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Vorwort

Fiar das Verstandnis der multifaktoriellen Zusammenhange bei Fragen nach
der Tumorentwicklung sind in vitro Studien an Tumorzellinien ein
unentbehrliches Instrument. An der Universitatsfrauenklinik Dusseldorf
wurde klrzlich eine neue Vulvakarzinomzellinie etabliert. In der vorliegenden
Arbeit werden neben den Stammzellen V 1 und V2 die Klone E 6 und C 7 Il
untersucht. Das Vulvakarzinom macht etwa 5% aller weiblichen
Genitalkarzinome aus. Dazu kommen seine  Prakanzerosen, die
vulvaren intraepithelialen Neoplasien

( VIN ). Neben den herkébmmlichen Therapieansatzen der VIN und des
Vulvakarzinoms ( Exision / Vulvektomie / Radiatio ), erscheint bei dem
wachsenden Wissen um die immunologischen Zusammenhange, auch die
Anwendung von korpereigenen  Substanzen vielversprechend. Fur die
Zytokinbehandlung mit Interferonen bestehen bereits anerkannte
onkologische Indikationen in der Hamatologie. In der Therapie solider
Tumoren hat sich die Anwendung von Interferonen bisher nicht im gleichen
Malde etabliert. Das Wissen um die Interferonwirkungen auf Tumorzellen ist
daher zu vertiefen.

Am Beispiel der neu etablierten Vulvakarzinomzellinie  werden
unterschiedliche Interferoneffekte untersucht. Hierbei ist insbesondere von
Interesse, inwiefern Interferone zur Tumorzellmodifikation im Sinne einer

Redifferenzierung beitragen kénnen.

Zunachst wird das Wachstumsverhalten unserer Zellinie unter der Zugabe

von Interferon - o beschrieben. Des weiteren wird die Exprimierung der
Differenzierungsmarker Zytokeratin 7, 18, 19 untersucht. Zusatzlich wurde
ein Antikorper gegen Panzytokeratin getestet. Ferner wird auch die

Exprimierung des Epidermal Growth Faktors und des Proteins 53 nach



Zusatz von Interferon - a beobachtet. In einem weiteren Verfahren wird der

Einfluld von Interferon o und Interferon y auf die Exprimierung der
Genprodukte des Haupthistokompatibilititskomplexes untersucht.

Ziel dieser Untersuchung ist es praklinische Daten zu sammeln, die dazu
beitragen koénnen, die Therapiemoglichkeiten der  VIN und des
Vulvakarzinoms zu erweitern. Als eine dieser neueren therapeutischen
Optionen ware zum Beispiel eine individuelle Behandlung mit Interferon
denkbar.
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1. Einleitung

1.1 Die Zellkultur

Geschichte der Zellkulturtechnik

Erste Entwicklungen in der Gewebekulturtechnik gehen auf Experimente
von Roux ( 44 ) im Jahre 1885 zuruck, dem es gelang die Medullar - Scheibe
eines HUhnerembryos flr einige Tage in warmer Salzlésung zu erhalten.
1903 untersuchte Jolly ( 29 ) Salamander Zellen, die er in einem ,hangenden
Tropfen® Gber einen Monat kultivieren konnte.

Dennoch war es zu dieser Zeit schwierig reproduzierbare Ergebnisse zu
erzielen. Die damaligen Kulturmedien waren noch unzulanglich. Auch konnte
zunachst nicht geklart werden, ob sich in den beobachteten Geweben
lediglich der Zelltod verlangsamte. Das Experiment von Ross Harrison 1907
( 25 ) bewies, dass es tatsachlich zu einem Fortleben gesunder Zellen
gekommen war: er hatte dazu Gewebsteilchen aus dem Mark von
Froschembryonen in Froschlymphe explaniert. Die Nervenzellen Uberlebten
nicht nur einige Wochen, es sprossen auch Axone aus .

Ein weiteres Problem der damaligen Gewebekultivierung war die
Kontamination durch Bakterien. Mit dem Wissen um die Prinzipien der
Asepsis und nicht zuletzt auch mit der Entwicklung der Antibiotika 1alt sich
heute eine Kontamination vermeiden. Alex Carrel gelang es jedoch schon
vor der Ara der Antibiotika eine Zellinie allein unter Beachtung der Asepsis
ganze 34 Jahre zu kultivieren ( 15).

Von Beginn an war es auch ein Ziel, die einzelnen fur das Weiterleben der
Zellen notwendigen Komponenten der Kulturmedien ausfindig zu machen.
Wiederum war es Carrel, der den wachstumsfordernden Effekt

von Embryonalextrakten auf bestimmte Zellen entdeckte. Anstelle von
Lymphe erfolgte wenig spater der Einsatz von Plasma durch Burrows ( 11).
Zunehmend gelang es, zunachst durch eine mechanische
Behandlung, isolierte Zellen zu gewinnen, anstatt Gewebeexplanate zu

kultivieren.



Insbesondere Dulbecco ( 20 ) ist zu erwahnen, der 1954 mit Hilfe
proteolytischer Enzyme Einzelzellen aus Gewebeverbanden isolierte. Damit

erfolgte der Ubergang von der Gewebekultur zur Zellkultur.

Begriffsdefinitionen

Eine Zellkultur unterscheidet sich von einer Gewebekultur durch das
Vorliegen von Einzelzellen bei Beginn der Kultivierung. Zellkulturen lassen
sich in Primérkulturen und Zellinien einteilen. Dabei handelt es sich bei der
Primarkultur um Zellen, die unmittelbar aus einem Organismus entnommen
und in vitro kultiviert wurden. Aus dieser Primarkultur konnen wiederum
Subkulturen ( Passagen ) angelegt werden.

Definitionsgemald wird die erste Subkultivierung aus einer Primarkultur als
Zellinie bezeichnet. Eine sogenannte etablierte Zellinie lalkt sich dann in
vitro auf Dauer subkultivieren. Der Terminus Zellstamm bezieht sich auf
eine Zellpopulation die, von einer Primarkultur oder Zellinie abstammend,
ganz spezifische Merkmale aufweist. Die Charakteristika einer
Zellpopulation, wie z.B. das Wachstum und die Differenzierung, stehen in
einem engen Zusammenhang mit den Bedingungen ihrer Kultivierung. So gilt
allgemein, dass Zellen im Verlauf einer langeren Kultivierung
entdifferenzieren kénnen. Um die Ergebnisse unterschiedlicher in — vitro
Studien zu beurteilen, ist daher eine prazise und einheitliche Nomenklatur
geboten. Zu diesem Zweck hat das Komitee flir Nomenklatur der

Gewebekultur- Terminologie eine verbindliche Definition erarbeitet.



Kultivierung der Vulvakarzinomzellinie

Die neu etablierte Vulvakarzinomzellinie stammt von dem Tumorexplanat
einer 73 jahrigen Patientin der Universitatsfrauenklinik Dusseldorf.
(histopathologische  Diagnose:  gut  differenziertes,  verhornendes

Plattenepithelkarzinom )

Die Kultivierung der Vulvakarzinomzellen erfolgte unter sterilen
Bedingungen bei 37°C mit 5% CO 2 — Zusatz in Gewebekulturflaschen
unter Zugabe der Medien RPMI und DMEM. Die beim regelmaRigen
Mediumwechsel anfallenden Uberstande wurden ebenfalls kultiviert. Der
serumhaltige Zusatz

( fetales Kélberserum ) im Medium wurde schrittweise durch das
vollsynthetische Medium Basalmedium Supplement ( BMS ) ersetzt, da
Serumbestandteile oft Inhibitoren enthalten, die einen Effekt auf das
Zellwachstum austiben kénnen. Aufgrund dieses Nachteils wird stets die
serumfreie Kultivierung angestrebt.

Aus einer Einzelzellsuspension der Stammzellen V 1 und V 2 wurden
verschiedene Klone etabliert. Dieses erfolgte nach dem Verfahren der
Reihenverdinnung auf einer 96 - Loch Mikrotiterplatte mit der Absicht
einzeln wachsende Zellen innerhalb eines Wells zu erhalten. Die davon
jeweils ausgehenden Zellinien wurden nach der Lokalisation der
ursprunglichen Einzelzelle auf der Mikrotiterplatte benannt. In der
vorliegenden Arbeit wurden neben den Stammzellen V 1 und V2 die Klone
E 6 und C 7 Il untersucht.

Die Beibehaltung der malignen Eigenschaften der Vulvakarzinomzellinie -
auch in vitro Langzeitkultur - konnte im Tierversuch demonstriert werden.
Dazu erfolgte die Implantation einzelner Klone unterhalb der Nierenkapsel
der Maus. Es wuchsen hier Tumoren heran, die histologisch einem gut

differenzierten verhornendnen Plattenepithelkarzinom entsprachen (47 ).



