittelt. Seine Anwesenheit auf den (Tumor-) Zellen ist
Voraussetzung fiir die onkolytische Therapie mit Adenoviren. Der Nutzen und die
Wirksamkeit dieser Therapien hdngen damit von der adenoviralen Infektion und somit von
dem Expressionslevel von CAR als limitierendem Faktor ab. So konnte gezeigt werden, dass
ein niedriger Level von CAR die therapeutische Effizienz von rekombinanten adenoviralen
Vektoren herabsetzt (Kim et al. 2002) und eine enge Beziehung zwischen der CAR
Expression und Effizienz des Adenovirus in der Therapie besteht (Ai Zheng, 2005).
Allerdings stellte schon Bergelson et al. (1998) fest, dass die Expressionslevel hoch variabel
sind und besonders in Karzinomzellen eine geringe Auspriagung von CAR zu einer Resistenz
gegen die adenovirale Infektion fiihren kann (Matsumoto et al., 2005, Graat et al., 2005, Li et
al., 1999).

Generelles Ziel dieser Arbeit ist es, CAR auf Tumorzellen nachzuweisen und Moglichkeiten
zur Steigerung seiner Expression zu finden. Der Level der CAR Expression ist bei den
meisten Tumoren noch nicht untersucht worden, dies trifft besonders auf Xenografttumore zu.
Diese sind besonders deshalb von Interesse, da an ihnen priklinische Untersuchungen
durchgefiihrt werden konnen, die nétig sind, ehe Untersuchungen am Menschen durchgefiihrt
werden. Deshalb sollte als ein Teil der Arbeit die CAR Expression in Xenografttumoren von
kleinzelligen Bronchialkarzinomen, Neuroblastomen, Mamma-, Ovarial-, Pankreas-, Kolon-
und Prostatakarzinomen untersucht werden. Zusitzlich sollte klinisches Material von
Nasopharynxkarzinomen mittels Immunhistochemie auf die CAR Expression untersucht
werden. Dabei konnte bestitigt werden, dass die Expression hoch variabel ist (Gu et al., 2004,
Marsee et al., 2005) und nicht nur zwischen den einzelnen Tumorentititen, sondern auch

zwischen den verschiedenen Zelllinien der gleichen Tumorentitédt variiert. Weiterhin gab es
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lokale Unterschiede der CAR Expression innerhalb eines Tumors und innerhalb der
Entwicklungsstadien einer Tumorentitét.

Hervorzuheben ist die generell gute CAR Expression in den SCLC Zellen. So konnte bei den
SCLC-Zellen in allen Zelllinien ein positives Farbeergebnis erzielt werden, welches
durchschnittlich in den Zellen in Agar intensiver ausfiel als im Gewebe des Primértumors.
Die Neuroblastome zeigten im Vergleich dazu eine deutlich schlechtere Anfédrbbarkeit, da nur
zwei der vier Zelllinien eine CAR Expression aufwiesen. Fiir die Ovarialkarzinome konnte
fir die Zelllinie OVCAR3 eine intensive positive Reaktion dargestellt werden. Dieses
Ergebnis in der Immunhistochemie deckt sich mit den Ergebnissen zur klinischen Relevanz
des CAR in epithelialen Ovarialkarzinomen von Reimer et al. (2007), in denen mittels real-
time PCR (RT-PCR) ein hohes Level aller vier Isoformen von CAR fiir OVCAR3 gefunden
wurde. Wihrend der Nachweis von CAR auf mRNA-Ebene von Reimers et al. (2007)
nachgewiesen werden konnte, wurde in dieser Arbeit die Expression auf Proteinebene
bestitigt. Ebenfalls konnte eine Heterogenitit zwischen den  verschiedenen
Ovarialkarzinomzelllinien bestitigt werden, obwohl alle drei den Rezeptor aufwiesen, waren
die Zellen in Agar sowie der Primértumor der Zelllinie OC2 prozentual in der Anfirbbarkeit
den beiden anderen deutlich unterlegen.

Auch bei den Mammakarzinomen war eine solche Heterogenitit erkennbar, denn jede
Zelllinie zeigte einen anderen Auspriagungsgrad an CAR Expression. Wihrend T47D ein
deutliches positives Ergebnis von ++/40 % in den Zellpellets und +/60 % in den
Primértumoren aufwies, zeigte DU4475 nur in den Zellen in Agar eine schwache Firbung
(+/30 %) und MCF7 besal} weder in den Zellen aus der Zellkultur noch im Primértumor eine
CAR Fiarbung. Griinde fiir dieses Expressionsverhalten konnten zum einen die
Differenzierung des Tumors sein, da es eine Korrelation zwischen einem hohen
Expressionslevel und guter Differenzierung zu geben scheint. Ein weiterer Grund konnte die
Ostrogenempfindlichkeit sein, die ebenfalls mit einer hohen CAR-Expression in Beziehung
stehen soll (Auer et al. 2008). Bei Betrachtung der Férbeergebnisse der Prostata- und
Pankreaskarzinome wird ein Befund besonders deutlich, der sich mit Ausnahme der
Kolonkarzinome in allen Farbungen wieder finden lédsst. Hier zeigte sich namlich, dass die
Zellen in Agar hiufiger eine CAR-Expression aufweisen als die Zellen im Primértumor in der
Maus und die Firbungen meistens prozentual, sowie von der Farbintensitidt im Vergleich zu
dem dazu gehorigen Priméartumorgewebe stirker ausgepridgt sind. Diese Beobachtung lisst
sich zum einen durch die unterschiedlichen Wachstumsbedingungen der Zellen in der

Zellkultur, im Gegensatz zu denen in vivo im Tier erkldren. Wihrend sich das Wachstum in
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der Zellkultur auf die zweidimensionale (2D) Ebene beschrinkt, liegt in der Maus ein
dreidimensionales (3D) Wachstum vor. Ferner spielen im Xenograft-Modell auch Zell-Matrix
Kontakte eine Rolle, da die Tumorzellen mit dem Stroma der Maus interagieren. Epitheliale
Gewebe, die eine Zellpolaritit besitzen und neben den Interzellularkontakten auch von der
Basalmembran begrenzt werden, konnen diese Strukturen im Laufe der Karzinogenese
verlieren. Ein biologischer Prozess, der als epitheliale mesenchymale Transition (EMT)
bezeichnet wird, fithrt zu einer Ausprigung eines mesenchymalen Phinotypus der
urspriinglichen Epithelzellen, der als Folge den Verlust ihrer epithelialen Komponenten und
der Zellpolaritit hat (Ozdamar et al., 2005). Die fibroblasten@hnliche Morphologie fiihrt auch
zu einer Herunterregulierung epithelialer Marker wie dem E-Cadherin und anderer tight
junction Proteine (Ikenouchi et al., 2003), sowie zu einer erhohten Expression des
filamentdren Proteins Vimentin (Frederick et al., 2007). Da CAR eine Verbindung zu tight
junctions zu geschrieben wird (Coyne und Bergelson, 2005) kann vermutet werden, dass auch
sein Expressionslevel im Zusammenhang mit der EMT steht. Dieser Prozess fiihrt nicht nur
zu einem erhohten Migrationspotential, sondern auch zu einer vermehrten Invasivitit,
Apoptoseresistenz und vermehrten Produktion von Komponenten der extrazelluldiren Matrix
(Kalluri und Neilson, 2003). Wenn man also davon ausgeht, dass die meisten Tumorzelllinien
CAR exprimieren und diese Funktion wihrend der Gewebebesiedelung und Progression
verlieren, konnte dies also mit der Transition zu Mesenchymzellen in Verbindung stehen. Wie
schon bei den Mammakarzinomen beschrieben, wurde auch fiir die Prostatakarzinome eine
hohere Expression bei gut differenzierten Tumoren festgestellt. Wobei normales
Prostatagewebe die besten Firbeergebnisse aufwies und eine Abnahme von Intensitit und
Prozent mit dem Grad der Entdifferenzierung beobachtet werden konnte. Die jeweiligen
Knochen-, Leber- und Lymphknotenmetastasen waren hingegen alle positiv (Rauen et al.,
2002). Dies deckt sich mit den Ergebnissen, die in dieser Arbeit fiir die kleinzelligen
Bronchialkarzinome und Nasopharynxkarzinome ermittelt wurden. Wihrend die Zellen in
Agar der SCLC Zelllinien durchschnittlich intensiver positiv gefirbt waren, schien CAR im
Primédrtumor herunter reguliert und in den Metastasen wieder reexprimiert zu werden.
Auffillig war dabei auch, dass die Zelllinien, die das hochste Metastasierungspotential hatten
(OH1 und H69) im Primértumorgewebe auch das kriftigste Farberergebnis zeigten.

