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1. Einleitung

1.1 Asbest und das Pleuramesotheliom

Das maligne Pleuramesotheliom ist eine von den Mesothelzellen der Pleura ausgehende
bosartige Neoplasie. In Uber 80% der Falle besteht ein Zusammenhang zwischen
Exposition gegentber Asbest und der Entwicklung eines Mesothelioms [93]. Dabei liegt

die Latenzzeit von der Exposition bis zur Diagnose der Erkrankung bei ca. 30-50 Jahren.

1.1.1 Asbest

Als Asbest werden sechs verschiedene faserformige, naturlich vorkommende Silikat-
Minerale bezeichnet, die in Amphibole und Serpentine unterteilt werden. Der Name
Asbest leitet sich von dem altgriechischen Wort doBeotog ab, welches unausléschlich
oder unzerstorbar bedeutet. Bereits in der Antike wurde Asbest verwendet. So beschrieb
Plinius der Altere ein feuerbestandiges Material, das in den Bergen von Arkadien
abgebaut und in Materialien eingewebt wurde [69]. Aufgrund seiner hohen Hitze- und
Saurebestandigkeit sowie den ausgezeichneten Eigenschaften als DAmmmaterial kam
es im 20. Jahrhundert zu einem Asbest-Boom. Asbest wurde in verschiedensten
Produkten von Fassadendammung Uber Kleidung bis hin zu Zahnpasta verwendet. Im
Jahr 1975 wurden in 25 Landern 4,8 Millionen Tonnen Asbest abgebaut [62]. Schon
Anfang des 20. Jahrhunderts wurden die gesundheitlichen Auswirkungen von Asbest
beschrieben, hierbei wurde von Zusammenhangen zwischen Asbest-Exposition und
Pneumokoniosen sowie auch malignen Erkrankungen berichtet [44]. Im Jahr 1960 wurde
in einer studafrikanischen Fallstudie Uber 33 Patienten mit malignen Pleuramesothelioma
erstmals der Zusammenhang zwischen Asbest und Mesotheliomen publiziert. Bis auf
einen Patienten lag bei allen beschriebenen Fallen einer Mesotheliomerkrankung eine
Asbest-Exposition in einer Asbest-Abbauregion Sudafrikas vor [85]. Ab 1983 fihrten
immer mehr Lander Verbote fur die Verwendung und den Abbau von Asbest ein, so dass
der weltweite Gebrauch von Asbest von vier Millionen Tonnen im Jahr 1990 auf zwei
Millionen Tonnen im Jahr 1999 sank. Seit dem Jahr 2000 bleibt der weltweite Verbrauch
mit etwa zwei Millionen Tonnen jahrlich konstant [26]. Am 31. Oktober 1993 wurden in
Deutschland die Herstellung sowie die Verwendung von Asbest und asbesthaltigen
Produkten verboten. Im Jahr 2016 lebten bereits 80% der Weltbevolkerung in Landern,
in denen ein Asbest-Verbot gilt. Jedoch sind unter anderem aufgrund einer mangelhaften
Umsetzung von Regularien immer noch viele Menschen einer Asbest-Exposition

ausgesetzt und die gesundheitlichen Folgen bleiben gravierend. So wurden 2017 die



Todesfélle in Folge von Mesotheliomerkrankungen auf 29.909 weltweit geschéatzt [45].
Laut Daten der Deutschen Gesetzlichen Unfallversicherung kam es im Jahr 2019 zu 849
Todesféllen in Folge von Mesotheliomen als Berufskrankheit. Dies ist insbesondere
bemerkenswert insofern im selben Jahr insgesamt nur 2555 Todesfélle in Folge einer
Berufskrankheit erfasst wurden, Mesotheliome also fiir 33% dieser Falle verantwortlich
sind [22]. Jahrzehnte nach der Einfihrung von Asbest-Regularien zeigt sich ein deutlich
langsamerer Abfall der Inzidenz von Mesotheliomen als erwartet [63]. Dies kann durch
den demographischen Wandel, den fortgefiihrten Abbau von Asbest vor allem in
Entwicklungslandern, die durch die industrielle Verarbeitung von Asbest in den
vorausgegangenen Jahren entstandenen Umweltbelastung und den Anteil genetischer

Mutationen an der Entstehung von Mesotheliomen erklart werden [18].

1.1.2 Pathogenese

Ursachlich fur die Entstehung eines malignen Pleuramesothelioms ist das Einatmen von
Asbestfasern, die sich dann im Pleuraraum ablagern. Toxikologische Untersuchungen
an Nagetieren lielen einen starkeren Einfluss langerer Fasern (5-20 pm) auf die
Pathogenese des Mesothelioms vermuten, allerdings zeigt sich in Untersuchungen an
Mesotheliompraparaten ein Mischbild aus verschiedenen Faserarten und -langen, deren
einzelner Beitrag zur Pathogenese kaum zu klaren ist [23]. In in vitro Untersuchungen
an Mesothelzellen wurden nach Exposition gegenuber Asbestfasern multiple
numerische und strukturelle Chromosomenalterationen beschrieben, so dass in alteren
Publikationen eine Stérung der Mitose durch mechanische Interaktionen der
Asbestfasern mit dem Spindelapparat der Chromosomen als Ursache flr die
karzinogene Entartung der Mesothelzellen gesehen wurde. Aus den durch
Asbestexposition zytogenetisch veranderten Zellen konnten jedoch weder durch
Injektion in Mause Xenografttumormodelle, noch Tumorzelllinien generiert werden [59].
In den in vitro Versuchen fuhrte die Exposition gegenuber Asbest nach wenigen Tagen
zum Tod der Zellen. Es stellte sich die Frage wie Asbest zur Ausbildung von malignen
Mesotheliomen filhren kann, wenn die Exposition die Mesothelzellen abtétet [92]. In
mehreren Studien wurde der Einfluss, der durch die Ablagerung von Asbestfasern im
Pleuraspalt ausgelosten chronischen Entzindung, untersucht. Mesothelzellen und
Makrophagen generieren durch den Kontakt mit Asbestfasern reaktive
Sauerstoffspezies und reaktive Stickstoffspezies, die die Desoxyribonukleinsaure (DNS)
und die Chromosomen schadigen [38]. Die durch Asbest induzierte chronische

Inflammation fuhrt zu einer Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) vermittelten Aktivierung des



Nuclear Factor Kappa Light Chain Enhancer (NF-kB) sowie des Phosphoinositid-3-
Kinase (PI3K)-Signalweges in Mesothelzellen, welche wiederrum den zytotoxischen
Effekt des Asbests inhibieren und so zum Uberleben von Mesothelzellen mit spontanen
Mutationen flhren [17,65,79,87]. Neben der Exposition gegeniber Asbest wurde,
nachdem eine Haufung an Mesotheliomerkrankungen in drei tdrkischen Dorfern
beschrieben wurde [16], eine Keimbahnmutation des BRCA 1-associated Protein (BAP1)
und das damit verbundene BAP1-Tumorpradispositionssyndrom als Risikofaktor fiir die
Entwicklung von Mesotheliomen entdeckt. BAP1 ist eine Ubiquitin-Carboxyl-Terminal-
Hydrolase die durch Deubiquitinierung die DNS-Reparatur, Zell-Zyklus-Kontrolle,
Chromatin Modifikation sowie die Apoptose reguliert und als Tumorsuppressor fungiert
[47]. Somatische Mutationen von BAP1 finden sich in etwa 50% der Mesotheliome [40].
Weitere Risikofaktoren fur die Entstehung maligner Mesotheliome sind die Exposition
gegenuber natirlich vorkommenden oder kinstlich hergestellten Fasern wie z.B. Erionit,
ionisierender Strahlung und dem Simian-Virus 40 (SV-40) [37].

1.1.3 Pathologie

Ausgehend von den Mesothelzellen der parietalen und weniger haufig auch der
viszeralen Pleura bilden sich in friihen Stadien der Erkrankung kleine Knoten, die im
weiteren Verkauf konfluieren und zu einer Einschnirung der Lunge fihren kénnen. Der
Tumor wachst entlang der Interlobarspalten und kann die Lunge, das Diaphragma und
die Thoraxwand infiltrieren. Ein lokal aggressives Wachstum mit Invasion in das Muskel-
und Fettgewebe der Thoraxwand ist charakteristisch, extrathorakale Metastasen treten
erst in spaten Stadien und nur selten auf. Das Mesothel entwickelt sich in der
Embryonalperiode aus Zellen des Seitenplattenmesoderm, die nicht weiter
differenzieren und so ihre Pluripotenz beibehalten, weshalb aus Mesothelzellen Tumore
unterschiedlicher Histologie entstehen kdénnen [6,18]. Es werden zwei Hauptklassen, der
epitheloide und er sarkomatoide Typ, unterschieden. Der epitheloide Typ weist ein
tubulopapillares oder adenomatbéses Wachstumsmuster mit unterschiedlichen
morphologischen Mustern auf. Die tubulopapilldare Form weist verschiedene
Kombinationen aus Tubuli und Papillae mit Bindegewebestrukturen auf. Die
adenomatdse Form zeigt Mikrozysten, Adenoidzysten oder eine siegelringartige
Anordnung. Haufig wachsen die Zellen in Zellnestern oder Schichten. Beim
sarkomatoide Typ wachsen spindelformige Zellen in Faszikeln oder willkirlich
angeordnet. Das Wachstumsmuster gleicht dem flr Sarkome typischen Muster. In etwa

30% der Falle zeigt sich eine Kombination aus dem epitheloiden und dem sarkomatoiden



Typ, diese Falle werden als biphasischer Typ bezeichnet. In den meisten Studien ist eine
reine sarkomatoide Histologie mit einer schlechteren Prognose gegenulber einer rein

epitheloiden Histologie vergesellschaftet [19].

1.1.4 Kilinik, Therapieansatze und Prognose

Das maligne Pleuramesotheliom stellt im Fruhstadium auf Grund der sehr lange
fehlenden und dann haufig unspezifischen Symptome eine diagnostische
Herausforderung dar. In den meisten Fallen ist Dyspnoe, die durch Pleuraerglsse oder
eine Einschnlrung der Lunge durch das Tumorwachstum bedingt sein kann, das erste
Symptom. Thoraxschmerz, neuropathische Schmerzen und Gewichtsverlust sind
weitere unspezifische, oft beschriebene Symptome [13]. In der bildgebenden Diagnostik
zeigen sich haufig ein einseitiger Pleuraerguss und diffuse oder nodulare pleurale
Verdickungen besonders im mediastinalen Anteil der Pleura. Durch ein
Computertomogramm des Thorax mit intravendser Kontrastmittelgabe lasst sich die
Ausdehnung des Tumors am besten einschatzen und durch ein PET/CT k&nnen
extrathorakale Manifestationen und Lymphknotenmetastasen erkannt werden [57],
jedoch ist ein genaues Staging und die eindeutige Einordnung in die TNM-Klassifikation
oft schwierig [60]. Die definitive Diagnose kann erst Uber eine Biopsie und
histopathologische Untersuchungen gestellt werden. Durch die hohe Variabilitat der
Wachstumsmuster und histopathologischen Befunde muss eine genaue
immunhistochemische Untersuchung zur Diagnosestellung erfolgen. Nur in 50% der
Falle kdnnen in zytologischen Untersuchungen des meist auftretenden Pleuraergusses
maligne Zellen nachgewiesen werden [57]. Die European Respiratory Society empfiehlt
in ihren Leitlinien eine Thorakoskopie zur genauen visuellen Untersuchung der Pleura
und zur Entnahme mehrerer tiefen Gewebebiopsien [72]. In der Therapie des
Pleuramesothelioms wird ein trimodales Konzept aus systemischer Therapie, Chirurgie
und Strahlentherapie angewandt. Therapieziele sind eine Verbesserung der
Lebensqualitat sowie eine Verlangerung des Uberlebens, eine kurative Behandlung des
malignen Pleuramesothelioms ist gegenwartig nicht moglich [8]. Die Chirurgie kann in
der palliativen Therapie in Form einer Pleurodese zur Behandlung eines Pleuraergusses
oder als Teil eines multimodalen Therapiekonzeptes in Form einer makroskopisch
kompletten Tumorresektion eine wichtige Rolle spielen. Die Resektion wird entweder
lungenerhaltend als Pleurektomie/Dekortikation oder als extrapleurale Pneumektomie
(EPP) durchgefuhrt [61]. Die Wahl des chirurgischen Verfahrens wird weiterhin

diskutiert, denn auch in den letzten Jahren durchgefuhrte randomisierte Studien wie z.B.



der MARS-Trail [81] fUhrten zu keiner klaren Therapieempfehlung. In der systemischen
Therapie gilt eine Kombination aus einem Platin-basierten Zytostatikum, zumeist
Cisplatin, und dem Folsaure-Antimetabolit Pemetrexed als Therapiestandard [30]. Die
Chemotherapie wird an unterschiedlichen Zentren adjuvant oder neoadjuvant
durchgefuhrt. Auch die Radiotherapie (RT) des betroffenen Hemithorax wird im Rahmen
multimodaler Therapieregime angewandt und auch in palliativen Situationen zur
Schmerzreduktion eingesetzt. Jedoch ist auch die Bedeutung der Strahlentherapie
umstritten. Gemafn den aktuellen Leitlinien wird eine prophylaktische Bestrahlung sowie
eine Bestrahlung nach Pleurektomie/Dekortikation nicht empfohlen [72]. In einer
multizentrischen Phase Il Studie der Schweizerischen Arbeitsgemeinschaft flr Klinische
Krebsforschung (SAKK) zur postoperativen Hemithorax-RT nach neoadjuvanter
Chemotherapie und EPP zeigten sich keine Vorteile fur Patienten nach Bestrahlung bei
gleichzeitig erhdhter Belastung durch die Therapie [75]. Neue Ansatze fur die Therapie
werden in einer Vielzahl von Studien erprobt: So wird Uber lokalisierte intrakavitare
Therapien versucht, die lokale Tumorkontrolle einer Operation zu verbessern. Hierbei
wird z.B. hypertherme Chemotherapie intraoperativ angewendet oder Chemotherapie
Uber Gele oder an Fibrinkleber gekoppelt in die Pleurahdhle eingebracht. Aktuell fehlen
grofl3e randomisierte Studien um die Bedeutung intrakavitarer Therapien einzuschatzen
[7]. In zahlreichen Studien mit teilweise vielversprechenden Ergebnissen werden aktuell
Wirkstoffe aus dem Bereich der Immuntherapie untersucht [88,95]. Beispielsweise
wurde im November 2020 erstmals seit 16 Jahren eine neue Erstlinientherapie fir
Patienten mit inoperablem malignen Pleuramesotheliom durch die US-Behdrde flr
Lebens- und Arzneimittel (FDA) zugelassen, nachdem eine randomisierte Phase Il
Studie mit 605 Patienten ein verlangertes Gesamtiberleben bei mit einer kombinierten
Immuntherapie aus Nivolumab, einem PD-1-Inhibitor, und Ipilimumab, einem CTLA4-
Inhibitor, behandelten Patienten im Vergleich zu mit Cisplatin und Pemetrexed
behandelten Patienten gezeigt hatte [3]. Eine weitere Studie wies ein verlangertes
Gesamtuberleben durch Hinzunahme des VEGF-Inhibitors Bevacizumab zum Standard-
Chemotherapieregime aus Cisplatin und Pemetrexed nach [94]. In einer Fllle weiterer
Studien werden derzeit weitere Ansatzpunkte wie CAR-T-Zelltherapie, virale Therapien
oder Impfungen gepriift [18]. Die Prognose fir das maligne Pleuramesotheliom ist trotz
der Entwicklungen der letzten Jahrzehnte weiterhin ungunstig. Das mediane
Gesamtuberleben liegt bei Patienten mit resektablen Tumoren zwischen 17 und 25
Monaten, bei Patienten mit nicht resektablen Tumoren sogar nur zwischen 9 und 12

Monaten [82]. In einer retrospektiven Analyse der Surveillance, Epidemiology and End



Results (SEER) Datenbank von 1973 bis 2009 wurden 14.228 Patienten mit
pathologisch nachgewiesenem Pleuramesotheliom untersucht. Im Vergleich der
zwischen 1973 und 1999 diagnostizierten und der zwischen 2000 und 2009
diagnostizierten Falle zeigte sich keine relevante Verbesserung der Prognose, die
mediane Uberlebenszeit lag bei 7 Monaten. Als wesentliche giinstige Prognosefaktoren
konnten weibliches Geschlecht, jingeres Alter, Diagnose in einem frGhen Stadium und

histologisch ein epitheloider Subtyp identifiziert werden [78].