1.2 Tumorimmunologische Grundlagen

Immunreaktion auf Tumoren

Bosartige Tumoren sind Neubildungen, die durch einen unterschiedlich
ausgepragtem Verlust ihrer urspringlichen Differenzierung zugunsten ihres
Expansionsverhaltens charakterisiert sind. Die maligne transformierte Zelle
verliert die Fahigkeit der Apoptose, also des programmierten Zelltodes und
ist damit nicht mehr den Gesetzen der Wachstumskontrolle unterworfen.
Das Immunsystem verfugt Uber Abwehrmechanismen, die eine Tumorzelle
identifizieren und ein Tumorwachstum verhindern oder einschranken
konnen. Burnet und Thomas ( 10 ) postulierten in den 70er Jahren die
Theorie von der Immunsurveillance nach der nur die transformierten Zellen,
die der stdndigen =zelluldren und humoralen Uberwachung des
Immunsystems entgangen sind, zu Malignomen fuhren. Besonders
zellulare, zytotoxische Reaktionen sind dafiur entscheidend, kdnnen aber
nicht allein verantwortlich sein, da bekanntlich die Malignominzidenz bei
Menschen mit zellularen Immundefekten lediglich in Bezug auf Lymphome
erhoht ist.  Viele Reaktionen auf neoplastische Zellen sind inzwischen
bekannt. Bisher kann aber kein allgemeingultiger Mechanismus beschrieben

werden.

Tumor - escape - Mechanismen

Obwohl das Immunsystem Uber zellulare und humorale Abwehrmethoden
gegen Krebszellen verflgt, ist nur zu deutlich, dass eine Aktivierung oft
nicht stattfindet. Tumorzellen verfigen Uber Eigenschaften, die es ihnen
ermdglichen, der Immunabwehr zu entgehen ( Tumor - escape ). Die
wichtigsten Grinde fir ein Versagen der Tumorliberwachung sollen kurz

umrissen werden:



Bedeutung der MHC Exprimierung fiir die Immunogenitét der Tumorzellen

Einige Tumoren verfugen uber gar keine immunogenen Peptide, andere
exprimieren normale Membrankomponenten in lediglich inadaquater Dichte.
Tumorantigene auf transformierten Zellen umfassen die Exprimierung von
tumorspezifischen Oberflachenantigenen ( TSSA ), tumorassozierten Anti-
genen ( TAA ), embryonalen und individual- spezifischen Antigenen.
Dennoch provozieren diese Oberflachendeterminanten haufig keine
Immunantwort:

Wie gezeigt werden konnte, werden Veranderungen in der Exprimierung des
MHC — Komplexes ( main histocompatibility complex ) an Tumorzellen nicht
selten beobachtet ( 40 ). Eine verminderte oder fehlende Expression von
MHC -Klasse — | - Molekulen umgeht die Effektormechanismen der Klasse - |
restringierten zytotoxischen T-Zellen ( CD8+ ). Die Immunogenitat einer
Tumorzelle ist nicht allein von der Art ihres spezifischen Antigens
abhangig, sondern auch von der Anwesenheit von HLA - Molekilen auf ihrer
Oberflache. Eine mangelhafte Prasentation der Tumorantigene durch Fehlen
der antigenprasentierenden Oberflachenmolekile ( MHC ) flhrt also dazu,
dass diese fur zytotoxische T- Lymphozyten praktisch unsichtbar sind.

MHC - Klasse - Il - Molekile werden auf den wenigsten menschlichen
Krebszellen gefunden, so dass eine Aktivierung tumorspezifischer T -
Helferzellen ( CD4+ ) ebenfalls ausbleibt.

Zu dem Selektionsvorteil nicht immunogener Tumorzellen, kommt die
Tatsache der genetischen Instabilitdt einer transformierten Zelle. Selbst
wenn eine Immunantwort ausgeldst wird, konnen Zellklone mit neuen
antigenen Eigenschaften entstehen, die wiederum der Immunabwehr

entgehen.



Blockierung von Aktivierungsmechanismen durch den Tumor
Aktiv vom Tumor sezernierte Zytokine supprimieren die zellulare Abwehr.
Der transformierende Wachstumsfaktor B ( TGF- ), der in Zellkulturen

entdeckt wurde, ist ein Beispiel.

Genetisch bedingte und erworbene Immundefekte

Angeborene und erworbene Defekte der =zelluldren Immunitat
pradisponieren zu Malignomen. Die Ursachen hierfir sind Infektionen
( HIV ), iatrogene Induktion ( Immunsuppressiva, Radiatio ) und die sehr
seltenen primaren Defekte ( Wiskott-Aldrich Syndrom, Ataxia Tele-
angiectatica ).



1.3. Zytokine

Zytokine sind eine heterogene Gruppe von Proteinen, die als Mediatoren der
zellvermittelten Immunitat sowie bei unspezifischen Entziindungsreaktionen
wirken.

Sie werden von Leukozyten und verschiedenen anderen Korperzellen
gebildet. Unterschiedliche Zelltypen bilden haufig das gleiche Zytokin.
Ebenfalls wirkt oft das gleiche Zytokin auf verschiedene Kdérperzellen. Die
Sekretion erfolgt als Reaktion auf einen entzindlichen oder antigenen

Stimulus.

Die Wirkung ist in der Regel nicht systemisch sondern lokal begrenzt
(autokrin und parakrin ) was sie von den Hormonen unterscheidet.

Wie diese binden aber auch Zytokine hochspezifisch und mit einer hohen
Affinitdt an Rezeptoren. Daraus ergibt sich, dass bereits minimale
Zytokinkonzentrationen eine biologische Aktivitat besitzen. Die Bildung des
Zytokin-Rezeptorkomplexes bedeutet flir den Zellkern das Signal zur

Transkription neuer Gene.

Zytokine beeinflussen die Wirkung und die Synthese anderer Zytokine.
Dieses geschieht oft im Sinne einer positiven Ruckkopplung. Einige Zytokine
wirken synergistisch. In diesem Zusammenhang hat sich der Begriff
Zytokinnetzwerk etabliert. Es soll hier nicht mehr als eine vereinfachte
Ubersicht zu diesem Zytokinnetzwerk gegeben werden. Aufgrund ihrer

wichtigsten Funktionen lassen sich die Zytokine in vier Gruppen unterteilen:

I. Vermittler der natirlichen Immunitat: IFN o, IFN B, Tumor Necrosis Faktor

(TNF), Interleukine (IL-1,IL-2), chemotaxisvermittelnde Zytokine

Il. Regulatoren des Wachstums und der Differenzierung von B- und T-

Zellen: IL-2, IL-4, Transforming Growth Factor -3



Ill. durch T -Lymphozyten gebildete Aktivatoren bei Entzindungsreaktionen:

IFN v, Lymphotoxin, IL-10, IL-5, IL-12

iV. Zytokine der Hamatopoese: verschiedene Colony Stimulating Factors
(CSF)

Interferone (IFN)

Die 1957 von Isaacs und Lindenmann entdeckten INF sind typische Vertreter
der Substanzklasse der Zytokine. Starkstes Signal zur Synthese von IFN ist
eine virale Infektion. Ebenso induziert ein Antigenkontakt die Bildung von
IFN. Die IFN - Wirkung ist speziesspezifisch, jedoch virusunspezifisch.

Die biologische IFN- Aktivitat wird in einem standardisierten Testsystem
definiert. Demnach entspricht eine internationale Einheit ( i.E.) der IFN
-Menge, die in einem bestimmten Zellkulturrasen die Lyse durch einen
Testvirus zu 50% verhindert. Als Vergleich gilt eine WHO- Standardkurve.
Ihrer Antigenitat entsprechend werden derzeit drei verschiedene INF

unterschieden.

Typ I IFN:
Das vorwiegend von Leukozyten gebildete IFN o und das von Fibroblasten
sezernierte IFN B werden aufgrund ihrer Saurestabilitat als Typ | IFN

bezeichnet. Von IFN a sind bislang ca. 20 Subtypen bekannt, die sich
geringflgig in ihrer Aminosaureseqgenz unterscheiden. Beide Typ | IFN

binden an einen identischen Rezeptor.

-10 -



Typ Il IFN:
IFN vy wird von Lymphozyten synthetisiert, ist saurelabil und besitzt einen

eigenen Rezeptor. Zur Zeit ist ein Subtyp bekannt.

Das Wirkungsspektrum der IFN ist vielfaltig und umfalt im Wesentlichen
antivirale, antitumorale und immunmodulierende  Aktivitadten.  Fur
therapeutische Zwecke im Rahmen der Onkologie stehen dabei die

antitumoralen und immunmodulatorischen Eigenschaften im Vordergrund.

IFN - antitumorale Aktivitaten

antiproliferativer Effekt

Im Vordergrund der antitumoralen Wirkungen von IFN o steht der
dosisabhangige, antiproliferative Effekt der durch eine Verlangsamung
samtlicher Phasen des Zellzyklus gekennzeichnet ist. Dieser Effekt istin
vitro bisher mehrfach an normalen und malignen Zellen, demonstriert

worden.

