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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Mesenchymale Stammzellen - Ihre Charakteristika und potentielle Relevanz

bei malignen Erkrankungen
1.1.1  Generelle Eigenschaften Mesenchymaler Stammzellen

Als Stammzellen werden Zellen bezeichnet, die zur undifferenzierten, selbsterneuernden
Teilung (self-renewal) in der Lage sind sowie funktionell ausgereifte Tochterzellen
unterschiedlichen Phanotyps hervorbringen kénnen. Der Nachweis des Stammzellcharakters
muf in vivo, in vitro oder nach Transplantation in vivo erfolgen (NIH 2001).

Per Definition werden verschiedene Arten von Stammzellen aufgrund ihrer
Differenzierungskapazitat unterschieden. Totipotente Stammzellen, wie z. B. die Zygote
sowie die Blastomeren der Morula bis zum 8-Zell-Stadium, besitzen die Fahigkeit einen
kompletten, lebensfahigen Organismus zu bilden, d. h. aus ihnen gehen alle Zelltypen des
Embryos sowie die extraembryonalen Gewebe eines Organismus hervor (Carlson 1999).
Pluripotente Stammzellen, wie z. B. embryonale Stammzellen, sind in der Lage, in alle
Zelltypen der drei Keimblatter zu differenzieren, bilden jedoch keine extraembryonalen
Gewebe aus. Die Differenzierungskapazitat multipotenter Stammzellen ist auf ausgewahlte
Zelltypen beschrankt. Einige adulte Stammzellen besitzen die Fahigkeit der
Transdifferenzierung, d. h. der Differenzierung von Zellen eines Keimblattes in Zelltypen

eines anderen Keimblattes (Anderson et al. 2001).

Durch Friedenstein wurden 1970 erstmals durch Plastikadhdrenz Zellen aus dem
Knochenmark (KM) isoliert, die in vitro als Kolonie-bildende Fibroblasten-ahnliche Einheit
(colony-forming unit-fibroblast, CFU-F) proliferierten (Friedenstein et al. 1970). Jeder dieser
Kolonien liegt eine als Mesenchymale Stammzelle (MSC) bezeichnete Zelle zugrunde
(Caplan 1991; Pittenger et al. 1999). Fir MSC wurde ein multipotentes
Differenzierungspotential belegt, insbesondere die Fahigkeit zur osteogenen, adipogenen
und chondrogenen Differenzierung, die anhand der Expression von Differenzierungsmarkern
wie Lipoprotein-Lipase (LPL), peroxisome proliferator-activated receptory (PPARy) oder
Osteocalcin sowie anhand zytochemischer Farbungen nachgewiesen wird (Pittenger et al.
1999; Wakitani et al. 1995). Fiir MSC wurde ebenfalls die Fahigkeit der Transdifferenzierung
(Phinney et al. 2007), z. B. in Zellen mit hepatozytarem (Aurich et al. 2007) oder neuronalem
(Anghileri et al. 2008) Charakter beschrieben.

Die Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen hinsichtlich der Charakteristika von MSC sind
aufgrund verschiedener Isolationsmethoden, wie Plastikadharenz, (Friedenstein et al. 1976)

Dichtegradientenzentrifugation (Pittenger et al. 1999) und immunologische Zellseparation
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(Reyes et al. 2002) sowie differentieller Kultivierungsbedingungen, z. B. Zusatz von fetalem
Kalberserum (FKS) oder Wachstumsfaktoren nur bedingt vergleichbar. Bislang wurde fir
MSC kein unikater Marker identifiziert. In vitro zeigen MSC jedoch einen charakteristischen
Phanotyp: sie sind negativ fir hamatopoetische Marker und exprimieren eine typische
Kombination von Oberflachenproteinen, zu denen Adhasionsmolekile, wie z. B. CD44,
CD105 (Endoglin), CD106 (VCAM-1) und CD166 (ALCAM-1) sowie Wachstumsfaktor-
Rezeptoren, wie z.B. Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF)-Rezeptor, platelet-derived
growth factor (PDGF)-Rezeptor, transforming growth factor f-Rezeptor und fibroblast growth
factor-Rezeptor gehdren (Minguell et al. 2001). Im Laufe der letzten Jahre wurden neue
Oberflachenantigene wie CD271 (Quirici et al. 2002) oder MSCA-1 (Battula et al. 2007)
identifiziert, die eine Anreicherung von MSC aus den mononuklearen Zellen des KM (KM-
MNZ) erlauben.
Um eine Vergleichbarkeit der Daten verschiedener Forschergruppen zu ermdéglichen, wurden
im Rahmen eines Konsensus folgende definierende Charakteristika fir MSC benannt
(Dominici et al. 2006):

(1) Adharenz an Plastikoberflachen unter Standard-Kulturbedingungen

(2) Spezifische Oberflachenantigen-Expression mit mindestens 95 % der Zellen positiv fur

CD73, CD90 und CD105 und mindestens 98 % der Zellen negativ fir CD11b oder
CD14, CD19 oder CD79a, CD34, CD45 und HLA-DR
(3) Multipotentes Differenzierungspotential mit In-vitro-Differenzierung zu Osteoblasten,

Adipozyten und Chondrozyten und dessen Nachweis mittels zytochemischer Farbung

MSC besitzen einen hypoimmunogenen Charakter. Sie exprimieren nur geringe Mengen
HLA Klasse | Molekule und sind negativ fur HLA Klasse Il sowie kostimulatorische Molekule.
MSC zeigen in vitro immunsuppressive und immunmodulatorische Eigenschaften
(Rasmusson 2006). MSC sind zur Migration féahig und exprimieren entsprechende
Chemokin-Rezeptoren (u.a. CCR1, CCR4, CCR7, CCR9, CCR10, CXCR4, CXCRS5,
CXCRG6) (Fox et al. 2007). Es wurden einige losliche Faktoren, u.a. PDGF, bone
morphogenic protein-2 und -4, hepatocyte growth factor und insulin-like growth factor-1
beschrieben, welche in vitro chemotaktische Effekte auf MSC ausiben, wobei deren
physiologische Relevanz hinsichtlich der Migration von MSC in vivo noch unklar ist (Ponte et
al. 2007).

Bislang umstritten ist die maligne Transformation von MSC. Eine Transformation humaner
MSC wurde nach deren Langzeitkultivierung in vitro beobachtet (Rosland et al. 2009; Rubio
et al. 2005). Andere Gruppen konnten dies unter ahnlichen Kulturbedingungen jedoch nicht

nachvollziehen (Bernardo et al. 2007).
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1.1.2 Vorkommen von MSC im Organismus und Hinweise einer Resistenz von MSC

gegeniber Schadigungen

MSC konnen neben dem KM aus vielen anderen Geweben isoliert werden, z. B.
Nabelschnurblut, Fettgewebe, Muskel- und Lungengewebe (Barry et al. 2004). Aufgrund
eines fehlenden unikaten Markers ist das In-vivo-Korrelat dieser Zellen bislang nicht sicher
identifiziert. Aktuelle Arbeiten legen nahe, dass MSC in vielen Geweben als GefaRk-
assoziierte Perizyten existieren (Crisan et al. 2008). Im KM scheinen MSC an der
Aufrechterhaltung der hamatopoetischen Homoostase beteiligt zu sein, indem sie die
Proliferation und Differenzierung hamatopoetischer Stammzellen (HSC) beeinflussen
(Valtieri et al. 2008). In anderen Organen scheinen MSC an der Geweberegeneration
teilzunehmen, wobei nicht sicher geklart ist, ob es sich hierbei um gewebestandige MSC
oder aus dem KM einwanderte MSC handelt (Sasaki et al. 2008). Im murinen Modell wurde
gezeigt, dass MSC des KM (KM-MSC) nach i. v. Transplantation neben dem KM in Gewebe
wie Muskel, Haut, Darm, Leber und Lunge integrierten und dort tGber einen langen Zeitraum
persistierten (Pereira et al. 1995; Rochefort et al. 2005). Das physiologische Vorkommen von
im peripheren Blut zirkulierenden MSC ist bislang jedoch umstritten [Ubersicht bei (Fox et al.
2007)].

Es existieren Hinweise darauf, dass MSC in vivo resistent gegenliber Schadigungen sind.
MSC persistieren lebenslang im Organismus und kénnen von Spendern hohen Alters isoliert
werden (Nishida et al. 1999). Zum Zeitpunkt des Beginns der vorliegenden Arbeit war
bekannt, dass MSC von Patienten mit verschiedenen Erkrankungen (Baxter et al. 2002;
Rodriguez et al. 1999) sowie von Patienten mit Malignomen isoliert werden kénnen (Koc et
al. 2000). Untersuchungen des Chimerismus in Patienten nach allogener KM- oder
Blutstammzelltransplantation haben gezeigt, dass die KM-MSC nach myeloablativer
Konditionierung vom Empfanger stammen (Koc et al. 1999), was ein Hinweis darauf ist, dass
MSC die entsprechenden genotoxischen Schadigungen toleriert haben. Das Iasst auf eine
Resistenz von MSC gegenilber genotoxischer Schadigung schlielien, wobei die zugrunde

liegenden Mechanismen nicht bekannt sind.

1.1.3 Integration von MSC in maligne Tumoren

Fir MSC wurde im Tiermodell ein Tropismus flr verletzte Gewebestrukturen beobachtet
(Fox et al. 2007; Ponte et al. 2007). In Ubereinstimmung mit der These einer Analogie der
Wundheilung und des Tumorwachstums (Dvorak 1986) wurde fir MSC im Tiermodell eine
Einwanderung in maligne Tumoren verschiedener Entitaten beschrieben; MSC migrierten
nach systemischer Transplantation zum Tumor (Khakoo et al. 2006; Komarova et al. 2006)

und partizipierten am Tumorstroma (Studeny et al. 2002).
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Das nicht-maligne Zellen aktiv in den Tumor integrieren und an der Ausbildung des
Tumorstromas beteiligt sind, ist seit langerem bekannt (Hung et al. 2005; Yang, M et al.
2003). Aktuell wurde gezeigt, dass nicht-hamatopoetische KM-Zellen als Tumor-assoziierte
Fibroblasten (carcinoma-associated fibroblasts, CAF) in malignen Tumoren des humanen
Organismus zu einem Anteil von 2 - 6 % prasent sind (Avital et al. 2007; Cogle et al. 2007).
Im Tiermodell wurde ein Anteil von bis zu 25 % dem KM entstammende CAF am
Tumorstroma beobachtet (Direkze et al. 2004). Fur MSC erfolgte in vitro der Nachweis einer
Differenzierung in Zellen mit typischen Eigenschaften von CAF (Jeon et al. 2008; Mishra et
al. 2008). Inwiefern MSC physiologisch in Tumoren des humanen Organismus einwandern
und wie grof} ihr Anteil am Tumorstroma ist, ist u. a. aufgrund eines fehlenden unikaten
Markers bislang ungeklart (Fox et al. 2007).

Die physiologische Relevanz des in einigen Arbeiten verwendeten Anteils von bis zu 75 %
MSC an der Gesamttumorzellpopulation (Karnoub et al. 2007) ist abhangig vom postulierten
Mechanismus der Beteiligung der Zellen am Tumorstroma. Neben der Moglichkeit der
Einwanderung in etablierte Tumoren, ist die vorherige Prasenz von MSC am Ort der
Tumorentstehung im Sinne einer prametastatischen Nische denkbar (Psaila et al. 2009). Die
sekundare Einwanderung, im Tiermodell z. B. durch i. v.-Injektion von MSC in tumortragende
Tiere simulierbar, geht vermutlich mit einem geringen Anteil MSC an der Gesamttumorzell-
population einher. Dagegen ist das Modell der prametastatischen Nische mit einem hohen
Anteil MSC vereinbar und kann im Tiermodell z. B. durch Kotransplantation von MSC und
Tumorzellen simuliert werden. Uber den Effekt von MSC auf das Tumorwachstum im
Tiermodell liegen unterschiedliche Ergebnisse vor [Ubersicht bei (Kidd et al. 2008; Lazennec
et al. 2008)]. Bei unterschiedlichen Entitadten wurde eine Hemmung (Khakoo et al. 2006) oder
eine Forderung (Djouad et al. 2006; Yu, JM et al. 2008) des Tumorwachstums durch
tumorintegrierte MSC gezeigt. Dieser Einfluss war innerhalb einer Entitdt z. T. gegensatzlich
ausgepragt und war u. a. von der untersuchten Zelllinie (Karnoub et al. 2007) sowie der

Untersuchung in vitro und in vivo abhangig (Ramasamy et al. 2007).

1.2 Genotoxische Schadigung von Zellen und entsprechende zellulare

Reaktionsmechanismen
1.2.1 Schadigung durch Zytostatika und Zytostatikaresistenz

Genotoxische Schadigungen kénnen durch endogene sowie exogene Faktoren induziert
werden, zu denen Radikale, UV-Strahlung und Chemikalien gehéren. In der Tumortherapie
werden durch Zytostatika induzierte genotoxische Schadigungen genutzt, wobei je nach

Tumorentitat Zytostatika mit unterschiedlichen Wirkmechanismen Anwendung finden.
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Cisplatin [Ubersicht bei (Fuertes et al. 2003)] kommt u. a. bei Keimzelltumoren, Ovarial-,
Bronchial- und Zervixkarzinomen zum Einsatz. Cisplatin ist ein planares Platinderivat mit
zwei Chlor-Liganden und wird in der Zelle aufgrund der geringen Chloridkonzentration
hydrolysiert. Dabei werden beide Chloratome durch Wasser- oder Hydroxyl-Gruppen ersetzt
und es entsteht eine positiv geladene Monoaqua- oder Diaquaform. Diese reagiert mit
nukleophilen Molekilen in der Zelle. Es kommt zur Bildung verschiedener DNA-
Platinaddukte, d. h. zu Vernetzungen zwischen DNA-Strangen und innerhalb eines DNA-
Stranges sowie zu DNA-Protein-Vernetzungen, welche die Blockierung von Replikation und
Transkription zur Folge haben. Nur 5 - 10 % des kovalent in der Zelle gebundenen Platins
werden in der DNA-Fraktion detektiert - der grof3te Teil der Substanz interagiert mit RNA und
Proteinen. Jedoch werden die induzierten DNA-Schaden als Ausléser von Apoptose Uber
den intrinsischen Signalweg betrachtet.

Etoposid [Ubersicht bei (van Maanen et al. 1988)] findet u.a. bei Keimzelltumoren,
Bronchial- und Ovarialkarzinomen sowie Hamoblastosen Anwendung und gehdrt zu den
Topoisomerase |I-Giften. Im Gegensatz zu Topoisomerase lI-Inhibitoren hemmt es nicht die
katalytische Aktivitat der Topoisomerase Il, sondern erhdht die Gleichgewichtskonzentration
des kovalenten Topoisomerase I[I-DNA-Spaltungskomplexes, indem es die Fahigkeit des
Enzyms zur Religation der gespaltenen DNA verringert. Dadurch entstehen Doppelstrang-
briche und die DNA-Reparaturkapazitdt wird vermindert, was zur Sensibilisierung
gegenliber anderen Zytostatika bei Kombinationstherapien fiihrt. Der Signalweg von den
Strangbriichen bis zum Zelltod durch Apoptose oder Nekrose ist bislang nicht vollstandig
geklart. Es wird vermutet, dass durch die Strangbriiche eine Aktivierung der Caspasen
erfolgt (Froelich-Ammon et al. 1995) oder Apoptose durch das gehaufte Auftreten von
chromosomalen Aberrationen nach Reparatur- und Rekombinationsereignissen ausgelost
wird (Burden et al. 1998). Etoposid verhindert dariber hinaus das Eintreten in die Mitose,
indem es die Zellzyklus-Progression in der spaten S- und der G2-Phase blockiert. Auch hier
sind die zugrunde liegenden Mechanismen nicht vollstédndig geklart (Schmoll et al. 1999).
Vincristin [Ubersicht bei (Gidding et al. 1999)] ist ein natirlich vorkommendes Alkaloid und
zahlt zu den wichtigsten Zytostatika zur Behandlung padiatrischer und adulter Malignome.
Die Wirkung von Vincristin beruht auf der Bindung an Tubulin, wodurch die Polymerisation
der Mikrotubuli inhibiert wird. Es kommt zur Schadigung der Spindelstruktur, zu Mikrotubuli-
Briichen und zur Inhibierung der Mitose. Die Vincristin-bedingte Stérung des normalen
Zellzyklus ist der wahrscheinliche Ausloser von Apoptose, wobei die zugrunde liegenden
Mechanismen jedoch nicht vollstandig geklart sind (Jordan et al. 2004).

Die hohere Sensitivitat vieler Tumorzellen gegenlber Zytostatika verglichen mit nicht-
malignen Zellen beruht hauptsachlich auf der hohen Stoffwechselaktivitdt und Proliferation

der malignen Zellen. Die meisten nicht-malignen Zellen sind aufgrund ihrer niedrigen
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Teilungsfrequenz resistent gegenliber der Schadigung durch Zytostatika. Eine Ausnahme
bilden Gewebe mit hoher Zellteilungsrate, zu denen Epithelien z. B. des Darms sowie das
KM gehoéren.

Eine Resistenz gegenuber Zytostastika kann z.B. durch die geringe intrazellulare
Akkumulation einer Substanz durch verminderte Aufnahme oder erhéhten Export vermittelt
sein. Die erhdhte aktive Ausfuhr einer Substanz aus der Zelle kann z. B. durch Proteine der
multidrug resistance-related proteins-Familie erfolgen und spielt sowohl fur Cisplatin (Fuertes
et al. 2003) und Etoposid (Kellner et al. 2002) als auch fur Vincristin (Gidding et al. 1999)
eine Rolle. Weiterhin kdnnen eine fehlende Aktivierung oder eine gesteigerte Inaktivierung
der Substanz in der Zelle zu Resistenzen filhren, z. B. bewirken Thiol-enthaltende
Biomolekile eine Inaktivierung von Cisplatin. Des Weiteren kann eine Resistenz auf die
verminderte Aktivitdt des Zielmolekils zurlickzuflinren sein. Speziell flr Etoposid wurde die
verminderte Topoisomerase Il-Aktivitat durch Mutationen oder verminderte Expression als
Grundlage einer Resistenz beschrieben (Kellner et al. 2002). Nach erfolgter genotoxischer
Schadigung kann eine vermehrte Reparatur der DNA-Lasionen durch die Zelle zu einer
Resistenz fuhren. Sie wird z. B. bei Cisplatin oder Etoposid beobachtet und ist haufig mit

einem Zellzyklusarrest assoziiert (Schmoll et al. 1999).

1.2.2 Rolle der Zellzyklusregulation bei Schadigung

Der Zellzyklus eukaryotischer Zellen lafdt sich in vier Phasen unterteilen: G1, S, G2 und M
[Ubersicht bei (Johnson et al. 1999; Schafer 1998; Vermeulen et al. 2003b)] (Abb. 1-1). In
der G1-Phase erfolgen die Prozesse zur Vorbereitung der DNA-Replikation. Sie ist
gekennzeichnet durch einen diploiden Chromosomensatz und eine kontinuierliche Erhéhung
der RNA- und Proteinsynthese. Wahrend der S-Phase findet die DNA-Synthese statt. In der
G2-Phase werden diverse Kontrollmechanismen in Vorbereitung des Prozesses der
Zellteilung vollzogen. Die G2-Phase ist gekennzeichnet durch einen tetraploiden
Chromosomensatz. In der M-Phase erfolgt die Mitose. Zusatzlich wird die GO0-Phase
unterschieden. Zellen in der GO-Phase haben den Zellzyklus verlassen und werden als
ruhend (quiescent) bezeichnet. Sie besitzen einen diploiden Chromosomensatz und kénnen
nur aufgrund ihres geringeren RNA-Gehaltes von G1-Zellen unterschieden werden.

Eine Méglichkeit der Analyse des Zellzyklus besteht in der Messung des DNA-Gehaltes. Der
hierfir am haufigsten verwendete Fluoreszenzfarbstoff ist Propidiumjodid (P1), ein Molekdil,
das stochiometrisch in doppelstrangige Nukleinsauren interkaliert. Eine andere Madglichkeit
stellt der Nachweis spezifischer Proteine der einzelnen Zellzyklusphasen (u. a. PCNA, Ki-67)
dar.

Zu den wichtigsten Kontrollmechanismen des Zellzyklus gehért die Regulation von Cyclin-

abhangigen Kinasen (Cdk) durch Cycline, Phosphorylierungen und Cdk-Inhibitoren (CKI).
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Cdk gehoéren zur Familie der Serin/Threonin-Protein-Kinasen. Sie werden konstitutiv
exprimiert und Zellzyklusphasen-spezifisch durch Komplexbildung mit Cyclinen aktiviert
(Abb. 1-1). Cycline dagegen werden wahrend des Zellzyklus periodisch exprimiert. Eine
Ausnahme bilden die D-Cycline, welche in Abhéangigkeit der Prasenz von
Wachstumsfaktoren exprimiert werden. Weiterhin wird die Aktivitat der Cdk durch spezifische
Phosphorylierungen reguliert. Aktivierende Phosphorylierungen erfolgen durch die Cdk-
aktivierende Kinase. Spezifische inhibierende Phosphatgruppen werden durch Cdc25
Enzyme dephosphoryliert, um Cdk zu aktivieren. Aktivierte Cdk phosphorylieren
anschlielend ihre spezifischen Zielproteine. Die negative Regulation der Cdk/Cyclin-
Komplexe wird u. a. durch CKI vermittelt. Zu den CKI gehoren z. B. die Proteine der Cip/Kip-
Famile (p21, p27, p52), welche die Aktivitat von Cdk in allen Zellzyklusphasen inhibieren

\S/ﬂ Gg/
G, ol
R /
‘ G,

Abb. 1-1: Zellzyklusregulation durch Cdk/Cyclin-Komplexe (modifiziert nach Vermeulen et al. 2003b).

kdbnnen.

Zellzyklus-Kontrollpunkte sind regulatorische Mechanismen, die verhindern, dass die
Initierung einer neuen Phase des Zellzyklus vor Beendigung der vorherigen Phase
stattfindet. An diesen Kontrollpunkten kann die Zellzyklusprogression als Reaktion auf Strel},
Schadigung oder Nahrstoffentzug temporar arretiert werden. Durch DNA-Schaden werden
spezifische Kontrollpunkte am G1/S- und G2/M-Ubergang und innerhalb der S-Phase
aktiviert.

Die durch DNA-Schéadigung induzierte Arrettierung des Zellzyklus am G1/S-Kontrollpunkt ist
p53-abhangig, wahrend die Arrettierung am G2/M-Kontrollpunkt p53-unabhangig ist. DNA-
Lasionen werden u.a. von Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) und spezifischen
Kinasen erkannt, die Zielproteine wie p53 sowie die Proteinkinasen Chk1 und Chk2

aktivieren. Aktiviertes p53 stimuliert die Transkription von p21, welches Cdk/Cyclin-Komplexe
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Zellzyklusphasen-unspezifisch inhibiert sowie die DNA-Synthese durch direkte Interaktion
mit PCNA, einer Untereinheit der DNA Polymerase 5, hemmt.

In Gegenwart von p53 erfolgt die Zellzyklusarrettierung am G2/M-Kontrollpunkt initial durch
die Inhibierung des Cdk1/Cyclin B-Komplexes durch p21. AnschlieRend wird die Expression
von Cdk1 und Cyclin B durch p53-abhangige Repression der entsprechenden Promotoren
reduziert (Lundberg et al. 1999).

In Abwesenheit von p53 wird der Zellzyklusarrest am G2/M-Kontrollpunkt Gber die
Aktivierung von Chk1 und Chk2 vermittelt. Chk1 und Chk2 phosphorylieren Cdc25C,
wodurch dieses inhibiert wird. Cdc25C kann daraufhin Cdk1 nicht dephosphorylieren. Der
Cdk1/Cyclin B-Komplex bleibt somit inaktiv und der Eintritt in die Mitose kann nicht erfolgen
(Lundberg et al. 1999).

Stérungen der Zellzyklusregulation sind haufig mit Mutationen, chromosomalen Aberrationen

und Aneuploidie assoziiert und kdnnen zur Tumorgenese beitragen.

1.2.3 Apoptose als Reaktion auf Schadigungen

Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltodes [Ubersicht bei (Adams 2003; Degterev
et al. 2003; Elmore 2007)]. Die beiden Hauptsignalwege der Apoptose sind der extrinsische
und der intrinsische Weg (siehe Abb. 1-2).

Der intrinsische Signalweg wird durch eine Vielzahl intrazellularer Stimuli aktiviert, z. B. die
Abwesenheit essentieller Wachstumsfaktoren, die eine Suppression antiapoptotischer
Faktoren zur Folge haben, oder Schadigungen von DNA durch Toxine oder freie Radikale.
Pro- und antiapoptotische Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie fihren in Reaktion auf diese
Stimuli zu Veranderungen der mitochondrialen Membranen. Sequestrierte proapoptotische
Proteine, z.B. Cytochrom c und Smac/DIABLO, werden vom Intermembranraum der
Mitochondrien ins Zytoplasma freigesetzt. Cytochrom ¢ bindet an das Adaptermolekdl
apoptotic protease activating factor 1 (Apaf-1), welches dadurch aktiviert wird und
oligomerisiert. Es kommt zur Rekrutierung der Procaspase-9, des Zymogens der Initiator-
Caspase-9, und deren Bindung an das oligomerisierte Apaf-1. Daraufhin entsteht ein als
Apoptosom bezeichneter Komplex aus Cytochromc, Apaf-1 und einem Dimer der
Caspase-9, welcher als Heptamer vorliegt. Innerhalb des Apoptosoms erfolgt die Aktivierung
der Caspase-9, welche anschliefiend die Effektor-Caspasen-3 und -7 aktiviert.

Der extrinsische Signalweg der Apoptose wird durch extrazelluldre Signale Uber
transmembranare Rezeptoren aktiviert. Diese Todesrezeptoren (death receptors, DR)
gehoren zur Familie der Tumornekrosefaktor (TNF)-Rezeptoren und enthalten eine, als
Todesdoméne (death domain, DD) bezeichnete, zytoplasmatische Region. Zu den DR

gehoren der Fas/CD95-Rezeptor, der TNF-Rezeptor und die TNF-related apoptotsis inducing
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ligand (TRAIL)-Rezeptoren (TRAIL-R) 1 und 2. Nach Bindung des Liganden werden
Rezeptor-spezifische, DD-enthaltende zytoplasmatische Adaptermolekiile, z. B. FADD, an
der Rezeptor-DD gebunden. An die Amino-terminale death effector domain von FADD bindet
die Procaspase-8, das Zymogen der Initiator-Caspase-8. Im als death-inducing signaling
complex (DISC) bezeichneten Rezeptor-Signal-Komplex kommt es zur autoproteolytischen
Aktivierung der Caspase-8, welche nachfolgend die Effektor-Caspasen-3, -6 und -7 aktiviert.
Beim extrinischen Signalweg werden zwei Typen von Zellen unterschieden. In Typ | Zellen
werden nach Formierung des DISC genugend Effektor-Caspasen aktiviert, so dass die
Exekutionsphase der Apoptose eingeleitet wird. In Typ Il Zellen ist zur Aktivierung der
Effektor-Caspasen eine Amplifikation der DISC-Signale unter Beteiligung des intrinsischen
Signalweges notwendig. Dieser Mitochondrium-assoziierte Amplifikationsschritt erfolgt Gber
das proapoptotische Protein Bid, welches zuvor von Caspase-8 aktiviert wurde und die
Translokation von Cytochrom ¢ ins Zytosol fordert. Unter Beteiligung des Apoptosoms

kommt es zur Aktivierung der Effektor-Caspasen.

Ligand o
Intrinsischer Weg
DR
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p53 /
DISC Bax/Bak F——— Bcl-2/Bcl-XL

Bid \
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Smac/DIABLO Cytochrom c
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/ N
omm o —— At
IAP — Procaspase-9

N
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Caspase-3, -6, -7
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Apoptose
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Abb. 1-2: Extrinsischer und intrinsischer Signalweg der Apoptose. IAP - inhibitor of apoptosis protein.
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Sowohl der extrinsische als auch der intrinsische Signalweg resultieren in der
Exekutionsphase der Apoptose, welche mit der Aktivierung der Effektor-Caspasen beginnt.
Caspase-3, die wichtigste der Effektor-Caspasen, wird durch jede der Initiator-Caspasen
aktiviert. Die Effektor-Caspasen aktivieren zytoplasmatische Endonukleasen, z. B. Caspase-
activated DNase, sowie Proteasen, welche Kernmaterial und zytoplasmatische Proteine
degradieren. Zu den wichtigsten Substraten gehdren Zytokeratine, PARP und
Plasmamembran-stabilisierende Proteine, deren Spaltung zu den charakteristischen
morphologischen Veranderungen apoptotischer Zellen fihrt.

Zu diesen morphologische Merkmalen apoptotischer Zellen gehdren Zellschrumpfung,
Chromatinkondensation, Blasenbildung der Plasmamembran sowie Kernfragmentierung.
Diese kénnen teilweise bereits bei niedrigen VergrélRerungen lichtmikroskopisch detektiert
werden. Der Verlust der Plasmamembran-Asymmetrie ist eines der frlihen Merkmale
apoptotischer Zellen. Phosphatidylserin, welches sich bei vitalen Zellen auf der
Membraninnenseite befindet, wird auf der Zelloberflache prasentiert, noch bevor sich die
apoptotischen Zellen aus dem Zellverband I16sen. AnnexinV bindet selektiv
Phosphatidylserin, wodurch die Detektion dieser frihen apoptotischen Zellen ermdoglicht
wird. Des Weiteren bleibt die Membranintegritat apoptotischer Zellen bis hin zu spaten
Stadien der Apoptose erhalten, was durch den Ausschluss von Trypan-Blau oder DNA-
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffen nachgewiesen werden kann, um zwischen
apoptotischen und nekrotischen Zellen zu unterscheiden.

Es wurden mehrere Proteine identifiziert, denen innerhalb der Signalwege von Zellzyklus und
Apoptose eine duale Funktion zuteil wird (Vermeulen et al. 2003a). Eine Schlisselposition
nimmt das Tumorsuppressorprotein p53 ein, welches sowohl einen Zellzyklusarrest als auch
eine Apoptoseinduktion hervorrufen kann. Die Determination des entsprechenden
Signalweges ist u.a. von Zelltyp, Art und Ausmall der Schadigung sowie Menge des
exprimierten p53 abhangig. Die Apoptoseinduktion kann einerseits Uber den intrinsischen
Signalweg durch p53-vermittelte Verstarkung der Expression des proapoptotischen Proteins
Bax bzw. Inhibierung der Expression des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 vermittelt sein.
Andererseits kann durch p53-vermittelte Expression des Membran-gebundenen Fas die

Aktivierung des extrinsischen Signalweges der Apoptose erfolgen (Liebermann et al. 2007).

1.3 MSC als potentielle Vehikel einer Tumortherapie

1.3.1 Prinzip einer MSC-basierenden Tumortherapie

Die Grundlage dieser Form der Tumortherapie bildete die Beobachtung, dass MSC in
etablierte Tumoren einwandern. Diese Beobachtung machte MSC zu potentiellen Zielzellen

fur eine Tumortherapie mit tumorintegrierenden Zellen als Therapievehikel. Diese
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Therapieform sieht die Gewinnung von MSC und deren Modifikation in vitro zur transgenen
Expression eines antineoplastischen Faktors vor. Die transgenen MSC sollen im Weiteren
Patienten mit soliden Tumoren transplantiert werden. Es wird angenommen, dass die
transplantieten MSC spezifisch in den Tumor integrieren und aufgrund der transgenen
Expression des antineoplastischen Faktors zu einer Remission fuhren.

Die Vorteile dieser Therapieform liegen aufgrund der Einwanderung der Zellen in Tumoren
darin, dass es sich um eine lokale Therapie mit vermutlich geringer systemischer Toxizitat
handelt. Ein Nachweis der Funktionalitdt dieses Ansatzes erfolgte im Tiermodell und lag zu
Beginn der vorliegenden Arbeit bereits vor [Ubersicht bei (Aboody et al. 2008) und (Corsten
et al. 2008)]. Nach systemischer Transplantation von Interferon-pg-transgenen MSC wurde
eine Remission humaner orthotoper Xenografte im Mausmodell beobachtet (Studeny et al.
2002; 2004). Nach Transplantation von Cytosindeaminase-transgenen MSC in Mause mit
subkutanen Xenograften Kolorektaler Karzinome (CRC) und Applikation des Prodrug
5-Fluorocytosin wurde eine Remission der Xenografte gezeigt (Kucerova et al. 2007).
Wesentlich fir den Erfolg dieser Therapieform scheint die Effizienz der Einwanderung der
transplantierten Zellen in den Tumor zu sein. In Abhangigkeit von GréRe und Lokalisation
des Tumors kann eine wiederholte Transplantation erforderlich sein. Zu den kritischen
Punkten gehoéren die Verwendung allogener oder autologer MSC, die Methode der
transgenen Manipulation, die Auswahl eines geeigneten Transgens sowie die zu

transplantierenden Zellzahlen.

1.3.2  Klinische Erfahrungen mit transgenen MSC

Native humane MSC wurden in einigen klinischen Studien eingesetzt [Ubersicht bei
(Abdallah et al. 2009)]. Eine der ersten klinischen Anwendungen fanden MSC in der lokalen
(Quarto et al. 2001) sowie systemischen (Horwitz et al. 1999) Behandlung von Defekten des
Skelettsystems. Unter Ausnutzung ihres immunsuppressiven Potentials wurden MSC z. B.
zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen (Christopeit et al. 2008) sowie zur Pravention
oder Behandlung einer graft-versus-host disease (Lazarus et al. 2005; Le Blanc et al. 2008;
Ning et al. 2008), welche eine der schwersten Nebenwirkungen der Transplantation
allogener HSC darstellt, eingesetzt. Allerdings wird vermutet, dass transplantierte MSC
ebenfalls den graft-versus-leukemia Effekt abschwachen koénnen (Ning et al. 2008).
Weiterhin  wurde ein verbessertes Engraftment nach HSC-Transplantation durch
kotransplantierte MSC beobachtet (Ball et al. 2007; Koc et al. 2000; Lazarus et al. 2005; Le
Blanc et al. 2007).

Es ist nicht sicher, welche zu transplantierenden Zellzahlen flr die unterschiedlichen

klinischen Anwendungen notwendig sind, um eine Wirksamkeit zu erzielen. In vielen der
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genannten Studien wurden Zellzahlen von 1-10x 10° transplantierten MSC pro kg
Korpergewicht verwendet. Anhand dieser Studienprotokolle [u. a. (Horwitz et al. 2002; Le
Blanc et al. 2008)] wird deutlich, dass die Moglichkeit der GMP-gerechten Produktion dieser
Zellzahlen besteht. Es ist jedoch nicht bekannt, ob diese Zellzahlen auch von Patienten mit
Malignomen und nach Chemotherapie gewonnen werden kdnnen und ob diese Zellmenge
ausreichend fur eine Tumortherapie mit transgenen MSC ist.

Transgene humane MSC wurden bisher nur im Rahmen einer einzelnen klinischen Studie
transplantiert (Horwitz et al. 2002). Die transgene Modifikation erfolgte mittels retroviraler
Transduktion, wobei es sich um eine transgene Markierung der Zellen handelte, nicht um ein
therapeutisches Transgen. MSC mit transgener Expression eines therapeutischen
Transgens wurden nach Kenntnis der Autorin bislang nicht transplantiert.

Innerhalb der bisherigen klinischen Studien wurden keine Nebenwirkungen der
transplantierten MSC beobachtet. Insbesondere wurde keine maligne Transformation oder
die Bildung von ektopem Gewebe beschrieben. Trotzdem besteht das Risiko potentieller
Nebenwirkungen, da ber das In-vivo-Uberleben transplantierter MSC wenig bekannt ist. So
wurden in vitro eine maligne Transformation nach Langzeitkultivierung (Rosland et al. 2009;
Rubio et al. 2005) sowie im Tiermodell eine myokardiale Kalzifizierung nach lokaler
Applikation (Breitbach et al. 2007) von MSC beobachtet. Bisher wurde in vivo keine
Immunantwort nach Transplantation von MSC beschrieben. Jedoch gibt es Hinweise darauf,
dass MSC unter bestimmten Bedingungen in vitro als Antigen-prasentierende Zellen
fungieren und eine Immunantwort auslosen konnen (Chan et al. 2006; Stagg et al. 2006). Es
ist demnach nicht vollig ausgeschlossen, dass es nach Transplantation allogener MSC ohne
medikamentdse Immunsuppression zu AbstoBungsreaktionen kommen kann. Die
Verwendung autologer MSC schlief3t dieses Risiko nahezu aus und ist somit fir Patienten
mit Malignomen zu empfehlen. Allerdings war zu Beginn dieser Dissertation nicht bekannt,
ob die Gewinnung von MSC von Patienten mit malignen Erkrankungen und insbesondere

nach Chemotherapie mdglich ist.