1.2 Tissue Engineering

1.2.1 Allgemein

Tissue Engineering bezeichnet die Nachbildung von funktionalen biologischen Geweben
in vitro. Ziel kann dabei sein Gewebe oder Organe zu Transplantationszwecken aus
patienteneigenen Zellen und genau an die Anspriche des zu ersetzenden Gewebes
oder Organs Eigenschaften angepasste zu generieren [51]. Darlber hinaus dient das
Tissue Engineering zum Informationsgewinn Uber Funktionalitdt und Aufbau sowie
molekulare Prozesse in gesundem sowie krankhaftem Gewebe [83]. Weiterhin kénnen
Medikamente an den Geweben getestet werden und so eine Alternative zu
Tierversuchen geschaffen werden [76]. Zum Aufbau der Gewebe werden verschiedene
Zellarten zusammen kultiviert. Die Zellen kénnen dabei als priméare Zellen beispielsweise
aus Gewebebiopsien isoliert werden. Anstatt primarer Zellen werden haufig auch
etablierte, kommerziell erhaltliche Zelllinien verwendet, deren Vorteil die einfachere
Beschaffung und Handhabung ist. Nachteil der etablierten Zelllinien ist dabei die fur ein
Uberleben in langen Kulturdauer notwendige genetische Veranderung dieser Zellen.
Weiterhin wird eine dreidimensionale Matrix, auf der die Zellen wachsen kdnnen und die
die Proliferation, Differenzierung und Zell-Zell-Interaktion fordert zur Kultur benétigt [73].
Die Matrix soll dabei den naturlichen Eigenschaften der extrazellularen Matrix des
betreffenden Organs oder Gewebes entsprechen [1]. Hierbei steht eine Vielzahl an
Biomaterialien zur Verfugung, die die naturliche Struktur der extrazellularen Matrix
widerspiegeln sollen. Eine am Lehrstuhl fur Regenerative Medizin und Tissue
Engineering verwendete naturliche Xenograft-Matrix ist die Biological Vascularized
Scaffold (BioVaSc-TERM®). Diese wird aus Segmenten eines Schweinediinndarms mit
erhaltenem Gefallsystem durch Auswaschen samtlicher Zellen hergestellt [50]. Die so
dezellularisierte Extrazellularmatrix kann anschliefend mit Zellen besiedelt werden.
Vereinfachte Versionen ohne erhaltenes Gefalisystem sind die SIS muc (small intestinal
scaffold with preserved mucosa) und die SIS ser (small intestinal scaffold with preserved
serosa), die sich fur den Aufbau kleinerer 3D Modelle mit kurzerer Kulturdauer eignen

und einfacher und kosteneffektiver produziert werden kénnen.

1.2.2 Tumormodelle

Mittels des Tissue Engineering konnen Modelle zur Untersuchung von Entstehung und
Wachstum von Tumoren sowie Testsysteme flir Medikamente generiert werden [71].

Derzeit werden Tumore hauptsachlich anhand von Zelllinien und Tiermodellen



untersucht und so auch mdgliche Therapieansatzpunkte identifiziert und Therapien
getestet. Ziel muss es dabei sein, Modelle zu entwickeln, die den Tumor und seine
Umgebung mdglichst genau widerspiegeln [34]. Ende der 1980er Jahre wurden mit dem
NCI-60-Krebszelllinien-Panel Zelllinien als valide Tumormodelle und Testsysteme fur
Krebsmedikamente etabliert. Das Panel besteht aus 60 verschiedenen, kommerziell
verfiigbaren Zelllinien, die aus acht unterschiedlichen Tumoren isoliert wurden [74]. Uber
die 2D Kultur von Krebszelllinien kdénnen kosteneffektiv und in kurzer Zeit eine grof3e
Anzahl von Versuchen durchgefuhrt werden. So konnten fur das Tumorwachstum
verantwortliche Treibermutationen entdeckt und Ansatzpunkte flir Krebstherapien
identifiziert werden [27]. Nach langer Kulturzeit kann es jedoch zu genetischen
Veranderungen in den Zellen kommen, die zu einem Verlust von Tumoreigenschaften
fuhren. Weiterhin entspricht sowohl die Zellmorphologie wie auch die Zell-Zell-
Interaktion in 2D Kultur nicht den in vivo Verhaltnissen [89]. Auch der Einfluss der
Tumorumgebung wie Stroma, Immunzellen und Angiogenese kann so nicht abgebildet
werden [28]. Eine bessere Moglichkeit, die Komplexitat des Tumorwachstums und der
Tumorumgebung nachzubilden, bieten Tiermodelle. Zum Aufbau der am haufigsten
verwendeten Tiermodelle werden immundefizienten Mausen primare humane
Tumorzellen subkutan oder orthotop injiziert und so die Bildung von humanem
Tumorgewebe in den Tieren initiiert oder durch genetische Veranderungen von z.B.
Tumorsuppressorgenen im Mausgenom ein spontanes Wachstum von Tumoren bewirkt
[32]. In Tiermodellen konnen so wichtige Faktoren wie die Angiogenese, Immunantwort
und bedingt auch die Bildung von Metastasen nachgebildet werden. In vielen Fallen sind
aus Tierversuchen gewonnene Erkenntnisse jedoch nicht auf den menschlichen
Organismus Ubertragbar und so sind Medikamente die sich in Tiermodellen als effektiv
erwiesen hatten haufig unbrauchbar zur Behandlung der Tumore im Menschen [33].
Hierbei spielen speziesspezifische Unterschiede eine Rolle und auch die zur Erzeugung
des Tumors notwendigen genetischen Veranderungen der Tiere, wie z.B. die
Immundefizienz bei Xenograft-Modellen, fuhren zu einer eingeschrankten
Ubertragbarkeit auf humane Tumore [83]. Uberdies sind Tiermodelle zeitlich und
finanziell sehr aufwendig und nach den geltenden Tierschutzverordnungen sind zum
Schutz der Tiere strenge Auflagen zu erflllen. Aus ethischer Perspektive sollte ein
Versuch mit Tieren immer nach dem 3R-Prinzip — Replace (Vermeiden), Reduce
(Reduzieren), Refine (Verbessern)- konzipiert und damit eine Verringerung von

Tierversuchen angestrebt werden [15,70].



Zusammenfassend bieten in der Krebsforschung weder Versuche an Zelllinien noch
Tiermodelle die optimalen Voraussetzungen zur praklinischen Vorhersage der
Wirksamkeit eines potenziellen Medikaments. Dies ist eine der Ursachen weshalb
derzeit weniger als 5% der in der Therapie maligner Tumore in klinischen Studien
untersuchten Wirkstoffe als Arzneimittel zugelassen werden [10]. Aus diesem Grund
werden neue Tumormodelle, die die Komplexitat des Tumors sowie seiner Umgebung
mdglichst genau abbilden und gleichzeitig zeitlich und finanziell méglichst effizient sowie

ethisch unproblematisch sind dringend bendtigt.



1.3 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist der Aufbau eines 3D Gewebemodells fur das maligne
Pleuramesotheliom. Im ersten Schritt werden dafur die optimalen Kulturbedingungen
sowie eine geeignete Matrix ausgetestet und so ein Protokoll zum Aufbau eines
standardisierten Basismodells aus Zellen etablierter Zelllinien eines malignen
Pleuramesothelioms erstellt. Mittels histologischer und immunhistochemischer
Methoden werden die Unterschiede und Vorteile des 3D Tumormodells gegenuber 2D

Zellkultur gezeigt.

Im nachsten Schritt soll die Komplexitat des Modells erhéht und den in vivo Verhaltnissen
des Mesothelioms durch die Kokultur verschiedener Zellarten und die Optimierung der
Kulturverhaltnisse weiter angendhert werden. Schlie3lich sollen erste Tests mit
zytotoxischen Substanzen an dem neuen 3D Modell durchgefuhrt und mit Versuchen an

Zelllinien in 2D Kultur verglichen werden.

Ein weiteres Ziel ist der Aufbau eines Modells aus primdren humanen

Mesotheliomzellen, die aus Operationspraparaten isoliert werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Ethik- und Tierversuchsvotum

Die Biopsieentnahmen wurden in der Klinik fir Herz-Thorax-Chirurgie des
Universitatsklinikums Wurzburg durchgefuhrt und durch die Ethikkommission des

Universitatsklinikums Wurzburg unter der Nummer 182/10 genehmigt.

Die Organentnahme der Schweine fand im Zentrum fur Experimentelle Molekulare
Medizin des Universitatsklinikums Wdulrzburg statt und wurde unter der
Registrierungsnummer  #2532-2-12 durch die Ethikkommission des Bezirks

Unterfranken genehmigt.

2.2 Material

2.2.1 Gerate

Tab. 1: Verzeichnis der verwendeten Geréate

Gerit Hersteller

Absaugeeinrichtung ,VacuBoy* Integra Bioscience, Fernwald (DE)

Analysenwaage Kern, Balingen-Frommern (DE)

Autoklaven:

,DX-45 Tischautoklav Systec, Wetterberg (DE)

»1echnoklav® Biomedis, Gielen (DE)

~Varioklav® H+P, Hackermoos (DE)

Brutschrank (37 °C, 5% CO,) Heraeus, Hanau (DE)

Bioreaktor Inkubator Lehrstuhl fir Tissue Engineering und
Regenerative Medizin (TERM), Wiirzburg
(DE)

Blockstation Leica, Wetzlar (DE)

Dampfgarer ,MultiGourmet* Braun, Kronberg/Taunus (DE)

Einbettautomat ,STP 120" Thermo Fisher Scientific, Dreieich (DE)

Einkanalpipetten: Eppendorf, Hamburg (DE)

0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl

Eismaschine ,AF-80" Scotsman, Mailand (IT)

Gefrierbehalter ,Mr. Frosty” VWR, Darmstadt (DE)
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Gefrierschranke:

-20 °C Liebherr, Biberach a. d. Riss (DE)
-80 °C Kendro, Minchen (DE)
Handzahler neolLab, Heidelberg (DE)

HeiRluftsterilisator

Memmert, Schwabach (DE)

Heizblock ,CH-100"

Biosan, Latvia (LV)

Kassettendrucker manuell ,VCP5001¢

Vogel Medizintecknik, Giel3en (DE)

Kihlplatte ,EG1150 C*

Leica, Wetzlar (DE)

Kuhlraum, 4 °C

Genheimer, Hochberg (DE)

Kuhlschrank ,FKS 5000

Liebherr, Biberach a. d. Riss (DE)

Laborabzug Prutscher Laboratory Systems, Neudorfl (AT)
Laborschdttler neolLab, Heidelberg (DE)
Mikroskope:

Lichtmikroskop
Fluoreszenzmikroskop ,,BZ-9000”

Zeiss, Gottingen (DE)
Keyence, Neu-Isenbrug (DE)

Multikanalpipette plus

Eppendorf, Hamburg (DE)

Multistep Pipette

Brand, Wertheim (DE)

Neubauer Zahlkammer

Hartenstein, Wirzburg (DE)

Objekttragerdrucker manuell ,VSP5001”

Vogel Medizintechnik, GieRRen (DE)

Paraffineinbettstation ,EG1150H"

Leica, Wetzlar (DE)

Paraffinstreckbad ,Typ 1052”

GFL, Burgwedel (DE)

Pipettenstopfmaschine

Belleco Glass, Asbach (DE)

Pipettierhilfe ,Pipetboy*

Brand, Wertheim (DE)

Reinstwasseranlage

Millipore, Schwalbach (DE)

Schlittenmikrotom ,SM2010R"

Leica, Wetzlar (DE)

Septophag

Hesse, Emmerich (DE)

Sicherheitswerkbank ,NU-425-600 E*“

Nuaire, Plymouth (US)

Stickstoffbehalter ,MVE 815 P190“ -180 °C

German-Cryo, Jichen (DE)

Stromversorgungseinheiten  ,EV202°

,EV243*

und

Peglab Biotechnologie, Erlangen (DE)

Spllmaschine

Miele, Gitersloh (DE)

Temperaturfiihler

Eppendorf, Hamburg (DE)

Trockenschrank

Memmert, Schwabach (DE)

Vortex Schttler ,Genie 2°

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (DE)

Warmeschrank

Medite, Burgdorf (DE)

Wasserbad ,Julabo®

Julabo Labortechnik, Seelbach (DE)

Zeitabnehmer

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (DE)
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Zellkronen Lehrstuhl fur Tissue Engineering und
Regenerative Medizin (TERM), Wirzburg
(DE)

Zentrifugen:

~Multifuge X1“ Thermo Fisher Scientific, Dreieich (DE)

2.2.2 Verbrauchsmaterialien

Tab. 2: Verzeichnis der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Aluminium-Folie

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (DE)

Deckglaser (24x24 mm, 24x60 mm)

Menzel-Glaser, Braunschweig (DE)

Einbettfilterpapier

Labonord, Ménchengladbach (DE)

Einbettkassetten

Klinipath, Duiven (NL)

Einmalpipetten:
5ml, 10 ml, 25 ml, 50 mi

Greiner Bio-One, Frickenhausen (DE)

Einmalhandschuhe:

Latex Cardinal Health, Kleve (DE)
Nitril Medline, Kleve (DE)
Fettstift ,Dako Pen* Dako, Hamburg (DE)
Filterpapier Hartenstein, Wirzburg (DE)

Klarsichtfolie

Cofresco Frischhalteprodukte, Minden (DE)

Kryordhrchen (1,5 ml)

Nunc, Wiesbaden (DE)

Mikrotom Einmalklingen ,Typ S35°

Pfm medical, KéIn (DE)

Objekttrager:

,PolysineTM* (25x75x1 mm)
»SuperFrost GELB* (76x26 mm)
»SuperFrost Plus® (25x75x1 mm)

Langenbrinck, Emmerdingen (DE)
Langenbrinck, Emmerdingen (DE)
Langenbrinck, Emmerdingen (DE)

Parafim M

Carl Roth, Karlsruhe (DE)

Pasteurpipetten, Glas (230 mm)

Brand, Wertheim (DE)

Petrischalen (35x10 mm, 60x15 mm, 94x16
mm, 145x20 mm):

Oberflachenbeschichtet

Nicht beschichtet

TPP, Trasadingen (CH)

Greiner Bio-One, Frickenhausen (DE)

Pipettenspitzen:
0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl

Eppendorf, Hamburg (DE)
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Reaktionsgefal: Sarstedt, Nimbrecht (DE)
1,5ml, 2 mi
Septophagbeutel Porod, Frauenhofen (AT)

Skalpellklingen, abgerundet

Bayha, Tuttlingen (DE)

Vernichtungsbeutel PP

Hartenstein, Wirzburg (DE)

Zellkultur Multiwell Platten:
6-Well, 12-Well, 24-Well

TPP, Trasadingen (CH)

Zellkulturflaschen

25 cm?, 75 cm?, 150 cm?