Induktion  von  antigenprdsentierenden  Oberflichenmolekiilen  auf
Tumorzellen

Nach in vitro Inkubation von Tumorzellen mit IFN o 123t sich eine vermehrte
MHC - Klasse - | - Antigenexprimierung feststellen. IFN y induziert zusatzlich
die MHC - Klasse - Il - Exprimierung ( 22 ). Beide Phanomene kdénnen zu
einer Verstarkung der Imunogenitat von Tumorzellen beitragen:
Tumorspezifische Membranantigene, die zusammen mit MHC - Molekilen
prasentiert werden, koénnen als Signal zur Aktivierung zellularer

Abwehrmechanismen dienen.

-11-



Induktion zur Differenzierung maligner Zellen

Einige in vitro Beobachtungen deuten darauf hin, dass IFN einen noch
weitergehenden Effekt auf die Oberflachenantigenexprimierung hat, der auf
eine Rolle als Induktor der Zelldifferenzierung hinweist ( 16, 28 ). Eine
Veranderung der Zelldifferenzierung im Sinne einer Reversion des malignen

Phanotypus kann mit einem Verlust der Malignitat gleichgesetzt werden.

-12 -



1.4. Die in der Arbeit verwendeten Differenzierungsmarker

Differenzierungsmarker sind zellulare Komponenten, die fir ein
bestimmtes, ausdifferenziertes Gewebe charakteristisch sind. lhre
qualitative und quantitative Analyse ermdglicht eine Gewebstypisierung
sowie Rickschlisse auf den Differenzierungsgrad eines Gewebes. Die
in der Arbeit untersuchten Differenzierungsmarker sollen in kurzer

Form beschrieben werden:

Zytokeratine

Die Intermediarfilamete - Faserstrukturen des Zytoskeletts - haben
einen wichtigen Stellenwert als Differenzierungsmarker. Sie werden
zellspezifisch und differenzierungspezifisch exprimiert. Es sind funf
Intermediarfilament - Typen bekannt, wobei die Zytokeratine
charakteristisch fur Epithelzellen sind. Die Polypeptidfamilie der
Zytokeratine ist, im Gegensatz zu anderen Intermediarfilamenten, sehr
heterogen. Es lassen sich mindestens zwanzig verschiedene Peptide
abgrenzen ( ZK 1-20).

Entsprechend ihrer chemischen Eigenschaften werden saure von
basischen Zytokeratinen unterschieden. Sie werden in
charakteristischen Mustern exprimiert : ein saures Zytokeratin ist stets
mit einem basischen assoziiert. Die Exprimierung der einzelnen Paare
ist zusatzlich kennzeichnend fir den jeweiligen Epitheltyp ( 41 ) . So
werden die ZK 1-6 und 7 -19 typischerweise in Plattenepithelien
angetroffen.

Ihre konstante Exprimierung, auch in maligne transformierten Zellen,
erlauben ihre Verwendung zur Klassifikation und Differenzierung von
Malignomen. Die antigenen Determinanten lassen sich mit
monoklonalen Antikdrpern definieren und immunhistochemisch
darstellen.

13-



Epidermal Growth Faktor — Rezeptor ( EGF -R)

Der EGF-R ist ein Membranrezeptorenprodukt, das auf Epithelzellen
vorkommt. Sein Ligand ist der Epidermale Growth Faktor ( EGF ). EGF
I0st Uber Tyrosin-Kinase-Aktivitat ein Signal zur Proliferation aus.
Dieser Vorgang spielt eine physiologische Rolle bei Embryogenese und
Zellregeneration. Unkontrollierte Stimulation fuhrt zur autonomen
Zellproliferation. Der EGF-R wird immunhistochemisch nachgewiesen.

p 53

Das p53 - Tumorsuppressorgen kodiert ein Protein von 53 kDa,
welches die Expression zahlreicher, den Zellzyklus bestimmender
Gene reguliert. Nach DNA - Schaden wirkt es hemmend auf ein
Fortschreiten des Zellzyklus ein. So wird den gleichzeitig einsetzenden
zelleigenen Reperaturvorgangen  Zeit eingeraumt. Diese Funktion
wurde von Lane als ,Wachter des Genoms* beschrieben ( 35 ). Die
Mutation dieses Proteins fuhrt zu einem Verlust dieser Funktion. Da
Mechanismen der DNA Reperatur betroffen sind, kann es zu einer
Ansammlung von Zellen mit DNA Schaden kommen. Nachgewiesen
wird das p53 immunhistochemisch oder mit gelelektrophoretischen
Techniken. Seine Rolle als Differenzierungsmarker und seine

prognostische Wertigkeit werden zur Zeit diskutiert.

-14-



2. Material und Methoden

2.1. Material

Tumorzellen
Die Stammzellen V1 und V2 sowie die beiden Klone E6 und C7II

wurden in Monolayer Kulturflaschen ( GREINER ® ) im Brutschrank
bei 37°C unter Zusatz von 5% CO 2 gehalten. Zur
Langzeitaufbewahrung wurden die Zellen in flissigem Stickstoff bei
minus 80°C eingefroren.

Auftauen der Zellen

Die Zellen wurden bei Raumtemperatur rasch aufgetaut. Vor dem
Lésen des letzten Eisklimpchens wurden die Zellen vorsichtig in 4° C
kaltes Medium Gberfihrt. Ein zu rasches Einbringen kann die
Zellmembran beschadigen. Das Auswaschen des Gefrierschutzes
erfolgte durch die 5 minutige Zentrifugation bei 800 U / min. Nach dem

Dekantieren wurde nochmals mit 37° C warmen Medium gewaschen.

Reagenzien
Kulturmedien DMEM und RPMI, BIOCHROM

jeweils mit Zusatzen:

- Basalmedium Supplement, BMS 10 ml /100ml

- L — Glutamin 200mM 1 ml /100ml

- Penicillin / Streptomycin 10000 iE / 10000ug/ml 1ml /100ml

- Na - Pyruvat 100mM 1 ml /100ml
- Insulin 8 IE / 100ml

- Ostradiol 100 pl/100ml

- Transferrin 2,5mg/100ml

- Hydrokortison 180ul /100ml

-15-



Trypsin
Hanks
PBS

EDTA, BOEHRINGER, 0,05%
(mit Zusatzen: BSA 0.1%, Na - Acid (0.05%)

Interferon oo Roferon ®, ROCHE, rekombinantes IFN o -2

Interferon y

Schaf -Normalserum
DAB - Puffertabletten

Antikorper
Monklonal Antibody
Anti-B2 -Mikroglobulin

Monoklonal Antibody
anti - HLA class Il

Sheep F'ab fragment

EGF-R (Mab 425)

p 53 (mut.)

anti - Cytokeratin 1
anti - Cytokeratin 7
anti - Cytokeratin 18
anti - Cytokeratin 19

Interferony - 100 ®, BIOFERON,

DAKO, Cd X050320
Diaminobenzidin MERCK (1Tbl /10ml Aqua
dest.)

IMMUNOTECH - SA, France,
Isotype:IgG 2a Kappa (Mouse)

IMMUNOTECH - SA, France,
Isotype: 1IgG 2b Kappa (Mouse)

Anti - Mouse Ig, FITC Conjugate , Firma NEI

polyclon. rabbit IgG 1 Kappa ( AB-4)
(ONCOGENE SCIENCE)
DIANOVA, Pab 240 mouse IgG 1 (Ab-3)

DAKO, Mab mouse IgG 1 _Kappa:

Clone LP 34

Clone OVTL 12130

Clone CY 90

Mab mouse IgG 1 Kappa (DAKOPATTS)
Clone B 17

-16-



VECTASTAIN ®, ¢ Primarantikérper: Mouse, anti - human IgG
Firma CAMON e Horse - Normalserum
ABC KIT (Mouse IgG ) e Zweitantikorper: biotinylierter anti- mouse I1gG
«ABC Komplex :  Avidin DH + biotin. horse -
radish Peroxidase

Gerate
DurchfluBzytometer ORTHO / Cytoronabsolute, Johnson mit Software
Version 2.1, Zellkulturarbeitsplatz nach DIN 2, Absaugvorrichtung,

Zentrifuge, Mixomat

-17-



2.2. Methoden

Testansatz zur Bestimmung des Wachstumverhaltens

Die Wirkung von IFN o auf das Wachstum von V1, C7 Il und E 6 sollte im
folgenden Experiment untersucht werden: Das Wachstumsverhalten der Zellen
wurde unter einer konstanten Konzentration von 100 ng IFN-o. / ml Medium
Uber einen Zeitraum von acht Tagen beobachtet. Die Zellen wurden in eine
Monolayerplatte wie in Abbildung 1 dargestellt eingesetzt. Dabei erfolgte die
Einsaat der Zellzahl pro Well unter Berucksichtigung der vorauszusehenden
Zellproliferation. Die auf’eren Bedingungen wurden gleichbleibend bei 37°C /
5% CO 2 gehalten. Ein Mediumwechsel erfolgte alle 48 Stunden. Verglichen
wurde mit einer gleichzeitig gefuhrten, unbehandelten Kontroligruppe. Alle 24
Stunden wurden die entsprechenden Zellen (wie unten beschrieben) aus dem
entsprechenden Well der Monolayerplatte trypsiniert und die Zellzahl in einem
Dreifachansatz durchfluBzytometrisch bestimmt. Der Mittelwert der Zellzahl aus
diesem Testansatz wurde gegen den Zeitverlauf (Tag 1-8 ) graphisch
aufgetragen.