Auch das Expressionslevel der klinischen Fille konnte mit der Immunhistochemie bestimmt
werden. Die Beobachtungen decken sich mit denen voraus gegangener Ergebnisse. Die
Nasopharynxkarzinome wurden nach ihrem Differenzierungsgrad beurteilt. Es fiel auf, dass

der prozentuale Teil der Karzinome, die negativ waren, bei den G1-Tumoren am geringsten
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war, und der Anteil der Préparate, die eine ausgeprigte Fiarbung zeigten (50 % - 100 %, (+) —
+++) mit Zunahme der Entdifferenzierung abnahm. Die Beobachtungen, dass der Grad der
Differenzierung von Bedeutung fiir die CAR Expression ist, deckt sich mit den Ergebnissen,
die Anders et al. (2009) zu dem Verlust von CAR in Magenkarzinomen gefunden hat.
Hierdurch konnten sich Schliisse auf eine erhohte Proliferation, Migration, Invasion und
letztendlich auf die Prognose des Erkrankten ziehen lassen durch den CAR Verluste an der
Zelloberflidche.

Seit 1990 werden vor allem in China klinische Phase I bis III Studien mit onkolytischen Viren
wie dem HI101 angefertigt, die zeigen, dass das Virus gut vertriglich und effizient in
Verbindung mit Chemotherapie ist (Yu und Fang 2007). Das Expressionslevel von CAR in
Plattenepithelkarzinomen des Kopfes und Halses (SCCHN) ist noch nicht klar bestimmt
worden. Lee und seine Kollegen (2002) konnten eine gute Korrelation zwischen der Effizienz
der Transfektion und dem CAR-Level in SCCHN-Zelllinien feststellen. Au3erdem zeigten sie
anhand von gefrorenen Biopsien, dass das gesunde Gewebe mehr CAR exprimierte als das
Tumorgewebe. Mit den 41 Patientenfillen, die in dieser Arbeit untersucht wurden, konnen
diese Ergebnisse bestitigt und erweitert werden. So wurde gezeigt, dass das gesunde Gewebe
eine starke Farbung mit typischer Lokalisation aufweist (Abbildung 14 f) und, dass das
Préparat mit der Hyperplasie vollstindig angefirbt war, woraus man schliefen konnte, dass
die dysplastischen Zellen den Rezeptor grundsitzlich exprimieren, diese Funktion aber
wihrend der weiteren Tumorprogression verlieren. CAR konnte in vielen
Nasopharynxkarzinomen nachgewiesen werden, hidufig allerdings nur schwach. Die CAR-
Expression scheint auch bei diesen Tumoren mit dem Grad der Differenzierung zu
korrelieren, auch wenn die Expression innerhalb der Tumorart und auch innerhalb des
Tumors aus selbst einem Patienten heterogen ausfallen kann. Fiir eine Herunterregulierung im
Primédrtumor spricht auferdem, dass CAR in den Metastasen wieder nachweisbar war
(Abbildung 14 e). Diese Ergebnisse decken sich auch mit denen von Jee et al. (2002), die
auBerdem eine deutlich stirkere Firbung in normalem SCCHN-, als in dem Tumorgewebe
fanden. Auch dieses Expressionsverhalten von CAR konnte sich iiber die
Regulierungsmechanismen wihrend der EMT erklaren lassen, wobei in diesem
Zusammenhang von einer reversiblen EMT gesprochen werden muss, denn eine CAR
Reexpression in den Metastasen miisste durch eine mesenchymale epitheliale Transition
(MET) bedingt sein. Als Schlussfolgerung kann daraus gezogen werden, dass die Effizienz
der Therapie mit Adenoviren fiir Nasopharynxkarzinome vom Grad der Differenzierung

abhingt und diese Ergebnisse zur Selektion der Patienten, fiir die diese Therapie geeignet
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scheint, herangezogen werden konnte, oder eine Evaluation des CAR-Levels vor der
Behandlung stattfinden sollte.

Die Firbeergebnisse lassen auch weitere Schliisse auf die Funktion und Regulation von CAR
zu, iiber die bisher wenig bekannt sind. Thm wird auf Grund seiner Lokalisation an
basolateralen Zelladhédsionen und an tight junctions eine Funktion in der Formation und
Stabilisierung der Zell zu Zell Kontakte zu geschrieben (Cohen et al., 2001). Briining und
Runnebaum (2004) erweitern diesen Aspekt, basierend auf ihren Forschungsergebnissen zu
der CAR Expression in Ovarial- und Zervixkarzinomen und schreiben CAR eine wichtige
Rolle im Invasions- und Metastasierungsprozess zu. Dabei konnten sie in einer humanen
Ovarial- und einer Zervixkarzinomzelllinien feststellen, dass ein niedriger CAR-Level zu
einem erhohtem Migrationspotential fiihrte. In den immunhistochemischen Féarbungen fast
aller Tumore konnte die Lokalisation auf der Zellmembran gezeigt werden. Dabei waren die
Farbungen im Tumorgewebe meisten fleckenhaft oder inselartig verteilt und nicht homogen
im gesamten Priparat vorhanden. Auch in dem gesunden Mausgewebe konnte der Rezeptor
nachgewiesen werden. Zum einen im Pankreas an den Azini, bei denen die Zellpolaritit durch
tight junctions vermittelt wird, die den funktionellen Bereich der Zellmembran in einen
apikalen und basolateralen Anteil teilen, zum anderen waren die enteroendokrinen Zellen des
Darms angefarbt. Im humanen Gewebe fiel vor allem die Firbung der Glandula
submandibularis auf. Die serosen Azini zeigten eine sehr intensive Firbung, deren
Lokalisation auf Grund der Intensitidt nicht mehr erkennbar war. Hingegen konnte bei den
Streifenstiicken der membrandse Sitz des Rezeptors erkannt werden. All diese Anfdarbungen
lassen auf eine Verbindung mit tight junctions schlieBen. Auch die These zur Beteiligung von
CAR am Invasions- und Migrationsprozess konnte durch die Firbungen bekriftigt werden,
denn sowohl bei den Firbungen der SCLC-Zelllinien, als auch bei den
Nasopharynxkarzinomen wurde eine Herunterregulierung im Tumor und eine Reexpression in
den Metastasen gefunden. Besonders veranschaulicht werden kann dies durch die
kleinzelligen Bronchialkarzinome, denn obwohl viele der Tumore ein gutes Férbeergebnis
aufwiesen, waren die dazugehorigen Primértumore, die als Ausgang der Metastasen
angesehen werden, deutlich schwicher angefirbt als die spontan Metastasen. Dies unterstiitzt
die These, dass ein niedriger CAR-Level zu einem erhohtem Migrationspotential fiihrt.
Bemerkenswert ist auBerdem, dass die Zelllinien der SCLC, die das hochste
Metastasierungspotential hatten (OH1 und H69) in den Zellen in Agar auch CAR am meisten
exprimierten. Dies widerspricht den Ergebnissen von Briining und Runnebaum (2004), wiirde