TPP, Trasadingen (CH)

Zentrifugenréhrchen PP:
15 ml, 50 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen (DE)

2.2.3 Labormaterialien

Tab. 3: Verzeichnis der verwendeten Labormaterialien

Labormaterial

Hersteller/Lieferant

Becherglas

Schott, Mainz (DE)

Edelstahlgussform

Labonord, Ménchengladbach (DE)

Farbesystem:
- Glaskuvette mit Deckel (110x90x80 mm)
- Farberahmen aus Glas (90x70x50 mm)

- Drahtbiigel aus Edelstahl

Mercateo, Miinchen (DE)

Feuchtkammer

Lehrstuhl fur Tissue Engineering und
Regenerative Medizin (TERM), Wirzburg
(DE)

Flussbioreaktor

Lehrstuhl fur Tissue Engineering und
Regenerative Medizin (TERM), Wirzburg
(DE)

Gestell fur Zentrifugenréhrchen

neolLab, Heidelberg (DE)

Glaspasteurpipette

Brand, Wertheim (DE)

Glaspipetten: 5 ml, 10 ml, 25 ml

Brand, Wertheim (DE)

Kalteschutzhandschuhe

VWR, Darmstadt (DE)

Laborglasflaschen: 10 ml, 100 ml, 250 ml,

Schott, Mainz (DE)

1000 ml
Loffelspatel Hartenstein, Wirzburg (DE)
Magnetrihrstabchen Hartenstein, Wirzburg (DE)

Magnetrihrstabchenentferner

Hartenstein, Wirzburg (DE)
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Messzylinder

Brand, Wertheim (DE)

Objekttragerboxen

neoLab, Heidelberg (DE)

Objekttragerstander (Glas/Edelstahl)

Mercateo, Miinchen (DE)

Pinzetten

Assistent, Sondheim (DE)

Pipettencontainer

Carl Roth, Karlsruhe (DE)

Reaktionsgefalstander

neoLab, Heidelberg (DE)

Schutzbrille

neoLab, Heidelberg (DE)

Skalpellklingenhalter

Bayha, Tuttlingen (DE)

Sprihflasche

Hartenstein, Wirzburg (DE)

Tischstander fir Vernichtungsbeutel

Hartenstein, Wirzburg (DE)

Trichter

Hartenstein, Wirzburg (DE)

Zellkronen (Plastik/Edelstahl)

Lehrstuhl fur Tissue Engineering und
Regenerative Medizin (TERM), Wirzburg
(DE)

2.2.4 Chemikalien

Tab. 4: Verzeichnis der verwendeten Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromid (MTT)

Serva, Heidelberg (DE)

Albumin fraction (BSA)

Carl Roth, Karlsruhe (DE)

Aceton

Carl Roth, Karlsruhe (DE)

Antikdrperverdinnungslésung

DCS Innovative Diagnostiksysteme, Hamburg
(DE)

Beta-Mercaptoethanol

Carl Roth, Karlsruhe (DE)

BSA-Proteinstandard

Sigma-Aldrich, Miinchen (DE)

Chloralhydrat

VWR, Darmstadt (DE)

Citronensaure

VWR, Darmstadt (DE)

Citronensaure-Monohydrat

Carl Roth, Karlsruhe (DE)

DAPI-Fluormount-G™

SouthernBiotech, Birmingham (US)

Demineralisiertes Wasser

Lehrstuhl fir Tissue Engineering und
regenerative Medizin, Universitat Wirzburg,
Wirzburg (DE)

Descosept

Seidel medipool, Reichertshofen (DE)

Dinatriumhydrogenphosphat

Sigma-Aldrich, Miinchen (DE)
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Dispase-Pulver

Invitrogen, Darmstadt (DE)

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Sigma-Aldrich, Miinchen (DE)

DNase Roche, Penzberg (DE)
Dulbecco’s MEM Medium Life technologies, Darmstadt (DE)
Entellan Merck, Darmstadt (DE)

Eosin Y Sigma-Aldrich, Miinchen (DE)
Esel-Serum Life technologies, Darmstadt (DE)

Essigsaure 100%

Carl Roth, Karlsruhe (DE)

Ethanol, absolut

Carl Roth, Karlsruhe (DE)

Ethanol, denaturiert 96%

Carl Roth, Karlsruhe (DE)

Ethylen-diamin-tetra-acetat (EDTA)

Sigma-Aldrich, Miinchen (DE)

Fetales Kalberserum

Bio & SELL, Feucht (DE)

Glycerin (86%)

Carl Roth, Karlsruhe (DE)

Hamatoxylin Morphisto, Frankfurt am Main (DE)
Incidin plus Ecolab, Monheimam Rhein (DE)
Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe (DE)

Kollagenase-A-Pulver

Roche, Penzberg (DE)

Methanol

Sigma-Aldrich, Miinchen (DE)

Mowiol 4-88

Sigma-Aldrich, Miinchen (DE)

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth, Karlsruhe (DE)

Natriumhydroxid (NaOH)

Carl Roth, Karlsruhe (DE)

Natriumdihydrogenphosphat

Sigma-Aldrich, Miinchen (DE)

Paraffin

Carl Roth, Karlsruhe (DE)

Paraformaldehyd (PFA)

AppliChem, Darmstadt (DE)

Penicillin/Streptomycin, 100-fach

PAA, Cdlbe (DE)

Phosphat Buffered Saline, PBS-
(ohne Mg und Ca)

Sigma-Aldrich, Miinchen (DE)

Phosphate Buffered Saline, PBS*
(mit Mg und Ca)

Sigma-Aldrich, Miinchen (DE)

Reinstwasser

Millipore, Schwabach (DE)

Roticlear-Histofix 4%

Carl Roth, Karlsruhe (DE)

RPMI-1640 Medium

Life technologies, Darmstadt (DE)

Salzsaure, HCI (37%, 1M)

VWR, Darmstadt (DE)

Tris

Carl Roth, Karlsruhe (DE)

Trypanblau (0,4%)

Sigma-Aldrich, Miinchen (DE)

Trypsin (0,5%, mit 10x EDTA, 4 Na)

Invitrogen, Darmstadt (DE)

Tween-20

Sigma-Aldrich, Miinchen (DE)
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Wasserstoffperoxid, H202 (30%)

Sigma-Aldrich, Miinchen (DE)

Xylol

Carl Roth, Karlsruhe (DE)

2.2.5 Medien, Puffer und Gebrauchsléosungen

Tab. 5: Verzeichnis der Medien, Puffer und Gebrauchslésungen

Medium/Lésung/Puffer

Zusammensetzung

0,05% Trypsin/EDTA

10 ml Trypsin/EDTA-Stammldsung in 90 ml
PBS-

Antikdrperverdinnungslosung

5% BSA in PBS-

Blockldsung fiir Immunhistochemie

0,5% BSA in Waschpuffer

Citratpuffer pH 6

42 gl
Natriumhydroxid

Citronensaure-Monohydrat, 5 M

Eindecklésung

0,1% DAPI in Mowiol

Einfriermedium

Zellkulturmedium mit 10% DMSO und 10%
FCS

Eosin-Farbelosung 1%

1 g Eosin in 100 ml demineralisiertem Wasser

Hamalaun

1,2 g/l Hamatoxylin
0,2 g/l NalO3

20 g/l KOH

20 g/I Chlorhydrat
1 g/l Citronensaure

Ethanol 90%

900 ml Ethanol 96% in 100 ml

demineralisiertem Wasser

Ethanol 70%

700 ml Ethanol 96% in 300 ml

demineralisiertem Wasser

Ethanol 50%

500 ml Ethanol 96% in 500 ml

demineralisiertem Wasser

HCI/Ethanol fur HE-Farbung

6,85% HCI 1M in Ethanol 50%

MTT Lésung

25% (v/v) MTT in zellspezifischem Medium

MTT Reagenz

3 mg/ml MTT in Reinstwasser steril filtriert und

aliquotiert

Paraformaldehyd 4%

10 g Paraformaldehyd in 1 | PBS-

PBS-/EDTA-L&sung

EDTA-Na2*2H20 in PBS-

Phosphatpuffer 0,1 M

Dinatriumhydrogenphosphat 10,9 g/l
Natriumhydrogenphosphat 3,2 g/l
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Waschpuffer PBS-/Tween 0,05 M

PBS-/EDTA 05 M 1:10

demineralisiertem Wasser + 0,5% Tween 20

verdinnt in

Zellkulturmedium Fibroblasten

MEM Medium mit 20% FCS und 1%
Penicillin/Streptomycin

Zellkulturmedium JL-1

MEM Medium mit 20%

Penicillin/Streptomycin

FCS und 1%

Zellkulturmedium MSTO-211H

RPMI Medium mit 10% hitzeinaktiviertem FCS

und 1% Penicillin/Streptomycin

2.2.6 Enzyme

Tab. 6: Verzeichnis der verwendeten Enzyme

Enzym

Zusammensetzung

Dispase (2 U/ml)

Dispase-Pulver geldst in PBS"

Kollagenase A (500 U/ml) Kollagenase-Pulver gelést in PBS™ oder
Zellkulturmedium
Trypsin/EDTA-Stammldsung Trypsin geldst in PBS/EDTA
2.2.7 Kits
Tab. 7: Verzeichnis der verwendeten Kits
Kit Hersteller
CellTiterGlo® Luminescent Zellvitalitdtsassay | Promega, Mannheim (DE)
M30 CytoDeath™ ELISA Peviva, Bromma (SE)
2.2.8 Antikorper
Tab. 8: Verzeichnis der verwendeten Antikdrper
Antikorper Wirt Verwendete Hersteller
Verdiinnung
Anti-Calretinin Kaninchen 1:2000
Anti-Cytokeratin 5/6 Maus 1:200 Sigma-Aldrich,
Minchen (DE)
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Anti-B-Catenin Kaninchen 1:100 Abcam, Cambridge
(UK)

Anti-E-Cadherin Maus 1:100 BD Biosciences

Anti-Ki67 Kaninchen 1:100 Abcam, Cambridge
(UK)

Anti-Pancytokeratin Maus 1:100 Sigma-Aldrich,
Minchen (DE)

Anti-Vimentin Kaninchen 1:100 Abcam, Cambridge
(UK)

Anti-M30 Maus 1:100 Roche, Penzberg
(DE)

2.2.9 Biologisches Material

Tab. 9: Verzeichnis des verwendeten biologischen Materials

Zelllinie Beschreibung Bezugsquelle

JL-1 Humane Mesotheliom-Zellen | DMSZ, Kat.-Nr. ACC 596

MSTO-211H Humane Mesotheliom-Zellen | DMSZ, Kat.-Nr. ACC 390

Wue-484 Tumorassoziierte Klinik  far Herz-Thorax-
Fibroblasten Chirurgie,

Universitatsklinikum

Wirzburg

2.2.10 Software

Tab. 10: Verzeichnis der verwendeten Software

Software

Hersteller

Imaged

Wayne Rasband, NIH (USA)

Microsoft Excel 2010

Microsoft Corporation, Redmond (USA)

Microsoft Word 2010

Microsoft Corporation, Redmond (USA)

Origin Pro 8.6

OriginLab, Northhampton (USA)
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2.3 Methoden
2.3.1 Zellkultur

2311 Zellkultur-Bedingungen

Um Kontaminationen der Zellkultur zu vermeiden, wurden alle sterilen Arbeiten unter
einer Sicherheitswerkbank der Klasse Il unter laminarem Luftstrom durchgefuhrt.
Mehrfach verwendete Materialien wurden autoklaviert oder sterilisiert und direkt vor ihrer
Benutzung mit dem Desinfektionsmittel ,Descosept® desinfiziert. Die Zellen wurden bei
einer Temperatur von 37°C, 5% CO, und wasserdampfgesattigter Atmosphare kultiviert.
Medien und Puffer wurden vor ihrer Verwendung auf 37°C erwarmt. In regelmafligen
Abstadnden wurden Morphologie und Wachstum der Zellen unter dem Mikroskop
beobachtet, wobei auch Kontaminationen der Kultur ausgeschlossen wurden. Die Zellen

wurden bis zur Passage 20 verwendet.

2.31.2 Verwendete Zelllinien

JL-1 Zellen wurden 2003 aus einem OP-Praparat des unbehandelten malignen
epitheloiden Pleuramesotheliom eines 54-jahrigen Patienten isoliert. Die Zellen wuchsen
epithelartig als Einzelschichtkultur. Kultiviert wurden die Zellen in T75 bzw. T150
Flaschen in Dulbecco’s MEM Medium mit 20% fetalem Kalberserum (FCS) und 1%

Penicillin/Streptomycin.

Die Zelllinie MSTO-211H wurde aus dem Pleuraerguss eines 62-jahrigen mannlichen
Patienten mit einem malignen, biphasischen Pleuramesotheliom etabliert. Vor der
Gewinnung der Zellen hatte der Patient keine Therapie erhalten. Die Zellen wuchsen
adharent in Einzelschichten, wobei sie eine fibroblastenartige Morphologie zeigten.
Kultiviert wurden sie in T75 bzw. T150 Flaschen in mit 10% hitzeinaktiviertem FCS und

1% Penicillin/Streptomycin versetztem RPMI Medium.

2313 Passagieren von Zellen

Die Zellen wurden in T75 oder T150 Flaschen kultiviert und bei Erreichen einer
Konfluenz von 80-90% passagiert. Hierfir wurden die Zellen mit Phosphat gepufferter
Saline/ Ethylen-Diamin-Tetra-Acetat (PBS /EDTA) einmal gespult und dann bei 37°C im
Brutschrank mit Trypsin abgeldst. Die Enzymreaktion wurde nach 3 Minuten mit FCS
abgestoppt. Nach sorgfaltigem Spilen der Kulturflasche mit PBS  wurde die Suspension

bei 1200 Umdrehungen pro Minute (rpm) fir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
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wurde abgesaugt und die Zellen in Medium resuspendiert. AnschlieRend wurden die

Zellen gezahlt und in der gewlnschten Dichte in Kulturflaschen ausgesat.

2314 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat

Zellzahl und Vitalitdt wurden mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer ermittelt. Dazu
wurden 20 pl der Zellsuspension mit 20 ul Trypanblau versetzt und in die Zellkammer
gegeben. Die Zellen wurden unter dem Mikroskop ausgezahlt. Weille Zellen wurden als
lebend, durch Trypanblau blau gefarbte Zellen als tot gezahlt. Aus den vier
GroRRquadraten wurde der Mittelwert gebildet. Die endglltige Zellzahl errechnete sich

wie folgt:

Nlebende Zellen

— 4
ml - MWlebende Zellen * 10% * 2 * VZellsuspension

Die Vitalitat der Zellen wurde bestimmt als Quotient der lebenden Zellen durch die
Gesamtzellzahl berechnet und in Prozent angegeben.

Nlebende Zellen

Vitalitat = * 100%

Zellen gesamt

2.31.5 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden in mdglichst niedrigen Passagen (max. 10) eingefroren. Vor dem
Einfrieren wurden die Zellen wie in 2.1.3 beschrieben abgeldst. Nach der Bestimmung
der Zellzahl wurde die Konzentration auf eine Million Zellen pro ml eingestellt. Eine
Million Zellen wurde mit 10% Dimethylsulfoxid (DMSO) und 10% FCS in ein Kryo-
Rohrchen Uberfuhrt und sofort in einem vorgekuhlten Polycarbonat Container in einen
-80°C-Gefrierschrank gelagert. Fur die langfristige Lagerung wurden die Kryo-

Rohrchen nach wenigen Tagen in einen Stickstofftank verbracht.