1.3.3 Transgene Modifikation von MSC

Die in den genannten Studienprotokollen verwendeten Zellzahlen machen die Expansion der
MSC vor deren Transplantation notwendig. Die therapeutische Anwendung transgener MSC
setzt daher eine Methode der genetischen Manipulation mit hoher Effizienz voraus, wobei
zwei Strategien zur Anwendung kommen konnen. Eine Méglichkeit besteht in der transgenen
Modifikation von MSC vor ihrer Expansion, welche die stabile Expression des Transgens
voraussetzt. Eine andere Méglichkeit ist die transgene Modifikation der bereits expandierten

MSC, wobei eine transiente Transgenexpression ausreicht.
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Durch Transfektion bakterieller Plasmide wurde bei MSC nur eine sehr geringe
Transfektionseffizienz (Haleem-Smith et al. 2005) mit transienter Transgenexpression erzielt.
Eine stabile Transgenexpression kann durch Selektion der transfizierten Zellen erreicht
werden. Aufgrund der begrenzten Proliferationfahigkeit von MSC in vitro kann dann jedoch
nur eine begrenzte Zellzahl transgener MSC durch Transfektion generiert werden. Mit
adenoviralen Vektoren kann in MSC eine sehr hohe Transduktionseffizienz erreicht werden.
Adenoviren integrieren nicht in das Genom der Wirtszellen, das Vektorgenom liegt episomal
vor. Die Transgenexpression geht daher mit der Proliferation der Zellen verloren (Thomas et
al. 2003). Es ist daher davon auszugehen, dass die Expansion adenoviral transduzierter
MSC mit dem Verlust der Transgenexpression einhergeht. Eine adenovirale Transduktion
nach Expansion der Zellen ist mdglich, erfordert jedoch eine gro’e Menge an adenoviralen
Vektoren.

Retrovirale und lentivirale Konstrukte integrieren direkt in das Genom der Wirtszelle und
ermoglichen die stabile Expression des Transgens. Die Integration retroviraler Vektoren in
das Genom der Zielzellen setzt deren Proliferation voraus. Dagegen integrieren lentivirale
Vektoren auch in das Genom von sich nicht teilenden Zellen (Lewis et al. 1994). Fir MSC
wurde eine langsame Zellteilung beobachtet (Banfi et al. 2000; Guillot et al. 2007; Hamada et
al. 2005) sowie, dass sich einige Zellen in MSC-Populationen in der G0-Phase des Zell-
zyklus befinden (Conget et al. 1999). Fir die Generierung transgener MSC kann daher durch
die Verwendung lentiviraler Systeme eine hohere Transduktionseffizienz erzielt werden.
Retrovirale Vektoren integrieren bevorzugt in Promotor-nahen Regionen, wodurch die Gefahr
einer transkriptionellen Inaktivierung der viralen Sequenzen durch DNA-Methylierung besteht
(Brenner et al. 2003). Die Integrationsstellen lentiviraler Vektoren sind Uber die
transkriptionellen Einheiten verteilt ohne besondere Affinitdt zu Promotorregionen (De Palma
et al. 2005), die Gefahr der Inaktivierung der viralen Sequenzen ist somit geringer.

Die ersten lentiviralen Systeme, die fir den Gentransfer entwickelt wurden, basierten auf
HIV-1. Das parentale HIV-1-Genom besteht aus cis-aktiven Elementen und trans-Elementen.
Cis-aktive Elemente sind nicht-kodierende Sequenzabschnitte, die fur Vektor-RNA-Synthese,
Verpackung, reverse Transkription und Integration benétigt werden. Trans-Elemente
kodieren enzymatische, strukturelle und akzessorische Proteine (Clements et al. 1996).
Replikationsinkompetente Vektoren wurden durch die Trennung von cis-aktiven Elementen
und trans-Elementen auf verschiedenen Expressionskassetten erhalten (Srinivasakumar
2001). Mit dem Ziel einer weiteren Minimierung des Risikos der Generierung
replikationskompetenter lentiviraler Vektoren wurden vier der akzessorischen Proteine
entfernt und die fir die Virushille kodierenden Sequenzen auf einer separaten Expressions-

kassette von den HIV-1-Verpackungs- und Vektorkassetten getrennt (Cockrell et al. 2007).
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Den derzeitigen Sicherheitsempfehlungen (Neschadim et al. 2007) entsprechen selbst-
inaktivierende lentivirale Vektoren mit Verpackungssystemen der 3. Generation [Ubersicht
bei (Srinivasakumar 2001)], die insgesamt vier Plasmide, ein Expressionsplasmid, zwei
Verpackungsplasmide sowie ein Hdullproteinplasmid, umfassen. Selbst-inaktivierende
lentivirale Vektoren besitzen eine Deletion in der U3-Region des 3’-long terminal repeat
(LTR), die nach reverser Transkiption zur transkriptionellen Inaktivierung des §-LTR fuhrt.
Die parentalen HIV-1-Hulllproteine wurden durch artfremde virale Hullproteine ersetzt
(Pseudotypisierung), wodurch der Tropismus des lentiviralen Vektors gegenuber Wirtszellen
verandert wurde. Haufig wird das Glycoprotein G des Vesicular-Stomatitis-Virus (VSVG)
verwendet, welches das Spektrum der Wirtszellen auf eine groRe Zahl an Zelltypen sowie
unterschiedliche Spezies ausweitet. Des Weiteren erhdht VSVG die Stabilitat der
Vektorpartikel und ermoglicht somit eine Konzentrierung der infektidsen Partikel mittels
Ultrazentrifugation.

Zur Gewinnung lentiviraler Partikel werden die vier Plasmide mittels transienter
Kotransfektion in Helferzellen eingebracht, in denen die infektiosen Vektorpartikel generiert
werden. Die infektiosen Partikel werden von den Helferzellen sezerniert und kénnen durch
Abnehmen des Uberstandigen Kulturmediums gewonnen werden. Die Titerbestimmung der
Virusstammldsung erfolgt durch Inkubation einer definierten Menge von transduzierbaren
Zellen mit einer Verdinnungsreihe des Virus und anschlieBender Analyse der

Transgenexpression.

1.3.4 TRAIL als potentielles Transgen fir eine Tumortherapie

Apoptosis ligand 2 (Apo2L)/TRAIL gehoért zur TNF-Familie von Apoptose-induzierenden
Liganden und ist ein transmembranéres Protein vom Typ Il [Ubersicht bei (Almasan et al.
2003; LeBlanc et al. 2003; Wang et al. 2003a)]. Seine extrazellulare Carboxy-terminale
Domane kann proteolytisch von der Zelloberflache abgespalten werden und liegt
anschlielend in Vesikel-assoziierter oder léslicher Form vor. TRAIL bildet Homotrimere,
welche an einen aus drei Rezeptormolekile bestehenden Rezeptorkomplex binden. Bislang
wurden vier membranstandige homologe humane Rezeptoren fir TRAIL identifiziert, TRAIL-
R1 (DR4), TRAIL-R2 (DR5), TRAIL-R3 (decoy receptor 1, DcR1) und TRAIL-R4 (DcR2)
sowie ein l6slicher Rezeptor, OPG (Abb. 1-3).

Die Todesrezeptoren DR4 und DR5 enthalten eine DD in ihrer intrazellularen Region. Nach
Ligandenbindung kommt es zur Trimerisation der Rezeptor-DD, zur Rekrutierung des
Adaptermolekils FADD und zur Formierung des DISC. DcR1 und DcR2 fungieren als
Decoy-Rezeptoren zu den DD-enthaltenden Rezeptoren DR4 und DR5 und antagonisieren

die Wirkung von TRAIL. Die Rolle des loslichen Rezeptors OPG als Decoy-Rezeptor flir
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TRAIL ist wegen seiner unter physiologischen Bedingungen geringen Bindungsaffinitat

unklar (Bouralexis et al. 2005).

DcR1 aln
(17 OPG
DR4 % DR5 % DoR2 HH cig
" B I
FADD

\

Caspase-8

\/

Caspase-3

Apoptose

Abb. 1-3: TRAIL und seine Rezeptoren. DR4 und DR5 enthalten eine intrazellulare DD und induzieren nach
Ligandenbindung Apoptose lber den extrinsischen Signalweg. DcR1 enthalt keine intrazellulare Doméane und
besitzt keine Signalaktivitdt. DcR2 besitzt eine verkirzte, nicht funktionsfahige intrazellulare Doméne. Die
physiologische Relevanz des I6slichen OPG fiir TRAIL ist nicht bekannt; modifiziert nach (Ashkenazi et al. 1998).

Die meisten nicht-malignen Zellen sind gegenuber TRAIL-induzierter Apoptose wenig
sensitiv. Diese Resistenz hat ihre Ursachen vor allem in der vermehrten Expression von
Decoy-Rezeptoren (Almasan et al. 2003). Die daraus resultierende geringe systemische
Toxizitat macht TRAIL zu einem potentiellen Faktor fir klinische Anwendungen. Gegenwartig
werden klinische Studien mit rekombinantem TRAIL oder DR-Agonisten u. a. bei Patienten
mit CRC durchgeflihrt (Ashkenazi et al. 2008). Tumorzellen zeigen ein differentielles
Ansprechen auf TRAIL. Viele Tumorzellen sind sensitiv gegeniber TRAIL-induzierter
Apoptose, aber es wurden auch zahlreiche TRAIL-resistente Tumorzelllinien beschrieben.
Resistenz gegeniber TRAIL kann z.B. durch folgende Mechanismen vermittelt sein:
fehlende Expression von Caspase-8, Rekrutierung des antiapoptotischen FLIP anstelle von
Caspase-8 zum DISC oder Stérungen des intrinsischen Apoptose-Signalweges in Typ Il
Zellen durch Uberexpression von inhibitor of apoptosis proteins oder Mutationen in
proapoptotischen Proteinen (Wang et al. 2003a).

TRAIL-resistente Zelllinien kdnnen fir TRAIL-induzierte Apoptose durch Behandlung mit
Zytostatika in subapoptotischen Konzentrationen oder durch Bestrahlung sensitiviert werden
(Marini et al. 2005). Diese Sensitivierung wird u. a. durch Aktivierung von p53 und der p53-
abhangigen Expression von DR4 und DR5 vermittelt (Wang et al. 2003b).

TRAIL ist somit ein vielversprechender Faktor mit Anti-Tumor-Aktivitat, da TRAIL aufgrund

der relativen Selektivitat fir maligne Zellen eine geringe systemische Toxizitat besitzt,
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Apoptose unabhangig von p53 induziert und da TRAIL-resistente Zelllinien durch Zytostatika

fur TRAIL-induzierte Apoptose sensitiviert werden kénnen.

1.3.5 Das CRC als Beispielerkrankung fir eine Tumortherapie mittels transgener
MSC

Das CRC stellt geschlechtsubergreifend die haufigste maligne Erkrankung sowie die
zweithaufigste Krebs-bedingte Todesursache in Deutschland dar (RKI 2008). Trotz
Fortschritten in der Therapie liegt das 5-Jahres-Uberleben in metastasierten Stadien bei
weniger als 10 % (Pessino et al. 2006; Wolpin et al. 2008). In der Behandlung des
metastasierten CRC wurde durch den Einsatz von Kombinationstherapien mit Irinotecan
oder Oxaliplatin im Vergleich zur Monotherapie mit 5-Fluorouracil oder zu Prodrugs eine
Verlangerung der Uberlebenszeit erzielt [Ubersicht bei (Chau et al. 2009; Wolpin et al.
2008)]. Zu den neu entwickelten Therapien gehéren Antikérpertherapien, z. B. mit
Cetuximab, einem Antikorper gegen den EGF-Rezeptor sowie Bevacizumab, einem
Antikérper gegen den vascular endothelial growth factor-Rezeptor, die in Kombination mit
Chemotherapie eingesetzt werden.

Trotz verbesserter Behandlungsmoglichkeiten sind die Therapieoptionen nach einer
Standardtherapie in fortgeschrittenen Stadien limitiert, sodass ein Bedarf an neuen
Therapien besteht.

Im Tumorstroma humaner CRC-Xenografte wurde ein Anteil von bis zu 10 % dem KM
entstammende Stromazellen (Sangai et al. 2005) sowie eine Integration von MSC gezeigt
(Hung et al. 2005). Ein méglicher Ansatz besteht somit in der Verwendung transgener MSC
als Vehikel antineoplastischer Faktoren. CRC-Zelllinien zeigen in vitro eine differentielle
Sensitivitdt sowohl gegenuber Zytostatika als auch gegentber TRAIL-induzierter Apoptose
(Galligan et al. 2005; van Geelen et al. 2003). TRAIL stellt somit einen relevanten
antineoplastischen Faktor dar und kann eine mdgliche Option fir eine Behandlung des CRC
sein, wie bereits der Einsatz von rekombinantem TRAIL in klinischen Studien zeigt
(Ashkenazi et al. 2008).
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1.4 Ziele der Arbeit

Zu Beginn der Arbeiten an der vorliegenden Dissertation waren die verfiigbaren Daten
bezlglich der Isolierung von MSC von Patienten mit Malignomen sowie deren
Charakterisierung begrenzt. Es lag nach Kenntnis der Autorin keine systematische
Untersuchung der Isolierbarkeit von MSC bei Patienten nach vorangegangener
Chemotherapie vor. Die publizierten Daten anderer Autoren sowie die erhoben Daten dieser
Arbeitsgruppe lielen jedoch eine Resistenz von MSC gegenuber Schadigungen im
Organismus vermuten. Eine systematische Untersuchung der beteiligten Mechanismen lag
nach Kenntnis der Autorin nicht vor. Veréffentlichungen der letzten Jahre belegten flir adulte
Stammzellen, so auch fir MSC, die Fahigkeit zur Integration in maligne Tumoren und
eroffneten damit die Moglichkeit einer Tumortherapie durch tumorintegrierende Zellen mit

transgener Expression antineoplastischer Faktoren.

Daraus ergaben sich fir die vorliegende Dissertation folgende Hypothesen:
- MSC lassen sich aus dem KM nach Chemotherapie isolieren.
- MSC zeigen eine relative Resistenz gegeniiber Zytostatika.
- MSC verfligen Uber spezifische Resistenzmechanismen.
- MSC integrieren in maligne Tumoren, z. B. in das CRC.
- MSC lassen sich nach transgener Modifikation mit TRAIL fir eine Tumortherapie des

CRC im autologen Verfahren nutzen.

Zunachst sollte bestimmt werden, ob MSC nach Chemotherapie aus dem KM isolierbar sind.
Die Zellen sollten im Vergleich zu MSC gesunder Spender hinsichtlich der fur MSC
beschrieben Eigenschaften in vitro charakterisiert werden.

Ausgehend von der postulierten Resistenz von MSC gegenlber Zytostatikaexposition sollte
diese zunéachst in vitro charakterisiert werden.

Der dritte Schwerpunkt dieser Arbeit war die Identifizierung mdoglicher Resistenz-
mechanismen ausgehend von einer Beteiligung der Zellzyklusregulation.

Anschlie3end sollte die Einwanderung systemisch applizierter MSC in etablierte Tumoren fir
das in der vorliegenden Arbeit verwendete Modell des CRC im Tiermodell bestatigt werden.
Die flnfte Hauptzielstellung war die Untersuchung des Potentials TRAIL-transgener MSC als
maogliche Vehikel einer Tumortherapie zur Behandlung des CRC. Dabei sollte eine Methode
der transgenen Modifikation mit stabiler Expression des Transgens in MSC unter Beibehalt
der MSC-definierenden Charakteristika etabliert werden. Die Anti-Tumor-Aktivitat der TRAIL-
transgenen MSC sollte in vitro sowie in vivo an unterschiedlichen CRC-Zelllinien

charakterisiert werden.
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2 MATERIALIEN

2.1 Zellen

In Tab. 2-1 sind die fur die vorliegende Arbeit verwendeten Zelllinien und primaren Zellen mit
ihrer Herkunft sowie der entsprechenden Referenz bzw. American Type Culture Collection

(ATCC)-Nummer (http://www.lgcstandards-atcc.org) aufgefuhrt.

Tab. 2-1: Verwendete Zellen

Bezeichnung Ursprung Referenz
MSC humane primare MSC, aus KM isoliert (Mueller, LP et al. 2006)
HEK 293T humane embryonale Nierenzelllinie (DuBridge et al. 1987)
2102EP humane testikulare Keimzelltumor (TGCT)-Zelllinie (Andrews et al. 1980)
H12.1 humane TGCT-Zelllinie (Casper et al. 1987)
Colo205 humane CRC-Zelllinie ATCC Nr. CCL-222
Colo320DM humane CRC-Zelllinie ATCC Nr. CCL-220
DLD1 humane CRC-Zelllinie ATCC Nr. CCL-221
HCTS8 humane CRC-Zelllinie ATCC Nr. CCL-244
HCT15 humane CRC-Zelllinie ATCC Nr. CCL-225
HT29 humane CRC-Zelllinie ATCC Nr. HTB-38
SW48 humane CRC-Zelllinie ATCC Nr. CCL-231
SW480 humane CRC-Zelllinie ATCC Nr. CCL-228
HCT116 humane CRC-Zelllinie ATCC Nr. CCL-247
2.2 Chemikalien und Materialien

Soweit nicht anders angegeben, wurden Chemikalien in Analysequalitat und Biochemikalien
von den Firmen Carl Roth (Karlsruhe, BRD) und Sigma-Aldrich (Minchen, BRD) verwendet.
Spezielle Methoden-bezogene Materialen und Kits werden im Zusammenhang mit der

jeweiligen Methode aufgefthrt.
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Antikérper

In Tab.2-2 sind die fir die vorliegende Arbeit verwendeten primaren Antikérper
zusammengefasst. In der Spalte ,Konzentration sind entweder die eingesetzten

Konzentrationen oder die verwendeten Verdiinnungen angeben.

Tab. 2-2: Primare Antikdrper

Antikorper Klon Hersteller ﬁgt?cl)ln ﬁggéﬁn_
Maus anti-Actin C-2 Santa Cruz Biotechnology WB 0,5 pg/mi
(Heidelberg, BRD)

Maus anti-Caspase-3 C33 MBL International (Woburn, USA) WB 0,5 pg/mi
Maus anti-Caspase-8 12F5 Invitrogen (Karlsruhe, BRD) WB 0,5 pg/mi
Maus anti-Caspase-9 5B4 MBL International WB 0,5 pg/mi
Maus anti-CD14 FITC MoP9 BD Biosciences (Heidelberg, BRD) FC 1:1

Maus anti-CD14 PE MoP9 BD Biosciences FC 1:1

Maus anti-CD19 PE 4G7 BD Biosciences FC 1:1

Maus anti-CD29 PE MAR4 BD Biosciences FC 1:1

Maus anti-CD34 FITC 581 BD Biosciences FC 1:1

Maus anti-CD34 PE 8G12 BD Biosciences FC 1:1

Maus anti-CD44 PE G44-26 BD Biosciences FC 1:1

Maus anti-CD45 FITC 2D1 BD Biosciences FC 1:1

Maus anti-CD45 PE HI30 BD Biosciences FC 1:1

Maus anti-CD73 PE AD2 BD Biosciences FC 1:1

Maus anti-CD90 PE 5E10 BD Biosciences FC 1:1

Maus anti-CD105 266 BD Biosciences FC 1:1

Maus anti-CD105 FITC SN6 AbD Serotec (Dusseldorf, BRD) FC 1:1

Maus anti-CD166 PE 3A6 BD Biosciences FC 1:1
Kaninchen anti-GFP AB3080 Millipore (Billerica, USA) IHC 1 pg/ml
Maus anti-HLA-DR FITC  L243 BD Biosciences FC 1:1

Maus anti-HLA-DR L243 BD Biosciences FC 1:1

PerCP

Maus anti-p21 70 BD Biosciences wB 0,25 pg/ml
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Tab. 2-2 (Fortsetzung)
Antikérper Klon Hersteller szt?éln ﬁg{:é‘:n'
Maus anti-p53 DO-1 Santa Cruz Biotechnology WB 0,1 yg/mi
Maus anti-PARP 4C10-5 BD Biosciences WB 0,5 pg/mi
Kaninchen anti-PARP-1 E51 Biomol (Hamburg, BRD) IHC 1:2000
Maus anti-TRAIL HS501 Axxora (Lorrach, BRD) WB 0,5 pg/mi
Maus anti-TRAIL 2E5 Axxora ZK, ICC 10 pg/ml
Maus anti-TRAIL 2702 Santa Cruz Biotechnology ICC 10 pg/ml
Maus anti-Tubulin DM1A Dianova (Hamburg, BRD) WB 0,02 pg/ml
Isotypkontrollen
Control mouse IgG1 MOPC Ancell (Bayport, USA) ZK, ICC 10 pg/mi
31C
Mouse y1 PerCP X40 BD Biosciences FC 1:1
Simultest Control y1/y1 X40 BD Biosciences FC 1:1

FITC, PE

Abkirzungen: FC - Durchflusszytometrie, ICC - Immunzytochemie, IHC - Immunhistochemie, WB - Western Blot,

ZK - Zellkultur

Die verwendeten sekundaren Antikdrper sind in Tab. 2-3 aufgefihrt.

In der Spalte

.Konzentration“ sind entweder die eingesetzten Konzentrationen oder die verwendeten

Verdlinnungen angeben.

Tab. 2-3: Sekundare Antikorper

Bezeichnung

Goat Anti-Mouse Ig PE

IRDye 680 Goat Anti-Mouse 1gG

Goat Anti-Rabbit IgG-Biotin
Streptavidin-HRP
Goat Anti-Mouse IgG-HRP

Goat Anti-Rabbit IgG-HRP

Hersteller

BD Biosciences

LI-COR Biosciences (Bad Homburg,
BRD)

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology

Santa Cruz Biotechnology

Appli-
kation

FC

ICC

IHC
IHC
WB

WB

Konzen-
tration

1:1

5 pg/ml

0,5 pg/mi
0,5 pg/mi
0,08 pg/mi

0,08 pg/mi

Abkiirzungen: FC - Durchflusszytometrie, ICC - Immunzytochemie, IHC - Immunhistochemie, WB - Western Blot
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Oligonukleotide

Samtliche Primer wurden kommerziell (Invitrogen) synthetisiert. Sie sind in Tab. 2-4 mit den
jeweiligen Amplifikatlangen und Annealing-Temperaturen zusammengefasst. Die Nukleotid-
sequenzen wurden den unter Referenz angegebenen Publikationen entnommen bzw. mit
Hilfe der mRNA-Sequenzeintrage der National Center for Biotechnology Information (NCBI)
Datenbank ,Entrez Nucleotide® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) und des Primerdesign

Programms Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3) generiert.

Tab. 2-4: Verwendete Primer

Primer Nukleotidsequenz P_rodukt Aml"T Referenz
in bp in °C

B-Actin 5-AGAAGAGCTACGAGCTGCCTGA-3 378 64 NCBI-Nr.
5'-CATACTCCTGCTTGCTGATCCAC-3 M10277

DsRed 5-CCACCGGATCCACCATGGCCTCC-3’ 870 66 Datenblatt
5-CCACCGAATTCTGGCTACAGGAA-3 pDsRed2-N1

LPL 5-ATGGAGAGCAAAGCCCTGCTC-3 299 63 NCBI-Nr.
5-TACAGGGCGGCCACAAGTTTT-3 NM_000237

Osteocalcin  5-ATGAGAGCCCTCACACTCCTC-3 303 63 NCBI-Nr.
5-CTAGACCGGGCCGTAGAAGCG-3 X53698

PPARy 5-GCTGTTATGGGTGAAACTCTG-3 351 63 (Pittenger et
5-ATAAGGTGGAGATGCAGGCTC-3 al. 1999)

TRAIL 5-AAGGAAGGGCTTCAGTGACC-3’ 910 64 NCBI-Nr.
5-AGTTAGCCAACTAAAAAGGCCC-3 U37518

Abkilrzungen: Ann.-T. - Annealing-Temperatur, bp - Basenpaare

Plasmide

Bei dem verwendeten lentiviralen Expressionssystem handelte es sich um einen lentiviralen
Vektor mit selbst-inaktivierender 3'-LTR und einem Verpackungssystem der 3. Generation.
Das lentivirale System, bestehend aus dem Expressionsplasmid pFUGW (Lois et al. 2002),
den Verpackungsplasmiden pMDLg/pRRE und pRSV-Rev (Dull et al. 1998) sowie dem
Hullproteinplasmid pVSVG (Lois et al. 2002) wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Dr.
Thomas Braun, Max-Planck-Institut fir Herz- und Lungenforschung, Bad Nauheim zur
Verfligung gestellt.

Weiterhin kamen die kommerziell erhéltlichen Plasmide pCR2.1-TOPO (Invitrogen) und

pDsRed2-N1 (BD Biosciences) zum Einsatz.
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Zytostatika

Cisplatin (Sigma-Aldrich); Stammlésung 20 mM in Dimethylformamid

Etoposid (Axxora); Stammlésung 20 mM in Dimethylformamid

Oxaliplatin (Sigma-Aldrich); Stammldsung 2 mM in § % Glukose in dest.
H,O

Vincristin (Sigma-Aldrich); Stammlésung 1 mM in dest. H,O

2.3 Puffer, Lésungen und Medien

Caspase-Lyse-Puffer

Caspase-Reaktions-Puffer

dest. H,O
HBS (2-fach)

PBS

PBST
RIPA-Lyse-Puffer

Transfer-Puffer

Farbelbésungen

Alizarin S
DAPI

Dil

Giemsa
Kristallviolett
Ol Rot

SRB
Trypan-Blau

50 mM HEPES (pH 7,4), 1 % Triton X-100

50 mM HEPES (pH 7,4), 5 % Glycerol, 5 mM Ethylenglycol bis(2-
aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraessigsaure, 0,1 % 3-[(3-chol-
amidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat; vor Gebrauch
frisch zugegeben: 10 mM Dithiothreitol

»+Aqua B. Braun®, steril (B. Braun, Melsungen, BRD)

283 mM NaCl, 23 mM HEPES, 1,5 mM Na,HPO,, pH 7,05;
sterilfiltriert

137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,*12 H,0, 1,76 mM
KH,PO,, pH 6,8

PBS + 0,1 % Tween-20

100 mM NaCl, 50 mM TRIS, 0,5% Igepal CA-630, 0,5 %
Desoxycholsaure, 0,5 % SDS, pH 8,0; vor Gebrauch frisch
zugegeben: 0,1 mM Dithiothreitol, 0,4 Units Protease-Inhibitor,
1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid,

20 mM TRIS, 150 mM Glycin, 0,05 % SDS, 20 % Methanol

(Sigma-Aldrich); 10 mg/ml in dest. H,O, pH 4,2

(Merck, Darmstadt, BRD); Stammldsung 5 mg/ml in dest. H,O
(Invitrogen); Stammlésung 2,68 mM in Dimethylformamid

0,4 % (Sigma-Aldrich); gebrauchsfertig

(Sigma-Aldrich); 0,005 % in dest. H,O

(Sigma-Aldrich); 7 mg/ml in 50 % Ethanol, filtriert
(Sigma-Aldrich); 0,4 % in 1 % Essigsaure

0,4 % (Sigma-Aldrich); gebrauchsfertig
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Losungen fur die Zellkultivierung

DMEM 1 g/l Glukose, Flussigmedium (PAA Laboratories, Pasching,
Osterr.)

FKS Charge 40F9121K (Invitrogen); vor Gebrauch Hitze-inaktiviert

Ficoll ,Pancoll human®, 1,077 g/ml (PAN-Biotech, Aidenbach, BRD)

MCDB 201 Trockenmedium (Sigma-Aldrich); gelést in 1| dest. H,O, pH7,2,
sterilfiltriert

Penicillin/Streptomycin 10.000 Units/ml  Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin (PAA

Laboratories)
Polybrene (Sigma-Aldrich); Stammlésung 8 mg/ml in dest. H,O
RPMI 1640 Flissigmedium (PAA Laboratories)
Trypsin-EDTA 0,5 mg/ml Trypsin, 0,22 mg/ml EDTA (PAA Laboratories)

Wachstums- und Differenzierungsmedien

Wachstumsmedium fur CRC- und TGCT-Zelllinien
RPMI 1640, 10 % FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin

Wachstumsmedium | flir MSC - aus Reyes et al.
60 % DMEM / 40 % MCDB 201, 2 % FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin

5 pg/ml apo-Transferrin

5 ng/ml Selenige Saure

5 pg/ml Linolsaure

5 pg/ml bovines Insulin

100 yM Ascorbinsaure-2-phosphat
1 nM Dexamethason

10 ng/ml PDGF-BB

10 ng/ml EGF

Wachstumsmedium |l fir MSC, Wachstumsmedium fiur HEK 293T
DMEM, 15 % FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin

Adipogenes Differenzierungsmedium
DMEM, 10 % FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin
10 pug/ml bovines Insulin
100 yM Indomethazin
500 uM 3-Isobutyl-1-methylxanthin
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50 uM Dexamethason
5 uM Rosiglitazon (Axxora)

Osteogenes Differenzierungsmedium
DMEM, 10 % FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin
200 uM Ascorbinsaure-2-phosphat

50 uM Dexamethason
10 mM Glycerol-3-phosphat

2.4 Verbrauchsmaterialien und Geréate

Die Verbrauchsmaterialen wurden von den Firmen Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, BRD),
Carl Roth und VWR International (Darmstadt, BRD) bezogen. Ausnahmen sind im Text im
Abschnitt 3 vermerkt. Samtliche Zellkulturverbrauchsmaterialien wie Kulturflaschen,
Petrischalen, Testplatten, serologische Pipetten sowie Zentrifugenréhrchen wurden von TPP
(Trasadingen, Schweiz) bezogen.

Spezielle Methoden-bezogene Gerate sind im Zusammenhang mit der jeweiligen Methode
aufgefiihrt. Weitere eingesetzte Gerate und Verbrauchsmittel entsprechen den Ublichen

Laborstandards und sind nicht aufgefihrt.
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3 METHODEN

3.1 Kultivierung von Zelllinien

Alle Arbeiten der Zellkultivierung erfolgten unter Laminar-Flow Sicherheitswerkbanken. Die
Wachstumsmedien und Lésungen fur die Kultivierung wurden auf 37 °C vorgewarmt. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37 °C, 5 % CO, und = 95 % Luftfeuchtigkeit.

Die verwendeten Tumorzelllinien und die Zelllinie HEK293T wurden im jeweiligen
Wachstumsmedium kultiviert. Die Medienwechsel erfolgten taglich. Bei 90 - 100 % Konfluenz

wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA abgeldst und passagiert.

3.2 Isolierung und Kultivierung von MSC

Es wurden KM-Aspirate aus dem Beckenkamm freiwilliger Spender gewonnen. Darunter
waren Patienten mit verschiedenen Erkrankungen sowie gesunde Spender. Die KM-
Punktionen erfolgten jeweils aus diagnostischen Griinden; sie dienten der Beurteilung der
Erkrankung von Patienten, bzw. dem Ausschluss einer Erkrankung in Vorbereitung einer
allogenen Stammzelltransplantation bei gesunden Spendern. Nach Aufklarung und
schriftichem Einverstandnis der Spender erfolgte die Punktion durch einen arztlichen
Mitarbeiter der Universitatsklinik flir Innere Medizin 1V, Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg. Einzelne Spender wurden wiederholt punktiert. Die dabei gewonnenen Zellen
wurden als verschiedene Praparationen gefiihrt. Fir dieses Studienprotokoll lag ein positives
Votum der Ethikkommision der Medizinischen Fakultat der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg vor (,Untersuchung humaner adulter mesenchymaler Stammzellen in vitro und im
Tiermodell II* Antragsfassung vom 03.12.2006; Votum vom 06.12.2006).

Die Isolierung der Zellen basierte auf einer Dichtegradientenzentrifugation zur Gewinnung
der mononuklearen Zellen (MNZ) (Boyum 1968) und anschlieRender Adharenzselektion. Das
Aspirat (20 - 40 ml) wurde 10 min bei 300 x g zentrifugiert und die Zellfraktion in einem
2-fachen Volumen PBS resuspendiert. 4 ml der Zellsuspension wurden auf 3 ml Ficoll
geschichtet und 25 min bei 300 x g zentrifugiert. Die Interphase, welche die MNZ enthielt,
wurde durch vorsichtiges Abheben mit einer Pipette gewonnen. Nach 2-mal Spulen in PBS
wurden die Zellen in Wachstumsmedium | oder |l aufgenommen und mit einer Dichte von
1-2,5x 10° Zellen/cm? in ZellkulturgefaRe ausgebracht. Die nicht-adhdrenten Zellen wurden
nach 24 h durch den Wechsel des Mediums entfernt. Die Kultivierung erfolgte unter
regelmafliigen Medienwechseln aller 3d, bis die Zellen innerhalb der Kolonien eine
Konfluenz von etwa 50 % erreichten. Es folgte die Passagierung der adharenten Zellen

mittels Trypsin-EDTA. Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt und
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die Zellen der Passage 1 (P1) in flissigem Stickstoff kryokonserviert oder fiir nachfolgende
Experimente mit einer Dichte von 200 Zellen/cm? ausplattiert.

Fur die vergleichenden Untersuchungen von MSC unbehandelter Spender und MSC von
Spendern mit vorangegangener Chemotherapie (Abschnitt 4.1 bis 4.3.1) wurde
Wachstumsmedium | verwendet. Aufgrund der komplexen Zusammensetzung und daraus
folgendem Aufwand der Herstellung dieses Mediums erfolgte parallel zu diesen Versuchen
eine Optimierung des Wachstumsmediums mit Wechsel zu Wachstumsmedium Il. Es
wurden mit beiden Wachstumsmedien identische Ergebnisse erzielt, so dass der Wechsel
aus Grinden der einfacheren Handhabung erfolgte. Die weitere Kultivierung der MSC (ab
4.3.2) erfolgte daher in Wachstumsmedium Il. Im Manuskript wird im Folgenden auf eine
Differenzierung zwischen Wachstumsmedium | und Il verzichtet.

Um die Anzahl der CFU-F pro 10° MNZ zu ermitteln, wurden die Zellen vor der ersten
Passagierung kultiviert bis etwa 50 % der Kolonien eine Konfluenz von mindestens 80 %
erreichten. Die Kolonien wurden makroskopisch gezahlt und anschlieRend wie beschrieben
passagiert. Fur eine Giemsa-Farbung wurden die Kolonien mit PBS gespdlt, flir 2 min mit
Methanol fixiert, mit unverdinnter Giemsa-Farbelosung Uberschichtet und nach 2 min mit

H,O gesplilt.

3.3 Erstellen einer Wachstumskinetik

Das Proliferationsverhalten von MSC wurde durch Wachstumskinetiken analysiert. Die
Zellen wurden mit einer definierten Dichte von 200 Zellen/cm? gesetzt und bei einer
Konfluenz der Zellen von 50 % passagiert. Zum Zeitpunkt jeder Passage wurde die Zellzahl
ermittelt und die Zellen erneut mit 200 Zellen/cm? ausplattiert. Die Anzahl der
Populationsverdopplungen (PD) sowie die Populationsverdopplungszeit (PDT) wurden flr

jede Passage nach folgenden Formeln (Baxter et al. 2004) berechnet:

| Gesamtzellzahl zum Zeitpunkt der Passage
PD - g n Zellen initial gesetzt

g2
ppT -1 Tage zwmchc—inlden Passagen
zugehdrige PD
34 Durchflusszytometrische Analyse

Fur die Analyse der Oberflachenantigenexpression wurden die adharenten Zellen mit
Trypsin-EDTA abgelést und mit PBS gespilt. Die Zellen wurden in Rundboden-FACS-
Roéhrchen (BD Biosciences) aliquotiert, flir 5 min bei 300 x g zentrifugiert und die Zellpellets
mit je 20pul FITC-, PE- oder PerCP-konjugierten primaren Antikdrpern (Tab. 2-2)
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resuspendiert und fir 15 min bei 4 °C inkubiert. Bei Verwendung des unkonjugierten
primaren Antikorpers anti-CD105 (Tab. 2-2) wurden die Zellen nach 15 min Inkubation bei
4 °C mit PBS gespilt, 5 min bei 300 x g zentrifugiert und anschlielend mit 10 yl PE-
konjugiertem sekundarem Antikdrper (Tab. 2-3) resuspendiert und fir 15 min bei 4 °C
inkubiert.

Die Zellen wurden mit PBS gespllt und am Durchflusszytometer (FACSCalibur) mit
CellQuest Software (beides BD Biosciences) analysiert. Die spezifischen Gerate-
einstellungen wurden jeweils mit den Isotypkontrollen vorgenommen und im Verlauf der

jeweiligen Messung nicht verandert.