aber die These unterstiitzen, dass nur Zelllinien, die den Rezeptor in der Zellkultur
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exprimieren ihn wihrend der Tumorprogression herunter regulieren kdnnen und somit in der
Lage sind ihn bei invasivem Wachstum und dem hédmatogenen oder lymphogenen
Auswandern wieder zu reexprimieren. Bei einem Vergleich ist allerdings auch die Gewebeart
zu beriicksichtigen, da es sich hierbei nicht um die Beobachtung an Ovarial- oder
Zervixkarzinomzellen handelt, sondern um Primirtumoren aus der Lunge, deren CAR
Expression im folgenden Absatz diskutiert wird. Hinzu kommt, dass CAR mit Integrinen
assoziiert ist, die bei der Metastasierungskaskade eine Rolle bei der Deadhision wihrend der
Streuung und Adhision in den Lymphgefiaflen oder dem neuem Gewebe spielen. CAR zeigt
damit Parallelen zu dem Zell-Adhésionsmolekiil E-Cadherin auf, dem schon seit ldngerem
eine bedeutende Rolle im Prozess der Metastasierung zugeschrieben wird. Es gilt als
prognostischer Faktor, denn der Verlust des hauptsédchlich in den Epithelien lokalisierten
Proteins fiihrt zur Metastasierung, da unter den Tumorzellen untereinander keine effektive
Zelladhision mehr stattfindet. Zu den Funktionen der Cadherin-Superfamilie zdhlt neben der
Stabilisation von Zell-Zell Kontakten auch die Erhaltung der Zellpolaritit. Fir das E-
Cadherin wurde die Verbindung zwischen dem Verlust seiner Expression in Krebszellen und
der EMT schon bestitigt (Cano et al., 2000) und ein Zusammenhang zwischen dem
metastatischen Potential und der E-Cadherin Aktivitit gefunden (Birchmeier und Behrens
1994). Auflerdem wurde eine inverse Korrelation zwischen dem E-Cadherin Level und der
Uberlebensrate nachgewiesen (Zhou et al., 2002). Auch eine Beteiligung an der embryonalen
Morphogenese wird Mitgliedern der Cadherin-Superfamilie zugeschrieben (Angst, 2001).
Dies entspricht den Beobachtungen, die Noutsias et al. (2001) von CAR in neonatalen
Kardiomyozyten gemacht hat. Anhand der Lokalisation an den Kontaktstellen zwischen
Kardiomyozyten, als auch zu Zellen, die nicht zum Herzgewebe gehorten, schloss er auf eine
biologische Funktion von CAR, die wihrend der Embryogenese des Herzen seine Formierung
unterstiitzt und stabilisiert. Die EMT ist ebenfalls Teil der Embryogenese und
Organentwicklung und kann nach Kalluri und Weinberg (2009) als Typ 1 EMT bezeichnet
werden. Das Fehlen des Rezeptors in adultem, gesundem Gewebe spriche dafiir, dass CAR in
diesem stabilen Zustand nicht benétigt wird, allerdings wieder hochreguliert werden kann,
wenn z. B. bei einer Herzerkrankung die Wiederherstellung der Zell-Zell Kontakte notwendig
ist. Auch hierfiir wird der Prozess der Transition von epithelialen Zellen in mesenchymale
benotigt und als Typ 2 EMT in Verbindung mit Wundheilung und Geweberegeneration
gebracht (Kalluri und Weinberg, 2009). Nicht nur die Parallelen zu dem

Zelladhisionsmolekiil E-Cadherin, sondern auch die Funktionen von CAR sprechen fiir einen
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engen Zusammenhang mit den Regulierungsmechanismen, denen die Zellen in der EMT
zugrunde liegen.

Es stellt sich allerdings die Frage, warum gerade in den kleinzelligen Bronchialkarzinomen
die CAR-Expression hoher ist, als in den anderen Geweben. Moglich als Erkldarung wére die
Abstammung vom Epithel der Atemwege. Adenoviren verursachen 5-15 % aller
Erkiltungskrankheiten durch Interaktion mit CAR. Der Rezeptor ist dabei an der
basolateralen Membran lokalisiert (Walters et al., 1999). Dem gegeniiber stehen die Funktion
des Rezeptors, bzw. die Folgen bei Verlust. Die Feststellung der hohen Expression in murinen
SCLC aus humanen Zelllinien wurde auch in humanem Gewebe bestitigt (Bao et al., 2009).
In einigen Studien wurde beobachtet, dass bei einem hohen CAR-Level hohere
Uberlebensraten der Patienten vorlagen und eine Metastasierung in die Lunge vermindert war
(Yamashita et al., 2007, Giaginis et al., 2008). Damit konnte CAR als prognostischer Faktor
oder als Suppressor der Metastasierung gesehen werden. Widerspriichlich steht dem Ganzen
nur gegeniiber, dass die kleinzelligen Bronchialkarzinome sich durch ihre frithe systematische
Streuung auszeichnen, die trotz ihres hohen CAR-Levels auftritt. Wobei hier eine
Differenzierung getroffen werden konnte, denn ausgehend von der deutlich hoheren
Expression in der Zellkultur, scheint der Rezeptor im Primértumor in der Maus schon herab
reguliert zu sein. In Relation gesehen scheint also eine ebenso grofle Herabregulation von
CAR statt zu finden, wie bei anderen Tumorentititen beschrieben wurde. Die Uberexpression
von CAR in der Kultur gewachsener Zellen konnte damit eher fiir ein hohes
Metastasierungspotential sprechen, da erst durch die Herunterregulierung von CAR im
Xenograftumor ein Loslosen aus dem Tumorverband ermoglicht wird und eine Reexpression
zu einer schnellen Vermittlung der Zell-Zell Kontakte bei der Invasion in das Gewebe fiithren
konnte. Fiir eine Rolle als prognostischer Faktor wiirde auch die vermehrte Expression in den
gut differenzierten Nasopharynxkarzinomen sprechen, die durch ihr solides Wachstum
gekennzeichnet waren.