Zum Auftauen der Zellen wurde das Kryo-Rdhrchen im Wasserbad bei 37°C so weit
aufgetaut, dass nur noch ein kleines Eisklimpchen erkennbar war. Nach grindlicher
Desinfektion der Kryo-Rohrchen wurde die Suspension zugig in ein 50 ml
Zentrifugenrohrchen mit 9 ml vorgewarmten Medium Uberfuhrt und bei 1200 rpm fir 5
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, die Zellen in frischem

Kulturmedium resuspendiert und in T75 Flaschen in der gewunschten Dichte ausgesat.
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2.31.6 Isolation von tumorassoziierten Fibroblasten

Zur Gewinnung primarer tumorassoziierter Fibroblasten (TAFs) wurden in der Klinik far
Herz-Thorax-Chirurgie des Universitatsklinikums Wiurzburg intraoperativ gewonnene
Gewebeproben eines 64-jahrigen mannlichen Patienten mit einem malignen
Pleuramesotheliom aufgearbeitet. Die Proben waren vor der Aufarbeitung als Stucke in
10% Cryostar und 90% FCS bei -180°C eingefroren.

Nach dem Auftauen in einem auf 37°C temperierten Wasserbad wurden die
Gewebestiicke mit PBS  gespllt und bei 1200 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert. Die
Stiicke wurden erneut in PBS gegeben und moglichst klein zerschnitten. Das
zerkleinerte Gewebe wurde bei 37°C fur 1,5 Stunden unter Rihren mit Kollagenase
inkubiert. Die Enzymreaktion wurde mit 10% FCS abgestoppt und der entstandene
Gewebebrei durch ein 100 ym Zellsieb gefiltert. Als nachstes wurde die gewonnene
Masse bei 1200 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abgenommen
und das ,Gewebe-Pellet* in DMEM Medium resuspendiert. Das Gemisch wurde durch
ein 40 ym Zellsieb gefiltert und erneut bei 1200 rpm flr 5 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgenommen, das Pellet in DMEM- Medium mit 20% FCS
resuspendiert und in Kulturflaschen bei 37°C mit 1% Penicillin /Streptomycin kultiviert.
Nach Erreichen einer Konfluenz von 70-90% wurden die Fibroblasten passagiert. Die

primaren Fibroblasten wurden bis zu Passage 5 verwendet.

2.3.2 2D Kultur

Fur die Charakterisierung der Zellen in 2D Kultur wurden beide Zelllinien und die
isolierten Fibroblasten mit einer Dichte von 10.000 Zellen pro Well in 24 Well-Platten auf
12 mm Glasplattchen ausgesat. Die Zellen wurden mit 1 ml Medium bis zum Erreichen

einer Konfluenz von 60-70% kultiviert.
2.3.3 3D Kultur

2.3.31 Entnahme der porcinen Jejunumsegmente

Die fur die 3D Kultur verwendete Matrix wurde aus dem Dunndarm eines acht bis elf
Wochen alten Deutschen Landschweins hergestellt. Die Schweine wurden nach den
Richtlinien fur den Einsatz von Labortieren des National Institutes of Health (NIH
publication No. 85-23, Uberarbeitet 1996) [20] fur Labortiere tiergerecht behandelt. Die

Organentnahme fand im Zentrum fur Experimentelle Molekulare Medizin des
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Universitatsklinikums Wurzburg nach den Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes
(§4 Absatz 3) statt. Es erfolgten regelmalige Kontrollen des Institutes durch den
Tierschutzbeauftragten des Institutes und die zustandigen Behorden. Vor der Operation
wurden die Schweine heparinisiert, betdubt und anschlieRend mit einer Uberdosis
Narkotikums getotet. Die explantierten Jejunum-Segmente wurden in das Institut far
Tissue Engineering transportiert. Die Dezellularisierung erfolgte nach einem
standardisierten Protokoll wie in 2.3.3.2 und beschrieben [51,50].

2.3.3.2 Herstellung SIS muc und SIS ser

Zur Herstellung der SIS muc wurde ein Teil des Schweinedarms mit intaktem
Gefalsystem entnommen. Am Tag der Operation wurde der Darm mit gekiihlter PBS -
Lésung mit 1% Penicillin/Streptomycin gewaschen, bis das Darmlumen frei von Faeces
und das GefaRsystem frei von Blut war. Das Darmlumen wurde mit PBS mit 1%
Penicillin/Streptomycin geflllt und Gber Nacht bei 4°C auf einem Wippschuttler gelagert.
Am ersten Tag nach der Operation wurden das Gefalsystem und das Darmlumen mit
PBS ohne zuséatzliche Antibiotika gespllt und mit Azellularisationslésung
(Natriumdesoxycholat) Uber ein Pumpsystem behandelt. Der Schweinedarm wurde mit
PBS gewaschen, bis alle Zellreste entfernt waren. Das Lumen und das GefalRsystem
wurden mit frischer Azellularisationsldésung beflllt und Gber Nacht bei 4°C auf einem
Wippschiittler inkubiert. Am dritten Tag wurden GefaRsystem und Darmlumen mit PBS
gespult, bevor der GefaRbaum vom Lumen uUber das Abziehen der Serosa abgetrennt
wurde. Anschlielend wurde das Jejunum in etwa acht bis zehn cm lange Stlcke
geschnitten. Die Segmente wurden dreimal fir jeweils eine Stunde mit PBS
gewaschen. Uber Nacht wurden die Jejunumsegmente bei 4°C mit DNAse-Lésung auf

einem Wippschlttler behandelt.

Far SIS ser wurden Teile des Schweinedunndarms ohne Gefallbaum entnommen. Am
Tag der OP wurde das Darmlumen mit VE-Wasser griindlich gesaubert und in etwa 8-
10 cm lange Stiicke geteilt. Die Stlicke wurden umgestulpt, auf eine 25 ml Einmalpipette
gezogen und die Darmzotten sorgfaltig mit Hilfe einer Pinzette abgeschabt. Nun wurden
die Segmente vorsichtig von der Pipette abgezogen und in PBS mit 1%
Penicillin/Streptomycin Gber Nacht bei 4°C auf einem Wippschittler inkubiert. Einen Tag
nach der Operation wurden die Darmsegmente mit PBS dreimal gewaschen, um die
Antibiotikarlickstdnde zu entfernen. Danach erfolgte die Dezellulariserung der SIS ser
mit einer Natrium-Desoxycholat-Lésung fur eineinhalb Stunden bei 4°C auf einem

Wippschittler. Als nachstes wurde die Azellularisierungslosung mit PBS
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ausgewaschen. Die Jejunumsegmente wurden bei 4°C mit DNAse-L&sung auf einem

Wippschiittler Gber Nacht inkubiert.

Im weiteren Verlauf wurden sowohl SIS muc als auch SIS ser Sticke Uber zwei Tage
mit PBS mit 1% Penicillin/Streptomycin bei 4°C inkubiert, die Lésung wurde am ersten
Tag funfmal und am zweiten Tag dreimal gewechselt. AnschlieRend wurden die
azellularisierten Darmsegmente zur Gammasterilisation bei 25 kGray (BBF
Sterilisationsservice GmbH, Rommelshausen) versandt. Die sterile SIS-Matrizes wurden
in PBS bei 4°C gelagert. Uber einen Gallensauretest wurde die vollstandige Entfernung
des Tensids (Natrium-Desoxycholat) iberpriift. Die histologische Uberpriifung erfolgte
an Hamalaun-Eosin-Farbungen, die DNS-Freiheit wurde Uber eine Farbung nach

Feulgen Uberprift.

2.3.3.3 3D Modellaufbau statisch

Zum Aufbau der 3D Modelle wurde die SIS Matrix in Zellkronen eingespannt und fur
mindestens eine Stunde bei 37°C in Zellkulturmedium inkubiert. Danach wurde das
Medium abgesaugt und die Zellen in 500 pl Medium auf die luminale Seite der SIS
ausgesat. Um ein Anwachsen der Zellen auf der SIS-Matrix zu ermdglichen, wurden die
Zellkronen zunachst erneut 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Anschlieliend wurden 2,5 ml

Kulturmedium zugegeben.

Zur Austestung der optimalen Zellaussaatdichte und Kulturdauer wurden in den ersten
Versuchen je 100.000, 300.0000 und 500.000 Zellen der beiden Tumorzelllinien auf mit
Matrix bespannte Zellkronen ausgesat. Um die optimale Matrix festzulegen, wurden die
Versuchsreihen sowohl mit SIS muc Matrix als auch fur SIS ser Matrix angelegt. Bei der
SIS ser wurde vor dem Einspannen in die Zellkronen die Serosa vorsichtig mit einer
Pinzette abgezogen. Zusatzlich wurden Modelle auf SIS ser unter Belassung der

Serosaschicht und Modelle auf der abgelosten Serosa zum Aufbau der Modelle getestet.
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Abb. 1: Bespannen der Zellkronen.

Das dezellularisierte Darmsegment (A) wird mit einem Skalpell langs aufgeschnitten (B),
aufgeklappt (C) und in Quadrate geschnitten (D). Die Stiicke werden mit Pinzetten auf einen
Metall- oder Plastikzylinder gezogen (E&F) und lber einen zweiten Zylinder fixiert (G&H). Die
bespannte Zellkrone wird gedreht und in eine 12 Well-Platte gesetzt (1) Bildquelle: [52]

Die Modelle wurden fur 3, 7 und 14 Tage mit 2,5 ml Medium bei 37°C kultiviert. Fir die
weiteren Experimente wurde nach Auswertung der ersten Modelle eine Kulturdauer von

14 Tagen und die Besiedelung mit 100.000 Zellen festgelegt.

Fur die Kokulturmodelle wurden je 100.000 Tumorzellen mit aus einem
Operationspraparat isolierten Fibroblasten in den Verhaltnissen 1:1, 1:2 und 1:5 zum
gleichen Zeitpunkt auf die Zellkronen gegeben.

2334 3D Modellaufbau dynamisch

Zellen der Zelllinien JL-1 und MSTO-211H wurden wie auch fur die statischen Modelle
mit einer Dichte von 100.000 Zellen pro Zellkrone auf SIS ser Matrix ausgesat und fur
einen Tag bei 37°C im Inkubator kultiviert. Nach 24 Stunden waren die Zellen an der
Matrix adharent und die besiedelte Matrix konnte in ein spezielles Flussbioreaktor-
System eingebaut werden. Die Matrix wurde in einen autoklavierten Bioreaktor luftdicht
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eingespannt und Uber Silikonschlduche mit einem Medienreservoir verbunden. Damit
ein Gasaustausch ohne Gefahr einer Kontamination gewahrleistet war, wurde ein
Luftfilter an das Medienreservoir angeschlossen. Uber ein Pumpensystem wurden die
Reaktoren mit einer Flussrate von 2 rpm mit Medium perfundiert. Jedes
Bioreaktorsystem enthielt ca. 45 ml zellspezifisches Medium. Dynamische
Kokulturmodelle wurden mit 100.000 Tumorzellen und 100.000 TAFs aufgebaut. Diese
Modelle wurden mit einem Mischmedium, das zu je 50% aus dem jeweiligen
Zelllinienmedium und dem Fibroblastenmedium zusammengesetzt war, perfundiert. Alle
dynamischen Modelle wurden fur 14 Tage bei 37°C kultiviert. Das Medium wurde nach

7 Tagen gewechselt.

Peristaltische Pumpe

Abb. 2: Flussbioreaktor.
Flussbioreaktor-System, bestehend aus einem Bioreaktor, einer peristaltischen Pumpe

verbunden Uber Silikonschlauche. Bildquelle: [86].

2.3.3.5 MTT zur Bestimmung der Zellvitalitat in 3D

Der MTT-Test wurde verwendet, um die vollstdndige Besiedlung der Zellkronen in der
statischen Kultur zu Uberprifen. Lebende Zellen farben sich bei diesem Test blau an, da
das wasserlosliche gelbe MTT 3-(4,5-Diemethyl-2-Thiazolyl)-2,5-Diphenyl-2H-
Tetrazolium bromid) (Serva, Deutschland) Uber Enzyme des endoplasmatischen

Retikulums und der Mitrochondrien zu wasserunloslichem Formazan reduziert wird.
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MTT wurde in einer Konzentration von 3 mg/ml bei -20° aliquotiert gelagert. Um die
Vitalitat der 3D Modelle zu kontrollieren, wurde das Reagenz in zellspezifischem Medium
auf 1 mg/ml verdiunnt. Die mit Matrix bespannten besiedelten Zellkronen wurden
vollstandig mit MTT-Gemisch Uberschichtet und fir 90 Minuten bei 37°C inkubiert. Das
Reagenz wurde nach der Inkubationszeit abgesaugt und die Zellkrone mit PBS* gesplilt.

Das Ergebnis wurde mittels Fotodokumentation festgehalten.
2.4 Histologie

2.4.1 Fixieren von Gewebe und Zellen

Zum Erhalt der Morphologie der Zellen und Gewebe wurden diese nach Entfernung aus
dem Kulturmedium fixiert. Um Uberschissiges Medium zu entfernen, wurden Zellen auf
Glasplattchen mit PBS gespiilt und anschlieRen fir 10 Minuten in 4% Paraformaldehyd-
Lésung (PFA) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Fixieren wurde das PFA

abgeschuttet und die Zellen wurden in PBS bei 4°C gelagert.

Bei 3D Gewebekulturen auf SIS-Matrix wurde zunadchst das Uberschissige
Kulturmedium abgesaugt und zur Reinigung von Mediumresten dreimalig mit PBS
gespult. Die Modelle wurden fur 2-3 Stunden in PFA bei Raumtemperatur fixiert. Das
PFA bedeckte dabei die gesamte Zellkrone. Danach wurde die Matrix vorsichtig mit Hilfe
steriler Pinzetten aus der Zellkrone geldst, in Filterpapier eingeschlagen und in eine
beschriftete Einbettkassette gelegt. Die Kassetten wurden vor der Einbettung in Paraffin
fur 2 Stunden in ein Becherglas mit vollentsalztem (VE) Wasser uberfuhrt, um so PFA-

Reste zu entfernen.

2.4.2 Paraffineinbettung

Die 3D Kulturen wurden in Einbettkassetten aus dem VE-Wasser in das
Wasserkompartiment der automatischen Einbettstation Uberfihrt. Die Proben wurden
zunachst entwassert, um sie dann in Paraffin einbetten zu konnen. Die

Paraffineinbettung und Entwéasserung erfolgten nach dem folgenden Protokoll:
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Tab. 11: Verwendete Reagenzien bei der Paraffineinbettung.