3.5 Nachweis des Differenzierungspotentials von MSC

Fir die osteogene und adipogene Differenzierungsinduktion wurden MSC bis zum Erreichen
einer Konfluenz von 100 % Kkultiviert. Es folgte die Inkubation mit osteogenem bzw.
adipogenem Differenzierungsmedium mit Medienwechsel alle 3 d lber einen Zeitraum von
10 - 14 d bis die morphologischen Zeichen der Differenzierung, Kalziumablagerungen bzw.
Fetteinlagerungen, sichtbar wurden. Die Inkubation der undifferenzierten Kontrollzellen flr
die zytochemischen Farbungen erfolgte in Wachstumsmedium ohne Passagierung der
Zellen.

Der Nachweis der Differenzierung erfolgte mittels zytochemischer Farbung. Undifferenzierte
und differenzierte MSC wurden mit PBS gespllt, mit 2 % Formalin in PBS 15 min bei
Raumtemperatur (RT) fixiert und mit PBS gesplilt. Die Farbung von Ablagerungen von
Kalziumhydroxylapatit nach osteogener Differenzierung erfolgte mittels Alizarin S. Die
fixierten Zellen wurden mit dest. H,O gespult und mit Alizarin S-Farbelosung fur 5 min bei RT
gefarbt. AnschlieRend wurde mit dest. H,O gespult. Die Farbung von Fettvakuolen zum
Nachweis der adipogenen Differenzierung erfolgte mittels Ol Rot. Die fixierten Zellen wurden
mit 50 % Ethanol gespdlt und mit Ol Rot-Farbelésung fir 10 min bei RT gefarbt. Die Zellen
wurden mit 50 % Ethanol und anschlieliend mit PBS gespililt. Fir beide Farbungen wurden
die gefarbten Zellen lichtmikroskopisch beurteilt und die Farbung fotografisch dokumentiert
(AxioCam HR, AxioVision 3.1, Carl Zeiss, Oberkochen).

Fir den Differenzierungsnachweis mittels Reverser Transkription und Polymerase-
Ketenreaktion (RT-PCR) wurden die differenzierten Zellen mit PBS gesplilt, mit Trypsin-
EDTA von den ZellkulturgefaRen abgeldst und anschlieflend 5 min bei 300 x g zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde mit PBS gespllt und fir die RNA-Isolation verwendet. Als
undifferenzierte Kontrolle dienten MSC, welche bei 50 % Konfluenz fiir die Isolation von RNA

aufbereitet wurden.
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3.6 RNA-Isolation und RT-PCR

Die Isolation der Gesamt-RNA von Zellen erfolgte anhand einer modifizierten Methode nach
Chomczynski (Chomczynski et al. 1987) mit TRIZOL Reagenz (Invitrogen) anhand des
Protokolls des Herstellers. Die adharenten Zellen wurden mit Trypsin-EDTA abgeldst und mit
PBS gespilt. Nach der Lyse des Zellpellets in 1,2 ml TRIZOL fir 5 min bei RT erfolgte die
Zugabe von 250 pl Chloroform und die Inkubation dieser Losung fur 3 min bei RT. Nach
einer Zentrifugation fur 15 min bei 16.000 x g und 4 °C wurde die obere RNA-enthaltende
wassrige Phase in ein neues Reaktionsgefaly Uberfuhrt. Die Fallung der RNA erfolgte durch
Zugabe von 600 pl Isopropanol und Inkubation fir mindestens 2 h bei -20 °C. Nach einer
Zentrifugation fiir 15 min bei 16.000 x g und 4 °C wurde der Uberstand verworfen. Das Pellet
wurde in 75 % Ethanol gewaschen, 10 min bei 16.000 xg und 4 °C zentrifugiert und
anschlielend luftgetrocknet. Zur Reduktion einer Kontamination mit genomischer DNA
erfolgte eine DNase | Behandlung mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen Kits (DNA-free Kit;
Applied Biosystems, Darmstadt, BRD) nach den Angaben des Herstellers. Fur die
Bestimmung der Konzentration und Reinheit der isolierten RNA wurde deren optische Dichte
(OD) bei 260 und 280 nm gemessen (BioSpec-1601 E; Shimadzu, Duisburg, BRD). Die
Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA erfolgte anhand der OD,g - die OD2gg = 1
entspricht einer RNA-Konzentration von 40 ug/ml. Anhand des Quotienten OD2g0/ODog lielR
sich eine Verunreinigung durch Proteine abschatzen. Bei einem Quotienten von
OD2go/OD4g < 0,5 wurde die RNA fiir nachfolgende Analysen verwendet.

Die Genexpressionsanalysen auf transkriptionaler Ebene wurden mittels RT-PCR mit Hilfe
eines kommerziell erhéaltlichen Kits (GeneAmp RNA PCR Kit; Applied Biosystems)
durchgefthrt. Die Durchfihrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers mit den
nachfolgend beschriebenen Modifizierungen. Die Reverse Transkription wurde in einem
Endvolumen von 10 pl mit 500 ng RNA und Oligo d(T)4s Primern (GeneAmp RNA PCR Kit)
im Thermoblock (T-Gradient; Biometra, Goéttingen) mit folgendem Programm durchgefuhrt:
10 min initiale Extension bei 23 °C, 30 min Reverse Transkription bei 42 °C und 5 min
Denaturierung bei 99 °C. Als Negativkontrolle dienten Proben ohne Zugabe von Reverser
Transkriptase. Die Amplifikationsreaktion (Polymerase-Kettenreaktion, PCR) erfolgte in
einem Endvolumen von 50 pyl mit folgendem Programm: 5 min initiale Denaturierung bei
95 °C gefolgt von 35 Zyklen mit jeweils 60 s Denaturierung bei 95 °C, 45 s Primerannealing,
80 s Amplifikation bei 72 °C und abschlieRender terminaler Amplifikation von 5 min bei
72 °C. Die verwendeten Primer mit den jeweiligen Annealingtemperaturen sind in Tab. 2-4

aufgefuhrt. Die Auswertung erfolgte im 2%igen Agarosegel.
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3.7 Proteinisolierung und Western Blot

Adharente Zellen wurden mit Trypsin-EDTA abgeldst und mit PBS gespililt. Das Zellpellet
wurde in RIPA-Lyse-Puffer lysiert, das Lysat homogenisiert und die DNA durch mehrfaches
Aufziehen durch eine 27G-Kantle (Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA)
geschert. Nach einer Inkubation der Proben fur 45 min auf Eis erfolgte eine Zentrifugation fur
15 min bei 16.000 x g und 4 °C. Der proteinreiche Uberstand wurde ohne Stérung des
Pellets gewonnen und in ein neues Reaktionsgefal (berfihrt. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration erfolgte anhand der kolorimetrischen Methode nach Bradford (Bradford
1976) mittels kommerziell erhaltlicher Farbelésung (Bio-Rad Protein Assay; Bio-Rad
Laboratories, Minchen, BRD) nach den Angaben des Herstellers bei 595 nm (BioSpec-
1601 E).

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach
Laemmli (Laemmli 1970). AnschlieRend wurde das Gel in Transfer-Puffer aquilibriert und die
elektrophoretisch aufgetrennten Proteine mittels Semi-Dry Blot-Kammer (TRANS-BLOT SD
Semi-Dry Transfer Cell; Bio-Rad Laboratories) mit 3 mA/cm? fir groRe Gele und 5,5 mA/cm?
fur kleine Gele auf eine Nitrocellulose-Membran (PROTRAN Nitrocellulose Transfer
Membrane; Whatman, Dassel, BRD) transferiert. Es erfolgte zunachst die Farbung mit
Ponceau S fiir 2 min zur Uberpriifung der gleichméRigen Beladung des Gels. AnschlieRend
wurde die Membran bei RT unter stidndiger Bewegung wie nachfolgend beschrieben
inkubiert. Zunachst erfolgte die Blockierung unspezifischer Bindungen mit 5 % Trockenmilch
in PBST flr 1 h. Anschliellend wurde die Membran mit dem primaren Antikorper (Tab. 2-2) in
5 % Trockenmilch in PBST fur 2 h inkubiert, gefolgt von Spllen mit PBST 3-mal fur jeweils
10 min. Es folgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikérper (Tab. 2-3) in PBST fur 1 h
mit anschlielfendem Spuilen mit PBST 3-mal fur jeweils 10 min. Die Immunkomplexe wurden
mittels Chemilumineszenz (RotiLumin, Carl Roth) nach den Angaben des Herstellers auf
Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GB) detektiert.

3.8 Zytotoxizitatsuntersuchungen mittels Sulforhodamin-B-Assay

Die Zytotoxizitdt von Substanzen wurde mit dem Sulforhodamin-B (SRB)-Assay nach
Skehan et al. (Skehan et al. 1990) getestet. Dabei handelt es sich um einen kolorimetrischen
Assay, der auf der stabilen Bindung des Farbstoffes SRB an zellulares Protein und dem
Auswaschen von ungebundenem Farbstoff jeweils in saurem Milieu sowie der
nachfolgenden Solubilisierung des an zellulares Protein gebundenen Farbstoffes in
basischem Milieu beruht. Die Menge des geldsten Farbstoffes wird photometrisch erfasst

und korreliert linear mit der Zellzahl.
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3.8.1  Erstellen einer Wachstumskinetik fiir den SRB-Assay

Voraussetzung zum Erstellen einer Dosis-Wirkungs-Beziehung mittels SRB-Assay ist das
uneingeschrankte Wachstum der Zellen in 96-Loch-Mikrotiterplatten Uber die gesamte
Versuchsdauer. Fur die verwendeten TGCT-Zelllinien war die optimale Zellzahl (3000 Zellen
pro Loch) bekannt (Mueller, T 2005). Fir MSC wurde die spezifische Zellzahl mit Hilfe einer
Wachstumskinetik ermittelt. Dazu wurden die Zellen in funf 96-Loch-Mikrotiterplatten mit
jeweils 9 unterschiedlichen Zellzahlen (700 - 1500 Zellen pro Loch) pro Spalte gesetzt. Nach
24 h,48 h, 72 h, 96 h und 120 h wurde jeweils eine Platte mit 10 % Trichloressigsaure (TCA)
fur mindestens 2 h bei 4 °C fixiert. Die Platten wurden 5-mal mit dest. H,O gespdlt (Plate
Washer 96 PW; Tecan, Mannedorf, Schweiz) und anschliefend mit SRB-Farbeldsung fiir
30 min bei RT gefarbt. Anschlielend wurden die Platten durch 5-mal Spulen mit 1 %
Essigsaure entfarbt (Plate Washer 96 PW). Nachdem die Platten luftgetrocknet waren,
erfolgte die Solubilisierung des Farbstoffes mit 100 ul 10 mM TRIS pro Loch. Die OD wurde
bei 570 nm im Mikroplatten-Reader (SpectraFluor Plus; Tecan) gemessen. Die OD-Werte
wurden gegen die Zeit aufgetragen. Fur die nachfolgenden Versuche wurde die Zellzahl

eingesetzt, die ein ungehindertes Wachstum uber die gesamte Versuchsdauer ermdglichte.

3.8.2 Untersuchung der Sensitivitdt von Zellen gegeniber Zytostatika mittels SRB-
Assay

Die Zellen wurden an Tag 1 mit der flir den jeweiligen Zelltyp bestimmten Zellzahl in 96-
Loch-Mikrotiterplatten im jeweiligen Wachstumsmedium gesetzt. Nach 24 h (Tag 2) wurden
die Zellen fur 24 h mit den folgenden Zytostatika behandelt, wobei die verwendeten
Konzentrationsbereiche in Klammern angegeben sind: Cisplatin (0,01 -100 uM), Etoposid
(0,01 - 100 uM), Vincristin (0,0003 - 3 uM) oder Oxaliplatin (0,001 -100 uM). Dabei wurde pro
Konzentration jeweils eine Spalte (8 Lécher) behandelt. Anschlielend (Tag 3) wurde das
Zytostatikum-enthaltende Medium entfernt, die Zellen mit PBS gespdlt und in Zytostatika-
freiem Wachstumsmedium weitere 72 h (bis Tag 6) kultiviert. An Tag 6, d. h. 120 h nach
initialem Setzen der Zellen, erfolgte nach Entfernung des Wachstumsmediums die Fixierung
der Zellen mit 10 % TCA fiur mindestens 2 h bei 4 °C. Nach 5-mal Spllen zur Entfernung der
nicht-adharenten Zellen mit dest. H,O (Plate Washer 96 PW) erfolgte die Farbung der
Platten mit SRB-Farbelésung fir 30 min bei RT. AnschlieRend wurden die Platten durch
5-mal Spllen mit 1 % Essigsaure entfarbt (Plate Washer 96 PW). Nachdem die Platten
luftgetrocknet waren, erfolgte die Solubilisierung des Farbstoffes mit 100 ul 10 mM TRIS pro
Loch. Die OD wurde bei 570 nm im Mikroplatten-Reader (SpektraFluor Plus) gemessen. Die
Mittelwerte der OD-Werte der 8 Locher jeder Spalte wurden ermittelt und die OD-Werte der

unbehandelten Kontrolle 100 % gesetzt. Der Anteil Uberlebender Zellen in Relation zur
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unbehandelten Kontrolle wurde semilogarithmisch gegen die Zytostatikakonzentration
aufgetragen. Die jeweilige Zytostatikakonzentration, bei der eine Inhibierung des
Zellwachstums von 90 % (inhibitorische Konzentration, IC90) bzw. 50 % (IC50) bezogen auf
die unbehandelte Kontrolle erfolgte, wurde im Diagramm abgelesen.

Die zusatzlich verwendeten IC90 der CRC-Zelllinien resultierten aus 96 h-Behandlungen und
lagen aus Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe Dr. T. Muller, Hdmatologisch/Onkologisches
Forschungslabor, Universitatsklinik fir Innere Medizin IV, Martin-Luther-Universitat Halle-

Wittenberg vor.

3.8.3 Untersuchung der Sensitivitat von Zellen gegentber I6slichem TRAIL

MSC wurden mit 2000 Zellen/Loch und CRC-Zelllinien mit 5000 Zellen/Loch in drei 96-Loch-
Mikrotiterplatten gesetzt, jeweils eine Spalte pro Zelllinie. Nach 48 h wurde eine Platte
(Kontrolle-0 h) mit 10 % TCA fir mindestens 2 h bei 4°C fixiert. Eine Platte (Kontrolle-24 h)
wurde mit frischem Wachstumsmedium Uberschichtet und eine Platte (sTRAIL-24 h) wurde
mit 100 ng/ml I6slichem KillerTRAIL (sTRAIL; Axxora) inkubiert. Die Platten Kontrolle-24 h
und sTRAIL-24 h wurden nach 24 h Inkubation fir mindestens 2 h bei 4°C mit 10 % TCA
fixiert. Nach 5-mal Spulen mit dest. H,O (Plate Washer 96 PW) erfolgte die Farbung aller
Platten mit SRB-Farbelésung flir 30 min bei RT. AnschlieBend wurden die Platten durch
5-mal Spllen mit 1 % Essigsaure entfarbt (Plate Washer 96 PW). Nachdem die Platten
luftgetrocknet waren, erfolgte die Solubilisierung des Farbstoffes mit 100 ul 10 mM TRIS pro
Loch. Die OD wurde bei 570 nm im Mikroplatten-Reader (SpektraFluor Plus) gemessen. Die
OD-Werte der 8 Ldcher jeder Spalte wurden gemittelt. Die OD-Werte der Kontrolle-0 h jeder
Zelllinie wurde 100 % gesetzt und die OD-Werte der entsprechenden Kontrolle-24 h und der

behandelten Zellen (sTRAIL-24 h) wurden in Relation zum jeweiligen Ausgangswert ermittelt.

3.9 In-vitro-Modell der Resistenz von MSC gegenlber genotoxischer Schadigung

Fir das In-vitro-Modell der Resistenz wurden MSC der 2. Passage gesunder Spender bei
einer Konfluenz von 50 % fir 2 h mit 3 yM Cisplatin bzw. 3 uM Etoposid in Wachstums-
medium behandelt. AnschlieRend wurden die Zellen 2-mal mit PBS gespult und weitere 22 h
in Zytostatika-freiem Wachstumsmedium kultiviert. Diese Behandlung wurde 3-mal
wiederholt. Die nachfolgenden Analysen wurden 72 h nach Ende der letzten Behandlung
durchgefiihrt. Als Kontrolle diente ein unbehandeltes Aliquot der jeweiligen MSC-

Praparation.



Methoden 32

3.10 Quantifizierung der Cisplatin-vermittelten Schadigung und Nachweis von

Apoptose
3.10.1 Analyse des zellularen Platingehaltes

MSC und TGCT wurden fur 24 h mit 3 yM Cisplatin behandelt und anschlieRend mit Trypsin-
EDTA abgeldst. Nach 2-mal Spulen des Zellpellets mit PBS erfolgte die Lagerung bei -20 °C.
Die Bestimmung des Platingehaltes wurde mittels Feststoff-Atomabsorptionsspektroskopie
(AAS) von den Mitarbeitern der Arbeitsgruppe PD Dr. Paschke, Abteilung Medizinisch-
Pharmazeutische = Chemie, Biozentrum, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

durchgefuhrt. Die Messungen erfolgten am AAS-5EA (Analytik Jena, Jena).

3.10.2 Trypan-Blau-Ausschluss-Test

MSC wurden fir 24 h mit 20 uM Cisplatin behandelt. TGCT wurden fir 24 h mit 3 uM
Cisplatin behandelt. AnschlieRend wurden die flotierenden Zellen gewonnen und mit PBS
gespuilt. Nach einer Zentrifugation fir 5 min bei 300 x g erfolgte die Resuspension der Zellen
in Trypan-Blau-Farbeldsung. Die Zellsuspension wurde auf Objekttrager gegeben und die
Fahigkeit der Zellen zum Farbstoffausschluss innerhalb von 5 min lichtmikroskopisch
beurteilt.

3.10.3 Bestimmung der Caspaseaktivitat mittels Caspaseassay

Die relative Caspaseaktivitdt wurde in einem kolorimetrischen Substratspaltungsassay
bestimmt. MSC und TGCT wurden in 6-cm-Petrischalen kultiviert und bei Erreichen von
80 % Konfluenz mit 3 uM (TGCT) bzw. 20 yM (MSC) Cisplatin fir 24 h behandelt. Als
Kontrolle dienten jeweils unbehandelte Zellen. Anschliefend wurden die flotierenden Zellen
durch Absaugen des Mediums verworfen. Die adharenten Zellen wurden mit PBS gesplilt,
mit Caspase-Lyse-Puffer lysiert und 10 min auf Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugation flr
1 min bei 16.000 x g und 4 °C wurden die gewonnenen Extrakte in neue Reaktionsgefalie
Uberfiihrt. Die Proteinkonzentration wurde anhand der kolorimetrischen Methode nach
Bradford mittels kommerziell erhaltlicher Farbelésung (Bio-Rad Protein Assay) nach den
Angaben des Herstellers bei 595 nm (BioSpec-1601 E) bestimmt und auf 2 ug/ul eingestellt.
Pro Caspase-Substrat wurde folgender Ansatz in ein Loch einer 96-Loch-Mikrotiterplatte
pipettiert: 50 ul Zellextrakt, 50 ul Caspase-Reaktions-Puffer und 5 ul des jeweiligen Caspase-
Substrates. Es wurden folgende Substrate der Firma Invitrogen verwendet: Ac-VDVAD-pNA
(Caspase-2), Ac-DEVD-pNA (Caspase-3), Ac-IETD-pNA (Caspase-8) und Ac-LEHD-pNA
(Caspase-9). Nach Inkubation bei 37 °C im Dunkeln tber Nacht wurde die OD der Proben im



Methoden 33

Mikroplatten-Reader (SpektraFluor Plus) bei 405nm gemessen und die relativen
Caspaseaktivitdten anhand des ODy4gs-Quotienten von behandelter Probe und unbehandelter
Kontrolle berechnet. Die errechneten Werte wurden als Faktor der Aktivierung gegentber

der Aktivitat der unbehandelten Kontrolle, welche 1 gesetzt wurde, dargestellt.

3.10.4 Féarbung mit Annexin V

MSC wurden fur 24 h mit 20 yM Cisplatin behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte
Zellen. Die flotierenden Zellen wurden verworfen und die adharenten Zellen mit Trypsin-
EDTA abgeldst und anschlieend mit PBS gespuilt.

Von MSC/CRC-Kokulturen (siehe 3.15) wurden die flotierenden Zellen nach 24 h oder 48 h
gewonnen und mit PBS gespult. Als Kontrolle wurden separat kultivierte CRC-Zellen mit
Trypsin-EDTA abgeldst und anschlieiend mit PBS gesplilt.

Fir beide Ansatze erfolgte die Probenaufbereitung mit einem kommerziell erhaltlichen Kit
(Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kitl; BD Biosciences) nach den Angaben des
Herstellers. Die Messungen wurden am Durchflusszytometer (FACSCalibur) mit CellQuest

Software durchgeflihrt.

3.10.5 Apoptosenachweis mittels Western Blot-Analyse

TGCT wurden fiur 24 h mit 3 yM Cisplatin behandelt. MSC wurden fir 24 h mit 3 yM bzw.
20 uM Cisplatin behandelt. Als Kontrolle dienten jeweils unbehandelte Zellen. Anschlielend
wurden die flotierenden Zellen gewonnen und mit PBS gespllt. Die adharenten Zellen
wurden mit Trypsin-EDTA abgeldst und ebenfalls mit PBS gespult. Adharente und flotierende
Zellen wurden 5 min bei 300 x g zentrifugiert und separat flr die Proteinisolierung gemaf
Abschnitt 3.7 verwendet.

3.11 Untersuchung der Zellzyklusregulation

MSC wurden fur 24 h mit Cisplatin, Etoposid oder Vincristin in den folgenden
Konzentrationen behandelt: 2 yM, 3 yM bzw. 20 yM fir Cisplatin; 0,4 uM, 0,75 uM bzw.
80 uM fir Etoposid; 0,001 uM bzw. 3 yM fir Vincristin. Als Kontrolle dienten unbehandelte
Zellen. Nach der Behandlung wurden die flotierenden Zellen verworfen und die adharenten
Zellen mit PBS gespllt. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte eine Analyse der Zellen oder die
weitere Kultivierung in Zytostatika-freiem Wachstumsmedium mit einer Analyse zu einem
spateren Zeitpunkt.

Fir durchflusszytometrische Zellzyklusanalysen wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA

abgeldst und mit PBS gesplilt. Die Probenaufbereitung erfolgte mit Hilfe eines kommerziell
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erhaltlichen Kits (BD CycleTEST PLUS DNA Reagent Kit; BD Biosciences) nach den
Angaben des Herstellers. Das Kit basierte auf der Farbung der zellularen DNA mit PI. Die
Proben wurden anschlieliend am Durchflusszytometer (FACSCalibur) mit CellQuest
Software analysiert.

Fir Western Blot-Analysen wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA abgeldst und mit PBS
gespllt. Die Probenaufbereitung erfolgte gemal Abschnitt 3.7.

3.12 Generierung transgener Zellen
3.12.1 Klonierung der lentiviralen Expressionsplasmide

Die grundlegenden Methoden der Klonierung erfolgten nach Ausubel et al. und Sambrook et
al. (Ausubel et al. 2002; Sambrook et al. 1989) und werden im Folgenden nicht ausfihrlich
beschrieben.

Die TRAIL-cDNA wurde aus Jurkat-Zell-RNA mittels RT-PCR (TRAIL-Primer siehe Tab. 2-4)
generiert und durch TOPO TA-Klonierung in das Plasmid pCR2.1-TOPO ligiert. Es folgte die
Restriktion mit EcoRI (Fermentas, Ontario, CA) und das Auffillen der stumpfen Enden mit
Klenow-Enzym (Fermentas). Aus dem GFP-kodierenden lentiviralen Expressionsplasmid
pFUGW wurde die GFP-cDNA durch BamHI (Fermentas)- und EcoRI-Verdau
herausgeschnitten. Die stumpfen Enden des Plasmidriickgrates wurden mit Klenow-Enzym
aufgeflllt und anschlielRend die glatten Enden der TRAIL-cDNA mit den glatten Enden des
Plasmidriickgrates mit Hilfe des Fast-Link DNA Ligation Kit (Epicentre Biotechnologies,
Madison, USA) nach den Angaben des Herstellers ligiert. Durch Sequenzierung wurde die
Insertionsrichtung kontrolliert sowie die Sequenz des generierten TRAIL-kodierenden
lentiviralen Expressionsplasmides pFUTW auf Mutationen Uberpruft.

Die cDNA des rot fluoreszierenden Proteins DsRed wurde ausgehend vom Plasmid
pDsRed2-N1 mittels PCR gemal Abschnitt 3.6 gewonnen (DsRed-Primer siehe Tab. 2-4).
Durch die Primer wurden eine 5'-terminale BamHI- und eine 3’-terminale EcoRI-Schnittstelle
eingefiigt. Nach Restriktion der cDNA mit BamHI und EcoRI erfolgte die gerichtete Ligation
mit dem BamHI und EcoRI geschnittenen Plasmidriickgrat des pFUGW mittels Fast-Link
DNA Ligation Kit. Die korrekte Sequenz des generierten DsRed-kodierenden lentiviralen
Expressionsplasmides pFUDW wurde durch Sequenzierung Uberpruft.

Die Sequenzierung erfolgte nach dem Strangabbruchverfahren nach Sanger (Sanger et al.
1977) mit fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden. Die Proben wurden mit Hilfe eines
kommerziell erhaltlichen Kits (BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit; Applied
Biosystems) nach den Angaben des Herstellers vorbereitet. Die Analyse erfolgte durch

Mitarbeiter des Zentrums fir Medizinische Grundlagenforschung, Martin-Luther-Universitat
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Halle-Wittenberg mittels vollautomatisiertem Sequenzierer (ABI 3100 Genetic Analyzer C;

Applied Biosystems).

3.12.2 Gewinnung infektioser lentiviraler Partikel

Lentivirale Partikel wurden mittels transienter Caz(PO,),-Transfektion (Chen et al. 1987) der
Verpackungszelllinie HEK 293T mit einem Vier-Plasmid-Expressionssystem (Mochizuki et al.
1998) hergestellt.

HEK 293T-Zellen wurden mit einer Dichte von 60.000 Zellen/cm? in 10-cm-Petrischalen
gesetzt. Nach 24 h wurde der Transfektionsansatz in Zentrifugenréhrchen steril wie folgt
pipettiert: pro Petrischale 10 ug Expressionsplasmid (pFUGW, pFUDW bzw. pFUTW), je
5ug der Verpackungsplasmide pRSV-Rev und pMDLg/pRRE sowie 5pug des
Hullproteinplasmids pVSVG in einem Endvolumen von 800 ul dest. H,O. Es folgte die
Zugabe von 200 pl 1,25 M CaCl, und 1 ml HBS (2-fach). Der Ansatz wurde mit einer
serologischen Pipette griindlich durchmischt und die Prazipitatbildung lichtmikroskopisch
Uberprift. Der Transfektionsansatz wurde auf die Petrischalen pipettiert. Nach 4 h erfolgte
ein Mediumwechsel. Nach 48 h wurde der virale Partikel enthaltende Uberstand gewonnen,
7min bei 800xg und 4°C zentrifugiert und anschliekend durch 0,45 um (PVDF
Spritzenfilter; Carl Roth) sterilfiltriert. Das Filtrat wurde 90 min bei 115.000 x g und 4 °C
ultrazentrifugiert (Sorvall Discovery 100SE mit Rotor TH-641; Thermo). Die Partikel wurden
anschlief3end in kaltem PBS resuspendiert, aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -80 °C gelagert.

Die Titerbestimmung fur FUGW und FUDW erfolgte mittels serieller 1:10-Verdinnung auf
HEK 293T-Zellen. Die Zellen wurden in einer 6-Loch-Platte mit den verschiedenen
Verdinnungsstufen der Virusstammldsung und 8 ug/ml Polybrene fur 24 h inkubiert. Nach
weiteren 24 h wurde die GFP- bzw. DsRed-Expression mittels durchflusszytometrischer
Analyse bestimmt. Anhand der GFP- bzw. DsRed-positiven Zellen erfolgte die Berechnung
des Titers der Virusstammldsung nach folgender Formel:

Virale Partikel/ul = (Prozentsatz positiver Zellen)* (n Zelleninitial gesetzt)* Verdiinnungsfaktor

Fir FUTW wurde keine Titerbestimmung durchgefuhrt. Die Transduktion mit FUTW erfolgte
mit dem Titer einer parallel praparierten FUGW-Stammlésung unter der Annahme, dass

beide Virusstammldsungen einen ahnlichen Titer aufwiesen.

3.12.3 Lentivirale Transduktion adharenter Zellen

MSC der 1. oder 2. Passage wurden bis zu einer Konfluenz von 50 %, CRC-Zelllinien bis zu

einer Konfluenz von 70 % kultiviert und mit frischem Wachstumsmedium mit 8 pg/mi
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Polybrene Uberschichtet. Die Transduktion erfolgte anschliefiend mit einer Endkonzentration
von etwa 5x10° lentiviralen Partikeln/ml. CRC-Zellen wurden mit FUGW oder FUDW
transduziert. MSC wurden mit FUGW oder FUTW transduziert. Nach 24 h erfolgte der
Wechsel des Wachstumsmediums. Die Expression des Transgens wurde nach weiteren 24 h
mittels Fluoreszenzmikroskopie und Durchflusszytometrie fir DsRed und GFP oder mittels
immunzytochemischer Farbung und Kokultivierung mit DLD1-Zellen fur TRAIL analysiert. Die
transgenen Zellen wurden als GFP-, DsRed- oder TRAIL-Zellen bezeichnet. Untransduzierte
Zellen wurden als Wildtyp (WT)-Zellen bezeichnet. Im Falle der CRC-Zelllinien erfolgte eine

Klonierung der transgenen Zellen mittels limitierender Verdiinnung.

3.13 Immunzytochemische Farbung fir TRAIL

Die Zellen wurden auf Objektragern (Chamber Slides) fur 24 - 48 h kultiviert. AnschlieRend
erfolgte entweder die Fixierung mit 2% Formalin in PBS fur 15 min bei RT mit
anschlielender Permeabilisierung mit 0,1 % Triton X-100 in PBS mit 1% bovinem
Serumalbumin (BSA) fir 30 s bei RT oder die Fixierung mit Methanol/Aceton (1:1) flr 2 min
bei RT. Es folgte die Inkubation mit dem primaren Antikdrper in PBS mit 1 % BSA Uber Nacht
bei RT. Folgende Antikérper (siehe Tab. 2-2) wurden verwendet: anti-TRAIL Klon ZZ02 auf
Formalin-fixierten Objekttragern, anti-TRAIL Klon 2E5 auf Methanol/Aceton-fixierten Objekt-
tragern und jeweils Control mouse IgG1 als Isotypkontrolle. Anschlieliend wurden die Objekt-
trager mit PBST mit 1 % BSA fir 30 min gespult. Die Inkubation mit dem sekundaren
Antikérper IRDye 680 Goat anti-mouse IgG (Tab. 2-3) erfolgte in PBST mit 1 % BSA fur 1 h
bei RT im Dunkeln. AnschlieRend wurden die Objekttrager mit PBST mit 1 % BSA fur 30 min
gespllt. Die Zellkerne wurden mit 1 yg/ml DAPI in PBS fur 5 min gefarbt und die
Objekttrager mit Fluoreszenzeindeckmedium und Deckglaschen abgedeckt. Die Analyse
erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Eclipse TE2000-E; Nikon, Disseldorf). Fur die
Aufnahmen wurde fir WT-MSC und TRAIL-MSC jeweils die gleiche Belichtungszeit gewahilt.

3.14 Analyse des Wachstums in Soft Agar

Der Soft-Agar-Assay wurde in 6-Loch-Platten durchgefiihrt und erfolgte fir jede Probe im
Triplikat. Als Positivkontrolle diente auf jeder 6-Loch-Platte ein Ansatz mit DLD1-Zellen.

Wachstumsmedium und autoklavierte 2%ige Agarose in PBS wurden im Wasserbad bei
42 °C fur 30 min erwarmt. Agarose wurde in einer Endkonzentration von 0,5 % in
Wachstumsmedium gegeben, gemischt und sofort als Base-Agar in 1,5 ml-Aliquots in die
Locher einer Platte gegeben. Nach dem Auskihlen des Base-Agar wurde Agarose in einer
Endkonzentration von 0,35 % in Wachstumsmedium gegeben und gemischt. Pro ml wurden

5000 Zellen darin resuspendiert. Pro Loch wurde 1 ml der Agarose-Zell-Suspension als Top-
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Agar auf den Base-Agar geschichtet. Nach dem Auskiihlen wurde jede Kavitat mit 1 ml
Wachstumsmedium Uberschichtet und die Platten bei 37 °C, 5% CO; und 295 %
Luftfeuchtigkeit fir 14 -21d inkubiert. Zum Zeitpunkt des makroskopischen sichtbar
Werdens von Kolonien bei der Positivkontrolle, erfolgte die Farbung der Platte. Hierfur wurde
das Uberstdndige Medium entfernt und die Ldcher wurden einmal mit PBS gespuilt.
Anschlielend erfolgte die Farbung mit Kristallviolett-Farbeldsung fir mindestens 1 h bei
4 °C. Nach dem Entfarben mit kaltem dest. H,O wurde die 6-Loch-Platte fotografiert.

3.15 Zweidimensionale Kokultur von TRAIL-MSC mit CRC-Zellen

Folgende Zellen wurden fur die Kokulturen verwendet: WT-MSC bzw. TRAIL-MSC der
Passagen 3 bis 8 und die CRC-Zelllinien DLD1, HCT8, HT29 oder deren DsRed-transgene
Derivate. MSC und CRC-Zellen wurden jeweils mit Trypsin-EDTA abgeldst, gemischt und in
CRC-Wachstumsmedium mit folgenden Zelldichten ausplattiert: 10° MSC/cm? + 5 x 10°
DLD1-Zellen/cm?, 10° MSC/cm? + 6 x 10° HCT8-Zellen/cm? bzw. 10° MSC/cm? + 6 x 10°
HT29-Zellen/cm?. Die Kokulturen wurden ohne bzw. mit Zusatz eines TRAIL-
neutralisierenden Antikorpers (Klon 2E5, Tab. 2-2) angesetzt. MSC/HT29-Kokulturen wurden
ohne bzw. mit Zusatz von 3 uyM Oxaliplatin angesetzt, welches bis zum jeweiligen
Analysezeitpunkt in der Kokultur verblieb.

Um den Effekt von TRAIL-MSC auf kokultivierte CRC-Zellen zu untersuchen, erfolgte nach
24 h Kokultur die Gewinnung der folgenden Proteinlysate: die Gesamtlysate der WT-
MSC/CRC-Kokulturen, die Gesamtlysate der TRAIL-MSC/CRC-Kokulturen sowie Lysate der
flotierenden Zellen von TRAIL-MSC/CRC-Kokulturen. Fur die Gewinnung der Gesamtlysate
wurden zunéchst die flotierenden Zellen gewonnen und die adharenten Zellen mit Trypsin-
EDTA abgelost. AnschlieBend wurden die flotierenden Zellen mit der Suspension der
adharenten Zellen der jeweiligen Kokultur vereinigt. Fir die Gewinnung des Lysates der
flotierenden Zellen wurden von separat angesetzten TRAIL-MSC/CRC-Kokulturen die
flotierenden Zellen gewonnen. Alle gewonnenen Proben wurden mit PBS gespdlt, fir 5 min
bei 300 x g zentrifugiert und gemaR Abschnitt 3.7 mittels Western Blot auf Marker flr
Apoptose analysiert.

Zur Analyse des Wachstums von CRC-Zellen in Kokulturen mit MSC wurden Kinetiken Uber
einen Zeitraum von 72 h erstellt. Die Kokulturen wurden hierfir in 12-Loch-Platten wie oben
beschrieben angesetzt - 3 Lécher fir WT-MSC/DsRed-CRC-Kokulturen und 3 Lécher flr
TRAIL-MSC/DsRed-CRC-Kokulturen. Als Kontrollen wurden jeweils 3 Lécher mit separaten
Kulturen von MSC und DsRed-CRC-Zellen angesetzt. Nach 24 h wurden die flotierenden
Zellen der Kokulturen gewonnen und gezahlt. Die adharenten Zellen je eines Loches der
WT-MSC/DsRed-CRC-Kokulturen sowie der TRAIL-MSC/DsRed-CRC-Kokulturen wurden

mit Trypsin-EDTA abgeldst und gezahlt. Die Ubrigen Locher wurden mit frischem
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Wachstumsmedium Uberschichtet. Die Suspension der adharenten Zellen wurde mit anti-
CD105-FITC gefarbt und mittels Durchflusszytometrie auf die Expression von DsRed und
CD105 analysiert (sieche Abschnitt 3.4). Als Kontrolle flir die Farbung mit anti-CD105-FITC
dienten mit Trypsin-EDTA abgeldste MSC einer separaten Kultur.

Diese Analysen wurden jeweils 48 h und 72 h nach Beginn der Kokultur wiederholt. Die
Anzahl der initial gesetzten Zellen wurde 100 % gesetzt und die ermittelten Zellzahlen der
adharenten und flotierenden Zellen zu den jeweiligen Analysezeitpunkten wurden in Relation
dazu dargestellt.