Als Konsequenz aus den Firbeergebnissen kann aulerdem geschlossen werden, dass nur sehr
wenige Tumore geeignet wiren, um CAR als therapeutisches Target nutzen zu kdnnen. Zu
diesen zidhlt der SCLC, welcher nach diesen Befunden CAR exprimiert. Fiir das SCLC
erdffnet dies gerade wegen der geringen Uberlebenszeiten nach der Diagnose eine neue
Moglichkeit der Therapie. Um die Effektivitit einer Infektion der SCLC-Zelllinien zu
untersuchen, wurde der Versuch mit dem Ad-GFP Virus durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieses
Versuches lassen darauf schlieen, dass die Infektion mit Ad-GFP funktioniert, allerdings ist

eine hohe Viruskonzentration notwendig (verwendete moi = 20). Die Infizierbarkeit scheint
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mit den Firbeergebnissen iibereinzustimmen und reproduzierbar zu sein, denn in beiden
Versuchen stellte sich OH1 als die Zelllinie mit der groten Anzahl an infizierten Zellen
heraus. Fiir die Auswertung der Ergebnisse sind zwei Faktoren von gro3er Bedeutung. Zum
einen, das unterschiedliche Wachstum der Zelllinien, zum anderen, das Verhalten der Zellen
nach Virusinfektion. Wie man anhand der Gesamtzellzahl erkennen kann, liegt diese im
zweiten Versuch bei allen Zelllinien durchschnittlich um den Faktor 4,02 hoher als im ersten.
Dies kann entweder auf die Wirkung des Virus zuriick zu fithren sein, oder aber auf das
Medium, denn wihrend im ersten Versuch 1 ml (bzw. 1,6 ml) Medium ohne FCS durch
Vollmedium ergénzt wurden (66%), lag im zweiten Versuch 100 % Vollmedium vor, welches
die Teilungsfihigkeit vermutlich positiv beeinflusst haben diirfte. Im zweiten Versuch wurden
mit Ausnahme von OHI1 auch weniger Zellen infiziert. Und auch hier gibt es mehrere
Moglichkeiten der Erkldarung. Das Belassen des Virus auf den Zellen kann zu einer Infektion
auch nach der Inkubationszeit von 1,5 h gefiihrt haben. Es ist nicht klar, wie stark der
hemmende Einfluss das FCS auf das Virus ist, wobei dieser Versuchsansatz eher dem in vivo
Modell gleicht, da im Tumor keine Moglichkeit besteht das Virus nach Injektion wieder zu
entfernen. Andererseits kann auch das Wachstumsverhalten auf die Infizierbarkeit Einfluss
genommen haben. Die Zelllinien der kleinzelligen Bronchialkarzinome bilden in der Kultur
als Suspensionszellen Zellgruppen, die sich mit Anstieg der Zellzahl vergro3ern. Die Zellen,
die sich im Inneren dieser Zellklumpen befinden haben also eine geringere Chance mit dem
Virus infiziert zu werden, als die Zellen im dufleren Bereich. Zusitzlich besteht bei langsam
wachsenden Zelllinien fiir alle Zellen eine hohere Wahrscheinlichkeit der Infektion, da durch
das Wachstumsverhalten die Zellgruppen kleiner sind und sich damit mehr Zellen im duf3eren
Bereich befinden, die ihre Zellmembran als Angriffsflache fiir eine Infektion dem Virus
prasentieren. Umso bemerkenswerter ist es, dass die Zelllinie OHI1 trotz der groften
Wachstumsrate auch die hochste Zahl an infizierten Zellen besitzt. Damit lédsst sich
feststellen, dass trotz des unterschiedlichen Teilungsvermdgens der einzelnen Zelllinien die
Wachstumsrate keinen entscheidenden Einfluss auf die Infizierbarkeit nimmt. Vergleicht man
beispielsweise die Zelllinie OH1 im Bezug auf das Zellwachstum und die Zellzahl der mit
Ad-GFP Virus infizierten Zellen mit H82, kann man feststellen, dass beide Zelllinien eine
hohe Wachstumsrate haben. Die von H82 liegt im ersten Versuch sogar hoher als die von
OHI1 und trotzdem wurden von der Zelllinie OH1 um das 2,4-fache mehr Zellen infiziert. Als
Erklarung lasst sich der Level der CAR Expression heranziehen, der, wie in der
Immunhistochemie nachgewiesen wurde, bei OHI am hochsten ausgepriagt ist.

Hervorzuheben ist auch, dass bei den Zellen von OH1 mehr Zellen nach 72 h infiziert waren,
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als anfanglich eingesetzt wurden. Im ersten Versuch bestand die Moglichkeit der
nachtriglichen Infektion. Diese Moglichkeit wurde aber im zweiten Ansatz eliminiert und
trotzdem lag ein vergleichbares Ergebnis vor. Es stellt sich daher die Frage, ob sich infizierte
Zellen teilen konnen und so das GFP im Zytoplasma die Tochterzelle ebenfalls mit
fluoresziert oder, ob Zellen, die sich in der Inkubationszeit von 1,5 h geteilt haben mit
infiziert werden konnten. Prozentual, sowie absolut anhand der Zellzahlen gesehen gab es
Zelllinien, die schwieriger zu infizieren waren, dazu gehorten H69, H82 und SW2. Mit
Belassen des Virus auf den Zellen konnten bessere Infektionsraten erzielt werden.
Riickschliisse aus den Versuchen, die mit den Zelllinien in der Zellkultur stattgefunden haben,
lassen sich auch auf die Aggressivitit des Wachstums ziehen. Hervorzuheben ist dabei
besonders OH1, bei der die Kombination aus einer sehr hohen Teilungsrate (10.000.000
Zellen nach 72 h im 2. Versuch) und dem hohen CAR-Level in der Zellkultur, auf eine
erhohte Malignitidt durch das besondere Metastasierungspotential geschlossen werden konnte.
Als Fazit dieses Versuchs lassen sich die vorausgegangenen Fragestellungen aber eindeutig
beantworten, denn eine Infektion der SCLC-Zelllinien mit einem Adenovirus ist moglich und
die Infizierbarkeit korreliert mit der CAR-Expression. Ahnliche Beobachtungen machten
bereits Yuan und seine Kollegen (2005) mit klinischem Material aus einer klinischen Studie
mit einem genetisch modifiziertem Adenovirus (H101). Dabei bestand nicht nur ein positiver
Zusammenhang zwischen der CAR-Expression in der Immunhistochemie und der
Infektionsrate, sondern auch zu dem Krankheitsverlauf der Patienten. Ein hoherer CAR-Level
korrelierte mit mehr Féllen der kompletten oder teilweisen Remission des Tumors. Wiirden
sich diese Ergebnisse auf die kleinzelligen Bronchialkarzinome iibertragen lassen, wiirde dies
einen erfolgsversprechenden Therapieansatz darstellen, denn wie auch in den Farbeversuchen,
lieBen sich alle Zelllinien infizieren, wenn auch mit deutlichen Unterschieden in der
Auspragung. Die FACS-Ergebnisse verliefen in ihrer Aussage parallel zu denen der
Immunhistochemie, da OH3, H69, und H82 in etwa auf einem Infektionsniveau bzw.
prozentualem Férbeverhalten lagen und OH1 von allen Zelllinien in den beiden Analysen am
starksten gefdarbt war. Als Ausnahme dieser Beobachtung muss SW2 gelten, da nach den
Ergebnissen zur CAR Expression in der Immunhistochemie eine im Vergleich zu den anderen
Zelllinien geringere Infektion zu erwarten gewesen wire. Jedoch lag die Zahl der infizierten
Zellen trotz der Farbeergebnisse von nur +/15 % im Durchschnitt der anderen genannten
Zelllinien. Erklart werden konnte dies durch den der Bindung nachgeschalteten Mechanismus,

der zur Expression von dem GFP fiihrt. AuBerdem wies der Primidrtumor in der
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Immunhistochemie ein besseres Firbeergebnis auf (++/36 %), das vergleichbar mit den
Ergebnissen aus der Zellkultur ist.