Zellen/ul: V1 /IFN V1 EG/IFN E6 C7/IFN C7 Tag
1

500

2
500

3
500

4
500 5
250 6
250 7

8
250
250

Abb.1 -18-



Testansatz zur Bestimmung der HLA - Expression

Zur Untersuchung der Expression von HLA Klasse | und Il - Molekulen
wurden die Stammzelle V1 sowie die Klone E6 und C7Il mit Interferon-a

und Interferon - y in unterschiedlichen Konzentrationen stimuliert.

Inkubierung mit Interferon

In einem doppelten Testansatz wurden in eine 96-Loch Mikrotiterplatte
jeweils 50 000 Zellen / Well eingesetzt. Es folgte die Zugabe von IFN
o - und IFN y - Losungen in den Konzentrationen 100 ng / ml, 50 ng /
ml und 10 ng / ml im Kulturmedium. Zur Negativkontrolle wurde das
nachfolgende Well ausschlieRlich mit Kulturmedium behandelt. Uber 48
Stunden wurden die Zellen bei konstanten Bedingungen im Brutschrank
bei 37°C /5% CO2 inkubiert.

Trypsinieren der Zellen aus der Mikroplatte

Nach 48 Stunden wurden die Zellen aus der Mikroplatte
herausgelost:

- Platte schrag halten und Absaugen des Kulturmediums / IFN -Lésung
- Zutropfen von 100 pl Trypsin - EDTA und sofort wieder absaugen

- erneute Beschichtung mit 50 ul Trypsin — EDTA

- bei 37°C im Brutschrank ca. 20 min einwirken lassen bis die Zellen

sich abrunden und vom Plattenboden ablosen .

HLA - Testung

Nach dem Trypsinieren wurden die Zellen in die entsprechenden
Testréhrchen Uberfihrt. Diese wurden zuvor Uber Nacht mit 2 ml
HANK’s Losung (+ Zusatze ) bei 4°C vorbeschichtet. Die Zellen

jeweils eines Wells wurden wie unten beschrieben auf drei verschiedene
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Testrohrchen ( Nr.1 - 3 ) verteilt. Zur Inaktivierung des Trypsins und zur
Absattigung unspezifischer Bindungen wurde jedem Testrohrchen 0,05

ml Schaf Normalserum ( SNS 1:10 ) zugesetzt.

Ein Anwachsen der Zellen an der Wand des Testrohrchens wurde durch
Aufschitteln verhindert. Nach einer Einwirkzeit des SNS von 15 min
wurden die Zellen einmal mit HANK's Puffer gewaschen.
Im folgenden Schritt erfolgte die Inkubation mit dem Primarantikorper
fur 2 x 10 min bei 4° C. Zwischendurch wurden die Testgefalde einmal
aufgeschuttelt. Die Primarantikorper wurden wie folgt verteilt:
Testrohrchen: Nr.1: HLA-Klasse | Antikorper

Nr.2 : HLA-Klasse Il Antikorper

Nr.3 : Negativ - Kontrolle ( Mausserum / bzw. HANK's)

Der Sekundarantikdrper ( das F'ab Fragment des Schaf-Antimaus -AK)
wurde nach zweimaligem Waschen fir 2 x 15 min bei 4°C aufgetragen.
Nach wiederum zweimaligem Waschen wurden die Zellen in 0,7 ml
HANK's - Formalin 0,02% fixiert. Bis zur duchflulizytometrischen
Analyse wurden sie bei 4°C aufbewahrt.

Die Messung der Zellzahl und Fluoreszenzdichte erfolgte im

Fluorescence Activated Cell Sorter CYTOTRON / ABSOLUT mit einer
Mefzeit von 120 Sekunden je Probe.
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Testansatz zur Bestimmung der Differenzierungsmarker

Die Exprimierung des Panzytokeratins ( 1 ) der Firma DAKO und der Zytokeratine
7,18, und 19, sowie vom EGF-Rezeptor und von p53 unter Interferon o Einflufy
wurde Uber einen Zeitraum von 1 — 8 respektive 10 Tagen beobachtet. Dazu wurden
die Zellen V1, V2, C71l und E6 zunachst in einer 24- Loch Mikroplatte unter Zugabe
von 100ng IFNa / ml im Kulturmedium angezichtet. Die Zellzahl pro Well richtete
sich dabei nach den in den Wachstumskurven ermittelten gunstigsten Mengen. Als
Kontrolle diente die gleiche Reihe von Zellen, jedoch nicht mit Interferon o
behandelt. 24 Stunden vor dem immunhistochemischen Test wurden die Zellen
trypsiniert und auf Multitestobjekttrager Gberfihrt, die zuvor sowohl mit Alkohol als

auch mit destillierten Wasser gesaubert wurden. Die Zellen wurden flr weitere 24

Stunden mit IFN o inkubiert und dann fur den Test fixiert.

Dabei wurden die Zellen wahrscheinlich nicht lange genug angetrocknet, so dass
viele vom Objektrager abschwammen und der Test fur manche Tage wiederholt
werden mufite. Hier modifizierten wir die Vorgehensweise, indem wir sofort auf
Multitestobjekttragern, die in sterilen Petrischalen gehalten wurden, inkubierten.
Diese wurden dazu nach dem Reinigen kurz in Medium vorinkubiert. Das Medium
enthielt, wie oben beschrieben schon 100 ng Interferon o / ml. Die Kontrollzellen
wurden wiederum nur mit Medium behandelt. Ein Mediumwechsel erfolgte alle 48
Stunden. Zu den gegebenen Zeiten wurden die entsprechenden Objekttrager aus
den Petrischalen entnommen und die Zellen wie angegeben angetrocknet und fixiert.

Bei dieser Methode erfolgte kaum ein Abschwemmen der Zellen.
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Fixierung

Nach der Entnahme des Objekttragers aus der Petrischale erfolgte die Beschriftung
und das sofortiges Abspllen der Medium - / IFN- Rickstande mit Hanks — Lésung.
Zur Erhaltung der Antigenitat der Membranbestandteile wurde mit eiskaltem
Methanol / Aceton ( 1:1 ) fir 5 min fixiert und anschliellend luftgetrocknet. Bis zur

immunhistochemischen Analyse wurden die Praperate bei -20°C aufbewabhrt.

Immunhistochemie

Die Praperate wurden nach der Avidin - Biotin - Methode bearbeitet. Als
Dedektionssystem diente das Vectastain ®. ABC - Kit der Firma CAMON

Alle Arbeitsschritte fanden in einer feuchten Kammer statt, um ein Austrocknen der
Zellen zu vermeiden.

Die Primarantikorper wurden mit PBS ( Hanks) wie folgt verdunnt:

ZK1 1:100 ZK19 1:20 p-53 mut. 1: 50

ZK7 1:50 EGF-R 1:50 ZK 18 1:400

Bei der Negativkontrolle erfolgte die Zugabe von Mausserum an Stelle des
Primarantikorpers. Das Waschen zwischen den einzelnen Arbeitsschritten wurde mit
PBS - Puffer, jeweils 3 x 5 min durchgefuhrt.

Nach dem Auftauen wurden die Praperate mit dem Pappens Stift eingekreist und
mit Pferdeserum fur 30 min bei Raumtemperatur ( RT ) vorinkubiert.

Der Primarantikorper ( Mouse, anti-human ) wurde fur 60 min bei RT  aufgetragen
— anschliel3end erfolgte das Waschen.

Die Hemmung der endogener Peroxydasen erfolgte mit einem Methanol / H2 O2
Gemisch (80ml:0,12ml) fir 30 min bei RT.
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Als Zweit - Antikérper diente ein biotinisiertes anti mouse 1gG, das
30 min bei RT einwirkte - danach erfolgte ein erneutes Waschen.

Im Anschlu® wurde der Avidin - Biotin — Komplex aufgetragen mit einer
Inkubationszeit von 30 min bei RT und nochmaligem Waschen.

Die Reaktion mit dem kurz zuvor angesetzten DAB —Reagenz ( 10ml : Sul H2 O2 )
erfolgte unter Lichtausschluf®. Nach ca. 3 min wurde die Reaktion zur Verhinderung
einer Uberfarbung und zur Abschatzung der Einwirkdauer unter dem Mikroskop
kontrolliert.

AbschlieBRend wurden die Objekttrager in Leitungswasser Uberfuhrt, 15 min
gewassert und luftgetrocknet. Nach einer Gegenfarbung mit Hamalaun wurden die
Praparate eingedeckt.