Zusatzlich wurden die gewonnenen flotierenden Zellen der Kokulturen mittels Farbung mit
Annexin V-FITC gemafl Abschnitt 3.10.4 auf Anzeichen von Apoptose untersucht. Als
Kontrolle dienten mit Trypsin-EDTA abgeloste DsRed-CRC-Zellen einer separaten Kultur.

3.16 Tierversuche

Es wurden 6 - 8 Wochen alte Nacktmause (Athymic Nude-fox n1 nu/nu; Harlan Winkelmann,
Borchen, BRD) verwendet. Die Injektionen der Zellen sowie die Praparation der Tumoren
und Organe wurde durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe Dr. T. Mdiller, Hamatologisch/
Onkologisches Forschungslabor, Universitatsklinik flr Innere Medizin IV, Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg durchgefihrt. Samtliche Versuche erfolgten gemal den
institutionellen Bestimmungen. Fir alle durchgefiihrten Tierversuche lag eine Genehmigung
vor (2-773 MLU ,Untersuchung der Tumorinvasion und Anti-Tumor-Aktivitat transgener

humaner mesenchymaler Stammzellen im Nacktmausmodell).

3.16.1 Markierung adharenter Zellen mit fluoreszierendem Farbstoff

Adhéarente MSC wurden fir 24 h mit dem rot fluoreszierenden Membranfarbstoff Dil in einer
Konzentration von 2,5 uM in Wachstumsmedium gefarbt. Die Farbung erfolgte unmittelbar
vor Verwendung der Zellen und diente der nicht-transgenen Markierung der zu

transplantierenden Zellen.

3.16.2 Untersuchungen im subkutanen Mischxenograftmodell

Fiir Mischxenografte wurden 3 x 10° DsRed-CRC-Zellen mit verschiedenen Anteilen TRAIL-
MSC der Passagen 6 bis 9 bzw. Kontroll-MSC gemischt und an Tag 0 s. c. in die rechte
(TRAIL-MSC) bzw. linke (Kontroll-MSC) Flanke eines Tieres injiziert. Als Kontroll-MSC
dienten WT-MSC oder GFP-MSC. Folgende Mengen an MSC wurden verwendet: 7,5 x 10°,
3,33 x 10°, 9,3 x 10* und 3,03 x 10* Zellen. Das entsprach einem Anteil von 20 %, 10 %, 3 %

bzw. 1 % MSC an der injizierten Gesamtzellpopulation. Die DsRed-Fluoreszenzintensitat
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wurde als Korrelat fir die TumorgroRe mittels Nicht-invasivem in vivo Multispektral-
Fluoreszenz-lmaging (siehe 3.16.4) quantifiziert. Die Tiere wurden bei Versuchsende durch
Inhalation von Halothan getdtet. Die Tumoren wurden prapariert und fir histologische
Untersuchungen in 5 % Formalin in PBS fur mindestens 48 h fixiert. Die Einbettung der
Tumoren in Paraffin sowie die Anfertigung von 5 ym-Schnitten erfolgten durch Mitarbeiter der
Arbeitsgruppe Prof. Dr. Holzhausen, Institut fir Pathologie, Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg.

3.16.3 Analyse des Effekts der systemischen Applikation von WT-MSC und TRAIL-
MSC

Fir die Analyse der Einwanderung von MSC in etablierte Tumoren wurden subkutane
Xenografte durch s. c. Injektion von 3 x 10° DLD1-Zellen generiert. Im Abstand von jeweils
2d erfolgte 5-mal die Injektion von 2,5x 10° GFP-MSC i.v. in die Schwanzvene. Als
Kontrolle dienten Tiere ohne i. v. Injektion von MSC. Die Tiere wurden bei Versuchsende
durch Inhalation von Halothan getétet. Die Tumoren wurden prapariert und fur histologische
Untersuchungen in 5 % Formalin in PBS fur mindestens 48 h fixiert. Die Einbettung der
Tumoren in Paraffin sowie die Anfertigung von 5 uym-Schnitten erfolgten durch Mitarbeiter der
Arbeitsgruppe Prof. Dr. Holzhausen, Institut fir Pathologie, Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg.

Fur die Analyse der Effektivitat systemisch transplantierter TRAIL-MSC wurden subkutane
Xenografte durch s. c. Injektion von 5 x 10°® GFP-DLD1-Zellen in die linke Flanke generiert.
Nach 2, 4, 7, 10 und 15 d erfolgte die Injektion von jeweils 2,25 x 10° Dil-gefarbten TRAIL-
MSC bzw. Dil-gefarbten WT-MSC i. v. in die Schwanzvene. Als Negativkontrollen dienten
xenografttragende Tiere bei denen i.v. PBS statt MSC injiziert wurde. Die GFP-
Fluoreszenzintensitat wurde als Korrelat fur die Tumorgréf3e mittels Nicht-invasivem in vivo
Multispektral-Fluoreszenz-Imaging (siehe 3.16.4) quantifiziert. Die Tiere wurden bei
Versuchsende durch Inhalation von Halothan getétet. Die Lungen und Tumoren wurden
prapariert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. AnschlieRend wurden 20 um dicke
Gefrierschnitte (Kryostat MEV; SLEE Medical, Mainz, BRD) angefertigt.

3.16.4 Nicht-invasives in vivo Multispektral-Fluoreszenz-Imaging

Die Durchfiihrung des Nicht-invasiven in vivo Multispektral-Fluoreszenz-lmaging (In-vivo-
Imaging) erfolgte durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe Dr. T. Miller, Hamatologisch/
Onkologisches Forschungslabor, Universitatsklinik flr Innere Medizin IV, Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg. Die benétigte Technik wurde freundlicherweise von Herrn Prof.

Dr. Karsten Mader, Institut fir Pharmazie, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
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bereitgestellt. Fir die Erstellung der Multispektralaufnahmen wurde ein 2.2 CRi Maestro In-
vivo-Fluoreszenz Imaging System (CRi, Woburn, USA) verwendet. Mit DsRed-CRC-Zellen
generierte Xenografte wurden mit dem griinen Filtersatz (Anregung: 503 - 550 nm, Emission:
580 nm longpass) analysiert. Mit GFP-CRC-Zellen generierte Xenografte wurden mit dem
blauen Filtersatz (Anregung: 445 - 490 nm, Emission: 515 nm longpass) analysiert. Die
Aufnahmen erfolgten von 550 - 800 nm (gruner Filtersatz) bzw. 500 - 720 nm (blauer
Filtersatz) in 10-nm-Schritten mit automatischer Belichtungszeit.

Die Isolation der Fluoreszenzsignale sowie deren Quantifizierung erfolgte mittels Maestro
Software v2.22. Durch manuelle Auswahl von Hintergrund, Autofluoreszenz (Tier) und
Fluoreszenzprotein-exprimierendem Tumorareal wurden Referenzspektren gewonnen. Die
Autofluoreszenz wurde vom Spektrum des Fluoreszenzproteins subtrahiert, um ein pures
Spektrum zu erhalten. RGB-Bilder von den puren Fluoreszenzsignalen wurden erstellt
(Hintergrund schwarz, Autofluoreszenz weill, GFP griin, DsRed rot). Fur die Quantifizierung
wurden die isolierten Fluoreszenzsignale innerhalb einer region of intrest (ROI) analysiert.
Die Auswahl der ROI erfolgte manuell als Rechteck (124 x 135 Pixel), welches, ggf. unter
Zuhilfenahme des Graustufenbildes, zentral Gber dem Tumor platziert wurde. Die totale
Signalintensitat (Summierung aller Pixelsignale) innerhalb der ROI wurde bestimmt. Um die
Abhangigkeit des Signals von der Belichtungszeit auszugleichen, wurde die totale
Signalintensitdt durch die Belichtungszeit geteilt. Die totale Intensitat pro Zeiteinheit
unmittelbar nach dem Setzen des jeweiligen Xenografts wurde 100 % gesetzt und samtliche
Messwerte dieses Tumors wurden auf diesen Wert normiert. Die Korrelation von totaler
Signalintensitat und TumorgroRe wurde zuvor in der Arbeitsgruppe anhand subkutaner

Tumormodelle demonstriert (Caysa et al.).

3.16.5 Histologische und immunhistochemische Untersuchung von Xenograften und

Gewebeproben

Im Fall der Paraffinpraparate (siehe 3.16.2 sowie 3.16.3) erfolgte zunachst die
Deparaffinisierung der gewonnenen Tumorgewebeschnitte durch Erhitzen fur 1 h bei 50 °C
und anschlieBender Inkubation in Xylol 2-mal flir 5 min bei RT. Alle weiteren Inkubations-
schritte erfolgten bei RT. Es folgte die Rehydrierung durch die absteigende Alkoholreihe
durch Inkubation fiir jeweils 5 min nacheinander in Isopropanol, 96 % Ethanol, 80 % Ethanol,
70 % Ethanol, 50 % Ethanol, dest. H,O und PBS. Anschliefend wurden die Schnitte 15 min
in Peroxidase-Blockierungslosung (Dako, Hamburg) inkubiert. Nach dem Spilen in PBS
erfolgte die Blockierung unspezifischer Bindungen durch Inkubation mit PBS mit 3 % BSA fur
20 min. Die Inkubation mit dem primaren Antikérper (Tab. 2-2) erfolgte in PBS mit 1 % BSA
fur 3 h. Die Schnitte wurden 3-mal fir 5 min in PBS gespiilt und anschlieBend mit dem
Biotin-konjugierten sekundaren Antikorper (Tab. 2-3) in PBS fir 1 h inkubiert. Nach 3-mal
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Spulen fir 5 min in PBS wurden die Schnitte flir 30 min mit dem Streptavidin-HRP-Konjugat
(Tab. 2-3) in PBS inkubiert. Nach 3-mal Spiilen fiir 5 min in PBS wurden die Immunkomplexe
mit Hilfe des DAB Systems (Dako) entsprechend den Angaben des Herstellers sichtbar
gemacht. Es folgte eine Kernfarbung mit gebrauchsfertiger Hamatoxylin-Loésung (Dako) fur
1 min. Die Schnitte wurden in Leitungswasser gespult und in aufsteigender Alkoholreihe
durch Inkubation fir jeweils 5 min in dest. H,O, 50 % Ethanol, 70 % Ethanol, 80 % Ethanol,
96 % Ethanol, Isopropanol und Xylol dehydriert. Anschlielend wurden die Schnitte mit
DePeX (Serva, Heidelberg) eingedeckt, lichtmikroskopisch beurteilt und dokumentiert
(AxioCam HR, AxioVision 3.1).

Die Gefrierschnitte (siehe 3.16.3) wurden mit 1 yg/ml DAPI in PBS gefarbt und mit
Fluoreszenzeindeckmedium und Deckglaschen abgedeckt. Die Beurteilung erfolgte am

Fluoreszenzmikroskop.

3.17 Statistische Analyse

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden jeweils Mittelwerte und Standardabweichungen
berechnet und angegeben. Die statistischen Analysen erfolgten mit Hilfe kommerziell
erhaltlicher Software (SPSS 16.0; SPSS Inc., Chicago, USA). Hierbei kam ausgehend von
einem Levene-Test auf Varianzengleichheit ein t-Test oder ein modifizierter t-Test flr
unabhangige Stichproben zur Anwendung. Bei einem p-Wert von < 0,05 wurden die

Probenwerte als signifikant betrachtet.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Isolation von MSC aus dem Knochenmark bei Patienten mit malignen
Erkrankungen und ihre Charakterisierung

4.1.1 Prasenzvon CFU-F bei Patienten nach chemotherapeutischer Behandlung

Es sollte untersucht werden, ob MSC aus dem KM von Patienten nach vorangegangener
Chemotherapie fur potentielle klinische Anwendungen isoliert werden kénnen. Es wurden 17
Spender mit vorangegangener Chemotherapie ausgewahlt. Als Kontrollgruppe dienten 16
Spender ohne vorangegangene Chemotherapie und maligne KM-Infiltration. Die
Spendercharakteristika sind in Tab. 8-1 und 8-2 im Anhang zusammengefasst.

Auler bei einem Spender wurde in allen Praparationen ein Wachstum von CFU-F nach 3 -
7 d beobachtet (Abb. 4-1). Die durchschnittliche Anzahl der jeweiligen CFU-F pro 10° KM-
MNZ war unterschiedlich (KM ohne vorangegangene Chemotherapie: 13,3 £ 12,0; KM mit
vorangegangener Chemotherapie: 7,0 £ 5,7). Eine Signifikanz wurde jedoch nicht erreicht
(p = 0,073). Beim Vergleich der Praparationen von Spenderpaaren ohne vorangegangene
Chemotherapie und mit vorangegangener Chemotherapie mit ahnlichen demografischen
Charakteristika (# 46 vs. #47, # 68 vs. #67 und # 75 vs. # 76; # bezeichnet die jeweilige
Praparation) wurden nur minimale Varianzen in der Anzahl der CFU-F beobachtet (Tab. 8-1
und 8-2 im Anhang). MSC waren demnach sowohl im KM ohne vorangegangene
Chemotherapie als auch im KM mit vorangegangener Chemotherapie eine sehr seltene
Zellpopulation. Die im Durchschnitt gewonnene Anzahl von 10 CFU-F pro 10° KM-MNZ
entsprach einem Anteil von 0,001 % MSC an den gesamten KM-MNZ.

B CFU-F aus KM ohne CFU-F aus KM mit

vorangegangene Chemotherapie vorangegangener Chemotherapie

-~ - o LT,

Abb. 4-1: Wachstum von CFU-F aus KM mit vorangegangener Chemotherapie. (A) Mit Giemsa gefarbte
Kolonien. (B) Wachstum von CFU-F aus KM ohne vorangegangene Chemotherapie (#95) und KM mit
vorangegangener Chemotherapie (# 78) innerhalb der Kolonien bei 50 % Konfluenz; Phasenkontrast,
VergréRerung 100-fach.

In beiden Gruppen war die Konfluenz innerhalb der Kolonien im Mittel nach &hnlicher

Kultivierungsdauer erreicht (p =0,4). Sie betrug fiur Praparationen aus KM ohne
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vorangegangene Chemotherapie 11,3+2,2d (Minimum 8d, Maximum 15d) und fir
Praparationen aus KM mit vorangegangener Chemotherapie 12,0 £2,3d (Minimum 8d,
Maximum 17 d).

In der Gruppe der Spender ohne vorangegangene Chemotherapie war die Anzahl der CFU-F
pro 10° KM-MNZ bei Spendern &lter als 40 Jahre (10,2 +7,9; n=9) geringer als bei
Spendern jlinger als 40 Jahre (17,1 £ 15,7; n = 7). Dieser Unterschied erreichte jedoch keine
statistische Signifikanz (p = 0,27). Es zeigte sich kein Unterschied hinsichtlich die Anzahl der
CFU-F pro 10 KM-MNZ zwischen mannlichen (11,475 n=10) und weiblichen
(16,3 £ 17,7; n = 6) Spendern (p = 0,54).

In der Gruppe der Spender mit vorangegangener Chemotherapie ergab die Analyse der Zahl
der CFU-F pro 10° KM-MNZ beziiglich mannlicher (6,4 +5,9; n=14) und weiblicher
(9,7 £4,6; n=3) Spender (p=0,39) sowie Spender alter (7,1+6,4; n=9) und jlnger
(6,9 £5,3; n=28) als 40 Jahre (p =0,94) keine Unterschiede. Auch zeigten sich in dieser
Gruppe hinsichtlich der Anzahl der CFU-F pro 10° KM-MNZ keine Unterschiede bei
Spendern mit (6,8 £5,9; n=14) und ohne (8,0 £6,0; n=23) maligne Infiliration des KM
(p = 0,78) sowie bei Spendern mit KM-Aspiration innerhalb von 3 Monaten (6,2 £ 5,5; n = 9)
oder spater als 3 Monate (7,9 £ 6,2; n= 8) nach Ende der Chemotherapie (p = 0,57).

Diese Ergebnisse belegen, dass CFU-F nach vorangegangener Chemotherapie aus dem KM
isoliert werden konnten. Es wurde daher vermutet, dass CFU-F aus KM mit voran-
gegangener Chemotherapie und CFU-F aus KM ohne vorangegangene Chemotherapie
MSC enthalten und dass diese MSC keine Unterschiede in ihren Eigenschaften zeigen. Im
Folgenden werden die isolierten Zellen von Spendern mit vorangegangener Chemotherapie
als MSC aus vorbehandeltem KM (MSC-VKM) und die Zellen von Spendern ohne
vorangegangene Chemotherapie als MSC aus unbehandeltem KM (MSC-UKM) bezeichnet.

4.1.2 Charakteristika der von Patienten nach chemotherapeutischer Behandlung

gewonnenen MSC

Die isolierten Zellen wurden hinsichtlich der fur MSC gemaly Konsensus (Dominici et al.
2006) definierenden Eigenschaften - Proliferation, multipotentes Differenzierungspotential
und spezifische Oberflachenantigenexpression - untersucht.

MSC-VKM und MSC-UKM zeigten eine vergleichbare In-vitro-Proliferation (Abb. 4-2). In
Tab. 4-1 sind die PD und die jeweiligen PDT zum Zeitpunkt der 2., 5. und 10. Passage
zusammengefasst. Zwischen MSC-VKM und MSC-UKM zeichneten sich keine Unterschiede
in den ermittelten Werten ab, die entsprechenden p-Werte sind in Tab. 4-1 angegeben. Mit
zunehmender Dauer der In-vitro-Kultivierung nahm die PDT zu (Tab. 4-1), als Zeichen einer
abnehmenden Proliferationskapazitat (Abb. 4-2). MSC-VKM konnten wie MSC-UKM im

Durchschnitt bis zu einem Faktor von 100 x 10° expandiert werden. Somit ist es méglich
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auch von Spendern nach vorangegangener Chemotherapie Zellzahlen von bis zu 10 x 10°

MSC pro kg Korpergewicht zu erhalten.

Tab. 4-1: PD und PDT von MSC-VKM und MSC-UKM; MW (+ Stabw), jeweils n =3

PD PDT [d]

MSC MSC-VKM MSC-UKM MSC-VKM MSC-UKM

Passage 2 3,5 (+ 0,6) 54 (£3,0)  p=-03s 1,1 (£ 0,3) 1,0(30,2)  p-o67
Passage 5 15,2 (£ 2,0) 15,6 (£3,0)  p-086 1,3(x0,2) 1,4(£01)  p=o47

Passage 10 26,4 (+4,5) 26,6 (£3,9) p=o0g7 2,0 (£ 0,5) 1,95(0,2)  p-089

—— MSC-VKM

PD

—— MSC-UKM

0 10 20 30 40 50 60
Zeit [d]

Abb. 4-2: Wachstumskinetiken ausgewahlter Praparationen von MSC-VKM (rot; # 47, # 63, # 92) und MSC-UKM
(blau; #61, # 72, #77).

Die durchflusszytometrische Analyse ergab fliir MSC-VKM und MSC-UKM einen identischen
Phanotyp: CD14°, CD19", CD34", CD45", HLA-DR’, CD13", CD29*, CD44", CD73", CD90",
CD105", CD166" (Abb. 4-3). Dieses Oberflachenantigenexpressionsmuster entsprach den
Konsensus-Kriterien. Hinsichtlich Alter, Geschlecht und In-vitro-Kultivierung wurden keine
Unterschiede in der Oberflachenantigenexpression der Zellen beobachtet.

Nach adipogener und osteogener Differenzierungsinduktion wurden fir MSC-VKM (n = 10)
und MSC-UKM (n =9) die jeweiligen morphologischen Anzeichen einer Differenzierung
beobachtet. Bei adipogen differenzierten Zellen handelte es sich um intrazellulare
Fetteinlagerungen, die eine Farbung mit Ol Rot zeigten. Osteogen differenzierte Zellen
zeigten Kalziumhydroxylapatitablagerungen, die durch Farbung mit Alizarin S nachgewiesen
wurden (Abb. 4-4A, B). Mittels RT-PCR-Analyse wurde die Expression von LPL und PPARy2
nach adipogener Differenzierung sowie die Expression von Osteocalcin nach osteogener
Differenzierung detektiert (Abb. 4-4C). Gelegentlich wurde eine geringe Expression von LPL
nach osteogener Differenzierung oder eine geringe Expression von Osteocalcin nach

adipoger Differenzierung beobachtet.
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Abb. 4-3: Durchflusszytometrische Analyse von MSC-VKM und MSC-UKM. Dargestellt sind die kombinierten
Fluoreszenzhistogramme von Isotypkontrolle (weil) und spezifischem FITC- oder PE-konjugiertem Antikérper
(grau). Dargestellt ist jeweils ein reprasentatives Beispiel von 9 (MSC-VKM) bzw. 11 (MSC-UKM) unabhéangigen
Versuchen.

Die Ol Rot-Farbung von Fetteinlagerungen bzw. die Alizarin S-Farbung von
Kalziumhydroxylapatitablagerungen ging stets mit der Expression von LPL und PPARy2 bzw.
Osteocalcin einher (n=5), so dass im Folgenden der Differenzierungsnachweis aus-
schliellich mittels zytochemischer Farbung erbracht wurde.

In den hier untersuchten Eigenschaften - Proliferationsfahigkeit, Differenzierungskapazitat
und charakteristische Oberflachenantigenexpression - ergaben sich keine Unterschiede
zwischen MSC-VKM und MSC-UKM. Ebenso wurden beziiglich dieser Eigenschaften keine
Unterschiede hinsichtlich Alter, Geschlecht oder Zeit seit letzter Chemotherapie beobachtet.
In Wachstumsmedium | isolierte und kultivierte MSC zeigten diese Eigenschaften ebenso
wie MSC, welche in Wachstumsmedium Il isoliert und kultiviert wurden. Es wurde somit
gezeigt, dass aus dem KM nach vorangegangener Chemotherapie Zellen isoliert werden
konnten, welche die fir MSC definierenden Kriterien erfiillten. Es ergab sich hieraus die

Vermutung, dass MSC resistent gegeniiber Chemotherapie sind.
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A MSC-VKM C
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S PPARy2
o — * LPL
—-—— - - Osteocalcin
S ——— AKtin
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MSC-VKM MSC-UKM

B Ol Rot Alizarin S

MSC-VKM

MSC-UKM

Abb. 4-4: Differenzierungsinduktion in MSC-VKM und MSC-UKM. MSC wurden mit Wachstumsmedium (u),
adipogenem (a) und osteogenem (o) Differenzierungsmedium kultiviert. (A) Native Zellen; die Pfeile markieren
intrazelluldre Fetteinlagerungen bzw. extrazelluldare Kalziumhydroxylapatitablagerungen. Phasenkontrast,
VergréRerung 200-fach. (B) Farbung mit Ol Rot bzw. Alizarin S; Phasenkontrast, VergréBerung 100-fach;
Dargestellt ist ein reprasentatives Beispiel von 10 (MSC-VKM) bzw. 9 (MSC-UKM) unabhangigen Versuchen.
(C) RT-PCR fiir adipogene (PPARy2, LPL) und osteogene (Osteocalcin) Differenzierungsmarker; Aktin diente als
interne Kontrolle. Dargestellt ist ein reprasentatives Beispiel von 5 unabhangigen Versuchen.

4.1.3  Sensitivitdt von MSC gegentiber genotoxischer Schadigung

Um diese Vermutung zu untersuchen, wurden SRB-Zytotoxizitatsassays mit drei Zytostatika
unterschiedlicher Wirkmechanismen durchgefihrt. Die vorab fir MSC durchgefiihrten
Wachstumskinetiken zur Ermittlung der im SRB-Assay einzusetzenden Zellzahl ergaben eine
zu setzende Zellzahl von 1000 MSC pro Loch einer 96-Loch-Mikrotiterplatte (Abb. 8-1 im
Anhang).

Sowohl MSC-VKM als auch MSC-UKM zeigten eine reduzierte Sensitivitat gegenulber
Cisplatin, Etoposid und Vincristin im Vergleich zu sensitiven TGCT-Zellen (Abb. 4-5). Diese
reduzierte Sensitivitat zeigte sich vor allem bei héheren, in sensitiven Zelllinien Apoptose-
induzierenden Konzentrationen der Zytostatika und auferte sich in erhdhten IC90 fir MSC
(Tab. 4-2). Fur MSC-VKM wurden hdéhere 1C90 fir alle drei Substanzen ermittelt als flr
MSC-UKM. Dieser Unterschied war jedoch nur fur Etoposid signifikant (p = 0,039; Tab. 4-2).
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Der Mittelwert der 1C90 fir Cisplatin betrug fir MSC-VKM und MSC-UKM 20 uM. Fir die
nachfolgenden Analysen erfolgte daher die Cisplatin-Behandlung von MSC fir 24 h mit
dieser Konzentration (IC90ysc). Zusatzlich wurden MSC fiir 24 h mit der fir die sensitiven
TGCT-Zelllinien ermittelten mittleren 1C90 von 3 yM (IC90+sct) behandelt.

110
100
90
80
70
60
50
40

110
100
90
80 -
70
60 4
50
40
30 30
20 20

10 - 10 T -+ -

0 —.—.—rnm.—.—.—.-rmn—.—.—rmn.—%s—kﬁa 0 —v—v—v—rrnrv—v—v—rrrnn—v—v—mrem
0,001 0,01 0,1 1 10 100 0,001 0,01 0,1 1 10 100
Konzentration [uM] Konzentration [uM]

Cisplatin Etoposid

Zelliberleben [%]
Zelliberleben [%]

% Vincristin o— MSC-VKM
—A— MSC-UKM

—o— sensitive TGCT

Zelliberleben [%]

20 - = 10 % Zelllberleben £ 1C90

10
T e e

0
0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10

Konzentration [uM]

Abb. 4-5: Zytotoxizitat von Cisplatin, Etoposid und Vincristin in MSC-VKM und MSC-UKM. Dargestellt sind die
Ergebnisse der SRB-Assays fiir 24 h-Behandlungen mit Cisplatin (MSC-VKM n =4, MSC-UKM n = 5), Etoposid
und Vincristin (jeweils MSC-VKM n = 3, MSC-UKM n = 4). Als Vergleich sind die Ergebnisse der SRB-Assays flr
die sensitive TGCT-Zelllinie 2102EP (Cisplatin und Vincristin jeweils n =3, Etoposid n=6) dargestellt.
MW + Stabw.

Tab. 4-2: IC50 [uM] und IC90 [uM] nach 24 h-Behandlung mit der jeweiligen Substanz; MW
(x Stabw); n siehe Abb. 4-5, fir H12.1 jeweils n =3

MSC-VKM MSC-UKM 2102EP H12.1
Cisplatin 3,3 (£2,2) 1,9 (£1,9) 0,5 (£ 0,07) 0,9 (+ 0,06)
% Etoposid 1,9 (£ 1,4) 0,2 (£ 0,1) 0,1 (£ 0,03) 0,5 (£ 0,2)
" Vincristn 0,004 ( 0,005) 0,001 (+ 0,0003)" 0,0002 0,0002
(+ 0,00001) (+ 0,00005)
Cisplatin 21,5 (£1,3)" 17,0 (+ 4,3)" 2,0 (+0,5) 3,3 (+0,6)
o
3  Etoposid 96,0 (£ 6,9)" 1 41,0 (+ 33,0) 0,4 (+0,2) 16,7 (+ 5,8)
Vincristin >3T >37 0,0005 (+ 0,0002) 0,0009 (+ 0,0002)

* p = 0,039 vs. MSC-UKM; T p < 0,002 vs. sowohl 2102EP als auch H12.1
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Diese Daten belegten eine relative Resistenz von MSC gegeniber verschiedenen
Zytostatika in vitro und fuhrten zur Fragestellung, ob MSC ihren Stammzellcharakter nach

genotoxischer Schadigung durch Behandlung mit Zytostatika in vitro beibehalten.

4.2 Charakterisierung der Resistenz von MSC fir genotoxische Schadigung
4.2.1  Verhalten von MSC in einem In-vitro-Modell der genotoxischen Schadigung

Es wurde ein In-vitro-Modell einer chemotherapeutischen Behandlung zur Induktion einer
genotoxischen Schadigung entwickelt. Hierfir wurden Aliquots derselben Praparation von
MSC-UKM in vitro mit Cisplatin bzw. Etoposid behandelt. Das Behandlungsschema
beinhaltete die wiederholte Gabe klinisch relevanter Konzentrationen der Zytostatika, welche
in Anlehnung an die jeweils erreichten Plasmaspiegel gewahlt wurden. Damit wurde ein
Schema in Anlehnung an klinische Applikationszyklen entwickelt (Braybrooke et al. 2003;
Hanada et al. 2001; Nagai et al. 1998). Die Exposition der Zellen mit 3 uM Cisplatin oder
3 UM Etoposid fur 2 h erfolgte 4-mal im Abstand von jeweils 24 h (4 x Cisplatin bzw. 4 x
Etoposid). AnschlieRend wurden die Zellen fir die MSC-definierenden Charakteristika

Proliferation, Immunphanotyp und Differenzierungkapazitat untersucht.

24
20 ot =30¢
-8B unbehandelte
16 1 ¥opT =38! Kontrolle
£ 121 —A— 4 x Cisplatin
81 . - ; -&- 4 x Etoposid
?01 - PD‘\' = 6,1:
41 PDT=154
0 E T T T T T T
-7 0 7 14 21 28 35
Zeit [d]

Abb. 4-6: Proliferation von MSC nach genotoxischer Behandlung in vitro. Wachstumskinetik; Start der
Behandlung zum Zeitpunkt Tag 0; Fur die markierten Abschnitte sind die jeweiligen PDT [d] angegeben.
Dargestellt ist ein reprasentatives Beispiel von 2 unabhangigen Versuchen.

Hierfir wurden zunachst Wachstumskinetiken vom Zeitpunkt des Setzens der Zellen vor
Behandlungsbeginn, wobei Tag 0 den Behandlungsbeginn bezeichnet, durchgefiihrt. Ein
reprasentatives Experiment ist in Abb. 4-6 dargestellt. Nach einer stationaren Phase von 7 d
fur Etoposid und 14 d fir Cisplatin nach Ende des jeweiligen Behandlungszyklus setzen die
behandelten Zellen ihr Wachstum fort. Die Proliferationsrate der behandelten Zellen naherte
sich schliellich der Proliferationsrate unbehandelter Kontrollzellen (Abb. 4-6). Diese
Annaherung zeigte sich auch anhand der PDT. Ausgehend vom Beginn der Behandlung bis
zur detektierbaren erneuten Proliferation betrug die PDT fir die unbehandelte Kontrolle 2,1 d
(Tag 0 - 7), fir 4 x Cisplatin 15,4 d (Tag 0 - 23) und fir 4 x Etoposid 6,1 d (Tag 0 - 10). Zum
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Endpunkt der dargestellten Kinetik (Tag 28 - 34) betrug die PDT fir die unbehandelte
Kontrolle 3,0 d und fiir 4 x Cisplatin und 4 x Etoposid jeweils 3,8 d (Abb. 4-6).

In der durchflusszytometrischen Analyse zeigten MSC 72 h nach Behandlung einen
unveranderten Immunphanotyp. Sie waren CD11c’, CD14", CD34’, CD45’, HLA-DR" und
CD13", CD29*, CD44", CD105%, CD166" (Abb. 8-2A im Anhang). MSC nach In-vitro-
Behandlung zeigten nach adipogener bzw. osteogener Differenzierungsinduktion in der
zytochemischen Farbung die entsprechenden morphologischen Zeichen einer
Differenzierung, d. h. mit Ol Rot gefarbte Einlagerung von Fett bzw. mit Alizarin S gefarbte
Ablagerung von Kalziumhydroxylapatit (Abb. 8-2B im Anhang).

Somit konnte gezeigt werden, dass MSC nach Behandlung mit Zytostatika in vitro ihre MSC-
definierenden Eigenschaften beibehielten. Diese Daten unterstitzen die Hypothese, dass
MSC resistent gegenliber genotoxischer Schadigung sind. Einer Resistenz von Zellen
gegenlber Zytostatika kdnnen u. a. Mechanismen der Ausschleusung der Substanz aus der
Zelle oder des verringerten Eintritts der Substanz in die Zelle zu Grunde liegen. Es sollte
daher beispielhaft der zellulare Platingehalt von MSC im Vergleich zu Cisplatin-sensitiven

TGCT-Zellen nach Behandlung mit aquimolarer Konzentration Cisplatin analysiert werden.

4.2.2  Zellularer Platingehalt in MSC nach Exposition mit Cisplatin

Mittels AAS wurde der zellulare Platingehalt der Zellen nach einer 24 h-Behandlung mit
Cisplatin in der IC90+1gct (3 M) bestimmt. Diese Konzentration entspricht der IC50 von MSC.
Im Vergleich zu den Cisplatin-sensitiven TGCT-Zelllinien 2102EP und H12.1 zeigten MSC

nach dieser Behandlung keinen Unterschied im zellularen Platingehalt (Abb. 4-7).

14
12 1
10 1

Platingehalt [ppm]

ON b O 0O

MSC 2102EP H12.1

Abb. 4-7: Zellularer Platingehalt nach 24 h-Behandlung mit Cisplatin in der IC907gcT. MW * Stabw (jeweils n = 3).

Dies &Rt auf ein gleiches Ausmal} der Schadigung schliefien. Der SRB-Assay zeigte jedoch
einen unterschiedlichen Einfluss dieser Cisplatin-Konzentration auf das Wachstumsverhalten
von MSC und TGCT-Zellen. Es ist bekannt, dass die Behandlung mit Cisplatin in der
Zelllinien-spezifischen IC90 in der Induktion von Apoptose resultiert (Mueller, T 2005). Es
ergab sich die Fragestellung, ob sich MSC und TGCT-Zellen in der Reaktion auf diese

Schadigung, z. B. in der Regulation von Apoptose unterscheiden.
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4.2.3 Apoptotische Schwelle fur Cisplatin-induzierte Schadigung in MSC

Fur diese Untersuchungen wurden MSC fir 24 h mit Cisplatin in der 1C90ysc (20 M)
behandelt. Als Positivkontrolle dienten H12.1-Zellen nach 24 h-Behandlung mit Cisplatin in
der IC90+cT (3 uM). Dabei entstanden jeweils flotierende Zellen, was auf eine Induktion von
Apoptose hindeutete. Diese flotierenden Zellen wurden mittels Trypan-Blau-Farbung
hinsichtlich ihrer Fahigkeit zum Farbstoffausschluss analysiert. Sowohl bei MSC als auch bei
H12.1-Zellen wurde ein hoher Anteil an ungefarbten, somit nicht-nekrotischen Zellen
beobachtet. Diese Zellen zeigten fur Apoptose typische Membranausstilpungen. Jeweils nur
wenige Zellen waren gefarbt und somit vermutlich als nekrotisch einzuordnen (Abb. 4-8A).

Im Weiteren wurden die adharenten MSC nach Behandlung mit Cisplatin in der 1C90ysc
hinsichtlich der Farbung mit Annexin V und Pl analysiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte
MSC. Der Anteil PI, Annexin V' und somit apoptotischer Zellen stieg von 5,1 % bei der
unbehandelten Kontrolle auf 30,4 % nach Cisplatin-Behandlung an. Die Anteile PI" und
Annexin V* Zellen sowie PI" und Annexin V" Zellen blieben hingegen konstant (Abb. 4-8B)
und reprasentierten vermutlich nekrotische Zellen.

Die Entstehung flotierender Zellen mit der Fahigkeit zum Ausschluss von Trypan-Blau sowie
die Anfarbung der adharenten Zellen mit Annexin V bei Ausschluss von Pl liel3 somit auf die

Induktion von Apoptose in MSC durch Behandlung mit Cisplatin in der IC90ysc schlieRRen.
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Abb. 4-8: Analyse einer Apoptoseinduktion in MSC nach Behandlung mit Cisplatin. (A) Trypan-Blau-Farbung der
flotierenden Zellen von H12.1-Zellen und MSC nach Behandlung mit Cisplatin in der jeweiligen 1C90; die Pfeile
markieren Beispiele ungefarbter Zellen mit fiir Apoptose typischen Membranausstilpungen. Phasenkontrast,
Vergrolterung 100-fach. (B) Farbung der adharenten MSC mit Annexin V-FITC und Pl nach Behandlung mit
Cisplatin (IC90usc). Als Kontrolle dienten unbehandelte MSC. Dargestellt ist jeweils ein reprasentatives Beispiel
von mindestens 3 unabh&ngigen Versuchen.