Aus dem Zusammenspiel dieser drei Ergebnisse (FACS, Immunhistochemie, Infizierbarkeit)
lasst sich schlieBen, dass die CAR Expression und die adenovirale Infizierbarkeit korrelieren,
bei der die OHIl Zellen die besten Ergebnisse erzielten und eine Erhohung des
Expressionslevels der anderen Zelllinien wiinschenswert widre, um #hnlich gute
Voraussetzungen fiir einen Therapieansatz zu schaffen. Kim et al. (2002) konnten an
Ovarialkarzinomzellen zeigen, dass die CAR-Expression in enger Beziehung zur
Empfindlichkeit der Infektion mit Adenoviren steht und, dass der Effekt durch ektope
Expression des CAR-Gens durch transiente Transfektion zu einem deutlichen Anstieg der
Sensitivitit gegeniiber der Viren kommen kann.

Dass eine geringe Hochregulierung der CAR-Expression die Effizienz von onkolytischer
Gentherapie vermittelt durch Adenoviren vervielfachen kann, stellte auch Wang et al. (2007)
fest. Aus diesem Grund sollte mit der Vorbehandlung der Zellen in Zellkultur versucht
werden, den Rezeptor in den kleinzelligen Bronchialkarzinomen vermehrt zu exprimieren.
Gelungen ist dies mit einem iHDAC, dem TSA, mit dem eindeutig eine Hochregulierung der
CAR-Expression in allen fiinf Zelllinien gezeigt werden konnte. Mit der FACS-Firbung
wurde nicht nur die gesteigerte Expression veranschaulicht, sondern konnte auch das
Grundlevel der CAR-Expression in den Zelllinien, vergleichend zu den Firbungen der
Formalin-fixierten Zellpellets, bestimmt werden. Bemerkenswert ist dabei, dass die TSA-
Vorbehandlung sowohl auf die Zelllinien mit einer geringen Expression als auch auf jene mit
einem sowieso schon hohen CAR-Level einen positiven Effekt hatte. Ausgehend von der
Feststellung, dass die SCLC-Zellen generell schon ein hohen Level an CAR Expression auf
ihrer Zelloberflidche tragen, wiirde eine Steigerung von durchschnittlich 95,32 % nicht nur in
allen Zelllinien eine Infektion erleichtern, sondern wahrscheinlich um ein Vielfaches
verstirken. Desweiteren wird dem TSA als iHDAC ein groBes therapeutisches Potential zu
gesprochen (Elaut et al., 2007), denn die Acetylierung von Lysin-Resten der Histon-Proteine
fiihrt zu der offenen Konformation der Chromatinstruktur und erlaubt so den
Transkriptionsfaktoren mit der Promoterregion zu interagieren, wodurch der Prozess der
Genexpression, wie z. B. fir CAR vereinfacht wird. Aber auch die Transkription
proapoptotischer Gene wird, vor allem in Krebszellen, eingeleitet (Suzuki et al., 2000). Damit
konnen iHDACs den Zellzyklus und Differenzierungsvorgiange beeinflussen, die Apoptose
einleiten und die Angiogenese und Metastasierung hemmen (Papeleu et al., 2005). Das heil3t,

dass der Einsatz von TSA nicht nur zur Steigerung des Effekts der onkolytischen Therapie

58



Diskussion

herangezogen werden konnte, sondern auch primér als Zytostatikum fungiert und somit eine
Kombinationstherapie zur Verfiigung stehen konnte, deren Effekte sich gegenseitig positiv
beeinflussen. Die proapoptotische Wirkung von TSA konnte auch bei den Versuchen der
FACS-Fiarbung beobachtet werden. Es wurde mit zwei verschiedenen Konzentrationen
gearbeitet, wobei jene im nanomolaren Bereich einen grofleren Effekt hatte. Die CAR
Expression wurde bei einer TSA Konzentration von 10 nM um durchschnittlich 95,32 %
erhoht, bei einer Konzentration von 1 uM nur um 66,63 %. AuBlerdem war der negative
Einfluss auf die Vitalitdt bei der niedrigeren TSA Konzentration geringer als bei 1 uM. In
dieser Arbeit wurde somit zum ersten Mal gezeigt, dass die CAR Expression des SCLC durch
den Einsatz von TSA hochregulieren lisst. Dies ausgehend von dem generell schon hohen
Grundlevel der CAR Expression bei den kleinzelligen Bronchialkarzinomen, konnte ein
vielversprechender Ansatz der Therapieoptimierung fiir diesen aggressiv wachsenden und
frith metastasierenden Tumor sein.

Es wurde auBerdem gezeigt, dass CAR sehr heterogen exprimiert wird. Die heterogene
Expression zeigt sich nicht nur zwischen verschiedenen Tumorgeweben, sondern auch
innerhalb einer Tumorart von unterschiedlichen Ausgangszelllinien. Und auch das
Vorkommen innerhalb eines Tumors muss nicht homogen sein, sondern seine Verteilung
erscheint hiufig heterogen. Als Schlussfolgerung lésst sich also ziehen, dass zum einen das
Ursprungsgewebe einen Einfluss auf die CAR Expression hat. Dies wurde vor allem an dem
SCLC verdeutlicht und damit die These bestitigt, dass CAR in besonders hohem Maf3e in
kleinzelligen Bronchialkarzinomen zu finden ist. Zum anderen spielt auch die Tumorzelllinie
eine Rolle. Eine RegelmaBigkeit liel sich allerdings beim Verhalten des Rezeptors im Bezug
auf die Tumorprogression feststellen, so dass die Zellen aus der Zellkultur eine hohe
Expression von CAR aufwiesen, wihrend CAR im Tumorgewebe herunter reguliert war und
wiederum in den Metastasen reexprimiert wurde. Aulerdem nimmt die Differenzierung der
Zellen einen FEinfluss auf die Expression. Mit den klinischen Fillen konnte gezeigt werden,
dass je weiter sich die Zellen entdifferenzieren, desto geringer der Anteil der Tumore mit
hoher CAR-Expression wird. Ein Regulationsmechanismus der CAR Expression konnte mit
Transition der epithelialen Zellen zu mesenchymalen im Laufe der Tumorprogression
zusammenhidngen. Die reverse Phénotyp-Ausprigung in der MET wiirde wiederum den
hohen CAR Expressionslevel in den Metastasen erkldren. Es konnte weiterhin gezeigt
werden, dass sich die Zelllinien des SCLC mit einem Adenovirus infizieren lassen. Dabei
korreliert die Infektionsrate mit der CAR-Expression. In Aussicht auf eine einfachere und

hohere Infektion mit einem onkolytischen Virus wurde zusitzlich nachgewiesen, dass sich der
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CAR mit einem iHDAC deutlich hochregulieren lédsst. In Anbetracht dieser Ergebnisse ldsst
sich feststellen, dass eine Evaluation des CAR-Levels vor der Applikation des Virus sinnvoll
zu sein scheint, dass insbesondere die kleinzelligen Bronchialkarzinome durch ihre hohe
CAR-Expression fiir eine onkolytische Therapie geeignet sind und, dass die Kombination mit
einem Zytostatikum den Effekt der Krebstherapie erhohen konnte. Speziell IHDACs konnten
die Effizienz einer Therapie mit Adenoviren deutlich verstirken. Diese Befunde sind fiir die
systemische Therapie insbesondere fiir Tumore mit bisher wenig Therapieoptionen und

geringen Heilungschancen wie dem kleinzelligen Bronchialkarzinom von Interesse.
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VI. Zusammenfassung

Der Coxsackie Adenovirus Rezeptor (CAR) steht auf Grund seiner wichtigen Rolle bei der
Virusinternalisierung im Fokus vieler Forschungen fiir die onkolytische und die Adenovirus-
vermittelte Gentherapie. In dieser Arbeit wurde der CAR Expressionslevel mittels der
Immunhistochemie fiir humane kleinzellige Bronchialkarzinome (SCLC), Neuroblastome,
Ovarialkarzinome, = Mammakarzinome,  Pankreaskarzinome,  Kolonkarzinome  und
Prostatakarzinome untersucht. Dabei wurde die Expression von humanen Tumorzellen, die in
der Zellkultur geziichtet wurden, mit denen, die in der Maus als Primédrtumor gewachsen sind,
verglichen. Zusitzlich wurde die CAR Expression in klinischem Material bei
Nasopharynxkarzinomen bestimmt.