Analyse:

Die Auswertung der Praparate erfolgte mikroskopisch. Alle Praparate wurden stets
vom gleichen Untersucher mikroskopiert und beurteilt. Protokolliert wurden die
Intensitat der Anfarbung und der prozentuale Anteil der angefarbten Zellen. Die
erhaltenen Daten gingen in einen Immunreaktiven Score ( IRS ) ein. Bewertet wurde
dazu der prozentuale Anteil der angefarbten Zellen, sowie die Intensitat der
Anfarbung ( Reaktionsstarke mit Faktor 1- 4 ). Der prozentuale Anteil der Zellen mit
einer positiven Reaktion wurde mit dem Faktor der Farbeintensitat multipliziert. Tage
an denen es zu Zellverlusten durch ein Abschwemmen kam, wurden nicht mit einem
Score bewertet. Die semiquantitative Auswertung nach dem IRS gilt als hinreichend
genau

(18).

Bewertung der Reaktionsstarke:

+/- schwach positive Reaktion Faktor 1
+ positiv Faktor 2
++ malig positiv Faktor 3
+++ stark positiv Faktor 4
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3. Ergebnisse

3.1. Resultate der Untersuchung des Wachstumverhaltens

Wachstumsverhalten der Zellen ohne Zugabe von Interferon

Erwartungsgemaly sinkt die Zellzahl in allen drei untersuchten Zellinien nach 24
Stunden, also kurz nach der Einsaat in die Monolayerplatte, zunachst ab. Die
Wachstumskurve zeigt dann einen langsamen Anstieg.

Die hdchste Proliferationsrate zeigt der Klon E 6 ( s.Abb. 2). Ab dem 5. Tag setzt
sich hier der Kurvenverlauf deutlicher gegenuber den bisher ahnlich verlaufenden
Wachstumskurven von V 1 und C 7 Il ab. Es kommt beim Klon E 6 hier zu keiner

Plateaubildung, sondern zu einem kontinuierlichen Anstieg der Zellzahl.

Wachstumsverhalten unter Interferon o

In allen getesteten Zellinien konnte nach Zusatz von 100 ng /ml IFN o eine
Wachstumshemmung beobachtet werden. Diese Hemmung war in den
verschiedenen Zellinien unterschiedlich ausgepragt.

In den ersten 48 Stunden verlauft die Proliferationsrate der mit IFN o inkubierten
Zellen und der negativen Kontrollgruppe noch ahnlich. Ab dem dritten Tag wird der
Unterschied im Kurvenverlauf zwischen den beiden Gruppen deutlich .

Am starksten wird die Zellinie V1 durch IFN o Zugabe im Wachstum gehemmt
( s.Abb.4 ). Allerdings zeigte auch die unbehandelte Kontrollgruppe die niedrigste
Proliferationsrate.

Beim Kilon C7 1l beobachtet man unter IFN - o ebenfalls noch eine
Wachstumshemmung ( s.Abb. 3 ).
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Diese ist jedoch deutlich schwacher und entspricht eher dem Wachstumsverhalten
der unbehandelten Zellinien.

Beim Klon E6 zeigt der Wachstumskurvenverlauf ab dem 4. Behandlungstag am
deutlichsten den Unterschied zwischen den behandelten und unbehandelten Zellen.

Wachstumsverhalten von E6

—e—ohne Behandlung —=— nach Gabe v.100ng/ml IFN alpha

2500
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-
(<))
o
o

1000

Zellzahl |/ Mikroliter
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0 1 2 3 4 5 6 7 8
Zeitverlauf in Tagen

Abb.: 2
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Wachstumsverhalten von C7II

—e—ohne Behandlung —=— nach Gabe v. 100ng/m! IFN alpha
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3.2 Resultate der Untersuchung auf HLA - Expression

Der Klon E6 zeigte nach der 24 stundigen Inkubation mit 100 ng IFN y pro pl
eine statistisch signifikante Vermehrung der HLA Il Exprimierung gegenuber
der Kontrollgruppe mit den unbehandelten Zellen. ( nach Man Whitney — Test,
p=0,03).

Eine héhere HLA Il Exprimierung liel3 sich im gleichen Klon auch nach einer
24 stundigen Inkubation mit 50 ng IFN y / pl feststellen, war aber nicht
signifikant ( p0 0,06 ).

Im Gegensatz dazu wurde weder in der Stammzelle V1 noch im Klon C7 Ii
nach Inkubation mit Interferon eine statistisch signifikante Anderung der HLA |
oder HLA |l Exprimierung beobachtet.

In den Abbildungen 5 bis 8 ist in den Diagrammen auf den folgenden seiten

die Antigenmenge in Form der Fluoreszenzdichte dargestellt.
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HLA | Expressessoin bei Klon E6
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HLA | Expression bei der Stammzelle V1
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HLA I Expression bei Klon C7II
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3.3. Resultate der Untersuchung der Differenzierungsmarker

Bei diesem Test soll kein statistischer Vergleich von mdglichen Unterschieden

zwischen der Expression der Differenzierungsmarker mit und ohne IFN o
Behandlung erfolgen.

Vielmehr geht es um einen Versuch der feststellen soll, ob die Zugabe von IFN «
diverse Marker unterschiedlich exprimieren lasst. Insbesondere ist dabei von
Interesse, ob es den zuvor erstellten Wachstumskurven folgend, auch zu einem
unterschiedlichen kinetischen Prinzip in der Exprimierung der
Differenzierungsmarker kommt.

Eine statistische Auswertung ist zudem nicht sinnvoll, da es sich um einen einzigen
Test handelt. Wie in Material und Methoden beschrieben, benutzten wir zusatzlich
ein modifiziertes Testverfahren. In den folgenden Tabellen werden daher die Scores
aus beiden Verfahren unterschiedlich angegeben. Die Werte der 2. Methode werden

in den hellgrau unterlegten Tabellenfeldern kursiv markiert.

EGF -R  nach Zugabe von 100ng/ml IFNoa (Tabelle 1)

IRS: V1 V2 EG6 C7 1l

Tag: IFN o K IFN o K IFN o K IFN o K
1 0 0 15 15 0 20 0 0
2 10 40 220 200 0 150 0 0
3 10 60 240 120 270 180 0 180
4 60 140
5 140 0 120 20 300 240 210 160
6 0 30 80 0 300 0 200 240
7 0 20 0 0 210 400 270 140
8 0 0 100 5 0 0 0 60
9 240 60 0 20 200 15 0 0
10 145 140 40 5 70 80 160 90

ges. 645 350 875 525 1350 1085 840 870

In allen Zellinien wird der EGF - R exprimiert. Allerdings gibt es Unterschiede im

Zeitverlauf. V 2 und E6 scheinen diesen Faktor am Beginn der Wachstumsphase
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auszudricken, wahrend V 1 diesen erst in spateren Phasen exprimiert. C7 Il

bendtigt einige Zeit und drickt das EGF-R erst ca. am 5. Tag aus. IFN o scheint
eine schwache Erhdhung der Expression bei den Zellen V2 und E6 zu bewirken
(Tabelle 1).

p 53 mut. nach Zugabe von 100ng/ml IFNa (Tabelle 2)

IRS: V1 V2 E6 C7 1l

Tag: IFN« K IFN o K IFN o K IFN o K
1 0 0 15 0 0 0 0 0
2 10 0 60 2 0 0 0 0
3 0 0 20 0 60 200 0 0
5 10 0 10 0 180 140 30 0
6 0 0 0 0 300 0 100 100
7 0 0 0 0 20 120 180 40
8 0 0 0 10 0 5 0 60
9 0 0 5 0 80 0 0 0
10 0 0 0 0 20 0 5 0

ges. 20 0 105 12 660 465 315 200

Die Exprimierung, d.h. die Intensitat der Anfarbung fur das Protein 53 war insgesamt
schwach. Es ist jedoch auffallend, dass die Zugabe von IFN o bei V2, C71l und E6 den
Score erhoht. Das geschieht bei V2 in der Anfangszeit des Wachstums, bei C7Ii
ahnlich dem EGFR etwa ab dem 5. Tag und bei E6 gleichmaliig tber alle 10 Tage

( Tabelle 2).

Die Zytokeratine

Die Antikorper Zytokeratin 1 der Firma DAKO wurde anfangs von dieser Firma als
speziefisch fur das Zytokeratin 1 dargestellt und erst im Verlauf der Arbeit stellte sich
heraus, dass es sich um einen Antikorper gegen Panzytokeratin handelt. Alle Zellen

zeigten eine Expression aller untersuchten Zytokeratine.
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Panzytokeratin (1) nach Zugabe von 100ng/ml IFNa.  (Tabelle 3)

IRS: V1 V2 EG6 C7 1l

Tag: IFNa K IFN o K IFN o K IFN o K
1 0 0 0 20 0 0 0 0
2 5 5 240 180 0 0 0 0
3 20 90 15 80 210 0 0 15
5 270 0 30 6 270 240 300 320
6 0 30 0 0 400 80 300 320
7 4 320 0 0 400 160 300 180
8 0 80 50 40 5 80 0 0
9 20 180 0 0 Test
10 14 30 5 S beendet

ges. 459 735 340 331 1285 560 900 835

Die hier nachgewiesenen Zytokeratine werden in allen Zellinien ausgedruckt. Der Score
verandert sich in Héhe im Laufe der Untersuchungszeit. Nur bei E6 wird eine Zunahme des

Scores unter Interferongabe deutlich. Bei den anderen Zellinien ergeben sich keine

Erhéhungen dieses Markers unter IFN « (Tabelle 3).