Anhand der Analyse einiger typischer Apoptosemarker sollte eine Apoptoseinduktion
bestatigt werden. Hierfir wurden MSC fur 24 h mit Cisplatin in der 1C90ysc (20 uM)
behandelt und Proteinlysate der adharenten und flotierenden Zellen gewonnen. Weiterhin
wurden MSC mit Cisplatin in der IC90tgcr (3 UM) behandelt. Dabei entstanden keine

flotierenden Zellen, so dass nur Lysate der adharenten Zellen gewonnen wurden. Als
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Positivkontrolle dienten Lysate adharenter und flotierender H12.1-Zellen nach Behandlung
mit Cisplatin in der IC90+gct. Mittels Western Blot (Abb. 4-9) wurde in MSC nach Behandlung
mit Cisplatin in der IC90ysc eine Zunahme des flir Apoptoseinduktion typischen PARP-
Spaltfragments (85 kDa) sowie eine Abnahme des intakten PARP (116 kDa) detektiert. Des
Weiteren wurde eine Spaltung der Caspasen-9 und -3 gezeigt, welche durch die Abnahme
der Procaspase-9 (46 kDa) und Procaspase-3 (32 kDa) sowie die Zunahme der jeweils
aktiven Spaltfragmente (Caspase-9: 37 und 35kDa; Caspase-3: 20 und 17 kDa)
gekennzeichnet war. Es zeigte sich jedoch, dass, verglichen mit flotierenden H12.1-Zellen, in
flotierenden MSC deutlich weniger der Fragmente der Caspase-9 prasent war. Jedoch war in
flotierenden MSC keine Procaspase-9 mehr zu detektieren (Abb. 4-9), d. h. es muf} von einer
Spaltung ausgegangen werden. Die Spaltung von PARP und der Procaspasen war jeweils in
den flotierenden Zellen besonders ausgepragt. Somit wurde gezeigt, dass es sich bei den
nach Behandlung von MSC mit Cisplatin in der IC90ysc entstehenden flotierenden Zellen um

apoptotische Zellen handelte.
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Abb. 4-9: Prasenz relevanter Proteine der Apoptoseinduktion in MSC nach Behandlung mit Cisplatin. MSC
wurden mit Cisplatin in der 1C90unsc sowie der IC90rgct, H12.1-Zellen mit Cisplatin in der IC90rgcr behandelt.
Western Blot-Analyse der Lysate der adharenten (a) und flotierenden (fl) Zellen; Aktin diente als Ladekontrolle.
Die Pfeile markieren die jeweiligen Grofenstandards in kDa. [#] - Procaspase; [+] - gespaltene Fragmente.
Dargestellt ist ein reprasentatives Beispiel von 3 unabhangigen Versuchen

Die Behandlung von MSC mit Cisplatin in der IC90+gct flihrte weder zur Spaltung von PARP
noch zur Spaltung der Procaspasen in die aktiven Fragmente (Abb. 4-9). Somit
reprasentierte diese, in sensitiven TGCT-Zellen Apoptose-induzierende Konzentration
Cisplatin eine fiir MSC subapoptotische Konzentration.

Zwischen MSC-VKM und MSC-UKM wurden nach Behandlung mit Cisplatin in der 1C90ysc
sowie der IC90rcct keine Unterschiede hinsichtlich der Spaltung von PARP und der
Entstehung der aktiven Fragmente der Caspasen beobachtet (Abb. 4-9).

Diese Daten zeigten, dass trotz relativer Cisplatin-Resistenz die Behandlung von MSC mit
Cisplatin in der IC90ysc zur Induktion von Apoptose fiihrte. Diese Konzentration war jedoch

6-mal hoher als die IC90tgct. MSC besalien somit eine erhohte Schwelle fir Cisplatin-
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induzierte Apoptose. Diese konnte auf eine Beeintrachtigung der Apoptoseinduktion
zurtckzufiihren sein, der z. B. eine geringe Enzymaktivitat der Caspasen zugrunde liegen
kann (Mueller, T et al. 2003).

4.2.4 Caspase-Aktivitaten in MSC nach Cisplatin-induzierter Apoptose

Es wurde daher die Aktivitdt der Caspasen in MSC nach Behandlung mit Cisplatin in der
Apoptose-induzierenden Konzentration (IC90ysc, 20 pM) in einem Substratspaltungsassay
untersucht. Gegenlber der unbehandelten Kontrolle wurde sowohl in MSC-UKM als auch in
MSC-VKM ein Anstieg der Enzymaktivitat fir Caspase-2 und Caspase-3 in ahnlichem
Ausmalfd beobachtet (p = 0,63). Es wurde keine erhdhte Enzymaktivitat der Caspase-8 und
Caspase-9 detektiert (Abb. 4-10A). Die voéllig fehlende Aktivitdt der Caspase-9 in
apoptotischen MSC stand im Kontrast zu der im Western Blot beobachteten Spaltung der
Procaspase-9 (Abb. 4-9). Im Gegensatz dazu ist die Cisplatin-induzierte Apoptose in
Cisplatin-sensitiven TGCT-Zellen (IC90+rgct, 3 yM) durch eine hohe Aktivitat der Caspase-9
gekennzeichnet (Abb. 4-10B). Verglichen mit dieser hohen Caspase-9-Aktivitat in
apoptotischen TGCT-Zellen ist die Caspase-9-Aktivitat in apoptotischen MSC signifikant
reduziert (p < 0,0008).
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Abb. 4-10: Caspaseaktivitdat in MSC nach Cisplatin-induzierter Apoptose. Die Enzymaktivitaten der Caspasen
sind als Faktor der Aktivierung gegenuber der jeweiligen unbehandelten Kontrolle dargestellt. MW + Stabw
(jeweils n =3). (A) Aktivitdt der Caspasen-2, -3, -8 und -9 nach Behandlung von MSC mit Cisplatin in der
IC90umsc. (B) Aktivitdt der Caspase-9 nach Behandlung von MSC mit Cisplatin in der 1C90msc und nach
Behandlung der Cisplatin-sensitiven TGCT-Zelllinie H12.1 mit Cisplatin in der IC90tgct. * p < 0,0008 vs. H12.1.

Diese Daten zeigten, dass die Cisplatin-induzierter Apoptose in MSC trotz Spaltung der
Procaspase-9 durch eine fehlende Aktivitat der Caspase-9 gekennzeichnet war. Trotz dieser
fehlenden Caspase-9-Aktivitat wurden eine Spaltung und Aktivitat der Effektor-Caspase-3
nachgewiesen. Das |aRt darauf schlielen, dass der relativen Resistenz von MSC andere
Mechanismen zugrunde liegen. Schadigungen der DNA resultieren in einer Aktivierung von

p53, welches sowohl pro- als auch antiapoptotische Proteine reguliert und zu Veranderungen
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der Zellzyklusregulation fiihren kann. Es sollte daher untersucht werden, ob p53 nach

Zytostatikaexposition eine Rolle in MSC spielte.

4.3 Untersuchung der Rolle der Zellzyklusregulation fir die Resistenz von MSC

gegeniber genotoxischer Schadigung
4.3.1 Expression von p53 nach genotoxischer Schadigung

Daraufhin wurde die Expression von p53 in MSC unmittelbar nach Behandlung mit Cisplatin
untersucht. Um Ruckschlisse auf eine moégliche antiapoptotische Regulation durch p53 zu
ermdglichen, wurden MSC fir 24 h mit Cisplatin in Apoptose-induzierender Konzentration
(IC90umsc, 20 uM) sowie in fir MSC subapoptotischer Konzentration (IC90tgcr, 3 M)
behandelt. AnschlieRend wurden Proteinlysate der adharenten und flotierenden Zellen
mittels Western Blot analysiert. Als Positivkontrolle diente die TGCT-Zelllinie H12.1 nach
Behandlung mit Cisplatin in der IC90+1gct. Sowohl in MSC-UKM als auch in MSC-VKM wurde
eine erhdhte Expression von p53 nach Behandlung mit Cisplatin in der IC90ysc beobachtet
(Abb. 4-11A). Diese erhohte p53-Expression war in adharenten und flotierenden Zellen zu
beobachten. Bemerkenswert war, dass auch die Behandlung mit Cisplatin in der IC90+gcT,
einer fur MSC subapoptotischen Konzentration, in MSC-UKM und MSC-VKM zu einer
erhohten p53-Expression fihrte.

In allen bis zu diesem Zeitpunkt durchgeflihrten Analysen ergaben sich keine Unterschiede
zwischen MSC-UKM und MSC-VKM. Aus diesem Grund wurden alle weiteren
Untersuchungen entweder mit MSC-UKM oder mit MSC-VKM durchgefihrt.
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Abb. 4-11: p53-Expression in MSC nach genotoxischer Schadigung. Western Blot-Analyse, Aktin diente als
Ladekontrolle, die Pfeile markieren die jeweiligen Groflenstandards in kDa. (A) Behandlung von MSC mit
Cisplatin in der IC90ysc sowie der IC90rgcr; Behandlung von H12.1-Zellen mit Cisplatin in der IC90t¢gcr; a -
adharente Zellen, fl - flotierende Zellen. (B) Behandlung von MSC mit Cisplatin, Etoposid bzw. Vincristin in den
jeweiligen 1C90usc (#) sowie den jeweiligen IC90+rcct (*); Dargestellt ist jeweils ein reprasentatives Beispiel von
mindestens 3 unabhangigen Versuchen.

Als nachstes wurde die p53-Expression in MSC nach Behandlung mit Etoposid und Vincristin
untersucht. MSC wurden jeweils 24 h mit der IC90ysc von Etoposid (80 uM als Mittel der
Werte fir MSC-UKM und MSC-VKM) und mit Vincristin (3 yM als hdchste eingesetzte
Konzentration in den Zytotoxizitatstests) behandelt. Im Vergleich dazu wurden MSC mit den
IC90 der sensitiven TGCT-Zelllinie 2102EP von Etoposid (0,4 uM) und Vincristin (0,001 pM)
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behandelt (siehe Tab. 4-2). Fir Etoposid spiegelte diese Konzentration einen Kklinisch
relevanten Plasmaspiegel der Substanz wider (Braybrooke et al. 2003). Es wurden nur die
Lysate adharenter Zellen mittels Western Blot untersucht (Abb. 4-11B). Die Behandlung von
MSC mit Etoposid in beiden Konzentrationen flihrte zu einer vermehrten Expression von p53
gegenuber unbehandelten MSC. Nach Behandlung von MSC mit Vincristin in der IC90+gct
war gegenuber unbehandelten Zellen eine leicht erhdhte p53-Expression zu beobachten,
wahrend die Behandlung mit der IC90ysc zu keiner veranderten Expression von p53 fihrte.
Die Analyse der p21-Expression ergab eine erhéhte Menge an p21 nach Behandlung von
MSC mit Cisplatin in der IC90tsct im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Eine erhéhte
Expression von p21 gegenlber unbehandelten Zellen wurde auch nach Behandlung von
MSC mit Etoposid in der IC90rcct und der IC90ysc beobachtet. Die Behandlung von MSC
mit Vincristin zeigte keinen Einfluss auf die Expression von p21 (Abb. 4-11B). Fir Cisplatin
wurde bereits gezeigt, dass es sich bei der IC90gcr um eine fir MSC subapoptotische
Konzentration handelte (siehe 4.2.3). Da nach Behandlung von MSC mit Etoposid in der
IC90+sct keine flotierenden Zellen entstanden, wurde davon ausgegangen, dass es sich um
eine fur MSC subapoptotische Konzentration handelte.

Die generierten Daten zeigen, dass die Exposition von MSC mit Cisplatin und Etoposid in
subapoptotischen Konzentrationen sowohl die p53-Expression als auch die Expression von
p21 induzierte. Die Expression von p21 als Downstream-Signal von p53 lie darauf
schlielten, dass MSC funktionelles p53 exprimierten. Es wurde auch gezeigt, dass die p53-
Expression unabhangig von Apoptoseinduktion erfolgte. Da p53 sowohl an der Induktion von
Apoptose als auch via p21 an der Zellzyklusregulation beteiligt ist, wurde postuliert, dass die
gesteigerte Expression von p53 und p21 in MSC nach subapoptotischer genotoxischer

Schadigung in Zusammenhang mit der Zellzyklusregulation stand.

4.3.2  Zellzyklusverhalten von MSC nach genotoxischer Schadigung

Die Zellzyklusanalysen in MSC erfolgten unmittelbar nach deren Behandlung mit Cisplatin,
Etoposid und Vincristin. Abb. 4-12 zeigt, dass die Behandlung von MSC mit den 1C90ysc
aller drei Zytostatika (Cisplatin: 20 uM; Etoposid: 80 uM; Vincristin: 3 uM) verglichen mit
unbehandelten Kontrollen zu keiner Akkumulation von Zellen in einer der Zellzyklusphasen
fuhrte. Es wurde lediglich ein Anstieg der SubG1-Fraktion beobachtet, der vor allem nach
Behandlung mit Vincristin auffallig war. Die SubG1-Fraktion beinhaltet Zellen mit
vermindertem DNA-Gehalt und reprasentiert apoptotische Zellen (Darzynkiewicz et al. 1992).
Damit wurde bestatigt, dass die IC90ysc aller drei Zytostatika eine Apoptose-induzierende
Konzentration reprasentierte.

Die Behandlung von MSC mit Vincristin in der IC90tgcr (0,001 uM) resultierte in keiner

Veranderung der Verteilung der Zellzyklusphasen verglichen mit unbehandelten Kontrollen.
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Die Behandlung von MSC mit Cisplatin in der IC90+gct (3 M) flihrte zu einer Akkumulation
von Zellen in der S-Phase. Der S-Phasenanteil stieg von 12,9% £1,9% in den
unbehandelten Kontrollen auf 51,4 % + 9,6 % in den behandelten Zellen. Die Behandlung
von MSC mit Etoposid in der IC90+rgcr (0,4 uM) flhrte zu einer Akkumulation von Zellen in
der G2/M-Phase. Der G2/M-Phasenanteil stieg von 15,2 % + 2,9 % in den unbehandelten
Kontrollen auf 48,5 % + 10,8 % in den behandelten Zellen (Abb. 4-12).

Cisplatin Etoposid Vincristin

3 uM 20 uM - 04uM 80 uM - 0,001 uM 3 M
IC90;6er  1C90use IC90;6cr  1C90yec IC90;6er  1C90yse
O SubGt B Gt Os @ G2M

Abb. 4-12: Zellzyklusverteilung in MSC nach genotoxischer Schadigung. Zellzyklusanalyse nach 24 h-
Behandlung mit den IC90msc sowie den IC90+cct; Verteilung der Zellen innerhalb der Zellzyklusphasen bezogen
auf 100 %; MW (jeweils n = 3).

Somit wurde gezeigt, dass MSC in der Lage waren, nach Behandlung mit Cisplatin und
Etoposid in fir MSC subapoptotischen Konzentrationen (IC90tsct), welche jedoch in
sensitiven TGCT-Zellen zur Apoptoseinduktion flihrten, einen Zellzyklusarrest zu vollziehen.
Diese Arretierung wurde nicht nach Behandlung mit in MSC Apoptose-induzierenden
Konzentrationen (IC90ysc) dieser Zytostatika beobachtet. Die Behandlung mit Vincristin hatte

keinen Einfluss auf die Zellzyklusregulation.

Es wurde beobachtet, dass MSC nach Induktion eines Zellzyklusarrestes durch Behandlung
mit 3 uM Cisplatin bzw. 0,4 yM Etoposid nach einer Proliferationspause erneut zu
proliferieren begannen. Demnach musste es sich um einen temporaren Zellzyklusarrest
handeln. Es ergab sich die Fragestellung, ob MSC nach temporarem Zellzyklusarrest die
MSC-definierenden Eigenschaften beibehalten oder ob der temporare Zellzyklusarrest mit
dem Verlust dieser Charakteristika einhergeht. Hierfiir sollten die Zellen nach Induktion eines
Zellzyklusarrestes hinsichtlich der MSC-definierenden Eigenschaften untersucht werden. Es
wurde zunachst der Zeitpunkt, an dem die Zellen aufgrund erneuter Proliferation eine
Konfluenz von etwa 60 % erreicht hatten und passagiert werden mussten, als Tag der
Rekonstitution [d(R)] definiert. Es zeigte sich, dass eine Rekonstitution nach 24 h-
Behandlung mit 3 uM Cisplatin erst nach 21 - 28 d und nach 24 h-Behandlung mit 0,4 uM

Etoposid bereits nach 3 d erreicht war. Diese Zeitrdume waren jedoch fiir die geplanten
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Untersuchungen nicht praktikabel. In Vorversuchen wurden daraufhin Konzentrationen
bestimmt (Cisplatin: 2 yM, Etoposid: 0,75 uM), die an den Plasmaspiegeln beider Zytostatika
orientiert waren (Braybrooke et al. 2003) und in MSC einen Zellzyklusarrest induzierten
sowie eine Rekonstitution des Wachstums nach etwa 14 d ermdglichten.

Zunachst wurde die Kinetik des induzierten Zellzyklusarrestes in Vorversuchen untersucht.
Der Zeitpunkt des Behandlungsbeginns wurde jeweils als Tag O definiert. Ein reprasentatives
Beispiel ist in Abb. 8-3 im Anhang dargestellt. Die Behandlung von MSC mit 2 yM Cisplatin
resultierte unmittelbar nach Ende der Behandlung (Tag 1) in einer Akkumulation von Zellen
in der S-Phase. Nach weiteren 24 h (Tag 2) wurde eine Akkumulation von Zellen in der
G2/M-Phase beobachtet, welche 48 h nach Behandlungsende (Tag 3) am deutlichsten
ausgepragt war. Die Behandlung von MSC mit 0,75 uyM Etoposid resultierte an Tag 1 in einer
Akkumulation von Zellen in der G2/M-Phase, die bereits an Tag 3 weniger ausgepragt war.
An d(R) zeigten die Zellpopulationen jeweils die urspriingliche Verteilung der Zellzyklus-
phasen. Es handelte sich somit um einen temporaren Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase an
Tag 3 nach Behandlung mit Cisplatin bzw. an Tag 1 nach Behandlung mit Etoposid.

Fir die weiteren Zellzyklusanalysen wurden daraufhin Tag1, Tag3 und d(R) als

Analysezeitpunkte festgelegt. Die Analyse der unbehandelten Kontrolle erfolgte an Tag 1.
Cisplatin Etoposid
O SubG1
B GO/
O s

O G2M

o o B

K Tag 1 Tag 3 d(R)
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Abb. 4-13: Zeitlicher Verlauf der Zellzyklusverteilung in MSC nach subapoptotischer genotoxischer Schadigung.
Verteilung der Zellen innerhalb der Zellzyklusphasen bezogen auf 100 %, dargestellt sind die MW. K -
unbehandelte Kontrolle. MW, Stabw und n siehe Tab. 4-3.

In Abb. 4-13 sind die Mittelwerte aller durchgefuhrten Zellzyklusanalysen nach 24 h-
Behandlung von MSC mit 2 uM Cisplatin bzw. 0,75 yM Etoposid zu den entsprechenden
Analysezeitpunkten dargestellt. Die jeweiligen Werte sind in Tab. 4-3 aufgeflhrt. Im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen erreichte die Veranderung der Verteilung der
Zellzyklusphasen zum Zeitpunkt des Arrestes (Tag 3 fir Cisplatin, Tag 1 flr Etoposid)
statistische Signifikanz (fir Cisplatin p = 0,002, fir Etoposid p < 0,002). Die Rekonstitution
des Wachstums erfolgte im Durchschnitt nach 15,7 d fur Cisplatin bzw. nach 13,3 d fir
Etoposid und ging mit einer normalen Verteilung der Zellzyklusphasen einher. Auffallig war,
dass nach Behandlung mit Cisplatin der Anteil der GO/1-Phase von Tag 1 bis Tag 3 trotz

intermittierender S-Phasen-Akkumulation nahezu konstant blieb. Demnach schien es sich
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zusatzlich zum Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase um eine Arretierung in der G0/1-Phase

zu handeln.

Tab. 4-3: Verteilung der Zellzyklusphasen [%] in MSC nach 24 h-Behandlung mit 2 yM
Cisplatin bzw. 0,75 uM Etoposid; MW (+ Stabw)

Tag SubG1 GO0/1 S G2/M n
Kontrolle 1 1,5 (£ 1,2) 69,7(x7,00 119(x35 169 (x4,9) 29
Cisplatin 1 14 (+1,0) 447 (+6,1) 340(x126) 200 (+123) 4
Cisplatin 3 21(*1,8) 394 (11,3 49(+32" 536(x123)" 12

Cisplatin [d(R)] 15,7 (+3,6) 3,0 (+1,1) 71,8 (¢ 4,0) 9,4 (£1,7) 157 (£15) 6
Etoposid 1 24(*16) 49944} 74(+39)" 40333 9
Etoposid 3 1,9 (£ 0,5) 59,9 (£53)  4,3(x14) 33,8(+57) 6

Etoposid [d(R)] 13,3 (+5,6) 26(x10) 689(¢52) 11,6(t57) 169(x27) 6

¥ p < 0,0001 vs. Kontrolle; T p = 0,002 vs. Kontrolle

Somit wurde gezeigt, dass MSC nach subapoptotischer genotoxischer Schadigung mit
Cisplatin bzw. Etoposid einen temporaren Zellzyklusarrest vollzogen. Zur Klarung der
Fragestellung, ob MSC nach temporarem Zellzyklusarrest die definierenden Charakteristika
beibehalten, wurden die Zellen nach Induktion eines Zellzyklusarrestes hinsichtlich der MSC-

definierenden Eigenschaften untersucht.

4.3.3 Charakteristika von MSC nach Schadigungs-assoziiertem, temporarem

Zellzyklusarrest

Es konnte bereits im Rahmen des In-vitro-Modells der Resistenz (siehe 4.2.1) gezeigt
werden, dass MSC nach Zytostatikaexposition in subapoptotischen Konzentrationen ihre
MSC-definierenden Eigenschaften beibehielten. Das Behandlungsschema des In-vitro-
Modells der Resistenz, wiederholte Behandlung fur 2 h alle 24 h, wich jedoch von dem zur
Induktion eines Zellzyklusarrestes verwendeten Modell - einmalige Behandlung flir 24 h - ab.
Aus diesem Grund wurden MSC nach Induktion eines temporaren Zellzyklusarrestes durch
Behandlung mit Cisplatin bzw. Etoposid und anschlieRender Rekonstitution der Proliferation
hinsichtlich ihrer MSC-definierenden Eigenschaften untersucht. Hierfir wurden Wachstums-
kinetiken vom Zeitpunkt des Setzens der Zellen vor Behandlungsbeginn durchgefiihrt, wobei
Tag 0 den Behandlungsbeginn bezeichnet. Ein reprasentatives Experiment ist in Abb. 4-14
dargestellt. Sowohl nach Cisplatin- als auch nach Etoposidexposition wurde voriibergehend

eine reduzierte Proliferation beobachtet. Fir die PDT im Zeitraum von Tag 0 bis Tag 7
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ergaben sich flir das dargestellte Experiment (Abb. 4-14) folgende Werte: fir die
unbehandelte Kontrolle 2,0 d, nach Behandlung mit Cisplatin 31,5 d und nach Behandlung
mit Etoposid 4,9 d. Nach Rekonstitution wurde eine nahezu identische Proliferationsrate von
Kontrolle und behandelten Zellen beobachtet. Das &ulerte sich einerseits in den fast
parallelen Kurvenverlaufen und andererseits in den PDT. Die PDT betrugen von Tag 13 bis
Tag 19 fur die Kontrollzellen 1,5 d, flr Cisplatin-behandelte Zellen 1,7 d und fir Etoposid-
behandelte Zellen 1,6 d (Abb. 4-14).
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Abb. 4-14: Proliferation von MSC nach Zellzyklusarrest durch genotoxische Schadigung. Wachstumskinetik; Start
der jeweiligen Behandlung zum Zeitpunkt Tag O; fir die markierten Abschnitte sind die jeweiligen PDT [d]
angegeben. Dargestellt ist ein reprasentatives Beispiel von 6 unabhangigen Versuchen (weitere Beispiele siehe
Abb. 8-4 im Anhang).

MSC besalten nach Rekonstitution der Proliferation nach Cisplatin- bzw. Etoposid-
induziertem temporarem Zellzyklusarrest eine unveranderte Expression von Oberflachen-
antigenen (Abb. 8-5A im Anhang). Des Weiteren zeigten diese Zellen nach adipogener bzw.
osteogener Differenzierungsinduktion die entsprechenden morphologischen Anzeichen einer
Differenzierung (Abb. 8-5B im Anhang). Somit wurde nachgewiesen, dass MSC nach
temporarem Zellzyklusarrest die MSC-definierenden Eigenschaften beibehielten. Die
Fahigkeit einen temporaren Zellzyklusarrest zu vollziehen, kdnnte somit zur Resistenz von
MSC gegeniber genotoxischen Schadigungen beitragen. Da der Zellzyklusarrest in MSC mit
einer erhdhten p53- und p21-Expression assoziiert war, sollte Gberprift werden, ob es sich

bei dem temporaren Zellzyklusarrest um einen p53-abhangigen Mechanismus handelt.

4.3.4 Ausgewahlte Mechanismen der Zellzyklusregulation in MSC nach

genotoxischer Schadigung

Hierfr wurde die Expression ausgewahlter p53-regulierter, fur die Zellzyklusregulation
relevanter Proteinen im Velauf des temporaren Zellzyklusarrestes in MSC untersucht
(Abb. 4-15). Eine erhdhte Expression von p53 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
wurde sowohl nach Behandlung mit 2 uM Cisplatin als auch nach Behandlung mit 0,75 pM

Etoposid an Tag1 sowie an Tag 3 detektiert. Die Expression von p21 nahm nach
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Behandlung mit Cisplatin an Tag 3, d. h. zum Zeitpunkt des ausgepragten Zellzyklusarrestes
zu, verglichen mit der unbehandelten Kontrolle. Nach Behandlung mit Etoposid war die p21-
Expression bereits an Tag 1, dem Zeitpunkt des ausgepragten Zellzyklusarrest erhdht.
Sowohl fur p53 als auch fir p21 wurde jeweils nach Rekonstitution der Proliferation eine
Abnahme die Expression etwa auf das Niveau der unbehandelten Kontrolle beobachtet (Abb.
4-15). Weiterhin wurde die Expression von Cyclin B und Cdk1 als Beispiel p53-regulierter
Proteine der Zellzyklusregulation untersucht. Die Expression von Cyclin B sowie Cdk1 war
nach Behandlung von MSC sowohl mit Cisplatin als auch mit Etoposid zum Zeitpunkt des
Zellzyklusarrestes reduziert, was auf eine Repression der Promotoren dieser Proteine durch
p53 zurickgefiihrt werden kann. Nach Rekonstitution der Proliferation nahm die Expression
beider Proteine zu (Abb. 4-15).
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Abb. 4-15: Expression ausgewahlter Zellzyklus-regulierender Proteine im Verlauf des temporaren Zellzyklus-
arrestes in MSC. 24 h-Behandlung von MSC mit 2 yM Cisplatin bzw. 0,75 yM Etoposid, Behandlungsbeginn an
Tag 0; Aktin diente als Ladekontrolle, die Pfeile markieren die jeweiligen GréRenstandards in kDa. K -
unbehandelte Kontrolle. Dargestellt ist ein reprasentatives Beispiel von 4 unabhangigen Versuchen.

Damit unterstitzten diese Beobachtungen die Annahme, dass der in MSC induzierte
temporare Zellzyklusarrest als Reaktion auf eine subapoptotische genotoxische Schadigung

p53-vermittelt war.

4.4 Analyse der Tumorintegration von MSC und ihres Einflusses auf das

Tumorwachstum am Beispiel subkutaner CRC-Xenografte
441 Tumorintegration von MSC

Als vierte formulierte Hauptzielstellung sollte im Weiteren untersucht werden, ob MSC nach
systemischer Transplantation im gewahlten Modell des CRC eine Tumorintegration zeigen.
Diese Untersuchung erfolgte anhand subkutaner CRC-Xenografte im Nacktmausmodell.
Eine Voraussetzung hierfur war eine Moglichkeit der Identifizierung tumorintegrierter MSC in
Tumorgewebeschnitten. Aus diesem Grund wurden zunachst mittels lentiviraler Transduktion
GFP-exprimierende MSC generiert. 48 h nach Transduktion zeigten 90 - 95 % der MSC die
Expression von GFP (Abb. 8-6A im Anhang). GFP-MSC zeigten unverandert die Expression

der charakteristischen Oberflachenantigene sowie die entsprechenden morphologischen
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Zeichen einer Differenzierung nach adipogener bzw. osteogener Differenzierungsinduktion
(Abb. 8-6B-D im Anhang). Demnach behielten GFP-MSC nach Transduktion die MSC-

definierenden Eigenschaften bei und wurden fir weitere Versuche verwendet.

Abb. 4-16: Prasenz systemisch applizierter GFP-MSC in subkutanen DLD1-Xenograften. Immunhistochemische
Farbung mit anti-GFP; Nachweis der Immunkomplexe mit DAB (braune Farbung); Farbung der Zellkerne mit
Hamatoxylin. Lichtmikroskopie, VergréRerung 100-fach, Bildausschnitte 400-fach.

GFP-MSC wurden Tieren mit subkutanen Xenograften der CRC-Zelllinie DLD1 wiederholt
i. v. transplantiert. Tumorpraparate wurden anschlieend mittels immunhistochemischer
Farbung auf das Vorhandensein GFP-positiver Zellen untersucht. Abb. 4-16 zeigt, dass
GFP-MSC vorrangig in der Nahe stromaler Septen detektiert wurden.

Es wurde somit gezeigt, dass MSC nach systemischer Transplantation in etablierte
subkutane DLD1-Xenografte einwanderten. Diese Integration war jedoch gering. Die
Lokalisation der GFP-positiven Zellen lie auf eine Beteiligung der transplantierten MSC am
Tumorstroma schlieen. In der Literatur wurde der Einfluss von tumorintegrierten MSC auf
das Tumorwachstum bislang kontrovers beschrieben; speziell flir das CRC lagen zu diesem
Zeitpunkt keine Daten vor. Es sollte daher ein mdglicher Effekt tumorintegrierter MSC auf

das Wachstum von CRC-Xenograften untersucht werden.

4.4.2  Einfluss tumorintegrierter MSC auf das Tumorwachstum

Aus der Literatur geht hervor, dass ein Anteil tumorintegrierter MSC am Tumor von bis zu
20 % realistisch ist (Direkze et al. 2004). Anhand der erhobenen Daten zur Integration
systemisch applizierter MSC in subkutane Xenografte ist fraglich, ob dieser Anteil erreicht

werden kann. Die Untersuchungen erfolgten daher im Mischxenograftmodell.
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Es wurden Xenografte von lentiviral DsRed-markierten DLD1-Zellen gemischt mit MSC in
den folgenden Verhaltnissen generiert: 4:1 (20 % MSC), 9:1 (10 % MSC), 33:1 (3 % MSC)
und 99:1 (1 % MSC). Als Negativkontrollen dienten Xenografte ohne MSC. Die Tumorgréfien
wurden durch In-vivo-Imaging der DsRed-Fluoreszenzintensitat bestimmt (Abb. 4-17). Zum
Ende des Versuches (Tag 17) waren deutlich differenzielle Tumorgré3en zu beobachten. Im
Vergleich zu den Negativkontrollen waren Mischxenografte mit 20 % MSC 2,5-mal groRRer
(p = 0,085), Mischxenografte mit 10 % MSC 1,9-mal gréRer und Mischxenografte mit 3 %
MSC 1,4-mal groBer. Eine Signifikanz wurde jedoch nicht erreicht. Ein Anteil von 1 % MSC
zeigte keinen Effekt auf das Tumorwachstum von DLD1-Xenograften (Abb 4-17).

Diese Daten lieBen vermuten, dass tumorintegrierte MSC das Wachstum von DLD1-
Xenograften féordern. Diese unterstitzende Wirkung war abhangig von der Menge der
tumorintegrierten MSC. Diese Daten dienten als Basis fur weiterfihrende Untersuchungen in
der Arbeitsgruppe aullerhalb der vorliegenden Arbeit. Die Methode des In-vivo-Imaging
erwies sich als geeignete Methode fir die Untersuchung des Wachstums subkutaner
Xenografte Fluoreszenzprotein-transgener Derivate von Tumorzelllinien fir die geplanten

Untersuchungen beziiglich der Nutzung von MSC als Vehikel einer Tumortherapie.
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Abb. 4-17: Wachstum von CRC-Xenograften in Abhangigkeit von der Menge tumorintegrierter MSC. In-vivo-
Imaging von MSC/DsRed-DLD1-Mischxenograften mit unterschiedlichen Anteilen MSC und Quantifizierung der
DsRed-Fluoreszenzintensitaten, MW + Stabw (20 % MSC n=9; 10 % MSC n=6; 3% MSC n=6; 1% MSC
n = 3; Keine MSC n = 4).

In Bestatigung der Arbeiten anderer Autoren wurde am Modell von subkutanen CRC-
Xenograften gezeigt, dass MSC nach systemischer Transplantation in maligne Tumoren
einwanderten. MSC kénnten somit potentielle Vehikel antineoplastischer Faktoren fir eine
Tumortherapie sein. Das Modell des CRC war ein geeignetes Modell fir die Untersuchung

dieses Potentials von MSC.
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4.5 Untersuchung transgener MSC als Vehikel einer Tumortherapie am Beispiel
von TRAIL-MSC im CRC-Modell

45.1 Sensitivitat unterschiedlicher CRC-Zelllinien fiir sTRAIL

Aufgrund seiner Charakteristika und seiner Wirkung beim CRC wurde TRAIL als Faktor mit
Anti-Tumor-Aktivitdt zur transgenen Expression in MSC ausgewahlt. Zunachst sollte das
Potential von TRAIL zur Behandlung des CRC in vitro bestatigt werden. Hierfir wurde ein
Panel von 9 CRC-Zelllinien fur 24 h mit 100 ng/ml sTRAIL behandelt. Fir die Zelllinien
Colo205, Sw48, HCT116, HCT15 und DLD1 wurde nach der Behandlung mit sTRAIL
(sTRAIL-24 h), verglichen mit der unbehandelten Kontrolle (Kontrolle-24 h) und der Kontrolle
zu Beginn der Behandlung (Kontrolle-0 h), eine Reduktion der Zellzahl festgestellt (Abb.
4-18). Aufgrund dieser Reduktion gegenlber der urspringlich eingesetzten Zellzahl wurden
diese 5 Zelllinien als sensitiv gegenuber der Behandlung mit sTRAIL eingestuft. Die Zelllinien
SW480, HCT8, HT29 und Colo320DM zeigten im Vergleich zur Kontrolle-0 h eine Zunahme
der Zellzahl wahrend der Behandlung mit sTRAIL, was auf eine Proliferation unter sTRAIL
hindeutete. Sie wurden deshalb als sTRAIL-resistent eingestuft. In geringem MalRe wurden
auch die sTRAIL-resistenten CRC-Zelllinien in ihrem Wachstum eingeschrankt, was sich im
Vergleich zu der jeweiligen unbehandelten Kontrolle (Kontrolle-24 h) in einer reduzierten
Zellzahl auRerte (Abb. 4-18).

sTRAIL-sensitiv sTRAIL-resistent
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Abb. 4-18: Sensitivitat von 9 CRC-Zelllinien gegeniiber sTRAIL. Die Zellzahlen nach Behandlung mit sTRAIL
(sTRAIL-24 h) sowie der unbehandelten Kontrolle (Kontrolle-24 h) wurden in Bezug auf die Zellzahl zu Beginn der
Behandlung (Kontrolle-0 h) dargestellt; MW £ Stabw (n = 2).

Somit wurde eine differenzielle sTRAIL-Sensitivitat im verwendeten Panel von CRC-Zelllinien
gezeigt. Das war eine Bestatigung daflir, dass TRAIL ein vielversprechender Faktor mit Anti-

Tumor-Aktivitat fir eine Behandlung des CRC war.

45.2 Generierung lentiviral TRAIL-exprimierender MSC und deren Charakteristika

Eine Voraussetzung flir den Einsatz TRAIL-transgener MSC fiir eine Behandlung des CRC
war die Resistenz von MSC gegenlber TRAIL-induzierter Apoptose. Die Behandlung von
MSC mit 100 ng/ml sTRAIL flr 24 h fihrte weder zur Entstehung flotierender Zellen noch
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zeigte sich eine reduzierte Proliferation der behandelten Zellen (sTRAIL-24 h) im Vergleich
zu unbehandelten MSC (Kontrolle-24 h) (Abb. 8-7A, B im Anhang). Demnach waren MSC
sTRAIL-resistent und somit geeignete Zielzellen fir die transgene Expression von TRAIL.