Vorgang Losung Zeit
Auswaschen des VE- Wasser 2h
Fixiermediums
Entwassern durch Ethanol 50% 1h
aufsteigende Alkoholreihe Ethanol 70% 1h
Ethanol 90% 1h
Ethanol 96% 1h
Isopropanol 96% 1h
Isopropanol 100% 1h
Entfernung des Alkohols Isopropanol 100% / Xylol | 1h
100% 1:1
Xylol 100% | 1h
Xylol 100% I 1h
Paraffineinbettung Paraffin | 3h
Paraffin I 3h

Nach dem Ausharten des Paraffins wurden die Einbettkassetten in ein heildes
Paraffinbad Uberfuhrt. Im nachsten Schritt wurden vorsichtig die unbesiedelten, zellfreien
Rander mit Hilfe eines Skalpells entfernt und die besiedelte Flache in etwa 3-5 mm breite
Stlcke geschnitten. Diese wurden mit einer angewarmten Pinzette senkrecht in mit
flussigem Paraffin geflllte Formen aus rostfreiem Stahl gestellt, so dass die
angeschnittenen Seiten den Boden der Form berthrten. Dadurch war es mdglich,
Schnittproben aus der Mitte der Modelle zu gewinnen. Zur Identifikation wurde der

beschriftete Boden der Einbettkassette auf die mit Paraffin gefullte Form gegossen.

Mit einem Mikrotom (Leica, Deutschland) wurden 3-5 pm dicke Schnitte der
Paraffinblocke angefertigt. FiOr Immunfluoreszenz- und 3,3"-Diaminobenzidin-
Farbungen (DAB-Farbungen) wurden Polysine beschichtete Objekttrdger oder
Superfrost Plus Objekttrager verwendet, wahrend flur Hamatoxylin-Eosin-Farbungen
(HE-Farbungen) unbeschichtete Objekttrager ausreichend waren. Die Schnitte wurden

mindestens 24 Stunden bei 37°C getrocknet.
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2.4.3 Entparaffinieren und Rehydratisieren der Schnitte

Da die meisten Farbungen auf wassriger Basis wirken, mussten die Gewebeschnitte
direkt vor den Farbungen deparaffiniert und rehydratisiert werden. Zunachst wurden die
Schnitte fur mindestens eine Stunde in einen 60°C Warmeschrank gestellt. Nachdem
das Paraffin restlos geschmolzen war, wurden die Schnitte zur Deparaffinierung in Xylen
uberfuhrt und dann mit Hilfe einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Die
Deparaffinierung und Rehydrierung wurden nach einem standardisierten Protokoll
durchgefluhrt (Tab. 12).

Tab. 12: Methodisches Vorgehen bei der Rehydratisierung.

Losung Zeit

Xylol | 10 min

Xylol 1I 10 min

Ethanol 96% 3x kurz eintauchen

Ethanol 96% 3x kurz eintauchen

Ethanol 70% 3x kurz eintauchen

Ethanol 50% 3x kurz eintauchen

VE- Wasser Schwenken bis keine Turbulenzen mehr
sichtbar sind

2.4.4 Hamatoxylin-Eosin Farbung

Als Ubersichtsfarbung wurde fiir alle Gewebeschnitte eine HE-Farbung angefertigt.
Hamatoxylin ist ein naturlicher Farbstoff, der alle sauren Zellkompartimente blau anfarbt,
wie Zellkern, Ribosomen und raues endoplasmatisches Retikulum. Der synthetische
Farbstoff Eosin farbt die basischen Zellstrukturen rot an, Proteine des Zytoplasmas, das
glatte endoplasmatische Retikulum, Mitrochondrien und Kollagen [25]. Nachdem die
Schnitte nach dem oben aufgeflihrten Protokoll deparaffiniert und rehydriert wurden,
wurde die HE-Farbung durchgefthrt (Tab. 13)
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Tab. 13: Protokoll der Hamatoxylin-Eosin Farbung.

Ziel Losung Zeit
Farben der Zellkerne Hamatoxylin sauer nach 6 min
Mayer (Morphisto)
Spllen VE-Wasser Bis keine Farbe mehr
auswascht
Blauen Leitungswasser 5 min schwach flieRend
Farben des Zytoplasmas, Eosin 6 min
EZM
Spllen VE-Wasser Bis keine Farbe mehr

auswascht

Entwassern mit Hilfe einer Ethanol 70% 2x kurz eintauchen

aufsteigenden Alkoholreihe Ethanol 96% 2 min
Isopropanol | 5 min
Isopropanol Il 5 min
Xylol | 5 min
Xylol 1I 5 min

Nach der Farbung wurden die entwasserten Schnitte mit Entellan und einem Deckglas

luftblasenfrei eingedeckt und Uber Nacht unter einem Abzug getrocknet.
2.4.5 Immunhistochemische Farbungen

2451 Vorbehandlung der Zellen auf Glasplattchen

Die auf Glasplattchen fixierten 2D Kulturen wurden zuerst fur 5 Minuten mit 0,2% Triton-
X100 behandelt. Anschlielend wurden sie 5 Minuten mit Waschpuffer gesptlt. Danach
erfolgten die Farbungen nach den Protokollen fur die jeweilige immunhistochemische

Farbung.

2452 Vorbehandlung der Gewebeschnitte

Die Gewebeschnitte wurden wie in 2.4.3 gezeigt entparaffiniert und rehydriert. Zur
Demaskierung der Epitope wurden die Schnitte in einer auf pH 6 eingestellten Citrat-
Pufferldsung fur 20 Minuten gekocht. Fur die Farbung von Cytokeratin 5/6 wurden die

Schnitte in einer auf pH 9 eingestellten Pufferldsung gekocht. Als nachstes wurden die
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Schnitte in VE-Wasser Uberflhrt, mit einem Fett-Stift umrandet und in Waschpuffer

getaucht.

2453 Immunfluoreszenz-Farbung

Nach der Vorbehandlung der Schnitte bzw. Glasplatichen erfolgte die

Immunfluoreszenz-Farbung.
Tab. 14: Methoden der Immunfluoreszenzfarbung.

Vorgang Losung Zeit

Blocken 5% Normalserum (Spezies des 20 min
Sekundarantikérpers) in

Antikdrperverdinnungslésung

Inkubation mit Primarantikdrper in Uber Nacht bei 4°C
Primarantikdrper Antikérperverdiinnungslésung

Waschen Waschpuffer 3x 5 min

Inkubation mit Sekundarantikorper in 1h
Sekundarantikdrper Antikérperverdiinnungslésung

Waschen Waschpuffer 3x 5 min
Eindecken Mowiol/DAPI

Die Inkubation mit dem Sekundarantikérper und alle folgenden Schritte wurden
lichtgeschutzt durchgefuhrt, um das lichtempfindliche Fluorochrom zu schitzen. Bei
Doppelfarbungen stammten die Primarantikdrper aus unterschiedlichen Spezies, so
dass die Inkubation mit Primar- bzw. Sekundarantikrpern jeweils in einem Schritt
erfolgte. Fur jede Probe wurde auch eine Negativkontrolle mitgefuhrt, die allein mit
Antikdrperverdinnungslésung ohne Primarantikorper inkubiert wurde. Unspezifische

Bindungen des Sekundarantikdrpers wurden auf diese Weise kontrolliert.

2454 DAB-Farbung

DAB-Farbungen wurden zum Nachweis mesothelialer Marker in den Modellen
verwendet. Die Farbung basiert auf einer Meerettichperoxidase (HRP)-Enzymreaktion

und wurde mit dem DCS Super Vision 2 Kit durchgeflhrt.

Der Primarantikérper bindet an ein Epitop des Antigens und formt einen Komplex. An

diesen Komplex bindet sich der Sekundarantikérper, der sowohl Maus- als auch
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Kaninchen-Antikérper bindet. Der Sekundarantikorper bindet wiederrum einen Polymer,
an den das Enzym HRP gebunden ist. Dieses Enzym setzt das zugegebene DAB-
Substrat um, sodass das gewtlnschte Antigen braun gefarbt ist. Die Gewebeschnitte

bzw. die Glasplattchen wurden nach der Demaskierung der Epitope nach einem

standardisierten Protokoll gefarbt (Tab. 15).

Tab. 15: Methodisches Vorgehen bei der DAB-Farbung.

Vorgang Losung Zeit
Blockieren der zelleigenen | 3% H,0, in VE-Wasser 10 min
Peroxidase
Waschen Waschpuffer 5 min
Inkubation mit Primarantikorper in 60 min bei
Primarantikdrper Antikérperverdiinnungslésung Raumtemperatur
Waschen Waschpuffer 3x 5 min
Inkubation mit Polymer-Enhancer Lésung 10 min
Sekundarantikorper
Waschen Waschpuffer 3x 5 min
Inkubation mit Polymer zur | HRP-Polymer 20 min
Signalverstarkung
Waschen Waschpuffer 2X 5 min
Enzym-Substrat DAB- Lésung Sichtkontrolle (30 s-10
min)
Waschen Waschpuffer Kurz eintauchen
Farben der Zellkerne Hamatoxylin 6 min
Blauen Leitungswasser 5 min
Waschen VE-Wasser Kurz eintauchen
Entwéassern mit Hilfe einer | Ethanol 70% 3x kurz eintauchen
aufsteigenden Ethanol 96% 2 min
Alkoholreihe Isopropanol | 5 min
Isopropanol Il 5 min
Xylol | 5 min
Xylol 1I 5 min

Die entwasserten Schnitte wurden mit Entellan und einem Deckglas luftblasenfrei

eingedeckt und Uber Nacht unter einem Abzug getrocknet. Nach dem Abwaschen des
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Primarantikorpers fanden alle weiteren Schritte bis zur Gegenfarbung mit Hamatoxylin

im Dunkeln statt.

2.5 Zytostatika-Behandlung

Cisplatin wirkt Uber die Querverknlpfung zweier Guanin-Basen eines DNS-Stranges
hemmend auf die DNS-Replikation. Daher wirkt Cisplatin vor allem auf schnell
proliferierende Tumorzellen, schadigt aber auch gesunde Koérperzellen [21]. Das
Antifolat Pemerexed hemmt mehrere Enzyme der DNS- und RNS-Nukleotid-Synthese
[35]. Die Kombination der beiden Wirkstoffe gilt als Standard-Therapie des malignen

Pleuramesothelioms.

2.5.1 Cell Titer Glo®

Die mittlere inhibitorische Konzentration (IC 50) der Zytostatika Cisplatin und
Pemetrexed wurden mithilfe des CellTiter-Glo® Luminscent Cell Viability Assays
(Promega) bestimmt. In diesem Assay katalysiert die Ultra-Glo™ Recombinant

Luciferase die in Abb.3 dargestellte Reaktion.

Ultra-Glo™ Recombinant

HO COOH Luciferase -0 o~
S/ /NT N S/>_<,NT ‘
N> <S +ATP+0, Mg2* N s +AMP+PP +CO,+Light
Beetle Luciferin Oxyluciferin

Abb. 3: Reaktion der Ultra-Glo™ Recombinant Luciferase [64]

Luciferin wird in Anwesenheit von Magnesium, Sauerstoff und Adenosintriphosphat
(ATP) zu Oxyluciferin umgesetzt. Das ATP fur diese Reaktion liefern metabolisch aktive
Zellen. Da je ein Molekul ATP von einem Molekul Luciferase umgesetzt wird, ist die
Menge an ATP dabei direkt proportional zur Anzahl der metabolisch aktiven Zellen und

der gemessenen Lumineszenz-Intensitat [64].

Fir die Ermittlung der IC 50 wurden JL-1 Zellen mit einer Dichte von 3000 Zellen pro
Well und MSTO-211H Zellen mit einer Dichte von 2500 Zellen pro Well in 96 Well-Platten
ausgesat. Um Streuung der Lumineszenz zu vermeiden, wurden weil3e Platten mit

transparentem Boden verwendet. Die Zellen wurden mit je 0 uM 1 pM, 5 pM,
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10 uM, 50 M und 100 uM Cisplatin bzw. Pemetrexed in Zellkulturmedium nach 24
Stunden Anwachszeit behandelt. Nach 72 Stunden Inkubation wurde die Vitalitat der
Zellen uber den CellTiterGlo® Luminscent Cell Viability Assay bestimmt. Als Positiv-
Kontrolle diente eine Behandlung mit Natrium-desoxycholat. Alle Behandlungen wurden
funffach durchgefuhrt.

Am Tag der Messung wurde der CellTiterGLo®-Puffer auf Zimmertemperatur gebracht
und mit dem CellTiterGlo®-Lyophilisat gemischt. Die Zellen wurden mit 200 yl PBS™* pro
Well gewaschen bevor 100 pl entsprechendes Zellkulturmedium in jedes Well pipettiert
wurden. Zuagig wurden 100 pl vorbereitetes CellTiter-Glo®-Reagenz pro Well
zugegeben. Die Platten wurden in den Tecan Infinite M200 Reader Uberfuhrt (Tab. 16).

Tab. 16: Ablauf CellTiterGlo.

Schiitteln 2 min, 3.5 mm Amplitude

Inkubation 10 min

Messung Keine Abschwachung,
Integrationszeit: 1000ms

Uber die aus den Messungen erhaltenen Kurven wurde die IC 50 fiir beide Zytostatika
sowohl fur JL-1-Zellen als auch MSTO-211H-Zellen abgeschatzt (Tab. 17). Um die

Ergebnisse zu bestatigen, wurden beide Zelllinien mit der ermittelten IC 50 der

Zytostatika einzeln und in Kombination behandelt.

Tab. 17: Zytostatikakonzentrationen.

JL-1 MSTO-211H
Cispaltin 30 uM 2,5 uM
Pemetrexed 100 uM 1 uM

2.5.2 M30- Assay

Die Apoptose-Rate der 2D und 3D Kulturen nach Zytostatika-Behandlung wurde mit dem
M30 CytoDeath Enzym Linked Immunosorbent Assay ELISA Kit (Peviva, Schweden)
gemessen. Dieser ELISA basiert auf dem Antikdrper M30, der an das K18Asp396
Epitop, das beim Zerschneiden von Zytokeratin 18 im Prozess der Apoptose entsteht,
bindet. Das Caspase-geschnittene Zytokeratin wird durch apoptotische Zellen

freigesetzt und kann deshalb auch im MedienlUberstand nachgewiesen werden. Der
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ELISA wurde nach den Angaben des Herstellers mit wahrend und nach einer
Zytostatika-Behandlung aus dem Medienuberstand von 2D und 3D Kulturen
gewonnenen Proben durchgefuhrt. Die Proben wurden bis zur Messung bei -80°C

gelagert.

Die 96 Well-Platten des Kits waren mit einem Antikorper fur Cytokeratin 18 beschichtet.
Nach der Zugabe von 25 pl der Proben oder den im Kit enthaltenen Standards pro Well,
wurden 75 pl des HRP-Konjugats in jedes Well pipettiert. Alle Proben wurden in
Duplikaten gemessen. Die Platte wurde versiegelt und fir 4 Stunden bei
Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert. Danach wurde die Platte finfmal mit 200
pI/Well Waschpuffer gewaschen und das HRP-Substrat zugegeben. Anschlielend
wurde die Platte fur 20 Minuten im Dunkel bei Raumtemperatur inkubiert, woraufhin 50
pI/Well Stoplésung hinzupipettiert wurden. Die Absorption wurde mithilfe eines Tecan
Infinite M200 Readers bei 450 nm nach 30 Sekunden Schutteln und 5 Minuten Wartezeit
gemessen. Zur Auswertung der Daten wurde eine Standardkurve aus den Werten der
im Kit enthaltenen Standards mit OriginPro 8.6 und einem sigmoidalen Fir errechnet. Die
Konzentrationen der Proben wurden in Einheit/l entsprechend der Standardkurve
bestimmt und mit einem eventuellen Verdlinnungsfaktor multipliziert. Um die naturliche
Apoptoserate der Zellen zu beriicksichtigen, wurde der Mittelwert der Duplikate bestimmt
und auf den vor der Behandlung gemessenen Wert bezogen. Zum Schluss wurden die

Behandelten Proben auf die Proben der nicht behandelten Kontrolle bezogen.