ZK7 nach Zugabe von 100ng/ml IFNo.  (Tabelle 4)

IRS: V1 V2 E6 C7 i
Tag: IFNa K IFNa K IFNa K IFNo K
1 0 0 0 20 0 0 0 0
2 5 0 20 6 30 40 0 0
3 0 90 3 0 100 0 20 80
5 10 0 4 200 180 320 300 60
6 0 0 0 0 240 0 100 240
7 0 80 5 0 400 120 240 60
8 3 0 0 180 0 0 0 0
9 20 30 0 o 95 15 0 0

ges. 38 200 32 406 935 495 660 440

ZK 7 ist sicher das Zytokeratin, das am wenigsten exprimiert wird. In der Kinetik des
Wachstums zeigen sich jedoch einige Unterschiede bei beiden Klonen, die
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ein leichte Zunahme des Scores durch Interferon o darstellen. Bei den Stammzellen
dagegen folgt eine Abnahme der Exprimierung des Antigens unter Interferonzugabe.
( Tabelle 4 )

ZK 18 nach Zugabe von 100ng IFNa.  (Tabelle 5)

IRS: V1 V2 E 6 C7 1
Tag: IFN o K IFN o K IFN o K IFN o K
1 0 0 100 100 0 20 0 0
2 5 0 90 15 140 80 0 0
3 200 60 30 30 240 240 60 210
5 300 90 160 15 80 240 160 40
6 0 0 100 0 240 40 200 240
7 20 180 0 0 400 240 240 80
8 100 0 0 10 0 0 100 0
9 220 40 Test 200 43 Test
10 180 220 beendet 120 270 beendet

ges. 1025 590 330 175 1420 1173 760 570

Die Exprimierung von ZK 18 kann an dem Klon E6 am interessantesten dargestellt
werden. Der Einful® von Interferon ist — wenn Uberhaupt — sehr gering. Bei den
Stammzellen V1 und V2 zeigt sich eine starke Exprimierung des Antigens unter
Interferon zum Beginn der WAchstumszeit. C71l drickt ZK 18 unter Interferoneinflufd
etwas starker zwischen dem 5. und 8. Tag aus

( Tabelle 5).
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ZK19 nach Zugabe von 100ng /ml IFNo.  ( Tabelle 6)

IRS: V1 V2 E6 Cc71
Tag: IFNa K IFN o K IFN o K IFN o K
1 0 0 20 40 0 0 0 0
2 140 60 90 240 60 40 0 0
3 200 100 220 240 300 280 50 20
5 200 90 120 160 240 320 200 80
6 0 30 100 0 240 0 200 180
7 140 30 20 0 400 360 300 80

8 260 190 5 40 80 0
9 220 175 60 40 120 190 Test
10 130 240 80 10 30 30 beendet

ges. 1290 915 715 770 1230 1220 750 360

ZK19 scheint zu Beginn des Beobachtungszeitraums bei den V1 Zellen durch
Interferon aktiviert zu werden, um spater etwas gleichmafiger dargestellt zu sein.
Bei C7Il ist eine Aktivierung durch Interferon wahrend der mittleren
Wachstumsphase vorhanden ( Tabelle 6 ).

Samtliche Negativkontrollen mit Mausserum oder Hanks-Puffer zeigten keine
Anfarbung. Allgemein kam es bei keiner Zellinie zu einer Anderung der
Differenzierungsmarker innerhalb der ersten 24 Stunden.
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Beurteilung der Gesamtaktivitat

Ein Ubliches Verfahren bei der Bewertung von Daten, die man aus Zellkulturen
erhalt, ist nicht nur die Feinbeurteilung sondern auch eine allgemeinere
Betrachtung der Gesamtaktivitat.

Schaut man sich die vorliegenden Scores stark vereinfacht nach dem Kriterium
einer  Anderung bzw. Beibehaltung  des Exprimierungsmusters  der
Differenzierungsmarker unter IFN «c Behandlung an, so ergibt sich ein Gesamtbild
welches die Tabelle 7 ausdruckt.

Gesamtaktivitait ( Tabelle 7))

EGFR P53 ZK1 ZK7  ZK18  ZK19
V1 r ¢ o 0 0
V2 0 T 0 0 -
E6 0 0 0 1 1 B
c7l o + | 0 0 -

Erhohte Exprimierung : T, Verminderte Exprimierung : 4 , Keine Anderung : —

Es fallt auf, dass der Klon E6 unter einer Behandlung mit IFN o mit einer
erhohten Exprimierung nahezu aller Differenzierungsmarker reagiert. Bezieht man
die Wachstumskurve von E6 in diese Betrachtung ein wird auch deutlich, dass E6
von allen untersuchten Zellen die niedrigte Wachstumsrate aufweisst. Dennoch ist

der Klon E6, obwohl er nur niedrige Zellzahlen erkennen laRdt, die aktivste Zelle im

Ausdruck der Differenzierungsmarker unter IFN oc Inkubation.
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4. Diskussion

Seit Beginn der Verwendung von in vitro Zellkulturen ist bekannt, dass diese im
Labor ein unterschiedliches Wachstumsverhalten zeigen und dass der Zellzyklus
Uber Zeiten von 8-24 Stunden verlaufen kann. Dementsprechend zeigen auch
unsere Zellen und ihre Klone ein sich nicht entsprechendes Verhalten, wenn sie
uber 8 Tage beobachtet werden.

Pauker u. Mitarb. beobachteten 1962, dass das Interferon einen
wachstumshemmenden Effekt auf virusinfizierte Zellen ausubt. lhre
Beobachtungen waren einer der Grinde daflr, dass die antitumorale Aktivitat
des Interferons intensiv erforscht wurde.

In unserer experimentellen Studie untersuchten wir bei den Vulvakarzinomzellen
vor, wahrend und nach der Behandlung mit IFN die Regulation des
Zellwachstums, immunhistochemische Veranderungen und die moglicherweise
Interferon — induzierte Expression des Major Histocompatibilitatskomplex Klasse
[ und II.

Wachstumsverhalten

Das Wachstumsverhalten der unbehandelten Stammzelle V1 sowie der beiden
Klone C7Il und E6 zeigt nach einem kurzfristigen Einbruch des Zellwachstums
ab dem zweiten Tag einen stetigen Anstieg. Lediglich in V1 ist am achten und
somit letzten Testtag ein nochmaliger Abfall der Zellzahl in der unbehandelten
Gruppe zu beobachten ( in Abb. 4 ). Ob es nach Tag acht noch zu einem
Wiederanstieg der Wachstumskurve kommen wurde kann nicht belegt werden.
Als Ursache fur diesen Wachstumseinbruch ist eine Anderung der
Kulturbedingungen innerhalb der unbehandelten Gruppe in V1 anzunehmen,
wenn mit allen restlichen Zellkulturen verglichen wird.

Eine konstante Zunahme der Zellzahl, ohne dass ein Plateau erreicht
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wird, spiegelt die kontinuierliche Teilungsaktivitat unserer Zellinie wieder.
Die Ergebnisse sind vergleichbar mit den Untersuchungen die Carpenter
an der Vulvazellinie UCI -VULV-1 durchfihrte ( 14 ). Zu beachten ist auch
die hohere Wachstumsrate der Klone C71l und EG, die aus den
Kulturiberstanden gewonnen wurden. Sie weist auf eine hohere
proliferative Aktivitat der nicht sessilen Zellinien hin.

Ahnlich wie es Rubin und Chany von anderen Zellinien  berichteten

(45, 12), zeigte sich als ein Ergebnis der Behandlung mit Interferon alpha
eine Wachstumshemmung sowie eine Veranderung der Zellmorphologie.
Die von Pauker zuerst beobachtete antiproliferative Wirkung der IFN ist
inzwischen aus der Literatur bestens bekannt und wird auch in unserer
Vulvakarzinomzellinie nachgewiesen. Die Wachstumshemmung durch IFN
fallt dennoch in den verschiedenen Zellinien unterschiedlich deutlich aus.
Sie wird am anschaulichsten durch das Wachstumsverhalten von E6 belegt
(in Abb.2 ).

Auffallig ist das Wachstumsverhalten von C7I1l ( in Abb. 3 ). Die mit IFN
behandelten Zellen dieses Klones zeigen zwar eine Wachstumshemmung
im Vergleich zu ihrer unbehandelten Kontrollgruppe, besonders am Ende
der Beobachtungszeit ist die Anzahl der Zellen dabei jedoch so hoch wie
bei den unbehandelten Zellinien.

Der unterschiedliche Grad der Wachstumshemmung in den verschiedenen
Zellinien nach IFN Behandlung zeigt die heterogene Zusammensetzung
des Tumormaterials.