TRAIL-exprimierende MSC wurden durch lentivirale Transduktion mit dem TRAIL-
kodierenden lentiviralen Vektor FUTW (Abb. 4-19A) generiert. Vier Passagen nach
Transduktion von MSC mit TRAIL waren in der immunzytochemischen Farbung zwischen
80 % und 90 % der Zellen positiv fiur TRAIL. TRAIL wurde mit zwei verschiedenen
Antikdrpern nachgewiesen (Abb. 4-19B), die beide gegen eine extrazellulare Domane des
humanen TRAIL gerichtet waren. In WT-MSC wurde mittels immunzytochemischer Farbung
kein TRAIL detektiert (Abb. 4-19B). Im Western Blot zeigten TRAIL-MSC eine stabile TRAIL-
Expression Uber bis zu 9 Passagen, wobei die Expression in TRAIL-MSC der Passage 9
geringer war als in Zellen der Passage 2. WT-MSC =zeigten im Western Blot keine
Expression von TRAIL (Abb. 4-19C). Das transgen exprimierte TRAIL wurde als Protein von
etwa 34 kDa detektiert. Ein Molekulargewicht von 33 - 34 kDa wird fiir membranstandiges
TRAIL angegeben (Mariani et al. 1998). Diese Ergebnisse des Western Blot und der
Immunzytochemie lassen darauf schlieRen, dass in TRAIL-MSC TRAIL transmembranar

exprimiert wurde.
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Abb. 4-19: Transgene Expression von TRAIL in MSC nach lentiviraler Transduktion. (A) Lentivirales Konstrukt,
abgebildet sind die wesentlichen Bestandteile der Expressionskassette des pFUTW. (B) Immunzytochemische
Farbung mit den angegebenen Antikérpern; Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gefarbt. Fluoreszenz-
mikroskopie, VergrofRerung 600-fach. (C) Western Blot-Analyse von TRAIL-MSC verschiedener Passagen;
Tubulin diente als Ladekontolle. Die Pfeile markieren die jeweiligen GroRenstandards in kDa. Dargestellt ist
jeweils ein reprasentatives Beispiel von mindestens 3 unabhangigen Versuchen.

Wahrend der Kultivierung und Expansion von TRAIL-MSC entstanden keine flotierenden
Zellen. Kultivierte TRAIL-MSC wurden nach mehreren Passagen mit Annexin V geféarbt.

Verglichen mit WT-MSC derselben Passage wurde keine vermehrte Farbung mit Annexin V
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beobachtet (Abb. 8-7C im Anhang). Demnach wurde keine Apoptose durch transgenes
TRAIL in TRAIL-MSC induziert.

Somit wurde gezeigt, dass MSC nach lentiviraler Transduktion mit einem TRAIL-codierenden
Vektor TRAIL stabil exprimierten. Transduzierte MSC zeigten keine Anzeichen von
Apoptoseinduktion. Fir die weiteren Arbeiten war es erforderlich nachzuweisen, dass MSC
nach Transduktion die MSC-definierenden Charakteristika beibehielten.

TRAIL-MSC wurden daher beziglich der MSC-definierenden Eigenschaften analysiert. Sie
zeigten in der durchflusszytometrischen Analyse das folgende Expressionsmuster: CD14’,
CD19, CD34, CD45", HLA-DR und CD13*, CD29", CD44", CD73", CD90*, CD105*, CD166"
(Abb. 4-20A). Nach adipogener und osteogener Differenzierungsinduktion zeigten TRAIL-
MSC in der zytochemischen Farbung mit Ol Rot bzw. Alizarin S die morphologischen
Zeichen einer Differenzierung (Abb. 4-20B). TRAIL-MSC besallen somit im Vergleich zu WT-
MSC eine unveranderte Oberflachenantigenexpression sowie ein unverandertes

Differenzierungspotential (siehe Abb. 4-3 und 4-4).
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Abb. 4-20: Immunphanotyp und In-vitro-Differenzierung von TRAIL-MSC (A) Durchflusszytometrische Analyse;
Dargestellt sind die kombinierten Fluoreszenzhistogramme von Isotypkontrolle (weif3) und spezifischem FITC-
oder PE-konjugiertem Antikdrper (grau). (B) Kultivierung in Wachstumsmedium (u), adipogenem (a) und
osteogenem (o) Differenzierungsmedium; Farbung mit Ol Rot bzw. Alizarin S; Phasenkontrast, VergroRerung
100-fach. Dargestellt ist jeweils ein reprasentatives Beispiel von mindestens 5 unabhangigen Versuchen.

Zum Ausschluss einer malignen Transformation durch in das Genom integrierte virale
Sequenzen wurden Wachstumskinetiken und Soft-Agar-Assays durchgefihrt. Mittels Soft-
Agar-Assay wird die Fahigkeit von Zellen zur Proliferation ohne Adhasion zu einer Unterlage
untersucht, welche ein geeignetes In-vitro-Korrelat der Tumorgenitat darstellt (Colburn et al.
1978; Freedman et al. 1974; Shin et al. 1975). Die Wachstumskinetiken wurden jeweils von
TRAIL-MSC und WT-MSC derselben Praparation angefertigt. Es wurden keine Unterschiede
im Proliferationsverhalten von TRAIL-MSC im Vergleich zu WT-MSC beobachtet (Abb.
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4-21A). Im Soft-Agar-Assay bildeten TRAIL-MSC im Vergleich zu malignen CRC-Zellen
keine Kolonien (Abb. 4-21B). Es wurde daher davon ausgegangen, dass keine maligne

Transformation der transgenen MSC vorlag.
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Abb. 4-21: Untersuchungen zum  Ausschluss einer malignen Transformation von  TRAIL-MSC.
(A) Wachstumskinetiken von WT-MSC (braun) und TRAIL-MSC (blau) ausgewahlter Praparationen; Tag 0
bezeichnet den Zeitpunkt der Transduktion. WT-MSC und TRAIL-MSC derselben Praparation sind jeweils durch
gleiche Symbole gekennzeichnet. (B) Keine Kolonienbildung von TRAIL-MSC im Soft-Agar-Assay; DLD1-Zellen
dienten als Positivkontrolle. Die Pfeile markieren entstandene Kolonien. Dargestellt ist ein reprasentatives
Beispiel von 3 unabhangigen Versuchen.

Diese Versuche zeigten, dass TRAIL-MSC im Vergleich zu WT-MSC unverandert die MSC-
definierenden Charakteristika besaflen. In TRAIL-MSC wurde keine Apoptose durch
transgenes TRAIL induziert. Weder die lentivirale Transduktion noch die Expression von
transgenem TRAIL resultierte in einer malignen Transformation der Zellen. Der nachste
Schritt bestand darin, zu untersuchen, ob in MSC exprimiertes TRAIL seine biologische
Aktivitat beibehielt.

45.3 Einfluss von TRAIL-MSC auf kokultivierte sTRAIL-sensitive CRC-Zellen

Hierfir wurden TRAIL-MSC/DsRed-DLD1-Kokulturen im Vergleich zu WT-MSC/DsRed-
DLD1-Kokulturen etabliert. Bereits nach 24 h wurden flotierende Zellen in den TRAIL-
MSC/DsRed-DLD1-Kokulturen beobachtet, wahrend in WT-MSC/DsRed-DLD1-Kokulturen
keine flotierenden Zellen entstanden (Abb. 4-22). Die flotierenden Zellen zeigten in der
Fluoreszenzmikroskopie die Expression von DsRed, als Hinweis, dass es sich um DLD1-
Zellen handelte. Wurde den TRAIL-MSC/DsRed-DLD1-Kokulturen der TRAIL-
neutralisierende Antikdrper zugesetzt, entstanden keine flotierenden Zellen (Abb. 4-22).
Deren Entstehung war somit auf die spezifische Aktivitat von TRAIL zurtckzufuhren. Die
Inkubation von DLD1-Zellen mit konditioniertem Medium von TRAIL-MSC resultierte nicht in
der Entstehung flotierender Zellen. Das war ein Zeichen fur die Notwendigkeit eines direkten
Zell-Zell-Kontaktes von DLD1-Zellen und TRAIL-MSC fir die Entstehung flotierender Zellen.
Es gab somit keine Anzeichen dafir, dass TRAIL-MSC l6sliches TRAIL sezernierten.
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Vielmehr wurde die Vermutung bestatigt, dass das transgen exprimierte TRAIL

transmembranar lokalisiert war.

DsRed-DLD1
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Fluoreszenz

Abb. 4-22: Einfluss von TRAIL-MSC auf kokultivierte DLD1-Zellen. WT-MSC/DsRed-DLD1-Kokultur und TRAIL-
MSC/DsRed-DLD1-Kokultur mit und ohne Zusatz eines TRAIL-neutralisierenden Antikdrpers. Phasenkontrast-
und entsprechende Fluoreszenzaufnahmen nach 24 h, Vergrofierung 100-fach. Dargestellt ist ein reprasentatives
Beispiel von 8 unabhéngigen Versuchen.

Diese Beobachtungen fihrten zur Vermutung, dass die Entstehung flotierender DLD1-Zellen
in Kokultur mit TRAIL-MSC auf die Induktion von Apoptose zuriickzufihren war. Dies wurde
mittels AnnexinV und Western Blot untersucht. Die flotierenden Zellen aus TRAIL-
MSC/DsRed-DLD1-Kokulturen zeigten eine Farbung mit Annexin V (Abb. 4-23A). Mittels
Western Blot (Abb. 4-23B) wurde in TRAIL-MSC/DLD1-Kokulturen eine Zunahme des flr
Apoptoseinduktion typischen PARP-Spaltfragments (85 kDa) sowie eine Abnahme des
intakten PARP (116 kDa) detektiert. Des Weiteren wurde eine Spaltung der Caspase-8
sowie der Caspase-3 gezeigt, welche durch die Abnahme der Procaspase-8 (55 kDa) und
Procaspase-3 (32 kDa) sowie die Zunahme der jeweils aktiven Spaltfragmente (Caspase-8:
41 kDa; Caspase-3: 17 kDa) gekennzeichnet war. Diese Spaltung von PARP sowie der
Caspasen waren in den flotierenden Zellen besonders ausgepragt (Abb. 4-23B). Die
beobachtete Spaltung der Procaspase-8 belegte eine Apoptoseinduktion Uber den
extrinsischen Signalweg. In WT-MSC/DLD1-Kokulturen wurde weder eine Spaltung von
PARP noch der Procaspasen detektiert (Abb. 4-23B). Die Induktion von Apoptose in DLD1-
Zellen erfolgte somit bei Kokultur mit TRAIL-MSC, nicht jedoch bei Kokultur mit WT-MSC.

TRAIL wurde nur in den Gesamtlysaten von TRAIL-MSC/DLD1-Kokulturen nachgewiesen
und insbesondere nicht in den flotierenden Zellen der TRAIL-MSC/DLD1-Kokulturen (Abb.
4-23B). Das war ein Hinweis darauf, dass einerseits in TRAIL-MSC keine Apoptose induziert
wurde und andererseits in WT-MSC keine TRAIL-Expression durch kokultivierte CRC-Zellen

induziert wurde.
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Abb. 4-23: Analyse von Apoptoseinduktion in MSC/DsRed-DLD1-Kokulturen. (A) Farbung der flotierenden Zellen
aus TRAIL-MSC/DsRed-DLD1-Kokultur nach 24 h mit Annexin V-FITC; als Kontrolle dienten separat kultivierte
Annexin V-FITC-gefarbte DsRed-DLD1-Zellen. Kombinierte Fluoreszenzhistogramme. (B) Western Blot-Analyse;
Tubulin diente als Ladekontolle. Die Pfeile markieren die jeweiligen GréRenstandards in kDa. G - Gesamtlysat; fl -
flotierende Zellen; [*] - Procaspase; [+] - gespaltene Fragmente; Dargestellt ist jeweils ein reprasentatives
Beispiel von 4 unabhangigen Versuchen.

Das Wachstumsverhalten von DLD1-Zellen wurde im Weiteren vergleichend in TRAIL-
MSC/DsRed-DLD1-Kokulturen und WT-MSC/DsRed-DLD1-Kokulturen tber einen Zeitraum
von 72 h analysiert. Die Quantifizierung des Anteils der DLD1-Zellen an der Gesamtzellzahl
der adharenten Zellen erfolgte mittels durchflusszytometrischer Bestimmung der Expression
von DsRed und CD105. Es wurde zuvor nachgewiesen, dass DsRed-DLD1-Zellen kein
CD105 exprimierten (Abb. 8-8 im Anhang), wahrend MSC positiv fir CD105 waren (Abb. 4-3
und 4-20A). Das Prinzip dieser Analyse ist in Abb. 4-24A dargestellt. In TRAIL-MSC/DsRed-
DLD1-Kokulturen wurde wahrend der gesamten Versuchsdauer sowohl eine Abnahme der
Gesamtzellzahl adhérenter Zellen als auch eine Abnahme des Anteils DsRed” CD105 Zellen
beobachtet, als Zeichen daflir, dass die DLD1-Population reduziert wurde. Gleichzeitig nahm
die Zahl der flotierenden Zellen zu (Abb. 4-24B). In WT-MSC/DsRed-DLD1-Kokulturen nahm
die Gesamtzellzahl der adharenten Zellen sowie der Anteil DsRed* CD105 Zellen zu, was
ein Zeichen fiur die Proliferation der DLD1-Zellen war. Die Zahl der flotierenden Zellen blieb
in WT-MSC/DsRed-DLD1-Kokulturen gering (Abb. 4-24B). Nach 72 h war die Zahl der
adharenten DLD1-Zellen in Kokulturen mit TRAIL-MSC (34,4 % % 33,5 %) signifikant
reduziert im Vergleich zu Kokulturen mit WT-MSC (439,7 % + 144,3 %; p = 0,034, n = 3).
Dabei stieg die Zahl der flotierenden Zellen signifikant an (16,6 % % 10,0 % in Kokulturen mit
WT-MSC vs. 240,2 % £+ 111,5 % in Kokulturen mit TRAIL-MSC; p = 0,026, n = 3).

Es wurde somit einerseits gezeigt, dass in MSC exprimiertes TRAIL biologisch aktiv war und
anderseits, dass TRAIL-MSC in kokultivierten sTRAIL-sensitiven DLD1-Zellen Apoptose
induzierten und so die CRC-Zellpopulation effektiv reduzierten. Es wurde nun untersucht,
welchen Effekt TRAIL-MSC auf sTRAIL-resistente CRC-Zellen ausubten.
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Abb. 4-24: Proliferation von DLD1-Zellen in Kokultur mit WT-MSC und TRAIL-MSC. (A) Beispiel fur die Quantifi-
zierung des Anteils von CRC-Zellen in MSC/DsRed-CRC-Kokulturen. Die einzelnen Populationen (links) sowie
die Mischpopulationen (Mitte und rechts) wurden bei identischen Gerateeinstellungen am Durchflusszytometer
analysiert. Der Anteil DsRed” CD105 Zellen (DLD1) ist nach 48 h in TRAIL-MSC/DsRed-DLD1-Kokulturen
(70,9 %) verglichen mit dem Anteil in WT-MSC/DsRed-DLD1-Kokulturen (94,9 %) reduziert. FL1 - Fluoreszenz 1.
(B) WT-MSC/DsRed-DLD1-Kokultur und TRAIL-MSC/DsRed-DLD1-Kokultur; Zellzahlen nach 24 h, 48 h und
72 h; der Anteil DsRed’ Zellen an der Gesamtzellzahl adhirenter Zellen ist als helle Saule dargestellt.
MW + Stabw (n = 3).

454 Einfluss von TRAIL-MSC auf kokultivierte sTRAIL-resistente CRC-Zellen

Um den Einfluss von TRAIL-MSC auf weitere CRC-Zelllinien inklusive sTRAIL-resistente
CRC-Zelllinien zu untersuchen, wurde das gesamte Panel der 9 CRC-Zelllinien mit WT-MSC
bzw. TRAIL-MSC fir 24 h kokultiviert. Die Kokulturen wurden anschlieBend mittels Western
Blot hinsichtlich der Spaltung von PARP analysiert (Abb. 4-25). Da einige dieser Zelllinien
(Colo205, Colo320DM, SW48) semiadharent waren, wurden die Gesamtlysate, d. h.
adharente und flotierende Zellen gemeinsam, fur die Analyse verwendet. Nach Kokultur mit
TRAIL-MSC wurde in allen sTRAIL-sensitiven Zelllinien eine Spaltung von PARP,
gekennzeichnet durch die Abnahme der Menge des intakten Proteins (116 kDa) und die
Zunahme der Menge des Spaltfragmentes (85 kDa), detektiert. Eine Spaltung von PARP

wurde zusatzlich in den sTRAIL-resistenten Zelllinien SW480 und HCT8 nachgewiesen. Die
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sTRAIL-resistenten Zelllinien HT29 und Colo320DM zeigten dagegen keine Spatlung von
PARP (Abb. 4-25). Sie waren demnach resistent gegenuber TRAIL-MSC. Es wurde somit
gezeigt, dass TRAIL-MSC nicht nur in allen untersuchten sTRAIL-sensitiven und sondern

auch in zwei sTRAIL-resistenten CRC-Zelllinien Apoptose induzierten.

sTRAIL-sensitiv sTRAIL-resistent
_ L —— U — — — e — —— — — —
95 > PARP
43 > —— R —— — o — - — —— — N — R ) —— Aktin
W T W T WT W T W T W T W T W T W T WT-/ TRAIL-MSC
Colo205 SwW48 HCT116 HCT15 DLD1 SW480 HCT8 HT29 Colo320DM

Abb. 4-25: Analyse der Apoptoseinduktion in CRC-Zellen durch TRAIL-MSC. Western Blot-Analyse nach 24 h
Kokultur mit WT-MSC (W) bzw. TRAIL-MSC (T); Aktin diente als Ladekontrolle. Die Pfeile markieren die
jeweiligen GréRenstandards in kDa. Dargestellt ist ein reprasentatives Beispiel von 2 unabhangigen Versuchen.

Exemplarisch wurden anschlie®end an der Zelllinie HCT8 weitere Analysen hinsichtlich der
Apoptoseinduktion durch TRAIL-MSC in sTRAIL-resistenten CRC-Zellen durchgefiihrt. Die
Apoptoseinduktion sollte im Vergleich zur Zelllinie DLD1 charakterisiert und der Effekt auf die
Proliferation der HCT8-Zellen analysiert werden. Die direkte Kokultur von DsRed-HCT8-
Zellen mit TRAIL-MSC fiihrte bereits nach 24 h zur Entstehung flotierender Zellen (Abb.
4-26A). Dagegen entstanden bei Zusatz des TRAIL-neutralisierenden Antikorpers in TRAIL-
MSC/DsRed-HCT8-Kokulturen sowie in WT-MSC/DsRed-HCT8-Kokulturen keine flotie-
renden Zellen. Die flotierenden Zellen zeigten die Expression von DsRed als Zeichen, dass
es sich um HCT8-Zellen handelte (Abb. 4-26A). Die Farbung dieser flotierenden Zellen mit
Annexin V lie auf die Induktion von Apoptose schlielen (Abb. 4-26B). In TRAIL-
MSC/HCTB8-Kokulturen wurde mittels Western Blot-Analyse eine Spaltung von PARP sowie
von Procaspase-8 und Procaspase-3 detektiert. Diese Spaltungen waren in den flotierenden
Zellen besonders ausgepragt (Abb. 4-26C). In WT-MSC/HCT8-Kokulturen wurde keine
Spaltung von PARP und der Procaspasen nachgewiesen (Abb. 4-26C), als Zeichen dafir,
dass in Kokulturen mit WT-MSC keine Apoptose induziert wurde.

Die Expression von TRAIL wurde in TRAIL-MSC/HCT8-Kokulturen detektiert, nicht jedoch in
WT-MSC/HCT8-Kokulturen (Abb. 4-26C). Das war ein Beleg dafiir, dass in WT-MSC keine
TRAIL-Expression durch kokultivierte CRC-Zellen induziert wurde.

Das Wachstumsverhalten von HCT8-Zellen in TRAIL-MSC/DsRed-HCT8-Kokulturen und
WT-MSC/DsRed-HCT8-Kokulturen wurde analog zu DLD1-Zellen (siehe 4.5.3) analysiert.
Zuvor wurde gezeigt, dass HCT8-Zellen kein CD105 exprimierten (Abb. 8-8 im Anhang). In
TRAIL-MSC/DsRed-HCT8-Kokulturen wurde nach 24 h eine Abnahme der Gesamtzellzahl
der adharenten Zellen beobachtet, gefolgt von einer leichten Zunahme nach 48 h. Nach 72 h
erreichte die Gesamtzellzahl der adharenten Zellen jedoch nur einen Wert von 124 % + 7 %

der initial gesetzten Zellzahl. Der Anteil DsRed” CD105" Zellen blieb dabei nahezu konstant.
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Die Anzahl der flotierenden Zellen nahm im Verlauf des Versuches zu (Abb. 4-26D). In WT-
MSC/DsRed-HCT8-Kokulturen nahm sowohl die Gesamtzellzahl der adharenten Zellen als
auch der Anteil DsRed® CD105 Zellen zu, was ein Zeichen firr die Proliferation der HCT8-
Zellen war. Flotierende Zellen wurden nicht beobachtet (Abb. 4-26D).
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Abb. 4-26: Effekt von TRAIL-MSC auf kokultivierte DsRed-HCT8-Zellen. (A) Phasenkontrast- und entsprechende
Fluoreszenz-aufnahmen nach 24 h; Vergrofterung 100-fach. (B) Farbung der flotierenden Zellen aus TRAIL-
MSC/DsRed-HCT8-Kokultur mit Annexin V-FITC; als Kontrolle dienten separat kultivierte Annexin V-FITC-
gefarbte DsRed-HCT8-Zellen. Kombinierte Fluoreszenzhistogramme. (C) Western Blot-Analyse; Tubulin diente
als Ladekontolle. Die Pfeile markieren die jeweiligen GréRenstandards in kDa. G - Gesamtlysat; fl - flotierende
Zellen; [#] - Procaspase; [+] - gespaltene Fragmente. (D) Zellzahlen nach 24 h, 48 h und 72 h; der Anteil DsRed”
Zellen an der Gesamtzellzahl adharenter Zellen ist als helle Sdule dargestellt. MW + Stabw (n = 2).

Diese Ergebnisse belegen, dass TRAIL-MSC sowohl in sTRAIL-sensitiven CRC-Zelllinien als
auch in den sTRAIL-resistenten CRC-Zelllinien HCT8 und SW480 Apoptose induzierten. Am
Beispiel der sTRAIL-resistenten Zelllinie HCT8 wurde gezeigt, dass TRAIL-MSC in der
Kokultur Gber 72 h das Wachstum der CRC-Zellpopulation durch Induktion von Apoptose
inhibierten. Demnach konnte in ausgewahlten CRC-Zelllinien deren TRAIL-Resistenz durch
TRAIL-MSC Uberwunden werden. Dagegen waren die Zelllinien HT29 und Colo320DM
sowohl gegenulber sTRAIL als auch gegeniiber TRAIL-MSC resistent. Die Resistenz von
Tumorzellen gegentber TRAIL kann durch Zytostatika in subapoptotischen Konzentrationen

durchbrochen werden (Marini et al. 2005). Exemplarisch sollte daher am Beispiel der Zelllinie
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HT29 untersucht werden, ob diese durch Koinkubation mit Zytostatika flir eine

Apoptoseinduktion durch TRAIL-MSC sensitiviert werden kann.

455 Sensitivierung TRAIL-MSC-resistenter CRC-Zellen durch Oxaliplatin in

subapoptotischer Dosierung

Die Untersuchungen zur Sensitivierung erforderten eine Inkubation von MSC/HT29-
Kokulturen mit Zytostatika. Eine relative Resistenz von WT-MSC gegeniber ausgewahlten
Zytostatika wurde bereits gezeigt (siehe 4.1.3) und war insbesondere flir Cisplatin
charakterisiert. Nicht bekannt war hingegen, ob MSC eine relative Resistenz gegenlber
Oxaliplatin besitzen, welches aufgrund seiner Relevanz bei der Behandlung des CRC
verwendet werden sollte. Weiterhin war nicht bekannt, welche Reaktion eine Zytostatika-
behandlung in TRAIL-MSC hervorrief.
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Abb. 4-27: Zytotoxizitdt von Cisplatin und Oxaliplatin in TRAIL-MSC und WT-MSC. Dargestellt sind die
Ergebnisse der SRB-Assays fir 24 h-Behandlungen mit Cisplatin (WT-MSC n =3, TRAIL-MSC n =6) und
Oxaliplatin (WT-MSC n = 4, TRAIL-MSC n = 5). MW % Stabw.

TRAIL-MSC zeigten im Vergleich zu WT-MSC in den Zytotoxizitatsassays kein verandertes
Ansprechen gegenuber Cisplatin sowie Oxaliplatin (Abb. 4-27) und waren somit unverandert
resistent gegenuber Cisplatin. Fir Oxaliplatin ergab sich fiir MSC eine IC90 von > 100 uyM
(Abb. 4-27). Die IC90 der CRC-Zelllinien HCT8 und HT29 betrugen fir Oxaliplatin 2 uM bzw.
28 uM (Tab. 8-3 im Anhang). Trotz der unterschiedlichen Behandlungsschemata - 24 h-
Behandlung von MSC vs. 96 h-Behandlung der CRC-Zelllinien - kann eine relative Resistenz
von MSC gegenlber Oxaliplatin postuliert werden. Aus diesen Erkenntnissen ableitend,
wurde fur die Untersuchungen zur Sensitivierung eine Konzentration von 3 yM Oxaliplatin
gewahlt, die sowohl fir HT29-Zellen als auch fir MSC eine subapoptotische Konzentration
darstellte. Zusatzlich lag diese Konzentration unterhalb der mit Oxaliplatin klinisch erreichten
Peak-Plasma-Spiegel (Levi et al. 2000).

In TRAIL-MSC/HT29-Kokulturen entstanden nach 24 h keine flotierenden Zellen (Abb. 4-28).
Bei Zusatz von 3 pM Oxaliplatin wurden in TRAIL-MSC/HT29-Kokulturen nach 24 h
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flotierende Zellen beobachtet. Wurde zusatzlich ein TRAIL-neutralisierender Antikorper

zugesetzt, entstanden keine flotierenden Zellen (Abb. 4-28).

HT29 + TRAIL-MSC

+ Oxaliplatin
+ Oxaliplatin + TRAIL-Antikorper

Abb. 4-28: Effekt von Oxaliplatin auf Kokulturen von TRAIL-MSC und HT29-Zellen. Kokulturen mit und ohne
Zusatz von 3 yM Oxaliplatin bzw. TRAIL-neutralisierendem Antikérper; Phasenkontrast, Vergréfierung 100-fach.
Dargestellt ist ein reprasentatives Beispiel von 3 unabhéangigen Versuchen.

Die unter Oxaliplatin entstandenen flotierenden Zellen in TRAIL-MSC/HT29-Kokulturen
zeigten eine Farbung mit Annexin V (Abb. 4-29A). In TRAIL-MSC/HT29-Kokulturen mit
Oxaliplatin-Zusatz wurde mittels Western Blot-Analyse eine Spaltung von PARP sowie von
Procaspase-8 und Procaspase-3 detektiert. Sowohl die Spaltung von PARP als auch die der
Procaspasen war in den flotierenden Zellen besonders ausgepragt (Abb. 4-29B). In WT-
MSC/HT29-Kokulturen mit Oxaliplatin-Zusatz wurde keine Spaltung von PARP und der
Procaspasen nachgewiesen (Abb. 4-29B), als Zeichen dafir, dass in Kokulturen mit WT-

MSC und Oxaliplatin-Zusatz keine Apoptose induziert wurde.
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Abb. 4-29: Analyse von Apoptoseinduktion in Kokulturen von TRAIL-MSC und HT29-Zellen mit Oxaliplatinzusatz.
(A) Farbung der flotierenden Zellen aus TRAIL-MSC/DsRed-HT29-Kokultur nach 48 h mit Annexin V-FITC; als
Kontrolle dienten separat kultivierte Annexin V-FITC-gefarbte DsRed-HT29-Zellen. Kombinierte Fluoreszenz-
histogramme. (B) Western Blot-Analyse nach 24 h Kokultur; Tubulin diente als Ladekontrolle. Die Pfeile
markieren die jeweiligen GroRenstandards in kDa. G - Gesamtlysat; fl - flotierende Zellen; [*] - Procaspase; [+] -
gespaltene Fragmente. Dargestellt ist jeweils ein reprasentatives Beispiel von 2 unabhangigen Versuchen.

TRAIL wurde nur in den Gesamtlysaten der TRAIL-MSC/HT29-Kokulturen detektiert, nicht
jedoch in den flotierenden Zellen oder in WT-MSC/HT29-Kokulturen (Abb. 4-29B). Das war



Ergebnisse 73

ein Zeichen dafir, dass keine Apoptose in TRAIL-MSC induziert wurde, sowie dass in WT-
MSC keine TRAIL-Expression durch kokultivierte CRC-Zellen oder Oxaliplatin induziert
wurde. Es wurde somit der Nachweis erbracht, dass HT29-Zellen durch Oxaliplatin in
subapoptotischer Konzentration fir TRAIL-induzierte Apoptose durch TRAIL-MSC
sensitiviert werden konnten.

Das Wachstumsverhalten von DsRed-HT29-Zellen in Kokultur mit TRAIL-MSC und WT-MSC
jeweils mit bzw. ohne Zusatz von 3 pM Oxaliplatin wurde Uber 72 h analog den Analysen bei
DLD1- und HCT8-Zellen (siehe 4.5.3 und 4.5.4) untersucht. Zuvor wurde nachgewiesen,
dass HT29-Zellen kein CD105 exprimierten (Abb. 8-8 im Anhang). Ohne Zusatz von
Oxaliplatin wurde in WT-MSC/DsRed-HT29-Kokulturen sowie in TRAIL-MSC/DsRed-HT29-
Kokulturen Uber den gesamten Versuchszeitraum eine nahezu identische Zunahme der
Gesamtzellzahl der adharenten Zellen sowie des Anteils DsRed* CD105 Zellen beobachtet.
Das war ein Anzeichen fir die Proliferation der HT29-Zellen in den Kokulturen. Nach 72 h
wurde in TRAIL-MSC/DsRed-HT29-Kokulturen ohne Zusatz von Oxaliplatin eine geringe
Zunahme der flotierenden Zellen beobachtet (Abb. 4-30).
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Abb. 4-30: Effekt von Oxaliplatin auf die Proliferation von DsRed-HT29-Zellen in Kokultur mit TRAIL-MSC und
WT-MSC. Zellzahlen nach 24 h, 48 h und 72 h; der Anteil DsRed” Zellen an der Gesamtzellzahl adharenter
Zellen ist als helle Saule dargestellt. MW + Stabw (n = 2).

In WT-MSC/DsRed-HT29-Kokulturen nahm unter Zusatz von Oxaliplatin bis 48 h die
Gesamtzellzahl der adhdrenten Zellen bei gleich bleibendem Anteil DsRed* CD105 Zellen
leicht zu, als Hinweis auf einen leichten Anstieg der HT29-Zellzahl. Nach 72 h wurde eine
Reduktion der Zahl der adharenten Zellen beobachtet, jedoch keine entsprechende
Zunahme der flotierenden Zellen. In TRAIL-MSC/DsRed-HT29-Kokulturen nahm unter
Zusatz von Oxaliplatin ab 24 h im Verlauf des Versuches die Gesamtzellzahl der adharenten
Zellen sowie der Anteil DsRed” CD105 HT29-Zellen ab. Das ging mit einer deutlichen
Zunahme der Anzahl der flotierenden Zellen ab 48 h einher (Abb. 4-30). Diese Ergebnisse
zeigen, dass Oxaliplatin in subapoptotischer Konzentration in TRAIL-MSC/DsRed-HT29-
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Kokulturen keinen Proliferationsarrest induzierte, sondern eine effektive Reduktion der HT29-
Zellpopulation durch Induktion von Apoptose bewirkte.

Es war somit gelungen, resistente HT29-Zellen durch Oxaliplatin in subapoptotischer
Konzentration fUr eine Apoptoseinduktion durch TRAIL-MSC zu sensitivieren. Im Folgenden
sollte der Effekt von TRAIL-MSC auf das Wachstum von CRC-Xenograften in vivo untersucht

werden.

45.6 Einfluss tumorintegrierter TRAIL-MSC auf das Tumorwachstum in subkutanen

CRC-Mischxenograften

Die Untersuchung zur In-vivo-Funktionalitdt von TRAIL-MSC wurde anhand subkutaner
Mischxenografte durchgefuihrt und erfolgte zunachst fur die sTRAIL-sensitive Zelllinie DLD1.
Es wurden Mischxenografte von DsRed-DLD1-Zellen und TRAIL-MSC bzw. GFP-MSC
etabliert, wobei der Anteil MSC an der gesamt applizierten Zellzahl 20 % betrug. Die
Tumorgrofe wurde durch In-vivo-Imaging der DsRed-Fluoreszenzintensitat bestimmt. Nach
einer Reduktion der Tumorgrofie aller Xenografte bis Tag 4, nahm das Wachstum der GFP-
MSC/DLD1-Mischxenografte zu, wahrend das Wachstum der TRAIL-MSC/DLD1-Misch-
xenografte reduziert war (Abb. 4-31A-C). Bei Versuchsende (Tag 16) war das Wachstum der
Mischxenografte mit TRAIL-MSC signifikant inhibiert im Vergleich zu Mischxenograften mit
mit GFP-MSC (p = 0,006).

Analog zu DLD1-Mischxenograften wurden als nachstes subkutane Mischxenografte der
sTRAIL-resistenten DsRed-HCT8-Zellen mit 20 % TRAIL-MSC bzw. WT-MSC generiert. Ein
In-vivo-Imaging der DsRed-Fluoreszenzintensitat zur Bestimmung der Tumorgrofe wurde
zwar durchgefuhrt, konnte jedoch aufgrund der ineffizienten Markierung der HCT8-Zellen nur
unzureichend ausgewertet werden. Die Auswertung erfolgte daher anhand der Gewichte der
praparierten Mischxenografte nach Tétung der Tiere. TRAIL-MSC/HCT8-Mischxenografte
hatten im Vergleich zu WT-MSC/HCT8-Mischxenograften ein signifikant niedrigeres Gewicht
(p = 0,014, n = 3) (Abb. 4-31D). Demnach inhibierten tumorintegrierte TRAIL-MSC nicht nur
das Tumorwachstum sTRAIL-sensitiver DLD1-Xenografte, sondern auch das Wachstum
sTRAIL-resistenter HCT8-Xenografte.
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Abb. 4-31: Beeinflussung des Tumorwachstums durch tumorintegrierte TRAIL-MSC. (A-C) In-vivo-Imaging
subkutaner GFP-MSC/DsRed-DLD1- bzw. TRAIL-MSC/DsRed-DLD1-Mischxenografte (Anteil tumorintegierter
MSC jeweils 20 %). (A) Graustufenaufnahmen einer Maus mit konstanter Belichtungszeit, reprasentative Auswahi
an Zeitpunkten. (B) Entsprechende Fluoreszenzaufnahmen mit automatischer Belichtungszeit.
(C) Quantifizierung der DsRed-Fluoreszenzintensitaten. MW + Stabw (n =3). * GFP-MSC vs. TRAIL-MSC
p = 0,006. (D) Tumorgewichte von WT-MSC/DsRed-HCT8- und TRAIL-MSC/DsRed-HCT8-Mischxenograften mit
einem Anteil tumorintegrierter MSC von jeweils 20 % nach Versuchsende (Tag 25); MW * Stabw (n = 3);
*p <0,014 vs. WT-MSC.

Tumorgewebeproben von Mischxenograften mit TRAIL-MSC wurden anschliellend mittels
immunhistochemischer Farbung auf Anzeichen fiir eine Apoptoseinduktion untersucht.
Hierfir fanden subkutane TRAIL-MSC/DLD1-Mischxenografte mit einem Anteil
tumorintegrierter MSC von 3 % Anwendung, da von Mischxenograften mit 20 % TRAIL-MSC
aufgrund des fehlenden Wachstums kein Material in ausreichender Menge fur histologische
Untersuchungen gewonnen werden konnte. Eine relevante Tumorgréf3e wurde nicht vor Tag
7 erreicht, so dass die Mischxenografte an Tag 9 prapariert wurden. Die
immunhistochemische Farbung erbrachte den Nachweis flir gespaltenes PARP innerhalb
des Tumors an angrenzenden stromalen Septen (Abb. 4-32), was auf eine Induktion von
Apoptose in DLD1-Zellen durch benachbarte TRAIL-MSC hindeutete.

Es wurde somit gezeigt, dass tumorintegrierte TRAIL-MSC das Tumorwachstum von CRC-
Xenograften inhibierten und dabei Apoptose induzierten. Ausgehend von der zuvor
beobachteten Integration systemisch applizierter MSC in Tumoren (Abb. 4-16), sollte der
Effekt i. v. transplantierter TRAIL-MSC auf das Wachstum von CRC-Xenograften untersucht

werden.
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Abb. 4-32: Induktion von Apoptose in TRAIL-MSC/DLD1-Mischxenograften. Anteil tumorintegierter MSC von 3 %;
Immunhistochemische Farbung mit anti-PARP-1; die Pfeile in den vergroRerten Bildausschnitten markieren den
Nachweis von gespaltenem PARP an stromalen Septen. Nachweis der Immunkomplexe mit DAB (braune
Farbung); Farbung der Zellkerne mit Hamatoxylin; VergréRerung 100-fach, Bildausschnitte 400-fach.

