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Abstrakt

Einleitung: Organotypische Kulturen der Haut und des Plattenepithelkarzinoms (PEK)
eroffnen neue Madglichkeiten, spezifische Fragestellungen unter in-vivo-ahnlichen
Bedingungen zu analysieren. In der vorliegenden Arbeit wurde das Potenzial der
organotypischen Kultur als Untersuchungsinstrument fiir die Haut und fir Hauttumoren
evaluiert, indem der Einfluss von Mastzellen, Histamin und des Angiotensin-II-Rezeptor-
Typ-2-Agonisten Compound 21 (C21) auf Keratinozyten und PEK-Zellen in der

organotypischen Kultur analysiert wurden.

Methode: Fur die Untersuchung wurden Keratinozyten, Fibroblasten und Mastzellen aus
Hautgewebe isoliert. Als PEK-Zellen wurden die Zelllinien SCC12 und SCC13 analysiert.
Die organotypische Kultur bestand aus drei Komponenten: einer azellularen Schicht aus
Kollagen, einem Dermisaquivalent, das Fibroblasten und Mastzellen beinhaltete, und
einer epithelisierten Schicht mit Keratinozyten bzw. SCC12- oder SCC13-Zellen. 6-8
Tage nach dem Air-Lifting wurde die Kultur histologisch bearbeitet.

Ergebnisse: Die organotypischen Kulturen der Haut wurden sowohl mit Keratinozyten als
auch mit PEK-Zellen mit und ohne Integration von Mastzellen erfolgreich etabliert. Dabel
zeigten die Keratinozyten und PEK-Zellen in der organotypischen Kultur
Wachstumsmuster, welche in der Monokultur nicht zu erkennen waren. Durch die
Anwesenheit oder Aktivierung der Mastzellen ergaben sich keine Veranderungen bei den
PEK-Zellen. Allerdings kam es nach Histamin-Gabe zu einer signifikant reduzierten
Proliferation von SCC12- und SCC13-Zellen mit einer verminderten Expression des
Vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2). C21 fuhrte in beiden Zelllinien
zu einer Reduktion der Proliferation sowie zu einer Induktion der Apoptose. Diese anti-
proliferativen Effekte von Histamin und C21 traten in der Monokultur nicht auf. C21 wirkte
auch anti-proliferativ und pro-apoptotisch auf Keratinozyten in der organotypischen
Kultur.

Diskussion: In der vorliegenden Arbeit gelang es erstmals, erfolgreich eine
organotypische Kultur der Haut mit PEK- und Mastzellen zu etablieren. Die vielféltigen
Einsatzmoglichkeiten dieser organotypischen Kultur konnten reprasentativ durch die
Analyse des Effekts von Mastzellen, Histamin und C21 demonstriert werden. PEK-Zellen
verhielten sich in der organotypischen Kultur ,in-vivo-ahnlicher’ als in einer Monokultur,

was die Uberlegenheit der organotypischen Kultur belegt. Die proliferationshemmende
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Wirkung von Histamin mit einer verminderten Expression von VEGFR2 erklart die
tumorprotektive Rolle von Mastzellen. Daher sollten VEGFR2-Antagonisten zur
therapeutischen Anwendung weiterhin getestet werden. Die anti-proliferative und pro-
apoptotische Wirkung von C21 auf PEK-Zellen und Keratinozyten in der organotypischen
Kultur deutet auf ein therapeutisches Potenzial dieser Substanz bei Erkrankungen wie

PEK oder Psoriasis hin.
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Abstract

Introduction: The organotypic culture of skin and squamous cell carcinoma (SCC) opens
up a new opportunity to analyze specific questions under in vivo-like conditions. In the
present work, the potential of organotypic culture as an investigational tool for the skin
and cutaneous tumors was evaluated by analyzing the effects of mast cells and histamine
as well as angiotensin Il type 2 receptor agonist Compound 21 (C21) on keratinocytes

and SCC cells in the organotypic culture.

Method: Keratinocytes, fibroblasts and mast cells were isolated from the skin tissue for
investigation. Two cell lines SCC12 and SCC13 were analyzed as cells of SCC. The
organotypic culture consists of three components: an acellular layer of collagen, a dermal
equivalent containing fibroblasts and mast cells, and an epithelialized layer of
keratinocytes and SCC12 or SCC13, respectively. In 6 to 8 days after the air-lifting, the

culture was histologically processed.

Results: The organotypic cultures of the skin with keratinocytes as well as with SCC cells
with and without integration of the mast cells were successfully established. The
keratinocytes and SCC cells showed growth patterns in the organotypic culture, which
were not detected in the monoculture. The presence or activation of the mast cells did
not result in any changes in the SCC cells. However, after administration of histamine,
there was a significantly reduced proliferation of SCC12 and SCC13 with an
underexpression of vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2). C21 led to
a reduction in proliferation and an induction of apoptosis in the two cell lines. These
antiproliferative effects of histamine and C21 were not demonstrated in the monoculture.
C21 also had an antiproliferative and apoptotic effect on keratinocytes in the organotypic

culture.

Discussion: It was possible for the first time to successfully establish an organotypic
culture of the skin with SCC cells and mast cells. The diverse uses of this organotypical
culture could be representatively demonstrated by analyzing the effect of mast cells,
histamine and C21. SCC cells behaved more "in vivo-like" in the organotypic culture than
in a monoculture, which demonstrates the superiority of the organotypic culture. The
proliferation-inhibiting effect of histamine with a reduced expression of VEGFR2 explains
the tumor-protective role of mast cells. Therefore, VEGFR2 antagonists should be tested

for therapeutic use. The anti-proliferative and pro-apoptotic effects of C21 on SCC cells
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and keratinocytes in organotypic culture indicate a therapeutic potential of this substance

in diseases such as SCC or psoriasis.



1 EINLEITUNG 1

1  Einleitung

Trotz der Fortschnitte in der Tumorforschung wurden nur noch ca. 6,7% der
Tumorpharmaka, welche von 2003 bis 2011 eine dreiphasige klinische Studie
durchliefen, in den USA zugelassen. Damit schnitt die Gruppe der Tumorpharmaka bei
der Food and Drug Administration (FDA) Zulassung am schlechtesten ab [1]. Nahezu
40 % der Kandidaten scheiterten bereits in der ersten klinischen Phase [1]. Der Grund
hierfir ist, dass Tumorentwicklungen sehr komplex sind und die klassischen
experimentellen Methoden, wie die Zellkultur, diese Komplexitat nur ungenigend

abbilden [2]. Daher sind innovative Untersuchungsmethoden erforderlich.

1.1 Organotypische Kultur

Der Begriff ,organotypic” wurde 1954 erstmalig in der biomedizinischen Wissenschaft
verwendet, um die Differenzierung der Augen des Huhnerembryos zu beschreiben [3].
Unter einer organotypischen Kultur (,organotypic culture®) versteht man in der Biomedizin
eine Form der Zellkultur, in der sich isolierte Zellen in einer Kultur zusammen zu einer
dreidimensionalen Struktur mit organahnlicher Morphologie sowie Funktion entwickeln
[4]. Davon abzugrenzen ist die ,Organkultur®, bei der Zellen im Gewebeverband kultiviert
werden, ohne sie vorher zu isolieren [4]. Mit dem Begriff ,histotypic culture® wird eine aus

einem Zelltyp bestehende dreidimensionale Kultur beschrieben [4].

1.1.1 Organotypische Kultur der Haut

Initiale Untersuchungen belegen die in-vivo-ahnlichen Differenzierung der Keratinozyten
in organotypischen Kulturen der Haut. 1974 entdeckten Rheinwald und Green, wie in
einer konventionellen Zellkultur ein differenziertes Wachstum der Keratinozyten erzeugt
werden kann [5]. Sie kultivierten Keratinozyten und Fibroblasten zusammen in einem
Medium und beobachteten die Ausbildung einer Epidermis-ahnlichen Struktur [5]. 1976
entwickelten Freeman und Kollegen eine andere Methode fur ein differenziertes
Wachstum der Keratinozyten, indem sie die Zellen unter Luftkontakt auf einem porcinen
dermalen Gewebe kultivierten [6]. Eine der Definition entsprechende organotypische
Kultur der Haut wurde 1981 zum ersten Mal durch Bell und Kollegen vorgestellt.
Allerdings war dieser Versuch nicht als Langzeitkultur konzipiert, sondern fir eine
Hauttransplantation im Tiermodell [7]. Asselineau und Prunieras veroffentlichten 1984 die

erste organotypische Langzeitkultur der Haut [8]. Diese Form der Kultur wurde daraufhin
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durch verschiedene Forscher optimiert, wobei die grundlegende Konstellation mit
Fibroblasten im Dermisaquivalent und Keratinozyten in der epidermalen
Oberflachenschicht nicht variiert wurde. In den vergangenen Jahre wurde haufig eine
1994 durch Fusenig und Kollegen verdffentlichte Methode mit einem Dermisaquivalent
aus Kollagen Typ 1 als Grundlage der organotypischen Kultur verwendet [9]. Weiter gab
es Versuche, diese klassische Form der organotypischen Kultur zu optimieren.
Beispielsweise wurde die Stabilitat des Dermisaquivalents Uber ein Fibringerinnsel durch

Mischung von Thrombin und Fibrinogen erhoht [10].

1.2 Struktur der Haut

Die Haut ist bei einem 70 kg schweren Erwachsenen ca. 2 m? groR und wiegt etwa 13 kg
[11], womit sie das grolte Organ des menschlichen Koérpers darstellt. Sie schutzt den
Korper nicht nur als passive Barriere zur Auldenwelt, sondern hat auch eine aktive
Abwehrfunktion [12]. Die Haut ist in Epidermis, Dermis und Subkutis unterteilt. Die
Epidermis besteht grofdtenteils aus Keratinozyten, aus denen sich durch Differenzierung
ein  mehrschichtiges verhornendes Epithel entwickelt. Die Keratinozyten sind
ausschlieBlich im basalen Bereich proliferationsfahig [13]. An dieser Grenzzone zur
Dermis bilden sie zusammen mit Fibroblasten der Dermis eine aus Extrazellularmatrix-
Bestandteilen bestehende Basalmembran [14]. Die Basalmembran ist aus drei Schichten
aufgebaut: In der Mitte liegt die Lamina densa in Richtung des Epithels schliel3t sich die
Lamina rara und in Richtung Dermis die Lamina fibroreticularis an [14]. Die Lamina densa
besteht aus Kollagen Typ IV, Lamininen, Perlecan sowie Nidogenen und Ubt eine
Barrierefunktion aus [14]. Auf der epithelialen Seite binden die Laminine an die Integrine
der Keratinozyten, (z.B. Laminin-332 und Integrin a6B4) [15] und auf der dermalen Seite
an schleifenformige Fibrillen aus Kollagen Typ VII, welche mit Fasern aus Kollagen Typ |
und Il im Bindegewebe der Dermis verflochten sind [16,17]. Die Keratinozyten
differenzieren sich in den weiter auf3en liegenden Schichten (Stratum spinosum, Stratum
granulosum) weiter. Die aullerste kernlose Schicht wird als Stratum corneum
(Hornschicht) bezeichnet [13]. Die Wanderung der Keratinozyten vom basalen Bereich
bis zur Hornschicht dauert in der normalen Haut ca. 40-56 Tage [18]. Im Zuge der dabei
stattfindenden Differenzierung zeigen die Keratinozyten nicht nur morphologische
Veranderungen, sondern auch eine veranderte Zusammensetzung ihres Zytoplasmas.

Betroffen sind die Calcium-Konzentration [19] und das Expressionsmuster der Proteine,
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was zur Beurteilung der Differenzierung genutzt werden kann. Undifferenzierte
Keratinozyten exprimieren Cytokeratin (CK) 5 und 14 [20]. In differenzierten Zellen finden
sich ab dem Stratum spinosum Transglutaminase, CK10 sowie Involucrin [20]. Die
Proteine Loricrin und Filaggrin werden von Keratinozyten erst im Stratum granulosum
exprimiert [20]. Neben den Keratinozyten sind Langerhans-Zellen sowie Melanozyten
weitere Bestandteile der Epidermis. Diese Zellen haben eine Abwehrfunktion bzw. sind

fur die Pigmentproduktion zustandig [12,13].

Die Dermis ist ein kollagen- sowie elastinreiches Gewebe mit mikrovaskularen Blut- und
Lymphgefallen, Nerven sowie Haarwurzeln und Schweil3drisen [21]. Daneben finden
sich in ihr auch zahlreiche Immunzellen, wie Mastzellen (siehe Kapitel 1.4), Phagozyten,
Lymphozyten sowie weitere antigenprasentierende Zellen [12].

In der Subkutis, die sich aus Binde- und Fettgewebe zusammensetzt, verlaufen

Blutgefalie zur Versorgung der Dermis und Epidermis [11].

1.3 Plattenepithelkarzinom

Das Plattenepithelkarzinom (PEK) der Haut ist ein maligner Tumor der Keratinozyten, der
lokal destruierend wachst, aber auch metastasiert. In 90 % der Falle manifestiert er sich
im Kopf- und Gesichtsbereich [22]. Wahrend es sich beim PEK um eine Entartung bereits
differenzierter epithelialer Keratinozyten handelt [22], liegt beim Basalzellkarzinom,
welches im Unterschied zum PEK kaum metastasiert, eine Entartung der mitotischen
Keratinozyten vor. Eine immunhistochemische Analyse des Transmembranproteins
EpCAM (epithelial cell adhesion molecule, epitheliales Zelladhasionsmolekdl) erleichtert
gegebenenfalls die Differenzierung dieser beiden Tumorarten [23]. Die variablen
histomorphologische Auspragungen des PEK (z.B. Differenzierung, Infiltration, Grolde,
Tiefe) bieten eine Risikoeinschatzung bezulglich der Prognose [24]. Klinisch prasentiert
sich das PEK als Raumforderung der Haut mit hyperkeratotischer Oberflache oder mit
einem Ulcus. Bei Verdacht auf ein PEK sollte eine histologische Untersuchung zur
Sicherung der Diagnose durchgefuhrt werden [22]. Erforderlich sind zudem eine
vollstandige Inspektion der gesamten lichtbelasteten Haut und gegebenenfalls auch eine
Untersuchung der regionaren Lymphknotenstationen, falls ein Verdacht auf lokoregionare
Metastasen besteht oder mehrere Risikofaktoren (z.B. gro3er Tumordurchmesser,

Infiltrationsdicke Uber 2 mm, Entdifferenzierung) vorliegen [22].
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1.3.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Das PEK ist in Deutschland nach dem Basaliom die zweithaufigste Tumorerkrankung der
Haut [25]. 2014 wurden gemall dem Robert Koch-Institut ca. 50000 Neuerkrankungen in
Deutschland gemeldet [25]. Das mediane Erkrankungsalter liegt fur Manner bei 77
Jahren und flr Frauen bei 79 Jahren; die relative 5-Jahres-Uberlebensrate betragt 96 %
[25]. Aus den ab 2010 in Deutschland gesammelten Daten ergab sich eine Pravalenz
uber alle Altersgruppen von 2,7 %, wobei die Pravalenz mit zunehmendem Alter anstieg
[26]. Manner erkranken haufiger (3,9 %) am PEK als Frauen (1,5 %) [26]. In den USA
wurde 2012 von rund 700000 Neuerkrankungen berichtet [27]. 3,7-5,2 % der Patienten
entwickelten Lymphknotenmetastasen [27]. Die Mortalitdt lag bei 1,5-2,1% [27].
Zwischen den Zeitraumen 1976-1984 und 2000-2010 stieg die Haufigkeit der
Erkrankung um den Faktor 2,6 an [28], was auf der Zunahme der Anzahl alterer
Menschen beruht [29]. Australien hat weltweit die hdchste Inzidenz. Laut einem
staatlichen Bericht von 2016 betrug 2002 die altersstandardisierte Inzidenz pro 100.000
Einwohner bei Manner 499 bzw. bei Frauen 291 [30]. 2001 lag die Motilitatsrate in
Australien bei zwei von 100000 Menschen [31]. In Finnland ist die altersstandardisierte
Inzidenz pro 100.000 Einwohner mit sechs fur Manner bzw. vier fur Frauen deutlich

geringer [32].

Der wichtigste Risikofaktor fir die Entwicklung eines PEK ist die langfristige Einwirkung
der Ultraviolettstrahlung der Sonne [33-35]. Eine Vorgeschichte mit einem Sonnenbrand
in der Kindheit scheint die Entstehung dieser Tumorerkrankung zu begunstigen [35].
Haufiger betroffen vom PEK sind zudem Bevolkerungsgruppen mit hellem Hauttyp [36],
altere Menschen [37,38] sowie immunsupprimierte Patienten und Personen mit

bestimmten Erkrankungen, wie Epidermolysis bullosa dystrophica [39-41].

1.3.2 Stadieneinteilung und Therapie des PEK

Beim PEK der Haut wird fur die Stadieneinteilung vornehmlich die Tumor-Nodus-
Metastase-(TNM)-Klassifikationen der Union internationale contre le cancer (UICC)
sowie des American Joint Committee on Cancer (AJCC) benutzt [42,43].! Die beiden

Klassifikationen sind sich &hnlich, allerdings zieht die Einteilung des AJCC einige

1 Eine tabellarische Darstellung der TNM-Klassifikationen ist in der ,S3-Leitlinie Aktinische Keratose
und Plattenepithelkarzinom der Haut (Langversion)“ auf den Seiten 38—47 zu finden [22].
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Risikofaktoren detaillierter in Betracht, wie z.B. die Lokalisation, den
Differenzierungsgrad sowie die Dicke des Tumors. Eine besonders grof3e Bedeutung hat
die Infiltrationstiefe, weil sich die Wahrscheinlichkeit einer Metastasierung ab einer Tiefe
von 2 mm erhoht [44]. Die Therapie der Wahl ist eine vollstandige chirurgische Exzision
im Gesunden, die bei ca. 95% aller PEKs eine Heilung auf Dauer ermdglicht [22]. Im
Falle einer Inoperabilitat oder einer Non-in-sano-Resektion sollte eine Strahlentherapie
durchgefuhrt werden [22]. Bei klinischem Verdacht auf Befall von regionaren
Lymphknoten sollte eine therapeutische Lymphadenektomie durchgefihrt werden, sofern
der Primarius operativ vollstandig exzidiert werden kann [22]. Trotz der Therapie kommt
es bei 3—4 % der Patienten zu einem Lokalrezidiv oder einer Metastasenbildung [22]. Bei
etwa 85% davon ist der zervikale Lymphknoten von Metastasen befallen und bei den
restlichen 15% sind Fernmetastasen nachweisbar [45-48]. Eine Chemotherapie sowie
Strahlentherapie waren in einigen Studien teils erfolgreich [49,50]. Weiter gab es bereits
Versuche, immunologische Therapieansatze zu entwickeln, dazu zéhlten spezifische
Antikorper gegen den Epidermal growth factor receptor (EGFR) [51,52] oder gegen das
Programmed cell death protein 1 (PD 1) [53,54]. Fur eine systemische Therapie bei
metastasiertem PEK ist die Datenlage bislang noch durftig [22].