Da eine antiproliferative Wirkung bei unserer Vulvakarzinomzellinie bereits
durch die alleinige Interferontherapie verursacht wird, sind auch
Kombinationstherapien denkbar. Die Behandlung in Kombination mit

Retinoiden ware eine solche zusatzliche therapeutische Option. Einen
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antiproliferativen Effekt zeigt eine Interferonbehandlung bei in vitro Kulturen
von Zervixkarzinomzellen, der sich in der Kombination mit Retinoiden
nochmals verstarkt ( 52 ). Die Kombination von Interferonen mit weiteren
Zytokinen ergibt ahnliche Ergebnisse.

Plattenepithelkarzinome bei Kopf — Halstumoren zeigen im Tierversuch ein
besseres Ansprechen nach Kombinierter Behandlung mit IFN o und IL2 als
nach Gabe der Einzelsubstanzen ( 37 ). Weitere synergistische
antitumorale Effekte werden an Mammakarzinomzellinien nach einer
Kombinationsbehandlung mit IFN o oder B und mit Tamoxifen unabhangig
vom Rezeptorstatus gezeigt ( 39 ). Neben der direkten antiproliferativen
Wirkung demonstrieren Untersuchungen an Plattenepithelkarzinomen auch
ein besseres Ansprechen auf therapeutische Mallnahmen. Wiederum unter
der Kombinationsbehandlung von Interferon mit Retinoiden kann eine
erhdohte Sensitivitat auf eine nachfolgende Strahlentherapie bei Kopf —
Hals Tumoren beobachtet werden ( 8 ). Erneut zeigt sich dabei die
Uberlegenheit der Kombinationstherapie in Vergleich zur alleinigen
Therapie mit Interferon.

Bei der Patientin, von der unsere Vulvakarzinomzellinie stammt, wurde
vielleicht, sollte eine definitive Radiatio indiziert sein, der Einsatz einer
Kombinationstherapie mit Interferonen und Retinoiden eine erhohte
Radiosensitivitat und somit letztlich ein besseres Therapieergebnis
bringen.

HLA Expression

Fir die immunologische Erkennung von Anderungen auf Zellen durch
CD4+ T-Zellen ist es notwendig, dass die entsprechenden Peptide ( in
unserem Fall Tumorantigene ) durch MHC Klasse |l Molekile prasentiert
werden. Bisher wurde allgemein grofleres Interesse fur MHC Klasse |

prasentierte Tumorantigene gezeigt, da zytotoxische T-Zellen ( CD8+ )
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direkt Uber MHC Klasse | die Tumorzellen lysieren kdnnen( 9, 50 ). Neuere
Befunde aus Tierexperimenten und einigen klinischen Studien zeigen
jedoch, dall auch CD4+ Zellen eine bedeutende Rolle in der
Wechselbeziehung Tumorzelle und Wirt spielen (42, 30 ).

Allerdings sind MHC Klasse Il restringierte Tumorzellantigene nicht sehr
bekannt, obwohl ihre Bedeutung fur die Aktivierung von CD4+ Zellen
unbedingt anerkannt ist. Das liegt hauptsachlich an technischen
Schwierigkeiten (23, 18).

Aullerdem exprimieren die meisten Tumorzellen MHC Klasse | - Molekule
und nur wenige MHC Klasse Il. An Zervixkarzinompraparaten machten
Kippers et al ( 33 ) gegensatzliche Beobachtungen. Am Gefrierschnitt
konnte immunhistochemisch eine Exprimierung von MHC - Klasse I
Molekulen in heterogener Verteilung belegt werden. Zu ahnlichen
Ergebnissen kamen auch andere Studien Uber das Zervixkarzinom, die in
der Mehrzahl der Patientinnen MHC Klasse |l Antigene nachwiesen ( 24, 19
)-

Zu untersuchen ob MHC Klasse Il auch in unserer Vulvakarzinomzellinie
isoliert werden kann, ist aus diesen Grinden besonders interessant.

Alle von uns untersuchten Zellinien zeigten vor Interferongabe Produkte der
MCH Klasse I. Die MHC Klasse Il Produkte waren vor der Behandlung nicht
nachweisbar, was im Widerspruch zu den o.g. Untersuchungen Kuppers
uber das Zervixkarzinom steht, aber vom unterschiedlichen Aufbau der
beiden Organe ( Vulva = Haut) zu verstehen ist.

Nach der Behandlung war weder unter IFN o noch unter IFN y ein
signifikanter Anstieg der MHC Klasse | Produkte in der Vulva-
karzimonzellinie zu beobachten. Ahnliche Beobachtungen wurden von Abril
und Mitarb. an einer Magenkarzinomzellinie gemacht ( 1 ). Die Autoren

nahmen als Ursache fur die fehlende Reaktion auf die
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Stimulation durch IFN einen Defekt auf der Ebene der spezifischen HLA |
—m RNA an.

Wir konnten jedoch in unsere Zellinie eine Erhéhung der MHC Klasse I
Exprimierung nach Behandlung mit IFN y sehen. Diese war im Klon E6
nach Zugabe von 100 ng/ ml signifikant und liel3 nach Zusatz von 50 ng/ mi
noch einen Trend erkennen.

Die zunachst fehlende Exprimierung von MHC Klasse Il Molekulen der
unbehandelten Zellen, die dann durch die Zugabe von IFN y stimuliert
werden kann, wurde auch bei Untersuchungen an HPV 16 positiven
Zervixkarzinomzellen beobachtet. Bei den in vitro durchgeflhrten
Untersuchungen konnte ebenfalls durch die Behandlung mit IFN y eine
Exprimierung der MHC Klasse Il Genprodukte aktiviert werden (17 ).

In verschiedenen Zellkulturen von nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen
(NSCLC) wurde ebenfalls ein Anstieg der MHC Il Exprimierung durch IFN y
belegt. Wie auch in unserer Vulvakarzinomzellinie wurden in allen 31
untersuchten NSCLC Zellinien MHC Klasse | Produkte exprimiert. MHC
Klasse Il Molekule wurden lediglich in 7 NSCLC Zellinien nachgewiesen.
Die Stimulation mit IFN y fihrte zu einer vermehrten MHC Klasse | und
Klasse Il Exprimierung. Eindeutig fiel jedoch die Induktion der MHC Klasse
Il Produkte durch IFN y deutlicher aus ( 51).

Unsere Vulvakarzinomzellinie reagiert auf eine IFN y Behandlung mit der
Expression von anfangs nicht nachweisbaren MHC Klasse || Molekilen.
Sie verhalt sich somit wie verschiedene in der Literatur beschriebene
Zellinien anderer Tumorentitaten. Uber &hnliche Untersuchungen an
anderen Vulvakarzinomzellinien kann zum Zeitpunkt dieser Erorterung
keine Literatur gefunden werden.

Tumorzellen, die MHC Klasse Il Moleklle exprimieren kdénnen von CD4+

Zellen erkannt werden und somit Ziele einer Immunantwort
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werden. An Zervixkarzinomen konnte diese MHC Klasse |l restringierte T-
Zellprasenz auch in vivo nachgewiesen werden ( 27 ). Mit der Anwesenheit
von immunologisch erkennbaren Antigenen auf der Tumorzelloberflache
ware als therapeutische Konsequenz nun z.B. eine Autovaccinierung im

Sinne einer aktiv spezifischen Immuntherapie denkbar.

Differenzierungsmarker

Die Zugabe von Interferon verandert das Wachstumsverhalten und die HLA
Expression unserer Zellinie. Es soll im Folgenden bewertet werden, ob
Interferon auch die Differenzierungsmarker der Vulvakarzinomzellinie

verandert.

EGFR

Es ist bekannt, dass die Bindung des Epidermal Growth Faktors an den
EGF Rezeptor verschiedene Zellveranderungen auslésen kann, etwa eine
Beeinflussung der Mitoseraten und der Zellmorphologie ( 13 ). Eine
Uberexpression des EGFR wird in zahlreichen soliden Tumoren beobachtet
und korreliert haufig mit einer schlechten Prognose ( 36 ) oder mit einem
schlechteren Ansprechen auf eine nachfolgende Therapie ( 4 ). Als
Uberexpression ist hier allerdings nicht das mit einem Score von 1
bewertete einfach positive Anfarberesultat der Immunhistochemie zu
sehen. Am Beispiel des Her-2-neu, einem Oncogen, das ebenfalls der
Familie der Wachstumsfaktorrezeptoren zugeordnet wird, kann dieses
demonstriert werden. Definitionsgemall ist der Nachweis der
Uberexpression des Her 2 neu an einen Score von 3 + im kommerziell
erhaltlichen ,DAKO Hercep Test “ gebunden.

In beiden Stammzellen V1 und V2 konnte nach Zugabe von IFN o eine

Zunahme der EGFR Expression beobachtet werden. Wiederum zeigten
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die beiden Uberstandsklone ein abweichendes Verhalten. Hier ergab sich
nach IFN Zugabe keine Anderung der EGFR Expression, wenngleich der
EGFR in den beiden Klonen insgesamt starker exprimiert wurde. Dieses
Ergebnis hebt erneut die Verschiedenheit der Stammzellen im Vergleich zu
den Klonen hervor.