45.7 Effekt systemisch applizierter TRAIL-MSC auf das Wachstum subkutaner
CRC-Xenograften

Dil-markierte TRAIL-MSC (Dil-TRAIL-MSC) wurden wiederholt i. v. in die Schwanzvene von
Tieren mit subkutanen GFP-DLD1-Xenograften transplantiert. Als Negativkontrolle dienten
Tiere ohne MSC-Transplantation. Aufgrund der beobachteten Foérderung des
Tumorwachstums durch tumorintegriete MSC, konnte ein ahnlicher Effekt systemisch
applizierter MSC nicht ausgeschlossen werden. Daher dienten Tiere mit wiederholter
Transplantation Dil-markierter WT-MSC (Dil-WT-MSC) als Kontrolle. Die Tumorgréf3en
wurden durch In-vivo-Imaging der GFP-Fluoreszenzintensitat bestimmt. Sowohl die
Xenografte ohne Transplantation von MSC als auch die Xenografte nach Transplantation
von Dil-WT-MSC sowie Dil-TRAIL-MSC zeigten keine Unterschiede hinsichtlich des
Tumorwachstums (Abb. 4-33). Weder systemisch applizierte WT-MSC noch TRAIL-MSC

hatten in diesen Versuchen einen Einfluss auf das Tumorwachstum.
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Abb. 4-33: Wachstum von subkutanen GFP-DLD1-Xenograften nach wiederholter systemischer Injektion von
TRAIL-MSC. Die Xenografte wurden an Tag O generiert. Die Pfeile markieren jeweils eine i. v.-Applikation von
MSC. In-vivo-lImaging und Quantifizierung der GFP-Fluoreszenzintensitaten; MW + Stabw (WT-MSC n = 3;
TRAIL-MSC n = 3; Keine MSC n = 1).
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Es gab keine Anzeichen einer Toxizitat nach systemischer Transplantation von Dil-TRAIL-
MSC. Insbesondere wurde keine Gewichtsveranderung der Tiere beobachtet und die Tiere
zeigten keine Anderung ihres Sozialverhaltens. Die makroskopische Untersuchung der
Organe nach Tétung der Tiere zeigte keine Anzeichen von viszeralen Tumoren als Zeichen
einer moglichen malignen Transformation von TRAIL-MSC.

Im Ex-vivo-lImaging zeigten die praparierten Lungen der Tiere, denen Dil-WT-MSC bzw. Dil-
TRAIL-MSC transplantiert worden waren, im Vergleich zu Lungen der Tiere ohne MSC-
Transplantation ein deutliches Fluoreszenzsignal (Abb. 4-34A). Das deutete auf eine
Ansammlung der transplantierten Zellen im Lungengewebe hin. In den praparierten
subkutanen Xenograften aller Tiere wurde im Ex-vivo-Imaging kein Dil-Fluoreszenzsignal
detektiert.

AnschlieBend wurden Gefrierschnitte der Lungen und der subkutanen Xenografte
angefertigt. Die Lungen der Tiere mit Dil-MSC-Transplantation wiesen grofflachige rot
fluoreszierende Areale auf, welche den bereits vermuteten pulmonalen Tropismus der
transplantierten Dil-MSC bestatigten (Abb. 4-34B). In den zugehdrigen subkutanen CRC-
Xenograften dieser Tiere wurden wenige Dil-Fluoreszenzsignale detektiert (Abb. 4-34B).
Damit wurden die bereits erhoben Daten zur Tumorintegration systemisch transplantierter
MSC in subkutane CRC-Xenografte (siehe 4.4.1) bestatigt. Die Auszahlung der Zellkerne
dieser Bildauschnitte ergab flir MSC einen Anteil an den gesamten Zellen des Tumors von
etwa 0,3 % bis 0,4 %, so dass die Integration in subkutane Xenografte durch eine geringe

Effizienz gekennzeichnet war.
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Abb. 4-34: Analyse der Tumorintegration rot fluoreszierender Dil-MSC nach wiederholter systemischer Injektion.
(A) Ex-vivo-lmaging der entnommenen Lungen; links die Graustufenaufnahmen, rechts die entsprechenden
Fluoreszenzaufnahmen. (B) Gefrierschnitte der Lunge und des Tumors eines Tieres nach Injektion von Dil-
TRAIL-MSC; Farbung der Zellkerne mit DAPI (blau); Fluoreszenzmikroskopie, Vergréerung 400-fach.
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Diese Ergebnisse lieRen vermuten, dass die geringe Integration systemisch applizierter
TRAIL-MSC in subkutane DLD1-Xenografte auf deren pulmonalen Tropismus zuriick-
zufihren war. Weiterhin wurde angenommen, dass der fehlende Effekt systemisch
applizierter TRAIL-MSC auf das Tumorwachstum durch deren geringe Tumorintegration
erklart werden kann. Es sollte daher evaluiert werden, welche Menge an tumorintegrierten
TRAIL-MSC notwendig ist, um einen inhibitorischen Effekt auf das Tumorwachstum von

CRC-Xenograften auszutben.

45.8 Abhangigkeit der Wachstumsinhibierung vom Anteil tumorintegrierter TRAIL-
MSC in subkutanen CRC-Mischxenograften

Die Untersuchungen erfolgten mittels Mischxenograften mit unterschiedlichen MSC-Anteilen.
HierfGr wurden subkutane Mischxenografte von DsRed-DLD1-Zellen und TRAIL-MSC bzw.
Kontroll-MSC (WT-MSC oder GFP-MSC) mit folgenden MSC-Anteilen generiert: 20 % MSC,
10 % MSC, 3% MSC und 1% MSC. Aufgrund der bereits beobachteten Wachstums-
forderung durch WT-MSC dienten Xenografte ohne MSC als eigentliche Negativkontrolle.
Die TumorgréRen wurden durch In-vivo-Imaging der DsRed-Fluoreszenzintensitat bestimmt.
Zum Ende des Versuches (Tag 17) wurden deutlich differenzielle TumorgréRen beobachtet.
20 % TRAIL-MSC inhibierten das Wachstum der DLD1-Mischxenografte im Vergleich zu
20 % Kontroll-MSC signifikant um das 25-fache (p =0,005). Verglichen mit den
Negativkontrollen war die Tumorgrofle der TRAIL-MSC/DLD1-Mischxenografte mit 20 %
MSC 10-fach reduziert. Ein Anteil von 10 % TRAIL-MSC im Tumor inhibierte das
Tumorwachstum 3-fach verglichen mit 10 % Kontroll-MSC und 1,7-fach verglichen mit
Negativkontrollen ohne MSC. 3 % TRAIL-MSC fuhrten verglichen mit 3 % Kontroll-MSC zu
einer 1,5-fachen Inhibierung des Tumorwachstums, wahrend kein Unterschied hinsichtlich
des Wachstums der TRAIL-MSC/DLD1-Mischxenografte mit 3 % MSC und Negativkontrollen
beobachtet wurde. 1 % TRAIL-MSC ubten sowohl im Vergleich zu 1 % Kontroll-MSC als
auch im Vergleich zu Negativkontrollen keinen Effekt auf das Tumorwachstum der DLD1-
Xenografte aus (Abb. 4-35).

Demzufolge war die Wachstumsinhibierung der DLD1-Xenografte durch tumorintegrierte
TRAIL-MSC abhéangig von deren Anteil am Tumor. Ein Anteil von 3 % tumorintegrierter
TRAIL-MSC konnte lediglich den wachstumsférdernden Effekt von 3% Kontroll-MSC
neutralisieren. Es waren mindestens 10 % tumorintegrierte TRAIL-MSC notwendig, um das
Wachstum von DLD1-Xenograften im Vergleich zu Negativkontrollen ohne MSC zu

inhibieren.
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Abb. 4-35: Inhibierung des Wachstums von DLD1-Xenograften in Abhangigkeit von der Menge tumorintegrierter
TRAIL-MSC. Subkutane Kontroll-MSC/DsRed-DLD1- und TRAIL-MSC/DsRed-DLD1-Mischxenografte mit
unterschiedlichen MSC-Anteilen; als Kontrolle dienten subkutane DsRed-DLD1-Xenografte ohne MSC. In-vivo-
Imaging und Quantifizierung der DsRed-Fluoreszenzintensitaten; MW £ Stabw (20 % MSC n=9; 10 % MSC
n=6;3 % MSCn =6; 1% MSC n = 3; keine MSC n = 4). * TRAIL-MSC vs. Kontroll-MSC p = 0,005.
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5 DISKUSSION

51 Charakteristika von MSC bei Patienten mit malignen Erkrankungen

Der erste Abschnitt der vorliegenden Arbeit widmete sich der Frage, ob MSC fir potentielle
klinische Anwendungen aus dem KM von Patienten nach vorangegangener Chemotherapie
isoliert werden kénnen.

Es wurden CFU-F sowohl aus dem KM von Spendern nach vorangeganger Chemotherapie
als auch von Spendern ohne vorherige Medikation gewonnen. Die isolierten Zellen stellten
mit einem Anteil von 0,001 % an den gesamten KM-MNZ eine sehr kleine Zellpopulation
innerhalb des KM dar. Dies bestétigte die Beobachtungen anderer Autoren, die beschrieben,
dass MSC einen Anteil von 0,001 - 0,01 % an den KM-MNZ ausmachten (Pittenger et al.
1999). Die in der vorliegenden Arbeit ermittelte geringere mittlere Anzahl der CFU-F pro 10°
KM-MNZ nach vorangegangener Chemotherapie als auch die hohe Standardabweichung in
beiden Spendergruppen deuteten darauf hin, dass ein Einfluss der spezifischen Medikation
aber auch anderer Faktoren auf die Isolierbarkeit von CFU-F aus dem KM nicht
ausgeschlossen werden kann. Beide Spendergruppen wiesen Unterschiede hinsichtlich
klinischer Faktoren, z. B. Diagnose, Medikation oder Alter auf, die einen Einfluss auf die
Isolierbarkeit von CFU-F austben kénnen. Mdégliche weitere Einflisse auf die Anzahl der
isolierten CFU-F haben z. B. die Technik der Aspiration oder die Zeit von der KM-Punktion
bis zur Isolation der Zellen. Die beobachteten Unterschiede bezlglich der Kultivierungsdauer
der CFU-F bis zum Erreichen einer definierten Konfluenz innerhalb beider Spendergruppen
deuteten auf interindividuelle Unterschiede in den inititalen Wachstumskinetiken der
Praparationen verschiedener Spender hin. Auch die Faktoren, die dabei eine Rolle spielen,
sind bislang nicht bekannt. Trotz dieser Unterschiede belegen die prasentierten Daten, dass
CFU-F nach vorangegangener Chemotherapie isoliert werden kdnnen. Dies steht in Einklang
mit der Beobachtung, dass aus dem KM von Empfangern eines allogenen KM-
Transplantates auch nach Hoch-Dosis-Chemotherapie MSC isoliert werden konnten, die
vom Empfanger stammten (Rieger et al. 2005; Simmons et al. 1987; Spyridonidis et al.
2005).

Die isolierten Zellen wurden auf die laut Konsensus (Dominici et al. 2006) fir MSC
definierenden Eigenschaften Proliferationskapazitat, spezifisches Expressionsprofil von
Oberflachenantigenen und mesodermales Differenzierungspotential untersucht. Dabei
zeichneten sich keine Unterschiede zwischen MSC unbehandelter Spender und MSC nach
Chemotherapie ab. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu Arbeiten, die eine
quantitative und qualitative Schadigung von KM-Stromazellen oder MSC nach HSC-
Transplantation vermuten lassen (Banfi et al. 2001; Carlo-Stella et al. 1997; Devine et al.
2000; Domenech et al. 1998; Galotto et al. 1999). Hinsichtlich der Charakterisierung der
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isolierten Zellen konzentrierten sich die meisten dieser Studien auf den Einfluss von MSC auf
die Hamatopoese, wahrend die vorliegende Arbeit sich auf die Eigenschaften von MSC in
vitro bezieht. Einige Studien demonstrierten Veranderungen von MSC oder KM-Stromazellen
durch maligne Infiltrationen des KM (Corre et al. 2007; Huss et al. 2002) oder durch
verschiedene Erkrankungen (Murphy et al. 2002; Papadaki et al. 2002; Rodriguez et al.
1999). Weiterhin wurden in Studien Unterschiede zwischen MSC jlingerer und alterer
Spender (Nishida et al. 1999) dargelegt. Diese Veranderungen aufierten sich hauptsachlich
in einer verminderten Proliferationskapazitat sowie in einer Reduktion der Differenzierungs-
aktivitat, jedoch nicht in deren Verlust. Diese Studien zeigten, dass die Differenzierung in
einzelne Richtungen weniger ausgepragt war, als die Differenzierung in andere Richtungen
oder in Kontrollzellen. Auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Unterschiede im
Ausmald der adipogenen oder osteogenen Differenzierung beobachtet. Diese aulierten sich
einerseits in der Menge der Fetteinlagerungen und/oder der Kalziumhydroxylapatit-
ablagerungen und andererseits in der Dauer bis zum Sichtbarwerden der morphologischen
Differenzierungsanzeichen. Eine Quantifizierung der Differenzierung erfolgte in der hier
vorgelegten Arbeit jedoch nicht. Diese Unterschiede in den Differenzierungsaktivitaten traten
in beiden Spendergruppen auf und konnten nicht bestimmten Patientengruppen zugeordnet
werden. Allerdings erlaubte die geringe GroRe und die Inhomogenitat der fur diese Arbeit
verwendeten Spendergruppen keine multivariate Analyse. Demnach kann weder ein Einfluss
von Alter, Geschlecht oder Zeit seit letzter Chemotherapie, noch ein Einfluss anderer
Erkrankungen oder Medikationen auf die Eigenschaften der isolieten MSC vdllig
ausgeschlossen werden. Die vorliegende Arbeit zeigt jedoch, dass die MSC-definierenden
Charakteristika nicht betroffen sind. An dieser Stelle sollte in Betracht gezogen werden, dass
diese definierenden Kriterien MSC mdglicherweise nur unzureichend charakterisieren. Die
Auswahl definierender Kriterien mit groRerer Spezifitat ist jedoch problematisch, da sich
MSC in Abhangigkeit von ihrer Herkunft hinsichtlich spezifischer Charakteristika, z. B. der
Expression von Oberflachenantigenen unterscheiden kénnen (Battula et al. 2007).

Anhand der im Rahmen der vorliegenden Arbeit angefertigten Wachstumskinetiken wird
deutlich, dass MSC ein begrenztes Proliferationspotential besitzen und nach 9 bis 11
Passagen einen Proliferationsarrest eingehen. Bestatigt wird dies durch Beobachtungen,
dass MSC in vitro einer replikativen Seneszenz nach ca. 40 PD unterliegen (Wagner et al.
2008). MSC-Kulturen zeichnen sich durch eine Inhomogenitat hinsichtlich Form und GroRRe
der einzelnen Zellen innerhalb einer Kultur aus, fur die in anderen Arbeiten unterschiedliche
Proliferationsraten gezeigt wurden (Neuhuber et al. 2008). Gelegentlich wurden im Rahmen
der vorliegenden Arbeit in Kulturen osteogen differenzierter Zellen auch Areale adipogen
differenzierter Zellen beobachtet, was sich ebenfalls in der Expression von LPL nach

osteogener Differenzierung widerspiegelte. Weiterhin wurde z.T. die Expression von
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Osteocalcin in adipogen differenzierten Zellen nachgewiesen. Diese Beobachtungen lieRen
sich z. B. durch die Inhomogenitat der MSC-Kulturen erklaren.

Der fir MSC angegebene spezifische Immunphanotyp enthdlt kein unikates
Oberflachenantigen, vielmehr umfal3t er eine Kombination spezifischer positiver und
negativer Marker. Es wurden in den letzten Jahren neue Oberflachenantigene identifiziert,
die auf KM-MSC exprimiert werden, z. B. CD271 und MSCA-1 (Battula et al. 2007; Quirici et
al. 2002), jedoch handelt es sich auch bei diesen nicht um unikate Marker.

In der vorliegenden Arbeit konnten MSC nach vorangegangener Chemotherapie unter
Verwendung verschiedener Wachstumsmedien isoliert werden. Die resultierenden Zellen
waren hinsichtlich der analysierten Eigenschaften identisch. Andere Arbeiten zeigten im
Gegensatz dazu, dass die Zusammensetzung des Wachstumsmediums einen Einfluss auf
spezifische Eigenschaften von MSC hat (Wagner et al. 2006). Diese Diskepanz kann
einerseits dadurch erklart werden, dass die in der vorliegenden Arbeit analysierten und laut
Konsensus fur MSC definierenden Charakteristika, keine spezifischen Eigenschaften
darstellen. Andererseits kann die Ursache dieser Diskrepanz in der Verwendung FCS-
haltiger Wachstumsmedien liegen. Da die Zusammensetzung von FCS hinsichtlich einzelner
Wachstumsfaktoren und Proteine nicht definiert ist, resultiert der Zusatz von FCS per se in
einer Variabilitdt der Kultivierungsbedingungen. Fir spezifische Fragestellungen sollte daher
auf FCS-freie, definierte Medien zurlickgegriffen werden.

Die vorgelegten Daten zeigen, dass MSC von Spendern nach vorangegangener
Chemotherapie in ausreichender Zahl isoliert werden kénnen. Demnach stehen autologe
MSC fur potentielle klinische Anwendungen fur die Behandlung von Malignomen zur

Verfugung.

5.2 Resistenz von MSC gegeniber genotoxischer Schadigung

Die In-vitro-Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigten, dass MSC, verglichen mit
sensitiven TGCT-Zellen, resistent gegentber Zytostatika verschiedener Wirkmechanismen
sind. Cisplatin und Etoposid wurden exemplarisch als DNA-schadigende, Apoptose-
induzierende Substanzen mit verschiedenen Wirkmechanismen, Bildung von Platinaddukten
(Fuertes et al. 2003) bzw. Inhibierung der Topoisomerase Il (Kellner et al. 2002), gewahilt.
Vincristin wurde als Beispiel fiir ein Spindel-schadigendes Agenz verwendet (Gidding et al.
1999). Die Resistenz von MSC zeigte sich vor allem bei héheren, in sensitiven Zellen
Apoptose induzierenden Konzentrationen. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit einer
Studie, welche eine In-vitro-Resistenz von MSC fir verschiedene Zytostatika zeigte (Li et al.
2004). Die IC beider Arbeiten lassen sich aufgrund der verwendeten verschiedenen
Methoden nicht direkt vergleichen. Fir Vincristin zeigten beide Studien, dass eine

Dosiserhéhung ab 0,01 uM in keinen weiteren zytotoxischen Effekten resultiert. Diese
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Resistenz von MSC gegenliber genotoxischer Schadigung kann eine Grundlage fiir deren
lebenslange Persistenz im Organismus sein.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass MSC nach wiederholter Behandlung mit
Cisplatin oder Etoposid in klinisch relevanten Konzentrationen die MSC-definierenden
Eigenschaften beibehielten. Die weiteren Untersuchungen hinsichtlich der Resistenz von
MSC erfolgten hauptsachlich fur Cisplatin, da diese Substanz eine Relevanz fir klinische
Anwendungen besitzt und Uber einen klar definierten Wirkmechanismus verfugt.

Eine Grundlage der Resistenz vieler Tumorzelllinien gegenlber Cisplatin ist die reduzierte
intrazellulare Akkumulation der Substanz (Siddik 2003). Die Analyse des zellularen
Platingehaltes ergab nach Behandlung von MSC und sensitiven TGCT-Zellen mit Cisplatin in
aquimolaren Konzentrationen eine nahezu identische Platinakkumulation in MSC und TGCT-
Zellen. Es konnte demnach davon ausgegangen werden, dass die Resistenz von MSC
gegeniber Cisplatin nicht durch eine verminderte intrazellulare Akkumulation der Substanz
begriindet ist. Trotz des vergleichbaren zellularen Platingehaltes kann nicht unmittelbar auf
ein gleiches Ausmal® an DNA-Platinierung geschlossen werden, da mittels AAS nicht
zwischen der Platinierung von DNA, RNA und Proteinen oder auch ungebundenem Platin in
der Zelle unterschieden werden kann. Jedoch kann bei einer intrazellularen Akkumulation
von Platin von einer genotoxischen Schadigung dieser Zelle ausgegangen werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass MSC verglichen mit sensitiven TGCT-Zellen trotz
Hinweisen auf eine vergleichbare genotoxische Schadigung eine erhdhte apoptotische
Schwelle flir Cisplatin besitzen. Die Cisplatin-induzierte Apoptose war in MSC durch eine
fehlende Aktivitdt der Caspase-9 trotz Spaltung der Procaspase-9 gekennzeichnet. Die
Vermutung, dass diese fehlende Aktivitdt zur Resistenz von MSC beitragt, wird durch eine
andere Arbeit aus unserer Arbeitsgruppe gestutzt, die zeigt, dass eine fehlende Aktivierung
der Caspase-9 wesentlich zur Cisplatin-Resistenz einiger TGCT-Zellen beitragt (Mueller, T et
al. 2003). In MSC koénnte die fehlende Caspase-9-Aktivitat auf eine Suppression durch
spezifische Inhibitoren (Shiozaki et al. 2003) zurtickzufiihren sein. Ein anderer Grund kdnnte
in einer Sequestrierung der Caspase-9 liegen (Kottke et al. 2002). Dadurch ware die Aktivitat
der Caspase-9 mittels Caspaseassay unter Umstéanden nicht nachweisbar, wenn mittels
Triton-Lyse bestimmte Zellkompartimente nicht zuganglich waren. Durch diese
Mechanismen konnte eine Apoptoseinduktion via Caspase-9 nicht oder nur eingeschrankt
stattfinden.

Mechanismen einer Detoxifikation von Cisplatin in MSC wurden nicht analysiert, da die
weiteren in der vorliegenden Arbeit erhobenen Resultate hinsichtlich der Zellzyklusregulation
auf eine Reparatur der durch Cisplatin herbeigefihrten genotoxischen Schadigung

hindeuteten.
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5.3 Zellzyklusregulation von MSC als mdglicher Resistenzmechanismus

Die hier vorgelegten Daten zeigen, dass die durch Zytostatika in subapoptotischen
Konzentrationen induzierte genotoxische Schadigung in MSC in einer vermehrten
Expression von p53 resultierte. Diese subapoptotische Schadigung erfolgte durch
Behandlung mit Zytostatika in den 1C90 der sensitiven TGCT-Zellen. Die ebenfalls
beobachtete Induktion von p21 als Downstream-Signal von p53 deutete auf die Funktionalitat
des in MSC exprimierten p53 hin. p53 wird nach induzierter genotoxischer Schadigung eine
Schlusselposition in den Signalwegen von Apoptoseinduktion und Zellzyklusarrest zuteil
(Lundberg et al. 1999). Durch die p53-gesteuerte Signaltransduktion kénnen sowohl
Apoptose z. B. durch Aktivierung proapoptotischer und Inhibierung antiapoptotischer Gene
als auch ein Zellzyklusarrest, z. B. durch Induktion von p21 sowie inhibierte Expression von
Cyclin B und Cdk1 induziert werden (Yu, J et al. 2005). In der vorliegenden Arbeit war die
gesteigerte p53- und p21-Expression nach subapoptotischer Schadigung durch Cisplatin
bzw. Etoposid mit einem Zellzyklusarrest assoziiert, wobei flir beide Zytostatika ein
differentieller Arrest beobachtet wurde.

Die Inkubation von MSC mit Vincristin in subapoptotischer Konzentration flihrte ebenfalls zu
einer gesteigerten Expression von p53. Es wurde hierbei jedoch weder die Induktion von p21
noch die eines Zellzyklusarrestes beobachtet. Bekannt ist, dass die Behandlung mit
Vincristin zur Beeintrachtigung der Mikrotubuli, insbesondere der mitotischen Spindel fihrt
und somit in der Arretierung proliferierender Zellen in der Metaphase der Mitose resultiert
(Gidding et al. 1999). Demzufolge musste die Zellzyklusanalyse eine Akkumulation von
Zellen in der G2/M-Phase zeigen. In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch nach Behandlung
von MSC mit Vincristin keine Veranderung der Verteilung innerhalb der Zellzyklusphasen
beobachtet. In Kulturen von MSC befinden sich nur ca. 20 % der Zellen in der G2/M-Phase.
Somit stellen nur ein Finftel der Zellen ein direktes Ziel fur eine Vincristin-bedingte
Schadigung dar. Die verwendete Konzentration von 1 nM resultierte im SRB-Assay bei MSC
nur in einer Wachstumsinhibierung von 30 - 40 % gegentber den Kontrollen. Im Gegensatz
zu den Zellzyklusanalysen erfolgte beim SRB-Assay die Analyse erst 3 Tage nach
Behandlungsende. Darin kann eine Erklarung fiir diese beobachtete Diskrepanz - Inhibierung
im SRB-Assay und kein Arrest in der Zellzyklusanalyse - liegen. Eine Inhibierung des
Wachstums der behandelten Zellen kann durch eine uneingeschrankte Proliferation der
unbehandelten Kontrolle im SRB-Assay starker zur Geltung kommen als bei einer kiirzeren
Nachbeobachtung. Diese Inhibierung kann unter Umstanden in der Zellzyklusanalyse
unmittelbar nach Behandlungsende nicht detektierbar sein. Da eine weitere Erhohung der
Vincristin-Konzentration in der  Apoptoseinduktion ohne Veranderung der
Zellzyklusphasenverteilung resultierte, erfolgten keine weiteren Analysen nach Behandlung

mit  Vincristin. Als mdgliche weiterfihrende Schritte zur Untersuchung der
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Resistenzmechanismen in MSC gegenlber Vincristin waren eine langere Expositionszeit
oder eine langere Nachbeobachtung der behandelten Zellen zu nennen. Da eine Resistenz
gegeniiber Vinca-Alkaloiden durch ABC-Transporterproteine vermittelt werden kann (Gidding
et al. 1999), sollte deren Expression in MSC analysiert werden, um die Mechanismen der
Resistenz gegenulber Vincristin ndher zu beleuchten.

Fur die weiteren Analysen der Zellzyklusregulation wurde fir die Cisplatin-Behandlung eine
Konzentration von 2 yM verwendet, die wie die 1C90+gct im Bereich der klinisch erreichten
Plasmaspiegel lag (Hanada et al. 2001; Nagai et al. 1998). Fur die Etoposid-Behandlung
wurde eine Konzentration von 0,75 uM verwendet, die Gber der IC90tcct aber im Bereich der
klinisch erreichten Plasmaspiegel lag (Braybrooke et al. 2003).

Es wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass der beoachtete Zellzyklusarrest
in MSC nach subapoptotischer Schadigung temporar war. Die Rekonstitution der Prolife-
ration in MSC war gekennzeichnet durch eine urspriinglichen Verteilung der Zellzyklus-
phasen. Die Bestimmung des Zeitpunktes der Rekonstitution erfolgte anhand Morphologie
und Konfluenz der Zellen und unterlag somit durch den Begutachtenden beeinflussbaren
Kriterien. MSC zeigten nach Rekonstitution der Proliferation nach Zellzyklusarrest
unveranderte die MSC-definierenden Charakteristika. Das lieR die Vermutung zu, dass die
Fahigkeit von MSC zur Arretierung der Zellzyklusprogression als Reaktion auf genotoxische
Schadigung einerseits zum Erhalt des MSC-Charakters und andererseits zur Resistenz und
lebenslangen Persistenz von MSC im Organismus beitragt.

Der Schadigungs-assoziierte Zellzyklusarrest in MSC ging mit der verringerten Expression
von Cyclin B und Cdk1 einher, welche p53-gesteuert ist. Es wird somit postuliert, dass es
sich um einen p53-induzierten Zellzyklusarrest handelte. Die erhobenen Daten lassen die
Vermutung zu, dass die durch Cisplatin induzierte genotoxische Schadigung von MSC einen
Zellzyklusarrest am G2/M- sowie am G1/S- Kontrollpunkt zur Folge hatte, da der Anteil an
Zellen in der GO0/1-Phase trotz intermittierender S-Phasen-Akkumulation nahezu konstant
blieb. Diese Vermutung wird dadurch unterstitzt, dass p53 an der Arrettierung der
Zellzyklusprogression am G1/S- sowie am G2/M-Kontrollpunkt beteiligt ist. Es ist bekannt,
dass der Schadigungs-assoziierte Zellzyklusarrest am G1/S-Kontrollpunkt p53-abhangig ist.
Der Arrest am G2/M-Kontrollpunkt hingegen kann sowohl in Gegenwart als auch in
Abwesenheit von p53 induziert werden. p53 hat jedoch eine wesentliche Beteiligung an der
Aufrechterhaltung des G2/M-Arrestes (Bunz et al. 1998).

Die hier prasentierten Ergebnisse flhrten zu der Vermutung, dass in MSC der p53-
abhangigen G1/S-Kontrollpunkt aktiv ist. Undifferenzierte Embryonale Karzinomzellen und
murine Embryonale Stammzellen besitzen hingenen keinen G1/S-Kontrollpunkt. Aus diesem
Grund koénnen sie trotz Aktivierung von p53 keinen Zellzyklusarrest induzieren und sind

sensitiv gegeniber genotoxischer Schadigung (Aladjem et al. 1998). Somit kénnte der
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Resistenzgrad von Stammzellen gegentber genotoxischer Schadigung mit der Dauer ihrer
Persistenz sowie ihrer Relevanz fir die Genomintegritdit des gesamten Organismus
assoziiert sein. Die Funktion adulter Stammzellen im Organismus bliebe aufgrund der
Resistenz dieser Zellen erhalten, wahrend pluripotente Stammzellen, die Keimzellen

entwickeln kdnnen, eine hohe Sensitivitdt gegentber genotoxischer Schadigung zeigen.

5.4 Forderung des Tumorwachstums durch tumorintegrierte MSC

Die von anderen Autoren beschriebene Einwanderung von MSC in Tumoren konnte am
Beispiel von subkutanen DLD1-Xenograften bestatigt werden. Die Nahe der
tumorintegrieten MSC zu stromalen Elementen innerhalb der Xenografte legt eine
Beteiligung von MSC am Tumorstroma nahe. Das Tumorstroma ist wesentlich an Prozessen
wie Angiogenese, Tumorwachstum und Metastasierung beteiligt. Im Mischxenograft-Model
wurde in der vorliegenden Arbeit eine wachstumsférderne Wirkung von MSC auf DLD1-
Xenografte beobachtet, die abhangig vom Anteil der tumorintegrierten MSC war. Da nur
diese eine Zelllinie verwendet wurde, ist nicht gesichert, ob es sich hierbei um ein
reprasentatives Ergebnis oder um eine Zelllinien-spezifische Beobachtung handelt. Es
wurden jedoch bereits ahnliche Beobachtungen in verschiedenen Tumormodellen
beschrieben (Djouad et al. 2006; Karnoub et al. 2007; Ramasamy et al. 2007; Yu, JM et al.
2008). Auch spezifisch fir das CRC wurde eine Wachstumsforderung durch MSC gezeigt
(Zhu et al. 2006).

Wesentlich scheint hierbei die Beobachtung einer Differenzierung von MSC in Zellen mit
Eigenschaften von CAF (Jeon et al. 2008; Mishra et al. 2008). Es ist bekannt, dass
Tumorstroma zu einem wesentlichen Anteil aus CAF, vom Tumor aktivierten Fibroblasten,
besteht. Verglichen mit Fibroblasten aus nicht-neoplastischen Geweben férdern CAF das
Wachstum von Tumoren (Olumi et al. 1999; Orimo et al. 2005). CAF zeichnen sich vor allem
durch einen myofibroblastdren Phanotyp sowie die Expression des Chemokins SDF-1 aus,
welches fir die Interaktion von Tumorzellen und stromalen Fibroblasten von Bedeutung ist
(Orimo et al. 2005). Von welchem Zelltyp CAF abstammen ist unbekannt. Es wurde jedoch
gezeigt, dass sie dem KM entstammen kdnnen (Direkze et al. 2004).

Diese Daten legen die Vermutung nahe, dass MSC zu den Vorlauferzellen von CAF
gehodren, an der Ausbildung eines Tumor-Mikromileus beteiligt sein kénnten und einen
Proliferations-fordernden Effekt auf Tumorzellen ausiben kénnten. Diese Vermutung wird
z.B. durch die Beobachtung eines veranderten Genexpressionsprofils von MSC von
Patienten mit Multiplem Myelom im Vergleich zu MSC gesunder Spender gestutzt. Ein Teil
dieser differentiell exprimierten Gene scheint dabei in Zusammenhang mit der Ausbildung
eines Tumor-Mikromilieus zu stehen (Corre et al. 2007). Denkbar waren auch eine

Foérderung des Tumorwachstums durch eine MSC-vermittelte Reduktion der Apoptose in
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Tumorzellen (Yu, JM et al. 2008) oder eine Beteiligung tumorintegrierter MSC an der
Tumorangiogenese, da flir MSC eine endotheliale Differenzierung (Oswald et al. 2004) sowie
eine Anregung der Endothelien-Sprossung (Beckermann et al. 2008) gezeigt wurde.

Des Weiteren wurde beobachtet, dass MSC die Lymphozyteninfiltration in Mischxenograften
verringerten und so ein zeitigeres Anwachsen der Xenografte ermdglichten. Allerdings
wurden in jener Arbeit Tumorzellen und MSC im Verhaltnis 1:1 gemischt (Djouad et al.
2006). Dieser hohe Anteil an MSC ist nur unter der Annahme des Modells einer
prametastatischen Nische (Psaila et al. 2009) physiologisch. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde beobachtet, dass die wachstumsférdernde Wirkung mit der Menge an
tumorintegrierten MSC korreliert. Dies kénnte mit der These der Verringerung der
Lymphozyteninfiltration in Einklang stehen. Aufgrund der ambivalenten Datenlage
hinsichtlich des Effektes tumorintegrierter MSC auf das Tumorwachstum im Tiermodell, ist
fur deren therapeutische Anwendung ein genaueres Verstandnis der involvierten
Mechanismen notwendig.

Im hier verwendeten Tumormodell war ein MSC-Anteil am Tumor von mehr als 3 %
notwendig, um einen relevanten wachstumsférdernden Effekt auszuiben. Dieser Anteil MSC
am Tumor konnte physiologisch auch unter Annahme des Modells der sekundaren
Einwanderung erreicht werden. Diese Vermutung wird durch die Beobachtung der
Einwanderung von dem KM entstammenden Stromazellen zu einem Anteil von 10 % in das
Tumorstroma humaner CRC-Xenografte gestitzt. Da das Tumorstroma in jener Studie etwa
17 % des Tumors ausmachte, ergab sich fir KM-Stromazellen ein Anteil von 1,7 % am
Gesamttumor (Sangai et al. 2005).

Die Tumorintegration systemisch applizierter MSC scheint abhangig vom verwendeten
Modell zu sein. Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Tumorintegration im subkutanen
Modell war durch eine geringe Effizienz gekennzeichnet. Diese war vermutlich auf den
pulmonalen Tropismus der transplantierten Zellen zurlckzuflhren. Unterstitzt wird dies
durch Arbeiten, die einen pulmonalen Tropismus fir systemisch applizierte humane MSC
beschrieben (Barbash et al. 2003; Bentzon et al. 2005; Hakkarainen et al. 2007; Kidd et al.
2009). Dieser Tropismus systemisch transplantierter MSC scheint mechanisch Uber die
GroRe von MSC oder durch Zell-Zell-Interaktion aufgrund ihrer Fahigkeit zur Adh&sion
vermittelt zu sein. Humane MSC in Suspension sind ca. 2- bis 3-mal grofier als Granulozyten
(Koc et al. 2000) und kénnten aufgrund ihrer GréRe in den Kapilaren der Lunge embolisieren
(Lee et al. 2009). Daflir spricht z. B., dass durch Applikation eines Vasodilatators vor
Transplantation der pulmonale Tropismus von MSC reduziert wurde (Gao et al. 2001).
Aufgrund ihrer Adharenz kdonnten MSC auch spezifisch an Fibronektin-reiche endotheliale
Bereiche in vivo adharieren. Erste weiterflihrende Versuche in unserer Arbeitsgruppe

bezlglich dieser Problematik ergaben, dass mittels transgenem Fluoreszenzprotein
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markierte MSC einen geringeren pulmonalen Tropismus zeigten als mit dem
fluoreszierenden Membranfarbstoff Dil markierte MSC. Ein Grund hierfir kénnte in der
Einlagerung des Farbstoffes in die Zellmembran liegen, wodurch die Adhasionsfahigkeit der

Zellen modifiziert sein konnte.