1.3.3 Plattenepithelkarzinom und VEGFR2

Der vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2) ist ein Rezeptor fur die
vascular endothelial growth factor (VEGF) Familie, hauptsachlich fur VEGF-A sowie
prozessierte Formen von VEGF-C und -D. Der VEGFR2 ist einer der wichtigsten
Regulatoren der Angiogenese sowie Lymphangiogenese [55]. VEGF-Rezeptoren (auch
VEGFR1 und VEGFR3), welche einen extrazellularen Teil mit sieben Immunglobulin-
ahnlichen Domanen besitzen, dimerisieren, nachdem sie VEGF gebunden haben [55,56].
VEGFR2 bildet sowohl Homodimere als auch Heterodimere mit VEGFR1 oder VEGFR3
[55]. Zu den durch die VEGFR-Dimerisierung und Tyrosinphosphorylierung der
intrazellularen Domanen ausgeldosten mdgliche Signalkaskaden gehort die pro-
angiogene Signalkaskade uber die Phospholipase C, Proteinkinase C und Mitogen-
acivated-protein (MAP)-Kinase [55,57].

VEGFR?2 ist nicht nur in Endothelzellen vorhanden, sondern wird auch von verschiedenen
Tumoren [58] wie dem PEK [59] exprimiert. Weiter produziert das PEK auch VEGF,

woraus eine autokrine Wachstumsforderung der Zellen resultiert [60]. Eine Blockierung
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von VEGFR2 ergab im Mausmodell eine Tumorregression [61].

1.3.4 Plattenepithelkarzinom und B-Catenin

Fir B-Catenin sind bislang zwei Funktionen bekannt: Erstens ist es ein Bestandteil des
Proteinkomplexes der Adharenzverbindungen der Epithelzellen, welcher Cadherin und
a-Catenin miteinander verbindet [62], zweitens reguliert es die Transkription
verschiedener Zielgene [63]. Das Protein ist intrazellular lokalisiert [63], bleibt jedoch
meist an dem ,destruction complex“? gebunden und wird anschlieRend abgebaut, sodass
die zytoplasmatische -Catenin-Konzentration in einer physiologischen Situation niedrig
ist [63].

Bei Tumorerkrankungen ist dieses Gleichgewicht haufig gestért. Wnt-Liganden binden an
den FZD/LRP5/6-Rezeptor.® AnschlieRend wird das zytoplasmatische Dishevelled-
Protein aktiviert, welches den o. g. ,destruction complex” antagonisiert [63]. Dadurch wird
der B-Catenin-Abbau verhindert [63].

20-90% der PEKs zeigten in Studien in der histopathologischen Untersuchung eine
erhohte zytoplasmatische B-Catenin-Konzentration [63]. Die Ribonukleinsaure-(RNA)-
Expression des Wnt-Liganden und des FZD-Rezeptors ist beim PEK im Vergleich zur
gesunden Haut erhoht [65]. Das B-Catenin-Signal scheint die Proliferation [66] sowie
Invasion [67] zu verstarken. Die genauen Ursachen und Effekte der erhéhten p-Catenin-

Expression sind weitgehend unklar [63].

1.3.5 Plattenepithelkarzinom und Integrin 4

Integrin B4 ist ein Bestandteil der Basalmembran der gesunden Haut (siehe Kapitel 1.2).
Es liegt an Integrin a6 gekoppelt. Das Dimer schafft eine Verbindung zu
zytoplasmatischen Cytokeratin-Filamenten durch Interaktion mit Pectin, Kollagen Typ
XVIlI und mit dem Bulbdsen-Pemphigoid-Antigen 1 (BP230) [68]. Bei verschiedenen
Tumorerkrankungen wurde beobachtet, dass Integrin a6p34 freigesetzt wird, indem der
zytoplasmatische Anteil von Integrin 4 phosphoryliert wird. Die Invasivitat der Tumoren

wird durch Bindung von Wachstumsfaktoren an Rezeptoren, wie ErbB-1, -2, -3, c-Met,

2 Ein ,destruction complex” besteht aus Axin, APC (Adenomatous-polyposis-coli-Protein), GSK-3
(Glykogensynthase-Kinase 3), CK1 (Caseinkinase 1), PP2A (Proteinphosphatase 2) und B-TrCP
(B-transducin repeat-containing protein) [64].

3 FZDI/LRP5/6-Rezeptor ist der Rezeptor fuir Wnt-Liganden. FZD steht fur ,Frizzled“ und LRP fr
Jlipoprotein receptor-related protein®.
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Recepteur d’origine Nantais (RON), Lysophosphatidic acid receptor (LPA) 1- und -2,
sowie durch Veranderungen der Genexpression, z.B. von Phosphoinositid-3-Kinase
(PI3K), Proteinkinase B (Akt) und Mitogen-activated protein kinase (MAPK) gefordert
[68].

Dieses Phanomen ist auch beim PEK festzustellen. Eine Phosphorylierung des
zytoplasmatischen Anteils von Integrin B4 erfolgt durch Aktivierung des Epidermal-
growth-factor-(EGF)-Signalwegs und dessen Hemmung reduziert die Freisetzung von
Integrin a6B4 sowie die Tumormigration [69]. Ein Virus-vermittelter RNA-Interferenz-
(RNAi)-Knock-out von Kollagen Typ XVII und Integrin B4 reduzierte ebenfalls die
Migration [70].

1.4 Mastzelle

1863 beschrieb Recklinghausen einen bis dahin noch unbekannten Zelltyp in ungefarbten
Schnitten des Mesenteriums von Froschen [71]. Durch Anfarbung der Granula mit
basischen Farbstoffen konnte Paul Ehrlich diese Zellen 1877 in seiner Doktorarbeit
genauer charakterisieren [72,73]. Er nannte diese Zellen ,Mastzellen®, in der falschlichen

Annahme, dass sie grol3e Mengen an Substanzen aufgenommen hatten [73,74].

1.4.1 Entwicklung der Mastzelle

Mastzellen finden sich in der Haut und der Schleimhaut sowie in allen vaskularisierten
Geweben auller im Zentralnervensystem und in der Netzhaut [75,76]. Eine Mastzelle
besitzt intrazellular rund 50-200 Granula, welche Inflammationsmediatoren beinhalten,
wie Histamin, Chymase und Tryptase [75]. Mastzellen stammen von hamatopoetischen
Cluster of differentiation (CD)34"-, c-kit*- und CD13*-Vorlaufern des Knochenmarks ab
[77]. Unter dem Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren, wie Stem cell factor (SCF)
und Interleukin-(IL)-3, differenzieren diese Vorlauferzellen und exprimieren
mastzelltypische Zytokine [78-80]. Im Gegensatz zu anderen Leukozyten findet eine
Ausdifferenzierung der Mastzellen erst nach der Einwanderung ins Gewebe statt [81,82],
wobei jede Mastzelle in Abhangigkeit von der lokalen Mikroumgebung des Zielortes einen
bestimmten Phanotyp annimmt [83-86]. Klassischerweise lassen sich bei humanen

Mastzellen zwei Subtypen unterscheiden: MCt (Mastzellen mit Tryptase) und MCrc
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(Mastzellen mit Tryptase und Chymase) [87]. In der Haut sind vorwiegend MCrc zu finden

(99 %) [87]. Die Verteilung der beiden Subtypen ist je nach Korperregion unterschiedlich.*

1.4.2 Physiologische Funktionen der Mastzelle

Mastzelle spielen eine wichtige Rolle bei der Homdostase in Organen, die standig
wachsen und sich regenerieren [86,88], wie die Haut, die Haarfollikel und die Knochen
[89-91]. Zudem sind die Mastzellen bei der Wundheilung unverzichtbar [92,93]. In der
akuten Phase der Wundheilung verstarken sie durch Ausschuttung zahlreicher
Mediatoren die lokale Immunreaktion sowie Leukozyten-Rekrutierung [94-97].
Gleichzeitig fuhren einige Mediatoren, wie VEGF und Histamin, zu einer erhdhten
Permeabilitat des GefalRendothels [98,99]. Nach dieser akuten Phase unterstitzen
Wachstumsfaktoren der Mastzellen (z.B. EGF, fibroblast growth factor-(FGF)-2,
keratinocyte growth factor (KGF), nerve growth factor (NGF)) die Regenerierung von
Keratinozyten sowie Fibroblasten [99—-107]. DarUber hinaus besitzen Mastzellen auch
eine Abwehrfunktion gegen Parasiten [108—-111], Bakterien [112—-114] und Viren [115-
117].

1.4.3 Aktivierung der Mastzelle

Der meistuntersuchte Signalweg der Mastzellen ist die high-affinity Immunglobulin (Ig) E
receptor (FceRl) vermittelte Aktivierung, mit der die allergische Reaktion Typ | erklart
werden kann [118]. An der Oberflache der Mastzellen finden sich zahlreiche FceRI-
Molekule. Der FceRI besteht aus einer a-Kette, an der IgE binden kann, einer B-Kette,
welche sich Uber die Membran erstreckt, und zwei y-Ketten, welche intrazellular Gber eine
Disulfidbriicke miteinander verbunden sind [119]. Der FceRI hat eine hohe Affinitat fir
IgE, welches von B-Lymphozyten als Reaktion auf CD4-positive T-Zellen produziert wird
und in der Regel bereits ohne Antigen an diesen Rezeptor gebunden vorliegt [120]. Bei
einer Vernetzung von zwei oder mehreren FceRI-Molekilen Uber Antigen-IgE-Komplexe
kommt es zu einer Aktivierung der Mastzellen [121], die von der Tyrosinkinase Lyn
abhangig ist. Lyn flhrt zu einer Aktivierung der Tyrosinkinase Syk, wodurch es zu einer
Phosphorylierung von Adaptorproteinen, wie linker for activation of T cells (LAT) und non-

T cell activation linker (nTAL), kommt, welche den Ausgangspunkt flr die Aktivierung

4 Der Anteil der MCrc in der Submukosa des Diinndarms betragt 77 % und in der Tonsille 60 %. In der
Mukosa des Dinndarms (81 %) und in den Alveolen (93 %) finden sich hauptsachlich die MC+ [87].
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zahlreicher weiterer Signalmolekule darstellen [75]. Die linker for activation of T cells-
(LAT)-abhangige Aktivierung induziert beispielsweise eine Inositoltriphosphat-(IP3)-
Signaltransduktion und somit eine Aktivierung der Proteinkinase C sowie eine Calcium-
Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum, welche wiederum durch Aktivierung
von nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B cells (NF-kB) die
Transkription der Zytokine fordert [122,123]. Bei einer Aktivierung des non-T cell
activation linker (nTAL) kommt es zu einer weiteren Aktivierung des PI3K/Akt-Signalwegs,
wobei die PI3K auch die intrazellulare Calcium-Konzentration erhoht [75,124]. Diese
Kaskadenreaktionen fuhren in den Mastzellen letztendlich zu einer Degranulation,

Lipidmediatorproduktion und Zytokin-Synthese [75].

Neben der FceRI-vermittelten Aktivierung existieren weitere Maoglichkeiten zur
Mastzellenaktivierung. So sind Mastzellen beispielsweise in der Lage, Pathogene uber
Pattern-Recognition-Rezeptoren (z. B. Toll-like-Rezeptoren) zu erkennen und darauf zu
reagieren [75]. Zudem exprimiert die Mastzelle verschiedene Rezeptoren, beispielsweise
IgG-Rezeptoren, den SCF-Rezeptor (c-kit) sowie Rezeptoren fir Komponenten des
Komplementsystems [75]. Uber diese Rezeptoren vermittelte Signale fiihren zur

selektiven Freisetzung und Produktion von Mastzellenmediatoren [75].

1.4.4 Histamin

Histamin ist ein Hauptmediator der Mastzellen [120], welcher in deren Granula
gespeichert ist und bei einer IgE- und nicht IgE-basierten Stimulation durch eine
Exozytose freigesetzt wird [125]. Die Wirkungen von Histamin werden uber vier
Rezeptoren (H1-, H2-, H3- und H4-Rezeptor) vermittelt, welche in verschiedenen
Zelltypen vorkommen. Die bekanntesten Histamin-Wirkungen sind die Regulation der
vaskularen Permeabilitat sowie die Regulation der Kontraktion der glatten Muskulatur im
respiratorischen Trakt Uber den H1-Rezeptor [126]. Zudem werden auch die meisten
Hautreaktionen, wie Erytheme, Juckreiz oder Odeme, durch die Aktivierung des H1-
Rezeptors hervorgerufen [127]. Bei einer Aktivierung des H2-Rezeptors kommt es zu
einer gesteigerten vaskularen Permeabilitat und einer erhdhten Magensaureproduktion
[127]. Der H3-Rezeptor wird besonders in Neuronen exprimiert und scheint bei
neuropathischen Schmerzen, bei der Kognition sowie beim Schlaf- und Essverhalten eine
Rolle zu spielen [128-131]. Der H4-Rezeptor vermittelt chemotaktische Signale und soll

bei allergischen Reaktionen fur die Erhdhung der Anzahl von Mastzellen sowie
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eosinophilen Granulozyten im betroffenen Gewebe verantwortlich sein [132,133]. Zudem

scheint er bei der T-Helfer-(Th)-2-Antwort eine essenzielle Rolle zu spielen [134].

1.4.5 Einflisse der Mastzellen auf das Plattenepithelkarzinom

Der Entdecker der Mastzellen, Paul Ehrlich, beschrieb in seiner Doktorarbeit eine erhdhte
Anzahl von Mastzellen im Tumorgewebe. Mikhail und Miller-Milinska stellten 1964 beim
PEK der Haut ebenfalls eine erhohte Anzahl von Mastzellen fest [135]. Zum selben
Ergebnis kam 1986 die Arbeitsgruppe von Claudatus nach einer histopathologischen
Untersuchung von Hauttumoren, vor allem des PEK [136]. Auch experimentell wurde
dieses Phanomen beobachtet: Bei einer Inokulation einer PEK-Zelllinie in Mause wurde
nach 40 Tagen eine erhdhte Anzahl von Mastzellen im Tumorbereich nachgewiesen
[137].

Die Einfllisse von Mastzellen auf das PEK der Haut wurden bislang kaum untersucht®.
Das PEK exprimiert H1- und H2-Rezeptoren [138]. Mastzellen induzieren im PEK die IL-
6- und IL-8-Synthese, welche Immunreaktionen auslésen [139]. Eine andere Studie zeigt,
dass Histamin die Interferon-gamma induced protein 10 KD (IP-10) Synthese Uber den
H2-Rezeptor reduziert. Die daraus folgende Abschwachung der Immunantwort
begunstigt die Tumorprogression des PEK [138]. Jungere Studien ergaben
unterschiedliche Ergebnisse in Bezug auf die Histamin-vermittelte Proliferationsinduktion
im PEK [140,141].

1.5 Angiotensin-ll-Rezeptor Typ 2 und Compound 21

1.5.1 Angiotensin Il

Angiotensin Il (Ang Il) ist ein Produkt des Renin-Angiotensin-Systems. Das aus 452
Aminosauren bestehende Vorlauferprotein Angiotensinogen wird im Wesentlichen in der
Leber produziert [142] und im juxtaglomerularen Apparat der Niere durch Renin zum
Dekapeptid Angiotensin | (Ang ) gespalten [142]. Das Prohormon Ang | wird mit Hilfe des
endothelstandigen Angiotensin-konvertierenden Enzyms weiter zum Oktapeptid Ang Il
umgesetzt [142-144].

5 Auf PubMed gibt es insgesamt 39 Treffer bei der Schlagwortsuche nach ,mast cells“ AND ,skin“ AND
»Ssquamous cell carcinoma“ (abgerufen am: 15.06.2020).
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1.5.2 Angiotensin-ll-Rezeptor Typ 2

1989 wurde erstmals nachgewiesen, dass es mehr als einen Rezeptor fur Ang Il gibt
[145-147]. Die beiden zuerst identifizierten Angiotensin-lI-Rezeptoren wurden AT1R und
AT2R genannt [148,149]. Laut derzeitigem Forschungsstand werden die meisten

bekannten Wirkungen von Ang Il, wie die Blutdruckregulation, tUber den AT1R vermittelt.

Der AT2R ist ein aus 363 Aminosauren bestehender 7-Transmembranhelix-Rezeptor
[150], der in der Genregion Xq22-923 codiert wird [151]. Die molekulare Masse des
Rezeptors variiert zwischen 68 und 113 kDa, da er funf potenzielle
N-Glykosylierungsstellen besitzt [152]. Die Aminosauresequenz von AT2R weist in der
Transmembrandoméne eine 24-36%ige Ubereinstimmung mit der Aminosauresequenz
von AT1R auf [153]. Die wesentlichen Unterschiede zwischen den beiden Rezeptoren
finden sich in der dritten intrazellularen Schleife und am Carboxy-Terminus [154]. Der
AT2R zeigt eine ahnliche Affinitat zu Ang Il (Ko =4,6+1,3nM) wie der AT1R
(Ko =4,7 £ 1,8 nM) [153].

Die Signalkaskade Uber AT2R ist bisher nicht vollstandig geklart. Diskutiert wird eine
Beteiligung des AT2R-Bindungsproteins [155,156], der Src homology 2 domain
containing protein tyrosine phosphatase (SHP 1) [157] und des Transkriptionsfaktors
Promyelotic leukaemia zing finger protein (PLZF) [158,159]. Obwohl der AT2R zur Familie
der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gehoért [160], zeigt er keine klassischen

Eigenschaften dieser Familie, wie Phosphorylierung und Desensitisierung [154].

1.5.3 Compound 21

Compound 21 (C21) ist der erste selektive AT2R-Agonist, der kein Peptid ist [161]. C21
wurde durch eine Modifikation des nicht selektiven Agonisten von Ang Il, L-162,313 (1),
hergestellt [161]. C21 ist ein hochspezifischer AT2R-Agonist, mit einer Ki von 0,4 nM fur
AT2R und von Uber 1000 nM fir AT1R [161]. Im Rattenmodell ergaben sich eine
Bioverfugbarkeit von ca. 20-30 % nach oraler Applikation und eine Halbwertzeit von 4 h
[161].

C21 erlaubt erstmals eine selektive Stimulation des AT2R. Der bis dahin eingesetzte
Agonist CGP42112 zeigt bei einer hohen Konzentration eine unspezifische agonistische
Wirkung auf AT1R (Ki = 1,7 uM) [162,163]. Zudem ist dieses Molekul metabolisch instabil,
sodass eine orale Applikation ungunstig ist [145-147]. Zur indirekten Analyse der Rolle
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des AT2R nutzten daher Studien friher eine AT2R-Deletion im Mausmodell oder den
selektiven AT2R-Antagonisten PD123319.

1.5.4 Rolle von AT2R

Die Funktionen von AT2R wurden in den vergangenen Jahren auf vielfaltige Weise
untersucht, konnten jedoch nicht vollstandig geklart werden. Insbesondere gibt es bisher

kaum Untersuchungen mit Hauttumoren.