2.5.3 Behandlung der 2D Kulturen

FUr die Behandlung der Zellen in 2D wurden auf je 4 Glasplattchen pro Well 65.000
Zellen (MSTO-211H) bzw. 80.000 Zellen (JL-1) in 6 Well-Platten in 2 ml Medium
ausgesat. Nach 4 Stunden Anwachszeit wurde das Medium gewechselt. 24 Stunden
spater wurde die erste Probe direkt vor der ersten Zytostatika-Behandlung enthnommen.
Die Zelllinien wurden je mit Cisplatin (JL-1: 30 yM; MSTO-211H: 2,5 uyM), Pemetrexed
(JL-1: 100 uM; MSTO-211H: 1 pyM) und der Kombination beider Wirkstoffe behandelt.

Als Kontrolle wurde immer ein nicht behandeltes Well mitgefiihrt (Tab. 18).
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Tab. 18: Behandlungsschema 2D.

Tag 0 1 2 3 4
Zytostatika- + +

Behandlung

Medienwechsel + + +
Probengewinnung + + + +

2.5.4 Behandlung der statischen 3D Kulturen

Far die Behandlung der statischen 3D Kulturen wurden die Modelle fur 14 Tage kultiviert.
An Tag 10 wurde das Medium gewechselt um mit der an Tag 11, direkt vor der ersten
Behandlung der Zellen, entnommenen Medium-Probe einen 24-Stunden-Wert fur die
natirliche Apoptoserate der Zellen zu erhalten. Alle weiteren Werte wurden auf diesen
Wert normalisiert. Die Zelllinien wurden je mit Cisplatin (JL-1: 30 uM; MSTO-211H: 2,5
MM), Pemetrexed (JL-1: 100 pM; MSTO-211H: 1 uM) und der Kombination beider
Wirkstoffe in Zellkulturmedium behandelt (Tab. 19).

Tab. 19: Behandlungsschema 3D statisch.

Tag 0 112|3(4(5/6|7(8(9|10 |11 12|13 | 14
Aussaat

Zytostatika- + T

Behandlung

Medienwechsel + + + + + + +

Probengewinnung + |+ | + | +

2.5.5 Behandlung der dynamischen 3D Kulturen

Nach 24 Stunden Anwachsperiode in einer Zellkrone bei 37° im Inkubator wurden die
3D Kulturen wie oben beschrieben in ein Flussbioreaktor-System eingebaut. Hier
wurden sie fur 14 Tage bei 37°C mit einer Perfusion von 2 rpm kultiviert. An Tag 7 wurde
vor dem Medienwechsel fir jeden Reaktor eine Probe entnommen auf deren Wert alle
weiteren Werte normalisiert wurden. JL-1 Modelle wurden mit einer Kombination aus 30
MM Cisplatin und 100 yM Pemetrexed an Tag 11 und an Tag 13 behandelt. MSTO-211H
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Modelle wurden nach dem gleichen Zeitschema mit einer Kombination aus 2,5 pM
Cisplatin und 1 yM Pemetrexed behandelt. Als Kontrolle wurde flir beide Zelllinien eine

nicht behandelte dynamische Kultur mitgefuhrt.

Tab. 20: Behandlungsschema 3D dynamisch.

Tag 0|1, 2,3 /4|5|6|7 |89 |10|1(12|13 |14
Zytostatika- + +
Behandlung

Probengewinnung + + |+ |+
Medienwechsel +
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3. Ergebnisse

3.1 Aufbau eines statischen 3D Gewebemodells

Die auf SIS ser kultivierten Modelle wiesen in der mikroskopischen Beurteilung von HE-
Farbungen eine deutlich bessere Adharenz der Zellen an die Matrix sowie engere Zell-
Zell-Kontakte auf. Die von der SIS ser abgeldste Serosa zeigte sich in der Handhabung
als zu instabil, so dass fur die weiteren Versuche SIS ser verwendet wurde. Im Vergleich
der mit 100.000, 300.000 und 500.000 Zellen besiedelten Modelle fanden sich nach
gleicher Kulturdauer keine Unterschiede in der Dichte der Besiedelung. Als optimale

Aussaatzahl wurden 100.000 Zellen festgelegt.

MSTO-211H JL-1
- .
3 “’—.—--‘%—
SIS o o ey P oo '»'i“‘-‘;""~- o o Al Pm————
ser
100um 100um
(9
Agad PRssrY |
= - L o P = ’
SIS %o de g ; sy W
e A N
muc o b

100um 100um

Abb. 4: Vergleich der 3D Modelle auf SIS ser und SIS muc
HE-Farbung: Die 3D Modelle zeigen nach Besiedlung mit 100.000 Zellen und 14-tagiger
Kulturdauer sowohl fiir JL-1 als auch fiir MSTO-211H eine bessere Adharenz bei Kultur auf SIS

ser als auf SIS muc.
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Uber einen MTT-Test wurde die Vitalitat der 3D Modelle untersucht. Der MTT-Test zeigte
fur beide verwendete Zelllinien eine dichte Besiedelung der Matrix mit vitalen
Tumorzellen. In der makroskopischen Beurteilung war die Matrix vollstandig mit

Tumorzellen bewachsen.

MTT Kontrolle

JL-1

MSTO-

211H ‘

Abb. 5: 3D Modelle im MTT-Test. Nach Zugabe von MTT werden vitale Zellen blau angefarbt.
Linke Spalte: Mit Zellen der Zelllinie JL-1 besiedelte SIS ser, mit Zellen der Zelllinie MSTO-211H

besiedelte SIS ser. Rechte Spalte: Negativkontrollen.

3.2 Charakterisierung der 3D Modelle

Zunachst wurde die Morphologie der unter statischen Bedingungen kultivierten Modelle
lichtmikroskopisch und anhand von HE-Farbungen beurteilt. In der 2D Kultur bildeten
beide Zelllinien eine Zellschicht am Boden der Kulturgefalle aus. Zellen der Zelllinie
MSTO-211H zeigten eine heterogene Zellmorphologie mit sowohl rundlichen als auch
elongierten Zellkérpern und losen Zell-Zell-Kontakten, wahrend die Zellen der Zelllinie
JL-1 ein homogeneres Wachstum mit langen, spindelférmigen Zellkérpern und einem
epithelartigen Wachstum mit engen Zell-Zell-Kontakten aufwiesen. Beide Zelllinien

exprimierten sowohl den epithelialen Marker Pan Cytokeratin als auch den
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mesenchymalen Marker Vimentin. MSTO-211H-Zellen zeigten eine deutlich starkere
Expression von Pan Cytokeratin, wahrend JL-1-Zellen starker Vimentin exprimierten
(Abb. 10). In beiden Zelllinien fand sich Pan Cytokeratin vor allem im Bereich der Zell-
Zell-Kontakte.

Unter 3D Kulturbedingungen bildeten beide Zelllinien mehrlagige Zellschichten auf der
apikalen Seite der SIS Matrix aus. Insgesamt fand sich ein homogeneres
Wachstumsmuster im Vergleich zu den auf Glasplattchen ausgesaten Tumorzellen. Vor
allem die Zellen der Zelllinien JL-1 bildeten enge Zell-Zell-Kontakte aus und zeigten ein
pflastersteinartiges, epitheliales Wachstumsmuster. Zellen der Zelllinie MSTO-211H
bildeten ebenfalls mehrere Zellschichten aus, in HE-Farbungen zeigte sich jedoch unter
dem Lichtmikroskop eine schlechtere Adharenz im Vergleich zu Kulturen der Zelllinie JL-
1. Beide Zellen exprimierten sowohl in der 2D, als auch in der 3D Kultur den

Mesotheliom-Marker Calretinin.

Calretinin

2D 3D 2D 3D

Abb. 6: JL-1 und MSTO-211H in 2D Kultur und nach 14-tadgigem Wachstum auf SIS ser
Beide Zelllinien bilden nach 14-tagiger Kultur mehrere Schichten auf der apikalen Seite der

Matrix. Calretinin wird von beiden Zelllinien in 2D und 3D Kultur exprimiert.

Weiterhin zeigte sich in immunhistochemischer Farbung des Proliferationsmarkers Ki67
eine verminderte Proliferationsrate der 3D Gewebemodelle im Vergleich zur 2D Kultur.
In der 2D Kultur waren 90,6% der JL-1-Zellen und 89,3% der MSTO-211H-Zellen positiv
fur Ki67. In den 3D Modellen waren hingegen nur 50% der JL-1-Zellen und 51,8% der
MSTO-211H-Zellen positiv fur KiG7.
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JL-1

MSTO-
211H

Abb. 7: Ki67-Expression in 2D und 3D Kultur. In 3D Kultur zeigen sowohl JL-1- als auch MSTO-
211H-Zellen im Vergleich mit der 2D Kultur eine verringerte Expression von Ki67 (rot). Die

Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angefarbt.
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2D 3D

Abb. 8: Proliferationsrate in 3D und 2D Kultur. Der prozentuelle Anteil Ki67-positiver Zellen wurde
durch Auszahlung Ki67-positiver Zellen und der Gesamtzellzahl aus jeweils 10 Bildern pro

Experiment berechnet (n=3)
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3.3 Isolation von Primarzellen und Aufbau eines Kokulturmodells

Um die in vivo Verhaltnisse des Tumors besser abzubilden, wurde die Komplexitat des
Modells durch Zugabe von tumorassoziierten Fibroblasten und Verwendung von
Primarzellen erhoht. Zu diesem Zweck wurden aus einem OP-Praparat eines 64-
jahrigen Patienten mit malignem Pleuramesotheliom Zellen fiir weitere Versuche isoliert.
Hierbei kam es jedoch nach nur wenigen Tagen zu einem Uberwachsen der
Mesotheliomzellen durch tumorassoziierte Fibroblasten, so dass die Tumorzellen in
Kultur nur kurz tberlebten und lediglich Fibroblasten-Kulturen fir weitere Versuche
isoliert werden konnten. Ein weiteres Problem bei der Isolation von primaren
Tumorzellen war, dass fur die Zellisolation nur eingefrorenes Material zur Verfigung

stand. Mit zunehmender Kulturdauer und nach haufigem Passagieren der Zellkulturen

kam es zu einer Ausdifferenzierung der Fibroblasten.

Abb. 9: Aus Biopsiematerial isolierte Primarzellen (Lichtmikroskopie)
Es konnten Tumorzellen und Fibroblasten aus einem OP-Praparat isoliert werden (A), nach

einigen Tagen in Kultur kommt es zu einem Uberwachsen der Tumorzellen durch die Fibroblasten

(B).

Far die weiteren Versuche wurden die isolierten TAFs nur in moglichst niedriger
Passagezahl verwendet. In der immunhistochemischen Charakterisierung exprimierten
die Fibroblasten stark Vimentin und kein Pan Cytokeratin. Fir den Aufbau der Ko-
Kulturmodelle wurden die isolierten TAFs in verschiedenen Mischverhaltnissen
zusammen mit den Tumorzellen ausgesat. Die Tumorzellen der Zelllinien MSTO-211H
und JL-1 wuchsen in der 3D Kultur ausschlieBlich auf der apikalen Seite der Matrix. In
Kokultur mit den aus dem Pleuramesotheliom isolierten Fibroblasten fanden sich auch
Zellen, die in die Matrix einwanderten. In Modellen, die im Verhaltnis mehr Fibroblasten

enthielten, zeigten sich auch mehr in die SIS ser migrierte Zellen. In
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immunhistologischen Farbungen zeigten sich die eingewanderten Zellen Vimentin-

positiv und Pan Cytokeratin-negativ.

Abb. 10: Immunhistochemische Farbung Pan Cytokeratin/Vimentin
JL-1 (A) und MSTO-211H (B) exprimieren sowohl flir Pan Cytokeratin (rot) wie auch Vimentin
(gruin), wahrend die isolierten TAFs (C) ausschlielllich Vimentin exprimieren. Die Zellkerne

wurden mit DAPI (blau) angefarbt.

Ko-Kultur

Monokultur +TAF 1:1 + TAF 1:2 + TAF 1:5

Abb. 11: Migration von TAFs in den Ko-Kultur-Modellen

Immunhistochemische Farbung Pancytokeratin (rot) und Vimentin (griin), Zellkerne mit DAPI
(blau) angefarbt. Mit zunehmender Konzentration der TAF zeigen sich mehr Vimentin-poitive
Zellen (griin) in der Matrix, wahrend die Zellen der Zellinien auf der apikalen Seite der Matrix

wachsen.
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3.4 Kultur unter dynamischen Bedingungen im Bioreaktor

Zur Optimierung der Kulturverhaltnisse wurde zunachst, wie auch fir die statischen
Modelle, in Zellkronen eingespannte SIS ser Matrix mit Tumorzellen besiedelt und fiir 24
Stunden kultiviert. So wurde die Adharenz der Tumorzellen an die Matrix sichergestellt.
Danach wurden die Modelle in ein Flussbioreaktorsystem transferiert. Im Flussbioreaktor
wurden die Zellen kontinuierlich mit Kulturmedium umspdlt. Hierdurch konnte eine
bessere Versorgung mit Nahrstoffen geschaffen werden. Weiterhin wurden durch das
an den Zellen vorbeistromende Medium mechanische Reize wie Zug- und Scherstress
wahrend der Kultur gesetzt. So wurde versucht die in vivo Verhaltnisse des
Tumorwachstums genauer abzubilden. Nach 14-tagiger Kulturdauer konnte bei
Modellen beider Tumorzelllinien im Vergleich zu unter statischen Bedingungen
kultivierten Modellen eine deutliche Zunahme der auf der Matrix gewachsenen
Zellmasse beobachtet werden. Hier zeigte sich ein positiver Effekt der mechanischen

Reize und der verbesserten Nahrstoffversorgung auf das Zellwachstum.

statisch dynamisch

S S e S '_iﬁ:;—',_-'_‘_j;—,j ~ 7
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211H
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Abb. 12: Vergleich dynamische und statische 3D Kultur in Monokultur (HE-Farbung).

Unter dynamischen Kulturbedingungen im Flussbioreaktor wird im Vergleich zu statischen
Kulturbedingungen nach gleicher Kulturdauer deutlich mehr Biomasse sowohl von JL-1, als auch
MSTO-211H aufgebaut.
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Abb. 13: Vergleich dynamische und statische 3D Kultur, Kokultur mit TAFs (HE-Farbung).

Unter dynamischen Kulturbedingungen im Flussbioreaktor wird im Vergleich zu statischen
Kulturbedingungen nach gleicher Kulturdauer deutlich mehr Biomasse sowohl von JL-1, als auch
MSTO-211H aufgebaut. Die zeigt sich fir Monokultur und Kokultur mit TAFs.