Die Expression erwies sich zwischen den verschiedenen Tumorarten und den verschiedenen
Zelllinien als sehr heterogen. Wihrend der Tumorprogression wird der CAR-Level am Rande
des Primértumors herab reguliert und in den Metastasen ist wiederum herauf reguliert. Diese
Schlussfolgerungen konnten aus den Farbungen der Zellen in Agar, dem Primértumor und
den Metastasen der SCLC gezogen werden, die eine besonders hohe Expression von CAR
zeigten. Die Beobachtung, dass die Zellen in Agar eine hohere CAR Expression aufweisen als
das Primdrtumorgewebe in der Maus, lie sich bei allen Firbungen mit Ausnahme der
Kolonkarzinome wiederfinden. Anhand der Firbung der klinischen Fille wurde festgestellt,
dass es auch einen Zusammenhang mit dem Differenzierungsgrad des Tumors gibt. Je
schlechter die Differenzierung eines Nasopharynxkarzinoms ist, desto geringer ist seine CAR
Expression.

Mit den Versuchen in der Zellkultur konnte gezeigt werden, dass eine Infektion der SCLC
Zellen mit einem GFP-markierten Adenovirus moglich ist, wobei die Infektionsrate mit dem
CAR Expressionslevel korreliert. Mit dem iHDAC (Histondeacetylase-Inhibitor) Trichostatin
A konnte zum ersten Mal in den Zelllinien der kleinzelligen Bronchialkarzinome eine
Hochregulierung von CAR erzielt werden. Diese lag bei einer TSA Konzentration von 10 nM
durchschnittlich bei 95,32 %, einer Konzentration, bei der ein gutes Gleichgewicht aus
zytotoxischen und positiven Einfliissen gefunden wurde. Vor einer onkolytischen Therapie
sollte die Expression des CAR Levels bestimmt werden. Ist dieser zu niedrig fiir eine
erfolgversprechende Infektion der Zellen, konnte seine Heraufregulation durch iHDAC erzielt
werden, wodurch die Effizienz einer adenoviralen Therapie durch die Hochregulierung von

CAR deutlich verbessert werden konnte.
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VIII.

Appendix

Tabelle 5: Ergebnisse der immunhistochemischen Féarbung der kleinzelligen Bronchialkarzinome mit Anti-

CxADR und AP-Entwicklung

OH3 0 - 112-1A-04
OH3 <10 + 112-2A-04
OH3 <5 + 112-3A-04
OH3 0 - 132-1A-04
OH3 20 + 104-1A-04
OH3 60 + 38-04

H82 30 + 107-1A-04
H82 30 + 107-2A-04
H82 40 + 107-6A-04
H82 20 + 115-1A-04
H82 30 + 116-1A-04
HS82 70 + > ++ 43-04

SW2 <30 + = ++ 113-1A-04
SW2 40 + 113-3A-04
SW2 60 ++ 113-4A-04
SW2 30 ++ 108-3A-04
SW2 30 +++ 118-1A-04
SW2 20 (+) 46-04

H69 50 + 131-1A-04
H69 60 o 144-1A-04
H69 30 + 154-1A-04
H69 80 ++ — +++ 41-04

OH1 80 ++ — +++ 135-1A-04
OH1 40 ++ 135-2A-04
OH1 60 ++ 135-3A-04
OH1 90 +++ 45-04




Tabelle 6: Ergebnisse der Farbung der kleinzelligen Bronchialkarzinome mit Anti-CxADR und Glukoseoxidase-

Verstiarkungsreaktion

Appendix

OH3 60 (+) 132-2A-04
OH3 60 (+) 112-2A-04
OH3 10 + 112-1A-04
OH3 100 (+) 132-1A-04
OH3 70 (+) 104-1A-04
OH3 100 (+) 38-04

HS82 40 (+) 107-3A-04
HS82 30 (+) 107-2A-04
HS82 70 (+) 107-6A-04
HS82 10 (+) 115-1A-04
HS82 40 + 116-1A-04
H82 70 + = ++ 43-04

SW2 10 + 113-1A-04
SW2 50 + 103-1A-04
SW2 20 (+) 108-1A-04
SW2 0 108-3A-04
SW2 0 - 118-1A-04
SW2 20 (+) 46-04

H69 40 + 131-1A-04
H69 10 + 144-1A-04
H69 40 + 149-1A-04
H69 100 + 41-04

OH1 80 + 135-1A-04
OH1 30 + 135-3A-04
OH1 30 + 134-1A-04
OH1 100 +->++ 45-04
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Tabelle 7: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung der Neuroblastome mit Anti-CxADR und AP-

Entwicklung
I N T T
Kelly 0 - 108-3A-03
Kelly 0 - 108-4A-03
Kelly 0 - 108-5A-03
Kelly 0 - 108-6A-03
Kelly Z.i.A. 0 - 189-04
SKNSH 0 - 9-2A-04
SKNSH 0 - 9-3A-04
SKNSH 0 - 9-5A-04
SKNSH 0 - 9-6A-04
SKNSH Z.i.A. 0 - 183-04
IMR32 0 - 3-2A-04
IMR32 0 - 3-3A-04
IMR32 0 - 3-4A-04
IMR32 0 - 3-6A-04
IMR32 Z.i.A. 85 ++ - -+ 187-04
LANI1 10 + 31-1A-04
LANI1 5 + 31-2A-04
LANI1 10 + 20-1A-04
LANI1 5 ++ 26-1A-04
LANI Z.i.A. 5 + 185-04
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Tabelle 8: Ergebnisse der Fiarbung der Neuroblastome mit Anti-CxADR und Glukoseoxidase-

Verstiarkungsreaktion
L M| B | Jwemin [ Rocs
Kelly 0 - 108-3A-03
Kelly 0 - 108-4A-03
Kelly 0 - 108-5A-03
Kelly 0 - 108-6A-03
Kelly Z.i.A. 0 - 189-04
SKNSH 2 - 9-2A-04
SKNSH 0 - 9-3A-04
SKNSH 0 - 9-5A-04
SKNSH 0 - 9-6A-04
SKNSH Z.i.A. 0 - 183-04
IMR32 0 - 3-2A-04
IMR32 0 - 3-3A-04
IMR32 0 - 3-4A-04
IMR32 0 - 3-6A-04
IMR32 Z.i.A. 90 ++ - +++ 187-04
LANI1 50 +) 31-1A-04
LANI1 40 +) 31-2A-04
LANI1 60 +) 20-1A-04
LANI1 60 +) 26-1A-04
LANI Z.i.A. 100 +->++ 185-04
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Tabelle 9: Ergebnisse der immunhistochemischen Fiarbung der Metastasen im Vergleich zur Firbung der