55 MSC als Vehikel einer Tumortherapie

Far die vorliegende Arbeit wurde TRAIL als Faktor mit Anti-Tumor-Aktivitat zur transgenen
Expression in MSC gewahlt. TRAIL verspricht aufgrund der selektiven Toxizitat fur viele
maligne Zellen eine geringe systemische Toxizitat. Im gewahlten Tumormodel wurde eine
differentielle Sensitivitdt gegenlber TRAIL in einem Panel von 9 CRC-Zelllinien beobachtet.
MSC waren resistent gegenliber TRAIL, in Ubereinstimmung mit der Resistenz nicht-
maligner Zellen fir TRAIL-induzierte Apoptose. Speziell fir MSC wurde dies durch eine
aktuell publizierte Studie bestatigt (Szegezdi et al. 2008). Die gewahlte Konzentration von
100 ng/ml entsprach nur etwa 0,1 - 1 % der Konzentration, welche in klinischen Studien mit
rekombinantem TRAIL (Ling et al. 2006) erreicht wurde. Sie war jedoch vergleichbar mit den
Konzentrationen, welche in anderen In-vitro-Studien verwendet wurden (Ashkenazi et al.
1999; Galligan et al. 2005). In jenen Arbeiten wurde darlUberhinaus gezeigt, dass eine
weitere Erhdhung der Konzentration in keinem veranderten Ansprechen der Zellen in vitro
resultierte. Es konnte demnach davon ausgegangen werden, dass das Ansprechen auf eine
Behandlung mit 100 ng/ml sTRAIL fir 24 h den Status der TRAIL-Sensitivitat in vitro im
gewahlten Tumormodell reprasentierte.

Lentivirale Transduktionssysteme zeichnen sich durch hohe Transduktionseffizienz,
insbesondere durch Integration in das Genom von Zielzellen unabhangig von deren
Proliferation und stabile Transgenexpression aus (Zhang et al. 2002). Das hier verwendete
lentivirale System basiert auf dem Transfervektor pFUGW mit selbst-inaktivierender 3'-LTR
und einem Verpackungssystem der 3. Generation (Lois et al. 2002). Obwohl die hier
vorliegende Arbeit den Nachweis der Funktionalitdt des Systems - TRAIL als Anti-Tumor-
Gen, das CRC als Tumormodell und MSC als therapeutisches Vehikel - erbringen soll und
nicht direkt auf eine klinische Anwendung abzielt, wurde ein virales System gewahlt, welches
aus klinischer Sicht einen Grofteil der Sicherheitsanforderungen an lentivirale Vektoren
erfullte (Neschadim et al. 2007). Aktuell wurde eine neue Generation von Lentiviren flr
therapeutische Anwendungen zur Erhdhung deren Sicherheit entwickelt (Neschadim et al.
2007). Diese viralen Vektoren enthalten neben dem therapeutischen Transgen einen
molekularen ,safety switch“. Dazu gehéren die Einfihrung eines Suizidgens, z. B. der
humanen Thymidylat-Monophosphat-Kinase, welche die Aktivierung des Prodrugs Zidovudin
in die zytotoxische Form katalysiert (Sato et al. 2007) sowie die transgene Expression

spezifischer Zelloberflachenantigene, die eine Eliminierung der Zellen mittels eines
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Antikorpers erlauben (Ramsubir et al. 2007). Mit diesen Methoden kann im Falle einer
malignen Transformation der transduzierten Zellen deren selektive Eliminierung
gewahrleistet werden. Das Risiko einer Insertionsmutagenese wird dadurch jedoch nicht
verringert. In Hinblick auf eine klinische Anwendung transgener MSC sollten Alternativen
erwogen werden, die dieses Risiko nahezu ausschliefen.

Als alternative Methoden der Generierung transgener MSC sind z. B. die Transduktion
mittels adenoviraler Vektoren sowie die Verwendung von Nanopartikeln zu nennen.
Adenovirale Vektoren erlauben eine effiziente Transduktion unabhéngig von der Teilung der
Zielzellen und integrieren nicht in das Zielzellgenom, wodurch kein Risiko einer Insertions-
mutagenese besteht (Lundstrom 2003; Schaffer et al. 2008). Ein Verlust der Wirkung der
transplantierten transgenen MSC aufgrund der transienten Transgenexpression kdénnte
durch wiederholte Transplantation ausgeglichen werden. Eine vielversprechende
Entwicklung aus dem Bereich der Nanotechnologie stellen Nanopartikel - artifizielle Viren -
dar (Mastrobattista et al. 2006). Artifizielle Viren sind synthetische Gentransferpartikel, die im
Aufbau viralen Vektoren ahneln (Lim et al. 2008) und eine Effizienz und Zielzellspezifitat,
kombiniert mit biologischer Sicherheit versprechen. Sie besitzen ein geringes immunogenes
Risiko und integrieren nicht in das Zielzellgenom (Mastrobattista et al. 2006). Die
Transfektion bakterieller Plasmide stellt auf der Grundlage der eigenen Vorarbeiten, sowie
der Daten anderer Arbeitsgruppen (Haleem-Smith et al. 2005) speziell fir MSC derzeit
aufgrund der geringen Transfektionseffizienz keine Alternative dar.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass MSC nach lentiviraler Transduktion TRAIL
stabil unter Beibehalt der MSC-definierenden Eigenschaften, ohne Apoptoseinduktion und
ohne Anzeichen einer malignen Transformation exprimierten. Die beobachtete reduzierte
TRAIL-Expression in MSC spater Passagen schien nicht funktionell relevant zu sein, da die
funktionellen Analysen, In-vitro-Kokulturen sowie In-vivo-Versuche, fast ausschlieRlich mit
TRAIL-MSC spater Passagen durchgefiihrt wurden. Die Ergebnisse der Kokulturen legten
nahe, dass der direkte Zell-Zell-Kontakt von CRC-Zellen und TRAIL-MSC flr eine Apoptose-
induktion notwendig war. Fir einen therapeutischen Einsatz von TRAIL-MSC ware somit
deren Proliferation notwendig, um nach Apoptoseinduktion in den benachbarten Tumorzellen
mit den Ubrigen Tumorzellen in Kontakt zu bleiben. Dass die Proliferation von MSC nach
Tumorintegration méglich ist, wurde bereits in anderen Studien bestatigt (Hung et al. 2005).
Nach Abschluss der experimentellen Arbeiten zur vorliegenden Dissertation wurden Studien
speziell zu TRAIL-transgenen MSC veréffentlicht, die deren Potential zur Behandlung von
Malignomen darstellen (Kim et al. 2008; Loebinger et al. 2009; Mohr et al. 2008; Yang, B et
al. 2009). Das Interesse anderer Arbeitsgruppen hinsichtlich MSC als therapeutische Vehikel
und TRAIL als Transgen unterstreicht somit die Relevanz der hier vorgelegten Ergebnisse.

Im Unterschied zu den anderen Arbeiten, die vorliegende Dissertation eingeschlossen, in
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denen es sich um transmembranares TRAIL handelte, wurden in einer Arbeit adenoviral
transgene MSC generiert, welche trimeres TRAIL sezernierten (Kim et al. 2008). Diese
sezernierte Form konnte im therapeutischen Einsatz einen groReren Wirkungsradius
erzielen, da in diesem Modell der Zell-Zell-Kontakt von MSC und Tumorzellen fir eine
Apoptoseinduktion nicht essentiell ist.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass TRAIL-MSC in ausgewahlten
TRAIL-resistenten CRC-Zelllinien Apoptose induzierten. Die TRAIL-Resistenz dieser
Zelllinien wurde durch Arbeiten anderer Autoren bestatigt (Tillman et al. 2003; Yoshida et al.
2008). Grinde flir eine Apoptoseinduktion in TRAIL-resistenten Zellen durch TRAIL-MSC
kdnnten z. B. in der Bildung oligomerer Formen des transgenen TRAIL liegen. So ist z. B.
bekannt, dass einige Zellen resistent gegenlber trimerem TRAIL, jedoch sensitiv gegenuber
hoher-wertigen oligomerer Formen von TRAIL sind (LeBlanc et al. 2003). An dieser Stelle
ware es interessant zu untersuchen, ob die von MSC sezernierte Form von TRAIL (Kim et al.
2008) zur Induktion von Apoptose in diesen TRAIL-resistenten CRC-Zelllinien fihrt.

In Kokulturen mit HCT8-Zellen wurde durch TRAIL-MSC verglichen mit WT-MSC eine
Reduktion der CRC-Population erreicht, jedoch keine Reduktion der initial eingesetzten
CRC-Zellzahl. Nach anfanglicher Reduktion wurde ein geringer Anstieg der CRC-Zellzahl
beobachtet. Dies steht jedoch nicht im Widerspruch zu der beobachteten Uberwindung der
TRAIL-Resistenz in HCT8-Zellen durch TRAIL-MSC. Der flir eine Apoptoseinduktion durch
TRAIL-MSC erforderliche Zell-Zell-Kontakt kam nur am Rand einer CRC-Kolonie zustande.
Dadurch wurden die CRC-Zellen innerhalb der Kolonien nicht an der Proliferation gehindert.
Vermutlich aufgrund der Proliferationsrate der HCT8-Zellen innerhalb dieser Kolonien zeigte
sich in der Gesamtpopulation ein leichter Anstieg des CRC-Anteils, da fur HCT8-Zellen
verglichen mit DLD1-Zellen im gleichen Zeitraum eine hdhere Proliferationsrate beobachtet
wurde.

In der vorliegenden Arbeit wurde die sowohl TRAIL-resistente als auch TRAIL-MSC-
resistente Zelllinie HT29 durch Inkubation mit Oxaliplatin in subapoptotischer Konzentration
fur durch TRAIL-MSC induzierte Apoptose sensitiviert. Die dabei beobachtete fehlende
Proliferation ohne adaquate Entstehung flotierender Zellen in Kokulturen mit WT-MSC unter
Zusatz von Oxaliplatin deutet auf einen Oxaliplatin-induzierten Zellzyklusarrest hin (Voland et
al. 2006). Die gewahlte Konzentration von 3 uM lag unter dem mit Oxaliplatin erreichten
Peak-Plasmaspiegel von 6 uM (Levi et al. 2000) und kann daher als reprasentativ flr eine
niedrigdosierte Chemotherapie angesehen werden.

MSC mit transgener Expression von Faktoren mit Anti-Tumor-Aktivitdt besitzen das
Potential, einen starken inhibitorischen Effekt auf Tumoren im Tiermodell auszutiben. Ein
solcher Effekt wurde sowohl nach i.v. Transplantation transgener MSC in orthotopen
(Studeny et al. 2002; 2004) und subkutanen Modellen (Kucerova et al. 2007) als auch in
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Mischxenograften (Studeny et al. 2002) und nach intratumoraler Injektion (Kim et al. 2008;
Mohr et al. 2008) beobachtet. In der vorliegenden Arbeit wurden Mischxenografte fiir erste
Untersuchungen der In-vivo-Aktivitat transgener MSC verwendet. Mischxenografte kénnen
einfach generiert und gut beobachtet werden, ein Nachteil stellt jedoch die artifizielle
Lokalisation dar. Intratumorale Injektionen wurden nicht in Betracht gezogen, da die Injektion
eine mechanische Beschadigung darstellt, durch die das Ergebnis nicht-reproduzierbar
beeinflusst werden kann. In der vorliegenden Studie wurde eine Inhibierung des
Tumorwachstums von Mischxenograften der TRAIL-sensitiven Zelllinie DLD1 sowie der
TRAIL-resistenten HCT8 durch TRAIL-MSC beobachtet. Somit wurde die in vitro
beobachtete Uberwindung der TRAIL-Resistenz von HCT8-Zellen durch TRAIL-MSC in vivo
bestatigt. Die Wachstumsinhibierung war vom Anteil der tumorintegrierten TRAIL-MSC
abhangig. Der Nachweis von Apoptose innerhalb etablierter Xenografte legte nahe, dass
Apoptoseinduktion eine Rolle bei der Wachstumsinhibierung spielte. Bestatigt wurden diese
Ergebnisse durch Beobachtungen einer Inhibierung des Tumorwachstums durch
tumorintegrierte TRAIL-transgene MSC im Modell subkutaner Mischxenografte (Loebinger et
al. 2009).

Der in der vorliegenden Arbeit beobachtete fehlende Effekt systemischer applizierter TRAIL-
MSC auf das Tumorwachstum war vermutlich auf deren geringe Tumorintegration
zurtckzufiihren. Der Anteil tumorintegrierter MSC nach systemischer Applikation betrug
weniger als 0,5 %. Das entsprach weniger als einem Sechstel des in Mischxenograften fir
eine Inhibierung des Tumorwachstums nétigen Anteils an tumorintegrierten TRAIL-MSC.
Subkutane Xenografte sind méglicherweise ein ungiinstiges Modell flr die Untersuchung der
Einwanderung systemisch applizierter MSC. Im Gegensatz dazu stehen jedoch
Beobachtungen anderer Autoren, die eine Tumorintegration (Karnoub et al. 2007; Khakoo et
al. 2006; Kucerova et al. 2007) sowie eine Proliferation (Hung et al. 2005) systemisch
applizierter MSC in subkutanen Tumoren gezeigt haben.

Wie bereits in Abschnitt 5.4 diskutiert, war die geringe Tumorintegration vermutlich auf den
pulmonalen Tropismus der systemisch applizierten MSC zurtickzufiihren. In vielen Studien,
in denen ein Anti-Tumor-Effekt transgener MSC nach systemischer Applikation beschrieben
wurde, wurden pulmonale Tumormodelle verwendet (Kanehira et al. 2007; Loebinger et al.
2009; Stoff-Khalili et al. 2007; Studeny et al. 2004). Der beobachtete pulmonale Tropismus
der applizierten MSC koénnte den verstarkten Anti-Tumor-Effekt in  pulmonalen
Tumormodellen im Vergleich zu subkutanen Tumormodellen erklaren. Trotz pulmonalem
Tropismus zeigen systemisch applizierte MSC eine funktionelle Integration in pulmonale
Xenografte, d. h. die Migration aus dem Lungenparenchym in Tumoren (Studeny et al.
2002). Fraglich ist jedoch, ob diese Integration ohne pulmonalen Tropismus der i.v.

applizierten Zellen mit einer solchen Effizienz erfolgen wiirde.
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Trotz des pulmonalen Tropsimus i.v. applizierter TRAIL-MSC zeigten die Tiere keine
Anzeichen einer Toxizitat der transplantierten Zellen. Somit scheinen im Versuchstier keine
Nebenwirkungen aufzutreten. Da es sich jedoch um immundefiziente Tiere handelte, ist eine
Aussage bezuglich potentieller Nebenwirkungen im Menschen nur eingeschrankt maoglich.
Méglicherweise ist die bei Mausen beobachtete pulmonale Ansammlung von systemisch
applizierten MSC im Menschen nicht relevant, was auch die beobachteten klinischen Effekte
bei Patienten nach systemischer Transplantation nativer MSC (Christopeit et al. 2008;
Horwitz et al. 2002; Koc et al. 2002; Lazarus et al. 2005; Le Blanc et al. 2008) vermuten
lassen.

Far weitere Untersuchungen hinsichtlich der Anwendbarkeit TRAIL-transgener MSC mul}
zunachst die Einwanderung der transplantierten Zellen in Tumoren verbessert werden.
Mogliche Ansatze bestehen in der Modulation der Migrationskapazitdt von MSC. Durch
Veranderung der Oberflachenantigenexpression von MSC ist es bereits gelungen deren
Einwanderung in Knochen zu erhéhen (Sackstein et al. 2008). Eine andere Mdglichkeit stellt
die Vorbehandlung der Zellen in vitro dar; eine vermehrte Migration wurde nach
Vorbehandlung von MSC mit TNFa beobachtet (Ponte et al. 2007). Einen weitereren Ansatz
stellt die Modulation der Zytokin-Expression des Tumors dar. Bestrahlung oder
Chemotherapie in niedrigen Dosen filhren zu einer Schadigung des Tumors, die in einer
Ausschittung von Chemokinen resultiert, ahnlich der einer Entzindung, und zur
Rekrutierung diverser Zellen fuhrt. Speziell fir MSC wurde deren verstarkte Integration in
Tumoren nach Bestrahlung der Tumoren belegt (Klopp et al. 2007).

Sollte trotz Optimierungsversuchen die Einwanderung systemisch applizierter MSC in
subkutane Xenografte unzureichend sein, sollte auf orthotope oder intraperitoneale
Tumormodelle zurtickgegriffen werden. Insbesondere deren Dokumentation stellt sich jedoch
schwieriger dar, als die subkutaner Modelle. Pulmonale Tumormodelle sollten, wie bereits
diskutiert, kritisch betrachtet werden.

Es wurde somit bestatigt, dass es moglich ist, transgene MSC als Therapievehikel in
Kombination mit TRAIL als Faktor mit Anti-Tumor-Aktivitat zur Behandlung des CRC zu
verwenden. Weiterhin wurde bestatigt, dass die Tumorintegration systemisch transplantierter
MSC zu den kritischen Faktoren gehért und ausgehend von den generierten Daten
momentan den limitierenden Faktor dieser Form der Therapie darstellt. Aus diesem Grund ist

die Wirksamkeit dieser Tumortherapie vorerst kritisch zu betrachten.
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6 AUSBLICK

In der vorliegenden Arbeit wurde kein Einfluss von Erkrankungen und Medikationen auf die
Isolierbarkeit von CFU-F aus dem KM evaluiert. Ein Grund hierfir liegt vermutlich darin, dass
anhand der erhobenen Daten keine Multivarianzanalyse moglich war. Wahrend der Arbeiten
an der vorliegenden Dissertation wurden in der Arbeitsgruppe ca. 400 MSC-Praparationen
durchgefihrt. Eine Analyse deren Spenderdaten kdnnte Aufschluss Uber Einflisse diverser
Faktoren auf die Isolierbarkeit von CFU-F geben.

Die erhobenen Daten lassen den Erhalt der definierenden Charakteristika von MSC nach
genotoxischer Schadigung durch Induktion eines z. T. p53-abhangigen Zellzyklusarrestes
vermuten. Eine Manipulation der Zellzyklusregulation zur Inhibierung dieses Arrestes kdnnte
Aufschluss Uber Mechanismen des Erhaltes des MSC-Charakters geben und kénnte durch
Repression von p53 oder CKI oder durch Uberexpression von Cdk erfolgen. Weitere
Einblicke in die Zellzyklusregulation von MSC versprechen ein weiteres Verstandnis der
Biologie und der Resistenz von Stammzellen und bieten einen Ansatz zur Ex-vivo-
Mobilisierung von MSC aus dem Organsimus

Um die klinische Anwendung von TRAIL-MSC weiter zu evaluieren, missen u. a. folgende
Aspekte optimiert bzw. untersucht werden: das Risiko der Insertionsmutagenese durch
Integration viraler Sequenzen in das Genom der Vehikelzellen, die Tumorintegration der
systemisch transplantierten MSC sowie die Existenz TRAIL-MSC-resistenter Tumorzellen.
Trotz des nur geringen Risikos einer Insertionsmutagenese durch lentivirale Vektoren, sollten
fur eine klinische Anwendung alternative Methoden der genetischen Modifikation erwogen
werden. Alternativ sollten die adenovirale Transduktion von MSC und perspektivisch
insbesondere die genetische Modifikation mittels artifizieller Viren etabliert werden.
Aussagen Uber den Effekt systemisch transplantierter TRAIL-MSC auf das Tumorwachstum
konnten anhand der generierten Daten aufgrund der unzureichenden Integration in
subkutane Tumoren nur begrenzt getroffen werden. Eine effizientere Integration kdnnte
durch die In-vitro-Vorbehandlung von MSC oder die Vorbehandlung der Tumoren, z. B.
mittels niedrigdosierter Chemotherapie erreicht werden. Zum jetzigen Zeitpunkt ist davon
auszugehen, dass geeignetere Tumormodelle, z.B. orthotope Xenografte fir
Untersuchungen zur Tumorintegration systemisch applizierter MSC etabliert werden mussen.
Im Rahmen der vorgelegten Arbeit wurde in vitro eine Sensitivierung TRAIL-MSC-resistenter
CRC-Zellen durch subapopotische Konzentrationen Oxaliplatin fir TRAIL-induzierte
Apoptose durch TRAIL-MSC gezeigt. Wesentlich erscheint die Etablierung eines solchen
Modells in vivo, welches eine Kombinationtherapie von TRAIL-MSC-Transplantation und

paralleler Chemotherpie simuliert.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

MSC von Spendern nach vorangegangener Chemotherapie waren zu Beginn der Arbeiten
an der vorliegenden Dissertation wenig charakterisiert. Die verfugbaren Daten deuteten auf
eine Resistenz von MSC gegenuber Schadigungen im Organismus hin, die beteiligten
Mechanismen waren jedoch unbekannt. Die Fahigkeit von MSC in maligne Tumoren zu
integrieren eroffnete die Moglichkeit einer Tumortherapie durch tumorintegrierende MSC mit
transgener Expression antineoplastischer Faktoren. Im Vordergrund der vorliegenden Arbeit
stand zunachst die Isolierung und Charakterisierung von MSC aus dem Knochenmark bei
Patienten nach vorangegangener Chemotherapie. Die postulierte Resistenz von MSC
gegenlber Zytostatika in vitro sollte charakterisiert und mégliche Resistenzmechanismen
identifiziert werden. Weiterhin sollte der Nachweis einer Integration systemisch applizierter
MSC in humane CRC-Xenografte erfolgen. Einen fiinften Schwerpunkt stellte die
Untersuchung des Potentials transgener MSC als mogliche Vehikel einer Tumortherapie am
Beispiel des proapoptotischen Faktors TRAIL und des CRC dar.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass MSC aus dem Knochenmark von
Patienten nach vorangegangener Chemotherapie isoliert werden konnten. Diese Zellen
zeigten die MSC-definierenden Charakteristika und unterschieden sich in diesen nicht von
MSC gesunder Spender. Somit stehen autologe MSC fiir potentielle klinische Anwendungen
in Chemotherapie-behandelten Patienten zur Verfligung.

MSC zeigten eine Resistenz gegeniber genotoxischer Schadigung durch Zytostatika
unterschiedlicher Wirkmechanismen. Anhand eines In-vitro-Modells der genotoxischen
Schadigung wurde belegt, dass MSC die definierenden Eigenschaften nach Schadigung
durch Cisplatin und Etoposid beibehielten. MSC zeigten im Vergleich zu sensitiven Tumor-
zellen trotz ahnlicher Platinakkumulation eine erhdhte apoptotische Schwelle fir Cisplatin-
induzierte Apoptose, die durch eine fehlende Caspase-9-Aktivitat gekennzeichnet war.
Subapoptotische Konzentrationen der Zytostatika Cisplatin und Etoposid induzierten in MSC
einen p53-assoziierten temporaren Zellzyklusarrest. MSC behielten nach diesem temporaren
Zellzyklusarrest ihre definierenden Charakteristika bei. Der Schadigungs-assoziierte
Zellzyklusarrest war durch eine gesteigerte Expression von p21 sowie eine reduzierte
Expression von Cyclin B und Cdk1 gekennzeichnet. Somit steht die Zytostatika-Resistenz
von MSC mit der Induktion eines temporaren Zellzyklusarrestes in Zusammenhang, der
vermutlich zum Erhalt ihrer definierenden Charakteristika beitragt.

MSC wanderten nach systemischer Transplantation in praformierte subkutane CRC-
Xenografte ein und waren somit fur die Verwendung als therapeutische Vehikel einer
Tumortherapie geeignet. Es zeigte sich jedoch, dass native tumorintegrierte MSC das

Tumorwachstum in Abhangigkeit inres Anteils am Tumor unterstitzten.
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In einem Panel von 9 CRC-Zelllinien wurde eine differentielle Sensitivitat fir TRAIL gezeigt,
wahrend MSC resistent gegeniber TRAIL waren. TRAIL war somit ein geeigneter
proapoptotischer Faktor fiir die transgene Expression in MSC. TRAIL-MSC wurden mit Hilfe
eines lentiviralen Konstruktes der 3. Generation unter Beibehalt der MSC-definierenden
Charakteristika generiert. Sie zeichneten sich durch eine stabile Expression von
transmembranarem TRAIL ohne maligne Transformation aus. TRAIL-MSC induzierten
sowohl in TRAIL-sensitiven als auch in ausgewahlten TRAIL-resistenten CRC-Zellen bei
direktem Zell-Zell-Kontakt Apoptose. Die TRAIL-MSC-resistente Zelllinie HT29 konnte durch
Koinkubation mit subapoptotischer Konzentration Oxaliplatin fur TRAIL-induzierte Apoptose
durch TRAIL-MSC sensitiviert werden. Im Mischxenograftmodell wurde durch TRAIL-MSC
eine Wachstumsinhibierung TRAIL-sensitiver CRC-Xenografte in Abhangigkeit des Anteils
tumorintegrierter TRAIL-MSC sowie eine Wachstuminhibierung TRAIL-resistenter CRC-
Xenografte beobachtet. Der fehlende Effekt systemisch applizierter TRAIL-MSC auf das
Wachstum subkutaner CRC-Xenografte war vermutlich auf deren geringe Tumorintegration
zuruckzufiihren. Diese geringe Integration schien mit einem pulmonalen Tropismus der
applizierten TRAIL-MSC in Zusammenhang zu stehen.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden erstmalig die systematische Untersuchung der
Isolierbarkeit und Charakterisierung von MSC bei Patienten nach Chemotherapie sowie die
Kombination von MSC als Therapievehikel und lentiviral transduziertem TRAIL als Anti-
Tumor-Gen als Behandlungsoption fir das CRC im Rahmen einer MSC-basierenden

Tumortherapie publiziert.
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9 ANHANG

Tabellen

Tab. 8-1: Charakteristika der Spender ohne vorangegangene Chemotherapie (n = 16)

¢omwo A MeSeERmans cheme e
48 m 70 k (Monoklonale Gammopathie) k k 9

56 w 31 k (ITP in Schwangerschaft) k k 27

57 w 59 k (Anamie, Eisenmangel) k k 8

61 w 33 k (Anamie, Eisenmangel) k k 48

68 m 62 k (allogener Spender) k k 10

82 m 74 k (Monoklonale Gammopathie) k k 5

88 w 38 k (Polyklonale Gammopathie k k 6

nach Infektion)

104 w 65 k (allogener Spender) k k 4

40 m 19 Sarkom k k 14

46 m 37 Hodgkin-Lymphom k k 5

64 m 63 Adenokarzinom k k 25

69 w 58 NHL k k 5

72 m 24 NHL k k 5

75 m 65 NHL k k 4

77 m 75 Adenokarzinom k k 22

95 m 25 Adenokarzinom k k 15
MW + Stabw 49,9 + 19,6 13,3+12,0

# - Laufende Nummer der Praparation nach Anonymisierung

@ Nach zytologischen und histologischen Kriterien bestimmt

Abkirzungen: ITP - Idiopathische thrombozytopenische Purpura, k - keine, m - mannlich, NHL - Non-Hodgkin-
Lymphom, w - weiblich
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Tab. 8-2: Charakteristika der Spender mit vorangegangener Chemotherapie (n = 17)

Chemotherapie Maligne CFU-F
a KM-Infil-  pro 10°
tration®  KM-MNZ

Maligne

# miw Alter Erkrankung

Behandlung terx

42 m 29 ALL S-CTx (Vincristin, Cytarabin, 1,8 ALL 4
Cyclophosphamid, Teniposid,
Methotrexat, Asparaginase,
Mercaptopurin, Doxorubicin,
Thioguanin), TBI, allogene
PBSCT

47 m 27 ALL S-CTx (Vincristin, Cytarabin, 11,8 ALL 17
Cyclophosphamid, Teniposid,
Methotrexat, Asparaginase,
Mercaptopurin, Doxorubicin,
Thioguanin)

50 m 46 SCLC S-CTx (Carboplatin, Etoposid) 0,8 k 14

52 m 44 Haarzell- S-CTx (Cladribin) 0,9 Haarzell- 0
Leukamie Leukamie

54 w 64 MM HD-CTx (Idarubicin, Ifosfa- 7,9 Myelom 15
mid, Etoposid, Epirubicin,
Melphalan)

55 m 61 MM S-CTx (Idarubicin, Melphalan) 13 Myelom 1

58 m 23 NHL S-CTx (Vincristin, Cytarabin, 1 k 8
Cyclophosphamid, Etoposid,
Doxorubicin, Methotrexat,
Ifosfamid, Teniposid)

62 w 64 CML S-CTx (Hydroxyurea, 4 CML 7
Idarubicin)

63 m 23 ALL S-CTx (Vincristin, Cytarabin, 13 ALL 12
Cyclophosphamid, Mercapto-
purin, Methotrexat, Asparagi-
nase, Doxorubicin, Teniposid,
Thioguanin)

65 m 38 NHL S-CTx (Vincristin, Cytarabin, 29 NHL 2
Etoposid, Cyclophosphamid,
Doxorubicin, Carmustin,
Melphalan)

67 w 47 NHL HD-CTx (Vincristin, Etoposid, 3,6 NHL 7
Cytarabin, Carmustin, Cyclo-
phosphamid, Doxorubicin,
Melphalan), TBI

76 m 65 ALL S-CTx (Vincristin, Cytarabin, 0,7 ALL 3
Methotrexat, Asparaginase,
Doxorubicin, Teniposid)

78 m 72 NHL S-CTx (Vincristin, Cyclophos- 1,1 NHL 16
phamid, Doxorubicin)
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Tab. 8-2 (Fortsetzung)

Chemotherapie Maligne CFU-F
Maligne a KM-Infil-  pro 10°
W Iy A Erkrankung Beheme fung terx tration®  KM-MNZ
86 m 38 NHL S-CTx (Vincristin, Cyclophos- 12,5 k 2
phamid, Doxorubicin,)
87 m 65 MM HD-CTx (Ifosfamid, Etoposid, 1 Myelom 1
Epirubicin, Idarubicin,
Melphalan)
90 m 18 AML S-CTx (Idarubicin, Cytarabin) 0,4 AML 4
92 m 32 NHL S-CTx (Vincristin, Cyclophos- 0,4 NHL 6
phamid, Doxorubicin,)
MW + 445+ 17,8 6,177 70+£57

Stabw

# - Laufende Nummer der Praparation nach Anonymisierung

@ Zeit seit letzter Chemotherapie in Monaten

® Nach zytologischen und histologischen Kriterien bestimmt

Abklrzungen: ALL - akute lymphatische Leukdmie, AML - akute myeloische Leukamie, CML - chronische
myeloische Leukdmie, HD-CTx - Hochdosis-Chemotherapie mit autologer peripherer Blutstammzellt-
ransplantation, k- keine, m-mannlich, MM - multiples Myelom, NHL - Non-Hodgkin-Lymphom, PBSCT -
periphere Blutstammzelltransplantation, SCLC - kleinzelliges Bronchialkarzinom, S-CTx - Standard-Chemo-
therapie mit mindestens einer Applikation der entsprechenden Medikamente, tcrx - Zeit seit letzter Chemo-
therapie, TBI - Ganzkdrperbestrahlung, w - weiblich

Tab. 8-3: CRC-Zelllinien, IC90 fir 96 h-Behandlung mit Oxaliplatin; TRAIL-Status geman
Abschnitt 4.5.1; p53-Status aus (Soussi 2007)

Zelllinie IC90 (Oxaliplatin) TRAIL-Status p53-Status
Colo205 2 uM sensitiv mutiert (umstritten)
Colo320DM 15 uM resistent mutiert
DLD1 37 uM sensitiv mutiert
HCT8 2 uM resistent WT
HCT15 10 uM sensitiv mutiert (umstritten)
HCT116 1uM sensitiv WT
HT29 28 uM resistent mutiert
SW48 1 uM sensitiv mutiert

SW480 30 uM resistent mutiert
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Abb. 8-1: Wachstumskinetik von MSC fiir den SRB-Assay. Die einzelnen Kurven reprasentieren das Wachstum
von MSC lber die gesamte Versuchsdauer fiir die jeweils eingesetzte Zellzahl pro Loch einer 96-Loch-
Mikrotiterplatte; MW (n = 4).
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" CD11c = CD13 4, copte | &, cpi3 «{ CDMlc |+ CD13
:uvk - 5] a WM4 % Mz i} 4 g 0 ] 02 5 a i-j\‘hz i ] j 0 4] ] i) a
] cD14 a{ CD29 {1 cp14 |z, cp29 J cp1a | cp29
«{ cD34 s CD44 4 coa |, coa <] cp3a | cDas
«| CD45 s, CD105 = cpas | cpios i CD45 | . D105
: 0 ol 02 i) 2] M-MA a % Mz 03 a % o ] ) k] A i-u ol 2 ) a j 0 ol 02 i) 2]
s] HLADR | CD16js/l\ s HLADR | 2, cD1es ¢+ HLADR | «f CD166
B

4 x Cisplatin

4 x Etoposid

Abb. 8-2: Charakterisierung von MSC nach genotoxischer Behandlung (4 x Cisplatin und 4 x Etoposid) in vitro.
(A) Durchflusszytometrische Analyse von MSC-UKM einer Praparation vor (unbehandelte Kontrolle) und nach
Behandlung; dargestellt sind die kombinierten Fluoreszenzhistogramme von Isotypkontrolle (weif3) und
spezifischem FITC- oder PE-konjugiertem Antikorper (grau). (B) Differenzierungsinduktion; MSC-UKM wurden
72 h nach Ende des Behandlungszyklus mit Wachstumsmedium (u), adipogenem (a) und osteogenem (0)
Differenzierungsmedium kultiviert und anschlieRend mit Ol Rot bzw. Alizarin S gefarbt. Phasenkontrast,
VergroRRerung 100-fach. Dargestellt ist jeweils ein reprasentatives Beispiel von 4 unabhangigen Versuchen.
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Abb. 8-3: Zellzyklusverteilung in MSC nach genotoxischer Schadigung durch 24 h-Behandlung mit 2 uM Cisplatin
bzw. 0,75 uM Etoposid. Der Behandlungsstart wurde als Tag O festgelegt. Verteilung der Zellen innerhalb der
Zellzyklusphasen bezogen auf 100 %. Dargestellt ist jeweils ein reprasentatives Beispiel von 2 unabhéngigen
Versuchen. K - unbehandelte Kontrolle.
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Abb. 8-4: Proliferation von MSC verschiedener Praparationen nach Zellzyklusarrest durch genotoxische
Schadigung. Wachstumskinetiken; Start der jeweiligen Behandlung zum Zeitpunkt Tag 0.
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A Cisplatin Etoposid
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Abb. 8-5: MSC-definierende Eigenschaften nach Rekonstitution der Proliferation nach Zellzyklusarrest durch
Behandlung mit Cisplatin bzw. Etoposid in subapoptotischen Konzentrationen. (A) Durchflusszytometrische
Analyse nach d(R); kombinierte Fluoreszenzhistogramme von Isotypkontrolle (weill) und spezifischem FITC- oder
PE- konjugiertem Antikérper (grau). (B) Differenzierungsinduktion nach d(R); die Zellen wurden in
Wachstumsmedium (u), adipogenem (a) und osteogenem (o) Differenzierungsmedium kultiviert und anschlieRend
mit Ol Rot bzw. Alizarin S gefarbt. Phasenkontrast, VergroRerung 100-fach. Dargestellt ist jeweils ein
reprasentatives Beispiel von mindestens 3 unabhéngigen Versuchen.
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A Phasenkontrast Fluoreszenz
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Abb. 8-6: Charakteristika lentiviraler GFP-MSC. (A) MSC der 2. Passage 48 h nach Transduktion;
Phasenkontrast und entsprechende Fluoreszenzaufnahme, VergréoRerung 100-fach. (B) Durchflusszytometrische
Analyse von GFP-MSC; kombinierte Fluoreszenzhistogramme von Isotypkontrolle (weiR3) und spezifischem PE-
oder PerCP-konjugiertem Antikérper (grau). (C und D) Differenzierungsinduktion; GFP-MSC der 7. Passage
wurden in Wachstumsmedium (u), adipogenem (a) und osteogenem (o) Differenzierungsmedium kultiviert.
(C) Phasenkontrast und entsprechende Fluoreszenzaufnahme der nativen Zellen; Vergroflerung 100-fach.
(D) Farbung mit Ol Rot bzw. Alizarin S; Phasenkontrast, VergréRerung 100-fach. Dargestellt ist jeweils ein
reprasentatives Beispiel von mindestens 3 unabhéngigen Versuchen.
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Abb. 8-7: Resistenz von MSC gegenuber TRAIL-induzierter Apoptose. (A) MSC in Wachstumsmedium und mit
Zusatz von 100 ng/ml sTRAIL fir 24 h; Phasenkontrast, VergrofRerung 100-fach. (B) Die Zellzahlen von MSC
nach 24 h-Behandlung mit 100 ng/ml sTRAIL (sTRAIL-24 h) sowie der unbehandelte Kontrolle (Kontrolle-24 h)
wurden in Bezug auf die Zellzahl zu Beginn der Behandlung (Kontrolle-0 h) dargestellt. MW + Stabw von 4
unabhangigen Versuchen. (C) Farbung von WT-MSC und TRAIL-MSC (Passage 9) mit Annexin V-FITC.
Dargestellt ist ein reprasentatives Beispiel von 2 unabhangigen Versuchen.
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Abb. 8-8: Expression von CD105 der verwendeten CRC-Zelllinien. Durchflusszytometrische Analyse; kombinierte
Fluoreszenzhistogramme von Isotypkontrolle (weil3) und FITC-konjugiertem anti-CD105 (grau).
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