Im embryonalen Gewebe Uberwiegt die Expression von AT2R gegenuber der von AT1R
[164,165]. Im Laufe der weiteren Entwicklung kehrt sich das Verhaltnis der beiden
Rezeptoren um, sodass sich AT2R im adulten Gewebe nur noch in geringem Mal3e findet
[154,164,165]. In einer pathologischen Situation mit einer Gewebeschadigung und einem
Re-Modeling, wie bei Hautverletzungen [166], Myokardinfarkt [167,168], zerebraler
Ischamie [169], chronischer Niereninsuffizienz [170], GefalRverletzungen [171],
Atherosklerose [172,173] und rheumatoider Arthritis [174], wird die Expression von AT2R
jedoch erhoht.

In  Experimenten mit AT2R-deletieten Mausen war keine Kklar ersichtliche
Entwicklungsstorung festzustellen [175], allerdings traten eine erhodhte Inzidenz von
renalen und urologischen Fehlbildungen, eine verzogerte Vaskulogenese, ein erhdhter
Blutdruck, eine erniedrigte  Korpertemperatur sowie ein  abgeschwachtes
Explorationsverhalten auf [175-178]. Bei den Mausen mit verstarkter AT2R-Expression
gab es Hinweise auf eine gegenteilige Wirkung von AT2R im Vergleich zu AT1R, namlich
eine Reduzierung des Blutdrucks durch eine Vasodilatation und einen negativen
chronotropen Effekt [179,180].

Mit der Entwicklung von C21 wurde eine Untersuchung von AT2R durch eine selektive
Stimulation dieses Rezeptors moglich (siehe Kapitel 1.5.3). Neuere Studien erbrachten
vielversprechende Erkenntnisse, besonders in Bezug auf kardiale, nephrologische und
neurologische Erkrankungen. Im Rattenmodell fuhrte eine Gabe von C21 postinfarktiell
zu einer ventrikularen Funktionsverbesserung, einer Grollenreduktion der kardialen
Lasion sowie zu einer verminderten Expression der Entzindungs- bzw. Apoptosemarker
in der Periinfarktzone [181]. Ebenfalls soll eine AT2R-Aktivierung durch C21 bei einem
Herzversagen bzw. einer Hypertonie kardiovaskular protektiv wirken [182,183]. Zudem
wurden bei einer systemischen Hypertonie nach Stimulation mit C21 nephroprotektive

Wirkungen durch Reduktion der inflammatorischen Zellinfiltration sowie der
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Inflammationsfaktoren gezeigt [184,185]. Darlber hinaus zeigte eine Behandlung mit
C21 in einem simulierten Schlaganfall eine protektive Wirkung durch Reduktion der
InfarktgroRe und Regression des motorischen Defizits [186]. In vitro war nach einer
Behandlung mit C21 eine Aktivierung der Mikroglia zu beobachten [187]. Bezlglich der

Hauttumoren gibt es bisher keine Untersuchung mit C21.

1.6 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit wurde das Potenzial der organotypischen Kultur als ein in-vivo-
ahnliches Untersuchungsinstrument fir die Haut und Hauttumoren evaluiert. Dazu wurde
eine organotypische Kultur der Haut sowie des PEK mit Mastzellen etabliert (1). In dieser
Kultur wurden die Einflusse von Mastzellen/Histamin auf PEK-Zellen (2) sowie die
Einflusse von C21 auf PEK-Zellen und Keratinozyten (3) untersucht. Diese Einflisse
wurden auch in der Monokultur analysiert und die Ergebnisse mit denen der

organotypischen Kultur verglichen (4).
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211

2.1.2

Materialien

Materialien ftr die Zellkultur und die organotypische Kultur

Chemikalien und Losungen fur die Zellisolierung

Amphotericin B (250 ug/ml), PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland.

Collagenase type IV, Worthington Biochem, Freehold, USA.

Dispersionsmedium: 5 ml Penicillin/Streptomycin, 10 ml Fetal calf serum (FCS),
1,25 mg Amphotericin B und 2,5 ml MgSO4 wurden mit 500 ml Phosphate-buffered
saline mit Ca?*/Mg? (PBS+) gemischt. 10—15 mg Collagenase type IV, 5-7,5 mg
Hyaluronidase type 1S und DNase 1 (Endkonzentration im Dispersionsmedium:
10 pg/ml) wurden in 10 ml der zuvor hergestellten Lésung verdinnt.

Dispase type 1, BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland. Dispase type 1 wurde
in PBS+ aufgeldst (Endkonzentration: 3 U/ml).

DNase 1, Roche Applied Science, Berlin, Deutschland.

FCS, Biochrom AG, Berlin, Deutschland. Eine Inaktivierung der komplementaren
Proteine erfolgte durch eine Inkubation bei 56 °C fur 30 min vor der Anwendung.
Hyaluronidase type 1S, Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland.

MgSOs4, Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland.

Penicillin/Streptomycin (10000 IU/ml und 10000 ug/ml), Gibco by Life
Technologies, Ober-Olm, Deutschland.

PBS+, PAA Laboratories, Pasching, Osterreich.

Phosphate-buffered saline ohne Ca?*/Mg?* (PBS-) PAA Laboratories, Pasching,
Osterreich.

Soybean trypsin inhibitor (SBTI), Merck, Darmstadt, Deutschland.

0,05% Trypsin / 0,01% Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), Gibco by Life

Technologies, Ober-Olm, Deutschland.

Materialien fur die Zellseparation der Mastzellen

Anti-human CD117 MicroBead Kit, Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach,
Deutschland.

EDTA (100 mM), B. Braun, Melsungen, Deutschland.

Human AB Serum, Invitrogen, Carlsbad, USA.
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magnetic-activated cell sorting-(MACS)-Puffer: 500 ml PBS- mit 50 ml FCS und
10 ml EDTA.

Pre-Separation Filter (30 um), Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland.
Sandoglobulin® (30 000 ug/ml), CSL Behring, King of Prussia, USA.

Siebe (Maschenweite: 300 um), pluriSelect, Leipzig, Deutschland.

Siebe (Maschenweite: 40 und 100 um), VWR, Darmstadt, Deutschland.

Chemikalien und Losungen fir die Zellkultur

Adenin, Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland.

Ascorbinsaure, Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland.

Bovines Serumalbumin (BSA), Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland.

Cryo 1°C Freezing Container, Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland.
Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland.

EGF, Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland.

Hydrocortison, Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland.

Insulin, human recombinant, Biomol, Hamburg, Deutschland.

IL-4, PeproTech, Hamburg, Deutschland. IL-4 wurde in PBS- aufgeldst (20 pg/ml)
und bei —-80 °C aufbewahrt.

Serum-free Freezing Medium, PromoCell, Heidelberg, Deutschland.

SCF (50 pg/ml), PeproTech, Hamburg, Deutschland.

Materialien fur die organotypische Kultur

5-Brom-2'-desoxyuridin (BrdU), Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland.

CaClz, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland.

Kollagen Typ | aus der Ratte (3,6 mg/ml), First Link Ltd., Birmingham, England.
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (mit 1,0 g/l D-Glukose und L-Glutamin)
(DMEM), Biochrom AG, Berlin, Deutschland.

DMEM, 10-fach konzentriert (1,0 g/l Glukose, ohne L-Glutamin, NaHCOs und
Folsaure) (10x DMEM), Biochrom AG, Berlin, Deutschland.

DMEM/F-12 (1:1), Gibco by Life Technologies, Ober-Olm, Deutschland.

Iscove’s Basal Medium mit stabilem Glutamin, Biochrom AG, Berlin, Deutschland.
KGM-Gold™, Lonza, KdIn, Deutschland.
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2.15

KGM-Gold SingleQuots, Lonza, Kdln, Deutschland.

Matrigel™ Matrix, BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland.

Metallnetzgitter, spezialgefertigt. 20 x 20 x 5 mm (Lange x Breite x HOhe).
NaOH, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland.

Nicht-essenzielle Aminosauren, PAA Laboratories, Pasching, Osterreich.
Nylonnetz (Maschenweite: 30 um): Das Nylonnetz wurde 20 x 20 mm grof3
geschnitten und in Ethanol (100 %) gewaschen und desinfiziert. Nach Trocknen
wurde es in einer Losung mit Kollegen Typ | (1,1 ml Kollagen Typ | in 50 ml 0,03 N
Essigsaure) flir ca. 30 min bei Raumtemperatur und danach in 25 ml
Glutaraldehyd (0,1%) fir weitere 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlieend wurde es mit PBS- viermal gewaschen und in 70%igem Ethanol bis
zur Anwendung aufbewahrt. Vor der Anwendung wurde es mit PBS- nochmals

viermal gewaschen.

Medien fir die Zellkultur und die organotypische Kultur

FAD-Medium: 500 ml DMEM mit F 12 (v/v 3 : 1) mit 5 ml Penicillin/Streptomycin,
50 ml FCS, Adenin (Endkonzentration: 0,089 mM), EGF (Endkonzentration: 10
ng/ml), Insulin (Endkonzentration: 5 ug/ml) und Hydrocortison (Endkonzentration:
500 ng/ml). Kurz vor der Anwendung wurden Ascorbinsaure (Endkonzentration:
50 pg/ml) und SCF (Endkonzentration: 2,5 ng/ml) zugegeben.
Fibroblasten-Medium: 500 ml DMEM mit 5 ml Penicillin/Streptomycin und 25 ml
FCS.

Keratinozyten-Medium: KGM-Gold™ mit KGM-Gold SingleQuots.
Mastzellen-Medium: 500 ml Iscove’s Basal Medium mit 5 ml nicht-essenziellen
Aminosauren, 5 ml Penicillin/Streptomycin und 50 ml FCS. Kurz vor der
Anwendung wurden SCF (Endkonzentration; 100 ng/ml) und IL-4
(Endkonzentration: 20 ng/ml) zugegeben.

KGM ohne Bovine Pituitary Extract (BPE): 500 ml Keratinozyten-Medium ohne
BPE, mit CaCl. (Endkonzentration: 1,5 mM) und bovines Serumalbumin (BSA)
(Endkonzentration: 0,1 %). Kurz vor der Anwendung wurden Ascorbinsaure
(Endkonzentration: 50 ug/ml) und SCF (Endkonzentration: 2,5 ng/ml) zugegeben.

Serum-free Freezing Medium, PromoCell, Heidelberg, Deutschland.
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2.2

221

222

Materialien fur die histologischen Untersuchungen
Materialien fur die histologische Schnittherstellung

Adhasions-Objekttrager, SuperFrost plus, Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland.

Container fur flissigen Stickstoff, Messer Griesheim, Bad Soden, Deutschland.
Cryomold 4557, Sakura, Tokio, Japan.

Cryotome FSE Kryostat, Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland.
Einbettmedium Tissue-Tek O.C.T.™, Sakura, Tokio, Japan.

Flassiger Stickstoff.

Materialien fur die Immunhistochemie, Immunfluoreszenz und das TdT-
mediated dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL)

3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC+) High Sensitivity Substrate Chromogen, Ready-
to-Use, Dako, Hamburg, Deutschland.

Avidin/Biotin Kit, Vector Laboratories, Peterborough, England. Das Kit beinhaltet
eine Avidin-D-LOsung und eine Biotinlésung.

ApopTag® Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit, Merck, Darmstadt,
Deutschland. Das Kit beinhaltet die folgenden Loésungen: Equilibration Buffer,
Reaction Buffer, terminale Desoxyribonukleotidyltransferase (TdT) Enzym,
Stop/Wash Buffer, Blocking Solution, Anti-Digoxigenin-Fluorescein.
Hamalaunlosung sauer nach Mayer, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland.

HCI (6,0 N), Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland.

Labeled streptavidin-biotin (LSAB2) System horseradish peroxidase (HRP), Dako
North America Inc., Carpinteria, USA. Das Kit beinhaltet zwei Losungen: einen
Biotin-gekoppelten Sekundéarantikdrper und Streptavidin-HRP.

Mounting Medium fur Ha&malaunfarbung und Immunhistochemie: Neo-Mount,
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland.

Mounting Medium fir Immunfluoreszenz: Immunoselect Antifading Mounting
Medium 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI), Dianova, Hamburg, Deutschland.
PAP-Pen, SCI, Munchen, Deutschland.

Peroxidase-Blocking-Reagenz, Dako, Hamburg, Deutschland.

RPMI 1640, Biochrom AG, Berlin, Deutschland.
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e Sekundarantikorper Alexa Fluor 594-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse 1gG,
Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA. Verdinnung von 1 : 600 in Tris-
buffered-saline (TBS) mit 2 % normal-goat serum (NGS) vor der Anwendung.

e Tris-base, Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland.

e Tris-HCI, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland.

e Tris-Puffer (10x): 9 g Tris-base, 68,5 g Tris-HCI und 87,5 g NaCl wurden in 1 Liter
destilliertem Wasser aufgelost und vor der Anwendung zehnfach mit destilliertem

Wasser verdinnt.

2.2.3 Antikorper fur die Immunhistochemie und Immunfluoreszenz

Die folgenden Antikdrper wurden fir die Immunhistochemie (siehe Kapitel 3.3.2) und
Immunfluoreszenz (siehe Kapitel 3.3.3) genutzt. Zur Optimierung der Farbung erfolgten
die Fixierung der Schnitte sowie die Inkubation mit Antikbrpern mit unterschiedlichen
Verdinnungen, welche ebenfalls in der folgenden Liste (Antikérper, Klon, Fixierung,

Verdinnung, Hersteller) dokumentiert sind.
Detektion der Mastzellen:

e Anti-CD117 mouse IgGl, YB5B8, Methanol, 1000 ng/ml, BD Biosciences,
Heidelberg, Deutschland.

e Anti-Chymase mouse 1gG, CC1l, Methanol, 1:500, Dianova, Hamburg,
Deutschland.

e Anti-Tryptase mouse monoclonal 1gGl, AAl, Methanol, 1:1000, Bio-Rad

Laboratories, Inc., Hercules, USA.
Detektion der PEK-Zellen:

e Anti-Cytokeratin 17 (CK17) rabbit polyclonal IgG, N-terminal, Aceton, 1:250,
Epitomics, Burlingame, USA.

Detektion spezifischer Rezeptoren/Proteine:
e Anti-AT2R goat polyclonal IgG, N-19, Aceton, 1:100, Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, USA.
¢ Anti-Integrin-34 mouse monoclonal IgG1, ASC-8, Methanol, 1:200, Chemicon

International, Temecula, USA.
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¢ Anti-VEGFR2 rabbit, 55B11, Aceton, 1:100, Cell Signaling Technology, Frankfurt
am Main, Deutschland.
¢ Anti-B-Catenin mouse monoclonal IgG2a, 17C2, Methanol, 1:100, Dianova,

Hamburg, Deutschland.
Differenzierungsmarker der Keratinozyten:

¢ Anti-Cytokeratin 10 (CK10) rabbit monoclonal IgG, EP1607IHCY, Aceton, 1:500,
Abcam, Cambridge, England.
e Anti-Transglutaminase 1 mouse monoclonal 1gG2a, B.C1l, Methanol, 1:100,

Biomedical Technologies, Stoughton, USA.
Proliferationsmarker:

e Anti-BrdU mouse monoclonal, IgG1, AB-3, Methanol, 1:100, Calbiochem, San
Diego, USA.
¢ Anti-Human Ki-67 Antigen mouse monoclonal, MIB-1, Methanol, 1:100, Dako,

Hamburg, Deutschland.

2.3 Verbrauchsmaterialien

e Einmalpipetten Falcon (I ml, 2ml, 5ml, 10 ml, 25 ml), Becton Dickinson,
Heidelberg, Deutschland.

o Einwegskalpell, Feather Safety Razor Co., Ltd. Medical Division, Japan.

e Kryorohrchen (1,6 ml), Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland.

e Pipettenspitzen (10 pl, 100 pl, 1000 ul), Eppendorf, Hamburg, Deutschland.

e Polypropylenréhrchen Falcon (15 ml, 50 ml), Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland.

e Zellkulturflasche CELLSTAR® Filter Top (75 cm?), Greiner Bio-One, Fricken-
hausen, Deutschland.

e Zellkulturflasche CELLSTAR® Suspensionskultur (250 ml), Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Deutschland.

e Zellkulturplatte (6- und 24-Well), Falcon Becton Dickinson, Heidelberg, Deutsch-
land.

e Zellkulturschale (94 x 16 mm), Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland.
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2.4

Gerate

Absaugsystem Vacusafe Comfort, INTEGRA Biosciences, Fernwald,
Deutschland.

AutoMacs, Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland.

Mikroskop Axiovert 10, Carl Zeiss, Jena, Deutschland.

Brutschrank Heraeus 6000, Heraeus Instruments, Disseldorf, Deutschland.
Casy®1-Zellsystem TTC, Scharfe System GmbH, Reutlingen, Deutschland.
Neubauer-Zahlkammer, Assistent, Sondheim, Deutschland.

pH-Messgerat (digital) MV 870, Préacitronic, Dresden, Deutschland.
Pipettierhilfe pipetus-akku, Hirschmann Laborgerate, Eberstadt, Deutschland.
Schittelinkubator Innova 4000, New Brunswick Scientific, Edison, USA.
Schittler MTS 4, IKA Werke, Staufen, Deutschland.

Sterilbank, Karl Bleymehl Reinraumtechnik GmbH, Inden, Deutschland.
Ultramikrowaage, Sartorius, Gottingen, Deutschland.

Vortexer REAX 2000, Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland.
Wasserbad MS Lauda, M&S Laborgerate, Wiesloch, Deutschland.

Zentrifuge 5417R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland.

Zentrifuge 5810R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland.

Zentrifuge Minifuge RF, Heraeus Instruments, Dusseldorf, Deutschland.
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3 Methode

Die Isolierung der Zellen und die Zellkultur wurden unter sterilen Bedingungen
durchgefuhrt. Alle Zellkulturen wurden standardisiert im Brutschrank mit 5% CO2 bei
37 °C inkubiert. Mastzellen, Keratinozyten sowie Fibroblasten wurden aus humanen
Vorhauten (Materialgewinn nach einer Zirkumzision) isoliert. Die Nutzung der
biologischen Materialien zum Zweck der Laborforschung und einer Veroéffentlichung ohne

namentliche Angaben wurde durch die Ethikkommission zugelassen.
Durchgefihrt wurden die folgenden Schritte:

e Isolierung der Mastzellen, Fibroblasten und Keratinozyten

e Zellkultur mit Mastzellen, Fibroblasten, Keratinozyten und zwei Zelllinien,
squamous cell carcinoma (Plattenepithelkarzinom) SCC12 sowie SCC13

e Etablierung einer organotypischen Kultur

e Untersuchungen in der organotypischen Kultur

e Untersuchungen in der Monokultur

e Evaluation durch Immunhistochemie, Immunfluoreszenz sowie TUNEL

3.1 Zellisolierung und Zellkultur

3.1.1 Isolierung und Kultur der Mastzellen

Die Isolierung von Mastzellen wurde bereits in anderen Arbeiten beschrieben [190,191].
FiUr die Isolierung der dermalen Mastzellen wurde das modifizierte Protokoll unserer
Arbeitsgruppe angewandt [192], welches auf den genannten Arbeiten basiert. Bei
Mastzellen handelt es sich um eine Zellsuspensionskultur. Die Mastzellen wurden fir
mindestens zwei Wochen in Kulturflaschen inkubiert, bevor die Kultur fur die Experimente

eingesetzt wurde [192].