Primértumore mit Anti-CxADR und AP-Entwicklung

H69 131-1A-04 131-1B-04 50 + 1. (+)
H69 154-1A-04 154-1B-04 0 - 1. (+)
2. —
3. -
4. +
5. ++
6. (+)
7. (+)
8. +
9. +
H69 41-04 80 +
Z.1.A.
OH3 112-2A-04 112-2B-04 0 -
OH3 132-2B-04 20 (+) 1. (+)
2. ++
OH3 38-04 20 (+)
Z.1.A.
OH1 135- 1A-04 30 (+)
OH1 135-2A-04 135-2B-04 10 (+) 1. ++
2. ++
3. -
4. ++
5. ++
6. ++
7. +
8. (+)
OH1 135-3A-04 40 +
OH1 134-1A-04 134-1B-04 60 (+) L (+)
I -
I (+)
IV. (+)
OH1 45-04 90 ++ — +++ -
Z.1.A.
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Tabelle 10: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung der Ovarialkarzinome mit Anti-CxADR und AP-

Entwicklung

Appendix

OC2 (ZiA) 10 (+) 151-04
0C2 0 - 174-1A-04
0oC2 20 (+) 176-2A-04

OVCAR 3 (Z.i.A) 60 + 170-04
OVCAR 3 50 ++ — +++ 168-1A-04
OVCAR 3 50 ++ — +++ 168-6A-04

MZ 10 80 (+) 107-2A-07

MZ 10 50 + 107-1A,-07

MZ 10 40 (+) 22-2A-07
MZ 10 (Z.i.A.) 60 + 372-06

Tabelle 11: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung der Mammakarzinome mit Anti-CxADR und AP-

Entwicklung

MCF 7 0 - 345-05
MCF 7 0 - 120-1A-02
MCF 7 0 - 66-1A-08
T47D 60 + 193-3A-01
T47D 40 ++ 346-05
DU4475 30 + 303-05
DU4475 0 - 123-1A-00

Tabelle 12: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung der Pankreaskarzinome mit Anti-CxADR und AP-

Entwicklung

Ca 5061 80 (+) 193-08
Ca 5061 10 +) 38-2A-08
Ca 5072 0 - 256-1A-08
Ca 5072 70 +) 123-08
Ca 5156 - 0 37-1A-09
Ca 5156 20 +—++ 90-08
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Tabelle 13: Ergebnisse der immunhistochemischen Fiarbung der Kolonkarzinome mit Anti-CxADR und AP-
Entwicklung

SW480 40 +) 36-1A-99

SW480 70 +++ 181-01
CaCo 20 +) 228-1A-01
CaCo 0 - 78-06
HT29 <5 + 182-1A-06
HT29 0 - 312-05

Tabelle 14: Ergebnisse der immunhistochemischen Firbung der Prostatakarzinome mit Anti-CxADR und AP-

Entwicklung

DU145 10 +) 123-1A-99
DU145 80 +++ 139-09
LNCAP 10 +) 5-4A-08
LNCAP 50 + 90-07
PC3 0 - 192-2A-08
PC3 0 - 233-08
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Tabelle 15: Ergebnisse der immunhistochemischen Féarbung der klinischen Nasopharynxkarzinome mit Anti-

CxADR und AP-Entwicklung

822-85 Hyperplasie, kein 25.01.1985 +) 100 Hyperplasie
malignes Wachstum
10621-83 Solides Karzinom 10.10.1983 +—++ | 80 Gl
(Mundhohle)
3555-87 solides Ca. 24.03.1987 ++ 80 Gl
(Schilddriise)
3555-87 solides Ca. 24.03.1987 + 30 Gl
(Schilddriise)
3555-87 solides Ca. 24.03.1987 (+) 30 Gl
A (Schilddriise)
10778-84 verhornendes PEC, Nicht bekannt (+) 40 Gl
Mundhohle
3458-84 | PE, Mundhohle (PEC) Nicht bekannt (+) 100 Gl
512-85 paplldr wachsendes 18.01.1985 (+) 70 Gl
Ca., Nasopharynx
9377-84 1 | papilldar wachsendes 23.06.1984 (+) 30 Gl
Ca. (zu 512.85)
9377-84 1 | papilldar wachsendes 23.06.1984 (+) 30 Gl
Ca. (zu 512.85)
9377-84 2 | papilldar wachsendes 23.06.1984 negativ Gl
Ca. (zu 512.85)
1916-85 papilldares SD-Ca., 20.02.1985 (+) 10 Gl
Hals-LK
11028-85 solides Ca. mit 02.10.1985 (+) 30 Gl
Mikrokalzifikationen
(primédres Mamma-
Ca)
6043-83 "Maligne entartete 08.06.1983 kein Tumor Gl
a1 laterale Halszyste" angeschnitten
(zystisches Tonsillen-
Ca)
6043-83 "Maligne entartete 08.06.1983 kein Tumor Gl
11 laterale Halszyste" angeschnitten
6043-83 "Maligne entartete 08.06.1983 Streifenstiicke Gl
12) laterale Halszyste" stark positiv
6043-83 "Maligne entartete 08.06.1983 kein Tumor Gl
13) laterale Halszyste" angeschnitten
6043-83 "Maligne entartete 08.06.1983 kein Tumor Gl
13) laterale Halszyste" angeschnitten
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6043-83 "Maligne entartete 08.06.1983 Lymphknoten Gl
(14) laterale Halszyste"
6043-83 "Maligne entartete 08.06.1983 Lymphknoten Gl
(14) laterale Halszyste"
6043-83 "Maligne entartete 08.06.1983 kein Tumor Gl
21) laterale Halszyste" angeschnitten
6043-83 "Maligne entartete 08.06.1983 Lymphknoten Gl
3) laterale Halszyste"
6043-83 "Maligne entartete 08.06.1983 Lymphknoten Gl
4) laterale Halszyste"
6043-83 "Maligne entartete 08.06.1983 kein Tumor Gl
5 laterale Halszyste" angeschnitten
6043-83 "Maligne entartete 08.06.1983 Streifenstiicke Gl
(6) laterale Halszyste" stark positiv
6043-83 "Maligne entartete 08.06.1983 Streifenstiicke Gl
6) laterale Halszyste" stark positiv
6043-83 "Maligne entartete 08.06.1983 (+) 70 Gl
7 laterale Halszyste"
1716-84 maligner Tumor 14.02.1984 negativ Gl
wahrsch. PEC,
Tonsille
4813-85 gut differenziertes 30.04.1985 negativ Gl
2¢ PEC, Neck dissection
Priparat
4813-85 gut differenziertes 30.04.1985 + 80 Gl
2cE PEC, Neck dissection
Priparat
3222-84 1 grofBzellig-solides 04.03.1984 negativ Gl
Karzinom, V. a.
sebazoses Karzinom
3222-84 2 grofB3zellig-solides 04.03.1984 (+) 20 Gl
Karzinom, V. a.
sebazdses Karzinom
7674-84 polymorph- 11.07.1984 (+) 40 Gl
spindelzelliges,
partiell klarzelliges
Ca., Hals LK
8319-83 | Solides Karzinom des 08.08.1983 + 50 Gl
Nasopharynx
4139-87 solides Ca., 06.04.1987 (+) 40 Gl
Nasopharynx
5688-87 solides Ca., 06.04.1987 negativ Gl
Nasopharynx
5688-87 solides Ca., 06.04.1987 (+) 80 Gl
Nasopharynx
5688-87 solides Ca., 06.04.1987 kein Priparat Gl
Nasopharynx
5158-85 | mibBig differenziertes 08.05.1985 + 30 Gl
A PEC Neck dissection
Priparat 81
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5158-85 | maibBig differenziertes 08.05.1985 negativ Gl
B PEC Neck dissection
Préparat
5158-85 | mibBig differenziertes 08.05.1985 +) 100 Gl
cl PEC Neck dissection
Priparat
5158-85 | maibBig differenziertes 08.05.1985 negativ Gl
c2 PEC Neck dissection
Préparat
5158-85 | maibBig differenziertes 08.05.1985 negativ Gl
c3 PEC Neck dissection
Priparat
5158-85 miBig differenziertes 08.05.1985 (+) 70 Gl
¢S PEC Neck dissection
Préparat
11405-84 | nicht-verhorn. Ca. V. 24.10.1984 negativ G2
1 a. medull.
Schilddriisen-Ca., LK
9564-84 wenig verhornendes 30.08.1984 + 70 G2
Plattenepithelkarzino
m, LK Hals
10202-83 nicht verhornendes 1983 negativ G2
Plattenepithelkarzino
m
6156-83 | maiBig differenziertes, 1983 + 5 G2
verhornendes
Plattenepithelkarzino
m
7007-83 | miBig differenziertes, 1983 kein Tumor G2
HS/SY verhornendes angeschnitten
Plattenepithelkarzino
m (zu 6156.83)
7007-83 | miBig differenziertes, 1983 kein Tumor G2
HS/SY verhornendes angeschnitten
Plattenepithelkarzino
m (zu 6156.83)
7007-83 | miBig differenziertes, 1983 Gl. G2
A verhornendes Submandibular
Plattenepithelkarzino is
m (zu 6156.83)
7007-83 | miBig differenziertes, 1983 kein Tumor G2
VA verhornendes angeschnitten
Plattenepithelkarzino
m (zu 6156.83)
7007- mifig differenziertes, 1983 (+) 70 G2
83E/IC verhornendes
Plattenepithelkarzino
m (zu 6156.83)
6914-85 zystisch-solides Ca., 21.06.1985 negativ G2