3.5 Vergleich der Chemoresistenz

Bereits in der immunhistochemischen Untersuchung fand sich unter 3D
Kulturbedingungen eine herabgesetzte Proliferationsrate der Tumorzellen. Da
proliferierende Zellen der Angriffspunkt fir die in der Tumortherapie eingesetzten
Zytostatika sind, wollten wir im nachsten Schritt untersuchen, ob die 3D Modelle eine
erhdhte Chemoresistenz aufweisen. Getestet wurden die im Kklinischen Alltag bei
malignem Pleuramesotheliom eingesetzten Zytostatika Cisplatin und Pemetrexed,
sowohl jeweils als Mono- und Kombinationsbehandlung. 2D und 3D Kulturen der
Zelllinie JL-1 wurden mit 30 uM Cisplatin und 100 uM Pemetrexed, Kulturen der Zelllinie
MSTO-211H mit 2,5 yM Cisplatin und 1uM Pemetrexed behandelt. Anschliellend
wurden mit Zytostatika behandelte und unbehandelte Modelle histologisch beurteilt und

Uber den M30 CytoDeath ELISA die Apoptose-Rate gemessen.
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In der histologischen Beurteilung wiesen die 2D Kulturen nach Zytostatikabehandlung
eine deutlich niedrigere Zelldichte auf. Vor allem Kulturen der Zelllinie MSTO-211H
wiesen nach Behandlung mit Cisplatin, Pemetexed und einer Kombinationsbehandlung
eine deutlich niedrigerer Zelldichte auf. 2D Kulturen der Zelllinie JL-1 wiesen vor allem
nach Behandlung mit Cisplatin und einer Kombinationsbehandlung aus Cisplatin und
Pemetrexed eine geringere Zelldichte im Vergleich zu unbehandelten Modellen auf. Die
3D Kulturmodelle beider Zellen wiesen in der mikroskopischen Beurteilung kaum
Unterschiede zwischen mit Cisplatin, Pemetrexed oder einer Kombination aus beiden
behandelten Modellen und unbehandelten Modellen auf. Sowohl die Zellmorphologie
wie auch die Dichte der Besiedelung der Matrix und die Expression von Pancytokeratin

und Vimentin war nach Behandlung nicht relevant verandert.

+ Cisplatin
+ Pemetrexed

unbehandelt + Cisplatin + Pemetrexed

MSTO-
211H

Abb. 14: Behandlung 2D Modelle der Tumorzelllinien JL-1 und MSTO-211H mit Cisplatin,
Pemetrexed und einer Kombination aus Cisplatin und Pemetrexed.

Nach Behandlung mit den Zytostatika zeigt sich in eine deutlich geringere Zelldichte.
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Abb. 15: Behandlung 3D Modelle der Tumorzelllinien JL-1 und MSTO-211H mit Cisplatin,
Pemetrexed und einer Kombination aus Cisplatin und Pemetrexed.

Nach Behandlung mit den Zytostatika zeigt sich in den 3D Modellen keine Veranderungen in der
Dichte der Besiedlung.

Trotz mehrfacher Wiederholungen konnten im M30 CytoDeath ELISA keine
reproduzierbaren  Ergebnisse erzielt werden. Es zeigten sich  hohe

Standardabweichungen und teils widersprichliche Ergebnisse.

Insgesamt lie® sich anhand der histologischen Begutachtung also eine erhoéhte
Chemoresistenz der 3D Modelle gegenliber den 2D Modellen vermuten, dies konnte

jedoch in den weiteren Analysen nicht bewiesen werden.
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4. Diskussion

Das maligne Pleuramesotheliom ist ein seltener und dul3erst aggressiver Tumor, fur den
nur begrenzte Therapieoptionen zur Verfigung stehen. Der Tumor wird haufig erst sehr
spat diagnostiziert und ist aufgrund seines nur unzureichenden Ansprechens auf
Chemotherapie und Bestrahlung schwer zu behandeln [54]. Aufgrund der niedrigen
Pravalenz des Pleuramesothelioms sind klinische Studien fiir eine Therapieoptimierung
nicht bzw. nur sehr eingeschrankt durchfihrbar. Der Tumor kommt bei Tieren nicht vor
bzw. lasst sich nur unter Verwendung von menschlichen Tumorbiopsien in xenogenen
Tiermodellen nachbilden. Deshalb stehen fir die Grundlagen- und translationale
Erforschung des Pleuramesothelioms — anders als bei vielen anderen Krankheitsbildern
— keine aussagekraftigen Tiermodelle zur Verfugung. Um deshalb Erkenntnisse Uber
zelluldare und molekulare Tumor-Mechanismen zu gewinnen, neue Therapieziele zu
identifizieren und Wirkstoffe als potenzielle Medikamente testen zu kénnen, besteht ein
grolRer Bedarf fir praklinische Testmodelle. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde
ein 3D Tumormodell aufgebaut, das die physiologischen Wachstumsbedingungen des

Pleuramesothelioms besser abbildet als etablierte 2D Zellkulturen.

Far den Aufbau des 3D Gewebemodells wurden zwei Pleuramesotheliom Zelllinien auf
einem azellularen porzinen Jejunum Segment kultiviert. Erstmals konnten aus den
beiden etablierten Zelllinien histologisch gut beurteilbare komplexe Gewebemodelle
hergestellt werden. Darlber hinaus wurden aus klinisch gewonnenen Gewebebiopsien
eines Patienten mit einem malignen Pleuramesotheliom Fibroblasten isoliert und fur den
Aufbau von Kokulturmodellen verwendet, die die klinische Situation noch detaillierter
abbilden.

4.1 Histologischer Aufbau der Tumormodelle

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass die SIS ser als 3D Gerust fur die Kultur von
Mesotheliomzellen verwendet werden kann. Der histologische Aufbau, der so
generierten 3D Tumormodelle kommt dem in vivo Aufbau eines Tumors naher als die
planare Kultivierung der Zellen in Medium: In 2D Kultur wachsen die Zellen in
Einzelschichten, was zu einer Veranderung der Zellpolaritat und der Ausbildung von
zweidimensionalen Zell-Zellkontakten fuhrt. Fur den Aufbau Scaffold-basierter
Gewebemodelle sollte die ideale Matrix die naturliche extrazellulare Matrix so gut wie
moglich nachahmen und physische wie auch biologisch ahnliche Eigenschaften wie in

vivo bieten [1]. In dieser Arbeit wurden die Mesotheliomzellen auf azellularer porciner
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intestinaler Subserosa (SIS ser) kultiviert. Da das Pleuramesotheliom aus der Pleura
und somit einer Serosa hervorgeht, ist die SIS ser als eine im Tissue Engineering bereits
etablierte Matrix zum Aufbau eines Mesotheliommodells theoretisch geeignet: Die SIS-
Matrix besteht aus einem Netzwerk aus Kollagen, retikularen Fasern und elastischen
Fasern. Durch die 3D Struktur der Matrix kdnnen komplexe Zell-Zell- wie auch Zell-
Matrix-Interaktionen entstehen [1]. Auch konnte nachgewiesen werden, dass in der
azellularisierten SIS bioaktive Faktoren wie Glykoproteine, Glykosaminoglykane und
Wachstumsfaktoren wie VEGF und FGF-2 erhalten bleiben. Diese bioaktiven Faktoren
fordern die Adhasion, Proliferation und Migration der auf der Matrix kultivierten Zellen
[91].

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten 3D Mesotheliom-Modelle wiesen eine
vollstéandige zellulare Besiedelung der Matrix und eine gute Adharenz der Zellen an die
Matrix auf. Vor allem die Zellen der Zelllinien JL-1, die aus einem epitheloiden
Mesotheliom isoliert wurden, bildeten enge Zell-Zell-Kontakte aus und zeigten das
gewebetypische pflastersteinartige, epitheliale Wachstumsmuster. Die Zellen aus den
generierten 3D Modellen wiesen im Vergleich zur 2D Kultur ein homogeneres

Wachstumsmuster und eine niedrigere Proliferationsrate auf.

4.2 Einfluss der dynamischen Kulturbedingungen

In der histologischen Untersuchung der im Bioreaktor dynamisch kultivierten 3D Modelle
konnte eine deutliche Zunahme der Zellzahl, ein mehrschichtiges Wachstum sowie in
den Modellen der Zelllinie MSTO-211H eine ausgepragtere Invasion der Matrix im
Vergleich zu den unter statischen Bedingungen kultivierten Modellen beobachtet
werden. Dies ist nicht zuletzt auf eine bessere Versorgung der Zellen mit Nahrstoffen
und Sauerstoff unter kontinuierlicher Perfusion mit Medium zuzuschreiben. Auch fir
andere 3D Gewebemodelle wurde ein gesteigertes Zellwachstum und -vitalitdt sowie
eine erhdhte Produktion von extrazellularer Matrix unter kontinuierlicher Perfusion mit
Kulturmedium beschrieben [4,56]. Weiterhin kommt es unter stdndiger Mediumperfusion

zu keiner Akkumulation von schadlichen Abfallprodukten der Zellen.

Mechanische Stimuli wie Gewebespannung, -kompression oder -scherkrafte
beeinflussen das Wachstum der dynamisch kultivierten Gewebemodelle. Durch die
kontinuierliche Perfusion mit Kulturmedium werden die Zellen Scherstress ausgesetzt.
Herbei scheint sich Scherstress unterschiedlich auf Proliferation und Wachstum von

Zellen in vitro auszuwirken. So zeigten Endothelzellen unter Einfluss von Scherstress
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gleichermalden eine erhdhte Zelldichte und einen grélReren Anteil an Zellen in der G2-,
S- und M-Phase des Zellzyklus gegenuber unter statischen Bedingungen kultivierten
Zellen [90]. Im Gegensatz zu diesen sowie den eigenen Beobachtungen wurden
beispielsweise fur Kolonkarzinomzellen Zellschadigungen und eine erniedrigte
Proliferation unter Scherstress beschrieben [2]. Die entgegengesetzten Auswirkungen
von Scherstress lassen sich moglicherweise durch die unterschiedlichen Anforderungen
verschiedener Zellarten an ihr ,natlrliches Habitat“, das Micro-Environment in vivo,
erklaren: Endothelzellen sind durch den Blutfluss in vivo dauerhaft Scherkraften
ausgesetzt. Gleichermallen wirken auf die Mesothelzellen der Pleura standig

unterschiedlich starke Friktions- und Scherkrafte infolge der Atemmechanik ein.

Das in der vorliegenden Arbeit implementierte dynamische Kultivierungsverfahren fuhrt
im Vergleich zu den statisch kultivierten Gewebemodellen zu einem deutlich
beschleunigten Gewebeaufbau. Inwieweit eine verbesserte Versorgung der
Gewebemodelle mit dem Kulturmedium und bzw. oder die aus der Perfusion
resultierenden mechanischen Stimuli fir diesen Effekt verantwortlich sind, kann auf
Grundlage der durchgefuhrten Untersuchungen nicht beantwortet werden und kdnnte

Gegenstand klnftiger Untersuchungen werden.

4.3 Kokultur und der Einfluss von TAFs

In  malignen Pleuramesotheliomen findet sich typischerweise ein ausgepragt
desmoplastisches Gewebewachstum, was die Bedeutung von Fibroblasten im Aufbau
und Wachstum des Tumors herausstellt. Flr verschiedene maligne Tumoren wurde
bereits gezeigt, dass Fibroblasten eine zentrale Rolle in der Entstehung, dem Wachstum
und der Metastasierung spielen [11]. In der histologischen Aufarbeitung zeigen sich
deutliche Unterschiede zwischen normalem Stroma und Tumorstroma [80]. Darlber
hinaus konnte in in vitro Versuchen eine gesteigerte Proliferation und eine verstarkte
Migration der Fibroblasten in Tumorgewebe gezeigt werden. In der stromalen-
epithelialen Interaktion in Tumoren werden verschiedene Proteine der extrazellularen
Matrix und Wachstumsfaktoren, die die Entstehung und den Progress eines Tumors
beginstigen, sezerniert [11,42]. In Untersuchungen an Mesotheliompraparaten konnte
die Expression von Connective Tissue Growth Factor (CTGF) sowohl in
Mesotheliomzellen als auch in TAFs nachgewiesen werden. Es bestand eine Korrelation
zwischen dem Vorliegen von CTGF exprimierenden TAFs und einer schlechten
Prognose der Patienten [58]. In einem Tumormodell, in dem Mesotheliomzellen der unter

anderem auch in dieser Arbeit untersuchten Zelllinie MSTO-211H, orthotop in
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immundefiziente Mause implantiert wurden, fand sich eine Akkumulation von TAFs in
den Tumoren. MSTO-211H-Zellen produzierten Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2) und
Platlet-Derived Growth Factor-AA (PDGF-AA) und stimulierten so Wachstum und
Migration der Fibroblasten sowie die Produktion von Hepatocyte Growth Factor (HGF)
durch Fibroblasten. Durch die Sekretion von HGF, weiteren Wachstumsfaktoren und
extrazelullaren Proteinen stimulieren die TAFs wiederum das Wachstum und die

Migration von Mesotheliomzellen in vitro.

Die Tumormikroumgebung, die extrazellulare Matrix und insbesondere TAFs scheinen
eine groRe Bedeutung fur das lokal aggressive Wachstum und die intrathorakale
Aussaat maligner Mesotheliome zu haben [46]. Auch in dem in der vorliegenden Arbeit
aufgebauten Gewebemodell bestatigt sich der Einfluss von TAFs und der extrazellularen
Matrix auf Progression und Invasivitat des Pleuramesothelioms: In den hier gezeigten
Kokulturmodellen der Mesotheliomzellen mit TAFs zeigte sich ein Einwandern von
Zellen in die Matrix, was in den Monokulturmodellen nicht beobachtet werden konnte.
Die wechselseitigen Interaktionen zwischen Mesotheliomzellen und TAFs in dem in
dieser Arbeit generierten Gewebemodell sind Gegenstand weiterer Untersuchungen [9].
Im Zentrum der laufenden Forschung steht die Aufklarung des Zytokin-Netzwerks in der

Interaktion der verschiedenen Zellarten.

4.4 Vergleich der 3D Gewebemodelle mit etablierten 2D Zelllinien

Aus Patientenmaterial isolierte Zelllinien haben sich vor dem Hintergrund der fehlenden
klinischen und limitierten tierexperimentellen Studienoptionen in der Erforschung des
malignen Pleuramesothelioms als wirkungsvolles Instrument erwiesen. Bereits in den
1980er Jahren wurden die ersten Mesotheliomzellinien etabliert und so konnten wichtige
Erkenntnisse, beispielsweise Uber Genexpression, erlangt werden [5,68]. Viele Zelllinien
sind mittlerweile kommerziell erhaltlich und bieten die Mdglichkeit, in vitro Versuche in
kurzer Zeit kosteneffektiv durchzuflihren. Jedoch fehlen in diesen planaren 2D Modellen
die natlrliche Mikroumgebung des Tumors sowie Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen

und somit relevante Einflussfaktoren fir das Tumorwachstum [53].

Ein einschichtiges Wachstum in 2D fahrt weiterhin zu einer gleichmafigen Verteilung
von Nahrstoffen und Wachstumsfaktoren aus dem Kulturmedium, was zu einer
atypischen Verteilung von Oberflachenproteinen und einer Selektion von am besten an

die 2D in vitro Kulturbedingungen angepassten Subpopulationen fuhrt. Durch den
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Aufbau von mehrschichtigem Gewebe in der 3D Kultur entstehen Nahrstoffgradienten

wie sie auch in vivo entstehen [36].

Fir die beiden in dieser Forschungsarbeit untersuchten Zelllinien konnten histologisch
gut beurteilbare Gewebemodelle hergestellt werden, die im Vergleich mit der 2D Kultur
ein homogeneres gewebetypisches Wachstumsmuster der Zellen und eine niedrigere

Proliferationsrate aufwiesen.

In dem in dieser Arbeit beschriebenen 3D Gewebemodell zeigte sich im Vergleich zur
2D Kultur eine deutlich niedrigere Proliferationsrate der Tumorzelllinien. In der 2D Kultur
waren 90,6% der JL-1-Zellen und 89,3% der MSTO-211H-Zellen positiv flr Ki67. Eine
derart hohe Proliferationsrate entspricht nicht den physiologischen Gegebenheiten des
Mesothelioms. In der Literatur wird in der Auswertung von 187 Tumoren ein Medianwert
von 15% (0%-60%) beschrieben [29]. In den 3D Modellen dieser Arbeit korreliert die
Proliferationsrate mit 50% fur Zellen der Zelllinie JL-1 und 51,8% fur Zellen der Zelllinie
MSTO-211H deshalb besser mit den klinisch beschriebenen in vivo Verhaltnissen. Fir
kinftige translationale Forschungsansatze wie beispielsweise die Priufung zytotoxischer

Wirkstoffe bietet das 3D Gewebemodell somit deutliche Vorteile.