Fir die Isolierung der Mastzellen wurde sorgfaltig das Fettgewebe der Haut entfernt. Die
Hautstlicke wurden in einer Petrischale ausgespannt und in ca. 2 x 0,5 cm grolRe
Vierecke geschnitten. Dann erfolgten mehrere vertikale Schnitte mit einem Abstand von
ca. 1-2 mm, wobei ein horizontaler Rand nicht vollstandig durchgetrennt wurde, damit
alle Stiucke verbunden blieben. Diese Hautstliicke wurden Uber Nacht in der Dispase-
Ldsung (siehe Kapitel 2.1.1) in einem 50-ml-Polypropylen-Réhrchen bei 4 °C inkubiert.
Am nachsten Tag wurde zunachst die epidermale Schicht mit Pinzetten vorsichtig vom
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dermalen Gewebe entfernt. Aufgrund der CD117-Positivitat der Melanozyten sollte die
epidermale Schicht mdglichst vollstandig entfernt werden [58]. Die entfernte Epidermis
wurde fur die Isolierung der Keratinozyten aufgehoben (siehe Kapitel 3.1.2). Das
deepithelisierte dermale Gewebe wurde mit einer Schere moglichst fein bis zu einer
teigartigen Konsistenz geschnitten. Diese Arbeit sollte mindestens 30 min pro 15g
Gewebe dauern. Ein Stiick der deepithelisierten Dermis wurde fir die Isolierung der
Fibroblasten aufgehoben (siehe Kapitel 3.1.3). Das fein geschnittene dermale Gewebe
wurde mit dem vorgewarmten Dispersionsmedium (siehe Kapitel 2.1.1) (ca. 10 mlpro1 g
Gewebe) in eine 500-ml-Flasche gegeben und in einem Schuttelwasserbad fur ca. 60 min
bei 37 °C mit maximaler Schittelfrequenz inkubiert. Die L6sung mit Hautresten und freien
Zellen wurde durch eine zweiteilige Siebkonstruktion (oben 300 um Maschenweite,
darunter 40 pm) gefiltert. Das Filtrat wurde danach in einem 50-ml-Tube fur 15 min bei
1400 U/min (ca. 350 x g) und 4 °C zentrifugiert. Diese Schritte mit Dispersionsmedium
wurden mit den gefilterten Hautresten bis zu dreimal wiederholt. Anschlielend wurden
die Zellen in 50 ml PBS- suspendiert und fir 10 min bei 4 °C zentrifugiert (250 % g). Nach
Entfernung des Uberstands wurden die Zellen in 50 ml MACS-Puffer suspendiert und die
Suspension in einem 50-ml-Tube fur 15 min bei 1400 U/min (ca. 350 x g) und 4 °C
zentrifugiert. Dieser Wasch-Zentrifugations-Vorgang wurde zweimal wiederholt und dabei
die Zellzahl bestimmt. Die Zellen wurden dann in wenig MACS-Puffer (350 ul pro 108
Zellen) suspendiert. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurden Human AB
Serum (150 pl pro 108 Zellen) und Sandoglobulin® (10 pl pro 108 Zellen) hinzugegeben.
Die Suspension wurde sorgfaltig gemischt und fir 15 min bei 4 °C inkubiert.
Anschlieend wurden CD117-MicroBeads (25 pul pro 500 yl Zellsuspension)
hinzugegeben und die Suspension fur weitere 11 min bei 4 °C inkubiert. Danach wurde
die Suspension mit 50 ml MACS-Puffer gewaschen und fur 15 min bei 1400 U/min und
4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann wieder in MACS-Puffer aufgenommen
(500 pl pro 108 Zellen). Die Zellsuspension, in welcher sich die mit CD117-MicroBeads
markierte Mastzellen befanden, wurde Uber die MACS-Saule durch ein magnetisches
Feld gefuhrt. Durch mehrfaches Waschen wurden die mit CD117-MicroBeads markierten
Mastzellen von anderen dermalen Zellen getrennt und in 10 ml Iscove’s Basal Medium
mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin aufgenommen. Die Suspension wurde flr
10 min bei 1000 U/min und 4 °C zentrifugiert und das Zellpellet in einer Zellkulturflasche

im Mastzellen-Medium (siehe Kapitel 2.1.5) suspendiert (1 ml pro 1 x 108 Zellen).
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Die Mastzellen wurden im Brutschrank mit 5% CO2 bei 37 °C kultiviert. Alle 2-3 Tage
wurden SCF und IL-4 ins Medium gegeben. Einmal in der Woche wurde die Suspension
fur 10 min bei 1000 U/min und 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in frischem

Mastzellen-Medium aufgenommen (siehe Kapitel 2.1.5).

3.1.2 Isolierung und Kultur der Keratinozyten

Fur die Isolierung der Keratinozyten wurde die Methode von Normand und Karasek [193]
modifiziert durchgeftihrt. Nur die Passagen 2 bis 5 wurden fir die vorliegende Arbeit

genutzt.

Die Keratinozyten wurden aus der gewonnenen Epidermis isoliert (siehe Abschnitt 3.1.1).
10-15 kleine Epidermissticke (1 x 5 mm) wurden mit PBS- gewaschen und in 5 ml
0,05% Trypsin/0,01% EDTA fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Inaktivierung
des Trypsins wurden 5 ml SBTI-L6sung zugegeben. Diese Losung mit Epidermis wurde
durch die Siebkonstruktion (100 um) gefiltert und die gefilterte Suspension anschlielend
fir 10 min bei 1000 U/min und 4 °C zentrifugiert und noch einmal mit PBS- gewaschen.
Der Uberstand wurde entfernt und die Keratinozyten im Keratinozytenmedium (siehe
Abschnitt 2.1.5) suspendiert (20 ml pro 1 x 10° Zellen). Die Zellsuspension wurde in eine
175-cm?-Kulturflasche gegeben und bei 37 °C mit 5% CO:2 kultiviert.

Fur die erste Passage war eine Kollagenbeschichtung der Kulturflasche erforderlich, um
die Adharenzrate zu erhthen. Zu diesem Zweck wurden die Flaschen mit einer
Kollagenlésung (140 pl Kollagen Typ | und 10 ml 0,03 N Essigsaure) unter sterilen
Bedingungen bei Raumtemperatur fir 30 min behandelt. Die Flasche wurde danach

dreimal mit PBS- fiir jeweils 5 min gewaschen.

Die Keratinozyten wurden unter den Standardkulturbedingungen (5% CO:2 bei 37 °C)
kultiviert. Das Medium wurde alle 3 Tage gewechselt. Da die Keratinozyten nicht bis zur
konfluenten Dichte kultiviert werden sollten, um eine Einleitung der Differenzierung zu
vermeiden [194], wurden sie bei einem Zustand von ca. 70-80 % Konfluenz (nach einer
Woche unter den gegebenen Bedingungen) trypsiniert (siehe Abschnitt 3.1.5) und neu

eingesat.
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3.1.3 Isolierung und Kultur der Fibroblasten

Fur die Isolierung der Fibroblasten wurde die Methode von Normand und Karasek [193]
modifiziert durchgefuhrt. Nur die Zellen der Passagen 1-9 wurden fur die vorliegende

Arbeit genutzt.

FiUr die Isolierung der Fibroblasten wurde das o.g. dermale Gewebe genutzt (siehe
Kapitel 3.1.1). Die deepithelisierte Dermis wurde mit einem Skalpell in ca. 3 x 3 x 3 mm
grolde Stiicke geschnitten und in eine Petrischale ausgespannt. Die Petrischale wurde in
einer Sterilbank fur 5 min stehen gelassen, sodass die deepithelisierte Dermis an der
Kulturoberflache anheften konnte. Anschlielend wurde das Fibroblasten-Medium (siehe
Kapitel 2.1.5) zugegeben, wobei vorsichtig vorgegangen wurde, um ein Wiederablosen
der Dermisstlicke von der Kulturoberflache zu vermeiden. Es folgte eine Kultivierung fur
mehrere Tage bei 37 °C mit 5% CO2. Das Medium wurde alle 2-3 Tage vorsichtig
gewechselt. Mit der Zeit wuchsen die Fibroblasten auf der Kulturoberflache aus. Bei
Konfluenz wurden die Zellen trypsiniert und fir die weitere Inkubation in neue
Petrischalen oder Kulturflaschen Gberflhrt (siehe Kapitel 3.1.5).

3.1.4 Kultur der SCC12- und SCC13-Zellen

Fur die Untersuchung des PEK der Haut wurden die beiden Zelllinien SCC12 und SCC13
benutzt. Diese Zelllinien wurden im Jahr 1981 aus im Kopfbereich manifestierten
Hauttumoren isoliert und als gut differenzierte PEK identifiziert [168]. In einer zuvor
durchgefuhrten Testung durch das Leibniz-Institut in Braunschweig wurde bestatigt, dass

die beiden Zelllinien kontaminationsfrei waren.

Zur ldentifizierung der SCC-Zellen bzw. zu deren Unterscheidung von Keratinozyten
(siehe Kapitel 4.1.4, 4.2.1 und 4.2.2) wurden die beiden Zelllinien vorher mit einem fur
das grun fluoreszierende Protein (GFP) codierenden Gen transfiziert. Die Transfektion
von GFP in SCC12 und SCC13 erfolgte dankenswerterweise durch Dr. rer. nat. Matthias
Truss von der Charité (Universitatsmedizin Berlin, Klinik fir Padiatrie mit Schwerpunkt
Onkologie und Hamatologie). Die transfizierten Zellen wurden fur die vorliegende Arbeit

zur Verfugung gestellt.

Die SCC12- und SCC13-Zellen wurden im Brutschrank mit 5% CO2 bei 37 °C kultiviert.
Fir die Kultur wurde das Fibroblasten-Medium (siehe Kapitel 2.1.5) genutzt. Das Medium

wurde alle 2—-3 Tage gewechselt. Bei Konfluenz wurden die Zellen trypsiniert und fur die
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weitere Inkubation in neue Petrischalen oder Kulturflaschen Gberfuhrt (siehe Kapitel
3.1.5).

3.1.5 Trypsinierung der Keratinozyten, Fibroblasten sowie SCC12- und SCC13-

Zellen

Die Trypsinierung und das Passagieren der adharenten Zellen in neue Zellkulturgefalie

wurden wie folgt durchgefihrt:

Das Kulturmedium wurde mit einem Absauger entfernt und die Kulturflasche einmal mit
PBS- gewaschen. Anschlieend wurde die Kultur mit 4 ml 0,05 %Trypsin/0,01 % EDTA
vollstandig bedeckt. Es folgte eine Inkubation fur 3—5 min bei 37 °C. Dabei wurde die
Kulturflasche leicht geklopft, um die Zellen von der Oberflache zu I6sen. Zur Aufhebung
der Trypsin-Wirkung wurden 4 ml Fibroblasten-Medium (siehe Kapitel 2.1.5) (fir
Fibroblasten sowie SCC12- und SCC13-Zellen) bzw. 4 ml Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor
(SBTI)-L6sung (fur Keratinozyten) zugegeben. Diese Suspension wurde fur 10 min bei
1000 U/min und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und die Zellen im
jeweiligen Medium resuspendiert (20 ml pro 1 x 108 Keratinozyten/Fibroblasten bzw.
5 x 105 SCC12-/SCC13-Zellen; 175-cm?-Kulturflasche fiir adharente Zellen).

3.1.6 Kryokonservierung der Keratinozyten, Fibroblasten sowie SCC12- und
SCC13-Zellen

Die Keratinozyten, Fibroblasten sowie SCC12- und SCC13-Zellen wurden
gegebenenfalls kryokonserviert. Die trypsinierten Zellen wurden im Serum-free Freezing
Medium aufgenommen (1 ml pro 1 x 108 Zellen). Dann wurde 1 ml dieser Suspension in
ein Kryoréhrchen pipettiert und in einem ,Cryo 1°C Freezing Container® fur 24 h bei
-80 °C und danach bei —140 °C gelagert.

3.2 Organotypische Kultur

Ein ,Hautaquivalent® (engl. skin equivalent) wurde in drei Schichten angelegt (siehe
Abbildung 1): (1) einer azelluldren Schicht, welche als Unterlage der Kultur diente und
eine Uberwanderung der Zellen ins Kulturmedium verhinderte, (2) einem
,Dermisaquivalent® (engl. dermis equivalent), welches Fibroblasten und gegebenenfalls
auch Mastzellen enthielt, und (3) einer epidermalen Schicht, die aus Keratinozyten und

PEK-Zellen bestand. Durch das ,Air-Lifting“ reichte das Medium nur bis auf die Hohe der
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azellularen Schicht, sodass die epitheliale Oberflache an der Luft freilag. Das

Kulturmedium wurde alle 2 Tage erneuert.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der organotypischen Kultur mit einer azellularen
Schicht (hellgelb), einem Dermisaquivalent (gelb) mit Fibroblasten (—==7) und Mastzellen (&) und
einer epidermalen Schicht mit Keratinozyten () und Plattenepithelkarzinom-Zellen (). Am
ersten Tag wurde die gesamte Kultur im Medium (rot) inkubiert. Nach dem Air-Lifting am nachsten
Tag wurde das Medium nur bis auf die Hohe der azelluldren Schicht zugegeben, sodass die
Keratinozyten und Plattenepithelkarzinom-Zellen mit der Luft in Kontakt kamen.

3.2.1 Dermisaquivalent ohne Mastzellen

Zur Herstellung des Dermisaquivalentes wurde eine Kollagen-Matrigel-Mixtur als
Einbettmaterial eingesetzt. Alle Materialien fur die Herstellung des Dermiséquivalentes
wurden auf Eis gestellt, um die Konsistenz der Materialien fliissig zu halten. Die folgenden

Materialien wurden gemischt.

Volumenteil
Kollagen Typ | 10
10x DMEM 1
1 M NaOH ca. 1 (bis auf einen pH-Wert von 7,0)
Matrigel® 1

Mit jeweils 200 pl der o.g. Kollagen-Matrigel-Mixtur wurde eine 24-Well-Kulturplatte
beschichtet und die Platte bei 37 °C fur 10 min zum Festwerden gelagert (azellulare
Schicht). Fur das Dermisaquivalent wurden 100 pl Fibroblasten-Suspension (2,5 x 108

Zellen pro ml FCS) und 600 pl der Kollagen-Matrigel-Mixtur in einem 2-ml-Eppendorf-

6 Matrigel wurde nach der pH-Einstellung gemischt.
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Réhrchen maglichst schnell gemischt. Unverziglich wurde dieses Gemisch vorsichtig auf
die azellulare Schicht in der 24-Well-Kulturplatte pipettiert. Zum Festwerden wurde die
24-Well-Kulturplatte bei 37 °C fur 30 min gelagert.

3.2.2 Dermisaquivalent mit Mastzellen

Um Mastzellen in die organotypische Kultur zu integrieren, wurden die Zellen zusammen
mit den Fibroblasten in FCS suspendiert (2,5 x 10 Fibroblasten und 2,5 x 108 Mastzellen

pro ml FCS). Ansonsten wurde wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben vorgegangen.

3.2.3 Epithelisierung mit Keratinozyten und SCC12-/SCC13-Zellen

Insgesamt wurden 5 x 10° Zellen — je nach Untersuchung entweder Keratinozyten,
SCC12-Zellen, SCC13-Zellen oder eine 9:1-Mischung von Keratinozyten und SCC12-

bzw. SCC13-Zellen — fur die Epithelisierung verwendet.

Zuerst wurde zum Dermisaquivalent (siehe Kapitel 3.2.1 und 3.2.2) vorsichtig 1 ml
Fibroblasten-Medium bzw. — im Falle einer Epithelisierung mit Keratinozyten —
Keratinozyten-Medium mit Ascorbinsdure (Endkonzentration: 50 pg/ml) gegeben. Nach
1 h wurde das Medium durch eine Zellsuspension aus Keratinozyten bzw. SCC12-
/ISCC13-Zellen ersetzt. Die gesamte Co-Kultur wurde bei 37 °C fur 24 h inkubiert.

3.2.4 Air-Lifting

Nach einer 24-stiindigen Inkubation der Co-Kultur erfolgte ein sogenanntes Air-Lifting.
Zuerst wurde das epithelisierte Dermisaquivalent mit einer 10-pl-Pipettenspitze vorsichtig
von der Kulturoberflache gel6st und fur 1-2 h bei 37 °C im Medium stehen gelassen,

wobei es bis auf ca. zwei Drittel seiner urspriinglichen Grol3e schrumpfte.

Ein Metallgitter (siehe Kapitel 2.1.4) wurde in eine 6-Well-Platte gestellt und mit einem
vorbehandelten Nylonnetz (siehe Kapitel 2.1.4) bedeckt. Anschlielend wurde das
Hautaquivalent auf das Nylonnetz in die 6-Well-Platte Ubertragen. Ca. 5 ml Medium fur
organotypische Kulturen (siehe Kapitel 2.1.5) wurde zugegeben, sodass die epitheliale
Oberflache mit der Luft in Kontakt treten konnte. Das Medium wurde alle 2 Tage erneuert.

6—8 Tage nach dem Air-Lifting wurde die Kultur histologisch bearbeitet.
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3.3 Histologische Untersuchungen

3.3.1 Vorbereitung der histologischen Untersuchungen

Fur die Herstellung der Kryoschnitte wurden die Proben im Einbettmedium eingefroren.
Zuerst wurden die Proben mit dem Nylonnetz auf ein Glasobjekt gestellt. Der unbedeckte
Teil des Nylonnetzes wurde mit einem Skalpell und einer Pinzette abgeschnitten.
AnschlieRend wurden die Proben in einer Giel3¢form (Cryomold, siehe Kapitel 2.2.1) mit
Einbettmedium ohne Luftblasen vollstandig eingebettet und mit flissigem Stickstoff rasch
eingefroren, wobei nur der Boden der Giel3form mit Stickstoff in Berihrung kam. Um den
Experimentator vor Kalteschaden zu schitzen, wurde ein ca. 20 cm langer Griffdraht an

die Giel3form angebaut.

Von den eingefrorenen Proben wurden Serienschnitte von 4—6 um Dicke hergestellt. Die
Kryoschnitte wurden in Abhangigkeit vom jeweiligen Antikorper fur die Farbung far 10 min
bei =20 °C mit Methanol, Aceton bzw. Formaldehyd fixiert (siehe Kapitel 2.2.3) und fur
24 h im Dunkeln bei Raumtemperatur getrocknet. Danach wurden sie bei —80 °C bis zum
Gebrauch aufbewahrt.

Vor der Durchfihrung der histologischen Untersuchungen wurden die Schnitte mit dem
PAP-Pen umrandet, um ein Ablaufen der Lésungen zu verhindern, und fir 10 min im Tris-

Puffer gelagert.