Eine Modulation des EGFR durch Zytokine konnte ein sinnvoller
Therapieansatz sein. IFN kann die Expression des EGFR reduzieren , wie
in vitro an einigen Zellinien des Nierenkarzinoms ( 26 ) und des
Harnblasenkarzinoms ( 3 ) gezeigt werden konnte. Es kann vermutet
werden, dass der Rickgang der EGFR Expressoin mit einer
Redifferenzierung der Tumorzelle einher geht.

In unseren Stammzellinien wurde dagegen an den spateren Testtagen ein
gegensatzlicher Effekt beobachtet. Es war gleichermalien ein Anstieg der
prozentuellen Anzahl angefarbter Zellen und der Anfarbeintensitat zu
sehen.

Eine Erklarung hierfur kdnnte in der Anregung des Zellmetabolismus durch
Interferone liegen. Ahnliche in vitro Beobachtungen machten auch
Bernstein und Mitarb. ( 7 ). Dieses wirde auch die vermehrte Exprimierung
des EGFR erst an den spateren Testtagen erklaren.

Bezieht man die Wachstumskurven dieser Zellinien auf die vermehrte
EGFR Exprimierung, fallt auf, dass es trotzdem zu keinem Anstieg der
Zellzahlen kommt. Das Wachstum steht also nicht in einer Korrelation zur
EGFR Exprimierung.

p53

Verlust oder Mutationen des p53 werden bei verschiedenen menschlichen
Tumoren gefunden. Die Mehrzahl dieser Mutationen bewirken eine
veranderte Halbwertszeit dieses Proteins, was zu einer
immunhistochemisch nachweisbaren Akkumulation fihrt.

In samtlichen getesteten Zellinien waren die Anfarbungen fur p53 nur

schwach. Zahlreiche Arbeiten werten Tumoren dann als p53 -positiv,
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wenn mehr als 10% der immunhistochemisch bearbeiteten Tumorzellen
eine Anfarbung zeigt ( 6 ). Die Zugabe von Interferon o bewirkt in der
Stammzelle V2 sowie im Klon E6 eine Erh6hung des Scores. Diese ist
wiederum darauf zurlckzufihren, dass eine groliere Anzahl von Zellen
eine intensivere Anfarbung anzeigt. Somit erhoht sich durch die
Interferonbehandlung nicht nur die Anzahl der p53-positiven Zellen sondern
auch die p53 Expression der einzelnen Zelle.

Die Bedeutsamkeit einer p53 Uberexpression als negativer Prognosefaktor
ist fur die verschiedenen Tumorentitaten ungeklart und bedarf weiterer,
prospektiver Untersuchungen. Fur an einem invasiven Vulvakarzinom
erkrankte Patientinnen konnte eine Beziehung zwischen einer p 53
Uberexpression und einer kiirzeren Gesamtiiberlebenszeit belegt werden (
32, 46 ). Die Metaanalyse von Thames ( 48 ) vergleicht 301 Studien, in
denen die Expression des p53 bei verschiedenen Tumorentitaten
untersucht worden war. Es wurde das Ansprechen auf Chemotherapien
und / oder Strahlentherapie bewertet. Ungeachtet der geringeren
Sicherheit, die eine Analyse von retrospektiv erhobenen Daten in sich birgt,
konnte ein nahezu signfikanter = negativer Effekt auf die
Behandlungsergebnisse bei  Tumoren mit einer p53 Uberexpression
gesehen werden. Die nachgewiesene Uberexpression von p53 in V2 und
E6 nach einer IFN Behandlung wirde auf eine schlechtere Prognose dieser
Patientin deuten.

Zytokeratine

Das Zytokeratinmuster liefert nicht nur Hinweise auf die Histogenese von
Karzinomen, sondern lant auch Ruckschlisse auf die
Tumordifferenzierung zu.

Ublicherweise exprimiert normales Vulvagewebe die Zytokeratine 1, 5, 10,
11 und 14 ( 21, 34 ). Untersucht wurde in dieser Arbeit die Exprimierung
des Panzytokeratins sowie der Zytokeratine 7, 18 und 19.

Zum Zeitpunkt dieser Untersuchungen standen flr die Zytokeratine 1
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und 10 keine kauflichen monoklonalen Antikorper zur Verfligung. Statt
dessen verwendeten wir in dieser Arbeit eine Panzytokeratin
Antikorpermischung (DAKO), die neben anderen Zytokeratinstrukturen
auch das Zytokeratin 1 nachweist. Die Zytokeratine 7 wund 18
charakterisieren das einfache Epithel. Der anti—-Zytokeratin 18— Antikorper (
Sigma ) reagiert nicht mit verhornenden Zellen. Reaktionen mit z.B.
Epidermis- oder Vaginalschleimhautzellen fallen daher negativ aus.
Normales Vulvagewebe exprimiert kein ZK 18. In unseren Zellinien, und
besonders deutlich im Klon E6, konnte das Zytokeratin 18 dennoch
dargestellt werden. Diese Zytokeratinexpression konnte durch eine
Neuinduktion der Expression des ZK 18 oder auch durch die Selektion
eines Zelltypes wahrend der Karzinogenese oder der Zellkultur erklart
werden.

Das Panzytokeratin wird erwartungsgemalf in allen Zellinien nachgewiesen.
Bei E6 kann eine Zunahme des Expressionsgrades unter Interferongabe
beobachtet werden, die allerdings nicht signifikant ist.

Die Ubrigen Zellinien zeigen nach einer Interferonbehandlung keine
eindeutige Veranderung in der Zytokeratinexpression.

Zusammenfassend kann die Expression der Zytokeratinmuster in den
verschieden Zellinien als sehr inhomogen bezeichnet werden. Das
Ausmal, in dem die einzelnen Zytokeratine im Zeitverlauf exprimiert
werden, ist ebenfalls uneinheitlich. Samtliche Veranderungen der
Expressionsintensitat sind lediglich passager. Das gilt sowohl fir die
unbehandelte Kontrollgruppe als auch die mit Interferon inkubierten Zellen.
Diese voriibergehenden Anderungen der Zytokeratin-exprimierung kénnten
eventuell im Zusammenhang mit den Veranderungen im Zellzyklus stehen.
Das typische Expressionsprofil, das normale Vulvazellen kennzeichnet,
wird nicht beibehalten. Dieses lal3t auf ein heterogenes Tumorzellmaterial
mit dedifferenzierten Minorzelltypen schlie3en.
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5. Zusammenfassung

Der EinfluR von Interferonen auf das Wachstum, die Expression der
Haupthistokompatibilitatskomplexes und ausgewahlte Differenzierungsmarker
einer neu etablierten Vulvakarzinomzellinie in vitro

Christiane SeilRer

Die Fragestellung dieser Arbeit war, zu untersuchen inwiefern sich mit Interferon
behandelte Tumorzellen verandern. Insbesondere interessierte die Frage, ob diese
Zellen einer Modifikation im Sinne einer Redifferenzierung zugefuhrt werden kdnnen.
Hierzu wurden am Beispiel einer neu etablierten Vulvakarzinomzellinie verschiedene
Interferoneffekte untersucht. Getestet wurden zwei Vulvakarzinomstammzellinien

und zwei ihrer Klone, die mit Interferon a und / oder Interferon y behandelt wurden.
Die Zellinien zeigten ein haufig voneinander abweichendes Verhalten, was die
Heterogenitat des Tumorzellmaterials ausdruckt.

Ein proliferationshemmender Einflull von Interferon o wurde in allen Zellinien
demonstriert. In der Kombination mit Retinoiden konnten mehrere Arbeiten anhand
anderer Tumorzellinien eine Uberlegenheit gegeniiber der Monotherapie mit
Interferonen belegen. Dieses sollte ein Anlal} zu weiteren Untersuchungen an der
Vulvakarzinomzellinie sein.

Die Stimulierbarkeit von MHC Klasse Il Genprodukten ( Main Histocompatibility
Complex ) durch Interferon y zeigte sich an einem Klon der Uberstandszellinien.

Die Expression verschiedener Differenzierungsmarker, wie der EGF-R (Epidermal —
Growth - Faktor-Rezeptor ) , das p53 (Protein 53), das Panzytokeratin und die
Zytokeratine 7, 18 und 19 wurden nach Zugabe von Interferon o im Zeitverlauf von 1
bis 8, respektive 10 Tagen beobachtet. Die immunhistochemische Auswertung
zeigte passagere Bewegungen insbesondere im Expressionmuster der Zytokeratine.
Ein statistisch signifikanter EinfluR durch eine Behandlung mit Interferon o lief} sich
nicht nachweisen.

Die Zellen unserer neu etablierten Vulvakarzinomzelline veranderten sich unter einer
Interferonbehandlung. Diese modifizierten Tumorzellen haben somit im Hinblick auf
ihr Wachstumsverhalten und ihre MHC-Expressionsmuster eine zumindest partielle
Redifferenzierung erfahren.
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