Hals ("Maligne
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entartete laterale
Halszyste)

10170-86
1

Kieferwinkelmetastase
solides Ca.

01.09.1986

(+)

80

G2

10170-86
1)

Kieferwinkelmetastase
solides Ca.

01.09.1986

(+)

80

G2

10170-86
2

Kieferwinkelmetastase
solides Ca.

01.09.1986

Lymphknoten

G2

10170-86
2

Kieferwinkelmetastase
solides Ca.

01.09.1986

Lymphknoten

G2

7622-86 1

gehort zu 10170.86,
LK, Hals

30.06.1986

negativ

G2

1175-84

niedrig-diff. Ca.,
tiberwiegend
klarzellig, LK
(Bronchialkarzinom-
Met.)

01.02.1984

(+)

30

G3

2631-84

plattenepith. Ca.,
basaloid, LK (zu
2685.84)

08.03.1984

(+)

10

G3

2631-84
SS

plattenepith. Ca.,
basaloid, LK (zu
2685.85)

08.03.1984

negativ

G3

2685-84

plattenepith. Ca.,
basaloid, LK (zu
2631.84)

09.03.1984

(+)

30

G3

3267-87

(zu 2685.84): Neck
dissection Préparat,
Lymphangiosis
carcinomatosa

27.03.1984

Lymphknoten

G3

3267-87

(zu 2685.84): Neck
dissection Préparat,
Lymphangiosis
carcinomatosa

27.03.1984

Lymphknoten

G3

9470-85

schlecht
differenziertes PEC,
Hals-LK

21.08.1985

(+)

90

G3

9584-87

Hypopharynx-Ca.
PEC

07.08.1987

++

70

G3

12659-84

schlecht
differenziertes
Karzinom, Hals, LK

28.11.1984

(+)

60

G3

6739-83

invasives PEC,
Tonsille

26.01.1983

Stratum basale
des Epithels

G3

10619-86

polymorphzelliges,
partiell solides Ca.,
Hals LK

12.09.1986

negativ

G3

10619-86

polymorphzelliges,
partiell solides Ca.,
Hals LK

12.09.1986

negativ

G3
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3713-85

Schmincke-Tumor
(Iymphoepitheliales
Ca.), Nasopharynx, zu
11170.85

08.11.1983

negativ

G4

2716-87

Nasopharynx
(Schmincke-Tumor)

05.03.1987

negativ

G4

2342-87

(zu 2716.87)
(Schmincke-Tumor):
ND Priparat

05.03.1987

kein Priparat

G4

8273-83

Lymphoepitheliales
Karzinom
(Tonsillenregion)

09.08.1983

(+)

10

G4

8273-83

Lymphoepitheliales
Karzinom

09.08.1983

(+)

10

G4

14450-86

solides anaplast. Ca.
V. a. Schmincke-Tu.

29.12.1986

(+)

70

G4

2552-84
A

Lymphoepitheliales
Karzinom

1984

(+)

80

G4

2552-84 2

Lymphoepitheliales
Karzinom

1984

(+)

70

G4

12935-84

undifferenziertes
Karzinom, Lok.
Nasopharynx

27.11.1984

++

80

G4

9171-83
ZN/E

kleinzelliges
Karzinom

30.08.1983

+

20

G4

7606-86 1

mittel-groB3-zelliges
anaplastisches
Karzinom, Hals-LK

17.07.1986

Lymphknoten

G4

7606-86 2

mittel-gro3-zelliges
anaplastisches
Karzinom, Hals-LK

17.07.1986

negativ

G4

1203-84

Schmincke-Tumor
(Ilymphoepitheliales
Ca.)

02.03.1984

negativ

G4

2194-84

kleinzellig-
undifferenziertes
Karzinom

29.02.1984

nur

Bindegewebe

G4

10185-85

mittel-grof3-zelliges
anaplastisches
Karzinom, Hals-LK

09.09.1985

negativ

G4

3871-87

Sinus piriformis,
undiff. Ca
(Schmincke-Tumor)

02.04.1987

negativ

G4

11945-86

Schmincke-Tumor
(Iymphoep. Ca.),
Nasopharynx

14.10.1986

++

20

G4

12487-86

Schmincke-Tumor
(Iymphoep. Ca.),
Nasopharynx

27.10.1986

negativ

G4
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8518-85

Schmincke-Tumor
(Iymphoep. Ca.),
Nasopharynx

1986

negativ

G4

1023-85

Schmincke-Tumor
(Iymphoep. Ca.)

30.01.1985

kein Tumor

angeschnitten

G4

9970-85

Schmincke-Tumor
(Iymphoep. Ca.),
Nasopharynx

05.09.1985

negativ,
(Epithel +)

G4

3311-87

anaplastisches
Karzinom, SD-
Resektat (Priméres
Gewebe nicht mehr zu
differenzieren)

18.03.1987

+) 20

G4

3311-87

anaplastisches
Karzinom, SD-
Resektat (Priméres
Gewebe nicht mehr zu
differenzieren)

18.03.1987

+) 40

G4

3311-87

anaplastisches
Karzinom, SD-
Resektat (Priméres
Gewebe nicht mehr zu
differenzieren)

18.03.1987

+) 70

G4

3399-87

anaplastisches
Karzinom, Hals-LK

19.03.1987

negativ

G4

3399-87

anaplastisches
Karzinom, Hals-LK

19.03.1987

G4

3399-87

anaplastisches
Karzinom, Hals-LK

19.03.1987

+) 80

G4

3311-87

anaplastisches
Karzinom

18.03.1987

+) 30

G4
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