3.3.2 Immunhistochemische Untersuchung

Immunhistologische Farbungen wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Bei der
Durchfihrung der Farbungen wurde streng darauf geachtet, dass die Schnitte nicht
austrockneten. Es wurde ausreichend Losung zugegeben, um die Gewebeproben stets

vollstandig zu bedecken (ca. 100 pl pro Schnitt).

Eine Denaturierung der Desoxyribonukleinsaure (DNA) wurde nur fur die Untersuchung
mit dem BrdU-Antikérper durchgefuhrt (ansonsten sind die folgenden Anweisungen zu
uberspringen). Zunachst wurde zur Denaturierung der DNA 100 pl HCI (2,5 N)
zugegeben. Nach 10 min wurden die Schnitte gewaschen.” Zur Vermeidung einer

unspezifischen  Untergrundfarbung wurde das Peroxidase-Blocking-Reagenz

7 Nach Entfernung der vorher zugegebenen Losung (kréftiges Schitteln) wurden die Schnitte im Tris-
Puffer zweimal fur jeweils 5 min gewaschen. Die folgenden Waschschritte erfolgten auf die gleiche
Weise.
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zugegeben. Nach 10 min wurden die Schnitte gewaschen. Zur Blockierung des
endogenen Biotins erfolgte zuerst eine Inkubation mit Avidin D fir 10 min. Anschlieend
wurden die Schnitte wieder gewaschen. Dann wurden sie fur 10 min mit Biotin inkubiert
und anschlieBend abermals gewaschen. Zur Blockierung endogener Fc-Rezeptoren
wurden sie in der Fc-Rezeptor-Block-Ldsung fur 15 min inkubiert. Nach Entfernung dieser
Lésung wurden 100 ul des Primarantikérpers zugegeben (fir die Verdinnungen siehe
Kapitel 2.2.3) und die Schnitte Gber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer inkubiert.
Nach einem erneuten Waschschritt wurden die Schnitte fur 10 min mit dem Biotin-
gekoppelten Sekundarantikoérper (100 ul) inkubiert und anschlie®end erneut gewaschen.
Danach wurden sie fur 10 min mit Streptavidin-HRP (100 ul) inkubiert. Die
Inkubationsdauer hing von der entstehenden Farbintensitat ab — unter den o.g.
Bedingungen mit den genannten Antikdrpern war eine Inkubationszeit von 15 min meist
ausreichend. Zur Hintergrundfarbung der Gewebestrukturen wurde Hamatoxylin genutzt.
Nach einem 5-minutigen Waschvorgang wurden die Schnitte fur 2 min mit Hamatoxylin
gefarbt und anschlielend in laufendem Leitungswasser fir 10 min gewaschen. Nach
Entfernung des Wassers wurde ein Tropfen Eindeckmittel zugegeben und die Schnitte

mit einem Deckglas bedeckt.

3.3.3 Immunfluoreszenz

Zur Blockierung endogener Fc-Rezeptoren wurden die Schnitte mit der Fc-Rezeptor-
Block-LAsung fur 15 min inkubiert. Nach Entfernung dieser Losung wurden 100 ul des
Primarantikdrpers zugegeben (fur die Verdunnungen siehe Kapitel 2.2.3) und die Schnitte
uber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Anschlieffend wurden die
Schnitte im Tris-Puffer fir 10 min gewaschen. Dann wurde der Sekundarantikérper (100
ul) (siehe Kapitel 2.2.2) zugegeben und die Schnitte fur 30 min in einer dunklen Kammer
inkubiert. Nach einer kurzen Spulung mit Tris-Puffer wurde ein Tropfen Eindeckmittel mit

DAPI (blau) zugegeben und die Schnitte mit einem Deckglas bedeckt.

3.3.4 TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL)

Fur die TUNEL-Farbung wurde das ApopTag® Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit
nach Herstellerangaben mit wenigen Modifikationen genutzt. Nach Fixierung mit 1%igem
Formaldehyd flir 10 min wurden die Schnitte zweimal mit PBS- fur jeweils 5 min

gewaschen. AnschlieBend wurden 100 pl ,Equilibration Buffer® zugegeben. Nach 10
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Sekunden wurde die Lésung wieder entfernt und 100 yl ,Working Strength TdT
Enzyme* (Reaction Buffer + TdT Enzyme, v/v 7 : 3) zugefligt. Nach Lagerung der Schnitte
fur 1 h bei 37 °C in einer feuchten Kammer wurden sie mit ,Working Strength Stop/Wash
Buffer® (1 ml Stop/Wash Buffer + 34 ml destilliertes H20) fir 10 min inkubiert und
anschlielend dreimal mit PBS- fiur jeweils 1 min gewaschen. Nun wurden 100 pl
,Working Strength Anti-Digoxigenin Conjugate“ zugegeben und die Schnitte fir 30 min
bei 37 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Ab diesem Schritt wurde eine
Lichtexposition streng vermieden. Nach viermaligem Waschen der Schnitte mit PBS- fur
jeweils 2 min wurde ein Einbettmedium, welches bereits DAPI beinhaltete, zugegeben

und die Schnitte mit einem Deckglas abgedeckt.

3.3.5 Fotodokumentation

Die Fotodokumentation erfolgte mit dem Mikroskop Axiovert 10 (siehe Kapitel 2.4). Um

die Vergrofierung des jeweiligen Bildes anzuzeigen, wurde ein Mal3stab eingesetzt.

3.4 Untersuchung in der Monokultur

Um Verhaltensunterschiede beztiglich der Proliferation der Keratinozyten bzw. des PEK
in einer organotypischen und einer Monolayer-Kultur zu vergleichen, wurden SCC12-
bzw. SCC13-Zellen in einer 6-Well-Platte mit dem Fibroblasten-Medium eingesét. Alle 2
Tage wurden die Medien erneuert. Am 6. Tag wurden die Zellen trypsiniert und die Anzahl
der Zellen bestimmt. Histamin (Endkonzentration: 1x 10 M) bzw. C21
(Endkonzentration: 1 x 10°® M) wurde gegebenenfalls an den Tagen 0, 2 und 4

zugegeben.

3.5 Statistische Analyse

Zur statistischen Bewertung wurden die beiden Programme GraphPad PRISM 8 und
Microsoft Excel genutzt. Die statistische Analyse aller Datensatze erfolgte mittels des
ungepaarten t-Tests, wobei eine Uberschreitungswahrscheinlichkeit (probability value)

von p < 0,05 als signifikant angesehen wurde.
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4  Ergebnisse

4.1 Etablierung einer organotypischen Kultur der Haut und der

Hauttumoren

4.1.1 Organotypische Kultur der Haut und Integration der Mastzellen

Fur die Optimierung der organotypischen Kultur mit Fibroblasten, Keratinozyten und
Mastzellen wurden zwei verschiedene Kulturmedien evaluiert — das ,FAD-Medium® und
das ,KGM ohne BPE" (siehe Kapitel 2.1.5) —, die bereits andere Forscher zur Etablierung
organotypischer Kulturen benutzt hatten [195,196]. In beiden Medien war eine
epidermale Differenzierung mit einem starken Wachstum der Keratinozyten im basalen
Bereich zu erkennen (Abbildung 2A und B).

Abbildung 2: Organotypische Kultur mit Fibroblasten, Keratinozyten und Mastzellen mit
,FAD-Medium® (A und C) bzw. mit ,KGM ohne BPE® (B und D). Farbung mit Hamatoxylin. C und
D stellen Ausschnitte von A bzw. B dar. Maf3stab: 100 um (A und B) bzw. 20 um (C und D).

Bei Verwendung des ,KGM ohne BPE" zeigten die Keratinozyten eine gute
Differenzierung (Abbildung 2B und D). Im mittleren Bereich der Epidermis, welcher dem

Stratum spinosum/granulosum der Haut entspricht, trat typischerweise eine
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Differenzierung der Keratinozyten auf. Anzeichen waren eine kubische Form der Zellen
sowie ein beginnendes Auflésen der Zellkerne. In der oberflachlichen Schicht, die dem
Stratum corneum entspricht, waren keine Zellkerne mehr sichtbar und es erfolgte eine
Verhornung. Im Vergleich dazu war die Differenzierung der Keratinozyten bei
Verwendung des ,FAD-Mediums® weniger deutlich ausgepragt, sodass noch in der
obersten Schicht Zellkerne sichtbar waren und eine Verhornung ausblieb (Abbildung 2A
und C). Dieses Phanomen zeigte sich in den Kulturen mit ,FAD-Medium®“ ohne
identifizierbare Ursachen bzw. Fehler haufig, sodass in Wiederholungsversuchen keine
einheitlichen Ergebnisse erzielt wurden.

Zur ldentifikation der Mastzellen in der organotypischen Kultur wurden die Mastzell-
typischen Marker Tryptase und Chymase mit einem immunhistochemischen Verfahren
analysiert (Abbildung 3). Es traten in beiden Kulturen Tryptase-positive Zellen auf; es
bestand kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der Zellen (Abbildung 3A und B).2
Die Mastzellen im Dermisaquivalent waren zudem auch Chymase-positiv (Abbildung 3C).

Die Verteilung der Mastzellen innerhalb des Dermisaquivalents war homogen.

A AT B ; ' C

Abbildung 3: Organotypische Kultur mit Fibroblasten, Keratinozyten und Mastzellen mit
»,FAD-Medium® (A) und mit ,KGM ohne BPE" (B und C). Immunhistochemische Farbung (AEC)
mit Antikorper gegen Tryptase (A und B, rote Farbung) bzw. Chymase (C, rote Farbung).
Hintergrundfarbung mit Hamatoxylin (lila). MafRstab: 100 um.

Die Morphologie der Fibroblasten zeigte in den beiden Kulturen keine Unterschiede.
Jedoch lag die Anzahl der Fibroblasten in der Kultur mit ,FAD-Medium“ um den Faktor
2,3 hoher als in der Kultur mit ,KGM ohne BPE" (Abbildung 4). Da die organotypische

8 Anzahl der Tryptase-positiven Zellen von sechs zufallig aufgenommenen Schnittbildern (ca. 870 x
690 pm) aus zwei verschiedenen Versuchen: 16,50 + 3,55 (FAD-Medium) vs. 15,67 + 5,01 (KGM
ohne BPE) (p = 0,769).
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Kultur mit ,KGM ohne BPE® bei einer Wiederholung der Versuche reproduzierbare
Ergebnisse lieferte und eine in-vivo-ahnliche Morphologie der Haut zeigte, wurden die

weiteren Untersuchungen mit diesem Medium durchgefihrt.
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Abbildung 4: Anzahl der Fibroblasten in den organotypischen Kulturen mit ,FAD-
Medium® bzw. mit ,KGM ohne BPE®“. Anzahl der H&amatoxylin-gefarbten Zellen im
Dermisaquivalent abzuglich der Anzahl der Tryptase- bzw. Chymase-positiven Zellen
(Mastzellen) von zufallig aufgenommenen Schnittbildern (ca. 870 x 690 um); n =4, 82,25 + 31,95
vs. 34,75 £ 5,91, * p < 0,05.

Die Proliferation der Keratinozyten wurde durch den Einbau von BrdU in die DNA fir 48 h
nachgewiesen. Die meisten basalen Keratinozyten waren BrdU-positiv, wahrend es im
suprabasalen Bereich kaum BrdU-positive Zellen gab (Abbildung 5A). Das
immunhistologische Integrin B4 Signal unter den basalen Keratinozyten verdeutlichte die
Produktion extrazellularer Matrixproteine durch die Keratinozyten und die Ausbildung

einer in-vivo-ahnlichen Basalmembran (Abbildung 5B).
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Abbildung 5: Organotypische Kultur mit Fibroblasten, Keratinozyten und Mastzellen mit ,KGM
ohne BPE". Immunhistochemische Farbung (AEC, rot) mit Anti-BrdU (A), Anti-Integrin-p4 (B),
Anti-Transglutaminase (C) und Anti-CK10 (D). BrdU-Einbau fir 48 h (A). Hintergrundfarbung mit
Hamatoxylin (lila). Mastab: 100 pm (A und B) bzw. 20 um (C und D).

Um die Differenzierung der epidermalen Struktur darzustellen, wurden zusatzlich CK10
und Transglutaminase immunhistologisch markiert (Abbildung 5C und D). Die beiden
Differenzierungsmarker waren im suprabasalen Bereich nachweisbar. Die
Transglutaminase wird in einer spateren Phase der Differenzierung exprimiert als CK10
(siehe Kapitel 1.2). Das immunhistochemische Ergebnis bildet diese natirliche

Entwicklung ab.

4.1.2 Organotypische Kultur des Plattenepithelkarzinoms und Integration der
Mastzellen

Die Integration der Mastzellen in die organotypische Kultur eines PEK der Haut erfolgte
in Anlehnung an die Arbeit von Zhang und Kollegen mit einigen Modifikationen [197]. Zur
Epithelisierung wurden die beiden PEK-Zelllinien SCC12 bzw. SCC13 genutzt. Die
gesamte Kulturdauer betrug nach dem Air-Lifting 6 Tage. Als Kulturmedium wurde FAD-

Medium verwendet.
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In den beiden Kulturen mit SCC12- bzw. SCC13-Zellen bildete sich eine mehrschichtige
epidermale Struktur, jedoch ohne erkennbare Differenzierung (Abbildung 6).
Insbesondere in der organotypischen Kultur mit SCC12-Zellen war eine Kondensation
der Zellkerne sichtbar, welche auf eine Apoptose hindeutet [198] (siehe Kapitel 4.5.2). In
der organotypischen Kultur mit SCC13-Zellen bildete sich eine mehrschichtige
epidermale Struktur, die deutlich dicker als die in der Kultur mit SCC12-Zellen war
(Abbildung 6).
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Abbildung 6: Organotypische Kultur mit Fibroblasten, Mastzellen und SCC12- (A und C) bzw.
SCC13-Zellen (B und D). Immunhistochemische Farbung (ACE, rote Signale) mit Antikdrpern
gegen BrdU (A und B) bzw. Ki-67 (C und D). Hintergrundfarbung mit Hamatoxylin (lila). MaRstab:
100 pm.

Der BrdU-Einbau in die DNA belegt die starke Proliferationsaktivitat der SCC12- und
SCC13-Zellen. Wahrend die positiven SCC12-Zellen homogen verteilt waren (Abbildung
6A), fanden sich die SCC13-Zellen meist im basal-nahen Bereich (Abbildung 6B). Die
uberwiegende Anzahl der SCC-Zellen in beiden organotypischen Kulturen war Ki-67-
positiv, wobei in der Tumorschicht eine homogene Verteilung festzustellen war (Abbildung
6C und D). Die unterschiedliche Verteilung der BrdU- und Ki-67-positiven Zellen durfte

auf die Erfassung unterschiedlicher Proliferationsphasen mit den beiden
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Proliferationsmarkern zurickzuflhren sein — BrdU wird in der S-Phase des Zellzyklus in
die neu hergestellte DNA eingebaut, wahrend Ki-67 in allen proliferationsaktiven Phasen
der Zelle (G1-, S-, G2- sowie M-Phase) exprimiert wird [199,200].
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Abbildung 7: Organotypische Kultur mit Fibroblasten, Mastzellen und SCC12- (A, C, E) bzw.
SCC13-Zellen (B, D, F). Immunhistochemische Farbung (ACE, rote Signale) mit Antikbrpern
gegen CK17 (A und B), B-Catenin (C und D) bzw. Integrin B4 (E und F). Hintergrundfarbung mit
Hamatoxylin (lila). MaRstab: 100 pum.

Die beiden Zelllinien waren stark CK17-positiv (Abbildung 7A und B), was auf eine
hochgradige Malignitat der beiden Zelllinien hinweist [201]. Zudem waren beide Zelllinien

B-Catenin-positiv, die SCC13-Zellen aber deutlich starker als die SCC12-Zellen
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(Abbildung 7C und D). Auch eine Farbung von Integrin 4 lieferte sowohl in den SCC12-
als auch in den SCC13-Zellen ein positives Ergebnis. Die Integrin-B4-Produktionen fand
in der gesamten epidermalen Schicht (Abbildung 7E und F) und nicht wie bei
Keratinozyten im basalen Anteil (Abbildung 5B) statt.

In den organotypischen Kulturen mit SCC12- sowie SCC13-Zellen konnten Tryptase-
positive Zellen im Dermisaquivalent nachgewiesen werden (Abbildung 8). Einige dieser
Zellen zeigten eine starke Farbung, welche auf eine aktive Synthese der

Mastzellmediatoren der Mastzellen hindeutet.

. ol B

Abbildung 8: Organotypische Kultur mit Fibroblasten, Mastzellen und SCC12- (A) bzw.
SCC13-Zellen (B). Immunhistochemische Farbung mit Antikérpern gegen Tryptase (rot).
Hintergrundfarbung mit Hamatoxylin (lila). MafRstab: 100 ym.

4.1.3 Wachstum der SCC12- und SCC13-Zellen in der jeweiligen Monokultur

Um die Wachstumsgeschwindigkeit der SCC12- und SCC13-Zellen in der Monokultur zu
analysieren, wurden jeweils 50000 Zellen eingesat und die Zellzahl nach 6 Tagen
bestimmt (siehe Kapitel 3.4). Fur die beiden Zelllinien zeigte sich in der Monokultur kein

signifikanter Unterschied im Wachstum (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Anzahl der SCC12- und SCC13-Zellen 6 Tage nach Einsaat von 50 000 Zellen;
n = 6, ns: nicht signifikant, p > 0,05.
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4.1.4 Organotypische Kultur der Haut und Integration der Mastzellen und

Plattenepithelkarzinomzellen

Um Mastzellen und PEK-Zellen gleichzeitig in eine organotypische Kultur der Haut zu
integrieren, wurde ein Dermisaquivalent mit Fibroblasten und Mastzellen hergestellt und
fur die Epithelisierung Keratinozyten und SCC12- bzw. SCC13-Zellen im Verhaltnis von
10:1 eingesat. Zur Identifizierung der SCC-Zellen bzw. zu deren Unterscheidung von
Keratinozyten wurden die beiden Zelllinien vorher mit einem fir das grin fluoreszierende
Protein (GFP) codierenden Gen transfiziert. Die Kulturen wurden nach dem Air-Lifting far

weitere 6—8 Tage inkubiert.

Nach der Integration von SCC12- und Mastzellen in die organotypische Kultur der Haut
konnten im Dermisaquivalent Tryptase- sowie Chymase-positive Zellen nachgewiesen
werden (Abbildung 10A und B). Die epidermale Struktur zeigte eine Differenzierung,
jedoch kam es teilweise zu einer unregulierten Differenzierung sowie zu einer
mangelnden Verhornung (Abbildung 10A und B). Mit Antikérpern gegen GFP konnten nur
vereinzelt GFP-positive Zellen in der epidermalen Struktur detektiert werden (Abbildung
10C).