In unserem 3D Gewebemodell haben wir unter dynamischen Kultivierungsbedingungen
im Bioreaktor-System eine deutliche Zunahme der Tumorzellmasse beobachtet. Wir
interpretieren diesen Befund dahingehend, dass sich unter Perfusion die
Nahrstoffversorgung der Zellen relevant verbessert und dass mechanische Stimuli das

Gewebewachstum begunstigen.

4.5 Vergleich der 3D Gewebemodelle mit Spheroidmodellen

Um die vermuteten relevanten Einflussfaktoren der zyto-spatialen Wechselwirkungen in
einem Microenvironment adressieren zu konnen, werden Zell-Agglomerate von
Mesotheliomzellen in sogenannten Spheroidmodellen kultiviert. In einer Arbeit von Lei
et al. [43] wurden beispielsweise mit Paclitaxel beladene Nanopartikel an einem 3D
Spheroidmodell aus Mesotheliomzellen der Zelllinie MSTO-211H getestet. Diesen
Untersuchungen waren Tierversuche vorausgegangen, in denen sich eine bessere
Wirksamkeit von Paclitaxel beladenen Nanopartikeln im Vergleich zu einem
konventionellen Drug-Delivery-System gezeigt hatte. In in vitro Versuchen an 2D
Zellkulturen konnte dieser Effekt dann jedoch nicht nachgewiesen werden. Im 3D

Spheroidmodell zeigte sich dagegen, wie in den in vivo Versuchen zuvor, eine hohere
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Wirksamkeit der Paclitaxel beladenen Nanopartikel. Somit konnte gezeigt werden, dass
3D Gewebemodelle ein wertvolles Instrument in der Erforschung zytotoxischer
Substanzen in der Mesotheliomtherapie sein kdénnen und so kostenintensive und

aufwendige Tierversuche reduziert werden kdnnten.

Uber diese gezeigten Vorteile von Spheroidmodellen hinausgehend ermdglichen
Scaffold-basierte 3D Gewebemodelle zusatzlich den Einsatz von i) verschiedenen
Zelltypen, ii) Wachstumsfaktoren und iii) extrazellularen Matrix Komponenten. Dies fuhrt
zu einer hohergradigen Modellierung der spezifischen Tumormikroumgebung. Durch
Auswahl der unterschiedlichen zur Verfigung stehenden in vitro Modelle (2D planar vs
Spheroid vs 3D Gewebemodell) kdnnen spezifische wissenschaftliche Fragestellungen
adressiert werden. Spheroidmodelle eignen sich bevorzugt zur Untersuchung des
Tumor-Zellwachstums und fur high-throughput Wirkstofftests. Matrix-basierte
Gewebemodelle, die aus mehreren Zelltypen aufgebaut sein kdnnen, bilden das
Tumorgewebewachstum sowie auch die Migration und Invasion von Tumorzellen ab. Die
unterschiedlichen in vitro Systeme kdnnen so folglich die Licke zwischen 2D in vitro
Modellen und in vivo Modellen Uberbricken. Nachteilig ist gegenwartig, dass die
innovativen auf Basis des Tissue Engineerings generierten in vitro Verfahren noch nicht
ausreichend standardisiert sind, um eine standortibergreifende Vergleichbarkeit der

Ergebnisse zu gewahrleisten [41].

4.6 Vergleich der 3D Gewebemodelle mit Tiermodellen

Neben 2D Modellen aus immortalisierten Mesotheliomzellen wurden flr das maligne
Pleuramesotheliom verschiedene Tiermodelle etabliert. Uber genetisch modifizierte
Mausmodelle lassen sich die Heterogenitat des Mesothelioms und seine Karzinogenese
darstellen. Fir den Aufbau von Xenograft-Modellen werden bei Tumoroperationen
gewonnene humane Tumorzellen subkutan oder orthotop in immundefiziente Mause
implantiert [39,55]. Diese sehr artifiziellen Tiermodelle sind zusatzlich mit hohen Kosten
und einer langen Latenzzeit bis zur Tumorbildung verbunden [77]. Weiterhin bestehen
in diesen Tiermodellen fundamentale funktionelle und phanotypische Unterschiede, da
es sich bei dem generierten Gewebe um murine Tumore und nicht humane Tumore
handelt [48]. Darliber hinaus kann in den Xenograft-Tiermodellen der zunehmend in den
Fokus der klinischen Forschung rickende Einfluss von Immunzellen nicht dargestellt

werden, da zum Aufbau der Modelle immundefiziente Tiere bendtigt werden.
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Vorteile des in dieser Arbeit beschriebenen 3D Gewebemodells sind die einfache
Handhabung, Reproduzierbarkeit und relativ kurze Kulturdauer der Modelle. So kénnen
im Vergleich zu Tiermodellen Versuche mit hohem Durchsatz in kirzerer Zeit sowie
prazisere Wirkstofftests durchgefuhrt werden. Nichtsdestotrotz stellt das in dieser Arbeit
verwendete Modell eine stark vereinfachte Abbildung des Tumors, sowie der
Tumorstroma, dar. So werden beispielsweise der Einfluss von Immunzellen sowie die
Angiogenese in unserem Modell noch nicht abgebildet. Eine Erweiterung des Modells
durch die Einfuhrung weiterer Zellarten wie Endothel- oder Immunzellen wurde die
Untersuchung dieser Aspekte kinftig moglich machen. Die sich daraus ergebende
héhere Komplexitat des Gewebemodells hatte jedoch den Nachteil, dass die Modelle

aufwendiger in der Handhabung und der Standardisierbarkeit werden.

Aus ethischer Perspektive unter Berilicksichtigung der 3R-Prinzipien verbessert das hier
beschriebene Gewebemodell die biomedizinische Tumorforschung [70]: Zwar missen
fur die Herstellung der SIS Matrix Schweine euthanasiert werden, aber aus einem Tier
kénnen Materialien fur eine Vielzahl an Versuchen gewonnen werden und folglich der
Einsatz von Tieren reduziert werden. In ersten Studien konnte gezeigt werden, dass die
3D Gewebemodelle aus klinischer Sicht eine sehr gute in vivo - in vitro Korrelation haben
und die erarbeiteten Ergebnisse deshalb teilweise besser als die in Tierversuchen
erzielten Ergebnisse auf die klinische Praxis Ubertragbar sind [12,24,76]. Beide Aspekte
fuhren damit zu einer relevanten Reduktion von Tierversuchen fiur die biomedizinische

Forschung.

4.7 Vergleich mit personalisierten Tumormodellen

Bei der Behandlung maligner Tumore besteht eine hohe Variabilitdt im Therapie-
Ansprechen. Dies lasst sich nicht zuletzt aus dem genetischen Mutationsstatus
ergebende Heterogenitat der Tumore, inklusive einer variierenden Expression von
therapierbaren und nicht-therapierbaren Proteinen zurtickflihren [31]. Durch genetische
Untersuchungen von Tumormaterial konnten bereits fir viele Tumorentitaten molekulare
Therapieziele identifiziert und so eine personalisierte Therapie angeboten werden.
Jedoch stehen den behandelnden Onkologen auch nach Identifikation von maoglichen
Zielmutationen haufig mehrere Behandlungsoptionen zur Wahl. Patientenspezifische
individualisierte Tumormodelle koénnen hier die Mdglichkeit eines in vitro
Medikamentenscreenings bieten und so das Ansprechen auf eine bestimmte Therapie
prognostizieren. Aus Biopsiematerial aufgebaute 3D Tumormodelle kénnen bei

bestimmten Tumorentitaten kinftig in der onkologischen Behandlung bei der Auswahl
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des effektivsten Chemotherapeutikums helfen. Darliber hinaus kénnen mit ihrer Hilfe
neuartige Behandlungsmaglichkeiten entwickelt und erprobt werden [84]. Im Vergleich
zu 2D Modellen kann die Diffusion und Kinetik der antiproliferativen Wirkstoffe sowie die
Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktion in 3D Gewebemodellen wirklichkeitsgetreuer
abgebildet werden. Weiterhin erlauben 3D Modelle im Gegensatz zu Xenograft-Modellen

kosten- und zeiteffektivere Versuche.

In der 2018 publizierten Arbeit von A. Mazzocchi [49] konnten Tumor-Organoide aus
dem frischen Tumormaterial zweier Patienten mit einem peritonealen Mesotheliom auf
einem Hydrogel aufgebaut werden. Diese Spheroidmodelle wiesen in histologischen
Untersuchungen eine gute Vitalitat und die Expression von Mesotheliom-Biomarkern wie
z.B. Calretinin und somit den Phanotyp des Mesothelioms auf. In in vitro
Medikamententests fand sich eine Korrelation zwischen dem Ansprechen der Modelle

auf Chemotherapeutika und dem Therapieansprechen der Patienten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ebenfalls versucht, 3D Gewebemodelle unter
Verwendung von Primarzellen aufzubauen, die aus dem Tumormaterial von operierten
Patienten isoliert wurden. In den vorlaufigen Studien wurden TAFs erfolgreich isoliert
und fur den Aufbau von Kokulturmodellen verwendet. Es gelang in diesen ersten
Versuchsansatzen jedoch nicht, komplexe 3D Gewebemodelle unter Verwendung von
primaren Mesotheliomzellen herzustellen: Nach kurzer Kulturdauer kam es zu einem
Uberwachsen der Mesotheliomzellen durch die TAFs, so dass nicht genligend
Mesotheliomzellen zur Aussaat auf die Matrix kultiviert werden konnten. Ein mogliches
Problem war, dass fur die Experimente kein frisches Tumormaterial verfigbar war,
sondern nur fur mehrere Monate bei -180° eingefrorene Proben zweier Patienten. Durch
die Verwendung moglichst frisch entnommenen Tumormaterials kann maoglicherweise
eine bessere Vitalitdt der Tumorzellen gegeben sein, um so Gewebemodelle aus
primaren Tumorzellen und TAFs aufzubauen. In den Kokulturmodellen konnte bereits
gezeigt werden, dass primare Mesotheliomzellen auf der verwendeten 3D Matrix sowohl
unter statischen als auch dynamischen Kulturbedingungen lberleben. Das in dieser
Arbeit beschriebene Modell kdnnte somit zuklnftig zu einem patientenspezifischen

Modell weiterentwickelt werden.
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4.8 Schlussfolgerung

Die im Rahmen dieser Arbeit generierten 3D Gewebemodelle bilden vereinfacht die
Tumormikroumgebung des malignen Pleuramesothelioms ab. Die 3D Matrix bietet den
Zellen eine den in vivo Verhaltnissen ahnliche Umgebung und beglnstigt so das
Einwandern der TAFs. Durch die dynamische Kultivierung in einem Bioreaktorsystem
wird das Tumorgewebewachstum relevant verbessert [66]. Das entwickelte 3D
Gewebemodell ermdglicht primaren Zellen Wachstum sowie die Migration in die Matrix
und ist damit die Voraussetzung fir den Aufbau patienten-spezifischer Modelle flr
beispielsweise Chemosensitivitats-Testungen [67]. Zwar kann z.B. der Einfluss von
Immunzellen oder die Angiogenese noch nicht abgebildet werden, die 3D Modelle bieten
jedoch Verbesserungen gegeniber 2D Modellen und sind in der Handhabung schneller

und einfacher als Tiermodelle.
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5. Zusammenfassung

Das maligne Pleuramesotheliom ist ein aggressiver von den Mesothelzellen der Pleura
ausgehender Tumor, der in der Regel Folge einer Exposition mit Asbest ist [14].
Aufgrund der haufig fur ein chirurgisches Vorgehen zu spaten Diagnose und des nur
unzureichenden Ansprechens des Tumors auf Chemotherapie und Bestrahlung ist die
Prognose sehr schlecht. Die praklinische Entwicklung und Testungen neuer Wirkstoffe
ist aufgrund eines Mangels an geeigneten in vivo und in vitro Modellen fur die

biomedizinische Forschung schwierig.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war der Aufbau eines 3D Gewebemodells, das die
physiologischen Wachstumsverhaltnisse und die Tumormikroumgebung des malignen
Pleuramesothelioms wiedergibt und das als mogliches praklinisches Testmodell
eingesetzt werden kann. Methodisch wurden Segmente aus azellularem porzinen
Jejunum als 3D Matrix verwendet und mit zwei etablierten Zelllinien des malignen
Pleuramesothelioms unter statischen Kulturbedingungen und unter kontinuierlicher
Perfusion in einem Bioreaktorsystem kultiviert. Die 3D Gewebemodelle wurden mit
etablieten 2D Gewebekulturen des Pleuramesothelioms verglichen. Die beiden
verwendeten Zelllinien bildeten in der statischen Kultur ein mehrschichtiges Gewebe auf
der apikalen Oberflache der Matrix. Im Vergleich mit der 2D Kultur war ein homogeneres
Wachstumsmuster der Zellen und eine erniedrigte Proliferationsrate zu beobachten. Die
unter dynamischen Bedingungen Kkultivierten Modelle zeigten deutlich mehr
Tumorzellmasse auf der Matrix [67]. Aus Gewebebiopsien eines malignen
Pleuramesothelioms von Patienten wurden primare Fibroblasten isoliert und damit 3D
Kokulturmodelle aufgebaut. In den Kokulturmodellen migrierten die TAFs in die Matrix,
wahrend die Tumorzellen weiterhin auf der apikalen Seite wuchsen. Durch die
Kombination mit einem Bioreaktorsystem, der eine bessere Nahrstoffversorgung und die
Erzeugung von Scherstress ermdglicht, wird das Tumorzellwachstum positiv beeinflusst.
Das Wachstum primarer Zellen auf und deren Migration in die Matrix zeigt das Potential
fur den Aufbau patienten-spezifischer Modelle auf [66]. 3D Tumormodelle sind bereits
heute in der praklinischen Forschung am Pleuramesotheliom eine Erganzung zu
etablierten Zellkulturversuchen und sehr artifiziellen Tiermodellen. Die generierten
Gewebemodelle stellen die Grundlage fur gewebespezifische Weiterentwicklungen der
Modelle fir tumorspezifische mechanistische und letztlich auch therapeutische

Fragestellungen dar.
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2D Zweidimensional

3D Dreidimensional

°C Grad Celsius

Abb. Abbildung
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CART-T-Zellen Chimeric antigen receptor T cells

CT Computertomographie

CTLA4 Cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4
DAB 3,3’-Diaminobenzidin

DMSO Dimethylsulfoxid
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EPP Extrapleurale Pneumektomie
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HE Hamatoxylin Eosin
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IC50 Mittlere inhibitorische Konzentration




MARS-Trail Mesothelioma and Radical Surgery Trail

MTT 3-(4,5-Diemethyl-2-Thiazolyl)-2,5-Diphenyl-
2H-Tetrazolium bromid
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N Anzahl

NCI-60 National Cancer Institute 60 Krebszelllinien-
Panel
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SV-40 Simian-Virus 40

Tab. Tabelle

TNFa Tumornekrosefaktor a
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Tumors, Lymphknotenmetasteasen,
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VEGF Vaskular endothelialer Wachstumsfaktor
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z.B. Zum Beispiel
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