Abbildung 10: Integration der Mastzellen und Plattenepithelkarzinom-(PEK)-Zellen (SCC12) in
die organotypische Kultur der Haut. Immunhistochemische Farbung mit Antikdrpern gegen

Tryptase (A), Chymase (B) bzw. GFP (C) (rote Signale). Hintergrundfarbung mit Hamatoxylin
(lila). MaRstab: 100 pm.

Bei Verwendung von SCC13-Zellen entwickelte sich eine gut differenzierte epidermale
Struktur mit einer deutlich erkennbaren kernlosen Hornschicht (Abbildung 11). Im basalen
Bereich fanden sich gruppierte undifferenzierte Zellen, welche mit Anti-GFP als SCC13-
Zellen identifiziert wurden (Abbildung 11A und B). Eine Immunfluoreszenz-Farbung mit

Anti-Integrin-B4 markierte eine klare Linie (Basalmembran). Die GFP-positiven SCC13-
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Zellen fanden sich ausschlieflich Uber dieser Linie, ohne sie zu unterbrechen (Abbildung
11E). Tryptase- und Chymase-positive Zellen waren im Dermisaquivalent sichtbar und
homogen verteilt (Abbildung 11C und D). Mit Antikdrpern gegen c-kit konnten parallel die
Mastzellen detektiert werden (Abbildung 11F).
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Abbildung 11: Integration der Mastzellen und Plattenepithelkarzinom(PEK)-Zellen (SCC13) in
die organotypische Kultur der Haut. Hamatoxylin-Farbung (lila, A). Immunhistochemische
Farbung mit Antikorpern gegen GFP (rot, B), Tryptase (rot, C) bzw. Chymase (rot, D).
Immunfluoreszenzfarbung mittels Fluoreszenz-markierter Sekundarantikbrper (rot) mit
Antikdrpern gegen Integrin 4 (E) bzw. c-kit (F); GFP-positive SCC13-Zellen (griin) und DAPI-
gefarbte Zellkerne (blau). Maf3stab: 100 pm (A-D) bzw. 50 pm (E—F).
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4.2 Einfluss der Mastzellen auf das Plattenepithelkarzinom in der

organotypischen Kultur der Haut

Zur Evaluation des Einflusses der Mastzellen auf SCC12- bzw. SCC13-Zellen wurde die
bereits in Kapitel 4.1.4 etablierte organotypische Kultur mit integrierten Mastzellen und
SCC12- bzw. SCC13-Zellen genutzt. Zum Vergleich wurde auch eine organotypische
Kultur der Haut ohne Mastzellen hergestellt. Die Kulturen wurden 8 Tage nach dem Air-

Lifting fur weitere histologische Untersuchungen bearbeitet.

4.2.1 Einfluss der Mastzellen auf SCC12 in der organotypischen Kultur der Haut

Um den Einfluss der Mastzellen auf SCC12-Zellen zu untersuchen, wurde die bereits
etablierte Methode mit SCC12 aus Kapitel 4.1.4 genutzt. Als Kontrolle diente eine

organotypische Kultur ohne Mastzellen.

In beiden Kulturen fand sich eine sehr geringe Anzahl GFP-positiver Zellen im gesamten
Bereich (< 5 Zellen), sodass keine suffiziente statistische Bewertung moglich war.
Morphologisch zeigten die Kulturen keine erkennbaren Unterschiede (vergleiche
Abbildung 10C, organotypische Kultur mit Mastzellen und SCC12).

4.2.2 Einfluss der Mastzellen auf SCC13 in der organotypischen Kultur der Haut

Um den Einfluss der Mastzellen auf SCC13-Zellen zu untersuchen, wurde die bereits
etablierte Methode mit SCC13 aus Kapitel 4.1.4 genutzt. Als Kontrolle diente eine

organotypische Kultur ohne Mastzellen.

In beiden Kulturen fanden sich 12—18 Kolonien mit GFP-positiven Zellen (Abbildung 12).
Auch hier zeigten die Kulturen keine erkennbaren morphologischen Unterschiede

(vergleiche Abbildung 11B, organotypische Kultur mit Mastzellen und SCC13).
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Abbildung 12: Anzahl der GFP-positiven SCC13-Kolonien in der organotypischen Kultur ohne
bzw. mit Mastzellen. Es wurde die Anzahl im gesamten Schnitt bestimmt; n = 6, 14,00 + 1,89 vs.
15,17 + 2,48, ns: nicht signifikant, p > 0,05.

4.3 Einfluss von (aktivierten) Mastzellen auf SCC-Zellen in der

organotypischen Kultur des Plattenepithelkarzinoms der Haut

Im vorherigen Unterkapitel wurde der Einfluss der Mastzellen auf das PEK in der
organotypischen Kultur der Haut untersucht. Da keine Effekte von Mastzellen auf SCC-
Zellen erkennbar waren, wurde ein weiterer Versuch durchgefuhrt, um den Einfluss von
Mastzellen auf SCC-Zellen zu prifen, in diesem Fall jedoch mit der in Kapitel 4.1.2
etablierten Kultur, welche nur mit SCC12- bzw. SCC13-Zellen epithelisiert wurde (ohne
Keratinozyten). Um die Wirkung einer Mastzellaktivierung zu untersuchen, wurden
Antikorper gegen FceRI (29C6) 2 sowie 6 Tage nach dem Air-Lifting zugegeben. Die
Kulturen wurden 8 Tage nach dem Air-Lifting flr weitere histologische Untersuchungen

bearbeitet.

4.3.1 Einfluss der Mastzellen auf SCC12 in der organotypischen Kultur des
Plattenepithelkarzinoms

Eine Farbung mit Hamatoxylin ergab in allen organotypischen Kulturen mit SCC12-Zellen
(ohne Mastzellen, mit Mastzellen und mit Mastzellenaktivierung) ein vergleichbares
morphologisches Ergebnis (Abbildung 13). Die Entwicklung der epidermalen Struktur war
nahezu identisch und die einzelnen SCC12-Zellen zeigten hinsichtlich ihrer Morphologie

keine erkennbaren Unterschiede. In einer weiteren immunhistochemischen
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Untersuchung mit Antikorpern gegen B-Catenin bzw. Integrin 4 konnten ebenfalls keine

sichtbaren Unterschiede festgestellt werden (Abbildung 13D-I).
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Abbildung 13: Organotypische Kultur des Plattenepithelkarzinoms (SCC12) ohne Mastzellen
(A, D und G), mit Mastzellen (B, E und H) und bei einer Mastzellenaktivierung (C, F und I).
Immunhistochemische Farbung (rot) mit Antikbrpern gegen BrdU (A—C), p-Catenin (D—F) bzw.
Integrin B4 (G-I). Hintergrundfarbung mit Hamatoxylin (lila). MaR3stab: 100 pum.

Zur Evaluation der Proliferation wurde dem Medium 48 h vor dem Ende der Kultur BrdU
zugegeben und eine immunhistochemische Untersuchung mit Antikdrpern gegen BrdU
durchgefuhrt (Abbildung 13A-C). Eine Quantifizierung der Anzahl der BrdU-positiven
SCC12-Zellen ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Kulturen
(Abbildung 14).
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Abbildung 14: Anzahl der BrdU-positiven SCC12-Zellen in der organotypischen Kultur des
Plattenepithelkarzinoms (SCC12) ohne Mastzellen, mit Mastzellen und mit
Mastzellenaktivierung. Zufallig ausgewéahlte mikroskopisch aufgenommene Schnittbilder
(872 x 691 pm), ohne Mastzellen (MC, Kontrolle), mit MC und mit MC-Aktivierung; n = 8,
56,50 £ 11,79 vs. 49,00 £ 3,61 vs. 67,75 + 20,40, ns: nicht signifikant, p > 0,05.

4.3.2 Einfluss von (aktivierten) Mastzellen auf SCC13-Zellen in der

organotypischen Kultur des Plattenepithelkarzinoms

Auch in allen drei organotypischen Kulturen mit SCC13-Zellen (ohne Mastzellen, mit
Mastzellen und mit Mastzellenaktivierung) ergab sich eine vergleichbare Morphologie
(Abbildung 15). Die Entwicklung der epidermalen Struktur zeigte keine Unterschiede.
Ebenso waren in einer weiteren immunhistochemischen Untersuchung mit Antikorpern

gegen B-Catenin bzw. Integrin B4 keine Unterschiede erkennbar (Abbildung 15D-I).

Zur Evaluation der Proliferation wurde nach einem 48-stiindigen BrdU-Einbau eine
immunhistochemische Untersuchung durchgefiihrt (Abbildung 15A—C). Auch hier zeigten

sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Kulturen (Abbildung 16).
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Abbildung 15: Organotypische Kultur des Plattenepithelkarzinoms (SCC13) ohne Mastzellen
(A, D und G), mit Mastzellen (B, E und H) und mit Mastzellenaktivierung (C, F und 1I).
Immunhistochemische Farbung (rot) mit Antikdrpern gegen BrdU (A—C), B-Catenin (D—F) bzw.
Integrin B4 (G-I). Hintergrundfarbung mit Hamatoxylin (lila). Maf3stab: 100 pm.
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Abbildung 16: Anzahl der BrdU-positiven SCC13-Zellen in der organotypischen Kultur des
Plattenepithelkarzinoms (SCC13) ohne Mastzellen, mit Mastzellen und mit Mastzellenaktivierung.
Zufallig ausgewahlte mikroskopisch aufgenommene Schnittbilder (872 x 691 um), ohne
Mastzellen (MC, Kontrolle), mit MC und mit MC-Aktivierung; n=4, 281,25+17,21 vs.
264,50 £ 21,95 vs. 298,75 + 29,03, ns: nicht signifikant, p > 0,05.

4.4  Wirkungen von Histamin auf das Plattenepithelkarzinom der

Haut in der organotypischen Kultur

Im vorherigen Unterkapitel wurde der Einfluss der Mastzellen sowie der
Mastzellenaktivierung auf SCC12- bzw. SCC13-Zellen in der in Kapitel 4.1.3 etablierten
organotypischen Kultur untersucht. Da die Mastzellen unter den gegebenen
Bedingungen keine erkennbaren Effekte auf die PEK-Zellen zeigten (siehe Kapitel 4.2
und Kapitel 4.3), wurden weitere Versuche durchgefihrt, um die Wirkung des

Mastzellenmediators Histamin zu analysieren.

Zur Analyse des Einflusses von Histamin auf das PEK der Haut wurde die organotypische
Kultur aus Kapitel 4.1.2 verwendet, die mit SCC12- bzw. SCC13-Zellen epithelisiert
wurde (ohne Keratinozyten/Mastzellen). Das Histamin (Endkonzentration: 1 x 107 M)
wurde dem Medium jeweils 2 und 6 Tage nach dem Air-Lifting zugegeben. Am 8. Tag

nach dem Air-Lifting wurde die organotypische Kultur beendet.

4.4.1 Wirkungen von Histamin auf SCC12 in der organotypischen Kultur

Eine Farbung mit Hamatoxylin ergab in den beiden organotypischen Kulturen mit SCC12-

Zellen (ohne bzw. mit Histamin) eine vergleichbare Morphologie (Abbildung 19). Die
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Entwicklung der epidermalen Schicht war nahezu identisch und die Morphologie der

einzelnen SCC12-Zellen zeigte keine erkennbaren Unterschiede (Abbildung 19).

Zur Evaluation der Proliferation wurde dem Medium 48 h vor dem Ende der Kultur BrdU
zugegeben und nach Herstellung der histologischen Schnitte eine immunhistochemische
Untersuchung durchgeflihrt. Es zeigte sich in der organotypischen Kultur mit Histamin
eine signifikant reduzierte Anzahl BrdU-positiver SCC12-Zellen (ca. =30 %) (Abbildung
17).
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Abbildung 17: Anzahl der BrdU-positiven SCC12-Zellen in organotypischen Kulturen des
Plattenepithelkarzinoms (SCC12) ohne bzw. mit Histamin. Es zeigte sich eine um ca. 30%
reduzierte Anzahl BrdU-positiver SCC12-Zellen nach der Histamin-Gabe. Zuféllig ausgewahlte
mikroskopisch aufgenommene Schnittbilder (872 x 691 um), ohne bzw. mit Histamin; n=7.
67,14 £ 12,08 vs. 47,29 + 3,04, *** p < 0,001.

Die signifikante Reduktion der Proliferation nach Inkubation mit Histamin konnte in einer
immunhistochemischen Untersuchung mit Antikbrpern gegen Ki-67 bestatigt werden
(Abbildung 18 und Abbildung 19A-B).
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Abbildung 18: Anzahl der Ki-67-positiven SCC12-Zellen in organotypischen Kulturen des
Plattenepithelkarzinoms (SCC12) ohne bzw. mit Histamin. Es zeigte sich eine um ca. 30%
reduzierte Anzahl Ki-67-positiver SCC12-Zellen nach der Histamin-Gabe. Es wurde die Anzahl
im gesamten Schnitt bestimmt; n =9. 1169,00 + 111,31 vs. 809,70 + 128,74, *** p < 0,001.

Um die mdglichen Signalwege von Histamin in den SCC12-Zellen zu untersuchen,
wurden weitere immunhistochemische Untersuchungen mit Antikérpern gegen
B-Catenin, Integrin B4 bzw. VEGFR2 durchgefuhrt. Die B-Catenin und Integrin p4
Expression veranderte sich durch Histamin nicht (Abbildung 19C-F).

Studien belegen, dass der VEGF/VEGFR2-Signalweg das Tumorwachstum und die
Tumorinvasion begunstigt (siehe Kapitel 1.3.3). In der vorliegenden Arbeit waren die
meisten SCC12-Zellen in den Kulturen ohne Histamin VEGFR2-positiv (Abbildung 19C).
Nach der Inkubation mit Histamin exprimierten die SCC12-Zellen kein VEGFR2 mehr
(Abbildung 19D).
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Abbildung 19: Organotypische Kultur des Plattenepithelkarzinoms (SCC12) ohne bzw. mit
Histamin. Kontrolle (A, C, E und F) und mit Histamin (B, D, F und H). Immunhistochemische
Farbung (ACE, rot) mit Antikdrpern gegen Ki-67 (A und B), B-Catenin (C und D), Integrin 4 (E
und F) bzw. VEGFR2 (G und H). Hintergrundfarbung mit Hamatoxylin (lila). Maf3stab: 100 pm.
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4.4.2 Wirkungen von Histamin auf SCC13 in der organotypischen Kultur

Eine Farbung mit Hamatoxylin ergab in beiden organotypischen Kulturen mit SCC13-
Zellen (ohne bzw. mit Histamin) keine sichtbaren Unterschiede in der Morphologie
(Abbildung 22). Die Entwicklung der epidermalen Schicht war nahezu identisch und auch
hinsichtlich der Morphologie der einzelnen SCC13-Zellen waren keine Unterschiede

erkennbar.

Zur Evaluation der Proliferation wurde dem Medium 48 h vor dem Ende der Kultur BrdU
zugegeben und nach Herstellung der histologischen Schnitte eine immunhistochemische
Untersuchung durchgeflihrt. Es zeigte sich in der organotypischen Kultur mit Histamin
eine um ca. 60 % signifikant reduzierte Anzahl BrdU-positiver SCC13-Zellen (Abbildung
20).
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Abbildung 20: Anzahl der BrdU-positiven SCC13-Zellen in organotypischen Kulturen des
Plattenepithelkarzinoms (SCC13) ohne bzw. mit Histamin. Es zeigte sich eine um ca. 60%
reduzierte Anzahl BrdU-positiver SCC13-Zellen nach der Histamin-Gabe. Zuféllig ausgewahite
mikroskopisch aufgenommene Schnitthilder (872 x 691 yum), ohne bzw. mit Histamin; n=7,
279,00 £ 9,07 vs. 111,28 + 21,42, *** p < 0,001.

Die Proliferation wurde weiter untersucht, indem eine immunhistochemische
Untersuchung mit Antikdrpern gegen Ki-67 durchgefuhrt wurde. Nach Inkubation mit
Histamin kam es zu einer signifikanten Reduktion der Ki-67-positiven SCC13-Zellen um
ca. 25% (Abbildung 21 und Abbildung 22A-B).
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Abbildung 21: Anzahl der Ki-67-positiven SCC13-Zellen in organotypischen Kulturen des
Plattenepithelkarzinoms (SCC13) ohne bzw. mit Histamin. Es zeigte sich eine um ca. 25%
reduzierte Anzahl Ki-67-positiver SCC13-Zellen nach der Histamin-Gabe. Es wurde die Anzahl
im gesamten Schnitt bestimmt; n =9, 1395,67 + 310,51 vs. 1037,44 £ 139,77, * p < 0,05.

Um mdgliche Signalwege von Histamin in SCC13-Zellen zu untersuchen, wurden weitere
immunhistochemische Untersuchungen mit Antikorpern gegen B-Catenin, Integrin 34
bzw. VEGFR2 durchgefuhrt. Die Expression von 3-Catenin und Integrin 34 zeigte nach
der Histamin-Gabe keine Verdnderung. Die meisten Zellen waren VEGFR2-positiv
(Abbildung 22C). Der Anteil der VEGFR2-positiven SCC13-Zellen nahm unter Histamin-
Inkubation deutlich ab (Abbildung 22D). Dieser Effekt war in den basalen Zellschichten
besonders deutlich.
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Abbildung 22: Organotypische Kultur des Plattenepithelkarzinoms (SCC13) ohne bzw. mit
Histamin. Kontrolle (A, C, E und F) und mit Histamin (B, D, F und H). Immunhistochemische
Farbung (ACE, rot) mit Antikdrpern gegen Ki-67 (A und B), B-Catenin (C und D), Integrin B4 (E
und F) bzw. VEGFR2 (G und H). Hintergrundfarbung mit Hamatoxylin (lila). Maf3stab: 100 um.
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4.4.3 Wirkungen von Histamin auf SCC12 und SCC13 in der Monokultur

Um Verhaltensunterschiede der Tumorzellen in Abhangigkeit von den Kulturbedingungen
zu untersuchen, wurde der Effekt von Histamin auf Monokulturen mit SCC12- bzw.
SCC13-Zellen untersucht (siehe Kapitel 3.4). 50000 Zellen wurden eingesat. Alle 2 Tage
wurde das Medium erneuert und Histamin (Endkonzentration: 10> M) zugegeben. Nach
6 Tagen zeigte sich in den beiden Zelllinien keine signifikant unterschiedliche Zellzahl in
den Ansatzen mit und ohne Histamin (Abbildung 23 und Abbildung 24).
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Abbildung 23: Anzahl der SCC12-Zellen mit bzw. ohne Histamin 6 Tage nach Einsaat von
50000 Zellen; n =6, 198817 + 54489 vs. 193917 + 36 678, ns: nicht signifikant, p > 0,05.
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Abbildung 24: Anzahl der SCC13-Zellen mit bzw. ohne Histamin 6 Tage nach Einsaat von
50000 Zellen; n =6, 157783 + 61433 vs. 188217 + 67 115, ns: nicht signifikant, p > 0,05.
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4.5 Wirkungen von Compound 21 auf das Plattenepithelkarzinom

Um eine Anwendungsmaglichkeit der organotypischen Kultur zu demonstrieren, wurden
die Effekte des AT2R-Agonisten C21 auf SCC12- und SCC13-Zellen in der etablierten
organotypischen Kultur untersucht. Fokussiert wurde sich hierbei auf die Proliferation

sowie die Apoptose.

4.5.1 Expression von AT2R in SCC12 und SCC13

In der durchgefuhrten immunhistochemischen Untersuchung mit Antikdrpern gegen AT2R
zeigten sowohl SCC12- als auch SCC13-Zellen ein positives Signal (Abbildung 25).

s
s
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Abbildung 25: Immunhistochemische Untersuchung mit Antikdrpern gegen AT2R in
organotypischen Kulturen des Plattenepithelkarzinoms (SCC12 und SCC13). Sowohl SCC12-
(A) als auch SCC13-Zellen (B) exprimierten AT2R (rote Signale). Hintergrundfarbung mit
Hamatoxylin (lila). MaRstab: 100 pum.

4.5.2 Wirkungen von Compound 21 auf SCC12 in der organotypischen Kultur

Zur Evaluation der C21-Wirkung auf SCC12-Zellen wurde das Dermisaquivalent wie in
Kapitel 3.2.1 beschrieben hergestellt und ausschlieBlich mit SCC12-Zellen epithelisiert.
C21 wurde ab dem Zeitpunkt des Air-Liftings dreimal bei jedem Mediumwechsel dem

Medium zugegeben. Die Endkonzentration von C21 lag bei 1 x 1076 M.

In der Kultur mit C21 bildeten SCC12-Zellen eine dunnere Epithelzellschicht aus
(Abbildung 26). Sowohl in der Kontrolle als auch in der Kultur mit C21 entwickelte sich
die epidermale Struktur nicht optimal. Wie bereits in Kapitel 4.1.2 erwahnt, kam es hier
z.B. zu einer Kondensation der Zellkerne, was moglicherweise auf eine Apoptose
hindeutet [198].
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Abbildung 26: Organotypische Kultur des Plattenepithelkarzinoms (SCC12) ohne (A) bzw. mit
C21-Gabe (B). Immunhistochemie mit Antikdrpern gegen BrdU nach einem 48-stlindigen
Einbau (rote Signale). Hintergrundfarbung mit Hamatoxylin (lila). Maf3stab 100 pm.

Mit der TUNEL-Farbung wurde die Apoptose in beiden Kulturen (ohne sowie mit C21)
bestatigt (Abbildung 27). In beiden Ansatzen war die Anzahl der apoptotischen SCC12-
Zellen hoch. Die Anzahl der TUNEL-positiven SCC12-Zellen war nicht signifikant
verschieden (14,00 £2,00 vs. 15,67 £1,53, p>0,05; bestimmt mit drei zufallig

ausgewahlten mikroskopisch aufgenommenen Schnittbildern von ca. 435 x 345 pm).

A

Abbildung 27: TUNEL Farbung (griin) in organotypischen Kulturen des
Plattenepithelkarzinoms (SCC12) ohne bzw. mit C21. Kontrolle (A) und mit C21 (B). DAPI-
gefarbte Zellkerne (blau). Mal3stab: 50 pym.

Zur Evaluation der Proliferation wurde die Anzahl BrdU-positiver Zellen in einem
gesamten Schnitt bestimmt. Die Anzahl BrdU-positiver Zellen reduzierte sich nach der
C21-Gabe signifikant um ca. 40%. Dieser Effekt wurde durch Zugabe des AT2R-
Antagonisten PD123319 2 h vor der C21-Gabe aufgehoben (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Anzahl der BrdU-positiven SCC12-Zellen in organotypischen Kulturen des
Plattenepithelkarzinoms (SCC12) ohne bzw. mit Compound 21. Es zeigte sich eine um ca. 40 %
reduzierte Anzahl BrdU-positiver SCC12-Zellen nach der Zugabe von C21. Dieser Effekt wurde
durch den AT2R-Antagonisten PD123319 (Zugabe 2 h vor C21-Zugabe) aufgehoben. Es wurde
die Anzahl im gesamten Schnitt bestimmt; n =9, 2359 + 117 vs. 1412 + 134 vs. 1997 + 184.
*p < 0,05, ** p < 0,001, ns: nicht signifikant, p > 0,05.

4.5.3 Wirkungen von Compound 21 auf SCC13 in der organotypischen Kultur

Zur Evaluation der Effekte von C21 auf SCC13-Zellen wurden organotypische Kulturen
wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben hergestellt und das Dermisaquivalent mit SCC13
epithelisiert. Das C21 wurde ab dem Zeitpunkt des Air-Liftings alle 2 Tage dem Medium
zugegeben. Die Endkonzentration von C21 betrug 1 x 1076 M.

Unter dem Einfluss von C21 bildeten die SCC13-Zellen eine etwas dinnere Struktur aus
als Zellen ohne C21. Ansonsten waren in den beiden Kulturen keine deutlichen
morphologischen Unterschiede sichtbar. Um die Proliferation zu quantifizieren, erfolgte
ein 48-stundiger BrdU-Einbau mit anschlieBender immunhistochemischer Detektion
(Abbildung 29).
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Abbildung 29: Organotypische Kultur des Plattenepithelkarzinoms (SCC13) ohne (A) sowie
mit (B) C21-Gabe. Immunhistochemie mit Antikérpern gegen BrdU nach einem 48-stiindigen
Einbau (rote Signale). Hintergrundfarbung mit Hamatoxylin (lila). Maf3stab: 100 um.

Die Anzahl BrdU-positiver Zellen reduzierte sich nach der C21-Gabe signifikant um ca.
55% (Abbildung 30). Dieser Effekt wurde durch Zugabe des AT2R-Antagonisten
PD123319 2 h vor der C21-Gabe aufgehoben.
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Abbildung 30: Anzahl der BrdU-positiven SCC13-Zellen in organotypischen Kulturen des
Plattenepithelkarzinoms (SCC13) ohne bzw. mit C21. Es zeigte sich eine um ca. 40 % reduzierte
Anzahl BrdU-positiver SCC13-Zellen nach der Zugabe von C21. Dieser Effekt wurde durch den
AT2R-Antagonisten PD123319 (Zugabe 2 h vor C21-Zugabe) aufgehoben. Es wurde die Anzahl
im gesamten Schnitt bestimmt; n=5, 2315+ 304 vs. 1046 £ 190 vs. 1721 £ 179. * p < 0,05,
**p < 0,01, ns: nicht signifikant, p > 0,05.

Bei der TUNEL-Untersuchung zeigten nach der C21-Gabe deutlich mehr SCC13-Zellen
ein positives Signal (Abbildung 31). Dieser Unterschied war signifikant (Abbildung 32).
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Abbildung 31: TUNEL Farbung (grin) in organotypischen Kulturen des Plattenepithelkarzinoms
(SCC13) ohne (A) und mit C21 (B). DAPI-gefarbte Zellkerne (blau). Maf3stab: 50 pum.
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Abbildung 32: Anzahl der TUNEL-positiven SCC13-Zellen in organotypischen Kulturen des
Plattenepithelkarzinoms (SCC13) ohne bzw. mit Compound 21. Zufallig ausgewahlte
mikroskopisch aufgenommene Schnittbilder (436 x 345 ym); n =4, 1,25 + 1,25 vs. 14,75 + 3,42,
*p <0,05.

4.5.4 Wirkungen von C21 auf SCC12 und SCC13in der Monokultur

Um Verhaltensunterschiede der Tumorzellen in Abh&ngigkeit von den Kulturbedingungen
zu prufen, wurden Monokulturen mit SCC12- bzw. SCC13-Zellen mit C21 inkubiert (siehe
Kapitel 3.4). 50000 Zellen wurden eingesét. Alle 2 Tage wurde das Medium inklusive das
C21 (Endkonzentration: 10" M) erneuert. Nach 6 Tagen zeigte sich bei beiden Zelllinien
keine signifikant unterschiedliche Zellzahl in den Kulturen mit und ohne C21 (Abbildung
33 und Abbildung 34).
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Abbildung 33: Anzahl der SCC12-Zellen in der Monokultur ohne bzw. mit C21 6 Tage nach
Einsaat von 50000 Zellen; n =6, 198817 + 54489 vs. 221600 + 43361, ns: nicht signifikant,
p > 0,05.

250000+ ns

I 1
2000004 ‘
150000+

100000

50000+

Zellzahl von SCC13

0-

Kontrolle Compound 21

Abbildung 34: Anzahl der SCC13-Zellen in der Monokultur ohne bzw. mit C21 6 Tage nach
Einsaat von 50000 Zellen; n=6, 157783 + 61433 vs. 143117 £ 68317, ns: nicht signifikant,
p > 0,05.

4.6 Wirkungen von Compound 21 auf die Keratinozyten

Um eine weitere Anwendungsmaglichkeit der organotypischen Kultur zu demonstrieren,
wurde die Wirkung des AT2R-Agonisten C21 auf die Keratinozyten in der etablierten
organotypischen Kultur untersucht. Fokussiert wurde sich hierbei auf die Proliferation

sowie die Apoptose.

FUr immunhistologische Untersuchungen wurde der wie oben beschrieben hergestellten
organotypischen Kultur ab dem Zeitpunkt des Air-Liftings alle 2 Tage bei jedem
Mediumwechsel C21 zugegeben (Endkonzentration: 1 x 10®M bzw. 1 x 1077 M).
Gegebenenfalls wurde 2 h vor der C21-Gabe der AT2R-Antagonist PD123319 zugefugt.
Zur Untersuchung der Proliferation erfolgte ein 48-stundiger BrdU-Einbau.
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4.6.1 Wirkungen von Compound 21 auf die Keratinozyten in der organotypischen
Kultur

Die C21-Gabe fuhrte zu einer deutlichen, konzentrationsabhangigen morphologischen
Veranderung der Keratinozyten. Die Keratinozyten entwickelten eine dliinnere epidermale
Struktur, welche auf eine reduzierte Proliferation hindeutet (Abbildung 35A—C). Bei der
hoheren C21-Konzentration von 1 x 107 M trat zudem teils eine Kondensation der

Zellkerne auf, was als Anzeichen einer Apoptose gedeutet werden kann [198].

Zur Evaluation des Differenzierungszustandes der Keratinozyten wurde die Expression
von CK10 und Transglutaminase in An- und Abwesenheit von C21 immunhistochemisch
untersucht (Abbildung 35D-I). Trotz des reduzierten Wachstums bei der C21-Inkubation

exprimierten die beide Differenzierungsmarker.
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Abbildung 35: Organotypische Kultur der Haut (Epithelisierung mit Keratinozyten) mit
Compound 21. Kontrolle (A, D und G), mit C21-Konzentration von 1 x 10" M (B, E und H) und
mit C21-Konzentration von 1 x 10®M (C, F und I). Hamatoxylin-Farbung (A-I, lila) sowie
immunhistologische Farbung (ACE, rot) mit Antikbrpern gegen CK10 (D-F) bzw.
Transglutaminase (F—I). Mal3stab: 100 pm.

Zur Evaluation einer Apoptose wurde eine TUNEL-Untersuchung durchgefuhrt. Wahrend
sich in der organotypischen Kultur mit der C21-Konzentration von 1 x 1078 M einige
TUNEL-positive Keratinozyten zeigten, waren in der Kultur mit der C21-Konzentration
von 1 x 107" M sowie in der Kultur ohne C21 kaum positive Keratinozyten zu finden
(Abbildung 36A—C).
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Die Quantifizierung der Proliferation der Keratinozyten erfolgte mittels BrdU. Die

immunhistochemische Untersuchung zeigte bei beiden C21-Konzentrationen im

Vergleich zur Kontrolle eine signifikant geringere Anzahl BrdU-markierter Zellen
(Abbildung 36D-F). Die Anzahl BrdU-positiver Zellen war um ca. 30% (bei der C21-
Konzentration von 1 x 1077 M) bzw. um ca. 47% (bei der C21-Konzentration von
1 x 1078 M) reduziert (Abbildung 37).
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Abbildung 36: Organotypische Kultur der Haut (Epithelisierung mit Keratinozyten) mit
Compound 21. Kontrolle (A und D), mit C21-Konzentration von 1 x 10~ M (B und E) und mit C21-
Konzentration von 1 x10®M (C und F). TUNEL-Farbung (A—C) sowie immunhistologische
Farbung (ACE, rot) mit Antikérpern gegen BrdU (D—F). Hintergrundfarbung mit Hamatoxylin (lila).
Mafstab: 50 um (A—C) bzw. 100 um (D—F).
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Abbildung 37: Anzahl der BrdU-positiven Keratinozyten in der organotypischen Kultur der Haut
(Epithelisierung mit Keratinozyten) ohne bzw. mit C21 (1 x 1077 M bzw. 1 x 107 M). Zufallig
ausgewahlte mikroskopisch aufgenommene Schnittbilder (872 x 691 pum), Kontrolle, mit C21-
Konzentration von 1 x 107 M und mit C21-Konzentration von 1 x 107 M; n = 8, 46,75 + 4,23 vs.
32,63 £ 4,21 vs. 24,75 £ 4,80, * p < 0,05, ** < 0,01, ns: nicht signifikant, p > 0,05.
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5 Diskussion

5.1 Etablierung einer organotypischen Kultur des

Plattenepithelkarzinoms mit Mastzellen

Bell und Kollegen etablierten 1981 die erste organotypische Kultur der Haut [7]. Seitdem
wurde diese Form der Kultur standig verbessert und fur neue Fragestellungen genutzt
(siehe Kapitel 1.1.1). Beispiele fur den erweiterten Anwendungsbereich sind Analysen mit
PEK-Zellen bzw. mit integrierten Mastzellen. Uber organotypische Kulturen mit PEK-
Zellen lasst sich das Verhalten der Tumorzellen im Epithelium analysieren [197].
Etablierte organotypische Kulturmodelle mit Mastzellen existieren bislang kaum. Die
Arbeitsgruppe von Gailit berichtete 2001 zum ersten Mal Uber eine organotypische Kultur
mit einer humanen Mastzelllinie (HMC-1) [202]. Ein Jahr spater gelang es Artuc und
Kollegen, primare Mastzellen in die organotypische Kultur zu integrieren und eine

Langzeitkultur anzulegen [195].

Die Schwierigkeit bei einer Co-Kultur mit verschiedenen Zelltypen liegt darin, dass sich
Zellen, die unterschiedliche Medienzusammensetzungen sowie Kulturbedingungen
bendtigen, unter denselben Bedingungen entwickeln mussen, und das moglichst ohne
Verlust ihrer natlrlichen Eigenschaften. Dabei stellen Mastzellen aufgrund ihres relativ
empfindlichen Verhaltens bereits in der Monokultur fur viele Forscher eine
Herausforderung dar [203,204].

Trotz der starken Vereinfachungen bezlglich des Aufbaus bzw. der zellularen
Bestandteile im Vergleich zur echten Haut zeigten Keratinozyten in der organotypischen
Kultur in Anwesenheit von Fibroblasten typische in-vivo-ahnliche Merkmale [205]. Dazu
zahlte eine schichtspezifische Differenzierung von proliferationsaktiven Basalzellen
(Abbildung 5A) bis zu einer vollstandigen kernlosen Verhornung mit typischen
Differenzierungsmarkern [198,206—209] (Abbildung 5C und D). Zudem synthetisierten die
Keratinozyten auch Proteinbestandteile der Basalmembran, wie Integrin 34 (Abbildung
5B). Die Basalmembran fungiert nicht nur als Barriere, sondern auch als Reservoir fur
verschiedene Zytokine und Wachstumsfaktoren [17]. Fir die physiologische Gestaltung
der epidermalen Struktur sowie der Basalmembran spielt eine Interaktion zwischen den
Fibroblasten und Keratinozyten eine essenzielle Rolle [210,211]. Das von den
Keratinozyten produzierte IL-1a und IL-1B induziert in Co-Kulturen in Fibroblasten die

Expression von Keratinozyten-Wachstumsfaktoren, welche wiederum die Entwicklung
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der Epidermis positiv beeinflussen [205].

Die beiden aus dem Gesichtsbereich isolierten Zelllinien SCC12 und SCC13 gelten als
gut differenzierte PEK [212]. Auch in der organotypischen Kultur exprimierten sie mit
CK17 einen PEK-typischen Marker (Abbildung 7C und D). Da sich PEK-Zellen durch
Oberflachenmarker nicht sicher von Keratinozyten unterscheiden lassen, wurden in der
vorliegenden Arbeit GFP-produzierende Tumorzellen genutzt. Dennoch war eine
Detektion der Tumorzellen aufgrund der schlechten Differenzierung und erhohten
Proliferationstendenz auch ohne GFP in Ansatzen moglich (Abbildung 11).

Die in die organotypische Kultur aufgenommenen Mastzellen exprimierten auch in
Langzeitkultur Mastzell-typische Mediatoren, wie Chymase und Tryptase (Abbildung 10
und Abbildung 11).

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine organotypische Kultur mit vier Zelltypen —
Keratinozyten, PEK-Zellen, Fibroblasten und Mastzellen - etabliert und fur
Untersuchungen zum Einfluss von Mastzellen sowie deren Mediatoren auf das PEK,

unter in-vivo-ahnlichen Bedingungen genutzt.

5.2 Effekte von Histamin auf PEK-Zellen in der organotypischen
Kultur — anti-proliferative Wirkung und Expressionsinhibition
von VEGFR2

In Bezug auf die Morphologie sowie Proliferation fuhrte eine Anwesenheit der Mastzellen
in der organotypischen Kulturen zu keinen erkennbaren Unterschieden in den SCC12-
sowie SCC13-Zellen (siehe Kapitel 4.2.1 und 4.2.2). Eine Aktivierung der Mastzellen mit
einem Antikorper gegen FceRla (29C6) hatte ebenfalls keinen sichtbaren Effekt (siehe
Kapitel 4.3). Bei der Interpretation der Daten sollte berlcksichtigt werden, dass die
Antikdrper maoglicherweise aufgrund ihres hohen Molekulargewichts nicht in

ausreichendem Mal3e ins Dermisaquivalent eindiffundieren konnten.

Um den Einfluss der Mastzellen auf das PEK detaillierter zu untersuchen, wurden die
organotypischen Kulturen mit Histamin, einem Hauptmediator der Mastzellen, inkubiert.
Bisherige Untersuchungen zum Effekt von Histamin auf das PEK der Haut wurden in
Monokulturen durchgefuhrt und lieferten uneinheitliche Ergebnisse. Beispielsweise
zeigten Tilly und Kollegen in einer kutanen PEK-Zelllinie (PEK A431) eine Zunahme der
Zellzahl und DNA-Menge bei einer Inkubation mit Histamin [140]. Diese proliferative

Wirkung verringerte sich bei Gabe eines H1-Rezeptor-Antagonisten [140]. Dagegen
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fanden Liu und Kollegen bei derselben Zelllinie mittels WST-8-Messung (engl. water-
soluble tetrazolium-8) eine anti-proliferative Wirkung von Histamin [141]. In der
vorliegenden Arbeit liel® sich dieses Ergebnis von Liu und Kollegen in der etablierten
organotypischen Kultur bestatigen (siehe Kapitel 4.4). Sogar mit einer geringeren
Konzentration von Histamin (10°°M vs. 10 M in den o.g. Studien) konnte eine
Reduktion des BrdU-Einbaus (Abbildung 17 und Abbildung 20) sowie der Ki-67-
Expression (Abbildung 18 und Abbildung 21) in SCC12- und SCC13-Zellen
nachgewiesen werden. Dahingegen zeigten diese Zelllinien in der Monokultur mit und
ohne Histamin keine signifikanten Unterschiede (siehe Kapitel 4.5.4).

Eine Arbeitsgruppe fand in einer Organkultur der Haut einen gegenteiligen, das heift
proliferativen Effekt von Histamin auf gesunde Keratinozyten [213]. Dieser
bemerkenswerte Unterschied bei der Reaktion von gesunden Keratinozyten und PEK-
Zellen auf Histamin kénnte in Zukunft moglicherweise therapeutisch genutzt werden.
Der Befund der vorliegenden Arbeit, dass die Expression von VEGFR2 in den beiden
Tumorzelllinien nach Histamin-Gabe deutlich reduziert wurde (Abbildung 19 und
Abbildung 22), verdeutlicht die potenzielle Beteiligung des VEGFR2-Signalwegs an der
Proliferation der PEK-Zellen. Im Rahmen von Tumorerkrankungen ist VEGF ist ein
wichtiger Stimulationsfaktor der Angiogenese, der fur das Wachstum sowie die
Metastasierung der Tumoren eine kritische Rolle spielt [214-216]. Besonders bei der
Angiogenese im Rahmen neoplastischer Prozesse spielen VEGF-A sowie seine
Rezeptoren VEGFR1 und VEGFR2 eine zentrale Rolle [57]. Aufgrund der Bedeutung von
VEGF fur die Angiogenese kommen bei einigen Tumorerkrankungen bereits
Medikamente zur Anwendung, die das VEGF-VEGFR-System blockieren. Zugelassen
sind beispielsweise Bevacizumab (monoklonaler IgG1-Antikdrper gegen VEGF-A) fur das
Kolonkarzinom, das metastasierte Mammakarzinom und das fortgeschrittene
Lungenkarzinom sowie Ramucirumab (monoklonaler IgG1-Antikérper gegen VEGFR2)
fur das fortgeschrittene Magenkarzinom, das metastasierte kolorektale Karzinom und das
kleinzellige Lungenkarzinom [217,218].

PEK-Zellen produzieren selber VEGF und foérdern ihr eigenes Wachstum Uber einen
autokrinen Signalweg [60,61], an dem VEGF-A, VEGFR2, Neuropilin-1 (Co-Rezeptor fir
VEGF) und Semaphorin beteiligt sind [61]. Der Befund der vorliegenden Arbeit ist ein
Hinweis darauf, dass Histamin bei der VEGF/VEGFR2-vermittelten Proliferation der
Tumorzellen eine Rolle spielt. Weitere Untersuchungen zur genauen Aufklarung des

Pathomechanismus sowie klinische Studien mit bereits flir andere Erkrankungen
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zugelassenen Arzneimitteln waren aulderst sinnvoll, um gegebenenfalls eine Therapie fur

ein inoperables PEK zu entwickeln.

5.3 Antiproliferative und apoptotische Wirkung von Compound 21

auf das Plattenepithelkarzinom

PEK-Zellen exprimieren AT1R [219] sowie AT2R (siehe Kapitel 4.5.1). Die Wirkungen von
Ang Il auf das PEK wurden bislang kaum untersucht. Die bisherigen Untersuchungen mit
Fokus auf dem Effekt einer Einnahme von AT 1R-Antagonisten auf die Manifestation des
PEK, ergaben widersprichliche Ergebnisse [220,221]. Eine eindeutige Aussage, ob der
wahrgenommene Effekt auf der Antagonisierung des Ang Il Signals beruhte oder eher mit
Komorbiditaten zusammenhing, war nicht mdglich. Untersuchung zum AT2R-Effekt auf
das PEK der Haut fehlen bislang. In anderen Tumoren, wie dem Prostatakarzinom [222],
dem Blasenkarzinom [223] und dem Kolonkarzinom [224], soll eine Aktivierung von AT2R
eine Apoptose bzw. eine Wachstumshemmung hervorrufen. In der vorliegenden Arbeit
konnte Uber den reduzierten BrdU-Einbau ebenfalls eine deutliche anti-proliferative
Wirkung des AT2R-Antagonisten C21 auf SCC12- sowie SCC13-Zellen nachgewiesen
werden (Abbildung 28 und Abbildung 30). Die positiven TUNEL-Signale nach einer Gabe

von C21 deuten auf einen pro-apoptotischen Effekt hin.

Die anti-proliferative und pro-apoptotische Wirkung von C21 auf das PEK eroffnet eine
neue Tumortherapieoption, besonders bei inoperablen Tumoren oder dem Vorliegen von
Fernmetastasen. Klinische Studien mit lokaler sowie systemischer Applikation von C21
auch als Kombinationstherapie mit der bis dato etablierten Chemotherapie waren

sinnvoll.

5.4 Antiproliferative und apoptotische Wirkung von Compound 21

auf Keratinozyten in der organotypischen Kultur

Bisherige Untersuchungen lieferten Hinweise auf eine kritische Rolle von Ang Il fur die
Homoostase der Haut. Die Haut verfugt uber ein eigenes Renin-Angiotensin-System mit
Angiotensin-Produktion und Expression von AT1R und AT2R [225]. Bei einer Verletzung
kommt es zu einer gesteigerten Expression der beiden Rezeptoren [226]. Eine topische
Anwendung von Ang Il beschleunigt die Wundheilung [227]. Eine Antagonisierung des
AT2R hemmt die Migration der Keratinozyten [228]. Der Mechanismus der
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proliferationsfordernden Wirkung von Ang Il ist bislang nicht verstanden [229].

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der Einfluss von C21 auf Keratinozyten in der
organotypischen Kultur untersucht. Der nachgewiesene anti-proliferative Effekt von C21
(Abbildung 37) war konzentrationsabhangig und betraf vor allem den basalen Bereich,
wo auch in vivo die Proliferation stattfindet. Bei der hdheren C21-Konzentration
(1 x 1076 M) wurde zudem eine Apoptose induziert (Abbildung 36). Des Weiteren fiihrte
eine C21-Gabe zur Differenzierung der Keratinozyten (Abbildung 35). In einer anderen
Arbeit hemmte die C21-Gabe in einer Monokultur ebenfalls die Proliferation der
Keratinozyten und forderte die Expression der Differenzierungsmarker Transglutaminase
und Involucrin [230]. Psoriasis wird durch eine Hyperproliferation sowie eine gestorte
Differenzierung der Keratinozyten charakterisiert [231]. Eine klinische Analyse der lokalen
Anwendung bei Psoriasis durfte den Weg zu einer neuen symptomatischen Therapie der

Erkrankung erdffnen.

5.5 Verhaltensunterschiede der Zellen in Abh&ngigkeit von der

Kulturform

In der klassischen Monokultur verlieren die isolierten Zellen ihre spezifischen strukturell-
morphologischen Eigenschaften, sodass Untersuchungen der Struktur sowie der Zell-
Zell- bzw. Zell-Matrix-Kommunikation keine validen, auf die in vivo Situation Ubertragbare
Ergebnisse liefern [232]. Die unnatirlichen Untersuchungsbedingungen fiuhren
wahrscheinlich zu einer Veranderung des zellularen Verhaltens [233].

Zahlreiche Hinweise lassen vermuten, dass sich humane Zellen in einer organotypischen
Kultur anders bzw. realitatsnaher verhalten als in einer Monokultur. Beispielsweise war
eine Zelllinie des Kolonkarzinoms HCT-116 in einer organotypischen Kultur resistenter
gegen einige Chemotherapeutika als in einer Monokultur [234]. Dieses Phanomen wurde
auch beim Ovarialkarzinom beobachtet [235]. Auch Keratinozyten zeigten in einigen
Studien ein unterschiedliches Verhalten in Abhangigkeit von der Kulturform. Eine
Arbeitsgruppe stellte fest, dass Keratinozyten in einer organotypischen Kultur oxidativen
Stress besser bewaltigen [236]. In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass Epimorphin
in Keratinozyten je nach Kulturform die Aktivitdat des EGFR entweder verstarkt oder
abschwacht [237]. In der vorliegenden Arbeit verhielten sich die PEK-Zelllinien SCC12
und SCC13 ebenfalls in Abhangigkeit von der Kulturform verschieden.

Die beiden Zelllinien gelten als gut differenzierte PEK. Sie stammen von Tumoren im
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Gesichtsbereich [212]. Beide Zelllinien lielien sich in Monokultur mit vergleichbarer
Proliferationsrate problemlos kultivieren (siehe Kapitel 4.1.3). Bemerkenswerterweise
zeigten die beiden Zelllinien in der organotypischen Kultur aber deutliche Unterschiede.
Besonders auffallig war das deutlich schwacher ausgepragte Wachstum von SCC12- im
Vergleich zu SCC13-Zellen (Abbildung 6 und Abbildung 7), wahrend die jeweiligen
Monokulturen keinen signifikanten Unterschied im Wachstumsverhalten zeigten (siehe
Kapitel 4.1.3). Bei der zusatzlichen Integration von Keratinozyten in die organotypische
Kultur wurde dieses Phanomen noch deutlicher. Wahrend SCC13-Zellen unter diesen
Bedingungen Kolonien in der epidermalen Struktur bildeten (Abbildung 11), waren
SCC12-Zellen kaum zu finden (Abbildung 10).

Verhaltensunterschiede in Abhangigkeit von der Kulturform ergaben sich auch in den
Untersuchungen mit Histamin und C21. In der organotypischen Kultur fuhrte die
Histamin-Gabe zu einer signifikanten Reduktion Ki-67- und BrdU-positiver SCC12- und
SCC13-Zellen (siehe Kapitel 4.4.1 und 4.4.2), wohingegen in den Monokulturen der
beiden Zelllinien die Histamin-Gabe die Zellzahl nicht beeinflusste (siehe Kapitel 4.4.3).
Auch C21 wirkte in der organotypischen Kultur proliferationshemmend auf SCC12- und
SCC13-Zellen (siehe Kapitel 4.5.2 und 4.5.3) — ein Phanomen, das in der Monokultur
nicht auftrat (siehe Kapitel 4.5.4).

Bisher konnte nicht geklart werden, warum sich die Tumorzellen in den verschiedenen
Kulturformen unterschiedlich verhalten. Drei mdogliche Einflussfaktoren sollen im
Folgenden diskutiert werden:

Erstens kdnnten die Fibroblasten in der Co-Kultur das Verhalten der Tumorzellen
beeinflussen. Vorangegangene Untersuchungen deuten auf eine Interaktion zwischen
Fibroblasten und dem PEK hin. Beispielsweise erkranken Patienten mit Epidermolysis
bullosa dystrophica, deren Fibroblasten das Wachstum von PEK-Zellen fordern, haufiger
an diesem Tumor [41]. Umgekehrt rufen auch PEK-Zellen Veranderungen in den
Fibroblasten hervor [238].

Zweitens konnte der Luftkontakt der Epithelzellschicht einen starken Reiz auf die
dreidimensionalen Strukturbildung der Tumorzellen ausiben. PEK-Zellen sind
grundsatzlich in der Lage, auch im Kulturmedium eine dreidimensionale Struktur zu
bilden [239]. Jedoch kommt es zu einer Formation eines kleinen Zellaggregats [239],
dessen Struktur von der soliden Struktur in der organotypischen Kultur der vorliegenden
Arbeit deutlich abweicht. Laut einer weiteren Studie bilden Keratinozyten mit Luftkontakt

deutlichere Schichten als im Medium [240]. Dieses Phanomen ist auch bei PEK-Zellen
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denkbar und kénnte somit das unterschiedliche Verhalten der Tumorzellen bedingen.
Drittens ist auch ein potenzieller Einfluss der extrazellularen Materialien, wie Matrigel, zu

diskutieren. Diesbezuglich gibt es bisher aber noch keine Untersuchungen.

5.6 Hochregulierung von B-Catenin in SCC13 und Wachstum des

Plattenepithelkarzinoms in der organotypischen Kultur

Wie beschrieben, wuchsen SCC13-Zellen in der organotypischen Kultur deutlich
schneller als SCC12-Zellen (siehe Kapitel 4.1.2), wahrend die beiden Zelllinien in
Monokultur mit &hnlichem Tempo proliferierten (siehe Kapitel 4.1.3). In der vorliegenden
Arbeit wurde untersucht, ob dieses Phanomen mit der Expression der Marker Integrin 34

und B-Catenin korrelierte.

Integrin B4 ist ein Bestandteil der Basalmembran in der physiologischen Haut. Im PEK ist
die Integrin B4 Expression oft deutlich erhdéht, was mit einer erhdhten Invasion und
Migration des Tumors einhergeht [69,70]. In der organotypischen Kultur zeigten beiden
Zelllinien eine starke mehrschichtige Expression (Abbildung 7E und F). Integrin p4 liegt
an Integrin a6 gekoppelt (siehe auch Kapitel 1.3.5) und das freigesetzte Integrin a6p4 im
Tumor soll auf Rezeptoren von Wachstumsfaktoren (z.B. EGFR, ErbB-2 und c-Met)
sowie auf die Genexpression von z. B. Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K), Proteinkinase B
(Akt) und Mitogen-activated protein kinase (MAPK) wirken und die Tumorprogression
beférdern [68]. Die beiden Zelllinien SCC12 und SCC13 zeigten in der organotypischen
Kultur keinen deutlichen Unterschied in der Integrin-4-Expression.

B-Catenin ist ein Strukturprotein der Epithelzellen, welches durch eine Akkumulation Gber
den Wnt/B-Catenin-Signalweg onkogen wirkt [63] (siehe auch Kapitel 1.3.4). In der
vorliegenden Arbeit zeigten die beiden Zelllinien eine unterschiedliche Expression von
B-Catenin in der organotypischen Kultur: Wahrend SCC13-Zellen eine erhohte
B-Catenin-Expression aufwiesen, war das [-Catenin-Signal in SCC12-Zellen lediglich
schwach (Abbildung 7C und D). Dieser Befund uberrascht umso mehr, weil beide
Zelllinien in der Monokultur eine vergleichbare B-Catenin-Expression zeigen [241,242].
Es wird angenommen, dass das 3-Catenin-Signal die Proliferation [66] sowie die Invasion
[67] des PEK verstarkt. Zudem kdnnen die Tumorzellen parakrin Uber den Wnt/B-Catenin-
Signalweg ein abnormes Wachstum der benachbarten gesunden Keratinozyten
induzieren [243]. Diese Befunde deuten darauf hin, dass 3-Catenin ein wichtiger Marker

sein kénnte, dessen Expression ein Uberleben der Tumorzellen in einer physiologischen
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Umwelt begunstigt.

Das Besondere der vorliegenden Untersuchung war, dass die Tumorzellen nicht in
Monokultur, sondern in der organotypischen Kultur untersucht wurden. Bisherige
Expressionsstudien (z.B. RBP-Jk [244], Bag-1[245], TNFAIP3 [246] und p14ARF [247])
in SCC12- und SCC13-Zellen wurden in Monokulturen durchgefiihrt. Ob diese Befunde
in der organotypischen Kultur reproduziert werden kénnen, ist unklar (siehe Kapitel 5.5).

Weitere Untersuchungen in der organotypischen Kultur waren somit sinnvoll.

5.7 Potenzial der organotypischen Kultur als Ersatz anderer
Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurde ein unterschiedliches Verhalten der SCC12- und
SCC13-Zellen in Abhangigkeit von der Kulturform festgestellt. Daher stellt sich die Frage,
welche Kulturform eher zu einem naturlichen Verhalten der Tumorzellen fuhrt. Um diese
Frage zu antworten, sollten die folgenden Befunde berlcksichtigt werden.

Erstens wurde ein unterschiedliches Verhalten von SCC12- und SCC13- in der
organotypischen Kultur und in der Monokultur festgestellt (siehe Kapitel 5.5).

Zweitens konnen in organotypischen Kulturen auch Effekte weiterer, benachbarter
Zelltypen berucksichtigt werden. In der vorliegenden Arbeit trat in der organotypischen
Kultur bei Anwesenheit von Keratinozyten eine reduzierte Tumorprogression auf,
wahrend die SCC12- und SCC13-Zellen ohne Keratinozyten ein mehrschichtiges
Wachstum zeigten (siehe Kapitel 4.1.2). Zudem wurde unter dem Einfluss der
Keratinozyten ein schlechtes Uberleben von SCC12- (Abbildung 10) sowie eine
Koloniebildung von SCC13-Zellen festgestellt (Abbildung 11). Ein Uberleben der
Tumorzellen sowie eine Tumorprogression in einer physiologischen Umwelt sind keine
Selbstverstandlichkeit. So zeigte eine Studie von Brown und Kollegen, dass die durch
eine onkogene Mutation verursachte Veranderung im Haarfollikel von den gesunden
Keratinozyten beseitigt wurde [248].

Drittens verhielten sich SCC12- und SCC13-Zellen in der organotypischen Kultur ahnlich
wie in einem Tiermodell. Sauter und Kollegen untersuchten in Mausen eine in-vivo-
Tumorbildung nach einer subkutanen Injektion von SCC12- und SCC13-Zellen sowie von
anderen Tumorzellen [249]. Wahrend SCC13-Zellen deutliche Tumorherde bildeten, kam
es auch bei der Injektion einer hohen Anzahl von SCC12-Zellen nur zu einem geringen

subkutanen Tumorwachstum [249]. Dieses Ergebnis ist mit den Befunden der
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organotypischen Kulturen, nicht aber der Monokulturen der vorliegenden Arbeit
vergleichbar. Somit kann die klare Schlussfolgerung gezogen werden, dass sich die
SCC12- und SCC13-Zellen in der organotypischen Kultur deutlich in-vivo-ahnlicher
verhalten als in einer Monokultur.

Diese Ergebnisse unterstreichen die Uberlegenheit der organotypischen Kultur
gegenuber einer Monokultur. Bei den meisten Experimenten mit Monokulturen wurden
grundsatzlich optimale Uberlebensbedingungen fiir den jeweiligen Zelltyp gewahlt, ohne
die Interaktion mit der physiologischen Umgebung zu berucksichtigen. Die Befunde der
vorliegenden Arbeit stellen die bisherigen auf Monokulturen basierenden
Untersuchungsergebnisse zum Verhalten von PEK-Zellen infrage. Zugleich hat die
organotypische Kultur sowohl aus 6konomischer als auch aus ethischer Sicht ein grol3es
Potenzial als Ersatzinstrument fur Tiermodell-basierte Analysen. Daher ware es
wunschenswert und sinnvoll, wenn sich das Verfahren als Alternative zu herkdmmlichen

Instrumenten in der Tumorforschungen etablieren kdnnte.
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